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多重耐药肺炎克雷伯菌中碳青霉烯酶的检测和分析

王鹏鲲，陈定强，俞　辉

（广州医科大学附属第一医院检验科，广州５１０１２０）

　　摘　要：目的　研究多重耐药肺炎克雷伯菌临床分离株的碳青霉烯酶的流行情况。方法　收集该院从２００７年１月至２０１２

年１２月临床分离的１５１株多重耐药肺炎克雷伯菌，并对其药敏结果进行归纳整理，用碳青霉烯酶表型试验进行检测，再用聚合酶

链反应（ＰＣＲ）检测已知的碳青霉烯酶基因，并对扩增产物进行ＤＮＡ测序，确定其基因型。结果　在１５１株多重耐药肺炎克雷伯

菌中，通过改良 Ｈｏｄｇｅ试验筛选出１２株可能产碳青霉烯酶的菌株，其中有１株的金属酶试验为阳性，该１２株菌经ＰＣＲ扩增及测

序确定产碳青霉烯酶菌株有５株，金属酶阳性株为ＩＭＰ４型金属酶，另外４株产碳青霉烯酶菌株为ＫＰＣ２型。结论　近年来该

院多重耐药肺炎克雷伯菌出现了产碳青霉烯酶菌株，临床应根据药敏结果合理选用碳青霉烯类药物，以减少耐药菌株的产生。
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　　肺炎克雷伯菌是最重要的医院感染条件致病菌之一，可引

起典型的原发性肺炎，也可引起肺外感染，该菌容易产生超广

谱β内酰胺酶，可携带多重耐药的质粒，在细菌耐药性传播中

有重要作用［１］。随着碳青霉烯类抗菌药物在临床的使用增加，

近几年世界各地陆续出现耐药株，产碳青霉烯酶是碳青霉烯类

药物耐药的重要原因之一，其可随质粒或整合子等移动元件在

不同种属菌株间传播的特性引起了高度的关注。在肠杆菌科

细菌中，耐碳青霉烯类的肺炎克雷伯菌的检出率也不断增

加［２］。为了解本院肺炎克雷伯菌产碳青霉烯酶的流行情况，同

时也为医院感染防控和规范碳青霉烯类抗菌药物用药提供实

验室依据，本文对本院临床分离的１５１株多重耐药肺炎克雷伯

菌进行碳青霉烯酶基因的分析。

１　材料与方法

１．１　材料来源　实验菌株为本院从２００７年１月至２０１２年１２

月临床分离的１５１株多重耐药的肺炎克雷伯菌，细菌耐药性及

鉴定均经过ＶＩＴＥＫ２全自动细菌鉴定仪（法国生物梅里埃公

司）分析鉴定。质控菌株大肠埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２，金属酶阳性

菌株ＲＰ０１和 Ｈｏｄｇｅ试验阳性菌株 ＫＰ１为实验室保存的

菌株。

１．２　实验试剂　ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ和ＰＣＲ配套试剂购自Ｔａｋａｒａ

公司，琼脂糖和溴化乙锭购自北京鼎国公司，引物由上海英潍

捷基公司合成；药敏纸片亚胺培南纸片ＩＰＭ、厄他培南纸片

ＥＴＰ和空白纸片购自Ｏｘｏｉｄ公司；ＭＨ琼脂培养基、哥伦比亚

血琼脂培养基均购自梅里埃微生物制品有限公司；

１．３　改良 Ｈｏｄｇｅ实验　将大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２和２４ｈ

血平板上的单个菌落分别制备菌悬液，比浊至０．５号麦氏管，

再用生理盐水把已配好的大肠埃希菌的菌悬液稀释１０倍，用

无菌拭子浸入菌悬液中，在管壁上挤干，均匀涂于整个 ＭＨ

平板表面，中间贴厄他培南ＥＴＰ纸片，每个 ＭＨ 平板接种４

株菌株，并做好阴性对照（大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２）和阳性对

照（产ＫＰＣ的肺炎克雷伯菌 ＫＰ１），无菌接种环自纸片外缘向

平板边缘画线，３５℃孵育１６～１８ｈ后观察结果，结果判断：

ＥＴＰ纸片抑菌圈内出现待检菌矢状生长者为产碳青霉烯酶

菌株。

１．４　双纸片协同试验和组合纸片法筛选金属酶　取 ＭＨＴ实

验中已比浊好的待测菌的菌悬液，用无菌拭子浸入菌悬液中，

在管壁上挤干，分别均匀涂于整个 ＭＨ 平板表面，在平板的

一端贴亚胺培南（ＩＰＭ，１０μｇ）药敏纸片，在距纸片２ｃｍ处贴

一空白纸片，并在空白纸片上面加入４μＬ０．５ｍｍｏｌ／Ｌ乙二胺

四乙酸（ＥＤＴＡ）溶液，再在距离ＩＰＭ纸片４ｃｍ处另贴一ＩＰＭ
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纸片，再滴加４μＬ０．５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ溶液，３５℃培养过夜。

