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儿童产 ＥＳＢＬｓ肺炎克雷伯菌耐药性及基因型研究
陈泗虎　李　凯　张胜翔　李昌崇

摘　要　目的　了解笔者医院儿童产 β内酰胺酶（ＥＳＢＬｓ）肺炎克雷伯菌的耐药性及基因分型，为临床合理使用抗生素提供

依据。方法　收集 ２０１７年 ７月 ～２０１８年 ７月从笔者医院常规分离的临床痰液、尿液、血液等各标本进行培养，对肺炎克雷伯菌

进行 ＥＳＢＬｓ筛选及确证。对确证 １１０株产超广谱 β－内酰胺酶临床菌株进行 １９种抗生素的药敏试验，观察产 ＥＳＢＬｓ肺炎克雷

伯菌耐药性。分析了产生肺炎克雷伯菌的 ＥＳＢＬ质粒谱，并对产生肺炎克雷伯菌的 ＥＳＢＬ携带的 ＥＳＢＬ抗性基因进行了扩增和

ＰＣＲ分型。结果　产超广谱 β－内酰胺酶肺炎克雷伯杆菌表现为多重耐药性，对头孢唑啉、头孢唑啉、头孢噻嗪、头孢噻嗪等头

孢菌素具有较高的耐药性，耐药率为 ７７．２％ ～８６．０％。酶抑制复合制剂的耐药率为 ３１．８％ ～８０．０％，对亚胺培南耐药率为 ０。

耐药基因型检出率中，ＳＨＶ型占 ４５％，ＣＴＸ－Ｍ－９型占 ３２７％，ＴＥＭ型占 ４１．８％，ＣＴＸ－Ｍ－１型占 ４２７％。另有 ４１株

（３７３％）检测到两种或两种以上耐药基因型，其中以 ＣＴＸ－Ｍ－１型与 ＴＥＭ型或 ＣＴＸ－Ｍ９型为主。结论　超广谱 β－内酰胺

酶肺炎克雷伯菌的产生引起对多种抗生素具有多重耐药性，临床应重视其检测和药敏试验。亚胺培南等碳青霉烯类抗生素目前

仍是治疗产广谱 β－内酰胺酶肺炎克雷伯菌感染最有效的药物。

关键词　超广谱 β－内酰胺酶　耐药性　基因分型　肺炎克雷伯杆菌
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　　肺炎克雷伯菌是一种阴性肠杆菌，是引起医院感
染的重要阴性杆菌，随着广谱 β－内酰胺和其他类型
抗菌剂的广泛使用，多重耐药的肺炎克雷伯菌日益增

多。多重耐药菌不仅给临床治疗带来很大难度，也给

抗菌药物的研制和应用带来很大的挑战
［１～３］

。超广

谱 β－内酰胺酶是一种质粒介导的酶，可以水解青霉
素，头孢菌素和单环内酰胺抗生素。因其用底物广泛

而被称之为超广谱 β－内酰胺酶，可通过质粒在不同
种类的细菌之间传播

［４～６］
。超广谱 β－内酰胺酶

（ＥＳＢＬｓ）种类繁多，目前，产超广谱 β内酰胺酶的肺
炎克雷伯菌在大多数国家和地区都有报道。由于使

用抗生素的不同，不同国家或地区报道肺炎克雷伯菌

感染的流行情况，不同医院产超广谱 β内酰胺酶的
肺炎克雷伯菌检出率也不同

［７～９］
。本研究分析了从

笔者医院分离出的 １１０株产超广谱 β－内酰胺酶肺
炎克雷伯菌的耐药性和耐药基因类型，为院内交叉感

染的确定及临床实践中抗菌药物的合理应用提供理

论依据，为进一步探索产超广谱 β－内酰胺酶的耐药
机制奠定基础。

材料与方法

１．菌株的来源：产超广谱 β－内酰胺酶 １１０株肺
炎克雷伯杆菌从笔者医院２０１７年７月 ～２０１８年７月
住院儿童患者的痰液、尿液、血液等各类标本分离得

到，剔除同一患者同一部位重复分离菌株。质控菌株

为大肠杆菌 ＡＴＣＣ２５９２２，购自国家卫生健康委临床
检验中心。

２．主要仪器及试剂：全自动微生物分析仪 Ｗａｌｋ
ａｗａｙ９６ＳＩ西门子医疗系统集团；凝胶照相及图像分
析系统购自上海复日科技公司；Ｂｉｏ－Ｒａｄｐｏｗｅｒ／ＰＡＣ
３０００型电泳仪购自北京六一仪器厂；药敏纸片与 Ｍ－
Ｈ琼脂培养基购自英国 Ｏｘｏｉｄ公司；ＰＣＲ反应体系、
Ｔａｑ酶、２ｋｂＰＣＲｍａｒｋｅｒ２等购自宝生生物工程（大
连）有限公司。

