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犕犔犛犜和犘犉犌犈在耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌医院感染监测中的应用
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［摘　要］　目的　探讨某院重症监护病房（ＩＣＵ）患者、医院环境中耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌（ＣＲＫＰ）菌株的同

源性，为医院感染防控提供理论依据。方法　收集２０１７年９—１２月某三甲医院ＩＣＵ患者、环境中连续分离的

ＣＲＫＰ菌株，进行耐药表型、碳青霉烯酶基因检测，采用多位点序列分型（ＭＬＳＴ）和脉冲场凝胶电泳（ＰＦＧＥ）进行分

子同源性分析。结果　共收集１０株ＣＲＫＰ菌株，其中９株分离自５例患者的临床感染标本，１株分离自气压治疗

仪面板。１０株菌均携带产ＫＰＣ酶基因；ＭＬＳＴ分型均为ＳＴ１１型；共有５种ＰＦＧＥ带型，其中５株带型完全一致，

为流行菌株，１株菌株与流行菌株带型仅相差１条条带，其余４株菌带型相近，但与流行株带型差异较大。气压治

疗仪面板分离的１株ＣＲＫＰ菌株与患者来源的４株ＣＲＫＰ菌株耐药表型、ＰＦＧＥ型别及ＳＴ型别完全一致，考虑为

仪器共用造成的医院感染。分离自同一重症胰腺炎患者腹腔引流液、血标本的ＣＲＫＰ菌株ＰＦＧＥ带型完全一致，

推测ＣＲＫＰ可能通过腹腔感染入血。结论　ＰＦＧＥ和 ＭＬＳＴ对明确医院感染细菌传播路径，个体细菌感染路径以

及遗传变异有重要意义，有助于从切断感染途径方面入手指导控制多重耐药菌的传播。

［关　键　词］　耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌；多位点序列分型；脉冲场凝胶电泳；医院感染
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ｒｅｓｉｓ；ｈｅａｌｔｈｃａｒｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

　　肺炎克雷伯菌（犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲）属于人

体正常菌群，也是条件致病菌，其引起的社区获得性

和医院获得性感染逐年增加，特别是高毒力肺炎克

雷伯菌和多重耐药肺炎克雷伯菌的传播，给临床治

疗带来极大的困难［１］。临床重症感染患者的不断增

加，碳青霉烯类抗生素的广泛使用，使得耐碳青霉烯

类肺炎克雷伯菌（ｃａｒｂａｐｅｎｅｍｒｅｓｉｓｔａｎｔ犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪

狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲，ＣＲＫＰ）菌株检出呈逐年增多的趋势。

ＣＲＫＰ具有在医院广泛传播的潜在风险，其引发的

临床感染病死率较高，治疗药物有限，给患者、医院

和社会带来极大的影响和危害［２］。多位点序列分型

（ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅｔｙｐｉｎｇ，ＭＬＳＴ）和脉冲场凝胶

电泳（ｐｕｌｓｅｄｆｉｅｌｄｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＰＦＧＥ）是两

种最常用于细菌分型的分子生物学方法，可用于分

析医院分离ＣＲＫＰ的基因型和同源性，从切断感染

途径方面入手指导、控制多重耐药菌的传播。本研

究收集某医院重症监护病房（ＩＣＵ）４个月内连续检

出的１０株ＣＲＫＰ，进行抗菌药物敏感性试验和碳青

霉烯酶基因检测，并应用 ＭＬＳＴ和ＰＦＧＥ方法进行

菌株同源性分析，发现其传播规律和流行特点，为医

院感染暴发的有效预防提供防控依据。

１　资料与方法

１．１　菌株来源　收集２０１７年９—１２月某三甲医院

ＩＣＵ连续检出的ＣＲＫＰ。

１．２　主要仪器试剂　ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动微

生物鉴定及药敏分析系统、ＧＮ革兰阴性菌鉴定卡

片、ＡＳＴＧＮ１３ 革兰阴性菌药敏卡片（法国 Ｂｉ

ｏｍｅｒｉｅｕｘ），ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ分子诊断系统、Ｘｐｅｒｔ○
Ｒ
Ｃａｒ

