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凝固酶阴性葡萄球菌生物膜形成与

多重耐药关系的研究

整羞塞 王亟塑 至垒麈

作者单位：300040天津市，天津市公安医院检验科

【摘要】 目的 探讨临床标本中凝固酶阴性葡萄球菌(coagulase negative S￡印^yzococci，cNs)生物

膜形成的状况，及其对细菌耐药的影响和多重耐药的关系，提高临床对CNS感染的重视，并帮助I临床根

据药敏试验结果选用抗菌药物。方法采用微孔板法制备生物膜，结晶紫染色，酶标仪比色检测42株

CNS的生物膜形成情况；对l临床标本分离的CNS进行鉴定，并采用纸片法进行药敏试验；所有数据采用

SPSS 17．0统计软件进行统计学分析。结果 比色法检测CNS的生物膜阳性率为76．19％(32／42)。药敏

试验结果显示生物膜阳性的CNS耐药情况较严重，尤其是对青霉素G和红霉素，耐药率分别为96．88％

和78．13％，对复方新诺明、克林霉素、四环素、环丙沙星耐药率亦超过50．00％，且呈多重耐药；生物膜阴

性的cNS耐药情况较轻，仅对青霉素G和红霉素耐药情况较严重，耐药率分别为60．00％和40．00％；尚

未发现对万古霉素耐药的CNS菌株。生物膜阳性CNS菌株对青霉素G、红霉素、克林霉素和复方新诺

明的耐药率均显著高于生物膜阴性CNS菌株，差异均有统计学意义(P均<0．05)。CNS生物膜生成多少

与多重耐药的严重情况呈正相关性(r=O．975，P<0．叭)。结论临床标本分离出的CNS绝大部分能产生

生物膜，对常见抗菌药物的耐药情况严重，且生物膜形成多少与多重耐药情况呈正相关关系。

【关键词】凝固酶阴性葡萄球菌；细菌生物膜；耐药性；多重耐药；纸片法
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The study on relationship between bi06lm production and multiple antibiotics resistance of coaguIase

negative脚J砂如cDc西
LU Xiu—wen，WANG Li—juan，WANG Jin—liang．Depanment of C1inicaI Laboratory，Tianjin Gong—An Hos—

pital，Tianjin 300040，China

【Abstract】 objective‘r0 study me fomlation of bacterial biofilm(BBF)of coaguIase negative．s‘叩b—
fococci (CNS)and the innuence on antibiotics resistance as well as the multiple antibiotics resistance bv it．So

as to draw doctors7 attention of this situation and to help them choosing antibiotics based on antibiotics suscep—

tibilitv testing results correctlv．Methods BBF of 42 strains CNS was formed bv micmplate method，detected

bv cIvstal violet staining and got colorimetry assav．Identified CNS and detected antibiotics resistance．I)ata

were analvzed bv SPSS 17．0 statistical software．ResllltS BBF was positive bv 76．19％(32／42)to CNS bv c01．

orimetIv assav．Antibiotics sensitivity testing results shown that CNS with BBF had a high antibiotics resistance

to penicillin G，ervthmmvcin，resistance rate were 96．88％、78．13％．And to cotrimoxazole，clindamycin，te—

tracvcline and cipmnoxacin，the resistance mtes were all above 50．00％．The dnlg resistant situation of CNS

without BFF was li小ter，onlv to penicillin C and erythromvcin 7s dmg resistant rates were higher (60．00％．

40．00％)．There was no CNS stmin was resistant to vancomycin．The dnlg resistance rates of CNS with BBf

strains to penicillin G， erythromycin， clindamvein and cotrimoxazole were higher than CNS without BBF

strains，t11e differences had statistical significance(f)all<0．05)．Also there were multiple antibiotics resistance

situations existed and Dositive correlation with the fornlation of BBF(r=0．975，．P<0．01)．Conclusion Certain

proportion of CNS clinical isolated could fonll BBF．CNS had stmng multiple antibiotics resistance．And there

was a Dosi“ve coⅡelation behveen the fbmlation of BBF of CNS and the multiDle antibiotics resistance situation．

