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　　摘　要：目的　分析昆明医科大学第一附属医院无菌体液中分离出的耐碳青霉烯类肠杆菌科细菌（ＣＲＥ）
的临床分布情况和耐药性，为临床抗菌药物的合理使用提供依据。方法　采用标准纸片法或仪器法，按照统一
技术方案，鉴定并完成细菌耐药性检测。药敏结果依据ＣＬＳＩ２０２０标准进行判读，数据分析用 ＷＨＯＮＥＴ５．６完
成。对表型确定的ＣＲＥ菌株进行测序分析，确定基因型。结果　无菌体液中共分离出４６株ＣＲＥ，其中肺炎克
雷伯菌４３株，大肠埃希菌１株，产气克雷伯菌１株，阴沟肠杆菌１株。耐碳青霉烯的肺炎克雷伯菌中检出携带
ｂｌａＫＰＣ基因３２株、ｂｌａＯＸＡ－４８基因７株、ｂｌａＩＭＰ基因１株，检出同时携带ｂｌａＫＰＣ、ｂｌａＯＸＡ－４８基因２株，检出未携带
ｂｌａＫＰＣ、ｂｌａＯＸＡ－４８、ｂｌａＮＤＭ、ｂｌａＩＭＰ、ｂｌａＶＩＭ基因的菌株１株。４６株ＣＲＥ除对碳青霉烯类抗菌药物耐药外，也对β－内
酰胺类、氨基糖苷类、大环内酯类、磷霉素等抗菌药物耐药，未发现对替加环素耐药的菌株。结论　无菌体液中
分离的ＣＲＥ以肺炎克雷伯菌为主，酶型以ＫＰＣ为主，有多种耐药基因同时存在的情况，对常用抗菌药物普遍
耐药。医院需加强对ＣＲＥ的防控，实验室应结合自身条件及临床需求开展碳青霉烯酶型的检测。
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　　细菌耐药已成为全球公共健康领域的重大挑战，
其中尤以耐碳青霉烯类肠杆菌科细菌（ＣＲＥ）引起的
感染形势最为严峻。ＣＲＥ菌株所致感染具有高病死
率、高耐药性、高传播性的特点［１］。根据美国疾病预
防控制中心对ＣＲＥ的定义，满足以下任意一个条件
的肠杆菌科细菌即定义为ＣＲＥ：（１）对亚胺培南、美罗
培南、厄他培南或多利培南任何一种碳青霉烯类抗菌
药物耐药者，对于天然对亚胺培南敏感性降低的细菌
（如摩根菌属、变形杆菌属和普罗威登菌属等），需参
考除亚胺培南外的其他碳青霉烯类抗菌药物的药敏
结果；（２）产生碳青霉烯酶［２］。研究显示，ＣＲＥ所致侵
袭性感染的病死率可达５６．７％［３］。ＣＲＥ菌株通常还
携带有对其他抗菌药物耐药的基因，对抗菌药物呈广
泛耐药甚至全耐药的特征，使临床的抗感染治疗面临
无药可用的困境。碳青霉烯酶耐药基因大多数位于
可移动基因元件上，导致其很容易在不同肠杆菌科细
菌以及其他革兰阴性杆菌间转移，在短时间内可导致
大范围的流行播散［４］。２０１９年全国细菌耐药监测网
（ＣＡＲＳＳ）数据显示，全国１　４２９所医院临床分离的肺
炎克雷伯菌对碳青霉烯类抗菌药物的平均耐药率为
１０．９％，部分省市甚至超过２０％［５］。本研究旨在分析
昆明医科大学第一附属医院无菌体液（含全血、脑脊
液、胸腔积液、腹水、无菌部位引流液）中检出的ＣＲＥ
分布及耐药特点，以期为临床合理使用抗菌药物提供
依据，改善患者结局，减轻患者疾病负担。
１　资料和方法
１．１　菌株来源　菌株来源于昆明医科大学第一附属
医院２０２０年１月至２０２１年２月临床无菌部位标本经
培养瓶培养，药敏结果为亚胺培南或美罗培南耐药的
肠杆菌科细菌，依据保留同一患者相同细菌第一株的
原则剔除重复菌株后纳入最终分析。

