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医院环境监测与临床分离的肺炎克雷伯菌的
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　　肺炎克雷伯菌（ＫｌｅｂｓｉｅｌｌａＰｎｅｕｍｏｎｉａｅ，ＫＰＮ）为条
件致病菌，分布于正常呼吸道、消化道中，一旦进入伤

口、肺部或泌尿系统后即出现很强的致病力，是社区

和医院感染的常见致病菌［１］，可引起肺炎、脑膜炎、败

血症等疾病。因其高发及广泛耐药，给临床治疗带来

了很大困难，且可导致医院感染的流行和暴发［２］。为

有效控制ＫＰＮ所致医院感染的流行和暴发，本研究
采用随机扩增多态性 ＤＮＡ（ｒａｎｄｏｍｌｙａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙ
ｍｏｒｐｈｉｃＤＮＡ，ＲＡＰＤ）分型技术对医院感染目标监测
与临床分离的ＫＰＮ进行了同源性分析，并观察其耐
药情况，以便明确发生医院感染的高危因素，从而采

取有针对性的措施，降低医院感染的发生。

１　资料与方法

１．１　资料
１．１．１　菌株来源　　（１）医院感染目标监测菌株：
２００９年１２月至２０１０年２月大连市儿童医院医院感
染管理科对监护病房、新生儿病房及手术室的物表、

洗手液、医务人员的手及鼻腔分泌物进行了采样，选

取ＫＰＮ作为目标监测菌予以保留。（２）临床分离菌
株：对同期新生儿病房分离自患儿的ＫＰＮ予以保留。
１．１．２　药敏纸片及培养基　　９种药敏纸片均为
英国 ＯＸＯＩＤ公司产品。ＭＨ琼脂购自杭州天和微
生物试剂有限公司。

１．１．３　试剂　　随机引物（５′ＧＧＧＡＴＧＧＡＡＣ３′），
ＴａｑＤＮＡ聚合酶，ＰＣＲ反应配套试剂盒及 ＤＮＡ
ＭａｒｋｅｒＤＬ２００均购自大连宝生物有限公司。
１．１．４　仪器　　法国生物梅里埃公司生产的 ＡＴＢ
半自动细菌鉴定仪及配套的 Ｄ３２Ｅ鉴定条；美国
ＢＤ９０５０全自动血培养仪；美国ＡＢＩ公司ＰＣＲ仪；美

国ＴｈｅｒｍｏＥＣ公司的电泳仪；美国Ｋｏｄａｋ公司Ｉｍａｇｅ
Ｓｔａｔｉｏｎ４４０凝胶成像仪。
１．２　方法
１．２．１　细菌分离及鉴定　　严格遵照《全国临床
检验操作规程》进行菌株的培养、纯化、分离，而后

行梅里埃Ｄ３２Ｅ鉴定。菌株以半固体法保存。质控
菌株为肺炎克雷伯菌ＡＴＣＣ７００６０３。
１．２．２　纸片扩散法药敏试验　　采用 ＫＢ纸片
法，按照美国临床实验室标准化委员会（ＮＣＣＬＳ）
２００１年提供的标准判读结果。质控菌株为大肠埃
希菌ＡＴＣＣ２５９２２。
１．２．３　ＤＮＡ提取　　将ＫＰＮ转接到血平板上，３７℃
培养 １６ｈ，取新鲜菌落溶于无菌 ＥＰ管中，加入
５００μＬ双蒸水重悬菌液，１００００转／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，弃
掉上清，经裂解液裂解，加入蛋白酶Ｋ消化，再用饱和
酚、氯仿、异戊醇抽提，最后用无水乙醇将ＤＮＡ沉淀。
１．２．４　菌株同源性的检测　　采用 ＲＡＰＤＰＣＲ扩
增法。扩增体系总体积为 ２５μＬ，含引物 ２μＬ，
ｄＮＴＰ２μＬ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶 ０．５μＬ，模板 ＤＮＡ
２μＬ，１０×ＰＣＲ缓冲液２．５μＬ，置ＰＣＲ仪９５℃预变
性５ｍｉｎ；９５℃变性 ４５ｓ，３６℃退火４５ｓ，７２℃延伸
２ｍｉｎ，共４０个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。取扩增
产物５μＬ，经２％琼脂糖凝胶电泳检测。
１．３　扩增结果的分析

电泳结果利用凝胶成像分析系统进行观察并扫

描记录。根据较通用的判定标准，出现一条大小不

同、位置不同的条带时即认为是不同的克隆株。

２　结果

２．１　ＫＰＮ的来源及分布情况

·７９９·



第１３卷第１２期
２０１１年１２月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国当代儿科杂志ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．１３Ｎｏ．１２
Ｄｅｃ．２０１１

