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产ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌耐药性

分析及ＴＥＭ、ＳＨＶ基因检测

张长虹１，孟存仁２△，晓　英
３

（１．新疆维吾尔自治区乌苏市妇幼保健院检验科，新疆乌苏８３３０００；２．新疆医科大学第一附属医院

医学检验中心，新疆乌鲁木齐８３００５４；３．新疆维吾尔自治区乌苏市人民医院检验科，新疆乌苏８３３０００）

　　摘　要：目的　了解乌苏市产超广谱β内酰胺酶（ＥＳＢＬｓ）大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌的耐药状况及ＴＥＭ、ＳＨＶ基因型的流

行情况。方法　收集乌苏市两所医院２０１１年７月至２０１３年６月分离的大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌，采用纸片扩散法（ＫＢ法）

进行药敏试验，并按照ＣＬＳＩ推荐的方法进行ＥＳＢＬｓ初步筛选和表型确证试验，同时提取产ＥＳＢＬｓ菌株的ＤＮＡ，采用ＰＣＲ和电

泳方法检测ＴＥＭ、ＳＨＶ基因。结果　共收集大肠埃希菌２２１株，肺炎克雷伯１５３株。其中产ＥＳＢＬｓ菌株分别为３７株和４３株，

肺炎克雷伯菌ＥＳＢＬｓ检出率高于大肠埃希菌（χ
２＝６．９４２，犘＜０．０１）。两种菌的耐药情况较为相似，其中产ＥＳＢＬｓ菌株对β内酰

胺类抗菌药物的耐药率明显高于非产酶株，大多在９０％以上；对青霉素类和一、二代头孢类的耐药率接近１００％；对庆大霉素和环

丙沙星的耐药率也在５０％以上；而对碳青霉烯类药物的耐药率较低，均不到５％。产ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌ＴＥＭ、ＳＨＶ基因的检出

率分别为７２．９％、５４．０％，肺炎克雷伯菌分别为８１．４％、６５．１％，检出率基本一致（犘＞０．０５）。结论　乌苏市大肠埃希菌和肺炎克

雷伯菌ＥＳＢＬｓ检出率较高，耐药形势严峻，ＴＥＭ、ＳＨＶ是ＥＳＢＬｓ重要的基因型。
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狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻（犈．犮狅犾犻）ａｎｄ犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪（犓犘犖），ａｎｄｔｈｅｐｒｅｖａｌｅｎｃｅｓｉｔｕａｔｉｏｎｏｆＴＥＭａｎｄＳＨＶｇｅｎｏｔｙｐｅｉｎＷｕｓｕｃｉｔｙ．犕犲狋犺

狅犱狊　犈．犮狅犾犻ａｎｄ犓犘犖ｉｓｏｌａｔｅｄｉｎｔｗｏｈｏｓｐｉｔａｌｓｏｆＷｕｓｕｃｉｔｙｆｒｏｍＪｕｌｙ２０１１ｔｏＪｕｎｅ２０１３ｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄａｎｄｔｈｅｄｒｕｇｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

ｔｅｓｔｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｂｙｔｈｅｄｉｓｋｄｉｆｆｕｓｉｏｎｍｅｔｈｏｄ（ＫＢｍｅｔｈｏｄ），ｔｈｅＥＳＢＬｓｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙｓｃｒｅｅｎｉｎｇａｎｄｔｈｅｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃｃｏｎｆｉｒｍａｔｏｒｙ

ｔｅｓｔｗｅｒｅｃａｒｒｉｅｄａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｇｕｉｄｅｌｉｎｅｏｆＣＬＳＩ，ａｎｄａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅＤＮＡｏｆＥＳＢＬｓｐｒｏｄｕｃｉｎｇｓｔｒａｉｎｓｗａｓｅｘｔｒａｃｔｅｄａｎｄｔｈｅ

ＴＥＭａｎｄＳＨＶｇｅｎｅｓａｍｏｎｇｔｈｅｍｗｅｒｅｔｅｓｔｅｄｂｙＰＣＲａｎｄｔｈｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍｅｔｈｏｄ．犚犲狊狌犾狋狊　Ｔｏｔａｌｌｙ２２１ｓｔｒａｉｎｓｏｆ犈．犮狅犾犻ａｎｄ

