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  摘 要:目的 分析呼吸道感染耐碳青霉烯类肠杆菌科细菌(CRE)主要耐药机制、分子流行病学特征及其

临床特征。方法 收集2018年湖南省人民医院/湖南师范大学附属第一医院非重复呼吸道感染CRE
 

114株,
所有菌株均用VITEK2

 

Compact全自动微生物分析系统进行鉴定及体外药敏试验;改良碳青霉烯灭活试验进

行表型试验;PCR检测碳青霉烯酶基因并进行多位点序列分型,并用χ2 检验和Logistic回归对临床数据进行

统计学分析。结果 114株非重复呼吸道感染CRE中肺炎克雷伯菌108株,大肠埃希菌2株,阴沟肠杆菌4
株。114株CRE中85株检出产碳青霉烯酶,占74.56%;其中肺炎克雷伯菌以KPC-2型为主(73.15%);大肠

埃希菌未检测出酶基因,1株阴沟肠杆菌检出NDM-1;肺炎克雷伯菌共分出6种ST型,以ST11为主要表型,
其次为ST17;大肠埃希菌分出1种ST型,为ST167;4株阴沟肠杆菌为ST592。114株CRE分为产酶株与非

产酶株,运用χ2 检验和Logistic回归分析显示,早期的碳青霉烯类抗菌药物使用者所占比例在产酶株与非产酶

株中差异有统计学意义(P<0.05),且其是产酶株的危险因素(OR:3.722,95%CI:1.529~9.057)。结论 产

碳青霉烯酶为CRE耐药的主要原因,ST11为肺炎克雷伯菌的主要流行基因型,早期的碳青霉烯类抗菌药物暴

露是产酶株的危险因素。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

main
 

drug
 

resistance
 

mechanism,molecular
 

epidemiology
 

of
 

carbap-
enem-resistant

 

Enterobacteriaceae
 

(CRE)
 

in
 

the
 

respiratory
 

tract
 

and
 

clinical
 

characteristics.Methods A
 

total
 

of
 

non-repetitive
 

respiratory
 

CRE
 

were
 

collected
 

in
 

2018.All
 

strains
 

were
 

identified
 

and
 

tested
 

in
 

vitro
 

by
 

VITEK2
 

Compact.Phenotypic
 

experiment
 

was
 

done
 

by
 

mCIM
 

test.The
 

carbapenemase
 

gene
 

was
 

detected
 

and
 

sequenced
 

by
 

PCR.The
 

clinical
 

data
 

were
 

statistically
 

analyzed
 

through
 

χ2
 

test
 

and
 

Logistic
 

regression
 

analy-
sis.Results Among

 

114
 

non-repetitive
 

respiratory
 

CRE,there
 

were
 

108
 

strains
 

of
 

Klebsiellapneumoniae,2
 

strains
 

of
 

Escherichia
 

coli,and
 

4
 

strain
 

of
 

Enterobacter
 

cloacae.A
 

total
 

of
 

85
 

carbapenemase
 

genes
 

were
 

detec-
ted

 

in
 

114
 

strains
 

of
 

CRE,accounting
 

for
 

74.56%.K.pneumoniae
 

was
 

mainly
 

KPC-2
 

(73.15%).E.coli
 

wasn't
 

detected
 

the
 

enzyme
 

gene,1
 

strain
 

Enterobacter
 

cloacae
 

was
 

detected
 

NDM-1.Klebsiellapneumoniae
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was
 

isolated
 

six
 

kinds
 

of
 

ST
 

type,with
 

ST11
 

as
 

the
 

main
 

phenotype,followed
 

by
 

ST17,E.coli
  

was
 

ST167,4
 

strains
 

Enterobacter
 

cloacae
 

was
 

ST592.A
 

total
 

of
 

114
 

strains
 

of
 

CRE
 

were
 

divided
 

into
 

enzyme-producing
 

strains
 

and
 

non-producing
 

enzyme
 

strains.χ2
 

test
 

and
 

Logistic
 

regression
 

analysis
 

showed
 

that
 

there
 

was
 

a
 

sta-
tistically

 

significant
 

difference
 

on
 

the
 

cases
 

used
 

carbapenem
 

antibiotics
 

early
 

between
 

the
 

enzyme
 

strain
 

and
 

the
 

non-produced
 

strain
 

(P<0.05),and
 

early
 

exposure
 

to
 

carbapenem
 

antibiotics
 

was
 

a
 

risk
 

factor
 

for
 

produ-
cing

 

the
 

enzyme
 

strain
 

(OR
 

was
 

3.722,95%CI
 

was
 

1.529-9.057).Conclusion Carbapenemase
 

is
 

the
 

main
 

resistance
 

mechanism
 

of
 

CRE.ST11
 

is
 

the
 

main
 

epidemic
 

clone
 

of
 

Klebsiellapneumoniae,and
 

early
 

exposure
 

to
 

carbapenem
 

antibiotics
 

is
 

risk
 

factor
 

of
 

CRE.
Key

 

