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·论著·

广州市犐犆犝环境中耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌的克隆相关性

林云万，周　勇，张　旭，李晓宁，赵正阳，刘　远

（广州市疾病预防控制中心，广东 广州　５１０４４０）

［摘　要］　目的　了解广州市重症监护病房（ＩＣＵ）环境中耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌（ＣＲＡＢ）的克隆相关性，明

确其基因分型，为预防和控制医院感染提供依据。方法　收集广州市７所医院ＩＣＵ环境中分离的３９株ＣＲＡＢ，采

用ＫＢ法测定其对１０种抗菌药物的敏感性，采用聚合酶链反应（ＰＣＲ）检测菌株的犗犡犃基因，采用脉冲场凝胶电

泳（ＰＦＧＥ）和多位点序列分型（ＭＬＳＴ）对ＣＲＡＢ菌株进行克隆多态性分析。结果　３９株ＣＲＡＢ对左氧氟沙星耐

药率最低，为５６．４％，对其余９种抗菌药物耐药率均＞９０％。ＰＣＲ扩增结果显示，３９株（１００％）ＣＲＡＢ均携带

犗犡犃５１基因，３７株（９４．９％）携带犗犡犃２３基因，犗犡犃２４和犗犡犃５８基因未检出。ＰＦＧＥ技术显示，其中３８株

ＣＲＡＢ分为５个克隆群，Ａ 群为主要流行克隆；ＭＬＳＴ 分析结果显示，ＣＲＡＢ的主要流行克隆型为 ＳＴ１９５。

结论　广州市ＩＣＵ环境中存在携带犗犡犃２３基因的ＣＲＡＢ克隆传播，应加强ＩＣＵ 环境的清洁和消毒，减少由

ＣＲＡＢ引起的医院感染。

［关　键　词］　鲍曼不动杆菌；克隆相关性；碳青霉烯酶基因；脉冲场凝胶电泳；多位点序列分型
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　　鲍曼不动杆菌是引起医院感染的重要致病菌，

可引起包括败血症、肺炎、脑膜炎、心内膜炎、创口感

染和尿路感染等在内的多种医院感染。随着广谱抗

菌药物的广泛使用，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狀犻犻，

ＣＲＡＢ）已经在全球流行，给临床医生抗感染治疗带

来严峻挑战。重症监护病房（ｉｎｔｅｎｓｉｖｅｃａｒｅｕｎｉｔ，

ＩＣＵ）患者多重耐药菌感染已成为医院感染控制工

作的重点。由于感染患者或定植者可将病原菌，尤

其是多重耐药菌经多个途径排出体外，污染其居住

或活动的周围环境。若日常的清洁与消毒不到位，

残留的病原体可以在环境表面长期存活，并通过直

接接触污染的表面或借助医务人员的手，在医院内

传播［１］。环境表面是病原体的储藏库，鲍曼不动杆

菌在医院环境中流行情况和流行方式还不清晰，本

研究对广州市ＩＣＵ环境中分离的ＣＲＡＢ进行碳青

霉烯酶 ＯＸＡ 基因检测，并通过脉冲场凝胶电泳

（ｐｕｌｓｅｄｆｉｅｌｄｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＰＦＧＥ）和多位点

序列分型（ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅｔｙｐｉｎｇ，ＭＬＳＴ）技术

对环境分离株进行克隆相关性分析。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株来源　２０１３年３—７月采集广州市７所

