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血液感染金黄色葡萄球菌gyrA基因突变与耐药性关系研究 
梁军1，陶琳1，康向伟2
（1.莱芜市妇幼保健院，山东莱芜 271100；2 莱芜市莱城区卫生局，山东莱芜 271100）
【摘要】目的 探讨血液感染患者感染的金黄色葡萄球菌gyrA基因突变情况与其耐药性之间的关系，为合理选用抗生素治疗血液感染提供参考。方法 分离血液感染患者组织中的金黄色葡萄球菌并进行药敏试验，对其gyrA基因进行扩增及测序；采用琼脂稀释法进行药敏试验，分析其突变位点及与其耐药性间的关系。结果 血液感染金黄色葡萄球菌分离株对环丙沙星、氧氟沙星、洛美沙星、诺氟沙星、司帕沙星及恩诺沙星均产生不同程度的耐药，MIC50最小为28 μg/ml，MIC90最小为112 μg/ml，其耐药率最小为42.0%。PCR法扩增金黄色葡萄球菌的gyrA基因，大小为565 bp；基因测序显示gyrA基因的73位、82位由天冬氨酸(GAC)突变为甘氨酸(GGC)，81位由丝氨酸(TCA)突变为甘氨酸(TTC)，84位由丝氨酸(TCA)突变为丙氨酸(GCA)或亮氨酸(TTA)，88位由谷氨酸(GAA)突变为赖氨酸(AAA)，106位由甘氨酸(GGA)突变为天冬氨酸(GAA)，112位由丝氨酸(TCA)突变为精氨酸(TCG)，这些氨基酸突变情况与其耐药性关系密切。结论 血液感染患者感染的金黄色葡萄球菌gyrA基因发生突变，导致其编码的氨基酸发生变化，进而导致菌株产生耐药性，可为血液金黄色葡萄球菌感染的治疗提供参考。
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The relationship study between gyrA gene mutation in Staphylococcus aureus infected by patients with blood infection and the study of its drug resistance and reasonable choice of antibiotics

Liang Jun1, TaoLin 1, Kang Xiangwei 2(1.maternal and child care in laiwu city, shandong laiwu 271100; 2, city health bureau in laiwu city, shandong laiwu 271100).
【Abstract】Objective To explore the relationship between the mutation condition of gyrA gene in the Staphylococcus aureus infected by patients with bloodstream infections and its drug resistance, to choose antibiotics more reasonably and better guide the clinical treatment of bloodstream infections. Methods The staphylococcus aureus were separated and the drug sensitive was test by AGAR dilution method. The gyrA gene were amplificated and sequenced, the relationship between their site and its drug resistance mutations were analyzed.  Results Drug sensitive test with was done by agar dilution method, and after the determination, the Staphylococcus aureus isolates from blood infection to ciprofloxacin, ofloxacin, lomefloxacin, norfloxacin, sparfloxacin, and enrofloxacin, all had produced varying degrees of drug resistance, the minimum MIC50 was 28ug/mL, the minimum MIC90 was 112 ug/mL, and its drug resistance was the minimum, has reached 42.0%, showed that all of these antibiotics can not be the first choice drug of the clinical treatment for Staphylococcus aureus infection. Successfully the gyrA gene of the Staphylococcus aureus was amplified gyrA gene of the Staphylococcus aureus by PCR method, and its size was 565 bp. Gene sequencing found that 73 site and 82 site of gyrA gene were mutated from aspartic acid (GAC) to glycine(GGC), 81 site was mutated from serine (TCA) to glycine (TTC), and 84 site was mutated from serine (TCA) to alanine (GCA) or leucine (TTA), 88 site was mutated from  glutamic acid (GAA) to lysine(AAA), 106 site was mutated from glycine (GGA) to aspartic acid (GAA), 112 site was mutated from serine (TCA) to arginine (TCG), and these amino acid mutation condition was closely related to drug resistance. Conclusion The gyrA gene of Staphylococcus aureus infected by patients with bloodstream infections was mutated, and caused that it encoded amino acids changed, and further resulting in strains produced drug resistance, and provide effective guidance for clinical treatment of bloodstream infections.
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近年来，随着抗肿瘤治疗药物和免疫抑制剂的使用及临床治疗中留置静脉导管等各种侵入性操作的频率增加，各种介入性诊疗手段使用范围的日益扩大，人口老龄化、免疫力低下等人群的增多，使得血液感染类疾病在医院住院患者中的比率呈逐年增多趋势[1]。金黄色葡萄球菌( Staphylococcus aureus)作为常见致病菌，能够引起多种不同疾病，其中由金黄色葡萄球菌引起的血液感染发病率高，死亡率高[2]。对于血液感染金黄色葡萄球菌的治疗以往常使用大环内酯类抗菌药物，但有研究表明金黄色葡萄球菌对红霉素等已产生耐药株，因此及时对血液感染病原菌进行菌谱类型和耐药性监测分析，对于指导血液感染金黄色葡萄球菌的治疗有重要意义[3]。为此，作者对本院2009-2012年住院的血液感染患者感染的金黄色葡萄球菌进行gyrA基因突变监测和耐药性监测之间的关系，以指导血液金黄色葡萄球菌感染的治疗。