words:Enterobacteriaceae; carbapenemase; clinical
 

characteristics

  近年来,随着产超广谱β内酰胺酶(ESBLs)肠杆

菌科细菌的广泛传播,导致大量碳青霉烯类抗菌药

物,包括亚胺培南、美罗培南、厄他培南等的使用,使
得对该类药物耐药的肠杆菌科细菌,即耐碳青霉烯类

肠杆菌科细菌(CRE)逐年增加。中国细菌耐药监测

网(CHINET)的数据显示,肺炎克雷伯菌对亚胺培南

和美 罗 培 南 的 耐 药 率 分 别 从2005年 的3.0%和

2.9%上升到2017年的20.9%和24.0%,耐药率上

升幅度较大,与此同时,肺炎克雷伯菌每年的分离率

也呈上升趋势[1]。有研究报道CRE感染的肺炎患者

病死率很高[2-4]。本研究分析了呼吸道感染CRE主

要耐药机制及分子流行病学特征,并分析其在临床特

征上的差异。
1 材料与方法

1.1 菌株来源 收集湖南省人民医院/湖南师范大

学附属第一医院2018年分离出的非重复呼吸道感染

CRE菌株,所有菌株均经过 VITEK2
 

Compact全自

动微生物分析系统进行鉴定。菌株来源患者均有下

列症状中的一项以上:发热;新发的咳嗽、咳痰或原有

咳嗽、咳痰加重;肺实变体征或闻及湿啰音;外周血白细

胞计数>10×109/L,伴或不伴有核左移;影像学有肺部

阴影或间质性改变。所有痰液标本均为合格标本。
1.2 仪器与试剂 血琼脂平板、Mueller-Hinton琼

脂平板、VITEK2
 

Compact全自动微生物分析系统及

其配套的鉴定药敏卡均购自法国生物梅里埃公司,
PCR仪购自eppendorf公司,DYY-6K型电泳仪购自

北京六一仪器厂,凝胶成像仪购自美国BIO-RAD公

司,DNA
 

Marker
 

2000购自宝生物工程(大连)有限公

司,Trans
 

PCR
 

SuperMix反应液(内含所需ddH2O)
及核酸染料购自北京全式金生物技术有限公司,引物

由上海英潍捷基贸易有限公司合成。质控菌株为大

肠埃希菌ATCC25922和铜绿假单胞菌ATCC27853,
均购自美国微生物菌种保藏中心。
1.3 药敏试验 使用VITEK2

 

Compact全自动微生

物分析系统进行药敏试验,依据美国临床和实验室标

准协会(CLSI)相关标准判断药敏结果。
1.4 细菌耐药表型试验 采用CLSI推荐的改良碳

青霉烯灭活试验(mCIM)进行表型试验测定。
1.5 细菌酶基因检测 PCR检测碳青霉烯酶基因,

主要检测的基因种类包括 Ambler
 

A组酶基因中的

blaKPC、blaNMC、blaIMI,Ambler
 

B组酶基因中的blaNDM、
blaIMP、blaVIM,以及Ambler

 

D组酶基因中的blaOXA-48。
1.6 多位点序列分型(MLST) 对耐碳青霉烯类肺

炎克雷伯菌、大肠埃希菌及阴沟肠杆菌进行 MLST,
采用PCR技术分别扩增其7个管家基因。
1.7 资料收集 收集所有菌株来源患者的年龄、性
别等人口学资料,有无一年内住院史、入住ICU史,有
无静脉置管、胸腔穿刺、气管插管,基础疾病,早期抗

菌药物暴露史及住院、预后情况等。
1.8 统计学处理 采用SPSS19.0统计软件进行数

据处理及统计学分析,计数资料采用例数或百分率表

示,采用Logistic回归分析和χ2 检验对资料进行分

析,以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 菌株分布 共收集114株非重复呼吸道感染

CRE,其中肺炎克雷伯菌108株,大肠埃希菌2株,阴
沟肠杆菌4株。108株肺炎克雷伯菌有101株分离于

痰液标本,7株分离于肺泡灌洗液。大肠埃希菌及阴

沟肠杆菌均分离于痰液标本。
2.2 药敏试验结果 肺炎克雷伯菌对头孢菌素类抗

菌药物及酶抑制剂的耐药率超过80.0%,对阿米卡星

的 耐 药 率 为 32.41%,对 替 加 环 素 的 耐 药 率 为

10.19%。2株大肠埃希菌均对头孢菌素类抗菌药物

及酶抑制剂耐药,对替加环素及阿米卡星敏感。4株

阴沟肠杆菌对替加环素、阿米卡星、环丙沙星均敏感。
见表1。
表1  114株CRE对常用抗菌药物的耐药性分析[n(%)]

