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［摘　要］　目的　了解医疗机构综合重症监护病房（ＩＣＵ）环境中肺炎克雷伯菌（ＫＰ）、高毒力肺炎克雷伯菌

（ｈｖＫＰ）、耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌（ＣＲＫＰ）及高毒耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌（ｈｖＣＲＫＰ／ＣＲｈｖＫＰ）的分布特

征，为ＩＣＵ环境评估与医院感染防控提供参考。方法　２０１９、２０２３年共采集上海市医疗机构综合ＩＣＵ３３３６份环

境标本，分离菌株后进行药敏试验和全基因组测序。结果　ＫＰ检出率为１．５９％（５３株），其中ｈｖＫＰ、ＣＲＫＰ、ｈｖ

ＣＲＫＰ／ＣＲｈｖＫＰ分别占总检出数的３７．７４％（２０／５３）、５２．８３％（２８／５３）、２４．５３％（１３／５３）。ｈｖＫＰ主要为ＳＴ１１

ＫＬ６４、ＳＴ１１ＫＬ２５，ＣＲＫＰ主要为ＳＴ１５ＫＬ１９、ＳＴ１１ＫＬ２５，ｈｖＣＲＫＰ／ＣＲｈｖＫＰ主要为ＳＴ１１ＫＬ２５、ＳＴ１１ＫＬ６４。

主要携带的耐药基因有犳狅狊Ａ、狅狇狓ＡＢ、狋犲狋（Ａ）、犫犾犪ＴＥＭ１Ｂ、犫犾犪ＫＰＣ２、狇狀狉Ｓ１１等。所有菌株均携带毒力基因犳犻犿Ｈ、

犻狌狋Ａ、犲狀狋Ａ、犲狀狋Ｂ、犲狀狋Ｃ、犲狀狋Ｄ、犲狀狋Ｅ、犲狀狋Ｆ，仅１株检出狉犿狆Ａ基因。结论　医疗机构综合ＩＣＵ环境中ＫＰ污染广泛，

以ＳＴ１１和ＳＴ１５为优势，呈多态性分布。ＣＲＫＰ和ｈｖＫＰ占比较高，且多重耐药情况严峻。ＫＰ存在耐药与毒力共

进化的情形，提示综合ＩＣＵ环境污染对患者具有感染和致病危害，临床需加强重视并警惕暴发风险。

［关　键　词］　ＩＣＵ环境；肺炎克雷伯菌；全基因组测序；耐药表型；基因型
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　　肺炎克雷伯菌（犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲，ＫＰ）是

一种属于肠杆菌目的条件致病菌，常定植于人体皮

肤、鼻咽部和肠道。根据表型与毒力特征，ＫＰ可分

为经典肺炎克雷伯菌（ｃｌａｓｓｉｃ犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅

狀犻犪犲，ｃＫＰ）和高毒力肺炎克雷伯菌（ｈｙｐｅｒｖｉｒｕｌｅｎｔ

犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲，ｈｖＫＰ）。ｈｖＫＰ具有高侵

袭性和高致病性等特点，但目前尚无统一鉴定标准。

临床判定方法包括表型和基因检测两种途径，其中毒

力基因检测因操作简便、耗时短而应用更为广泛［１］。

值得注意的是，随着菌株耐药性的演变，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）逐渐出现。ＣＲＫＰ被定义为

