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·论著·

医院环境中物体表面碳青霉烯耐药鲍曼不动杆菌污染及同源性分析

秦　瑾，闻海丰

（河北医科大学第三医院，河北 石家庄　０５００５１）

［摘　要］　目的　调查某院重点部门物体表面碳青霉烯耐药鲍曼不动杆菌污染情况及其同源性。方法　对该院

重症监护室（ＩＣＵ）、急诊重症监护室（ＥＩＣＵ）、血液透析室、手术室进行环境卫生学监测，采用肠杆菌科基因间重复

序列聚合酶链反应（ＥＲＩＣＰＣＲ），对ＩＣＵ、ＥＩＣＵ环境中污染的条件致病菌鲍曼不动杆菌进行扩增分型。结果　除

ＥＩＣＵ医务人员手卫生结果达标外，ＩＣＵ及ＥＩＣＵ各检测项目细菌计数均不达标；血液透析室及手术室采样标本均

合格。ＩＣＵ、ＥＩＣＵ物体表面共采集标本５３份，检出鲍曼不动杆菌７株，检出率为１３．２１％；此７株菌均为碳青霉烯

耐药鲍曼不动杆菌，其中６株基因型相同，与患者痰中分离的鲍曼不动杆菌基因型相同。结论　该院重点部门环

境中物体表面分离的碳青霉烯耐药鲍曼不动杆菌具有同源性，应加强其环境物体表面清洁与消毒，降低医院感染

的发生。

［关　键　词］　物体表面；重症监护室；鲍曼不动杆菌；重复序列聚合酶链反应；同源性
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　　医院环境物体表面在特殊情况下可作为病原体

