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耐碳青霉烯铜绿假单胞菌耐药表型及基因型分析
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"

要"目的
"

了解深圳福田人民医院铜绿假单胞菌对碳青霉烯类抗生素的耐药机制!为临床合理使用抗生素提供参考依

据'方法
"

用
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试剂条检测铜绿假单胞菌对哌拉西林&头孢他啶&亚胺培南&美罗培南&庆大霉素&妥布霉素&环丙沙星
(

种抗

生素的最小抑菌浓度!用三维实验对产
+D

B

-

&

dM-

酶菌株的耐药表型进行确认!金属酶的表型确证实验则采用
LT,+

双纸片扩

散法'用
M-\

方法检测
8B

;

!

&

TE2U!

&

TE2U"

&

E2&U!

&

>&2

&

S&!

及
J

;

=A(

个基因型!并分析表型和基因型之间的关系!质粒

接合实验用来证实耐药基因的传播性'结果
"

"*

例铜绿假单胞菌均为多重耐药菌株!且对亚胺培南&美罗培南及庆大霉素耐药

率最高!

#

种药物最小抑菌浓度分别为
#"

&

#"

&

"%'

!

:

(

DN

'

"'

株携带有
8B

;

!

基因的铜绿假单胞菌仅有
%

株为持续高表达菌株!

!5

株金属酶阳性菌中有
!%

株与
TE2U"

基因型检测一致!其余
#

株
TE2U"

基因型阴性!并有
!

株为
TE2U"

基因型阳性但金属酶

阴性'

"*

株中检测出
5

株携带
J

;

=A

基因!外膜蛋白缺失率为
("Z

"

"!

(

"*

%!其余基因型均阴性'结论
"

该院铜绿假单胞菌耐碳

青霉烯类抗生素的耐药机制主要为产金属酶及外膜蛋白缺失!碳青霉烯类抗生素的不合理使用将加剧该类药物的耐药性'

关键词"铜绿假单胞菌$

"

碳青霉烯类$

"

耐药性$

"

基因型
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碳青霉烯类抗生素常被认为是治疗多重耐药革兰阴性杆

菌感染的最后一道防线#也是目前临床上治疗多重耐药铜绿假

单胞菌感染较为有效的药物(

!

)

#但是随着该类药物在临床上的

广泛使用#其耐药性问题也日渐凸显#

_6@98?

等(

"

)报道在波多

黎医疗中心医院#铜绿假单胞菌对亚胺培南的耐药率高达

$'&*Z

*目前#耐碳青霉烯铜绿假单胞菌已是一个全球性问

题#铜绿假单胞菌耐碳青霉烯类抗生素的机制主要有产生碳青

霉烯酶'金属酶'外膜蛋白缺失'主动外排泵等(

#4$

)

#为了解铜绿

假单胞菌对碳青霉烯类抗生素的耐药机制#为临床合理使用抗

生素提供参考依据#本文在基因水平上对碳青霉烯几种水解酶

及外膜蛋白进行分析#现报道如下*

?

"

材料与方法

?&?

"

材料
"

从深圳市福田人民医院
"))%

年
5

月至
"))(

年
*

月收集的铜绿假单胞菌临床分离株保存菌种中挑选出对碳青

霉烯类抗生素$亚胺培南和"或美罗培南&表现不敏感的菌株#

所有菌株均经法国生物梅里埃公司细菌鉴定系统鉴定到种*

质控菌株!大肠杆菌
+,--"%*""

'铜绿假单胞菌
+,--"(5%#

*

?&@

"

方法

?&@&?

"

最小抑菌浓度$

./-

&的测定
"

用
L49829

法检测耐碳青

霉烯铜绿假单胞菌对哌拉西林'头孢他啶'亚胺培南'美罗培

南'庆大霉素'妥布霉素'环丙沙星
(

种抗生素的
./-

#严格遵

守临床实验室标准化协会$

-N[/

&相关操作规程*

+

%)#!

+

国际检验医学杂志
")!"

年
'

月第
##

卷第
!!

期
"

/39PN;=.8E

!

PG38")!"

!

O6@&##

!

K6&!!



?&@&@

"

酶表型确证实验
"

根据参考文献的方法(

%

)

#分别对

+D

B

-

酶'金属酶及
dM-

酶进行表型确证实验#其中
+D

B

-

酶

及
dM-

酶确证实验均采用三维实验#酶粗提液采用反复冻融

法#

+D

B

-

酶确证采用的纸片为头孢西丁#

dM-

酶确证采用的

纸片为亚胺培南#

#%R

培养过夜后若在画线处有大肠埃希菌

的矢状生长则视为
+D

B

-

酶或
dM-

酶阳性*金属酶表型确

证实验采用
LT,+

双纸片扩散法#严格遵守药敏实验操作规

程#加
LT,+

的亚胺培南或美罗培南纸片抑菌圈直径比不加

LT,+

的大
(DD

或
(DD

以上#则为金属酶阳性*

?&@&A

"

几种耐药基因的
M-\

检测及
TK+

测序
"

对
8B

;

!

