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内酰胺酶革兰阴性杆菌的筛选和耐药性分析

易建云!江洁华"广州医学院第一附属医院检验科
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"摘要#

!

目的
!

以多重耐药革兰阴性菌为对象!检测
'

9

内酰胺酶表型!了解其耐药特性和分布特点'方法
!

采

用纸片扩散初筛法%扩散确证法%头孢西丁三维试验%甘露聚糖结合凝集素"

C-/

$的协同试验进行确证#采用法国

梅里埃
.X!

生化鉴定试条或经
Y!KT̀ 9%

鉴定系统将细胞鉴定到种#药敏试验用琼脂纸片扩散"

9̀-

$法!经
^,_9

ZTK'&(

软件进行统计学分析!分析其耐药特性'结果
!

多重耐药革兰阴性杆菌
'
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内酰胺酶总检出率为
%4&*7

"
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:(%

$!主要由产超广谱
'
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内酰胺酶"

T1-/E

$引起!占
$4&'47

"
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:(%

$#其次为
T1-/El.O

M

Q

引起!占
4&4%7

"
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&

:(%

$#

T1-/El.O

M

QlC_/

引起!占
$&447

"
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&

:(%

$!单独由
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引起的仅占
(&447
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$!有
:

株未

能定型占
(&667
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$'多重耐药革兰阴性杆菌对临床常用抗生素的总体耐药率最低的为阿米卡星"

$)&667

$%

其次为亚胺培南"

%(&(7

$!头孢哌酮&舒巴坦"

%$&87

$%哌拉西林&他唑巴坦"

%$&)67

$#最高的为氨苄西林

"

6)&::7

$!其次为氨苄西林&舒巴坦"

):&::7

$%头孢曲松"

84&%'7

$%头孢西丁"

4:&4*7

$及头孢噻肟"

4(&'(7

$等!

大部分细菌呈多重耐药性'结论
!

产多种
'
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内酰胺酶的革兰阴性菌具有多重耐药'
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青霉素和头孢菌素等
'
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内酰胺类抗生素的发现与使用为

人类抵抗细菌感染作出了贡献#挽救了无数人的生命+但是在

长期使用中#细菌逐渐对其产生抗药性#使其抗菌作用减弱或

消失#经常出现使用效果不理想的现象+

'
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内酰胺酶的产生是

革兰阴性菌对该类抗生素耐药的主要机制之一#临床上的
'

9

内

酰胺酶主要是产超广谱
'

9

内酰胺酶$

T1-/E

&,

.O

M

Q

'

内酰胺

$

.O

M

Q

&酶和甘露聚糖结合凝集素$

C-/

&+先用纸片扩散初

筛法从临床分离的
:(%

株多重耐药革兰阴性杆菌中筛选出可

疑产酶株#然后用纸片扩散确证法,头孢西丁三维试验,

C-/

的协同试验进行确证+

$

!

材料与方法

$&$

!

菌株来源
!

收集
%(('

年
4

!

$(

月广州医学院第一附属

医院临床分离的
:(%

株无重复的革兰阴性杆菌+质控菌株大

肠埃希菌
.KQQ%'6%%

,肺炎克雷伯菌
.KQQ8((4(:

和绿脓假

单胞菌
.KQQ%8)':

均购自卫生部药品鉴定所+

$&/

!

药敏纸片
!

头孢他啶$

0>@?DJA5AO>

#

Q.i

&,头孢他啶"克拉

维酸$

0>@?DJA5AO>

"

QNDBLND;A0D0A5

#

Q2%

&,头孢噻肟$

0>@>?DRAO>

#

QKj

&头孢噻肟"克拉维酸$

0>@>?DRAO>

"

QNDBLND;A0D0A5

#

Q2:

&,

头孢曲松$

0>@?=ADR<;>

#

Q+_

&,头孢唑啉$

0>@DJ<NA;

#

Q\i

&,头孢

吡肟$

0>@>

M

AO>

#

\TX

&,头孢西丁$

0>@<RA?A;

#

\_j

&,亚胺培南

$

AOA

M

>;>O

#

!CX

&,环丙沙星$

0A

M

=<@N<RD0A;

