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要"目的
!

探讨表皮葡萄球菌临床分离株生物膜的形成情况!分析其生物膜形成与细菌耐药性的相关性&方法
!

收集

&*%(

年
%

月至
&*%,

年
&

月住院患者血标本分离出的表皮葡萄球菌
+&

株!采用生物膜形成试验和聚合酶链式反应"

$67

$扩增试

验检测细菌生物膜!并采用纸片扩散法"

bA2

法$进行细菌药物敏感性试验&结果
!

利用生物膜形成试验检出生物膜阳性菌株
&'

株!检出率为
'5)%V

#

$67

扩增试验检出
?H3"

基因
&5

株!检出率为
('),V

!差异无统计学意义"

2

%

*)*,

$#两种方法同时阳性的

菌株为
%(

株&生物膜阳性菌株对所测抗菌药物的耐药率普遍高于生物膜阴性菌株!其中对庆大霉素%青霉素
/

%苯唑西林%左旋

氧氟沙星%头孢西丁的耐药率比较差异有统计学意义"

2

$

*)*,

$!所有菌株对万古霉素%利奈唑胺%奎奴普丁(达福普汀均敏感&

结论
!

两种方法对表皮葡萄球菌生物膜的检出率无明显差异!生物膜阳性菌株耐药率普遍高于生物膜阴性菌株&

关键词"表皮葡萄球菌#
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表皮葡萄球菌是一类凝固酶阴性的革兰阳性球菌#是寄生

于人体的正常菌群之一#属于条件致病菌*近年来#随着多种

插管'透析技术'人工心瓣膜'人工晶体'人工关节等侵入性医

疗材料的使用#表皮葡萄球菌已经成为医院感染的主要病原菌

之一*表皮葡萄球菌容易黏附于异物表面#形成细菌生物膜#

增加临床治疗难度#造成严重危害(

%

)

*本研究以引起血流感染

的表皮葡萄球菌为研究对象#利用生物膜形成实验及分子生物

学方法筛选生物膜阳性细菌#并进一步分析表皮葡萄球菌对抗

菌药物的耐药特征#以期更好地了解表皮葡萄球菌耐药性与生

物膜形成的相关性#为指导临床有效地预防及控制表皮葡萄球

菌感染奠定基础*

B

!

材料与方法

B)B

!

菌株来源
!

收集本院
&*%(

年
%

月至
&*%,

年
&

月住院患

者血液标本分离得到的表皮葡萄球菌
+&

株$单瓶血培养瓶阳

性检出视为污染菌#不作为实验用菌株&*以表皮葡萄球菌

"B66%&&&Z

$

SY"B66%&&&Z

&为生物膜形成的阴性对照株#以

金黄色葡萄球菌
"B66&,=&'

为药敏质控菌株及
?H3"

阴性对

照菌株*

B)C

!

仪器与试剂
!

#?HGCASH31X3E43R3

O

A=+

全自动微生物鉴

定系统$德国西门子公司&#

"2UA5***

荧光定量聚合酶链式反

应$

$67

&分析仪$美国应用生物系统公司&#

B31C1A&,**

凝胶

成像系统$上海天能公司&#

2?CI04AYETZ*Z<

酶标仪$美国伯滕

仪器有限公司&*

$67

反应所需试剂及引物购自美国
U1-?IGCA

P

01

公司%
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肉汤'结晶紫'

2CN?1

固定液'琼脂糖均为国产分

析纯%抗菌药物纸片购自英国
T̂C?D

公司%血琼脂平板'

#A\

琼脂平板购自北京赛默飞世尔有限公司*

B)D

!

方法

B)D)B

!

表皮葡萄球菌生物膜形成实验
!

按文献(

&

)方法#略作

改动*将表皮葡萄球菌接种于新鲜配制的
!2

液体培养基中#

',[

培养过夜*将培养过夜的菌液用新鲜的
!2

肉汤按
%j

&**

比例稀释后取
&**

#

!!2

肉汤分别加入到无菌的
=+

孔平

底细胞培养板中#每株分别接种
(

孔*每一细胞培养板中设置

+

Z%+

+

国际检验医学杂志
&*%+

年
'

月第
'5

卷第
,

期
!

U1IW!3M#0D

!

#3GH.&*%+

!

LCE)'5

!

9C),



空白对照$同体积的无菌
!2

肉汤&

(

孔'阴性对照菌株

$

SY"B66%&&&Z

&

(

孔*

',[

培养
&*.

过夜后#吸干每孔菌

液#然后用
F

\5)&

的磷酸盐缓冲液$

$2S

&洗板
'

次#将未黏附

的细菌洗去*晾干后#每孔加入
&**

#

!2CN?1

固定液固定
%

.

#冲洗晾干后#每孔加入
&**

#

!

结晶紫染色
%*K?1

#去离子水

冲洗未黏附的细菌#晾干后#每孔加入
&**

#

!

