
无乳链球菌和化脓性链球菌对氟喹诺酮类

抗生素的耐药性及耐药机制的研究

⑧
论文作者签名：．立兰丝主
指导教师签名：

论文评阅人1：王贤军教授杭州市第一人民医院

评阅人2：

评阅人3：

评阅人4：

评阅人5：

答辩委员会主席：

委员1：

委员2：

委员3：

委员4：

委员5：

陈卫良副教授浙江大学生物技术研究所

张钧教授浙江大学医学院附属邵逸夫医院

杨青副教授浙江大学医学院附属第一医院

陈学军教授浙江大学医学院附属儿童医院

吕火祥教授浙江省人民医院

答辩日期： 2013．12．2



浙江大学研究生学位论文独创性声明

本人声明所呈交的学位论文是本人在导师指导下进行的研究工作及取得的研

究成果。除了文中特别加以标注和致谢的地方外，论文中不包含其他人已经发表

或撰写过的研究成果，也不包含为获得逝姿盘鲎或其他教育机构的学位或证书

而使用过的材料。与我一同工作的同志对本研究所做的任何贡献均已在论文中作

了明确的说明并表示谢意。

学位论文作者签名： 签字日期： 夕口／3年／z月多 日

学位论文版权使用授权书

本学位论文作者完全了解迸姿盘鲎 有权保留并向国家有关部门或机构

送交本论文的复印件和磁盘，允许论文被查阅和借阅。本人授权迸鎏盘鲎可以
将学位论文的全部或部分内容编入有关数据库进行检索和传播，可以采用影印、

缩印或扫描等复制手段保存、汇编学位论文。

(保密的学位论文在解密后适用本授权书)

学位论文作者签名： 扣心事 导师签名：

签字日期：≯猡年／瑚歹日 签字日期：勿∥年／≯月多日



浙江大学硕士学位论文 致谢

致 谢

本论文是在我的导师陈功祥教授的亲切关怀和悉心指导下完成的。他严肃的

科学态度，严谨的治学精神，精益求精的工作作风，深深地感染和激励着我。在

这里特别感谢张嵘老师，从课题的选择到项目的最终完成，张嵘老师都始终给予

我细心的指导和不懈的支持。

这里还要感谢周宏伟，蔡加昌，胡燕燕，池丹，张晓飞几位师兄妹，在此期

间给予我无私的帮助。

在论文即将完成之际，我的心情无法平静，从开始进入课题到论文的顺利完

成，有多少可敬的师长、同学，朋友给了我无言的帮助，在这里再次请接受我诚

挚谢意!
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目的：

第一部分无乳链球菌对氟喹诺酮类

抗生素耐药性及耐药机制的研究

浙江大学医学院

硕士研究生

导 师

临床检验诊断学

杨旭峰

陈功祥教授

中文摘要

研究分离自浙江和台湾地区无乳链球菌的耐药性的差异以及喹诺酮不敏感无

乳链球菌的耐药机制，为临床上合理使用抗菌药物提供理论依据。

方法：

采用vitek2 compact全自动细菌鉴定和药敏系统对无乳链球菌进行鉴定，并用

基质辅助激光解析电离飞行时间质谱(Matri)【-Assisted LaSer Desorpti伽胎nizatioIlTime

of FIi曲t M硒s spec们mctry’MAI DI．TOF Ms)进行确认。采用Ⅵte也Compact全自

动细菌鉴定和药敏系统对菌株MIC进行测定，统计细菌对9种抗生素的敏感率，

并用卡方检验和fisher确切概率法对两地区的敏感率进行统计分析。用PCR分别

扩增喹诺酮类耐药菌株的艘厂C和gy融基因，并进行测序和序列分析。

结果：

本研究共收集60株无乳链球菌，30株来自于台湾地区，30株来自于浙江地
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浙江大学硕士学位论文 第一部分中文接要