ｂａＲ碳青霉烯酶基因检测试剂盒（美国Ｃｅｐｈｅｉｄ），

抗菌药物药敏纸片（英国 Ｏｘｏｉｄ），血琼脂培养基、

ＭＨ培养基（郑州安图生物），质控菌株大肠埃希菌

ＡＴＣＣ２５９２２，肺炎克雷伯菌 ＡＴＣＣＢＡＡ１７０５和

ＡＴＣＣＢＡＡ１７０６（国家微生物菌种保藏中心）。聚

合酶链式反应（ＰＣＲ）扩增仪、凝胶电泳成像系统、

ＣＨＥＦＭａｐｐｅｒＸａ脉冲场凝胶电泳系统（美国Ｂｉｏ

Ｒａｄ），限制性内切酶ＸｂａＩ（中国ＴａＫａＲａ），ＧｅｌＲｅｄ

核酸染料（美国Ｂｉｏｔｉｕｍ）。

１．３　抗菌药物敏感性试验　采用ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍ

ｐａｃｔ系统和配套的细菌鉴定卡片、药敏卡片进行鉴

定以及相应的药敏试验，检测抗菌药物的最低抑菌

浓度（ＭＩＣ），采用ＫＢ法补充检测部分药物敏感试

验。药敏结果依据美国临床实验室标准化协会

（ＣＬＳＩ）药敏试验 ２０１９ 年 Ｍ１００２９ｔｈ标准判断

结果。

１．４　碳青霉烯酶检测　根据ＣＬＳＩＭ１００－２９ｔｈ肠

杆菌科细菌碳青霉烯酶检测方法进行 ｍＣＩＭ 试验

和ｅＣＩＭ试验，采用赛沛Ｘｐｅｒｔ○
Ｒ
ＣａｒｂａＲ试剂盒检

测犫犾犪ＫＰＣ、犫犾犪ＮＤＭ、犫犾犪ＶＩＭ、犫犾犪ＯＸＡ４８和犫犾犪ＩＭＰ

５个碳青霉烯酶基因。

１．５　多位点序列分型（ＭＬＳＴ）　采用煮沸法提取

细菌 ＤＮＡ，ＰＣＲ 扩 增 狉狆狅Ｂ、犵犪狆Ａ、犿犱犺、狆犵犻、

狆犺狅Ｅ、犻狀犳Ｂ和狋狅狀Ｂ７个管家基因，引物参考Ｐａｓ

ｔｅｕｒ数据库。ＰＣＲ 条件：９４℃ ２ｍｉｎ，９４℃ ３０ｓ、

５０℃１ｍｉｎ、７２℃３０ｓ共３５个循环，７２℃５ｍｉｎ。

ＰＣＲ产物经１．５％琼脂糖凝胶电泳鉴定为单一条带

后，送上海生工生物公司测序。将管家基因的序列

在Ｐａｓｔｅｕｒ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｂｉｇｓｄｂ．ｐａｓｔｅｕｒ．ｆｒ／ｃｇｉ

ｂｉｎ／ｂｉｇｓｄｂ／ｂｉｇｓｄｂ．ｐｌ？ｄｂ＝ｐｕｂｍｌｓｔ＿ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ＿

