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目的
!

应用
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系统对医院感染的鲍曼不动杆菌进行同源性分析!评价
U:5"'#:+&2

系统在诊

断医院性感染细菌中的作用&方法
!

收集该院重症监护病房暴发的鲍曼不动杆菌
-@

株!应用
RPCTV.,aQ7

*4,C

全自动微生物分析系统进行鉴定和药敏试验!同时应用基于重复序列聚合酶链反应"

'"

>

7*,<

%技术的
U:5"'7

#:+&2

系统进行同源性分析&结果
!

-@

株鲍曼不动杆菌被分为
1

个克隆组!其中第
-

克隆组是主要的流行克隆!有

1

个亚克隆!

B

株鲍曼不动杆菌同属于第
-

亚克隆!亲缘关系近&结论
!

第
-

克隆组是该院医院感染主要流行克隆!
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系统可在
.1E

内快速'准确地诊断医院感染细菌的同源性!可广泛应用于医院感染细菌的诊断&
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医院感染已成为全球微生物学家和各国政府共同关注的

公共卫生问题#不仅给患者造成严重的经济损失#更严重的是

给患者身体上和精神上造成严重的伤害*引起医院感染病原

菌种类较多#主要包括细菌-病毒-真菌-立克次体等*如今鲍

曼不动杆菌在全世界的分离率在逐渐提高#其已经成为医院性

感染的主要致病菌#可引起菌血症-呼吸机相关性肺炎-继发性

脑膜炎-泌尿道感染等医院性感染疾病+

-

,

*多重耐药鲍曼不动

杆菌在医院内克隆传播现象严重#一旦怀疑有医院感染的暴

发#一个快速的-可靠的分型工具对医院感染的诊断是至关重

要的*

U:5"'#:+&2

系统是基于重复序列聚合酶链反应$

'"

>

7

*,<

&技术原理的半自动基因分型方法#通过
*,<

扩增细菌基

因组的非编码重复序列后根据扩增片段的多态性比较菌株间

相似性#其操作简单-可重复-数据标准化#可广泛应用于医院

感染菌的快速诊断分型+

.7;

,

*本研究应用
U:5"'#:+&2

系统对医

院感染的鲍曼不动杆菌进行同源性分析#评价
U:5"'#:+&2

系统

在诊断医院性感染细菌中的作用*现报道如下*

$
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材料与方法

$/$
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标本来源
!

收集本院
.0-1

年
.

"

1

月重症监护病房

$

P,f

&患者痰液-部分呼吸机-床栏-被褥等物体表面分离的鲍

曼不动杆菌
-@

株#其中急诊重症监护病房$

TP,f

&

-.

株-

P,f

1

株#见表
-

*菌种经
RPCTV.,aQ*4,C

全自动微生物分

析系统鉴定确认为鲍曼不动杆菌*

$//

!

仪器与试剂
!

RPCTV.,aQ*4,C

微生物鉴定药敏分

析系统$法国生物
7

梅里埃公司&%

*,<

扩增仪$

*C,7.00

#美国

N:D7<&(

公司&%核酸蛋白测定仪$

N:D

>

ED$DL"$"'

#德国
T

>>

"97

(D'I

公司&%

4

%

:F"9$.-00

生物分析仪$美国
4

%

:F"9$C"GE9DFD7

%

:"#

公司&%

QaN:DfF$'&,F"&9

CQ

Q:G'D2:&FUS4P#DF&$:D9[:$

#
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Qa N:D+&2D'&$D':"#

#法国
2:7

DQ"':"H̀

公 司&%

US4 <"&

%

"9$#pXH

>>

F:"#&9( US4 ,E:

>

#

$

QaN:D+&2D'&$D':"#

#法国
2:DQ"':"H̀

公司&*
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方法
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医院感染的初步诊断
!

医院感染菌的诊断遵照卫生部

颁布的.医院感染诊断标准$试行&/

+

1

,

#其判断标准为!主要根

据患者病历资料#首先入院时无明确的潜伏期感染#细菌培养

鉴定为阴性%入院
1ZE

后细菌培养鉴定出感染鲍曼不动杆菌%

同时有相应的临床感染症状%在同时或较短时间内#在
TP,f

)
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检验医学与临床
.0-@

年
-

月第
-;

卷第
-

期
!
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和
P,f

病区中出现了
;

例以上或大量的同类感染的医院感染

暴发菌*

表
-

!

-@

株鲍曼不动杆菌采集时间*科室分布*标本

!!!!

来源和
U:5"'#:+&2

分型

菌株

编号
采集时间 分布

标本

来源

U:5"'#:+&2

分型

克隆组 亚克隆组

- .0-1

年
.

月
TP,f7.

患者 痰
- ;

. .0-1

年
.

