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　　摘　要：目的　探讨产肺炎克雷伯菌碳青霉烯酶（ＫＰＣ）铜绿假单胞菌的耐药性。方法　铜绿假单胞菌菌株来自２例痰液标

本。采用ＶＩＴＥＫ２ＣＯＭＰＡＣＴ全自动微生物鉴定／药敏分析仪进行细菌菌株的鉴定，应用聚合酶链反应（ＰＣＲ）及基因测序法鉴

定ＫＰＣ酶基因型，采用肉汤稀释法进行抗菌药的最低抑菌浓度（ＭＩＣ）测定。结果　２例菌株均对β内酰胺类抗菌药、左氧氟沙星

耐药，对环丙沙星中介，对庆大霉素、奈替米星、妥布霉素、黏菌素及多黏菌素Ｂ敏感；其中１株还对替加环素敏感。２例菌株所产

碳青霉烯酶不是金属β内酰胺酶，其亚型为 ＫＰＣ２。接合实验未能证明犫犾犪犓犘犆 基因能接合转移到大肠埃希菌Ｊ５３中。

结论　产ＫＰＣ铜绿假单胞菌的出现给临床抗感染治疗带来严峻挑战。
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　　铜绿假单胞菌容易在医院的各种潮湿环境下生存，是临床

感染最常见的革兰阴性杆菌之一，不仅有多种天然和获得性耐

药机制而导致的耐药性强、耐药机制复杂等特点，而且还具有

极强的环境适应能力，是医院感染菌群中常见的条件致病菌，

可同时导致呼吸系统、泌尿系统和血液循环系统等的感染。作

为一种重要的临床机会致病菌，其血液循环系统的感染多导致

严重的医院获得性感染，且易发生于血液透析、恶性肿瘤、实体

脏器移植、慢性阻塞性肺疾病（ｃｈｒｏｎｉｃｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅｐｕｌｍｏｎａｒｙ

ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＯＰＤ）和糖尿病等患者体内。近年来，随着临床广谱

抗菌药的过量使用及各种侵袭性操作的展开，其血液循环系统

感染的发生率呈逐年上升趋势，此类患者往往具有病情危重，

预后差的特点，给临床抗感染治疗带来极大挑战。碳青霉烯类

抗菌药是具有抗菌谱广，抗菌活性强的一类β内酰胺类抗菌

药，因其具有对β内酰胺酶作用稳定及毒性低等特点，已成为

临床治疗严重细菌感染的主要抗菌药物之一，故又被称为治疗

革兰阴性菌感染的最后一道防线［１］。肺炎克雷伯菌碳青霉烯

酶（犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲ｃａｒｂａｐｅｎｅｍａｓｅｓ，ＫＰＣ）于２００１年首