ｓｅｑｄｅｆ＿ｐｕｂｌｉｃ＆ｐａｇｅ＝ｓｅｑｕｅｎｃｅＱｕｅｒｙ）进行比对，

获得管家基因型别，将７个管家基因型别组合获得

菌株ＳＴ型别。

１．６　脉冲场凝胶电泳（ＰＦＧＥ）分析　参考美国疾

病控制与预防中心（ＣＤＣ）ＰｕｌｓｅＮｅｔ提供的ＰＦＧＥ

相关标准化操作程序，调整相关电泳条件，试验方法

如下：用比浊仪调整细菌悬液浓度，达４．２～４．５麦

氏浊度单位；加入１％ＳｅａｋｅｍＧｏｌｄ：１％ＳＤＳ胶，混

匀制备胶块；用含蛋白酶 Ｋ的细胞裂解液ＣＬＢ在

５４℃水浴摇床中强力震荡（１７０～１８０ｒ／ｍｉｎ）消化

２ｈ；用无菌纯水洗涤胶块２次，ＴＥ缓冲液洗涤胶块

３次；加入２０ＵＸｂａⅠ限制性内切酶按比例配制酶

切反应体系，３７℃水浴孵育６～８ｈ后，电泳仪中进

行脉冲场电泳；电泳参数为电场强度６Ｖ／ｃｍ，夹角
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１２０度，初始脉冲为６ｓ，最终脉冲为３６ｓ，电泳时间

１９ｈ；电泳结束后，使用ＧｅｌＲｅｄ核酸染料染色，在

美国ＢｉｏＲａｄ凝胶成像系统中成像保存图片。

１．７　数据处理　应用ＢｉｏＮｕｍｅｒｉｃｓ软件进行数据

分析，选择Ｄｉｅｃ相关系数和ＵＰＧＭＡ方法。

２　结果

２．１　一般资料　共收集ＩＣＵＣＲＫＰ菌株１０株，分

别标为１、２、３…１０号菌株，其中１～８、１０号菌株分

离自５例（分别标为Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ）患者的临床感染

标本，９号菌株分离自病房气压治疗仪面板。５例患

者均为男性，年龄２８～５５岁，平均（４６．２±１１．３）岁；

患者Ａ、Ｃ、Ｄ痰标本，患者Ｂ血、引流液标本，以及

患者Ｅ血、分泌物标本中各分离１株ＣＲＫＰ菌株，

患者Ｅ痰标本中先后分离２株ＣＲＫＰ。同期ＩＣＵ

医生、护士的手，治疗车、监护仪、微量泵、血气分析

仪、床栏、床头柜、门把手，以及护士长使用的电脑键

盘等３２个部位环境监测标本中均未分离出ＣＲＫＰ

菌株。

２．２　药敏结果　１０株ＣＲＫＰ菌株对青霉素类、头

孢菌素类、氨基糖苷类、氟喹诺酮类和碳青霉烯类抗

菌药物均呈高水平耐药；６～８号及１０号ＣＲＫＰ菌

株对四环素类抗生素敏感，其余１～５号及９号

ＣＲＫＰ菌株对包括替加环素在内的四环素类呈高水

平耐药。１～５号及９号ＣＲＫＰ菌株具有相同的耐

药表型，而６～８号及１０号ＣＲＫＰ菌株具有相同的

耐药表型。见表１。

表１　１０株ＣＲＫＰ菌株对抗菌药物的敏感结果

犜犪犫犾犲１　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆ１０ｓｔｒａｉｎｓｏｆＣＲＫＰ

抗菌药物 药敏方法 １号 ２号 ３号 ４号 ５号 ６号 ７号 ８号 ９号 １０号

哌拉西林 ＭＩＣ法 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

氨苄西林／舒巴坦 ＭＩＣ法 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

哌拉西拉／他唑巴坦 ＭＩＣ法 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

头孢唑林 ＭＩＣ法 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

头孢呋辛 ＫＢ纸片扩散法 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

头孢曲松 ＭＩＣ法 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

头孢他啶 ＭＩＣ法 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

头孢吡肟 ＭＩＣ法 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

头孢哌酮／舒巴坦 ＫＢ纸片扩散法 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

头孢替坦 ＭＩＣ法 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

氨曲南 ＭＩＣ法 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

亚胺培南 ＭＩＣ法 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

美罗培南 ＫＢ纸片扩散法 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

比阿培南 ＫＢ纸片扩散法 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

环丙沙星 ＭＩＣ法 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

左氧氟沙星 ＭＩＣ法 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

妥布霉素 ＭＩＣ法 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

庆大霉素 ＭＩＣ法 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

阿米卡星 ＭＩＣ法 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

四环素 ＫＢ纸片扩散法 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ

多西环素 ＫＢ纸片扩散法 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ

替加环素 ＫＢ纸片扩散法 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ

复方磺胺甲口恶唑 ＭＩＣ法 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

　　注：Ｒ为耐药；Ｓ为敏感。
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２．３　碳青霉烯酶检测结果　１０株 ＣＲＫＰ菌株

