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耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌对头孢他啶／阿维巴坦耐药机制的研究
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［摘　要］　目的　探讨耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌（ＣＲＫＰ）的分子流行病学特点，揭示其对头孢他啶／阿维巴坦

（ＣＺＡ）的耐药机制。方法　收集２０２１年１月—２０２３年９月徐州医科大学附属医院临床首次分离的ＣＺＡ耐药

ＣＲＫＰ，采用基因扩增法和胶体金法检测犫犾犪ＫＰＣ、犫犾犪ＮＤＭ、犫犾犪ＯＸＡ、犫犾犪ＶＩＭ和犫犾犪ＩＭＰ五种碳青霉烯酶基因携带情况，采用

实时荧光定量聚合酶链反应（ＲＴｑＰＣＲ）方法检测产肺炎克雷伯菌碳青霉烯酶肺炎克雷伯菌（ＫＰＣＫＰ）相对拷贝

数以及表达量，采用全基因测序方法分析ＫＰＣ突变株的突变位点，以分析ＣＲＫＰ流行特征及对ＣＺＡ的耐药机制。

结果　共分离７３株对ＣＺＡ耐药的ＣＲＫＰ，其中３７株（５０．６８％）为ＫＰＣ＋ＮＤＭ联产菌株，３３株（４５．２１％）为单产

ＮＤＭ的菌株（单产 ＮＤＭ５２３株，单产 ＮＤＭ１１０株），３株单产 ＫＰＣ的菌株。发现菌株 ＫＰ２８４２为ＳＴ１１型

ＫＰＣ３３突变株；菌株ＫＰ２１２７和ＫＰ２１８９为产ＫＰＣ２菌株，与肺炎克雷伯菌ＡＴＣＣＢＡＡ１７０５相比，其犫犾犪ＫＰＣ拷

贝量分别上调１．０４～３．８６倍，而表达量分别增加６．６６～１２．９３倍；胶体金法与ＰＣＲ结合双向测序方法两者结果一

致性良好，同时可以覆盖联产酶及 ＫＰＣ３３突变体的检测。结论　该院ＣＲＫＰ对ＣＺＡ耐药机制主要由金属酶

ＮＤＭ介导，其中ＮＤＭ、ＫＰＣ联产是本地区ＣＲＫＰ的主要特点，部分菌株对ＣＺＡ耐药可能由犫犾犪ＫＰＣ２高拷贝和高表

达导致，并在江苏地区的ＳＴ１１型ＣＲＫＰ中首次发现了ＫＰＣ３３突变体。

［关　键　词］　肺炎克雷伯菌；碳青霉烯酶；突变；头孢他啶／阿维巴坦；耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌
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犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲

