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２８６株铜绿假单胞菌耐药谱及其Ⅰ类整合子的相关性研究


陈　富，李岳军，周　强△，廖焕兰，许振杰，陈中华（广东省中医院检验科，广州　５１０１２０）

　　【摘要】　目的　通过分析２０１３年分离的２８６株铜绿假单胞菌对１６种抗菌药物的耐药情况，明确Ⅰ类整合子

在铜绿假单胞菌多重耐药中所起的作用。方法　采用纸片扩散法进行药物敏感试验，并以聚合酶链反应（ＰＣＲ）进

行Ⅰ类整合子的检测，用χ
２ 检验对Ⅰ类整合子携带率与铜绿假单胞菌多重耐药的相关性进行统计学分析。结果　

在分离出的２８６株细菌中，检出Ⅰ类整合子８９株，检出率为３１．１％；Ⅰ类整合子阳性株对多种抗菌药物的耐药率

明显高于整合子阴性株。结论　铜绿假单胞菌的耐药情况严重，Ⅰ类整合子是铜绿假单胞菌多重耐药的重要因素。
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　　铜绿假单胞菌是目前引起人类感染的最重要的条件致病

菌之一，仅次于大肠埃希菌，在医院感染中占了很重要的地位，

特别是由于近年来抗菌药物的广泛应用，其耐药情况日益严

峻，对医院抗感染的治疗增加了难度。引起铜绿假单胞菌多重

耐药的原因多种多样，其耐药机制主要涉及整合子、外膜通透

性障碍、作用靶位改变、产生灭活酶、形成生物膜和主动外排泵

系统等，而整合子高效的整合和表达作用使其在细菌耐药传播

中起着重要的作用［１］。目前发现的整合子中与细菌的耐药机

制有密切关系的主要有３类，其中Ⅰ类整合子在多重耐药的细

菌中最为常见，并在耐药性方面起着重要作用。因此本文通过

对本院２０１３年临床分离的２８６株铜绿假单胞菌进行耐药谱研

究和Ⅰ类整合子的检测，进一步探讨Ⅰ类整合子与铜绿假单胞

菌耐药的关系。

１　材料与方法

１．１　菌株和鉴定　本实验菌株均是本院２０１３年１～１２月的

初次分离株，共２８６例，采用 ＶＩＴＥＫ３２全自动微生物鉴定仪

进行菌种鉴定。

１．２　药敏试验　采用美国临床实验室标准委员会（ＣＬＳＩ）推

荐的标准方法（ＫＢ纸片法），由英国 Ｏｘｏｉｄ公司提供的１６种

药敏试纸对亚胺培南、美罗培南、环丙沙星、左氧氟沙星、哌拉

西林、哌拉西林／他唑巴坦、氨苄西林、氨苄西林／舒巴坦、头孢

吡肟、头孢唑啉、头孢他啶、庆大霉素、丁胺卡那霉素、复方磺胺

甲唑、呋喃妥因、头孢曲松等进行药敏试验。

１．３　设计引物与ＰＣＲ扩增检测Ⅰ类整合子　根据文献和

ｐｕｂｍｅｄ检索设计ｉｎｔⅠ１引物：５′ＧＧＧＴＣＡＡＧＧＡＴＣＴＧＧ

ＡＴＴＴＣＧ３′，３′ＡＣＡＴＧＣＧＴＧＴＡＡＡＴＣＡＴＣＧＴＣＧ５′。

通过对所收集菌株进行ＰＣＲ扩增，电泳后检测扩增产物并进

行ＤＮＡ测序。

１．４　统计学处理　全部药敏结果采用世界卫生组织（ＷＨＯ）

推荐的细菌耐药性监测软件 ＷＨＯＮＥＴ５．４，计数资料比较采

用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　铜绿假单胞菌中Ⅰ类整合子的检测结果　２８６例铜绿假

单胞菌中检出Ⅰ类整合子８９例，检出率为３１．１％，见图１。

图１　铜绿假单胞菌Ⅰ类整合子的凝胶电泳图

２．２　２８６例铜绿假单胞菌的耐药谱　见表１。所有菌株对亚

胺培南和美罗培南敏感率最高，Ⅰ类整合子阳性株对多种抗菌

药物的耐药率明显高于Ⅰ类整合子阴性株，其中Ⅰ类整合子阳

性株中的头孢吡肟、头孢唑啉、庆大霉素和呋喃妥因全部耐药。
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表１　铜绿假单胞菌的耐药谱

