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８株医院血流感染肺炎克雷伯菌的犘犉犌犈分型
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［摘　要］　目的　应用脉冲场凝胶电泳（ＰＦＧＥ）技术对某医院同一外科病房临床分离的８株肺炎克雷伯菌进行同

源性分析，为医院感染控制提供依据。方法　对此８株肺炎克雷伯菌，采用微量肉汤稀释法和ＫＢ法进行药物敏

感试验，并以ＰＦＧＥ技术进行基因分型。结果　药物敏感试验结果显示，除菌株Ｋｐ１外，菌株Ｋｐ２等其他７株肺

炎克雷伯菌对１１种抗菌药物具有相同的药敏谱，且为多重耐药菌；ＰＦＧＥ分析亦显示此７株菌为同一谱型。结论

　此外科病房临床分离的８株肺炎克雷伯菌中有７株来源于同一克隆株，提示可能是一次医院感染暴发流行。

［关　键　词］　肺炎克雷伯菌；血流感染；医院感染；脉冲场凝胶电泳；微生物敏感性试验；基因型；同源性
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　　肺炎克雷伯菌是可引起人类各种感染性疾病的

常见条件致病菌，也是引起医院感染的重要病原菌

之一，常常引起医院感染的暴发流行［１］。脉冲场凝

胶电泳（ｐｕｌｓｅｄｆｉｅｌｄｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＰＦＧＥ）是

医院感染监测的有力工具。本研究采用ＰＦＧＥ技

术对某医院外科病房５例感染患者分离的８株肺炎

克雷伯菌进行分型，为医院获得性肺炎克雷伯菌感

染的局部流行提供诊断依据。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　试验菌株为２０１０年７月１６—２８

日自某医院外科病房５例感染患者的临床标本中分

离，采用常规方法及ＶＩＴＥＫ仪器鉴定的８株肺炎

克雷伯菌，其临床资料见表１。质控菌株为大肠埃

希菌ＡＴＣＣ２５９２２，为本实验室保存。

１．２　试剂与仪器　ＭＨ琼脂培养基及氨苄西林

（ＡＭＰ）、头孢唑林（ＣＦＺ）、庆大霉素（ＧＥＮ）、头孢哌

酮（ＣＦＰ）、环丙沙星（ＣＩＰ）、头孢曲松（ＣＲＯ）、阿莫
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西林／克拉维酸（ＡＭＣ）、美罗培南（ＭＥＭ）、哌拉西

