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  摘 要:目的 研究血培养中病原菌的耐药性及耐碳青霉烯肠杆菌科细菌(CRE)的耐药基因,为临床合理

使用抗菌药物及控制医院内感染提供理论依据。方法 对济宁市第一人民医院2017年12月至2018年12月

血培养标本进行病原菌分离并进行细菌鉴定及药敏试验。运用改良碳青霉烯灭活试验进行耐碳青霉烯表型筛

选,通过 WHONET5.6软件进行耐药及分布统计分析,采用PCR法对CRE进行碳青霉烯酶相关耐药基因的

检测。结果 共分离出非重复病原菌675株,其中革兰阴性(G-)杆菌的分离率(58.00%)高于革兰阳性(G+)
杆菌的分离率(42.00%)。临床分离 G- 杆菌第1位为大肠埃希菌(23.85%,161株),抗菌药物敏感率为

36.0%~99.4%;第2位为肺炎克雷伯菌(8.15%,55株),抗菌药物敏感率为60.0%~98.2%。检出2株

CRE,其中1株为产 NDM-1型金属酶和 KPC-gp、KPC-qc型碳青霉烯酶的大肠埃希菌,1株为产 KPC-gp、
KPC-qc型碳青霉烯酶的肺炎克雷伯菌。结论 济宁市第一人民医院血培养中G- 杆菌分离率高于G+ 杆菌分

离率,且肠杆菌科细菌占G-杆菌的比例较高;检出2株特殊CRE,其主要耐药机制为携带NDM-1型金属酶和

KPC-gp、KPC-qc型碳青霉烯酶。
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Abstract:Objective To

 

study
 

the
 

drug
 

resistance
 

of
 

pathogenic
 

bacteria
 

and
 

drug
 

resistant
 

genes
 

in
 

Car-
bapenem-resistant

 

Enterobacteriaceae
 

(CRE)
 

in
 

blood
 

culture,so
 

as
 

to
 

provide
 

theoretical
 

evidence
 

for
 

rational
 

use
 

of
 

antibiotics
 

and
 

the
 

control
 

of
 

nosocomial
 

infections.Methods The
 

pathogenic
 

bacteria
 

were
 

isolated
 

and
 

cultured
 

from
 

December
 

2017
 

to
 

December
 

2018
 

in
 

the
 

First
 

People's
 

Hospital
 

of
 

Jining,and
 

were
 

identified
 

and
 

tested.The
 

phenotypic
 

screening
 

of
 

hydrocarbon
 

resistance
 

was
 

carried
 

out
 

by
 

modified
 

Carbapenem
 

inac-
tivation

 

method.The
 

drug
 

resistant
 

and
 

distribution
 

of
 

carbapenem-resistant
 

Enterobacteriaceae
 

were
 

statisti-
cal

 

analyzed
 

by
 

WHONET
 

5.6
 

software.The
 

carbapenem-resistant
 

genes
 

in
 

CRE
 

were
 

detected
 

by
 

PCR
 

meth-
od.Results In

 

this
 

study,675
 

non-repetitive
 

pathogenic
 

bacteria
 

were
 

isolated,which
 

showed
 

that
 

the
 

isola-
tion

 

rate
 

of
 

Gram-negative
 

(G-)
 

bacilli
 

(58.00%)was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

Gram-positive
 

(G+)
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bacilli(42.00%).The
 

most
 

clinical
 

isolated
 

G-
 

bacilli
 

was
 

Escherichia
 

coli
 

(23.85%,161
 

strains),while
 

its
 

sensitivity
 

rate
 

of
 

the
 

antibacterial
 

drugs
 

was
 

36.0%-99.4%.The
 

second
 

one
 

was
 

Klebsiella
 

pneumoniae
 

(8.15%,55
 

strains),while
 

the
 

sensitivity
 

rate
 

was
 

60.0%-98.2%.Two
 

CRE
 

were
 

detected
 

in
 

this
 

study,one
 

of
 

which
 

was
 

Escherichia
 

coli
 

producing
 

NDM-1
 

metalloenzymes
 

and
 

KPC-gp,KPC-qc
 

carbapenase,and
 

the
 

other
 

was
 

Klebsiella
 

pneumoniae
 

producing
 

KPC-gp
 

and
 

KPC-qc
 

carbapenase.Conclusion The
 

isolation
 

rate
 

of
 

G-
 

bacilli
 

is
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

G+
 

bacilli
 

in
 

blood
 

culture
 

from
 

the
 

First
 

People's
 

Hospital
 

of
 

Jining,and
 

Enterobacteriaceae
 

bacteria
 

account
 

for
 

a
 

relatively
 

high
 

proportion
 

in
 

G-
 

bacilli.The
 

main
 

drug
 

resistance
 

mechanism
 

of
 

two
 

special
 

strains
 

of
 

CRE
 

is
 

producing
 

NDM-1
 

metalloenzyme
 

and
 

KPC-gp,KPC-qc
 

carbapenase.
Key

 

