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神经外科碳青霉烯类耐药肠杆菌科细菌的耐药率及耐药基因分析*
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  摘 要:目的 探讨神经外科碳青霉烯类耐药肠杆菌科细菌(CRE)的流行菌株、耐药率、碳青霉烯耐药表

型及耐药基因类型。方法 收集2019年12月至2020年12月该院神经外科感染患者送检标本中分离的30株

CRE,采用微量肉汤稀释法进行体外药敏试验,然后采用改良碳青霉烯灭活法试验和碳青霉烯酶抑制剂增强试

验对肠杆菌科细菌产生的碳青霉烯酶进行检测并分型,同时采用PCR作为金标准检测碳青霉烯酶的基因型。
结果 神经外科的30株CRE对抗菌药物黏菌素、替加环素均敏感,对其他药物耐药率均较高。30株CRE全

部产碳青霉烯酶,其中20株产blaKPC-2,8株产blaNDM-1,1株同时产blaKPC-2和blaNDM-1,1株产blaK-
PC-3。耐药表型检测与PCR基因测序的符合率为96.7%(29/30)。结论 神经外科患者感染的CRE以肺炎

克雷伯菌为主,对大多数抗菌药物均高度耐药,耐药基因以blaKPC-2为主,需要做好医院感染的隔离防护。
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Abstract:Objective To

 

study
 

the
 

prevalent
 

strains,resistance
 

rates,carbapenem
 

resistance
 

phenotypes
 

and
 

resistance
 

gene
 

types
 

of
 

Enterobacteria
 

resistant
 

to
 

carbapenemase
 

(CRE)
 

in
 

neurosurgery.
Methods Thirty

 

CRE
 

isolated
 

from
 

specimens
 

submitted
 

by
 

neurosurgery
 

patients
 

from
 

December
 

2019
 

to
 

December
 

2020
 

were
 

collected.Micro
 

broth
 

dilution
 

method
 

for
 

in
 

vitro
 

drug
 

susceptibility
 

test
 

was
 

used,then
 

modified
 

carbapenem
 

inactivation
 

test
 

and
 

carbapenemase
 

inhibitor
 

enhancement
 

test
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

and
 

the
 

carbapenemase
 

produced
 

by
 

Enterobacteriaceae
 

bacteria
 

was
 

typed,and
 

use
 

PCR
 

as
 

the
 

gold
 

standard
 

de-
tection

 

of
 

carbapenemase
 

genotype.Results CRE
 

in
 

neurosurgery
 

was
 

sensitive
 

to
 

the
 

antibacterial
 

drugs
 

co-
listin

 

and
 

tigecycline,and
 

had
 

a
 

high
 

resistance
 

rate
 

to
 

other
 

drugs.All
 

30
 

CRE
 

strains
 

produced
 

carbapene-
mase,of

 

which
 

20
 

strains
 

produced
 

blaKPC-2.Eight
 

strains
 

produced
 

blaNDM-1,one
 

strain
 

produced
 

both
 

blaKPC-2
 

and
 

blaNDM-1,and
 

one
 

strain
 

produced
 

blaKPC-3.The
 

coincidence
 

rate
 

of
 

drug
 

resistance
 

pheno-
type

 

detection
 

and
 

PCR
 

gene
 

sequencing
 

was
 

96.7%(29/30).Conclusion The
 

CRE
 

infected
 

by
 

neurosurgery
 

pa-
tients

 

are
 

mainly
 

Klebsiella
 

pneumoniae,which
 

are
 

highly
 

resistant
 

to
 

most
 

antibacterial
 

drugs,and
 

the
 

main
 

resistance
 

gene
 

is
 

blaKPC-2.It
 

is
 

necessary
 

to
 

do
 

a
 

good
 

job
 

in
 

the
 

isolation
 

and
 

protection
 

of
 

hospital
 

infections.
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  中国细菌耐药监测网监测数据显示,我国临床分

离的肠杆菌科细菌对亚胺培南和美罗培南的耐药率

从2014-2020年逐年升高,特别是肺炎克雷伯菌,对
碳青霉烯类耐药的肺炎克雷伯菌分离率从2014年的

6.4%快速升高至2020年的10.9%,2020年上海市

对碳青霉烯类耐药的肺炎克雷伯菌分离率位居全国

第2,高达27.4%[1]。碳青霉烯类耐药肠杆菌科细菌

(CRE)在全球范围内广泛流行[2-3],肠杆菌科细菌对

碳青霉烯类药物耐药最主要的机制是产生碳青霉烯

酶[4]。按照Ambler分子分类方法,碳青霉烯酶可分
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为A类丝氨酸酶(以blaKPC型为主)、B类金属β-内
酰胺酶(以blaNDM型为主)和D类丝氨酸碳青霉烯

