
!论
!

著!

耐碳青霉烯类肠杆菌科细菌表型检测及其耐药性研究"

万
!

芳&

!陈
!

恒&

!柯茂彬&

!崔敏涛&

!鲁
!

艳'

!李永联&

!吴学诗&

"

&(

广东省佛山市同江医院

检验科
!

)'/+**

#

'(

湖北省孝感市中心医院院感科
!

.+'&**

%

!!

"摘要#

!

目的
!

了解耐碳青霉烯类肠杆菌科细菌"

83!

%感染状况及其产酶类型&方法
!

采用最低抑菌浓度

"

W18

%法分析肠杆菌科细菌的耐药情况&采用厄他培南纸片扩散法初筛产碳青霉烯酶菌株!对初筛阳性菌株分别

采用改良
S=L

6

>

试验'加硼酸或苯唑西林的改良
S=L

6

>

试验'

!#4%

亚胺培南复合纸片法进行表型确证&结果
!

肠杆菌科细菌对亚胺培南和美罗培南的耐药率分别为
'(,<

'

'(+<

&厄他培南纸片扩散法初筛阳性菌株
&&

株!其

中改良
S=L

6

>

确证试验阳性"或弱阳性%菌株
+

株!包括产金属酶菌株
&

株!产超广谱
)

5

内酰胺酶"

!2"0E

%或
%H

M

8

酶菌株
'

株&

'

株改良
S=L

6

>

确证试验弱阳性菌中未检出碳青霉烯酶基因!但检出
%H

M

8

'

4!W

'

84̂ 5W

基因!改

良
S=L

6

>

试验阳性菌中检出
IA@1W9

基因&结论
!

改良
S=L

6

>

试验'加硼酸或苯唑西林改良
S=L

6

>

试验及
!#4%

亚胺培南复合纸片法相结合进行碳青霉烯酶检测!在暂无条件开展基因分型的医院具有很好的应用前景&

"关键词#

!

肠杆菌科细菌#
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耐药性分析
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碳青霉烯类抗菌药物以其对
)

5

内酰胺酶稳定,毒性低等特

点#已成为临床治疗肠杆菌科细菌重症感染最主要的抗菌药物

之一+近年文献报道显示#耐碳青霉烯类肠杆菌科细菌$

83!

&

迅速增多#给临床抗感染治疗带来了极大困扰+产生碳青霉烯

酶是
83!

对碳青霉烯类抗菌药物耐药的主要原因)

&

*

+基因分

析是检测碳青霉烯酶最成熟的方法#但由于其操作步骤繁琐,

费用高,需特殊仪器#不能用于常规检测)

&

*

+本研究旨在建立

快速,简便,准确的
83!

表型确证方法#从而了解同江医院

83!

感染情况及其产酶类型#现报道如下+

$

!

材料 与方法

$($

!

菌株来源
!

收集
'*&'

年
&

月到
'*&.

年
;

月同江医院初

次分离临床采集的对
&

种或多种第三代头孢菌素耐药的肠杆

菌科细菌$耐药肠杆菌科细菌&共
+**

株+标本来源包括静脉

血,中段尿,脓液,痰,气管内抽吸液,肺泡灌洗液,伤口分泌物

等#采用
9D=>KJa&**

微生物自动鉴定与药敏系统鉴定到种#产

碳青霉烯酶初筛阳性菌株采用半固体培养基保存于
.j

条件

下#每
+

个月转种+

$(/

!

仪器与试剂
!

亚胺培南$

19W

&,美罗培南$

W!W

&药敏纸

片,

WS

琼脂购自杭州天和微生物有限公司%厄他培南$

!49

&

药敏纸片购自英国
Xa=JL

公司%血平板,巧克力,麦康凯平板购

自广州市迪景微生物科技有限公司+苯唑西林钠$瑞阳制药有

限公司&#苯硼酸$北京维达化工有限公司&#

!#4%

$天津市永

大化学试剂有限公司&#二甲基亚砜$天津市大茂化学试剂厂&#

"#:&'*

血培养仪,

9D=>KJa&**

微生物自动鉴定与药敏系统均

为美国
"#

公司产品+基因检测由广州金域医学检验中心合

作完成+

$('

!

方法

$('($

!

药敏试验
!

