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·论著·

耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌的耐药机制与分子流行病学特征

张志军１，鹿　麟
２，牛法霞３，赵　珂

４，姜梅杰１，赵书平１

（１泰安市中心医院，山东 泰安　２７１０００；２同济大学附属东方医院，上海　２００１２０；３胜利油田中心医院，山东 东营　

２５７０００；４泰山医学院，山东 泰安　２７１０１６）

［摘　要］　目的　了解耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌（ＣＲＫＰ）的碳青霉烯酶基因携带情况及分子流行病学特点，为

医院感染控制和临床治疗提供实验室依据。方法　收集山东省泰安市中心医院２０１４年１—１１月临床分离的

ＣＲＫＰ１３株，采用 ＷａｌｋＡｗａｙ９６ＰＬＵＳ型全自动细菌分析仪进行细菌鉴定和药敏试验；改良Ｈｏｄｇｅ试验及ＥＤＴＡ

协同试验进行碳青霉烯酶表型的确认；采用多聚酶链反应（ＰＣＲ）方法扩增相关碳青霉烯类耐药基因（犫犾犪ＫＰＣ、

犫犾犪ＩＭＰ、犫犾犪ＶＩＭ、犫犾犪ＧＩＭ及犫犾犪ＮＤＭ１）并测序；采用脉冲场凝胶电泳（ＰＦＧＥ）和多位点序列分型（ＭＬＳＴ）调查菌

株的克隆相关性并进行流行病学比较。结果　１３株ＣＲＫＰ主要来源于痰（７株，５３．８５％）及尿（４株，３０．７７％），对

复方磺胺甲口恶唑、四环素的耐药率较低（均＜４０％），对其他抗菌药物（除阿米卡星）的耐药率均＞７０％，对碳青霉烯

类药物的耐药率均为１００％；１３株细菌改良 Ｈｏｄｇｅ试验均为阳性，５株细菌ＥＤＴＡ协同试验阳性；经ＰＣＲ测序确

认，碳青霉烯酶基因中，犫犾犪ＫＰＣ基因最常见（１３／１３），其次为犫犾犪ＮＤＭ１基因（５／１３），未发现其基因犫犾犪ＩＭＰ、

犫犾犪ＶＩＭ和犫犾犪ＧＩＭ；ＰＦＧＥ聚类结果显示，１３株肺炎克雷伯菌被分为５型，主要为Ｃ型（９／１３），且均属于ＳＴ１１，其

他分别为ＳＴ３７、ＳＴ６２６、ＳＴ６２８和ＳＴ６６８型。结论　碳青霉烯酶基因犫犾犪ＫＰＣ与犫犾犪ＮＤＭ１是引起该院肺炎克雷

伯菌对碳青霉烯类抗生素耐药的主要原因，ＳＴ１１是主要的克隆类型，医院需尽快强化医院感染预防控制措施。
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　　碳青霉烯类抗生素作为治疗产超广谱β内酰胺

