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!摘要"

!

目的
!

了解南昌地区淋病患者感染的淋球菌对抗生素的耐药状况!探讨质粒在介导淋球菌耐药中的

作用%方法
!

采用纸片法分析
MF

株淋球菌对头孢噻肟!头孢曲松$头孢他啶$青霉素$壮观霉素$环丙沙星的敏感

性&头孢硝基噻吩显色法测定
!

$

内酰胺酶&碱裂解法提取淋球菌菌株质粒!琼脂糖凝胶电泳法分析质粒谱型%结果

!

对青霉素$环丙沙星$壮观霉素耐药的菌株分别为
LF

株"

LF

(

MF

!

AMDA(Y

#$

MO

株"

MO

(

MF

!

FOD%)Y

#$

%

株"

%

(

MF

!

%DGAY

#!头孢噻肟!头孢曲松!头孢他啶未发现耐药株%

!

$

内酰胺酶阳性 菌株为
LA

株"

LA

(

MF

!

A)DO(Y

#%检出质粒

菌株
LO

株"

LO

(

MF

!

ALDM(Y

#!质粒谱型共
A

型!以
LFDAc:

和
LFDAc:_G(DAc:

型为主%结论
!

青霉素$环丙沙星

的耐药率较高!在本地区已不适宜作为治疗淋病的药物!头孢噻肟!头孢曲松!头孢他啶的敏感性较高!可作为本地

区治疗淋病的首选药物!壮观霉素已出现耐药株应引起重视%质粒的介导在淋球菌耐药性的形成中起着重要的

作用%

!关键词"

!

淋球菌&

!

碱裂解法&

!

耐药质粒

IJK

!

%)DLFMF

"

N

D/<<.D%MO($FGAAD()%)D(LD)()

中图分类号#

BLOHD%M

文献标志码#

P

文章编号#

%MO($FGAA

"

()%)

#

(L$(M)A$)(

>).9

8

&'&().):'3'(:'6$%&'&:.)6%.)/

#

9.&4'/

#

$(*'9%&(*L%'&&%$'.

J

()($$7(%.%')L.)67.)

J

.$%.

!

759@4+S;

%

#

>2/0

73;+

I

3(

%

#

M/%73;+H34

(

#

./0163(

L

#

N2$7'4(

)

+"-(

)

G

#

*/01NH3+H34

%

#

7$*4(+

A

'(

)

%

#

M/0#'+U;'

%

?%?@;+

A

4"B:4(B-

C

@;B;OB'-(J;(B;"

#

6'4(

)

K'!"-G'(O'4,5(FB'B3B;-

C

&;E'O4,NO';(O;F

#

04(OH4(

)

#

6'4(

)

K'LL)))M

#

JH'+

(4

(

(?04(OH4(

)

N'KBH!;-

A

,;QF2-F

A

'B4,

#

04(OH4(

)

#

6'4(

)

K'LL)))L

#

JH'(4

(

L?134(

)

E-(

)

!"-G'(O'4,!;-

A

,;QF

-

C

2-F

A

'B4,

#

134(

)

SH-3

#

134(

)

E-(

)

A%))H)

#

JH'(4

(

G?6'4(

)

K'!"-G'(O'4,&4B;"(4,4(EJH',E2;4,BHJ4";2-F+

A

'B4,

#

04(OH4(

)

#

6'4(

)

K'LL)))M

#

JH'(4

$

>3&:$.6:

%

!

?3

@

%6:';%

!

!-<5,Q2

1

=+27.=/:/-=/*,2</<=7.*27.4=+2,-32-?

S

37<0/4$-.024/7=/.

@

,2</<=7.*2-?

T2/<<2,/7

@

-.-,,+-272

&

TD

@

-.,,+-272

'

/.T7.*+7.

@

7,27DA%:7(/&

!

!+24/<64/??5</-.02=+-4;7<5<24=-42=2,$

0/.2=+2,2</<=7.*2-?</R7.=/:/-=/*</.*354/.

@

*2?-=7R/02

#

*2?=,/7R-.2

#

*2?=7[/4/02

#

S

2./*/33/.

#

<

S

2*=/.-0

1

*/.7.4*/

S

,-$

?3-R7*/.=-TD

@

-.,,+-272DC2./*/33/.7<2$

S

,-45*/.

@

TD

@

-.,,+-272

&

CCT"

'

;7<42=2,0/.24:

1

5</.

