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摘要 目的 研究尿路感染 B 群链球菌的耐药特点、耐药基

因分布情况及 CAMP 试验敏感性和编码 CAMP 因子的 cfb 基

因的表达情况。方法 采用纸片扩散法和 Vitek 2 Compact
仪器法测定抗菌药物的敏感性，D 试验检测红霉素诱导的克

林霉素耐药，PCＲ 法检测抗生素相关耐药基因; 进行 CAMP
试验，通过检测 16S rＲNA 基因片段及 cfb 基因、生化试验、基
质辅助激光解吸电离飞行质谱( MALDI-TOF MS) 鉴定菌株。
结果 51 株 B 群链球菌对氨苄西林、达托霉素、利奈唑胺、
呋喃妥因、青霉素、奎奴普丁 /达福普汀、替加环素、万古霉素

耐药率为 0，对红霉素、四环素、克林霉素、左氧氟沙星、莫西

沙星、环 丙 沙 星 耐 药 率 分 别 为 66. 7%、66. 7%、49. 0%、
47. 1%、49. 0%、47. 1%。红霉素和四环素主要耐药基因为

ermB 和 tetM，喹诺酮类抗生素耐药基因 gyrA 和 parC，它们

的检出率均为 78. 4%。CAMP 试验结果显示 3 株阴性、9 株

弱阳性、39 株阳性，经生化试验、cfb 基因、16S rＲNA 检测、
MALDI-TOF MS 鉴定，除 2 株阴性株及 2 株弱阳性株未检测

出 cfb 基因，其余方法鉴定均符合为 B 群链球菌的特征。结

论 尿路感染的 B 群链球菌对多种抗生素敏感，对红霉素、
克林霉素、四环素、喹诺酮类抗生素耐药性高，耐药基因携带

情况与耐药性具有一定相关性; CAMP 试验及 cfb 基因对于

B 群链球菌的鉴定缺乏敏感性。
关键词 尿路感染; B 群链球菌; 耐药性; CAMP 试验

中图分类号 Ｒ 378. 12; Ｒ 446. 5
文献标志码 A 文章编号 1000 － 1492( 2021) 10 － 1516 － 05
doi: 10． 19405 / j． cnki． issn1000 － 1492． 2021． 10． 002

B 群链球菌( group B Streptococcus，GBS) 又名无

乳链球菌，常寄居于呼吸道、泌尿生殖道、胃肠道，是

一种重要的人类机会致病菌，引起多种侵袭性疾病。
虽然医院感染最常见的致病菌为革兰阴性杆菌［1］，

但是 GBS 在 20 世纪 90 年代已成为成人急性泌尿

系统感染的重要原因［2］，关于尿路感染的 GBS 耐药

特征及耐药基因研究较少。CAMP 反应基于 cfb 基

因编码的 CAMP 因子的促溶血活性，CAMP 因子在

金黄色葡萄球菌分泌的鞘磷脂酶的作用下引起红细

胞膜裂解，产生的溶血反应临床上常用于鉴定 GBS。
最近，也有研究［3］用 PCＲ 检测 cfb 基因来鉴定 GBS。
自 21 世纪初以来，已有在针对牛乳腺炎的研究［4］中

