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鲍曼不动杆菌
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基因检测及外排泵抑制剂对其药物敏感性的影响"

卢灵锋!李光荣!向成玉!杨
!

葵!刘靳波%

"泸州医学院附属医院检验科!四川泸州
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#
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摘
!

要"目的
!

了解该院临床分离的鲍曼不动杆菌外排泵基因
+>3P

表达情况$探讨外排泵抑制剂羰基氰化氯苯腙"

!!!V

#

对鲍曼不动杆菌药物敏感性的影响$方法
!

收集%分离及鉴定鲍曼不动杆菌
"-

株!应用聚合酶链反应方法对外排泵基因
+>3P

进行检测!采用琼脂稀释法检测加入
!!!V

前后
+>3P

阳性鲍曼不动杆菌对头孢曲松%环丙沙星%亚胺培南%阿米卡星和阿奇霉素

敏感性的变化$结果
!

"-

株鲍曼不动杆菌中!其中有
/.

株
+>3P

基因阳性!阳性率为
-,1-U

!且
+>3P

阳性组的耐药率和
/$U

最

低抑菌浓度均高于
+>3P

阴性组$在
!!!V

干预实验中!利用上述
/

种抗菌药物为底物!

/.

株
+>3P

阳性鲍曼不动杆菌中!分别有
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和
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株在
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"
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条件下最低抑菌浓度值降低
#

倍或
#

倍以上$结论
!

外排泵基因
+>3P

广泛存在于临

床分离鲍曼不动杆菌中!外排泵过度表达与细菌多重耐药机制关系密切!

!!!V

干预能恢复细菌对抗菌药物的敏感性$

关键词"鲍曼不动杆菌'

!

+>3P

基因'

!

羰基氰化氯苯腙
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过去三十年#鲍曼不动杆菌已被全球公认为引起院内感染

的重要致病菌)

+

*

#随着抗菌药物的广泛使用#鲍曼不动杆菌耐

药性由多重耐药发展至对临床常用抗菌药物的泛耐药或.全/

耐药#耐药率在逐年增高)

*),

*

'

DG=;̂ !

是鲍曼不动杆菌中第

一个被发现的最主要和特有的多重耐药外排泵#

DG=̂

起主要

介导作用#主要介导对氨基糖苷类(氟喹诺酮类(红霉素(氯霉

素的耐药)

#

*

'羰基氰化氯苯腙$

!!!V

%已经成为了研究外排耐

药系统必不可少的工具#

!!!V

明显降低耐药菌的最低抑菌浓

度$

JQ!

%#几乎成为判断主动外排系统存在的标志和最适合筛

选鲍曼不动杆菌的外排泵抑制剂)

/

*

'本研究对临床分离的
"-

株鲍曼不动杆菌筛查主动外排泵基因
+>3P

#同时进行
!!!V

的干预实验#揭示外排泵机制与鲍曼不动杆菌耐药的关系'

?

!

材料与方法

?1?

!

标本来源
!

收集泸州医学院附属医院
*$+,

年
+$

月至

*$+#

年
0

月临床分离的鲍曼不动杆菌
"-

株$非重复菌株%#标

本类型包括痰液(分泌物(尿液(血液等#来自于
Q!g

(呼吸内

科(血液内科(烧伤科等科室'

?1@

!

仪器与试剂
!

西门子
J9&@4K&D:]D5e;ID

'

0"V5E(

细

菌鉴定仪由北京泰林东方商贸有限公司提供&

!+$$$<B=@3D5

!

'

&5=

聚合酶链反应$

V!Y

%扩增仪和
d=5W4&_Ym

凝胶成像

仪购自美国
9̂4)YDG

公司&

V!Y

引物采用
V@93=@/1$

进行设

计#由上海生物工程有限公司合成&

V!Y

反应体系和
WN;

标

记物
W6+$$$

分别购自上海生物工程和大连宝生物工程有限

公司&头孢曲松$

!YM

%(环丙沙星$

!QV

%(亚胺培南$

QJV

%(阿米

卡星$

;JX

%和阿奇霉素$

;\J

%标准品购自北京天坛生物有

限公司&

!!!V

标准品购自
K9

7

3D

公司'质控菌株为大肠埃希

菌
;<!!*/0**

及鲍曼不动杆菌
;<!!+0"$"

'

?1A

!

