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30株CRE临床感染特点及blaNDM-1基因检出情况分析
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摘要：目的    了解我院2013年4月—2014年3月临床分离的30株耐碳青霉烯类肠杆菌科(carbapenem-resistant Enterobacteriaceae, 
CRE)菌株blaNDM-1基因型检出情况，感染患者的临床特征，以及对常用抗菌药物的耐药特点。方法     临床分离菌株由美国BD公

司生产的Phoenix-100全自动细菌鉴定/药敏系统进行菌株鉴定和药敏试验。改良Hodge试验检测产碳青霉烯酶，EDTA协同试验

筛查金属β-内酰胺酶。利用特异性引物进行blaNDM-1基因PCR扩增，采用双脱氧末端终止法进行DNA测序，所测序列与GenBank

基因库中的已知序列进行BLAST比对。结果    (1)菌株分布情况：我院2013年4月—2014年3月临床标本中分离出对碳青霉烯类抗

生素耐药肠杆菌科细菌共30株，其中肺炎克雷伯菌16株，占53.3%；阴沟肠杆菌12株，占40.0%；布氏柠檬酸杆菌和弗氏柠檬酸

杆菌各1株，blaNDM-1基因确证，共有5株为产NDM-1酶菌株，5株菌包括肺炎克雷伯菌2株，阴沟肠杆菌2株，布氏柠檬酸杆菌1

株，这些细菌来自不同的科室，但主要分布在重症医学科 (15/30, 50.0%)，神经内科重症病房(8/30, 26.7%)。标本主要来源于痰

(20/30, 66.7%)，其次为尿液(5/30, 16.7%)，血液4株(13.3%)，引流液1株(3.3%)。5株产NDM-1酶菌株分离自4例患者，3株分离自

患者尿液标本，2株分离自患者痰标本；感染患者平均年龄为73岁，平均住院时间10个月，2例死亡。(2)药物敏感性试验结果：

30株CRE对碳青霉烯类抗生素亚胺培南和美罗培南的耐药率分别为100%和86.7%，对其他β-内酰胺类抗生素耐药率均为100%；

对氯霉素、庆大霉素、左氧氟沙星、环丙沙星的耐药率在76.7%~93.3%之间；对多黏菌素和替加环素敏感率高达100%，其次为

复方磺胺甲噁唑和阿米卡星，敏感率分别为66.7%和46.7%。5株产NDM-1酶菌株对多黏菌素和替加环素均敏感，3株对复方磺胺

甲噁唑敏感，2株对阿米卡星敏感；而对β-内酰胺类抗生素以及喹诺酮类、氯霉素类等均耐药。结论    我院流行的CRE菌株主要

分离自重症医学科和神经内科重症病房患者，对多种抗生素呈高度耐药，其中产NDM-1酶菌株主要来自长期住院的高龄患者，

且死亡率较高，应对其感染的风险因素进行调查，并有针对性的采取感染预防措施进行防控。
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Abstract    Objectives    To investigate the blaNDM-1 gene of 30 CRE isolates recovered from April 2013 to 
March 2014 in our hospital, and the clinical characteristics of patients with CRE infections, as well as its relationship 
to antibiotic resistance. Methods   Identification and drug resistance were tested by the BD Phoenix-100 system. 
Modified Hodge Test was used for the screening of carbapenemase. EDTA-synergy test was used for the detection of 
metallo-β-lactamases. PCR was performed for blaNDM-1 and the positive products were sequenced and analyzed with 
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近年来，随着碳青霉烯类抗菌药物在临床上

