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　　［摘要］　目的　评价改良碳青霉烯灭活试验（ｍｏｄｉｆｉｅｄｃａｒｂａｐｅｎｅｍｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ，ｍＣＩＭ）和
ＥＤＴＡ碳青霉烯灭活试验（ＥＤＴＡｃａｒｂａｐｅｎｅｍｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ，ｅＣＩＭ）对肠杆菌科细菌碳青霉烯酶的
检测性能。方法　收集２０１７年１月至２０１８年９月重庆市１６家区县医院临床分离的１３６株碳青霉烯
耐药或敏感的肠杆菌科细菌，采用 ＰＣＲ方法检测碳青霉烯酶基因，ｍＣＩＭ和 ｅＣＩＭ筛选碳青霉烯酶表
型，并对基因检测结果与表型筛选试验结果进行分析和评价。结果　８５株碳青霉烯耐药肠杆菌科细菌
中７９株检出碳青霉烯酶基因，共表达Ａ类和Ｂ类碳青霉烯酶基因８株，占比１０．１３％（８／７９），碳青霉烯
酶表型筛选试验ｍＣＩＭ阳性７８株，ｅＣＩＭ阳性４４株。５１株碳青霉烯敏感菌株未检测到碳青霉烯耐药基
因且ｍＣＩＭ均为阴性。ｍＣＩＭ筛选肠杆菌科细菌碳青霉烯酶的灵敏度为９８．７％（９５％ＣＩ：９２．２～９９．９），
特异性为１００．０％（９５％ＣＩ：９２．１～１００．０），Ｋａｐｐａ值为０．９８５；ｅＣＩＭ筛选金属酶灵敏度为８５．７％（９５％ＣＩ：
７２．１～９３．６），特异性为９４．４％（９５％ＣＩ：８０．０～９９．０），Ｋａｐｐａ值为０．７８７；ｅＣＩＭ筛选丝氨酸酶灵敏度为
８９．５％（９５％ＣＩ：７４．３～９６．６），特异性为 １００．０％（９５％ＣＩ：９０．６～１００．０），Ｋａｐｐａ值为 ０．９０４。
结论　ｍＣＩＭ联合ｅＣＩＭ检测可有效筛选产碳青霉烯酶菌株，但随着共表达Ａ类和Ｂ类碳青霉烯酶菌株
的分离率增加会降低对金属酶筛选的灵敏度。

　　［关键词］　 碳青霉烯耐药肠杆菌科细菌；碳青霉烯酶；改良碳青霉烯灭活试验；ＥＤＴＡ碳青霉烯灭
活试验
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　　在过去的１０年中，随着碳青霉烯类耐药肠杆菌科
细菌（ｃａｒｂａｐｅｎｅｍｒｅｓｉｓｔａｎｔＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ，ＣＲＥ）临
床分离率不断增加，碳青霉烯酶介导的碳青霉烯类耐

药肠杆菌科细菌（ｃａｒｂａｐｅｎｅｍａｓｅｐｒｏｄｕｃｉｎｇｃａｒｂａｐｅｎ
ｅｍｒｅｓｉｓｔａｎｔＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ，ＣＰＣＲＥ）感染成为医
务工作者关注的热点问题［１］。临床发现的碳青霉烯

酶主要包括Ａ类酶（如 ＫＰＣ）、Ｂ类酶（如 ＩＭＰ、ＮＤＭ）
及Ｄ类酶（如 ＯＸＡ４８）［２－３］。由于新型 β内酰胺类／
β内酰胺酶抑制剂复合物（如头孢他啶／阿维巴坦、美
罗培南／法硼巴坦）及正在研发的新药（亚胺培南西司
他丁／瑞来巴坦）对大多数丝氨酸碳青霉烯酶（Ａ类和
Ｄ类）有效，但对金属β内酰胺酶（Ｂ类）无效［４］，同时

针对这些新药的药敏试验没有被广泛应用。因此，临

床需要一种快速、经济、准确的方法来检测碳青霉烯酶

并区分碳青霉烯酶类型而指导临床用药。近年来，已

有报道多种用于检测碳青霉烯酶基因型和表型的分析

方法［３，５］。相较于基因型检测，表型检测更方便和经

济。改良碳青霉烯灭活试验（ｍｏｄｉｆｉｅｄｃａｒｂａｐｅｎｅｍｉｎ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ，ｍＣＩＭ）主要用于 ＣＲＥ碳青霉烯酶
表型检测，同时该试验具有较高的灵敏度和特异

