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［摘　要］　目的　调查重症监护病房（ＩＣＵ）环境中耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌（ＣＲＫＰ）污染现状，以及ＣＲＫＰ主

要耐药基因携带情况。方法　使用 ｍＳｕｐｅｒＣＡＲＢＡ显色培养基对某院５个外科ＩＣＵ中高频接触的物体表面、公

共区域物体表面、水槽池壁和排水孔等采样标本进行菌株分离，采用 ＭＡＬＤＩＴＯＦ质谱仪对目标菌进行鉴定，采

用双纸片协同法对ＣＲＫＰ进行碳青霉烯酶表型鉴定，聚合酶链反应（ＰＣＲ）方法检测 ＫＰＣ和 ＮＤＭ 耐药基因。

结果　ＣＲＫＰ在高频接触的物体表面（１／７３）、公共区域物体表面（１／８９）、护工的衣物（１／２４）分离比例很低，但水槽

排水孔（２５／２９）污染比例较高。碳青霉烯酶表型鉴定显示，５株产Ａ类酶，１１株产Ｂ类金属酶；ＰＣＲ结果显示，２株

携带ＫＰＣ耐药基因，３株携带ＮＤＭ耐药基因。结论　ＣＲＫＰ在ＩＣＵ高频接触的物体表面定植率较低，而水槽排

水孔污染率较高。耐药表型酶鉴定和ＰＣＲ结果提示，严格执行环境清洁与消毒措施后，ＩＣＵ内ＣＲＫＰ交叉传播的

可能降低。
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　　肺炎克雷伯菌是一种可以导致社区获得性感染

