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摘要:
 

目的:分析耐碳青霉烯鲍曼不动杆菌(CRAB)的耐药性与多位点序列分型,从而为医院感染

原因调查与控制提供实验室依据。方法:收集2020年1月—2023年12月于宜昌市中心人民医院

分离的20株CRAB,采用多位点序列分型技术分析CRAB的分子分型,通过PCR扩增gltA、

gyrB、gdhB、recA、cpn60、gpi和rpoD七个管家基因,并测定其序列。结果:20株CRAB被分为8
个ST型,分别是ST195(5株)、ST191(5株)、ST208(3株)、ST368(2株)、ST1144(2株)、ST1417
(1株)和ST540(1株)和一个新的ST型(1株)。已有ST型的19株CRAB中大多数菌株对临床

常用抗生素表现出多重耐药性,对β-内酰胺类、碳青霉烯类、氨基糖苷类和喹诺酮类的耐药性均在

90%以上,对米诺环素的耐药率(40%)最低。结论:CRAB存在单基因变异菌株且广泛耐药,应多

加检测并进行有效预防。
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Abstract Objective:
 

To
 

analyze
 

the
 

resistance
 

and
 

multi-locus
 

sequence
 

typing
 

of
 

carbapenem-resistant
 

acinetobacter
 

baumannii
 

(CRAB),
 

and
 

explore
 

the
 

application
 

of
 

multi-locus
 

sequence
 

typing
 

technology,
 

thereby
 

providing
 

a
 

laboratory
 

basis
 

for
 

the
 

investigation
 

and
 

control
 

of
 

hospital
 

infections.
 

Methods:
 

A
 

total
 

of
 

20
 

strains
 

of
 

CRAB
 

were
 

isolated
 

from
 

Yichang
 

Central
 

People's
 

Hospital
 

from
 

January
 

2020
 

to
 

December
 

2023,
 

employing
 

multi-locus
 

sequence
 

typing
 

technology
 

and
 

PCR
 

amplification
 

of
 

seven
 

housekeeping
 

genes,
 

gltA,
 

gyrB,
 

gdhB,
 

recA,
 

cpn60,
 

gpi,
 

and
 

rpoD,then
 

the
 

sequences
 

were
 

determined.
 

Results:
 

All
 

of
 

the
 

20
 

CRAB
 

strains
 

were
 

divided
 

into
 

8
 

ST
 

types,
 

namely
 

ST195(5
 

strains),
 

ST191(5
 

strains),
 

ST208(3
 

strains),
 

ST368(2
 

strains),
 

ST1144(2
 

strains),
 

ST1417(1
 

strain),
 

and
 

ST540(1
 

strain),
 

and
 

a
 

new
 

ST
 

type(1
 

strain).
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Among
 

the
 

19
 

CRAB
 

strains
 

of
 

existing
 

ST
 

types,
 

most
 

strains
 

showed
 

multiple
 

resistance
 

to
 

clinically
 

commonly
 

used
 

antibiotics,
 

with
 

resistance
 

rates
 

above
 

90%
 

for
 

β-lactams,
 

carbapenems,
 

aminoglycosides,
 

and
 

quinolones,
 

and
 

the
 

lowest
 

resistance
 

rate
 

(40%)
 

for
 

minocycline.
 

Conclusion:
 

CRAB
 

has
 

single-gene
 

variant
 

strains
 

and
 

is
 

widely
 

resistant,
 

which
 

should
 

be
 

more
 

frequently
 

tested
 

and
 

effectively
 

prevented.
Keywords carbapenem-resistant

 

acinetobacter
 

baumannii
 

(CRAB);resistance;multi-locus
 

sequence
 

typing

  鲍曼不动杆菌(acinetobacter
 

baumannii,
 

AB)
是一种不发酵糖类,革兰染色阴性,动力阴性的球杆

菌,普遍存在于医院环境和人体皮肤[1]。AB作为一

种条件致病菌,能够引起包括肺炎、败血症和伤口感

染在内的多种感染[2]。在临床上,AB最常见的是引

起呼吸道定植感染,其次是泌尿道和消化道感染等。
近年来,随着碳青霉素类药物在临床的滥用,耐碳青

霉烯鲍曼不动杆菌(carbapenem-resistant
 

acineto-
bacter

 

