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GeneXpert检测系统分析儿童耐碳青霉烯类肠杆菌科细菌耐药基因*
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  摘 要:目的 研究西安市儿童医院2017年10月至2019年10月临床分离耐碳青霉烯类肠杆菌科细菌

(CRE)的耐药情况,借助GeneXpert检测系统分析碳青霉烯酶基因携带特点,了解其分子流行病学分布,为各

科室CRE的预防、控制及治疗提供依据。方法 采用 Whonet
 

5.6软件筛选西安市儿童医院2017年10月至

2019年10月CRE菌株,采用基质辅助激光解吸/电离飞行时间质谱仪鉴定细菌,以Vitek
 

2-Compact
 

全自动

微生物鉴定及药敏分析系统联合纸片扩散法(K-B法)进行药敏试验,采用GeneXpert检测系统检测碳青霉烯

酶基因KPC、NDM、VIM、IMP-1、OXA-48。结果 西安市儿童医院2017年10月至2019年10月共检出CRE
菌株109株,排名前3位的是肺炎克雷伯菌57株(52.29%)、大肠埃希菌20株(18.35%)、产酸克雷伯菌8株

(7.34%)。标本来源主要为尿液(35.78%)、下呼吸道标本(29.36%)、脓液(16.51%)。临床科室分布主要集

中在新生儿重症医学科、康复科及血液科。药敏试验结果显示,CRE对β-内酰胺类药物耐药率在80.00%以

上,对氨基糖苷类和喹诺酮类抗菌药物耐药率均小于40.00%。GeneXpert检测系统检测结果显示,携带碳青

霉烯酶菌株共90株,耐药基因检出率分别为KPC(52.29%)、NDM(47.70%)、IMP-1(7.30%),未发现VIM和

OXA-48耐药基因。患儿预后与细菌耐药基因检出数量种类差异无统计学意义(P>0.05)。结论 儿童CRE
以肺炎克雷伯菌为主,大部分来源于重症医学科的下呼吸道标本,对抗菌药物高度耐药,检出耐药基因以KPC
和NDM为主。耐碳青霉烯类肠杆菌科细菌耐药形势严峻,临床应根据药敏试验结果合理选用抗菌药物,及时

针对性地采取措施,以预防院内传播流行。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

drug
 

resistance
 

of
 

carbapenem-resistant
 

enterobacteriaceae
 

(CRE)
 

clinically
 

isolated
 

from
 

Xi'an
 

children's
 

Hospital
 

from
 

October
 

2017
 

to
 

October
 

2019.With
 

the
 

help
 

of
 

GeneX-
pert

 

detection
 

system,the
 

carrying
 

characteristics
 

of
 

carbapenemase
 

gene
 

were
 

analyzed
 

to
 

understand
 

its
 

mo-
lecular

 

epidemiological
 

distribution,so
 

as
 

to
 

provide
 

the
 

basis
 

for
 

the
 

prevention,control
 

and
 

treatment
 

of
 

CRE
 

in
 

various
 

departments.Methods The
 

CRE
 

strains
 

from
 

Xi'an
 

children's
 

Hospital
 

from
 

October
 

2017
 

to
 

Oc-
tober

 

2019
 

were
 

analysed
 

by
 

Whonet
 

5.6
 

software,and
 

identified
 

by
 

MALDI-TOF-MS.The
 

Vitek
 

2-Compact
 

automatic
 

microbiological
 

identification
 

and
 

drug
 

sensitivity
 

analysis
 

system
 

combined
 

with
 

disk
 

diffusion
 

method
 

(K-B
 

method)
 

was
 

used
 

for
 

the
 

drug
 

sensitivity
 

test,and
 

GeneXpert
 

detection
 

system
 

was
 

used
 

to
 

de-
tected

 

carbapenemase
 

genes,including
 

KPC,NDM,VIM,IMP-1,OXA-48.Results A
 

total
 

of
 

109
 

CRE
 

strains
 

were
 

detected
 

in
 

the
 

hospital
 

from
 

October
 

2017
 

to
 

October
 

2019.The
 

top
 

three
 

strains
 

were
 

Klebsiella
 

pneu-
moniae

 

