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肺部感染铜绿假单胞菌耐药性与抗菌药物治疗效果研究

毕嘉琦，周俊立，陈小凤，彭　洋，姚振江

（广东药学院，广东 广州　５１０３００）

［摘　要］　目的　 分析广州地区肺部感染患者分离的铜绿假单胞菌（ＰＡ）耐药性及整合子携带情况，探讨其抗菌

药物治疗效果及影响因素。方法　 回顾性调查２００８年９月—２０１０年１２月广州市３所三级甲等医院呼吸内科确

诊为ＰＡ肺部感染患者的病历资料。收集上述患者标本分离的ＰＡ菌株，检测其对常用抗菌药物的敏感性；采用聚

合酶链反应（ＰＣＲ）法扩增菌株整合子片段，分析整合子的类型；分析影响ＰＡ肺部感染患者预后的可能危险因素。

结果　共收集ＰＡ１１４株，检出多重耐药菌４７株（４１．２３％）；７１株（６２．２８％）ＰＡ检出Ⅰ类整合子。患者预后：２１例

（１８．４２％）治愈，６３例（５５．２６％）好转，３０例（２６．３２％）死亡。除庆大霉素、阿米卡星、妥布霉素、哌拉西林及哌拉西

林／他唑巴坦外，Ⅰ类整合子阳性菌株对常用抗菌药物的耐药率明显高于Ⅰ类整合子阴性菌株（均犘＜０．０５）。影

响ＰＡ肺部感染患者预后的危险因素包括整合子阳性、多重耐药菌株、不适当的经验性治疗、联合使用３类或以上

抗菌药物、混合感染、碳青霉烯类抗生素的使用，而联合使用２类抗菌药物是患者预后的保护因素。结论　肺部感

染患者分离的ＰＡ多重耐药率及Ⅰ类整合子携带率较高，整合子与耐药性关系密切，应加强监测。尽量避免使用

碳青霉烯类抗生素进行经验性治疗；可联合使用２类抗菌药物进行抗感染治疗。

［关　键　词］　铜绿假单胞菌；肺部感染；抗药性，微生物；整合子；抗菌药物
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［ＣｈｉｎＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌ，２０１３，１２（２）：９２－９６］

