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  摘 要:目的 了解该院耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌的感染特点、药物敏感性和碳青霉烯酶基因携带情

况。方法 收集该院2018年1月至2019年2月临床标本中分离的非重复耐碳青霉烯类的肺炎克雷伯菌,采用

VITEK
 

2
 

Compact
 

全自动微生物鉴定仪进行细菌鉴定及药敏检测,改良碳青霉烯灭活试验(mCIM)和EDTA
改良碳青霉烯灭活试验(eCIM)检测碳青霉烯酶表型、聚合酶链反应(PCR)检测碳青霉烯酶常见基因型。结果 共

收集95株耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌,细菌对多种临床常用抗菌药物均显著耐药。改良碳青霉烯灭活试验

(mCIM)91株阳性,EDTA
 

改良碳青霉烯灭活试验(eCIM)3株阳性。PCR结果显示92株携带碳青霉烯酶基

因,未检测出耐药基因有3株,其中有86株携带KPC基因(93.4%),3株携带NDM 基因,3株既携带KPC基

因又携带NDM基因。结论 耐碳青霉烯类的肺炎克雷伯菌对多种抗菌药物耐药,对四环素、多西环素、替加环

素相对敏感,而产KPC型碳青霉烯酶是该院肺炎克雷伯菌碳青霉烯类抗菌药物耐药的主要原因。因此临床应

根据药物敏感性结果合理选用抗菌药物,做好院感监测及防护,以防止耐药菌株的传播和流行。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

characteristics
 

and
 

drug
 

sensitivity
 

of
 

carbapenem-resistance
 

En-
terobacteriaceae(CRE)

 

infection
 

in
 

our
 

hospital,and
 

study
 

the
 

genotypic
 

analysis
 

of
 

carbapenemase
 

genes.
Methods 95

 

isolates
 

of
 

CRKPs
 

were
 

isolated
 

from
 

clinical
 

specimens
 

from
 

January
 

2018
 

to
 

February
 

2019
 

in
 

our
 

hospital.Bacterial
 

identification
 

and
 

antimicrobial
 

susceptibility
 

testing
 

were
 

carried
 

out
 

with
 

VITEK
 

2
 

Compact
 

automatic
 

microbiological
 

assay
 

system.The
 

detection
 

of
 

carbapenemase-producing
 

Klebsiella
 

pneu-
moniae

 

was
 

confirmed
 

by
 

modified
 

carbapenem
 

inactivation
 

method
 

(mCIM)
 

and
 

EDTA-modified
 

carbapenem
 

inactivation
 

method
 

(eCIM).Screening
 

of
 

carbapenemase-encoding
 

gene
 

by
 

PCR.Results The
 

95
 

isolates
 

showed
 

high-level
 

resistance
 

to
 

the
 

antibiotics
 

commonly
 

used
 

by
 

Clinician.91strains
 

were
 

all
 

positive
 

for
 

mCIM,3
 

strains
 

were
 

positive
 

for
 

eCIM.Carbapenemase-encoding
 

gene
 

was
 

identified
 

in
 

92
 

isolates
 

of
 

Kleb-
siella

 

pneumoniae,3
 

strains
 

were
 

not
 

detected
 

having
 

resistance
 

gene.Among
 

which
 

86
 

were
 

confirmed
 

as
 

KPC
 

and
 

3
 

were
 

NDM.And
 

3
 

strains
 

carried
 

both
 

KPC
 

and
 

NDM.Conclusion CRKP
 

showed
 

high
 

resistance
 

to
 

most
 

of
 

the
 

common
 

antimicrobial
 

agents
 

in
 

our
 

hospital,relatively
 

sensitive
 

to
 

tetracycline,doxycycline
 

and
 

tigecycline,KPC
 

carbapenemase
 

was
 

the
 

primary
 

mechanism
 

to
 

cause
 

the
 

bacterial
 

resistance
 

to
 

carbapenems.
According

 

to
 

susceptibility
 

test,the
 

hospital
 

should
 

enhance
 

the
 

drug-resistance
 

surveillance
 

and
 

use
 

antibiot-
ics

 

reasonable
 

to
 

control
 

the
 

multi-drug
 

resistance
 

and
 

the
 

prevalence
 

of
 

resistant
 

strains.
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  肺炎克雷伯菌是常见的机会性致病菌,占所有革