和医院感染的常见致病菌，可无症状定植于正常人

群呼吸道和肠道，并可广泛分布于水生环境中，尤其

以医院重症监护病房（ｉｎｔｅｎｓｉｖｅｃａｒｅｕｎｉｔ，ＩＣＵ）分

离和报道最为多见［１］。近年来，随着碳青霉烯类抗

生素的广泛使用，我国住院患者送检标本中耐碳青

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）的分离率呈上升趋势
［２］，其感

染可造成２６％～４４％的归因死亡
［３］。ＩＣＵ环境物

体表面以及诊疗设备作为医务人员手最频繁接触的

地方，也是多重耐药菌最容易定植和传播的关键场

所。本次研究对某综合医院多个外科ＩＣＵ进行环

境采样，分析ＩＣＵＣＲＫＰ污染现状并初步探讨其环

境流行的特点。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂　ｍＳｕｐｅｒＣＡＲＢＡ显色培养基

（江苏科马嘉微生物技术有限公司），灭菌棉签，无菌

ＰＢＳ缓冲液，ＭＡＬＤＩＴＯＦ 质谱仪，ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ

Ｍｉｘ试剂盒 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司），Ｄ２０００ＤＮＡ

ｍａｒｋｅｒ（北京天根生化科技有限公司），ＰＣＲ仪（美

国Ｂｉｏｒａｄ公司），电泳仪（美国Ｂｉｏｒａｄ公司）。

１．２　采样地点　选取某三级综合医院５个外科

ＩＣＵ（急诊ＩＣＵ、心外ＩＣＵ、肝外ＩＣＵ、大外科ＩＣＵ、

外科ＩＣＵＡ）进行环境采样，所有ＩＣＵ采样点均在

近期检出过ＣＲＫＰ患者的病床周围。采样前未通

知相关科室，采样时间为工作日１０：００左右，所采病

区均已完成当日常规环境清洁消毒。

１．３　采样方法　使用浸有ＰＢＳ的无菌棉签，对以

下地点进行采样：①选取床栏、呼吸机面板、听诊器、

枕头等医务人员床旁高频接触的物体表面；②治疗

桌表面、手持机表面，病房公用电脑键盘、药品存储

柜的把手、治疗车把手；③选取洗手池壁、排水孔，治

疗室洗手池壁、排水孔，污物间拖把清洗池壁、排水

孔，污物排放池壁、排水孔；④护理ＣＲＫＰ定植／感

染患者的护工工作服领口、袖口、口袋口等。按照

《医院消毒卫生标准》［４］要求进行采样：规则或平整

表面使用棉签采集面积５ｃｍ×５ｃｍ的区域，不规则

或不平整的物体表面使用无菌棉签直接涂抹采样。

将采样好的棉拭子放置于含有中和剂的试管中保存

并转移。将已采样的棉拭子在 ｍＳｕｐｅｒＣＡＲＢＡ显

色培养基平血上反复均匀涂抹５次将平血置３７℃

恒温箱培养４８ｈ。

１．４　碳青霉烯酶鉴定　根据显色培养基说明书，挑

取金属蓝色、深蓝色的细菌菌落使用 ＭＡＬＤＩＴＯＦ质

谱仪进行菌种鉴定。使用双纸片协同法联合ＥＤＴＡ

Ｎａ２ 对过夜培养的细菌进行碳青霉烯酶表型鉴定。

１．５　ＤＮＡ提取　使用接种环挑取碳青霉烯酶表型

阳性的４～５个纯菌落转至１．５ｍＬＥＰ管中，加入

１ｍＬ无菌双蒸水，震荡混匀后悬于１００℃加热仪中

裂解 ３０ ｍｉｎ。取出离心管，１３０００ｒ／ｍｉｎ 离心

１０ｍｉｎ，取上清液分装于新ＥＰ管中，作为ＰＣＲ试

验细菌ＤＮＡ模板。

１．６　产碳青霉烯酶基因的检测　ＫＰＣ和ＮＤＭ 引

物序列见表１
［５］，由上海生工生物技术公司合成。

选用含ＫＰＣ耐药基因的肺炎克雷伯菌ＡＴＣＣ１７０５

作为ＫＰＣ阳性对照，不含 ＫＰＣ耐药基因的肺炎克

雷伯菌 ＡＴＣＣ１７０６作为阴性对照。临床分离且

ＮＤＭ耐药基因阳性的肺炎克雷伯菌株作为 ＮＤＭ

阳性对照，临床分离且 ＮＤＭ 鉴定阴性的肺炎克雷

伯菌株作为阴性对照。ＰＣＲ反应体系上下游引物

各１μＬ，ＤＮＡ模版２μＬ，双蒸水２１μＬ。扩增条件

均为：９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性４５ｓ，５５℃退火４５ｓ，

７２℃延伸１ｍｉｎ，共计３５个循环，最后７２℃循环

１０ｍｉｎ。将ＰＣＲ产物进行琼脂糖凝胶电泳，电压为

１００Ｖ，电泳３０ｍｉｎ后在凝胶成像系统上阅读结果。

表１　碳青霉烯酶耐药基因引物序列和产物大小

犜犪犫犾犲１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓｉｚｅｏｆｃａｒｂａｐｅｎｅ

ｍａｓｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅｓ

引物名称 引物序列（５’－３’） 产物大小（ｂｐ）

ＫＰＣＦ

ＫＰＣＲ

ＡＴＧＴＣＡＣＴＧＴＡＴＣＧＣＣＧＴＣＴ

ＴＴＴＴＣＡＧＡＧＣＣＴＴＡＣＴＧＣＣＣ

８９３

ＮＤＭＦ

ＮＤＭＲ

ＧＧＣＧＧＡＡＴＧＧＣＴＣＡＴＣＡＣＧＡ

ＣＧＣＡＡＣＡＣＡＧＣＣＴＧＡＣＴＴＴＣ

２８６

　　注：Ｆ为上游引物；Ｒ为下游引物。

２　结果

２．１　采样结果

２．１．１　床旁高频接触物表采样结果　床旁共计采

样７３份，其中床栏２７份，听诊器９份，呼吸机面板

２８份，枕头 ９ 份。心外ＩＣＵ 床栏处分离 １ 株

ＣＲＫＰ，其余采样点均未分离到 ＣＲＫＰ菌株。见

表２。
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表２　床旁高频接触物体表面ＣＲＫＰ检出情况（阳性标本

数／采样标本数）

犜犪犫犾犲２　ＩｓｏｌａｔｉｏｎｏｆＣＲＫＰｆｒｏｍｂｅｄｓｉｄｅｈｉｇｈｔｏｕｃｈｏｂｊｅｃｔ

ｓｕｒｆａｃｅ（Ｎｏ．ｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｓｐｅｃｉｍｅｎｓ／Ｎｏ．ｏｆｓｐｅｃｉ

