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６０株铜绿假单胞菌耐药性分析及流行病学调查
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　　摘　要：目的　分析一段时期内６０株铜绿假单胞菌（ＰＡ）的耐药性并及其ＤＮＡ多态性。方法　对临床分离的６０株不重复

铜绿假单胞菌采用Ｋｉｒｂｙｂａｕｅｒ（ＫＢ）法进行药敏试验，并进行随机引物多态性扩增。结果　耐药率最高的是米诺环素和复方新

磺胺甲恶唑，分别为１００％和９６．６％，其次是哌拉西林（５５％），左氧氟沙星（５１．６％），亚胺培南（４８．３％）和美洛培南（４６．６％），耐

药率较低是头孢他啶（１５．０％）和阿米卡星（３８．３％）。各菌株基因型差别较大，在同一科室内有小范围的流行。结论　ＰＡ对多种

抗菌药物耐药率均较高，仅头孢他啶与阿米卡星耐药率较低，临床可考虑选用。各菌株基因型差别较大，ＲＡＰＤ可以作为ＰＡ流

行病学调查的手段之一。

关键词：假单胞菌，铜绿；　抗药性；　随机引物；　流行病学，分子

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．０５．０２３ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）０５０５６５０３

犇狉狌犵狉犲狊犻狊狋犪狀犮犲犪狀犱犲狆犻犱犲犿犻狅犾狅犵犻犮犪犾犻狀狏犲狊狋犻犵犪狋犻狅狀狅犳６０犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪狊狋狉犪犻狀狊


犡狌犔犻狀犵狇犻狀犵，犠犪狀犵犉犲狀犵，犔犻狌犆犪犻犾犻狀，犗狌犌狌狅狆犻狀犵，犛狌狀犕犻狀犵狔狌犲，犛狌狀犣犻狔狅狀犵△

（犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犆犾犻狀犻犮犪犾犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔，犜狅狀犵犼犻犎狅狊狆犻狋犪犾，犜狅狀犵犼犻犕犲犱犻犮犪犾犆狅犾犾犲犵犲，犎狌犪狕犺狅狀犵

犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔狅犳犛犮犻犲狀犮犲犪狀犱犜犲犮犺狀狅犾狅犵狔，犠狌犺犪狀，犎狌犫犲犻４３００３０，犆犺犻狀犪）

犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　ＴｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｎｄＤＮＡｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｏｆ６０Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａｓｔｒａｉｎｓ．犕犲狋犺狅犱狊　

６０ｎｏｎｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅＰＡｃｌｉｎｉｃａｌｉｓｏｌａｔｅｓｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍＪｕｎｅｔｏＡｕｇｕｓｔａｎｄＫＢｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｄｒｕｇｒｅ

ｓｉｓｔａｎｃｅｐａｔｔｅｒｎ．ＲａｎｄｏｍａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃＤＮＡ（ＲＡＰＤ）ａｎａｌｙｓｉｓｗａｓｕｓｅｄｆｏｒｇｅｎｅｔｙｐｉｎｇ．犚犲狊狌犾狋狊　Ｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

ｒａｔｅｓｗｅｒｅｍｉｎｏｃｙｃｌｉｎｅ（ＭＨ）ａｎｄｃｏｔｒｉｍｏｘａｚｏｌｅ（ＳＭＺ），１００％ａｎｄ９６．６％ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｐｉｐｅｒａｃｉｌｌｉｎ（ＰＩＰ）（５５％），ｌｅｖｏ

ｆｌｏｘａｃｉｎ（ＬＥＶ），ｉｍｉｐｅｎｅｍ（ＩＰＭ）ａｎｄｍｅｒｏｐｅｎｅｍ（ＭＥＭ），５５．０％，５１．６％，４８．３％ａｎｄ４６．６％ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｙｅｔｃｅｆｔａｚｉｄｉｍｅ（ＣＡＺ）

ａｎｄａｍｉｋａｃｉｎ（ＡＭＫ）ｍａｒｋｅｄｔｈｅｌｏｗｅｓｔｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｒａｔｅｓ，１５．０％ａｎｄ３８．３％ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｇｅｎ

ｏｔｙｐｅｉｎｍｏｓｔｓｔｒａｉｎｓａｎｄｔｈｅｒｅｗａｓａｓｍａｌｌｅｐｉｄｅｍｉｃｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｗａｒｄｄｕｒｉｎｇｔｈｅｐｅｒｉｏｄ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＭｏｓｔＰＡｓｔｒａｉｎｓｗｅｒｅｒｅｓｉｓｔ

ａｎｔｔｏｍａｎｙａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓａｎｄｏｎｌｙＣＡＺａｎｄＡＭＫｐｏｓｓｅｓｓｅｄｔｈｅｌｏｗｅｓｔｒｅｓｉｓｔａｎｔｒａｔｅａｎｄｍａｙｂｅｒｅｃｏｍｍｅｎｄｅｄｆｏｒｃｌｉｎｉｃａｌｔｒｅａｔｍｅｎｔ．

ＲＡＰＤａｎａｌｙｓｉｓｉｓａｕｓｅｆｕｌｔｏｏｌｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ；　ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ；　ｒａｎｄｏｍｐｒｉｍｅｒ；　ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ，ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

　　铜绿假单胞菌（ＰＡ）广泛存在于自然界和人体皮肤中，是

临床最常见的条件致病菌，近年来随着各种抗菌药物的大量使

用，该菌对多种抗菌药物的耐药性逐渐增强，有些出现多耐药

和泛耐药菌株，给临床上的治疗带来极大的难度。

１　材料与方法

１．１　菌株　２０１２年６月至２０１２年８月从本院住院部及门诊

患者送检标本中共分离出的不重复的铜绿假单胞菌６０株，经

ＶＩＴＥＫ２全自动微生物鉴定仪（法国梅里埃公司）或 ＡＰＩ２０

ＮＥ（法国梅里埃公司）对菌株进行鉴定。铜绿假单胞菌

（ＡＴＣＣ２７８５３）为质控菌。

１．２　仪器与试剂　９６００ＰＣＲ扩增仪和凝胶成像系统均为美

国ＢｉｏＲａｄ公司产品。抗菌药物药敏纸片为英国ＯＸＯＩＤ公司

产品。

１．３　方法

１．３．１　药敏试验　采用纸片扩散法进行药物敏感试验，所有

实验操作及判读标准参考ＣＬＳＩ２０１０版的标准进行。对药敏

试验结果用 ＷＨＯＮＥＴ５．５软件进行处理。

１．３．２　ＤＮＡ的制备　采用煮沸法提取细菌ＤＮＡ。

１．３．３　ＰＣＲ反应　随机引物多肽性扩增（ＲＡＰＤ）的总反应体

系为２５μＬ。其中１０×ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ；２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２１．５

μＬ；２００ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ０．５μＬ；引物０．５μＬ；５Ｕ／μＬＴａｑ酶

０．２μＬ；模板ＤＮＡ２μＬ；双蒸水补足至２５μＬ。随机引物为一

条含９ｂｐ的引物，序列为５′ＡＴＧＧＡＣＧＧＣ３′，由Ｉｎｔｒｉｖｏｇｅｎ

公司合成。扩增条件９４℃预变性５ｍｉｎ后，进行４５个循环，

每次循环９４℃ 变性１ｍｉｎ，３６℃退火５５ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，

７２℃终延伸１０ｍｉｎ。扩增产物在１．５％的琼脂糖凝胶中电压

１００Ｖ电泳６０ｍｉｎ，凝胶成像系统拍照，观察结果。

２　结　　果

２．１　ＰＡ的抗菌药物耐药性　耐药率最高的是米诺环素和复

方磺胺甲恶唑，分别为１００％和９６．６％，其次是哌拉西林

（５５％），左氧氟沙星（５１．６％），亚胺培南（４８．３％）和美洛培南

（４６．６％），耐药率较低是头孢他啶（１５．０％）和阿米卡星

（３８．３％）。见表１。

表１　　６０株ＰＡ的耐药率情况

抗生素 耐药株（狀） 耐药率（％）

ＳＸＴ ５８ ９６．６

ＣＩＰ ２７ ４５．０

·５６５·国际检验医学杂志２０１３年３月第３４卷第５期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｒｃｈ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．５

 基金项目：国家科技重大专项“十二五”资助课题（２０１２ＺＸ１０００４２０７００４）。　作者简介：徐令清，在读博士研究生，主要从事微生物耐药性

研究。　△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｚｙｓｕｎ＠ｔｊｈ．ｔｊｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。