１．２　仪器和设备　美国ＢＤ全自动微生物培养系统
Ｂａｃｔｅｃ　Ｆｘ２００，英国ＢＡＫＥＲ生物安全柜，法国生物梅
里埃公司微生物鉴定及药敏分析系统，法国生物梅里
埃公司全自动平板接种仪，美国ＴＨＥＲＭＯ　ＣＯ２ 培养
箱，美国ＧＥ凝胶电泳图像分析仪（Ｉｍａｇｅ　Ｑｕａｎｔ　ＬＡＳ
５００），天隆科技基因扩增热循环仪，ＰｏｗｅｒＰａｃ３０００型
电泳仪。
１．３　质量控制　全自动微生物分析仪和药敏纸片扩
散法均按照美国临床实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）要求
进行 质 量 控 制。 质 控 菌 株 为 大 肠 埃 希 菌
ＡＴＣＣ２５９２２、金黄色葡萄球菌ＡＴＣＣ２５９２３、表皮葡萄
球菌ＡＴＣＣ４９１３４、肺炎克雷伯菌ＡＴＣＣ７００６０３、阴沟
肠杆菌ＡＴＣＣ７００３２３、铜绿假单胞菌ＡＴＣＣ２７８５３、肺

炎链球菌 ＡＴＣＣ４９６１９、粪肠球菌 ＡＴＣＣ２９２１２、屎肠
球菌ＡＴＣＣ３５６６７，每周进行一次质控。采用正确的
消毒方法及由受过培训的专业人员按照标准操作程
序进行无菌体液标本的采集，以保证检验前质量。
１．４　方法
１．４．１　细菌鉴定及药敏试验　参照《血培养检测规范
化操作》进行标本的正确采集并将其快速置于全自动
微生物培养系统。仪器报警有阳性瓶时，取出阳性培
养瓶充分颠倒混匀，涂片进行革兰染色镜检，同时用１
ｍＬ无菌注射器抽取瓶内适量培养液，常规转种血琼
脂平板、麦康凯平板，每个平板３～５滴４区划线，脑
脊液标本加种巧克力平板和沙保罗琼脂平板，置３５
℃、５％ＣＯ２ 培养箱培养１８～２４ｈ。根据菌落形态特
点，作初步判断，然后使用法国生物梅里埃公司微生
物鉴定及药敏分析系统进行药敏试验。药敏试验结
果参照ＣＬＳＩ标准进行结果判读，发现非敏感菌株即
进行表型确证试验。

１．４．２　表型确证试验　采用改良碳青霉烯灭活试验
（ｍＣＩＭ）进行表型确证试验。取１μＬ接种环满环生
长于琼脂平板上的过夜培养纯菌落，于２ｍＬ　ＴＳＢ肉
汤中，振荡混匀１０～１５ｓ。每管放入一张含１０μｇ美
罗培南的无菌纸片，确认纸片浸没于菌悬液中。
（３５±２）℃大气环境孵育（４±０．２５）ｈ。孵育结束时，立
即用生理盐水制备０．５麦氏浊度的大肠埃希菌ＡＴＣＣ
２５９２２菌悬液。菌悬液制备和平板涂布必须在１５
ｍｉｎ内完成，干燥３～１０ｍｉｎ。用１０μＬ接种环将美
罗培南纸片从 ＴＳＢ肉汤中取出，将纸片贴于试管内
壁，轻轻按压以挤去纸片上多余水分，然后将纸片取
出贴于已涂布有大肠埃希菌 ＡＴＣＣ　２５９２２的 ＭＨＡ
平板上。１００ｍｍ的 ＭＨＡ平板最多贴４张纸片，１５０
ｍｍ的 ＭＨＡ平板最多贴８张纸片；倒置平板，（３５±
２）℃大气环境孵育１８～２４ｈ；测量抑菌圈直径。美罗
培南抑菌圈直径为６～１５ｍｍ，或直径为１６～１８ｍｍ
但抑菌圈内有散在菌落，判读为碳青霉烯酶阳性；抑
菌圈直径≥１９ｍｍ，判读为碳青霉烯酶阴性；抑菌圈
直径为１６～１８ｍｍ，或直径为≥１９ｍｍ 但抑菌圈内
有散在菌落，判读为碳青霉烯酶不确定。

