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［摘　要］　目的　探讨武汉地区临床分离的耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌（ＣＲＫＰ）中耐消毒剂基因的携带状况及耐

消毒剂基因携带菌株的同源性，为有效预防和控制ＣＲＫＰ传播提供理论依据。方法　收集２０１８—２０１９年武汉市

３所三级医院临床住院患者分离的非重复性ＣＲＫＰ菌株，采用最低抑菌浓度测定方法对药敏结果进行复核，采用

实时荧光定量聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测耐消毒剂基因狇犪犮ＥΔ１、犮犲狆Ａ，采用脉冲场凝胶电泳（ＰＦＧＥ）对同时携带

狇犪犮ＥΔ１和犮犲狆Ａ基因的ＣＲＫＰ菌株进行同源性分析。结果　共收集６２株ＣＲＫＰ，７７．４２％来源于重症监护病房

（ＩＣＵ），４０．３２％来自痰标本。所有ＣＲＫＰ均为多重耐药菌，对厄他培南、阿莫西林／克拉维酸、头孢唑林、头孢他

啶、头孢曲松５种抗生素的耐药率均为１００％，对临床其他常见抗菌药物也呈现高度耐药。耐消毒剂基因检出率为

９５．１６％（５９／６２），其中狇犪犮ＥΔ１、犮犲狆Ａ基因检出率分别为６４．５２％（４０／６２）、９１．９４％（５７／６２），３８株（６１．２９％）同时检出

狇犪犮ＥΔ１和犮犲狆Ａ。ＰＦＧＥ结果显示，３８株ＣＲＫＰ可分为Ａ～Ｋ共１１个型别，以Ｅ型为主，占４２．１１％（１６株）。结论　

武汉地区ＣＲＫＰ菌株耐药形势严峻，广泛携带耐消毒剂基因，存在不同医院、不同科室间的克隆传播，应加强流行

病学监控，合理使用消毒剂。

［关　键　词］　耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌；耐消毒剂基因；同源性
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　　近年来，随着碳青霉烯抗生素的广泛应用，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）呈现出全球蔓延趋

