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某医院下呼吸道标本分离铜绿假单胞菌耐药性分析

王小华１，李凯旋２，张晓雪１，郭瑞林１△

（１．陕西中医学院第二附属医院检验科，陕西咸阳７１２０００；２．陕西中医学院医学技术系，陕西咸阳７１２０００）

　　摘　要：目的　了解临床下呼吸道标本分离铜绿假单胞菌对１３种抗菌药物的耐药性、以及产超广谱β内酰胺酶（ＥＳＢＬｓ）和

头胞菌素酶（ＡｍｐＣ酶）及金属β内酰胺酶情况，为临床合理使用抗菌药物提供依据。方法　选择该院２００７～２０１２年４８０株下呼

吸道标本中分离出的铜绿假单胞菌，菌株鉴定采用法国梅里埃ＡＰＩ鉴定系统进行。药敏试验按ＫＢ纸片琼脂扩散法操作并判断

结果。采用三维试验法检测铜绿假单胞菌中的ＥＳＢＬｓ和ＡｍｐＣ酶，双纸片协同试验检测金属β内酰胺酶。结果　从４８０株铜绿

假单胞菌中检出产ＥＳＢＬｓ、ＡｍｐＣ及金属β内酰胺酶１８９株，总检出率３９．４％。铜绿假单胞菌对妥布霉素、哌拉西林三唑巴坦、

亚胺培南、阿米卡星显示较好的敏感度，对头孢曲松、头孢替坦、头孢唑林高度耐药。结论　应重视铜绿假单胞菌ＥＳＢＬｓ、ＡｍｐＣ

和金属β内酰胺酶检测；对于该菌引起的呼吸道感染宜采用哌拉西林三唑巴坦、头孢他啶联合氨基甙类或喹诺酮类抗菌药物

治疗。
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　　铜绿假单胞菌是临床常见的条件致病菌，当机体免疫力低