ｍｅｎｓｔａｋｅｎ）

科室 床栏 听诊器 呼吸机面板 枕头

外科ＩＣＵＡ＃ ０／１０ ０／４ ０／１０ ０／２

心外ＩＣＵ １／５ － ０／８ －

肝外ＩＣＵ ０／４ ０／２ ０／３ ０／３

急诊ＩＣＵ ０／５ ０／３ ０／４ ０／４

大外科ＩＣＵ ０／３ － ０／３ －

合计 １／２７ ０／９ ０／２８ ０／９

　　注：＃该病房所有病床周围采样，该病房近期ＣＲＫＰ定植／感

染病床周围采样。

２．１．２　公共区域采样结果　公共区域共计采样

８９份，其中治疗桌３３份，手持机２９份，电脑键盘

１１份，储物柜把手９份，治疗车把手７分。外科

ＩＣＵＡ某床手持机分离到１株ＣＲＫＰ，其余采样点

未分离到ＣＲＫＰ。见表３。

表３　公共区域环境ＣＲＫＰ检出情况（阳性标本数／采样标本数）

犜犪犫犾犲３　ＩｓｏｌａｔｉｏｎｏｆＣＲＫＰｆｒｏｍｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｏｆｐｕｂｌｉｃａｒｅａ

（Ｎｏ．ｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｓｐｅｃｉｍｅｎｓ／Ｎｏ．ｏｆｓｐｅｃｉｍｅｎｓｔａｋｅｎ）

科室 治疗桌 手持机 电脑键盘 存储柜把手 治疗车把手

外科ＩＣＵＡ ０／１０ １／９ ０／３ ０／３ ０／４

心外ＩＣＵ ０／７ ０／６ ０／３ ０／２ ０／２

肝外ＩＣＵ ０／５ ０／５ ０／２ ０／１ －

急诊ＩＣＵ ０／７ ０／６ ０／２ ０／２ －

大外科ＩＣＵ ０／４ ０／３ ０／１ ０／１ ０／１

合计 ０／３３ １／２９ ０／１１ ０／９ ０／７

２．１．３　水池采样结果　ＩＣＵ水池共计采样５９份，

其中３０份分离出ＣＲＫＰ。主要分离于洗手池孔、治

疗室水池孔、污物倾倒池壁和池孔。见表４。

表４　ＩＣＵ水池ＣＲＫＰ检出情况（阳性标本数／采样标本数）

犜犪犫犾犲４　ＩｓｏｌａｔｉｏｎｏｆＣＲＫＰｆｒｏｍｓｉｎｋｉｎＩＣＵｓ（Ｎｏ．ｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｓｐｅｃｉｍｅｎｓ／Ｎｏ．ｏｆｓｐｅｃｉｍｅｎｓｔａｋｅｎ）

科室 洗手池壁 洗手池孔 治疗室水池壁 治疗室水池孔 污物间清洗池壁 污物间清洗池孔 污物倾倒池壁 污物倾倒池孔

外科ＩＣＵＡ ０／３ ２／２ ０／２ ２／２ ０／１ １／１ １／１ １／１

心外ＩＣＵ ０／３ ３／３ ０／２ ２／２ １／１ ０／１ １／１ １／１

肝外ＩＣＵ ０／２ ２／２ ０／１ １／１ ０／１ ０／１ １／１ １／１

急诊ＩＣＵ ０／２ ２／２ ０／２ １／２ ０／１ １／１ － －

大外科ＩＣＵ ０／３ ３／３ ０／１ １／１ ０／１ ０／１ １／１ １／１

合计 ０／１３ １２／１２ ０／８ ７／８ １／５ ２／５ ４／４ ４／４

２．１．４　护工衣物采样结果　对ＣＲＫＰ定植／感染

患者护理的８名护工进行采样，１名肝外ＩＣＵ护工

袖口处分离到ＣＲＫＰ，其余采样点未分离到ＣＲＫＰ。

见表５。

表５　护工衣物ＣＲＫＰ检出情况（阳性标本数／采样标本数）

犜犪犫犾犲５　ＩｓｏｌａｔｉｏｎｏｆＣＲＫＰｆｒｏｍａｔｔｅｎｄａｎｔｓ’ｃｌｏｔｈｉｎｇ（Ｎｏ．

ｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｓｐｅｃｉｍｅｎｓ／Ｎｏ．ｏｆｓｐｅｃｉｍｅｎｓｔａｋｅｎ）