势，已成为国内外共同面临的严峻挑战［１］。２０１３年

美国疾病控制与预防中心（ＣＤＣ）将耐碳青霉烯酶类

肠杆菌目细菌列为最高级别“紧迫威胁”。全国细菌

耐药监测网（ＣｈｉｎａＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌＲｅｓｉｓｔａｎｃｅＳｕｒ

ｖｅｉｌｌａｎｃｅＳｙｓｔｅｍ，ＣＡＲＳＳ）报告
［２］结果显示，我国

ＣＲＫＰ检出率由２０１４年的６．４％上升至２０１９年的

１０．９％，湖北省从４．４％上升至１２．４％，上升速度较

快。研究［３５］表明，碳青霉烯酶敏感肺炎克雷伯菌感

染致死率为２０％～３０％，而ＣＲＫＰ感染致死率为

４０％～７０％，其直接后果是影响抗菌药物治疗效果，

缩短新药应用与研发周期，延长患者治疗周期和增

加患者治疗成本。消毒是切断传播途径，阻断

ＣＲＫＰ传播的重要措施之一，随着各种消毒剂的广

泛使用甚至滥用，菌株选择压力加大，细菌对消毒剂

的耐药现象逐渐显现，目前常采用耐消毒剂基因检

出率判断细菌对消毒剂的耐受性。消毒剂抗性增加

与耐消毒剂基因相关。狇犪犮ＥΔ１编码的外排系统广

泛存在于革兰阴性菌中，检出率与菌株对消毒剂敏

感性下降呈现相关性［６］。肺炎克雷伯菌中ｃｅｐＡ外

排泵与对氯己定的敏感性降低有关［７］，随着氯己定最

低抑菌浓度（ｍｉｎｉｍｕｍｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ）

的增加，肺炎克雷伯菌犮犲狆Ａ的表达也增加
［８］，且

ＣＲＫＰ中携带耐消毒剂基因种类存在较大的地区差

异性［７，９１０］。武汉地区缺乏相关的系统研究，为了解

本地区不同医院ＣＲＫＰ中耐药消毒剂基因携带情

况及同源性，为预防和控制其克隆传播提供理论依

据。本项目采用多中心研究，收集武汉地区３所医

院从临床住院患者分离的ＣＲＫＰ菌株，采用 ＭＩＣ

测定法进行药敏试验，采用实时荧光定量聚合酶链

反应（ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ，ＲＴＰＣＲ）检测耐消毒剂的

狇犪犮ＥΔ１和犮犲狆Ａ基因携带情况，采用脉冲场凝胶电

泳（ｐｕｌｓｅｄｆｉｅｌｄｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＰＦＧＥ）对同时

携带狇犪犮ＥΔ１和犮犲狆Ａ基因的ＣＲＫＰ菌株进行同源

性分析。现将结果报告如下。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　收集２０１８—２０１９年来自湖北省妇

幼保健院（代码Ⅰ）、武汉市第一医院（代码Ⅱ）和黄

陂区人民医院（代码Ⅲ）３所三级医院从临床住院患

者分离的６２株非重复性ＣＲＫＰ。菌株入选标准：

（１）为ＣＲＫＰ，即肺炎克雷伯菌对亚胺培南、美罗培南

或厄他培南其中的任何一种耐药（亚胺培南或美罗培

南ＭＩＣ≥４μｇ／ｍＬ，厄他培南ＭＩＣ≥２μｇ／ｍＬ）；（２）少

数患者住院期间多次培养出ＣＲＫＰ，则纳入该患者

首次培养的ＣＲＫＰ。３所医院按照要求保存符合纳

入标准的ＣＲＫＰ菌株，由研究者单位每两个月收集

一次，集中保存于－８０℃医用冰箱中。质控菌株为

大肠埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２，沙门氏菌 Ｈ９８１２，购于中

国普通微生物菌种保藏管理中心。本研究通过武汉

市疾病预防控制中心伦理委员会批准（ＷＨＣＤ

ＣＩＲＢＫ２０２１０３８）。

１．２　主要仪器与试剂　全自动细菌鉴定及药敏分

析系统（法国生物梅里埃公司，ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍ

ｐａｃｔ）、荧光定量ＰＣＲ仪（瑞士罗氏公司，ＬｉｇｈｔＣｙ

ｃｌｅｒ４８０）、脉冲场凝胶电泳仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司，

ＣＨＥＦＭａｐｐｅｒＸＡ）、凝胶成像系统（美国 ＵＶＰ公

司，ＥＳＳＥＮＴＩＡＬＶ６）、细菌ＤＮＡ提取试剂盒（北京

康为世纪公司）、ＰＣＲ反应试剂盒（日本Ｔａｋａｒａ公

司）、ＰＣＲ引物（上海生工生物工程股份有限公司）。

１．３　菌株复核与药敏试验　采用全自动细菌鉴定

及药敏分析系统对ＣＲＫＰ菌株进行复核鉴定及药

敏试验，检测１８种抗菌药物的 ＭＩＣ，包括亚胺培

南、美罗培南、厄他培南、氨苄西林、哌拉西林、阿莫

西林／克拉维酸、头孢唑林、头孢他啶、头孢曲松、头

孢吡肟、氨曲南、阿米卡星、庆大霉素、左氧氟沙星、

环丙沙星、呋喃妥因、复方磺胺甲口恶唑和四环素。药
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敏试验质控菌株为大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２，药敏

试验结果判定依据美国临床实验室标准化协会

（ＣｌｉｎｉｃａｌａｎｄＬａｂｏｒａｔｏｒｙＳｔａｎｄａｒｄＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，ＣＬＳＩ）

