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  摘 要:目的 分析该院耐碳青霉烯类肠杆菌科细菌(CRE)的临床分布特点及药物敏感性,为临床合理有

效治疗CRE菌株提供理论依据。方法 收集医院2019年全年临床标本中分离的肠杆菌科细菌(共计2
 

435
株),采用VITEK

 

2
 

Compact
 

全自动微生物分析系统进行细菌鉴定、药敏试验,对筛选出的CRE菌株采用K-B
药敏纸片扩散法对亚胺培南进行复核,并采用改良碳青霉烯灭活(mCIM)试验和EDTA改良碳青霉烯灭活

(eCIM)试验进行碳青霉烯酶表型分析。所有实验数据采用 WHONET5.6和SPSS17.0软件进行统计分析处

理。结果 共分离出213株CRE菌株,以肺炎克 雷 伯 菌 为 主(161株);标 本 来 源 以 呼 吸 道 痰 液 标 本 为 主

(41.3%);54.5%的标本分离自重症监护室(ICU),CRE菌株在ICU的分离率明显高于普通病房(χ2=81.00,
P<0.01)。药敏结果显示,CRE菌株除对替加环素比较敏感(耐药率为2.8%),对阿米卡星(51.6%)和四环素

(52.0%)的耐药率低一些外,对其余大多数抗菌药物的耐药率均在80%以上。与碳青霉烯类敏感肠杆菌科细

菌(CSE)的耐药率相比,CRE菌株对除四环素以外的其他抗菌药物的耐药率均明显高于CSE菌株(P<0.01)。
mCIM和eCIM试验结果显示,213株CRE菌株中,170株为丝氨酸酶阳性,43株为金属酶阳性,且43株产金

属酶的CRE菌株中,22株都来源于ICU,占比超过50%。不同细菌种类的CRE菌株中,耐碳青霉烯类阴沟肠

杆菌和耐碳青霉烯类大肠埃希菌产金属酶的比例均≥50%。结论 CRE菌株对多种抗菌药物高度耐药,其临

床分离率逐年增高,给临床治疗带来困难。因此应加强抗菌药物的管理,合理选择和使用抗菌药物,注重医院

感染的预防和监测,防止医院内感染的传播和流行。
关键词:耐碳青霉烯类肠杆菌科细菌; 药物敏感性; 改良碳青霉烯灭活试验; EDTA改良碳青霉烯灭

活试验
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Abstract:Objective To

 

analyze
 

the
 

clinical
 

distribution
 

characteristics
 

and
 

drug
 

susceptibility
 

of
 

carbap-
enem-resistant

 

Enterobacteriaceae(CRE)
 

bacteria
 

in
 

a
 

hospital
 

in
 

order
 

to
 

provide
 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

ra-
tional

 

and
 

effective
 

treatment
 

of
 

CRE
 

strain
 

infection.Methods The
 

enterobacteriaceae
 

strains(a
 

total
 

of
 

2
 

435
 

strains)
 

were
 

collected
 

from
 

the
 

clinical
 

samples
 

in
 

a
 

hospital
 

during
 

2019.The
 

bacterial
 

identification
 

and
 

drug
 

susceptibility
 

test
 

were
 

carried
 

out
 

with
 

the
 

VITEK
 

2
 

Compact
 

full-automatic
 

microbiological
 

analy-
sis

 

system.The
 

Kirby-Bauer
 

disk
 

diffusion
 

method
 

was
 

used
 

to
 

conduct
 

the
 

re-examination
 

on
 

imipenem
 

for
 

the
 

selected
 

CRE
 

strains,and
 

the
 

phenotype
 

analysis
 

was
 

performed
 

by
 

adopting
 

the
 

modified
 

carbapenem
 

in-
activation

 

method(mCIM)
 

