
［收稿日期］　２０２２－０７－０８

［基金项目］　江西省重点研发计划项目（２０１８１ＢＢＧ７８０４０）；江西省卫健委普通科技计划项目（２０１９５１８４）

［作者简介］　曾凌（１９９３－），女（汉族），江西省赣州市人，硕士研究生，主要从事医院感染预防与控制研究。

［通信作者］　徐珍　　Ｅｍａｉｌ：１３２２８０４１４７＠ｑｑ．ｃｏｍ

犇犗犐：１０．１２１３８／犼．犻狊狊狀．１６７１－９６３８．２０２２３１１６

论著·多重耐药菌专题

烧伤患者耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌感染的环境追踪研究
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［摘　要］　目的　研究烧伤患者耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌（ＣＲＫＰ）感染与环境菌株的同源关系，为烧伤患者

ＣＲＫＰ感染的防治提供科学依据。方法　前瞻性监测某院烧伤科重症监护病房（ＩＣＵ）２０２０年６—１２月的ＣＲＫＰ

感染患者，进行临床标本与环境标本采样，通过ＣｏｍｐａｃｔＶＩＴＥＫ２全自动微生物分析仪进行菌株鉴定和药物敏感

试验。采用脉冲场凝胶电泳（ＰＦＧＥ）和多位点序列分型（ＭＬＳＴ）进行菌株同源性分析，并检测毒力基因、荚膜血清

型基因携带情况。结果　共有４例烧伤患者发生ＣＲＫＰ感染，２株分离自创面分泌物，２株分离自血。采集环境标

本１５２份，经细菌鉴定和药物敏感试验，获得ＣＲＫＰ菌株共１５株。通过ＰＦＧＥ分析，经聚类分析获得结果为Ａ～Ｇ

７个聚类组，１号患者的血标本、２号患者的血标本及外环境标本及３号患者的创面分泌物及外环境标本具有同源

性，为同一型别Ａ型。将Ａ～Ｇ型别的菌株进行 ＭＬＳＴ分析，结果分别得到 Ａ～Ｇ型为ＳＴ１１、ＳＴ３５、ＳＴ１、ＳＴ３７、

ＳＴ２９２９、ＳＴ２３、ＳＴ１７。对１５株ＣＲＫＰ菌株进行毒力基因检测，５株Ｋ５７型，ＳＴ型别为ＳＴ３５、ＳＴ３７和ＳＴ１７。结论

　烧伤患者环境ＣＲＫＰ检出率高，通过对环境标本追踪发现与临床标本分离菌株具有同源性，说明有效控制环境

污染有助于防控感染传播扩散。ＣＲＫＰ出现局部克隆株流行，可能合并高毒力，下一步应开展更大范围的监测。
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ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ

　　烧伤患者由于皮肤黏膜屏障受损，更易发生多

重耐药菌感染，引起严重脓毒症、感染性休克，成为

主要致死原因之一［１２］。目前，国内外耐碳青霉烯类

肺炎克雷伯菌（ｃａｒｂａｐｅｎｅｍｒｅｓｉｓｔａｎｔ犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌

犿狅狀犻犪犲，ＣＲＫＰ）的耐药形势严峻，感染患者的病死率

可高达３０％～７０％
［３］，并有在烧伤病房内流行的趋

势，给临床用药和治疗带来巨大困难［４］。烧伤创面感

染与环境（内环境和外环境）密切相关［５］，多重耐药菌

的环境同源性分析和细菌定植等研究成为目前医院

感染防控的研究重点和热点之一。但目前国内相关

研究均为回顾性调查，往往是发生感染或感染暴发

后再进行调查分析，缺乏基因同源性分析的科学依

据［６］。本研究采用前瞻性研究方法，开展烧伤患者

ＣＲＫＰ感染环境的追踪，查找感染患者与环境之间

的传播链，明确传染源及传播途径，以期为烧伤患者

感染的防控与治疗提供科学依据。

１　资料与方法

１．１　病例筛选及调查　应用“医院感染实时监控软

件”对烧伤科重症监护病房（ＩＣＵ）患者进行实时监

测，确定并选取ＣＲＫＰ感染病例。对纳入的ＣＲＫＰ

感染病例进行危险因素调查，调查内容包括年龄、性

别、烧伤程度、基础疾病、送检标本类型、送检时间、

侵入性操作（呼吸机、中心静脉置管等）、抗菌药物使

用、住院时间及预后等。

１．２　标本采集及方法　临床采集ＣＲＫＰ感染烧伤

患者的消化道、分泌物和血等标本，进行内环境的追

踪。对ＣＲＫＰ感染烧伤患者所处的外环境进行追

踪调查，包括床单元（床单、被套、床垫等）、生活卫生

用品、床头柜表面、医疗仪器设备表面、工作人员手、

工作服和病区空气等。

临床患者标本采集参照《医院感染预防与控制

操作指南ＳＯＰ》的操作标准执行；外环境的标本采

集参照《医疗机构消毒技术规范》ＷＳ／Ｔ３６７—２０１２

的操作标准执行。采用蘸有无菌生理盐水的棉拭子

对环境物体表面进行采样。

１．３　菌株鉴定及药敏试验　采用ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍ

ｐａｃｔ全自动微生物分析仪（法国生物梅里埃公司）对

采集菌株进行鉴定和药敏试验。药敏结果判定依据

２０２０年美国临床和实验室标准协会（Ｃｌｉｎｉｃａｌａｎｄ

ＬａｂｏｒａｔｏｒｙＳｔａｎｄａｒｄｓＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，ＣＬＳＩ）标准。质控

菌株为肺炎克雷伯菌ＡＴＣＣ７００６０３。

１．４　同源性分析　采用脉冲场凝胶电泳（ｐｕｌｓｅｄ

ｆｉｅｌｄｇｅｌｅｌｅｄｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＰＦＧＥ）和多位点序列分

型（ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅｔｙｐｉｎｇ，ＭＬＳＴ）的检测方

法，确定菌株的 ＤＮＡ同源性，明确菌株的分子分

型。沙门氏菌 Ｈ９８１２用作标记菌株，ＸｂａＩ酶进行

酶切，ＢｉｏＮｕｍｅｒｉｃｓ软 件 （ｖｅｒｓｉｏｎ４．０；Ａｐｐｌｉｅｄ

Ｍａｔｈｓ）分析ＰＦＧＥ凝胶图像条带，相似度≥８０％认

为菌株属于同一基因分型。对 ７ 对管家基因

犵犪狆Ａ、犻狀犳Ｂ、犿犱犺、狆犵犻、狆犺狅Ｅ、狉狆狅Ｂ、狋狅狀Ｂ７进行聚

合酶链式反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）扩

增、测序，根据序列结果进行比对分型，获得序列型

别（ｓｅｑｕｅｎｃｅｔｙｐｅ，ＳＴ）
［７］。

１．５　荚膜血清型及毒力基因检测　采用ＰＣＲ对

ＣＲｈｖＫＰ菌株进行荚膜血清型基因（Ｋ１、Ｋ２、Ｋ５、

Ｋ２０、Ｋ５４、Ｋ５７）检测以及４个毒力因子基因检测［包

括荚膜（狉犿狆Ａ、狉犿狆Ａ２）和铁载体（犻狌狋Ａ、犻狉狅Ｎ）］。ＰＣＲ

的扩增引物、体系和扩增条件参照相关文献［８］进行。

２　结果

２．１　患者临床基本资料　２０２０年６—１２月共有４

例烧伤患者发生ＣＲＫＰ感染，２例患者标本为创面

分泌物，２例为血，均无基础疾病。４例患者均为Ⅲ

度以上烧伤，经历多次清创手术，均采用联合抗菌药

物治疗。患者住院时间为２０～４７ｄ，年龄为３７～５０

岁。预后情况：１例血液中分离出ＣＲＫＰ的患者死

亡，２例患者好转，１例患者治愈出院。见表１。
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表１　４例ＣＲＫＰ感染烧伤患者临床基本情况

犜犪犫犾犲１　Ｂａｓｉｃｃｌｉｎｉｃａｌｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆ４ｂｕｒｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＣＲＫＰｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

