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Ｅｔｅｓｔ法检测幽门螺杆菌对３种抗生素的耐药性

高承霞　严　祥　韩　俭　王　琼

摘要：目的　了解幽门螺杆菌（犎狆）对临床常用３种抗生素的耐药性，以指导临床合理用药。方法 　收

集上消化道疾病患者胃黏膜标本，分离培养、鉴定出４２株犎狆临床菌株，采用Ｅｔｅｓｔ（Ｅｐｓｉｌｏｍｅｔｅｓｔ）方法测

定３种抗生素对犎狆菌株的最低抑菌浓度（ＭＩＣ）。结果　４２株临床分离的犎狆菌株对甲硝唑、克拉霉素、

阿莫西林的耐药率分别为６４．３％、１４．３％和０。结论　犎狆对甲硝唑耐药率高，故甲硝唑不应作为根除犎狆

感染的一线药物；犎狆对克拉霉素耐药率较高，应在药敏监测下选择使用；犎狆对阿莫西林敏感，可作为根除

犎狆感染的主要药物。
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　　幽门螺杆菌（犎狆）是微需氧的革兰阴性杆菌，

自１９８２年被发现以来，大量研究证实其感染是慢性

胃炎、消化性溃疡的重要致病因素，与胃黏膜相关

淋巴组织（ＭＡＬＴ）淋巴瘤以及胃癌等疾病的发生

亦相关。１９９４年 ＷＨＯ已将其列为胃癌的Ⅰ类致

癌因子。因此，犎狆感染的治疗越来越受到重视，并

且成为犎狆研究领域的关键。目前根除犎狆的一线

治疗首选为三联疗法（ＰＰＩ＋两种抗生素），然而，近

年来由于抗生素的广泛应用以及治疗的不规律性，

随之产生的抗生素耐药情况也日益突出；对于一线

治疗失败的患者还需采取四联疗法（ＰＰＩ＋铋剂＋

两种抗生素）为首选的补救治疗或再次治疗［１］。导

致犎狆治疗失败的原因是多方面的，但是 犎狆对抗

生素耐药是导致其根除失败的主要原因［２３］。本文

选取３种常用抗生素对犎狆临床分离株进行药敏试

验，并且对其耐药特点进行分析，以更好地了解抗

生素耐药情况，为临床合理用药提供依据。

１　材料和方法

１．１　菌株　

犎狆临床菌株４２例（兰州大学第一医院胃镜

室），患者年龄介于２１～７６（４６．２±１３．０）岁，其中男

性２３例，女性１９例，消化性溃疡患者２３例，胃炎患

者１９例。质控菌株：犎狆标准菌株ＮＣＴＣ１１６３７（中

国疾病预防控制中心传染病预防控制所）。

１．２　试剂

哥伦比亚琼脂培养基（美国ＢＤ公司）；葡萄糖

（四川科伦药业股份有限公司）；无支原体新生牛血

清（杭州四季青生物工程材料有限公司）；无菌脱纤
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维羊血（兰州大学实验动物中心）；万古霉素、两性