(57
 

strains,52.29%),Escherichia
 

coli
 

(20
 

strains,18.35%)
 

and
 

Klebsiella
 

acidophilus
 

(8
 

strains,
7.34%).The

 

main
 

CRE
 

strains
 

of
 

specimens
 

were
 

urine
 

(35.78%),respiratory
 

tract
 

(29.36%),and
 

pus
 

(16.51%).The
 

clinical
 

departments
 

that
 

isolated
 

CRE
 

strains
 

were
 

concentrated
 

in
 

neonatal
 

intensive
 

care
 

u-
nit,department

 

of
 

rehabilitation
 

and
 

department
 

of
 

hematology.The
 

drug
 

sensitivity
 

results
 

showed
 

that
 

the
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resistance
 

rate
 

of
 

CRE
 

strain
 

to
 

β-lactam
 

was
 

more
 

than
 

80.00%,and
 

that
 

to
 

aminoglycoside
 

and
 

quinolones
 

was
 

less
 

than
 

40.00%.GeneXpert
 

test
 

showed
 

that
 

there
 

were
 

90
 

strains
 

carrying
 

carbapenase,and
 

the
 

detec-
tion

 

rates
 

of
 

drug-resistant
 

genes
 

of
 

KPC,NDM,IMP-1
 

were
 

52.29%,47.70%
 

and
 

7.30%
 

respectively.VIM
 

and
 

OXA-48
 

drug-resistant
 

genes
 

were
 

not
 

found.There
 

was
 

no
 

statistical
 

difference
 

between
 

the
 

prognosis
 

of
 

children
 

and
 

the
 

number
 

or
 

types
 

of
 

bacterial
 

drug-resistant
 

genes
 

detected
 

(P>0.05).Conclusion The
 

CRE
 

strains
 

in
 

children
 

are
 

mainly
 

Klebsiella
 

pneumoniae,most
 

of
 

which
 

are
 

isolated
 

from
 

the
 

lower
 

respiratory
 

tract
 

specimens
 

in
 

intensive
 

care
 

units.They
 

are
 

highly
 

resistant
 

to
 

antibiotics,and
 

the
 

drug-resistant
 

genes
 

are
 

mainly
 

KPC
 

and
 

NDM.The
 

drug
 

resistance
 

situation
 

of
 

CRE
 

bacteria
 

is
 

serious,so
 

antibiotics
 

should
 

be
 

se-
lected

 

reasonably
 

according
 

to
 

drug
 

sensitivity
 

results
 

in
 

clinical
 

practice.Timely
 

and
 

targeted
 

measures
 

should
 

be
 

taken
 

to
 

prevent
 

nosocomial
 

transmission
 

and
 

epidemic.
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  肠杆菌科细菌是儿童专科医院引起临床感染的

