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犕犜犛法与仪器犕犐犆法检测耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌对替加环素敏感

性的差异
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［摘　要］　目的　了解耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌（ＣＲＫＰ）临床分布特点，分析菌株产酶情况及验证替加环素的

体外抗菌活性。方法　分析某院２０１５年１—１２月临床患者送检标本中分离的５３株ＣＲＫＰ的药敏结果，对目标菌

株进行改良 Ｈｏｄｇｅ试验检测碳青霉烯酶，同时采用 ＥＤＴＡ 协同试验检测金属β内酰胺酶，使用 ＭＩＣ测试条

（ＭＴＳ）确认仪器 ＭＩＣ法中替加环素药敏结果。结果　５３株ＣＲＫＰ科室分布主要为重症监护病房（ＩＣＵ）１４株，占

２６．４２％，烧伤科１３株（２４．５３％）；标本来源主要为痰２３株（４３．４０％），创面分泌物１５株（２８．３０％）；年龄分布主要

为≥６０岁患者，检出３５株（６６．０４％）。ＣＲＫＰ对替加环素的敏感率最高（９６．２％）。经改良 Ｈｏｄｇｅ试验确认有

４８株产碳青霉烯酶，阳性率９０．６％，同时１５株产金属β内酰胺酶。仪器 ＭＩＣ法判读为替加环素耐药的菌株经

ＭＴＳ法验证后均应判读为敏感。结论　该院ＣＲＫＰ主要产碳青霉烯酶，其中部分菌株可产２类不同的β内酰胺

酶；替加环素在药敏试验中对ＣＲＫＰ具有良好的抗菌活性，经仪器 ＭＩＣ法检测为替加环素耐药的菌株须进行

ＭＴＳ法确认。
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［ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌ，２０１７，１６（９）：８４５－８４８，８６９］

　　全国细菌耐药监测网数据显示，肺炎克雷伯菌

的临床分离率仅次于大肠埃希菌，但肺炎克雷伯菌

对碳青霉烯类抗生素的耐药率远高于大肠埃希菌，

已由２０１４年的６．４％上升为２０１５年的７．６％，给临

床抗感染治疗带来越来越多的困难与挑战。因此，

了解耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌的临床分布及产碳

青霉烯酶的现状，对于医院感染控制和流行病学调

查具有重要意义。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　某院２０１５年１—１２月临床患者送

检标本中分离的５３株耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌

（ｃａｒｂａｐｅｎｅｍｒｅｓｉｓｔａｎｔ犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲，ＣＲＫＰ），