１．４．３　ＰＣＲ扩增ＣＲＥ菌株的耐药基因　煮沸法裂解
提取细菌ＤＮＡ，扩增的碳青霉烯酶基因包括ｂｌａＫＰＣ、

ｂｌａＮＤＭ、ｂｌａＯＸＡ－４８、ｂｌａＩＭＰ、ｂｌａＶＩＭ。ＰＣＲ 反应体系（５０

μＬ）：ＲＮａｓｅ／ＤＮａｓｅ－ｆｒｅｅ水１５．０μＬ，ＢｌａｓＴａｑ　２×ＰＣＲ
ＭａｓｔｅｒＭＩＸ　２５．０μＬ，模板４．０μＬ，引物Ｆ　２．０μＬ，引
物Ｒ　２．０μＬ。ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４
℃变性３０ｓ，退火（温度见表１）３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ
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（３０个循环）；７２℃延伸５ｍｉｎ。引物序列及退火温度
见表１。引物由北京擎科生物有限公司合成，２％琼脂
糖凝胶进行电泳，电泳时间３０ｍｉｎ。电泳结果显示阳
性的扩增产物送北京擎科生物有限公司进行测序分
析。测序结果与ＮＣＢＩ数据库进行比对。

表１　　ＰＣＲ扩增引物及退火温度

引物
引物序列
（５′－３′）

产物长度
（ｂｐ）

退火温度
（℃）

ＯＸＡ－４８（Ｆ） ＡＣＡＣＣＡＡＧＴＣＴＴＴＡＡＧＴＧＧＧＡＴＧ　 １８６　 ６５

ＯＸＡ－４８（Ｒ） ＣＣＣＧＡＡＡＴＧＴＣＣＴＣＡＴＴＡＣＣ

ＮＤＭ（Ｆ） ＧＧＴＴＴＧＧＣＧＡＴＣＴＧＧＴＴＴＴＣ　 ６２１　 ６５

ＮＤＭ（Ｒ） ＣＧＧＡＡＴＧＧＣＴＣＡＴＣＡＣＧＡＴＣ

ＫＰＣ（Ｆ） ＣＴＴＧＴＣＡＴＣＣＴＴＧＴＴＡＧＧＣＧ　 ７９８　 ６５

ＫＰＣ（Ｒ） ＣＧＴＣＴＡＧＴＴＣＴＧＣＴＧＴＣＴＴＧ

ＩＭＰ（Ｆ） ＧＧＡＡＴＡＧＡＧＴＧＧＣＴＴＡＡＹＴＣ　 ２３２　 ５５

ＩＭＰ（Ｒ） ＴＣＧＧＴＴＴＡＡＹＡＡＡＡＣＡＡＣＣＡＣＣ

ＶＩＭ（Ｆ） ＧＡＴＧＧＴＧＴＴＴＧＧＴＣＧＣＣＡＴＡ　 ３９０　 ５５

ＶＩＭ（Ｒ） ＣＧＡＡＴＧＣＧＣＡＧＣＡＣＣＡＧ

１．５　统计学处理　采用 ＷＨＯＮＥＴ５．６和ＳＰＳＳ２２．０
进行结果处理和分析，率的比较采用χ２ 检验，以Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果
２．１　患者基本情况与菌株分类　从无菌体液中分离
鉴定出４６株ＣＲＥ。４６株ＣＲＥ菌株来源的患者中男
４０例，女６例；年龄为１７～９０岁，中位数为５０岁；住
院天数为４～９３ｄ，中位数为３１ｄ；患者３０ｄ病死率为
３２．６％（１５／４６）。４６株ＣＲＥ菌株共分布于５种标本，
其中引流液来源于无菌部位，为胰腺引流液及胆管引
流液（表２）；共来源于１０个科室，其中急诊监护室占
３７．０％，重症医学科占３０．４％（表３）。

