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［摘　要］　目的　分析某院耐碳青霉烯鲍曼不动杆菌（ＣＲＡＢ）的耐药特性、主要流行克隆型及生物膜形成能力，

为更好地防控ＣＲＡＢ感染提供参考。方法　收集该院３２株非重复ＣＲＡＢ菌株，采用全自动微生物分析系统进行药

敏检测，结晶紫染色法检测ＣＲＡＢ生物膜形成能力，脉冲场凝胶电泳（ＰＦＧＥ）分析ＣＲＡＢ克隆多态性。结果　３２株

ＣＲＡＢ对四环素的耐药率最低（６８．６％），对其他药物的耐药率均＞７８％。ＰＦＧＥ同源性结果显示，３２株ＣＲＡＢ可

分为９个（Ａ～Ｉ型）不同克隆型，每个克隆型包括１～９株，主要的流行克隆型是 Ａ型（９株）和Ｅ型（７株）。３２株

ＣＲＡＢ中，１４株（４３．８％）有生物膜形成能力且均为弱阳性；各克隆型间生物膜形成能力比较，差异无统计学意义

（χ
２＝６．６３６，犘＝０．６５９）。随着生物膜形成能力的增强，耐药率均有不同程度地升高，但产膜菌与非产膜菌两组间

仅庆大霉素耐药率比较，差异具有统计学意义（χ
２＝４．８７９，犘＜０．０５）。结论　该院ＣＲＡＢ存在以Ａ型和Ｅ型为主

的不同克隆型传播，生物膜形成能力的增强能提高菌株的耐药性。
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　　鲍曼不动杆菌（犃犮犻狀犲狋狅犫犪犮狋犲狉犫犪狌犿犪狀狀犻犻，ＡＢ）

是一种非发酵革兰阴性杆菌，能够引起广泛的医院

感染。碳青霉烯类药物具有广泛的抗菌谱和较强的

抗菌活性，是治疗ＡＢ首选药物。随着碳青霉烯类

药物的普遍使用，以及ＡＢ固有的或获得性耐药特

性，导致了耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌（ｃａｒｂａ

ｐｅｎｅｍｒｅｓｉｓｔａｎｔ犃犮犻狀犲狋狅犫犪犮狋犲狉犫犪狌犿犪狀狀犻犻，ＣＲＡＢ）

的克隆广泛流行［１］。ＣＨＩＮＥＴ监测网监测结果显

示，ＡＢ对美罗培南和亚胺培南的耐药率从２０１４年

的６６．７％和６２．４％，分别上升至２０１８年的７８．１％

和７７．１％
［２］。ＡＢ的耐药与其具有生物膜形成能力

有关，研究［３］显示，４２％的临床分离菌具有生物膜形

成能力，且大部分产膜菌为多重耐药菌，生物膜形成

能力在不同克隆菌株之间也存在差异［４］，给临床防

控ＣＲＡＢ带来了更大的挑战。对某院３２株ＣＲＡＢ

进行研究，旨在了解ＣＲＡＢ主要流行克隆型和生物

膜形成能力，以及生物膜形成能力与克隆型、耐药率

之间的关系，以期完善ＣＲＡＢ的防控措施，现将研

究结果报告如下。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株来源　收集２０１７年２—１０月某三甲综

