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肺炎克雷伯菌耐药表型及分子分型特征分析"

熊流新%

!陆丽苗%

!梁启兰%

!苏乐斌'

%(

广东省肇庆市第二人民医院检验科!广东肇庆
$'5&5&

'

'(

广东省肇庆市

疾病预防控制中心微生物科!广东肇庆
$'5&5&

!!

摘
!

要"目的
!

探讨肺炎克雷伯菌耐药表型及通过脉冲场凝胶电泳"

O![T

#技术分析其分子分型!为完善

肺炎克雷伯菌分子流行病学特征提供依据%方法
!

收集
'&%P

年
%K%'

月肇庆市第二人民医院非重复分离的

$%

株肺炎克雷伯菌为研究对象!采用微量肉汤法进行药敏试验'采用改良产碳青霉烯酶灭活试验"

+MVQ

#检测

M4̂ O

表型'采用
O![T

进行分子分型!建立
O![TXS6

指纹图谱数据库!并运用
U@,9E+<?@<H5(5

生物软件进

行聚类分析%结果
!

$%

株肺炎克雷伯菌根据耐药谱可以分为
#

个耐药表型!其中产超广谱
%

7

内酰胺酶肺炎克

雷伯菌"产
TYU.Ĥ O

#

'P

株"

$#(/0

#$耐碳青霉烯酶类肺炎克雷伯菌"

M4̂ O

#

#

株"

)(P0

#$多重耐药肺炎克雷

伯菌"

QX4̂ O

#

/

株"

%)()0

#$高毒力肺炎克雷伯菌"

]Ĝ O

#

%&

株"

%/(50

#%

O![T

聚类分析结果显示!

$%

株

菌株间相似度为
#)(P0

!

%&&(&0

!可分为
#)

个
O![T

型别!

O![T

型别相似度
$

P$(&0

共
%&

株!其中
&

$

'

$

$

$

-

型具有
%&&(&0

相同
O![T

图谱!可以视为
#

个具有分子流行病学意义的单一克隆群%结论
!

肇庆市第

二人民医院肺炎克雷伯菌耐药表型以产
TYU.Ĥ O

为主!

O![T

分型呈多样性!并存在院内散发感染风险!需要

注意菌株型别变异趋势%

关键词"肺炎克雷伯菌'

!

耐药表型'

!

脉冲场凝胶电泳'

!

改良产碳青霉烯酶灭活试验
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检验医学与临床
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年
P

月第
%5

卷第
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期
!

.8FQ<DM-@9
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6E

I

EH='&%/

!

R,-(%5

!

S,(%5
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基金项目!广东省肇庆市科技创新指导类项目$

%P&$'5%$#%5&/&/
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作者简介!熊流新#男#主管技师#主要从事病原微生物分子致病机制研究'
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肺炎克雷伯菌$

Ô

%是院内感染重要的条件致病

菌之一#可引起呼吸道(泌尿道及血流感染等)

%

*

'近

年来产超广谱
%

7

内酰胺酶肺炎克雷伯菌$产
TYU.7

Ĥ O

%(耐碳青霉烯酶类肺炎克雷伯菌$

M4̂ O

%及多重

耐药肺炎克雷伯菌$

QX4̂ O

%等不同耐药表型的
Ô

在世界范围内发生流行性传播#临床可选择的抗菌药

物极为有限)

'

*

'根据
'&%)

年中国细菌耐药监测网

$

M]VST"

%中国细菌耐药性检测报告显示#

Ô

对亚

胺培南的耐药率从
'&&$

年的
3(&0

上升至
'&(/0

#

而且
M4̂ O

在临床的分离率亦呈上升趋势)

3

*

'

Ô

除

了耐药性强的特点外#其高毒力也引起临床的极大关

注'高毒力肺炎克雷伯菌$

]Ĝ O

%主要感染健康人

群#导致社区感染#具有高黏液性(高侵袭性(高致死

性等特点#

]Ĝ O

合并
QX4̂ O

感染将给公共卫生防

控和临床患者抗感染治疗带来极大挑战)

#7$

*

'本研究

以肇庆市第二人民医院检验科微生物室分离的
$%

株

Ô

为研究对象#分析其耐药表型#并通过脉冲场凝胶

电泳$

O![T

%技术分析其分子分型#以建立该院
Ô

XS6

指纹图谱数据库#为
Ô

感染防控提供分子流行

病学参考依据#现报道如下'

$

!

资料与方法

$($

!

一般资料
!

收集
'&%P

年
%K%'

月肇庆市第二人

民医院检验科临床标本分离的非重复
Ô$%

株#标本

来自痰液(脓液(分泌物(血液等'以
Ô6"MM)&&5&3

作为质控菌株#大肠埃希菌
6"MM'$/''

(大肠埃希菌

6"MM3$'%P

均购自广东省临床检验中心'

$(/

!

仪器与试剂
!

U@,B,HE9

微生物鉴定药敏分析系

统及其配套革兰阴性菌药敏检测板购自上海星佰生

物技术有限公司&

RV"T̂ 'C,+

*

8C=

全自动细菌鉴定

及药敏分析系统购自法国生物梅里埃公司&

.U

肉汤(

"YU

肉汤(血平板(

Q7]

琼脂培养基购自广州迪景公

司&抗菌药敏纸片购自
WNWVX

公司&

OM4

仪(

M]T!

Q8

**

<?

"Q

N6

脉冲场电泳仪(

M]TQVXWMN4Y1

成

像系统购自美国
U@,748D

公司'

$('

!

