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　　摘要：为了解３８株西藏牦牛源肠产毒性大肠杆菌携带超广谱β－内酰胺酶（ＥＳＢＬｓ）基因亚型流行及耐药性情况。
利用药敏试验、ＰＣＲ检测技术对实验室保存的３８株肠产毒性大肠杆菌携带超广谱β－内酰胺酶基因菌株进行耐药性
分析及耐药基因研究。ＥＳＢＬｓ检测结果显示，在初筛以及确认试验中，有２１株牦牛源肠产毒性大肠杆菌检测为产
ＥＳＢＬｓ菌株，检出率为５５．３％。基因型检测结果表明，３８株肠产毒性大肠杆菌中有３４株产毒性大肠杆菌携带ＣＴＸ－
Ｍ－Ｕ，检出率为８９．５％；１３株产毒性大肠杆菌携带ＣＴＸ－Ｍ－１，检出率为３４．２％；４株产毒性大肠杆菌携带 ＣＴＸ－
Ｍ－９，检出率为１０．５％；３０株产毒性大肠杆菌携带 ＴＥＭ，检出率为７８．９％；所有菌株均未检出 ＯＸＡ及 ＳＨＶ基因型。
药敏检测结果显示，３８株牦牛源肠产毒素大肠杆菌对万古霉素、四环素、复方新诺明、红霉素、氟苯尼考、头孢噻肟等
均表现为高度耐药，对头孢噻肟的耐药率高达１００％；对氯霉素、诺氟沙星、青霉素、阿奇霉素的耐药率分别为６３．２％、
５０．０％、８６．８％、７３．７％；仅对链霉素、丁胺卡那、庆大霉素、头孢唑林、头孢西丁等表现为敏感。说明目前西藏地区产
ＥＳＢＬｓ菌株的确存在，且产ＥＳＢＬｓ菌株的基因型以 ＣＴＸ型为主，ＴＥＭ型次之。ＥＳＢＬｓ的产生能明显增加菌株的耐药
性，提示我们在临床用药中，不仅要合理使用抗生素，而且还要注意结合酶抑制剂的联合应用。
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　　大肠杆菌病是由致病性大肠杆菌引起的以下
痢、全身性败血症为主要临床症状的多种病的总

称，此病一年四季均可发生，以新生犊牛为主［１］。

近年来，产超广谱 β－内酰胺酶（ＥＳＢＬｓ）的大肠杆
菌菌株呈逐年上升的趋势，严重制约着临床用药治

疗大肠杆菌病的效果，使治疗陷入极大困境［２］。

ＥＳＢＬｓ是 β－内酰胺酶的最主要酶型，它的产生可
水解包括头孢等三代 β－内酰胺类药物，是菌株对
该类药物产生耐药的最主要原因［３］。目前，已发现

的ＥＳＢＬｓ基因型主要有 ＴＥＭ型、ＳＨＶ型、ＣＴＸ－Ｍ
型、ＯＸＡ型等［４］。本试验对临床分离得到的３８株
肠产毒性大肠杆菌（ＥＴＥＣ）进行 ＥＳＢＬｓ基因型检

测，并对其耐药性进行分析，旨在为西藏地区临床

用药提供科学依据及理论基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　试验菌株来源　本试验３８株牦牛源肠产毒
性大肠杆菌菌株，均为西藏高原动物疫病研究自治

区高校重点实验室保存菌株，编号为１～３８；质控菌
为大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２，购自中国兽医药品监
察所。

１．１．２　主要试剂　ＰＣＲ试剂、核酸染料 ４ＳＲｅｄ
ｐｌｕｓ等，均购自生工生物工程（上海）股份有限公
司；营养肉汤培养基、普通琼脂培养基、麦康凯培养

基及链霉素、头孢唑林、青霉素、红霉素等１４种常用
抗菌药物，均购自杭州微生物试剂有限公司。

１．１．３　主要仪器　隔水式电热恒温培养箱、ＤＺＦ－
６０２１型真空干燥箱，均购自北京市六一仪器厂；
ＡＢ２０４－Ｎ型电子分析天平，购自上海医用核子仪
器厂；ＳＷ－ＣＪ－ＪＣ超净工作台，购自苏州净化设备
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公司；ＣＨＡ－Ｓ型往复空气恒温摇床，购自常州金坛
良友仪器有限公司。

