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福州地区耐碳青霉烯肺炎克雷伯菌对头孢他啶Ｇ阿维巴坦的
药敏情况及耐药分析
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【摘　要】　目的　分析我院耐碳青霉烯肺炎克雷伯菌 (CRKP)对头孢他啶Ｇ阿维巴坦 (CZA)的药敏情况,探讨我院

耐 CZA的CRKP优势克隆株及携带耐药基因情况.方法　收集２０１７年７月至２０１９年６月本院耐碳青霉烯肺炎克雷伯菌１２１
株,应用微量肉汤稀释法检测CZA的药敏情况,筛选出耐 CZA 的 CRKP菌株.利用实时荧光多聚核苷酸链式反应 (RTＧ
PCR)及琼脂糖凝胶电泳对耐药基因 (NDM、VIM、IMP、GIM、SPM、TMB、SMB、SIM、AIM、DIM)进行检测,
将扩增产物进行双向测序和比对,确定其基因型,通过多位点序列分型 (MLST)分析细菌同源性.结果　１２１株 CRKP中

有２３株对CZA耐药,耐药率占１９􀆰０１％.２３株 CZA 耐药的 CRKP中１株耐替加环素,１４株对替加环素敏感,敏感率为

６０􀆰８７％,８株对替加环素中介 (占３４􀆰７８％).２３株 CZA 耐药的 CRKP 菌株 MLST 分型结果:ST１１型１３株 (５６􀆰５２％),

ST１４７型３株 (１３􀆰０４％),ST８５９型２株 (８􀆰７０％),ST２１２３型、ST２７３型、ST３５２０型、ST３４４９型、ST１５型各１株.２３
株CZA耐药的CRKP中有１１株检出耐药基因 NDMＧ１ (４７􀆰８３％),有４株检出耐药基因 NDMＧ５ (１７􀆰３９％),其余８株均未

检测到耐药基因.结论　ST１１型是我院CZA耐药CRKP的主要菌株类型,与当前国内主要流行序列型相同,携带NDMＧ１、

NDMＧ５基因可能与CRKP耐CZA有关,替加环素 (TGC)可作为治疗CZA耐药CRKP的可选药物.
【关键词】肺炎克雷伯菌;耐碳青霉烯;头孢他啶Ｇ阿维巴坦;耐药基因;多位点序列分型
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AnalysisofdrugsensitivityandresistanceofcarbapenemＧresistantKlebsiellaPneumoniaetoceftazidimeＧavibacＧ
taminFuzhou　　HUANGLiping,XIAOLiying,CHENDongjie,LIHongru,CHENYusheng．DepartmentofReＧ
spiratoryandCriticalCareMedicine,FujianProvicialHospital,ProvincialClinicalMedicalCollegeofFujianMedical
University,Fuzhou,Fujian３５０００１,China

【Abstract】　Objective　TounderstandthedrugsensitivityofcarbapenemＧresistantKlebsiellapneumoniae (CRKP)to
ceftazidimeＧavibactam (CZA)inourhospital,andtoanalyzethedominantstrainsandtheresistancegenesofCRKPresistantto
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CZA．Methods　Atotalof１２１strainsofCRKPisolatedandculturedinourhospitalfromJuly２０１７toJune２０１９werecollected．
Theminimalinhibitoryconcentration(MIC)ofCZAwasdeterminedbymicrobrothdilutionmethod,andthestrainsofCRKP
resistanttoCZAwerescreenedout．WeusedtherealＧtimefluorescencepolymerasechainreaction(realＧtimefluorescencePCR)

andagarosegelelectrophoresistodetectdrugＧresistantgenes (NDM,VIM,IMP,GIM,SPM,TMB,SMB,SIM,

