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犆犚犓犘碳青霉烯酶基因检测及同源性分析
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［摘　要］　目的　了解某院耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌（ＣＲＫＰ）碳青霉烯酶基因携带状况，以及菌株间的同源性，

为预防和控制ＣＲＫＰ的克隆传播提供实验室依据。方法　收集２０１７年１—１２月该院分离自临床各科室的ＣＲＫＰ

２２株（Ｋ１～Ｋ２２），用药敏纸片扩散法和微量肉汤稀释法对药敏结果进行复核，采用改良 Ｈｏｄｇｅ试验和ＣａｒｂａＮＰ

试验检测菌株是否产碳青霉烯酶，应用ＰＣＲ技术扩增产酶菌株常见的碳青霉烯酶基因并测序，运用多位点序列分

型（ＭＬＳＴ）和肠杆菌科基因间一致重复序列ＰＣＲ（ＥＲＩＣＰＣＲ）进行同源性分析。结果　２２株ＣＲＫＰ对厄他培南、

亚胺培南、美罗培南的耐药率均为１００％，对临床其他常见抗菌药物也高度耐药；１３株改良 Ｈｏｄｇｅ试验阳性，１４株

ＣａｒｂａＮＰ试验阳性。１４株产酶菌株均携带 ＫＰＣ２基因，Ｋ１２菌株同时携带 ＮＤＭ１基因。按 ＭＬＳＴ法可分为

ＳＴ１１（１４株）、ＳＴ８７５（６株）、ＳＴ１９６４和ＳＴ５７１（各１株），按ＥＲＩＣＰＣＲ法分型可分为 Ａ型（１５株）、Ｂ型（６株）及Ｃ

型（１株）。分型结果相同的菌株中Ｋ１～Ｋ６同属ＩＣＵ，Ｋ７～Ｋ１０同属脑血管外科，Ｋ１５～Ｋ２１同属新生儿科，对应

患者有共同住院时间，且患者存在转科情况（Ｋ２、Ｋ８患者均由脑血管外科转入ＩＣＵ，Ｋ１３、Ｋ１４分别从ＩＣＵ转入血

液内科、肾内科）。结论　该院２０１７年存在ＳＴ１１型和ＳＴ８７５型ＣＲＫＰ的克隆流行，需加强医院感染预防与控制

措施。
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　　肺炎克雷伯菌（犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲，ＫＰＮ）

是革兰阴性（Ｇ－）杆菌，需氧或兼性厌氧，属于机会

性病原体，广泛分布于医院的各种环境中，可引起患

者多种组织器官的感染，常见的有血液系统、呼吸系

统、泌尿系统等。β内酰胺类抗生素中，抗菌活性最

强、抗菌谱最广的是碳青霉烯类抗生素，因其只对细

菌有杀伤作用，故对宿主毒性小，对头孢菌素酶

（ＡｍｐＣ酶）及超广谱β内酰胺酶（ｅｘｔｅｎｄｅｄｓｐｅｃ

ｔｒｕｍβｌａｃｔａｍａｓｅｓ，ＥＳＢＬｓ）作用效果稳固，是治疗

大多数革兰阳性（Ｇ＋）菌、Ｇ－菌及耐药菌感染的极

佳药物。但近年来，耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌

（ｃａｒｂａｐｅｎｅｍｒｅｓｉｓｔａｎｔ 犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪 狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲，