【Key words】 coagulase negative S￡aP矗y!ococci；Bacterial biofilm；Antibioties resistance；Multiple an—

tibiotics resistance：Disc difbsion method

细菌生物膜是细菌在生长过程中，为适应生存

环境而形成的一种使细菌吸附于非生物或生物表面

的，由细菌自身分泌的细胞外基质，也可将这一细菌

群体本身视为细菌生物膜。细菌生物膜作为一种生
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物屏障，可以使细菌逃逸机体免疫系统，通过调节细

菌代谢状态降低细菌对抗菌药物的敏感性，并能有

效阻止药物透过被膜，使直接与菌体接触的抗菌药

物浓度降低，从而导致细菌生物膜相关感染反复发

作，难以治愈。

凝固酶阴性葡萄球菌(coagulase negative

．s￡印^∥ococci，CNS)包括表皮葡萄球菌、腐生葡萄球

菌和溶血葡萄球菌等，一直以来都被认为是存在于

人体皮肤、黏膜的正常菌群，但近年来CNS感染渐

多，成为了医院感染的主要病原菌，引起了研究者的

关注。

CNS细菌生物膜的形成，目前被认为是其致病

与耐药的主要原因。本文研究采用微孔板法对临床

分离的CNS进行生物膜体外制备、结晶紫染色后经

酶标仪比色，并将其结果与耐药、多重耐药进行统计

分析，总结耐药情况及多重耐药趋势，以期提高临床

对CNS感染的重视。同时帮助临床根据药敏结果合

理选用抗菌药物，及时有效控制CNS医院感染。

1材料与方法

1．1材料

1．1．1 菌株来源 收集2010年8月至2011年1月

自我院临床标本中分离的CNS菌株42株，分别取

自痰、血液、尿液、脓液、前列腺液标本。生物膜形成

阴性对照菌株为表皮葡萄球菌质控菌株ATCC

12228，购自全国临床检验中心。

1．1．2菌株鉴定 按照《全国临床检验操作规程》

(第3版)常规分离培养获纯菌株后，选择菌落形态

典型、革兰染色阳性、触酶试验阳性和凝固酶试验阴

性者，应用法国生物梅里埃公司VITEK一2全自动微

生物分析仪进行各项检测，最终确定为CNS菌株。

将CNS菌株于菌种保存液中一80℃冻存，备用。

1．1．3 培养基和药敏纸片 M—H培养基及头孢西

丁、青霉素G、复方新诺明、红霉素、克林霉素、万古

霉素、氯霉素、环丙沙星、庆大霉素、四环素、替考拉

宁、利福平12种药敏纸片，均购自天津金章医用新

技术研究所。

1．1．4 主要仪器及试剂 采用法国生物梅里埃公司

比浊仪和VITEK一2全自动微生物分析仪；B10一RAD

Model 680酶标仪和B10一RAD Model 1575洗板机为

北京志科微生物科技有限公司产品；美国碧迪生产

的BIO BASE生物安全柜；天津天宇公司生产的

HH—BII一500电热孵育箱；营养肉汤、菌种保存液和

结晶紫试剂均购白天津金章医用新技术研究所。

1．2方法

1．2．1 生物膜制备采用微孔板法制备生物膜：(1)