酶(以blaOXA-48型为主)3类。有研究显示,碳青霉

烯酶种类分布具有地区、人群和细菌种类的差异,我
国临床分离的肺炎克雷伯菌和大肠埃希菌产生的碳

青霉烯酶分别以blaKPC型和blaNDM 型为主,少数

菌株产生blaOXA-48、blaIMP和blaVIM型碳青霉烯

酶[5-6]。有研究发现,苯硼酸(PBA)能抑制blaKPC型

碳青霉烯酶[7],而金属β-内酰胺酶的抑制剂为乙二胺

四乙酸(EDTA),后逐渐演变为双碳青霉烯酶抑制剂

增强试验,结合2018年美国临床和实验室标准协会

(CLSI)推出的验证肠杆菌科细菌是否产碳青霉烯酶

的改良碳青霉烯灭活法(mCIM)试验[8-9],该试验不仅

能区分金属β-内酰胺酶或 KPC型碳青霉烯酶的存

在,还 能 检 测 两 种 碳 青 霉 烯 酶 同 时 产 生 的 情 况。

mCIM试验操作简单,结果易于解释,便于基层实验

室开展碳青霉烯酶表型筛查工作[10]。本院神经外科

病房包括普通病房和脑外科监护病房,2个病房相连,
部分患者互相流转,是医院感染易发地[11]。作者在日

常临床微生物检验工作中发现,来自神经外科的CRE
较多,随着碳青霉烯酶表型筛查的开展,本研究收集

2019年12月至2020年12月神经外科患者感染的

CRE进行分析,以明确神经外科流行的CRE种类、碳
青霉烯酶耐药表型及基因类型,现报道如下。

1 材料与方法

1.1 菌株来源 收集2019年12月至2020年12月

本院神经外科感染患者送检标本中分离的30株CRE
(去除来自同一患者的重复菌株),包括肺炎克雷伯菌

18株(60.0%),大肠埃希菌3株(10.0%),阴沟肠杆

菌6株(20.0%),产酸克雷伯菌2株(6.7%),黏滞沙

雷菌1株(3.3%)。

1.2 试剂与仪器 M-H琼脂平板、哥伦比亚血平板

购自上海科玛嘉微生物技术有限公司,亚胺培南和美

罗培南纸片购自赛默飞世尔科技(中国)有限公司,

VITEK
 

2-Compact全自动细菌鉴定及药敏分析系统

购自法国生物梅里埃公司,黏菌素和替加环素微量肉

汤稀释板条购自温州康泰生物科技有限公司,EDTA
试剂购自永华化学股份有限公司,PBA试剂购自上海

原科实业发展有限公司,TaKaRa
 

TaqTM
 

HS
 

Perfect
 

Mix、DL2000DNA
 

Marker等PCR试剂购自宝生物

工程(大连)有限公司。

1.3 方法

1.3.1 药敏试验 采用 VITEK
 

2-Compact全自动

细菌鉴定及药敏分析系统对菌株进行体外药敏试验,
其中黏菌素和替加环素使用商品化微量肉汤稀释板

条。药敏试验结果根据CLSI
 

M100的标准判读,其
中头孢哌酮/舒巴坦的判断折点参照头孢哌酮的折

点,黏菌素和替加环素的判断折点参考欧洲药敏试验

委员会相关标准。质控菌株为大肠埃希菌 ATCC
 

25922和ATCC
 

35218、铜绿假单胞菌ATCC
 

27853。

1.3.2 mCIM试验 具体试验步骤和结果判读参考

2020年CLSI
 

M100文件。质控菌株为肺炎克雷伯菌
 

ATCC
 

BAA-1705、ATCC
 

BAA-1706和ATCC
 

BAA-
2146。

1.3.3 碳青霉烯酶抑制剂增强试验 将待测菌株调

制成0.5麦氏浊度菌悬液,均匀涂布于 M-H琼脂平

板上,然后将4张每片10
 

μg的亚胺培南纸片(分别标

记为 A、B、C、D)贴于琼脂平板上,纸片间距离大于

5
 

mm。B纸片上加EDTA
 

10
 

μL,C纸片上加PBA
 

10
 

μL,D纸片上加EDTA和PBA各10
 

μL。过夜孵

育后量取纸片抑菌圈直径,如B纸片抑菌圈直径比A
纸片大,且差值≥5

 

