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【摘要】 目的 调查威海市区具有头孢他啶(ceftazidime，CAz)水解活性的头孢噻肟(cefotaxime，

C7Ⅸ)M型产超光谱B一内酰胺酶(extended—spectrum B—lactamases，ESBIJs)基因型，了解其种类、比例、

传播机制以及对CAZ的耐药特点，评估目前CAZ药敏折点对产CTX—M型ESBIJs菌株的影响。方法

对威海市区3家医院2012年临床分离的产ESBLs的120株大肠埃希菌(风ck成^谊co如，EcD们进行

研究，采用特异性引物扩增TEM、SHV、CTX—M系列基因，测序后进行序列分析：挑选产生单一ESBk

基因型的菌株，采用琼脂稀释法测定其对CTX、CAZ的最小抑菌浓度(miflimal inhibitory concen咖tion，

MIC)值；接合实验了解具有CAZ活性的CTX—M型ESBLs编码基因所在质粒是否为接合性质粒．以及

接合子的MIC范围。结果 120株ESB工Js置co如中检出产生blaCTX—M一55的Eco矗共40株(33．3％)，

产生blaCTX—M一15型者26株(21．7％)，产生blaCTX—M一101及blaCTX—M一123型分别为2株(1．7％)和

3株(2．5％)，这四种基因型共占71株(59．2％)。基因序列分析表明，这四种基因在725位有1个碱基的

差异(GAC—CGC)，导致240位氨基酸由天冬氨酸变为甘氨酸。产单一基因型blaCTX—M一15、55、10l和

123的菌株共55株。药敏试验结果显示，上述55株ESBIJs大肠埃希菌对C‘Ⅸ均耐药．对CAZ的MIC

值范围为8—128斗g／mL，耐药率为74．5％(41／55)。接合实验发现，上述4种基因可以通过接合而传递耐

药性。其接合子对CAZ、CTX的MIC值较亲本降低1～8倍，接合子对C7Ⅸ均耐药，对CAZ的MIC值范

围为4—128斗g／mL，耐药率为22．8％(8／35)。结论威海市区大肠埃希菌产生的具有CAZ水解活性的

ESBLs基因型主要为blaCTX—M一55，其次为blaCTX—M一15’blaCTX—M—101和blaCTX—M一123较少。耐

药基因所在的质粒为可接合性质粒。blaCTX～M一15、55、101、123型ESBLs基本适合目前的CLSI CAZ折

点，可直接向临床报告药敏结果。鉴于可水解CAZ的CTX—M型ESBIJs在临床菌株中检出率较高，对于

治疗表型敏感的ESBk大肠埃希菌引起的感染应避免单独使用CAZ。

【关键词】头孢他啶；cTx—M一15；CTx～M一55；cTx—M一123；接合性质粒；大肠埃希菌
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【Abstract】 ObjectiVe To research the genotype，proponion，disseminative mechanism and cef-

tazidime (CAZ)resistance of CAZ hvdmlvzing cefotaxime (CTX)M tvpe extended～spectrum B—lactamases

(ESBLs)pmduced bv风ck心危in co尻(Eco如)in Weihai．Methods 120 non—dupIicate clinical isolates of

ESBLs pmducing Eco“were studied，which collected f而m several hospitals in Weihai f而m January 201 2 to

June 2012．PCR analysis was used to amplify TEM，SHV，Crr)(genes，sequence analysis was pe怕咖ed to i—

dentifv ESBLs genot丫pe，disseminative mechanism was investigated bv conjugation experiments．Minimal in—

hibitory concentration (MIC)was used to dete硼ine the sensitivity of antibiotics by agar dilution for strains and
their transconjugants only producing a single ESBLs genotype．Reslllts A totle of 7l isolates pmduced CAZ

hvdmlvzing ESBLs in 120 strains ESBLs producing Ecfoi，including blaCTX—M一55，blaCTX—M一15，blaC．