１５３ｓｔｒａｉｎｓｏｆ犓犘犖ｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄ，ａｍｏｎｇｔｈｅｍＥＳＢＬｓｐｒｏｄｕｃｉｎｇｓｔｒａｉｎｓｗｅｒｅ３７ｓｔｒａｉｎｓａｎｄ４３ｓｔｒａｉｎｓｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ａｎｄｔｈｅｄｅｔｅｃ

ｔｉｏｎｒａｔｅｏｆＥＳＢＬｓｉｎ犓犘犖ｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎ犈．犮狅犾犻（χ
２＝６．９４２，犘＜０．０１）．Ｔｈｅｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆｔｗｏｋｉｎｄｓｏｆｂａｃｔｅｒｉａｗｅｒｅ

ｓｉｍｉｌａｒ，ｔｈｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｒａｔｅｏｆＥＳＢＬｓｐｒｏｄｕｃｉｎｇｓｔｒａｉｎｓｔｏｂｅｔａｌａｃｔａｍａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌｄｒｕｇｓｗａｓｏｂｖｉｏｕｓｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｎｏｎｅｎ

ｚｙｍｅｐｒｏｄｕｃｉｎｇｓｔｒａｉｎｓ，ｗｈｉｃｈｗａｓｍｏｓｔｌｙｍｏｒｅｔｈａｎ９０％；ｔｈｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｒａｔｅｔｏｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎａｎｄｔｈｅｆｉｒｓｔｏｒｓｅｃｏｎｄｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｃｅｐｈａ

ｌｏｓｐｏｒｉｎｓｗａｓａｌｍｏｓｔ１００％；ｗｈｉｃｈｔｏｇｅｎｔａｍｉｃｉｎａｎｄｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎｗａｓａｂｏｖｅ５０％；ｗｈｉｌｅｗｈｉｃｈｔｏｃａｒｂａｐｅｎｅｍｗａｓｌｏｗｅｒ，ｌｅｓｓｔｈａｎ

５％．ＴｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆＴＥＭａｎｄＳＨＶｇｅｎｅｓｗｅｒｅ７２．９％ａｎｄ５４％ｉｎＥＳＢＬｓｐｒｏｄｕｃｉｎｇ犈．犮狅犾犻ａｎｄ８１．４％ａｎｄ６５．１％ｉｎ

犓犘犖ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒａｔｅｓｗｅｒｅｂａｓｉｃａｌｌｙｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔｗｉｔｈｏｕｔｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｍ（犘＞

０．０５）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＴｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒａｔｅｏｆＥＳＢＬｓｐｒｏｄｕｃｉｎｇ犈．犮狅犾犻ａｎｄ犓犘犖ｉｎＷｕｓｕｃｉｔｙｉｓｈｉｇｈｅｒ，ｔｈｅｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｓｉｔｕａｔｉｏｎｉｓ

ｓｅｖｅｒｅ，ａｎｄＴＥＭ，ＳＨＶａｒｅｔｈｅｉｍｐｏｒｔａｎｔｇｅｎｏｔｙｐｅｓｏｆＥＳＢＬｓ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻；　犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪；　ｅｘｔｅｎｄｅｄｓｐｅｃｔｒｕｍｂｅｔａｌａｃｔａｍａｓｅ

　　大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌是肠杆菌科中最主要的细菌，

也是目前引起医院感染重要病原菌。近年来，由于广谱抗菌药

物的广泛使用，其耐药形势日趋严重，产超广谱β内酰胺酶

（ＥＳＢＬｓ）是该类细菌耐药性产生的重要原因
［１］，目前对产ＥＳ

ＢＬｓ菌株基因型研究较多的是ＳＨＶ、ＴＥＭ 和ＣＴＸＭ型，不同

地区基因型的分布存在差异［２］。本研究对本地区一年来分离

的产ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌耐药状况及基因型进

行了分析，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　２０１１年７月至２０１３年６月从乌苏市两所医

