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  摘 要:目的 研究社区获得性感染及医院获得性感染产超广谱-β内酰胺酶(ESBLs)肺炎克雷伯菌菌株

药敏性和耐药基因表型,为有效地控制感染的流行提供依据。方法 收集2016年1月至2018年6月该院81
株产ESBLs肺炎克雷伯菌,并根据菌株来源情况将所有菌株分为社区获得性感染和医院获得性感染两组。采

用纸片扩散法检测81株肺炎克雷伯菌菌株对21种常用抗菌药物的耐药性;并通过ESBLs确认试验检测所有

菌株是否产ESBLs;通过PCR扩增测序检测ESBLs耐药基因。结果 44株社区获得性感染菌和37株医院获

得性感染菌进行药敏性比较,差异无统计学意义(P>0.05);社区获得性感染菌TEM、SHV、CTX-M-9基因表

型中阳性株均多于医院获得性感染菌,在耐药基因阳性株的比例上,CTX-M-9在社区获得性感染菌中的携带

率高于医院获得性感染菌的携带率,差异有统计学意义(P<0.05),其他的ESBLs基因型,如CTX-M-1、SHV、
TEM基因型比较,差异均无统计学意义(P>0.05)。结论 无论是菌株的耐药率,还是ESBLs耐药基因的携

带率,社区获得性感染菌与医院获得性感染菌均比较接近。
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Abstract:Objective To

 

study
 

drug
 

susceptibility
 

and
 

drug
 

resistance
 

gene
 

phenotype
 

of
 

community-ac-
quired

 

and
 

hospital-acquired
 

ESBLs-producing
 

Klebsiella
 

pneumoniae
 

strains,so
 

as
 

to
 

provide
 

evidence
 

for
 

ef-
fective

 

control
 

of
 

the
 

epidemic
 

of
 

infection.Methods A
 

total
 

of
 

81
 

strains
 

ESBLs-producing
 

Klebsiella
 

pneu-
moniae

 

from
 

3201
 

Hospital
 

Affiliated
 

to
 

Medical
 

College
 

of
 

Xi'an
 

Jiaotong
 

University
 

from
 

January
 

2016
 

to
 

June
 

2018
 

were
 

collected,and
 

all
 

strains
 

were
 

divided
 

into
 

two
 

groups
 

including
 

community-acquired
 

infection
 

group
 

and
 

hospital-acquired
 

infection
 

group
 

according
 

to
 

the
 

source
 

of
 

the
 

strain.The
 

paper
 

diffusion
 

method
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

resistance
 

of
 

Klebsiella
 

pneumoniae
 

strains
 

to
 

21
 

kinds
 

of
 

commonly
 

used
 

antibacterial
 

drugs,and
 

the
 

ESBLs
 

confirmation
 

test
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

whether
 

all
 

strains
 

produced
 

ESBLs.PCR
 

amplifi-
cation

 

sequencing
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

ESBLs
 

genotypes.Results The
 

drug
 

sensitivity
 

of
 

44
 

community-ac-
quired

 

strains
 

and
 

37
 

hospital-acquired
 

strains
 

had
 

no
 

significant
 

difference
 

(P>0.05).The
 

carrying
 

rate
 

of
 

TEM,SHV,CTX-M-9
 

genotype
 

of
 

community-acquired
 

strains
 

were
 

more
 

than
 

hospital-acquired
 

strains,and
 

the
 

carrying
 

rate
 

of
 

CTX-M-9
 

in
 

community-acquired
 

strains
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

hospital-acquired
 

strains
 

(P<0.05).However,there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

other
 

ESBLs
 

genotypes,such
 

as
 

CTX-M-1,SHV
 

and
 

TEM
 

genotypes
 

(P>0.05).Conclusion Whether
 

the
 

drug
 

resistance
 

rate
 

of
 

strains
 

or
 

the
 

carrying
 

rate
 

of
 

ESBLs
 

resistance
 

genes,community-acquired
 

strains
 

are
 

close
 

to
 

hospital-acquired
 

strains,providing
 

experi-
mental

 

basis
 

for
 

clinical
 

and
 

effective
 

measures
 

to
 

further
 

control
 

the
 

epidemic
 

and
 

transmission
 

of
 

ESBLs-pro-
ducing

 

