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［摘　要］　目的　研究内科重症监护病房（ＭＩＣＵ）铜绿假单胞菌（ＰＡ）医院感染的同源性及临床特点，以指导临床

预防ＰＡ传播，提高治疗效果。方法　对某院２０１４年１—１２月 ＭＩＣＵ发生医院感染的２５例患者分离的５５株ＰＡ

进行脉冲场凝胶电泳（ＰＦＧＥ）同源性分析及聚类分析，对其临床特点、耐药性及其传播特点进行分析。结果　共调

查２５例患者，平均年龄为（６９．６２±２．１３）岁，平均住院时间（４９．３４±３．１８）ｄ；在分离出ＰＡ之前，８４．００％的患者应

用广谱抗菌药物＞２周，７６．００％的患者入住过 ＭＩＣＵ，５２．００％的患者使用呼吸机辅助通气。５５株ＰＡ主要以 Ａ、

Ｆ、Ｈ、Ｋ、Ｎ、Ｖ、Ｗ型为主要的流行菌株；感染Ａ型、Ｆ型、Ｈ型及Ｋ型菌株的患者在各自住院时间上均存在交叉；有

４例患者不同时期分离菌株的ＰＦＧＥ图谱分析显示不同菌型；ＰＡ对头孢他啶（７２．７３％）、哌拉西林／他唑巴坦

（７０．９１％）、亚胺培南（７０．９１％）耐药率高，对阿米卡星耐药率最低（２５．４５％）。结论　医疗机构应加强抗菌药物管

理，加强医院感染控制措施，防止多重耐药和泛耐药细菌在医院内的播散。

［关　键　词］　重症监护病房；铜绿假单胞菌；脉冲场凝胶电泳；同源性；传播特点；临床分析
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　　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）

