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子宫内膜异位症术后感染病原学研究*
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【摘要】 目的 研究本地区子宫内膜异位症术后感染病原菌分布和流行特点,为合理使用抗生素进行预防和治疗提供

依据。 方法 收集本地区子宫内膜异位症术后感染患者临床标本,采用全自动微生物鉴定仪进行菌种鉴定,采用K-B
纸片法进行药敏试验,并筛选 MRSA和产ESBLs

 

酶的大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌。采用PCR热扩增对产ESBLs酶的

大肠埃希菌进行分型研究。 结果 共计分离出38株革兰阳性菌,分别为金黄色葡萄球菌16株、表皮葡萄球菌9株、

肠球菌8株、肺炎链球菌5株;59株革兰阴性菌,分别为大肠埃希菌23株、肺炎克雷伯菌15株,铜绿假单胞菌11株,鲍
曼不动杆菌6株、其他G-

 

4株;真菌共计3株,全部为白色假丝酵母菌。其中 MRSA检出5株,检出率31.25%;产ES-
BLs大肠埃希菌检出11株,检出率47.83%;产ESBLs肺炎克雷伯菌检出5株,检出率33.33%。革兰阳性菌对红霉素、

青霉素G、四环素、头孢呋辛酯、头孢噻肟、庆大霉素、阿米卡星、哌拉西林、哌拉西林-他唑巴坦和左氧氟沙星耐药率为

68.42%、52.63%、55.26%、44.74%、39.47%、55.26%、10.53%、57.89%、10.53%和28.95%,未产生对对替考拉宁和

万古霉素产生耐药性;革兰阴性菌对头孢他啶、头孢吡肟、哌拉西林、哌拉西林-他唑巴坦、左氧氟沙星、美罗培南和亚胺

培南耐药率为38.98%、15.25%、66.10%、8.47%、28.81%、5.08%和5.08%。11株产ESBLs大肠埃希菌中检出7株

携带CTX-M-1基因,4株携带TEM 基因,3株携带CTX-M-14基因,携带SHV基因、CTX-M-8基因、CTX-M-9基因、

OXA1基因和OXA2基因各1株。 结论 金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌是本次研究中的主要致病菌,

CTX-M型是产ESBLs大肠埃希菌的主要基因型。
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【Abstract】 Objective To
 

study
 

the
 

distribution
 

and
 

epidemic
 

characteristics
 

of
 

postoperative
 

infection
 

pathogens
 

of
 

endometriosis
 

in
 

this
 

area,so
 

as
 

to
 

provide
 

basis
 

for
 

the
 

rational
 

use
 

of
 

antibiotics
 

for
 

prevention
 

and
 

treatment. Methods
 The

 

clinical
 

specimens
 

of
 

patients
 

with
 

postoperative
 

endometriosis
 

infection
 

in
 

this
 

region
 

were
 

collected.
 

K-B
 

disk
 

method
 

was
 

used
 

for
 

drug
 

sensitivity
 

test.
 

MRSA
 

and
 

ESBLs
 

producing
 

E.
 

coli
 

and
 

K.
 

pneumoniae
 

were
 

screened.
 

The
 

typing
 

of
 

ESBLs
 

producing
 

E.
 

coli
 

was
 

studied
 

by
 

PCR
 

thermal
 

amplification. Results Specimen
 

isolation:a
 

total
 

of
 

38
 

strains
 

of
 

Gram-positive
 

bacteria
 

were
 

isolated,including
 

16
 

strains
 

of
 

S.
 

aureus,9
 

strains
 

of
 

S.
 

epidermidis,8
 

strains
 

of
 

Enterococcus
 

and
 

5
 

strains
 

of
 

S.
 

pneumoniae;59
 

strains
 

of
 

Gram-negative
 

bacteria
 

were
 

isolated,including
 

23
 

strains
 

of
 

E.
 

coli,15
 

strains
 

of
 

K.
 

pneumoniae,11
 

strains
 

of
 

Pseudomonas
 

aeruginosa,6
 

strains
 

of
 

Acinetobacter
 

baumannii
 

and
 

other
 

G-4
 

strains;3
 

strains
 

of
 

fungi
 

were
 

isolated,all
 

of
 

which
 

are
 

Candida
 

albicans.
 

