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［摘　要］　目的　了解某儿童专科医院临床分离的铜绿假单胞菌（ＰＡ）感染流行趋势，观察ＰＡ的科室分布特征、

耐药性及基因型。方法　收集该儿童专科医院住院患儿送检标本分离的５６株ＰＡ进行耐药性分析，并应用脉冲

场凝胶电泳（ＰＦＧＥ）分型技术对其进行基因分型。结果　５６株ＰＡ对氨苄西林耐药率为１００．００％，对阿米卡星、

环丙沙星耐药率为０．００％，对其他抗菌药物表现为不同的耐药率（１．７９％～９６．４３％）；共被分为１８个ＰＦＧＥ型别，

其中Ａ型２６株（均分离于呼吸科），Ｂ型１２株（１１株分离于内分泌科），Ｃ型３株，Ｄ～Ｒ型各１株。不同科室分离

的菌株数量不同，其中呼吸科分离最多，达２７株（４８．２１％）；其次为内分泌科１３株（２３．２１％）。结论　该儿童医院

呼吸科和内分泌科分别存在ＰＡ的２种不同克隆菌株流行。ＰＦＧＥ具有特异性高、重复性好、结果容易判断等优

点，是目前细菌基因分型较为可靠的技术。
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［ＣｈｉｎＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌ，２０１１，１０（３）：１６１－１６５］

　　铜绿假单胞菌（犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪，ＰＡ）

属非发酵革兰阴性杆菌，是引起菌血症、泌尿系感染

及多种慢性呼吸道疾病的重要病原菌，是国内外医

院主要感染病原菌之一［１－２］。因其易定植、易变异、

天然多药耐药和耐药机制的复杂性等特征，成为临

床抗菌治疗中亟需解决的难题。另一方面，儿童是
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ＰＡ的易感人群，研究儿童专科医院ＰＡ感染的流行

趋势，可为ＰＡ感染的治疗提供科学的依据。脉冲

场凝胶电泳（ｐｕｌｓｅｄｆｉｅｌｄｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＰＦ

ＧＥ）分型技术是感染病原菌分子流行病学的重要研

究方法，本研究应用此方法对天津市儿童医院临床

标本分离的ＰＡ进行同源性分析，以了解其流行趋

势。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　待测菌株为２００９年３月—２０１０

年７月天津市儿童医院临床分离的５６株ＰＡ；质控

菌株为ＰＡＡＴＣＣ２７８５３，由天津市南开医院细菌室

提供。

１．２　主要试剂与仪器　药敏纸片（天津市金章公

司）、溶菌酶（Ｓｉｇｍａ公司，美国）、蛋白酶Ｋ（Ｉｎｖｉｔｒｏ

ｇｅｎ公司，美国）、ＳｐｅⅠ酶、λＬａｄｄｅｒ（ＮｅｗＥｎｇｌａｎｇ

Ｂｉｏｌａｂｓ）、ＰＦＧＥ电泳专用琼脂糖（ＢｉｏＲａｄ公司，美

国）；漩涡混合器（上海精科实业有限公司）、台式离

心机（Ｓｉｇｍａ公司，美国）、蛋白核酸测定仪（Ｅｐｐｅｎ

ｄｏｒｆ公司，美国）、ＢｉｏＲａｄＣＨＥＦＭＡＰＰＥＲＴＭ型

电泳仪、ＧｅｌＤｏｅ凝胶成像系统（ＢｉｏＲａｄ公司，美

国）。

１．３　药敏试验　采用ＶＩＴＥＫ３２全自动微生物分

析仪ＧＮＳ药敏板，共检测１５种抗菌药物：阿米卡

星、氨苄西林、氨苄西林
!

舒巴坦、头孢唑林、头孢吡

肟、头孢他啶、头孢曲松、环丙沙星、庆大霉素、亚胺

培南、呋喃妥因、哌拉西林
!

