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儿童临床产 ESBLs菌基因型分布及其耐药特征的研究 

刘 岚 ，郑玉强 ，赵 昕z，刘昌林 ，朱 军 ，谢 伟 ，景春梅 

(1．重庆医科大学附属儿童医院检验科，重庆 400014；2．重庆医科大学检验系，重庆 400016) 

【摘 要】目的：对本地区2002 2004年儿童l临床分离的产超广谱 B一内酰胺酶(Extended-Spectrum B—Laetamases，ESBLs)细菌 

的流行特点和基因型别进行分析，了解产 ESBLs细菌的耐药基因的型别分布和耐药特征变化情况。方法：用 microscan walka— 

way-4．0细菌鉴定仪对4022株革兰氏阴性菌鉴定到种并做药敏分析，K—B法确认产ESBLs菌株，并用PCR法扩增，筛选其中 

108株 ESBLs阳性菌株进行初步基因分型。结果：产 ESBLs菌 1468株 ，大肠埃希氏菌和肺炎克雷伯菌的分别为 52．5％和 

65．8％；总产酶率为 58．0％；2002 2004年产酶率分别为：68．2％、56．9％、50．8％。PCR初步分型结果表明：108株 ESBLs菌检测到 

TEM、SHV及CTX三种基因型；大肠埃希氏菌59株，主要为TEM型(56／59)；肺炎克雷伯菌29株，主要为SHV型(28／29)；阴沟 

肠杆菌 13株，以TEM型为主(12／13)；铜绿假单孢菌 7株，以 TEM型为主(6／7)。2002年以TEM型为主(75％)。2003年主要为 

TEM型(40％)和SHV型(57．1％)，2004年主要为TEM型(90．9％)，CTX为少见基因型(3．7％)。产ESBLs菌对青霉素类、氨曲南 

及头孢菌素类抗生素耐药率为56．2％ 100％，具有多重耐药特点。结论：产ESBLs菌发生率在逐年下降，产ESBLs菌主要携带 

TEM和SHV型 B一内酰胺酶基因，其中绝大部分产TEM型 B一内酰胺酶；但耐药情况不容乐观；提示临床应加强细菌耐药性与 

基因型变化的了解，合理用药，减少耐药菌的产生，更好的控制院内感染。 
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Distribution of gene typing of clinical ESBLs-producing bacterium 

in children and its drug resistance 

Llu Lan．et al 

(Department of Clinical Laboratory，t Children’s Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To analyze the epidemic characteristics and gene type of the Extended-Spectrum 13-Laetamases(ESBLs)一 

producing Gram—negative bacterium in Chong—qing area from 2002 to 2004，and investigate its distribution of gene typing and 

drug resistance．Methods：There were 4022 Gram—negative bacterium isolated in clinic from 2002 to 2004， and they were 

identified and done the drug sensitivity by the microscan walkaway-4．0．ESBLs—producing strains were detected by K-'B method 

and am plified by PCR．The DNA of 108 chosen ESBLs-producing strains were genotyped by Tripure Isolation Reagent
． 

Results：1468 ESBLs-produeing strains were detected． I1Ie rates of Escheriehia．eoli and Klebsiella
．pneumoniae were 52．5％ and 

65．8％ respectively．Th e general positive rate of ESBLs-produeing was 58．O％．And the rates in year 2002．2003 and 2004 were 

68·2％ ，56．9％ and 50．8％ 2002 to 2004 respectively． I1Ie result of PCR showed that 3 types of gene typing。TEM，SHV and 

CTX were detected in 108 chosen ESBLs-producing strainsTh e TEM type was the main type in E
． eoli(56／59)，E．asburiane 

(12／13)and P．aeruginosa(6／7)while the SHV type was the main type in K．pneumoniae(28／29)．TEM type was the main type 

for year 2002(75％)，both TEM (4J0％)and SHV (57．1％)for 2003，and TEM for 2004(9O．9％)with CTX as infrequent type 

