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【摘要】 目的研究环丙沙星不敏感化脓性链球菌的耐药机制及其同源性。方法 对2012年

3月北京地区分离自猩红热患者的48株化脓性链球菌采用稀释法检测环丙沙星及临床常用7种抗

生素的MIC。对环丙沙星MICi>4 mg／L的13株化脓性链球菌检测氟喹诺酮染色体介导的耐药基因

gyrA，gyrB，parC，parE的突变，同时以环丙沙星MIC≤0．25 mg／L的4株化脓性链球菌做比对。采用

脉冲场凝胶电泳(PFGE)对分离自北京不同地区的菌株进行同源性分析。结果化脓性链球菌对左

氧氟沙星、氨苄西林和青霉素的敏感率均为100％。对四环素、红霉素和克林霉素的耐药率分别为

91．7％(44／48)、91．7％(44／48)和89．6％(43／48)。环丙沙星、左氧氟沙星和莫西沙星的MIC。分别

为2 mg／L、l mg／L和40．25 mg／L；MIC90分别为4 mg／L、2 mg／L和0．5 mg／L。48株化脓性链球菌中

有12株对环丙沙星MIC为4 mg／L，1株MIC为8 mg／L，菌株来自北京朝阳区。对这13株耐药基因

检测结果显示，12株在parC基因上出现79位丝氨酸突变为苯丙氨酸或酪氨酸(Ser79Phe／Tyr)，10株

在parC基因的121位出现丙氨酸突变为缬氨酸(Alal21Val)。发现1株在parC基因上Ser79Phe突变

合并parE基因上371位丝氨酸突变为亮氨酸(Ser371Leu)的化脓性链球菌，但该菌株对环丙沙星的

MIC未显著增高(MIC=4 ms／L)。17株试验菌株的PFGE结果显示为7个克隆，其中克隆A均为环

丙沙星MIC≥4 mg／L的菌株，主要分布在朝阳区、大兴区、丰台区、顺义区和石景山区，占MIC≥

4 mg／L菌株的69．2％。克隆c菌株也为环丙沙星MICI>4 mg／L菌株，均分布在怀柔区。克隆B、D、

E、F和G分别分散在不同地区。结论parC基因突变是北京地区分离的化脓性链球菌对环丙沙星

MIC略有升高的主要原因，PFGE分析显示化脓性链球菌感染在北京部分地区有小范围流行。f手华
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【Abstract】 Objective To investigate the resistant mechanism of Streptococcus pyogenes to

ciprofloxacin and its homology．Methods Fo啊一eight isolates of Streptococcus pyogenes were collected from

patients diagnosed with scartlet fever in districts of Beijing in March，2012 and MIC to ciprofloxacin and other

7 common antibiotics in clinic were detected by using blood M．H agar dilution method．Thirteen isolates。

which have MICs>14 me,／L against ciprofloxacin，were detected for mutations of Fluoroquinolone resistance

genes gyrA，gyrB，parC，parE．At the same time，4 isolates，with MIC 4 0．25 mg／L against ciprofloxacin，

were used for comparison．Homology analysis of 17 isolates from different areas of Beijing was performed by

using the method of pulsed field gel eleetrophoresis．Results Sensitive rates of Streptococcus pyogenes to

levofloxacin．ampicillin and penicillin were all 100％．The resistance rates to tetracycline，erythromycin and

clindamycin were 91．7％(44／48)，91．7％(44／48)and 89．6％(43／48)，respectively．MIC50 of

ciprofloxacin，levofloxacin and moxifloxacin WaS 2 mg／L，1 mg／L and≤0．25 mg／L，respectively；MIC90

WaS 4 mg／L，2 mg／L and 0．5 mg／L，respectively．Of the 48 isolates of Streptococcus pyogenes，12 isolates
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showed the MIC at 4 mg／L．while one isolate has a MIC against ciprofloxacin at 8 mg／L，which isolated from

