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［摘　要］　对１株从人感染创面分泌物分离的特殊菌进行鉴定和药敏试验。收集该患者的创面分泌物标本，采用

血琼脂平板和麦康凯琼脂平板进行分离培养。ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动微生物鉴定系统鉴定为鲍特菌属（置信度

为９７％），ＶＩＴＥＫＭＳ全自动快速微生物质谱检测系统和１６ＳｒＲＮＡ分析鉴定结果均为创口鲍特菌（置信度均为

９９．９％）。药敏试验结果显示，创口鲍特菌对头孢唑林、头孢他啶、头孢吡肟、头孢曲松、庆大霉素、妥布霉素、左氧

氟沙星、复方磺胺甲口恶唑均耐药，对哌拉西林／他唑巴坦、亚胺培南和美罗培南均为中介，仅对阿米卡星敏感。此病

例为国内首次从临床标本中分离出创口鲍特菌的报告，为指导创口鲍特菌感染的快速、准确鉴定和临床合理用药

提供参考。
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　　创口鲍特菌（犅狅狉犱犲狋犲犾犾犪狋狉犲犿犪狋狌犿）属于鲍特菌

属，是一种革兰阴性短小杆菌。鲍特菌属包含的种

类较多，其中最常见的是百日咳鲍特菌和副百日咳鲍

特菌［１］。创口鲍特菌为专性需氧菌，营养要求不高，

在普通营养琼脂平板上生长良好。Ｖａｎｄａｍｍｅ等
［２］

在１９９６年首次报道创口鲍特菌，并将其归类为鲍特

菌属细菌中的一种。作为条件致病菌，其广泛存在

于自然环境中。创口鲍特菌主要引起创面皮肤和软
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组织感染，也有报道从患者下呼吸道、耳分泌物和血