霉素Ｂ、甲氧苄啶（ＴＭＰ）（上海生工生物工程有限

公司）；多黏菌素（美国Ｓｉｇｍａ公司）；甲硝唑、克拉

霉素、阿莫西林的Ｅｔｅｓｔ纸条（ＡＢＢｉｏｄｉｓｋ公司）；

尿素酶试剂（福建三强生物化工有限公司）；微需氧

产气袋（日本三菱瓦斯化学株式会社）。

１．３　仪器

犎狆厌氧培养罐（ＨＰ０５０，广州海太光电生物科

技有限公司）；洁净工作台（ＳＷＣＪ２Ｆ，苏州净化设

备有限公司）；生物安全柜（ＢＭＣ１３００Ⅱ，苏州净化

设备有限公司）；电热恒温培养箱（ＤＨＰ９１６２，上海

益恒实 验 仪 器 有 限 公 司）；光 学 显 微 镜 （日 本

ＯＬＹＭＰＵＳ）；电子天平（德国ＢＰ３１０ｓｓａｒｌｏｒｉｕｓ）；立

式压力蒸汽灭菌器（ＬＤＺＸ７５ＫＢ，上海申安医疗器

械厂）；８０℃超低温冰箱（美国Ｔｈｅｒｍｏ）。

１．４　方法

１．４．１　试剂配制　（１）固体培养基配制：哥伦比亚

培养基４２．５ｇ／Ｌ，５％浓度为１０％的葡萄糖，１％选

择性抗生素，７％无菌脱纤维羊血。（２）选择性抗生素

的配制：万古霉素２５０ｍｇ／Ｌ，两性霉素Ｂ２００ｍｇ／Ｌ，

多黏菌素２２０ｍｇ／Ｌ，甲氧苄啶（ＴＭＰ）３００ｍｇ／Ｌ。

１．４．２　犎狆分离培养、鉴定及保存　于上消化道疾

病患者胃窦部用灭菌活检钳取黏膜组织一块（快速

尿素酶试验＞＋＋以上者取材）浸没于转运培养基

中，立即送实验室于哥伦比亚血琼脂培养基上划线

接种，微需氧条件（５％Ｏ２、１０％ＣＯ２ 和８５％Ｎ２），温

度为３７℃，湿度大于９５％的情况下培养３～５ｄ，肉

眼观察菌落形态，挑取可疑菌落涂片革兰染色镜

检，尿素酶、氧化酶以及触酶试验阳性可鉴定 犎狆。

将犎狆纯培养增菌后，于８０℃低温冻存。

１．４．３　药敏试验　Ｅｔｅｓｔ法是一项能够结合稀释

法和扩散法原理对细菌药敏试验进行直接定量的

技术。试纸条背面固定有预先制备的浓度呈连续

指数增长的稀释抗生素，正面标有单位为μｇ／ｍｌ的

最小抑菌浓度（ＭＩＣ）判读刻度。选取甲硝唑、克拉

霉素、阿莫西林３种抗生素的Ｅｔｅｓｔ试纸条对 犎狆

进行 ＭＩＣ的测定。

用灭菌接种环刮取纯培养４８～７２ｈ的新鲜

犎狆，充分研磨于灭菌生理盐水中，调整菌液浓度为

２×１０８ｃｆｕ／ｍｌ，用无菌棉签沾取菌液，沿管壁旋转挤

去多余水分，均匀涂布整个琼脂表面，静置，待平板

表面稍干后，取含抗生素的Ｅｔｅｓｔ试条放置于琼脂

表面（１条／９０ｍｍ平皿），无菌镊子轻压试纸条表

面，使试纸条与培养基充分接触，保证其载体上的

药物立即且有效地释放入琼脂。将培养皿放入培

养罐中，保持湿度大于９５％，温度为３７℃，微需氧环

境中培养４８～７２ｈ后观察结果，椭圆型抑菌环与试

纸条交界处的刻度即为 ＭＩＣ。

１．４．４　结果判定　参照文献
［４６］，甲硝唑 ≥８ｍｇ／Ｌ，

克拉霉素 ≥１ｍｇ／Ｌ，阿莫西林 ≥０．５ｍｇ／Ｌ判定

为耐药。

１．４．５　统计处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件，统计方法

选用χ
２ 检验，以犘＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　犎狆对抗生素耐药率的比较

甲硝唑、克拉霉素、阿莫西林的耐药率分别为

６４．３％、１４．３％和０。犎狆对甲硝唑和克拉霉素的耐

药率比较差异有统计学意义（χ
２＝２２．０１１，犘＜

０．０５）。６株对克拉霉素耐药的 犎狆菌株同时对甲

硝唑耐药。犎狆对阿莫西林敏感，故未列入统计分