方法

+

$*/+

+

国际检验医学杂志
*$+/

年
"

月第
,"

卷第
++

期
!

Q:AR6DHJ=G

!

RE:=*$+/

!

O451,"

!

N41++

"

基金项目!四川大学与泸州市人民政府战略合作项目$

*$+,!W6\)K+/

%'

!

作者简介!卢灵锋#男#主管检验师#主要从事临床微生物研究'

!

%

!

通讯作者#

[)3D95

!

59E

8

H.*$,

$
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!

细菌鉴定
!

"-

株鲍曼不动杆菌根据菌落形态和革兰

染色结果#经
J9&@4K&D:]D5e;ID

'

0"V5E(

微生物分析仪进

行细菌鉴定确认'

?1A1@

!

V!Y

检测
+>3P

基因
!

从血平板挑取适量菌落悬浊于

,$$

"

6

蒸馏水中#

+$$T

干浴
+$39:

#然后
+,$$$@

"

39:

离心

+$39:

#上清液即为
WN;

模板'

+>3P

引物序列!上游引物!

/i)

<<;;!d;<; d!d<<d<;;!!),i

#下游引物!

/i)<d;

d!;d;!;;<dd;;<;d<),i

&产物大小
/#+H

?

'

V!Y

总

反应体系为
*/

"

6

#其中
+$b ÊFF=@*1/

"

6

#

J

7

!5

*

$

*/3345

"

6

%

*1$

"

6

#

GN<V(

$

*/3345

"

6

%%

$1#

"

6

#

WN;

模板
,1$

"

6

#

上(下游引物$

/

"

345

"

6

%各
*1$

"

6

#

<D

c

酶
$1*

"

6

#蒸馏水加

至
*/

"

6

'反应条件!

0#T

预变性
/39:

#

0#T

变性
+39:

#

//

T

复性
,$(

#

.* T

延伸
539:

#

,$

个循环&最后
.* T

延伸
+

39:

'将扩增好的
V!Y

产物经
*U

的琼脂糖凝胶分析#在凝胶

成像仪下成像'

?1A1A

!

JQ!

测定
!

采用琼脂稀释法检测)

"

*

#制备多个抗菌药

物浓度梯度水解酪蛋白$

J%

%琼脂平板#浓度范围为
$1*/

!

/+*1$$3

7

"

6

#取
*

"

6$1/

麦氏浊度菌液接种于
J%

琼脂平板

相应位置#每个接种点菌数约为
+$

#

!Zg

#

,. T

培养
+-

!

*#

B

#药敏结果依照
*$+,

年美国临床和实验室标准化协会

$

!6KQ

%年执行标准判读'

?1A1B

!

泵抑制剂干预实验
!

在含上述抗菌药物的
J%

平板

中加入
+$

"

7

"
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#测定在
!!!V

存在情况下
+>3P

阳性

鲍曼不动杆菌的
JQ!

值#同时接种只含
+$U!!!V

的
J%

琼

脂作为生长对照#筛选出加入
!!!V

前后对抗菌药物
JQ!

值

降低
#

倍或以上的菌株'

?1B

!

统计学处理
!

采用
KVKK+01$

进行数据处理及统计学分

析#

#

检验分析
+>3P

阳性菌株对各种抗菌药物
JQ!

的变化#

"

#

$1$/

为差异有统计学意义'

@

!

结
!!

果

@1?

!

"-

株鲍曼不动杆菌中
+>3P

基因检测结果
!

