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大肠埃希菌
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的携带情况及药敏分析
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摘
!

要"目的
!

调查产
0)1H=

大肠埃希菌的耐药基因型别分布情况!并对其药敏结果进行分析%方法
!

对临床收集到的
##%

株大肠埃希菌进行常见的
:

种
0)1H=

基因
*2O

扩增!产物利用变性高效液相色谱法进行检测%结果
!

!0,

型的总检出率最

高!并且
:&c

以上携带两种以上耐药基因%药敏结果提示!碳青酶烯类抗生素表现
"''c

敏感%结论
!

本研究的调查结果与国内

统计资料基本符合!但也表现出一定差异%

关键词"色谱法!高效液相#

!

埃希氏菌属#

!

微生物敏感性实验
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病原菌对
%

/

内酰胺类抗生素的耐药机制主要是由细菌产

生能够水解该类抗生素的
%

/

内酰胺酶所引起$

#'

世纪
9'

年

代#

"

种被称为超广谱
%

/

内酰胺酶!

Eh@E>BEB=

J

E-@PAI

%

/GL-@L/

IL=E=

#

0)1H=

"的新型
%

/

内酰胺酶在希腊被首先发现#该酶是

由质粒编码具有水解多种
%

/

内酰胺类抗生素的能力$随着临

床
%

/

内酰胺类抗生素的广泛应用#

0)1H=

所引起的耐药性#特

别是肠杆菌科细菌感染引起的#在全球范围内都有传播#目前

已知的
0)1H=

型别已超过
7''

种#大多数是由于基因的点突

变引起)

"

*

$大肠埃希菌是临床十分常见的致病菌之一#同时也

是携带
0)1H=

耐药基因比较普遍的
"

种致病菌$由于其可同

时携带多种耐药基因而且相应耐药基因常发生突变#因此具有

广泛的耐药性$来自于欧洲的统计资料显示#大肠埃希菌的

0)1H=

检出率约
8$9c

#在美国的检出率约
:$'c

)

#/&

*

$目前#

临床对
0)1H=

的检测主要还是依照美国
2H)K

推荐的
X/1

双

纸片协同实验或
0/@E=@

方法#由于方法简单易行#因此被广为

采用)

7

*

$但是上述方法依赖于培养过程#所以耗时过长#而且

不能区分型别$随着分子生物学技术的发展#特别是基因体外

扩增技术的不断成熟#

*2O

技术也被大量用于进行
0)1H=

基

因的检测$由于在进行
*2O

扩增时可以针对不同
0)1H=

基

因设计不同的引物#扩增产物可根据片段长度的差异等特征进

行区分#所以基于
*2O

技术的
0)1H=

基因检测能达到分型的

目的#十分适合于流行病学调查$虽然借助
*2O

技术能够一

定程度上缩短检测周期#但是传统的电泳检测或杂交分析技术

对
*2O

产物的检测并不十分经济#因此如能在产物检测方面

引入更加经济有效的手段将对推动该方面的研究具有重要意

义$变性高效液相色谱法!

3Z*H2

"是近年建立并迅速发展起

来的
"

种新型基因突变筛查技术#它具有检测通量高%灵敏度

和特异性好%易于自动化%检测片段长度范围广%相对价廉等优

点)

(/:

*

'其还可实现快速检测已知和未知突变$因此#本文将利

用
3Z*H2

对来自大肠埃希菌的
0)1H=

耐药基因扩增产物进

行分析#以了解其携带情况#并结合药敏实验结果对大肠埃希

菌的耐药情况进行分析#现报道如下$
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!

材料与方法

A$A

!

菌株和试剂
!

#''9

年
7

月至
#'"'

年
&

月从本院
K2̂

病

房分离的临床标本中获得
#%%

株产
0)1H=

大肠埃希菌$其中

血标本
&#

份#尿液标本
"#%

份#痰标本
"'8

份#伤口分泌物
8

份$全部按照
2H)K

推荐的
X/1

双纸片协同实验进行初筛#判

断为
0)1H=

阳性$大肠埃希菌!

+!22#(8##

"和肺炎克雷伯菌

!

+!22%'':'&

"作为
0)1H=

阴性和阳性质控菌株#抗生素敏感

实验也同样按照
2H)K

标准的
X/1

双纸片协同实验进行操作$

纸片均为英国
\e\K3

公司产品$质粒提取试剂盒和
*2O

试

剂盒均购自
!LXLOL

大连公司$
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:

种常见
0)1H=

基因特异

性引物由
!LXLOL

大连公司合成#用于聚合酶链反应!

*2O

"#

对应产物片段长度分别是
"'%7
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$将每株菌扩增出的
:

种产物各取
7

#

H

#混合到同一管

中进行
3Z*H2

检测$醋酸三乙铵!

!0++

"缓冲液为
!PL>=/

R
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#

K>-

产品$

3Z*H2

缓冲液(缓冲溶液
+

为
('IH

!0++

#

#('

#

H

乙腈#定容至
"'''IH

'缓冲溶液
1

为
('IH

!0++

#

#('IH

乙腈#定容至
"'''IH

$
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!

仪器及参数
!

*2O

仪!

fE>+I

J

#%''

#美国
+1K

公司"'变

性高效液相色谱仪!美国环球基因公司"$

3Z*H2

仪器检测

参数如下(洗脱梯度
!5'I<>
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#

'c1

保持
'$(I<>

$接着用

(:c1

平衡柱子
"I<>

$流速
'$8IH

&

I<>

#温度
('i

$检测

波长为
#9'>I

$

B

!

结
!!

