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耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌耐药表型及流行病学分析
罗聆尹　岳　浪　杨婷婷

（贵州中医药大学第一附属医院检验科　贵州　贵阳　550001）

【摘　要】目的 分析我院耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌（CRKP）的耐药性及临床分布特点，指导临床合理运用抗生素，防止
该类细菌在我院的流行。方法 1. 收集 2016 年 9 月到 2019 年 2 月我院临床标本中分离到的 41 株 CRKP，采用 VITEK 2 全自动微
生物分析仪和基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱（MS）完成细菌鉴定；2. 药敏试验采用 VITEK 2（MIC 法）联合 K-B 法检测；3. 用
改良 Hodge 试验及 SCIM 试验进行碳青霉烯酶表型的确认；4. 对 CRKP 进行流行病学分析。结果 我院共收到耐碳青霉烯类肠肝
菌科细菌（CRE）标本 52 株，其中 CRKP 有 41 株；CRKP 检出最多的科室是 ICU；检出最多的标本类型是痰液；41 株 CRKP
对临床常见的 19 种抗生素其中有 18 种抗生素的耐药率高达 80% 以上，只有一种抗生素复方新诺明耐药率低为 39%；CRKP 产
碳青霉烯酶表型鉴定结果显示改良 Hodge 试验阳性 35 株，SCIM 试验阳性 36 株。结论 我院 CRKP 流行逐年加重，临床科室以
ICU 检出最多，耐药现状严重，呼吁医院对 CRKP 流行的科室重点监测以防止 CRKP 在医院的流行，同时加强和临床医生的沟通，
指导临床医生合理的运用抗生素。

【关键词】肺炎克雷伯菌；耐药机制；碳青霉烯酶；改良 Hodge 试验；SCIM 试验

细菌耐药是一个全球性的难题，最近几年来我国其他的常

见耐药细菌的检出率逐渐下降，但是肺炎克雷伯菌却对碳青霉

烯类抗生素的耐药率呈上升趋势 [1]，这是由于肺炎克雷伯菌

对三代头孢抗生素的耐药率下降所致。肺炎克雷伯菌是引起医

院感染的常见条件致病菌之一，常引起呼吸系统感染，还可引

起细菌性脑膜炎、泌尿系统感染等严重疾病 [2]，碳青霉烯类

抗生素是强效的 β- 内酰胺类抗菌药物常用于多重耐药肺炎克

雷伯菌的感染，主要包括亚胺培南、美罗培南等，近年来随着

临床上对该类药物的使用增加，耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌

(carbapenem-resist-ant Klebsiella pneumoniae，CRKP) 已

呈全球性扩散，给临床感染的治疗出了一道难题 [3], 面对如此

严重的耐药现状，我们应该加强对耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌

的研究，为临床对该菌的防治提供依据。

本研究通过检测和分析我院 CRKP 的耐药性以及临床分布特

点 , 指导临床医生合理运用抗生素，同时防止这类耐药细菌在

医院的流行。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验菌株：本实验收集了我院 2016 年 9 月 -2019