对美罗培南、亚胺培南或厄他培南至少一种抗生素

呈现耐药性或中介耐药性的ＫＰ
［２］。ＣＲＫＰ通常携带

的耐药基因包括ＫＰＣ、ＮＤＭ、ＯＸＡ、ＶＩＭ、ＩＭＰ等
［３］。

目前，ＣＲＫＰ和ｈｖＫＰ已成为全球临床及公共卫生

领域高度关注的重要病原菌。

此外，菌株的持续流行与传播，以及携带高毒力

或碳青霉烯酶耐药基因质粒的接合与转移，可能导

致ＫＰ同时获得高毒力和高耐药性特征，从而形成

高毒力且耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌（ｈｖＣＲＫＰ／

ＣＲｈｖＫＰ）。研究
［４］提出，ＣＲｈｖＫＰ 可能是 ｈｖ

ＣＲＫＰ进化过程中的中间形态，当ＣＲｈｖＫＰ获得

ＫＰＣ耐药质粒后，其厚荚膜可能丢失，导致毒力降

低和存活力减弱，使其在医院的抗菌药物选择压力

下难以稳定存在。然而，更为普遍观察到的进化路

径是ＣＲＫＰ获得毒力质粒演变为ｈｖＣＲＫＰ。ＫＰ

作为条件致病菌，通常不会引起健康人群感染。但

在重症监护病房（ＩＣＵ）环境中，患者常伴有严重基

础疾病并接受多种侵入性操作，显著增加了 ＫＰ感

染的风险。ＫＰ可导致肺炎、血流感染、尿路感染和

肝脓肿等严重后果，严重时可导致死亡，是医院感染

暴发的重要病原菌之一［５］。目前，针对ＩＣＵ环境中

ＫＰ耐药基因和毒力基因的研究，大多局限于单一

病房或医疗机构在感染暴发或存在明确感染病例时

的环境调查，缺乏多中心、常态化的研究。因此，本

研究以８所医疗机构的ＩＣＵ环境为研究对象，采用

最低抑菌浓度（ｍｉｎｉｍｕｍｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，

ＭＩＣ）微量肉汤稀释法进行体外药敏试验，并结合全

基因测序（ｗｈｏｌｅｇｅｎｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＷＧＳ）技术，

旨在调查综合ＩＣＵ环境中 ＫＰ、ＣＲＫＰ、ｈｖＫＰ的污

染现状与分子流行特征，为综合ＩＣＵ环境风险评估

和医院感染防控提供参考。

１　材料与方法

１．１　标本来源　根据上海市及浦东新区医疗机构

耐药菌监测方案，结合医疗机构性质、规模、地理位

置、覆盖人群、就诊量及监测实施配合能力等因素，

确定浦东新区８所公立医疗机构的综合ＩＣＵ为监

测点。参照ＧＢ１５９８２—２０１２《医院消毒卫生标准》，

在各医疗机构对ＩＣＵ 环境进行彻底消毒前，采集

ＩＣＵ内物体表面和工作人员手部标本。具体采样

方法为：使用浸有采样液的无菌棉签在物体表面来

回涂抹５次，剪去手接触的棉签棒部分，将采样棉签

头放入装有１０ｍＬ采样液的采样管中。物体表面

采样：面积＜１００ｃｍ
２ 时涂抹全部表面，≥１００ｃｍ

２

时涂抹１００ｃｍ２；工作人员手部采样：涂抹面积约为

３０ｃｍ２／只。物体表面采样对象包括诊疗器械、诊疗

相关物品、医护人员直接接触物品、患者直接接触物

品、保洁物品及共用物品表面；工作人员手采样对象

包括医生、护士、工勤人员的手部。每所医疗机构每

月采集各种物品及工作人员手标本２～３份。

１．２　仪器与试剂　飞行时间质谱仪（ＭＡＬＤＩＴＯＦ

ＭＳ，德国布鲁克公司），测序仪（美国Ｉｌｌｕｍｉｎａ公

司）；ＴＳＢ增菌液（英国 ＯＸＯＩＤ公司），麦康凯琼脂

平板、哥伦比亚血琼脂平板（上海科玛嘉公司），

ＤＮＡ提取试剂盒（西安天隆科技公司），建库试剂盒

（美国Ｉｌｌｕｍｉｎａ公司），ＭＩＣ药敏板（上海复星诊断

科技公司）等，以上试剂均在有效期内使用。
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１．３　方法

１．３．１　细菌分离鉴定　采集的标本经 ＴＳＢ增菌

后，接种到麦康凯平板和哥伦比亚血平板进行分离。

挑取麦康凯平板上呈粉红色黏液型的菌落及哥伦比

亚血平板上灰白色、湿润的黏液型菌落，进行氧化酶

试验等生化初筛。符合者（氧化酶阴性、乳糖发酵阳

性等）采用 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ进行菌种鉴定。鉴定

后的菌株保存于２０％甘油的脑心浸液肉汤中，置于

－７０℃备用。

１．３．２　药敏试验　菌株复苏后，挑取血平板纯培养

物，配制成０．５麦氏单位菌悬液，按照革兰阴性Ｂ５、

Ｂ６肠道菌群药敏板说明书操作，测定菌株ＭＩＣ。质

控菌株为大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２和肺炎克雷伯

菌ＡＴＣＣ７００６０３。

１．３．３　核酸提取　按照ＤＮＡ提取试剂盒说明书

操作。

１．３．４　ＷＧＳ和数据分析　提取的ＤＮＡ按照Ｉｌｌｕ

ｍｉｎａＤＮＡｐｒｅｐ试剂盒说明书进行文库构建，依次

