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[摘要] 目的 检测某医院耐碳青霉烯类霍氏肠杆菌分离株的基因型和同源性及其碳青霉烯酶基因水平转

移情况,为制定该菌的防控措施提供依据。方法 11株非重复耐碳青霉烯类阴沟肠杆菌(E.cloacae)于2016年9
月-2017年5月分离自某医院住院患儿,编号 Q1~Q11。菌株的全基因组测序采用Illumina和 Nanopore平台。

采用脉冲场凝胶电泳分析菌株间的同源性。采用质粒液相接合实验和S1核酸酶切脉冲场凝胶电泳检测该菌株碳

青霉烯酶基因转移情况。结果 经平均核苷酸一致性鉴定,11株菌中1株为E.bugandensis(Q10菌株),其余10
株均为霍氏肠杆菌(E.hormaechei)。这11株菌株均携带碳青霉烯酶基因blaNDM-1,有5种多位点序列分型,以

ST177为主,占比63.6%(7/11)。脉冲场凝胶电泳分析结果显示,霍氏肠杆菌 Q4~Q8菌株的Dice相似系数为

100.0%,均为ST177,携带了相同的耐药基因。生物信息分析结果显示,Q4菌株(代表菌株)携带的碳青霉烯酶基

因blaNDM-1位于质粒上。质粒液相接合实验结果显示,携带blaNDM-1基因的质粒可传递给E.coliJ53AziR。结论 携

带碳青霉烯酶基因blaNDM-1的ST177霍氏肠杆菌是导致新生儿医院感染暴发的病原体,且该基因可通过质粒介导

在不同种细菌之间传播。
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Asingle-centerstudyontheGenotypeandhorizontalcarbapenemasegenetransfersituationofcar-
bapenem-resistantEnterobacterhormaecheistrains TIANZhe,JIANGMeiyan,LIUZhenzhen,DONGDan-

dan,WANGBin,GAOZhenliang (SchoolofBasicMedicine,QingdaoUniversity,Qingdao266071,China)

[ABSTRACT] Objective Toinvestigatethegenotype,homology,andhorizontalcarbapenemasegenetransfersituationof

carbapenem-resistantEnterobacterhormaecheiisolatesfromahospital,andtoprovideabasisforformulatingpreventionandcon-

trolmeasuresforthisbacterium. Methods Elevennon-repeatingEnterobactercloacaestrainswerecollectedfromthechildren

whowerehospitalizedinahospitalfromSeptember2016toMay2017andwerenumberedasQ1-Q11,andIlluminaandNanopore

platformswereusedforwhole-genomesequencing.Pulsed-fieldgelelectrophoresis(PFGE)wasusedtoanalyzethehomologybe-

tweenstrains,andliquidconjugationassayandS1nucleasedigestionfollowedbyPFGEwereusedtoanalyzethecarbapenemase

genetransferabilityofthestrains. Results Theaveragenucleotideidentityanalysisshowedthatamongtheelevenstrains,

strainQ10wasidentifiedasEnterobacterbugandensis,andtheremainingtenstrainswereidentifiedasEnterobacterhormaechei.

AllelevenstrainscarriedtheblaNDM-1geneandhadfivemulti-locussequencegenotypes,amongwhichST177wasthemaingeno-

typeandaccountedfor63.6% (7/11).TheresultsofPFGEshowedthattheQ4-Q8strainsofEnterobacterhormaecheihadaDice

similaritycoefficientof100.0%,allofwhichhadtheST177typeandcarriedthesamedrug-resistancegene.Thebioinformatics

analysisshowedthattheblaNDM-1genecarriedbystrainQ4waslocatedontheplasmid.Liquidconjugationassayshowedthatthe

plasmidcarryingblaNDM-1canbedeliveredtoE.coliJ53AziR. Conclusion EnterobacterhormaecheiST177harboringthe

blaNDM-1geneisthepathogencausingtheoutbreakofnosocomialinfectioninneonates,andtheblaNDM-1genecanbetransmittedbe-

tweendifferentspeciesthroughmediationbyplasmids.
[KEYWORDS] Carbapenem-resistantenterobacteriaceae;Enterobactercloacae;Crossinfection;blaNDM-1;Plasmids;Di-

seaseoutbreaks;Infant,newborn

  阴沟肠杆菌复合群(E.cloacaecomplex,ECC)
属于肠杆菌属[1],包括阴沟肠杆菌(E.cloacae)、霍
氏肠杆菌(E.hormaechei)等。其中,阴沟肠杆菌和