他唑巴坦、妥布霉素、复

方磺胺甲口恶唑、左氧氟沙星。

１．４　ＰＦＧＥ分型

１．４．１　样本制备　挑取５～６个过夜培养的ＰＡ菌

落于２０ｍＬ的ＬＢ培养液中，３７℃水浴摇床过夜培

养。取５００μＬ菌液以１３０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ集

菌。５００μＬＰＩＶ悬菌洗涤，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心３

ｍｉｎ，重复２次。取１５０μＬ菌液４２℃１０ｍｉｎ，１．５％

低熔点胶４２℃水浴，将两者等体积混匀入模具孔中

制成胶块，－２０℃５ｍｉｎ，室温１０ｍｉｎ，随后将胶块

切成３～４ｍｍ的小胶块。

１．４．２　溶菌　将小胶块放入１ｍＬＥｃｌｙｓｉｓ３７℃水

浴３ｈ，吸出Ｅｃｌｙｓｉｓ，加１ｍＬＥＳＰ，５０℃水浴消化

１７ｈ。１０ｍＬＴＥ洗涤胶块３０ｍｉｎ，重复５次。

１．４．３　酶切　将胶块浸入５０μＬ酶切体系中（约含

ＳｐｅⅠ酶２０Ｕ），３７℃酶切过夜。

１．４．４　电泳　ＰＦＧＥ专用琼脂糖制胶，将酶切后胶

块与 Ｍａｒｋｅｒ同时置于胶孔中，在ＣＨＥＦＭａｐｐｅｒ

ＸＡｓｙｓｔｅｍ脉冲场电泳仪中电泳。电泳缓冲液为

０．５×ＴＢＥ，电泳温度１４℃，电压６Ｖ／ｃｍ，角度６０°／

－６０°，电泳时间２０ｈ；脉冲参数：５～１５ｓ，１０ｈ；１５～

４５ｓ，１０ｈ，线性条件
［３］。

１．５　ＰＦＧＥ结果判读　ＥＢ染色后用ＧｅｌＤｏｅ凝胶

成像系统扫描成像。按Ｔｅｎｏｖｅｒ分型标准进行分

析。Ｔｅｎｏｖｅｒ分型标准
［４］：酶切图谱相同则为同一

型别；３条及３条以下条带出现差异者为同一型别

的不同亚型；３条以上条带出现差异者为不同型别。

２　结果

２．１　临床资料　５６例患儿中，男性３５例（６２．５０％），

女性２１例（３７．５０％）；≤１岁３７例（６６．０７％），～３岁

５例（８．９３％），＞３岁１４例（２５．００％）。５６株ＰＡ分离

自不同标本，其中以痰标本最多，占９１．０７％。不同科室

分离的菌株数量不同，其中呼吸科分离最多，达２７株

（４８．２１％），其次为内分泌科１３株（２３．２１％），血液

科３株（５．３６％），心内科３株（５．３６％）。

２．２　药敏结果　见图１。ＰＡ对氨苄西林耐药率为

１００．００％，对阿米卡星、环丙沙星耐药率为０．００％，

对其他抗菌药物表现为不同的耐药率（１．７９％～

９６．４３％）。

２．３　ＰＦＧＥ分型　５６株ＰＡ经ＰＦＧＥ分为１８个型

别，主要为Ａ、Ｂ两型，见图２。其中Ａ型２６株，Ｂ

型１２株，Ｃ型３株，Ｄ～Ｒ型各１株。根据Ａ、Ｂ型

菌株的分离时间和科室绘制了主要菌株的流行趋势

图（图３），发现两型别菌株的分离时间和科室有明

显不同；除此之外，图４表现了Ａ、Ｂ型菌株对不同

抗菌药物的不同耐药情况。
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图１　ＰＡ菌株的耐药性
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　　横向为主要流行株按分离时间的排列，纵向是菌株在临床科室的分布；大写英文字母代表ＰＦＧＥ分型，数字表示菌株分离的时间顺序

图３　ＰＦＧＥ优势型的时间和空间分布
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图４　ＰＦＧＥ分型与菌株耐药率的关系
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３　讨论

ＰＡ作为多种难治性疾病的重要病原菌及医院

感染的主要病原菌之一，广泛分布于自然界、人体皮

肤、肠道和呼吸道等处。婴幼儿免疫功能不成熟，机

体抵抗力低，更易感染ＰＡ。本研究中所用菌株源

于住院患儿的不同部位标本，但痰标本的ＰＡ检出

率最高，这显然与呼吸道为ＰＡ的定植部位有关。

通过对患者的科室来源分析发现，菌株主要来源于

呼吸科和内分泌科，这２个科室主要收治患有肺炎

或支气管炎等呼吸道感染疾病的患儿，这与痰液标

本分离菌株较多相符。同时，本研究中男性患儿多

于女性患儿，且以１岁以下患儿为主，这与文献报

道［５］相似。

５６株ＰＡ被分为Ａ～Ｒ１８个ＰＦＧＥ型别，其中

Ａ和Ｂ型为主要型别。Ａ型２６株，均分离于呼吸

科；Ｂ型１２株，其中１１株分离于内分泌科。这表明

该儿童医院目前主要存在２种主要ＰＡ克隆株，分

别流行于２个不同科室。随时间的推移，两主要型

别菌株表现出不同的流行趋势。Ａ型似“波浪式”流

行，以２００９年４月最多（８株），２００９年７月和２０１０

年７月各有一小高峰（６株）；而Ｂ型主要分离于

２００９年４月（８株）。

图１中体现了菌株对不同抗菌药物的耐药性：

均对氨苄西林耐药；对头孢唑林、氨苄西林／舒巴坦、

复方磺胺甲口恶唑、呋喃妥因、头孢曲松耐药率在

９０％以上；对环丙沙星、左氧氟沙星、阿米卡星、庆大

霉素、妥布霉素敏感性较高。与其他研究［６］相比，

ＰＡ的药敏结果不同，可能与不同医院用药情况不

同，分离的ＰＡ耐药情况不同
［７］有关；另外，一些抗

菌药物（如喹诺酮类和氨基糖苷类）对儿童有特殊的

副作用，临床应用较少，故表现为ＰＡ对此类药物敏

感。值得我们注意的是，Ａ和Ｂ型菌株耐药情况的

不同。Ａ型和Ｂ型菌株对氨苄西林、氨苄西林／舒

巴坦、头孢唑林、复方磺胺甲口恶唑共同耐药；而对头

孢吡肟、头孢他啶、亚胺培南、哌拉西林／他唑巴坦的

耐药率有明显的差异性。亚胺培南为控制ＰＡ感染

的最有效药物之一，而本研究中Ａ型菌对其耐药率

达４６．１５％，高于文献报道
［１］。Ａ、Ｂ两型菌株的耐

药性差异可能与Ａ型菌株长期存在而暴露于以上

抗菌药物治疗有关。分析导致此种耐药率的差异

性，对指导临床用药或有参考意义；也提示进行抗感

染治疗时应根据各菌株的药敏试验结果合理选用抗

菌药物。

ＰＦＧＥ是通过分析菌株的染色体ＤＮＡ而达到

分型的目的，能较准确、可靠地反映菌株的亲缘关

系，是追踪病原菌传染源和传播途径的有效方法，曾

被誉为细菌分子流行病学分型技术的“金标准”［８］。

本研究应用ＰＦＧＥ对儿童专科医院分离的ＰＡ进行

基因分型并取得了较理想结果，表明ＰＦＧＥ具有特

异性高、重复性好、结果容易判断等优点，是目前细

菌基因分型较为可靠的技术［９］。
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