进行ＤＮＡ片段化、加标签、纯化、扩增、文库构建和

均一化等步骤。文库经定量和稀释至所需浓度后，

使用ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉｓｅｑ测序仪进行测序。原始测序数

据经ＣＬＣ数据分析工具进行质控和组装，并利用

Ｐａｔｈｏｇｅｎｗａｔｃｈ、ＢａｃＷＧＳＴｄ、ＣＡＲＤ、ＲｅｓＦｉｎｄｅｒ等

平台进行核心基因组多位点序列分型（ｃｇＭＬＳＴ）、

荚膜血清型预测、毒力和耐药基因分析。

１．３．５　相关定义　多重耐药（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，

ＭＤＲ）菌是指对三类及以上抗菌药物耐药的菌株
［６］。

ｈｖＫＰ是指毒力基因狆犲犵３４４、犻狉狅Ｂ、犻狌犮Ａ、狉犿狆Ａ、

狉犿狆Ａ２至少一种检测为阳性的 ＫＰ
［７］。ｈｖＣＲＫＰ／

ＣＲｈｖＫＰ是指至少对一种碳青霉烯类抗生素（包括

美罗培南、亚胺培南和厄他培南）耐药且至少携带一

种毒力基因（狆犲犵３４４、犻狉狅Ｂ、犻狌犮Ａ、狉犿狆Ａ、狉犿狆Ａ２）的

ＫＰ。

１．４　统计分析　应用ＳＰＳＳ２７．０对数据进行分

析，计数资料以例（％）表示，组间比较采用χ
２ 检验

或Ｆｉｓｈｅｒ精确概率检验，进一步两两比较采用Ｂｏｎ

ｆｅｒｒｏｎｉ校正。通过犓犪狆狆犪检验进行一致性分析，

以犓犪狆狆犪值衡量一致性水平：犓犪狆狆犪值＜０．２表

示一致性较差，０．２１～０．４０表示一般，０．４１～０．６０

表示中等，０．６１～０．８０表示较强，０．８１～１．００表示

强。犘≤０．０５表示差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　基本情况

２．１．１　医疗机构综合ＩＣＵ 环境 ＫＰ检出情况　

２０１９、２０２３年８所医疗机构综合ＩＣＵ共采集环境标

本３３３６份，检出 ＫＰ５３株，检出率为１．５９％。其

中２０１９年采集环境标本１６８０份，检出ＫＰ２２株，

检出率为１．３１％；２０２３年采集环境标本１６５６份，

检出ＫＰ３１株，检出率为１．８７％；２０１９年与２０２３年

综合ＩＣＵ环境ＫＰ检出率比较，差异无统计学意义

（χ
２＝１．６８７，犘＝０．１９４）。８所医疗机构综合ＩＣＵ环

境ＫＰ检出情况见表１。不同医疗机构综合ＩＣＵ环

境ＫＰ检出率比较，差异有统计学意义（χ
２＝２０．９０５，

犘＝０．００４）。

２．１．２　不同物体表面 ＫＰ检出情况　不同采样位

点ＫＰ检出情况见表２。３３３６份标本根据患者直接

接触物品、共用物品、诊疗相关物品、诊疗器械、医护

人员直接接触物品、保洁物品、工作人员手各类物体

表面类型进行分组，结果显示，不同类型物体表面ＫＰ

检出率差异有统计学意义（χ
２＝２３．８５３，犘＜０．００１）。

表１　２０１９、２０２３年不同医疗机构ＩＣＵ环境ＫＰ检出情况

犜犪犫犾犲１　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＫＰｆｒｏｍＩＣＵｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｄｉｃａｌｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓｉｎ２０１９ａｎｄ２０２３

医疗机构

代码

医疗机构

等级

床位数

（张）
地理位置

２０１９年

标本份数 检出ＫＰ株数（％）

２０２３年

标本份数 检出ＫＰ株数（％）

Ａ 三级甲等 １０００ 城区 ２４０ ８（３．３３） ３５６ １０（２．８１）

Ｂ 三级甲等 １０００ 城区 ２４０ １（０．４２） ２００ ０（０）

Ｃ 三级甲等 １５００ 城区 ２４０ ４（１．６７） ２００ ５（２．５０）

Ｄ 三级乙等 １０００ 城郊结合部 ２４０ ５（２．０８） １８０ ２（１．１１）

Ｅ 二级甲等 ９００ 城郊结合部 ２４０ ４（１．６７） １８０ ４（２．２２）

Ｆ 三级甲等 ８８０ 城郊结合部 ２４０ ０（０） １８０ ２（１．１１）

Ｇ 三级乙等 １０００ 城区 ２４０ ０（０） １８０ ３（１．６７）

Ｈ 二级甲等 ５５０ 城区 － 　－ １８０ ５（２．７８）

　　注：－表示未对该机构进行采样。
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表２　不同类型标本各类ＫＰ检出情况

犜犪犫犾犲２　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＫＰｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｙｐｅｓｏｆｓｐｅｃｉｍｅｎｓ