兰阴性感染的1/3,其可致肠外感染,包括尿路感染、
膀胱炎、肺炎、肝脓肿、内源性眼内炎、手术切口感染

和危及生命的感染,如感染性心内膜炎和败血症[1]。
肺炎克雷伯菌的耐药率正逐年上升。在过去的10年

中,碳青霉烯类药物被认为是治疗耐药革兰阴性菌感

染的最后一道防线。随着碳青霉烯类耐药菌株尤其

是肺炎克雷伯菌、铜绿假单胞菌和鲍曼不动杆菌检出

率的快速上升,已成为当前临床抗感染治疗的难题。
历年CHINET细菌耐药性监测数据显示,肺炎克雷伯

菌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%,
耐药率上升幅度达8倍,与此同时,肺炎克雷伯菌每

年的分离率亦呈稳步上升趋势[2]。
碳青霉烯类抗菌药物是临床上治疗产超广谱β-

内酰胺酶(ESBLs)肺炎克雷伯菌引起的感染最有效

的药物。产碳青霉烯酶的肺炎克雷伯菌(CPKP)是最

重要的产碳青霉烯酶的肠杆菌科细菌
 

(CPE)之一,并
且已广泛传播到世界各地[3-5]。碳青霉烯酶是引起碳

青霉烯类耐药的最主要机制,包括 A类(KPC)、B类

(IMP、VIM、NDM)和D类(OXA-48),且这些碳青霉

烯酶基因大多位于质粒上[3,6]。本研究主要了解本院

耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌的药物敏感性和碳青霉

烯酶基因携带情况,为医院合理用药和医院感染控制

提供依据。
1 材料与方法

1.1 标本来源 收集本院2018年1月至2019年2
月期间分离临床标本中非重复耐碳青霉烯类肺炎克

雷伯菌95株。标准菌株:大肠埃希菌
 

ATCC
 

25922,
肺炎克 雷 伯 菌

 

ATCC
 

BAA
 

-1705,肺 炎 克 雷 伯 菌
 

ATCC
 

BAA
 

-1706。
1.2 仪器与试剂 采用法国梅里埃

 

Vitek
 

2-Com-
pact全自动细菌鉴定仪鉴定细菌和药敏,K-B

 

纸片法

进行药敏试验复核(亚胺培南和美罗培南),药敏纸片

及 MH培养基干粉均购自英国
 

Oxiod
 

公司。药敏结

果 采 用
 

CLSI2018
 

标 准 进 行 判 断,质 控 菌 株 为
 

ATCC25922。
1.3 改良碳青霉烯灭活试验

 

1.3.1 mCIM 按照CLSI
 

M100-S28方法操作,取1
 

μL接种环的生长于血琼脂平板上的过夜培养纯菌

落,于2
 

mL
 

TSB肉汤中,震荡混匀10~15
 

s。每管放

入1张含美罗培南10
 

μg的无菌纸片,确认纸片浸没

于菌悬液中,在(35±2)℃大气环境孵育(4.00±
0.25)h。孵育结束时,立即用营养肉汤或0.9%

 

NaCl
制备0.5麦氏浊度的大肠埃希菌ATCC

 

25922悬液,
菌悬液制备和平板涂布必须15

 

min内完成,干燥3~
10

 

min。用10
 

μL接种环将美罗培南纸片从TBS肉

汤中取出,将纸片贴于试管内壁,轻轻按压以挤去纸

片上多余水分,然后将纸片取出贴于已涂布有大肠埃

希菌ATCC25922的 MHA平板上,每个100
 

mm的

MHA平板最多贴4张纸片。倒置平板,(35±2)℃大

气环境孵育18~24
 

h,量取抑菌圈直径。结果判读:
美罗培南抑菌圈直径为6~15

 

mm或直径为16~18
 

mm但抑菌圈内有散在菌落为碳青霉烯酶阳性;抑菌

圈直径≥19
 

mm 为碳青霉烯酶阴性;抑菌圈直径为

16~18
 

mm或直径为≥19
 

mm但抑菌圈内有散在菌

落为碳青霉烯酶中性。无法判断是否存在碳青霉

烯酶。
1.3.2 eCIM 按照CLSI

 

M100-S28方法操作。取

第2支含TSB
 

2
 

mL的肉汤管,管壁上标记细菌名称,
加入20

 