结果判断：ＩＰＭ纸片抑菌圈在靠近滴加ＥＤＴＡ空白纸片抑菌

圈有明显扩大者或滴加ＥＤＴＡ的ＩＰＭ 纸片的抑菌环直径大

于４ｍｍ则为产金属酶株。

１．５　ＰＣＲ和ＤＮＡ测序　按照文献［３］报道的序列和方法，针

对已知的１１种碳青霉烯酶基因合成引物进行ＰＣＲ检测。产

物经纯化回收后送上海英俊生物科技公司进行基因测序，测序

结果在ＮＣＢＩ网上进行Ｂｌａｓｔ比对分析。

２　结　　果

２．１　菌株药敏试验结果　１５１株肺炎克雷伯菌的药敏情况见

表１。共有超广谱β内酰胺酶（ＥＳＢＬ）阳性菌９３株，ＥＳＢＬ阴

性菌５８株，产ＥＳＢＬ的阳性率为６２％。药敏分析表明，产ＥＳ

ＢＬ株对青霉素类、第一和第三代头孢菌素类高度耐药，耐药率

均高于９０％（第三代头孢替坦除外，为１９％），但对第四代头孢

耐药率为７７％；对单环类的氨曲南耐药率高达１００％，而对喹

诺酮类、磺胺类药物耐药性也较高，为７０％左右；对加酶抑制

剂复合药氨苄西林／舒巴坦的耐药率也高达９４％，而对头孢哌

酮／舒巴坦和哌拉西林／他唑巴坦的耐药率分别为３７％和

３０％；产ＥＳＢＬ对亚胺培南高度敏感，敏感度为９９％，对厄他

培南的敏感率为７８％。在２００９～２０１２年收集到的７１株菌中，

产ＥＳＢＬ株有４７株，美洛培南的敏感率为８７％，非产ＥＳＢＬ株

有２４株，美罗培南的敏感率为９６％。本研究显示，除厄他培

南、亚胺培南、美罗培南和左旋氧氟沙星外，产ＥＳＢＬ株均比非

产ＥＳＢＬ株的耐药性高。

表１　　１５１株肺炎克雷伯菌耐药性分析（％）

药物
ＥＳＢＬ阳性

耐药 中介 敏感

ＥＳＢＬ阴性

耐药 中介 敏感

氨苄西林 ９８ ０ ２ ９８ ０ ２

氨苄西林／舒巴坦 ９４ １ ５ ８１ ４ １５

头孢哌酮／舒巴坦 ３７ ２７ ３６ ２８ ２８ ４６

哌拉西林／他唑巴坦 ３０ ３７ ３３ ２９ ２４ ４７

丁胺卡那霉素 ２７ ０ ７３ ２２ ２ ７６

氨曲南 １００ ０ ０ ３３ ３ ６４

环丙沙星 ７２ ２ ２６ ５７ ２ ４１

头孢曲松 ９７ ２ １ ３１ ９ ６０

头孢唑啉 ９８ ０ ２ ６９ ０ ３１

头孢替坦 １９ １１ ７０ ３４ ７ ５９

厄他培南 ８ １４ ７８ ２４ ３ ７３

亚胺培南 １ ０ ９９ ２１ ０ ７９

头孢吡肟 ７７ ３ ２０ ２２ ０ ７８

呋喃妥因 ６３ ２６ １１ ６４ ２２ １４

庆大霉素 ６０ １０ ３０ ４８ ０ ５２

左氧氟沙星 ５９ ０ ４１ ６０ ０ ４０

复方磺胺甲唑 ７５ ０ ２５ ６６ ０ ３４

头孢他啶 ９２ １ ７ ４３ ９ ４８

妥布霉素 ４１ ２３ ３６ ２９ ２４ ４７

２．２　改良 Ｈｏｄｇｅ试验和金属酶试验结果　在１５１株肺炎克

雷伯菌中，Ｈｏｄｇｅ试验阳性的有１２株，占７．９％，这些菌株可

能产碳青霉烯酶；阴性的有１３９株，占９２％，阴阳性对照见图

１，且在该１２株菌中，双纸片协同试验和组合纸片法同时为阳

性的细菌有１株，说明该菌株可能产金属酶。

２．３　ＰＣＲ电泳结果及测序　１２株 Ｈｏｄｇｅ试验阳性结果经

ＰＣＲ扩增后有５株确证为产碳青霉烯酶菌株，其中有４株为

ＫＰＣ型，其阳性率为２．６％，１株为ＩＭＰ型，阳性率为０．７％。

该５株菌的ＰＣＲ产物电泳结果见图１和图２。ＰＣＲ产物测序

的结果表明，４株产ＫＰＣ型菌株均携带ＫＰＣ２基因亚型，而１

株产ＩＭＰ型菌株携带ＩＭＰ４基因亚型。

　　注：１～４为含ＫＰＣ基因的菌株；Ｍ为ＤＮＡＭａｒｋｅｒ。

图１　　ＫＰＣ基因ＰＣＲ结果

　　注：１为含ＩＭＰ基因的菌株；Ｍ为ＤＮＡＭａｒｋｅｒ。

图２　　ＩＭＰ基因ＰＣＲ结果

３　讨　　论

　　近年来由于抗菌药物的滥用，尤其是β内酰胺类抗菌药

物，以致产ＥＳＢＬ的肺炎克雷伯菌对多种抗菌药物的耐药性上

升，如碳青霉烯类抗菌药物在临床上使用的增加，对碳青霉烯

类抗菌药物耐药的菌株被越来越多的报道。碳青霉烯类药物

对质粒介导的 ＥＳＢＬ、染色体及质粒介导的头孢菌素酶

（ＡｍｐＣ）高度稳定，但其也可被金属β内酰胺酶水解灭活，造

