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·论著·

耐碳青霉烯革兰阴性杆菌耐药性及耐药基因犫犾犪犓犘犆的分子特征

王珍珍１，２，赵战勤３，常永超１，王瑞丽１，薛　云
２

（１．河南科技大学临床医学院 河南科技大学第一附属医院，河南 洛阳　４７１００３；２．河南科技大学医学技术与工程学院，

河南 洛阳　４７１００３；３．河南科技大学动物科技学院，河南 洛阳　４７１００３）

［摘　要］　目的　探讨耐碳青霉烯类革兰阴性杆菌的临床耐药性及耐药基因犫犾犪ＫＰＣ的分子特征。方法　分析

２０１７年１月—２０１８年１２月某院临床检出的耐碳青霉烯类革兰阴性杆菌。通过 ＷＨＯＮＥＴ５．６软件对药物敏感试

验数据进行统计分析，采用ＰＣＲ检测碳青霉烯耐药基因犫犾犪ＫＰＣ、犫犾犪ＮＤＭ、犫犾犪ＩＭＰ、犫犾犪ＶＩＭ、犫犾犪ＯＸＡ４８，对ＰＣＲ

阳性产物进行ＤＮＡ测序，分析耐药基因的分子结构特点。结果　共收集５１０株耐碳青霉烯类革兰阴性杆菌，其中

耐碳青霉烯类肠杆菌科细菌（ＣＲＥ）４２０株，耐碳青霉烯非肠杆菌科细菌９０株。菌株主要来自重症监护病房

（ＩＣＵ）、神经外科和呼吸科，分别占６０．８％、１１．８％、５．３％；标本来自痰、脓性分泌物、静脉血、无菌中段尿，分别占

６６．９％、８．８％、８．２％、６．５％。耐碳青霉烯类革兰阴性杆菌对常用抗菌药物具有较高的耐药性。ＰＣＲ结果显示，

４２０株ＣＲＥ中犫犾犪ＫＰＣ、犫犾犪ＮＤＭ、犫犾犪ＩＭＰ的阳性率分别为５４．３％（２２８／４２０）、１．２％（５／４２０）、１．４％（６／４２０），未检测

出犫犾犪ＶＩＭ和犫犾犪ＯＸＡ４８基因，其中肺炎克雷伯菌、产气肠杆菌、大肠埃希菌分别占携带犫犾犪ＫＰＣＣＲＥ的８３．８％、

１１．８％、２．６％；其他少见菌种中也检出犫犾犪ＫＰＣ基因。非肠杆菌科细菌中仅有２株鲍曼不动杆菌检测出犫犾犪ＫＰＣ。

ＤＮＡ测序结果显示，１７４株携带犫犾犪ＫＰＣ的菌株中１７３株检测为犫犾犪ＫＰＣ２、１株检测为犫犾犪ＫＰＣ１。结论　该地区

耐碳青霉烯类革兰阴性菌以ＣＲＥ为主，其中以携带犫犾犪ＫＰＣ２的肺炎克雷伯菌占绝对优势，其他菌株中也均有发

现。提示临床需重点加强耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌的监测及预防，防控犫犾犪ＫＰＣ的传播流行。

［关　键　词］　革兰阴性杆菌；碳青霉烯酶；ＣＲＥ；分型；耐药性
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ｆｏｒ８３．８％，１１．８％，ａｎｄ２．６％ ｏｆ犫犾犪ＫＰＣｃａｒｒｙｉｎｇＣＲＥｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；犫犾犪ＫＰＣｗａｓａｌｓｏｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎｏｔｈｅｒｒａｒｅ

ｓｔｒａｉｎｓ．犫犾犪ＫＰＣｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎｏｎｌｙ２ｓｔｒａｉｎｓｏｆ犃犮犻狀犲狋狅犫犪犮狋犲狉犫犪狌犿犪狀狀犻犻ｉｎｎｏｎＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ．ＤＮＡｓｅｑｕｅｎ