分离出 CAMP 阴性的 GBS。该研究对尿液标本中分

离的 51 株 GBS 进行药物敏感性试验及耐药基因检

测，以了解尿路感染 GBS 的耐药特征，为临床合理

使用抗生素提供参考; 探究 CAMP 试验和 cfb 基因

作为临床鉴定 GBS 指标的敏感性。

1 材料与方法

1． 1 菌株来源与鉴定 收集安徽医科大学第一附

属医院 2019 年 6 月—2020 年 9 月保存的来自尿液

标本的 GBS 共 51 株，已去除相同患者及因冻存不

当死亡的菌株。菌种接种于羊血平板，长出菌落后，

进行触酶试验，经基质辅助激光解吸电离飞行质谱

( MALDI-TOF MS，法国生物梅里埃公司) 重新鉴

定，质谱 鉴 定 实 验 质 控 菌 株 为 大 肠 埃 希 菌 ATCC
8739 。
1． 2 CAMP 试验 研究使用 2 个批次哥伦比亚羊

血平板( 合肥天达诊断试剂有限公司) ，无乳链球菌

ATCC 13813 和化脓链球菌 ATCC 19615 分别为阳性

质控和阴性质控菌株。将产溶血素的金黄色葡萄球

菌 ATCC 25923 在血琼脂平板上划一横线，再取收

集的 GBS 与前一划线作垂直接种，两者相距 0. 5 ～ 1
cm，接种后，将羊血平板在 35 ～ 37 ℃ 需氧培养 18
～ 24 h。采用 2 个批次的血平板做重复实验，垂直

线交界处的 β-溶血的箭头形区域为阳性 CAMP 反

应，彩虹样细溶血区域为弱阳性 CAMP 反应，无溶

血区域为阴性 CAMP 反应。
1． 3 细菌药物敏感性试验 采用纸片扩散法( 英

国 Oxoid 公司) 和 Vitek 2 Compact 自动化微量肉汤

稀释法( 法国梅里埃生物公司) 进行药物敏感性试

验，结果判读及解释参照 CLSI 和 EUCAST 文件进

行。
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1． 4 红霉素诱导的克林霉素耐药检测 红霉素耐

药、克林霉素敏感或中介的 GBS，红霉素( 15 μg /
片) 和克林霉素 ( 2 μg /片) 药敏纸片边缘相隔 12
mm 放置。35 ℃培养 18 ～ 24 h，靠近红霉素药敏纸

片一侧的克林霉素抑菌圈出现“截平”现象，即诱导

克林霉素耐药试验阳性，为诱导表型( iMLSB) 。
1． 5 耐药基因、16S rＲNA 及 cfb 基因检测 参照

文献［5 － 7］设计红霉素、克林霉素、四环素、喹诺酮类

等抗生素耐药基因引物，以及 16S rＲNA、cfb 基因引

物，引物均由上海生工生物公司合成，引物序列见表

1。煮沸法提取细菌总 DNA: 将菌种接种于哥伦比

亚血琼脂平板上，35 ℃ 培养 18 ～ 24 h，挑取新鲜的

单克隆菌落于 500 μl TE 缓冲液中，振荡器上涡旋

混匀后于水浴锅中煮 15 min，冰上放置 5 min 后，

12 000 r /min 离心 10 min，离心后取 300 μl 上清液

为 DNA 模板。PCＲ 扩增耐药基因条件如下: 94 ℃
预变性 3 min; 94 ℃变性 30 s，42 ～ 55 ℃退火 60 s，
72 ℃延伸 1 min，30 个循环; 72 ℃延伸 5 min。通过

琼脂糖凝胶电泳进行分离( 1. 2%，110 V，40 min) ，

并由上海生工进行测序，测序结果与 GenBank 上的

核苷酸库进行 BLAST 比对。
1． 6 统计学处理 采用 WHONET 5. 6 软件对细菌

药物敏感性结果进行统计分析，计算 PCＲ 法检测耐

药基因、16S rＲNA 和 cfb 基因的检出率。

表 1 16S rＲNA、cfb 及耐药基因引物序列

基因型 引物序列( 5' － 3')
产物大小

( bp)

退火温度

( ℃ )