的使用率增加，碳青霉烯类耐药的肠杆菌科细菌

(carbapenem-resistant Enterobacteriaceae, CRE)的检

出率呈现出明显的上升趋势[1-2]。NDM-1是B类金属

β-酰胺酶中最受关注的一种酶，编码该酶的基因为

blaNDM-1。该基因作为肠杆菌科细菌对碳青霉烯类耐

药机制之一，自2008年首次发现后，全球50多个国

家和地区都出现了产NDM-1酶菌株的报道[3-4]。本文

分析了我院2013年4月—2014年3月临床分离的30株
对碳青霉烯类抗生素耐药肠杆菌科细菌以及其中产

blaNDM-1基因菌株检出情况，感染患者的临床特征，

对常用抗菌药物的耐药特点，旨在为临床抗感染治

疗和减少耐药基因的传播提供一定的理论依据。

1    材料与方法

1.1    材料

1.1.1    菌株来源

连续收集我院2013年4月—2014年3月临床标本

中分离的肠杆菌科细菌，筛选出对碳青霉烯类抗生

素耐药肠杆菌科细菌30株(剔除同一患者同一部位的

重复菌株)。
1.1.2   主要仪器与试剂

美国BD公司生产的Phoenix100全自动细菌鉴定/
药敏系统及BD公司的配套试剂；电泳仪为美国Bio-
Rad公司产品；德国艾本德公司生产的PCR扩增仪；

细菌DNA提取试剂盒购自北京天根生化科技有限公

司；上海生物工程有限公司生产的PCR试剂；温州

市康泰生物科技有限公司生产的培养基；药敏纸片

购自英国Oxoid公司。替加环素E-test试条由温州康

泰公司惠赠。

1.1.3    质控菌株

铜绿假单胞菌 AT C C 2 7 8 5 3 、大肠埃希菌

ATCC25922、金黄色葡萄球菌ATCC25923为药敏

质控菌株；肺炎克雷伯菌ATCC BAA-1705为改

良Hodge试验阳性对照菌株、肺炎克雷伯菌ATCC 
BAA-1706为改良Hodge试验阴性对照菌株。质控菌

株全部购自温州市康泰生物科技有限公司。

1.2    方法

使用由美国BD公司生产的Phoenix-100全自动

细菌鉴定/药敏系统进行菌株鉴定和药敏试验。替加

环素药敏方法为E-test。敏感与耐药判读标准参照美

国临床实验室标准化研究协会(CLSI)M100-S26文件

2016年推出的判读标准[5]。采用改良Hodge试验检测

细菌是否产碳青霉烯酶，EDTA协同试验筛查金属β-
内酰胺酶[5]。

对5株EDTA协同试验阳性菌株进行bla NDM-1

基因确证试验，使用细菌 D N A 提取试剂盒按

照操作说明书提取细菌 D N A 作为模板，利用

引物P 1 - G T C T G G C A G C A C A C T T C C TA；P 2 -
TAGTGCTCAGTGTCGGCATC对blaNDM-1基因进行

特异性扩增。反应程序为：94℃预变性5min，然后

BLAST. Results    (1) The distribution of isolates: the 30 CRE isolates from the clinical specimens of patients in our 
hospital between April 2013 and March 2014, including 16 isolates of Klebsiella pneumoniae (53.3%), 12 isolates of 
Enterobacter cloacae (40%), one isolate of Citrobacter brinell, and one isolate of Citrobacter freundii. These isolates 
were mainly collected from the intensive care unit (15/30, 50.0%), and neurological intensive care unit (8/30, 26.7%). 
Most of them were isolated from the sputum sample (12/30, 66.7%), followed by the urine (5/30, 16.7%), the blood 
(4/30, 13.3%), and the drainage fluid (1/30, 3.3%). The five blaNDM-1 gene carrying isolates were recovered from four 
patients with an average age of 73, and the average hospitalization time lasted 10 months; among these, three isolates 
were collected from urine, and two from sputum; two patients survived and two patients died. (2) The results of the 
drug resistance test: the resistance rates of 30 CRE to imipenem and meropenem were 100% and 86.7%, respectively; 
the resistance rates to the other β-lactam antibiotics were 100%. The resistance rates to chloramphenicol, gentamicin, 
levofloxacin, and ciprofloxacin were among 66.7%~93.3%. All of them were most sensitive to colistin and tigecycline, 
the sensitive rates were 100%; followed by trimethoprim/sulfamethoxazole and amikacin, the sensitive rates were 
66.7% and 46.7%. All of the five NDM-1-producing isolates were sensitive to colistin and tigecycline; three isolates 
were sensitive to trimethoprim/sulfamethoxazole, and two isolates were sensitive to amikacin. All of the five NDM-
1-producing isolates were resistant to β-lactam antibiotics, quinolones, and chloramphenicols. Conclusion    30 CRE 
isolates in our hospital were mainly collected from ICU and NICU, and were highly resistant to multiple antibiotics. The 
NDM-1-producing isolates were mainly recovered from long-term hospitalized senile patients with a high mortality rate. 
Therefore, we should investigate the risk factors of infections, and take effective measures to control infections.

