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　　[摘要]　目的:对从尿路感染(urinarytractinfections,UTI)中分离出的非超广谱β-内酰胺酶(extended-spec-
trumβ-lactamase,ESBL)和产生ESBL的大肠杆菌菌株进行基因分型,并确定尿路致病性大肠杆菌(uropathogen-
icEscherichiacoli,UPEC)菌株谱系。方法:从南京市第一医院的临床实验室收集来自 UTI诊断患者尿液的499
株大肠杆菌。分离株来自2018年11月—2022年3月不同病房,包括泌尿科、肾脏科、ICU、内科、儿科的住院患

者。使用氨苄西林抗性大肠杆菌分离株进行聚合酶链反应(polymerasechainreaction,PCR),以研究β-内酰胺酶

基因。通过多重PCR检测对所有分离株进行多位点序列分型(multilocussequencetyping,MLST)。结果:在244
株(49%)分离株中发现了对氨苄西林、环丙沙星或甲氧苄啶-磺胺甲恶唑的耐药性;128株(26%)分离株是多药耐

药性(multidrugresistance,MDR),包括34株(7%)产 ESBL菌株。在>59岁的受试者中分离 MDR大肠杆菌和

产ESBL大肠杆菌的概率较其他年龄组明显增加(P<0.01)。MLST分析显示,耐药性分离株主要属于系统发

育组D和B2的ST。其中,CC69(75株)最常见,所有分离株都包括在ST69中(75株,100%)。其次是CC131(48
株),包括ST131(42株,86%)、ST2279(4株,8%)、ST2657(1株,2%)和ST1195(1株,2%)。255株易感菌株中,
仅检出2株ST69和3株ST131。在34株产生ESBL的分离株中,31株(91%)含有blaCTX-M 型基因;17株(55%)
含blaCTX-M-15,9株(29%)含blaCTX-M-8。结论:从 UTI中检测肠杆菌科细菌具有较高的 ESBL发生率,并且对

常用的抗生素的耐药性增加。耐药性的增加与属于ST69和ST131的 UPEC分离株有关。
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Abstract　Objective:Genotypingofnon-extended-spectrumβ-lactamase(ESBL)andESBL-producingEsche-
richiacolistrainsisolatedfromurinarytractinfections(UTIs)anddeterminationofuropathogenicEscherichiaco-
li(UPEC)strainlineages.Methods:Fourhundredandninety-ninestrainsofE.colifromtheurineofUTI-diag-
nosedpatientswerecollectedfromtheclinicallaboratoryofNanjingFirstHospital.Theisolateswereobtained
fromdifferentwardsofourhospitalfrom November2018toMarch2022,includinginpatientsinurology,neph-
rology,ICU,internalmedicine,pediatrics.Polymerasechainreaction(PCR)wasperformedusingampicillin-re-
sistantE.coliisolatestostudythebeta-lactamasegene.Allisolatesweresubjectedtomultilocussequencetyping
(MLST)bymultiplexPCRassay.Results:Drugresistancetoampicillin,ciprofloxacin,ortrimethoprim-sulfame-
thoxazolewasfoundin244(49%)isolates;128(26%)isolatesweremultidrugresistant(MDR),including34
(7%)ESBL-producingstrains.TheprobabilityofisolationofMDRE.coliandESBL-producingE.coliwassig-
nificantlyhigherinsubjects>59yearsoldthanthoseinotheragegroups(P<0.01).MLSTanalysisshowedthat
thedrug-resistantisolatesmainlybelongedtoSTsofphylogenyDandB2.Amongthem,CC69(n=75)wasthe
mostcommon,andallisolateswereincludedinST69(n=75,100%).CC131(n=48),includingST131(n=42,

86%),ST2279(n=4,8%),ST2657(n=1,2%),andST1195(n=1,2%)followed.Amongthe255suscepti-
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blestrains,only2ST69strainsand3ST131strainsweredetected.Ofthe34ESBL-producingisolates,31(91%)

containedtheblaCTX-Mtypegene;17(55%)containedblaCTX-M-15,and9(29%)containedblaCTX-M-8.
Conclusion:Enterobacteriaceaedetectedfrom UTIhasahighincidenceofESBLandincreasedresistancetocom-
monlyusedantibiotics.IncreasedresistanceisassociatedwithUPECisolatesbelongingtoST69andST131.

