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耐药性分析
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　　【摘要】　目的　监测２０００～２０１３年北京协和医院血培养分离病原菌的分布和药物敏感性。方法　收集

２０００～２０１３年北京协和医院门急诊和住院患者血培养分离病原菌。采用纸片扩散法测定菌株对抗菌药物的敏感

性。采用 ＷＨＯＮＥＴ５．６软件进行耐药性分析。结果　除外棒杆菌属、痤疮丙酸杆菌、微球菌属和芽孢杆菌属，

２０００～２０１３年全院血培养共分离非重复病原菌７１９９株。革兰阴性需氧和兼性厌氧菌分离率为４０．６％～５４．２％，

凝固酶阴性葡萄球菌的分离率为１８．７％～３５．１％，其他革兰阳性需氧菌和兼性厌氧菌（主要为金黄色葡萄球菌、肠

球菌和链球菌）分离率为１９．７％～２５．８％；酵母菌分离率为０．５％～５．７％。２０１１～２０１３年血培养病原菌药敏试验

结果显示，大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌对美罗培南、亚胺培南和厄他培南最为敏感。除氨曲南外，铜绿假单胞菌对

其他药物的敏感率均大于７０．０％。除米诺环素外，鲍曼不动杆菌对其他药物的敏感率均小于２５．０％。在凝固酶阴

性葡萄球菌和金黄色葡萄球菌中，甲氧西林耐药菌株所占比例分别为８０．７％和４２．３％，对利奈唑胺、万古霉素、替

考拉宁最为敏感。结论　北京协和医院血培养分离菌株中革兰阴性菌占优势，且近年有升高趋势，凝固酶阴性葡萄

球菌的分离率近５年逐年降低，念珠菌分离率呈上升趋势。碳青霉烯类药物对肠杆菌科细菌的抗菌活性最强。利

奈唑胺、万古霉素和替考拉宁对革兰阳性球菌抗菌活性最强。
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具有地区性差异，多数地区以革兰阳性球菌为主，但革兰阴性