物体表面

类型
标本来源

标本

份数

检出株数

ＫＰ ＣＲＫＰ ｈｖＫＰ
ｈｖＣＲＫＰ／

ＣＲｈｖＫＰ

ＫＰ检出率

（％）

ＫＰ医疗机构分布

（株）

患者直接接触物品 被褥 １２４ １２ ７ ６ ４ ９．６８ Ａ（３）、Ｃ（２）、Ｄ（２）、Ｅ（２）、Ｆ（２）、Ｈ（１）

床（扶手、床栏等） ２４２ ６ ３ ３ ２ ２．４８ Ａ（２）、Ｃ（１）、Ｅ（１）、Ｈ（２）

枕头 ４０ １ １ ０ ０ ２．５０ Ａ（１）

共用物品 垃圾桶 ７４ ６ ２ ２ ２ ８．１１ Ａ（２）、Ｃ（３）、Ｄ（１）

空调进／出风口 ２５ １ １ ０ ０ ４．００ Ａ（１）

门把手 ４９ １ １ １ １ ２．０４ Ｄ（１）

水龙头 ９１ １ １ ０ ０ １．１０ Ａ（１）

便器 ６２ ３ １ ２ ０ ４．８４ Ａ（１）、Ｇ（１）、Ｈ（１）

诊疗相关物品 病历夹 １３４ １ １ １ １ ０．７５ Ａ（１）

治疗推车 １２５ １ ０ ０ ０ ０．８０ Ｅ（１）

输液泵／架 ２１２ ５ ３ １ １ ２．３６ Ｃ（１）、Ｄ（２）、Ｅ（２）

诊疗器械 呼吸机 １１５ ４ ２ ２ １ ３．４８ Ａ（１）、Ｄ（１）、Ｇ（１）、Ｈ（１）

心电监护仪 １２２ １ １ ０ ０ ０．８２ Ａ（１）

血压计 １５ １ １ ０ ０ ６．６７ Ｅ（１）

医护人员直接接触物品 工作服 １２１ ４ １ １ ０ ３．３１ Ａ（２）、Ｃ（１）、Ｇ（１）

洗手（消毒）瓶 １４９ １ １ ０ ０ ０．６７ Ｂ（１）

保洁用品 清洗消毒车 ９３ １ ０ ０ ０ １．０８ Ｅ（１）

拖把 ７０ １ １ １ １ １．４３ Ａ（１）

工作人员手 工作人员手 ４６１ ２ ０ ０ ０ ０．４３ Ａ（１）、Ｃ（１）

　　注：表中未检出ＫＰ的标本未列入。

２．２　分子分型与同源性检测结果　５３株 ＫＰ共分

成１７种ＳＴ型，其中３株未能分型。可分型菌株

中ＳＴ１１占比最多（２４．５３％，１３株），其次为ＳＴ１５

（１８．８７％，１０株）、ＳＴ１４７（９．４３％，５株），ＳＴ２３、

ＳＴ３６２３各检出３株（各占５．６６％），ＳＴ１５２、ＳＴ１３２６、

ＳＴ３４各检出２株（各占３．７７％）。

基于ｋａｐｔｉｖｅ对荚膜血清型进行预测，５３株

ＫＰ共得到２０种荚膜 ＫＬ型，其中 ＫＬ６４型最多

（２０．７５％，１１株），其次为 ＫＬ１９（１６．９８％，９株）、

ＫＬ２５（１１．３２％，６株），与ｈｖＫｐ有关的主要型别

ＫＬ１和ＫＬ２分别占５．６６％（３株）、１．８９％（１株）。

结合ＳＴ型别和荚膜 ＫＬ型别分析，发现ＳＴ１１由

ＫＬ６４、ＫＬ２５和 ＫＬ４７亚系构成，分别占４６．１５％

（６／１３）、４６．１５％（６／１３）、７．６９％（１／１３）；ＳＴ２３均由

ＫＬ１亚系构成，ＳＴ１５由ＫＬ１９和ＫＬ１１２亚系构成，

分别占９０．００％（９／１０）、１０．００％（１／１０）。

采用ｃｇＭＬＳＴ策略进行系统发育分析，发现５３

株ＫＰ基因组进化分为３个主要分支（见图１），不同

年份ＫＰ菌株在各分支上分布差异无统计学意义

（犘＞０．０５）。分支一１９株ＫＰ有１０种ＳＴ型，优势

型为ＳＴ１４７和ＳＴ３６２３，占该分支４２．１１％（８株）；

分支二１７株 ＫＰ包含４种ＳＴ型，优势型为ＳＴ１５

和ＳＴ２３，占该分支７６．４７％（１３株）；分支三１７株ＫＰ

包含３种ＳＴ型，优势型为ＳＴ１１，占该分支７６．４７％