Keywords　urinarytractinfection;Escherichiacoli;extended-spectrumbeta-lactamase;genotyping

　　尿路感染(urinarytractinfections,UTI)是最

常见的感染之一,主要由大肠杆菌引起[1]。通常,
UTI使用不同类别的抗生素治疗,例如β-内酰胺

类、β-内酰胺/β-内酰胺酶抑制剂、碳青霉烯类和氟

喹诺酮类[2]。然而,世界范围内的最新数据显示,
这些尿路病原体已对大多数常规药物产生耐药性,
导致世界卫生组织最近启动的全球抗菌药物耐药

性监测系统建立了对此类大肠杆菌感染的监测[3]。
大肠杆菌最有意义的分组包括克隆复合体(clonal
complexes,CC)中的分离株和通过多位点序列分

型(multilocussequencetyping,MLST)定义的序

列类型(sequencetypes,ST)[4]。尿路致病性大肠

杆菌(uropathogenicEscherichiacoli,UPEC)菌株

的 MLST表明,ST131是造成世界许多地区大部

分 UTI的最常见克隆,其次是 ST69和 ST10,占
50%[5]。在世界许多地区,由产超广谱β-内酰胺酶

(extended-spectrumβ-lactamase,ESBL)的 UPEC
引起的 UTI发病率正在增加,这对公共卫生和临

床提出了严峻的挑战[6]。因此,本研究通过对从

UTI中分离出的非 ESBL和产生 ESBL的大肠杆

菌菌株进行基因分型,旨在确定 UPEC菌株谱系,
并为临床治疗药物的选择提供依据。
1　资料与方法

1.1　患者和细菌菌株

从南京市第一医院的临床实验室收集来自

UTI诊断患者尿液的499株大肠杆菌。分离株来

自2018年11月—2022年3月不同病房,包括泌尿

科、肾脏科、ICU、内科、儿科的住院患者。纳入标

准:明确诊断为 UTI的患者,尿液培养结果显示大

肠杆菌阳性,尿细菌计数≥105/mL;白细胞计数≥
10个/视野。受试者分为4个年龄组:1组(<18
岁,未成年人)、2组(18~39岁,中青年人)、3组

(40~59岁,中老年人)和4组(>59岁,老年人)。
将尿液样品接种到胱氨酸-乳糖-电解质-缺乏琼脂

板上。 细 菌 鉴 定 和 抗 菌 药 物 敏 感 性 测 试 由

VITEK®2自动化系统(法国bioMérieux公司)进
行。带有细菌计数≥105CFU/mL的大肠杆菌分离

物的平板被编码并在 MacConkey琼脂板上在37℃
下培养24h。将具有相似特征(大小、颜色、形状、密
度和干燥或黏液外观)的2个菌落转移到胰蛋白酶

大豆琼脂平板上,并在37℃下孵育24h。研究经本

院伦理委员会批准同意(No:NK2018-328),所有患

者均签署知情同意书。

1.2　细菌鉴定

使用 microflex台式 MALDI-TOF 基质辅助

激光解析飞行时间质谱仪(美国 BrukerDaltonics
公司)对细菌分离物进行质谱分析,以确认细菌菌

种。大肠杆菌 ATCC25922用于校准。通过flex-
Control软件v3.4(BrukerDaltonics)获得蛋白质

质谱,并与 MALDIBiotyperv3.1(BrukerDalton-
ics)数据库进行比较。得分值为2000或更高的确

认大肠杆菌鉴定。然后将分离物储存在-20℃下

含有20%甘油(v/v)的脱脂牛奶中。
1.3　ESBL产生的抗菌敏感性和鉴定

根据 美 国 临 床 和 实 验 室 标 准 协 会 (CLSI,
2018)的建议进行纸片扩散法药敏实验以测试药物

敏感性[7]。对所有分离物进行了敏感性测试:阿米

卡星、阿莫西林-克拉维酸、氨苄西林、头孢噻吩、头孢

呋辛、头孢吡肟、头孢曲松、环丙沙星、萘啶酸、诺氟

沙星、庆大霉素、呋喃妥因、甲氧苄啶-磺胺甲恶唑和

厄他培南。多药耐药性(multidrugresistance,MDR)
定义为对3类或更多药物类别中的一种或多种抗生

素不敏感。使用头孢他啶、头孢噻肟、头孢吡肟和氨