'

TE2U!

'

TE2U"

'

E2&U!

'

>&2

'

S&!

及
J

;

=A

几种耐药基因进

行
M-\

检测#并用
TK+

测序进行比对#

M-\

引物见表
!

*

表
!

""

几种耐药基因的
M-\

引物

基因 上游引物$

%b4#b

& 下游引物$

%b4#b

& 产物长度$

=

B

&

8B

;

! ,]]-]-,]-++--,+-+-+]]+ --]-,-]]-+,,]]]+,+] !($

E2&U! ,+-]]-,+++]+,+-,]++ ,++--]--,]-,-,++,], $*!

>&2U! ----+-,+-]+++]---+-+ ,---]-++-]+]-++-++ $%*

J

;

=A -]]-]+-+,-+]-++-+-- -,]]-]]+,+-]]++-]+-+] $#!

S&! ],+,-]--],-,+],,-,]- ]],-],],,,---,,,+]-- !($

TE2U! -+],-,--+-]-+-,,,-+ ]-+-++--+--],+,+]-+- "'5

TE2U" ,--]+-+],-+]-]+++, ]-+]-+--+]]+,+]++]+ $#%

?&@&B

"

质粒接合实验
"

根据文献(

'

)方法进行改良*将铜绿

假单胞菌供体菌和大肠埃希菌
+,--"%*""

受体菌制成
)&%

个麦氏单位的菌悬液#将供体菌和受体菌加入
!DNNY

液体

培养基中#混匀#

#%R

孵育
!<

#将混合菌悬液接种到含
!)

!

:

"

DN

头孢他啶的麦康凯选择平板上#并用灭菌水代替铜绿假单

胞菌同上述操作分别在含
!)

!

:

"

DN

头孢他啶的麦康凯选择

平板和不含抗生素的麦康凯平板上画线做空白对照和阳性对

照#大肠杆菌
+,--"%*""

分别做空白及阳性对照#

#%R

培养

"$

"

$5<

#挑取单个粉红色菌落转种在含
!)

!

:

"

DN

头孢他啶

的麦康凯选择平板上#

#%R

过夜培养#菌株经
+,YLI

B

?822163

细菌鉴定仪
+M//T#"]K

鉴定试条鉴定后提取细菌总
TK+

进行
M-\

确证*

@

"

结
""

果

@&?

"

菌株来源
"

本实验从
!!*

株铜绿假单胞菌中检测出
"*

株$

"$&$Z

&对碳青霉烯类抗生素$亚胺培南和"或美罗培南&表

现不敏感的分离株#这
"*

株耐碳青霉烯铜绿假单胞菌中有

5*&(Z

$

"'

"

"*

&来源于痰标本#来自分泌物'膀胱尿液及粪便标

本各
!

株#患者平均年龄为
%)

岁*

@&@

"

./-

测定结果
"

"*

株铜绿假单胞菌均为多重耐药菌株#

且对亚胺培南'美罗培南及庆大霉素耐药率最高#均为
5*&(Z

#

哌拉西林居第
"

位#耐药率为
(%&*Z

#以下依次是妥布霉素'

环丙沙星及头孢他啶#耐药率分别为
("&$Z

'

'*&)Z

和

$$&*Z

*哌拉西林
./-

最高达到
"%'

!

:

"

DN

#亚胺培南'美罗

培南及环丙沙星
./-

最高达到
#"

!

:

"

DN

#庆大霉素'头孢他

啶
./-

最高达到
"%'

!

:

"

DN

#妥布霉素
./-

最高达
!)"$

!

:

"

DN

*

@&A

"

酶表型确认实验结果
"

通过头孢西丁三维实验证实有
%

株为
+D

B

-

酶持续高表达菌株#而金属酶表型确证实验的结

果表明有
!5

株为金属酶阳性菌株#

dM-

酶确证实验均显示为

阴性*

@&B

"

基因型检测及
T+K

测序结果
"

8B

;

!

阳性菌株
"'

株#

携带率为
5*Z

#

TE2U"

阳性菌株
!'

株#携带率
%%Z

#

J

;

=A

阳

性
5

株#外膜蛋白缺失率为
("Z

$

"!

"

"*

&#其余基因均阴性#其

中有
'

株携带有
TE2U"

基因并且外膜蛋白缺失#尚有
$

株检

测出
J

;

=A

且没有携带
TE2U"

*通过
TK+

测序并进行

YN+[,

比对发现
8B

;

!

基因与登录号为
+Y"!!!"'&!

的同源

性达
**Z

#

TE2U"

基因与登录号为
LV'$%#')&!