１１株ＫＰＮ分离自２００９年１２月至２０１０年２月
医院感染管理科的目标监测标本，５株 ＫＰＮ分离自
新生儿病房患儿的血或痰液标本。

２．２　ＫＰＮ耐药性分析
药敏结果显示，目标监测和临床分离菌株普遍

存在多重耐药性。１５株 ＫＰＮ菌株对氨苄西林及复
方新诺明１００％耐药；但对喹诺酮及碳青霉稀类药
物１００％敏感；对阿莫西林／克拉维酸钾、头孢吡肟、
头孢呋辛、头孢曲松、头孢哌酮／舒巴坦和美洛西林
的耐药率分别为 ２６．７％、９３．３％、９３．３％、９３．３％、
４０．０％和８３．７％。１例因患儿死亡（１６号标本）未
作药敏试验。

２．３　ＫＰＮ同源性分析
采用ＲＡＰＤ分型法对分离到的 ＫＰＮ进行了同

源性分析。１６株 ＫＰＮ均能产生指纹图谱，重复实
验的结果基本一致。条带数目在１～５条之间，见图
１。结果显示医务人员的手与医用洗手液分离菌、患
儿与洗手盆分离菌、患儿与患儿分离菌之间分别存

在着同源性。
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　　图１　１６株ＫＰＮ进行 ＲＡＰＤ扩增后的电泳图　１、２、３
号，８、９号菌株及１４、１５、１６号菌株具有同源性。１、２、３号菌株分别
来自医务人员手、监护室洗手液１及监护室洗手液２；４、５、６、７号菌
株分别来自手术室洗手液１、监护室洗手液３、内二科洗手液及内三
科洗手液；８、９号菌株分别来自新生儿洗手盆及患儿１的血标本；
１０、１１、１２、１３号菌株分别来自手术室洗手液２、手术室洗手液３、患儿２
的痰标本及医务人员鼻分泌物；１４、１５、１６号菌株分别来自患儿３的痰
标本、患儿４及患儿５的血标本。Ｍ为ｍａｒｋｅｒ。

３　讨论

医院感染监测是预防和控制医院感染的基础，

而目标性监测能够集中有限的资源用于重点部门和

重点环节的监测，正在成为医院感染监控工作的一

种发展趋势。本研究把 ＫＰＮ作为医院感染监测的
目标菌，统计了其耐药率及同源性。结果提示目标

监测和临床分离菌株普遍存在多重耐药性，但对含

β内酰胺酶抑制剂的抗生素仍较敏感，可考虑优先
使用。亚胺培南即为敏感抗生素，在重症患儿中可

考虑使用。本研究未监测到全耐药 ＫＰＮ，但一旦发
生势必将引起医院感染的暴发流行，因此必须密切

监控并严格掌握抗菌药物的合理使用原则，以减少

耐药菌株的产生。

将传统的微生物学技术与现代分子生物学技术

相结合是研究医院感染传播机制的重要手段［３］。

ＲＡＰＤ是运用随机引物扩增进行基因分型，从而确
定检测菌株的同源性，具有快速、简易、灵敏等特点，

已广泛用于细菌等微生物的基因分型［４］。本研究

运用此技术对分离到的１６株 ＫＰＮ进行了同源性分
析，结果显示医务人员的手与医用洗手液分离菌、患

儿与洗手盆分离菌、患儿与患儿分离菌之间分别存

在着同源性。因此应注意保持洗手用品的清洁，否

则单纯的强调洗手次数的增加，并不一定就代表着

洗手质量的提高。根据《医院感染管理办法》将医

疗机构或其科室的患儿中，短时间内发生３例以上
同种同源感染病例的现象定义为医院感染暴发的标

准［５］，本研究中分离到１５、１６号菌株的患儿为双胞
胎，且母孕期有感染史，考虑为来自同一家庭的院前

感染病例，虽然与分离到１４号菌株的患儿发生了交
叉感染，但尚未达到医院感染暴发的数量，而是存在

潜在的危险，应引起该科室医务人员的高度重视。

医院感染监测是医院感染管理的一个重要组成

部分，需长期、系统、连续地收集相关资料并进行分

析。本研究是对一个季度的部分目标监测资料进行

了分析，尚不能完全代表医院感染相关因素的整体

情况。同时对于采取措施后 ＫＰＮ的耐药率及环境
污染改善情况需做进一步的研究。
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