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要"目的
!

探讨
#&$-

年该院收集的耐碳青霉烯肺炎克雷伯菌"

V3dS

$的耐药机制%方法
!

采用纸片

扩散法或者
W)=;U#V8G

I

?A=

全自动药敏分析系统初筛亚胺培南非敏感菌株!琼脂稀释法确证亚胺培南非敏感

肺炎克雷伯菌#通过
V?FJ?1S

确证试验检测碳青霉烯酶表型#通过
SV3

扩增及测序检测碳青霉烯酶基因&超

广谱
&

"

内酰胺酶"

M,RN<

$基因&质粒携带的
5G

I

V

基因在菌株中携带情况#外膜蛋白
,+,"S5!M

分析菌株外

膜蛋白的改变#外排泵抑制剂羰酰氰氯苯腙"

VVVS

$抑制试验检测不产碳青霉烯酶基因的肺炎克雷伯菌中是否

存在针对碳青霉烯类抗菌药物的外排泵%结果
!

琼脂稀释法验证
0&

株为碳青霉烯非敏感菌株!其中
$*

株为

V?FJ?1S

表型试验阳性!其中
$6

株产
dSV"#

!

$

株产
1+Q"$

%

$$

株
V?FJ?1S

表型试验阴性的不产碳青霉烯

酶基因的肺炎克雷伯菌的
M,RN<

&

5G

I

V

酶的携带率为
JC?V7a"Q(#%(Y

!

JC?,/W#(%0Y

!

JC?7MQ(#%(Y

!

JC?+/5#(%0Y
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结果显示编号
#0'6

&

#6(.

&

0&.&

的菌株
Ĝ

I

d0'

缺失!其余菌株未发现外膜蛋白

缺失%
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存在时!

$$

株不产碳青霉烯酶的肺炎克雷伯菌对亚胺培南&美罗培南和厄他培南的最小抑菌浓度

值均明显降低%结论
!

碳青霉烯酶产生!尤其是产
dSV"#

是该院
V3dS

的主要耐药机制!外排泵的高表达!外

膜蛋白的缺失合并产
5G

I

V

酶也发挥了重要作用%

关键词"肺炎克雷伯菌#
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肺炎克雷伯菌是临床分离及医院感染重要的条

件致病菌之一#常引起重症肺炎#还可引起泌尿道感

染*胆道感染*败血症和化脓性脑膜炎等严重疾病'

$

(

#

其发病率和病死率较高)目前研究数据表明其对第
0

代头孢菌素的耐药率高达
-&%&Y

#

(&%&Y

#由于多重

耐药细菌的出现#作为治疗肠杆菌科细菌感染.最后

一道/防线的碳青霉烯类抗菌药物正被广泛应用于治

疗此类细菌引起的感染#从而引起耐碳青霉烯肠杆菌

科细菌#尤其是耐碳青霉烯肺炎克雷伯菌$

V3dS

&的

大量出现#并在全球范围内的广泛播散#对公共健康

卫生造成了极大的威胁)本研究探讨了本院
#&$-

年

临床分离的
V3dS

的耐药机制#旨在为临床预防及控

制
V3dS

的进一步产生及播散提供参考)

$

!

材料与方法

$%$

!

标本来源
!

收集本院
#&$-

年
$[$#

月临床分离

的肺炎克雷伯菌#剔除同一患者相同部位分离的重复菌

株#所有菌株均经法国生物梅里埃
57R

细菌鉴定仪或

W)=;U#V8G

I

?A=

全自动细菌鉴定仪鉴定菌株)

$%/

!

仪器与试剂
!

药敏纸片为
b̂)8B

公司产品%

SV3

引物由
O9:)=F8

>

;9

公司合成%

#gSV3Q?<=;F"

Q)b

*

SV3

产物纯化试剂盒均购自北京天根公司%

57R

细菌鉴定仪和
W)=;U#V8G

I

?A=

全自动细菌鉴

定仪购自法国生物梅里埃公司)

SV3

扩增仪购于爱

普拜斯应用生物系统贸易$上海&有限公司#羰酰氰氯

苯腙$

VVVS

&试剂购于
,)

>

G??CBF)A@

公司#

,+,"

S5!M

所用分离胶和浓缩胶为碧云天公司产品)

$%'

!