霍氏肠杆菌是在免疫功能低下和重症监护病房住院

患者临床感染中最常分离出的菌种[1-2]。其中霍氏

肠杆菌是引起患者医院感染的重要病原体。目前通

过生化反应或采用质谱仪的鉴定方法难以准确区分

阴沟肠杆菌与霍氏肠杆菌,而全基因组测序是鉴别

两者的主要方法[2-3]。准确的菌种鉴定在流行病学
和感染控制方面比治疗具有更重要的临床意义[4-5]。
由于全基因组测序技术的不断进步,目前已经在世

界各地发现有产超广谱β-内酰胺酶、AmpC酶和碳
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青霉烯酶的霍氏肠杆菌的分离株[6-8]。本研究基于

高通量二代Illumina和三代Nanopore测序以及脉

冲场凝胶电泳(PFGE)等技术对某医院耐碳青霉烯

类霍氏肠杆菌分离株的基因型和同源性以及基因水

平转移情况进行检测,旨在为该菌防控措施的制定

提供依据。

1 材料和方法

1.1 菌株的来源

收集2016年9月—2017年5月自青岛大学附

属医院的医院感染患儿的非重复耐碳青霉烯类阴沟

肠杆菌的分离株共11株(编号Q1~Q11),其中Q1
和Q11菌株分离自呼吸科患儿的咽拭子,Q2菌株

分离自肿瘤科患儿的抽吸痰分泌物,Q3菌株分离自

消化内科患儿的咽拭子,Q4~Q6、Q8及 Q10菌株

分离自新生儿科患儿的抽吸痰、痰液和尿液,Q7菌

株分离自神经内科患儿的尿液,Q9菌株分离自急诊

EICU患儿的分泌物。所有标本细菌的培养依照

《全国临床检验操作规程(第四版)》进行[9],11株菌

株均已通过EX2600质谱仪(中元汇吉生物技术有

限公司)初始鉴定为阴沟肠杆菌。沙门菌 H9812
(作为DNA分子量标记)、E.coliJ53AziR(质粒接合

受体菌)、大肠埃希菌 ATCC25922和肺炎克雷伯

菌ATCC700603(作为药敏质控菌株)均为本院检

验科微生物实验室保存。患儿呼吸系统或泌尿系统

医院感染的诊断依据《医院感染诊断标准(试行)》中
的标准[10]。医院感染暴发判定参照《医院感染暴发

与控制指南(WS/T524-2016)》中的标准[11]。

1.2 菌株碳青霉烯酶的检测和药敏试验

采用NG-Test􀅹CARBA5卡(上海复星生物技

术公司,批号CS000180)检测菌株是否产碳青霉烯

酶,包括新德里金属β-内酰胺酶(NDM)等五种碳青

霉烯酶;11株菌株以及E.coliJ53AziR的药敏试验

使用VITEK2Compact系统(法国梅里埃公司),
同时使用与该系统配套的 AST13药敏卡(批号

1103103503),均严格按说明书进行操作。

1.3 菌株的同源性分析和碳青霉烯酶基因水平转

移情况的检测

采用PFGE技术对收集的11株菌株进行同源

性分析,将获得的PFGE图像导入BioNumerics7.6
软件中构建进化树,以确定暴发克隆菌株,并选择其

中1株作为代表菌株用于后续实验。具体的操作和

结果的判定参照相关文献[12-13],PFGE系统和凝胶

成像仪由伯乐生命医学产品(上海)有限公司生产。

对代表菌株采用质粒液相接合实验检测其碳青霉烯

酶基因水平的转移情况,同时对其接合子采用NG-
Test􀅹CARBA5卡、S1核酸酶切脉冲场凝胶电泳

(S1-PFGE)技术以及药敏试验进行相应的验证。以

上实验的具体操作步骤和流程参照相关文献[12-13]。

1.4 菌株的最终鉴定和代表菌株的全基因组分析

对收集的11株菌株通过Illumina测序技术平

台进行全基因组二代测序,并将获得的菌株核苷酸

序列与标准菌株染色体的核苷酸序列通过网站(ht-
tps://www.ezbiocloud.net/tools/ani)进行比对,以
获得11株菌株的平均核苷酸一致性(ANI)值,并依