区。其中45株来自待产产妇和正常体检妇女的阴道及阴道后穹隆分泌物标本，7

株来自待产产妇的羊水，2株来自精液，6株来自尿液。台湾地区和浙江地区分离

的无乳链球菌对青霉素敏感率分别为96．7％和lOO．0％，对头孢吡肟敏感率分别为

86．7％和93．3％，对红霉素敏感率均为13．3％，对左氧氟沙星敏感率均为70．O％，

两地区无乳链球菌对9种抗生素的敏感率均无统计学差异。18株左氧氟沙星不敏

感菌株中14株无乳链球菌的pd，c或gyrA基因存在突变，突变类型以pa，．c基因

的ser79研和肜厂A基因的Ser8iLeu突变为主。

结论：

台湾和浙江地区分离的无乳链球菌对临床常用抗生素的敏感率相似。分离自

台湾和浙江的左氧氟沙星不敏感菌株pa心和删，A基因的突变类型均以ser79研和
Ser8lLeu突变为主。

【关键词】无乳链球菌；耐药性；喹诺酮类
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Part I AntilIIicmbial s吣cep曲mty analysis and mechaIIisms
for n啪roqllinolones 0f鼢印幻cDcc淞碍弘勋c砌P

objectiVe：

Zhejiang UniVersit)，School of Medicine

POstgraduate：Xu Fen91nang

Supervisor： Chen G伽g嫡粕g

Abstract

To iIlVest远ate tIIe anti戚crobial susceptibility aIld mechallisms for qu岫lones of

砌印fD∞cc蛐n弘肠c砌P胁m Taiwan锄d动ejiaIlg ProVince，to pr0Vide血eoretical

b嬲is for cliIlical mtional use of aJlt砌crobial agentS．

MethOdS：

The clinjcaI isolates were identified byⅥtek2 Cornpact automated microbiology

system，and tIlen c彻胁m甜by Matri】【-Assisted Laser DesorptioIl，IonizationTiIIle of

F1砷t M鹊s Spec∞metry(MALDI．TOF MS)． An曲iotic susceptibilit洒 were

detennhled by Vitek2 Compact automated衄咖biology system。Susceptibilities rates of

9 ant．biotics for is01ates 6的m TaiwaIl and丑Ieji锄g were aIlalyzed by chi square潞t and

fisher’s exact test．AntimicrobiaI resistaIlce genes of qumoIones m S鳄砒c砌已such as

p口，．C蛆d gyrA were irⅣestig：ated by PCRs锄d DNA a11alysis．

Results：

S汲ty S口弘缸c砌P strains were colIected，30 s咖ms were from Taiwall aIld 30
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浙江大学硕士学位论文 第一部分英文摘要

strains f而m刁_1e!j iang．0f which 45 were fbm me normal examination of matemal aIld

women．S VagiIla锄d VagiIl“formx secretion samples，7 caseS of amnio￡ic fluid f幻m

matemaI，2 caSes f曲m tlle semen，6 fbm uriIle．Susceptibilities rates for penicilliIl of

TaiwaIl and劢ejiang were 96．7％aIld 100％，吐lose for cefepiIrIe were 86．7％a11d 93．3％，

mose for erythromycm were 13．3％，and tlmse for levofloxacill were 70．0％．There were

no statistical si印ificance between susceptibilities rates of Taiw锄and办ejiaJlg．Amine

acid subs￡i￡Ucions硼∞de￡{}酏融浓p酊C and∥砖g锄es洫24 of 1 8 2eyonoxac垃．non—

susceptible iSolates．ne predomiIl觚t mutation type was tlIe combination of Ser79即
arId Ser8 lLeu mutation in p口rcand gyrA genes．

Conclusions：

珏e susc印tib主王ities rates for∞mmon an曲iot主cs ofS础c如P丘．om Taiwan and
功ejiang were siIIlil越Ser791弦aIld Ser81Leu mutation were me main types iIl p口，．C

and gyrA genes in bom ofTaiwaIl and压eji孤g．

【Key words l册印幻∞卯“s q弘缸c妇e；drug r姻ist锄ce；qIIinoI蚰鹤
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目的：