mm,可判断该受试菌产B类碳青

霉烯酶;如C纸片抑菌圈直径比A纸片大,且差值≥5
 

mm,可判断该受试菌产 A类碳青霉烯酶;如仅D纸

片抑菌圈直径比A纸片大,且差值≥5
 

mm,可判断该

受试菌同时产A类和B类碳青霉烯酶;如B、C和D
纸片抑菌圈直径均比A纸片小,且差值<5

 

mm,则判

断该受试菌不产A类和B类碳青霉烯酶。质控菌株

为肺 炎 克 雷 伯 菌
 

ATCC
 

BAA-1705、ATCC
 

BAA-
1706和ATCC

 

BAA-2146。

1.3.4 PCR 检 测 blaKPC、blaNDM、blaOXA-48、

blaIMP、blaVIM 耐药基因 (1)细菌 DNA 标本提

取。采用煮沸裂解法制备细菌DNA标本,即从培养

基上选取新鲜培养的单个菌落加入0.5
 

mL双蒸水,

100
 

℃振 荡 加 热15
 

min后 以10
 

000
 

r/min离 心

5
 

min,留上清液作为被检测DNA标本。(2)PCR检

测。根据参考文献[12-13]设计blaKPC、blaNDM、

blaOXA-48、blaIMP、blaVIM 耐药基因的检测引物,
引物购自上海生工生物工程技术有限公司,引物序列

见表1。PCR完成后,取5
 

μL
 

PCR产物与1
 

μL
 

6×
上样缓冲液混合后加入2.5%琼脂糖凝胶上样孔中进

行电泳,设恒压110
 

V,电泳30
 

min。最后通过凝胶

成像仪观察电泳结果。(3)基因测序。PCR电泳后观

察,将符合预期片段长度的产物交给上海钧济医学检

验所有限公司进行测序验证,与NCBI网站发布的目

的序列进行比对,确定最终碳青霉烯酶的基因型。
表1  耐药基因引物序列

耐药基因 引物序列(5'-3')

blaNDM F:GGTTTGGCGATCTGGTTTTC

R:CGGAATGGCTCATCACGATC

blaKPC F:CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG

R:CTTGTCATCCTTGTTAGGCG

blaOXA-48 F:GCGTGGTTAAGGATGAACAC
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续表1  耐药基因引物序列

耐药基因 引物序列(5'-3')

R:CATCAAGTTCAACCCAACCG

blaIMP F:GGAATAGAGTGGCTTAATCTC

R:GGTTTAAGAAACACCACAC

blaVIM F:GATGGTGCGCAGCACGCATA

R:CGAATGCGCAGCACCAG

1.4 统计学处理 采用Excel2010进行数据分析处

理。计数资料以例数或百分率进行描述。

2 结  果

2.1 30株CRE对常用抗菌药物的耐药率 神经外

科分离的30株CRE对抗菌药物黏菌素、替加环素均

敏感。此外,除黏质沙雷菌对庆大霉素、环丙沙星、左
氧氟沙星敏感,阴沟肠杆菌对阿米卡星敏感外,分离

的30株CRE对其余抗菌药物耐药率均较高,见表2。

表2  30株CRE对常用抗菌药物的耐药率(%)

抗菌药物
肺炎克雷伯菌

(n=18)
大肠埃希菌

(n=3)
阴沟肠杆菌

(n=6)
产酸克雷伯菌

(n=2)
黏质沙雷菌

(n=1)

