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产超广谱 β- 内酰胺酶肺炎克雷伯菌耐药性及其基因分型分析
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摘要 目的：了解新疆独山子地区肺炎克雷伯菌超广谱 β- 内酰胺酶（ESBLs）的发生率、作为指示剂的五种抗生素的检出情况及

ESBLs 主要基因型。方法：收集临床分离的 148 株肺炎克雷伯菌，采用双纸片协同筛选法、NCCLS 推荐的表型筛选和确证试验

对细菌进行 ESBLs 产酶株的识别；耐药基因的质粒重组、转化，聚合酶链反应（PCR）扩增阳性产物测序，通过 GenBank 对序确定

基因型。结果：本地区肺炎克雷伯菌 ESBLs 的分离率达 31.1%，头孢曲松（CRO）安曲南（ATM）和头孢噻肟（CTX）头孢泊肟

（CPD）、头孢他定（CAZ）作为指示剂检出率分别为 97.8%、95.6%、93.4%、76.0%、65.2%；本地区产 ESBLs 菌株耐药基因型 CTX-
M-22 占 54.3%，CTX-M-18 占 41.3%，TEM61.8%，52.1%的产 ESBLs 肺炎克雷伯菌 SHV 耐药基因阳性。结论：CRO、ATM 和 CTX
对检测 ESBLs 阳性率较高；CTX-M-22、CTX-M-18 是本地区产 ESBLs 菌株的主要基因型。
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ABSTRACT Objective: To make sure of the percentage for the occurrence rate of Klebsiella pneumonia extended-spectrum
β-lactamases in dushanzi district in Xinjiang. In order to check conditions in the five types of antibiotic instrict and the main genotype of
ESBLs. Method: Collected 148 escherichia coli, klebsiella from clinical separation, we used double paper sheet screen, diagram
recommended by NCCLS method and conclusive evidence trial to identify the bacteria from ESBLs; Reshuffle, conveyance and reaction
of polymerase chain reaction (PCR) of medical gene resistant and enlarged the positive reaction of the order examination to pass
homologue assurance of genotype by GenBank. Result: The percentage of the separation rate for escherichia coli, klebsiella cefpodoxime
(CPD) and ceftazidime (CAZ) are following: 97.8% , 95.6% , 93.4% , 76.0% , 65.2% . Medical gene resistant CTX-M-22 of ESBLs
generated in this area covers 54.3%. CTX-M-18 is 41.3%. TEM 61.8%,52.1% is klebsiella pneumonia SHV the positive of medical gene
resistant. Conclusion:The positive rate of CRO, ATM, and CTX are relatively high for checking ESBLs. CTX-M-22, CTX-M-18 are the
main genotype of ESBLs bacteria produced in the area.
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随着抗菌药物在临床治疗中的广泛使用，高选择性压力迫

使细菌不断产生新的耐药机制，肺炎克雷伯菌是临床较为常见

的条件致病菌，且其 ESBLs 的产生和播散已日趋严重，给临床

治疗带来很大困难，为了解近两年本地区肺炎克雷伯菌 ESBLs
的流行情况，我们对临床分离的 148 株肺炎克雷伯菌进行了研

究，对其进行了药敏、ESBLs 表型筛选和确证及 ESBLs 基因型

的流行概况分析。

1 材料和方法

1.1 菌株来源

收集 2008 年 5 月 -2009 年 5 月独山子医院临床分离的肺

炎克雷伯菌 148 株。
1.2 试剂和仪器

使用英国 Oxoid 公司 MH 琼脂和抗生素药敏纸片。克拉维

酸粉剂购自中国药品生物制品检定所，引物、TaqDNA 聚合酶

等 PCR 反应系统购自 TaKaRa 工程 （大连） 有限公司产品；

PCR 产物纯化、质粒抽提试剂盒购于上海博亚生物技术有限公

司；pGEM-Teasy 载体、T4 连接酶、ECORⅠ酶购于 Promega 公

司。生物梅里埃公司 VITEK-32，BIO-RAD PCR 扩增仪。质控标

准菌株大肠埃希菌 ATCC25922，肺炎克雷伯菌 ATCC700603
购自卫生部临检中心。
1.3 引物设计与合成

1.3.1 根据CTX-M-1编码基因序列设计CTX-M-1组引物序列为
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5'-GGCCCATGGTTAAAAAATCACTGC-3'(60~84)，
5'-CCGTTTCCGCTATTACAAACCGTTG-3'(926~950)，