ＣＲＫＰ）的检出率逐步攀升，并已在全球多个国家散

发和（或）流行［１２］。ＣＲＫＰ的耐药机制极其复杂，结

合各个国家和地区的研究报道［３４］，主要包括以下四

个方面：（１）产碳青霉烯酶；（２）高产ＡｍｐＣ酶或ＥＳ

ＢＬｓ，且外膜孔蛋白（ｏｕｔｅｒｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｒｉｎ，ＯＭＰ）

缺失或者ＯＭＰ表达量减少；（３）青霉素结合位点缺

失；（４）外排泵系统作用等，其中以产碳青霉烯酶最

常见和重要。本研究收集２０１７年１—１２月某大型

三甲医院分离自临床各科室的ＣＲＫＰ，检测碳青霉

烯酶基因，并进行同源性分析，发现该院２０１７年存

在ＳＴ１１型和ＳＴ８７５型ＣＲＫＰ的克隆流行，现报告

如下。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　收集某三甲医院２０１７年１—１２月

临床各科室分离的ＣＲＫＰ２２株。菌株入选标准：

（１）为ＣＲＫＰ；（２）少数患者住院期间多次培养出

ＣＲＫＰ，则纳入该患者首次培养的ＣＲＫＰ；（３）ＣＲＫＰ

感染患者住院资料完整。质控菌株为大肠杆菌

ＡＴＣＣ２５９２２（购于大连宝公司），阳性对照菌为该

院２０１６年发现的并经测序确证的产ＫＰＣ２型

ＣＲＫＰ和产ＮＤＭ１型ＣＲＫＰ。

１．２　主要仪器和试剂　ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ分析系

统（生物梅里埃公司），高速离心机（德国Ｓｉｇｍａ公

司），ＰＣＲ 扩增仪、ＰｏｗｅｒＰａｃＢａｓｉｃ电泳仪、Ｇｅｌ

ＤｏｃＸＲ凝胶成像系统均为美国伯乐ＢｉｏＲａｄ公司

产品，厄他培南（ＥＴＰ）、亚胺培南（ＩＰＭ）及美罗培南

（ＭＥＭ）三种１０μｇ／片的药敏纸片均为Ｏｘｏｉｄ公司

产品，ＩＰＭ粉剂及ＥＴＰ粉剂购自杭州默沙东公司，

ＭＥＭ粉剂购自深圳市海滨公司，细菌蛋白提取试

剂盒、ＭＨ培养基、酚红、ＥＤＴＡ、琼脂糖 Ａｇａｒｏｓｅ、

硼酸、Ｔｒｉｓ碱、ＧｏｌｄＶｉｅｗＩ型核酸染色剂均为北京

索来宝产品，ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ（上海拜力公司），引物

合成（上海生工），２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（北京派

拓公司），ＤＮＡＭａｒｋｅｒ（２０００ｂｐ）（宝日医公司）等。

１．３　试验方法

１．３．１　药敏试验　试验结果判断参照２０１８版美国

临床实验室标准化协会标准（ＣｌｉｎｉｃａｌａｎｄＬａｂｏｒａ

ｔｏｒｙＳｔａｎｄａｒｄＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，ＣＬＳＩ）
［５］。

１．３．１．１　药敏纸片扩散法（ＫＢ法）　采用ＫＢ法

测定菌株对ＩＰＭ、ＭＥＭ及ＥＴＰ三种药敏纸片的抑

菌圈直径。

１．３．１．２　微量肉汤稀释法　通过微量肉汤稀释法

测定菌株对ＩＰＭ、ＭＥＭ 和ＥＴＰ的最低抑菌浓度

（ｍｉｎｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ）。

１．３．２　碳青霉烯酶检测　

１．３．２．１　改良 Ｈｏｄｇｅ试验（ｍｏｄｉｆｉｅｄＨｏｄｇｅｔｅｓ

ｔｉｎｇ，ＭＨＴ）　取适量大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２的

菌落置于生理盐水中，用比浊仪配制为０．５麦氏单

位，１∶１０稀释后分别均匀涂布于３个 ＭＨ 琼脂平

板，干燥３～１０ｍｉｎ后，３个平板中央分别贴ＩＰＭ、

ＭＥＭ及ＥＴＰ药敏纸片，从平板边缘向纸片边缘依

次划线接种待测菌株、阳性对照及阴性对照菌，直线

至少长２０～２５ｍｍ，需氧（３５±２）℃培养１６～２０ｈ

后观察结果。判断标准：待测菌株若产生碳青霉烯
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酶（ＭＨＴ阳性），则大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２的抑