无水乙醇#轻微

振荡*在酶标仪下读取每孔在
,5*1K

处的吸光度值$

"

值&#

以阴性对照孔的
"

值为参考#结果大于
Mi'<

则判为阳性*

记录数据#备分析用*
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扩增检测
?H3"

基因
!

$

%

&表皮葡萄球菌基因组

89"

的提取!将临床分离的表皮葡萄球菌及指控菌株接种于

血平板上#

',[

培养过夜*用接种环取适量菌于
'**

#

!

无菌

生理盐水中#充分混匀后
%&***G

"

K?1

离心
,K?1

#去上清*在

上清中加入
'**

#

!

无菌水#充分混匀#煮沸
%,K?1

#

%&***G

"

K?1

离心
,K?1

#留上清*$

&

&
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扩增检测
?H3"

基因!通过

$67

的方法特异性扩增
?H3"

基因*
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&#上游引物
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$
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F
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&#下游引物
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反应扩增条件!

=([,K?1

#
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#
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$67

扩增产物的分析!

%V

琼脂糖凝胶于
%:B"Y

缓冲液#用
*),

#

P

"

K!

溴化乙锭染

色#

%,*L

电压下电泳约
'*K?1

#将
$67

扩增所得特异性片段

克隆测序#并在
#0

P

32E3@I

上进行基因序列比对*

B)D)D

!

药敏试验
!

采用纸片扩散法$

bA2

法&对所有表皮葡萄

球菌临床分离株及质控菌株做药物敏感性试验#结果按照美国

临床实验室标准化协会$

6!SU

&

&*%'

版判断标准执行(

'

)

*

B)E

!

统计学处理
!

采用
X\ 9̂YB,)+

软件进行细菌耐药性

分析*采用
S"S+)%&

软件进行数据处理与统计分析#计数资

料以例数或百分率表示#采用
&

& 检验进行比较分析#

2

$

*)*,

为差异有统计学意义*

C

!

结
!!

果

C)B

!

半定量黏附试验结果
!

利用生物膜形成实验检出生物膜

阳性菌株
&'

株#检出率为
'5)%V

#部分结果见图
%

$见.国际检

验医学杂志/网站主页,论文附件-&*

C)C

!

$67

扩增结果
!

+&

株表皮葡萄球菌临床分离株中有
&5

株检出
?H3"

#检出率为
('),V

#特异性片段长度在
'**

"

(**

M

F

之间#见图
&

*将
$67

扩增得到特异性片段克隆测序#得到

片段长度为
'Z+M

F

#经与
/0102314

比对为
?H3"

基因*

!!

泳道
%

"

(

'

+

'

5

'

=

!表皮葡萄球菌临床分离株%泳道
Z

!金黄色葡萄

球菌
"B66&,=&'

%泳道
,

!

8!,**E3DD0G

*

图
&
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$67

扩增结果

C)D

!

两种方法检测生物膜的结果比较
!

?H3

基因检测与半定

量黏附试验检测菌株生物膜阳性率比较#差异无统计学意义

$

&

&

f*)(%

#

2

%

*)*,

&*见表
%

*

表
%

!!

两种方法检测生物膜的结果比较#

$

$

半定量黏附试验
?H3

基因检测

阳性 阴性
合计

阳性
%( %' &5

阴性
= &+ ',

合计
&' '= +&

C)E

!

药敏试验结果
!

生物膜阳性菌株与生物膜阴性菌株对庆

大霉素'青霉素
/

'苯唑西林'左旋氧氟沙星'头孢西丁的耐药

率比较#差异有统计学意义$

2

$

*)*,

&%对其余检测药物的耐

性比较#差异无统计学意义$

2

%

*)*,

&*见表
&

*

表
&
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表皮葡萄球菌临床分离株细菌耐药性比较%

$

#

V

$&

抗菌药物
生物膜阳性

菌株$

$f&'

&

生物膜阴性

菌株$

$f'=

&

&

&

2

庆大霉素
%,

$

++)5

&

%,

$

'Z)=

&

()%,

$

*)*,

青霉素
/ &%

$

=%)5

&

&'

$

,5)Z

&

&)*,

$
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苯唑西林
%%

$
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&

,

$
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&
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$
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万古霉素
*

$

*)*

&

*

$

*)*

&

_ _

红霉素
%5

$

5,)*

&

&Z

$

5&)&

&

&+)++

%
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克林霉素
=

$

'5),

&

%*

$

&,)*

&

(Z)5,

%

*)*,

复方磺胺甲唑
+

$

&,)*

&

(

$

%%)%

&

,%)+5

%

*)*,

左旋氧氟沙星
%,

$

++)+

&

%&

$

'*)+

&

+)=Z

$

*)*,

利福平
%

$

()&

&

%

$

&)Z

&

*)%,

%

*)*,

奎奴普丁"达福普汀
*

$

*)*

&

*

$

*)*

&

_ _

利奈唑胺
*

$

*)*

&

*

$

*)*

&

_ _

头孢西丁
%%

$

(,)Z

&

+

$

%()'

&

5)+,

$
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_

!无数据*
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讨
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生物膜具有保护细菌'对抗抗菌药物'促进细菌逃避机体

免疫系统的作用#使细菌对抗菌药物和机体免疫力的抵抗能力

大大增强#出现耐药#甚至多重耐药#为临床预防及治疗细菌感

染带来巨大的挑战*因此#正确认识表皮葡萄球菌的生物膜及

其形成机制和相关因子的调控#将对临床防治起到有效的指导

作用*

D)B

!