Key words    Carbapenem resistant Enterobacteriaceae; Infection; blaNDM-1 gene 
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94℃变性1min，55℃退火1min ，最后72℃ 1min，循

环30个周期，最后72℃延伸10min；取10μL扩增产物

点样于1.0%琼脂糖凝胶，在100V电压电泳40min，
电泳结束后，用凝胶成像仪观察结果，出现目的

性条带即为检测基因阳性。PCR扩增产物经基因测

序后与GenBank基因库中的已知序列进行BLAST比
对，PCR基因扩增及基因序列比对由卫生部北京医

院陈东科老师协助完成。

2    结果

2.1    菌株分布及临床特征

我院2013年4月—2014年3月临床标本中分离出

对碳青霉烯类抗生素耐药肠杆菌科细菌共30株，

其中肺炎克雷伯菌16株，占53.3%；阴沟肠杆菌12
株，占40.0%；布氏柠檬酸杆菌和弗氏柠檬酸杆菌各

1株主要分布在重症医学科15株(50.0%)，神经内科

重症病房8株(26.7%)。标本主要来源于痰20株，占

66.7%，其次为尿液5株(16.7%)，血液4株(13.3%)，
引流液1株(3.3%)。30株肠杆菌科细菌分离自28例
患者，A18号和A19号、A25号和A26号菌株分离均

自同一位患者。28例细菌感染患者平均年龄约为74
岁，多有较严重的呼吸道疾病，心脑血管疾病，严

重外伤，重症感染等基础疾病，平均住院时间8个
月，具体情况见表1。
2.2    药物敏感性试验

表1    细菌感染患者的临床特征

Tab. 1    The cinical characteristics of patients with bacterial infection
菌株编号 性别/年龄(岁) 住院科室 基础疾病 标本来源 菌株名称 住院时间/月