Among
 

them,5
 

strains
 

were
 

detected
 

by
 

MRSA,and
 

the
 

detection
 

rate
 

was
 

31.25%;11
 

strains
 

of
 

ESBLs
 

producing
 

E.
 

coli
 

were
 

detected,and
 

the
 

detection
 

rate
 

was
 

47.83%;5
 

strains
 

of
 

K.
 

pneumoniae
 

producing
 

ESBLs
 

were
 

detected,and
 

the
 

detection
 

rate
 

was
 

33.33%.
 

Drug
 

sensitivity:the
 

resistance
 

rates
 

of
 

Gram-positive
 

bacteria
 

to
 

erythromycin,penicillin
 

G,tetracycline,cefuroxime,cefo-
taxime,gentamicin,amikacin,piperacillin,piperacillin

 

tazobactam
 

and
 

levofloxacin
 

were
 

68.42%,52.63%,55.26%,

44.74%,39.47%,55.26%,10.53%,57.89%,10.53%
 

and
 

28.95%,and
 

there
 

was
 

no
 

resistance
 

to
 

teicoplanin
 

and
 

van-
comycin;The

 

resistance
 

rates
 

of
 

Gram-negative
 

bacteria
 

to
 

ceftazidime,cefepime,piperacillin,piperacillin
 

tazobactam,levo-
floxacin,meropenem

 

and
 

imipenem
 

were
 

38.98%,15.25%,66.10%,8.47%,28.81%,5.08%
 

and
 

5.08%.
 

Among
 

the
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ESBLs
 

producing
 

E.
 

coli
 

strains,7
 

strains
 

carried
 

CTX-M-1
 

gene,4
 

strains
 

carried
 

TEM
 

gene,3
 

strains
 

carried
 

CTX-
M-14

 

gene,and
 

1
 

strain
 

each
 

carried
 

SHV
 

gene,CTX-M-8
 

gene,CTX-M-9
 

gene,OXA1
 

gene
 

and
 

OXA2
 

gene. Conclu-
sion S.

 

aureus,E.
 

coli
 

and
 

K.
 

pneumoniae
 

are
 

the
 

main
 

pathogens
 

in
 

this
 

study.
 

CTX-M
 

type
 

is
 

the
 

main
 

genotype
 

of
 

ESBLs
 

producing
 

E.
 

coli.
【Key

 

words】 endometriosis;postoperative
 

infection;etiology

  子宫内膜异位症是一种常见的、慢性的和炎性的

妇科疾病。它是指子宫内膜组织(腺体和间隙)出现在

子宫及宫腔被覆内膜以外的部位并生长为特征,从而

引发疼痛、不孕等临床症状,影响着女性的身心健康。
内膜异位主要出现在宫骶韧带、子宫直肠陷凹和卵巢

等部位。子宫内膜异位症在育龄女性中的发病率为

2%~15%,在不孕女性中发病率约为50%[1-2]。子

宫内膜异位症所引起的病灶因部位不同具有多样性,
因而治疗方案也可分为药物治疗和手术治疗[3]。药物

治疗主要是通过药物抑制异常内膜增生,但是其存在

副作用,且用药期间无法怀孕。手术治疗则是通过手

术的方式切除病灶,其存在问题是术后感染和复发的

风险[4]。术后感染是常见并发症,而随着抗生素的广

泛使用,病原菌的分布和耐药性不断发生变化。因而

对术后感染进行病原学研究,探讨病原菌耐药机制能

够为感染后有效用药提供有力依据。本研究中对子宫

内膜异位症术后感染病原菌分布和耐药特点进行研

究,并进一步研究主要病原菌的耐药机制和流行特点。

材料与方法

1 材料

1.1 研究对象 收集本地区子宫内膜异位症术后感

染患者临床标本。术后感染诊断标准《医院感染诊断

标准》。标本采集依据《临床微生物学检验标本的采集

和转运(WS/T640-2018)》中的相关要求。

1.2 仪器与试剂 VITEK
 

2COMPACT
 

30/60全

自动微生物鉴定仪,法国生物梅里埃公司生产;ABI-
7500型荧光定量PCR分析仪,美国应用生物系统公

司生产;凝胶电泳仪,美国BIO-RAD公司生产;微量

高速离心机及离心管,德国Eppendorf公司产品。培

养基,杭州天和微生物试剂有限公司产品;Taq
 

DNA
聚合酶、10×PCR

 

