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【摘要j 目的 了解临床分离耐亚胺培南铜绿假单胞菌(imipenem—resistant琢e酷面mon∞伽r聪彰一

凡osn，IMPRPA)的耐药特征，探讨该菌产金属p一内酰胺酶及其相关基因VIM一2埘抗菌药物耐药性的影

响。方法 收集3年临床分离的铜绿假单胞菌(风e“domonm粥r“每noso，PA)共1426株，采用MIC法测

定抗生素耐药性；用复合纸片法筛查IMPRPA产金属p一内酰胺酶的菌株；聚合酶链反应(polvmerase

chain reaction，PCR)法对金属酶相关基因VIM一2进行检测并测序确定。采用SPSS 11．5统计软件对数

据进行统计学分析。结果 1426株PA中，IMPRPA为910株(63，8％)，非IMPRPA为516株(36．2％)；

IMPRPA对12种抗生素的耐药率除四环素外，均显著高于非IMPRPA，差异均有统计学意义(P均<

0．05)。910株IMPRPA均为多重耐药株，多重耐药率为63．8％，显著高于非IMPRPA的5．0％(71株)，差

异具有统计学意义(P<0．05)。910株IMPRPA中检出产金属p一内酰胺酶168株，占18．5％(168／910)；

168株IMPRPA采用PCR扩增，检出135株IMPRPA(80．4％，135／168)携带有blaVIM一2型基因。结论

IMPRPA耐药性强，多重耐药现象严重，VlM一2型金属酶基因型在产金属B一内酰胺酶的IMPRPA菌株

中检出率高，但该基因并不是PA产金属p一内酰胺酶划+12种抗菌药物耐药的主要原因。

【关键词】铜绿假单胞菌，亚胺培南耐药；多重耐药；金属酶；VIM一2基因
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【Abstract】 objective To investigate the antibio“c resistance status in imipenem—resistant风eM—

domon傩neru西凡osa(IMPRPA)，and【o analvze the afkc【to antibiotics f如m metalloenzvme and VIM一2 of IM—

PRPA．Methods 1426 strains IMPRPA were c011ecled bv clinical in 3 vears．The dmg resistant status of

风eMdo，non∞ⅡPr￡￡巧nos口(PA)was detected bv MIC tests．Composite paper method used to screening metallo—

p—lactamase of IMPRPA．Metallo—B—lactamase VIM一2 gene was detected bv PCR．All data were analvzed bv

SPSS 11．5 statistical software．ResuIts There were 910 strains IMPRPA(63．8％)and 516 strains non—IM—

PRPA(36．2％)in 1426 strains PA．The dmg resistant rates of IMPRPA were all higher than non—IMPRPA to

l2 antibiotics，except tetracYcline，And there were sta“s“cal significance i11 the di{krences between them

(Pall<0．05)．910 strains IMPRPA were all multj dmg resjstant PA(63，8％)．It was higher than non—IMPRPA

(71 strains，5．0％)，and there was statistical significance in the diff色rence between them (尸<0．05)．168

strains IMPRPA were p08itive in metallo—B—lactamase(18．5％，168／910)，and there were 135 strains carried

VIM一2 gene(80．4％，135／168)．Conclusion The multi dnlg resistant status ofIMPRPA was severe．VIM一2

gene detection rate is high in product metallo—p—lactamase IMPRPA，but the VIM一2 gene is noc the main rea—

son of multi dⅢg resistance．

【Key words】 IMPRPA；Multi dmg resistance；Metalloenzyme；VIM一2

铜绿假单胞菌(风e“如mo凡∞僦r嚼加s。，PA)是
一种常见的弓I起院内获得性感染的条件致病菌，文

献报道m2I，ICU分离出的致病菌中，PA的数量占第

一位。近年来，PA对亚胺培南的耐药率逐年上升，由

blaimp基因编码产生的质粒介导的金属口一内酰胺

酶是耐亚胺培南铜绿假单胞菌(imipenem—resistant
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Re￡￡(fo啪n∞僦ru∥∞s。，IMPRPA)产生的主要原因
b]。因此，本文对IMPRPA产金属p一内酰胺酶的相