使用
+>3P

特异性引物进行
V!Y

反应#

V!Y

进行凝胶电泳得到的产物片

段与预期结果相符'部分
V!Y

产物凝胶电泳见图
+

$见,国际

检验医学杂志-网站.论文附件/%#从临床分离
"-

株鲍曼不动

杆菌有
/.

株
+>3P

基因阳性#其阳性检出率为
-,1-U

'

@1@

!

JQ!

测定结果
!

"-

株鲍曼不动杆菌对
!YM

(

!QV

(

QJV

(

;JX

和
;\J

耐药情况十分严重#其中
+>3P

阳性组对上述
/

种抗菌药物的
/$U

最低抑菌浓度$

JQ!

/$

%和耐药率均高于

+>3P

阴性组'见表
+

'

表
+

!!

鲍曼不动杆菌对
/

种抗菌药物的耐药情况

抗菌药物
+>3P

阴性组$

(P++

%

JQ!

/$

$

(

% 耐药)

U

$

(

"
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%*

+>3P

阳性组$

(P/.
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/$

$
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% 耐药)

U
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/#

"

/.

%

!QV "# ",1"

$

.

"

++

%

+*- 0*10

$

/,

"

/.

%
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;\J +" ,"1#
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@1A
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干预试验结果
!

在
+$

"

7

"

36!!!V

条件下#

/.

株
+>3P

阳性的鲍曼不动杆菌均生长良好#以
!YM

(

!QV

(

QJV

(

;JX

和
;\J

为底物#分别有
,+

(

,#

(

,-

(

,/

和
,$

株
+>3P

阳

性菌株在
+$

"

7

"

36!!!V

条件下
JQ!

值降低
#

倍或
#

倍以

上'加入
!!!V

后#

+>3P

阳性的鲍曼不动杆菌对
/

种药物的

耐药率均有所下降#下降率分别为
*+1$U

(

*/1/U

(

*-1+U

(

*01-U

和
*010U

#经
#

检验#比较
!!!V

使用前后
/

种抗菌药

物
JQ!

值变化差异均有统计学意义 $

"

#

$1$/

%'见表
*

'

表
*

!!

应用
!!!V

前后
/

种抗菌药物对
+>3P

阳性鲍曼不动杆菌的
JQ!

抗菌药物 耐药)

U

$

(

"

(

%*

JQ!

范围$

3

7

"

6

% 几何平均数$

3

7

"

6

%

# "

!YM 0#1.

$

/#

"

/.

%

$1*/$

!

/+*1$$$ *-1# #1-0

#

$1$/

!YMm!!!V .,1.

$

#*

"

/.

%

$1+*/

!

*/"1$$$ +*1/

!QV 0*10

$

/,

"

/.

%

-1$$$

!

/+*1$$$ -01. "1,/

#

$1$/

!QVm!!!V ".1#

$

,0

"

/.

%

*1$$$

!

+*-1$$$ #$1#

QJV .$1*

$

#$

"

/.

%

$1*/$

!

*/"1$$$ -1- /1/-

#

$1$/

QJVm!!!V #*1+

$

*#

"

/.

%

$1+*/

!

+*-1$$$ ,1"

;JX .-10

$

#/

"

/.

%

*1$$$

!

/+*1$$$ -/1" "1,+

#

$1$/

;JXm!!!V #01+

$

*-

"

/.

%

*1$$$

!

+*-1$$$ *$1-

;\J ..1*

$

##

"

/.

%

#1$$$

!

/+*1$$$ -#1- /1+*

#

$1$/

;\Jm!!!V #.1,

$

*.

"

/.

%

+1$$$

!

*/"1$$$ #-1.

A

!

讨
!!

论

鲍曼不动杆菌耐药机制主要包括产生灭活酶和修饰酶(细

胞外膜通透性的改变(抗菌药物作用靶位改变和生物被膜的形

成#而主动外排泵在鲍曼不动杆菌获得性耐药中扮演重要角

色#已引起国内外学者的高度关注)

.

*

'

DG=;̂ !

