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摘要：　 目的　 了解某儿童医院临床分离耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌（ ｃａｒｂａｐｅｎｅｍ－ｒｅｓｉｓｉｔａｎｔ Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ，ＣＲ－
ＫＰ）的耐药特性及产碳青霉烯酶流行情况的研究。 　 方法　 采用法国生物梅里埃 Ｖｉｔｅｋ ２ Ｃｏｍｐａｃｔ 仪器对收集菌株进行

鉴定及药敏试验，药敏结果判断参照 ２０１８ 版 ＣＬＳＩ；改良碳青霉烯酶灭活试验（ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｃａｒｂａｐｅｎｅｍ ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ，
ｍＣＩＭ）及 ＥＤＴＡ 改良碳青霉烯酶灭活试验（ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｃａｒｂａｐｅｎｅｍ ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ，ｅＣＩＭ）实验进行表型确认；ＰＣＲ 法检测

碳青霉烯酶基因，产物测序，结果采用 ＢＬＡＳＴ 软件与 Ｇｅｎｂａｎｋ 上已公布的序列进行比对分析。 　 结果　 共收集到 ４４ 株

ＣＲ－ＫＰ，其中 ４３ 株产金属酶菌株对哌拉西林 ／他唑巴坦、头孢他啶、头孢哌酮 ／舒巴坦、头孢肶肟及厄他培南均耐药，对左

氧氟沙星和阿米卡星全部敏感，此外携带 ｂｌａＮＤＭ－１ 基因对亚胺培南均耐药，携带 ｂｌａＩＭＰ 基因耐药率为 ８３􀆰 ３％；碳青霉烯

酶表型检测：４４ 株细菌的 ｍＣＩＭ 实验全部阳性，其中 ４３ 株的 ｅＣＩＭ 阳性，１ 株（ＫＰ － ９）为阴性，产金属酶的阳性率为

９７􀆰 ７％；耐药基因检测结果显示，３１ 株携带 ｂｌａＮＤＭ－１ 基因，１２ 株携带 ｂｌａＩＭＰ 基因，１ 株（ＫＰ－９）携带 ｂｌａＫＰＣ 基因，与金属

酶表型初筛实验结果相符。 　 结论　 该儿童医院临床分离的耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌的耐药机制以产酶为主，尤其是

ＮＤＭ－１ 型金属酶；体外药敏实验发现对阿米卡星及左氧氟沙星敏感，对头孢菌素类及碳氢酶烯类药物耐药。
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　 　 近年来，随着碳青霉烯类抗生素在临床上的广泛

应用，对其耐药的肠杆菌科细菌不断出现，尤其是 ＣＲ
－ＫＰ，已在世界上多个国家及地区被检出，且检出呈上

升趋势，给临床抗感染治疗带来了极大的挑战［１］。 对

于儿童而言，由于其自身免疫特性，可供使用的抗菌药

物种类有限，导致碳青霉烯类抗生素的广泛使用，故
ＣＲ－ＫＰ 的检出形势较成人更加严峻［２］。 因此，本研究

拟对 ２０１８ 年 １—４ 月某儿童医院临床分离的 ＣＲ－ＫＰ
进行耐药机制和药敏结果分析，以期为临床抗感染治

疗以及预防其传播提供实验依据，现将结果报告如下。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 菌株来源　 收集 ２０１８ 年 １—４ 月某儿童医院临

床分离的非重复性肠杆菌科菌 １ １４１ 株，采用 Ｖｉｔｅｋ ２
Ｃｏｍｐａｃｔ 进行鉴定。 质控菌株为肺炎克雷伯菌 ＡＴＣＣ
ＢＡＡ－１７０５ ／ １７０６ 和大肠埃希菌 ＡＴＣＣ ２５９２２。
１􀆰 ２　 主要试剂和仪器　 ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ Ｄ２０００（大连宝生
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物公司），引物和 ５ × ＴＢＥ 电泳缓冲液 （上海生工公

司），２×Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂（北京百泰克公司）；
ＡＢＩ２７２０ ＰＣＲ 扩 增 仪 （ 美 国 ＡＢＩ 公 司 ）， Ｈｏｅｆｅｒ
ＰＳ２Ａ２００ 水平电泳仪（美国 Ｈｏｅｆｅｒ 公司），高速冷冻离

心机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司），ＩｎＧｅｎｉｕｓ 凝胶成像分析系

统（英国 Ｓｙｎｇｅｎｅ 公司），美罗培南药敏纸片（１０ μｇ）
（英国 ＯＸＩＯＤ 公司），哥伦比亚血平板、Ｍ－Ｈ 平板（法
国梅里埃公司）， 胰蛋白胨大豆肉汤（上海科玛嘉微生