and
 

EDTA-modified
 

carbapenem
 

inactivation
 

method(eCIM).All
 

testing
 

data
 

were
 

analyzed
 

and
 

processed
 

by
 

adopting
 

the
 

WHONET5.6
 

and
 

SPSS17.0
 

software.Results A
 

total
 

of
 

213
 

strains
 

of
 

CRE
 

bacteria
 

were
 

isolated,which
 

were
 

mainly
 

Klebsiella
 

pneumonia(161
 

strains).The
 

samples
 

sources
 

were
 

mainly
 

derived
 

from
 

the
 

respiratory
 

tract
 

sputum
 

samples(41.3%),54.5%
 

of
 

samples
 

were
 

isolated
 

from
 

ICU.The
 

isolating
 

rate
 

of
 

CRE
 

strains
 

in
 

ICU
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

general
 

wards
 

(χ2=81.00,P<0.01).The
 

drug
 

susceptibility
 

test
 

results
 

showed
 

that
 

except
 

CRE
 

bacterial
 

strains
 

were
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more
 

sensitive
 

to
 

tigecycline
 

(resistance
 

rate
 

2.8%)
 

and
 

had
 

lower
 

resistance
 

rate
 

to
 

amikacin(51.6%)
 

and
 

tetracycline(52.0%),the
 

resistance
 

rates
 

to
 

most
 

other
 

antibacterial
 

drugs
 

were
 

>80%.Compared
 

with
 

the
 

resistance
 

rate
 

of
 

carbapenem-sensitive
 

Enterobacteriaceae
 

(CSE),the
 

resistance
 

rate
 

of
 

CRE
 

strains
 

to
 

other
 

antibacterial
 

drugs
 

except
 

tetracycline
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

CSE
 

strains(P<0.01).The
 

mCIM
 

and
 

eCIM
 

test
 

results
 

showed
 

that
 

among
 

213
 

strains
 

of
 

CRE,170
 

strains
 

were
 

serine
 

carbapenemase
 

positive,
and

 

43
 

strains
 

were
 

metalloenzyme
 

positive,moreover
 

in
 

43
 

strains
 

of
 

metalloenzyme
 

producing
 

CRE
 

strains,
22

 

strains
 

were
 

derived
 

from
 

ICU,their
 

proportion
 

exceeded
 

50%.Among
 

different
 

bacterial
 

kinds
 

of
 

CRE
 

strains,the
 

proportions
 

of
 

metallo-β-lactamase
 

produced
 

by
 

carbapenem-resistant
 

Enterobacter
 

cloacae
 

and
 

carbapenem-resistant
 

Escherichia
 

coli
 

were
 

both
 

greater
 

than
 

50%.Conclusion CRE
 

bacterial
 

strains
 

have
 

higher
 

resistance
 

to
 

multiple
 

antibacterial
 

drugs,their
 

clinical
 

isolation
 

rates
 

are
 

increased
 

year
 

by
 

year,which
 

brings
 

the
 

difficulty
 

for
 

clinical
 

treatment.Therefore
 

the
 

management
 

of
 

antibacterial
 

drugs
 

should
 

be
 

strengthened
 

and
 

the
 

antibacterial
 

drugs
 

should
 

be
 

selected
 

and
 

used
 

rationally.Meanwhile
 

more
 

attention
 

should
 

be
 

paid
 

to
 

the
 

prevention
 

and
 

monitoring
 

of
 

nosocomial
 

infection
 

for
 

preventing
 

the
 

spread
 

and
 

preva-
lence

 

of
 

nosocomial
 

infection.
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  肠杆菌科细菌是临床上分离的常见重要病原菌,
可以引起多个部位的感染,包括呼吸道感染、血流感

染、泌尿道感染、消化道感染、皮肤软组织感染、脑膜

炎等[1]。碳青霉烯类药物作为治疗肠杆菌科细菌感

染的最后一道防线,近几年,被临床越来越多地广泛

使用,但长期大量以及不规范的使用也导致肠杆菌科

细菌对其产生不同程度的耐药,给临床治疗和院内感

染控制带来极大的挑战[2]。本研究通过对本院2019
年分离的213株耐碳青霉烯类肠杆菌科细菌(CRE)
临床分布特点、药物敏感性和产酶情况进行分析,旨
在为临床合理地选择抗菌药物,从而有效进行CRE
抗感染的治疗,提供可靠的试验基础和理论依据;同
时为院内感染的监测以及控制提供可靠的数据支持。
1 材料与方法