月
TP,f7-

患者 痰
1 1

; .0-1

年
.

月
TP,f7-0

患者 痰
- -

1 .0-1

年
.

月
TP,f7?

患者 痰
- -

? .0-1

年
;

月
TP,f7;

患者 痰
- -

@ .0-1

年
;

月
TP,f7--

患者 痰
- -

A .0-1

年
;

月
TP,f7B

患者 痰
- .

Z .0-1

年
;

月
TP,f7B

床头柜 物体表面
- -

B .0-1

年
;

月
TP,f7;

呼吸机臂 物体表面
- ;

-0 .0-1

年
;

月
TP,f7--

床栏 物体表面
- -

-- .0-1

年
;

月
TP,f7B

输液泵 物体表面
. @

-. .0-1

年
;

月
TP,f7?

输液泵 物体表面
- .

-; .0-1

年
;

月
P,f7@

输液泵 物体表面
- -

-1 .0-1

年
;

月
P,f7-;

监护仪 物体表面
- -

-? .0-1

年
;

月
P,f7@

患者 痰
- -

-@ .0-1

年
;

月
P,f7-;

患者 痰
; ?
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系统分型
!

$
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&细菌
US4

的提取方法!将

保存的菌株常规方法复苏#然后接种于血平板#放
;AW

孵箱孵

育
-Z

"

.1E

*参照鲍曼不动杆菌
US4

提取试剂盒的方法进

行提取*

US4

提取后进行定量检测#核酸纯度控制在
.?

"

?0

9

%

"

(

+

*$

.

&

'"

>

7*,<

扩增!应用
'"

>

7*,<US4

指纹图谱试剂

盒进行细菌基因组
'"

>

7*,<

扩增#以提取的鲍曼不动杆菌

US4

为模板#应用
'"

>

7*,<US4

指纹图谱试剂盒#配制
.?

(

+*,<

扩增体系如下#

-Z

(

+'"

>

7*,< QQ-

#

./?

(

+="9"7

4L
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-0d*,<

缓冲液#

.

(

+*':L"'Q:̀ ++

#

0/?

(

+4L

>

F:C&

J

US4

聚合酶和
.

(

+US4

模板*反应条件如下#预变性
B1W

.L:9

#

B1W

变性
;0#

#

1?W

退火
;0#

#

A0W

延伸
B0#

#共
;?

个

循环#最后
A0W

延伸
;L:9

*$

;

&芯片电泳和指纹图谱检测!按

照
US4<"&

%

"9$#p XH

>>

F:"2D̀

和
US4,E:

>

#

要求配制凝

胶
7

染料混合物
="F7U

6

"Q:̀

#加载芯片#在
4

%

:F"9$.-00

生物分

析仪进行凝胶分析*根据细菌
US4

指纹图谱条带-峰的位

置-数目和峰度等因素判断菌株的同源性+

?

,

!菌株间的相似性

大于
B?̂

#即出现
-

"

.

个条带或峰的位置-峰度有差异#可认

为菌株亲缘性很接近#划分为同一克隆组%菌株间的相似性大

于
BÂ

#即峰的位置-数目和峰度均一致#两者的电泳图形可

以重叠#划分为同一亚克隆组%菌株间的相似性小于
B?̂

#即

出现
;

个或
;

个以上的条带或峰的位置-峰度有差异#则划分

为不同克隆*

/

!

结
!!

果

//$

!

医院感染的诊断结果
!

初步诊断患者携带的
B

株鲍曼不

动杆菌为医院感染菌*

///

!

U:5"'#:+&2

系统分型结果
!

U:5"'#:+&2

系统将
-@

株鲍曼

不动杆菌分为
1

个不同亲缘关系的克隆组及
@

个亚克隆组*

克隆组
-

有
-;

株鲍曼不动杆菌#分为
;

个亚克隆组#其中第
-

亚克隆亲缘关系较近#相似性达到了
BÂ

以上#是主要的流行

组#包含了
B

株$

?@/.?̂

&鲍曼不动杆菌#第
.

亚克隆含
.

株#

第
;

亚克隆含
.

株*克隆组
.

-克隆组
;

和克隆组
1

各有
-

株

鲍曼不动杆菌*见图
-

"

.

*

图
-

!

基于
U:5"'#:+&2

系统的
-@

株鲍曼不动杆菌基因

同源性分析树状图及凝胶图

图
.

!

各克隆组的
US4

指纹图谱重叠图

'

!

讨
!!

论

多重耐药鲍曼不动杆菌医院内克隆传播现象严重*据报

道显示#在英国-法国-德国-意大利-西班牙等欧洲的多个国家

暴发了鲍曼不动杆菌引起的医院感染+

@

,

*不仅如此#在同一城

市甚至在全球范围内的医院间克隆传播多重耐药鲍曼不动杆

菌的现象已被相继报道*

S&&#

等+

A

,报道在法国的北部和东南

部的
??

