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胸外科院内感染铜绿假单胞菌耐药性与耐药机制研究*
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(南阳医学高等专科学校第一附属医院胸外科,河南南阳
 

473058
 

)

【摘要】 目的 
 

分析胸外科院内感染患者的病原菌分布情况、铜绿假单胞菌耐药性及耐药机制。 方法 收集1
 

095
例接受胸外科手术患者的送检标本,采用全自动细菌鉴定仪鉴定病原菌。采用K-B纸片扩散法对临床常见的12种抗生

素进行药敏试验,测定52株铜绿假单胞菌的耐药性。采用PCR对18株耐氨基糖苷类铜绿假单胞菌的氨基糖苷类修饰

酶基因和16SrRNA甲基化酶基因扩增,通过扩增产物分析耐药机制。 结果 1
 

095例患者入院诊断主要为肺癌

(30.32%)与食管癌(25.11%)。93例发生术后感染,感染98例次,感染率为8.49%,主要为下呼吸道感染(52.04%)。

93例胸外科院内感染患者中,培养分离病原菌共115株。86株革兰阴性菌,主要为铜绿假单胞菌;22株革兰阳性菌,主
要为金黄色葡萄球菌;7株真菌。52株铜绿假单胞菌对临床常见抗生素药敏试验显示,氨曲南、头孢他啶、环丙沙星、左
氧氟沙星的耐药率>30%,多粘菌素B的敏感性为100.00%。52株铜绿假单胞菌中,18株对氨基糖苷类耐药,15株产

氨基糖苷类修饰酶,主要为acc(6')-Ⅱ
 

阳性株。产氨基糖苷类修饰酶阳性基因模式主要为acc(6')-Ⅰ+acc(6')-Ⅱ+ant
(2″)-Ⅰ+ant(3″)-Ⅰ。18株耐氨基糖苷类铜绿假单胞菌中,16SrRNA甲基化酶基因型72.22%为armA

 

阳性。 结论

 本院胸外科院内感染率为8.49%,主要为下呼吸道感染,铜绿假单胞菌为主要病原菌。耐氨基糖苷类铜绿假单胞菌

的耐药基因型主要为armA、acc(6')-Ⅱ。
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【Abstract】 Objective To
 

analyze
 

the
 

distribution
 

of
 

pathogenic
 

bacteria,drug
 

resistance
 

of
 

Pseudomonas
 

aeruginosa
 

and
 

the
 

mechanism
 

of
 

drug
 

resistance
 

in
 

patients
 

with
 

nosocomial
 

infection
 

in
 

thoracic
 

surgery.
 

Method
 

1
 

095
 

samples
 

of
 

thoracic
 

surgery
 

patients
 

in
 

our
 

hospital
 

were
 

collected
 

for
 

examination,and
 

the
 

pathogenic
 

bacteria
 

were
 

identified
 

by
 

au-
tomatic

 

bacteria
 

identification
 

instrument.
 

The
 

K-B
 

disk
 

diffusion
 

method
 

was
 

used
 

to
 

test
 

the
 

drug
 

sensitivity
 

of
 

12
 

kinds
 

of
 

antibiotics
 

commonly
 

used
 

in
 

clinic,and
 

the
 

drug
 

resistance
 

of
 

52
 

strains
 

of
 

P.
 

aeruginosa
 

was
 

determined.
 

The
 

amin-
oglycoside

 

modifying
 

enzyme
 

gene
 

and
 

16SrRNA
 

methylase
 

gene
 

of
 

18
 

aminoglycoside
 

resistant
 

P.
 

aeruginosa
 

were
 

am-

plified
 

by
 

PCR,and
 

the
 

mechanism
 

of
 

drug
 

resistance
 

was
 

analyzed
 

by
 

the
 

amplified
 

products.
 

Result
 

Lung
 

cancer
 

(30.32%)
 

and
 

esophageal
 

cancer
 

(25.11%)
 

were
 

the
 

main
 

diseases
 

diagnosed
 

in
 

1
 

095
 

patients
 

undergoing
 

thoracic
 

sur-

gery.
 