菌和真菌的分离率有增加的趋势，部分地区革兰阴性菌的分离

率甚至已超过革兰阳性菌［１３］。本研究对北京协和医院２０００～

２０１３年血培养分离获得的连续非重复病原菌进行了分析，旨

在探讨病原菌分布特征以及耐药性变迁，现将研究结果报道

如下。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　２０００年１月至２０１３年１２月北京协和医院门

急诊和住院患者血培养分离获得的病原菌７１９９株，均为全院

血培养连续分离的非重复首次分离株（分离获得的棒杆菌属、

痤疮丙酸杆菌、微球菌属、芽孢杆菌属未纳入统计）。质控菌株

（大肠埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２、铜绿假单胞菌ＡＴＣＣ２７８５３、金黄色

葡萄球菌ＡＴＣＣ２９２１３、金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ２５９２３、粪肠球

菌 ＡＴＣＣ２９２１２、肺炎克雷伯菌 ＡＴＣＣ７００６０３、肺炎链球菌

ＡＴＣＣ４９６１９、流 感 嗜 血 杆 菌 ＡＴＣＣ４９２４７、流 感 嗜 血 杆 菌

ＡＴＣＣ４９７６６）由北京协和医院检验科保存。

１．２　仪器与试剂　药敏纸片均购自英国 ＯＸＯＩＤ 公司。

ＭｕｅｌｌｅｒＨｉｎｔｏｎ琼脂、添加５％脱纤维羊血的 ＭｕｅｌｌｅｒＨｉｎｔｏｎ

琼脂基质粉均购自美国ＢＢＬ公司。Ｂａｃｔ／Ａｌｅｒｔ３Ｄ全自动血培

养仪购自法国生物梅里埃公司，ＢＡＣＴＥＣ９１２０全自动血培养

仪及Ｐｈｏｅｎｉｘ１００微生物自动鉴定和药敏仪购自美国ＢＤ公司。

１．３　方法　（１）按照常规操作规程进行菌种鉴定，包括常规生

化鉴定和自动化仪器鉴定。（２）采用纸片扩散法测定抗菌药物

对菌株的抑菌圈直径，具体操作步骤参照美国临床实验室标准

化研究所（ＣＬＳＩ）文件 Ｍ２Ａ１１
［４］。２００８～２０１３年葡萄球菌药

敏试验检测使用Ｐｈｏｅｎｉｘ１００微生物自动鉴定和药敏仪进行。

纸片扩散法和 Ｐｈｏｅｎｉｘ１００分析仪药敏检测结果判读参照

ＣＬＳＩ文件 Ｍ１００Ｓ２３，其中头孢哌酮／舒巴坦的折点参照头孢

哌酮［５］。（３）大肠埃希菌、肺炎克雷伯菌和奇异变形杆菌超广

谱β内酰胺酶（ＥＳＢＬｓ）检测采用双纸片协同试验。协同试验

选用的药敏纸片为头孢噻肟（３０μｇ）、阿莫西林／克拉维酸（２０／

１０μｇ）和头孢他啶（３０μｇ）。操作参照文献［６］。头孢噻肟或

头孢他啶任一纸片抑菌圈直径处于中介或耐药区间且与阿莫

西林／克拉维酸纸片抑菌圈有协同现象即判定菌株产ＥＳＢＬｓ。

１．４　统计学处理　采用 ＷＨＯＮＥＴ５．６软件进行药敏试验数

据结果统计分析，计算敏感率、中介率、耐药率等指标。

２　结　　果

２．１　菌株分布　血培养分离病原菌以革兰阴性需氧和兼性厌

氧菌为主，分离率为４０．６％～５４．２％，２００９～２０１３年有升高趋

势。凝固酶阴性葡萄球菌分离率为１８．７％～３５．１％。其他革

兰阳性需氧菌和兼性厌氧菌（主要为金黄色葡萄球菌、肠球菌

和链球菌）分离率较稳定，为１９．７％～２５．８％。酵母菌（念珠

菌和隐球菌）分离率为０．５％～５．７％；丝状真菌（主要为马尔

尼菲青霉菌和镰刀菌）分离率较低，为０．０％～０．６％。

２．２　２０１１～２０１３年血培养主要病原菌分布及药物敏感性　

