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摘 要 目的：对临床分离的解葡萄糖苷棒状杆菌进行鉴定和药敏分析，为临床用药提供参考。方法：将从我院泌尿系统结石致

尿路感染患者中段尿标本中分离得到的 2株菌株接种至哥伦比亚血平板和麦康凯平板上，观察其生长情况并计数；采用基质辅

助激光解析飞行时间质谱（MALDI-TOF-MS）检测菌株的蛋白质谱图；提取菌株DNA，采用聚合酶链反应扩增其16S核糖体RNA

（rRNA）序列，对片段大小约为 1 500 bp 的目标条带进行双向测序，并与 GenBank 数据库进行 Blast 比对，鉴定菌种；采用Etest法

监测2株菌株的耐药情况。结果：2株菌株在哥伦比亚血平板上生长（菌落数＞105 CFU/mL），在麦康凯平板上不生长；均为革兰

氏阳性棒状杆菌，多呈栅栏样或八字形排列。MALDI-TOF-MS鉴定其均为解葡萄糖苷棒状杆菌，可信度为99.9％，在m/z 2 431、

3 089、3 364、3 378、4 200、5 508、6 302、6 637、6 730、6 946、12 603处出现特征峰；Blast比对结果显示，2株菌株与GenBank中已知

解葡萄糖苷棒状杆菌的序列同源性超过98％。药敏试验结果显示，菌株1对头孢曲松、环丙沙星耐药，对青霉素G等其他14种抗

菌药物敏感；菌株2对头孢曲松、红霉素、环丙沙星、四环素、克林霉素耐药，对头孢噻肟中介，对其他10种抗菌药物敏感。结论：2

株菌株均为解葡萄糖苷棒状杆菌，对常用抗菌药物的耐药性有所差异。该菌为罕见的泌尿道病原菌，且呈多重耐药，临床应根据

菌株鉴定及药敏试验结果合理选用抗菌药物。

关键词 尿路感染；解葡萄糖苷棒状杆菌；基质辅助激光解析飞行时间质谱；鉴定；药敏试验
􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂
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棒状杆菌是革兰氏阳性、需氧或兼性厌氧杆菌，常