属于非发酵菌类假单胞菌属。广泛分布于自然界及

人和动物体表、肠道中，是一种常见的条件致病菌，

尤其在医院环境中ＰＡ检出率很高。由于ＰＡ具有

易定植、易变异、易耐药等特征，防治多重耐药铜绿

假单胞菌（ＭＤＲＰＡ）感染已成为医院感染监测的

重点。根据美国医院流行病学协会［１］推荐的常见病

原菌分型鉴定方法，ＰＡ推荐分型是使用脉冲场凝

胶电泳（ＰＦＧＥ），此技术具有很高的特异性和分辨

力，能够较好的反映流行病学相关性，是公认的医院

感染调查最好的分型方法。本研究对某院２０１４年

１—１２月内科重症监护病房（ＭＩＣＵ）发生医院感染

的２５例患者分离出的５５株ＰＡ进行ＰＦＧＥ同源性

分析及聚类分析，对其临床特点、耐药性及传播特点

进行分析，以指导临床预防ＰＡ的传播，提高治疗

效果。

１　资料与方法

１．１　资料来源　选取２０１４年１—１２月某院 ＭＩＣＵ

发生医院感染的２５例患者，共分离５５株ＰＡ，其中

５２株来自痰，３株来自导管引流液。收集并分析２５

例 ＭＩＣＵ患者的临床资料。医院感染诊断标准依

据卫生部２００１年颁发的《医院感染诊断标准（试

行）》［２］。

１．２　试剂和仪器　蛋白酶Ｋ（日本ＴａＫａＲａ公司），

ＳｐｅＩ限制性内切酶（美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司），λＭａｒｋｅｒ、

低熔点琼脂糖、ＣＨＥＦＭａｐｐｅｒＸＡ 型脉冲电泳仪、

ＧＩＳ７００Ｄ数码图像扫描分析系统（美国ＢｉｏＲａｄ公

司），低温高速台式离心机（美国科峻公司）。

１．３　ＰＦＧＥ检测　将细菌接种于ＬＢ肉汤振荡培

养过夜，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ；ＣＳＢ缓冲液１ｍＬ

洗涤后，８０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃去上清；应用ＥＣ

缓冲液调整菌液浊度，用２％的低熔点琼脂糖迅速

混匀加入模具，用蛋白酶 Ｋ进行裂解；加入限制性

内切酶ＳｐｅＩ，３７℃、２４ｈ进行酶切；酶切后小胶块包

埋于１％琼脂糖凝胶中，使用ＣＨＥＦＭａｐｐｅｒＸＡ系

统进行电泳；将凝胶置于ＥＢ溶液中染色，应用紫外

透射仪进行拍照。结果参照Ｔｅｎｏｖｅｒ等
［３］方法，如

ＰＦＧＥ图谱一致，说明为相同菌株；１～３条带不同

说明菌株间有相近关系，只有单基因的改变；４～６

条带不同说明菌株间可能有相近关系，有２个基因

的改变；６条及以上条带不同，说明有３个或更多基

因的变化，视为无相关性。

１．４　聚类分析　根据ＰＦＧＥ电泳的基因图谱将条

带转换为二进制数据，其中“１”代表有，“０”代表无。

将数据导入ＳＰＳＳ１６．０统计软件中，应用谱系聚类

分析绘制树状图。

１．５　药敏试验　采用美国临床实验室标准化协会

（ＣＬＳＩ）２０１４年版推荐的纸片扩散（ＫＢ）法测定５５

株ＰＡ对９种抗菌药物的耐药率。敏感性判定根据

ＣＬＳＩ的标准进行判读。

２　结果

２．１　一般情况　共调查２５例患者，其中男性

１８例，女性７例；平均年龄为（６９．６２±２．１３）岁，平

均住院时间（４９．３４±３．１８）ｄ；既往有高血压、糖尿病

及冠心病等不同基础疾病的患者１９例。

２．２　临床资料　２０例患者有发热，体温为３７．４～

４０．０℃。２３例患者伴有咳嗽、咳痰，其中１例患者

痰中带血，所有患者肺部听诊均为呼吸音粗或散在

干湿音。实验室检查结果显示１８例患者白细胞

升高，１１例患者丙氨酸氨基转移酶升高，１１例患者

有低蛋白血症。所有患者胸部放射线检查均提示肺

部多叶段炎症。患者在分离ＰＡ之前，均使用过广

谱抗菌药物，在分离ＰＡ之后，根据药敏结果选用抗

菌药物治疗，同时还给予化痰及调节免疫等治疗。

经系统诊治，３例患者死亡，年龄均＞６０岁，既往均

有基础疾病。１８例患者病情好转出院，２例患者未

待病情稳定自行出院，２例患者病情相对平稳，仍呼

吸机辅助通气继续住院治疗。

２．３　危险因素　２５例患者中１９例（７６．００％）患者

既往有基础疾病；１７例（６８．００％）患者年龄＞６０岁；

·１０６·中国感染控制杂志２０１７年７月第１６卷第７期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ１６Ｎｏ７Ｊｕｌ２０１７



既往有手术史患者１２例（４８．００％），其中气管切开

术后 患 者 ６ 例。在 分 离 出 ＰＡ 之 前，２１ 例

（８４．００％）患者应用广谱抗菌药物２周以上；１９例

（７６．００％）患者入住过 ＭＩＣＵ；１３例（５２．００％）患者

行呼吸机辅助通气；１２例（４８．００％）患者使用呼吸

机超过１周；１１例（４４．００％）患者有低蛋白血症；

７例（２８．００％）患者留置导尿管；４例（１６．００％）患者

应用糖皮质激素。
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　　Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１、３、５、７为Ａ型菌株；２、４、６为Ｆ型菌株；８为 Ｈ型

菌株；９为Ｋ型菌株；１０为Ｖ型菌株

图１　铜绿假单胞菌ＰＦＧＥ图谱

犉犻犵狌狉犲１　ＰＦＧＥｍａｐｏｆ犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪

２．４　ＰＦＧＥ电泳结果　５５株ＰＡ染色体经酶切后，

产生１５～２３条 ＤＮＡ 片段，片段大小约为２０～

４２０ｋｂ，见图１。聚类分析结果可见，ＰＡ为Ａ～Ｗ共

２３型，其中Ａ、Ｆ、Ｈ、Ｋ、Ｎ、Ｖ、Ｗ 型为主要的流行菌

株；其中Ａ型６株，分２个亚型（４８号、５１号、５２号、

５４号及５５号为同一亚型），Ｆ型５株，Ｈ型４株，Ｋ型

７株，Ｎ型３株，Ｖ型７株；Ｗ 型３株，分２个亚型

（２８号和３０号为同一亚型）。见图２。

２．５　药敏结果　５５株ＰＡ对头孢他啶的耐药率为

７２．７３％、对哌拉西林／他唑巴坦、亚胺培南的耐药率

均为 ７０．９１％；对阿米卡星的耐 药 率 最 低，为

２５．４５％。对其他常见抗菌药物的耐药情况见表１。
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图２　铜绿假单胞菌ＰＦＧＥ的聚类分析

犉犻犵狌狉犲２　ＣｌｕｓｔｅｒｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｎＰＦＧＥｏｆ犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪

表１　５５株ＰＡ对９种常用抗菌药物的耐药情况

犜犪犫犾犲１　Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆ５５ｓｔｒａｉｎｓｏｆ犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪ｔｏ９ｃｏｍ

ｍｏｎｌｙｕｓｅｄａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｓ

抗菌药物 耐药菌株 耐药率（％）

哌拉西林／他唑巴坦 ３９ ７０．９１

头孢他啶 ４０ ７２．７３

头孢吡肟 ２３ ４１．８２

亚胺培南 ３９ ７０．９１

妥布霉素 １６ ２９．０９

庆大霉素 １５ ２７．２７

阿米卡星 １４ ２５．４５

环丙沙星 ２７ ４９．０９

左氧氟沙星 ２５ ４５．４５

·２０６· 中国感染控制杂志２０１７年７月第１６卷第７期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ１６Ｎｏ７Ｊｕｌ２０１７



２．６　传播特点　２５例患者分离的５５株ＰＡ主要

包括Ａ、Ｆ、Ｈ、Ｋ、Ｎ、Ｖ、Ｗ７种基因型。Ａ型菌株中

５例患者在住院时间上存在交叉，其中５１号、５２号

为同一患者分离的菌株，见图３。Ｆ型菌株中３例

患者在住院时间上存在交叉，其中４号、６号、９号为

同一患者分离的菌株，见图４。Ｈ 型菌株中２例患

者在住院时间上存在交叉，其中５号、８号、１０号为

同一患者先后分离的菌株，见图５。Ｋ型菌株中５

例患者在住院时间上存在交叉，其中４１号与４２号、

４３号与４４号为同一患者分离菌株，见图６。Ｎ型菌

株、Ｖ型菌、Ｗ 型菌为同一患者分离菌株。
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　　注：从上至下依次为４８、５１、５２、５０、５４、５５号菌株，其中５１、５２号

菌株来源于同一患者

图３　Ａ型ＰＡ分离日期及来源患者住院时间分布图

犉犻犵狌狉犲３　ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｉｓｏｌａｔｉｏｎｄａｔｅｏｆｔｙｐｅＡ犘．犪犲狉狌犵犻
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　　注：从上至下依次为１２、１６、４、６、９号菌株，其中４、６、９号菌株来

源于同一患者

图４　Ｆ型ＰＡ分离日期及来源患者住院时间分布图
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　　注：从上至下依次为８、１０、７、５号菌株，其中５、８、１０号菌株来源

于同一患者

图５　Ｈ型ＰＡ分离日期及来源患者住院时间分布图
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　　注：从上至下依次为４１、４５、４２、４３、４４、４０、３９号菌株，其中４１号

与４２号、４３号与４４号分别来源于同一患者

图６　Ｋ型ＰＡ分离日期及来源患者住院时间分布图

犉犻犵狌狉犲６　ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｉｓｏｌａｔｉｏｎｄａｔｅｏｆｔｙｐｅＫ犘．犪犲狉狌犵犻

狀狅狊犪ａｎｄｈｏｓｐｉｔａｌｉｚａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆｓｏｕｒｃｅｐａｔｉｅｎｔｓ

３　讨论

ＰＡ是医院感染最常见的革兰阴性条件致病菌

之一。２０１３年我国ＣＨＩＮＥＴ细菌耐药性监测
［４］数

据显示，ＰＡ在临床分离的不发酵糖革兰阴性杆菌

中占第２位。全球性细菌耐药监测ＳＥＮＴＲＹ连续

多年监测数据也显示，ＰＡ是引起医院获得性肺炎

和呼吸机相关肺炎最多见的革兰阴性杆菌［５］。近年

·３０６·中国感染控制杂志２０１７年７月第１６卷第７期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ１６Ｎｏ７Ｊｕｌ２０１７