A01 女/75 重症医学科 重症肺炎 痰 肺炎克雷伯菌   1

A02# 男/90 重症医学科 肾功能不全 痰 肺炎克雷伯菌 10

A03 男/77 重症医学科 重症肺炎 痰 肺炎克雷伯菌   4

A04 女/88 重症医学科 双侧肺炎 痰 肺炎克雷伯菌 14

A05 男/86 重症医学科 慢性阻塞性肺疾病 痰 肺炎克雷伯菌 11

A06 男/82 重症医学科 重症肺炎 痰 肺炎克雷伯菌   6

A07 女/76 重症医学科 冠心病 血液 肺炎克雷伯菌 14

A08 男/76 神经内科重症病房 抽搐待查 痰 肺炎克雷伯菌   2

A09 男/71 神经内科 意识不清待查 痰 肺炎克雷伯菌   7

A10 男/82 神经内科重症病房 脑梗死 痰 肺炎克雷伯菌   6

A11 男/80 神经内科重症病房 脑梗死 痰 肺炎克雷伯菌 17

A12 男/86 神经内科重症病房 慢性阻塞性肺疾病 痰 肺炎克雷伯菌 17

A13 男/83 神经内科重症病房 脑出血 痰 肺炎克雷伯菌 14

A14 男/97 神经内科重症病房 脑梗死 痰 肺炎克雷伯菌 12

A15 女/76 呼吸内科 发热待查 痰 肺炎克雷伯菌   9

A16# 男/63 神经内科重症病房 脑梗死 尿液 肺炎克雷伯菌   7

A17 男/79 重症医学科 冠心病 痰 阴沟肠杆菌   2

A18# 女/62 重症医学科 感染性休克 痰 阴沟肠杆菌   6

A19# 女/62 重症医学科 感染性休克 尿液 阴沟肠杆菌   6

A20 女/75 重症医学科 发热待查 痰 阴沟肠杆菌   9

A21 男/84 重症医学科 抽搐待查 痰 阴沟肠杆菌 14

A22 男/57 重症医学科 喘息待查 痰 阴沟肠杆菌   7

A23 男/54 重症医学科 慢性肾功能衰竭 尿液 阴沟肠杆菌 13

A24 男/59 重症医学科 肝癌晚期 血液 阴沟肠杆菌   1

A25 男/30 普通外科 头外伤 血液 阴沟肠杆菌   1

A26 男/30 普通外科 头外伤 引流液 阴沟肠杆菌   1

A27 女/46 普通外科 急性胰腺炎 血液 阴沟肠杆菌   1

A28 男/81 普通外科 急性胰腺炎 痰 阴沟肠杆菌   1

A29# 男/78 神经内科重症病房 脑梗死 尿液 布氏柠檬酸杆菌 17

A30 男/61 康复科 肢体活动障碍 尿液 弗氏柠檬酸杆菌   1

注：“#”为NDM-1菌株
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30株CRE对头孢菌素类、含β-内酰胺酶抑制剂的

