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  摘 要:目的 探讨共培养状态下金黄色葡萄球菌对铜绿假单胞菌多重耐药性的影响。方法 选择2021
年9月至2022年9月该院收集的153例标本,使用血平板进行细菌的分离。将分离细菌以1∶1的比例共培养

后,测试其对10种抗菌药物混合物(阿米卡星、头孢他啶、亚胺培南、美罗培南、哌拉西林、氨曲南、米诺环素、环

丙沙星、左氧氟沙星、甲氧苄啶)的耐药性。以1∶0、1∶0.1、1∶0.2、1∶0.5、1∶1、1∶2、1∶5、1∶10这8种比

例共培养,培养方式为产生生物膜的静置培养或摇菌培养,随后使用10种抗菌药物进行耐药性的测试,并检测

铜绿假单胞菌关键耐药基因FosA、AmpCβ-内酰胺酶(AmpC)和APH(3')-Ⅱb的表达水平。结果 153例标

本共分离出细菌中比例超过10%的有6种,如:表皮葡萄球菌、肺炎克雷伯菌、鲍曼不动杆菌、大肠埃希菌、金黄

色葡萄球菌、铜绿假单胞菌。金黄色葡萄球菌和铜绿假单胞菌共培养可以显著提升对抗菌药物混合物的耐药

性(P<0.05)。产生生物膜的静置培养或摇菌培养时,1∶1共培养比例均能提升细菌对这10种抗菌药物的耐

药性。金黄色葡萄球菌和铜绿假单胞菌共培养后,无论是产生生物膜的静置培养还是摇菌培养,这10种抗菌

药物单独处理后均能限制提升FosA、AmpC和APH(3')-Ⅱb的表达水平(P<0.05)。结论 金黄色葡萄球菌

与铜绿假单胞菌共培养后,铜绿假单胞菌耐药基因FosA、AmpC和APH(3')-Ⅱb的表达水平上升,显著增强

其多重耐药性。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

multi-drug
 

resistance
 

of
 

Staphylococcus
 

aureus
 

to
 

Pseud-
omonas

 

aeruginosa
 

under
 

co-culture
 

condition.Methods One
 

hundred
 

and
 

fifty-three
 

specimens
 

collected
 

by
 

Jiangbei
 

Hospital
 

of
 

the
 

Affiliated
 

Zhongda
 

Hospital
 

of
 

Southeast
 

University
 

from
 

September
 

2021
 

to
 

Septem-
ber

 

2022
 

were
 

collected
 

and
 

the
 

bacteria
 

were
 

isolated
 

using
 

blood
 

plates.The
 

isolated
 

bacteria
 

were
 

co-cul-
tured

 

at
 

a
 

ratio
 

of
 

1∶1
 

and
 

tested
 

for
 

their
 

resistance
 

to
 

a
 

mixture
 

of
 

10
 

antibiotics
 

(amikacin,ceftazidime,imi-
penem,meropenem,piperacillin,aztreonam,minocycline,ciprofloxacin,levofloxacin,trimethoprim)

 

resistance.
Eight

 

ratios
 

of
 

1∶0,1∶0.1,1∶0.2,1∶0.5,1∶1,1∶2,1∶5,1∶10
 

were
 

co-cultured
 

in
 

biofilm-producing
 

static
 

or
 

shaking
 

cultures,followed
 

by
 

resistance
 

testing
 

using
 

10
 

antibiotics
 

test
 

and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

key
 

resistance
 

genes
 

FosA,AmpC
 

and
 

APH(3')-Ⅱb
 

of
 

P.aeruginosa
 

were
 

examined.Results Of
 

the
 

153
 

specimens
 

with
 

a
 

total
 

of
 

153
 

isolated
 

bacteria,the
 

percentage
 

of
 

which
 

exceeded
 

10%
 

were
 

six
 

species,as
 

fol-
lows:Staphylococcus

 

epidermidis,Klebsiella
 

pneumoniae,Acinetobacter
 

baumannii,Escherichia
 

coli,Staphylo-
coccus

 

aureus,and
 

Pseudomonas
 

aeruginosa.The
 

co-culture
 

of
 

Staphylococcus
 

aureus
 

and
 

Pseudomonas
 

aerug-
inosa

 

significantly
 

increased
 

the
 

resistance
 

to
 

the
 

antibiotic
 

mixture
 

(P<0.05).When
 

producing
 

biofilm
 

in
 

static
 

culture
 

or
 

shake
 

culture,the
 

ratio
 

of
 

1∶1
 

co-culture
 

can
 

improve
 

the
 

resistance
 

of
 

bacteria
 

to
 

these
 

10
 

antibiotics.After
 

co-culture
 

of
 

S.aureus
 

and
 

P.aeruginosa,both
 

biofilm-producing
 

static
 

culture
 

and
 

shaking
 

culture,these
 

10
 

antibiotics
 

alone
 

could
 

limit
 

elevated
 

expression
 

levels
 

of
 

FosA,AmpC
 

and
 

APH(3')-Ⅱb
 

af-
ter

 