buffer、dNTP
 

Mixture、DNA
 

Mark-
er,宝生物工程(大连)有限公司产品;药敏纸片,北京

天坛药物生物技术开发公司产品。

2 方法

2.1 样本鉴定 标本培养及鉴定参照《全国临床检验

操作规程》,标本鉴定采用VITEK
 

2COMPACT
 

30/

60全自动微生物鉴定仪和对应鉴定卡。

2.2 药敏试验 采用K-B纸片法对临床常用抗生素

进行药敏试验。室温复苏菌株,并将菌株接种于对应

的培养基,(35+2)℃培养18-24
 

h。在培养基上挑选

饱满菌落3~5个接种于 MH肉汤中,再次培养6
 

h。
采用生理盐水将校正为0.5麦氏浊度。同步准备纸

片,将纸片在35
 

℃的温箱中放置30
 

min,以除去水

分。用无菌棉签蘸取菌液后并挤去多余菌液,均涂布

接种3次,每次旋转平板60度。涂布完毕并于室温放

置15
 

min,然后采用无菌镊子放置药敏纸片,药敏纸

片平贴于平板,纸片间距离不少于24
 

mm,纸片中心

距平板边缘不少于15
 

mm。纸片贴好后不能移动,室
温放置15

 

min后,倒置于35
 

℃的温箱中,培养18-20
 

h后观察结果。判读标准:CLSI
 

2021。

2.3 MRSA菌株检测 采用 K-B纸片法进行初筛,
试验过程参照2.2,孵育温度33~35

 

℃,孵育时间16-
18

 

h。药敏纸片选用30
 

μg
 

FOX(头孢西丁)。判读标

准依据CLSI
 

2021,FOX
 

抑菌环≤21
 

mm,为阳性。
质控菌株:金黄色葡萄球菌ATCC

 

43300。

2.4 大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌产ESBLs
 

菌株检测

2.4.1 产ESBLs
 

菌株初筛 采用 K-B纸片法进行

初筛,试验过程参照2.2,孵育温度(35±2)℃,孵育时

间18-20
 

h。药敏纸片选用30
 

μg
 

CAZ(头孢他啶)。
判读标准依据CLSI

 

2021,CAZ
 

抑菌环≤22
 

mm。质

控菌 株:大 肠 埃 希 菌 ATCC25922,肺 炎 克 雷 伯 菌

ATCC700603。

2.4.2 产ESBLs菌株表型确证 采用 K-B纸片法

进行初筛,试验过程参照2.2,孵育温度(35±2)℃,孵
育时间16-18

 

h。药敏纸片选用30
 

μg
 

CAZ,30
 

μg/10
 

μg
 

CAZ/CA(头孢他啶/克拉维酸);30
 

μg
 

CTX(头孢

噻肟),30
 

μg/10
 

μg
 

CTX/CA(头孢噻肟/克拉维酸)两
组药敏纸片。判读标准依据CLSI

 

2021,任何一组加

CA(克拉维酸)后与不加CA比较,抑菌环增加值≥5
 

mm。质控菌株:大肠埃希菌 ATCC25922,肺炎克雷

伯菌ATCC700603。

2.5 大肠埃希菌产ESBLs基因检测

2.5.1 DNA
 

模板制备 从 MH模板上挑取3~5个

饱满菌落,置入盛有0.6
 

ml无菌水中,100
 

℃煮沸15
 

min,5
 

000
 

g离心3
 

min,取上清,-20
 

℃保存备用。

2.5.2 PCR扩增 引物设计参照文献[5]和 Gen-
Bank对 TEM、SHV、CTX-M-1、CTX-M-2、CTX-M-
8、CTX-M-9、CTX-M-14、OXA-1、OXA-2和 OXA-10
进行设计。反应体系:EX

 