ｃｉｎｇｓｈｏｗｅｄｔｈａｔａｍｏｎｇ１７４ｓｔｒａｉｎｓｃａｒｒｙｉｎｇ犫犾犪ＫＰＣ，１７３ｓｔｒａｉｎｓｗｅｒｅｆｏｕｎｄ犫犾犪ＫＰＣ２ａｎｄ１ｓｔｒａｉｎｗａｓｆｏｕｎｄ
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［犓犲狔狑狅狉犱狊］　Ｇｒａｍｎｅｇａｔｉｖｅｂａｃｉｌｌｕｓ；ｃａｒｂａｐｅｎｅｍａｓｅ；ＣＲＥ；ｔｙｐｉｎｇ；ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

　　碳青霉烯类抗生素是治疗临床革兰阴性杆菌感

染的最后一道防线。耐碳青霉烯类革兰阴性菌的产

生及全球性的播散，使得临床抗感染药物的选择面

临巨大的挑战［１］。碳青霉烯类抗生素耐药的主要原

因是产碳青霉烯酶水解相应抗生素，最主要的碳青

霉烯酶有五大类［２］，包括ＫＰＣ、ＮＤＭ、ＩＭＰ、ＶＩＭ 和

ＯＸＡ４８，其中最常见的是由犫犾犪ＫＰＣ同位基因编码

的Ａ 类丝氨酸类酶 ＫＰＣ（犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲

ｃａｒｂａｐｅｎｅｍａｓｅ）
［３］。２００３年美国 ＹＩＧＩＴＨ 等在一

株耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌（ｃａｒｂａｐｅｎｅｍａｓｒｅ

ｓｉｓｔａｎｔ犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲，ＣＲＫＰ）中首次发现

了犫犾犪ＫＰＣ基因
［４］，并将其归类于Ａ类丝氨酸水解

酶，命名为 ＫＰＣ１。２００３年 ＹＩＧＩＴＨ 等
［５］在一株

臭鼻克雷伯耐药菌株上发现了第二个犫犾犪ＫＰＣ

（犫犾犪ＫＰＣ２）基因，与犫犾犪ＫＰＣ１相比，在编码区

５２０ｂｐ处发生点突变，表现出单个氨基酸的改变

（Ｓ１７４Ｇ）。随后世界各地相继发现了犫犾犪ＫＰＣ的其

他亚型，目前已知犫犾犪ＫＰＣ至少存在１８种亚型，共

有２０个位点的碱基突变（１３个氨基酸改变），其中

只有１个变异体有６个碱基缺失（ＫＰＣ１４，核苷酸

位置：７２２～７２７ｂｐ），其他基因亚型之间均表现在单

个碱基的突变［６７］，ＫＰＣ２和 ＫＰＣ３是世界范围内

广泛传播的碳青霉烯酶。

为减少耐药菌株的水平传播，临床须对携带该

类菌株的患者进行单独管理［８］。然而目前，发展中

国家绝大多数医院缺乏相应的强化感染控制措施

（ｉｎｔｅｎｓｉｖｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎｃｏｎｔｒｏｌｍｅａｓｕｒｅｓＩＣＭｓ）。对于

碳青霉烯耐药的检测只是局限在表型耐药，并未深

入分析耐药的分子机制及其传播规律。中国各地报

道的耐碳青霉烯类革兰阴性杆菌的临床耐药性及碳

青霉烯酶的分布表现出地域差异［９１２］。本研究基于

河南科技大学第一附属医院两个院区２０１７年

１月—２０１８年１２月获得的临床分离株，分析碳青霉

烯耐药菌株临床分布特点，重点追踪犫犾犪ＫＰＣ基因

及其亚型流行规律，为临床对碳青霉烯类耐药菌株

的综合防控提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料

１．１．１　菌株来源　２０１７年１月—２０１８年１２月河

南科技大学第一附属医院两个院区临床送检的各种

标本检出的耐碳青霉烯类革兰阴性杆菌。耐碳青霉

烯类革兰阴性杆菌的判断标准严格遵守美国疾病控

制与预防中心的最新定义［１３］，细菌对亚胺培南、美

罗培南或厄他培南中至少一种耐药，耐药判断依据

为２０１７版临床和实验室标准协会（ＣｌｉｎｉｃａｌａｎｄＬａ

ｂｏｒａｔｏｒｙＳｔａｎｄａｒｄｓＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，ＣＬＳＩ）指南
［１４］，肠杆

