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"摘要#

!

目的
!

探讨尿路感染分离金黄色葡萄球菌的生物膜形成能力及相关基因分布!为预防和治疗临床感染提供理论基

础%方法
!

采用标准琼脂平板倍比稀释法检测最小抑菌浓度!菌落计数法检测细菌黏附能力!

()

孔板结晶紫染色法检测细菌生

物膜形成能力!生物膜相关基因检测采用
25A

扩增法%结果
!

$$

株金黄色葡萄球菌临床株对青霉素和红霉素耐药率较高!而对

万古霉素和呋喃妥因全部敏感%所有菌株都有较强的黏附能力!而生物膜形成能力一般%其中
$%

株菌株扩增出
#KH7>

和
#KH35

基因%结论
!

尿路感染金黄色葡萄球菌的黏附能力和生物膜形成能力具有菌株差异性!

#KH

是金黄色葡萄球菌生物膜形成的重要

基因%
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金黄色葡萄球菌是尿路感染的主要致病菌之一&

$.1

'

#又因

其具有较强的生物膜形成能力#是导管相关感染的常见病原

菌)

(CV

的医院尿路感染与尿管使用相关#随着尿管使用的增

加#尿路感染的金黄色葡萄球菌比例也随着增加&

'

'

)细菌形成

生物膜后将高度耐药#其临床治疗也更加困难&

0.C

'

)而尿路分

离金黄色葡萄球菌的研究却少有报道#因此本研究拟以临床尿

路分离的金黄色葡萄球菌为研究对象#分析其耐药和生物膜形

成能力等特征#以期为临床感染的诊断及治疗提供理论依据)

D

!

材料与方法

D&D

!

菌株来源
!

$$

株金黄色葡萄球菌临床株$

@$'%$.@$'$$

%

分离自
1%$'

年
$

月至
1%$'

年
)

月第三军医大学西南医院临

床送检的尿液标本#剔除同一患者的重复菌株)金黄色葡萄球

菌生物膜形成标准菌株
'̂$C

和质控菌株
7B551(1$'

由第三

军医大学西南医院药学部保存)

D&E

!

仪器与试剂
!

4c

培养基$北京陆桥生物技术有限公

司%*胰蛋白胨和酵母提取物$英国
=O"#!

公司%*

>̂ 7

提取纯

化试剂盒$北京
2P"ME

G

H

公司%*

1[?+BH

f

4H+FEP4#O

$北京康

为世纪生物科技有限公司%*引物$美国
9,D#FP"

G

E,

公司%*琼脂

糖$北京天根生化科技有限公司%)多点接种仪$日本佐久间公

司%#酶标仪$美国
4>

公司%#

25A

扩增仪*电泳仪和凝胶成像

系统$美国
3#".AH!

公司%)

D&F

!

方法

D&F&D

!

最小抑菌浓度$

M#,#MH<#,I#Q#F"P

N

K",KE,FPHF#",

#

495

%

的检测
!

金黄色葡萄球菌划线接种于血琼脂平板#

'-\

恒温

培养
10I

)挑取单菌落于
$%M:

胰蛋白胨大豆肉汤$

B@3

%#

'-\

*

$/%P

"

M#,

培养过夜)用无菌生理盐水稀释菌液至
%&C

麦氏单位$约
$%

/

5Xe

"

M:

%#再按
$j$%

的比例稀释)用多点

接种仪将
$

"

1

$

:

菌液接种到含不同浓度抗菌药物的
4c

琼

脂平板上#

'-\

培养
10I

)细菌
495

值为能抑制细菌生长的

最低药物浓度#结果参照美国临床和实验室标准协会$

5:@9

%

1%$1

年标准&

)

'进行)

D&F&E

!

金黄色葡萄球菌黏附能力的检测
!

金黄色葡萄球菌过

夜培养物用
B@3

肉汤以
$j$%%%

比例稀释#然后在激光共聚

焦显微镜$

5:@4

%专用细胞培养皿中加入
$M:

菌液和
$M:

B@3

培养基)每个样品设置
'

个复孔#

'-\

培养
'I

后#磷酸

盐缓冲液$

23@

%冲洗去除浮游菌)然后加入
23@

缓冲液超声

$%M#,

#以使黏附的细胞脱落)最后以不同比例稀释细胞悬浮

液#并涂布于
B@3

固体培养基上#

'-\

培养
10I

后计数)

-$)1

重庆医学
1%$)

年
-

月第
0C

卷第
$(

期

"

基金项目&国家自然科学基金资助项目$

/$'-'0C$

%)

!