１．２　试验方法
１．２．１　试验菌株的复壮　将实验室－８０℃保存的
３８株牦牛源肠产毒性大肠杆菌菌株分别接种于装
有营养肉汤培养基的三角瓶中，置于 ３７℃，
１２０ｒ／ｍｉｎ摇速的摇床中，过夜培养。
１．２．２　药敏试验　药敏试验采用美国临床实验室
标准化协会（ＣＬＳＩ）推荐的 Ｋ－Ｂ法，其详细操作步
骤可见参照文献［５］。抑菌结果的判定参照美国临
床实验室标准化委员会（ＮＣＣＬＳ）２０１３等公布的标
准以敏感、中介、耐药等３种形式对抑菌圈大小作出
判定［６］。

１．２．３　ＥＳＢＬｓ的检测　根据 ＣＬＳＩ推荐的表型筛选
和确证试验进行操作和判读［７］。

１．２．４　ＥＳＢＬｓ基因型检测　从 ＧｅｎＢａｎｋ中检索已
登录的 ＴＥＭ、ＳＨＶ、ＣＴＸ－Ｍ（ＣＴＸ－Ｍ－Ｕ、ＣＴＸ－
Ｍ－１、ＣＴＸ－Ｍ－９）、ＯＸＡ（ＯＸＡ－１、ＯＸＡ－２、
ＯＸＡ－１０）的基因序列，分别设计ＴＥＭ、ＳＨＶ、ＣＴＸ－
Ｍ、ＯＸＡ的通用引物，然后采用 Ｐｒｉｍｅｒ５设计引
物［８－９］（表１），由生工生物工程（上海）股份有限公
司合成。反应体系为９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃ 变
性１ｍｉｎ，５４℃退火３０ｓ，７２℃延伸 １ｍｉｎ，循环３０
次；７２℃延伸１０ｍｉｎ。反应结束后，取５μＬＰＣＲ产
物进行１．５％琼脂糖凝胶电泳检测。