16S rＲNA F: CGCTGAGGTTTGGTGTTTACA 406 52． 1
Ｒ: CACTCCTACCAACGTTCTTC

cfb F: GCGTCGACATGAACGTTACACATATGATGT 763 58
Ｒ: GCGGATCCATTATAATGCTGTTTGAAG

tetM F: TTATCAACGGTTTATCAGG 397 44． 5
Ｒ: CGTATATATGCAAGACG

tetO F: AACTTAGGCATTCTGGCTCAC 515 55． 2
Ｒ: TCCCACTGTTCCATATCGTCA

ermA F: TCTAAAAAGCATGTAAAAGAA 645 42． 3
Ｒ: CTTCGATAGTTTATTAATATTAGT

ermB F: GAAAAGGTACTCAACCAAATA 639 47
Ｒ: AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC

mefA /E F: AGTATCATTAATCACTAGTGC 348 47． 2
Ｒ: TTCTTCTGGTACTAAAAGTGG

linB F: CCTACCTATTGTTTGTGGAA 925 46． 8
Ｒ: ATAACGTTACTCTCCTATTC

gyrA F: CGCCATGAGTGTCATTGTTG 452 54． 5
Ｒ: CAATACCAGTTGCACCATTGAC

parC F: CCTTGAATGATAGCGCCAGT 575 54． 5
Ｒ: GTTGCCGGATATTCGTGATG

2 结果

2． 1 感染 GBS 患者的一般临床资料及科室分布

51 例感染 GBS 的患者中，男性 23 例，女性 28 例，男

女比例为 1 ∶ 1. 2。易感人群为中老年群体，年龄≥
45 岁的 有 41 例 ( 80. 4% ) ，＜ 45 岁 的 仅 有 10 例

( 19. 6% ) 。患者主要分布在泌尿外科和内分泌科，

分别为 24 例( 47. 1% ) 、16 例( 31. 4% ) ，风湿免疫

科、血液内科、皮肤性病科、国际医疗全科医学科各

1 例( 2% ) ，肾脏内科 5 例( 9. 8% ) ，消化内科 2 例

( 3. 9% ) 。
2． 2 CAMP 试验结果 51 株 GBS 中，CAMP 阴性

3 株，弱阳性 9 株，阳性 39 株。见图 1。

图 1 CAMP 试验结果

A: 1、2、3 为 CAMP 试验阴性; B: 4、5、6 为 CAMP 试验弱阳性; C:

7、8、9 为 CAMP 试验阳性; P: 阳性对照; N: 阴性对照

2． 3 细菌药物敏感性分析 药物敏感性结果显示，

51 株 GBS 对氨苄西林、达托霉素、利奈唑胺、呋喃妥

因、青霉素、奎奴普丁 /达福普汀、替加环素、万古霉

素均敏感，对喹诺酮类抗生素左氧氟沙星、环丙沙

星、莫西沙星及克林霉素比较敏感，耐药率分别为

47. 1%、49. 0%、47. 1%、49. 0%，对四环素、红霉素

耐药性高，耐药率均为 66. 7%。红霉素、克林霉素

均敏感型 10 株，红霉素耐药的 34 株 GBS 中，有 22
株 ( 64. 7% ) 为固有表型( cMLSB) ，5 株 ( 14. 7% )

为 iMLSB 型，M 型有 7 株 ( 20. 6% ) ，克林霉素耐药

的 25 株 GBS 中 L 型有 3 株 ( 12% ) 。见表 2。
2． 4 耐药基因检测结果 通过对尿液中 51 株 GBS
的红霉素耐药基因 ermA、ermB、mefA /E，克林霉素

耐药基因 linB，四环素耐药基因 tetM、tetO，喹诺酮

耐药基因 gyrA、parC 进行 PCＲ 扩增及测序显示，所

有耐药基因均有检出，ermA、ermB、mefA /E 检出率

分 别 为 43. 1%、51. 0%、33. 3%，linB 检 出 率 为

11. 8%，tetM、tetO 检出率分别为 43. 1%、23. 5%，40
株 GBS 同时检出 gyrA、parC，检出率为 78. 4%，无单

独检出 gyrA 或 parC 的 GBS。GBS 耐药菌株与其携

带相关耐药基因具有一定相关性，34 株红霉素耐药
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的 GBS 都至少含有一种红霉素耐药基因，34 株四环