果

典型的
:

种
0)1H=

基因产物的
3Z*H2

色谱图#见图
"

$对

##%

株产
0)1H=

大肠埃希菌的
*2O

产物进行
3Z*H2

检测结果

显示#超过
:&c

的菌株同时携带多个耐药基因#见表
"

$对临床

常用的
#&

种抗生素的药敏实验结果见表
#

#除碳青酶烯类抗生

,

&(

,

国际检验医学杂志
#'""

年
"

月第
&#

卷第
"

期
!
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素表现为
"''c

敏感外#其余抗生素均有不同程度的耐药$
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F
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1

型$

图
"
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:

种
*2O

产物片段的典型色谱图

表
"

!!

各基因型的检出情况

型别
*

检出率!
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表
#

!!

抗生素敏感性实验结果

抗生素 敏感!

*

" 敏感性!

c

"

头孢唑啉
' '$''

头孢呋辛
' '$''

头孢噻肟
% &$'9

头孢曲松
: #$:7

头孢他啶
:9 #8$8:

头孢哌酮
' '$''

头孢吡肟
(% #($""

头孢西丁
":% %&$(%

哌拉西林
' '$''

美洛培南
##% "''$''

亚胺培南
##% "''$''

氨曲南
78 #"$(8

庆大霉素
(7 #&$%8

阿米卡星
"&9 :'$%8

环丙沙星
8 &$8:

左旋氧氟沙星
"& ($%&

复方新诺明
"& ($%&

四环素
"% %$78

头孢哌酮&舒巴坦
"&( (8$7%

氨苄西林&舒巴坦
"& ($%&

阿莫西林&克拉维酸
:8 &'$7'

替卡西林&克拉维酸
#& "'$"&

哌拉西林&他唑巴坦
"98 9&$#:

C

!

讨
!!

论

国内外资料显示#肠杆菌科细菌中的
0)1H=

携带常见于

肺炎克雷伯菌和大肠埃希菌#从遗传特征看#现今流行的
0)/

1H=

大多源于
!0,/"

%

!0,/#

和
)Z /̀"

型的突变)

8

*

$据统

计#目前全球范围内至少已经报道了
7''

多种
0)1H=

$其中

!0,

型最多#其次为
)Z`

型#另外还包括
2!e/,

%

*0O

%

f0)

%

10)

%

)*\

%

\e]

型等$不同国家和地区在流行趋势上也

有显著差别#欧洲的西班牙主要流行
2!e/,/8

型#英国则以

2!e/,/"(

型为主#美洲的加拿大为
2!e/,/"

和
2!e/,/8

型#美国则多见
!0,

和
)Z`

型)

"'/"#

*

$国内对相关流行型别

的报道差异较大#作者的研究结果显示#

!0,

型的
0)1H=

在

所研究的
##%

株大肠埃希菌中占绝对优势#

2!e

型次之#此结

果与国内部分报道较为类似)

"&/"7

*

$但
)Z`

型的检出率要高

于前两者#很可能是不同医院或不同病区的流行趋势差异所导

致$从药物敏感性实验结果可以看出#碳青酶烯类抗生素仍然

是较好的一线抗
0)1H=

菌感染的药物#多数无酶抑制剂的
%

/

内酰胺类抗生素对产
0)1H=

的大肠埃希菌抗菌效果不佳$根

据美国
2H)K

的建议#产
0)1H=

的菌株应避免使用青霉素类%

头孢菌素类$本文的药敏结果完全证实了上述建议的可靠性$

与传统的琼脂糖凝胶电泳和毛细管电泳法相比#本实验采

用的
*2O

扩增产物检测方法在
":I<>

内就可实现对应片段

的检测#具有省时%不需要特殊试剂的优点$下一步工作将要

利用
3Z*H2

#分析每种基因是否存在变异#相关研究工作正

在进行中$
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有生物膜生长的细菌应联合使用抗生素#因感染了细菌并形成

生物膜的组织即使扩大抗生素剂量多倍也难以治愈)

"(

*

$在传

统检测方法力所不及的情况下#

*W+VK)Z

技术可弥补其不

足$联合采用
*W+VK)Z

和
2H),

无论对理论研究还是常规

微生物检测#均是
"

种大有潜力的诊断工具$这种工具可用于

快速检测慢性伤口生物膜中细菌#也可用于评价慢性伤口抗生

素治疗后的效果评估$

G

!

存在的问题与展望

长期以来#大量的研究放在浮游细菌上#却忽视了作为细

胞群体存在的细菌生物膜研究$显然#以浮游细菌为检测对象

建立起来的实验室检测方法已无法满足检测慢性伤口生物膜

中细菌的需要$

*W+VK)Z

技术作为
"

种准确%快速的检测技

术#对实验室的设置条件要求不高$商品化的试剂盒可从公司

购买!

D@@

J

(&&

QQQ$LBNL>Bh$-?I

"$若自行设计探针#也可从

专业公司订购!

D@@

J

(&&

QQQ$

J

L>L

R

E>E$-?I

"$相对于
3W+

探

针#

*W+

探针的文献报道和数据库还不多#

*W+VK)Z

技术真

正应用于临床还需一段时间$而且#

*W+VK)Z

技术不能检测

细菌的耐药基因$如今#美国
+BNL>3h

公司虽已推出了直接

从标本中检测
IE-+

基因和
NL>+

&

1

等其他耐药基因的试剂

盒#但这些试剂盒还仅限于阳性血培养中细菌的快速鉴定与耐

药基因检测)

":/"%

*

$在不久的将来#随着
*W+

探针荧光原位杂

交技术的普及和更多探针的设计#

*W+VK)Z

技术必将成为慢

性伤口生物膜中细菌研究和检测的利器$
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