1.1 菌株来源 2
 

435株肠杆菌科细菌均分离自本

院2019年1-12月临床各类感染性标本,剔除同一

患者同一部位分离的相同菌株。
1.2 仪器与试剂 VITEK

 

2
 

Compact全自动微生

物鉴定分析系统(法国生物梅里埃公司);Mueller-
Hinton培养基(北京奥博星生物技术有限公司);K-B
法药敏纸片(英国Oxoid公司)。
1.3 质控菌株 肺炎克雷伯菌ATCC

 

BAA-1705,肺
炎克雷伯菌 ATCC

 

BAA-1706,大肠埃希菌 ATCC
 

25922,均购自国家卫生健康委员会临床检验中心。
1.4 方法 常规培养分离细菌,操作按《全国临床检

验操作规程》进行;利用VITEK
 

2
 

Compact全自动微

生物分析系统进行细菌鉴定和药敏试验,对筛选出的

CRE菌株采用E-test法或K-B药敏纸片法进行药敏

试验的复核(亚胺培南和美罗培南)以及其他补充药

物的药敏试验,结果判断参照美国临床和实验室标准

协会(CLSI)2019年标准;改良碳青霉烯灭活(mCIM)
试验和EDTA改良碳青霉烯灭活(eCIM)试验的操作

和结果判断均参照CLSI
 

M100-S28标准进行。
1.5 统计学处理 采用 WHONET5.6软件对所有

数据进行统计分析处理,应用SPSS17.0软件进行统

计分析,两组间分类资料比较使用χ2 检验,以P<
0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 CRE菌株标本来源及分布情况 按不同标本种

类对2019年全年分离的213株CRE菌株进行统计

分析,前 3 位 的 CRE 为 肺 炎 克 雷 伯 菌 161 株

(75.6%)、阴沟肠杆菌21株(9.9%)、大肠埃希菌16
株(7.5%);标本来源主要以分离自上呼吸道标本痰

液为 主(41.3%),其 次 是 尿 液(14.1%)、分 泌 物

(12.7%)、血 液(10.3%)和 引 流 液(9.4%)标 本。
CRE菌株标本来源及分布情况具体见表1。

表1  CRE菌株标本来源及分布情况(n)

细菌名称 总株数 痰液 尿液 分泌物 血液 引流液 脑脊液 其他标本

肺炎克雷伯菌 161 74 14 19 19 17 2 16

阴沟肠杆菌 21 11 4 2 0 1 3 0

大肠埃希菌 16 0 10 1 1 0 0 4

产酸克雷伯菌 6 1 1 2 2 0 0 0

黏质沙雷菌 5 1 1 2 0 1 0 0
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续表1  CRE菌株标本来源及分布情况(n)

细菌名称 总株数 痰液 尿液 分泌物 血液 引流液 脑脊液 其他标本

产气肠杆菌 3 1 0 1 0 0 0 1

弗劳地枸橼酸杆菌 1 0 0 0 0 1 0 0

合计 213 88 30 27 22
 

20 5 21

  注:其他标本包含腹水、胆汁、穿刺液等。

2.2 CRE菌株科室分布情况 2019年全院CRE菌

株来源于十几个科室,其中前3位分别为消化内科、
神经外科和烧伤科。在分离的213株CRE菌株中,
有116株分离自ICU,占54.5%。使用χ2 检验对

CRE菌株分离自ICU和普通病房(非ICU)进行比较

分析,发现 CRE菌株在ICU 的分离率明显高于非

ICU(χ2=81.00,P<0.01)。进一步使用χ2 检验对

各个科室CRE菌株在ICU的分布情况进行统计学分

析,CRE菌株在消化内科、神经内科和儿科3个科室

ICU的分离率明显高于非ICU(均P<0.05);而神经

外科、烧伤科、心脏外科、心脏内科以及呼吸科CRE
菌株在ICU的分离率与非ICU相比,差异均无统计

学意义(均 P>0.05)。麻醉科因只有ICU,而门急

诊、理疗科、全科医学等科室只有非ICU,无法进行统

计学检验。CRE和碳青霉烯类敏感肠杆菌科细菌

(CSE)菌株各科室分布情况见表2。

表2  CRE和CSE菌株各科室分布情况(n)

