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论著·临床微生物与感染监测专题

耐碳青霉烯类肠杆菌目细菌耐药性、临床感染特征及犿犮狉基因分析
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［摘　要］　目的　分析耐碳青霉烯类肠杆菌目细菌（ＣＲＥ）临床感染特征及耐药机制，为临床防治ＣＲＥ感染提供

参考。方法　收集２０２１年７月—２０２２年６月某三甲医院临床分离的ＣＲＥ菌株及患者资料，采用聚合酶链反应

（ＰＣＲ）检测菌株耐药基因，诱导试验验证犿犮狉９阳性菌株的诱导耐药性。结果　共纳入１６７株ＣＲＥ，以肺炎克雷

伯菌（３８．９％）和阴沟肠杆菌（３５．３％）为主，呈现多重耐药表型，３株（１．８％）对多粘菌素Ｂ耐药。ＣＲＥ以携带

犫犾犪ＮＤＭ（５２．１％，８７株）为主，其次为犫犾犪ＫＰＣ（３４．７％，５８株）。根据碳青霉烯酶将ＣＲＥ感染患者分为ＮＤＭ组和ＫＰＣ

组。单因素分析结果显示，在入住ＩＣＵ日数≥７ｄ、行气管插管、感染前使用碳青霉烯类药物等影响因素方面，ＫＰＣ

组高于ＮＤＭ组，治愈率低于ＮＤＭ组（均犘＜０．０５）。多因素ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析结果显示，置入胃管、肺部疾病及恶

性肿瘤为影响携带不同碳青霉烯酶基因ＣＲＥ感染患者预后的独立危险因素（犘＜０．０５）。多粘菌素Ｂ耐药菌株均

为犿犵狉Ｂ点突变，７株（４．２％）ＣＲＥ携带犿犮狉９，且多数同时携带犫犾犪ＮＤＭ。经多粘菌素Ｂ诱导后，４株犿犮狉９阳性

ＣＲＥ的 ＭＩＣ值较诱导前升高。结论　该地区ＣＲＥ以携带犫犾犪ＮＤＭ、犫犾犪ＫＰＣ为主，少数同时携带犿犮狉９和犫犾犪ＮＤＭ，呈现

多重耐药。临床应加强防控，预防其临床传播。

［关　键　词］　肠杆菌目细菌；碳青霉烯类耐药；碳青霉烯酶；多粘菌素Ｂ；犿犮狉基因
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［犓犲狔狑狅狉犱狊］　犈狀狋犲狉狅犫犪犮狋犲狉犪犾犲狊；ｃａｒｂａｐｅｎｅｍｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ；ｃａｒｂａｐｅｎｅｍａｓｅ；ｐｏｌｙｍｙｘｉｎＢ；犿犮狉ｇｅｎｅ

