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［犓犲狔狑狅狉犱狊］　犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲；ｃａｒｂａｐｅｎｅｍａｓｅ；ｍｏｄｉｆｉｅｄＨｏｄｇｅｔｅｓｔ；ＣａｒｂａＮＰｔｅｓｔ；ｍｏｄｉｆｉｅｄｃａｒｂａｐｅｎｅｍ

ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ

　　碳青霉烯类抗生素是治疗多重耐药肠杆菌科细

菌，如肺炎克雷伯菌、大肠埃希菌和肠杆菌属细菌严

重感染的关键药物。然而，随着该类药物在临床上

的广泛应用，肠杆菌科细菌，尤其是肺炎克雷伯菌对

碳青霉烯类药物耐药率不断上升，现已达到或超过

２０％
［１２］。肺炎克雷伯菌毒力强，所致感染临床症状

无明显特异性，一旦对碳青霉烯类耐药，其引起的感

染治疗十分困难，病死率极高，已引起全球学者广泛

关注。碳青霉烯类抗生素主要包括亚胺培南、美罗

培南和厄他培南等。产碳青霉烯酶是肺炎克雷伯菌

对碳青霉烯类药物耐药最主要的机制［３］，碳青霉烯

酶能水解包括碳青霉烯类在内的几乎所有β内酰胺

类抗生素。基于分子特征的不同，目前已知的碳青

霉烯酶分别属于Ａｍｂｌｅｒ分类法中的Ａ、Ｂ及Ｄ类。

Ａ类和Ｄ类为丝氨酸碳青霉烯酶，Ａ类编码基因以

ＫＰＣ、ＧＥＳ、ＳＨＶ、ＴＥＭ 和ＣＴＸＭ 等多见，Ｄ类以

ＯＸＡ多见。Ｂ类为金属酶，常见编码基因为ＩＭＰ、

ＶＩＭ、ＧＩＭ和ＮＤＭ等。部分编码碳青霉烯酶的基

因可通过质粒等移动性元件在细菌间水平传播，目

前国内外报道较多的有 ＫＰＣ２、ＫＰＣ３、ＩＭＰ４、

ＮＤＭ１和ＯＸＡ４８等基因亚型，可导致局部流行，

甚至感染暴发。因此，及时、快速、准确地检测产碳

青霉烯酶菌株，对患者的治疗和及时采取相应的感

染控制措施，防止耐药菌的播散具有十分重要的意

义。美国临床实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）以流行病学

调查或感染控制为目的，先后推荐改良 Ｈｏｄｇｅ试验

（ＭＨＴ）、ＣａｒｂａＮＰ试验（ＣＮＰｔ）及改良碳青霉烯酶灭

活试验（ｍＣＩＭ）用于检测碳青霉烯酶。本研究采用三

种方法对临床分离的１１７株肺炎克雷伯菌碳青霉烯

酶进行检测，以探讨其临床应用价值，现报告如下。

１　对象与方法

１．１　菌株来源　收集某院２０１６年１２月—２０１７年

１１月临床分离的１１７株肺炎克雷伯菌，所有菌株均

采用ＶＩＴＥＫ２全自动微生物分析系统及ＫＢ法进

行药物敏感试验，其中对碳青霉烯类耐药５７株，敏

感６０株。质控菌株大肠埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２购自

卫生部临床检验中心，ＡＴＣＣＢＡＡ１７０５（碳青霉烯

酶阳性）和 ＡＴＣＣＢＡＡ１７０６（碳青霉烯酶阴性）由

北京大学临床药理研究所李耘教授惠赠。