treatment
 

(P<0.05).Conclusion The
 

expression
 

levels
 

of
 

Pseudomonas
 

aeruginosa
 

resistance
 

genes
 

Fo-
sA,AmpC

 

and
 

APH(3')-Ⅱb
 

increased
 

after
 

co-culture
 

of
 

S.aureus
 

and
 

P.aeruginosa,significantly
 

enhancing
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their
 

multi-drug
 

resistance.
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  铜绿假单胞菌是目前最重要的鼻腔内病原体之

一[1]。此外,这种微生物是囊性纤维化患者和慢性阻

塞性肺部疾病患者慢性感染的一个普遍原因[2]。铜

绿假单胞菌能在不同栖息地成功定植主要依赖于其

代谢的多样性和稳健性[3]。此外,这种细菌病原体在

其核心基因组中藏有大量毒力决定因素,使其能够定

植/感染各种宿主,从单细胞生物到人类。然而,这些

不仅仅是在医院感染患者所需的唯一条件[4]。考虑

到受感染的患者经常接受抗菌药物治疗,还需要有避

免抗菌药物作用的能力。在这个意义上,铜绿假单胞

菌对目前用于治疗的几种抗菌药物表现出特有的低

敏感性。事实上,铜绿假单胞菌在感染期间可能存在

与其他细菌共感染的情况,并且可能面临的条件或化

合物诱导内在抗性基因的表达,会影响抗菌药物治疗

这种感染的效果[5]。此外,在囊性纤维化患者的肺

部、假体或导管中经常遇到的铜绿假单胞菌生物膜,
对抗菌药物的敏感性很低,与顽固性和疾病恶化有

关。基于此,本研究旨在探讨共培养状态下金黄色葡

萄球菌对铜绿假单胞菌多重耐药性的影响。
1 材料与方法

1.1 材料 血平板购自上海朝瑞生物科技有限公司

(货号:024070)。BHI培养基购自北京克必隆分子诊

断技术有限公司(货号:23-0215)。MTT试剂购自广

州德为生物科技有限公司(货号:B7777-500)。Ami-
kacin购自北京欣盛百泰科技有限公司(货号:39831-
55-5)。ceftazidime购自深圳市文乐生物科技有限公

司(货号:B3539-1g)。imipenem 购自上海陶术生物

科技有限公司(货号:T1505-25)。meropenem购自上

海皓元生物医药科技有限公司(货号:HY-13678A)。

piperacillin购自中山市铭顺生物科技有限公司(货
号:HY-B1286)。aztreonam购自上海陶术生物科技

有限公司(货号:T1029-1)。minocycline购自广州创

融生物科技有限公司(货号:S4226)。ciprofloxacin购

自创融科技(广州)有限公司(货号:GC13550)。levo-
floxacin购自 北 京 奇 松 生 物 科 技 有 限 公 司(货 号:
QS81005261)。trimethoprim购自广州创融生物科技

有限公司(货号:S3129)。TRIzol试剂购自上海玻尔化

学试剂有限公司(货号:B645504)。Prime
 

ScriptTM
 

RT
 

Master
 

Mixture购 自 Takara 公 司(货 号:RR036Q)。
SYBR

 

Prime
 

Script
 

miRNA
 

RT-PCR试剂盒购自Taka-
ra公司(货号:H351A)。
1.2 方法

1.2.1 细菌分离与培养 选择2021年9月至2022

年9月本院收集的153例标本,包括痰、咽拭子、血液

送检标本。使用血平板进行细菌的分离,步骤如下:
将标本不同比例稀释后涂布于血平板中,将血平板置

于37
 

℃培养箱共培养3
 

d,3
 

d内每天挑取单克隆于

BHI培养基中培养,随后将菌液进行16S测序,将测

序结果比对 NCBI典型菌株库。分离得到的表皮葡

萄球菌、肺炎克雷伯菌、鲍曼不动杆菌、大肠埃希菌、
金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌均使用BHI培养基在

37
 

℃下进行培养。
1.2.2 生物膜细菌抑制实验 细菌接种到BHI培养

基中进行过夜培养,并在新鲜培养基中稀释到1×107
 

CFU/mL。生物膜在96孔聚苯乙烯微孔板中培养。
在无菌平底96孔聚苯乙烯微孔板的每个孔中加入

100
 

μL稀释的细菌培养物,并在30
 

℃下培养24
 

h。
对于生物膜根除试验,将微孔板在30

 