Taq酶1.25
 

μl,dNTP
 

Mix-
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ture
 

4
 

μl,10×PCR
 

buffer
 

5
 

μl,DNA模板液4
 

μl,上
下游引物各2

 

μl,ddH2O
 

8.75
 

μl。循环参数:94
 

℃预

变性5
 

min;94
 

℃解链40
 

s,58
 

℃退火40
 

s,72
 

℃延伸

40
 

s,35
 

cycles;72
 

℃终延伸8
 

min,4
 

℃保存。产物经

1%琼脂糖凝胶(0.5
 

μg/ml
 

EB)120
 

V电泳30
 

min,采
用凝胶成像系统进行拍照。质控菌株:大肠埃希菌

ATCC25922。

结 果

1 菌株分布

本次研究中共分离出100株病原菌。其中革兰阳

性菌38株,革兰阴性菌59株,真菌3株。革兰阳性菌

中金黄色葡萄球菌16株、表皮葡萄球菌9株、肠球菌

8株、肺炎链球菌5株。革兰阴性菌中大肠埃希菌23
株、肺炎克雷伯菌15株,铜绿假单胞菌11株,鲍曼不

动杆菌6株、其他革兰阴性菌4株。真菌全部为白色

假丝酵母菌。金黄色葡萄球菌是革兰阳性菌中主要致

病菌,其中 MRSA检出5株,检出率31.25%。大肠

埃希菌和肺炎克雷伯菌是革兰阴性菌中主要致病菌。
其中 产 ESBLs 大 肠 埃 希 菌 检 出 11 株,检 出 率

47.83%;产ESBLs肺炎克雷伯菌检出5株,检出率

33.33%。

2 革兰阳性菌耐药情况

革兰阳性菌对红霉素、青霉素G、四环素、头孢呋

辛酯、头孢噻肟、庆大霉素、阿米卡星、哌拉西林、哌拉

西林-他唑巴坦和左氧氟沙星耐药株数为:26、20、21、

17、15、21、4、22、4 和 11 株,耐 药 率 为 68.42%、

52.63%、55.26%、44.74%、39.47%、55.26%、

10.53%、57.89%、10.53%和28.95%。革兰阳性菌

未产生对替考拉宁和万古霉素耐药性。金黄色葡萄球

菌对上述药物耐药株数为:13、12、10、6、5、8、2、8、1和

6株,耐药率为81.25%、75.00%、62.50%、37.50%、

31.25%、50.00%、12.50%、50.00%、6.25% 和

37.50%。

3 革兰阴性菌耐药情况

革兰阴性菌对头孢他啶、头孢吡肟、哌拉西林、哌
拉西林-他唑巴坦、左氧氟沙星、美罗培南和亚胺培南

耐药株 数 为:23、9、39、5、17、3和3株,耐 药 率 为

38.98%、15.25%、66.10%、8.47%、28.81%、5.08%
和5.08%。大肠埃希菌对上述药物耐药株数为:12、

6、15、3、9、1和1株,耐药率为52.17%、26.09%、

65.22%、13.04%、39.13%、4.35%和4.35%。

4 产ESBLs大肠埃希菌PCR扩增结果

11株产ESBLs大肠埃希菌中所携带基因类型及

菌株数为:CTX-M-1
 

3株,CTX-M-14
 

2株,CTX-M-1
+TEM、CTX-M-1+TEM+SHV、CTX-M-1+CTX-

M-8+TEM、CTX-M-1+CTX-M-14、CTX-M-9+
TEM+OXA2、CTX-M-14+OXA1各1株。检出7
株携带CTX-M-1基因,4株携带TEM基因,3株携带