物技术有限公司），Ｖｉｔｅｋ ２ Ｃｏｍｐａｃｔ（法国生物梅里埃

公司）。
１􀆰 ３　 药敏试验 　 仪器法（Ｖｉｔｅｋ ２ Ｃｏｍｐａｃｔ）测定 ８ 种

药物的敏感实验，结果根据美国临床和实验室标准化

协会（ＣＬＳＩ）２０１８ 版标准进行判断。
１􀆰 ４　 改良碳氢酶灭活试验检测金属 β－内酰胺酶　 按

照 ＣＬＳＩ２０１８ 版标准进行 ｍＣＩＭ 联合 ｅＣＩＭ 实验，分别

以肺炎克雷伯菌 ＡＴＣＣ ＢＡＡ－１７０５ ／ １７０６ 做为阳性和

阴性质控菌株：（１）ｍＣＩＭ 实验：用 １ μｌ 的接种环取待

测菌落于 ２ ｍｌ 胰蛋白胨大豆肉汤（ＴＳＢ）中，并将美罗

培南（１０ μｇ）药敏纸片浸没在 ＴＳＢ 菌悬液中；（３５ ±
２）℃培养 ４ ｈ±１５ ｍｉｎ；在取出 ＴＳＢ 中的药敏纸片之

前，用标准菌株 ＡＴＣＣ２５９２２ 配制 ０􀆰 ５ 麦氏单位的菌悬

液，按纸片扩散法的步骤于 １５ ｍｉｎ 内在 Ｍ－Ｈ 平板上

涂布上述菌悬液，取出 ＴＳＢ 中的药敏纸片，贴在涂布
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有标准菌株 ＡＴＣＣ２５９２２ 的 Ｍ－Ｈ 平板上；培养 １８ ～
２４ ｈ后，测量抑菌圈直径大小。 （２）ｅＣＩＭ 实验：对于每

一株待测菌株都标识第二支含 ２ ｍｌ ＴＳＢ 试管，加入

２０ μｌ ０􀆰 ５Ｍ ＥＤＴＡ 溶液于 ２ ｍｌ ＴＳＢ 中，ＥＤＴＡ 终浓度

为５ ｍＭ；余下步骤同上述 ｍＣＩＭ 实验步骤；ｍＣＩＭ 和

ｅＣＩＭ 试管平行进行。 （３）结果判读：金属 β－内酰胺酶

阳性：ｅＣＩＭ 与 ｍＣＩＭ 结果相比较，美罗培南抑菌圈的

直径相差≥５ ｍｍ；金属 β －内酰胺酶阴性： ｅＣＩＭ 与

ｍＣＩＭ 结果相比较，美罗培南抑菌圈的直径相差≤
４ ｍｍ。
１􀆰 ５　 耐药基因检测 　 根据文献设计引物［３］，引物序

列见表 １。 ＰＣＲ 反应体系为 ２５ μｌ，１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 上、下游

引物各 １ μｌ，包括 ２×ＴａｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １２􀆰 ５ μｌ，无菌

双蒸水 ８􀆰 ５ μｌ，ＤＮＡ 模板 ２ μｌ。 ＰＣＲ 反应条件：９４ ℃
预变性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃ 变性 ３０ ｓｅｃ，退火温度（见表 １）
３０ ｓｅｃ，７２ ℃延伸 ３０ ｓｅｃ，共 ３５ 个循环；最后再 ７２ ℃延

