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screened and the positive rate of SHV，TEM，and CTX—M was 96．15％ (25／26)，76．92％ (20／26)，and 

57．69％ (15／26)，respectively．Detection rate of ESBL—producing KPN strains carrying three genes at the 

same time was 42．31％ (11／26)，that ofthese strains carrying both SHV and TEM was 34．62％ (9／26)， 

and those of these strains carrying only a single gene were all less than 10．00％．(3)The twenty—six ESBL— 

producing KPN were classified into 9 gene types，with 30．77％ (8／26)in type A，19．23％ (5／26)in type 

B，15．38％ (4／26)in type C，11．54％ (3／26)in type D，7．69％ (2／26)in type E，and the rest four 

strains respectively in type F，G，H，I[3．85％ (1／26)]．(4)The major gene type of ESBL—producing 

KPN in the year of 2007 and 20 10 was type A，respectively accounting for 2／3 and 1／2，while that in the 

year of 2009 was type B，accounting for 1／2．The three strains in 2008 was respectively in type C，E，and 

F．The four strains in 201 1 was respectively in type A，D，H ，I． Conclusions KPN in burn patients with 

infection in our institute are highly resistant to commonly used antibiotics in clinic，but carbapenems antibiot— 

ics can be used for the treatment．Most of the ESBL—producing KPN strains carry two or three drug—resistant 

genes，and the main gene type of them is type A． 
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近年来，由于产超广谱 B内酰胺酶(ESBL)的肺 

炎克雷伯菌(KPN)逐渐增多，KPN耐药率呈逐年上 

升趋势 。这一现象在烧伤病区也 日渐突出 ，给 

治疗及感染控制带来严峻挑战。根据 Bradford分类 

法，ESBL分为 SHV、TEM、CTX．M、OXA、其他型等 

5类 ，产 ESBL的 KPN最常 见 的耐药基 因为 SHV、 

TEM、CTX—M ，但各地 区流行基因型各异。本研究 

通过对西南医院全军烧 伤研 究所 (简称 本研究所 ) 

近 5年收治的烧 伤感染 患者 KPN的耐药表型及 同 

源性进行分析，探讨其流行趋势，为临床治疗及医院 

感染控制提供依据。 

1 材料与方法 

1．1 菌株来源 

2007年 1月一201 1年 6月 ，收集 由本研究所住 

院烧伤感染患者创面、血液、痰液、静脉导管、大便、 

口腔等分离的 KPN(经鉴定)54株。质控标准菌株 

KPN ATCC 700603由第三军医大学大坪医院检验科 

惠赠。 

1．2 主要材料 

药敏纸 片(英 国 Oxoid公 司)，蛋 白酶 K、细菌 

DNA提取试剂盒 、PCR试剂盒 、DL2000、琼脂糖 (北 

京天根生化科技有 限公 司)，Xba I限制性 内切酶 

(英国纽英伦生物技术有限公司)，低熔点琼脂糖 

(上海生工生物工程技术服务有 限公 司)，RDNA脉 

冲场标准品(美 国 Bio—Rad公司)。Vitek一2型全 自动 

细菌鉴定仪(法国生物梅里埃公司)，PCR仪、CHEF— 

Mapper XA型脉冲场电泳仪 、ChemiDoe XRS分子 

成像系统(美国 Bio—Rad公司)，DYY·6C型电泳仪 

(北京六一仪器厂)。 

1．3 药物敏感试验与产 ESBL的 KPN筛选 

采用 K—B纸片扩散法测定 KPN对氨苄西林、替 

卡西林等 18种临床常用抗生素的耐药性，结果判定 

参照2010年版美国临床实验室标准化协会抗微生 

物药物敏感试验执行标准。参照文献[5]，根据菌 

株耐药性从 54株 KPN中筛选出产ESBL的菌株(为 

各菌株编号 )，进行 B内酰胺 酶基因检测 以及 同源 

性检测。 

1．4 产 ESBL的 KPN的 B内酰胺酶基 因检测 

参照文献 [6]设计 SHV、TEM、CTX—M基因引 

物，由北京六合华大基因科技股份有限公司合成，引 

物序列见表 1。采用细菌 DNA提取试剂盒提取产 

ESBL的 KPN的总 DNA，PCR扩增 ，反应条件 ：94℃ 

预变性 5 min，94 cc变性 45 s，58 c(=退火 45 s，72 cC 

延伸 1 min，35个循环 ，最后 72℃延伸 10 min。取 

3 txL扩增产物进行 18 g／L琼脂糖凝胶电泳 ，基因型 

的判定参照文献 [6]进行。 

表 1 3种 B内酰胺酶基因的 PCR引物序列 

1．5 产 ESBL的 KPN同源性检测 

对产 ESBL的 KPN行脉冲场凝胶电泳(PFGE)。 

(1)样品制备：取 1．5 mL菌液(3×10 CFU)离心收 

集细菌 ，加入 250 txL Tris一乙二胺 四乙酸(EDTA)缓 

冲液(含有 10 mmol／L Tris—HC1、1 mmol／L EDTA， 

pH值8．0)、20 L蛋白酶 K(20 mg／mL)，混匀。加 

入由200 L Tris—EDTA电泳缓冲液配制的 15 g／L 

低熔点琼脂糖凝胶，混匀。将混悬菌液加入模具加 

样孔中，室温下凝固，制备样品包埋胶。加入 1 mL 

裂解混合液 (Tris．EDTA缓冲液 1 mL、0．75 IxL蛋 白 
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聚类分析结果显示 ，26株产 ESBL的 KPN分为 