复合制剂和单环β-内酰胺类抗生素的耐药率最高，

均为100%；对亚胺培南和美罗培南的耐药率分别为

100%和86.7%；对氯霉素、庆大霉素、左氧氟沙星、

环丙沙星的耐药率在76.7%~93.3%之间；对多黏菌素

最敏感，敏感率高达100%，其次为复方磺胺甲噁唑

和阿米卡星，敏感率分别为66.7%和46.7%(表2)。
2.3    表型确认试验

30株对碳青霉烯类抗生素耐药肠杆菌科细菌中，

26株改良Hodge试验阳性，阳性率为86.7%(26/30)。5
株双纸片协同试验阳性，阳性率为16.7%(5/30)，包

括肺炎克雷伯菌2株，阴沟肠杆菌2株，布氏柠檬酸

杆菌1株。

2.4    产NDM-1酶菌株的实验结果

5株EDTA协同试验阳性菌株进行blaNDM-1基因确

证，均为产NDM-1酶菌株，其实验结果如下。

2.4.1    PCR基因扩增及基因序列比对

PCR扩增产物经琼脂糖凝胶电泳分离，并进行

用凝胶成像仪观察结果，可见待测菌株的目的基因

条带，结果见图1。PCR扩增产物经基因测序后与

GenBank基因库中的已知序列进行BLAST比对，表

明与blaNDM-1基因有100%的相似性。

2.4.2    菌株分布及其临床特征

5株菌包括肺炎克雷伯菌2株，阴沟肠杆菌2株，

布氏柠檬酸杆菌1株；其中分布在重症医学科3株，

神经内科重症病房2株；3株分离自患者尿液标本包

括肺炎克雷伯菌、阴沟肠杆菌和布氏柠檬酸杆菌各

1株，2株分离自患者痰标本包括肺炎克雷伯菌、阴

沟肠杆菌各1株。5株产NDM-1酶菌株分离自4例患

者，其中一位患者的痰和尿液标本中同时分离出了

产NDM-1酶的阴沟肠杆菌。4例细菌感染患者平均年

龄为73岁，2例脑梗死，1例肾功能不全，1例感染性

休克，平均住院时间10个月。4例细菌感染患者最终

2例存活，2例死亡。

2.4.3    药物敏感性试验结果(表3)
5株细菌对多黏菌素和替加环素均敏感，3株对

复方磺胺甲噁唑敏感，2株对阿米卡星敏感；而头孢

菌素类、碳青霉烯类、单环β-内酰胺类和含β-内酰胺

酶抑制剂的复合制剂等β-内酰胺类抗生素以及喹诺

酮类、四环素类、氯霉素类等非β-内酰胺类抗生素

均耐药。

3    讨论

3.1    对碳青霉烯类抗生素耐药肠杆菌科细菌

本研究中我院2013年4月—2014年3月临床标本

中共分离出30株对CRE，其中以肺炎克雷伯菌最多

16株，占53.3%，除1株分离自血液标本，1株分离自

尿液标本外，其余14株全部分离自痰标本。其次为

阴沟肠杆菌12株，占40.0%，分离自痰标本6株，分

离自血液、尿液、引流液分别为3株、2株和1株。布

氏柠檬酸杆菌和弗氏柠檬酸杆菌各分离出1株，均来

表2    30株细菌对常用抗菌药物的耐药情况

Tab. 2    Resistance of the 30 strains of  bacteria to commonly 
used antibacterial agents

抗菌药物
敏感/S 耐药/R#

株数 敏感率/% 株数 耐药率/%

头孢唑林 0 0 30 100.0

头孢他啶 0 0 30 100.0

头孢噻肟 0 0 30 100.0

头孢吡肟 0 0 30 100.0

阿莫西林/克拉维酸 0 0 30 100.0

头孢哌酮/舒巴坦 0 0 30 100.0

哌拉西林/三唑巴坦 0 0 30 100.0

氨曲南 0 0 30 100.0

亚胺培南 0 0 30 100.0

美罗培南 4   13.3 26 86.7

庆大霉素 4   20.0 24 80.0

阿米卡星 14 46.7 16 53.3

左氧氟沙星 3   10.0 27 90.0

环丙沙星 2     6.7 28 93.3

氯霉素 7   23.3 23 76.7

复方磺胺甲噁唑 20   66.7 10 33.3

多黏菌素 30 100.0 0 0.0

替加环素* 30 100.0 0 0.0

注：“#”中介菌株计入耐药菌株；“*”替加环素为E-test方法

注：DNA Marker DL2000；1~5为菌株编号

图1    部分菌株扩增blaNDM-1基因产物电泳图

Fig. 1    Electrophoresis of gene amplification product with 
blaNDM-1from some strains
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自于尿液标本。此结果显示我院CRE在临床能引起

