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呼吸重症监护室产质粒介导犃犿狆犆酶和犈犛犅犔狊细菌的耐药性及基因型
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［摘　要］　目的　了解深圳地区２所三级综合医院呼吸重症监护室（ＲＩＣＵ）分离的革兰阴性（Ｇ－）菌产ＡｍｐＣ酶

和超广谱β内酰胺酶（ＥＳＢＬｓ）情况及其耐药性与基因型特征。方法　选择分离自上述２所医院ＲＩＣＵ的对第一、

二代及１种以上第三代头孢菌素耐药的大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌，采用纸片扩散法及Ｅｔｅｓｔ进行药敏试验，酶

提取物三维试验检测单产ＡｍｐＣ酶，美国临床实验室标准化研究所 （ＣＬＳＩ）推荐的表型筛选和确证试验检测产

ＥＳＢＬｓ菌株，聚合酶链反应（ＰＣＲ）通用引物扩增ＡｍｐＣ酶和ＥＳＢＬｓ基因及其序列测定以确定基因亚型。结果　

检出单产ＡｍｐＣ酶、单产ＥＳＢＬｓ、合产ＡｍｐＣ酶和ＥＳＢＬｓ的菌株分别为９株（９．３８％）、５２株（５４．１７％）和１０株

（１０．４２％）。单产ＡｍｐＣ酶菌株对头孢吡肟和亚胺培南具有较高的敏感性，耐药率分别为３３．３３％和０．００％；单产

ＥＳＢＬｓ菌株对亚胺培南、哌拉西林／他唑巴坦及头孢哌酮／舒巴坦的敏感性较高，耐药率分别为０．００％、３４．６２％和

１９．２３％；合产ＡｍｐＣ酶和ＥＳＢＬｓ的菌株仅对亚胺培南敏感，未发现耐药株。检出ＡｍｐＣ酶基因型为犇犎犃１和

犃犆犜１，分别占７６．９２％和２６．０８％；ＥＳＢＬｓ基因型为犆犜犡犕 系列和犛犎犞５，分别占９６．７７％和３．２３％。结论　该

２所综合医院ＲＩＣＵ存在产质粒介导犇犎犃１、犃犆犜１型ＡｍｐＣ酶和犆犜犡犕、犛犎犞型ＥＳＢＬｓ的Ｇ－菌流行株，其对

大多数新型广谱β内酰胺类抗生素耐药，对亚胺培南敏感，值得临床关注。
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　　呼吸重症监护室（ＲＩＣＵ）的患者由于基础疾病

严重，机体免疫功能低下，易并发各种医院感染；感

染病原菌以革兰阴性（Ｇ－）菌多见，耐药现象严重，

给临床的感染控制带来严峻挑战［１－３］。目前认为，

Ｇ－菌产质粒介导的ＡｍｐＣ酶和超广谱β内酰胺酶

（ＥＳＢＬｓ）是导致其对广谱β内酰胺类抗生素耐药的

主要原因［４－６］。为了解深圳地区ＲＩＣＵ常见感染病

原菌的耐药机制，以便为临床合理使用抗菌药物提

供依据，我们对ＲＩＣＵ分离的常见耐药株产质粒介

导的ＡｍｐＣ酶和ＥＳＢＬｓ情况进行了检测，并对其

耐药特点和基因型进行了分析，现报告如下。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株及标本来源　临床分离株为２００５年