(3．7％)．Th e resistance rates of ESBLs-producing isolates against penieillins，aztreonam  and the third generation eephalosporins 

were about 56．2％-100％ ，and almost multi—resistant．Conclusion：Th e incidence of ESBLs—producing isolates was deereasing by 

year，and ESBLs—Producing isolates mainly carried TEM and SHV types of 13一Laetam ases with the TEM one as the major． 

Th eir drug resistances were not so good．Th ose indicated that it is neeessany to strengthen the understanding about bacterium 

resistance and gene type change，administer medicines reasonably to decrease the resistant ones and control the infection in 

hospital better． 

【Key words]ESBLs；Gene type；Resistance 
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超广谱 13一内酰胺酶 (Extended—Spectrum B— 

Lactamases，ESBLs)是指由细菌质粒介导的能水解 

氧亚氨基 B一内酰胺抗生素 ，并可被 p一内酰胺酶抑 

制剂(如克拉维酸)所抑制的一类酶01。大肠埃希氏 

菌和肺炎克雷伯菌是临床产 ESBLs最常见的两种 

菌属。近年来，随着第三代头孢菌素的泛用 ，产 ES— 

BLs的大肠埃希氏菌和肺炎克雷伯菌也 日益增多， 

它们表现出的多重耐药性 以及经质粒介导容易在 

同种属或不同种属细菌间传递造成爆发流行的特 

点，特别是院内相同质粒谱带ESBLs菌更应高度重 

视，对预防医院感染有重要的意义【2】。B一内酰胺抗生 

素的过度使用，不仅造成产 ESBLs的细菌种类不断 

增加，而且ESBLs表型的基因种类也不断增加。为此， 

以我院分离的细菌为对象 ，采用 NCCLS的方法检 

测 3年产 ESBLs的细菌的变化情况 ，并用 PCR方法 

对其基因进行初步分型，为预防产 ESBLs耐药细菌 

的产生，院内感染的控制以及II缶床用药提供参考。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 菌株 收集我院 2002年 1月 2004年 12月临床分 