合医院各临床科室送检分离的３２株非重复ＣＲＡＢ

菌株，所有菌株均经ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动微生

物分析系统鉴定。

１．１．２　药敏纸片　抗菌药物纸片主要有头孢哌酮／

舒巴坦、左氧氟沙星、复方磺胺甲口恶唑、阿米卡星、哌

拉西林、四环素、替卡西林／克拉维酸、头孢他啶、头

孢吡肟、环丙沙星、庆大霉素、美罗培南、妥布霉素。

１．１．３　主要仪器与试剂　ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自

动微生物分析仪及配套的药敏纸片、恒温培养箱、

比浊仪、摇床、ＰＦＧＥ电泳仪、酶标仪、凝胶成像系统、

９６孔聚苯乙烯灭菌板、磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）、无水

乙醇、１％结晶紫、限制性内切酶 ＸｂａＩ和 ＡｐａＩ、

ＰＦＧＥ专用琼脂糖凝胶。

１．２　方法

１．２．１　药敏试验　试验菌株纯化后采用ＶＩＴＥＫ２

Ｃｏｍｐａｃｔ全自动微生物分析系统进行药物敏感性检

测，参照美国临床实验室标准化协会［５］（ＣＬＳＩ）２０１８

年版制定的标准对检测结果进行判读。大肠埃希菌

ＡＴＣＣ２５９２２为质控菌株。

１．２．２　ＰＦＧＥ同源性分析　将３７℃培养过夜的

ＣＲＡＢ菌落刮置ＣＳＢ缓冲液中，用比浊仪调整菌悬

液的浓度，菌悬液经１％ＳｅａｋｅｍＧｏｌｄ琼脂糖凝胶

包被、蛋白酶Ｋ消化和限制性内切酶 ＡｐａＩ酶切后

在ＣＨＥＦＤＲＩＩ电泳仪中进行脉冲场凝胶电泳。电

泳条件：缓冲液温度１４℃，电场强度６Ｖ／ｃｍ，电场

夹角１２０度，脉冲转换时间２．２～６３．８ｓ，电泳时间

１６ｈ。电泳结束后用ＧｅｌＲｅｄ核酸染料染色，在凝胶

成像系统下观察并拍照保存。参照美国疾病控制与

预防中心（ＣＤＣ）研究员 Ｔｅｎｏｗｅｒ
［６］推荐的方法对

ＰＦＧＥ结果进行判读：条带完全一致定义为同一型

别，１～３条条带存在差异定义为同一型别的不同亚

型，３条以上条带存在差异定义为不同型别。使用

ＢｉｏＮｕｍｅｒｉｃｓ软件对ＰＦＧＥ图谱进行聚类分析，绘

制树状图。

１．２．３　结晶紫染色法测定生物膜形成能力　参照

相关文献［７８］，将处于对数生长期的３２株ＣＲＡＢ菌

落接种于９６孔聚苯乙烯灭菌板中，２００μＬ／孔，

３孔／株，空白培养基作为阴性对照。将９６孔板置

于３７℃恒温箱中培养４８ｈ后，小心地将菌液吸出，

磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）反复清洗，室温晾干后每孔加

入２００μＬ的１％结晶紫染液染色２０ｍｉｎ，灭菌蒸馏

水将染液洗净，室温晾干后每孔加入２００μＬ无水乙

醇溶解结晶紫１０ｍｉｎ，用酶标仪测定每孔在５７０ｎｍ

处的吸光度（Ａ）值，以３孔Ａ值的平均值为每株菌

的最终Ａ值。生物膜形成能力结果判定
［９］：测定空

白培养基的最终Ａ值，定义ＡＣ＝Ａ＋３Ｓ，将待测菌

株的最终Ａ值与ＡＣ 进行比较，阴性（－）：Ａ≤ＡＣ，

无被膜形成；弱阳性（＋）：ＡＣ＜Ａ≤２ＡＣ，弱被膜形

成；中等阳性（＋＋）：２ＡＣ＜Ａ≤４ＡＣ，中等被膜形

成；强阳性（＋＋＋）：Ａ＞４ＡＣ，强被膜形成。

１．３　统计方法　应用ＳＰＳＳ２２．０软件进行数据分

析，计数资料采用构成比描述，χ
２ 检验或秩和检验，

犘≤０．０５为差异具有统计学意义。
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２　结果

２．１　菌株来源　３２株ＣＲＡＢ分离自３２例患者，其

中男性２６例（８１．３％），女性６例（１８．７％），平均年龄

（５１．３４±１９．５４）岁，４５～６０岁患者１３例（４０．６％）。

ＣＲＡＢ标本主要分离自痰（４６．９％），科室主要分布于