据ANI值鉴定这11株菌株所属种,具体的方法和

结果的判定参照相关文献[12]。对收集的11株菌株

的二代测序结果进行多位点序列(MLST)分型(ht-
tps://cge.cbs.dtu.dk/services/MLST/)以及耐药

基因分析(ResFinderv4.1https://cge.food.dtu.dk/

services/ResFinder/)。对代表菌株进行 Nanopore
三代测序,并结合其二代测序数据,获得代表菌株的

染色体和质粒的完整序列。再利用在线网站,对代

表菌株的染色体和质粒进行基因组注释(RASTht-
tp://RAST.nmpdr.org)以及质粒复制子类型分析

(PlasmidFinderv2.0https://cge.food.dtu.dk/ser-
vices/PlasmidFinder/);对代表菌株携带碳青霉烯

酶基因的质粒与PuMmed数据库(https://www.nc-
bi.nlm.nih.gov/nuccore/)当中的参考质粒pIncX-
SHV(NC_019157)[14]、pEh27_3(NZ_CP053694)以
及pECC2783_c(NZ_CP110357)[15]进行比较基因组

分析。

2 结  果

2.1 菌株鉴定、药敏试验、MLST、碳青霉烯酶和耐

药基因的检测结果

经EX2600质谱仪初始鉴定为阴沟肠杆菌的11
株菌株,再经ANI值比对后,最终鉴定结果显示,仅

Q10菌株为E.bugandensis,其余均为霍氏肠杆菌。
药敏试验结果显示,11株菌株均对头孢三代、头孢

四代、碳青霉烯类药物(厄他培南和亚胺培南)耐药,
其中Q4~Q9菌株药敏表型完全一致。MLST结

果显 示,11株 菌 株 的 MLST 共 有5种,分 别 为

ST177、ST171、ST127、ST241和ST418,以ST177
为主,占 63.6% (7/11),其 中 Q4~Q9 菌 株 的

MLST完全相同。NG-Test􀅹CARBA5卡检测结

果显示,11株菌株均呈 NDM 型碳青霉烯酶阳性,
其他四型未检出。耐药基因分析结果显示,11株菌
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株均携带碳青霉烯酶基因blaNDM-1和其他多种耐药

基因(如氨基糖苷类、喹诺酮类、四环素类、磺胺类和

磷霉素等抗菌药物耐药基因),其中Q4~Q9菌株携

带有相同的耐药基因。11株菌株的 MLST和携带

的耐药基因详见表1。

表1 11株菌的 MLST和携带的耐药基因

菌株 MLST 耐药基因

Q1 ST171blaNDM-1、blaACT-16、blaCTX-M-15、blaSHV-12、blaOXA-1、
aac(3)-IIa、aac(6')-Ib-cr、qnrB1、fosA、catB3、
tet(A)、dfrA14

Q2 ST418blaNDM-1、blaACT-16、blaTEM-1B、blaSHV-12、aph(6)-
Id、aph(3'')-Ib、fosA、catA2、tet(D)、dfrA14、
sul2

Q3 ST127blaNDM-1、blaACT-16、blaCTX-M-9、blaSHV-12、aadA2b、
ant(2'')-Ia、qnrA1、fosA、catA1、sul1、dfrA16

Q4~Q9ST177blaNDM-1、blaACT-7、blaSHV-12、blaOXA-1、fosA、aac
(6')-Ib-cr、qnrA1、catB3、sul1、ARR-3

Q10 ST241blaNDM-1、fosA
Q11 ST177blaNDM-1、blaACT-7、blaSHV-12、blaTEM-1B、fosA、aac

(3)-IId、aac(6')-Ib-cr、aph(3'')-Ib、aph(6)-
Id、aadA16、qnrS1、qnrB6、tet(D)、sul1、sul2、
dfrA12、dfrA27、mph(A)、ARR-3

