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甲 氧 西 林 耐 药 金 黄 色 葡 萄 球 菌

基 因 分 型 及 耐 药 现 状 研 究

姚明 关立锋 吴银生 贾伟 王琳琳 李刚 吴学军 孙涛

【摘要 】 目的研究烧伤病房分离的甲氧西林耐药金黄色葡萄球菌(MRSA) 的葡萄球菌盒式染

色体nl ec( SCCr nec·)基阕分型及耐药现状。 方法2012年9月一2013年9月，从笔者单位烧伤整形

科I CU及普通病房送检的患者创面分泌物、血液及痰液标本巾，检出非重复金黄色葡萄球菌179株

( I CU来源68株、普通病房来源1 1 l 株) 。采用头孢西丁K，B纸片扩散法检测金黄色葡萄球菌MRSA

表型，对I CU和普通病房中MRSA检m率进行比较。采用PCR法对MRSA进行SCCmec分型，经检测

甲氧两林耐药决定子me( - A基因对前述MRSA鉴定结果进行验证一采用K—B纸片扩散法检测MRSA

与甲氧西林敏感金黄色葡萄球菌( MSSA)对23种临床常用抗菌药物的耐药情况。除去MRSA对其

耐药率为100．0％或0的抗菌药物，将SCCmeeⅢ型MRSA与非SCCmecI I I 型MRSA对剩余抗菌药物的

耐药率进行比较，对数据行Pearsonz 2检验或校正z 2检 验。 结果 179株金黄色葡萄球菌中148株

鉴定为MRSA占82．7％，其中I CU来源62株、普通病房来源86株；其余31株为MSSA占17．3％。、

I CU巾MRSA在该病区内检} n金黄色葡萄球菌中所占百分比为91．2％(62／68) ，显著高于普通病房

巾的77．5％( 86／l l 1)，x 2=5．526，P=0．019。PCR检测屁示148株MRSA均携带meeA基因，其中

106株为SCCmeem型阳性f I i 71．6％；I CU与普通病房中SCCmecl l l 型MRSA占各自病区内检出MRSA

的百分比分别为72．6％(45／62)和70．9％( 61／86)，差异无统计学意义(y二=0．048，P=0．826)。

148株MRSA对青霉素及头孢类抗生素共8种抗菌药物100．O％耐药，对万古霉素、替考拉宁、利奈唑

胺、替加环素、呋喃妥因及奎奴普丁／达福普汀的耐药率均为0。除2种菌对其耐药率为0的6种抗菌

药物外，MRSA对剩余17种抗菌药物的耐药率均显著高于MSSA( Ⅳ2值为4．09l ～l 38．546，P<0．05

或P<0．01) 二106株SCCme(·111型MRSA对左氧氟沙星、环丙沙星、利福平、四环素、红霉素、林可霉

素、庆大霉素、克林霉素的耐药率分别为56．6％( 60／106)、85．8％( 91／106)、89．6％( 95／106)、86．8％

( 92／106)、84．9％( 90／106)、78．3％( 83／106)、92．5％( 98／106)、74．5％( 79／106)．均显著高于42株

非SCCmecm型MRSA的33．3％( 14／42) 、61．9％( 26／42) 、71．4％( 30／42)、66．7％( 28／42)、69．0％

( 29／42)、57．1％(24／42) 、71．4％( 30／42) 、52．4％( 22／42) ，y二值为4．801～1 1．377，P<0．05或P<

0．01。 结论 笔者单位烧伤病房的MRSA检出率高且耐药现状十分严峻，流行情况以SCCmeeⅢ型

为主，未见对糖肽类抗生素耐药情况。

【关键词】 烧伤； 抗甲氧西林金黄色葡萄球菌； 抗药性； 葡萄球菌盒式染色体mec-基闲分型
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ⅡMreMs was det ect ed wi t h eef oxi t i n K—B di sk di f f us i on met hod．and t he i sol at i on r at es of MRSA in I CU and