已剔除同一患者相同部位检出的重复菌株。

１．２　仪器与试剂　法国梅里埃公司生产的Ｖｉｔｅｋ２

Ｃｏｍｐａｃｔ全自动微生物鉴定药敏分析系统及配套的

ＧＮ、ＡＳＴＧＮ１６卡；血平板、ＭＨ平板购自广州迪景

公司；厄他培南纸片为英国Ｏｘｏｉｄ公司产品；ＥＤＴＡ

协同试验所需的ＩＰ／ＩＰＩ条为法国梅里埃公司产品；

替加环素 ＭＴＳ条为意大利Ｌｉｏｆｉｌｃｈｅｍ公司产品。

１．３　方法

１．３．１　改良Ｈｏｄｇｅ试验　按照美国临床实验室标

准化协会（ＣＬＳＩ）Ｍ１００Ｓ２４进行
［１］，将０．５麦氏单

位的大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２用生理盐水稀释

１０倍后涂布于 ＭＨ平板，中间贴厄他培南（１０μｇ）

纸片，用接种环挑取受试菌自纸片外缘向平板边缘

划线接种，３５℃孵育过夜，次日，厄他培南抑菌圈处

出现矢状生长者为产碳青霉烯酶的待检菌。

１．３．２　ＥＤＴＡ协同试验　采用ＩＰ／ＩＰＩ试条进行协

同试验［２］。试条两端含有梯度浓度抗生素，其中一

端含亚胺培南（ＩＰ），另一端含亚胺培南加 ＥＤＴＡ

（ＩＰＩ），将试条一面标有 ＭＩＣ刻度向上贴于涂布有

待测菌株的 ＭＨ 平板上，同时做阳性和阴性对照。

结果判读：ＩＰＩ处的 ＭＩＣ小于或等于ＩＰ处 ＭＩＣ

３个倍比稀释度时（或比值≥８），可确证该菌株产金

属β内酰胺酶。

１．３．３　替加环素 ＭＴＳ法　将０．５麦氏单位的菌

液涂布于 ＭＨ 平板上，室温放置至表面干后，将

ＭＴＳ试条标有刻度一面朝上贴在平板表面，３５℃

孵育过夜，次日读取结果时，应当在８０％抑菌处读

取 ＭＩＣ值，即通过肉眼观察判断明显抑菌点，而忽

略可能蔓延到终点周围的菌斑或细小的微菌落。判

读标准参照美国食品药品监督管理局（ＦＤＡ）的标

准及文献［３］，ＭＩＣ≤２μｇ／ｍＬ为敏感、４μｇ／ｍＬ为

中介、≥８μｇ／ｍＬ为耐药。

１．４　质控菌株　质控菌株为大肠埃希菌 ＡＴＣＣ

２５９２２、肺炎克雷伯菌 ＡＴＣＣ７００６０３，均购自卫生部

临床检验中心。产ＩＭＰ１和 ＶＩＭ２金属酶的铜绿

假单胞菌为阳性对照菌株，由上海复旦大学附属华

山医院惠赠。

２　结果

２．１　ＣＲＫＰ分布情况　５３株ＣＲＫＰ科室分布为重

症监护病房（ＩＣＵ）１４株，占２６．４２％，烧伤科１３株

（２４．５３％），新生儿科、呼吸科、泌尿外科等其他科室

共检出２６株（４９．０６％）；标本来源分布主要为痰

２３株（４３．４０％），创面分泌物１５株（２８．３０％），血、

尿、腹腔积液等标本共检出１５株（２８．３０％）；年龄分

布主要为≥６０岁患者，检出３５株（６６．０４％），＜

６０岁１８株（３３．９６％）。

２．２　ＣＲＫＰ药敏情况　５３株ＣＲＫＰ除对替加环素

的敏感率为９６．２％外，仅对阿米卡星、左氧氟沙星

的敏感率为３５．８％、２８．３％，对其他常见抗菌药物

的敏感率均＜２５％。详见表１。
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表１　５３株ＣＲＫＰ对常见抗菌药物的药敏结果（％）

犜犪犫犾犲１　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆ５３

ＣＲＫＰ（％）

抗菌药物 耐药率 敏感率

哌拉西林／他唑巴坦 ９０．６ ７．５

阿莫西林／克拉维酸 ９６．２ ０．０

头孢唑林 １００．０ ０．０

头孢曲松 １００．０ ０．０

头孢吡肟 ７５．５ １３．２

头孢哌酮／舒巴坦 ９０．６ ７．５

头孢西丁 ８４．９ ９．４

氨曲南 ８８．７ １１．３

亚胺培南 １００．０ ０．０

阿米卡星 ６４．２ ３５．８

庆大霉素 ８１．１ １７．０

妥布霉素 ７３．６ １５．１

替加环素 ０．０ ９６．２

左氧氟沙星 ６９．８ ２８．３

环丙沙星 ７３．６ ２４．５

呋喃妥因 ７１．７ １３．２

复方磺胺甲口恶唑 ７９．２ ２０．８

　　注：中介未列出

２．３　改良 Ｈｏｄｇｅ试验、ＥＤＴＡ协同试验及替加环

素 ＭＴＳ法结果　５３株ＣＲＫＰ经改良 Ｈｏｄｇｅ试验

有４８株产碳青霉烯酶，阳性率９０．６％，同时进行

ＥＤＴＡ协同试验发现１５株产金属β内酰胺酶。使

用 ＭＴＳ法对５３株经仪器ＧＮ１６卡检测的ＣＲＫＰ

的替加环素（ＴＧＣ）进行验证后发现，仪器ＭＩＣ法报

告ＴＧＣ敏感株的符合率为１００％（３５／３５），中介在

内的非敏感株的符合率仅１１．１％（２／１８），ＴＧＣ耐

药株经 ＭＴＳ条确认其 ＭＩＣ值均≤２μｇ／ｍＬ，应判

读为敏感。详见表２。

３　讨论

近年来，随着治疗严重感染的碳青霉烯类抗生素

的临床使用不断增加，使细菌逐渐获得了耐药性，导

致ＣＲＫＰ的检出率不断上升。本文报道的ＣＲＫＰ

表２　５３株ＣＲＫＰ的改良 Ｈｏｄｇｅ试验、ＥＤＴＡ协同试验及替加环素药敏结果

犜犪犫犾犲２　ＭｏｄｉｆｉｅｄＨｏｄｇｅｔｅｓｔ，ＥＤＴＡｓｙｎｅｒｇｙｔｅｓｔ，ａｎｄｔｉｇｅｃｙｃｌｉｎｅｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆ５３ＣＲＫＰｓｔｒａｉｎｓ

