
!

"

通讯作者!

!"#$%&

"

4%$

'

Q5*,.5

!'

$O//-./#-.5

#

!临床研究!

亚胺培南耐药鲍曼不动杆菌的耐药性及耐药基因型分析
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要"目的
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调查重庆医科大学附属第一医院临床分离的亚胺培南耐药鲍曼不动杆菌的耐药性特点及碳青霉烯酶基因型

和
*(0MB92

甲基化酶分析$方法
"

收集
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年
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月至
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年
,

月临床分离出耐亚胺培南的鲍曼不动杆菌菌株
)6

株!经

V%3LU",</#

S

$.3

进行细菌鉴定&药敏实验及最小抑菌浓度"

A><

#值测定'基因扩增仪"

C<B

#扩增碳青霉烯酶&

*(0MB92

甲基化

酶耐药基因及其克隆测序$结果
"

)6

株耐亚胺培南的鲍曼不动杆菌均为多重耐药表型!全部都携带
7X2"((

基因!其中
)D

株携

带有
7X2",D

基因!全部
)D

株菌都检测到
7X2",D

基因上游插入序列
>02K$&

!

6*

株菌检测到
*(0MB92

甲基化酶
$M#2

基因阳

性$结论
"

产
7X2",D

型碳青霉烯酶是鲍曼不动杆菌对亚胺培南耐药的最主要原因!其上游插入序列
>02K$&

在耐药中起重要

作用$
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鲍曼不动杆菌是革兰阴性非发酵条件菌!是医院获得性感

染的重要致病菌之一!可引起呼吸机相关性肺炎(菌血症等多

种院内感染#该菌分布广泛(生存力强(定植率高(耐药率高(

传播性强!极易造成院内感染的爆发流行#碳青霉烯类抗生素

对其有较好的抗菌活性!通常作为治疗重症鲍曼不动杆菌感染

的最后手段#随着临床碳青霉烯类抗生素的广泛应用!对其耐

药的鲍曼不动杆菌的报道日益增多!给临床治疗带来了极大困

难)

*",

*

#本研究旨在了解本院临床分离的亚胺培南耐药鲍曼不

动杆菌耐药性特点(碳青霉烯酶和
*(0MB92

甲基化酶耐药基

因型分析#

B

"

材料与方法

B-B

"

材料
"

菌株来源"收集本院
,++F

年
**

月至
,+*+

年
*

月

临床分离的非重复的(对于亚胺培南耐药的鲍曼不动杆菌

%

%#%

S

L5L#MLH%H3$532.%5L3/K$.3LMK$Q#$55%%

!

>B2:

&

)6

株#

细菌来自不同科室患者的痰(咽拭子(血液(分泌物等标本!细

菌分离培养按1全国临床检验操作规程进行2!所有菌株经

V%3LU",</#

S

$.3

%

:%/ALM%LQ4

!

=M$5.L

&全自动微生物分析仪鉴

定确认#

B-C

"

主要试剂与仪器
"

1$

g

酶(基因扩增仪%

C<B

&相关试剂

%大连
1$c$B$

公司&(限制性内切酶
2

S

$>

%美国
CM/#L

R

$

公

司&(药敏试条%法国
:%/ALM%LQ4

公司&(

V%3LU",

全自动微生物

分析仪%法国
:%/ALM%LQ4

&(

C<B

扩增仪%美国
C!

公司&(

<[!="A$

SS

LM8B

(

型脉冲场电泳仪%美国
:%/B$E

公司&#

B-D

"

方法

B-D-B

"

药敏和最小抑菌浓度%

A><

&值
"

采用
V%3LU",</#"

S

$.3

系统%

:%/ALM%LQ4

!

=M$5.L

&测定抗菌药物待测菌株的
A><

值!按照美国临床实验室标准化协会%

<;0>

&标准配合
2!0

高

级专家系统进行结果判定和分析修正#

*I

种抗菌药物分别为"亚胺培南%

>CA

&(氨苄西林%

2A

&(氨

苄西林$舒巴坦%

2A0

&(氨曲南%

2eA

&(头孢替坦%

<1!

&(头孢曲

松%

<1B

&(头孢唑啉%

<e

&(头孢吡肟等%

=!C

&(头孢他啶%

12e

&(

呋喃妥因%

=19

&(庆大霉素%

WA

&(妥布霉素%

17:

&(丁胺卡那霉

素%

29

&(环丙沙星%

<>C

&(左旋氧氟沙星%

;!V

&(甲氧苄啶$磺胺

甲恶唑%

0X1

&(哌拉西林$他唑巴坦%

1eC

&#质控菌株为大肠埃

希菌
21<<,)F,,

!铜绿假单胞菌
21<<,IJ)D

#

B-D-C

"

碳青霉烯酶基因及其插入序列的筛选
"

包括
7X2",D

组(

7X2",6

组(

7X2")*

组(

7X2")J

组(

>AC

型(

V>A

型(

>02K$&=

$

7X2",DB

!采用煮沸法提取细菌
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C<B

反应体系及反应条件参照文献)

