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ＩＣＵ院感监测铜绿假单胞菌耐药率和同源性分析
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　　摘　要：目的　分析２０１５年１－６月牡丹江市第一人民医院重症监护病房（ＩＣＵ）检出的铜绿假单胞菌耐药率及其同源性，明

确该菌在ＩＣＵ流行情况，为合理的院感防控提供依据。方法　采用Ｖｉｔｅｋ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动微生物鉴定仪对２０１５年上半年ＩＣＵ

通过不同途径检出的１２６株铜绿假单胞菌进行耐药性分析，根据脉冲场凝胶电泳法对所有菌株进行同源性分析。结果　２０１５年

１－６月ＩＣＵ进行２次院感监测，从护士手、换药车及监护室门把手的物体表面检出４株铜绿假单胞菌且均为敏感株；１１０例ＩＣＵ

住院患者中，共检出１２２株铜绿假单胞菌，其中在１８例ＩＣＵ住院患者中检出多重耐药株３８株。３８株多重耐药株及４株院感监

测检出菌株同源性分析可以分为５组（Ａ～Ｅ），以Ａ、Ｃ、Ｄ这３个克隆型为主，院感监测检出菌株均为Ｂ克隆型。４例患者检出多

个亚型感染。结论　铜绿假单胞菌感染形势在ＩＣＵ比较严峻，院感监测检出菌株未存在暴发流行，住院患者间存在多克隆株交

叉流行现象。
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　　铜绿假单胞菌又称为绿脓杆菌，属于非发酵革兰阴性杆

菌。铜绿假单胞菌具有很强的生存适应性，可以在周围环境及

健康人的皮肤和呼吸道部位广泛分布，也因此可导致人体各部

位的感染，该菌已成为医院感染的主要病源菌之一［１］。最近几

年，尤其是重症监护病房（ＩＣＵ）抗菌药物的大量不规范使用，

使多重耐药铜绿假单胞菌的检出率大大提高，给临床控制铜绿

假单胞菌的感染造成极大的压力。本研究通过对牡丹江市第

一人民医院ＩＣＵ 住院患者和物体表面分离的铜绿假单胞菌进

行同源性分析和表观耐药率分析，进而明确ＩＣＵ病房中铜绿

假单胞菌菌株克隆播散情况，在分子流行病学层面为控制铜绿

假单胞菌感染提供可靠依据。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　２０１５年１－６月收集牡丹江市第一人民医院

ＩＣＵ检出的铜绿假单胞菌１２６株，其中４株为医院院内感染监

测分离培养出来，其余均为住院患者标本中检出。质控菌株为

ＡＴＣＣ２７８５３。

１．２　细菌培养鉴定和药敏　所有菌株均采用 Ｖｉｔｅｋ２Ｃｏｍ

ｐａｃｔ全自动微生物鉴定仪进行鉴定和药物敏感试验，最终药敏

结果参照ＣＬＳＩ２０１４年的标准进行判读。

１．３　方法　采用脉冲场凝胶电泳法（ＰＦＧＥ）进行同源性分析。
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挑取纯培养的铜绿假单胞菌菌落配制成１．０麦氏单位的菌液，