菌环周边和待测菌株接种线交汇处有菌株增强生长

的情况，呈苹果蒂现象。

１．３．２．２　ＣａｒｂａＮＰ试验　ＣａｒｂａＮＰＡ液为取２ｍＬ

０．５％的酚红溶液加入到１６．６ｍＬ的实验室试剂用

水中，再加入１８０μＬ１０ｍｍｏｌ／Ｌ的ＺｎＳＯ４溶液，使每

毫升的５ｇ／Ｌ酚红中含０．１ｍｍｏｌ／Ｌ的ＺｎＳＯ４，使将

Ａ液ｐＨ值调至７．８±０．１，ＣａｒｂａＮＰＢ液为 Ａ液

＋６ｍｇ／ｍＬ亚胺培南，Ａ、Ｂ液的颜色均为红色或橘

红色。分别在２支离心管（ａ管、ｂ管）中加入１００μＬ

细菌蛋白提取试剂，２支管中分别加入１～２个菌落

的待测菌（空白对照组只含细菌蛋白提取试剂，不含

待测菌），涡旋振摇５ｓ后在ａ管中加入１００μＬＡ液，

ｂ管中加入１００μＬＢ液，将ａ管和ｂ管均置入

（３５±２）℃的恒温培养箱中培养２ｈ，每３０ｍｉｎ观

察一次溶液颜色是否变化。判断结果参照２０１８版

ＣＬＳＩ标准
［５］。

１．３．３　ＰＣＲ扩增耐药基因　运用煮沸法提取菌株

ＤＮＡ模板，ＰＣＲ扩增以下耐药基因：ＫＰＣ、ＳＭＥ、

ＩＭＩ、ＮＤＭ１、ＩＭＰ、ＳＩＭ、ＶＩＭ、ＯＸＡ４８，引物序列

参照相关文献［６８］，由上海生工公司合成。扩增体

系 为 ２５μＬ 体 积，包 括 ２×ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ

１２．５μＬ、ＤＮＡ 模板２μＬ、１００μｍｏｌ／Ｌ上游引物

０．１μＬ、１００μｍｏｌ／Ｌ下游引物０．１μＬ、加ＰＣＲ超纯

水至２５μＬ。ＰＣＲ扩增条件：９４℃３ｍｉｎ预变性，

９４℃３０ｓ变性，退火温度（ＫＰＣ、ＳＭＥ、ＩＭＩ、ＮＤＭ１、

ＩＭＰ、ＳＩＭ、ＶＩＭ、ＯＸＡ４８５９、４５、４７、５８、５０、５３、５４、

５６℃）３０ｓ退火，７２℃１ｍｉｎ延伸，３５个循环，７２℃

１０ｍｉｎ再延伸。取５μＬ的ＰＣＲ产物加入１．２％的

琼脂糖凝胶孔中，在０．５×ＴＢＥ电泳液中电泳，在

凝胶成像系统中观察结果。将ＰＣＲ扩增阳性的产

物送上海生工纯化并测序，测序结果用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ

软件与基因库中的序列进行比对。

１．３．４　同源性分析　

１．３．４．１　多位点序列分型 （ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｔｙｐｉｎｇ，ＭＬＳＴ）　参照 ＭＬＳＴ官方网站 （ｈｔｔｐ：／／

ｂｉｇｓｄｂ．ｐａｓｔｅｕｒ．ｆｒ／ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ／ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ．ｈｔｍｌ）上提

供的ＫＰＮ的７个管家基因（犵犪狆Ａ、犻狀犳Ｂ、犿犱ｈ、狆犵ｉ、

狆犺狅Ｅ、狉狆狅Ｂ、狋狅狀Ｂ）序列合成引物，扩增体系同１．３．３，

扩增条件为９４℃ ５ｍｉｎ预变性，９４℃５０ｓ变性，

５０℃３０ｓ退火，７２℃５０ｓ延伸，３０个循环，７２℃

１０ｍｉｎ再延伸。ＰＣＲ产物送上海生工公司测序，将

测序结果与 ＭＬＳＴ数据库比对，得到等位基因编

码，将所得编码按照犵犪狆Ａ、犻狀犳Ｂ、犿犱ｈ、狆犵犻、狆犺狅Ｅ、

狉狆狅Ｂ、狋狅狀Ｂ管家基因顺序组合，在 ＭＬＳＴ数据库中

对比查找完全符合的ＳＴ型。

１．３．４．２　肠杆菌科基因间一致重复序列ＰＣＲ（ｅｎ

ｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｌｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃｃｏｎｓｅｎｓｕｓＰＣＲ，

ＥＲＩＣＰＣＲ）　基因引物序列为：ＥＲＩＣ１：５’ＡＴＧ

ＴＡＡＧＣＴＣＣＴＧＧＧＧＡＴＴＣＡＣ３’；ＥＲＩＣ２：５’

ＡＡＧＴＡＡＧＴＧＡＣＴＧＧＧＧＴＧＡＧＣＧ３’。扩增体

系同１．３．３，扩增条件为９４℃３ｍｉｎ预变性，９４℃

３０ｓ变性，５５℃３０ｓ退火，７２℃１ｍｉｎ延伸，３５个循

环，７２℃１０ｍｉｎ再延伸。ＰＣＲ产物电泳结果判断

标准为：如果菌株属于同一类型，则电泳条带的数量

和位置相同［９］。

２　结果

２．１　菌株资料　２２株ＣＲＫＰ主要分离自新生儿科

及ＩＣＵ，分别占３１．８１％、２７．２７％，其余为脑血管科

（１８．１８％）、其他科室（呼吸内科、胸外科、全科病房、

血液内科、肾内科各占４．５５％）。２２例ＣＲＫＰ感染

患者中，１１例年龄≥６０岁，６例年龄＜２８ｄ；呼吸道

感染者１３例；所有患者均患２种或以上基础疾病；

２０例患者住院期间有过≥２项的侵入性操作或治

疗；２０例患者住院期间使用抗菌药物种类≥２种。

见表１。

２．２　药敏结果　２２株 ＣＲＫＰ 对 ＥＴＰ、ＩＰＭ 和

ＭＥＭ耐药率均为１００％，对临床其他常见抗菌药物

也保持高度耐药，对氨苄西林／舒巴坦、哌拉西林／他

唑巴坦、头孢曲松、头孢他啶、头孢哌酮／舒巴坦、氨

曲南１００％耐药，对头孢吡肟、呋喃妥因、头孢替坦、

环丙沙星、左氧氟沙星耐药率＞６０％，对复方磺胺甲

口恶唑、米诺环素、庆大霉素、妥布霉素、阿米卡星耐药

率为３６％～５０％，对多粘菌素尚有较好的敏感性

（敏感率７５％）。
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表１　２２例ＣＲＫＰ感染患者的基本资料

犜犪犫犾犲１　Ｂａｓｉｃｄａｔａｏｆ２２ｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＣＲＫＰｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

编号 性别 年龄 感染部位 基础疾病 侵入性操作或治疗 感染前使用抗菌药物种类

Ｋ１ 男 ８５岁 呼吸道 １、２、１２、１３、２３、２５、２８、２９、３１ Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ ｏ、ｐ、ｕ

Ｋ２ 男 ８２岁 呼吸道 １、２、１３、２０、２８、３６ Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｉ ｃ、ｄ、ｅ、ｈ、ｎ、ｐ、ｒ

