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　　[摘要]　目的:研究临床分离的多重耐药肺炎克雷伯菌(MDRKP)的耐药表型及同源性,为有效预防及控制

医院感染提供依据。方法:收集44株 MDRKP临床分离株,用 MIC法进行药敏试验;采用脉冲场凝胶电泳(PF-
GE)技术对菌株进行分子分型,建立医院PFGE指纹图谱库,运用Bionumeries生物分析软件对菌株之间的亲缘

关系及同源性进行分析。结果:44株 MDRKP对16种临床常见抗菌药物呈广泛耐药,其中对氨苄西林、哌啦西

林/他唑巴坦、头孢唑林他和喹诺酮类抗生素100%耐药,以呼吸科和ICU 占比最高(分别占27.2%和25.0%)。

PFGE分子分型共分为16个谱型,优势型分别为 K12和 K13型,菌株间相似性系数达83.0%以上。结论:同病

区菌株呈高度同源性分布,且可能存在院内的同源暴发,应加强细菌耐药性监测和医院感染的监控。
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Drugresistancephenotypeandnosocomialinfectioncontrolofmultiple
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Abstract　Objective:Toinvestigatethedrug-resistantphenotypeandhomologyofmultidrug-resistantKleb-
siellapneumoniae(MDRKP)isolatedfromhospitalassotoprovidereferencefortheeffectivecontrolofnosocomi-
alinfections.Method:Atotalof44clinicalisolatesofMDRKPwerecollected,andthedrugsensitivitytestwas
carriedoutbyMICmethod.Themoleculartypingofthestrainswascarriedoutbypulsedfieldgelelectrophoresis
(PFGE),andthePFGEfingerprintLibraryofthehospitalwasestablished.TheBionumeriesgeneticanalysissoft-
warewasusedtoanalyzethephylogeneticrelationshipandhomologybetweenthestrains.Result:44strainsof
MDRKPwereextensivelyresistantto16commonclinicalantibiotics.PFGEmoleculartypingwasdividedinto16
spectrumtypes,thedominanttypeswereK12andK13,andthesimilaritycoefficientbetweenstrainswasmore
than83.0%.Conclusion:Thestrainsinthesamewardarehighlyhomologous,andtheremaybehomologousout-
breaksinthehospital.Thesurveillanceofbacterialresistanceandnosocomialinfectionshouldbestrengthened.

Keywords　multi-drugresistantklebsiellapneumoniae;pulsedfieldgelelectrophoresis;nosocomialinfection

　　肺炎克雷伯菌是临床分离及医院感染的重要

致病菌之一,随着β-内酰胺类及碳青酶稀类等广谱

抗菌素的广泛使用,其呈现出严重的多重耐药性,
对亚胺培南和美罗培南的耐药率分别从2005年的

3.0%和 2.9% 上 升 到 了 2017 年 的 20.9% 和

24.0%〔1〕,耐药率上升幅度高达8倍。另外因肺炎

克雷伯菌能在环境中存活,而30%的医院感染是

通过医护人员的手或环境来传播的〔2〕。因此,肺炎

克雷伯菌每年的分离率亦呈稳步上升趋势,并迅速

上升呈现出散播现象〔1,3〕。明确肺炎克雷伯菌在病

区环境中的传播特点和定植状态,对于感染的预防

控制至关重要。本研究为了解医院肺炎克雷伯菌

在环境中流行特点及菌株传播情况,选择了经常分

离出肺炎克雷伯菌的16个科室44株多重耐药肺

炎克雷伯菌(multi-drugresistantklebsiellapneu-
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moniae,MDRKP)作为研究对象,采用脉冲场凝胶