Dubl i (·wards were compar ed．Genot ypi ng of SCCmec was per for med by PCRi n st r ai ns of MRSA．I n t he

nl eant i me．t he i dent i f i cat i on r esul t of MRSA by K—B met hod was ver i f i ed t hr ough det ect i ng met hi ei l l i n—r esi st —

ant det er mi nant mecA．The ant i mi crobi al resi st ance of MRSA and met hi ci l l i n—sensi t i ve S￡ophyZococcM5

aur eus( MSSA) t o 23 ki nds of commonl y used ant i bi ot i cs i n cl i ni c were det ect ed by K—B di sk di f f us i on met h—

od．Exeept f or t he ant i bi ot i cs to whi ch t he res i st ant r at es of MRSA wer e 100．0％or 0，t he res i st ant r at es of

SCCmec NI MRSA and non．SCCmec I II MRSA to t he r est of ant i bi ot i cs were compar ed．Dat a were processed

wi t h Pear son chi —square t est or cor rect ed chi —square t es t．

of t he 179 Staphyl ococcus aur eus wer e i dent i f i ed as MRSA

Resul t s One hundr ed and f or t y—ei ght st r ai ns out

( account i ng f or 82．7％)，among whi ch 62 wer e

( ) r i gi nat ed f rom I CU and 86 f r ompubl i c war ds．The r est 31 st r ai ns ofSt aphyl ococcus aur eus wer e MSSA，ac—

count i ng f or 17．3％．The per centage of MRSA in t he i sol at ed Staphyl ococcus aur eus was 91．2％( 62／68)

i n I CU，whi ch was si gni f i cant l y hi gher t han t hat i n t he publ i c war ds[ 77．5％( 86／111)，x二=5．526，P=

0．019] ．PCR det ect i on showed t hat t he 148 st r ai ns of MRSA har bor ed t he meeA gene，out of whi ch 106

st r ai ns were SCCmee m posi t i ve．account i ng f or 71．6％．The per centages of SCCmec Ul t ype MRSA i n

MRSA i sol at ed f rom I CU and publ i c war ds wer e respect i vel y 72．6％( 45／62)and 70．9％( 61／86)，show—

i ng no st at i st i cal l y si gni f i cant di f f er enee( Y 2=0．048，P=0．826) ．The 148 st r ai ns of MRSA were 100．0％

r es i st ant t o a t ot al of 8 ki nds of ant i bi ot i cs i ncl udi ng peni ci l l i n and cephal ospori ns，but i t was 0 f or vancomy—

ci n，t ei copl ani n，l i nezol i d，t i gecycl i ne，ni t r of ur ant oi n，and qui nupr i st i n／dal f opr i st i n． Except f or t he 6 ki nds

of ant i bi ot i cs t o whi ch t he res i st ant r at es of MRSA and MSSA were 0．resi st ant r at es of MRSA to t he r emai —

ni ng 1 7 ki nds of ant i bi ot i cs were si gni f i cant l y hi gher t han t hose of MSSA( wi t h爿2 val ues f r om 4．09 1 t o

138．546．P<0．05 or P<0．01)．Resi s t ant r at es of t he 106 st r ai ns of SCCmec 111 t ype MRSA t o l evof l oxa—

ci n，ei pr of l oxaci n， ri f ampi ci n，t et r acycl i ne，eryt hr oci n， l i ncomyci n，gent ami ei n，cl i ndamyei n
wer e r espee—

r i vel y 56．6％( 60／106) ．85．8％( 91／106)，89．6％( 95／106)，86．8％( 92／106)，84．9％( 90／106)，

78．3％( 83／106)，92．5％( 98／106)，74．5％( 79／106)，and t hey were si gni f i cant l y hi gher t han t hose of

t he 42 st r ai ns of non—SCCmec HI
t ype MRSA『33．3％( 14／42)，61．9％( 26／42) ，71．4％( 30／42)，

66．7％( 28／42)，69．O％( 29／42)，57．1％(24／42)，71．4％( 30／42)，52．4％( 22／42)，wi thⅣ。val ues

f r om4．801 to 11．377．P<0．05 orP<0．01] ． Concl us i ons I sol at i on r at e of MRSA f r om burn war ds i n

our hospi t al i s hi gh，ant ] dr ug resi st ance st at us of t hi s st r ai n agai nst ant i bi ot i cs i s ver y ser i ous．SCCmee I II i s

t he maj or genot ype of t he i sol at ed MRSA，but no st r ai ns res i st ant t o t he gl ycopept i de ant i bi ot i cs ar e f ound．