重要病原菌之一,有研究统计显示,儿童60%的感染

由革兰阴性菌引起[1-2]。耐碳青霉烯类抗菌药物因其

抗菌谱广且作用强,经常作为强效β-内酰胺类抗感染

药物治疗肠杆菌感染[3]。伴随碳青霉烯类抗菌药物

的广泛使用,全球耐碳青霉烯类肠杆菌科细菌(CRE)
菌株也逐年升高,耐药菌株对抗菌谱较窄的儿童感染

的控制和治疗造成诸多困难,已成为紧迫的公共卫生

问题[4-6]。肠杆菌对碳青霉烯类抗菌药物的耐药机制

大体相同,但耐药基因具体流行分布情况在不同种属

间仍存在差异。因此,CRE耐药基因的鉴定及分子机

制的深入研究,对临床治疗及预防耐药菌传播意义重

大。GeneXpert分子诊断平台是核酸提取扩增检测一

体化系统,半巢式实时荧光定量聚合酶链反应(PCR)
可快速检测感染性疾病病原及耐药性基因,此方法较

传统细菌培养及普通
 

PCR
 

具有快速、准确、灵敏度高

等特点。GeneXpert检测系统现已应用于结核分枝杆

菌利福平耐药基因、耐甲氧西林金黄色葡萄球菌

(MRSA)及 CRE等耐药基因的检测[7]。本文采用

GeneXpert检测系统快速鉴定分析CRE的耐药基因

表型,为临床合理用药及科学预防控制CRE的流行

提供理论依据。
1 材料与方法

1.1 菌株、仪器及试剂 选取西安市儿童医院2017
年10月至2019年10月各类标本分离的CRE,剔除

同一患者的重复菌株,共收集109株。基质辅助激光

解吸/电离飞行时间质谱仪(德国布鲁克公司);药敏

板卡AST-GN13(法国梅里埃生物制品有限公司);琼
脂培养基(中国郑州安图生物工程股份有限公司);
GeneXpert仪器试剂(美国赛佩公司);Vitek

 

2-Com-
pact全自动微生物鉴定及药敏分析系统(法国梅里埃

生物制品有限公司);细菌培养箱(日本索尼公司)。
1.2 方法

1.2.1 菌株鉴定和药敏试验 将收集保存于-80
 

℃
冰箱的菌株复苏培养18~24

 

h后用基质辅助激光解

吸/电离飞行时间质谱仪进行鉴定;同时采用Vitek
 

2-

Compact全自动微生物鉴定和药敏分析系统进行药

敏试验。结果判断参考美国临床和实验室标准协会

2019年标准,ATCC25922为质控菌株。
1.2.2 GeneXpert检测系统检测细菌耐药基因 挑

取单个菌落配制浓度0.5麦氏单位的菌悬液,吸取10
 

μL加至GeneXpert试剂标本处理液中,漩涡震荡混

匀,吸取1.7
 

mL
 

混合液沿管壁加入试剂盒内,扫码上

机启动检测。
1.3 统计学处理 采用 Whonet5.6软件分析药敏试

验结果,其他数据采用SPSS19.0软件进行统计分析。
计数资料以例数或百分率表示,组间比较采用χ2 检

验。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 CRE、标本及科室分布情况 109株CRE以肺

炎克雷伯菌最多,为57株(52.29%),其余依次为大

肠埃希 菌[20株(18.35%)]、产 酸 克 雷 伯 菌[8株

(7.34%)]、奇异变形杆菌[6株(5.50%)]、阴沟肠杆

菌[5株(4.59%)]、其 他 菌 株[13株(11.93%)]。
CRE标本来源以尿液为主[39

 

株(35.78%)],其次为

下呼 吸 道 标 本 [32 株 (29.36%)]及 脓 液 [18 株

(16.51%)],以 上 3 种 标 本 占 所 有 检 出 标 本 的

81.65%,具体标本来源分类见表1。CRE在新生儿

重症医学科及儿童重症医学科分离得最多,共34株,
占31.19%,其他分离较多的科室依次为康复科[18
株(16.51%)]、血液科[15株(13.76%)]、呼吸科[13
株(11.93%)]、肾脏科[10株(9.17%)]、普外科[8株

(7.34%)]。
表1  109株CRE标本来源及构成比

标本类型
CRE株数

(n)
分离总数

(n)
分离率(%) 构成比(%)

尿液 39 237 16.46 35.78

下呼吸道标本 32 367 8.72 29.36

脓液 18 124 14.52 16.51

血液 6 29 20.69 5.50

分泌物 5 235 2.13 4.59
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续表1  109株CRE标本来源及构成比

标本类型
CRE株数

(n)
分离总数

(n)
分离率(%) 构成比(%)

