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耐碳青霉烯类肠杆菌科细菌感染特征及
改良显色平板筛查性能评价

郭宾*,饶姣玥

(南阳医学高等专科学校第一附属医院检验科,河南南阳
 

473000)

【摘要】 目的 了解耐碳青霉烯类肠杆菌科细菌(Carbapenem-resistant
 

Enterobacteriaceae,CRE)感染特征,并对改良

显色平板在其筛查中的性能进行评价。 方法 收集2021年至2022年本院临床分离出的48株CRE菌株,同时选取

20株碳青霉烯类药物敏感肠杆菌科细菌用于特异度的研究。采用PCR方法检测48株CRE菌株与20株碳青霉烯类药

物敏感肠杆菌科细菌KPC、IMP、OXA-48、NDM、TEM的携带情况。分别制备三种改良显色平板,对比分析不同平板在

耐碳青霉烯类肠杆菌科细菌筛查中的性能。 结果 48株临床分离的CRE菌株中,主要为肺炎克雷伯菌(75.00%,36/

48)。主要分离自痰液标本(56.25%,27/48),其他依次来源于血液标本、中段尿标本、肺泡灌洗液标本、胸腹腔积液标

本、导管尖端标本、分泌物标本、脑脊液标本。29株分离自重症监护病房,8株分离自呼吸科,3株分离自神经外科,肾内

科、普外科各2株,烧伤科、血液科、骨科、肿瘤科各1株。36株耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌中,28株检出KPC型基因,4
株检出NDM型基因,2株检出IMP型基因,2株检出KPC+NDM 型基因。5株耐碳青霉烯类大肠埃希菌中,3株检出

NDM型基因,2株分别检出KPC型基因、IMP型基因。2株耐碳青霉烯类奇异变形杆菌中,1株检出KPC型基因,1株

检出NDM+TEM型基因。2株耐碳青霉烯类产酸克雷伯菌中,1株检出 NDM 型基因,1株检出 NDM+TEM 型基因。

2株耐碳青霉烯类产气肠杆菌中,1株检出 KPC型基因,1株检出 NDM 型基因。1株耐碳青霉烯类阴沟肠杆菌检出

NDM型基因。20株碳青霉烯类药物敏感肠杆菌未检出耐药基因。44株在美罗培南改良显色平板上生长,敏感度为

91.67%,特异度、阳性预测值均为100%。42株在亚胺培南改良显色平板上生长,敏感度为87.5%,特异度、阳性预测值

均为100%,阴性预测值为76.92%。46株在厄他培南改良显色平板上生长,敏感度为95.83%,特异度为95%,阳性预

测值为97.87%,阴性预测值为90.48%。 结论 临床分离的CRE菌株中,以肺炎克雷伯菌为主,主要分离自痰液标

本、重症监护病房。
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【Abstract】 Objective To
 

understand
 

the
 

infection
 

characteristics
 

of
 

carbapenem
 

resistant
 

Enterobacteriaceae(CRE)
 

and
 

evaluate
 

the
 

performance
 

of
 

improved
 

chromogenic
 

plates
 

in
 

their
 

screening. Methods 48
 

CRE
 

strains
 

clinically
 

isolated
 

from
 

our
 

hospital
 

from
 

2021
 

to
 

2022
 

were
 

collected
 

as
 

the
 

subjects
 

of
 

this
 

study.
 

At
 

the
 

same
 

time,20
 

strains
 

of
 

carbapenem
 

sensitive
 

Enterobacteriaceae
 

bacteria
 

were
 

selected
 

for
 

specificity
 

research.
 

At
 

the
 

same
 

time,20
 

strains
 

of
 

carbapenem
 

sensitive
 

Enterobacteriaceae
 

bacteria
 

were
 

selected
 

for
 

specificity
 

research.
 

PCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

carrying
 

status
 

of
 

48
 

CRE
 

strains
 

and
 

20
 

carbapenem
 

sensitive
 

Enterobacteriaceae
 

bacteria
 

KPC,IMP,OXA-48,NDM,and
 

TEM.
 