　　耐碳青霉烯类肠杆菌目细菌（ｃａｒｂａｐｅｎｅｍｒｅ

ｓｉｓｔａｎｔＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒａｌｅｓ，ＣＲＥ）因其与死亡率和发

病率高度相关而被世界卫生组织（ＷＨＯ）列为高度

优先病原体。ＣＲＥ最普遍存在的耐药因子为碳青

霉烯酶。依据Ａｍｂｌｅｒ分类，碳青霉烯酶可分为Ａ、

Ｂ、Ｄ三类，目前临床分离的ＣＲＥ以产 Ａ类肺炎克

雷伯菌碳青霉烯酶（犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲ｃａｒｂａ

ｐｅｎｅｍａｓｅ，ＫＰＣ）为主
［１］。由于ＣＲＥ感染治疗可选

用的抗菌药物有限，致死率高，导致临床用药选择困

难，多粘菌素类抗生素越来越多的被用作ＣＲＥ感染

治疗的最后选择。既往发现多粘菌素耐药机制大多

数为染色体上基因突变（如 Ｐ犿狉Ａ／Ｐ犿狉Ｂ、Ｐ犺狅Ｐ／

Ｐ犺狅Ｑ和犿犵狉Ｂ／犿犵狉Ｒ突变），这种基因突变不会在

细菌间相互传播。然而，２０１５年中国率先报道
［２］质

粒介导的多粘菌素耐药基因（ｍｏｂｉｌｅｃｏｌｉｓｔｉｎｒｅｓｉｓ

ｔａｎｃｅｇｅｎｅｓ１，犿犮狉１），该基因可在不同菌种之间相

互传播，并且介导低浓度的多粘菌素耐药性，导致携

带犿犮狉１的ＣＲＥ感染治疗无药可用。此后，世界范

围内陆续发现数十种多粘菌素耐药基因（犿犮狉１～

犿犮狉９）
［３］，其中犿犮狉９在肠杆菌中往往为沉默表达，

可在低浓度多粘菌素诱导下呈现表型耐药，使体外

药敏试验结果产生偏差。故研究某地区省级综合性

三甲医院ＣＲＥ临床分离株，回顾性分析ＣＲＥ耐药

性、患者临床感染特征、碳青霉烯酶表型及基因型分

布情况，分析该地区多粘菌素耐药基因特征，可为临

床防治ＣＲＥ感染提供参考。

１　材料与方法

１．１　实验材料

１．１．１　菌株来源及临床资料收集　收集２０２１年７

月—２０２２年６月安徽省某省级综合性三级甲等医

院住院患者临床分离的非重复ＣＲＥ菌株。同时收

集相应患者年龄、性别、入住重症监护病房（ＩＣＵ）日

数、侵袭性操作、抗菌药物使用情况、基础疾病及预

后等临床资料。判定标准为对任意一种碳青霉烯类

抗生素耐药，或为产碳青霉烯酶的肠杆菌。该院伦

理委员会审核同意此研究（伦理号ＳＺＲ２０２１０４８）。

１．１．２　主要仪器和试剂　ＭｉｃｒｏｆｌｅｘＬＴ／ＳＨ 型质

谱分析仪（德国ＢＲＵＫＥＲ公司），ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍ

ｐａｃｔ全自动细菌分析仪（法国ＢｉｏＭéｒｉｅｕｘ公司），生

物安全柜（上海力申科学仪器有限公司），Ｂｉｏｍｅｔｒａ

型梯度ＰＣＲ扩增仪（德国 ＡｎａｌｙｔｉｋＪｅｎａ公司），凝

胶成像仪Ｔａｎｏｎ１６００型（上海天能科技有限公司），

药敏纸片（英国Ｏｘｏｉｄ公司），多粘菌素Ｂ（ＰＢ）标准

药物（上海源叶公司）药敏检测（ＭＩＣ法）试剂（温州

康泰公司），琼脂糖、染料和ＰＣＲ引物（均为上海生

工生物公司）。

１．２　方法

１．２．１　菌种鉴定及药敏试验　使用基质辅助激光

解吸飞行时间质谱（ｍａｔｒｉｘａｓｓｉｓｔｅｄｌａｓｅｒｄｅｓｏｒｐ

ｔｉｏｎｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆｆｌｉｇｈｔｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，

ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）对所有菌株进行鉴定。使用

ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动微生物分析系统检测菌

株药物敏感性，结果判定参照美国临床和实验室标

准化协会（ＣｌｉｎｉｃａｌａｎｄＬａｂｏｒａｔｏｒｙＳｔａｎｄａｒｄｓＩｎｓｔｉ

ｔｕｔｅ，ＣＬＳＩ）２０２０年版
［４］标准。采用ＰＢ药敏检测试

剂检测多粘菌素最低抑菌浓度（ｍｉｎｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ），替加环素及ＰＢ的耐药折点参

考欧洲抗菌药物敏感性试验委员会（Ｅｕｒｏｐｅａｎ

Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅｏｎ ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌＳｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ Ｔｅｓ

ｔｉｎｇ，ＥＵＣＡＳＴ）２０２０版
［５］标准判断。质控菌株为

大肠埃希菌（ＡＴＣＣ２５９２２）和肺炎克雷伯菌（ＡＴＣＣ

７００６０３），菌株来源于安徽省细菌耐药监控中心。

１．２．２　碳青霉烯酶表型及耐药基因检测　采用改

良碳青霉烯灭活（ｍＣＩＭ）试验和改良ＥＤＴＡ碳青

霉烯灭活（ｅＣＩＭ）试验检测碳青霉烯酶表型
［４］。高

温煮沸提取细菌ＤＮＡ模版，应用聚合酶链式反应

（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）检测常见碳青霉

烯酶基因（犫犾犪ＫＰＣ、犫犾犪ＩＭＰ、犫犾犪ＶＩＭ、犫犾犪ＮＤＭ和犫犾犪ＯＸＡ４８基

因）、染色体上突变基因犿犵狉Ｂ和质粒介导的多粘菌

素耐药基因（犿犮狉１～犿犮狉９），引物及反应条件参考
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文献［６８］，采用琼脂糖凝胶电泳分析ＰＣＲ产物。

