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要"目的
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调查该院临床分离肺炎克雷伯菌产质粒
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酶表型和基因型携带情况及其对常用抗生素的耐药性!为临

床合理用药提供参考$方法
!

采用
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全自动细菌鉴定药敏系统对临床分离菌株进行鉴定及药物敏感试验!采用头

孢西丁三维试验检测
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酶表型!采用多重
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方法检测
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基因并经
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测序确定其基因型别$结果
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月共分离到
$$6

株肺炎克雷伯菌!产
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酶肺炎克雷伯菌占
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酶肺炎克雷伯菌多重耐药情

况严重!对氨基糖甙类%喹诺酮类及大多数头孢菌素类抗菌药物的耐药率在
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!对加酶抑制剂复合药氨苄西林*舒巴

坦%阿莫西林*克拉维酸%头孢哌酮*舒巴坦及哌拉西林*他唑巴坦的耐药率分别为
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!所有菌株对碳

青霉烯类抗生素亚安培南和美罗培南仍全部敏感$产
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酶菌株对头孢西丁%第
4

代头孢菌素及氨苄西林*舒巴坦%阿莫西林*

克拉维酸等抗生素的耐药率明显高于不产酶株"
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株产酶菌株均携带
IR,!$

型
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酶基因$结论
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该院肺炎克雷

伯菌产
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酶株检出率较高!产酶菌株多重耐药情况严重$临床应根据药敏结果合理选用抗菌药物!以减少耐药菌株的产生$
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肺炎克雷伯菌是引起临床细菌感染最常见的革兰阴性杆

菌之一'近年来的研究显示#该菌对头孢曲松等第
4

代头孢菌

素高度耐药#对头霉素类及阿莫西林"克拉维酸等
)

内酰胺酶

抑制剂复合药的耐药率也日益增高(

$!4

)

#其原因可能与这些耐

药菌株不仅产生
_+QO8

#同时还产生对广谱
)

!

内酰胺类抗菌药

物具有较强灭活作用的质粒型
,H

K

N

酶有关(

:!"

)

'及时*准确

地检测临床产
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酶菌株#对于指导临床合理应用抗菌药

物#减少耐药菌株的产生和播散具有重要的临床意义'现对本

院临床分离的
$$6

株肺炎克雷伯菌的耐药性*

,H

K

N

酶表型及

基因型分布情况进行检测和分析#现将结果报道如下'
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材料与方法
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!

菌株来源
!

收集
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年
)

月至
:%$$

年
6

月重庆武警总

队医院临床分离的无重复肺炎克雷伯菌
$$6

株#其中呼吸道标

本
*"

株#血液标本
$$

株#中段尿
$%

株#创面分泌物
6

株#其他

标本来源
#

株'以肺炎克雷伯菌
;%$"

作为
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酶检测阳

性对照株#以临床分离的对头孢菌素全部敏感的肺炎克雷伯菌

株作为
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酶阴性对照株#大肠埃希菌
,;NN:"5::

为药敏

质控株'
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!

病原菌的分离培养*鉴定及药敏试验
!

细菌的分离培养

按照0全国临床检验操作规程1$第
4

版%进行#采用常规生化试

验及法国生物梅里埃
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细菌自动鉴定仪进行细

菌的鉴定'药物敏感试验采用
3̂>=Z:

革兰阴性杆菌药敏卡片

,+;!'&$4

检测#头孢西丁*美罗培南和头孢哌酮"舒巴坦采用

纸片扩散法#根据
NO+W:%$%

*

NO+W:%$$

标准判定药敏结果'

-R

培养基及药敏纸片均为英国
eJ231

公司产品'
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酶表型的检测
!

采用头孢西丁三维试验法'将头

孢西丁耐药或中介的菌株加入
:HO

胰蛋白胨水中于
4)S

振

荡培养过夜#离心获取沉淀后加入
%0:HO

蒸馏水#混匀#

a*%

S

及
4)S

反复冻融
"

次#

$"%%%V

?

#S

离心
$%H39

提取上清

液即为酶粗提物'试验时将大肠杆菌
,;NN:"5::

制成
%0"

麦氏单位浓度#均匀涂布在
-!R

平板上#平板中央贴上头孢

西丁纸片#距其
"HH

处用无菌刀片分
#

个方向挖四条放射状

沟槽#分别加入
#%

"

O

的试验株*阳性及阴性对照株的
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酶粗提取物#

4"S

过夜培养后观察结果#若狭缝与抑菌环交接

处出现扩大生长区域#则测试菌株产
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酶阳性'
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!
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基因的
.N/

检测
!

采用质粒小量抽提试剂盒提

%$":

重庆医学
:%$:

年
*

月第
#$

卷第
:#

期
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株肺炎克雷伯菌中产酶株与非产酶株的耐药率比较

抗菌药物
产
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酶株$

'Y:$

%

耐药株数 耐药率$

P

%

不产
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酶株$

'Y5"

%

耐药株数 耐药率$
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氨曲南
:$ $%% *4 *)0# $0)"4

'
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氨苄西林
:$ $%% 5" $%% a a

氨苄西林"舒巴坦
$5 5%0" :* :50" :60"""

#

%0%$

阿莫西林"克拉维酸
$* *"0) :6 :)0# :#0*6*

#
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头孢替坦
:$ $%% $4 $40) 6$0*#4

#
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头孢西丁
:$ $%% $4 $40) 6$0*#4

#
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头孢他啶
$6 )60: :6 :)0# $)0)#*

#
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头孢曲松
$* *"0) "4 ""0* 60#*6

#

%0%"