菌科细菌耐药最低抑菌浓度（ＭＩＣ）值：亚胺培南

≥４μｇ／ｍＬ和（或）美罗培南≥４μｇ／ｍＬ和（或）厄他

培南≥２μｇ／ｍＬ；非肠杆菌科细菌中铜绿假单胞菌

和不动杆菌属对亚胺培南或美罗培南至少一种抗菌

药物耐药（亚胺培南≥８μｇ／ｍＬ和（或）美罗培南

≥８μｇ／ｍＬ）；其他非肠杆菌科细菌对亚胺培南或美

罗培南中至少一种耐药（亚胺培南≥１６μｇ／ｍＬ和

（或）美罗培南≥１６μｇ／ｍＬ）。质控菌株购于卫生部

临床检验中心：肺炎克雷伯菌 ＡＴＣＣ７００６０３、铜绿

假单胞菌ＡＴＣＣ２７８５３。

１．１．２　主要仪器及试剂　ＭｉｃｏｓｃａｎＷａｌｋａｗａｙ９６０

（德国西门子）、ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动细菌药敏

分析仪（法国生物梅里埃）、ＰＣＲ 扩增仪（杭州博日

公司）、电泳仪（珠海黑马公司）、凝胶成像仪（上海

欧翔科学仪器有限公司）、ＰＣＲ反应试剂盒、扩增引

物、ｍｉｘ及ＤＮＡｍａｒｋｅｒ［生工生物工程（上海）有限

·８５８· 中国感染控制杂志２０２０年１０月第１９卷第１０期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ１９Ｎｏ１０Ｏｃｔ２０２０