@

=+2T/=,-*2?/.$

4/<602=+-4DWR=,7*=/-.7.47.73

1

</<-?=+2

S

37<0/4</.MFTD

@

-.-,,+-272;2,242=2,0/.24:

1

73673/.2$3

1

</<7.4

<2

S

+7,-<2232*=,-

S

+-,2</<=2*+./*DB%&<9:&

!

!+2<=,7/.<-?LF

&

LF

"

MF

#

AMDA(Y

'#

MO

&

MO

"

MF

#

FOD%)Y

'

7.4%

&

%

"

MF

#

%D

GAY

'

;2,2?-5.4=-:2,2</<=7.==-

S

2./*/33/.

#

*/

S

,-?3-R7*/.7.4<

S

2*=/.-0

1

*/.

#

,2<

S

2*=/Q23

1

DT-<=,7/.<;2,2?-5.4=-

:2,2</<=7.==-*2?-=7R/02

#

*2?=,/7R-.2

#

*2?=7[/4/02D!+2,2;2,2LA

&

A)DO(Y

'

<=,7/.<-?CCT"70-.

@

MFTD

@

-.-,$

,+-272DLO<=,7/.<-?TD

@

-.,,+-272+7,:-5,42

S

37<0/4<7.4=+242=2*=24

S

2,*2.=7

@

27**-5.=/.

@

?-,ALDM(YDP=-=73

-??/Q2=

1S

2<-?

S

37<0/4<;2,242=2*=24D!+2

S

37<0/4

S

,-?/32<=

1S

2<-?LFDAc:

&

(GDMLY

'

7.4LFDAc:_G(DAc:

&

%LD)GY

'

;2,2

S

,-0/.2.=D,()69<&'()

!

B2</<=7.*2,7=2-?

S

2./*/33/.7.4*/

S

,-?3-R7*/./<+/

@

+2,=+7.-=+2,<DK.T7.$

*+7.

@

,2

@

/-.

#

S

2./*/33/.7.4*/

S

,-?3-R7*/.+7Q2:22./.7

SS

,-

S

,/7=27<7=,27=02.=?-,

@

-.-,,+274,5

@

D&5<*2

S

=/:/3/=

1

-?

*2?-=7R/02

#

*2?=,/7R-.2

#

*2?=7[/4/02/<+/

@

+7.4*7.:25<247<=+2?/,<=*+/*2?-,=,27=02.=-?

@

-.-,,+274,5

@

</.=+/<

,2

@

/-.D'3/./*734-*=-,<.224=-

S

7

1

0-,27==2.=/-.=-<

S

2*=/.-0

1

*/.:2*75<2,2</<=7.=<=,7/.+7<:22.42=2*=24DC37<$

0/4

S

37

1

<7./0

S

-,=7.=,-32/.?-,07=/-.-?,2</<=7.*2/.T2/<<2,/7

@

-.-,,+-272D

$

C%

8

5($/&

%

!

.2/<<2,/7

@

-.-,,+-272

(

!

73673/.2$3

1

</<02=+-4

(

!

,2</<=7.*2

S

37<0/4

!!

淋病奈瑟菌&
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'是引起最常见的性传

播疾病444淋病的病原体#全球每年新增发病例超过
M)))

万*由于抗生素的广泛使用和细菌的变异等原因#使淋球菌的

耐药性逐年增加*淋球菌产生的耐药性机制与以质粒介导的

耐药以及染色体基因突变等有关*作者从南昌地区的部分淋

病患者标本中分离)培养)鉴定了
MF

株淋球菌菌株(应用纸片

法分析了淋球菌对
M

种抗生素的敏感性(碱裂解法提取淋球菌

质粒#琼脂糖凝胶电泳法分析质粒谱型*

D

!

材料与方法

DDD

!

试剂与仪器
!

淋球菌基础培养基!

"'

琼脂&

JR/-4

#英

国'(

PCKT]

鉴定试纸条&法国梅里埃公司'(头孢噻肟)头孢他

啶)头孢曲松)青霉素)壮观霉素)环丙沙星药敏试纸&北京天坛

生物技术开发公司'(碱裂解液
)

&葡萄糖#

!,/<$'3

#

WI!P

'#碱

裂解液
'

&

)D(TT7J]

#

%Y&I&

'#碱裂解液
(

&

S

]GDH0-3

"

9

-

A)M(

-

检验医学与临床
()%)

年
%(

月第
O

卷第
(L

期
!

97:824'3/.

!

I2*20:2,()%)

!

-̂3DO

!

T-D(L



cP*

溶液'#

!,/<$]'3

饱和酚#

%0-3

"

9!,/<$*3

溶液#二氧化碳

培养箱#高速离心机#电泳仪#紫外凝胶
$

显微成像仪*

DDE

!

