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铜绿假单胞菌耐药特点及产碳青霉烯酶菌株基因检测*
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  摘 要:目的 了解某院铜绿假单胞菌耐药特点和产碳青霉烯酶菌株的基因型,为临床抗感染治疗提供参

考。方法 收集2022年8月至2023年10月福建医科大学附属泉州第一医院临床分离的铜绿假单胞菌的耐药

性及临床特征,通过改良碳青霉烯酶灭活试验和碳青霉烯酶抑制剂增强试验检测碳青霉烯类耐药铜绿假单胞

菌(CRPA)碳青霉烯酶表型,采用聚合酶链反应扩增碳青霉烯酶基因。结果 共分离328株铜绿假单胞菌,其

中痰液标本184株(56.10%),创面分泌物标本60株(18.29%),尿液标本45株(13.72%),静脉全血标本24株

(7.32%),胸腔积液和腹水标本10株(3.05%),组织标本4株(1.22%),导管标本1株(0.30%)。菌株来自21
个科室,其中重症医学科111株(33.84%)、烧伤科34株(10.37%)、泌尿外科29株(8.84%)、呼吸科26株

(7.93%)、综 合 病 房17株(5.18%)、神 经 外 科14株(4.27%)、血 液 内 科11株(3.35%)、肝 胆 外 科11株

(3.35%)、心血管外科11株(3.35%)、骨科10株(3.05%)、神经内科10株(3.05%)、儿科8株(2.44%)、感染

科6株(1.83%)、胃肠外科6株(1.83%)、内分泌科6株(1.83%)和肾内科5株(1.53%),其他科室13株

(3.96%)。检出22株(6.71%)多重耐药铜绿假单胞菌。药敏试验结果显示,铜绿假单胞菌对多黏菌素B敏感

率达100.00%,对阿米卡星、庆大霉素、头孢哌酮-舒巴坦、哌拉西林-他唑巴坦、环丙沙星的敏感率较高,分别为

97.26%、89.33%、83.23%、81.10%和81.71%;对氨曲南、左氧氟沙星、头孢吡肟和头孢他啶耐药率较高,分别

为22.26%、17.07%、16.77%和16.16%;对亚胺培南和美罗培南的耐药率分别为9.15%和7.93%。
 

分离CR-
PA菌株30株,分离自重症医学科(63.34%,19/30)、神经外科(13.33%,4/30)、呼吸科(10.00%,3/30)和其他

科室(13.33%,4/30);标本来源于痰液(86.67%,26/30)、分泌物(6.67%,2/30)、尿液(3.33%,1/30)和静脉全

血(3.33%,1/30)。结论 本研究 MDR-PA和CRPA检出率较低,CRPA菌株主要产VIM-2型和IMP-9型金

属β内酰胺酶。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

drug
 

resistance
 

characteristics
 

of
 

Pseudomonas
 

aeruginosa
 

and
 

the
 

genotype
 

of
 

carbapenemase-producing
 

strains
 

in
 

a
 

hospital,so
 

as
 

to
 

provide
 

reference
 

for
 

clinical
 

anti-infection
 

treatment.Methods The
 

drug
 

resistance
 

and
 

clinical
 

characteristics
 

of
 

clinically
 

isolated
 

Pseudomonas
 

aerugi-
nosa

 

in
 

Quanzhou
 

First
 

Hospital
 

Affiliated
 

to
 

Fujian
 

Medical
 

University
 

from
 

August
 

2022
 

to
 

October
 

2023
 

were
 

collected.The
 

carbapenemase
 

phenotype
 

of
 

carbapenem-resistant
 

Pseudomonas
 

aeruginosa
 

was
 

detected
 

by
 

modified
 

carbapenemase
 

inactivation
 

test
 

and
 

carbapenemase
 

inhibitor
 

enhancement
 

test.The
 

carbapene-
mase

 

gene
 

was
 

amplified
 

by
 

polymerase
 

chain
 

reaction.Results A
 

total
 

of
 

328
 

strains
 

of
 

Pseudomonas
 

aerugi-
nosa

 

were
 

isolated,including
 

184
 

strains
 

(56.10%)
 

from
 

sputum
 

samples,60
 

strains
 

(18.29%)
 

