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多黏菌素耐药检测技术研究进展*
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【摘要】 多黏菌素是由芽孢杆菌产生的针对革兰阴性菌尤其是多重耐药菌(Multi-drug
 

resistance,MDR)以及耐碳青霉

烯类肠杆菌科细菌(Carbapenem-resistant
 

Enterobacteriaceae,CRE)的最后一道防线。我国目前已有3种注射用多黏菌

素类药物用于临床,由于药物筛选压力,革兰阴性菌对多黏菌素耐药的风险增加。本文综述了目前多黏菌素耐药的检测

技术,并分析了不同技术的应用场景、优势及其存在的挑战,为多黏菌素耐药的快速检测提供科学依据。
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【Abstract】 Colistin,produced
 

by
 

Bacillus
 

sp.,is
 

considered
 

as
 

the
 

last
 

line
 

of
 

defense
 

against
 

Gram-negative
 

bacteria,

especially
 

for
 

multidrug-resistant
 

(MDR)
 

bacteria
 

and
 

carbapenem-resistant
 

Enterobacteriaceae
 

(CRE).
 

Currently,three
 

injectable
 

colistins
 

are
 

applied
 

to
 

in
 

clinical
 

use
 

in
 

China,which
 

lead
 

to
 

an
 

increased
 

risk
 

of
 

resistance
 

in
 

Gram-negative
 

bacteria
 

due
 

to
 

the
 

pressure
 

of
 

drug
 

screening.
 

This
 

article
 

reviews
 

current
 

techniques
 

for
 

the
 

detection
 

of
 

resistance
 

to
 

co-
listin

 

and
 

analyzes
 

the
 

application
 

scenarios,advantages,and
 

challenges
 

of
 

different
 

techniques
 

to
 

provide
 

a
 

scientific
 

basis
 

for
 

the
 

rapid
 

detection
 

of
 

resistance
 

to
 

colistin.
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***多黏菌素是一种多肽类抗生素,于1947年首次发现,主要

成分为多黏菌素B和粘菌素(多黏菌素E),并于20世纪50年

代开始广泛应用于临床和养殖业。由于其具有肾毒性和神经

毒性,以及新一代广谱抗生素的研发和应用,限制了该类药物

的临床使用。但最近二十年,随着以鲍氏不动杆菌和铜绿假单

胞菌为主的多重耐药菌以及耐碳青霉烯类肠杆菌科细菌的出

现[1],多黏菌素重新受到重视,一度被认为是治疗 MDR和

CRE感染 的 最 后 一 道 防 线,已 成 为 棘 手 的 全 球 性 问 题(图

1)[2]。因此,要严格探寻多黏菌素的临床使用指征,合理规范

使用多黏菌素,并加强多黏菌素耐药情况的监测,最大程度地

遏制多黏菌素耐药菌株的传播。而快速、准确、灵敏的检测技

术对于多黏菌素耐药的防控和治理、临床的规范治疗等至关重

要[3],本文综述了目前多黏菌素耐药的检测技术,并分析了不

同技术的应用场景和利弊情况,为多黏菌素耐药的快速检测提

供科学依据。

1 多黏菌素质粒介导的耐药机制

多黏菌素的主要靶器官是脂质A,对多粘菌素的耐药机制

最常见的就是修饰脂质 A相关的基因发生突变[4]。mcr-1基

因是首次在人及生猪肉中发现的,可以让细菌对多黏菌素类药

物产生耐药性的一种新基因[5]。该基因编码磷酸乙醇胺转移

酶,使其自身外膜中的脂质A与磷酸乙醇胺基团共价连接形成

一个静电网,降低多黏菌素与脂多糖的结合作用,从而产生耐

药性[6]。Suardiaz等[7]通过集群模型确定了该过程的反应机制

将磷酸乙醇胺从膜磷脂供体转移到受体Thr285形成共价磷酸

中间体,磷酸乙醇胺基团转移到脂质A上。

图
 

1 多黏菌素的应用及耐药基因发现历程

Fig.1 Milestones
 

of
 

colistin
 

application
 

and
 

its
 

resistance
gene

 