科室
 肠杆菌科

细菌菌株

CRE菌株

ICU 非ICU

CSE菌株

ICU 非ICU
χ2 P

消化内科 402 24 22 60 296 30.74 <0.01

神经外科 211 35
 

3 149 24 0.53 0.46

烧伤科 162 20
 

9 102 31 0.76 0.38

门急诊 653 0 25 0 628 - -

神经内科 188 21
 

1 109 57 8.08 <0.01

心脏外科 81 9
 

4 45 23 0.01 0.91

理疗科 68 0
 

10 0 58 - -

全科医学 172 0
 

5 0 167 - -

血液内科 61 0
 

5 0 56 - -

儿科 55 1
 

3 42 9 4.19 0.04

心脏内科 23 2
 

2 13 6 / 0.33

肝胆外科 77 0
 

3 0 74 - -

呼吸内科 47 2
 

0 12 33 2.04 0.15

麻醉科 36 2
 

0 34 0 - -

骨科 39 0
 

2 0 37 - -

免疫科 71 0
 

1 0 70 - -

皮肤科 46 0
 

1 0 45 - -

中医科 43 0
 

1 0 42 - -

合计 2
 

435 116 97 566 1
 

656 81.00 <0.01

  注:-表示无法进行统计学检验,/表示不适用本统计方法。

2.3 CRE菌株和CSE菌株对各种抗菌药物的耐药

情况 CRE菌株对临床上常见的抗菌药物均表现出

较高的耐药性,除了对阿米卡星、四环素和替加环素

的耐药率在55%以下外,对其余大多数抗菌药物的耐

药率均在80%以上。比较CRE菌株和CSE菌株对

各种抗菌药物的耐药情况,CRE菌株和CSE菌株对

四环素的耐药率差异无统计学意义(P>0.05),CRE
菌株对其余测试药物的耐药率均明显高于CSE菌株

(P<0.01)。见表3。
表3  CRE和CSE菌株对各种抗菌药物的耐药情况[n(%)]

抗菌药物 CRE(n=213)CSE(n=2
 

222) χ2 P

头孢唑啉 213(100.0) 2
 

060(92.7) 16.64 <0.01
头孢呋辛 212(99.5) 1

 

044(47.0) 214.88 <0.01
头孢他啶 212(99.5) 500(22.5)557.39 <0.01
头孢曲松 212(99.5) 1

 

000(45.0) 231.15 <0.01
头孢吡肟 192(90.1) 318(14.3)674.99 <0.01
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续表3  CRE和CSE菌株对各种抗菌药物

   的耐药情况[n(%)]

抗菌药物 CRE(n=213) CSE(n=2
 

222) χ2 P
亚胺培南 212(99.5) 0(0.0) / <0.01
厄他培南 202(94.8) 0(0.0) / <0.01
美洛培南 197(92.5) 0(0.0) / <0.01
比阿培南 182(85.4) 0(0.0) / <0.01
氨苄西林 213(100.0) 1

 

766(79.5) 53.78 <0.01
氨苄西林/舒巴坦 212(99.5) 1

 

022(46.0) 222.87 <0.01
头孢哌酮/舒巴坦 189(88.7) 62(2.8) 1

 

552.77 <0.01
哌拉西林/他唑巴坦 187(87.8) 71(3.2) 1

 

468.47 <0.01
氨曲南 190(89.2) 687(30.9) 286.52 <0.01
环丙沙星 175(82.2) 904(40.7) 135.50 <0.01
左氧氟沙星 170(79.8) 800(36.0) 155.64 <0.01
复方磺胺甲噁唑 155(72.8) 884(39.8) 86.45 <0.01
阿米卡星 110(51.6) 40(1.8) 835.32 <0.01
四环素 111(52.1) 1

 

