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一种克雷伯氏菌分离培养基的研制
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摘   要：目的：研制一种高效的克雷伯氏菌分离培养基。方法：根据克雷伯氏菌发酵肌醇、阿东醇和耐受羧苄

青霉素的特性研制出麦康凯肌醇阿东醇羧苄青霉素培养基(MIAC)，并进行了33株参考菌株在克雷伯氏菌不同分离

培养基的菌落特征观察、MIAC 增殖效果评估和实际应用评估。结果：克雷伯氏菌在 MIAC 培养基上形成独特的

直径为2～4mm 红色菌落；增殖效果评估表明MIAC 与营养琼脂的增殖效果无显著差异(秩和检验，p ＞ 0.05)；实

际应用评估表明 MIAC 具有很高的特异性，在实际应用中可以减少工作量。结论：推荐采用 MIAC 作为克雷伯氏

菌的分离培养基。
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Abstract ：Objective: To develop a high performance medium for isolating Klebsiella. Method: Based on the character of

Klebsiella that ferments inositol, and adonitol and is tolerant of carbenicillin, developing Maconkey - Inositol - Adonitol -

Carbenicillin (MIAC) medium, observing the colonies of 33 strains of reference on different separating media, and  assessing the

proliferating effect and the practice appliance.  Results: Klebsiella forms characteristic red colonies (diameter of 2～4 mm) on MIAC

plate. The proliferating assessment indicated that MIAC had no significant difference with nutrient agar(result of rank sum test,

p＞0.05). Practice appliance indicated that MIAC had a high specificity, and simplified the lab work. Conclusion: MIAC can

be used to isolate Klebsiella.
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克雷伯氏菌(Klebsiella)为肠杆菌科的一个属。根据

φrskov 分类法[1]，克雷伯氏菌分成5 个种：肺炎克雷

伯氏菌(K.pneumoniae)、产酸克雷伯氏菌/ 催娩克雷伯

氏菌(K.oxytoca)、植生克雷伯氏菌(K.planticola)、土生

克雷伯氏菌(K.terrigena)和解鸟氨酸克雷伯氏菌(K.

ornithinolytica)。其中肺炎克雷伯氏菌又分成3个亚

种：克雷伯氏菌肺炎亚种(K.subsp.pneumoniae)、克雷

伯氏菌臭鼻亚种(K.subsp.azaenae)和克雷伯氏菌鼻硬结亚

种(K.subsp.rhinoscleromatis)，为了方便，习惯上将三

个亚种称为肺炎克雷伯氏菌、臭鼻克雷伯氏菌和鼻硬结

克雷伯氏菌。由于植生克雷伯氏菌、土生克雷伯氏菌

和解鸟氨酸克雷伯氏菌不具卫生学意义，因此，本研

究所指克雷伯氏菌仅包括肺炎克雷伯氏菌、臭鼻克雷伯

氏菌、鼻硬结克雷伯氏菌和产酸克雷伯氏菌。

现有克雷伯氏菌的分离培养基主要有以下几种：

VR B G A、S S、M I C 和 S C A I。V R B G A 为肠杆菌科细菌

常用的分离培养基[2]；SS 一般用于沙门氏菌和志贺氏菌

的分离[3-4]但在国家标准《实验动物肺炎克雷伯氏菌检验

方法》中，采用 S S 作为克雷伯氏菌的分离培养基[5 ]；

THOM B T[6]根据克雷伯氏菌发酵肌醇的生化特性，以

麦康凯培养基为基础，将乳糖换成了肌醇，并加入羧苄

青霉素研制出 M I C 培养基用于克雷伯氏菌的分离；

KREGTEN E V等人[7]根据克雷伯氏菌利用柠檬酸盐和发酵

肌醇的生化特性，以西蒙氏柠檬酸盐培养基为基础加入



     2008, Vol. 29, No. 03 食品科学 ※生物工程356

肌醇研制成SCAI 培养基用于粪便中克雷伯氏菌的分离。

在比较上述几种培养基优缺点的基础上，本实验根

据克雷伯氏菌发酵肌醇、阿东醇[8]和耐受羧苄青霉素[9]

