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·论著·

耐碳青霉烯类铜绿假单胞菌耐药性

及联合药敏试验研究	
韦涌涛 1  王松霞 2  苏爱美 1  王东平 1

【摘要】目的  分析耐碳青霉烯类铜绿假单胞菌（CRPA）耐药性，探讨黏菌素（COL）分别联

合美罗培南（MEM）、头孢他啶（CAZ）、哌拉西林/他唑巴坦（TZP）及环丙沙星（CIP），阿米

卡星（AK）分别联合TZP和CIP，TZP联合CIP对CRPA体外联合药物敏感性，筛选出有效的抗感染治

疗方案。方法  收集2022年1月至12月青岛市第八人民医院临床样本中分离的非重复CRPA共22株，采

用微量肉汤稀释法测定抗菌药物对菌株的最低抑菌浓度（MIC），棋盘法进行联合药敏试验，计算

部分抑菌浓度指数（FIC）判定联合效果。结果  22株CRPA对哌拉西林（PRL）、头孢哌酮/舒巴坦

（SCF）、氨曲南（ATM）、亚胺培南（IPM）和MEM 5种抗菌药物耐药率均＞ 90%，对头孢吡肟

（FEP）、TZP、左氧氟沙星（LEV）、CAZ、CIP、庆大霉素（CN）、妥布霉素（TOB）及AK耐药

率分别为81.8%（18/22）、77.3%（17/22）、77.3%（17/22）、72.7%（16/22）、68.2%（15/22）、

63.6%（14/22）、63.6%（14/22）和54.5%（12/22），对头孢他啶/阿维巴坦（CZA）耐药率为9.1%

（2/22），对COL耐药率为0（0/22）。CRPA联合药敏显示：COL + MEM协同率为59.1%（13/22），

协同率与相加率之和为100%（22/22）。COL + CAZ、COL + TZP、COL + CIP、AK + TZP、AK + 

CIP及TZP + CIP协同率分别为45.4%（10/22）、54.5%（12/22）、31.8%（7/22）、22.7%（5/22）、

31.8%（7/22）和9.1%（2/22），协同率与相加率之和分别为81.8%（18/22）、90.9%（20/22）、

77.3%（17/22）、77.3%（17/22）、68.2%（15/22）和59.1%（13/22），所有组合均未出现拮抗作

用。结论  CZA可单药用于CRPA敏感株，联合用药组中，COL + MEM组合的协同率与相加率最高，

TZP + CIP协同率与相加率之和最低，可作为临床经验用药参考。
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【Abastract】Objective  To analyze drug resistance of carbapenem resistant Pseudomonas 

aeruginosa (CRPA), and to investigate the in vitro susceptibility test result of colistin (COL) combined 

with meropenem (MEM), ceftazidime (CAZ), piperacillin/tazobactam (TZP), ciprofloxacin (CIP) and 

amikacin (AK) combined with TZP, CIP and TZP combined with CIP to CRPA for screen the effective 

anti-infective therapy. Methods  Total of 22 strains of CRPA were isolated from clinic specimens 

from Qingdao Eighth People’s Hospital from January 2022 to December 2022. The minimal inhibitory 

concentration (MIC) of antimicrobial agents against CRPA strains was determined by micro broth 

dilution method. Combined antimicrobial susceptibility test was performed by the chessboard dilution 

method. Fractional inhibitory concentration (FIC) index was calculated to determine the combined effect. 

Results  The resistance rates of CRPA to piperacillin (PRL), cefoperazone/sulbactam (SCF), Aztreonam 
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(ATM), imipenem (IPM) and MEM were higher than 90%. The resistance rates to cefepime (FEP), TZP, 

levofloxacin (LEV), CAZ, CIP, gentamicin (CN), tobramycin (TOB) and AK were 81.8% (18/22), 77.3% 

(17/22), 77.3% (17/22), 72.7% (16/22), 68.2% (15/22), 63.6% (14/22), 63.6% (14/22) and 54.5% (12/22), 

respectively. The resistance rates to CZA and COL were 9.1% (2/22) and 0 (0/22), respectively. The 

results of antimicrobial synergy study showed that the synergistic rates of COL and MEM were 59.1% 