头孢噻肟
$* *"0) "4 ""0* 60#*6

#

%0%"

头孢吡肟
5 #:05 :5 4%0" $0$*)

'

%0%"

头孢唑啉
$5 5%0" "* 6$0$ 606):

#

%0%"

哌拉西林
:% 5"0: *) 5$06 %0%$#

'

%0%"

哌拉西林"他唑巴坦
* 4*0$ 4% 4$06 %044:

'

%0%"

头孢哌酮"舒巴坦
5 #:05 :5 4%0" $0$*)

'

%0%"

复方新诺明
$# 660) 45 #$0$ #0"#)

#

%0%"

妥布霉素
$$ ":0# #* "%0" %0%:#

'

%0%"

左旋氧氟沙星
$: ")0$ "$ "40) %0%*4

'

%0%"

环丙沙星
$4 6$05 ": "#0) %04"5

'

%0%"

庆大霉素
$4 6$05 "$ "40) %0#)%

'

%0%"

阿米卡星
$: ")0$ #6 #*0# %0":4

'

%0%"

美罗培南
% % % % a a

亚安培南
% % % % a a
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!表示无数据'

取细菌质粒
I&,

#于
a:%S

保存备用'参照文献(

6

)合成
6

对
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基因通用引物#多重
.N/

扩增产
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酶菌株的

,H

K

N

基因'

.N/

反应体系!

-

?

:b 浓度
$0"

"

H2E

"

O

#

1&;.

:%%

"

H2E

"

O

#

;@

i

_$0" d

#

%06

"

H2E

"

O

的引物
-eg-(

*

-eg-/

*

NW;-(

*

NW;-/

*

IR,-(

和
IR,-/

&

%0"

"

H2E

"

O

的
,NN-(

*

,NN-/

*

_QN-(

*

_QN-/

&

%0#

"

H2E

"

O

的

(eg-(

和
(eg-/

#模板
:%%9

?

#

$%VCDFF=B:0"

"

O

#加去离

子水至
:"

"

O

'反应条件!

5#S

预变性
4H39

&

5#S

变性
4%8

#

"6S

退火
4%8

#

):S

延伸
$H39

#

:"

个循环&然后
):S

延伸
"

H39

'对
.N/

反应出现扩增条带的菌株#再用
6

对单一引物分

别对该模板进行
.N/

反应'以肺炎克雷伯菌
;%$"

作为阳性

对照株'

.N/

扩增产物经
$0"P

琼脂糖凝胶电泳#凝胶成像系

统观察分析结果'质粒小量抽提试剂盒*

I&, -@BZ=B

*

;@

i

I!

&,

聚合酶等
.N/

试剂购自上海生工生物工程有限公司'

>0J

!

,H

K

N

基因基因分型
!

.N/

产物纯化和测序由上海生

工生物工程有限公司进行#测序结果在
'=9Q@9Z

上经
QO,+;

系统与已知的
,H

K

N

基因序列进行对比#确定基因型别'

?

!

结
!!

果

?0>

!

质粒型
,H

K

N

酶检出率
!

在分离到的
$$6

株肺炎克雷

伯菌中#酶提取物头孢西丁三维试验检测#

:$

株
,H

K

N

酶阳

性#产酶阳性率为
$*0$P

'

:$

株产酶菌株#其中
$6

株分离自

痰液#

4

株来源于尿液#创面分泌物
$

株#血液标本
$

株'

?0?

!

质粒型
,H

K

N

基因分型
!

对
:$

株产酶菌株#进行
,H

K

N

基因多重
.N/

扩增及
IR,

型单一引物
.N/

扩增#均扩增出

一条约
#%"C

K

大小阳性条带'电泳结果见图
$

'对
:$

株菌

,H

K

N

基因
.N/

扩增产物进行测序#测序结果在
'=9Q@9Z

中

经
QO,+;

软 件 分 析#结 果 均 与
'=9Q@9Z

注 册 号 为

R-$54%*40$

的
CE@IR,!$

基因序列完全相一致'

?0@

!

肺炎克雷伯菌分离株的耐药情况
!

$$6

株肺炎克雷伯菌

对抗生素的耐药情况见表
$

'

:$

株产
,H

K

N

酶肺炎克雷伯菌

多重耐药情况较严重#对头孢菌素类*氨基糖甙类和喹诺酮类

抗生素均高度耐药#耐药率在
"%P

以上$第
#

代头孢菌素头孢

吡肟除外#耐药率为
4404P

%#对加酶抑制剂复合药氨苄西林"

舒巴坦*阿莫西林"克拉维酸的耐药率也高于
*"P

#对头孢哌

酮"舒巴坦*哌拉西林"他唑巴坦耐药率稍低#分别为
#:05P

*

4*0$P

#但对碳青霉烯类抗生素亚安培南和美罗培南仍全部敏

感'产
,H

K

N

酶肺炎克雷伯菌对氨苄西林"舒巴坦*阿莫西

林"克拉维酸*头孢替坦*头孢西丁和头孢他啶
"

种抗生素的耐

药率远高于不产酶菌株$

!

#

%0%$

%#对头孢曲松*头孢噻肟*头

孢唑啉和复方新诺明
#

种抗生素的耐药率也高于不产酶菌株

$

!

#

%0%"

%#而对其余
$4

种抗生素两组耐药率比较#差异无统

计学意义$

!

'

%0%"

%'

!!

-

!

I&, -@BZ=B

&
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