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致呼吸机相关性肺炎的鲍曼不动杆菌分子分型
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［摘　要］　目的　了解引起呼吸机相关性肺炎（ＶＡＰ）的鲍曼不动杆菌（Ａｂ）分子流行病学特征。方法　对分离自

ＶＡＰ患者下呼吸道分泌物标本中的７株Ａｂ菌株进行脉冲场凝胶电泳（ＰＦＧＥ）分型及耐药性检测。结果　７株

Ａｂ的ＰＦＧＥ电泳条带相似度为５７％～１００％，分为Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ４个ＰＦＧＥ型别，其中Ａ、Ｂ、Ｄ型各２株（２８．５７％），

Ｃ型１株（１４．２９％）。Ａｂ对头孢他啶、亚胺培南和妥布霉素等１３种抗菌药物产生不同程度的耐药性，均为泛耐药

菌株，其中Ｃ型Ａｂ为全耐药菌株。结论　ＰＦＧＥ分型技术可以准确和快速地用于Ａｂ引起的医院感染溯源、

分型。
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广泛存在于自然界，近年已经成为医院感染常见的

条件致病菌。由Ａｂ引起的医院感染发生率位列第

４，次于铜绿假单胞菌
［１－２］。呼吸机相关性肺炎

（ｖｅｎｔｉｌａｔｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｎｅｕｍｏｎｉａ，ＶＡＰ）是重要的

医院感染肺炎。由于ＶＡＰ患者往往存在严重且难

治的基础疾病，而Ａｂ对多种抗菌药物的耐药率也

逐年上升，故由该菌所致ＶＡＰ的难治性受到临床

广泛关注。近年来，细菌分子分型技术被运用于

医院感染的监测和控制，脉冲场凝胶电泳（ＰＦＧＥ）

被认为是目前细菌分子流行病学研究的“金标准”，

是公认的医院感染调查最好的分型方法［３］。本研究

对从ＶＡＰ患者分离的７株Ａｂ菌株进行ＰＦＧＥ分

型及耐药性分析，以确定Ａｂ菌株的克隆构成，了

解ＶＡＰ患者感染的Ａｂ分子流行病学特征。

１　材料与方法

１．１　实验菌株　７株Ａｂ于２００８年５—７月间分离
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自广州市某三级甲等医院呼吸科重症监护室