抗菌药物
肺炎克雷伯菌

(n=108)
大肠埃希菌

(n=2)
阴沟肠杆菌

(n=4)

头孢吡肟 101(93.52) 2(100.00) 2(50.00)

头孢曲松 94(87.04) 2(100.00) 4(100.00)

头孢他啶 106(98.15) 2(100.00) 4(100.00)

头孢西丁 102(94.44) 2(100.00) 4(100.00)

氨曲南 84(77.78) 2(100.00) 4(100.00)

哌拉西林/他唑巴坦 102(94.44) 2(100.00) 4(100.00)

替卡西林/克拉维酸 106(98.15) 2(100.00) 4(100.00)

头孢哌酮/舒巴坦 105(97.22) 2(100.00) 4(100.00)
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续表1  114株CRE对常用抗菌药物的耐药性分析[n(%)]

抗菌药物
肺炎克雷伯菌

(n=108)
大肠埃希菌

(n=2)
阴沟肠杆菌

(n=4)

左氧氟沙星 88(81.48) 2(100.00) 0(0.00)

环丙沙星 72(66.67) 2(100.00) 0(0.00)

阿米卡星 35(32.41) 0(0.00) 0(0.00)

妥布霉素 50(46.30) 2(100.00) 4(100.00)

亚胺培南 106(98.15) 2(100.00) 4(100.00)

美罗培南 106(98.15) 2(100.00) 4(100.00)

替加环素 11(10.19) 0(0.00) 0(0.00)

2.3 mCIM检测结果 114株CRE菌株,mCIM 检

测结果阳性的菌株有92株,所有 mCIM 检测结果阳

性的菌株中85株检测出碳青霉烯酶基因,包括79株

检测出blaKPC 基因,5株检测出blaNDM 基因和1株检

测出blaIMP 基因;所有mCIM结果阴性的菌株均未检

测到试验所覆盖到的碳青霉烯酶基因,mCIM 的灵敏

度为100.0%。
2.4 分子流行病学特征 114株CRE共有85株产

碳青霉烯酶,占74.56%;108株肺炎克雷伯菌中产酶

株有84株,占77.78%,其中
 

KPC-2占73.15%(79/
108),NDM-1占3.70%(4/108),IMP-4占0.93%
(1/108);2株大肠埃希菌未检测出产酶株;4株阴沟

肠杆菌中1株产 NDM-1。108株肺炎克雷伯菌共分

为6个 ST 型,以 ST11型最多(77.0%),其 次 为

ST17,其他包括ST15、ST36、ST45、ST65;2株大肠

埃希菌均为ST167型;4株阴沟肠杆菌为ST592。
2.5 产 酶 株 与 非 产 酶 株 来 源 患 者 临 床 特 征 比

较 114株CRE分为产酶株与非产酶株,来源患者临

床特征见表2。χ2 检验和Logistic回归分析结果显

示,早期的碳青霉烯类抗菌药物使用者比例在产酶株

与非产酶株中差异有统计学意义(P<0.05),且其是

产酶株 的 危 险 因 素(OR:3.722,95%CI:1.529~
9.057)。

表2  产酶株与非产酶株来源患者临床特征

类别 CRE(n=114) 产酶株(n=85) 非产酶株(n=29) OR(95%CI) P

人口学信息

 年龄(M,岁) 61 76 24 - -

 性别(男,n) 81 57 24 0.540(0.183~1.592) 0.26

流行病学风险(n)

 一年内住院史 45 33 12 0.899(0.381~2.121) 0.81

 入住ICU史 77 59 18 1.387(0.575~3.345) 0.47

医疗设备风险(n)

 静脉置管 25 21 4 2.051(0.640~6.574) 0.22

 胸腔穿刺 18 16 2 3.130(0.674~14.541) 0.15

 气管插管 42 31 11 0.901(0.939~2.243) 0.88

基础疾病(n)

 肺部疾病 32 25 7 1.310(0.496~3.455) 0.59

 心脏疾病 21 16 5 1.113(0.368~3.365) 0.85

 脑血管疾病 16 10 6 0.511(0.168~1.558) 0.23

 消化系统疾病 28 22 6 1.339(0.482~3.717) 0.58

 其他 20 16 4 1.449(0.442~4.751) 0.78

早期抗菌药物暴露史(n)

 任何一种抗菌药物 110 81 29 - -

 碳青霉烯类抗菌药物 80 66 14 3.722(1.529~9.057) <0.05

合并细菌感染(n) 32 20 12 0.538(0.195~1.476) 0.22

预后

 住院时间(d) 39.1 40.7 27.9 - -

 住院病死率[n(%)] 21(18.42) 18(21.18) 3(10.34) - -

  注:-为不适用于χ2 检验和Logistic回归分析,未进行统计学分析。

3 讨  论

细菌耐药已成为全世界关注及棘手的难题,其中
CRE在2017年已被 WHO列为与耐碳青霉烯类鲍曼

不动杆菌及铜绿假单胞菌并列的三大超级细菌。这
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些多重耐药菌极易在长期住院或者免疫力低下的患

