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宏基因组二代测序在耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌医院感染暴发中的应用
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［摘　要］　目的　探讨宏基因组二代测序（ｍＮＧＳ）技术在耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌（ＣＲＡＢ）医院感染暴发事件

调查中的应用。方法　应用ｍＮＧＳ及传统病原学培养方法对某院重症监护病房（ＩＣＵ）２０２３年６月８—２２日５例

检出ＣＲＡＢ患者进行病原学检测，对可能污染的环境进行微生物采样及细菌培养、鉴定和药物敏感试验，同时采取

综合控制措施并评价其效果。结果　ｍＮＧＳ结果回报所需时间短于培养所需时间［（３．９２±１．０５）ｄＶＳ（６．２４±

０．２５）ｄ，犘＜０．００１］。５例患者的标本培养分离出ＣＲＡＢ，ｍＮＧＳ检测结果显示均检出ＯＸＡ２３耐药基因，经专家综

合判断４例患者为医院感染，１例患者为标本污染。依据《医院感染暴发控制指南》中的医院感染暴发定义，此事件

考虑为医院感染暴发。环境卫生学监测结果显示，暴发时环境中ＣＲＡＢ检出率为５１．３０％（５９／１１５），主要集中在医

务人员手与呼吸机表面，实施多学科联合感染控制措施后，医生手卫生依从率及呼吸机消毒落实率分别由４０．８３％

（４９／１２０）、３３．３３％（１６／４８）提高至８２．６１％（９５／１１５）、８３．３３％（３０／３６）。患者预后良好，后续监测未发现新病例，此

医院感染暴发事件得到有效控制。结论　ｍＮＧＳ具有精准度高、耗时短、准确率高的特点，可以应用于医院感染暴

发防控及耐药基因组研究，对多重耐药菌感染患者的抗感染治疗及医院感染防控措施的制定具有重要意义。持续

提高消毒效果及手卫生依从率是防控ＣＲＡＢ感染的重要手段。
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　　鲍曼不动杆菌是一种非发酵的革兰阴性杆菌，