公司］、血平板和中国蓝平板（安图生物有限公司）、

低电渗琼脂糖（徐州微科曼得公司）。

１．２　试验方法

１．２．１　菌株培养鉴定及药物敏感试验　按照《全国

临床检验操作规程》第４版进行常规细菌培养、分

离。采用 Ｍｉｃｏｓｃａｎ Ｗａｌｋａｗａｙ９６０ 和 ＶＩＴＥＫ２

Ｃｏｍｐａｃｔ全自动微生物鉴定及药敏分析仪进行菌株

鉴定及药敏试验。药物敏感试验结果判定依据

ＣＬＳＩ２０１７年标准
［１４］。

１．２．２　ＤＮＡ模板制备　无菌采集分离株，取适量

接种于血平板上，３７℃培养２４ｈ。挑选３～５个单个

菌落置于２００μＬ的无菌ｄｄＨ２Ｏ中，充分振荡、混

匀，置于１００℃金属加热器中煮沸１５ｍｉｎ，立即冰浴

１０ｍｉｎ，经１５０００ｒ／ｍｉｎ低温离心１０ｍｉｎ，取上清，

－２０℃保存待用。

１．２．３　耐药基因的检测　采用聚合酶链反应

（ＰＣＲ）分别对犫犾犪ＫＰＣ、犫犾犪ＮＤＭ、犫犾犪ＩＭＰ、犫犾犪ＶＩＭ

和犫犾犪ＯＸＡ４８基因进行扩增。ＰＣＲ反应体系为：总

体积２５μＬ，其中ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（２×）１２．５μＬ，上游引

物、下游引物、ＤＮＡ模版各１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ９．５μＬ。

ＰＣＲ反应条件为：９４℃预变性２ｍｉｎ，９４℃变性

３０ｓ；５５℃退火３０ｓ；７２℃模板延伸３０ｓ；共３６个循

环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。取扩增产物１０μＬ 通过

１．５％的琼脂糖凝胶电泳３０ｍｉｎ，最终在凝胶成像

仪上观察结果。引物序列见表１，引物合成及ＰＣＲ

产物序列测定由生工生物工程（上海）完成。

表１　耐药基因ＰＣＲ引物序列及产物长度

犜犪犫犾犲１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｐｒｏｄｕｃｔｌｅｎｇｔｈｏｆＰＣＲｏｆｄｒｕｇ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅｓ

引物名称 引物序列（５’－３’）
产物长

度（ｂｐ）

参考

文献

ＫＰＣ（Ｆ） ＴＧＴＣＡＣＴＧＴＡＴＣＧＣＣＧＴＣ ９００ ［１５］

ＫＰＣ（Ｒ） ＣＴＣＡＧＴＧＣＴＣＴＡＣＡＧＡＡＡＡＣＣ ９００

ＮＤＭ（Ｆ） ＧＣＡＧＣＴＴＧＴＣＧＧＣＣＡＴＧＣＧＧＧＣ ７８２ ［１５］

ＮＤＭ（Ｒ） ＧＧＴＣＧＣＧＡＡＧＣＴＧＡＧＣＡＣＣＧＣＡＴ ７８２

ＩＭＰ（Ｆ） ＧＡＡＧＧＣＧＴＴＴＡＴＧＴＴＣＡＴＡＣ ５８７ ［１５］

ＩＭＰ（Ｒ） ＧＴＡＣＧＴＴＴＣＡＡＧＡＧＴＧＡＴＧＣ ５８７

ＯＸＡ４８（Ｆ）ＧＣＧＴＧＧＴＴＡＡＧＧＡＴＧＡＡＣＡＣ ４３８ ［１５］

ＯＸＡ４８（Ｒ）ＣＡＴＣＡＡＧＴＴＣＡＡＣＣＣＡＡＣＣＧ ４３８

ＶＩＭ（Ｆ） ＧＡＴＧＧＴＧＴＴＴＧＧＴＣＧＣＡＴＡ ３９０ ［１６］

ＶＩＭ（Ｒ） ＣＧＡＡＴＧＣＧＣＡＧＣＡＣＣＡＧ ３９０

　　注：Ｆ为上游引物，Ｒ为下游引物。

２　结果

２．１　菌株分布　２０１７年１月—２０１８年１２月河南

科技大学第一附属医院两个院区送检的各类临床标

本中共检出耐碳青霉烯类革兰阴性杆菌５１０株，其

中耐碳青霉烯类肠杆菌科细菌（ＣＲＥ）４２０株、非肠

杆菌科细菌９０株，菌种分布见表２。耐碳青霉烯类

革兰阴性杆菌主要来自重症监护病房（ＩＣＵ）、神经

外科和呼吸科，分别占６０．８％、１１．８％、５．３％；标本

来源主要为痰、脓性分泌物、静脉血、无菌中段尿，分

别占６６．９％、８．８％、８．２％、６．５％；患者年龄≥５０岁

者占７１．６％；住院日数≥１５ｄ者占７９．８％。

表２　５１０株耐碳青霉烯类革兰阴性杆菌菌种分布

犜犪犫犾犲２　Ｓｐｅｃｉｅｓｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆ５１０ｓｔｒａｉｎｓｏｆｃａｒｂａｐｅｎｅｍ