离的4022株革兰氏阴性杆菌，按 NCCI~提供的标准方法对 

ESBLs进行确认 ，共检测出 1468株 ESBLs菌。通过 PCR方 

法扩增，选择其中108株ESBLs阳性菌株对其基因进行初步 

分型，并分析它们的耐药性。2002年到2004年分别为4o株、 

35株 、33株 ，菌种分类如下 ：大肠埃希氏菌属 59株 ，肺炎克 

雷伯氏菌属 29株，阴沟肠杆菌属 13株，铜绿假单孢菌属7 

株。所有菌株经常规方法和 microscan walkaway-4．0鉴定到 

种。质控菌株为大肠埃希氏菌 ATCC25922和铜绿假单包菌 

A I℃C27853。 

1．1．2 药敏纸片 鉴定纸片包括以下 11种 ：头孢他啶(cef- 

tazidime，CAZ)，头孢曲松 (ceftriaxone，CRO)，头孢吡肟(ce— 

fepime，FEP)，哌拉西林(piperacillin，PIP)，亚胺培南(imipen— 

em，II)M)，氨 曲南 (azt reotlaltll，ATM)，丁胺卡那霉素 

(amikacin，AK)，庆大霉素(Gentamicin，CN)，妥布霉素( 

bramycin，TOB)，环丙沙星(Ciprofloxacin，CIP)，复方新诺明 

，SXT)。质量控制为大肠埃希 

氏菌 ATCC25922。 

1．1．3 主要试剂 microscan walkaway-4．0鉴定系统 (法国 

BIO—Merieux公司)，Tripure Isolation Reagent(Roche公司)， 

dNTP、TaqDNA聚合酶(Sigma公司)。 

l。1．4 主要实验仪器 PTC一100PCR仪(美国)、Biofuge 22R 

型 高速低 温离 心机 、37℃水 浴箱 、THZ—C恒 温振 荡器 、 

DYY一2C型电泳仪、GDS一8000凝胶成像分析仪。 

1．2 方法 

1．2．1 ESBLs菌的检测 (1)筛选试验 ：NCCLS推荐的纸片 

扩散法筛选EsBIJs，按标淮纸片扩散法进行操作，只要符合 

下面任何一项指标，即怀疑产EsBIJs：头孢他啶~<22mm，头 

孢噻肟~27mm，头孢曲松~<25mm，氨曲南~<27mm。(2)确证 

试验：按 NCCLS纸片法进行确证试验，将筛选的可疑菌株用 

头孢他啶、头孢他啶，克拉维酸、头孢噻肟 、头孢噻肟 ，克拉 

维酸 2组抗生素做纸片扩散法药敏试验。任一组中含克拉维 

酸的纸片和不含克拉维酸的纸片间抑菌环直径相 差t>5 

Innl，即可证实为 EsBIJs阳性 ，并用大肠埃希菌 ATCC26932 

和克雷伯菌ATCC690612作质量控制。 

1．2．2 ESBLs菌的药敏实验 采用 K—B纸片法，取单个 ES— 

BLs阳性菌落做适度稀释，调整菌量为0．5麦氏单位，将配好 

的菌液均匀的涂于 M—H琼脂培养基上 ，并贴上药敏纸片 ， 

36．5~C孵育 18～24h，测定抑菌圈大小。 

L2．3 ESBLs基 因分 型 利用 Tfipure提取 ESBLs阳性菌 

DNA，一20℃保存。用同一分子量的 Marker和 PCR方法对 

ESBLs进行基因分型，其扩增引物见表 1(由上海博亚公司合 

成)。 

5O l PCR反应体系为：DNA 100ng、2．5mmol／L MgCl2、 

0．4mmol／L dNTP、0．4pmol／L的引物 、2．5U Taq酶。扩增条件 

为：94℃一30s一54℃／56℃／58℃一30s一72-20s-72℃一20s，35个 

循环。反应产物在含2％EB琼脂糖凝胶上电泳，在紫外灯下 

观察结果。 

1．2．4 电泳分析 将 PCR扩增的 108株 ESBLs阳性菌株 ， 

表 1 3种基因型的引物序列 

基因型别 引物序列 

rEM 

SHV 

(I1X—M 

上游引物 

下游引物 

上游引物 

下游引物 

上游引物 

下游引物 

5’一A1 AGr n℃从 C T̂n℃CGrGTC一3’ 

5’—TrACCAATG(I1TA A I℃AGTGAGG一3t 

5‘一ATGCGTTATATrCGCCTCTC _3’ 

5’-TrAGCG 兀℃CCAG I'GC I℃G一3’ 

5’一ATGATGAC I℃AGAGCATI℃G一3- 

5’— I℃AGA从 CCClTGGGTrACG一3’ 
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丹圳选取 9涮 qH＼ TEM的电泳条-特进 {r舒 