可定植于人体皮肤、呼吸道、泌尿道及自然环境中，

常引起血液、泌尿道及下呼吸道等多部位感染，是医

院感染的主要病原菌之一［１］。碳青霉烯类药物是治

疗鲍曼不动杆菌感染的推荐药物，但随着碳青霉烯

类药物使用量逐年增加，免疫抑制剂等广泛使用，以

及感染防控措施落实不到位，耐碳青霉烯类鲍曼不

动杆菌 （ｃａｒｂａｐｅｎｅｍｒｅｓｉｓｔａｎｔ犃犮犻狀犲狋狅犫犪犮狋犲狉犫犪狌

犿犪狀犻犻，ＣＲＡＢ）的检出率与感染率逐年增加
［２］。重

症监护病房（ｉｎｔｅｎｓｉｖｅｃａｒｅｕｎｉｔ，ＩＣＵ）收治的患者

普遍免疫力低下，是发生医院感染的高危人群［３］，同

时多数患者需要接受气管插管、泌尿道或中心静脉

置管等高风险性侵袭操作，一旦发生ＣＲＡＢ医院感

染暴发事件将产生严重影响。近年来，宏基因组二

代测序（ｍｅｔａｇａｎｏｍｉｃｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，

ｍＮＧＳ）技术逐渐发展成为检测病原体的新手段，此

方法快速精准，阳性率高，可准确客观且快速高效地

检测多种病原微生物，已在多个领域广泛应用［４５］，

但ｍＮＧＳ应用于疑似医院感染暴发事件调查的报

道较少。２０２３年６月８—２２日某院ＩＣＵ５例患者

的标本检出ＣＲＡＢ，此５例患者入院时间存在交叉，

床位分布存在空间关联，本研究利用 ｍＮＧＳ技术分

析此次疑似暴发事件，为ＣＲＡＢ感染的预防与控制

提供科学依据，现将结果报告如下。

１　资料与方法

１．１　病例资料　２０２３年６月８—２２日该院ＩＣＵ共

收治１６例患者，其中病例１、２、３、４查体时，肺部听

诊有音，影像学表现为片状高密度阴影，病例５出

现 恶心、头痛，且磁共振显示脑内弥漫性水肿，３例

患者的痰标本、１例患者的肺泡灌洗液标本及１例

患者的脑脊液标本培养结果回报为ＣＲＡＢ。为进行

精准抗感染治疗及采取医院感染防控措施，６月

１４—２２日ＩＣＵ 陆续采集上述５例患者标本进行

ｍＮＧＳ检测。本研究通过该院伦理委员会批准

（Ｎｏ．２０２３—１０６１），所有患者均知情并签署知情同

意书。

１．２　病原学检测方法

１．２．１　病原菌培养　参照《全国临床检验操作规程

（第四版）》［６］进行标本采集与送检，使用 ＶＩＴＥＫ２

Ｃｏｍｐａｃｔ分析仪及配套鉴定卡、药敏卡片进行细菌

种属鉴定及药物敏感试验。

１．２．２　ｍＮＧＳ检测　（１）标本采集：使用无菌干燥

的洁净冻存管（ＰＭｓｅｑ检测采集管）采集３例患者

的痰标本（患者均使用生理盐水等进行口腔护理，用

力排咳留取深部痰３ｍＬ），１例患者的肺泡灌洗液

（弃去前端可能污染的部分，收集其余部分３ｍＬ）及

１例患者的脑脊液标本（为减少污染，采集第２管脑

脊液）；（２）送至中国华大基因进行 ｍＮＧＳ检测，分

析标本中微生物并与数据库原核酸序列进行比较、

鉴定。

１．３　调查方法

１．３．１　现场流行病学调查　２０２３年６月２２日该

院感染控制专职人员使用众智医院感染监测预警系

统ｖ１０．２，显示５例ＣＲＡＢ感染，医院感染控制部立

即成立调查小组，利用 ＨＩＳ系统查阅病例并第一时

间进行床旁调查，与主管医生、护士、药学部等进行

讨论，进行风险评估后并立即采取医院感染控制

措施。

１．３．２　结果判定　根据卫生部２００１年颁布的《医

院感染诊断标准（试行）》［７］对以上患者进行医院感
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染诊断。根据《医院感染暴发控制指南》［８］，短时间

内发生３例以上临床症候群相似，怀疑有共同感染

源的感染病例的现象，综合患者症状、病原体分离情

况、时间及空间分布等，考虑为医院感染暴发。

１．３．３　环境卫生学监测　医院感染控制部对可疑

污染的ＩＣＵ床单元、病区环境设备及医务人员手等

１１５个点位进行环境微生物采样，用浸有中和剂（卵

磷脂吐温胰蛋白胨大豆培养基复方中和剂，购自贝

瑞特生物技术有限责任公司）的无菌拭子进行涂抹，

并接种于耐碳青霉烯肠杆菌目检测用培养基（ＣＲＥ

显色培养基，购自沈阳彦程生物制品有限公司），立

即置于３７℃暖箱培养４８ｈ后观察菌落情况，对可疑

菌株进行鉴定及药敏试验。

１．３．４　医院感染控制措施　结合环境微生物学结

果，通过ＲＣＡ根因分析等方法，组织流行病学调查

小组联合行政、医疗、护理管理人员展开分析讨论，

制定以下感染控制措施：（１）立即进行彻底的环境卫

生清洁消毒工作，将目前ＣＲＡＢ患者按区域收治，

护理人员不得交叉；（２）规范合理使用隔离衣，隔离

衣一人一用一换；（３）对全科人员开展手卫生培训及

考核；（４）同期所有患者全部送检微生物标本；（５）护

理操作时尽可能使用密闭式吸痰器，防止气溶胶喷

溅操作。

１．４　统计学方法　应用ＳＰＳＳ２３．０对所有数据进

行统计学分析，定性资料比较采用χ
２ 检验，两组间

定量资料比较采用狋检验，犘≤０．０５表示差异具有

统计学意义。

２　结果

２．１　流行病学特征

２．１．１　人群分布　２０２３年６月８—２２日ＩＣＵ共收

治１６例患者，其中男性１０例，女性６例，年龄２３～

９１岁，平均年龄（６８±２．２３）岁，其中３例患者痰标

本、１例患者肺泡灌洗液标本及１例患者脑脊液标

本检出ＣＲＡＢ，以上患者均接受气管插管辅助通气。

５例检出ＣＲＡＢ患者的基本情况见表１。

表１　ＩＣＵ５例检出ＣＲＡＢ患者的基本情况

犜犪犫犾犲１　Ｂａｓｉｃｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆ５ＩＣＵｐａｔｉｅｎｔｓｆｒｏｍｗｈｏｍＣＲＡＢｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ

患者编号 年龄（岁） 性别 主诉 入院诊断 标本类型 入ＩＣＵ日期

病例１ ６８ 男 呼吸困难１０ｄ 慢性肺炎 痰 ２０２３年６月８日

病例２ ７８ 女 咳嗽、咳痰４ｄ 双肺炎症 痰 ２０２３年６月９日

病例３ ５６ 男 发热１０ｄ 颅内出血 脑脊液 ２０２３年６月１６日

病例４ ７６ 男 发热８ｄ 病毒性肺炎 肺泡灌洗液 ２０２３年６月１３日

病例５ ４２ 女 周身水疱伴红肿 病毒性皮炎 痰 ２０２３年６月１０日

２．１．２　时间分布　病例１首次于６月１４日检出

ＣＲＡＢ，病例２～５于６月１６—２２日陆续检出，结合

临床症状病例１～５于６月１４—２２日进行第二次微

生物培养送检并进行ｍＮＧＳ检测，见表２。

表２　５例患者微生物培养送检时间及结果

犜犪犫犾犲２　Ｓｕｂｍｉｓｓｉｏｎｔｉｍｅａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｕｌｔｕｒｅｆｒｏｍｔｈｅ５ｐａｔｉｅｎｔｓ

患者编号
第一次培养

送检时间 回报时间 培养结果

第二次培养

送检时间 回报时间 培养结果

病例１ ６月１０日 ６月１４日 ＣＲＡＢ ６月１４日 ６月２０日 ＣＲＡＢ

病例２ ６月１２日 ６月１６日 ＣＲＡＢ ６月１７日 ６月２２日 ＣＲＡＢ

病例３ ６月１７日 ６月２２日 ＣＲＡＢ ６月２２日 ６月２６日 无

病例４ ６月１５日 ６月２１日 ＣＲＡＢ ６月１９日 ６月２４日 ＣＲＡＢ

病例５ ６月１４日 ６月２０日 ＣＲＡＢ ６月１６日 ６月２２日 ＣＲＡＢ

２．１．３　空间分布　ＩＣＵ开放床位２８张，６月８—２２

日在院患者１６例，病例３、病例４检出ＣＲＡＢ后床

位分别调整至２２、２７床，便于分区域集中管理。见

图１。
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图１　ＩＣＵ５例检出ＣＲＡＢ患者的空间分布图

犉犻犵狌狉犲１　Ｓｐａｔｉａｌｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆ５ＩＣＵｐａｔｉｅｎｔｓｆｒｏｍｗｈｏｍＣＲＡＢｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ

２．２　ｍＮＧＳ与传统病原学检测对比　５例患者标

本培养结果均为ＣＲＡＢ。ｍＮＧＳ检测结果显示，５

例患者标本均检出 ＯＸＡ２３耐药基因，见表３。

ｍＮＧＳ结果回报所需时间短于培养所需时间

［（３．９２±１．０５）ｄＶＳ（６．２４±０．２５）ｄ，狋＝－１３．４２０，

犘＜０．００１）］。

表３　５例患者标本ｍＮＧＳ检测和传统培养结果比较

犜犪犫犾犲３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｍＮＧＳａｎｄｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｃｕｌｔｕｒｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｐｅｃｉｍｅｎｓｆｒｏｍ５ｐａｔｉｅｎｔｓ

患者 ｍＮＧＳ结果 检出序列数 耐药基因 检出序列数 覆盖率（％） 传统培养结果

病例１ 纹带棒杆菌 ３５２２５０ 鲍曼不动杆菌

鲍曼不动杆菌 ７９３８０ ＯＸＡ２３ ８６４ ９２．５４

病例２ 纹带棒杆菌 ２７１６７１ 鲍曼不动杆菌

鲍曼不动杆菌 １９７２７ ＯＸＡ２３ ６８８ ９３．２８

病例３ 鲍曼不动杆菌 ２３２４５４ ４７６ ８８．６４ 鲍曼不动杆菌

摩根摩根菌 ２３４５２ ＯＸＡ２３

病例４ 肺炎克雷伯菌 １９１１３７ 鲍曼不动杆菌

鲍曼不动杆菌 ９６７８５ ＯＸＡ２３ ５４８ １００

病例５ 铜绿假单胞菌 ６７８６８ 鲍曼不动杆菌

鲍曼不动杆菌 ２２５３４ ＯＸＡ２３ ７２３ ９８．１２

２．３　环境卫生学监测结果　共采集１１５份环境标

本，５９份检出ＣＲＡＢ，检出率为５１．３０％，以呼吸机

按钮、移动护理车检出率最高（均为８０．００％），其次

为呼吸机外壳（７５．００％）、呼吸机屏幕（７０．００％），与

患者药敏结果均一致，除替加环素敏感外其余检测

抗菌药物均耐药，５９份检出ＣＲＡＢ的标本中，呼吸

机表面、移动护理车和医务人员手分别占５０．８５％

（３０份）、２０．３４％（１２份）、１３．５６％（８份）。见表４。

２．４　感染控制措施与效果评价　６月２３日—７月

１日感染控制措施实施情况统计结果显示，感染控

制措施执行均有明显提高，见表５。５例患者预后较

好，陆续于６月２８日、６月３０日、７月１日转出ＩＣＵ。
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表４　ＩＣＵ环境卫生学监测结果