【Key wor ds】 Burns； Met hi ci l l i n- resi st ant Staphyl ococcus aureus；Drug resi st ance； Genot ype of

st aphyl ococcal chr omosomal casset t e mec

甲氧西林耐药金黄色葡萄球菌( MRSA)感染几

乎遍及全球，已成为院内感染的重要病原菌之一。

MRSA主要通过医护人员手以及患者衣物、敷料等

传播，烧伤患者皮肤屏障遭到破坏，局部容易发生

MRSA感染。近年来，MRSA耐药率不断增加，并且

出现对多种抗菌药物完全耐药情况，给临床治疗带

来极大困难。葡萄球菌盒式染色体nee( SCCmec)

是MRSA的耐药基因岛。本研究运用分子生物学技

术对从临床分离的MRSA进行SCCmec基因分型鉴

定并行耐药性检测，同时结合临床对检测结果进行

深入比较及分析，以期进一步认识烧伤病房MRSA

的耐药现状及分子流行病学情况，为临床合理应用

抗生素提供参考。

1材料与方法

1．1主要仪器与试剂

MyCycl er型PCR扩增仪、水平核酸电泳仪、Gel

DOC XR型凝胶成像系统均购自美国Bi o．Rad公司；

葡萄球菌凝集鉴定试剂盒为法国生物梅里埃公司产

- 429

品，药敏纸片购自英国Oxoi d公司，PCR引物由生工

生物工程(上海) 股份有限公司合成，2倍稀释的含

染料PCR混合溶液及DNA分子标记( Trans2K DNA

marker )均为北京全式金生物技术有限公司产品。

标准菌株SCCmecl 9型MRSA ATCC 25923购自卫生

部临床检验中心。

1．2菌株来源

2012年9月一2013年9月，笔者单位烧伤整形

科I CU及普通病房2个病区送检患者创面分泌物、

血液及痰液标本342份，经本院医学实验中心行细

菌培养检出179株非重复金黄色葡萄球菌，其中

I CU来源68株、普通病房来源1 1 1株。

1．3 MRSA鉴定

采用葡萄球菌凝集鉴定试剂盒，以头孢西丁K—

B纸片扩散法检测金黄色葡萄球菌MRSA表型，操

作及结果判定参照美国临床和实验室标准协会

2009年标准。1。，剩余菌株均判定为甲氧西林敏感金

黄色葡萄球菌( MSSA) 。同时，对I CU和普通病房

中MRSA检出率进行比较。

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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1．4 SCCmec分型