曲南圆盘和阿莫西林-克拉维酸圆盘进行表型测试

以确认ESBL产生(双扩散测试),2个圆盘中心到中

心距离为2.5cm。根据CLSI指南,结果被解释为耐

药、中等或敏感。用于质量控制的菌株是大肠杆菌

ATCC25922和粪肠球菌ATCC29212。
1.4　β-内酰胺酶基因鉴定

使用氨苄西林抗性大肠杆菌分离株进行聚合

酶链反应(polymerasechainreaction,PCR),以研

究β-内酰胺酶基因家族的存在:blaTEM、blaSHV、
blaGES、blaCTX-M(CTX-M-1、CTX-M-2、CTX-M-9、
CTX M-8)和 质 粒 氨 苄 西 林 C 基 因 (blaMOX、
blaACC、blaCMY1-11、blaLAT、blaDHA、blaMIR、
blaFOX)。细菌培养物在 TSA琼脂中于37℃培养

过夜,将1个菌落接种到100μL无菌水中并煮沸

10min,通过离心沉淀细胞碎片,收集上清液并储存

在-20℃。扩增的PCR产物用ExoSAP-IT(美国

USB公司)纯化,产物使用 SeqManPro7.1.0版

程序(美国Lasergene-DNASTAR公司)进行 DNA
序列的分析和组装。每个序列通过 BLAST 与

NCBI数据库中的序列进行多次比对分析。

1.5　菌株分类[8]

通过多重PCR检测鉴定为大肠杆菌的所有分

离株的系统发育组,以检测系统发育组 A、B1、B2、
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C、D、E、F和大肠杆菌进化枝I。D:ST1216,ST1670;
B2:ST127、ST141、ST1560、ST1667、ST3361、ST372、
ST4857、ST491、ST676、ST706、ST804、ST929;B1:
ST1196、ST1431、ST224、ST2628、ST297、ST442;A:
ST212、ST744、ST4566;F:ST117、ST1590、ST1810、
ST747;进化枝I:ST747。根据7个管家基因(adk、
fumC、gyrB、icd、mdh、purA和recA),所有对抗生素

氨苄西林、甲氧苄啶-磺胺甲恶唑或环丙沙星中至少

1种具有中等耐药性或耐药性的大肠杆菌分离株进

行 MLST 分 析。MLSTPCR 扩 增 子 在 DNASe-
quencingCoreFacility[贝克莱之光生命科技(上海)
有限公司]进行测序。使用Geneious® v.9.1.3(新西

兰Biomatters公司)分析序列,并与 MLST网站中的

参考序列进行比较。对于所有7个管家基因具有相

同等位基因组的大肠杆菌分离株认为是相同的ST,
并包括在1个克隆组中。仅显示7个等位基因中的

1个或2个差异的分离株被包含在属于同一CC的

不同ST中。
1.6　统计学方法

采用SPSS22.0软件进行统计分析。频率数

据描述为绝对计数和百分比,多组间比较采用

Fisher精确检验。以P 值(双尾)<0.05为差异有

统计学意义。
2　结果

2.1　分离株和受试者

本研究通过 MALDI-TOF确认499株大肠杆

菌分离株。患者年龄1岁10个月~91岁(中位数:
53岁)。根据年龄组的受试者分布为:第1组36株

(7%);第 2 组 121 株 (24%);第 3 组 127 株

(25%);第4组215株(44%),见图1。

图1　不同年龄组菌株分离数

2.2　抗菌药物耐药性

在244株(49%)分离株中发现了对氨苄西林、
环丙沙星或甲氧苄啶-磺胺甲恶唑的耐药性;128株

(26%)分离株是 MDR,包括34株(7%)产ESBL菌

株。与非ESBL分离株相比,ESBL分离株对非β-内

酰胺类药物的耐药率明显更高。组2~4和组1(参
考类别)之间的进一步比较表明,在>59岁的受试者

中分离 MDR大肠杆菌和产ESBL大肠杆菌的概率

较其他年龄组明显增加(P<0.05)。见表1。

表1　499株大肠杆菌中的抗生素耐药性按患者年龄分类 株(%)

