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管生物被膜菌相关感染特点及耐药性分析
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"摘要#

!

目的
!

筛选双
^

管置留患者的双
^

管感染生物被膜菌!了解其临床分布与耐药性!探讨生物被膜菌在

模拟体内条件下对抗菌药物的耐药性%方法
!

收集
$7&

例双
^

管相关尿路感染患者的双
^

管及尿液!筛选生物被

膜菌!增殖培养%并对生物被膜阳性菌在普通水解酪蛋白"

T'

#培养基与泊洛沙姆"
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#培养基上的耐药性

差异进行分析%结果
!

$7&

例双
^

管置留患者双
^

管中筛选出生物被膜菌
"#

株!阳性率
#54

%生物被膜菌在
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培养基和
T'

培养基上药敏结果差异有统计学意义"

!

"

&2&7

#!且前者耐药性更强%结论
!

该院双
^

管

感染的生物被膜菌在临床上以葡萄球菌属和肠球菌属为主!生物被膜菌在
T'

培养基上耐药性与在
-8E8LF=:;

培

养基上耐药性有明显差异!
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培养基可以较真实的表现生物被膜菌药物耐受情况!其耐受性更强%

"关键词#

!

尿路感染'

!

双
^

管'

!

生物被膜'

!

耐药性
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细菌生物被膜$

GFA>:;BFEGB8<BE=

%是细菌为了适应自然环

境形成的一种生长方式#是由细菌自身分泌的胞外多黏蛋白复

合物将自身克隆,聚集,包裹于其中所形成的膜样物)它能表

达和浮游菌耐药特点不同的新耐药表型-

$

.

)生物被膜菌引发

的感染已逐渐成为主要的医院感染#并且后果日趋严重-

#

.

)细

菌生物被膜常在置入医疗器材以及泌尿道中形成#当其侵入到

膀胱上皮组织细胞之后#少部分休眠子细菌停留在此#引起反

复性的顽固感染-

%

.

)为进一步了解生物被膜菌的耐药性#现对

双
^

管置留患者分离的生物被膜菌分别进行
T'

培养基和泊

洛沙姆$

-8E8LF=:;

%培养基-

"

.的耐药性分析)

$

!

资料与方法

$2$

!

一般资料
!

#&$&

年
$&

月至
#&$$

年
%

月本院留置双
^

管

后发生尿路感染的患者
$7&

例#年龄
$!

!

37

岁#平均
%523

岁#

留置双
^

管时间
7@

至
!

个月#平均
#25

个月)置留原因!输尿

管结石取石术
!$

例#肾盂输尿管连接部梗阻成形术
#!

例#输

尿管狭窄术
#"

例#肾盂切开取石术
$5

例#肾结核
$$

例#输尿

管损伤
3

例#肾积水
%

例)插管后尿路感染的诊断标准为!$

$

%

患者发热高于
%327 Q

($

#

%尿中白细胞数大于
7

"高倍视野(

$

%

%中段尿培养细菌数大于
$&

7

"

=N

#有明显尿频,排尿不适等

尿路刺激症状者-

7

.

)
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!

标本采集
!

一次性尿袋引流管上端消毒后#用一次性注

射器抽取尿液
%=N

置于无菌接种瓶中)患者拔管后#将双
^

管分为
%

段$肾盂段,膀胱段,输尿管段%#每段约
%A=

#置于无

菌接种瓶中)反复用肉汤冲洗双
^

管#将管内的膜状物洗脱并

使之增殖培养)

$2'

!

筛选生物被膜菌
!

将收集的尿液和冲洗双
^

管并增殖培

养后的肉汤分别接种于刚果红平板上#

%3Q

恒温孵育箱中培

养
"5?

后观察结果)刚果红染液与细菌表面的多糖和黏膜反

应#从而着色#使菌落变为黑色#并且出现干燥结晶#则此菌落

为生物被膜菌落-

!

.

#菌落红色不变者为浮游菌落-

3

.

)将黑色的

生物被膜菌接种于血平板上#用
)+,MX*_T-/*,#

全自动

微生物鉴定仪鉴定细菌到种)并将生物被膜菌收集于无菌牛

奶中#

P3&Q

冻存以备进行药敏试验)

$21

!

药敏试验
!