TX—M—101 and blaCTX—M一123，the positive rate was 33．3％，21．7％，1．7％and 2．5％respectivelv．Sequence

analysis indicated that GAC—}GGC substitution of 725th caused aspartic acid to 91vcine in 240 th were oc．

cun．ed in the four ESBI盘genes．There were 55 stmins pmduced sin对e blaCTX—M—15、55、101 and 123．Thev

were a11 on dmg resistant of C，D(，and MIC of these strains against CAZ mnge fmm 8斗g／mL to 128斗g／m L．

Conjugation test reve出ed tha￡plasmids harbouring the resistance genes could be tmnsmitted to receptor bacte—
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ria．The MIC of transconjugants to CTX and CAZ were 1 to 8 fold lower than that of donor stmins．7111ese

tmnsconjugants were all on dmg resistant of CTx．The range of MIC on CAZ was 4～128斗g／mL，and dmg re—

sistance rate was 22．8％(8／35)．Conclllsion The most prevalent鼯notvpes of C‘Ⅸ一M h丫dmlyzing CAZ in
Weihai are blaC7Ⅸ一M一55．followed bv blaC7Ⅸ一M一15，blaCTX—M一10l and blaCTX—M一123 accounted for

fewer percentage of cTx—M cAz hydmlyzing EsBLs．The plasmid harbouring CAz resistant genes are conjuga—
tive plasmid．The fbur genotype of ESBLs are in accordance with curTent CAZ breakpoint，CAZ susceptibility

result can be reponed to clinicians．In view of the fact that CAZ hydrolyzing blaC7Ⅸ一M can hydmlyze CAZ in

clinical strains hold a hi小er Droponion，it is better to avoid to use CAZ alone in clinical therapy．

