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中文摘要  

 

 近年來，細菌抗藥性，是全球所關注的議題，其中大腸桿菌更是被列為抗第三

代頭孢菌素的重要監測對象之一。第三代頭孢菌素是獸醫及人醫臨床治療上常使

用的抗菌劑之一。而超廣譜乙內醯胺酶 (extended-spectrum-β-lactamase, ESBL) 和

透過質體轉錄的 AmpC 乙內醯胺酶，卻都具有水解第三代頭孢菌素的能力。另一

個值得注意的是 MCR-1磷酸乙醇胺轉移酶，此酵素對於治療革蘭氏陰性菌的後線

藥物多黏菌素 E，或稱黏桿菌素，具有抗藥性。編碼此酵素的基因 mcr-1，可攜帶

於質體上。超廣譜乙內醯胺酶、質體轉錄的 AmpC 乙內醯胺酶，或磷酸乙醇胺轉

移酶的基因編碼，皆能透過質體攜帶，而這類質體經常也包含了其他抗藥性基因，

並可水平傳播至同種，甚至跨菌種的細菌，衍生更多的抗藥性細菌。雖然在國際上

針對從動物分離，具有這些多重抗藥性特性的細菌，已經有許多報告，但在台灣的

伴侶動物中，相關的資料仍然有限。 

  因此，本研究目的為分析 2020年 6月 29日至 2020年 12月 31日期間，於臺

大動物醫院就診之犬貓，所分離的大腸桿菌，分析上述的抗藥特徵與基因，並進行

這些菌株的親緣關係調查。一共分析了 50 株大腸桿菌分離株，透過 PCR 方法確

認，這些分離株主要隸屬於致病性大腸桿菌的 phylogroup B2，犬為 66%（27 / 41），

貓為 89%（8 / 9）。對第三代頭孢菌素具有抗藥性的大腸桿菌共有 16 株（16/50, 

32%），8 株具有 ESBLs，6 株有 pAmpC，2 株同時攜帶有 ESBLs 與 pAmpC。

ESBLs 基因型為 TEM group、CTX-M-1 group、CTX-M-9 group。pAmpC 基因型為

CMY-2 like。帶有 ESBLs 的大腸桿菌皆屬致病性 phylogroup B2，序列分型類別為

ST131與 ST1193，皆為高毒力流行株。其中 ST131-O25b 共有 3株，而 
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ST1193 為一非乳糖發酵的新興流行株，首次發現於台灣。攜帶 pAmpC 的大腸桿

菌分散於各個 phylogroup，但以共生性的 phylogroup B1 為多數，序列分型類別為

ST155、ST315、ST617、ST457、ST767、ST372 和 ST93，這些菌株皆曾發現於人

類與動物之中。在藥物敏感試驗中，帶有 ESBLs 或 pAmpC 的大腸桿菌，多重抗

藥性的表現，顯著高於不具有 ESBLs 或 pAmpC 的菌株。經由接合試驗，將抗藥基

因轉移至大腸桿菌 J53菌株，我們發現 ESBLs 基因僅須接合 1小時即可完成轉移，

pAmpC 基因則須 1天才能完成轉移，唯一轉移失敗的分離株為 ST767。透過 PCR

方法偵測，並無發現 mcr-1，而利用最小抑菌濃度測試，也並無發現具黏桿菌素抗

藥性的大腸桿菌分離株。  

  伴侶動物特別是犬貓，與人類接觸密切，包含親吻動作、肢體接觸、清理排泄

物，都可能促使抗藥性病原交流傳播，間接導致感染與治療門檻提升。因此在獸醫

學的角度，持續監測寵物來源細菌的抗藥型態、基因型，與盛行率，並深入了解細

菌株的親緣背景來源，是非常重要且必須的。 

 

關鍵字：細菌抗藥性、大腸桿菌、超廣譜乙內醯胺酶、質體 AmpC 乙內醯胺酶、磷

酸乙醇胺轉移酶、ST131-O25b、伴侶動物 
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Abstract 

 

In recent years, antimicrobial resistance (AMR) has been an important issue of global 

concern. Escherichia coli has been listed as one of the pathogens that resistant to the 

third-generation cephalosporins and requires intensive monitoring. The third-generation 

cephalosporin is one of the antimicrobial agents frequently used clinically in both 

medicine and veterinary medicine. However, extended-spectrum β-lactamase (ESBLs) 

and plasmid-mediated AmpC (pAmpC) confer the ability of bacteria to hydrolyze the 

third-generation cephalosporins. Another noteworthy enzyme, MCR-1, is a 

phosphoethanolamine transferase and this enzyme enables bacteria to resist to 

polymyxin E, or so-called colistin, which is considered as the last resort to treat Gram-

negative bacterial infections. MCR-1 encoding gene mcr-1 is carried in a plasmid. The 

genes that encode ESBLs, pAmpC, or MCR-1 are all carried in plasmids and such 

plasmids frequently possess other drug-resistant genes and can transfer horizontally to 

the same or different species of bacteria, resulting in spreading of drug-resistant 

bacteria. The information of the multi-drug-resistant bacteria obtained from animals has 

been extensively reported internationally, however, such data regarding the bacteria 

isolated from companion animals in Taiwan is limited.  

Therefore, the objective of this study is to analyze the drug resistant profiles and the 

phylogenetic relatedness of the E. coli isolates from the dogs and the cats that visited to 

National Taiwan University Veterinary Hospital (NTUVH) from June 29, 2020 to 

December 31, 2020. A total of 50 E. coli isolates were analyzed and they were primarily 

classified to the pathogenic phylogroup B2 as identified by polymerase-chain reaction 

(PCR). Dogs accounted for 66% (27/41), and cats 89% (8 / 9). There were 16 (16/50, 

32%) E. coli isolates that were third-generation cephalosporins-resistant, among which 
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8 isolates possessed ESBLs, 6 isolates possessed pAmpC, and 2 isolates contained both 

enzymes. The ESBL genes detected included the TEM group, CTX-M-1 group and 

CTX-M-9 group, while the CMY-2 like gene was the only gene type found in pAmpC. 

ESBLs-producing E. coli all belonged to the pathogenic phylogroup B2, and the 

sequence types were ST131 and ST1193, both of which were highly virulent epidemic 

strains. Among them, 3 isolates were ST131-O25b, while ST1193 was a non-lactose-

fermenting emerging epidemic strain, which was first reported in Taiwan. The pAmpC-

producing E. coli were distributed in various phylogroups, with the commensal 

phylogroup B1 being the major one. The sequence types of the pAmpC-producing E. 

coli included ST155, ST315, ST617, ST457, ST767, ST372, and ST93, all of which 

have been reported in humans and animals. The antimicrobial susceptibility test 

indicated that the E. coli carrying ESBLs, pAmpC, or both exhibited a more significant 

multi-drug resistant phenotype than that of the E. coli that possessed neither of the 

enzymes. The conjugation test revealed that the ESBL-encoding genes were transferred 

to E. coli J53 strain within 1 hour, while the transfer of the pAmpC-encoding genes took 

1 day. The only isolate failed to transfer was ST767. In this study, mcr-1 was not 

detected by PCR, and no isolate was resistant to colistin as assayed by minimum 

inhibitory concentration test.  

Companion animals, especially dogs and cats, are in close contact with humans. Such 

behaviors like kissing, physical contact, and cleaning up excrement may promote the 

transfer of the drug-resistant bacteria between human and companion animals, leading 

to infections and difficulties in treatment. Therefore, from the perspective of veterinary 

medicine, continuous monitoring of the drug-resistant profile, drug-resistant genes and 

the prevalence as well as the phylogenetic relatedness of the bacteria from companion 

animals is important and essential.  
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第一章 文獻檢閱 

 抗菌劑耐受性危機 

  抗菌劑耐受性 (antimicrobial resistance, AMR)，或稱細菌抗藥性，是目前全球

面臨的嚴重議題之一。1928 年早期時，青黴素為首次被發現的抗生素，為黴菌所

產生，可殺死細菌，成為當時的神奇特效藥，並廣泛運用於醫療中，治癒細菌感染

患者[6]。但是，隨著時間與環境推演，細菌與病原體不斷進化，慢慢地能抵抗新一

代藥物，近年來，開發新的藥物速度緩慢，但抗生素的使用與需求不斷增加，而細

菌抗藥性問題也跟著提升。抗藥性的發展，會使細菌趨向於超級細菌 (superbug)，

將難以治癒，並且可能在環境中散播開來，對人類及動物，甚至到整個大環境都影

響甚遠[7]。  

 

  根據英國學者 Lord O’Neill 針對 AMR 的報告，在目前，全球每年至少有 70 萬

人口因細菌抗藥性死亡，推估到 2050 年時，每年死亡人數會高達 1000 萬人數以

上，其數字將超越十大死因之首的癌症死亡人數，經濟損失累積至 2050年時，將

高達 100兆美元 (USD)，若繼續漠視，將造成不可挽回的結果[8]。 

 

  2015年開始，世界衛生組織 (World Health Organization, WHO) 擬定、並通過

了 AMR 全球行動計畫。該計畫涵蓋了全球 95%以上人口，列為成員國的國家必須

遵守，這個計畫包含了五個目標：1. 提高對 AMR 的認識 2. 監視抗菌劑耐受性情

勢 3. 降低感染發生 4. 評估藥物使用的最佳時機與方案 5. 研發新的抗菌劑與診斷

方式。這個計畫希望成員國家在 2015 年至 2017年陸續開始實施[9]。 
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 2017 年時，WHO 在全球首次發布了抗菌劑耐受性的病原體清單，將 12 種病

原體按照優先程度分為三種等級：危急（3種）、高度（6種）、中度（3種），其中

列在危急的病原體皆屬於革蘭氏陰性菌：1. 鮑氏不動桿菌（carbapenem-resistant）、

2. 綠膿桿菌（carbapenem-resistant）及 3. 腸桿菌科（carbapenem-resistant, third-

generation cephalosporin-resistant），特別是肺炎克雷伯氏菌 ( Klebsiella pneumoniae ) 

和大腸桿菌 ( Escherichia coli ) [10]。而造成這些抗藥性的情形，最主要的原因是

抗生素濫用、經驗性治療（empirical therapy）及不規律地使用廣效性抗生素所導致

[11]。 

 

  在人醫，院內感染常獲得公眾關注，舉例來說，引起尿道感染（urinary tract 

infections, UTIs） 的病原主要由屬於革蘭氏陰性菌的腸桿菌科所引起，特別是大腸

桿菌與肺炎克雷伯氏菌。在抗生素濫用的狀況下，這些病原菌逐漸演化成成具有高

度多重抗藥能力的細菌，可抵抗的藥物包含 extended-spectrum-lactamases (ESBLs)、

AmpC- β -lactamase、和 carbapenemases[12]。在美國，UTI案例的就診次數每年可

達到 700萬次以上[13]。 

 

  在獸醫，近來有「末日豬」一詞，指的是全球第一隻豬，其身上帶有耐最後線

抗生素 colistin 的革蘭氏陰性菌。最後線抗生素，是用來治療具有多重抗藥性菌株

的最後手段，如果連最後線抗生素也無效，幾乎就無其他治療方法了[14]。在畜牧

業，抗生素已被廣泛添加於飼料中，用來預防或治療疾病。在這過程產生抗藥性的

菌株，可透過進食的方式感染到人類身上，而另一個常見的途徑，則是動物與人類

的直接接觸[15]。 
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 抗菌劑作用機制 

  抗菌劑的作用機制可分為以下幾類： 

（1）抑制細胞壁合成 ( inhibit cell wall synthesis ) 

（2）使細胞膜去極化 ( depolarize cell membrane ) 

（3）抑制蛋白質合成 ( inhibit protein synthesis ) 

（4）抑制核酸合成  ( inhibit nucleic acid synthesis ) 

（5）抑制代謝途徑  ( inhibit metabolic pathways ) 

 

  舉例說明：乙內醯胺類 -lactam (e.g. cephalosporins) 與糖肽類 glycopeptides 

(e.g. vancomycin) 能抑制細菌細胞壁合成。脂肽類 lipopeptide  (e.g. daptomycin) 可

使細胞膜去極化。四環素類 tetracyclines (e.g. doxycycline) 與氨基糖苷類

aminoglycosides (e.g. gentamicin) 能抑制白質合成。氟喹諾酮類 fluoroquinolone, FQ 

(e.g. ciprofloxacin) 能抑制核酸合成。磺胺類 sulfonamides (e.g. sulfamethoxazole) 能

抑制參與合成 tetrahydrofolic acid 代謝途徑的酵素[15]。 

 

 抗藥性發生與轉移 

1.3.1 抗藥性作用機制 

  透過基因突變（垂直基因轉移）與抗藥基因轉移（水平基因轉移），是細菌產

生抗藥性的主因。抗藥性的機制主要分為以下四類： 
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1. 限制藥物攝取 ( limiting drug uptake )： 

  不同菌種對限制藥物攝取的能力皆不同，如革蘭氏陰性菌，相較革蘭氏

陽性菌而言，外膜多了一層脂多醣層 ( lipopolysaccharide, LPS )，其結構能

對一些較大分子的抗菌劑具有抗性，若含脂量越高，則能排斥親水性的藥物，

但親水性的藥物多數能由孔蛋白進入，因此，革蘭氏陰性菌可藉由減少孔蛋

白的存在，或是改變孔蛋白的選擇性通透能力，以達到限制藥物攝取的效果

[16]。 

 

2. 修飾藥物結合位置 ( modification of drug targets ) 

  革蘭氏陰性菌中，對乙內醯胺類常見的作用，以 penicillin 為例，此藥

物會與細菌細胞壁上的 penicillin-binding proteins (PBPs) 結合，使細胞壁結

構瓦解，達成殺死細菌的效果。若編碼 PBPs 的基因突變，使得原來的 PBPs

結構改變，無法再與 penicillin 結合，就不能鬆動細胞壁結構，即達到抗藥

效果[17]。另一個例子，daptomycin 需要有鈣離子才能進行結合，細菌可透

過基因突變（如 mprF），將細胞膜表面轉為正電荷，導致鈣離子無法接近，

使得 daptomycin 無法作用[18]。氟喹諾酮類可透過抑制細菌的 DNA 螺旋酶

或拓撲異構酶達到抑菌效果，若這些與 DNA 合成有關的基因發生突變，發

生引起酶的結構改變，藥物可能就無法結合在這些酵素上，致使藥物失效

[19]。磺胺類藥物，會與細菌產生 tetrahydrofolic acid 代謝途徑所需的酵素結

合，致使細菌無法合成 tetrahydrofolic acid，而這個產物為細菌合成核酸及

N-甲醯甲硫胺酸 (N-formylmethionine) 所必需。 而細菌對磺胺類藥物產生

抗藥性，是因為參與合成 tetrahydrofolic acid 的酵素，可能因突變的關係，
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導致磺胺類藥物與酵素的親和性降低，因而無法抑制細菌的生長[20]。以上

都是改變藥物結合位置的例子，達到抗藥的能力。 

 

3. 酵素使藥物失活 ( drug inactivation ) 

  使藥物失活，主要可以分為兩種形式，第一種是透過直接對藥物進行水

解，第二種是在藥物接上化學基團而使藥物失效，如乙醯化是最常見的機制，

可作用在氨基糖苷類、氯黴素、鏈黴菌素和氟喹諾酮類。而屬於第一種直接

進行藥物水解的經典例子是乙內醯胺酶 (-lactamase)，可針對乙內醯胺類

藥物 (-lactam) 的分子環狀結構，稱之乙內醯胺環 (-lactam ring) 進行水

解，是革蘭氏陰性菌對-lactam 類藥物的主要抗藥機制 [21]。 

 

4. 藥物外排幫浦 ( drug efflux pump ) 