from
 

wound
 

exudate
 

samples,45
 

strains
 

(13.72%)
 

from
 

urine
 

samples,24
 

strains
 

(7.32%)
 

from
 

venous
 

whole
 

blood
 

sam-
ples,10

 

strains
 

(3.05%)
 

from
 

hydrothorax
 

and
 

ascites
 

samples,and
 

4
 

strains
 

(1.22%)
 

from
 

tissue
 

samples,1
 

strain
 

(0.30%)
 

was
 

from
 

catheter
 

specimen.The
 

strains
 

came
 

from
 

21
 

departments,111
 

strains
 

(33.84%)
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were
 

isolated
 

from
 

ICU,34
 

strains
 

(10.37%)
 

from
 

burn
 

department,29
 

strains
 

(8.84%)
 

from
 

urology
 

de-
partment,26

 

strains
 

(7.93%)
 

from
 

respiratory
 

department,17
 

strains
 

(5.18%)
 

from
 

general
 

ward,14
 

strains
 

(4.27%)
 

from
 

neurosurgery
 

department,11
 

strains
 

(3.35%)
 

from
 

hematology
 

department,11
 

strains
 

(3.35%)
 

from
 

hepatobiliary
 

surgery
 

department,11
 

strains
 

from
 

cardiovascular
 

surgery
 

(3.35%),10
 

strains
 

from
 

orthopedics
 

(3.05%),10
 

strains
 

from
 

neurology
 

(3.05%),8
 

strains
 

from
 

pediatrics
 

(2.44%),6
 

strains
 

from
 

infectious
 

diseases
 

(1.83%),6
 

strains
 

from
 

gastrointestinal
 

surgery
 

(1.83%),6
 

strains
 

from
 

endocrinol-
ogy

 

(1.83%),5
 

strains
 

from
 

nephrology
 

(1.53%)
 

and
 

13
 

strains
 

from
 

other
 

departments
 

(3.96%).Twenty-
two

 

strains
 

(6.71%)
 

of
 

multi-drug
 

resistant
 

Pseudomonas
 

aeruginosa
 

were
 

detected.The
 

results
 

of
 

drug
 

sen-
sitivity

 

test
 

showed
 

that
 

Pseudomonas
 

aeruginosa
 

was
 

100.00%
 

sensitive
 

to
 

polymyxin
 

B,and
 

the
 

sensitive
 

rates
 

to
 

amikacin,gentamicin,cefoperazone-sulbactam,piperacillin-tazobactam
 

and
 

ciprofloxacin
 

were
 

97.26%,89.33%,83.23%,81.10%
 

and
 

81.71%
 

respectively.The
 

resistance
 

rates
 

to
 

aztreonam,levofloxacin,
cefepime

 

and
 

ceftazidime
 

were
 

22.26%,17.07%,16.77%
 

and
 

16.16%
 

respectively.The
 

resistance
 

rates
 

to
 

imipenem
 

and
 

meropenem
 

were
 

9.15%
 

and
 

7.93%
 

respectively.Thirty
 

CRPA
 

strains
 

were
 

isolated
 

from
 

ICU
 

(63.34%,19/30),neurosurgery
 

(13.33%,4/30),respiratory
 

department
 

(10.0%,3/30)
 

and
 

other
 

depart-
ments

 

(13.33%,4/30).The
 

samples
 

were
 

derived
 

from
 

sputum
 

(86.67%,26/30),secretion
 

(6.67%,2/30),
urine

 

(3.33%,1/30)
 

and
 

venous
 

blood
 

(3.33%,1/30).Conclusion The
 

detection
 

rates
 

of
 

multi-drug
 

resist-
ant

 

Pseudomonas
 

aeruginosa
 

and
 

CRPA
 

were
 

low
 

in
 

this
 

study.The
 

CRPA
 

strains
 

mainly
 

produced
 

VIM-2
 

and
 

IMP-9
 

types
 

of
 

metallo-β-lactamases.
Key

 

words:Pseudomonas
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  铜绿假单胞菌是一种医院内获得性病原体,可引