林（ＰＦＰ）、复方磺胺甲口恶唑（ＳＸＴ）、氨曲南（ＡＴＭ）

１１种抗菌药物，为中国药品生物制品检定所标准

品。ＸｂａＩ酶购自大连宝生物公司。低熔点琼脂糖、

ＰＦＧＥ级琼脂糖均为ＢｉｏＲａｄ公司产品。蛋白酶Ｋ

为上海生工生物工程技术服务有限公司产品。细菌

鉴定仪为法国生物梅里埃公司的ＶＩＴＥＫ细菌鉴定

系统。脉冲场凝胶电泳仪为ＢｉｏＲａｄ公司的ＣＨＥＦ

ＭＡＰＰＥＲＸＡ脉冲场凝胶电泳仪，凝胶成像系统为

ＢｉｏＲａｄ公司的ＧｅｌＤｏｃＸＲ凝胶成像系统。

１．３　药物敏感试验　采用微量肉汤稀释法和ＫＢ

法测定菌株对１１种抗菌药物的最低抑菌浓度

（ＭＩＣ）值及抑菌圈大小。判定标准参照美国临床实

验室标准化研究所（ＣＬＳＩ）２００９版标准
［２］执行。

１．４　ＰＦＧＥ方法　参照文献［１，３］的方法并略加改

进：挑取新鲜单个菌落至２．５ｍＬ生理盐水中至４

麦氏单位，取１ｍＬ菌液离心１ｍｉｎ，弃上清集菌。１

ｍＬ细胞悬浮液悬菌洗涤，离心３ｍｉｎ，洗３次。最

后２００μＬ蛋白酶Ｋ溶液，５４℃水浴轻摇过夜。弃

液，加５００μＬ５０℃预热的去离子水，５０℃水浴轻摇

１０ｍｉｎ，洗２次，重复用ＴＥ洗３次，每次１５ｍｉｎ。

将样本胶块取出，切下约２ｍｍ胶块，浸入含有

ＸｂａＩ的１５０μＬ酶切体系中，置３７℃水浴中酶切过

夜。将样本胶块塞入ＰＦＧＥ级琼脂糖凝胶中进行

电泳，电泳参数为：电压６Ｖ／ｃｍ，温度１４℃ ，夹角

１２０°，时间２２ｈ。最后用溴化乙锭染色，ＶｅｒｓａＤｏｃ

凝胶成像系统读胶分析。

１．５　ＰＦＧＥ分型标准　按照Ｔｅｎｏｖｅｒ等
［４］提出的

分型标准，（１）同一株：酶切图谱间有同样的条带数，

且相应条带大小相同，被认为是同一型（主流型）；

（２）紧密相关型：由于突变、插入、缺失或倒置的遗传

改变导致１～３条条带有差异，定为亚型；（３）可能相

关：带型中有４～６条条带有差异，被认为是不同型

别；（４）不相关：有７条或更多的条带有差异，认为在

流行病学上无相关性。

表１　８株肺炎克雷伯菌的临床资料
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Ｋｐ１ Ａ Ａｐｒ．２７ Ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ ａ ＢｌｏｏｄｓｔｒｅａｍｉｎｆｅｃｔｉｏｎＤｒａｉｎａｇｅｏｆａｂｄｏｍｉｎａｌｃａｖｉｔｙＪｕｌ．１６

Ｋｐ２ Ａ Ａｐｒ．２７ Ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ ａ Ｂｌｏｏｄｓｔｒｅａｍｉｎｆｅｃｔｉｏｎ Ｓｐｕｔｕｍ Ｊｕｌ．１６

Ｋｐ３ Ａ Ａｐｒ．２７ Ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ ａ Ｂｌｏｏｄｓｔｒｅａｍｉｎｆｅｃｔｉｏｎ Ｂｌｏｏｄ Ｊｕｌ．１６

Ｋｐ４ Ｂ Ｊｕｎ．２４Ｃａｒｃｉｎｏｍａｏｆｈｅａｄｏｆｐａｎｃｒｅａｓ ａ Ｂｌｏｏｄｓｔｒｅａｍｉｎｆｅｃｔｉｏｎ Ｂｌｏｏｄ Ｊｕｌ．１９

Ｋｐ５ Ｃ Ｊｕｎ．３０ Ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｏｄｕｏｄｅｎｅｃｔｏｍｙ ａ Ｂｌｏｏｄｓｔｒｅａｍｉｎｆｅｃｔｉｏｎ Ｂｌｏｏｄ Ｊｕｌ．１９

Ｋｐ６ Ａ Ａｐｒ．２７ Ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ ａ Ｂｌｏｏｄｓｔｒｅａｍｉｎｆｅｃｔｉｏｎ Ｂｌｏｏｄ Ｊｕｌ．２７

Ｋｐ７ Ｄ Ｊｕｌ．１６ Ｃａｒｃｉｎｏｍａｏｆｄｕｏｄｅｎａｌｐａｐｉｌｌａ ａ Ｂｌｏｏｄｓｔｒｅａｍｉｎｆｅｃｔｉｏｎ Ｃｅｎｔｒａｌｖｅｎｏｕｓｃａｔｈｅｔｅｒ Ｊｕｌ．２７

Ｋｐ８ Ｅ Ｊｕｌ．２６ Ｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒａｆｔｅｒｓｕｒｇｅｒｙ ｂ Ｂｌｏｏｄｓｔｒｅａｍｉｎｆｅｃｔｉｏｎ Ｂｌｏｏｄ Ｊｕｌ．２８

２　结果

２．１　药物敏感试验　８株肺炎克雷伯菌中，菌株

Ｋｐ１与其他７株肺炎克雷伯菌的药敏谱不尽相同。

菌株Ｋｐ１对ＣＦＰ、ＣＲＯ、ＧＥＮ敏感，对ＰＦＰ耐药；

菌株Ｋｐ２等其他７株肺炎克雷伯菌均为多重耐药

菌，且具有一致的药敏谱，对ＣＦＰ、ＣＲＯ、ＧＥＮ耐

药，对ＰＦＰ敏感。药物敏感试验结果详见表２。

表２　８株肺炎克雷伯菌对１１种抗菌药物敏感试验结果

犜犪犫犾犲２　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆ８犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲ｓｔｒａｉｎｓｔｏ１１ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｓ

Ｓｔｒａｉｎｓ ＡＭＰ ＣＦＺ ＳＸＴ ＣＦＰ ＣＲＯ ＧＥＮ ＰＦＰ ＣＩＰ ＡＭＣ ＭＥＭ ＡＴＭ

Ｋｐ１ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ

Ｋｐ２ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ

Ｋｐ３ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ

Ｋｐ４ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ

Ｋｐ５ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ

Ｋｐ６ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ

Ｋｐ７ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ

Ｋｐ８ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ

ＡＴＣＣ２５９２２ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ

　　Ｓ：Ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ；Ｒ：Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ
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２．２　ＰＦＧＥ分析　８株肺炎克雷伯菌临床株染色

体ＤＮＡ经ＸｂａＩ酶酶切后进行ＰＦＧＥ，均产生了１１

～１５条片段，结果见图１。其中菌株Ｋｐ２等７株肺

炎克雷伯菌谱型完全一致，为同一型；菌株Ｋｐ１与

其他７株肺炎克雷伯菌有７条条带以上的差异，与

其他７株菌无相关性，独自为另一型。

Ｌａｎｅ１—８：Ｋｐ１—８

图１　８株肺炎克雷伯菌ＰＦＧＥ图谱

犉犻犵狌狉犲１　ＰＦＧＥｒｅｓｕｌｔｓｏｆ８犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲ｓｔｒａｉｎｓ

３　讨论

肺炎克雷伯菌是常见的医院感染革兰阴性菌，

为条件致病菌，储菌库为肠道。当患者机体免疫力

低下时，易引起定植部位发生变化，加之在住院期间

接受药物治疗和各种侵袭性操作，在医院环境中容

易引起医院感染。为确定感染是否为医院感染，追

踪感染源，了解传播途径，有必要对分离菌株进行流

行病学研究。靠细菌药敏谱表型分型具有一定的临

床意义，但有时细菌药敏谱较复杂，确定其来源一致

具有局限性。近年来，分子生物学技术为分型提供

了依据。ＰＦＧＥ是目前国内外流行病学研究广泛接

受的方法之一，它可以用于大分子ＤＮＡ的分离，其分

辨范围达到１０Ｍｂ。通过分型可以鉴定比较菌株是

否一致，对于细菌性疾病的监测、传染源的追踪、传播

途径的调查和识别等有着非常重要的意义。

本实验研究的８株肺炎克雷伯菌分别分离自外

科同一病房７月１６—２８日半个月期间５例感染患

者的血液、腹腔引流液和痰标本。药物敏感试验显

示，８株肺炎克雷伯菌中，Ｋｐ２等７株菌对１１种抗

菌药物具有相同的药敏谱，ＰＦＧＥ亦显示了这７株

菌具有相同的ＰＦＧＥ谱型，此次感染可能为医院感

染暴发。７月１６—２７日分离自患者Ａ的４株肺炎

克雷伯菌中，来自腹腔引流液的Ｋｐ１与其他３株肺

炎克雷伯菌药敏谱不同，并且其ＰＦＧＥ图谱显示无

明显相关，为不同的肺炎克雷伯菌克隆株感染。分

离自患者Ａ７月１６日和１７日的２株肺炎克雷伯菌

Ｋｐ２和Ｋｐ３与分离自１０ｄ后７月２７日的Ｋｐ６具

有相同的药敏谱型和ＰＦＧＥ谱型，说明患者Ａ的感

染可能没有治愈。根据５例患者感染的时间先后及

ＰＦＧＥ图谱分析发现，患者Ａ最先感染，且与随后

感染的Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ４例患者分离出的肺炎克雷伯菌

同源性一致，患者Ａ可能为此次医院感染暴发的传

染源，通过外源途径感染传染给Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ４例患

者。通过流行病学调查，对医务人员手、隔离衣进行

细菌培养，未分离出肺炎克雷伯菌。Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ５

例患者均为手术患者，因此医务人员应严格遵守消

毒隔离制度，对医疗器械彻底消毒，各种操作按规程

严格执行，尤其是手卫生，以避免医院感染暴发流行。

本研究显示，药物敏感试验对初步判断医院感

染暴发有一定价值，尤其适用于基层医院。而ＰＦ

ＧＥ分型重复性好、分辨率高、结果稳定
［５］，能在细

菌基因组很庞大的情况下，尽可能反映较多的变异

信息。ＰＦＧＥ是一种稳定、准确的基因分型方法，适

合用于医院感染的同源性分析。
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