Chaoyang district．Analysis of sequence of chromosome mediated fluoroquinolone resistance genes in those

l 3 ciprofloxacin non—susceptible isolates exhibited that there were 1 2 isolates that harbored Ser79Phe／Tyr

mutation and 10 isolates harbored Alal21 Val in parC gene．It is shown that one isolate contained Ser7’9Phe

mutation in parC gene in the occurring of Ser371 Leu mutation in parE gene for the first time．but there was

no marked increase in ciprofloxacin MIC(MIC=4 mg／L)．There were no mutations in gyrA and gyrB

genes．The PFGE results demonstrated that the 17 tested isolates could be divided into 7 clones．The clone A

isolates from Chaoyang，Daxing，Fengtai，Shunyi and Shijingshan district have a MIC≥4 mg／L against

ciprofloxacin．which covered 69．2％of all MIC>／4 mg／L isolates．The cloBe C isolates from Huairou district

were MIC I>4 mg／L isolates．B，D．E，F and G clones isolates come from different districts．Conclusions The

mutation of parC gene was the main reason that contribute to the slightly increase of ciprofloxacin MIC in

Streptococcus pyogenes isolated from Beijing．‘rhe PFGE analysis showed that there was a small scale

prevalence caused by the infection of Streptococcus pyogenes in some districts．(Chin J Lab Med，2013，36：

425429)

【Key words】 Streptococcus pyogenes； Ciprofloxacin； Mutation；DNA topoisomerase 1V；
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化脓性链球菌能产多种链球菌溶血素、M蛋白

和链激酶等多种致病因子。可引起急性咽炎、呼吸

道感染、软组织感染等。还可引起猩红热、休克综合

征、坏死性筋膜炎等疾病-l J。2000年Yan等旧1首次

报道了对氟喹诺酮耐药的化脓性链球菌，随后在美

国、欧洲、日本等国也相继分离到对氟喹诺酮耐药的

化脓性链球菌旧引。至今，国内对氟喹诺酮类耐药的

化脓性链球菌仍未见报道。处于喹诺酮耐药决定区

(quinolone resistance—determining region，QRDR)上的

gyrA、gyrB、parC、parE基因突变，是引起化脓性链

球菌对氟喹诺酮耐药的主要原因旧’5 J。由gyrA和

gyrB基因编码的DNA解旋酶(DNA gyrase)的两个

亚基，以及由parC和parE基因编码的拓扑异构酶

Ⅳ(Topoisomerase IV)的两个亚基的氨基酸序列发

生变化，可使氟喹诺酮类药物的作用靶点发生改变，

从而产生耐药。本研究收集北京地区1个月内分离

的48株化脓性链球菌，检测其对3种氟喹诺酮类和

5种其他临床常用抗生素的MIC，检测17株(包括

对环丙沙星MIC≤0．25 mg／L的4株和MIC≥

4 mg／L的13株)化脓性链球菌的gyrA、gyrB、parC、

parE基因的突变情况；同时采用脉冲场凝胶电泳

(pulsed field gel electrophoresis，PFGE)对这17株菌

株进行同源性分析。

材料与方法

一、材料

1．菌株来源：化脓性链球菌48株，标本来源为

2011年3月份北京医院门诊患者咽拭子，患者均诊

断为猩红热。质控菌株为：肺炎链球菌

ATCC49619，大肠埃希菌DH50L作为基质辅助激光

解析电离飞行时间质谱的标准菌株，沙门菌H9812

作为脉冲场凝胶电泳分子量标记菌株。

2．试剂与仪器：基质辅助激光解析电离解析飞

行时间质谱仪(matrix—assisted laser desorption
ionization time of flight mass spectrometry，MALDI—TOF