医院（医院规模为６００～２２００床位）ＩＣＵ环境样本

和医务人员手样本共１５６份，从其中７所医院ＩＣＵ

分离鉴定出３９株ＣＲＡＢ。

１．１．２　主要仪器　ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ微生物分析系

统及配套的细菌鉴定卡、Ｂｉｏｒａｄ脉冲场凝胶电泳仪、

Ｂｉｏｒａｄ紫外线投射凝胶成像系统、ＢｉｏｒａｄＰＣＲ仪。

１．１．３　主要试剂　ＰＦＧＥ专用琼脂糖凝胶、限制性

内切酶ＡｐａＩ和ＸｂａＩ、ＴａｄＤＮＡ聚合酶等生化试剂

为宝生物工程（大连）有限公司产品；碳青霉烯酶

犗犡犃基因的特异性引物参照文献
［２３］合成，７个管

家基 因 犵犾狋Ａ、犵狔狉Ｂ、犵犱犺Ｂ、狉犲犮Ａ、犮狆狀６０、犵狆犻 和

狉狆狅Ｄ的特异性引物采用鲍曼不动杆菌 ＭＬＳＴ数据

库的推荐引物（ｈｔｔｐ：／／ｐｕｂｍｌｓｔ．ｏｒｇ／ａｂａｕｍａｎｎｉｉ／

ｉｎｆｏ／ｐｒｉｍｅｒｓ．ｓｈｔｍｌ），均由上海生工生物工程技术

服务有限公司合成。药敏试验所用抗菌药物为法国

生物梅里埃公司生产。

１．２　方法

１．２．１　样本采集　选取ＩＣＵ患者或医务人员手接触

频繁的物体表面，如气管插管、床栏、仪器按钮等，将无

菌棉签蘸取中和剂后采用涂抹法采集样本；医生、护

士手采用涂抹法采集样本；采用空气采集器采集ＩＣＵ

大厅和隔离病房空气样本于磷酸盐缓冲液中。

１．２．２　细菌鉴定和药敏试验　细菌培养按照临床

微生物学检验规定的常规试验操作进行，使用梅里埃

ＶＩＴＥＫ２全自动微生物分析仪鉴定出鲍曼／醋酸钙

不动杆菌复合体，并通过１６Ｓ２３ＳｒＲＮＡ间区扩增片

段的比对，进一步鉴定出鲍曼不动杆菌。采用ＫＢ法

检测鲍曼不动杆菌对常见药物的敏感性，药敏结果判

读标准依据美国临床实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）２０１５

年标准。大肠埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２为质控菌株。对

亚胺培南耐药的鲍曼不动杆菌可判定为ＣＲＡＢ。

１．２．３　碳青霉烯酶犗犡犃 基因检测　采用煮沸法

提取细菌ＤＮＡ，应用聚合酶链反应（ＰＣＲ）技术检测

犗犡犃基因，具体操作参照试剂盒说明，扩增产物经

１００Ｖ恒压、１％琼脂糖凝胶电泳后观察扩增条带。

１．２．４　ＰＦＧＥ分型　菌悬浮液经琼脂糖凝胶包被、

蛋白酶Ｋ消化和限制性内切酶ＡｐａＩ酶切后，用１％

琼脂糖凝胶、电压６Ｖ／ｃｍ进行电泳，ＥＢ染色后成

像。ＰＦＧＥ 结 果 按 美 国 疾 病 控 制 与 预 防 中 心

Ｔｅｎｏｖｅｒ等
［４］推荐的方法判读，图谱完全一致定为

同一型，有１～３个条带不同者为同一型的不同亚

型，差异３个条带以上者为另一型。

１．２．５　ＭＬＳＴ　ＰＣＲ反应体系参照试剂盒说明。

纯化后的ＰＣＲ产物送上海生工生物工程技术服务有

限公司进行双向测序，利用ＤＮＡｓｔａｒ软件对测序结

果进行序列校正、拼接。测序结果提交至Ｇｅｎｂａｎｋ，

将７个管家基因序列与鲍曼不动杆菌 ＭＬＳＴ数据

库上相应的等位基因进行比对分析，获得每个等位

基因的数值，然后将每株细菌按照犵犾狋Ａ、犵狔狉Ｂ、

犵犱犺Ｂ、狉犲犮Ａ、犮狆狀６０、犵狆犻和狉狆狅Ｄ的顺序排列成等位

基因谱，对每株细菌进行序列分型。

２　结果

２．１　ＣＲＡＢ来源　７所医院ＩＣＵ环境和医务人员

标本分离ＣＲＡＢ情况见表１。

２．２　药敏结果　３９株环境分离的ＣＲＡＢ均表现为

多重耐药，耐药情况见表２。

２．３　碳青霉烯酶基因检测结果　３９株（１００％）

ＣＲＡＢ均携带犗犡犃５１基因，３７株（９４．９％）携带

犗犡犃２３基因，犗犡犃２４、犗犡犃５８基因均未检出。

２．４　ＰＦＧＥ分型结果　运用ＰＦＧＥ方法对３９株

ＣＲＡＢ的克隆多态性进行分析，结果显示其中３８株
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ＣＲＡＢ可分为５个型，包括 Ａ型２８株，Ｂ型４株，