Prepare
 

three
 

improved
 

color
 

plates
 

and
 

compare
 

and
 

analyze
 

the
 

performance
 

of
 

different
 

plates
 

in
 

screening
 

carbapenem
 

resistant
 

Enterobacteriaceae
 

bacteria. Results Among
 

the
 

48
 

clinically
 

isolated
 

CRE
 

strains,the
 

main
 

one
 

was
 

Klebsiella
 

pneumoniae(75.00%,36/48).
 

Mainly
 

isolated
 

from
 

sputum
 

specimens(56.25%,27/48),while
 

others
 

were
 

sequentially
 

sourced
 

from
 

blood
 

specimens,mid
 

stage
 

urine
 

specimens,bronchoalveolar
 

lavage
 

fluid
 

specimens,

pleural
 

and
 

abdominal
 

fluid
 

specimens,catheter
 

tip
 

specimens,secretion
 

specimens,and
 

cerebrospinal
 

fluid
 

specimens.
 

29
 

strains
 

were
 

isolated
 

from
 

the
 

intensive
 

care
 

unit,8
 

strains
 

were
 

isolated
 

from
 

the
 

respiratory
 

department,3
 

strains
 

were
 

isolated
 

from
 

the
 

neurosurgery
 

department,2
 

strains
 

each
 

were
 

isolated
 

from
 

the
 

nephrology
 

department
 

and
 

general
 

surgery
 

department,and
 

1
 

strain
 

each
 

were
 

isolated
 

from
 

the
 

burn
 

department,hematology
 

department,orthopedics
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department,and
 

oncology
 

department.
 

Among
 

36
 

strains
 

of
 

carbapenem
 

resistant
 

K.
 

pneumoniae,KPC
 

type
 

genes
 

were
 

detected
 

from
 

28
 

strains,NDM
 

type
 

genes
 

were
 

detected
 

from
 

4
 

strains,IMP
 

type
 

genes
 

were
 

detected
 

from
 

2
 

strains,and
 

KPC+NDM
 

type
 

genes
 

were
 

detected
 

from
 

2
 

strains.
 

Among
 

the
 

5
 

strains
 

of
 

carbapenem
 

resistant
 

Escherichia
 

coli,

NDM
 

type
 

genes
 

were
 

detected
 

from
 

3strains,KPC
 

type
 

genes
 

and
 

IMP
 

type
 

genes
 

were
 

detected
 

from
 

2
 

strains,

respectively.
 

Among
 

the
 

2
 

strains
 

of
 

carbapenem
 

resistant
 

Proteus
 

mirabilis,the
 

KPC
 

type
 

gene
 

were
 

detected
 

from
 

1
 

strain
 

and
 

the
 

NDM+TEM
 

type
 

gene
 

were
 

detected
 

from
 

1
 

strain.
 

Among
 

the
 

2
 

strains
 

of
 

carbapenem
 

resistant
 

K.
 

pneumoniae,the
 

NDM
 

type
 

gene
 

were
 

detected
 

from
 

1
 

strain
 

and
 

the
 

NDM+TEM
 

type
 

gene
 

were
 

detected
 

from
 

1
 

strain.
 

Among
 

the
 

2
 

strains
 

of
 

carbapenem
 

resistant
 

Enterobacteriaceae,the
 

KPC
 

type
 

gene
 

were
 

detected
 

from
 

1
 

strain
 

and
 

the
 

NDM
 

type
 

gene
 

were
 

detected
 

from
 

1
 

strain.
 

The
 

NDM
 

type
 

gene
 

were
 

detected
 

from
 

one
 

strain
 

of
 

carbapenem
 

resistant
 

Enterobacter
 

cloacae.
 

20
 

strains
 

of
 

carbapenem
 

sensitive
 

E.
 

coli
 

did
 

not
 

detect
 

resistance
 

genes.
 