液中分离到此菌。若治疗不及时，可引起严重的血

流感染，导致脓毒血症，威胁患者生命［３］。目前，国

内尚无关于创口鲍特菌感染的病例报道。１例上肢

外伤患者伤口分泌物分离菌株，经生化鉴定、质谱鉴

定，以及１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析鉴定为创口鲍特

菌，现将其临床特点和微生物特征报告如下。

１　资料与方法

１．１　仪器与试剂　ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动微生

物鉴定及药敏分析系统、ＶＩＴＥＫＭＳ全自动快速微

生物质谱检测系统、阳性球菌鉴定卡、ＣＨＣＡ基质

液均购自法国生物梅里埃公司，快速革兰染色液购

自珠海贝索公司，血琼脂培养基、麦康凯琼脂培养基

均购自贝瑞特公司，细菌基因组提取试剂盒购自北京

天根公司，ＰＣＲ扩增试剂、ＤＮＡＭａｋｅｒ购自ＴａＫａＲａ

公司（上海生物技术股份有限公司），１６ＳｒＲＮＡ引物

由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。

１．２　方法

１．２．１　分离培养　无菌棉拭子蘸取患者创面分泌

物，采用分区划线法接种于血平板和麦康凯平板。

置于３６℃，５％ＣＯ２ 培养箱培养２４～４８ｈ，观察细菌

生长情况。

１．２．２　显微镜观察　挑取适量单个菌落，与适量生

理盐水在载玻片上混匀，制成涂片，革兰染色后油镜

观察。

１．２．３　生化鉴定　挑取麦康凯平板上单个纯菌落，

制成０．５麦氏单位的菌悬液。选择革兰阴性杆菌鉴

定卡（ＧＮ），根据全自动微生物鉴定及药敏分析系统

ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ操作说明书进行上机鉴定。

１．２．４　质谱鉴定　取适量待测菌均匀涂抹于全自

动快速微生物质谱检测系统ＶＩＴＥＫ ＭＳ配套靶板

上，加１μＬ的质谱样品处理基质液覆盖菌膜，以大

肠埃希菌犈．犮狅犾犻８７３９为质控菌株，待基质液干燥后

上机检测。

１．２．５　分子生物学鉴定　使用全自动核酸提取仪

制备细菌基因组ＤＮＡ。采用１６ＳｒＲＮＡ通用引物正

向引物：ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ；反向引

物：ＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ进行ＰＣＲ扩

增。反应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，

５６℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３０个循环，７２℃延

伸１０ｍｉｎ。扩增产物送上海生工生物公司进行测

序，并在ＮＣＢＩ网站进行序列比对分析。

１．２．６　药敏试验　采用最低抑菌浓度（ＭＩＣ）法进

行药物敏感性检测。制备０．５麦氏单位菌悬液，根

据革兰阴性菌药敏卡（ＧＮ０９）要求进行稀释，然后使

用ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ仪器进行药敏试验。试验结

果根据美国临床和实验室标准协会（ＣＬＳＩ）Ｍ１００

抗菌药物敏感性试验执行标准２０２０版进行判读。

２　结果

２．１　病例资料　患者，男性，４４岁，既往身体健康。

２０２０年８月因工作时被机器绞伤致右上肢疼痛、流

血伴活动受限到遵义医科大学附属医院急诊科就

诊，初步诊断为“右上肢机械性绞伤”。急救创伤病

房住院，经骨科医生施行右肘关节脱位复位＋右尺

骨骨折克氏针内固定术＋右上肢外固定术，整形外

科医生施行右上肢扩创＋血管、神经探查＋异物清

除＋得膜建覆盖创面＋手背扩创＋ＶＳＤ安置术。

术后病情平稳，嘱患者带外固定架出院休养，后期复

查后再行后续治疗。

２０２０年１１月患者因“右上肢外固定术２＋月，

返院行内固定术”。在全麻下行“右尺骨近端骨折切

开复位内固定术＋尺桡关节畸形愈合松解术”，术后

予以抗感染、补液、止痛、换药、促进创面愈合等对症

治疗。两周后临床医生检查发现其右上肢上段手术

创面未愈合，手术创面红肿并且覆着脓性分泌物。

患者自诉术区疼痛，偶感恶心、呕吐，无畏寒及发热，

无胸闷、气促及呼吸困难，精神、饮食及睡眠可，大小

便正常。实验室检查结果：血常规检查白细胞和血

小板计数正常，红细胞４．０３×１０１２／Ｌ，血红蛋白１１０

ｇ／Ｌ，白细胞介素６８２．５ｐｇ／ｍＬ，降钙素原（ＰＣＴ）

０．４５ｎｇ／ｍＬ、Ｃ反应蛋白（ＣＲＰ）３６．２ｍｇ／Ｌ，结果

均提示患者可能并发术后感染。经两次引流、清创，

以及更换抗生素抗感染治疗，手术创面逐渐好转后

出院，但仍有少许渗出，嘱患者院外加强换药。

２．２　微生物学检查

２．２．１　菌落特征及镜下形态　患者创面分泌物培

养２４ｈ后，观察发现血琼脂培养基上有圆形、干燥、

粗糙大小不等的乳白色菌落，在麦康凯培养基上有

淡粉红色、点状、干燥、针尖样大小的菌落。继续培

养至４８ｈ后观察发现血平板上的菌落呈扁平、干

燥、表面粗糙、不规则、较大的乳白色菌落，在麦康凯

培养基上长成较小的淡粉红色、圆形菌落。见图１。

革兰染色，油镜下观察见革兰阴性杆菌，中等大小。

见图２。
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注：Ａ、Ｂ为培养２４ｈ后菌落形态，Ｃ、Ｄ为培养４８ｈ后菌落形态。

图１　患者创面分泌物血平板和麦康凯培养基上培养的菌落形态

犉犻犵狌狉犲１　ＣｏｌｏｎｙｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｎｂｌｏｏｄａｇａｒｐｌａｔｅａｎｄＭｃＣｏｎｋｅｙａｇａｒｐｌａｔｅｏｆｐａｔｉｅｎｔ’ｓｗｏｕｎｄｓｅｃｒｅｔｉｏｎ

图２　患者创面分泌物分离细菌革兰染色镜下形态（×１０００）

犉犻犵狌狉犲２　Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｂａｃｔｅｒｉａｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍ

ｐａｔｉｅｎｔ’ｓｗｏｕｎｄｓｅｃｒｅｔｉｏｎ（×１０００）

２．２．２　生化鉴定　采用ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动细

菌鉴定系统及其配套ＧＮ鉴定卡对细菌进行全面生化

鉴定，见表１。经ＶＩＴＥＫ２ＣｏｍｐａｃｔＡＥＳ高级专家系

统进行比对，鉴定结果为鲍特菌属（置信度为９７％）。

２．２．３　质谱鉴定　ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动细菌

鉴定系统未能将此菌鉴定到种，进一步采用微生物

质谱仪进行鉴定。经ＶＩＴＥＫＭＳ鉴定结果为创口鲍

特菌（置信度为９９．９％），其在２０６６、４３２９、５２０９、

５２４９、６３０４、６７１３Ｍ／ｚ处有特征峰谱，见图３。

表１　患者创面分泌物分离细菌ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ生化试验鉴定结果
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生化试验

