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１０６株铜绿假单胞菌耐药性分析及金属β内酰胺酶检测

王　芬，王朝晖，邰宏明，陈　志（江苏省兴化市人民医院检验科　２２５７００）

　　【摘要】　目的　分析医院铜绿假单胞菌的分布、耐药性及产金属β内酰胺酶的现状，为临床治疗铜绿假单胞菌

感染提供合理用药的实验依据。方法　将ＶＩＴＥＫ２全自动鉴定仪鉴定出的１０６株铜绿假单胞菌，采用琼脂纸片扩

散（ＫＢ）法进行体外耐药性监测及统计耐药率，同时用双纸片协同试验检测金属β内酰胺酶的百分率。结果　１０６

株铜绿假单胞菌产金属β内酰胺酶的２２株，占２０．８％。金属β内酰胺酶阳性与阴性的铜绿假单胞菌耐药率相比

较，对头孢他啶、头孢吡肟、亚胺培南、头孢哌酮／舒巴坦、哌拉西林、哌拉西林／他唑巴坦、头孢曲松、头孢哌酮的耐药

率差异有统计学意义（犘＜０．０５）；而对氨曲南、阿米卡星、左氧氟沙星、庆大霉素呈现的耐药率二者差异无统计学意

义（犘＞０．０５）。结论　产金属β内酰胺是铜绿假单胞菌对β内酰胺类抗菌药物耐药的主要机制之一，临床应根据

药敏结果及产酶情况综合考虑合理用药，以减少耐药菌株的产生。
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　　铜绿假单胞菌（ＰＡ）是一种广泛分布于周围环境及健康人

呼吸道、消化道、皮肤等部位的条件致病菌，是目前全球医院内

感染的重要病原菌，也是年老体弱、慢性疾病和免疫功能低下

患者并发感染的常见病原菌之一［１］。随着β内酰胺类和碳青

霉烯类抗菌药物的广泛应用和过度使用，使得铜绿假单胞菌产

生较高的耐药性及多种β内酰胺酶，使ＰＡ对β内酰胺类及碳

青霉烯类抗菌药物的耐药机制变得极其复杂。为探讨ＰＡ的

感染现状，为临床提供诊断和治疗依据，作者对临床感染标本

中分离出的１０６株ＰＡ进行了耐药性监测及产金属β内酰胺

酶情况的分析，报道如下。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　收集本院２０１０年１月至２０１２年４月住院及

