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  摘 要:目的 了解该院黏液型铜绿假单胞菌(PA)β-内酰胺酶的表达状况及耐药情况,为临床合理用药和

院内感染监测提供有效的依据。方法 收集该院2015年1月至2018年12月分离的黏液型PA
 

82株,用K-B
法进行药敏试验,同 时 分 别 检 测 其4种β-内 酰 胺 酶,产 酶 组 与 非 产 酶 组 间 药 敏 差 异 用χ2 检 验 进 行 比 较。
结果 82株黏液型PA主要分离自痰液标本,患者主要分布在呼吸内科;12种抗菌药物中敏感率最高的是妥布

霉素和阿米卡星(均为92.7%),最低的是左氧氟沙星(51.2%)。β-内酰胺酶阳性的黏液型PA一共19株,占

23.2%;产超广谱β-内酰胺酶(ESBLs)12株,占14.6%,产C类头孢菌素酶(AmpC)5株,占6.1%,产A类碳青

霉烯酶2株,占2.4%,产B类碳青霉烯酶即金属酶(MBLs)4株,占4.9%,其中有1株同时产ESBLs和

AmpC,3株同时产ESBLs和 MBLs。产酶与非产酶组之间的药敏比较,哌拉西林/他唑巴坦、头孢他啶、氨曲

南、左氧氟沙星、环丙沙星、哌拉西林、头孢吡肟、亚胺培南、美罗培南和庆大霉素,差异有统计学意义(P<
0.05),妥布霉素和阿米卡星差异无统计学意义(P>0.05)。结论 该院黏液型PA产β-内酰胺酶以ESBLs为

主,产酶株比非产酶株的耐药率明显提高。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

of
 

β-lactamase
 

and
 

drug
 

resistance
 

of
 

mucoid
 

Pseudo-
monas

 

aeruginosa(PA)
 

in
 

the
 

hospital,and
 

to
 

provide
 

evidence
 

for
 

rational
 

drug
 

use
 

and
 

nosocomial
 

infection
 

monitoring.Methods Totally
 

82
 

strains
 

of
 

mucoid
 

PA
 

were
 

collected
 

from
 

the
 

hospital
 

from
 

January
 

2015
 

to
 

December
 

2018.Drug
 

sensitivity
 

test
 

was
 

performed
 

by
 

K-B
 

method,and
 

four
 

β-lactamases
 

were
 

detected
 

sim-
ultaneously.The

 

difference
 

of
 

drug
 

sensitivity
 

between
 

enzyme
 

producing
 

group
 

and
 

non
 

enzyme
 

producing
 

group
 

was
 

compared
 

by
 

χ2
 

test.Results The
 

82
 

strains
 

of
 

mucoid
 

PA
 

were
 

mainly
 

isolated
 

from
 

sputum
 

spec-
imens,and

 

the
 

patients
 

were
 

mainly
 

distributed
 

in
 

Department
 

of
 

Respiratory.Among
 

the
 

12
 

antimicrobial
 

a-
gents,tobramycin

 

and
 

amikacin
 

had
 

the
 

highest
 

susceptibility
 

rate
 

(both
 

92.7%),and
 

levofloxacin
 

had
 

the
 

lowest
 

susceptibility
 

rate
 

(51.2%).There
 

were
 

19
 

strains
 

(23.2%)
 

of
 

β-lactamase
 

positive
 

mucoid
 

PA.There
 

were
 

12
 

strains(14.6%)
 

producing
 

extended-spectrum
 

β-lactamase
 

(ESBLs),5
 

strains
 

(6.1%)
 

producing
 

class
 

C
 

cephalosporinases
 

(AmpC),2
 

strains(2.4%)
 

producing
 

class
 

A
 

carbapenemases
 

and
 

4
 

strains(4.9%)
 

producing
 

class
 

B
 

carbapenemases
  

metallo-β-lactamases
 

(MBLs).One
 

of
 

them
 

produced
 

both
 

ESBLs
 

and
 

AmpC,and
 

three
 

of
 

them
 

produced
 

both
 

ESBLs
 

and
 

MBLs.The
 

differences
 

of
 

drug
 

sensitivity
 

of
 

piperacillin/
tazobactam,ceftazidime,aztreonam,levofloxacin,ciprofloxacin,piperacillin,cefepime,imipenem,meropenem