2.2 菌株的同源性分析结果

同源性分析结果显示,Q4~Q8菌株的条带数

目、条带位置完全一致,但是与其他菌株存在差异。

BioNumerics软件分析结果显示,11株菌株的Dice
相似系数为53.3%~100.0%,其中Q4~Q8菌株的

Dice相似系数为100.0%。见图1。

图1 11株菌株的同源性分析树状图

2.3 代表菌株的基因水平转移情况检测结果

Q4~Q8菌株的Dice相似系数为100.0%,且
这些菌株的 MLST和携带的耐药基因完全一致,因
此选择Q4菌株作为疑似暴发克隆的代表菌株。质

粒液相接合实验的结果显示,Q4菌株将携带的碳青

霉烯酶基因blaNDM-1经质粒传递到了受体菌E.co-
liJ53AziR,将其接合子命名为E.coliQ4-C。接合子

(E.coliQ4-C)的验证:NG-Test􀅹CARBA5卡检测

结果显示,E.coliQ4-C呈 NDM 型碳青霉烯酶阳

性;S1-PFGE检测结果显示,Q4菌株可将携带的2

个质粒(大小约为350000和54000bp)中的一个

(约54000bp)传递给E.coliQ4-C,见图2;药敏试

验结果显示,E.coliQ4-C对厄他培南和亚胺培南的

最小抑菌浓度(MIC)比E.coliJ53AziR分别提高16
倍,见表2。

M:沙门氏菌株 H9812,1:Q4菌株;2:E.coliQ4-C
图2 Q4菌株和E.coliQ4-C的S1-PFGE图

表2 Q4菌株、E.coliQ4-C和E.coliJ53AziR对常用抗

菌药物的 MIC(ρ/mg·L-1)

抗菌药物 Q4菌株 E.coliQ4-C E.coliJ53AziR

哌拉西林/他唑巴坦 ≥128  64 ≤4

头孢曲松 ≥64 ≥64 ≤1

头孢他啶 ≥64 ≥64 ≤1

头孢吡肟  16  8 ≤1

氨曲南 ≥64  16 ≤1

厄他培南   ≥8.0  ≥8.0 ≤0.5

亚胺培南 ≥16 ≥16 ≤1

环丙沙星    0.50 ≤0.25 ≤0.25

左氧氟沙星    1.00 ≤0.25 ≤0.25

阿米卡星  ≤2 ≤2 ≤2

妥布霉素  ≤1 ≤1 ≤1

庆大霉素  ≤1 ≤1 ≤1

磺胺甲噁唑/甲氧苄啶 ≤20 ≤20 ≤20 

2.4 代表菌株全基因组序列的生物信息分析结果

从二代Illumina和三代Nanopore测序平台获

得Q4菌株的染色体和质粒的完整序列,然后进行

生物信息分析,结果显示,Q4菌株携带了1条染色

体和2个质粒,分别将其命名为 Q4-Chr、pQ4-1和

pE348_NDM;染色体Q4-Chr的序列长度以及平均

G+C含量分别为4787930bp、55.44%,并且其

blaACT-7、fosA 耐药基因位于该染色体上;质粒pQ4-
1的序列长度和平均G+C含量以及复制子类型分

别为350528bp、47.88%和IncHI2,并且该质粒携

带有aac(6')-Ib-cr、blaOXA-1、catB3、qnrA1、ARR-3
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和sul1 耐药基因;质粒pE348_NDM的序列长度和

平均G+C含量以及复制子类型分别为54036bp、

49.03%和IncX3,并且 该 质 粒 携 带 有blaNDM-1和

blaSHV-12耐药基因。
将Q4菌株携带的质粒pE348_NDM与参考质

粒pIncX-SHV(NC_019157)、pEh27_3(NZ_

CP053694)和pECC2783_c(NZ_CP110357)进行比

较基因组学分析,结果显示:①质粒pE348_NDM
与pIncX-SHV的骨架区有99%覆盖性和>99%的

核苷酸同源性,表明这两个质粒的骨架结构是相对

保守的,但是质粒pE348_NDM 的骨架丢失了基因

umuD;②对质粒的外源区比较显示,质粒pE348_

NDM、pIncX-SHV 以 及 pEh27_3 都 含 有 The-
blaSHV-12region,而且质粒pE348_NDM、pEh27_3
以及 pECC2783_c均 含 有 耐 药 基 因 blaNDM-1 的