编号
改良 Ｈｏｄｇｅ

试验

ＥＤＴＡ

协同试验

替加环素 ＭＩＣ（μｇ／ｍＬ）

仪器 ＭＩＣ法 ＭＴＳ法
编号

改良 Ｈｏｄｇｅ

试验

ＥＤＴＡ

协同试验

替加环素 ＭＩＣ（μｇ／ｍＬ）

仪器 ＭＩＣ法 ＭＴＳ法

１ ＋ － １（Ｓ） １（Ｓ） ２８ ＋ － ８（Ｒ） ２（Ｓ）

２ ＋ － ８（Ｒ） ２（Ｓ） ２９ ＋ － ２（Ｓ） １（Ｓ）

３ ＋ － ０．５（Ｓ） ０．５（Ｓ） ３０ ＋ － ４（Ｉ） ４（Ｉ）

４ ＋ ＋ ８（Ｒ） ２（Ｓ） ３１ － ＋ ０．５（Ｓ） ０．５（Ｓ）

５ ＋ － １（Ｓ） １（Ｓ） ３２ ＋ － ８（Ｒ） １（Ｓ）

６ ＋ － １（Ｓ） １（Ｓ） ３３ ＋ － ２（Ｓ） １（Ｓ）

７ ＋ － ０．５（Ｓ） ０．５（Ｓ） ３４ ＋ ＋ １（Ｓ） ０．５（Ｓ）

８ ＋ ＋ ０．５（Ｓ） ０．５（Ｓ） ３５ ＋ － １（Ｓ） １（Ｓ）

９ ＋ ＋ ２（Ｓ） １（Ｓ） ３６ ＋ － ４（Ｉ） ２（Ｓ）

１０ ＋ － １（Ｓ） １（Ｓ） ３７ ＋ － ８（Ｒ） １（Ｓ）

１１ ＋ － １（Ｓ） ０．５（Ｓ） ３８ ＋ － １（Ｓ） ０．５（Ｓ）

１２ ＋ ＋ ８（Ｒ） １（Ｓ） ３９ ＋ － ０．５（Ｓ） ０．５（Ｓ）

１３ ＋ － ０．５（Ｓ） ０．５（Ｓ） ４０ ＋ ＋ ８（Ｒ） ０．５（Ｓ）

１４ ＋ － １（Ｓ） ０．５（Ｓ） ４１ ＋ － ２（Ｓ） １（Ｓ）

１５ － ＋ １（Ｓ） １（Ｓ） ４２ － ＋ １（Ｓ） １（Ｓ）

１６ ＋ － ８（Ｒ） ２（Ｓ） ４３ ＋ － ２（Ｓ） １（Ｓ）

１７ ＋ － ０．５（Ｓ） ０．５（Ｓ） ４４ ＋ － ２（Ｓ） １（Ｓ）

１８ － ＋ ４（Ｉ） ４（Ｉ） ４５ ＋ － １（Ｓ） １（Ｓ）

１９ ＋ － １（Ｓ） ０．５（Ｓ） ４６ ＋ ＋ ８（Ｒ） ０．５（Ｓ）

２０ ＋ － ０．５（Ｓ） ０．５（Ｓ） ４７ ＋ － １（Ｓ） １（Ｓ）

２１ ＋ － ８（Ｒ） １（Ｓ） ４８ ＋ － ８（Ｒ） ２（Ｓ）

２２ ＋ － １（Ｓ） １（Ｓ） ４９ ＋ ＋ ０．５（Ｓ） ０．５（Ｓ）

２３ － ＋ １（Ｓ） １（Ｓ） ５０ ＋ － ８（Ｒ） ０．５（Ｓ）

２４ ＋ ＋ ０．５（Ｓ） ０．５（Ｓ） ５１ ＋ － ２（Ｓ） １（Ｓ）

２５ ＋ － ２（Ｓ） ２（Ｓ） ５２ ＋ － ８（Ｒ） １（Ｓ）

２６ ＋ － ８（Ｒ） １（Ｓ） ５３ ＋ － ８（Ｒ） ０．５（Ｓ）

２７ ＋ ＋ １（Ｓ） １（Ｓ）
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标本来源主要来自６０岁以上的老年人，以ＩＣＵ和