Postoperative
 

infection
 

occurred
 

in
 

93
 

cases,98
 

cases
 

were
 

infected,the
 

infection
 

rate
 

was
 

8.49%,mainly
 

lower
 

re-
spiratory

 

tract
 

infection
 

(52.04%).
 

115
 

strains
 

of
 

pathogenic
 

bacteria
 

were
 

isolated
 

from
 

93
 

patients
 

with
 

nosocomial
 

in-
fection

 

in
 

thoracic
 

surgery.
 

86
 

gram
 

negative
 

bacteria,mainly
 

P.
 

aeruginosa;22
 

gram
 

positive
 

bacteria,mainly
 

Staphylo-
coccus

 

aureus;7
 

fungi.
 

The
 

drug
 

sensitivity
 

test
 

of
 

52
 

strains
 

of
 

P.
 

aeruginosa
 

to
 

common
 

clinical
 

antibiotics
 

showed
 

that
 

the
 

drug
 

resistance
 

rate
 

of
 

aztreonam,ceftazidime,ciprofloxacin
 

and
 

levofloxacin
 

was
 

more
 

than
 

30%,and
 

the
 

sensitivity
 

of
 

polymyxin
 

B
 

was
 

100.00%.
 

Among
 

the
 

52
 

strains
 

of
 

P.
 

aeruginosa,18
 

strains
 

were
 

resistant
 

to
 

aminoglycosides,and
 

15
 

strains
 

produced
 

aminoglycoside
 

modifying
 

enzymes,mainly
 

acc(6')-Ⅱ
 

positive
 

strains.
 

The
 

positive
 

gene
 

pattern
 

of
 

ami-
noglycoside

 

modifying
 

enzyme
 

was
 

acc(6')-Ⅰ+acc(6')-Ⅱ+ant(2″)-Ⅰ+ant(3″)-Ⅰ.
 

Among
 

the
 

18
 

strains
 

of
 

aminogly-
coside

 

resistant
 

P.
 

aeruginosa,72.22%
 

of
 

the
 

16SrRNA
 

methylase
 

genotypes
 

were
 

ARMA
 

positive. Conclusion The
 

nosocomial
 

infection
 

rate
 

of
 

thoracic
 

surgery
 

in
 

our
 

hospital
 

was
 

8.49%,mainly
 

lower
 

respiratory
 

tract
 

infection,and
 

P.
 

aeruginosa
 

was
 

the
 

main
 

pathogen.
 

The
 

resistant
 

genotypes
 

of
 

aminoglycoside
 

resistant
 

P.
 

aeruginosa
 

were
 

mainly
 

armA
 

and
 

acc(6')-Ⅱ.
【Key

 

words】 Nosocomial
 

infection;Pseudomonas
 

aeruginosa;drug
 

resistance;mechanism
 

of
 

drug
 

resistance
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  胸外科手术创伤面大且手术时间长,对患者的呼

吸系统、循环系统均会造成较大影响,患者免疫功能下

降,甚至会危及患者生命安全[1]。国内外研究显示,胸
外科术后患者感染率高达30.00%左右,延长了患者

的治疗时间,加大患者治疗痛苦,严重影响预后效

果[2]。院内感染主要为住院期间发生的感染及院内获

得出院后发生的感染,已成为世界公共卫生问题[3]。
铜绿假单胞菌(Pseudomonas

 

aeruginosa,PA),为临

床常见非发酵革兰阴性杆菌之一,分布于自然界及人

体多个部位,是引起院内获得性感染的条件致病菌,对
多种抗生素天然耐药,例如氨苄西林、头孢唑啉、头孢

呋辛[4]。随着抗菌药物在临床上的不规范使用,导致

铜绿假单胞菌的多重耐药菌株及泛耐药菌株逐年递

增,对院内感染的治疗提出严峻挑战[5]。本研究通过

分析本院接受胸外科手术患者的临床资料,探讨胸外

科院内感染铜绿假单胞菌的耐药性与耐药机制,为临

床规范用药提供参考意见。

材料与方法

1 研究对象

选取2017年1月-2021年12月本院接受胸外科

手术的患者,共1
 

095例,其中男性605例(55.25%),
女性490例(44.75%)。年龄25~76岁,平均年龄为

(62.03±3.06)岁。纳入标准:①病例资料完整;②已

签署知情同意书,自愿参与本次研究者;③入院时间>
48

 

