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多重及泛耐药铜绿假单胞菌和鲍曼不动杆菌医院感染

调查及产碳青霉烯酶表型研究
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　　摘　要：目的　了解铜绿假单胞菌和鲍曼不动杆菌院内感染分布、耐药特点以及产碳青霉烯酶表型情况。方法　回顾性收集

２０１２年７月到２０１３年７月该院分离非重复铜绿假单胞菌和鲍曼不动杆菌医院感染菌株及病例。采用纸片扩散法（ＫＢ法）进行

药敏试验，改良 Ｈｏｄｇｅ试验进行碳青霉烯酶初筛，初筛阳性菌株应用２巯基丙酸协同法进一步检测金属酶。结果　在研究期间，

共纳入非重复铜绿假单胞菌２５０株，鲍曼不动杆菌１３２株。菌株标本类型以痰液（５５．５％）为主，科室分布以重症监护病房

（２０．９％）为主。药敏试验显示：铜绿假单胞菌对测试药物敏感性较好，均大于７０％以上，对ＩＰＭ 和 ＭＥＭ 耐药率较低分别为

８．５％、９．５％，然而鲍曼不动杆菌对测试药物耐药率较高达３５．２％～７７．４％，对ＩＰＭ和 ＭＥＭ耐药率分别为３５．２％、３９．１％。多

重耐药及泛耐药鲍曼不动杆菌医院感染发生率要高于铜绿假单胞菌分别为４４．７％和２４．０％；９．１％和２．８％。４０株耐碳青霉烯

类铜绿假单胞菌，碳青霉烯酶初筛阳性１１株占２７．５％，金属酶表型阳性２株占１８．２％；４９株耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌，碳青霉

烯酶初筛阳性３７株占７５．５％，金属酶表型阳性１株占２．７％。结论　该院铜绿假单胞菌和鲍曼不动杆菌对常用抗菌药物呈现不

同耐药性，应加强监测。产碳青霉烯酶是鲍曼不动杆菌耐碳青霉烯类药物主要机制之一。产金属酶铜绿假单胞菌和鲍曼不动杆

菌检出率较低。
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　　铜绿假单胞菌（ＰＡＥ）和鲍曼不动杆菌（ＡＢＡ）是引起医院

感染常见且重要的条件致病菌，随着广谱抗菌药物的广泛使

用，耐药问题严重，特别是多重耐药（ＭＤＲ）及泛耐药（ＸＤＲ）菌

株的出现，使细菌耐药性成为全球关注的问题［１］。碳青霉烯类

药物是治疗多重耐药菌株的首选药物，然而碳青霉烯类耐药铜

绿假单胞菌和鲍曼不动杆菌的出现，一方面给临床抗感染治疗
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带来新的挑战，另一方面由于存在克隆菌株在不同地区、医院