第二部分化脓性链球菌对氟喹诺酮类

抗生素耐药性及耐药机制的研究

中文摘要

研究环丙沙星不敏感化脓性链球菌的耐药性及其耐药机制，并对这些菌株的

同源性进行分析，为院感控制提供依据。

方法：

用API 20 strep链球菌鉴定系统对2012年3月北京地区分离自猩红热患者的

48株链球菌进行鉴定，同时采用基质辅助激光解析电离解析飞行时间质谱仪

(matrix·舔sisted laser desorption ioIlization t．皿e of fli曲t mass spec廿ometry，

MALDI．ToF Ms)进行进一步鉴定。采用琼脂稀释法检测环丙沙星及临床常用7

种抗生素的最低抑菌浓度(Mmimum珊曲ito叮concemation，MIc)。对环丙沙星

MIC≥4 mg／L的化脓性链球菌检测氟喹诺酮染色体介导的耐药基因gyrA，gy檀，

p口rc，p口厄的突变，同时以环丙沙星MIC<0．25 rr虮的化脓性链球菌做比对。采
用脉冲场凝胶电泳(Pulsed．Field Gel Elec呐phoresis，PFGE)对分离自北京不同地

区的菌株进行同源性分析。

结果：

经API 20 s缸ep链球菌鉴定系统和MAIDI—TOF Ms的鉴定，48株链球菌均为

化脓性链球菌。其对左氧氟沙星、氨苄西林和青霉素的敏感率均为loo％。对四环
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浙江大学硕士学位论文 第二部分中文摘要

素、红霉素和克林霉素的耐药率分别为91．7％、91．7％和89．6％。环丙沙星、左氧

氟沙星和莫西沙星的MIC∞分别为2 Ing几、l mg几和≤0．25 mg／乙；MfC90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株喹诺酮类耐药基因

检测结果显示，12株在p口圮基因上出现79位丝氨酸突变为苯丙氨酸或酪氨酸

(Ser79Phe厂I姐)，10株在阳，．C基因的12l位出现丙氨酸突变为缬氨酸

(Alal21vaI)。发现1株在粥心基因上Ser79Phe突变合并粥癌基因上37l位丝

氨酸突变为亮氨酸(ser37lku)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眦)。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

MIC≥4 m牡菡株，均分布在怀柔地区。克隆B。D、E、F和G分别分散在不同
地区。

结论：

pn，-c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。

【关键词】化脓性链球菌；环丙沙星；基因突变；同源性分析
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浙江大学硕士学位论文 第二部分英文摘要

Part II Antimicrobial辄sceptibiH够analysis and mechaIIisI璐

for nuoroqIlinol伽es of筋唧细cDcc以s刀9秽咒Ps

AbstI·act

objectiVe：

T0 mestigate tIle姐tiIIlicrobial susceptibility aIld mechaIlisnlS for qumolones of

脚幻cD∞“占p岁DgP，l已and to analysis山e horIlology of me strains．

Methods：

The cliIlicalisolates were identified by API 20 Strep identification system，and

龇n co口fi咖ed by Matr酞一触sisted LaSer Des唧tion／IoIlizationTirIle of Fli曲t Mass

Spectrome灯y(MAI DI·TOF MS)． Minim哪讪ibitory concerltration(MIC)t0

cipronoxaciIl and omer 7 common antibiotics in clhlic were detected by usiIlg blood

M—H agar dilution rne血od．Isolates of MIC窀4 mg，L agaillst cipronoxacin、Ⅳere

i【etected for mutations of FluoroquirIolone resistance genes such as gyrA，gy檀，朋rc，

parE．At tIle s锄e tillle，4 isolates，谢m~ⅡC<o．25 mg／L against cipmfloxaciIl，Wcre

uscd fbr coⅡlparison．Homology孤aJysis of 17 isolates丘Dm dif!E色rem areas of Beij吨

w私perfb锄edby usmg岫memod of pulsed雠ld gel elec仰phoresis．

Results：

The identification results of API 20 Strep Identmcation System甜ld MA工DI-TOF

MS iIldjkated mat aU of吐le 48 strains were墨删Dg已，z已j．SensitiVe rates of＆p吵培g，l已s

to 1evonoxac-m，锄picillirI aIld peIlicillirl were aU 100％．The佗sistaIlce rates to

tetracycliIle，eryd：啪mycin and cl洫d锄yC试were 91．7％，91．7％锄d 89．6％，respectiVely

ⅥⅡ
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MIC50 of cipmnoxacin，leVonoxacm and moxifloxacin w觞2 mg／L，l mg／L and SO．25

