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ＩＣＵ分离的大肠埃希菌基因分型及耐药分析
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　　摘　要：目的　探讨珠海市人民医院ＩＣＵ患者分离的３０例多重耐药的大肠埃希菌的耐药及基因分型情况，为ＩＣＵ患者合理

使用抗菌药物提供依据。方法　通过 ＭＩＣ法分析大肠埃希菌对抗菌药物的敏感性，采用肠杆菌科基因间重复性一致序列

（ＥＲＩＣ）聚合酶链反应（ＰＣＲ）对药敏实验筛选出多重耐药的大肠埃希菌进行基因分型。结果　ＩＣＵ共分离３０株菌种，分为Ａ型

和Ｂ２型两个基因型，分别在痰液分离１６株（Ｂ２型５株），血液９株（Ｂ２型７株），肺灌洗液３株，尿液２株（Ｂ２型１株）。药敏结果

显示Ｂ２型１３株，对阿莫西林、头孢呋辛、哌拉西林、替卡西林的耐药率均达９０％以上。Ａ型１７株，对阿莫西林、头孢噻吩、庆大

霉素、替卡西林、哌拉西林的耐药率达均达７０％以上，Ｂ２型的多重耐药率高于Ａ型。结论　Ｂ２型菌株表现为多重耐药性且致病

性强，主要分布在血液标本中，应该根据ＩＣＵ患者感染不同基因型的大肠埃希菌来合理调整抗菌药物的使用。
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　　大肠埃希菌是临床分离的最常见的革兰阴性菌之一，也是

ＩＣＵ分离的常见主要的致病菌。由于疾病本身或长期使用抗

菌药物和免疫功能低下，ＩＣＵ患者容易导致并发感染的发生。

超广谱β内酰胺酶是由质粒介导的耐药酶，能够水解广谱青霉

素、第３代头孢菌素及单环菌素的β内酰胺酶，但对于头霉素、

碳青霉烯类抗菌药物及抑制剂敏感。产超广谱β内酰胺酶

（ＥＳＢＬｓ）的肠杆菌科的耐药问题是当前全球最重要的医院内

耐药问题之一［１］，将珠海市人民医院ＩＣＵ科分离的３０株大肠

埃希菌进行基因分析及药敏测试，本文结合基因及耐药的情

况，向临床合理使用抗菌药物提供更有效的建议。

１　材料与方法

１．１　菌株来源及鉴定　３０株多重耐药的大肠埃希菌分离于

２０１３年１～１２月珠海市人民医院ＩＣＵ住院患者，其中男性２１

例，年龄３０～８１岁，平均５２．１岁，女性９例，年龄３２～７９岁，

平均５０．１岁，患者均疾病病程较重。标本来源于痰液、血液、

肺灌洗液、尿液，保存于无菌容器内送检。菌种的鉴定采用西

门子 Ｗａｌｋ９６全自动微生物分析系统及配套试剂。标准质控

菌株采用大肠埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２，铜绿假单胞菌ＡＴＣＣ２７８５３

和金黄色葡萄球菌ＡＴＣＣ２５９２３。

１．２　仪器　西门子 Ｗａｌｋ９６全自动微生物分析系统；美国

ＢｉｏＲａｄ公司ＰＴＣ２２０型聚合酶链反应仪；ＢｉｏＲａｄＧｅｌＤｏｃＸＲ

Ｓｙｓｔｅｍ凝胶成像系统；北京市六一仪器厂ＤＹｙ１０Ｃ电泳仪。

１．３　方法

１．３．１　药敏试验　通过 ＭＩＣ法对２０种大肠埃希菌的抗菌药

物组合进行耐药谱的分析，采用ＣＬＳＩ推荐的头孢哌酮舒巴坦

纸片筛选法补充检测大肠埃希菌产ＥＳＢＬｓ菌株。药物敏感性

试验操作及结果判读参照美国临床实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）

２０１３年标准。

１．３．２　大肠埃希菌株的ＤＮＡ提取　（１）取细菌样品０．５ｍＬ

于无菌离心管中，８０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ。（２）弃上清液。沉

淀物中加入１ｍＬＰＢＳ缓冲液，漩涡震荡使沉淀重新悬浮。

（３）重新悬浮的细菌悬液８０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ。（４）弃上清

·３１０２·国际检验医学杂志２０１４年８月第３５卷第１５期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ａｕｇｕｓｔ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１５