２０１８年版标准进行。

１．４　耐消毒剂基因检测　采用 ＲＴＰＣＲ 扩增

ＣＲＫＰ中耐消毒剂的狇犪犮ＥΔ１、犮犲狆Ａ 基因，根据

ＧｅｎＢａｎｋ数 据库 （ｈｔｔｐｓ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．

ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）中基因序列（狇犪犮ＥΔ１：ＤＱ４８９７１７．１，

犮犲狆Ａ：ＡＢ０７３０１９．１），利用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５软件

合理设计狇犪犮ＥΔ１、犮犲狆Ａ基因引物，见表１。参照细

菌ＤＮＡ提取试剂盒说明书提取ＤＮＡ，设定ＰＣＲ反

应条件，ＰＣＲ反应体系共２０μＬ，包括ＰＣＲ反应试剂

ｍｉｘ１０μＬ，上、下游引物各０．８μＬ，探针０．４μＬ，

ＤＮＡ模板１μＬ，加双蒸 Ｈ２Ｏ补足体积。扩增条件

为９４℃，１０ｍｉｎ；９５℃１０ｓ，５８℃３０ｓ，７２℃１ｓ，４０

个循环。通过荧光扩增曲线观察结果。

表１　耐消毒剂基因的ＲＴＰＣＲ引物序列

犜犪犫犾犲１　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒｄｉｓｉｎｆｅｃｔａｎｔｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

ｇｅｎｅｓ

基因名称 引物序列（５’→３’）

狇犪犮ＥΔ１ Ｆ：ＣＡＧＣＣＡＴＴＧＣＣＴＧＧＴＴＧＣ

Ｒ：ＣＧＣＡＧＣＧＡＣＴＴＣＣＡＣＧＡＴ

Ｐｒｏｂｅ：ＦＡＭＣＣＡＴＡＣＣＴＡＣＡＡＡＧＣＣＣＣＡＣＧＣＡ

ＴＣＢＨＱ１

犮犲狆Ａ Ｆ：ＧＣＧＧＧＣＧＧＡＴＡＴＧＣＴＴＣＡＴＴ

Ｒ：ＡＴＧＣＣＡＧＣＣＧＴＡＣＣＡＧＧＡＴＡ

Ｐｒｏｂｅ：ＦＡＭＡＴＧＡＴＧＡＡＣＧＧＣＧＣＣＡＴＴＣＴＧＧＴ

ＧＧＣＧＢＨＱ１

　　注：Ｆ为上游引物，Ｒ为下游引物，Ｐｒｏｂｅ为探针。

１．５　同源性分析　采用ＰＦＧＥ对同时携带狇犪犮ＥΔ１

和犮犲狆Ａ耐消毒剂基因的ＣＲＫＰ菌株进行同源性分

析。参考中国疾病预防控制中心ＰｕｌｓｅＮｅｔ提供的

ＰＦＧＥ相关标准化操作程序，调整相关电泳参数。

试验方法：菌株包埋入胶块后，经裂解和清洗，使用

限制性内切酶ＸｂａＩ进行酶切，酶切后的胶块置入

０．５×ＴＢＥ缓冲液和１％凝胶中电泳。电泳参数为电

压６Ｖ／ｃｍ，夹角１２０度，温度１４℃，初始脉冲为６ｓ，

最终脉冲为３６ｓ，电泳时间１８．５ｈ。电泳结束后，在

凝胶成像仪上读取图像。

１．６　数据分析　应用 ＷＨＯＮＥＴ５．６和ＳＰＳＳ２５．０

软件进行数据分析。采用ＢｉｏＮｕｍｅｒｉｃｓ７．６软件对

ＰＦＧＥ条带进行聚类分析，用非加权配对算术平均

法（ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄｐａｉｒｇｒｏｕｐａｖｅｒａｇｅｍｅｔｈｏｄ，ＵＰ