１０月—２００８年１０月，从深圳地区２所三级综合医

院ＲＩＣＵ分离的对第一、二代及１种以上第三代头

孢菌素耐药的Ｇ－杆菌（无重复菌株），选择其中较

为常见的肺炎克雷伯菌和大肠埃希菌进行研究。标

本来源于不同患者的痰液、血液和尿液。采用

ＶＩＴＥＫ３２（ＢｉｏＭｅｒｉｅｕｘ，法国）全自动微生物分析

仪进行菌株鉴定。

产ＡｍｐＣ酶标准株：阴沟肠杆菌０２９Ｍ（产染色

体介导ＡｍｐＣ酶）、大肠埃希菌ＤＨ５α２９１９（产质粒

介导犃犆犜１）；产ＥＳＢＬｓ标准株：肺炎克雷伯菌

ＣＦ１０４（产犜犈犕３）、大肠埃希菌Ｊ５３ｐＭＧ２６６（产

犛犎犞１８），由美国Ｌａｈｅｙ临床医疗中心ＧｅｏｒｇｅＡ

Ｊａｃｏｂｙ教授惠赠。

质控菌株为大肠埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２和肺炎

克雷伯菌ＡＴＣＣ７００６０３。

１．１．２　实验用品　药敏纸片、硝基噻吩（Ｎｉｔｒｏｃｅ

ｆｉｎ）及 ＭｕｅｌｌｅｒＨｉｎｔｏｎ（ＭＨ）琼脂或肉汤培养基，

为英国 Ｏｘｏｉｄ公司产品；Ｅｔｅｓｔ为瑞典 ＡＢＢＩＯ

ＤＩＳＫ公司产品；三维试验用药品邻氯西林（ＣＬＯ）、

他唑巴坦钠（ＴＺＢ）为美国Ｓｉｇｍａ公司产品；ＤＮＡ

分子量标准、聚合酶链反应（ＰＣＲ）试剂购自ＴａＫａ

Ｒａ公司。

１．２　方法

１．２．１　药敏试验与最低抑菌浓度（ＭＩＣ）测定　采

用纸片扩散法及Ｅｔｅｓｔ进行药敏试验和 ＭＩＣ值检

测，结果判读按照美国临床实验室标准化研究所

（ＣＬＳＩ）Ｍ１００Ｓ１５文件（２００５年版）推荐的标准进行。

１．２．２　产 ＡｍｐＣ酶菌株初筛与确证试验　产

ＡｍｐＣ酶初筛采用纸片扩散法，用ＦＯＸ纸片检测

受试菌株。根据ＣＬＳＩ标准，抑菌圈直径≤１７ｍｍ

提示对ＦＯＸ中介或耐药者为疑产ＡｍｐＣ酶菌株。

确证试验参照张永标等［７］报道的酶提取物三维试验

方法进行。

１．２．３　同时产ＡｍｐＣ酶和ＥＳＢＬｓ菌株的检测　

参照张永标等［７］报道的方法进行。

１．２．４　产ＥＳＢＬｓ菌株表型筛选与确证试验　采用

纸片扩散法对非单产ＡｍｐＣ酶、非同时产ＡｍｐＣ酶

和ＥＳＢＬｓ的其他菌株进行ＥＳＢＬｓ表型筛选与确证

试验。操作与结果判读按照ＣＬＳＩ文件 Ｍ１００Ｓ１５

（２００５年版）推荐的标准进行，即头孢他啶（３０μｇ）、

头孢曲松（３０μｇ）或头孢噻肟（３０μｇ）抑菌圈直径分

别≤２２ｍｍ、≤２５ｍｍ、≤２７ｍｍ时判定为疑产ＥＳ

ＢＬｓ株；头孢他啶（３０μｇ）与头孢他啶／克拉维酸

（ＣＤ０２，３０μｇ／１０μｇ）或头孢噻肟（３０μｇ）与头孢噻

肟／克拉维酸（ＣＤ０３，３０μｇ／１０μｇ）抑菌圈直径之差

≥５ｍｍ时判定为产ＥＳＢＬｓ株。

１．２．５　ＡｍｐＣ酶与ＥＳＢＬｓ耐药基因的检测及基因

分型　对表型确证试验提示产ＡｍｐＣ酶和ＥＳＢＬｓ

的菌株，提取质粒进行耐药基因的检测和基因分型，

方法分别参照张永标等［８］和陆坚等［９］报道的方法进

行，ＰＣＲ引物序列见表１。
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表１　检测ＡｍｐＣ酶和ＥＳＢＬｓ基因的ＰＣＲ引物

犜犪犫犾犲１　ＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＡｍｐＣβｌａｃｔａｍａｓｅｓａｎｄＥＳＢＬｓｇｅｎｅｓ