选取阳性结果送上海生工生物技术有限公司测序，

结果上传至ＢＬＡＳＴ网站进行分析。阴性对照为大

肠埃希菌（ＡＴＣＣ２５９２２），阳性对照为试验前期测

序验证通过的临床菌株。

表１　耐药基因ＰＣＲ检测引物序列

犜犪犫犾犲１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｏｒＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｄｒｕｇｒｅｓｉｓ

ｔａｎｃｅｇｅｎｅｓ

目标

基因

引物

名称
引物序列（５’—３’）

产物大小

（ｂｐ）

犫犾犪ＫＰＣ ＫＰＣＦ ＴＧＴＣＡＣＴＧＴＡＴＣＧＣＣＧＴＣ １００９

ＫＰＣＲ ＣＡＧＴＧＣＴＣＴＡＣＡＧＡＡＡＡＣＣ

犫犾犪ＩＭＰ ＩＭＰＦ ＧＡＡＧＧＣＧＴＴＴＡＴＧＴＴＣＡＴＡＣ ５８７

ＩＭＰＲ ＧＴＡＣＧＴＴＴＣＡＡＧＡＧＴＧＡＴＧＣ

犫犾犪ＶＩＭ ＶＩＭＦ ＧＴＴＴＧＧＴＣＧＣＡＴＡＴＣＧＣＡＡＣ ３８９

ＶＩＭＲ ＡＡＴＧＣＧＣＡＧＣＡＣＣＡＧＧＡＴＡＧ

犫犾犪ＮＤＭ ＮＤＭＦ ＧＣＡＧＣＴＴＧＴＣＧＧＣＣＡＴＧＣＧＧＧＣ ７８２

ＮＤＭＲ ＧＧＴＣＧＣＧＡＡＧＣＴＧＡＧＣＡＣＣＧ

ＣＡＴ

犫犾犪ＯＸＡ４８ＯＸＡＦ ＧＣＧＴＧＧＴＴＡＡＧＧＡＴＧＡＡＣＡＣ ４３８

ＯＸＡＲ ＣＡＴＣＡＡＧＴＴＣＡＡＣＣＣＡＡＣＣＧ

犿犮狉１ ｍｃｒ１Ｆ ＡＧＴＣＣＧＴＴＴＧＴＴＣＴＴＧＴＧＧＣ ３２０

ｍｃｒ１Ｒ ＡＧＡＴＣＣＴＴＧＧＴＣＴＣＧＧＣＴＴＧ

犿犮狉２ ｍｃｒ２Ｆ ＣＡＡＧＴＧＴＧＴＴＧＧＴＣＧＣＡＧＴＴ ７１５

ｍｃｒ２Ｒ ＴＣＴＡＧＣＣＣＧＡＣＡＡＧＣＡＴＡＣＣ

犿犮狉３ ｍｃｒ３Ｆ ＡＡＡＴＡＡＡＡＡＴＴＧＴＴＣＣＧＣＴ

ＴＡＴＧ

９２９

ｍｃｒ３Ｒ ＡＡＴＧＧＡＧＡＴＣＣＣＣＧＴＴＴＴＴ

犿犮狉４ ｍｃｒ４Ｆ ＴＣＡＣＴＴＴＣＡＴＣＡＣＴＧＣＧＴＴＧ １１１６

ｍｃｒ４Ｒ ＴＴＧＧＴＣＣＡＴＧＡＣＴＡＣＣＡＡＴＧ

犿犮狉５ ｍｃｒ５Ｆ ＡＴＧＣＧＧＴＴＧＴＣＴＧＣＡＴＴＴＡＴＣ １６４４

ｍｃｒ５Ｒ ＴＣＡＴＴＧＴＧＧＴＴＧＴＣＣＴＴＴＴＣＴＧ

犿犮狉６ ｍｃｒ６Ｆ ＡＧＣＴＡＴＧＴＣＡＡＴＣＣＣＧＴＧＡＴ ２５２

ｍｃｒ６Ｒ ＡＴＴＧＧＣＴＡＧＧＴＴＧＴＣＡＡＴＣ

犿犮狉７ ｍｃｒ７Ｆ ＧＣＣＣＴＴＣＴＴＴＴＣＧＴＴＧＴＴ ５５１

ｍｃｒ７Ｒ ＧＧＴＴＧＧＴＣＴＣＴＴＴＣＴＣＧＴ

犿犮狉８ ｍｃｒ８Ｆ ＴＣＡＡＣＡＡＴＴＣＴＡＣＡＡＡＧＣＧＴＧ ８５６

ｍｃｒ８Ｒ ＡＡＴＧＣＴＧＣＧＣＧＡＡＴＧＡＡＧ

犿犮狉９ ｍｃｒ９Ｆ ＴＴＣＣＣＴＴＴＧＴＴＣＴＧＧＴＴＧ １０１１

ｍｃｒ９Ｒ ＧＣＡＧＧＴＡＡＴＡＡＧＴＣＧＧＴＣ

犿犵狉Ｂ ｍｇｒＢＦ ＡＣＣＡＣＣＴＣＡＡＡＧＡＧＡＡＧＧＣＧＴＴ ３４７

