
·论　　著·

阴沟肠杆菌产ＡｍｐＣ酶和ＥＳＢＬｓ的检测及耐药性分析
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　　摘　要：目的　明确阴沟肠杆菌产头孢菌素酶（ＡｍｐＣ酶）和超广谱β内酰胺酶（ＥＳＢＬｓ）的情况，分析细菌产酶与药物耐药间

的关系，指导临床合理用药。方法　非重复阴沟肠杆菌共１７４株采用 Ｍｉｃｒｏｓｃａｎｗａｌｋａｗａｙ４０ＳＩ全自动细菌鉴定与药敏分析仪进

行细菌鉴定及药敏试验；采用多底物协同拮抗法（ＭＳＳＡＴ）检测ＥＳＢＬｓ和ＡｍｐＣ酶。结果　１７４株阴沟肠杆菌中，单产ＡｍｐＣ酶

９２株（５２．８７％），其中高诱导型２５株，部分去阻遏型３３株，完全去阻遏型２２株；同时产ＡｍｐＣ酶和ＥＳＢＬｓ５４株（３１．０３％）；单产

ＥＳＢＬｓ１株（０．５７％）；ＡｍｐＣ酶和ＥＳＢＬｓ均不产有２７株（１５．５２％）；阴沟肠杆菌产酶株的耐药率明显高于不产酶株的耐药率

（犘＜０．０５），同时产ＡｍｐＣ酶和ＥＳＢＬｓ菌株的耐药率高于单产ＡｍｐＣ酶株的耐药率（犘＜０．０５）；产ＡｍｐＣ酶和ＥＳＢＬｓ菌株对头

孢曲松、头孢噻肟、哌拉西林的耐药率均高于９２．０％，对氨曲南耐药率高达８８．９％，对阿米卡星耐药率较低（１４．８％），对亚胺培南

耐药率为０％。结论　阴沟肠杆菌以产ＡｍｐＣ酶为主，单产ＥＳＢＬｓ菌株少，同时产ＡｍｐＣ酶和ＥＳＢＬｓ的菌株对三代头孢菌素、单

环类、青霉素类具有高度耐药性，对碳青霉烯类药物敏感；碳青霉烯类抗菌药物依然是治疗多重耐药阴沟肠杆菌感染的首选。
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犓犲狔狑狅狉犱狊：Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｃｌｏａｃａｅ；　ＡｍｐＣ；　ｅｘｔｅｎｔｅｄｓｐｅｃｔｒｕｍｂｅｔａｌａｃｔａｍａｓｅ；　ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

　　阴沟肠杆菌是医院感染常见的条件致病菌之一，可引起呼

吸道、伤口、血液系统、泌尿道等多部位感染［１］。随着广谱抗菌

药物的广泛使用，细菌的耐药情况变得越来越严重。大多常见

致病菌对β内酰胺类抗菌药物耐药的主要机制产生β内酰胺

酶，而阴沟肠杆菌产头孢菌素酶（ＡｍｐＣ酶）和超广谱β内酰胺

酶（ＥＳＢＬｓ）是导致其对β内酰胺类抗菌药物耐药的重要原因

之一［２］。鉴于本地区对阴沟肠杆菌产ＡｍｐＣ酶和ＥＳＢＬｓ检测

状况的研究报道甚少，本文选用明德松等［３］建立的多底物协同

拮抗法（ＭＳＳＡＴ）检测贵阳市第二人民医院阴沟肠杆菌产

ＡｍｐＣ酶和ＥＳＢＬｓ的情况，分析细菌产酶与耐药间的关系，旨

·００４３· 国际检验医学杂志２０１６年１２月第３７卷第２４期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ．２０１６，Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．２４

 基金项目：贵州省贵阳市科技局基金资助项目（筑科合同［２０１５１００１］社３４号）。

　　作者简介：杨洪芬，女，主任技师，主要从事病原生物学检测研究。　△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：６４５９０３６６１＠ｑｑ．ｃｏｍ。



在为临床控制感染及临床合理使用抗菌药物提供一定的理论

参考依据，现具体报道如下。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　收集２０１３年６月至２０１４年６月临床检出的

