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［摘　要］　目的　了解住院患者产ＣＴＸＭ型超广谱β内酰胺酶（ＥＳＢＬｓ）和碳青霉烯酶（ＫＰＣ）大肠埃希菌感染的

临床分布与耐药情况。方法　收集某院２０１１—２０１２年临床送检标本分离的多重耐药大肠埃希菌，采用微量肉汤

稀释法检测抗菌药物最低抑菌浓度（ＭＩＣ）；聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增ＥＳＢＬｓ和ＫＰＣ基因，确定ＣＴＸＭ和ＫＰＣ基

因型别及 ＭＬＳＴ分型。结果　４８株多重耐药大肠埃希菌中单产ＥＳＢＬｓ４５株（９３．７５％），携带犫犾犪ＣＴＸＭ基因者４４株

（９１．６７％），其中犫犾犪ＣＴＸＭ１组基因２０株（４１．６７％）、犫犾犪ＣＴＸＭ９组基因３２株（６６．６７％），同时携带两组基因者８株

（１６．６７％）。经基因测序确定的基因亚型有ＣＴＸＭ１４（６５．９１％，２９／４４）、ＣＴＸＭ５５（３１．８２％，１４／４４）、ＣＴＸＭ１５

（１１．３６％，５／４４）、ＣＴＸＭ３（２．２７％，１／４４）、ＣＴＸＭ２４（２．２７％，１／４４）和ＣＴＸＭ６５（２．２７％，１／４４），其中ＣＴＸＭ

１４＋ＣＴＸＭ５５（１１．３６％，５／４４）、ＣＴＸＭ１４＋ＣＴＸＭ１５（４．５５％，２／４４）和 ＣＴＸＭ５５＋ＣＴＸＭ６５（２．２７％，１／

４４）。产ＥＳＢＬｓ＋ＫＰＣ菌株中２株（４．１７％）经ＰＣＲ扩增均携带犫犾犪ＫＰＣ和犫犾犪ＣＴＸＭ基因，经测序分析１株为ＣＴＸＭ

１４＋ＫＰＣ２，１株为ＣＴＸＭ３＋ＫＰＣ２。ＳＴ１３１（５３．６６％）是主要的 ＭＬＳＴ型别，检测到ＳＴ６４８、ＳＴ４０５、ＳＴ１６７、

ＳＴ１１９３等ＳＴ型。结论　该院大肠埃希菌产ＥＳＢＬｓ基因型中ＣＴＸＭ１４、ＣＴＸＭ５５和ＣＴＸＭ１５亚型最常见，

存在多种不同亚型；ＳＴ１３１是主要的 ＭＬＳＴ型别，检测到产ＫＰＣ２型碳青霉烯酶菌。
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ＣＴＸＭ；ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅｔｙｐｉｎｇ

［ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌ，２０１６，１５（１０）：７６０－７６３］

　　产超广谱β内酰胺酶（ｅｘｔｅｎｄｅｄｓｐｅｃｔｒｕｍβ

ｌａｃｔａｍａｓｅ，ＥＳＢＬｓ）和碳青霉烯酶（犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌

犿狅狀犻犪犲ｃａｒｂａｐｅｎｅｍａｓｅ，ＫＰＣ）等是引起大肠埃希菌

多重耐药的主要原因，给临床治疗带来严峻挑战，已

引起社会各界广泛关注［１４］。不同地区、医院抗菌药

物使用不同，产生的ＥＳＢＬｓ和 ＫＰＣ基因型别亦不

同［１４］。本研究分析某院住院患者分离的产ＥＳＢＬｓ

和ＫＰＣ大肠埃希菌引起的感染分布和耐药基因携

带情况。现报告如下。

１　资料与方法

１．１　菌株来源与鉴定　收集该院２０１１—２０１２年临

床送检标本分离的多重耐药大肠埃希菌，标本来源

于尿、血、引流液、脓液、穿刺液、脑脊液及胸腹腔积

液，经ＶｉｔｅｋＣｏｍｐａｃｔ鉴定和药敏试验。

１．２　药敏试验　采用琼脂稀释法检测研究菌株的

最低抑菌浓度（ＭＩＣ），根据美国临床实验室标准化

协会（ＣＬＳＩ）２０１３年标准，应用 ＷＨＯＮＥＴ５．６软件

判断敏感、中介和耐药。对三类及三类以上抗菌药

物耐药判断为多重耐药菌。质控菌株为大肠埃希菌

ＡＴＣＣ２５９２２，阳性对照菌为大肠埃希菌 ＡＴＣＣ

３５２１８和肺炎克雷伯菌ＡＴＣＣ７００６０３。

１．３　产ＫＰＣ酶表型检测　根据ＣＬＳＩ标准进行改

良Ｈｏｄｇｅ试验（ＭＨＴ）及结果判读，筛选产ＫＰＣ酶

表型，阳性质控菌为产 ＫＰＣ２型肺炎克雷伯菌（北

京协和医院检验科，菌株编号Ｋ１）。

１．４　产ＥＳＢＬｓ和ＫＰＣ基因型检测　ＤＮＡ提取采

用煮沸法。ＰＣＲ扩增ＣＴＸＭ 型ＥＳＢＬｓ引物序列

和反应条件参考文献［１］，ＫＰＣ酶扩增引物序列和

反应条件参考文献［３］。引物合成委托上海生工生

物工程公司。

１．５　ＤＮＡ测序　ＤＮＡ测序委托上海生工生物工

程公司，所得序列阅读和分析应用Ｃｈｒｏｍａｓ２软件，

结果比对通过 Ｇｅｎｂａｎｋ中Ｂｌａｓｔ，基因亚型确定参

考Ｌａｈｅｙ系统 （ｗｗｗ．ｌａｈｅｙ．ｏｒｇ／ｓｔｕｄｉｅｓ／）。

１．６　ＭＬＳＴ分型　根据文献
［１］合成７种看家基因

（犪犱犽、犳狌犿Ｃ、犵狔狉Ｂ、犻犮犱、犿犱犺、狆狌狉Ａ、狉犲犮Ａ），与数据

库对比并分析ＳＴ型别。ＭＬＳＴ网址：ｈｔｔｐ：／／ｍｌｓｔ．

ｕｃｃ．ｉｅ／ｍｌｓｔ／ｄｂｓ／Ｅｃｏｌｉ。

２　结果

２．１　菌株分布　共分离４８株多重耐药大肠埃希

菌。来源科室：重症监护病房（ＩＣＵ）１０株（２０．８３％），

外科 病 房 １８ 株 （３７．５０％），内 科 病 房 １９ 株

（３９．５８％），急 诊 科 １ 株；标 本 来 源：尿 ２１ 株

（４３．７５％），血１８株（３７．５０％），胆汁、腹腔积液和脓

液各２株（各占４．１７％），引流液、脑脊液、穿刺液各

１株（各占２．０８％）；年龄１７～９１岁，平均年龄（６１．６

±１４．０）岁，６０岁以上占５８．３３％；感染患者基础疾病

包括：恶性肿瘤（胰腺癌、胆囊癌、胆管癌、血液病等）、

心脑血管疾病（心肌梗死、脑梗死等）、肾脏疾病（肾积

水、泌尿系统感染，包括膀胱炎等）和外科手术（骨折

切开内固定术、肾切除术后、胆囊切除术后等）。

２．２　细菌耐药情况　４８株多重耐药大肠埃希菌中

有４５株单产ＥＳＢＬｓ菌株，对亚胺培南、美罗培南、厄

他培南、替加环素和多粘菌素１００．００％敏感；对阿米

卡星敏感率为９１．１１％，对哌拉西林／他唑巴坦的敏

感率较高，为８２．２２％。４５株单产ＥＳＢＬｓ菌株对头孢

曲松和头孢噻肟耐药率为１００．００％，对环丙沙星、头

孢吡肟、复方磺胺甲口恶唑的耐药率分别为９１．１１％、

８６．６７％、８６．６７％。３株同时产ＥＳＢＬｓ和 ＫＰＣ菌

株除对阿米卡星、替加环素、多粘菌素敏感外，对其

他所有检测抗菌药物均表现为耐药。见表１。
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表１　４５株单产ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌对常用抗菌药物的药敏