素耐药菌株 32 株( 94. 1% ) 含有四环素耐药基因，

喹诺酮耐药的菌株均含 gyrA、parC 耐药基因，14 株

喹诺酮抗生素敏感的 GBS 也含有 gyrA、parC 耐药基

因，25 株克林霉素耐药的 GBS 仅有 6 株含有 linB 耐

药基因。见表 3。

表 2 尿液中 51 株 GBS 药敏结果［n( %) ］

抗生素名称 敏感 中介 耐药

氨苄西林 51( 100． 0) 0( 0) 0( 0)

青霉素 51( 100． 0) 0( 0) 0( 0)

呋喃妥因 51( 100． 0) 0( 0) 0( 0)

奎奴普丁 /达福普汀 51( 100． 0) 0( 0) 0( 0)

万古霉素 51( 100． 0) 0( 0) 0( 0)

利奈挫胺 51( 100． 0) 0( 0) 0( 0)

替加环素 51( 100． 0) 0( 0) 0( 0)

达托霉素 51( 100． 0) 0( 0) 0( 0)

克林霉素 25( 49． 0) 1( 2． 0) 25( 49． 0)

红霉素 14( 27． 5) 3( 5． 9) 34( 66． 7)

左氧氟沙星 27( 52． 9) 0( 0) 24( 47． 1)

环丙沙星 25( 49． 0) 1( 2． 0) 25( 49． 0)

莫西沙星 27( 52． 9) 0( 0) 24( 47． 1)

四环素 16( 31． 3) 1( 2． 0) 34( 66． 7 )

表 3 51 株 GBS 耐药基因分布情况

耐药性( 耐药株数) 耐药基因 菌株数［n( %) ］

红霉素( n = 34) ermA 20( 58． 8)

ermB 24( 70． 6)

mefA /E 13( 38． 2)

ermA + ermB 15( 44． 1)

ermA + mefA /E 9( 26． 5)

ermB + mefA /E 4( 11． 8)

ermA + ermB + mefA /E 4( 11． 8)

四环素( n = 34) tetM 22( 64． 7)

tetO 11( 32． 4)

tetM + tetO 1( 2． 9)

喹诺酮( n = 26) gyrA + parC 26( 100． 0)

克林霉素( n = 25) linB 6( 24． 0)

2． 5 16S rＲNA 和 cfb 基因检测结果 经 PCＲ 检

测显示，51 株 GBS 16S rＲNA 检出率为 100%，cfb 基

因检出 47 株，检出率 92. 2% ( 47 /51 ) ，其中 CAMP
试验阴性株有 1 株 cfb 基因阳性( 1 /3 ) ，弱阳性株 7
株阳性( 7 /9) ，CAMP 试验阳性株 cfb 基因全部阳性

( 39 /39) 。PCＲ 检测结果见图 2、3 和表 4。

表 4 51 株 GBS 基因分布情况［n( %) ］

基因
CAMP 试验

阴性( n = 3)

CAMP 试验

弱阳性( n = 9)

CAMP 试验

阳性( n = 39)
总计

16S rＲNA 3( 100． 0) 9( 100． 0) 39( 100． 0) 51 ( 100． 0)

cfb 1 ( 33． 3) 7 ( 77． 8) 39 ( 100． 0) 47 ( 92． 2)

图 2 16S rＲNA 基因片段的 PCＲ 扩增

M1: marker 2000; 1 ～ 3: CAMP 试验阴性株; 4 ～ 6: CAMP 试验弱

阳性株; 7 ～ 9: CAMP 试验阳性株

图 3 cfb 基因的 PCＲ 扩增

M2: marker 2000; 1 ～ 3: CAMP 试验阴性株; 4 ～ 6: CAMP 试验弱

阳性株; 7 ～ 9: CAMP 试验阳性株

2． 6 菌株鉴定结果 经生化试验、16S rＲNA、cfb 基

因、MALDI-TOF MS 鉴定，cfb、16S rＲNA 测序结果

BLAST 比对，与 GBS ( 登录号: CP008813. 1 ) 同源性

约为 99%。触酶试验阴性，16S rＲNA、MALDI-TOF
MS 鉴定结果均为 GBS。CAMP 试验分别为阴性、弱
阳性、阳性的三株菌株鉴定结果见表 5。