续表１　　６０株ＰＡ的耐药率情况

抗生素 耐药株（狀） 耐药率（％）

ＣＮ１０ ２９ ４８．３

ＡＫ ２３ ３８．３

ＩＰＭ ２９ ４８．３

ＣＡＺ ９ １５．０

ＡＴＭ ２６ ４３．３

ＰＩＰ ３３ ５５．０

ＳＣＦ ２８ ４６．６

ＬＥＶ ３１ ５１．６

ＦＥＰ ２６ ４３．３

ＴＺＰ ２７ ４５．０

ＭＥＭ ２８ ４６．６

ＭＨ ６０ １００．０

ＣＦＰ ２９ ４８．３

　　ＳＸＴ：复方磺胺甲恶唑；ＣＩＰ：环丙沙星；ＣＮ１０：庆大霉素；ＡＫ：阿米

卡星；ＩＰＭ：亚胺培南；ＣＡＺ：头孢他啶；ＡＴＭ：氨曲南；ＰＩＰ：哌拉西林；

ＳＣＦ：头孢哌酮／舒巴坦；ＬＥＶ：左氧氟沙星；ＦＥＰ：头孢吡肟；ＴＺＰ：哌拉

西林／他唑巴坦；ＭＥＭ：美洛培南；ＭＨ：米诺环素；ＣＦＰ：头孢哌酮。

　　Ｍ：ＤＮＡ标记物；１～１５：ＰＡ菌株。

图１　　１～１５株ＰｌＡ的ＲＡＰＤ图

　　Ｍ：ＤＮＡ标记物；１６～３０：ＰＡ菌株。

图２　　１６～３０株ＰＡ的ＲＡＰＤ图

　　Ｍ：ＤＮＡ标记物；３１～４５：ＰＡ菌株。

图３　　３１～４５株ＰＡ的ＲＡＰＤ图

２．２　ＰＡ 耐药性及 ＲＡＰＤ基因分型　６０株 ＰＡ 临床菌株

ＲＡＰＤＰＣＲ产物分成５５种基因型。６０株临床分离株的呈现

多种型别，不同菌株的ＲＡＰＤ谱型中的扩增ＤＮＡ片段数目为

１～７条。全耐药组（对１５种抗菌药物全部耐药的菌株）为２，

２３，４０，４８。多耐药组（耐ＩＭＰ／ＭＥＭ及３种以上抗菌药物）２，

４，５，８，１０，１１，１２，１３，１４，１７，２１，２２，２３，２４，２６，２８，３４，４０，４２，

４３，４５，４７，４８，４９，５４，５５，５６，５９。敏感组（对大多数抗生素均敏

感）：１，３，６，７，９，１５，１６，１８，１９，２０，２５，２７，２９，３０，３１，３２，３３，３５，

３７，３８，３９，４２，５０，５１，５３，５７，５８。１２和１３号，２２和２３号，２４和

２５号，２６和２８号，４８和４９分别呈现为同一基因型。其他菌

株的型别皆具有其独特性（图１～４）。耐药谱相同的基因型有

很大差异，基因型相同的菌株其耐药谱也不一样。耐药谱与基

因型之间未见明显的相关性。

　　Ｍ：ＤＮＡ标记物；４６～６０：ＰＡ菌株。

图４　　４６～６０株ＰＡ的ＲＡＰＤ图

３　讨　　论

ＰＡ是自然界中广泛存在的一种微生物，也是人体皮肤，

呼吸道常见的条件致病菌之一。近年来，ＰＡ的临床感染逐渐

增多，并随着抗菌药物的广泛使用，其对碳青霉烯类抗生素耐

药菌株亦有逐年上升的趋势。朱德妹等［１］报道２００２年上海地

区医院ＰＡ对亚胺培南的耐药率为２６％；王辉等
［２］对２００３～

２００４年中国十家教学医院革兰阴性杆菌耐药性分析ＰＡ对亚

胺培南的耐药率为２２％～２４％。２００６年ＣＨＩＮＥＴ细菌耐药

监测数据显示，ＰＡ对亚胺培南和美罗培南耐药率较２００５年

有所增高，尤以细菌对亚胺培南的耐药率升高较显著（自３１％

升高至４２．８％），对美罗培南耐药率为３４．１％
［３］。２００８中国

ＣＨＩＮＥＴ细菌耐药性监测显示对美罗培南和亚胺培南的耐药

率分别是２４．５％和３０．５％
［４］。２０１０中国ＣＨＩＮＥＴ细菌耐药

性监测显示对美罗培南和亚胺培南的耐药率分别是２５．８％和

３０．８％
［５］。研究显示本院在一段时期内ＰＡ对美罗培南及亚

