
·基础实验研究论著·

鲍曼不动杆菌的耐药性分析及其表面生理变化
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　　摘　要：目的　通过检测分析该地区鲍曼不动杆菌耐药性及生理形态变化，了解其耐药性的发展趋势。方法　用 Ｖｉｔｅｋ２

Ｃｏｍｐａｃｔ自动微生物鉴定系统检测鲍曼不动杆菌对１８种抗菌药物的耐药性。用原子力显微镜比较分析其耐药菌株和敏感菌株

的形态学变化。结果　耐药性检测表明，鲍曼不动杆菌泛耐药现象普遍，其中对头孢孟多的耐药率达１００％，重症监护室（ＩＣＵ）内

鲍曼不动杆菌对头孢类抗菌药物耐药性达８４％。通过原子力显微镜观察，鲍曼不动杆菌耐药菌株形态发生了明显变化，菌体变

成卷曲不规则，表面凹凸不平。结论　鲍曼不动杆菌耐药性严重，需严格根据药物检测来指导用药，以减少耐药性变异菌的产生。
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　　随着广谱抗菌药物的大量使用和抗菌药物选择性压力的

不断增加，多重耐药鲍曼不动杆菌的比例也不断上升，人们对

耐药菌的研究也更加深入。Ｄｏｋｔｙｃｚ等
［１］在２００３年用 ＡＦＭ

来观察细菌菌体表面变化，但对耐药鲍曼不动杆菌菌体表面超

微结构没有研究。对鲍曼不动杆菌的耐药情况及表面超微结

构进行检测、分析及讨论，为临床合理用药提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株来源　６９株鲍曼不动杆菌分离自２０１１年３月至

２０１１年９月期间ＩＣＵ室患者的痰、脓液及血液等临床标本。

１．１．２　试剂　用 Ｖｉｔｅｋ２Ｃｏｍｐａｃｔ自动微生物鉴定系统的

Ｖｉｔｅｋ２ＧＮ鉴定卡和 Ｖｉｔｅｋ２ＡＳＴＧＮ１３细菌药敏卡（头孢孟

多 ＭＡＮ、氨苄西林／舒巴坦 ＳＡＭ、氨曲南 ＡＴＭ、头孢替坦

ＣＴＴ、头孢唑林ＣＺＯ、头孢吡肟ＦＥＰ、亚胺培南ＩＰＭ、甲氧苄

啶／磺胺甲恶唑ＳＸＴ、妥布霉素ＴＯＢ、氨苄西林 ＡＭＰ、阿莫西

林ＡＭ、环丙沙星ＣＩＰ、头孢曲松ＣＲＯ、呋喃妥因 ＮＩＴ、庆大霉

素ＧＥＮ、左氧氟沙星ＬＶＸ、头孢他啶ＣＡＺ、哌拉西林／他唑巴

坦ＴＺＰ），均产自美国ｂｉｏＭｅｒｉｅｕｘ，Ｉｎｃ公司。

１．１．３　仪器　Ｖｉｔｅｋ２Ｃｏｍｐａｃｔ自动微生物鉴定仪，购买于法

国梅里埃诊断产品；原子力显微镜，ＮａｎｏＳｃｏｐｅ（Ｒ）Ⅲａ的扫描

探针显微镜为美国Ｖｅｅｃｏ公司产。

１．２　方法

１．２．１　细菌的分离与鉴定　按常规进行病原菌培养和分离，

采用Ｖｉｔｅｋ２Ｃｏｍｐａｃｔ自动微生物鉴定系统对病原菌进行鉴

定，质控菌株购买于山东省临床检验中心。

１．２．２　药敏试验　根据美国临床实验室标准化委员会（ＮＣ

ＣＬＳ）的指导原则，采用肉汤稀释法测定病原菌对相应抗菌药

物的最低抑菌浓度（ＭＩＣ）值，判定其耐药性。

１．２．３　ＡＦＭ 成像　随机选取已鉴定的敏感鲍曼不动杆菌和

多重耐药鲍曼不动杆菌各一株，将其菌液均匀涂于玻璃片上，

自然晾干，在ＡＦＭ 液相模式（即１×ＰＢＳ液体环境）下扫描观

察。每组样品扫描至少１０个单菌体细胞，观察其阶高、粗糙

度、长度、宽度等参数。扫描器采用Ｅ型压电陶瓷扫描管，扫

描范围为１０μｍ。所用探针型号为 ＮＰ２Ｓ２０，针尖扫描速率为

１Ｈｚ，针尖曲率半径为１０～４０ｎｍ，共振频率为４０～７５ｋＨｚ；微

悬臂长度为１１５μｍ，宽度为２５μｍ，弹性系数Ｋ为０．５８Ｎ／ｍ；
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相应每条扫描线的像素分别为（２５６×２５６）ｐｉｘｅｌ和（５１２×５１２）

