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我院 ICU 环境多重耐药鲍曼不动杆菌基因多样性检测

贾　宁，于季红，谢丽君，索继江，邢玉斌，刘运喜
解放军总医院  感染管理与疾病控制科，北京　100853

摘要：目的  了解我院 ICU 环境中多重耐药鲍曼不动杆菌的主要流行菌株型，为医院感染病原菌的溯源提供数据支持。

方法  2010 年 10 月 1 日 - 2011 年 10 月 1 日，每隔 2 周对外科监护室、神经内科监护室和呼吸科监护室病人周边环境连续

采样分离鲍曼不动杆菌，采用 V-teck 对 15 种抗生素的药物敏感性进行检测，并采用脉冲场凝胶电泳对环境多重耐药菌分

离株进行基因多态性分析 ；选取病人多重耐药鲍曼不动杆菌分离株 4 株作为基因型对照。结果  监测期间共收集 7 878 份环

境标本，分离鲍曼不动杆菌 229 株，其中多重耐药鲍曼不动杆菌分离率为 1.13%(89/7 878)，3 个监护室多重耐药鲍曼不动

杆菌污染程度差异无统计学意义 (P ＞ 0.05) ；89 株环境分离多重耐药鲍曼不动杆菌和 4 株患者鲍曼不动杆菌的基因图谱总

体分散，当相似性系数为 40% 时，可分为 A、B、C 3 大聚类。89 株环境菌株以 A2 亚类为主 ( 占 24.7%)，其次为 A1 亚类

和 A8 亚类 ( 各占 15.1%)，时间和空间上未见集中趋势。在同一监护室和不同监护室间同源性 >90% 的病人和环境分离株，

在时间和空间上没有流行病学关联。结论  3 个监护室在 1 年的连续监测期间，多重耐药鲍曼不动杆菌基因型呈多样性，未

发现耐药菌株的传播，所收集的多重耐药菌株在抗生素的选择压力下源自于环境菌群。
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Genotype polymorphism of Acinetobacter baumannii isolated from ICU environment
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Abstract: Objective  To detect the genotypes of Acinetobater baumannii isolated from ICU environments, and provide basis for 
hospital infection investigation. Methods  The environmental samples from surgical ICU, neurological ICU and respiratory ICU 
were collected every two weeks continually from October 2010 to October 2011 and Acinetobacter baumannii strains were isolated. 
The antibiotic susceptibility of 15 kinds antibiotics were detected by V- teck. The genotype polymorphism of multi-drug resistant 
Acinectobacter baumannii stains was examined by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE). Four strains from patients were selected 
as the genotype control. Results  A total of 7 878 samples were collected. Among 229 Acinetobacter baumannii stains, the isolated 
rate of multi-drug resistant strains was 1.13% (89/7 878). The distribution of multi-drug resistant Acinectobacter baumannii in 
three ICU had no significant difference (P ＞ 0.05). There was no central tendency of the genotypes among the 89 multi-drug 
resistant isolates, of which three types (class A, B and C) were clustered at the similarity of 40%. The subtype A2 was the main type 
(24.7%), followed by the subtype A1 and A8, which accounted for 15.1% and 15.1%, respectively. No central tendency was showed 
in time and space. The patients and the environmental isolates with the similarity of 90% in the same or different ICU showed 
no epidemiological association. Conclusion  During the monitoring period, the genotypes polymorphism of antibiotic resistant 
Acinectobacter baumannii isolated from three ICU environment show no central tendency, which suggests that the isolates come 
from environmental flora under antibiotic pressure. 
Keywords: Acinectobacter baumannii; genotype; pulsed-field gel electrophoresis

  鲍曼不动杆菌属于条件致病菌，易寄生于人

体或环境，生存能力强。自从 1991 年美国首次报

道多重耐药鲍曼不动杆菌院内感染和流行以来，

世界各国先后报道多重耐药鲍曼不动杆菌的流行

和播散 [1-2]。目前有关医院感染鲍曼不动杆菌的研

究多集中于病人分离的菌株，医院环境中的多重

耐药鲍曼不动杆菌的基因多样性及与病人分离株

的相关性，相关报道很少。鉴于重症监护病房收

治病人病情重、住院时间长、多重耐药菌感染多，

医院环境易受污染。为此，我们收集了 2010 年 10

月 - 2011 年 10 月分离自我院 3 个重症监护病房环

境的多重耐药鲍曼不动杆菌株，比较菌株间 DNA
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指纹图谱，进而明确我院 ICU 环境中多重耐药鲍

