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大肠埃希菌属于肠杆菌科#为革兰阴性短杆菌#属于条件

致病菌#是临床上常见的细菌感染之一'近年来#随着
&

5

内酰

胺类*氨基糖苷类*喹诺酮类等抗菌药物在临床上广泛应用*不

合理使用以及滥用#导致细菌出现了不同程度的耐药#甚至出

现了交叉耐药和多重耐药的特点(

.

)
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类整合子在大肠埃希

菌中广泛存在#整合子相关耐药基因在该菌耐药性的形成和播

散中发挥重要作用(

@
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'近年来研究发现大肠埃希菌耐药情况

严重#尤其是产
S<OV2

酶菌株更突出(

)
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'本研究对临床分离

的
?.

株大肠埃希菌进行耐药分析*

S<OV2

鉴定和
(

类整合子

遗传标记检测#并探讨其相关性#现报道如下'
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材料与方法
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材料
!

实验菌株!
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株大肠埃希菌临床分离株$不含同

一病例相同部位重复分离株%来自泸州医学院附属医院
@--?

年
.-

月至
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年
.-

月期间感染大肠埃希菌的患者'其中呼

吸道感染
@C

例#泌尿系统感染
.=

例#外科切口感染
.,

例#全

身感染
=

例#其他
@

例&全部菌株均重新经
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系统$
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#法国%鉴定确认'标准菌株!大肠埃希菌
04**

@EC@@

#购自国家临床检验中心'

A>B

!

方法

A>B>A

!

药物敏感试验
!

采用美国全国临床检验标准委员会

$

&**V<

%推荐的纸片扩散法$

+5O

法%进行临床常用
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类
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种
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%抗菌药物的敏感性检测#并根据
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要求进行敏感性判断'

A>B>B
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S<OV2

鉴定
!

初步筛选试验!选用头孢噻肟*头孢他

啶*氨曲南*头孢曲松药敏纸片$杭州天和微生物试剂公司%对

?.

株大肠埃希菌进行产
S<OV2

筛选试验#凡头孢他啶的抑菌

环直径小于或等于
@@KK

#头孢曲松小于或等于
@EKK

#氨曲

南或头孢噻肟小于或等于
@?KK

#则提示为可疑产
S<OV2

菌

株'纸片确认试验!将初筛可疑产
S<OV2

菌株同时用头孢他

啶和头孢他啶加克拉维酸*头孢噻肟和头孢噻肟加克拉维酸作

药敏试验#对任何一组药物#加克拉维酸前后抑菌环直径相差

大于或等于
EKK

可确认为产
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菌株'
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技术检测基因
!

采用
O1;2

'
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细菌基因组
!&0

试剂盒$上海生工生物技术公司%提取大肠埃希菌
!&0

'根据

(

类整合子遗传标记
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设计引物$上海生工生物技

术公司提供%'上游引物基因序列
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!
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&下游引物基因序列
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以提取的大肠埃希菌
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为反应模板进行
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扩增'

所有
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反应体系均为
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扩增条件!
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预变性
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变性
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退火
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?@^
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#共
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个循环#然后
?@^

延伸
EK19

'将

扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳*紫外线检测仪观察结果#并将

扩增产物送至上海生工生物技术公司进行基因测序'
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统计学处理
!

所有实验结果均采用
<6<<.)>-

录入建立

数据库并行统计分析#统计方法采用
.

@ 检验'当
4

$

.

或
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时用确切概率法计算
!

值&若
.
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$
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且
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时用连续

校正法处理'

B

!

结
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果

B>A
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药物敏感试验结果
!
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株临床分离的大肠埃希菌对
(

种抗生素耐药情况分别为!左氧氟沙星
,E

株*环丙沙星
E.

株*

头孢噻肟
,,

株*头孢西丁
C

株*链霉素
,.

株*阿米卡星
(

株'

其中耐药率最高为环丙沙星
?@>=(A

#最低为阿米卡星

=>E?A

'不同耐药模式中以耐多药最多为
,E

株$

(,>@CA

%#全

敏最少为
?

株$

C>=(A
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B>B

!

S<OV2

鉴定结果
!

产
S<OV2

酶表型筛选试验初步筛出

EE

株$

??>,(A

%#可疑产
S<OV2

菌株'通过进一步确认试验在

E=

株疑产
S<OV2

菌株中共检出产
S<OV2

菌
)E

株$

,C>)-A
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B>C

!

大肠埃希菌中整合子遗传标记基因的
6*/

法检测情况

B>C>A

!

整合子遗传标记在不同耐药模式中检出结果见表
.

'

表
.

!!

各种耐药模式中整合子遗传标记基因阳性率比较

耐药模式 阳性菌株 阴性菌株 总
!

值 拆分
!

值

多耐药$

,E

%

,- E

!

.

[->@=)

双耐药$

=
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( @ ->-@,

!