 

and
 

gentamicin
 

between
 

the
 

enzyme
 

producing
 

and
 

non
 

enzyme
 

producing
 

groups
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05),while
 

the
 

differences
 

of
 

drug
 

sensitivity
 

of
 

tobramycin
 

and
 

amikacin
 

were
 

not
 

statistically
 

signifi-
cant

 

(P>0.05).Conclusion The
 

β-lactamases
 

produced
 

by
 

mucoid
 

PA
 

in
 

the
 

hospital
 

was
 

mainly
 

ESBLs,and
 

the
 

drug
 

resistance
 

rate
 

of
 

β-lactamases
 

producing
 

strains
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

non
 

producing
 

stains.
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  铜绿假单胞菌(PA)是医院感染的主要条件致病

菌之一,根据菌落形态可以简单分为黏液型与非黏液

型,两者在一定条件下可以相互转化,如呼吸道和泌

尿道黏膜存在慢性炎症的刺激或医疗器械的侵入性

操作时可诱使PA产生大量藻酸盐多糖化合物、纤维

蛋白等,从而形成厚而致密的生物被膜,即黏液型

PA,由于生物被膜的包裹,抗菌药物不易渗透进去,
在低剂量抗菌药物的持续刺激下更易形成诱导性耐

药,其中产β-内酰胺酶是导致其对β-内酰胺类药物耐

药的主要原因[1-3]。本文主要研究本院分离的黏液型

PA
 

β-内酰胺酶的表达状况及产酶与非产酶株之间的

药敏差异。
 

1 材料与方法

1.1 菌株来源 所有菌株均分离自本院2015年1
月至2018年12月临床送检的各类合格标本中,剔除

同一患者的重复菌株共分离到82株黏液型PA,其中

痰液标本75株,占95.1%;尿液标本5株,占6.1%;
血液及分泌物标本各1株,分别占1.2%。患者主要

来自呼吸内科,占59.8%,平均年龄为66岁;呼吸道

标本中,41.3%来自支气管扩张合并肺部感染患者,
24.0%来自慢性阻塞性肺疾病患者。
1.2 仪器与试剂 所有菌株均经珠海迪尔微生物鉴

定仪鉴定为PA。药敏纸片有哌拉西林(PRL)、哌拉

西林/他唑巴坦(TZP)、头孢他啶(CAZ)、头孢吡肟

(FEP)、氨曲南(ATM)、亚胺培南(IPM)、美罗培南

(MEM)、庆大霉素(CN)、妥布霉素(TOB)、阿米卡星

(AK)、环丙沙星(CIP)、左氧氟沙星(LEV)、头孢噻肟

(CTX)、头孢噻肟/克拉维酸(CTXC)、头孢他啶/克拉

维酸(CAZC)、头孢曲松(CRO)、头孢哌酮(CFP)、IPM
+乙二胺四乙酸(EDTA)复合E-test条等,所有药敏纸

片均来自英国OXOID公司。M-H平板及化学试剂氯

唑西林购自江门凯林公司。质控菌株为铜绿假单胞菌

ATCC27853、大肠埃希菌ATCC25922、ATCC35218、肺
炎克雷伯菌 ATCC700603、ATCC1705、ATCC1706,均
购自国家卫生健康委员会临床检验中心。
1.3 药敏鉴定方法 标本培养及分离均参照《全国