表 5 菌株鉴定结果

菌株

编号

CAMP

试验

触酶

试验
cfb 基因

16S rＲNA

( 同源性% )

MALDI-TOF

MS( 置信度)

1 阴性 阴性 阳性 99． 72 99． 9
2 阴性 阴性 阴性 99． 19 99． 9
3 阴性 阴性 阴性 99． 46 99． 9
4 弱阳性 阴性 阳性 98． 92 99． 9
5 弱阳性 阴性 阴性 99． 46 99． 9
6 弱阳性 阴性 阴性 99． 72 99． 9
7 阳性 阴性 阳性 98． 92 99． 9
8 阳性 阴性 阳性 99． 19 99． 9
9 阳性 阴性 阳性 98． 93 99． 9

3 讨论

GBS 可引起严重感染，特别是新生儿和产妇多

见，如新生儿败血症、产后败血症、心内膜炎和细菌
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性关节炎。近年来，GBS 成为成人尿路感染的重要

病原体［8］。GBS 分离株的药物敏感性试验对于合

理选择抗生素至关重要，本研究中 51 株 GBS 均分

离自尿液标本，对氨苄西林、达托霉素、利奈唑胺、呋
喃妥因、青霉素、奎奴普丁 /达福普汀、替加环素、万
古霉素敏感性都为 100%，对四环素、红霉素、克林

霉素、喹诺酮类抗生素耐药率高。药敏结果表明，尿

路感染的 GBS 与其他路径感染的 GBS 耐药特征总

体相仿，但对红霉素及四环素耐药率高( 66. 7% ) ，

iMLSB 型有 5 株，临床上应报告分离株克林霉素耐

药。
青霉素是成人侵袭性 GBS 疾病的一线治疗药

物，目前普遍认为 GBS 在体外对青霉素敏感，在来

自日本的分离株中检测到青霉素敏感性降低，被认

为是青霉素结合蛋白( PBP) 2X 表达降低所致［9］。
本研究中，尿路感染的 GBS 菌株对青霉素敏感性为

100%，表明青霉素仍是治疗 GBS 感染的较佳选择，

而对青霉素过敏的患者，可用红霉素和克林霉素替

代。研究中观察到 54. 9% 的分离株多重耐药，以红

霉素、克林霉素和四环素共耐药( 27. 5% ) 为主。
红霉素和四环素的耐药率 ( 66. 7% ) 较高，主

要耐药基因为 ermB 和 tetM，广东地区红霉素耐药也

是主要由 ermB 介导［10］，25 株克林霉素耐药的 GBS
仅检出 6 株介导克林霉素耐药的 linB 基因，这与中

国南方地区( 24. 6% ) 的检出率一致［11］，低于南非的

研究结果，而在韩国的一些调查中没有检测到 linB
基因［12］，5 株含有 linB 基因的 GBS 为红霉素和克林

霉素同时耐药的 cMLSB 型，表明 linB 基因也可能与

红霉素耐药有关。有研究［7］指出 parC 第 79 位密码

子和第 83 位密码子突变是高水平喹诺酮类耐药的

主要决定因素。本研究中，喹诺酮类抗生素耐药的

GBS gyrA 和 parC 均有检出，但是也有检出 14 株喹

诺酮敏感的 GBS，这可能与 gyrA 和 parC 不表达有

关，或者存在其他调节喹诺酮抗生素耐药的基因或

途径。
GBS 表达的 CAMP 因子是一种成孔蛋白毒素，

其在分子水平上的协同溶血作用机制目前尚不清

楚。本研究中分离出 3 株 CAMP 阴性的 GBS，Has-
san et al ［4］研究认为 CAMP 阴性株均含有 cfb 基因，

与之相反，Abdulmawjood et al ［13］分离的 4 株表型

CAMP 阴性的 GBS，cfb 基因均为阴性，本研究 3 株

表型 CAMP 阴性株仅 1 株 cfb 基因阳性，2 株阴性。
这表明 CAMP 因子的表达减少或表达途径上其他

地方的基因缺陷及 cfb 基因缺失均可能导致 CAMP

试验阴性，已有研究［14］指出影响 cfb 基因的染色体

缺失会导致 CAMP 试验阴性。本研究中，CAMP 试

验弱阳性的菌株中也存在 2 株 cfb 基因缺失，可能还

存在类似于 CAMP 促溶血活性的其他蛋白调节通

路，有待进一步研究。有研究［15］建立了一种新的针

对 cfb 基因片段的核酸扩增方法，敏感性为 95. 5%，

与本研究 92. 2%的检出率较为一致，这与传统认为

GBS 均含有 cfb 基因的观点不同。因此，对于 GBS
的检测 CAMP 试验与 cfb 基因检测均缺乏一定的敏

感性，应与细菌培养联合检测，但是对于基层医院，

CAMP 试验仍是一种简便的检测方法。
该研究所收集的标本仅来自安徽的一所三甲医

院，后续宜扩大标本量进行更加深入和广泛的研究。
总之，药敏试验为临床合理使用抗生素提供参考，该

地区尿液中 GBS 红霉素和四环素耐药严重，耐药基

因以 ermB 和 tetM 为主，临床上应加强对红霉素介

导的克林霉素耐药的检测，CAMP 试验及 cfb 基因阴

性值得关注，防止临床检测漏检。
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Analysis of drug － resistant characteristics of group B Streptococcus in