ｍｇｒＢＲ ＧＧＣＧＴＧＡＴＴＴＴＧＡＣＡＣＧＡＡＣＡＣ

１．２．３　多粘菌素诱导试验　采用Ａｋａｔａ等
［９］方法改

良后进行诱导试验。将上述携带犿犮狉９的菌株过夜

培养，取单个菌落，配０．５麦氏单位菌液，取０．３ｍＬ

接种到１０ｍＬＭＨＢ肉汤中，３７℃１５０ｒ／ｍｉｎ的轨道

振荡培养１ｈ，加入ＰＢ至药物终浓度为０．１２５μｇ／ｍＬ，

再培养３ｈ。用ＰＢ药敏检测试剂（ＭＩＣ法）测定诱

导前后菌株ＰＢ的 ＭＩＣ值。

１．３　统计分析　应用 ＷＨＯＮＥＴ２０２１软件分析药

敏试验数据。应用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０及ＳＰＳＳ

２５．０软件进行统计。采用例数或率表示计数资料，

平均数或标准差表示计量资料，比较组间样本采用

卡方检验，犘≤０．０５为差异有统计学意义。多因素

分析采用多项ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析，犘≤０．０５为携带不

同碳青霉烯耐药基因（ＫＰＣ和 ＮＤＭ）ＣＲＥ感染患

者预后的独立影响因素。

２　结果

２．１　菌种及临床患者基本分布　共纳入ＣＲＥ１６７

株，以肺炎克雷伯菌、阴沟肠杆菌和大肠埃希菌为

主。见表２。标本来源主要为痰、尿、腹腔积液、分

泌物及血，分别为７４、２６、１９、１５、１４株。ＣＲＥ感染的

临床患者年龄１６～９２岁，平均年龄６３．５±１６．４岁，

男性占６３．５％，女性占３６．５％。患者住院科室以

ＩＣＵ（４１．３２％）、普通外科（８．３８％）和呼吸科（８．３８％）

为主，广泛分布于各临床科室。

表２　ＣＲＥ感染患者菌种分布情况

犜犪犫犾犲２　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｓｐｅｃｉｅｓｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｉｎｆｅｃｔｅｄ

ｗｉｔｈＣＲＥ

病原菌 株数 构成比（％）

肺炎克雷伯菌 ６５ ３８．９

阴沟肠杆菌 ５９ ３５．３

大肠埃希菌 ２５ １５．０

黏质沙雷菌 ６ ３．６

产气克雷伯菌 ４ ２．４

产酸克雷伯菌 ３ １．８

弗劳地氏柠檬酸杆菌 ２ １．２

雷极普罗威登氏菌 １ ０．６

植生拉乌尔菌 １ ０．６

解鸟氨酸拉乌尔菌 １ ０．６

合计 １６７ １００

２．２　药敏结果　ＣＲＥ菌株对头孢菌素类以及β内

酰胺＋酶抑制剂类药物的耐药率≥９５．８％，对单环

β内酰胺类药物的耐药率为８０．８％，对氟喹诺酮类
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药物的耐药率为８４．４％～９９．４％，对氨基糖苷类药