（ＲＩＣＵ）临床诊断为呼吸机相关性肺炎
［４］患者经规

范化流程采集的下呼吸道标本。

１．２　主要试剂与仪器　所用培养基为广州迪景公

司产品；ＶＩＴＥＫ２全自动微生物生化鉴定仪及采用

的ＶＩＴＥＫＲ２ＧＮ细菌鉴定卡为法国生物梅里埃公

司产品；Ｅｔｅｓｔ药敏定量试验纸片为瑞典ＡＢＢＩ

ＯＭＥＲＩＥＵＸ公司产品，包括氨苄西林／舒巴坦

（ＳＡＭ）、阿莫西林／克拉维酸（ＡＭＣ）、头孢他啶

（ＣＡＺ）、头孢噻肟（ＣＴＸ）、头孢曲松（ＣＲＯ）、头孢吡

肟（ＦＥＰ）、亚胺培南 （ＩＰＭ）、庆大霉素（ＧＥＮ）、阿

米卡星（ＡＭＫ）、妥布霉素（ＴＯＢ）、四环素（ＴＥＴ）、

环丙沙星（ＣＩＰ）、复方磺胺甲口恶唑（ＳＸＴ）；限制性内

切酶ＡｐａⅠ为宝生物工程（ＴａＫａＲａ）大连有限公司

产品；蛋白酶Ｋ为德国默克（Ｍｅｒｃｋ）制药公司产品；

脉冲场电泳仪ＣｈｅｆＭａｐｐｅｒ及ＧｅｌＤｏｓＸＲ成像系

统均为美国ＢｉｏＲａｄ公司产品。

１．３　细菌鉴定与药敏试验　细菌分离、培养、鉴定

和药敏试验均严格按照《全国临床检验操作规程》

（第３版）进行。采用ＶＩＴＥＫ２全自动微生物生化

鉴定仪进行细菌鉴定；１３种抗菌药物的药敏试验，

采用Ｅｔｅｓｔ纸片测定抗菌药物的ＭＩＣ；大肠埃希菌

ＡＴＣＣ２５９２２为质控株。以美国临床实验室标准化

研究所（ＣＬＳＩ）Ｍ１００Ｓ１９的操作规程及标准判读药

敏结果［５］。

１．４　ＰＦＧＥ　将Ａｂ菌株均匀洗脱于２００μＬ细胞

悬浮液中，菌液浓度调制为２．０麦氏单位。１％低熔

点琼脂糖凝胶包埋Ａｂ后，倾倒入专用模具制成胶

块，用浓度为２０ｍｇ／ｍＬ的蛋白酶Ｋ在５４℃水浴摇

床中进行消化，转速为１５０ｒ／ｍｉｎ，消化时间２～

３ｈ。将消化后的胶块切取２．５ｍｍ×４ｍｍ大小置

于１．５ｍＬＥＰ管中，加入５０Ｕ限制性内切酶 Ａｐａ

Ⅰ，在３７℃水浴中酶切８ｈ。酶切后的胶块进行１％

低熔点琼脂糖凝胶电泳，电泳参数为：电压６Ｖ／ｃｍ，

夹角１２０°，温度１４℃，脉冲时间２．５～２０ｓ，电泳时

间１９ｈ，用沙门氏菌Ｈ９８１２作分子量对照。电泳完

毕后胶块，用１μｇ／ｍＬ的ＥＢ染液染色２０ｍｉｎ，漂

洗２５ｍｉｎ，必要时可重复漂洗。用成像仪读胶，获

取电泳图像后使用ＢｉｏＮｕｍｅｒｉｃｓｖｅｒｓｉｏｎ４．６１软

件，选择Ｄｉｃｅ相关系数和ＵＰＧＭＡ方法进行ＰＦＧＥ

结果处理和聚类分析。判断标准［６］：酶切图谱差异

３个条带以上者为不同的类型；３条以下者为同一

型中不同亚型。同一型的各亚型间在基因上有相关

性；而不同型的菌株，认为在流行病学上无相关性。

２　结果

２．１　临床资料　７例ＶＡＰ患者年龄为６５～８２岁，

其中男性６例，女性１例。分离的Ａｂ来自纤维支

气管镜、气道抽吸物、支气管肺泡灌洗液、纤维支气

管镜引导保护性毛刷等标本。７例ＶＡＰ患者在标

本采集前均使用过抗菌药物，其中５例使用肾上腺

糖皮质激素。基础疾病均为慢性阻塞性肺疾病

（ＣＯＰＤ），其中１例合并心脏功能不全，１例合并脑

血管意外后遗症，２例合并意识障碍，３例合并营养

不良；所有患者均留置胃管。平均发病时间为机械

通气后（６．５０±１．５０）ｄ，ＶＡＰ平均病程为（１６．００±

５．００）ｄ，住院时间４５～８０ｄ。

２．２　ＰＦＧＥ分型结果　７株Ａｂ菌株ＰＦＧＥ指纹图

见图１。Ａｂ菌株的全基因组ＤＮＡ经过 ＡｐａⅠ酶

切后，通过ＰＦＧＥ分析产生２５～２９个条带，条带分

子量大小为２０～４５０ｋｂ。７株Ａｂ菌株ＰＦＧＥ电泳

聚类分析结果见图２。ＰＦＧＥ电泳条带相似度为

５７％～１００％，根据判断标准
［６］，可将７株Ａｂ分为４

个型别，分别命名为Ａ型、Ｂ型、Ｃ型和Ｄ型；其中

Ａ、Ｂ、Ｄ型各２株（２８．５７％），Ｃ型１株（１４．２９％）。
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图１　７株Ａｂ菌株ＰＦＧＥ指纹图

犉犻犵狌狉犲１　ＰＦＧＥｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓｏｆ７Ａｂｓｔｒａｉｎｓ
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图２　７株Ａｂ菌株ＰＦＧＥ聚类分析结果