　　铜绿假单胞菌（犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪，ＰＡ）

是医院内最常见的病原菌，占临床分离革兰阴性菌

的１６．４％，仅次于大肠埃希菌
［１］。ＰＡ感染部位以

呼吸道为主，中国ＣＨＩＮＥＴ细菌耐药性监测中，ＰＡ

在呼吸道标本中分离率最高，且其耐药率逐年增

加［２］。同时，出现了不少泛耐药株。患者一旦肺部

感染ＰＡ，常致病程延长，甚至死亡。本研究对

２００８—２０１０年广州地区分离自肺部感染患者的ＰＡ

进行耐药性分析，并检测其整合子携带率，探讨整合

子携带与抗菌药物耐药情况，分析患者预后与整合

子携带率、多重耐药率、抗菌药物使用的关系，为预

防控制及治疗ＰＡ肺部感染提供依据。

１　对象与方法

１．１　研究对象　病例来源：回顾性调查２００８年９

月—２０１０年１２月广州市３所三级甲等医院呼吸内

科确诊为ＰＡ肺部感染的患者１１４例。菌株分离自

上述患者呼吸道标本，经法国生物梅里埃公司ＡＴＢ

全自动细菌鉴定仪鉴定为ＰＡ，质控菌株为ＰＡ

ＡＴＣＣ２７８５３。

１．２　药敏试验　采用ＫＢ纸片法，检测ＰＡ对６类

１３种抗菌药物的药敏结果，质控菌株为大肠埃希菌

ＡＴＣＣ２５９２２和ＰＡＡＴＣＣ２７８５３。

１．３　细菌ＤＮＡ提取　采用煮沸法
［３］，在过夜培养

的细菌培养基上取单个菌落，加４００μＬＴＥ缓冲

液，涡旋，９５℃水浴１０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０

ｍｉｎ，取上清液作ＤＮＡ模板，－２０℃保存备用。

１．４　整合子检测　采用简并引物
［４］，上游引物为：５

‘ＴＧＣＧＧＧＴＹＡＡＲＧＡＴＢＴＫＧＡＴＴＴ３’，下游引

物为５‘ＣＡＲＣＡＣＡＴＧＣＧＴＲＴＡＲＡＴ３’，扩增片

段长度为４９１ｂｐ。采用２５μＬ反应体系：ＰＣＲｍｉｘ

１２μＬ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶０．５μＬ，上下游引物各

１μＬ，ＤＮＡ模板１μＬ，超纯水９．５μＬ补足。循环

参数为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５２℃退火

３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，循环３０次；最后７２℃延伸

８ｍｉｎ。电泳取ＰＣＲ产物５μＬ上样，采用１００ｂｐ

ＤＮＡＭａｒｋｅｒ作为分子量参照物，１００Ｖ电压电泳

６０ｍｉｎ，用含２０ｇ／ＬＥＢ的琼脂糖染色３０ｍｉｎ，于凝

胶成像系统观察结果。采用限制性片段多态性方

法，对出现４９１ｂｐ条带的ＰＣＲ扩增产物进行分类。

采用限制性内切酶ＨｉｎｆⅠ酶切，步骤为：取１０×Ｈ

ｂｕｆｆｅｒ２μＬ，１０Ｕ／ＬＨｉｎｆⅠ１μＬ，ＰＣＲ产物８μＬ，

３７℃水浴４ｈ后，用１０×Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ２μＬ，６５℃

２０ｍｉｎ终止反应，琼脂糖凝胶电泳分析结果。结果

判断：Ⅰ类整合酶，仅出现４９１ｂｐ大小的片段；Ⅱ类

整合酶，酶切后出现２条片段，分别为３００ｂｐ和１９１

ｂｐ；Ⅲ类整合酶，酶切后出现２条片段，分别为３７２

ｂｐ和１１９ｂｐ。

１．５　诊断标准及相关定义

１．５．１　诊断标准　按照我国卫生部颁布的２００１版

《医院感染诊断标准（试行）》［５］对医院肺部感染病例

进行诊断。

１．５．２　多重耐药菌（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＭＤＲ）

　按照卫生部办公厅发布的《多重耐药菌医院感染

预防与控制技术指南》中多重耐药菌定义：对使用的

３类或３类以上抗菌药物同时呈现耐药的细菌。预

后分为好转、治愈和死亡［６］。延迟性治疗：采集标本

确诊为ＰＡ感染前２４ｈ内未使用过任何一种抗菌

药物；经验性治疗：标本培养确定为ＰＡ感染前２４ｈ

至少使用过１种抗菌药物；适当的经验性治疗：在未

得到药敏试验结果前，使用过的抗菌药物与药敏试

验结果符合；不适当的经验性治疗：在未得到药敏试

验结果前，使用过的抗菌药物与药敏试验结果不符

合［７］。各类抗菌药物使用史包括ＰＡ常用的６大类

药物：β内酰胺酶抑制剂、碳青霉烯类、氨基糖苷类、

头孢菌素类、大环内酯类、喹诺酮类。

１．６　主要仪器与试剂　药敏试纸均购自英国Ｏｘ

ｏｉｄ公司；ＰＣＲＭｉｘ（１００ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ、２０ｍｍｏｌ／Ｌ

ＴｒｉｓＣｌ、３ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２、４００ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ混

合物、溴酚蓝等）购自广州东盛生物科技有限公司；

引物由上海Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ生物技术有限公司合成；琼
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脂糖购自西班牙Ｇｅｎｅｔｅｃｈ公司；营养琼脂及 ＭＨ

琼脂购自广东环凯微生物科技技术有限公司；限制

性内切酶ＨｉｎｆⅠ为ＴａＫａＲａ公司产品；ＰＣＲ仪、凝

胶成像仪和电泳仪购自美国ＢＩＯＲＡＤ公司；恒温

水箱购自上海精宏实验设备有限公司；ＶＩＴＥＫ３２全

自动微生物鉴定及药敏系统购自法国Ｂｉｏｍｅｒｉｅｕｘ

公司；低温高速离心机和生物二级安全柜购自赛默

飞世尔科技有限公司；生化培养箱购自海精宏实验

设备有限公司；－２０℃冰箱购自青岛海尔股份有限

公司。

１．７　调查内容　回顾性查阅病历，调查患者年龄、

性别、混合感染、抗菌药物使用情况、经验性和延迟

性治疗及预后情况。同一患者呼吸道分泌物标本多

次分离出ＰＡ者，只对第１次感染的情况进行登记

分析。

１．８　统计分析　应用Ｅｐｉｄａｔａ３．１软件录入数据，

ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析。耐药率与整合子

关系分析采用χ
２检验，ＰＡ肺部感染患者预后的危

险因素使用有序Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析，赋值变量见表

１。所有检验均为双侧检验，犘＜０．０５为差异有统计

学意义。

表１　影响ＰＡ肺部感染患者预后可能的危险因素与赋值

犜犪犫犾犲１　Ｒｉｓｋｆａｃｔｏｒｓａｎｄａｓｓｉｇｎｍｅｎｔｏｆ犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪ｐｕｌｍｏｎａｒｙｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