次在美国报道后，因为其具有水解除头霉素类抗菌药以外的所

有β内酰胺类抗菌药的特点（如青霉素类、头孢菌素类、单环酰

胺类和碳青霉烯类等抗菌药），引起了世界各国卫生组织的极

大关注。国内报道的产ＫＰＣ菌株主要以肠杆菌科细菌为主，

包括克雷伯菌、沙门菌属和肠杆菌属细菌、黏质沙雷菌、弗劳地

柠檬酸杆菌、大肠埃希菌和奇异变形杆菌等［２］，在非发酵菌中

则鲜见报道。笔者在日常细菌耐药筛查中发现２株产ＫＰＣ的

铜绿假单胞菌，其具有独特的临床和微生物学特征，现将结果

报道如下。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　耐亚胺培南的铜绿假单胞菌来自分别来自徐

州医学院附属医院呼吸内科患者（病例１）及重症监护病房患

者（病例２），病例１，男，７０岁，入院诊断为ＣＯＰＤ合并感染；病

例２，男，５１岁，肺部感染；均在使用亚胺培南治疗后，进行痰标

本微生物学培养，结果显示感染菌为耐亚胺培南的铜绿假单胞

菌。大肠埃希菌Ｊ５３及质控菌株 ＡＴＣＣ２５９２２为徐州医学院

研究生学院实验室保存菌株，前者使用前在含１００ｍｇ／Ｌ叠氮

钠的麦康凯平板上活化，使其具有叠氮钠抗性。

１．２　主要试剂与仪器　主要试剂：犜犪狇ＤＮＡ聚合酶、聚合酶

链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）相关试剂及 ＤＮＡ

Ｍａｒｋｅｒ购自宝生物工程（大连）有限公司，琼脂糖、溴化乙锭为

美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品，ＣＨＥＬＥＸ１００树脂为美国ＢｉｏＲａｄ公

司产品，抗菌药敏感实验板购自珠海迪尔生物工程有限公司，
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 基金项目：中华医院感染控制研究基金资助项目（ＺＹＧＹ００１）。　作者简介：赵树龙，男，在读硕士研究生，主要从事细菌耐药机制的研究
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替加环素由美国辉瑞公司提供。主要仪器：ＶＩＴＥＫ２ＣＯＭ

ＰＡＣＴ全自动微生物鉴定／药敏分析仪及革兰阴性杆菌鉴定卡

为法国ＢｉｏＭｅｒｉｅｕｘ公司产品，德国 ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＭａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒ?

ｐｅｒｓｏｎａｌＰＣＲ仪，ＵＶ２１０２Ｃ型紫外／可见分光光度计为美国

ＵＮＩＣＯ公司产品及ＫＯＤＡＫＧｅｌＬｏｇｉｃ１００凝胶成像系统。

１．３　菌株的分离培养和鉴定　严格按照《全国临床检验操作

规程》和ＶＩＴＥＫ２ＣＯＭＰＡＣＴ全自动微生物鉴定／药敏分析

仪操作指南进行菌株的分离培养和鉴定。

１．４　抗菌药的最低抑菌浓度（ｍｉｎｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａ

ｔｉｏｎ，ＭＩＣ）测定　常见药物的 ＭＩＣ根据美国临床实验室标准

化协会 （ＣｌｉｎｉｃａｌａｎｄＬａｂｏｒａｔｏｒｙＳｔａｎｄａｒｄｓＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，ＣＬＳＩ）

２０１２年版标准，使用肉汤稀释法进行测定。因ＣＬＳＩ无替加环

素 ＭＩＣ的测定方法，因此，该项检测根据美国食品和药物管理

局（ＦｏｏｄａｎｄＤｒｕｇＡｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，ＦＤＡ）推荐的肉汤稀释法及

参照标准，当抑菌
!

小于２ｍｇ／Ｌ时，为敏感；抑菌!

为４ｍｇ／Ｌ

时，为中介；抑菌
!

大于８ｍｇ／Ｌ时，为耐药。

１．５　细菌的酶活性鉴定

１．５．１　酶粗提液制备　将过夜培养的菌落接种于３ｍＬＬＢ

肉汤，过夜培养１６ｈ，然后以１∶１００比例转种于５０ｍＬＬＢ液

体培养基；３５ ℃震摇培养１８ｈ后，４ ℃、４０００ｒ／ｍｉｎ离心

１０ｍｉｎ，去上清液；沉淀用５０ｍｍｏｌ／Ｌ２乙烷磺酸（２［４（２

Ｈｙｄｒｏｘｙｅｔｈｙｌ）１ｐｉｐｅｒａｚｉｎｅ］ｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃａｃｉｄ，ＨＥＰＥＳ）缓冲

