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　　【摘要】　目的　了解临床分离的多耐药铜绿假单胞菌携带抗药基因ｑａｃＥ△１ｓｕｌ１（消毒剂磺胺复合基因）情

况及对常用消毒剂抗性水平。方法　采用聚合酶链反应（ＰＣＲ）法和悬液定量杀菌试验分别检测临床分离的多耐药

铜绿假单胞菌ｑａｃＥ△１ｓｕｌ１基因和对三氯异氰尿酸、聚维酮碘、戊二醛的抗性（杀灭率）。结果　临床分离的１０株

多耐药铜绿假单胞菌中６株ｑａｃＥ△１ｓｕｌ１基因阳性，４株阴性。浓度为１２５ｍｇ／Ｌ的三氯异氰尿酸溶液作用１ｍｉｎ

的杀灭率为９９．６３％～１００．００％；浓度为２５０ｍｇ／Ｌ的三氯异氰尿酸溶液作用１ｍｉｎ的杀灭率为９９．８１％～

１００．００％；浓度为１２５、２５０ｍｇ／Ｌ的三氯异氰尿酸溶液作用３、５ｍｉｎ的杀灭率及浓度为５００ｍｇ／Ｌ时作用１、３、５ｍｉｎ

的杀灭率均为１００．００％。有效碘浓度为１２５ｍｇ／Ｌ的聚维酮碘溶液作用０．５ｍｉｎ的杀灭率为９９．９１％～１００．００％，

该浓度作用１、３ｍｉｎ的杀灭率和浓度分别为２５０、５００ｍｇ／Ｌ时作用０．５、１、３ｍｉｎ的杀灭率均达１００．００％。浓度为

２５０ｍｇ／Ｌ的戊二醛溶液作用１ｍｉｎ的杀灭率为６５．４６％～９９．７５％；浓度为５００ｍｇ／Ｌ的戊二醛溶液作用１ｍｉｎ的

杀灭率为９９．８４％～１００．００％，这两种浓度的戊二醛溶液作用３、５ｍｉｎ的杀灭率均达１００．００％。结论　多耐药铜绿

假单胞菌抗药基因ｑａｃＥ△１ｓｕｌ１携带率较高，本研究显示消毒剂正确运用对多耐药铜绿假单胞菌能起到较好的杀

灭效果。
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　　近些年，随着抗菌药物的大量及不规范使用，铜绿假单胞

菌的耐药性不断增强，多耐药铜绿假单胞菌的检出率越来越

高，给治疗带来很大困难［１］。不仅如此，消毒产品的使用，也使

细菌对某些消毒剂产生抗性，容易造成环境消毒失败，导致医

院感染暴发。为了解本院分离的多耐药（部分泛耐药）铜绿假

单胞菌ｑａｃＥ△１ｓｕｌ１的携带情况及对常用消毒剂三氯异氰尿

酸、聚维酮碘、戊二醛的体外抗性，作者进行了铜绿假单胞菌Ⅰ

类整合子ｑａｃＥ△１ｓｕｌ１的检测及上述３种消毒剂对１０株多

耐药铜绿假单胞菌的杀灭率检测，现将结果报道如下。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　收集２０１２年１月至２０１３年３月住院患者痰