Ｃ、Ｄ、Ｅ型各２株，另有１株为偶发株。见图１。

表１　７所医院ＩＣＵ医务人员和环境标本ＣＲＡＢ分离情况

犜犪犫犾犲１　ＩｓｏｌａｔｉｏｎｏｆＣＲＡＢｆｒｏｍｈｅａｌｔｈｃａｒｅｗｏｒｋｅｒｓａｎｄ

ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｓｐｅｃｉｍｅｎｓｉｎＩＣＵｓｏｆ７ｈｏｓｐｉｔａｌｓ

医院

医务人员

手标本

（份）

咽拭子

（份）

ＣＲＡＢ

株数

环境

标本数
ＣＲＡＢ

株数

Ｆ ６ ５ ０ １４ １０

Ｊ ３ ３ ０ １４ ８

Ｈ ４ ０ ０ １２ ７

Ｇ ３ ３ ０ １２ ６

Ｉ ３ ３ ０ １０ ４

Ｄ ６ ５ ０ １４ ２

Ｅ １０ １０ ０ １６ ２

合计 ３５ ２９ ０ ９２ ３９

２．５　ＭＬＳＴ结果　７个管家基因的ＰＣＲ扩增结果

经测序比对后显示，３９株ＣＲＡＢ的犵犾狋Ａ等位基因

位点相同，为１；犵狔狉Ｂ、犵犱犺Ｂ、狉犲犮Ａ、犮狆狀６０、狉狆狅Ｄ各

有２个等位基因位点，分别为３和１５、３和２、２和

２８、２和６１、３和３２；每个ＳＴ型的犵狆犻各有１个等

位基因位点，分别为９６、１５４、５９、１６、１５３、１０７、９７、

１４０。３９株ＣＲＡＢ分为８个ＳＴ型，其中ＳＴ１９５共

１９株，占４８．７％；ＳＴ８２９共５株，占１２．８％；ＳＴ３６５

和ＳＴ１３６各有４株，ＳＴ４５７共３株，ＳＴ２２９共２株，

ＳＴ２０８和ＳＴ１７各１株。见表３。

!"#$

%"&$

'(

)
*

+
*

,
*

-
*
*

!"

./

#$

,01)

,21-

,+13

,)1)

,414

,*1*

,51)

,314

,)13

+)1*

,21+

,215

,)14

,)13

,51,

+513

,)13

,*1)

,*12

+213

+,15

)+1,

,01)

4*1+

,-10

2*-3*)*,*,

2*-3*)*,22

2*-3*)*,*+

2*-3*5*)2-

2*-3*5*)20

2*-3*5-0-+

2*-3*)*,--

2*-3*5*)-5

2*-3*5-0*,

2*-3*5-0-*

2*-3*5-0--

2*-3*5*)-3

2*-3*)*,-0

2*-3*0-42)

2*-3*5*)-4

2*-3*5-0-0

2*-3*52-*0

2*-3*52-*,

2*-3*52--*

2*-3*52--2

2*-3*5*)*5

2*-3*5*)2*

2*-3*)*,*3

2*-3*5*)-0

2*-3*)*,*5

2*-3*0-424

2*-3*52---

2*-3*)*,*-

2*-3*4-+*3

2*-3*4-+-0

2*-3*4-+*4

2*-3*4-+-3

2*-3*324*0

2*-3*5*)*,

2*-3*324*4

2*-3*5*)-,

2*-3*52--5

2*-3*52--4

2*-3*4*0*3

6

6

6

7

7

8

6

7

9

9

9

7

6

:

7

9

;

;

;

;

7

7

6

7

6

:

;

6

<

'

'

'

=

7

=

7

;

;

9

.>345

.>05)

.>345

.>-34

.>-34

.>-,5

.>345

.>-,5

.>-,5

.>-,5

.>-,5

.>-,5

.>-,5

.>-,5

.>-,5

.>-,5

.>-,5

.>-,5

.>-,5

.>-,5

.>-,5

.>-34

.>-,5

.>-34

.>05)

.>-,5

.>-,5

.>345

.>+2,

.>+2,

.>+2,

.>+2,

.>05)

.>-,5

.>2*+

.>+2,

.>22,

.>22,

.>-)

%&'

()

*+,

%&'

*+,

-'

*.

*+,

*+,

%&'

*+,

/0%123

%&'

*+,

*.

-'

4523

%&'

*.

-'

*+,

*.

%&'

()

*.

*.

*+,

*.

*.

678

%&'

%&'

*.

*.

9:

%&'

678

%&'

/0%123

?

=

:

@

A

B"CD&EFG

图１　３９株ＣＲＡＢ的ＰＦＧＥ聚类分析结果

犉犻犵狌狉犲１　ＰＦＧＥｃｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓｏｆ３９ｓｔｒａｉｎｓｏｆＣＲＡＢ
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表２　３９株ＣＲＡＢ环境株对抗菌药物的耐药率（％）