作者简介&孙凤军$

$(-(T

%#主管药师#博士#主要从事细菌耐药及致病机制研究)

!

#

!

通讯作者#
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!
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表
$

!!

抗菌药物对金黄色葡萄菌的
495

值$

$

G

(

M:

%

抗菌药物
@$'%$ @$'%1 @$'%' @$'%0 @$'%C @$'%) @$'%- @$'%/ @$'%( @$'$% @$'$$

青霉素
0 $ $ / 1 $) 1 )0 0 / '1

万古霉素
$

%&1C $ $ %&1C

$

%&1C $ %&C $ 1 $ $

庆大霉素
$

%&1C

$

%&1C

$

%&1C )0

$

%&1C '1

$

%&1C '1 0

$

%&1C $1/

苯唑西林
)0

$

%&1C

$

%&1C '1

$

%&1C )0

$

%&1C / %&C

$

%&1C '1

环丙沙星
$

%&1C

$

%&1C $ )0

$

%&1C '1 %&1C / %&C %&1C )0

红霉素
$1/ '1 $)

&

1C) )0 1C) %&1C

&

1C) %&C $1/

$

%&1C

克林霉素
$)

$

%&1C

$

%&1C '1 )0 )0 %&C '1 $

$

%&1C

$

%&1C

四环素
)0 %&1C %&C %&C %&C $1/ 1 '1 1 %&C $1/

利福平
$

%&1C

$

%&1C

$

%&1C $)

$

%&1C 1 %&C '1 %&1C

$

%&1C $)

呋喃妥因
/ 1 / '1 / $) $) $) '1 / '1

D&F&F

!

金黄色葡萄球菌生物膜形成能力的检测
!

生物膜形成

能力分析采用
()

孔板结晶紫染色法&

-

'

)金黄色葡萄球菌过夜

培养物用
B@3

肉汤稀释
$%%%

倍#然后在
()

孔板中每孔加

$%%

$

:

稀释菌液和
$%%

$

:B@3

肉汤)每个样品设置
'

个复

孔#

'-\

培养
10I

)用
23@

轻柔冲洗两次#放置通风阴凉处干

燥)然后加入
1%%

$

:$V

结晶紫溶液进行染色#并以自来水冲

洗至空白对照孔无明显颜色#再次倒置晾干)最后每孔加入

$%%

$

:'%V

乙酸#并测定
C(%,M

处的吸光度$

:

C(%

%值)

D&F&G

!

金黄色葡萄球菌生物膜多糖编码基因的检测
!

金黄色

葡萄球菌
>̂ 7

提取按照基因组
>̂ 7

提取试剂盒说明书进

行)生物膜形成相关基因引物
#KH7>.X

!

C_.55B 775B77

5;7 77; ;B7 ;;.'_

(

#KH7>.A

!

C_.BB7 ;5; BB; ;;B

7BB555 B5.'_

)

#KH35.X

!

C_.7B; ;B5 77; 555 7;7

57; 7;.'_

(

#KH35.A

!

C_.;57 5;B 777 B7B 75; 7;B

B5.'_

)

25A

反应体系$

1%

$

:

%!

1[?+BH

f

4H+FEP4#O$%&%

$

:

#上*下游引物各
%&'

$

:

#

>̂ 7%&0

$

:

#双蒸水$

!!c

1

=

%

(&%

$

:

)反应条件!

(0 \

#

CM#,

(

(0 \ '%+

#

CC \ '%+

#

-1 \ $

M#,

#

'C

个循环(

-1\$%M#,

)反应完毕#

25A

产物以
$V

琼脂

糖凝胶电泳
'%M#,

#凝胶成像系统观察结果)

D&G

!

统计学处理
!

采用
?OKE<1%%'

进行数据处理#采用

dc=̂ ?BC&'

软件对药敏结果进行分析)

E

!

结
!!

果

E&D

!