犜犪犫犾犲４　ＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｈｙｇｉｅｎｅｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｉｎＩＣＵ

标本

来源

标本

份数

检出ＣＲＡＢ

标本份数

检出率

（％）

平均菌落数

（ＣＦＵ／ｃｍ２）

呼吸机外壳 ２０ １５ ７５．００ ２８．００

呼吸机屏幕 １０ ７ ７０．００ １２．００

呼吸机按钮 １０ ８ ８０．００ ２２．００

移动护理车 １５ １２ ８０．００ １０．００

床把手 ６ ２ ３３．３３ ４．００

床档 ６ ２ ３３．３３ ３．００

监护仪 ８ １ １２．５０ １．００

标本

来源

标本

份数

检出ＣＲＡＢ

标本份数

检出率

（％）

平均菌落数

（ＣＦＵ／ｃｍ２）

医生手 １０ ６ ６０．００ ４．００

护士手 ５ ２ ４０．００ １．００

水龙头 ５ １ ２０．００ ０．４０

水池 ５ １ ２０．００ ０．４０

患者织物 ５ １ ２０．００ ０．２０

工作电话 ５ １ ２０．００ ０．９６

工作键盘 ５ ０ ０ ０

合计 １１５ ５９ ４９．１７ ６．２１

表５　感染控制干预措施落实率（％）

犜犪犫犾犲５　Ｉｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｍｅａｓｕｒｅｓｆｏｒｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇｉｎｆｅｃｔｉｏｎ（％）

