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［摘　要］　目的　了解某医疗机构耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌（ＣＲＫＰ）感染患者临床分离株与环境分离株的同源

性。方法　收集该院１例患者分离的ＣＲＫＰ与该患者周围环境中检出的４例肺炎克雷伯菌，测定５株菌对临床上

常用抗菌药物的敏感性，利用改良 Ｈｏｄｇｅ试验和ＣＩＭ（ＣａｒｂａｐｅｎｅｍＩｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎＭｅｔｈｏｄ）试验检测５株菌产碳青霉

烯酶情况，采用脉冲场凝胶电泳（ＰＦＧＥ）对其进行同源性分析。结果　药敏试验结果显示，５株肺炎克雷伯菌（１株

来自患者，４株来自于患者所在的病房环境，分离自护工手、溶液瓶口、升降扶手、床栏杆）除对头霉素类、氨基糖苷

类抗生素的药敏结果不一致外，对其他各类抗菌药物均表现为耐药。改良 Ｈｏｄｇｅ试验和ＣＩＭ 试验证实５株菌均

产碳青霉烯酶；ＰＦＧＥ结果显示，病房溶液瓶口、床栏杆、病床升降扶手同患者标本分离的ＣＲＫＰ电泳图谱一致，为

同一菌株，而护工手同患者标本分离的ＣＲＫＰ电泳图谱有２条条带的差异，其菌株间有相近的关系。结论　患者

及其周围环境检出同一种ＣＲＫＰ，应严格执行医院感染控制制度，隔离感染患者，加强环境的清洁与消毒，避免医

院感染暴发。

［关　键　词］　肺炎克雷伯菌；碳青霉烯酶类抗生素；脉冲场凝胶电泳；同源性分析
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［ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌ，２０１７，１６（８）：６９３－６９７］