【Keywords】 ceftazidime；CTx—M一55；c7Ⅸ一M一15；C7Ⅸ一M一123；Conjugative plasmid；Eco如

大肠埃希菌(既ckric矗沉co玩Eco们是临床上

常见的病原菌，产超广谱B一内酰胺酶(extended—

spectmm B—lactamases，ESBLs)是其重要的耐药机

制，其中头孢噻肟(cefota)【ime，CTX)M型是我国目

前流行的主要ESBLs基因型，因其水解CTX的能力

强，故又称CTX酶。一般认为对头孢他啶(cef-

tazidime，CAZ)水解活性弱是多数CTX—M型区别于

TEM、SHV型的标志之一。但是近年来国内外发现

了多种对CAZ水解活性较强的CTX—M型ESBLs．

给临床抗菌治疗带来巨大的压力。我国Eco屁对

CAZ的耐药率升高幅度较大⋯．但具有CAZ水解活

性的CTX—M型ESBLs的研究，除了对CTX—M一15

的报道和研究[2’31较多以外。其他有CAZ水解活性

的CTX—M型ESBLs昱．co如的研究较少。为了解我市

具有CAZ水解活性的CTX—M型ESBLs Eco屁的种

类、比例以及传播机制，为抗生素的合理使用提供实

验依据，本文对2012年1月至2012年6月威海市

3家医院收集到的120株ESBLs Eco丘进行了基因

分型，并对其种类、比例、传播机制及耐药特点进行

研究。

1资料与方法

1．1 菌株来源 收集2012年1月至2012年6月

威海市立医院、威海卫人民医院、威海市传染病医院

门诊及住院部送检标本分离的经ESBLs表型确证

实验检测为阳性的E．co屁120株(剔除同一患者相同

部位分离的重复菌株)。所有菌株用API系统鉴定到

种。质控菌株：阴性对照为Eco尻25922，阳性对照为

E．co如35218，PCR扩增以各型标准产酶株作阳性对

照，接合实验受体菌为Eco尻J53，均购自山东省临

检中心。

1．2仪器与试剂 PCR扩增仪为美国ABl2700型．

电泳仪、水平电泳系统为美国Bio—Rad公司产品，凝

胶成像系统为美国UVP公司产品，多点接种仪器为

日本MIT一9型，高速低温台式离心机为德国Eppen．

dorf公司产品。琼脂稀释法所需的药粉CTX为山东

罗欣制药公司产品，CAZ为葛兰素史可公司产品，

MH培养基为Merieeux产品。质粒DNA提取试剂盒

及PCR反应所用试剂为大连宝生物有限公司产品，

引物由南京金斯瑞生物工程技术服务有限公司合

成，测序由北京六合华大基因科技股份有限公司青

岛测序部完成。

1．3实验方法

1．3．1 PCR扩增质粒DNA 采用试剂盒提取质粒。

TEM、SHV、CTX型特异性引物根据已报道的ES．

BLs基因及相关文献[4'51设计。PCR扩增体系50¨l，

10×bufkr 5斗l，2．5 mmol dNTP 4斗l，Taq酶0．5斗l，

10斗moL／L上下游引物各2．5¨l，稀释成1／10的模

板2斗l，加PCR专用水补足50斗l。PCR反应条件：

94℃预变性4 min，然后94℃变性30 s，退火30 s．

72℃延伸45 s，共33个循环，最后72℃延伸10

min。PCR产物在含有1．2％的琼脂糖凝胶上电泳，

0．5％EB染色，在凝胶成像系统上成像。引物序列及

退火温度见表1。

1．3．2 PCR产物测序 全部PCR扩增阳性产物送

北京六合华大基因科技股份有限公司青岛测序部进

行双向测序．测序结果采用Blastn和Blastx软件在

Genbank网上比对。

1．3．3药敏试验琼脂稀释法测定抗菌药物的MIC

值。选取产生单一ESBLs基因型的菌株测定其对

CTX、CAZ的最小抑菌浓度(minimalinhibitory con．

centration，MIC)值，按CLSl2013药敏试验标准对药

粉进行溶解、稀释，制备含不同浓度抗菌药物的MH

平板．药敏结果按CLSl2013 M100—23标准判断

(CAZ：MIC=8斗g／mL为中介，MIC≥16斗g／mL为耐

药；CTX：MIC=2¨g／mL为中介，MIC≥4斗∥mL为

耐药)。

1．3．4接合实验选取携带单一blaCTX—M一15、

55、101、123、14基因的Eco屁作为供体菌，Eco如J53

为受体菌，按文献吲方法进行液相接合实验。取100

斗l接合后的菌液涂布于含200斗g／mL叠氮钠和2
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表1 PCR引物序列及退火温度

