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·实验室研究·

耐碳青霉烯鲍曼不动杆菌的传播和分子特征

魏星 沈定霞 闫中强 罗燕萍 曹敬荣

【摘要】 目的 分析多个患者多种标本中分离的耐碳青霉烯鲍曼不动杆菌的传播及分子特征。

方法用wHONET 5．4软件分析耐碳青霉烯鲍曼不动杆菌菌株的一般情况，结合患者病历复习，了

解所分离菌株的传播和致病作用；利用脉冲场凝胶电泳(PFGE)分析基因型，采用多重PCR检测碳青

霉烯酶基因，确定菌株的分子流行特征以及相互之间的亲缘关系。结果 从13例患者的2种或2种

以上来源的标本中共获得耐碳青霉烯鲍曼不动杆菌29株。PFGE分型显示共有两种不同基因型，其

中A型22株，来自11名患者；B型7株，来自4名患者。PCR扩增结果显示，除1株菌外，所有菌株

均含有碳青霉烯酶基因0xA一23；除3株菌外，均含有I类整合子基因。结论 所检测的耐碳青霉烯

的鲍曼不动杆菌有2个基因型，以A型为主。绝大多数鲍曼不动杆菌含0xA一23型碳青霉烯酶基因

和I类整合子基因。该菌很容易通过患者自身传播及相互传播，引起医院内耐药菌感染流行。

【关键词】鲍曼不动杆菌；碳青霉烯类；医院感染
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【Abstract】 objective To study the mode of transmission and rnolecular characteristics。n

carbapenem—reSistant Aci7zP￡06口c￡er如“mnn超“strain．Strains were isoIated from different pans of SampIes

in various patients．IⅥethods CiinicaI in“)rmation of carbapenem—resistant Afi超以06dc￡er￡硷“77z口挖竹舀

isolates were stored and analyzed by WHoNET 5．4 software． The transmission and pathopoiesis of the

strains were 1earned thr。ugh case file review． Genotypes of isolates were identified by pulse—field gel

electrophoresis(PFGE) and genes of carbapenemase were detected by multiple PCR，in order to find

mokjcular charac￡er；st；cs and re】atedness between strains． Results 29 sfains of Afi起露。钯f￡已r 6盘“，”口孢，2西

resistant to carbapenem were iSolated frDm 2 or more knds of samples among 1 3 patients’．Two genotypes

werc identified by PFGE：genotype A was obtained from 22 isolates in l l patients and genotype B was

obtained from 7 iS0lates in 4 patients PCR amplification showcd that all strains poSsessed 0XA一23 gene

except 1，and all strains possessed Integrasegenc工 except 3．Conclusion There were 2 different gerlotypes

from 29 strains of carbapenm—resistant A以咒P￡06口cfer 6口“7，zn咒，zii with Genotype A as the main type．oXA一

23 earbapenmase gene and integrase gene工were detected from most of the isolates．AU the strains could be

casily transmitted in the body of the patients and among patients，hence becaming the epidemic pathogen of

iatrogenic infection．
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鲍曼不动杆菌(Aci行e￡o沈c抬r沈“仇鲫咒ii)是一

种非发酵糖的革兰阴性杆菌，广泛分布于医院内环

境中。近年来越来越多的文献显示¨矗1，鲍曼不动

杆菌已成为医院内感染的重要病原菌，特别是在免

疫力低下的患者中，可以引起严重的感染，如导管相

关性败血症、肺炎、泌尿系统感染、脑膜炎等。随着

碳青霉烯类抗生素的广泛使用，耐碳青霉烯的鲍曼
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不动杆菌数量也在明显增加。由于碳青霉烯类抗生

素是目前治疗鲍曼不动杆菌感染最理想的抗生素，

一旦出现耐碳青霉烯鲍曼不动杆菌大范围流行，将

给患者和医院带来严重的后果。为了分析从同一患

者不同类型标本中分离鲍曼不动杆菌的传播和分子

流行特征，旨在了解鲍曼不动杆菌在患者自身体内

传播和患者间传播特点，进行了如下研究。

材料与方法

1．材料：

(1)菌株来源：从解放军总医院微生物科药敏数
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据库中选择出多个患者不同标本来源的耐碳青霉烯