 基金项目：广东省科技厅资助科研基金资助项目（２０１２Ｂ０３１８０００２４）。　作者简介：黄琳，女，主管检验技师，主要从事肝炎病毒基因扩增

及临床微生物检验方向研究。



液。沉淀物中加入５００μＬＴＥ缓冲液，漩涡震荡使之重新悬

浮。（５）加入３０μＬ１０％ＳＤＳ，混匀，６５℃水浴１ｈ（期间每１０

ｍｉｎ轻轻混匀１次）。（６）加入１００μＬ５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，充分混

匀，再加入７０μＬＣＴＡＢ／ＮａＣｌ溶液，混匀后６５℃水浴１０ｍｉｎ

（期间每３ｍｉｎ轻轻混匀１次）。（７）加入等体积酚／氯仿／异戊

醇轻轻颠倒混匀，１３５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。（８）将上清转移

至一只新的离心管中，加入等体积氯仿／异戊醇，轻轻颠倒混

匀，１３５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。（９）将上清转移至一只新的离

心管中，加入０．６倍体积异丙醇，轻轻颠倒混匀，－２０℃放置

０．５ｈ沉淀ＤＮＡ，１３５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。（１０）弃上清，加

入１ｍＬ７５％乙醇洗涤ＤＮＡ沉淀，１３５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。

（１１）弃上清，在超净工作台中稍加干燥，加入２０μＬＴＥ缓冲

液，溶解ＤＮＡ沉淀。（１２）ＤＮＡ溶液置于－２０℃冰箱中保存。

１．３．３　ＰＣＲ多重反应　参照Ｏｌｉｖｉｅｒ提取ＤＮＡ的方法，采用

肠杆菌科基因间重复性一致序列（ＥＲＩＣ）ＰＣＲ对目标菌株的３

个不同ＤＮＡ片段进行扩增分析，ＰＣＲ反应体系和ＰＣＲ反应

条件见表１（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

引物序列具体信息见表２。

表２　　ＰＣＲ引物信息

检测基因 引物名称 引物序列（３′～５′）

ｃｈｕＡ ＣｈｕＡ．１ ＧＡＣＧＡＡＣＣＡＡＣＧＧＴＣＡＧＧＡＴ

ＣｈｕＡ．２ ＴＧＣＣＧＣＣＡＧＴＡＣＣＡＡＡＧＡＣＡ

ｙｊａＡ ＹｊａＡ．１ ＴＧＡＡＧＴＧＴＣＡＧＧＡＧＡＣＧＣＴＧ

ＹｊａＡ．２ ＡＴＧＧＡＧＡＡＴＧＣＧＴＴＣＣＴＣＡＡＣ

ａｎａｎｏｎｙｍｏｕｓＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔｄｅｓｉｇｎａｔｅｄＴＳＰＥ４．Ｃ２ ＴｓｐＥ４Ｃ２．１ ＧＡＧＴＡＡＴＧＴＣＧＧＧＧＣＡＴＴＣＡ

ＴｓｐＥ４Ｃ２．２ ＣＧＣＧＣＣＡＡＣＡＡＡＧＴＡＴＴＡＣＧ

１．３．４　电泳结果　见图１。

　　Ｍ：ＤＮＡ标记物；１～３０：菌株编号。

图１　　ＰＣＲ产物凝胶电泳图

１．３．５　基因分型　依据据扩增产物的电泳结果，通过树型分

枝分型法来判断大肠埃希菌的分型［２］，大肠埃希菌分为 Ａ，

Ｂ１，Ｂ２和Ｄ型。见图２（见《国际检验医学杂志》网站主页“论

文附件”）

１．４　统计学处理　利用 ＷＨＯＮＥＴ５．６对收集的大肠埃希菌

的药敏结果进行处理，利用ＳＰＳＳ１８．０对收集到的计数资料进

行χ
２ 检验以及多因素分析等。以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　ＤＮＡ同源性分析及分离菌株分布　３０株大肠埃希菌共