44
 

strains
 

were
 

grown
 

on
 

meropenem
 

modified
 

chromogenic
 

plates,with
 

a
 

sensitivity
 

of
 

91.67%
 

and
 

a
 

specificity
 

and
 

positive
 

predictive
 

value
 

of
 

100%.
 

42
 

strains
 

were
 

grown
 

on
 

imipenem
 

modified
 

chromogenic
 

plates,with
 

a
 

sensitivity
 

of
 

87.5%,specificity
 

and
 

positive
 

predictive
 

value
 

of
 

100%,and
 

negative
 

predictive
 

value
 

of
 

76.92%.
 

46
 

strains
 

were
 

grown
 

on
 

a
 

modified
 

colorimetric
 

plate
 

with
 

a
 

sensitivity
 

of
 

95.83%,specificity
 

of
 

95%,positive
 

predictive
 

value
 

of
 

97.87%,and
 

negative
 

predictive
 

value
 

of
 

90.48%. Conclusion Among
 

the
 

clinically
 

isolated
 

CRE
 

strains,K.
 

pneumoniae
 

was
 

the
 

main
 

one,

mainly
 

isolated
 

from
 

sputum
 

samples
 

and
 

intensive
 

care
 

units.
【Key

 

words】 Carbapenem
 

resistant
 

Enterobacteriaceae
 

bacteria;drug
 

resistance
 

genes;improved
 

color
 

rendering
 

tablet;performance
 

evaluation

  肠杆菌科细菌作为人类正常定植的重要菌群之

一,可引发多种感染性疾病,同时可通过不同方式获得

耐药性,成为耐药菌株。耐碳青霉烯类肠杆菌科细菌

(carbapenemresistant
 

Enterobacteriaceae,CRE),作
为一种对碳青霉烯类抗生素表现出高耐药率的多重耐

药菌株,近些年来临床分离率逐年升高,已经对全球公

共卫生安全形成重大威胁[1-3]。相关研究显示,CRE
菌株主要以肺炎克雷伯菌、大肠埃希菌、阴沟肠杆菌,
通过产生碳青霉烯酶,使其对碳青霉烯类抗生素失效,
是CRE的主要耐药机制,其中最常见的酶是KPC[4]。
目前,CRE主动筛查的方法较多,但对操作人员要求

较高,不适于临床广泛开展[5]。因此,建立一种快速、
简便、价廉的筛选方法对控制CRE进一步传播与感染

具有重要意义[6]。

材料与方法

1 菌株来源

收集2021年1月1日至2022年12月31日,本
院临床分离出的48株CRE菌株。所涉及标本类型包

括痰液、血液、中段尿、肺泡灌洗液、胸腹腔积液等,菌
株科室分布包括重症监护病房、呼吸科、神经外科、肾
内科、普外科、烧伤科、血液科、骨科、肿瘤科等。耐碳

青霉烯类肠杆菌科细菌判定符合《中国碳青霉烯耐药

肠杆菌科细菌感染诊治与防控专家共识》相关标准[7]。
同时选取20株碳青霉烯类药物敏感肠杆菌科细菌用

于特异度的研究。

2 病原菌鉴定及药敏试验

将冻存的菌株复苏后分区划线接种于不同培养基

上,36
 

℃恒温环境下培养24~48
 

h后,取单个菌落接

种于琼脂平板或 MH平板上,继续培养24~48
 

h。采

用全自动微生物分析仪(MicroScan
 

WalkAway
 

96,德
国西门子)进行病原菌鉴定与药敏试验。

3 碳青霉烯类耐药基因检测

采用PCR方法检测48株CRE菌株与20株碳青

霉烯类药物敏感肠杆菌科细菌的 KPC、IMP、OXA-
48、NDM、TEM基因型携带情况。

3.1 DNA模板制备 在无菌试管中加入去离子水,
然后加入饱满菌落振荡摇匀,经100

 

℃水浴加热后,冰
浴处理至50

 

℃左右,离心处理后,取上清液,保存于-
20

 