　　耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌（ｃａｒｂａｐｅｎｅｍｒｅ

ｓｉｓｔａｎｔ犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲，ＣＲＫＰ）因其高耐药

性、高传播性和高病死率已对临床抗感染治疗构成

了严峻挑战［１］。在应对ＣＲＫＰ感染的治疗药物中，

多黏菌素、替加环素在疗效和安全性方面存在使用

限制，因此头孢他啶／阿维巴坦（ｃｅｆｔａｚｉｄｉｍｅ／ａｖｉｂａｃ

ｔａｍ，ＣＺＡ）已成为ＣＲＫＰ感染治疗的较优选择
［２］。

ＣＺＡ是我国于２０１９年被批准用于临床治疗的一种

新型复合制剂［３］，对多重耐药革兰阴性杆菌引起的

复杂性腹腔内感染、复杂性泌尿系统感染，以及医院

获得性肺炎有较好的疗效，是目前治疗产 ＫＰＣ、

ＡｍｐＣ等非金属酶ＣＲＫＰ感染的主要药物之一，但

其抗 菌 谱 不 覆 盖 产 ＮＤＭ、ＩＭＰ 等 金 属 酶 的

ＣＲＫＰ
［４５］。随着ＣＺＡ的广泛应用已出现了较多耐

药病例的报道，而且呈上升趋势［６］。ＣＺＡ 耐药

ＣＲＫＰ的出现进一步提升了临床耐碳青霉烯类肠杆

菌目细菌（ＣＲＥ）感染治疗的难度，目前其耐药机制

以及相关流行病学数据较为缺乏。为此，本研究就

徐州医科大学附属医院２０２１年１月—２０２３年９月

ＣＺＡ耐药ＣＲＫＰ的流行病学特征、耐药机制进行分

析，以延缓ＣＺＡ耐药，为临床抗感染精准治疗提供

实验室依据。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　试验纳入菌株为徐州医科大学附

属医院２０２１年１月—２０２３年９月临床各科室分离

的不重复ＣＺＡ耐药ＣＲＫＰ菌株（对亚胺培南或美

罗培南任一耐药）。试验对照菌株肺炎克雷伯菌

ＡＴＣＣＢＡＡ１７０５由南通大学附属医院许波银老师

赠送。本研究获该院伦理委员会批准（审批号ＸＹ

ＦＹ２０２２－ＫＬ００８－０１）。

１．２　仪器与试剂　ＭＡＬＤＩＴＯＦ ＭＳ（德国布鲁

克），ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ及药敏卡ＡＳＴＮ３３５（法国

梅里埃），聚合酶链式反应（ＰＣＲ）仪（美国 ＢＩＯ

ＲＡＤ），ＣＺＡ 药敏纸片（意大利 Ｌｉｏｆｉｌｃｈｅｍ），ＤＮＡ

Ｍａｒｋｅｒ、ＰＣＲ引物、ＡｇａｒｏｓｅＮ、ＧｅｌＲｅｄ核酸染料、

ＳＧＥｘｃｅｌＦａｓｔＳＹＢＲＭａｓｔｅｒ预混液（上海生工生物

公司），碳青霉烯酶胶体金试剂盒（丹娜生物科技），

ＴＲＩｚｏｌ试剂（上海李记生物公司），磁珠法细菌

ＤＮＡ提取试剂盒Ｄ６３６１０２（广州美基生物科技），

逆转录试剂盒（武汉塞维尔公司）。

１．３　方法

１．３．１　菌株鉴定及药物敏感试验　将血平板上分

离的单个纯菌落采用质谱仪复核菌种，ＶＩＴＥＫ２

Ｃｏｍｐａｃｔ进行药物敏感试验，药物敏感折点判读参

照美国临床实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）
［７］标准，替加

环素药敏折点判读参照美国食品药品监督局

（ＦＤＡ）
［８］标准，ＣＺＡ采用纸片扩散法检测，抑菌圈

直径≤２０ｍｍ为耐药。

１．３．２　临床资料的收集　使用电子病历系统病例

查阅栏收集３例产 ＫＰＣ酶的肺炎克雷伯菌（ＫＰＣ

ＫＰ）感染患者的诊断、治疗和转归资料。

１．３．３　碳青霉烯酶基因的检测　（１）胶体金法：将

７３株ＣＺＡ耐药ＣＲＫＰ培养获得纯菌落，在每个ＥＰ

管中加入３００μＬ裂解液，挑取纯菌落置于裂解液

中，漩涡震荡１０ｓ使细菌在裂解液中充分混匀后静

置１０ｍｉｎ，吸取２００μＬ于免疫层析试纸的两个加

样孔，等待１５ｍｉｎ观察结果
［９］。（２）ＰＣＲ法：煮沸

法提取７３株ＣＺＡ耐药的ＣＲＫＰ基因组，采用ＰＣＲ

及凝胶电泳，双向测序检测５种最常见的碳青霉烯

酶基因，引物由生工生物南京分公司合成，引物设计

及反应体系设置见参考文献［１０］方法，引物参数见

表１。将扩增产物提交上海生工生物公司测序，采

用Ｓｎａｐｇｅｎｅ将序列与ＧｅｎｅＢａｎｋ中下载的模板基

因比对分析。
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表１　碳青霉烯酶基因引物序列及相关参数

犜犪犫犾犲１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄｒｅｌａｔｅｄｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｃａｒｂａ

ｐｅｎｅｍａｓｅｇｅｎｅｓ

目的

基因
引物序列（５’－３’）

退火温度

（℃）

产物长度

（ｂｐ）

犫犾犪ＫＰＣ Ｆ：ＡＴＣＧＣＣＧＴＣＴＡＧＴＴＣＴＧＣＴＧ ６０ ８１１

Ｒ：ＴＣＧＣＴＧＴＧＣＴＴＧＴＣＡＴＣＣＴＴ

犫犾犪ＮＤＭ Ｆ：ＧＣＡＴＴＡＧＣＣＧＣＴＧＣＡＴＴＧＡＴ ６０ ７０４

Ｒ：ＴＧＧＣＴＣＡＴＣＡＣＧＡＴＣＡＴＧＣＴ

犫犾犪ＶＩＭ Ｆ：ＴＡＧＣＣＧＡＧＧＴＡＧＡＧＧＧＧＡＡＣ ６０ ３８３

Ｒ：ＴＧＣＣＴＧＣＴＡＣＴＣＡＡＣＧＡＣＴＧ

犫犾犪ＩＭＰ Ｆ：ＡＡＧＡＡＧＴＴＡＡＣＧＧＧＴＧＧＧＧＣ ６０ ３８５

Ｒ：ＣＴＴＴＣＡＧＧＣＡＧＣＣＡＡＡＣＣＡＣ

犫犾犪ＯＸＡ４８Ｆ：ＡＴＴＡＴＣＧＧＡＡＴＧＣＣＡＧＣＧＧＴ ６０ ７０６

Ｒ：ＧＣＡＧＣＣＣＴＡＡＡＣＣＡＴＣＣＧＡＴ

　　注：Ｆ为上游引物；Ｒ为下游引物。

１．３．４　全基因组测序　使用磁珠法提取ＫＰＣ突变

菌株的基因组ＤＮＡ，寄送至上海生工生物公司完成

全基因组测序及序列拼接，在ｐｒｏｋｓｅｅ网站（ｈｔ

ｔｐｓ：／／ｐｒｏｋｓｅｅ．ｃａ／）进行全基因组序列分析。提取

ＫＰＣ突变菌株７个管家基因序列，在相关网站完成

多位点序列分型（ＭＬＳＴ，ｈｔｔｐｓ：／／ｃｇｅ．ｆｏｏｄ．ｄｔｕ．

ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＭＬＳＴ／）。

１．３．５　犫犾犪ＫＰＣ相对拷贝数的检测　采用煮沸法提取

３株 ＫＰＣＫＰ 的 ＤＮＡ，以肺炎克雷伯菌 ＡＴＣＣ

ＢＡＡ１７０５为对照菌株，采用实时荧光定量聚合酶

链反应（ｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ，ＲＴｑＰＣＲ）法

检测犫犾犪ＫＰＣ拷贝数，引物序列及参数见表２。反应体

系配置为：２×ＳＧＥｘｃｅｌＦａｓｔＳＹＢＲＭｉｘｔｕｒｅ１０μＬ，

前后引物各０．４μＬ，ＤＮＡ模板１μＬ，无菌无酶水

８．２μＬ。反应参数设置为：９５℃５ｍｉｎ；９５℃５ｓ，

５６℃１０ｓ，７２℃１０ｓ，循环４０次；内部参照基因为管

家基因狉狆狅Ｂ，采用２
－ΔΔＣＴ公式计算相对拷贝数，所

有菌株ＤＮＡ提取３次，ｑＰＣＲ设置３个复孔。

表２　ＲＴｑＰＣＲ扩增引物及相关参数

犜犪犫犾犲２　ＲＴｑＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｉｍｅｒｓａｎｄｒｅｌａｔｅｄｐａｒａ

ｍｅｔｅｒｓ

目的

基因
引物序列（５’－３’）

退火

温度

（℃）

产物

长度

（ｂｐ）

犫犾犪ＫＰＣ Ｆ：ＣＧＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧＡＧＴＧＴＡＴＧＧ ５６ １１９