AIM,DIM)．Theamplifiedproductsweresequencedinbothdirections,andthesequencingresultswerecomparedtodeterＧ
minetheirgenotypes,whichwereanalyzedforbacterialhomologybyMultilocussequencetyping(MLST)．Results　Amongthe
１２１strainsofCRKP,２３wereresistanttoCZA,withdrugresistancerateaccountingfor１９􀆰０１％．Amongthe２３strainsof
CZAＧresistantCRKP,１strainwasTGCＧresistant(４􀆰３５％),１４wereTGCＧsensitive(６０􀆰８７％),and８wereTGCＧintermediary
(３４􀆰７８％)．MLSTgenotypingresultsof２３strainsofCZAＧresistantCRKPwereasfollows:１３strains(５６􀆰５２％)ofST１１,３
strains(１３􀆰０４％)ofST１４７,２strains(８􀆰７０％)ofST８５９,１strainineachofST２１２３,ST２７３,ST３５２０,ST３４４９andST１５．
１１strains(４７􀆰８３％)and４strains(１７􀆰３９％)ofthe２３CZAＧresistantCRKPstrainswerefoundtohaveNDMＧ１andNDMＧ５
genes,whiletheremaining８strainswerenotfoundtohaveanyofresistantgenes．Conclusion　TypeST１１isthemainstrain
typeofCZAＧresistantCRKPinourhospital,whichisthesameasthemainepidemicsequencetypeinourcountry．Carrying
NDMＧ１andNDMＧ５genesmayberelatedtotheresistanceofCRKPtoCZA．TGCcanbeusedasanalternativedrugforthe
treatmentofCZAresistantCRKP．

【Keywords】Klebsiellapneumoniae;Carbapenemresistant;CeftazidimeＧavibactam;drugresistancegene;multilocusseＧ
quencetyping

　　近年来,随着碳青霉烯类抗生素的频繁广泛使

用,耐碳青霉烯肺炎克雷伯菌 (CRKP)的分离率

逐年升高,Xu等[１]研究发现,感染 CRKP患者的

总死亡率 (４２􀆰１４％)明显高于感染碳青霉烯类敏

感肺炎克雷伯菌 (CSKP)的患者 (２１􀆰１６％),感

染CRKP患者住院时间更长且住院费用更高[２].因

而,CRKP的出现将对人类生命健康造成巨大威

胁,并明显增加社会经济负担.产βＧ内酰胺酶是

CRKP对碳青霉烯类抗生素耐药的重要机制,头孢

他啶Ｇ阿维巴坦 (CZA)目前被认为是抑制βＧ内酰

胺酶最好的抗生素[３];然而,Humphrie等[４]研究

报道,已出现了 CRKP对 CZA 耐药的现象,CZA
耐药CRKP的出现,将使 CRKP感染患者的治疗

再次陷入困难境地.本研究的主要目的是探讨我院

CRKP对CZA 耐药的流行病学特征、携带耐药基

因情况,并对其进行同源性分析,了解我院 CRKP
耐CZA的流行优势克隆株及耐CZA的CRKP对替

加环素 (TGC)的敏感情况,为 CRKP对 CZA 的

耐药机制研究及我院临床治疗耐 CZA 的 CRKP临

床用药选择提供理论依据.

１　资料与方法

１􀆰１　一般资料:收集我院２０１７年７月至２０１９年６
月分离的耐碳青霉烯肺炎克雷伯菌 (CRKP)患者

１２１例,其中男８４例,女３７例,年龄６个月~９８
岁,中位年龄７６岁.患者基础疾病位列前４位的

分别是呼吸系统疾病、脑血管疾病、消化系统疾

病、心血管系统疾病.菌株分离培养标本源自痰

液、胆汁、尿液、腹腔积液、血液、胸腔积液、支

气管分泌物等,其中标本来源占比位列前３位的分

别是痰液、尿液、血液.

１􀆰２　方法:

１􀆰２􀆰１　CRKP菌株来源及菌种鉴定:采用常规细

菌分离培养方法鉴定细菌,并应用法国梅里埃公司

VITEK２Ｇcompact全自动细菌分析仪进行细菌鉴定

及药敏分析,参照美国临床实验室标准化协会２０１７
年版 (CLSIM１００ＧS２７)为判读标准,当药敏鉴定

亚胺培南 (IPM)最低抑菌浓度 (MIC)≥４μg/

mL为肺炎克雷伯菌对亚胺培南耐药,即 CRKP菌

株,对符合标准的菌株分别采用细菌保存液保存法

和纸片法保存于－７０℃冰箱中.