曼不动杆菌的主要流行菌株型，为医院感染病原

菌的溯源提供技术支持和数据参考。

材料和方法

1 菌株来源　2010 年 10 月 1 日 - 2011 年 10 月 1

日，每隔 2 周对外科监护室 (20 张床 )、神经内科

监护室 (17 张床 ) 和呼吸科监护室 (18 张床 ) 病人

周边环境，包括床扶手、床边桌、监护仪、病人

枕头以及护士袖口和 ICU 病房空气等部位，按《医

疗机构消毒技术规范》2012 版操作规程进行病原

菌采样。

2 主要仪器与试剂　BioMérieux Vitek Colorimeter

比 浊 仪、 水 浴 摇 床、 水 浴 箱、CHEF-Ma pper 脉

冲 电 泳 仪 (Bio-Rad， 美 国 )、Tanon GIS100013 凝

胶 成 像 仪，SeaKem Gold 琼 脂 糖 凝 胶 购 自 美 国

CambraexBioScience Rockland 公司，限制性内切酶

ApaI 购自 Takara 公司。

3 菌株培养及药物敏感性实验　菌株培养按临床

检验操作规程常规方法进行，经法国生物梅里埃

Viteck 32 鉴定。分离的鲍曼不动杆菌 -80℃保存。

药物敏感性实验采用法国生物梅里埃公司 ATB 药

敏条，对所收集的菌株对氨苄西林 / 舒巴坦、替卡

西林、替卡西林 / 克拉维酸、哌拉西林、哌拉西林 /

他唑巴坦、头孢吡肟、亚胺培南、美罗培南、头

孢他啶、阿米卡星、庆大霉素、妥布霉素、环丙

沙星、多黏菌素 E、复方新诺明的药物敏感性进行

检测，参照美国实验室标准化委员会 (NCCLS) 判断

标准进行判读。质控菌株大肠埃希菌 ATCC25922

和铜绿假单胞菌 ATCC27853。根据规范对 3 类或

3 类以上抗菌药物同时呈现耐药的鲍曼不动杆菌，

定义为多重耐药菌，纳入本次研究 [3-4]。

4 脉冲场凝胶电泳 (pulsed-field gel electrophoresis，

PFGE) 检测分子分型　取新鲜菌落，用比浊仪调整

菌液溶度至 3.6 ~ 4.5(4.0 最佳 ) 混匀。取 400μl 细

菌悬浊液包埋后，20μl 蛋白酶 K(0.5 mg/ml) 裂解，

TE 液洗脱，限制性内切酶 ApaI 50 U 37℃水浴中

孵育酶切至少 4 h，0.5×TBE 电泳缓冲液，电泳条

件 ：电压 6 V/cm，夹角 120°，脉冲时间 5 ~ 30 s，

电泳 20 h。电泳结束后，EB 染色 25 ~ 30 min，清

水脱色 60 ~ 90 min，Tanon GIS100013 凝胶成像系

统成像。根据 PFGE 图谱带型判断个体菌株间的相

关性，条带数相同，且相应条带大小相同时，为

同一克隆株 ；有 3 条以下 ( 包括 3 条 ) 条带差异的

菌株，为同一克隆株的不同亚种 ；菌株出现 4 ~ 6

条带差异，为可能相关菌株 ；有 7 个或更多个条

带的差异的菌株为不相关菌株。

5 统计方法　利用 BioNumerics 软件对菌株电泳

结果进行聚类分析。

结　果

1 菌 株 分 布　2010 年 10 月 - 2011 年 10 月 我 院

3 个监护室病人周边环境共采集标本 7 878 份，分

离鲍曼不动杆菌 229 株，其中多重耐药鲍曼不动

杆菌 89 株，分离率为 1.13%(89/7 878) ；在多重耐

药鲍曼不动杆菌分离株中，呼吸监护室 (RICU) 占

40.5%(36/89)，外科监护室 (SICU) 占 28.1%(25/89)，

神经内科监护室 (NICU) 占 31.5%(28/89)，3 个监护

室多重耐药鲍曼不动杆菌污染程度差异无统计学

意义 (P ＞ 0.05)。选取病人多重耐药鲍曼不动杆菌

分离株 4 株，其中呼吸监护室 3 株，神内监护室 1

株，作为基因型对照 ( 表 1)。

2 多重耐药鲍曼不动杆菌 PFGE 聚类分析　对 93

株鲍曼不动杆菌进行 PFGE 分型，PFGE 图谱条带

为 15 ~ 20 条。 同 一 ICU 鲍 曼 不 动 杆 菌 PFGE 图