下时可引起多种感染。近年来铜绿假单胞菌对人的致病作用

明显增加，成为一系列严重的化脓性感染，尤其是支气管扩张、

慢性支气管炎、间质性肺疾病、囊性肺纤维化等继发感染的重

要致病菌。铜绿假单胞菌对β内酰胺类抗菌药物的耐药性也

日益严重，可产多种类型的β内酰胺酶，耐药机制复杂。本研

究通过药物体外扩散试验，三维试验，分析铜绿假单胞菌的耐

药状况，为提高抗菌药物使用的针对性和有效性提供依据。

１　材料与方法

１．１　标本来源　实验菌株均为２００７年１月至２０１２年１２月

本院临床送检下呼吸道标本中培养分离的铜绿假单胞菌４８０

株，同一患者几次分离株按第１次结果分析。

１．２　细菌鉴定及药敏试验　所有合格的标本直接接种于血平

板和麦康凯平板，３５℃培养１８～２４ｈ，取可疑菌落革兰染色，

镜下可见革兰阴性杆菌，并且氧化酶试验阳性，氧化发酵管阳

性，然后应用法国梅里埃公司提供的非发酵菌鉴定卡进行细菌

鉴定。药敏纸片使用英国Ｏｘｏｉｄ公司产品，按ＣＬＳＩ最新版标

准判断结果。铜绿假单胞菌 ＡＴＣＣ２７８５３作为质控菌株平行

试验。

１．３　ＥＳＢＬｓ和 ＡｍｐＣ酶检测
［１］
　利用三维试验 ＥＳＢＬｓ和

ＡｍｐＣ酶可以水解头胞菌素的原理，先将冻融法或超声粉碎法

将待测菌株中的β内酰胺酶提取出来（粗提液），观察这种酶的

粗提物对头胞菌素的抑制情况。如果粗提物中有 ＥＳＢＬｓ或

ＡｍｐＣ酶，即可抑制头胞菌素的活性，使其周围对头胞菌素敏

感的大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２得以生长；反之，大肠埃希菌受

头胞菌素的抑制则不能生长。由于ＥＳＢＬｓ能被酶抑制剂克拉

维酸抑制，不被邻氯西林抑制；而ＡｍｐＣ酶则不能被克拉维酸

抑制，但可被邻氯西林抑制。因此可以利用克拉维酸和邻氯西

林来同时检测铜绿假单胞菌中的ＥＳＢＬｓ和ＡｍｐＣ酶。

１．４　金属β内酰胺酶检测
［２］
　双纸片协同试验检测金属β内

酰胺酶的百分率，０．５麦氏单位待测菌菌液均匀涂布于 ＭＨ

琼脂平板，中间贴１０ｇ亚胺培南和３０ｇ头孢他啶纸片，距纸片

１．５～２．５ｃｍ 处贴一空白纸片，加３μＬ２巯基乙醇原液。

３５℃培养过夜，如靠近２巯基乙醇侧亚胺培南和头孢他啶抑

菌环有扩大者为金属β内酰胺酶菌株。

１．５　统计学处理　数据采用世界卫生组织细菌耐药性监测网

提供的 ＷＨＯＮＥＴ５．５软件进行统计分析。

２　结　果

２．１　ＥＳＢＬｓ和 ＡｍｐＣ酶检测结果　４８０株铜绿假单胞菌中产

ＥＳＢＬｓ１２３株，产 ＡｍｐＣ酶５７株，其中同产 ＥＳＢＬｓ和 ＡｍｐＣ

酶３２株，检出率分别为２５．６％、１１．９％、６．７％。

２．２　金属β内酰胺酶检测　４８０株铜绿假单胞菌中产金属β

内酰胺酶３０株，检出率６．３％。

２．３　铜绿假单胞菌对１３种抗菌药物的药敏试验　见表１。

表１　　铜绿假单胞菌对１３种抗菌药物的药敏试验（％）

药物名称 敏感 中介 耐药

氨曲南 ６７．３ ４．０ ２８．７

头孢唑林 １．２ ０．４ ９８．４

头孢替坦 ５．７ １．７ ９２．６

头孢他啶 ７５．４ ７．３ １７．３

头孢曲松 ２１．５ ２１．２ ５７．３

头孢吡肟 ７０．７ １４．８ １４．５

环丙沙星 ６９．８ １．２ ２９．０

左氧氟沙星 ７０．５ ０．２ ２９．３

亚胺培南 ８０．０ １．９ １８．１

哌拉西林三唑巴坦 ８８．３ ０．０ １１．７

妥布霉素 ８８．２ ２．１ ９．７

阿米卡星 ７８．３ ４．８ ６．９

庆大霉素 ６４．２ ２３．７ １２．１

３　讨　　论

铜绿假单胞菌是院内感染的重要病原菌，下呼吸道是易感

部位［３］。铜绿假单胞菌对β内酰胺类药物的耐药率逐年增加，

已经成为抗感染治疗的严重问题。而且耐β内酰胺类药物的

铜绿假单胞菌也常对喹诺酮类及氨基甙类交叉耐药，使临床治

疗耐多种药物菌株感染十分困难［４］。实验性产质粒介导的金

属β内酰胺酶ＶＩＭ２的铜绿假单胞菌肺炎模型的研究表明：

虽然对亚胺培南、头孢吡肟、头孢他啶及哌拉西林／三唑巴坦的

ＭＩＣ增高，若给予大剂量药物治疗可降低肺部的细菌数量，给

予大剂量的氨曲南亦可获得相似的效果，但若为绝对耐药菌株

引起的感染，临床上即使加大该药物的剂量，亦不能获得疗

效［５］。特别是ＩＣＵ呼吸道分离铜绿假单胞菌对碳青霉烯耐药
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株增加，碳青霉烯耐药株对其他抗菌药物的耐药性也高，感染