MS)购自德国Bruker Dahonics公司；细菌多点接种

仪购自日本Oriental motor公司；PCR扩增仪购自德

国Biometra公司；DYY一1 1型水平电泳仪购白北京市

六一仪器厂；脉冲场凝胶电泳仪及成像系统购自德

国Biometra公司；细菌基因组DNA小量提取试剂盒

购自美国Axygen公司；引物合成购自上海生工生物

工程股份有限公司；Taq酶及PCR相关试剂购自日

本Takara公司；蛋白酶K、溶菌酶购自美国Sigma公

司；限制性内切酶Sma I购自立陶宛Fermentas公

司；青霉素购自华北制药股份有限公司；氨苄西林购

自齐鲁制药；克林霉素购自北京四环科宝制药有限

公司；红霉素购自湖南中南科伦药业有限公司；四环

素购自美国Sigma公司；左氧氟沙星购自山西普德

药业有限公司；莫西沙星购自拜耳先灵医药保健股

份有限公司；环丙沙星购自广州南新制药有限公司。

二、方法

1．细菌鉴定：使用API 20 Strep链球菌鉴定系

统对分离的链球菌进行鉴定，采用MALDI．TOF MS

进行进一步鉴定，具体操作步骤参见文献[6]。分

别使用flexcontrol 3．3软件和MALDIBiotyper 3软件

进行数据采集和结果分析。

2．稀释法药敏试验：采用琼脂稀释法测定左氧

氟沙星、莫西沙星、环丙沙星、四环素、红霉素、克林

霉素、氨苄西林、青霉素的MIC值。具体实验操作

参照CLSI操作规程o 71。

3．PCR扩增gyrA、gyrB、parC、parE基因：扩增对

环丙沙星MIC≤0．25 mg／L的4株和MIC≥4 mg／L
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的13株化脓性链球菌的gyrA、gyrB、parC、parE基

因。引物序列分别为：gyrA上游引物5’．TATGCCAT

GAGTGTCATTGT-3 7以及下游引物5’一ATTATGAGCC

GGAATGTFAG一3’；gyrB上游引物5 7一GCAACTCAGAA

GTGGITAAG一3 7以及下游引物5 7一AGCTTCTAGAACA

GGTCTCA-3 7；parC上游引物5’一GGCCGTFATFCCAA

GTATAT一3’以及下游弓l物5 7一CACAACAGCATCAATC

ACTY-3’；parE上游弓l物5’一GCTCAGATIIATCGAGAA

GGA-3 7以及下游弓l物5’．CAGCATCGGTCATGATAAT

A-3’。PCR反应条件参照文献[8]。

4．测序及比对：PCR扩增产物送上海生工生物

工程股份有限公司测序，测序结果比对用野生菌基

因序列参考Rivera等旧1的报道，使用DNAMAN软

件进行比对。

5．PFGE操作方法：对17株(包括对环丙沙星
MIC≤0．25 mg／L的4株和MICI>4 mg／L的13株)