Ｋ３ 男 ９３岁 血液 １、１３、２１、２８、２９、３０、３３、３４、３５ Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｇ、Ｈ、Ｍ、Ｏ、Ｐ、Ｑ ｈ、ｍ、ｎ、ｏ、ｐ、ｓ、ｕ、ｖ

Ｋ４ 女 ７６岁 呼吸道 １、７、９、２６、２７、２８、３１ Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｋ、Ｏ ｈ、ｐ、ｒ、ｕ

Ｋ５ 男 ４４岁 泌尿道 １、２、５、７、１６、２４、２８ Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｈ、Ｉ、Ｑ ｂ、ｈ、ｏ、ｐ、ｕ

Ｋ６ 男 ６９岁 泌尿道 １、３、４、５、６、９、２４、３１ Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｊ ａ、ｌ、ｐ

Ｋ７ 男 ６３岁 血液 １、１２、１３、２８、２９ Ｅ、Ｉ ｂ、ｄ、ｅ

Ｋ８ 女 ６８岁 呼吸道 １、８、１４ Ａ、Ｂ、Ｄ、Ｅ、Ｆ ｂ、ｄ

Ｋ９ 男 ３９岁 呼吸道 １、１２、１４、１５、１７、２８、２９ Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｈ ｄ

Ｋ１０ 男 ４８岁 呼吸道 １、１０、１２、１３、１４、１９ Ａ、Ｂ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｈ ｄ、ｍ

Ｋ１１ 男 ６２岁 血液 １、２、３、４、８、２８ Ｂ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｈ、Ｎ、Ｑ ｂ、ｌ、ｑ、ｓ、ｖ

Ｋ１２ 男 ７６岁 呼吸道 ３、４７、４８、４９ Ｃ、Ｄ、Ｅ ｇ

Ｋ１３ 女 １８岁 呼吸道 １、２８、２９、３２ Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｍ、Ｑ ｄ、ｈ、ｎ、ｐ、ｕ

Ｋ１４ 男 ８５岁 泌尿道 １、１０、１２、１３、２２、２５、２８、３１、３２ Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｏ、Ｐ、Ｑ ｈ、ｏ、ｐ、ｒ

Ｋ１５ 男 １１７ｄ 呼吸道 １、２８、２９、３７、３８、４２、４３、４４ Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｇ、Ｈ、Ｑ ｄ、ｊ、ｋ、ｐ、ｔ

Ｋ１６ 女 １３ｄ 血液 ２８、２９、３７、３８、４２、４４ Ｂ、Ｄ、Ｅ、Ｇ、Ｈ、Ｑ ｄ、ｊ、ｋ、ｔ

Ｋ１７ 男 ９ｄ 呼吸道 １、２９、３７、３８、４２ Ａ、Ｂ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｈ、Ｑ ｄ、ｊ、ｋ、ｔ

Ｋ１８ 男 １１ｄ 泌尿道 １、１８ Ｅ、Ｌ ｄ、ｉ、ｒ

Ｋ１９ 男 １８ｄ 呼吸道 １、３７、３８、３９、４０、４１ Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｅ、Ｑ ｄ、ｊ、ｋ