１．２　主要试剂与仪器　美罗培南药敏纸片（１０μｇ）

购自英国 Ｏｘｏｉｄ公司，亚胺培南粉剂购自美仑生

物，Ｄ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ和引物购自生工生物工程

（上海）股份有限公司，ＸＤ６８５电解质仪购自上海迅

达医疗仪器公司，全自动微生物鉴定及药敏分析系

统ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ及革兰阴性细菌药敏卡片购

自法国生物梅里埃公司，ＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓＰｒｏＦｌｅｘ梯

度ＰＣＲ购自赛默飞世尔科技，ＪＹ６００Ｅ电泳仪购自

北京君意东风电泳设备有限公司。

１．３　方法

１．３．１　菌株复苏　从冰箱中取出保存菌种恢复至

室温，接种血平板，３５℃培养１８～２０ｈ。

１．３．２　碳青霉烯酶基因检测　ＰＣＲ引物参考相关

文献［４５］设计，序列见表１。扩增碳青霉烯酶基因包

括犫犾犪ＫＰＣ、犫犾犪ＮＤＭ１、犫犾犪ＩＭＰ、犫犾犪ＶＩＭ、犫犾犪ＳＩＭ

和犫犾犪ＯＸＡ４８。阳性对照和阴性对照为前期经测

序证实携带或不携带碳青霉烯酶基因的临床菌株。

煮沸法提取ＤＮＡ模板，ＰＣＲ反应体系为２０μＬ，包

括２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ，上下游引物各

表１　碳青霉烯酶基因检测ＰＣＲ引物序列及产物长度

犜犪犫犾犲１　ＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄｐｒｏｄｕｃｔｌｅｎｇｔｈｏｆｃａｒ

ｂａｐｅｎｅｍａｓｅｇｅｎｅ

引物名称 引物序列（５’→３’）
退火温度

（℃）

大小

（ｂｐ）

ＫＰＣ Ｆ：ＡＴＧＴＣＡＣＴＧＴＡＴＣＧＣＣＧＴＣＴ ５３．８ ８９３

Ｒ：ＴＴＴＴＣＡＧＡＧＣＣＴＴＡＣＴＧＣＣＣ

ＮＤＭ Ｆ：ＧＡＡＴＧＴＣＴＧＧＣＡＧＣＡＣＡＣＴＴ ５７．０ ４８０

Ｒ：ＴＴＧＧＣＣＴＴＧＣＴＧＴＣＣＴＴＧＡＴ

ＩＭＰ Ｆ：ＣＡＴＧＧＴＴＴＧＧＴＧＧＴＴＣＴＴＧ ５３．９ ４８８

Ｒ：ＡＴＡＡＴＴＴＧＧＣＧＧＡＣＴＴＴＧＧ

ＶＩＭ Ｆ：ＧＡＴＧＧＴＧＴＴＴＧＧＴＣＧＣＡＴ ５５．５ ３９０

Ｒ：ＣＧＡＡＴＧＣＧＣＡＧＣＡＣＣＡＧ

ＳＩＭ Ｆ：ＴＡＣＡＡＧＧＧＡＴＴＣＧＧＣＡＴＣＧ ５７．０ ５７１

Ｒ：ＴＡＡＴＧＧＣＣＴＧＴＴＣＣＣＡＴＧＴＧ

ＯＸＡ４８ Ｆ：ＧＣＧＴＧＧＴＴＡＡＧＧＡＴＧＡＡＣＡＣ ５７．６ ４３８

Ｒ：ＣＡＴＣＡＡＧＴＴＣＡＡＣＣＣＡＡＣＣＧ
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１μＬ，ＤＮＡ模板２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ６μＬ。ＰＣＲ扩增反