患者

编号

入院

时间

住院

日数

（ｄ）

床

号

年龄

（岁）

性

别

ＣＲＫＰ

检出

时间

标本

来源

主要

诊断
手术 治疗 预后

患者１ ９月

１日

２０ １１ ４３ 女 ９月

１３日

血 多处 Ⅲ 度烧伤、体表

＞９０％烧伤

焦痂切除术、ＶＳＤ、同种移

植物至皮肤、皮片取皮术

头孢米诺钠、亚胺培南／西

司他丁钠、利奈唑胺、替加

环素、万古霉素

死亡

患者２ ９月

１１日

４７ １２ ５０ 女 ９月

１５日

血 多处 Ⅲ 度烧伤、体表

８０％～８９％烧伤

猪皮移植术、ＶＳＤ、伤口感

染或烧伤的切割性清除术

头孢米诺钠、头孢他啶、替

加环素、头孢哌酮钠／舒巴

坦钠

好转

患者３ １０月

１５日

４３ ２ ４８ 男 １０月

２０日

创面

分泌物

多处 Ⅲ 度烧伤、体表

７０％～７９％的烧伤

猪皮移植术、伤口感染或烧

伤的切除性清创术、ＶＳＤ

比阿培南、替加环素 治愈

患者４ １１月

２１日

３９ ３ ３７ 女 １２月

４日

创面

分泌物

多处 Ⅲ 度烧伤、体表

８０％～８９％烧伤

焦痂切除术、ＶＳＤ、同种移

植物至皮肤、皮片取皮术、

同种移植物至皮肤

头孢米诺钠、头孢他啶、替

加环素、头孢哌酮钠／舒巴

坦钠、替考拉宁、替加环素

好转

　　注：ＶＳＤ为负压封闭引流术。

２．２　菌株检出情况　共采集临床患者与环境标本

１５２份。其中临床标本１２份，环境标本１４０份（床

单元４０份，医疗器械４０份，病区６０份）。经细菌鉴

定，分离出肺炎克雷伯菌１８株，其中环境标本分离

１３株，临床标本分离５株。经药敏试验，最后共分

离出ＣＲＫＰ菌株１５株，其中临床标本４株，分别为

１、２号患者血标本，３、４号患者创面分泌物标本；环

境标本１１株，主要为患者床旁隔离衣、呼吸机和医

护人员手等。见表２。

表２　ＣＲＫＰ感染患者临床及环境标本菌株检出情况

犜犪犫犾犲２　ＩｓｏｌａｔｉｏｎｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｓｔｒａｉｎｓｆｒｏｍｃｌｉｎｉｃａｌａｎｄｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｓｐｅｃｉｍｅｎｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＣＲＫＰｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