性［６］，但它不能区分碳青霉烯酶类型。ＥＤＴＡ碳青霉
烯灭活试验（ＥＤＴＡｃａｒｂａｐｅｎｅｍ ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ，
ｅＣＩＭ）是利用ＥＤＴＡ抑制金属酶的原理，并结合 ｍＣＩＭ
结果，在产碳青霉烯酶菌株中可进一步区分金属酶和

丝氨酸酶。而目前针对 ｍＣＩＭ联合 ｅＣＩＭ在临床中的
应用评价尚无系统性研究报道。因此，本研究采用多

中心标本数据资料，涵盖多种肠杆菌科细菌及菌株来

源类型，对ｍＣＩＭ和ｅＣＩＭ碳青霉烯酶的检测能力进行
临床评价，为流行病学研究和临床治疗提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株来源　　收集重庆市 １６家区县医院
２０１７年１月至２０１８年９月临床分离的碳青霉烯耐药
肠杆菌科细菌８５株及碳青霉烯敏感肠杆菌科细菌５１株，
剔除重复菌株。菌株鉴定采用 Ｖｉｔｅｋ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自
动微生物分析仪。质控菌株大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２
及肺炎克雷伯菌 ＡＴＣＣＢＡＡ１７０６、ＡＴＣＣＢＡＡ１７０５、
ＡＴＣＣＢＡＡ２１４６均购自重庆索特公司。
１．１．２　仪器及试剂　　Ｖｉｔｅｋ２Ｃｏｍｐａｃｔ及配套鉴定
卡购自法国生物梅里埃；ＰＣＲ扩增仪购自 ＡＢＩ公司；
电泳仪购自北京六一仪器厂；凝胶成像仪购自美国

ＢｉｏＲａｄ公司；血平板和ＭＨ平板购自重庆庞通公司，
胰蛋白胨大豆肉汤培养基（ｔｒｙｐｔｉｃｓｏｙｂｒｏｔｈ，ＴＳＢ）购自
杭州滨和公司；美罗培南药敏纸片及厄他培南、亚胺培

南、美罗培南抗生素均购自 Ｏｘｏｉｄ公司；ＭＨ肉汤
（ｍｕｅｌｌｅｒｈｉｎｔｏｎｂｒｏｔｈ，ＭＨＢ）购自北京奥博公司；ＤＮＡ
ｍａｒｋｅｒＤＬ２０００、Ｔａｑ酶购自 ＴａＫａＲａ公司；琼脂糖购自
Ｈｙｄｒａｇｅｎｅ公司；引物由上海生工生物公司合成。
１．２　方法
１．２．１　微量肉汤稀释法　　ＭＨＢ配制：参照培养基
配制比例，称取２．１ｇＭＨＢ粉末于１００ｍＬ超纯水中，
混匀后高压灭菌，放于４℃保存备用。抗生素溶液配
制：电子天平称取抗生素粉末 ５１．２ｍｇ，各加 ２．５ｍＬ
对应溶剂溶解混匀，溶剂选择参照美国临床和实验室

标准协会（ｃｌｉｎｉｃａｌａｎｄｌａｂｏｒａｔｏｒｙｓｔａｎｄａｒｄｓｉｎｓｔｉｔｕｔｅ，
ＣＬＳＩ）２０１８年标准［７］，使其浓度达到２０４８０μｇ／ｍＬ，滤
菌器除菌备用。将２０４８０μｇ／ｍＬ抗生素用ＭＨＢ稀释
至２０４８μｇ／ｍＬ，并继续倍比稀释从 １０２４μｇ／ｍＬ到
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１μｇ／ｍＬ共１１个浓度梯度抗生素溶液。菌液配制及
加样：从培养１８～２４ｈ的血平板上挑取单个菌落，生理
盐水调浊度为０．５麦氏浓度菌悬液（１×１０８ＣＦＵ／ｍＬ），
并用ＭＨＢ稀释１００倍得到１×１０６ＣＦＵ／ｍＬ的菌悬液，
将各梯度浓度抗生素及菌悬液各５０μＬ加至９６孔板
中，使菌悬液终浓度为５×１０５ＣＦＵ／ｍＬ，并做好抗生素
名称、浓度和细菌编号标记。待加样完成后，轻轻摇晃