mg，L，MIC90 was 4 mg，L，2 rr帆aIld O．5 mg，L，respectiVeI y．Of tlle 48 isoIafes of&
刀Dg已，l已s，l2 isolates showed me MIC at 4 mg，L，while one isolate has a MIC agamst

ciprofloxacin at 8mg，L，whjch isolated f而m Chaoyang district．Analysis of sequence of

chromosome mediated qu洫olones resistance genes iIl tllose 13 cipronoxaciIl

rlon—susceptible is01ates exIlibited mat mere were 12 isolates t11at harbored

Ser79Ph酮陋mutati叽and 10 is01ates which harbo例Alal2lval iII粥厂c gene．It is

shown吐lat锄isolate comamed Ser79Phe mutation iIl p口，．C gene．m tlle occurriIlg of

Ser37lLeu mutation iIl胛厄gene for tlle first time'but t11ere waS no marked raise to

cipronoxaciIl MIC(MIC=4 mg，L)．There were no舢Jtations i工l gyrA aIld gy培genes．

The PFGE results demonstrated nlat山e 17 tested isolates could be divided into 7 clones．

The clone A isolates fj的m Chaoy锄g，Daxing，Fengtai，Shunyi and Shij洫gshaIl district

have a MIC24 mg，L against cipronoxacin，、砌ch coVered 69．2％of all MIC≥4 m∥L

isolates．1k clone C isoIates f-rom Huairou digcrict、^，ere MIC>4 mg／L isolates．B，D，E，F

and G clones jsolates come f￥om diffbrent djs臼jcts．

ConcIusion：

The nmtation of胛厂(?gene w弱tlle mam reason tllat contribute toⅡlc sli曲tIy

iIlcre蠲e of ciprofloxacm MIC i11&pyDgPn甜isolated f幻m Beijmg districts．The PFGE

analysis showed mat mere w弱a small scale preValence caused by me mfection of S

刃泐g册甜ifl sonle districts．

【Key words】勋印幻∞ccHs刀Dg阴Ps； cipron憾acin； Gene mu÷ati蚰；

H0moIogy趾aIysis
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浙江大学硕士学位论文 第一部分材料与方法