emergence
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2 多黏菌素耐药的检测方法

2.1 表型检测方法

2.1.1 肉汤微量稀释法(Broth
 

microdilution
 

method,BMD) 
由于多黏菌素颗粒较大导致其在琼脂中扩散性差,2016年起欧

洲药敏试验联合委员会不再建议使用纸片扩散和梯度测试等

进行多黏菌素药敏测试[8]。BMD是目前多黏菌素耐药表型检

测的主要手段。美国临床和实验室标准协会和欧洲药敏试验

联合委员会对多黏菌素药敏试验进行了评估,得出BMD应作

为药敏试验参考方法的结论。但BMD必须使用多黏菌素的硫

酸盐,带有阳离子的
 

Mueller-Hinton
 

肉汤,无添加剂和使用未

经处理的聚苯乙烯材质[9]。因此,该方法不适用于大多数临床

微生物实验室[10]。

因此,多家公司将基于BMD方法但更易于使用的药物敏

感性实验方法及相关产品推向市场[11]。总体上这些方法都表

现出了良好的检测能力(Category
 

agreement,CA和Essential
 

agreement,EA,两者均在90%左右)。但不同的品牌、相同品

牌不同实验条件下的测试性能存在着较大差异。Matuschek
等[12]对5种商业BMD产品进行测试,结果都与参考测试有较

好的相关性。Sensitire、MICRONAUT-S以及 MICRONAUT
 

MIC-trip,EA分别为96%、96%以及99%,CA分别为95%、

89%以及91%。SensiTest
 

和 UMIC的结果稍差,EA分别为

88%和82%,CA为89%和92%。相较于 Matuschek等的测

试,在Carretto等[13]的测试中,SensiTest表现出了良好的相关

性,EA为96.0%、CA为98.9%,且在稳定性及重现性方面也

表现良好。而在 Matuschek等测试中表现最好的Sensitire,在

Yusuf等[11]的测试中表现稍差,EA为87%、CA为93%。造成

这一现象的原因有较多,既与来自不同地域生产者的技术不同

有关,也与测试者所用的菌株不同有着密切关联。

2.1.2 NP(Nordmann/Poirel)测试法 快速多黏菌素 NP测

试基于在给定浓度的多黏菌素存在下检测与细菌生长相关的

葡萄糖代谢,主要针对发酵菌。当菌株生长时,酸代谢会在不

到2
 

h内形成,并通过红色苯酚的颜色变化(橙色到黄色)来显

示[14]。与BMD相比,由Nordmann等[15]开发的快速多黏菌素

NP测试最明显的优势就是快速,最多需要5
 

h,远少于BMD所

需的24
 

h[16]。在价格方面,NP测试费用0.49美元,适合于一

些资源有限的实验室[17]。在检测非发酵菌如铜绿假单胞菌、

鲍曼不动杆菌等,Nordmann等开发了一种快速检测铜绿假单

胞菌/鲍曼不动杆菌 NP测试。该方法的原理是,通过目视观

察在含有确定浓度的多黏菌素培养基中生长的活细胞将resa-

zurin试剂还原时的颜色变化(从蓝色到紫色或粉色)[18]。同

时,Sadek等[19]还开发了一种快速多黏菌素/铜绿假单胞菌NP
测试,主要考虑到铜绿假单胞菌生长过程中碱性物质的产生,

通过溴甲酚颜色的变化进行检测,结果在3
 

h内呈现。与BMD
对比,该试验的灵敏度和特异性分别为100%和95%。NP测

