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·论著·

两种检测超广谱β内酰胺酶表型方法的比较

严育忠，范惠清，徐　英，周秀梅，陆燕春
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［摘　要］　目的　了解某医院临床产超广谱β内酰胺酶（ＥＳＢＬｓ）细菌的耐药性与基因型，比较两种方法对ＥＳＢＬｓ

表型检测的效果。方法　随机收集１００株ＥＳＢＬｓ阳性菌株（初筛试验阳性）为实验组，３０株ＥＳＢＬｓ阴性菌株（初筛

试验阴性）为对照组。经Ｖｉｔｅｋ２Ｃｏｍｐａｃｔ自动化系统鉴定细菌，纸片扩散法进行药敏试验；采用改良Ｈｏｄｇｅ试验

检测耐碳青霉烯类药物菌株；美国临床实验室标准化研究所（ＣＬＳＩ）推荐的ＥＳＢＬｓ表型确证试验和利用３氨基苯

酚硼酸改良的ＥＳＢＬｓ表型确证试验进行表型检测；同时用聚合酶链反应（ＰＣＲ）检测全部菌株的ＥＳＢＬｓ基因。结

果　ＥＳＢＬｓ初筛试验阳性菌株均耐头孢噻肟，但对碳青霉烯类药物仍敏感；２株耐碳青霉烯类药物的菌株，改良

Ｈｏｄｇｅ试验阳性。ＥＳＢＬｓ基因检出率为８４．００％，基因型以ＳＨＶ和ＣＴＸＭ型为主。以ＰＣＲ检测ＥＳＢＬｓ基因结

果为金标准，ＥＳＢＬｓ表型确证试验和改良ＥＳＢＬｓ表型确证试验的灵敏度、特异性、阴性预期值、阳性预期值分别为

７２．６１％、１００．００％、１００．００％、６６．６７％和９８．８１％、１００．００％、１００．００％、９７．８７％，两种方法比较，差异有统计学意

义（χ
２＝７．５３，犘＝０．００６）。结论　ＥＳＢＬｓ初筛试验阳性菌株对碳青霉烯类药物具有较高的敏感性。利用３氨基苯

酚硼酸改良的ＥＳＢＬｓ表型确证试验检测ＥＳＢＬｓ表型，效果更好。
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［ＣｈｉｎＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌ，２０１２，１１（５）：３３６－３４０］

　　上世纪８０年代，德国首次发现超广谱β内酰胺

酶（ｅｘｔｅｎｄｅｄｓｐｅｃｔｒｕｍβｌａｃｔａｍａｓｅ，ＥＳＢＬ），目前

ＥＳＢＬｓ已呈全世界播散趋势
［１］。及时、准确地鉴定

医院内产ＥＳＢＬｓ菌株已成为防止耐药菌产生，有效

控制医院感染的重要手段。目前常采用美国临床实

验室标准化研究所（ＣＬＳＩ）推荐的纸片初筛试验和

确证试验对ＥＳＢＬｓ表型进行检测
［２］，但由于细菌产

酶机制复杂，常规的表型检测试验可能会遇到许多

问题。本研究对１００株ＥＳＢＬｓ初筛试验阳性菌株，

采用ＣＬＳＩ推荐的ＥＳＢＬｓ表型确证试验和利用３

氨基苯酚硼酸（３ａｍｉｎｏｐｈｅｎｙｌｂｏｒｏｎｉｃａｃｉｄ，ＡＰＢＡ）

改良的ＥＳＢＬｓ表型确证试验进行表型检测，并比较

两种方法的效果，现报告如下。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　实验菌株：本院２０１０年１月—