Klebsiella
 

pneumoniae.
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  肺炎克雷伯菌是医院及社区获得性感染中临床

分离的最常见病原菌之一[1-2]。近年来,随着抗菌药

物的广泛使用,临床分离的肺炎克雷伯菌耐药性也越

来越强,肺炎克雷伯菌在人体和外界环境中具有较强

的生存能力,这使其成为导致社区获得性感染的主要

病原菌之一[3]。有研究表明,社区获得性肺炎克雷伯

菌感染导致的病死率高于医院获得性肺炎克雷伯菌

感染导致的病死率,且近年来社区获得性肺炎克雷伯

·4991· 国际检验医学杂志2020年8月第41卷第16期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,August
 

2020,Vol.41,No.16



菌感染患者数量及感染患者的基因类型逐渐增多,患
病程度也越来越严重[4],因此,社区获得性感染也逐

渐受到临床医生的高度重视。本研究收集本院各临

床科室感染患者送检的各类标本中分离培养的产超

广谱-β内酰胺酶(ESBLs)肺炎克雷伯菌菌株,检测其

耐药性及ESBLs的基因表型,比较社区获得性感染

和医院获得性感染菌株之间的差异,指导临床医生合

理使用抗菌药物,并预防耐药菌株的传播。
1 资料与方法

1.1 菌株来源 共收集2016年1月至2018年6月

95株本院临床科室送检标本中分离培养出的产ES-
BLs肺炎克雷伯菌。因留菌污染等原因,经再次鉴定

后,剔除14株菌株,剩余81株产ESBLs肺炎克雷伯

菌,其中来自痰液标本56株,血液标本17株,尿液标

本4株,分泌物标本3株,脑脊液标本1株。根据患

者入院时间将81株产ESBLs肺炎克雷伯菌分为社区

获得性感染及医院获得性感染,即患者入院48
 

h之内

采集标本进行培养,并且患者在3个月内未到过医疗

机构就诊或服用抗菌药物则划分为社区获得性感染,
反之则划分为医院获得性感染。
1.2 方法

1.2.1 菌种鉴定 革兰染色:用接种环取1滴生理

盐水滴在玻片上,用接种针取 MH琼脂平板上已分纯

的新鲜菌落,在生理盐水中涂匀,放烘箱中,待烘干后

经酒精灯外焰固定,再进行革兰染色。加结晶紫液染

1
 

min,用清水冲去染液沥干;加碘液染1
 

min,清水冲

洗后沥干;再加脱色液,轻轻摇动10~30
 

s,至无紫色

脱落为止,清 水 冲 洗 后 沥 干;最 后 加 入 复 染 液,约
30

 

s,清水冲洗后放入烘箱,烘干后镜检。
1.2.2 留菌判读依据 肺炎克雷伯菌为革兰阴性、
较短粗的杆菌,大小(0.5~0.8)μm×(1~2)μm,单
独、成双或短链状排列。无芽孢,无鞭毛,患者标本直

接涂片或在营养丰富培养基上可见菌体外有明显的

荚膜,多数有菌毛。在初次分离培养基上可形成较

大、凸起、灰白色、黏液菌落。菌落大而厚实、光亮、湿
润,相邻近菌落易融合,以接种针蘸取时可拉出细丝,
在中国蓝琼脂培养基或麦康凯培养基上能发酵乳糖,
并产酸,形成黏液型较大的有色菌落。

1.2.3 质 控 菌 株  阴 性 质 控 菌 株 大 肠 埃 希 菌

ATCC25922和 阳 性 质 控 标 准 菌 株 肺 炎 克 雷 伯 菌

ATCC70060均购自陕西省临床检验中心。
1.2.4 纸片扩散(K-B)法 对临床收集并鉴定为肺

炎克雷伯菌的菌株采用K-B法进行药敏试验,所用药

敏纸片包括氨苄西林、哌拉西林、阿莫西林/克拉维

酸、氨苄西林/舒巴坦、哌拉西林/他唑巴坦、头孢呋

辛、头孢噻肟、头孢他啶、头孢吡肟、氨曲南、亚胺培

南、美罗培南、头孢西丁、庆大霉素、阿米卡星、四环

素、环丙沙星、复方磺胺甲噁唑、替加环素、米诺环素、
多黏菌素E

 

