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产KPC酶肺炎克雷伯菌耐药情况及基因型分析
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【摘要】 目的 分析我院产KPC酶肺炎克雷伯菌的耐药性及基因型。方法 收集2012年2月至

2013年5月期间分离自我院临床科室的对亚胺培南耐药的肺炎克雷伯菌9株，采用VI，IEK 2 Compact

全自动微生物鉴定系统进行细菌鉴定及药敏试验，采用改良Hodges试验对KPC酶表型进行检测，采用

PCR法对菌株的KPC酶基因型进行检测。结果所分离的9株肺炎克雷伯菌对所选用的19种抗生素

均100．0％耐药，有7株改良Hodges试验呈现阳性结果，阳性率77．8％。9株肺炎克雷伯菌均扩增出

KPC目的基因条带，且均为KPC一2型基因。结论产KPC酶肺炎克雷伯菌耐药形势严峻，合理使用抗

菌药物，加强感染者的消毒与隔离，是控制此类细菌感染的有效措施。
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【AbStr觚t】 Obj∞dve To analyze the dmg resistance and genotype of砒6s站fk p船u，加n玉孵which

producing足如6s曲Z如pneM，，砌niⅡe carbapenemase(K—F，C)．MeUlt’ck 9 strains K昆6s据Z如p，圮M，nonioe resistant

to imipenem were isolated f而m Febmary 2012 to May 2013 in our hospital．Identification of bacteria aIld dmg

sensitive test were done bv V17I’EK 2 Compact automatic microbiological assay svstem．711le phenotvpe of KPC

was detected bv modified Hodges test and the genotvpe of KPC was detected bv PCR method．Results 7Ihe

isolated 9 stmins were all resistant to 19 kinds of antibiotics．There were 7 stmins showen positive by Hodges

test，and the Dosme rate was 77．8％．，11le 9 strains K如6s如耽p聊M脚乃池were all had KPC gene，and were

all KPC一2 gene．Conclusion The resistance condition of K如6s抬f如pnen，加n施e pmducing KPC is austedtv．

Using antibacterials rationallv，reinforcing disinfection and isolation of infected person are the utilitv measures

for contr01ling this kind of bacterial iflfbctions．
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碳青霉烯类抗菌药物抗菌谱广，抗菌活性强，尤

