
临床与病理杂志
J  Cl in  Path ol  R e s 2017, 37(10)    http://lcbl.amegroups.com

2043

收稿日期 (Date of reception)：2017–07–04

通信作者 (Corresponding author)：刘小云，Email: justforxiaoyun@126.com

基 金 项 目 (Foundation item)： 无 锡 市 科 技 支 撑 项 目 (CSE31N1602)。This work was supported by Science and Technology Bureau of Wuxi, China 

(CSE31N1602).

doi: 10.3978/j.issn.2095-6959.2017.10.004
View this article at: http://dx.doi.org/10.3978/j.issn.2095-6959.2017.10.004

Carba NP 直接纸片法检测肠杆菌科细菌碳青霉烯酶的应用评估

胡锡池1，胡仁静1，刘小云2

(1. 南京医科大学附属无锡市第二人民医院检验科，江苏 无锡 214002； 

2. 徐州医科大学附属医院中心实验室，江苏 徐州 221002)

[摘　要]	 目的：评估Carba NP直接纸片法快速检测肠杆菌科细菌产碳青霉烯酶菌株的实用价值。方法：收

集2015年4月至2016年12月来自各类标本的肠杆菌科细菌212株，其中122株试验菌，90株对照菌

分别进行Carba NP试验和Carba NP直接纸片法检测，同时将耐药基因的普通PCR的检测结果作为

金标准。结果：在122株细菌中，KPC-2耐药基因阳性菌株为112株；NDM-1基因阳性菌株为8株；

2株未检出耐药基因；未发现携带D组OXA-48基因的实验菌。与PCR结果相比，Carba NP试验与

Carba NP直接纸片法对于所测菌株的碳青霉烯酶的敏感性高达98%，特异性高达100%；Carba NP

试验在60 min内完成检测，而Carba NP直接纸片法最快可以在5 min内完成检测。结论：相对于

Carba NP试验，Carba NP直接纸片法无需昂贵的蛋白抽提液，试剂成本价廉，操作简便，可以有

效协助临床抗感染治疗。
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Clinical evaluation of Carba NP paper strip test in detection 
of carbapenemase-producing Enterobacteriaceae
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Abstract Objective: To evaluate Carba NP paper strip test for the carbapenemase detection of carbapenem-resistant 

Enterobacteriaceae. Methods: A total of 122 Enterobacteriaceae were isolated from various clinical samples from 

the Second People’s Hospital between April 1, 2015 and December 31, 2016. The phenotype of Enterobacteriaceae 

were detected by Carba NP test and Carba NP paper strip test, the genes of carbapenemase detection were 

performed by PCR, which was regarded as a gold standard method to gene detection. Results: A total of 112 

blaKPC-2 isolates, 8 blaNDM-1 isolates, no class D carbapenemase isolate, and 2 non-carbapenemase isolates 

were detected in 122 carbapenem-resistant Enterobacteriaceae. The sensitivity of Carba NP test and Carba NP 

direct paper to the carbapenemase of the tested strain was as high as 98% and the specificity was as high as 100%, 
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当前，碳青霉烯类抗生素耐药的肠杆菌科细

菌(carbapenem resistant Enterobacteriaceae，CRE)已经

严重威胁全球的公共卫生[1]。目前可用于CRE感染

的治疗药物非常有限，主要为黏菌素、多黏菌素

B、磷霉素、替加环素和部分氨基糖苷类药物。而

单用上述药物治疗严重的CRE感染往往效果不佳，

及早发现CRE、及时联合用药可能对病人的预后更

有意义[2]。因此快速准确地鉴定出CRE显得尤为重

要。目前，常用的检测碳青霉烯酶的方法有Hodge
试验(MHT)、显色培养基和基因检测等。2012年

Nordmann等[3]首次报道Carba NP实验(Carbapenemase 

Nordmann-Poirel test)用于快速检测碳青霉烯酶。

2 0 1 5年美国临床和实验室标准协会(C l i n i c a l  a n d 
Laboratory Standards Institute，CLSI)纳入Carba NP试