067(48.0) 1.30 0.25
替加环素 6(2.8) 2(0.1) / <0.01

  注:/表示不适用本统计方法。

2.4 CRE 菌 株 产 碳 青 霉 烯 酶 情 况 参 照 CLSI
 

M100-S28标准对213株 CRE菌株进行 mCIM 和

eCIM试验,结果显示:213株CRE菌株中,mCIM 和

eCIM试验同时阳性(金属酶阳性)43株,其中肺炎克

雷伯菌19株,阴沟肠杆菌11株,大肠埃希菌8株,产
酸克雷伯菌2株,黏质沙雷菌1株,产气肠杆菌1株,
弗劳地枸橼酸杆菌1株;170株为丝氨酸酶阳性。43
株产金属酶的CRE菌株中,22株都来源于ICU,占比

超过50%。213株CRE菌株产碳青霉烯酶情况详见

表4。根据不同细菌在ICU和非ICU的分布差异,使
用χ2 检验进行比较分析发现,肺炎克雷伯菌和阴沟

肠杆菌在ICU 的分离率明显高于非ICU(均 P<
0.05)。对不同细菌种类的CRE菌株产碳青霉烯酶

情况进行分析,其中阴沟肠杆菌和大肠埃希菌产金属

酶的比例均≥50%。

表4  CRE菌株
 

mCIM和eCIM试验结果

细菌名称
mCIM(+)eCIM(-)

ICU(n) 非ICU(n) P

mCIM(+)eCIM(+)

ICU(n) 非ICU(n) 金属酶阳性(%)

肺炎克雷伯菌 86 56 <0.01 11 8 11.8

阴沟肠杆菌 7 3 0.03 7 4 52.4

大肠埃希菌 1 7 0.72 1 7 50.0

产酸克雷伯菌 0 4 0.35 1 1 33.3

黏质沙雷菌 0 4 0.38 1 0 20.0

产气肠杆菌 0 2 0.32 1 0 33.3

弗劳地枸橼酸杆菌 0 0 - 0 1 100.0

合计 94 76 <0.01 22 21 20.2

  
 

注:-表示无法进行统计学检验。

3 讨  论

近几年来,临床上由CRE菌株引起的耐药性感

染越来越多,CRE菌株因具有广泛耐药性,且对碳青

霉烯类抗菌药物也产生了较高的耐药性,其引起的感

染往往是致命的,从而给临床的治疗带来了巨大的困

难和挑战。历年 CHINET细菌耐药性监测数据显

示,中国地区CRE菌株分离的前3位分别是肺炎克

雷伯菌、大肠埃希菌和阴沟肠杆菌[3-6]。本院2019年

分离出的213株CRE菌株,也以肺炎克雷伯菌、大肠

埃希菌和阴沟肠杆菌为主,这与国内相关报道基本一

致。从213株CRE菌株的标本来源情况可以看出,
来源于 呼 吸 道 的 痰 液 标 本88株,占 总 分 离 率 的

41.3%,是CRE菌株的主要来源;其次是尿液和分泌

物标本,分别为30株(14.1%)和27株(12.7%),而
引流液、血液、脑脊液等体液中也有CRE菌株的检

出。科室分布前3位分别为消化内科21.6%(46/

213)、神经外科17.8%(38/213)和烧伤科13.6%
(29/213)。213株CRE菌株中116株(54.5%)分离

自各ICU科室,使用χ2 检验进行比较分析,CRE菌

株在ICU的分离率明显高于非ICU(χ2=81.00,P<
0.01)。进一步分析各个科室CRE菌株在ICU的分

布情况发现,CRE菌株在消化内科、神经内科和儿科

3个 科 室ICU 的 分 离 率 均 明 显 高 于 非ICU(P<
0.05),而在神经外科、烧伤科、心脏外科、心脏内科以

及呼吸科ICU的分离率与非ICU差异均无统计学意

义(P>0.05)。分析这些病例可见,ICU的患者多有

严重基础疾病,免疫力低下,需要长期卧床、营养支持

等;且多有侵入性操作,例如携带呼吸机、导尿管插

管,甚至是手术治疗;部分患者还合并多发部位感染,
抗菌药物使用量大,且使用周期较长,这都为CRE菌

株的定植和感染传播提供了易感因素[7]。而消化内

科、神经内科和儿科这3个科室CRE菌株在ICU的

分离率明显均高于非ICU(P<0.05),可能还与这3
个科室感染控制不到位有关。本研究还发现,在本院

2019年分离的CRE菌株中,耐碳青霉烯类肺炎克雷

伯菌的分离率(75.6%)远远大于其他耐碳青霉烯类
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肠杆菌,而标本也以来源于呼吸道的痰液标本为主