（１３株）。

２．３　耐药特征及两种方法判断耐药结局的一致性　

５３株ＫＰ对碳青霉烯类抗生素亚胺培南、美罗培南、

厄他培南的耐药率分别为４７．１７％（２５株）、４１．５１％

（２２株）、４９．０６％（２６株）。检出 ＭＤＲＫＰ３６株，占

６７．９２％。其中，２０１９年检出１２株，２０２３年检出２４

株，检出率分别为０．７１％（１２／１６８０）、１．４５％（２４／

１６５６）。２０１９和２０２３年 ＭＤＲ菌检出率比较，差异

有统计学意义（χ
２＝４．２２０，犘＝０．０４）。ＭＤＲ菌耐药

谱以青霉素类（阿莫西林／克拉维酸）、头孢菌素类（头

孢呋辛、头孢他啶、头孢吡肟）、碳青霉烯类（厄他培

南）、喹诺酮类（环丙沙星）和四环素类（四环素）抗菌

药物为主，占５２．７８％（１９／３６）。１株ＫＰ（２０１９ＫＰ２２）

对替加环素耐药，２株（２０２３ＫＰ１４、２０２３ＫＰ２７）对替
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图１　５３株ＫＰ聚类分布

犉犻犵狌狉犲１　Ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆ５３ＫＰｓｔｒａｉｎｓ

加环素中介，３株（２０１９ＫＰ０５、２０２３ＫＰ２４、２０２３ＫＰ２７）

对多黏菌素Ｂ耐药。

在ＣＡＲＤ数据库中检索耐药基因携带情况，５３

株ＫＰ共检出１２０种耐药基因，其中５３种与已知耐

药机制相关。磷霉素耐药基因犳狅狊Ａ、喹诺酮类耐药

基因狅狇狓ＡＢ检出率最高，分别占９０．５７％（４８株）、

７７．３６％（４１株），其次是四环素耐药基因狋犲狋（Ａ）

（４７．１７％，２５株），β内酰胺耐药基因犫犾犪ＴＥＭ１Ｂ和

犫犾犪ＫＰＣ２均占４３．４０％（各２３株），犫犾犪ＬＡＰ２、犫犾犪ＣＴＸＭ６５、

犫犾犪ＳＨＶ１０６分别占３０．１９％（１６株）、２２．６４％（１２株）、

１８．８７％（１０株），喹诺酮类耐药基因狇狀狉Ｓ１占３９．６２％

（２１株）等。结合菌株ＳＴ型比较，１０株ＳＴ１５均携

带犫犾犪ＳＨＶ１０６，３株ＳＴ２３均携带犫犾犪ＳＨＶ１９０，且这两种

基因仅在对应ＳＴ型菌携带。ＲｅｓＦｉｎｄｅｒ数据库预测

耐药，将结果中预测为耐药（标记Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ）且与参

比序列位点完全一致即Ｉｄｅｎｔｉｔｙ为１００％的抗菌药物

视为 ＷＧＳ（Ｒ），一致性Ｉｄｅｎｔｉｔｙ＜１００％或不耐药Ｎｏ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ的视为 ＷＧＳ（Ｉ＋Ｓ）。整理数据，与对应抗

菌药物ＭＩＣ耐药试验折点判断为Ｒ、Ｉ、Ｓ的结果形成

配对四格表，进行一致性检验，见表３。结果显示，

ＷＧＳ和 ＭＩＣ两种方法对头孢噻肟、头孢他啶、美罗

培南的耐药结局判断有强一致性，对庆大霉素和四

环素的判断有较强一致性，对环丙沙星、阿莫西林／

克拉维酸、头孢西丁的判断一致性中等，对阿奇霉素

判断一致性差，对氯霉素判断不具备一致性。

表３　两种方法判断ＫＰ耐药结局的一致性分析

犜犪犫犾犲３　ＣｏｎｓｉｓｔｅｎｃｙｏｆｔｈｅｔｗｏｍｅｔｈｏｄｓｉｎｊｕｄｇｉｎｇＫＰｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