的同源性达

!))Z

#与登录号为
LV'*#*$(&!

的同源性达
**Z

#

J

;

=A

基因

与登录号为
'̀#!%"&!

的同源性达
**Z

*

@&N

"

质粒接合实验结果
"

本研究挑选了
%

株携带
TE2

基因

且金属酶表型确证实验均阳性的菌株作为质粒接合实验的供

体菌#经与受体菌按比例共同培养
"$

"

$5<

后#仅有
!

株证实

为接合子*

A

"

讨
""

论

本研究中亚胺培南和"或美罗培南表现不敏感的菌株有

"*

株$

"$&$Z

&#明显高于
];@82

等(

(

)的报道$

!%Z

&#这可能与

标本的来源及区域有关#这
"*

株铜绿假单胞菌中
5*&(Z

来自

老年患者的痰标本#抗生素的不合理使用及长期的药物选择压

力使得这些细菌极易产生获得性耐药*笔者同时对
+D

B

-

酶'金属酶'

dM-

酶表型及其基因型进行了检测#结果表明
"'

株携带有
8B

;

!

基因的铜绿假单胞菌中仅有
%

株为持续高表

达菌株#这提示在本院
+D

B

-

酶虽不是碳青霉烯耐药的主要

机制#但是碳青霉烯类抗生素的不合理使用必然将对铜绿假单

胞菌耐碳青霉烯类抗生素的现状雪上加霜*在
!5

株金属酶阳

性的菌株中有
!%

株与
TE2U"

基因检测一致#

#

株确证实验阳

性但
TE2U"

基因阴性#尚有
!

株
TE2U"

基因阳性但确证实验

阴性#这提示有其他金属
$

4

内酰胺酶存在#尚需进一步研究*

还有
!

株
TE2U"

基因型阳性但确证实验阴性#这可能与酶活

性降低或消失和酶表达量较低有关*通过基因的检测分析还

发现有
!'

株携带
TE2U"

基因#

5

株携带
J

;

=A

基因#外膜蛋白

缺失率为
("Z

$

"!

"

"*

&#其余基因型均阴性#其中有
'

株携带

有
TE2U"

基因并且外膜蛋白缺失#这说明本院铜绿假单胞菌

耐碳青霉烯类抗生素的机制主要为产金属酶及外膜蛋白缺失#

并且部分菌株同时存在这
"

种耐药机制#本研究还发现有
$

株

检测出
J

;

=A

且没有携带
TE2U"

#这说明铜绿假单胞菌还存在

其他耐碳青霉烯机制*金属酶编码基因存在于染色体或质粒

整合子的转位子上#提示该类酶基因可在革兰阴性菌中水平传

播*笔者用质粒接合实验验证这一结论#结果有
!

株成功获得

接合子#这表明本院检测出的金属酶编码基因具有一定的传播

性#由于其既可能存在于可结合质粒上#也可存在于非结合质

粒上#还可能以整合子的形式存在于染色体上#因此检测出携

带有金属酶耐药基因的菌株应引起临床及医院感染管理的足

+

')#!

+
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年
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!!

期
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够重视*

dM-

酶是近年出现的一种新的碳青霉烯水解酶#该

酶能水解碳青霉烯类'哌拉西林'头孢菌素和氨曲南#酶抑制剂

能抑制其活性#

dM-

酶最先从肺炎克雷伯菌中分离出来#在欧

美国家较为流行(

5

)

#本研究中基因型及表型均没有检测出

dM-

酶*

全国医院感染监测系统报告显示
!**5

"

"))"

年对亚胺培

南耐药的铜绿假单胞菌增加了
!%Z

#有研究报道减少亚胺培

南的使用并降低其暴露率能使健康人对亚胺培南的敏感性从

5#Z

提高到
*%Z

#使患者对亚胺培南的敏感性从
'%Z

提高到

5#Z

(

*

)

#这表明限制并减少碳青霉烯类抗生素的使用将是改善

其耐药性问题的有效方法*
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页&

重视*本研究
!*'

例
-+

患者中#

")

岁以下者
$

例#

()

岁以上

者
"

例$包括
!

例
()

岁的患者&#

')

岁以上者
!"

例#

")

"

')

岁

者
!5)

例#占患者总数的
*!&5$Z

$

!5)

"

!*'

&%提示肛门及肛管

-+

主要发生于性活跃的群体%肛门及肛管
-+

往往容易复发#

这与
-+

治疗后#其周围皮肤中仍然存在
QMO

有关(

*

)

*本研

究
!*'

例肛门及肛管
-+

患者只有
!##

例检出
QMO

阳性#有

'#

例为
QMO

阴性#这说明
'#

例
QMO

阴性的
-+

患者中存在

着两种情况#一是
QMO

阴性的
-+

中可能存在着
QMO'

'

!!

