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%
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!

)

!2"

)

.D!/(

含量的变化及其临床意义&

^

'

4

中国生化药

物杂志#

*'&0

#

+0

$

*

%!

+''/+'&4

$收稿日期!

*'&0/'-/*&

!!

修回日期!

*'&0/&&/'*

%

!临床探讨!

!"#

!

$%&'()(

"

*
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烧伤患者亚胺培南耐药铜绿假单胞菌耐药情况和耐药基因研究

眭
!

阳&

!王
!

滢*

!于
!

文*

!王莹超&

!尹
!

娟&

"南京医科大学附属苏州医院*

&4

检验科)

*4

感染管理科!江苏苏州
*&1''-

#

!!

摘
!

要"目的
!

探讨烧伤患者亚胺培南耐药铜绿假单胞菌耐药情况和耐药基因$方法
!

选取
*'&1

年
*

月

至
*'&0

年
*

月该院烧伤科收集的
+&

株亚胺培南耐药铜绿假单胞菌!采用纸片扩散法进行药敏试验!聚合酶链

反应"

\UC

#检测铜绿假单胞菌亚胺培南耐药相关基因及外膜蛋白基因
2

7

=#*

!琼脂稀释法检测氰氯苯腙对亚

胺培南最小抑菌浓度"

R%U

#的影响$结果
!

亚胺培南耐药铜绿假单胞菌对庆大霉素&头孢哌酮&头孢吡肟&氨

曲南耐药率较高!耐药率均大于
,'4'']

)

+&

株亚胺培南耐药铜绿假单胞菌中!

%R\

基因阳性
,

株!阳性率为

&)4+1]

)

V%R

基因阳性
+

株!阳性率为
)4,-]

)

2

7

=#*

基因缺失
1

株!阳性率为
&,4&+]

$

2c$/&'

和
!̀"

耐

药基因未检测到)

&,4&+]

的菌株存在主动外排的耐药机制$结论
!

亚胺培南耐药铜绿假单胞菌对大部分抗菌

药物耐药率较高!其耐药机制与细菌膜微孔蛋白基因
2

7

=#*

缺失&细菌产
%R\

型金属
/

内酰胺酶及细胞主动外

排机制有关)临床上应加强细菌耐药的监测以及抗菌药物的合理应用!减少耐药菌株的产生$

关键词"铜绿假单胞菌)

!

耐亚胺培南)

!

耐药基因)

!

药敏试验

中图法分类号"

C((,41

文献标志码"

$

文章编号"

&,0*/)(11

"

*'&-

#

'1/',--/'+

!!

烧伤是一种常见的外科创伤#其能破坏皮肤的屏

障功能并导致患者体内水分)电解质)蛋白质的丢失#

且烧伤创面为开放创面#容易发生污染和细菌定植#

导致脓毒症的发生#甚至导致死亡&

&/*

'

*研究表明#细

菌感染是烧伤患者最严重的并发症之一&

+/(

'

*但随着

抗菌药物的广泛应用#各种耐药菌株也在不断增加#

尤其是亚胺培南耐药铜绿假单胞菌的出现#给临床上

治疗带来了较大的难度#而研究探讨细菌耐药的机制

并寻找有效的治疗方法对于提高患者的预后具有重

要的意义*为了进一步探讨分析烧伤患者亚胺培南

耐药铜绿假单胞菌耐药情况和耐药基因#本研究对本

院烧伤科收集的
+&

株亚胺培南耐药铜绿假单胞菌进

行了药敏试验和聚合酶链反应$

\UC

%检测#旨在为临

床上提供一定的理论依据*

$

!

资料与方法

$4$

!

一般资料
!

选取
*'&1

年
*

月至
*'&0

年
*

月在

本院治疗的烧伤患者
+&

例#收集其临床标本中分离

出的亚胺培南耐药铜绿假单胞菌
+&

株$剔除同一患

者同一部位标本中获得的重复菌株%#其中男
**

例#

女
)

例(年龄
*

"

0'

岁#中位年龄
(,

岁(标本来源!创

面
&+

例#导管
&

例#呼吸道
&1

例#血液
&

例#中段尿

&

例*

$4/

!

方法

$4/4$

!

药敏试验
!

采用纸片扩散法$

b/[

法%进行药

敏检测#哌拉西林)头孢哌酮"舒巴坦)哌拉西林"他唑

巴坦)头孢哌酮)头孢他啶)头孢吡肟)美罗培南)阿米

卡星)庆大霉素)环丙沙星)左氧氟沙星和氨曲南抗菌

药物纸片均为
2K>?J

公司产品#具体检测步骤按照说

明书进行操作*

$4/4/

!

\UC

检测
!