(13/22), and the sum of synergistic rates and additive rates were 100% (22/22). The synergistic rates of 

COL + CAZ, COL + TZP, COL + CIP, AK + CIP, TZP + CIP were 45.4% (10/22), 54.5% (12/22), 31.8% 

(7/22), 22.7% (5/22), 31.8% (7/22) and 9.1% (2/22), and the sum of synergistic rates and additive rates 

were 81.8% (18/22), 90.9% (20/22), 77.3% (17/22), 77.3% (17/22), 68.2% (15/22) and 59.1% (13/22), 

respectively. No antagonism effect was observed for all combinations. Conclusions  CZA alone is 

effective for CRPA sensitive strains. Among all the combinations, COL + MEM had the highest synergy 

rate and addition rate, TZP and CIP has the lowest synergy rate and addition rate, which could provide 

reference for clinical experience medication.

【Key words】 Carbapenem-resistant Pseudomonas aeruginosa; Drug resistance; Combined 

antimicrobial susceptibility test; Fractional inhibitory concentration index

 铜绿假单胞菌（Pseudomonas aeruginosa，PA）

是医院感染的常见病原体之一，可形成生物被膜，

具有易定植、变异和多重耐药的特点，常引起呼

吸道、泌尿道、血液、中枢神经系统和手术切口

等感染[1-2]，其中呼吸道是最常见的感染部位[3]。

根据中国细菌耐药监测网（China antimicrobial 
surveillance network，CHINET）的数据显示，

2021年综合性教学医院中，PA的分离率在所有细

菌分离株中排名第4位，在呼吸道样本分离菌中

排名第3位[4]。PA对亚胺培南（imipenem，IPM）

和美罗培南（meropenem，MEM）的耐药率分别

为23.0%和18.9%。碳青霉烯类抗菌药物一度被

认为是治疗PA感染的最有效抗菌药物之一，近

年来随着该类药物的广泛应用，耐碳青霉烯类铜

绿假单胞菌（Carbapenem-resistant Pseudomonas 
aeruginosa，CRPA）检出逐渐增多，CRPA引起

的感染治疗困难，给临床带来了极大挑战。本

研究通过分析CRPA耐药性，评价头孢他啶 /阿
维巴坦（ceftazidime/avibactam，CZA）单药，

黏菌素（colistin，COL）分别联合MEM、头孢

他啶（ceftazidime，CAZ）、哌拉西林/他唑巴

坦（piperacillin/tazobactam，TZP）、环丙沙星

（ciprofloxacin，CIP），阿米卡星（amikacin，
AK）分别联合TZP、CIP，TZP联合CIP 7种临床常

见抗菌药物联合应用方案对CRPA的体外活性，为

临床精准治疗CRPA感染和院感防控提供实验室参

考依据，现报道如下。

资料与方法

一、一般资料  
收集2022年1月至12月青岛市第八人民医院

从各类临床样本中分离的22株CRPA，剔除同一

患者重复培养鉴定的相同菌株。所有菌株均使用

VITEK-2 Compact全自动微生物鉴定系统进行鉴

定，确认为CRPA后放入脱脂牛奶中储存备用。

二、仪器与试剂  
VITEK-2 Compact（法国生物梅里埃公司）

全自动微生物鉴定及药敏分析仪和对应的GN、

AST-GN09卡做病原菌鉴定和药敏试验，纸片扩散

法（Kirby-Bauer，K-B）法补充药敏试验。药敏

纸片、阳离子调节Mueller-Hintonr肉汤均购自英国

Oxoid公司，血平板、Mueller-Hinton平板、麦康

凯平板和96孔无菌培养板等均由济南百博生物技

术有限公司提供。抗菌药物COL、MEM、CAZ、
TZP、CIP和AK标准品购自中国食品药品检定研究

院。质控菌株铜绿假单胞菌ATCC27853购自山东

省临床检验中心。

三、最低抑菌浓度测定  
参照美国临床和实验室标准协会（Clinical 

＆ Laboratory Standards，CLSI）2022年M100s-
32th[5]推荐的微量肉汤稀释法测定22株CRPA对不

同抗菌药物的最低抑菌浓度（minimal inhibitory 
concentration，MIC）。COL判断标准采用欧洲临

床微生物和感染病学会药敏委员会华人抗菌药物敏
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感性试验委员会2020年《多黏菌素药物敏感性检测