２０１１年６月共分离到１２３７株ＥＳＢＬｓ初筛试验阳

性菌株（对头孢他啶和／或头孢噻肟耐药），随机挑选

其中１００株作为实验菌株，其中大肠埃希菌５３株，

肺炎克雷伯菌４６株，普通变形杆菌１株。对照菌

株：本院临床分离的３０株ＥＳＢＬｓ初筛试验阴性菌

株作为对照，其中大肠埃希菌１８株，肺炎克雷伯菌

１０株，普通变形杆菌２株。

１．２　药敏试验　采用Ｖｉｔｅｋ２Ｃｏｍｐａｃｔ自动化系统

鉴定细菌，纸片扩散法［２］进行菌株的ＥＳＢＬｓ初筛试

验。采用纸片扩散法测定试验菌株对抗菌药物的敏

感性，抗菌药物纸片分别为：头孢噻肟（ＣＴＸ）、头孢

他啶（ＣＡＺ）、氨曲南（ＡＴＭ）、头孢吡肟（ＦＥＰ）、头孢

西丁（ＦＯＸ）、头孢替坦（ＣＴＴ）、亚胺培南（ＩＰＭ）、美

罗培南（ＭＥＭ）和厄他培南（ＥＴＰ）及ＥＳＢＬｓ表型鉴

定纸片头孢噻肟／克拉维酸（ＣＴＸ／ＣＡ）、头孢他啶／

克拉维酸（ＣＡＺ／ＣＡ）。参照ＣＬＳＩ标准进行实验操

作和结果判断。

１．３　改良Ｈｏｄｇｅ试验（ＭＨＴ）　参照ＣＬＳＩ标准进

行实验操作和结果判断，检测耐碳青霉烯类药物菌

株。

１．４　ＥＳＢＬｓ表型确证试验（下文称ＣＬＳＩ法）　采

用纸片扩散法［２］，参照ＣＬＳＩ标准进行实验操作和

结果判断。

１．５　改良ＥＳＢＬｓ表型确证试验（下文称改良法）　

将ＡＰＢＡ１２０ｍｇ溶解于１．５ｍＬ二甲亚砜中，加

１．５ｍＬ蒸馏水，配制成４０ｍｇ／ｍＬ溶液。滴加

１０μＬ上述ＡＰＢＡ溶液分别于ＣＡＺ、ＣＴＸ的单药和

含ＣＡＺ／ＣＡ、ＣＴＸ／ＣＡ的复合纸片，制成含抑制剂

（ＡＰＢＡ）的复合纸片 ＣＡＺ／ＡＰＢＡ、ＣＴＸ／ＡＰＢＡ、

ＣＡＺ／ＣＡ／ＡＰＢＡ、ＣＴＸ／ＣＡ／ＡＰＢＡ，干燥 ３０ ｍｉｎ

后，在１ｈ内使用。改良法的实验操作与结果判断：

同ＣＬＳＩ法
［２］。

１．６　ＥＳＢＬｓ基因检测和序列测定　采用聚合酶链

反应（ＰＣＲ）法。煮沸法提取细菌ＤＮＡ模板，检测

ＥＳＢＬｓ基因，所需的引物序列和ＰＣＲ反应条件按

参考文献［３］进行。ＰＣＲ扩增产物经１．２％琼脂糖凝

胶电泳，凝胶成像，并送上海生工生物工程有限公司

测序。

１．７　质控菌株　药敏试验质控菌株为大肠埃希菌

ＡＴＣＣ２５９２２和ＡＴＣＣ３５２１８；改良Ｈｏｄｇｅ试验阳

性对照菌株为经 ＰＣＲ 确认的肺炎克雷伯菌

Ｋｐｎ４３１；ＥＳＢＬｓ表型确证试验阳性对照菌株为肺炎

克雷伯菌ＡＴＣＣ７００６０３。

１．８　仪器与试剂　Ｖｉｔｅｋ２Ｃｏｍｐａｃｔ自动化系统

（法国生物梅里埃公司）、ＴａＫａＲａＰＣＲＴｈｅｒｍａｌ

ＣｙｃｌｅｒＤｉｃｅ（日本ＴａＫａＲａ公司）、电泳槽和凝胶成

像系统（美国ＢＩＯＲＡＤ公司）；抗菌药物均为Ｏｘｏｉｄ

公司产品；ＰＣＲ引物由上海生工生物工程有限公司

合成，ＰＣＲ扩增试剂盒购自大连宝生物工程有限公

司；ＡＰＢＡ购自Ｓｉｇｍａ公司。

１．９　统计分析　以ＰＣＲ检测结果为金标准，计算

两种ＥＳＢＬｓ表型确证试验的灵敏度、特异性、阳性