电泳技术(pulsefieldgelelectrophoresis,PFGE)
进行分离菌株的同源性鉴定,追踪其传播途径,现
报告如下。

1　材料与方法

1.1　菌株鉴定及药敏试验

收集2018-03—2019-02入住我院ICU、呼吸

科、感染科和血液科等16个科室感染患者的血、
尿、痰和脓液等标本培养。分离出的细菌使用 BD
凤凰微生物鉴定和药敏试验。将耐三类或三类以

上抗生素的 MDRKP〔4〕放-80℃低温保存。
1.2　PFGE及聚类分析

参照文献〔5〕进行实验操作,将-80℃保存的

细菌培养过夜,制成4麦氏浊度菌悬液与1%金琼

脂糖凝胶(SKG)∶1%十二烷基硫酸钠(SDS)混

合,制成琼脂糖胶,将制备好的胶块放入加有蛋白

酶 K的细菌裂解液中消化裂解,54℃、130r/min、
孵育3h。XbaⅠ37℃酶切24h。制备1%琼脂糖,
冷却后上样,进行电泳20h。电泳完毕后胶块用

EB染色30min,用水脱色4h后拍照,PFGE成像

结果应用Bionumeries软件包进行检测分析。
1.3　判断标准

按照 Tenover等〔6〕的判断标准,Dice相关系数

≥80.00%可认为是相关的基因型,即提示为同源

菌株,其谱型以 K1、K2、K3……进行编号。
1.4　统计学方法

采用Excel录入数据,计数资料采用例数或百

分比表示。

2　结果

2.1　MDRKP临床分布

研究期间共分离出 MDRKP44株。其中呼吸

科和ICU分离到最多,占52.2%,表明有局部流行

现象。其他菌株来自另外的14个科室,表明其有

呈散发状态,见表1。
2.2　药敏试验结果

44株 MDRKP对氨苄西林、哌啦西林/他唑巴

坦、头孢唑林和左氧氟沙星等均100.0%耐药,除
对阿米卡星耐药率较低和多粘菌素均敏感外,对其

余抗菌药物的耐药率均>88.0%,见表2。
2.3　PFGE及聚类结果

44株 MDRKP通过PFGE共得到16个谱型,
其中以K12为优势谱型,其次为K13、K4和K7,见
表3。通过聚类分析,发现同一菌株可在ICU、呼
吸科、神经监护中心、普外三病区、全科医疗科、血
液科和康复医学科间传播。同源性≥80.00%在

ICU为58.3%(7/12),呼吸科为38.5%(5/13),总
44株菌为79.5(35/44)。

表1　MDRKP检出科室分布及构成比

科室 菌株数 构成比/%
呼吸科 11 25.0
ICU 12 27.2
感染科 2 4.5
骨科 1 2.3
急诊科 1 2.3
康复医学科 4 9.1
泌尿外科 2 4.5
普外科 1 2.3
全科医学科 2 4.5
神经内科 3 6.8
脑外科 1 2.3
消化内科 1 2.3
血液科 3 6.8

表2　44株 MDRKP对16种抗生素的耐药率 %

抗生素种类 耐药株数 耐药率/%
氨苄西林 44 100.0
哌啦西林/他唑巴坦 44 100.0
头孢唑林 44 100.0
头孢噻肟 43 97.7
头孢他啶 43 97.7
头孢西丁 42 95.5
庆大霉素 41 93.2
亚胺培南 39 88.6
环丙沙星 43 100.0
多粘菌素E 0 0.0
米诺环素 41 93.2
阿米卡星 10 22.7
氨曲南 42 95.5
头孢吡肟 44 100.0
美罗培南 40 90.1
左氧氟沙星 44 100.0

表3　44株PFGE谱型分布

PFGE 菌株(n=44) 分型构成比/%
K1 1 2.3
K2 1 2.3
K3 1 2.3
K4 4 9.1
K5 1 2.3
K6 1 2.3
K7 4 9.1
K8 1 2.3
K9 1 2.3
K10 3 6.8
K11 1 2.3
K12 13 29.5
K13 8 18.2
K14 1 2.3
K15 1 2.3
K16 2 4.5
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3　讨论

近年来肺炎克雷伯菌在医院耐药现象越来越

严重,据 CHINET 监测其对碳青酶稀类药物的耐

药率从2005到2017年间上升了8倍〔1〕,已成为导

致院内病死率较高的病原菌之一。本研究的44株

MDRKP对15种临床常用抗菌药物呈广泛耐药,
只对多粘菌素还保持敏感,但即使是作为人类的最

后一道防的多粘菌素也出现了耐药现象〔7〕,因此加

强临床药物的合理使用和对肺炎克雷伯菌感染源

的监测尤为重要。PFGE能够准确的从分子角度

分析菌株相关性与调查暴发的原因,在流行病学调

查中发挥着重要作用。本研究PFGE分型结果显

示,在同一病区存在多个克隆(ICU,K1、K4、K5、
K12、K13和 K15),提示来源不同;而同一克隆又

可存在于不同病区中(如 K4、K7、K12和 K13),这
可能由科室间患者的相互转诊所导致。

由于医院感染的普遍存在,本研究的44 株

MDRKP主要发生在各类侵入性操作较多的科室,
提示医务工作者在进行此类侵入式操作时,需严格

执行无菌操作,包括执行严格的手卫生制度,隔离

预防措施的实施,环境和设备消毒的落实,以及感

染暴发的控制等方面〔8〕,尽可能降低患者感染的概

率。近年来肺炎克雷伯菌对各类抗菌药物的耐药

率均出现提升,特别是多重耐药株的出现,为临床

医生的用药选择带来了挑战,因此加强细菌耐药监

测,在出现感染后根据本地区或者本院的抗菌药物

监测结果或药敏试验结果使用合理的抗菌药物进

行病情控制,才能或减少多重耐药菌的产生。
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