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［摘 要］ 目的：分析 ICU病房耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌（carbapenem⁃resistant Klebsiella pneumoniae，CRKP）的耐药状况和

同源性。方法：收集河南科技大学第一附属医院2018年3—9月肺炎克雷伯菌临床分离株171株。基质辅助激光解析电离飞

行时间质谱（MALDI⁃TOF MS）进行菌株鉴定，琼脂稀释和微量肉汤稀释法检测药物最小抑菌浓度（minimum inhibitory concen⁃
tration，MIC）值，多位点序列分型（MLST）进行同源性测定，mCIM和 eCIM实验进行碳青霉烯酶初筛，β⁃内酰胺酶、血清荚膜分

型基因进行PCR扩增后测序。结果：全院共检出CRKP 68株（39.8%，68/171），其中 ICU病区46株（67.6%，46/68）。46株CRKP
对头孢他啶阿维巴坦、替加环素、多黏菌素、米诺环素的耐药率分别为0、0、4.3%、41.7%；菌株在美罗培南、亚胺培南、头孢他

啶、氯霉素、磷霉素、氨曲南、环丙沙星MIC90>128；93.5%（43/46）CRKP为 ST11型；60.9%（28/46）荚膜血清分型为K47，23.9%
（11/46）为K64；46（100%）株均携带blaKPC⁃2、blaSHV和blaTEM，40株（86.96%）携带blaCTX⁃M，6株（13.04%）携带blaDHA。结论：该院流行

于 ICU病区的CRKP菌株以ST11型为主，大多数菌株同时携带blaKPC⁃2、blaSHV、blaTEM和blaCTX⁃M。细菌耐药程度高，感染控制部门

应重视 ICU病区的CRKP传播问题。
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［Abstract］ Objective：This study aims to analyze susceptibility and homology of clinically isolated carbapenem⁃resistant Klebsiella
pneumoniae（CRKP）from ICU ward. Methods：A total of 171 independent CRKP isolates were collected between March 2018 and
September 2018 from the First Affiliated Hospital of Henan University of Science and Technology. The isolates were identified by
MALDI ⁃ TOF MS，characterized by agar dilution，microdilution methods and multilocus sequence typing（MLST）. Carbapenemase
phenotype was confirmed by mCIM and eCIM test. β⁃lactamases and serotype were detected by polymerase chain reaction and DNA
sequencing. Results：There were 68（39.8%，68/171）CRKP isolates in the hospital and 46（67.6%，46/68）isolates of CRKP in ICU.
The resistant rate of the 46 isolates to ceftazidime/avibactam，tigecycline，colistin，and minocycline were 0，0，4.3%，and 41.7%. MIC90

of meropenem，imipenem，ceftazidime，chloramphenicol，fosfomycin，and aztreonam were over 128. Sequence type（ST）11（43/46，
93.5%）were predominant. K47（60.9%，28/46）was the most common serotype，followed by K64（23.9%，11/46）. The isolates all
harbored β⁃lactamases of blaKPC⁃2，blaSHV，and blaTEM，and harbored blaCTX⁃M（40/46，86.96%），blaDHA（6/46，13.04%）. Conclusion：Most
CRKP in ICU are ST11，which co ⁃ carried blaKPC ⁃ 2，blaSHV，blaTEM，and blaCTX ⁃ M. All isolates showed serious antimicrobial resistance.
Nosocomial infection control may be should focus on preventing CRKP transfer in ICU.
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肺炎克雷伯菌是社区获得性和医院获得性感