表２　　无菌体液中ＣＲＥ菌株分布情况

标本 菌株数（ｎ） 构成比（％）

全血 ２６　 ５６．５

脑脊液 ６　 １３．０

胸腔积液 ５　 １０．９

引流液 ５　 １０．９

腹水 ４　 ８．７

合计 ４６　 １００．０

２．２　细菌种类分布　４６株ＣＲＥ菌株中肺炎克雷伯
菌４３株，大肠埃希菌１株，产气克雷伯菌１株，阴沟
肠杆菌１株。耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌中检出携
带ｂｌａＫＰＣ基因３２株、ｂｌａＯＸＡ－４８基因７株、ｂｌａＩＭＰ基因１
株，检出同时携带ｂｌａＫＰＣ、ｂｌａＯＸＡ－４８基因２株，检出未携
带ｂｌａＫＰＣ、ｂｌａＯＸＡ－４８、ｂｌａＮＤＭ、ｂｌａＩＭＰ、ｂｌａＶＩＭ基因的菌株１
株。耐碳青霉烯类大肠埃希菌１株，耐药基因为

ｂｌａＯＸＡ－４８。耐碳青霉烯类产气克雷伯菌１株，耐药基因
为ｂｌａＯＸＡ－４８。耐碳青霉烯类阴沟肠杆菌１株，耐药基
因为ｂｌａＮＤＭ。

表３　　无菌体液中ＣＲＥ菌株来源科室的分布情况

科室 菌株数（ｎ） 构成比（％）

急诊监护室 １７　 ３７．０

重症医学科 １４　 ３０．４

神经外科 ５　 １０．９

移植中心 ３　 ６．５

神经内科 ２　 ４．３

急诊门诊 １　 ２．２

康复医学科 １　 ２．２

胃肠与疝科 １　 ２．２

肾内科 １　 ２．２

消化内科 １　 ２．２

合计 ４６　 １００．０

２．３　药敏试验结果　４６株无菌体液中分离的ＣＲＥ
除对碳青霉烯类抗菌药物（亚胺培南或美罗培南）耐
药外，对β－内酰胺类、氨基糖苷类、大环内酯类、磷霉
素等抗菌药物普遍耐药，未发现对替加环素耐药的菌
株（表４）。

