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重症监护病房耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌同源性分析
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［摘　要］　目的　了解重症监护病房（ＩＣＵ）分离的耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌的药敏结果及同源性。方法　对

２０１４年４—５月某院ＩＣＵ患者和环境分离的１１株耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌进行药敏试验，以及采用随机扩增

多态性ＤＮＡ（ＲＡＰＤ）扩增法进行同源性分析。结果　１１株肺炎克雷伯菌８株分离自患者，３株分离自环境，标本

分布以痰为主（６株，占５４．５５％）。药敏试验结果显示：１０株（９０．９１％）对环丙沙星耐药；１１株对复方磺胺甲口恶唑

均敏感，对亚胺培南均为中介，对其余抗菌药物耐药率均为１００％。１１株肺炎克雷伯菌均有３个条带，可以分为２

型：Ⅰ型１０株（１～５号、７～１１号菌株），Ⅱ型１株（６号菌株）。结论　医院ＩＣＵ肺炎克雷伯菌耐药严重，ＩＣＵ患者

和环境分离的耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌为同一克隆株。加强ＩＣＵ环境清洁、消毒及监测，有利于减少和及时预

警多重耐药菌，降低医院感染。
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［ＣｈｉｎＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌ，２０１５，１４（１２）：８２７－８２９］

　　医院重症监护病房（ｉｎｔｅｎｓｉｖｅｃａｒｅｕｎｉｔ，ＩＣＵ）

是救治危重患者的场所，患者常进行各种侵入性操

作，接受大量抗菌药物治疗，伴有严重基础疾病，免

疫功能低下，常导致医院感染的发生，成为多重耐药

菌产生和传播的高发区域。肺炎克雷伯菌是最常见

的医院感染病原菌，可引起下呼吸道、泌尿生殖道、
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血液、伤口及颅内等部位感染。随着碳青霉烯类抗

生素的大量使用，耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌逐渐

增多［１］，已成为全球性问题，ＩＣＵ多重耐药菌管理

面临着严峻挑战。本研究对某一时间段内某院

ＩＣＵ患者和环境分离的１１株肺炎克雷伯菌进行药

敏检测和同源性分析，探讨多重耐药菌感染患者病

房环境消毒和环境监测的必要性。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　收集２０１４年４—５月某院ＩＣＵ患

者和环境分离的耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌。

１．２　仪器与试剂　主要包括Ｖｉｔｅｋ３２型全自动微

生物分析仪及配套鉴定卡（法国生物梅里埃公司）、

ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ（美国ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）、ＤＹＹｌｌ