鉴定率达９８．０％以上的阴沟肠杆菌共１７４株，去除同一病例

同一 部 位 标 本 的 重 复 菌 株。质 控 菌 株：大 肠 埃 希 菌

ＡＴＣＣ２５９２２、铜绿假单胞菌 ＡＴＣＣ２７８５３和肺炎克雷伯菌

ＡＴＣＣ７００６０３（由贵州医科大学附属医院微生物免疫科保存）。

１．２　仪器与试剂　ＭｉｃｒｏｓｃａｎＷａｌｋＡｗａｙ４０ＳＩ全自动细菌鉴

定与药敏分析仪（Ｓｉｅｍｅｎｓ，德国）；鉴定药敏复合检测板 ＮＣ５０

（Ｓｉｅｍｅｎｓ，德国）；药敏纸片：头孢噻肟（ＣＴＸ，３０微克／片）、头

孢 噻 肟／克 拉 维 酸 （ＣＴＸ／ＣＡ，３０／１０ 微 克／片）、头 孢 他 啶

（ＣＡＺ，３０微克／片）、头孢他啶／克拉维酸（ＣＡＺ／ＣＡ，３０／１０微

克／片）、头孢吡肟（ＦＥＰ，３０微克／片）、亚胺培南（ＩＰＭ，１０微

克／片）和头孢西丁（ＦＯＸ，３０微克／片），均购自英国 Ｏｘｏｉｄ

公司。

１．３　方法

１．３．１　阴沟肠杆菌耐药性分析　细菌分离、培养按照《全国临

床检验操作规程》第３版要求进行
［４］，采用 Ｍｉｃｒｏｓｃａｎｗａｌｋ

ａｗａｙ４０ＳＩ全自动细菌鉴定与药敏分析仪和鉴定药敏复合检测

板进行细菌鉴定及药敏试验，结果判读参照美国临床实验室标

准化委员会２０１３版标准进行
［５］，并得出药敏数据。

１．３．２　阴沟肠杆菌产 ＡｍｐＣ酶和ＥＳＢＬｓ表型检测及结果判

读　参照明德松等
［３］建立的多底物协同拮抗法（ＭＳＳＡＴ）进行

检测及结果判读。

１．４　统计学处理　采用 ＷＨＯＮＥＴ５．６软件和ＳＰＳＳ１７．０软

件进行统计分析，计数资料以率表示，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　阴沟肠杆菌产不同表型ＡｍｐＣ酶和ＥＳＢＬｓ　ＭＳＳＡＴ结