ΔTn125。在质粒pE348_NDM中,The-blaSHV-12re-
gion的结构包括IS26、ΔyjbJ、deoR、blaSHV-12、IS26,
该区域源于IS26-blaSHV-12-IS26转座单元;相比于完

整的IS26-blaSHV-12-IS26转座单元[16],质粒pE348_

NDM 和pEh27_3的 The-blaSHV-12region是反向

的,并且缺失了3个基因yjbM、yjbL 和yjbK;与质

粒pE348_NDM以及pEh27_3不相同,质粒pIncX-
SHV的The-blaSHV-12region是正向的,在其下游插

入了序列IS3000致其截短。

3 讨  论

霍氏肠杆菌属于肠杆菌属,是ECC的一种,占

ECC引起感染的65%~75%。目前,由于细菌鉴定

方法学的限制,基于质谱或生化检测的方法往往无

法准确区分ECC中的一些种,导致鉴定不完全正确

和对其的研究相对较少。既往有报道显示,霍氏肠

杆菌曾在荷兰、美国、巴西和中国等国家引起住院患

者的暴发感染[17]。
本研究基于Illumina和 Nanopore测序以及

PFGE等技术对分离的11株非重复耐碳青霉烯类

阴沟肠杆菌(Q1~Q11)的基因型和同源性以及基

因水平转移情况进行分析。本研究的11株菌株初

始鉴定采用EX2600质谱仪,经平均核苷酸一致性

ANI值鉴定,有1株(Q10)为E.bugandensis,其他

10株均为霍氏肠杆菌,说明质谱仪与 ANI值对细

菌的鉴定存在差异。ANI值是将菌株测序数据与

标准菌株的核苷酸序列进行比对后获得的,其鉴定

准确性相对较高,但该方法还存在一定的局限性,如
试剂成本高,需要后续对测序结果进行高难度的分

析,目前不适用于临床微生物实验室日常工作中的

细菌鉴定。

PFGE技术是目前检测医院暴发细菌感染的常

用方法和金标准[18]。在本研究的11株菌中,Q4~
Q6菌株分离自新生儿科的患者,其Dice相似系数

为100.0%,同时这3株菌株的 MLST均为ST177,
携带的耐药基因也完全相同。根据TENOVER规

则[18-19]和对Q4~Q6菌株二代、三代测序结果的生

物信息分析,可以判定这3株菌株在分子流行病学

上属于同一个克隆,即具有同源性,这提示存在菌株

克隆的垂直传播。另外,从现场流行病学的“三间分

布”进行分析:在“时间”方面,Q4~Q6菌株均为短

时间内分离(分离时间2016年12月8日-2016年

12月26日);在“空间”方面,Q4~Q6菌株均来自于

新生儿科;在“人间”方面,流行于新生儿科的新生儿

之间,因此从“三间分布”的现场流行病学调查结果

分析,该院曾存在新生儿的医院感染暴发事件。Q7
菌株于2017年2月20日分离自神经外科,与Q4~
Q6菌株分离的科室不同,分离时间间隔两个月;Q8
菌株于2017年2月25日分离自新生儿科,与Q4~
Q6菌株同一科室,但分离时间也间隔两个月,因此

Q7、Q8菌株虽然与 Q4~Q6菌株有相同的PFGE
条带、MLST和携带相同的耐药基因,但依据现场

流行病学和医院感染暴发判定标准[11],尚不能确定

这2株菌株与Q4~Q6菌株存在关联。因此,综合

以上分子流行病学和现场流行病学的信息,表明在

新生儿科于2016年12月曾发生过由携带blaNDM-1、

blaACT-7、blaSHV-12、blaOXA-1、fosA、aac(6')-Ib-cr、

catB3、qnrA1、ARR-3 和sul1 耐药基因的ST177
霍氏肠杆菌引起的克隆传播事件。经检索,携带有

上述耐药基因的ST177霍氏肠杆菌在新生儿科的

爆发事件为国内外首次报道。
耐药基因的传播除了细菌克隆(垂直)传播外,

还可以经质粒等移动遗传元件进行细菌种内和(或)
种间的基因水平转移。为了探讨引起暴发感染的霍

氏肠杆菌其所携带的碳青霉烯酶基因的水平转移情

况,本研究从Q4~Q6菌株当中选择Q4菌株,与E.
coliJ53AziR进行质粒液相接合实验。结果显示,Q4
菌株可以将携带blaNDM-1基因的质粒传递给E.co-

