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产碳青霉烯酶肠杆菌科细菌的筛查

黄　汉，郭鹏豪，陈怡丽，廖　康△

（中山大学第一附属医院检验医学部，广东广州５１００８０）

　　摘　要：目的　筛查肠杆菌科细菌产碳青霉烯酶的情况，了解产碳青霉烯酶的细菌分布情况。方法　收集中山大学附属第一

医院２００８年５月至２０１０年４月临床分离的２７株［厄他培南最低抑菌浓度（ＭＩＣ）≥２μｇ／ｍＬ］肠杆菌科细菌。用微量肉汤稀释法

测定亚胺培南、美罗培南、厄他培南对细菌的 ＭＩＣ，改良 Ｈｏｄｇｅ试验作为表型确证试验。结果　２７株厄他培南耐药菌株中，包括

１５株阴沟肠杆菌、７株大肠埃希菌、２株肺炎克雷伯菌、２株弗氏柠檬酸杆菌和１株产酸克雷伯菌。经改良 Ｈｏｄｇｅ试验检测出３

株阳性菌株，分别为２株阴沟肠杆菌和１株产酸克雷伯菌。Ｈｏｄｇｅ试验阳性菌株对美罗培南全部耐药，对亚胺培南２株耐药，１

株中介。结论　改良 Ｈｏｄｇｅ试验可以快速筛查肠杆菌科细菌产碳青霉烯酶的情况，敏感性高、操作简单，可在临床实验室中常规

开展。
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　　随着碳青霉烯类抗菌药物的广泛使用，产碳青霉烯酶的肠

杆菌科细菌逐年增多，此类细菌耐受包括碳青霉烯类抗菌药物

在内的所有β内酰胺类抗菌药物。获得性碳青霉烯酶的发现，

使得碳青霉烯类抗菌药物在肠杆菌科细菌中的地位受到了威

胁。为深入了解临床肠杆菌科细菌产碳青霉烯酶的情况，对中

山大学附属第一医院２００８年５月至２０１０年４月分离的厄他

培南耐药的肠杆菌科细菌进行筛查。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集中山大学附属第一医院２００８年５月至

２０１０年４月临床分离的 ２７ 株［厄他培南最低抑菌浓度

（ＭＩＣ）≥２μｇ／ｍＬ］肠杆菌科菌株，不包括同一患者同一部位

同一时期分离的重复菌株。细菌经法国生物梅里埃公司的

Ｖｉｔｅｋ２ 细 菌 鉴 定 系 统 鉴 定。质 控 菌 株 为 大 肠 埃 希 菌

ＡＴＣＣ２５９２２。

１．２　仪器与试剂

１．２．１　主要仪器　法国生物梅里埃公司提供的 Ｖｉｔｅｋ２细菌

鉴定系统，美国Ｃｏｒｎｉｎｇ公司提供的９６孔板，上海跃进医疗器

械厂提供的电热恒温培养箱。

１．２．２　抗菌药物　杭州默沙东制药有限公司提供的厄他培

南、亚胺培南西司他丁钠；住友制药苏州有限公司提供的美罗

培南；英国Ｏｘｏｉｄ公司提供的厄他培南纸片（１０μｇ／ｍＬ）。

１．２．３　溶剂　０．０１ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ缓冲液，以及安徽双鹤药业

有限责任公司提供的灭菌注射用水。

１．２．４　培养基　法国生物梅里埃公司提供的 ＭＨ培养基，广

东环凯微生物科技有限公司提供的ＬＢ肉汤培养基。

１．３　方法

１．３．１　药敏试验　微量肉汤稀释法测定厄他培南、亚胺培南

和美罗培南的 ＭＩＣ值，根据ＣＬＳＩＭ１００Ｓ２２文件判断药敏试

验结果。

１．３．２　表型确证试验　用改良 Ｈｏｄｇｅ试验检测碳青霉烯酶，

操作方法及结果判断标准参照ＣＬＳＩＭ１００Ｓ２２文件。阳性对

照：经基因确定产 ＫＰＣ２的肺炎克雷伯菌；阴性对照：大肠埃

希菌ＡＴＣＣ２５９２２。

２　结　　果

２．１　药敏试验结果　２７株菌株中，包括１５株阴沟肠杆菌、７

株大肠埃希菌、２株肺炎克雷伯菌、２株弗氏柠檬酸杆菌和１株

产酸克雷伯菌。２７株菌株均对厄他培南耐药。１５株阴沟肠杆

菌中对亚胺培南耐药的占２０％（３／１５），对美罗培南耐药的占

４６．７％（７／１５）。７株大肠埃希菌中对亚胺培南耐药的占

４２．９％（３／７），对美罗培南耐药的占７１．４％（５／７）。２株肺炎克
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雷伯菌和２株弗氏柠檬酸杆菌对亚胺培南、美罗培南均敏感。