果显示，１７４株阴沟肠杆菌中，单产ＥＳＢＬｓ１株，单产ＡｍｐＣ酶

９２株，同时产ＥＳＢＬｓ和 ＡｍｐＣ酶５４株，２种酶均不产２７株。

见表１。

２．２　阴沟肠杆菌产酶株耐药情况　对产酶株与不产酶株耐药

结果分析显示，产酶株的耐药率明显高于不产酶株的耐药率

（犘＜０．０５），同时产ＡｍｐＣ酶＋ＥＳＢＬｓ的阴沟肠杆菌耐药率明

显高于单产ＡｍｐＣ酶耐药率（犘＜０．０５），见表２。

表１　　１７４株阴沟肠杆菌的产酶率

酶的类别 菌株数（狀） 产酶率（％）

ＥＳＢＬｓ阳性 １ ０．５７

ＡｍｐＣ酶阳性 ９２ ５２．８７

高诱导型 ２５ １４．３７

部分去阻遏型 ３３ １８．９７

完全去阻遏型 ２２ １２．６４

ＥＳＢＬｓ＋ＡｍｐＣ酶均阳性 ５４ ３１．０３

ＥＳＢＬｓ＋高诱导型 ９ ５．１７

ＥＳＢＬｓ＋部分去阻遏型 １５ ８．６２

ＥＳＢＬｓ＋完全去阻遏型 ３０ １７．２４

ＥＳＢＬｓ＋ＡｍｐＣ酶均阴性 ２７ １５．５２

表２　　１７４株阴沟肠杆菌对１５种抗菌药物的耐药率（％）

药物名称
阴沟肠杆菌

（狀＝１７４）

ＡｍｐＣ

酶阳性

（狀＝９２）

ＡｍｐＣ酶＋

ＥＳＢＬｓ均

阳性（狀＝５４）

ＡｍｐＣ酶

＋ＥＳＢＬｓ均

阴性（狀＝２７）

阿米卡星 ５．２ １．１ １４．８ ０．０

氨曲南 ４０．８ ２０．７ ８８．９ １１．１

头孢他啶 ３６．２ ２２．８ ７４．１ ３．７

环丙沙星 ２０．１ ９．８ ４４．４ ３．７

头孢曲松 ４２．５ ２０．７ ９８．１ ３．７

头孢噻肟 ４２．０ ２０．７ ９６．３ ３．７

头孢吡肟 ３３．３ １５．２ ７７．８ ３．７

庆大霉素 ２３．０ １０．９ ５３．７ ０．０

亚胺培南 １．１ ２．２ ０．０ ０．０

左氧氟沙星 １２．１ ３．３ ３１．５ ３．７

哌拉西林 ４２．５ ２２．８ ９２．６ ７．４

复方磺胺甲唑 ３２．８ １６．３ ７４．１ ３．７

替卡西林／克拉维酸 ３２．８ ２２．８ ６３．０ ３．７

妥布霉素 ２１．３ ９．８ ５０．０ ０．０

表３　　阴沟肠杆菌不同表型产酶株对１５种抗菌药物的耐药率（％）

抗菌药物名称

ＡｍｐＣ酶阳性

高诱导型

（狀＝２５）

部分去阻遏型

（狀＝３３）

完全去阻遏型

（狀＝２２）

ＡｍｐＣ酶＋ＥＳＢＬｓ均阳性

ＥＳＢＬｓ＋高诱

导型（狀＝９）

ＥＳＢＬｓ＋部分去阻遏型

（狀＝１５）

ＥＳＢＬｓ＋完全去阻遏型

（狀＝３０）

阿米卡星 ０．０ ０．０ ０．０ １１．１ １３．３ １７．２

氨曲南 ８．０ １８．２ ５０．０ ８８．９ ８６．７ ８９．７

头孢他啶 １２．０ １５．２ ５９．１ ７７．８ ５３．３ ８２．８

环丙沙星 ８．０ １５．２ １３．６ ２２．２ ４６．７ ５１．７

头孢曲松 ４．０ ２１．２ ５４．５ １００．０ １００．０ ９６．６

头孢噻肟 ４．０ ２１．２ ５４．５ １００．０ １００．０ ９３．１

头孢吡肟 ４．０ １２．１ ４５．５ ５５．６ １００．０ ７５．９

庆大霉素 １６．０ ６．１ １８．２ ８８．９ ７３．３ ３４．５
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续表３　　阴沟肠杆菌不同表型产酶株对１５种抗菌药物的耐药率（％）