　　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，Ｋ．ｐｎ）

是医院和社区获得性感染的重要肠杆菌科病原菌，

广泛分布于自然界，存在于土壤和水中，人和动物肠

道内更常见。碳青霉烯类抗生素是目前治疗肠杆菌

科细菌，尤其是产超广谱β内酰胺酶（ｅｘｔｅｎｄｅｄ

ｓｐｅｃｔｒｕｍβｌａｃｔａｍａｓｅｓ，ＥＳＢＬｓ）和ＡｍｐＣ酶等多重

耐药菌引起的严重感染最有效的抗菌药物之一［１］。

近年来，随着此类抗生素的广泛应用，临床逐渐出现

了耐碳青霉烯类抗生素的肠杆菌科细菌，特别是耐

碳青霉烯类抗生素肺炎克雷伯菌（ｃａｒｂａｐｅｎｅｍｒｅ

ｓｉｓｔａｎｔ犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲，ＣＲＫＰ）的报道逐年

增多，涉及的国家和区域越来越广，所引起的医疗机

构相 关 性 感 染 （ｈｅａｌｔｈｃａｒｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，

ＨＡＩ）暴发流行逐年递增，给临床抗该菌感染治疗和

医疗机构相关性感染控制带来极大的挑战［２３］。目

前，脉冲场凝胶电泳（ｐｕｌｓｅｄｆｉｅｌｄｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅ

ｓｉｓ，ＰＦＧＥ）仍然是病原菌流行病学调查和分子分型

的金标准［４］，通过分子分型确定菌株间流行病学相

关性，对预防和监测肺炎克雷伯菌引起的医疗机构

相关性感染具有积极作用。本研究采用ＰＦＧＥ技

术，对医疗机构相关性感染患者临床分离株与该患

者所住病房环境中分离的肺炎克雷伯进行同源性分

析，探讨患者病原菌与其周围环境分离病原菌的关

系，追踪医院感染来源，明确传播途径，为减少医院

感染的发生提供理论依据，为其他医疗机构医院感

染管理科工作人员控制医院感染提供参考案例。

１　对象与方法

１．１　菌株来源　患者标本分离的ＣＲＫＰ来源于本

院检验科微生物室，环境来源的４株ＣＲＫＰ来源于

本院医院感染管理科。质控菌株为大肠埃希菌

ＡＴＣＣ２５９２２、金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ２５９２３、肺炎

克雷伯菌 ＡＴＣＣＢＡＡ１７０５和 ＡＴＣＣＢＡＡ１７０６，

均购于中国工业微生物菌种保藏中心。

１．２　仪器与试剂　ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动微生

物分析系统及革兰阴性杆菌鉴定卡、革兰阴性杆菌

药敏卡购自于法国ＢｉｏＭｅｒｉｅｕｘ公司，脉冲场凝胶

电泳仪购自美国ＢｉｏＲａｄ公司，溶菌酶购自Ｓｉｇｍａ

公司，蛋白酶 Ｋ购自Ｒｏｃｈｅ公司，ＡｐａⅠ限制性内

切酶购自ＴＯＹＯＢＯ公司。

１．３　方法

１．３．１　标本采集　本院医院感染管理科通过实时

监控系统及检验科微生物检验报告得知，某科室１

例患者多次检出ＣＲＫＰ。为预防和控制ＣＲＫＰ医

院感染暴发，医院感染管理科于该患者连续３次分

离ＣＲＫＰ后开展医院感染调查，对患者周边环境进

行了工作状态下的微生物采样（此时距该患者第一

次分离ＣＲＫＰ仅一周时间），共采样１７份标本，采

样后微生物培养严格参照《医疗机构消毒技术规范》

（ＷＳ／Ｔ３６７２０１２）
［５］及《全国临床检验操作规程》［６］

进行。

１．３．２　菌株鉴定和药敏试验　所有菌株均由

ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动微生物分析系统进行鉴

定及药敏试验，药敏判断标准及质控按照２０１６年版

美国临床实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）标准
［７］执行。

１．３．３　改良Ｈｏｄｇｅ试验　根据２０１６年版ＣＬＳＩ推

荐，将０．５麦氏单位的大肠埃希菌标准菌株 ＡＴＣＣ

２５９２２菌液稀释１０倍后均匀涂布在 ＭＨ平皿上，中

间贴上１０μｇ／片厄他培南的纸片，将受试菌株以厄

他培南纸片为起点，沿离心方向划线，３５℃培养过

夜，抑菌圈内呈现矢状者为阳性。以肺炎克雷伯菌

标准菌株ＡＴＣＣＢＡＡ１７０５为阳性对照，以肺炎克

雷伯菌ＡＴＣＣＢＡＡ１７０６为阴性对照。

１．３．４　ＣＩＭ（ｃａｒｂａｐｅｎｅｍｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ）试

验　参考文献
［８］，用１０μＬ接种环刮取要检测细菌

的菌落至满环，加入４００μＬ的蒸馏水中，混匀后放

入含量为１０μｇ的美罗培南药敏纸片，３５℃温育至

少２ｈ，在 ＭＨ药敏平皿上均匀涂布０．５麦氏单位

的大肠埃希菌标准菌株 ＡＴＣＣ２５９２２，将温育好的

美罗培南药敏纸片贴到平皿板上，３５℃温育至少

６ｈ，观察结果。如果药敏纸片周围无抑菌圈，则为

产碳青霉烯酶，如果药敏纸片周围有抑菌圈，则为

阴性。

１．３．５　ＰＦＧＥ　操作步骤参考文献
［９１０］描述的方法

并略加改进。菌种复活后，挑取新鲜单个菌落用

３ｍＬＣＳＢ溶液制备成约４．０麦氏单位的菌悬液，

取２００μＬ菌悬液于５０℃水浴中与１ｇ／ｄＬ低熔点
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琼脂糖凝胶等体积混合，静置制成凝胶块。凝固后