的鲍曼不动杆菌共29株(来自5个不同病区的13

名患者)。所有菌株均使用法国生物梅里埃公司的

VETEK一Ⅱ仪器进行过鉴定。

(2)抗生素：所使用的抗生素纸片包括头孢他啶

(CAZ)、头孢噻肟(CTX)、头孢吡肟(FEP)、美洛培

南(MEM)、亚胺培南(IPM)、左氧氟沙星(LVX)、环

．丙沙星(CIP)、阿米卡星(AMK)、多粘菌素B(PB)，

均购自OxIDO公司。

(3)试剂和仪器：PCR引物(上海生工生物工程

服务有限公司合成)；Taq酶、10×buffer、dNTPs和

MgCl：(Fermentas公司产品)；蛋白酶K、Apa工内切

酶(New England公司产品)、SeaKem Gold胶、Bio—

Rad Megabase胶(北京元业伯乐公司提供)。DYY一

10C型电泳仪(北京六一仪器厂产品)、脉冲场电泳

仪CHEF—MAPPER xA型(&o—Rad公司产品)、

PE480型PCR仪(PE公司产品)、Tanon GIS一

100013成像系统、K10CD干式恒温器(杭州蓝焰科

技公司提供)。

2．方法：

(1)临床资料：详细查阅13名患者的病历资料，

分析他们的原发疾病、诊疗经过、病程记录、疾病转

归和各种检查结果，尤其是细菌培养的结果和使用

抗生素治疗的过程记录。

(2)脉冲场凝胶电泳(PFGE)：取M—H培养基上

生长20 h以上的单个菌落，加入细胞悬浮缓冲液

(100 mmol／L Tris，100 mm01／L EDTA，pH值8．0)

