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  摘 要:目的 分析从某院重症监护病房(ICU)患者及其环境采集标本中分离的耐碳青霉烯类多重耐药

(MDR)鲍曼不动杆菌的分子流行特点及其基因同源相关性,为医院感染原因调查及其防控提供实验室依据。
方法 收集2020年5月至2021年2月某院神经内科ICU患者痰液标本及环境中连续分离出的46株鲍曼不

动杆菌,其中40株分离自患者痰液标本,6株分离自神经内科ICU环境采样标本。对菌株进行耐药表型检测,
采用多位点序列分型(MLST)方法确定菌株基因类型,采用BioNumerics

 

8.0软件进行同源性分析。结果 经

MLST分型,46株鲍曼不动杆菌确定为12个ST基因型,其中1个为新发现的ST基因型(N1)。46株鲍曼不

动杆菌中,分离自神经内科ICU环境采样标本的6株为3个ST型别,分别是ST469、ST195、ST381,这3个型

别在患者标本中分别分离出了10、8、1株鲍曼不动杆菌,怀疑发生鲍曼不动杆菌的医院内感染。结论 神经内

科ICU 环境中分离的鲍曼不动杆菌与从患者痰液标本中分离出的菌株具有同源性,且有水平传播趋势。
MLST技术对明确医院感染传播路径及细菌感染路径有重要意义,有助于指导控制病原菌的传播。
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Abstract:Objective To

 

analyze
 

the
 

molecular
 

epidemiological
 

characteristics
 

and
 

gene
 

homologic
 

correla-
tion

 

of
 

carbapenem
 

resistant
 

multidrug
 

resistant
 

(MDR)
 

Acinetobacter
 

baumannii
 

isolated
 

from
 

the
 

samples
 

in
 

the
 

patients
 

and
 

environment
 

in
 

intensive
 

care
 

unit
 

(ICU)
 

of
 

a
 

hospital.Methods A
 

total
 

of
 

46
 

strains
 

of
 

Acinetobacter
 

baumannii
 

were
 

collected
 

from
 

sputum
 

samples
 

of
 

the
 

patients
 

in
 

ICU
 

of
 

neurologic
 

department
 

in
 

a
 

hospital
 

from
 

May
 

2020
 

to
 

February
 

2021,including
 

40
 

strains
 

from
 

the
 

sputum
 

samples
 

of
 

the
 

patients
 

and
 

6
 

strains
 

from
 

the
 

environmental
 

samples
 

of
 

ICU
 

of
 

neurologic
 

department.The
 

drug
 

resistance
 

phenotype
 

of
 

the
 

strains
 

was
 

detected,the
 

genotypes
 

of
 

the
 

strains
 

were
 

determined
 

by
 

multi
 

locus
 

sequence
 

typing
 

(MLST),and
 

the
 

homology
 

was
 

analyzed
 

by
 

BioNumerics
 

8.0
 

software.Results Forty-six
 

strains
 

of
 

Acineto-
bacter

 

baumannii
 

were
 

identified
 

as
 

12
 

ST
 

genotypes
 

by
 

MLST,in
 

which
 

1
 

strain
 

was
 

newly
 

found
 

ST
 

(N1)
 

genotype.Among
 

the
 

46
 

strains
 

of
 

Acinetobacter
 

baumannii,6
 

strains
 

isolated
 

from
 

environmental
 

samples
 

in
 

ICU
 

of
 

neurologic
 

department
 

were
 

3
 

ST
 

types,which
 

were
 

ST469,ST195
 

and
 

ST381,10,8
 

and
 

1
 

strains
 

Acinetobacter
 

baumannii
 

of
 

these
 

types
 

were
 

respectively
 

isolated
 

from
 

the
 

samples
 

of
 

the
 

patients,which
 

were
 

suspected
 

as
 

nosocomial
 

infection
 

of
 

Acinetobacter
 

baumannii.Conclusion Acinetobacter
 

baumannii
 

iso-
lated

 

from
 

the
 

neurological
 

ICU
 

environment
 

has
 

homology
 

with
 

that
 

isolated
 

from
 

the
 

patient's
 

sputum
 

sam-
ple,moreover

 

there
 

is
 

the
 

horizontal
 

transmission
 

tends.The
 

MLST
 

technique
 

is
 

of
 

great
 

significance
 

to
 

clarify
 

the
 

nosocomial
 

infection
 

transmission
 

path
 

and
 

bacterial
 

infection
 

path,which
 

helps
 

to
 

guide
 

the
 

control
 

of
 

the
 

pathogenic
 

bacterial
 

transmission.
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  鲍曼不动杆菌目前被定位为全球医疗设施环境 污染中最麻烦的病原体之一[1]。同时,鲍曼不动杆菌
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也是临床上常见的革兰阴性杆菌,是医院获得性感染