定植于人体皮肤和黏膜表面 [1]。虽然棒状杆菌可引起

尿路感染，但是由解葡萄糖苷棒状杆菌引发的感染极为

罕见[2-4]。解葡萄糖苷棒状杆菌生长缓慢，容易漏检（尤

其当检出量较小时），且对多种抗菌药物耐药，给临床诊

断和治疗增加了难度[5]。该菌可从有以下易感因素的患

者的尿液中分离，包括曾接受过泌尿系统手术、长时间

留置导尿管、住院期间长期使用广谱抗菌药物、肾移植

术后行免疫抑制剂治疗、发生全身炎症反应等[6]。若患

者出现排尿困难和血尿，尤其是在肾移植或泌尿系统手

术后，建议进行解葡萄糖苷棒状杆菌筛查，以排除其致

泌尿道感染的可能，以免延误诊断和治疗时机[7]。本文

以2例泌尿系统结石所致尿路感染患者中段尿中分离出

的解葡萄糖苷棒状杆菌作为研究对象，对其进行分离、

鉴定和药敏试验，以期为临床诊断和治疗提供参考。

1 资料与方法

1.1 菌株来源

2株菌株均是从 2016年我院泌尿系统结石致尿路

感染患者的中段尿标本中分离所得。

1.2 材料

哥伦比亚血平板、麦康凯平板[梅里埃（上海）生物

制品有限公司，批号分别为 1004849840、1004820630]；

含 5％羊血的 M-H 培养基（温州康泰生物科技有限公

司，批号：PD200365）；VITEK MS型基质辅助激光解析

飞 行 时 间 质 谱（MALDI-TOF-MS）仪 、靶 板（VITEK

MS-DS）和基质液（VITEK MS-CHCA）以及质控菌株大

肠埃希菌（ATCC 8739）均由法国生物梅里埃公司提供；

ABI 7500型聚合酶链反应（PCR）仪（美国 Applied Bio-

systems 公司）；TIANamp Bacteria DNA Kit 细菌基因组

DNA提取试剂盒（离心柱型，北京天根生化科技有限公

司）；PCR 反应相关试剂（包括引物、Taq mix 等，美国

Thermo Scientific公司）；16S核糖体RNA（16S rRNA）引

物合成由北京六合华大基因公司完成；Alphamager HP

型凝胶成像系统（美国 ProteinSimple 公司）；BX53型显

微镜（日本奥林巴斯株式会社）；Etest条由温州康泰生物

科技有限公司提供。

1.3 细菌培养和计数

1.3.1 细菌培养 将尿液标本混匀，用定量接种环取上

述标本各 10 μL，分别接种于哥伦比亚血平板和麦康凯

平板中，于35 ℃下孵育24～48 h，观察细菌生长情况。

1.3.2 细菌计数 统计平板上的菌落数，将菌落数×102

计为每毫升尿液中所含的细菌数（CFU/mL）；若菌落生

长过多无法精确计数，则计为＞105 CFU/mL。细菌培养

和计数按照《全国临床检验操作规程》（第4版）[8]进行。

1.4 MALDI-TOF-MS鉴定

用 1 μL定量接种环将质控菌株涂布至靶板上的校

准点位，然后取待测菌株菌落 1～2个，涂布至靶板点位

上，每点位各加入基质液 1 μL，室温干燥后放入 MAL-

Isolation，Identification and Drug Sensitivity Anlysis of Corynebacterium glucuronolyticum from Urinary

Tract

WEI Liuhua，LUO Guolan，LI Mengwei，LIN Shengzhang，ZHOU Gechen，ZOU Yan（Dept. of Laboratory，the

Fourth Affiliated Hospital of Guangxi Medical University，Guangxi Liuzhou 545005，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To identify and analyze drug sensitivity of Corynebacterium glucuronolyticum iscolated from clinic，

and to provide reference for clinical drug use. METHODS：Two strains isolated from the urine specimens of urolithiasis-induced

urinary tract infection patients in our hospital were inoculated into Columbia blood plate and the MacConkey plate. The growth of

strains was observed and counted. Protein mass spectrometry of strains was detected by MALDI-TOF-MS. DNA of strains was

extracted，and PCR was used to amplify the 16S ribosome RNA（rRNA）sequence. Bi-directional sequencing of 1 500 bp target

bands was conducted. Blast comparison between it and GenBank database was conducted to identify bacterial strain. Drug

resistance of 2 strains was monitored by Etest assay. RESULTS：Two strains grew on the Columbia blood plate（with colony

forming unit ＞105 CFU/mL）and did not grow on the MacConkey plate. Two strains were Gram-positive Corynebacterium and

showed palisading or eight type arrangement. Two strains were C. glucuronolyticum by MALDI-TOF-MS identification，with

reliability of 99.9％. The characteristic peaks of m/z 2 431，3 089，3 364，3 378，4 200，5 508，6 302，6 637，6 730，6 946，

12 603 appeared. Blast comparison showed that the sequence homology of 2 strains compared with C. glucuronolyticum strain

known in GenBank were higher than 98％ . Results of drug sensitivity test showed that strain 1 was resistant to ceftriaxone and

ciprofloxacin， and sensitive to 14 other antibiotics as penicillin G； strain 2 was resistant to ceftriaxone， erythromycin，

ciprofloxacin， tetracycline and clindamycin， moderately sensitive to cefotaxime， and sensitive to 10 other antibiotics.

CONCLUSIONS：Two strains are C. glucuronolyticum，and drug resistance of them to commonly used antibiotics is different. The

strains are rare pathogen of urinary tract and show multidrug resistance. Antibiotics should be selected according to the results of

strain identification and drug sensitivity test.