liJ53AziR。对获得的接合子E.coliQ4-C进一步进

行药敏试验,结果显示,E.coliQ4-C对厄他培南和

亚胺培南的 MIC比 E.coliJ53AziR高16倍,表明

Q4菌株对碳青霉烯类耐药与其携带blaNDM-1基因有

关,且提示该基因经质粒介导可以在不同种属细菌
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之间进行基因水平的转移。
比较基因组学分析的结果显示,本研究的质粒

pE348_NDM 与参考质粒pIncX-SHV、pEh27_3和

pECC2783_c的骨架结构区和外源区有相同和不同

的核苷酸序列,这种变化可能与耐药基因的遗传变

异和进化以及传递有关。在肠杆菌科细菌中,转座

子Tn125可以通过转座的方式介导blaNDM-1的传

播,并且在复杂的重组事件的作用下以各种截短的

方式存在[20-22]。同样,在质粒pE348_NDM、pEh27_3
和pECC2783_c中,Tn125也以截短的方式存在。
另外,质粒pE348_NDM的ΔTn125是反向的,其结

构包括ISCR21、groEL、groES、cutA、dsbC、trpF、

bleMBL、blaNDM-1、ΔISAba125。其中,ΔISAba125的

打断和IS5D的插入有关。
另外,菌株携带质粒的复制子分型和 MLST与

该菌的克隆传播和耐药基因的传递有关。根据复制

子分型,Q4菌株携带的质粒pE348_NDM 属于In-
cX3型。DONG等[19]报道blaNDM基因可位于9种

不同类型的质粒上,其中大多数位于IncX3型质粒

上,即该型质粒与blaNDM在同种或不同种细菌中的

播撒和传播有关。同样,其他碳青霉烯酶基因(如

blaOXA-181)也可位于该类型质粒上[23],也可能引起

传播。另外,耐碳青霉烯类霍氏肠杆菌的克隆传播

与某些 MLST有一定的关系,如产NDM-1酶霍氏

肠杆菌ST78型为高危国际克隆[17,24],这与本研究

为ST177不同。
综上所述,本研究首次报道了由携带blaNDM-1、

blaACT-7、blaSHV-12和blaOXA-1耐药基因的ST177霍氏

肠杆 菌 引 起 的 新 生 儿 医 院 感 染 暴 发,并 且 携 带

blaNDM-1基因的质粒具有在不同种属之间水平转移

情况。本研究为控制和预防抗菌药物耐药性提供了

新的数据和见解,也提示有必要对耐碳青霉烯类霍

氏肠杆菌进行分子流行病学层面的监测。
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作者书写结构式摘要须知

为便于进行国际间的学术交流和计算机索引,本刊论著部分论文所附的中英文摘要,将采用国际通用的结构式摘要。中文摘要以350字

左右为宜,英文摘要与中文摘要对应。结构式摘要的内容分为:①目的、②方法、③结果和④结论4部分,格式可连续书写不分段落,但要列出

上述标题。现将各部分的撰写要求分述如下。①目的(Objective):简要说明研究的目的,说明提出问题的缘由,表明研究的范围和重要性。

②方法(Methods):简要说明研究课题的基本设计,使用了什么材料和方法,如何分组对照,研究范围及精确程度,数据是如何取得的,经何种

统计学方法处理。③结果(Results):简要列出研究的主要结果和数据,有什么新发现,说明其价值及局限。并给出结果的置信值,统计学显著

性检验的确切值。④结论(Conclusion):简要说明经验、论证取得的正确观点及其理论价值或应用价值,是否可推荐或推广等。在英文摘要内

容前必须附英文文题,作者署名与第1作者单位(包括邮政编码),与原文相同。
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