犉犻犵狌狉犲２　Ｃｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓｏｆ７ＡｂｓｔｒａｉｎｓｂｙＰＦＧＥ

２．３　药敏结果　７株Ａｂ对１３种抗菌药物产生不

同程度的耐药性。根据药敏分析发现，ＰＦＧＥ同型

的Ａｂ其耐药表型也相似。除了Ｄ型２株Ａｂ对个

别抗菌药物的敏感性有稍许差别外，Ａ型２株Ａｂ

抗菌药物表型和Ｂ型２株Ａｂ抗菌药物表型完全一

致，仅对亚胺培南敏感，对其余１２种抗菌药物均表

现耐药性；唯一的１株Ｃ型Ａｂ对１３种抗菌药物全

部产生耐药性。分子型别的聚类分析结果也显示Ａ

型、Ｂ型与Ｃ型Ａｂ的相似性（７７．９９％）较高，亲缘

性较近。Ｄ型Ａｂ只对５种抗菌药物产生耐药性，

相比其他Ａｂ，是较为敏感的Ａｂ菌株类型；分子型

别的聚类分析结果也显示Ｄ型与其他３个型别的

相似性（５７．４４％）低，亲缘性较远。７株Ａｂ的ＰＦＧＥ

分型与耐药表型见表１。

表１　７株Ａｂ临床资料以及ＰＦＧＥ分型与耐药表型

犜犪犫犾犲１　Ｃｌｉｎｉｃａｌｄａｔａ，ＰＦＧＥｔｙｐｉｎｇａｎｄａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｏｆ７Ａｂｓｔｒａｉｎｓ

Ｎｏ．ｏｆ

ｓｔｒａｉｎ

Ｐａｔｉｅｎｔｓ’

ａｇｅ
Ｓｅｘ

Ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ

Ｄｉｓｅａｓｅ

Ｄａｙｓｏｆ

Ｈｏｓｐｉｔａｌｓｔａｙ

Ｈｏｒｍｏｎｅ

ｔｈｅｒａｐｙ

Ｉｎｖａｓｉｖｅ

ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ

ＰＦＧＥ

ｔｙｐｅ

Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｓ

ＳＡＭ ＡＭＣ ＣＡＺ ＣＴＸ ＣＲＯＦＥＰＩＰＭ ＧＥＮ ＡＭＫ ＴＯＢＴＥＴ ＣＩＰＳＸＴ

　０４ ６９ Ｍａｌｅ ＣＯＰＤ ７２ － ＋ Ａ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

　１４ ６８ Ｍａｌｅ ＣＯＰＤ ６８ ＋ ＋ Ａ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

　２５ ６５ Ｍａｌｅ ＣＯＰＤ ７７ － ＋ Ｂ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

　４９ ８２ Ｆｅｍａｌｅ ＣＯＰＤ ８０ ＋ ＋ Ｂ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

　７５ ８０ Ｍａｌｅ ＣＯＰＤ ４５ ＋ ＋ Ｃ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

　８４ ８１ Ｍａｌｅ ＣＯＰＤ ６９ ＋ ＋ Ｄ Ｒ Ｒ Ｉ Ｒ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ Ｉ Ｓ Ｓ Ｒ

　８８ ７９ Ｍａｌｅ ＣＯＰＤ ６８ ＋ ＋ Ｄ Ｒ Ｒ Ｉ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ

　　Ｒ：Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ；Ｓ：Ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ；Ｉ：Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ

３　讨论

国内外研究数据［７－８］均显示，Ａｂ是医院感染主

要病原菌之一。其对多种抗菌药物固有耐药，在干

燥物体表面存活２３ｄ，还可于肥皂水中存活。医护

人员的手在经过肥皂清洗后仍可带有Ａｂ，机械通

气患者经过有创性操作而获得辅助呼吸，Ａｂ通过

医护人员手传播感染的机会增加。在ＩＣＵ中，Ａｂ

感染容易以暴发形式发生，暴发流行往往是由同一

克隆株通过某种传播途径在同一病区内引起患者之

间的克隆传播。追溯病史，发现本组７例患者平均

住院时间为６８ｄ，平均年龄７５岁，均存在较严重的

基础疾病及各种合并症；治疗期间接受过气管插管、

呼吸机人工通气及电动吸痰等创伤性治疗措施，有

激素治疗史，有第三代头孢菌素用药史。说明ＩＣＵ

中容易发生Ａｂ引起的医院感染，与高龄、住院周期

长、免疫功能低下、大量抗菌药物和激素治疗、使用

各种侵入性操作等因素相关。防御能力受损的重症

患者罹患Ａｂ感染的危险较大，医护人员应严格执

行感染控制规程，尤其在进行有创性诊疗操作前，除

用肥皂洗手外，还应该用消毒乙醇棉球擦拭手，减少

Ａｂ污染概率。
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７株Ａｂ中，仅有１株对常用于产超广谱β内酰

胺酶（ＥＳＢＬｓ）细菌治疗的ＩＰＭ产生耐药性，提示本

次分离的Ａｂ对ＩＰＭ比较敏感。ＩＰＭ属于碳青霉

烯类抗生素，由于该药抗菌谱广，对产ＥＳＢＬｓ和

ＡｍｐＣ的细菌具有良好的抗菌活性，而被认为是治

疗多重耐药菌的理想药物。但是，近年来随着ＩＰＭ

在临床的广泛应用，其耐药率也逐年增加，Ａｂ对

ＩＰＭ产生的抗药率也在逐年上升
［９］。有文献报

道［１０－１２］，导致不动杆菌属耐碳青霉烯类抗生素的机

制主要包括膜屏障，产ＯＸＡ２２３等苯唑西林酶（Ｄ

类酶）或ＶＩＭ、ＩＭＰ等金属酶（Ｂ类酶）。应加强对

碳青霉烯类抗生素的耐药性检测及耐药机制研究，

指导临床合理应用该类抗生素，延缓其耐药性的发

展。

ＰＦＧＥ电泳技术常被用于鉴定不同菌株之间基

因的相关性，此种细菌全基因ＤＮＡ指纹分析方法

非常适合医院感染暴发的调查，可鉴定某种流行克

隆传播的程度和方式。国内外至今未建立标准的不

动杆菌属ＰＦＧＥ实验标准程序，本研究拟探索和优

化ＰＦＧＥ应用于Ａｂ分型的实验条件，建立本实验

室的Ａｂ菌ＰＦＧＥ实验程序。与相关文献
［１３－１４］对

比，发现一些不同之处，如在Ａｂ最佳菌液浓度的调

制上，分别用了４种菌液浓度：０．５、１．０、１．５和２．０

麦氏单位，结果表明２．０麦氏单位的菌液浓度时

ＤＮＡ电泳条带亮度最佳。由此说明，菌量的过多或

过少都会影响电泳条带的亮度。限制性内切酶的选

用在ＰＦＧＥ中至关重要，本实验选用了犃狆犪Ⅰ限制

性内切酶进行酶切，酶切时间在少于５ｈ情况下得

不到清晰的片段，如果酶切时间延长至８ｈ或以上

则可获得完全的细菌ＤＮＡ酶切片段。酶的浓度通

过多次优化实验后选定为５０Ｕ／ｍＬ的犃狆犪Ⅰ酶浓

度时酶切效果较理想。电泳时间方面，比较了１７ｈ、

１９ｈ和２１ｈ的电泳效果，其中１７ｈ电泳时间过短，

没有充分分开酶切条带的电泳距离，可辨性低；而

２１ｈ电泳时间过长，＜１００ｋｂ的酶切片段电泳丢

失；只有１９ｈ电泳时间既保留了所有ＤＮＡ酶切片

段又可以有效分辨ＤＮＡ条带的距离，所以确定

１９ｈ为最合适的电泳时间。实验证明，本研究选择

的ＰＦＧＥ方法和条件是适宜的，具有较好的分型

性、分辨力和重复性，是理想的细菌分子分型方法，

能准确地反映病原的流行病学相关性。
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