实验菌株
!

MF

株淋球菌由省妇幼保健院性病科)妇产科

患者的泌尿生殖道分泌物中分离培养获得*所有菌株经革兰

染色)氧化酶及糖发酵试验初步鉴定并用
PCKT]

鉴定试纸条

确证后#传代
%

次洗于无菌脱脂牛乳中#于
dO)Z

冰箱保存备

用*

DDF

!

实验方法
!

c$>

法测定临床分离的淋球菌对头孢曲松)

头孢他啶)头孢噻肟)青霉素)壮观霉素)环丙沙星等
M

种抗生

素的敏感性!参照美国临床实验室标准化委员会标准+

%

,判断耐

药性*

DDG

!

头孢硝基噻吩显色法测定产青霉素酶淋球菌&

CCT"

'

+

(

,

将待测淋球菌少许均匀涂于室温平衡的头孢硝基噻吩纸片上#

%0/.

内观察纸片颜色变化#变红者为阳性#不变色者为阴性#

每次试验均以已知的阴性和阳性菌株作对照*

DDM

!

&I&

碱裂解法微量提取质粒
ITP

+

L

,

!

接种环挑取淋球

菌菌苔悬于含
%D)09

生理盐水的
%DA09

微量离心管中#

%A))),

"

0/.

离心
L0/.

#倾去上清#加
%))

"

9

裂解液
K

剧烈振

荡#加
())

"

9

新配制的裂解液
'

颠倒
A

次加
%A)

"

9

裂解液

(

#颠倒数次静置
L

#

A0/.

#

%A))),

"

0/.

离心
A0/.

#将上清

液移至另一微量离心管内离心#加等体积酚氯仿液#振荡混合

后按
%A))),

"

0/.

离心
(0/.

#将上清液转到另一微量离心管#

加两倍体积的无水乙醇沉淀核酸#混匀搁置
(0/.

后离心
A

0/.

#收集核酸晾干#加
A)

"

9

含
BT7<2()

"

@

"

09

的
!W

缓冲

液#振荡数秒后存放
d()Z

冰箱保存备用*

DDO

!

琼脂糖电泳检测质粒
ITP

条带
!

取
A

"

9

质粒
ITP

样

品用
!>W

电泳缓冲液配制的
)DHY

琼脂糖进行电泳#

M)^

电

压电泳
(+

#以
ITP

"

]/.4

(

87,62,

作为相对分子质量标记*

于紫外灯下观察并拍照*

E

!

结
!!

果

EDD

!

经过分离)培养)鉴定的淋球菌共
MF

株
!

对
M

种抗生素

的药敏试验结果表明#淋球菌对头孢噻肟#头孢曲松#头孢他啶

敏感性较高#对壮观霉素的耐药率较低#对青霉素#环丙沙星的

耐药率较高&表
%

'*

表
%

!

MF

株淋球菌对
M

种抗生素的药敏试验结果(

(

%

Y

&)

敏感度 头孢曲松 头孢他定 头孢噻肟 壮观霉素 青霉素 环丙沙星

敏感&

&

'

MF

&

%))D)

'

MF

&

%))D)

'

MF

&

%))D)

'

MH

&

FHDM

'

%%

&

%ADF

'

)

&

)D)

'

中介&

K

'

)

&

)D)

'

)

&

)D)

'

)

&

)D)

'

)

&

)D)

'

%F

&

(ODA

'

(

&

(DF

'

耐药&

B

'

)

&

)D)

'

)

&

)D)

'

)

&

)D)

'

%

&

%DG

'

LF

&

AMDA

'

MO

&

FOD%

'

EDE

!

质粒的提取及分析
!

结果显示
MF

株菌株中
LO

株

&

ALDM(Y

'检出质粒*质粒有
A

种图谱&表
(

'*

表
(

!

淋球菌的质粒分布

质粒谱型 质粒谱&

6:

' 菌株数 构成比
Y

无 无
L( GMDLO

)

GD( G ADOF

'

LFDA %O (GDML

(

LFDA_GD( F %LD)G

5

LFDA_G(DA G ADOF

*

GD(_GDO_ODG_LFDA_G(DA L GDLG

F

!

讨
!!

论

FDD

!

