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产生物膜的肺炎克雷伯菌的体外药敏试验探讨

石宗盛，薛世聪

（广东省清远市中医院检验中心　５１１５００）

　　摘　要：目的　探讨产生物膜的肺炎克雷伯菌体外药敏试验的不同，为临床治疗提供准确的药敏参考。方法　对临床分离筛

选的１６株产生物膜的肺炎克雷伯菌用ＫＢ纸片扩散法进行药敏试验，记录２４、４８、７２ｈ这几个时间段的结果。然后将菌株传种

数代至其不产生物膜，再行上述操作。最后对两次的药敏结果进行对比分析。结果　产生物膜的肺炎克雷伯菌２４ｈ抑菌圈的毫

米数与４８、７２ｈ结果比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　产生物膜的肺炎克雷伯菌用ＫＢ纸片扩散法进行体外药敏试验

时，结果宜在４８ｈ后报告，这对于该菌的预防具有一定参考价值。
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　　生物膜也称为生物被膜，是细菌黏附于生物材料或机体腔

道表面，分泌多糖蛋白复合物并将其自身包绕其中，形成大量

细菌聚合体的膜状物［１］。随着对细菌致病机制的进一步了解，

发现生物膜细菌对抗菌药物和宿主免疫防御机制的抵抗性很

强，从而导致严重的临床问题，尤其是慢性和难治的感染性疾

病，因此，需重视对产生物膜现象的研究。肺炎克雷伯菌是临

床中常见的易形成生物膜的条件致病菌。肺炎克雷伯菌产生

物膜是肺部等组织感染后，抗菌药物治疗失败的常见原因，因

此本实验为探讨产生物膜的肺炎克雷伯菌体外药敏试验的方

法，为临床治疗提供准确的药敏结果。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　２０１６年１－１１月临床分离保存的１５６株来

自下 呼 吸 道 的 肺 炎 克 雷 伯 菌，质 控 菌 株 大 肠 埃 希 菌

ＡＴＣＣ２５９２２、金黄色葡萄球菌ＡＴＣＣ２５９２３均购自原卫生部临

检中心。

１．２　产生物膜菌株筛选　使用试管培养法对保存的肺炎克雷

伯菌进行筛选：挑取待检菌株接种于培养液，３７℃振荡培养过

夜；转接２０μＬ过夜培养物加入装有２ｍＬ培养液的玻璃试管

中；在３７℃恒温振荡器上以１５０ｒ／ｍｉｎ培养１２～１６ｈ；将试管

中的培养液倒净后，加入２．５ｍＬ的１％结晶紫溶液，室温孵育

５ｍｉｎ；将试管中的结晶紫染色液倒净后，流水冲洗试管３～５

ｍｉｎ；把试管倒置在滤纸上除去残余的水，在３７℃烘箱中烘干，

设置空白对照，观察、记录［２３］。最终筛选出１６株产生物膜的

肺炎克雷伯菌。

１．３　转种后生物膜消失菌株的确认　将上述筛选出来的１６

株菌株进行转种，每转种一代后进行上述试管培养法试验判断

其生物膜是否消失，如果没消失继续转种，直至１６株菌株的生

物膜都消失。

１．４　仪器与试剂　ＢＤ公司的ＰＨＯＥＮＩＸ１００分析仪及仪器

相配套的革兰阴性、阳性细菌鉴定／药敏板。血平板及 ＭＨ平

板均为安图公司产品。亚胺培南（ＩＰＭ）、头孢他啶（ＣＡＺ）、左

氧氟沙星（ＬＥＶ）、哌拉西林／他唑巴坦 （ＴＺＰ）、头孢吡肟

（ＦＥＰ）、庆大霉素（ＣＮ１０）、莫西林／克拉维酸钾（ＡＭＣ）、头孢曲

松（ＣＲＯ）、头孢唑林（ＣＺＯ）、氨苄西林／舒巴坦（ＳＡＭ）１０种药

敏纸片均为英国ＯＸＯＩＤ公司产品。

１．５　方法　将分离出的１６株产生物膜的肺炎克雷伯菌进行

体外ＫＢ法药敏试验，记录２４、４８、７２ｈ不同时间段的药敏结

果。然后将１６株菌进行转种数代使其生物膜消失，再进行上

述试验，最后对上述两次结果做对比分析。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０统计学软件进行处理，计
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量资料以狓±狊表示，犘＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　肺炎克雷伯菌转种前后体外药敏试验结果比较　１６株