验用于快速筛查CRE。Carba NP试验检测时间短，

敏感性和特异性高，在全球医学临床实验室广泛应

用。本研究对Carba NP经典方法进行大胆改良，无

需使用昂贵的蛋白提取液，简化步骤，使之更适合

在广大基层实验室中开展。现将Carba NP直接纸片

法检测CRE的结果与Carba NP经典方法和PCR法进行

对比，以期评价其敏感性与特异性。

1  材料与方法

1.1  菌株来源

收集江苏省无锡市第二人民医院 2 0 1 5 年 4 月

至2016年12月收集的耐碳青霉烯类抗生素的肠杆

菌科细菌 1 2 2 株，同时留取 9 0 株碳青霉烯类抗生

素敏感的肠杆菌科细菌(剔除重复株)用于对照，

标本来自痰、尿液、血液、引流液、胸腹水等。

药敏结果解释参照美国 C L S I 的 M 1 0 0 - S 2 5 标准。

阳性质控菌ATCC  B A A - 1 7 0 5和阴性质控菌ATCC 
BA A-1706由南京鼓楼医院惠赠。

1.2  主要仪器和试剂

主要仪器有德国Eppendor f公司的PCR仪和美

国 T h e r m o 公 司 的 凝 胶 成 像 仪 。 主 要 试 剂 有 德 国

Eppendorf公司的DNA标志物，北京天根生化科技

有限公司的DNA提取试剂盒，徐州微科曼得生物

工程有限公司的P CR检测试剂，上海生工生物工

程有限公司的引物的合成和测序，杭州默沙东制

药有限公司的亚胺培南西司他丁钠，美国Thermo
公司的酚红试剂和细菌总蛋白抽提试剂以及美国

Sigma公司的硫酸锌七水合物。

1.3  试剂的配制[3]

Carba NP试验与Carba NP直接纸片法的检测液

的配方相同。

A液：0 . 0 5 %酚红溶液+ 1 8 0  μ L的0 . 1  m m o l / L 
ZnSO4水溶液(0.1 mol/L NAOH及10% HCl调pH为

7.8±0.1)。

B液：每毫升A液中含有终浓度为6 mg/mL的

亚胺培南/西司他丁。

1.4  碳青霉烯酶表型确认试验

1.4.1  Carba NP试验[3]

实验流程：取2 0 0  μ L细菌蛋白抽提液分别加

到 两 个 E P 管 中 ， 各 1 0 0  μ L ， 作 为 试 验 管 和 对 照

管。用1 0  μ L接种环取1满环细菌的量，分别加入

EP管，混匀振荡5 s后，再分别加入检测液A，B，

然后放置于37 ℃孵箱，每隔半小时观察结果(2 h
内观察为宜)。

1.4.2  Carba NP直接纸片法

实验流程：制备1.5 cm × 1.5 cm直径的圆形滤

纸片，在纸片上加入A，B液各50 μL。用10 μL接种

环取1满环细菌的量，分别在纸片上进行研磨，观

察颜色变化。结果判读同上。

1.5  基因检测及测序

严格按照试剂盒说明书提取细菌D N A，P CR
扩增主要的碳青霉烯酶基因，具体引物名称与序

列、扩增长度等见表1。

refer to PCR results. Carba NP test can be done within one hour, and Carba NP paper strip test can be done within 

five minutes. Conclusion: Relative to the Carba NP test, Carba NP simple paper method does not need expensive 

protein extraction liquid, cheap and easy to operate, suitable for primary hospitals are widely used, which can 

effectively assist clinical anti-infection treatment.

