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产金属 I3内酰酶铜绿假单胞菌的表型和基因型分析 

吴 倩 I，陈 志 ，夏亭亭 

(1．3．重庆医科大学附属第二医院检验科，重庆 400010；2．江津市 094医院，江津 402260) 

【摘 要】目的：了解我院铜绿假单胞菌的耐药与流行病学状况，以便更好控制医院感染 方法：采用纸片法测定产金属 p一内 

酰酶的 PA，并用随机扩增多态性(RAPD)DNA基因分型方法对其进行 PAPD基因分型。结果：24株耐亚胺培南 PA通过纸片法 

检测确定产金属 p一内酰酶 19株，不产金属 13一内酰酶 5株，产金属 p一内酰酶检出率 80％；PAPD法共得 PAPD十型，分型 

率为 100％。有 3例感染个体出现相同基因型，有 1例病人在不同时期出现两种基因型 结论：纸片法检测能快速简便检测出金 

属 B一内酰酶，随机扩增多态(PAPD)DNA基因分型，能满足对 PA进行分子流行病学调查 
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Study on of metallo-13-lactamases in pseudomonas aeruginosa 
qion，et al 

(Department of htha lmology，the Second Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To monitor the rug resistance and epidemiology state of pseudomonas aeruginosa(PA)isolated clinical pa— 

tient． Methods：antimierobial sensitivity tests were performed hy K-B method and metallo-13一la tamases—pmducing PA was 

genotyped by the randomly amplified polymorphic(PAPD)assay．Results：Among24 strains resistant to imipenem．19(8％)strains 

produced metal enzyme which could be distingurished into 10 kinds of PAPD type
．the type ability was 100％．There was same 

gene type strain．Isolated from three patient and there were two kinds of gene types．Among 2 strains isolated from the same 

patient at the different time．Conclusions：the K—B method could be used tO determine metal enzyme
． rapidly and conviently． 

And PAPD could to be used in the molecular epidemiological study of PA． 
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铜绿假单胞菌广泛分布于周围环境及正常人 

的皮肤，呼吸道 ，消化道的部位，是医院感染的主要 

病原菌【n。由于抗菌药物的运用，从临床分离的对多 

种抗菌药物耐药的铜绿假单胞菌呈增加趋势，而金 

属酶 B一内酰胺(MBL)酶是引起其多重耐药的重要 

机制之一。本研究通过 EDTA络合金属离子来检测 

金属酶，并结合 PCR指纹图谱 ，对产金属酶铜绿假 

单胞菌进行基因分析，了解感染类型及特征 ，为今 

后尽早发现及控制医院感染提供依据。 

1 资料和方法 

1．1 菌株来源 

临床菌株 2004年 1月 2006年 2月，本院多个病区分 

离到 24株耐亚胺培南铜绿假单胞菌。阴性对照株：铜绿假单 

作者介绍：吴 倩(1970一 )，女 ，主管技师 

主要研 究方向：临床微 生物 。 

胞菌 ATCC27853，购自卫生部临检中心。 

1．2 纸 片法检测金属酶 B一内酰胺酶的 产生 

将菌种接种于血平板上 18 24h，挑取单个菌落配制成 

108cfu／ml菌液，用棉签均匀涂抹于 MH平板，贴上两张头孢 

他啶纸片和两张亚胺培南纸片，纸片间相距 25mm，并将 

500mmol／L EDTA10 1分 别 加 至 上 述 两 种 纸 片 制 得 

CAZ／EDTA及 IMP／EDTA纸片，按 K—B纸片法测 出 CAZ． 

CAZ／EDTA及 IMP、IMP／EDTA4种纸片的抑菌圈直径 。如任 

何一组其抑菌环直径差值大于或等于 5cm，及可判断为 MBL 

酶阳性菌株12．3I 

1．3 PCR指纹图谱 法 

根据文献合成随机引物 ，序列为‘5-GTYGGTGGCT一3’ 

dNTP，Taq DNA 聚合酶 ，PCR反应配套试剂及 DNA Marker 

(Puc Mix Marker8)均由上海 Sangon生物工程公司提供。反 

应 总 体 积 50 l，其 中 10×PCR缓 冲 液 5．0 l，MgCI2 

2．5mmol／L，dNTP 200 mol／L， 引 物 2mmol／L，DNA 模 板 

3 1，Taq DNA聚合酶 2．5U，重蒸水 30．5 1，94~C预变性 

5min，然后 94℃变性 1min，50％退火 1min，72~C延伸 1．5min， 
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院 PA引起的医院感染进行回顾性分型研究。结果 

24株 PA全部能产生指纹图谱 ，分型率为 100％． 

RAPD分型结果既表现种系发育过程的相互联系， 

也反应不同克隆之间存在的差异，从而可鉴定不同 

菌株在基因水平上的差异吲。 

从图 1可知三位不同病区的住院病人六株 PA 

出现的相同基因型，由此我们可推测这株 PA在不 

同的科室间发生了传播，引起了院内的交叉感染。 

临床上往往只重视个体患者的治疗 ，忽略了病房中 

可能存在的交叉感染的传播媒介。因 PA在医院内 

环境中广泛分布，可见于医院各个角落。通过于医 

护人员的手、病床、病房空气或其他患者，各种医疗 

器械如：吸痰管 、吸氧管 、胃管、湿化瓶 、气管套管、 

呼吸机管道、导尿管等共同媒介物的进行外源性传 

播 ，而病人免疫功能低，体质弱，又不规则长期使用 

抗生素导致再次感染发生的可能性就很大，常可在 

不同科室的住院病人间暴发流行 。因此阻断外源 

性传播媒介，是控制医院感染的重要环节。 

图 1所示患者连续监测的五株 PA中 ，ACDE 

株得到完全相同的指纹图谱，而 B株图谱发生了跳 

跃性的变化，说明此患者感染的 PA出现两种型别， 

不同PA的感染可能有两方面原因，一为由院外带 

人、病区菌库，另一为 PA的基因突变的．前者是由 

于共同媒介物所致，后者则是由于不合理使用抗生 

素，导致耐药基因发育过程中发生了突变 ，从而使 

指纹图谱发生了的跳跃陛的变化。 

因此为了有效控制医院感染的发生。我们应从 

这两方面着手：通过洗手 、消毒、隔离等手段，切断 

交叉感染的传播途径，阻断外源性传播媒介 ；临床 

与实验室密切配合，以病原菌的药敏结果指导临床 

(上接第469页) 

应用于临床还有待进一步研究。 
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合理的使用抗生素 。只有处理好这些引起外源感 

染和内源感染的因素才能科学有效的控制医院感 

染的爆发。 
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