Ｒ：ＣＧＣＴＧＴＧＣＴＴＧＴＣＡＴＣＣＴＴＧＴＴＡ

狉狆狅Ｂ Ｆ：ＴＧＴＡＧＡＧＣＧＴＧＣＧＧＴＧＡＡＡＧＡＧ ５８ ８８

Ｒ：ＧＧＡＡＡＴＣＧＧＣＴＴＧＧＣＧＴＴＧＡＴＣ

　　注：Ｆ为上游引物；Ｒ为下游引物。

１．３．６　犫犾犪ＫＰＣ相对表达量的检测　采用ＴＲＩｚｏｌ法

提取 ＫＰＣＫＰＲＮＡ（１×１０８ 个细菌溶解于１ｍＬ

ＴＲＩｚｏｌ），逆转录试剂盒法获得其ｃＤＮＡ 后，采用

ＲＴｑＰＣＲ法进行相对表达量检测。对照菌株、内部

参照基因、ＲＴｑＰＣＲ引物、反应参数同１．３．５。采用

２－ΔΔＣＴ公式计算相对表达量，所有菌株ＲＮＡ提取３

次，ｑＰＣＲ设置３个复孔。

１．４　统计学处理　ＲＴｑＰＣＲ数据采用 Ｗｅｌｃｈ’ｓ

狋ｔｅｓｔ（双尾）进行统计学分析，计量资料用中位数

（四分位数）［犕（犘２５，犘７５）］表示，犘≤０．０５为差异具

有统计学意义。

２　结果

２．１　菌株特征及分布　７３株ＣＺＡ耐药ＣＲＫＰ分离

患者中，男性占比６１．６４％，年龄为６３（３２，７４）岁；１７

株分离自年龄＜１岁的患者，４０株分离自＞６０岁的

患者。菌株主要来源于痰（６９．８６％）、导管（１０．９６％）

及尿（６．８５％）标本，主要分离自各科室重症监护病

房（ＩＣＵ，６７．１２％）、神经外科病房（２１．９２％）及血液

内科病房（２．７４％）。见表３。

表３　耐ＣＺＡ的ＣＲＫＰ特征及分布情况

犜犪犫犾犲３　ＣｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓａｎｄｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＣＺＡｒｅｓｉｓｔａｎｔ

ＣＲＫＰ

来源 株数（狀＝７３） 构成比（％）

标本

　痰 ５１ ６９．８６

　导管 ８ １０．９６

　尿 ５ ６．８５

　血 ４ ５．４８

　脓液 ２ ２．７４

　支气管肺泡灌洗液 ２ ２．７４

　腹腔引流液 １ １．３７

科室

　新生儿ＩＣＵ １７ ２３．２８

　神经外科病房 １６ ２１．９２

　神经内科ＩＣＵ １２ １６．４４

　急诊ＩＣＵ ６ ８．２２

　综合ＩＣＵ ６ ８．２２

　神经外科ＩＣＵ ５ ６．８５

　呼吸科ＩＣＵ ３ ４．１１

　血液内科病房 ２ ２．７４

　神经内科病房 ２ ２．７４

　呼吸科病房 １ １．３７

　普外科病房 １ １．３７

　泌尿外科病房 １ １．３７

　胃肠外科 １ １．３７
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２．２　药敏试验结果　药敏试验结果显示，７３株

ＣＺＡ耐药ＣＲＫＰ对多数抗菌药具有耐药性，尤其对

头孢菌素类及青霉素类抗生素耐药率已达１００％，

对氨基糖苷类、喹诺酮类、四环素类、磺胺类及单环

β内酰胺类药物氨曲南的耐药率稍低，但也超过

６０％，仅发现１株 ＣＲＫＰ对多黏菌素耐药，所有

ＣＲＫＰ对替加环素均敏感，见表４。１７株对氨曲南

敏感的ＣＲＫＰ均来源于新生儿ＩＣＵ。

表４　７３株ＣＺＡ耐药ＣＲＫＰ对１７种抗菌药物的耐药情况

犜犪犫犾犲４　Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆ７３ＣＺＡｒｅｓｉｓｔａｎｔＣＲＫＰｓｔｒａｉｎｓｔｏ１７

ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｓ

抗菌药物 耐药株数 耐药率（％）

哌拉西林／他唑巴坦 ７３ １００

替卡西林／克拉维酸 ７３ １００

头孢吡肟 ７３ １００

头孢他啶 ７３ １００

头孢哌酮／舒巴坦 ７３ １００

氨曲南 ５６ ７６．７１

亚胺培南 ７２ ９８．６３

美罗培南 ７３ １００

阿米卡星 ４５ ６１．６４

妥布霉素 ５１ ６９．８６

米诺环素 ４７ ６４．３８

多西环素 ５５ ７５．３４

替加环素 ０ ０

左氧氟沙星 ５２ ７１．２３

环丙沙星 ６１ ８３．５６

复方磺胺甲口恶唑 ５２ ７１．２３

多黏菌素 １ １．３７

２．３　碳青霉烯酶基因型检测结果　碳青霉烯酶基

因型胶体金法检测结果显示，７３ 株耐 ＣＺＡ 的

ＣＲＫＰ中，３７株同时产 ＫＰＣ和 ＮＤＭ，３３株单产

ＮＤＭ株，３株单产 ＫＰＣ。碳青霉烯酶基因型ＰＣＲ

结合双向测序与胶体金方法结果一致率为１００％。

见表５。ＫＰＣ与 ＮＤＭ 联产菌株ＰＣＲ产物电泳及

胶体金检测结果见图１。

２．４　ＫＰＣ突变菌株全基因组测序结果　对７３株

ＣＺＡ耐药ＣＲＫＰ菌株进行Ｓａｎｇｅｒ测序后，发现１株

犫犾犪ＫＰＣ２突变株 ＫＰ２８４２，基因组测序结果显示为

ＳＴ１１型，在犫犾犪ＫＰＣ２的５３２发生碱基突变（Ｇ５３２Ｔ），

导致在 ＫＰＣ２酶第１７９位的氨基酸天冬氨酸被酪

氨酸取代（Ｄ１７９Ｙ），经比对与犫犾犪ＫＰＣ３３序列一致。

表５　ＣＺＡ耐药ＣＲＫＰ菌株两种检测方法检出碳青霉烯酶

基因型分布

犜犪犫犾犲５　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｃａｒｂａｐｅｎｅｍａｓｅｇｅｎｏｔｙｐｅｓｄｅｔｅｃｔｅｄ

ｂｙｔｗｏｍｅｔｈｏｄｓｆｏｒＣＺＡｒｅｓｉｓｔａｎｔＣＲＫＰｓｔｒａｉｎｓ

碳青霉烯酶基因型
胶体金法

株数 构成比（％）

ＰＣＲ法

株数 构成比（％）

犫犾犪ＫＰＣ２＋犫犾犪ＮＤＭ１ ３７ ５０．６８ ３７ ５０．６８

犫犾犪ＮＤＭ ３３ ４５．２１ ３３ ４５．２１

　犫犾犪ＮＤＭ５ － － ２３ ３１．５１

　犫犾犪ＮＤＭ１ － － １０ １３．７０

犫犾犪ＫＰＣ ３ ４．１１ ３ ４．１１

　犫犾犪ＫＰＣ２ － － ２ ２．７４

　犫犾犪ＫＰＣ３３ － － １ １．３７

合计 ７３ １００ ７３ １００

　　注：－代表胶体金法不能区分基因亚型，数据不存在。
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　　注：Ｍ为ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；－为阴性对照；＋为犫犾犪ＫＰＣ阳性对照；１

为犫犾犪ＫＰＣ；２为犫犾犪ＮＤＭ；３为犫犾犪ＯＸＡ；４为犫犾犪ＩＭＰ；５为犫犾犪ＶＩＭ。

图１　１株ＫＰＣ与ＮＤＭ联产菌株ＰＣＲ产物电泳及胶体金

检测图谱

犉犻犵狌狉犲１　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓａｎｄｃｏｌｌｏｉｄａｌｇｏｌｄｐｌｏｔｓｏｆ１ＫＰＣ