结果（％，株）

犜犪犫犾犲１　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｏｆ４５ＥＳ

ＢＬｓｐｒｏｄｕｃｉｎｇ犈．犮狅犾犻ｉｓｏｌａｔｅｓ （％，Ｎｏ．ｏｆｉｓｏ

ｌａｔｅｓ）

抗菌药物 敏感 中介 耐药

哌拉西林／他唑巴坦 ８２．２２（３７） ２．２２（１） １５．５６（７）

头孢他啶 ２８．８９（１３） １７．７８（８） ５３．３３（２４）

头孢曲松 ０．００（０） ０．００（０） １００．００（４５）

头孢噻肟 ０．００（０） ０．００（０） １００．００（４５）

头孢吡肟 ６．６７（３） ６．６７（３） ８６．６６（３９）

头孢哌酮／舒巴坦 ５７．７８（２６） １７．７８（８） ２４．４４（１１）

氨曲南 １５．５６（７） １７．７８（８） ６６．６７（３０）

亚胺培南 １００．００（４５） ０．００（０） ０．００（０）

美罗培南 １００．００（４５） ０．００（０） ０．００（０）

厄他培南 １００．００（４５） ０．００（０） ０．００（０）

阿米卡星 ９１．１１（４１） ４．４４（２） ４．４４（２）

替加环素 １００．００（４５） ０．００（０） ０．００（０）

米诺环素 ６２．２２（２８） １５．５６（７） ２２．２２（１０）

左氧氟沙星 １５．５６（７） ６．６７（３） ７７．７８（３５）

环丙沙星 ６．６７（３） ２．２２（１） ９１．１１（４１）

复方磺胺甲口恶唑 １３．３３（６） ０．００（０） ８６．６７（３９）

多粘菌素 １００．００（４５） ０．００（０） ０．００（０）

２．３　基因型别检测结果　ＰＣＲ扩增结果显示，

４８株多重耐药大肠埃希菌携带犫犾犪ＣＴＸＭ基因者占

９１．６７％（４４株），携带犫犾犪ＣＴＸＭ１组基因者４１．６７％

（２０株）、犫犾犪ＣＴＸＭ９组基因者６６．６７％（３２株），同时携

带两组基因者占１６．６７％（８株）。４４株携带犫犾犪ＣＴＸＭ

基因的大肠埃希菌中，确定的基因亚型有ＣＴＸＭ

１４（６５．９１％，２９株）、ＣＴＸＭ５５（３１．８２％，１４株）、

ＣＴＸＭ１５（１１．３６％，５ 株）、ＣＴＸＭ３（２．２７％，

１株）、ＣＴＸＭ２４（２．２７％，１ 株）和 ＣＴＸＭ６５

（２．２７％，１株），其中检测到ＣＴＸＭ１４＋ＣＴＸＭ

５５（１１．３６％，５ 株）、ＣＴＸＭ１４＋ ＣＴＸＭ１５

（４．５５％，２株）和ＣＴＸＭ５５＋ＣＴＸＭ６５（２．２７％，

１ 株）。见 表 ２。ＥＳＢＬｓ＋ ＫＰＣ 菌 株 中 ２ 株

（４．１７％）经 ＰＣＲ 扩增均携带犫犾犪ＫＰＣ和犫犾犪ＣＴＸＭ基

因，经测序分析１株为ＣＴＸＭ１４＋ＫＰＣ２，１株为

ＣＴＸＭ３＋ＫＰＣ２。

２．４　ＭＬＳＴ分型结果　４８株菌均进行了 ＭＬＳＴ

分型，其中能明确分型者４１株，主要包括ＣＴＸＭ

１５型、ＣＴＸＭ５５型和ＣＴＸＭ１４型。其中ＳＴ１３１

（５３．６６％，２２株）为最主要ＳＴ型，其次为ＳＴ１１９３

（２１．９５％，９株）和ＳＴ６４８（１９．５１％，８株），ＳＴ４０５

（２．４４％，１株）和ＳＴ１６７（２．４４％，１株）。ＣＴＸＭ

１４基因型中以ＳＴ１３１（５８．３３％，１４／２４）为主，其次

为ＳＴ６４８（３３．３３％，８／２４）；ＣＴＸＭ５５ 基因型以

ＳＴ１１９３（６４．２９％，９／１４）和 ＳＴ１３１（３５．７１％，５／１４）

为主，而ＣＴＸＭ１５基因型检测到ＳＴ４０５（２０％，１／

５）、ＳＴ１６７（２０％，１／５）和ＳＴ１３１（６０％，３／５）。各ＳＴ

型别分布于不同时期的不同病房，均为散发分布，未

发现暴发流行趋势。见表２。

表２　４４株产ＣＴＸＭ型ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌基因型、ＭＬＳＴ型别及标本来源分布（株）

犜犪犫犾犲２　ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＣＴＸＭｇｅｎｏｔｙｐｅｓ，ＭＬＳＴｔｙｐｅｓ，ａｎｄｓｏｕｒｃｅｓｏｆｓｐｅｃｉｍｅｎｓｏｆ４４ＥＳＢＬｓｐｒｏｄｕｃｉｎｇ犈．犮狅犾犻ｉｓｏｌａｔｅｓ