D"(

*!引物由上海
>5N%3M/"

R

L5

公司合成#

C<B

产物在含
+-)

#

R

$

#;

溴化乙锭的
*Y

琼

脂糖凝胶上电泳!在紫外光线下观察结果!在凝胶成像系统上

成像#引物序列!见表
*

#

B-D-D

"

*(0MB92

甲基化酶耐药基因筛选
"

C<B

扩增
6

种主

要的
*(0MB92

甲 基 化 酶 耐 药 基 因 %

$M#2

(

M#32

(

M#3:

(

M#3<

&!由上海
>5N%3M/

R

L5

公司合成引物#引物合成(反应体系

及反应条件参照文献)

I"*+

*#引物序列!见表
*

#

表
*

""

C<B

引物序列

引物 序列%

)Z"DZ

&

预计目的

片段长度%

K

S

&

7X2",D;%UL =

"

W21W1W1<212W1211<W1<W1 *+)J

B

"

1<2<22<22<12222W<2<1W1

7X2",6;%UL =

"

WW112W11WW<<<<<11222 ,6(

B

"

2W11W2W<W2222WWWW211

7X2")*;%UL =

"

1221W<111W21<WW<<11W D)D

B

"

1WW211W<2<11<21<11WW

7X2")J;%UL =

"

22W1211WWWW<11W1W<1W )FF

B

"

<<<<1<1W<W<1<12<212

>02K$& =

"

22<W211W<W2W<21< *+,+

7X2",D"&%UL B

"

W1<22<<2W<<<2<11

>AC =

"

<21WW111WW1WW11<11W1 6JJ

B

"

2122111WW<WW2<111WW<

V>A =

"

211WW1<12111W2<<W<W1< IJ+

B

"

1W<12<1<22<W2<1W2W<W

$M#2 =

"

2WW11W111<<2111<1W2W )F+

B

"

1<1<11<<211<<<11<1<<

M#32 =

"

<12W<W1<<21<<111<<1< (D)

B

"

111W<11<<21W<<<11W<<

M#3: =

"

WW2211<<2121W22<21<2 I)D

"

2<W21W<<<1

B

"

<<W<1<W2W1<<211<1111

"

1121<22W12

M#3< =

"

<2W<<1<<W1222W221W 6,J

B

"

<W22W22W122<2W<<222W

B-D-E

"

基因测序
"

C<B

扩增阳性产物经纯化并送重庆医科

大学感染病学重点实验室测序!结果在网上
WL5:$5U

基因库

中比对确定#

C

"

结
""

果

C-B

"

亚胺培南耐药鲍曼不动杆菌的耐药性
"

)6

株亚胺培南

耐药菌株均表现为多重耐药!其中
,*

株为全部耐药!其余菌株

对青霉素类(广谱头孢菌素类(单酰胺类(碳青霉烯类(氨基糖

苷类和喹诺酮类抗生素也都表现为高度耐药#亚胺培南(头孢

菌素类(氨曲南等
*++Y

耐药!氨苄西林$舒巴坦(妥布霉素(丁

胺卡那霉素等其它药物耐药率也几乎都在
F+Y

以上!见表
,

#

C-C

"

碳青霉烯酶编码基因
C<B

扩增结果
"

)6

株亚胺培南耐

药的鲍曼不动杆菌中
7X2",D

引物扩增阳性
)D

株!序列分析

证实为
7X2",D

基因%

WL5:$5U

登录号"

<C++**J,

&!

7X2")*

引物扩增均阳性!序列分析证实为
7X2"((

基因%

WL5:$5U

登

录号"

Ŵ F*6FF*

&!

>02K$&=

$

7X2",DB

基因%

WL5:$5U

登录号"

8̂ F,D6IJ

&#

C<B

结果见图
*

#各株菌均未检测到
7X2",6

(

7X2")J

碳青霉烯酶基因!也没有检测到
>AC

(

V>A

型金属酶

基因#

表
,

""

亚胺培南耐药鲍曼不动杆菌对

"

抗菌药物的耐药率$

Y

'

药物 耐药 中敏 敏感

2A *++-+ +-+ +-+

2A0 F,-( I-6 +-+

2eA *++-+ +-+ +-+

<1! *++-+ +-+ +-+

<1B *++-+ +-+ +-+

<e *++-+ +-+ +-+

=!C *++-+ +-+ +-+

12e *++-+ +-+ +-+

<>C *++-+ +-+ +-+

;!V IF-( ,+-6 +-+

0X1 *++-+ +-+ +-+

>CA *++-+ +-+ +-+

WA F+-I +-+ F-D

17: J(-I +-+ *D-D

1eC FJ-+ +-+ ,-+

=19 *++-+ +-+ +-+

29 F,-( +-+ I-6

C-D

"

*(0MB92

甲基化酶基因
C<B

扩增结果
"

)6

株亚胺培

南耐药的鲍曼不动杆菌中扩增到
$M#2

基因阳性的菌株有
6*

株!皆对测定的
)