@

[->---

单耐药$

..

%

@ C

!

)
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!!

注!

!

表示不同耐药模式中整合子遗传标记检出率的比较#

!

.

表

示多耐药和双耐药比较#

!

@

表示多耐药与单耐药比较#

!

)

表示双耐药

与单耐药比较'
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!

整合子遗传标志在产
S<OV2

酶菌株中检出结果
!

见

表
@

'

表
@

!!

产
S<OV2

酶大肠埃希菌不同耐药模式中

!

整合子遗传标记检出情况

耐药模式 阳性菌株 阴性菌株 总
!

值 拆分
!

值

多耐药$

@(

%

@- (

!

.

[->,,@

双耐药$

,

%

@ @ ->--@

!

@

[->--C

单耐药$

E

%

- E

!

)

[->E(C

!!

注!

!

表示产
S<OV2

酶大肠埃希菌不同耐药模式中整合子遗传标

记检出率的比较#

!

.

表示多耐药和双耐药的比较#

!

@

表示多耐药和单

耐药的比较#

!

)

表示双耐药和单耐药的比较'

B>C>C

!

整合子遗传标记在非产
S<OV2

酶大肠埃希菌中检出

结果
!

见表
)

'

表
)

!!

非产
S<OV2

酶菌株不同耐药模式中整

!

合子遗传标记基因阳性率的比较

耐药模式 阳性菌株 阴性菌株
!

值

多耐药$

.C

%

., E ->-=-

双耐药$

,

%

@ @

单耐药$

(

%
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B>D

!

整合子遗传标记
P

%IS

#

2J#.

电泳图片和基因测序结果

!

将本实验中
(

类整合子遗传标记$

P

%IS

#

2J#.

%

6*/

扩增产

物序列测序后的基因在
OV0<4

上进行比对发现与基因库中

已登陆的基因相同#整合子遗传标记
P

%IS

#

2J#.

电泳图见

图
.

'

!!

W

!

W%8N"

&

.

*

@

*

)

!样本孔#当扩增产物位于
)--:

'

时表示
P

%IS

#

2J#.

阳性'

图
.

!!

整合子遗传标记
P

%IS

#

2J#.

电泳图

C

!

讨
!!

论

本研究中菌株对左氧氟沙星*环丙沙星*头孢噻肟*链霉素

耐药情况严重#尤其是在多耐药模式中更为突出#以
*4eg

VZS

"

*T6g<

模式常见'但对头孢西丁和阿米卡星仍有较高

的敏感性#这与头孢西丁对
&

5

内酰胺酶高度稳定#阿米卡星对

氨基糖苷类钝化酶稳定的抗菌作用特点有关'

大肠埃希菌产
S<OV2

在不同国家的检出有明显差异#如

土耳其大肠埃希菌的
S<OV2

发生率仅为
.@A

(

)

)

&而国内近
E

年大肠埃希菌产
S<OV2

菌株检出率从
,(>-A

上升至
()>,A

#

呈逐年增高的趋势(

E

)

'

*4e5W

$以高度水解头孢噻肟为特征

已
B9

为国内外流行最广的
S<OV2

(

(

)

%'本研究中大肠埃希菌

S<OV2

检出率为
,C>)-A

$

)(

株%#与文献所报道基本一致'

基因盒
5

整合子系统多见于革兰阴性杆菌#以肠杆菌*铜绿

假单胞菌为主#是细菌尤其是革兰阴性菌多重耐药快速发展的

重要原因(

?

)

'依据整合酶基因序列的不同#将整合子分为
(

类#亦有文献报道为
=

类(

=

)

#目前报道较多的仅有
,

类'

(!

*

类整合子已被证明与细菌耐药性有关#为耐药整合子#其中

第
(

*

)

类整合子是最常见捕获和表达耐药基因的整合子(

C

)

'

近年来#国外大量文献报道整合子可介导病原体各种药基因获

得整合子病原菌可表现为多药耐药(

.-5.)

)

'

j%IS

#

.52J#.

是
(

类整合子的遗传标记#实质是
P

%IS

#

.

基因和
2J#.

基因组成

的重叠基因#位于
(

类整合子
)]

保守区'

!%3K"9

等(

.,

)研究提

示!

(

种不同肠杆菌中
T

类整合子基因具有较高的检出率#整

合子遗传标记以
2J#.

常见#

2J#.

和
2J#@

的重叠显现明显'有

学者对血培养中的大肠埃希菌进行研究发现#几乎有一半菌株

中整合子及
<J#

基因阳性#其中以经典类整合子
P

%IS

#

.52J#.

最多'

本研究结果提示#

(

类整合子在大肠埃希菌中有高的检出

率$

?=>E?A

%#与文献报道相近'实验结果提示!大肠埃希菌产

S<OV2

酶且整合子阳性者#出现耐药概率比单纯携带整合子

或者产
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