μL
 

0.5
 

mol/L
 

EDTA溶液于2
 

mLTSB中,
EDTA最终浓度为5

 

mmol/L。剩下步骤同 mCIM
实验步骤,mCIM 和eCIM 实验同步进行。mCIM 和

eCIM实验管中的美罗培南纸片贴于同一块已涂布有

大肠埃希菌 ATCC25922的 MHA 平板上。结果判

读:与mCIM结果相比,美罗培南抑菌圈直径≥5
 

mm
为金属酶阳性,≤4

 

mm为金属酶阴性。对于eCIM,
忽略任何抑菌圈内的散在针尖样菌落,且仅当 mCIM
结果呈阳性时,eCIM 结果才有效;mCIM 结果阴性

时,不解释eCIM结果。当
 

mCIM
 

结果阳性,eCIM
 

结

果阴性的情况下报告丝氨酸碳青霉烯酶阳性。
1.4 聚合酶链反应(PCR)方法 采用美国赛沛

GeneXpert分子 诊 断 系 统,Xpert是 实 时 荧 光 定 量

PCR快速检测,基于实时PCR技术,与配套的Xpert
检测试剂共同使用,本实验采用Xpert

 

Carba-R试剂

盒,用对数生长期的菌株配制0.5
 

mol/L生理盐水稀

释液,吸取10
 

μL加入样本处理液中,旋涡震荡约10
 

s,吸取约1.7
 

mL混合液加入试剂盒中,盖上试剂盒

盖子,启 动 检 测。此 方 法 检 测 KPC、IMP、VIM、
NDM、OXA48基因。该试剂盒有一个样本处理对照

(SPC)来确保PCR反应的条件(温度和时间),使其扩

增有 效。另 外 有 一 个 内 质 控,即 探 针 检 查 控 制

(PCC),可以验证盒中的PCR管填充,探针完整性及

染料的稳定性。以肺炎克雷伯菌
 

ATCC
 

BAA-1705
作为丝氨酸碳青霉烯酶阳性对照,以一株测序 NDM
基因阳性的肺炎克雷伯菌株作为金属酶阳性对照,以
肺炎克雷伯菌 ATCC

 

BAA-1706
 

作为碳青霉烯酶阴

性对照。
1.5 统计学处理 使用 Whonet5.6进行统计分析。
2 结  果

2.1 耐碳青霉烯类肺炎克雷伯流行病学特点

2.1.1 标本分布和年龄分布 95株CRKP的标本

来源以痰液为主,共有43
 

株,占45.3%
 

,其次为血

液、引流液和分泌物,分别有18株(18.9%)、16株

(16.8%)、9
 

株(9.5%)。CRKP标本的主要来源于中

老年人,40~<60岁占46株,60~<90岁占24株。
见表1。
2.1.2 科室分布 CRKP感染患者主要来自ICU,
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52例占总体的54.7%,门诊患者12例占12.6%,其
次是烧伤科、消化科、其他科室各8例占8.4%,神经

内科4例占4.2%、神经外科3例占3.2%。
表1  95株CRKP菌株标本来源和年龄分布情况(n)

标本类型 n <20岁 20~<40岁 40~<60岁 60~<90岁

痰液 43 1 10 20 12

血液 18 - 3 12 3

引流液 16 - 5 6 5

分泌物 9 1 2 5 1

尿液 4 - 1 1 2

脑脊液 2 - 1 1 -

其他 3 - 1 1 1

合计 95 2 23 46 24

  注:-表示无数据

2.2 药敏试验结果 分离的95株CRKP对替加环

素的敏感率为96.9%,对四环素、多西环素的耐药率

较低(均<30%
 

),其次为阿米卡星和复方磺胺甲噁唑

(80.6%和82%),对其他抗菌药物表现为高耐药率,
耐药率均>90%。见表2。
表2  95株碳青霉烯类耐药肺炎克雷伯菌的耐药性(%)