关基因进行研究，现报道如下。

1材料与方法

1．1材料

1．1．1 菌株来源 收集2007年1月至2009年12

月我院临床分离的PA共1426株(剔除同一病例相

同部位重复分离的菌株)，质控菌株为PA ATCC

27853，购自卫生部临床检验中心。

1．1．2试剂 细菌鉴定卡(GN)及药敏卡(AST—

GNl0)为法国梅里埃生物公司产品，DNA提取试剂

由上海Sangon公司提供，引物合成及PCR扩增产

物测序由上海生工生物工程有限公司完成。

1．1．3仪器 Thermo Forma 3111型二氧化碳培养

箱为美国Thermo Fisher公司产品；VITEK一2全自动

微生物分析仪为法国生物梅里埃生物公司产品，

5700型PCR扩增仪购自美国ABI公司；Tanon

EPS一300电泳仪、Tanon 3500紫外凝胶成像系统及

配套软件购自上海天能科技有限公司；5415C高速

离心机为德国eppendorf公司产品。

1．2方法

1．2．1 菌种鉴定及药物敏感性试验实验操作按照

VITEK一2全自动微生物分析仪操作说明书进行；根

据2007年美国临床实验室标准化协会(elinical and

laboratory standard insitute，CLSI)规定的常规药敏试

验标准，选择AST—CNlO药敏卡上的亚胺培南

(imipenem，IMP)、美洛培南(meropenem，MEM)、头

孢毗肟(cefepime，FEP)、四环素(tetracycline，TE)、

庆大霉素(gentamicin，GN)、环丙沙星(cipronoxacin，

CIP)、左旋氧氟沙星(1evonoXaein，LEV)、哌拉西林

(piperaciUin，PIP)、阿米膏星(amikacin，AMK)、氨

曲南(aztreonam，ATM)、头孢他啶(ceftazidime，

CAz)、哌拉西林／他唑巴坦(piperacillin／tazobactam，

TZP)、头孢哌酮／舒巴坦(cefoperazone／sulbactam，

SCF)13种抗生素进行药敏试验。药敏试验采用MIC

法，结果判渎按CLSl2007年版标准进行。

1．2．2产金属B一内酰胺酶的检测 复合纸片法筛

检金属酶表型按文献H一进行，各纸片间距20 mm。判

读结果：IPM+EDTA—Na2纸片比IPM纸片出现的抑

菌环大7 mm，同时CAZ+EDTA—Na2纸片比CAZ纸

片出现的抑菌环大4 mm，表明协同实验阳性，为产

金属酶阳性。

1．2．3金属酶基因型分析①细菌总DNA的提取：

用sangon公司的DNA抽提试剂盒抽提模板DNA，

具体操作步骤按说明书进行。②引物：blaVIM一2上

游引物：5’一CAGATTCCCGATGGTGl]盯GG一3“；下游

引物：5 7一AGGTCGGCCATTCAGCCAGA一3”，长度为

523 bp。⑧反应体系(总体积为50斗1)：Buffer缓冲液

(×10)5¨l，镁离子(1．5 mmol／L)3¨l，Tag DNA多聚

酶(5 U／肛1)1斗l，4×dNTP(10 mmol／L)1斗1，弓l物1

(25斗mol／L)1斗l，弓I物2(25斗mol／L)1斗l，模板

DNA 3斗l，双蒸水35斗l；循环参数：预变性94℃4

min后，25个循环：94℃变性1 min，6l℃退火1

min，72℃延伸1．5 min，最后72℃延伸10 min后扩

增完毕。④目的片段验证：上述PCR扩增产物经电

泳初步检测，目的条带切胶纯化后送上海生工生物

公司进行正反两个方向的测序反应以进一步验证目

的片段。⑤DNA序列分析：PCR产物的测序结果直

接在GenBank中进行序列对比分析，以明确金属酶

的基因分型。

1．2．4统计学处理 采用SPSS 1 1。5统计软件对所

有数据进行统计分析。组间率的比较采用r检验，

以P<0．05为差异有统计学意义。

2 结果

2．1 1426株PA的耐药情况分析 1426株PA中，

IMPRPA910株(63．8％)，非IMPRPA516株(36．2％)。

IMPRPA和非IMPRPA均对TE完全耐药；IMPRPA

对其他11种药物的耐药率均显著高于非IMPRPA，

差异均有统计学意义(P均<0．05)。见表1。

表1 】426株PA对12种抗生素的耐药情况[n(％)]

2．2 IMPRPA和非IMPRPA的多重耐药情况分析

1426株PA中，多重耐药菌株共981株，多重耐药率

为68．8％，其中910株IMPRPA全部为多重耐药株，

多重耐药率为63．8％，516株非IMPRPA中仅有了l
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株为多重耐药株，多重耐药率为5．0％。IMPRPA的