21种抗菌药物,均购自英国 OXOID公

司。耐药折点的判读及产ESBLs确认标准参照2013
年美国临床和实验室标准化协会(CLSI)标准进行。
1.2.5 肺炎克雷伯菌产ESBLs确认试验 使用到

的材料及工具包括配制好的 MH琼脂平板、分纯的单

克隆菌落、无菌镊子、无菌生理盐水、无菌棉签、抗菌

药物药敏纸片。将细菌传种于 MH琼脂平板上,并分

区划线,放入35
 

℃恒温培养箱孵育18~24
 

h,挑取单

克隆菌株,并调制菌悬液至0.5麦氏浊度单位,用无

菌棉签蘸取适量菌液均匀涂布于 MH平板上,室温放

置5
 

min后贴抗菌药物纸片。将头孢噻肟(30
 

μg)、头
孢噻肟/克拉维酸(30/10

 

μg)、头孢他啶(30
 

μg)、头孢

他啶/克拉维酸(30/10
 

μg)药敏纸片贴于 MH琼脂平

板上,两纸片间距离为25
 

mm,然后将贴好的 MH琼

脂平板置于35
 

℃恒温培养箱孵育过夜后判读结果。
1.2.6 耐药基因的检测 细菌DNA模板的制备:从
低温冰箱中取出保存菌株,用接种环传种到血琼脂培

养基上,然后快速将菌株放回低温冰箱,避免菌株反

复冻融。在EP管中先加入2
 

mL双蒸水,再刮取3~
5个已培养18~24

 

h的新鲜菌落置于EP管中,用移

液枪轻轻混匀,置于沸水中煮10
 

min,再放置于离心

机中(4
 

℃,12
 

000
 

r/min)离心2
 

min,上清液即为粗

提DNA模板,用移液枪吸取上清液至无菌的EP管

中,保存于-20
 

℃冰箱备用。PCR扩增筛选的耐药

基因包括blaCTX-M-1、blaCTX-M-9、blaTEM、blaSHV,所用引物

序列及扩增片段长度见表1,引物均由西安擎科生物

有限公司合成。

表1  PCR扩增所用引物序列、扩增片段长度

基因 引物 序列 扩增片段长度(bp) 退火温度(℃)

blaCTX-M-1 P11 5'-GGT
 

TAA
  

AAA
  

ATC
 

ACT
 

GCG
 

TC-3' 944 60

P12 5'-TTG
 

GTG
 

ACG
 

ATT
 

TTA
 

GCC
 

GC-3'

blaCTX-M-9 P13 5'-ATG
 

GTG
 

ACA
 

AAG
 

AGA
 

GTG
 

CA-3' 877 60

P14 5'-CCC
 

TTC
 

GGC
 

GAT
 

GAT
 

TCT
 

C-3'

blaTEM P15 5'-ATA
 

AAA
 

TTC
 

TTG
 

AAG
 

ACG
 

AAA-3' 972 60

P16 5'-GAC
 

AGT
 

TAC
 

CAA
 

TGC
 

TTA
 

ATC
 

A-3'

blaSHV P17 5'-CGC
 

CGG
 

GTT
 

ATT
 

CTT
 

ATT
 

TGT
 

CGC
 

-3' 898 60

P18 5'-TCT
 

TTC
 

CGA
 

TGC
 

CGC
 

CGC
 

CAG
 

TCA
 

-3'
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1.3 统计学处理 采用SPSS17.0统计软件进行数