中文名称 缩写
结果

丙氨酸－苯丙氨酸－脯氨酸芳胺酶 ＡＰＰＡ －

侧金盏花醇 ＡＤＯ －

吡咯烷基芳胺酶 ＰｙｒＡ －

Ｌ阿拉伯糖 ＩＡＲＬ －

Ｄ纤维二糖 ｄＣＥＬ －

β半乳糖苷酶 ＢＧＡＬ －

硫化氢 Ｈ２Ｓ －

β１００乙酰葡萄糖苷酶 ＢＮＡＧ －

谷氨酰芳胺酶 ＡＧＬＴｐ －

Ｄ葡萄糖 ｄＧＬＵ －

谷氨酰转移酶 ＧＧＴ －

葡萄糖发酵 ＯＦＦ －

β葡萄糖苷酶 ＢＧＬＵ －

Ｄ麦芽糖 ｄＭＡＬ －

Ｄ甘露醇 ｄＭＡＮ －

Ｄ甘露糖 ｄＭＮＥ －

β木糖苷酶 ＢＸＹＬ －

丙氨酸芳胺酶 ＢＡｌａｐ －

脯氨酸芳胺酶 ＰｒｏＡ ＋

脂酶 ＬＩＰ －

古老酶 ＰＬＥ －

酪氨酸芳胺酶 ＴｙｒＡ －

尿素酶 ＵＲＥ －

Ｄ山梨醇 ｄＳＯＲ －

生化试验

中文名称 缩写
结果

蔗糖 ＳＡＣ －

Ｄ塔格糖 ｄＴＡＧ －

Ｄ海藻糖 ｄＴＲＥ －

柠檬酸盐 ＣＩＴ ＋

丙二酸盐 ＭＮＴ －

５－酮－葡萄糖苷 ５ＫＧ －

乳酸盐产碱 ＩＬＡＴｋ ＋

ａ葡萄糖 ＡＧＬＵ －

琥珀酸盐产碱 ＳＵＣＴ ＋

Ｎ乙酰半乳糖氨酶 ＮＡＧＡ －

半乳糖苷酶 ＡＧＡＬ －

磷酸酶 ＰＨＯＳ －

氨基乙酸芳胺酶 ＧｌｙＡ －

鸟氨酸脱羧酶 ＯＤＣ －

赖氨酸脱羧酶 ＬＤＣ －

组氨酸同化 ＩＨＩＳａ －

ＣＯＵＲＭＡＲＡＴＥ ＣＭＴ －

葡萄糖苷酸酶 ＢＧＵＲ －

Ｏ１２９耐受 Ｏ１２９Ｒ ＋

谷氨酸－甘氨酸－精氨酸芳胺酶 ＧＧＡＡ －

Ｌ苹果酸盐同化 ＩＭＬＴａ －

ＥＬＬＭＡＮ ＥＬＬＭ －

Ｌ乳酸盐同化 ＩＬＡＴａ －

　　注：＋为阳性；－为阴性。
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图３　待检菌鉴定质谱图

犉犻犵狌狉犲３　Ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｉｓｏｌａｔｅｄｓｔｒａｉｎ

２．２．４　１６ＳｒＲＮＡ鉴定　经琼脂糖凝胶电泳检测

确证扩增成功，ＰＣＲ扩增产物长度为１５００ｂｐ。将

扩增产物送测序，测序结果进行ＢＬＡＳＴ比对分析。

比对发现其与创口鲍特菌的同源性为９９．９％。见

图４。

２．２．５　药敏试验　采用ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动

细菌药敏系统及其配套 ＧＮ０９药敏卡进行药敏试

验。根据ＣＬＳＩ２０２０版药敏折点范围，结果显示创

口鲍特菌对头孢唑林、头孢他啶、头孢吡肟、头孢曲

松、庆大霉素、妥布霉素、左氧氟沙星以及复方磺胺

甲口恶唑均耐药，仅对阿米卡星敏感，对哌拉西林／他

唑巴坦、亚胺培南和美罗培南均为中介。见表２。
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图４　１６ＳｒＲＮＡＰＣＲ扩增产物测序结果
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表２　创口鲍特菌对常用抗菌药物的药敏结果
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抗菌药物 ＭＩＣ（μｇ／ｍＬ） 结果