１􀆰２􀆰２　CRKP的药物敏感性检测:采用购自温州

康 泰 生 物 有 限 公 司 (BIOＧKONT, Wenzhou,

China)的CZA微量肉汤稀释法测定板及替加环素

微量肉汤稀释法测定板进行 CRPK 对 CZA 和替加

环素的药物敏感性检测.根据 CLSIM１００ＧS２７标

准:CZA 的 MIC≤８/４μg/mL 为敏感,CZA 的

MIC≥１６/４μg/mL 为 耐 药,替 加 环 素 MIC≤１
mg/L为敏感,２ mg/L≤MIC≤４ mg/L 为中介,

MIC≥８mg/L为耐药.

１􀆰２􀆰３　 耐 CZA 的 CRKP 菌 株 多 位 点 序 列 分 型

(MLST)及 菌 株 进 化 树 分 析:提 取 耐 CZA 的

CRKP菌株基因组 DNA,多位点序列分型引物下

载肺 炎 克 雷 伯 菌 ７ 个 管 家 基 因 (gapA、infB、

pgi、mdh、rpoB、tonB 和phoE)的引物序列,
由上海生工合成.RealＧtimefluorescencePCR反应

体系:上、下游引物 (１０μmol/L)各０􀆰４μL,２
DreamTaqPCR MasterMix２５μL,DNA 模板４
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μL,用 ddH２O 补 足 ５０μL.mdh、rpoB、pgi、

infB、phoE 反应条件:９５℃２min;９５℃３０s,

５０℃３０s,７２℃１min,进行３０个循环;７２℃８
min.tonB与gapA 的退火温度分别为４５ ℃和６０
℃,余条件相同.将阳性 PCR 产物送铂尚生物科

技技术有限公司进行双向测序,测序结果在 MLST
数据库分析网站进行比对获得细菌ST型并进行菌

株进化树分析.

１􀆰２􀆰４　头孢他啶Ｇ阿维巴坦耐药基因检测:从抗生

素耐药数据库 (CARD)下载CRKP耐CZA耐药基

因NDM、IMP、VIM、DIM、GIM、SIM、SMB、

TMB、SPM、AIM 的序列,设计realＧtimefluoＧ
rescencePCR引物.RealＧtimefluorescencePCR反

应体系:上、下游引物 (１０μmol/L)各０􀆰５μL,

２×UltraSYBR Mixture (Low ROX)１２􀆰５ μL,

DNA模板１μL,用ddH２O补足到２５μL.反应条

件:预变性９５℃１０min;９５℃１５s,６０℃６０s,
进行４０个循环;溶解曲线６０~９５℃,每５s采集１
次荧光.将琼脂凝胶电泳阳性产物送铂尚生物科技

技术有限公司进行测序,对测序结果进行 Blast
比对.

１􀆰３　统计学分析:采用SPSS２２􀆰０统计软件进行

分析,计数资料以百分比表示,P＜０􀆰０５为差异有

统计学意义.

２　结果

２􀆰１　１２１株CRKP对CZA的药敏结果:利用微量

肉汤稀释法检测１２１株CRKP对CZA的药敏结果,
其中有２３株CRKP对 CZA 耐药,占１９􀆰０１％,余

９８株对CZA敏感,占８０􀆰９９％.见图１.

　　注:CZA:头孢他啶Ｇ阿维巴坦;MIC:最低抑菌浓度.

图１　１２１株CRKP对CZA的药敏检测 MIC值分布图

２􀆰２　２３株耐CZA的CRKP替加环素药敏结果:２３
株耐CZA的CRKP通过微量肉汤稀释法检测替加

环素的药物敏感性,发现仅１株耐 CZA 的 CRKP

对替加环素耐药,占４􀆰３５％,１４株对替加环素敏

感,占 ６０􀆰８７％,８ 株 对 替 加 环 素 中 介, 占

３４􀆰７８％.见图２.

　　注:TGC,替加环素;MIC,最低抑菌浓度.