Ｒｉｓｋｆａｃｔｏｒ Ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｖａｒｉａｂｌｅ Ａｓｓｉｇｎｍｅｎｔ

Ａｇｅ（ｙｅａｒ） Ｘ１ Ｎｕｍｅｒｉｃｖａｒｉａｂｌｅｓ

Ｇｅｎｄｅｒ Ｘ２ Ｍａｌｅ＝１，Ｆｅｍａｌｅ＝０

Ｉｎｔｅｇｒｏｎ Ｘ３ Ｐｏｓｉｔｉｖｅ＝１，ｎｅｇａｔｉｖｅ＝０

Ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ Ｘ４ ＭＤＲｓｔｒａｉｎ＝１，Ｎｏｎ－ＭＤＲｓｔｒａｉｎ＝０

Ｐｒｉｏｒａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｔｈｅｒａｐｙ Ｘ５ Ｙｅｓ＝１，Ｎｏ＝０

Ｔｙｐｅｓｏｆｕｓｅｄａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔ Ｘ６ Ｏｎｅｔｙｐｅ＝１，ｔｗｏｔｙｐｅ＝２，ｔｈｒｅｅａｎｄａｂｏｖｅｔｙｐｅ＝３

Ｄｕｒａｔｉｏｎｏｆａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｕｓｅ（ｄ） Ｘ７ １～７＝１，８～１４＝２，１５～２１＝３，２２～２８＝４，＞２８＝５

Ｌｅｎｇｔｈｏｆｈｏｓｐｉｔａｌｓｔａｙ（ｄ） Ｘ８ Ｎｕｍｅｒｉｃｖａｒｉａｂｌｅｓ

Ｍｉｘｅｄｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ Ｘ９ Ｙｅｓ＝１，Ｎｏ＝０

Ｉｎａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅｅｍｐｉｒｉｃａｌｔｈｅｒａｐｙ Ｘ１０ Ｙｅｓ＝１，Ｎｏ＝０

Ｄｅｌａｙｅｄｔｒｅａｔｍｅｎｔ Ｘ１１ Ｙｅｓ＝１，Ｎｏ＝０

Ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｓｔｒａｉｎ Ｘ１２ Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ＝１，ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ＝０

Ｐｒｉｏｒｃａｒｂａｐｅｎｅｍｔｈｅｒａｐｙ Ｘ１３ Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ＝１，ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ＝０

Ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ Ｙ Ｄｅａｔｈ＝０，ｉｍｐｒｏｖｅ＝１，ｃｕｒｅ＝２

２　结果

２．１　患者基本情况　１１４例ＰＡ肺部感染患者，男

性７７例（６７．５４％），女性３７例（３２．４５％）；年龄１６

～９５岁，中位数７４．５岁（Ｐ２５～Ｐ７５：６４～８０岁）。

分离出ＰＡ菌株１１４株，检出４７株多重耐药菌，多重

耐药菌检出率为４１．２３％。多重耐药菌感染者中，男

性２７例，女性２０例；年龄３２～９５岁，中位数７６岁。

抗菌药物使用天数为２～９０ｄ，平均使用时间为

１４．８５ｄ。住院天数４～１２６ｄ，平均住院天数３１ｄ。

２．２　预后　２１例（１８．４２％）患者治愈，６３例

（５５．２６％）好转，３０例（２６．３２％）死亡。１１４例患者，

延迟性治疗１５例，其中死亡６例；不适当经验性治

疗４０例，其中死亡１６例。不适当经验性治疗患者，

使用居前３位的抗菌药物分别是喹诺酮类（２０／４０）、

氨基糖苷类（１７／４０）、碳青霉烯类（１５／４０）。混合感

染患者５８例，死亡２３例。

２．３　整合子检出情况　检出Ⅰ类整合子７１株

（６２．２８％），未检出Ⅱ、Ⅲ类整合子。Ⅰ类整合子电

泳图见图１。
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ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；８：ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