采用PCR法对MRSA进行SCCmec分型，同时

通过检测甲氧西林耐药决定子mecA基因对1．3中

MRSA鉴定结果进行验证，具体操作如下。对各菌

株进行分离纯化，挑取培养的3～5个新鲜菌落，混

悬于30¨L双蒸水中，采用PCR扩增仪于99℃煮

10 mi n，离心30 S后取上清液即为细菌总DNA。参

照文献[ 2] 设计SCCmec多重PCR引物，引物序列

见表1。mecA基因上游引物为57．GTGAAGATAT—

ACCAAGTGATT一3’，下游引物为5 7．ATGCGCTAT—

AGATTGAAAGGAT．3’，大小147 bp。PCR反应体系

为50¨L，其中2倍稀释的含染料PCR混合溶液

25斗L、细菌上清液10斗L、上下游引物各2¨L，双蒸

水补足50 t xL。PCR反应条件为：94℃预变性5 mi n；

94℃变性45 S，65℃退火45 S，72℃延伸90 S，共计

10个循环；再94℃变性45 S，55℃退火45 S，72℃

延伸90 S，共25个循环；最后72℃延伸10 mi n。取

5 t xL PCR产物于水平核酸电泳仪内行凝胶电泳并

用凝胶成像系统拍照。以标准菌株SCCmec m型

MRSA ATCC 25923为阳性对照。

表1 SCCmec基因PCR引物序列及产物大小

注：SCCmec为葡萄球菌盒式染色体nl ec

1．5药物敏感试验

采用K—B纸片扩散法检测鉴定出的MRSA及

MSSA对青霉素、头孢类抗生素、糖肽类抗生素等共

23种临床常用抗菌药物的耐药情况，操作及结果判

定参照美国临床和实验室标准协会2009年标准⋯，

以标准菌株SCCmecm型MRSA ATCC 25923为质控

菌株。此外，除去MRSA对其耐药率为100．0％或0

的抗菌药物，将SCCmec m型MRSA与非SCCmecm

型MRSA对剩余抗菌药物的耐药率进行比较。

1．6统计学处理

采用SPSS 17．0统计软件进行数据处理，用率

进行统计描述，对MRSA检出率及其对不同抗菌药

物耐药率的比较行Pearsonz 2检验或校正x 2检验，

P<0．05为差异有统计学意义。

2 结果

2．1 MRSA的检出情况

179株金黄色葡萄球菌中148株鉴定为MRSA

占82．7％，其中I CU来源62株、普通病房来源

86株；其余31株为MSSA占17．3％。148株MRSA

中，1 l 1株分离自创面分泌物占75．0％，其中I CU来

源35株、普通病房来源76株；25株分离自血液占

16．9％，其中I CU来源19株、普通病房来源6株；

12株分离自痰液占8．1％，其中I CU来源8株、普通

病房来源4株。I CU中MRSA在该病区内检出金黄

色葡萄球菌中所占比例为91．2％( 62／68)，显著高

于普通病房中的77．5％( 86／111)，z 2=5．526，P=

0．019。

2．2 MRSA的SCCmec分型结果

PCR检测显示148株MRSA均携带mecA基

因，未见SCCmec I 、SCCmec I I、SCCmec I V、SCCmee

V型阳性菌株；共检出106株SCCmecI I I 型阳性菌株

占71．6％(图1)，其中I CU来源45株、普通病房来

源61株。I CU与普通病房中SCCmecl l I 型MRSA占

各自病区内检出MRSA的百分比分别为72．6％

( 45／62) 和70．9％( 61／86)，差异无统计学意义

(爿2=0．048，P=0．826)。

M l 2 3 4 5 6 7 8 g

注：M．mar ket ；1．标准菌株SCCmecⅢ型MRSA ATCC 25923：2～

9．均为检出SCCmecⅢ型阳性MRSA

图1 8株甲氧西林耐药金黄色葡萄球菌( MRSA)葡萄球菌盒

式染色体mec(SCCmec)PCR电泳图
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2．3 MRSA及MSSA的耐药情况

148株MRSA对青霉素以及头孢类抗生素共8

种抗菌药物均100．0％耐药；31株MSSA对青霉素

的耐药率为77．4％，而对头孢类抗生素的耐药率均

低于40．0％。MRSA及MSSA对万古霉素、替考拉

宁、利奈唑胺、替加环素、呋喃妥因及奎奴普丁／达福

普汀的耐药率均为0。除2种菌对其耐药率为0的

6种抗菌药物之外，MRSA对剩余17种抗菌药物的

耐药率均显著高于MSSA( P<0．05或P<0．01)。

见表2。

表2 MRSA及MSSA对临床常用抗菌药物的

耐药情况[ 株( 率，％) ]

汪：MRSA为甲氧曲林咐药金黄色 葡萄球困，共148株；MSSA为甲

氧西林敏感金黄色葡萄球菌。共31株；“一”表示无此项

2．4 SCCmecm型MRSA与非SCCmecⅢ型MRSA

耐药率比较

106株SCCmecⅢ型MRSA对左氧氟沙星、环丙

沙星、利福平、四环素、红霉素、林可霉素、庆大霉素、

克林霉素的耐药率均显著高于42株非SCCmecⅢ型

MRSA( P<0．05或P<0．01)。见表3。

3 讨论

烧伤患者皮肤呈开放性损伤，创面渗出液、分泌

物成为MRSA繁殖的天然“培养基”，易导致MRSA

感染。本研究148株MRSA中有1 l 1株分离自烧伤

表3 不同类型MRSA对部分抗菌药物的耐药情况

[ 株(率，％) ]