表４　　４６株ＣＲＥ菌株对常见抗菌药物的药敏

　　　试验结果［ｎ（％）］

抗菌药物 敏感 中介 耐药

阿莫西林／克拉维酸 ０（０．０） ０（０．０） ４６（１００．０）

氨苄西林 ０（０．０） ０（０．０） ４６（１００．０）

氨苄西林／舒巴坦 ０（０．０） ０（０．０） ４６（１００．０）

庆大霉素 ０（０．０） ０（０．０） ４６（１００．０）

头孢呋辛 ０（０．０） ０（０．０） ４６（１００．０）

头孢曲松 ０（０．０） ０（０．０） ４６（１００．０）

头孢噻肟 ０（０．０） １（２．２） ４５（９７．８）

头孢他啶 ０（０．０） ０（０．０） ４６（１００．０）

头孢唑啉 ０（０．０） ０（０．０） ４６（１００．０）

左氧氟沙星 ０（０．０） ０（０．０） ４６（１００．０）

厄他培南 ０（０．０） ０（０．０） ４６（１００．０）

哌拉西林／他唑巴坦 １（２．２） ０（０．０） ４５（９７．８）

头孢吡肟 １（２．２） ０（０．０） ４５（９７．８）

头孢哌酮／舒巴坦 １（２．２） ０（０．０） ４５（９７．８）

头孢西丁 １（２．２） ０（０．０） ４５（９７．８）

妥布霉素 １（２．２） ０（０．０） ４５（９７．８）

氨曲南 ２（４．３） ０（０．０） ４４（９５．７）

美罗培南 ２（４．３） ０（０．０） ４４（９５．７）

亚胺培南 ２（４．３） ０（０．０） ４４（９５．７）

环丙沙星 ３（６．５） ０（０．０） ４３（９３．５）

磷霉素 ３（６．５） ０（０．０） ４３（９３．５）
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续表４　　４６株ＣＲＥ菌株对常见抗菌药物的药敏

　　　试验结果［ｎ（％）］

抗菌药物 敏感 中介 耐药

四环素 ５（１０．９） ０（０．０） ４１（８９．１）

阿米卡星 ６（１３．０） ０（０．０） ４０（８７．０）

复方磺胺甲噁唑 １０（２１．７） ０（０．０） ３６（７８．３）

替加环素 ４５（９７．８） １（２．２） ０（０．０）

３　讨　　论
碳青霉烯类抗菌药物被认为是治疗肠杆菌科细

菌感染的最后一道防线［６］。随着ＣＲＥ的检出率不断
升高，临床抗感染治疗面临无药可用的困境，患者及
其家属因疾病所遭受的痛苦和经济负担显著增大。

ＣＲＥ引起的侵入感染，病死率高。有研究显示，我国
ＣＲＥ血流感染３０ｄ病死率为４６．２％［７］。在血液病患
者中，ＣＲＥ 导 致 的 血 流 感 染 病 死 率 甚 至 高 达
７７．３％［８］。本研究中，无菌体液分离出 ＣＲＥ的患者
３０ｄ病死率为３２．６％（１５／４６），低于文献报道。这可
能与本研究标本来源中包括胸腔积液、腹水及无菌部
位引流液相关。有研究表明，医疗器械使用、侵入性
医疗操作是医院获得性ＣＲＥ的风险因素。呼吸机表
面、气管内套管是耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌传播的
重要危险因素［９］。本研究中，所有患者均进行了侵入
性操作，有的患者有２项以上的侵入性操作，同时患
者普遍病情危重、年龄较大、常合并多种疾病、有外伤
等，促使肠道、呼吸道和尿路定植的细菌发生感染。

ＣＲＥ定植导致ＣＲＥ感染率高达１６．５％，而且定植发
展为感染的患者病死率更高［１０］。有研究显示，通过对
入住ＩＣＵ患者进行ＣＲＥ的主动筛查，病房产碳青霉
烯酶细菌的定植率从２８．６％下降至５．６％，感染率从
３５．７％下降至２．８％［１０］。因此，有条件的医疗机构宜
结合自身特点、耐药菌监测数据对特定人群进行ＣＲＥ
的主动筛查。

不同国家、不同地区、不同医院、不同人群以及不
同细菌所产的碳青霉烯酶种类均有差异［１１］。我国临
床分离的ＣＲＥ菌株产生的碳青霉烯酶以ＫＰＣ、ＮＤＭ
和ＯＸＡ－４８型为主。中国细菌耐药检测网（ＣＨＩＮ－
ＥＴ）对２０１８年收集自全国３９所医院９３５株ＣＲＥ菌
株的研究结果显示，产 ＫＰＣ、ＮＤＭ 和 ＯＸＡ－４８型碳
青霉烯酶的菌株所占比例分别为５１．６％、３５．７％和７．
３％［１２］。本研究中产ＯＸＡ－４８型碳青霉烯酶的菌株占
２３．９％（１１／４６），与全国统计数据有差异，其原因一方
面是由于本研究样本数量较少，另一方面是由于地区
差异。本研究标本来源医院为省级三级甲等医院，接
收大量下级医院的危重症患者，１１株产ＯＸＡ－４８型碳
青霉烯酶的菌株中，１０例来自下级医院，而且入院前
已有多日当地医院治疗史，病情较重，转院后均入住
ＩＣＵ，这也说明对入院患者，尤其是入住ＩＣＵ的患者，