将凝 胶 块 投 入 到 ２ ｍＬ 含 有 ２００μＬ 溶 菌 酶

（２０ｍｇ／ｍＬ）的ＣＬＢ溶液中，３７℃１２０ｒ／ｍｉｎ干热

振荡过夜，吸去ＣＬＢ溶液，加入含２０μＬ蛋白酶Ｋ

（２０ｍｇ／ｍＬ）的２ｍＬＣＬＢ溶液中５５℃１２０ｒ／ｍｉｎ

干热振荡过夜，吸去ＣＬＢ溶液，用５０℃ ＴＥ溶液洗

胶５次，每次５０℃，１２０ｒ／ｍｉｎ１５ｍｉｎ。最后将胶块

置于ＴＥ溶液中保存于４℃备用。切下２～３ｍｍ大

小胶块，浸入１５０μＬ酶切体系中（其中含ＸｂａⅠ酶

３０Ｕ），３７℃水浴中酶切过夜。电泳参数为６Ｖ／ｃｍ，

脉冲时间５～２０ｓ，１４℃，１２０度夹角，电泳时间

１５ｈ。电泳结束后，将凝胶取出，用 ＧｅｎｅＧｒｅｅｎ液

染色３０ｍｉｎ，去离子水脱色，凝胶成像系统观察并

拍照。

１．４　结果判定　参考《实用临床微生物学检验与图

谱》［１１］及文献［１２］：ＰＦＧＥ图谱一致说明为相同菌株，

１～３条带有差异说明菌株间有相近关系，且只有单

基因的改变；４～６条带有差异说明菌株间可能有相

近关系，表示有两个独立基因的差异；如果菌株间有

６条或更多条带差异，说明有３个或更多基因变化，

被视为无相关性。

２　结果

２．１　临床资料　患者男性，７４岁，因左侧顶枕叶脑

出血入院，入院前２年有过两次开颅手术史，术后生

活基本能自理。本次入院后第５天出现低热，胸片

提示肺部感染，行气管插管切开术，同时送检合格痰

培养，检出鲍曼不动杆菌。之后每隔２ｄ送检１次

痰培养，第１４天痰培养检出 ＣＲＫＰ（菌株缩写：

Ｋ．ｐｎ１）。

２．２　患者病房环境微生物采样结果　医院感染管

理科工作人员从检验科微生物报告中发现该患者

３次分离出ＣＰＫＰ，遂对此菌株进行了重新鉴定和

药敏试验，结果与检验科微生物室报告结果相同。

感染管理科工作人员对该患者病房环境多位点进行

了工作状态下的微生物采样，培养结果显示，患者周

围环境带菌量较高，除呼吸机Ｓａｖｉｎａ３接口以及护

士手带菌量在合格范围（≤１０ＣＦＵ／ｃｍ
２）之内外，其

他环境采样标本含菌量均远＞１０ＣＦＵ／ｃｍ
２。对其

中的常见病原菌进行鉴定，发现流量表、柜子表面环

境中检出鲍曼不动杆菌，护工手、溶液瓶口、升降扶

手、床栏杆均检出ＣＲＫＰ。具体环境各位点采样微

生物检测结果见表１。

２．３　病原菌药物敏感试验结果　医院感染管理科

工作人员对分离的５株肺炎克雷伯菌（１株来自患

者，４株来自于患者所在的病房环境）进行药敏试

验，结果显示，５株肺炎克雷伯菌除对头霉素类、氨

基糖苷类抗生素的药敏结果不一致外，对其他各类

抗菌药物均表现为耐药。见表２。

２．４　改良 Ｈｏｄｇｅ试验　５株肺炎克雷伯菌改良

Ｈｏｄｇｅ试验均呈阳性，证明５株肺炎克雷伯菌均产

生碳青霉烯酶。见图１。

２．５　ＣＩＭ 试验结果　５株肺炎克雷伯菌的抑菌圈

均为６ｍｍ，证明５株肺炎克雷伯菌均产碳青霉烯

酶，水解美罗培南，使大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２对

美罗培南呈现耐药结果。见图２。

表１　患者病房环境中微生物采样菌落计数及肺炎克雷伯

菌检出情况

犜犪犫犾犲１　Ｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍｉｎｇｕｎｉｔｓａｎｄｉｓｏｌａｔｉｏｎｏｆ犓．狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲

ｆｒｏｍｐａｔｉｅｎｔ’ｓｗａｒｄｓｕｒｒｏｕｎｄｉｎｇ

采样部位
菌落数

（ＣＦＵ／ｃｍ２）
分离菌株　　 菌株缩写

呼吸机Ｓａｖｉｎａ３接口 ０．００ 　－ －

护士手 ４．６７ 　－ －

输液牌 ３６．４０ 　－ －

隔帘 ３７．２０ 　－ －

流量表 ６２．５０ 鲍曼不动杆菌 －

保洁人员手 ６３．３３ 　－ －

保洁阿姨手 ７７．６７ 　－ －

监护仪按钮 ８６．００ 　－ －

病历夹 ９６．００ 　－ －

床头栏 １４６．８０ 　－ －

呼吸机Ｓａｖｉｎａ３按钮 １８２．００ 　－ －

柜子表面 １９２．７０ 鲍曼不动杆菌 －

柜子把手 １０６０．００ 　－ －

溶液瓶口 １０６０．００ ＣＲＫＰ Ｋ．ｐｎ２

床栏杆 ＞５０００．００ ＣＲＫＰ Ｋ．ｐｎ３

护工手 １７２．３３ ＣＲＫＰ Ｋ．ｐｎ４

升降扶手 ＞５０００．００ ＣＲＫＰ Ｋ．ｐｎ５
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表２　５株肺炎克雷伯菌对抗菌药物的 ＭＩＣ值及药敏试验结果

犜犪犫犾犲２　Ｍｉｎｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｖａｌｕｅｓａｎｄａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆ５ｓｔｒａｉｎｓｏｆ犓．狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲

抗菌药物

Ｋ．ｐｎ１

ＭＩＣ

（μｇ／ｍＬ）

药敏

结果

Ｋ．ｐｎ２

ＭＩＣ

（μｇ／ｍＬ）

药敏

结果

Ｋ．ｐｎ３

ＭＩＣ

（μｇ／ｍＬ）

药敏

结果

Ｋ．ｐｎ４

ＭＩＣ

（μｇ／ｍＬ）

药敏

结果

Ｋ．ｐｎ５

ＭＩＣ

（μｇ／ｍＬ）

药敏

结果

氨苄西林／舒巴坦 ≥３２ Ｒ ≥３２ Ｒ ≥３２ Ｒ ≥３２ Ｒ ≥３２ Ｒ

哌拉西林／他唑巴坦 ≥１２８ Ｒ ≥１２８ Ｒ ≥１２８ Ｒ ≥１２８ Ｒ ≥１２８ Ｒ

头孢唑林 ≥６４ Ｒ ≥６４ Ｒ ≥６４ Ｒ ≥６４ Ｒ ≥６４ Ｒ

头孢他啶 ≥６４ Ｒ ≥６４ Ｒ ≥６４ Ｒ ≥６４ Ｒ ≥６４ Ｒ

头孢曲松 ≥６４ Ｒ ≥６４ Ｒ ≥６４ Ｒ ≥６４ Ｒ ≥６４ Ｒ

头孢吡肟 　１６ Ｒ 　１６ Ｒ 　３２ Ｒ 　３２ Ｒ 　１６ Ｒ

头孢替坦 　１６ Ｒ 　１６ Ｓ 　１６ Ｓ 　１６ Ｓ 　１６ Ｓ

氨曲南 ≥６４ Ｒ ≥６４ Ｒ ≥６４ Ｒ ≥６４ Ｒ ≥６４ Ｒ

亚胺培南 　８ Ｒ ≥１６ Ｒ ≥１６ Ｒ ≥１６ Ｒ 　８ Ｒ

厄他培南 ≥８ Ｒ ≥８ Ｒ ≥８ Ｒ ≥８ Ｒ ≥８ Ｒ

阿米卡星 ≤２ Ｓ ≤２ Ｓ ≤２ Ｓ ≤２ Ｓ ≤２ Ｓ

庆大霉素 ≥１６ Ｒ ≥１６ Ｒ ≥１６ Ｒ ≤１ Ｓ ≥１６ Ｒ

妥布霉素 　８ Ｉ 　８ Ｉ 　８ Ｉ ≤１ Ｓ 　８ Ｉ

环丙沙星 ≥４ Ｒ ≥４ Ｒ ≥４ Ｒ ≥４ Ｒ ≥４ Ｒ

左氧氟沙星 ≥８ Ｒ ≥８ Ｒ ≥８ Ｒ ≥８ Ｒ ≥８ Ｒ

呋喃妥因 ≥５１２ Ｒ 　２５６ Ｒ 　２５６ Ｒ ≥５１２ Ｒ 　２５６ Ｒ

复方磺胺甲口恶唑 　８０ Ｒ 　８０ Ｒ ≥３２０ Ｒ ≤２０ Ｓ ≥３２０ Ｒ
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图１　５株肺炎克雷伯菌改良 Ｈｏｄｇｅ试验阳性