临床检验操作规程》第4版进行,黏液型PA经35
 

℃
培养18~24

 

h,血平板上生长多为无色、露滴样菌落,
48

 

h后则长大融合成一片胶糊样菌落,部分菌株可以

产生色素。药敏采用纸片扩散法(K-B法)进行检测,
将分纯后的黏液型PA配制成0.5麦氏浊度单位的菌

悬液,然后均匀涂布在 M-H 平板上,再分别贴上12
种药敏纸片,装进湿盒中放置35

 

℃孵箱中孵育48
 

h
后再量取其抑菌圈[4-5]。药敏结果根据美国临床和实

验室标准化协会(CLSI)2019版进行判读。
1.4 β-内酰胺酶检测方法

1.4.1 超广谱β-内酰胺酶(ESBLs) 采用纸片扩散

法的确证试验,用CTX、CTXC、CAZ和CAZC
 

4种药

敏纸片进行试验,当复合纸片CTXC或CAZC中的任

何一个抑菌圈比其单独纸片CTX或CAZ的抑菌圈

大于或等于5
 

mm时,判定为ESBLs阳性[6]。
1.4.2 C类头孢菌素酶(AmpC)检测 采用氯唑西

林双纸片协同试验,将0.5麦氏黏液型PA均匀涂布

于 M-H 平板上,中间贴一空白纸片,在距空白纸片

18~26
 

mm处贴CRO、CTX、CAZ、CFP、ATM、FEP
 

6种药敏纸片,再加20
 

μL氯唑西林于空白纸片上,
35

 

℃孵育18~24
 

h,氯唑西林与6种药敏纸片中的任

何一种出现协同现象则为阳性[7]。
1.4.3 碳青霉烯酶检测 (1)A类酶:又称丝氨酸碳

青霉烯酶,采用改良碳青霉烯灭活试验(mCIM)[8];
(2)B类酶(MBLs):即金属酶,采用E-test法,将0.5
麦氏浊度单位的黏液型PA菌悬液均匀涂布至 M-H
平板上,然后贴上两端分别是IPM 和IPM+EDTA
的E-test条,若组合了EDTA端的IPM 的最低抑菌

浓度(MIC)值较单纯IPM的 MIC值降低8倍或以上

的,则为金属酶阳性[9-10]。
1.5 统计学处理 采用 WHONET5.6进行数据统

计分析,产酶与非产酶组间药敏进行χ2 检验,P<
0.05表示差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 82株黏液型PA的药敏情况 12种抗菌药物中

敏感率 超 过70.0%的 有 AK、TOB、CN、MEM 和

CAZ这5种抗菌药物,其中TOB和AK的敏感率最

高(均为92.7%),LEV敏感率最低(51.2%),见表1。
表1  82株黏液型PA对12种抗菌药物的

   药敏情况[n(%)]

抗菌药物 敏感 中介 耐药

PRL 48(58.5) 5(6.1) 29(35.4)

TZP 53(64.6) 7(8.5) 22(26.8)

CAZ 60(73.2) 2(2.4) 20(24.4)

FEP 51(62.2) 6(7.3) 25(30.5)

ATM 53(64.6) 14(17.1) 15(18.3)

IPM 56(68.3) 6(7.3) 20(24.4)

MEM 65(79.3) 5(6.1) 12(14.6)

CN 73(89.0) 2(2.4) 7(8.5)

TOB 76(92.7) 2(2.4) 4(4.9)

AK 76(92.7) 3(3.7) 3(3.7)

LEV 42(51.2) 11(13.4) 29(35.4)

CIP 51(62.2) 10(12.2) 21(25.6)

2.2 82株黏液型PA
 

β-内酰胺酶的检出情况及药敏

结果比较

2.2.1 β-内酰胺酶的检出情况 82株黏液型PA
 

中

产ESBLs
 

12株,占14.6%,产AmpC
 

5株,占6.1%,
产A类碳青霉烯酶(简称 A类酶)2株,占2.4%,产
MBLs

 