的传播媒介和储菌源，具有引起医院感染暴发的潜

在危险性，特别是医疗设备按钮，因其医疗过程中必

不可少，医护人员常由于不注意手卫生而导致操作

键盘的污染。本研究根据全院环境监测资料，选取

感染控制重点科室，如重症监护室（ＩＣＵ）、急诊重症

监护室（ＥＩＣＵ）、血液透析室、手术室中具有代表性

的医疗设备物体表面进行采样。

１　材料与方法

１．１　标本来源　２０１２年９—１０月对某院ＩＣＵ、

ＥＩＣＵ、血液透析室、手术室进行环境卫生学监测。

ＩＣＵ及ＥＩＣＵ采样点主要为ＩＣＵ吊塔台面、医疗设

备按钮（其中包括：呼吸机按钮、心电监护按钮、输液

泵、血糖仪等）、床旁扶手、床单位升降按钮，以及医

护人员手。血液透析室采样点为操作台面、透析机

按钮、床旁扶手，以及医护人员手。手术室采样点为

操作台面、麻醉设备操作按钮、手术床，以及医护人

员手。本院使用中的医疗设备物体表面采样均选在

上午１１点（注：擦拭消毒时间均在上午８点开始进

行）。

１．２　样本采集、检测及结果判断　按照２０１２年《医

疗机构消毒技术规范》［１］物体表面消毒效果监测中

标本采样及检测方法进行采样及检测，分离菌株经

ＩＤ３２Ｅ鉴定试剂卡进行鉴定。结果判断按照２０１２年

《医疗机构消毒技术规范》中的要求：手术室、ＩＣＵ

物体表面细菌菌落总数≤５ＣＦＵ／ｃｍ
２，血液透析中

心（室）物体表面细菌菌落总数≤１０ＣＦＵ／ｃｍ
２。皮

肤消毒效果的判定标准按照《医务人员手卫生规范》

中外科手消毒卫生标准［２］：卫生手消毒后的菌落总

数应≤１０ＣＦＵ／ｃｍ
２，外科手消毒后的菌落总数应

≤５ＣＦＵ／ｃｍ
２。

１．３　药敏试验　采用琼脂纸片扩散法（ＫＢ法），按

美国临床实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）２０１１年标准判

读结果［３］。质控菌株为大肠埃希菌ＡＴＴＣＣ２５９２２。

１．４　基因分型　采用肠杆菌科基因间重复序列聚

合酶链反应（ＥＲＩＣＰＣＲ）对菌株进行同源性分析。

１．４．１　引物序列　ＥＲＩＣＰＣＲ引物
［４－５］为：ＥＲＩＣ１：

５’ＡＴＧＴＡＡＧＣＴＣＣＴＧＧＧＧＡＴＴＣＡＣ３’，ＥＲＩＣ２：

５’ＡＡＧＴＡＡＧＴＧＡＣＴＧＧＧＧＴＧＡＧＣＧ３’。

１．４．２　反应体系　ＥＲＩＣ１：（１０μｍｏｌ／Ｌ）２μＬ，

ＥＲＩＣ２：（１０μｍｏｌ／Ｌ）２μＬ，ＤＮＡ模板５μＬ，ＰＣＲ超

纯水１６μＬ，ＰＣＲ反应液ＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（２

×）２５μＬ，总反应体积为５０μＬ。

１．４．３　ＰＣＲ热循环参数　９５℃预变性１ｍｉｎ，９５℃

变性３０ｓ，５２℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共３５个

循环，７２℃最后延伸１０ｍｉｎ。

１．４．４　ＰＣＲ扩增产物电泳　取５μＬ扩增产物进

行电泳，电泳条件为２％琼脂糖凝胶，电泳缓冲液

１×ＴＡＥ溶液，电压１１０Ｖ，电泳时间４５ｍｉｎ。电泳

结束后用凝胶成像仪观察，并与 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ

ＤＬ２０００进行对比。

１．５　统计学分析　计量数据以狓±狊表示。

２　结果

２．１　医院环境物体表面细菌污染情况　ＩＣＵ、

ＥＩＣＵ、血液透析室、手术室物体表面污染情况

见表１。除ＥＩＣＵ医务人员手卫生结果达标外，ＩＣＵ

及ＥＩＣＵ各检测项目细菌计数均不达标；血液透析

室及手术室采样标本均合格。

表１　医院环境物体表面细菌污染情况（ＣＦＵ／ｃｍ２）

犜犪犫犾犲１　Ｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｏｂｊｅｃｔｓｕｒｆａｃｅｉｎｈｏｓｐｉｔａｌ（ＣＦＵ／ｃｍ
２）

采样点
ＩＣＵ

采样份数 菌落数

ＥＩＣＵ

采样份数 菌落数

血液透析室

采样份数 菌落数

手术室

采样份数 菌落数

台面 １５ １５．６０±７．６１ ４ １２．１８±１．６４ １０ ０．１７±０．２７ １５ ０．００±０．００

医疗设备按钮 １５ ５．２５±１．７８ ４ １９．０４±４．２２ ３０ ０．２２±０．１９ １５ ０．４３±０．５１

床旁扶手 ６ １２．８３±８．１６ ２ ２１．９３±１．９７ １５ ０．１０±０．１４ － －

医务人员手 ５ １５．７６±９．７６ ２ ３．０１±１．３１ １０ ０．１９±０．１６ ５ ０．０７±０．１２

　　－：手术室中床单位无床旁扶手，未作统计。

２．２　ＩＣＵ、ＥＩＣＵ物体表面鲍曼不动杆菌检出情况

　ＩＣＵ、ＥＩＣＵ物体表面共采集标本５３份，检出鲍曼

不动杆菌７株，检出率为１３．２１％。见表２。

２．３　药敏试验结果　８株鲍曼不动杆菌，其中菌株

１来自于患者痰标本，菌株２—８来自于物体表面，

其对常用抗菌药物的耐药情况见表３。
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表２　ＩＣＵ、ＥＩＣＵ物体表面鲍曼不动杆菌检出情况

犜犪犫犾犲２　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎｏｆ犃．犫犪狌犿犪狀狀犻犻ｆｒｏｍｏｂｊｅｃｔｓｕｒｆａｃｅｉｎ

ＩＣＵａｎｄＥＩＣＵ

采样点

ＩＣＵ

采样

份数

检出

株数

检出率

（％）

ＥＩＣＵ

采样

份数

检出

株数

检出率

（％）

台面 １５ １ ６．６７ ４ １ ２５．００

设备按钮 １５ ２ １３．３３ ４ １ ２５．００

床旁扶手 ６ １ １６．６７ ２ １ ５０．００

医务人员手 ５ ０ ０．００ ２ ０ ０．００

表３　８株鲍曼不动杆菌对常用抗菌药物的耐药情况

犜犪犫犾犲３　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆ８犃．犫犪狌犿犪狀狀犻犻ｉｓｏｌａｔｅｓ