胺培南的耐药率分别达到４６．６％和４８．３％，这与辛续丽等
［６］

报道ＩＭＰ２００９和２０１０耐药率分别为５３．２和５８．８％比较接近，

但与吴祥林等［７］报道的２０１０年ＩＭＰ耐药率５．１％相差较远，

这种不同地区耐药率的差异可能与本地区抗菌药物的使用有

关，同时与纳入菌株的数量有一定关系。在本研究中米诺环

素，复方磺胺甲恶唑，哌拉西林，左氧氟沙星，环丙沙星呈现出

较高的耐药率，而头孢他啶（１５％）和阿米卡星（３８．３％）耐药率

较低，临床上根据患者情况可以考虑选用，当然还要根据具体

的药敏结果及患者实际情况进行合理选择，避免滥用。

在耐碳青霉烯类抗菌药物菌株中，几乎都出现了多重耐药

株（ＭＲＤ）；并检出全耐药株（２，２３，４０，４８），绝大多数来自ＩＣＵ

病房，这值得更多的关注。ＰＡ对抗生素产生广泛的耐药性主

要是由于它的多种耐药机制所决定，其主要耐药机制有产生β

内酰胺酶，细菌外膜通透性降低，如外膜孔蛋白Ｄ２（ＯｐｒＤ２）缺

失，菌体蛋白结构和功能改变，形成生物保护膜等［８９］。在临床

送检的各种标本中以痰液标本最多（占７５％），其次是分泌物，

导管，胆汗（各占３．３％），而标本来源科室中ＩＣＵ（１３株），占

２１．６％，其次是呼吸内科和胸外科，分别为１３．３％和６．６％。

提示本院的铜绿假单胞菌主要以呼吸道感染为主，且主要来源
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于ＩＣＵ及呼吸内科、胸外科及神经内科等。

ＲＡＰＤ技术是１９９０年由 Ｗｉｌｌｉａｍｓ１等
［１０］、Ｗｅｌｓｈ和 Ｍｃ

ｃｌｅｌｌａｎｄ
［１１］建立的揭示基因多态性的分型方法，是在ＰＣＲ基础

上发展起来的一种分子生物学技术。由于其使用随机的单条

引物，基因组ＤＮＡ分子如发生片段插入，缺失或碱基突变，将

造成引物特定结合位点的变化，使ＰＣＲ产物的条带发生分子

量与数目的改变；它的特异性较好，分析周期相对较短，且简

易、稳定、可靠，也不需要特殊的试剂和生物材料，几乎适用于

所有生物的分型，尤其是对一些尚未建立标准分型方法和缺乏

血清型等方法的菌种的鉴定和分型特别实用。本研究中出现

了４株全耐药株，对所有抗菌药物都耐药，但其基因型没有相

似性。另外泛耐药株与泛耐药株之间，及敏感株与敏感株之间

的基因型也是各有特点，并不一样。在本研究中检出了５对相

同型别的菌株，分别来自于ＩＣＵ，呼吸内科，胸外科和神经内科

病房，且发现是分离自不同的患者，时间只相隔１～２周，有可

能说明在短时间内出现了科室内的小规模流行。而其他的病

区患者检出的ＰＡ菌株ＲＡＰＤ型别各不相同，表明各病区无交

叉感染现象出现，为ＰＡ的医院感染的散发流行。

总之，ＲＡＰＤ分型法稳定性较好，分型率、分辨率很高；最

大特点是不需已知基因组系列即可进行分型，且该技术具有快

速、简单、省时、省力等优点。因此，得到广泛应用。目前尚未

对ＲＡＰＤ进行统一、标准化，因而难以对不同实验室ＲＡＰＤ结

果以及流行菌株特征比较，这成为 ＲＡＰＤ技术的不足之处。

由于ＰＡ在自然界广泛存在，并通过多种途径传播，因此，医院

要建立健全的消毒制度，实施严格的消毒措施。医护人员更要

勤洗手，认真执行各项无菌操作，防止该菌在院内传播。
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