  藥物外排幫浦的調控基因，通常存在於染色體之中，也有一些則是透過

水平轉移，使細菌獲得。它的作用是清除細菌體內的有害物質。在環境的刺

激下，亦或是暴露於抗生素時，外排幫浦的基因會經由誘導方式大量被表現，

合成的外排幫浦數量增加，可快速降低藥物在細菌體內的濃度。當然在不同

菌種中，一些特定外排幫浦是固有的，且持續表現，對於特定的藥物具有耐

受能力，例如：resistance-nodulation-cell division (RND) 轉運蛋白家族幾乎只

在革蘭氏陰性菌中表現，整個幫浦結構橫跨細菌內膜與外膜，可直接由細菌

體內排出多種抗生素或有毒物質，像是 E.coli 中的 AcrAB-TolC 幫浦，可排

出青黴素，氯黴素，大環內酯類，氟喹諾酮和四環素[22]。 
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  抗藥能力的獲得，可分為「固有存在」、「透過誘導」及「環境獲取」。固有存

在的耐受性：該菌種天生就對特定的藥物具有耐受性。透過誘導的耐受性：抗藥基

因存在於本身的基因體 (genome) 中，當暴露於抗菌劑時才被表現出來。環境獲取

的抗藥性：抗藥基因的遺傳訊息，可透過外界水平傳播傳到自身，使自身獲得抗藥

能力，主要途徑包含轉形（transformation）、轉導（transduction）、接合（conjugation）

三種途徑，統稱為水平基因轉移 ( horizontal gene transfer, HGT )[15]。  

 

1.3.2 抗藥性基因轉移 

  抗藥基因的轉移，除了可以透過親代既有的遺傳訊息，包含抗藥性相關基因，

經由複製分裂的方式，垂直遺傳給子代。但對細菌而言，抗藥基因獲得還可藉由環

境中其它細菌所提供，只要是非垂直遺傳的方式，就統稱為「水平基因轉移」。 

  水平基因轉移形式分為以下三種： 

 

1. 轉形 ( transformation )： 

  轉形是一種自然發生的情況，指的是外在游離的遺傳物質，直接進入細

菌體內，通常游離的遺傳物質來源，是微生物死亡後，經裂解，所釋出的遺

傳物質。但細菌對這些遺傳物質的接收具有選擇性，親緣關係越接近的，越

容易被接收，並有機會進行基因重組[23]。 

 

2. 轉導 ( transduction )： 

  轉導發生，最開始是由噬菌體 (bacteriophage) 感染細菌開始，在複製

結束之後，宿主細胞會破裂，片段的遺傳物質有可能被包裹在新合成的噬菌
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體中，遺傳物質可以由新合成的噬菌體再次感染另一個細菌中，而達到基因

轉移目的[24]。 

 

3. 接合 ( conjugation )： 

  所謂接合，是指帶有質體的 donor strain 細菌，可藉由性線毛 (sex pili) 

吸附 recipient strain 細菌，將彼此距離拉近後，質體可藉由 rolling circle 

replication 方式，由 donor strain，通過二個細菌之間暫時形成的通道 

(channel)，運輸至 recipient strain，並在 recipient strain 完整複製這個質體的

過程。若 donor strain 的質體帶有抗藥基因，抗藥基因就可藉由接合作用，

由 donor strain 帶至 recipient strain，達到基因轉移的目的。 

 

  基因轉移，主要發生在兩個親緣關係較相近的細菌個體之間，但也可能發生在

親緣關係較遠的菌種之間，尤其是透過接合反應，抗藥性基因可在不同菌種間傳播

[25]。在這些遺傳物質進入新宿主後，可能會發生幾種情形，DNA可能被限制性內

切酶切碎，或是以質體的形式存在，最後有機會將部分遺傳物質整合到染色體中，

當發生同源基因重組時，外源性的 DNA會取代現有的同源序列，並存在於染色體

之中[26]。 

 

 乙內醯胺酶（β-lactamase） 

β-lactamase，顧名思義為 β-lactam 抗生素的水解酶。具有 β-lactamase 是革蘭

氏陰性菌中主要的抗藥機制之一。而 2017 年，由 WHO 所發佈的抗菌劑耐受性病

原體清單中，屬危急程度，並可抗第三代頭孢菌素 ( Third-generation cephalosporin-



doi:10.6342/NTU202101586

 8 

resistant, 3GC-resistant）的腸桿菌科即為其中之一，主要是因為這些細菌攜帶有屬

於 β-lactamase類別中的超廣譜乙內醯胺酶（extended-spectrum β-lactamase）和質體

轉錄的 AmpC 乙內醯胺酶（plasmid-mediated AmpC β-lactamase, pAmpC）所造成。 

 

在詳細介紹 β-lactamase之前，先簡單介紹 β-lactam抗生素。β-lactam 抗生素，

在結構上以乙內醯胺環 ( beta-lactam ring ) 為基礎，發展為各種不同分子結構，包

括了：青黴素（penicillins）、頭孢菌素（cephalosporins）、單醯胺環類 (monobactam) ，

以及碳青黴烯類（carbapenams）。在過去的 70 年，β-lactam 廣泛運用於臨床治療，

但也逐漸導致細菌產生大量與多樣性的 β-lactamase，而使治療失效。 

至於 β-lactamase 分類，目前主要有兩大分類系統，分別是在 1980 年提出的

Ambler Molecular Class，此方法依據分子結構可分類為 Class A、B、C、D。其次

是在 1995年定義的 Bush Jacoby Group，這是依據生化與功能屬性作為分類，綜合

兩大系統，首先可根據酵素活化位點 (enzyme active site) 分為兩群[27-29]： 

 

1. Serine β-lactamase 

◼ Penicillinase：為 ESBL 之 enzyme，屬於 Ambler Class A，以及 Bush Jacoby 

Group 2 的 subgroup 2a、2b、2be、2br、2ber、2c、2ce、2e、2f。主要可

水解青黴素類（penicillins）、一、二代頭孢菌素（early cephalosporins）、

第三代頭孢菌素（third-generation cephalosporins, 3GC）。其中 2f 則屬於 

carbapenemase，如 Klebsiella pneumonia carbapenemase (KPC)，可水解碳

青黴烯類 ( carbapenems ) 、氧亞氨基乙內酰胺類 (oxyimino-β-lactams)、

以及第二代頭孢菌素頭霉素 (cephamycins)。關於乙內醯胺酶抑制劑 (β-
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lactamase inhibitors) 的效果，其中 2br、2ber 不被 clavulanic acid (CLA)、

sulbactam (SB)、tazobactam (TZB) 抑制。2e不被 aztreonam 抑制，2f則不

一定。其餘 subgroup 皆可被 CLA 和 TZB 所抑制。具代表性的 enzyme 

groups 有 PC、TEM、SHV、CTX-M、PER、及 VEB。 

 

◼ Oxacillinase：為 ESBL 之 enzyme，屬於 Ambler Class D，以及 Bush Jacoby 

Group 2 的 subgroup 2d、2de、2df，前二者可水解氯唑西林 (cloxacillin)、

苯唑西林 (oxacillin)、第三代頭孢菌素 (third-generation cephalosporins)、

氧亞氨基乙內酰胺類 (oxyimino-β-lactams)，如 OXA-10、OXA-11。而 2df

屬於 carbapenemase，可水解青黴烯類 (carbapenems)，如 OXA-23、OXA-

48。乙內醯胺酶抑制劑 (β-lactamase inhibitors) 的效果對 oxacillinases 的

影響則不一，其中 2df通常不被 CLA等抑制劑所抑制。 

 

◼ Cephalosporinase：為 AmpC 之 enzyme，屬於 Ambler Class C，以及 Bush 

Jacoby Group 1 的 subgroup 1 和 1e，可水解頭孢菌素 (cephalosporins)、頭

包它錠 (ceftazidime)、 氧亞氨基乙內酰胺類 (oxyimino-β-lactams) 及超

廣譜 AmpC 乙內醯胺類 (extended-spectrum AmpC, ESAC)。 

cephalosporinases 不會被乙內醯胺酶抑制劑的 clavulanic acid (CLA) 以及

azobactam (TZB) 所抑制。具代表性的 enzyme group 為 CMY、MOX、

DHA、ACT、FOX、MIR。 
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2. Metallo β-lactamase (Zn2+) 

◼ Carbapenemase：可水解 carbapenem 類抗生素，屬於 Ambler Class B，以

及 Bush Jacoby Group 3，subclass B1 對應 subgroup 3a；subclass B2 對應

subgroup 3c；subclass B3對應 subgroup 3b。此類別之 enzyme可水解碳青

黴烯類之抗生素 (carbapenems)，且皆不被乙內醯胺酶抑制劑的 clavulanic 

acid (CLA)、sulbactam (SB)、tazobactam (TZB) 所抑制，此外，subclass B1、

B3可水解 monobactams。具代表性的 enzyme group 為 IMP、VIM、IND、

GOB、FEZ、NDM 等。 

 

 超廣譜乙內醯胺酶 (Extended-spectrum β-lactamases, ESBLs ) 

  超廣譜乙內醯胺酶，英文縮寫文為 ESBLs，主要屬於 Ambler Class A（如

TEM、SHV、CTX-M），以及部分歸類為 Ambler Class D（如 OXA-10、OXA-11）。

ESBLs 能夠水解帶有 beta-lactam ring 的抗生素，其基因大多數位於質體上，主要

見於革蘭氏陰性菌中，尤其是腸桿菌科的成員，此外，這些基因也能夠水平轉移到

其他菌種。通常帶有 ESBLs 的菌株同時也會表現其他藥物的抗藥性，包含

aminoglycoside 和 fluoroquinolone等。ESBLs 可將早期的頭孢菌素、第三代頭孢菌

素 ( Third-generation cephalosporin-resistant, 3GC-resistant ) 進行水解，但並不破壞

cephamycin 和 carbapenems[30]。另外，β-lactamase inhibitors 也能抑制 ESBLs 的活

性，包括 clavulanic acid (CLA)、sulbactam (SB)、以及 tazobactam (TZB) 。在治療

上常見將抑制劑與 β-lactam搭配使用，例如：augmentin (amoxicillin + clavulanic acid) 

[31]。  
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  ESBLs 最早出現在 1980年代，這些可以耐第三代頭孢菌素的酶，主要由

β-lactamase 如 TEM-1、TEM-2 和 SHV-1 的活化位點發生點突變衍生而來。TEM

最早在 1965 年分離，並以患者 Temoneira 命名，是第一個在革蘭氏陰性細菌中發

現，由質體轉錄而成的 β-lactamase，可水解青黴素和早期的頭孢菌素[32]。SHV是

一種與 TEM 具有類似活性的酶，1980 年代在 K. pneumoniae 的染色體上發現，後

來也出現在質體上，能夠水解 cefotaxime (CTX) 和小程度的 ceftazidime (CAZ) ，

胺基酸序列與 SHV-1相似，另外命名為 SHV-2 [33]。基於點突變影響，TEM 與 SHV

也越來越多分型、普遍，衍生出各樣的 ESBLs [34]。接著在 1989年，於新生兒耳

液中首次分離了帶有 CTX-M 的 E. coli [35]。CTX-M 是個異質性且複雜的酶，源

自環境中的 Kluyvera spp.，在臨床上的發現，CTX-M 是第一個可水解「廣泛」的

頭孢菌素，包含了第三代頭孢菌素 cefotaxime (CTX) 和 ceftazidime (CAZ)，以及獸

醫用藥 ceftiofur和 ceftriaxone [36]。2000年之後，CTX-M 越來越盛行，甚至超越

了 TEM 與 SHV，特別是在大腸桿菌以及肺炎克雷伯氏菌之中[37]。CTX-M 主要

可分為 5大群，分別為 CTX-M-1 （源自 Kluyvera cryocrescens 染色體）、CTX-M-

2（源自 Kluyvera ascorbata 染色體）、CTX-M-8、CTX-M-9、CTX-M-25 （源自

Kluyvera georgiana 染色體），後來又新增了 2群為 CTX-M-74和 CTX-M-75 [38]。 

 

  以目前來說，全世界最為常見的 ESBLs 的 enzyme family為 TEM、SHV以及

CTX-M。目前為止，在 NCBI資料庫中，TEM 有 192種，SHV有 182種，CTX-M

有 226 種  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/refgene/)。此外，較為少見的

ESBLs 還包含了部分的 OXA、VEB、PER、GES、TLA、IBC、SFO、BES、BEL

等[39]。 
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帶有 ESBLs 的細菌，主要以 E. coli 和 K. pneumoniae 為大宗，常會造成院內

感染，包含了新生兒重症病房[40]、癌症患者[41]，以及小兒尿道感染[42]。由於

ESBLs 不斷變異，以及攜帶 ESBLs 的質體持續增加，再加上高毒力菌株的盛行，

例如 E. coli ST131 與 K. pneumoniae ST258 [43]，在過去十多年來，全球帶有 ESBLs

的腸桿菌科發生率明顯提升。根據最新的研究指出，ESBLs 在國際間的綜合盛行

率從 2003 年至 2018 年，由 2.5%成長至 21.1%，檢體樣本皆來自健康的個體。數

據也指出，ESBLs 的傳播已不再侷限於院內感染，而是在社區間盛行[44]。同時，

ESBLs 也在環境中傳播。例如，在歐洲的第二大河多瑙河 (the River Danube) 也做

過調查，分離出了 35 株 ESBL-producing Enterobacteriaceae (E. coli, n=17; K. 

pneumoniae, n=13; Enterobacter spp., n=5) [45]。就算連人類活動很稀少的南、北極，

也都發現帶有 ESBL 細菌的蹤跡 [46]，目前在家畜與人類分離到的  ESBL-

producing E. coli，常見的有 ST10、ST38、ST69、ST405、ST410和 ST648 [47]。 

 

在伴侶動物中，美國自 2009至 2013 年，來自犬貓臨床檢體分離出 2,443株 E. 

coli，且多數為隸屬於 phylogenetic group B2 及 D的致病性菌株，佔了全部的 69.1%， 

其中有 68株 (3.8%) 為 ESBL- producing E. coli。除了耐第三代頭孢菌素之外，對

於其他類別的抗生素也具有顯著的抗藥性，包含： ciprofloxacin (91.2%) 、

doxycycline (88.2%)、enrofloxacin (82.4%)、sulfamethoxazole-trimethoprim (50%)、

chloramphenicol (44.1%)、gentamicin (39.7 %)、以及 amikacin (30.9%)。基因型 CTX-

M 佔了 73.5%、TEM 佔了 41.2%、SHV佔了 29.4%、CMY-2 (pAmpC) 佔了 17.6% ，

且主要流行菌株為 ST131 (14.7%)、 ST648 (13.2%)、 ST405 (13.2%)、 ST38 (4.4%)、

ST73 (4.4%)、ST372 (4.4%) [48]。然而，來自全球性的調查回顧中，從 2001年至
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2019 年，ESBL-producing E. coli 在犬貓中最常見的是 ST131 和 ST38，緊接著是

ST68、ST405、ST617與 ST648 [49]。 

 

令人訝異地，在健康犬的糞便中，ESBL-producing Enterobacteriaceae也高達

26.5%，其中以 E. coli 最多數。常見的基因型為 CTX-M-1、CTX-M-14、CTX-M-

15、CTX-M-27 和 CMY-2 (pAmpC)。這些 ESBL-producing E. coli 多數為 ST648 和

ST131 [50]。2015 年，有研究調查健康家犬身上所攜帶的 ESBL-producing 

Enterobacteriaceae，共有 352株分離株，其中 327株為 E. coli，最常發現的 ESBLs

有 CTX-M-1、CTX-M-14、CTX-M-15、SHV-12以及 CMY-2 [51]。 

 