h。排除标准:①入院前已发生社区感染者;②认知

意识障碍,无法沟通配合研究者;③合并自身免疫性疾

病者。

2 主要仪器与试剂

VITEK􀆿
 

2COMPACT
 

30/60 细 菌 鉴 定 仪、

VITEK比浊管,法国梅里埃公司生产;离心仪,上海安

亭仪器生产;PCR扩增仪、水平电泳仪美国Bio-rad公

司生产;凝胶成像仪,美国 Kodak公 司 生 产;DNA
 

Marker、聚合酶dNTP,北京鼎国生物产品。

3 病原菌鉴定及药敏分析

收集切口分泌物、痰液、尿液等标本,分区划线法

接种于MH培养基,置于37
 

℃培养18~24
 

h。挑取3
~5个饱满群落,制成0.50麦氏浊度菌悬液,采用全

自动微生物分析仪进行细菌鉴定。采用 K-B纸片扩

散法检测52株铜绿假单胞菌对氨曲南、头孢他啶、头
孢吡肟、哌拉西林/他唑巴坦、环丙沙星、左氧氟沙星、
庆大霉素、妥布霉素、阿里卡星、美罗培南、亚胺培南、
多粘菌素B的耐药性,药敏结果参照2021年美国临

床和实验室标准协会(CLSI)标准判读。全程严格依

据《全国临床检验操作规程(第4版)》进行操作。

4 耐氨基糖苷类铜绿假单胞菌的耐药基因检测

4.1 筛选耐氨基糖苷类铜绿假单胞菌 根据药敏结

果筛选出对庆大霉素、妥布霉素、阿米卡星3种氨基糖

苷类抗生素中至少一种耐药的菌株,即判定为耐氨基

糖苷类铜绿假单胞菌。

4.2 制备细菌DNA模板 挑取单个饱满菌落置于

含适量蒸馏水的EP管中,100
 

℃水浴10
 

min,12
 

000
 

r/min(离心半径7
 

cm)离心3
 

min,取上清液为DNA
模板,保存于-20

 