烧伤科为主，与文献［４５］报道的ＣＲＫＰ感染的危险

因素一致。尤其注意烧伤科创面分泌物中ＣＲＫＰ

的大量检出，提示医院感染的可能性，为防范烧伤科

ＣＲＫＰ感染暴发，医院感染管理部门和烧伤科应引

起重视，进一步加强ＣＲＫＰ的筛查和监测，做好接

触隔离等一系列防控措施。研究结果表明替加环素

是药敏试验结果中敏感率最高的抗菌药物，临床医

生可根据药敏结果采用联合用药方案治疗多重耐药

菌，其疗效优于单药治疗［６７］。

大量研究［８１０］表明产碳青霉烯酶是肺炎克雷伯

菌对碳青霉烯类抗生素耐药的主要机制之一。以肺

炎克雷伯菌为代表的肠杆菌科细菌鉴定出的各种碳

青霉烯酶分属于 Ａｍｂｌｅｒ分类中的Ａ类、Ｂ类和Ｄ

类β内酰胺酶。ＫＰＣ酶这一最常见的碳青霉烯酶

是目前最具临床意义的 Ａ 类β内酰胺酶；ＶＩＭ、

ＩＭＰ和ＮＤＭ 为最常见的３类Ｂ类金属β内酰胺

酶。ＣＬＳＩ推荐改良 Ｈｏｄｇｅ试验作为怀疑产碳青霉

烯酶肠杆菌科的确证试验对 ＫＰＣ型碳青霉烯酶的

检测敏感性和特异性均＞９０％
［１］，这点在本研究中

再次得到确认。５株ＣＲＫＰ表型阴性，但其ＥＤＴＡ

协同试验阳性，提示产金属β内酰胺酶为该菌株水

解碳青霉烯类抗生素的耐药机制；另有１０株ＣＲＫＰ

在改良 Ｈｏｄｇｅ试验阳性的同时ＥＤＴＡ协同试验也

为阳性，提示同时产两类以上β内酰胺酶的ＣＲＫＰ

不在少数。当然，此次研究仅针对表型进行筛查，具

体的基因型仍需进一步深入研究。另外鉴于这些由

质粒介导的碳青霉烯酶极易在不同菌种中横向传

播，造成碳青霉烯耐药性的扩散。因此，临床微生物

实验室应进一步提升能力建设，提高ＣＲＫＰ等多重

耐药菌的检测水平，配合医院感染管理部门加强抗

菌药物临床合理应用的监管，避免抗菌药物滥用和

过度使用，从而有效延缓细菌耐药性的发生。

ＣＬＳＩ推荐采用肉汤稀释法作为检测替加环素

体外药物敏感性的金标准。ＭＴＳ法与肉汤稀释法

相关性最好，Ｖｉｔｅｋ２ＧＮ１６卡检测结果高于肉汤稀

释法［１１１３］，一致性较低。不同检测方法对替加环素

药敏结果存在差异［１４１７］。文中 ＧＮ１６药敏卡检测

ＣＲＫＰ对替加环素敏感性结果的差异高于何翠娥

等［１８］的报道，尽管如此，仍可作为常规方法检测肺

炎克雷伯菌对替加环素的敏感性，而 ＭＴＳ条价格

昂贵，不适用于临床常规检测。针对文中替加环素

非敏感株的符合率低这一现象，除可能与本次试验

非敏感株样本数量较少有关外，一方面可能与肺炎

克雷伯菌黏稠的菌落不易调配合适的药敏浓度有一

定的关系；另一方面仪器采用光电比浊法进行 ＭＩＣ

的检测，会存在拖尾现象，容易将Ｓ误报为Ｉ或Ｒ。

通过此次 ＭＴＳ法与ＧＮ１６药敏卡符合性的验证得

出日常工作中出现替加环素中介或耐药的菌株时，

必须使用 ＭＴＳ法进行确认，特别在对待ＣＲＫＰ等

多重耐药或泛耐药菌时，更应该注重替加环素药敏

结果的真实性，以确保临床在治疗多重耐药菌或泛

耐药菌的抗菌药物选择上获得重要支持。
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由调查结果可见，该院的抗菌药物专项整治活动已

初见成效。

连续５年的医院感染现患率调查，一方面进一

步了解了该院医院感染的发生状况、病原体检出情

况、抗菌药物合理使用状况；另一方面也提高了医务

人员的感染防控意识，为制定和实施符合该院实际

情况的医院感染防控措施提供依据。做为基层医疗

机构，基础感控措施的认真落实，如严格执行消毒隔

离制度及无菌操作技术、提高手卫生依从性、依据药

敏结果合理使用抗菌药物等是预防和控制医院感染

的最好手段。
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