材料与方法

1   材料

1.1  菌株  金黄色葡萄球菌分离自2009-2012年因血液感染住院的患者组织标本60株，保存于4 ℃冰箱。

1.2 主要试剂和仪器  PCR扩增仪，购于美国GIBCO公司；低温冰箱购买于青岛海尔公司；凝胶成像系统购于美国Sigma公司；恒温水浴锅购于美国Invitrogen公司。Taq DNA聚合酶购于美国NEB公司；蛋白酶K购于杭州维特洁生物公司；DNA凝胶回收试剂盒购德国TaKaRa公司；DNA Marker购于华美生物工程公司；2.0%琼脂糖凝胶购于大连宝生物有限公司。

2  方法

2.1 金黄色葡萄球菌的药敏试验   采用美国临床实验室标准委员会(NCCLS)推荐执行的琼脂稀释法，测定血液感染的金黄色葡萄球菌分离株的最低抑菌浓度(MIC90和MIC50值)，并用其制定的相应药敏试验解释标准分析药敏试验所得结果，计算耐药率。

2.2  gyrA基因的PCR扩增   根据文献[?]设计gyrA基因PCR扩增引物。上游引物5 '
-AATGAACAAGGTATGACACC-3 '，下游引物5 '-TACGCGCTTCAGTATAAGCG-3 '（由大连宝生物有限公司合成）。然后进行PCR扩增反应。PCR反应体系：DNA 模板液1 μl，Taq DNA 聚合酶1 U，4种dNTPs各0.5 μl，上、下游引物各1 μl，Tris-HCl 0.5 μl，MgCl2 0.5 μl，用ddH2O补足至25 μl。PCR反应：94 ℃预变性10 min；94 ℃变性1min，56 ℃退火1 min，72 ℃延伸1 min，共35个循环；在72 ℃终延伸5 min后终止反应，并将扩增产物用2.0%琼脂糖凝胶电泳，用凝胶成像系统摄像并记录结果。

2.3 金黄色葡萄球菌的gyrA基因测序   将PCR扩增产物纯化后回收，送至大连宝生物有限公司进行基因测序，对测序结果进行分析。

结果

1   金黄色葡萄球菌的耐药性
    采用琼脂稀释法进行药敏试验，测定血液感染的金黄色葡萄球菌分离株对6种抗生素的最低抑菌浓度MIC50( μg/mL)和MIC90( μg/mL)及由耐药株数确定的耐药率，结果见表1，其中对环丙沙星、氧氟沙星、洛美沙星、诺氟沙星、司帕沙星及恩诺沙星的的最小抑菌浓度MIC50分别为28、56、56、112、28和28 μg/ml，最小抑菌浓度MIC90分别为：224、224、224、448、112和112 μg/ml，相应的耐药率分别为60.0%、52.0%、71.0%、65.0%、45.0%和42.0%。

2   金黄色葡萄球菌gyrA基因PCR扩增

    采用PCR法扩增部分金黄色葡萄球菌gyrA基因，结果见图1，1-6号株金黄色葡萄球菌gyrA基因（565 bp）扩增均阳性。

3   gyrA基因测序结果

gyrA基因PCR产物经过回收纯化后测序，结果见图2，gyrA基因的73位和82位由天冬氨酸(GAC)突变为甘氨酸(GGC)，81位由丝氨酸(TCA)突变为甘氨酸(TTC)，84位由丝氨酸(TCA)突变为丙氨酸(GCA)或亮氨酸(TTA)，88位由谷氨酸(GAA)突变为赖氨酸(AAA)，106位由甘氨酸(GGA)突变为天冬氨酸(GAA)，112位由丝氨酸(TCA)突变为精氨酸(TCG)。

讨论

全国医院感染监控网相关报告显示，菌血症住院患者在各医院内病原菌感染中的比例高达1.3%，发病率也很高。相关资料显示，血液感染患者革兰阴性菌(G-)的分离率高于革兰阳性菌(G+)[4]，这一规律与医院内感染病原菌类型的总体趋势一致。此外，包括传染科、烧伤科、脑外科在内的各科室住院患者检出病原菌的几率较高，其相关因素可能有[5]：住院患者免疫力低下或本身患有重症疾病，如肝癌等；患者做过手术，其切口创伤更易导致其感染病原菌；患者自身的皮肤屏障功能遭到了破坏；住院患者长期接受化疗等使得病原菌的的感染几率增高。因此，对于存在上述情况的患者应更加注意预防菌血症、败血症等血液感染疾病的发生。血液感染的病原菌中以大肠埃希菌、金黄色葡萄球菌、克雷伯菌属等最为常见，其中金黄色葡萄球菌的感染情况日益加剧，尤其是耐甲氧西林葡萄球菌的感染有明显上升趋势[6]。作为血液感染患者中较常见病原菌之一的金黄色葡萄球菌感染多发生于免疫力低下或患有严重基础疾病者。金黄色葡萄球菌血液感染的最常见的侵入方式即从皮肤和呼吸道中进入[7]。由于患者的免疫力低下或患有严重的基础疾病导致其预后较差，应引起高度重视。