药敏试验
!

采用纸片扩散法$

d"R

法&或者

W)=;U#V8G

I

?A=

全自动药敏分析系统'最小抑菌浓

度$

QOV

&法(初筛亚胺培南不敏感菌株#琼脂稀释法

确证亚胺培南不敏感肺炎克雷伯菌)结果判读参照

美国临床和实验室标准化协会$

VN,O

&

#&$.

年推荐的

标准)药 敏 试 验 使 用 的 质 控 菌 株 大 肠 杆 菌

57VV#.*##

购自国家卫生和计划生育委员会临床检

验中心)

$%1

!

V?FJ?1S

确证试验
!

用接种环挑取一接种环

的待测细菌$琼脂稀释法确定为亚胺培南不敏感的肺

炎克雷伯菌&#分别在加入含有
$&&GN

细菌总蛋白抽

提试剂的.

?

/和.

J

/离心管中乳化#震荡
.<

)在两管

中分别加入
$&&GN

的
5

液和
R

液#混匀#$

0.Z#

&

i

孵育
#@

#结果根据
#&$.

年
VN,O

的规定标准进行

判断)
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耐药基因检测
!

对所收集菌株进行碳青霉烯酶

基因$

JC?dSV

*

JC?1+Q

*

JC?WOQ

*

JC?̂ a5

*

JC?OQS

*

JC?,SQ

*

JC?5OQ

*

JC?!OQ

*

JC?,OQ

*

JC?+OQ

*

JC?ROV

&

检测#不产碳青霉烯酶基因的菌株进行超广谱
&

"

内酰

胺酶基因$

M,RN<

&$

JC?7MQ

*

JC?V7a"Q

*

JC?,/W

&#

质粒携带的
5G

I

V

基因$

JC?!M,

*

JC?SM3

*

JC?WMR

*

JC?5VV

*

JC?T̂ a

*

JC?Q â

*

JC?VO7

*

JC?MRV

*

JC?+/5

&检测)水煮法提取细菌基因组
+15

#取

#

%

N

上清液作为
SV3

模板)

SV3

反应体系为
.&

%

N

#其中#

#gSV3

混合标记物为
#.

%

N

#模板
+15#

%

N

#上下游引物各
#

%

N

)引物序列参照文献产

物'

#"0

(

)经
$.

>

"

N

琼脂糖凝胶电泳后紫外成像观察

结果#收集可疑
SV3

阳性产物送上海美吉有限公司

进行测序#所得到的测序结果通过
1VRO

数据库进行

在线
RN5,7

比对以确定)

$%)

!

外膜蛋白
,+,"S5!M

!

采用超速破壁法制备
$$

株不产碳青霉烯酶肺炎克雷伯菌外膜蛋白#其中不溶

于月桂酰基氨基酸钠的蛋白组分即为外膜蛋白样品#

将其加入
$&Y

聚丙烯酰胺分离胶中进行
,+,"S5!M

电泳分析#最后用考马斯亮蓝染色)其中标准菌株为

57VV$0660

)

$%.

!

外排泵抑制剂
VVVS

抑制试验
!

用
VVVS

抑制

试验分析
$$

株不产碳青霉烯酶肺炎克雷伯菌是否存

在对碳青霉烯类抗菌药物主动外排现象)同时制备

不含
VVVS

和含有
.&

%

G8C

"

NVVVS

的亚胺培南*美

罗培南*厄他培南梯度浓度$

&%$#.

#

'-%&&&

%

>

"

GN

倍比稀释&的
Q"/

琼脂平板#测定细菌
QOV

)以加入

泵抑制剂后
QOV

值比不加泵抑制剂降低至
(

$

"

-

作

为外排泵表型阳性的判定标准)

/

!

结
!!

果

/%$

!

药敏试验及
V?FJ?1S

确证试验结果
!

d"R

法

或者
QOV

法初筛亚胺培南不敏感性菌株为
0.

株#经

琼脂稀释法确证亚胺培南不敏感肺炎克雷伯菌为
0&

株)其中
$*

株为
V?FJ?1S

试验阳性#

$$

株为
V?FJ?

1S

试验阴性)

/%/

!

耐药基因检测结果
!