胸腔积液 5 19 26.32 4.59

胆汁 3 32 9.38 2.75

腹水 1 21 4.76 0.92

合计 109 1
 

064 10.24 100.00

2.2 CRE药敏试验结果 药敏试验结果显示,CRE
对头孢类药物呈高度耐药,耐药率>80.0%,对阿米

卡星、庆大霉素、妥布霉素、环丙沙星及左氧氟沙星有

相对较好的敏感性,耐药率均<30.0%,其中阿米卡

星敏感性最好,耐药率仅为7.1%,未分离到多黏菌素

耐药的菌株,具体耐药情况见表2。
表2  CRE对18种抗菌药物的药敏试验结果(%)

抗菌药物 耐药率 中介率 敏感率

美罗培南 94.0 0.0 6.0

亚胺培南 91.5 0.0 8.5

氨曲南 68.9 0.0 31.1

阿米卡星 7.1 0.0 92.9

妥布霉素 25.6 0.0 74.4

庆大霉素 29.3 0.0 70.7

环丙沙星 28.4 0.0 71.6

左氧氟沙星 26.6 3.8 69.6

氨苄西林/舒巴坦 93.1 0.0 6.9

哌拉西林/他唑巴坦 95.3 0.0 4.7

头孢呋辛 92.2 0.0 7.8

头孢唑啉 96.8 0.0 3.2

头孢他啶 91.5 0.0 8.5

头孢曲松 97.9 0.0 2.1

头孢噻肟 92.6 0.0 7.4

头孢吡肟 86.8 0.0 13.2

2.3 CRE耐药基因检测结果 GeneXpert检测系统

共检测了 KPC、NDM、IPM-1、VIM、OXA-48等5种

耐药基因,携带碳青霉烯酶菌株共90株,耐药基因检

出率分别为KPC(52.29%)、NDM(47.70%)、IMP-1
(7.30%),未发现 VIM 和 OXA-48耐药基因。仅携

带
 

KPC
 

酶
 

33株(30.28%),仅携带 NDM
 

酶
 

31
 

株

(28.44%),仅携带
 

IMP-1
 

酶
 

2株(1.83%),同时携带
 

KPC
 

和
 

NDM
 

酶
 

18
 

株(16.51%),同时携带
 

KPC和
 

IMP-1
 

酶3株(2.75%),同时携带IMP-1、KPC和

NDM酶3株(2.75%),未检出 VIM 及 OXA-48,19
株菌株未检出任何耐药基因,总体耐药基因检出率为

82.57%。质控菌株ATCC25922未检出耐药基因。
2.4 耐药基因检出数量与患儿预后情况分析 临床

分离耐碳青霉烯类菌株中未检出耐药基因,检出1种

耐药基因及两种及以上耐药基因对患儿预后差异无

统计学意义(χ2=2.235,P=0.327),见表3。
表3  CRE耐药基因检出情况与患者预后分析(n)