'

$"

'

$#

'

$$

型以外的型别#提示试剂厂家应开发出符合中国
-+

感染谱的低危型别的
QMO

检测试剂#二是
QMO

阴性的
-+

在组织形态学上非常像
-+

#但实际上又不是
QMO

引起的病

变#也就是说很可能是一种假性湿疣*本研究的
!*'

例肛门及

肛管
-+

患者中没有检测到
$"

'

$#

'

$$

型
QMO

#提示
$"

'

$#

'

$$

型
QMO

不是引起南京地区肛门及肛管
-+

病变的型别*本研

究采用的高通量
QMO

分型检测技术不但能对细胞#也能对组

织标本进行检测#不但能对新鲜标本进行实时研究#而且还可

对石蜡组织进行回顾性研究#是
QMO

分型检测的一种快捷'

实用'高通量的检测方法#值得推广*

总之#对直肠'肛门及肛管的
QMO

感染的研究才刚刚开

始#还有许多的问题需要研究者去探索和发现*由于
QMO

是

人类良'恶性肿瘤的重要诱因#值得研究者对其进行多中心大

样本量的基因研究#为肛门直肠恶性肿瘤的防治提供科学的依

据(

5

#

!)4!"

)

*

参考文献

(

!

)

\;2;1P&

阿克曼外科病理学$上卷&(

.

)

&

回允中#译
&*

版
&

北京!北

京大学医学出版社#

"))'

!

5%'45(!&

(

"

) 范文生#李亚里#杨怡卓#等
&

基因芯片技术检测宫颈病变中
QMO

感染的临床研究(

P

)

&

中华医院感染学杂志#

"))*

#

!*

$

(

&!

($%4($(&

(

#

) 毕蕙#赵健#陈锐#等
&

宫颈上皮内瘤变患者人乳头状瘤病毒感染

亚型的分布差异(

P

)

&

中国实用妇女与产科杂志#

")!)

#

"'

$

'

&!

#'(4

#()&

(

$

) 耿建祥#王旭波
&

人乳头瘤病毒检测及其临床应用(

.

)

&

北京!人

民卫生出版社#

"))*

!

!$$4"#)&

(

%

) 王建英#范明明#吴效科#等
&

人乳头状瘤病毒感染及端粒酶

<,L\,

表达与宫颈癌关系的研究进展(

P

)

&

医学研究生学报#

"))5

#

"!

$

!"

&!

!#"!4!#"$&

(

'

) 李海#邓志勇#张阳#等
&

人乳头瘤病毒在阴茎鳞癌组织中的表达

及意义(

P

)

&

现代实用医学#

")!)

#

""

$

*

&!

#*!4#*#&

(

(

) 兰建云#邵伟伟#袁苏娟#等
&

外耳道乳头状瘤中的人乳头瘤病毒

检测及其临床意义(

P

)

&

医学研究生学报#

")!)

#

"#

$

$

&!

#*!4#*#&

(

5

) 张金浩#耿建祥#吴?岚#等
&

结直肠肿瘤中
QMO

感染的基因分析

(

P

)

&

医学研究生学报#

")!!

#

"$

$

"

&!

!%$4!%(&

(

*

) 赵敏#张万宏#董汉生#等
&

尖锐湿疣复发危险因素分析(

P

)

&

中国

皮肤性病学杂志#

")!)

#

"$

$

$

&!

##(4##*&

(

!)

)

M;

B

;>6329;39136GQ,

#

N88+P

#

[1DD;3

:

-N

#

89;@&[>?88313

:

D89<6E2

A6?<1

:

<4

:

?;E8E

C

2

B

@;21;13

B

;918392F19<;3;@>63E

C

@6D;

(

P

)

&P[G?

:

\82

#

"))%

#

!"(

$

!

&!

54!#&

(

!!

)

]1G@1;36+\

#

,6?96@8?64NG3;]

#

V8??8?L

#

89;@&L

B

1E8D16@6

:C

6A

<GD;3

B

;

B

1@@6D;71?G213A8>916313D83

#

>;3>8?269<8?9<;3>8?71>;@

;3E=831

:

3>63E1916332

(

P

)

&O;>>138

#

"))5

#

"'

$

!

&!

!(4"5&

(

!"

)

P1;3

:

M

#

N1GP

#

f83

:

`

#

89;@&+226>1;91636A,M%#>6E63("

B

6@

C

4

D6?

B

<12DF19<>8?71>;@>;3>8??12J13-<13828F6D83

(

P

)

&-;3>8?

]8389-

C

96

:

83839

#

")!)

#

!*(

$

"

&!

!($4!(5&

$收稿日期!

")!!4)54)5

&

+

()#!

+

国际检验医学杂志
")!"

年
'

月第
##

卷第
!!

期
"

/39PN;=.8E

!

PG38")!"

!

O6@&##

!

K6&!!