暴发流行，给院感防控工作难度加大［２］。因此，本研究拟评价

本院铜绿假单胞菌和鲍曼不动杆菌对常用抗菌药物耐药情况、

多重及泛耐药菌株院内感染发生率及主要碳青霉烯酶耐药表

型，指导临床合理用药，防止或延缓耐药菌株的产生和传播提

供依据。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　回顾性收集２０１２年７月到２０１３年７月本院

分离非重复铜绿假单胞菌和鲍曼不动杆菌，选择符合引起医院

感染病例，所有菌株根据临床资料确定是感染，而非定植，排除

４８ｈ内分离的菌株、重复株、非本研究对象包含菌株以及非致

病株均未统计在内。医院感染诊断标准依据卫生部２００１年１

月颁布的《医院感染诊断标准（试行）》。

１．２　菌株鉴定及药敏试验　应用 ＡＴＢ细菌鉴定药敏仪及传

统手工方法进行菌株鉴定；采用纸片扩散 法测定试验菌株对

１２种抗菌药物敏感性，结果判读参照ＣＬＳＩＭ１００Ｓ２２。

１．３　药敏纸片　哌拉西林（ＰＩＰ）、头孢哌酮／舒巴坦（ＳＣＦ）、哌

拉西林／他唑巴坦（ＴＺＰ）、头孢他啶（ＣＡＺ）、头孢吡肟（ＦＥＰ）、

亚胺培南（ＩＰＭ）、美罗培南（ＭＥＭ）、庆大霉素（ＧＭ）、阿米卡星

（ＡＫ）、环丙沙星（ＣＩＰ）、左氧氟沙星（ＬＶＸ）、多黏菌素 Ｂ（ＰＢ）、

空白纸片，以上纸片购自ＯＸＯｉｄ公司；２巯基丙酸（ＭＰＡ，Ｓｉｇ

ｍａ公司）。

１．４　多重及泛耐药菌株判定标准　判定标准参照文献［３］。

抗假单胞菌头孢菌素、抗假单胞菌碳青霉烯类、β内酰胺酶抑

制剂的复合制剂、氟喹诺酮类、氨基糖苷类，具有上述３类以上

耐药者为多重耐药株；泛耐药株是指对目前推荐用于铜绿假单

胞菌和鲍曼不动杆菌感染经验治疗药物全部耐药者，但多黏菌

素或替加环素除外。

１．５　碳青霉烯酶表型试验　改良 Ｈｏｄｇｅ试验
［４］。用０．５麦

氏单位大肠埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２涂布 ＭＨ平板，接种待检菌

的无菌接种环自平板中间向边缘划线，置于室温１５ｍｉｎ后，中

间贴亚胺培南纸片，３５℃培养１８～２４ｈ后观察结果，亚胺培南

抑菌圈内出现待检菌 矢状生长者为碳青霉烯酶菌株。

１．６　金属β内酰胺酶表型检测　双纸片协同试验
［５］：用０．５

麦氏单位待测菌均匀涂布在 ＭＨ平板上，平板中 央贴１个空

白纸片，在其两侧对称贴１个ＩＰＭ 纸片和１个ＣＡＺ纸片，各

纸片间的距离约为２．０ｃｍ，向空白纸片上加入５μＬＭＰＡ（１．４

ｍｍｏｌ／Ｌ），经３５℃培养１６～１８ｈ后观察结果，抑菌环出现任

何协同现象者均为阳性。

１．７　质控菌株　质控菌株为大肠埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２、铜绿假

单胞菌ＡＴＣＣ２７８５３、产金属酶ＩＭＰ１型铜绿假单胞菌，由卫生

部临检中心提供。

１．８　统计学处理　采用 ＷＨＯＮＥＴ５．４软件，进行数据处理。

２　结　　果

２．１　标本类型与科室分布　在研究期间，共纳入符合研究条

件非重复铜绿假单胞菌２５０株，鲍曼不动杆菌１３２株；标本类

型以痰液５５．５％（２１２／３８２）、创面伤口拭子１６．８％（６４／３８２）、

尿液６．３％（２４／３８２）为主；科室分布以重症监护病房２０．９％

（８０／３８２）、神经外科９．２％（３５／３８２）、普外科７．９％（３０／３８２）

为主。

２．２　耐药性分析　在２５０株铜绿假单胞菌中，多重耐药株有