谱型相似但不完全相同。不同 ICU 鲍曼不动杆菌

PFGE 图谱型差异较大 ( 图 1)。93 株鲍曼不动杆菌

产生的基因图谱可分为 A、B、C 3 大聚类。A 聚

类分为 A1 ~ A9 九个亚聚类，在 3 个监护室均有分

布，其中 4 株病人菌株均是 A 类，3 株呼吸监护室

病人菌株分别为 A1、A5、A8 亚聚类，1 株神经内

科监护室病人菌株为 A8 亚聚类。89 株环境菌株以

A2 聚类为主，占 24.7% ；A1 亚类和 A8 亚类均占

15.1%，其中呼吸监护室环境菌株以 A1 亚类为主，

占 8.6% ；A2 亚类占 7.5%、A8 亚类占 4.3%。外科

监护室环境菌株以 A2 聚类为主占 7.5%，为 A1 聚

类占 5.4%、A8 聚类占 4.3% ；神经内科监护室环

境菌株以 A2 聚类为主占 9.7%，A6 聚类占 5.4%、

A8 聚类，A9 聚类占 4.3%。B 聚类主要集中于呼

吸监护室环境菌株中，占 4.3% ；C 聚类集中在呼

吸监护室环境菌株中占 2.2%。

3 菌株间同源性分析　在同一监护室中，呼吸监

护室同源性 90% 以上的菌株有 3 株，分别是病人

痰液分离株 (20110523h8-6，分离自 2011 年 5 月 )、

枕头分离株 (20101206h11-1，分离自 2010 年 12 月 )

和护士袖口分离株 (20101115h13-2，分离自 2010

年 11 月 ) ；神内监护室同源性 90% 以上的菌株 2 株，

分别是病人痰液分离株 (20110926s14-6，分离自

2011 年 9 月 ) 和枕头分离株 (20110509s13-1，分离

自 2011 年 5 月 )。在不同监护室间，存在同源性
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90% 以上的分离株有 3 组 ：分离自外科监护室桌

面的菌株 (20101206w14-4，分离时间 2010 年 12 月 )

和分离自呼吸监护室枕头的菌株 (20110912h9-1，

分离时间 2011 年 9 月 ) ；分离自外科监护室枕头

(20101206w5-1， 分 离 时 间 2010 年 12 月 ) 和 分

离自呼吸监护室枕头 (20101115h12-1，分离时

间 2010 年 11 月 ) 的 菌 株 ；呼 吸 监护室病人痰

分离株 (20101123h11-6，分离自 2010 年 11 月 )

与外科监护室病床枕头的分离株 (20100829w1-1，

分离自 2010 年 8 月 )PFGE 图谱型完全一致，同源

性 100%。

表 1　3 个监护室多重鲍曼不动杆菌环境菌株基因多态性分布
Tab. 1　Genotype distribution of Acinetobacter baumannii 

isolated from three ICU (n, %)

Clone (subclone) Number RICU SICU NICU

A

　A1 14 8(8.6) 5(5.4)

　A2 23 7(7.5) 7(7.5) 9(9.7)

　A3 3 1(1.1) 1(1.1) 1(1.1)

　A4 4 1(1.1) 2(2.2) 1(1.1)

　A5 5 2(2.2) 1(1.1) 1(1.1)

　A6 7 1(1.1) 1(1.1) 5(5.4)

　A7 3 3(3.2)

　A8 14 4(4.3) 4(4.3) 4(4.3)

　A9 12 6(6.5) 2(2.2) 4(4.3)

B 6 4(4.3) 2(2.2)

C 2 2(2.2)

Total 89 36(38.7) 25(26.9) 28(30.1)

图 1　9株鲍曼不动杆菌的PFGE电泳图
Fig. 1　Electrophoretogram of 9 Acinectobacter baumanii isolates
  1： NICU environment 20110912s14-1； 2： RICU human 