抗菌药物名称

ＡｍｐＣ酶阳性

高诱导型

（狀＝２５）

部分去阻遏型

（狀＝３３）

完全去阻遏型

（狀＝２２）

ＡｍｐＣ酶＋ＥＳＢＬｓ均阳性

ＥＳＢＬｓ＋高诱

导型（狀＝９）

ＥＳＢＬｓ＋部分去阻遏型

（狀＝１５）

ＥＳＢＬｓ＋完全去阻遏型

（狀＝３０）

亚胺培南 ０．０ ０．０ ４．５ ０．０ ０．０ ０．０

左旋氧氟沙星 ４．０ ３．０ ４．５ ２２．２ ２６．７ ３７．９

哌拉西林 １２．０ ２１．２ ５４．５ ８８．９ １００．０ ８９．７

复方磺胺甲唑 ３２．０ １５．２ １３．６ ８８．９ １００．０ ５８．６

替卡西林／克拉维酸 １６．０ １５．２ ５９．１ ７７．８ ４０．０ ６９．０

妥布霉素 ２０．０ ９．１ ４．５ ８８．９ ６０．０ ３４．５

２．３　阴沟肠杆菌不同表型产酶株耐药情况　产不同表型

ＡｍｐＣ酶的阴沟肠杆菌耐药率显示，完全去阻遏型的耐药率最

高，其次是部分去阻遏型，高诱导型的耐药率最低；同时产

ＡｍｐＣ酶及ＥＳＢＬｓ菌株的高诱导型、部分去阻遏型、完全去阻

遏型阴沟肠杆菌耐药率明显高于单产 ＡｍｐＣ酶各型的耐药

率。见表３。

３　讨　　论

　　近来研究发现，高产 ＡｍｐＣ酶和ＥＳＢＬｓ是阴沟肠杆菌对

β内酰胺类抗菌药物耐药的主要机制
［６］。因此，及时、正确地

检测出产酶菌株具有重要的临床意义，至今尚无公认的关于阴

沟肠杆菌产ＥＳＢＬｓ和ＡｍｐＣ酶表型检测的确认方法。美国临

床与实验室标准协会推荐的用于大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌

产ＥＳＢＬｓ检测的双纸片确证法是检测阴沟肠杆菌产ＥＳＢＬｓ

借鉴最多的方法。目前，检测 ＡｍｐＣ酶的方法有改良三维试

验、头孢菌素初筛试验、等电聚焦及氟氯西林抑制试验等，而改

良三维实验较为经典，且文献运用较多，但该方法操作繁琐，影

响因素较多。ＭＳＳＡＴ能够一步检测出产ＥＳＢＬｓ、３种类型（高

诱导型、部分去阻遏型、完全去阻遏型）ＡｍｐＣ酶及二者不同组

合产酶情况，但对于ＡｍｐＣ酶存在的其他表型，此法也不能一

步同时检测。本研究对产 ＡｍｐＣ酶的不同表型结果显示，９２

株单产ＡｍｐＣ酶中，有１２株阴沟肠杆菌表型出现头孢西丁耐

药、亚胺培南敏感，但亚胺培南与周边５种纸片并没有出现拮

抗现象而产生内外缘半径差，故而不能分型，可能是阴沟肠杆

菌中还存在其他类型的 ＡｍｐＣ酶而本法不能检测出，有待科

研工作者进一步发现更加全面的检测方法。由于本实验结果

是通过量取内外缘半径差来判断产不同类型的 ＡｍｐＣ酶，测

量误差对实验影响大，对内外缘半径的测量要严格，相差１

ｍｍ则就可能被判定为不同表型。为了试验结果的准确性，最

好选用游标卡尺进行测量。本研究实验过程中，同时选用直径

为９０ｍｍ和１５０ｍｍ的 ＭＨ琼脂平板检测菌株产ＥＳＢＬｓ与

ＡｍｐＣ酶表型情况，结果发现使用直径为１５０ｍｍ的 ＭＨ 琼

脂平板比使用９０ｍｍ的 ＭＨ琼脂平板更易于结果的判断，减

少了因测量误差所导致的分型错误，从而提高了试验的准

确性。

本次研究结果显示，１７４株阴沟肠杆菌中，单产 ＡｍｐＣ酶

占５２．８７％，高于陆丹倩等
［７］报道的１２．３５％和赵德军等

［８］报

道的２３．１％，低于杨月琳
［９］的６４．０％；同时产ＥＳＢＬｓ与ＡｍｐＣ

酶检出率为３１．０３％，均高于以上地区的相应报道。对阴沟肠

杆菌在不同地区、不同医院之间产 ＡｍｐＣ酶和ＥＳＢＬｓ存在着

的明显差异，可能与其感染情况、用药习惯、环境、医院感染及

消毒隔离措施等诸多原因有关。

有研究学者将同一细菌所产生的 ＥＳＢＬｓ及质粒介导的

ＡｍｐＣ酶称之为超超广谱β内酰胺酶（ＳＳＢＬｓ），其表现为对第

三代头孢菌素、头霉素及酶抑制剂复合制剂均耐药［１０］。本研

究对阴沟肠杆菌产酶株与耐药性分析发现，同时产 ＡｍｐＣ酶

和ＥＳＢＬｓ菌株耐药率明显高于单产ＡｍｐＣ酶和不产酶株的耐

药率（犘＜０．０５），同时产 ＡｍｐＣ酶及ＥＳＢＬｓ菌株对青霉素类

的哌拉西林、三代头孢类药物头孢曲松和头孢噻肟、单环类抗

菌药物氨曲南表现出高度耐药性，对四代头孢药物头孢吡肟的