KEYWORDS Urinary tract infection；Corynebacterium glucuronolyticum；MALDI-TOF-MS；Identification；Drug sensitivity test
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DI-TOF-MS 仪中，以获取待测菌株的全细胞蛋白质谱

图；然后将待测菌株的质谱图和数据库已知菌种的质谱

图进行比较，获得鉴定结果。结果判定参照 MAL-

DI-TOF-MS 结果判断标准——结果可信度＞60％，仅

有1个鉴定选项，为好的鉴定；可信度＞60％，但有2～4

个鉴定选项，为低分辨率的鉴定，需要补充水解七叶苷

试验[9]予以区分；可信度＜60％；有4个以上鉴定选项或

无鉴定选项，为不能鉴定。

1.5 16S rRNA测序

按照 TIANamp Bacteria DNA Kit 细菌基因组 DNA

提取试剂盒操作说明书进行 DNA 提取，并对提取的

DNA进行PCR扩增。PCR正向引物27F：5′-AGAGTTT-

GATCMTGGCTCAG-3′，反向引物1492R：5′-TACGGY-

TACCTTGTTACGACTT-3′。扩增体系含 2×Taq mix 15

μL、正向引物（10 μmol/L）2 μL、反向引物（10 μmol/L）2

μL、DNA模板1 μL、ddH2O 10 μL，加无菌纯水至30 μL。

反应条件为 95 ℃预变性 3 min，95 ℃变性 30 s，55 ℃退

火30 s，72 ℃延伸1 min，共35个循环；最后72 ℃再延伸

10 min。取PCR产物经 1％琼脂糖凝胶电泳，于凝胶成

像系统上成像。将片段大小约为1 500 bp的目标条带送

至北京六合华大基因公司进行双向测序。测序结果在

美国国立生物技术信息中心（NCBI）GenBank 数据库

（http：//blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）中 进 行 Blast 比

对，将序列同源性＞97％（按 16S rRNA基因序列）的菌

株归为同一菌种[10]。

1.6 药敏试验

采用Etest法进行药敏试验。用无菌棉签挑取待测

菌株菌落 3～5个置于无菌盐水中，配制成相当于0.5麦

氏浊度单位的菌悬液。用无菌棉签蘸取上述菌液均匀

涂布在含5％羊血的M-H培养基上（操作方法同纸片扩

散法），静置3～5 min后，将Etest条垂直插入培养基中，

于 35 ℃下孵育 16～20 h，读取椭圆形抑菌圈边缘与

Etest条交叉处的药物浓度，即该药对该菌株的最低抑菌

浓度（MIC）。药敏试验数据采用 WHONET 5.6软件进

行处理，其结果判定参照美国临床和实验室标准化协会

（CLSI）2015年的标准[11]。

2 结果
2.1 培养结果

2株菌株在哥伦比亚血平板上生长，在麦康凯平板

上不生长。孵育24 h时，菌落较小；孵育48 h时，菌落明

显增加，且呈奶白色，较为黏稠；细菌菌落数均超过 105

CFU/mL。挑取菌落行革兰氏染色镜检，显微镜下为革

兰氏阳性棒状杆菌，排列不规则，多呈栅栏样或八字形

排列，详见图1。

2.2 MALDI-TOF-MS鉴定结果

经MALDI-TOF-MS鉴定为解葡萄糖苷棒状杆菌，可

信度为99.9％，且仅有1个鉴定选项。该菌在m/z 2 431、

3 089、3 364、3 378、4 200、5 508、6 302、6 637、6 730、6 946、

12 603处出现特征峰，详见图2。

2.3 16S rRNA测序结果

将2株菌株的16S rRNA测序结果（图3）与GenBank

数据库进行Blast比对。结果显示，2株菌株与GenBank

中已知解葡萄糖苷棒状杆菌（基因登录号：GG667131.1）的

序列同源性超过98％，属于同一菌种，详见图4。

A.菌株1 B.菌株2

图1 2株菌株的显微成像图（孵育48 h，×1 000）

Fig 1 Micrographs of 2 strains（incubated for 48

h，×1 000）

图2 葡萄糖苷棒状杆菌的蛋白质谱图

Fig 2 Protein mass spectrometry of C. glucuronolyti-
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A.菌株1