（１）主要病原菌的构成：２０１１～２０１３年血培养共分离非重复病

原菌２２８５株，菌株分布见表１。凝固酶阴性葡萄球菌主要以

表皮葡萄球菌（３７．６％）、溶血葡萄球菌（１３．５％）和人葡萄球菌

（１２．８％）为主。（２）主要革兰阴性病原菌药物敏感性：大肠埃

希菌和肺炎克雷伯菌敏感率前三位抗菌药物依次为美罗培南、

亚胺培南和厄他培南；除氨曲南外，铜绿假单胞菌对其他所测

试抗菌药物的敏感率均大于７０．０％；除米诺环素外，鲍曼不动

杆菌对其余药物敏感率均小于２５．０％。见表２。（３）主要革兰

阳性病原菌药物敏感性：在凝固酶阴性葡萄球菌中，甲氧西林

耐药凝固酶阴性葡萄球菌（ＭＲＳＣｏＮ）占８０．７％，敏感率前三

位药物为利奈唑胺、万古霉素、替考拉宁；金黄色葡萄球菌中，

甲氧西林耐药金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）占４２．３％，敏感率前

三位药物为利奈唑胺、万古霉素、替考拉宁；粪肠球菌敏感率前

三位药物为利奈唑胺、万古霉素、替考拉宁；屎肠球菌敏感率前

三位药物为利奈唑胺、万古霉素、替考拉宁。见表３。

表１　２０１１～２０１３年血培养病原菌分布

菌种 菌株数（狀） 构成比（％）

凝固酶阴性葡萄球菌 ４６８ ２０．５

大肠埃希菌 ４１６ １８．２

肺炎克雷伯菌 ２０３ ８．９

金黄色葡萄球菌 １８８ ８．２

鲍曼不动杆菌 １６６ ７．３

铜绿假单胞菌 ９６ ４．２

粪肠球菌 ９３ ４．１

屎肠球菌 ６９ ３．０

阴沟肠杆菌 ５２ ２．３

白色念珠菌 ４３ １．９

其他 ４９１ ２１．５

总计 ２２８５ １００．０

表２　２０１１～２０１３年血培养主要革兰阴性病

　　　原菌药物敏感性（％）

抗菌药物
大肠埃希菌

（狀＝４１６）

肺炎克雷伯

菌（狀＝２０３）

鲍曼不动杆

菌（狀＝１６６）

铜绿假单胞

菌（狀＝９６）

美罗培南 ９９．０ ９４．０ １７．９ ８０．０

亚胺培南 ９８．６ ９２．５ １７．９ ７３．７

厄他培南 ９７．２ ８９．７ － －

哌拉西林／他唑巴坦 ８９．３ ８４．３ １２．６ ８４．２

阿米卡星 ８９．１ ９１．５ ２０．４ ９１．５

头孢哌酮／舒巴坦 ７８．０ ８３．４ １６．８ ７８．５

头孢吡肟 ７０．１ ８２．５ １３．１ ８０．９

米诺环素 ６９．８ ６４．１ ５７．７ －

头孢他啶 ６５．９ ７８．６ １９．３ ８８．４

阿莫西林／克拉维酸 ５８．５ ７２．２ － －

氨曲南 ５３．５ ７４．９ － ６５．６

替卡西林／克拉维酸 ５２．２ ６９．３ １３．３ ７３．１

氨苄西林／舒巴坦 ４７．８ ６８．２ １５．６ －

庆大霉素 ４７．６ ８３．４ １６．９ ８９．５

头孢曲松 ４１．３ ７２．０ １．２ －

头孢呋辛 ４０．３ ６９．６ － －

头孢噻肟 ４０．０ ７０．９ １．２ －

左氧氟沙星 ３２．７ ７９．０ １５．０ ７６．８

甲氧苄啶／磺胺甲唑 ３２．４ ６８．０ ２１．０ －

环丙沙星 ３１．７ ７２．５ １４．３ ８７．４

哌拉西林 ２２．５ ６６．３ ７．８ ８５．１

　　注：－表示未测定。
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表３　２０１１～２０１３年血培养主要革兰阳性病