年 2 月临床标本中分离到的菌株，先经 VITEK 2 全自动细

菌分析仪鉴定为肺炎克雷伯菌，当亚胺培南最小抑菌浓度为

2-4μg/ml 时怀疑产碳青霉烯酶，去除重复菌株，共收集到 41

株实验细菌。质控菌株为大肠埃希菌 ATCC25922，阴性对照

株为肺炎克雷伯菌 ATCCBAA1706，阳性对照株为肺炎克雷伯菌

ATCCBAA1705。

1.1.2 主要仪器和试剂

1.1.2.1主要仪器：VITEK 2（法国） 、MS（法国）、比浊仪；

生物安全柜、低温冰箱(-80℃)、普通冰箱；CO2恒温培养箱（赛

默飞 Forma3111），红外线接种环灭菌器（优立博 UP-1）。

1.1.2.2 主要试剂：VITEK 2 革兰阴性细菌鉴定卡片、药敏

卡片（法国）；菌株分离培养用血琼脂平板、药敏试验用 M-H

平板（法国）；亚胺培南和美罗培南药敏纸片（英国）。

1.2 方法

1.2.1 细菌鉴定：新鲜标本鉴定均在本院检验科细菌室完

成，依照细菌室的 SOP 进行操作，选择 VITEK 2 及配套革兰阴

性细菌鉴定卡初步鉴定，再用 MS重新鉴定。低温保存（-80℃）

的菌种菌株复苏后采用 MS重新进行鉴定，MS鉴定结果与 VITEK 

2 系统鉴定结果相同的菌株入选本实验。

1.2.2 药物敏感试验：采用 VITEK2 全自动微生物分析仪配

套的革兰阴性细菌药敏卡，纸片扩散法对实验菌株进行药物敏

感性试验。

1.2.3改良 Hodge 试验 [4]:将质控菌株 ATCC25922 35℃，

24 小时培养后挑取单纯菌落制成 0.5 麦氏浊度的菌液 , 再用无

菌生理盐水 10 倍稀释，然后均匀涂布于 MH 平板表面，平板中

间贴一个 10 µg 的美罗培南药敏纸片，以美罗培南纸片边缘为

起点 , 用灭菌接种环挑取过夜培养的单个待测纯菌落，从中

间向周边划直线。为实验效果易于观察，每个平板检测株数不

宜超过 3 株。平板置于 35℃ CO2 温箱过夜培养 , 阳性菌株可

见抑菌环内出现箭头状生长。

1.2.4 SCIM 试验 [5]: 将质控菌株 ATCC25922 35℃，24

小时培养后挑取单纯菌落用无菌生理盐水制成 0.5 麦氏浊度

菌液，再将菌液均匀涂布到 M-H 平板表面，取一张亚胺培南

药敏纸片，用灭菌接种环挑取过夜培养的待测菌单个菌落，

使纸片的一面均匀涂满待测菌，再将有菌的一面贴到涂有大

肠埃希菌 ATCC25922 的 M-H 平板表面，35℃ CO2 温箱过夜培

养后量取亚胺培南的抑菌环直径，抑菌环小于 20mm 或抑菌环

为 21~22mm，环中大肠埃希菌菌落出现卫星现象为阳性；如

果抑菌环大于 25mm 则判断为阴性；介于二者之间为不确定的

结果。

1.3 数据处理 :应用 WHONET5.6 版软件对本次研究数据进

行统计分析。

2 结果

2.1 菌种构成：我院自 2016 年 9 月至 2019 年 2 月共计收

到 CRE 菌株 52 株，其中 CRKP 有 41 株（79%）, 耐碳青霉烯类

大肠埃希菌 8株（15%），耐碳青霉烯类阴沟杆菌 3株（6%）。

见图 1 
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图 1  52 株 CRE 菌种构成

Fig1  Composition of 52 CRE Strains

2.2 CRKP 标本类型分布： 41 株 CRKP 主要以痰液为主，痰

液占 73%，其次是尿液和创口分泌物，尿液占 10%，创口分泌

物占 7%。见图 2

图 2 41 株 CRKP 标本类型分布

Fig2  Distribution of 41 CRKP specimen types

2.3 CRKP 科室来源分布情况：由科室来源分布情况得出在

41 株 CRKP 中，ICU 分布最多有 25 株。见图 3

图 3 41 株 CRKP 科室来源分布

Fig3  Source distribution of 41 CRPK Departments

2.4 改良 Hodge 试验和 SCIM 试验，从图中可以看出改良

Hodge 试验阳性结果是抑菌环内出现箭头状生长；SCIM 实验阳

性结果是抑菌环小于 20mm 或抑菌环为 21~22mm，环中大肠埃希

菌菌落出现卫星现象为阳性；下图中看出 SCIM 试验操作简单

且结果更容易判读，能减少人为的判读错误。见图 4

（改良 Hodge 试验）

（SCIM 试验）

图 4 改良 Hodge 试验和 SCIM 试验结果

Fig4 Modified Hodge test and SCIM test results

2.5 从 2016 年 9 月到 2019 年 9 月我院收集到的 CRKP 增长

情况：3年来我院 CRKP 的检出率逐年增高。见图 5

图 5 41 株 CRKP 增长情况

Fig5 Growth of 41 strains of CRKP

2.6 CRKP 耐药率：通过全自动化微生物鉴定仪 VITEK 2 及

其配套的革兰阴性细菌药敏卡对 41 株 CRKP 进行常用 19 种抗

菌药物的检测。见表 1
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表 1 41 株 CRKP 药敏结果

Tab1 Drug sensitivity results of 41 CRKP

抗菌药物（MIC 法）
CRKP(41 株 )

