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  摘 要:目的 了解解放军总医院耳鼻喉外科耳道感染患者标本中分离的铜绿假单胞菌的人群分布、生物

膜产生情况及耐药情况等流行病学特征,为临床提供重要依据。方法 采用Vitek
 

MS质谱仪进行细菌鉴定,
药敏试验采用纸片扩散法(K-B法)或Vitek

 

2
 

Compact全自动细菌鉴定药敏仪,按美国临床实验室标准化协会

2016-M100的标准进行药敏结果分析,用结晶紫染色法检测铜绿假单胞菌生物膜并对生物膜形成能力进行判

定。结果 2013-2017年解放军总医院共收集到与耳道感染相关的铜绿假单胞菌106株,各年龄段均有检出;
形成生物膜的菌株占80.20%,复发病例分离的菌株中可形成生物膜的菌株比例(81.25%)高于未复发病例分

离的菌株(78.57%);不同生物膜形成能力的菌株抗菌药物敏感率差异无统计学意义(P>0.05),产膜菌株对亚

胺培南、头孢他啶和左氧氟沙星比未产膜菌株的敏感性略高;复发组与未复发组菌株的抗菌药物敏感性差异均

无统计学意义(P>0.05),复发组的头孢他啶、亚胺培南、美罗培南、左氧氟沙星、哌拉西林、氨曲南和头孢哌酮/
舒巴坦的抗菌药物敏感率稍高于未复发组;11.10

 

mmol/L葡萄糖可促进生物膜的形成,15.00
 

μg/mL壳聚糖

季铵盐对生物膜的形成有一定抑制作用。结论 引起耳道感染的铜绿假单胞菌生物膜形成能力较强,生物膜

的形成与疾病复发有一定的关系;降低血糖水平及使用壳聚糖季铵盐凝胶对抑制生物膜形成有一定的作用。
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Abstract:Objective To

 

understand
 

the
 

population
 

distribution,biofilm
 

generation,and
 

drug
 

resistance
 

of
 

Pseudomonas
 

aeruginosa
 

(Pae)
 

isolated
 

from
 

specimens
 

of
 

ear
 

canal
 

infections
 

in
 

patients
 

with
 

otolaryngology
 

surgery
 

at
 

the
 

Chinese
 

PLA
 

General
 

Hospital,and
 

to
 

provide
 

important
 

evidence
 

for
 

clinical
 

use.Methods 
Vitek

 

MS
 

mass
 

spectrometer
 

was
 

used
 

for
 

bacterial
 

identification,K-B
 

method
 

or
 

Vitek
 

2
 

Compact
 

was
 

used
 

for
 

drug
 

sensitivity
 

test,and
 

the
 

results
 

were
 

analyzed
 

according
 

to
 

CLSI
 

2016-M100
 

standard.Crystal
 

violet
 

staining
 

method
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

biofilm
 

of
 

Pae
 

and
 

determine
 

the
 

biofilm
 

formation
 

ability.Results 
From

 

2013
 

to
 

2017,106
 

strains
 

of
 

Pae
 

were
 

collected
 

in
 

Chinese
 

PLA
 

General
 

Hospital,which
 

were
 

related
 

to
 

the
 

infection
 

of
 

ear
 

canal,and
 

were
 

detected
 

in
 

all
 

ages.80.20%
 

strains
 

formed
 

biofilm,81.25%
 

of
 

which
 

could
 

form
 

biofilm
 

in
 

recurrent
 

cases
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

non
 

recapsed
 

group
 

(78.57%).There
 

was
 

no
 

sig-
nificant

 

difference
 

in
 

antimicrobial
 

susceptibility
 

among
 

strains
 

with
 

different
 

biofilm
 

forming
 

ability
 

(P>
0.05).Imipenem,ceftazidime

 

and
 

levofloxacin
 

in
 

biofilm
 

forming
 

strain
 

were
 

slightly
 

more
 

sensitive
 

than
 

those
 

without
 

biofilm;there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

antimicrobial
 

susceptibility
 

between
 

the
 

relapsed
 

group
 

and
 

the
 

non
 

relapsed
 

group
 

(P>0.05).The
 

drug
 

Sensitivity
 

of
 

Ceftazidime,imipenem,meropenem,
levofloxacin,piperacillin,aztreonam

 