染的重要病原体，研究发现耐碳青霉烯类肺炎克雷

伯 菌（carbapenem ⁃ resistant Klebsiella pneumoniae，

CRKP）患者病死率明显高于抗菌药物敏感的肺炎

克雷伯菌感染患者［1- 2］。全国耐药监测数据显示

2016年河南省CRKP检出率为 23.2%［3］，到 2018年

这一数据达到 32.5%［4］，位居全国耐药率之首。在

ICU住院患者中，这一数据会更高［5］。CRKP的高耐

药性与菌株携带的各种耐药基因息息相关，在临床治

疗上也面临着抗生素的选择性难题，本院在临床用药

的选择上仍缺乏有效的理论支撑。本研究对河南科

技大学第一附属医院 ICU病房中分离出的CRKP进

行抗菌药物最小抑菌浓度（minimum inhibitory con⁃
centration，MIC）值测定、分子流行病学及同源性的研

究，为临床抗感染治疗与院内感染防控提供指导。

1 材料和方法

1.1 材料

收集河南科技大学第一附属医院2018年3—9月
检出的非重复肺炎克雷伯菌171株。质控菌株为大

肠埃希菌ATCC 25922（国家卫计委临检中心），阳性

对照菌株为实验室前期通过测序获得的已知KPC、
NDM、SHV等酶基因阳性的菌株。

基质辅助激光解析电离飞行时间质谱仪 VI⁃
TEK MS（生物梅里埃公司，法国），PCR扩增仪及脉

冲场凝胶电泳仪（伯乐公司，美国），凝胶成像仪

（UVP公司，美国），PCR反应试剂盒（TaKaRa公司，

日本），M⁃H琼脂、抗生素（Oxoid公司，英国）。

1.2 方法

1.2.1 菌株鉴定

使用质谱仪VITEK MS对所有纳入筛选的菌株

进行复核鉴定，质控菌株采用大肠埃希菌 ATCC
25922。
1.2.2 药物敏感性实验

采用琼脂稀释法测定 0.125~256.00范围内的

MIC值，操作方法参考临床实验室标准化协会（CL⁃
SI）（M07，2015）标准［6］，多黏菌素药物参照参照欧洲

抗菌药物敏感性试验委员会（European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing，EUCAST）标

准［7］，其他药物参照CLSI（M100，2019）标准［8］进行判

读。替加环素采用微量肉汤稀释法测定MIC值，参

照美国食品和药物管理局（FDA）标准［9］进行判读。

1.2.3 mCIM和eCIM实验

改良碳青霉烯类灭活实验，实验步骤参照CLSI

（M100，2019）。
1.2.4 PCR扩增及测序

经mCIM和 eCIM实验筛选为阳性的菌株，采用

PCR的方法检测其碳青霉烯酶（blaKPC、blaNDM、blaIMP）

和其他β⁃内酰胺酶基因（blaCTX⁃M、blaTEM、blaSHV、blaDHA、

blaCMY、blaACT、blaACC和 blaVIM）。PCR产物电泳后送北

京擎科生物技术有限公司进行测序。PCR引物序

列、扩增体系，反应条件参考文献［10］。
1.2.5 多位点序列分型（MLST）及荚膜分型实验

肺炎克雷伯菌的MLST 实验方法参考MLST分

型 网 站 （http：//www.pasteur.fr/recherche/genopole/
PF8/mlst/Kpneumoniae.html）。我们对网站提供的 7
个管家基因（gapA、infB、mdn、pgi、phoE、rpoB、tonB）
分别行PCR后测序，测序结果与网站中MLST库进