基因型 引物名称 引物序列（５′—３′） 扩增片段大小（ｂｐ）

ＡｍｐＣ酶基因

　犃犆犜 ＡＣＴＦ ＡＣＣＧＴＴＡＣＧＣＣＧＣＴＧＡＴＧ

ＡＣＴＢ ＣＣＡＣＧＴＡＧＣＴＧＣＣＡＡＡＣＣＣ

９３７

　犇犎犃 ＤＨＡＦ ＡＴＧＧＣＧＧＴＴＧＣＣＧＴＣＴＣ

ＤＨＡＢ ＴＧＡＣＴＣＴＴＴＣＧＧＴＡＴＴＣＧＧＧＴＡＧ

９６７

ＥＳＢＬｓ基因

　犜犈犕 ＴＥＭＦ ＡＴＡＡＡＡＴＴＣＴＴＧＡＡＧＡＣ

ＴＥＭＢ ＴＴＡＣＣＡＡＴＧＣＴＴＡＡＴＣＡ

１０７５

　犛犎犞 ＳＨＶＦ ＧＧＴＴＡＴＧＣＧＴＴＡＴＡＴＴＣＧＣＣ

ＳＨＶＢ ＴＴＡＧＣＧＴＴＧＣＣＡＧＴＧＣＴＣ

８６７

　犆犜犡犌１ ＣＴＸＧ１Ｆ ＡＧＴＧＣＡＡＣＧＧＡＴＧＡＴＧＴ

ＣＴＸＧ１Ｂ ＧＧＣＴＧＧＧＴＡＡＡＡＴＡＧＧＴＣ

７９２

　犆犜犡犌２ ＣＴＸＧ２Ｆ ＡＣＧＣＴＡＣＣＣＣＴＧＣＴＡＴＴ

ＣＴＸＧ２Ｂ ＣＡＧＡＡＡＣＣＧＴＧＧＧＴＴＡＣＧＡ

８３０

　犆犜犡犌３ ＣＴＸＧ３Ｆ ＡＣＧＣＴＧＴＴＧＴＴＡＧＧＡＡＧＴＧ

ＣＴＸＧ３Ｂ ＴＴＧＡＧＧＣＴＧＧＧＴＧＡＡＧＴ

７５９

２　结果

２．１　常见Ｇ－杆菌产ＡｍｐＣ酶和ＥＳＢＬｓ的检出率

　５３株肺炎克雷伯菌与４３株大肠埃希菌产ＡｍｐＣ

酶和ＥＳＢＬｓ的检出情况见表２。

２．２　产ＡｍｐＣ酶与ＥＳＢＬｓ菌株的耐药性　见表

３。９株单产ＡｍｐＣ酶的Ｇ－杆菌对亚胺培南和第

四代头孢菌素头孢吡肟具有较高的敏感性；对广谱

青霉素类、第二及三代头孢菌素、氨曲南以及酶抑制

剂复合制剂显示出较高耐药性。５２株单产ＥＳＢＬｓ

的Ｇ－杆菌对亚胺培南、哌拉西林／他唑巴坦及头孢

哌酮／舒巴坦显示出较高的敏感性；对阿莫西林／克

拉维酸、广谱青霉素类、第二～四代头孢菌素和氨曲

南具有较高的耐药性。１０株合产ＡｍｐＣ酶和ＥＳ

ＢＬｓ的菌株仅对亚胺培南敏感，对其他β内酰胺抗

生素耐药性较高。此外，上述产ＡｍｐＣ酶和ＥＳＢＬｓ

的菌株还表现出对氨基糖苷类和氟喹诺酮类等抗菌

药物较高的多重耐药性。

表２　９６株ＲＩＣＵ常见Ｇ－杆菌产ＡｍｐＣ酶和ＥＳＢＬｓ的检出情况（株数，％）

犜犪犫犾犲２　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＡｍｐＣβｌａｃｔａｍａｓｅｓａｎｄＥＳＢＬｓｐｒｏｄｕｃｅｄｂｙ９６ｓｔｒａｉｎｓｏｆｇｒａｍｎｅｇａｔｉｖｅｂａｃｉｌｌｉｉｎＲＩＣＵ（ｓｔｒａｉｎ，％）

　Ｇ－杆菌 株数 单产ＡｍｐＣ酶 单产ＥＳＢＬｓ 产ＡｍｐＣ酶＋ＥＳＢＬｓ

肺炎克雷伯菌 ５３ ６（１１．３２） ３１（５８．４９） ７（１３．２１）

大肠埃希菌 ４３ ３（６．９８） ２１（４８．８４） ３（６．９８）

合计 ９６ ９（９．３８） ５２（５４．１７） １０（１０．４２）

表３　ＩＣＵ产ＡｍｐＣ酶和ＥＳＢＬｓ菌株的耐药率（％）

犜犪犫犾犲３　ＤｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｒａｔｅｓｏｆＡｍｐＣβｌａｃｔａｍａｓｅｓａｎｄＥＳＢＬｓｐｒｏｄｕｃｉｎｇｓｔｒａｉｎｓｉｎＲＩＣＵ（％）