分为２种类型，其中１７株为 Ａ型，１３株为Ｂ２型，未见其他基

因型。根据基因分型对分离菌株在标本来源中的分布进行统

计，结果显示分别在痰液分离１６株（Ｂ２型５株），血液９株（Ｂ２

型７株），肺灌洗液３株，尿液２株（Ｂ２型１株）。

２．２　药敏结果　见表３。

表３　　３０株大肠埃希菌株耐药率比较（％）

抗菌药物
Ａ型（狀＝１７）

敏感 中介 耐药

Ｂ２型（狀＝１３）

敏感 中介 耐药

阿莫西林 １１．８ ８．８ ７９．４ ８．８ １．２ ９０．０

头孢西丁 ６４．７ ８．８ ２６．５ ８．８ １１．２ ８０．０

头孢他啶 ５９．０ ２．６ ３８．４ ７．７ ２．６ ８９．７

头孢噻吩 １７．６ ７３．５ ７４．９ ８．８ ８．８ ８２．４

庆大霉素 ３５．９ ２．６ ６１．５ １０．３ ０．０ ８９．７

环丙氟哌酸 ６．５ １３．８ ７９．７ １０．３ １０．３ ７９．４

替卡西林 １７．９ １０．３ ７１．８ ２．６ ４．７ ９２．７

替卡西林＋克拉维酸 ３０．８ １０．２ ５９．０ ５．１ ５．１ ８９．８

妥布霉素 ４３．６ １０．２ ４６．２ １０．３ ０．０ ８９．７

头孢呋辛 ４１．２ ８．８ ５０．０ ５．９ ２．９ ９１．２

哌拉西林 １７．９ １０．３ ７１．８ ２．６ ５．７ ９１．７

奈替米星 ５８．８ ８．８ ３２．４ ８．８ ９．７ ８１．５

哌拉西林／他唑巴坦 ７９．５ １０．２ １０．３ １０．３ １０．６ ７９．１

头孢吡肟３代 ５１．３ ７．７ ４１．０ ７．７ １２．６ ７９．７
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续表３　　３０株大肠埃希菌株耐药率比较（％）

抗菌药物
Ａ型（狀＝１７）

敏感 中介 耐药

Ｂ２型（狀＝１３）

敏感 中介 耐药

美罗培南 １００．０ ０．０ ０．０ １００．０ ０．０ ０．０

阿莫西林＋克拉维酸 ５０．０ ３５．１ １４．９ ８．８ １０．０ ８１．２

头孢噻肟／３代 ５０．０ ５．９ ４４．１ ５．９ ２．９ ９１．２

阿米卡星 ７４．４ １０．２ １５．４ １０．３ １０．６ ７９．１

复方磺胺甲唑 ３５．９ １０．３ ５３．８ ７．７ ２．６ ８９．７

亚胺培南 １００．０ ０．０ ０．０ １００．０ ０．０ ０．０

　　：犘＜０．０５，与Ａ型耐药比较。

３　讨　　论

ＩＣＵ患者由于疾病本身或长期使用抗菌药物，导致机体免

疫系统功能低下，容易受到病原微生物的侵袭，临床治疗难度

大，特别侵入性的医疗行为更是增加引起血液方面感染的风

险，是引起死亡的重要原因，在ＩＣＵ患者常见感染的革兰阴性

杆菌中，大肠埃希菌是最常见致病菌之一，主要有产生灭活抗

菌药物的酶、改变药物的作用靶位、减少药物的摄取吸收及最

新发现的质粒介导的耐药性等［３］。在众多的耐药机制中，以β

内酰胺类抗菌药物耐药为主，其主要机制是通过产β内酰胺酶

对该类抗菌药物产生水解作用，使产酶在β内酰胺类抗菌药物

存在的条件下不能生存［４］。随着临床对抗菌药物的广泛使用，

各个地区出现不同程度的耐药情况，特别是不同基因型的大肠

埃希菌的多重耐药情况并不一样［５］。了解本院大肠埃希菌的

多重耐药情况对临床抗菌药物的使用有指导意义，因此对本院

ＩＣＵ分离的３０株阿莫西林耐药大肠埃希菌进行耐药分析及基

因分型。

分析结果显示，检出的１７株 Ａ型大肠埃希菌对阿莫西

林、头孢噻吩、庆大霉素、替卡西林、哌拉西林的耐药率达７０％

以上，对头孢西丁、头孢他啶、哌拉西林／他唑巴坦、阿莫西林＋

克拉维酸、阿米卡星等药物的敏感性高。１３株Ｂ２型大肠埃希

菌对阿莫西林、头孢呋辛、哌拉西林、替卡西林的耐药率均达

９０％以上，对其他抗菌药物的耐药率普遍高，与文献相符
［６］。

检出的大肠埃希菌均未发现对亚胺培南及美罗培南耐药。在

检出的１３株致病性较强的Ｂ２型大肠埃希菌主要分布于血液，

其引起的血液感染常常病情较重，治疗也较为困难，应该引起

临床的足够重视。目前引起这种情况的是患者血液中复杂的

抗菌药物种类及浓度使大肠埃希菌基因更容易发生突变，还是

ＩＣＵ病区Ｂ２型的大肠埃希菌通过侵入性医疗行为引起患者

菌血症，需要进一步的调查研究。

大肠埃希菌出现多重耐药的表现不止是多种耐药机制共

同作用的结果，更与细菌染色体基因发生突变，耐药基因水平

传播有着重要的联系［７１０］，不同基因型的大肠埃希菌的泛耐药

和多重耐药的情况不一致，给临床控制感染造成困难，因此为

医生提供ＩＣＵ患者感染多重耐药的大肠埃希菌的基因分型信

息，能提供更加有价值的参考意见，避免抗菌药物的滥用，降低

治疗经济成本，同时更加有效地控制感染。
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