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耐亚胺培南铜绿假单胞菌的耐药性及相关基因研究 

胥 飚 1，王东升 ，余显书 

(1．重庆医科大学附属第一医院检验科 ，重庆 400016；2．重庆市第三人民医院检验科，重庆 400010) 

【摘 要】目的：研究铜绿假单胞菌对亚胺培南的耐药机制。方法：取69株临床分离的耐亚胺培南铜绿假单胞菌(Imipenem—re— 

sistant pseudomonas aemginosa，IRPA)，经 K—B法检测耐药性；用 PCR法对铜绿假单胞菌亚胺培南耐药相关的金属酶 IMP、VIM 

基因和外膜蛋白OprD2基因等 3种主要耐药基因进行了检测与分析；结果：69株 IRPA均为多重耐药菌 ，对阿米卡星、头孢哌 

酮／舒巴坦、头孢吡肟敏感性较高；检出金属酶IMP和 VIM型金属酶基因阳性的分别有 2株(2／69，2．9％)和4株(4／69，5．8％)，外 

膜蛋白通道 OprD2基因检测为缺失的有 46株(46／69，66．7％)。结论：IRPA耐药情况严重。外膜蛋白通道 OprD2基因缺失突变 

是本组铜绿假单胞菌对亚胺培南耐药的重要机制之一。 
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【Abstract】Objective：To study the mechanisms of imipenem resistance in Pseudomonas aeruginosa．Methods：Drug resistance of 69 

isolates of imipenem—resistant Pseudomonas aeruginosa(IRPA)were tested by Kirby-Bauer disk diffusion method；IMP and VIM genes of 

metallo—B—laetamases，and outer membrane protein D2(OprD2)gene of IRPA were detected and analyzed by PeR method．Results： 

All 69 isolates were muhidrug resistant，and the sensitivity rates of AMK，CFS and FEP were highe．The positive rates for IMP gene and 

VIM gene were 2．9％(2／69)and 5．8％(4／69)，respectively．46 of 69 (66．7％ )isolates presented with deletion for OprD2 gene． 

Conclusion：The drug resistance of IRPA is a serous issue．The deletion mutation of OprD2 gene is one of important mechanisms of 

imipenem resistance in these tested P．aeruginosa isolates． 

【Key w0rds】Pseudomonas aeruginosa；Imipenem；Resistance mechanism；Gene 

对亚胺培南耐药的铜绿假单胞菌(Imipenem—re— 

sistant Pseudomonas aeruginosa，IRPA)引起的医院感 

染成为抗菌感染治疗难点之一 ，国内外研究显示，铜 

绿假单胞菌对亚胺培南的耐药率有增长的趋势l1I 2l， 

碳青霉烯类抗菌药物耐药 的机制 主要表现为产生 

8一内酰胺酶、外膜通透性降低、主动外排系统过度 

表达和作用靶位改变4种情况 。采用分子生物学 

技术研究相关耐药基因，有助于明确耐药基 因类 型 

分布，了解耐药机制，制定有效的抗菌感染治疗方 

案。本文对与亚胺培南耐药相关的 3种基因 ：金属 

酶 IMP、VIM基因和外膜蛋 白通道 OprD2基 因进行 

了检测和分析，现报道如下。 

作者介绍：胥 飚(1969一)，男，主管技师 

研究方向：细菌耐药机制研究? 

1 材料与方法 

1．1 菌株来源 

本实验所用的 69株铜绿假单胞菌菌株为重庆市 2家三 

甲医院 ICU病房患者(均住院 3 d以上)痰标本中分离到的 

耐亚胺培南铜绿假单胞菌株，所有菌株经 Microscan Walka— 

way一40全自动微生物分析仪(美国DADE公司)鉴定，标准 

质控菌株为铜绿假单胞菌ATCC27853、ATCC25922(重庆临床 

检验中心保存菌种)。 

1．2 药敏试验 

药敏纸片：亚胺培南(IMP)、美罗培南(MER)、头孢他啶 

(CAZ)、环丙沙星(CIP)、庆大霉素(GEN)、阿米卡星(AMK)、 

头孢曲松(CRO)、氨曲南(AZT)、头孢吡肟(FEP)、头孢噻肟 

(CTX)、头孢哌酮，舒巴坦(CFS)、哌拉西林／f也唑巴坦(TZP)、妥 
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布霉素(TOB)；培养基采用 MH琼脂平板 ，以上药敏纸片和 