３．细菌的复苏及鉴定：将冷冻保存的菌株在室温
下溶解，接种于血液板上，在３５℃下培养 １８～２４ｈ，观
察到菌落为较大、凸起、灰白色黏液型的菌落。细菌

经革兰染色显微镜鉴定为 Ｇ－球菌。全自动微生物

鉴定仪 Ｗａｌｋａｗａｙ９６ＳＩ鉴定细菌。
４．超广谱 β－内酰胺酶的确证：根据美国临床实

验室标准化委员会（ＮＣＣＬＳ）１９９９年推荐的纸片扩散
法对超广谱 β－内酰胺酶的表型确证试验进行超广
谱 β－内酰胺酶的确认。根据纸片法的规定接种菌
株于 Ｍ－Ｈ平板上，贴各种抗生素纸片（头孢噻肟
３０μｇ、头孢噻肟／克拉维酸 ３０μｇ／１０μｇ、头孢他啶
３０μｇ、头孢他啶／克拉维酸 ３０μｇ／１０μｇ），在 ３５℃培养
１６～１８ｈ，两种药物中任何一种，添加克拉维酸后的
抑菌环直径均大于无克拉维酸的抑菌环直径，当抑菌

环直径≥５ｍｍ时，可判定超广谱 β－内酰胺酶。
５．药敏试验：抗菌药物敏感度试验对 １９种抗菌

药物对产 ＥＳＢＬｓ肺炎克雷伯杆菌的 ＭＩＣ值采用２００８
年版《抗菌药物敏感性试验执行标准（ＣＬＳＩ）》所推荐
的琼脂稀释法测定。Ｋ－Ｂ纸片扩散法确定，Ｗｈｏｎｅｔ
５．４软件用于分析药敏资料，ＳＰＳＳ１６．０统计学软件
对数据进行统计处理，计数资料采用例（百分比）［ｎ
（％）］表示。

６．耐药基因的检测与分型：（１）基因组 ＤＮＡ的
提取：将需测细菌菌株在 ＬＢ肉汤培养基接种，在
３７℃下孵化２０ｈ，然后取１．５ｍｌ在１２５００ｒ／ｍｉｎ离心机
上离心 ５ｍｉｎ，弃上清，加去离子水 ５００μｌ，９５℃加热
１０ｍｉｎ，１２５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，上清液即为模板 ＤＮＡ，
－２０℃保存备用。（２）ＥＳＢＬｓ耐药基因 ＰＣＲ扩增与
分型：用特异性 ＣＴＸ－Ｍ－１、ＣＴＸ－Ｍ－９、ＣＴＸ－Ｍ－
２、ＣＴＸ－Ｍ－８、ＳＨＶ、ＴＥＭ型等 ６对引物对细菌进行
ＤＮＡ扩增。ＴＥＭ型：引物 １：５′－ＴＣＧＧＧＧＡＡＡＴＧＴ
ＧＣＧ－３′；引物２：５′－ＴＧＣＴＴＡＡＴＣＡＧＴＧＡＧＧＣＡＣＣ－
３′。ＳＨＶ型：引物 １：５′－ＴＣＧＧＣＣＴＴＣＡＣＴＣＡＡＧ
ＧＡＡＴＧ－３′；引物２：５′－ＴＣＣＣＧＣＡＧＡＴＡＡＡＴＣＡＣＣＡ－
３′。ＣＴＸ－Ｍ－１组型：引物１：５′－ＣＣＧＴＴＴＣＣＧＣＴＡＴ
ＴＡＣＡＡＡＣＣＧＴＴＧ－３′；引物 ２：５′－ＧＧＣＣＣＡＴＧＧＴＴＡ
ＡＡＡＡＡＴＣＡＣＴＧＣ－３′。ＣＴＸ－Ｍ－９组型：引物 １：
５′－ＧＡＧＡＧＴＧＣＡＡＣＧＧＡＴＧＡＴＧＴ－３′；引物 ２：５′－
ＧＡＴＧＡＴＴＣＴＣＧＣＣＧＣＴＧＡＡＧ－３′。ＣＴＸ－Ｍ －２组
型：引物１：５′－ＣＴＣＡＧＡＧＴＡＴＴＣＧＣＣＧＣＴＣＡ－３′；引
物 ２：５′－ＣＣＧＣＣＧＣＡＧＣＣＡＧＡＡＴＡＴＣＣ－３′。ＣＴＸ－
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Ｍ－８组型：引物１：５′－ＡＣＴＴＣＡＧＣＣＡＣＡＣＧＧＡＴＴＣＡ－
３′；引物２：５′－ＡＡＧＴＧＧＡＧＣＧＡＣＡＧＡＧＣ－３′。大连
宝生物工程有限公司合成 ６对引物。ＰＣＲ体系含有
２００μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ，１×ＰＣＲ缓冲液，１０μｌ质粒 ＤＮＡ模
板，２ＵＴａｑ酶。ＰＣＲ循环参数：９４℃ ５ｍｉｎ，９４℃ ３０ｓ，
５４℃ ３０ｓ，７２℃ ６０ｓ，共 ３０个循环；７２℃ １０ｍｉｎ。取
ＰＣＲ产物 １０μｌ用 １．０％琼脂糖凝电泳，电泳结果在
紫外光下观察，使用 ＳＹＮＧＥＮＥ凝胶图像分析系统进
行处理分析。