words:blood
 

culture; Carbapenem-resistant
 

Enterobacteriaceae; drug
 

resistance
 

genes; NDM-1
 

metalloenzymes; KPC-gp
 

carbapenemases; KPC-qc
 

carbapenemases

  随着血培养技术在疾病的精准治疗中发挥着越

来越重要的作用,细菌培养鉴定和耐药性分析也逐渐

得到临床重视。阳性标本中肠杆菌科细菌占据较高

比例,而碳青霉烯类抗菌药物,如亚胺培南、美罗培南

和厄他培南,是临床治疗肠杆菌科细菌引起的感染最

有效的抗菌药物。但是,随着碳青霉烯类抗菌药物应

用范围及剂量频繁加大,导致肠杆菌科碳青霉烯耐药

率呈现逐年上升趋势[1]。众所周知,耐碳青酶烯肠杆

菌科细菌(CRE)耐药机制复杂,在国内,肠杆菌科细

菌的碳青霉烯酶基因分离率较高[2],且耐药菌株携带

碳青霉烯酶基因主要为 KPC和 NDM-1。本研究对

济宁市第一人民医院血培养阳性标本中病原菌的分

布及耐药性进行分析,并重点检测CRE的耐药基因,
以便为临床科学使用抗菌药物提供强有力的理论指

导,预防CRE多重耐药菌株的产生及传播。
1 材料与方法

1.1 菌株来源 采用BD全自动血培养仪分离2017
年12月至2018年12月9

 

258份临床血培养标本中

非重复病原菌共675株。
 

1.2 仪器与试剂 美国BD全自动血培养仪Bactec
 

FX,德国西门子公司MicroScan
 

WalkAway
 

96
 

PLUS
型全自动细菌鉴定分析仪,依据CLSI

 

2012年的标准

判读结果。试剂使用与仪器配套的相应培养基、鉴定

卡。巧克力平板(郑州安图生物有限公司),MH琼脂

培养基(英国 Oxoid公司),哥伦比亚血琼脂平板(郑
州安图生物有限公司),E-test条(法国bioMerieux),
药敏纸片(10

 

μg,英国 Oxoid公司),普通琼脂糖(西
班牙Biowest

 

Agarose公司),goldview核酸染料(北
京世纪康为公司),乙二胺四乙酸(EDTA)缓冲液(青
岛科尚生物公司),Taq酶(青岛科尚生物公司)。
1.3 质控菌株 金黄色葡萄球菌ATCC25923、粪肠

球菌 ATCC29212、大肠埃希菌 ATCC25922、肺炎克

雷伯菌ATCC700603、铜绿假单胞菌 ATCC27853和

白色念珠菌ATCC66027均购自国家卫生健康委员会

临床检验中心。
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》[3]进行标本的正确采集,并将其快速置于

血培养仪中进行连续震荡培养和检测,仪器报警有阳

性瓶时,取出后无菌操作抽取培养液,立即革兰染色

做初级报告,并快速转种血平板、巧克力平板、麦康凯

平板等进行五区划线方式培养,待其菌落生长良好备

用。采用德国西门子 WalkAway
 

96
 

PLUS自动化微

生物鉴定仪NC50复合板进行细菌鉴定及药敏试验。
仪器未报警阳性,同时进行涂片显微镜检查和培养,
显微镜检查可有效避免漏检厌氧菌和苛养菌,若有细

菌生长,则进一步行菌株鉴定。检测方法分析性能验

证参照文献[3-5]。
1.4.2 耐碳青霉烯表型筛选方法 根据2018年美

国临床和实验室标准协会(CLSI)的更新,改良碳青霉

烯灭活试验(mCIM)用于检测肠杆菌科细菌和铜绿假

单胞菌中的碳青霉烯酶,而EDTA改良碳青霉烯灭活

试验(eCIM)是与mCIM联合使用以区分产金属酶和

丝氨酸碳青霉烯酶的肠杆菌科细菌。mCIM 可以单

独进行实验,但eCIM必须同时和 mCIM联合进行实

验。仅当mCIM结果呈阳性时,eCIM结果才有效。
1.4.3 PCR检测相关耐药基因 PCR反应条件:灭
菌双蒸H2O

 