其适用于治疗由产超广谱B一内酰胺酶(extended

spectrum B lactamases，ESBLs)和头孢菌素酶(am．

pler class C B—lactamase，AmpC)肺炎克雷伯菌引起

的严重感染。但随着碳青霉烯类抗菌药物在临床上

的广泛使用，对其敏感性降低的肺炎克雷伯菌已经

在全球范围内广泛出现，且菌株的种类正在增加，随

时可能引起医院感染的暴发和流行[1_3]。由于肺炎克

雷伯菌是临床上常见的医院感染菌，其对碳青霉烯

类抗菌药物的敏感性降低甚至产生耐药给临床抗感

染治疗带来了极大的困难。本文对我院2012年2月

至2013年5月期间分离的9株对亚胺培南耐药的

肺炎克雷伯菌的耐药情况及肺炎克雷伯菌碳青霉烯

酶(K如6sieZZo p聊umDni僦carbapenemase，KPC)基因

进行检测，现将结果报告如下。

1材料与方法

1．1 菌株来源 收集2012年2月至2013年5月

期间分离自我院临床科室的对亚胺培南耐药的肺炎

克雷伯菌9株，去除同一患者相同部位的重复菌株。

质控菌株大肠埃希菌ATCC25922、铜绿假单胞菌

ATCC27853、肺炎克雷伯菌ATCC700603均购自卫

生部临检中心。

1．2 仪器与试剂 VITEK 2 ComDact全自动微生物

鉴定仪、细菌鉴定卡、药敏卡均为法国生物梅里埃公

司产品，5700型PCR扩增仪购自美国ABI公司。

DNA提取试剂购自上海Sangon公司，引物合成以

及PCR扩增产物测序均由上海生工生物工程有限

公司完成。
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2 结果

1．3．1细菌鉴定及药敏试验所有标本按《全国临

床检验操作规程》第3版规定进行分离接种。所有菌

株经法国生物梅里埃公司VITEK 2 Compact全自动

微生物鉴定系统及其配套革兰阴性菌鉴定卡进行细

菌鉴定。药物敏感性试验选择的抗菌药物包括氨苄

西林、头孢唑林、头孢曲松、头孢他啶、头孢噻肟、头

孢吡肟、头孢西丁、替卡西林／棒酸、阿莫西林／克拉

维酸、阿米卡星、庆大霉素、左氧氟沙星、环丙沙星、

氨曲南、哌拉西林／他唑巴坦、亚胺培南、美罗培南、

妥布霉素、复方新诺明。药敏结果判定参照

CLSl2010年版标准进行。

1．3．2 改良Hodges试验 改良Hodges试验检测产

碳青霉烯酶表型确证试验参照CLSl2010年版标准

进行。制备直径90 mm、厚4 mm的M—H琼脂平板，

采用直接菌落悬液法用生理盐水制备0．5麦氏单位

的大肠埃希菌(ATCC25922)悬液，1：10稀释后均匀

涂布在M—H琼脂平板上，中间贴10¨g／片的厄他

培南纸片，将临床分离的肺炎克雷伯菌从纸片边缘

向外划直线，35。C培养过夜，抑菌圈内细菌呈矢状

生长者为KPC酶阳性。阳性对照为携带blaKPC一2

碳青霉烯酶基因大肠埃希菌接合子，阴性对照为大

肠埃希菌ATCC25922。

1．3．3 KPC酶基因检测 质粒DNA提取步骤按照

Sangon公司提供的试剂盒说明书进行。根据Gen．

Bank公布的KPC酶的DNA序列，利用Primer Pre．

mier5．0软件自行设计引物．并由上海生工生物工程

有限公司合成。引物序列上游：57一ATGTCACTG．

TATCGCCGTCT一3 7， 下 游 ：5’一TTACGTCC．

CGTTGACGC一3’，产物片段大小为882 bp。PCR反应

体系：ExTaq酶0．25斗l，10×buffer 5斗l，dNTP 4斗l，模

板DNA 2¨l，上下游引物各l斗l，ddH20 36．75斗l，总

体积50“l。PCR扩增条件为：95℃预变性5 min，94

℃变性30 s，56℃退火30 s，68℃延伸45 s，40个循

环，最后72℃延伸5 min。

1．3．4琼脂糖凝胶电泳 配置0．5×TBE的电泳液．

加入溴化乙啶1恤l，制成l％的琼脂糖凝胶。取1斗l

溴酚蓝染料，5斗l PCR扩增产物充分混匀后进行电

泳，维持恒定电压110 v，电泳时间40 min。PCR阳性

产物送上海生工生物有限公司进行测序。测序结果

在GenBank数据库中比对查询。

1．4 统计学处理 采用WHONET 5．4统计软件进

行数据的检测录入、数据处理与药物敏感性结果的

统计分析。

2．1药物敏感性试验结果 分离的9株肺炎克雷

伯菌对所选用的19种抗生素耐药率均为100．0％，

结果见表l。

表1 9株肺炎克雷伯菌对19种抗生素的耐药情况[n(％)]

2．2改良Hodges试验结果 检出的9株肺炎克雷

伯菌中有7株改良Hodges试验呈现阳性结果，阳性

率77．8％(7／9)。

2．3 KPC酶基因检测结果9株肺炎克雷伯菌均扩

增出KPC目的基因条带，经Blast工具进行基因比

对分析，均为KPC一2型基因。PCR产物琼脂糖凝胶

电泳图谱见图1。
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图l PCR产物琼脂糖凝股电冰图谱

注：M：Marker；1：阴性对照；2：阳性对照；3～11：9株肺炎克雷伯菌

KPC酶阳性结果

3讨论

碳青霉烯类抗菌药物是治疗多重耐药肺炎克雷

伯菌感染的一线用药，但是随着其使用量的快速增
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长，对其敏感性降低的肺炎克雷伯菌已在世界多个