起肺部、血流、泌尿道、烧伤创面和伤口等感染[1-5]。
碳青霉烯类药物是治疗多重耐药铜绿假单胞菌的重

要药物。有研究表明,相比感染碳青霉烯类敏感的铜

绿假单胞菌,感染碳青霉烯类耐药铜绿假单胞菌(CR-
PA)的患者住院时间更长且病死率更高[6-7]。美国

CRPA的检出率为10.0~30.0%[8]。2023年中国耐

药监测网(CHINET)数据显示国内铜绿假单胞菌对

亚胺 培 南 和 美 罗 培 南 的 耐 药 率 分 别 为21.9%和

17.4%[9]。随着CRPA增多,临床将面临无药可用的

局面。产生碳青霉烯酶是铜绿假单胞菌对碳青霉烯

酶类药物耐药的重要原因之一[10],已有研究报道铜绿

假单胞菌可携带blaIMP、blaVIM、blaNDM 或
 

blaKPC 型碳

青霉烯酶[7,11]。碳青霉烯酶介导的铜绿假单胞菌耐药

限制了抗菌药物的选择,抗菌药物对产不同类型碳青

霉烯酶菌株体外抗菌活性不同[12],若对于产碳青霉烯

酶菌株未检测酶型而直接进行治疗,可能会导致抗感

染治疗失败[13]。因此,明确铜绿假单胞菌碳青霉烯酶

类型对指导临床精准抗感染治疗具有重要意义。本

研究检测了铜绿假单胞菌的耐药特点和产碳青霉烯

酶的种类,以期为临床合理应用抗菌药物提供参考

依据。
1 材料与方法

1.1 菌株来源 收集2022年8月至2023年10月福

建医科大学附属泉州第一医院临床分离且经 MAL-
DI-TOF微生物质谱仪和

 

Phoneix100全自动微生物

鉴定及药敏系统鉴定的铜绿假单胞菌,剔除同一患者

同一部位重复分离的菌株后,将菌株放置于—80
 

℃环

境中保存待用。

1.2 方法

1.2.1 临床资料收集 收集感染铜绿假单胞菌患者

的性别、年龄、入住科室和标本来源。
1.2.2 药敏试验、多重耐药铜绿假单胞菌(MDR-
PA)和CRPA菌株的判定 应用Phoenix

 

100全自动

鉴定 及 药 敏 系 统 检 测 铜 绿 假 单 胞 菌 对 哌 拉 西 林

(PRL)、头孢他啶(CAZ)、头孢吡肟(FEP)、头孢哌酮-
舒巴坦(SCF)、哌拉西林-他唑巴坦(TZP)、亚胺培南

(IPM)、美罗培南(MEM)、庆大霉素(CN)、阿米卡星

(AK)、环丙沙星(CIP)、左氧氟沙星(LEV)、多黏菌素

B(PB)和氨曲南(ATM)13种抗菌药物的敏感性,结
果判定参考CLSI

 

M100
 

31st
 

2022版标准[14]。MDR-
PA[15]判断标准:对头孢菌素类、碳青霉烯类、β-内酰

胺酶抑制剂类、氟喹诺酮类和氨基糖苷类抗菌药物耐

药≥3类(每一类抗菌药物中≥1种药物耐药,即为该

类耐药)的铜绿假单胞菌。CRPA 定义为对 MEM、
IPM或多利培南等任何一种碳青霉烯类抗菌药物耐

药的铜绿假单胞菌[16],结合本院药敏试验结果,将对

IPM、MEM单一(或同时)耐药判定为CRPA。
1.2.3 改良碳青霉烯酶灭活试验(mCIM) 将待测

菌复苏后培养18~24
 

h,取10
 

μL
 

接种于2
 

mL
 

胰酪

大豆胨液体培养基(TSB)中,涡旋振荡10~
 

15
 

s,将1
张10

 