采样

部位

采样

份数

肺炎克

雷伯菌

菌株数

ＣＲＫＰ

菌株数

临床标本 １２ ５ ４

环境标本 １４０ １３ １１

　床单元

　　护理垫 ４ ０ ０

　　床单 ８ ０ ０

　　床沿 ８ １ １

　　床头柜 ４ １ １

　　床控制面板 ８ １ １

　　引流袋 ４ ０ ０

　　隔离衣 ４ ２ ２

　医疗器械

　　肠营养仪、微量泵 １０ １ １

　　监护仪控制面板 １０ ０ ０

采样

部位

采样

份数

肺炎克

雷伯菌

菌株数

ＣＲＫＰ

菌株数

　　呼吸机 １０ ３ ２

　　吸痰装置 １０ １ １

　病区

　　地面 ４ ０ ０

　　治疗车把手 ４ ０ ０

　　护理记录台及鼠标 ４ ０ ０

　　公共键盘、鼠标 ８ １ ０

　　洗手池 ４ ０ ０

　　空气 ４ ０ ０

　　医护人员手 ８ ２ ２

　　保洁人员手 ８ ０ ０

　　医护人员工作服 ８ ０ ０

　　保洁人员工作服 ８ ０ ０

２．３　菌株同源性分析结果　对１５株ＣＲＫＰ分离

株进行ＰＦＧＥ分型，通过ＰＦＧＥ分析，经聚类分析

获得结果为Ａ～Ｇ７个聚类组，１号患者的血标本、２

号患者的血标本及环境标本、３号患者的创面分泌

物及环境标本具有同源性，为同一型别Ａ型。将Ａ

～Ｇ型别的菌株进行 ＭＬＳＴ分析，结果分别得到Ａ

～Ｇ型为ＳＴ１１、ＳＴ３５、ＳＴ１、ＳＴ３７、ＳＴ２９２９、ＳＴ２３、

ＳＴ１７。见图１。

·１８１１·中国感染控制杂志２０２２年１２月第２１卷第１２期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ２１Ｎｏ１２Ｄｅｃ２０２２



!"#$!%&'(

)
*

+
*

,
*

-
*

.
*
*

/01

菌株来源
!"2$ 34

/56

/57

/5+

/5,

/5-

/5..

/5.*

/5.

/58

/59

/5.7

/5)

/5.6

/5.9

/5.8

.

号患者血标本

8

号患者血标本

8

号患者床旁隔离衣

8

号患者呼吸面罩

9

号患者吸痰装置

9

号患者创面分泌物

9

号患者呼吸机

.

号患者床旁隔离衣

.

号患者责任护士手

.

号患者床架

6

号患者分泌物

8

号患者输液泵

6

号患者床沿

6

号患者责任护士手

9

号患者床头柜

:

:

:

:

:

:

:

;

;

;

<

=

$

"

2

34..

34..

34..

34..

34..

34..

34..

3497

3497

3497

34.

349+

348-8-

3489

34.+

图１　１５株ＣＲＫＰ菌株同源性分析聚类图

犉犻犵狌狉犲１　Ｃｌｕｓｔｅｒｄｉａｇｒａｍｏｆｈｏｍｏｌｏｇｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆ１５ＣＲＫＰｓｔｒａｉｎｓ

２．４　毒力基因及荚膜血清型检测情况　对１５株

ＣＲＫＰ菌株进行毒力基因检测，Ｋ１、Ｋ２和Ｋ５型均

未检出，其中５株 Ｋ５７型，ＳＴ型别为ＳＴ３５、ＳＴ３７

和ＳＴ１７。而未分型菌株以ＳＴ１１型为主。见表３。

表３　１５株ＣＲＫＰ毒力基因及荚膜血清型检测情况

犜犪犫犾犲３　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｖｉｒｕｌｅｎｃｅｇｅｎｅｓａｎｄｃａｐｓｕｌａｒｓｅｒｏｔｙｐｅｓ