图２　２３株CZA耐药的CRKP替加环素

药敏检测 MIC值分布图

２􀆰３　２３株耐CZA的CRKP序列比对与系统进化树

分析结果:测序序列结果在 MLST 数据库比对分

析结果显示,２３株耐 CZA 的 CRKP可分为８种

ST 型, 其 中 ST１１ 型 １３ 株,ST１４７ 型 ３ 株,

ST８５９ 型 ２ 株,ST２１２３ 型、ST２７３ 型、ST３５２０
型、ST３４４９型、ST１５型各１株.我院耐 CZA 的

CRKP主要ST型为:ST１１型,占５６􀆰５２ ％ (１３/

２３).２３株耐CZA 的 CRKP菌株 MLST分型及进

化树分析见图３.

　　注:ST:序列分型.

图３　２３株耐CZA的CRKPMLST分型及进化树分析

２􀆰４　２３株耐CZA的CRKP耐药基因检测及菌株分

型:对２３株耐CZA 的 CRKP进行１０种耐药基因

(NDM、VIM、IMP、GIM、SPM、TMB、SMB、

SIM、DIM、AIM)PCR 扩增,其中有 １５ 株耐

CZA的 CRKP出现 NDM 扩增阳性.NDM 扩增

阳性的PCR产物经双向测序,其结果与Blast软件

比对后得出４株为NDMＧ５,１１株为NDMＧ１.８株

耐CZA的CRKP均未检测到１０种耐药基因中的任

何一个基因,没有菌株携带两种所检测的耐药基
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因.携带有 NDMＧ１基因的１１株菌株分别为６株

ST１１型、２ 株 ST８５９ 型、１ 株 ST２７３ 型、１ 株

ST３４４９、１株 ST３５２０;携带有 NDMＧ５基因的４
株菌株分别为３株ST１４７型、１株ST１５.

３　讨论

本研究的CRKP菌株主要来源于痰标本,其次

为尿液标本和血液标本,与叶相如等[５]的报道一

致,提示CRKP分离菌株以呼吸道标本来源为主.
孙吉等[６]报道的５７例 CRKP 患者的平均年龄为

(７３±１４)岁,本研究分离的１２１株 CRKP菌株患

者中６０岁以上患者居多,这可能与老年患者基础

疾病多,机体抵抗能力差,住院周期长,且有既往

曾使用过多种抗生素有关.本研究分离的１２１株

CRKP菌株有约一半来源于重症监护病房,有相关

研究报道,入住ICU是CRKP感染的危险因素[７].
本研究显示,我院１２１株 CRKP中有２３株对

CZA耐药,耐药率为１９􀆰０１％,比Zhang等[８]报道

的CRKP对CZA的耐药率 (３􀆰７％)要高,这可能

与他们选择的 CRKP菌株样本量较大 (收集中国

３６家三级医院８７２株CRKP)有关.替加环素,其

分子结构特点赋予了抵抗核糖体保护与细菌 Tet基

因的外排作用两类耐药机制的能力,实现更广谱的

抗菌活性并防止耐药性的发展.本研究对 ２３ 株

CZA耐药的 CRKP进一步检测替加环素的药敏情

况,发现 仅 有 １ 株 对 替 加 环 素 耐 药,耐 药 率 为

４􀆰３５％,提示本院耐 CZA 的 CRKP仍保持着对替

加环素比较高的敏感性,可作为本院耐 CZA 的

CRKP可选治疗药物之一.
基于多位点序列分型 (MLST)的分子流行病

学数据显示肺炎克雷伯菌 ST 型多种多样,David
等[９]分析了来自欧洲３２个国家２４４家医院的６８２
株CRKP的基因组序列,发现其中４７７株集中在４
个克隆系中,分别为 ST１１ 型、ST１５ 型、ST１０１
型、ST２５８/ST５１２型及其衍生物.肺炎克雷伯菌