ｍＣＩＭ试验均阳性，ｅＣＩＭ 试验均阴性。经赛沛

Ｘｐｅｒｔ○
Ｒ
ＣａｒｂａＲ试剂盒检测，均检出犫犾犪ＫＰＣ碳青

霉烯酶基因。

２．４　ＭＬＳＴ结果　ＣＲＫＰ７个管家基因的ＰＣＲ扩

增产物经１．５％琼脂糖凝胶电泳验证结果如图１所

示。ＰＣＲ测序结果经ＤＮＡＭＡＮ比对、拼接，得到

的序列上传到Ｐａｓｔｅｕｒ中 ＫＰＮＭＬＳＴ数据库进行

比对分析，１０株ＣＲＫＰ均为ＳＴ１１型。

２．５　ＰＦＧＥ分型结果　１０株ＣＲＫＰ菌株经ＸｂａＩ

酶剪切，ＰＦＧＥ后得到５种带型。其中２～５号及９

号ＣＲＫＰ菌株电泳带型完全一致，结合ＭＬＳＴ均为

ＳＴ１１型，考虑为同一来源，为流行菌株。１号

ＣＲＫＰ菌株与流行菌株仅有１条条带的差异，两者

亲缘关系接近。患者Ｅ标本中分离的６～８号和１０

号ＣＲＫＰ菌株有三种带型，与流行菌株条带相差３条
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　　Ｍ：分子量标准；条带１～７：依次为狉狆狅Ｂ、犵犪狆Ａ、犿犱犺、狆犵犻、

狆犺狅Ｅ、犻狀犳Ｂ、狋狅狀Ｂ基因。

图１　ＣＲＫＰ管家基因ＰＣＲ扩增结果验证

犉犻犵狌狉犲１　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＣＲＫＰｈｏｕｓｅｋｅｅｐｉｎｇ

ｇｅｎｅｓ

以上，来自痰的６号和与来自血的１０号菌株带型相

同，但与同来自于痰的７号菌株带型不同。见图２。
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图２　１０株ＣＲＫＰＰＦＧＥ及聚类图