2 结 果 

!+1 ESBL 菌的检出率 

3年共揄涮 4022株革 兰阴性杆菌．榆删到 

l468株 ESB1 菌，检Ⅲ率为 36 5曙 1319株大肠埃 

希氏菌榆删到 692株 ESBL 菌．其产晦率为52 5％； 

】0【7林啼炎克雷伯菌共检测列 669株 ESBL ，其产 

酶率为65 8％、大肠埃希氏菌和肺炎克雷们菌3年 

产酶率为 58 0~7e，2002～2004年每年产酶率分别 

为68 2％、56．9疆椰 5O 幢．结果见表 2 

：2 ESBLs菌株初步基因分型及其型别分布 

lO8株ESBLs茼株为：大肠埃希氏菌 59株 肺 

炎克雷伯菌 29株、 沟肠杆菌 1 3株、制绿假举孢 

菌7株 榆洲到 3种基 型．74株 ’FEN型 ．30株 

SHV型以及 4株 C rx型、20t)2～2004年 ESBLs的 

Jqfu]l斗 

2(102 

2003 

20 

舒高数一林 

390 

506 

42 

1 l 9 

基因型分 见丧3．t要瑟冈的电泳I剖谱：TEN基 

闪电泳结 果见图 J：1．2．3．4．5．6．7 8．9条带的分 

子量位于 800～】O00l1【I．平均约 860bI ．分别代表椅 

刚标 本 的 61．62．64，66．7I，72．73．74．76 号 ．为 

TEM 型 ：SH＼ 基 因 电泳 结 果 见 2：1．2．3．4． 

5．6，7．8，9条带的舒子量位 于 1000～l 1001l【l之间． 

平均约 1ogot，Jj．分别代表检删标奉的 8 J．85．88．9O． 

93，103，l04，106．1]2号．为SHV型 ． 2中．由 

于IIs特异陛扩增冈索的影响， {{现了分子量位1： 

4(i)0～100Ot 之IhJn々祭带 

2 3 产ESBLs细茵耐药-_土况 

产 ESBI~菌对青霉素类 氨肼南及头孢菌素类 

抗生素耐药率『龉达 56．2％～l【H1％，县有多重耐药特 

点；2002—2004年耐药率靠 r降趋势．fFtqti床可选抗 

生素很少．产ESBLs蔺仪对碳青酶烯类干引头霉素类 

抗l牛素 有较高的敏感 ，结果见丧4 

表 2 21)0 ～200．4年产 ESBL 菌的产酶 率 

大肠埃 希 菌 

南率f％) 

6】．1 

49．4 

46．8 

52 5 

啼 炎克雷 ff1茼 

产脯致l侏) 产酶率- 

2I 3 7R．̂ 

238 67 6 

2I 8 55 3 

669 65 8 

表 3 2002～2(R)4年的基因分型的分析 

基因型 2002年(株 ) 2003年(徘 

1_EM 

SHV 

【：TX 

叭 75曩 

8l 2D％ 

2(5佑 

40 

14【44】％ ： 

20(571％ 

】 2 9％ 1 

图 1 TEM基 因 PCR产物琼脂糖凝媵电泳结果。 

注 ：M：I}NA n1．⋯rk r L 娃可{2㈨hp的 标准 ^l】、A； 

l-2，3-4．5，6．7，8．q垮显永 舒子 量情于 800～1000 Llll之 问的 

1、EM带 约 860hp 

2004年cl秣 

30(909％  

2 c 61％ 

【I 3％ 1 

台 1 
— —  

74 

3I1 

4 

l08 

 ̂．2 

56．q 

511．8 

5 ．0 

图 2 SIlV基因 【{产物琼脂糖 凝胶 电泳 结果 

注 ：M：DNA marker}
． 图 显 

I．2，3．4．5，6 7．R，9号显示仔 T 

的 Iv带 ．约 I{}801I【) 

200hp的标准 I}NA： 

量位于1 000一IlO0hp之间 

主苣 
蛐 
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氨苄青霉素(AMP) 

氧哌嗪青霉素 厂I1Az0(TZP) 

菌克单(ATM) 

头孢噻吩(KF) 

头孢唑啉(KZ) 

头孢呋肟(CXM) 

头孢噻肟(CTX) 

复达欣(CAZ) 

菌必治(CRO) 

头孢吡肟(FEP) 

亚胺硫霉素(IPM) 

头孢西丁(FOX) 

庆大霉素(CN) 

丁胺卡那霉素(AK) 

妥布霉素(TOB) 

氧哌嗪青霉素(PIP) 

环丙氟哌酸(CIP) 

复方新诺明(SXT) 