液（ｐＨ７．０）洗涤，再行４℃、４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，沉淀用

１ｍＬ５０ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳ缓冲液混匀；在冰水浴中用超声波

破碎仪破碎细菌，超声参数为：２００Ｗ，每次超声２５ｓ，间隔

２５ｓ，共超声１５ｍｉｎ，结束后于４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，

取上清液于－２０℃保存、备用。

１．５．２　碳青霉烯酶活性的测定（表型法）　在涂抹大肠埃希菌

ＡＴＣＣ２５９２２的 ＭｕｅｌｌｅｒＨｉｎｔｏｎ琼脂平板上粘贴亚胺培南纸

片（Ａ纸片及Ｂ纸片），在纸片四周贴上滴有细菌破碎后所得

酶抽提液的纸片，其中Ａ纸片不加乙二胺四乙酸（ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａ

ｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，ＥＤＴＡ），Ｂ纸片加入 ＥＤＴＡ 作为酶抑制

剂，同时设立不产酶的细菌提取液作为阴性对照，阳性对照用

确认产生Ⅰ型新德里金属β内酰胺酶（ＮｅｗＤｅｌｈｉＭｅｔａｌｌｏβ

ｌａｃｔａｍａｓｅ１，ＮＤＭ１）的已知菌液，待测样品因为在Ａ纸片中能

水解亚胺培南，所以指示菌株ＡＴＣＣ２５９２２可在Ａ纸片周围生

长，说明有碳青霉烯酶的活性。Ｂ纸片因加入ＥＤＴＡ作为酶

抑制剂，金属β内酰胺酶待测样品则因为受到ＥＤＴＡ的抑制，

所以Ｂ纸片周围细菌不能生长。如出现上述现象，则说明存

在在金属β内酰胺酶；否则，为非金属β内酰胺酶。

１．６　细菌基因组ＤＮＡ的提取　接种新鲜细菌至含２ｍＬ营

养肉汤培养基中，置于３７℃摇床中震荡培养过夜，再将上述培

养的菌液取１．５ｍＬ放入离心管中，１２５００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，

沉淀用新鲜无菌水洗涤１次，然后加入５％（狑／狏）ＣＨＥＬＥＸ

１００树脂１００μＬ，剧烈振荡后煮沸１０ｍｉｎ，立即放入冰浴中

５ｍｉｎ，再１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液作为扩增模板。

１．７　ＫＰＣ的ＰＣＲ检测　根据ＧｅｎＢａｎｋ登录的保守区域设计

简并引物，由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。引物

序列，ＫＰＣＦ：５′ＣＣＣＡＣＴＧＴＧＣＡＧＣＴＣＡＴＴＣＡ３′；ＫＰＣ

Ｒ：５′ＣＧＴＴＧＡＣＧＣＣＣＡＡＴＣＣＣ３′。在２１μＬ的ＰＣＲ反

应体系中，加入２μＬ细菌基因组ＤＮＡ和２μＬ引物。ＰＣＲ反

应条件为：９４℃预变性２ｍｉｎ后，９４℃变性３０ｓ，５５℃退火

４０ｓ，７２℃延伸６０ｓ，共３５个循环，并保存于４℃。结果用

０．８％的琼脂糖凝胶电泳分析。对所需要的ＰＣＲ产物条带经

过切胶回收后，送北京天一辉远生物科技有限公司测序，并将

其与ＧｅｎＢａｎｋ上的序列进行比对。

１．８　接合实验　用徐州医学院研究生学院实验室的大肠埃希

菌Ｊ５３为受体菌，用待测细菌作为供体菌，二者以１∶１０的比

例混匀后涂布血平板，在培养箱中培养１８ｈ后用生理盐水洗

脱平板上的细菌，将洗脱后的细菌稀释后均匀涂布于麦康凯平

板（含１００ｍｇ／Ｌ叠氮钠，０．５ｍｇ／Ｌ亚胺培南），培养２４ｈ后观

察结果。

２　结　　果