来，随着各种抗菌药物在临床的广泛使用，出现了多

重耐药ＰＡ，甚至全耐药ＰＡ。ＭＤＲＰＡ已经成为各

地区临床治疗的棘手问题。

本文研究的２５例ＰＡ医院感染患者，平均年龄

为（６９．６２±２．１３）岁，平均住院时间为（４９．３４±

３．１８）ｄ，７６．００％的患者有基础疾病。在分离出ＰＡ

之前，１９例患者入住过 ＭＩＣＵ；８４．００％的患者应用

广谱抗菌药物大于２周 ；１３例患者病情危重需行

呼吸机治疗，其中７例为气管插管，６例为气管切开

术后，患者气道开放，肺损伤加重，更容易感染病原

菌。４例患者使用过糖皮质激素，４４．００％的患者为

低蛋白血症；病情危重患者机体免疫力低下，糖皮质

激素的应用，也降低了机体免疫力，使其极易发生医

院感染，以上结果与Ｆａｌａｇａｓ等
［６］报道相一致。虽

经积极治疗，仍有３例患者死亡，年龄均大于６０岁，

既往均有基础疾病。

本研究的药敏试验结果显示，ＰＡ对头孢他啶、

哌拉西林／他唑巴坦、亚胺培南呈高耐药性，耐药率

均达７０％以上，高于杨旭辉等
［７］的报道，也高于

２０１１年我国ＣＨＩＮＥＴ铜绿假单胞菌耐药监测
［８］报

道ＰＡ的耐药率。分析其原因考虑一是由于２５例

患者来自 ＭＩＣＵ，既往基础疾病重，需要长期应用广

谱抗菌药物，并且存在留置多种导管、机械通气、人

工吸痰等因素，使感染耐药菌的机会大大增加［９１１］；

二是可能与医院近年来广泛使用该类药物有关，所

以近期应该限制性使用该类药物，待其敏感性恢复。

２０１０年我国ＣＨＩＮＥＴ铜绿假单胞菌耐药监测报道

不同临床科室分离的ＰＡ耐药率不同，ＩＣＵ病房分

离ＰＡ耐药率高于其他科室
［１２］。ＰＡ临床感染逐渐

增多，其对碳青霉烯类抗生素耐药率亦有逐年上升

的趋势［１３］。

此外，本研究也发现ＰＡ对一些抗菌药物较敏

感，如喹诺酮类（环丙沙星和左氧氟沙星）、β内酰胺

类（头孢吡肟）、氨基糖苷类（阿米卡星、庆大霉素和

妥布霉素），其中阿米卡星耐药率最低。多个全球性

耐药监测，如ＳＥＮＴＲＹ、ＳＭＡＲＴ及ＳＥＲＮＩＲ等数

据也显示，ＰＡ对阿米卡星耐药率最低，原因可能是

该类药物对多数氨基糖苷类钝化酶稳定，并且在临

床中的用量较其他类药物少［５，１４１５］。临床应依照药

敏试验结果，选用抗菌活性强的药物，对严重感染者

需联合用药，防止或减慢耐药菌株的产生［１６］。轮换

使用抗菌药物可以分散抗菌药物选择性压力，选择

耐药率低的抗菌药物进行轮换，亦有助于恢复细菌

的耐药性［１７］。

本文ＰＦＧＥ图谱及聚类分析树图显示，５５株

ＰＡ以Ａ、Ｆ、Ｈ、Ｋ、Ｎ、Ｖ、Ｗ 基因型为主要流行株，

说明 ＭＩＣＵ中存在ＰＡ的克隆传播。由传播特点

可见，Ａ型、Ｆ型、Ｈ型及Ｋ型菌株在各自住院时间

上均存在交叉，表明出现了同一医疗单元即同病房

的同型菌株的克隆传播，通过医疗器械及治疗处置

时造成交叉感染的可能性大。另外，有４例患者不

同时期分离菌株的ＰＦＧＥ图谱分析显示不同菌型，

４３号、４４号、４７号、４８号为同一患者感染菌株检出

Ｋ型、Ｐ型及 Ａ型，药敏试验结果提示对左氧氟沙

星由敏感转为耐药；２３号、２６号、２８号、３０号、３８号

为同一患者感染菌株检出Ｃ型和 Ｗ 型，药敏试验

结果提示对左氧氟沙星、环丙沙星由敏感转为耐药；

１４号、１６号为同一患者感染菌株检出Ｉ型和Ｆ型，

为全耐药菌型；５１号、５２号、５３号为同一患者感染

菌株检出Ａ型和Ｅ型，药敏试验结果提示对头孢吡

肟及阿米卡星由敏感转为耐药，这与王继东等［１８］报

道患者ＰＡ医院感染存在多克隆感染或反复不同株

感染相类似。由于广谱抗菌药物在临床上广泛使

用，容易导致出现 ＭＤＲＰＡ，甚至泛耐药铜绿假单

胞菌（ＰＤＲＰＡ）。ＰＤＲＰＡ大多分离来自ＩＣＵ，且

多为克隆传播［１１］，易引起医院感染暴发流行。

本文通过ＰＦＧＥ方法分析ＰＡ菌株之间的亲缘

关系，监测是否有克隆播散，可追踪暴发流行来源及

传播途径，有效控制医院感染。因此，医疗机构应加

强细菌耐药监测，关注我国细菌耐药性的发展趋势，

加强抗菌药物管理，加强医院感染控制措施，防止多

重耐药和泛耐药细菌在医院内的播散。
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