头孢哌酮/舒巴坦 88.9 100.0 83.3 100.0 100.0

氨苄西林/舒巴坦 94.4 100.0 — — —

哌拉西林/他唑巴坦 94.4 100.0 100.0 100.0 100.0

头孢唑啉 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0

头孢他啶 94.4 100.0 100.0 100.0 100.0

头孢曲松 94.4 100.0 100.0 100.0 100.0

头孢吡肟 88.9 100.0 100.0 100.0 100.0

头孢西丁 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0

头孢呋辛 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0

氨曲南 94.4 66.6 83.3 100.0 100.0

亚胺培南 100.0 100.0 83.3 100.0 100.0

美罗培南 100.0 100.0 100.0 50.0 100.0

阿米卡星 83.3 33.3 0.0 50.0 100.0

庆大霉素 88.9 66.6 50.0 50.0 0.0

环丙沙星 94.4 100.0 83.3 50.0 0.0

左氧氟沙星 94.4 100.0 83.3 50.0 0.0

复方磺胺甲噁唑 55.5 66.6 100.0 50.0 100.0

黏菌素 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

替加环素 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

  注:—表示天然耐药。

2.2 mCIM 试验和碳青霉烯酶抑制剂增强试验结

果 mCIM试验结果显示,30株CRE均产碳青霉烯

酶。通过碳青霉烯酶抑制剂增强试验对30株CRE
进行分类,8株产B类金属β-内酰胺酶、21株产A类

丝氨酸酶,1株同时产B类金属β-内酰胺酶和A类丝

氨酸酶。碳青霉烯酶抑制剂增强试验结果与PCR基

因测序结果比较,有29株结果一致,耐药表型检测与

PCR基因测序的符合率为96.7%(29/30),只有1株

产blaKPC-2的菌株,碳青霉烯酶抑制剂增强试验没

有检测到,见表3。

2.3 30株CRE碳青霉烯酶耐药基因类型分布情况 
30株 CRE 通 过 PCR 扩 增 目 的 基 因 blaKPC、

blaNDM、blaOXA-48、blaIMP、blaVIM,受试菌中均

未发现有blaOXA-48、blaIMP、blaVIM 基因特异条

带扩增,blaKPC、blaNDM目的基因扩增结果见图1、
图2。根据PCR结果筛选疑似有目的片段的扩增产

物做基因测序。30株 CRE中共检出20株菌株产

KPC-2,8株菌株产 NDM-1,1株菌株同时产 KPC-2
和NDM-1,1株菌株产KPC-3,见表4。

表3  碳青霉烯酶抑制剂增强试验(n)

PCR基因测序 n

碳青霉烯酶抑制剂增强试验

EDTA

阳性 阴性

PBA

阳性 阴性

EDTA+PBA

阳性 阴性

blaKPC-2 20 0 20 19 1 19 1

blaNDM-1 8 8 0 0 8 8 0

blaKPC-2+blaNDM-1 1
 

0 1 0 1 1 0

blaKPC-3 1
 

0 1 1 0 1 0
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图1  blaKPC基因型电泳结果

图2  blaNDM基因型电泳结果

表4  30株CRE碳青霉烯酶耐药基因类型分布情况(n)

细菌 blaKPC-2 blaNDM-1 blaKPC-2+blaNDM-1 blaNDM-5 blaKPC-3

肺炎克雷伯菌 18 0 0 0 0

大肠埃希菌 0 2 1 0 0

阴沟肠杆菌 0 6 0 0 0

产酸克雷伯菌 2 0 0 0 0

黏质沙雷菌 0 0 0 0 1

合计 20 8 1 0 1

3 讨  论

本研究收集了分离自本院神经外科感染患者的

30株CRE,60.0%为肺炎克雷伯菌,20.0%为阴沟肠

杆菌,10.0%为大肠埃希菌,这些均是神经外科2019
年12月至2020年12月CRE的流行菌株类型,而且

这些CRE均以产碳青霉烯酶为主要耐药机制,其表

型以产 KPC类酶为主,其次是产金属β-内酰胺酶

NDM。闫力煜等[14]对重症监护病房CRE的调查结

果与本研究基本一致。从PCR基因测序结果看,30
株CRE的碳青霉烯酶耐药基因以blaKPC-2为主,占
66.7% (20/30),其 次 是 blaNDM-1,占 26.7%
(8/30)。PCR基因测序结果与碳青霉烯酶抑制剂增