混匀放入 ５％ＣＯ２孵箱 ３７℃培养 １８～２４ｈ。结果判
读：能够完全抑制细菌生长的最低抗生素浓度即为菌

株对该抗生素的最低抑菌浓度（ｍｉｎｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎ
ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ）值，药敏折点参照ＣＬＳＩ２０１８标准［７］。

１．２．２　ｍＣＩＭ和 ｅＣＩＭ检测　　经 ＴＳＢ肉汤管制备、
待测菌株接种、１０μｇ美罗培南纸片浸没及 ＭＨ琼脂
板药敏等步骤，读取抑菌圈直径结果，操作步骤均参照

ＣＬＳＩ２０１８［７］要求。①ｍＣＩＭ：抑菌圈直径为 ６～１５ｍｍ
或直径为１６～１８ｍｍ但抑菌圈内有针尖状菌落，则碳
青霉烯酶阳性；若抑菌圈直径≥１９ｍｍ，则碳青霉烯酶
阴性；若抑菌圈直径为１６～１８ｍｍ或直径≥１９ｍｍ但
圈内有针尖状菌落，则碳青霉烯酶不确定。②ｅＣＩＭ：
当ｍＣＩＭ结果为阳性时，若ｅＣＩＭ纸片与ｍＣＩＭ纸片抑
菌圈直径之差Δｄ≥５ｍｍ，则金属!

内酰胺酶阳性；若
Δｄ≤４ｍｍ，则判为金属!

内酰胺酶阴性，报告检测到
丝氨酸碳青霉烯酶。当ｍＣＩＭ结果不确定时，ｅＣＩＭ结
果不作解释。以肺炎克雷伯菌 ＡＴＣＣＢＡＡ２１４６作为
金属碳青霉烯酶阳性对照，以肺炎克雷伯菌 ＡＴＣＣ
ＢＡＡ１７０５作为丝氨酸碳青霉烯酶阳性对照，以肺炎克
雷伯菌ＡＴＣＣＢＡＡ１７０６作为碳青霉烯酶阴性对照。

表２　ＣＲＥ菌株碳青霉烯类抗生素ＭＩＣ结果

菌株（ｎ＝８５） 碳青霉烯酶阳性菌株（ｎ＝７９） 碳青霉烯酶阴性菌株（ｎ＝６）
抗生素 Ｐ值

Ｒ（％） Ｒ（％） ＭＩＣ５０ ＭＩＣ９０ 范围 Ｒ（％） ＭＩＣ５０ ＭＩＣ９０ 范围

厄他培南 ８５（１００．０） ７９（１００．０） １２８ ５１２ ４～５１２ ６（１００．０） ４ ６４ ４～６４ －

亚胺培南 ８１（９５．３） ７９（１００．０） ６４ １２８ ４～５１２ ２（３３．３） １ ３２ ０．５～３２
"

０．００１
美罗培南 ７９（９２．９） ７７（９７．５） ６４ １２８ １～２５６ ２（３３．３） ０．５ ８ ０．５～１６

"

０．００１

Ｒ：根据药敏折点判定为耐药

１．２．３　碳青霉烯酶基因检测　　采用３７℃过夜培养
１８～２４ｈ制备纯菌落，ＤＮＡ提取按照ＤＮＡ抽提试剂盒
说明书进行。依据 ＧｅｎＢａｎｋ上已注册耐药基因序列
设计 ｂｌａＫＰＣ、ｂｌａＩＭＩ、ｂｌａＳＭＥ、ｂｌａＮＤＭ、ｂｌａＩＭＰ、ｂｌａＶＩＭ 及
ｂｌａＯＸＡ４８碳青霉烯酶基因引物，引物序列见表１。ＰＣＲ
反应体系（２０μＬ）：ｐｒｅｍｉｘＴａｑ酶 １０μＬ，上下游引物
各０．４μＬ（浓度 １０μｍｏｌ／Ｌ），ＤＮＡ模板 ２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ
７．２μＬ。扩增条件：９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ、
退火３０ｓ（退火温度见表１）、７２℃延伸３０ｓ共３５个
循环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。扩增完毕，ＰＣＲ反应产
物进行琼脂糖凝胶电泳检测，选取阳性产物送测序。

