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临床血液分离大肠埃希菌株耐药性及生物被膜形成分析
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　　摘　要：目的　探讨该院血流感染产超广谱酰胺酶（ＥＳＢＬｓ）大肠埃希菌（ＥＣＯ）检出率及其对常用抗菌药物的耐药性及生物

被膜形成能力。方法　采用法国生物梅里埃公司的Ｖｉｔｅｋ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动微生物分析仪进行鉴定和药物敏感性分析，采用结晶

紫半定量方法检测菌株的生物被膜形成能力。结果　９２株ＥＣＯ临床血液分离菌株中，产ＥＳＢＬｓ菌株５３株（占５７．６１％），ＥＳＢＬｓ

阴性菌株３９株（占４２．３９％）。对３类以上抗菌药物耐药ＥＣＯ７３株（占７９．３５％），其中，产ＥＳＢＬｓ菌株５２株，占总菌株数的

５６．５２％，占产ＥＳＢＬｓ菌株数的９８．１１％。耐药率最高的为氨苄西林（９４．５７％），其次为头孢唑啉（７１．７４％）和氨苄西林／舒巴坦

（６７．３９％）；环丙沙星和左氧氟沙星的耐药率均在６０％以上。对于临床常用的氨苄西林／舒巴坦、头孢菌素类、氟喹诺酮类、氨基

糖苷类的妥布霉素和单酰胺类抗菌药物，与ＥＳＢＬｓ阴性菌株相比，产ＥＳＢＬｓ菌株的最小抑菌浓度（ＭＩＣ）值显著升高，耐药率显著

升高（犘＜０．０５）。而对头霉素类、呋喃类、氨基糖苷类的庆大霉素和阿米卡星、含酶抑制剂的哌拉西林／他唑巴坦和碳青霉烯类抗

菌药物的敏感性ＥＳＢＬｓ阳性组与ＥＳＢＬｓ阴性组比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。９６．７４％的ＥＣＯ临床血液分离株具有生物

被膜形成能力，生物被膜形成量以中量为主。结论　该院ＥＣＯ血液分离菌株产ＥＳＢＬｓ比例高，生物被膜形成能力强，呈现多药

耐药的特征。
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　　大肠埃希菌（ＥＣＯ）是引起医院感染的重要病原菌之一，是

革兰阴性杆菌中产超广谱内酰胺酶（ＥＳＢＬｓ）的代表菌种，分子

流行病学研究结果表明，ＥＳＢＬｓ基因型包括 ＳＨＶ、ＴＥＭ、

ＣＴＸＭ型等，而ＣＴＸＭ 型是包括中国在内的全球流行ＥＳ

ＢＬｓ基因型
［１］。随着头孢菌素在临床的广泛应用及产ＥＳＢＬｓ

菌株的增加，加速了耐药质粒的传播，使ＥＣＯ对多种广谱和超

广谱抗菌药物的耐药性增加。同时，ＥＣＯ是典型的生物被膜

菌，细菌生物被膜是细菌感染难以治愈和反复发作的重要原

因［２］。本研究收集本院临床送检的所有血液标本分离的ＥＣＯ

菌株，分析ＥＳＢＬｓ的检出情况及菌株的耐药性，并检测各菌株

的生物被膜形成能力，为医院ＥＣＯ感染控制和临床抗菌药物

使用提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料　分离自２０１０年１０月至２０１１年１２月临床送检的

血液标本，同一患者的重复分离菌株不予统计。

１．２　菌株鉴定和药敏试验　采用法国梅里埃公司的 Ｖｉｔｅｋ２

Ｃｏｍｐａｃｔ全自动微生物分析仪及ＧＮ鉴定卡对细菌进行鉴定，

ＡＳＴＧＮ１３药敏卡检测菌株的药物敏感性。结果评价按２０１２

年美国临床实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）Ｍ１００Ｓ２２判断。ＡＳＴ

ＧＮ１３检测的抗菌药物：氨苄西林、氨苄西林／舒巴坦、哌拉西

林／他唑巴坦、头孢吡肟、头孢唑啉、头孢曲松、头孢他啶、头孢

替坦、氨曲南、厄他培南、亚胺培南、庆大霉素、妥布霉素、阿米

卡星、环丙沙星、左氧氟沙星、呋喃妥因。头孢噻肟、头孢噻肟／

克拉维酸、头孢他啶和头孢他啶／克拉维酸药敏纸片为英国
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Ｏｘｏｉｄ公司产品。