入院时进行ＣＲＥ主动筛查是非常必要的。有２株菌
株同时产ＫＰＣ和 ＯＸＡ－４８型碳青霉烯酶，为产碳青
霉烯酶复合酶的菌株。有１株常见的５种基因型检
测结果均为阴性，可能为罕见基因型或其他耐药
机制。

本研究中，无菌体液中分离的ＣＲＥ未出现对替
加环素耐药的菌株，对常见的抗菌药物呈普遍耐药。
医院对无菌体液中分离的ＣＲＥ采取的抗感染措施为
大剂量碳青霉烯类、替加环素及其他抗菌药物两药或
三药联合使用。联合用药方案发挥抗菌药物之间的
协同作用，优于单药治疗，能够有效降低病死率［１３］。
目前，针对ＣＲＥ的联合治疗方案常用两药联合，如以
替加环素为基础联合碳青霉烯类或氨基糖苷类或磷
霉素。对于重症患者及深部位感染，可考虑三药联合
治疗［１４］。除替加环素外，治疗ＣＲＥ感染的药物还有
多黏菌素类和头孢他啶／阿维巴坦。多黏菌素类主要
杀菌机制是药物所带的正电荷与细菌细胞膜上的负
电荷脂多糖结合，进而破坏细胞膜发挥杀菌作用［１５］。
头孢他啶／阿维巴坦主要抗菌机制是阿维巴坦抑制多
种类型的β－内酰胺酶，进而保护头孢他啶的杀菌作
用［１６］。不同种类的抗菌药物对产不同碳青霉烯酶菌
株的抗菌活性不同［１７－１８］，如头孢他啶／阿维巴坦对产
ＫＰＣ和 ＯＸＡ－４８型丝氨酸碳青霉烯酶菌株具有高度
抗菌活性，但对产金属β－内酰胺酶菌株无抗菌活性。
不恰当的抗感染治疗影响患者的结局［１９］。根据不同
碳青霉烯酶的特征开展联合药敏试验，有助于制订精
准的抗感染治疗方案［２０］。因此准确、快速地对 ＣＲＥ
产生的碳青霉烯酶进行检测分型，对于临床抗感染治
疗的精准用药和医院感染预防控制具有重要的价值，
实验室应结合自身条件及临床需求开展碳青霉烯酶
型的检测。
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（收稿日期：２０２１－０６－１６　　修回日期：２０２１－１２－０６）
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［Ｊ］．Ｊ　Ｒｉｓｋ　Ｒｅｓ，２０１９，２２（６）：８０３－８１６．

［１１］赵善露，罗垲炜，胡世雄，等．２００５—２０１６年湖南省其他感
染性腹泻流行特征分析［Ｊ］．实用预防医学，２０１９，２６（１）：

５１－５４．
［１２］宋健，罗霞，姜晓峰，等．２０１３—２０１７年内蒙古自治区其他

感染性腹泻病流行特征分析［Ｊ］．医用动物防制，２０１９，３５
（４）：３０７－３０９．

［１３］戴孟阳，张春青．２０１３—２０１７年沈阳市其他感染性腹泻病
流行特征分析［Ｊ］．预防医学论坛，２０１８，２４（１１）：８３５－８３６．

［１４］王春娟．西安市２００８—２０１３年其他感染性腹泻流行病学
及病毒学病原特征分析［Ｊ］．山西医科大学学报，２０１４，４５
（１１）：１０４５－１０４９．

［１５］韩红，李珏，郝小红．２０１５—２０１７年太原市其他感染性腹
泻病流行病学分析［Ｊ］．预防医学论坛，２０１８，２４（１２）：９２２－
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（收稿日期：２０２１－０６－２９　　修回日期：２０２１－１２－１１）
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