ｒｅｓｉｓｔａｎｔＧｒａｍｎｅｇａｔｉｖｅｂａｃｉｌｌｉ

细菌名称 菌株数 构成比（％）

肠杆菌科 ４２０ ８２．４

　肺炎克雷伯菌 ２９３ ５７．４

　大肠埃希菌 ４９ ９．６

　产气肠杆菌 ４５ ８．８

　阴沟肠杆菌 １０ ２．０

　成团泛菌 ５ １．０

　弗劳地柠檬酸杆菌 ４ ０．８

　奇异变形杆菌 ３ ０．６

　其他肠杆菌科细菌 １１ ２．１

非肠杆菌科 ９０ １７．６

　鲍曼不动杆菌 ５１ １０．０

　铜绿假单胞菌 ２８ ５．５

　洋葱伯克霍尔德菌 ５ １．０

　嗜麦芽窄食单胞菌 ５ １．０

　嗜水气单胞菌 １ ０．２

合计 ５１０ １００．０

２．２　药物敏感试验　４２０株ＣＲＥ对亚胺培南、美

罗培南、厄他培南的耐药率分别为９０．５％、９４．０％、

９８．３％；对氨苄西林的耐药率为１００％，对氨曲南、

头孢菌素类、氨苄西林／舒巴坦、头霉素类抗生素的

耐药率均＞９０％，对阿米卡星、妥布霉素、复方磺胺

甲口恶唑的耐药率略低，分别为６９．８％、７９．５％、

７１．４％；对替加环素的耐药率最低，为１８．３％。见

表３。
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表３　５１０株耐碳青霉烯类革兰阴性杆菌对常见抗菌药物的耐药情况

犜犪犫犾犲３　Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆ５１０ｓｔｒａｉｎｓｏｆｃａｒｂａｐｅｎｅｍｒｅｓｉｓｔａｎｔＧｒａｍｎｅｇａｔｉｖｅｂａｃｉｌｌｉｔｏｃｏｍｍｏｎｌｙｕｓｅｄａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｓ

抗菌药物
肠杆菌科细菌

检测菌株数 耐药菌株数 耐药率（％）

非肠杆菌科细菌

检测菌株数 耐药菌株数 耐药率（％）

氨苄西林 ４２０ ４２０ １００．０ － － －

氨苄西林／舒巴坦 ４２０ ４０９ ９７．４ ５１ ５１ １００．０

哌拉西林／他唑巴坦 ４２０ ４０５ ９６．４ ７９ ６８ ８６．１

阿莫西林／克拉维酸 ４２０ ４１５ ９８．８ － － －

头孢西丁 ４２０ ３９１ ９３．１ － － －

头孢吡肟 ４２０ ４０７ ９６．９ ７９ ６６ ８３．５

头孢曲松 ４２０ ４０７ ９６．９ ５１ ４９ ９６．１

头孢他啶 ４２０ ４００ ９５．２ ８９ ８５ ９５．５

头孢噻肟 ４２０ ４００ ９５．２ ５１ ４８ ９４．１

氨曲南 ４２０ ４０５ ９６．４ ２８ ２７ ９６．４

亚胺培南 ４２０ ３８０ ９０．５ ７９ ７９ １００．０

美罗培南 ４２０ ３９５ ９４．０ ８４ ８４ １００．０

厄他培南 ４２０ ４１３ ９８．３ － － －

阿米卡星 ４２０ ２９３ ６９．８ ７９ ６８ ８６．１

妥布霉素 ４２０ ３３４ ７９．５ ７８ ６８ ８７．２

环丙沙星 ４２０ ３９５ ９４．０ ７９ ６０ ７５．９

左氧氟沙星 ４２０ ３６２ ８６．２ ８９ ６１ ６８．５

庆大霉素 ４２０ ３９７ ９４．５ ７９ ６８ ８６．１

替加环素 ４２０ ７７ １８．３ － － －

复方磺胺甲口恶唑 ４２０ ３００ ７１．４ ６１ ２４ ３９．３

　　注：非肠杆菌科细菌（舍弃１株嗜水气单胞菌）耐药率数据统计参考ＣＬＳＬ（２０１７版）标准，无标准者不统计分析药敏数据。

２．３　耐药基因检测结果　４２０株ＣＲＥ中，耐药基

因检出率５６．７％，犫犾犪ＫＰＣ携带率为５４．３％。２２８

株携带犫犾犪ＫＰＣ菌株中，肺炎克雷伯菌、产气肠杆

菌、大肠埃希菌分别占８３．８％（１９１株）、１１．８％（２７

株）、２．６％（６株）；另外在１株阴沟肠杆菌、１株摩根

摩根菌、１株弗劳地柠檬酸杆菌、１株住泉沙雷菌中

也检出犫犾犪ＫＰＣ基因；犫犾犪ＮＤＭ 携带率１．２％（５／

４２０），检出菌为阴沟肠杆菌（２株）、大肠埃希菌

（１株）、肺炎克雷伯菌（１株）、鲍曼不动杆菌（１株）；

犫犾犪ＩＭＰ携带率１．４％（６／４２０），检出菌为克雷伯菌

（４株）、摩氏摩根菌（１株）、阴沟肠杆菌（１株）；未发

现ＶＩＭ和 ＯＸＡ４８型耐药基因。９０株非发酵菌

中，仅２株鲍曼不动杆菌检出携带犫犾犪ＫＰＣ基因，暂

未发现其他菌种携带碳青霉烯耐药基因，部分阳性

ＰＣＲ结果见图１。
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　　Ｍ 为 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ，１—２为 ＮＤＭ 阳性，３—４为 ＫＰＣ阳性，

５—６为ＩＭＰ阳性。

图１　 耐碳青霉烯类革兰阴性杆菌犫犾犪ＮＤＭ、犫犾犪ＫＰＣ、

犫犾犪ＩＭＰ基因ＰＣＲ扩增产物电泳图

犉犻犵狌狉犲１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍａｐｏｆＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏ

ｄｕｃｔｓｏｆ犫犾犪ＮＤＭ，犫犾犪ＫＰＣ，ａｎｄ犫犾犪ＩＭＰｉｎｃａｒｂａ

ｐｅｎｅｍｒｅｓｉｓｔａｎｔＧｒａｍｎｅｇａｔｉｖｅｂａｃｉｌｌｉ

２．４　犫犾犪ＫＰＣ亚型检测结果　对携带犫犾犪ＫＰＣ基因

的１７２株ＣＲＥ和２株鲍曼不动杆菌进行基因测序

比对分析，结果显示１７３株为ＫＰＣ２型菌株，１株为
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ＫＰＣ１型菌株，未发现犫犾犪ＫＰＣ的其他基因亚型。

其中犫犾犪ＫＰＣ１由肺炎克雷伯菌携带，该犫犾犪ＫＰＣ１

基因在犫犾犪ＫＰＣ２（ＡＹ２１０８８６）原始 ＤＮＡ 序列的

５２０ｂｐ处发生突变，暂未发现其他位点的碱基突

变。见图２。
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ＫＰＣ２与ＫＰＣ１在５２０ｂｐ处有基因ＧＡ的突变。

图２　ＫＰＣ２与ＫＰＣ１的ＤＮＡ序列差异

犉犻犵狌狉犲２　ＤｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎＫＰＣ２ａｎｄＫＰＣ１ＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ

３　讨论

碳青霉烯类抗生素是治疗产 ＡｍｐＣ酶和超广

谱β内酰胺酶（ｅｘｔｅｎｄｅｄｓｐｅｃｔｒｕｍβｌａｃｔａｍａｓｅｓ，

ＥＳＢＬｓ）菌株的临床治疗药物，随着该类药物的过渡

使用，其耐药范围也从欧洲发达国家发展到中国及非

洲的发展中国家［１７］。本研究结果显示，该院分离的

耐碳青霉烯类革兰阴性杆菌以ＣＲＥ为主（８２．４％），

其中肺炎克雷伯菌占ＣＥＲ的６９．８％。耐碳青霉烯

类革兰阴性杆菌多集中在ＩＣＵ（６０．８％）和神经外

科（１１．８％），年龄多在５０岁及以上（７１．６％），与国

内研究［１８］报道一致。回顾性分析患者的既往史发

现，大部分耐药菌感染患者存在严重的原发疾病，如

颅脑损伤，严重心脑血管疾病，住院日数大多≥１５ｄ

（７９．８％），并且长期接受广谱抗菌药物的治疗，说明

严重原发疾病、患者的健康状态以及广谱抗菌药物

的使用，都是耐碳青霉烯类革兰阴性杆菌的重要危

险因素，提示临床应注意合理使用抗菌药物，避免超

适应证给药。本研究表明，耐碳青霉烯类革兰阴性

杆菌可分离自痰、血、尿、腹腔等，说明耐药菌株引起

的感染并不仅局限于呼吸系统和泌尿系统，还能引

起血液、腹腔、颅内等多部位感染，其感染的广泛性

应引起临床重视。

犫犾犪ＫＰＣ２通常位于２０～２００ｋｂ大小不相容的

共轭质粒中［１９］，该质粒不仅能在不同菌种之间水平

传播，引起医院ＣＲＥ的暴发流行
［２０］，而且能同时携

带包括 ＥＳＢＬｓ在内的多种耐药基因，导致携带

犫犾犪ＫＰＣ的菌株能同时水解多种抗菌药物
［２１］。药敏

结果显示，４２０株ＣＲＥ对青霉素类、氨苄西林／舒巴

坦、头孢菌素类、氨曲南、头霉素类抗生素的耐药率

均高于９０％，与其他文献
［１８，２２］报道相近，可能与耐

碳青霉烯类革兰阴性杆菌感染者长期使用β内酰胺

类抗生素有关，提示临床应当慎重经验用药。对阿

米卡星、妥布霉素、复方磺胺甲口恶唑的耐药率略低，

分别为６９．８％、７９．５％、７１．４％，临床可选择这些抗

菌药物治疗感染者，但值得注意的是，耐碳青霉烯类

革兰阴性杆菌对其他常见抗菌药物均耐药，临床可

选择的抗菌药物受限，必须根据患者实际耐受情况

及药敏试验结果合理使用。目前治疗耐碳青霉烯类

革兰阴性杆菌最有效的措施之一是多粘菌素或替加

环素联合碳青霉烯类抗生素，随着该治疗方案的普

遍应用，已出现联合用药治疗失败的报道［２３］。该院

替加环素的耐药率为１８．３％，高于其他地区的

报道［２２，２４］，可能与ＣＲＥ的菌种构成比不同有关，或

是因为检测方法和菌株收集数量有限对统计结果有

一定的影响，将在以后的研究中继续完善。研究［２４］

表明，在产ＥＳＢＬｓ或 ＡｍｐＣ酶肠杆菌科菌株中，厄

他培南比亚胺培南及美罗培南有更高的 ＭＩＣ值。

本研究虽未对相关数据进行检测，但高产ＥＳＢＬｓ或

ＡｍｐＣ联合膜孔蛋白缺失或低表达导致外膜通透

性降低是ＣＲＥ产酶之外重要的耐药机制
［２４］。是否

可以通过比较碳青霉烯类抗生素的 ＭＩＣ值，进行产

碳青霉烯酶的初步判断，还需进一步的试验支持。

９０株耐碳青霉类非肠杆菌科细菌对临床常用抗菌

药物耐药比较严重，除了对复方磺胺甲口恶唑和左氧

氟沙星的耐药率分别为３９．３％和６８．５％外，对大多

数抗菌药物的耐药率均大于８０％，这说明耐碳青霉

烯类非肠杆菌科细菌的临床用药选择非常有限。

我国流行的碳青霉烯酶主要是 ＫＰＣ、ＮＤＭ 和

ＩＭＰ，其中以ＫＰＣ酶最常见。本研究结果显示，４２０

株ＣＲＥ中，耐药基因携带率５６．７％，其中２２８株携

带犫犾犪ＫＰＣ基因，５株携带犫犾犪ＮＤＭ 基因，６株携带

犫犾犪ＩＭＰ基因，试验结果以 ＫＰＣ酶为主。犫犾犪ＫＰＣ

携带率占前三位的菌株分别为肺炎克雷伯菌、产气
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肠杆菌和大肠埃希菌，其中肺炎克雷伯菌是携带