31.75
 

μL,缓冲液5.00
 

μL,dNTP
 

4.00
 

μL,引物F
 

2.00
 

μL,引物 R
 

2.00
 

μL,Tap酶0.25
 

μL,模板5.00
 

μL;95
 

℃预变性持续1
 

min→95
 

℃变

性持续45
 

s→57
 

℃退火复性持续45
 

s→72
 

℃延伸

45
 

s(需要35个循环)→72
 

℃延伸10
 

min结束。引

物序列[6-7]见表1。
表1  PCR扩增引物序列

引物 引物序列(5'-3')
产物长度

(bp)
退火温度

(℃)

KPC-gp-F GCG
 

GAA
 

CCA
 

TTC
 

GCT
 

AAA
 

CTC 340 55
KPC-gp-R CGC

 

CCA
 

ACT
 

CCT
 

TCA
 

GCA
 

ACA
KPC-qc-F ATG

 

TCA
 

CTG
 

TAT
 

CGC
 

CGT
 

CT 882 55
 

KPC-qc-R TTA
 

CTG
 

CCC
 

GTT
 

GAC
 

GC
IMP-1-F CTA

 

CCG
 

CAG
 

CAG
 

AGT
 

CTT
 

TG
   

879 51
 

IMP-1-R AAC
 

CAG
 

TTT
 

TGC
 

CTT
 

ACC
 

AT
SHV-F GGT

 

TAT
 

GCG
 

TTA
 

TAT
 

TCG
 

CC 867 55
 

SHV-R TTA
 

GCG
 

TTG
 

CCA
 

GTG
 

CTC
CTX-M3-F ACG

 

CTG
 

TTG
 

TTA
 

GGA
 

AGT
 

G 759 55
 

CTX-M3-R TTG
 

AGG
 

CTG
 

GGT
 

GAA
 

GT
CTX-M1-F AGT

 

GCA
 

AAC
 

GGA
 

TGA
 

TGT 792 55
 

CTX-M1-R GGC
 

TGG
 

GTA
 

AAA
 

ATA
 

GGT
 

C
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续表1  PCR扩增引物序列

引物 引物序列(5'-3')
产物长度

(bp)
退火温度

(℃)

CTT-MF TGG
 

CCA
 

GAA
 

CTG
 

ACA
 

GGC
 

AAA 462 55
 

CTT-MR TTT
 

CTC
 

CTG
 

AAC
 

GTG
 

GCT
 

GGC

QnrS-F ACG
 

ACA
 

TTC
 

GTC
 

AAC
 

TGC
 

AA 417 53
 

QnrS-R TAA
 

ATT
 

GGC
 

ACC
 

CTG
 

TAG
 

GC

aac(3)-II-F ACT
 

GTG
 

ATG
 

GGA
 

TAC
 

GCG
 

TC 237 55
 

aac(3)-II-R CTC
 

CGT
 

CAG
 

CGT
 

TTC
 

AGC
 

TA

NDM-1-F CAG
 

CAC
 

ACT
 

TCC
 

TAT
 

CTC 292 55
 

NDM-1-R CCG
 

CAA
 

CCA
 

TCC
 

CCT
 

CTT

1.5 统计学处理 采用 WHONET5.6软件进行耐

药及分布统计分析。
2 结  果

2.1 主要致病菌种类 675株阳性菌中,排在前3位

的分别为大肠埃希菌161株(23.85%)、肺炎克雷伯

菌55株(8.15%)、人葡萄球菌46株(6.81%)。见

表2。
表2  血培养675株主要病原菌种类

细菌名称 n 构成比(%)