按照美国临床实验室标准化协会$

*NO+

%推

荐的纸片扩散法#对生物被膜菌进行药敏试验)具体方法如

下!$

$

%对于革兰阳性球菌用替考拉宁,米诺环素,利福平,头孢

西丁,红霉素,庆大霉素$

$&

'

0

%,万古霉素,庆大霉素$

$#&

'

0

%,利奈唑烷,氨苄西林"舒巴坦,环丙沙星,复方新诺明,亚胺

培南,苯唑西林在
T'

培养基上进行药物敏感性检测)$

#

%对

于革兰阴性杆菌用头孢他啶,头孢吡肟,左氧氟沙星,复方新诺

明,亚胺培南,氨苄西林"舒巴坦,环丙沙星,氨曲南,哌拉西林"

他唑巴坦,庆大霉素$

$&

'

0

%,头孢唑啉,头孢噻肟,呋喃妥因,

阿米卡星在
T'

培养基上进行药物敏感性检测)在
T'

的肉

汤中加入
%&4

的
-8E8LF=:;

#将配置成的培养液经高温消毒后

放置于
"Q

的冰箱中#使
-8E8LF=:;

完全溶解)待用时将其倒

入平板并放于
%3Q

的温箱中过夜#使其完全凝固)将上述在

/

%53

/

检验医学与临床
#&$#

年
"

月第
6

卷第
3

期
!

NFGT:@*EBC

!

/

9

;BE#&$#

!

)8E26

!

U823



T'

培养基上进行药敏试验的生物被膜菌相对应的涂布于

-8E8LF=:;

培养基上进行药物敏感性检测)所用的抗菌药物

与
T'

培养基上的相同#以便进行分析比较)

$22

!

统计学处理
!

使用
O-OO$%2&

软件#

!

# 检验确切概率法

对上述结果进行统计学分析#

!

"

&2&7

为差异有统计学意义)

/

!

结
!!

果

/2$

!

生物被膜菌菌株分布以及构成比
!

$7&

例尿路感染患者

双
^

管中#筛选出生物被膜阳性菌
"#

株#阳性率为
#54

)经细

菌菌属鉴定#以革兰阳性球菌为主#

%#

株$

3!2$4

%#其中葡萄

球菌属占
"&2"4

,肠球菌属占
%7234

)葡萄球菌属中以血浆

凝固酶阴性菌为主#如!表皮葡萄球菌,溶血葡萄球菌以及人型

葡萄球菌)革兰阴性杆菌仅
$&

株$

#%264

%#包括铜绿假单胞

菌,大肠埃希菌以及鲍曼不动杆菌)见表
$

)

表
$

!

双
^

管内生物被膜菌的菌株分布

菌属 菌名 菌数 构成比$

4

%

肠球菌 粪肠球菌
$# #52!

尿肠球菌
% 32$

葡萄球菌 表皮葡萄球菌
5 $62&

溶血葡萄球菌
7 $$26

人型葡萄球菌
% 32$

金黄色葡萄球菌
$ #2"

假单胞菌 铜绿假单胞菌
" 627

肠杆菌 大肠埃希菌
7 $$26

不动杆菌 鲍曼不动杆菌
$ #2"

/2/

!

T'

培养基与
-8E8LF=:;

培养基耐药性比较
!

生物被膜

菌分别在
T'

普通培养基与在
-8E8LF=:;

培养基上的药敏结

果显示#生物被膜菌在两种培养基上的耐药性大部分差异有统

计学意义$

!

"

&2&7

%)在
-8E8LF=:;

培养基上表现出比普通

T'

培养基上更强的耐药性)由此可以推测#

-8E8LF=:;

培养

基有可能表现出生物被膜菌在人体内更为真实的对于抗菌药

物的耐受情况)其耐受性比在体外普通
T'

培养基药敏试验

的耐受性更强)见表
#

,

%

)

表
#

!

革兰阳性生物被膜菌在普通
T'

培养基与

-8E8LF=:;

培养基的药敏结果比较%

*]%#

&

抗菌药物

生物被膜菌在

T'

上耐药率

-

*

$

4

%.

生物被膜菌在

-8E8LF=:;

上

耐药率-

*

$

4

%.

!

替考拉宁
"

$

$#27

%

%$

$

6!26

%

&2&&&

米诺环素
#$

$

!72!

%

%&

$

6%25

%

&2&&7

利福平
#!

$

5$2%

%

%#

$

$&&2&

%

&2&$#

头孢西丁
#5

$

5327

%

%&

$

6%25

%

&2%%!

红霉素
##

$

!525

%

#6

$

6&2!

%

&2&%&

庆大霉素$

$&

'

0

%

#7

$

352$

%

#6

$

6&2!

%

&2$7$

庆大霉素$

$#&

'

0

%

$7

$

"!26

%

%&

$

6%25

%

&2&&&

万古霉素
$"

$

"%25

%

#5

$

5327

%

&2&&&

利奈唑烷
&

$

&2&

%

##

$

!525

%

&2&&&

氨苄西林"舒巴坦
"

$

$#27

%

$%

$

"&2!