抗菌药物类别 抗菌药物
ＭＩＣ耐药率

（％）
耐药结局

ＷＧＳ（株）

Ｒ Ｉ＋Ｓ
犓犪狆狆犪 犘

喹诺酮类 环丙沙星 ５８．４９
ＭＩＣ

Ｒ ２６ ５ ０．５７０ ＜０．００１

Ｉ＋Ｓ ６ １６

青霉素类 阿莫西林／克拉维酸 ５０．９４ Ｒ １８ ９ ０．５４９ ＜０．００１

ＭＩＣ
Ｉ＋Ｓ ３ ２３

头孢菌素类 头孢西丁 ４９．０６
ＭＩＣ

Ｒ １７ ９ ０．５４５ ＜０．００１

Ｉ＋Ｓ ３ ２４

头孢噻肟 ６２．２６
ＭＩＣ

Ｒ ３１ ２ ０．８８１ ＜０．００１

Ｉ＋Ｓ １ １９

头孢他啶 ５８．４９
ＭＩＣ

Ｒ ２９ ２ ０．８４５ ＜０．００１

Ｉ＋Ｓ ２ ２０

碳青霉烯类 美罗培南 ４１．５１ Ｒ ２１ １ ０．８８４ ＜０．００１

ＭＩＣ
Ｉ＋Ｓ ２ ２９

大环内酯类 阿奇霉素 ３７．７４
ＭＩＣ

Ｒ ３ １７ ０．１８０ ０．０２２

Ｉ＋Ｓ ０ ３３

氯霉素类 氯霉素 ４１．５１ Ｒ ４ １８ ０．１６８ ０．０６６

ＭＩＣ
Ｉ＋Ｓ １ ３０

氨基糖苷类 庆大霉素 ４５．２８
ＭＩＣ

Ｒ １６ ８ ０．６４８ ＜０．００１

Ｉ＋Ｓ １ ２８

四环素类 四环素 ５２．８３ Ｒ ２２ ６ ０．７７６ ＜０．００１

ＭＩＣ
Ｉ＋Ｓ ０ ２５
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２．４　毒力基因携带情况　５３株ＫＰ携带１５５种毒

力基因，其中２６种与荚膜、菌毛、铁载体等主要毒力

因子有关。所有菌株携带的主要毒力基因包括菌毛

基因犳犻犿Ｈ、气杆菌素基因犻狌狋Ａ、肠杆菌素基因（犲狀狋Ａ、

犲狀狋Ｂ、犲狀狋Ｃ、犲狀狋Ｄ、犲狀狋Ｅ、犲狀狋Ｆ）。除１株（１９ＫＰ０６）外，其

余菌株均检出犻狉狅Ｎ。仅１株（２３ｋｐ１７）检出狉犿狆Ａ

基因。其余主要毒力基因的阳性率：犿狉犽Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、

Ｆ分别为９０．５７％、８６．７９％、９０．５７％、９６．２３％、

９２．４５％，犳犻犿Ａ 为９６．２３％，犻狌犮Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ 均为

３７．７４％，犻狉狅Ｂ、Ｃ、Ｄ 均为１１．３２％，犳狔狌Ａ、犻狉狆１、

狔犫狋Ａ分别为７１．７０％、７１．７０％、６９．８１％。

２．５　ＣＲＫＰ、ｈｖＫＰ和ｈｖＣＲＫＰ／ＣＲｈｖＫＰ检出情况

２．５．１　ＣＲＫＰ　检出ＣＲＫＰ２８株（占５２．８３％），

２０１９、２０２３年 ＣＲＫＰ检出率分别为０．８３％（１４／

１６８０）、０．８５％（１４／１６５６），差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。各医疗机构 ＣＲＫＰ检出率：Ａ 为１．６８％