多重耐药率显著高于非IMPRPA，差异具有统计学

意义钟=1136．77，火o．05)。见表2。
表2 IMPRPA和非IMPRPA的多重耐药情况比较[n(％)]

2．3金属酶表型筛选结果 对910株IMPRPA进

行复合纸片协同实验，采用EDTA—Na：做酶抑制剂，

检出表型为金属p一内酰胺酶的共168株(18．5％)。

复合纸片协同法结果见图1。

、一N

圈l IMP+ED’I。A—Na2、CAZ+E Dfl’A—N82金属酶检验阳性结果

2．4 PCR检测耐药基因结果 168株产金属B一内

酰胺酶IMPRPA均用blaVIM一2引物进行PCR扩

增，结果显示blaVIM一2引物扩增后有135株菌

(80．4％，135／168)呈阳性，其扩增片段大小为523

bp，blaIMP一1引物扩增均呈阴性。将PCR扩增产物

纯化后送上海生工生物公司进行正反两个方向进行

测序，所得片段序列运用NCBI的Blast一2工具进行

比对分析，blaVIM一2阳性的扩增产物的基因序列与

VIM一2型金属酶基因序列(注册号：EU571945．1)同

源性为99％一致，说明135株菌所产金属酶基因型

均为VIM一2型。见图2。

PA22 PA79 PAl24 M

图2 blaVIM一2基因PCR扩增

注：22、79、124为PA扩增的条带，M代表100bp的DNA分子标

3讨论

PA对IMP耐药率之高，发展速度之快令人担

忧。本文研究的1426株PA中，有910株为IM．

PRPA，耐药率为63．8％，与王金果等[5]报道的耐药率

为67．7％基本一致。耐药谱表明，910株IMPRPA均

为多重耐药菌株，与国内报道㈣基本一致。IMPRPA

与非IMPRPA的耐药情况比较发现，二者除均对TE

完全耐药外，对其他11种抗生素的耐药率IMPRPA

均显著高于非IMPRPA，差异均有统计学意义(P

均<O．05)。

金属B一内酰胺酶的产生被认为是PA对碳青

酶烯类抗菌药物产生耐药性的重要机制’7]。本文研

究采用复合纸片协同实验共分离到168株产金属

B一内酰胺酶菌株，占全部IMPRPA(910株)的

18．5％，稍高于国内有关报道【318一】，提示在本院及本

地区引起院内感染的PA中已有产金属酶IMPRPA

的产生并且占一定比例，产金属B一内酰胺酶的PA

会对所有的B一内酰胺类抗生素(包括三代、四代头

孢菌素)和碳青霉烯类抗生素产生耐药，导致临床抗

感染治疗的失败，给临床上治疗PA引起的感染带

来很大的困难。

目前，已发现的金属酶基因型有IMP、VIM、

SPM、SIM和GIM型五大家族，其中最主要的IMP

和VIM已发展到IMP—16，VIM—12[10]。本文研究对产

VIM一2的扩增显示耐亚胺培南铜绿假单胞菌所产

金属B一内酰胺酶的168株IMPRPA进行VIM一2基

因的扩增，结果显示，有135株IMPRPA呈blaVIM一

2基因阳性(80．4％)。说明本院产金属B一内酰胺酶

的IMPRPA该基因频率较高。但该基因可能不是使

产金属B一内酰胺酶的IMPRPA产生耐药的主要原

因，尚有待进一步研究证实。

由于PA所产金属酶多由质粒介导，极易在不

同菌株间水平传播，因此应加强监测，对检出IM—

PRPA的科室实施严格的消毒隔离措施，防止产金

属B一内酰胺酶的PA在医院内暴发流行。

4参考文献

1陈民钧，王辉．中国重症监护病房革兰阴性菌耐药性连续7年监

测研究．中华医学杂志。2003，85：375—381．

2弓红梅，赵俊萍，崔雪萍，等．铜绿假单胞菌的临床分布及耐药性

分析．实用检验医师杂志，20ll，3：233—235．

3苏维奇．朱元祺，孔繁荣．青岛地区耐亚胺培南铜绿假单胞菌金属

B一内酰胺酶检测及耐药性分析．中华医院感染学杂志，2009，19：

205—207．

4 Yong D，【胱K，Yum JH，et a1．IIllipenem E【丌A disk methodfordif-

ferentiation of metallo—beta—18cta mase producing cIinical isolale of

万方数据