抗生素
按年龄划分的耐药菌株

<18岁(36株) 18~39岁(121株)40~59岁(127株) >59岁(215株) P 值

氨苄西林 16(44.44) 41(33.88) 47(37.01) 103(47.91) 0.007
头孢噻吩 5(13.89) 29(23.97) 43(33.86) 93(43.26) <0.001
萘啶酸 4(11.11) 21(16.54) 30(23.62) 92(42.79) <0.001
甲氧苄啶-磺胺甲恶唑 8(22.22) 22(18.18) 33(25.98) 85(39.53) <0.001
环丙沙星 2(5.56) 10(8.26) 16(12.60) 70(32.56) <0.001
诺氟沙星 3(8.33) 10(8.26) 18(14.17) 68(31.63) <0.001
头孢呋辛 4(11.11) 13(10.74) 18(14.17) 54(25.12) 0.002
阿莫西林-克拉维酸 4(11.11) 7(5.79) 11(8.66) 37(17.21) 0.006
头孢曲松 1(2.78) 3(2.48) 7(5.51) 34(15.81) <0.001
头孢吡肟 1(2.78) 4(3.31) 7(5.51) 32(14.88) <0.001
庆大霉素 1(2.78) 3(2.48) 4(3.15) 26(12.09) 0.002
呋喃妥因 1(2.78) 10(8.26) 3(2.36) 13(6.05) 0.300
阿米卡星 1(2.78) 0(0) 2(1.57) 4(1.86) 0.250
MDR 5(13.89) 17(14.05) 27(21.26) 79(36.74) <0.001
ESBL 0(0) 1(0.83) 3(2.36) 30(13.95) 0.001

2.3　系统发育分析

在499 株 大 肠 杆 菌 分 离 株 中,B2(150 株,
30%)和 D(116株,23%)是主要组,其次是 A(63

株,13%)、F(61株,12%)、B1(47株,9%)、C(42
株,8%)、E(14株,3%)和进化枝I(6株,1%)。在

244株耐药分离株中,D(95株,39%)是主要组,其
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次是B2(87,36%)。在255株易感分离株中,63株

(25%)是B2,21株(8%)是D。见图2。

图2　499株大肠杆菌分离株在系统发育组中的分布

2.4　MLST类型分布

对244株耐药的分离株进行 MLST,并确定了

21株CC、28株ST和28株不同的单例(图3)。耐

药性分离株主要属于系统发育组 D 和 B2的ST。
其中,CC69(75株)最常见,所有分离株都包括在

ST69中(75株,100%),其次是 CC131(48株),包
括 ST131(42 株,88%)、ST2279(4 株,8%)、
ST2657(1株,2%)和ST1195(1株,2%)。C69和

CC131占244株耐药菌株中的123株(50%),与
CC10、CC73、CC405和 CC648一起占这些菌株的

65%(158株)。255株易感菌株中,仅检出2 株

ST69株和3ST131。

图3　244株对氨苄西林、甲氧苄啶-磺胺甲恶唑或环

丙沙星耐药的大肠杆菌的序列类型分布

2.5　β-内酰胺酶基因检测

在所有207株(43%)氨苄西林耐药性分离株

中筛选出β-内酰胺酶基因。在34株产生ESBL的

分离株中,31株(91%)含有blaCTX-M 型基因;17
株(55%)含blaCTX-M-15,9株(29%)含blaCTX-
M-8。42株 ST131分离株中有9株(21%)产生

ESBL,其中6株携带blaCTX-M-15。在3株分离

株中检测到blaSHV-2基因。在173株抗氨苄西

林的非ESBL分离株中,165株(95%)携带β-内酰

胺酶基因。这些分离株中有 156 株(90%)具有

blaTEM 型基因。另有1株携带blaSHV-1,2株携

带blaCMY-2。见表2。

表2　34株产生ESBL和173株不产生ESBL的大肠杆

菌分离株中的β-内酰胺酶编码基因和序列类型

CC/ST(株) β-内酰胺酶基因 株(%)
产生 ESBL 的大肠

杆菌分离株

　131/131(9) blaCTX-M-15 5(56)

blaCTX-M-15+blaCMY-2 1(11)

blaCTX-M-27+blaCMY-2 1(11)

blaCTX-M-2 1(11)

blaCTX-M-8 1(11)

　648/648(5) blaCTX-M-15+blaTEM-1 3(60)

blaCTX-M-15 2(40)

　405/405(3) blaCTX-M-15+blaTEM-1 3(100)

　155/155(2) blaCTX-M-15+blaCMY-2 1(50)

blaTEM-1+blaSHV-2 1(50)