犉犻犵狌狉犲２　ＰＦＧＥｒｅｓｕｌｔｓａｎｄｃｌｕｓｔｅｒｇｒａｐｈｏｆ１０ｓｔｒａｉｎｓｏｆＣＲＫＰ

３　讨论

２０１８年ＣＨＩＮＥＴ细菌耐药监测网报道，在呼

吸道分离的病原菌中，肺炎克雷伯菌已经超过鲍曼

不动杆菌，跃居第一位，其在血等无菌体液的分离率

也逐渐升高，仅次于大肠埃希菌，位于第二［３］。

ＣＲＫＰ的分离率也居高不下，一项来自中国的多中

心研究报道，在所有耐碳青霉烯类肠杆菌科细菌

（ＣＲＥ）分离株中，ＣＲＫＰ占７３．９％，耐碳青霉烯类

大肠埃希菌（１６．６％）和阴沟肠杆菌（７．１％）次之；在

所有住院患者中，ＣＲＥ 感染导致的病死率高达

３３．５％，而ＣＲＫＰ在血流感染和下呼吸道感染致死

率则更高［４５］。ＣＲＫＰ感染主要与肺炎克雷伯菌定

植或感染病史、肠外营养，使用第三代头孢菌素或碳

青霉烯类抗生素有关［６］。

ＣＲＫＰ致死率高的原因之一是对抗菌药物广泛

耐药，文献［４，７］报道ＣＲＫＰ对头孢菌素类、喹诺酮类

耐药率高达８５％以上，对氨基糖苷类的耐药率较

低，但也高达５０％以上，而对革兰阴性菌感染治疗

最后防线替加环素的敏感率仅有４０．２％。本研究

１０株ＣＲＫＰ菌株中，６株对测试的所有抗菌药物均耐

药。替加环素ＫＢ纸片扩散法的抑菌圈仅有７ｍｍ，

表现为高水平耐药。ＣＲＫＰ对碳青霉烯类耐药的重

要机制为产ＫＰＣ酶，与国内研究
［８］一致，其对替加环

素耐药机制可能与外排泵表达上调等有关［９１０］。
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国内流行的ＣＲＫＰ主要为产ＫＰＣ酶的ＳＴ１１

型［１１１２］，与本研究结果一致。但是不同医院ＣＲＫＰ

的流行基因型不尽相同［１３１４］，研究ＣＲＫＰ的基因型

别及同源性有助于监测医院感染及其发生路径，能

为切断感染路径，控制医院感染提供依据。ＭＬＳＴ

和ＰＦＧＥ均可以用作细菌分型，且各有优劣。前者

分辨率高，重复性好，数据可共享，可进行不同实验

室间比对，但是测序成本高，分析缺少基因组详细信

息或含有大量基因组岛插入序列，不能单独作为暴

发溯源的工具；后者结果稳定，重复性好，可发现大

片段的插入、缺失、重组等，酶切位点的点突变以及

质粒的获得、丢失，但操作时间长，受人为影响因素

大，分析的是条带而不是序列［１５］，通常推荐将二者

结合起来进行同源性分析。

本研究中分离１０株ＣＲＫＰ菌株的ＭＬＳＴ均为

ＳＴ１１型，未表现出菌株间差异；而通过ＰＦＧＥ分型

得到５种带型，其中１１月２２—２８日分离的４株（２

～５号）菌株带型与１２月６日于气压治疗仪面板分

离的ＣＲＫＰ（９号）完全一致。经调查该仪器为科室

共用设备，考虑本事件为气压治疗仪为媒介的接触

传播导致的医院感染，该结论也表明在研究医院感

染阐明菌株同源性时ＰＦＧＥ是 ＭＬＳＴ的有力补充。

２号和３号ＣＲＫＰ菌株分别分离自同一重症胰腺炎

患者的腹腔引流液和血标本，其ＰＦＧＥ带型完全一

致，推测ＣＲＫＰ可能通过腹腔感染入血；６～８号和

１０号ＣＲＫＰ菌株分别分离自另一患者的痰、痰、引

流液和血标本，只有６号与１０号菌株带型完全相

同，推测ＣＲＫＰ是通过呼吸道感染入血，同样分离

自痰的６号菌株与７号菌株同源性在８５％以上，可

能为变异株，而分离自分泌物的８号菌株带型差异

大，亲缘关系较远。以上两组数据均表明ＰＦＧＥ在

明确细菌感染路径方面的优势。值得注意的是分离

自９月１６日的１号菌株与本次医院感染流行株的

克隆仅差异一条条带，Ｔｅｎｏｖｅ等
［１６］认为由于细菌

具有变异性，在ＰＦＧＥ图谱分析中，相似值在０．８５

以上的菌株可以判定为流行病学相关，由此可见本

次流行菌株可能为１号菌株变异而来。

综上所述，ＰＦＧＥ在明确医院感染细菌传播路

径，个体细菌感染路径以及遗传变异方面具有重要

应用价值。杜小莉等［１７］也认为ＰＦＧＥ在甄别暴发

菌株、高度相关菌株和不相关菌株时有很好的甄别

能力，并且分型结果与菌株分离病区、分离时间具有

一致性。针对暴发流行菌株，ＰＦＧＥ能够将相同

ＭＬＳＴ型别的菌株聚成一簇。此外，本研究也从科

室环境、患者自身等多个角度发现，采取有效消毒隔

离措施的重要性，尤其是患者共用设备，更需严格消

毒管理，通过切断感染路径即可有效控制医院感染

的发生。
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