者中进行传播,导致院内感染,甚至可能造成小范围

或者大面积的暴发流行。呼吸道感染CRE的患者在

所有感染CRE患者中占比较高。有研究报道CRE
感染的类型以肺炎感染为主,其次为尿路感染,且
CRE感染肺炎致死率高达60%[4]。CRE感染在临床

上是一件非常棘手的问题,目前临床疗效未见明显提

高,有回顾性研究显示 CRE的治疗常需要联合用

药[5-8],同时单药治疗的理论也有学者提出[4]。CRE
治疗是联合用药还是单药治疗,联合哪些药物,如何

联合,目前仍未明确。
有研究对CRE进行体外药敏性分析,发现其对

几乎所有β-内酰胺类抗菌药物(包括广谱类头孢菌素

类、头霉素类、β-内酰胺加酶抑制剂类及临床常用3种

碳青霉烯类抗菌药物)、喹诺酮类抗菌药物呈现多重

耐药[9-10],与本研究结果相一致。CRE敏感性较高的

药物为替加环素、阿米卡星等,这也验证了 KULEN-
GOWSKI等[11]的研究结果,即碳青霉烯类抗菌药物

联合其他种类抗菌药物可以对CRE的治疗起一定

作用。
在CLSI推荐的 M100-S27文件中也已经将

mCIM作为碳青霉烯酶表型筛选的参考方法之一,同
时也有研究显示改良 Hodge试验和Carba

 

NP试验

在检测产 OXA-48酶和黏液型产 NDM 酶菌株时容

易产生假阴性结果,而 mCIM 则为阳性结果,mCIM
的灵敏度更高[12]。本试验采用 mCIM 进行碳青霉烯

酶表型检测,发现所有检出酶基因型的菌株其 mCIM
结果都为阳性,所有表型阴性的菌株均未检出本试验

包括的7种酶基因,证实了mCIM对碳青霉烯酶基因

检出的灵敏度高。114株呼吸道CRE中85株碳青霉

烯酶基因阳性,占74.56%,表明产酶是CRE的主要

耐药机制。肺炎克雷伯菌主要以产碳青霉烯酶为主,
对blaKPC 基因进行亚型分型,主要为KPC-2型;大肠

埃希菌未检测出酶基因型,4株阴沟肠杆菌中1株为

NDM-1型。2017年中国学者ZHANG等[13]对全国

1
 

105株不同类型标本分离的CRE进行分析,其主要

产酶及酶亚型与本研究大致相同。英国一项研究报

道CRE主要菌株类型为肺炎克雷伯菌,但酶基因主

要为NDM[14]。一项北美的综合性回顾性研究表明

KPC亚型主要为 KPC-3,其次为 KPC-2[15]。本研究

对近年报道在肠杆菌科细菌中出现的blaOXA-48 酶基

因进行检测,未发现该基因型菌株,而该酶常在其他

国家的肠杆菌科细菌中检出,尤其是欧洲国家[16]。
MLST分析发现肺炎克雷伯菌主要流行株为ST11,
占全部菌株的77.0%,这与ZHANG等[13]对我国肺

炎克雷伯菌的分型一致,在美国及其他很多国家肺炎

克雷伯菌的主要ST型为ST258[10,17];大肠埃希菌的

主要表型为ST167,而ZHANG等[13]发现大肠埃希

菌主要ST型为ST131。

本研究临床资料分析显示,早期碳青霉烯类抗菌

药物暴露史是CRE产酶株的一个危险因素,与新加

坡一项关于成人住院患者CRE分子流行病学及临床

特征的研究结果一致[18]。同时也有中国研究者报道菌

株分离前第三、四代头孢菌素类和碳青霉烯类抗菌药物

的使用是导致碳青霉烯类耐药的独立危险因素[19]。
目前,CRE耐药情况在抗菌药物广泛使用下日趋

严重,本研究通过对呼吸道感染CRE流行病学及临

床特征的分析发现,早期碳青霉烯类抗菌药物的使用

是造成CRE产碳青霉烯酶的一个危险因素,提示临

床工作者在抗菌药物的选择与使用上应谨慎,鉴定产

酶株可为临床医务者在用药剂量及种类选择上给予

一定的参考依据,同时CRE分子流行病学特征也为

院内感染监测与控制提供了一定理论依据。
4 结  论

产碳青霉烯酶为CRE耐药的主要原因,早期的

碳青霉 烯 类 抗 菌 药 物 暴 露 是 CRE 产 酶 株 的 危 险

因素。
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