试法具有快速、准确、灵敏且成本低等特点,结果可在24
 

h内

获得,更加有利于多黏菌素耐药的早期检测,可以作为多黏菌

素耐药监测的重要初筛工具。

2.1.3 其他表型筛查方法 BMD方法衍生的商业自动化

AST系统也已经普及,大多数实验室都将这些自动化系统作为

首选方法。但这些系统的性能差异 主 要 取 决 于 制 造 商,如

Chung等[20]试 验 发 现 VITEK2 系 统 极 重 大 误 差 率 较 高

(9.9%);Anantharajah等[21]发现BD
 

Phoenix和
 

MicroScan自

动化AST系统可为肠杆菌中多黏菌素的检测提供准确且可重

复的分类结果,但结果与Pfennigwerth等[22]的结果相差较大。

与BMD相比,虽然自动化方法可以评估多黏菌素的药物敏感

性,但由于多黏菌素浓度梯度较少,因此 MIC的确定并不太准

确,特别是在折点附近时[23]。同时,由于自动化系统的一次性

耗材成本较为昂贵,对于资源有限的实验室而言较为困难[24]。

2.2 分子检测方法

表型检测在成本上往往较低,但由于药物与试剂或材料的

特定相互作用以及其特定的分子结构,导致大多数表型检测方

法较为繁琐或结果并不完全可靠[24],且无法准确甄别耐药基

因,因此针对耐药基因的分子检测技术就显得尤为重要。

2.2.1 常规PCR技术 一般认为,PCR检测是评估其他核酸

扩增技术的金标准,但常规PCR每次检测时间较长(需要2~3
 

h)、操作繁琐且成本高[25]。荧光实时定量PCR不需要后放大

步骤、凝胶运行、染色和拍照,因此与传统PCR相比,出错率更

低,检测时间更短(54
 

min左右)[26]。Dona等[27]利用qPCR方

法对38名志愿者的88份粪便样本,分别进行原始粪便以及肉

汤富集培养两种方式检测。结果发现,在原始粪便中只检测到

两个阳性样本(66.7%,2/3)。但在含有多黏菌素的LB肉汤中

富集培养后,所有mcr-1
 

阳性样本均能检测到,检测限达10个

拷贝/反应,灵敏度和特异性均为100%。

2.2.2 多重PCR技术(Multi-PCR) 随着mcr-2、mcr-3等新

的mcr基因变体不断被发现,多重PCR是一种很好的应对手

段。它可以同时扩增多个不同的DNA序列,节省了时间、试剂

和耗材,且单次检测时间少于2
 

h[28]。Rebelo等[29]
 

利用多重

PCR对欧洲49个动物源分离株同时检测 mcr-1~mcr-5
 

5种

基因,结果显示100%的特异性和敏感性。Hu等[30]通过多重

PCR对33株粪便中分离菌株的 mcr-1、3、8、10四种基因型进

行同时检测,检测限为1
 

pg/反应,检测结果与全基因组序列结

果完全一致。Liu等[31]设计的多重PCR可以同时对8个 mcr
基因型进行检测,通过60株多黏菌素耐药菌进行验证,检测限

为10
 

pg/反应。Multi-PCR采用多路复用方式减少了单个反

应的数量,但可能会受到引物相互作用的影响以及设计相同效

率扩增的引物难度大等问题,从而影响特异性和灵敏度[32-33]。

2.2.3 等温扩增技术 PCR及qPCR虽然灵敏度和特异性较

高,但程序复杂、耗时、检测成本高且依赖专业化的实验室。等

温扩增的出现避免了热循环仪的需要(使用低成本的水浴),从
而有助于集成到用于实时检测的小型和低成本设备中[34-35];在
恒温条件下进行,减少了升降温的过程,从而缩短了检测时

