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多重耐药大肠埃希菌的基因分型及耐药分析
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　　摘　要：目的　探讨分离自该院患者临床标本的２４株多重耐药大肠埃希菌的基因分型、耐药情况及在院内科室的分布情况，

为临床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）对筛选出多重耐药的大肠埃希菌进行基因分型。结果　２４株多重耐药大肠埃希菌分为Ａ型和

Ｂ２型两个基因型，来源于呼吸科的为１０株，泌尿外科６株，ＩＣＵ５株（Ｂ２型３株），血液肿瘤科３株（Ｂ２型１株）。药敏试验显示４

株Ｂ２型大肠埃希菌对头孢西丁、头孢他啶、阿米卡星、替卡西林＋克拉维酸等全部耐药。２４株大肠埃希菌对阿莫西林、头孢噻

吩、庆大霉素、替卡西林、哌拉西林的耐药率均达７０％以上。结论　Ｂ２型大肠埃希菌表现为多重耐药性，致病性强，并且主要分布

在ＩＣＵ及血液肿瘤科中，应该根据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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　　大肠埃希菌在临床分离的革兰阴性杆菌中居于首位，其感

染类型呈多样化，感染部位也较广泛，且耐药机制种类繁多变

化迅速，其中产β内酰胺酶是其对β内酰胺类抗菌药物耐药的

主要机制［１］。超广谱β内酰胺酶能够水解广谱青霉、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

抗菌药物及酶抑制剂（如克托维酸等）敏感。产ＥＳＢＬ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［２］，

将本院分离的２４株多重耐药的大肠埃希菌进行基因分析，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　２４株多重耐药的大肠埃希菌分离自２０１３年

１～１２月本院患者的痰液、血液、尿液等标本，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　仪器与试剂　菌种的鉴定及药敏分析采用西门子 Ｗａｌｋ

９６全自动微生物分析系统及配套试剂。美国 ＢｉｏＲａｄ公司

ＰＴＣ２２０型聚合酶链反应仪；ＢｉｏＲａｄＧｅｌＤｏｃＸＲＳｙｓｔｅｍ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种大肠埃希菌的常见的

抗菌药物组合进行耐药谱分析，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

标准（ＣＬＳＩ２０１３）。

１．３．２　大肠埃希菌株的ＤＮＡ提取　按提取要求和程序步骤

进行提取。

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）聚合酶链反应

（ＰＣＲ）对目标菌株进行分析，引物序列具体信息见表１。ＰＣＲ

产物跑琼脂糖凝胶电泳，通过凝胶成像系统观察电泳结果并拍

照记录成像。
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１．３．４　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［３］，大肠埃希菌分为 Ａ，

Ｂ１，Ｂ２和Ｄ型。

表１　　ＰＣＲ引物信息

检测基因 引物名称 引物序列（５′～３′）

犮犺狌犃 ＣｈｕＡ．１ ＧＡＣＧＡＡＣＣＡＡＣＧＧＴＣＡＧＧＡＴ

ＣｈｕＡ．２ ＴＧＣＣＧＣＣＡＧＴＡＣＣＡＡＡＧＡＣＡ

犢犼犪犃 ＹｊａＡ．１ ＴＧＡＡＧＴＧＴＣＡＧＧＡＧＡＣＧＣＴＧ

ＹｊａＡ．２ ＡＴＧＧＡＧＡＡＴＧＣＧＴＴＣＣＴＣＡＡＣ

ＴＳＰＥ４．Ｃ２ ＴｓｐＥ４Ｃ２．１ ＧＡＧＴＡＡＴＧＴＣＧＧＧＧＣＡＴＴＣＡ

ＴｓｐＥ４Ｃ２．２ ＣＧＣＧＣＣＡＡＣＡＡＡＧＴＡＴＴＡＣＧ

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。

２　结　　果

２．１　ＤＮＡ同源性分析结果　２４株大肠埃希菌共分为２种类

型，其中２０株为Ａ型，４株为Ｂ２型，未见其他基因型。

２．２　根据基因分型，对分离菌株在临床科室中的分布情况进

行统计，结果显示分别分布于呼吸科１０株，泌尿外科６株，综

合ＩＣＵ５株（Ｂ２型３株），血液科３株（Ｂ２型１株）。

２．３　药敏试验　２４株大肠埃希菌株对抗菌药物的耐药情况，

见表２。４株Ｂ２型大肠埃希菌对阿莫西林、头孢呋辛、哌拉西

林、替卡西林全部耐药，对其他抗菌药物表现为普遍耐药，但对

亚胺培南敏感。

表２　　２４株大肠埃希菌株对抗菌药物的耐药谱（％）

抗菌药物
２４株大肠埃希菌株

敏感（Ｓ） 中介（Ｉ） 耐药（Ｒ）

阿莫西林 １１．８ ８．８ ７９．４

头孢西丁 ６４．７ ８．８ ２６．５

头孢他啶 ５９．０ ２．６ ２８．２

头孢噻吩 １７．６ ７３．５ ９１．２

庆大霉素 ３５．９ ２．６ ５１．３

环丙沙星 ３５．９ ５３．８ ８９．７

替卡西林 １７．９ １０．３ ７１．８

替卡西林＋克拉维酸 ４０．８ １０．２ ４９．０

妥布霉素 ４３．６ １０．２ ４６．２

头孢呋辛 ４１．２ ８．８ ５０．０

哌拉西林 １７．９ １０．３ ７１．８

奈替米星 ５８．８ ８．８ ３２．４

哌拉西林／他唑巴坦 ７９．５ １０．２ １０．３

头孢吡肟３代 ５１．３ ７．７ ３０．８

美罗培南 １００．０ ０．０ ０．０

阿莫西林＋棒酸 ５０．０ ３５．３ １４．９

头孢噻肟／３代 ５０．０ ５．９ ４４．１

阿米卡星 ７４．４ １０．６ １５．０

复方磺胺甲唑 ３５．９ １０．３ ５３．８

亚胺培南 １００．０ ０．０ ０．０

３　讨　　论

大肠埃希菌是临床引起感染的革兰阴性杆菌中常见致病

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［４］。

其中，常见的耐药机制是通过产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。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基因型分布

情况对临床使用抗菌药物有指导意义。

分析结果显示，检出的２４株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＋棒酸、阿

米卡星等药物的敏感性高。４株Ｂ２型大肠埃希菌对阿莫西

林、头孢呋辛、哌拉西林、替卡西林全部耐药，对其他抗菌药物

表现为普遍耐药，与文献［６］相符。检出的大肠埃希菌均未发

现对亚胺培南或美罗培南耐药。在检出的４株致病性较强的

Ｂ２型大肠埃希菌主要分布于ＩＣＵ与血液肿瘤科，其引起的感

染病情较重，治疗也较为困难，应该引起相关临床科室的重视。

引起这种情况可能是这些科室的抗菌药物不合理使用使大肠

埃希菌基因更容易发生突变，需要做进一步的调查研究。

大肠埃希菌表现的多重耐药是多种耐药机制共同作用的

结果，与细菌染色体基因发生突变及耐药基因水平传播有着重

要的联系［７９］。大肠埃希菌的多重耐药情况与其基因型密切相

关，因此向医生提供患者感染多重耐药的大肠埃希菌的基因分

型信息具有指导意义，可以更加有效地控制感染，避免抗菌药

物的滥用，降低治疗经济成本。
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