测序结果在ＮＣＢＩ上进行ＢＬＡＳＴ比对。

表１　碳青霉烯酶基因引物序列

基因 引物序列（５′→３′） 长度／ｂｐ退火温度／℃

ｂｌａＫＰＣ
上游 ＡＡＣＣＡＴＴＣＧＣＴＡＡＡＣＴＣＧ
下游 ＴＴＧＡＣＧＣＣＣＡＡＴＣＣＣ

７８１ ５０

ｂｌａＩＭＩ
上游 ＧＣＧＡＣＡＡＴＧＧＴＧＣＴＡＣＴＡ
下游 ＣＴＧＣＧＡＴＴＡＣＴＴＴＡＴＣＣＴＣＡ

４５３ ５４

ｂｌａＳＭＥ
上游 ＡＧＡＣＴＴＴＧＡＴＧＧＧＡＧＧＡＴ
下游 ＧＣＡＴＡＡＴＣＡＴＴＣＧＣＡＧＴＡ

６３０ ５２

ｂｌａＮＤＭ
上游 ＧＧＴＴＴＧＧＣＧＡＴＣＴＧＧＴＴＴＴＣ
下游 ＣＧＧＡＡＴＧＧＣＴＣＡＴＣＡＣＧＡＴＣ

６２１ ５５

ｂｌａＩＭＰ
上游 ＣＴＡＣＣＧＣＡＧＣＡＧＡＧＴＣＴＴＴＧ
下游 ＡＡＣＣＡＧＴＴＴＴＧＣＣＴＴＡＣＣＡＴ

５８７ ５２

ｂｌａＶＩＭ
上游 ＴＣＧＣＡＴＡＴＣＧＣＡＡＣＧＣＡＧ
下游 ＧＴＧＧＧＣＣＡＴＴＣＡＧＣＣＡＧＡ

５００ ５８

ｂｌａＯＸＡ４８
上游 ＣＣＧＡＣＣＣＡＣＣＡＧＣＣＡＡＴＣＴ
下游 ＡＡＡＣＧＧＧＣＧＡＡＣＣＡＡＧＣＡ

４９４ ６０

１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２０．０统计软件进行分析。ＣＲＥ菌株产
碳青霉烯酶阳性组和阴性组药敏结果差异采用 χ２检
验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。以 ＰＣＲ结果为标
准，计算 ｍＣＩＭ和 ｅＣＩＭ的灵敏度、特异性、阳性预测
值、阴性预测值，置信区间为９５％（９５％ＣＩ），Ｋａｐｐａ值＞
０．７５０（Ｐ＜０．０５），说明一致性程度较好。

２　结果

２．１　临床分离菌株的鉴定及药敏试验
　　１３６株临床分离的肠杆菌科细菌中，碳青霉烯耐
药菌株８５株（肺炎克雷伯菌４９株、阴沟肠杆菌１６株、
大肠埃希菌１５株、弗氏柠檬酸杆菌４株、产气肠杆菌
１株），碳青霉烯敏感菌株５１株（肺炎克雷伯菌２９株、
阴沟肠杆菌１０株、大肠埃希菌１２株）。分离菌株主要
来源于痰液（６５株）、尿液（４４株）、血液（２３株）、伤口
分泌物（３株）和胸水（１株）。８５株ＣＲＥ中，ＭＩＣ值表
现出高水平耐药，其中碳青霉烯酶阳性组厄他培南

ＭＩＣ５０为 １２８μｇ／ｍＬ，亚胺培南和美罗培南 ＭＩＣ５０为
６４μｇ／ｍＬ。除厄他培南外，碳青霉烯酶阳性菌株较碳
青霉烯酶阴性菌株对碳青霉烯类抗生素耐药率差异有