１．３　ＥＳＢＬｓ确证试验　ＡＳＴＧＮ１３药敏卡通过 Ｖｉｔｅｋ２Ｃｏｍ

ｐａｃｔ全自动微生物分析仪检测提示 ＥＳＢＬｓ阳性菌株均按

ＣＬＳＩ推荐的方法，将０．５麦氏单位菌液均匀涂布 ＭＨ平板，

将头孢噻肟（３０μｇ）和头孢噻肟／克拉维酸（３０μｇ／１０μｇ）、头孢

他啶（３０μｇ）和头孢他啶／克拉维酸（３０μｇ／１０μｇ）黏贴在涂布

菌液的 ＭＨ平板上，３５℃培养１８ｈ，测量抑菌圈直径，两对纸

片或其中任何一对纸片的直径相差大于或等于５ｍｍ，即为产

ＥＳＢＬｓ菌株。

１．４　质控菌株　阴沟肠杆菌ＡＴＣＣ７００３２３、ＥＣＯＡＴＣＣ２５９２２、

ＥＳＢＬｓ阳性肺炎克雷伯菌ＡＴＣＣ７００６０３购自卫生部临检中心。

１．５　细菌生物膜半定量检测　采用半定量结晶紫染色法，操

作方法参照文献［２］，略作改动。将菌液培养至对数期，用新鲜

ＭＨ培养液调节菌液浓度为１×１０９ＣＦＵ／ｍＬ，接种于９６孔板

中，每孔２００μＬ，每株菌设３个复孔，３７℃静止培养４８ｈ，２４ｈ

换液１次。轻轻弃去上清液，用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）（每孔２００

μＬ）轻柔的清洗４次，弃去上清液。每孔加入Ｂｏｕｉｎ′Ｓ固定液

５０μＬ，固定１ｈ，轻轻倒去液体，ＰＢＳ清洗４次。每孔加入５０

μＬ结晶紫，染色２ｍｉｎ，轻轻倒去液体。用自来水轻轻冲洗９６

孔板，直至阴性对照没有颜色，室温晾干，９５％乙醇脱色。酶标

仪测定Ａ５７０，阴性对照组为 ＭＨ培养液。生物膜形成量判断

标准：以阴性对照的平均Ａ５７０加标准差定义为Ａｃ，待测菌株Ａ

与Ａｃ比较，将菌株生物膜形成能力分为４类：阴性（－）：Ａ＜

Ａｃ；少量（１＋）：Ａｃ＜Ａ≤２Ａｃ；中量（２＋）：２Ａｃ＜Ａ≤４Ａｃ；大

量：Ａ＞４Ａｃ。

１．６　统计学处理　采用 ＷＨＯＮＥＴ４．５软件录入数据分析。

采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行组间数据分析，计数资料以百分率表

示，组间分析采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＥＣＯ临床血液分离株的耐药性分析　９２株ＥＣＯ临床血