20101123h11-6； 3： SICU environment 20110912w16-1； 4： 
RICU environment 20110912h9-5； 5： NICU environment 
20110912s12-1； 6： RICU environment 20110912h9-1b； 7： 
SICU environment 20110829w1-1； 8： RICU environment 
20110829h6-4； 9： SICU environment 20111109w15-2

讨　论

  全球对多重耐药鲍曼不动杆菌的研究发现，

欧洲、北美、阿根廷、巴西、中国大陆、中国台湾、

中国香港、日本、韩国。甚至偏远的西太平洋大西

地岛等，均存在多重耐药鲍曼不动杆菌克隆株的

播散，不仅限于病房内、科室内、不同科室间，还

可以在整个国家，甚至在不同国家间广泛传播 [5-7]。

但引起大范围流行与传播的多重耐药鲍曼不动杆

菌均来源于病人。有关医院环境中的多重耐药鲍

曼不动杆菌的基因多样性及与病人分离株的相关

性如何，相关报道很少。

  本次调查显示，在我院 3 个监护室病人周边

环境共采集标本 7 878 份中，其中多重耐药鲍曼

不动杆菌分离率为 1.13%(89/7 878) ；3 个监护室多

重耐药鲍曼不动杆菌污染程度无统计学差异 (P ＞

0.05)。89 株环境和 4 株鲍曼不动杆菌的基因图谱

总体分散，当相似性系数为 40% 时，可分为 A、

B、C 3 大聚类。89 株环境菌株以 A2 亚类为主 ( 占

24.7%)，其次为 A1 亚类和 A8 亚类 ( 各占 15.1%)，

时间和空间上未见集中趋势，提示监测期间，采

取的每日两次清洁消毒，污染后随时清洁消毒的

清洁方式下，各监护室没有形成优势菌株，造成

播散。

  在同一监护室中，呼吸监护室同源性 90% 以

上的菌株有 3 株，护士袖口和枕头分离株分离时

间相隔 1 个月，但与病人感染时间相隔 5 个月，病

人之前未在我院住过院。神内监护室同源性 90%

以上的菌株 2 株，分离时间相隔 5 个月。在不同

监护室间，存在同源性 90% 以上的分离株有 3 组，

分离自外科监护室桌面的菌株和分离自呼吸监护

室枕头的菌株分离时间间隔 9 个月 ；分离自外科

监护室枕头和分离自呼吸监护室枕头的菌株分离

时间间隔 1 个月 ；呼吸监护室病人痰分离株与外

科监护室病床枕头的分离株分离时间间隔 3 个月。

本次调查中虽然在相似性较高的菌株间没有明显

的流行病学关联，但提示病人枕头分离株与病人

菌株相关性较高，说明易被污染，在日常工作中

应注意清洁消毒。

  研究显示，鲍曼不动杆菌主要通过染色体

基因突变、外膜孔蛋白改变、药物主动外排系统

(adeABC 基因簇编码的泵出系统 [8]) 和产生灭活酶

( 如 β- 内酰胺酶、碳青霉烯酶 [9]、钝化酶 [10] 等 )

等共同介导多重耐药性或泛耐药性。最近国外学

者通过比较抗菌药物产生前后 75 余年多种致病菌

中质粒种类及其基因结构，发现这些细菌的质粒

谱并无明显变化，只是许多耐药质粒中出现了多

种插入序列，这些可移动的特殊 DNA 序列 ( 整合
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子 ) 是介导耐药基因在质粒之间或质粒与染色体之

间转移、集聚和重组的重要工具，它不仅可通过

位点特异性重组系统在细菌中传播，而且具有高

效捕获耐药基因的功能 [11]。临床上出现多重耐药

的鲍曼不动杆菌与可移动的整合子对耐药基因的

积累是分不开的。本次研究中的分离的环境多重

耐药菌株耐药性呈现较高水平，但除了 5 组 (8 株 )

环境菌株相关性较高以外，其余 81 株基因型呈多

样性，没有明显的流行优势株，其耐药性的获得

可能与质粒或整合子的水平传播有关，因而合理

使用抗生素，尽可能减少筛选出携带新型耐药基

因的菌株，才能有效防止多重耐药菌在医院内的

暴发和环境污染。
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