近年来淋球菌耐药现象日益严重*本文的分析结果表

明#临床分离的淋球菌对青霉素的耐药率为
AMDAY

#略低于温

娟等+

G

,

()))

年报道的青霉素耐药率
M%D%Y

的结果(对环丙沙

星的耐药率为
FOD%Y

#接近于张铁军等+

A

,

)曹文苓等+

M

,报道的

())L

年上海地区)广州地区淋球菌对环丙沙星耐药率&

FAY

'

的结果#但明显高于温娟等+

G

,报道的
GGD%Y

的结果*由于喹

诺酮类抗生素的大量使用#使淋球菌对环丙沙星的耐药性出现

广泛的播散和流行#造成同一地区淋球菌对环丙沙星的耐药率

大幅度上升*本地区青霉素)环丙沙星的高耐药率#使它们已

不适宜作为治疗淋病的药物#头孢噻肟)头孢曲松)头孢他啶的

敏感性较高#可作为本地区治疗淋球菌的首选药物*壮观霉素

已出现耐药株应当引起足够的重视*

FDE

!

自从
%FOM

年美国分离出
CCT"

以来#至今已在
%))

多个

国家和地区发现
CCT"

的存在+

O

,

#在东南亚地区
%FF)

年已高

达
(AY

#

G%Y

#非洲大陆达到
A)Y

以上+

H

,

*

CCT"

的上升趋

势给淋病的预防和治疗带来了困难*我国自
%FHO

年开始监测

淋病奈瑟菌的耐药性#发现
CCT"

近年来大幅度上升#但不同

作者报道的
CCT"

有所不同*作者的实验结果显示#

CCT"

的

检出率为
A)DO(Y

#明显高于曹文苓等+

M

,

)吴兴中等+

F

,

)俞莲花

和曲颖+

%)

,报道的
CCT"

菌株阳性率
%LD%DY

)

%OD)Y

和

LFDHY

的结果*

FDF

!

淋球菌对青霉素和四环素的耐药机制
!

包括质粒介导的

高度耐药及染色体介导的低度耐药*通过对质粒介导的淋球

菌耐药菌株的监测#可以评价淋球菌耐药状况和发展趋势*本

研究发现质粒在不同地区与不同时间存在一定变化#质粒谱的

构成也有差异*中山市淋球菌的质粒谱型以
GD(c:_ODGc:

&

L)DAY

'和
GD(c:_ODGc:_LFDAc:

&

(MDLY

'为主+

%%

,

(上海

地区淋球菌流行株则以
GD(c:_ADGc:_LFDAc:

&

(ADO%Y

'

和
GD(c:_ODGc:_LFDAc:

&

()Y

'为主+

%(

,

#本地区以
LFDA

c:

&

(GDMLY

'和
LFDAc:_G(DAc:

&

%LD)GY

'为主要质粒谱

型*质粒的检测有助追踪传染源和流行株的耐药性#为指导临

床治疗以及淋球菌的耐药监测提供线索和依据+

%L

,

*

参考文献

+

%

,

f-.2<BT

#

"7Q7.!9

#

!+-,.<:2,,

1

'

#

2=73D&=7.47,4/[7$

=/-.-?4/<64/??5</-.7.47

@

7,4/35=/-.<5<*2

S

=/:/3/=

1

=2<=

?-,T2/<<2,/7

@

-.-,,+-272

!

/.=2,

S

,2=7=/Q2*,/=2,/77.4

e

573/=

1

*-.=,-3

@

5/423/.2<?-,*2?=,/7R-.2

#

S

2./*/33/.

#

<

S

2*$

=/.-0

1

*/.

#

7.4=2=,7*

1

*3/.2

+

f

,

D'3/. 8/*,-:/-3

#

%FHF

#

(O

&

%(

'!

(OAH$(OMMD

+

(

, 蔡文斌
D

实用临床微生物学诊断+

8

,

D

南京!东南大学出

版#

%FFH

!

FLG$FLAD

+

L

, 萨姆布鲁克
I`

#拉塞尔#黄培堂
D

分子克隆实验+

8

,

D

北

京!科学出版社#

())(

!

(O$LAD

+

G

, 温娟#湛学军#谢大泽#等
D())

例淋病及非淋球菌尿道炎

患者病原学分析及疗效观察+

f

,

D

江西医药#

()))

#

LA

&

A

'!

(M%$(M(D

+

A

, 张铁军#周晓明#姜庆五
D

淋病奈瑟菌对环丙沙星的耐药

性与喹诺酮类耐药决定区突变的关系+

f

,

D

疾病控制杂

志#

())A

#

F

&

M

'!

M))$M)LD

+

M

, 曹文苓#黎小东#李嘉彦#等
D

淋球菌对&下转第
(M)H

页'

-

M)M(

-

检验医学与临床
()%)

年
%(

月第
O

卷第
(L

期
!

97:824'3/.

!

I2*20:2,()%)

!

-̂3DO

!

T-D(L