培养基均为英国 Oxoi公司产品。药敏试验采用 Kirby—Bauer 

法检测 ，根据 2004年美 国临床实验室标准化委员会(NC— 

CI．S)文件『6]判断药敏结果。 

1．3 产 MBLs菌株的表型筛选及 MBLs的检测 

琼脂稀释法测定 69株亚胺培南耐药株的 MIC，标准质控 

菌 ATCC27853，ATCC25922，按 NCCLS标准进行实验和判断 

结果。MBLs的筛选采用表型筛选方法 。 

1．4 金属酶 IMP、VIM基因和外膜蛋白通道 OprD2基 因检 

坝d 

1．4．1 细菌处理 挑纯培养菌落置入含 100 l生理盐水的 

0．5m1离心管内离心，去上清。加 200 ng／ml蛋白酶 K溶液 2 

l混匀，56％水浴 2 h，再 95℃水浴 10 min，15 000 r／min，离 

心 1 rain，吸取上清液作为模板。以铜绿假单胞菌 ATCC27853 

菌株作为参照菌株，以蒸馏水作模版为扩增的阴性对照。 

1．4．2 引物设计 IMP、VIM基因 PCR扩增引物分别参照 

GeneBank(http：／／www．ncbi．nlm．nih．gov／)已发布的序列设计 ， 

OprD2基因引物序列参照文献[8阪计，见表 1。 

3种靶基因 PCR扩增体系均为：总反应体系20 1(其 

中模板液 5 1)，预变性温度 94％，3 min；94~C 45 s，55~C 45 S， 

70℃60 s，共 35个循环 ，取出 1O l反应液于 1．5％的琼脂糖 

凝胶中电泳，紫外透射仪下观察结果。 

表 1 PCR扩增引物序列 

2 结 果 

2．1 药敏试验结果 

69株 IRPA对 l3种抗菌药物的敏感性，见表 2。 

2．2 产MBLs菌株的表型筛选 

MBLs表型筛选结果显示 69株亚胺培南耐药 

菌中有 11株产 MBLs的表型。 

2-3 金属酶 IMP、VIM 

基因和外膜蛋白通道 OprD2基因检测结果 

69株 IRPA中检 出金属酶 IMP和 VIM 型金属 

酶基 因阳性 的分别 有 2株 (2／69，2．9％)和 4株 (4／ 

69，5．8％)，外 膜蛋 白通道 OprD2基 因检测为 阴性 

(缺失突变)的有46株(46／69，66．7％)，其中 1株为 

IMP、VIM基 因基因阳性 ，同时 OprD2基 因缺失 。3种 

基因扩增产物的电泳结果见图 1。 

3 讨 论 

铜绿假 单胞菌是一种 常见 的医院内获得性感 

染条件致病菌。该菌不仅对多种抗菌药物表现出天 

然耐药 ，还可经抗 生素诱导产生获得性耐药 。治疗 

铜绿假单胞菌感染变得十分困难。碳青霉烯类抗生 

素中的亚胺培南被认为是治疗铜绿假单胞菌最有 

效的药物之一，但随着该药的广泛应用，细菌对其 

耐药性也逐步上升，严重影响其临床应用。本文研 

究分析了一组在重庆市 2家大型综合医院 ICU病 

房分离的 IRPA耐药谱 。结果表 明 69株 IRPA均为 

表 2 69株亚耐胺培南铜绿假单胞菌的体外耐药率 
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M ． D N A M a r k e r ；1 、 2 ． O p r D 2 基 因扩 增 片段 (1 9 3 b p ) ；3 、 4 ． V I M

基 因 扩 增 片段 (5 1 0 b p ) ；5 、 6 ． I M P 基 因扩 增 片~ (5 9 4 h p )