℃冰箱内备用。

4.3 AMEs基因PCR扩增

4.3.1 引物设计 参照GenBank及参考文献[6]设
计耐药基因型引物,由上海华津生物工程合成。

4.3.2 扩增体系 DNA模板1
 

μl,上下引物各1
 

μl,

2×Taq
 

PCR
 

Master
 

Mix
 

12.5
 

μl,10×PCR
 

Buffer
 

2.5
 

μl,加入蒸馏水补足至25.0
 

μl。

4.3.3 PCR反应条件 95
 

℃预变性5
 

min,95
 

℃变

性10
 

s,55
 

℃退火30
 

s,72
 

℃延伸60
 

s,共35个循环,

72
 

℃终延伸10
 

min。

4.3.4 PCR扩增产物电泳检测 取10
 

μl扩增产物

与1
 

μl溴酚蓝混合均匀,加入含1.50%的荧光染料琼

脂糖凝胶中,100
 

V电压电泳20
 

min,停止电泳后,利
用凝胶成像系统观察并拍照保存。

5 观察指标

胸外科院内感染情况;胸外科院内感染患者病原

菌分布;铜绿假单胞菌耐药性分析;耐氨基糖苷类铜绿

假单胞菌的耐药基因。

6 统计分析

采用SPSS
 

25.0分析软件对数据进行统计学分

析。

结 果

1 临床特征

1
 

095例接受胸外科手术的患者入院诊断疾病主

要为:332例肺癌患者(30.32%),275例食管癌患者

(25.11%),112例自发性气胸患者(10.23%),68例贲

门癌患者(6.22%),25例肺结核患者(2.28%),16例

胸腺 瘤 患 者 (1.46%),267 例 为 其 他 疾 病 患 者

(24.38%)。1
 

095例接受胸外科手术的患者中,93例

发生术后感染,感染98例次,感染率为8.49%。发生

感染的98例次中,下呼吸道感染共发生51例次

(52.04%),切口感染共发生20例次(20.41%),消化

系统感染共发生9例次(9.18%),泌尿系统感染共发

生7例次(7.15%),皮肤和软组织感染共发生4例次

(4.08%),上呼吸道感染共发生2例次(2.04%),静脉

置管感染共发生1例次(1.02%),其他部位感染共发

生4例次(4.08%)。

2 病原菌分布
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93例胸外科院内感染患者中,共送检标本135
份,分 离 病 原 菌 共 115 株。革 兰 阴 性 菌 86 株

(74.78%),其中铜绿假单胞菌52株(45.22%),肺炎

克雷伯菌12株(10.43%),大肠埃希菌8株(6.96%);
革兰阳性菌22株(19.13%),其中金黄色葡萄球菌10
株(8.69%),肺炎链球菌5株(4.35%);真菌7株

(6.09%),其中白假丝酵母菌3株(2.61%)(表1)。

表
 

1 病原菌类型及构成

Table
 

1 Distribution
 

of
 

pathogenic
 

bacteria
病原菌

Pathogenic
 

bacteria
株数(株)
No.

构成比(%)
Composition

 

ratio
革兰阴性菌 86 74.78
 铜绿假单胞菌 52 45.22
 肺炎克雷伯菌 12 10.43
 大肠埃希菌 8 6.96
 鲍曼不动杆菌 5 4.35
 阴沟肠杆菌 3 2.61
 嗜麦芽窄食单胞菌 2 1.73
 奇异变形杆菌 1 0.87
 粘质沙雷菌 1 0.87
 粪肠杆菌 1 0.87
 荧光假单胞菌 1 0.87
革兰阳性菌 22 19.13
 金黄色葡萄球菌 10 8.69
 肺炎链球菌 5 4.35
 表皮葡萄球菌 3 2.61
 草绿色链球菌 2 1.74
 极小棒杆菌 1 0.87
 星座链球菌 1 0.87
真菌 7 6.09
 白假丝酵母菌 3 2.61
 热带假丝酵母菌 2 1.74
 光滑假丝酵母菌 2 1.74
合计Total 115 100.00

3 铜绿假单胞菌的耐药率分析

分离的52株铜绿假单胞菌对临床常见抗生素的

耐药率分别为:氨曲南36.54%(19/52)、头孢他啶

30.77%(16/52)、头孢吡肟28.85%(15/52)、哌拉西

林/他唑巴坦25.00%(13/52)、环丙沙星40.38%(21/

52)、左氧氟沙星34.62%(18/52)、庆大霉素26.92%
(14/52)、妥布霉素23.08%(12/52)、阿米卡星9.62%
(5/52)、美罗培南21.15%(11/52)、亚胺培南17.31%
(9/52)、多粘菌素B

 

