
现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.12 APR.2014

作者简介：潘小萍（1976-），医学学士，主管检验师，主要从事检验

免疫临床工作，E-mail：798242742@qq.com，电话，18247135005

(收稿日期：2013-10-23 接受日期：2013-11-21)

前言

目前随着抗生素的广泛运用，耐药性已经是一个非常普遍

的医疗安全问题，这其中的耐药性最常见的是大肠埃希菌、肺

炎克雷伯菌、鲍氏不动杆菌，而原因是由于超广谱 茁-内酰胺酶

（ESBLs）引起肠杆菌科对第三代头孢菌素类发生耐药情况。大

肠埃希菌、肺炎克雷伯菌及鲍曼不动杆菌均为革兰阴性菌，

ESBLs尤其在肺炎克雷伯菌和大肠埃希菌最为多见，ESBLs由

质粒介导，易在同种属甚至不同种属细菌间传递，造成对多种

抗菌。细菌对喹诺酮类药物产生耐药的机制可有多种，其中主

要的有如下 3种：（1）编码 DNA旋转酶（由 和 基因

编码）和拓扑异构酶Ⅰ（由 和 基因编码）的基因发生

突变。（2）膜的通透性降低。（3）主动外排系统功能增强。药物

的耐药编码靶酶基因会造成 ， 内的点突变，且

在 和 基因内有一个称为热点的氟喹诺酮耐药决

定区[1，2]。本研究就我院危重患者产 ESBLs大肠埃希菌、肺炎克

雷伯菌、鲍氏不动杆菌分离菌株为研究对象，进行耐药分析和

基因分析，以便为临床提供依据。
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摘要 目的：探讨内蒙古地区临床危重患者常见感染细菌耐药基因的检测及耐药性相关因素，以便临床合理运用抗菌药物，为病

原菌感染的预防和控制提供依据。方法：选取 2010年 1月至 2013年 1月在我院重症监护室治疗的病例中检测出的 215株细菌

为研究对象，运用相关的检测手段分析细菌的耐药性和耐药基因情况。结果：经过临床的检测后得出大肠埃希菌、肺炎克雷伯菌、

鲍氏不动杆菌分别为 85株、55株和 75株，其中产 ESBLs大肠埃希菌 54株，非产 ESBLs大肠埃希菌 31株；产 ESBLs肺炎克雷

伯菌 15株，非产 ESBLs肺炎克雷伯菌 40株。大肠埃希菌、肺炎克雷伯菌、鲍氏不动杆菌对美罗培南、亚胺培南的敏感性最高，且

在产与非产 ESBLs菌株耐药上比较有差异性（P<0.05）；产与非产 ESBLs菌株耐药基因检测方面比较无明显差异性（P>0.05）。结

论：大肠埃希菌、肺炎克雷伯菌、鲍氏不动杆菌均存在多重耐药情况，且耐药与喹诺酮耐药机制有一定的相关性。
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Inner Mongolia Region Clinical Critically Ill Patients with Common Infection
Bacteria Resistant Gene Detection and Resistance Analysis of Related Factors

To study the clinical common in Inner Mongolia in critical patients infected with the bacteria resistant gene

detection and resistance related factors, in order to clinical rational use of antimicrobial agents for pathogen infection provides the basis

for the prevention and control. we chose from March 2011 to March 2012 in our hospital medicine in treatment of 159 patients

and the data were retrospectively analyzed, the common infection of bacteria to carry on the analysis, using the related detection means to

the analysis of bacterial resistance situation. The number of Escherichia coli, klebsiella pneumoniae "bacteria, bowman's acineto-

bacter were 85, 55, 75, The number of ESBLs Escherichia coli was 54, Non-ESBLs was 31, The number of ESBLs kleb-

siella pneumoniae" bacteria, was 15, Non-ESBLs klebsiella pneumoniae "bacteria, was 40. , klebsiella pneumoniae" bac-
teria, bowman's acinetobacter to meropenem, imine culture south the highest sensitivity, and in the production and the producing ESBLs