ｐｉｘｅｌ。图像均在恒力模式下获得，采用高度（ｈｅｉｇｈｔ）、振幅

（ａｍｐｌｉｔｕｄｅ）和相位（ｐｈａｓｅ）三种信号采集模式同时进行扫描图

像输出，所有图像均通过自动平滑（ｆｌａｔｔｅｎａｕｔｏ）处理以消除慢

扫描方向的低频噪音。存储后的图像经 ＮａｎｏｓｃｏｐｅＩｍａｇｅＡ

ｎａｌｙｓｉｓ分析处理软件进行平滑处理后，进行菌体形态的截面

分析与测量。

２　结　　果

２．１　耐药性检测结果　来自ＩＣＵ的鲍曼不动杆菌普遍耐药，

且多重耐药现象严重。对头孢类抗菌药物耐药率达８４％以

上，对亚胺培南的耐药率也达７０％。６９株鲍曼不动杆菌对１８

株抗菌药物的耐药性统计分析见图１。

　　注：横坐标为１８种抗菌药物，纵坐标为６９株鲍曼不动杆菌，Ｒ代

表耐药，Ｉ代表中介，Ｓ代表敏感。

图１　　临床分离的６９株鲍曼不动杆菌的耐药性分析

２．２　ＡＦＭ观察结果　借助原子力显微镜观察鲍曼不动杆菌

敏感菌株和耐药菌株，图２为敏感菌株和耐药菌株的ＡＦＭ 高

度图、振幅图和相位图。在纳米技术下观察细菌的形态变化，

发现耐药菌表面发生了明显变化，菌体变长变宽，形状变得不

规则，粗糙度明显增加。图３为鲍曼不动杆菌的三维立体结构

图，左图为对抗菌药物敏感的细菌的ＡＦＭ图，可见菌体边界清

晰，表面有米粒状细小颗粒状物，有较小的起伏但相对平滑；右

图菌体表面颗粒状物明显，菌体表面起伏较大，形态变化明显。

图２　　鲍曼不动杆菌的敏感菌与耐药菌比较

（３．００μｍＡＦＭ图）

图３　　敏感菌与耐药菌三维图比较（５．００μｍＡＦＭ图）

图４　　敏感菌与耐药菌截面分析图比较（５．００μｍＡＦＭ图）

　　图４上图为对抗菌药物敏感的鲍曼不动杆菌的截面分析

图，纵切面和横切面菌体长约１～３μｍ，宽０．５～１．０μｍ，菌体

形态细长，表面规则，变化不大；下图为耐药菌的截面分析图，

可以看到菌体表面距离２．２９７～３．１３２μｍ，菌体长２．２４４～２．

９９２μｍ菌体明显改变，菌体变长变宽，变得卷曲不规则，形态

呈现多样化，边界不清，表面凹凸不平，起伏更加明显。

图５　　敏感菌与耐药菌微观分析图

（６００ｎｍ×６００ｎｍＡＦＭ图）

　　图５为敏感菌与耐药菌的 ＡＦＭ 微观分析图，从６００ｎｍ

的微观观察，敏感的鲍曼不动杆菌表面光滑，起伏不明显，而耐

药菌表面起伏较大，可见明显凸起和凹槽，耐药菌的形态变化

用纳米技术观察与敏感菌比较发生了很大变化。

３　讨　　论

鲍曼不动杆菌是一种条件致病菌，该菌引起的医院感染日

益增多，近年来已成为医院感染的重要病原菌之一，并且可通

过多种途径在医院内传播。目前临床抗菌药物的广泛应用，鲍

曼不动杆菌对抗菌药物的耐药性也逐年增强［２４］。本文研究显

示，从鲍曼不动杆菌在临床标本的检出分布来看，大多数来源

于痰标本（７８．６３％），这说明该菌引起的定植感染患者较多，

ＩＣＵ的鲍曼不动杆菌耐药现象严重，呈现多重耐药，患者对多

种抗菌药物都不敏感。

鲍曼不动杆菌的耐药机制较为复杂，影响临床的抗感染治

疗，并限制治疗方案的选择。从药敏结果看，对β内酰胺类、氨

基糖苷类抗菌药物普遍耐药，有多重耐药的特点。Ｍｅ′ｎｄｅｚ

Ｖｉｌａｓ等
［５］在２００４年通过ＡＦＭ观察，比较２株金黄色葡萄球

菌表面特征；Ｄｏｋｔｙｃｚ等
［１］发现通过ＡＦＭ对（下转第２６５５页）
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的缺憾，可能会因此影响结果的准确性。为了明确犗犚犕犇犔３

与儿童哮喘的关系，研究者正在进一步扩大收集儿童哮喘资料

和样本量。另外，本课题组正在通过免疫组化检测肺组织中

犗犚犕犇犔３的表达，同时构建干扰质粒并转染正常支气管上皮

细胞，为犗犚犕犇犔３在哮喘中的作用机制研究奠定基础。
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耐药菌的菌体表面形态观察，研究耐药菌的部分耐药机制，可

以明显看到鲍曼不动杆菌多重耐药菌株的形态变化明显，其表

面粗糙度增加，有很多突起与凹陷，这与多耐药菌的耐药机制

的形成有关。临床常用的大多数抗菌药物作用于细菌的细胞

壁，干扰细胞壁肽聚糖合成而导致细菌死亡，多重耐药鲍曼不

动杆菌通过改变细菌细胞膜通透性（如孔蛋白减少、生物膜的

形成）［６１１］，使抗菌药物不易或无法进入细胞内，达不到有效杀

菌浓度，这使得存活耐药菌细胞膜表面发生相应的形态的变

化，正如ＡＦＭ观察到的变化一样，耐药菌的形态发生了明显

变化。

通过研究发现，人体内鲍曼不动杆菌在临床用药的情况

下，耐药菌株发生了明显的形态变化。微生物室应加强细菌耐

药监测工作，并多与临床沟通开展一些相关的耐药机制的研究

工作，制定正确、合理的抗菌剂使用方案，有效避免耐药菌株的

产生与播散［９］。
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