预期值和阴性预期值。计算公式：灵敏度＝真阳性／

（真阳性＋假阴性）；特异性＝真阴性／（真阴性＋假

阳性）；阳性预期值＝真阳性／（真阳性＋假阳性）；阴

性预期值＝真阴性／（真阴性＋假阴性）。应用ＳＰＳＳ

１１．０软件进行χ
２ 检验，犘＜０．０１为差异有统计学

意义。

２　结果

２．１　药敏试验　１００株ＥＳＢＬｓ初筛试验阳性菌株

对ＣＴＸ均耐药，而对碳青霉烯类药物具有很高的
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敏感率，仅出现２株耐药菌株。其中１株肺炎克雷

伯菌Ｋｐｎ３５仅对ＥＴＰ耐药，１株肺炎克雷伯菌

Ｋｐｎ６２对３种碳青霉烯类药物均耐药，见表１。３０

株阴性对照菌株对９种抗菌药物均敏感。

２．２　改良Ｈｏｄｇｅ试验　对２株耐碳青霉烯类药物

菌株（Ｋｐｎ３５、Ｋｐｎ６２）进行改良Ｈｏｄｇｅ试验，均为阳

性，如图１。

表１　１００株ＥＳＢＬｓ初筛试验阳性菌株的药敏试验结果（％）

犜犪犫犾犲１　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｏｆ１００

ＥＳＢＬｓｃｒｅｅｎｔｅｓｔｐｏｓｉｔｉｖｅｉｓｏｌａｔｅｓ（％）

Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔ Ｓｅｎｓｉｔｉｖｅｒａｔｅ Ｒｅｓｉｓｔａｎｔｒａｔｅ

ＣＴＸ ０．００ １００．００

ＣＡＺ １６．００ ７９．００

ＦＥＰ ３２．００ ６２．００

ＡＴＭ １９．００ ７８．００

ＦＯＸ ３４．００ ６０．００

ＣＴＴ ３５．００ ５７．００

ＥＴＰ ９８．００ ２．００

ＭＥＭ ９９．００ １．００

ＩＰＭ ９９．００ １．００

　　Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｗｅｒｅｎｏｔｉｎｃｌｕｄｅｄ

２．３　ＥＳＢＬｓ表型确证试验和改良ＥＳＢＬｓ表型确

证试验　采用两种方法对实验菌株进行表型确证试

验，结果１００株ＥＳＢＬｓ初筛试验阳性菌株ＣＬＳＩ法

检出６１株，改良法检出８３株，其中６１株细菌两种

试验均呈阳性，２２株细菌ＣＬＳＩ法阴性而改良法阳

性，１７株细菌两种试验均呈阴性。３０株阴性对照菌

株在两种试验中均呈阴性。见表２与图２～４。

图１　２株耐碳青霉烯类药物菌株的改良Ｈｏｄｇｅ试验

犉犻犵狌狉犲１　ＭｏｄｉｆｉｅｄＨｏｄｇｅｔｅｓｔｓｏｆｔｗｏｃａｒｂａｐｅｎｅｍｒｅｓｉｓｔａｎｔ

ｉｓｏｌａｔｅｓ

表２　１００株ＥＳＢＬｓ初筛试验阳性菌株ＰＣＲ、ＣＬＳＩ法和改良法的检测结果（株）

犜犪犫犾犲２　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＰＣＲ，ＣＬＳＩｔｅｓｔａｎｄｍｏｄｉｆｉｅｄｔｅｓｔｏｆ１００ＥＳＢＬｓｃｒｅｅｎｐｏｓｉｔｉｖｅｉｓｏｌａｔｅｓ（Ｎｏ．ｏｆｉｓｏｌａｔｅｓ）