抗菌药物 敏感 中介 耐药

头孢曲松 0.0 0.0 100.0

头孢呋辛 0.0 0.0 100.0

头孢唑啉 0.0 0.0 100.0

氨苄西林/舒巴坦 0.0 0.0 100.0

哌拉西林/他唑巴坦 0.0 0.8 99.2

氨曲南 0.8 0.0 99.2

头孢哌酮/舒巴坦 0.0 1.6 98.4

左旋氧氟沙星 2.2 0.0 97.8

环丙沙星 2.2 0.0 97.8

头孢吡肟 3.0 1.5 95.5

头孢他啶 2.3 4.9 92.8

复方磺胺甲噁唑 15.0 3.0 82.0

阿米卡星 19.4 0.0 80.6

四环素 69.0 6.2 24.8

多西环素 73.0 4.0 23.0

替加环素 96.9 2.1 1.0

2.3 碳青霉烯酶基因检测、mCIM和eCIM的结果

2.3.1 mCIM和eCIM 的表型试验 表型试验检测

结果显示:图1A
 

mCIM 阳性,eCIM 阴性,提示丝氨

酸碳青霉烯酶阳性;图1B
 

mCIM阳性,eCIM阳性,提
示金属 酶 阳 性。本 研 究 改 良 碳 青 霉 烯 灭 活 试 验

(mCIM)91株阳性,EDTA
 

改良碳青霉烯灭活试验

(eCIM)3株阳性。部分检测结果见图1。

图1  部分 mCIM
 

和
 

eCIM
 

的表型试验结果

2.3.2 95株耐碳青霉烯肺炎克雷伯菌的 mCIM、
eCIM试验和携带碳青霉烯酶基因结果分布 PCR主

要检测5种基因型,分别是 KPC、NDM、IMP、VIM、
OXA48。在95株耐碳青酶烯类的肺炎克雷伯菌中

92株基因为阳性,未检测出耐药基因的菌株有3株。
其中86株含有KPC基因,3株含有NDM 基因,3株

既含有 KPC又含有 NDM 基因,95株均未检测出

IMP、VIM、OXA48基因。mCIM
 

检测到92株碳青

霉烯类基因阳性菌株中91株为阳性菌株,3株基因阴

性菌均为阴性,1株PCR显示含 KPC基因的菌株
 

mCIM
 

检测为中性。在 mCIM 阳性的基础上进一步

解释
 

eCIM结果,eCIM
 

检测出的阳性菌株3株,阴性

菌株有88
 

株,3株同时含有KPC基因和NDM
 

基因

的菌株 mCIM
 

检测为阳性,但eCIM 检测均为阴性。
见表3。
表3  95株耐碳青霉烯肺炎克雷伯菌的 mCIM、eCIM试验

   和携带碳青霉烯酶基因结果分布(n)

耐碳青霉烯酶的

数量和基因型
n

mCIM

阳性 中性

eCIM

阴性 阳性 阴性

KPC 86 85 1 0 0 85

NDM
 

3 3 0 0 3 0

KPC/NDM 3 3 0 0 0 3

基因阴性 3 0 0 3 - -

  注:mCIM
 

结果阴性时,不解释
 

eCIM
 

结果,用“-”表示

3 讨  论

  CRE自出现以来已成为院内感染患者死亡的主

要原因之一。CRE也被认为是威胁世界公共卫生最

重要的一类病原菌。因此,准确快速地鉴定CRE对

于个体治疗及感染控制方面至关重要。根据以往研

究,产碳青霉烯酶是肠杆菌科细菌对碳青霉烯类抗菌

药物耐药的主要机制,目前在肠杆菌科细菌中常见的

碳青霉烯酶主要有
 

KPC、IMP、VIM、NDM
 

和
 

OXA-
48

 

等。CRE主要在肺炎克雷伯菌、大肠埃希菌和阴

沟肠杆菌中被发现,而
 

CRKP占CRE的比例最大[7]。
从结果可以看出,本院CPKP主要分离自中老年患者

及ICU患者,标本主要是痰液、血液和引流液等,分析

原因在于ICU和老年患者长期住院,免疫力低下,抗
菌药物使用较多,而且侵入性操作如呼吸机的使用、
导尿管的使用等较多,增加了耐药菌株感染的机会。
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药敏结果提示
 

CRKP对绝大多数抗菌药物耐药严重,
特别是β-内酰胺类药物,耐药率>90%

 

,对左氧氟沙

星、环丙沙星的耐药率均为97.8%,复方磺胺甲噁唑

和阿米卡星的耐药率分别为
 

82%和80.6%
 

,对四环

素类耐药率低,四环素和多西环素的敏感率分别为

69%和73%,对替加环素比较敏感。本研究中的肺炎

克雷伯菌对β-内酰胺类、氨基糖苷类、磺胺类、喹诺酮

类等临床常用抗菌药物表现为较高的耐药率,四环素

类和替加环素敏感性高,因此可作为治疗CRKP的感

染。研究报道多黏菌素类、替加环素、磷霉素和氨基

糖苷类对CRE菌株有良好抗菌活性,以上抗菌药物

联合应用(如多黏菌素类或阿米卡星联合碳青霉烯

类、多黏菌素类联合替加环素或利福平、氨基糖苷类

联合磷霉素等)
 