泵由三部分构

成的三聚体复合体#

DG=;

是膜融合蛋白#

DG=̂

是转运蛋白#

DG=!

是外膜通道蛋白#其中央有一个贯穿内外膜的通道#成为

排出药物的直接途径)

-

*

'在外排过程中#

DG=̂

从细胞质或细

胞内膜中摄取底物#通过
DG=!

和
DG=;

协调作用将底物转运

到细胞外'鲍曼不动杆菌对氨基糖苷类(氟喹诺酮类(红霉素(

氯霉素耐药与
DG=;̂ !

泵密切相关#是鲍曼不动杆菌产生多重

耐药的重要原因之一#

DG=̂

起主要介导作用)

0

*

#本实验结果显

示#鲍曼不动杆菌中
+>3P

阳性菌株为
/.

株#达到
-,1,U

#说

明
+>3P

基因在鲍曼不动杆菌中分布广泛#另外其阳性检测率

+

+*/+

+
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与王同慧等)

+$

*报道鲍曼不动杆菌的阳性检出结果较一致'

本研究采用琼脂稀释法测定结果显示#

"-

株鲍曼不动杆

菌中#

+>3P

阳性组的
JQ!

/$

都高于阴性组#

+>3P

阳性组对

!YM

(

!QV

(

QJV

(

;JX

和
;\J

的耐药率较阴性组分别高出

**1$U

(

*01,U

(

*#1.U

(

*#1#U

和
,+1.U

#表明鲍曼不动杆菌

+>3P

基因高表达在抗菌药物产生耐药性中作用较大#主动外

排泵与鲍曼不动杆菌多重耐药存在密切关系'

外排泵抑制剂
!!!V

是一种非特异性抑制剂#属强解偶联

剂#在分子解离的状态下#负电荷分布于分子中的多个原子#分

子周围的电场弱#可以在磷脂膜两旁进行扩散#通过质子传递

跨膜的电化学梯度#从而破坏泵的能量来源抑制底物外排)

++

*

'

增加药物在细菌体内的累积量#从而恢复细菌对药物的敏感

性'本实验中鲍曼不动杆菌对
!YM

(

!QV

(

QJV

(

;JX

和
;\J

具有较强的耐药性#且为
DG=;̂ !

外排泵的作用底物)

+*

*

#外排

泵基因
+>3P

作为
DG=;̂ !

外排泵标志#所以选用外排泵抑制

剂
!!!V

对
+>3P

阳性鲍曼不动杆菌的药物敏感性变化进行

研究'结果表明#经
!!!V

处理后#细菌对
!YM

(

!QV

(

QJV

(

;JX

和
;\J

的
JQ!

有不同程度的改变#分别有
,+

(

,#

(

,-

(

,/

和
,$

株
+>3P

阳性鲍曼不动杆菌在
+$

"

7

"

36!!!V

条件

下
JQ!

值降低
#

倍或
#

倍以上#与孙静娜等)

+,

*报道
!!!V

逆

转鲍曼不动杆菌耐药性的结论较一致'说明破坏外排泵能量

作用后#可使鲍曼不动杆菌恢复对部分抗菌药物的敏感性'同

时有
-

株
+>3P

阳性菌株
JQ!

未发生改变#究其原因可能与泵

能量来源有关#除了质子动力势能外还存在其他能量来源#如

;<V

能量(钠离子梯度等#其发生改变的机制还有待进一步

研究'

由于抗菌药物滥用等原因导致临床出现了严重的细菌耐

药#甚至细菌多重耐药#迫切需要研究细菌耐药的发生机制和

寻找针对性的治疗措施'外排泵抑制剂作为前景较为广泛的

治疗策略#可在体内增加抗菌药物的敏感性#减少耐药菌株的

产生#外排泵抑制剂和抗菌药物合并使用时#可减少抗菌药物

的剂量并益于发挥抗菌治疗作用#因此#找到更安全(特异(稳

定和高效的外排泵抑制剂具有重要的临床应用价值'
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