0.00%(0/52)。

4 耐氨基糖苷类铜绿假单胞菌的耐药机制

52株铜绿假单胞菌中,18株对氨基糖苷类耐药,
其中5株对阿米卡星、妥布霉素、庆大霉素均耐药,7
株对妥布霉素、庆大霉素均耐药,6株对庆大霉素耐

药。18株耐氨基糖苷类铜绿假单胞菌中,15株产氨基

糖苷 类 修 饰 酶。其 中,acc(6')-Ⅱ 阳 性 10 株

(55.56%),acc(6')-Ⅰ阳性9株(50.00%),ant(2″)-Ⅰ
阳性8株(44.44%)、ant(3″)-Ⅰ阳性8株(44.44%),

acc(3)-Ⅱ阳性7株(38.89%),aac(3)-Ⅱ阳性1株(5.
56%)。未见acc(3)-Ⅰ与aph(3')-Ⅲ阳性株。15株产

氨基糖苷类修饰酶阳性基因模式如下:4株为acc(6')-
Ⅰ+acc(6')-Ⅱ+ant(2″)-Ⅰ+ant(3″)-Ⅰ(26.67%),3
株为acc(3)-Ⅱ+acc(6')-Ⅱ+ant(2″)-Ⅰ(20.00%);2
株为acc(3)-Ⅱ+ant(3″)-Ⅰ(13.33%);2株为acc
(6')-Ⅰ+acc(6')-Ⅱ(13.33%);1株为acc(6')-Ⅰ+
ant(3″)-Ⅰ+aac(3)-Ⅱ(6.67%);1株为acc(3)-Ⅱ+
acc(6')-Ⅰ+acc(6')-Ⅱ(6.67%);1株为acc(6')-Ⅰ+
ant(3″)-Ⅰ(6.67%);1株为acc(3)-Ⅱ+ant(2″)-Ⅰ
(6.67%)。18株 耐 氨 基 糖 苷 类 铜 绿 假 单 胞 菌 中,

16SrRNA 甲 基 化 酶 基 因 型 为 armA
 

阳 性 13 株

(72.22%),rmtA阳性株6株(33.33%),rmtB
 

阳性

株5株(27.78%)(表2)。

表
 

2 耐氨基糖苷类铜绿假单胞菌的耐药基因情况

Table
 

2 Resistance
 

genes
 

of
 

aminoglycoside
 

resistant
 

P.
 

aeruginosa

Gene
The

 

serial
 

number
 

of
 

PA
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

acc(3)-Ⅰ - - - - - - - - - - - - - - - - - -
acc(3)-Ⅱ + - + - + - - - - + - + - + + - - -
acc(6')-Ⅰ - + - + - - + - + - + - + + - + - +
acc(6')-Ⅱ + + - - + - + - - - + - + + + + - +
ant(2″)-Ⅰ + + - - + - + - - + - - + - + - - +
ant(3″)-Ⅰ - + + + - - + - + - - + + - + - - -
aph(3')-Ⅲ - - - - - - - - - - - - - - - - - -
aac(3)-Ⅱ - - - + - - - - - - - - - - - - - -
armA + - + + + - + - + + + + - + + + - +
rmtA - - - + - - + - - + - - + + - - - +
rmtB - + - + + - - - - - + - - + - - - -
rmtC - - - - - - - - - - - - - - - - - -
rmtD - - - - - - - - - - - - - - - - - -

讨 论

本次研究中,接受胸外科手术的患者主要以肺癌

与食管癌为主,感染率为8.49%,以下呼吸道感染为

主(52.04%)。王伟丽等[7]研究中,胸外科患者入院前

诊断首位的是食管癌,64.00%发生下呼吸道感染,医
院感染发生率为8.50%,与本研究结果一致。胸外科

患者常伴呼吸系统疾病,手术前患者的呼吸机能已经

遭受不同程度的破坏。胸外科手术多数会采用气管插

管方式对患者进行全身麻醉,为细菌在呼吸道繁殖提

供了机会,术后气道分泌物潴留,容易引发呼吸道感

染。
张士法等[8]研究显示,胸外科术后感染患者检测

标本培养分离病原菌192株,69.79%为革兰阴性菌,
主要为铜绿假单胞菌。本次研究共培养分离病原菌

115株,其中革兰阴性菌86株,主要为铜绿假单胞菌

(45.22%)。铜绿假单胞菌为全球第五大常见病原体,
是人类最危险的条件致病菌之一,能够引发多种类型
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感染,具有高发病率、高死亡率[9]。本次研究共发现7
株真菌,虽然不是术后感染的主要病原菌,但临床工作