型电泳仪（北京君意东方设备有限公司）、数码凝胶

图像分析系统（上海天能科技有限公司）、ＤＮＡ提取

试剂盒（北京天根生物科技有限公司）、琼脂糖

（ＧＥＮＥＣＯＭＰＡＮＹＬＥＤ）。

１．３　菌株鉴定及药敏试验　细菌鉴定采用法国生

物梅里埃公司 ＡＴＢ细菌鉴定仪和相应的鉴定卡。

抗菌药物敏感试验为微量肉汤法，按美国临床实验室

标准化协会（ＣＬＳＩ）２０１２年版标准操作及判断结果，

抗菌药物包括哌拉西林、哌拉西林／他唑巴坦、阿莫西

林、阿莫西林／克拉维酸、替卡西林／克拉维酸、头孢噻

吩、头孢拉啶、头孢呋辛、头孢噻肟、头孢吡肟、头孢西

丁、亚胺培南、美罗培南、阿米卡星、庆大霉素、妥布霉

素、奈替米星、环丙沙星、复方磺胺甲口恶唑。

１．４　同源性分析　ＤＮＡ的提取：取－２０℃保存的

肺炎克雷伯菌菌种接种于血平板，转种３次，挑取单

个菌落接种于肉汤培养基。取３ｍＬ培养液，离心后

采用缓冲液和蛋白酶 Ｋ处理，吸附柱进行过滤，用

洗脱液对吸附柱进行洗脱，１２０００ｒ／ｍｉｎ 离心

３ｍｉｎ，提取 ＤＮＡ 置－２０℃保存。基因同源性分

析：采用随机扩增多态性ＤＮＡ（ＲＡＰＤ）扩增ＤＮＡ

模板，引物序列为（５’３’）：５ＡＡＧＴＡＡＧＴＧＡＣＴ

ＧＧＧＧＴＧＡＧＣＧ３
［２］，引物均由上海生工生物工程有

限公司合成。总反应体系２５μＬ：７．５μＬ灭菌双蒸

水，１２．５μＬ２×ＭａｓｔｅｒＭＩＸ，２μＬ引物ＥＲＩＣ２，模板

３μＬ。ＲＡＰＤ反应条件
［２］：９４℃预变性１ｍｉｎ，９４℃变

性１ｍｉｎ，３６℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸２ｍｉｎ，共３５个循

环，７２℃最后延伸５ｍｉｎ。将ＲＡＰＤ产物置于２％的

琼脂糖凝胶中进行电泳；每孔加ＤＮＡ产物７μＬ。电

泳条件为电压７０Ｖ，电流６０ｍＡ，时间１２０ｍｉｎ。

１．５　ＤＮＡ同源性判定标准　ＤＮＡ条带位置完全

相同者，为同一型；相差一条者，密切相关，为亚型；

不满足上述条件者为不同基因型［２］。

２　结果

２．１　一般资料　２０１４年４—５月该院ＩＣＵ共检出

耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌１１株，其中８株来源于

ＩＣＵ患者送检标本，３株来源于ＩＣＵ环境采样。标

本分布为痰（６株），清洁后呼吸机出口（２株），血、分

泌物、呼吸机面板各１株。

２．２　药敏结果　１１株肺炎克雷伯菌对哌拉西林、

哌拉西林／他唑巴坦、阿莫西林、阿莫西林／克拉维

酸、替卡西林／克拉维酸、头孢噻吩、头孢拉啶、头孢

呋辛、头孢噻肟、头孢吡肟、头孢西丁、美罗培南、阿

米卡星、庆大霉素、妥布霉素、奈替米星均１００％耐

药；对复方磺胺甲口恶唑均敏感，对亚胺培南均为中

介。１０株对环丙沙星耐药，耐药率９０．９１％。

２．３　细菌同源性鉴定　电泳结果显示，１１株肺炎

克雷伯菌均有３个条带，可以分为２型：Ⅰ型１０株

（１～５号、７～１１号菌株），Ⅱ型１株（６号菌株）。见

图１。
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Ｍ：ｍａｒｋｅｒ；１—１１泳道：１１株碳青霉烯类肺炎克雷伯菌标

本；Ｎ：阴性对照

图１　耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌ＲＡＰＤ电泳图

犉犻犵狌狉犲１　ＲＡＰＤｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍａｐｏｆＣＲＫＰ

３　讨论

肺炎克雷伯菌作为一种条件致病菌所导致的感

染在细菌感染学疾病中的所占比重日渐增加，Ａｍａ

ｚｉａｎ等
［３］对地中海地区２７所医院调查显示，肺炎克

雷伯菌占医院感染的９．２０％；我国肺炎克雷伯菌是

医院感染的主要致病菌之一，占９．０３％
［４］。随着β
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内酰胺类、喹诺酮类、氨基糖苷类和碳青霉烯类等抗

菌药物的广泛使用，多重耐药菌迅速出现，多重耐药

菌的分离率逐年上升。同一克隆株在医院内的播散

容易导致多重耐药菌的暴发流行，国外曾报道一起

因多重耐药肺炎克雷伯菌引起的医院感染暴发流

行，感染患者病死率高达４０％
［５］。

预防与控制多重耐药菌的传播和流行是迫切需

要解决的问题。菌株基因同源性分析对医院感染暴

发流行的来源，以及传播途径的追踪具有重要意义。

常用的同源性分析方法有质粒指纹图谱分析、限制

性核酸内切酶分析、ＲＡＰＤ、脉冲场凝胶电泳（ＰＦ

ＧＥ）、重复序列分析
［６－７］。ＲＡＰＤ具有快速、简便、

经济的特点，有助于查找医院感染源，切断感染途

径，是一种值得推广的方法。

本研究药敏试验结果显示，１１株耐碳青霉烯类

肺炎克雷伯菌耐药谱基本相同，对大部分抗菌药物

均耐药，说明医院ＩＣＵ肺炎克雷伯菌耐药严重，药

敏结果相同表明菌株可能来自同一个克隆株。基因

同源性分析显示，除６号痰标本分离株外，其余７株

临床分离株与３株环境标本分离株基因型相同，证

实１０株菌均来自同一克隆菌株。药敏和基因分析

结果表明，肺炎克雷伯菌能从患者扩散到周围环境，

并且在环境中存活，潜在可能通过环境途径进行传

播，导致肺炎克雷伯菌在ＩＣＵ内传播。因此，有必

要加强对环境的清洁与消毒，减少环境中多重耐药

菌；定期对环境卫生进行采样分析，对环境消毒效果

进行评价；对多重耐药菌的暴发进行预警，有效降低

多重耐药菌在ＩＣＵ内的传播。研究
［８］报道，加强环

境监测，使其卫生清洁质量保持在较高水平，可有效

防控ＩＣＵ多重耐药菌医院感染，降低医院感染发病

率。

多重耐药菌感染增加患者疾病的治疗难度，影

响抢救成功率和预后。环境因素作为外源性危险因

素应重点控制，通过对环境进行及时的清洁与消毒，

有效避免了因交叉感染造成的耐药菌株传播，对遏

止医院感染的蔓延能发挥重要作用。通过采取有效

的消毒隔离措施，可最大程度减少医院感染的发生。

常规环境卫生学检测是对消毒效果的监测，针对性

检测是有重点的过程监控，有利于找出工作中的薄

弱环节或存在的隐患，是防止医院感染暴发流行有

效的监测方式。
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