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!摘!要"!目的!了解铜绿假单胞菌
$

类整合子消毒剂%磺胺耐药基因#4&?+

"

$(D3@$$的携带情况以及阳性菌株

对碘伏(戊二醛(氯己定(,('-消毒液的抗性& 方法!对某院"##.年$"月+"##(年$月连续分离的"#株铜绿假

单胞菌以聚合酶链反应#9@;$法检测 4&?+

"

$(D3@$基因%测定其阳性菌株对上述 '种消毒剂的最低抑菌浓度

#=4@$& 结果!"#株铜绿假单胞菌中检出4&?+

"

$(D3@$阳性株$#株#,#2##8$& 碘伏(戊二醛(氯己定(,('-消毒

液对4&?+

"

$(D3@$阳性菌株的=4@范围分别为'(2#0$"(2#

!

E6&7($*2#0",*2#

!

E6&7($2#0$*2#

!

E6&7('2#0

*'2#

!

E6&7& 结论!4&?+

"

$(D3@$基因普遍存在于临床分离的铜绿假单胞菌中%阳性菌株对碘伏(戊二醛(氯己定(

,('-消毒液存在抗性差异%应合理使用消毒剂并增加作用时间%以有效控制铜绿假单胞菌的播散&

!关!键!词"!铜绿假单胞菌)消毒剂%磺胺耐药基因)消毒剂)最低抑菌浓度)抗药性%微生物
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H,*,&Q,G% "##.'-K R'-1'GL"##(N,G,K,D,*D,K 4&?+
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$(D3@$E,-,QLJ0)L&,G'/,*+'(- G,'*D(0-% &(-(&1&(-+(Q(D0GL*0-%

*,-DG'D(0-/#=4@/$ 0FD+,'Q0C,F01GK(/(-F,*D'-D/N,G,K,D,*D,K2>%&#,(&!4- "#/DG'(-/0F:S&/=35%-'D&% $##,#2##8$
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$(D3@$E,-,(/N(K,/JG,'K (- D+,*)(-(*')(/0)'D,K :S&/=35%-'D&% D+,G,'G,K(FF,G,-*,/(-

G,/(/D'-*,0FJ0/(D(C,/DG'(-/'E'(-/DF01GO(-K/0FK(/(-F,*D'-D/% K(/(-F,*D'-D//+01)K Q,1/,K G'D(0-'))L/0'/D0*0-DG0)D+,

/JG,'K 0F:S&/=35%-'D&2

!@%- A."=&"!:D/3E'.'-&D&/=35%-'D&) 4&?+
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$(D3@$E,-,) K(/(-F,*D'-D/) &(-(&1&(-+(Q(D0GL*0-*,-DG'D(0-) KG1EG,%

/(/D'-*,% &(*G0Q(')
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!!铜绿假单胞菌是医院感染常见的病原菌%广泛

分布于医院环境中& 由铜绿假单胞菌引起的医院感

染涉及面广%几乎可以累及身体各种组织和器官%主

要引起呼吸道炎症(败血症(伤口感染(泌尿道感染

等& 通常具有感染时间长(治疗难度大(易于传播(

难以控制等特点%适时进行医院环境的消毒灭菌处

理是控制铜绿假单胞菌医院感染的重要措施& 近年

来%铜绿假单胞菌的耐药性不断上升%广泛呈现多药

耐药现象%也陆续出现耐消毒剂铜绿假单胞菌菌

株!$%""

%给医院感染控制带来隐患& 铜绿假单胞菌

对消毒剂的耐药%通常由
$

类整合子消毒剂 %磺胺

耐药基因#4&?+

"

$(D3@$$介导%

$

类整合子携带有
'
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内酰胺酶基因(氨基糖苷类修饰酶基因(4-=基因(

4&?基因等多种抗生素和消毒剂耐药基因%其中 4&?

基因家簇表达多种消毒剂外排泵!&"

& 为了解我院

分离的铜绿假单胞菌的 4&?+

"

$(D3@$的携带情况及

对常用消毒剂碘伏(氯己定(戊二醛(,('-消毒液

#有效成分为次氯酸钠$的体外抗性%我们进行了铜

绿假单胞菌
$

类整合子 4&?+

"

$(D3@$的检测及上述

'种消毒剂对其最低抑菌浓度#=4@$的测定%现将

结果报告如下&

BC材料与方法

$2$!菌株来源!对本院"##.年$"月+"##(年$

月铜绿假单胞菌连续分离株"#株进行 4&?+

"

$(D3@$

检测&

$2"!基因检测!以聚合酶链反应#9@;$法进行

4&?+

"

$(D3@$基 因 检 测% 引 物 序 列 9$' ,V%

<BA@ABAAA@<<<B@<BBA@%&V)9"' ,V%B<<@B%

ABB<A@@ABB@B@@A%&V& 靶基因 9@;扩增体系

均为' 每反应体系 9$(9"引物各 #2,

!
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K:<9/各 "##&&0)67%>@)$#&&0)67%#:3
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#2,8%#IB#2#"8#N6C$%<'P H:B

J0)$Y& 总反应体积 "#

!

7#其中模板液 ,

!

7$&

9@;扩增热循环参数#9@;产物长度 &##QJ$为'

)&U预变性,&(-%然后)&U*#/

$

,,U*#/

$

."U

*#/%循环&,周期%最后一个."U延长至,&(-& 产

物经"8琼脂糖凝胶电泳%出现与阳性对照分子相

当的目的条带为阳性&

$2&!消毒剂 =4@测定$'%

!将 4&?+

"

$(D3@$基因阳

性菌株用蒸馏水配制成#2,麦氏单位菌悬液%用蒸

馏水倍比稀释成梯度浓度%将&#

!