μg
 

MEM纸片加入每根菌液管中,确保纸片完

全浸没于菌悬液中,于35
 

℃空气环境孵育4
 

h±15
 

min后取出纸片,贴在预先涂布了 ATCC
 

25922的

MH琼脂平板上,孵育过夜后测量抑菌圈直径[12]。抑

菌圈直径为6~15
 

mm或在16~18
 

mm抑菌圈内存

在针尖 样 菌 落,为 碳 青 霉 烯 酶 阳 性。抑 菌 圈≥19
 

mm,为碳青霉烯酶阴性。产碳青霉烯酶的肺炎克雷

·193·检验医学与临床2025年2月第22卷第3期 Lab
 

Med
 

Clin,February
 

2025,Vol.22,No.3



伯菌为阳性质控,ATCC
 

25922为阴性对照。
1.2.4 酶抑制剂增强试验 按照纸片扩散法在 MH
琼脂平板上接种待测菌,贴4张IPM纸片。一张纸片

不加任何液体,一张纸片滴加3-氨基苯硼酸(APB)溶
液、一张纸片滴加乙二胺四乙酸(EDTA)溶液、一张同

时滴加APB溶液和EDTA
 

溶液,过夜孵育后测量抑

菌圈直径[12]。结果判读:(1)APB+IPM 或EDTA+
IPM与单药纸片相差≥5

 

mm,即可判断该受试菌株

产 A 类 碳 青 霉 烯 酶 或 B 类 金 属 酶;(2)APB+
EDTA+IPM与单药纸片相差≥5

 

mm判断该受试菌

株同时产A类碳青霉烯酶和B类金属酶;(3)如抑菌

圈直径扩大<5
 

mm,可判断该菌不产A类碳青霉烯

酶或B类金属酶。
1.2.5 聚合酶链反应(PCR)扩增检测碳青霉烯酶基

因 加热煮沸法提取CRPA菌株的DNA,PCR扩增

B类金属β内酰胺酶基因blaIMP、blaVIM 、blaNDM、blaGIM
和blaSPM。基因扩增为25

 

μL 反 应 体 系:2×PCR
 

Master
 

12.5
 

μL,DNA模板1
 

μL,正、反向引物各1
 

μL,并用无菌水补充至25
 

μL。引物序列[17]、片段大

小及退火温度见表1。取PCR产物经1.5%琼脂糖凝

胶电泳,成像拍照。目的条带送生工生物工程(上海)
股份有限公司进行测序,并上传至 GenBank中进行

Blast比对分析,明确 CRPA 菌株碳青霉烯酶的基

因型。
表1  碳青霉烯酶基因引物序列及扩增产物

基因 引物序列(5'-3')
产物大小

(bp)
退火温度

(℃)

blaIMP F:GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC 232 60

R:GGTTTAAYAAAACAACCACC

blaVIM F:GATGGTGTTTGGTCGCATA 390 55

R:CGAATGCGCAGCACCAG

blaNDM F:GGTTTGGCGATCTGGTTTTC 621 60

R:CGGAATGGCTCATCACGATC

blaGIM F:TCGACACACCTTGGTCTGAA 477 55

R:AACTTCCAACTTTGCCATGC

blaSPM F:AAAATCTGGGTACGCAAACG 271 55

R:ACATTATCCGCTGGAACAGG

  注:F表示正向引物,R表示反向引物。

1.3 统计学处理 采用 WHONET
 

5.6统计软件进

行数据分析。计数资料以例数或百分率表示。
2 结  果

2.1 菌株来源及科室分布情况 共分离328株铜绿

假单胞菌,其中痰液标本184株(56.10%),创面分泌

物标本60株(18.29%),尿液标本45株(13.72%),
静脉全血标本24株(7.32%),胸腔积液和腹水标本

10株(3.05%),组织标本4株(1.22%),导管标本1
株(0.30%)。菌株来自21个科室,其中重症医学科

111株(33.84%)、烧伤科34株(10.37%)、泌尿外科

29株(8.84%)、呼吸科26株(7.93%)、综合病房17
株(5.18%)、神经外科14株(4.27%)、血液内科11
株(3.35%)、肝胆外科11株(3.35%)、心血管外科11
株(3.35%)、骨科10株(3.05%)、神经内科10株

(3.05%)、儿科8株(2.44%)、感染科6株(1.83%)、
胃肠外科6株(1.83%)、内分泌科6株(1.83%)和肾

内科5株(1.53%),其他科室13株(3.96%)。
2.2 铜绿假单胞菌药敏试验结果 共检出22株

(6.71%)多重耐药铜绿假单胞菌。药敏试验结果显

示,铜绿假单胞菌对PB敏感率达100%,对AK、CN、
SCF、TZP、CIP 的 敏 感 率 较 高,分 别 为 97.26%、
89.33%、83.23%、81.10% 和 81.71%;对 ATM、
LEV、FEP和 CAZ耐 药 率 较 高,分 别 为22.26%、
17.07%、16.77%和16.16%;对IPM 和 MEM 的耐