and
 

Cefoperazone/sulbactam
 

in
 

the
 

relapsed
 

group
 

were
 

slightly
 

higher
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than
 

those
 

in
 

the
 

non
 

relapsed
 

group;11.10
 

mmol/L
 

of
 

glucose
 

promoted
 

the
 

formation
 

of
 

biomembrane,and
 

15.00
 

μg/mL
 

of
 

chitosan
 

quaternary
 

ammonium
 

salt
 

inhibited
 

the
 

formation
 

of
 

biomembrane.Conclusion Pae
 

causing
 

the
 

infection
 

of
 

ear
 

canal
 

has
 

strong
 

biofilm
 

formation
 

ability.The
 

formation
 

of
 

biofilm
 

has
 

a
 

certain
 

relationship
 

with
 

the
 

recapse
 

of
 

disease.Lowering
 

the
 

blood
 

sugar
 

concentration
 

and
 

using
 

chitosan
 

quaternary
 

ammonium
 

salt
 

gel
 

can
 

inhibit
 

the
 

formation
 

of
 

biofilm.
Key

 

words:ear
 

canal
 

infections; Pseudomonas
 

aeruginosa; biofilm; drug
 

resistance

  耳道感染是耳鼻喉头颈外科中一类常见的疾病,
病原菌(如真菌或细菌等)引起的感染是其发生和发

展的主要因素。耳道感染主要包括外耳道炎和中耳

炎,其中中耳炎是临床上最常见的、影响人群量最大

且常造成反复感染的感染性疾病,久治不愈可影响中

耳功能与结构,严重者可导致颅内并发症的发生[1]。
研究显示,在引起耳道感染的需氧菌中位于首位的革

兰阴性杆菌为铜绿假单胞菌(Pae),由于抗菌药物滥

用现象极为普遍,使得Pae的种类与耐药剂量不断变

化出现强耐药性[2-5]。目前研究可知Pae耐药机制主

要为产生抗菌药物灭活或修饰酶、改变抗菌药物作用

靶位、膜通透性障碍、主动外排系统及形成生物膜[6]。
其中形成生物膜导致的耐药较为普遍[7],细菌生物膜

给细菌的生存提供了很强的保护屏障,绝大多数的细

菌存在主要生物膜,以此来抵御抗菌药物的作用[8]。
有报道细菌生物膜与慢性感染关系密切[9],而在常见

的革兰阴性菌中,Pae是细菌中极易形成生物膜的一个

菌种[7],因此,研究耳道感染中Pae的生物膜形成对临

床上常见的耳道感染疾病的治疗有很重要的意义。
1 材料与方法

1.1 标本来源 解放军总医院2013年5月至2017
年12月耳鼻喉外科耳道感染患者标本中分离的Pae

 

106株,同一患者同一标本类型来源选取初次分离株。
质控菌株为Pae

 

ATCC27853(美国模式培养物集存

库),接种菌种到营养肉汤中进行活化,37
 

℃培养

18~24
 

h,备用。
1.2 仪器与试剂 实验仪器:Vitek

 

MS质谱仪(生
物梅里埃公司,法国),Vitek

 