strains resistant some differences, P< 0.05, there is statistical significance; Production and the producing ESBLs strains resistant gene de-

tection were no significant difference, P>0.05, no statistical significance. , klebsiella pneumoniae bacteria,

bowman's acinetobacter there were multiple drug resistance, and resistance to quinolones mechanisms of resistance to have certain rele-

vance.
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2 结果

2.1 病原菌的检测结果分析

经过临床的检测后得出大肠埃希菌、肺炎克雷伯菌、鲍氏

不动杆菌分别为 85株、55株和 75株，其中产 ESBLs大肠埃希

菌 54株，非产 ESBLs大肠埃希菌 31株；产 ESBLs肺炎克雷伯
菌 15株，非产 ESBLs肺炎克雷伯菌 40株。
2.2 ESBLs菌株的耐药性情况分析

从以下的表格中看出，以大肠埃希菌、肺炎克雷伯菌的耐

药性情况进行分析，产 ESBLs大肠埃希菌、肺炎克雷伯菌对美

罗培南、亚胺培南敏感性高，这与鲍氏不动杆菌中对于亚胺培

南、美罗培南的敏感性最高是一致的；除此之外，产 ESBLs大

肠埃希菌、肺炎克雷伯菌较非产 ESBLs大肠埃希菌、肺炎克雷

伯菌耐药性严重，敏感菌比率较低；产 ESBLs大肠埃希菌对阿

米卡星、哌拉西林 /三唑巴坦对于产 ESBLs肺炎克雷伯菌耐药

性低，而左氧氟沙星、环丙沙星两者则耐药性高，两者之间比较

有明显的差异性，P<0.05，具有统计学意义。详见表 2和表 3。
2.3 参麦注射液对白血病化疗后骨髓抑制剂感染情况的影响

结果显示观察组患者中性粒细胞 ANC<0.5× 109/L持续的
时间明显少于对照组，P<0.05,观察组患者发生感染的比例明显

低于对照组，P<0.05差异显著，见表 4。

2.4 产与非产 ESBLs菌株耐药基因检测情况分析

就耐药基因检测结果看，共检测出大肠埃希菌、肺炎克雷

伯菌、鲍氏不动杆菌耐药基因分别为 65株、50株和 69株，大

肠埃希菌和鲍氏不动杆菌耐药基因检测例数一致，比较无差异

性（P>0.05），见表 5；关于大肠埃希菌、肺炎克雷伯菌产与非产
ESBLs菌株耐药基因检测见下表，从表格中看出，两者之间在

产与非产 ESBLs菌株耐药基因上无明显差异性，P > 0.05，无统

计学意义。见表 4。

3 讨论

从本次的研究结果可看出，产 ESBLs大肠埃希菌亚胺培
南、美罗培南的敏感性最高，哌拉西林 /三唑巴坦敏感性也较

良好，故在临床运用药物时可首选亚胺培南、美罗培南，而从表

2可得出，产 ESBLs大肠埃希菌比产 ESBLs肺炎克雷伯菌对

氨基糖苷类药物阿米卡星的敏感率高，左氧氟沙星则对产 ES-

BLs肺炎克雷伯菌的敏感性高，另外从表 3中看出，鲍氏不动

杆菌分离菌株有多种耐药情况，这与耐药作用机制是分不开