药率分别为9.15%和7.93%。
 

见表2。
表2  铜绿假单胞菌的药敏试验结果(%)

抗菌药物 敏感 中介 耐药

CAZ 80.49 3.35 16.16

FEP 69.21 14.02 16.77

SCF 83.23 6.10 10.67

IPM 88.11 2.74 9.15

MEM 89.63 2.44 7.93

PRL 75.91 11.89 12.20

TZP 81.10 9.45 9.45

LEV 71.95 10.98 17.07

CIP 81.71 6.10 12.19

ATM 53.66 24.08 22.26

CN 89.33 2.44 8.23

AK 97.26 0.61 2.13

PB 100.00 0.00 0.00

2.3 CRPA菌株临床特征 共分离CRPA菌株30
株,其中男24例(80.00%),女6例(20.00%);患者

年龄20~80岁,其中20~45岁4例(13.33%),46~
64岁8例(26.67%),65~80岁18例(60.00%);菌
株分离自重症医学科(63.34%,19/30)、神经外科

(13.33%,4/30)、呼吸科(10.00%,3/30)和其他科室

(13.33%,4/30);标本来源于痰液(86.67%,26/30)、
分泌物(6.67%,2/30)、尿液(3.33%,1/30)和静脉全

血(3.33%,1/30)。
2.4 mCIM结果 30株CRPA菌株中10株 mCIM
阳性,检测出碳青霉烯酶,分别为菌株CRPA1、CR-
PA2、CRPA8、CRPA16、CRPA21、CRPA25、CR-
PA26、CRPA28、CRPA29 和 CRPA33;其 余 20 株

mCIM阴性。
 

2.5 CRPA菌株碳青霉烯酶表型 10株产碳青霉烯

酶CRPA菌株中,根据酶抑制剂增强试验显示添加
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EDTA的IPM纸片抑菌圈直径较单纯的IPM纸片的

抑菌圈直径>5
 

mm,经判定菌株CRPA1、CRPA2、
CRPA8、CRPA16、CRPA21、CRPA25、CRPA26、CR-
PA28、CRPA29及 CRPA33

 

均产 B类金属β内酰

胺酶。
2.6 CRPA菌株碳青霉烯酶基因型 10株金属β内

酰胺酶表型阳性的CRPA中,4株扩增出blaIMP-9 基

因,分别为菌株 CRPA2、CRPA16、CRPA29及 CR-
PA33;6株扩增出blaVIM-2 基因,分别为菌株CRPA1、
CRPA8、CRPA21、CRPA25、CRPA26 和 CRPA28。
未检出blaNDM、blaGIM 和blaSPM 基因。
3 讨  论