在台灣的醫界報導，於 2006年時發現 ESBLs 盛行率上升，帶有 ESBL的 E.coli 

由 1.5%上升至 16.7%，而帶有 ESBL的 K. pneumoniae，由 8.5%上升至 29.8%。主

要分離到的 ESBL類型為 SHV-5，SHV-12，CTX-M-3和 CTX-M-14 [52]。2008 年

7 月至 2009 年 12 月，在台灣北部，從尿道感染的檢體收集了 200 株帶有 ESBLs

的分離株，包含了 E. coli 134株、以及 K. pneumoniae 66株，並檢測可用的治療策

略， imipenem（碳青黴烯類）是最好的用藥建議。針對 ESBL-producing E. coli 可

採用 fosfomycin、nitrofuranoin，但不建議採用 SXT (sulfamethoxazole-trimethoprim) ，

因具有高度抗藥性[53]。在台灣南部，調查了從 2005年至 2010年分離到的 ESBL-

producing E. coli，其 ST分型所佔的比例為 ST131 (48%)、ST405 (4%)、ST38 (10%)、 

ST10 (2%)、ST12 (2%)、ST69 (4%)、ST457 (4%)、其他 (26%) [54]。2017年 1 月

至 2019年 10月，於台灣南部的三家醫院分析成年人菌血症的案例統計，共有 499

例，平均為 74.5 歲，女性占了 53%，主要病原為 E. coli (62.1%)、K. pneumoniae 
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(20.8%)，對第三代頭孢菌素有抗藥性的分離株就佔了 34% (172/499) [55]。根據台

灣衛生福利部疾病管制署的資料顯示，自 2016 年至 2020 年第三季，最常見的院

內感染病原菌為 K. pneumoniae和 E. coli，不論在醫學中心，或是區域醫院都位居

前三名的地位，而 E. coli 自 2011年起，一直都位於前三名居高不下[3]。 

 

帶有ESBL的細菌在台灣的獸醫界，亦有報告。自2011年12月至2013年3月，從

犬貓的393個尿液檢體收集到了176株病原菌，最多數的為E. coli 60株（ESBL-

producer n=2），其次為K. pneumoniae 22株（ESBL-producer n=5），所測得之ESBL

類型為TEM-1、SHV-11、SHV-12、SHV-28、CTX-M-14、CTX-M-15 [56]。而從犬

貓分離的ESBL-producing E. coli 盛行率，2014年為18.2%，2015年為21.1%，2016

年為34.6%，2017年為25.6%，看上去有攀升的趨勢，所鑑定出的ESBL-producing E. 

coli 有ST457 (13/65, 20.0%)、ST131 (10/65, 15.4%)、ST648 (6/65, 9.2%)、ST38 (3/65, 

4.6%)、ST405 (2/65, 3.1%) [57]。2020年，在台灣南部，從299隻健康犬，分離出311

株菌株，ESBL-producing E. coli有28株，ESBL型別測得SHV (n=7)、TEM (n=2)、

OXA (n=3)、CTX-M-1 (n=19)、CTX-M-2 (n=8)、CTX-M-9 (n=9)。Phylogroup主要

為B2 (n=84，30.1%)，其次是B1 (n = 73，26.2%) 和 A (n = 44，15.8%)。在phylogroup 

B2最常見前三者為ST complex 372、ST complex 127、ST complex 131 [58]。在人類

與動物分離的ESBL-producing E. coli，常見的有ST131、ST648、ST10、ST38、ST69、

ST457與ST405，而這個現象說明ESBL-producing E. coli 在人類與伴侶動物上，有

交互傳播的可能性。 
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 AmpC 乙內醯胺酶（AmpC β-lactamase, AmpC） 

AmpC 為 cephaloporinaes，是 β-lactamase的一員，屬於 Ambler Class C，廣義

上來說，AmpC 也是 ESBLs 的範疇，和 ESBL 一樣可以水解 3GC，但因水解藥物

的性質與結構不盡相同，因此分開定義。 

 

在結構上，AmpC 類似於 Class A β-lactamase，活化區域帶有 serine，除了關鍵

的殘基 Ser64外，還有 Lys67、Tyr150、Asn152、Lys315、和 Ala318，能識別更加

廣泛的頭孢菌素側鏈，當這些殘基被取代或變更時，酶的活性會大幅降低[59]。 

 

在性質上，AmpC β-lactamase 可水解早期頭孢菌素、第三代頭孢菌素（3GC-

resistant），並對頭孢吡肟（cefepime，第四代頭孢菌素）、carbapenems (e.g. imipenem) 

具有感受性。與 ESBLs 不同的是，AmpC 不被 cephamycin 和 β-lactamase inhibitors 

（如 clavulanic acid, CLA）破壞，在治療上使用 augmentin (amoxicillin + clavulanic 

acid) 時，無法產生治療效果[60]。 

 

AmpC β-lactamase 在 1940 年代發現於 E. coli 中，是第一個可以水解 penicillin

的酶，但在當時尚未被命名[61]。1960 年代，為分析抗藥性與遺傳的關係，將發現

有漸漸增強抗藥性的 E.coil，分為 ampA strain（產生大量的 β-lactamase，暗示著

ampA基因有調控功能）與 ampB strain（不僅單基因座發生改變，且 envelope發生

變化）兩群，在 ampA 中因發生突變，導致抗藥性降低者定義為 ampC strain，該

strain 幾乎不產生 β-lactamase。隨後，ampC 基因序列在 1981 年從 E. coli 被報導出

來[62]。AmpC 基因廣泛分布於革蘭氏陰性菌的染色體上，例如 Enterobacter spp.、
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Serratia marcescens、Citrobacter freundii、Providencia spp.、Morganella morganii 以

及 E. coli，通常在一般情況下不太表現，但在透過基因突變，或是藥物濃度提升而

被誘導出來，稱之為「chromosomally-encoded inducible AmpC β-lactamases」[63]。

AmpC 的強誘導劑包含： aminopenicillins 、 1st cephalosporins 、 cefoxitin、

CLA、 imipenem，這些藥物除了 imipenem，會立即被 AmpC 水解。AmpC 弱誘導

劑包含： carboxy-ureidopenicillins、3GC、 aztreonam (monobactam)，當大量表現

AmpC 時，上述抗生素也能夠被水解[64]。 

 

Chromosomal AmpC，簡稱 cAmpC，其調控牽涉了蛋白質 AmpD，AmpG，AmpR

和肽聚醣的循環機制，E. coli 原本持續低表現 cAmpC，後來因突變導致 ampR 缺

失，也因此 cAmpC 無法被誘導表現[65]。除了 E. coli 之外，不具 cAmpC 而不能

被誘導的細菌，也包含了 Salmonella、Klebsiella spp.和 P. mirabilis [66]。後來，臨

床上發現 AmpC 開始有一些傳播現象，而相關的抗藥菌株主要為 cAmpC 不被誘導

的菌種。這個現象最早發現於 1989 年，來自南韓 Bauernfeind 等人分離出 ESBL-

producing K. pneumoniae，但使用 β-lactamase inhibitors 治療時，成效並不佳，並可

耐各類抗生素，包含 penicillins、cephalosporins、cephamycins、aztreonam、tetracycline、

chloramphenicol、sulfonamides 以及 aminoglycosides，該菌株發現可轉移的質體

pMVP-1，並可從 ESBL-producing K. pneumoniae將相同的抗藥表現轉移給 E. coli，

與 ESBLs 的特性相比，AmpC 明顯能夠多加分解 cephamycins，因此，將這樣的酶

命名為「new cephamycinase (CMY-1)」，也暗示著可能為 AmpC β-lactamase，並定

義為「plasmid-mediated AmpC」[67]，此現象也視為不可誘導 cAmpC 的菌株之適

應機制。 
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Plasmid-mediated AmpC，簡稱 pAmpC，對於 AmpC 位在質體上，第一個提出

證據的是 Papanicolaou 等人，他們將帶有 MIR-1的質體從 K. pneumoniae轉移到 E. 

coli 中，並對比在質體上的MIR-1基因與 E. coli 的 cAmpC 序列，發現僅有 71%相

似度，反而MIR-1與 Enterobacter cloacae的 cAmpC 序列有 90%相似[68]。隨著時

間過去，越來越多的 pAmpC 基因家族從腸桿菌科中，主要包含了 E. coli、K. 

pneumoniae、P. mirabilis，或是在綠膿桿菌 (P. aeruginosa）中被發現 [62]。pAmpC 

根據水解能力、β-lactamase種類或發現來源命名，如 CMY（耐 cephamycins）、FOX

（耐 cefoxitin）、MOX（耐 moxalactam）、LAT（耐 latamoxef）、ATC（AmpC type）、

ACC（Ambler class C）、MIR-1（發現於美國羅德島州 Miriam Hospital）、DHA（發

現於沙烏地阿拉伯 Dhahran hospital）、BIL-1（源自患者 Bilal）[65]。在 2002年時，

發展了一套鑑別 pAmpC 的 PCR 系統，並依據宿主種類可分為五大來源[69, 70]： 

 

1. Enterobacter spp. group（EBC-F/R，檢測MIR、ACT） 

2. Citrobacter freundii group（CIT-M-F/R，檢測 CMY-2-like、LAT、BIL） 

3. Morganella morganii group（DHA-F/R，檢測 DHA） 

4. Hafnia alvei group（ACC-F/R，檢測 ACC） 

5. Aeromonas group（FOX-F/R，檢測 FOX；MOX-F/R，檢測 CMY-1-like、MOX）  

 

pAmpC 的盛行情況，在全球各洲都有相關報導，包括亞洲（印度、日本、南

韓）、歐洲（英、法、德、希臘、瑞典、義大利）、北美洲、中南美洲[66]，其中 CMY-

2是地理分布最廣泛的 pAmpC，也包含了台灣在內[66, 71]。臨床上帶有 pAmpC 的

菌株，也常發現 ESBLs 存在，這些 bla genes 通常位在同一個質體上，但也可以位
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於不同的質體上。目前 pAmpC 雖在腸桿菌屬中傳播，但盛行率依然低於 ESBLs。

在義大利，pAmpC : ESBLs 等於 1 : 12 [70]。2016年，於西班牙發表的調查中，有

841個血液感染的案例，由 3GC-resistant E. coli 引起，僅有 17例 (2.02%) 為 AmpC

造成（cAmpC 佔 0.71%，pAmpC 佔 1.31%）[72]。2013 年至 2016 年於荷蘭的研

究，從患者直腸收集 AmpC-producing E. coli 盛行率，cAmpC 佔 1.4%， pAmpC 佔

0.9%[73]。2018 年，在澳洲血液感染的患者分離了 70株 3GC-resistant E. coli，其

中 95%帶有 ESBLs，17.1%帶有 pAmpC（主要為 CMY-2），同時表現 ESBLs 和

pAmpC 的僅有 4%，有 61.4%為 ST131，此外，pAmpC 更加常見於 ST131 以外的

菌株[74]。在挪威，也從健康人分離到 ESBL/pAmpC producing E. coli 或  K. 

pneumoniae，同時有超過 50%的分離株耐氟喹諾酮類－ciprofloxacin [75]。 

 

然而，在健康、與患有疾病的伴侶動物中，也有 ESBL/AmpC producing E. coli

相關報導 [48, 50, 76-80]。一篇歐洲於 2015年發表的調查，來自犬貓的 608個腸桿

菌科分離株，共有 22 株耐 cefotaxime，其中 10 株 (E. coli, n=8、K. pneumoniae, 

n=2 )為 ESBLs（CTX-M, n=9、TEM, n=1）、10株 （E. coli, n=5、P. mirabilis, n=4、

K. pneumoniae, n=1）為 pAmpC（CMY-2, n=10）、 2株（C. freundii, n=1、E. cloacae, n=1）

為 cAmpC。分析 8 株 ESBL-producing E. coli 所得結果：phylogroup B2 (n=3)、D 

(n=3)、A (n=2)，ST 序列測得為 ST131 和 ST405。分析 5 株 pAmpC-producing E. 

coli 發現：phylogroup A (n=3)、D (n=1)、F (n=1)，ST序列分型測得為 ST2615 和

ST2171 [81]。E. coli ST131，在人類已有許多報導，這些分離株很可能在人類與伴

侶動物中交互傳播。 
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台灣在醫界方面也有相關報告。ESBLs （TEM、SHV、CTX-M）和 pAmpC

（CMY、DHA）已經在 E. coli 和 K. pneumoniae 報導出來[82-86]。E.coli 以 CTX-

M 和 CMY-2為主要攜帶的酵素，而 K. pneumoniae以 SHV、CTX-M 和 CMY-2 為

主[87]。1993年與 2004年，從臨床檢體收集了 620株 K. pneumoniae，其中共有 25

株 (4%) 表現 pAmpC，基因型為 blaACT-like、blaDHA-like 及 blaCMY-2-like，這些基

因都位於不同的質體上。透過 conjugation 試驗發現，帶有 blaCMY-2-like 的質體具有

轉移性[2]。2011 至 2012 年，從菌血症患者身上收集了 133 株 K. pneumoniae，有

15 株 (11.3%)為 pAmpC、7 株 (5.3%) 為 ESBLs，有 2 株 (1.5%) 同時表現

ESBL/pAmpC [4]。有研究指出，當大量產生 AmpC，同時缺乏孔蛋白 porin表現，

這二個條件會誘導細菌對碳青黴烯類產生抗藥性。在台灣就有發現 carbapenem-

resistant E. coli，表現了 pAmpC（CMY-2為主），同時也缺乏孔蛋白（OmpC/F 為

主）[88]。 

 

在台灣獸醫方面，2017 年在中部地區，同時收集生病的人類 (n=44) 與動物醫

院  (n=95) 來源的 commensal E. coli 進行比較，動物來源的 E. coli，多數為

phylogroup A 或 B1，全部具有多重抗藥性，57.8%耐 cefotaxime (3GC)，13.6%帶有

ESBLs，基因型測得 CTX-M-1 group (CTX-M-55) 與 CTX-M-9 group (CTX-M-65)。

人類來源的 E. coli，多數為 phylogroup B2，100%耐 cefotaxime (3GC)，100%帶有

ESBL，測得為 CTX-M-1 group (CTX-M-3) 與 CTX-M-9 group (CTX-M-14)，兩者

來源皆有高比例表現 pAmpC (主要為 CMY-2)，動物部分超過了 65%，但皆沒有偵

測到 SHV。另外，這些動物來源的 commensal E. coli 部份攜帶 tetA、flo 與 mcr-1，

造成對 tetracyclines、phenicols 類以及 colistin 的抗藥性[1]。 
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到目前為止，還沒有很明確的標準方法來評估 AmpC。AmpC 表現型測試，無

法區分為 cAmpC 或是 pAmpC，若菌株同時帶有 ESBLs，則提升偵測的難度，容

易造成 ESBLs 偽陰性結果，因此，可透過基因檢測的方法，來檢查相關基因表現。 

 

 MCR-1 磷酸乙醇胺轉移酶 

  MCR-1 是磷酸乙醇胺轉移酶  (phosphoethanolamine transferase) ，能夠耐

colistin，由 mcr (mobile colistin resistance) 基因轉錄而來。Colistin 又稱多黏菌素 E     

(Polymyxin E) ，是一種舊型的抗生素，於 1960年代開始於臨床使用。Colistin 結

構上具有親脂性脂肪酰基側鏈，且帶正電荷。但 colistin 對人類有神經毒性，和腎

毒性的疑慮，因此鮮少使用於人類醫療[89]。Colistin 作用機制尚未完全明瞭，主要

涉及了革蘭氏陰性菌外膜上的脂多糖 ( lipopolysaccharides, LPS) 和 lipid A，由於

lipid A帶負電荷，而帶正電荷又具親脂性的 colistin 很容易吸附於上，導致細胞膜

結構鬆動，進而破裂導致細菌死亡，該藥物無法作用在革蘭氏陽性菌[14]。 

 

  Colistin 已經在獸醫界使用了數十年[90]，特別是在食用動物中，主要治療感

染與預防疾病[91]。有鑑於近三十年來，多重抗藥性革蘭氏陰性菌造成的醫療問題

日益嚴重，加上新藥開發速度跟不上需求，因此將舊藥新用，是現今治療多重抗藥

性革蘭氏陰性菌的後線抗生素[92]。但是抗生素濫用的問題，也逐漸引發細菌產生

各種抗藥性，若當作最後手段的後線藥物，也在細菌中產生抗藥性，並且抗藥基因

具水平傳播能力，勢必造成全球性的公共衛生問題。到 2020 年為止所發現的可移

動耐 colistin 基因，計有 mcr-1至 mcr-10，且已經從動物、人類、食品，以及環境

中分離出來 [93]。在 2015 年之前，colistin 抗藥性多數與細菌染色體突變相關而
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導致，然而，2015 年時，全球首次在中國地區的豬隻上，發現了由質體攜帶，並