(41.3%)。分析其原因如下:(1)临床呼吸道来源的

标本送检量大,而呼吸道检出的病原菌也以肺炎克雷

伯菌为主;(2)肺炎克雷伯菌是常见的机会性致病菌,
侵入性操作如呼吸机、导尿管等的使用会增加肺炎克

雷伯菌尤其是耐药菌株感染的概率,另外肺炎克雷伯

菌还会导致肠外感染和手术切口感染等[8]。
药敏结果显示,本研究中213株CRE菌株对绝

大多数抗菌药物高度耐药,除了对替加环素比较敏感

(耐药率为2.8%),对阿米卡星(51.6%)和四环素

(52.0%)的耐药率低一些外,对其余大多数抗菌药物

的耐药率均在80%以上,特别是β-内酰胺类药物,耐
药率甚至大于90%,这与国内相关报道相似[9]。有研

究报道,多黏菌素类、替加环素、磷霉素和氨基糖苷类

对CRE菌株有良好抗菌活性,因此对于CRE菌株,
以上抗菌药物联合应用的疗效均优于单药治疗[10]。

CRE的耐药机制主要包括产碳青霉烯酶,外膜蛋白的

缺失或改变,ESBLs或AmpC酶的表达和主动外排,
其中产碳青霉烯酶是CRE菌株耐药的主要机制[11]。
碳青霉烯酶根据同源性及作用机制可分为3类:A类

为丝氨酸酶,最常见的是 KPC酶;B类为金属酶,最
常见的是NDM酶;D类酶为头孢菌素酶,最常见的是

OXA-48[12-13]。本试验参照2019年CLSI最新操作指

南,采用 mCIM 和eCIM 试验对213株CRE菌株产

碳青霉烯酶酶情况进行分析,其中mCIM用于检测肠

杆菌科细菌的碳青霉烯酶,而eCIM 试验是利用ED-
TA抑制金属酶活性的原理,在产碳青霉烯酶菌株中

进一步区分金属酶和丝氨酸酶。试验结果表明,213
株CRE菌株中,mCIM 试验阳性、eCIM 试验阴性的

菌株有170株,即170株CRE菌株产丝氨酸碳青霉

烯酶;而 mCIM 和eCIM 试验同时阳性的菌株有43
株,即43株CRE菌株产金属碳青霉烯酶,其中22株

都来源于ICU,占比超过50%。使用χ2 检验进行比

较分析,耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌和耐碳青霉烯类

阴沟肠杆菌在ICU的分离率明显高于非ICU(均P<
0.05)。对不同细菌种类的CRE菌株产碳青霉烯酶

情况进行分析,其中耐碳青霉烯类阴沟肠杆菌和耐碳

青霉烯类大肠埃希菌产金属酶的比例均≥50%。国

内外公开报道的数据显示,目前产NDM 酶是大肠埃

希菌和阴沟肠杆菌产碳青霉烯酶的主要型别[14-16],本
研究结果与此一致。

CRE菌株对多数临床抗菌药物高度耐药,为应对

此类超级耐药细菌所致感染,目前对CRE有特异性

活性的多种新药也正在临床研发中,如2019年在中

国上市的头孢他啶/阿维巴坦。作为一种新的β-内酰

胺酶抑制剂复合药物,其中阿维巴坦主要针对丝氨酸

活性位点而设计,可抑制 A组(包括ESBLs及 KPC
酶)、C组(主要是AmpC酶)和部分D组β-内酰胺酶

(如OXA-48)[17],但遗憾的是其对金属酶无抑制作

用。因此针对CRE菌株,除了做好耐药性监测,指导

临床合理、有效使用抗菌药物联合治疗,控制感染的

发生和发展外,更应提高CRE菌株院内感染控制的

意识,强化医护人员无菌操作观念和手卫生意识,采
取必要的隔离措施,以防止院内感染的发生和传播,
减少CRE菌株的产生。
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