%

&2&$$

环丙沙星
$&

$

%$2%

%

#"

$

372&

%

&2&&&

复方新诺明
#3

$

5"2"

%

%&

$

6%25

%

&2#$%

亚胺培南
&

$

&2&

%

7

$

$72!

%

&2&#!

苯唑西林
#7

$

352$

%

%$

$

6!26

%

&2&#3

表
%

!

革兰阴性生物被膜菌在普通
T'

培养基与

!

-8E8LF=:;

培养基的药敏结果比较%

*]$&

&

抗菌药物

生物被膜菌在
T'

上耐药

-

*

$

4

%.

生物被膜菌在

-8E8LF=:;

上

耐药率-

*

$

4

%.

!

庆大霉素
$&

'

0

5

$

5&2&

%

6

$

6&2&

%

&27&&

氨苄西林"舒巴坦
&

$

&2&

%

"

$

"&2&

%

&2&"#

环丙沙星
#

$

#&2&

%

3

$

3&2&

%

&2&%7

复方新诺明
5

$

5&2&

%

6

$

6&2&

%

&27&&

亚胺培南
&

$

&2&

%

#

$

#&2&

%

&2#%3

头孢他啶
"

$

"&2&

%

6

$

6&2&

%

&2&#6

头孢吡肟
!

$

!&2&

%

$&

$

$&&2&

%

&2&"%

左氧氟沙星
!

$

!&2&

%

$&

$

$&&2&

%

&2&"%

氨曲南
!

$

!&2&

%

$&

$

$&&2&

%

&2&"%

哌拉西林"他唑巴坦
$

$

$&2&

%

5

$

5&2&

%

&2&&%

头孢唑啉
"

$

"&2&

%

6

$

6&2&

%

&2&#6

头孢噻肟
!

$

!&2&

%

$&

$

$&&2&

%

&2&"%

呋喃妥因
#

$

#&2&

%

3

$

3&2&

%

&2&%7

阿米卡星
6

$

6&2&

%

6

$

6&2&

%

&23!%

通过表
#

,

%

结果分析显示#生物被膜菌在普通
T'

培养

基和
-8E8LF=:;

培养基上#除头孢西丁,庆大霉素$

$&

'

0

%,复

方新诺明,阿米卡星,亚胺培南的耐药率在两组中的差异无统

计学意义$

!

#

&2&7

%外#其余药物的耐药率在两种培养基上的

差异均有统计学意义$

!

"

&2&7

%)分析上述
7

种耐药率差异

无统计学意义的药物耐药率可知!头孢西丁,庆大霉素$

$&

'

0

%,复方新诺明,阿米卡星在两种培养基上耐药率均较高(亚

胺培南在两种培养基上敏感性均较高)因此该种药物在两种

培养基上差异不大#并不影响对两种培养基上抗菌药物耐药性

的整体情况分析)所以#通过以上数据结果的分析可知#生物

被膜菌在普通
T'

培养基和
-8E8LF=:;

培养基上的耐药率差

异有统计学意义$

!

"

&2&7

%#且生物被膜菌在
-8E8LF=:;

培养

基上的耐药性更强)

'

!

讨
!!

论

双
^

管又称双猪尾管#因其两端卷曲#每端形似猪尾而得

名)由于其支架和内引流作用#能解除输尿管炎性反应,水肿

等造成的暂时性梗阻#防止术后伤口漏尿和输尿管狭窄-

5

.

)因

此#其广泛地应用于泌尿外科手术中#适用于肾结石,输尿管结

石,肾积水,肾移植,肾及输尿管良性肿瘤等上尿路手术以及碎

石机碎石,输尿管狭窄的扩张等治疗过程中-

6

.

)但是#随着双

^

管放置时间的延长#患者常出现腰腹疼痛,尿频,尿急,尿痛,

血尿等)究其原因#上述这些症状都是由于体内置留的双
^

管

内逐渐包被形成的生物被膜菌所造成的)

细菌生物被膜是细菌为适应自然环境#在其生长过程中黏

附于固体物质表面#进而形成的特殊存在形式#是由多细菌组

成的膜状结构)

$!3!

年#

/C>8CB:IFCN::HJ:C?8:K

从牙菌斑

中观察到了细菌生物被膜#

$635

年#

*8.>:;>8C

等提出了生物被

膜的相关理论)细菌生物被膜广泛地存在于自然环境中)临

床上#细菌生物被膜可形成于各种生物置入材料表面#以及体

内的黏膜表面#具有极强的耐药性以及免疫逃避性#是造成临

床慢性感染的主要原因-

$&1$%

.