及临床解读专家共识》[6]。

四、微量肉汤稀释棋盘法联合药敏试验

依据中华医学会呼吸病学分会感染学组《中

国铜绿假单胞菌下呼吸道感染诊治专家共识（2022
年版）》[7]，选择COL + MEM、COL + CAZ、
COL + TZP、COL + CIP、AK + TZP、AK + CIP、
TZP + CIP共7组药物联合。所有抗菌药物标准品

按照CLSI M100中要求稀释抗菌药物。药物测试

浓度范围分别为COL（0.06～64 μg/ml）、MEM
（0.5～512 μg/ml）、CAZ（0.5～512 μg/ml）、CIP
（0.06～64 μg/ml）、AK（0.5～512 μg/ml），TZP按
（0.5/4～512/4）μg/ml配制。根据棋盘法设计原理和

CLSI M07中肉汤微量稀释法的操作要求，将不同浓

度的2种抗菌药物两两组合加入96孔板，每种药物

加入25 μl，再加入浓度为106 CFU/ml的菌悬液50 μl
（用新鲜菌落制备0.5麦氏单位的接种菌液，再用

2倍MH肉汤稀释100倍），微孔板的最终接种浓度

为5 × 105 CFU/ml[8]。35 ℃培养18～20 h，记录单独用

药时MIC（MIC甲药单药和MIC乙药单药），以及选择两

药联用最佳组合效应时各自MIC值（MIC甲药联合和                                                                                    
MIC乙药联合），部分抑菌浓度指数（ f r ac t iona l 
inhibitory concentration index，FIC）作为判断依据[9]。

FIC = MIC甲药联合/MIC甲药单药 + MIC乙药联合/MIC乙药单药。

FIC ≤ 0.5为协同作用，     0.5 ＜ FIC ≤ 1为相加作

用，1 ＜ FIC ≤ 2为无关作用，FIC＞ 2为拮抗作用。

五、数据处理  
采用WHONET 5.6软件对常用抗菌药物进行耐

药性统计分析，计数资料（检出率、耐药率、协同

率和相加率）采用百分比（%）表示。

结    果

一、CRPA临床分析  
本研究共检出2 485株病原菌，其中PA检出186株，

占全部病原菌的7.5%；CRPA检出22株，检出率为

11.8%。CRPA主要分离于痰液（16株、72.7%）和

血液（3株、13.6%）；主要检出科室为ICU（14株、

63.6%）和呼吸内科（5株、22.7%）。

二、22株CRPA对临床常用抗菌药物的耐药性  
2 2株C R PA对P R L、S C F、AT M、 I P M和

MEM 5种抗菌药物耐药率＞ 90%，对FEP、TZP、
LEV、CAZ、CIP、CN、TOB和AK耐药率分别为

81.8%、77.3%、77.3%、72.7%、68.2%、63.6%、

63.6%和54.5%，对CZA耐药率为9.1%，对COL耐
药率为0。详见表1。

三、22株CRPA菌株对常见抗菌药物的MIC值 
采用微量肉汤稀释法对22株CRPA菌株进行定

量体外药敏试验，对COL的MIC值均≤ 2 μg/ml，
为敏感。20株菌对MEM的MIC值≥ 8 μg/ml（耐

药）。16株菌对CAZ的MIC值≥  32 μg/ml（耐

药）。17株菌对TZP的MIC值 ≥ 64 μg/ml（耐

药）。15株菌对CIP的MIC值≥ 4 μg/ml（耐药）。 
12株菌对AK的MIC值≥ 64 μg/ml（耐药），见                                                                                               
表2。