的主要传染源,如呼吸道病毒感染、败血症、泌尿道感

染和伤口感染等[2-4],对公众健康构成重大威胁。近

年来,随着鲍曼不动杆菌对碳青霉烯类药物耐药

(CRAB)[3-4],尤其是多重耐药性(MDR)[5]的逐渐增

加,引起临床广大医护人员的高度关切。重症监护病

房(ICU)患者,由于病情严重且免疫力极为低下多伴

多器官衰竭,故为鲍曼不动杆菌的主要易感人群[6-7]。
如何控制鲍曼不动杆菌的水平传播已成为控制医院

感染的重点课题[8]。所以,通过对鲍曼不动杆菌的流

行病学特征研究及其菌株间的遗传同源性分析,探讨

其在医院内的水平传播路径,对临床预防和控制医院

感染具有指导意义。
本研究就某院2020年5月至2021年2月神经内

科ICU患者和环境中分离的46株鲍曼不动杆菌进行

细菌 鉴 定 及 药 敏 试 验,并 采 用 多 位 点 序 列 分 型

(MLST)确定菌株基因型别,采用BioNumerics
 

8.0
软件进行同源相关性分析,探讨鲍曼不动杆菌在某院

神经内科ICU的传播及流行状况,为临床合理使用抗

菌药物、有效防控医院感染的发生提供实验依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料 46株鲍曼不动杆菌中,40株分离自

某院2020年5月至2021年2月神经内科ICU患者

痰液标本(所有痰液标本均来自使用呼吸机的患者,
吸痰留取),6株分离自神经内科ICU环境采样标本。

40例患者年龄为12~90岁,男女性别比为1.22∶
1.00(22/18)。

1.2 仪器与试剂 全自动细菌鉴定分析仪VITEK
 

2
 

Compact、GN革兰阴性菌鉴定卡片、AST
 

GN09
 

革兰

阴性菌药敏卡片、VITEK-MS、基质液及其靶板(法国

Biomerieux);Beckman
 

DU800核酸蛋白分析仪(美国

Beckman公司);QIAamp
 

DNA 纯 化 试 剂 盒(德 国

Qiagen公司);DNA凝胶电泳系统(美国Bio-Rad公

司);ABI
 

2720聚合酶链反应(PCR)扩增仪(美国

ABI);药敏纸片(英国 Oxoid公司);Mueller-Hinton
培养基(北京奥博星公司);电泳成像系统(上海复日

公司)及PCR反应试剂(上海生工公司)。

1.3 方法

1.3.1 菌株分离鉴定 严格按照《全国临床检验操

作规程》[9]操作步骤进行常规培养、分离细菌,采用全

自动细菌鉴定分析仪VITEK
 

2
 

Compact或
 

VITEK-
MS对细菌进行鉴定。

1.3.2 药 敏 试 验  采 用 全 自 动 细 菌 鉴 定 系 统

VITEK
 

2
 

Compact及其相配套的细菌鉴定卡片和药

敏卡片进行药敏试验以及抗菌药物的最低抑菌浓度

(MIC)检测,以K-B法作为补充试验。药敏结果依据

美国和临床实验室标准化协会(CLSI)药敏试验2019

年 M100-S29[10]标准判断结果。
1.3.3 细菌DNA提取 以 QIAamp

 

DNA纯化试

剂盒,对单菌落进行细菌DNA的抽提,并利用Beck-
man

 