ａｎｄＮＤＭｃｏｐｒｏｄｕｃｉｎｇｓｔｒａｉｎ

２．５　ＫＰＣＫＰ犫犾犪ＫＰＣ相对拷贝数及表达量　共检

出３株 ＫＰＣＫＰ（ＫＰ２１２７、ＫＰ２１８９、ＫＰ２８４２）菌

株，与对照菌株肺炎克雷伯菌 ＡＴＣＣＢＡＡ１７０５相

比，犫犾犪ＫＰＣ相对拷贝量分别上调至２．０４、２．２１、４．８６

倍，相对表达量分别增加至１２．６７、７．６６、１３．９３倍。

见图２。
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　　注：ＫＰ２８４２检测基因为犫犾犪ＫＰＣ３３。

图２　ＣＺＡ耐药ＣＲＫＰ的犫犾犪ＫＰＣ拷贝及表达水平

犉犻犵狌狉犲２　Ｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆ犫犾犪ＫＰＣｉｎＣＺＡｒｅｓｉｓｔａｎｔＣＲＫＰ

２．６　３株 ＫＰＣＫＰ感染患者治疗与转归　ＫＰ

２１２７感染患者，３２岁，男性，因前交通动脉瘤破裂伴

蛛网膜下腔出血入住神经外科ＩＣＵ，住院第２４天痰

培养检出ＣＺＡ耐药ＣＲＫＰ，经呼吸内科会诊后改为

多黏菌素静脉滴注及雾化吸入治疗，第３９天患者病

情好转转入社区医院继续康复治疗。ＫＰ２１８９感染

患者，７７岁，女性，因小脑出血破入脑室入住神经外

科病房，住院期间因肺部感染使用注射用磷酸阿米

卡星治疗１４ｄ，治疗第１３天痰培养检出ＣＺＡ耐药

ＣＲＫＰ，患者家属要求转院治疗。ＫＰ２８４２感染患

者，６２岁，女性，因多发性颅内动脉瘤破裂伴蛛网膜

下腔出血入住神经外科，住院第６天痰培养检出碳

青霉烯类敏感肺炎克雷伯（ＣＳＫＰ），住院第２４天痰

培养检出ＣＺＡ敏感ＣＲＫＰ，期间使用注射用头孢尼

西钠、头孢他啶、左氧氟沙星等多种药物，住院第２９

天痰培养检出ＣＺＡ耐药ＣＲＫＰ，改用替加环素治疗

７ｄ后痰培养仍显示该病原菌未被清除，转入社区

医院继续治疗。

３　讨论

本文对临床标本分离的７３株ＣＺＡ耐药ＣＲＫＰ

的标本来源、耐药性及耐药机制进行研究，发现分离

自年龄＜１岁和＞６０岁的患者占比最高，此与这类

患者抵抗力较弱、感染风险高有关，菌株分离自痰标

本占比最高，达６９．８６％，与相关研究
［１１１２］结果一

致，提示呼吸道标本是ＣＺＡ耐药ＣＲＫＰ的主要来

源，加强呼吸道卫生的管理或可一定程度预防ＣＺＡ

耐药ＣＲＫＰ感染。本研究发现ＣＺＡ耐药ＣＲＫ感

染病例多来源于ＩＣＵ，一方面与入住该科的患者免

疫力低下，常接受侵入性操作及应用多种抗菌药物

有关。既往研究［１３］表明，入住ＩＣＵ 是感染ＣＲＫＰ

的危险因素之一；另一方面因ＣＲＫＰ可移动元件常

能介导耐药基因水平传播，导致该类耐药菌常可以

在医疗机构内，尤其是ＩＣＵ内传播流行。因此，医

院应将ＩＣＵ作为感染防控的重点科室。

对临床分离的ＣＲＫＰ菌株进行准确、快速的酶

型检测可减少临床经验性广谱抗菌药物的不合理使

用。目前实验室检测碳青霉烯酶的手段多样，包括

ｍＣＩＭｅＣＩＭ 联合试验、ＡＰＢＥＤＴＡ 试验、Ｃａｒｂａ

ＮＰ试验等表型检测方法，以及本试验采用的测序

和胶体金基因型检测方法。本研究胶体金方法和测

序结果呈现出高度一致性，而且覆盖了联产酶和

ＫＰＣ突变体ＫＰＣ３３酶，同时灵敏度及准确性也良

好，无需特殊的设备，操作简单快速便于推广，可指

导临床医生根据碳青霉烯酶型选择治疗方案。

据中国细菌耐药监测网（ＣＨＩＮＥＴ）
［１４］监测数

据，肺炎克雷伯菌对碳青霉烯类药物的耐药率已达

２０％以上。ＣＲＫＰ主要的耐药机制是产碳青霉烯

酶，但所产酶型具有区域和人群分布差异［１５］。在我

国，丝氨酸酶ＫＰＣ和金属酶ＮＤＭ的产生是其对碳

青霉烯类耐药的首要原因，成人以 ＫＰＣ酶为主，儿

童以 ＮＤＭ 酶为主
［１６］。ＣＺＡ能有效抑制 Ａ、Ｃ类

及部分Ｄ类β内酰胺酶，但对Ｂ类金属酶无抑制

作用［１７］。本研究７３株ＣＺＡ耐药ＣＲＫＰ中，有７０

株（９５．８９％）产 ＮＤＭ，表明产生金属酶是该院

ＣＲＫＰ对ＣＺＡ耐药的主要机制，与Ｃｈｅｎ等
［１８］的研

究结果相符。其中有３７株联产ＮＤＭ和ＫＰＣ，这使

得临床治疗难度更大，可选择的药物更加局限。因

ＣＺＡ无法水解金属酶ＮＤＭ
［１７］，其应用对产该酶的
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菌株有一定的筛选作用。来自欧洲的一项研究［１９］