新生儿重症监护病房（ＮＩＣＵ，４３．８％）。见表１。

２．２　ＰＦＧＥ电泳结果　ＰＦＧＥ图谱经聚类分析结

果显示，３２株ＣＲＡＢ可分为９个不同克隆型，分别

为Ａ～Ｉ型，Ａ型为主要克隆型（９株），Ｅ型７株，Ｂ

型和Ｃ型各４株，Ｄ型、Ｆ型和Ｇ型各２株，Ｈ型和

Ｉ型各１株。见图１。

２．３　生物膜形成结果　阴性对照组ＡＣ＝Ａ＋３Ｓ＝

０．０８０＋３×０．００７＝０．１０１，将３２株ＣＲＡＢ的最终

Ａ值与ＡＣ 值比较，结果显示有１４株具有生物膜形

成能力，占４３．８％，且均为弱阳性。

２．４　生物膜形成能力与不同克隆型的分析　将不同

克隆型内各菌株最终Ａ值与ＡＣ 值比较，各克隆型菌

株的生物膜形成能力见表２。各克隆型间生物膜形成

能力比较，差异无统计学意义（χ
２＝６．６３６，犘＝０．６５９）。

表１　３２例ＣＲＡＢ感染患者基本特征

犜犪犫犾犲１　Ｂａｓｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆ３２ｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＣＲＡＢｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

项目 例数 构成比（％）

性别

　男 ２６ ８１．３

　女 ６ １８．７

年龄（岁）

　０～ ２ ６．３

　１８～ ９ ２８．１

　４５～ １３ ４０．６

　≥６０ ８ ２５．０

标本来源

　痰 １５ ４６．９

　血 ６ １８．７

　脑脊液 ５ １５．６

　引流液 ２ ６．３

　其他标本 ４ １２．５

科室分布

　ＮＩＣＵ １４ ４３．８

　ＩＣＵ ５ １５．６

　烧伤科 ５ １５．６

　神经外科 ２ ６．３

　其他科室 ６ １８．７
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图１　３２株ＣＲＡＢ的ＰＦＧＥ聚类分析结果

犉犻犵狌狉犲１　ＰＦＧＥｃｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓｏｎ３２ＣＲＡＢｓｔｒａｉｎｓ
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表２　不同ＣＲＡＢ克隆型生物膜形成能力分布

犜犪犫犾犲２　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ＣＲＡＢｃｌｏｎｅｓ

克隆型别
生物膜形成能力

阴性 弱阳性

Ａ ６ ３

Ｂ １ ３

Ｃ ３ １

Ｄ １ １

Ｅ ４ ３

Ｆ １ １

Ｇ ２ ０

Ｈ ０ １

Ｉ ０ １

合计 １８ １４

２．５　生物膜形成能力与耐药性分析　３２株ＣＲＡＢ

对１３种药物均具有较高的耐药率，其中耐药率最低

的是四环素（６８．６％），对妥布霉素、美罗培南、头孢

他啶、环丙沙星、头孢吡肟的耐药率均为１００％。

ＣＲＡＢ对庆大霉素、阿米卡星、复方磺胺甲口恶唑、头

孢哌酮／舒巴坦、左氧氟沙星、哌拉西林、替卡西林／

克拉维酸的耐药率分别为７８．１％、８１．３％、８４．４％、

８４．４％、８７．５％、９３．８％、９３．８％，随着生物膜形成能

力的增强，耐药率均有不同程度地升高，但两组间仅

庆大霉素耐药率比较，差异具有统计学意义（χ
２＝

４．８７９，犘＜０．０５）。见表３。

表３　３２株ＣＲＡＢ生物膜形成能力与耐药性分析

犜犪犫犾犲３　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｎｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙａｎｄｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆ３２ＣＲＡＢｓｔｒａｉｎｓ