１株产酸克雷伯菌对亚胺培南、美罗培南均耐药，见表１。

表１　　２７株待测菌对碳青霉烯类抗菌药物的耐药率（％）

菌名 狀 厄他培南 美罗培南 亚胺培南

阴沟肠杆菌 １５ １００ ４６．７ ２０．０

大肠埃希菌 ７ １００ ７１．４ ４２．９

弗氏柠檬酸杆菌 ２ １００ ０ ０

肺炎克雷伯菌 ２ １００ ０ ０

产酸克雷伯菌 １ １００ １００ １００

２．２　Ｈｏｄｇｅ试验结果　２７株菌株中，３株阳性（包括２株阴沟

肠杆菌，１株产酸克雷伯菌），阳性率为１１．１％；２４株阴性。

Ｈｏｄｇｅ试验阳性菌株对美罗培南全部耐药，对亚胺培南２株耐

药，１株中介。Ｈｏｄｇｅ试验结果判断如图１、２所示。

图１　　４１号菌，产酸克雷伯菌，改良 Ｈｏｄｇｅ试验阳性

图２　　１６号菌，弗氏柠檬酸杆菌，改良 Ｈｏｄｇｅ试验阴性

３　讨　　论

碳青霉烯类抗菌药物是一类抗菌谱广、抗菌活性强、毒性

低、耐酶且稳定的抗菌药物。目前肠杆菌科细菌对碳青霉烯类

抗菌药物耐药的机制主要有３种。（１）产碳青霉烯酶是最主要

的耐药机制，按Ａｍｂｌｅｒ分子分类为Ａ、Ｂ、Ｄ３类酶；（２）外膜蛋

白的缺失或表达减少；（３）药物作用靶位的改变
［１］。Ｂ类酶为

金属酶，属于Ｂｕｓｈ分群中的第３组，见于铜绿假单胞菌、不动

杆菌、肠杆菌科细菌；Ａ类、Ｄ类酶为丝氨酸酶，属于Ｂｕｓｈ分群

中的第２ｆ和２ｄ亚组。Ａ类酶见于一些肠杆菌科细菌，Ｄ类酶

仅见于不动杆菌。在肠杆菌科细菌中我国已报道的碳青霉烯

酶主要以肺炎克雷伯菌中的 ＫＰＣ２为主，国外以 ＫＰＣ２、

ＫＰＣ３为主
［２］。

据ＣＬＳＩＭ１００文件推荐，改良 Ｈｏｄｇｅ试验用于肠杆菌科

细菌碳青霉烯酶的筛查有较高的敏感性（＞９０％）和特异性（＞

９０％）。叶智颖等
［３］报道，用改良 Ｈｏｄｇｅ试验筛查肺炎克雷伯

菌的ＫＰＣ酶，阳性率为７２．２％。安军等
［４］报道用改良 Ｈｏｄｇｅ

试验筛查肺炎克雷伯菌的碳青霉烯酶的阳性率为９２．８％，大

肠埃希菌的阳性率为３７．５％。说明此方法用于产碳青霉烯酶

肠杆菌科细菌的筛查，结果敏感性高，操作简单，适合临床实验

室推广应用。本组数据的阳性率远低于国内相关报道，说明碳

青霉烯酶的产生有地域差异性，这种差异可能与各地抗菌药物

的使用差异及耐药菌株的克隆差异有关。本次研究中厄他培

南的 ＭＩＣ值在２～８μｇ／ｍＬ之间的菌株改良 Ｈｏｄｇｅ试验均为

阴性，３株阳性菌株厄他培南的 ＭＩＣ≥３２μｇ／ｍＬ，说明产碳青

霉烯酶菌株对厄他培南、美罗培南为高度耐药，对亚胺培南可

为中介或耐药。

细菌产生β内酰胺酶多与抗菌药物选择压力有关，如超广

谱β内酰胺酶（ＥＳＢＬｓ）、头孢菌素酶（ＡｍｐＣ酶）与第三代头孢

菌素的过度使用有关，碳青霉烯酶与碳青霉烯类抗菌药物使用

有关。３例 Ｈｏｄｇｅ试验阳性菌株患者病历资料显示，患者在阳

性菌株标本采集前均未使用过碳青霉烯类抗菌药物，有长期使

用广谱β内酰胺类抗菌药物或β内酰胺类／酶抑制剂的情况。

提示肠杆菌科细菌产碳青霉烯酶并不一定是碳青霉烯类抗菌

药物选择压力所致，长期使用广谱头孢菌素或β内酰胺类／酶

抑制剂等广谱抗菌药物可能是诱导产碳青霉烯酶的因素之一。

国外研究亦提示［５６］，碳青霉烯耐药的肠杆菌科细菌源于广谱

抗菌药物的选择压力，包括广谱头孢菌素、β内酰胺类／酶抑制

剂、碳青霉烯类等，但未特指哪一类的抗菌药物。病例资料显

示，３例患者有２例死亡，１例好转出院，患者预后不良。由于

产碳青霉烯酶菌株对各种抗菌药物的高度耐药，此类感染临床

常规用药难于有效控制感染，根据药敏试验结果及时调整用药

方案，是抗感染治疗成功的关键。

２３株改良 Ｈｏｄｇｅ试验阴性的菌株中，对厄他培南耐药的

原因并非产碳青霉烯酶，根据相关文献［７］报道，其耐药机制可

能是与产ＥＳＢＬｓ或ＡｍｐＣ酶合并膜孔蛋白缺失有关。

综上所述，改良 Ｈｏｄｇｅ试验用于肠杆菌科细菌产碳青霉

烯酶的筛查简单、易行，可在临床实验室中常规开展。产碳青

霉烯酶菌株对常用抗菌药物高度耐药，患者预后不良。广谱抗

菌药物的大量使用是诱导细菌产碳青霉烯酶的原因之一，合理

用药有利于减少耐药菌株的产生。
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