4株,占4.9%;其中有1株同时产ESBLs和

AmpC,3株同时产ESBLs和 MBLs。β-内酰胺酶阳
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性的黏液型PA共19株,占23.2%。
2.2.2 产酶与非产酶组的药敏差异 产酶与非产酶

组之间的耐药性比较,其中TZP、CAZ、ATM、LEV、
CIP、PRL、FEP、IPM、MEM 和CN差异有统计学意

义(P<0.05),但 TOB和 AK 差异无统计学意义

(P>0.05),见表2。

2.2.3 各产酶株的药敏结果 19株β-内酰胺酶阳性

的菌株中产 ESBLs的药敏结果较敏感,产 AmpC、
MBLs及A类酶的菌株对抗菌药物的耐药性提高,但
是在所有产酶株中氨基糖苷类的耐药性均保持较低

水平,见表3。

表2  黏液型PA
 

β-内酰胺酶的产酶组与非产酶组的耐药情况比较[n(%)]

抗菌药物
产酶组(n=19)

敏感 中介 耐药

非产酶组(n=63)

敏感 中介 耐药
P

PRL 8(42.1) 1(5.3) 10(52.6) 40(63.5) 4(6.3) 19(30.2) 0.02

TZP 8(42.1) 2(10.5) 9(47.4) 45(71.4) 5(7.9) 13(20.6) <0.01

CAZ 8(42.1) 0(0.0) 11(57.9) 528(2.5) 2(3.2) 9(14.3) <0.01

FEP 9(47.4) 0(0.0) 10(52.6) 42(66.7) 6(9.5) 15(23.8) 0.02

ATM 8(42.1) 4(21.1) 7(36.8) 45(71.4) 10(15.9) 8(12.7) <0.01

IPM 10(52.6) 2(10.5) 7(36.8) 46(73.0) 4(6.3) 13(20.6) 0.04

MEM 14(73.7) 1(5.3) 4(19.0) 56(88.9) 2(3.2) 5(7.9) 0.02

CN 14(73.7) 2(10.5) 3(15.8) 59(93.7) 0(0.0) 4(6.3) 0.04

TOB 15(78.9) 1(5.3) 3(15.8) 61(96.8) 1(1.6) 1(1.6) 0.50

AK 15(78.9) 1(5.3) 3(15.8) 61(96.8) 2(3.2) 0(0.0) 0.60

LEV 6(31.6) 2(10.5) 11(57.9) 36(57.1) 9(14.3) 18(28.6) <0.01

CIP 7(36.8) 4(21.1) 8(42.1) 44(69.8) 6(9.5) 13(20.6) <0.01

  注:P 为产酶组与非产酶组耐药的比较。

表3  19株β-内酰胺酶阳性的黏液型PA的药敏及耐药表型结果(抑菌圈直径,mm)