应条件：预变性９５℃，５ｍｉｎ，变性９５℃，３０ｓ，退火

（具体温度详见表１）３０ｓ，延伸７２℃，３０ｓ，共３５个

循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。扩增产物经１％凝胶

电泳（１００Ｖ、４０ｍＡ）后凝胶成像系统观察结果拍

照。阳性扩增产物送华大基因科技股份有限公司测

序，序列经ＢＬＡＳＴ数据库进行对比分析。

１．３．３　ＭＨＴ　具体操作参照２０１７年ＣＬＳＩ标准

进行［６］。挑取大肠埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２（指示菌）于

无菌盐水中配制０．５麦氏单位菌悬液，将菌液１∶１０

稀释后，均匀涂布于 ＭＨ平板上，待吸收完全，中央

贴美罗培南药片。挑取３～５个待测菌株或质控菌

株，从离美罗培南药敏纸片５～１０ｍｍ处向平板边缘

划线，长度２０～２５ｍｍ，３５℃过夜培养。结果判断：

（１）增强性生长，提示产碳青霉烯类酶，结果阳性；（２）

无增强性生长，提示非产碳青霉烯类酶，结果阴性。

１．３．４　ＣＮＰｔ　具体操作参照２０１７年ＣＬＳＩ操作标

准进行［６］。分别在微量离心管ａ和管ｂ中加入

１００μＬｐＨ７．４ＴｒｉｓＨＣｌｂｕｆｆｅｒ细菌蛋白提取试

剂，挑取１μＬ接种环待测菌落或质控菌株接种乳

化，漩涡震荡５ｓ。在管ａ中加入１００μＬｐＨ７．８的

酚红硫酸锌溶液，在管ｂ中加入１００μＬｐＨ７．８含

６ｍｇ／ｍＬ亚胺培南酚红硫酸锌溶液，混匀，３５℃，

孵育２ｈ，观察管中液体颜色的变化。结果判断：

（１）对照管ａ为红色或橘红色，２ｈ后不变色；（２）

管ｂ２ｈ后为红色或橘红色（不变色），为阴性；（３）

管ｂ２ｈ后变为浅橘色、深黄色或黄色，为阳性。

１．３．５　ｍＣＩＭ　具体操作参照２０１７年ＣＬＳＩ操作

标准进行［６］。刮取１μＬ接种环待测菌落或质控菌

株接种至２ｍＬＴＳＢ营养肉汤中乳化，漩涡震荡１０

～１５ｓ，再放入美罗培南药敏纸片，３５℃孵育４ｈ±

１５ｍｉｎ。配制０．５麦氏单位大肠埃希菌 ＡＴＣＣ

２５９２２菌悬液均匀涂布于 ＭＨ平板上，待吸收，取出

孵育后的美罗培南纸片并贴在此 ＭＨ平板上，３５℃

孵育１８～２４ｈ，观察抑菌圈的大小。结果判断：（１）

抑菌环直径６～１５ｍｍ或１６～１８ｍｍ，但抑菌圈内

有散在菌落，判为产碳青霉烯酶；（２）抑菌环直径≥

１９ｍｍ，且抑菌圈内无散在菌落，判为菌株不产碳青

霉烯类酶；（３）抑菌环直径１６～１８ｍｍ或者抑菌环

直径≥１９ｍｍ，但抑菌圈内有散在菌落为灰区。

２　结果

２．１　碳青霉烯酶耐药基因检测　５７株耐药菌株中

碳青霉烯酶基因阳性４０株，包括３９株ＫＰＣ和１株

ＮＤＭ１，其余 １７ 株菌未检出犫犾犪ＩＭＰ、犫犾犪ＶＩＭ、

犫犾犪ＳＩＭ和犫犾犪ＯＸＡ４８等碳青霉烯酶基因。６０株碳

青霉烯敏感菌株基因检测均为阴性。阳性产物测序

后，经ＢＬＡＳＴ软件分析，与目的耐药基因同源性均

≥９９％。部分阳性结果电泳图见图１。
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　　Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１：犫犾犪ＫＰＣ阳性对照；２：犫犾犪ＫＰＣ阴性对照；

４：犫犾犪ＮＤＭ阳性对照；５：犫犾犪ＮＤＭ阴性对照；３、６：待测菌株

图１　碳青霉烯酶基因ＰＣＲ产物凝胶电泳图

犉犻犵狌狉犲１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍａｐｏｆＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏ

ｄｕｃｔｓｏｆｃａｒｂａｐｅｎｅｍａｓｅｇｅｎｅ

２．２　ＭＨＴ 检测结果　６０株碳青霉烯敏感株

ＭＨＴ检测结果全部阴性，５７株耐药菌中阳性５０

株，阳性率８７．７％。以耐药基因扩增为金标准，

ＭＨＴ筛查肺炎克雷伯菌是否产碳青霉烯酶的灵敏

度和特异度分别为９７．５％（３９／４０）、８５．７％（６６／７７），

部分菌株结果见图２及表２。
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　　ＡＴＣＣ１７０５：阳性对照；ＡＴＣＣ１７０６：阴性对照；１、２：待测菌株