抗菌药物 单产ＡｍｐＣ酶株（狀＝９） 单产ＥＳＢＬｓ株（狀＝５２） 产ＡｍｐＣ酶＋ＥＳＢＬｓ株（狀＝１０）

氨苄西林 １００．００ １００．００ １００．００

哌拉西林 １００．００ １００．００ １００．００

头孢呋辛 １００．００ １００．００ １００．００

头孢哌酮 ８８．８９ ９４．２３ １００．００

头孢噻肟 １００．００ １００．００ １００．００

头孢他啶 ６６．６７ ５１．９２ ７０．００

氨曲南 ８８．８９ ９０．３８ １００．００

头孢西丁 １００．００ ４８．０８ １００．００

头孢吡肟 ３３．３３ ７５．００ ６０．００

亚胺培南 ０．００ ０．００ ０．００

阿米卡星 ６６．６７ ５５．７７ ７０．００

环丙沙星 ５５．５５ ４４．２３ ７０．００
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续表３

　　抗菌药物 单产ＡｍｐＣ酶株（狀＝９） 单产ＥＳＢＬｓ株（狀＝５２） 产ＡｍｐＣ酶＋ＥＳＢＬｓ株（狀＝１０）

阿莫西林／克拉维酸 １００．００ １００．００ １００．００

哌拉西林／他唑巴坦 ６６．６７ ３４．６２ ７０．００

头孢哌酮／舒巴坦 ６６．６７ １９．２３ ７０．００

２．３　ＡｍｐＣ酶和ＥＳＢＬｓ的基因型分布　见图１与

表４。表型确证试验阳性的９株单产ＡｍｐＣ酶菌株

中，６株检测出 ＡｍｐＣ酶耐药基因；１０株合产

ＡｍｐＣ酶和ＥＳＢＬｓ的菌株中，７株检测出ＡｍｐＣ酶

耐药基因；基因型以犇犎犃１为主，占７６．９２％（１０／

１３），其余为犃犆犜１，占２３．０８％（３／１３）。

表型确证试验阳性的５２株单产ＥＳＢＬｓ株与１０

株合产ＡｍｐＣ酶和ＥＳＢＬｓ的菌株中均检测出ＥＳ

ＢＬｓ耐药基因；基因型主要为犆犜犡犕 型，包括

犆犜犡犕１４、犆犜犡犕９、犆犜犡犕３和犆犜犡犕５，占

９６．７７％（６０／６２），少数为犛犎犞５型，占３．２３％（２／

６２）。
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　　Ｍ：ＤＮＡ分子量标准；１：犛犎犞型ＥＳＢＬｓ基因；２：犆犜犡犕Ｇ１型

ＥＳＢＬｓ基因；３：犆犜犡犕Ｇ２型ＥＳＢＬｓ基因；４：犆犜犡犕Ｇ３型ＥＳＢＬｓ

基因；５：犇犎犃型ＡｍｐＣ酶基因；６：犃犆犜型ＡｍｐＣ酶基因

图１　ＰＣＲ检测ＡｍｐＣ酶和ＥＳＢＬｓ基因型电泳图

犉犻犵狌狉犲１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍａｐｏｆＡｍｐＣβｌａｃｔａｍａｓｅｓａｎｄ

ＥＳＢＬｓｇｅｎｅｓｂｙＰＣＲ

表４　ＲＩＣＵ常见Ｇ－杆菌产ＡｍｐＣ酶和ＥＳＢＬｓ的基因型分布

犜犪犫犾犲４　ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｔｈｅｇｅｎｏｔｙｐｅｓｏｆＡｍｐＣβｌａｃｔａｍａｓｅｓａｎｄＥＳＢＬｓｐｒｏｄｕｃｅｄｂｙｇｒａｍｎｅｇａｔｉｖｅｂａｃｉｌｌｉｉｎＲＩＣＵ