门诊患者的痰液、分泌物、脓液、引流液、尿液等标本，采用法国

生物梅里埃ＶＩＴＥ２ｃｏｍｐａｃｔ全自动细菌分析仪对所分离的菌

株进行鉴定，共分离出ＰＡ１０６株。

１．２　药敏试验　药敏试验采用琼脂纸片扩散（ＫΒ）法，参照

临床和实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）２０１１年的标准进行药敏试验

结果判读。

１．３　检测金属β内酰胺酶　采用纸片协同法。依据金属离子

可与乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）络合从而使金属酶失去活性的特

征，将待测菌制成０．５麦氏单位的菌液，均匀涂布于 ＭＨ琼脂

平板，将２张亚胺培南（ＩＰＮ）纸片贴在平皿上，纸片间距为２

ｃｍ，在其中一张亚胺培南纸片上加入５μＬＥＤＴＡ，含ＥＤＴＡ

的亚胺培南纸片的抑菌圈直径较亚胺培南纸片增加６ｃｍ为阳

性，即 表 示 此 菌 株 产 金 属 酶。同 时 以 铜 绿 假 单 胞 菌

ＡＴＣＣ２７８５３和产ＶＩＭ２金属酶标准菌株的铜绿假单胞菌作

阴性及阳性对照。

１．４　试剂及药敏纸片　ＩＰＮ３０μｇ、头孢吡肟（ＦＥＰ３０μｇ）、头

孢他啶（ＣＡＺ３０μｇ）、氨曲南（ＡＺＴ３０μｇ）、左氧氟沙星（ＬＶＦ５

μｇ）、阿米卡星（ＡＫ３０μｇ）、哌拉西林（ＰＩＰ１００μｇ）、头孢曲松

（ＣＲＯ３０μｇ）、头孢哌酮（ＣＦＰ７５μｇ）、头孢哌酮／舒巴坦（ＳＣＦ

７５／３０μｇ）、哌拉西林／他唑巴坦（ＰＩＴ１００／１０μｇ）、庆大霉素

（ＧＭ１０μｇ）均为英国Ｏｘｏｉｄ公司产品，ＭＨ琼脂购于济南百

博生物有限公司，ＥＤＴＡＮａ２ 分析纯购于重庆化学试剂厂。

１．５　质控菌株　大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２、铜绿假单胞菌

ＡＴＣＣ２７８５３、ＶＩＭ２型金属β内酰胺酶阳性的ＰＡ，购自江苏

省临床检验中心。

１．６　统计学方法　采用 ＷＨＯＮＥＴ５．３软件进行资料统计，并
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经ＳＰＳＳ１０．０软件进行χ
２ 检验，以犘＜０．０５表示差异有统计