大肠埃希菌 161 23.85

肺炎克雷伯菌 55 8.15

人葡萄球菌 46 6.81

表皮葡萄球菌 44 6.52

屎肠球菌 31 4.59

铜绿假单胞菌 30 4.44

金黄色葡萄球菌 30 4.44

溶血葡萄球菌 17 2.52

粪肠球菌 17 2.52

咽峡炎链球菌 15 2.22

鲍曼不动杆菌 14 2.07

洋葱伯克霍尔德菌 14 2.07

嗜麦芽窄食单胞菌 13 1.93

脆弱类杆菌 9 1.33

肺炎链球菌 9 1.33

链球菌 9 1.33

白色念珠菌 8 1.19

其他 153 22.67

合计 675 100.00

2.2 病原菌分布 革兰阴性(G-)杆菌的分离率

(58.00%)高于革兰阳性(G+)杆菌(42.00%)。其中,
189株(28.00%)来 自 重 症 监 护 病 房(ICU),79株

(11.70%)来自儿内科病房。见表3。
 

2.3 抗菌药物敏感试验结果 161株大肠埃希菌对

亚胺培南等16种抗菌药物的敏感率为36.0%~
99.4%,55株肺炎克雷伯菌对亚胺培南等16种抗菌

药物的敏感率为60.0%~98.2%。其中大肠埃希菌

及肺炎克雷伯菌对亚胺培南、美罗培南及厄他培南3
种碳青霉烯类抗菌药物的敏感率较高,均在98.0%以

上。见表4。
表3  血培养675株病原菌科室分布情况

科室 n 构成比(%)

ICU 189 28.00

儿内科病房 79 11.70

急诊科病房 46 6.81

消化内科病房 42 6.22

血液内科病房 35 5.19

呼吸重症科病房 29 4.30

肝胆外科病房 27 4.00

老年病科病房 27 4.00

肾病科病房 22 3.26

神经内科病房 21 3.11

心血管内科病房 20 2.96

妇科病房 16 2.37

感染科病房 15 2.22

新生儿科病房 14 2.07

普外科病房 13 1.93

肿瘤内科病房 10 1.48

内分泌科病房 10 1.48

产科病房 9 1.33

其他 51 7.56

合计 675 100.00

表4  血培养主要G-杆菌药物敏感性结果(%)

抗菌药物 大肠埃希菌(n=161) 肺炎克雷伯菌(n=55)

美罗培南 99.4 98.2

亚胺培南 99.4 98.2

厄他培南 99.4 98.2

哌拉西林/他唑巴坦 95.7 74.5

阿米卡星 95.6 80.0

头孢吡肟 47.5 61.8

头孢他啶 65.2 67.3

阿莫西林/克拉维酸 75.8 61.8

氨曲南 49.7 61.8

氨苄西林/舒巴坦 59.1 60.8

庆大霉素 58.8 63.6

头孢呋辛 41.6 60.0

头孢噻肟 36.6 61.8

左氧氟沙星 53.4 70.9

复方磺胺甲噁唑 36.0 63.6

环丙沙星 50.3 69.1

2.4 耐碳青霉烯表型筛选结果 对675株非重复分
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离病原菌中2株CRE进行表型验证,2株细菌 mCIM
均阳性,确定其均产碳青霉烯酶,其中大肠埃希菌