Ｇ－杆菌 株数
单产ＡｍｐＣ酶

株数 基因型

单产ＥＳＢＬｓ

株数 基因型

产ＡｍｐＣ酶＋ＥＳＢＬｓ

株数 基因型

肺炎克雷伯菌 ４４ ３ 犇犎犃１ １５ 犆犜犡犕１４ ３ 犇犎犃１＋犆犜犡犕１４

１ 犃犆犜１ ９ 犆犜犡犕３ １ 犇犎犃１＋犆犜犡犕３

２ 阴性 ５ 犆犜犡犕９ １ 犃犆犜１＋犆犜犡犕３

２ 犛犎犞５ ２ 犆犜犡犕１４＋ＡｍｐＣ

大肠埃希菌 ２７ ２ 犇犎犃１ １１ 犆犜犡犕１４ １ 犇犎犃１＋犆犜犡犕１４

１ 阴性 ６ 犆犜犡犕３ １ 犃犆犜１＋犆犜犡犕３

３ 犆犜犡犕９ １ 犆犜犡犕３＋ＡｍｐＣ

１ 犆犜犡犕５

　　：未检出耐药基因

３　讨论

　　Ｇ
－杆菌产ＡｍｐＣ酶和ＥＳＢＬｓ是其对新型广谱

β内酰胺类抗生素耐药的重要原因。ＥＳＢＬｓ主要由

质粒介导，而ＡｍｐＣ酶最初被认为仅由染色体介

导，但近几年临床上不断分离到产质粒介导ＡｍｐＣ

酶的耐药株［４－６，１０］。由于编码这２种酶的耐药质粒

可在不同菌属细菌之间水平传播导致医院感染的暴

发，因此监测这些产酶株的耐药性及流行状况已成

为医学界研究的热点之一。

为便于对ＡｍｐＣ酶和ＥＳＢＬｓ的检出情况进行

较为准确的分析，我们选择了ＲＩＣＵ中较为常见的

Ｇ－耐药菌———肺炎克雷伯菌和大肠埃希菌进行耐

药性检测以及基因型研究。结果显示，ＥＳＢＬｓ的检

出率高达６４．５８％（６２／９６），ＡｍｐＣ酶的检出率为

１９．７９％（１９／９６）。ＥＳＢＬｓ仍是介导这２种细菌对

β内酰胺类抗生素耐药的主要因素；ＡｍｐＣ酶的频

繁检出，提示ＡｍｐＣ酶也可以通过质粒介导而使其

耐药性在临床病原菌中广泛传播。７株肺炎克雷伯

菌和３株大肠埃希菌同时产ＡｍｐＣ酶和ＥＳＢＬｓ，提

示β内酰胺酶耐药基因在抗菌药物选择压力下出现

质粒介导的耐药性聚集整合现象；该类产酶菌仅对

碳青霉烯类抗生素敏感，给临床抗感染治疗带来严

峻挑战。

产ＡｍｐＣ酶或ＥＳＢＬｓ菌株的药敏结果显示，

无论是单产ＡｍｐＣ酶还是单产ＥＳＢＬｓ的菌株，对

广谱青霉素类和第二 、三代头孢菌素类及单环β内

酰胺类抗生素均高度耐药。单产ＡｍｐＣ酶菌株对
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第四代头孢菌素和碳青霉烯类抗生素较为敏感，对

酶抑制剂复合制剂不敏感，与ＡｍｐＣ酶水解特征一

致。单产ＥＳＢＬｓ菌株对碳青霉烯类抗生素敏感，对

部分头霉素类、酶抑制剂复合制剂耐药，提示合并有

其他耐药机制；近一半产ＥＳＢＬｓ的菌株对头孢他啶

敏感，与我国流行菌株ＥＳＢＬｓ基因型以犆犜犡犕 型

为主有关［８－９］。本研究结果也显示，深圳地区

ＲＩＣＵ耐药菌的ＥＳＢＬｓ基因型以犆犜犡犕 型为主，

占９６．７７％。由于犆犜犡犕 型ＥＳＢＬｓ对头孢他啶的

水解活性较低，体外试验往往显示为敏感，体内应用

的临床疗效有待证实。合产ＡｍｐＣ酶与ＥＳＢＬｓ的

菌株仅对碳青霉烯类抗生素敏感，临床上可供选择

的抗菌药物种类极为有限。ＲＩＣＵ分离的该类细菌

中，部分菌还具有对氨基糖苷类和氟喹诺酮类等抗

菌药物的多重耐药性，提示合并多种耐药机制，临床

上应重视临床微生物学检验，以便为合理选择抗菌

药物提供依据。

本研究对耐药基因进行分型的结果显示，质粒

介导的 ＥＳＢＬｓ主要以犆犜犡犕 型为主，少数为

犛犎犞型；质粒介导的ＡｍｐＣ酶主要以犇犎犃１型为

主，少数为犃犆犜１型。与国内既往研究结果
［８－９］相

似，提示上述耐药基因以质粒为介导在临床病原菌

中广泛流行，应引起我们的高度重视。
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