baumannii,
 

CRAB)的出现使得治疗变得更加

复杂,尤其对危重、重症监护室(intensive
 

care
 

unit,
 

ICU)的患者威胁很大,成为医院感染防控和治疗的

难点[3]。2017年,世界卫生组织发布了迫切需要新

型抗生素的12种细菌种类目录,CRAB高居榜首[4]。

2019年的研究发现[5],CRAB具有致死率高、治疗难

度大等特点。且在与耐药性相关的六种主要死亡病

原体中,CRAB排名第5位。2021年的中国细菌耐

药监测网数据显示,CRAB在所有临床分离菌株中排

名第4位,在呼吸道标本分离菌中排名第2位,对多

数被测药物耐药率>65%[6]。因此,密切关注CRAB
的耐药性及分子流行病学特征对医院相关感染的防

治具有重要意义。
多位点序列分型(multi-locus

 

sequence
 

typing,
 

MLST)是基于多个管家基因的序列分型方法,具有

较高的分辨能力,适用于分子流行病学研究。因其操

作简便,结果客观可靠,在进行生物进化和种群结构

研究方面具有较强的优势,被广泛应用于多种病原菌

的分子分型研究中[7]。鉴于 MLST法的独特应用价

值,本 研 究 团 队 通 过 该 方 法 对 前 期 收 集 的20株

CRAB进行了全基因组测序和基因组学分析,推测部

分病原菌的来源和传播路线,并进一步分析和推测病

原菌的毒力因子和耐药性等重要特征,从而为疾病防

控提供指导。

1 资料与方法

1.1 菌株来源

收集2020年1月—2023年12月于宜昌市中心

人民医院就诊患者的各类临床检测标本,剔除同一患

者相同部位的重复菌株,共检测出20例 CRAB标

本。来源包括痰液(咳嗽痰和吸引痰,12例)、伤口分

泌物(3例)、脑脊液(1例)、肺泡灌洗液(1例)、尿液

(1例)、脓液(1例)、导管尖端(1例)。检测出CRAB
的科室包括ICU(7例)、呼吸内科(5例)、烧伤科

(2例)、肝胆胰外科(2例)、肾病内科(1例)、脑外科

(1例)、肝病科(1例)、胸心外科(1例)。

1.2 菌株种属鉴定

哥伦比亚血琼脂、麦康凯、巧克力平板均为广州

迪景微生物科技有限公司产品,VITEK2
 

Compact全

自动微生物分析系统为法国生物梅里埃公司产品,药
敏纸片购自英国 Oxoid公司。质控菌株为 CRAB

 

ATCC
 

19606。

1.3 MLST分析

使用 MLST数据库(https://pubmlst.org/organ-
isms/acinetobacter-baumannii),分析CRAB的分子

分型。通过 PCR 扩增7个管家基因(gltA、gyrB、

gdhB、recA、cpn60、gpi和rpoD),扩增条件:预变性

94
 

℃,5
 

min;95
 

℃,1
 

min;57
 

℃,30
 

s;72
 

℃,40
 

s;30
个循环;72

 

℃,10
 

min。扩增后产物经1.5%琼脂糖

凝胶电泳并确定为单一条带后,进行测序。将获取的

CRAB目的序列导入 MEGA软件,进行多序列比对,
构建

 

CRAB菌株发育树,然后在Chiplot上进行发育

树的美化。将获得序列与 MLST数据库进行比对分

析[8],通过下载目的序列,然后与我们获取的CRAB
目的序列一起导入 MEGA软件,再次构建发育树。

2 结果

2.1 CRAB感染患者性别与年龄分布

感染CRAB的患者主要为男性(85.00%);71~
80岁患者居多(30.00%),最小年龄为18岁(由于腹

部挫伤而感染),最大患者年龄为94岁(见表1)。

2.2 耐药表型分析

采用13种抗菌药物进行药敏试验后发现,20株

CRAB中新发现的1株ST型(XX)对哌拉西林中介,
对其余12种抗菌药物均为敏感;米诺环素的耐药率

最低(40.00%),其次为复方新诺明(80.00%)。20
株CRAB对青霉素类、四代头孢类、碳青霉素类、氨
基糖苷类和喹诺酮类的耐药性均为95%(见表2)。
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表1 20株CRAB感染患者的性别与年龄分布[n(%)]