ＧＡＭ）和 Ｄｉｃｅ系数分析菌株间的同源性，将具有

８０％以上相同条带的菌株归入同一型别
［１１］。

２　结果

２．１　基本情况　６２株ＣＲＫＰ来源于３所医院１３

个不同的临床科室，主要分布在重症监护病房

（ＩＣＵ），占 ７７．４２％，其 中综合 ＩＣＵ、儿 科 ＩＣＵ

（ＰＩＣＵ）、神经内科ＩＣＵ（ＮＩＣＵ）分别占４３．５５％、

２２．５８％、１１．２９％。按照年龄分组，老年人（≥６５

岁）组占比最高，为４８．３９％，其次为儿童（＜１４岁）

组和成人（１４～６５岁）组，分别占３０．６４％、２０．９７％。

６２株ＣＲＫＰ主要来源于痰（占４０．３２％），其次为尿

标本（占１６．１３％）。见表２。

表２　６２株ＣＲＫＰ来源情况

犜犪犫犾犲２　Ｓｏｕｒｃｅｓｏｆ６２ＣＲＫＰｓｔｒａｉｎｓ

来源 株数 构成比（％）

患者年龄（岁）

　＜１４ １９ ３０．６４

　１４～ １３ ２０．９７

　≥６５ ３０ ４８．３９

科室

　综合ＩＣＵ ２７ ４３．５５

　ＰＩＣＵ １４ ２２．５８

　ＮＩＣＵ ７ １１．２９

　儿科ａ ４ ６．４５

　康复科 ３ ４．８４

　胃肠外科 ２ ３．２２

　其他科室ｂ ５ ８．０７

标本

　痰 ２５ ４０．３２

　尿 １０ １６．１３

　血 ８ １２．９０

　支气管肺泡灌洗液 ８ １２．９０

　分泌物 ６ ９．６８

　引流液 ５ ８．０７

　　注：ａ包括儿科２株，儿科心血管科、儿科内分泌科各１株；ｂ包

括急诊科、中医科、肿瘤科、综合内科、心血管内科各１株。

２．２　药敏试验结果　６２株ＣＲＫＰ均为多重耐药

菌，对阿莫西林／克拉维酸、头孢唑林、头孢他啶、头

孢曲松和厄他培南 ５ 种抗生素的耐药率均为

１００％，对四环素的耐药率最低（为３５．４８％），对临

床其他常见抗菌药物也呈现高度耐药，耐药率为

５９．６８％～９８．３９％。见表３。
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表３　６２株ＣＲＫＰ药敏试验结果