间[36]。目前针对mcr-1基因检测的等温扩增技术主要有以下

3种方法:环介等温扩增(Loop-mediated
 

isothermal
 

amplifica-
tion,LAMP)、重组聚合酶扩增(Recombinase

 

polymerase
 

am-

plification,RPA)以及重组酶辅助扩增(Recombinase-aid
 

ampli-
fication,RAA)。

LAMP扩增产物可以使用各种方法如琼脂糖凝胶电泳、比
色法以及实时荧光计等来判别[25,37]。Zhong等[38]用LAMP对

58个广州医院的临床样本进行检测,结果与PCR相同,其中

mcr-1检出限为105 拷贝/μL;Liu等[39]用LAMP对13株临床

菌株和11株从动物分离的菌株进行 mcr-3检测,检出限为
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0.035
 

ng/mL;Zou等[40]利用LAMP对20株不含 mcr-1基因

的多重耐药细菌和2株携带mcr-1
 

基因的菌株进行检测,检出

限为0.2
 

pg/μL。表明LAMP的灵敏度是传统PCR的10倍

且特异性相同这一结论,检测时间也都控制在1
 

h以内。但

LAMP也存在一些缺点,首先结果测量需要精密设备,且比色

指示剂无法检测较低的样品浓度等[41];其次,对温控设备具有

依赖性[42];最后,LAMP至少需要两对引物来识别目标DNA
 

的六个区域,引物浓度高于传统PCR,可能会导致引物二聚体

诱导非特异性扩增,且在引物设计上比PCR复杂[43-44]。

RPA最初使用的是琼脂糖凝胶电泳对扩增结果进行检

测,但需要额外的纯化步骤以防止条带被污染[45]。探针RPA
灵敏度和特异性都较普通RPA高,但需要荧光PCR仪[46]。侧

流层析试纸条RPA,无需纯DNA分离,灵敏度和特异性也较

普通RPA高[47]。Xu等[48]利用这两种RPA技术检测了20个

mcr-1阳性样本和3个阴性样本,结果均在30
 

min内完成,侧
流层析试纸条RPA甚至只需5~10

 

min。两种PRA都显示与

qPCR一致的高特异性,检测下限为100
 

fg,远远优于qPCR。

同时相较于其他等温扩增方法,RPA对抑制剂有着更好的耐

受性[47]。然而,与具有温度循环的PCR和qPCR不同,RPA
存在引物二聚体的假阳性这一重要风险,在RPA反应中相互

错配的引物没有机会解离[49]。

RAA与PRA反应原理相似,主要区别在于PRA用的是

噬菌体的酶和蛋白,而RAA用的是细菌或真菌的酶和蛋白,更
容易获取[50]。Fan等[51]使用荧光RAA对来自北京一家儿科

医院的
 

672份临床样本进行检测,20
 

min即可得到结果,检测

限为20个拷贝/反应,且与PCR检测结果一致。车勇良等[52]

通过RAA方法对4株临床分离大肠埃希菌进行检测,只需21
 

min就能出结果,检测限为102 拷贝/μL。相较于LAMP来说,

RAA的单次检测成本更低[53]。但 RAA和PRA存在一些亟

待解决的问题,如引物及探针制备难度大、靶标大小限制、样本

和扩增产物纯化难度大等[42]。

2.2.4 CRISPR-Cas技术 CRISPR-Cas是多种生物体和细胞

类型的基因组编辑和调控的关键技术。在检测方面,CRISPR-
Cas系统表现出了对病原体、SNPs、基因组

 

DNA等xxx的巨

大潜力[54]。Gong等[55]将RPA与CRISPR-Cas12a体系结合,

建立了mcr-1基因的快速(60
 

min以内)检测技术,通过15个

mcr-1阳性株、55个非mcr-1分离株以及添加了一系列 mcr-1
阳性菌株稀释液的临床样本进行验证。结果显示了较高的灵

敏度(纯mcr-1阳性分离株中,灵敏度为420
 

fg/反应;临床样品

中,灵敏度为1.6
 

~
 

6.2
 

cfu/反应)和100%的特异性。此外,

CRISPR-
 

Cas系统重新编程的简单性,使它们易为各种应用程

序进行配置,且不依赖于专业人员及其他仪器设备。

3 全基因组测序(Whole
 

genome
 

sequence,WGS)