#

Q!X

&,氨曲南$

DJ9

?=><;DO

#

.KC

&,阿米卡星$

DOA[D0A;

#

.̀

&,庆大霉素$

#>;?D9

O

I

0A;

#

#C

&,哌拉西林"他唑巴坦$

M

A

M

>=D0ANNA;

"

KDJ<PD0?DO

#

KiX

&,氨苄西林$

DO

M

A0ANNA;

#

.CX

&,哌拉西林$

M

A

M

>=D0ANNA;

#

X+/

&,氨苄西林"舒巴坦$

DO

M

A0ANNA;

"

1LNPD0?DO

#

1.C

&,替卡西

林"克拉维酸$

?A0D=0ANNA;

"

QNDBLND;A0D0A5

#

KQQ

&等纸片购自
_R9

<A5

公司+

Y!KT̀ 9%#ZX

药敏卡购自生物梅里埃公司+

$&'

!

仪器与试剂
!

主要试剂,

C,

琼脂培养基及胰蛋白胨,大

豆胨肉汤为英国
_R<A5

公司产品%氯唑西林为上海第四制药厂

产品%

(&'O<N

"

/

乙二胺四乙酸二钠$

T2K.9ZD

%

&购自上海试

剂一厂%

'( OO<N

"

/

硫酸锌购自上海试剂总厂第二分厂+

Y!KT̀ 9%

全自动微生物鉴定仪$法国生物梅里埃公司&%超净

-

'*'

-

检验医学与临床
%($%

年
:

月第
6

卷第
'

期
!

/DPC>5QNA;

!

CD=0H%($%

!

Y<N&6

!

Z<&'



台$苏州净化设备厂&%超声细胞粉碎仪$宁波新芝公司
Wc6%9

$$

型&%电热恒温培养箱$上海跃进医疗器械厂&%

#194+0>;9

?=A@L

"

>

冷冻离心机$美国
->0[OD;

公司&%

_

M

?AOD/96(̀

超高

速冷冻离心机$美国
->0[OD;

公司&+

$&1

!

实验方法

$&1&$

!

细菌鉴定及药敏试验
!

法国梅里埃
.X!

生化鉴定试

条或
Y!KT̀ 9%

鉴定系统#细菌鉴定到种%药敏试验用琼脂纸片

扩散$

9̀-

&法#结果判定严格按照美国临床实验室国家标准化

委员会$

ZQQ/1

&

%(('

年
$

月制定的规则及标准进行+

$&1&/

!

菌株
T1-/E

表型检测
!

按
%(('

年
$

月
ZQQ/1

推荐

的纸片扩散初筛法
T1-/E

试验指南进行!用
C,

肉汤将菌液

调为
(&'

麦氏浊度#再用棉拭子均匀涂抹于
C,

平板#然后贴

上纸片头孢他啶,头孢曲松,头孢噻肟,氨曲南#于
:'V

环境中

放置
$)

!

%*H

后观察结果+当受试菌对头孢他啶$

:(

%

"

"片&

纸片的抑菌环直径小于或等于
%%OO

,氨曲南$

:(

%

"

"片&纸片

的抑菌环直径小于或等于
%8OO

,头孢噻肟$

:(

%

"

"片&的抑菌

环直径小于或等于
%8OO

或头孢曲松$

:(

%

"

"片&的抑菌环直

径小于或等于
%'

#视为产
T1-/E

可疑菌株)

$

*

+

$&1&'

!

纸片扩散确证法
!

对初筛阳性菌株#采用头孢他啶$

:(

%

"

&,头孢他啶"克拉维酸$

:(

%

"

"

$(

%

"

&或头孢噻肟$

:(

%

"

&和

头孢噻肟"克拉维酸$

:(

%

"

"

$(

%

"

&检测#一对纸片间相距
%'

OO

#于
:'V

环境中放置
$)

!

%*H

后观察结果+任一组药物

的抑菌环直径相差大于或等于
'OO

时#判定为
T1-/E

阳性

菌株+

$&1&1

!

.O

M

Q

酶的检测筛选试验
!

采用头孢西丁纸片药敏试

验#将抑菌环直径头孢西丁小于或等于
$8OO

#头孢他啶小于

或等于
$)OO

或"和头孢噻肟"克拉维酸小于或等于
%%OO

者初筛为可疑产
.O

M

Q

酶菌株)

%

*

+确定试验$

$

&

'

9

内酰胺酶

的提取!将
$

!