能水平傳播的 mcr-1基因，從腸桿菌科分離出來。同時，在人類也觀察到 mcr-1 的

蹤跡，「末日豬」一詞也由此而來[94]。mcr-1 是最主要的 mcr 基因型，繼 2015 年

之後，在各個國家，包含美國[95]、加拿大[96]、南美洲[97, 98]、亞洲[99, 100]、歐

洲的英國[101]、法國[102]、德國[103]、義大利[104]、瑞士[105]、丹麥[106]、比利

時[107]等國家，陸續都有 MCR-1的相關報告，到目前為止，一共來自六大洲（南

極洲除外）60 多個國家[108]，涵蓋環境、人類、食品、食用動物、伴侶動物等，

也說明了 mobile colistin resistant (mcr) gene 已開始在全球傳播，人類可能受到影

響，導致治療難度提升。令人擔心的是，從文獻中也注意到 mcr-1常與碳青黴烯類，

或是 ESBLs 同時存在[97, 99, 109-112]。有研究指出，帶有 mcr-1 的 E. coli，常見

的 ST為 ST95（與血液感染和新生兒腦膜炎全球性流行株）[113]、ST648 [99]以及

共生性的 ST10、ST101、ST156 [114]，另外，ST405 也曾在野生哺乳動物中發現

[115]。mcr-1盛行率，在大多數研究中小於 15%，在食用動物中介於 0.35%至 36%，

在人類臨床上介於 0.05%至 4.73%，常分離到的細菌為 E. coli （0.04%至 3.5%）和

K. pneumoniae（0.17%至 2%），在健康的人類中介於 0.65%至 3.54% [114]。 

 

  伴侶動物的研究，目前的資料並不多，2016 年在中國一位於寵物店工作的 50

歲男性，分離到帶有 mcr-1的 E. coli，調查後發現，其工作環境的 4隻犬和 2隻貓

身上也帶有 mcr-1，說明了攜帶抗藥基因的細菌，可能會在伴侶動物與人類身相互

傳播[116]。從 2012 年至 2016 年中國的調查，犬貓上帶有 mcr-1 的 E. coli 佔所有

分離株的 6.1% 至 14.3% [117]。而 2019 年的報告指出，在 44 株帶有 blaCTX-M的

E.coli 中，檢測到 3株帶有 mcr-1 [118]，這說明了表現 CTX-M 的細菌，具多重抗



doi:10.6342/NTU202101586

 22 

藥性之外，可能有較高機會夾帶 mcr-1。針對 blaCTX-M和 mcr-1 進行調查了 299 個

家庭（人類與寵物），其中 3個家庭為 mcr-1 陽性，9個家庭為 CTX-M 陽性，1 個

家庭為 mcr-1 + CTX-M 陽性，以家庭為單位，mcr-1盛行率為 2.7%，CTX-M 盛行

率為 5.3%，看似在伴侶動物與人類間的傳播情形並不高，但仍不可輕忽[119]。其

他地區，如阿根廷[112]，厄瓜多爾[120]，以及南韓[121]，mcr-1盛行率在伴侶動物

中低於 2%，但是在越南則高達 93% [122]。 

 

  台灣最早在 2016年也進行相關研究，於 2010年至 2014 年，來自零售生肉與

人類患者的 4,589 株 E.coli 分離株，共有 32株檢測到 mcr-1，且具有多重抗藥性特

徵。其中有 21 株帶有 blaCTX-M，共檢測出 18 種 ST，最常見的為 ST38和 ST117，

另外也有測得 ST131 [123]。2012至 2016 年來自病豬分離出的大腸桿菌，帶有 mcr-

1的比例，從 12.5%提升至 33.3%，當時在病禽類並無觀察到顯著增加[124]。到了

2018年，在病豬觀察到帶有 mcr-1的 E. coli 比例，已提升至 56.5% [125]。不料，

在2017年時，從健康的雞隻分離出166株分離株，mcr-1盛行率就佔55.4% (92/166)，

其中 46株革蘭氏陰性菌同時存在 ESBLs，主要的基因型為 blaTEM、blaCTX-M 與較

少的 blaSHV [5]。同年，年全國性的調查，從人醫院內分離 E. coli 、 K. pneumoniae、

Salmonella spp.，mcr-1盛行率分別為 0.9％（6/686）、0.4％（3/673）和 0.9％（1/116）。

從豬隻分離 16 株 E. coli ，就有 12 株可偵側到 mcr-1 [126]。在人類的臨床樣本發

現，所有帶有 mcr-1 的腸桿菌科分離株，皆帶有多種抗藥性基因，例如：blaCMY、

blaNDM、blaTEM、blaSHV和 blaCTX [127]。2019後期，從 3名社區感染感者，和 1 名

院內感染者中發現帶有 mcr-1 的 E. coli ，有 3例同時帶有 blaCTX-M 與 blaTEM 基因

[128]。 
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  伴侶動物有多少比例具有攜帶 mcr-1 的細菌，台灣的相關報告並不多，加上

MCR-1與 ESBLs 可能同時存在同一細菌，並且不排除與人類之間的交互傳播，因

此評估在寵物分離的細菌，有多少比例攜帶 mcr-1也是非常重要。 

 

 大腸桿菌介紹與分類 

  大腸桿菌存在於環境、食物、以及人類與動物的腸道中，屬於革蘭氏陰性菌、

腸桿菌科的一員。外觀為長桿狀，是兼性厭氧菌，大多數的大腸桿菌是無害的，共

生在腸道中。然而，在腸道以外的身體部位，大腸桿菌則可能引起感染而致病。大

腸桿菌常分離於人類與動物的疾病中，經常攜帶 ESBLs、pAmpC 和 MCR-1 相關

基因，賦予耐 3GC 和 colistin 的能力，已於世界各地報導出來。 

 

大腸桿菌根據臨床上的致病條件，可粗略分為以下三大類[129]： 

 

（1）共生性大腸桿菌 (commensal E. coli, comEC)：在人和動物腸道中發現的常見

菌株，缺乏特定的致病因子。 

（2）腸道內致病性大腸桿菌 (intestinal pathogenic E. coli , IPEC)：又稱腹瀉型大腸

桿菌 (diarrheagenic E. coli, DEC) 。 

（3）腸道外致病性大腸桿菌 (extraintestinal pathogenic E. coli, ExPEC)：又可依感

染部位再進行分類，例如：造成尿道感染的 uropathogenic E. coli (UPEC)、 新

生兒腦膜炎的 neonatal meningitis-associated E. coli (NMEC)、及敗血症的

sepsis-associated E. coli (SEPEC) 。 
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 然而，為了更詳細的界定大腸桿菌的來源與群體結構，包含與不同宿主間的共

生環境，如何演化適應，又或如何由共生性轉化成致病性，以及預防大流行爆發，

科學界專注於致病性大腸桿菌，討論出了一些分類方式，以獲得更全面的資訊。 

 

1.8.1 血清型與毒素分類 

  為了描述 1940 年代時，嬰兒爆發流行性腹瀉的相關致病性菌株，最早獲得血

清型的研究數據，由 Orskov 等人發表於 1976年。他們找到了具有共通性，但有不

同形態的血清抗原。而血清型主要以兩種抗原分類：O 抗原，又稱表面抗原

(somatic Ag)、H抗原，又稱鞭毛抗原  (flagellar Ag)，後來又參考了 K 抗原，

又稱莢膜抗原  (Capsule Ag)。這些基因可選擇性攜帶在質體上，並帶有獨特的

毒力因子 (virulence factors)。 

 

  依據 attaching and effacing (AE) lesion 與腸毒素 (enterotoxins) 種類，包括志賀

毒素 (Shiga toxins)、不耐熱毒素 (heat-labile, LT)、熱穩定毒素(heat-stable, ST)，可

將腸道內致病性大腸桿菌（IPEC）分類為以下亞型：    

 

1. 腸致病性大腸桿菌（enteropathogenic E. coli, EPEC） 

2. 腸出血性大腸桿菌（enterohemorrhagic E. coli, EHEC），又稱產志賀毒素大

腸桿菌 (Shiga toxin-producing E. coli, STEC)，或是產 Vero細胞毒素大腸桿

菌 (Verocytotoxigenic E. coli, VTEC)。例如造成大規模食物中毒的 O157:H7 

E. coli 即是一種 EHEC。  

3. 腸聚合性大腸桿菌（enteroaggregative E. coli, EAEC） 
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4. 產腸毒素大腸桿菌（enterotoxigenic E. coli, ETEC） 

5. 腸侵襲性大腸桿菌（enteroinvasive E. coli, EIEC） 

6. 瀰散黏附性大腸桿菌（diffusely-adherent E. coli, DAEC） 

7. 黏附侵入性大腸桿菌（adherent invasive E. coli, AIEC）  

 

上述的這些亞型，可造成腸胃道疾病、發炎，輕者腹瀉，重者會引起出血性結腸炎 

[130-132]。 

 

另一方面，腸道外致病性大腸桿菌株（ExPEC），根據 Johnson 等人提出的定

義，帶有下列其中兩組或兩組以上基因者，則屬於 ExPEC： sfa/foc （S 與 FIC 菌

毛之 subunit）、papA與 papC （P菌毛）、afa/dra（Dr-抗原結合黏附素)、iutA（aerobactin，

鐵螫合劑）、kpsMT II （莢膜基因）[133]。接著，Johnson 等人更指出，毒力基因

如 hly（溶血毒素）或 ompT（外膜蛋白酶 T subunit）與 ExPEC 菌株高度相關[134]，

但 ExPEC 沒有用來定義亞型的決定性毒力因子。屬於 ExPEC 並造成大流行的

UPEC （uropathogenic E. coli ） 之 ST131 分離株，大多數為血清型 O25b：H4，

但也有部分是血清型 O16：H5 [135]。血清型並非完全不變，可透過自體突變，或

是噬菌體的影響而改變，因此，不能由血清型鑑別 ExPEC E. coli 種類，但透過毒

力基因檢測，可評估該菌株所帶來的致病能力與嚴重程度。 

 

1.8.2 親緣系統分群（Phylogenetic grouping） 

  E. coli 可根據生長的條件背景來進行系統分群。最早期，多基因酶電泳 (multi-

locus enzyme electrophoresis, MLEE) 被拿來分析比較不同菌株的酶位移變化，以探
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討細菌的遺傳多樣性，在 1980年代也證實了血清型和遺傳多樣性之間沒有太大關

係。親源系統分群最初透過 35個基因酶的 MLEE結果進行歸類，定義了 6個親緣

系統類別 (phylogenetic group / phylogroup)，分別是 A、B1、B2、C、D和 E。到了

1990 年，組別廣義的分為四大類別，主要為 A、B1、B2、D，其中 A 和 B1 組通

常不帶有致病的毒力因子，而 B2 和 D 組則多數為帶有毒力因子的腸道外致病性

大腸桿菌 (ExPEC)。Clermont 等人在 2000 年時，開發出三重 PCR 方法 [136]，

2013 年發展成四重 PCR，可以狹義的定義為 7 個組別 (A、B1、B2、C、D、E、

F)，以及隱秘的進化分枝 I (cryptic clade I)。A、B1、C 組特徵偏向於共生性大腸桿

菌 (commensal E. coli)。B2、D、E、F特徵偏向於致病性大腸桿菌 (pathogenic E. 

coli)。這些分類是基於血紅素轉運基因 chuA（存在於 B2 和 D 組，不存在於 A 和

B1 組）、未知功能的基因 yjaA（存在於 B2 組，不存在於 D 組）、匿名 DNA 片段

TspE4.C2（存在於 B1，不存在於 A）及 arpA 基因（作為內控制組，並能從 D 組

中區分出 F組，不存在於 B2、F、隱秘進化枝 II、III、IV、V組別內）[137, 138]。 

 

在不同宿主間，各個親緣系統組別也佔有不同的優勢，由於生物多樣性、健康

狀態變化、及採樣來源差異性，較困難用以非常精確的定義，但可大致做一個廣義

參考，例如：在人類中常見為 A 組（40.5%）和 B2 組（25.5%），B1 與 D 組較為

少見（各佔 17%）。而在家畜或是野生動物中，則發現常見 B1 組（41%）、A 組

（22%）、B2組（21%），較為少見 D組（16%）。然而，草食性與雜食性動物的腸

道有利於 B2 組生長、A 組容易從消化道中發現、B1 組容易從糞便中發現。另外

也發現，B2組比例在野生動物中較多，在家畜中較少，A組則在野生動物中較少，

在家畜中較多。研究報告發現，社會經濟因素也是一個影響因素（衛生水準、飲食
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條件等），在 1980 年到 2000 年間，法國地區分離的 B2 組由 10%提升至 30%，而

A組則由 60%降至 30% [139]。 

 

E. coli 與抗藥性和毒力基因間的關係，可以透過親緣系統的背景來參考，

ExPCE 絕大多數屬於 B2組，B2組的菌株容易偵測到毒力因子，而 A 組中則不常

發現 [140]。在 2017 年來自加拿大的一篇研究說明，對氟喹諾酮類與頭孢菌素類

具有抗藥性的菌株，在 ExPEC 中超過 30%為 ST131，是主要造成全球大流行的菌

株，其中 ST131又有 60~90%對氟喹諾酮類具有耐受性，而有 40~80%能產生 ESBLs 

[141]。D 組如 ST69、ST393、ST405 是全球常見的 ExPEC 譜系。F 組相較於 B2

組，多數缺乏了造成腸道外感染的毒力因子，如 ST648、ST354、ST3711，對氟喹

諾酮類或廣譜頭孢菌素具有耐受性[142]。E組被檢測出血清型帶有 O157或 O55，

如 O157:57 則屬此類別，然而，E.coli 的親緣系統進化史被同源染色體重組影響

著，較相似的組別會彼此重組，如 B2 與 D組間有很高的重組率、A 與 B1組有很

高的重組率、E 組特別傾向於和 EHEC 或 EPEC 進行重組，另外，B2 則和 A、B1、

E組有重組上的限制[143]。 

 

1.8.3 多基因座序列分型（Multi-locus sequence typing, MLST） 

MLST 是一種驗證菌株譜系的方法， 由Maiden等人在 1998年提出。這是一種

核苷酸測序的方法，透過 PCR 擴增管家基因 DNA，然後加以定序，並識別等位基

因編號（allele number），進一步獲得該菌株的 sequence type (ST)，此篇研究選擇以

腦膜炎奈瑟氏球菌（Neisseria meningitidis）開發並驗證，共分析了 11個管家基因

序列，最後驗證了 6個管家基因與MLEE 結果完全一致[144]。 
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MLST 方法，發展於早期的多基因酶電泳 (multi-locus enzyme electrophoresis, 

MLEE) 基礎上，在當時，MLEE是用來監測長期流行病學最合適的鑑定工具，但

其缺點為實驗程序繁複，並且每間實驗室條件不同，做出來的結果較難有一致性標

準。另外，相同的蛋白質序列，在 DNA 層次可能有不同的核酸序列，MLEE方法

難以確認分析。MLST 並非透過核苷桿酸序列，而是以等位基因（allele）進行比

較，排除掉與基因型多樣性無關的點突變，而大部分的 MLST 分析系統會以 7 個

基因座來分析，每個基因座都可根據其序列來鑑別 allele number，雖然這個方法可

在核酸序列上鑑別不同 ST，但這方法也有一些限制，如在流行病學的研究上，更

精細的亞型、分型，如精確的毒力基因、或是血清型分類，需要再藉由其他的分子

分析方法來達成[145]。 

 