表１　大肠杆菌的超广谱β内酰胺序列ＰＣＲ扩增及测序所用引物

基因 引物名称 序列
退火温度

（℃）
产物大小

（ｂｐ）

ｂｌａＴＥＭ ＴＥＭ－Ｆ ５′－ＧＧＧＧＡＴＧＡＧＴＡＴＴＣＡＡＣＡＴＴＴＣＣ－３′ ５６ ８６１

ＴＥＭ－Ｒ ５′－ＧＧＧＣＡＧＴＴＡＣＣＡＡＴＧＣＴＴＡＡＴＣＡ－３′

ｂｌａＳＨＶ ＳＨＶ－Ｆ ５′－ＧＧＴＴＡＴＧＣＧＴＴＡＴＡＴＴＣＧＣＣＴＧＴＧ－３′ ５６ ８６１

ＳＨＶ－Ｒ ５′－ＴＴＡＧＣＧＴＴＧＣＣＡＧＴＧＣＴＣＧＡＴＣＡ－３′

ｂｌａＣＴＸ－Ｍ－１ ＣＴＸ－Ｍ－１－Ｆ ５′－ＧＧＴＴＡＡＡＡＡＡＴＣＡＣＴＧＣＧＴＣ－３′ ５６ ８６４

ＣＴＸ－Ｍ－１－Ｒ ５′－ＴＴＧＧＴＧＡＣＧＡＴＴＴＴＡＧＣＣＧＣ－３′

ｂｌａＣＴＸ－Ｍ－９ ＣＴＸ－Ｍ－９－Ｆ ５′－ＡＴＧＧＴＧＡＣＡＡＡＧＡＧＡＧＴＧＣＡ－３′ ５６ ８７０

ＣＴＸ－Ｍ－９－Ｒ ５′－ＣＣＣＴＴＣＧＧＣＧＡＴＧＡＴＴＣＴＣ－３′

ｂｌａＣＴＸ－Ｍ－Ｕ ＣＴＸ－Ｕ－Ｆ ５′－ＡＴＧＴＧＣＡＧＴＡＣＣＡＧＴＡＡＡＧＴ－３′ ５６ ５９３

ＣＴＸ－Ｕ－Ｒ ５′－ＴＧＧＧＴＲＡＡＧＴＡＲＧＴＣＡＣＣＡＧＡＡ－３′

ｂｌａＯＸＡ－１ ＯＸＡ－１－Ｆ ５′－ＴＴＧＡＡＧＧＡＡＣＴＧＡＡＧＧＴＴＧＴ－３′ ５６ ６５１

ＯＸＡ－１－Ｒ ５′－ＣＣＡＡＧＴＴＴＣＣＴＧＴＡＡＧＴＧＣＧ－３′

ｂｌａＯＸＡ－２ ＯＸＡ－２－Ｆ ５′－ＧＣＣＡＡＡＧＧＣＡＣＧＡＴＡＧＴＴＧＴ－３′ ５６ ７０１

ＯＸＡ－２－Ｒ ５′－ＧＣＧＴＣＣＧＡＧＴＴＧＡＣＴＧＣＣＧＧ－３′

ｂｌａＯＸＡ－１０ ＯＸＡ－１０－Ｆ ５′－ＴＣＴＴＴＣＧＡＧＴＡＣＧＧＣＡＴＴＡＧＣ－３′ ５６ ７５９

ＯＸＡ－１０－Ｒ ５′－ＣＣＡＡＴＧＡＴＧＣＣＣＴＣＡＣＴＴＴＣＣ－３′

２　结果与分析

２．１　纸片扩散法药敏试验结果
３８株牦牛源肠产毒性大肠杆菌对１４种常用抗

生素的药敏检测结果，由表２可知，３８株牦牛源肠
产毒性大肠杆菌对万古霉素、四环素、复方新诺明、

红霉素、氟苯尼考、头孢噻肟、氯霉素、诺氟沙星、青

霉素和阿奇霉素等均表现为耐药，其中对四环素、

头孢噻肟耐药率高达１００．０％；所有菌株仅对丁胺
卡那、庆大霉素、头孢唑林、头孢西丁等表现为敏感。

２．２　ＥＳＢＬｓ检测结果
由图 １可知，３８株牦牛源肠产毒性大肠杆菌

ＥＳＢＬｓ检测结果表明，在初筛及确认试验中，有２１
株大肠杆菌检测为产 ＥＳＢＬｓ菌株，检出率为
５５３％。其中，ＣＦＺ检出６株，检出率为１５．８％，占
总阳性株数的 ２８．６％，ＣＴＸ检出 ２１株，检出率为
５５．３％，占总阳性株数的１００％，ＰＥＮ检出１８株，检
出率为４７．４％，占总阳性株数的８５．７％，ＦＯＸ检出
３株，检出率为７．９％，占总阳性株数的１４．３％。
２．３　ＥＳＢＬｓ基因型检测结果

由表３可知，３８株肠产毒素性大肠杆菌中有３４
株肠产毒性大肠杆菌携带 ＣＴＸ－Ｍ－Ｕ，检出率为
８９．５％；有１３株肠产毒性大肠杆菌携带ＣＴＸ－Ｍ－
１，检出率为３４．２％；有４株肠产毒性大肠杆菌携带
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表２　３８株牦牛源肠产毒性大肠杆菌菌株对１５种抗菌药物的药敏试验结果