四、7种联合方案对22株CRPA菌株药敏试验

协同结果  
COL + MEM的协同率最高（59.1%），协同率

与相加率之和为100%。COL + CAZ、COL + TZP、
COL + CIP、AK + TZP、AK + CIP和TZP + CIP协同

率分别为45.4%、54.5%、31.8%、22.7%、31.8%和

9.1%，协同率与相加率之和分别为81.8%、90.9%、

77.3%、77.3%、68.2%和59.1%，所有组合均未出现

拮抗作用。联合药敏试验结果显示，7种联合方案

对受试菌株MIC范围、MIC50和MIC90值与各个单药相

比均有不同程度的减低，见表3。

表 1    22 株 CRPA 对常用抗菌药物的耐药率 [ 株（%）]

抗菌药物 耐药率

哌拉西林（PRL）            22（100.0）

哌拉西林/他唑巴坦（TZP） 17（77.3）

头孢哌酮/舒巴坦（SCF） 20（90.9）

头孢他啶/阿维巴坦（CZA）     2（9.1）

头孢他啶（CAZ） 16（72.7）

头孢吡肟（FEP） 18（81.8）

阿米卡星（AK） 12（54.5）

庆大霉素（CN） 14（63.6）

妥布霉素（TOB） 14（63.6）

环丙沙星（CIP） 15（68.2）

左氧氟沙星（LEV） 17（77.3）

氨曲南（ATM） 21（95.5）

黏菌素（COL）     0（0.0）

亚胺培南（IPM）            22（100.0）

美罗培南（MEM） 20（90.9）
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表 2    22 株 CRPA 对常见抗菌药物的 MIC 值（μg/ml）

编号 黏菌素（COL）
美罗培南

（MEM）

头孢他啶

（CAZ）
哌拉西林/他唑巴坦

（TZP）
环丙沙星

（CIP）
阿米卡星

（AK）

1 2 32 64 128 0.25 64

2 0.5 32 8 64 0.5 256

3 0.5 128 32 64 32 16

4 1 128 4 64 8 64

5 1 2 128 128 8 128

6 0.5 64 64 128 0.25 16

7 1 32 8 16 32 8

8 2 128 64 64 16 128

9 0.25 128 64 64 16 64

10 2 32 128 64 16 128

11 0.5 8 64 16 8 256

12 1 64 128 64 8 16

13 0.25 16 8 128 0.5 128

14 0.5 64 64 64 4 16

15 0.12 16 32 64 32 4

16 1 2 128 256 0.5 16

17 1 64 8 128 16 128

18 0.25 8 64 16 0.25 128

19 0.5 16 128 8 8 64

20 0.25 8 32 64 0.5 8

21 0.12 32 8 16 16 16

22 0.12 64 128 64 16 8

表 3    7 种联合方案对 22 株 CRPA 菌株药敏试验协同结果

抗菌药物
单用（μg/ml） 联用（μg/ml） FIC [株（%）]