行比对，查询菌株的ST型。荚膜分型检测参考文献

［11］所述设计引物，采用多重PCR方法进行K47和
K64的快速筛查。

2 结 果

2.1 菌株资料统计结果

采用VITEK MS复核鉴定，共收集 2018年 3—
9月间的 171株肺炎克雷伯菌。mCIM和 eCIM实验

显示有68株为CRKP，检出率为39.8%；其中46株来

自 ICU病房，占全院CRKP的67.6%。标本类型以呼

吸道标本为主，少量为血液标本、脑脊液标本和导

管标本（表1）。

2.2 药物敏感性实验结果

46株CRKP药物敏感性实验显示，头孢他啶阿

维巴坦、氨曲南阿维巴坦、替加环素、多黏菌素、米

诺环素、氯霉素、阿米卡星耐药率分别为 0、0、0、
4.3%、41.7%、76.0%和 95.7%；对碳青霉烯类抗生

素、磷霉素、加酶抑制剂的β⁃内酰胺类抗生素及三代

或四代头孢菌素耐药率均达到100%（表2）。
2.3 耐药基因检测结果

46株 CRKP经 PCR检测后发现均扩增出KPC

表1 46株CRKP来源资料表

Table 1 The distribution of CRKP by clinical setting
（n）

科室

呼吸内科 ICU
外科 ICU
急诊 ICU
神经内科 ICU
心外科 ICU

菌株数

14
17
08
04
03

痰

11
15
08
03
02

血

2
0
0
0
1

脑脊液

0
1
0
0
0

导管

1
1
0
1
0

感染部位

··1530



基因条带（图 1），未发现NDM、IMP碳青霉烯酶（电

泳图未示出）。PCR产物测序后确认全部为KPC⁃2
碳青霉烯酶。对其他β⁃内酰胺酶基因扩增并测序后

发现 46株携带 blaSHV⁃11和 blaTEM⁃1，40株携带 blaCTX⁃M，

6株携带 blaDHA⁃1（表 3）；blaCMY、blaACT、blaACC和 blaVIM等

基因均未检出。

2.4 MLST及其荚膜分型结果

MLST 分型显示 ST11 型 CRKP 占 93.5%（43/
46），除呼吸内科重症监护室外，其他科室全部为

ST11型。荚膜血清分型中K47型占60.9%（28/46），

K64型占23.9%（11/46）（表4）。
3 讨 论

由于 ICU病区主要接收急重症患者，多数患者

涉及转院、转科、侵入性治疗、手术治疗等等，该病

区成为院内感染的高发区域，也是CRKP主要流行

的区域［5］。河南省 2018年 32.5%的CRKP检出率更

是达到全国首位。有研究表明河南省 ICU 病房

CRKP检出率已经达到48.1%［9］，远远高于中国细菌

监测系统13.4%的平均比率［5］。本院 ICU病房CRKP
的检出率为 42.6%（46/108），与国内研究数据相

近。如此高的感染率和CRKP的泛耐药性给临床诊

治和公共卫生安全带来巨大压力和负担，因此迫切

需要针对性地了解医院感染CRKP的微生物和临床

特征，为全院的感染控制、ICU病房合理的用药选择

提供理论依据。

CRKP感染的处理在用药选择上一直颇有难

度，临床上常常采用联合用药的方式进行治疗，然

而最佳联合方案和效果仍待研究。国内多中心研

究发现，碳青霉烯类耐药的肠杆菌科细菌在阿米卡

星、磷霉素、氯霉素耐药率分别为 45.5%、60.0%和

2 000 bp—
1 000 bp—750 bp—
500 bp—
250 bp—
100 bp—

M 1 2 3 4

—1 011 bp

M：DL2000 DNA marker；1：阳性对照；2~4：检测样本KPC基因

片段，长度为1 011 bp。
图1 部分菌株KPC基因PCR电泳图

Figure 1 PCR electrophoresis map of KPC gene of some
stains

表2 CRKP的抗生素敏感性实验结果

Table 2 Antimicrobial susceptibility testing results of
CRKP isolates

肺炎克雷伯菌株（n=46）
MIC90

（mg/L）
2.000
0.500

>256.000
>256.000

1.000
0.500

>256.000
>256.000
>256.000
>256.000
>256.000
>256.000
>256.000
>256.000
>256.000
>256.000
128.000
128.000
32.000