    部分抗菌药物的作用靶位是细菌的II型拓扑异构酶，包括旋转酶和拓扑异构酶IV，其中的旋转酶是由gyrA基因和gyrB基因编码的[8]。II型拓扑异构酶作为细菌生长过程中所必需的一种酶，能够对新复制完成的DNA链进行分离，从而改变DNA链原有的超螺旋结构，即剪切一条DNA双链而形成开口，使双链中的另一条通过，再重新封闭开口[9]。而部分抗菌药物就是在DNA链开口时，通过与酶、DNA结合形成稳定复合物抑制酶活而发挥其抗菌作用[10]。本研究采用PCR法扩增部分金黄色葡萄球菌gyrA基因，大小为565 bp，回收纯化后测序，其73位和82位由天冬氨酸(GAC)突变为甘氨酸(GGC)，81位由丝氨酸(TCA)突变为甘氨酸(TTC)，84位由丝氨酸(TCA)突变为丙氨酸(GCA)或亮氨酸(TTA)，88位由谷氨酸(GAA)突变为赖氨酸(AAA)，106位由甘氨酸(GGA)突变为天冬氨酸(GAA)，112位由丝氨酸(TCA)突变为精氨酸(TCG)。这些氨基酸突变位点在以往的研究中也有发现，且普遍认为这些氨基酸突变与金黄色葡萄球菌耐药性相关。金黄色葡萄球菌gyrA基因突变的出现，导致了其氨基酸的相应改变，进而导致其耐药性的发生，但是可能还存在其他的耐药机制，需进一步探讨。

临床治疗血液感染金黄色葡萄球菌常用万古霉素[11]。但是异质金黄色葡萄球菌菌株对万古霉素表现出中介反应，而这类菌株正是引起血液感染患者死亡的重要原因之一[12]，因此万古霉素的使用已显著减少。对于氯霉素，由于其引起的不良反应较大而导致其临床使用受到限制[13]。磺胺甲噁唑/甲氧苄啶和利福平需要通过经验用药进行合理选择。而对于四环素、克林霉素等药物的使用必须根据药敏试验结果确定。红霉素在金黄色葡萄球菌感染治疗中已停止使用[14]。本研究采用琼脂稀释法进行药敏试验[15]，测定血液感染的金黄色葡萄球菌分离株对环丙沙星、氧氟沙星、洛美沙星、诺氟沙星、司帕沙星及恩诺沙星的的最小抑菌浓度MIC50分别为28、56、56、112、28和28 μg/ml，最小抑菌浓度MIC90分别为224、224、224、448、112和112 μg/ml，相应的耐药率分别为60.0%、52.0%、71.0%、65.0%、45.0%和42.0%。表明从血液感染患者组织中分离的金黄色葡萄球菌对6种抗生素都产生了不同程度的耐药，其耐药率最小为42.0%，即上述6种抗生素均不能作为金黄色葡萄球菌感染治疗的首选药物。此外，血液感染患者应格外注意住院环境的卫生状况，并防止细菌突变基因的克隆传播。进一步加强医务人员的医疗安全观念和患者病房消毒隔离意识，从源头上阻断金黄色葡萄球菌的传播途径，防止其在医院内的大范围传播流行[16]。
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表1  40株金黄色葡萄球菌对各种抗生素的MIC

Table  1 The MIC determination result of 40 strains of S.aureus to various antibiotics

	抗生素名称

Antibiotics name
	MIC50( μg/ml)
	MIC90( μg/ml)
	耐药株

Arug-resistant strains
	耐药率（%）
Drug-resistant rate)

	环丙沙星
	28
	224
	36
	60.0

	氧氟沙星
	56
	224
	31
	52.0

	洛美沙星
	56
	224
	42
	71.0

	诺氟沙星
	112
	448
	39
	65.0

	司帕沙星
	28
	112
	27
	45.0

	恩诺沙星
	28
	112
	25
	42.0
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图1 部分金黄色葡萄球菌分离株gyrA基因PCR扩增电泳图

M    DNA标志物（DL2000）   1-6   分别为1-6号株金黄色葡萄球菌gyrA基因PCR产物   N  阴性对照

Fig.1 The PCR amplification electrophogram of gyrA gene in parts of S.aureus

M  DL2000 DNA marker   1-6   gyrA gene positive amplification strain  N  Negative control
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图2 gyrA基因测序图

Fig.2 The sequencing figure of gyrA gene
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