化脓性链球菌的PFGE操作参考Bahnan等[】伽的报

道方法进行。使用Sma I限制性内切酶酶切化脓性

链球菌的染色体DNA。Xba I酶切沙门菌H9812的

染色体DNA作为PFGE标准分子量。电泳温度为

14℃，转换时间间隔为4～40 s，转换角度为120。，

电压6 V／cm，电泳20 h。

6．菌株同源性分析：利用UVIBand软件对

PFGE结果进行分析，软件使用非加权组平均法

(unweighted pair group match average，UPGMA)分析

各菌株之间的亲缘关系。

结 果

一、菌种鉴定

利用APl20 Strep链球菌鉴定系统和基质辅助

激光解析电离飞行时间质谱鉴定来自北京地区的

48株菌，鉴定结果全部显示为化脓性链球菌。

二、抗生素的抗菌活性

3种氟喹诺酮类抗生素及临床常用5种抗生素

的MIC结果见表1。从表1可见化脓性链球菌对四

环素耐药率为91．7％(44／48)，对红霉素耐药率也

为91．7％(44／48)，对克林霉素耐药率为89．6％

(43／48)。左氧氟沙星、氨苄西林、青霉素的抗菌活

性良好，敏感率为100％。环丙沙星、左氧氟沙星、莫西

沙星的MIC加分别为2 mg／L、1 mg／L和≤0．25 mg／L，

MIC90分别为4 mg／L、2 mg／L和0．5 mg／L。

三、氟喹诺酮耐药基因检测及比对

17株(包括对环丙沙星MIC≤0．25 mg／L的

4株和MICi>4 mg／L的13株)化脓性链球菌gyrA、

gyrB、parC、parE基因与野生株化脓性链球菌的相应

基因序列比对，分析碱基突变导致的氨基酸突变，比

对结果见表2。由表可见，gyrA、gyrB基因上未发现

突变位点。parC基因上，除第1、11株未发现突变

外，其他菌株均检测到突变。79位出现丝氨酸突变

为苯丙氨酸(Ser79Phe)的共3株，包括5、9、13号

株；出现丝氨酸突变为酪氨酸(Ser79Tyr)的共9株，

包括6—8，lO，12，14～17号株；121位出现丙氨酸

突变为缬氨酸(Alal21Val)的共13株，包括2—8，

10，12，14～17号株。在9号菌株的parE基因上检

测到371位丝氨酸突变为亮氨酸(Ser371ku)。

四、PFGE同源性分析

使用UVIBand软件根据PFGE图像生成同源性

树状图，见图1。由图可见，17株化脓性链球菌可以

分为7个克隆：菌株6～8、10、12、14～17属于A克

隆且均为环丙沙星MIC≥4 mg／L菌株，占MIC≥

4 mg／L菌株的69．2％，其中4株来自北京朝阳区、

2株来自大兴区，其他株分别来自丰台区，石景山区

和顺义区；菌株3、4属于B克隆，为环丙沙星MIC≤

0．25 mg／L的菌株，均来自北京海淀区；菌株11、13

属于C克隆，为环丙沙星MIC≤0．25 mg／L的菌株，

均来自北京怀柔区；菌株1、2、5、9分属于D、E、F、G

克隆，分别来自顺义区、石景山区和延庆县。

表1 48株化脓性链球菌对临床常用抗生素的药敏情况(％)

注：8CLSI(2011)缺少环丙沙星和莫西沙星的折点判定标准；6根据CLSI(2011)标准，≤2 mg／L为敏感，4 mg／L为中介，≥8 mg／L为耐药
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表2 17株化脓性链球菌的来源、氟喹诺酮类药敏以及基因比对结果