犜犪犫犾犲２　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｒａｔｅｓｏｆ３９ＣＲＡＢｓｔｒａｉｎｓ

ｆｒｏｍｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ（％）

抗菌药物 耐药率（％）

氨苄西林／舒巴坦 １００．０

替卡西林／克拉维酸 １００．０

哌拉西林／他唑巴坦 ９４．９

头孢他啶 １００．０

亚胺培南 １００．０

庆大霉素 ９７．４

妥布霉素 ９４．９

环丙沙星 １００．０

左氧氟沙星 ５６．４

复方磺胺甲口恶唑 ９２．３

表３　３９株ＣＲＡＢ等位基因型及ＳＴ型分型结果

犜犪犫犾犲３　Ａｌｌｅｌｅｔｙｐｅｓａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｅｔｙｐｅｓｏｆ３９ｓｔｒａｉｎｓｏｆ

ＣＲＡＢ

ＳＴ型 株数
等位基因位点

犵犾狋Ａ 犵狔狉Ｂ 犵犱犺Ｂ 狉犲犮Ａ 犮狆狀６０ 犵狆犻 狉狆狅Ｄ

ＳＴ１９５ １９ １ ３ ３ ２ ２ ９６ ３

ＳＴ８２９ ５ １ ３ ３ ２ ２ １５４ ３

ＳＴ３６５ ４ １ １５ ３ ２ ２ ５９ ３

ＳＴ１３６ ４ １ ３ ３ ２ ２ １６ ３

ＳＴ４５７ ３ １ １５ ３ ２ ２ １５３ ３

ＳＴ２２９ ２ １ １５ ２ ２８ ６１ １０７ ３２

ＳＴ２０８ １ １ ３ ３ ２ ２ ９７ ３

ＳＴ１７ １ １ ３ ３ ２ ２ １４０ ３

３　讨论

鲍曼不动杆菌生存能力强，可在环境表面长期

定植，是ＩＣＵ医院获得性感染的主要致病菌。侯铁

英等［５］发现，鲍曼不动杆菌在感染患者和环境间存

在相互传播。对ＩＣＵ环境中ＣＲＡＢ进行分子分型

研究，有利于我们了解其流行情况和流行方式，从而

指导我们对ＣＲＡＢ感染的预防和控制。

碳青霉烯类抗生素对鲍曼不动杆菌有较好的抗

菌活性，是治疗其重症感染的首选药物。鲍曼不动

杆菌一旦对碳青霉烯类抗生素耐药，将给临床抗感

染治疗带来严峻挑战［６］。中国耐药监测网显示，

２００４—２０１４年鲍曼不动杆菌对碳青霉烯类耐药率

从１３．３％上升至７０．５％，泛耐药鲍曼不动杆菌检出

率从１１．１％上升至６０．４％
［７］。本研究中收集的

ＣＲＡＢ来源于ＩＣＵ环境，所有菌株均表现为多重耐

药，部分甚至出现泛耐药，与国内报道［８］的临床分离

株耐药情况基本一致。

鲍曼不动杆菌对碳青霉烯类抗生素耐药主要是

由于产碳青霉烯酶、主动外排系统、膜孔蛋白的缺失

和青霉素结合蛋白的改变等，其中最主要的原因为

产碳青霉烯酶。碳青霉烯酶包括 Ａｍｂｌｅｒ分类的

Ａ、Ｂ和Ｄ类，不动杆菌属细菌以Ｄ类酶（ＯＸＡ型）

为主，根据氨基酸序列的同源性可将鲍曼不动杆菌

的Ｄ类苯唑西林酶分为ＯＸＡ２３、ＯＸＡ２４、ＯＸＡ５１

和ＯＸＡ５８
［９］。ＯＸＡ２３是全球流行最广泛的碳青

霉烯酶，且产ＯＸＡ２３的鲍曼不动杆菌是引起医院

感染暴发的主要病原菌［１０］。国内报道较多的也为

Ｄ类的ＯＸＡ２３。犗犡犃５１型基因被认为是鲍曼不

动杆菌天然固有的碳青霉烯酶基因，ＯＸＡ５１型碳

青霉烯酶除了水解青霉素，也能水解碳青霉烯类抗

生素，但作用非常弱。在鲍曼不动杆菌鉴定时，ＰＣＲ

检测犗犡犃５１基因作为一种新方法可以缩短鉴定

时间［１１］。本组３９株ＣＲＡＢ，１００％携带犗犡犃５１基

因，９４．９％携带犗犡犃２３基因，未发现犗犡犃２４和

犗犡犃５８基因。可见，广州地区ＩＣＵ 环境中的

ＣＲＡＢ可能主要是由犗犡犃２３基因编码产生的碳青

霉烯酶引起。

ＰＦＧＥ技术被认为是细菌分子流行病学分析的