抗菌药物 耐药株／耐药率（％）
耐药率（％）

Ⅰ类整合子阳性株（狀＝８９）Ⅰ类整合子阴性株（狀＝１９７）

与整合子关系

χ
２ 犘

亚胺培南 ４６／１６．１ ３６．０ ７．１ ６３．３ ＜０．０５

美罗培南 ４２／１４．７ ３６．０ ５．１ ７９．３ ＜０．０５

环丙沙星 １４６／５１．０ ９０．０ ３３．５ ０．５ ＞０．０５

左氧氟沙星 ９６／３３．６ ８０．９ １２．２ ５０．１ ＜０．０５

哌拉西林 ９２／３２．２ ７１．９ １４．２ ４０．２ ＜０．０５

哌拉西林／他唑巴坦 ７６／２６．６ ５７．３ １２．７ ４３．３ ＜０．０５

氨苄西林 １１３／３９．５ ８３．１ １９．８ ２２．０ ＜０．０５

氨苄西林／舒巴坦 １０２／３５．７ ７８．７ １６．２ ３３．１ ＜０．０５

头孢吡肟 １５６／５４．５ １００．０ ３４．０ ０．３ ＞０．０５

头孢唑啉 ２１２／７４．１ １００．０ ６２．４ ５２．６ ＜０．０５

头孢他啶 ９２／３２．２ ７１．９ １４．２ ４０．２ ＜０．０５

庆大霉素 １９７／６８．９ １００．０ ５４．８ ２７．１ ＜０．０５

丁胺卡那霉素 １２４／４３．４ ６７．４ ２４．４ １１．１ ＜０．０５

复方磺胺甲唑 １８９／６６．１ ９４．４ ５３．３ ２１．８ ＜０．０５

呋喃妥因 ２０１／７０．３ １００．０ ５６．９ ３３．１ ＜０．０５

头孢曲松 １７５／６１．２ ９５．５ ５６．９ ７．０ ＜０．０５

２．３　ＤＮＡ测序结果　选取Ⅰ类整合子的阳性扩增产物２例

纯化后直接双向测序，结果显示，Ⅰ类子扩增片段大小为４８４

ｂｐ，与预期扩增片段大小相符，经 ＧｅｎＢａｎｋ数据库同源性比

对，与库中的Ⅰ类整合子的同源性均为１００％。

３　讨　　论

　　铜绿假单胞菌作为目前引起医院感染的常见菌，可引起呼

吸道病房、重症监护室等重症患者病区医院感染的爆发［２］，但

铜绿假单胞菌的耐药率却不断升高，所以近年来对于细菌的耐

药问题已引起医学界的严重关注。当务之急就是要找出引起

耐药的基因或传播基因，深究耐药的源头。近年来国内外有大

量的文献报道，整合子可介导各种耐药基因，可以在同种细菌

菌株之间甚至不同种细菌菌株之间传递［３４］，整合子在耐药机

制中就扮演着重要的角色，其中Ⅰ类整合子起着主要的作用。

因此，有必要将本院铜绿假单胞菌感染的标本进行Ⅰ类整合子

的检测及耐药情况分析。

本组通过对进行实验的１６种抗菌药物的耐药率的比较可

发现，发现对亚胺培南（１６．１％）和美罗培南（１４．７％）的耐药率

最低，比孙珊等［５］报道的结果还低。而头孢唑啉和呋喃妥因的

耐药率较高，达到７０％以上；头孢吡肟、头孢曲松、庆大霉素、

环丙沙星、复方磺胺甲唑等的耐药率都超过５０％，常见的这

几种药的耐药率都如此高，给临床的用药选择增加了难度。

在对留取的２８６例铜绿假单胞菌的Ⅰ类整合子的检测中，

总检出８９株，检出率为３１．１％，比国内其他地区的报道还低

一点［６７］，可能由于本院是中医院，抗菌药物与中药的混合使

用，与各地区的抗菌药物的使用习惯不同和标本的类型不同引

起。按照目前各地区的抗菌药物的使用情况，随着时间的推

移，Ⅰ类整合子的检出率也会不断增高
［８］。

对比Ⅰ类整合子阳性和阴性株的耐药谱可发现，Ⅰ类整合

子阳性菌株的头孢吡肟、头孢唑啉、庆大霉素和呋喃妥因的耐

药率达１００．０％；而环丙沙星和左氧氟沙星的耐药率超过

８０％；其他的耐药率也比Ⅰ类整合子阴性株的耐药率高，具有

统计学意义。由此可以推断Ⅰ类整合子可能就是铜绿假单胞

菌耐药增加的重要原因［９］。而Ⅰ类整合子阳性菌株中的头孢

吡肟、头孢唑啉、庆大霉素和呋喃妥因全部耐药，说明Ⅰ类整合

子严重地影响着铜绿假单胞菌的耐药情况，在以后的治疗中必

须非常注意是否为Ⅰ类整合子的菌株感染。

总之，由于铜绿假单胞菌的耐药水平不断增高，感染所导

致的治疗的难度也会越来越高。本文只研究了铜绿假单胞菌

的Ⅰ类整合子所引起的耐药水平，而其他更多的耐药机制并未

涉及［１］，因此，除了合理地选择抗菌药物的使用外，找出铜绿假

单胞菌耐药的机制则更为重要。
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