伸５ ｍｉｎ。 结果采用 ＢＬＡＳＴ 软件与 Ｇｅｎｂａｎｋ 上已公布

的序列进行比对分析。
表 １　 ＰＣＲ 检测所用引物

引物名称 引物序列 ５’→３’
退火温度

（ ℃）

产物大小

（ｂｐ）

ｂｌａＮＤＭ－１ Ｆ：ＧＧＴＴＴＧＧＣＧＡＴＣＴＧＧＴＴＴＴＣ
Ｒ：ＣＧＧＡＡＴＧＧＣＴＣＡＴＣＡＣＧＡＴＣ ５５ ６２１

ｂｌａＫＰＣ Ｆ：ＣＧＴＣＴＡＧＴＴＣＴＧＣＴＧＴＣＴＴＧ
Ｒ：ＣＴＴＧＴＣＡＴＣＣＴＴＧＴＴＡＧＧＣＧ ５５ ７９８

ｂｌａＩＭＰ Ｆ：ＧＧＡＡＴＡＧＡＧＴＧＧＣＴＴＡＡＴＣＴＣ
Ｒ：ＧＧＴＴＴＡＡＹＡＡＡＡＣＡＡＣＣＡＣＣ ５２ ２３２

２　 结　 果

２􀆰 １　 ＣＲ－ＫＰ 检出情况及临床特征　 １ １４１ 株肠杆菌

科细菌中共检出 ４４ 株 ＣＲ－ＫＰ，检出率为 ３．８％。 标本

来源包括痰液标本，血液标本，尿液标本，分泌物标本

等，科室分布主要是呼吸内科，ＩＣＵ 等。
２􀆰 ２　 碳青霉烯表型检测　 ４４ 株细菌的 ｍＣＩＭ 实验全

部阳性；其中 ４３ 株的 ｅＣＩＭ 阳性，阳性率为 ９７􀆰 ７％。
２􀆰 ３　 耐药基因检测 　 ３１ 株细菌携带 ｂｌａＮＤＭ－１ 基

因，１２ 株细菌携带 ｂｌａＩＭＰ 基因，１ 株（ＫＰ－９）细菌携带

ｂｌａＫＰＣ 基因（见图 １、图 ２）。

　 　 注：Ｍ， ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；ｋｐ１－ｋｐ４、ｋｐ６－ｋｐ９、ｋｐ１２－ｋｐ１３，待测菌株。

图 １　 部分肺炎克雷伯菌 ｂｌａＮＤＭ－１ＰＣＲ 电泳图

　 　 注：Ｍ， ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；ｋｐ１－ｋｐ４、ｋｐ６－ｋｐ９、ｋｐ１２－ｋｐ１３，待测菌株。

图 ２　 部分肺炎克雷伯菌 ｂｌａＩＭＰ－１ＰＣＲ 电泳图

２􀆰 ４　 药敏实验结果　 结果显示，耐药基因为 ＮＤＭ－１
和 ＩＭＰ 的 ４３ 株菌对哌拉西林 ／他唑巴坦、头孢他啶、
头孢哌酮 ／舒巴坦、头孢肶肟及厄他培南均耐药；而对

阿米卡星和左氧氟沙星则全部敏感；３１ 株 ｂｌａＮＤＭ－１
对亚胺培南全部耐药，１２ 株 ｂｌａＩＭＰ 对亚胺培南耐药

率为 ８３􀆰 ３％。 见表 ２。
表 ２　 ４３ 株耐药基因为 ＮＤＭ－１ 和 ＩＭＰ 株的耐药率（％）

基因型 菌株数 ＴＺＰ ＡＭＫ ＬＶＸ ＣＡＺ ＳＣＦ ＣＩＰ ＥＴＰ ＩＰＭ

ｂｌａＮＤＭ－１ ３１ １００􀆰 ０ ０􀆰 ０ ０􀆰 ０ １００􀆰 ０ １００􀆰 ０ １００􀆰 ０ １００􀆰 ０ １００􀆰 ０

ｂｌａＩＭＰ １２ １００􀆰 ０ ０􀆰 ０ ０􀆰 ０ １００􀆰 ０ １００􀆰 ０ １００􀆰 ０ １００􀆰 ０ ８３􀆰 ３

　 　 注：ＴＺＰ：哌拉西林 ／ 他唑巴坦；ＡＭＫ：阿米卡星；ＬＶＸ：左氧氟沙星；
ＣＡＺ：头孢他啶；ＳＣＦ 头孢哌酮 ／ 舒巴坦；ＣＩＰ：头孢肶肟；ＥＴＰ：厄他培南；
ＩＰＭ：亚胺培南。

３　 讨　 论

肠杆菌科细菌的泛耐药问题已经变成全世界广泛

关注的问题，特别是在过去的 １０ 年里，世界范围内 ＣＰ
－ＫＰ 急剧增长，对病人的生命健康构成严重威胁，引
起临床的高度重视［４］。 从 ２００５—２０１４ 年，我国对亚胺

培南和美罗培南耐药的肺炎克雷伯菌株分别从 ２􀆰 ４％
增长到 １０􀆰 ５％，从 ２􀆰 ６％增长到 １３􀆰 ４％［５］。 ＣＰＫＰ 的感

染是很难控制的，因为它通过可转移质粒传播碳青霉

烯耐药基因［６］。 因此，定期对临床分离的 ＣＲＥ 菌株进

行监测，特别对 ＣＲ－ＫＰ 的监测及其产酶的流行机制

的研究，对于指导临床合理使用抗生素、预防和控制耐

药菌株的播散流行具有非常重要的意义。
本研究收集 ２０１８ 年 １—４ 月某儿童医院临床分离

的非重复性肠杆菌科菌 １ １４１ 株，共检出 ４４ 株 ＣＲ－
ＫＰ，检出率为 ３􀆰 ８％，明显低于全国的 １０􀆰 ５％ ～ １３􀆰 ４％
的检出率，说明该儿童医院的肺炎克雷伯对碳氢酶烯