统计学意义（Ｐ＜０．００１，表２）。
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２．２　耐药基因检测结果
　　８５株ＣＲＥ中，７９株检出产碳青霉烯酶基因，６株
碳青霉烯酶基因阴性。７９株碳青霉烯酶基因阳性菌
株中，８株同时携带Ａ类和Ｂ类碳青霉烯酶基因，占比
１０．１３％（８／７９）。７９株碳青霉烯酶阳性菌株具体分布
为ｂｌａＫＰＣ２３０株、ｂｌａＮＤＭ１２４株、ｂｌａＮＤＭ５１３株、ｂｌａＩＭＰ４
３株、同时携 ｂｌａＮＤＭ１和 ｂｌａＩＭＰ８１株、携带 ｂｌａＫＰＣ２和
ｂｌａＮＤＭ１６株及同时携带ｂｌａＫＰＣ２和ｂｌａＩＭＰ４２株，未检出
携带ｂｌａＩＭＩ、ｂｌａＳＭＥ、ｂｌａＶＩＭ、ｂｌａＯＸＡ４８耐药基因菌株，结果
见表３。４９株碳青霉烯耐药肺炎克雷伯菌中，５９．１９％
（２９／４９）携带 ｂｌａＫＰＣ２，１２．２５％（６／４９）携带 ｂｌａＮＤＭ１，
８．１６％（４／４９）携带 ｂｌａＮＤＭ５，８．１６％（４／４９）携带 ｂｌａＫＰＣ２＋
ｂｌａＮＤＭ１，４．０８％（２／４９）携带 ｂｌａＫＰＣ２＋ｂｌａＩＭＰ４，８．１６％
（４／４９）未检出产酶基因。１５株碳青霉烯耐药大肠埃
希菌中，６０．００％（９／１５）携带 ｂｌａＮＤＭ５，２０．００％（３／１５）
携带 ｂｌａＮＤＭ１，１３．３３％（２／１５）携带 ｂｌａＩＭＰ４，６．６７％
（１／１５）未检出产酶基因。１６株碳青霉烯耐药阴沟肠
杆菌中，６．２５％（１／１６）携带 ｂｌａＫＰＣ２，７５．００％（１２／１６）

携带 ｂｌａＮＤＭ１，６．２５％（１／１６）携带 ｂｌａＩＭＰ４，６．２５％（１／
１６）携带ｂｌａＫＰＣ２＋ｂｌａＮＤＭ１，６．２５％（１／１６）未检出产酶基
因。５１株碳青霉烯敏感肠杆菌科细菌均未检出上述
耐药基因。各碳青霉烯酶基因电泳结果见图１。
２．３　表型筛选试验
　　７９株碳青霉烯酶基因阳性的 ＣＲＥ中，ｍＣＩＭ阳性
７８株，结果不确定１株。７８株ｍＣＩＭ阳性菌株中，ｅＣＩＭ
阳性４４株。其中２株Ａ类碳青霉烯酶阳性菌株通过
ｍＣＩＭ／ｅＣＩＭ被筛选为表达Ｂ类碳青霉烯酶，值得注意
的是８株同时携带 Ａ类和 Ｂ类碳青霉烯酶基因的菌
株（６株携带 ｂｌａＫＰＣ２＋ｂｌａＮＤＭ１，２株携带 ｂｌａＫＰＣ２＋
ｂｌａＩＭＰ４）被筛选为表达Ａ类碳青霉烯酶６株、Ｂ类碳青
霉烯酶２株（ｅＣＩＭ阴性６株，阳性２株）。６株未检出
碳青霉烯酶基因的 ＣＲＥ菌株 ｍＣＩＭ均为阴性。５１株
碳青霉烯敏感肠杆菌科细菌ｍＣＩＭ结果均为阴性。同
时，对不同标本来源菌株进行基因型和表型结果分类，

未发现不同标本来源菌株对表型筛选试验结果有影

响。结果见图２和表３、４。
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图１　碳青霉烯酶基因ＰＣＲ产物电泳结果
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１号菌株：碳青霉烯酶基因阴性的大肠埃希菌；２６号菌株：携带 ｂｌａＮＤＭ１基因的阴沟肠杆菌，ｍＣＩＭ结果不确定
（Ｉｎｄ）；３号菌株：携带ｂｌａＮＤＭ５基因的大肠埃希菌；３１号菌株：携带ｂｌａＫＰＣ２基因的阴沟肠杆菌；３６号菌株：携带
ｂｌａＫＰＣ２＋ｂｌａＮＤＭ１基因的肺炎克雷伯菌

图２　部分菌株ｍＣＩＭ及ｅＣＩＭ结果
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表３　８５株ＣＲＥ基因检测及表型筛选结果