再另行配制等体积的浓度为２％的低熔点琼脂糖，将二者均匀

混合倒入模具。待凝固后，用手术刀片切成３ｍｍ宽４ｍｍ长

的小胶块放入到蛋白酶 Ｋ溶液中过夜，清洗消化完毕后的胶

块再放入到含有３５μＬ限制性内切酶ＳＰｅⅠ的ＰＥ管中酶切，

酶切环境为３７℃水浴震荡过夜。酶切后的胶块在进行２％低

熔点琼脂糖凝胶电泳，标志物选择沙门菌 Ｈ９８１２进行对照。

电泳参数设置：电压１２Ｖ／ｃｍ，夹角１６０°，恒温１５℃，共计进行

２４ｈ电泳，前１２ｈ脉冲时间设成５～１５ｓ，后１２ｈ脉冲时间设

置为１５～５０ｓ。电泳完毕后，将胶块完全浸入到１．５ｍｇ／Ｌ的

溴化乙啶中染色３０ｍｉｎ，染色完成后用流水小心脱色３０ｓ，最

后将胶块置 ＶｅｒＳａＤｏｃ３００ 凝胶成像仪内显像抓图。根据

Ｔｅｎｏｖｅｒ等
［２］总结归纳的判读标准进行同源性分析，即为含有

１～３条不同条代数判断为同一克隆株，而有６条或以上的不

同条带数则判断为与流行病学无关的不同克隆株。

２　结　　果

２．１　菌株分布和耐药率　２０１５年１－６月，在１１０例ＩＣＵ住

院患者中检出１２２株铜绿假单胞菌，其中在１８例ＩＣＵ住院患

者中检出多重耐药株３８株，该菌多重耐药株具体耐药率情况

见表１。

表１　　３８株多重耐药铜绿假单胞菌对１１种抗菌

　　　药物的耐药率［狀（％）］

抗菌药物 耐药 中介 敏感

头孢吡肟 ８（２１．１） １２（３１．６） １８（４７．４）

多西环素 ２４（６３．２） ４（１０．５） １０（２６．３）

阿米卡星 ２４（６３．２） ０（０．０） １４（３６．８）

亚胺培南 １４（３６．８） ０（０．０） ２４（６３．２）

氨曲南 １８（４７．４） １（２．６） １９（５０．０）

哌拉西林／他唑巴坦 ２７（７１．１） ２（５．３） ９（２３．７）

妥布霉素 ２９（７６．３） ０（０．０） ９（２３．７）

头孢曲松 ３１（８１．６） ０（０．０） ７（１８．４）

庆大霉素 ２６（６８．４） ３（７．９） ９（２３．７）

左氧氟沙星 １９（５０．０） ４（１０．５） １５（３９．５）

多黏菌素Ｂ ２（５．３） ０（０．０） ３６（９４．７）

　　注：Ｍ为ＤＮＡ标志物；１～１１为试验菌株。

图１　　不同克隆株的铜绿假单胞菌的ＰＦＧＥ图谱

２．２　同源性分析结果　通过图１可以看到经过酶切后的菌株

染色体ＤＮＡ可以产生１６条以上的清晰条带，根据带型的分

布差异，对菌株进行同源性分析。３８株多重耐药株及４株院

感监测检出菌株经过分析后可以分为５个组（Ａ～Ｅ），部分同

源性聚类分析结果见图２（见《国际检验医学杂志》网站主页

“论文附件”），其中Ａ组有１０株，Ｃ组１２株，Ｄ组９株，院感监

测检出４株菌均为Ｂ克隆型。４个患者检出多个亚型感染。

根据患者标本送检时间不同，可以看到 Ａ、Ｃ、Ｄ这３组克隆型

的菌株检出几乎贯穿于整个调查期间。

３　讨　　论

　　铜绿假单胞菌对环境具有极强适应性，使其在医院内广泛

存在并很难消除。ＩＣＵ住院患者病情较重，因此其铜绿假单胞

菌的感染率远高于其他临床科室。通过研究显示，本院ＩＣＵ

住院患者铜绿假单胞菌多重耐药株检出率与同类别其他医院

检测结果相似［３５］。

多重耐药铜绿假单胞菌感染是当前ＩＣＵ临床治疗和医院

感染监测控制面对的难点、重点问题［６］。为达到控制和预防多

重耐药铜绿假单胞菌的流行与产生，应有针对性地加强对ＩＣＵ

住院患者细菌培养鉴定的目标性监测，并实施合理有效的预防

控制方案。完善的耐药表观流行病学监测系统是医院感染控

制的重要前提，通过对ＩＣＵ住院患者进行的细菌培养鉴定目

标性监测，可合理控制ＩＣＵ住院患者医院感染的发生。ＩＣＵ

一线临床医生对患者病原菌感染情况及药敏结果需及时握并

结合实际情况合理使用抗菌药物，在非必要的情况下，尽量减

少侵入性操作，遵循无菌操作原则，降低患者感染的风险。

依据较可靠和稳定的脉冲场凝胶电泳法对ＩＣＵ临床分离

出的３８株多重耐药株及４株院感监测检出菌株进行同源性分

析。结果显示，４２株菌以 Ａ、Ｃ、Ｄ型为主，多数菌株具有相似

或相同的谱型，间接证明铜绿假单胞菌在本院ＩＣＵ病房内存

在医院感染，并且同时是多个克隆株发生流行。结合每个菌株

检出时间的不同，Ａ、Ｃ、Ｄ这３个克隆谱型几乎贯穿于半年内

所有的时间节点，表明院感防控工作还是不够细致，并没有完

全阻断克隆株的流行播散。另有４例患者在半年内不同时间

检出的铜绿假单胞菌的ＰＦＧＥ图谱分析显示存在至少３个克

隆谱型的感染，针对这种较为明显的交叉感染现象，应给予足

够的重视，及时对患者进行隔离，同时对ＩＣＵ内部的消毒水平

有效提升，并实施合理和安全诊疗操作，才能够行之有效地控

制铜绿假单胞菌的ＩＣＵ感染水平。院感监测检出的４株铜绿

假单胞菌均属于Ｂ克隆型且患者检出菌株均与该组克隆型不

相关，一定程度表明本院ＩＣＵ医护人员洗手效果较好并且无

菌操作规范合理，最大限度地降低了住院患者的医源性感

染［７８］。由于铜绿假单胞菌相对于其他革兰阴性杆菌对化学药

物具有较强的耐药性［９］，应使用消毒液按时擦拭ＩＣＵ所有设

施，同时医护人员应减少在病房内的非必须走动［１０］。

综上所述，为了有效控制多重耐药铜绿假单胞菌在医院病

区内部间的传播流行，对ＩＣＵ住院患者除了及时进行细菌培

养鉴定，关注铜绿假单胞菌耐药表型变化，还要严格医院感染

控制加强院感监测，对各种可能的传播流行环节做到及时发现

并有效阻断，防止其进一步播散，从而对耐药菌株的暴发和流

行做到有效控制。
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明显提高早期ＲＡ的诊断特异度，提高准确率，这样就可以诊

断出因单独检测 ＲＦ而造成 ＲＡ阴性漏诊的病例；同时，ＧＰＩ

还可以作为ＲＡ活动指标
［８］。有研究发现，抗ＣＣＰ抗体的阳

性患者，其关节畸形的概率比抗ＣＣＰ抗体阴性的患者更高
［９］。

抗ＲＡ３３抗体在自身免疫病的患者也能检出，这个有可能

是因为和含有针对小核糖核蛋白体（ｓｎＲＮＰ）中的 Ａ２发生了

交叉反应，也有可能是预测到系统性红斑狼疮患者会发展为侵

蚀性关节炎，这需要临床继续跟踪和检测［１０１２］。

综上所述，诊断 ＲＡ的４项相关检测中，ＲＦ的敏感度最

高，ＧＰＩ、抗ＲＡ３３抗体敏感度最低，但是，ＧＰＩ和抗ＲＡ３３抗体

特异度最好，而ＲＦ特异度最低。抗ＣＣＰ抗体的敏感度和特

异度都处于中间，４项指标联合检测，就可以诊断出因ＲＦ阴性

时造成ＲＡ的漏检病例，还可提高早期ＲＡ的诊断特异度。
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