液、尿液、分泌物及血液标本中分离的多耐药铜绿假单胞菌１０

株（剔除同一患者同一部位细菌），经 ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自

动细菌鉴定／药敏分析系统鉴定（舒普深、美洛培南运用 ＫＢ

法，纸片购自英国 Ｏｘｏｉｄ公司）。质控菌株：铜绿假单胞菌

ＡＴＣＣ２７８５３，产酸克雷伯ＡＴＣＣ○Ｒ７００３２４。

１．２　仪器　ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动细菌鉴定／药敏分析系

统（法国梅里埃公司）；ＰＴＣ２００ＰＣＲ仪（ＢｉｏＲａｄ公司）；Ａｌ

ｐｈａＩｍａｇｅｒ
ＴＭ２２００型凝胶成像仪（Ａｌｐｈａ公司）。

１．３　试剂

１．３．１　利尔康泡腾消毒片Ⅱ型　批号：１３０１０９，有效期至

２０１５年１月８日，有效成分：三氯异氰尿酸，有效氯浓度：每片

（５００±５０）ｍｇ。

１．３．２　利尔康牌聚维酮碘消毒液　批号：１３０１２１Ａ，有效期至

２０１５年１月２０日，有效碘浓度：４．５～５．５ｇ／Ｌ。

１．３．３　２％强化戊二醛消毒液　批号：１３０３２２，有效期至２０１５

年３月２１日，戊二醛浓度：（２．２±０．２）％。

１．３．４　中和剂　购自百博生物技术有限责任公司。

１．４　方法

１．４．１　细菌悬液配制　取培养２４ｈ的纯菌落，以磷酸缓冲液

制备浓度为（１～１．５）×１０８ｃｆｕ／ｍＬ菌悬液备用。

１．４．２　消毒液配制　按消毒剂有效浓度分别以无菌硬水配制

不同浓度消毒剂（试验前新鲜配制）。

１．４．３　中和剂选择试验　根据中华人民共和国国家标准《消

毒与灭菌效果的评价方法与标准 ＧＢ１５９８１１９９５》要求，确认购

自百博生物技术有限责任公司的碘中和剂、氯中和剂、醛类中

和剂能够满足要求。

１．４．４　耐药基因检测　根据ＧｅｎＢａｎｋ公布的耐药基因序列，

用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件自行设计引物，引物ｑａｃＥ△１ｓｕｌ１

Ｐ１：５′ＴＡＧＣＧＡ ＧＧＧＣＴＴＴＡＣＴＡＡ ＧＣ３′；Ｐ２：５′ＡＴＴ

ＣＡＧＡＡＴＧＣＣＧＡＡＣＡＣＣＧ３′。其扩增后产物长度３００

ｂｐ
［２４］。细菌ＤＮＡ提取：按 ＯＭＥＧＡ公司提供试剂盒操作。

基因扩增采用 ＰＣＲ 法，反应体系：１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ（Ｍｇ
２＋

Ｐｌｕｓ）５μＬ，ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ（各２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）４μＬ，ｒＴａｑ（５Ｕ／

μＬ）０．２５μＬ，ＤＮＡ模板１００ｎｇ，上游引物（５μｍｏｌ／Ｌ）４μＬ，下

游引物（５μｍｏｌ／Ｌ）４μＬ，无菌水补足至５０μＬ。反应条件：９５

℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性２０ｓ，５５℃退火２０ｓ（每个循环降

０．５℃），７２℃延伸３０ｓ，共３５个循环；７２℃总延伸５ｍｉｎ。产

物经２％琼脂糖凝胶电泳，ＥＢ染色，紫外灯下观察结果。

１．４．５　悬液定量杀菌试验　按照中华人民共和国国家标准

《消毒与灭菌效果的评价方法与标准》附录Ｃ“消毒剂定量消毒

试验”方法进行。

２　结　　果

２．１　细菌耐药状况　１０株多耐药铜绿假单胞菌对１６种抗菌

药物的耐药状况见表１。

２．２　 抗药基因检测结果　１０株临床分离的多耐药铜绿假单

胞菌抗药基因ｑａｃＥ△１ｓｕｌ１ＰＣＲ产物电泳结果见图１。其中

菌株编号为Ｐ２、Ｐ１２、Ｐ１３标本有很强的扩增；Ｐ６、Ｐ１０、Ｐ１１扩

增稍弱，但仍能看到明显的目的带；Ｐ３、Ｐ４、Ｐ９、Ｐ１４标本无

扩增。

表１　１０株多耐药铜绿假单胞菌耐药状况

抗菌药物 Ｐ２ Ｐ３ Ｐ４ Ｐ６ Ｐ９ Ｐ１０Ｐ１１Ｐ１２Ｐ１３Ｐ１４

头孢哌酮／舒巴坦 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｉ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｉ

哌拉西林／他唑巴坦 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

阿米卡星 Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｉ Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｓ

氨曲南 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

头孢吡肟 Ｓ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ

头孢哌酮 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

头孢他啶 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ

头孢曲松 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

庆大霉素 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

亚胺培南 Ｉ Ｉ Ｉ Ｉ Ｒ Ｉ Ｉ Ｒ Ｒ Ｒ

哌拉西林 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

美洛培南 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

替卡西林 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

替卡西林／棒酸 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

妥布霉素 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

左氟沙星 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

　　注：Ｓ表示敏感；Ｉ表示中介；Ｒ表示耐药。

图１　１０株多耐药铜绿假单胞菌ｑａｃＥ△１ｓｕｌ１基因

ＰＣＲ产物电泳图

２．３　悬液定量杀菌试验结果

２．３．１　三氯异氰尿酸试验　结果表明，浓度为１２５ｍｇ／Ｌ的

三氯 异 氰 尿 酸 溶 液 作 用 １ ｍｉｎ 的 杀 灭 率 为 ９９．６３％ ～

１００．００％；浓度为２５０ｍｇ／Ｌ的三氯异氰尿酸溶液作用１ｍｉｎ

的杀灭率为９９．８１％～１００．００％；浓度为１２５、２５０ｍｇ／Ｌ的三

氯异氰尿酸溶液作用３、５ｍｉｎ的杀灭率及浓度为５００ｍｇ／Ｌ时

溶液作用１、３、５ｍｉｎ的杀灭率均为１００．００％。

２．３．２　聚维酮碘试验　结果表明，有效碘浓度为１２５ｍｇ／Ｌ

的聚 维 酮 碘 溶 液 作 用 ０．５ ｍｉｎ 的 杀 灭 率 为 ９９．９１％ ～

·８０２２· 检验医学与临床２０１４年８月第１１卷第１６期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ａｕｇｕｓｔ２０１４，Ｖｏｌ．１１，Ｎｏ．１６