犉犻犵狌狉犲１　ＰｏｓｉｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍｏｄｉｆｉｅｄＨｏｄｇｅｔｅｓｔｉｎｇｏｆ５ｓｔｒａｉｎｓｏｆ犓．狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲

!"#$%

!"#$& !"#$'

!"#$(

!"#$)

图２　５株肺炎克雷伯菌ＣＩＭ试验阳性结果

犉犻犵狌狉犲２　ＰｏｓｉｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＣＩＭｏｆ５ｓｔｒａｉｎｓｏｆ犓．狆狀犲狌

犿狅狀犻犪犲

２．６　ＰＦＧＥ结果　根据ＰＦＧＥ图谱判读标准，病房

溶液瓶口、床栏杆、病床升降扶手同患者标本分离的

肺炎克雷伯菌电泳图谱一致，为同一菌株，而护工手

同患者标本分离的肺炎克雷伯菌电泳图谱有２条条

带的差异，其菌株间有相近的关系。见图３。

!"#$% &

　　Ｍ：为 Ｍａｒｋｅｒ，泳道１—５分别为犓．狆狀１—犓．狆狀５

图３　５株肺炎克雷伯菌ＰＦＧＥ图

犉犻犵狌狉犲３　ＰＦＧＥｒｅｓｕｌｔｓｏｆ５ｓｔｒａｉｎｓｏｆ犓．狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲
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３　讨论

肺炎克雷伯菌已成为医院感染和免疫缺陷患者

感染的重要机会致病菌，可通过患者之间交叉感染

或呼吸机等医疗器械传播［１３］；碳青霉烯类抗生素是

目前治疗肺炎克雷伯菌感染最有效的抗生素［１４］，随

着此类药物在临床上的广泛应用，对其耐药的肺炎

克雷伯菌日益增多。本研究中从患者痰标本多次检

出了耐碳青霉烯类抗生素的肺炎克雷伯菌，为预防

和控制该菌株引起的医院感染暴发，医院感染管理

科立刻对患者周边环境进行环境卫生学采样监测，

从周围环境中共分离出４株ＣＲＫＰ。经改良Ｈｏｄｇｅ

试验和ＣＩＭ试验证实，本组肺炎克雷伯菌产碳青霉

烯酶，与文献报道我国泛耐药肠杆菌科细菌耐药机

制主要为产生碳青霉烯酶的报告一致［１５］。为进一

步明确菌株的同源关系，我们采用目前病原菌分子

分型的 “金标准”ＰＦＧＥ对其进行分子分型，结果证

实５株肺炎克雷伯菌有高度同源性，证明患者分离

ＣＲＫＰ极大可能来自于医院环境，或许与医务人员

未严格执行相关医院感染控制制度有关。

据世界卫生组织（ＷｏｒｌｄＨｅａｌｔｈＯｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ）

报告，在中低收入的国家，医疗机构相关性感染发生

率在５．７％～１９．１％
［１６］，可见全球医疗机构相关性

感染控制形式仍然严峻，我国作为发展中的中等收

入大国，医疗机构相关性感染的控制任务仍然任重

而道远。本文作者在日常工作中通过实时监测系统

发现ＣＲＫＰ，并及时关注和追踪，通过对患者和医务

人员密切接触的环境进行采样，寻找患者ＣＲＫＰ可

能的来源，并对患者及时进行隔离，从源头上阻止了

医疗机构相关性感染暴发的可能，为其他医疗机构

医院感染管理科工作人员在日常工作中及时发现多

重耐药，尤其是泛耐药菌，控制医疗机构相关性感染

的暴发提供了一个很好的案例。
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