（Ｎｏ．ｏｆｉｓｏｌａｔｅｓ）

基因型 菌株数
标本来源

尿 血 胆汁 腹腔积液 脓液 脑脊液 穿刺液
ＭＬＳＴ分型

ＣＴＸＭ１群

　ＣＴＸＭ５５ ８ ２ ５ ０ ０ ０ １ ０ ＳＴ１１９３，ＳＴ１３１

　ＣＴＸＭ１５ ３ １ ２ ０ ０ ０ ０ ０ ＳＴ４０５，ＳＴ１６７，ＳＴ１３１

　ＣＴＸＭ３ １ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ 未分型

ＣＴＸＭ９群

　ＣＴＸＭ１４ ２２ １０ ７ ２ １ １ ０ １ ＳＴ１３１，ＳＴ６４８

　ＣＴＸＭ６５ １ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ 未分型

　ＣＴＸＭ２４ １ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ 未分型

ＣＴＸＭ１群＋ＣＴＸＭ９群

　ＣＴＸＭ５５＋ＣＴＸＭ１４ ５ ４ １ ０ ０ ０ ０ ０ ＳＴ１３１，ＳＴ１１９３

　ＣＴＸＭ１５＋ＣＴＸＭ１４ ２ ０ １ ０ １ ０ ０ ０ ＳＴ１３１

　ＣＴＸＭ５５＋ＣＴＸＭ６５ １ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ＳＴ１１９３

合计 ４４ １９ １７ ２ ２ ２ １ １

３　讨论

ＣＴＸＭ即头孢噻肟酶，呈全球性分布，世界各

地均有报道［１２，５１０］。我国 ＣＴＸＭ 检出率居高不

下［１，５，８１０］。本研究显示，该院ＣＴＸＭ 基因的总检

出率为 ９１．６７％，主要携带 ＣＴＸＭ１ 基因 （占

４１．６７％）和ＣＴＸＭ９组基因（占６６．６７％），且携带
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的ＣＴＸＭ９组基因检出率更高，而同时携带两组

基因者占１６．６７％，高于我国以往的报道
［８］。其中

主要流行基因亚型为 ＣＴＸＭ１４、ＣＴＸＭ５５和

ＣＴＸＭ１５，与 国 内 报 道
［１］一 致。ＣＴＸＭ５５ 和

ＣＴＸＭ１５的检出率呈上升趋势，ＣＴＸＭ１４目前

仍是该院主要的ＥＳＢＬｓ亚型。ＣＴＸＭ５５被认为

是动物源性亚型，是由ＣＴＸＭ１５在第７７位发生

ＡｌａＶａｌ氨基酸改变而来。同样，ＣＴＸＭ６５ 和

ＣＴＸＭ２４也被称为食品动物源性，在该院临床标

本中亦有少量检出。

研究［１１］证实，高产ＥＳＢＬｓ可导致碳青霉烯类

抗菌药物耐药性上升。该院大肠埃希菌碳青霉烯类

耐药的原因可能与产ＫＰＣ酶菌同时携带ＥＳＢＬｓ相

关，而非单一因素所致。

药敏结果显示，所有产ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌对亚

胺培南、美罗培南、厄他培南、替加环素、多粘菌素、

阿米卡星、哌拉西林／他唑巴坦的敏感性较高，与国

内报道［１２］一致，可作为治疗该类感染的首选药物。

但碳氢霉烯类抗生素不敏感菌株的出现是临床抗感

染治疗的难题，临床应注意监测。本组结果显示，产

ＫＰＣ菌株对阿米卡星、替加环素、多粘菌素敏感性

高，可作为严重感染者的用药选择。

ＭＬＳＴ分型结果显示，ＳＴ１３１是该院多重耐药大

肠埃希菌的主要型别（占５３．６６％），在ＣＴＸＭ１５、

ＣＴＸＭ５５和ＣＴＸＭ１４基因型中均有检出，分布于

不同时期的不同病房，未出现暴发流行趋势。而

ＳＴ１１９３主要在 ＣＴＸＭ５５型大肠埃希菌中检出，

ＳＴ６４８在ＣＴＸＭ１４型大肠埃希菌中检出，同时检出

ＳＴ４０５和ＳＴ１６７，也说明该院存在多种ＳＴ型别的散

在分布。本组未进行质粒接合实验和ＰＦＧＥ分型，是

否存在质粒的传播播散需进一步证实。

研究［１３１４］显示，临床上产ＥＳＢＬｓ和ＫＰＣ酶的肠

杆菌科细菌感染病例日益增多，入住ＩＣＵ、住院时间

长（≥７ｄ）、留置各种导管、严重基础疾病、机械通气、

年龄≥６０岁等均是导致患者发生感染的危险因素。

本组产ＣＴＸＭ型ＥＳＢＬｓ和ＫＰＣ的大肠埃希菌来源

于多种临床标本和多个科室，感染患者年龄分布广泛

（１７～９２岁），＞６０岁者占５８．３３％，提示住院患者中

高危人群应引起临床和微生物室的重点监测和关注。

从患者、菌株、各种酶基因型等不同方面加强产酶菌

的检测和监测，采取有效的抗菌药物管理和控制，严

格遵守无菌操作规范，阻断产ＥＳＢＬｓ和ＫＰＣ细菌的

传播途径等综合干预措施［１３１４］，以有效防止和减少产

ＥＳＢＬｓ和ＫＰＣ细菌在医院内的产生和传播。
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