类的药敏敏感性还比较高。 此外，从药敏结果来看，产
金属酶的 ４３ 株菌对哌拉西林 ／他唑巴坦、头孢他啶、头
孢哌酮 ／舒巴坦、头孢肶肟及厄他培南均耐药；而对阿

米卡星和左氧氟沙星则全部敏感；３１ 株 ｂｌａＮＤＭ－１ 对

亚胺培南全部耐药，１２ 株 ｂｌａＩＭＰ 对亚胺培南耐药率

为 ８３􀆰 ３％。 从体外实验来看，阿米卡星和左氧氟沙星

对这些肺炎克雷伯菌基本敏感。 但是，氨基糖苷类和
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氟喹诺酮类药物由于肾毒性、耳和软骨毒性在儿童患

者中应用受到了限制。 目前认为 ＣＲ－ＫＰ 感染的治

疗，联合用药要优于使用单药，儿童治疗虽缺乏相关研

究，却可以借鉴成人治疗的经验，但需要做药物剂量及

品种上的调整。 有报道显示儿童使用多黏菌素其神经

毒性以及肾毒性的发生概率要低于成人，认为多黏菌

素在儿童中使用较为安全［７］；也有研究证实包括碳青

霉烯类在内与替加环素或多黏菌素的联合治疗方案失

败率最低［８］。 所以针对儿童 ＣＲ－ＫＰ 的感染，可根据

药敏结果，来选择适当可行的抗生素使用方案。
细菌对碳青霉烯类抗生素耐药是多种机制共同参

与的结果，其中最主要的原因是产碳青霉烯酶。 本研

究 ４４ 株 ＣＲ－ＫＰ 进行了碳青霉烯表型及碳氢酶烯酶

基因检测，结果发现表型检测结果与耐药基因检测结

果一致，４４ 株 ＣＲ－ＫＰ 的耐药表型均为产碳氢酶烯酶，
并且发现有 ４３ 株均产金属酶。 其中的 ３１ 株细菌携带

ｂｌａＮＤＭ－ １ 基因，１２ 株细菌携带 ｂｌａＩＭＰ 基因，１ 株

（ＫＰ－９）细菌携带 ｂｌａＫＰＣ 基因。 其中 ＮＤＭ－１ 和 ＩＭＰ
都属于金属酶，其能水解的底物包括青霉素类、头孢菌

素类和碳青霉烯类药物，不水解氨曲南；而 ＫＰＣ 属于

丝氨酸酶，水解底物包括所有类型的 β－内酰胺类药

物［９］。 从此次耐药基因的检测结果来看，该儿童分离

的 ＣＲ－ＫＰ 产 ＮＤＭ－１ 和 ＩＭＰ 型金属酶是这 ４４ 株细菌

对碳青霉烯类抗生素耐药最主要的机制。 而 ＮＤＭ－１
的检出率为 ７０􀆰 ５％，这与国内某大型儿童医院报道的

７７􀆰 ３％ＮＤＭ－１ 型肺炎克雷伯菌检出率一致［１０］，说明

在国内，儿童感染的耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌的耐

药基因型以金属酶为主，尤其是 ＮＤＭ－１ 型。
金属酶的活性位点需要锌离子的参与，故称为金

属 β－内酰胺酶，它属于 Ｂｕｓｈ 分类的 ３ 组、Ａｍｂｌｅｒ 分类

的 Ｂ 类。 自 ２００８ 年首次发现 ＮＤＭ－１ 后，它的突变亚

型也相继被报道。 迄今为止已报道的来自不同国家的

不同菌种之间，至少有 １７ 种不同的 ｂｌａＮＤＭ 基因型在

氨基 酸 的 一 个 或 两 个 残 基 位 置 上 有 所 不 同。
ｂｌａＮＤＭ－１由质粒编码，可以通过水平基因转化结合到

其他微生物中，从而增加了致病微生物耐药菌株的出

现［１１］，有研究报道［１２］ 大多数产金属酶菌株常伴有

ＥＳＢＬ，这也是氨曲南虽不能被金属酶水解但是抗菌活

性低下的主要原因。 所以，如何加强泛耐药菌的监控，

特别是监测 ＣＲ－ＫＰ 的流行产酶机制，提高抗生素的

使用水平，并且做好院内感染防控工作，防止 ＣＲ－ＫＰ
株的播散，是摆在临床医务工作者面前的亟需解决的

难题。
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