酶及多重耐药肺炎克雷伯菌感染的首选药物受到广

泛关注，近年来随着临床上对该类药物应用的增加，

耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌（ｃａｒｂａｐｅｎｅｍｒｅｓｉｓｔａｎｔ

犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲，ＣＲＫＰ）已呈全球性播散，

对临床感染的治疗造成极大的威胁［１］。产碳青霉烯

酶是肺炎克雷伯菌对碳青霉烯类药物耐药的主要机

制，碳青霉烯酶可广泛水解包括碳青霉烯类在内的

所有β内酰胺类抗生素，并可随着质粒播散而导致

大范围的流行［２］。美国疾病控制与预防中心将

ＣＲＫＰ列入了目前“最棘手的细菌”
［３］。为此，本研

究对２０１４年泰安市中心医院临床感染标本中分离

获得的１３株ＣＲＫＰ的耐药基因携带情况及分子流

行病学特点进行了分析，旨在为临床治疗此种细菌

引起的感染提供实验室依据，同时有助于及时有效

的控制其流行。

１　资料与方法

１．１　资料来源　２０１４年１—１１月医院临床各类标

本中分离的所有ＣＲＫＰ菌株（剔出同一患者相同部

位检出的重复菌株），共计１３株。

１．２　菌株鉴定与药敏试验　细菌的分离、培养严格

按照《全国临床检验操作规程》（第３版）进行，使用

ＷａｌｋＡｗａｙ９６ＰＬＵＳ型全自动细菌分析仪进行鉴

定和药敏试验，替加环素的敏感性使用Ｅｔｅｓｔ法。

１．３　改良 Ｈｏｄｇｅ试验及ＥＤＴＡ 协同试验　参照

文献［３］报道的方法进行检测。

１．４　耐药基因检测　采用多聚酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ

ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）方法检测碳青霉烯酶基因

犫犾犪ＫＰＣ、犫犾犪ＩＭＰ、犫犾犪ＶＩＭ、犫犾犪ＧＩＭ、犫犾犪ＮＤＭ１等，

引物序列参照文献［４５］，对阳性基因进行测序，

ＰＣＲ产物送上海桑尼生物科技有限公司进行检测，

结果进行ＢＬＡＳＴ序列比对分析。

１．５　脉冲场凝胶电泳（ｐｕｌｓｅｄｆｉｅｌｄｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅ

ｓｉｓ，ＰＦＧＥ）和多位点序列分型 （ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｔｙｐｉｎｇ，ＭＬＳＴ）　ＰＦＧＥ参照文献［６］的方法进行，

参考菌株为沙门菌 Ｈ９８１２，应用ＧｅｌＤｏｃ系统对图

像（ＢｉｏＲａｄ，美国）进行拍照。ＭＬＳＴ中肺炎克雷伯

菌７个管家基因的引物序列、反应体系及反应条件

参见 ＭＬＳＴ网站，测序结果通过 ＭＬＳＴ数据库进

行比对，获得该菌株相应的序列型别（ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｔｙｐｅ，ＳＴ），使用ｅＢＵＲＳＴ软件分析ＳＴｓ之间的进

化关系。

２　结果

２．１　菌株检出情况　１３株ＣＲＫＰ的标本来源主要

是痰及尿，分别为７株（５３．８５％）和４株（３０．７７％），

１株（７．６９％）分离自血标本，１株（７．６９％）分离自分

泌物。ＣＲＫＰ主要来源于各重症监护病房（ＩＣＵ），

其中神经外科ＩＣＵ、老年一科病房、急诊科ＩＣＵ、综

合ＩＣＵ各检出２株，血液内科病房、口腔科门诊、儿

内二科病房、新生儿ＩＣＵ、泌尿外科病房各检出

１株。分离出ＣＲＫＰ菌株的患者多数有基础性疾

病、外伤或免疫力低下，病情较为严重，如脑出血、多

器官损伤等，１３株ＣＲＫＰ来源情况见表１。

２．２　药敏试验结果　ＣＲＫＰ对替加环素均敏感，对

复方磺胺甲口恶唑、四环素的耐药率较低（均＜４０％），

其次为阿米卡星（６９．２３％），对其他抗菌药物的耐药

率均＞７０％，对碳青霉烯类药物的耐药率均为

１００％。见表２。
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表１　１３株ＣＲＫＰ标本来源、科室分布及患者情况