%

个菌落接种至
$%O/

胰蛋白胨大豆胨肉汤

中#放人
:'V

恒温摇床中#

%((=

"

OA;

孵育
4H

#离心集菌#反复

冻溶
'

次后#加人
$&'O/(&($O<N

"

/

磷酸盐缓冲液$

M

,

8&(

&#

*V$%(((=

"

OA;

离心
4(OA;

#取部分上清液经
C,

琼

脂平板常规细菌培养阴性后
U%(V

保存+$

%

&头孢西丁三维

试验!将大肠埃希菌
.KQQ%'6%%

制成浊度为
(&'

麦氏单位的

菌悬液#用棉拭子均匀涂布于
C,

平板上#在平皿中央帖一头

孢西丁纸片#从距离纸片边缘
'OO

处用刀片向外$离心方向&

切一裂隙#在此裂隙中加人
*(

%

/

待测菌株
'

9

内酰胺酶粗提

液#

:'V

过夜培养#若裂隙与抑菌圈交接处出现扩大的长菌

区#则提示产
.O

M

Q

酶)

:

*

+

$&1&2

!

金属酶的检测
!

用
C,

肉汤将菌液调为
(&'

麦氏浊

度#再用棉拭子均匀涂抹于
C,

平板#每个平板放两张亚胺培

南纸片#纸片中心间距为
*

!

'0O

+协同试验!在其中之一亚

胺培南纸片旁放一空白无菌滤纸片#与两纸片中心距离为
$

!

%&'0O

#加
'

%

/T2K.9ZD

%

于空白纸片#于
:'V

环境中放置

$)

!

%*H

后观察结果#如两纸片之间的抑菌圈有所扩大#判断

C-/

阳性+增效试验!直接在其中之一亚胺培南纸片上加
'

%

/T2K.9ZD

%

#于
:'V

环境中放置
$)

!

%*H

后观察结果#若

两纸片抑菌圈直径差值大于或等于
8OO

判断
C-/

阳性)

*

*

+

$&2

!

统计学方法
!

采用
^,_ZTK'&(

软件进行统计学分

析,检验分析多重耐药革兰阴性杆菌的耐药率+

/

!

结
!!

果

/&$

!

标本的病区分布
!

)(

株
'

9

内酰胺酶表型初筛阳性多重

耐药革兰阴性杆菌的病区来源有!呼吸监护室
4

株#心血管监

护室
4

株#神经内科
'

株#肾内科
*

株#呼吸内科
:

株#传染内

科
%

株#血液内科
8

株#骨外科
%

株#胸外科
$

株#海印泌尿外

科
)

楼
'

株#海印泌尿外科
6

楼
)

株#海印普外
!Qe:

株#海印

$(

楼$外科&

'

株#海印
$$

楼$外科&

*

株#海印普外
8

株#妇科
%

株#门诊
:

株+多重耐药革兰阴性杆菌的临床分布以病房为

主#其中以外科病房分布最多#其次是
!Qe

病房#肿瘤血液病

免疫力低下的患者多见+

/&/

!

标本类型的分布
!

菌株的标本类型来源有!痰
:%

株,中

段尿
%:

株,引流液
'

株,胸腔积液
*

株,血液
:

株,咽拭子
%

株,腹腔积液
$

株,胆汁
$

株,伤口分泌物
:

株,粪便
%

株,盆腔

积液
%

株#其他
%

株+主要从呼吸道标本$深部痰,咽拭子&和

尿液标本中分离获得+

/&'

!

多重酎药革兰阴性杆菌
'

9

内酰胺酶表型与确证试验阳性

结果的分布
!