成碳青霉烯类抗菌药物耐药。而本研究的药敏结果显示，经

ＰＣＲ确证试验为产碳青霉烯酶的５株菌中，４株 ＫＰＣ型的厄

他培南、亚胺培南和美洛培南的耐药率均为１００％，其 ＥＳＢＬ

·４２４３· 国际检验医学杂志２０１６年１２月第３７卷第２４期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ．２０１６，Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．２４



也均为阳性，而１株ＩＭＰ型的厄他培南、亚胺培南和美洛培南

的敏感率均为１００％，且ＥＳＢＬ为阴性，这５株菌对其他常用抗

菌药物均高度耐药，由资料可推测，产ＫＰＣ酶可能是本院的肺

炎克雷伯菌对碳青霉烯类抗菌药物耐药的主要机制，文献报道

ＫＰＣ２型的肺炎克雷伯菌在我国广泛存在，但产金属酶的报

导相对较少［３４］。而本研究所检测到的５株耐碳青霉烯类的肺

炎克雷伯菌中，ＫＰＣ２型的有４株，占８０％，ＩＭＰ４型的有１

株，仅占２０％，这一结果也与该报导相一致。由于本研究先用

改良 Ｈｏｄｇｅ试验筛选出产碳青霉烯酶的耐药株，而改良

Ｈｏｄｇｅ试验是美国临床实验室标准化委员会（ＣＬＳＩ）推荐的碳

青霉烯酶表型检测方法，有研究结果显示，改良 Ｈｏｄｇｅ试验检

测碳青霉烯酶的敏感度为１００％，特异度为７９％，阳性预测值

为７０％，阴性预测值为１００％，准确率为８６％
［５］。另外，也有

研究表明，改良 Ｈｏｄｇｅ试验常用来证实是否产ＫＰＣ，其灵敏度

和特异度均为１００％
［６］。对于本研究的１５１株肺炎克雷伯菌

中，改良 Ｈｏｄｇｅ试验阳性菌有１２株，但最终经ＰＣＲ确证为产

碳青霉烯酶的菌株只有５株，并且其中１株经双纸片协同试验

和组合纸片法筛选金属酶时，两个试验同时为阳性且为ＩＭＰ４

型，其他菌株以上３个试验均为阴性。由以上数据可推测改良

Ｈｏｄｇｅ试验筛选产碳青霉烯酶的耐药株存在一定的假阳性，又

或者由于碳青霉烯酶种类很多［３］，ＰＣＲ扩增是未能完全涵盖，

未能完全排除其他未检测到的碳青霉烯酶引起耐药机制存在。

另外，当酶的量极少时也可以造成结果的假阴性，易造成漏检。

对产碳青霉烯酶菌株引起的感染治疗起来比较困难，需要

根据药敏结果综合分析选用适合的抗菌药物。部分病例需使

用多黏菌素，产酶株体外即使对碳青霉烯类抗菌药物敏感，也

不宜应用碳青霉烯类抗菌药物［７］。还要提高耐药株的检出率，

加强实验室的管理。另外，还要避免院内感染的暴发流行。在

防止细菌流行的同时，还必须高度重视质粒的流行，警惕耐药

基因在不同属、种细菌之间或是同一菌种的不同生物型、血清

型之间传播。
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中招募献血志愿者。

为消除不同检测试剂对不同人群 ＮＡＴ阳性率差异的影

响，作者针对两种ＮＡＴ试剂各自筛查出的ＮＡＴ阳性献血者，

依照不同性别、年龄、职业做了单独分析比较，发现罗氏试剂的

结果分析与表３结果一致；科华试剂在献血者不同性别、年龄

组的差异，与整体联合分析的结果一致，均为男性献血者ＮＡＴ

阳性率高于女性；３６～４５岁献血者的 ＮＡＴ 阳性率最高，

１８～＜２５岁献血者的ＮＡＴ阳性率最低，但在职业分布上，以

技术人员阳性率最高，其次为农民，估计与科华试剂检出的阳

性标本数较少，而职业分类较多，受检测样本量的影响较大

有关。

综上所述，通过对献血者的标本实施ＮＡＴ，能使输血感染

相关病毒的风险降到最低，极大程度地保障血液安全；另外从

以上数据的统计分析可以看出：郑州地区献血者人群的人口学

特征是，４５岁以下占主体、男性为主、其他职业人群为主，女

性、１８～＜２５岁及公务员、医务工作者、学生的ＮＡＴ阳性率较

低，这为有针对地动员更多女性和年轻的献血者参加献血，及

时调整招募策略，以及采取措施鼓励更多献血者重复献血，提

供了一定的参考数据。
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