ＭＩＣ／μｇ·ｍＬ－１
Ａｍｂｌｅｒ分类 碳青霉烯酶基因 细菌种类（ｎ） ＯＭＰｓ ｍＣＩＭ ｅＣＩＭ

ＥＴＰ ＩＰＭ ＭＥＭ

Ａ ｂｌａＫＰＣ２ 肺炎克雷伯菌 （２４） ＋ １２８～５１２ ６４～２５６ ６４～５１２ ＋ －

肺炎克雷伯菌 （３） ＋ ８～１６ ４～１６ ４～１６ ＋ －

肺炎克雷伯菌 （２） ＋ １２８～２５６ ３２～６４ ３２～６４ ＋ ＋

阴沟肠杆菌 （１） ＋ １２８ ３２ １６ ＋ －

Ｂ ｂｌａＮＤＭ１ 阴沟肠杆菌 （１１） ＋ ３２～２５６ １６～１２８ １６～１２８ ＋ ＋

阴沟肠杆菌 （１） ＋ ３２ １６ １６ Ｉｎｄ Ｎ

肺炎克雷伯菌 （６） ＋ ８～６４ ８～３２ ４～８ ＋ ＋

大肠埃希菌 （３） ＋ １６～１２８ ４～２５６ ４～１２８ ＋ ＋

弗氏柠檬酸杆菌 （３） ＋ １６～１２８ １６～６４ ８～６４ ＋ ＋

ｂｌａＮＤＭ５ 大肠埃希菌 （９） ＋ ４～２５６ ８～１２８ １～１２８ ＋ ＋

肺炎克雷伯菌 （４） ＋ ６４～２５６ ３２～６４ ３２～６４ ＋ ＋

ｂｌａＩＭＰ４ 大肠埃希菌 （２） ＋ １６～６４ ８～１６ ４～１６ ＋ ＋

阴沟肠杆菌 （１） ＋ ３２ ８ ８ ＋ ＋

ｂｌａＮＤＭ１＋ｂｌａＩＭＰ８ 弗氏柠檬酸杆菌 （１） ＋ ５１２ ６４ １２８ ＋ ＋

Ａ＋Ｂ ｂｌａＫＰＣ２＋ｂｌａＮＤＭ１ 肺炎克雷伯菌 （４） ＋ ２５６～５１２ ３２～１２８ ６４～１２８ ＋ －

产气肠杆菌 （１） ＋ ２５６ ６４ ６４ ＋ －

阴沟肠杆菌 （１） ＋ １２８ ３２ ３２ ＋ ＋

ｂｌａＫＰＣ２＋ｂｌａＩＭＰ４ 肺炎克雷伯菌 （１） ＋ ３２ ３２ ６４ ＋ －

ｂｌａＫＰＣ２＋ｂｌａＩＭＰ４ 肺炎克雷伯菌 （１） ＋ ２５６ ６４ １２８ ＋ ＋

－ Ｎｅｇ 大肠埃希菌 （１） － ６４ ３２ ８ － Ｎ

Ｎｅｇ 阴沟肠杆菌 （１） － ４ ２ ２ － Ｎ

Ｎｅｇ 肺炎克雷伯菌 （４） － ４～６４ ０．５～３２ ０．５～１６ － Ｎ

Ｎｅｇ：碳青霉烯酶基因阴性；ＯＭＰｓ：大肠埃希菌膜孔通道蛋白为 ＯｍｐＦ和 ＯｍｐＣ，阴沟肠杆菌膜孔通道蛋白为
Ｏｍｐ３５和Ｏｍｐ３６，肺炎克雷伯菌膜孔通道蛋白为ＯｍｐＫ３５和ＯｍｐＫ３６；ＥＴＰ：厄他培南；ＩＰＭ：亚胺培南；ＭＥＭ：
美罗培南；Ｉｎｄ：结果不确定；Ｎ：结果不解释

表４　１３６株肠杆菌科细菌标本来源与碳青霉烯酶基因型和表型的关系

ＰＣＲ方法基因分类（ｎ＝１３６） ｍＣＩＭ／ｅＣＩＭ联合检测（ｎ＝１３６）
菌株来源

（ｎ） ＣＲＥ（ｎ＝８５） ＣＲＥ（ｎ＝８５）非ＣＲＥ
（ｎ＝５１）

非ＣＲＥ
（ｎ＝５１）Ａ Ｂ Ａ＋Ｂ － 产Ａ类酶 产Ｂ类酶 不产碳青霉烯酶

痰液（６５） １９ １５ ０ ４ ２７ １７ １７ ４ ２７

尿液（４４） ５ １５ ６ ２ １６ ９ １７ ２ １６

血液（２３） ５ ９ １ ０ ８ ６ ８ １ａ ８

伤口分泌物（３） １ １ １ ０ ０ ２ １ ０ ０

胸水（１） ０ １ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０

－：为碳青霉烯酶基因阴性；ａ：ｍＣＩＭ结果不确定

２．４　ｍＣＩＭ结果分析
　　对 １３６株肠杆菌科细菌 ｍＣＩＭ结果进行分析，
ｍＣＩＭ灵敏度为９８．７％，特异性为１００．０％，阳性预测
值１００．０％，阴性预测值９８．３％，Ｋａｐｐａ值为０．９８５（Ｐ＜
０．０５，表５），提示与基因检测结果一致性高。