２．１　菌株鉴定　病例１和病例２痰标本经过实验室常规菌落

形态和生化反应鉴定为铜绿假单胞菌，后经 ＶＩＴＥＫ２ＣＯＭ

ＰＡＣＴ全自动微生物鉴定／药敏分析仪确认。

２．２　微生物敏感性试验　病例１、２痰标本菌株的 ＭＩＣ见表

１。病例１、２菌株均对β内酰胺类抗菌药、左氧氟沙星耐药，对

环丙沙星中介，对庆大霉素、奈替米星、妥布霉素、黏菌素及多

黏菌素Ｂ敏感；病例２菌株还对替加环素敏感。

表１　　产ＫＰＣ铜绿假单胞菌细菌耐药特点

抗菌药
ＭＩＣ（μｇ／ｍＬ）

病例１ 病例２

抗菌药
ＭＩＣ（μｇ／ｍＬ）

病例１ 病例２

美罗培南 ＞８ ＞８ 阿米卡星 ≤１６ ≤１６

亚胺培南 ＞８ ＞８ 环丙沙星 ２ ２

氨曲南 ＞１６ ＞１６ 左氧氟沙星 ８ ８

哌拉西林 １２８ １２８ 奈替米星 ≤８ ≤８

头孢他啶 ＞３２ ＞３２ 黏菌素 ≤２ ≤２

庆大霉素 ≤４ ≤４ 多黏菌素Ｂ ≤２ ≤２

妥布霉素 ≤４ ≤４ 替卡西林／棒酸 ＞６４／２ ＞６４／２

头孢吡肟 ＞３２ ＞３２ 哌拉西林 １２８ ６４

头孢哌酮／舒巴坦 ＞６４／３２ ＞６４／３２－ － －

　　－：此项目无数据。

２．３　碳青霉烯酶活性测定　将２株细菌菌体破碎后取上清液

进行了碳青霉烯酶活性的测定，通过加入金属β内酰胺酶的抑

制剂ＥＤＴＡ，确定其所产生碳青霉烯酶不是金属β内酰胺酶。

２．４　测序结果　扩增的目标序列与文献报道的犓犘犆２基因

同源性为１００％，表明这２株铜绿假单胞菌 ＫＰＣ的亚型为

ＫＰＣ２。

２．５　接合实验　以大肠埃希菌Ｊ５３为受体菌进行接合实验，

在含１００ｍｇ／Ｌ叠氮钠，２ｍｇ／Ｌ亚胺培南麦康凯平板上无接

合子生长，未能证明犫犾犪犓犘犆 基因能接合转移到大肠埃希菌

Ｊ５３中。

３　讨　　论

国内、外相关文献报道提示，ＫＰＣ是近几年来最引人注目

的碳青霉烯酶类型，其不仅可以水解包括碳青霉烯类在内的所

有β内酰胺类抗菌药，且克拉维酸不能完全抑制其活性
［３］。此

外，由于犓犘犆基因位于细菌体内的可移动质粒上，其可经质

粒、整合子、插入序列的基因元件进行多种途径的传播，因此，

具有暴发流行的潜在威胁。产ＫＰＣ菌株的出现使临床抗感染

治疗面临一大难题［４］。在对医院内的铜绿假单胞菌进行抗感

染治疗时，因为碳青霉烯类抗菌药的过量使用，进而导致该菌

对多种碳青霉烯类抗菌药耐药的出现［５］。目前所知道的铜绿

假单胞菌耐碳青霉烯类药物的机制主要涉及产碳青霉烯酶、孔

道蛋白的改变及外排泵等。１９９１年日本首次报道了关于产金

属酶型铜绿假单胞菌耐碳青霉烯抗菌药的出现［６］，现在已经发

现的金属酶主要类型有 ＶＩＭ
［７］、ＳＩＭ

［８］、ＧＩＭ
［９］、ＤＩＭ

［１０］、
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ＩＭＰ
［１１］、ＮＤＭ

［１２］、ＳＰＭ
［１３］等，而相对于临床金属酶型碳青霉

烯酶，ＫＰＣ等非金属酶的报道至今仍较少。近年来，国外关于

耐碳青霉烯类抗菌药的铜绿假单胞菌分离株的报道日益增

多［１４］，并且在巴西等国家相继出现了产 ＫＰＣ铜绿假单胞

菌［１５］，本研究发现２株产 ＫＰＣ铜绿假单胞菌，表明这种耐药

机制正在由肠杆菌科细菌向非发酵菌进行扩散，提示人们在临

床微生物实验室工作中应引起足够的重视，同时临床工作者在

合理使用抗菌药的同时，医院也应采取相应的有效措施来控制

其发生与发展。另外，关于ＫＰＣ由肠杆菌科细菌向非发酵菌

扩散的分子机制，也已纳入本课题组的研究计划。
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