Ｋ２０ 男 ７ｄ 呼吸道 １、２８、３７、３８、４１ Ａ、Ｂ、Ｅ、Ｇ ｄ、ｊ、ｋ

Ｋ２１ 男 ４ｄ 血液 １８、２４、４５、４６ ．．． ｃ、ｊ

Ｋ２２ 男 ９１岁 呼吸道 １、１０、１１ ．．． ｆ、ｇ

　　基础疾病包括：１肺部感染，２呼吸衰竭，３ＡＥＣＯＰＤ，４气胸，５肺挫伤，６肋骨骨折，７双侧胸腔积液，８胸腔闭式引流术后，９急性呼吸窘迫

综合征，１０冠状动脉粥样硬化性心脏病，１１陈旧性心肌梗死，１２高血压，１３脑梗死，１４脑出血，１５脑疝，１６重度颅脑损伤，１７继发性癫痫，１８

化脓性脑膜炎，１９梗阻性脑积水，２０帕金森综合征，２１阿尔茨海默病，２２慢性肾脏病，２３急性肾衰竭，２４泌尿系统感染，２５糖尿病，２６重症急

性胰腺炎，２７急性梗阻性化脓性胆管炎，２８低蛋白血症，２９贫血，３０失血性休克，３１感染性休克，３２脓毒血症，３３ＭＯＤＳ，３４右股骨粗隆间骨

折，３５左髋关节置换，３６压疮，３７早产儿，３８低出生体重儿，３９新生儿呼吸窘迫综合症，４０先天性心脏病，４１新生儿窒息，４２新生儿坏死性小

肠结肠炎，４３小肠穿孔，４４弥漫性腹膜炎，４５新生儿高胆红素血症，４６新生儿败血症，４７慢性肺心病，４８慢性心力衰竭，４９心律失常；侵入性

操作或治疗包括：Ａ气管插管／切开，Ｂ机械通气，Ｃ深静脉置管，Ｄ留置导尿管，Ｅ留置胃管，Ｆ留置引流管，Ｇ使用肛管，Ｈ手术，Ｉ针灸，Ｊ胸腔

穿刺术，Ｋ腹腔穿刺术，Ｌ腰椎穿刺术，Ｍ骨髓穿刺术，Ｎ使用纤维支气管镜，Ｏ血液透析，Ｐ血浆置换，Ｑ输血；抗菌药物包括：ａ头孢呋辛钠，ｂ

头孢孟多酯钠，ｃ头孢噻肟钠，ｄ头孢他啶，ｅ拉氧头孢，ｆ头孢米诺钠，ｇ头孢曲松钠／他唑巴坦钠，ｈ头孢哌酮钠／他唑巴坦钠，ｉ青霉素钠，ｊ氟氯

西林钠，ｋ阿莫西林钠／克拉维酸钾，ｌ哌拉西林钠／舒巴坦，ｍ哌拉西林／他唑巴坦，ｎ左氧氟沙星，ｏ莫西沙星，ｐ美罗培南，ｑ亚胺培南／西司他

丁，ｒ万古霉素，ｓ替加环素，ｔ甲硝唑，ｕ伏立康唑，ｖ醋酸卡泊芬净

２．３　药敏试验结果　ＫＢ法和微量肉汤稀释法结

果显示，２２株 ＣＲＫＰ对ＩＰＭ、ＭＥＭ 及 ＥＴＰ均耐

药。抑菌圈直径和 ＭＩＣ值见表２。

２．４　碳青霉烯酶检测结果　采用 ＭＨＴ和Ｃａｒｂａ

ＮＰ试验检测ＣＲＫＰ碳青霉烯酶，结果 ＭＨＴ阳性

１３株（Ｋ１Ｋ９，Ｋ１１Ｋ１４），ＣａｒｂａＮＰ试验阳性１４株

（Ｋ１Ｋ１４）。见图１。
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表２　ＫＢ法和微量稀释法对２２株ＣＲＫＰ药敏检测结果

犜犪犫犾犲２　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆ２２

ｓｔｒａｉｎｓｏｆＣＲＫＰｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＫｉｒｂｙＢａｕｅｒｄｉｓｋｄｉｆ

ｆｕｓｉｏｎａｎｄｂｒｏｔｈｍｉｃｒｏｄｉｌｕｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ

菌株

编号

抑菌圈直径（ｍｍ）

ＩＰＭ ＭＥＭ ＥＴＰ

ＭＩＣ（μｇ／ｍＬ）

ＩＰＭ ＭＥＭ ＥＴＰ

Ｋ１ ８ ６ ６ ５１２ ２５６ ２５６

Ｋ２ １３ ６ ６ ＞５１２ ＞５１２ ＞５１２

Ｋ３ １６ ６ ６ ２５６ １２８ ２５６

Ｋ４ １２ ６ ６ ５１２ ５１２ ＞５１２

Ｋ５ １３ ６ ６ ６４ ３２ ３２

Ｋ６ ８ ６ ６ １６ ８ ８

Ｋ７ １１ ６ ６ ２５６ ６４ ２５６

Ｋ８ １３ ６ ６ ＞５１２ ＞５１２ ＞５１２

Ｋ９ １６ ６ ６ ＞５１２ ＞５１２ ＞５１２

Ｋ１０ １３ ６ ６ ３２ １２８ １２８

Ｋ１１ １９ １９ １５ ２５６ １６ ３２

Ｋ１２ ６ ６ ６ ＞５１２ ２５６ １２８

Ｋ１３ １１ ６ ６ ２５６ １２８ ２５６

Ｋ１４ １５ ６ ６ ２５６ ２５６ ５１２

Ｋ１５ ６ ６ ６ ６４ ３２ １６

Ｋ１６ １５ １４ １３ ２５６ ３２ ３２

Ｋ１７ １６ １６ １４ ５１２ ６４ １２８

Ｋ１８ １３ １１ １０ ５１２ １２８ ２５６

Ｋ１９ １７ １６ １４ ２５６ １６ ３２

Ｋ２０ １６ １５ １２ ５１２ １６ １６

Ｋ２１ １７ １４ １２ ５１２ ３２ ３２

Ｋ２２ １８ １２ １０ ５１２ ３２ １２８

　　Ａ：ＭＨＴ阳性结果，ＡＴＣＣ２５９２２为阴性对照，１６０１０９０４３为

阳性对照，１７１２０５３３２为试验结果阳性菌株；Ｂ：ＣａｒｂａＮＰ试验阳性

结果

图１　ＣＲＫＰ碳青霉烯酶检测结果

犉犻犵狌狉犲１　ＣＲＫＰｃａｒｂａｐｅｎｅｍａｓｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓ

２．５　ＰＣＲ扩增耐药基因及测序结果　ＰＣＲ扩增碳

青霉烯酶检测阳性菌株，经测序结果显示，１４株产酶

菌株均携带ＫＰＣ２基因，Ｋ１２菌株同时携带ＮＤＭ１

基因。ＰＣＲ扩增产物电泳结果见图２。所有菌株均未

扩增出ＳＭＥ、ＩＭＩ、ＩＭＰ、ＳＩＭ、ＶＩＭ及ＯＸＡ４８基因。
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　　Ａ：ＫＰＣ基因；Ｂ：ＮＤＭ１基因；Ｍ：２０００ｂｐＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；阴：