中，配制成浓度为3．5～4．5个麦氏单位的菌悬液。

将菌悬液和1％SDS：TE一1％SeaKem Gold胶溶液等

体积混合，做成含细菌DNA的模具胶块。将模具

胶块放在含100肚g／ml蛋白酶K的细胞裂解缓冲液

(50 mmol／L Tris，50 mmoI／L EDTA，1％十二烷基

肌氨酸钠，pH值8．0)55℃水浴振荡2—4 h，使细菌

裂解，释放DNA。弃去裂解液后先用超纯水洗2

次，再用TE液(10 mmol／L Tris，l mmol／L EDTA，

pH值8．0)洗3次，然后放入4℃TE液中存贮或进

行酶切。用含30 U的200肛l Apa工内切酶溶液在

25℃条件下对DNA进行酶切2 h左右。电泳使用

CHEF—MAPPER XA型电泳仪，电泳缓冲液为O．5×

TBE，电泳条件为14℃，6 V／cm，线性变化5—20 s，

电泳21 h。溴化乙锭(EB)染色，通过Tanon GIS—

l00013数码凝胶图像处理系统观察结果并拍照保

存b。。条带完全相同者为相同基因型，相差1～2个

条带的为同一基因型的不同亚型，相差3条带为不

同基因型。选择不同的字母如A、B、C等作为分型

序号，下角用1、2、3表示不同亚型。

(3)DNA模板的提取：采用煮沸法制备DNA模

板。将在MH平板上培养过夜的细菌菌落悬浮于

2 m1的0．85％NaCl中，使成5个麦氏单位，

13 000 g离心2 min，沉淀重悬于200弘l的无菌双蒸

馏水，并置K10CD干式恒温器煮10 min后，

13 000譬离心10 min，取上清液保存于一20℃备用。

(4)多重PCR检测oXA酶基因(6如oXA．：，“¨

6舷oXA“Ake'6如om51-I。ke，6肠oXA-58-uk。)和整合子基因

(Int一1，Int一2)：参照文献[4，5]设计引物，序列见表

1。PCR反应体系：反应体积为25“l，其中10×

buffer 2．5肚1， MgCl2 1．5 mmol／L， dNTPs

0．2 mmoI／L，Taq酶l U，引物浓度0．8肛m01／L，2 pl

DNA模板。PCR反应条件：94℃预变性4 min；94℃

变性30 s、54℃退火40 s、72℃延伸50 s(35个循环)；

72℃延伸6 min；4℃保存。PCR产物在2．0％含EB

的琼脂糖凝胶中进行电泳后，紫外灯下显影、照相。

3．药物敏感试验：按美国临床和实验室标准协

会(CLSI)推荐的纸片扩散法进行药敏试验，将CAZ

等9种抗生素贴于涂满待检细菌的MH琼脂平板

上，35℃培养过夜后，观察并记录抑菌环的直径，根

据CLsI 2007年的标准判断细菌对抗生素的敏感

情况。

结 果

1．临床资料：选取的29株耐碳青酶烯鲍曼不动

杆菌分离自13例患者，其标本来源及分离时间见表

2。其中，分离自外科重症监护室(SICU)12株，消

化科6株，老年心血管病研究所(心研所)病区4株，

急诊科4株，心内科3株。3号患者分离的鲍曼不

动杆菌来自5种不同标本，其余12例分离的鲍曼不

动杆菌都来自2种不同的标本，其中源于静脉血8

株，痰7株，腹水4株，尿3株，导管2株，胆汁2株，

穿刺液2株，气管吸出物1株。有6例患者因各种

原因已经在住院期问死亡，3例正在接受治疗，4侧

已经治愈或好转出院。

2．PFGE分型：29株菌分为2种PFGE基因型，

分别为A和B型，其中A】型3株，A：型19株，B，

型3株，B，型2株，B型2株。电泳结果见图1，各

株菌的基因型分类见表2。
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表1 多重PcR的引物序列

3．PCR检测：有3株菌I类整合子(Int一1)基

因阴性(1—1、1—2、3—4号)，1株菌oXA一23基因阴性

(10—2号)，其余均为OxA一51、OXA一23和Int一1基因

阳性。

4．药敏试验：除3—5号和10—2号对IPM敏感

外，所有29株菌对CAZ、CTX、FEP、LVX、AMK、

CIP、MEM全部耐药。PB纸片有一定大小的抑菌

环，但目前CLSI没有其相应的判读标准。

讨 论

经过对临床资料的调查分析发现：第一，分离的

耐药菌多来自SICU、消化科、心研所等科室，说明

这些科室应该对多耐药鲍曼不动杆菌进行重点监

测。这些科室的共同情况是患者较多，入院时病情

严重，而住院周期较短，医务人员工作压力大，很容

易出现对人员、器械和环境的消毒措施不到位、不彻

底的情况，加上抗生素选择的压力，使得多耐药鲍曼

不动杆菌在上述科室内存在。
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第二，多数患者体内细菌培养发

现有多种病原菌，如白念珠菌、大肠埃

希菌、铜绿假单胞菌和金黄色葡萄球

菌等，治疗时常常需要使用大剂量的

广谱抗生素，这又可使耐药鲍曼不动

杆菌成为优势菌，并导致严重的感染

发生。例如从8名患者的静脉血中分

离出耐碳青霉烯的鲍曼不动杆菌，说

明这些患者都存在全身感染(败血

症)；而从他们不同部位的标本中都曾

分离出多种细菌，虽然这些患者接受

过多种抗生素治疗，但有6例死亡，1

例治愈出院，1例目前仍在住院治疗。表明多耐药

鲍曼不动杆菌一旦成为优势菌，会给患者的治疗和

预后带来诸多困难。

第三，本研究中最早出现耐碳青霉烯鲍曼不动

杆菌的标本以痰居多(6例)，表明耐药菌主要通过

呼吸道传播，而这6名患者(2、4、7、10、1l、12号)的

肺部影像资料也显示，均存在肺部炎症，病菌很可能

从肺部血管或者通过气管插管这样的侵人性操作进

入机体内其他部位如血液等，引起自身感染。如2、

4、7号患者在痰中分离出耐药鲍曼不动杆菌后，很

快也从静脉血中分离出相同基因型的耐药菌，而

10、11和12号患者随后则在尿液标本中分离出相

同基因型的耐药菌。1、5、6、8、9号患者先从静脉

血、腹水和穿刺液等无菌部位分离到了耐药鲍曼不

动杆菌，然后也从不同部位的标本中分离出相同基

因型的耐药菌，说明耐药菌通过血液传播或医疗操

作扩散，造成患者自身不同部位甚至多个部位的

感染。

图1 29株鲍曼不动杆菌PFGE分型
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表2 29株鲍曼不动杆菌的临床资料