Keywords Carba NP paper strip test; carbapenemase; detection value
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2  结果

2.1  基因检测结果

1 2 2株CR E中的碳青霉烯酶基因阳性株为1 2 0

株，分别为产KPC-2型碳青霉烯酶的肠杆菌科细菌

112株和产NDM-1型碳青霉烯酶8株(8株菌均为大

肠埃希菌)。CRE组中2株未检出碳青霉烯酶基因。

90株对照菌株均未检出碳青霉烯酶基因。PCR电泳

结果见图1。

2.2  碳青霉烯酶表型试验结果

2.2.1  Carba NP 试验结果

1 2 0株碳青霉烯酶基因阳性的CR E中，有1 1 8
株Carba NP试验为阳性，110株产KPC-2酶的CRE
菌株均在 6 0  m i n 由红色变成黄色， 8株产 N D M - 1
酶的CRE菌株在5 min内均由红色变为黄色，CRE
组中2株非产碳青霉烯酶的菌株及90株CSE菌株的

Carba NP试验均为阴性(图2，表2)。

2.2.2  Carba NP 直接纸片法

1 2 0株碳青霉烯酶基因阳性的CR E中，有1 1 8
株 改 良 C a r b a  N P 试 验 阳 性 ， 1 1 0 株 K P C - 2 及 8 株

NDM-1酶型均在5 min内均由红色变为黄色，CRE
组中2株非产碳青霉烯酶的菌株及90株CSE菌株的

Carba NP试验均为阴性。该方法结果与Carba NP试

验完全一致。纸片法的颜色消退比较快，需5 min
内完成结果判读(图3，表2)。

2.3  表型试验与 PCR 结果比较

与PCR结果相比：122株受检菌株，Carba NP
直接纸片法筛查碳青霉烯酶结果的敏感性为98%，

特异性为100%(表2，3，图4)。

表 3 中 两 种 方 法 检 测 碳 青 霉 烯 酶 的 结 果 差 异

无统计学意义( P < 0 . 0 5 )。以P CR结果为金标准，

Carba NP直接纸片法的敏感性为98%(118/120)，

表1 PCR检测的引物的序列及温度

Table 1 Primers used for PCR detection of carbapenemase encoding genes

基因 引物名称 引物序列(5'-3') 扩增长度/bp 退火温度/℃

blaKPC KPC-F ATGTCACTGTATCGCCGTCTA
882 56

KPC-R TTACTGCCCGTTGACGCCCAA

blaSME SME-F AACGGCTTCATTTTTGTTTAG
830 56

SME-R GCTTCCGCAATAGTTTTATCA

blaGES GES-F ATGCGCTTCATTCACGCAC
846 57

GES-R CTATTTGTCCGTGCTCAGG

blaIMP IMP-F CGGCCKCAGGAGMGKCTT
587 57

IMP-R AACCAGTTTTGCYTTACYAT

blaVIM VIM-F GCMCTTCTCGCGGAGATTGA
257 59

VIM-R TGCGCAGCACCRGGATAGA

blaNDM-1 NDM-1-F TCCTTGATCAGGCAGCCACC
591 64

NDM-1-R CGCATTAGCCGCTGCATTGA 

blaOXA-48 OXA-48-F GCTTGATCGCCCTCGATT
281 57

OXA-48-R GATTTGCTCCGTGGCCGAAA

图1 肠杆菌科细菌电泳图

Figure 1 Electrophoregram examples for the products of PCR 

1：blaKPC阳性的肺炎克雷伯菌；2~3：blaNDM阳性的

大肠埃希菌；4：ATCC BAA-1705(阳性对照)；5：ATCC 

BAA-1706(阴性对照)。

Lane 1: blaKPC-positive Klebsiella pneumoniae; lanes 2–3: 

blaKPC-positive Escherichia coli; lane 4: ATCC BAA-1705 

(positive control); lane 5: ATCC BAA-1706 (negative control).