物的耐药率为３２．９％～６３．５％，对替加环素的耐药

率为２１．０％。３株ＣＲＥ（１．８％）对ＰＢ耐药，且均为

肺炎克雷伯菌。肺炎克雷伯菌、阴沟肠杆菌、大肠埃

希菌对阿米卡星、妥布霉素及氨曲南的耐药率各组

比较，差异均有统计学意义（均犘＜０．０５），肺炎克雷

伯菌对于３种抗菌药物的耐药率均高于阴沟肠杆菌

和大肠埃希菌（均犘＜０．０５）。见表３。

表３　ＣＲＥ对抗菌药物的耐药率（％）

犜犪犫犾犲３　ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｒａｔｅｓｏｆＣＲＥ（％）

抗菌药物 全部（狀＝１６７） 肺炎克雷伯菌（狀＝６５） 阴沟肠杆菌（狀＝５９） 大肠埃希菌（狀＝２５） χ
２ 犘

哌拉西林／他唑巴坦 ９８．８ ９８．５ １００ １００ １．３０１ １．０００

阿莫西林／克拉维酸 ９９．４ ９８．５ １００ １００ １．３０１ １．０００

头孢呋辛 １００ １００ １００ １００ － －

头孢他啶 ９８．２ ９８．５ １００ １００ １．３０１ １．０００

头孢曲松 １００ １００ １００ １００ － －

头孢吡肟 ９５．８ ９８．５ ９６．６ ９６．０ ０．６０５ ０．６６４

头孢哌酮／舒巴坦 ９７．６ ９６．９ ９８．３ １００ ０．９１７ １．０００

头孢西丁 ９９．４ ９８．５ １００ １００ １．３０１ １．０００

氨曲南 ８０．８ ９５．４ ８４．７ ５６．０ ２１．４５８ ＜０．００１

亚胺培南 １００ １００ １００ １００ － －

美罗培南 １００ １００ １００ １００ － －

厄他培南 １００ １００ １００ １００ － －

阿米卡星 ３２．９ ７２．３ 　０ ２８．０ ７０．８６２ ＜０．００１

妥布霉素 ６３．５ ８１．５ ５７．６ ５６．０ １０．００８ ０．００７

替加环素 ２１．０ ２７．７ ２２．０ ８．０ ４．０６１ ０．１３１

左氧氟沙星 ８４．４ ９０．８ ７８．０ ８４．０ ３．８９１ ０．１３７

环丙沙星 ９９．４ １００ １００ １００ － －

ＰＢ １．８ ４．６ 　０ 　０ ３．９５７ ０．２９３

　　注：－表示无法进行统计学检验。

２．３　碳青霉烯酶表型及耐药基因分布　ｍＣＩＭ 和

ｅＣＩＭ试验结果显示，１４５株菌（８６．８％）产碳青霉烯

酶。ｍＣＩＭ试验检出５８株阳性菌株，ｅＣＩＭ 试验检

出８９株阳性菌株。ＰＣＲ及测序结果显示，５８株

（３４．７％）犫犾犪ＫＰＣ２阳性，与 ｍＣＩＭ 试验结果一致；８７

株（５２．１％）犫犾犪ＮＤＭ阳性（包括犫犾犪ＮＤＭ１５２株、犫犾犪ＮＤＭ５

２７株、犫犾犪ＮＤＭ７５株、犫犾犪ＮＤＭ１３２株、犫犾犪ＮＤＭ４１株），２

株（１．２％）犫犾犪ＩＭＰ４阳性，与ｅＣＩＭ 试验结果一致。其

中，２株菌同时携带２种碳青霉烯酶耐药基因

（犫犾犪ＮＤＭ５＋犫犾犪ＫＰＣ２或犫犾犪ＫＰＣ２＋犫犾犪ＩＭＰ４）。５８株产

ＫＰＣ型碳青霉烯酶菌株主要为肺炎克雷伯菌（５１

株，８７．９％），８７株产ＮＤＭ型碳青霉烯酶菌株以阴

沟肠杆菌（５５株，６３．２％）和大肠埃希菌（２０株，

２３．０％）为主。见图１。产ＫＰＣ型酶的肺炎克雷伯

菌主要来源于痰（３０株，４０．５％），产 ＮＤＭ 型酶的

大肠埃希菌和阴沟肠杆菌主要来源于尿及分泌物

（２５株，５３．２％）。
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图１　菌种及碳青霉烯耐药基因分布

犉犻犵狌狉犲１　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｓｐｅｃｉｅｓａｎｄｃａｒｂａｐｅｎｅｍ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅｓ

２．４　临床特征　根据主要碳青霉烯酶基因，将菌

株分为ＫＰＣ组（５６株）和ＮＤＭ组（８６株），排除同
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时携带２种碳青霉烯酶耐药基因的２株菌。ＫＰＣ

组患者入住ＩＣＵ日数≥７ｄ的比例高于 ＮＤＭ 组，

ＫＰＣ组患者行气管插管比例高于ＮＤＭ 组，留置导

尿管及手术比例低于 ＮＤＭ 组，ＣＲＥ感染前 ＫＰＣ

组患者单独使用碳青霉烯类药物比例高于 ＮＤＭ

组，ＫＰＣ组患者伴有呼吸系统疾病比例高于 ＮＤＭ

组，伴有恶性肿瘤、心血管系统疾病、泌尿生殖系统

疾病比例均低于ＮＤＭ组（均犘＜０．０５）。比较两组

患者临床预后，ＫＰＣ组患者临床治愈或好转比例低

于ＮＤＭ组（犘＜０．０５）。见表４。

表４　ＫＰＣ组和ＮＤＭ组ＣＲＥ患者临床特征［例（％）］

犜犪犫犾犲４　ＣｌｉｎｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｉｎＫＰＣａｎｄＮＤＭｇｒｏｕｐｓ（Ｎｏ．ｏｆｃａｓｅｓ［％］）