多重耐药革兰阴性杆菌
'

9

内酰胺酶的总检出率

为
%4&*67

$

)(

"

:(%

&#主要由产
T1-/E

引起#占
$4&'47

$

'(

"

:(%

&%其次为
T1-/El.O

M

Q

引起#占
4&4%7

$

%(

"

:(%

&%其次

为
T1-/El.O

M

QlC_/

引起#占
$&447

$

'

"

:(%

&#单独由

.O

M

Q

引起的仅占
(&447

$

%

"

:(%

&#有
:

株未能定型
(&667

$

:

"

:(%

&+

)(

株多重耐药革兰阴性杆菌对临床常用抗生素耐

药率最低为阿米卡星$

$)&667

&,其次为亚胺培南$

%(&(7

&#头

孢哌酮"舒巴坦$

%$&87

&,哌拉西林"他唑巴坦$

%$&)67

&%最高

为氨苄西林$

6)&::7

&#其次为氨苄西林"舒巴坦$

):&::7

&,头

孢曲松 $

84&%'7

&,头孢西丁$

4:&4*7

&及头孢噻肟$

4(&'(7

&

等#大部分细菌呈多重耐药性+

'

!

讨
!!

论

'&$

!

菌株的病区分布特征
!

从本院分离出的
)(

株多重耐药

革兰阴性杆菌主要分布于病房#构成比
64&%'7

#而门诊仅占

:&8'7

+在病房分布中#比较集中于外科病房#其次是
!Qe

病

房,血液肿瘤病房#其他各病房较少见+由于可能由于肾结石

合并细菌感染的外科患者及
!Qe

患者长期应用抗菌药物#实

施放,化疗干预并常伴呼吸机使用史#极易导致天然耐药性较

强的革兰阴性杆菌在治疗中被筛选出来造成二重感染)

'

*

+因

此加强
!Qe

病房和外科病房的环境消毒是避免革兰阴性杆菌

向其他病房播散#控制医院感染的有效途径+

'&/

!

医院感染的发生部位
!

以呼吸道和泌尿道为主#主要从

呼吸道标本$深部痰,咽拭子&和尿液标本中分离获得#尤其是

呼吸道标本更为突出+这可能与入住呼吸科和泌尿科的患者

自身免疫力下降及这些科室大量使用相关医疗器械如呼吸机,

氧气湿化瓶,输尿管和使用其他侵入性治疗,检查手段逐年增

多有关+应该加强医护人员的消毒意识#对所使用的各种医疗

器械及时严格按要求消毒,更换#以防医院感染的发生+

'&'

!

病原菌分布
!

细菌监测结果显示!本院所分离出的革兰

阴性杆菌中#产
'

9

内酰胺酶最常见的菌种是大肠埃希菌

%%&'7

,肺炎克雷伯菌
%(7

,铜绿假单胞菌
$'7

,鲍曼不动杆

菌
$%&'7

及阴沟肠杆菌
$(7

+对许多
'

9

内酰胺类的药物以及

其他抗生素呈多重耐药#给临床抗感染构成严重威胁#造成治

疗失败+在产
'

9

内酰胺酶的代表菌株以外的革兰阴性细菌也

检出了大量的产
'

9

内酰胺酶菌株#阴沟肠杆菌,弗劳地枸橼酸

杆菌,洋葱伯克霍尔德菌,脑膜炎败血黄杆菌等非发酵细菌中

也可检出
'

9

内酰胺酶#说明携带
'

9

内酰胺酶耐药的基因在不同

种类的菌属中进行了广泛转移+因此在今后的临床耐药性监

测工作中#进行整个革兰阴性细菌的产酶菌株检测的必要性+

'&1

!

产
'

9

内酰胺酶多重耐药革兰阴性杆菌的$下转第
'*)

页&

-

4*'

-

检验医学与临床
%($%

年
:

月第
6

卷第
'

期
!

/DPC>5QNA;

!

CD=0H%($%

!

Y<N&6

!

Z<&'



/&/

!

K!.

组与对照组
TT#

的各频段平均功率值比较
!

K!.

组
,

,

-

频段的平均功率值较健康对照组明显增高$

!

#

(&('

&+

K!.

组的
.

频段平均功率值较健康对照组明显下降$

!

#

(&('

&+

K!.

组的
'

频段平均功率值与健康对照组比较差异无

统计学意义$

!

$

(&('

&+见表
%

+

表
%

!

K!.

组与对照组
TT#

各频段平均功率值比较&

L

(

B

%

'

组别
%

, - .

'

K!.