第四，从3号和13号患者分离的耐药菌具有2

个基因型，病历显示他们曾转入SICu病区治疗。

转科前可能已经感染原科室内存在的细菌，进入

SICU后，又感染上由其他科室病例带人SICU的不

同基因型别的细菌。如果消毒隔离不彻底，他们又

可将这些耐药菌传给后来的患者。转科频繁是此次

调查的13名患者临床病历的一个共同特点，除2名

急诊科患者外，其余11名都有2次以上转科治疗的

经历，且有7名患者曾在SICU内进行治疗。这样

频繁转科，很容易引起不同病例间耐药菌的传播。

本研究发现A基因型的耐药菌占绝大多数(76％)，

说明PFGE基因型A是此次分离的耐碳青霉烯鲍

曼不动杆菌的主导基因型。

根据Tenover等‘61推荐的判读标准：相差7条

带以上可认为相互之间无亲缘关系。本研究中29

株鲍曼不动杆菌虽然具有两种不同的基因型，但B

型与A型的电泳条带差异未超过7条。因此具有B

型与A型基因的耐药菌株可能存在一定程度的亲

缘关系。至于其差异是由于突变还是其他原因所

致，尚有待证实。为证实感染源是否来自其他医院，

将协和医院流行的P克隆株进行对比，两者电泳条

带差距多于7条，证明其相互之间无亲缘关系。

整合子及OxA类碳青霉烯酶在鲍曼不动杆菌

的多重耐药机制方面发挥重要的作用o 7’8I。编码

oxA类碳青霉烯酶的6肠om瑚ke，6肠OXA_2。雀ke，

6比oXA瑚“。。基因是获得性的，而6肠on，1'like基因存在

于大多数的鲍曼不动杆菌中，属于鲍曼不动杆菌的

固有基因旧。。本研究的29株鲍曼不动杆菌都携带

有6如o。躺¨。。。基因，28株鲍曼不动杆菌携带有

6如on：。“k基因，与国内学者报道的耐碳青霉烯类的

鲍曼不动杆菌以产oXA一23型碳青霉烯酶为主相一

致。9。11|。整合子可以作为多耐药鲍曼不动杆菌流行

菌株的一种标记物，可为多耐药鲍曼不动杆菌的流

行病学调查提供有价值的信息。本文26株耐药菌

检测出含有I类整合酶基因，未发现Ⅱ类整合酶基

因，说明多耐药鲍曼不动杆菌的整合子以工类为主；
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也有文献报道’5’7I，在不动杆菌中发现有Ⅱ类整合

子，但比较稀少。

本文29株耐碳青霉烯鲍曼不动杆菌的药敏试验

结果显示，对多种抗生素同时耐药，目前尚缺乏有效

的抗生素进行耐碳青霉烯鲍曼不动杆菌感染治疗，多

粘菌素类虽然对其有一定的抑制作用，但毒性较高。
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·疾病控制·
桂林市家禽饲养者H5N1型禽流感抗体血清流行病学调查

陈森洲 李国坚 戴支凯 冯梅 徐亚娟 王险峰

目前认为，多种家禽和野禽都可成为禽流感的传染源，

而人类作为传染源的证据尚少有确切报道⋯。人能否成为

禽流感传染源的可能还有待证实心j，为此我们进行了本次

调查。

1．对象与方法：调查对象为从事服务业的人群(如零售

服务员、餐厅服务员及旅馆服务员等)83人及桂林市某饲养

场从事家禽(鸡和鸭)饲养2年以上的人员56人。抽取禽类

饲养人员静脉血，离心取血清置冰箱待测。同时取服务行业

中人群的静脉血，离心取血清。H5N1型流感病毒抗体检测

试剂盒由北京万泰生物药业有限公司生产(批号：

20070402)，在有效期内使用。主要检测仪器为Elx800酶标

比色计及Elx50酶标洗板机(均为BIo—TEK公司产品)。酶

联免疫法按试剂盒使用说明书操作。采用PEMS 3．1统计软

件进行Y2检验。

2．结果与分析：一般来说，家禽不是禽流感的初级宿主，

目前认为禽流感在家禽和野禽之间传播的途径有两条：一是

候鸟、野生水禽的迁徙，如初秋季节迁徙来的鸟群会将流感

病毒引人了家禽群中；二是人为生物安全因素∞。。湖北省高

致病性禽流感发生的疫情有一个特点，就是疫点在人畜禽混
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处的农村¨；。我们分别对桂林市禽类饲养入员及服务行业

人员进行了调查，结果表明人群H5N1的IgG总阳性率为

11．51％，其中家禽类饲养者血清IgG阳性率为1．78％，服务

行业人员为18．09％，两者比较差异有统计学意义，P<0，05

(表1)。结果提示，人群的隐性感染对禽类发生流感可能会

起一定的作用，加强对人类流感的防治，特别是禽类接触人

员等高危人群流感的预防，也是禽类流感预防的重要环节

之一。

表1 桂林市家禽饲养者与服务行业人员血清

H5N1抗体阳性率比较
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