B.菌株2

图3 2株菌株16S rRNA测序结果

Fig 3 Sequence detection results of 16S rRNA of 2 strains

A. 菌株1

B. 菌株1

图4 2株菌株的Blast比对结果

Fig 4 Blast comparison results of 2 strains
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2.4 药敏试验结果

菌株1对头孢曲松、环丙沙星耐药，对青霉素G等其

他14种抗菌药物敏感；菌株2对头孢曲松、红霉素、环丙

沙星、四环素、克林霉素耐药，对头孢噻肟中介，对其他

10种抗菌药物敏感，详见表1。

表1 2株菌株的耐药情况

Tab 1 Drug resistance of 2 strains

抗菌药物

青霉素G

头孢吡肟
头孢噻肟
头孢曲松
亚胺培南
美罗培南
万古霉素
庆大霉素
红霉素
环丙沙星
多西环素
四环素
克林霉素
复方磺胺甲噁唑
利福平
利奈唑胺

菌株1

MIC，μg/mL

0.064

0.25

0.25

4.

0.016

0.32

0.25

0.25

0.064

＞32.

0.064

0.25

0.064

0.016

0.064

0.064

耐药性[11]

敏感
敏感
敏感
耐药
敏感
敏感
敏感
敏感
敏感
耐药
敏感
敏感
敏感
敏感
敏感
敏感

菌株2

MIC，μg/mL

0.5

1.

2.

32.

0.25

1.

0.25

2.

16.

＞32.

4.

16.

＞256.

0.125

＜0.064

0.064

耐药性[11]