抗菌药物
菌株编号

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８

哌拉西林 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

哌拉西林／他唑巴坦 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

头孢曲松 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

头孢哌酮 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

头孢他啶 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

头孢吡肟 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

头孢哌酮／舒巴坦 Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ

亚胺培南 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

阿米卡星 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

庆大霉素 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

左氧氟沙星 Ｒ Ｓ Ｉ Ｒ Ｒ Ｉ Ｒ Ｒ

环丙沙星 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

　　Ｓ：敏感，Ｉ：中介，Ｒ：耐药

２．４　ＥＲＩＣＰＣＲ基因分型结果　ＩＣＵ、ＥＩＣＵ物体

表面分离的７株多重耐药鲍曼不动杆菌经ＥＲＩＣ

ＰＣＲ分型，分为２个基因型，根据电泳条带的多少

及分子量不同分别用Ａ、Ｂ表示（见图１），其中Ａ型

６株，Ｂ 型１株。Ａ 型为主要的流行株，分布在

ＩＣＵ、ＥＩＣＵ物体表面，与患者痰中分离的鲍曼不动

杆菌基因型相同。
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　　泳道１为患者痰标本；２—８为物体表面标本；１与３—８为 Ａ

型，２为Ｂ型；９为ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００

图１　 鲍曼不动杆菌ＥＲＩＣＰＣＲ基因分型结果

犉犻犵狌狉犲１　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｐｒｏｆｉｌｅｏｆ犃．犫犪狌犿犪狀狀犻犻ｂｙＥＲＩＣＰＣＲ

３　讨论

本研究通过对医院感染高危科室ＩＣＵ、ＥＩＣＵ、

血液透析室、手术室环境物体表面（台面、医疗设备

按钮、床旁扶手）和医务人员手进行细菌菌落计数，

血液透析室及手术室采样标本结果较好，均达到要

求。除ＥＩＣＵ的医务人员手卫生结果达标，ＩＣＵ与

ＥＩＣＵ各检测项目的细菌计数均高于血液透析室和

手术室，结果不理想。病原菌在物体表面存活能力

很强，当物体表面被污染后，隐患将持续存在［６］，其

中医院感染常见的不动杆菌在干燥物体表面存活时

间可达３ｄ至５个月，肠球菌属细菌存活时间可达

５ｄ至４个月，金黄色葡萄球菌存活时间可达７ｄ至

７个月，作为医院感染高发科室ＩＣＵ、ＥＩＣＵ医务人

员手和医疗设备细菌菌落总数超标，可导致病原菌

通过污染的物体表面发生接触传播。本研究５３份

标本中检出多重耐药鲍曼不动杆菌７株，阳性率为

１３．２１％，低于Ａｙｇｕｎ等
［７］报道的３９．３％。

鲍曼不动杆菌作为医院感染的重要病原菌［８９］，

由于其较强的耐干燥能力，能够在医院环境中长期

存活，增加了病原菌通过接触传播发生医院感染的

概率。易感者主要为住院时间长、免疫力低下、进行

侵入性操作（呼吸机插管、留置导尿管、静脉插管、手

术等）的患者。碳青霉烯类抗生素曾是治疗鲍曼不

动杆菌重症感染的首先药物，其中代表性的抗菌药

物为亚胺培南与美罗培南。随着该类药物的广泛使

用，近年来鲍曼不动杆菌对此类药物也出现了严重

的耐药。本研究中，环境物体表面分离的７株鲍曼

不动杆菌对头孢哌酮／舒巴坦均未表现出耐药，但对

亚胺培南的耐药率高达１００％。

为探索鲍曼不动杆菌的流行和传播方式，许多

分子分型方法用于鲍曼不动杆菌的流行病学调查，

如脉冲场凝胶电泳（ｐｕｌｓｅｄｆｉｅｌｄｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅ

ｓｉｓ，ＰＦＧＥ）技术、多位点序列分型（ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓｓｅ

ｑｕｅｎｃｅｔｙｐｉｎｇ，ＭＬＳＴ）和以ＰＣＲ为基础的分型方

法有随机引物ＰＣＲ（ｒａｎｄｏｍａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ

ＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＡＰＤＰＣＲ）、重

复序列ＰＣＲ和扩增限制性片段长度多态性分析

（ａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＡＦＬＰ）

等。重复序列ＰＣＲ技术又分为基因外重复回文序

列 （ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅｅｘｔｒａｇｅｎｉｃｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ

ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＥＰＰＣＲ）和 ＥＲＩＣＰＣＲ 两 种。

ＥＲＩＣ是由Ｓｈａｒｐｌｅｓ等
［１０］在大肠埃希菌中发现的，

在ＥＲＩＣ的中心有一段长约４４ｂｐ的保守性很强的

反向重复序列，Ｖｅｒｓａｌｏｖｉｃ等
［１１］根据这一重复序列

发展了ＥＲＩＣＰＣＲ技术，ＥＲＩＣ在不同种属甚至同

一种不同菌株之间的拷贝数和定位都不同，被用于
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细菌基因组图谱的研究。由于该方法简便，结果可

靠，适合于大批量菌株的分类和鉴定。本研究７株

鲍曼不动杆菌经ＥＲＩＣＰＣＲ分型，其中６株为相同

基因型（Ａ型），这表明６株鲍曼不动杆菌可能具有

同源性，而且此６株鲍曼不动杆菌与患者痰标本分

离的鲍曼不动杆菌基因型相同。医院环境物体表面

出现与患者痰具有同源性的多重耐药菌，提示有医

院感染鲍曼不动杆菌的潜在高风险性。对于ＩＣＵ

及ＥＩＣＵ涉及多科室患者，若感染控制措施欠缺，易

导致本科室患者感染多耐药鲍曼不动杆菌，并且将

此细菌传播至各医院科室，引起全院多重耐药鲍曼

不动杆菌暴发。本次鲍曼不动杆菌同源性研究及药

敏试验进一步证实多重耐药菌医院感染传播的可能

性，此型菌株在本院呈科室间流行状态。虽然研究

的结果很难判断物体表面的鲍曼不动杆菌与患者感

染鲍曼不动杆菌之间的因果关系，但其相关性应该

引起我们的关注。进一步明确耐药基因型流行趋势

与科室的关系，还需积累更多的临床菌株进行研究。

通过同源性研究数据，可以为临床医生用药提供依

据，特别是临床广泛使用的碳青霉烯类抗生素（如亚

胺培南），不应该再作为医院感染鲍曼不动杆菌患者

的经验用药。

有效预防接触感染的发生，是控制医院获得性

感染发生的重要环节［１２］。污染的医护人员手和医

疗设备的物体表面可作为媒介，在医护人员诊疗和

护理操作过程中经医疗设备／床单元－医务人员

手－患者引起接触感染。Ａｌｆａｎｄａｒｉａ等
［１３］通过加强

手卫生，采取患者隔离，环境清洁与消毒等措施，有

效控制了ＩＣＵ 中鲍曼不动杆菌医院感染的暴发。

Ｃｏｎｓａｌｅｓ等
［１４］同样研究证实，采取环境干预可有效

降低感染发生率。本课题组对临床分离鲍曼不动杆

菌耐消毒剂基因携带的研究［１５］中发现，临床中常用

浓度的含氯消毒剂可有效将鲍曼不动杆菌杀灭，提

示医院物体表面细菌菌落数超标的隐患存在于含氯

消毒剂的不规范使用。所以，合理的消毒剂浓度配

比，执行对高危科室物体表面擦拭消毒，可有效预防

医院获得性感染的发生。
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犃犮犻狀犲狋狅犫犪犮狋犲狉犫犪狌犿犪狀狀犻犻ｏｕｔｂｒｅａｋｉｎｉｎｔｅｎｓｉｖｅｃａｒｅｕｎｉｔ：ａｎｔｉ

ｍｉｃｒｏｂｉａｌａｎｄｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎａｌｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ［Ｊ］．ＪＣｒｉｔＣａｒｅ，２０１１，

２６（５）：４５３－４５９．

［１５］于文静，闻海丰，秦瑾，等．临床分离鲍曼不动杆菌耐消毒剂基

因携带情况分析及消毒对策［Ｊ］．河北医药，２０１４，３６（６），

８２５－８２８．

（本文编辑：李春辉）
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