 E. coli ST131-O25b（O25b：H4） 

  E. coli ST131，是一種腸道外致病性大腸桿菌（ExPEC），在 2000年代開始，

是一株人類的重要病原體，且具有多重抗藥性的特徵，主要引起社區型的感染[146]，

是於全世界大流行的毒株，在世界各地，包含歐洲、美洲、亞洲、中東、非洲、澳

洲都有報導，包含人類與動物[147]。多數的 ST131 分離株，主要發現於人類的尿

道感染（UTI）案例[43]，光是在 PubMed 資料庫鍵入「ST131」就有 1060筆文章。

E. coli ST131通常耐氟喹諾酮類，並與 ESBL 產生有關，尤其是 CTX-M-15，多數

屬於 phylogroup B2 [148]，但也有 phylogroup B1 的罕見例子[149]。 

 

  ST131 目前主要的兩種血清型，多數為 O25：H4，另一種為 O16：H5，研究

發現 ST131 O16：H5的菌株，對於氟喹諾酮類的藥物有較高的感受性，反之 ST131 
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O25b：H4的菌株有 90% 對於氟喹諾酮類的藥物有抗藥性[150]。在 2008年時，有

兩組不同的研究團隊在同個時期描述了 ST131與血清型 O25b（O25b：H4），該菌

株的質體上夾帶了 blaCTX-M 基因之外，同時攜帶更強大的毒力因子[151, 152]。在

印度一篇報導中，分離了 16株 ST131，發現 16株全帶有 CTX-M-15，有 8株附帶

TEM，有 12 株對-lactam 類以外的抗生素具有抗藥性，並可攜帶高達 6 個質體，

從 16株 ST131 之中，檢測 38種毒力基因，其中有 23種被檢測到至少 1次，最主

要包含 chuA、traT、sitD、ompA、iucD、sat、fyuA、feoB 等的黏附素、毒素、鐵轉

運蛋白和保護素[153]。此外，從 2008 年至今，E. coli ST131 O25b，在健康的人類

[154-157]、健康的伴侶動物[158, 159]，和尿道感染的犬也有報導[160]，甚至也在

ST131中發現了攜帶 mcr-1的例子[161-163]。 

 

  在台灣醫界，已有 ST131-O25b在成人菌血症[164, 165]、嬰兒尿毒症的案例分

離[166]。南部區域的河水採樣尚未側得[167]。針對 18歲以下孩童住院治療 3天內

進行糞便分離 E. coli，8.3% （13/157）為 ST131-O25b，且均攜帶 ESBLs，其中 5

株帶有 CTX-M-9、4株為 CTX-M-14 [168]。自 2002年至 2016 年間，共分析 2,997

株從人類尿道感染的案例所分離出的 E. coli，共有 542株 ST131，盛行率由 11.2%

提升至 17.4%，對氟喹諾酮類與 3GC（ciprofloxacin / cefotaxime）的抗藥性比例，

由 33.3%提升至 72.1% [169]。另外，在健康成人的調查，自 2016年 4月至 2017 年

6 月，從糞便樣本中分離到 ST131 佔 3.0%（22/724）[170]，除了盛行率與抗藥性

的提升，也在健康人類中偵測到 ST131。 
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  在台灣的獸醫界，自 2014 年至 2017 年，來自犬貓臨床樣本所分離的 ESBL-

producing E. coli 中，ST131佔 15.4%（10 / 65），其中 8株為 ST131-O25b [56]，甚

至在健康犬之中也發現了 ST131，279 株 E. coli 分離株（來自健康犬與患病犬），

以 phylogroup B2 為最多數（30.11%），其次依序為 B1（26.2%）、A（15.8%）、F

（10.8%）、D（8.6%）、E（7.2%）、C（1.4%）[58]。E. coli ST131是人類中常見的

流行毒株，O25b：H4血清型之毒力更為強盛，本研究將透過 PCR 方式檢測 ST131-

O25b高毒力流行株，藉以評估 ST131 在人類與伴侶動物之間交流傳播抗藥基因的

可能。 
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第二章 材料與方法 

 標準菌株來源 

  本研究採用標準菌株作為品質管控標準（Quality control, QC），以供嚴謹實驗

參照，包含 E. coli ATCC 25922 － 1946 年從臨床上分離於西雅圖，作為

ESBL/pAmpC/MCR-1之陰性控制組（negative control）及藥物敏感性實驗標準參照。

E. coli NCTC 13846 －2013年從臨床上分離於英國倫敦，其特性為 colistin-resistant 

mcr-1-positive 的大腸桿菌。 E. coli J53（ATCC BAA-2730TM） 為 E. coli K-12 的

衍生株，對疊氮化鈉（sodium azide, NaN 3）具有抵抗性，普遍作為接合質體轉移

試驗的接受者（recipient）。另外 K. pneumoniae ATCC 700603 －1994年從臨床檢

體分離的菌株，作為表現型確認紙錠擴散試驗的陽性對照菌株以及異種接合質體

轉移試驗的 ESBL positive提供者（donor），此菌株帶有 blaSHV-18基因。 

 

 樣本收集與保存 

   收集檢體期間為 2020 年 6 月 29 日至 12 月 31 日止，樣本來自國立臺灣大學

生物資源暨農學院附設動物醫院，凡來就診之犬貓，不論感染部位、病程輕重程度，

進行細菌培養者，共有 513個 case，有生長並培養出菌落者為 172個 case，共分離

了 249株分離株。經由自動化鑑菌系統 Vitek 2 Compact 鑑定出 58株 E. coli 分離

株，排除了一些樣本流失，進行分析的共有 50株 E. coli 分離株，經確認後的樣本，

將菌落以接種環刮下，儲存於Microbank ™中，保存於-80°C 冰箱，以利後續分析。 

 

 分離株核酸萃取 

  所有的細菌分離株皆採用煮沸法（boiling method）進行核酸萃取，方法簡述如
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下： 

前一天先將菌株接種於 3mL 的 Tryptic soy broth, TSB（Acumedia®, Lansing, MI, 

USA），在 37°C 培養 18至 24小時，取出 1mL至微量離心管，離心 12,000 ×g，3

分鐘，去除上清液，以 1 mL double-distilled water（DDW）清洗後 vortex，離心 3

分鐘，去除上清液，加入 0.5 mL DDW，vortex 勻稱後，移至煮沸的水中，等待 10

至 15分，以 16,000 ×g 離心 10分鐘，將上清液取至新的微量離心管，標示後保存

於-20°C 冰箱。 

 

 親緣關係分析 

2.4.1 親緣系統分群（Phylogenetic grouping） 

  所有的大腸桿菌分離株透過四重聚合酶鏈鎖反應（quadruplex polymerase 

chain reaction, quadruplex PCR）方式，分類為A、B1、B2、C、D、E、F及clade I

八個phylogenetic group。檢測的基因分別為chuA (288bp)、yjaA (211bp)、TspE4.C2 

(152 bp)、以及arpA (400 bp)。根據瓊脂糖凝膠電泳（agarose gel electrophoresis）

結果，所呈現PCR產物分子量的不同來做分類，group C和E則需要進行第二次

single PCR進行確認，檢測基因分別為trpA (219 bp)和arpA (301 bp)，關於本論文

使用的所有引子資訊，請參見Table 1。 

方法簡述如下： 

 

1. PCR反應：在微量離心管中加入Taq 2X master mix（Ampliqon Odense M, 

Denmark）25 L、引子chuA (F/R)、yjaA (F/R)、TspE4.C2 (F/R)、arpA 

(F/R) 各1 L (10 M)、DDW (double-distilled water) 12 L、lysate 5L。
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Group C和E則加入2X master mix 25 L、引子Group C (F/R) or Group E 

(F/R) 1 L (10 M)、DDW 18 L、lysate 5 L，反應總體積為50 L。反

應條件為：94°C、4分鐘預熱。然後以94°C、5秒，59°C（group E 

57°C）、20秒，72°C、30秒，進行30次循環。最後以72°C、5分鐘完成

PCR反應，將產物保存於4°C。 

2. 瓊脂糖凝膠電泳：配製2.0%瓊脂糖膠體，在60 mL 1X TAE buffer（tris-

acetate-EDTA buffer），加入1.2 g agarose (Amresco, Solon, OH, USA)，

微波至溶解無顆粒、液體透明，等待冷卻至不燙手，內染染劑 Fluoro 

Vue NS1000 加入6 L (SMOBIO, Hsinchu City, Taiwan) 混合均勻，倒

至鑄膠模板，等待30分鐘冷卻凝固，將膠體放入電泳槽 Mupid-2plus 

（ADVANCE, Tokyo, Japan），補入1X TAE buffer至基準線，以100V進

行30分鐘電泳，結束後，將膠體移至冷光照膠台B-Box Blue Light LED 

epi-illuminator (SMOBIO) 判讀結果。各組別arpA (400bp)，chuA 

(288bp)，yjaA (211bp)，TspE4.C2 (152bp)，依序表現為：A組（+––

–）；B1組（+––+）；B2組：（–++–、–+++、–+–+）；F組（–+––）；

A或C（+–+–）；D或E（++––、++–+）；E或進化枝I（+++–）。 

 

2.4.2 多基因座序列分型（Multi-locus sequence typing, MLST） 

  本實驗將ESBL/pAmpC producing E. coli 的分離株進行多基因座序列分析，

共有16株，透過PCR方法，檢測七個管家基因 (housekeeping genes)：adk (583 

bp)、fumC (806 bp)、gyrB (911 bp)、icd (878 bp)、mdh (932 bp)、purA (816 bp)、

recA (780 bp)，進行這些菌株的親緣分型。 
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方法簡述如下： 

 

1. PCR反應：在微量離心管中加入2X master mix 25 L、引子(F/R) 1L (10 

M)、double-distilled water (DDW)18 L、lysate 5 L，反應總體積為50 

L。反應條件為：95°C、5分鐘，95°C、30秒，annealing溫度隨不同基

因而有所不同（adk、fumC、icd、purA = 54，gyrB、mdh = 60，recA = 

58）、 20秒，72°C、30秒，進行35次循環，72°C、5分鐘，最終保存於

4°C。 

2. 瓊脂糖凝膠電泳：配製2.0 %瓊脂糖膠體，在60 mL 1X TAE buffer (tris-

acetate-EDTA buffer)，加入1.2 g agarose (Amresco)，微波至溶解無顆

粒、液體透明，等待冷卻至不燙手，內染染劑 Fluoro Vue NS1000 加

入6L (SMOBIO) 混合均勻，倒至鑄膠模板，等待30分鐘冷卻凝固，將

膠體放入電泳槽 Mupid-2plus (ADVANCE)，補入1X TAE buffer至基準

線，以100 V進行30分鐘電泳，結束後，將膠體移至冷光照膠台 B-

Box Blue Light LED epi-illuminator (SMOBIO) 判讀結果。 

3. 序列定序：將預期片段的 PCR 產物自膠體上切下，委外定序 (請參照

2.9)，定序結果利用 DNASTAR software (DNA Star Inc., Madison, 

WI,USA) 分析，並將序列結果上傳至 PubMLST (https://pubmlst.org/) 資

料庫進行比對，得到 7個管家基因的 allele number後，再透過

EnteroBase資料庫 (http://enterobase.warwick.ac.uk/) 比對 sequence 

types。 
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 ST131-O25b血清型鑑定 

具備O25b血清型之ST131擁有更強的毒力及抗藥性，因此擬對本實驗所分離

的ST131菌株進行O25b血清型的鑑定。可以透過PCR方法，檢測trpA (427 bp) 及

pabB (347 bp) 基因。 

方法簡述如下： 

 

1. PCR反應：在微量離心管中加入2X master mix 25L、引子(F/R) 1L 

(10M)、double-distilled water (DDW) 18L、lysate 5L，反應總體積為

50L。反應條件為：94°C、4分鐘，94°C、5秒，65°C、10秒，72°C、

30秒，進行30次循環、72°C、5分鐘，最終保存於4°C。 

2. 瓊脂糖凝膠電泳：配製2.0%膠體，在60 mL 1X TAE buffer (tris-acetate-

EDTA buffer)，加入1.2 g agarose (Amresco)，微波至溶解無顆粒、液體

透明，等待冷卻至不燙手，內染染劑 Fluoro Vue NS1000 加入6 L 

(SMOBIO) 混合均勻，倒至鑄膠模板，等待30分鐘冷卻凝固，將膠體放

入電泳槽 Mupid-2plus (ADVANCE)，補入1X TAE buffer至基準線，以

100 V進行30分鐘電泳，結束後，將膠體移至冷光照膠台B-Box Blue 

Light LED epi-illuminator (SMOBIO) 判讀結果。 

3. 判讀結果：trpA基因作為control，屬於ESBL producing E. coli皆會測得此

DNA片段，若為血清型O25b之ST131大腸桿菌，則能額外測得pabB基因

的PCR產物，因此ESBL producing E. coli又為血清型O25b之ST131，則同

時可偵測到trpA與pabB。 
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 ESBLs表現型鑑定 

2.6.1 CHROMagar™ ESBL 篩選 

  此培養基的特性，是利用特殊呈色劑以及內含有第三代頭孢子菌素，可快速篩

選產生 ESBL的革蘭氏陰性菌。若為 E. coli會呈現粉色或略帶紅色。Klebsiella spp.、

Enterobacter spp.、Citrobacter spp. 呈現金屬藍。Proteus spp. 則帶有棕色光環。有

海報測試，此培養基的敏感性為 98 %、特異性為 97 % (G. Klysova and al. ECCMID 

2016)。 

  操作前一天，會先將保存於-80°C 的分離株活化於 Trypticase soy agar (TSA) 

plate，經過 37°C 培養 18至 24小時之後，挑起單一菌落，劃在 CHOMagar™ ESBL 

plate，若從畫線開始到最後細菌都有生長，則初步判定為 ESBL positive，反之，則

判定為 negative。 

 

2.6.2 表現型確認紙錠擴散試驗（Phenotypic confirmatory disc diffusion test, 

PCDDT） 

 為再次驗證 ESBL positive 的結果，進一步進行表現型確認紙錠擴散試驗，參

照美國臨床實驗室標準協會 (Clinical & Laboratory Standards Institute, CLSI) 的研

究方法進行操作與判讀，該試驗使用 Mueller-Hinton Agar (MHA) 和兩組抗生素藥

片。第一組：頭孢他啶  (Ceftazidime, CAZ) 30 g 和頭孢他啶+克拉維酸 

(Ceftazidime/Clavulanic acid, CAZ-CLA) 30/10 g。第二組：頭孢噻肟 (Cefotaxime, 

CTX) 和頭孢噻肟+克拉維酸 (Cefotaxime /Clavulanic acid, CTX-CLA) 30/10 g，標

準菌株 E. coli ATCC 29522 及 K. pneumoniae ATCC 700603 分別作為陰性及陽性對

照菌株。操作方法簡述如下：  
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1. 第一天將待測試之菌株活化，接種於 TSA，於 37°C 培養 18至 24小時。 

2. 將菌落以接種環挑起，以 0.9% NaCl 之溶液，將濁度調至 0.5 McFarland

（1-2 ×108 CFU/mL），之後以無菌棉棒沾取，均勻塗至 Mueller-Hinton Agar 

(MHA)。 

3. 拿取乾淨的鑷子，沾取 75%酒精，並過酒精燈，等待鑷子溫度冷卻。 

4. 貼上第一與第二組藥片於 MHA plate 上，每夾取一片抗生素藥片都皆須

重複步驟 3。 

5. 貼完兩組藥片，於 37°C 培養 16至 18小時後進行判讀。 

6. E. coli ATCC 29522作為陰性對照，在兩組中的抑菌圈直徑差2mm，然而

所測試之樣本，至少其中一組直徑差5mm，才判定為 ESBL positive。陽

性對照 K. pneumoniae ATCC 700603 也應呈現同樣的表現型。 

 

 ESBL / pAmpC / MCR-1抗藥基因型鑑定 

2.7.1 Extended-spectrum β-lactamase（ESBLs） 

  為了鑑別 ESBLs 的基因型，針對最為常見的 Ambler Class A 測定 blaTEM、

blaSHV、blaCTX-M groups（包含 CTX-M-1、CTX-M-2、CTX-M-8、CTX-M-9、CTX-

M-25）。 

方法簡述如下： 

 

