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产ＫＰＣ型碳青霉烯酶肺炎克雷伯菌的检测与耐药状况分析

胡慧敏，王欣慧

（南京医科大学第二附属医院检验科，江苏南京２１００１１）

　　摘　要：目的　了解该院肺炎克雷伯菌产ＫＰＣ型碳青霉烯（ＫＰＣ酶）的情况。方法　收集临床分离的肺炎克雷伯菌７５６株，

采用ＫＢ法进行药敏试验，筛选出耐碳青霉烯的肺炎克雷伯菌，采用改良的 Ｈｏｄｇｅ试验、ＰＣＲ检测产 ＫＰＣ酶的肺炎克雷伯菌。

结果　在７５６株肺炎克雷伯菌中，检出耐碳青霉烯肺炎克雷伯菌４１株，进行 Ｈｏｄｇｅ试验，检出３６株ＫＰＣ酶阳性菌株，阳性率８７．

８％。ＰＣＲ扩增检出ＫＰＣ酶阳性菌株３９株。结论　该院内发现了产ＫＰＣ酶的肺炎克雷伯菌，但其分型还有待于进一步检测。
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　　为了解本院肺炎克雷伯菌产 ＫＰＣ型碳青霉烯酶（ＫＰＣ

酶）的情况，本研究对２０１２年１月至２０１４年１月期间本院分

离的７５６株肺炎克雷伯菌进行了药敏试验，从中筛选出４１株

耐碳青霉烯的菌株，对其产ＫＰＣ酶的情况进行了研究，现将结

果报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株来源　２０１２年１月至２０１４年１月本院分离的

７５６株肺炎克雷伯菌，从中筛选出４１株耐碳青霉烯的肺炎克

雷伯菌。

１．１．２　仪器与试剂　菌种鉴定及药敏试验采用Ｖｉｔｅｋ２Ｃｏｍ

ｐａｃｔ全自动细菌鉴定药敏系统（法国梅里埃生物技术公司），抗

菌药物纸片均由Ｏｘｏｉｄ公司提供，ＰＣＲ仪由德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公

司提供，北京天能公司生产的ＴａｎｏｎＥｐｓ１００电泳仪，凝胶成像

分析系统由美国Ｓｙｎｇｅｎｅ公司提供，高速离心机由德国 Ｅｐ

ｐｅｎｄｏｒｆ公司提供。

１．１．３　实验引物　设计 ＫＰＣ 引物：ＫＰＣＦ５′ＴＣＧＣＴＡ

ＡＡＣＴＣＧ ＡＡＣ ＡＧＧ３′；ＫＰＣＲ５′ＴＴＡ ＣＴＧ ＣＣＣ ＧＴＴ

ＧＡＣＧＣＣＣＡＡＴＣＣ３′。引物长度为７８３ｂｐ。

１．２　方法

１．２．１　菌株分离、鉴定　通过在本院各科室收集的各类型标

本中按常规方法进行培养，并在获得纯培养后进行革兰氏染

色、氧化酶试验。依据革兰氏染色和氧化酶的实验结果选择合

适的革兰阴性菌鉴定卡片。严格按照操作说明书在 Ｖｉｔｅｋ２

Ｃｏｍｐａｃｔ全自动微生物鉴定仪上进行菌种鉴定。质控菌株为

霍氏肠杆菌ＡＴＣＣ７００３２３和嗜麦芽窄食单胞菌ＡＴＣＣ１７６６６。

１．２．２　药敏试验　依照美国临床和实验室标准协会（ＣＬＳＩ）

的操作规程，对所分离的７５６株肺炎克雷伯菌采用 ＫＢ法进

行多种药物的药敏试验，记录下各种药物抑菌圈的直径。

１．２．３　改良 Ｈｏｄｇｅ试验　按照常规药敏 ＫＢ法程序接种由

大肠埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２在生理盐水制备０．５麦氏单位标准

菌悬液的 ＭＨ平板，平板干燥５ｍｉｎ后放置厄他培南（１０μｇ）

纸片１张在直径９０ｍｍ平板中央。接种在血平板上过夜生长

的３～５个试验菌落（１０μＬ接种环挑取由纸片边缘向外划直

线），划线长度大于２５ｍｍ。通过设定阴阳性对照（已确定产

ＫＰＣ酶的肺炎克雷伯菌为阳性对照、ＡＴＣＣ７００６０３为阴性对

照），观察在（３５±２）℃条件下孵育１８～２４ｈ后，观察抑菌环与

待测菌株交叉处有无增强生长。

１．２．４　ＰＣＲ扩增及测序与模板制备　采用煮沸裂解法制备

模板 ＤＮＡ，以 产 ＫＰＣ 酶 的 肺 炎 克 雷 伯 菌 为 阳 性 对 照、

ＡＴＣＣ７００６０３作阴性对照。参照文献资料所用的方法和引物

ＰＣＲ筛选ＫＰＣ基因。

２　结　　果

２．１　抗菌药物敏感度试验结果　采用 ＫＢ法对亚胺培南药

敏结果进行确认，见表１。

表１　　４１株耐碳青霉烯肺炎克雷伯菌的药敏结果

抗菌药物 耐药株数（狀） 耐药率（％）

阿米卡星 １８ ４３．９

头孢唑林 ４１ １００．０

头孢呋辛 ４１ １００．０

头孢噻肟 ４１ １００．０

头孢他啶 ３９ ９５．１

头孢吡肟 ３６ ８７．８

头孢替坦 ３２ ７８．０

复方磺胺甲唑 ３６ ８７．８

哌拉西林／他唑巴坦 ２６ ６３．４

左氧氟沙星 ２１ ５１．２

环丙沙星 ２１ ５１．２

阿莫西林／克拉维酸 ３５ ８５．４

氨曲南 ３９ ９５．１

２．２　改良 Ｈｏｄｇｅ试验检测ＫＰＣ酶　０．５麦氏浊度单位大肠

埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２菌液稀释１０倍后均匀涂布 ＭＨ平板，中

间贴厄他培南（１０μｇ）纸片，接种耐碳青霉烯肺炎克雷伯菌，无

菌接种环自纸片外缘向平板边缘划线，（３５±２）℃孵育１８～２４

ｈ后观察结果。见图１。厄他培南抑菌圈内出现待检菌增强

（矢 状）生 长 者 为 产 ＫＰＣ 酶 菌 株，质 控 菌 为 大 肠 杆 菌

ＡＴＣＣ２５９２２。本研究４１株耐碳青霉烯肺炎克雷伯菌中，有３６

株为ＫＰＣ酶阳性。

图１　　改良 Ｈｏｄｇｅ试验结果
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２．３　ＰＣＲ扩增及测序结果　ＰＣＲ产物经１１５％的琼脂糖凝