　38/38(2) blaCTX-M-14(1);blaCTX-
M-17(1)

1(50);
1(50)

　73/73(1) blaCTX-M-1 1

　Singleton(12)

blaCTX-M-15 + blaTEM-1
(2);blaCTX-M-8+blaTEM-
1(3)
blaCTX-M-8(5);blaSHV-
2(2)

2(17);
3(25)
5(42);
2(17)

不产生 ESBL 的大

肠杆菌分离株

　69/69(62) blaTEM 53(85)

　131/131(27) blaTEM 24(89)

　131/2279(4);　
　131/2657(1) blaTEM 5(100)

　131/1195(1) blaTEM+blaCMY-2 1
　10/10(10) blaTEM 9(90)

　10/227(1) blaTEM 1
　73/73(6) blaTEM 6(100)

　73/638(1) blaSHV-1 1
　648/648(1) blaCMY-2 1
　394/394(5) blaTEM 5(100)

　38/38(3) blaTEM 3(100)

　101/101(2) blaTEM 2(100)

　405/405 (4 );
168/93(2);23/
23 (2);59/59
(2);86/453(1);
155/155 (1 );
349/564(1)

blaTEM 13(100)

　Singleton(36) blaTEMtype 32(89)

3　讨论

本研究调查了 UTI中耐药性 UPEC 的基因

型,大部分分离株属于系统发育组B2和 D,表明它

们具有尿路致病潜力。检测到对不同抗菌药物的

耐药率很高,大部分超过 UTI治疗经验处方可接
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受的限度(即膀胱炎为20%,肾盂肾炎为10%)[9]。
对氨苄西林、甲氧苄啶-磺胺甲恶唑或环丙沙星耐

药的分离株的分型表明,与 UTI相关的克隆占优

势。在最近描述为国际分布的20株 ExPEC谱系

中[5],14 株 (ST69、ST131、ST10、ST73、ST405、
ST648、ST38、ST127、ST354、ST23、ST117、ST167、
ST58、ST95)在本研究中发现,70%的 UPEC分离株

至少带有3种选定的抗性标志物(氨苄西林、甲氧苄

啶-磺胺甲恶唑或环丙沙星)中的1种。
本研究发现更常见的是产生 ESBL的分离物

和菌株对广谱药物(如环丙沙星)具有抗性。在其

他地区也报告了 UTI门诊患者分离株对环丙沙星

的耐药性的类似增加[10-11],表明这种现象可能在我

国普遍存在。环丙沙星是世界范围内治疗 UTI最

广泛使用的抗菌药物之一[12]。因此,确定耐药性

增加是否是由多种 UPEC 基因型引起的非常重

要。此外,60岁及以上受试者的耐药率较高,这可

能是由于老年人更频繁地接触抗菌药物。
本研究中,33%的ST69分离株具有环丙沙星

抗性,仅ST69就占所有环丙沙星抗性 UPEC菌株

的26%,并且CC131为第二常见的抗氨苄西林、甲
氧苄啶-磺胺甲恶唑或环丙沙星基因型。据报道,
CC131在世界其他地区对氟喹诺酮类药物具有高

频率的耐药性[13-14]。在北加州大学社区,CC131对

氟喹诺酮类药物的耐药性从1999—2000年的7株

分离株中的0株增加到2016—2017年的12株分

离株中的7株(58%)[15]。在本研究中的34株产

生 ESBL 的 UPEC 菌 株 中,31 株 (91%)携 带

blaCTX-M 基因。最常见的基因型是 ST131(9,
21%),其中6株携带blaCTX-M-15。此外,在总共

34株产生 ESBL的 UPEC菌株中,17株仅由3种

基因型组成———ST131、ST648和ST405。
本研究发现从 UTI中检测到的肠杆菌科细菌

具有较高的ESBL发生率,并且对常用的抗生素的

耐药 性 增 加。耐 药 性 的 增 加 与 属 于 ST69 和

ST131的 UPEC分离株有关,后一种基因型占ES-
BL生产者患病率增加的近三分之一。这些发现提

示临床需根据产生 ESBL的大肠杆菌分离株中的

β-内酰胺酶编码基因和ST和药敏试验结果合理使

用抗菌药物,以严格防控住院患者尿路感染发生。
未来的研究有必要确定促使这些耐药 UPEC基因

型传播的因素。
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