eCIM阳性,产金属酶;肺炎克雷伯菌eCIM 阴性,产
丝氨酸碳青霉烯酶。
2.5 耐碳青霉烯基因检测结果 通过PCR方法检

测其相关耐药基因,并对其阳性基因进行测序,结果

检出1株产NDM-1型金属酶和KPC-gp、KPC-qc型

碳青霉烯酶的大肠埃希菌及1株产KPC-gp、KPC-qc
型碳青霉烯酶的肺炎克雷伯菌。见表5。

表5  耐碳青霉烯酶相关基因PCR结果

基因名称
细菌名称

大肠埃希菌 肺炎克雷伯菌

KPC-gp + +

KPC-qc + +

NDM-1 + -

  注:+表示阳性;-表示阴性。

3 讨  论

  本研究结果显示,2017年12月至2018年12月

济宁市第一人民医院共送检血培养标本9
 

258份中,
检出非重复病原菌675株,阳性率为7.3%,低于张红

霞等[8]报道的10.4%,这可能与标本送检率、培养条

件和地区差异有关。675株阳性菌中G-杆菌的分离

率明显高于G+杆菌,排在前3位的分别为大肠埃希

菌161株(23.85%)、肺炎克雷伯菌55株(8.15%)、
人葡萄球菌46株(6.81%)。由于济宁市第一人民医

院G+杆菌比例较高,怀疑与标本的污染存在直接关

系,凝固酶阴性葡萄球菌为血培养污染的主要细菌,
血培养标本的污染也是不可忽视的重大问题,这就要

求检验科人员结合C-反应蛋白、血清淀粉样蛋白A、
降钙素原、白细胞总数、中性粒细胞数及亚硝酸盐等

感染指标,对结果进行评估鉴定,降低误诊率。
血培养阳性标本多分布于感染高发科室,排在首

位的是ICU(189株,28.00%)。ICU 血培养阳性率

高首先考虑其抗菌药物使用问题,患者感染重,早期

临床医生经验用药在所难免,但如果药物应用不合

理,极易导致患者菌群失调,使患者出现条件致病菌

感染;其次ICU作为相对封闭的科室,加大了医院内

感染可能,尽管医务人员严格执行手卫生等医院内感

染管理要求,也不能完全避免院内感染的可能;最后

ICU的患者多数运用体外支持、导尿、插管等有创操

作,增加了血流感染的概率。排在第2位的是儿内科

病房(79株,11.70%),究其原因包括:儿科患儿普遍

年龄较小,抵抗力较差,屏障系统发育不完善,病原菌

易经局部感染入血,造成血流感染;儿科病房重视血

培养标本采集,发热患儿入院后及时送检标本,阳性

率高。一般来说,临床上对碳青霉烯类抗菌药物耐药

的细菌比较少见,肠杆菌科细菌对碳青霉烯类抗菌药

物有较高的敏感性,研究报道显示医院内感染G- 杆

菌中占比较多的是大肠埃希菌、肺炎克雷伯菌、鲍曼

不动杆菌和铜绿假单胞菌等[9-10]。本研究中,G-杆菌

阳性率前2位分别为大肠埃希菌(161株)及肺炎克雷

伯菌(55株),由此可见济宁市第一人民医院肠杆菌科

细菌感染相对严重,与李华信等[11]报道的结果相似。
其中,大肠埃希菌的抗菌药物敏感率为36.0%~
99.4%,对碳青霉烯类抗菌药物敏感率(99.4%)高,
这与北京协和医院相似[12]。肺炎克雷伯菌的抗菌药

物敏感率为60.0%~98.2%,对碳青霉烯抗菌药物敏

感率高(98.2%)。本研究结果说明,济宁市第一人民

医院目前大多数肠杆菌科细菌对碳青霉烯类抗菌药

物敏感性较高,耐药性相对较低。但值得注意的是院

内已发现了2株CRE菌株,提示临床应重视对CRE
的分离和监测数据,并根据实验室检测结果合理选用

抗菌药物。
碳青霉烯酶可以水解大部分β-内酰胺酶,包括A

类酶:NMC-A、IMI、SME(染色体介导)、KPC和GES
(质粒介导);B类酶:金属酶和NDM-1;D类酶:OXA
和KPC。肠杆菌科细菌对碳青霉烯类抗菌药物的耐

药性也是全球威胁临床医疗的重大问题之一。本研

究通过PCR法对耐碳青霉烯抗菌药物的菌株进行碳

青霉烯酶耐药基因筛选,结果显示分别为产 NDM-1
型金属酶和KPC-gp、KPC-qc型碳青霉烯酶的大肠埃

希菌,以及产 KPC-gp、KPC-qc型碳青霉烯酶的肺炎

克雷伯菌。NDM-1型金属酶于2008年首次被发

现[13],可高效水解广谱β-内酰胺类抗菌药物,可由染

色体、质粒或转座子介导,其由质粒编码,通过水平基

因转化结合到其他细菌中,导致细菌的 耐 药 性 传

播[14]。KPC酶属 Ambler分类的 A类,是一种由质

粒介导的丝氨酸β-内酰胺酶,其利用丝氨酸残基的活

性,且自身具有广泛的水解活性,可分解头孢菌素类、

β-内酰胺类、氨曲南和碳青霉烯类抗菌药物[15]。抗菌

药物的选择不仅使耐药基因广泛扩散,而且可促进耐

药基因变异,进而使耐药性发生改变[16]。本课题组既

往的试验亦证实,与碳青霉烯酶相关的耐药基因可以

通过质粒在细菌之间传递,并且导致细菌耐药性的变

化[17]。本研究结果显示,济宁市第一人民医院已经出

现CRE,耐药基因分型分析显示其耐药机制主要为携

带NDM-1型金属酶和 KPC-gp、KPC-qc型碳青霉烯

酶,然而是否存在耐药基因的垂直传播还有待进一步

研究。
4 结  论

  基于本研究分析结果,济宁市第一人民医院血流

感染形势不容乐观,首次从院内血培养中发现CRE,
并且基因测序明确证实其耐药性是由碳青霉烯酶耐

药基因所致。为此需要严格地按照指南标准进行抗

菌药物的选择,加强医院内感染管理控制,重视细菌

耐药监测的必要性,创造安全、良好的就医环境。
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