耐药率也高达７７．８％；对喹诺酮类与氨基糖苷类抗菌药物也

有较高的耐药率；对阿米卡星较敏感，对亚胺培南敏感。而单

产ＡｍｐＣ酶菌株与非产酶株耐药率之间差异无统计学意义

（犘＞０．０５），表现为对三代头孢，氨曲南，哌拉西林等各类抗菌

药物的耐药率均不高（＜２３％），对亚胺培南的耐药率均为

１００．０％。ＡｍｐＣ酶的强诱导剂是碳青霉烯类抗菌药物，但因

其空间构象特殊，使其具有很强的抗菌活性，能在诱导产生足

量ＡｍｐＣ酶之前快速杀灭细菌，且对ＡｍｐＣ酶高度稳定，所以

是治疗产酶菌株感染的有效药物，可作为阴沟肠杆菌重症感染

的首选抗菌药物，其次为阿米卡星，而喹诺酮类及氨基糖苷类

抗菌药物对产ＡｍｐＣ酶和ＥＳＢＬｓ的耐药状况各地报道不一，

需根据当地药敏情况进行选择。

阴沟肠杆菌是产生ＡｍｐＣ酶的典型细菌
［１１］。抗菌药物诱

导调节是染色体介导ＡｍｐＣ酶基因表达的一种经典模式。例

如，在缺乏β内酰胺类抗菌药物（如头孢西丁、亚胺培南等）诱

导时，许多革兰阴性杆菌只产生少量的 ＡｍｐＣ酶，但在β内酰

胺类抗菌药物存在时，ＡｍｐＣ酶的产量明显增加，其表型为产

高诱导型 ＡｍｐＣ酶。ＡｍｐＣ酶的诱导表达是由染色体上的

ａｍｐ复合操纵子调控的，其包括上游的调节基因 ａｍｐＲ、

ａｍｐＧ、ａｍｐＤ、ａｍｐＥ和结构基因ａｍｐＣ。当调节基因ａｍｐＤ发

生突变时，其编码产生的ＡｍｐＤ蛋白的功能部分或全部丧失，

致使ＡｍｐＣ酶表达部分或完全去阻遏效应，使得细菌持续高

产ＡｍｐＣ酶，对应的ＡｍｐＣ酶表型分别为部分去阻遏型（非诱

导型）和完全去阻遏型。本次研究对阴沟肠杆菌不同表型产酶

株的耐药情况分析发现，单产 ＡｍｐＣ酶的不同表型对１５种抗

菌药物的耐药率基本是高诱导型最低，其次是部分去阻遏型，

完全去阻遏型的耐药率最高（均不超过６０％），这可能是由于

诱导型ＡｍｐＣ酶产酶率低，故其耐药率低；而同时产ＥＳＢＬｓ及

ＡｍｐＣ酶３种表型菌株对１５种抗菌药物（亚（下转第３４０５页）
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ＨＢＶＤＮＡ的检测对象，因为：（１）乳酪容易吸附在微量吸嘴内

壁及外壁，使得其存在加样不准确的可能，从而影响检测结果

的准确性和重复性；（２）吸取乳酪时难免会混入部分乳清，使得

检测结果并不能完全代表乳酪中 ＨＢＶＤＮＡ的载量情况。本

文建议将混匀乳汁作为乳汁中 ＨＢＶＤＮＡ检测对象基于以下

考虑：（１）方法简单，无需离心或者自然沉淀的过程；（２）将乳汁

成分可能对 ＨＢＶＤＮＡ检测的影响均匀分摊，使其检测结果

与真值间的差异不会过大；（３）尽量使 ＨＢＶＤＮＡ在乳汁中分

布均匀，从而使得检测结果更能代表乳汁中 ＨＢＶＤＮＡ载量

的真实情况；（４）加样准确，不易因加样误差而影响检测结果。

乳汁标本中 ＨＢＶＤＮＡ定量检测方法的标准化还有许多

问题需要解决。本次研究的结果仅能反映出乳汁中不同成分

ＨＢＶＤＮＡ检测结果间的差异，由于缺乏专用的乳汁 ＨＢＶ

ＤＮＡ检测质控品，使得对于检测出的不同乳汁部分中 ＨＢＶ

ＤＮＡ结果的准确性缺乏判断依据。同时，由于本次研究中

ＨＢＶＤＮＡ阳性乳汁例数较少，乳汁中不同成分 ＨＢＶＤＮＡ

检测结果的差异仍需要通过更多标本的检测、更完善的试验设

计来探讨和研究。
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胺培南除外）的耐药率均明显高于单产 ＡｍｐＣ酶的３种表型

菌株的耐药率（犘＜０．０５），提示阴沟肠杆菌在产ＥＳＢＬｓ的同时

存在产 ＡｍｐＣ酶的话，会使细菌对抗菌药物的耐药性明显

提高。

综上所述，产ＡｍｐＣ酶和ＥＳＢＬｓ的阴沟肠杆菌存在的多

重耐药问题给临床抗感染治疗及控制耐药菌株的产生带来极

大困难，及时、准确地检测阴沟肠杆菌产ＡｍｐＣ酶和ＥＳＢＬｓ情

况可以了解其耐药机制，对临床抗感染治疗有重要意义。当前

检测ＡｍｐＣ酶的方法多种多样，但还没有一种国际公认的标

准方法，有待广大的科研人员研究出一种简单、快速而准确的

检测方法。
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