斗g／mL CAZ的MH平板筛选接合子，同时设置供受

体细胞在药物选择性平板上的生长对照。35℃温室

孵育24 h后挑取选择性平板上生长的单个菌落接

种于血平板，35℃培养16—18 h，挑取单个菌落，提

取接合子质粒，用PCR方法验证blaCTX—M一15、55、

101、123基因．再用琼脂稀释法测定接合子对CTX、

CAZ的MIC值。

2 结果

2．1 PCR及测序结果 120株ESBLs E．c02冲。检出

因240位氨基酸由天冬氨酸变为甘氨酸而导致对

CAZ水解活性增加的CTX—M基因型共71株

(59．2％)，其中CTX—M一55型40株(33．3％)，CTX—

M一15型26株(21．7％)．CTX—M～101及CTX—M一123

型分别为2株(1．7％)和3株(2．5％)。以上皆为

CTX—M一1组的基因型．CTx—M一9组为CTX—M一14

型，占42．5％(51／120)，该型不具有CAZ水解活性。

未检出因Q环上167位脯氨酸发生突变引起CAZ

水解活性增加的CTX—M基因型。TEM型阳性扩增

产物4l份，测序结果经网上blastx比对，皆为TEM一

1型，并非ESBLs。SHV型扩增产物为阴性。其中仅

携带单一ESBLs基因型(包括TEM一1，不包括同时

产生CTX—M—l和CTX—M一3两组酶的菌株)具有

CAZ水解活性的菌株数量为：CTX—M一15型22株，

CTX—M一55型28株．CTX—M一101型2株，CTX—M一

123型3株。CTX—M一15，55，101，123型与CTX—M一

3相比，共同的特点是在725位有1个碱基的差异

(CAC—GGC)，引起240位氨基酸由天冬氨酸变为

甘氨酸(即D_+G)，CTX—M一123型与上述几种基因

型同源性稍低，存在16～18个氨基酸的差异。CTX—

M一15．55．10l型与CrIX—M一3氨基酸位点的差异只

有1—2个位点，见表2。

表2 C711)(一M～3组ESBIJs基因测序后核苷酸及氨基酸突变

位点比较

注：CTX—M—123有多个位点与CTX—M一3不同，表中只比较r 3

个位点：‘氨基酸位点计数根据Ambler的A类酶标准计数法；D：天

冬氨酸，G：甘氨酸，A：丙氨酸V：缬氨酸S：丝氨酸I：异亮氨酸

2．2质粒接合实验结果 22株单产CTX—M一15

型、28株单产CTX—M一55型及产生CTX—M—10l、

123型的菌株在含有200斗g／mL叠氮钠和2斗g／mL

的MH平板上生长．受体菌及供体菌在筛选平板上

不生长。提取质粒后经PCR证实质粒上携带有目的

基因，所有菌株质粒接合实验成功。

2．3琼脂稀释法测定单一ESBLs基因型菌株及接

合子对CTx、CAz的MIC值如表3所示，药敏试

验结果显示产单一CTX—M一15和CTX—M～55的菌

株对CAZ的MIC值有相似的范围，都在8～128斗g／

mL之间，产CTX—M一101及CTX—M一123的菌株较

少，对CAZ的MIC值范围在8～32“g／mL之间，按

照CLSl2013 M100—23CAZ标准。都在中介和耐药范

围，无敏感菌株。随机选取产生单一CTX—M一14型

的菌株15株，CAZ的MIC值都在O．2～4斗∥mL，皆

在敏感范围内。所有的菌株对CTX的MIC值均≥

万方数据
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32斗g／mL。携带单一CTX—M一55基因型的菌株对 介或耐药，接合子MIC值虽然降低，但只有8．1％(3／