１００．００％，其作用１、３ｍｉｎ和浓度分别为２５０、５００ｍｇ／Ｌ作用

０．５、１、３ｍｉｎ的杀灭率均达１００．００％。

２．３．３　戊二醛试验　结果表明，浓度为２５０ｍｇ／Ｌ的戊二醛

溶液作用１ｍｉｎ的杀灭率为６５．４６％～９９．７５％；浓度为５００

ｍｇ／Ｌ的戊二醛溶液作用 １ ｍｉｎ的杀灭率为 ９９．８４％ ～

１００．００％，这两种浓度作用３ｍｉｎ和５ｍｉｎ的杀灭率均达

１００．００％。

３　讨　　论

铜绿假单胞菌分布范围广，生存能力强，长期应用激素、免

疫制剂，进行化疗、放疗等导致患者免疫功能低下，以及手术

后或某些侵入性操作下的患者易感染该菌［５］。加上广谱抗菌

药物的大量和不合理使用，铜绿假单胞菌对多种抗菌药物产生

了耐药性，给临床治疗带来很大困难，为有效控制医院感染，

消毒剂的合理正确使用必不可少。但因消毒剂的使用已有相

当长的历史，如同细菌对抗菌药物的耐药性一样，长时间接触

同一种（类）消毒剂的细菌会对该类消毒剂产生抵抗力，即产生

抗性［６］。文献报道多种细菌ｑａｃＥ△１ｓｕｌ１基因携带率高
［２，７］。

因此，及时了解细菌对消毒剂的抗性，科学选择、使用消毒产

品，避免消毒失败，对医院感染控制意义重大。

研究发现，ｑａｃ基因家族已有Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｅ△１、Ｆ、Ｇ、Ｈ、

Ｊ１０种，可以表达多种化合物外排泵（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｅｆｆｌｕｘｐｕｍｐ）。

ｑａｃＥ△１为消毒剂耐药基因，是ｑａｃＥ基因的截断衍生物，由整

合子介导，可被革兰阳性和革兰阴性菌广为获取，其表达产物

可使多种化合物排出胞外，赋予细菌对季铵类化合物的耐药

性。ｓｕｌ１为二氢蝶酸合成酶的编码基因，阳性提示细菌对磺

胺类药物耐受［８］。本研究显示，１０株多耐药铜绿假单胞菌

ｑａｃＥ△１ｓｕｌ１基因携带率较高（６０％），提示在医院感染中占

重要地位的多耐药铜绿假单胞菌对季铵类消毒剂已产生耐受

性，此类消毒剂用于多耐药铜绿假单胞菌的感染控制消毒已不

合适。

本研究还表明，虽然多耐药铜绿假单胞菌ｑａｃＥ△１ｓｕｌ１

基因携带率较高，但对该研究中涉及的含氯消毒剂、聚维酮碘、

戊二醛没有表现出抗药性，低浓度的含氯消毒剂和含碘消毒剂

作用１ｍｉｎ均能达到满意效果；而戊二醛相较其他两种消毒剂

作用１ｍｉｎ时间的效果稍差，需要延长时间或增加浓度，本研

究所试浓度在３ｍｉｎ的杀灭率均可达１００．００％
［９］。因此，在日

常工作中应按照消毒剂说明书的使用剂量和使用范围对医院

感染菌进行消毒，避免滥用及用量不足，科学、合理、有效使用

消毒剂，才能确保消毒效果［１０］。
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３．４　开展规范化护理告知程序，有利于护士素质提升　护士

在履行护理告知时，要主动提供患者疾病相关的各种信息，患

者和家属也会提出和自身疾病相关的各种问题。因此护士除

了需具备丰富的基础知识与专科理论，熟练的操作技能外，还

要掌握沟通技巧、文明礼仪、学科新进展等，在实施规范化护理

工作程序的过程中，使护士更新服务理念，学会换位思考，树立

严谨的工作态度，责任心和自律性加强，避免和减少临床工作

中的护理差错，全面提升护理质量，真正满足患者需要。
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