２．５　ｅＣＩＭ结果分析
　　ｅＣＩＭ检测金属碳青霉烯酶灵敏度８５．７％，特异性
９４．４％，阳性预测值９５．５％，阴性预测值８２．９％；检测丝
氨酸碳青霉烯酶灵敏度８９．５％，特异性１００．０％，阳性预
测值１００．０％，阴性预测值 ９２．２％。Ｋａｐｐａ值均大于
０．７５０（Ｐ＜０．０５，表６），与基因检测结果一致性较好。
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表５　ｍＣＩＭ结果与ＰＣＲ结果对比分析

ＰＣＲ
表型试验 结果

灵敏度

［％（９５％ＣＩ）］
特异性

［％（９５％ＣＩ）］
阳性预测值

［％（９５％ＣＩ）］
阴性预测值

［％（９５％ＣＩ）］
Ｋａｐｐａ值

＋ －

ｍＣＩＭ ＋ ７８ ０ ９８．７（９２．２～９９．９） １００．０（９２．１～１００．０） １００．０（９４．２～１００．０） ９８．３（８９．５～９９．９） ０．９８５

－ 　１ａ ５７

ａ：包含ｍＣＩＭ表型试验结果不确定菌株

表６　ｅＣＩＭ结果与ＰＣＲ结果对比分析

ＰＣＲ
表型试验 碳青霉烯酶 结果

灵敏度

［％（９５％ＣＩ）］
特异性

［％（９５％ＣＩ）］
阳性预测值

［％（９５％ＣＩ）］
阴性预测值

［％（９５％ＣＩ）］
Ｋａｐｐａ值

＋ －

ｍＣＩＭ／ｅＣＩＭ 金属酶 ＋ ４２ ２ ８５．７（７２．１～９３．６） ９４．４（８０．０～９９．０） ９５．５（８３．３～９９．２） ８２．９（６７．４～９２．３） ０．７８７

－ 　７ａ ３４

丝氨酸酶 ＋ ３４ ０ ８９．５（７４．３～９６．６）１００．０（９０．６～１００．０）１００．０（８７．４～１００．０）９２．２（８０．２～９７．５） ０．９０４

－ ４ ４７ａ

ａ：包含ｍＣＩＭ表型试验结果不确定菌株

３　讨论

　　本研究 １３６株多中心收集的肠杆菌科细菌包含
５种常见肠杆菌科细菌，分离自５种不同标本类型，含
ＣＲＥ８５株，非 ＣＲＥ５１株。７９株 ＣＰＣＲＥ对厄他培
南、亚胺培南和美罗培南 ３种碳青霉烯抗生素 ＭＩＣ５０
分别为１２８、６４、６４μｇ／ｍＬ，较ＪＩＡ等［８］报道的高，呈现

高水平耐药；同时碳青霉烯酶介导的ＣＲＥ菌株较非碳
青霉烯酶介导的 ＣＲＥ菌株对碳青霉烯类抗生素耐药
率高，差异有统计学意义。在７９株碳青霉烯酶介导的
ＣＲＥ菌株中，分离到８株菌（１０．１３％）同时携带 Ａ类
和Ｂ类碳青霉烯酶基因，较马玉兰等［９］报道的３．１０％
高。６株非碳青霉烯酶介导的 ＣＲＥ膜孔蛋白基因均
缺失，推测其耐药机制为膜孔蛋白缺失伴超广谱 β内
酰胺酶（ｅｘｔｅｎｄｅｄｓｐｅｃｔｒｕｍｂｅｔａｌａｃｔａｍａｓｅｓ，ＥＳＢＬｓ）或
ＡｍｐＣ头孢菌素酶（ＡｍｐＣ）表达，从而导致对碳青霉烯
类抗生素耐药。同时也有报道患者感染ＣＰＣＲＥ可能
比非ＣＰＣＲＥ结局更差［１］。因此，碳青霉烯酶的检测