ＰＣＲ（Ｇｏｌｄｅｎｓｔａｎｄａｒｄ）
ＣＬＳＩｔｅｓｔ

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ Ｎｅｇａｔｉｖｅ

Ｍｏｄｉｆｉｅｄｔｅｓｔ

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ Ｎｅｇａｔｉｖｅ

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｉｓｏｌａｔｅｓ（狀＝８４） ６１ ２３ ８３ １

Ｎｅｇａｔｉｖｅｉｓｏｌａｔｅｓ（狀＝１６） ０ １６ ０ １６

（Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｉｎｄｉｃａｔｅｄｄｉａｍｅｔｅｒｏｆｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｚｏｎｅ）

图２　同一株细菌两种表型确证试验均阳性（对比图）

犉犻犵狌狉犲２　ＴｗｏｋｉｎｄｓｏｆＥＳＢＬｃｏｎｆｉｒｍａｔｏｒｙｔｅｓｔｓｏｆｔｈｅｓａｍｅｉｓｏｌａｔｅｗｅｒｅｂｏｔｈｐｏｓｉｔｉｖｅ
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（Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｉｎｄｉｃａｔｅｄｄｉａｍｅｔｅｒｏｆｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｚｏｎｅ）

图３　同一株细菌ＣＬＳＩ法阴性而改良法阳性（对比图）

犉犻犵狌狉犲３　ＣＬＳＩＥＳＢＬｃｏｎｆｉｒｍａｔｏｒｙｔｅｓｔｗａｓｎｅｇａｔｉｖｅ，ｗｈｉｌｅｍｏｄｉｆｉｅｄＥＳＢＬｃｏｎｆｉｒｍａｔｏｒｙｔｅｓｔｗａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｆｏｒｔｈｅｓａｍｅｉｓｏｌａｔｅ

（Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｉｎｄｉｃａｔｅｄｄｉａｍｅｔｅｒｏｆｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｚｏｎｅ）

图４　同一株细菌两种表型确证试验均阴性（对比图）

犉犻犵狌狉犲４　ＴｗｏｋｉｎｄｓｏｆＥＳＢＬｃｏｎｆｉｒｍａｔｏｒｙｔｅｓｔｓｏｆｔｈｅｓａｍｅｉｓｏｌａｔｅｗｅｒｅｂｏｔｈｎｅｇａｔｉｖｅ

２．４　基因检测　对１００株ＥＳＢＬｓ初筛试验阳性菌

株进行基因检测，８４株携带ＥＳＢＬｓ基因，检出率为

８４．００％，见表２。测序结果显示，４１株检出ＳＨＶ

型β内酰胺基因（２９株ＳＨＶ１１和１２株ＳＨＶ１２），

４７株检出ＣＴＸＭ１组基因（３０株ＣＴＸＭ１５和１７

株ＣＴＸＭ１４），３株检出 ＯＸＡ１０型β内酰胺基

因；其中７株同时检出ＳＨＶ型和ＣＴＸＭ型β内酰

胺基因。Ｋｐｎ３５含有ＣＴＸＭ１４型ＥＳＢＬｓ基因，

而Ｋｐｎ６２未检测出ＥＳＢＬｓ基因。３０株阴性对照菌

株ＰＣＲ扩增均为阴性。

２．５　ＣＬＳＩ法和改良法的比较　ＣＬＳＩ法的灵敏度、

特异性、阳性预期值和阴性预期值分别为７２．６１％、

１００．００％、１００．００％和６６．６７％，改良法的上述项分

别为９８．８１％、１００．００％、１００．００％和９７．８７％，两种

方法比较，差异有统计学意义（χ
２＝７．５３，犘＝

０．００６），改良法优于ＣＬＳＩ法。

３　讨论

头孢类药物是肠杆菌科细菌感染治疗的一线用

药，然而细菌在抗菌药物的选择性压力下，对头孢类

药物的耐药率逐年上升。水解头孢类药物是ＥＳＢＬｓ

的特性之一。对于目前普遍存在的产ＥＳＢＬｓ细菌

感染，临床首选碳青霉烯类药物，但现已出现产碳青

霉烯酶细菌，抗感染形势更加严峻［４］，重视ＥＳＢＬｓ

的检测，有助于控制医院感染。本研究中２株产
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ＥＳＢＬｓ细菌对碳青霉烯类药物耐药，改良Ｈｏｄｇｅ试