据处理及统计分析,计数资料以例数或百分率表示,
多组间比较采用χ2 检验,多组间中的两组比较采用

Fisher确切概率法,以 P<0.05为差异有统计学

意义。
2 结  果

2.1 生化鉴定 95株细菌中有81株鉴定为肺炎克

雷伯菌,即三糖铁试验阳性,蛋白胨水试验阴性,枸橼

酸试验阳性,尿素试验阳性,经 API20E鉴定结果符

合率为99.8%。
2.2 肺炎克雷伯菌药敏试验结果 对鉴定为肺炎克

雷伯菌的81株菌进行了21种抗菌药物的药敏检测,
结果发现这些菌株表现出了较高的耐药性,见表2。
对于氨苄西林耐药率高达98.8%;但是对含抑制剂药

物耐药率却有了明显的下降,如阿莫西林/克拉维酸
(39.5%)、氨苄西林/舒巴坦(63.0%)、哌拉西林/他

唑巴坦(2.5%);对第一、二、三代头孢菌素药物的敏

感情况也不理想,头孢呋辛敏感率为11.1%,头孢噻

肟敏感率为3.7%,头孢他啶也仅有33.3%,而对第

四代头孢菌素头孢吡肟耐药率为21.0%;所有菌株均

对美罗培南、亚胺培南表现为较敏感,没有出现对碳

青霉烯类药物耐药的菌株;对多黏菌素E敏感率为

100.0%,对替加环素敏感率为93.8%,是仅次于碳青

霉烯类药物及多黏菌素E敏感性较好的药物,氨基糖

苷类药物中,对庆大霉素出现了72.8%的耐药率,但
是对阿米卡星的敏感性较好,达到了82.7%;对其他

药物如环丙沙星、四环素、复方磺胺甲噁唑等均表现

出了较高的耐药率。
表2  81株肺炎克雷伯菌药敏试验结果[n(%)]

抗菌药物 耐药 中介 敏感

氨苄西林 80(98.8) 1(1.2) 0(0.0)

哌拉西林 76(93.8) 1(1.2) 4(5.0)

阿莫西林/克拉维酸 32(39.5) 22(27.2) 27(33.3)

氨苄西林/舒巴坦 51(63.0) 20(24.7) 10(12.3)

哌拉西林/他唑巴坦 2(2.5) 26(32.1) 53(65.4)

头孢呋辛 67(82.7) 5(6.2) 9(11.1)

头孢噻肟 75(92.6) 3(3.7) 3(3.7)

头孢他啶 43(53.1) 11(13.6) 27(33.3)

头孢吡肟 17(21.0) 12(14.8) 52(64.2)

氨曲南 42(51.9) 12(14.8) 27(33.3)

美罗培南 0(0.0) 0(0.0) 81(100.0)

亚胺培南 0(0.0) 0(0.0) 81(100.0)

头孢西丁 23(28.4) 2(2.5) 56(69.1)

阿米卡星 14(17.3) 0(0.0) 67(82.7)

庆大霉素 59(72.8) 0(0.0) 22(27.2)

米诺环素 35(43.2) 2(2.5) 44(54.3)

替加环素 3(3.7) 2(2.5) 76(93.8)

四环素 53(65.4) 1(1.2) 27(33.4)

环丙沙星 48(59.3) 32(39.5) 1(1.2)

复方磺胺甲噁唑 68(84.0) 2(2.5) 11(13.5)

多黏菌素E 0(0.0) 0(0.0) 81(100.0)

2.3 社区获得性感染与医院获得性感染菌株药敏试
验结果比较 44株社区获得性感染菌株和37株医院
获性感染菌株对抗菌药物的耐药率见表3。44株社
区获得性感染菌株和37株医院获得性感染菌株的药
敏结果比较,差异无统计学意义(P>0.05)。

表3  社区获得性感染与医院获得性感染菌株

    药敏试验结果(%)

抗菌药物

社区获得性感染菌株

(n=44)

耐药率 中介率 敏感率

医院获得性感染菌株

(n=37)