和分型显得尤为重要。

　　碳青霉烯酶常见的表型筛选方法有碳青霉烯灭活
试验 （ｃａｒｂａｐｅｎｅｍ ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ，ＣＩＭ）、改良
Ｈｏｄｇｅ试验、ＣａｒｂａＮＰ试验等，但存在灵敏度低、试剂
成本高等缺点［１０］。而采用ｍＣＩＭ和ｅＣＩＭ对碳青霉烯
酶进行筛选，操作简便且结果较理想。本研究中，

ｍＣＩＭ检测灵敏度为９８．７％、特异性为 １００％，与基因
检测结果一致性高，与ＴＡＭＭＡ等［１１］报道相似。ｅＣＩＭ
筛选金属酶的灵敏度为 ８５．７％，特异性为 ９４．４％，灵
敏度较ＣＬＳＩ２０１８的评价低，主要与本研究中有 ８株
同时携带Ａ类和Ｂ类碳青霉烯酶基因菌株相关。８株
同时携带Ａ类和Ｂ类碳青霉烯酶基因菌株中，有２株

经ｅＣＩＭ筛选判定为检测到金属酶，有６株经 ｅＣＩＭ筛
选判定为检测到丝氨酸酶。６株经 ｅＣＩＭ筛选判定为
检测到丝氨酸酶可能的原因是虽然ＥＤＴＡ抑制了Ｂ类
碳青霉烯酶，但其同时携带有 Ａ类丝氨酸酶，同样可
以水解美罗培南药敏纸片造成Δｄ≤４ｍｍ至结果判定
为金属酶阴性，而报告检测到丝氨酸酶。即本研究发

现随着共表达Ａ类和 Ｂ类碳青霉烯酶基因菌株分离
率的增加，ｅＣＩＭ筛选金属酶的灵敏度会降低。而另外
２株共表达 Ａ类和 Ｂ类碳青霉烯酶基因菌株经 ｅＣＩＭ
筛选判定为金属酶阳性可能的原因为ＥＤＴＡ对丝氨酸
酶也产生了抑制作用。本研究 ｅＣＩＭ试验筛选丝氨酸
酶的灵敏度为８９．５％，特异性为１００．０％，灵敏度较马
玉兰等［９］报道的低，主要由２株同时携带Ａ类和Ｂ类
碳青霉烯酶菌株及２株单产ｂｌａＫＰＣ２菌株经ｅＣＩＭ筛选
判定为金属酶阳性引起。推测主要原因同样与 ＥＤＴＡ
对丝氨酸酶产生了抑制作用相关，导致被抑制的丝氨

酸酶无法完全水解美罗培南药敏纸片造成 Δｄ≥５ｍｍ
而报告金属酶阳性。同时已有报道ＥＤＴＡ对部分丝氨
酸碳青霉烯酶存在抑制现象［１２］，从而导致出现上述结

果。因此，当临床分离到高 ＭＩＣ值 ＣＲＥ菌株时，应警
惕共表达 Ａ类和 Ｂ类碳青霉烯酶菌株存在，导致
ｍＣＩＭ联合ｅＣＩＭ方法筛选金属酶的能力降低。
　　虽然 ＣＬＳＩ尚不要求对 ＣＲＥ菌株进行 ｍＣＩＭ和
ｅＣＩＭ常规检测，但随着ＣＰＣＲＥ在全球范围的流行，Ａ
类和Ｂ类碳青霉烯酶抑制剂新药的开发和应用，临床
医师迫切需要筛查出产碳青霉烯酶菌株，并对碳青霉

烯酶类型进行区分。因此联合 ｍＣＩＭ和 ｅＣＩＭ对 ＣＲＥ
进行碳青霉烯酶表型筛选和类别区分对 ＣＲＥ感染的
治疗意义会越来越受到重视。但另一方面，因抗生素

的不合理使用及耐药基因的水平传播，ＣＲＥ检出率及

１７４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（５）



共表达Ａ类和Ｂ类碳青霉烯酶的 ＣＲＥ菌株分离率逐
年增加，会造成 ｅＣＩＭ对金属酶筛选的灵敏度降低，而
错误指导碳青霉烯酶抑制剂药物种类的选择，应引起

微生物工作者和临床医生的警惕。
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