犫犾犪ＫＰＣ的优势菌群，与中国其他地区
［２５］报道一致。

９０株非肠杆菌科细菌碳青霉烯酶携带率为２．２％，

且均为ＫＰＣ酶，这说明非肠杆菌科细菌对碳青霉烯

类抗生素的耐药机制或携带的碳青霉烯酶种类有所

不同，这将在下一步研究中继续阐明。该研究中，高

比例的产气肠杆菌对犫犾犪ＫＰＣ的携带，显示出产

ＫＰＣ酶的本院特征与地域差异，但因本研究尚未覆

盖其他少见基因如犫犾犪ＧＥＳ、犫犾犪ＩＭＩ等，因此具有一

定局限性。本研究数据表明，ＫＰＣ酶不仅局限于肺

炎克雷伯菌、产气肠杆菌、大肠埃希菌等，在阴沟肠

杆菌、住泉沙雷菌等菌株中也检测出犫犾犪ＫＰＣ基因

的携带。２株鲍曼不动杆菌对犫犾犪ＫＰＣ的携带说明

犫犾犪ＫＰＣ不仅局限在ＣＲＥ中，在不同种属之间也能

水平传播。

ＫＰＣ２是世界上最广泛流行的碳青霉烯酶。

国际流行ＳＴ２５８，而我国最常见的是携带犫犾犪ＫＰＣ２

的ＳＴ１１型肺炎克雷伯菌
［２５］。肺炎克雷伯菌具有获

得耐药基因，并将其遗传的强大能力，可能是肺炎克

雷伯菌成为最主流的携带菌携带犫犾犪ＫＰＣ菌株的原

因。基因测序结果表明１７４株携带犫犾犪ＫＰＣ菌株

中，仅１株肺炎克雷伯菌携带犫犾犪ＫＰＣ１，其他均为

ＫＰＣ２型菌株，表明该院犫犾犪ＫＰＣ２占据犫犾犪ＫＰＣ的

主导地位。ＫＰＣ家族有四个突变热点，其中氨基酸

残基２３７位、２３９位影响酶的活性
［２６２７］。本研究基

因测序结果显示，所有犫犾犪ＫＰＣ２的碱基序列一致，并

未发现编码区非突变热点的其他变异部位，说明

犫犾犪ＫＰＣ２来源单一，推测ＫＰＣ耐药基因可能有共同

的克隆来源。试验结果以携带犫犾犪ＫＰＣ２的肺炎克雷

伯菌为主，与中国其他地区的报道一致［２５］。

碳青霉烯类抗生素耐药给患者治疗带来严重压

力，病死率极高，是全国乃至全世界所面临的巨大挑

战。本研究是单中心研究，涉及的标本量偏少，不能

覆盖整个洛阳地区耐碳青霉烯类革兰阴性杆菌的流

行情况，单从现有的研究结果来看，本研究是洛阳地

区首次报告碳青霉烯类耐药菌株的临床数据，包含

了肠杆菌科细菌和非肠杆菌科细菌的表型耐药及分

子耐药数据，对临床耐药菌管理、控制及抗菌药物使

用有一定指导意义。该地区耐碳青霉烯类革兰阴性

杆菌与河南其他地区相比具有相似性，其流行均高

于国家水平。碳青霉烯类抗生素耐药机制以产

ＫＰＣ为主，也可见少量金属酶 ＮＤＭ 和ＩＭＰ，且对

大多数抗菌药物耐药，因此，对碳青霉烯类耐药菌株

的管理应更加严谨，防止其暴发流行。
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