方法

$('($

!

细菌鉴定及药敏试验
!

将保存菌株复苏后转

种至平板#分离单个菌落后采用
U@,B,HE9

微生物鉴定

及药敏分析系统进行初次细菌鉴定#采用
RV"T̂ '

C,+

*

8C=

全自动细菌鉴定及药敏分析系统
[SV

卡进

行二次细菌鉴定'采用
U@,B,HE9

微生物鉴定及药敏

分析系统配套的革兰阴性菌药敏检测板$货号!

67

3&&/NY

%进行微量肉汤法$

QVM

%药敏试验#根据美国

临床和实验室标准协会$

M.YV

%

Q%&&7Y')

文件进行操

作并判断其耐药情况'产
TYU.Ĥ O

表型确证试验按

标准纸片扩散法进行#同时使用头孢他啶$

3&

#

I

%(头

孢他啶"克拉维酸$

3&

#

I

%(头孢噻肟$

3&

#

I

%(头孢噻

肟"克拉维酸$

3&

#

I

%#使用上述药物后任何一个在加

克拉维酸后形成的抑菌圈直径与不加克拉维酸形成

的抑菌圈直径相比#增加值
&

$++

判断为阳性'

$('(/

!

黏液拉丝试验
!

用接种环轻触血平板上过夜

培养的新鲜菌落并向外牵拉#重复牵拉
'

次#若
'

次

均有黏液丝形成#且长度
$

$++

判断为阳性#该菌株

为
]Ĝ O

'

$('('

!

M4̂ O

表型检测
!

参考文献)

5

*进行改良产

碳青霉烯酶灭活试验$

+MVQ

试验%及结果判断'

$('(1

!

O![T

分型及聚类分析
!

参照中国细菌性传

染病分子分型实验室网络
Ô

的
O![T

分子分型方

法进行试验'采用
NF8

&

限制性内切酶#设置电压

5(&R

"

C+

#脉冲参数
5

!

35H

#电泳
%P($>

'

TU

染色

'&+@9

#采用纯水脱色
3

次#每次持续
3&+@9

'然后

用
[<-X,CTe

拍摄图像'采用
U@,9E+<?@<H5(5

生物

软件识别
O![T

电泳条带图#运用非加权组平均法进

行聚类分析'

O![T

带型
$

P$0

为相同菌株#

$&0

!

P$0

为相似菌株#

%

$&0

为流行病学不相关菌株'

/

!

结
!!

果

/($

!

Ô

的临床科室及标本来源分布
!

$%

株
Ô

来

源于
%'

个不同临床科室#其中排名前
3

的科室为

VM̀

(普外科(泌尿外科'

$%

株
Ô

标本分别来自痰

液
3%

株$

5&(P0

%(尿液
%'

株$

'3($0

%#还有的来自

胆汁(血液(宫颈分泌物及脓液'见表
%

'

表
%

!!

$%

株
Ô

的科室分布

科室 菌株$

(

%构成比$

0

% 科室 菌株$

(

%构成比$

0

%

VM̀ %% '%(5

神经外科
# )(P

普外科
) %3()

妇科
3 $(/

泌尿外科
) %3()

肿瘤一区
' '(/

呼吸科
5 %%(P

产科
% '(&

新生儿科
# )(P

普儿科
% '(&

内分泌血液科
# )(P

神经内科
% '(&

/(/

!

$%

株
Ô

药敏试验结果分析
!

$%

株
Ô

根据耐

药谱特征可以分为
#

个耐药表型#其中主要为产
TY7

U.Ĥ O'P

株 $

$#(/0

%(

]Ĝ O %&

株 $

%/(50

%(

QX4̂ O/

株$

%)()0

%(

M4̂ O#

株$

)(P0

%'

Ô

对

%P

种抗菌药物的耐药谱见图
%

#标本具体来源信息见

图
'

'

TYU.Ĥ O

主要分离于痰液标本#占
5#(30

$

%P

"

'P

%#对多种抗菌药物有较高的耐药性#对亚胺培

南(美罗培南(厄他培南(阿米卡星及庆大霉素敏感性

较好'

]Ĝ O

主 要 分 离 于 痰 液 标 本#占
$&(&0

$

$

"

%&

%#尿液及宫颈分泌物也有分布#对所检测的抗

菌药物敏感性较好'

QX4̂ O

主要分离于痰液标本#

占
##(#0

$

#

"

/

%#对
3

种或
3

种以上抗菌药物耐药'

本研究共分离
#

株
M4̂ O

#对包括亚胺培南和美罗培

南在内的大多数抗菌药物高度耐药'对亚胺培南及

美罗培南耐药的
#

株菌株 $

Ô%3

(

Ô%#

(

Ô'5

(

Ô')

%进行
+MVQ

试验#结果均为阳性'

Ô%3

(

Ô%#

来源于
VM̀

患者痰液标本#

Ô'5

来源于
VM̀

患者血

液标本#

Ô')

来源于肿瘤一区的尿液标本'

+

&'3'

+

检验医学与临床
'&%/

年
P

月第
%5

卷第
%5

期
!

.8FQ<DM-@9

!

6E

I

EH='&%/

!

R,-(%5

!

S,(%5



!!

注!

%P
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ÔO![T

聚类分析

/('

!

Ô
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Ô

是院内感染最主要的条件致病菌#容易导致

院内低免疫力人群(长期使用抗菌药物的患者出现机

会性感染'主要引起健康人群社区性感染的
]Ĝ O
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