的特性，将研制麦康凯肌醇阿东醇羧苄青霉素琼脂

(MIAC)分离培养基。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 培养基

营养琼脂(NA)、营养肉汤(NB)、肠道菌增菌肉汤

(EE)、结晶紫中性红胆盐葡萄糖琼脂(VRBGA)、沙门 /

志贺琼脂(SS)、西蒙氏柠檬酸盐肌醇琼脂(SCAI)、麦康

凯肌醇羧苄青霉素琼脂(MIC)和麦康凯肌醇阿东醇羧苄青

霉素琼脂(MIAC)。

1.1.2 参考菌株

实验共使用 33 株参考菌株，自备菌株为本室分离

或友情实验室赠送，已经过鉴定。详见表 1 。

1.1.3 麦氏比浊管

购于法国梅理埃公司。

1.2 方法

1.2.1 菌株复活与培养

所有实验菌株接种于 NB，37℃过夜。接种一环复

活菌液于 NA 斜面，37℃下培养 18～24 h。

1.2.2 克雷伯氏菌纯菌液的制备

从 N A 斜面上用生理盐水将肺炎克雷伯氏菌

CMCC46103、肺炎克雷伯氏菌K.pne5830 和产酸克雷伯

氏菌ATCC49473 的菌苔洗下，调节浊度为(1～2)个麦氏

单位，相应的菌浓度大约为3 × 108～6 × 108CFU/ml，

10 倍连续稀释，制成 101CFU/ml 和 100CFU/ml 数量级的

纯菌液。

1.2.3 M I A C 培养基的制备

蛋白胨 20.0g、肌醇 5.0g、阿东醇 5.0g、氯化钠

5.0g、猪胆盐5.0g、琼脂15.0g、蒸馏水1000.0ml，将

各成分加入蒸馏水中，加热溶解，调节pH 至7.1 ± 0.2，

加入0.1% 结晶紫水溶液1ml，1% 中性红水溶液5ml，分

装适当容器，115℃高压灭菌15min，温度降至60℃左

右，加入100mg/ml羧苄青霉素(经0.22μm滤膜过滤除菌)

1 m l ，充分混匀，制成平板备用。

1.2.4 菌落形态观察

复活所有参考菌株，取一环量，分别于 V R B G A 、

S S、S C A I、M I C 和 M I A C 分离平板上四区法画线接

种。S C A I 培养基在 3 7℃下，需培养 4 8 h，其余培养

基，37℃下，培养 18～2 4 h，观察参考菌株在各种平

板上菌落形态。

1.2.5 M I A C 增殖效果实验

分别取1ml 肺炎克雷伯氏菌CMCC46103、肺炎克雷

伯氏菌 K.pne5830 和产酸克雷伯氏菌 ATCC49473 的

101CFU/ml 和 100CFU/ml 数量级的纯菌液，用NA 和 MIAC

分别平板计数，并对计数结果做秩和检验。

1.2.6 M I A C 实际应用

采用 VR B G A 作为 M I A C 的对照培养基，对来自全

球10 个主要乳粉生产国的100 份乳粉样品进行克雷伯氏

菌的检测。由于乳粉中克雷伯氏菌的含量较低[1 0 ]，肺

炎克雷伯氏菌为0.19～46.22CFU/100g，产酸克雷伯氏菌

菌名 来源 菌号 菌名 来源 菌号

肺炎克雷伯氏菌 A C C C a 10084 鼻硬结克雷伯氏菌 C M C C 46116

肺炎克雷伯氏菌 C M C C b 46102 鼻炎克雷伯氏菌 C M C C 46110

肺炎克雷伯氏菌 C M C C 46103 阪崎肠杆菌 A T C C 29544

肺炎克雷伯氏菌 C M C C 46104 蜂房哈夫尼亚菌 C M C C 45201

肺炎克雷伯氏菌 C M C C 46105 弗劳地枸橼酸菌 C M C C 48021

肺炎克雷伯氏菌 C M C C 46108 小肠耶尔森氏菌 C M C C 52201

肺炎克雷伯氏菌 C M C C 46109 阴沟肠杆菌 C M C C 45301

肺炎克雷伯氏菌 C M C C 46112 痢疾志贺氏菌 C M C C 51252

肺炎克雷伯氏菌 C M C C 46113 普通变形杆菌 C M C C 49027

肺炎克雷伯氏菌 C M C C 46114 奇异变形杆菌 C M C C 49005

肺炎克雷伯氏菌 C M C C 46117 产气肠杆菌 C M C C c 45301

肺炎克雷伯氏菌 自备菌株 K.pne5830 肠炎沙门氏菌 C M C C 50041

产酸克雷伯氏菌 AT C C c 49473 大肠杆菌 A T C C 8739

产酸克雷伯氏菌 A T C C 49334 大肠杆菌O157:H7 自备菌株 PTS001

产酸克雷伯氏菌 A T C C 700324 粘质沙雷氏菌 自备菌株 NSL1

产酸克雷伯氏菌 上海 CD C d 总69-88 团聚肠杆菌 自备菌株 D G 1

产酸克雷伯氏菌 自备菌株 K.oxy5914

注：a.中国农业菌种保藏中心；b.中国医学微生物菌种保藏管理中心；c.美国典型培养物保藏中心；d.疾病控制中心。

表1     实验用参考菌株

Table 1       Reference strains for experiment
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污染程度为0.36～1.47CFU/100g。为此检样量确定为3×