MIC范围 MIC50 MIC90 MIC范围 MIC50 MIC90 FIC ≤ 0.5 0.5 ＜ FIC ＜ 1 1 ＜ FIC ≤ 2 FIC ≥ 2

COL + MEM 13（59.1）   9（40.9）   0（0.0） 0（0.0）

COL 0.12～2 0.5 2 0.06～0.5 0.12 0.5

MEM 2～128 32 128 1～64 16 64

COL + CAZ 10（45.4）   8（36.4） 4（18.2） 0（0.0）

COL 0.12～2 0.5 2 0.06～1 0.12 1

CAZ 4～128 64 128 16～128 32 64

COL + TZP 12（54.5）   8（36.4）   2（9.1） 0（0.0）

COL 0.12～2 0.5 2 0.06～1 0.25 1

TZP 8～256 64 128 8～128 16 64

COL + CIP   7（31.8） 10（45.5） 5（22.7） 0（0.0）

COL 0.12～2 0.5 2 0.06～1 0.25 1

CIP 0.25～32 8 32 0.25～16 4 16

AK + TZP   5（22.7） 12（54.6） 5（22.7） 0（0.0）

AK 4～256 64 128 1～128 16 64

TZP 8～256 64 128 4～128 16 64

AK + CIP   7（31.8）   8（36.4） 7（31.8） 0（0.0）

AK 4～256 64 128 2～128 16 64

CIP 0.25～32 8 32 0.25～16 4 8

TZP + CIP     2（9.1） 11（50.0） 9（40.9） 0（0.0）

TZP 8～256 64 128 4～128 16 32

CIP 0.25～32 8 32 0.12～16 4 16

注：COL：黏菌素、MEM：美罗培南、CAZ：头孢他啶、TZP：哌拉西林 / 他唑巴坦、CIP：环丙沙星、AK：阿米卡星
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讨    论

本院2022年数据显示，CRPA主要来自痰液样

本，占72.7%，低于文献[10-11]报道中80.6%～90.8%，

提示不同地区菌群分布存在差异，呼吸道仍然是本

院PA感染最好发的部位，且痰样本留取方式简单、

送检率高。为减少呼吸系统感染的发生率，本院监

管部门须重点关注与呼吸系统疾病相关的临床科

室。本研究中CRPA重要检出科室为ICU，与研究结

果一致[10, 12]。ICU患者主要是老年人，通常患有基

础性疾病，病情严重，以卧床为主，由于呼吸道分

泌物难以及时有效清除，易发生下呼吸道CRPA感

染。研究表明[13]，ICU患者抗菌药物的使用频率、

级别和多重耐药菌的检出率均高于普通科室，更易

感染CRPA[14]。此外，PA具有极强的附着能力，能

够定植于医护人员双手、环境和医疗器械表面，尤

其入住ICU时间较长时，机会性接触病原菌大大增

加，加之频繁侵入性操作、抗菌药物预防性使用

等，会导致PA耐药风险上升。住院时间长和曾使

用碳青霉烯类抗菌药物为感染CRPA的独立危险因

素，感染CRPA患者病死率更高、预后更差[15]。对

上述高危因素可通过严格执行环境清洁消毒、手卫

生、严格使用抗菌药物和提升患者自身营养情况，

从而降低耐药率及病死率。

PA耐药可表现为多重耐药PA（mult i-drug 
resistance，MDR-PA）、CRPA、广泛耐药PA
（extensively-drug resistant，XDR-PA）或全耐药PA
（pan-drug resistant，PDR-PA）。2020年美国感染性

疾病学会（Infectious Diseases Society of American，
IDSA）重新定义“难治”耐药性PA（difficult-to-treat 
resistance，DTR-PA）[16]。PA耐药机制广泛，存在一