℃中备用。

3.2 引物序列合成 引物序列合成参照相关文献

[8],由钱塘生物科技有限公司合成。

3.3 PCR反应体系及条件 反应体系:DNA模板2
 

μL,12.5
 

μL
 

rTaq
 

Premix
 

10
 

μL,2.5
 

μL
 

dNTPs,2.5
 

μL
 

10×PCR
 

buffer,上、下游引物分别取1
 

μL,加入

灭菌去离子水,共
 

25
 

μL。反应条件:95
 

℃预变性5
 

min;94
 

℃变性30
 

s,55~57
 

℃退火30
 

s,72
 

℃延伸45
 

s,共35次循环;72
 

℃终延伸5
 

min,于4
 

℃保存。

3.4 琼脂糖凝胶电泳 制备琼脂糖凝胶,将冷却固定

后的琼脂糖凝胶放入电泳槽内,加入PCR产物电泳

35
 

min,结束后利用凝胶成像分析系统观察结果并拍

照图像。

4 改良显色平板在CRE筛查中的性能评价

4.1 制备三种改良显色平板 称取科马嘉干粉(33
 

g)及麦康凯琼脂干粉(51.5
 

g),加入1
 

000
 

mL蒸馏

水,待其完全溶解后,进行高压灭菌处理。冷却后,加
入根据CLSI指南中肠杆菌科的药敏判断折点制定好
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浓度的三种碳青霉烯类抗生素,制成三种改良显色平

板,晒干备用。

4.2 敏感度与特异度检测 将本次研究中的49株

CRE菌株与20株碳青霉烯类药物敏感肠杆菌复苏

后,接种于血平板上,进行增菌培养。挑选饱满菌落配

置菌悬液,分别取等量的菌悬液接种于三种平板上,培
养16~18

 

h,观察并记录。以PCR检测结果为检测

“金标准”,对比不同改良平板的筛查性能。

结 果

1 48株CRE菌株分布情况

48株临床分离的CRE菌株中,36株为肺炎克雷

伯菌(75.00%,36/48),5株为大肠埃希菌(10.42%,

5/48),2株为奇异变形杆菌(4.17%,2/48),2株为产

酸克 雷 伯 菌 (4.17%,2/48),2 株 为 产 气 肠 杆 菌

(4.17%,2/48),1株为阴沟肠杆菌(2.08%,1/48)。

2 48株CRE菌株标本来源及科室分布

48株 CRE 菌 株 中,27 株 分 离 自 痰 液 标 本

(56.25%,27/48),7株分离自血液标本(14.58%,7/

48),5株分离自中段尿标本(10.42%,5/48),3株分离

自肺泡灌洗液标本(6.25%,3/48),2株分离自胸腹腔

积液标本(4.17%,2/48),2株分离自导管尖端标本

(4.17%,2/48),1株分离自分泌物标本(2.08%,1/

48),1株分离自脑脊液标本(2.08%,1/48)。48株

CRE菌株分离自不同科室,其中29株分离自重症监

护病 房 (60.42%,29/48),8 株 分 离 自 呼 吸 科

(16.67%,8/48),3株分离自神经外科(6.25%,3/

48),2株分离自肾内科(4.17%,2/48),2株分离自普

外科(4.17%,2/48),1株分离自烧伤科(2.08%,1/

48),1株分离自血液科(2.08%,1/48),1株分离自骨

科(2.08%,1/48),1株分离自肿瘤科(2.08%,1/48)。

3 48株CRE菌株碳青霉烯酶耐药基因携带情况

48株 CRE 菌 株 中,44 株 检 出 一 种 耐 药 基 因

(91.67%,44/48),其 中 30 株 检 出 KPC 型 基 因

(62.5%,30/48),11株检出 NDM 型基因(22.92%,

11/48),3株检出IMP型基因(6.25%,3/48)。4株检

出两种耐药基因(8.33%,4/48),其中2株检出 KPC
+NDM 型基因(4.17%,2/48),2株检出 NDM+
TEM型基因(4.17%,2/48)。20株碳青霉烯类药物