流分离菌株中，产ＥＳＢＬｓ菌株５３株，占５７．６１％，ＥＳＢＬｓ阴性

菌株３９株，占４２．３９％。对３类以上抗菌药物耐药 ＥＣＯ７３

株，占７９．３５％，其中，产 ＥＳＢＬｓ菌株５２株，占总菌株数的

５６．５２％，占产ＥＳＢＬｓ菌株数的９８．１１％。ＥＣＯ临床血液分离

株对常用抗菌药物的耐药性，见表１。

２．２　ＥＣＯ临床血液分离株的生物被膜半定量检测结果　

９６．７４％的ＥＣＯ临床血液分离株具有产生生物被膜能力，以产

生中量生物被膜菌株比例最高（７５．００％）。ＥＣＯ临床血液分

离株产生生物被膜能力，见表２。

表１　　临床血液分离ＥＣＯ对常用抗菌药物的耐药率（％）

抗菌药物
ＥＣＯ

（狀＝９２）

ＥＳＢＬｓ阴性

ＥＣＯ（狀＝３９）

ＥＳＢＬｓ阳性

ＥＣＯ（狀＝５３）
犘

氨苄西林 ９４．５７ ８７．１８ １００．００ ０．４７８

头孢唑啉 ７１．７４ ３５．９０ ９８．１１ ０．０００

氨苄西林／舒巴坦 ６７．３９ ４６．１５ ８３．０２ ０．０００

环丙沙星 ６４．１３ ２８．２１ ９０．５７ ０．０００

左氧氟沙星 ６１．９６ ２５．６４ ８８．６８ ０．０００

头孢曲松 ６０．８７ １２．８２ ９６．２３ ０．０００

庆大霉素 ５５．４３ ４３．５９ ６４．１５ ０．１３０

氨曲南 ３４．７８ ２．５６ ５８．４９ ０．０００

头孢他啶 ２３．９１ ７．６９ ３５．８５ ０．０００

妥布霉素 １６．３０ ７．６９ ２２．６４ ０．０００

头孢吡肟 １５．２２ ０．００ ２６．４２ ０．０００

续表１　　临床血液分离ＥＣＯ对常用抗菌药物的耐药率（％）

抗菌药物
ＥＣＯ

（狀＝９２）

ＥＳＢＬｓ阴性

ＥＣＯ（狀＝３９）

ＥＳＢＬｓ阳性

ＥＣＯ（狀＝５３）
犘

呋喃妥因 ４．３５ ２．５６ ５．６６ ０．５３３

头孢替坦 ３．２６ ２．５６ ３．７７ １．０００

阿米卡星 ２．１７ ０．００ ３．７７ ０．８０４

厄他培南 ２．１７ ０．００ ３．７７ １．０００

哌拉西林／他唑巴坦 ０．００ ０．００ ０．００ －

亚胺培南 ０．００ ０．００ ０．００ －

多药耐药 ７９．３５ ５３．８５ ９８．１１ ０．０００

　　：ＥＳＢＬｓ阳性菌株与ＥＳＢＬｓ阴性菌株耐药率比较；－：表示无数据。

表２　　临床血液分离ＥＣＯ生物被膜形成能力

产生生物被膜 菌株数（狀） 百分比（％）

阴性（－） ３ ３．２６

少量（１＋） １１ １１．９６

中量（２＋） ６９ ７５．００

大量（３＋） ９ ９．７８

阳性合计（＋） ８９ ９６．７４

３　讨　　论

ＥＳＢＬｓ是由质粒介导的一类β内酰胺酶，能水解含氧亚

氨基的β内酰胺类抗菌药物，并可被β内酰胺酶抑制剂克拉维

酸抑制。本研究结果显示，９２株ＥＣＯ临床分离株检出产ＥＳ

ＢＬｓ菌株５３株，占５７．６１％，高于多篇文献报道的检出率
［３８］，

ＥＳＢＬｓ的高检出率，给临床抗感染治疗带来很大压力和挑战，

随着抗菌药物的不合理使用，ＥＳＢＬｓ菌株的检出率势必还将

持续升高。９２株ＥＳＢＬｓ菌株对亚胺培南、厄他培南、头孢替

坦、哌拉西林／他唑巴坦、阿米卡星和呋喃妥因较敏感，耐药率

小于１０％，与ＥＳＢＬｓ阴性菌株比较差异无统计学意义（犘＞

０．０５）；对氨苄西林的耐药率达到１００％，而氨苄西林／舒巴坦

的耐药率也达到８３．０２％，头孢曲松和头孢唑啉的耐药率均大

于９５％，氨曲南、头孢他啶和头孢吡肟的耐药率分别为

５８．４９％、３５．８５％和２６．４２％，与ＥＳＢＬｓ阴性菌株比较耐药率

显著升高（犘＜０．０５）；按照２００８年ＣＬＳＩＭ１００Ｓ１８标准，ＥＳ

ＢＬｓ菌株所有β内酰胺类抗菌药物均应判定为耐药，自２０１０