种称为“群体感应”（quorum sensing，QS）的细胞

间通信过程以协调集体行为，可参与调节毒力（如

弹性蛋白酶、蛋白酶或青霉素）、生物膜发育、抗

菌药物耐药性和胁迫反应有关的基因表达，以及产

生灭活酶或修饰酶（包括AmpC酶、超广谱β-内酰胺

酶和碳青霉烯酶等）、主动外排系统过度表达、外

膜通透性降低（OprD外膜蛋白缺失或表达下调）、

ftsK（细胞分化相关基因）突变、适应性（生物被

膜形成和细菌持留）等常见耐药机制[17]。本研究体

外药敏试验结果显示，CRPA对PRL、SCF、ATM、

IPM和MEM 5种抗菌药物耐药率＞ 90%，对FEP、
TZP、LEV、CAZ、CIP、CN、TOB和AK耐药率分别

为81.8%、77.3%、77.3%、72.7%、68.2%、63.6%、

63.6%和54.5%，对CZA耐药率为9.1%，COL耐药率

为0。CZA由头孢他啶和新型的β-内酰胺酶抑制剂阿

维巴坦4︰1组成复方制剂。阿维巴坦具有广谱抑制

酶的能力，可抑制A类酶（包括超广谱β-内酰胺酶、

KPC酶）、C类酶（AmpC酶）以及部分D类β内酰胺

酶（OXA-48酶），使头孢他啶不被水解，从而恢复

PA对头孢他啶的敏感性，但无法抑制B类金属酶的

活性。IDSA推荐CZA单药或者联合用药治疗由DTR-
PA引起的感染，包括膀胱炎、肾盂肾炎、复杂性尿

路感染和其他部位感染[18]。《中国铜绿假单胞菌下

呼吸道感染诊治专家共识（2022年版）》中指出[7]，

对于CRPA或DTR-PA可首选CZA治疗。江玲芝等[19]研

究发现CZA能够有效降低重症感染者C-反应蛋白、

降钙素原水平和体温高峰，所有接受CZA抗感染治

疗的患者7 d内CRPA培养全部转阴。因此，CZA可作

为一线药物单药用于CRPA敏感株。另有体外研究提

示CZA联合ATM、磷霉素、氨基糖苷类或COL对耐

药PA有协同作用[20-23]，CZA联合COL或AK治疗MDR/
XDR-PA中枢神经系统感染也取得较好疗效[24]。

联合药敏试验结果显示，COL + MEM的协同

率最高，为59.1%，协同率与相加率之和为100%，

可作为临床用药参考。COL + TZP、COL + CAZ、
COL + CIP、AK + TZP和AK + CIP的协同率与相

加率之和分别为90.9%、81.8%、77.3%、77.3%和

68.2%。40.9%的菌株对TZP + CIP呈无关作用，所有

联合用药中无关作用比例最高。COL对22株细菌的

单药MIC范围为0.12～2 μg/ml，MIC50和MIC90值分别

为0.5 μg/ml和2 μg/ml，两药联合后的MIC范围、MIC50

和MIC90值均有不同程度的下降趋势。COL分别联合

MEM、CAZ、TZP、CIP后COL的MIC50为单药时的

1/4、1/4、1/2和1/2，MIC90为单药时的1/4、1/2、1/2
和1/2；MEM、CAZ、TZP和CIP的MIC50分别为单药

时的1/2、1/2、1/4和1/2，MIC90均为单药时的1/2。
AK分别联合TZP和CIP后AK的MIC50均为单药时的

1/4，MIC90均为单药时的1/2；TZP和CIP的MIC50分

别为单药时的1/4和1/2，MIC90分别为单药时的1/2
和1/4。TZP联合CIP后TZP的MIC50和MIC90均为单药

时的1/4，CIP的MIC50和MIC90均为单药时的1/2，提

示药物联合具有协同作用。COL是一种阳离子多肽

类抗菌药物，其能够与革兰阴性菌细胞膜上的脂多

糖的脂质A特异性结合，从而导致细胞膜破裂并使

细菌死亡。因其具有肝脏、肾脏、神经毒性作用及
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异质性耐药的问题，该药物在临床应用方面受到了

一定限制。有研究显示，多黏菌素单药治疗耐碳青

霉烯类革兰阴性菌的失败率较高，推荐两药或三药

联合应用治疗[25]。当与其他药物联合使用时，可以

减少单一药物的用量，从而降低其毒性作用，这就

满足了临床应用要求。同时，应用COL治疗时，建

议使用最大负荷剂量，条件允许下监测血药浓度，

COL维持在2 mg/L最佳[6]。目前国际上无专用的联合

药敏试验质量控制要求，建议按照CLSI文件推荐的

稀释法或纸片扩散法的质控要求规范联合药敏试验

操作步骤、材料、试剂和质控菌株[26]。

综上，本文主要研究COL分别联合MEM、

CAZ、TZP、CIP，AK分别联合TZP、CIP，TZP联
合CIP 7种抗菌药物的联合药敏试验，CZA与其他

抗菌药物联合药敏试验尚未进行，所选菌株较少，

待后续有更多菌株后再深入研究。联合药敏试验可

用于分析不同药物之间的协同抗菌活性，肉汤微量

稀释棋盘法虽是联合药敏试验的标准参考方法，但

操作繁琐且常规实验室可操作性差。因此，操作简

单灵活的K-B法不失为常规实验室可选择的方法之

一，但只能定性大致观察是否有联合作用。
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