3。培养基和试剂：

(1)培养基：哥伦比亚血琼脂平板、中国蓝平板和巧克力平板购自杭州威晟生

物科技有限公司

(2)MAI，DI-ToFMs标准分子量蛋白I及多肽：德国Bn血erDaltonics公司；

(3)MALDI-TOF MS所用试剂如三氟乙酸(TFA)、Ⅱ一氰基．4．羟基肉桂酸

(HccA)、色谱纯乙腈、甲酸、无水乙醇：美国sigma公司；

(4)基因组提取试剂盒：上海泽衡生物技术有限公司；

(5)Taq酶及PcR反应相关试剂：日本儆ara公司；

(6)PcR反应管：美国触ygen公司；

(7)5×TBE电泳缓冲液：称取549Tris碱，27．59硼酸溶于500IIll蒸馏水中，

加入20nll的0．5mo儿的EDTA(pH8．o)混匀，补加纯水至1000皿，室温保存，使

用时量取loornl，用纯水稀释成looO“。

(8)引物：耐药基因测序引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成，引

物序列如下：

(9)Ⅵtek2 compact阳性球菌鉴定／药敏卡：法国生物梅里埃公司

二、方法

l、菌株鉴定：
3



浙江大学硕士学位论文 第一部分材料与方法

采用Ⅵtek2 colnpact全自动细菌鉴定和药敏系统对无乳链球菌进行鉴定。

2、MALDI-TOF MS鉴定菌株：

(1)细菌灭活：挑取2—3个中等大小菌落于1．5IIlI离心管中，加入300 pl蒸馏

水混匀，然后加入900 pl无水乙醇混匀，12，000 g离心2 min；

(2)提取蛋白：离心后完全去除上层乙醇，下层沉淀加入50 ul 70％甲酸混匀，

然后加入50 pl乙腈混匀，12，0009离心2 mill；

(3)加样：离心后取上清l pl点样于96孔加样板，样品空气干燥后加入1 pl

基质HccA覆盖加样的位置；

(4)校准定标：每次实验前需对仪器进行校准定标，标准蛋白采用配制的混合

蛋白cPs(按标准蛋白I与多肽比例为4：l配制)；

(5)质谱分析和鉴定比．对：质谱仪使用线性正性模式。使用355衄波长以最大

频率(60 Hz)采集2000—20000 Da范围内的样品蛋白图谱，每个样品的激光轰击次数

为100次；仪器具体参数设置如下：加速电压20 kV提取电压18．6 k、‘聚焦电压6．5

kV，延迟提取时间150ns。样品的质量图谱图通过B破erBiotyper 3．O软件与数据库

进行比较，并用匹配分值来量化结果，同时给出最终鉴定结果。

2、药物敏感性试验

采用vitek2 compact全自动细菌鉴定和药敏系统对菌株MIc进行测定，判读

标准参照美国临床实验室标准委员会(cLsI，2011)[101。

3、耐药基因PCR：

扩增24株无乳链球菌的gyrA和p口厄墓因(其中左氧氟沙星耐药16株、中介耐药

2株、敏感6株)。

4
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PCR反应体系如下：

10×bu跣f

lO仙M dNTP

上游引物

下游引物

Taq酶(5u／”1)

模板DNA

加双蒸水至

5“l

4斗l

1斗l

1ul

O．25LLl

2“l

50ul

基因扩增条件如下：

PcR扩增产物经1％琼脂糖凝胶电泳，紫外成像系统观察结果，目标条带大小

为500bp左右。
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3结果

1，菌种鉴定

无乳链球菌：Ⅵtek2compact全自动细菌鉴定和药敏系统鉴定来自台湾和浙江

共60株无乳链球菌结果均为无乳链球菌。MAI，DI．TOF Ms鉴定结果全部显示为无

乳链球菌，分值为2．O一2．3，2．3—3．O，分别提示为：secure ge眦s identification，probable

species identification。两种方法的鉴定结果完全相符。

2、药物敏感性试验

左氧氟沙星、红霉素及临床常用9种抗生素的结果见表l。从表l可见无乳链

球菌对B内酰胺类抗生素的敏感率较高，台湾、浙江地区对青霉素敏感率分别为

96．7％和100．0％，对头孢吡肟敏感率分别为86．7％和93．3％。对红霉素敏感率均为

13。3％，对左氧氟沙星敏感率均为70．0％。数据采用卡方检验和fisher确切概率法，

用SPSSll．5进行分析。九种抗生素的P值均大于0．05，差异无统计学意义。

表1砷株无乳链球菌对临床常用抗生素的药敏情况和统计分析结果

注：“．”表示未进行统计学分析；‘‘广’表示该数据采用fIsher确切概率法进行统计分

7
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析，只有P值没有Z值

3、喹诺酮类耐药基因检测

24株无乳链球菌(包括左氧氟沙星耐药16株、中介耐药2株、敏感6株)的

p口，．C和gyrA基因序列与敏感株的比对结果见表2：18株左氧氟沙星不敏感菌株(台

湾和浙江各9株)有14株无乳链球菌的p口圮或删rA基因存在突变。大部分菌株

(10／14)的p口，．c和gyrA基因具有相同的突变模式：ser7哪和ser81／Leu突变，
即p口，．C基因的79位出现丝氨酸突变为酪氨酸(ser79仃姐)和∥rA基因的8l位

出现丝氨酸突变为亮氨酸(Ser81／Leu)，2株无乳链球菌存在ser79力Phe和Ser8l／Leu

突变，l株无乳链球菌存在p口rc基因ser79厂T姐突变，l株无乳链球菌存在gy以

基因ser8l／Leu突变。左氧氟沙星敏感的6株无乳链球菌的p口，．c和gyrA基因均无

突变。

表2 24株无乳链球菌的来源、氟喹诺酮类药敏结果以及基因序列比对结果

8
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南》flo】，将BMI芝25．Okg／m2的病例纳入肥胖组(包括肥胖及超重)，BMI<25．Okg／m2