的疗效均优于单药治疗,尤其含有碳

青霉烯类的联合治疗组病死率最低[8-10]。目前我国肠

杆菌科细菌产碳青霉烯酶的常见类型为
 

KPC,尚有

IMP和 VIM 酶,NDM 偶见[11-12]。本研究发现本院

95株CRKP携带 KPC基因
 

86株,NDM 基因3株,
同时携带KPC和NDM基因3株,未检测出耐药基因

的菌种有3株。提示本院分离CRKP的耐药基因同

样以KPC为主。同时也参照2018年CLSI最新操作

指南,采用
 

mCIM
 

和
 

eCIM
 

试验对碳青霉烯酶产酶株

进行筛选,mCIM用于检测肠杆菌科细菌的碳青霉烯

酶,结果显示mCIM
 

检测到95株碳青霉烯酶基因阳

性菌株中91株为阳性菌株,3株基因阴性菌 mCIM
均为阴性,1株PCR显示含KPC基因的菌株

 

mCIM
 

检测为中性。总之 mCIM 和PCR结果一致性很高。

eCIM
 

试验是利用
 

EDTA
 

抑制金属酶的原理,在产碳

青霉烯酶菌株中进一步区分金属酶和丝氨酸酶。在

mCIM阳性的基础上进一步解释
 

eCIM 结果,eCIM
 

检测出的阳性菌株3株,阴性菌株有88株,3株同时

含有KPC基因和NDM
 

基因的菌株mCIM
 

检测为阳

性,但eCIM检测均为阴性。
本研究显示,碳青霉烯类肺炎克雷伯菌对多数临

床常用抗菌药物高度耐药,多数为仅对替加环素敏感

菌株。为应对此类超级耐药细菌所致感染,实验室应

积极与临床沟通,增做其他可能有效的抗菌药物如多

黏菌素、替加环素和头孢他啶-阿维巴坦的药敏试验。
但微生物实验室人员在进行药敏试验时,需特别注意

多黏菌素和替加环素的药敏试验方法存在的问题。
多黏菌素药敏试验方法目前CLSI不推荐纸片法、琼
脂稀释法等其他药敏方法,必须用微量肉汤稀释法进

行测定。替加环素体外药敏结果受多种因素的影响,
包括培养基类型、配制时间、检测方法、菌种类型、纸
片保存条件、折点选择等[13]。目前,对

 

CRE有特异性

活性的多种新药正在临床开发中,可以分为
 

β-内酰胺

酶抑制剂组合和其他类别。如头孢他啶/阿维巴坦自
 

2015
 

年开始用于美国临床治疗,阿维巴坦是抑制
 

KPC、ESBL、AmpC
 

和OXA-48
 

的新型
 

β-内酰胺酶抑

制剂,因此,头孢他啶/阿维巴坦复合剂对大多数产
 

KPC
 

和
 

OXA-48
 

的菌株具有良好的抑菌活性[14]
 

。另

外,美罗培南/vaborbactam
 

和亚胺培南-西司他丁/

relebactam
 

两种β-内酰胺酶复合抑制剂尚处于临床

开发晚期,虽然抑制剂及其配伍抗菌药物的结构不

同,但其总体活性谱与头孢他啶/阿维巴坦相似[15]。
其 他 类 别 的 药 物 如

 

plazomicin、ageviacline
 

和
 

cefiderocol
 

也处于临床开发晚期[16-17]。本研究有3
 

株碳青霉烯类耐药肺炎克雷伯菌基因检测及 mCIM
 

结果均为阴性,考虑为非产酶型碳青霉烯类耐药菌,
可能为高产

 

AmpC
 

酶伴外膜蛋白丢失、外排泵的高

表达及高亲和性结合位点缺失或亲和力下降等[18-19],
故对这3株细菌的耐药机制仍有待进一步研究。结

果显示,3株同时含有KPC基因和NDM
 

基因的菌株

mCIM
 

检测为阳性,但eCIM 检测均为阴性,虽然
 

EDTA
 

可以抑制金属酶,但是由于同时存在丝氨酸碳

青霉烯酶,因此eCIM结果仍显示阴性。若结合A类

碳青霉烯酶抑制剂(例如硼酸),可提高检测性能。

mCIM阳性而eCIM阴性,CLSI解释产丝氨酸碳青霉

烯酶,本实验发现 mCIM 阳性而eCIM 阴性,有可能

是产丝氨酸碳青霉烯酶同时也产金属酶,因此针对同

时产这两种酶,建议用PCR方法进一步确定。

4 结  论

  综上所述,本院耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌的耐

药机制主要与其携带
 

KPC
 

并产生
 

KPC
 

酶有关,且对

大多数抗菌药物形成高度耐药,应引起临床及感控部

门高度重视。
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