在全自动细菌鉴定仪上采用最低抑菌浓度

$

W18

&法测定#根据临床实验室标准化委员会$

8021

&

'*&*

的

标准判断药敏结果+质控菌株为大肠埃希菌
%488'):''

和

铜绿假单胞菌
%488',/)+

+

$('(/

!

碳青霉烯酶筛选和表型确证试验
!

$

&

&初筛!采用

-

:;+&

-

检验医学与临床
'*&)

年
)

月第
&'

卷第
&*

期
!

0@IW>L8AJK

!

W@

O

'*&)

!

-=A(&'

!

$=(*&*

"

基金项目$广东省佛山市顺德区医学科研项目$

'*&+*:&

&+

!!

作者简介$万芳#女#本科#副主任技师#主要从事微生物检验技术与输血管理研究+



8021

推荐的厄他培南纸片扩散法#实验方法及判断标准参考

文献)

'

*+$

'

&改良
S=L

6

>

试验!对初筛阳性菌株用改良

S=L

6

>

试验进行确证#实验方法及判断标准参考文献)

'

*+$

+

&

金属酶表型筛选试验!对改良
S=L

6

>

试验阳性菌株进行
!#5

4%

亚胺培南复合纸片法#实验方法及判断标准参考文献)

+

*+

$

.

&加硼酸与苯唑西林的改良
S=L

6

>

试验!参照文献)

.

*#通过

不同的图形来区分
%

组碳青霉烯酶,

%H

M

8

酶及非
%

组碳青

霉烯酶+

$(1

!

基因确证
!

对改良
S=L

6

>

表型确证试验阳性菌株及部

分阴性的可疑菌株进行
983

检测
%HIA>N%

组碳青霉烯酶基

因$

IA@c9G

,

IA@1W1

&#

%HIA>N"

组碳青霉烯酶基因$

IA@1W9IA@

&

和
%HIA>N#

组碳青霉烯酶基因$

IA@X̂ %

&#对改良
S=L

6

>

试

验阳性株加测
%H

M

8

及
!2"0

基因$

IA@4!W

,

IA@2S-

和

IA@84̂ 5W

&+所用引物参考文献)

)5,

*#与广州金域医学检验

中心合作完成基因检测+

$(2

!

临床资料分析
!

回顾分析改良
S=L

6

>

表型确证试验阳

性菌株及部分阴性的可疑菌株患者的临床资料#包括一般个人

资料,用药情况,感染潜在危险因素等+

/

!

结
!!

果

/($

!

耐药肠杆菌科细菌分布情况
!

+**

株耐药肠杆菌科细菌

的菌种分布以大肠埃希菌$

&;/

株#

);(*<

&和肺炎克雷伯菌

$

&*/

株#

+;(*<

&为主#另有阴沟肠杆菌
;

株$

'(*<

&,产气肠

杆菌
;

株$

'(*<

&,奇异变形杆菌
;

株$

'(*<

&,弗劳地枸橼酸

杆菌
+

株$

&(*<

&,产酸克雷伯菌
+

株$

&(*<

&+

+**

株耐药肠

杆菌科细菌的标本分布!痰$

.*(/<

&,中段尿$

+&(&<

&,静脉血

$

&*(/<

&,其他无菌体液及脓液等$共
&,(+<

&+

/(/

!

耐药肠杆菌科细菌药敏结果
!

分离的
+**

株耐药肠杆菌

科细菌对亚胺培南,美罗培南的耐药率分别为
'(,<

,

'(+<

#

对阿米卡星,哌拉西林"他唑巴坦的耐药率均低于
&*(*<

#除

此以外#对其他常用药物的体外耐药率均大于
)*(*<

#见表
&

+

表
&

!

+**

株耐药肠杆菌科细菌药敏结果&

<

(

抗菌药物 耐药 敏感

阿米卡星
:(: :*(&

阿莫西林"克拉维酸
&**(* *(*

氨苄西林
::(. *(;

氨曲南
;:(* +&(*

头孢吡肟
;.() +)()

头孢噻肟
:,(, '(+

头孢他啶
)+(' .;(/

氯霉素
)&() ./()

环丙沙星
;)() +.()

庆大霉素
;*(' +:(/

亚胺培南
'(, :,(+

续表
&

!