CAz耐药率为64．3％(18／28)，中介35．7％(10／28)， 35)的菌株MIC值为4“g／mL(在敏感范围)，其余

MIC50为16¨g／mL，MIC90为64斗g／mL，携带CTx一 皆≥8¨g／mL，符合因D240G改变引起的CAz耐药

M—15的菌株对CAZ的耐药率为86．4％(19／22)，中 特征，与产CTX—M—14的菌株相比，表现出明显的

介为13．6％(3／22)，MIC50为32斗g／mL，MIC90值为 CAZ水解能力。

64斗g／mL。产生上述四种基因型的菌株对CAZ总的 本文研究中，CTX—M一15型ESBLs菌株为22

耐药率为74．5％(41／55)，其余为中介结果。兼顾 株，其中只有2株对CAZ的MIC值为128“g／mL，5

MIC值高低，抽取产cTx—M—15、55型ESBLs菌株 株为64斗g／mL，其余≤32斗∥mL，MIC50为32斗∥

的接合子各15株及全部的CTX—M一101、123型菌 mL，MIC∞为64“g／mL，与广州地区报道[111的86％

株的接合子测定CTX、CAZ的MIC值，接合子比亲 的菌株MIC值≥64斗g／mL比较明显偏低。但接合

本的MIC值约降低l一8倍。接合子对CTX皆耐药， 子对CAZ的MIC值与Zhuo等㈣的报道相似，可能

CAZ的MIC范围为4—128斗g／mL。接合子耐药率为 与本文研究选择的菌株产生的酶种类比较单一有

22．8％(8／35)，中介68．6％(24／35)，敏感率为8．6％ 关。CTX—M一55型ESBLs在我院Eco屁的检出率较

(3／35)。 高(33．3％)，MIC范围与CTX—M一15相近。目前，对

3讨论 该酶的流行特征．质粒特点，水解特性研究也较少。

近年来国内外报道了多种对CAZ水解活性较 值得关注的是，CTX—M一123两端的氨基酸序列(1～

强的CTX—M型ESBLs，如CTX—M一15、16、19、23、 135和234。291)与CTX—M一15相同，但中间的122。

27、54、55等，其中以CTX—M—15在全球最常见，播 241位氨基酸与CTX—M一14相同。但同样存在

散范围最广[7]。我国以湖南、广州报道较多㈦3I，目前 D240G的取代，引起CAz的MIC值升高m]。

我省对CAZ有水解活性的ESBLs基因型研究较少。 根据国内针对2010年CLSI三代头孢菌素折点

本文研究发现CTX—M一15、55、10l、123型ESBLs是 改变对我国E．co茂、肺炎克雷伯菌及奇异变形杆菌药

引起Eco屁对CAZ不敏感的原因。与湖南、广东地区 物敏感性试验结果的评估[14]，CAZ的敏感折点降低

不同的是，威海市区E．co菇CTX—M一55的检出比例 至4斗g／mL时，MIC值为2阻g／Ⅱ儿和4斗g／mL范围

(33．3％)高于CTX—M一15(21．7％)，比CTX—M一14 内仍有98％的产ESBLs菌株，与不同地区基因型差

(42．5％)稍低，成为本地区的主流ESBLs类型。目前 异有关，CAz在我国的具体情况还有待进一步评

认为，酶基因的第167位和240位氨基酸残基(根据 估。根据对威海市区3家医院ESBLs的Eco如基因

AmblerA类酶氨基酸位点计数表)与CAZ水解活性 型研究，发现CrD(一M一15、55、101、123等有CAZ水

密切相关[8，9。。近年来的报道[9，103认为．当氨基酸的序 解活性的基因型，其中产单一基因型blaCTX—M一

列发生D240G改变时，表现为高CTX MIC值、相对 15、55、101和123的菌株共55株，有25．5％(14／

低的CAZ MIC值；当氨基酸的序列发生P167S改变 55)对CAZ中介，74．5％(41／55)耐药，基本适合目前

时，表现为高CAz MIC值、相对低的CTx MIC值。 的CLSI折点。但接合子CAZ MIC值降低。仍有

本文研究发现携带CTX—M一15、55、101、123基因的 8．6％(3／35)的菌株敏感及68．6％(24／35)的中介。而

240位氨基酸序列发生D_G改变，菌株对CAZ中 C‘Ⅸ一M一14型ESBLs对CAZ的水解能力较弱，按

表3不同类型的CTX—M型ESBIJs对CAZ、CTX的MIC值统计结果(斗g／mL)

基因型 抗菌药物 ≥256 128 64 32 16
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MIC值≤4斗g／mL的敏感折点，产生该型ESBLs的 221．

菌株对CAZ敏感，CAZ治疗可能适合部分产CTX一 7 Liverrnore DM，canton R，Gniadkowski M，et a1．cTx—M：changing

M一14型ESBLs的菌株。但对于在敏感范围内的 theface ofEsBI．sin Eumpe．J Antimicrob chemother，2007，59：165一

ESBLs菌株使用CAZ临床治疗是否有效．目前研究 174．

较少。一项小鼠动物模型试验研究㈣表明，相比 8 NovaisA，cant6nR，coqueTM，et a1．MutationalEventsin cefot“一

ESBLs结果，MIC值与临床治疗结局更为密切相关。 iase Extended—spectmm p—lactamases ofthe cTx—M一1 cluster In一

相比2010年CLSI M100一S20标准。欧洲对肠杆菌 VolVed in cefIazidime Resislance．Antjmicmb Agents chemother，

科细菌的CAZ折点定为：敏感≤2“g／mL，耐药≥8 2008，52：2377—2382．

斗g／mL，本文研究的结果更适合欧洲的折点。 9 BonnetR，Recule c，Bamduc R，et a1．Effect ofD240G subst赴毗ion

综上。鉴于可水解CAZ的CTX—M型ESBLs基 in a noVel EsBLcTx—M一27．JAntimicrobchemother，2003，52：29一

因型在我市检出率较高，CAZ面临着较高的选择性 35．

压力，且接合子CAZ的MIC值大部分在中介范围 10N0vais A，comas I，Baquem F，et a1．Ev01utionary trajectories of p一
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