　　　原菌药物敏感性（％）

抗菌药物
凝固酶阴性葡萄

球菌（狀＝４６８）

金黄色葡萄

球菌（狀＝１８８）

粪肠球菌

（狀＝９３）

屎肠球菌

（狀＝６９）

利奈唑胺 １００．０ １００．０ １００．０ １００．０

万古霉素 １００．０ １００．０ １００．０ ９１．０

替考拉宁 ９８．０ １００．０ １００．０ ９０．８

利福平 ９２．０ ８０．４ ２２．７ １０．４

甲氧苄啶／磺胺甲唑 ４０．１ ６７．９ － －

四环素 ７１．２ ６０．８ ３５．６ ４９．３

环丙沙星 ４２．１ ５８．２ ３１．９ ６．１

甲氧西林 １９．３ ５７．７ － －

阿莫西林／克拉维酸 １９．３ ５７．７ － －

庆大霉素 ５０．７ ５２．１ － －

克林霉素 ６２．２ ５０．３ － －

红霉素 １２．９ ２５．０ １５．６ ３．０

青霉素Ｇ １０．８ １０．８ ８１．１ ７．５

氨苄西林 － － ９１．２ １０．６

高浓度庆大霉素 － － ７４．７ ４２．４

氯霉素 － － ７３．６ ８４．６

　　注：－表示未测定。

２．３　多重耐药菌分离率的年度变迁　产ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌

分离率在２０００～２００３年从３９．１％升至６０．３％，２００４～２０１３年

变化较小，为５３．５％～６０．８％。产ＥＳＢＬｓ肺炎克雷伯菌分离

率为１７．９％～４２．１％，２００８～２００９年较高，２０１２～２０１３年降

至２６．９％。碳青霉烯耐药肺炎克雷伯菌检出率（０．０％～

７．９％）高于大肠埃希菌（０．０％～２．６％）。亚胺培南耐药铜绿

假单胞菌分离率升高缓慢，为８．３～３２．３％，２０１２～２０１３年为

２４．２％。亚胺培南耐药鲍曼不动杆菌２０００～２００１年检出率为

０．０％，２００４～２００５年升高至４８．５％，２００６～２００７年有所下

降，２００８～２００９年又升至７８．８％，至２０１２～２０１３年为７９．１％。

ＭＲＳＡ分离率在２０００～２０１３年显著降低，从２０００～２００１年的

６３．６％降至２０１２～２０１３年的３７．３％。万古霉素耐药粪肠球

菌分离率在２００６～２００７年升至３．０％，之后降低，２０１０～２０１３

年未检出万古霉素耐药粪肠球菌。万古霉素耐药屎肠球菌分

离率在２００６年后升高较快，至２０１２～２０１３年为１０．０％。

３　讨　　论

血流感染是社区和医院内重要感染类型，也是导致感染性

疾病患者病死率较高的重要原因。对血流感染的病原菌及其

耐药性进行连续监测是临床医生正确经验治疗血流感染的基

础，对降低血流感染患者病死率和加强合理用药有重要意义。

在北京协和医院２０００～２０１３年血培养分离病原菌中，革

兰阴性需氧和兼性厌氧菌分离率稳中有升，从２０００年的

４６．９％升高至２０１３年的５２．７％，而革兰阳性球菌分离率从

２０００年的５２．５％降至２０１３年的４３．３％，主要原因为凝固酶阴

性葡萄球菌分离率由２０００年的２９．８％降至２０１３年的１８．７％，

其他革兰阳性菌（主要为金黄色葡萄球菌、肠球菌和链球菌）分

离率则较稳定，为１９．７％～２５．８％。值得注意的是，酵母菌

（主要为念珠菌和隐球菌）分离率呈缓慢上升趋势，２０１３年分

离率已上升至３．９％。本研究结果与Ａｕｎｇ等
［２］对澳大利亚三

级医院２００１～２００９年血流感染病原菌分布调查结果类似，在

该时间范围内，澳大利亚一家三级医院血流感染革兰阴性菌分

离率由４４％升至５３％，革兰阳性菌分离率由４９％降至４５％。

另一项在巴西进行的儿童院内血流感染的研究中，革兰阴性菌

占４９．０％，革兰阳性菌占４２．６％，真菌占８．４％
［３］。

２０１１～２０１３年的数据表明，血流感染病原菌分离率居于

前五位的病原菌分别为凝固酶阴性葡萄球菌（２０．５％）、大肠埃

希菌（１８．２％）、肺炎克雷伯菌（８．９％）、金黄色葡萄球菌