序号 药品名称
敏感 中介 耐药

株数（株） 占比（％） 株数（株） 占比（％） 株数（株） 占比（％）

１ ＣＨＬ ９ ２３．７ ５ １３．２ ２４ ６３．２

２ ＮＯＲ １０ ２６．３ ９ ２３．７ １９ ５０．０

３ ＶＡＮ ４ １０．５ ０ ０．０ ３４ ８９．５

４ ＣＦＺ ２８ ７３．７ ０ ０．０ １０ ２６．３

５ ＰＥＮ ０ ０．０ ５ １３．２ ３３ ８６．８

６ ＡＭＫ ３４ ８９．５ ０ ０．０ ４ １０．５

７ ＴＣＹ ０ ０．０ ０ ０．０ ３８ １００．０

８ ＡＺＭ １０ ２６．３ ０ ０．０ ２８ ７３．７

９ ＳＸＴ ０ ０．０ ４ １０．５ ３４ ８９．５

１０ ＥＲＹ ０ ０．０ ４ １０．５ ３４ ８９．５

１１ ＧＥＮ １８ ４７．４ １０ ２６．３ １０ ２６．３

１２ ＦＯＸ ３４ ８９．５ ０ ０．０ ４ １０．５

１３ ＣＴＸ ０ ０．０ ０ ０．０ ３８ １００．０

１４ ＦＦＣ ４ １０．５ ０ ０．０ ３４ ８９．５

　　注：ＣＨＬ：氯霉素；ＮＯＲ：诺氟沙星；ＶＡＮ：万古霉素；ＣＦＺ：头孢唑林；ＰＥＮ：青霉素；ＡＭＫ：丁胺卡那；ＴＣＹ：四环素；ＡＺＭ：阿奇霉素；ＳＸＴ：复方

新诺明；ＥＲＹ：红霉素；ＧＥＮ：庆大霉素；ＦＯＸ：头孢西丁；ＣＴＸ：头孢噻肟；ＦＦＣ：氟苯尼考。

ＣＴＸ－Ｍ－９，检出率为１０．５％；有３０株肠产毒性大
肠杆菌携带ＴＥＭ，检出率为７８．９％；所有菌株均未
检出ＯＸＡ及ＳＨＶ基因型。

３　讨论与结论

本试验对３８株牦牛源肠产毒性大肠杆菌进行
ＥＳＢＬｓ检测，共检出２１株为产 ＥＳＢＬｓ菌株，阳性率
为５５．３％，本结果要高于Ｙｕｍ等报道的２８４％［１０］，

比苑丽等报道的７６．７％低［２］。据有关报道，发现产

ＥＳＢＬｓ菌株可通过接合、转化和转导等方式在细菌
间快速传播耐药基因，这给临床治疗带来困难，更

加说明了加强 β－内酰胺酶监测的迫切性和必
要性［１１］。

ＥＳＢＬｓ基因型检测结果表明，目前西藏地区产

ＥＳＢＬｓ牦牛源大肠杆菌流行的基因型主要以 ＴＥＭ
型和ＣＴＸ－Ｍ型为主，尚未检测出 ＳＨＶ型。ＥＳＢＬｓ
基因型与菌株的耐药表型相关，ＴＥＭ的产生可使菌
株对ＰＥＮ耐药，而 ＣＴＸ－Ｍ的产生对 ＣＴＸ水解效
率更高，耐药率也随之增高［２，１２］，本次药敏试验结果

显示所有菌株对青霉素、头孢噻肟的耐药率分别为

８６８％、１００．０％，产 ＥＳＢＬｓ菌株中 ＴＥＭ及 ＣＴＸ－
Ｍ－Ｕ的检出率分别为７８．９％、８９．５％，这一检出率
高于谢苗苗报道的检出率［１３］，同时可以看到本试验

中药敏试验结果与耐药基因检出率基本一致，这与

ＴＥＭ主要介导 ＰＥＮ耐药、ＣＴＸ－Ｍ介导 ＣＴＸ耐药
观点相一致。本次ＥＳＢＬｓ基因型检测结果同时也显
示，产ＣＴＸ－Ｍ型ＥＳＢＬｓ菌株耐药率高于产ＴＥＭ型
ＥＳＢＬｓ菌株，并且对其他种类药物的耐药率也高于
ＴＥＭ型ＥＳＢＬｓ菌株，这提示临床中对ＣＴＸ－Ｍ型耐
药菌株的治疗将更加艰难，须引起我们高度警惕。

通过本药敏试验结果可知，２１株产酶菌对三代
头孢类抗生素的耐药率为１０．５％ ～１００．０％，并非
都是１００．０％，即仍存在着部分菌株对此类药物表
现出体外敏感，但产 ＥＳＢＬｓ菌株通常表现为体外敏
感而体内耐药的特点［１４］，因此只用体外药敏试验结

果的方法来指导临床用药是不全面的。鉴于牦牛

源大肠杆菌产酶检出率较高，因此建议在临床中应

用药敏试验检测的同时，也要进行ＥＳＢＬｓ的检测，
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表３　ＥＳＢＬｓ基因型检测结果