的病例纳入非肥胖组，腹腔镜组106例患者中非肥胖者76例(71．7％)肥胖者30例

(28．3％)，开放组120例患者中非肥胖者84例(70．0％)，肥胖者36例(30．0％)。(详

见表1、表2)。

2．2．3．观察指标

包括患者年龄、体重指数、术前血清PsA值与手术时间，术中出血量、术前

及术后24h血红蛋白差值、根治术后Gleason评分、术后留置导尿时间等情况。(术

前详见表1、表2)。

表1 106例行腹腔镜下前列腺癌根治术患者术前情况

表2 120例行开放前列腺癌根治术患者术前情况

2．2．4．手术方法

腹腔镜下前列腺癌根治术组：全麻成功后，取头低足高平卧位，常规消毒铺巾，

于脐下作2—3cm小切口，打开腹直肌鞘，手指分离腹膜外间隙，置入气囊扩张器

����x
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注气扩张腹膜外间隙，左麦氏点与脐之间中点放置10Ⅱ姗雪霎oc塞§，右麦氏点与脐之

间中点放置12mm霎!oc妻妻，脐下置入10mm蓄霉oc塞塞，建立腹膜外人工腔隙，维持气

腹压力约14．16mmHg。腹腔镜直视下于左、右麦氏点分别放置5mm雾!oc塞塞。进入

后，用超声刀于耻骨后隙内分离膀胱前壁及两侧，暴露耻骨前列腺韧带及盆底筋

膜。超声刀切开盆底筋膜，沿前列腺包膜游离盆底肌肉，显露前列腺两侧韧带，

阴茎背静脉丛以2一。可吸收线缝扎。以超声刀切开膀胱颈前壁，寻及导尿管并向

前上提拉，检查两侧输尿管口，可见喷尿，超声刀离断膀胱颈两侧壁及后壁。寻

及精囊及输精管并游离，后离断输精管，提起精囊，显露D氏筋膜并打开，沿直

肠前壁游离前列腺背侧直至尖部，对于部分保留性功能的患者注意不要损伤血管
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1前言

第二部分化脓性链球菌对氟喹诺酮类

抗生素耐药性及耐药机制的研究

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[¨。2000年‰l等口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[3’5】。

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 resistallce—detemlinjng region，QRDR)上的∥组、秽培、p口rC、阳腰

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‘2，51。由缈，A和∥培

基因编码的DNA解旋酶(DNA gyr嬲e)的两个亚基，以及由pn心和p口rE基因编

码的拓扑异构酶Ⅳ(TopoisomeraSeⅣ)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郢．25 mg／L的4株和MIC芝4 mg／L的

13株)化脓性链球菌的∥以、西佃，朋，C和朋厄基因的突变情况；同时采用脉

冲场凝胶电泳(pulsed field gel elec的phoresis，PFGE)对这17株菌株进行同源性分

析。
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2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：肺炎链球菡瑚陀C49619