耐药率 中介率 敏感率

氨苄西林 100.0 0.0 0.0 97.3 2.7 0.0

哌拉西林
 

95.4
 

2.3 2.3 91.9 2.7 5.4

阿莫西林/克拉维酸 34.1 27.3 38.6 46.0 27.0 27.0

氨苄西林/舒巴坦 54.5 34.1 11.4 73.0 13.5 13.5

哌拉西林/他唑巴坦 4.5 18.2 77.3 0.0 46.0 54.0

头孢呋辛 84.1 6.8 9.1 81.1 5.4 13.5

头孢噻肟 95.4 2.3 2.3 89.2 5.4 5.4

头孢他啶 47.7 11.3 41.0 56.8 16.2 27.0

头孢吡肟 18.2 11.4 70.4 24.3 18.9 56.8

氨曲南 45.5 15.9 38.6 59.5 13.5 27.0

美罗培南 0.0 0.0 100.0 0.0 0.0 100.0

亚胺培南 0.0 0.0 100.0 0.0 0.0 100.0

头孢西丁 22.7 2.3 75.0 32.4 5.4 62.2

阿米卡星 18.2 0.0 81.8 21.6 0.0 78.4

庆大霉素 68.2 0.0 31.8 78.1 0.0 21.9

四环素 68.2 0.0 31.8 62.2 2.7 35.1

环丙沙星 50.0 47.7 2.3 70.3 29.7 0.0

复方磺胺甲噁唑 79.2 2.3 18.2 89.2 2.7 8.1

多黏菌素E 0.0 0.0 100.0 0.0 0.0 100.0

米诺环素 43.2 0.0 56.8 43.2 5.4 51.4

替加环素 4.6 0.0 95.4 2.7 5.4 91.9

2.4 产 ESBLs肺炎克雷伯菌的耐药基因型 过

PCR扩增测序的方法获得产ESBLs肺炎克雷伯菌的
耐药基因型,扩增的基因型包括CTX-M-1、CTX-M-
9、TEM、SHV,发现81株产ESBLs肺炎克雷伯菌均
检出 ESBLs基 因,其 中 TEM 基 因 型 阳 性 41 株
(50.62%),SHV基因型阳性79株(97.53%),CTX-
M阳性51株(62.96%),CTX-M-1基因型阳性29株
(35.80%),CTX-M-9基因型阳性26株(32.10%),4
株同时CTX-M-1与CTX-M-9基因型阳性。除16株
携带单独ESBLs基因外(社区获得性感染7株,医院
获得性感染9株),其余的菌株均包含两种以上ES-
BLs基 因,有 36 株 细 菌 同 时 携 带 两 种 耐 药 基 因
(44.44%),有24株 细 菌 携 带3种 以 上 耐 药 基 因
(29.63%)。根据测序及结果比对,TEM 阳性菌株全
部为TEM-1基因型,SHV基因型阳性为SHV1和

SHV11型,CTX-M 型菌株均产ESBLs。81株细菌
中,SHV基因型的检出率最高,CTX-M+SHV基因
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型为60.49%,耐药基因检测结果见表4。
将37株医院获得性感染菌与44株社区获得性

感染菌的耐药基因表型进行比较,社区获得性感染菌

在TEM、SHV、CTX-M-9基因型中阳性株均多于医

院获得性感染菌株。在耐药基因阳性株的比例上,
CTX-M-9在社区获得性感染菌中的携带率高于医院

获得性感染菌携带率,差异有统计学意义(P<0.05),
其他的ESBLs基因型,如CTX-M-1、SHV、TEM 基

因型差异均无统计学意义(P>0.05)。见表5。
表4  肺炎克雷伯菌的耐药基因型

ESBLs基因型 菌株数(n) 所占比例(%)

TEM 41 50.62

SHV 79 97.53

CTX-M 51 62.96

CTX-M+TEM 28 34.57

CTX-M+SHV 49 60.49

SHV+TEM 39 48.15

CTX-M+SHV+TEM 24 29.63

表5  社区与医院获得性肺炎克雷伯菌感染菌

   耐药基因型比较(n)

ESBLs基因型
总菌株

(n=81)
社区获得性感染

(n=44)
医院获得性感染

(n=37)