编号 PRL TZP CAZ FEP ATM IPM MEM CN TOB AK LEV CIP ESBLs AmpC MBLs A类酶

45 R(6) R(6) R(6) R(6) R(6) R(14) R(15) S(18) S(22) S(20) S(24) S(35) - - - +

67 R(6) R(6) R(6) R(6) R(6) R(6) R(6) S(29) S(33) S(31) S(21) S(22) - - - +

68 R(6) R(12) R(6) R(6) R(6) R(8) R(12) R(6) R(6) R(6) R(6) R(6) - + + -

80 I(16) I(20) R(10) S(21) I(20) R(14) S(24) S(27) S(33) S(26) R(6) R(6) + - + -

55 R(6) R(6) R(6) R(6) I(20) R(15) S(20) S(20) S(25) S(21) R(12) I(18) + - + -

71 R(10) R(10) R(6) R(6) R(6) R(6) R(10) S(27) S(34) S(26) R(9) R(11) + - + -

78 S(20) S(22) S(30) S(30) S(41) S(36) S(34) S(16) S(22) S(20) S(38) S(33) + - - -

10 S(38) S(38) S(42) S(28) S(40) S(38) S(50) S(46) S(50) S(50) S(34) S(38) + - - -

23 S(23) S(27) S(23) S(19) S(36) S(29) S(32) S(22) S(26) S(25) R(6) I(18) + - - -

24 S(40) S(41) S(34) S(41) S(30) S(30) S(32) S(36) S(35) S(35) R(10) I(20) + - - -

53 S(22) S(38) S(28) S(34) S(30) S(36) S(40) S(24) S(29) S(25) S(48) S(46) + - - -

60 S(25) S(30) S(27) S(20) S(30) S(42) S(38) S(19) S(30) S(20) R(6) R(6) + - - -

70 S(30) S(31) S(24) S(23) S(32) I(16) S(20) S(19) S(24) S(27) R(6) R(6) + - - -

5 S(25) S(30) S(29) S(25) S(31) R(6) S(27) S(17) S(25) S(20) I(14) S(21) + - - -

81 R(6) I(18) R(12) R(6) I(18) I(18) I(16) R(11) R(14) R(12) S(28) S(21) + + - -

58 R(6) R(10) R(6) R(6) I(19) S(30) S(32) S(20) S(24) S(22) R(6) R(6) - + - -

63 R(6) R(6) R(6) R(6) R(6) S(22) S(24) I(14) I(15) S(20) R(6) R(8) - + - -

65 R(6) R(6) R(6) R(6) R(6) S(29) S(26) R(6) S(21) S(20) R(6) R(11) - + - -

35 R(6) R(8) R(6) R(14) R(6) S(31) S(22) I(13) S(20) S(17) I(15) I(19) - + - -

  注:R为耐药,I为中介,S为敏感,+为阳性,-为阴性。

3 讨  论

  PA广泛分布于医院的各种环境中,具有易定植、
易变异及易产生多重耐药的特点,可引起人体各个部

位的感染[11]。本院分离的黏液型PA以呼吸道来源

为主,分离率达到95.1%,患者主要分布在呼吸内科,
平均年龄66岁,其中有41.3%来自支气管扩张合并
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肺部感染的患者,24.0%来自慢性阻塞性肺疾病的患