“金标准”。通过该方法可将３８株ＣＲＡＢ分为５个

克隆（９０％以上的相似性），另有一株为偶发菌株。

其中Ａ 克隆有２８株菌，来自５所三级甲等医院

ＩＣＵ，此５所医院分布于海珠、天河、白云三个区，区

域跨度大，皆处于人口稠密地段，提示广州地区

ＩＣＵ环境可能存在较大范围的Ａ克隆ＣＲＡＢ定植；

此５所医院ＩＣＵ采样时间分布在４～７月，其中，４

月份采样的Ｅ医院有２株，５月份的Ｆ、Ｇ和Ｈ医院

分别有８、５和５株，７月份的Ｊ医院有８株，整体上

ＣＲＡＢ分离株数量呈增长趋势，此时间段广州气候

由潮湿多雨过渡到干燥炎热，Ａ克隆ＣＲＡＢ在ＩＣＵ

环境中的定植是否与气候变化存在联系，有待进一

步研究。此外，Ｂ克隆４株菌来自越秀区的另一所

医院，说明广州地区ＩＣＵ 环境主要流行 Ａ 克隆

ＣＲＡＢ外，也存在小范围的其他克隆群的定植情况。

１９９８年 Ｍａｉｄｅｎ等
［１２］提出的 ＭＬＳＴ技术，能较

好的发现细菌的变异信息，国际上已有大型公共数

据库网站可供结果比对。３９株ＣＲＡＢ共分为８个

ＳＴ型，其中ＳＴ１９５占４８．７％，为主要流行型别，该

型分布于５间医院的ＩＣＵ环境中，主要定植于床单

元的高频接触物品表面。此外，通过克隆复合体的

分析发现，除了ＳＴ２２９外，其余７个ＳＴ型均属于同

一个克隆复合体ＣＣ９２。ＣＣ９２是世界上分布最广泛

的鲍曼不动杆菌克隆复合体，其祖先为ＳＴ９２。目前，

诸如ＳＴ１９５、ＳＴ２０８、ＳＴ７５等ＳＴ９２的单基因变异型
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（ＳＬＶｓ）已成为我国某些地方特有的基因型
［１３１４］。有

文献［１５１６］报道，广州市医院临床分离的鲍曼不动杆菌

ＳＴ型主要为ＳＴ１９５、ＳＴ１３６和ＳＴ２０８，与本研究７所

医院ＩＣＵ环境中分离的耐碳青霉烯鲍曼不动杆菌ＳＴ

型的主要分布具有相似性。

在我国，许多流行病学研究已经证实ＣＣ９２克

隆复合体高频率携带犗犡犃２３基因
［１４１５］。最近有

文献［１７］报道，广州某２所医院ＩＣＵ 存在 ＳＴ１９５

（ＣＣ９２）菌株的感染传播，菌株皆携带犗犡犃２３基

因。本研究中，ＩＣＵ 环境中 ＣＲＡＢ 的主要型别

ＳＴ１９５均携带犗犡犃２３基因，与前面的临床分离株

结果相同。同时，ＰＦＧＥ分型的主要型别Ａ克隆也

均携带犗犡犃２３基因。

本研究同时应用 ＰＦＧＥ 和 ＭＬＳＴ 方法对

ＣＲＡＢ菌株进行了分子分型，均得到了一个主要的

流行克隆，分别为克隆Ａ和ＳＴ１９５。ＳＴ１９５菌株绝

大部分属于克隆 Ａ，而 ＭＬＳＴ将克隆 Ａ分成５个

ＳＴ型。Ｊ医院的８株ＣＲＡＢ皆属于 Ａ克隆，而通

过 ＭＬＳＴ技术可分成ＳＴ３６５、ＳＴ１９５和ＳＴ４５７，究

其原因，可能是ＣＲＡＢ在繁殖或进化过程中发生碱

基突变、重组等变异，该变异正好发生在用于

ＭＬＳＴ分型的７个管家基因中的某一个或几个基

因的某些位点。ＰＦＧＥ通过脉冲场凝胶电泳分离大

的酶切ＤＮＡ片段，比较指纹图谱来确定细菌的分

型，主要用于短期内、较小范围的菌株分析，如医院

感染暴发时耐药菌的同源性分析，而 ＭＬＳＴ通过直

接测定多个管家基因的核苷酸序列来确定细菌的

ＳＴ型，较好地反映出进化和族群生物学变异，两种

分型方法在原理和主要目的方面均存在较大差异，

故分型结果可能会存在较大不同。

综上所述，广州市医院ＩＣＵ 环境中存在携带

犗犡犃２３基因的ＣＲＡＢ克隆传播，应加强细菌耐药

监测，采取有效的消毒隔离措施，减少由ＣＲＡＢ引

起的医院感染。
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