敏感
敏感
中介
耐药
敏感
敏感
敏感
敏感
耐药
耐药
敏感
耐药
耐药
敏感
敏感
敏感

3 讨论
解葡萄糖苷棒状杆菌引起的感染较为少见，可引起

非淋菌性尿道炎、结痂性膀胱炎、前列腺炎、肉芽肿性乳

腺炎等[5，12-13]。该菌也可从血液和腹腔液中分离，但极为

罕见[13]；此外，该菌除可从人泌尿生殖道中检出外，还可

从另外一种哺乳动物猪的泌尿生殖道中检出[14]。

棒状杆菌引起的感染往往具有争议，因为大多数棒

状杆菌是皮肤定植菌。本研究从2例泌尿系统结石患者

的尿液标本中分离得到了2株解葡萄糖苷棒状杆菌。患

者多次送检尿液标本，病原菌大量生长，尿沉渣分析显

示其存在菌尿，且尿白细胞增高，故考虑该菌可能是一

种潜在的泌尿道病原菌。文献报道解葡萄糖苷棒状杆

菌可引起青年男性尿道炎，该菌可从有临床症状的患

者中分离，不能视为泌尿生殖道的定植菌[13]。因此，当

棒状杆菌在临床标本中优势大量生长或者在生理无菌

部位大量生长时应评估其致病性，并进行鉴定。同时，

解葡萄糖苷棒状杆菌生长缓慢，应延长培养时间，避免

漏检[5]。

棒状杆菌和疾病之间的关系依赖于菌种的准确鉴

定[15]。然而，棒状杆菌鉴定到种却较为困难，传统的生

化鉴定方法操作烦琐、耗时，且无法提供可靠的结果[1]。

分子测序技术是鉴定棒状杆菌的“金标准”，但耗时长、

成本高，且需要检测人员接受专门培训，故不能在临床

微生物实验室常规使用[1]。因此，一些基层医院微生物

实验室鉴定棒状杆菌往往局限于种属或描述性报告（如：

革兰氏阳性杆菌）。棒状杆菌不能准确鉴定，其临床意义

可能被低估，治疗将被延误[7]。MALDI-TOF-MS是一种

新型微生物鉴定技术，在鉴定细菌和酵母菌上具有准确、

快速、方便、成本低、高通量的优点[16]。多项研究显示，

MALDI-TOF-MS能准确将棒状杆菌鉴定到种，且速度极

快，每株菌株的鉴定在 10 min 内即可完成 [1，17]。MAL-

DI-TOF-MS技术提高了微生物实验室的工作效率，对帮

助认识棒状杆菌潜在的致病性、及时诊断和治疗具有重

要价值。

目前，关于解葡萄糖苷棒状杆菌的药敏试验数据报

道较少。国外文献报道，该菌对β-内酰胺类、万古霉素、

复方磺胺甲噁唑、利福平、利奈唑胺敏感，对克林霉素、

红霉素、四环素耐药；对庆大霉素、环丙沙星的MIC范围

广，药敏试验结果不定，可能是敏感、中介或耐药[5，13，18]。

本研究药敏试验结果显示，菌株1对头孢曲松、环丙沙星

耐药；菌株2则表现出多重耐药性，对头孢曲松、红霉素、

环丙沙星、四环素、克林霉素均耐药，对头孢噻肟中介，

与国外文献报道[13]的结果相近。值得关注的是，2株菌

株对红霉素、四环素、克林霉素、头孢噻肟的耐药性存在

差异。笔者认为，菌株2对红霉素耐药的机制可能与药

物作用靶位的改变有关，该菌携带核糖体甲基化酶基因

（如 ermX），可使红霉素作用的核糖体蛋白甲基化，药物

作用靶位核糖体50S亚基蛋白改变，药物与靶位的亲和

力下降，导致耐药。另外，由于大环内酯类、林可酰胺类

和链阳菌素 B 等 3种抗菌药物在细菌的核糖体上有相

似的作用位点，因此在此机制作用下，可导致菌株对大

环内酯类、林可酰胺类和链阳菌素B交叉耐药[19-20]。菌

株 2对四环素耐药的机制可能为：（1）核糖体保护蛋白

基因（如 tetW）的表达增强，大量生成的核糖体保护蛋白

与核糖体相互作用，保护细菌的蛋白质合成不受药物影

响[19]；（2）细菌产生四环素类药物泵出基因（如 tetAB），其

表达的膜蛋白具有排出四环素-阳离子复合物的作用，

使菌体内药物浓度降低[20]。2株菌株对头孢噻肟的敏感

性不同，机制可能与青霉素结合蛋白（PBP）和第三代头

孢菌素的亲和力下降、PBP增多或产生新的PBP使抗菌

药物失去活性等因素有关[21]。另外，2株菌株对环丙沙

星耐药很可能是由gryA基因突变引起的[22]。鉴于2株解

葡萄糖苷棒状杆菌药敏试验结果差别较大，实验室有条

件时应进行药敏试验，以指导抗菌药物的合理选择。本

次分离的 2株菌株均来自于泌尿外科病区的不同患者。

其中，1例患者（分离出菌株1）经验性使用环丙沙星治疗

1周，症状无改善，尿培养仍检出该菌，后依据药敏试验

结果调整为复方磺胺甲噁唑治疗1周，症状明显改善，再

次尿培养示无细菌生长，患者痊愈出院。另1例患者（分

离出菌株2）在经验性使用环丙沙星治疗无效的情况下，

医师依据以往经验和药敏试验结果更换为复方磺胺甲
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噁唑，虽然该药MIC（0.125 μg/mL）并非最低，但治疗效

果较好，患者痊愈。

综上所述，解葡萄糖苷棒状杆菌是一种罕见的泌尿

道病原菌，由该菌所致的感染应引起临床的重视。该菌

对多种抗菌药物耐药，可导致诊断及治疗时机的延误。

因此，微生物实验室应尽量进行菌株鉴定和药敏试验，

为患者的临床治疗提供参考。MALDI-TOF-MS技术在

棒状杆菌的鉴定上具有快速、准确、操作简便等优势，是

一种新型微生物鉴定技术，有望在不久的将来取代传统

的微生物鉴定方法。但本研究纳入的解葡萄糖苷棒状

杆菌数量极少，药敏试验数据尚不能全面反映该菌的耐

药特征，加之鉴于该菌的高耐药性及其对临床的影响，

继续对解葡萄糖苷棒状杆菌进行耐药性监测非常必要。
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