（８．２％）和鲍曼不动杆菌（７．３％）。凝固酶阴性葡萄球菌在血

培养病原菌分布中的排名有一定争议，因为此类菌不但是引起

血流感染的重要病原菌，也是血培养最主要污染菌［７］。Ｓｃｈｎｅｌｌ

等［７］的研究显示，血培养分离的凝固酶阴性葡萄球菌中有

３２％～４４％的菌株是真正的血流感染致病菌。对于凝固酶阴

性葡萄球菌的意义，实验室和临床科室应结合血培养阳性报警

时间、送检套数和阳性套数的比例，以及患者的临床表现进行

综合判断。

本研究结果显示，大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌对美罗培

南、亚胺培南和厄他培南敏感率较高。大肠埃希菌和肺炎克雷

伯菌对头孢菌素耐药的主要机制是产生ＥＳＢＬｓ，但部分肺炎

克雷伯菌也产生 ＡｍｐＣ酶
［８］。此外，本研究发现碳青霉烯耐

药菌株的分离率在肺炎克雷伯菌中较高，至２０１２～２０１３年已

占４．３％，而碳青霉烯耐药大肠埃希菌则较少见。一项病例对

照研究显示，碳青霉烯耐药肺炎克雷伯菌（ＣＲＫｐ）感染患者的

病死率为５０．０％，高于碳青霉烯敏感肺炎克雷伯菌（ＣＳＫｐ）患

者的病死率（２５．７％），且作者认为长期使用中心静脉插管是感

染ＣＲＫｐ的独立危险因素
［９］。

鲍曼不动杆菌和铜绿假单胞菌是血培养中最常分离到的

非发酵糖革兰阴性杆菌。亚胺培南耐药铜绿假单胞菌分离率

升高缓慢。然而，值得担忧的是，鲍曼不动杆菌的多重耐药率

已升至极高的水平，２０１１～２０１３年，除米诺环素和头孢哌酮／

舒巴坦外，鲍曼不动杆菌对其余药物的耐药率均已高于

７０．０％。这与ＯＸＡ２３型碳青霉烯酶基因在鲍曼不动杆菌中

的传播，以及高流行耐药克隆株在院内的广泛分布有重要关

系［１０］。替加环素对鲍曼不动杆菌有一定的抗菌活性，但其疗

效尚需更多的临床观察验证［１１］。

葡萄球菌根据药敏特点一般分为甲氧西林耐药菌株和甲

氧西林敏感菌株。本次监测中，ＭＲＳＡ分离率显著降低，从

２０００～２００１年的６３．６％降至２０１２～２０１３年的３７．３％，但

ＭＲＳＣｏＮ分离率在２０１０～２０１３年为８０．７％。利奈唑胺、万古

霉素和替考拉宁是对葡萄球菌抗菌活性最高的药物，金黄色葡

萄球菌对上述３种药物均敏感，凝固酶阴性葡萄球菌仅少量菌

株对替考拉宁不敏感。

在血培养分离的革兰阳性球菌中，肠球菌分离率仅次于葡

萄球菌。万古霉素是治疗肠球菌感染的常用药物。国内关于

万古霉素耐药肠球菌的报道较少。本研究显示万古霉素耐药

粪肠球菌较少，但屎肠球菌对万古霉素的敏感率逐年降低，至

２０１２～２０１３年已降至９１．０％。

真菌血流感染是近年来日益突出的问题。ＡｌＴｈａｑａｆｉ

等［１２］的研究表明，念珠菌血流感染的粗病死率达到５０％～

６０％。本研究显示，至２０１３年血流感染病原菌中真菌分离率

已达４．０％，且有上升趋势。因此，对血培养分离的真菌进行密

切监测有重要意义。
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本研究的局限性是未对凝固酶阴性葡萄球菌的致病意义

进行临床验证，因此部分血培养污染的凝固酶阴性葡萄球菌被

统计入内。

血流感染的病原学和耐药性研究对于临床医生经验治疗

血流感染有重要意义，有必要进行长期的监测，从而为临床医

生提供及时、准确的数据。
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家要求。参照文献［５］的标准，在本实验选择的浓度上，该血糖

检测方法３种精密度评价方案的结果均符合国家要求。

综上所述，方差分析和ＥＰ１５Ａ２方案在精密度的评价上

无本质区别，ＥＰ５Ａ２方案计算的室内精密度大于方差分析和

ＥＰ１５Ａ２方案的结果，实验室要进行更为严格的精密度评价

应采用ＥＰ５Ａ２方案。
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