注：SCCmec为葡 萄球菌盒式染色体mee，MRSA为甲 氧西林耐药金

黄色葡萄球菌；SCCmecm型MRSA 106株，非SCCmec$型MRSA42株

创面分泌物占75．0％，充分说明创面是烧伤病房

MRSA感染的最主要根源。此外，烧伤I CU中分离

自血液及痰液的MRSA较多，主要原因是重症烧伤

患者多合并有全身感染及吸人性损伤，吸入性损伤

患者大部分需行气管切开，该措施在通畅气道的同

时也增加了呼吸道感染的发生率。另外，大面积烧

伤患者伴有明确的全身免疫功能低下，使MRSA感

染的概率进一步增加。本研究中MRSA在检出金黄

色葡萄球菌中所占比例为82．7％，明显高于近几年

笔者单位全院平均水平的50％～60％，但与全国各

大烧伤治疗中心的70％～80％基本一致。

本研究中148株MRSA对青霉素及头孢类抗生

素100．0％耐药，对左氧氟沙星的耐药率为50．0％，

对红霉素、四环素、利福平及庆大霉素也呈现较高的

耐药率，但以上几种抗生素因存在不同程度的毒性

和不良反应，临床上已较少将其用于抗感染治疗。

本研究中MRSA对万古霉素、替考拉宁、利奈唑胺、

替加环素、呋喃妥因及奎奴普丁／达福普汀的耐药率

均为0。目前，国内临床上用于治疗MRSA感染的

最主要抗生素为万古霉素、替考拉宁及利奈唑胺。

万古霉素和替考拉宁为糖肽类抗生素，迄今国内尚

未见关于检出对万古霉素耐药的葡萄球菌的报道，

但已检出对替考拉宁耐药或中介耐药的葡萄球菌。

由于万古霉素大量应用于治疗MRSA感染，可能会

导致MRSA对万古霉素敏感性下降并最终耐药，而

交替使用万古霉素和替考拉宁也许能延缓这种耐药

情况的出现¨。。利奈唑胺对MRSA的抗菌活性及细

菌清除率较糖肽类抗生素强，与糖肽类抗生素不产

生交叉耐药。呋喃妥因是硝基呋喃类抗菌药，可用

做局部外用药，对MRSA感染的烧伤创面疗效确

切”。。奎奴普丁／达福普汀由于可引起严重的静脉

刺激、肌痛、关节痛及明显药物相互作用，其应用范

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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围在一定程度上受到限制" o。替加环素是第1种被

批准的新型静脉注射用甘氨酰四环素类抗生素，有

广谱抗菌活性，对多药耐药的细菌如MRSA、万古霉

素耐药肠球菌、青霉素耐药肺炎链球菌有很好的抗

菌效果㈧。

MRSA对B内酰胺类抗菌药物耐药的主要机制

是获得了编码低亲和力青霉素结合蛋白2d的mecA

基因。SCCmec除了携带mecA基因以外还编码、整

合多种耐药基因，是导致MRSA多药耐药的主要原

因¨。。SCCmec主要分为5型，其中I 、Ⅱ、Ⅲ型多见

于医院获得性MRSA，I V、V型多见于社区获得性

MRSA。SCCmec基因型与MRSA耐药谱有着密切关

系，SCCmecI l l 型MRSA含有耐药基因的质粒或转座

子，呈多药耐药性。本研究的148株MRSA中共检

出SCCmec I I I型MRSA 106株占71．6％。既往研究

证实，除分离自日本和韩国的MRSA以SCCmec l I 型

为主外，亚洲其他国家分离的MRSA均以SCCmecm

型为主。我国北京、上海、四川、浙江、湖南及台湾等

地分离的MRSA均为SCCmecⅢ型¨1。

烧伤病房MRSA感染Et 趋严重，由其引起的医

院内感染呈蔓延趋势。MRSA细菌毒力强，由其引

起的感染在临床上有明显加重病情的表现，如可致

创面加深、移植皮片及皮瓣坏死、呼吸衰竭及全身感

染等。MRSA的耐药率不断上升，给治疗带来极大

困难，临床上可用于治疗MRSA的有效药物仅限几

种。在这样严峻的形势下，加强医院内感染控制及

合理使用抗生素显得尤为重要。
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