3 讨 论 

近年来由于临床治疗学快速发展而带来的负 

面效应，是医院感染率上升和耐药株增加的主要原 

因。特别是三代头孢菌素的广泛使用，使革兰氏阴 

性菌中ESBLs成为医院感染的致病菌之一。由于传 

播途径广，常常是新生儿病房、ICU等各科病房暴发 

流行的主要菌株。儿童是感染性疾病的易感群体， 

免疫器官的不健全，抵抗力较低 ，导致常见的感染 

性疾病发病频繁，院内外不正规用药较为普遍，三 

代头孢的使用已是抗感染的常见药，社会获得性与 

医院内交叉感染耐药菌也不可避免，这可能是儿童 

感染产ESBLs菌发生率与耐药率居高不下，并且耐 

药率高于成人的原因之一。经我院三年的连续监 

测 ，大肠埃希氏、肺炎克雷伯氏菌产生 ESBLs菌发 

生率达 58％，产 ESBLs菌的特性包含几个方面[31：① 

丝氨酸活性 Ambler’s A类或 D类 13一内酰胺酶；② 

能水解氧亚胺 B一内酰胺类抗生素，对广谱青霉素 

和头孢菌素水解活性强；③活性能被 13内酰胺酶 

抑制剂抑制；④根据 Bush—Jacoby—Medeiros功能分 

类属 2be亚组。ESBLs种类最多的是 TEM或 SHV 

族酶，其中大肠埃希氏菌和肺炎克雷伯菌仍是主要 

产酶株，与报道相同[41。ESBLs可以通过结合 、转化 

和转导等形式使耐药基因在细菌中扩散 ，从而造成 

医院严重的交叉感染和院外耐药基因的扩散。已有 

多起关于产 ESBLs细菌引起医院感染暴发流行的 

报告圄。产 ESBLs细菌所致的感染暴发流行的产生 

与患者较多使用第三代头孢菌素及全身抵抗力下 

降有关，给临床抗感染治疗带来很大困难。 

很多因素影响对感染儿童的治疗，由于儿童在 

学校的相互密切的接触以及个人 日常的卫生情况 

差 ，儿童频繁暴露于各种病原菌之中，不同年龄的 

儿童在一种疾病上的临床表现可能差异很大，而且 

从新生儿 、婴儿期经过青少年期进入成年期，不同 

发育时期的生理性差异对药物治疗有很大 的影 

响网。在新生儿期，肝、肾发育均未发育成熟，肝酶分 

泌的不足或缺乏，肾清除功能较差，新生儿感染时 

应避免应用毒性大的抗生素药物。从表 4的体外药 

敏结果可以看出，产 ESBLs细菌对大多数抗生素耐 

药。产 ESBLs菌 2002～2004年的耐药特征 19种抗 

生素除亚胺硫霉素(IMP)耐药率为零外，三代头孢 

耐药率较高，丁胺卡那霉素(AK)、妥布霉素(TOB) 

耐药率约小于 50％，其它耐药率均在 60％以上，但 

从耐药谱中表现的耐药率大多数有逐年下降的趋 

3 3 3 3 2 1 8 3 3 8 6 3 2 3 5 5 缸 0 缸 

4 4 2 2 6 2 3 2 4 9 3 2 2 
舛 ∞ 醯 。 嬲 ∞ ；2 嬲 
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势。其中氨基糖甙类药物有明显的耳、肾毒性，d,JL 