塞恿捡验医娅塞盔!Q!!生§月笠!鲞筮2期￡丛!!盟』!!塑!l丛￡!i!i!塑￡煎!!!!垂堕，』Hnl 2Q 12，y!!．生型!星 ‘95‘

Pseudomona spp．JClinMicrobiol，2002，40：3798—3801_ 8熊薇，赖晓全，涂敏，等．耐亚胺培南铜绿假单胞菌的耐药机制研

5王金果，余方友．革兰阴性杆菌对亚胺培南耐药率的变迁．中国抗

生素杂志，2008，33：300一302．

6饶绍琴，周忠华，喻华，等．Mohnarin 2006—2007年度报告：西南地

区细菌耐药检测．中国抗生素杂志，2008，33：622—628．

7 Quale J，Bratu s，Gupta J，et a1．Interplay of emux 8ystem，ampc，

and oprD expression in carb8penem resistance of isolates．Antimicmb

Aents Chemother．2006．50：1633一1641．

究．中国感染与化疗杂志，2007，7：400—403．

9赵书平，姜梅杰，田鑫，等．耐亚胺培南铜绿假单胞菌金属B一内酰

胺酶基因研究．中华医院感染学杂志，2008，18：1509—1511．

10Pournaras S，1konomidis A，Tzouvelekis LS，et a1．VlM一12，a novel

plasmid—mediated metallo一8一lactamase fmm Klebsiella pneumoniae

that resemble a VIM1／VIM2 hvbrid．Antimicrob Agents Chemother，

2005．49：5153—5156．

(收稿日期：2012一04—29)

(本文编辑：李霜)

攀鬻麟纂
感染性疾病的病原学诊断及临床应用新进展学习班

为加强临床微生物学检验流程的规范化，促进与临床的

沟通，并将实验室诊断的最新进展介绍给各级医院的中级以

上职称的医技人员，使检验能更好地满足临床的需求，定于

2012年7月2日至7月7日举办国家级继续教育项目“感染

性疾病的病原学诊断及临床应用新进展学习班”【2012一11—

00—023(国)】。

学习班由北京大学人民医院主办，将邀请陈民钧、王辉、

张正、李若瑜、杨铁生等多名国内知名微生物检验专业专家、

教授讲课。学习班面向全国各级医院微生物实验室工作人员

以及相关临床科室，意在促进微生物检验学科的建设与发

展，使微生物检验更好的服务于临床医疗工作。本次学习班

为培训合格学员授予国家I级继续教育学分10分。相关事

宜通知如下：

1培训内容

1)l临床微生物学检验和感染疾病诊治指导意义；

2)IS015189与微生物检验；

3)寄生虫病的临床和实验室诊断进展；

4)真菌病的实验室诊断和新进展；

5)不明原因肺炎的临床和实验室诊断进展；

6)下呼吸道标本采集、运送和处理规范；

7)无菌体液微生物检验的规范流程；

8)临床不常见菌的培养和快速鉴定；

9)药敏试验折点建立和抗菌药物的PK／PD；

10)2叭2年CLsI药敏试验更新j

11)细菌耐药监测和药敏谱统计的规范方法；

12)最新C【sI推荐的分枝杆菌、奴卡菌、其他需氧放线

菌的药敏试验规程；

13)病原微生物的快速分子诊断进展；

14)病原菌的分子进化研究进展；

15)实验室的生物安全、质量控制和质量保证；

16)厌氧菌和弯曲菌的培养、鉴定和药敏试验新进展；

17)微生物检验与Lis系统。

2培训时间及地点

2叭2年7月2日全天报到(国二招宾馆)；7月3日一7月

7日授课(北京大学人民医院科教楼多功能厅)；7月7日13：

00后撤离。

3培训费用

提前注册RMBl200元／人，现场注册RMBl500元／人

(含资料费和餐费)；北京地区费用(RMBl000元／人，

RMBl300元／人，不含晚餐)。

提前注册截至日期为2012年6月26日，以费用缴纳为

准。住宿统一安排，费用自理。本学习班不安排接送。

4联系方式

联系人：全宇：18801063310；张淑谦：13801362827。

电 话：010—88597680

传 真：010—88597578

邮 箱：meeting一2@bjxieke．com

万方数据