犜犪犫犾犲１　Ｓｐｅｃｉｍｅｎｓｏｕｒｃｅｓ，ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ，ａｎｄ

ｐａｔｉｅｎｔｓ’ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｆ１３ＣＲＫＰｓｔｒａｉｎｓ

编号 标本类型 科室分布 采集日期 临床诊断

Ｋｐ０１ 痰 神经外科ＩＣＵ ２０１４．０１．０５ 脑出血

Ｋｐ０２ 痰 新生儿ＩＣＵ ２０１４．０１．１１ 早产

Ｋｐ０３ 痰 老年一科病房 ２０１４．０３．１５ 肺部占位性病变

Ｋｐ０４ 尿 血液内科病房 ２０１４．０４．１７ 贫血

Ｋｐ０５ 痰 急诊科ＩＣＵ ２０１４．０６．０２ 慢性阻塞性肺疾病

Ｋｐ０６ 血 综合ＩＣＵ ２０１４．０８．０６ 肺部感染

Ｋｐ０７ 痰 综合ＩＣＵ ２０１４．０９．０２ 多器官外伤

Ｋｐ０８ 尿 急诊科ＩＣＵ ２０１４．１０．１８ 窦性心动过速

Ｋｐ０９ 尿 口腔科门诊 ２０１４．１０．２０ 牙龈炎

Ｋｐ１０ 痰 老年一科病房 ２０１４．１０．２８ 慢性阻塞性肺疾病

Ｋｐ１１ 分泌物 儿内二科病房 ２０１４．１１．０１ 急性髓系白血病

Ｋｐ１２ 尿 泌尿外科病房 ２０１４．１１．０８ 泌尿系统感染

Ｋｐ１３ 痰 神经外科ＩＣＵ ２０１４．１１．２４ 脑出血

表２　ＣＲＫＰ对主要抗菌药物的药敏试验结果［株数（％）］

犜犪犫犾犲２　 Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆ

ＣＲＫＰ（Ｎｏ．ｏｆｉｓｏｌａｔｅｓ［％］）

抗菌药物 敏感 中介 耐药

哌拉西林／他唑巴坦 ０（０．００） ０（０．００） １３（１００．００）

阿莫西林／克拉维酸 ０（０．００） ０（０．００） １３（１００．００）

头孢唑林 ０（０．００） ０（０．００） １３（１００．００）

头孢呋辛 ０（０．００） ０（０．００） １３（１００．００）

头孢噻肟 ０（０．００） ０（０．００） １３（１００．００）

头孢他啶 ０（０．００） ０（０．００） １３（１００．００）

头孢吡肟 ０（０．００） ０（０．００） １３（１００．００）

头孢西丁 ０（０．００） ０（０．００） １３（１００．００）

氨曲南 １（７．６９） ０（０．００） １２（９２．３１）

亚胺培南 ０（０．００） ０（０．００） １３（１００．００）

美罗培南 ０（０．００） ０（０．００） １３（１００．００）

厄他培南 ０（０．００） ０（０．００） １３（１００．００）

阿米卡星 ４（３０．７７） ０（０．００） ９（６９．２３）

庆大霉素 １（７．６９） ２（１５．３８） １０（７６．９３）

妥布霉素 １（７．６９） ２（１５．３８） １０（７６．９３）

四环素 ７（５３．８５） ４（３０．７７） ２（１５．３８）

替加环素 １３（１００．００） ０（０．００） ０（０．００）

左氧氟沙星 ２（１５．３８） １（７．６９） １０（７６．９３）

环丙沙星 ２（１５．３８） ０（０．００） １１（８４．６２）

复方磺胺甲口恶唑 ９（６９．２３） ０（０．００） ４（３０．７７）

２．３　改良 Ｈｏｄｇｅ试验及ＥＤＴＡ 协同试验结果　

１３株ＣＲＫＰ改良Ｈｏｄｇｅ试验均为阳性；５株菌ＥＤ

ＴＡ协同试验阳性，分别为Ｋｐ４、Ｋｐ８、Ｋｐ９、Ｋｐ１０与

Ｋｐ１２，其余为阴性。见图１和图２。

２．４　耐药基因检测结果　取 ＫＰＣ阳性基因ＰＣＲ

扩增产物进行测序，结果均为 ＫＰＣ２基因，与编码

ＣＰ０２８７９０．１序列１００％同源，碳青霉烯酶基因中

ＫＰＣ２型最常见（１３／１３），见图３。取 ＮＤＭ１阳性

基因ＰＣＲ扩增产物进行测序，结果均为ＮＤＭ１基

因，与编码ＣＰ０２８７８６．１序列１００％同源，有５株细

菌该基因阳性（５／１３），见图４。未检测到犫犾犪ＩＭＰ、

犫犾犪ＶＩＭ、犫犾犪ＧＩＭ基因。

图１　部分改良 Ｈｏｄｇｅ试验结果

犉犻犵狌狉犲１　ＭｏｄｉｆｉｅｄＨｏｄｇｅｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐａｒｔｉａｌｓｔｒａｉｎｓ