9型 ，1、3、7、16、17、18、19、23号 8株菌株为 A型 ，相 

似系数为 63．1％ ～100．0％ ；6、8、9、10、12号 5株菌 

株为 B型 ，相似 系数为 63．8％ 一100．0％ ；5、11、20、 

21号 4株菌株 为 C型 ，相似系数 78．2％ ～87．6％ ； 

14、15、24号 3株菌株 为 D型 ，相似 系数 55．7％ ～ 

86．8％ ；2、4号 2株 菌 株 为 E 型 ，相 似 系 数 为 

62．3％；13、22、25、26号菌株分别为 F、G、H和 I型， 

其相似系数均小于 50．0％[8-9]。见图 3。A、B、C、D、 

E型菌株各 占 3O．77％ 、19．23％ 、15．38％ 、11．54％ 

和 7．69％ ，F、G、H和 I型均分别 占 3．85％。 

注 ：纵坐标上数字表不菌株编号 ；横坐标上数字表不 聚类重新标 

定距离 ，距离越近相似度越高 

图3 产超广谱 B内酰胺酶肺炎克雷伯菌的脉冲场凝胶电泳图 

谱聚类分析树状图 

2．4 各年产 ESBL的 KPN同源性分析 

26株产 ESBL的 KPN中，2007和 2008年各为 

3株、2009和2010年各为 8株、201 1年 4株。2007、 

2010年均以 A型产 ESBL的 KPN为主，分别为 2、 

4株 ；2008年为 c、E、F型各 1株 ；2009年 以 B型为 

主，共 4株 ；2011年 A、D、H、I型各 1株 ，见表 4。 

3 讨论 

近年来产 ESBL的 KPN的流行 日益严重 ，呈世 

界范围分布 ，同时 KPN也是院 内感 染最 常见 的 

菌株 “ 。ESBL是丝氨酸蛋白酶的衍生物 ，由质粒 

介导 ，能水解氧亚氨基 B内酰胺类抗生素 ，是导 

致 KPN多药耐药与流行 的重要原因。本研究显示 ， 

54株 KPN(包含 26株产 ESBL的 KPN)仅对碳青霉 

烯类抗生素敏感 ，对头霉素类抗生素头孢西丁、头孢 

替坦的敏感率为64．81％和70．37％，对第三代头孢 

菌素头孢他 啶敏感率为 57．41％ ，对氨苄西林 、头孢 

哌酮和氨曲南等敏感率均低于40．00％，对 B内酰 

胺酶类抗生素敏感率低于 20．00％。 

由于抗生素使用种类的差异 ，不 同地区产 ESBL 

的 KPN的流 行基 因型各异 ，英 国 、美 国以 TEM 为 

主，法 国 以 SHV和 TEM 为 主 ，中国 以 CTX—M 为 

主 。本 研 究 中，产 ESBL的 KPN 携 带 SHV、 

TEM、CTX．M基 因阳性率依次为 96．15％ 、76．92％、 

57．69％ ，与文献报道  ̈不 同。同时携带 3种基 因 

的菌株检出率为 42．31％ ，SHV、TEM双 阳性菌株检 

出率为 34．62％，仅携带单一基因的菌株检出率均 

小于 10．00％ ，提示本研 究所烧 伤患 者产 ESBL的 

KPN流行基 因型并非局 限于 1种 ，这可能与烧伤患 

者大量使用第三代头孢菌素有关。 

PFGE是用限制性内切酶消化染色体 DNA以产 

生大片段 DNA，根据 DNA相对分子质量大小，利用 

脉冲场方向、时问和电流大小的交替改变，达到分离 

DNA片段的目的，通过分析 PFGE图谱，确定菌株同 

源性 。本研究 中，将 PFGE电泳条带转换成二进 

制数据，通过聚类分析得到树状图和相似系数，其中 

16、17、19号菌株相似系数为 100．0％，8、9号菌株相 

似系数也为 100．0％，说明它们各 自的条带完全相同， 

耐药表型也基本一致。相似系数 54．I％ ～96．3％ ，表 

明菌株在基因表型和耐药谱上都有不同的差异。本 

研究中 26株产 ESBL的 KPN菌株 中有 8株基因型 

为 A型 ，5株为 B型 ，4株为 c型 ，3株为 D型 ，2株 

表 4 2007--2011年烧伤患者产超广谱 B内酰胺酶肺炎克雷伯菌基因型同源性分布(株) 

年份 
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为 E型，其余4株分别为 F、G、H、I型。A型菌株占 

30．77％，与联合表达 TEM和 SHV基因的菌株检出 

率(34．62％)基本一致，但还需要进一步分析各种耐 

药基 因的亚 型以明确各菌株之 间的相互关 系。 

2007、2009、2010年产 ESBL的 KPN的基因型分别 

以 A、B、A型为主，2008、2011年为几种基因型散在 

分布，说明本研究所近几年 KPN耐药基因型随年份 

的不同而有差异 ，有的年份存在流行菌株 ，有 的年份 

呈散发状态。为进一步明确耐药基因型流行趋势与 

时间的关系，还需积累更多的临床菌株进行研究。 

本研究所烧伤感染患者中 KPN呈多药耐药性 ， 

耐药基因表型阳性率从高到低排列依次为 SHV、 

TEM、CTX．M型 ，对临床常用的大多数抗生素耐药性 

高，但对碳青霉烯类抗生素敏感率高达 100．00％， 

临床可选择该类药物治疗。本研究未见产 ESBL的 

KPN暴发流行，院内感染的情况也少见，但仍应加强 

耐药性的监控 。 
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