院的各类标本中分离到的大肠埃希菌２２１株，肺炎克雷伯菌

１５３株，质控菌株大肠埃希氏菌 ＡＴＣＣ２５９２２，肺炎克雷伯菌

ＡＴＣＣ７００６０３购自卫生部临床检验中心。

１．２　仪器与试剂　ＶＩＴＥＫ３２细菌培养系统为法国生物梅里

埃公司产品，药敏用 ＭＨ琼脂和药敏纸片购自英国Ｏｘｏｉｄ公

司；ＰＣＲ仪为美国伯乐公司ｉＣｙｃｌｅｒ扩增仪，电泳仪由北京中西

远大科技有限公司生产，凝胶成像系统为上海天呈科技公司产

品，质粒抽提、核酸扩增试剂盒购自普洛麦格（北京）生物技术

有限公司，引物由上海生工合成琼脂糖为Ｓｉｇｍａ公司产品。

１．３　菌株鉴定及药敏试验　菌株鉴定采用 ＶＩＴＥＫ３２培养仪

·３８５·国际检验医学杂志２０１５年３月第３６卷第５期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｒｃｈ２０１５，Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．５



及配套革兰氏阴性鉴定卡片，药敏试验采用ＫＢ纸片扩散法。

操作方法和判断标准严格按ＣＬＳＩ（２０１２版）标准进行。

１．４　ＥＳＢＬｓ的检测　 按照ＣＬＳＩ推荐的ＥＳＢＬｓ初步筛选和

表型确证试验检测。初筛试验采用 ＫＢ药敏纸片法，纸片选

用头孢噻肟、头孢他啶、氨曲南（均为每片３０μｇ）。凡头孢他啶

的抑菌圈直径小于或等于２２ｍｍ，头孢噻肟或氨曲南的抑菌

圈直径小于或等于２７ｍｍ 即怀疑为产ＥＳＢＬｓ株。进一步测

定菌株对头孢他啶（每片３０μｇ）和头孢他啶／克拉维酸（每片

３０／１０μｇ），头孢噻肟（每片３０μｇ）和头孢噻肟／克拉维酸（每片

３０／１０μｇ）的抑菌环直径。当两种药物中任意一种加克拉维酸

的与不加克拉维酸的抑菌圈直径差大于或等于５ｍｍ时，可确

认为产ＥＳＢＬｓ株。

１．５　基因分型　将产ＥＳＢＬｓ菌的菌落悬浮在ＴＥ缓冲液中，

用煮沸法提取ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，ＳＨＶ 基因：正向引物５′

ＴＣＡＧＣＧＡＡＡＡＡＣＡＣＣＴＴＧ３′；反向引物５′ＣＣＣＧＣＡ

ＧＡＴＡＡＡＴＣＡＣＣＡ３′，ＴＥＭ 基因：正向引物５′ＧＡＧＴＡＴ

ＴＣＡＡＣＡ ＴＴＴＣＣＧ ＴＧＴＣ３′；反向引物５′ＴＡＡ ＴＣＡ

ＧＴＧＡＧＧＣＡＣＣＴＡＴＣＴＣ３′。ＳＨＶ、ＴＥＭ基因扩增分别

产生４７１ｂｐ和８６１ｂｐ的ＰＣＲ产物。每管ＰＣＲ反应混合物５０

μＬ，包括每个引物１０ｐｍｏｌ，１μＬＤＮＡ样本（３μｇ／μＬ），１．５

ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，每种ｄＮＴＰ０．２ｍｍｏｌ／Ｌ，和５ＵＴａｑＤＮＡ聚

合酶。按下列了条件进行ＰＣＲ反应：９４℃预变性２ｍｉｎ，９４℃

变性１ｍｉｎ，５２℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共３５个循环，７２

℃延伸５ｍｉｎ，最后将扩增产物用琼脂糖凝胶电泳进行分析。

１．６　统计学处理　药敏分析采用 ＷＨＯＮＥＴ５．４软件；数据

统计采用ＳＰＳＳ１７．０软件。率的比较采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　产ＥＳＢＬｓ菌株的检出情况　２２１株大肠埃希菌中共检出