胶电泳分离，Ｇｏｌｄｖｉｅｗ 染色后用凝胶成像系统观察结果，见

图２。

　　Ｍａｒｋｅｒ：标记物；１～２：待测菌株；３：阴性对照；４：阳性对照。

图２　　ＰＣＲ扩增产物电泳图

３　讨　　论

碳青霉烯类抗菌药物是目前临床使用的抗菌谱最广、抗菌

活性最强的一类抗菌药物，尤其对产超广谱β内酰胺酶和头孢

菌素酶的肠杆菌科细菌感染的治疗有较好的效果。因此，碳青

霉烯类抗菌药物在临床上往往被认为是治疗多重耐药菌感染

的最后一道防线［１］。４１株耐碳青霉烯的肺炎克雷伯菌对头孢

唑林、头孢呋辛、头孢他啶、头孢吡肟、氨曲南的耐药率都为

９５％～１００％，对阿米卡星的耐药率为４３．９％，对左氧氟沙星、

环丙沙星的耐药率为５１．２％。符合 ＫＰＣ酶能够水解碳青霉

烯类、青霉素类、头孢菌素类和氨曲南等抗菌药物的报道［２７］。

近年来，随着碳青霉烯类抗菌药物在临床上的广泛使用，耐碳

青霉烯类抗菌药物的细菌检出率呈逐渐上升的趋势。在肠杆

菌科细菌发现产ＫＰＣ的耐药菌，包括肺炎克雷伯菌、阴沟肠杆

菌、大肠杆菌、产酸克雷伯菌、沙门菌等［８］。肺炎克雷伯菌耐碳

青霉烯类抗菌药物的主要机制有产 ＡｍｐＣ酶合并外膜孔蛋白

的丢失、金属酶、ＯＸＡ 酶和 ＫＰＣ酶
［９］。ＫＰＣ酶属于Ｂｕｓｈ分

类中的Ａ类２ｆ组，克拉维酸对其酶活性有抑制作用。目前已

检出的ＫＰＣ酶有多种亚型，包括 ＫＰＣ１～ＫＰＣ１４，它们之间

只是有个别氨基酸发生了突变［１０］。由于本实验研究使用的引

物是ＫＰＣ的特异性引物，没有使用各种不同类型的ＫＰＣ酶的

引物来进行检测，无法区分是何种类型的ＫＰＣ酶存在，后续可

以对其耐药机制作更进一步研究。

碳青霉烯酶的基因位于可转移的质粒上，依靠多种基因元

件进行传播，这也是多重耐药菌株易于传播的重要原因［１１１３］。

为了缩短临床治疗周期和防止抗菌药物滥用的情况，对产碳青

霉烯酶的菌株的鉴定势在必行。

为了防止院内感染和多重耐药菌（耐药菌株对碳青霉烯类

和其他类抗菌药物的耐药率都较高）在院内传播和暴发流行，

应完善控制措施防止院内感染：检验科医生和临床医师应共同

监测、加强联系；微生物实验室增加药敏检测的种类，扩大临床

医生选择药物的范围；提醒感染管理科对临床进行督察；使用

各类抗菌药物科学合理。总而言之，早发现、早隔离、早治疗是

预防院内感染和多重耐药菌院内传播的重中之重。

针对国内抗菌药物滥用的现状，为了防止出现更多的耐药

菌株，在临床上使用时要强调科学合理，要根据药敏实验的结

果用药，尤其是要慎用高效广谱类的抗菌药物。以防一旦发生

感染，出现可选用抗菌药物非常有限甚至无药可选用的情况。

本研究中，本院部分患者没使用过亚胺培南或其他的碳青

霉烯类药物，但也分离到产 ＫＰＣ酶的肺炎克雷伯菌，因此

ＫＰＣ酶是哪一类抗菌药物的选择性压力下出现的仍无法得

知。本研究只采用了耐碳青霉烯的肺炎克雷伯菌进行ＫＰＣ酶

检测，为了更好地为临床用药提供参考，可以结合其他类抗菌

药物如头孢菌素类耐药菌株进一步筛查与研究，从而防止因碳

青霉烯类抗菌药物的滥用而造成大量耐药菌株出现。
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ｃｉａｔｅｄＫｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅｉｓｏｌａｔｅｓ：ｔｈｅｒｅｓｉｓｔｏｍｅａｎｄｉｎｖｉｖｏｅ