强试验符合率为96.7%(29/30)。房锐颖等[3]对苏州

大学附属儿童医院分离的CRE耐药基因调查结果显

示,分离的CRE耐药基因以blaNDM-2和blaNDM-5
为主,与本研究结果存在一定差异。本研究结果还显

示,碳青霉烯酶抑制剂增强试验有1株肺炎克雷伯菌

(PCR基因测序结果为产blaKPC-2)没有检测到,应
排除人为因素及试验条件改变等因素,进一步研究其

原因。
药敏试验结果显示,30株CRE对大多数抗菌药

物耐药率均较高,但对替加环素和黏菌素均敏感,但
在临床实际应用中这两种抗菌药物单独使用的疗效

并不佳,且对肝、肾等造成一定的影响,不良反应大。
头孢他啶/阿维巴坦是目前对产blaKPC和blaOXA-
48型丝氨酸碳青霉烯酶的CRE比较有效的新型抗菌

药物,但对产金属β-内酰胺酶blaNDM的菌株无抗菌

活性[14]。有报道显示,氨曲南/阿维巴坦可以有效抑

制金属β内酰胺酶菌株[3];目前也有将氨曲南/阿维

巴坦与头孢他啶/阿维巴坦联合应用,成功抑制了产

blaNDM-1的CRE的案例[15]。因此,准确而快速地

鉴定CRE产碳青霉烯酶的型别,对于临床合理选择

抗菌药物治疗多重耐药菌的感染,降低患者病死率,
以及医院感染防控具有重要意义。由于细菌耐药性

具有遗传复杂性,目前国际上检测碳青霉烯酶的方法

仍以表型检测为主,而分子生物学方法通常作为筛选

工具或作为传统方法的快速辅助检测。微生物实验

室用于检测碳青霉烯酶的常用表型方法有Carba
 

NP
试验、mCIM试验和碳青霉烯酶抑制剂增强试验、基
于激光解析时间飞行质谱的检测方法等。Carba

 

NP
试验结果判断较为主观,需有经验的人员进行操作,
且试剂需自配,有效期短[16]。基于激光解析时间飞行
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质谱技术所需的质谱仪价格昂贵,在基层医院难以推

广,且目前缺乏统一可行的操作方法[17]。而PCR基

因测序的方法不适合于临床微生物实验室,耗时长且

费用高,碳青霉烯酶抑制剂增强试验是目前比较可靠

的快速鉴定碳青霉烯酶表型的方法。
本研究发现,肺炎克雷伯菌产碳青霉烯酶的类型

全部是blaKPC,大肠埃希菌和阴沟肠杆菌主要产

blaNDM,这与目前国内 CRE的流行趋势相符[18]。
医院神经外科,特别是其重症监护病房中患者病情危

重,几乎均进行过气管切开、机械通气、插导尿管等一

系列侵入性操作,若操作人员或护理人员不注意手卫

生或周围环境、物品消毒不彻底等均易造成CRE的

传播流行及某些耐药基因在菌株之间传播[19]。本研

究发现,神经外科住院患者感染的CRE以肺炎克雷

伯菌为主,且以携带blaKPC-2耐药基因为主。临床

可通过以下方法来减少CRE感染的发生率:增加消

毒频次和范围,加强共用诊疗器械用品的消毒,由责

任护士落实“一人一用一消毒”[20];严格执行手卫生;
加强科室人员管理,固定多药耐药菌感染患者的责任

护士,尽量减少人员流动;加强全员医院感染防控培

训及督导;院感科增加对神经外科环境检测频次,扩
大检测范围等。姜梅杰等[21]通过对肾内科及重症医

学科的耐药大肠埃希菌菌株的分析指出,所有菌株均

携带金属酶基因blaNDM;蒋晓颖等[22]通过对住院患

者的耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌分布情况研究发现,
感染这类菌株的患者主要来自重症监护病房。本研

究神经外科病房分为普通病房和脑外科监护病房(收
治重症患者),交叉感染风险较高,所以从神经外科患

者分离的肺炎克雷伯菌产碳青霉烯酶的分布情况及

耐药情况与上述研究中的重症病房相似。
综上所述,本院神经外科住院患者感染的CRE

以肺炎克雷伯菌为主,对大多数抗菌药物高度耐药,
碳青霉烯酶以blaKPC-2型为主,需要做好医院感染

的隔离防护。
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导致妊娠结局不良[15]。本研究结果显示,血清TSP-1
为1.98

 

μg/L时,诊断HDCP患者发生妊娠结局不良

的灵 敏 度 为 64.4%,特 异 度 为 86.6%,AUC 为

0.798,具有较高的诊断效能。本研究还发现,联合检

测血清PECAM-1、E-选择素和TSP-1水平对 HDCP
患者发生妊娠结局不良具有更高的诊断效能,其灵敏

度高达82.2%,特异度为96.0%,AUC为0.945,明
显高于PECAM-1、E-选择素和TSP-1的诊断效能,由
此说明每项指标之间具有一定的互补性,其具体机制

需要进一步研究。
综上所述,血清PECAM-1、E-选择素和TSP-1是

反映HDCP病情严重程度的指标,是 HDCP患者发

生妊娠结局不良的独立影响因素,3项指标联合检测

对 HDCP患者发生妊娠结局不良具有较高的诊断

效能。
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