者也应对此引起重视。
秦柯君等[10]对铜绿假单胞菌临床分布及耐药性

的 研 究 中,铜 绿 假 单 胞 菌 对 氨 曲 南 的 耐 药 率 为

47.75%,对头孢他啶、环丙沙星、左氧氟沙星的耐药率

均高于30.00%,对美罗培南的耐药率为6.23%。本

次研究中,铜绿假单胞菌对环丙沙星的耐药率最高为

40.38%,对氨曲南、头孢他啶、左氧氟沙星的耐药率均

高于30.00%,对美罗培南、亚胺培南的耐药率分别为

21.15%、17.31%,对阿米卡星和多粘菌素B的耐药

率分别为9.62%、0.00%。随着抗菌药物在临床上的

广泛应用,耐药率上升、二重感染、多重耐药株出现等

问题愈发严重,已引起全球范围对耐药问题的重视与

抗菌药物使用的管理。由于导致感染的病原菌各地区

呈现不同差异化,不同致病菌对不同抗生素的耐药率

不同,临床用药应根据《抗菌药物临床应用管理办法》
(中华人民共和国卫生部颁布)规范使用。对主要病原

菌耐药率超过75%的抗生素临床上停止应用,对耐药

率超过30%的抗生素及时预警通报医务人员。临床

用药中,应根据细菌培养及药敏试验结果合理选择抗

菌药物,同时做好院内感染管控,避免滥用抗生素,遵
循精准医疗原则。

铜绿假单胞菌的耐药机制主要体现为产生多种β-
内酰胺酶、Ampc酶、氨基糖苷类修饰酶或钝化酶、主
动外排泵系统、生物膜等,可分为固有耐药、获得性耐

药及适应性耐药[11]。固有耐药也称为天然耐药,是细

菌野生型本身具有的耐药机制。由于铜绿假单胞菌外

膜由微孔蛋白通道组成,通透性甚至为大肠埃希菌外

膜通透性的百分之一,只有分子量小的糖类可以扩

散[12]。因此,铜绿假单胞菌对大环内酯类抗菌药物表

现为天然耐药。铜绿假单胞菌的外排泵作用,可以将

抗生素外排于细菌外,阻碍其与细菌内的靶点结合,主
要包括RND超家族、SMR家族、MATE家族的外排

泵表达。铜绿假单胞菌的获得性耐药机制主要为基因

原件的转移和耐药基因突变。抗生素靶点的突变也可

导致临床耐药发生,拓扑异构酶parC、旋转酶gyrA、

gyrB和parE的突变能够降低喹诺酮类抗菌物与细菌

结合的亲和力,产生耐药[13]。适应性耐药依赖环境而

发生,耐药性随着诱导抗生素的产生或消失而发生变

化。铜绿假单胞菌的耐药机制复杂,多种耐药机制使

感者的治疗成为临床上的棘手问题之一。
孔伟伟等[14]研究中,对氨基糖苷类抗生素耐药的

铜绿假单胞菌中30.3%检测到16SrRNA甲基化酶基

因型rmtB,84.85%菌株产氨基糖苷类修饰酶,主要为

ant(2″)-Ⅰ、acc(3)-Ⅱ、acc(6')-Ⅱ。本次研究中,共有

18株铜绿假单胞菌对氨基糖苷类耐药(34.62%),其
中15株产氨基糖苷类修饰酶。阳性株主要为acc
(6')-Ⅱ、acc(6')-Ⅰ。产氨基糖苷类修饰酶阳性基因

模式主要为acc(6')-Ⅰ+acc(6')-Ⅱ+ant(2″)-Ⅰ+
ant(3″)-Ⅰ(26.67%)、acc(3)-Ⅱ+acc(6')-Ⅱ+ant
(2″)-Ⅰ(20.00%)。18株耐氨基糖苷类铜绿假单胞菌

中,16SrRNA甲基化酶基因型为armA
 

阳性13株。
氨基糖苷类抗生素为具有天然抗菌活性的化合物组

成,抗菌谱广、抗菌性强,近年来在临床上被大量使用,
使其耐药性问题日趋严重[15]。耐氨基糖苷类铜绿假

单胞菌的耐药机制主要为细菌产生氨基糖苷类修饰酶

和16SrRNA甲基化酶。氨基糖苷类修饰酶可分为氨

基糖苷核苷转移酶(ANT)、氨基糖苷乙酰转移酶

(AAC)、氨基糖苷磷酸转移酶(APH)等。氨基糖苷类

药物经修饰酶修饰后,无法与核糖体结合而失去活性。
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