℃下培养24
 

h,
以使生物膜形成。然后将已建立的生物膜在30

 

℃下

补充了所示抗菌药物的BHI中培养。生物膜中的细

胞存活率通过MTT试验进行评估。所有的试验都是

在每个处理的6个重复中进行的,所有的试验都进行

了3次。
1.2.3 浮游细菌抑制试验 将BHI培养基中4

 

mL
的细菌(105

 

CFU/mL)与所示的抗菌药物的连续稀释

液在30
 

℃下振荡培养24
 

h。之后,将细胞悬浮液铺

在 MRS平板上,在30
 

℃下培养24
 

h。随后通过

MTT试验进行评估。所有的试验都是在每个处理的

6个重复中进行的,所有的试验都进行了3次。
1.2.4 RNA抽取与实时荧光定量PCR 使用TR-
Izol试剂提取总RNA,并使用Prime

 

ScriptTM
 

RT
 

Mas-
ter

 

Mixture合成cDNA。使用SYBR
 

Prime
 

Script
 

miR-
NA

 

RT-PCR试剂盒来检测和定量相应基因的表达,以
GAPDH为内参进行标准化,引物列表见表1。
1.3 统计学处理 采用GraphPad

 

Prism
 

5统计学软

件进行。两组比较采用t检验。以P<0.05为差异

有统计学意义。
2 结  果

2.1 分离细菌共培养对多重耐药性的影响 153例

标本共分离出细菌中比例超过10%的有6种:表皮葡

萄球菌、肺炎克雷伯菌、鲍曼不动杆菌、大肠埃希菌、
金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌,见表2。将这6种细

菌以1∶1的比例共培养后,测试其对10种抗菌药物混

合物(抗菌药物种类和混合后的浓度见表3)的耐药性,
发现金黄色葡萄球菌和铜绿假单胞菌共培养可以显著

提升对抗菌药物混合物的耐药性(P<0.05),见图1。
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表1  引物序列

基因 正向引物序列 反向引物序列

FosA 5'-CGT
 

TCT
 

ACT
 

TCC
 

TCG
 

ACC
 

CG-3' 5'-CGA
 

AAC
 

GCA
 

TTC
 

CCG
 

CAT
 

AG-3'

AmpC 5'-CCG
 

TAG
 

CCA
 

TCA
 

GCC
 

TGA
 

AA-3' 5'-GTG
 

AAG
 

GTC
 

TTG
 

CTC
 

ACC
 

GA-3'

APH(3')-Ⅱb 5'-GCT
 

GGC
 

GTA
 

CTT
 

CAG
 

GCT
 

AT-3' 5'-GCC
 

GTT
 

GTA
 

CCT
 

CGT
 

TTT
 

CG-3'

GAPDH 5'-ATG
 

GGC
 

AAT
 

ACG
 

GTG
 

GTG
 

TT-3' 5'-TGA
 

CGT
 

TGA
 

TCA
 

CTC
 

CTG
 

GC->3'

表2  153例标本分离细菌比例[n(%)]

细菌 病例占比

表皮葡萄球菌 36(23.53)

肺炎克雷伯菌 34(22.22)

鲍曼不动杆菌 31(20.26)

大肠埃希菌 24(15.69)

金黄色葡萄球菌 19(12.42)

铜绿假单胞菌 17(11.11)

表3  本研究所用的抗菌药物和相应功能

抗菌药物名称 分子靶标 终浓度(mg/L)