+**

株耐药肠杆菌科细菌药敏结果&

<

(

抗菌药物 耐药 敏感

左氧氟沙星
).(. .)(;

美罗培南
'(+ :,(,

哌拉西林
:/(+ &(,

哌拉西林"他唑巴坦
:(/ :*('

四环素
,;(* '.(*

复方磺胺甲唑
,'(& ',(:

/('

!

碳青霉烯酶表型检测结果
!

厄他培南纸片扩散法初筛碳

青霉烯酶表型为阳性的耐药肠杆菌科细菌共
&&

株#阳性率为

+(;,<

#其中
)

株经
W18

法检测对美罗培南或亚胺培南敏感

或中介+改良
S=L

6

>

确证试验弱阳性
'

株#阳性
&

株$图
&%

&#

均为肺炎克雷伯菌#对这
+

株改良
S=L

6

>

确证试验阳性菌进

行金属酶及加硼酸,苯唑西林的改良
S=L

6

>

试验#检出金属酶

表型阳性菌
&

株$图
&"

&#产超广谱
)

5

内酰胺酶$

!2"0E

&或

%H

M

8

酶
'

株$图
&8

,

&#

&+

!!

注!

%

为改良
S=L

6

>

确证试验结果#其中单箭头表示弱阳性#双箭

头表示阳性%

"

为金属酶表型筛选试验阳性结果%

8

为加硼酸改良

S=L

6

>

试验结果#其中双箭头表示阳性#单箭头表示阴性%

#

为加苯唑

西林改良
S=L

6

>

试验结果#其中双箭头表示阳性#单箭头表示阴性+

图
&

!

碳青霉烯酶表型检测结果

/(1

!

基因检测
!

送检的
&&

株初筛碳青霉烯酶表型阳性的耐

药肠杆菌科细菌中#改良
S=L

6

>

试验阴性的菌株菌未携带

IA@c9G

,

IA@1W1

,

IA@1W9

,

IA@X̂ %

碳青霉烯酶基因#

'

株改良

S=L

6

>

试验弱阳性的菌株中未检出相关碳青霉烯酶基因#但检

出了
%H

M

8

,

4!W

,

84̂ 5W

基因#改良
S=L

6

>

试验阳性菌株中

检出了
IA@1W9

基因#见表
'

+

/(2

!

方法学比较
!

以基因检测结果为金标准#比较了
W18

法,厄他培南纸片扩散法,改良
S=L

6

>

试验,加硼酸与加苯唑

西林
S=L

6

>

试验结合金属酶表型筛选试验的诊断性能#见

表
+

+

表
'

!

基因分析与表型检测结果比较

菌名及编号
改良

S=L

6

>

试验

加硼酸改良

S=L

6

>

试验

加苯唑西林改良

S=L

6

>

试验

金属酶表型

筛选试验
初步结论 基因检测结果

基因分析与表型

检测结果是否一致

&+/U

M

K Z

"

f f f f

产
!2"0E

或
%H

M

8

酶
%H

M

8

,

84̂5W

相符

&..U

M

K Z

"

f f f f

产
!2"0E

或
%H

M

8

酶
%H

M

8

,

4!W

,

84̂5W

相符

&,*U

M

K Z Z Z Z

非
%

组或
"

组碳青霉烯酶
1W9

,

84̂5W

相符

!!

注!

U

M

K

表示肺炎克雷伯菌%

Z

"

f

表示弱阳性%

Z

表示阳性%

f

表示阴性+

-

*,+&

-

检验医学与临床
'*&)

年
)

月第
&'

卷第
&*

期
!

0@IW>L8AJK

!

W@

O

'*&)

!

-=A(&'

!

$=(*&*



表
+

!

不同方法检测碳青霉烯酶诊断性能&

<

(

方法 敏感性$

<

& 特异性$

<

& 阳性预测值$

<

& 阴性预测值$

<

&

W18

法
&**(* )*(* &;(, &**(*

厄他培南纸片扩散法
&**(* ;*(* '*(* &**(*

改良
S=L

6

>

试验
&**(* /*(* ++(+ &**(*

加硼酸与加苯唑西林
S=L

6

>

试验
Z

金属酶表型筛选试验
&**(* &**(* &**(* &**(*

/()

!

临床资料分析
!