DU800核酸蛋白分析仪检测DNA纯度和浓度,
确保DNA质量。
1.3.4 引物的设计与合成 选取鲍曼不动杆菌菌株

的7个独立管家基因片段,即gltA、gyrB、gdhB、re-
cA、cpn60、gpi及rpoD作为引物序列模板,并与上海

生工公司共同设计、合成,详见表1。
表1  鲍曼不动杆菌 MLST各管家基因名称、引物序列

   及片段长度

管家基因 引物(5'—3')
片段长度

(bp)

gltA F:AATTTACAGTGGCACATTAGGTCCC

R:GCAGAGATACCAGCAGAGATACACC 722

gyrB F:GAATGCTGGTGTACGTATCG

R:ACGCTCAACGTTCAGGATCT 776

gdhB F:GTTAACCGAACGTGCAACTG

R:GCATAGGCATAACCACTGTC 717

recA F:CCTGAATCTTCTGGTAAAAC

R:GTTTCTGGGCTGCCAAACATTAC 425

cpn60 F:ACTAACGACATCGCAGGTGA

R:CGCGATGTCTTGAAGCATTG 639

gpi F:GAAATTTCCGGAGCTCACAA

R:TCAGGAGCAATACCCCACTC 456

rpoD F:ATCGAAATTACCAAACGAAGGTT

R:ACGACAGACCCTGTACGTATGTA 921

1.3.5 PCR反应与扩增条件 反应体系由Premix
 

Taq
 

12.5
 

μL、上下游引物(10.0
 

μmol/L)各1.0
 

μL
和DNA模板2.0

 

μL,加无菌蒸馏水8.5
 

μL至总体积

25.0
 

μL配制而成。反应步骤:(1)预变性为94
 

℃,5
 

min;(2)变性为95
 

℃,1
 

min;(3)退火为57
 

℃,30
 

s;
(4)延伸为72

 

℃,40
 

s;(5)30个循环;(6)延伸72
 

℃,
10

 

min。
1.3.6 扩增产物测序与比对 扩增后产物经1.5%
琼脂糖凝胶电泳并被确定为单一条带后,交由上海生

工公司进行进一步双向测序,后对测序结果进行校正

和拼接。
1.3.7 菌株ST型别确定 将拼接后的菌株基因序

列与 MLST数据库进行比对、分析,确定7个管家基

因相对应的等位基因,从而获得菌株的ST型别。
1.3.8 鲍曼不动杆菌基因同源性分析

1.3.8.1 聚类树的构建 采用软件 BioNumerics
 

8.0导入由菌株的7个等位基因编号组成的profile
文件,以UPGMA构建聚类树。
1.3.8.2 最小生成树的构建 采用Categorical分类
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法计算相似系数而绘制最小生成树。
1.4 统计学处理 采用 WHONET5.6统计软件对

数据进行分析处理。计数资料采用例数和百分率

表示。
2 结  果

2.1 菌株耐药率分析结果 在40株分离自患者标

本的鲍曼不动杆菌中,新发现的1株ST型(N1)对头

孢哌酮/舒巴坦中介,对替加环素敏感,对其余12种

抗菌药物均为耐药;1株ST1821型对14种抗菌药物

均敏感,其余39株均对亚胺培南和美罗培南耐药且

为多重耐药菌株,占总数的97.5%(39/40);进行药敏

试验的14种抗菌药物中,替加环素的耐药率最低,为
5%(2/40),其次为复方磺胺甲噁唑(37.5%,15/40),
左氧氟 沙 星 和 头 孢 哌 酮/舒 巴 坦 的 耐 药 率 分 别 为

42.5%(17/40)和45.0%(18/40),对头孢菌素类的耐

药率较高,均高达97.5%(39/40)。40株分离自患者的

鲍曼不动杆菌对14种抗菌药物的耐药情况见表2。
表2  40株分离自患者标本的鲍曼不动杆菌对抗菌

   药物的药敏结果

抗菌药物

耐药

株数
耐药率

(%)

中介

株数
中介率

(%)

敏感

株数
敏感率

(%)