2
 

Compact全自动细菌

鉴定药敏仪(生物梅里埃公司,法国),酶标仪(SM-
Mk3),微量移液器,生物安全柜,96孔平底组织培养

板,电子分析 天平。实验试剂:胰蛋白胨大豆肉汤

(TSB),磷酸盐缓冲液(PBS),结晶紫(2.00%),乙醇

(95.00%),无菌生理盐水,葡萄糖分析纯粉末,壳聚

糖季铵盐粉末。
1.3 方法

1.3.1 分离培养、鉴定、药敏 临床样本按《全国临

床检验操作规程》进行分离培养,采用法国生物梅里

埃公司Vitek
 

MS质谱仪进行菌种鉴定,采用Vitek
 

2
 

Compact
 

GN09药敏卡进行药敏试验。
1.3.2 生物膜形成能力测定 参照文献[10],利用

96孔平底组织培养板中Pae所形成的生物膜经结晶

紫染色后,使用酶标仪检测570
 

nm下的吸光度(A)
值(每株细菌包括3个平行孔,每个96孔平底组织培

养板包括3个空白对照),并记录。同样参照文献所

述方法根据A 值对每株Pae生物膜形成能力进行等

级划分。Ac=3×A空白对照标准差+A空白对照平均值。
在96孔平底组织培养板上构建Pae生物膜,并

通过结晶紫染色、酶标仪测定对生物膜形成能力进行

定量与定性分析,并且分析生物膜形成能力与Pae耐

药性之间的关系。
1.3.3 生物膜形成影响因素 随后选取11.10

 

mmol/L葡萄糖和15.00
 

μg/mL壳聚糖季铵盐加入

到生物膜形成因素研究中,探究这两种因素是否与生

物膜形成有关。
1.3.4 生物膜形成能力的分级判定 生物膜形成情

况按照参考文献[10]方法进行分级判定:0级(A≤
Ac),无成膜能力;1级(Ac<A≤2×Ac),弱成膜能

力;2级(2×Ac<A≤4×Ac),中等成膜能力;3级

(4×Ac<A),强成膜能力。
1.4 统计学处理 采用 MiniTab17.0软件进行统计

分析,采用χ2 检验,细菌耐药数据分析应用 Whonet
 

5.6软件,按照美国临床实验室标准化协会(CLSI)
2016-M100的折点标准进行分析。以P<0.05为差

异有统计学意义。
2 结  果

2.1 病例资料分析

2.1.1 性别、年龄分布 在106例由Pae引起的耳

道感染病例中,男31例,女75例。年龄分布以41~
50岁为主,占23.60%,见表1。

表1  病例的性别、年龄分布

年龄(岁) 男(n) 女(n) 合计(n) 构成比(%)

0~10 3 4 7 6.60

11~20 3 9 12 11.30

21~30 5 15 20 18.90

31~40 5 6 11 10.40

41~50 8 17 25 23.60

51~60 3 11 14 13.20

61~70 2 7 9 8.50

71~80 1 6 7 6.60

81~90 1 0 1 0.90

合计 31 75 106 100.00

2.1.2 耳道感染病例复发情况 在106例由Pae引
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起的耳道感染病例中,复发患者64例,未复发患者42
例,复发率为60.38%。
2.2 生物膜形成情况 在106株Pae中,形成生物

膜的菌株占80.20%;生物膜形成能力以1级为主

(46.20%);复发病例分离的菌株中可形成生物膜的

菌株比 例(81.25%)高 于 未 复 发 病 例 分 离 的 菌 株

(78.57%),差异有统计学意义(P<0.05),见表2。
2.3 抗菌药物敏感度分析

2.3.1 不同生物膜形成能力菌株的药物敏感性分

析 引起耳道感染的Pae对常见抗菌药物的敏感率均在

50.00%以上(除氨曲南47.17%外),其中阿米卡星最高

(94.34%),其 次 是 头 孢 吡 肟(88.68%)、头 孢 他 啶

(86.79%)、美 罗 培 南 (80.19%)、亚 胺 培 南

(75.47%)。不同生物膜形成能力的Pae在临床常见

抗菌药物中的药物敏感率虽然没有明显差异,但产生

物膜菌株的亚胺培南、头孢他啶和左氧氟沙星敏感率

比未产膜菌株敏感率略高,见表3。
表2  106株Pae生物膜形成能力情况

项目 分级

全部菌株

数量

(n)
百分比

(%)

复发病例分离株

数量

(n)
百分比

(%)

未复发病例分离株

数量

(n)
百分比

(%)

未产膜 21 19.81 12 18.75 9 21.43

产膜 1级 49 46.23 33 51.56 16 38.10

2级 36 33.96 19 29.69 17 40.47

合计 85 80.19 52 81.25 33 78.57

总计 106 100.00 64 100.00 42 100.00

表3  生物膜形成能力及不同生物膜级别菌株的药物敏感率比较

抗菌药物
总体(n=106)