ST２５８型是美国常见的耐碳青霉烯类药物的序列类

型[１０],而我国 CRKP的主要序列类型是ST１１[１１].
本研究 MLST结果显示,我院耐CZA 的CRKP中

包含８种不同的ST 型,其中ST１１是主要的流行

型,未检出 ST２５８型,与当前国内 CRKP主要流

行序列型相同.对CRKP进行同源性分析可以帮助

判断不同菌株间的亲缘关系,有助于了解CRKP的

分子流行特征,发现耐药菌株的爆发流行、感染源

的来源以及传播途径,从而为院内感染控制提供可

信的依据.判断两种ST有亲缘关系的依据是序列

型中有４~６个管家基因相同,本研究中 ST１１和

ST８５９,ST１４７和 ST２７３只有１个管家基因tonB
的不同,提示他们之间有亲缘关系,可能来源于同

一克隆株.本研究分离的１３株ST１１型耐 CZA 的

CRKP菌株中,６株来源于ICU 病房,２株来源于

神经外科病房,２株来源于消化科病房,来源于呼

吸科病房、高干病房、肝胆外科病房的分别为１
株;２株ST８５９型菌株分别来源于神经外科病房和

ICU 病房;而３株ST１４７型菌株均来源于呼吸科病

房;１株ST２７３型菌株来源于ICU病房.然而,来

自于不同病房的不同菌株之间的具体亲缘关系,还

有待进一步扩大样本和深入研究加以证实.
根据 Ambler分类法可以将βＧ内酰胺酶进一步

分为 A、B、C和D４类.体外研究表明CZA 可抑

制 A、C和某些D类酶,B类βＧ内酰胺酶的另一个

名称是金属βＧ内酰胺酶,肺炎克雷伯菌主要的B类

酶包 括 基 因 NDM、IMP、VIM、SPM、GIM、

SIM 等,活性位点丝氨酸残基的缺乏使得 CZA 对

B类金属酶没有活性[１２].自从２００９年发现NDMＧ１
的肺炎克雷伯菌以来,全世界范围内有 NDMＧ１至

NDMＧ１９共 １９ 种 NDM 亚 型 陆 续 被 人 们 所 发

现[１３Ｇ１４].研究表明,携带NDM 基因的细菌一般具

有泛耐药或者多重耐药特性,因而被视作 “超级细

菌”.意大利和希腊等欧美国家CRKP以产VIM 型

酶较为常见[１５],而我国则主要以较为常见的IMPＧ
４和IMPＧ８ 为 主[１６].本 课 题 ２３ 株 CZA 耐 药 的

CRKP中,有 １５ 株 NDM 扩增阳性,其中携带

NDMＧ１和 NDMＧ５基因的菌株分别为１１株和４
株,２３株 CZA 耐 药 的 CRKP 菌 株 均 未 检 测 到

VIM、IMP、GIM、SPM、TMB、SMB、SIM、

AIM、DIM 耐药基因;因此,提示携带 NDMＧ１
和NDMＧ５基因很可能是导致我院 CRKP耐 CZA
的重要因素.此外,本研究还发现检测出的３株

ST１４７型 耐CZA 的CRKP菌株均携带 NDMＧ５基

因,推测ST１４７型CZA 耐药的CRKP菌株可能更

容易获得编码 NDMＧ５基因的质粒;然而,肺炎克

雷伯菌ST型与携带耐药基因的相关性还有待进一

步研究证实.

Nelson等[１７]报道了由膜孔蛋白突变、KPC 表

达增加和外排泵活性增加多种耐药机制结合而产生

CZA耐药,本研究尚有８株耐CZA 的CRKP未检

测到耐药基因,对于耐 CZA 的 CRKP耐药菌株是

否存在其他耐药机制,例如是否存在外排泵基因、

KPC 基因过表达或KPC、CTX 等其他内酰胺酶
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基因突变、膜孔蛋白缺失或突变,有待后续更深入

的研究进一步探讨.
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􀅰临床研究􀅰

盆底神经肌肉电刺激对中重度宫腔粘连分离术后预防再粘连的
临床研究

福建省龙岩市第二医院 (龙岩３６４０００) 　黄文蓉　解　斐　宋保志１　曾昭珍　林瑞莲　彭燚琼

基金项目:福建省龙岩市科技计划项目 (２０１８LYF５０１６)

１　福建省立医院

【摘　要】　目的　分析盆底神经肌肉电刺激在预防中重度宫腔粘连分离术后再粘连的临床效果.方法　选取本院收治

的中重度宫腔粘连分离术后患者１２８例,随机分为对照组和观察组各６４例.对照组术后应用宫腔放置透明质酸钠凝胶、宫

腔球囊联合大剂量雌激素等综合性治疗,观察组在对照组基础上给予盆底神经肌肉电刺激治疗.观察两组近期疗效、术后月
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