CTX-M-14基因,携带 SHV 基因、CTX-M-8基 因、

CTX-M-9基因、OXA1基因和OXA2基因各1株。

讨 论

手术治疗子宫内膜异位症能够有效地去除病灶从

源头上解决问题,但是术后感染的预防和治疗是研究

的重点。本次研究中大肠埃希菌、金黄色葡萄球菌和

肺炎克雷伯菌是本次研究中的主要病原菌,也是院内

感染的常见病原菌,其中大肠埃希菌占比最高。大肠

埃希菌在临床分离的革兰阴性菌中居首位,是肠道中

的寄居菌,也是条件致病菌。大肠埃希菌中部分血清

型具有致病性其机理是特定的菌毛抗原、致病性毒素

引起感染[6]。当机体免疫下降或在肠道外时,它可引

发多部位感染,如泌尿系感染、血流感染和肺部感染

等[7]。由于抗生素的广泛使用,大肠埃希菌耐药菌的

检出率越来越高。超广谱β-内酰胺酶(extended-spec-
trum

 

β-lactamases,ESBLs)是革兰阴性菌的重要耐药

机制之一。ESBLs由革兰阴性菌如大肠埃希菌、肺炎

克雷伯菌产生,由质粒介导,能够水解青霉素酶类、单
环氨曲南类和第三代头孢菌素等。产ESBLs的革兰

阴性菌约数百种,其中产ESBLs大肠埃希菌和肺炎克

雷伯菌是主要菌群。麦颖等[8]对广州医科大学附属第

一医院分离菌株进行分析显示产ESBL大肠埃希菌检

出率由23.5%升到54.9%,产ESBL肺炎克雷伯菌从

22.1%升至33.9%。刘海红[9]对2010-2014山东省的

三家医院收集标本研究显示产ESBLs检出率为62.
28%。黄海林等[10]对2017-2020年昆明市儿童医院

研究显示大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌产ESBLs率分

别为51.8%和39.1%。ESBLs有TEM、SHV、OXA
和CTX-M基因型,不同地区不同时间ESBLs的流行

基因型有着较大差异。不同ESBLs基因型水解抗生

素存在一定差异,其机制是其发生氨基酸位点突变使

得水解底物活性发生改变,其中TEM和SHV型水解

头孢噻肟能力强于水解头孢他啶,而CTX-M 型水解

头孢他啶能力更强[11]。在20世纪80年代 TEM 和

SHV型是ESBLs的主要基因型,而近年来CTX-M
型检出率越来越高。Castanheira等[12]在2011-2013
年一份对美国研究中显示分离到的产ESBLs酶大肠

埃希菌以SHV型、CTX-M-14型和CTX-M-15型为

主。Ondera等[13]对日本医院的研究中显示产ESBLs
酶大肠埃希菌以CTX-M-3型为主。Nogueira等[14]

对巴西三级医院的研究显示产ESBLs酶大肠埃希菌

以CTX-M-15型和SHV型为主。在国内,刘海红[9]
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研究中360株产 ESBLs酶大肠埃希菌中303株为

CTX-M型,159株SHV型和254株TEM 型。本次

研究中产ESBLs大肠埃希菌检出率47.83%,CTX-M
型是主要基因型。金黄色葡萄球菌能够产生多种酶、
毒素和抗原蛋白,具有较强的致病力,是术后感染的常

见病原菌。它能够引起术后切口感染、软组织感染以

及血流感染等。在研究金黄色葡萄球菌耐药机制时发

现其有一个可移动的基因元件,葡萄球菌盒式染色体

(SCCmec),它可以携带 mecA基因,还可携带多种质

子,可同时编码多种耐药基因。MRSA曾被称为“超
级细菌”,它不仅对青霉素、β-内酰胺类抗生素类药物

耐药,同时对喹诺酮类抗生素、大环内酯类抗生素、氨
基糖苷类抗生素敏感性降低。2012年万艳红[15]对山

西省3家医院的研究显示 MRSA 阳性率33.6%。

2016-2020年四川省耐药监测网显示 MRSA检出率位

于26.2%与28.3%之间[16]。在本次研究中 MRSA
检出率为31.25%,对红霉素、青霉素G耐药率较高,
未对替考拉宁和万古霉素耐药性产生耐药性。因而,
在手术治疗子宫内膜异位症时应慎重选用抗生素预防

术后感染,延缓病原菌耐药进程。在治疗术后感染时,
尽量进行药敏试验,并根据结果合理选择抗生素。
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