1. PCR反應：在微量離心管中加入2X master mix 25L、引子(F/R) 1L 

(10M)、double-distilled water (DDW) 18L、DNA 5L，反應總體積為

50L。反應條件為：95°C、5分鐘，95°C、30秒，annealing溫度隨不同
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基因而有所不同 (TEM、CTX-M-9 = 55，SHV、CTX-M-1 = 54，CTX-

M-2、CTX-M-8、CTX-M-25 = 52)、40秒，72°C、1分，進行35次循環，

72°C、10分鐘，最終保存於4°C。 

2. 瓊脂糖凝膠電泳：配製2.0%膠體，在60 mL 1X TAE buffer (tris-acetate-

EDTA buffer)，加入1.2 g agarose (Amresco)，微波至溶解無顆粒、液體

透明，等待冷卻至不燙手，內染染劑 Fluoro Vue NS1000 加入6L 

(SMOBIO) 混合均勻，倒至鑄膠模板，等待30分鐘冷卻凝固，將膠體放

入電泳槽 Mupid-2plus (ADVANCE)，補入1X TAE buffer至基準線，以

100V進行30分鐘電泳，結束後，將膠體移至冷光照膠台B-Box Blue 

Light LED epi-illuminator (SMOBIO) 判讀結果。  

3. 序列定序：將預期片段自膠體上切下，送往定序（請參照 2.9），定序結果

透過 SeqMan software 處理，並將序列於 Beta-Lactamase DataBase - 

Structure and Function  (http://www.bldb.eu/) 資料庫進行分析比對，即可

得到基因型編號。 

 

2.7.2 Plasmid-mediated AmpC（pAmpC） 

所測定的基因為 Ambler Class C 的 blaAmpC包含 CIT-M、DHA，以及MOX三

個常見的 group。 

方法簡述如下： 

 

1. PCR反應：在微量離心管中加入2X master mix 25L、引子(F/R) 1L 

(10M)、double-distilled water (DDW) 18L、DNA 5L，反應總體積為
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50L。反應條件為：94°C、3分鐘，94°C、30秒，64°C、30秒，72°C、

1分，進行30次循環，72°C、10分鐘，最終保存於4°C。 

2. 瓊脂糖凝膠電泳：配製2.0%膠體，在60 mL 1X TAE buffer (tris-acetate-

EDTA buffer)，加入1.2 g agarose (Amresco)，微波至溶解無顆粒、液體

透明，等待冷卻至不燙手，內染染劑 Fluoro Vue NS1000 加入6l 

(SMOBIO) 混合均勻，倒至鑄膠模板，等待30分鐘冷卻凝固，將膠體放

入電泳槽 Mupid-2plus (ADVANCE)，補入1X TAE buffer至基準線，以

100V進行30分鐘電泳，結束後，將膠體移至冷光照膠台B-Box Blue 

Light LED epi-illuminator (SMOBIO) 判讀結果。  

3. 序列定序：將預期片段自膠體上切下，送往定序（請參照 2.9），定序結果

透過 SeqMan software 處理，並將序列於 Beta-Lactamase DataBase - 

Structure and Function  (http://www.bldb.eu/) 資料庫進行分析比對，即可

得到基因型編號。 

 

2.7.3 MCR-1 encoding gene 

  檢測 mcr-1，並以 ATCC 25922 為陰性對照組，NCTC 13846 為陽性對照組。 

方法簡述如下： 

  

1. PCR反應：在微量離心管中加入2X master mix 25L、引子CLR-5(F/R) 

1L (10M)、double-distilled water (DDW) 18L、DNA 5L，反應總體

積為50l。反應條件為：95°C、5分鐘，95°C、30秒，58°C、40秒，

72°C、1分，進行30次循環，72°C、10分鐘，最終保存於4°C。 
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2. 瓊脂糖凝膠電泳：配製2.0%膠體，在60 mL 1X TAE buffer (tris-acetate-

EDTA buffer)，加入1.2 g agarose (Amresco)，微波至溶解無顆粒、液體

透明，等待冷卻至不燙手，內染染劑 Fluoro Vue NS1000 加入6L 

(SMOBIO) 混合均勻，倒至鑄膠模板，等待30分鐘冷卻凝固，將膠體放

入電泳槽 Mupid-2plus (ADVANCE CO)，補入1X TAE buffer至基準

線，以100V進行30分鐘電泳，結束後，將膠體移至冷光照膠台B-Box 

Blue Light LED epi-illuminator (SMOBIO) 判讀結果。 

 

 藥物敏感性試驗 

2.8.1 紙錠擴散試驗（Disc diffusion test, DDT） 

參照美國臨床實驗室標準協會 (Clinical & Laboratory Standards Institute, CLSI) 

的研究方法進行操作與判讀，操作前一天先將欲分析之菌株活化於 Trypticase soy 

agar (TSA) plate，於 37°C培養 18至 24小時，以 0.9% NaCl調整濁度為 0.5 McFarland

（1-2 ×108 CFU/mL），之後以無菌棉棒沾取，均勻塗至 Mueller-Hinton Agar (MHA)，

貼上抗生素紙錠於 plate上，於 37°C 培養 16至 18小時後進行判讀。 

 

本實驗所測定的抗生素包含乙內醯胺類（β-lactams）：ampicillin (AM) 2 g、

augmentin (AMC，含 amoxicillin 20g/ clavulanic acid 10 g)、cefixime (CFM) 5 g、

ceftiofur (XNL) 30 g、imipenem (IPM) 10 g；氟喹諾酮類（fluoroquinolone, FQ）：

ciprofloxacin (CIP) 5 g、enrofloxacin (ENO) 5 g；四環素類（tetracyclines）：

doxycycline (D) 30 g；胺基配糖體類（aminoglycosides）：gentamicin (GM) 10 g；

磺胺類（sulfonamides）：sulfamethoxazole 23.75 g with trimethoprim 1.25 g (SXT) 。 
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2.8.2 最小抑菌濃度測試（Minimum inhibitory concentration test, MIC） 

本實驗所檢測之抗生素為多黏菌素，又稱 colistin 或 polymyxin E。 

操作方法簡述如下： 

 

1. 參照 European Committee on Antimicrobial Testing（EUCAST-v11.0 2021）

的建議做法，操作前一天預先將分離株與標準菌株 ATCC 25922 (quality 

control) 及 NCTC 13846 (positive control) 接種於 MacConkey agar，37°C

培養 16 至 24小時。 

2. 將每隻菌株以 0.9%NaCl 調整濁度至 0.5 McFarland，再從中取 100 L，

加入 10 mL Mueller-Hinton Broth (MHB) 稀釋 100 倍，此時菌落量落在 105 

CFU/mL。 

3. 配製 colistin sulfate (BioVision, Milpitas, Amarica)至 MHB中(512 g/mL)，

並加入 200L至 U型 96孔盤第 1欄，第 2至第 12 欄補入 100 l Mueller-

Hinton Broth (MHB)，再進一步以八爪微量分注器以 100 L 進行連續稀

釋。 

4. 最後補入 100 L 的 105 CFU/mL 的相應菌液到第 1 欄至第 10 欄，最終

濃度由左至右依序為 256、128、64、32、16、8、4、2、1、0.5、0 (g/mL)、

negative control。 

5. 於 37°C 培養 18 至 20 小時判讀結果，沉澱物2mm 視為 resistant，前一

個濃度即視為最小抑菌濃度。根據 EUCAST 標準，colistin MIC 2 g/mL

即視為 resistant。 
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 基因片段定序 

  所有預期的片段序列，委託源資國際生物科技有限公司（Tri-I Biotech, Inc.） 

進行定序工作，使用系統為 ABI 3730 DNA Analyzer System。  

 接合試驗（Conjugation experiment） 

以帶有 ESBL/pAmpC 之 16 株來自臨床檢體的 E. coli 作為抗藥基因提供者，

帶有抗 sodium azide 特性的 E. coli J53 作為抗藥基因的接受者。異種接合測試則採

用 K. pneumoniae ATCC 700603 為提供者。所使用的選擇性培養基為 MacConkey 

agar (sodium azide 150 mg/L, cefotaxime 2 mg/L)，此實驗參考 Tamang等人提出之

方法，採用液體接合 （broth mating）法，並加以調整[171]。此實驗目的為測試 ESBL

及 pAmpC 是否由質體所攜帶，並可藉由接合作用，平行傳遞抗藥基因。方法簡述

如下： 

1. 第一天先將提供者（donor）與接受者（recipient）菌株從-80°C 移出，接

種於 5mL的 Tryptic soy broth (TSB)，於 37°C 培養 18-24小時。 

2. 第二天將 donor 0.5mL和 recipient 0.5mL（1：1）混和在養菌管中，於 37°C

靜置培養 1 hr。 

3. 將每一組樣本快速震盪（vortex）1 min 以終止接合作用。 

4. 取 0.5mL 之菌液，均勻滴在培養基表面上，並將多餘的液體移除，讓培

養基乾燥 5至 15分鐘。 

5. 於 37°C 培養 18 至 24 小時，可生長於培養基的菌落應該是已成功接受

ESBL/pAmpC基因的 J53菌株。後續可進一步透過PCR檢測ESBL/pAmpC

基因，再將所測得之抗藥基因與進行接合前的 donor菌株做比較。 
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第三章 實驗結果 

 大腸桿菌盛行率與分離株來源 

所有細菌分離株來自國立臺灣大學生農學院附設動物醫院就診，並進行細菌

分離之犬貓。分離期間為 2020 年 6 月 29 日起，至 2020 年 12 月 31 日止。在 513

個病例中，有 172 個病例分離出病原菌，一共分離了 249株細菌。其中最常見的是

E. coli，占了 58 株（58/249, 23.3%），其中從犬科動物分離出 46株（46/58, 79.3%）、

貓科動物分離出 12株（12/58, 20.7%），詳細微生物分離的結果列於 Table 2。 

 

在排除一些樣本流失後，最終進行分析的 E. coli 共有 50 株（犬 n=41、貓 n=9）。

此些 E. coli 最常分離的檢體或部位依序為：尿液（38/50, 76%）、肛周部位（3/50, 

6%）、手術部位（2/50, 4%）、鼻涕（2/50, 4%）、口腔腫塊（1/50, 2%）、腹水（1/50, 

2%）、子宮蓄膿（1/50, 2%）、體液（1/50, 2%）、以及未標示（1/50, 2%）。 

 

 β-lactamase 基因型與盛行率 

3.2.1 Extended-spectrum β-lactamase（ESBLs） 

  分析的 50 株 E. coli（犬 n=41、貓 n=9），先透過 CHOMagar™ ESBL進行初步

篩選，再進行表現型確認紙錠擴散試驗。共有 10 株（犬 n=7、貓 n=3）為 ESBL-

producing E. coli，盛行率為 20%（10/50），最後進行 ESBL 基因型 PCR 檢測，分

別皆檢測了 blaTEM、blaSHV、blaCTX-M-1、blaCTX-M-2、blaCTX-M-8、blaCTX-M-9以及 blaCTX-

M-25 等 7種 ESBL基因型別，結果如下：ESBL-producing E. coli 所測得 blaTEM n=5

（5/50, 10%）、blaCTX-M-1 n=6（6/50, 12%）、blaCTX-M-9 n=5（5/50, 10%），然而 blaSHV、

blaCTX-M-2、blaCTX-M-8、blaCTX-M-25皆無發現。 
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PCR 產物經過定序後，參照資料庫比對序列（Beta-Lactamase DataBase - 

Structure and Function，http://www.bldb.eu/），屬於 blaTEM group 的基因型有 TEM-

215（3/50, 6%）與 TEM-243（2/50, 4%）。blaCTX-M-1 group 的基因型有 CTX-M-55

（2/50, 4%）、 CTX-M-199（1/50, 2%）、CTX-M-211（1/50, 2%）、CTX-M-238（2/50, 

4%）。blaCTX-M-9 group的基因型有 CTX-M-235（5/50, 10%）。ESBL-producing E. coli 

可同時帶有多種類的 ESBL基因，在這 10株中有 2株同時帶有 CMY-2基因。 

結果 3.2至 3.3，請參見 Table 3。 

 

3.2.2 Plasmid-mediated AmpC（pAmpC） 

將 50 株 E. coli（犬 n=41、貓 n=9）全數進行 PCR 檢測 blapAmpC 相關基因，

包含 CIT-M、MOX、DHA group，結果如下： pAmpC producing E. coli 所測得 8

株（犬 n=7、貓 n=1），全數為 CIT-M group，n=8 （8/50, 16%），MOX與 DHA則

皆無發現。 

本實驗判定為 CIT-M 的 PCR 片段經定序後，參照資料庫比對序列（Beta-

Lactamase DataBase - Structure and Function，http://www.bldb.eu/），確認序列為 CMY-

2 family，基因型為 CMY-171（8/8, 100%）。透過 NCBI 的 Basic Local Alignment 

Search Tool，BLST 資料庫（https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi/）比對 CMY-2 與

CMY-171之核甘酸序列，Identities 為 1145/1146 （99%）。 

 

在這 8株帶有 blaCMY-2的 E.coli，其中有 2株同時也表現 ESBL，1 株為 TEM-

243，另一株為 CTX-M-55。 
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 ESBL/pAmpC producing E. coli之親源關係 

3.3.1 親緣系統分群（Phylogenetic grouping） 

所有收集到的 50 株 E.coli，透過檢測 chuA (288bp)、yjaA (211bp)、TspE4.C2 

(152bp)、以及 arpA (400bp) 這四個片段，可分為 A、B1、B2、C、D、E、F及 cladeI

八個 phylogroup，這些來自臨床所分離到的E.coli最多數為B2 group （35/50, 70%）

其次依序為 B1 group（6/50, 12%）、F group（4/50, 8%）、E group（2/50, 4%）、

A group（1/50, 2%）、C group（1/50, 2%）、D group（1/50, 2%），見 Figure 1。 

 

ESBL/pAmpC producing E. coli 共有 16株，最多數者為B2 group （9/16, 56.25%）

其次依序為 B1 group（3/16, 18.75%）、A group（1/16, 6.25%）、C group（1/16, 

6.25%）、D group（1/16, 6.25%）、F group（1/16, 6.25%）。從實驗結果中，發現

了 8株 ESBL producing E. coli 皆為 B2 group 的成員，而 6 株 pAmpC producing E. 

coli 幾乎在各種分群中都有發現（B1、B2、C、D、F），此外，2 株同時表現

ESBL/pAmpC 的 E. coli 皆分離自犬隻，且為共生性類別（A和 B1）。不論在犬或

貓，分離株主要為 B2 group。 

 

3.3.2 多基因座序列分型（Multi-locus sequence typing, MLST） 

本實驗將 ESBL/pAmpC producing E. coli 共 16 株，進行 MLST 分析，檢測七

個管家基因 (housekeeping genes)：adk (583 bp)、fumC (806 bp)、gyrB (911 bp)、icd 

(878 bp)、mdh (932 bp)、purA (816 bp)、recA (780 bp)，定序比對後，可得到 7個管

家基因的 allele number，再到 EnteroBase 資料庫 (http://enterobase.warwick.ac.uk/) 

比對 sequence types (STs)。所測得的 STs type 最多數為 ST131（7/16, 43.75%），其
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次為 ST767（2/16, 12.5%），還有 ST93（1/16, 6.25%）、ST155（1/16, 6.25%）、ST315

（1/16, 6.25%）、ST372（1/16, 6.25%）、ST457（1/16, 6.25%）、ST617（1/16, 6.25%）、

ST1193（1/16, 6.25%）。其中 ST131 均為 ESBL-producing E. coli，但不帶有 pAmpC。  

 

所有的 ST131、ST372、ST1193 皆屬於 phylogroup B2。ST767與 ST155屬於

phylogroup B1。ST93 屬於 phylogroup A、ST617 屬於 phylogroup C、ST315 屬於

phylogroup D、ST457 屬於 phylogroup F，此 16株 E. coli 詳細管家基因定序結果，

請參見 Appendix 1。 

 