或定植患者的平均住院时间长，病死率高［６］。大多数多耐药铜

绿假单胞菌对黏菌素类、阿米卡星及环丙沙星的敏感性高，多

重耐药菌株可用阿米卡星或环丙沙星联合β内酰胺类药物治

疗，另外氨基甙类联合β内酰胺类药物的抗假单胞菌作用比喹

诺酮类联合β内酰胺类药物强，阿米卡星联合美罗培南治疗假

单胞菌感染的疗效优于联合亚胺培南的疗效［５７］，但老年患者

仍以喹诺酮类联合β内酰胺类药物为宜。多黏菌素Ｂ的肾损

害常见，临床应慎用，老年人亦不宜使用。

目前认为铜绿假单胞菌耐药机制主要与以下因素有

关［８１０］：（１）对抗菌药物外膜通透性较低；外膜蛋白Ｄ２缺失；外

膜存在着独特的药物主动外排系统；（２）β内酰胺酶的产生

（ＥＳＢＬｓ酶、ＡｍｐＣ酶、金属β内酰胺酶）；碳青霉烯酶、氨基甙

类钝化酶的产生；（３）作用靶位的改变；（４）生物被膜的形成。

ＡｍｐＣ酶和ＥＳＢＬｓ已成为介导革兰阴性杆菌对广谱青霉素

类、第三代头孢菌素和单环β内酰胺类抗菌药物耐药的两大类

β内酰胺酶。ＥＳＢＬｓ产酶株对头霉素类敏感，ＡｍｐＣ酶产酶株

则耐药；前者对第四代头孢菌素头孢吡肟部分耐药，后者大多

数对其敏感；ＥＳＢＬｓ多可被克拉维酸、舒巴坦和三唑巴坦抑

制，而这些酶抑制剂一般不能抑制 ＡｍｐＣ酶。因此，为了合理

地选择抗菌药，对临床分离的铜绿假单胞菌高耐株中 ＡｍｐＣ

酶和ＥＳＢＬｓ的检测显得尤为重要。

应强调医院感控的重点部门（尤其是呼吸科、ＩＣＵ、烧伤病

房及老年病房）对铜绿假单胞菌耐药监测的重要性，及早发现局

部爆发耐药菌株流行，并采取综合措施控制耐药菌株传播与扩

散。亦要强调合理使用抗菌药物，特别要严格控制β内酰胺类

药物及广谱头孢菌素类药物的使用，对已呈高耐药率或高耐药

可能性的药物要限制使用，以防诱导耐药菌株的发生与扩散。
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威海地区３４２名学龄前儿童乙肝表面抗体检测的结果分析

曾　静，何小芹

（威海市立医院西院区检验科，山东威海２６４２００）

　　摘　要：目的　了解威海地区儿童在进行乙肝疫苗的计划免疫后，免疫应答的产生情况，从而给予医疗、保健人员及疫苗接种

儿童更好地指导。方法　对３４２名来院就诊的患儿及入托查体的幼儿进行乙肝五项定量检测。结果　以抗体含量 ＨＢｓＡｇ＞１０

ＩＵ／Ｌ为抗体阳性，３４２名幼儿抗体阳性率为７０．５％。结论　出生后的婴儿接种乙肝疫苗后，应于１岁半左右检查抗体产生情况，

如无抗体应补种加强针；如反复接种后仍不产生抗体，应更换疫苗或增加疫苗剂量，以增加抗体时效。其他人在接种乙肝疫苗３

年后，应定时检查抗体含量，如 ＨｂｓＡｇ＜１０ＩＵ／Ｌ应复种。

关键词：乙肝表面抗体；　乙肝疫苗；　免疫应答
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　　乙肝表面抗体是人在注射乙肝疫苗或感染乙肝病毒后产

生的具有保护性的抗体。乙肝主要侵犯儿童及青少年。由于

儿童免疫功能尚未完善，婴幼儿免疫功能尚未健全，若感染乙

肝病毒，往往体内不能清除病毒，日久形成免疫耐受，导致病毒

携带状态。据统计在过去的几十年里，我国的乙肝患者曾高达

１０％，在世界处于较高的水平。而接种乙肝疫苗是预防控制乙

肝病毒唯一有效的方法。最新消息显示通过接种乙肝疫苗，中

国乙肝患者从９．７５％降至７．１８％，预计至２０２０年，这一数字

将降至３％，从２０００～２０１１年，中国共减少乙肝患者３０００万

人口，引起世界瞩目。婴幼儿注射乙肝疫苗之后对应答的观

察，不但是医疗、保健人员，也是接受疫苗接种者家长关注的问

题，为了更好的给予指导，对部分接种者做调查如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　３４２名来本院就诊儿科患者及入托幼儿。年

龄分为１～＜２岁，２～＜４岁，４～＜６岁。

１．２　仪器与试剂　罗氏的全自动电化学发光分析仪 Ｅｌｅｃ

ｓｙｓ２０１０，原装试剂。

１．３　方法　取儿童静脉血，分离血清进行乙肝五项定量检测，

ＨＢｓＡｇ＞１０ＩＵ／Ｌ为抗体阳性。

２　结　　果

对３４２名儿童进行检测结果比较显示１～＜２岁儿童抗体

阳性率为８２．３％（５６／６８），明显高于２～＜４岁儿童６８．１％

（１４６／２２０）；４～＜６岁儿童抗体阳性率又有所提升为７２％（３９／

５４），平均阳性率为７０．５％。

３　讨　　论

新生儿注射乙肝疫苗后，乙肝表面抗体的阳性率随年龄的
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