国家蔓延。自2011年Y泌t等⋯首次报道从肺炎克

雷伯菌中分离出KPC一1型后，短短几年时间内，该

菌在美国东北部各州蔓延，甚至在局部地区造成暴

发流行[5]。我国各地也时有报道坤]。

目前，在世界范围内出现的碳青霉烯类抗菌药

物敏感性降低甚至耐药的肺炎克雷伯菌，常对多种

常规抗菌药物亦具有很强的耐药性．这给临床抗感

染治疗带来了极大的困难。有研究嘲结果显示，ICU

内碳青霉烯类抗菌药物耐药株感染患者的病死率高

于敏感菌感染者3倍。本文研究中所收集的9株肺

炎克雷伯菌均为多重耐药菌．对所选用的19种常用

抗生素均表现为100％耐药，表明临床可选用的抗

菌药物非常有限。目前，对常规抗菌药物全部耐药的

菌株尚无较好的治疗方案，但替加环素和多黏菌素

B治疗此类菌株有较高的敏感率，提示这两种药物

或可用于临床治疗产KPC酶的肺炎克雷伯菌所致

感染[1 0I。

目前．多种检测KPC型酶的表型检测方法已建

立，其中以CLSI推荐的改良Hodges试验为主，其原

理是待测菌产生的碳青霉烯酶水解灭活琼脂中的碳

青霉烯类抗生素，从而使原本被抑制的大肠埃希菌

得以继续生长。有研究⋯1结果显示，该方法检测肠杆

菌科细菌KPC型酶的灵敏度和特异性均大于90％。

本文研究中，9株肺炎克雷伯菌KPC酶表型阳性率

为77．8％，有2株菌株KPC酶表型为阴性，是否与

相关文献[121报道的最低抑菌浓度较高的菌株表现为

阳性．而最低抑菌浓度较低的菌株表现为阴性有关，

尚有待进一步研究。

本文研究采用PCR法对我院分离的9株对亚

胺培南耐药的肺炎克雷伯菌进行了KPC酶基因型

检测，经过测序和比对。发现9株菌株均携带KPC一

2型基因。提示在2012年2月至2013年5月期间，

我院产KPC酶的肺炎克雷伯菌的感染率较高，但由

于本文研究所选菌株均为对亚胺培南耐药菌株，有

可能提高了产KPC酶菌株的检出率，但同时也提示

我院产KPC酶菌株的感染情况已不容忽视。本文研

究并未对分离出的菌株的同源性进行分析，因此，无

法得出该9株菌株是否属于同一克隆，有待进一步

研究探讨。

目前，临床有关产KPC酶菌株引起感染的治疗

资料不多，临床可供选择的抗菌药物也非常有限，积

极地预防和控制是减少产KPC酶菌株传播的关键。

美国疾病预防控制中心新发布了控制耐碳青霉烯类

肠杆菌科细菌(earbapenem resistant E凡把r06∞把ri。

oce础，CRE)的指南m]。更新的指南推荐了一组急性

和长期使用的核心护理措施，包括：1)提高手卫生：

2)对CRE定植或感染患者应进行接触预防；3)必要

时，将患者和医务人员进行隔离；4)减少侵入性医疗

设备的使用；5)促进抗生素使用的管理；6)筛查

CRE高风险患者。还可进行额外的措施：1)积极监

测CRE耐药性；2)使用洗必泰浸泡或擦洗。

综上所述，我院产KPC酶的肺炎克雷伯菌引起

的感染情况已不容乐观，该类菌株对碳青霉烯类抗

菌药物敏感性降低，且均为泛耐药菌株。合理使用抗

菌药物、做好重点科室多重耐药菌感染者的消毒与

隔离，是控制此类感染的有效措施。
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检组间差异无统计学意义，相对应的MPV值两组间

比较差异也无统计学意义。因此不能单纯的以血清

Hcv和MPV升不升高来诊断脑梗死，必须结合影像

学和临床表现综合判断。由于本文研究没有将被研

究者年龄进行严格细分，而将血清Hcv正常值统一

定为0—20¨mol／L，因此脑梗死组中高Hcy者所占

比率仅为31％，若将血清Hcv正常值定为0～15

¨mol／L，则高Hcy者所占比率可达65％左右，这与

国内的研究[1叫结果基本吻合。

本文研究发现，脑梗死患者血清Hcv和MPV

水平明显高于健康体检组，这与国内章成国等口们的

研究结果一致。但是MPV的具体测定值与国内钱月

华等Ⅲ研究报告差别有点大，这可能与血细胞分析

仪品牌不同，参考值不一致有关系，但与健康体检组

的统计学差异是显而易见的。可见两者在脑梗死的

发生、发展过程中均起着重要的作用，且两项指标作

为动脉粥样硬化的危险因素已经被普遍接受。

本文研究对脑梗死组的血清Hcy和MPV水平

进行相关性分析，发现两者呈正相关，可见在一定范

围内，MPV水平随血清Hcv的增高而增大，而MPV

的增大又反过来影响血清Hcv的代谢。这可能是由

于Hcv通过损伤内皮细胞途径引起动脉粥样硬化，

而动脉粥样硬化又引起一系列反应，促使血小板聚

集、释放，进而又介导内皮细胞的黏附功能，进一步

引起内皮细胞的损伤，促使血栓形成，最终导致脑梗

死的发生。因此，对于脑梗死患者必须定期监测血清

Hey和MPV水平来观察和控制病情。

综上所述，血清Hcy和MPV的联合检测，对于

诊断脑梗死的发生和病情的判断有积极的意义。
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