>256.000
128.000

S（%）

100.0
100.0

8.7
0.0

95.7
95.7
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
4.3
0.0
0.0

37.0
0.0
0.0

R（%）

0.0
0.0

76.0
100.0

0.0
4.3

100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
95.7

100.0
100.0
41.3

100.0
100.0

MIC50

（mg/L）
2.000
0.250

256.000
256.000

0.500
0.125

>256.000
256.000
256.000
256.000
128.000
128.000
128.000
256.000

>256.000
>256.000

64.000
32.000
8.000

256.000
64.000

抗生素名称

头孢他啶阿维巴坦

氨曲南阿维巴坦

氯霉素

磷霉素

替加环素

多黏菌素

氨曲南

头孢西丁

头孢吡肟

头孢他啶

亚胺培南

美罗培南

厄他培南

头孢哌酮舒巴坦

哌拉西林他唑巴坦

阿米卡星

环丙沙星

左氧氟沙星

米诺环素

头孢噻肟

头孢噻肟克拉维酸

S：敏感率；R：耐药率。

表3 46株 ICU病区CRKP耐药基因携带情况表

Table 3 Carbapenemase genes identified in 46 strains of CRKP

*：此处CTX⁃M仅代表CTX⁃M 9组群（包含CTX⁃M⁃9、CTX⁃M⁃14等），其他群组未检出。

科室分类

呼吸内科 ICU（n=14）
外科 ICU（n=17）
急诊 ICU（n=8）
神经内科 ICU（n=4）
心外科 ICU（n=3）

CTX⁃M*

11（78.6）
17（100.0）
06（75.0）
03（75.0）
03（100.0）

SHV⁃11
14（100.0）
17（100.0）
8（100.0）
4（100.0）
3（100.0）

DHA⁃1
3（21.4）
0
2（25.0）
1（25.0）
0

TEM⁃1
14（100.0）
17（100.0）
8（100.0）
4（100.0）
3（100.0）

KPC⁃2
14（100.0）
17（100.0）
8（100.0）
4（100.0）
3（100.0）

NDM
0
0
0
0
0

碳青霉烯酶检出率 β⁃内酰胺酶检出率

［n（%）］
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73.1%［13］；本研究中这些药物在 ST11型CRKP中的

耐药率更高，分别为95.7%、100.0%和76.0%，多黏菌

素和替加环素似乎是仅有的选择。在新药阿维巴坦

上市后，CRKP治疗有了新的选择。为了深入了解阿

维巴坦的应用效果，本研究检测了头孢他啶阿维巴坦

酶和氨曲南阿维巴坦对CRKP的MIC值，其耐药情况

少见。鉴于多黏菌素对呼吸道感染的使用限制和多

种不良反应，替加环素和阿维巴坦的复合抗生素可能

是ICU病房在面临CRKP感染时的最佳选择。

CRKP的耐药性常常与它所携带的碳青霉烯酶

相关，本研究中的CRKP对绝大多数药物表现出了

相当高的耐药性。通常临床检出CRKP后不再推荐

使用高MIC值药物，包括增大剂量或是延长输注时

间。为进一步探讨它们高度耐药的原因，我们检测

多种β⁃内酰胺酶基因，发现CRKP同时携带的耐药基

因有KPC⁃2、TEM⁃1和SHV⁃11，部分菌株携带CTX⁃M
（86.96%）和DHA（13.04%）。同时药物敏感性实验

中加入了头孢噻肟和头孢噻肟克拉维酸的超广谱β⁃
内酰胺酶（ESBLs）确证实验，阳性结果仅有3例。由

此可见，该院CRKP的高度耐药并非只是碳青霉烯酶

的产生造成，菌株中还叠加了多种ESBLs和头孢菌素

酶（AmpC酶）的耐药作用。多种酶存在条件下，ES⁃
BLs检测确证实验由于其他酶基因的作用掩盖其阳

性反应而并不能真实反映菌株对酶的携带情况。

MLST分型结果中，本院以93.5%的ST11占绝对

优势，且高于中国中部区域 ST11占比的平均水平

（65.8%）［13］，因此 ICU病区的CRKP不仅有较高的发

生率，也有较高的同源性。本研究中标本主要来源

于呼吸道，呼吸道是 ICU病房环境菌人体定植的重

要方式［14］。前期我们已有研究发现本院 ICU病区的

CRKP与病房环境中 CRKP同源性呈高度一致［15］。

因而作为同源性较单一的流行株，重视环境监测和

有效隔离会是减少本院 ICU病区发生院内感染的重

要方式。随着近几年人们对CRKP高毒力认识的不

断加深，高毒株的传统定义［16］遭遇挑战。Zhang等［17］

研究显示 80%的 K64 型 ST11 ⁃ CRKP 成为高毒力

CRKP的代表，河南省高毒力株的检出比例（25.4%）

居全国前列。这与本研究23.9%的K64型检出率接

近。受限于参与研究的菌株数量，我们没有更高级别

的证据来判定该院高毒力株的流行状况，未来需要加

强检测更多的菌株来进一步验证本结论。

作为 CRKP的高发生区域，研究 CRKP相关流

行特征，积极寻找临床证据，尽可能地遏制感染率

显得尤为重要。本研究所展现出的流行病学数据

给感控工作提供了理论依据，也为进一步的研究工

作打下了基础。
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