患者多个部位的感染。这些细菌来自不同的科室，

主要分布在重症医学科15株(50.0%)，神经内科重症

病房8株(26.7%)，其次为普通外科4株(13.3%)，神经

内科、呼吸内科和康复科各1株；分析造成这种分布

的原因是重症医学科和神经内科重症病房这两个科

室内多为老年及危重患者，基础疾病严重须长期住

院治疗，长期使用大剂量广谱抗生素，机体免疫力

低下，大部分患者须进行气管插管及机械通气、留

置导尿管、胃管、静脉留置导管等侵入性诊疗操作

破坏了皮肤黏膜屏障，这些都是导致CRE感染传播

或定植的危险因素[6]。

本研究中对30株菌进行体外药敏检测结果显

示，对头孢菌素类、含β-内酰胺酶抑制剂的复合

制剂和单环β-内酰胺类抗生素的耐药率最高，均

为100%；对碳青霉烯类抗生素亚胺培南和美罗培

南的耐药率也分别达到了100%和86.7%；对氯霉

素、庆大霉素、左氧氟沙星、环丙沙星的耐药率在

66.7%~93.3%之间。对多黏菌素和替加环素敏感率高

达100%，其次为复方磺胺甲噁唑和阿米卡星，敏感

率分别为66.7%和46.7%；无对抗生素中介菌株。因

此，多黏菌素和替加环素也是目前国内外治疗CRE
感染首选推荐用药。而复方磺胺甲噁唑以及同为氨

基糖苷类抗生素的阿米卡星和庆大霉素，也可根据

其敏感程度，作为临床治疗的备选用药，但本研究

中阿米卡星和庆大霉素二者的敏感率却相差很大，

前者为46.7%，后者为20.0%，分析其原因可能是细

菌所产生的氨基糖苷类钝化酶AAC(3)-II对后者具有

很强的水解能力，因此易耐药，氨基糖苷类的主要

不良反应是耳毒性和肾毒性，临床对于肾功能不全

者要慎用。

3.2    产NDM-1酶肠杆菌科细菌

blaNDM-1基因我国最早在屎肠球菌和鲍曼不动杆

菌等非发酵菌中被发现[7]，在2011年以后开始出现产

NDM-1酶的肠杆菌科细菌[8]，而且产NDM-1酶肠杆菌

科细菌主要菌种为大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌，其他

细菌有阴沟肠杆菌、变形菌、弗氏柠檬酸菌等[9-10]。

本文通过对CRE菌株进行了blaNDM-1基因检测，5株
产NDM-1酶肠杆菌科细菌包括肺炎克雷伯菌2株，

阴沟肠杆菌2株，布氏柠檬酸杆菌1株，2013年4月—

2014年3月间并未检测到大肠埃希菌CRE菌株以及携

带blaNDM-1基因菌株；分析造成这种差异的原因，首

先不除外监测范围和菌株数量的局限造成的漏检情

况，再有就是细菌耐药性的产生和发展受多种因素

的影响，由于不同地区或同一地区不同医院的经验

用药习惯不同所以形成了不同的药物选择性压力，

造成不同耐药菌株的流行[11]。因此，我们下一步计

划扩大研究范围，对2014—2017年所有CRE菌株进

行基因型检测，进一步明确不同基因型的菌株分布

及流行趋势。

另外，5株菌株分别分离自4例患者，原因是在

一位患者的痰和尿液标本中同时分离出了产NDM-1
的阴沟肠杆菌，两株细菌有待于进一步进行同源性

分析。患者分布在重症医学科和神经内科重症病房，

平均年龄为73岁，2例脑梗死，1例肾功能不全，1例
感染性休克，平均住院时间10个月。目前多个国家

和地区都有了产NDM-1酶菌株的报道，经研究发现

细菌感染患者多有曾在印度旅游或就医的经历[11]。本

研究中4位患者并未曾和外国人接触，也无出国史，

其blaNDM-1基因的来源须进一步探究。4例细菌感染患

者最终2例存活，2例死亡。blaNDM-1基因能通过质粒

在细菌间进行自由复制和转染，也可随转座子、整

合子等可移动基因元件进行细菌间的水平传播[12]，

从而使产NDM-1酶菌株具有广泛传播和变异的巨大

潜能。因此，对于已经确诊感染患者要及时进行隔

离治疗和跟踪监测。加强产NDM-1酶菌株的网络监

测工作，规范化管理抗生素的使用，争取做到对产

NDM-1酶菌株的“零容忍”。

表3    常用抗菌药物对产NDM-1酶菌株的MIC值(μg/mL)
Tab. 3    The MIC values (μg/mL) of common antibiotics on NDM-1 isolates

菌株编号 头孢噻肟 亚胺培南 美罗培南 氨曲南
阿莫西林
/克拉维酸

左氧氟沙星 氯霉素 阿米卡星 复方磺胺甲噁唑 替加环素* 多黏菌素

A02 >32 >8 >8 >16 >16/8 >8 >16 >32 ≤0.5/9.5(S) 0.25(S) ≤0.5(S)

A16 >32 >8 >8 >16 >16/8 >8 >16 >32 >2/38 0.25(S) ≤0.5(S)

A18 >32 >8 >8 >16 >16/8 >8 >16 8(S) ≤0.5/9.5(S) 0.25(S) ≤0.5(S)

A19 >32 >8 >8 >16 >16/8 >8 >16 8(S) ≤0.5/9.5(S) 0.25(S) ≤0.5(S)

A29 >32 >8 >8 >16 >16/8 >8 >16 >32 >2/38 0.25(S) ≤0.5(S)

注：“*”为E-test方法， S为敏感
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