序号患者来源——五鬲-——型气篙署竺b 氨基酸突变位点

parC gyrA parE gyrB

顺义

石景山

海淀

海淀

石景山

丰台

朝阳

朝阳

延庆

大兴

怀柔

大兴

怀柔

石景山

顺义

朝阳

朝阳

0．5

40．25

≤0．25

≤0．25

2

2

2

2

2

2

l

l

l

2

，

2

2

40．25

≤O．25

≤O．25

≤0．25

≤O．25

≤O．25

40．25

≤0．25

≤0．25

≤0．25

≤0．25

≤0．25

≤0．25

0．5

≤0．25

O．5

≤O．25

≤0．25

≤0．25

≤0．25

≤O．25

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

8

Alal21Val

Alal21 Val

Alal21Val

Ser79Phe、Alal21Val

Ser79Tyr、AIal21Val

Ser79Tyr、Alal21Val

Ser79Tyr、A1a121Val

Ser79Phe

Ser79Tyr、A1a121 Val

Ser79Tyr、A1a121 Val

Ser79Phe

Ser79Tyr、Alal21Val

Ser79Tyr、Alal21Val

Ser79Tyr、Alal21Val

Ser79Tyr、A1a121Val

— Ser37lLeu

注：LEV示左氧氟沙星；MXF示莫西沙星；CIP示环丙沙星。“一”未发现突变。Ala示丙氨酸；Val示缬氨酸；Ser示丝氨酸；Phe示苯丙氨

酸；Tyr示酪氨酸；Leu示亮氨酸

注：树状图使用骰子相似系数及UPGMA算法计算，误差为1％；

编号代表菌株1一17。百分数表示相似度

图1 17株化脓性链球菌的PFGE及树状图

讨 论

国内化脓性链球菌对红霉素、克林霉素、氯霉

素、四环素一直保持很高耐药率。本研究中，化脓性

链球菌对四环素、红霉素、克林霉素的耐药率均在

90％左右，氨苄西林、青霉素对化脓性链球菌的抗菌

效果良好，与文献报道怛’mJ一致。青霉素类药物仍

可以作为化脓性链球菌感染治疗的首选药物。

左氧氟沙星与莫西沙星的抗菌活性良好，与文

献[11．12]报道一致。文献报道化脓性链球菌对环

丙沙星以MICt>2 mg／L作为判断不敏感的折点时，

葡萄牙¨¨的不敏感率为4．9％，西班牙Ll副为

13．0％，而本研究假定以MIC>12 mg／L为判断菌株

环丙沙星不敏感的折点时，环丙沙星不敏感率

(29．2％，13／48)远高于国外。虽然国内还未报告

对氟喹诺酮耐药的化脓性链球菌，但不敏感率增高

极有可能会导致耐药株的出现，故应该引起注意。

细菌对喹诺酮类抗生素耐药的机制，除了由含

喹诺酮耐药基因的质粒介导引起以外，主要是由编

码拓扑异构酶A亚基和B亚基的基因(gyrA、gyrB、

parC和pare)突变引起¨4‘15|。化脓性链球菌对氟喹

诺酮耐药的基因突变，文献报道心。4'12‘13'161主要集中

在parC、gyrA基因上，而在基因parE、gyrB上的突变

报道较少012,16]。

本研究中，17株测序菌株在gyrA和gyrB基因

上均未发现突变。

文献[4，12]中parC基因Alal21Val突变菌株

对喹诺酮的耐药率均有所增高。本研究的17株化

脓性链球菌，不论是对环丙沙星MIC≤0．25 mg／L

的菌株还是MIC I>4 mg／L的菌株，在parC基因上都

出现了Alal21Val突变，提示这一突变可能是无义

突变。除来自怀柔区的11号菌株外，13株环丙沙

星MIC≥4 mg／L的化脓性链球菌菌株中有12株

parC基因上存在Ser79Phe／Tyr突变，提示可能是由

于79位的碱基突变导致了化脓性链球菌对环丙沙

星的耐药性提高。而1 1号菌株虽然对环丙沙星的

MIC为4 mg／L，但未发现耐药基因的突变，是否是

其他原因导致了该菌株环丙沙星MIC值升高有待
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进一步研究。

另外，延庆县分离的9号菌株在parC基因

Ser79Tyr突变的基础上合并parE基因Ser37 1 Leu突

变，但该菌株对氟喹诺酮类抗生素的耐药性并没有

显著提高，因此对于parE上的这一突变，其意义还

需进一步研究。

此外，Yan等心-3'钊报道的parC基因上都出现了

Ser79Phe／Tyr和(或)Alal21Val突变，和本次研究检

测到的突变一致，但在gyrA基因上这3篇报道中出

现突变(Ser81Ala／Tyr，Met99Leu)的菌株对环丙沙

星的MIC都为32 mg／L；对左氧氟沙星的MIC分别

为32 mg／L、16 mg／L、32 mg／L；对莫西沙星的MIC

分别为“一”(文献中未列出数据)、2 mg／L、
1．5 mg／L。而本次研究中环丙沙星、左氧氟沙星和

莫西沙星的MIC分别为≤0．25—8 mg／L、≤0．25～

2 mg／L和≤0．25—0．5 mg／L，这提示如果只有parC

基因突变，可能较难产生氟喹诺酮高耐药菌株。

本试验中，编号为6～8，10，12，14—17的菌株

显示为同一克隆型A，并且这9株均为对环丙沙星

不敏感菌株，占所收集菌株的18．75％(9／48)，由于

菌株的样本采集时间均在2012年3月，且患者地区

分布(4株来自北京朝阳区、2株来自大兴区)相距

较近，病情均为猩红热，说明在此期间出现了由A

型化脓性链球菌引起的小范围猩红热流行。故临床

应加强化脓性链球菌病原菌的防控，防止传播。

[2]
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