敏感肠杆菌未检出耐药基因。见表1。

4 三种改良显色平板筛查性价对比

4.1 美罗培南改良显色平板筛查性能 44株在美罗

培南改良显色平板上生长(44/48,91.67%),4株未生

长,20株碳青霉烯类药物敏感肠杆菌均未生长。美罗

培南改良显色平板的敏感度为91.67%(44/48),特异

度为100%(20/20),阳性预测值为100%(44/44),阴

性预测值为83.33%(20/24)。

表
 

1 48株CRE菌株碳青霉烯酶耐药基因携带情况
Table

 

1 Table
 

1
 

Carrier
 

status
 

of
 

carbapenemase
resistance

 

genes
 

in
 

48
 

CRE
 

strains
菌株

Bacterial
 

Strain
碳青霉烯酶

Carbapenemases
株数

Number
 

of
 

plants

肺炎克雷伯菌

KPC 28
NDM 4

KPC+NDM 2
IMP 2

大肠埃希菌

NDM 3
KPC 1
IMP 1

奇异变形杆菌
NDM 1

NDM+TEM 1

产酸克雷伯菌
NDM 1

NDM+TEM 1

产气肠杆菌
KPC 1
NDM 1

阴沟肠杆菌 NDM 1

4.2 亚胺培南改良显色平板筛查性能 48株CRE
菌株中,42株在亚胺培南改良显色平板上生长(42/

48,87.5%),6株未生长,20株碳青霉烯类药物敏感肠

杆菌均未生长。亚胺培南改良显色平板的敏感度为

87.5%(42/48),特异度为100%(20/20),阳性预测值

为100%(42/42),阴性预测值为76.92%(20/26)。

4.3 厄他培南改良显色平板筛查性能 48株CRE
菌株中,46株在厄他培南改良显色平板上生长(46/

48,95.83%),2株未生长,19株碳青霉烯类药物敏感

肠杆菌未生长。厄他培南改良显色平板的敏感度为

95.83%(46/48),特异度为95%(19/20),阳性预测值

为97.87%(46/47),阴性预测值为90.48%(19/21)。

讨 论

近年来,CRE已经成为一种严重致病菌,对生命

健康造成严重威胁[9]。本次研究中,48株临床分离的

CRE菌株主要为肺炎克雷伯菌,与陈亚男等[10]研究结

果一致。本次研究中,48株CRE菌株主要分离自痰

液标本,其次为血液标本,主要分布于重症监护病房。
重症监护病房患者大多为病情严重,机体免疫力显著

降低,高效广谱抗菌药物的使用率高于其他病房患者,
因此CRE的分离率高于其他病区[11]。

本次研究48株CRE菌株中,44株检出一种耐药

基因,4株检出两种耐药基因。36株肺炎克雷伯菌,主
要检出KPC型基因。5株大肠埃希菌中,主要检出

NDM型基因。20株碳青霉烯类药物敏感肠杆菌均未

检出耐药基因。碳青霉烯酶主要包括 A类丝氨酸酶

及B类金属酶,其中 A类的 KPC型为主要基因型,

KPC酶通过水平传播和克隆传播两种形式,在不同菌

种间进行快速传播,造成医院感染的暴发流行[13]。
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本次研究中,厄他培南的敏感度、阴性预测值均高

于美罗培南和亚胺培南,特异度、阳性预测值较低。与

陈善建等[14]研究结果一致。Ramachandran等[15]通

过药物结构、分子动力学角度分析三种碳青霉烯类药

物抑菌效果的差异性,发现美罗培南、亚胺培南治疗效

果更好,为本次研究结果提供了理论依据。
综上所述,临床分离的CRE菌株中以肺炎克雷伯

菌为主,主要分离自痰液标本、重症监护病房。建立快

速、准确的CRE筛查方法具有重要意义,厄他培南改

良显色平板相对比其他两种改良显色平板具有更高的

敏感度,更适用于临床微生物实验室的推广应用,对

CRE的预防和控制具有重要临床意义。
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