验为阳性。对碳青霉烯类耐药的肠杆菌在近１０年

引起了全世界的关注，其耐药机制包括产各类型的

碳青霉烯酶；另外也有报道［５］，细菌产ＣＴＸＭ 型

ＥＳＢＬｓ如合并膜蛋白的缺失，可能导致对碳青霉烯

类药物耐药。因此，应密切关注产ＥＳＢＬｓ菌株对碳

青霉烯类药物的敏感性，防止此类耐药菌株的产生

与扩散。

ＰＣＲ扩增阳性菌株主要为ＣＴＸＭ和ＳＨＶ基

因型，首次在肺炎克雷伯菌中发现ＯＸＡ型ＥＳＢＬｓ

基因。不同地区流行的ＥＳＢＬｓ型别不完全相同，了

解本地的基因型，有利于监测其他型别的输入性传

播。通过进一步调查，本研究中的３株产ＯＸＡ型

ＥＳＢＬｓ菌株来源于同一时期、同一病区的患者标

本，疑为一次输入性的ＯＸＡ型ＥＳＢＬｓ克隆菌株流

行。１６株经ＰＣＲ检测阴性菌株的耐药机制有待进

一步研究。

ＣＬＳＩ推荐的ＥＳＢＬｓ表型试验普遍应用于临

床，但该方法可能受到其他酶的干扰而影响试验结

果，特别是 ＡｍｐＣ酶和 ＫＰＣ酶
［６－７］。产质粒型

ＡｍｐＣ酶的肺炎克雷伯菌和大肠埃希菌在临床已非

常普遍，产ＫＰＣ酶的肠杆菌科细菌也有全世界范围

内播散的趋势，两者合并产ＥＳＢＬｓ，使耐药情况更

加严重［４，８］。有文献报道［９－１０］，硼酸作为一种β内

酰胺酶抑制剂，在ＡｍｐＣ酶和ＫＰＣ酶表型检测中

取得了很好效果。利用硼酸对ＡｍｐＣ酶和ＫＰＣ酶

的特异性抑制作用，对ＣＬＳＩ推荐的ＥＳＢＬｓ表型确

证试验进行改良，较好地避免了假阴性结果的出现，

检测效率显著提高。本研究中３株产ＯＸＡ型ＥＳ

ＢＬｓ菌株，采用ＣＬＳＩ推荐的方法，均为阴性结果，

而采用加入抑制剂的改良试验，检出２株阳性。已

有研究表明［１１］，由于ＯＸＡ型ＥＳＢＬｓ被克拉维酸轻

度抑制，ＣＬＳＩ推荐的表型检测不能准确鉴定。我们

推测可能为硼酸增加了ＣＬＳＩ法的抗菌药物纸片抑

菌圈直径，使两种纸片的差值扩大。综上所述，改良

法更适用于对ＥＳＢＬｓ表型的检测。

Ｐｒｏｊａｎ
［１２］认为，具有较大染色质容量的微生物

较易获得耐药基因，而ＥＳＢＬｓ阳性菌携带的耐药质

粒往往为大型质粒，具有较一般质粒更大的染色质

长度，所以可能更易获得耐药基因。随着合并产多

种酶菌株的日益增多，常规的表型检测方法面临诸

多挑战，我们应通过多种手段加强对细菌产酶表型

的检测。本研究也仅针对ＥＳＢＬｓ表型进行了分析，

其他酶表型有待进一步研究。
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