金黄色葡萄球菌的
495

值
!

常见抗菌药物对金黄色葡

萄球菌的
495

结果#见表
$

)金黄色葡萄球菌对青霉素和红霉

素耐药率较高#对庆大霉素*环丙沙星*四环素和利福平具有较

高的敏感性)所有菌株均对万古霉素和呋喃妥因敏感)

E&E

!

金黄色葡萄球菌的黏附能力
!

金黄色葡萄球菌的黏附能

力检测结果#见图
$

)

$$

株临床菌株都具有较强的黏附能力#

除
@$'%'

和
@$'%-

之外#其他
(

株的黏附能力都高于标准株

'̂$C

)

图
$

!!

金黄色葡萄球菌黏附细胞数检测结果

E&F

!

金黄色葡萄球菌的生物膜形成能力
!

金黄色葡萄球菌的

生物膜形成能力#见图
1

)金黄色葡萄球菌临床株的生物膜形

成能力一般#其中
0

株菌株$

@$'%1

*

@$'%)

*

@$'%/

*

@$'$$

%的生

物膜形成能力高于标准株
'̂$C

)

图
1

!!

金黄色葡萄球菌生物膜形成能力检测结果

E&G

!

金黄色葡萄球菌生物膜形成相关基因的
25A

扩增
!

金

黄色葡萄球菌生物膜形成相关基因的
25A

扩增结果显示#有

$%

株临床菌株携带
#KH

基因#仅有
$

株扩增阴性)

F

!

讨
!!

论

!!

临床分离的金黄色葡萄球菌对青霉素和红霉素高度耐药#

对庆大霉素*环丙沙星*四环素和利福平具有较高的敏感性#这

与相关研究报道一致&

/.(

'

)本研究未发现对万古霉素和呋喃妥

因耐药的菌株#表明这类药物可以用于治疗金黄色葡萄球菌引

起的尿路感染)万古霉素是抗金黄色葡萄球菌尤其是耐甲氧

西林金黄色葡萄球菌感染的有效抗菌药物#但异质性万古霉素

中介金黄色葡萄球菌的存在给临床治疗带来新的挑战&

$%

'

#因

此应慎重使用该类抗菌药物#以延缓和减少耐药菌株的产生)

呋喃妥因有稳定的抗菌活性#但有
'%V

"

C%V

以原形从尿中

排出#肠道吸收量少#因此目前仅用于下尿路感染性疾病的预

防和治疗)

金黄色葡萄球菌是生物膜感染的常见致病菌&

$$

'

#形成生

物膜后细菌具有高度的耐药性#并在合适的条件释放游离细

菌#使感染迁延反复&

$1

'

)研究显示#尿路分离的金黄色葡萄球

菌具有较强的黏附能力#只有
1

株菌株的黏附能力弱于
'̂$C

#

但是只有
0

株金黄色葡萄球菌的生物膜形成能力强于
'̂$C

)

结果提示#尿路感染的金黄色葡萄球菌具有较强的黏附能力#

而生物膜形成能力一般)由于尿路感染金黄色葡萄球菌需要

黏附于管腔壁抵抗外力作用才能造成感染#所以必须有较强的

黏附能力才能定植)虽然细菌黏附和生物膜形成是细菌生物

膜形成的两个阶段#但是结果显示细菌的黏附能力和生物膜形

成能力并无必然联系#提示细菌生物膜形成调控过程复杂)

生物膜的最主要成分是多糖#细菌的聚集及生物膜成熟阶

段主要是依靠促进细菌相互聚集的多糖黏附素$

297

%#

297

主

要由
#KH

基因编码的酶合成#在生物膜形成过程中具有重要作

用&

$'

'

)本研究仅
$

株金黄色葡萄球菌的
#KH

阴性#且其生物膜

/$)1

重庆医学
1%$)

年
-

月第
0C

卷第
$(

期



形成能力弱于
'̂$C

#说明虽然细菌有不依赖于
#KH

的生物膜形

成路径&

$0

'

#但是
#KH

对生物膜形成能力的影响可能还是最重要

的)本研究说明尿路感染的金黄色葡萄球菌具有较强的黏附

能力#提示黏附能力是尿路感染细菌致病能力的一个重要影响

因素)
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