标准菌株：大肠埃希菌DH50【，作为基质辅助激光解析电离飞行时问质谱的标

准菌株。

沙门菌H9812：作为脉冲场凝胶电泳分子量标记菌株。

2、主要仪器：

(1)脏s疵1200生物安全柜：旺AI，FORcE公司：

(2)细菌恒温培养培养箱：美国mnn0公司；

(3)MAI．DI．ToF Ms仪：德国Brukcr DaItonics公司；

(4)Legend Micro 17R离心机：Themo公司；

(5)PcR扩增仪：德国Biometra公司；

(6)DHll型电泳仪：北京市六一仪器厂；

(7)DNAMAN 6．0：美国L)咖10n Biosoft公司；

(8)UVIpro紫外成像仪：德国whatIn觚BioImtra公司；

(9)微量移液枪：德国eppendorf公司；

(10)脉冲场凝胶电泳仪：德国Bionle缸a公司；

(11)细菌多点接种仪：日本Oriental Inotor公司；

17
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3、培养基和试剂：

(1)培养基：哥伦比亚血琼脂平板、中国蓝平板和巧克力平板购自杭州威晟生

物科技有限公司

(2)MALDI．ToF Ms标准分子量蛋白I及多肽：德国Bmker Daltonics公司；

(3)MALDI．TOF Ms所用试剂如三氟乙酸(TFA)、c【．氰基一4．羟基肉桂酸

(HccA)、色谱纯乙腈、甲酸、无水乙醇：美国sigma公司；

(4)基因组提取试剂金：上海泽衡生物技术有限公司；

(5)Taq酶及PcR反应相关试剂：日本毗ara公司；

(6)PcR反应管：美国触ygen公司；

(7)5×TBE电泳缓冲液：称取549Tris碱，27．59硼酸溶于500“蒸馏水中，

加入20rnl的O．5mol／L的EDl'A(pH8．0)混匀，补加纯水至1000血，室温保存，

使用时量取100rnl，用纯水稀释成1000“。

(8)引物：耐药基因测序引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成，引

物序列如下：

(9)API 20 strep链球菌鉴定系统：法国生物生物梅里埃；
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(10)蛋白酶K、溶菌酶：美国sigfIIa公司；

(11)限制性内切酶SmaI：立陶宛Femlentas公司；

(12)青霉素：华北制药股份有限公司；

(13)氨苄西林：齐鲁制药；

(14)克林霉素：北京四环科宝制药有限公司；

(15)红霉素：湖南中南科伦药业有限公司；

(16)四环素：sigma公司；

(17)左氧氟沙星：山西普德药业有限公司；

(18)莫西沙星：拜耳先灵医药保健股份有限公司；

(19)环丙沙星：广州南新制药有限公司。

二、方法

1、菌株初步鉴定：

采用API 20 strep链球菌鉴定系统对48株链球菌进行鉴定。

2、MALDI-TOF MS鉴定菌株：

(1)细菌灭活：挑取2．3个中等大小菌落于1．5IId离心管中，加入300 ul蒸馏

水混匀，然后加入900“1无水乙醇混匀，12，000 g离心2Ⅱ妇；

(2)提取蛋白：离心后完全去除上层乙醇，下层沉淀加入50扯l 70％甲酸混匀，

然后加入50ul乙腈混匀，12，0009离心2min；

(3)加样：离心后取上清l pl点样于96孔加样板，样品空气干燥后加入1 ul

基质HccA覆盖加样的位置；
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基因扩增条件如下：

PcR扩增产物经1％琼脂糖凝胶电泳，紫外成像系统观察结果。

4、测序比对：

PcR扩增产物送至上海生物工程股份有限公司进行测序，测序结果导入

DNAMAN软件对比分析。

5、PFGE分析：

对17株(包括对环丙沙星MIC郢．25 mg／L的4株和MIc之4 mg／L的13株)

化脓性链球菌及沙门菌H9812用限制性内切酶xbaI酶切。

HrGE简要步骤：

(1)胶块制备：用TE缓冲液将待测菌株配制成4．5麦氏浊度的细菌悬液后待用；称

取0．19金胶琼脂粉放入50IIll三角烧瓶中，加入10111lTE缓冲液封口后微波加热融解，

将其放入55度水浴待用；将制胶模子在75％酒精中浸泡后用蒸馏水冲洗干净，用

透明胶条封住模子的一侧待用；从4．5麦氏浊度的细菌悬液中吸取200肛l加入到灭菌

的1．5咖离心管中，向其中加入10“l 50m∥ml的溶菌酶，37度水浴10miIl。

10mm后取出，向其中加入lO斗l 20m∥ml蛋白酶K混匀，吸取200斗l 1％金胶溶

液与以上溶液混匀加入胶块模子中(尽量快的加入)。将模子放入4度冰箱中15miIl。

2l
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5、结论

1．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，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依然良好。

2、p口rc基因中Ser79／Phe、ser79厂I姐突变导致了化脓性链球菌对环丙沙星的

耐药性提高。存在其他原因导致菌株环丙沙星MIC值升高，有待进一步研究。

3、A群化脓性链球菌引起的小范围猩红热流行。
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综述

无乳链球菌和化脓性链球菌喹诺酮耐药及耐药机制的研究

杨旭峰综述 陈功祥审校

无乳链球菌(Streptococcus agalactiae)正常寄居于妇女阴道和人体肠道，是围

产期妇女感染的主要致病菌。已证实新生儿无乳链球菌感染(尤其是早发型感染)