株数(n) 敏感率(%)

0级(n=21)

株数(n) 敏感率(%)

1级(n=49)

株数(n) 敏感率(%)

2级(n=36)

株数(n) 敏感率(%)
P

阿米卡星 100 94.34 19 90.48 47 95.92 34 94.44 0.665

氨曲南 50 47.17 8 38.10 28 57.14 13 36.11 0.111

环丙沙星 65 61.32 12 57.14 32 65.31 21 58.33 0.734

美罗培南 85 80.19 18 85.71 39 79.59 29 80.56 0.830

哌拉西林 75 70.75 15 71.43 33 67.35 26 72.22 0.875

哌拉西林/他唑巴坦 72 67.92 15 71.43 36 73.47 21 58.33 0.312

庆大霉素 66 62.26 12 57.14 31 63.27 24 66.67 0.772

头孢吡肟 94 88.68 18 85.71 45 91.84 31 86.11 0.635

头孢哌酮/舒巴坦 66 62.26 11 52.38 35 71.43 20 55.56 0.191

头孢他啶 92 86.79 16 76.19 43 87.76 33 91.67 0.241

妥布霉素 62 58.49 16 76.19 27 55.10 20 55.56 0.217

亚胺培南 80 75.47 14 66.67 35 71.43 31 86.11 0.173

左氧氟沙星 66 62.26 11 52.38 32 65.31 23 63.89 0.575

2.3.2 复发组与未复发组分离菌株的药物敏感率比

较 复发组与未复发组菌株的抗菌药物敏感率比较

差异均无统计学意义(P>0.05),复发组的头孢他啶、
亚胺培南、美罗培南、左氧氟沙星、哌拉西林、氨曲南

和头孢哌酮/舒巴坦的抗菌药敏感率略高于未复发

组,见表4。
表4  复发组与未复发组分离菌株的药物敏感率比较

抗菌药物

复发组(n=64)

株数

(n)
敏感率

(%)

未复发组(n=42)

株数

(n)
敏感率

(%)

P

环丙沙星 39 60.94 26 61.90 0.920
阿米卡星 59 92.19 41 97.62 0.237
头孢他啶 56 87.50 36 85.71 0.791
头孢吡肟 56 87.50 38 90.48 0.636
亚胺培南 45 70.31 28 66.67 0.692
美罗培南 48 75.00 29 69.05 0.501
左氧氟沙星 37 57.81 23 54.76 0.757

续表4  复发组与未复发组分离菌株的药物敏感率比较

抗菌药物

复发组(n=64)

株数

(n)
敏感率

(%)

未复发组(n=42)

株数

(n)
敏感率

(%)

P

哌拉西林 29 68.75 24 57.14 0.233

庆大霉素 35 54.69 24 57.14 0.803

氨曲南 22 34.38 14 33.33 0.912

头孢哌酮/舒巴坦 29 45.31 19 45.24 0.994

哌拉西林/他唑巴坦 29 45.31 18 42.86 0.803

妥布霉素 23 35.94 16 38.10 0.828

2.4 生物膜形成的影响因素分析 在生物膜构建的

环境中分别加入11.10
 

mmol/L 葡 萄 糖 及15.00
 

μg/mL壳聚糖季铵盐后测定Pae生物膜形成情况,并
与原始生物膜形成结果进行比较。

2.4.1 生物膜形成A 值变化比较 11.10
 

mmol/L
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葡萄 糖 可 以 促 进 生 物 膜 的 形 成,A 值 平 均 增 加