常规的PCR只能检测已知的mcr基因且检测的基因数量

有限,而 WGS可以提供全部与多黏菌素耐药相关的基因序

列[24]。Duggett等[56]应用 WGS技术对英国猪源 mcr-1阳性

质粒进行分析,发现携带 mcr-1基因的阳性质粒序列与英国、

中国和南非人源分离株以及丹麦、法国等动物分离株序列相似

性为
 

90%~99%。Fayad等[57]从黎巴嫩不同家禽养殖场收集

的粪便中分离到18株大肠埃希菌,利用 WGS测序后发现3株

ST2705的大肠埃希菌和2017年从贝鲁特法兰西医院住院患

者粪便样本中分离的大肠埃希菌的ST序列高度同源。可见,

WGS的测序信息可以提供全面的基因序列,便于溯源和进化

分析。与其他方法相比,WGS准确性更高,但仍存在成本高、

周转周期长以及复杂的生物学信息分析等问题[58]。

4 免疫法

酶联免疫吸附测定和侧流免疫试验等免疫分析具有检测

灵敏度高、通量大和周转时间快等优点,适合快速检测[59]。He
等[60]使用多克隆抗体作为捕获剂和单克隆抗体mcr-1~mcr-7
作为检测器,研发了一种基于酶联免疫吸附技术的检测方法,

检测限为0.01
 

ng/mL。Volland等[61]研发了一种侧流免疫技

术,检测在15
 

min内完成,灵敏度和特异性分别达到100%和

98%。但免疫法检测严重依赖于高亲和力和特异性识别 mcr
基因的抗体,不同抗体敏感性相差较大,因此一定程度地限制

了商业化应用。

5 LC-MS/MS(液相色谱串联质谱)和 MALDI-TOF
 

MS(基质

辅助激光解吸/电离飞行时间质谱)

Wang等[62]选用了一种胰蛋白酶肽用于 mcr-1蛋白的快

速LC-MS/MS分析,在检测99个盲样中灵敏度和特异性均为

100%,且检测时间少于90
 

min。Dortet等[63-64]研发了一种基

于 MALDI-TOF
 

MS的方法———MALDIxin,成功在15
 

min内

从87株大肠埃希菌分离株中检测出所有携带mcr-1基因的菌

株。但 MALDIxin也存在2个主要问题。首先,检测是在反射

模式的质谱仪上进行的,这在临床微生物学实验室中并不常

见。其次,样品是在质谱仪的负离子模式下进行分析的,该模

式目前并未在常规质谱仪上应用[64-65]。基于此,Li等[65]研发

了一种基于 MALDI-TOF
 

MS
 

的半定量方法,可以快速鉴定细

菌对于多黏菌素的敏感性,灵敏度和特异性分别可达97.4%和

88%。Smith等[66]研 发 了 一 种 新 型 的 基 于 脂 质 的 MALDI-
TOF

 

MS技术,可以直接从尿液中鉴定出携带mcr-1的大肠埃

希菌,结果在1
 

h内完成,但该方法尚缺乏大规模的样品测试。

同时,无论是LC-MS/MS还是 MALDI-TOF
 

MS,都严重依赖

于仪器(质谱仪),这在一定程度上限制了该方法的应用。

本文各类检测方法的性能、优势及存在的挑战汇总详见表

1。

6 小结

多黏菌素被认为是对抗耐碳青霉烯类革兰阴性菌最后的

一道防线。本文综述了目前针对多黏菌素耐药检测的多种技

术和方法,分析了各种技术方法的应用场景、成本效益、特异性

及准确性等,以期为之后不同场景检测方法的选择提供参考,

同时也为多黏菌素耐药的防控和治理、临床的规范治疗等提供

科学依据。
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