1.3.2 根椐 CTX-M-18 编码基因序列设计 CTX-M-9 组引物序

列为

5'-GCGCATGGTGACAAAGAGAGTGCAA-3'(1~21，5' 加

GCGC)，
5'-GTTACAGCCCTTCGGCGATGATTC-3' (854~876,5' 加

G) ，

1.3.3 根据 TEM-1 编码基因序列设计 TEM 引物序列为

5'-TTAGACGTCAGGTGGCACTT-3'(76~95)，
5'-GGACCGGAGTTACCAATGCT-3'(1065~1077)，

1.3.4 根据 SHV-1 编码基因序列设计的 SHV 引物序列为

5'-TCGGCCTTCACTCAAGGATG-3'(44~63)
5'-ATGCCGCCGCCAGTCATATC-3'(991~1010)。

1.4 ESBLs 的检测

采用双纸片协同法[1]（见图 1）、单纸片扩散法（见图 2）筛选

和纸片扩散增效法确认以 CLSI-M100-S17-(M2-A9)文件推荐

的标准解释。

图 1 双纸片协同法

Fig.1 Double disk synergy Test

图 2 单纸片扩散法

Fig.2 Single disk diffusion Test

1.5 菌株 DNA 模板的制备

采用英国 OMEGABIO TEK 公司提供的 DNA 提取试剂

盒，操作按说明书进行。
1.6 PCR 检测 ESBLs 耐药基因

1.6.1 反应体系 50μL 10×PCRBuffer，25mMmg2+，20mMdNTP，

500 μmol/L 引物，5U /μl Taq 酶，2.5 μl DNA 模板。
1.6.2 反应参数 CTX-M 基因型：94℃预变性 5min→94℃变性

45s，58℃退 火 45s，72℃延 伸 1min， 循 环 35 次→72℃延 伸

10min；TEM 和 SHV 基因型只将退火温度变更为 54℃。
1.6.3 反应结果 PCR 扩增产物经 1.2%含 EB 琼脂糖电泳，同

时做 DL2000 DNA Marker 对照，紫外灯下观察结果、照相。
1.6.4 PCR 产物处理 PCR 产物纯化、连接载体试验均按照说

明书操作。然后将重组质粒转化至感受态 E.coliDH5α，经含氨

苄西林的麦康凯培养基筛选出重组菌[2]、PCR 或抽提质粒并进

行 ECORⅠ酶切（使目的 DNA 片段与 pGEM-Teasy 载体分离）

鉴定，见图 3。重组菌由上海博亚生物技术有限公司用 ABI
377 测序仪（美国 AB 公司）进行正反方向测序，测序结果应用

DNAssist 软件或在 GenBank 经 BLAST 系统确定其基因型。

图 3 重组质粒 DNA ECORI 酶切电泳图

Fig.3 Recombinant plasmid DNA ECORI Enzyme Cutting Gel

Electrophoresis

1~6：标本的重组质粒酶切产物；

N：阴性对照：M:DL15000 DNAMarker.

1~6:Recombinant plasmid Enzyme cutting products;

N: Negtive Control: M:DL15000 DNAMarker

2 结 果

2.1 药敏结果

148 株肺炎克雷伯菌对亚胺培南全部敏感；对头孢哌酮 /
舒巴坦、哌拉西林 / 他唑巴坦、阿米卡星耐药相对低，分别为

5.3%、15.4%、16.0%；对哌拉西林、头孢唑林、环丙沙星、复方新

诺明耐药绿 >70%；对三代耐药率将近在 40%左右。除亚胺培

南，产 ESBls 菌株对各种抗生素耐药率均较非产 ESBls 菌株增

高 ，见表 1。
2.2 经双纸片法表型确证，ESBLs 检测结果

148 株肺炎克雷伯菌通过确认试验 46 株产生 ESBLs，阳

性率 31.1%。检测 ESBLs 的五种抗生素指示剂中，检出率分别

是 CRO 97.8%(45/46)、ATM 95.6%（44/46），CTX 93.4%(43/46)，
CPD 76.0%（35/46），CAZ 65.2%（30/46）
2.3 46 株肺炎克雷伯菌四组引物扩增产物结果

有 6 株均呈阴性，其他菌株至少一种扩增呈阳性，其扩增

片段大小与预期相符 （见图 4）。CTX-M-1 组引物扩增阳性有

25 株，测序结果均为 CTX-M-22 型，占 54.3%(25/46)；CTX-M-9
组引物扩增阳性有 19 株，测序结果均为 CTX-M-18 型，占

41.3%（19/46）；24 株 SHV 型引物扩增阳性，占 52.1%(24/46)，
测序结果 15 株 SHV-1 型、6 株 SHV-1a 型、1 株 SHV-40 型 ,2
株 SHV-43 型；TEM 引物扩增阳性 29 株，占 61.8%，均为

TEM-1 型。46 株中有 8 株菌同时携带 3 种耐药基因，有 10 株

肺炎克雷伯菌同时携带 CTX-M-18、CTX-M-22、SHV、TEM 四

种耐药基因。

1 2 3 4 5 6 N M
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Klebsiella pneumonia (Q:148) Klebsiella pneumoni(Q:46) Klebsiella pneumonia(Q:102)