耐药率 % 敏感率 % 中介率 %

头孢唑林 100 0 0

 头孢曲松 100 0 0

氨苄西林 100 0 0

氨曲南 98 2 0

氨苄西林 / 舒巴坦 98 2 0

亚胺培南 98 2 0

呋喃妥因 98 0 2

哌拉西林 / 他唑巴坦 96 2 2

头孢他啶 96 2 2

头孢吡肟 96 2 2

庆大霉素 95 5 0

美罗培南（K-B 法） 95 5 0

头孢替坦 95 5 0

亚胺培南（K-B 法） 93 5 2

妥布霉素 93 7 0

环丙沙星 91 7 2

阿米卡星 90 10 0

左氧氟沙星 88 12 0

复方新诺明 39 61 0

2.7 CRKP 的 VITEK 2 和 MS 鉴定结果比较：其中 41 株菌株

CRKP 两者鉴定结果相符，另外两株菌株 VITEK 2 鉴定结果为

CRKP，但 MS 鉴定结果为阴沟杆菌，利用 SPSS2.0 软件进行数

据分析，P>0.05，用 VITEK 2 和 MS 鉴定肺炎克雷伯菌无显著

性差异。见表 2

表 2 CRKP 的 VITEK 2 和 MS 鉴定结果比较

Tab2  Comparison of identification results between 

VITEK 2 and MS of CRKP

   仪器 肺炎克雷伯菌 ( 株 ) 阴沟杆菌（株）

VITEK 2 43 0

MS 41 2

2.7.1 肺炎克雷伯菌和阴沟肠杆菌和大肠埃希菌质谱特征

峰比较：大肠埃希菌特征峰 2689 和 5096amu 等，肺炎克雷伯

菌特征峰 3146，4740，6290,7706，9482amu 等 , 阴沟肠杆菌

特征峰 3128，5122，7690，8331，9511amu。见图 6

2.8 41 株 CRKP 改良 Hodge 试验和 SCIM 试验结果比较，发

现 41株 CRKP 仅有一株检测结果不相符，该菌株 MHT 试验阴性，

SCIM 试验阳性。见表 3

表 3 CRKP 改良 Hodge 试验和 SCIM 试验结果比较

Tab3  Comparison of identification results 

between Hodge and SCIM of CRK

3. 讨论

碳青霉烯类抗菌药物作为一组新型β-内酰胺类抗生素 ，

优点突出，所以在临床上被广泛运用于革兰阴性杆菌的感染，

但由于该类抗生素的大量使用，目前临床已监测到多种肠杆菌

科细菌对碳青霉烯类抗生素耐药 [6]，且逐年上升，其中以肺炎

克雷伯菌最为明显 [7]。我院自 2016 年 9 月至 2019 年 2 月共

收到 CRE 菌株 52 株，其中 CRKP 占比高达 79%，且 CRKP 的检

出呈逐年递增的趋势 , 可见 CRE 中以 CRKP 为主且近三年来我

院 CRKP 播散越来越严重，建议我院加强对 CRKP 的防治。我院

CRKP 标本类型以痰液为主，有 30 株（73%），其次是尿和创口

分泌物，尿液 4 株（10%），创口分泌物 3 株（7%）。在我院

CRKP 临床科室的分布中，ICU 分布最多有 25 株，其次是内分

泌科 4 株，神经外科 3 株。在 2019 年 1 月份到 2 月份 ICU 检

出 CRKP 突然增多，共计有 9 例 CRKP，且该组菌株的耐药性一

致，怀疑为同一菌株暴发传染而来，我们将该组 CRKP 的暴发

情况上报给医院院感部门，对 ICU 该菌的暴发起警示作用，加

强对 ICU 的防治与检测，并用 MS做了初步的细菌同源性分析，

但由于受实验因素影响较大，比如培养时间、温度及试剂影响

等，实验结果与预期差异较大，且缺少脉冲凝胶电泳和多位点

序列分型的方法验证，所以未将数据纳入实验，该组菌株的同

源性分析仍待进一步验证。PFGE 是国际公认的细菌同源性分析

的“金标准”，目前世界范围内比较认同的是 Tenover[8] 等建

立的 PFGE 分型标准，但 PFGE 实验时间漫长，操作复杂，不利

于基层医院配备，而 MS 质谱仪选择 RUO 模式对可疑菌株进行