M             1               2              3              4              5              6

500 bp

250 bp

100 bp

2 000 bp
1 500 bp
1 000 bp

750 bp
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特异性为100%(92/92)。

Car ba NP直接纸片法出现阳性的时间较短，

在 5  m i n 之后阳性均出现。而 C a r b a  N P 试验大部

分在2 0  m i n内出现阳性，而还有部分阳性结果在

60 min左右出现(图4)。

表2 肠杆菌科细菌碳青霉烯酶表型试验的结果比较

Table 2 Comparison of the results of carbapenemase phenotype in Enterobacteriaceae using Carba NP test and Carba NP paper 

strip test

组别 基因型 菌株

最小抑菌浓度/(mg·L−1) 表型试验

IMP ETP
Carba NP试验

阳性株数

Carba NP 直接纸片

法阳性株数

CRE  组 KPC-2(n=112) 肺炎克雷伯菌(n=92) 4，≥16 0.5，≥8 92 92

大肠埃希菌(n=14) ≤1，≥16 2，≥8 14 14

产气肠杆菌(n=2) 2，≥16 ≥8 2 2

黏质沙雷菌(n=3) 4 ≥8 3 3

弗氏柠檬酸杆菌

(n=1)

4 2 1 1

NDM-1(n=8) 大肠埃希菌(n=8) 4，≥16 ≥8 8 8

非产碳青霉烯酶

(n=2)

肺炎克雷伯菌(n=2) ≤1 ≤0.5，

≥8

0 0

CSE 组 产ESBLs酶 肺炎克雷伯菌(n=55) ≤1 ≤0.5 0 0

大肠埃希菌(n=35) ≤1 ≤0.5 0 0

ATCC BAA 1705

阳性对照

ATCC BAA 1706

阴性对照

WXEYCRE05

KPC-2

WXEYCRE38

NDM-1

图2 肠杆菌科细菌 Carba NP试验结果图

Figure 2 Carba NP test results for Enterobacteriaceae  
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3  讨论