阴性对照；阳：阳性对照

图２　ＫＰＣ基因和ＮＤＭ１基因ＰＣＲ扩增产物电泳图

犉犻犵狌狉犲２　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍａｐｏｆＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏ

ｄｕｃｔｓｏｆＫＰＣｇｅｎｅａｎｄＮＤＭ１ｇｅｎｅ

２．６　同源性分析　按 ＭＬＳＴ法２２株ＣＲＫＰ可分为

ＳＴ１１、ＳＴ８７５、ＳＴ１９６４和ＳＴ５７１四种序列型，其中Ｋ１

～Ｋ１４为ＳＴ１１型，Ｋ１５～Ｋ１７和Ｋ１９～Ｋ２１为ＳＴ８７５

型，Ｋ１８为ＳＴ１９６４型，Ｋ２２为ＳＴ５７１型，ＭＬＳＴ结果

详见表３。按ＥＲＩＣＰＣＲ法分型可分为Ａ、Ｂ、Ｃ三种

类型，其中Ｋ１～Ｋ１４及Ｋ１８为Ａ型，Ｋ１５～Ｋ１７和

Ｋ１９～Ｋ２１为Ｂ型，Ｋ２２为Ｃ型，见图３。

２．７　菌株来源科室、住院时间及其同源性检测结果

　分型结果相同的菌株中Ｋ１～Ｋ６同属ＩＣＵ，Ｋ７～

Ｋ１０同属脑血管外科，其中Ｋ１与Ｋ２，Ｋ２与Ｋ３，Ｋ３

与Ｋ５，Ｋ８与Ｋ９，Ｋ９与Ｋ１０均有共同住院时间，Ｋ８

与Ｋ９病床相连，且患者存在转科情况，Ｋ２、Ｋ８均

由脑血管外科转入ＩＣＵ，Ｋ１３、Ｋ１４分别从ＩＣＵ 转

入血液内科、肾内科。新生儿科Ｋ１５与Ｋ１６及Ｋ１７

均有共同住院时间，Ｋ１９、Ｋ２０和Ｋ２１均有共同住院

时间，Ｋ２０与Ｋ２１有共同住院时间，见表４。
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表３　２２株ＣＲＫＰＭＬＳＴ结果

犜犪犫犾犲３　ＭＬＳＴｒｅｓｕｌｔｓｏｆ２２ｓｔｒａｉｎｓｏｆＣＲＫＰ

试验

编号

等位基因编码

犵犪狆Ａ 犻狀犳Ｂ 犿犱ｈ 狆犵ｉ 狆犺狅Ｅ 狉狆狅Ｂ 狋狅狀Ｂ
ＳＴ型

试验

编号

等位基因编码

犵犪狆Ａ 犻狀犳Ｂ 犿犱ｈ 狆犵ｉ 狆犺狅Ｅ 狉狆狅Ｂ 狋狅狀Ｂ
ＳＴ型

Ｋ１ ３ ３ １ １ １ １ ４ ＳＴ１１ Ｋ１２ ３ ３ １ １ １ １ ４ ＳＴ１１

Ｋ２ ３ ３ １ １ １ １ ４ ＳＴ１１ Ｋ１３ ３ ３ １ １ １ １ ４ ＳＴ１１

Ｋ３ ３ ３ １ １ １ １ ４ ＳＴ１１ Ｋ１４ ３ ３ １ １ １ １ ４ ＳＴ１１

Ｋ４ ３ ３ １ １ １ １ ４ ＳＴ１１ Ｋ１５ ２ １ ２ １ １０ ４ １９ ＳＴ８７５

Ｋ５ ３ ３ １ １ １ １ ４ ＳＴ１１ Ｋ１６ ２ １ ２ １ １０ ４ １９ ＳＴ８７５

Ｋ６ ３ ３ １ １ １ １ ４ ＳＴ１１ Ｋ１７ ２ １ ２ １ １０ ４ １９ ＳＴ８７５

Ｋ７ ３ ３ １ １ １ １ ４ ＳＴ１１ Ｋ１８ ２ ３ １ １４７ ４ ４ ４ ＳＴ１９６４

Ｋ８ ３ ３ １ １ １ １ ４ ＳＴ１１ Ｋ１９ ２ １ ２ １ １０ ４ １９ ＳＴ８７５

Ｋ９ ３ ３ １ １ １ １ ４ ＳＴ１１ Ｋ２０ ２ １ ２ １ １０ ４ １９ ＳＴ８７５

Ｋ１０ ３ ３ １ １ １ １ ４ ＳＴ１１ Ｋ２１ ２ １ ２ １ １０ ４ １９ ＳＴ８７５

Ｋ１１ ３ ３ １ １ １ １ ４ ＳＴ１１ Ｋ２２ １７ １９ ７９ ２０ １０８ ５５ １４２ ＳＴ５７１
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图３　２２株ＣＲＫＰＥＲＩＣＰＣＲ扩增产物电泳图