患儿预后情况 n
未检出

耐药基因

检出1种

耐药基因

检出两种及以上

耐药基因

好转及痊愈 60 11 39 10

病情加重及死亡 49 8 27 14

合计 109 19 66 24

3 讨  论

  作为社区和院内感染的重要病原之一,CRE可引

起人体多部位感染。碳青霉烯类抗菌药物因其稳定

性高、通透性好、抗菌谱广,在临床应用较多,甚至有

过度治疗的情况,该类药物的不合理使用,致使CRE
检出率逐年升高[8]。本研究结果显示,2017年10月

至2019年10月西安市儿童医院共分离出耐碳青霉

烯类CRE
 

109株,分析不同菌种CRE构成比,肺炎克

雷伯菌最多,占52.29%,这与文献[9]报道一致。分

析西安市儿童医院CRE标本来源发现,前3位标本

类型为尿液、下呼吸道标本及脓液。有文献指出,儿
童泌尿系感染较多且抗感染治疗时间长会导致耐药

菌株大量出现,此现象与西安市儿童医院CRE标本

来源一致,同时呼吸道标本及脓液送检量多也与此两

种标本CRE检出率高有关[10]。
本研究结果显示,西安市儿童医院CRE对常用

抗菌药物呈高度耐药(耐药率>80.0%),但不同于成

人,儿童对左氧氟沙星、庆大霉素、阿米卡星等耐药率

较低(耐药率<30.0%),主要与此类药物对儿童不良

反应大,或临床治疗较少应用有关。分析结果提示,
当药物缺乏或病情相对较轻时,可考虑阿米卡星等药

物经验性治疗。CRE对第4代头孢菌素(头孢吡肟)
的耐药率低于亚胺培南和美罗培南,此结果与文献

[11-12]报道一致。此外,已对头孢吡肟敏感菌株各试

验环节进行复核确认,均未发现异常情况。对于此耐

药模式可能原因如下:首先,仪器检测方法学限制,
VITEK药敏不是真正意义上的浓度梯度稀释法,而
是通过监测

 

4~6个抑菌浓度点,由公式换算得出最

小抑菌浓度(MIC)值,可能与真实 MIC值不完全一

致;其次,某些CRE
 

是各种复杂耐药机制相互作用、
制约、拮抗导致的结果,对体外抗菌药物敏感并不代

表临床治疗有效;最后,此耐药模式还可能与菌株数

量、本地区儿科用药习惯、区域流行菌株不同等有一

定关系。多黏菌素被认为是治疗CRE最后的“杀手

锏”,西安市儿童医院尚未分离出多黏菌素耐药菌株。
文献[13]指出,联合用药(多黏菌素类或阿米卡星联

合碳青霉烯类抗菌药物)对于CRE的治疗效果更佳。
CRE的主要耐药机制是携带产碳青霉烯酶基因,

按β-内酰胺酶家族Ambler分类分为A、B、D三类,A
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类中最具临床意义的酶型是
 

KPC,B类包括 NDM、
IMP-1、VIM等,D类主要为 OXA-48,其中 NDM 基

因被认为是儿童产生耐碳青霉烯酶细菌的关键基

因[5,14]。本研究借助 GeneXpert检测平台对 KPC、
NDM、KPC、IPM、VIM、OXA-48等5种常见耐药基

因进 行 检 测,109 株 CRE 中 耐 药 基 因 检 出 率 为

82.57%,其中 KPC型57株、NDM 型52株、IMP-1
型8株,未检出VIM 和 OXA-48型,KPC+NDM 检

出率为16.51%,由此提示西安市儿童医院儿童分离

CRE的主要耐药基因为KPC和NDM,此结果与文献

[15-16]报道一致,与文献[17]报道的NDM为主型存

在差异。西安市儿童医院肺炎克雷伯菌检出率高且

以KPC和NDM 型为主,可能与产KPC-2的肺炎克

雷伯菌可以克隆传播有关,其编码基因通过插入序

列、质粒及整合子等基因元件进行水平传播。文献

[17]报道,亚洲国家发现在不同大小和不相容类型的

质粒中存在的耐药基因 NDM-1基因,其可通过接合

转移在细菌间传播,这些原因都导致了耐碳青霉烯类

肺炎克雷伯菌的广泛传播。临床回访发现,是否检出

耐药基因及检出耐药基因数量与患者病情转归差异

无统计学意义(P>0.05)。
CRE耐药机制复杂,常表现为多重耐药,导致其

感染后较难治愈。本研究针对儿童临床使用碳青霉

烯类药物抗感染较多,采用 GeneXpert检测系统快

速、
 

准确分析儿童耐碳青霉烯类CRE的基因分型及

耐药特征,以了解医院CRE耐药情况及耐药机制,指
导临床合理使用抗菌药物,同时注意医院感染的预防

和控制,以降低儿童耐药菌株的传播流行。
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