种氨基糖苷类抗生素耐药#

C<B

扩增产物

测序与
WL5:$5U

上
$M#2

的序列比对完全一样%

WL5:$5U

登录

号"

Wf6DI,*6

&#其余
D

种
*(0MB92

甲基化酶基因
M#32

(

M#3:

(

M#3<

引物扩增均为阴性#

C<B

结果见图
*

#

""

A

为
892

相对分子质量
A$MULM

'

0*

(

0,

菌株为
7X2",D

阳性条

带'

0D

(

06

为
7X2"((

阳性条带'

0)

(

0(

为
$M#2

阳性条带'

0I

(

0J

为

7X2",D

$

>02K$&

阳性条带#

图
*

""

C<B

扩增结果

D

"

讨
""

论

碳青霉烯类抗生素有广谱的抗菌活性!尤其是能抵抗革兰

阴性菌产生的超广谱
/

"

内酰胺酶%

!0:;0

&和头孢菌素酶

%

2#

S

<

&的水解!而被作为最后的治疗手段广泛应用于临床不

动杆菌重症感染的治疗#但碳青霉烯类耐药鲍曼不动杆菌的

*DJ,
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出现!就意味着对现有的常用广谱抗菌药物均耐药!出现泛耐

株%

S

$5"MLH%H3$5.LC8B2

&

)

**

*

#

C8B2

引起的感染(爆发流行!

常无药可用!病死率高#本院鲍曼不动杆菌对亚胺培南的耐药

率由
,++)

年的
,-(Y

上升至
,++J

年的
,)-)Y

!耐药率明显增

加!而同期本院对碳青霉烯类抗生素人均使用量由
,++)

年的

+-+I6

R

上升至
,++J

年的
+-*F

R

!使用量大量增加!表明耐药

性增加与近年来临床上大量使用碳青霉烯类抗生素密切相关#

应严格限制碳青霉烯类抗生素的使用以有效控制耐药性增长#

本组细菌主要来自各科室的重症监护室!这可能与患者本身免

疫力低!各种手术(介入治疗等侵入性操作有关#医护人员勤

洗手(严格无菌操作(对感染或定植患者的及时发现和隔离等

对控制流行十分重要#

大量研究显示!鲍曼不动杆菌对碳青霉烯类抗生素耐药的

分子机制可能涉及外膜孔蛋白的缺失(外排泵的过度表达(青

霉素结合蛋白的改变!而最重要的是碳青霉烯酶的产生#目前

鲍曼不动杆菌中已发现的碳青霉烯酶主要有
:

类%

V>A

(

>AC

&

金属酶和
8

类酶%即
7X2

酶&!

:

类金属酶水解碳青霉烯的活

力较强'

8

类酶只有微弱水解亚氨培南的能力!其耐药性的介

导常合并外膜通透性的降低和$或外排泵的激活#

本研究
C<B

扩增(产物测序比对!表明本组细菌均携带

K&$7X2"((

基因!

)D

株菌产
K&$7X2",D

型碳青霉烯酶!这与学

者
?$5

R

)

*,

*报道的
K&$7X2",D

型碳青霉烯酶是介导我国鲍曼

不动杆菌对亚氨培南耐药最主要的基因型基本一致#未检测

到
K&$7X2",6

$

")J

型碳青霉烯酶和
>AC

(

V>A

金属酶基因#

K&$7X2",D

组基因阳性的菌株上游都携带插入序列
>02K$&

#

>02K$&

可能与
7X2

类碳青霉烯酶编码基因的同源重组以及

表达调控有关#

*(0MB92

甲基化酶最早是在产生氨基糖苷类抗生素的

微生物体中发现!欧洲和日本学者先后在一系列肠杆菌中发现

该种基因#它能使氨基糖苷类抗生素的作用靶位甲基化!药物

无法结合到细菌
*(0MB92

!而导致高水平的氨基糖苷类耐

药#研究表明
*(0MB92

甲基化酶大多位于可结合质粒以及

整合子(转座子中!造成这些耐药基因在临床致病菌不同种属

间传播!全球性的流行越来越引起关注)

*D

*

#

$M#2

(

M#32

(

M#3:

(

M#3<

是目前发现的
6

种主要的
*(0MB92

甲基化酶基

因)

I"F

*

#本研究发现本组亚胺培南耐药的鲍曼不动杆菌都是多

重耐药菌株!且对所有氨基糖苷类药物耐药率都在
J)Y

以上#

)6

株亚胺培南耐药的鲍曼不动杆菌中筛选到
6*

株菌携带
$M"

#2

基因!阳性率高达
I(Y

!远高于其他国家和地区#说明
$M"

#2*(0MB92

甲基化酶基因在本院临床分离的亚胺培南耐药

鲍曼不动杆菌中普遍存在!其介导的全部氨基糖苷类药物高水

平耐药!使原本多重耐药问题变得更加严峻!甚至出现泛耐株!

使临床治疗陷入困境#因此应合理使用抗生素!加强实验室对

临床细菌耐药的监控!主张联合治疗)

*6

*

!防止多重耐药菌株的

播散!预防医院感染的爆发#
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