查阅相关患者的病历资料#本研究菌株

来源以老年患者,

18̀

住院患者及手术患者为主#多有转科,使

用呼吸机,连续使用头孢菌素类抗菌药物超
+L

以上的记录#

尤其在检出改良
S=L

6

>

确证试验阳性菌的
+

例患者中#有
&

例患者连续使用头孢菌素类抗菌药物
)L

#

&

例患者连续使用

哌拉西林"他唑巴坦超过
,L

#

&

例患者
,L

内交替使用哌拉西

林"他唑巴坦,美罗培南,左氧氟沙星#甚至发现在同一科室中

有使用同一种头孢菌素类抗菌药物的用药习惯+

'

!

讨
!!

论

!!

大多数医院在全自动细菌鉴定仪上采用
W18

法检测

83!

#但由于
c98

型碳青霉烯酶$

c98

酶&一般仅引起细菌对

碳青酶烯类药物低水平耐药#常规检测方法易误认为产
!25

"0E

#不能有效检测出产
c98

酶菌株)

/5:

*

+

8021

推荐的改良

S=L

6

>

试验用于碳青霉烯酶表型确证#亦存在特异性较低,无

法分型,产
!2"0E

或
%H

M

8

酶菌株易导致试验假阳性的缺

点)

&*

*

+而利用加硼酸或加苯唑西林的改良
S=L

6

>

试验#能够

很简单地区分出
%

组,非
%

组碳青霉烯酶与
!2"0E

或
%H

M

8

酶#联合
"

类金属酶筛选试验则可在不使用基因分析的基础

上快速,简便,准确地对
83!

进行表型确证分型)

&&

*

#这在暂无

条件开展基因分型的医院具有很好的应用前景+本研究结果

亦显示出其较佳的诊断性能#与以往研究不同的是#

.

种方法

均有较好的敏感性与阴性预测值)

&'

*

#分析原因为本次检测的

菌株数量较少#可能存在统计学偏差+

8021

在
'*&+

年更新了

碳青霉烯酶筛选试验的判断标准#可以较好地筛选出疑似产酶

株#大大减少了实际工作中
83!

监测的工作量%酶抑制剂的应

用可较准确地分析出细菌耐药机制#对及时识别
83!

,合理选

择抗菌药物及医院感染防控有重要意义+

83!

耐碳青酶烯类抗菌药物的机制简单说来主要有两大

类#其一为膜孔蛋白表达质和$或&量的缺失合并对碳青霉烯类

抗菌药物有微弱水解活性的
)

内酰胺酶$

%H

M

8

酶和
!2"0E

&

的过表达%另一机制是获得具有编码碳青霉烯类抗菌药物水解

活性的碳青霉烯酶基因)

&+

*

+在我国#肠杆菌科细菌对碳青霉

烯类抗菌药物的耐药机制主要是产
c98

酶和金属酶)

&.

*

+本

研究未检出
c98

酶#但检出了
&

例产金属酶的肺炎克雷伯菌#

这与患者来源,检测数量及地域性差异有关+需要特别注意的

是#本次通过改良
S=L

6

>

试验检出了产
%H

M

8

和产
!2"0E

的

菌株#这些细菌以过表达
%H

M

8

酶合并
XH

M

]

或
XH

M

8

膜孔

蛋白修饰为特征#同时社区获得性产
84̂ 5W

型菌株在世界范

围内的广泛播散导致厄他培南耐药菌株不断出现)

&)

*

#给临床

抗感染治疗带来极大的困扰+

导致
83!

产生的危险因素包括侵袭性操作$特别是外科

手术&,导尿管留置,床位的频繁更换和应用广谱抗菌药

物)

&;5&,

*

+也有资料显示#对有基础并发病的患者#医院获得性

感染比抗菌药物选择更重要)

&/

*

+本研究发现碳青酶烯类抗菌

药物的应用不是导致本院出现产酶菌株的主要原因#不良的用

药习惯,高危人群的存在,医务人员感染防控意识不强#更能导

致耐药菌株的播散+

对
83!

的控制手段中#早期识别虽然重要#防患于未然更

重要#只有加强对抗菌药物临床合理应用的监管#减少侵袭性

操作#掌握
83!

早期监测手段#严格执行手卫生#实施接触防

护措施#大力发挥公共卫生机构的作用#扩大
83!