头孢哌酮/舒巴坦 18 45.0 15 37.5 7 17.5

氨苄西林/舒巴坦 39 97.5 0 0.0 1 2.5

替加环素 2 5.0 0 0.0 38 95.0

头孢他啶 39 97.5 0 0.0 1 2.5

头孢曲松 39 97.5 0 0.0 1 2.5

头孢吡肟 39 97.5 0 0.0 1 2.5

亚胺培南 39 97.5 0 0.0 1 2.5

美罗培南 39 97.5 0 0.0 1 2.5

妥布霉素 39 97.5 0 0.0 1 2.5

庆大霉素 39 97.5 0 0.0 1 2.5

阿米卡星 37 92.5 1 2.5 2 5.0

环丙沙星 38 95.0 1 2.5 1 2.5

左氧氟沙星 17 42.5 22 55.0 1 2.5

复方磺胺甲噁唑 15 37.5 0 0.0 25 62.5

2.2 PCR扩增产物的鉴定结果 PCR扩增后经电

泳鉴定结果显示,46株鲍曼不动杆菌均可扩增为7个

管家基因的特异性产物,产物大小为425~921
 

bp,电
泳结果见图1。
2.3 MLST分型结果 由7个等位基因编号组成

profile文件导入软件BioNumerics
 

8.0,以 UPGMA
方法构建聚类树。46株鲍曼不动杆菌菌株共被分为

12个ST型,其中发现1株新的ST 基因型(N1)。
ST469和ST195分别为11株和9株,占23.91%和

19.57%;ST369有8株,占17.39%;ST381有5株,
占10.87%;ST540有4株,占8.70%;ST208有3
株,占6.52%;其余ST型别菌株数量较少。其中以

ST195 最 为 主 要,ST208、ST540、ST369、ST136、
ST436均为ST195的单基因变异株,仅在gpi管家基

因与ST195不同。46株鲍曼不动杆菌MLST分型及

构成比情况见表3。
46株鲍曼不动杆菌中,分离自神经内科ICU环

境采样标本的6株为3个ST型别,分别是ST469、
ST195、ST381,其分别与10、8、1株分离自患者标本

的鲍曼不动杆菌为同一型别,高度怀疑发生医院内鲍

曼不动杆菌感染。
MLST分 型 聚 类 树(图2)结 果 显 示,ST208、

ST540、ST195、ST369、ST136和ST436这6个ST型

别同源相关性大于85%,仅仅为管家基因gpi不同。
而ST381、ST469和ST938这3个型别同源相关性为

70%左右,存在两个管家基因的不同,分别为gpi和

gyrB。而新ST型别N1与其他型别的同源相关性<
10%。

图1  电泳结果图

表3  46株鲍曼不动杆菌ST型别及构成比

ST基因型
等位基因谱

(gltA-gyrB-gdhB-recA-cpn60-gpi-rpoD)
株数

构成比

(%)

ST469 1-12-3-2-2-103-3 11 23.91

ST195 1-3-3-2-2-96-3 9 19.57

ST369 1-3-3-2-2-106-3 8 17.39

ST381 1-81-3-2-2-16-3 5 10.87

ST540 1-3-3-2-2-160-3 4 8.70

ST208 1-3-3-2-2-97-3 3 6.52

ST436 1-3-3-2-2-103-3 1 2.17

ST136 1-3-3-2-2-16-3 1 2.17

ST938 1-38-3-2-2-110-3 1 2.17

ST1821 1-46-100-12-36-211-6 1 2.17

ST1893 1-3-3-77-2-96-3 1 2.17

STN1 21-18-58-42-36-202-4 1 2.17
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图2  MLST分型聚类树