研究指标
ＫＰＣ组

（狀＝５６）

ＮＤＭ组

（狀＝８６） χ
２ 犘

年龄≥６０岁 ３６（６４．３）５５（６４．０） ０．００２ ０．９６８

性别 ０．５３６ ０．４６４

　男性 ３６（６４．３）５０（５８．１）

　女性 ２０（３５．７）３６（４１．９）

感染类别 ２．０８９ ０．１４８

　社区感染 １７（３０．４）１７（１９．８）

　医院感染 ３９（６９．６）６９（８０．２）

入住ＩＣＵ日数≥７ｄ ３０（５３．６）３０（３４．９） ４．８５４ ０．０２８

ＣＲＥ感染前行侵袭性操作

　动静脉导管 ４８（８５．７）７４（８６．０） ０．００３ ０．９５６

　留置导尿管 ３１（５５．４）６２（７２．１） ４．２０３ ０．０４０

　留置胃管 ２５（４４．６）３８（４４．２） ０．００３ ０．９５７

　气管插管 ３２（５７．１）３４（３９．５） ５．３６２ ０．０４０

　手术 １７（３０．４）４３（５０．０） ５．２８１ ０．０２１

研究指标
ＫＰＣ组

（狀＝５６）

ＮＤＭ组

（狀＝８６） χ
２ 犘

ＣＲＥ感染前使用抗菌药物

　头孢菌素 ２１（３７．５）４６（５３．５） ３．４７９ ０．０６２

　碳青霉烯 １２（２１．４） ２（２．３） １３．９２６ ＜０．００１

　头孢菌素及碳青霉烯

　联用

１６（２８．６）２８（３２．６） ０．２５２ ０．６１６

基础疾病

　呼吸系统疾病 ４１（７３．２）４６（５３．５） ５．５６１ ０．０１８

　糖尿病 １３（２３．２）１８（２０．９） ０．１０４ ０．７４７

　恶性肿瘤 ５（８．９） ２２（２５．６） ６．１０８ ０．０１３

　心血管系统疾病 ２７（４８．２）５７（６６．３） ４．５８１ ０．０３２

　泌尿系统疾病 １７（３０．４）４１（４７．７） ４．２０９ ０．０４０

临床预后 ４．０７０ ０．０４４

　治愈或好转 ２９（５１．８）５９（６８．６）

　死亡或放弃治疗 ２７（４８．２）２７（３１．４）

　　根据预后不同将携带 ＫＰＣ或 ＮＤＭ 基因患者

分为预后良好和预后不佳两组，进行多因素ｌｏｇｉｓｔｉｃ

回归分析，结果显示置入胃管、肺部疾病及恶性肿瘤

为影响携带不同碳青霉烯酶基因ＣＲＥ感染患者预

后的独立危险因素（犘＜０．０５）。见表５。

表５　ＣＲＥ感染患者预后的多因素分析结果

犜犪犫犾犲５　Ｍｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅａｎａｌｙｓｉｓｏｎｔｈｅｐｒｏｇｎｏｓｉｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓ

ｗｉｔｈＣＲＥｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

影响因素 β 犠犪犾犱χ
２ 犗犚 ９５％犆犐 犘

置入胃管 １．０４４ ４．４１１ ２．８４２ １．０７２～７．５３１ ０．０３６

肺部疾病 １．４４３ ７．７４５ ４．２３１ １．５３２～１１．６８６ ０．００５

恶性肿瘤 １．２４８ ５．３３８ ３．４８５ １．２０８～１０．０４９ ０．０２１

２．５　多粘菌素耐药基因及诱导试验　药敏结果显

示，３株ＣＲＥ菌株ＰＢ耐药；ＰＣＲ及测序结果显示，

其均未携带犿犮狉１～犿犮狉９基因，而染色体上存在

犿犵狉Ｂ点突变，与药敏结果一致。共７株犿犮狉９阳

性ＣＲＥ菌株。使用１／８ＭＩＣ的ＰＢ处理７株携带

犿犮狉９基因的ＣＲＥ菌株３ｈ后，４株菌的ＰＢＭＩＣ

值升高：ＣＲＥ１１３号、ＣＲＥ１２７号、ＣＲＥ１２９号、ＣＲＥ１６７

号菌株原始ＭＩＣ值为分别为１、４、０．５、０．５μｇ／ｍＬ，诱

导后分别为８、６４、４、８μｇ／ｍＬ。见表６。

表６　７株犿犮狉９阳性ＣＲＥ菌株特征及ＰＢ诱导试验结果

犜犪犫犾犲６　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆ７犿犮狉９ｐｏｓｉｔｉｖｅＣＲＥｓｔｒａｉｎｓａｎｄ

ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｏｌｙｍｙｘｉｎＢｉｎｄｕｃｔｉｏｎｔｅｓｔ

编号 菌种 分离标本
碳青霉烯

耐药基因

ＰＢＭＩＣ值

（μｇ／ｍＬ）

诱导前 诱导后

ＣＲＥ０２５ 大肠埃希菌 腹腔积液 犫犾犪ＮＤＭ５ １ １

ＣＲＥ０５５ 阴沟肠杆菌 痰 犫犾犪ＮＤＭ１ ２ ２

ＣＲＥ０６０ 大肠埃希菌 腹腔积液 犫犾犪ＮＤＭ１ １ １

ＣＲＥ１１３ 阴沟肠杆菌 腹腔积液 犫犾犪ＮＤＭ５ １ ８

ＣＲＥ１２７ 阴沟肠杆菌 痰 犫犾犪ＮＤＭ１ ４ ６４

ＣＲＥ１２９ 产酸克雷伯菌 全血 犫犾犪ＫＰＣ２、

犫犾犪ＩＭＰ４

０．５ ４

ＣＲＥ１６７ 阴沟肠杆菌 尿 犫犾犪ＮＤＭ１ ０．５ ８
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３　讨论

肠杆菌目细菌是一类致社区和医院感染的常见

机会致病菌，主要导致肺炎、尿路感染、腹腔感染及

血流感染等。碳青霉烯类抗生素是目前临床上治疗

肠杆菌目细菌感染的主要抗菌药物。近年来全球相

继报道ＣＲＥ菌株，且其耐药性问题日趋严重。基于

此，研究收集临床ＣＲＥ菌株并探究其耐药机制。

本研究中，肺炎克雷伯菌检出率最高，阴沟肠杆

菌次之，可能是因为纳入呼吸道来源的临床标本居

多，而肺炎克雷伯菌为呼吸道常见机会致病菌。

２０２０年ＣＨＩＮＥＴ
［１０］数据显示，近年来肺炎克雷伯

菌的检出率稳居第一，耐药率缓慢上升，阴沟肠杆菌

碳青霉烯类耐药检出率有所上升，大肠埃希菌对碳

青霉烯类耐药检出率有所下降。本研究发现肺炎克

雷伯菌的检出率第一，阴沟肠杆菌检出率高于大肠

埃希菌，是大肠埃希菌的２倍左右，值得重点关注本

地区阴沟肠杆菌检出率，预防暴发流行的可能。阴

沟肠杆菌是一类肠道条件致病菌，临床侵入性操作、

免疫力下降及抗菌药物的使用可增加其感染风险。

阴沟肠杆菌检出率高可能是医院感染所致，可对检

出菌株科室环境及物品进行检测，预防病原菌传播。

药敏结果显示，所有ＣＲＥ菌株对头孢菌素类以及β

内酰胺＋酶抑制剂类抗生素均有高耐药率，氨基糖

苷类药物耐药率较氟喹诺酮类低，对替加环素敏感

性较高，对ＰＢ具有高敏感性，耐药率仅为１．８％。

多粘菌素是半世纪前发现的阳离子脂肽类抗生素，

主要通过破坏细菌细胞膜而杀菌，为ＣＲＥ重症感染

的最后治疗选择。然而，多粘菌素耐药基因犿犮狉的

出现打破了此局面，需要重点关注。

ＣＲＥ的耐药机制有：（１）产生碳青霉烯酶；（２）

孔蛋白编码基因表达缺失，染色体编码孔蛋白基因

突变；（３）外排泵编码基因过表达；（４）细菌生物膜系

统等。其中产碳青霉烯酶是分布最广泛的耐药机

制。研究［１１１２］表明，我国目前ＣＲＥ临床分离株中存

在最广泛的碳青霉烯酶为ＫＰＣ（Ａ类）。本组ＣＲＥ

主要以产ＮＤＭ和产ＫＰＣ菌株为主，可能与菌种地

区分布差异有关。研究［１０］发现，ＣＲＥ以大肠埃希菌

及肺炎克雷伯菌为主，阴沟肠杆菌次之。本研究中

阴沟肠杆菌检出率高于大肠埃希菌，可能与菌种地

域分布有关，尚需进一步研究。本研究显示产ＫＰＣ

菌种以肺炎克雷伯菌为主，产 ＮＤＭ 菌种以阴沟肠