年ＣＬＳＩ对折点进行修正后，就提出不必常规进行ＥＳＢＬｓ检

验，２０１２年ＣＬＳＩＭ１００Ｓ２２明确指出，采用更新后的折点，不

必将头孢菌素类、青霉素类和氨曲南的药敏结果从敏感修正为

耐药，实验室检测ＥＳＢＬｓ主要用于流行病学调查和医院感染

控制［９］。因此，新标准增加了这几类抗菌药物用于临床治疗肠

杆菌科细菌的机会，虽然在临床治疗中还存在一定的争议。本

研究结果提示，ＥＳＢＬｓ仍然是临床抗菌药物选择的一个不容

忽视的限制性因素，临床若选择β内酰胺类抗菌药物治疗ＥＳ

ＢＬｓＥＣＯ感染，则需根据 ＭＩＣ值慎重选择敏感抗菌药物，且承

担治疗失败的风险加大。鉴于本院ＥＳＢＬｓ的高检出率，仍然

常规检测和报告ＥＳＢＬｓ，既不减少临床抗菌药物选择的机会，

又提醒临床需慎重选择。氟喹诺酮类环丙沙星和左氧氟沙星

对产ＥＳＢＬｓ的ＥＣＯ菌株耐药率均大于８５％，可能与ＥＳＢＬｓ

基因常与质粒介导喹诺酮耐药基因共存有关，在产ＥＳＢＬｓ的

ＥＣＯ中，同时检测到狇狀狉基因携带及犵狔狉犃 基因和狆犪狉犆 基因

变异，而这些基因的存在和变异使得细菌对喹诺酮类药物高度
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耐药［１０］。氨基糖苷类妥布霉素和庆大霉素对ＥＳＢＬｓ菌株的

耐药率达到２２．６４％和６４．１５％，而且由于氨基糖苷类的肝肾

毒性，限制了该类药物在临床的应用，常常作为联合用药的一

部分。本研究结果显示，产ＥＳＢＬｓ的ＥＣＯ呈现对青霉素类、

头孢菌素类、氟喹诺酮类等多种药物的耐药性。ＥＳＢＬｓ阴性

ＥＣＯ菌株对大部分抗菌药物均有较高的敏感率，除氨苄西林

外，检测的其余抗菌药物的敏感率均大于５０％。ＥＳＢＬｓ为质

粒介导的可通过结合、转化、转导等方式在同种病原菌间甚至

不同种病原菌间进行耐药性传播，携带ＥＳＢＬｓ菌株可引起医

院感染暴发流行。因此，规范抗菌药物的合理应用和监测ＥＳ

ＢＬｓ耐药菌的传播和流行应当作为医院感染控制的一个常规

性工作。

有研究报道生物被膜菌与游离态细菌相比耐药性大幅度

提高，生物被膜是细菌感染难以治愈和反复发作的重要原

因［１１］。本研究结果提示，９６．７４％的ＥＣＯ血液分离菌可以形

成生物被膜，而形成被膜的量以中量居多，与文献报道相似［２］。

ＥＣＯ被膜菌耐药性升高与狉狆狅犛基因的表达增加密切相关，而

狉狆狅犛基因又调节一系列与生物被膜形成、黏附、增殖、成熟等

各个阶段相关基因的表达，使得被膜菌对抗菌药物的耐药性增

强［１１］。传统的药敏试验测得的 ＭＩＣ是针对单个游离的细菌，

据文献报导，采用被膜菌测得的最小杀菌浓度（ＢＩＣ）与传统的

ＭＩＣ存在很大差异，两类药敏试验筛选出的敏感抗菌药物也

存在很大差异，因此只以 ＭＩＣ指导临床抗菌药物的使用，对生

物被膜菌的感染治疗难以达到满意的结果［１２］。由于绝大多数

ＥＣＯ菌株均能形成生物被膜，在临床治疗相关感染若依据传

统药敏结果疗效不佳时，选择生物被膜敏感的抗菌药物，以提

高抗感染治疗的效果。

ＥＣＯ是目前临床血液标本最常见的分离菌株之一，作为

机会致病菌，对 ＥＣＯ特别是 ＥＳＢＬｓ菌的感染重在预防。高

龄、低免疫力和长期住院患者是ＥＳＢＬｓ菌的易感对象，长期激

素、放化疗和介入治疗是ＥＳＢＬｓ菌感染的高危因素。因此，合

理使用抗菌药物，减少激素的使用，加强医务人员无菌观念和

严格的消毒隔离措施，及时更换或拔除各类导管和合理使用呼

吸机等，均有利于预防和减少产 ＥＳＢＬｓ的 ＥＣＯ 的感染和

传播。
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