结果阳性

图２　部分菌株 ＭＨＴ试验结果

犉犻犵狌狉犲２　ＭＨＴｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐａｒｔｉａｌｓｔｒａｉｎｓ

２．３　ＣＮＰｔ检测结果　６０株碳青霉烯敏感株ＣＮＰｔ

检测结果全部阴性，５７株耐药株中５１株阳性，阳性

率８９．５％。以耐药基因扩增为金标准，ＣＮＰｔ筛查

肺炎克雷伯菌是否产碳青霉烯酶的灵敏度和特异度
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分别为１００．０％（４０／４０）和８５．７％（６６／７７），部分菌

株结果见图３及表２。
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　　ＡＴＣＣ１７０５：阳性对照；ＡＴＣＣ１７０６：阴性对照；空白：空白对照

管；４０：待测菌株结果阳性

图３　ＣＮＰｔ筛选产碳青霉烯酶菌株的结果

犉犻犵狌狉犲３　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｏｆｃａｒｂａｐｅｎｅｍａｓｅｐｒｏｄｕｃｉｎｇ

ｓｔｒａｉｎｓｂｙＣＮＰｔ

２．４　ｍＣＩＭ 检测结果　６０株碳青霉烯敏感株

ｍＣＩＭ检测结果全部阴性，５７株耐药株中５２株阳

性，阳性率９１．２％。ｍＣＩＭ 筛查肺炎克雷伯菌是否

产碳青霉烯酶的灵敏度和特异度分别为１００．０％

（４０／４０）、８４．４％（６５／７７），部分结果见图４及表２。
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　　ＡＴＣＣ１７０５：阳性对照；ＡＴＣＣ１７０６：阴性对照；１、２：待测菌株

结果阳性

图４　ｍＣＩＭ筛选产碳青霉烯酶菌株的结果

犉犻犵狌狉犲４　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｏｆｃａｒｂａｐｅｎｅｍａｓｅｐｒｏｄｕｃｉｎｇ

ｓｔｒａｉｎｓｂｙｍＣＩＭ

３　讨论

自２００５年后，国内外
［７８］相继报道耐碳青霉烯

肠杆科细菌，且耐药率呈逐年上升趋势。我国ＣＨＩ

ＮＥＴ细菌耐药监测结果显示，除克雷伯菌属外多

表２　３种方法筛选肺炎克雷伯菌产碳青霉烯酶的结果

犜犪犫犾犲２　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｒｅｅｍｅｔｈｏｄｓｆｏｒｓｃｒｅｅｎｉｎｇｃａｒｂａｐｅｎｅ