产ＥＳＢＬｓ菌株３７株，检出率为１６．７％。１５３株肺炎克雷伯菌

中共检出产ＥＳＢＬｓ菌株４３株，检出率为２８．１％，高于大肠埃

希菌（χ
２＝６．９４２，犘＜０．０１）。

表１　　大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌对常用

　　　抗菌药物的耐药率（％）

抗菌药物

大肠埃希菌（狀＝２２１）

产ＥＳＢＬｓ

（狀＝３７）

非产ＥＳＢＬｓ

（狀＝１８４）

肺炎克雷伯菌（狀＝１５３）

产ＥＳＢＬｓ

（狀＝４３）

非产ＥＳＢＬｓ

（狀＝１１０）

氨苄西林 １００．０ ９２．４ １００．０ ９０．０

哌拉西林 ９７．３ ６８．５ １００．０ ５０．０

头孢唑啉 １００．０ ５１．１ １００．０ ４５．４

头孢呋辛钠 １００．０ ３６．４ １００．０ ４０．９

头孢哌酮／舒巴坦 ５．４ １１．９ １４．０ １３．６

氨苄西林／舒巴坦 ９１．９ ５８．１ ９０．７ ４０．９

哌拉西林／他唑巴坦 ５．４ ０．５ １１．６ ６．４

头孢他啶 ８６．５ ５．４ ７９．１ ３３．６

头孢曲松 ９４．６ ２３．９ ９３．０ ３０．０

头孢噻肟 ９４．６ ７．６ ９３．０ ４６．４

头孢吡肟 ７８．４ ６．０ ８３．７ ３６．４

亚胺培南 ２．７ ０．５ ２．３ １．８

美罗培南 ０．０ ０．５ ４．７ ２．７

阿米卡星 １６．２ ６．５ ４４．２ １０．９

庆大霉素 ５９．４ ５０．０ ７２．１ ３０．０

环丙沙星 ５９．４ ４８．９ ５１．２ ２８．２

左氧氟沙星 ５６．８ ３８．６ ３４．９ １３．６

２．２　大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌的耐药率　大肠埃希菌和肺

炎克雷伯菌的耐药情况较为相似，其中产ＥＳＢＬｓ菌株对β内

酰胺类抗菌药物的耐药率明显高于非产酶株，大多在９０％以

上，对青霉素类和一、二代头孢类的耐药率接近１００％，对庆大

霉素和环丙沙星的耐药率也在５０％以上，而对碳青霉烯类药

物的耐药率较低，均不到５％。见表１。

２．３　ＴＥＭ、ＳＨＶ基因的检出率　ＴＥＭ 基因扩增产物在电泳

图上在９００ｂｐ左右、ＳＨＶ基因扩增片段在４８０ｂｐ左右，见图

１。３７株产 ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌中检出 ＴＥＭ 基因型２７株、

ＳＨＶ基因型２０株、ＴＥＭ 和ＳＨＶ复合型１２株，４３株产ＥＳ

ＢＬｓ肺炎克雷伯菌中相应的检出株数分别为３５株、２８株和１１

株，与大肠埃希菌中型的检出率比较差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。见表２。

　　泳道１～３：ＳＨＶ基因４７１ｂｐ扩增产物；泳道５～９：ＴＥＭ基因８６１

ｂｐ扩增产物；泳道４：ＤＮＡ标记物。

图１　　ＴＥＭ型和ＳＨＶ型阳性ＰＣＲ产物电泳图

表２　　产ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌株中ＴＥＭ、

　　　ＳＨＶ基因的检出率［狀（％）］

基因型
产ＥＳＢＬｓ大肠

埃希菌（狀＝３７）

产ＥＳＢＬｓ肺炎

克雷伯菌（狀＝４３）
χ
２ 犘

ＴＥＭ ２７（７２．９） ３５（８１．４） ０．８０９ ＞０．０５

ＳＨＶ ２０（５４．０） ２８（６５．１） １．０１４ ＞０．０５

ＴＥＭ＋ＳＨＶ １２（３２．４） １１（２５．６） ０．０００ ＞０．０５

３　讨　　论

　　大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌广泛分布于自然界和人体许

多部位，极易引起医院感染，是目前临床上革兰阴性杆菌中分

离率最高的两种菌［３］。长期大量使用广谱抗菌药物，接受化疗

或免疫抑制剂治疗的患者，以及接受机械通气、导尿等侵入性

操作的患者，易导致体表或医院环境中的大肠埃希菌和肺炎克

雷伯菌感染。本研究中的菌株主要分离自ＩＣＵ、呼吸科、肾内

科等部门的危重患者，其中大肠埃希菌主要来自痰液和尿液，

肺炎克雷伯菌主要来自痰液，多数患者都接受了导尿或机械勇

通气，且住院时间较长，这是造成医院内感染的重要原因。