结　　果
１．产超广谱 β－内酰胺酶肺炎克雷伯杆菌对 １９

种抗生素的耐药性分析：产超广谱 β－内酰胺酶菌株
的耐药率详见表１。产超广谱β－内酰胺酶肺炎克雷
伯杆菌表现为多重耐药性，对头孢唑啉、头孢唑啉、头

孢噻嗪、头孢噻嗪等头孢菌素具有较高的耐药性，耐

药率为 ７７．２％ ～８６．０％。酶抑制复合制剂的耐药率
为３１．８％ ～８０．０％，对亚胺培南耐药率为０。

表 １　产超广谱 β－内酰胺酶肺炎克雷伯

杆菌的耐药情况（ｎ＝１１０，％）

药物名称 耐药率 中介 敏感度

阿米卡星 ２３．６ ５．４ ７１．０
阿莫西林／克拉维酸 ３８．２ １８．２ ４３．６
氨苄西林／舒巴坦 ８０．０ １０．９ ９．１

氨曲南 ７５．２ １３．６ １１．２
复方新诺明 ５５．８ １９．１ ２５．１
环丙沙星 ３４．５ ２１．８ ４３．７
哌拉西林 ８５．３ ２．０ １２．７

哌拉西林／他唑巴坦 ３１．８ ５．５ ６２．７
庆大霉素 ６０．０ ２０．０ ２０．０

替卡西林／克拉维酸 ４１．８ ３０．９ ２７．３
头孢吡肟 ７４．５ ６．４ １９．１
头孢呋辛钠 ８６．４ ３．６ １０．０
头孢曲松 ７７．２ １０．９ １１．９
头孢噻肟 ７７．２ １０．９ １１．９
头孢他啶 ７７．２ １０．９ １１．９
头孢唑啉 ９０．０ ５．５ ４．５
妥布霉素 ３４．５ １４．５ ５１．０
亚胺培南 ０ ０ １００．０

左旋氧氟沙星 ３０．０ １０．０ ６０．０

　　２．产 ＥＳＢＬｓ肺炎克雷伯杆菌 ＰＣＲ结果：用 ＰＣＲ
方法检测了１１０株超广谱 β－内酰胺酶阳性的肺炎
克雷伯杆菌的基因型。分别以 ＣＴＸ－Ｍ－１组、ＣＴＸ－
Ｍ－２组、ＣＴＸ－Ｍ－８组、ＣＴＸ－Ｍ－９组、ＴＥＭ型、
ＳＨＶ型等６组引物对１１０株菌的耐药基因进行扩增，
扩增呈阳性的 ＤＮＡ片断长度位置与对应的标准菌株
产生的 ＤＮＡ片段位置一致，均与预期长度相符合（图
１～图４）。在经表型确证实验明确为产超广谱 β－

内酰胺酶１１０株阳性菌的各耐药基因引物扩增中，引
物扩增呈阳性株菌有 ８８株，其 ＰＣＲ结果详见表 ２。
产超广谱 β－内酰胺酶 １１０株肺炎克雷伯杆菌的基
因型构成结果详见表３。

图 １　ＴＥＭ 型引物 ＰＣＲ扩增结果
Ｍ．ｍａｒｋｅｒ；Ｐ．阳性模板；Ｎ．阴性对照；１～５．阳性菌株

　

图 ２　ＣＴＸ－Ｍ －９组型引物 ＰＣＲ扩增结果
Ｍ．ｍａｒｋｅｒ；Ｐ．阳性模板；Ｎ．阴性对照；１～５．阳性菌株

　