图１　Ⅰ类整合子电泳图

犉犻犵狌狉犲１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍａｐｏｆｃｌａｓｓⅠｉｎｔｅｇｒｏｎ

２．４　药敏试验结果　１１４株ＰＡ对常用抗菌药物

的耐药情况见表２。除庆大霉素、阿米卡星、妥布霉

素、哌拉西林及哌拉西林／他唑巴坦外，Ⅰ类整合子
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阳性的菌株对常用抗菌药物的耐药率明显高于Ⅰ类

整合子阴性的菌株（均犘＜０．０５）。

２．５　影响预后的危险因素　影响ＰＡ肺部感染患

者预后的因素分析见表３。

表２　１１４株ＰＡ对常用抗菌药物的耐药情况（耐药株数，％）

犜犪犫犾犲２　Ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆ１１４犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪ｓｔｒａｉｎｓ（Ｎｏ．ｏｆｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｓｏｌａｔｅｓ，％）

　　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｓ ＩｎｔｅｇｒｏｎⅠｐｏｓｉｔｉｖｅｓｔｒａｉｎ（狀＝７１） ＩｎｔｅｇｒｏｎⅠｎｅｇａｔｉｖｅｓｔｒａｉｎ（狀＝４３） χ
２ 犘

Ｇｅｎｔａｍｙｃｉｎ ２０（２８．１７） ７（１６．２８） ２．０９ ０．１７

Ａｍｉｋａｃｉｎ １５（２１．１３） ６（１３．９５） ０．９１ ０．４５

Ｔｏｂｒａｍｙｃｉｎ ２０（２８．１７） ５（１１．６３） ４．２８ ０．０６

Ｐｉｐｅｒａｃｉｌｌｉｎ ２５（３５．２１） ８（１８．６０） ３．５９ ０．０８

Ｔｉｃａｒｃｉｌｌｉｎ ３８（５３．５２） ８（１８．６０） １３．５６ ０．００

Ｉｍｉｐｅｎｅｍ ２４（３３．８０） ５（１１．６３） ６．９４ ０．００

Ｍｅｒｏｐｅｎｅｍ １９（２６．７６） ４（９．３０） ６．０１ ０．０１

Ｌｅｖｏｆｌｏｘａｃｉｎ ３０（４２．２５） ６（１３．９５） ９．９３ ０．００

Ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ３１（４３．６６） ８（１８．６０） ７．４７ ０．００

Ａｚｔｒｅｏｎａｍ ３１（４３．６６） ７（１６．２８） ２５．４０ ０．００

Ｃｅｆｔａｚｉｄｉｍｅ ３２（４５．０７） ６（１３．９５） １１．６７ ０．００

Ｃｅｆｅｐｉｍｅ ２６（３６．６２） ７（１６．２８） ５．３８ ０．０３

Ｐｉｐｅｒａｃｉｌｌｉｎ／Ｔａｚｏｂａｃｔａｍ １８（２５．３５） ６（１３．９５） ２．０９ ０．１６

表３　影响ＰＡ肺部感染患者预后的因素分析

犜犪犫犾犲３　Ｆａｃｔｏｒｓｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇｔｈｅｐｒｏｇｎｏｓｉｓｏｆ犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪ｐｕｌｍｏｎａｒｙｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

Ｒｉｓｋｆａｃｔｏｒ（ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｇｒｏｕｐ） Ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ＊ 犫 犛犫 狑犪犾犱χ
２ 犘 犗犚 犗犚９５％犆犐

Ｉｎｔｅｇｒｏｎ（ｐｏｓｉｔｉｖｅ） Ｙ＝０ １．９９ ０．４８ １６．６７ ０．００ ７．３６ ２．８２－１９．１９

Ｙ＝１ ０．８４ ０．４２ ３．９１ ０．０４ ２．３２ １．００－５．３６

Ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｓｔｒａｉｎ） Ｙ＝０ １．４２ ０．４８ ８．７７ ０．００ ４．１４ １．６１－１０．６１

Ｙ＝１ ０．８９ ０．４４ ４．０２ ０．０４ ２．４５ １．０２－５．９０

Ｉｎａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅｅｍｐｉｒｉｃａｌｔｈｅｒａｐｙ（ｙｅｓ） Ｙ＝０ １．４１ ０．６１ ５．３６ ０．０２ ４．１２ １．１０－４．７３

Ｙ＝１ １．１３ ０．６１ ５．３６ ０．０４ ３．１１ １．７５－８．５０

Ｕｓｅ２ｔｙｐｅｓｏｆａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｓ Ｙ＝０ －２．２３ １．０４ ４．５３ ０．０３ ０．１０ ０．０１－０．８３