7菌液分别加入

稀释的消毒液%作用&#&(-后%转种=%3平板%&.U

$(0"'+后观察结果%以消毒液最高稀释度无菌生

长的浓度为其=4@值&

EC结果

"2$!基因检测!"#株铜绿假单胞菌中检出

4&?+

"

$(D3@$基因株 $#株#,#2##8$%其 9@;电泳

图见图$& 4&?+

"

$(D3@$基因阳性条带位于 &##QJ

区域&

!""#$%

& # & # & # ' # ( # )

='分子量标记%由上而下分别为$###()##((##(.##(*##(,##('##(

&##(",#("##($,#($##(,#QJ)9' 阳性对照):' 阴性对照)I'标本阳性

图 BC4&?+

"

$(D3@$基因电泳图

F'$#"%BC$),*DG0J+0G,/(/&'J 0F4&?+

"

$(D3@$E,-,

"2"!消毒剂 =4@测定!'种消毒剂对标准菌株的

=4@值分别为'碘伏 (2#

!

E6&7(戊二醛 $*2#

!

E6

&7(氯己定(2#

!

E6&7(,('-消毒液&"2#

!

E6&7)

对$#株4&?+

"

$(D3@$阳性铜绿假单胞菌的=4@范围

分别为'碘伏 (2#0$"(2#

!

E6&7(戊二醛 $*2#0

",*2#

!

E6&7(氯己定$2#0$*2#

!

E6&7(,('-消毒

液'2#0*'2#

!

E6&7&

GC讨论

铜绿假单胞菌的耐药性日益增加%其耐药机制

复杂%主要包括'#$$细菌 =,.B%&,.#%SJG=等多药

主动外排系统过度表达)#"$膜孔蛋白 SJGH"基因

编码缺失或通透性改变)#&$

'

%内酰胺酶(超广谱
'

%

内酰胺酶(金属锌酶(糖苷修饰酶(钝化酶(细菌染色

体基因突变等!,%."

& 整合子可介导细菌多种耐药基

因%获得整合子的细菌多表现为多药耐药!&"

& 铜绿

假单胞菌主要携带
$

类整合子%

$

类整合子&V端保

守区序列为耐消毒剂和磺胺基因#4&?+

"

$(D3@$$%为

$

类整合子遗传标记& 4&?基因家簇表达细菌多种

化合物外排泵%包括季铵类#苯扎溴铵(苯扎氯铵(

度米芬$(双胍类#氯己定$(碱性染料#孔雀石绿$等

消毒剂与防腐剂& 4&?+

"

$(D3@$基因阳性表明细菌

$

类整合子的存在%不仅反映出细菌耐药元件携带

高%也反映出对消毒剂和防腐剂的耐受高& 本实验

检测"#株铜绿假单胞菌%共检出 4&?+

"

$(D3@$基因

$#株%检出率,#8& 提示我院分离到的铜绿假单胞

菌具有潜在的多药耐药倾向%对多种消毒剂(防腐剂

亦存在产生抗性或抗性增强趋势&

临床常用的消毒剂有含氯制剂(双胍类消毒剂(

季铵盐类消毒剂(酚类消毒剂(重金属消毒剂等%不
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同类型的消毒剂其消毒作用机制各不相同& 目前认

为%消毒剂的滥用(处理方法不当及用量不足是消毒

剂抗性产生的主要原因%产生这种抗性的机制主要

包括'细胞膜通透性改变%生物膜形成%主动外排系

统表达%作用靶点改变%获得质粒或整合子(转座子

而具有耐药性等!(%)"

&

对消毒剂抗性的研究目前公认最常用(最简便

易行的方法是进行=4@测定!$#"

& 本实验研究的$#

株携带有4&?+

"

$(D3@$基因的铜绿假单胞菌对戊二

醛(氯己定(碘伏(,('-消毒液等消毒剂的=4@值有

较大差异& 该类铜绿假单胞菌对戊二醛的抗性最

强%对氯己定的抗性最弱%与相关文献报道!$$"相近&

氯己定作为临床使用广泛的消毒剂%具有消毒效果

好(应用范围广(毒性低等特点%常被用作漱口液(多

功能护理液的添加剂及医疗诊疗行为中手(皮肤(黏

膜(器械等的消毒剂& 有实验表明!$"%$&"

%携带有4&?

家簇基因的细菌较未携带 4&?基因的细菌%氯己定

=4@值更高%这些氯己定抗性菌株的出现%可引发感

染甚至医院感染的暴发流行& 对 4&?+

"

$(D3@$基因

阳性的细菌%应考虑谨慎使用氯己定&
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脂肪细胞坏死而发生!*%."

& 基础疾病(全身状况较

差或切口局部组织营养不良常导致切口裂开)用力

咳嗽(便秘等腹压增高因素也是导致切口裂开的常

见原因!("

& 切口脂肪液化(裂开使手术切口创面有

较多坏死脂肪组织(渗液等%这些均为微生物的生长

繁殖提供了良好的生长环境%促使 II4的发生)同

时%切口感染又是切口裂开的常见原因之一%两者互

为因果%造成恶性循环& 本研究显示%无术后并发症

组与切口脂肪液化组(切口裂开组 II4发生率存在显

著性差异#:1#2#$$& 由此可见%有效预防术后切口

脂肪液化和裂开是降低 II4发生率的主要措施之一&

综上所述%II4的发生是多因素的综合%且其感

染途径有内源性的%也有外源性的& 必须采取综合

性预防措施才能有效地降低 II4的发生率&
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