图 ３　ＣＴＸ－Ｍ －１组型引物 ＰＣＲ扩增结果
Ｍ．ｍａｒｋｅｒ；Ｐ．阳性模板；Ｎ．阴性对照；１～６．阳性菌株

　

图 ４　ＳＨＶ型引物 ＰＣＲ扩增结果
Ｍ．ｍａｒｋｅｒ；Ｎ．阴性对照；１～５．阳性菌株
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表 ２　产 ＥＳＢＬｓ肺炎克雷伯杆菌菌株 ＰＣＲ结果

基因型 肺炎克雷伯杆菌（ｎ） 百分比（％）
ＴＥＭ型 ４６ ４１．８
ＳＨＶ型 ５ ４．５

ＣＴＸ－Ｍ－１组 ４７ ４２．７
ＣＴＸ－Ｍ－９组 ３６ ３２．７
ＣＴＸ－Ｍ－８组 ０ ０
ＣＴＸ－Ｍ－２组 ０ ０

表 ３　产 ＥＳＢＬｓ肺炎克雷伯杆菌基因型构成

基因型
肺炎克雷伯杆菌

（ｎ＝１１０）

构成比

（％）
ＴＥＭ ５ ４．５５
ＳＨＶ ２ １．８２

ＣＴＸ－Ｍ－１ １０ ９．０９
ＣＴＸ－Ｍ－９ ２５ ２２．７３
ＴＥＭ＋ＳＨＶ １ ０．９１

ＴＥＭ＋ＣＴＸ－Ｍ－９ ４ ３．６４
ＴＥＭ＋ＣＴＸ－Ｍ－１ ２８ ２５．４６

ＣＴＸ－Ｍ－９＋ＣＴＸ－Ｍ－１ １ ０．９１
ＴＥＭ＋ＳＨＶ ＋ＣＴＸ－Ｍ－１ ２ １．８２

ＴＥＭ＋ＣＴＸ－Ｍ－９＋ＣＴＸ－Ｍ－１ ６ ５．４５
未检出 ２２ ２０．００

讨　　论
超广谱 β－内酰胺酶是一种质粒介导的酶，可以

水解青霉素、头孢菌素和单环内酰胺抗生素。因其用

底物广泛而被称之为超广谱 β－内酰胺酶，可通过质
粒在不同种类的细菌之间传播

［４～６］
。这些酶属于

Ｂｕｓｈ－Ｊａｃｏｂｙ－Ｍｅｄｅｉｒｏｓ最新分类法中的 ２ｂｅ群［１０］
。

目前 ＥＳＢＬｓ大部分由革兰阴性杆菌产生，其中主要
以肺炎克雷伯杆菌产生为主。

自从１９８３年德国首次报道了产超广谱 β－内酰
胺酶菌株以来，在全世界各地都有广泛报道产超广谱

β－内酰胺酶细菌的流行［１１～１４］
。通过转导、转化以

及接合等形式，细菌质粒介导的 ＥＳＢＬｓ能够转移或
者获得相关的耐药基因。通过质粒在相同种属之

间进行传递，可能造成院内感染大规模发生，目前

产 ＥＳＢＬｓ菌株感染造成的暴发性流行报道有许
多

［１５，１６］
。

本研究结果表明，产超广谱 β－内酰胺酶肺炎克
雷伯杆菌对青霉素类耐药率，哌拉西林为 ８５．３％，而
对第３代头孢菌素的耐药率头孢他啶、头孢曲松钠、
头孢噻肟均为７７．２％，均有较高的耐药性，这与卢彦
等

［１７］
报道基本相符，这说明他们是 ＥＳＢＬｓ适宜的水

解底物，提示产 ＥＳＢＬｓ肺炎克雷伯菌感染的治疗难
度很大。对左氧氟沙星耐药率为 ３０．０％，环丙沙星
耐药率为３４．５％，低于国内其他地区报道［１８］

。考虑

可能与本研究的菌株来自于儿童医院的患者，而儿童

是慎用喹诺酮类抗生素的，导致抗生素的选择压力较

小而引起耐药性相对较低有关。哌拉西林／他唑巴
坦、氨苄西林／舒巴坦等酶抑制复合制剂的耐药率分
别为３１．８％、８０．０％。相对于其他地区本结果中产
超广谱 β－内酰胺酶肺炎克雷伯杆菌对青霉素类、头
孢菌素类抗生素有较高的耐药率，原因可能与儿童感