100g，分别溶于 900ml 灭菌蒸馏水中，37℃下，预增

菌18～24h ，转种10ml 到 90ml EE 肉汤中，37℃下，

增菌18～24h，用直径 3mm 的接种环四区法画线分别接

种于 VRB G A 及 MIA C，37℃下，培养 18～24 h，挑取

可疑菌落，生化鉴定。

2 结果与分析

2.1 不同分离平板上参考菌株的菌落特征

通过对 33 株参考菌株的菌落观察发现，VRBGA 选

择性较差，所有肠杆菌科细菌都能生长，菌落呈紫红

色或粉红色，不易判读和分离克雷伯氏菌；S S 平板为

肠杆菌科强选择性分离平板，对克雷伯氏菌的部分菌株

有抑制作用，会出现漏检；所有克雷伯氏菌菌株、产

气肠杆菌和团聚肠杆菌在 MIC 上生长良好，由于发酵肌

醇，产酸，形成红色菌落，但其中肺炎克雷伯氏菌

CMCC46105 和鼻硬结克雷伯氏菌 CMCC46116 不发酵肌

醇，形成了半透明菌落，如果以红色菌落作为主要特

征来分离可疑克雷伯氏菌的话，该平板会出现漏检；在

SC A I 平板上，克雷伯氏菌典型菌落为黄色、突起、湿

润 、 边 缘 整 齐 的 较 大 菌 落 ， 但 肺 炎 克 雷 伯 氏 菌

CMCC4 6 1 0 9 和鼻硬结克雷伯氏菌 CMCC4 6 1 1 6 生长不

良，亦会出现漏检；在 M I A C 平板上，实验用参考菌

株中 1 9 株克雷伯氏菌都形成了的湿润、光滑、边缘整

齐的红色菌落，直经为 2 ～4 m m ，典型菌落突起、黏

稠，相邻菌落会发生融合现象，从平板的背面观察，

菌落具深红色心，仅有产气肠杆菌和团聚肠杆菌的菌落

为红色。见图 1 和表 2 。

2.2 M I A C 增殖效果

N A 对细菌具有良好的增殖效果，为需氧菌计数培

图1     克雷伯氏菌在 MIAC 上的菌落形态

Fig.1     Morphological characteristics of Klebsiella colonies on
MIAC plate

表2    不同分离平板上参考菌株的菌落特征

Table 2       Characteristics of refrence strains on different selective plates

参考菌株 V R B G A S S SCAI M I C M I A C

克雷伯氏菌(19株)
紫红或粉红， 粉红，1 ～3 m m ， 黄，2 ～4 m m ， 红，个别菌株 红 ，

2～4 m m 部分菌株生长不良或不生长 个别菌株生长不良 半透明，2 ～4 m m 2～4 m m

阪崎肠杆菌ATCC29544 粉红，3 ～4 m m 红，2 ～3 m m 蓝，1 m m 不生长 不生长

蜂房哈夫尼亚菌CMCC45201 紫红，＜ 1 m m 半通明，＜ 1 m m 蓝，2 m m 不生长 不生长

弗劳地枸橼酸菌CMCC48021 紫红，1 ～2 m m 透明，黑心 1～2 m m 蓝，1 m m 不生长 不生长

小肠耶尔森氏菌CMCC52201 紫红，1 ～2 m m 透明，1 m m 不生长 生长不良 生长不良

阴沟肠杆菌CMCC45301 紫红，2 ～3 m m 半透明，2 ～3 m m 生长不良 不生长 不生长

痢疾志贺氏菌CMCC51252 粉红，1 ～2 m m 透明，红心，1 ～2 m m 不生长 不生长 不生长

普通变形杆菌CMCC49027 紫红，1 ～2 m m 半透明，黑心 1～2 m m 生长不良 不生长 不生长

奇异变形杆菌CMCC49005 紫红，1 ～2 m m 透明具黑心，1～2 m m 生长不良 不生长 不生长

产气肠杆菌CMCC45103 粉红，2 ～3 m m 粉红，2 ～3 m m 黄，2 ～3 m m 红，2 ～3 m m 红，2 ～3 m m

肠炎沙门氏菌 CMCC50041 紫红，1 ～2 m m 透明，黑心，1 ～2 m m 不生长 不生长 不生长

大肠杆菌ATCC8739 紫红，1 ～2 m m 粉红，1 ～2 m m 不生长 不生长 不生长

大肠杆菌O157:H7 PTS001 紫红，1 ～2 m m 红，1 ～2 m m 不生长 不生长 不生长

粘质沙雷氏菌 NSL1 朱红，2 ～3 m m 朱红，1 ～2 m m 朱红，1 ～2 m m 不生长 不生长

团聚肠杆菌 DG1 紫红，1 ～2 m m 粉红，＜ 1 m m 黄，2 m m 红， 2mm 红，2 m m

养基。分别采用 M I A C 和 N A 对肺炎克雷伯氏菌