的，如与青霉素结合蛋白的改变、外膜通透性的降低、修饰酶的

产生及外排，质粒的水平传播等作用机制有关[4]，所以我们在临

床上要定期连续规范监测，以便更好的掌握医院内感染的病原

菌情况，并及时选择敏感的抗生素运用，以便降低医院感染率。

1 材料与方法

1.1 临床资料

选取 2010年 1月至 2013年 1月在我院重症监护室治疗

的病例中检测出的 215株细菌为研究对象,运用相关的检测手
段分析细菌的耐药性和耐药基因情况。

1.2 方法

全部的试剂由杭州亳豪生物科技有限公司提供，采用

9121血培养仪检测，运用美国强生公司生产的全自动细菌和

药敏系统进行检测。先进行的是菌株和药敏试验，所有的分离

菌株均予以 BD100倍的全自动微生物分析仪鉴定接种，质控

菌株肺炎克雷伯菌采用的是 ESBLs产生株，药敏试验试验的

是 K-B纸片扩散法，操作按照说明书的步骤规范进行，结果判

定采用的是 NCCLS标准判定，纸片由美国强生公司提供。然后

进行的是对产 ESBLs的确定，操作步骤是先将将分离菌株接
种置于 M-H平板的 35 ℃恒温箱内保存过夜，挑选当个菌落制

成浓度为 1× 108 CFU/ml的细菌悬液，用无菌的棉签取菌液涂

在 M-H 板上，放置 15 min 后贴抗菌药敏纸片，选择的抗菌药

物有阿莫西林 /克拉维酸，头孢曲松、头孢他啶、氨曲南、头孢

噻肟，以第 1种抗菌药物置于平板中心，其他的围绕四周而设，

间距为 2 cm，35 ℃恒温箱内保存过夜后次日观察临床结果（以

外周纸片中有 1个纸片与阿莫西林 /克拉维酸的抑菌圈扩大
或抑菌带扩大则表明此菌产 ESBLs）。最后进行的是对耐药基

因的检测，分别挑取分离菌株的纯培养细菌菌落置于 0.5 mL

的离心管内，加入 200 mL的蒸馏水，其中含有 200 ng/ml的蛋

白酶 K，在 56℃的水浴 2 h后再用 100 ℃水浴 10 min，以 1500

r/min离心 30秒，吸取最长层的清液进入另外一个离心管中进

行 PCR模板，-20 ℃冰箱备用， 和 均是由同一个公司

提供的合成品，靶基因 PCR扩增体系为 25滋L，内容含以下几

个：缓冲液 10 滋L，上下游饮物 0.4 滋mol/L， 聚合酶 1.0
U，dNTPs0.2 mm，DNA 的模板为 3 滋L，PCR 专用水加至 25

滋L，温度保持在 56 ℃，扩增产物在 2%的琼脂糖凝胶电泳，凝

胶成像仪下观察结果[3]，相关的检出结果见表 1。
1.3 统计学处理

采用 PPMS软件进行分析，计量资料采用卡方检验，计数

资料采用 x2检验，且以 P＜ 0.05为有统计学意义。

基因名称

Gene

引物序列（5'-3'）

Sequences

产物长度

Lengh

P1：AAATCTGCCCGTGTCGTTGGT

P2：GCCATACCTACGGCGATACC

P3：AAACCTGTTCAGCGCCGCATT

P4：AAAGTTGTCTTGCCATTCACT

347

323

表 1 喹诺酮类抗菌药物耐药基因 PCR引物序列

Table 1 The 4-quinolones resistance bacterium of gene sequences of PCR primers
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另外，我们从表格中看出，3种药物的耐药性均比较严重，