染患者广泛应用 β－内酰胺类抗生素有关。对亚胺
培南等碳青霉烯类耐药率为 ０，保持高度敏感度。关
于产超广谱 β－内酰胺酶肺炎克雷伯杆菌感染患儿
的治疗，病情轻者根据药敏结果可酌情应用酶抑制复

合制剂类抗生素，对于重症感染的治疗应以碳青霉烯

类抗生素作为首选，同时需结合患者的具体情况开展

个体化治疗。

目前，已发现接近７００种质粒介导 ＥＳＢＬｓ的基因
型，其中以 ＴＥＭ、ＳＨＶ、ＯＸＡ、ＣＴＸ－Ｍ等基因型居
多

［１９］
。Ｃａｓｔａｎｈｅｉｒａ等［２０］

报道，美国感染 ＥＳＢＬｓ细菌
的基因型以 ＳＨＶ－１２和 ＴＥＭ－１型为主。林海波
等

［２１］
报道的中国台湾地区以 ＣＴＸ－Ｍ－３型和 ＳＨＶ－

１２型为主。高伟等报道安徽地区 ＥＳＢＬｓ细菌的基因
型以 ＣＴＸ－Ｍ－２２型、ＣＴＸ－Ｍ－１４型为主。本研究
结果中，在经表型确证实验明确为产超广谱 β－内酰
胺酶１１０株阳性菌的各耐药基因引物扩增中，引物扩
增呈阳性株菌有８８株。ＴＥＭ型占４１．８％，ＳＨＶ型占
４５％，ＣＴＸ－Ｍ－１型占 ４２．７％，ＣＴＸ－Ｍ－９型占
３２．７％。不同国家及国内不同地区流行的 ＥＳＢＬｓ病
原菌基因型存在差异，考虑主要与各地区患儿所使用

的抗菌药物的种类、剂量等不同有关。另外本研究结

果中检出两种或两种以上的耐药基因型共同存在的

菌株有４１株（３７．３％），主要为 ＣＴＸ－Ｍ－１型与 ＣＴＸ
－Ｍ－９型或 ＴＥＭ型共同存在，这一现象说明产 ＥＳ
ＢＬｓ肺炎克雷伯杆菌可同时携带两种或两种以上广
谱酶。另外有 ２２株 ６对引物扩增均为阴性，但其耐
药表型为超广谱 β内酰胺酶，故其耐药基因型有待
于进一步研究。

综上所述，产超广谱 β－内酰胺酶肺炎克雷伯杆
菌感染已成为儿童临床感染性疾病治疗的难题。儿

科医生在临床工作中，要结合药敏结果，合理应用抗

生素，特别是第３代头孢菌素，延缓耐药菌株的产生，
要轮换使用抗生素等，对控制产 ＥＳＢＬｓ菌株医院感
染将起到十分重要的作用。
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３　ＳｈｏｎＡＳ，ＢａｊｗａＲＰ，ＲｕｓｓｏＴＡ．Ｈｙｐｅｒｖｉｒｕｌｅｎｔ（ｈｙｐｅｒｍｕｃｏｖｉｓｃｏｕｓ）

Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ：ａｎｅｗａｎｄｄａｎｇｅｒｏｕｓｂｒｅｅｄ［Ｊ］．Ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ，

２０１３，４（１２）：１０７－１１８

４　ＫｅｌｅｓｉｄｉｓＴ，ＫａｒａｇｅｏｒｇｏｐｏｕｌｏｓＤＥ，ＫｅｌｅｓｉｄｉｓＩ，ｅｔａｌ．Ｔｉｇｅｃｙｃｌｉｎｅｆｏｒ
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ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂＣｈｅｍｏｙｈｅｒ，２００８，６２（５）：８９５－９０４

５　郑伦和，郑剑波，梅雄，等．山区医院产超广谱 β－内酰胺酶细菌

耐药性分析［Ｊ］．中华医院感染学杂志，２０１０，２０（１７）：２６８１－２６８４

６　产超广谱 β－内酰胺酶细菌感染防治专家委员会．产超广谱 β－
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ＢＬｓ－ｐｒｏｄｕｃｔＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉａｎｄＫｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪ
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Ｄｉｓ，２０１７，９（１）：２１４－２２１
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ｇｅｎｔｓＣｈｅｍｏｔｈｅｒ，２０１４，５８（２０）：８３３－８３８

２１　林海波，张国成，许东亮，等．儿童呼吸道感染产超广谱 β－内酰

胺酶细菌的耐药表型及耐药基因研究［Ｊ］．临床儿科杂志，２０１３，

３１（２）：１２９－１３３

（收稿日期：２０１９－０４－１２）

（修回日期：２０１９－０４－２２）
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