犜犪犫犾犲３　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆ６２ＣＲＫＰｓｔｒａｉｎｓ

抗菌药物
敏感

株数 比率（％）

中介

株数 比率（％）

耐药

株数 比率（％）

氨苄西林 － － － － － －

哌拉西林 ０ ０ １ １．６１ ６１ ９８．３９

阿莫西林／克拉

维酸

０ ０ ０ ０ ６２ １００

头孢唑林 ０ ０ ０ ０ ６２ １００

头孢他啶 ０ ０ ０ ０ ６２ １００

头孢曲松 ０ ０ ０ ０ ６２ １００

头孢吡肟 ６ ９．６８ ０ ０ ５６ ９０．３２

氨曲南 ２ ３．２３ ０ ０ ６０ ９６．７７

亚胺培南 １ １．６１ ０ ０ ６１ ９８．３９

抗菌药物
敏感

株数 比率（％）

中介

株数 比率（％）

耐药

株数 比率（％）

美罗培南 １ １．６１ １ １．６１ ６０ ９６．７７

厄他培南 ０ ０　 ０ ０ ６２ １００

阿米卡星 １８ ２９．０３ ０ ０ ４４ ７０．９７

庆大霉素 １０ １６．１３ ０ ０ ５２ ８３．８７

左氧氟沙星 ７ １１．２９ １ １．６１ ５４ ８７．１０

环丙沙星 ４ ６．４５ １ １．６１ ５７ ９１．９４

呋喃妥因 ７ １１．２９ ３ ４．８４ ５２ ８３．８７

四环素 ３３ ５３．２３ ７ １１．２９ ２２ ３５．４８

复方磺胺甲口恶唑 ２５ ４０．３２ ０ ０ ３７ ５９．６８

　　注：－表示天然耐药。

２．３　耐消毒剂基因检出情况　６２株ＣＲＫＰ，５９株

（９５．１６％）检出耐消毒剂基因，其中４０株（６４．５２％）

狇犪犮ＥΔ１基因阳性，５７株（９１．９４％）犮犲狆Ａ基因阳性，

３８株（６１．２９％）同时检出狇犪犮ＥΔ１和犮犲狆Ａ基因。

２．４　同源性分析　ＰＦＧＥ结果显示，３８株同时检

出狇犪犮ＥΔ１和犮犲狆Ａ的ＣＲＫＰ可分为Ａ～Ｋ共１１个

型别。其中５个型别包含菌株数＞１株，以Ｅ型为

主，占４２．１１％（１６株），分布在２所医院的５个科

室；Ｃ型占１５．７９％（６株），分布在１所医院的３个

科室；Ｉ型占１０．５３％（４株），分布于同一医院的同

一科室；Ｈ型和Ｋ型，均占７．８９％（各３株），分布于

同一医院的不同科室。见图１。
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图１　３８株ＣＲＫＰ菌株ＰＦＧＥ分型结果

犉犻犵狌狉犲１　ＰＦＧＥｔｙｐｉｎｇｒｅｓｕｌｔｏｆ３８ＣＲＫＰｓｔｒａｉｎｓ
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３　讨论