哌拉西林／他唑巴坦 ６４ Ｉ

头孢唑林 ≥６４ Ｒ

头孢他啶 ≥６４ Ｒ

头孢吡肟 ≥６４ Ｒ

头孢曲松 ≥６４ Ｒ

亚胺培南 ８ Ｉ

抗菌药物 ＭＩＣ（μｇ／ｍＬ） 结果

美罗培南 ８ Ｉ

阿米卡星 １６ Ｓ

庆大霉素 ≥１６ Ｒ

妥布霉素 ≥１６ Ｒ

左氧氟沙星 ≥８ Ｒ

复方磺胺甲口恶唑 ≥３２０ Ｒ

　　注：Ｓ为敏感，Ｉ为中介，Ｒ为耐药。

３　讨论

鲍特菌属包含多个菌种，最常见的是百日咳鲍

特菌和副百日咳鲍特菌。创口鲍特菌感染在临床上

极为少见，主要见于创面感染，尤其是经久不愈的伤

口或溃疡。查阅文献发现最近几年也有少量的文献

报道。２０２０年Ｋｕｋｌａ等
［４］报道在１例肺癌患者的

呼吸道标本中分离鉴定出１株创口鲍特菌。２０１９

年Ｃａｓｔｒｏ等
［５］报道在１例７４岁女性患者的腿部溃

疡和坏疽组织中分离培养出创口鲍特菌。此外，

２０１６年 Ｍａｊｅｗｓｋｉ等
［３］在脓毒症患者血液中分离鉴

定出创口鲍特菌，说明此菌不仅可以引起创面感染

和呼吸道感染，而且还可进入血流，引起脓毒血症。

由于创面感染通常比较复杂，混合感染较为常见，常

混杂其他细菌，而且创口鲍特菌生长较为缓慢，很容

易被其他细菌生长所掩盖，不易发现。本研究从

１例手部创伤患者的创面分泌物中培养出创口鲍特

菌，且培养物较纯，推测本例中分离到的创口鲍特菌

可能具有一定的临床意义，提示在实验室分离到类

似的少见菌，需要结合临床，以及流行病学和实验室

检测情况进行综合分析。
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根据细菌在血平板和麦康凯平板都生长的特

点，初步判断是革兰阴性杆菌，革兰染色证实该结

果。细菌菌落形态较为特别，与常见的革兰阴性杆

菌有很大的区别，氧化酶试验结果显示为阳性。但

也有文献报道氧化酶试验是阴性，其分析可能是检

测方法不一样所致［６］。因此，此菌的氧化酶试验有

待进一步确定，通过生化反应的差异鉴定细菌是目

前的主要方法。明确该菌为革兰阴性杆菌后，研究

人员立即采用梅里埃公司的革兰阴性菌鉴定卡对该

菌进行系统生化鉴定，鉴定结果为鲍特菌属（置信度

９７％）。查阅具体生化反应，发现该菌只有５个生化

项目为阳性反应，说明该菌生化反应并不活泼，有可

能鉴定不准确，并且未能鉴定到具体的菌种水平，因

此还需采用其他更好的检测方法进行鉴定。

基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱（ＭＡＬ

ＤＩＴＯＦＭＳ）是目前广泛用于微生物鉴定的一种快

速、可靠的检测方法。ＡｌｍａｇｒｏＭｏｌｔｏ等
［７］研究发

现，ＭＡＬＤＩＴＯＦ ＭＳ可用于创口鲍特菌的鉴定。

通过质谱鉴定出该菌为创口鲍特菌，其置信度高达

９９．９％。为进一步确保鉴定结果准确无误，采取目

前细菌鉴定准确度最高的分子生物学检测技术对该

菌进行鉴定和分析［８］。对该致病菌进行１６ＳｒＲＮＡ

的ＰＣＲ扩增及产物测序，经同源性分析，ＢＬＡＳＴ比

对结果显示其与创口鲍特菌的同源性为９９．９％，确

定鉴定结果是创口鲍特菌。在临床工作中，遇到类

似具有重要临床意义的少见菌时，应充分利用目前

的先进检测技术，采用多种方法进行鉴定，确保结果

准确无误。

由于创口鲍特菌的感染主要发生在创面，临床

医生通常会首先实施清创术，再配合使用抗菌药物，

以最大程度地减少感染的发生。合理的选择抗菌药

物对预防创口鲍特菌感染十分重要。根据相关研究

文献报道，创口鲍特菌感染可常规使用环丙沙星和

头孢菌素。但研究［９１０］报道，已出现对头孢他啶和

环丙沙星耐药的菌株。目前，ＣＬＳＩ并无针对创口鲍

特菌的药敏判断折点，通常是按照肠杆菌目细菌的

折点进行药敏结果的判断。本例中药敏试验结果显

示该菌对头孢菌素均为耐药，仅对亚胺培南、美罗培

南和阿米卡星等少数药物敏感，表明创口鲍特菌的耐

药性在逐渐发生变化。因此，临床实验室需要常规开

展对该菌的药敏试验，加强对该菌的耐药性监测。

综上所述，目前国内尚未见创面创口鲍特菌感

染病例报道，结合近年来国外多例报道，提示临床需

重视创口鲍特菌感染，如果得不到及时控制，可能会

引起脓毒血症，危及患者生命。在实验室鉴定方面，

由于创口鲍特菌菌落形态特殊，且生化反应不活泼，

临床实验室若分离到可疑菌株，应及时采用质谱鉴

定或１６ＳｒＲＮＡ测序鉴定，以快速、准确获得结果，

并进行药敏试验，指导临床用药。

利益冲突：所有作者均声明不存在利益冲突。
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