复溶菌种，转种血平板，同时种上表皮葡萄球菌

ATCC 12228，35℃培养24 h；(2)挑取典型菌落，调

制成0．5麦氏单位的菌悬液，加入96孔板，每株平

行加三孔，每孔0．2 ml，35℃培养24 h；(3)用移液器

小心吸干每孔菌液，换肉汤继续在35℃条件下培养

48 h；(4)再次用移液器小心吸干每孔菌液，生物膜

即黏附在微孔中。

1．2．2半定量检测生物膜形成 (1)用无菌水洗板

3次；(2)用甲醇固定液固定；(3)结晶紫染色；(4)洗

去未黏附细菌，晾干；(5)每孔加入0．2 ml乙醇溶液，

溶解生物膜上的染料后，将有色溶液在波长为570

nm处比色，读取吸光度值(A=570 nm)。

生物膜形成阳性株筛选标准：菌株吸光度值

(A=570 nm)均值与阴性对照菌株吸光度值均值比

值≥2，判定为生物膜形成株(生物膜阳性菌株)。比

值的高低代表生物膜形成的多少。

1．2．3药敏试验 按照2010年美国临床试验室标

准化协会抗微生物药物敏感性试验执行标准，采用

纸片扩散法(Kirby—Bauer法)进行药敏试验与结果

判读。

1．2．4统计学处理 采用SPSS 17．0统计软件对数

据进行分析。生物膜阳性和阴性菌株对常用抗生素

耐药率比较采用校正卡方检验；生物膜形成多少与

多重耐药情况的关系采用直线回归相关性分析。以

P<0．05为差异有统计学意义。

2 结果

2．1 42株CNS的耐药情况分析经检测，生物膜

阳性CNS 32株，生物膜阴性CNS 10株，生物膜形成

率达76．19％。生物膜阳性CNS对青霉素G、红霉素

的耐药情况最为严重，耐药率分别为96．88％和

78．13％，且对12种抗菌药物整体呈现多重耐药；生

物膜阴性CNS仅对青霉素G和红霉素的耐药情况

较严重，耐药率分别为60．00％和40．00％，对其他抗

菌药物的耐药情况较轻或完全敏感。未发现对万古

霉素耐药的CNS菌株。见表1。

2．2生物膜阳性与阴性CNS菌株对抗菌药物耐药

情况的比较 生物膜阳性CNS菌株对青霉素G、红

霉素、克林霉素和复方新诺明的耐药率均显著高于

生物膜阴性CNS菌株，差异均有统计学意义(P均<

0．05)；而对于四环素和环丙沙星，生物膜阳性CNS

菌株的耐药率虽然高于生物膜阴性CNS菌株，但差

异均无统计学意义(P均>0．05)。见表2。

2．3生物膜形成与多重耐药情况的关系 为方便
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表l 42株CNS对12种抗菌药物的耐药情况[n(％)]

表2生物膜阳性和阴性的CNS对常见抗生素耐药情况

的比较[n(％)]