将菌株置于
.[

培养基进行培

养#取约
*

8

培养物利用
#W$

提取试剂盒提取

#W$

#在聚合酶的作用下进行扩增#扩增条件如下!

)(Z

)

19?:

后以
)(Z

)

+'@

进行变性#

11Z

)

,'@

进

行退火#

0*Z

)

&9?:

后延伸
*9?:

#此为
&

个循环#共

进行
+'

个循环#取
\UC

扩增后的产物电泳后用凝胶

成像系统观察结果并照相#以双蒸水为阴性对照#出

现目的基因色带即为阳性*

$4/4'

!

氰氯苯腙对主动外排系统的检测
!

采用倍比

稀释法制成含不同浓度亚胺培南的
R/3

琼脂平皿#

将待测菌落分别接种于含氰氯苯腙$浓度为
19

8

"

.

%

的琼脂平皿和普通琼脂平皿上#再将平皿均置于
+1Z

孵箱中培养
&,

"

&-F

*各取两种平皿上生长的铜绿

假单胞菌落制成
'41

麦氏浓度菌液#均匀涂布在已配

制好的含不同浓度亚胺培南的平皿表面#最后再置

+1Z

恒温箱培养
*'F

#观察氰氯苯腙对亚胺培南的

最小抑菌浓度$

R%U

%的逆转作用*若发现从含氰氯

苯腙琼脂平皿挑取的菌落的亚胺培南
R%U

值降至普

通琼脂上菌落
R%U

值的
&

"

(

以下时#则表示此菌株存

+

--,

+

检验医学与临床
*'&-

年
+

月第
&1

卷第
1

期
!

.<LR;JUG?:

!

R<=BF*'&-

!

V>G4&1

!

W>41



在主动外排系统*

$4'

!

统计学处理
!

采用
"\""&)4'

进行数据处理和

分析*计数资料采用百分数表示*

/

!

结
!!

果

/4$

!

药敏试验结果
!

亚胺培南耐药铜绿假单胞菌对

庆大霉素)头孢哌酮)头孢吡肟)氨曲南耐药率较高#

耐药率均大于
,'4'']

#见表
&

*

表
&

!!

+&

株亚胺培南耐药铜绿假单胞菌药敏结果%

+

#

]

$&

抗菌药物 耐药 中介 敏感

哌拉西林
&(

$

(14&,

%

0

$

**41-

%

&'

$

+*4*,

%

头孢哌酮"舒巴坦
&0

$

1(4-(

%

0

$

**41-

%

0

$

**41-

%

哌拉西林"他唑巴坦
&'

$

+*4*,

%

)

$

*)4'+

%

&*

$

+-40&

%

头孢哌酮
*+

$

0(4&)

%

+

$

)4,-

%

1

$

&,4&+

%

头孢他啶
&(

$

(14&,

%

*

$

,4(1

%

&1

$

(-4+)

%

头孢吡肟
*&

$

,040(

%

&

$

+4*+

%

)

$

*)4'+

%

氨曲南
&)

$

,&4*)

%

1

$

&,4&+

%

0

$

**41-

%

美罗培南
&0

$

1(4-(

%

(

$

&*4)'

%

&'

$

+*4*,

%

阿米卡星
&&

$

+14(-

%

'

$

'4''

%

*'

$

,(41*

%

庆大霉素
**

$

0'4)0

%

'

$

'4''

%

)

$

*)4'+

%

环丙沙星
0

$

**41-

%

)

$

*)4'+

%

&1

$

(-4+)

%

左氧氟沙星
)

$

*)4'+

%

,

$

&)4+1

%

&,

$

1&4,*

%

/4/

!

耐药基因检测
!

+&

株亚胺培南耐药铜绿假单胞

菌中#

%R\

基因阳性
,

株#阳性率为
&)4+1]

(

V%R

基

因阳性
+

株#阳性率为
)4,-]

(

2

7

=#*

基因缺失
1

株#

阳性率为
&,4&+]

(

2c$/&'

和
!̀"

耐药基因未检

测到*

/4'

!

主动外排系统检测结果
!

在
+&

株细菌中#氰氯

苯腙的存在使亚胺培南的
R%U

值下降
&

"

(

的有
1

株#

占
&,4&+]

#其余
*,

株无变化#提示有
&,4&+]

的菌

株存在主动外排的耐药机制*

'

!

讨
!!

论

!!