应尽量避免应用。因此，丁胺卡那霉素(AK)、妥布霉 

素(TOB)、耐药率比成人较低，而庆大霉素(CN)则 

有较高的耐药率在 80％以上，喹诺酮类抗菌药的环 

丙氟哌酸(ClP)与磺胺类的复方新诺明(SXT)的耐 

药率都大于 60％～70％，在 18岁以下的未成年人一 

般避免使用，主要影响骨骼的发育，产 ESBLs菌的 

耐药率高于国内报道的成人感染 ，因此，体外药物敏 

感试验在临床儿科病人的治疗中具有重要作用，因 

细菌感染具有高危险性，提高实验室诊断的灵敏度 

以及采用较好致病菌的鉴定的方法，可以使临床医 

生在治疗时采用广谱抗生素进行经验性治疗[71的时 

间缩短，革兰氏阴性菌引起的感染，特别是在治疗大 

肠埃希菌和克雷伯菌感染时，既要考虑慎用青霉素 

类和头孢类抗生素，又要考虑在未获得实验室有关 

ESBLs菌报告时的经验治疗 ，因此，微生物实验室及 

临床医生要高度重视产 ESBLs菌。产 ESBLs细菌体 

外药敏试验与报告临床医生的方法应依据 NCCLS 

指南文件的要求 ，由于产 ESBLs细菌的抗菌谱特 

点，一经确认为产 ESBLs的细菌 ，青霉素类 、头孢 

类、氨曲南不管体外药敏实验敏感与否，均应向临床 

报告耐药，尽早使用对产酶菌有效的药物，碳青酶烯 

类、含酶抑制剂的B一内酰胺类抗生素进行治疗。这 

样可以避免使用青霉素类及头孢类抗生素和氨曲 

南，缩短治疗时间、减少耐药菌的产生在d,JL疾病医 

治中具有重要的意义。本研究中ESBLs在大肠埃希 

菌中的检出率为52．5％，在肺炎克雷伯菌的检出率为 

65．8％，较杨健等报告的 34．9％和 34．2％高网，这与儿童 

常见病原菌感染以大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌为主 

的特点及其近年来广泛使用三代头孢有密切关系。产 

ESBLs菌的常规检测可为临床治疗提供参考依据。 

据国内外文献报告临床感染细菌在不断地发 

生变迁 ，60年代以前是革兰氏阳性球菌的感染，6O 

年代以后至80年代由于抗生素的普遍应用，革兰 

氏阳性感染菌得到控制，则多是革兰氏阴性杆菌的 

感染，而 9O年代革兰氏阳性菌特别是葡萄球菌属 

的多个菌种感染又逐渐回升，其中特别是以耐甲氧 

西林的金黄色葡萄球菌(MRSA)为代表的医源性感 

染症，感染率不断上升，占葡萄球菌菌种的30％～ 

60％，已成为世界各国关注的问题。与我院吴仕孝 

1990年首次报道 3例金黄色葡萄球菌暴发感染调 

查【9l一致。近年来，革兰氏阴性菌又占据了主导地 

位，临床上三代头孢抗菌药物的使用产 ESBLs菌已 

成为革兰氏阴性具代表性耐药菌之一。此菌可由质 

粒、染色体介导，特别质粒介导的产 ESBLs菌，传播 

速度快，易引起院内爆发流行，在本研究中发现，基 

因型主要以TEM和 SHV型为主，CTX—M型基因是 

少见型。而细菌中大肠埃希氏菌主要以TEM型基 

因为主，占94．9％；而肺炎克雷伯菌则以SHV基因 

型为主，占96．6％。2002年以 TEM型为主(75％)， 

2003年主要为 TEM型(40％)和 SHV型(57．1％)， 

2004年主要为TEM型(90．9％)，CTX为少见基因型 

(3．7％)。张晓兵等报道y0]，ESBLs菌主要携带 TEM 

型和 SHV型基因，绝大部分携带 TEM型基因，这与 

我们研究结果一致 ，显示了本地区儿童与成人主要 

的流行基因型基本相同。在三年的基因型中发现耐 

药谱有相应的变化，产ESBLs菌产酶率有逐年下降 

的趋势 ，而耐药率 2003年大肠埃希氏菌产 ESBLs 

菌对氨苄青霉素／青霉素烷(SAM)68．4％，头孢唑啉 

(KZ)79．2％、头孢呋肟(CXM)95．4％、氧哌嗪青霉素 

(PIP)耐药率 90．2％，肺炎克雷伯菌产 ESBLs菌对氨 

苄青霉素，青霉素烷(SAM)70．2％，丁胺卡那霉素(AK) 

60．3％、复方新诺明(SXT)88．6％分别高于 2002年， 

这还有待于进一步研究。通过产 ESBLs菌基因型与 

耐药特征的分析，将对控制医院中ESBLs产生株和 

产酶菌的播散以及对临床合理使用抗生素有一定 

的指导作用。 
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