Antibacterial drugs Drug resistance rate(%) Drug resistance rate of ESBls(%) Drug resistance rate of Non-ESBls(%)

Imipenem 0 0 0

Cotrimoxazole 74.5 76.1 73.2

Ciprofloxacin 77.1 84.6 3.0

Piperacillin 90.8 100 87.5

Cefazolin 75.1 100 60.8

Cefotaxime 39.15 95.9 14.1

Ceftriaxone 38.8 90.0 14.1

Ceftazidime 39.5 93.2 15.2

cefepime 26.8 70.5 7.0

Amikacin 16.0 17.1 16.0

Gentamicin 50.0 58.2 46.9

Cefoperazone / Shu TAZ 5.3 13.1 2.2

Piperacillin / tazobactam 15.4 23.9 11.7

图 4 ESBL 基因的 PCR 电泳

Fig.4 PCR Gel Electrophoresis of ESBL Gene

M：DL2000 DNAMarker；1~3：CTX-M-1 组；4~6：CTX-M-9 组；7~9：

SHV；10~12：TEM

M：DL2000 DNAMarker; 1~3: CTX-M-1 Group; 4~6: CTX-M-9 Group;

7~9: SHV; 10~12: TEM

3 讨 论

本研究中，产 ESBLs 菌对第三代头孢菌素有较高的耐药

率头孢噻肟最高，可能与本地区头孢噻肟的使用量较大有关，

尽管部分菌株对头孢吡肟和头孢曲松敏感，但根据 CLSI 的推

荐意见，如确认了产 ESBLs 菌株，不管体外药敏试验结果如

何，均视为对所有青霉素类、头孢菌素类（包括三代、四代）和氨

曲南耐药，产 ESBLs 株对环丙沙星呈现较高的耐药率，达

84.6%，提示喹诺酮类抗菌药物已不适宜用于产 ESBLs 菌引起

感染的治疗。头孢哌酮 / 舒巴坦、哌拉西林 / 他唑巴坦对产

ESBLs 株均有较好的抑制作用。我们调查的 2008 年 5 月 -2009
年 5 月新疆独山子地区临床分离的克雷伯菌 ESBLs 总阳性率

达 31.1%。酶抑制剂增强的双纸片扩散法，是目前检测克雷伯

菌和大肠埃希菌 ESBLs 的标准方法，但是不同头孢菌素纸片

对不同地区产 ESBLs 菌株的筛选效果有所不同，本试验表明

以 CRO、ATM 和 CTX 作为指示剂检出率较高，而 CAZ、CPD
则不够理想。

从 80 年代初发现产 ESBLs 菌株以后，产 ESBLs 肺炎克

雷伯菌的流行日益严重，呈世界范围分布，且有不断增加的趋

势[3-6]随着产 ESBLs 菌株的检出率不断增加以及相关研究不断

深入，ESBLs 基因型种类越来越多，新基因型不断被发现,耐药

机制越来越复杂, 本研究中，在现有四种引物进行 PCR 扩增，

46 株 菌 中 有 8 株 菌 同 时 携 带 3 种 耐 药 基 因 ， 同 时 携 带

CTX-M-18、CTX-M-22、SHV、TEM 四种耐药基因。世界各地发

现的由质粒介导的 ESBLs 多达 200 余种，ESBLs 分为 TEM
型、SHV 型、CTX-M 型、OXA 型和其他型五类，大多数 ESBLs
菌由 TEM-1 或 SHV-1 变异产生[7-10]，不同国家、地区和医院产

ESBLs 耐药菌的检出率及基因型不同，本试验以 CTX-M 型为

主，CTX-M-9 组均是 CTX-M-18，CTX-M-1 组测序结果均为

CTX-M-22，而国内报道的多以 CTX-M-3 为主有所区别[11-14]与

浙江省、江苏常州的报道相近[15-18]。TEM 型酶在国内报道基本

上是 TEM-1 型 β- 内酰胺酶，与 SHV-1 一样，不属于 ESBLs，是

一种广谱 β- 内酰胺酶。6 株产 ESBLs 菌株四组引物扩增均呈

阴性，可能存在其他的 ESBLs 基因型或其他因素。
随着各种抗生素广泛应用，细菌的耐药问题也更为严重，

尤其是质粒介导的超广谱 β- 内酰胺酶，可在肠杆菌科之间传

播，极易发展为地区流行，且这种质粒往往形成多重耐药质粒，

有着相当高的稳定性，因此，及时准确的对本地区 ESBLs 耐药

基因进行检测分析及耐药分析，是指导临床合理使用抗生素、
控制耐药菌株蔓延的重要方法和途径[19-20]。

表 1 肺炎克雷伯菌对 13 种抗菌药物耐药性（菌株数量：146 株）

Table 1 Antibiotic Resistance of Klebsiella pneumonia in 13 Type of Antibacterial drugs(quantity:146）

注：Q：代表数量。
Note: Q: Identified quantity.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 M
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