（１０／５９６），Ｂ为０．２３％（１／４４０），Ｃ为０．２３％（１／

４４０），Ｄ为１．１９％（５／４２０），Ｅ为１．１９％（５／４２０），Ｆ为

０．４８％（２／４２０），Ｇ为０．２４％（１／４２０），Ｈ 为１．６７％

（３／１８０）。

２．５．２　ｈｖＫＰ　检出ｈｖＫＰ２０株（占３７．７４％），

２０１９、２０２３ 年 ｈｖＫＰ 检出率分别为 ０．３６％ （６／

１６８０）、０．８５％（１４／１６５６），２０２３年ｈｖＫＰ检出率高

于２０１９年（χ
２＝５．７３２，犘＝０．０１７）。不同医疗机构

ｈｖＫＰ检出率：Ａ为１．６８％（１０／５９６），Ｃ为０．２３％

（１／４４０），Ｄ 为０．９５％（４／４２０），Ｅ 为０．２４％（１／

４２０），Ｆ为０．２４％（１／４２０），Ｇ为０．２４％（１／４２０），Ｈ为

１．１１％（２／１８０），Ｂ医院未检出。

２．５．３　ｈｖＣＲＫＰ／ＣＲｈｖＫＰ　检出ｈｖＣＲＫＰ／ＣＲ

ｈｖＫＰ１３株（占２４．５３％），２０１９、２０２３年ｈｖＣＲＫＰ／

ＣＲｈｖＫＰ检出率分别为０．３６％（６／１６８０）、０．４２％

（７／１６５６），差异无统计学意义（犘＞０．０５）。各医疗

机构ｈｖＣＲＫＰ／ＣＲｈｖＫＰ检出率：Ａ为０．８４％（５／

５９６），Ｃ为０．２３％（１／４４０），Ｄ为０．９５％（４／４２０），Ｅ为

０．２４％（１／４２０），Ｆ为０．２４％（１／４２０），Ｈ 为０．５６％

（１／１８０），Ｂ、Ｇ 未检出，不同医疗机构ｈｖＣＲＫＰ／

ＣＲｈｖＫＰ检出率比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

２．５．４　不同物体表面　按物体表面类型分组，分别

对ＣＲＫＰ、ｈｖＫＰ、ｈｖＣＲＫＰ／ＣＲｈｖＫＰ检出率进行

分析，结果显示各组间 ＣＲＫＰ、ｈｖＫＰ、ｈｖＣＲＫＰ／

ＣＲｈｖＫＰ检出率差异均无统计学意义（均犘＞０．０５）。

２．５．５　主要ＳＴ型　ＣＲＫＰ菌株以ＳＴ１５ＫＬ１９（９

株）、ＳＴ１１ＫＬ２５型（６株）、ＳＴ１１ＫＬ６４型（５株）为

主，此３种型别占ＣＲＫＰ的７１．４３％（２０／２８）；ｈｖＫＰ

菌株以 ＳＴ１１ＫＬ６４（６株）、ＳＴ１１ＫＬ２５（６株）和

ＳＴ２３ＫＬ１（３株）型别为主，此３种优势型别占

ｈｖＫＰ的７５．００％（１５／２０）；ｈｖＣＲＫＰ／ＣＲｈｖＫＰ菌

株以ＳＴ１１ＫＬ２５（６株）、ＳＴ１１ＫＬ６４（５株）型别为

主，占ｈｖＣＲＫＰ／ＣＲｈｖＫＰ的８４．６２％（１１／１３）。

３　讨论

ＩＣＵ环境是医院内患者感染的重要传播途径，对

其进行监测至关重要。本研究关注医疗机构综合

ＩＣＵ环境中ＫＰ的污染状况，发现ＫＰ在ＩＣＵ环境中

广泛存在，且ＳＴ型别与国内优势株分布一致
［８９］，主

要为ＳＴ１１和ＳＴ１５，呈多样性分布。ＫＰ检出率为

１．５９％，低于刘晓杰等
［１０］报道的４．１２％。ＫＰ检出

率在不同年份间较为稳定，但在不同医疗机构间存

在差异。患者直接接触物品和共用物品的ＫＰ检出

率高于工作人员手部标本。患者直接接触物品中，

被褥的ＫＰ污染程度高于病床（扶手、床栏等）。结

合已有研究，ＩＣＵ 环境中最易被污染的物品为床

面、输液泵、床头柜等［１１］，提示医院感染的关键控制

点为患者直接接触物品和共用物品，建议增加被褥

等病房内患者高频接触物品的消毒频次。

本研究中，ＣＲＫＰ总检出率为０．８４％，低于某

次疑似医院感染暴发时环境调查的４．８４％
［１２］。５３

株ＫＰ对碳青霉烯类抗生素的耐药率为４１．５１％～

４９．０６％，高于全国细菌耐药监测网数据中ＫＰ对美

罗培南的耐药率２６．０％～２６．８％
［１３１４］，表明ＣＲＫＰ

在综合ＩＣＵ 日常环境中检出较少，但在分离出的

ＫＰ中占比较高，需引起重视。本研究分离的２８株

ＣＲＫＰ中，３９．２９％属于ＳＴ１１型ＫＬ６４和 ＫＬ２５亚

系，３２．１４％属于ＳＴ１５型ＫＬ１９亚系，而同属ＳＴ１１

型的ＫＬ４７亚系和ＳＴ１５型ＫＬ１１２亚系均未发现对

碳青霉烯类抗生素耐药。有学者对全国ＣＲＫＰ进

行进化分析，发现ＫＬ６４由ＫＬ４７演化而来
［１５］，可能

在演化过程中获得相关质粒，从而提高了耐药性。

基因测序结果显示，２８株ＣＲＫＰ携带多种β

内酰胺酶基因，前八位依次为犫犾犪ＫＰＣ２、犫犾犪ＴＥＭ１Ｂ、

犫犾犪ＣＴＸＭ６５、犫犾犪ＬＡＰ２、犫犾犪ＯＸＡ１、犫犾犪ＳＨＶ１０６、犫犾犪ＣＴＸＭ１５、

犫犾犪ＳＨＶ１８２。这些耐药基因与Ａ类碳青霉烯酶（ＫＰＣ）

以及ＴＥＭ、ＳＨＶ等广谱β内酰胺酶的合成有关，可

广泛参与细菌对β内酰胺类抗生素（如头孢菌素、青

霉素）耐药。此外，本研究分析了表型药物敏感性试

验与耐药基因预测结果的一致性，发现携带氯霉素类

耐药基因犮犪狋Ａ２以及大环内酯类耐药基因犿狆犺（Ａ）、
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犿狆犺（Ｅ）、犿狊狉（Ｅ）的菌株，其基因型与对应抗生素的