与母亲孕期或分娩时生殖系统携带无乳链球菌有关，易导致流产、死胎，甚至新

生儿死亡，现已引起国内外学者高度重视。同时也可引起免疫低下人群茵血症、

心内膜炎、皮肤和软组织感染以及骨髓炎。B-3]

化脓性链球菌(Streptococcuspyogenes)是人类疾病和医院感染的主要病原菌

之一，其引起的疾病约占人类链球菌感染的90％。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，特别。还可引起猩红热、休克综合征，坏死性筋膜炎等疾病，【4】化脓性链球

菌是儿童和成人呼吸道感染的重要病原菌。

一、无乳链球菌和化脓性链球菌的流行情况

1991年张京海、杜桂香、刘桂英等[51报道从山东省658例孕妇阴道分泌物样

本中分离出62株无乳链球菌，分离率9。4％；1997年梁梅英等【61报道从北京120

例无症状产妇在产前阴道分泌物中分离出19株无乳链球菌，分离率15．8％；其新

生几带菌率3．3％：郭素芳等同在2006．2007年问从6702例尿液样本中分离出77

株无乳链球菌，分离率1，l％；从1139例孕妇阴道分泌物样本中分离出31株无乳

链球菌，分离率2．7％；从666例前列腺液样本中分离出36株无乳链球菌，分离率

5。4％。1998年Schuchat，A掣81报道了美国从1993年到1995年多地的无乳链球菌
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为天冬氨酸(Asp)。

化脓链球菌喹诺酮类抗生素耐药基因的研究：化脓链球菌耐喹诺酮类抗生素

的耐药菌株也存在∥烈和胛基因突变。∥班基因含2487 bp，编码的蛋白质有
829个氨基酸残基，与肺炎链球菌的g)，rA基因氨基酸序列有79％的一致性。p口rc

基因含2460 bp，编码的蛋白质有820个氨基酸残基，与肺炎链球菡的阳rC基因

氨基酸序列的前620个氨基酸残基有82％的一致性。秽rA可发生双位点突变，如：

ser81，Phe，Met99／Leu，而p口，．C常为点突变，如：ser79厂I姐。多数的环丙沙星耐

药菌株的存在脚心基因突变，常见的是发生ser81位点的突变。但有研究发现无

论是gyrA或p日rc基因突变的化脓链球菌耐药菌株对克林沙星却保持敏感伫91。

2．外排泵机制

外排泵介导的药物主动外排系统是细菌耐药的一个重要原因。在铜绿假单胞

菌生物被膜的耐药机制中，有研究证实其对阿奇霉素和对妥布霉素的耐药性分别

是由MexCD．0prJ外排泵和Me斌Y一0prM外排泵高表达所致，p越874一t877编码的

外排系统对于铜绿假单胞菌生物被膜多重耐药(耐受妥布霉素、庆大霉素、环丙沙

星)具有重要作用。但外排泵系统高表达并不意味着耐药性必然升高，有研究发现

尽管铜绿假单胞菌生物被膜中MexAB-oprM外排系统也存在过度表达，却并未对p一

内酰胺类抗生素表现出耐药性增强。细菌耐药对外排泵的依赖性并非始终如一，

如铜绿假单胞菌生物被膜MexAB—OprM基因的表达，只能影响其对低剂量氧氟沙

星的耐药性【32】。

无乳链球菌外排泵介导的耐药机制的研究非常少。化脓链球菌外排泵介导的

耐药机制的研究有用溪化乙锭、诺氟沙星、环丙沙星、左氧氟沙星．莫西沙星筛

查出化脓链球菌突变菌株，其原始菌株和突变菌株的秒rA、∥培、p口，．C、p口坶经

测序未发现改变。使用澳化乙锭筛选的突变菌株的外排泵系统不受利血平、利血

敏，维拉帕米．羰基氰氯苯腙(carbonyl cyaIlide m·c11lorophenyulydrazone，CcCP)
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