ｖｏｌｕｔｉｏｎ［Ｊ］．ＰｌｏＳＯｎｅ，２０１３，８（３）：５９９２０．

［８］ ＭｉｒｉａｇｏｕＶ，ＴｚｏｕｖｅｌｅｋｉｓＬＳ，ＲｏｓｓｉｔｅｒＳ，ｅｔａｌ．Ｉｍｉｐｅｎｅｍｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

ｉｎａＳａｌｍｏｎｅｌｌａｃｌｉｎｉｃａｌｓｔｒａｉｎｄｕｅｔｏｐｌａｓｍｉｄｍｅｄｉａｔｅｄｃｌａｓｓＡｃａｒ

ｂａｐｅｎｅｍａｓｅＫＰＣ２［Ｊ］．ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂＡｇｅｎｔｓＣｈｅｍｏｔｈｅｒ，２００３，４７

（４）：１２９７１３００．

［９］ ＹａｎＪＪ，ＫｏＷＣ，ＷｕＪＪ．ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆａｐｌａｓｍｉｄｅｎｃｏｄｉｎｇＳＨＶ

１２，ＴＥＭ１，ａｎｄａｖａｒｉａｎｔｏｆＩＭＰ２ｍｅｔａｌｌｏｂｅｔａｌａｃｔａｍａｓｅ，ＩＭＰ

８，ｆｒｏｍａｃｌｉｎｉｃａｌｉｓｏｌａｔｅｏｆＫｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ［Ｊ］．Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂ

ＡｇｅｎｔｓＣｈｅｍｏｔｈｅｒ，２００１，４５（８）：２３６８２３７１．

［１０］ 张嵘，蔡加昌，周宏伟，等．对亚胺培南耐药黏质沙雷菌中质粒介

导ＫＰＣ２型碳青霉烯酶的研究分析［Ｊ］．中华微生物学和免疫学

杂志，２００７，２７（８）：７３４７３８．

［１１］ ＶａｔｏｐｏｕｌｏｓＡ．Ｈｉｇｈｒａｔｅｓｏｆｍｅｔａｌｌｏｂｅｔａｌａｃｔａｍａｓｅｐｒｏｄｕｃｉｎｇ

ＫｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅｉｎＧｒｅｅｃｅａｒｅｖｉｅｗｏｆｔｈｅｃｕｒｒｅｎｔｅｖｉ

ｄｅｎｃｅ［Ｊ］．ＥｕｒｏＳｕｒｖｅｉｌｌ，２００８，１３（４）：１８５４１８６１．

［１２］ ＧüｌｍｅｚＤ，ＷｏｏｄｆｏｒｄＮ，ＰａｌｅｐｏｕＭＦ，ｅｔａｌ．Ｃａｒｂａｐｅｎｅｍｒｅｓｉｓｔ

ａｎｔＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉａｎｄＫｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅｉｓｏｌａｔｅｓｆｒｏｍＴｕｒ

ｋｅｙｗｉｔｈＯＸＡ４８ｌｉｋｅｃａｒｂａｐｅｎｅｍａｓｅｓａｎｄｏｕｔｅｒｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏ

ｔｅｉｎｌｏｓｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂＡｇｅｎｔｓ，２００８，３１（６）：５２３５２６．

［１３］ 费静娴，吴莲凤，彭定辉，等．铜绿假单胞菌对碳青霉烯类抗生素

耐药性［Ｊ］．中国公共卫生，２０１０，２６（１０）：１２５８１２６０．

（收稿日期：２０１４０６１０）

·０２１３· 国际检验医学杂志２０１４年１１月第３５卷第２２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．２２