者,可见黏液型PA的易感人群主要是患有慢性呼吸

道疾病的中老年患者。临床分布的特点与国内相关

的报道一致[12-13]。这可能跟中老年人的自身抵抗力

下降、气道保护机能退化和广谱抗菌药物的长期暴露

等原因有关。本院的黏液型PA对12种抗菌药物的

耐药率较低,仅 PRL、FEP和 LEV 的耐药率超过

30.0%,药敏结果与国内其他报道相近[13-14]。黏液型

PA的体外药敏结果都表现出较敏感,但药敏试验结

果常出现与临床疗效不一致的情况,主要原因是黏液

型PA外层包裹的厚而致密的生物被膜可阻碍抗菌

药物向膜内渗透,导致膜内细菌无法被杀灭从而治疗

失败引起慢性持续性感染[15]。有研究显示,即使在感

染部位的抗菌药物浓度达到有效药物浓度的1
 

000倍

以上也难以穿过生物被膜杀死细菌[16],也正是如此,
在低剂量抗菌药物的持续刺激下黏液型PA较非黏

液型PA更容易产生耐药。
PA的耐药机制非常复杂,主要包括产生灭活酶、

作用靶位的改变、外膜的通透性降低、外排泵及生物

被膜的形成等[17]。PA对β-内酰胺类药物耐药的主

要原因是产β-内酰胺酶,在PA中几乎发现所有类型

的β-内 酰 胺 酶,包 括 ESBLs、AmpC 和 碳 青 霉 烯

酶[18]。本院分离的82株黏液型PA中产β-内酰胺酶

的有19株,分离率为23.2%,其中ESBLs的检出率

最高,为12株(14.6%),其次是 AmpC 检出5株

(6.1%)。诸葛宝忠等[19]报道,黏液型PA的4种β-
内酰胺酶中最高的为 AmpC(28.3%)。这差异可能

跟医生的用药习惯、地域耐药流行株不同等有关。
从产酶株与非产酶株的两组药敏比较来看,产酶

株对β内酰胺类和氟喹诺酮类药物的耐药率均高于

非产酶株;产酶株中耐药率低于30.0%的药物有

MEM(19.0%)和3种氨基糖苷类(CN、TOB和AK,
均为15.8%),可以作为产酶株的首选药物选用。在

19株产ESBLs的黏液型PA中,有8株单产ESBLs,
其对12种抗菌药物都比较敏感,其中有2株仅对

IPM表现出不敏感,可能是合并了膜孔蛋白 OprD2
的表达减少或缺失,因为 OprD2孔道是IPM 快速进

入菌体的特异性通道,当 OprD2蛋白减少或缺失时

PA仅对IPM 耐药,其他β-内酰胺类可以表现为敏

感[20-21]。AmpC是典型的诱导酶,可以水解氨基青霉

素和大部分早期的头孢菌素,通常其表达水平很低,
当大量使用β-内酰胺类抗菌药物(尤其是IPM)时,
PA染色体中的 AmpC的表达水平可能提高100~
1

 

000倍[22];从 AmpC阳性的5株菌的药敏结果来

看,除了碳青霉烯类比较敏感外,其他β-内酰胺类都

尤为耐药,氟喹诺酮类亦表现出了较高的耐药性,而
TOB和AK敏感率较好,所以本院对于产 AmpC黏

液型PA的治疗可以首选IPM、MEM、TOB和 AK。

但是也要严格落实好抗菌药物分级管理制度,避免碳

青霉烯类抗菌药物的过度使用以减少诱导性耐药的

发生。碳青霉烯酶根据分子分类法可以分为两类:
(1)一类属于Ambler

 

A类,Bush
 

2f组,其活性部位具

有丝氨酸结构,又叫丝氨酸碳青霉烯酶(简称 A 类

酶),从2株产A类酶的药敏结果来看,对试验中的7
种β-内酰胺类均为耐药,而氨基糖苷类和氟喹诺酮类

表现为敏感。(2)另一类属于 Ambler
 

B类,Bush
 

3
组,即MBLs,可水解包括碳青霉烯类在内的几乎所有

β-内酰胺类抗菌药物(单环内酰胺类 ATM 除外),本
实验中分离的4株产 MBLs的菌株耐药率很高,但氨

基糖苷类敏感性较佳,可以作为治疗产 MBLs黏液型

PA的首选药物;此外,它们对 ATM 均出现了不敏

感,有可能合并了外排泵或外膜通透性下降等其他的

耐药机制,具体原因还需要进一步的研究证实。
细菌耐药表型的检测在临床实验室开展起来比

较方便,但是也有它的局限性,因为细菌的耐药机制

比较复杂多变,各个耐药类型可以同时交叉产生,而
且还存在假阳性和假阴性的情况。而基因检测的方

法可以很好地解决这个问题,由于目前基因检测的费

用还相对比较昂贵,难以在实验室常规开展,所以期

望有更经济便捷的方法能够普及。此外,黏液型PA
这几种耐药类型的耐药基因均可以通过质粒、整合子

等手段在菌株间传播扩散[16,23],所以医院内感染控制

应加强这方面的监控和管理。
4 结  论

  综上所述,本院黏液型PA产β-内酰胺酶的类型

主要以ESBLs为主,且产酶株比非产酶株的耐药率

明显提高,临床在使用β-内酰胺类抗菌药物治疗该菌

引起的感染时,应注意其各个耐药表型的特点,合理

使用抗菌药物以减缓其诱导性耐药的发生。同时,院
内应加强黏液型PA

 

β-内酰胺酶的监测,了解其科室

分布状况及耐药趋势,以便采取及时有效的措施控制

其院内感染的广泛扩散。
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