科室 领口 袖口 口袋口

外科ＩＣＵＡ ０／３ ０／３ ０／３

心外ＩＣＵ － － －

肝外ＩＣＵ ０／２ １／２ ０／２

急诊ＩＣＵ ０／３ ０／３ ０／３

大外科ＩＣＵ － － －

合计 ０／８ １／８ ０／８

２．２　碳青霉烯酶表型鉴定结果　碳青霉烯酶表型

鉴定结果显示，２８株ＣＲＫＰ中５株产Ａ类酶，１１株

产Ｂ类金属酶。见表６。其中心外ＩＣＵ床栏分离

的１株ＣＲＫＰ以及水池孔分离的２株ＣＲＫＰ同时

产Ａ类酶和Ｂ类酶。

表６　２８株ＣＲＫＰ碳青霉烯酶表型鉴定结果

犜犪犫犾犲６　Ｃａｒｂａｐｅｎｅｍａｓｅｐｈｅｎｏｔｙｐｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ

２８ｓｔｒａｉｎｓｏｆＣＲＫＰ

菌株分离地点 株数
产碳青霉烯酶菌株总数

Ａ类酶 Ｂ类酶

床栏 １ １ １

手持机 １ ０ １

袖口 １ １ ０

水池孔 ２５ ３ ９

合计 ２８ ５ １１

　　注：池壁分离菌株未检测。
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２．３　碳青霉烯酶耐药基因鉴定结果　ＰＣＲ检测结

果显示，２株 ＣＲＫＰ携带 ＫＰＣ型耐药基因，３株

ＣＲＫＰ携带 ＮＤＭ 型耐药基因。其中心外ＩＣＵ 床

栏分离的ＣＲＫＰ同时携带ＫＰＣ和ＮＤＭ耐药基因。

见图１。
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　　注：Ｍ为ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；Ｍａｒｋｅｒ左侧为ＫＰＣ耐药基因