（ｕｓｅ１ｔｙｐｅｏｆａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔ） Ｙ＝１ －０．２１ ０．７５ ０．０８ ０．７７ ０．８０ ０．１８－３．５５

Ｕｓｅ３ａｎｄａｂｏｖｅｔｙｐｅｓｏｆａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｓ Ｙ＝０ ３．１２ １．００ ９．５７ ０．００ ４．６６ ３．１４－６．６２

（ｕｓｅ２ｔｙｐｅｓｏｆａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｓ） Ｙ＝１ ０．７４ ０．７３ １．０４ ０．３１ ２．０９ ０．４９－８．８４

Ｍｉｘｅｄｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ（ｙｅｓ） Ｙ＝０ １．５９ ０．６８ ５．４８ ０．０１ ４．９２ １．２９－８．７３

Ｙ＝１ ０．０８ ０．５８ ０．０２ ０．０４ １．８７ １．３４－３．３９

Ｐｒｉｏｒｕｓｅｏｆｃａｒｂａｐｅｎｅｍ（ｙｅｓ） Ｙ＝０ １．４９ ０．５３ ９．５５ ０．００ ４．４４ １．６１－１２．２４

Ｙ＝１ ０．４７ ０．５１ ３．７７ ０．３２ １．６１ ０．６２－４．１６

Ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ Ｙ＝０ －１．８９ ０．４３ １９．２１ ０．００

Ｙ＝１ １．３２ ０．４１ １０．４５ ０．００

　　＊Ｒｒｅｆｅｒｅｎｃｅｇｒｏｕｐｗａｓｃｕｒｅｄｇｒｏｕｐ

３　讨论

本组１１４例ＰＡ肺部感染患者均来自呼吸内

科，其中２１例治愈，６３例好转，３０例死亡，病死率达

２６．３２％，较吴雷等
［８］报道的广州地区２００６—２００９

年ＰＡ所致肺炎病死率（１５．４％）高；多重耐药率达

４１．２３％，较李鸿雁等
［９］报道的呼吸道分离的多重耐

药ＰＡ耐药率（２３．５％）高。本组药敏结果显示，耐

药率最高的是头孢类与喹诺酮类，耐药率较低的是

阿米卡星，建议临床选用后者，以取得更好的疗效。

整合子是细菌获得外源性耐药基因，造成细菌

间传播的重要机制［６］。整合子的检出与多种抗菌药

物耐药存在联系，以碳青霉烯类、青霉素、头孢类最

明显。应加强医院病原菌整合子携带率的检测，分

析其与抗菌药物耐药的联系，以指导临床用药。

有序Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析表明，菌株携带整合子、

菌株的多重耐药性会增加患者死亡风险，联合２类

抗菌药物是保护因素（犗犚＝０．１０，９５％犆犐：０．０１～

０．８３）。联合治疗能减少耐药菌株的产生，提高治疗

成功机会。使用３类或３类以上抗菌药物组患者死

亡的危险度是使用２类抗菌药物组的４．６６倍，提示

盲目地增加使用抗菌药物的种类，会导致不良反应
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发生率和多重耐药率的增高。因此，一般联合２类

抗菌药物使用即可，不建议使用３类或３类以上抗

菌药物联合治疗。

使用碳青霉烯类抗生素是死亡组的危险因素

（犗犚＝４．４４，９５％犆犐：１．６１～１２．２４），说明患者使用

碳青霉烯类抗生素治疗，会影响预后。这可能与使

用碳青霉烯类抗生素会诱导ＰＡ发展为耐药菌，甚

至是泛耐药菌有关。ＰＡ对碳青霉烯类抗生素耐药

的机制有多种［１０］，碳青霉烯类抗生素会诱导ＰＡ产

生一个或多个耐药机制。研究［１１］表明，在碳青霉烯

类抗生素的选择性压力下，菌株外排泵的表达水平

被上调。而在ＰＡ耐药机制中，外排作用的底物甚

广，从而导致ＰＡ产生多重耐药
［１２］。因此，医院在

使用碳青霉烯类抗生素时应谨慎；在经验性治疗中，

尽量避免使用。

综上所述，医院应加强监测ＰＡ的耐药性及整合

子携带情况，以便医生及时修改用药方案。对于ＰＡ

肺部感染患者，医生在经验性治疗时，应尽量避免使

用碳青霉烯类抗生素；及时进行药敏试验，必要时使

用２类抗菌药物联合治疗。此外，医院需加强医院感

染管理，以便有效地降低ＰＡ肺部感染的发生率。
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