ｍａｓｅｓｆｒｏｍ犓．狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲

ＰＣＲ
ＭＨＴ

阳性 阴性

ＣＮＰｔ

阳性 阴性

ｍＣＩＭ

阳性 阴性
合计

阳性 ３９ １ ４０ ０ ４０ ０ ４０

阴性 １１ ６６ １１ ６６ １２ ６５ ７７

合计 ５０ ６７ ５１ ６６ ５２ ６５ １１７

数肠杆菌科细菌对碳青霉烯类耐药率均未超过

１０．０％，而肺炎克雷伯菌对亚胺培南和美罗培南的

耐药率分别达２０．９％和２４．０％，２０１７年与２００５年

相比，上升了近８倍
［１］。肺炎克雷伯菌对碳青霉烯

酶类药物耐药已十分严重，应引起临床高度重视。

由于肺炎克雷伯菌毒力强，引起的感染常较严重，一

旦对碳青霉烯类耐药，治疗十分棘手。因此，快速、

准确检测肺炎克雷伯菌是否产生碳青霉烯酶具有十

分重要的临床意义和感控价值。

本研究中，３９株携带ＫＰＣ基因的菌株，ＭＨＴ、

ＣＮＰｔ及 ｍＣＩＭ 均为阳性，与报道
［９］一致。与基因

检测相比，３种筛选试验均存在假阳性，假阳性率分

别为２２．０％、２１．６％和２３．１％，经复核试验两次结

果相同。肺炎克雷伯菌的耐药机制十分复杂，除碳

青霉烯酶外，其他β内酰胺酶对碳青霉烯类药物也

可有不同程度的水解能力。同时，基因检测仅针对

目前已知的相关基因，无法覆盖所有可能机制，基因

检测可能存在假阴性的情况。５株碳青霉烯耐药菌

株，ＰＣＲ未检测到碳青霉烯酶基因，三种检测结果

也均为阴性，究其原因可能是此５株耐药菌株为非

碳青霉烯酶机制所致，如高产 ＡｍｐＣ和（或）ＥＳ

ＢＬｓ、膜孔蛋白的改变等。本研究中３种方法的原理

均基于碳青霉烯酶对碳青霉烯类抗生素的水解设计，

此５株耐药菌株结果为阴性，与文献
［１０１１］报道一致。

文献［４，１２］报道，ＭＨＴ检测ＮＤＭ１型酶菌株时

可出现假阴性。本研究中亦发现１株携带 ＮＤＭ１

耐药基因的菌株（ＫＰ１０）ＭＨＴ 结果为阴性，而

ｍＣＩＭ和ＣＮＰｔ结果均为阳性，说明检测金属酶该

试验可能会造成漏检。

研究中碳青霉烯类耐药肠杆菌科细菌ＣＮＰｔ阳

性结果均在１５ｍｉｎ内出现
［９］，而本研究５１株ＣＮＰｔ

阳性中仅有１４株耐药株１５ｍｉｎ内出现阳性结果，

其中１株菌不到５ｍｉｎ溶液即变为深黄色，推测

ＣＮＰｔ试验结果可能与该菌产酶量和酶活性强弱有

关。文献［１３］报道，黏液型菌株ＣＮＰｔ可表现为假阴
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性。本研究中有３株黏液型肺炎克雷伯菌 ＣＮＰｔ

２ｈ左右仅显橙色，呈弱阳性，而 ｍＣＩＭ 均为阳性，

可能与黏液型菌株释放碳青霉烯酶缓慢或产酶量低

有关，说明ｍＣＩＭ对于黏液型肺炎克雷伯菌碳青霉

烯酶的筛查能力更强。有研究认为，ＣＮＰｔ可直接

检测预处理后的血培养阳性标本中产酶株，甚至在

肺炎克雷伯菌 ＭＩＣ值未达到耐药水平时即鉴别是

否产酶［１４１６］。ＣＮＰｔ检测周期短，２ｈ即可判断结

果。因此，ＣＮＰｔ适用于临床实验室小批量检测产

酶株，可为医院感染控制快速提供流行病学信息。

需要注意的是，ＣＮＰｔ原理是细菌释放出碳青霉烯酶

水解亚胺培南并产酸，ｐＨ值下降，酚红指示剂由橘红

色变为黄色或橙色判断为阳性结果［１７］。因此，反应

溶液ｐＨ值调节十分关键。在实验中发现，选择半自

动电解质仪替代ｐＨ精密试纸，将ｐＨ值精确调节至

７．８，结果颜色变化更加敏感，有利于结果的观察。

本研究发现个别菌株 ＭＨＴ或ＣＮＰｔ试验结果

难以判断，但 ｍＣＩＭ 的阴性和阳性结果十分明确。

同时，ｍＣＩＭ仅使用常规药敏纸片，成本低廉，操作

简单，结果判断直观明确，但 ｍＣＩＭ 需要过夜孵育，

时间相对较长，适用于临床微生物实验室常规开展。

ＭＨＴ检测金属酶的灵敏度低，假阴性高。随着产

金属酶菌株的流行，ＭＨＴ已不宜作为检测碳青霉烯

酶的方法，ＣＬＳＩ２０１８年推荐ｅＣＩＭ取代 ＭＨＴ，并联

合ｍＣＩＭ用于金属β内酰胺酶的检测。ＣＮＰｔ结果快

速，但需要特殊配制试剂，操作繁琐。可见，ＭＨＴ、

ＣＮＰｔ和ｍＣＩＭ三种筛选耐碳青霉酶的方法各有优缺

点。实验室可根据目的及实验条件不同，选择最合适

的碳青霉烯酶表型检测方法。
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