 ESBL/pAmpC producing E. coli之藥物敏感性試驗 

本實驗使用臨床上常見的十種抗菌藥物紙錠進行 50 株 E.coli 的藥物敏感性試

驗。所採用的藥物包含乙內醯胺類 （β-lactams）: ampicillin、augmentin、cefixime、

ceftiofur、imipenem。氟喹諾酮類（fluoroquinolone, FQ） : ciprofloxacin、enrofloxacin。

四環素類 （tetracyclines）: doxycycline。 胺基配糖體類 （aminoglycosides）: 

gentamycin。磺胺類（sulfonamides）: sulphamethoxazole/trimethoprim (SXT)。 

 

本實驗一共有 16 株 ESBL/pAmpC producing E.coli，不帶有 ESBL/pAmpC 的

則有 34株。ESBL/pAmpC producing E.coli 對於乙內醯胺類抗生素，具有明顯較高

的抗藥性，特別是 ampicillin與 cefixime（16/16, 100%）。同是乙內醯胺類的 augmentin

為（14/16, 87.5%），ceftiofur為（11/16, 68.8%）。在其他類別的抗生素也具有較高

的抗藥性，如胺基配糖體類的 gentamycin（11/16, 68.8%），磺胺類的 SXT（11/16, 

68.8%），接著是四環素類的 doxycycline（10/16, 62.5%），氟喹諾酮類的 enrofloxacin



doi:10.6342/NTU202101586

 47 

（10/16, 62.5%）及 ciprofloxacin（8/16, 50%）。此外，屬於乙內醯胺類的 imipenem

可歸類為碳青黴烯類（carbapenem），所有受檢測的 50 株 E.coli，不論是否帶有

ESBL/pAmpC，對此藥物都具有感受性，抗藥比例為 0%。 

對所有測試的藥物而言， ESBL/pAmpC producing E.coli 遠比不帶有

ESBL/pAmpC 的 E.coli 還要有更高的抗藥比例，藥敏試驗結果請參見 Figure 2。 

 

 ESBL/pAmpC producing E. coli之親緣關係樹狀圖（Minimal spanning tree） 

透過BioNumerics Software 畫出ESBL/pAmpC producing E. coli的親緣樹狀圖。

一個圓圈為獨立一 ST，連接兩個 ST 的直線上數字為 7個管家基因中的 allele差異

數，數字越大，代表親緣關係越遠。反之，數字越小，則代表親緣關係越近。同一

個圓圈內若有分割，則代表此 ST出現不只一株，分成多少部分就代表多少株。此

描述了 ESBL/pAmpC producing E. coli 之 ST與 phylogroup 的關係。 

 

被分到的ESBL/pAmpC producing E. coli，最多數為phylogroup B2，包含ST131、

ST372、ST1193。其次為 phylogroup B1，包含 ST767、ST155。而 phylogroup A，

包含了 ST93。Phylogroup C，包含 ST617。Phylogroup D，包含 ST315。Phylogroup 

F，包含 ST457。 

 

其中親緣關係最相近的為 ST155 與 ST767，僅相差了 2 個 allele，再來是 ST767

與 ST93，差了 4 個 allele，接著 ST93 與 ST617 差了 5 個 allele。回到 ST155 與

ST315差了 6個 allele。ST155分別與 ST131、ST372、ST457、ST1193 相差最遠，

皆差了 7個 allele，請參見 Figure 3。 
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 ESBL-producing E. coli 之 ST131 O25b檢測結果 

在 MLST 分析中，得出了 7 株 ST131 的 E.coli，這些 ST131 僅帶有 ESBL 基

因，而不帶有 pAmpC。透過 PCR 方法檢測 trpA (427bp) 及 pabB (347bp) 基因， 

E. coli ST131 又為血清型 O25b 者，可同時偵測到 trpA 與 pabB，其中就有 3 株為

血清型 O25b（3/7, 42.9%）。PCR 結果，請參見 Figure 4。 

 

 MCR-1 盛行率 

將 50 株 E. coli（犬 n=41、貓 n=9）全數進行 PCR 檢測 mcr-1 基因，並以 E. 

coli NCTC 13846 作為陽性對照組，E. coli ATCC 25922 作為陰性對照組，在 50 株

E. coli 中皆無發現 mcr-1基因，Figure 5呈現作為代表的電泳結果。 

在抗藥表現，透過最小抑菌濃度測試來檢測多黏菌素（colistin，polymyxin E）

對於所有從臨床檢體收集的 50 株 E.coli，測試其抗藥情形，根據 EUCAST 標準，

colistin MIC 2 g/mL即視為 resistant。本實驗結果，所有菌株之 colistin MIC 皆為 

0.5 g/mL，與 PCR 結果相符。 

 

 接合試驗結果 

ESBL/pAmpC producing E. coli 共 16 株，該 16 株作為抗藥基因的提供者

（donor），帶有抗疊氮化鈉（sodium azide, NaN 3）特性的 E. coli J53 則為為抗藥

基因的接受者（recipient），抗藥基因成功轉移完成的 J53 菌株則稱為接合者

（transconjugants）。本實驗檢採用了 PCR 方式，分別檢測 donor、recipient、

transconjugants 之抗藥基因轉移情形，並以 E. coli isolate 031 為代表，PCR 電泳結

果呈現於 Figure 6。 
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當 mating時間為 1小時，屬於 ESBL基因的 TEM 轉移成功率為（4/5, 80%）、

CTX-M-1轉移成功率為（5/6, 83.3%）、CTX-M-9轉移成功率為（5/5, 100%）。 屬

於 pAmpC 基因的 CMY-2轉移成功率為（3/8, 37.5%）。 若將 mating時間延長為 1

天，屬於 ESBL 基因的 TEM 轉移成功率為（4/5, 80%）、CTX-M-1 轉移成功率為

（5/6, 83.3%）、CTX-M-9轉移成功率為（5/5, 100%），屬於 pAmpC 基因的 CMY-2

轉移成功率為（7/8, 87.5%）。從結果看來，ESBL基因很容易就可在短時間內水平

轉移出去，而 pAmpC 基因則須要花費較長的時間轉移，結果請參見 Table 4 與

Table 5。 

 

異種接合試驗則採用 K. pneumoniae －ATCC 700603（帶有 ESBL基因 SHV-

18）作為抗藥基因的提供者（donor），J53 作為其接受者（recipient），在進行 1 小

時的 mating後也成功將 SHV-18轉移給 J53，PCR 電泳結果呈現於 Figure 7。 

 

上述結果說明了 ESBLs 基因很容易藉由質體水平傳播出去，pAmpC 則需花上

較長的時間，在同屬於腸桿菌科的不同種的細菌間，也可藉由質體傳播 ESBLs 基

因。 
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第四章 討論 

  在台灣現代的少子化社會，許多人選擇飼養小動物作陪伴，特別是犬貓，但隨

著抗生素的濫用導致抗藥性問題頻頻出現，令人擔憂地是犬貓與人類親近程度，會

增加抗藥細菌在其中交互傳播的機會。根據調查，源自台灣伴侶動物分離自糞便的

commensal E. coli 多是 phylogroup A或 B1 [1]， 有研究表示，人類糞便分離之 E. 

coli 多數為 phylogroup B2 [172]，本研究所分離的 E. coli 以 B2為主，其次為 B1，

結果似乎暗示著使犬貓致病的病原有很大機會是來自於人類，而原本就在伴侶動

物中佔多數的 B1，似乎也有潛力發展為致病型態。雖然 pathogenic E. coli（包含

B2、D、E、F）有 84%，佔了大多數，但也有 16% 傾向於 commensal E. coli （包

含 A、B1、C）也足以致病，致病能力很可能是接收了外源性的基因而獲得，透過

質體，不但可以獲取毒力基因以及抗藥基因，更重要的是，還可以跨菌種傳播[173]。 

 

  ESBLs、pAmpC、MCR-1 三者的抗藥基因，都可攜帶於質體上。在這半年的

臨床調查中，ESBL-producing E. coli，大部分集中在致病性 group B2，盛行率為

20%，與我們實驗室過去幾年所調查的盛行率相差並不大，2014年至 2017年平均

盛行率為 23.0% [57]，但在 2011 年 12 月至 2013 年 3 月期間，盛行率僅有 3.3% 

[56]。TEM、CTX-M-1、CTX-M-9幾乎各佔 1/3。ESBL-producing E. coli 以 ST131

為主，以及 ST1193，這些菌株皆耐氟喹諾酮類，皆為 group B2，這兩個菌株也曾

在健康的人類中發現[174]。ST131為攜帶 CTX-M 的流行毒株，85.7%（6/7）分離

自尿道感染的案例，42.9%（3/7）為血清型 O25b，並且對 ceftazidime 和氟奎諾酮

類具有更顯著的抗藥性，相反地，在非 O25b 的血清型中，則對 ceftazidime 和氟喹

諾酮類具有感受性。本研究中，ST131-O25b 佔所有 E. coli 分離株的 6%（3/50）。
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ST1193僅 1株，分離自口腔腫塊，ST1193的來源涉及了人類尿毒症中的 ST complex 

14與耐氟喹諾酮類的 ST10發生同源重組，是一株新出現的大流行毒株，不具乳糖

發酵特性，和 ST131 一樣，ST1193 具有多重抗藥性特徵[175]。這是在台灣首次發

現 ST1193 的報告，目前亞洲地區包含越南[176]、韓國、中國[177]，以及日本的伴

侶動物中也有發現 ST1193 [178]，目前在 PubMed 搜尋的結果僅有 43 筆資料，討

論次數還不算高，但已有開始流行的趨勢。 

 

  本研究結果顯示，pAmpC 在臨床上分離的 E. coli 中盛行率為 16%，基因型全

部為 CMY-2-like，與文獻結果雷同，雖然全球都有 pAmpC 的報導，但是歐洲的盛

行率普遍較低，介於 0.9%至 1.31%之間[70, 72, 73]，在澳洲反而盛行率有 17.1%，

與本研究結果較為接近，推測很可能有地緣性的影響，台灣與澳洲為亞熱帶氣候，

相較於位在中高緯度的歐洲溫暖許多，更利於細菌生長。我們所分離到 pAmpC-

producing E. coli 主要為 ExPEC，並分散於各個 phylogroup 中（group E沒有發現），

以 group B1出現最多次，與 ESBL-producing E. coli 不同，pAmpC-producing E. coli

並未集中在致病性的 group B2 中。這部分所測得之 ST為 ST155、ST315、ST617、

ST457、ST767、ST372和 ST93，其中有兩株同時表現 ESBL，一為 TEM-243，另

一為 CTX-M-55。ST315 與 ST617各別屬於 ST complex 38 和 ST complex 10。 

 

  在人類中常見的 ExPEC 包括：ST131、ST1193、ST38、ST10 [179]，這些菌株

常常在人類臨床上分離出來，但在健康的人類也曾分離到 ST131、ST38 和 ST1193 

[47, 174]。以上 ST除了在人類中發現，也曾在動物中分離出來，另外 ST10、ST38、

ST93、ST457等被列為人畜共通的菌株[180]，在台灣人醫部分也檢測到了 ST131、
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ST38、ST10、ST457 [54]，本研究與台灣人醫的調查雷同，ESBL/pAmpC-producing 

E.coli 主要攜帶 CTX-M 和 CMY-2 [87]。 

 

  ST372，屬於 ExPEC 的 UPEC，並具有多重抗藥性，為 phylogroupB2，是一株

犬隻臨床相關的主要分離株，常見於尿道感染（UTI）的例子，但在人類身上有曾

有找到 ST372的案例，經常帶有 ESBLs 或 pAmpC，對 3GC 有抗藥性[181-183]。 

 

  ST155為 phylogroup B1，曾分離於健康的人類，帶有 CTX-M-1[184]，在禽類

也有 ST155帶著CTX-M-1的報告，並同時具有四環素與磺胺類的抗藥性[185-187]，

在法國的馬身上也有發現 ST155 [188]，該菌株在禽類較常見，並也能在人類身上

引起腸道外的感染[189]。 

 

  ST767屬於 ST complex 155，為 phylogroup B1。在中國的牛乳頭上獲取樣本，

測得血清型為 O5：H32，其質體為 pEC3-tetX4，屬於 IncFIBκ/ FIA（HI1）/ X1 質

體，該質體的特性無法透過 conjugation 來轉移[190]，在本研究的結果，049 編號

的 E. coli ST767 帶有 CMY-2，在進行 conjugation 後，並沒有把 CMY-2 基因轉到

recipient E. coli J53 上面，這是所有 ESBL/pAmpC-producing E. coli 中，唯一抗藥基

因轉移失敗的菌株。這個結果與上述 Zhang 等人的 conjugation 結果相符，但確切

原因仍待研究 [190]。 

 

  ST617屬於 ST complex10，為 phylogroup C，在美國的病豬中發現，耐氟喹諾

酮類與頭孢菌素類[191]，在人類患者中，ST617 經常帶有碳青黴烯類抗藥基因
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NDM-5，但並非所有的 ST617 都會帶有 NDM-5 [192]。本研究獲取的 ST617就對

imipenem 具有感受性。在食用動物中，帶有 ESBL的也包含 ST617，並也測得 mcr-

1 [193]。在南韓於 81歲人類患者發現 ST617，特徵為血清型 O89/162：H10，並測

得 ESBL、碳青黴烯類，及 mcr-1基因，並有高達 7種質體在內，包括：IncB、IncFII、

IncI2、IncN、IncY、IncR 和 IncX1 [194]。 

 

  ST93 屬於 ST complex 168，為 phylogroup A，曾在墨西哥的健康犬中發現，

並帶有 CMY-2 [195]。巴基斯坦發現的 ST93 帶有 CTX-M-15[196]。在禽類與 UTI

人類患者皆有分離出 ST93 [197, 198]。更值得注意的是在人類中發現 ST93，並找

到了 plasmid-mediated mcr-1基因[199, 200]。在中國地區的犬貓中，也發現了帶有

mcr-1 的 E. coli，序列分型為 ST93 [201]。ST93 似乎是一株可容納多樣抗藥基因

的菌株，並在禽類、伴侶動物、人類中可進行傳播。 

 

  ST457 為 phylogroup F，曾於巴西犬貓中的 ESBL/pAmpC-producing E. coli 發

現 ST457，攜帶了 CMY-2 或 CTX-M-2 [202]。在非洲地區的患者也曾發現 ST457

存在[203]。有多篇研究指出該菌株是攜帶 mcr-1的常見流行毒株之一[204-207]。 

 

  ST315屬於 ST complex 38，為 phylogroup D，在加拿大地區曾在分析人類菌

血症相關的 ESBL-producing E. coli 中發現 ST315，樣本取自血液，多數患者表現

社區型態的尿毒症，經常帶有 CTX-M-14、CTX-M-15、TEM-52 [208]。在澳洲地

區，曾發現 ST315 帶有 CMY-2的例子[209]。 
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上述這些 ESBL/pAmpC- produeing E. coli ST都曾在人類中發現，今天在台灣

患病的犬貓身上也被偵測到，雖然無法確定傳播方向性，但這些 ESBL/pAmpC 相

關的抗藥基因很可能在人類與伴侶動物中循環傳播。此外，在藥物敏感的試驗中，

我們對各種類型的抗生素測試，包含 ampicillin、augmentin、cefixime、ceftiofur、

imipenem、ciprofloxacin、enrofloxacin、doxycycline、gentamicin、SXT 十種，在

ESBL/pAmpC 的組別，抗藥能力顯著高於非 ESBL/pAmpC 組別。對於 ampicillin、

cefixime則達 100% resistance，而氟喹諾酮組別的 ciprofloxacin也有 50% resistance，

但對於碳青黴烯類的 imipenem，不論組別為何，都不具抗藥性，還是可以達到預

期的療效，碳青黴烯類一般是用來治療重症病人所使用的後線藥物，例如革蘭氏陰

性菌所引起的菌血症、肺炎或是尿道感染等。在台灣犬貓臨床上，碳青黴烯類依然

可作為一個治療的選擇，但須留意在台灣法規上，碳青黴烯類並非合法的動物用藥，

必須斟酌使用。 

 