学意义。

２　结　　果

２．１　１０６株ＰＡ科室的来源分布　见表１。其中重症监护病

房（ＩＣＵ）３６株（３４．０％），呼吸科３３株（３１．１％），ＩＣＵ和呼吸科

分离率远远高于其他病区。

２．２　药敏试验结果　１０６株ＰＡ的１２种抗菌药物药敏试验结

果见表２。ＰＡ 对 ＡＺＴ、ＧＭ、ＣＦＰ的耐药率大于４０．０％，对

ＣＲＯ耐药率大于７０．０％，对ＩＰＮ、ＰＩＴ、ＡＫ、ＳＣＦ的耐药率小于

３０．０％。

２．３　产金属酶与非产金属酶ＰＡ的药敏试验结果　见表３。

产金属酶的有２２株，占２０．８％，其中金属酶阳性的菌株对

ＣＡＺ、ＦＥＰ、ＩＰＮ、ＰＩＰ、ＳＣＦ、ＣＲＯ、ＣＦＰ耐药率较高，与阴性菌相

比差异有统计学意义（犘＜０．０５）。金属酶阳性和阴性菌株对

ＡＺＴ、ＬＶＦ、ＧＭ、ＡＫ呈现的耐药率差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。

表１　１０６株ＰＡ科室来源与分布

科室 菌株（狀） 构成（％）

ＩＣＵ ３６ ３４．０

呼吸科 ３３ ３１．１

脑外科 １４ １３．２

神经内科 ８ ７．５

胸外科 ５ ４．８

其他科室 １０ ９．４

表２　１０６株ＰＡ对１２种抗菌药物药敏试验结果［狀（％）］

抗菌药物 狀 敏感 耐药

ＰＩＰ １０５ ６８（６４．８） ３７（３５．２）

ＰＩＴ １０５ ８０（７６．２） ２５（２３．８）

ＣＡＺ １０６ ７１（６７．０） ３５（３３．０）

ＦＥＰ １０６ ６７（６３．２） ３９（３６．８）

ＡＺＴ ９９ ５６（５６．６） ４３（４３．４）

ＩＰＮ １０６ ８２（７９．２） ２２（２０．８）

ＡＫ １０３ ８２（７９．６） ２１（２０．４）

ＬＶＦ １０６ ６９（６５．１） ３７（３４．９）

ＳＣＦ １０５ ８９（８４．８） １６（１５．２）

ＧＭ １０２ ５９（５７．８） ４３（４２．２）

ＣＲＯ １０２ ２９（２８．４） ７３（７１．６）

ＣＦＰ １０２ ５６（５４．９） ４６（４５．１）

表３　ＰＡ金属酶阳性株与阴性株的药敏试验结果［狀（％）］

抗菌

药物

金属酶阳性（狀＝２２）

敏感 耐药

金属酶阴性（狀＝８４）

敏感 耐药
χ
２ 犘

ＣＡＥ ５（２２．７） １７（７７．３） ６６（７８．５） １８（２１．５）２４．５８＜０．０５

ＦＥＰ ４（１８．２） １８（８１．８） ６３（７５．０） ２１（２５．０）２４．２０＜０．０５

ＩＰＮ ０（０．０） ２２（１００．０） ８２（９７．６） ２（２．４） ８５．４ ＜０．０５

ＰＩＰ ０（０．０） ２２（１００．０） ６８（８０．９） １６（１９．１）４９．６８＜０．０５

ＡＺＴ １３（５９．１） ９（４０．９） ４３（５１．２） ４１（４８．８） ０．４３ ＞０．０５

续表３　ＰＡ金属酶阳性株与阴性株的药敏试验结果［狀（％）］

抗菌

药物

金属酶阳性（狀＝２２）

敏感 耐药

金属酶阴性（狀＝８４）

敏感 耐药
χ
２ 犘

ＡＫ １６（７２．７） ６（２７．３） ６６（７８．５） １８（２１．５） ０．３４ ＞０．０５

ＬＶＦ １３（５９．１） ９（４０．９） ５６（６６．７） ２８（３３．３） ０．４４ ＞０．０５

ＰＩＴ ６（２７．３） １６（７２．７） ７４（８８．１） １０（１１．９）３４．８４＜０．０５

ＳＣＦ ７（３１．８） １５（６８．２） ８１（９６．４） ３（３．６） ５１．６ ＜０．０５

ＧＭ １２（５４．５） １０（４５．５） ５０（６０．０） ３４（４０．０） ０．１８ ＞０．０５

ＣＲＯ ０（０．０） ２２（１００．０） ２９（３４．５） ５５（６５．５）１０．４５＜０．０５

ＣＦＰ ０（０．０） ２２（１００．０） ５６（６６．７） ２８（３３．３）３１．０９＜０．０５

３　讨　　论

ＰＡ是人体最重要的条件致病之一，可引起机体多系统、

多脏器、多部位感染［２］。呼吸科患者大多年老体弱、有慢性病

基础、抵抗力低下，长期应用抗菌药物，住院时间较长，使机体

的微生态失衡，菌群失调，为 ＰＡ 的感染提供了有利条件。

ＩＣＵ患者病情危重、免疫力低下、各种插管等侵入性操作增加

了ＰＡ感染的机会，因此ＩＣＵ是ＰＡ的高发区
［３］。本文结果显

示，ＰＡ感染主要集中在ＩＣＵ 和呼吸科，分别占３４．０％和

３１．１％。

由表２可见，ＰＡ对ＦＥＰ、ＣＡＺ、和ＣＲＯ的耐药率分别为

３６．８％、３３．０％、７１．６％，其中ＣＲＯ耐药率较ＣＡＺ、ＦＥＰ高，同

为第３代头孢菌素ＣＲＯ与ＣＡＺ的耐药率相比较，ＣＲＯ明显

高于ＣＡＺ，这可能与临床用药习惯和ＣＡＺ的慢渗有关，ＰＡ对

ＡＫ的耐药率为２０．４％，其与ＣＡＺ联合用药对多重耐药的ＰＡ

起到明显的协同作用，但ＰＡ对肾脏有损害作用，因此临床要

酌情使用。ＰＡ对ＩＰＮ、ＰＩＴ、ＳＣＦ等高效的抗菌药物也已产生

了１５．２％～２３．８％的耐药率，高于某些三级医院的报道，其原

因可能是对抗菌药物使用规范化的监测力度不够，基于目前抗

菌药物泛用的现状，卫生部于２０１１年颁发了抗菌药物专项整

治方案，要求加强抗菌药物临床应用管理，规范抗菌药物的临

床应用，有望使临床抗菌药物滥用状况得到改善，减少耐药菌

株的产生。

ＰＡ的耐药机制相当复杂，其耐药可能与以下机制有

关［４６］：（１）产生抗菌活性酶，如β内酰胺酶、金属酶、氨基糖苷

钝化酶等；（２）改变抗菌药物靶性，如青霉素结合蛋白、ＤＮＡ旋

转酶等结构发生改变，从而逃避抗菌药物作用；（３）外膜通透性

降低，如外膜微孔蛋白ＯｐｒＤ２的缺乏或丧失；（４）生物膜的形

成；（５）主动外排系统可随时将抗菌药物泵出和排出体外。ＰＡ

对β内酰胺类抗菌药物的耐药机制主要是产生β内酰胺酶，依

据Ａｍｂｌｅ分类β类是金属酶，其酶的活性中心需金属锌离子

的参与，故称为金属β内酰胺酶
［７］。迄今为止，已有五类金属

β内酰胺酶被相继报道
［８］，它们分别是ＩＭＰ家族、ＶＩＭ 家族、

ＳＰＭ１、ＧＩＭ１和ＳＩＭ。该类酶以包括碳青霉烯类在内的一大

类β内酰胺类抗菌药物为底物，水解除单环类抗菌药物以外的

大多数其他β内酰胺类药物及碳青霉烯类药物。而且对常用

的β内酰胺酶抑制剂如克拉维酸、舒巴坦、他唑巴坦的敏感性

差。有研究报道，ＩＰＭ型和 ＶＩＭ 型金属β内酰胺酶的产生是

引起ＰＡ对ＩＰＮ耐药的重要机制，而且能引起ＰＡ对β内酰胺

类抗菌药物的广泛耐药［９］。本实验用双纸片协同实验在１０６

株ＰＡ中检测出２２株产金属酶ＰＡ，占２０．８％，高于国内的其

他报道，这可能与该院应用碳青霉烯类抗菌药（下转第３４页）
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（Ｂ）的人数比Ａ型或Ｂ型人的ＩｇＧ抗体的人数多，所以 ＡＢＯ