析中（见表１）。

表１　犈狋犲狊狋法检测犎狆对

３种抗生素的耐药情况 ［狀＝４２，狀（％）］

抗生素

ＭＩＣ（μｇ／ｍｌ）

ＭＩＣ５０ ＭＩＣ９０

Ｒ Ｓ

甲硝唑 ８ ４８ ２７（６４．３） １５（３５．７）

克拉霉素 ０．３８０ ４ ６（１４．３） ３６（８５．７）

阿莫西林 ０．０１６ ０．１２５ ０（０） ４２（１００）

注：Ｒ，耐药；Ｓ，敏感

２．２　犎狆对抗生素耐药与患者性别的关系

犎狆对甲硝唑、克拉霉素耐药在男、女性间进行

比较，结果发现不同性别患者体内分离的 犎狆菌株

对甲硝唑和克拉霉素耐药率差异无统计学意义

（犘＞０．０５）。

２．３　犎狆对抗生素耐药与患者年龄的关系

两种抗生素的耐药情况在不同年龄段的患者

间进行比较，未见有相关性，差异无统计学意义

（犘＞０．０５）。

２．４犎狆对抗生素耐药与患者疾病类型的关系

消化性溃疡患者与胃炎患者的犎狆甲硝唑耐药

率相比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５，见表２）；两

种疾病类型患者的犎狆克拉霉素的耐药率差异亦无

统计学意义（犘＞０．０５，见表２）。
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表２　犎狆对抗生素耐药与患者疾病类型的关系（狀＝４２）

疾病类型
甲硝唑

Ｒ Ｓ 耐药率（％）

克拉霉素

Ｒ Ｓ 耐药率（％）

胃炎 １１ａ ８ ５７．９０ ３ｂ １６ １５．８０

消化性溃疡 １６ａ ７ ６９．６０ ３ｂ ２０ １３

犡２值 ０．６１７ ０．０６４

犘值 ａ犘＝０．４３２ ｂ犘＝０．８

注：Ｒ，耐药；Ｓ，敏感

３　讨论

流行病学调查显示中国一般人群的犎狆总感染

率高达５６．２２％
［７］。临床治疗犎狆感染的一线方案

中，最常用的抗生素有甲硝唑、克拉霉素、阿莫西林

等。近年来由于这些抗生素的广泛应用造成犎狆耐

药情况非常严重，并且研究发现其耐药率有逐年上

升趋势［８９］。

本研究显示，４２株犎狆临床分离株对甲硝唑耐

药率高达６４．３％，对克拉霉素耐药率为１４．３％，对

阿莫西林敏感，与国内外文献报道基本一致［１０１１］。

将犎狆临床株对甲硝唑耐药率和对克拉霉素的耐药

率进行比较，发现差异显著，有统计学意义。甲硝

唑不应用于根除犎狆感染的一线方案中，因此，标准

三联疗法中的克拉霉素和阿莫西林成为主要抗犎狆

的药物。然而，近年来研究报道，犎狆对这些药物也

出现耐药性［１２，１３］。６株对克拉霉素耐药的菌株同

时对甲硝唑耐药，说明 犎狆对克拉霉素耐药和对甲

硝唑耐药关系密切［１４］。国内外各地报道的不同性

别、年龄、疾病类型犎狆分离株对甲硝唑和克拉霉素

的耐药率各异。美国一项荟萃研究中发现女性患

者对甲硝唑及克拉霉素的耐药率明显高于男性［１５］，

而老年患者更容易对克拉霉素产生耐药性［１６］。本

次研究得出各项差异均无统计学意义，其结果的不

同可能与样本量大小、样本来源及实验条件等有关。

总之，犎狆菌株对常用抗生素耐药率较高给临

床治疗犎狆感染带来了很大的困难。如何提高治疗

效果以及如何防治菌株耐药已经成为科学研究和

临床治疗的重点。除了研发安全有效的疫苗，规范

使用抗生素，制定合理的治疗方案，展开药敏试验

等常规预防策略外，开发新的抗 犎狆的药物将是治

疗犎狆感染的又一重要手段。
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