大肠埃希菌、肺炎克雷伯菌、鲍氏不动杆菌的轻重顺序比较明

显，对左氧氟沙星和环丙沙星的耐药性均达到了 50%以上，

这可显示出临床上病原菌对于喹诺酮类抗生素的耐药性强，因

此在临床运用时就需要及时进行病原学检查以便对症用药[5]。

本文所得结果与刘明霞结果变化规律相同[1]，但具体数值有所

差异，分析其主要原因与两组研究地域差异，医生治疗经验与

习惯和病患种类差异所致。

antibacterials

Meropenem

imipenem

cefepime

Chloramphenicol

cefuroxime

cefotaxime

ampicillin

/sulbactam

Gentamicin

Levofloxacin

ciprofloxacin

amoxicillin/clavulanic acid

amikacin

piperacillin/Tazobactam

（0）0

（0）0

（19）61.3

（21）67.7

（23）74.1

（17）54.8

（16）51.6

（11）35.4

（14）45.1

（21）67.7

（2）6.5

（5）16.1

（2）6.4

（1）3.2

（0）0

（0）0

（7）46.7

（9）60.0

（9）60.0

（13）86.7

（12）80.0

（10）85.1

（12）80.0

（6）40.0

（5）33.3

（11）73.3

（13）86.7

（13）86.7

（0）0

（0）0

（11）27.5

（10）25.0

（9）22.5

（8）20.0

（5）12.5

（14）35.0

（11）27.5

（7）17.5

（5）12.5

（6）15.0

（7）17.5

（17）42.5

（1）1.8

（0）0

（53）98.1

（54）100

（54）100

（54）100

（51）94.4

（46）85.1

（42）77.8

（49）90.7

（48）88.9

（34）63.0

（7）12.9

（6）11.1

非产 ESBLs（31）

Non-ESBLs

肺炎克雷伯菌（55）

klebsiella pneumoniae bacteria

产 ESBLs（54）

ESBLs

非产 ESBLs（31）

Non-ESBLs

大肠埃希菌（88）

产 ESBLs（54）

ESBLs

表 2 ESBLs菌株的耐药性情况分析[（例）%]

Table 2 Analysis of drug resistance in ESBLs strains

antibacterials drug fast medium sensitive

Meropenem

imipenem

cefepime

Chloramphenicol

cefuroxime

cefotaxime

ampicillin

/sulbactam

Gentamicin

Levofloxacin

ciprofloxacin

amoxicillin/clavulanic acid

amikacin

piperacillin/Tazobactam

（8）10.7

（5）6.6

（49）65.3

（54）72.0

（61）81.3

（58）77.3

（51）68.0

（46）61.3

（52）69.3

（49）65.3

（48）64.0

（71）94.7

（53）70.7

（38）50.7

（13）17.3

（11）14.7

（3）4.0

（11）14.7

（5）6.7

（5）6.7

（12）16.0

（10）13.3

（11）14.7

（6）8．0

（10）13.3

（4）5.3

（9）12.0

（21）28.0

（54）72.0

（59）78.7

（23）30.7

（10）13.3

（9）12.0

（12）16.0

（12）16.0

（19）25.4

（12）16.0

（20）27.7

（17）22.7

（0）0

（13）17.3

（16）21.3

表 3 鲍氏不动杆菌对药物的敏感性情况分析[（例）%]

Table 3 Acinetobacter baumannii isolates on drug sensitivity analysis [(cases)% ]

drug fast gene P值 P

ParC

GyrA

14（37.8）

4（10.8）

10（35.7）

3（10.7）

p>0.05

p>0.05

7（38.9）

2（11.1）

12（37.5）

4（12.5）

P>0.05

P>0.05

Escherichia coli, (65)

ESBLs（37） Non-ESBLs（28）

klebsiella pneumoniae bacteria(50)

ESBLs（18） Non-ESBLs（32）

表 4 产与非产 ESBLs菌株耐药基因检测情况分析[(例)

Table 4 Producing and non-producing strains of ESBLs resistance gene detection and analysis of [(cases)% ]
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另外，我们对于 gyrA/BA，parC/E的耐药基因检测的经验

看，越是大医院则耐药基因越高，这可能与临床医生的用药以

及疾病的类型等有关[6]，就基因检出情况看，ParC较 GyrA的耐

药基因检测率高，比较有差异性，这显示出大肠埃希菌的喹诺

酮基因耐药可能与 ParC基因携带有关[7]。

综上所述，产 ESBLs大肠埃希菌在临床运用药物时可首

选亚胺培南、美罗培南；产 ESBLs大肠埃希菌对氨基糖苷类药
物阿米卡星的敏感率高，左氧氟沙星则对产 ESBLs肺炎克雷

伯菌的敏感性高；鲍氏不动杆菌在临床的工作中要充分认识多

耐药性和高耐药情况的发生，要加强对于耐药菌和耐药基因的

检测，研究耐药基因的发展规律并对症处理。
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