1.843;而15.00
 

μg/mL壳聚糖季铵盐可起到一定的

抑制作用,A 值平均降低1.936。

2.4.2 生 物 膜 形 成 能 力 等 级 变 化 比 较 11.10
 

mmol/L葡萄糖可以使73.60%的菌株生物膜形成能

力提升,以等级上升1级为主(44.30%),上升3级的较

少(0.90%);15.00
 

μg/mL壳聚糖季铵盐对50.00%的

菌株起到了抑制生物膜形成的作用,其中以下降1级

为主(37.70%)。

3 讨  论

耳道感染在耳鼻喉头颈外科疾病中极为常见,

Pae作为耳道感染中分离率最高的革兰阴性致病菌,
近年来受到广泛关注。在其耐药机制中,生物膜的形

成是其逃逸药物作用的常见方式[8]。有学者认为,形
成生物膜可能是耳道感染反复发作、久治不愈的原因

之一[1,11]。因此,对引起耳道感染的Pae相关特征进

行研究,对了解疾病的发生、发展及优化临床治疗方

案都有很深远的意义。
解放军总医院共收集到引起耳道感染的Pae

 

106
株,患有耳道感染的患者以41~50岁年龄段相对较

多,以女性为主。Pae引起耳道感染的病例复发率达

60.38%。在复发组与未复发组菌株比较中发现,复
发病例分离菌株的产生物膜情况略高于未复发病例

分离菌株,另外复发病例分离菌株对临床常用的抗菌

药物(头孢他啶、亚胺培南、美罗培南、左氧氟沙星、哌
拉西林、氨曲南和头孢哌酮/舒巴坦等)敏感率略高于

未复发病例分离菌株,可见中耳炎的复发与Pae的产

生物膜情况及敏感率虽没有直接关系,但菌株的生物

膜产生在其中发挥着一定的作用,中耳炎的复发可能

受多个因素的共同影响[12],这也是笔者下一步将要研

究的内容。
分离的 Pae菌株具有形成生物膜的能力高达

80.20%,其生物膜形成能力以1级和2级为主,与相

关报道基本一致[13]。引起耳道感染的Pae对常见抗

菌药 物 的 敏 感 率 均 在 50.00% 以 上 (除 氨 曲 南

47.17%外),不同生物膜形成能力的Pae对临床常见

抗菌药物体外敏感率虽然没有明显差异,但是在亚胺

培南、头孢他啶和左氧氟沙星3种抗菌药物上,产生

物膜菌株的敏感率比未产膜菌株敏感率略高,可见是

否产生物膜对细菌的耐药性影响不大,与文献报道的

略有差异[1]。可能原因为:(1)Pae耐药机制较复杂,
且易发生多重耐药[14];(2)Pae生物膜产生过程较为

复杂,受细菌生长的微环境、群体感应系统及与表型

相关的基因调控[15]。
在生物膜形成的影响因素研究中,本文发现葡萄

糖和壳聚糖季铵盐对Pae生物膜的形成分别有一定

促进和抑制作用,这与相关文献基本一致[13,16-17]。国

内外一些学者报道,糖尿病是医院内泛耐药Pae感染

的独立危险因素[18],这可能与高血糖等代谢紊乱可使

中性粒细胞功能下降及表面黏附因子增加,有助于微

生物聚集形成生物膜有关。在本研究和相关文献中

可以看出,葡萄糖对生物膜的形成有促进作用[16],且
水平越高促进作用越强[13];壳聚糖季铵盐对Pae生物

膜的形成有一定抑制作用,这与相关报 道 基 本 一

致[17]。因此,控制血糖或使用壳聚糖季铵盐凝胶对生

物膜的抑制将起到一定效果。

4 结  论

引起耳道感染的Pae生物膜形成能力较强,控制

血糖水平在正常范围及使用壳聚糖季铵盐凝胶对抑

制生物膜形成有一定的作用,这对于预防疾病复发有

一定的作用。
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Vδ1
 

T细胞可能在促进肺癌的病程进展中发挥重要

的作用。当然,有关γδT细胞及其亚群在肺癌组织中

表达及与临床特征的关系还需要更大样本的研究,

γδT细胞及其亚群在肺癌肿瘤微环境中发挥的免疫

功能及机制也值得进一步深入探讨。

4 结  论

深入研究γδT细胞及其亚群可能有助于判断肺

癌患者的免疫状况及预后,有望为肺癌免疫检测与免

疫治疗提供潜在的靶点。本文的研究显示,肺癌患者

癌组织表达高水平的Vδ1
 

T细胞,且与淋巴结转移相

关,可能有望成为肺癌免疫治疗的潜在靶点。
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