项目 株数

性别
男 17(85.00)

女 3(15.00)

年龄/岁

18~30 2(10.00)

31~50 1(5.00)

51~60 4(20.00)

61~70 2(10.00)

71~80 6(30.00)

81~90 4(20.00)

>90 1(5.00)

表2 20株CRAB对13种抗菌药物耐药情况[n(%)]

抗菌药物 耐药 中介 敏感

哌拉西林 19(95.00) 1(5.00) 0(0.00)

哌拉西林/他唑巴坦 19(95.00) 0(0.00) 1(5.00)

头孢他啶 18(90.00) 1(5.00) 1(5.00)

头孢哌酮 18(90.00) 1(5.00) 1(5.00)

头孢吡肟 19(95.00) 0(0.00) 1(5.00)

亚胺培南 19(95.00) 0(0.00) 1(5.00)

美罗培南 19(95.00) 0(0.00) 1(5.00)

庆大霉素 19(95.00) 0(0.00) 1(5.00)

阿米卡星 19(95.00) 0(0.00) 1(5.00)

左旋氧氟沙星 19(95.00) 0(0.00) 1(5.00)

环丙沙星 19(95.00) 0(0.00) 1(5.00)

复方新诺明 16(80.00) 2(10.00) 2(10.00)

米诺环素 8(40.00) 5(25.00) 7(35.00)

2.3 多位点序列分型

20株CRAB菌株共被分为8个ST型,发现一

株新的ST基因型(XX)(见表3)。以ST195为优势

型别,ST191、ST208、ST368、ST540均为ST195的单

基因变异株,仅在管家基因gpi上与ST195不同。

ST1417也为ST195的单基因变异株,仅在管家基因

recA上与ST195不同。ST1144为ST191的单基因

变异株,仅在管家基因recA上与ST191不同。
表3 20株CRAB

 

ST型别及构成比[n(%)]

ST基因型
等位基因谱

gltA-gyrB-gdhB-recA-cpn60-gpi-rpoD
株数

ST195 1-3-3-2-2-96-3 5(25.00)

ST191 1-3-3-2-2-94-3 5(25.00)

ST208 1-3-3-2-2-97-3 3(15.00)

ST368 1-3-3-2-2-140-3 2(10.00)

ST1144 1-3-3-102-2-94-3 2(10.00)

ST1417 1-3-3-102-2-96-3 1(5.00)

ST540
  

1-3-3-2-2-160-3 1(5.00)

STXX 52-151-138-7-99-157-89 1(5.00)

  20株CRAB分离株ST型构建的系统发育树

(见图1)。结果显示,ST195与ST1417的同源性较

高,ST191 与 ST1144 的 同 源 性 较 高,ST540 与

ST368、ST208来自同一分支,但ST540与ST208亲

缘关系较近。再将获得的序列与 MLST数据库进行

比对分析,即选取同源性较高的其他CARB
 

ST型

别,然后与本研究获取的CRAB目的序列一起构建

系统发育树(见图2)。

图1 20株CRAB分离株ST型构建的系统发育树

图2 再次构建系统发育树

3 讨论

本研究结果发现,CRAB菌株具有较高的多重耐

药性,尤其是对β-内酰胺类、碳青霉烯类、氨基糖苷类

和喹诺酮类抗生素的耐药率较高,而对米诺环素的耐
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药率(40%)相 对 较 低。通 过 MLST 技 术,20 株

CRAB被分为8个ST型,包括一个新发现的ST型

(XX)。
在收集的各类临床标本中,CRAB主要分离自痰

液和伤口分泌物,男性大于女性,70岁以上患者较

多,这与谢晖等[9]的研究结果一致。CRAB主要是通

过呼吸道感染,同时CRAB通过伤口感染的可能性

也较大,特别是因烧伤住院的患者。研究表明[10],患
者烧伤的体表面积与感染呈正相关。韩飞等[11]研究

发现,CRAB共检出65株,伤口感染居第4位。感染

的原因在于CRAB菌体能够通过空气传播,附着在

伤口表面,从而导致患者感染。特别是对于烧伤患

者,由于其抵抗力的减弱,感染风险进一步增加。此

外,还有一株CRAB分离自脑脊液。Martinez等[12]