组
*' $(&*%a%&8)

+

$)&*%a:&$%

+

4(&*:a%:&4%

+

$:&)*a4&8:

对照组
*( )&$*a%&4* $$&%'a4&4: 6$&84a*$&:) $%&68a4&)6

!!

注!与对照组比较#

+

!

#

(&('

+

/&'

!

K!.

组
KQ2

和
TT#

相互比较及相关分析
!

*'

例
K!.

患者
KQ2

检测异常者为
:'

例#异常率
88&)7

%

TT#

检测异常

者为
:$

例#异常率为
4)&67

#二者比较差异无统计学意义$

(

%

d%&8*

#

!

$

(&('

&+

*'

例患者的
6(

条
CQ.

,

Y.

的
Y

M

分别

与
TT#

的
.

频段的平均功率值进行相关分析#显示
CQ.

的

Y

M

与
TT#

的
.

频段的平均功率值呈负相关关系$

2dU(&**

#

!

#

(&('

&#

Y.

的
Y

M

与
TT#

的
.

频段平均功率值呈正相关关

系$

2d(&''

#

!

#

(&('

&+

'

!

讨
!!

论

至今为止#短暂性脑缺血发作的起病原因和发病机制仍未

研究清楚#大多数人认为脑动脉硬化脑血管狭窄是该疾病的主

要病理基础)

%

*

+

QK

,

C!+

等影像学检查均难以获得阳性结果+

而各种诱发电位及脑电图可能在
K!.

发作后短期内可能出现

明显异常)

:

*

+

采用
KQ2

检查方法可以无创伤性的评估脑底动脉血流动

力学情况#据大多数研究认为#

K!.

起病病因均可导致脑血流

动力学状况出现明显改变)

*

*

+本组研究中
K!.

患者的颈内动

脉系多以血流增快为主要表现#此结果说明颈内动脉系
K!.

是因为脑动脉硬化脑血管狭窄和脑血管痉挛等因素所致#而椎

基底动脉系则多以血流速度减慢为主要临床表现#其研究结果

与国外的相关研究观点相一致)

'

*

+而
K!.

发作期的脑电图改

变与缺血发作的区域,程度和持续时间的永久性或短暂性有一

定关联+本研究结果显示#患者的脑电图异常率为
4)&67

#与

88&)7

的
KQ2

异常率差异无统计学意义$

!

$

(&('

&+

本研究结果提示
KQ2

和
TT#

两种检查存在明显的相关

性+单纯利用
KQ2

检查患者的血流流速和搏动指数#可直接

反映患者的血流动力学状况#结合血流频谱分析可肯定或者排

除某些血管性疾病#但缺乏特异性#只要将两个检测手段相结

合#分别从血流动力学和电生理学两个方面反映大脑供血及脑

细胞的功能情况#就可以明确诊断
K!.

疾病+
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内酰胺酶多重耐药革兰阴性杆菌耐临床

常用抗生素耐药率最低为阿米卡星$

$)&667

&,其次为亚胺培

南$

%(&(7

&,头孢哌酮"舒巴坦$

%$&87

&,哌拉西林"他唑巴坦

$

%$&)67

&%最高为氨苄西林$

6)&::7

&#其次为氨苄西林"舒巴

坦$

):&::7

&,头孢曲松$

84&%'7

&,头孢西丁$

4:&4*7

&及头孢

噻肟$

4(&'(7

&+亚胺培南的耐药百分率为
%(&(7

#有些菌株

金属酶的表型试验为阳性#有可能产生了新型耐碳青霉烯类抗

生素的
'

9

内酰胺酶+

从本院分离出的多重耐药革兰阴性杆菌主要分布于
!Qe

和外科病房#医院感染的发生部位以呼吸道和泌尿道为主+产

'

9

内酰胺酶最常见的菌种是大肠埃希菌,肺炎克雷伯菌和铜绿

假单孢菌#携带
'

9

内酰胺酶的耐药基因在不同种类的菌属中进

行了广泛转移+对临床常用抗生素的总体耐药率最低为阿米

卡星,其次为亚胺培南#头孢哌酮"舒巴坦和哌拉西林"他唑巴

坦+要合理使用抗生素,延缓抗生素对细菌耐药选择性压力的

产生#以便有效控制医院内感染+
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