体外耐药表型之间存在较大差异，提示在实际监测

和研究中，仅依据抗菌药物耐药基因（ＡＲＧｓ）预测

细菌耐药性存在局限性。

尽管本研究中５３株 ＫＰ中ｈｖＫＰ占比低于

ＣＲＫＰ，但２０２３年ｈｖＫＰ的检出率高于２０１９年，提

示ＩＣＵ环境中ＫＰ的毒力基因携带率可能增加，致

病力增强。世界卫生组织（ＷＨＯ）指出，碳青霉烯

类耐药ＳＴ２３型ｈｖＫＰ已成为全球公共卫生的一大

威胁［１６］。本研究２０株ｈｖＫＰ中有３株为ＳＴ２３型，

其中１株（２０１９ＫＰ１３）对亚胺培南耐药，该株同时携

带编码以下毒力因子的基因：菌毛（犿狉犽ＡＢＣＤＦ、

犳犻犿ＡＨ）、气杆菌素（犻狌犮ＡＢＣＤ、犻狌狋Ａ）、肠杆菌素

（犲狀狋ＡＢＣＤＥＦ）、沙门菌素（犻狉狅ＢＣＤＮ）和耶尔森菌素

（犳狔狌Ａ、犻狉狆１、狔犫狋Ａ）。这些毒力基因有助于细菌快

速复制和繁殖，促进定植和生物膜形成及成熟，增强

细菌毒力［１７］。该菌株的发现表明，本区域综合ＩＣＵ

环境中可能已出现ＳＴ２３型ｈｖＫＰ通过获得碳青霉

烯类耐药质粒转变为ＣＲｈｖＫＰ的现象。更广泛的

毒力与耐药共进化［１８］表现为ＣＲＫＰ获得毒力质粒

后转变为ｈｖＣＲＫＰ。ＳＴ１１ＫＬ６４型是这种转变的

典型代表［１９］，因其具有增强的抗氧化能力而获得进

化优势，且与该克隆型相关的毒力质粒表现出对

ＳＴ１１宿主的潜在偏好，使其具备更高的毒力基因

携带率、更强的抗吞噬作用及生存优势［２０２１］。本研

究分离的６株ＳＴ１１ＫＬ６４型菌株中，５株为ＣＲＫＰ

（２０１９ＫＰ１４、２０１９ＫＰ１５、２０１９ＫＰ１６、２０１９ＫＰ１７、

２０２３ＫＰ１５）。这 些 ＣＲＫＰ 菌 株 均 携 带犪犪犱Ａ２、

犫犾犪ＫＰＣ２、犫犾犪ＬＡＰ２、犳狅狊Ａ、狇狀狉Ｓ１、狋犲狋（Ａ）等耐药基因，部

分菌株携带狉犿狋Ｂ、犫犾犪ＣＴＸＭ６５、犫犾犪ＴＥＭ１Ｂ、犳狅狊Ａ３等耐

药基因，均表现为多重耐药。同时，这５株菌还携带

编码以下毒力因子的基因：菌毛 （犿狉犽ＡＢＣＤＦ、

犳犻犿ＡＨ）、气杆菌素（犻狌犮ＡＢＣＤ、犻狌狋Ａ）、肠杆菌素

（犲狀狋ＡＢＣＤＥＦ）、沙门菌素受体（犻狉狅Ｎ）、耶尔森菌素

（犳狔狌Ａ、犻狉狆１、犻狉狆２、狔犫狋Ａ）等，表明它们具有高水平

耐药性和高致病潜力。

ＣＲＫＰ的临床治疗药物
［２２］通常包括替加环素、

多黏菌素和新型β内酰胺酶抑制剂复方制剂，如头孢

他啶／阿维巴坦。本研究发现１株ＣＲＫＰ（２０１９ＫＰ２２）

对替加环素和头孢他啶／阿维巴坦耐药，属于ＳＴ１５

ＫＬ１９型，携带四环素耐药基因狋犲狋（Ａ）和Ａ类碳青

霉烯酶基因犫犾犪ＫＰＣ２。尽管该株不携带经典替加环

素耐药基因狋犲狋（Ｘ），但其狋犲狋（Ａ）基因发生突变，加

之外排泵狅狇狓ＡＢ和 Ａ犮狉ＡＢＴｏｌＣ外排系统的共同

作用［２３］，可能导致了对替加环素的耐受表型。

综上所述，ＫＰ在医疗机构综合ＩＣＵ环境中污

染广泛，主要表现为以ＳＴ１１和ＳＴ１５为优势的多样

性分布。在本研究分离株中，ＣＲＫＰ的比例高于

ｈｖＫＰ，但ＫＰ菌株的毒力基因携带率更高，存在致

病力增强的危险。ＳＴ１１ＫＬ６４型具有生存优势和

高水平的耐药性及致病潜力，与检出的ＳＴ２３型相

比，ＳＴ１１ＫＬ６４可能对公共卫生造成更大的威胁，

提示临床需重视ＩＣＵ环境的感染控制，并警惕未来

可能的感染暴发风险。
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