防控范

围)

&+

*

#同步做好院感防控,监测,治疗三方面的工作#才能真正

做到控制
83!

多重耐药菌医院感染的发生+
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$(2

!

统计学处理
!

采用
2922&,(*

软件对数据进行统计学分

析#计量资料采用
@eI

表示#组间比较采用
D

检验%计数资料

采用百分率表示#组间比较采用
&

' 检验+以
'

Y*(*)

为检验

水准#

G

&

*(*)

为差异有统计学意义+

/

!

结
!!

果

/($

!

两组患者干预前后尿酸水平比较
!

8c#

管理组患者干

预前尿酸水平为 $

)++(''.e,+(:',

&

-

H=A

"

0

#干 预 后 为

$

.';()/;e//(*:*

&

-

H=A

"

0

%对照组干预前为 $

)&+(+*)e

,:(//*

&

-

H=A

"

0

#干预后为$

)'.(+''e&&'(**;

&

-

H=A

"

0

#两组

患者干预前尿酸水平比较#差异无统计学意义$

G

%

*(*)

&%经
;

个月的慢病管理后#两组比较差异有统计学意义$

G

&

*(*&

&+

/(/

!

两组患者干预前后生活方式比较
!

8c#

管理组生活方

式$吸烟,饮酒,高嘌呤饮食,运动&有明显改善#与对照组比较#

差异有统计学意义$

G

&

*(*)

&#见表
&

+

表
&

!

两组生活方式情况比较&

*

(

组别 时间 吸烟 饮酒 高嘌呤饮食 运动

8c#

管理组 干预前
+/ .& )& &;

干预后
'&

@

&/

@

&)

@

+.

@

对照组 干预前
+. .+ ). &+

干预后
'; +* '& &;

!!

注!与对照组比较#

@

G

&

*(*)

+

'

!

讨
!!

论

!!

慢病管理是指组织慢病专业医生及护理人员#为慢病患者

提供全面,连续,主动的管理#以达到促进健康,延缓慢病进程,

减少并发症,降低伤残率,延长寿命,提高生活质量并降低医药

费用的一种科学管理模式)

)

*

+本院率先在西南地区成立
8c#

管理中心#运用慢病管理模式对患者进行系统化,长期化,规范

化的管理#从饮食,营养,运动,正确服药,心理护理等多方面对

患者进行指导#并通过多随访途径定期进行跟踪指导,效果评

估,计划调整#以提升患者自我管理能力和依从性#提高患者生

活质量#最终达到延缓
8c#

进程的目的+通过
8c#

管理#增

强了
8c#

患者的健康理念#形成良好的生活习惯)

;

*

#去除影响

健康的不良行为等+最终目的是从根本上改善健康状况#延缓

8c#

进程#提高生活质量#减少医疗费用)

,

*

+

尿酸沉积在肾脏会加重肾损伤)

/

*

#所以在
8c#

管理中重

视对高尿酸血症患者尿酸的控制#通过改变生活方式,低嘌呤

饮食等途径控制尿酸水平+本研究结果显示#

8c#

管理组尿

酸控制水平,生活方式改变明显优于对照组#差异有统计学意

义$

G

&

*(*)

&+通过
8c#

管理#为患者建立健康档案#与其进

行一对一的健康教育#为患者设定戒烟戒酒目标#告知各种食

物中嘌呤水平#教会患者食物交换份的计算方法#定期监测生

化指标,根据指标变化情况适时改变饮食控制方案,定期随访,

开展健康教育讲座#最终改变患者不良饮食和生活习惯+

综上所述#

8c#

管理模式的建立#能使
8c#

合并高尿酸

血症患者进行有效的自我管理#改变不良生活习惯#控制尿酸

水平#进而控制
8c#

的进展+但
8c#

管理模式用于
8c#

伴

高尿酸血症患者的长期效果还需进一步观察#希望在以后的工

作中能联合多学科共同研究#以达到满意的管理效果+
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*陈慧红#沈伟伟#罗芸#等
(

对碳青霉烯类抗生素敏感性下

降的肠杆菌科细菌耐药机制的研究及流行病学调查)
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产碳青霉烯酶泛耐药肠杆菌科细菌感染

治疗药物的现况与未来)
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