产毒性大肠杆菌 基因型 产毒性大肠杆菌 基因型

１ ＣＴＸ－Ｍ－Ｕ，ＣＴＸ－Ｍ－１，ＴＥＭ ２０ ＣＴＸ－Ｍ－Ｕ，ＴＥＭ

２ ＣＴＸ－Ｍ－Ｕ，ＴＥＭ ２１ ＣＴＸ－Ｍ－Ｕ，ＣＴＸ－Ｍ－１，ＴＥＭ

３ ＣＴＸ－Ｍ－Ｕ，ＴＥＭ ２２ ＣＴＸ－Ｍ－Ｕ，ＴＥＭ

４ ＣＴＸ－Ｍ－Ｕ，ＴＥＭ ２３ ＣＴＸ－Ｍ－１，ＴＥＭ

５ ＣＴＸ－Ｍ－Ｕ，ＣＴＸ－Ｍ－１，ＴＥＭ ２４ ＣＴＸ－Ｍ－Ｕ

６ ＣＴＸ－Ｍ－Ｕ，ＴＥＭ ２５ ＣＴＸ－Ｍ－Ｕ，ＣＴＸ－Ｍ－１，ＴＥＭ

７ ＣＴＸ－Ｍ－１，ＴＥＭ ２６ ＣＴＸ－Ｍ－Ｕ，ＴＥＭ

８ ＣＴＸ－Ｍ－Ｕ ２７ ＣＴＸ－Ｍ－Ｕ，ＴＥＭ

９ ＣＴＸ－Ｍ－Ｕ，ＣＴＸ－Ｍ－１，ＴＥＭ ２８ ＣＴＸ－Ｍ－Ｕ，ＴＥＭ

１０ ＣＴＸ－Ｍ－Ｕ，ＴＥＭ ２９ ＣＴＸ－Ｍ－Ｕ，ＣＴＸ－Ｍ－１，ＴＥＭ

１１ ＣＴＸ－Ｍ－Ｕ，ＴＥＭ ３０ ＣＴＸ－Ｍ－Ｕ，ＴＥＭ

１２ ＣＴＸ－Ｍ－Ｕ，ＴＥＭ ３１ ＣＴＸ－Ｍ－１，ＴＥＭ

１３ ＣＴＸ－Ｍ－Ｕ，ＣＴＸ－Ｍ－１，ＴＥＭ ３２ ＣＴＸ－Ｍ－Ｕ

１４ ＣＴＸ－Ｍ－Ｕ，ＴＥＭ ３３ ＣＴＸ－Ｍ－Ｕ，ＣＴＸ－Ｍ－１，ＴＥＭ

１５ ＣＴＸ－Ｍ－１，ＴＥＭ ３４ ＣＴＸ－Ｍ－Ｕ，ＴＥＭ

１６ ＣＴＸ－Ｍ－Ｕ ３５ ＣＴＸ－Ｍ－Ｕ，ＣＴＸ－Ｍ－９

１７ ＣＴＸ－Ｍ－Ｕ，ＣＴＸ－Ｍ－１，ＴＥＭ ３６ ＣＴＸ－Ｍ－Ｕ，ＣＴＸ－Ｍ－９

１８ ＣＴＸ－Ｍ－Ｕ，ＴＥＭ ３７ ＣＴＸ－Ｍ－Ｕ，ＣＴＸ－Ｍ－９

１９ ＣＴＸ－Ｍ－Ｕ，ＴＥＭ ３８ ＣＴＸ－Ｍ－Ｕ，ＣＴＸ－Ｍ－９

一旦检测到阳性菌株，则不管药敏试验结果如何都

应视为分离株对第三代头孢药物耐药［１５］。本研究

中药敏试验结果还显示，产 ＥＳＢＬｓ菌株对除 β－内
酰胺类药物以外的其他抗菌药物也同时存在较高

的耐药率，即在交叉耐药和多重耐药现象上表现的

要比非产酶菌株严重的多，至于什么原因导致该现

象的产生尚须通过后续研究其耐药机制来进行

阐述。
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