个医疗中心之间发生了产内酰胺酶
RTN7-

鲍曼不动

杆菌的克隆传播*在巴西也发现了携带
ab47.;

基因型的多

重耐药鲍曼不动杆菌在多个医院间广泛的播散+

Z

,

*本次调查

共收集了
-@

株鲍曼不动杆菌#均来自
P,f

患者和周围环境中

的物体表面#暴发时间集中#波及范围较广*可能与监护室环

境-仪器设备-物体表面-接触传播等有关#使患者感染或定植

或发生医院暴发感染*

快速-准确地对鲍曼不动杆菌进行同源性研究是预防和控

制医院感染的重要措施*一个完美的分型方法应该速度快-易

操作-分辨率高-可靠度高-重复性好-与其他分型方法结果一

致并且可以应用于绝大多数微生物实验室+

B

,

*目前用于鲍曼

不动杆菌分型研究方法主要有!脉冲场凝胶电泳-随机扩增多

)

B?

)

检验医学与临床
.0-@

年
-

月第
-;

卷第
-

期
!
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态性
US4

分析-扩增片段长度多态性分析-多位点序列分型-

重复序列
*,<

技术等*这些技术大多因为操作复杂-重复性

差-耗时长等原因没能广泛应用于临床*而基于扩增细菌基因

组的非编码重复序列根据扩增片段的多态性来比较菌株间相

似性的
U:5"'#:+&2

系统均克服了以上缺点#可广泛应用于医院

感染菌的快速诊断分型*这种半自动
'"

>

7*,<

方法包括
;

个

步骤!提取
US4

的标准化操作-专用的
'"

>

7*,<

试剂盒-自动

的
U:5"'#:+&2

系统分析软件处理系统#从而呈现出很好的重复

性且操作速度快#在短时间内可对医院感染菌的亲缘关系作出

诊断*

基于以上优点#

U:5"'#:+&2

系统已经广泛用于不动杆菌-

大肠杆菌-金黄色葡萄球菌-铜绿假单胞菌-肺炎克雷伯菌等的

分子流行病学研究+

?

#

-07-.

,

*

3FH:$

等+

-;

,通过检测医院感染的不

同菌种来评估
U:5"'#:+&2

系统#发现其可以取代
Q+R4

和

*3=T

对鲍曼不动杆菌-大肠杆菌的流行暴发作出诊断*

+&H

等+

.

,发现可以利用
U:5"'#:+&2

系统快速鉴定尿路大肠致病菌

a.?c)17XC-;-

#并得出
U:5"'#:+&2

系统比
Q+XC

的分辨率

高#对诊断尿路大肠致病菌
a.?c)17XC-;-

医院感染有很大

帮助*

本研究通过
U:5"'#:+&2

系统对初步诊断为医院感染菌的

-@

株鲍曼不动杆菌进行同源性研究#结果分为亲缘性不同的
1

个克隆组及
@

个亚克隆组*研究结果显示#克隆组
-

是主要流

行克隆#其中的第
-

亚克隆亲缘关系较近#相似性达到了
BÂ

以上#是主要的流行组#包含了
B

株$

?@/.?̂

&鲍曼不动杆菌%

TP,f

与
P,f

部分患者分离的鲍曼不动杆菌为同源株#提示这

两个病房同时存在有同源鲍曼不动杆菌的感染和定植%

P,f

患

者与
TP,f

患者分离的鲍曼不动杆菌存在同源性#原因可能是

部分
TP,f

患者在住院后转入
P,f

#将感染的鲍曼不动杆菌带

入了
P,f

%亦可能为
P,f

患者与
TP,f

患者在做相应辅助检

查时在仪器上携带了鲍曼不动杆菌#从而造成了相互之间的传

播%

TP,f

呼吸机-床栏-输液泵和
P,f

监护仪-输液泵分离的

鲍曼不动杆菌存在亲缘性#说明
TP,f

和
P,f

部分设备存在

鲍曼不动杆菌的定植*

综上所述#应加强医院
P,f

的消毒隔离工作#定期做好消

毒灭菌效果的监测*当怀疑有医院感染暴发时#快速-准确地

对细菌进行同源性研究#从而鉴定这些医院感染菌的病原关

系#发现了其中的传播克隆源#及时确认并处理医院感染菌的

暴发流行*

U:5"'#:+&2

系统具有操作快速-简单-可靠性高和

数据的自动化分析等优点#可以在短时间内对医院感染暴发菌

的同源性进行快速判断#从而有效控制医院感染和细菌耐药基

因的克隆播散*
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