溶血病以母亲为Ｏ型的发病率为最高
［２］。临床症状常表现为

黄疸、水肿、贫血、肝脾肿大，甚至死胎、新生儿死亡等溶血病症

状和并发症。一般孕妇血清中ＩｇＧ抗体效价的高低与胎儿受

害程度呈正相关。准确测定孕妇血清中ＩｇＧ抗Ａ（Ｂ）效价可

作为产前诊断和预防ＡＢＯＨＤＮ提供依据
［３］。一般传统的方

法认为，当ＩｇＧ抗Ａ（Ｂ）效价小于６４时，即使母婴血型不同，

很少发生新生儿黄疸，当抗体效价大于或等于１∶６４时，就有

可能使新生儿发生溶血，如果母亲血清中ＩｇＧ抗Ａ（Ｂ）效价大

于或等于１∶１２８时，提示婴儿很可能受害，如果ＩｇＧ抗Ａ（Ｂ）

效价大于或等于１∶５１２时，几乎１００％受害，必须进行临床预

防性治疗［４］。传统的抗人球蛋白试管法经改良为微柱凝胶法

后灵敏度大为提高，有多家文献报道［５７］。本院根据文献报道

结合长期的临床实践经验，采用１∶１２８作为临床判断异常临

界值。

本文所检测的５２１例Ｏ型孕妇，其中ＩｇＧ抗Ａ效价大于

或等于１∶１２８者有１６１例，占ＩｇＧ抗Ａ总人数的５４．０３％；

ＩｇＧ抗Ｂ效价大于或等于１∶１２８者有１２７例，占ＩｇＧ抗Ｂ总

人数的４５．０４％。结果显示ＯＡ不合者例数高于ＯＢ不合者，

前者为后者的１．２７倍，与有关资料报道的前者为后者的１．２２

接近，这可能与红细胞上 Ａ抗原较强有关。本研究中抗体效

价大于或等于１∶１２８的检出率高达４９．６６％，明显高于其他文

献的报道［８］，这可能与实验方法或样本量的大小以及地区分布

有关。随着抗体效价的增高，患者的阳性检出率逐渐降低，这

可能与孕妇的及早检查与积极治疗有关。

总之，产前孕妇ＩｇＧ抗Ａ（Ｂ）效价的测定对预防和评估新

生儿ＡＢＯＨＤＮ是很有必要的，特别是对于效价大于或等于

１∶１２８者，应定期复检，及时给予中西医结合治疗，可预防和减

少新生儿溶血病的发生。这对优生优育、提高新生儿生存质量

有重要意义。
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物较多有关，产金属酶的 ＰＡ 对 ＣＡＺ、ＦＥＰ、ＩＰＮ、ＰＩＴ、ＳＣＦ、

ＣＲＯ、ＰＩＰ、ＣＦＰ耐药与阴性菌株相比差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。产酶的菌株对ＩＰＮ、ＰＩＰ、ＣＲＯ、ＣＦＰ４种药物的耐药率

达１００％，其余的药物大多数耐药率在４０．０％以上，仅 ＡＫ小

于３０．０％，耐药情况十分严重。

目前临床认为对ＰＡ治疗较为有效的药物是碳青霉烯类

抗菌药物ＩＰＮ、ＭＥＮ等，近年来随着ＩＰＮ等药物在临床的广

泛应用，在其选择性压力下，细菌对ＩＰＮ、ＭＥＮ的耐药率不断

上升［１０］。提示临床应依据患者的病情慎用碳青霉烯类抗菌药

物，尽量避免使用能诱导细菌产生耐药性的抗菌药物。加强对

ＰＡ耐药菌株的监测，规范化使用抗菌药物，尽最大可能降低

ＰＡ的感染，减少产酶的耐药菌株的产生，对遏制ＰＡ耐药性的

增长有着重要的意义。
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