ｏｆ１５ＣＲＫＰｓｔｒａｉｎｓ

编号
ＳＴ

型别
狉犿狆Ａ２狉犿狆Ａ Ｋ５７ 狔犫狋 犽犳狌 狑犮犪Ｇ 狑狕犻

Ｋｐ４ ＳＴ１１ ＋ － － ＋ － － ＋

Ｋｐ５ ＳＴ１１ ＋ － － ＋ － － ＋

Ｋｐ７ ＳＴ１１ ＋ － － ＋ － － ＋

Ｋｐ８ ＳＴ１１ ＋ － － ＋ － － ＋

Ｋｐ９ ＳＴ１１ ＋ － － ＋ － － ＋

Ｋｐ１１ ＳＴ１１ ＋ － － ＋ － － ＋

Ｋｐ１０ ＳＴ１１ ＋ － － ＋ － － ＋

Ｋｐ１ ＳＴ３５ － － ＋ － ＋ － ＋

Ｋｐ２ ＳＴ３５ － － ＋ － ＋ － ＋

Ｋｐ３ ＳＴ３５ － － ＋ － ＋ － ＋

Ｋｐ１５ ＳＴ１ － － － － ＋ － ＋

Ｋｐ６ ＳＴ３７ － － ＋ － － － ＋

Ｋｐ１４ ＳＴ２９２９ － － － ＋ － － ＋

Ｋｐ１３ ＳＴ２３ ＋ － － ＋ － － ＋

Ｋｐ１２ ＳＴ１７ － － ＋ － － － ＋

　　注：＋表示阳性；－表示阴性。

３　讨论

烧伤病房是医院多重耐药菌感染监测的重点区

域，极易发生细菌定植。烧伤患者因皮肤黏膜屏障

受到破坏，影响机体正常的防御机制，并通过受损部

位引起感染［９］；此外，吸入性损伤、导管插管操作、住

院时间长、机体免疫力下降等原因，也使烧伤患者发

生感染的概率大大增加［１０］。目前，在抗菌药物的选

择压力下，烧伤患者发生ＣＲＫＰ感染的情况日益

增多［１１］，并呈流行趋势。

本研究前瞻性监测烧伤病房患者ＣＲＫＰ感染

发生情况，以预防和控制ＣＲＫＰ医院感染暴发。对

患者周围环境进行监测，共分离出１１株ＣＲＫＰ菌

株。采用ＰＦＧＥ对其进行分子分型，共分为７个克

隆组。病例１、２、３的床位分别为１１、１２、２床，患者

１、２号的诊疗及护理为同一组医护人员，患者３号

为另一组医护人员。１号患者虽早入院１０ｄ，但与２

号患者ＣＲＫＰ菌株检出时间间隔２ｄ，１、２号患者的

血标本及环境标本、３号患者的创面分泌物及环境

标本共７株 ＣＲＫＰ菌株高度同源，为同一型别 Ａ

型，ＳＴ序列型别均为１１型。可考虑此菌株为不同

区域间的水平传播导致，研究［１０１２］证明感染者与其诊

疗环境间存在相互传播，本研究中患者床旁隔离衣和

医务人员手ＣＲＫＰ检出率高，患者极大可能通过接触

医院环境而感染。烧伤患者创面破坏了人体原有的
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微生态平衡，污染的物体表面清洁消毒不彻底或手卫

生未严格执行，将会造成细菌定植，成为传染源［１３］。

另外，由于机体肠黏膜屏障的应急损伤，肠道内毒

素和微生物等有可能成为创面的一个内源性感染

来源［１４］。创面感染后如未能得到有效控制，继而导

致的败血症是创面患者死亡的主要原因之一。

传统观点一直认为，细菌耐药性与毒力呈负相

关，然而随着毒力－耐药杂合质粒的不断报道，高毒

力高耐药肺炎克雷伯菌成为新型超级细菌［１５］。我

国ＣＲＫＰ中高毒力肺炎克雷伯菌以７．４％～１５％的

分离率位列世界前列［１６］。本研究毒力基因检测中

检出５株Ｋ５７型，以ＳＴ３５型别为主，提示该院烧伤

科ＩＣＵ出现局部ＣＲＫＰ克隆株流行，可能合并高毒

高耐药，下一步应开展更大范围的监测。临床在对

烧伤患者创面抗感染治疗时应给予足够重视。细菌

的耐药性是临床抗感染治疗的难点之一，与烧伤患

者治疗过程中长期大量使用抗菌药物密切相关，应

及时根据患者感染的病原菌种类及药敏结果，合理

选择抗菌药物［１７１８］。

本研究通过对ＣＲＫＰ感染烧伤患者的内、外环

境进行前瞻性研究，结果表明烧伤患者ＣＲＫＰ感染

与环境之间有传播链。了解烧伤患者感染的危险因

素，明确传染源及传播途径，对感染病例进行实时监

测并及时追踪干预，从源头上阻止医疗机构相关医

院感染暴发的可能。

本研究也存在一定不足之处：ＣＲＫＰ感染患者

较少，导致样本量不够，因此后期仍需继续前瞻性监

测，加大样本量；另外，本研究中对外环境中菌株和

临床菌株进行了同源性分析，但同源性分析结果并

不能证实外环境中菌株与临床菌株父子亲缘关系，

因此不能说明环境中多重耐药菌是由环境中传播至

患者还是患者传播至环境中，亦或是两种模式均有，

多重耐药菌传播模式关系并不清楚［１９］。同时国内

外亦无相关研究报道，需要进一步进行研究，也是本

课题组的下一步研究方向。

利益冲突：所有作者均声明不存在利益冲突。
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