图 1 I R P A 与 亚 胺 培 南 耐 药 相 关 的 3 种 基 因 P C R 扩 增产

物 电泳 结 果

多重 耐 药 菌 ， 其 中 A M K 敏 感 率最 高 ， 但 也 仅 为 3 0 ．4 ％ ，

对 第 3 代 头 孢 菌 素 和 酶 抑 制 剂 的 复 合 制 剂 耐 药 率

为 7 6 ． 8 ％ ～ 9 7 ． 1 ％ 。

碳 青 酶 烯 类 抗 生 素 是 一 类 高 效 广 谱 的 B 一 内 酰

胺 类 抗 菌 药 物 ， 对 革 兰 阳 性 菌 和 革 兰 阴 性 菌 、 需 氧

菌 、 厌 氧 菌 皆 有 很 强 抗 菌 活 性 ， 对 大 多 数 B 一 内 酰 胺

酶 高 度 稳 定 ， 与 青 霉 素 结 合 蛋 白 亲 和 力 强 ， 并 能 够

有 效 渗 透 细 菌 外 膜 达 到 作 用 靶 位 ， 具 杀 菌 活 性 强 大

的 特 点 。 但 随 着 广 泛 使 用 和 过 度 使 用 ， 其 耐 药 性 也

逐 渐 增 加 ， 其 中 铜 绿 假 单 胞 菌 表 达 产 生 的 碳 青 霉 烯

酶 水 解 碳 青 霉烯 类 抗 菌 药 物 是 重 要 的 耐 药 机 制 。 碳

青 霉 烯 酶 与 传 统 的 13 一 内 酰 胺 酶 不 同 ， 其 活 性 中 心 为

金 属 离 子 ， 因 此 又 称 金 属 酶 。 铜 绿 假 单 胞 菌 所 产 生

的 金 属 酶 主 要 为 获 得 性 金 属 酶 ， 分 为 两 类 ：I M P 型 和

V I M 型 ， 其 亚 型 目前 有 2 0 多 种 _9J
。 在 本 文 中两 种 型

别 均 有 检 出 ， 但 有 5 株 表 型 产 金 属 酶 的 菌 株 未 检 出

I M P
、 V I M 基 因 。 说 明 本 地 区 可 能 还 有 其 他 类 型 的 金

属 酶 基 因 存 在 。

铜 绿 假 单 胞 菌 的 外 膜 蛋 白 有 O p r C 、 O p r D 2 、 0 ．

p r E
、 O p r F 、 O p r G 、 O p r H

， 是 半 渗 透 性 的 ， 多 数 亲 水 性

小 分 子 利 用 非 特 异 性 的 通 道 渗 入 胞 质 ， 而 一 些 渗 透

不 充 分 或 渗 透 性 较 小 的 分 子 通 过 特 异 性 孑L 蛋 白 通

道 进 入 胞 质 。 碳 青 霉 烯 是 一 类 分 子 量 较 小 的 亲 水 性

13 一 内 酰 胺 类 抗 生 素 ， 对 革 兰 阴 性 菌 ( 包 括 铜 绿 假 单

胞 菌 ) 的 作 用 靶 位 是 内 膜 上 的 青 霉 素 结 合 蛋 白 一 2

( P B P 一 2 ) 与 P B P 一 3 t 。0 1
， 它 可 以 通 过 细 菌 外 膜 上 具 有

通 透 性 功 能 的 孑L 蛋 白 O p r C 、 O p r D 2
、 O p r E 扩 散 ， 但

O p r D 2 是 亚 胺 培 南 通 过 特 异 性 通 道 ， 亚 胺 培 南 进 入 胞

质 间 隙后 与 靶 位 结 合 ， 并 对 大 多 数 B 一 内酰 胺 酶 具 有

高 度 稳 定 性 ， 所 以 亚 胺 培 南 在 临 床 治 疗 中 能 取 得 良

好 疗 效 。 鉴 于 铜 绿 假 单 胞 菌 O p r D 2 基 因 突 变 除 存 在

1 2 0 4 b p 大 片 段 缺 失 外 ， 1 1 b p 小 片 段 缺 失 形 式 也 可

以 存 在 邵1
， 因 此 ， 本 文 所 用 的 上 游 引 物 3

’

端 正 好 包 涵

该 1 1 个 碱 基 ， 如 存 在 此 l l b p 的 缺 失 ， 也 表 现 出 无

P C R 产 物 扩 增 ( 检 出 为 阴 性 ) ， 即 外 膜 O p r D 2 表 达 改

变 或 缺 失 ， 抗 菌 药 物 将 不 能 进 入 细 菌 内 膜 到 达 作 用

靶 位 而 致 耐 药 。 本 研 究 中 的 6 9 株 I R P A 有 4 6 株

( 6 6 ． 7 ％ ) 检 测 发 现 O p r D 2 基 因 缺 失 突 变 ， 说 明 该 机

制 在 我 们 分 离 的 I R P A 菌 株 中对 亚 胺 培 南 耐 药 起 了

非 常 重 要 的 作 用 。 另 外 本 实 验 也 发 现 有 1 8 ( 2 6 ． 1 ％ )

株 耐 药 菌 O p r D 2 基 因 阳性 ， 且 未 检 出金 属 酶基 因 I M P 、

V I M ， 这 也 提 示 I R P A 对 亚 胺 培 南 的 耐 药 机 制 ， 除 以

上 3 种 原 因 之 外 ， 还 存 在 着 其 他 的 耐 药 机 制 ， 尚 需

要 进 一 步 研 究 分 析 。
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