近年来产ＥＳＢＬｓ的大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌检出率越

来越高，这与全球范围内β内酰胺类抗菌药物的不合理使用有

关，本研究中产ＥＳＢＬｓ的大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌检出率

分别为１６．７％和２８．１％，虽低于文献［４］报道，但仍是一个相

当高的水平。产ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌的耐药情

况基本一致，对β内酰胺类抗菌药物的耐药率明显高于非产酶

株，对三代头孢类的耐药率在９０％以上，对庆大霉素和环丙沙

星的耐药率也在５０％以上。主要是由于近几年来本院β内酰

胺类抗菌药物使用较多，特别是三代头孢类药物应用较为普

遍，诱导细菌产生ＥＳＢＬｓ，给临床治疗带来困难。两种细菌对

含酶抑制剂的复合剂及碳青霉烯类药物的耐药率相对较低，说
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明该类药物仍是目前治疗产ＥＳＢＬｓ菌株的最有效药物。

ＥＳＢＬｓ为质粒介导的β内酰胺酶，可以水解青霉素类和

头孢类抗菌药物的β内酰胺环，使其失去抗菌活性。一旦确定

细菌产ＥＳＢＬｓ，即使实验室报告为敏感的第三代头孢菌素和

单环酰胺类抗菌药物，在临床也不主张使用。

不同国家和地区报道的大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌ＥＳ

ＢＬｓ的基因型有所不同。ＴＥＭ型ＥＳＢＬｓ是在ＴＥＭ１型基因

序列的基础上由一至数十个氨基酸密码子突变而成，目前已命

名到ＴＥＭ１１９，ＳＨＶ是巯基变量的缩写，ＳＨＶ基因目前已命

名至ＳＨＶ４５型，ＣＴＸ型ＥＳＢＬｓ主要对头孢噻肟有高度的水

解活性，其他型还包括 ＯＸＡ型、ＢＥＳ型等
［５］。欧洲的一些国

家ＴＥＭ和ＳＨＶ型报道较多
［６］，但也有报道认为以ＣＴＸ型为

主［７］，国内有报道显示 ＴＥＭ、ＳＨＶ和ＣＴＸ三种基因型都存

在［８］。张志坚等［９］研究显示河南地区大肠埃希菌ＥＳＢＬｓ基因

主要为ＴＥＭ型（检出率８０．４％），其次为ＳＨＶ型（６０．９％），

ＣＴＸ型为５８．７％，低于罗飞等
［１０］的报道。本研究只检测了

ＴＥＭ、ＳＨＶ两种基因型在大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌中的分

布，结果显示大肠埃希菌中 ＴＥＭ、ＳＨＶ 的检出率分别为

７２．９％和５４．０％，和张志坚等
［９］的报道接近。肺炎克雷伯菌

中其检出率分别为８１．４％和６５．１％，与大肠埃希菌的检出率

差异无统计学意义（犘＞０．０５）。大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌

中均有部分菌株同时具有 ＴＥＭ、ＳＨＶ 两种基因型，与罗飞

等［１０］报道相似。

总之，加强对医院感染病原菌的监测，特别是对产ＥＳＢＬｓ

菌株耐药表型监测和基因型的研究，对于耐药机制的研究具有

重要意义，同时有助于临床合理选择抗菌药物，减少耐药菌的

产生。
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荣等［１１］、张慧莲等［１２］的研究结果相符合。

本研究对１８０５例次侧配血不合的红细胞输血进行输血

后效果评价，输血有效率为８７．４％，与同期主、次侧配血均相

合的红细胞输血有效率（８５．４％）相比，差异无统计学意义

（犘＞０．０５）；对输血效果不佳病例进行分析，均发现明确的导

致输血效果不佳的原因，未见免疫性溶血相关证据，提示经本

流程分析判定可输注次侧配血不合的悬浮红细胞的ＤＡＴ阳

性患者，其输血有效性并未降低。

综上所述，对于ＤＡＴ阳性所致次侧配血不合的非 ＡＩＨＡ

患者，输注悬浮红细胞并不降低输血的安全性和有效性，应用

本研究预定的处理流程可快速、安全地解决非 ＡＩＨＡ患者次

侧配血不合的临床输血问题，适用于采用微柱凝集技术交叉配

血的实验室。
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