TEM 41 23 18

SHV 79 44 35

CTX-M-1 29 14 15

CTX-M-9 26 20 6

CTX-M-1和CTX-M-9 4 2 2

CTX 51 33 18

3 讨  论

  肺炎克雷伯菌已成为社区和医院获得性感染中

的重要病原菌,多重耐药的产生和传播给临床治疗带

来了很大的困难[5],并且产ESBLs肺炎克雷伯菌可

以经过传导和整合等方式将耐药质粒传递给其他细

菌,导致耐药现象更加严重[6-7]。本研究对81株肺炎

克雷伯菌进行了21种抗菌药物的药敏检测,结果发

现青霉素类药物已不适合临床治疗肺炎克雷伯菌引

起的感染,而β-内酰胺酶抑制剂对于抑制菌株耐药起

到了明显的作用。肺炎克雷伯菌对庆大霉素出现了

72.8%的耐药率,对其他药物如环丙沙星、四环素、复
方磺胺甲噁唑等均表现了较高的耐药率。值得庆幸

的是,在本地区,还没有出现耐碳青霉烯酶的肺炎克

雷伯菌,由此可见,美罗培南、亚胺培南、多黏菌素E、
阿米卡星、哌拉西林/他唑巴坦是目前本院治疗肺炎

克雷伯菌感染的最有效药物[8]。
传统观念认为,社区获得性感染菌株在对抗菌药

物的耐药率上应该低于医院获得性感染菌株,其原因

主要为医院获得性感染菌株面临的抗菌药物选择压

力要远远大于社区获得性感染菌株,也更容易进化成

多重耐药菌[9]。但是本研究数据显示,社区获得性感

染菌株除对阿莫西林/克拉维酸、氨曲南、头孢西丁、
环丙沙星、复方磺胺甲噁唑这5种抗菌药物的耐药率

比医院获得性感染菌株耐药率低9.7%~20.3%外,
两者对其他抗菌药物的耐药率均比较接近,甚至有个

别药物如哌拉西林、头孢呋辛等社区获得性感染菌株

耐药率还略高于医院获得性感染菌株。由此看来,社
区获得性感染菌株很可能会和医院获得性感染菌株

有传播上的交叉,所以并不能认为社区获得性感染菌

株只在院外流行,同时,这些菌株获得外源耐药基因

的能力并不差于医院获得性感染菌株,故造成社区获

得性感染菌株表现出的高耐药性接近甚至超过了医

院获得性感染菌株。
产ESBLs肺炎克雷伯菌引起的感染也在世界各

地广泛流行[10]。由于抗菌药物使用观念和策略差异

及细菌对不同抗菌药物的选择性压力不同,ESBLs流

行类型在不同的国家和不同地区也有所不同[11]。有

报道显示,在北美及西欧地区主要流行 TEM 型
 

和

SHV型,而在东欧地区、亚洲地区和南美地区多流行

CTX-M
 

型[12-14]。同样,在我国的不同地区,报道的优

势ESBLs基因型也不完全相同,广东地区主要以

CTX-M型为主,而TEM
 

型则在山西地区较常见[15]。
而本研究在对81株产ESBLs的菌株进行常见的ES-
BLs基因筛查时发现,无论是社区获得性感染菌株,
还是医院获得性感染菌株,与以往研究报道不同的是

SHV在本研究中的检出率最高,达到了97.53%,大
大超过了季淑娟等[16]研究报道的检出率(13.24%),
同时携带CTX-M+SHV基因型菌株占60.49%。总

之,本院ESBLs基因以CTX-M和SHV基因型为主。
 

随着抗菌药物的大量使用,产ESBLs肺炎克雷

伯菌菌株耐药性逐年上升,使临床医生在抗感染治疗

中面临着很大的困难,临床微生物室人员应该在日常

工作中,根据细菌培养结果,加强细菌耐药性的监测,
及时准确地发出报告。同时,应加强多重耐药菌的检

测和上报工作,并统计本院的病原菌及耐药情况,制
订成册,并联合医院感染科加强对临床医师进行培

训,让他们能够合理使用抗菌药物,并重视抗菌药物

的使用和管理,医护人员在日常操作中,应该加强无

菌观念,对于携带多重耐药菌株的住院患者,应注意

消毒和隔离,以防止其耐药菌在院内及院外的传播和

流行。在对抗菌药物耐药率较高的肺炎克雷伯菌中,
ESBLs基因携带率更高,故在日常工作中,在监测细

菌耐药性的同时,更应加强ESBLs基因的检测。
4 结  论

  综上所述,在本地区无论是产ESBLs肺炎克雷

伯菌菌株的耐药率,还是ESBLs耐药基因的携带率,
社区获得性感染菌与医院获得性感染菌均比较接近。
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