同源性分析具有实验时间短，操作容易，单次成本较低等优点，

但 MS 质谱仪设备昂贵，仅部分医院配备 [9]；对 CRKP 易感危险

因素进行分析，CRKP 在 ICU 中分布最多可能原因有以下几点：

1. ICU 病人大多病情危重 2. 我院 ICU 接收的病人以老年人为

主免疫力相对低下 3. 常接受侵入性治疗 ，有研究发现 ICU 侵

入性治疗尤其是呼吸机的使用是造成病人 CRKP 感染的重要因

素 [10]。

CRKP 的 VITEK 2 和 MS 鉴定结果比较，VITEK 2 结果显示

有 43 株 CRKP, 但 MS 结果表明只有 41 株 CRKP，另外两株为阴

沟杆菌，利用 SPSS2.0 软件进行数据分析，P>0.05，说明用

VITEK 2 和 MS 鉴定肺炎克雷伯菌无显著性差异分析。原因可能

是人为收错菌株或者是 VITEK 2 鉴定结果错误导致两种不同鉴

定方法结果差异，MS 鉴定细菌具有实验时间短、操作容易、

准确度高等特点，但仪器设备昂贵，本研究以两者鉴定结果相

同的纳入实验数据，保证了菌株鉴定的准确性。由药敏结果可

知我院检出的 CRKP 对碳青霉烯类、青霉素类和头孢菌素类抗

生素敏感率为 0，对复方新诺明敏感性最高为 61%，对阿米卡

星敏感率为 10%、妥布霉素敏感率为 7%，左氧氟沙星敏感率分

为 10%，环丙沙星敏感率为 7%，建议临床医生结合临床选择对

CRKP 敏感的抗生素联合用药。

肺炎克雷伯菌对碳青霉烯类抗生素耐药主要有以下机制
[11]：1. 高产 AmpC 酶或 ESBLs 伴外膜孔蛋白的缺失或表达下

降 ；2. 外排系统的活跃；3. 青霉素作用位点改变；4. 产碳青
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霉烯酶水解碳青霉烯类抗生素，其中最主要的耐药机制是产碳

青霉烯酶 [12]，碳青霉烯酶包括 A、B、D 三类酶 [13]，其中 A 类

和 D 类为丝氨酸类酰胺酶，而 B 类酶在发挥水解活性时需要 Zn

离子，因此称为金属 β 内酰胺酶（metallo-β-lactamases，

MBLs）。A 类酶活性可被克拉维酸抑制，国内流行以 KPC-2 型

为主 [14];B 类酶对氨曲南敏感 ,其活性可被 Zn 离子螯合剂 EDTA

抑制，主要包括 VIM,IMP,NDM[15] 三种类型 ;D 类酶为 OXA 酶，

在OXA酶中，部分为窄谱β内酰胺酶，还有一些为β内酰胺酶，

只有少部分为碳青霉烯酶 , 其对碳青霉烯类抗生素的水解效能

较低，不如 A、B 两类。CRKP 产碳青霉烯酶表型检测结果显示

41 株 CRKP 仅有一株检测结果不相符，该菌株 MHT 试验阴性，

SCIM试验阳性，分析原因为当菌株产金属β-内酰胺酶（MBLS）

时 MHT 试验会有假阴性的可能 [16]，且该菌株药敏结果显示对

氨曲南敏感，所以高度怀疑该菌株产 MBLS，建议做 PCR 耐药

基因分型。

综上所述，近 3 年来我院 CRKP 的检出率逐年增高，由药敏

（下转第38页）

图 6 三种常见细菌质谱特征峰比较

Fig6 comparison of mass spectrometry characterstic peaks of three common bacteria
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结果可知 CRKP 对 19 种临床常用抗生素中耐药率 80% 及以上的

抗生素高达 18 种之多，对碳青霉烯类、青霉素类和头孢菌素

类抗生素几乎完全耐药，临床医生可供选择的抗菌药物极其有

限，CRKP 的耐药现状十分严重。在所有临床科室中 ICU 病人是

最容易感染 CRKP 的，这可能与 ICU 病人特殊性有关，呼吁医

院院感部门加强对 CRKP较为流行的科室尤其是 ICU重点监测，

加强病区消毒和医护手卫生，切断或者隔离传染源以防止耐药

细菌的流行。
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