烧伤一般是指由热力$包括热液)蒸汽)高温气

体)火焰)电能)化学物质)放射线#灼热金属液体或固

体等%所引起的组织损害#主要是指皮肤或黏膜的损

害#严重者也可伤及其他组织&

1/0

'

*深度烧伤能破坏

皮肤的屏障功能#导致体内水分)电解质)蛋白质的丢

失#而微生物也可经烧伤创面侵入引起局部或全身感

染#严重影响患者的生活质量&

-

'

*细菌感染是烧伤患

者的严重并发症之一#患者的皮肤屏障被破坏#且烧

伤创面为开放创面#极易发生污染和细菌定植&

)/&'

'

*

虽然新型抗菌药物不断被研发并使用于临床#但细菌

也在升级自己的耐药系统与之抗衡#因此及时监测细

菌耐药性及其变化趋势#对于抗菌药物的合理应用有

着积极意义*

铜绿假单胞菌是一种重要的条件致病菌#也是烧

伤科感染常见的致病菌#其对多种抗菌药物均具有天

然耐药和多重耐药#给临床上治疗带来了较大的难

度&

&&/&*

'

*碳青霉烯类抗菌药物是一类新型的
#

/

内酰

胺类抗菌药物#具有抗菌活性强)对酶稳定性高)不良

反应少的优点#常被用于控制烧伤科重症感染#尤其

对多重耐药革兰阴性杆菌和铜绿假单胞菌感染的治

疗效果较好&

&+

'

*但临床医生对该类药物的使用日益

频繁#铜绿假单胞菌对碳青霉烯类药物的耐药率在逐

年上升#且其耐药性强)耐药谱广#极易在抗菌药物的

选择压力下产生获得性耐药#且多重耐药现象比较普

遍&

&(

'

#这与本研究的结果基本一致*本研究选取本院

烧伤科收集的
+&

株亚胺培南耐药铜绿假单胞菌进行

药敏试验发现#亚胺培南耐药铜绿假单胞菌对庆大霉

素)头孢哌酮)头孢吡肟)氨曲南耐药率较高#耐药率

均大于
,'4'']

#提示亚胺培南耐药铜绿假单胞菌对

大部分抗菌药物耐药率较高#这无疑给临床上治疗带

来了极大的难度#而研究探讨亚胺培南耐药铜绿假单

胞菌耐药的机制对于提高烧伤患者的治疗效果具有

重要的意义*

目前针对铜绿假单胞菌对碳青霉烯类抗菌药物

的耐药机制的研究较多#发现其耐药机制较为复杂多

样#可能与外膜孔道蛋白
2

7

=#*

的缺失)主动外排系

统)金属酶产生)青霉素结合蛋白改变和生物膜形成

等有关#且可能单独存在或是协同存在&

&1

'

*

2

7

=#*

蛋白是一种微孔蛋白#也是亚胺培南进入菌体内的特

异性通道#编码基因
2

7

=#*

的突变可能会使
2

7

=#*

蛋白的表达减少甚至缺失#导致菌体外膜蛋白对亚胺

培南的通透性降低#最终引起铜绿假单胞菌对亚胺培

南耐药*金属
#

/

内酰胺酶能够水解包括碳青酶烯类

抗菌药物在内的几乎所有
#

/

内酰胺类抗菌药物#且耐

药基因能够在菌种间转移和传播#从而给临床的抗感

染治疗带来了严重的威胁*本研究通过
\UC

检测铜

绿假单胞菌亚胺培南耐药相关基因及外膜蛋白基因

2

7

=#*

发现#

+&

株亚胺培南耐药铜绿假单胞菌中

%R\

基因阳性
,

株#

V%R

基因阳性
+

株#

2

7

=#*

基因

缺失
1

株#而
2c$/&'

和
!̀"

耐药基因未检测到#提

示其耐药机制可能与细菌膜微孔蛋白基因
2

7

=#*

缺

失和细菌产
%R\

型金属
/

内酰胺酶等有关*

主动外排主要是指细菌通过外排泵把进入菌体

内的抗菌药物排出体外#这也是铜绿假单胞菌多重耐

药的一个重要原因*本研究同时发现#在
+&

株细菌

中#氰氯苯腙的存在使亚胺培南的
R%U

值下降
&

"

(

的

有
1

株#提示有部分亚胺培南耐药铜绿假单胞菌菌株

存在主动外排的耐药机制*但本研究限于研究样本

的不足#对于烧伤患者亚胺培南耐药铜绿假单胞菌耐

药机制的分析仍需作进一步的深入研究*

综上所述#亚胺培南耐药铜绿假单胞菌对大部分

抗菌药物耐药率较高#其耐药机制与细菌膜微孔蛋白

基因
2

7

=#*

缺失)细菌产
%R\

型金属
/

内酰胺酶及细

胞主动外排机制有关(临床上应加强细菌耐药的监测

以及抗菌药物的合理应用#减少耐药菌株的产生*

+

)-,

+

检验医学与临床
*'&-

年
+

月第
&1

卷第
1

期
!

.<LR;JUG?:

!

R<=BF*'&-

!

V>G4&1

!

W>41
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