注：本表仅不口J进行卡方检验的药物组别

分析，人为将CNS菌株吸光度值均值与阴性对照菌

株吸光度值均值的比值按O～、2一、4～、6～、8～12分为

5个组。将比值与耐药种数进行相关性分析，二者旱

正相关关系(r=O．975，P<0．01)。见表3及图1。

3讨论

目前认为，CNS的感染率上升，与近{‘多年来侵

人性诊疗设备的操作，如留置导管，以及植入性医用

材料的应用，如人工瓣膜、人工关节等有关，而CNS

在这些材料表面形成牛物膜，则是其耐药与难治性

的重要原因。此外，由于免疫抑制剂、细胞毒药物的

应用，导致机体细胞或免疫功能降低，也是CNS成

为医院感染主要机会致病菌的原因”。

生物膜的形成是多因素作用的共同结果，如生

物材料植入感染，多涉及到生物材料、细菌、宿主二

者之间的关系2’。其形成过程大致可分两个阶段：黏

附阶段和聚集阶段。黏附阶段义可分为早期黏附和

后期黏附阶段。细菌的早期黏附是细菌直接或间接

附着在生物材料表面的非特异性、叮逆性的过程，主

要借助于电荷力和疏水作用等理化作用力；后期黏

表3生物膜形成情况与多重耐药氍度情况

耐药种数(种)比值——合计
O l 2 3 4 5 6 7 8

O～ 1 3

2～ 0 O

4～ 0 O

6～ 0 0

8～12 0 0

合汁 l 3

O 0

0 O

7 3

0 4

O 0

7 7

0 0

O 0

O 0

5 0

0 4

5 4

JO

7

10

9

6

42

图1 耐药种数与比值关系的散点图

注：比值指锌菌株吸光度均值／阴性对照菌株吸光度均值；耐药种

数反映多重耐药情7兄，比值反映乍物膜形成情况

附是早期黏附后，在各种黏附因子的作用下发生特

异性结合的不可逆黏附。

细菌聚集是细菌在生物材料表面增殖、相互黏

附形成多层细胞团块的过程，最终外层被黏液样物

质包裹，形成成熟的细菌生物膜。

与CNS生物膜生成有关的因子，有自溶素、纤

维蛋白原结合蛋白、葡萄球菌表面蛋白、细菌间多糖

黏附素、血凝素、聚集相关蛋A等314。

有乍物膜的细菌不仅抵抗抗菌药物，还可抵抗

)

)

)

6

4

2

骚窭蔷毫
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机体的杀菌作用，表现为细菌耐药率提高，出现多重

耐药，久治不愈，危害性严重。产生此现象的原因，对

于CNS来说，除了普通细菌的渗透限制学说、营养

限制学说、细菌传感效应学说、程序化细胞死亡学说

等，还与CNS生物膜的主要成分是脂多糖(细胞外

多糖)有关。细胞外多糖有抗吞噬作用，生物膜形成

后，宿主游走的淋巴细胞将无法黏附于生物材料表

面∞j。且在葡萄球菌聚集阶段，除观察到细胞外多糖

合成增加外，生物膜内细菌的抗药性也在提高№]。

本文研究采用操作简便，基层单位也可以进行

的微孔板法制备生物膜和结晶紫染色检测菌株的生

物膜形成情况，由于尚无生物膜标准菌株，试验中采

用微量成膜的表皮葡萄球菌ATCC 12228作为生物

膜阴性对照株，得到76．19％(32／42)的成膜率，比一

般文献口峙艮告略高，表明CNS有较强的生物膜生成

能力，在今后的临床微生物检测时，应引起足够的重

视。

从药敏试验来看，CNS对青霉素G、红霉素、克

林霉素、环丙沙星、四环素等耐药严重，耐药率分别

达88．10％、69．05％、54．76％、50．00％、50．00％，仅对

万古霉素、替考拉宁、头孢西丁以及利福平等敏感，

耐药率依次为O，00％、238％、9．52％、16．67％。在其

他文献[73中，表皮葡萄球菌对复方新诺明的耐药率

亦较高，耐药率达78．35％。但本文研究显示，CNS对

复方新诺明的耐药率仅为45．24％，可能是不同地区

不同时期用药不同造成的，也可能是样本抽样误差

造成的。但CNS的总体耐药情况与以往文献基本一

致。

经统计学分析发现，生物膜阳性CNS菌株对青

霉素G、红霉素、克林霉素和复方新诺明的耐药率比

生物膜阴性CNS菌株有所提高，且差异均有统计学

意义(P均<0．05)，证实了生物膜在耐药现象形成中

的作用。而二者对四环素和环丙沙星的耐药率，差异

均无统计学意义(P均>0．05)，与沈月芳等隅1的报道

一致。

生物膜的检测目前还没有统一的方法，在本文

研究中，生物膜形成后，进行染色比色，以各菌株吸

光度值的均值和阴性对照菌株吸光度值均值相比，

其比值≥2的，认为是生物膜形成株；再以耐药种类

多少代表多重耐药情况，做相关性分析，从散点图直

观比较，以及在0．0l水平，计算相关系数r为

0．975，接近于1，均证实生物膜生成与多重耐药程度

有显著相关性。至于用吸光度来界定多重耐药严重

程度的具体数值，尚待进一步讨论研究。
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