CMCC46103、肺炎克雷伯氏菌K.pne5830 和产酸克雷伯

氏菌 ATCC49473 的 101CFU/ml 和 100CFU/ml 数量级的纯

菌液进行计数的比对实验表明：秩和检验结果，p ＞

0.05，MIAC 平板与 NA 计数无显著性差异。说明 MIAC

不拟制克雷伯氏菌的生长且具有较好的增殖效果。见表 3。

菌株 菌浓度(CFU/ml)
                  计数结果(CFU/ml)

N A M I A C

CMCC46103
100 6 5

101 65 68

K.pne5830
100 4 5

101 48 44

ATCC49473
100 3 4

101 38 35

秩和检验                                p＞0.05

表 3    MIAC 分离培养基的增殖效果

Table 3      Proliferation capability of Klebsiella on MIAC isolation
media

2.3 M I A C 实际应用效果

为了进一步评估 M I A C 的实际应用效果，采用
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3 结  论

克雷伯氏菌是最重要条件致病菌之一，对于机体免

疫力低下人群或当机体免疫力降低时易引起感染。肺炎

克雷伯氏菌，可引发肺炎、小儿腹泻，有时引起严重

的败血症、肝脓肿、脊髓炎和脑膜炎等[1 1 - 1 9 ]；产酸克

雷伯氏菌可引起脑膜炎、结肠炎、食物中毒和小儿腹

泻[20-23]。近年来，由于大量广谱抗生素广泛和不合理的

使用，使细菌耐药趋势日趋严峻，临床常见病原菌对

各种抗菌药物耐药率呈不断上升的趋势，给感染性疾病

的抗菌药物临床治疗带来很大困难。细菌的耐药性问题

已成为临床医生和临床微生物工作者所关注的热点问

题。革兰阴性杆菌是细菌感染的主要病原菌，其耐药

机制主要是由于产生染色体或质粒介导的β- 内酰胺酶，

即高水平表达染色体编码的AmpC β- 内酰胺酶(AmpC 酶)

和质粒介导的超广谱β- 内酰胺酶(ESBLs)。克雷伯氏菌

是产生 AmpC 酶和 ESBLs 的典型菌，有些克雷伯氏菌菌

株同时产 AmpC 酶和 ESBLs，称之为超超广谱β - 内酰

胺酶(SSBLs)，该类菌株的耐药性更强，传播更广，临

床治疗更难。

MUYTJENS H L 等人[9]的调查报告表明婴儿配方奶

粉中污染肺炎克雷伯氏菌和产酸克雷伯氏菌的几率分别

为 9.2% 和 2.8%。FAO/WHO 于 2004 年 5 月 2 日～5 日

在日内瓦召开的“婴儿配方奶粉中阪崎肠杆菌和其他微

生物”的联席会议将克雷伯氏菌列为婴儿配方奶粉中的

病原菌，要求成员国实施有效的监控措施，保障婴儿配

方奶粉哺喂婴儿的安全。现阶段，我国尚未建立乳粉中

克雷伯氏菌的检测方法，因此，检测方法的研究是确保

乳粉安全、避免克雷伯氏菌通过乳粉感染的首要工作。

本实验根据克雷伯氏菌发酵肌醇和阿东醇和耐受羧

苄青霉素的特性自行研制出了麦康凯肌醇阿东醇羧苄青

霉素琼脂分离培养基。通过在克雷伯氏菌不同分离培养

基上参考菌株的菌落特征观察、增殖效果评估和实际应

用评估，得出结论：麦康凯肌醇阿东醇羧苄青霉素培养

基是一种克雷伯氏菌高效的分离培养基，推荐在实际工

作中采用 M I A C 作为克雷伯氏菌的分离培养基。
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V R B G A 作为 MIA C 的对照培养基，对来自全球 10 个主

要乳粉生产国的 100 份乳粉样品进行克雷伯氏菌的实际

检测。结果显示，在 V R B G A 平板上，总计形成 4 6 个

可疑菌落，其中 7 个鉴定为克雷伯氏菌，阳性菌落数为

15 %；而在 MI A C 平板上仅形成 9 个可疑菌落，7 个鉴

定为克雷伯氏菌，阳性菌落数高达 71%，说明 MIAC 培

养基具有很高的特异性，在实际应用中可以减少工作

量，提高工作效率。见表 4 。

表4     MIAC 分离培养基的特异性试验

Table 4      Test for selectivity of MIAC isolation media

分离平板 可疑菌落数 阳性菌落数(%)

V R B G A 46 7(15)

M I A C 9 7(71)