$*

株
V?FJ?1S

确证实验

阳性的肺炎克雷伯菌中
$6

株为
dSV"#

阳性#

$

株为

1+Q"$

阳 性%

M,RN<

和
5G

I

V

酶 的 携 带 率 为!

JC?V7a"Q'0%#Y

$

$#

"
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JC?,/W$.%6Y

$

0

"
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JC?7MQ-(%-Y

$
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"
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&%无
5G

I

V

酶的检出)

V?FJ?

1S

试验阴性的肺炎克雷伯菌未检测到碳青霉烯酶基

因#

M,RN<

和
5G

I

V

酶 的 携 带 率 为!

JC?V7a"Q

(#%(Y

$

6

"

$$

&#

JC?,/W #(%0Y

$

0

"

$$

&#

JC?+/5

#(%0Y

$

0

"

$$

&#

JC?7MQ(#%(Y

$

6

"

$$

&)未检测到其

他
M,RN<

基因)见表
$

)
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!

外膜蛋白
,+,"S5!M

结果
!

不产碳青霉烯酶

的肺炎克雷伯菌外膜蛋白经
,+,"S5!M

检测表明!

编号
#0'6

*

#6(.

*

0&.&

的菌株
Ĝ

I

d0'

缺失#其他菌

株未见外膜蛋白缺失)见表
#

)

/%1

!

VVVS

抑制试验结果
!

加入
VVVS

时
$$

株不产

碳青霉烯酶的肺炎克雷伯菌对亚胺培南*美罗培南和

厄他培南的最小抑菌浓度值与
VVVS

不存在时的

QOV

值有明显变化#均降低
-

倍及以上)
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株产碳青霉烯酶基因的肺炎克雷伯菌

菌株编号 分离日期
!!

标本来源 病区 耐药基因
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*
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*

7MQ"$
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痰液 神经外科
dSV"#

*

7MQ"$

#($0 #&$-"."$#

痰液
OV\ dSV"#

*

V7a"Q"$-

#.&* #&$-"0"$$

痰液 老年科
dSV"#

*

7MQ"$

0#&- #&$#"-"#$

痰液 急诊
dSV"#

*

V7a"Q"$-

*

,/W"$'&

*

7MQ"$

0$*6 #&$-"*"#6

尿液
OV\ dSV"#

*

V7a"Q"$-

*

7MQ"$

#0.( #&$-"$"(

分泌物 男科
dSV"#

*

7MQ"$

#(0' #&$-"."$(

痰液 心胸外科
dSV"#

*

V7a"Q"$-

#(6. #&$-"."#(

血液 心胸外科
dSV"#

*

V7a"Q"$-

0#$0 #&$-"$&"$&

腹水 消化内科
dSV"#

#(#' #&$-"."$.

痰液 呼吸内科
dSV"#

*

V7a"Q"06

#(0# #&$-"."$'

痰液 神经内科
dSV"#

*

V7a"Q"$-

#'0& #&$-"-"#$

痰液 烧伤整形外科
dSV"#

*

V7a"Q"$.

*

7MQ"$

0&$* #&$-"6"$

痰液 心脏内科
dSV"#

*

V7a"Q"$-

*

,/W"#6

0$$& #&$-"6"#(

血液
OV\ dSV"#

*

,/W"0$

#(-- #&$-"."$*

分泌物 烧伤外科
1+Q"$

*

7MQ"$

*

V7a"Q"$.

!!

注!

OV\

为重症监护室

表
#

!!

$$

株不产碳青霉烯酶基因的肺炎克雷伯菌

菌株编号 分离日期 标本来源 病区 耐药基因
QMQ QMQ4VVVS M7S M7S4VVVS OSQ OSQ4VVVS

#0'6 #&$-"$"6

胆汁 消化内科
+/5"$

*

,/W"00

*

V7a"Q"$- 6

$

&%.

%

'-

$

&%. $' #%&

#-'# #&$-"#"#&

腹水
OV\ ,/W"$$

*

7MQ"$

*

V7a"Q"$-

%

'-

$

&%.

%

'-

$

&%. '-

$

&%.

#.00 #&$-"0"$6

痰液 神经外科
,/W"$#

*

7MQ"$

%

'-

$

&%.

%

'-

$

&%. 0# -%&

#'(# #&$-"."0

分泌物
OV\ 7MQ"$

*

V7a"Q"$-# -

$

&%. 0#

$

&%. -

$

&%.