本研究收集来自武汉地区３所三级医院临床住

院患者分离的６２株ＣＲＫＰ，首次分析本地区ＣＲＫＰ

耐消毒剂基因的携带情况及耐消毒剂基因阳性菌株

的同源性，是对国内ＣＲＫＰ菌株多中心分子流行病

学研究的有力补充。该研究收集的ＣＲＫＰ，主要来

源于ＩＣＵ，包括综合ＩＣＵ和专科ＩＣＵ，占７７．４２％，

可能与ＩＣＵ患者大多数免疫力低下、基础性疾病较

多、住院时间长、插管或机械通气等侵入性操作较多

有关。应重点加强ＩＣＵ抗菌药物应用的管理及医

院感染防控工作。６２株ＣＲＫＰ，４０．３２％来源于痰

标本，可能与人体的呼吸道与外界相通，自身免疫屏

障作用较弱，再加上空气污染等因素相关，病原体更

容易入侵定植，从而引起呼吸系统感染，提示临床医

生应重点加强患者的气道管理。

本研究显示，所有ＣＲＫＰ均为多重耐药菌，对

厄他培南的耐药率达１００％，对美罗培南、亚胺培南

的耐药率分别为９６．７７％、９８．３９％，对青霉素类、β

内酰胺类／β内酰胺抑制剂复合物、头孢菌素类、单

环内酰胺类和喹诺酮类等多种抗菌药物表现出高水

平耐药，仅对四环素的耐药率低于４０％，说明武汉

地区ＣＲＫＰ耐药形势十分严峻，与北京
［１２］、广东［１３］、

江西［１４］等地情况一致，应加强细菌耐药监测，在抗

菌药物使用前进行病原学送检及药敏试验，为临床

合理用药提供参考。

目前研究显示，肺炎克雷伯菌对各种消毒剂的

耐受程度存在差异。李祥等［１５］研究报道，部分

ＣＲＫＰ已对“８４”消毒剂产生了轻度的抗性，耐消毒

剂基因狇犪犮ＥΔ１狊狌犾１与“８４”消毒剂的抗性之间存在

一定的相关性。狇犪犮ＥΔ１基因广泛存在于革兰阴性

菌中，由整合子介导，与消毒剂的低水平耐药有关。

Ａｂｕｚａｉｄ等
［８］研究报道，８７．５％的肺炎克雷伯菌分

离株携带犮犲狆Ａ 基因；Ｃｈｅｎ等
［１６］研究报道２０１６—

２０１８年一所国内三级医院的３６株ＣＲＫＰ，狇犪犮ＥΔ１阳

性率为４１．７％，犮犲狆Ａ阳性率为８０．６％；雷新云等
［１７］

报道，肺炎克雷伯菌中狇犪犮ＥΔ１检出率为６２．５０％。

而在伊朗的一项研究［１０］报道，肺炎克雷伯菌中

狇犪犮ＥΔ１和犮犲狆Ａ基因检出率仅分别为３０．６％、２２．４％。

本研究显示６１．２９％的ＣＲＫＰ同时携带狇犪犮ＥΔ１和

犮犲狆Ａ基因，其中狇犪犮ＥΔ１和犮犲狆Ａ基因检出率分别

为６４．５２％、９１．９４％，犮犲狆Ａ 基因检出率远高于

狇犪犮ＥΔ１，提示狇犪犮ＥΔ１和犮犲狆Ａ基因在医疗机构分

离的ＣＲＫＰ中广泛存在，且携带犮犲狆Ａ基因情况比

携带狇犪犮ＥΔ１更为普遍。以上结果说明武汉地区

ＣＲＫＰ菌株广泛携带狇犪犮ＥΔ１和犮犲狆Ａ耐消毒剂基

因，因此，应加强本地区耐消毒剂基因的监测，建立

消毒剂耐药性监测网，定期监测和报告耐药情况，以

期指导医疗机构科学选择消毒剂。

根据《医院感染暴发控制指南》（ＷＳ／Ｔ５２４—

２０１６）
［１８］规定，医院感染暴发是指在医疗机构或其

科室的患者中，短时间内发生３例以上同种同源感

染病例的现象。在实际工作中，由于大多数医疗机

构缺乏分子生物学监测技术手段，很难确认“同种同

源”，可能导致出现耐药菌株的流行或暴发。ＰＦＧＥ

分型技术是分子分型中最常采用的方法，具有分辨

力高、重复性好的特点，被认为是暴发感染溯源中分

型的“金标准”［１１］。本研究采用ＰＦＧＥ对３８株同时

携带狇犪犮ＥΔ１和犮犲狆Ａ基因的ＣＲＫＰ进行同源性分

析，结果显示，３８株ＣＲＫＰ可分为 Ａ～Ｋ共１１个

型，以Ｅ型为主（４２．１１％），主要分布于２所医院的

５个科室，一所医院的ＩＣＵ 和康复科，另一所医院

的ＩＣＵ、ＮＩＣＵ和急诊科，表明ＣＲＫＰ菌株存在跨

医院水平克隆传播的可能。另外，Ｃ型、Ｈ型、Ｋ型

主要分布在同一所医院的几个科室，提示ＣＲＫＰ菌

株在３所医院均存在不同科室间的克隆传播。Ｉ型

分布在一所医院的同一科室，进一步分析发现，此４

例患者于２０１８年１１月５—２２日在ＰＩＣＵ住院，１例

患者因重症肺炎于１１月５日最早入住ＰＩＣＵ，其余

３例患者因脓毒症、惊厥等疾病，分别于１１月１０

日、１５日、２２日陆续入住该科室，结果提示ＣＲＫＰ

存在同一科室内不同患者间的克隆传播，说明该院

ＰＩＣＵ可能存在ＣＲＫＰ医院感染暴发。当医疗机构

内出现ＣＲＫＰ菌株后，如果缺乏及时有效的消毒措

施，易于发生ＣＲＫＰ感染暴发流行。因此，当医疗

机构出现感染性病例，尤其是疑似医院感染暴发时，

应提高警惕，及时收集菌株，采用ＰＦＧＥ等分子流

行病学方法快速查明感染源，有助于从切断感染途

径方面入手，控制多重耐药菌的传播［１９］。

综上所述，武汉地区ＣＲＫＰ耐药形势严峻，广

泛携带耐消毒剂基因，存在不同医院、不同科室间的

克隆传播，应采取有效的消毒隔离措施，科学使用消

毒剂，切断传播途径，从而有效控制医院感染的发生。

利益冲突：所有作者均声明不存在利益冲突。
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