６０例，发生率２４．０％；泛耐药有７株，发生率为２．８％；然而多

重耐药及泛耐药鲍曼不动杆菌发生率更高（４４．７％、９．１％）。

药敏试验显示：铜绿假单胞菌对测试药物敏感性较好均大于

７０％以上，对ＩＰＭ和 ＭＥＭ 耐药率较低分别为８．５％、９．５％，

对ＰＢ敏感性达１００．０％；然而鲍曼不动杆菌对测试药物耐药

率较高达３５．２％～７７．４％，对ＩＰＭ 和 ＭＥＭ 耐药率分别为

３５．２％，３９．１％，对 ＳＣＦ 和 ＰＢ 较高抗菌活性 （８０．０％ ～

９０．９％），见表１。

表１　　铜绿假单胞菌和鲍曼不动杆菌对常用

　　　　抗菌药物敏感性（％）

抗菌药物
铜绿假单胞菌（狀＝２５０）

Ｒ Ｉ Ｓ

鲍曼不动杆菌（狀＝１３２）

Ｒ Ｉ Ｓ

ＰＩＰ １８．１ ４．７ ７７．２ ７７．４ ０．０ ２２．６

ＬＥＶ １６．２ ８．１ ７５．７ ４８．６ ０．０ ５１．４

ＧＮ １４．１ ２．８ ８３．１ ４６．４ １．６ ５２．０

ＣＩＰ ９．８ ３．８ ８６．３ ４５．３ ０．８ ５３．９

ＦＥＰ １３．６ ４．４ ８２．０ ４２．４ ２．４ ５５．２

ＡＫ ３．４ １．３ ９５．３ ４２．４ ０．８ ５６．８

ＴＺＰ １０．１ ２．８ ８７．２ ４１．３ ０．０ ５８．７

ＣＡＺ １３．５ ４．６ ８１．９ ４０．２ ５．５ ５４．３

ＭＥＭ ９．５ １．５ ８９．１ ３９．１ １．１ ５９．８

ＩＰＭ ８．５ ２．１ ８９．４ ３５．２ １．６ ６３．３

ＰＢ ０．０ ０．０ １００．０ ９．１ ０．０ ９０．９

ＳＣＦ １３．３ １３．３ ７３．３ １５．２ ４．８ ８０．０

２．３　碳青霉烯酶表型检测　在２５０株铜绿假单胞菌中，其中

有４０株对亚胺培南和（或）美罗培南耐药，改良 Ｈｏｄｇｅ试验显

示：碳青霉烯酶表型初筛阳性１１株，可疑阳性４株，阴性２５

株；在１３２株鲍曼不动杆菌中，有４９株对亚胺培南和（或）美洛

培南耐药，碳青霉烯酶表型初筛阳性３７株，可疑阳性３株，阴

性９株，见表２。

２．４　金属酶表型检测　对１１株铜绿假单胞菌碳青霉烯酶初

筛阳性应用双纸片协同试验检测金属酶表型，结果显示：金属

酶表型阳性２株，可疑阳性１株，阴性８株；３７株鲍曼不动杆

菌碳青霉烯酶初筛阳性菌株中，金属酶表型阳性１株，可疑阳

性０株，阴性３６株，见表２。

表２　　ＰＡ和ＡＢ碳青霉烯酶和金属酶表型检测（狀）

表型
改良 Ｈｏｇｅ试验

ＰＡＥ ＡＢＡ

双纸片协同试验

ＰＡＥ ＡＢＡ

阳性 １１ ３７ ２ １

可疑阳性 ４ ３ １ ０

阴性 ２５ ９ ８ ３６

３　讨　　论

本次研究中，多重耐药及泛耐药鲍曼不动杆菌医院感染发

生率分别为 ４４．７％、９．１％，高于铜绿假单胞菌（２４．０％、

２．８％）；铜绿假单胞菌和鲍曼不动杆菌碳青霉烯酶检出率分别

为２７．５％、７５．５％；然而金属酶检出率较低（１８．２％、２．７％）。

多重耐药及泛耐药菌株的出现是临床治疗面临的难题。

据２０１０年中国 ＣＨＩＮＥＴ 细菌耐药性监测结果显示：ＸＤＲ铜

绿假单胞菌发生率约为１．７％；ＭＤＲ和ＸＤＲ鲍曼不动杆菌发

·５４１２·国际检验医学杂志２０１４年８月第３５卷第１６期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ａｕｇｕｓｔ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１６