铜绿假单胞菌作为一种条件致病菌,在不同类型

标本中均有检出。国外研究报道,引起烧伤患者创面

感染的革兰阴性菌中以铜绿假单胞菌为主[4]。2023
年CHINET数据显示,我国革兰阴性菌中铜绿假单

胞菌分离率排第4位,在痰液、创面分泌物和尿液标

本中的分离率分别排第3位、第4位和第6位[9]。本

研究2022-2023年共分离出328株铜绿假单胞菌,
均为 医 院 获 得 性 感 染,主 要 分 离 自 重 症 医 学 科

(33.84%)和烧伤科(10.37%),菌株主要来源于痰液

(56.10%)、创 面 分 泌 物 (18.29%)和 尿 液 标 本

(13.72%)。
铜绿假单胞菌可引起严重感染,感染多重耐药菌

株的患者病死率高[18-19]。全球多中心研究数据显示,
大洋洲多重耐药铜绿假单胞菌的检出率为12.80%,
美洲、亚洲和欧洲多重耐药铜绿假单胞菌的检出率约

为25.00%,拉丁美洲耐药形势较为严峻,多重耐药铜

绿假单胞菌的检出率高达33.10%[20]。本研究药敏

试验结果显示,铜绿假单胞菌对PB的敏感率最高

(100.00%),高于美洲和大洋洲等地区[20]。其次为氨

基糖苷类(>89.00%),可能与该类药物对氨基糖类

钝化酶稳定有关。药敏结果提示菌株对SCF和TZP
敏感率(>81.00%),较头孢类抗菌药物敏感率高,可
能与头孢菌素类抗菌药物使用频率有关。此外,本研

究铜绿假单胞菌对CIP的耐药率为12.19%,低于西

班牙(44.19%)[21]和全国平均耐药率(14.40%)[22]。
在本研究所有抗菌药物中,铜绿假单胞菌菌株对

ATM 耐 药 率(22.26%)最 高,远 高 于 西 班 牙 地 区

(6.97%)[21],且 ATM 的中介率也高达24.08%,表
明铜绿假单胞菌对 ATM 耐药可能与菌株过表达

blaPDC-16 有关[23]。
 

铜绿假单胞菌对IPM 和 MEM 的耐药率低于全

国平均耐药水平[9,22]。本研究共分离30株CRPA菌

株,65~80岁患者较多(60.00%),主要来源于重症医

学科,可能与重症医学科患者住院周期长、使用广谱抗

菌药物和有侵袭性操作史有关,此外菌株主要分离自痰

液标本,与国外CRPA的相关研究结果一致[6,24]。
产生碳青霉烯酶是铜绿假单胞菌对碳青霉烯类

耐药的主要原因之一[10,25]。在世界范围内,随着CR-
PA增多,产碳青霉烯酶的铜绿假单胞菌在各国呈增

加趋势[11]。目前,新型β内酰胺酶抑制剂和联合用药

可能是治疗CRPA菌株有效手段[26-27]。CAZ-阿维巴

坦[10]、MEM-韦博巴坦[28]及IPM-瑞莱巴坦[29-30]等新

型β内酰胺酶抑制剂可应用于产碳青霉烯酶菌株的

治疗,以上药物对不同种类碳青霉烯酶型的菌株抗菌

活性不同,如CAZ-阿维巴坦可抑制A类、C类和D类

(OXA-48
 

酶),但对B类金属β内酰胺酶菌没有活

性[12]。因此,当微生物实验室分离到CRPA菌株后,
要警惕是否是产碳青霉烯酶菌株,快速检测碳青霉烯

表型和基因型,是进行有效抗感染治疗的关键。由于

少数微生物实验室具备检测新型β内酰胺酶抑制药

物敏感性试验的条件,可通过检测碳青霉烯酶亚型,
指导应用新型β内酰胺酶抑制剂。

本研究结果显示,10株CRPA菌株
 

mCIM阳性,
检出碳青霉烯酶,酶抑制剂增强试验表明10株均产B
类金属β内酰胺酶,经基因检测确定了4株携带

blaIMP-9 基因,6株携带blaVIM-2 基因。一项全球回顾

性分析发现,产blaVIM 和blaIMP 型碳青霉烯酶的铜绿

假单胞菌为主要流行株,亚洲地区主要为产blaVIM 型

碳青霉烯酶,全球范围内blaIMP-7 型较多[11],而本研究

中主要是blaIMP-9 型。
 

IMP和VIM金属酶能够水解除

ATM以外的所有β内酰胺类药物,LEE等[31]报道了

5株产IMP或VIM 碳青霉烯酶的铜绿假单胞菌,对
ATM和CAZ-阿维巴坦均不敏感,但体外联合药敏试

验提示CAZ-阿维巴坦联合 ATM 具有协同作用,鉴
于此本研究中分离的10株产B类金属β内酰胺酶铜

绿假单胞菌或许可以应用CAZ-阿维巴坦联合 ATM
进行治疗。

综上所述,本研究中铜绿假单胞菌对抗菌药物耐

药率相对较低,多重耐药铜绿假单胞菌和CRPA检出

率低于全国平均水平。CRPA菌株主要分离重症医

学科,主要产B类金属β内酰胺酶。要重点监测重症

医学科环境中的铜绿假单胞菌,防止院内感染传播,
对于CRPA菌株微生物实验室要检测酶型,为临床有

效抗感染提供参考。
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