图２　部分ＥＤＴＡ协同试验阳性结果

犉犻犵狌狉犲２　ＰｏｓｉｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＥＤＴＡｄｉｓｋｓｙｎｅｒｇｙｔｅｓｔｏｆｐａｒ

ｔｉａｌｓｔｒａｉｎｓ
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　　注：Ｍ为ＤＮＡ标志物；Ｋｐ１—Ｋｐ１３均为犫犾犪ＫＰＣ基因阳性

图３　犫犾犪ＫＰＣ基因ＰＣＲ产物电泳图

犉犻犵狌狉犲３　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍａｐｏｆＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏ

ｄｕｃｔｓｏｆ犫犾犪ＫＰＣｇｅｎｅ
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　　注：Ｍ为ＤＮＡ标志物；Ｋｐ４、Ｋｐ８、Ｋｐ９、Ｋｐ１０、Ｋｐ１２为犫犾犪ＮＤＭ

１基因阳性；Ｋｐ１—Ｋｐ３、Ｋｐ５—Ｋｐ７、Ｋｐ１１、Ｋｐ１３均为犫犾犪ＮＤＭ１基因

阴性

图４　犫犾犪ＮＤＭ１基因的ＰＣＲ产物电泳图

犉犻犵狌狉犲４　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍａｐｏｆＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏ

ｄｕｃｔｓｏｆ犫犾犪ＮＤＭ１ｇｅｎｅ

２．５　ＰＦＧＥ分型及 ＭＬＳＴ结果　ＰＦＧＥ聚类结果

显示，以８５％作为界值可将１３株ＣＲＫＰ分为５种

型别，分别为Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ型，主要为Ｃ型（９／１３），

且均属于ＳＴ１１，其他型别为ＳＴ３７、ＳＴ６２６、ＳＴ６２８

和ＳＴ６６８，见图５。ｅＢＵＲＳＴ软件分析结果显示检出

的ＳＴ１１、ＳＴ３７均属于克隆复合体ＣＣ２５８群，见图６。
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图５　１３株ＣＲＫＰ的ＰＦＧＥ分型结果和 ＭＬＳＴ型别

犉犻犵狌狉犲５　ＰＦＧＥｔｙｐｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓａｎｄＭＬＳＴｏｆ１３ｓｔｒａｉｎｓｏｆ

ＣＲＫＰ

　　注：红色圆圈内数值表示本次实验中检测到的ＳＴ类型；红色方

框内表示克隆复合体ＣＣ２５８

图６　ＣＲＫＰ的ｅＢＵＲＳＴ软件分析结果

犉犻犵狌狉犲６　ｅＢＵＲＳＴｓｏｆｔｗａｒｅａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｏｆＣＲＫＰ

３　讨论

该院２０１１—２０１５年肺炎克雷伯菌对碳青霉烯

类抗生素的平均耐药率由０．９２ ％逐渐上升至

６．２０％
［７］，但一直低于ＣＨＩＮＥＴ监测网近几年的

统计结果［８］。本研究资料显示，ＣＲＫＰ对临床上常

用的多种抗菌药物高度耐药，对头孢菌素类、酶抑制

剂复合剂、头霉素类及亚胺培南等１１种药物的耐药

率均为１００％，对替加环素均敏感，对复方磺胺甲口恶

唑、四环素的耐药率较低（均＜４０％），其次为阿米卡

星，有研究［９］建议：可根据药敏结果联合用药（氨基

糖苷类＋替加环素）治疗此种细菌引起的感染。

本研究中ＣＲＫＰ主要分离自各ＩＣＵ及老年科

病房，提示病情严重、体弱患者是主要的易感人群；

这些菌株主要分离自痰，其次为尿，表明其主要定植

在呼吸道，故应加强可疑感染ＣＲＫＰ重症患者的呼

吸道细菌学检查，及时发现ＣＲＫＰ有助于临床用药

及治疗，提高患者生存率。

大量研究［４６，１０］表明，肺炎克雷伯菌对碳青霉烯

类药物耐药的机制主要有以下几点：膜孔蛋白丢失，

外排机制活跃，以及碳青霉烯酶的产生等，其中碳青

霉烯酶（主要为ＫＰＣ２型碳青霉烯酶以及金属β内

酰胺酶）的产生是最主要的原因。然而，各地区间因

抗菌药物使用不同，耐药基因的流行情况也存在一

定差异。如张顺等［１１］对宁波地区分离的ＣＲＫＰ菌

株进行检测，发现ＫＰＣ２与ＩＭＰ４是该地区此类菌

株中分离出的主要碳青霉烯酶基因，未发现ＮＤＭ１

基因。王建友等［１２］报道，乐清市地区３年间分离的

ＣＲＫＰ菌株中，６９．２％的菌株携带ＫＰＣ２型碳青霉

烯酶，１２．５％携带ＮＤＭ１基因，２８．３％的菌株同时

携带ＫＰＣ２和ＩＭＰ４，耐药基因呈多态性。而在北

美地区［１３］，除ＫＰＣ２和ＮＤＭ１碳青霉烯酶基因的

检出率占绝对主导外，ＯＸＡ４８型碳青霉烯酶的检

出率也逐渐增高，但与国内不同。

１３株ＣＲＫＰ均产 ＫＰＣ２型碳青霉烯酶，说明

ＫＰＣ２是该院肺炎克雷伯菌对亚胺培南等药物耐药

的主要原因；５株（３８．４６％）细菌产ＮＤＭ１，且该５株

菌ＥＤＴＡ协同试验阳性，说明该试验对金属酶检测

的高度特异性；部分菌株同时携带两种碳青霉烯酶基

因（ＫＰＣ２与ＮＤＭ１），说明该院碳青霉烯酶在肺炎

克雷伯菌中呈现多态性，这是造成该院ＣＲＫＰ广泛流

行的根本原因，但同时携带两种碳青霉烯酶基因的菌

株其耐药性与其他菌株并无明显差别，可能是因为部
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分基因并未表达或仅存在低水平表达。

近年来，相关研究［３，１４１５］显示，全球产ＫＰＣ肺炎

克雷伯菌的序列型主要为ＳＴ２５８，在美国、以色列和

意大利流行。而国内学者俞云松等［１６］研究发现

ＳＴ１１是我国的优势序列类型，ＳＴ１１与ＳＴ２５８间只有

一个管家基因（ｔｏｎＢ）存在差别，同属于克隆复合体

ＣＣ２５８。

本次研究结果显示该院流行的ＣＲＫＰ也以克

隆类型ＳＴ１１为主，同时也发现了ＳＴ３７与ＳＴ６２８

等，与国内的相关报道［６７，１７］一致。ＰＦＧＥ结果显

示，分离自不同病房的 ＣＲＫＰ 菌株（如 Ｋｐ５ 与

Ｋｐ１０）具有１００％的同源性（均为ＳＴ１１），提示该院

的此类菌株在一段时间内存在暴发流行现象，由于

菌株采集时间不同，来源科室也不同，可能由于医护

人员的流通或患者住院科室的流转，滞留在物体表

面或空气中的病原菌感染了其他患者，因此，临床医

生应注意手卫生与医院感染防控，应对该院碳青霉

烯酶基因进行调查追踪及分子流行病学的分析，有

效掌控产不同碳青霉烯酶菌株的流行情况，为医院

感染进一步的防控提供坚实的实验室基础。

ＣＲＫＰ 在 中 国、希 腊、美 国 的 检 出 率 较

高［１，３，１８］，在曾经分离率很低的欧洲国家也逐渐出

现流行，对此类细菌的监测在相关感染预防控制中

仍是一项重要措施。尽管各国的医疗机构、科研中

心甚至包括政府部门都对ＣＲＫＰ予以高度关注，但

其整体流行趋势尚未得到有效控制，因此，深入分析

研究本地区分离的ＣＲＫＰ对碳青霉烯类抗生素的

耐药机制及流行病学特点，有助于进一步实施有针

对性的预防控制措施。
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