犉犻犵狌狉犲３　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍａｐｏｆＥＲＩＣＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆ２２ｓｔｒａｉｎｓｏｆＣＲＫＰ

表４　２２株ＣＲＫＰ菌株来源科室与同源性检测结果

犜犪犫犾犲４　Ｓｏｕｒｃｅｄｅｐａｒｔｍｅｎｔｓａｎｄｈｏｍｏｌｏｇｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ２２ｓｔｒａｉｎｓｏｆＣＲＫＰ

试验编号 科室 患者住院时间 耐药基因 ＭＬＳＴ型 ＥＲＩＣＰＣＲ分型

Ｋ１ ＩＣＵ １２月１日—２月２７日 ＫＰＣ２ ＳＴ１１ Ａ

Ｋ２ ＩＣＵ ２月５日—７月３日 ＫＰＣ２ ＳＴ１１ Ａ

Ｋ３ ＩＣＵ ４月５日—１０月９日 ＫＰＣ２ ＳＴ１１ Ａ

Ｋ４ ＩＣＵ １０月８日—２０日 ＫＰＣ２ ＳＴ１１ Ａ

Ｋ５ ＩＣＵ ９月２１日—１２月１１日 ＫＰＣ２ ＳＴ１１ Ａ

Ｋ６ ＩＣＵ １０月３０日—１２月９日 ＫＰＣ２ ＳＴ１１ Ａ

Ｋ７ 脑血管科 １月２４日—２月２５日 ＫＰＣ２ ＳＴ１１ Ａ

Ｋ８ 脑血管科 ４月１日—５月１５日 ＫＰＣ２ ＳＴ１１ Ａ

Ｋ９ 脑血管科 ４月２０日—５月９日 ＫＰＣ２ ＳＴ１１ Ａ

Ｋ１０ 脑血管科 ５月８日—６月２２日 ＫＰＣ２ ＳＴ１１ Ａ

Ｋ１１ 胸外科 １月３１日—３月９日 ＫＰＣ２ ＳＴ１１ Ａ

Ｋ１２ 全科 ８月１８日—２８日 ＫＰＣ２、ＮＤＭ１ ＳＴ１１ Ａ
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续表４　（犜犪犫犾犲４，犆狅狀狋犻狀狌犲犱）