#(.0 #&$-"."#&

血液 普通外科
7MQ"$

*

V7a"Q"$- '-

$

&%.

%

'-

$

&%. 0#

$

&%.

#6-( #&$-"'"$0

分泌物 呼吸内科
7MQ"$

*

V7a"Q"$- $'

$

&%. '-

$

&%. 6

$

&%.

#6(. #&$-"'"##

胆汁 消化内科
+/5"$

*

7MQ"$

*

V7a"Q"$- -

$

&%. '-

$

&%. $'

$

&%.

#*&0 #&$-"("$

尿液 老年科
7MQ"$

*

V7a"Q"$.

%

'-

$

&%.

%

'-

$

&%. 0#

$

&%.

0&.& #&$-"6"'

咽拭子 老年科
+/5"$

*

7MQ"$

%

'-

$

&%.

%

'-

$

&%. $'

$

&%.

0#*. #&$-"$$"6

痰液 老年科
V7a"Q"$- -

$

&%. 6

$

&%. #

$

&%.

0000 #&$-"$$"#&

胆汁 普通外科
[ $'

$

&%.

%

'-

$

&%. 0#

$

&%.

!!

注!

[

为无数据%

OV\

为重症监护室

'

!

讨
!!

论

!!

V3dS

的出现及播散#对医院的患者及医护人员

的生命安全造成了极大的威胁#可用于治疗此类细菌

感染的药物非常有限)明确此类细菌的耐药机制#对

于及时有效地采取控制措施有很大的指导作用)目

前研究发现碳青霉烯酶的产生#尤其是
dSV"#

的产生

是肺炎克雷伯菌对碳青霉烯类抗菌药物耐药的主要

原因'

-".

(

%其次为
M,RN<

或
5G

I

V

基因过度表达合并

外膜孔蛋白的丢失%外排泵的高表达导致的耐药在肺

炎克雷伯菌中极少见#主要见于非发酵菌'

'"6

(

)

本研究证实碳青霉烯酶的产生#尤其是
dSV

酶

的产生是本院肺炎克雷伯菌对碳青霉烯类抗菌药物

耐药的主要原因)进一步探究
$$

株不产碳青霉烯酶

的肺炎克雷伯菌具体耐药机制发现!对不产碳青霉烯

酶的肺炎克雷伯菌进行
M,RN<

检测时#

(#%(Y

$

6

"

$$

&的菌株检测到
7MQ"$

#其属于广谱内酰胺酶#

而非
M,RN<

)

VVVS

抑制试验显示
VVVS

的存在使

得
$$

株菌株的
QOV

降低
-

倍及以上#因此推断这
$$

+

(0#$

+

检验医学与临床
#&$6

年
.

月第
$.

卷第
*

期
!

N?JQ;BVC)9

!

Q?

H

#&$6

!

W8C%$.

!

18%*



株菌中可能存在针对碳青霉烯类抗菌药物的外排泵

从而导致菌株耐药)

NMM

等'

*

(研究发现对于产
M,RN<

的肺炎克雷伯

菌只缺失一种膜孔蛋白不会引起碳青霉烯耐药#而产

5G

I

V

酶的肺炎克雷伯菌缺失一种或者两种膜孔蛋

白均可导致碳青霉烯耐药或者中介)编号
#0'6

*

#6(.

*

0&.&

的菌株
,+,"S5!M

结果显示
Ĝ

I

d0'

缺

失#且同时表达
5G

I

V

酶#提示这
0

株菌对碳青霉烯

类抗菌药物的耐药是由
5G

I

V

酶过度表达合并外膜

孔蛋白
Ĝ

I

d0'

的丢失#以及外排泵高表达共同作用

导致的)其余
6

株不产碳青霉烯酶的肺炎克雷伯菌

的耐药机制主要为外排泵的高表达所致)

综上所述#碳青霉烯酶尤其是肺炎克雷伯菌碳青

霉烯酶的产生是本院肺炎克雷伯菌对碳青霉烯类抗

菌药物耐药的主要原因#其次为外排泵高表达)同时

也发现#

#&$-

年分离
V3dS

菌株中存在多种耐药机

制的协同作用!高产
5G

I

V

酶#外排泵高表达#外膜蛋

白缺失)
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