)细菌生物被膜的形成是一个包

括细胞黏附#微菌落生成#分化成熟的动态过程)细胞黏附主

要通过细菌表面的黏附素蛋白识别宿主表面受体的过程来完

成的)当细菌黏附于固体表面后#细菌产生的胞外多糖对生物

被膜的形成以及稳定其三维结构起着至关重要的作用)在细

菌生长繁殖的同时#细菌会分泌大量的胞外多糖#黏附单个细

/

"53

/

检验医学与临床
#&$#

年
"

月第
6

卷第
3

期
!

NFGT:@*EBC

!

/

9

;BE#&$#

!

)8E26

!

U823



胞进而形成微生物菌落)胞外多糖的量会随着生物被膜的成

熟而增加)当表面固有细菌包裹在其自身分泌的多糖基质中#

形成高度有组织的结构时#即为生物被膜的成熟期)成熟期的

生物被膜内部#在各微菌落之间有相通的输水通道)各微菌落

通过输水通道可以进行养料和代谢产物的运输)生物被膜在

结构上存在的不均一性以及环境中营养物质代谢产物#信号分

子等物质由表及里形成浓度梯度#进而呈现不均一性)这一特

性与生物被膜的耐药特性密切相关)

留置的双
^

管表面形成细菌生物被膜是患者出现腰腹疼

痛,尿频,尿急,尿痛,血尿等的主要原因)双
^

管表面由于没

有机体组织的正常保护机制而使细菌更易于定植其上)定植

于双
^

管上的细菌通过分泌多糖,纤维蛋白,脂多糖等多糖复

合物#形成微菌落#进一步分化成熟而形成生物被膜存在于双

^

管表面)由于生物被膜在结构上的不均一性以及环境营养

物质,信号分子等存在的浓度梯度#使在与生物被膜感染相关

疾病的病灶中#抗菌药物仅能有效地杀灭浮游生长的细菌以及

生物被膜表面的细菌)然而无法彻底杀灭生物被膜内的细菌)

这便造成了生物被膜相关的感染患者疾病的迁延不愈)

本研究从
$7&

例尿路感染患者的双
^

管中分离得到
"#

株

生物被膜阳性菌株)通过细菌菌属的鉴定发现#以凝固酶阴性

的革兰阳性球菌为主#说明在本院中#留置双
^

管相关的尿路

感染患者中#条件致病的革兰阳性球菌更易产生生物被膜菌)

在临床上#根据本研究所了解的生物被膜菌的临床分布情况#

可以指导临床医生有针对性地调整对此类感染疾病的治疗方

案#并且可以进一步达到预防的目的)

通过普通
T'

培养基与
-8E8LF=:;

培养基药敏试验的差

异性对比#可以得到以下的结论!生物被膜菌在
T'

培养基与

-8E8LF=:;

培养基上所进行的药物敏感性试验#分析其数据结

果可发现#二者差异有统计学意义#后者所表现出的耐药性明

显强于前者)由此可见#生物被膜菌在人体内的耐药性完全不

同于体外#体外培养的药敏结果不能准确的反映出细菌对该种

药物真实的耐药情况#进而不能对药效进行准确的判断)本研

究中所用到的
-8E8LF=:;

是由聚氧乙烯
1

聚氧丙烯共聚所形成

的新型无毒辅料#其对皮肤黏膜无刺激性和过敏性#能增强难

溶性药物的溶解度#可供肌肉,皮下,静脉注射应用-

$"

.

)此外#

-8E8LF=:;

还具有热敏溶胶
1

凝胶转变的特性)在较低温度时

为液态#在接近人体温度是呈软凝胶状)其在皮下或肌肉可以

形成药物储库#使药物缓慢释放吸收)同时#

-8E8LF=:;

对油

脂有很强的乳化作用#可以将一些油溶液乳化而形成
_

"

a

型

乳剂或福乳剂供静脉注射#具有一定的靶向作用-

$7

.

)目前#虽

然有外国学者对其耐药性进行了相关的报道-

$!

.

#但是其作用

机制尚未完全研究清楚)因此#人们在今后应更加致力于对于

-8E8LF=:;

特性的研究与探讨#以便于尽早准确模拟出生物被

膜菌在人体内的真实药物敏感性#从而找到治疗生物被膜菌相

关感染性疾病更加简洁,有效的方法)

本研究结果表明#生物被膜菌在普通
T'

培养基上耐药

性与
-8E8LF=:;

培养基上的耐药性差异有统计学意义#生物被

膜菌在
-8E8LF=:;

培养基上的耐受性更强)

-8E8LF=:;

可以较

为真实的表现出生物被膜菌在人体内对抗菌药物的耐受情况)
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