ＰＣＲ结果，其中１泳道标本来自心外ＩＣＵ床栏分离标本，２泳道标

本来自肝外ＩＣＵ护工袖口，３～５号来自水池孔标本，６号为ＫＰＣ阴

性对照（肺炎克雷伯菌ＡＴＣＣ１７０６），７号为ＫＰＣ阳性对照（肺炎克

雷伯菌ＡＴＣＣ１７０５）。Ｍａｒｋｅｒ右侧号为ＮＤＭ耐药基因ＰＣＲ结果，

其中１号泳道标本来自心外ＩＣＵ床栏分离标本，５号标本分离自外

科ＩＣＵＡ手持机，１２号为 ＮＤＭ 阴性对照，１３号为 ＮＤＭ 阳性对照

标本，剩余样本分离自ＩＣＵ洗手池。

图１　产碳青霉烯酶ＣＲＫＰ菌株的ＰＣＲ扩增产物电泳结果

犉犻犵狌狉犲１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏ

ｄｕｃｔｓｏｆｃａｒｂａｐｅｎｅｍａｓｅｐｒｏｄｕｃｉｎｇＣＲＫＰｓｔｒａｉｎｓ

３　讨论

近年来，ＣＲＫＰ呈现全球广泛流行的趋势，正常

人可通过食物摄取使其在胃肠道无症状定植［６８］。

国外研究已证实，５０％耐碳青霉烯类肠杆菌（ｃａｒ

ｂａｐｅｎｅｍｒｅｓｉｓｔａｎｔＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａ，ＣＲＥ）定植患者

可在住院３０ｄ内发展为ＣＲＥ感染，其感染风险是

非定植患者的１０．８倍。然而同源分析显示，其中仅

１例患者的肠道定植菌与感染菌同种同源，提示医

务人员和ＩＣＵ 周边环境在ＣＲＥ传播中起到关键

作用［９］。国内外多项研究指出，ＣＲＫＰ在ＩＣＵ暴发

或流行期间，加强医务人员手卫生、环境清洁和消毒

以及进行隔离可有效降低相关感染的发生［１０１１］，但

研究多聚焦于医院感染预防措施和临床结局，对相

关环境污染的调查较为少见。尽管国内相关规范和

医院标准操作流程已对环境清洁和消毒的频次、消

毒剂的浓度以及擦拭顺序进行了详尽的指导，但仍

无法杜绝ＣＲＫＰ在ＩＣＵ的流行，提示日常环境清洁

和消毒可能存在盲点。

本研究使用 ｍＳｕｐｅｒＣＡＲＢＡ显色培养基进行

环境ＣＲＫＰ筛查，该培养基含有碳青霉烯类抗生

素，可有效抑制对 β内酰胺酶敏感，产 ＥＳＢＬｓ、

Ａｍｐｃ酶细菌的生长，ＣＲＫＰ菌株在接种２４ｈ后会

显示金属蓝色或深蓝色。经 ＭＡＬＤＩＴＯＦ质谱仪

进行菌种鉴定后，可较为准确识别环境中的ＣＲＫＰ。

本次采样未能在ＣＲＫＰ患者床单元的高频接触物

体表面，如床栏、呼吸机面板、听诊器、患者使用的枕

头分离到ＣＲＫＰ，同时公共区域内的高频接触物体

表面，如治疗桌面、手持机、电脑键盘、存储柜把手以

及治疗车把手上也未能分离到ＣＲＫＰ，与廖睿纯等
［１２］

的研究结论类似，可能与本次采样前各ＩＣＵ病区已

完成常规环境清洁和消毒，且工勤人员执行情况较

好有关。

研究证实水龙头可被大量奥斯陆莫拉菌污染，

并伴随喷溅的水污染周围直径约７０ｃｍ的区域
［１３］。

水龙头水直接流向水槽排水管或水槽内表面的冲击

力会导致细菌扩散，对水龙头上方１０ｃｍ处的空气

采样发现铜绿假单胞菌，达４３９ＣＦＵ／ｍ３，或成为

ＩＣＵ潜在致病源
［１４］。水槽的深度可能是细菌传播

的关键因素，水槽深度＞１９ｃｍ时细菌喷溅污染概

率将大大增高［１５］。本次采样的５个洗手池与患者

病床存在２～５ｍ的物理间距，但ＣＲＫＰ仍在洗手

池孔、治疗室水池孔、污物倾倒池壁和池孔大量定

植。ＩＣＵ洗手池除进行手卫生外，偶尔还存在倾倒

患者体液，冲洗患者使用过的仪器或器具等不当行

为，可能是多重耐药菌在水槽中广泛定植的主要原

因。尽管近５年的医院监测结果显示，５个外科

ＩＣＵ未曾发生ＣＲＫＰ感染暴发事件，但有文献报道

显示，由水槽所引起的ＣＲＥ感染暴发平均持续时间

为３７个月，病例之间平均间隔可长达１０．２个月，引

起暴发的水槽存在清洁和消毒困难等问题［１６］，更换

水槽或管道后暴发终止［１７１９］，给医院感染的识别带

来巨大的挑战。

产ＫＰＣ 酶和／或产 ＮＤＭ 酶是我国２５省市

ＣＲＫＰ临床分离株的主要耐药机制，且２个耐药基

因携带率分别高达７４％和１７％，部分菌株同时携带

有２种耐药基因
［２０］。本研究结果显示，水池分离的

ＣＲＫＰ和高频接触的环境表面分离的ＣＲＫＰ菌株

特征差异较大。研究［２１］显示，ＩＣＵ管道污水和外部

检修孔采集的所有标本均含有产碳青霉烯酶的微生

物，虽然环境中采集到的ＣＲＥ与患者标本中采集的

ＣＲＥ在细菌种属类别和药物敏感性上均存在差异，

但两者存在密切的质粒交换，考虑可能ＣＲＥ主要在
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排水管中发生接合和重组，继而通过环境清洁和医务

人员手卫生等行为导致住院患者发生感染，所以仍值

得警惕和进一步研究。

本研究存在以下的局限：①未能对ＩＣＵ所有可

能污染的区域进行长期的、系统的采样，对了解

ＣＲＫＰ环境动态分布和传播存在一定盲点；②仅重

点关注ＣＲＫＰ的环境污染现状，对医务人员的手、

衣物以及个人用品未进行采样分析，对医务人员在

ＣＲＫＰ传播中的媒介作用未能很好的分析；③受限

于研究经费和时间的影响，本研究尚未完成环境与

临床分离ＣＲＫＰ的同源性鉴定，因而未能明确护工

袖口处分离的ＣＲＫＰ是否来源于所护理的患者，无

法推测ＣＲＫＰ感染路径。
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