产生物膜的肺炎克雷伯菌转种前体外ＫＢ法药敏试验２４ｈ抑

菌圈直径与转种前４８、７２ｈ及转种后２４、４８、７２ｈ抑菌圈直径

比较差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表１。

２．２　抗菌药物敏感、中介、耐药结果　１６株转种前后产生物

膜的肺炎克雷伯菌体外ＫＢ法药敏试验２４ｈ的敏感（Ｓ）、中介

（Ｉ）、耐药（Ｒ）结果与４８、７２ｈ结果出现不同程度变化，见表２。

表１　　肺炎克雷伯菌转种前后不同时间段抑菌圈的直径比较（狓±狊，ｍｍ）

抗菌药物
转种前

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

转种后

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

ＩＰＭ ３０．１３±４．２３ ２６．１１±３．２１ ２５．９１±３．３１ ２６．４５±３．２８ ２６．０８±３．４１ ２５．９５±３．３７

ＣＡＺ ３１．１２±５．０３ ２５．２６±５．６５ ２５．０４±５．２１ ２６．３２±５．１１ ２５．８４±５．３３ ２５．１５±５．２８

ＬＥＶ ２６．１５±５．３１ ２１．２４±４．６５ ２０．７７±４．５６ ２１．５４±４．７６ ２１．１１±４．６５ ２０．８３±４．７１

ＴＺＰ ２７．６３±６．３１ ２２．３３±５．３４ ２１．８７±５．１８ ２３．３１±５．６４ ２２．４１±５．４７ ２１．９５±５．２７

ＦＥＰ ３０．８８±６．２２ ２４．８７±５．６６ ２４．１６±５．２３ ２５．５３±５．５４ ２４．９１±５．３４ ２４．３２±５．３７

ＣＮ１０ ２５．８９±５．２１ ２０．５６±４．７８ １９．８７±４．６６ ２０．６６±４．７６ ２０．２３±４．６２ １９．７８±４．５３

ＡＭＣ ２８．５４±４．４６ ２２．４５±４．２１ ２２．１４±４．３７ ２３．３３±４．５４ ２２．８９±４．４５ ２２．２３±４．２２

ＣＲＯ ２５．７８±５．４３ １９．８７±４．８１ １９．２２±４．１１ ２０．８４±４．７８ ２０．３２±４．５９ １９．３３±４．５３

ＣＺＯ ２３．６７±６．３３ １８．５６±４．３２ １８．１３±４．１１ １８．７８±４．６５ １８．２３±４．５３ １８．０５±４．２５

ＳＡＭ ２４．６４±５．８７ １９．５４±４．４３ １９．１６±４．３５ ２０．３６±４．７６ １９．７６±４．６５ １９．２３±４．５３

表２　　抗菌药物敏感、中介、耐药结果比较（狀）

项目
ＩＰＭ

Ｓ Ｉ Ｒ

ＣＡＺ

Ｓ Ｉ Ｒ

ＬＥＶ

Ｓ Ｉ Ｒ

ＴＺＰ

Ｓ Ｉ Ｒ

ＦＥＰ

Ｓ Ｉ Ｒ

转种前 ２４ｈ １６ ０ ０ １６ ０ ０ １６ ０ ０ １６ ０ ０ １６ ０ ０

４８ｈ １５ １ ０ １４ １ １ １５ １ ０ １４ ２ ０ １５ １ ０

７２ｈ １５ １ ０ １４ １ １ １５ １ ０ １４ ２ ０ １５ １ ０

转种后 ２４ｈ １５ １ ０ １４ １ １ １５ １ ０ １４ ２ ０ １５ １ ０

４８ｈ １５ １ ０ １４ １ １ １５ １ ０ １４ ２ ０ １５ １ ０

７２ｈ １５ １ ０ １４ １ １ １５ １ ０ １４ ２ ０ １５ １ ０

续表２　　抗菌药物敏感、中介、耐药结果比较（狀）

项目
ＣＮ１０

Ｓ Ｉ Ｒ

ＡＭＣ

Ｓ Ｉ Ｒ

ＣＲＯ

Ｓ Ｉ Ｒ

ＣＺＯ

Ｓ Ｉ Ｒ

ＳＡＭ

Ｓ Ｉ Ｒ

转种前 ２４ｈ １５ １ ０ １４ １ １ １３ ２ １ １２ ３ １ １３ ２ ０

４８ｈ １３ ２ １ １２ ２ １ １１ ３ ２ １０ ４ ２ １２ １ ２

７２ｈ １３ ２ １ １２ ２ １ １１ ３ ２ １０ ４ ２ １２ １ ２