  Conjugation 試驗，時間設定為一天即是參考 Zhong等人做法[210]，我們發現

ESBLs 的相關基因轉移率高達 80%至 100%，所需時間僅 1 小時，即可將抗藥基因

從 donor strain 轉移至 recipient strain；另外，pAmpC（CMY-2）則需耗費較多時間

完成，在 conjugation 1小時的轉移率為僅為 37.5%（3/8），conjugation 1天的轉移

率提升至 87.5%（7/8），唯一轉移未成功的菌株為 ST767，有文獻說明其質體無法

透過 conjugation轉移[190]，但真正的原因須經調查釐清。根據結果，我們推測 ESBL

與 pAmpC 兩者的基因，可能位於不同的質體上，而有文獻指出，blaCMY-2由 IncA 

/ C2、IncI1 和 IncI2 質體攜帶，blaCTX-M由 IncF、IncHI2 和 IncN 質體攜帶[191]，

但在本研究中尚未進行證實，不過，我們驗證了 ESBL 基因是可以跨菌種傳播的
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（由 K. pneumoniae轉移到 E. coli）。 

 

  MCR-1的基因在台灣曾發現於零售生肉，盛行率小於 9%，在人類，盛行率小

於 1% [123, 126, 127]，但在食用動物的豬與雞之中，mcr-1 盛行率則已超過了 50% 

[5, 124-126]，在伴侶動物中僅一篇報告說明曾經測得 mcr-1 [1]。而在本研究中並

未檢測到 mcr-1，colistin MIC 試驗也沒有發現具抗藥性的 E. coli，不排除是樣本數

不足，而未被檢測出來的可能性，因資料有限，還無法說明台灣伴侶動物中的實際

情況，建議在未來繼續追蹤。然而，在其他國家曾經發現帶有 MCR-1 的 ST95、

ST648、ST10、ST405、ST457、ST93、ST617 可作為需留意的 E. coli ST。 

 

  根據本研究結果，並參考台灣源自伴侶動物的共生性大腸桿菌調查[1]，可以

觀察到 ESBLs 有較高機率存在於致病性大腸桿菌之中，而 pAmpC 似乎更常發現

於共生性大腸桿菌；另外，mcr-1 則在共生性大腸桿菌中偵測到 24.2%盛行率[1] ，

但在致病性大腸桿菌中，則尚未發現，除了繼續監控臨床上 mcr-1的盛行情況外，

此現象是否與飲食習慣或飼料添加物有關？或許是值得深入探討的另一個領域。 
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Table 1. The primers used in this study.  

Primer 

name  

Target 

gene 
Sequence 5’→ 3’ 

PCR 

product 

(bp) 

References 

chuA-F 
chuA 

ATGGTACCGGACGAACCAAC 
288 

[137] 

chuA-R TGCCGCCAGTACCAAAGACA 

yjaA-F 
yjaA 

CAAACGTGAAGTGTCAGGAG 
211 

yjaA-R AATGCGTTCCTCAACCTGTG 

TspE4.C2-F 

TspE4.C2 

CACTATTCGTAAGGTCATCC 

152 TspE4.C2-

R 
AGTTTATCGCTGCGGGTCGC 

arpA-F 
arpA 

AACGCTATTCGCCAGCTTGC 
400 

arpA-R TCTCCCCATACCGTACGCTA 

groupC-F 
trpA 

AGTTTTATGCCCAGTGCGAG 
219 

groupC-R TCTGCGCCGGTCACGCCC 

groupE-F 

arpA 

GATTCCATCTTGTCAAAATATG

CC 
301 

groupE-R 
GAAAAGAAAAAGAATTCCCAA

GAG 

internal 

control-F 
trpA 

CGGCGATAAAGACATCTTCAC 

489 
internal 

control-R 
GCAACGCGGCCTGGCGGAAG 

TEM-F 
blaTEM 

TCGGGGAAATGTGCGCG 
972 

[57] 

TEM-R TGCTTAATCAGTGAGGCACC 

SHV-F 

blaSHV 

GCCTTTATCGGCCCTCACTCAA 

819 
SHV-R 

TCCCGCAGATAAATCACCACAA

TG 

CTX-M-1-F 
blaCTX-M-1 

group 

CCCATGGTTAAAAAATCACTGC 

942 CTX-M-1-

R 
CAGCGCTTTTGCCGTCTAAG 

CTX-M-2-F 
blaCTX−M−2 

group 

CGACGCTACCCCTGCTATT 

552 CTX-M-2-

R 
CCAGCGTCAGATTTTTCAGG 

CTX-M-8-F 
blaCTX−M−8 

group 

TCGCGTTAAGCGGATGATGC 

666 CTX-M-8-

R 
AACCCACGATGTGGGTAGC 

CTX-M-9-F 
blaCTX−M−9 

group 

ATGGTGACAAAGAGAGTGCAA

C 
876 

CTX-M-9-

R 
TTACAGCCCTTCGGCGATGATT 

CTX-M-25-

F blaCTX−M−25 

group 

GCACGATGACATTCGGG 

327 
CTX-M-25-

R 
AACCCACGATGTGGGTAGC 

CIT-M-F 
blapAmpC 

TGGCCAGAACTGACAGGCAAA 
462 [69] 

CIT-M-R TTTCTCCTGAACGTCGCTGGC 
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MOX-F 
blapAmpC 

GCTGCTCAAGGAGCACAGGAT 
520 

MOX-R CACATTGACATAGGTGTGGTGC 

DHA-F 
blapAmpC 

AACTTTCACAGCTGTGCTGGGT 
405 

DHA-R CCGTACGCATACTGGCTTTGC 

CLR5-F 
mcr-1 

CGGTCAGTCCGTTTGTTC 
309 [94] 

CLR5-R CTTGGTCGGTCTGTAGGG 

adk-F 
adk 

ATTCTGCTTGGCGCTCCGGG 
583 

[211] 

adk-R CCGTCAACTTTCGCGTATTT 

fumC-F 
fumC 

TCACAGGTCGCCAGCGCTTC 
806 

fumC-R GTACGCAGCGAAAAAGATTC 

gyrB-F 
gyrB 

TCGGCGACACGGATGACGGC 
911 

gyrB-R ATCAGGCCTTCACGCGCATC 

icd-F 
icd 

ATGGAAAGTAAAGTAGTTGTT

CCGGCACA 878 

icd-R GGACGCAGCAGGATCTGTT 

mdh-F 
mdh 

AGCGCGTTCTGTTCAAATGC 
932 

mdh-R CAGGTTCAGAACTCTCTCTGT 

purA-F 
purA 

CGCGCTGATGAAAGAGATGA 
816 

purA-R CATACGGTAAGCCACGCAGA 

recA-F 

recA 

CGCATTCGCTTTACCCTGACC 

780 
recA-R 

TCGTCGAAATCTACGGACCGG

A 

O25b-F 
pabB 

TCCAGCAGGTGCTGGATCGT 
347 

[212] 
O25b-R GCGAAATTTTTCGCCGTACTGT 

trpA-F 
trpA 

GCTACGAATCTCTGTTTGCC 
427 

trpA-R GCAACGCGGCCTGGCGGAAG 
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Table 2. Microorganisms isolated from this study. 

 

 

 

 

 

 

 

 

microorganisms N 

E. coli 58 

Staphylococcus spp. 46 

Klebsiella spp. 23 

Pseudomonas spp. 22 

Proteus spp. 15 

Streptococcus spp. 13 

Enterococcus spp. 13 

Pasteurella spp. 8 

Acinetobacter spp. 5 

Enterobacter cloacae 4 

Micrococcus spp. 4 

Moraxella spp. 3 

Prevotella spp. 3 

Clostridium spp. 3 

Corynebacterium spp. 2 

Fungus 3 

Serratia marcescens 2 

Gardnerella vaginalis 2 

Citrobacter spp. 2 

Neisseria spp. 2 

Others 11 

Unknown 5 

Total 249 
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Table 3. The bla genotypes, phylogroups, and ST types of the ESBL/pAmpC-producing E. coli. 

a: not detected. 

 

No. Case no. Species Phylogroups ST type ESBLs pAmpC 

     TEM group 

(n=5) 
CTX-M-1 group 

(n=6) 
CTX-M-9 group 

(n=5) 
CMY-2 group (n=8) 

1 001 Cat B2 ST131 TEM-215 -- a CTX-M-235 --  

2 002 Dog A ST93 -- CTX-M-55 --  CMY-171 

3 004 Cat B2 ST131 --  --  CTX-M-235 --  

4 008 Dog B1 ST155 --  --  --  CMY-171 

5 010 Dog D ST315 -- --  --  CMY-171 

6 011 Cat B2 ST131 TEM-215 CTX-M-55 CTX-M-235 --  

7 025 Dog B1 ST767 TEM-243 --  --  CMY-171 

8 031 Dog B2 ST131 TEM-215 CTX-M-211 CTX-M-235 --  

9 032 Cat C ST617 -- --  --  CMY-171 

10 034 Dog B2 ST131 --  CTX-M-238 --  --  

11 038 Dog F ST457 --  --  --  CMY-171 

12 040 Dog B2 ST131 --  --  CTX-M-235 --  

13 042 Dog B2 ST131 --  CTX-M-238 --  --  

14 049 Dog B1 ST767 --  --  --  CMY-171 

15 050 Dog B2 ST1193 TEM-215 CTX-M-199 --  --  

16 051 Dog B2 ST372 --  --  --  CMY-171 
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Table 4. PCR detection of the bla genes in the donor and the transconjugant after 1 hr and 1 day of conjugation.  

Case no. Donor Transconjugant (1hr) Transconjugant (1day) 

001 TEM, M9 TEM, M9 TEM, M9 

002 M1, CMY-2 M1 M1, CMY-2 

004 M9 M9 M9 

008 CMY-2 --a CMY-2 

010 CMY-2 --  CMY-2 

011 TEM, M1, M9 TEM, M9 TEM, M9 

025 TEM, CMY-2 CMY-2 CMY-2 

031 TEM, M1, M9 TEM, M1, M9 TEM, M1, M9 

032 CMY-2 --  CMY-2 

034 M1 M1 M1 

038 CMY-2 CMY-2 CMY-2 

040 M9 M9 M9 

042 M1 M1 M1 

049 CMY-2 --  -- 

050 TEM, M1 TEM, M1 TEM, M1 

051 CMY-2 CMY-2 CMY-2 

a: not detected 
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Table 5. The bla genes transfer rate in the conjugation experiment. 

 

 

 

conjugation 

time 

TEM group 

(n=5) 

CTX-M-1 group 

(n=6) 

CTX-M-9 group 

(n=5) 

CMY-2 group 

(n=8) 

1 hr 80% (4/5) 83.3% (5/6) 100% (5/5) 37.5% (3/8) 

1 day 80% (4/5) 83.3% (5/6) 100% (5/5) 87.5% (7/8) 
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Figure 1. Phylogenic groups distribution of E. coli isolates in companion animals. (n=50) 
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Figure 2.  Comparison of the antimicrobial susceptibility tests of the ESBL/pAmpC producing E. coli and those E. coli that carry no 

ESBL or pAmpC genes.  

The E. coli isolates that possess only ESBL, only pAmpC, both ESBL and pAmpC, and neither of the ESBL and pAmpC genes are represented by 

different colors. The numbers adjacent to the end of the bars denote the percentage of resistance.  
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Figure 3. Minimal spanning tree of ESBL/pAmpC-producing E. coli.  

Each circle indicates one ST, subdivided into one sector for each isolate. The phylogenetic 

group is designated within the sector and each circle is bordered by the ST number. The 

numbers on the connecting line between STs within the MSTree indicate the number of 

different alleles. Solid lines represent an allele difference of three or fewer, whereas dotted 

lines and faint lines indicate an allele difference of four or more.  
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Figure 4. PCR detection of the E. coli ST131/O25b clone. 

All ST131 isolates exhibit the trpA band with the molecular size of 427 bp, whereas 

the O25b clone possesses an additional 347-bp pabB band. Three ST131 isolates 004, 

034, and 042 are confirmed to be O25b clones. M, molecular weight marker, 100 bp 

DNA ladder. 
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Figure 5. PCR detection of mcr-1 gene. 

A representative agarose gel showing PCR detection of mcr-1 gene. A 309-bp product 

would appear from an E. coli isolate that possesses the mcr-1 gene. Neither of the 

nine E. coli isolates (from 045 to 053) in this gel contains the mcr-1 gene. M, 

molecular weight marker, 100 bp DNA ladder; P, E. coli NCTC 13846 as a positive 

control; N, E. coli ATCC 25922 as a negative control.  
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Figure 6. PCR detection of the transfer of the ESBL genes from the donor E. coli 

isolate 031 to the recipient E. coli J53 strain in a conjugation test.  

Cell lysates from the donor, recipient and a transconjugant were prepared after 1 hr of 

conjugation and used as the templates in a PCR where the primers to amplify blaTEM

(972bp), blaCTX-M-1 (942bp), blaCTX-M-9 (876bp) were added. PCR products were detected 

in the donor E. coli isolate 031and the transconjugant, but not in the recipient E. coli J53 

strain. M, molecular weight marker, 100 bp DNA ladder; 1, blaTEM; 2, blaCTX-M-1; 3, 

blaCTX-M-9. 
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Figure 7. PCR detection of the transfer of the ESBL gene from the donor K. 

pneumoniae ATCC 700603 to the recipient E. coli J53 strain in a conjugation test. 

Cell lysates from the donor, recipient and a transconjugant were prepared after 1 hr of 

conjugation and used as the templates in a PCR where the primers to amplify blaSHV-18 

were added. A PCR product with the molecular weight of 819 bp was detected in the 

donor K. pneumoniae ATCC 700603 and the transconjugant, but not in the recipient E. 

coli J53 strain. M, molecular weight marker, 100 bp DNA ladder; 1, E. coli J53 strain; 2, 

K. pneumoniae ATCC 700603; 3, a transconjugant obtained from the MacConkey agar

medium supplemented with sodium azide and cefotaxime. 
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Appendix 1. Results of MLST of all ESBL/pAmpC producing E. coli isolates. (n=16) 

Case no. phylogroups adk fumC gyrB icd mdh purA recA ST type ST complex resistance type O25b 

001 B2 53 40 47 13 36 28 29 ST131 ST131 ESBLs --

002 A 6 11 4 10 7 8 6 ST93 ST168 ESBLs + pAmpC nab 

004 B2 53 40 47 13 36 28 29 ST131 ST131 ESBLs + 

008 B1 6 4 14 16 24 8 14 ST155 ST155 pAmpC na 

010 D 4 26 2 25 5 8 19 ST315 ST38 pAmpC na 

011 B2 53 40 47 13 36 28 29 ST131 ST131 ESBLs --

025 B1 6 4 4 16 24 8 104 ST767 ST155 ESBLs + pAmpC na 

031 B2 53 40 47 13 36 28 29 ST131 ST131 ESBLs --

032 C 10 11 4 8 8 13 73 ST617 ST10 pAmpC na 

034 B2 53 40 47 13 36 28 29 ST131 ST131 ESBLs + 

038 F 101 88 97 108 26 79 2 ST457 -- a pAmpC na 

040 B2 53 40 47 13 36 28 29 ST131 ST131 ESBLs --

042 B2 53 40 47 13 36 28 29 ST131 ST131 ESBLs + 

049 B1 6 4 4 16 24 8 104 ST767 ST155 pAmpC na 

050 B2 14 14 10 200 17 7 10 ST1193 ST14 ESBLs na 

051 B2 88 103 19 36 23 44 26 ST372 -- pAmpC na 
a: not detected, b: not available. 
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Appendix 2. Overview ESBL/pAmpC producing E. coli characteristics and genotypes. (n=16) 

16 out of 50 isolates resistant to 3GC. 
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