urinary tract infection and sensitivity of CAMP test

Shi Cuixiao，Wang Gang，Li Yajuan，et al
( Dept of Clinical Laboratory，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To study the drug-resistant characteristics of group B Streptococcus in urinary tract infection，

the distribution of drug resistance genes and sensitivity of CAMP test and the cfb gene expression． Methods The
sensitivity of antimicrobial agents was determined by disk diffusion method and Vitek 2 Compact instrument analy-
sis． The erythromycin induced clindamine resistance was detected by D test． The antibiotic resistance genes were
detected by PCＲ． CAMP test was conducted and strains were identified by detecting 16S rＲNA gene fragments and
the cfb gene，biochemical test and MALDI-TOF MS． Ｒesults The drug resistance rates of 51 strains of group B
Streptococcus to ampicillin，doxycycline，rina thiazole amine，nitrofurantoin，penicillin and quinupristin /dalfopris-
tin，tigecycline，vancomycin were 0，while the drug resistance rates to erythromycin，tetracycline，clindamycin，

levofloxacin，moxifloxacin，and ciprofloxacin were 66. 7%，66. 7%，49. 0%，47. 1%，49. 0%，and 47. 1%，re-
spectively． The main erythromycin and tetracycline resistance genes were ermB and tetM respectively，and quinolo-
nes resistance genes were gyrA and parC and their detection rate was all 78. 4% ． The results of CAMP test showed
that 3 strains were negative，9 strains were weakly positive and 39 strains were positive． Combined with biochemical
tests，cfb gene，16S rＲNA detection and MALDI-TOF MS identification results，all 51 strains were group B Strepto-
coccus． However，cfb genes of 2 CAMP-negative strains and 2 weakly positive strains were not detected． Conclu-
sion Group B Streptococcus in urinary tract infection is sensitive to a variety of antibiotics，but highly resistant to
erythromycin，clindamycin，tetracycline and quinolone antibiotics． There is a certain correlation between drug-re-
sistant gene and drug resistance． CAMP test and cfb gene expression are not sensitive to the identification of group
B Streptococcus．
Key words urinary tract infection; group B Streptococcus; drug resistance; CAMP test
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