生率分别为５５．０％、２１．４％
［６７］。在本次研究中，菌株标本类

型以痰液占５５．５％为主，科室分布以重症监护病房２０．９％为

主；药敏试验显示，铜绿假单胞菌对测试药物敏感性较好均大

于７０％以上，对ＩＰＭ 和 ＭＥＭ 耐药率较低分别为８．５％，

９．５％；然而鲍曼不动杆菌对测试药物耐药率较高达３５．２％～

７７．４％，对ＩＰＭ 和 ＭＥＭ 耐药率分别为３５．２％、３９．１％，对

ＳＣＦ和ＰＢ较高抗菌活性（８０．０％～９０．９％）；多重耐药及泛耐

药鲍曼不动杆菌医院感染发生率要高于铜绿假单胞菌分别为

４４．７％和２４．０％，９．１％和２．８％，低于上述的报道
［６７］。可能

的解释是，与医院结构、用药习惯、院感防控等有关。然而值得

注意的是，研究者调查医院感染细菌耐药性，并不包括临床所

有分离菌，数据可能更有说服力。

碳青霉烯酶的产生是铜绿假单胞菌和鲍曼不动杆菌耐碳

青霉烯类药物主要机制之一［８］。本研究结果显示：铜绿假单胞

菌和鲍曼不动杆菌碳青霉烯酶表型检出率分别为２７．５％，

７５．５％，与刘星等
［９］报道一致。然而金属β内酰胺酶（ＭＢＬ）

是国内外学者研究较多的一种碳青霉烯酶［８］。在本次研究中，

１１株碳青霉烯酶表型阳性铜绿假单胞菌中，金属酶初筛阳性

占１８．２％；３７株碳青霉烯酶表型阳性鲍曼不动杆菌中，金属酶

初筛阳性占２．７％。可见，铜绿假单胞菌和鲍曼不动杆菌金属

酶检出率较低，与国内学者报道基本一致［１０］。因为有文献

［１１］报道，耐碳青霉烯类铜绿假单胞菌耐药机制主要是孔蛋白

丢失和主动外排活跃。同样地，Ｚｈｏｕ等
［１２］报道，耐碳青霉烯

类鲍曼不动杆菌耐药机制主要是和Ｄ类酶有关如ＯＸＡ２３基

因型等。

本研究存在一些不足。（１）表型方法结果判读，主观性较

强［１３］，需要经验丰富技术人员，比如本试验中出现几株不确定

性结果。（２）尽管采用分子生物学手段可以确定菌株是否产碳

青霉烯酶和（或）金属酶以及基因分型，但这需要相应的设备、

技术、人员，更重要的是需要基于当地耐药模式、菌种类型

等［５，１０１２］。

总之，多重耐药及泛耐药铜绿假单胞菌和鲍曼不动杆菌医

院感染不容忽视，应加强耐药菌株的监测、抗菌药物的合理使

用，防止耐药菌株的播散。另一方面，碳青霉烯酶和金属酶表

型检测要基于当地耐药模式、耐碳青霉烯类菌株发生率以及菌

种类型等。
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ｂａｃｔｅｒｂａｕｍａｎｎｉｉｏｆＥｕｒｏｐｅａｎｃｌｏｎｅⅡｉｎＷｅｓｔｅｒｎＣｈｉｎａ［Ｊ］．Ｉｎｔ

ＪＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂＡｇｅｎｔｓ，２０１１，３８（３）：２５７２６０．

［１２］ＺｈｏｕＨ，ＹａｎｇＱ，ＹｕＹＳ，ｅｔａｌ．Ｃｌｏｎａｌｓｐｒｅａｄｏｆｉｍｉｐｅｎｅｍｒｅｓｉｓｔ

ａｎｔＡｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｂａｕｍａｎｎｉｉａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｉｔｉｅｓｏｆＣｈｉｎａ［Ｊ］．Ｊ

ＣｌｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００７，４５（１２）：４０５４４０５７．
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ｃｏｍｂｉｎｅｄｄｉｓｋ，ａｎｄＥｔｅｓｔｍｅｔｈｏｄｓｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇｍｅｔａｌｌｏｂｅｔａｌａｃ

ｔａｍａｓｅｓｉｎｇｒａｍｎｅｇａｔｉｖｅｂａｃｉｌｌｉ［Ｊ］．ＤｉａｇｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌＩｎｆｅｃｔＤｉｓ，
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［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００４，４２（１１）：５０９４５１０１．

［３］ 方子正，宋秀兰，沈鸿，等．１８５０株病原菌耐药性分析［Ｊ］．中华医

院感染学杂志，２００８，１８（１）：９５９６．

［４］ 杨虹，王丽，温见翔，等．近５年铜绿假单胞菌和大肠埃希菌的耐

药性变迁研究［Ｊ］．国际检验医学杂志，２０１３，３４（８）：９３６９４０．

［５］ 赵津彩，张跃栋．５２０株铜绿假单胞菌临床分布和耐药性分析［Ｊ］．

检验医学，２０１３，２８（８）：７３４７３５．

［６］ 周林涛，刘晓云，朱柏珍，等．临床分离的铜绿假单胞菌的分布及

耐药性变迁［Ｊ］．国际检验医学杂志，２０１３，３４（１３）：１６９６１６９７．

［７］ 李力华，范文．荆州市多药耐药铜绿假单胞菌的耐药特性探讨

［Ｊ］．中华医院感染学杂志，２０１１，２１（６）：１２２７１２２８．

［８］ 庞众多，李依萍，鲁彦．１０２株铜绿假单胞菌的分布和耐药性分析

［Ｊ］．国际检验医学杂志，２０１４，３５（８）：１０７３１０７４．

［９］ 张瑞琴，陈灿，王凤芝，等．医院内科系统铜绿假单胞菌耐药与抗

菌药物的使用的相关性研究［Ｊ］．中国抗生素杂志，２０１２，３７（７）：
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