抗菌药物
生物膜阴性组（狀＝１８）

耐药 耐药率（％）

生物膜弱阳性组（狀＝１４）

耐药 耐药率（％）
χ
２ 犘

哌拉西林 １６ ８８．９ １４ １００．０ ０．３０５ ０．５８１

替卡西林／克拉维酸 １６ ８８．９ １４ １００．０ ０．３０５ ０．５８１

头孢哌酮／舒巴坦 １４ ７７．８ １３ ９２．９ ０．４５５ ０．５００

庆大霉素 １１ ６１．１ １４ １００．０ ４．８７９ ０．０２７

阿米卡星 １４ ７７．８ １２ ８５．７ ０．０１３ ０．９０９

四环素 １０ ５５．６ １２ ８５．７ ２．０７８ ０．１４９

左氧氟沙星 １５ ８３．３ １３ ９２．９ ０．０７３ ０．７８８

复方磺胺甲口恶唑 １３ ７２．２ １４ １００．０ ２．７４３ ０．０９８

３　讨论

ＡＢ对外界环境适应能力强，能够长期存在于

空调、病床、导管、呼吸机等环境中，可引起血流感

染、泌尿系统感染和医院获得性肺炎等［１０］。目前，

ＡＢ因多重耐药和高检出率被认为是威胁全球卫生

保健系统的七大病原体之一［１１］，引起了人们的广泛

关注。本研究３２例ＣＲＡＢ患者平均年龄为（５１．３４±

１９．５４）岁，标本主要分离于痰，提示呼吸系统是

ＣＲＡＢ最容易感染的部位。３２株ＣＲＡＢ均为多重

耐药菌，对常用抗菌药物的耐药率均高于６５％，限

制了其感染临床治疗的药物选择。

ＰＦＧＥ具有结果稳定、重复性好、分辨率高、易

于标准化等优点，是国际上公认的分子生物学分型

技术的“金标准”，被广泛用于鉴定感染暴发或追踪

流行［１２］。ＰＦＧＥ研究结果显示，３２株ＣＲＡＢ可分

为９个不同克隆型，分别为Ａ～Ｉ型，Ａ型为主要克

隆型（９株），Ｅ型７株，Ｂ型和Ｃ型各４株，Ｄ型、Ｆ

型和Ｇ型各２株，Ｈ 型和Ｉ型各１株。Ｅ型的 Ａ２

菌株和 Ａ３菌株均为 ＮＩＣＵ患者，且住院时间有交

叉，提示在ＮＩＣＵ出现了同型别ＣＲＡＢ的感染，造

成此现象可能与共用医疗器械相关。Ａ型菌株传播

的时间跨度最长，从２０１７年２月２３日首次检出到

２０１７年１０月２７日末次检出长达８个月，提示Ａ型

菌株长期存在于医院，并通过某些途径造成了交叉

感染，但当时并未及时追踪溯源。为减少ＣＲＡＢ的

交叉感染，应进一步加强医院环境的清洁与消毒，严

格执行手卫生，完善接触隔离制度，医务人员应严格

遵守无菌操作和感染控制规范［１３］。
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生物膜是指不可逆地黏附在物体表面，并被细

菌自身基质包裹的细菌群落［１４］。本研究使用结晶

紫染色法对３２株ＣＲＡＢ进行检测，发现其中１４株

具有生物膜形成能力且均为弱阳性。不同克隆型间

生物膜的形成能力差异无统计学意义，与尹珍等［４］

研究结果不一致，可能是不同地区间ＣＲＡＢ的传播

差异所致。将生物膜阴性组和阳性组比较，发现阳

性组的耐药率均有不 同程度地升高，与 相 关

研究［１５１６］结果一致。具有生物膜形成能力的ＣＲＡＢ

可通过以下两种机制提高细菌耐药性［１７１８］：（１）生物

膜的渗透限制，生物膜中高密度的细菌可以产生阻

碍抗菌药物渗透的细胞外基质；（２）生物膜的营养限

制，生物膜中的细菌维持在低代谢和缓慢生长的状

态，使其对外界刺激如抗菌药物不敏感。掌握

ＣＲＡＢ生物膜的产生与否，以及产膜菌的耐药模式，

有助于完善抗菌药物使用政策。临床上应提高生物

膜检测水平，更合理的选择抗菌药物，减少耐药

发生［１９］。

综上所述，该院ＣＲＡＢ耐药形势严峻，且存在

以Ａ型和Ｅ型为主的不同克隆型传播，生物膜形成

能力的增强能提高菌株的耐药性，治疗时应优先选

择具有清除生物膜作用的抗菌药物，减少ＣＲＡＢ医

院感染的发生。
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