干预项目 ６月１４—２２日 ６月２３日—７月１日 χ
２ 犘

隔离医嘱下达率 ３７．５０（６／１６） ９１．６７（１１／１２） ３．１１ ０．０７８

医生手卫生依从率 ４０．８３（４９／１２０） ８２．６１（９５／１１５） ４３．１９ ＜０．００１

护士手卫生依从率 ６７．９６（７０／１０３） ８２．９６（１１２／１３５） ６．１０ ０．０１４

呼吸机消毒落实率 ３３．３３（１６／４８） ８３．３３（３０／３６） ２０．７６ ＜０．００１

隔离衣正确使用率 ４５．６５（２１／４６） ８５．７１（３０／３５） １３．６８ ＜０．００１

３　讨论

该院为省级三级甲等医院，编制床位３０００张，

ＩＣＵ常收治病情较重的患者，患者携带多重耐药菌

的概率较大。本研究中５例患者经过专家组会诊，

给予如下结论：（１）病例１由外院转入，但无证据表

明入院时携带且在入院４８ｈ后检出ＣＲＡＢ，结合临

床表现判定为医院感染；（２）病例３首次脑脊液培养

阳性，第二次培养阴性，且患者血常规、颅内影像学

等指标不支持感染，考虑为标本污染或定植，ｍＮＧＳ

结果显示该患者标本检出 ＯＸＡ耐药基因，需严格

防控ＣＲＡＢ定植转为感染的风险；（３）病例２、４、５

考虑为患者机体免疫力下降、碳青霉烯类药物使用

等原因造成的ＣＲＡＢ医院感染。根据专家会诊结

论及《医院感染暴发控制指南》中医院感染暴发定

义，考虑此次事件为ＣＲＡＢ医院感染暴发。

近年来，ＣＲＡＢ聚集或暴发事件较为常见，多地

均有报道［９１０］，但由于普通医疗机构缺乏同源性鉴

定手段，当感染病例较少时无法判定为暴发事件。

本研究中于６月１４—２２日陆续对５例患者标本进

行ｍＮＧＳ检测，结果回报均早于传统微生物检测

［（３．９２±１．０５）ｄＶＳ（６．２４±０．２５）ｄ，犘＜０．００１］，

ｍＮＧＳ检测具有检出率高、耗时短、精准性强的优

势。检出病原微生物是判定医院感染的重要依据，

传统的微生物检测主要通过免疫、生化以及培养等

试验方法检测标本中微生物种类与定量信息［１１］，但

由于标本采集不规范、送检时机不合理及某些病原

微生物常规下难以培养等原因，存在培养周期长、假

阴性率高及效率较低等问题。基于 ｍＮＧＳ技术对

标本进行完全测序，具有灵敏度高、时间快等特点，

在感染性疾病的早期诊断中，对于混合菌种的检出

更具优势，从而可以采取干预措施，及时阻断传播途

径，保护高危人群，降低医院感染风险。本研究中５

株ＣＲＡＢ药敏结果显示，对亚胺培南和美罗培南两

种药物的耐药率均为１００％，ｍＮＧＳ检测均检出

ＯＸＡ２３耐药基因型，其序列数、相对丰度均较高，

且未检出ＯＸＡ２４、ＯＸＡ５８等其他耐药基因，提示

携带ＯＸＡ２３基因是造成本次ＣＲＡＢ耐药的主要

原因。研究［１２］显示，只有同时携带 ＯＸＡ５１ 和

ＯＸＡ２３基因的鲍曼不动杆菌才对抗菌药物高度耐

药，只携带ＯＸＡ５１的鲍曼不动杆菌对抗菌药物则

趋向敏感。因此，对于医院感染防控尤其ＩＣＵ可借

助ｍＮＧＳ技术，在目标菌感染暴发途径追踪及耐药
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基因研究时具有重要作用［１３１４］。同时 ｍＮＧＳ可以

检测未知微生物包括病毒、真菌等，完善传统微生物

检测上的不足，为临床诊疗及医院感染控制措施的

制定提供可靠的决策依据［１５］，但 ｍＮＧＳ检测结果

受宿主背景微生物构成的影响，对标本要求高，极易

被污染，且病原微生物的检出很大程度上依赖数据

库的全面型与特异性，因此，存在假阳性、部分病原

菌检出率低、成本高等问题，临床分析 ｍＮＧＳ结果

同时应结合患者临床症状及其他辅助诊断方法及检

测结果，从而进行感染或定植的判定。

本次事件中，呼吸机表面、移动护理车及医务人

员手均分离出ＣＲＡＢ，提示手卫生与环境清洁消毒

的重要性。陈学斌等［１６］研究指出，呼吸机外表面消

毒不当是导致医院感染的重要原因。分析可能因为

ＩＣＵ收治的患者病情重、医务人员工作量较大，导

致清洁消毒工作落实不足，还可能由于某些产生气

溶胶喷溅的操作如吸痰、气道插管拔管等导致呼吸

机外表面污染。中国研究型医院学会危重医学专委

会护理研究学组研究提出，对多重耐药患者进行吸

痰护理时，应尽可能使用密闭式吸痰器以防止气溶

胶喷溅［１７］；ＩＣＵ医护人员手卫生依从率较低也是本

次传播链条的重要原因，感染控制措施干预前医生、

护士手卫生依从率分别为４０．８３％（４９／１２０）、６７．９６％

（７０／１０３），远低于其他地区的相关报道
［１８１９］。当进

行与ＣＲＡＢ患者接触面积比较大的操作时，如翻

身、拍背、康复治疗等，操作人员应穿隔离衣。隔离

衣可以避免因接触导致病原体床单元等传播，本事

件中隔离衣正确使用率仅为４５．６５％（２１／４６），可能

与患者较多工作繁忙、医务人员对隔离穿衣的作用

认识不足及隔离衣储备不足等有关，这些都有可能

导致ＣＲＡＢ的进一步传播。通过多学科联合感染

控制培训等ＰＤＣＡ质量控制，不仅手卫生依从率及

相关措施落实率均有明显上升，对于患者预后起到

重要作用，同时医院感染管理部也将此次指标定为

每月质量控制基础数据，开展持续性监测提升感染

控制意识。

综上所述，ｍＮＧＳ技术可以快速鉴别医院感染

患者病原微生物特征，对于耐药基因可以开展分型

研究，对多重耐药菌感染患者的抗感染治疗以及医

院感染防控措施制定具有重要意义，针对性的加强

消毒隔离工作与提高手卫生依从率是防控ＣＲＡＢ

的重要手段。本研究也存在一定局限性，由于成本

及技术原因无法对环境中的ＣＲＡＢ进行耐药基因

检测，因此仅能对医院感染传播途径进行推测。本

次事件发生后感染管理部门予以高度重视，采取积

极干预措施，应用 ｍＮＧＳ技术配合感染控制措施

取得较好效果，故总结经验，以期为感染的预防与

控制提供参考。
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