2.4 最小生成树结果 经软件BioNumerics
 

8.0处

理后绘制生成的最小生成树中,以圆圈数量表示序列

型个数,以圆圈面积的大小表示菌株的多寡,每个圆

圈分成的份数代表该ST型包含菌株的株数,圆圈边

上的数字即为该ST型的名称,俩圆圈间的连线上的

所示数字即为两个ST型间的位点数量差。本研究的

MLST分型结果显示,在46株鲍曼不动杆菌的12个

ST型别中,ST195为各ST型共同的祖先(Found-

er),周围放射出8个单体组。从图3中可见ST208、
ST540、ST369、ST136和ST436这5个ST 型别与

ST195的距离相同,亲缘关系比较近,仅1个位点gpi
有所差异;ST381、ST469和ST938这3个ST型别与

ST195的距离相同,存在gpi和gyrB
 

2个位点的差

异。而ST1821与ST195距离相对较远其亲缘关系

差,且6个位点均不同。N1为新型别,距离最远,尚
待进一步追踪调查。

图3  最小生成树
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3 讨  论

鲍曼不动杆菌是引起医院感染暴发的最常见病

原体之一[11],在逐年医院感染的病原菌中名列前茅。
近年来,在我国大多数医疗机构CRAB及其 MDR菌

株检出越来越普遍[12-14],使得临床选择治疗药物范围

明显减少,从而给临床感染治疗带来困难。因此,在
临床实践中应加强对鲍曼不动杆菌在医院内水平传

播的防控能力。

2020年5月常规工作中,首次于神经内科ICU
空气培养中分离出鲍曼不动杆菌(cy1号菌株),同时

在短时间内,从几例神经内科ICU患者呼吸道标本中

培养出鲍曼不动杆菌,引起笔者的关注,而后便对神

经内科ICU进行了持续的密切观察。结果发现,cy1
的型别为ST195,即为笔者最开始分离出的ST型别,
随后陆续从患者痰液标本中分离出9株ST195型别

的鲍曼不动杆菌。怀疑最开始发生了空气传播,大多

数神经内科ICU患者接受了气管切开术,鲍曼不动杆

菌可能会从周围物体表面或空气中落下,易于附着在

患者切开的伤口处或通过呼吸进入患者 呼 吸 道。

MLST分型显示,26株与ST195同源性大于85%的

菌株,占比大于50.0%,分析可能是因为患者用药之

后,导致菌株产生一定的型别变异。

46株鲍曼不动杆菌中,15号患者的菌株型别为

ST381,与15号患者周围环境中分离的cy2、cy3、cy4、

cy5号菌株的型别相同(cy2分离自15号患者排痰仪

管患者端,cy3分离自15号患者床头柜,cy4分离自

15号患者气管切开处,cy5分离自呼吸机塔吊台面),
可以推测,该患者周围环境已经发生该型别鲍曼不动

杆菌的水平传播。据文献报道,鲍曼不动杆菌主要是

通过人传人而导致医院感染暴发,而医务人员或污染

的诊疗环境是主要的媒介,同时由于鲍曼不动杆菌可

以长时间存活在诊疗环境空气中或物体表面上,造成

接触传播的发生,引起医院感染暴发[15]。
本研究中,笔者采用 MLST技术对引起神经内科

ICU医院感染的鲍曼不动杆菌进行基因分型[16],对扩

增获得的7个管家基因,通过与数据库比对及测序分

析,确定每个菌株的基因型别。研究数据显示,46株

鲍曼不动杆菌被分为12个ST型,其中1个为新发现

的型别(N1)。ST469和ST195分别分离出11株和9
株,占 23.91% 和 19.57%;ST369 有 8 株,占

17.39%;ST381有5株,占10.87%;ST540有4株,
占8.70%;ST208有3株,占6.52%;其余ST型别菌

株数量较少。这与其他医院的情况有所不同,可能与

地域和院内感染情况有关[17]。同时,本研究发现,46
株鲍曼不动杆菌中,26株(6个ST型别)鲍曼不动杆

菌仅在管家基因gpi上存在差异,占56.52%。有文

献报道,管家基因gpi在所有管家基因中最容易发生

突变[18]。本研究显示,管家基因gpi在区分各ST型

别具有重要意义。
结合药敏试验和 MLST分型结果,40株分离自

患者痰液标本的鲍曼不动杆菌中,39株为CRAB的

MDR菌株,占菌株总数的97.5%。除ST1821以及

新型别STN1以外,其余10种ST型别的同源性大于

70%,均为CRAB,型别间具有一定相关性。新ST基

因型STN1仅对替加环素敏感,而对头孢哌酮/舒巴

坦中介,对其他12种抗菌药物耐药程度均较高,为究

其原因,将对其作进一步的追踪与研究。环境标本

cy2、cy3、cy4、cy5为15号患者周围的环境采样,且型

别均为ST381,耐药性除阿米卡星不一致(cy2、cy3、

cy4、cy5为敏感,15号患者为耐药)外,其余均一致,
患者对阿米卡星耐药原因可能是由于接受过阿米卡

星的治疗所引起。
研究结果表明,ICU的环境或工作人员也可能成

为ICU内传染的传播来源。该院ICU鲍曼不动杆菌

的感染以ST496和ST195基因型为主,且ST195为

各ST型共同的祖先[19-20]。MLST分型结果显示,46
株鲍曼不动杆菌菌株间具有基因同源性,同属于一个

克隆复合体,且呈现ICU内传播的趋势,发现新型别

STN1距离最远,同源性最小。因此,加强临床医护人

员的生物安全意识,加强所使用的医疗器械消毒、更
换、管控,制订有效的预防和控制措施或预案,防止医

院感染的暴发与流行。
综上所述,神经内科ICU环境中分离的鲍曼不动

杆菌与患者分离株具同源相关性,且有水平传播趋

势。MLST技术对明确医院感染传播路径及细菌感

染路径有重要意义,有助于指导控制病原菌的传播。
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