表明，在ＣＺＡ投入使用后的筛选压力下，该医疗机

构ＩＣＵ内ＣＲＫＰ菌株碳青霉烯酶的优势酶型从丝

氨酸酶ＫＰＣ转变为金属酶 ＶＩＭ。因此，在抗菌药

物应用之前准确、快速检测碳青霉烯酶基因型，对于

临床ＣＲＫＰ感染的精准治疗和延缓耐药的产生是

非常必要的。

不同碳青霉烯酶对抗菌药物的活性存在差异，

当其产多种碳青霉烯酶时常呈现多药耐药、高水平

耐药［２０］，因此使用单一药物治疗效果往往不佳，意

味着这部分菌株的临床治疗更加困难，对其治疗需

要联合用药或研发新的抗菌药物复合制剂。２０１３年

巴西首次报道了１株 ＫＰＣＮＤＭ 联产的霍氏肠杆

菌，后又在印度等地区的肺炎克雷伯菌中检出［２１２２］，

新型冠状病毒感染流行期间巴西曾报道同时携带这

两种基因的ＣＲＫＰ引起的医院感染暴发
［２３］，本研究

发现的ＫＰＣ与ＮＤＭ 联产菌株除１株外均为２０２１

年新型冠状病毒感染流行期间检出，提示可能存在

这种菌株的局部流行。Ｇａｏ等
［２０］研究表明，ＫＰＣ２

与ＮＤＭ１联产菌株有较强的适应性和传播性，进

化分析显示，可能是犫犾犪ＫＰＣ２阳性ＣＲＫＰ获得了一个

携带犫犾犪ＮＤＭ１的质粒进化而来，并可稳定遗传，提示

这种联产菌株是今后实验室和临床需要重点关注的

耐药菌。

药敏试验结果显示，７３株ＣＺＡ耐药ＣＲＫＰ对

头孢菌素类和青霉素类药物均耐药，对喹诺酮类左

氧氟沙星、磺胺类复方磺胺甲口恶唑、氨基糖苷类妥布

霉素及四环素类米诺环素的耐药率稍低，但也均超

过６０％，说明ＣＺＡ耐药ＣＲＫＰ引起的感染治疗可

选择的抗菌药物非常受限。值得庆幸的是，ＣＺＡ耐

药菌株对多黏菌素和替加环素的耐药率仍处于较低

水平，分别为１．３７％、０，与以往研究
［１２，２４］结果一致，

提示这两种抗菌药物目前暂时仍可作为ＣＺＡ耐药

菌株感染治疗的有效选择之一。本研究发现仅产

ＮＤＭ５的ＣＲＫＰ均显示出对氨曲南有较好的敏感

性，１７株对氨曲南敏感的ＣＲＫＰ均来源于新生儿

ＩＣＵ。对于氨曲南敏感ＣＺＡ耐药的ＣＲＫＰ感染可

选择氨曲南治疗，对于由 ＮＤＭ 介导的ＣＺＡ耐药

ＣＲＫＰ感染，也可根据指南和临床研究使用氨曲南

联合 ＣＺＡ 治疗。ＣＺＡ 联合氨曲南对产 ＮＤＭ 的

ＣＲＫＰ可达到协同抑菌作用
［２５２７］，复旦大学附属华