表皮葡萄球菌生物膜形成能力分析
!

表皮葡萄球菌形成

生物膜除了受周围环境的影响外#还受到自身遗传基因的调

控*多糖胞间黏附素$

$U"

&是表皮葡萄球菌生物膜形成的必

需成分(

(AZ

)

#表皮葡萄球菌可产生大量
$U"

*目前#明确的是

$U"

合成的基础为
?H3

基因#

?H3

基因位点包含一个操纵子结构

?H3"826

#

(

个基因序列依次排列#其中
?H38

基因位于
?H3"

和

?H32

基因之间#且与二者有部分重叠*国内邢铭友等(

=

)研究发

现表皮葡萄球菌
?H3

操纵子的存在与生物膜表型密切相关#

$U"

的合成是生物膜形成的关键环节*

!!

本研究利用生物膜形成试验$半定量黏附试验&检测出的

生物膜阳性菌株为
&'

株#检出率为
'5)%V

*%而利用
$67

扩增

?H3"

基因检测生物膜测得阳性菌株
&5

株#检出率为
('),V

*

基因检测的检出率略高于生物膜形成试验#但经统计学分析两

种方法检出率比较差异无统计学意义$

2

%

*)*,

&*有
%'

株菌

+

=%+

+

国际检验医学杂志
&*%+

年
'

月第
'5

卷第
,

期
!

U1IW!3M#0D

!

#3GH.&*%+

!

LCE)'5

!

9C),



株
?H3"

基因检测阳性#而生物膜形成试验结果为阴性*初步

认为可能的原因有以下两种!$

%

&检测到
?H3"

基因可能由于某

种缺失或抑制等原因得不到充分的表达或完全没有表达#因而

无法形成生物膜%$

&

&本试验中检测的
?H3

基因为
?H3"

基因型#

并没有对
?H38

'

?H36

'

?H32

基因型进行检测#而
?H3"

'

?H38

和

?H36

这
'

个基因型#任何缺失或突变都有可能影响生物膜的形

成#因此#所测菌株可能由于缺失或突变等原因不表达或弱表

达
?H38

'

?H36

'

?H32

基因而无法形成生物膜*此外#

?H3"

'

?H38

'

?H32

'

?H36

基因的表达还受其他生物因子$如
S?

P

2

因子'

7@M<

因子&及环境因子$氯化钠'乙醇&的影响(

%*

)

*确切原因涉及表

皮葡萄球菌生物膜的基因调控等多方面因素#机制较为复杂#

需要进一步学习'研究*本研究结果中还有
=

株菌株为生物膜

形成试验阳性而基因检测结果为阴性*其原因可能是表皮葡

萄球菌生物膜的形成受到除受
?H3"

'

?H38

'

?H32

'

?H36

调控外#

还受到其他调控机制的影响#值得深入探讨(

%%A%&

)

*

D)C

!

表皮葡萄球菌生物膜形成与细菌耐药性的相关性
!

生物

膜阳性菌株对庆大霉素'青霉素
/

'红霉素'左旋氧氟沙星的耐

药率均在
+,V

以上#而对苯唑西林'克林霉素'头孢西丁的耐

药率在
,*V

以下*对复方磺胺甲唑和利福平也存在一定程

度的耐药*生物膜阴性菌株耐药率整体低于生物膜阳性菌株#

其中对庆大霉素'青霉素
/

'苯唑西林'左旋氧氟沙星'头孢西

丁的耐药率比较差异有统计学意义$

2

$

*)*,

&#提示生物膜阳

性细菌对上述抗菌药物的耐药性更明显*随着细菌的生长繁

殖及抗菌药物的使用#敏感菌群受到抑制#而耐药菌得到优势

生长#细菌形成生物膜后定植在体内#难以清除#而生物膜又极

大地限制了抗菌药物的作用效果#增加了临床治疗难度*此

外#未发现对万古霉素'奎奴普丁"达福普汀和利奈唑胺耐药的

菌株*

综上所述#本研究发现表皮葡萄球菌临床分离株有一定的

生物膜形成能力#因本次试验所用菌株分离自住院患者血液#

分析生物膜形成可能与细菌从皮肤定植部位入侵或静脉留置

针使用增加定植黏附风险等有关*形成生物膜的菌株较生物

膜阴性菌株耐药率高#提示应该采取有效手段消毒灭菌#降低

生物膜形成率#减少医疗及经济负担*
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