试验编号 科室 患者住院时间 耐药基因 ＭＬＳＴ型 ＥＲＩＣＰＣＲ分型

Ｋ１３ 血液内科 ８月１９日—９月１８日 ＫＰＣ２ ＳＴ１１ Ａ

Ｋ１４ 肾内科 ９月６日—１１月１日 ＫＰＣ２ ＳＴ１１ Ａ

Ｋ１５ 新生儿科 １月１５日—４月２１日 　－ ＳＴ８７５ Ｂ

Ｋ１６ 新生儿科 ２月１日—２０日 　－ ＳＴ８７５ Ｂ

Ｋ１７ 新生儿科 ３月２７日—４月２０日 　－ ＳＴ８７５ Ｂ

Ｋ１８ 新生儿科 ５月１９日—６月８日 　－ ＳＴ１９６４ Ａ

Ｋ１９ 新生儿科 ４月２７日—７月１９日 　－ ＳＴ８７５ Ｂ

Ｋ２０ 新生儿科 ５月２２日—７月９日 　－ ＳＴ８７５ Ｂ

Ｋ２１ 新生儿科 ７月４日—２７日 　－ ＳＴ８７５ Ｂ

Ｋ２２ 呼吸内科 １０月６日—２３日 　－ ＳＴ５７１ Ｃ

　　：Ｋ１患者住院时间跨２０１６—２０１７年，其余患者住院时间均为２０１７年；－：未检测

３　讨论

ＫＰＮ碳青霉烯酶可水解包括碳青霉烯类抗生

素在类的β内酰胺类抗生素，如头孢菌素类、青霉素

类及单环酰胺类，导致菌株对多种抗菌药物耐药，但

其不能水解头霉素类抗生素。中国细菌耐药性监测

数据［１０］显示，２０１５年 ＫＰＮ 对 ＭＥＭ 的耐药率为

２．９０％，对ＩＰＭ 的耐药率为３．００％，仅过两年，

ＫＰＮ 对 ＭＥＭ 及 ＩＰＭ 的 耐 药 率 分 别 上 升 至

２４．００％、２０．９０％，上升幅度在５倍以上，而感染

ＣＲＫＰ后病死率高达４７．９０％
［１１］。本研究中２２株

ＣＲＫＰ对ＩＰＭ、ＭＥＭ、ＥＴＰ的耐药率均达１００％，对

临床其他常用的抗菌药物也高度耐药。建议临床医

生应根据患者的症状和体征，并结合药敏结果，严格

选择抗菌药物，避免滥用抗菌药物。２２株ＣＲＫＰ中

有７株分离自新生儿科，６株分离自ＩＣＵ；２２例患者

中，１１例年龄≥６０岁，６例年龄＜２８ｄ；所有患者均

患２种或更多基础疾病，２０例患者住院期间有过

≥２项的侵入性操作或治疗，２０例患者住院期间使

用抗菌药物种类≥２种，提示病情重、基础疾病多、

免疫力低、有创操作和（或）无创操作多、长期使用抗

菌药物和（或）联用抗菌药物的患者可能易感染

ＣＲＫＰ，与巴西学者Ｄａｓｉｌｖａ等
［１２］的研究结论一致。

对具有上述特征的患者，医务人员应给予高度关注，

尽量避免医院感染的发生。２２株ＣＲＫＰ中１３株从

呼吸道标本中检出，表明细菌容易侵入呼吸道，引起

呼吸系统感染，临床医生应加强患者气道管理，及时

送检标本，争取做到早发现，早防控，早治疗。

迄今为止，已发现２４种 ＫＰＮ 的 ＫＰＣ 亚型

（ＫＰＣ１和 ＫＰＣ２后被证实为同一型别），其中

ＫＰＣ２和ＫＰＣ３是国内外最常见型别，已在全球多

个国家暴发流行［１３１４］。本研究中，１４株产酶菌株均

携带ＫＰＣ２耐药基因，其中Ｋ１２同时携带ＮＤＭ１

基因，提示该院碳青霉烯酶基因存在多态性，但同时

携带ＫＰＣ２及ＮＤＭ１基因的菌株表现出的耐药性

与其他菌株无明显差异，可能是 ＮＤＭ１基因并未

表达或仅仅低表达。携带碳青霉烯酶耐药基因的

１４株 ＣＲＫＰ，ＭＬＳＴ 分类属于 ＳＴ１１型，与中国

ＣＲＫＰ菌株的主要流行基因型和克隆型一致
［１５］。

该院还存在ＳＴ８７５型ＣＲＫＰ的克隆流行，此型全部

分布于新生儿科，与祝俊英等［１６］研究结果不同，可

能与不同地区抗菌药物使用差异有关，且新生儿科

的７株ＣＲＫＰ产酶试验均阴性，提示可能存在其他

耐药机制。此外该院还存在ＳＴ１９６４和ＳＴ５７１两种

序列型，但尚未在该院流行。

研究［１７］证实，ＣＲＫＰ的耐药基因可位于以下基

因元件上：包括可移动的质粒、整合子及插入序列

等，可在不同患者、病区、医院、地区，甚至不同菌种

间进行传播，造成大范围的流行。本研究同源性分

析发现，Ｋ１～Ｋ１４ＭＬＳＴ均为ＳＴ１１型，ＥＲＩＣＰＣＲ

分型均为Ａ型；Ｋ１５～Ｋ１７和Ｋ１９～Ｋ２１ＭＬＳＴ均

为ＳＴ８７５型，ＥＲＩＣＰＣＲ分型均为Ｂ型；Ｋ２２菌株

在两种同源性分析方法中均独立成一型，分别为

ＳＴ５７１型和Ｃ型，以上菌株两种同源性分析方法结

果一致。分型结果相同的菌株中 Ｋ１～Ｋ６同属

ＩＣＵ，Ｋ７～Ｋ１０同属脑血管外科，其中 Ｋ１与 Ｋ２，

Ｋ２与Ｋ３，Ｋ３与 Ｋ５，Ｋ８与 Ｋ９，Ｋ９与 Ｋ１０均有共

同住院时间，且Ｋ８与Ｋ９病床相连，Ｋ２是由脑血管

外科转入，与脑血管外科的Ｋ７有共同住院时间，Ｋ８
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因病情加重后转入ＩＣＵ，与ＩＣＵ的 Ｋ２与Ｋ３均有

共同住院时间，血液内科的Ｋ１３是由ＩＣＵ转入的，

与ＩＣＵ的Ｋ３有共同住院时间，而肾内科的Ｋ１４是

由ＩＣＵ转入的，与ＩＣＵ的Ｋ３、Ｋ５均有共同住院时

间，提示该院ＩＣＵ、脑血管外科、肾内科和血液内科

病区间存在ＳＴ１１型ＣＲＫＰ的克隆传播。新生儿科

分型相同的 Ｋ１５～Ｋ１７和 Ｋ１９～Ｋ２１中，Ｋ１５与

Ｋ１６及Ｋ１７均有共同住院时间，Ｋ１９与Ｋ２０和Ｋ２１

均有共同住院时间，而 Ｋ２０与 Ｋ２１有共同住院时

间，说明 ２０１７ 年该院新生儿科存在 ＳＴ８７５ 型

ＣＲＫＰ暴发流行。针对此次ＳＴ１１型和ＳＴ８７５型

ＣＲＫＰ在该院的暴发流行，通过及时与相关科室沟

通，隔离感染患者，加强医务、保洁等人员的医院感

染防控意识，加强手卫生管理，及清洁和消毒床单元

和共用物品，已基本控制该院ＣＲＫＰ的进一步播散。

近年来，ＣＲＫＰ在全球各地散发和（或）流行时有

发生，甚至在曾经检出率较低的欧洲国家也出现了流

行，对ＣＲＫＰ的监测与防控仍是一项非常重要的工

作。临床医生应了解ＣＲＫＰ的耐药机制及分子流行

病学特点，做好医院感染防控，减少ＣＲＫＰ的传播。
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