阿米卡星 细胞壁 2.0

头孢他啶 细胞壁 4.0

亚胺培南 细胞壁 0.5

美罗培南 细胞壁 0.5

哌拉西林 细胞壁 2.0

氨曲南 细胞壁 1.0

二甲胺四环素 蛋白质合成 1.0

环丙沙星 蛋白质合成 2.0

左氧氟沙星 蛋白质合成 1.0

甲氧苄氨嘧啶 叶酸生物合成 2.0

2.2 金黄色葡萄球菌与铜绿假单胞菌不同比例共培

养后对多重耐药性的影响 为了探讨金黄色葡萄球

菌与铜绿假单胞菌不同比例共培养后对多重耐药性

的影响。使用1∶0、1∶0.1、1∶0.2、1∶0.5、1∶1、1
∶2、1∶5、1∶10这8种比例共培养,随后使用10种

抗菌药物进行耐药性的测试,发现产生生物膜的静置

培养时,1∶0.5、1∶1、1∶2共培养比例均能提升细菌

对这10种抗菌药物的耐药性,比例为1∶1时耐药性

最高,见图2A。当摇菌培养时,1∶0.5和1∶2共培

养比例能提升细菌对头孢他啶、哌拉西林、二甲胺四

环素、甲氧苄-氨嘧啶这4种抗菌药物的耐药性,而1
∶1共培养比例均能提升细菌对这10种抗菌药物的

耐药性,比例为1∶1时耐药性最高,见图2B。

2.3 金黄色葡萄球菌与铜绿假单胞菌共培养后对耐

药基因表达的影响 为了探讨金黄色葡萄球菌与铜

绿假单胞菌共培养对多重耐药性提升的潜在机制,本
研究检测了铜绿假单胞菌关键耐药基因FosA、AmpC
和APH(3')-Ⅱb的表达水平,发现共培养后,无论是

产生生物膜的静置培养还是摇菌培养,这10种抗菌

药物单独处理后均能限制提升FosA、AmpC和APH
(3')-Ⅱb的表达水平(P<0.05),见图3。

  注:P<0.05。

图1  分离细菌共培养对多重耐药性的影响

图2  金黄色葡萄球菌与铜绿假单胞菌不同比例共培养后对多重耐药性的影响
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图3  金黄色葡萄球菌与铜绿假单胞菌共培养后对耐药基因表达的影响

3 讨  论

  导致人类感染的细菌可以分为两类:一类是能够

在任何人身上产生感染,不管他们的基本健康状况如

何;另一类是只在身体虚弱的人身上引起感染[6]。第

一类可被视为“专业
 

”病原体。第二类是由机会性病

原体组成的,它们很少感染社区,但它们构成了医院

感染的一个相关问题。在广泛使用抗菌药物之前,大
多数机会性病原体是共生微生物组的成员[7]。这些

细菌能很好地适应与宿主组织接触但生活在宿主组

织之外,不会引起健康问题;然而,它们转移到其他身

体位置就会引起感染。一旦抗菌药物开始被广泛使

用,第二类机会性病原体在医院里的流行程度就会增

加[8]。这一类由环境细菌组成,主要是非发酵性革兰

阴性菌,对目前诊所使用的抗菌药物敏感性低[9]。本

研究从153例标本共分离出多重细菌,其中比例超过

10%的有6种:表皮葡萄球菌、肺炎克雷伯菌、鲍曼不

动杆菌、大肠埃希菌、金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞

菌,均为机会性病原体。
铜绿假单胞菌能够定植于各种宿主,从单细胞生

物到植物、线虫或人类[10]。此外,它所具有的大多数

毒力决定因素都在其核心基因组中编码,表明在铜绿

假单胞菌成为人类健康问题之前,它们已经在自然界

中进化了[11]。有研究发现[12],抗菌药物进入的低膜

渗透性在铜绿假单胞菌的内在抗菌药物耐药性中起

主要作用,是由大多数 OprF孔蛋白的封闭构象状态

造成的[13]。导致铜绿假单胞菌对抗菌药物低敏感性

的另一个因素是存在一组不同的抗菌药物修饰酶,如
FosA、AmpC和APH(3')-Ⅱb[14]。本研究发现金黄

色葡萄球菌和铜绿假单胞菌共培养后,无论是产生生

物膜的静置培养还是摇菌培养,这10种抗菌药物单

独处理后均能限制提升FosA、AmpC和APH(3')-Ⅱ
b的表达水平(P<0.05)。

金黄色葡萄球菌和铜绿假单胞菌共培养可以显

著提升对抗菌药物混合物的耐药性(P<0.05)。相比

于摇菌培养,产生生物膜的静置培养能够获得更高的

多重耐药性。在临床实践中,微生物生物膜与持续的

慢性感染密切相关[15]。有研究表明[16],抗菌药物耐

药性可以通过基因组变化或生物膜的形成获得。生

物膜通常被定义为附着在表面或界面上的微生物群

落,并产生细胞外基质,这些微生物被嵌入其中。有

研究表明[17],抗菌药物无法促使生物膜灭绝,历史上

被认为是由于这些药物在生物膜结构中的渗透性降

低。然而,即使在生物膜基质中完全渗透的抗菌药物

也无法杀死所有易感的生物膜细菌,这表明抗菌药物

渗透性的降低并不能完全解释生物膜对抗菌剂的顽

固性在真实的人体环境中,许多其他微生物物种的可

能存在显然增加了多物种生物膜行为的复杂性,因为

所有纳入的微生物都能够相互竞争、合作和交流,共
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同形成了生物膜对抗菌药物的抗性。
综上所述,金黄色葡萄球菌与铜绿假单胞菌共培

养后,铜绿假单胞菌耐药基因FosA、AmpC和 APH
(3')-Ⅱb的表达水平上升,显著增强其多重耐药性。
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