山医院胡付品教授团队也曾报道ＣＺＡ联合氨曲南

和阿米卡星成功清除ＮＤＭ５阳性ＣＲＫＰ菌株引起

血流感染的病例［２８］，揭示儿童感染 ＣＺＡ 耐药

ＣＲＫＰ时该方案或可作为黏菌素外的另一有效选

择。本研究 ＫＰ２１２７感染患者使用药敏试验结果

为敏感的多黏菌素治疗后好转出院，而ＫＰ２８４２感

染患者在替加环素５０ｍｇｑ１２ｈ治疗第６天痰培养

仍检出ＣＺＡ耐药ＣＲＫＰ，专家共识表明替加环素在

肺组织浓度较低，使用单药标准剂量疗效不佳，对于

治疗ＣＲＥ引起的重症医院获得性肺炎推荐使用大

剂量替加环素方案联合用药，对于病情重的患者可

延长疗程［２９］，因此对该患者的治疗需增加用药剂

量、优化用药方案。

目前已知的ＣＲＫＰ对ＣＺＡ的耐药机制还有基

于ＫＰＣ２、ＫＰＣ３部分氨基酸的突变形成新的ＫＰＣ

亚型，如ＫＰＣ３１、ＫＰＣ３３等，除此之外还有野生型

犫犾犪ＫＰＣ拷贝及表达增加合并膜通透性改变或者外排泵

表达增加等［３０］。本研究发现１株ＫＰＣＫＰ为ＫＰＣ

３３突变体，该种突变体曾在我国北京
［３１］、上海［３２３３］和

河南［３４］等地区被检出，这是在江苏地区首次发现

ＳＴ１１型ＣＲＫＰ菌株携带犫犾犪ＫＰＣ３３，此外，还有２株

对ＣＺＡ耐药的ＫＰＣＫＰ经测序并未发现ＫＰＣ２的

编码基因突变，ＲＴｑＰＣＲ结果显示其犫犾犪ＫＰＣ２相对

拷贝数及表达量较肺炎克雷伯菌ＡＴＣＣＢＡＡ１７０５

有不同程度上调，这可能是其出现ＣＺＡ耐药的主要

原因，是否合并产β内酰胺酶（ＥＳＢＬｓ）基因表达、膜

孔通透性改变及外排上调等机制有待进一步研究。

本研究表明随着ＣＺＡ的广泛使用，其耐药菌株

在药物的选择压力下逐渐增加，产金属酶 ＮＤＭ 是

该院ＣＲＫＰ对ＣＺＡ耐药的主要机制，其中ＫＰＣ２、

ＮＤＭ１联产为最显著的特点，同时该院部分ＣＲＫＰ

因犫犾犪ＫＰＣ２突变或拷贝数上调导致其对ＣＺＡ耐药，

虽然本研究仅是一家单中心研究，无法代替整个地

区的真实流行情况，但是这些数据仍应引起实验室

和临床的足够重视，实验室应该积极提供碳青霉烯

酶型检测，以便临床医生根据酶型结果进行精准治

疗，双方密切配合以控制该耐药菌在医疗机构内传

播与流行。
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