杆菌和大肠埃希菌居多，与研究［１１１５］结论基本一致，

浙江地区及皖南地区肺炎克雷伯菌以产 ＫＰＣ型酶

为主，大肠埃希菌和阴沟肠杆菌以产 ＮＤＭ 型酶为

主。多粘菌素的耐药机制包括［１６］：（１）通过活化双

组分调控系统改善细菌细胞膜上脂多糖功能，从而

降低多粘菌素吸收；（２）通过广谱外排泵功能，使药

物迅速排出细胞，从而减少细胞内含量；（３）调节染

色体基因突变；（４）酶解蛋白；（５）生物膜保护；（６）质

粒介导的犿犮狉等。近年来，犿犮狉家族基因（犿犮狉１～

犿犮狉９）在世界各地陆续发现，以犿犮狉１和犿犮狉９基

因分布最广泛［３］。与其他基因不同，携带犿犮狉９的

菌株多粘菌素体外表型敏感，但在低浓度ＰＢ诱导

下，犿犮狉９表达量升高，进而表型耐药
［１７］。本研究检

出３株ＰＢ表型耐药的肺炎克雷伯菌，其染色体上

存在犿犵狉Ｂ点突变，且未发现犿犮狉１～犿犮狉８阳性菌

株；７株ＰＢ敏感菌株携带犿犮狉９，其中６株同时携

带犫犾犪ＮＤＭ基因，１株携带２种碳青霉烯酶（犫犾犪ＫＰＣ２和

犫犾犪ＩＭＰ４）。在低浓度 ＰＢ诱导下，有４株菌 ＰＢ的

ＭＩＣ值出现了升高，证实犿犮狉９可被诱导表达。

本研究结果显示，延长入住ＩＣＵ时间可能会增

加产ＫＰＣ型ＣＲＥ感染概率；ＣＲＥ感染前 ＫＰＣ组

患者行气管插管比例高于 ＮＤＭ 组，留置导尿管及

手术比例低于ＮＤＭ 组，表明气管插管更易引起产

ＫＰＣ酶的ＣＲＥ感染，而留置导尿管及手术更易引

起产 ＮＤＭ 型ＣＲＥ感染；ＫＰＣ组患者伴有呼吸系

统疾病比例高于ＮＤＭ组，伴有恶性肿瘤、心血管系

统疾病、泌尿生殖系统疾病比例均低于 ＮＤＭ 组。

通过标本来源分析不同组患者感染菌种分布，结合

临床特征推测ＫＰＣ组患者呼吸系统基础疾病占比

高可能因为肺炎克雷伯菌为呼吸道常驻菌群，而肺

炎克雷伯菌中以产ＫＰＣ为主；而ＮＤＭ 组患者泌尿

生殖系统疾病占比高，主要由于阴沟肠杆菌和大肠

埃希菌为泌尿道及皮肤感染致病菌株，二者以产

ＮＤＭ 型酶为主，且侵入性操作作为感染危险因素

也增加了感染概率。根据感染前抗菌药物使用及治

愈情况推断，感染前合理使用抗菌药物可能会提高

治愈率，故可根据患者基础疾病情况及侵入性操作

针对性预防和治疗感染，治疗过程中要增强无菌意

识，及时拔管，防止操作导致医院感染。

综上所述，本研究对该地区ＣＲＥ耐药性、临床

感染特征、碳青霉烯酶表型及基因型进行分析，并对

犿犮狉家族基因进行初步筛查。发现以产ＮＤＭ 菌株

检出率最高，阴沟肠杆菌占比较高。９８．２％的菌株

ＰＢ表型敏感，且未携带犿犮狉基因，仅４．２％的ＣＲＥ

携带犿犮狉９基因。但考虑到本研究时间跨度较短，
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菌株为单中心来源，结果存在一定局限性。后续将

继续收集ＣＲＥ，扩大样本量，丰富样本来源，同时对

检出的犿犮狉９阳性菌株进行全基因组测序，更加深

入了解该地区犿犮狉９阳性ＣＲＥ的分子生物学特征，

为临床防治ＣＲＥ感染提供参考。

利益冲突：所有作者均声明不存在利益冲突。
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