转种后 ２４ｈ １３ ２ １ １２ ２ １ １１ ３ ２ １０ ４ ２ １２ １ ２

４８ｈ １３ ２ １ １２ ２ １ １１ ３ ２ １０ ４ ２ １２ １ ２

７２ｈ １３ １ ２ １２ ２ １ １１ ２ ３ １０ ４ ２ １２ １ ２

３　讨　　论

生物膜的多细胞结构的形成是一个动态过程，包括细菌起

始黏附、生物膜发展和成熟等阶段，生物膜细菌在各阶段具有

不同的生理生化特性。细菌首先通过表面的黏附蛋白与物体

或宿主结合，然后分泌大量细胞外多糖使多个细菌黏合形成微

菌落，最后微菌落内部出现复杂的结构和特殊的信号转导系统

标志生物膜形成。细菌菌毛、荚膜及糖转运系统可能参与肺炎

克雷伯菌生物膜的形成。菌毛在细菌表面，其中Ⅲ型菌毛在肺

炎克雷伯菌生物膜形成早期的附着及细菌间相互粘连中起重

要作用［４５］。荚膜多糖可能是细菌胞间间质的主要成分，糖转

运系统可能参与基质多糖的转运。此过程中可有多种调控因

子参与，但具体机制还不明确［６］。生物膜是细菌的特殊存在形

式，为细菌适应环境而使用的一种对策，是抵抗机体防御和限
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制抗菌药物接触细菌的屏障。由于能够形成生物膜，使肺炎克

雷伯菌的感染出现急性发作期与静止期交替、容易复发、难以

根治等一系列特点［７８］。因此为临床治疗提供准确的药敏结果

给临床提供及时的用药参考具有非常重要的意义。生物膜内

细菌生长环境极度拥挤及有毒的代谢物堆积，使许多细菌得不

到充足的营养，再加上分泌的黏性多糖等物质阻滞其生长，因

而生物膜内细菌生长速度大大减慢。ＫＢ法药敏试验要求２４

ｈ内报告结果，对于产生物膜细菌来说可能会有部分药敏纸片

周围的细菌还未生长，错误地认为此种抗菌药物对细菌抑制作

用非常强，而报告此抗菌药物敏感。在试验中１０种抗菌药物

的抑菌圈直径都有改变且２４ｈ结果与４８、７２ｈ结果比较差异

有统计学意义（犘＜０．０５）。为了解此菌黏液消失后，ＫＢ药敏

法实验结果有无此种现象，将分离到的１６株产生物膜的肺炎

克雷伯菌反复传种数代，至生物膜消失，细菌生长速度恢复正

常，再做ＫＢ法药敏试验，其２４、４８、７２ｈ的抑菌环直径比较差

异无统计学意义（犘＞０．０５）。并与未转种前的产生物膜的肺

炎克雷伯菌４８、７２ｈ结果相一致。这或许是患者体外 ＫＢ药

敏法２４ｈ报告的抗菌药物敏感，而体内细菌清除效果不好的

原因之一，因而对于产生物膜的肺炎克雷伯菌体外 ＫＢ药敏

法的结果宜４８ｈ后报告，对于该菌的预防具有一定参考价值。

肺炎克雷伯菌产生物膜与其对碳青霉烯类药物、β内酰胺

类药物的耐药密切相关，作用机制有抗菌药物被阻止进入生物

膜；生物膜内的抗菌药物作用位点改变或者失效；生物膜中的

低营养条件导致静止状态的细菌增多并长期存在，这使得仅杀

伤分裂状态细菌的抗菌药物难以发挥作用等一系列机制［９１１］。

因此对产生物膜的肺炎克雷伯菌使用单一β内酰胺类、碳青霉

烯类药物治疗将大大提高耐药风险。有研究表明大环内酯类

药物与碳青霉烯类药物联合有较好的抑菌效果［１２］，这可能与

大环内酯类药物的作用机制有关，它能抑制细菌的蛋白质合成

从而抑制生物膜的形成，使得碳青霉烯类、β内酰胺类等敏感

药物可以接触到菌体并达到一定的药物浓度从而起到杀菌的

作用。因而在日常的临床工作中需加强对肺炎克雷伯菌产生

物膜现象的重视，在临床标本直接涂片镜检中或者纯培养后发

现肺炎克雷伯菌产生物膜的现象，应在报告单上标识此菌产生

物膜，以提示临床医生需联合用药，使患者得到及时有效的

治疗。
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