当前由CR E引起的的院内感染的案例日益增

多，2001年Hawkey等[4]首次报道我国的产blaIMP-4

碳青霉烯酶的柠檬酸杆菌， 2 0 0 7 年 We i 等 [ 5 ]首次

报道我国的产K P C - 2的肠杆菌科。2 0 1 5年全国耐

药监测网的数据显示：全国肺炎克雷伯菌对耐碳

青霉烯类抗生素平均耐药率为7 . 6 %，且呈逐年加

快趋势。而在经济发达的东南沿海如上海，浙江

地区已经接近 2 0 % ，因此探索快速检测产碳青霉

烯酶CR E的试验方法俨然成为当务之急。2 0 1 2年

美国CD C将CR E列入最高耐药菌防范等级，快速

耐药表型检测得到全世界范围的关注。2012年报

道的Carba NP试验在2015年被纳入CLSI；2015年

报道的碳青霉烯类失活(c a r ba p e n e m  i n ac t i v at i o n 

m e t h o d ， C I M) 实验在经过改良后在 2 0 1 7 被纳入

CLSI，期间大量的学者团队致力于快速表型检测

的研究。

Carba NP实验是2012年Nordmann等 [3]团队研

发的一种快速显色碳青霉烯酶检测试验。2012年

后国内外的研究人员对该试验进行改良，包括改

变抽提液、显色底物等方式来提高灵敏度 [7-9]；改

变底物来降低成本 [10]，并且将检测范围扩展到非

发酵菌领域。但是该试验仍需要昂贵的蛋白抽提

液，在基层医疗机构普遍开展还是有相当大的难

度。 2 0 1 6 年泰国有学者 [ 1 1 ]使用滤纸法进行 Ca r b a 

N P 试 验 ， 该 方 法 操 作 简 便 ， 无 需 使 用 蛋 白 提 取

液 ， 简 化 实 验 步 骤 。 但 是 该 研 究 中 主 要 试 验 菌

株集中在产 N D M - 1 酶的肠杆菌科，仅包含 1个产

K P C - 2酶的菌株，缺少我国广泛流行的K P C酶的

检测数据。若直接在中国采用该改良Carba NP试

验，缺乏足够的支持性数据。因此本研究对122株

CRE(其中112株产KPC -2酶，占91.8%)进行Carba 

NP试验和Carba NP直接纸片法，同时参照PCR结

果，从而评估直接纸片法的应用价值。

本研究中212株受检菌中122株为CR E，90株

为CSE。122株CRE中120株产碳青霉烯酶，2株不

产碳青霉烯酶，估计为其它的耐药机制导致碳青

霉烯酶类抗生素耐药。Carba NP直接纸片法结果

与Ca r b a  N P试验完全一致，共检出1 1 8株阳性， 

图3 肠杆菌科细菌Carba NP direct试验结果图

Figure 3 Carba NP test results for Enterobacteriaceae

图4 Carba NP试验及Carba NP 纸片法出现阳性结果的反应

时间

Fi g u r e  4  I n c u b a t i o n  t i m e  r e q u i r e d  f o r  d e t e c t i o n  o f 

carbapenemase activity by using Carba NP test and Carba NP 

paper strip test

ATCC BAA 1705

阳性对照

ATCC BAA 1706

阴性对照

WXEYCRE05

KPC-2

WXEYCRE38

NDM-1

表3 Carba NP直接纸片法与PCR法检测碳青霉烯酶的结

果比较

Table 3 Comparison between the results of Carba NP paper 

strip test and PCR

Carba NP直接

纸片法

PCR法
合计

阳性 阴性

阳性 118 0 118

阴性 2 92 94

合计 120 92 212

KPC
(n=112)

Carba NP test Carba NP paper strip test

KPC-strip
(n=112)

NDM
(n=8)

NDM-strip
(n=8)

Ti
m

e/
m

in

80

60

40

20

0
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94株阴性。Carba NP直接纸片法在5 min内阳性结

果全部出现，而Carba NP试验中部分结果的反应时

间为60 min。与PCR结果相比：212株受检菌株，

Carba NP直接纸片法筛查碳青霉烯酶结果的敏感

性为98%(92株碳青霉烯酶阳性的肺炎克雷伯菌中

有两株Carba NP试验与Carba NP直接纸片法均为阴

性，可能与仅仅携带K P C基因而没有表达蛋白有

关)，特异性为100%(限于财力物力，本文仅检测

碳青霉烯酶的最常见7种基因型，数据可能不够全

面)。综上所述，Carba NP直接纸片法与Carba NP

试验性能相同，而Carba NP直接纸片法变色时间比

Carba NP试验更短，并且不需要昂贵的蛋白提取

液，成本更低，操作性更强，尤其适合基层微生

物学实验室开展。临床实际工作中，当我们第一

时间在ICU、呼吸监护等重度耐药菌频发的标本中

发现可疑病原菌时，可立即采用Carba NP直接纸片

法检测碳青霉烯酶，不需要经过复杂的蛋白提取

步骤，短短十几分钟后就可得到结果，如果该试

验阳性，立即迅速通知临床医生该菌为产碳青霉

烯酶的重度耐药菌，建议临床根据病情酌情联用

强效抗生素用于CRE菌株的感染，这对于临床争分

夺秒抢救重度感染患者，遏制耐药菌引起的院内

感染的扩散与爆发均具有重要意义[12]。

Car ba NP试验的菌株一般取自血平板培养基

或者 M H 培养基上 [ 1 3 ]，麦康凯等选择性平板的培

养基上的菌落存在干扰反应体系酸碱度的可能，

所以不予采用。另外，Ca r ba  N P试验对D组的产

OX A - 4 8酶及OX A - 4 8 - l i k e菌株的检测的敏感性较

低，阳性率仅11%，主要与D组的OXA-48酶的水解

活性相关。本研究中2株非产酶的Carba NP纸片法

与Carba NP试验均为阴性，可能与孔蛋白丢失相 

关[14]，有待进一步研究。
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