研究表明,脑脊液可增强CRAB的代谢,诱导CRAB
释放一种或多种细胞毒性物质。这为以后研究或临

床治疗与预防CRAB的感染提供了一种新思路。

CRAB的科室分布主要在ICU和呼吸内科。侵

入性操作(血管穿刺、气管切开、气管插管以及进行呼

吸机通气等)会破坏患者皮肤黏膜屏障,从而降低患

者对外界的防御能力,增加细菌入侵机会,故其成为

CRAB感染的主要危险因素[13]。左蝶等[14]研究发

现,ICU中碳青霉烯类、头孢菌素类及喹诺酮类等抗

生素的使用是患者感染CRAB的危险因素。
在CRAB的分子分型研究中,MLST技术提供

了一种高分辨率的分子分型方法,使我们能够追踪

CRAB菌 株 的 传 播 和 演 化。本 研 究 中,ST195和

ST191是主要的ST型,表明这两种类型可能在本地

区具有较高的传播能力。通过与其他地区的ST型

比较,我们可以更好地了解CRAB的传播模式和潜

在的感染源[15-18]。

CRAB的多重耐药性是一个全球性问题,本研究

中观察到的高耐药率与其他研究结果一致[19]。这种

耐药性的形成可能与抗生素的选择、基因水平转移以

及CRAB固有的适应性有关。临床上,对CRAB定

植和CRAB感染的错误判断可加重CRAB耐药的进

展[20]。烧伤患者在恢复期间多使用抗生素治疗,也
是CRAB多重耐药的驱动因素[21]。在本研究中,多
数CRAB对米诺环素敏感。细菌生物膜可加剧细菌

对抗生素的耐药性,并且极易黏附在医疗植入物和生

物界面上,形成感染定植。米诺环素可抑制96%AB
临床分离株的生物膜形成[22]。CRAB对粘菌素敏

感,对替加环素、米诺环素耐药率较低[23]。同时,也
有研究表明[24],大剂量替加环素联合多黏菌素治疗

多重耐药CRAB肺炎可使病原菌清除率提高,且不

会增加药物使用的风险。这提示临床仍可以使用这

些药物用于CRAB感染的治疗。

CRAB以其较高的生存力和耐药性成为院内感

染的主要病原体之一[25]。临床上CRAB对碳青霉素

类药物的耐药率在逐渐增加,与其含有β-内酰胺酶等

碳青霉烯类水解酶有关[19]。同时有研究证明[1],

CRAB拥有在迅速适应环境变化的同时,依旧维持其

毒力因子的特殊能力。对于免疫力较弱的患者而言,

CRAB构成了重大威胁,成为医院在感染控制和治疗

方面面临的棘手问题。在临床上,我们可以通过结合

16S
 

rRNA扩增子分析、宏基因组测序和全基因组序

列来区分 CRAB的定植与感染,减少抗生素的滥

用[26]。在治疗上,我们可以根据患者的药敏试验结

果进行药物联合使用,提高替加环素和多粘菌素的使

用,降低碳青霉烯类、头孢菌素类及喹诺酮类等抗生

素的使用,以提高临床治疗的有效率。
鉴于CRAB的多重耐药性和广泛的院内传播,

医院感染控制策略的制定至关重要。本研究中,

CRAB主要从痰液和伤口分泌物中分离出来,这提示

我们应加强对呼吸道感染和伤口护理的管理。此外,

ICU和呼吸内科是CRAB感染的高风险区域,需要

特别关注这些科室的感染控制措施[13-14]。
本研究样本量较小,可能无法全面反映不同地区

或国家间的耐药性模式。且耐药性基因的检测技术

尚在不断发展中,部分新型耐药基因可能未被充分检

测。另外,本研究对于耐药机制的研究往往集中于已

知的耐药基因,缺乏对新型耐药机制的探索。未来的

研究应进一步探索CRAB的耐药机制,包括β-内酰

胺酶的产生和生物膜的形成。此外,开发新的抗生素

和替代疗法,如噬菌体治疗和免疫疗法,也是应对

CRAB挑战的重要方向。
综上所述,CRAB存在广泛耐药,8个ST型中主

要以ST195和ST191为主,并且存在单基因突变株,
需加强抗菌药物临床管理。
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