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·论著·

犐犆犝患者分离金黄色葡萄球菌的耐药性及分子流行病学特征
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［摘　要］　目的　了解某院重症监护病房（ＩＣＵ）金黄色葡萄球菌的耐药特点及分子流行病学特征。方法　收集

２０１４年１—１２月该院ＩＣＵ分离的金黄色葡萄球菌，进行细菌鉴定及药物敏感性试验，采用金黄色葡萄球菌Ａ蛋白

（ｓｐａ）分型及多位点序列分型（ＭＬＳＴ）方法进行分型。结果　１６０株金黄色葡萄球菌中耐甲氧西林金黄色葡萄球

菌（ＭＲＳＡ）１２０株（占７５．００％）。ＭＲＳＡ对红霉素、克林霉素、左氧氟沙星的耐药率均＞８０％；ＭＳＳＡ对头孢唑林

敏感，对红霉素、克林霉素、左氧氟沙星的耐药率分别为６２．５０％、３５．００％、１０．００％。ｓｐａ分型和 ＭＬＳＴ结果显示，

１２０株ＭＲＳＡ主要为ＳＴ２３９ｔ０３０、ＳＴ２３９ｔ０３７、ＳＴ５ｔ２４６０３种型别，其中ＳＴ２３９ｔ０３０（１０５株，８７．５０％）为主要流行

菌株，８个ＩＣＵ均有检出；ＭＳＳＡ存在较多型别，ＳＴ５９ｔ４３７仅在神经内科（８株）和消化科（２株）检出，ＳＴ６ｔ７０１、

ＳＴ３９８ｔ３６２５、ＳＴ３９８ｔ１７９３和ＳＴ１２１ｔ２０９２分别仅在神经内科（７株）、麻醉科（５株）、神经外科（４株）和心外科

（４株）检出。结论　该院ＩＣＵＭＲＳＡ分离率较高，以ＳＴ２３９ｔ０３０克隆株为主，存在医院内流行；不同型别 ＭＳＳＡ

在各科室内存在流行趋势。

［关　键　词］　重症监护病房；金黄色葡萄球菌；ｓｐａ分型；ＭＬＳＴ；流行病学；抗药性，微生物；耐药性
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［ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌ，２０１６，１５（５）：２９４－２９８］

　　金黄色葡萄球菌是引起医院感染和社区感染的

主要病原体，其感染的发病率和病死率均较高［１］。

金黄色葡萄球菌可以引起多种形式感染，如局部化

脓性感染、肺炎、假膜性肠炎、心包炎等局部感染，也

可引起血流感染、脓毒症等全身感染；特别是耐甲氧

西林金黄色葡萄球菌（ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔ犛狋犪狆犺狔

犾狅犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲狌狊，ＭＲＳＡ），是世界范围内引起医院感

染的重要病原菌［２］。为了解某院重症监护病房（ｉｎ

ｔｅｎｓｉｖｅｃａｒｅｕｎｉｔ，ＩＣＵ）分离的金黄色葡萄球菌分子

流行病学特征，笔者收集ＩＣＵ２０１４年分离的金黄

色葡萄球菌进行耐药性分析，并对其进行金黄色葡

萄球菌 Ａ 蛋白（ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃａｌｐｒｏｔｅｉｎＡ，ｓｐａ）分

型，同时进行多位点序列分型（ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｔｙｐｉｎｇ，ＭＬＳＴ），为医院控制金黄色葡萄球菌感染

提供帮助。

１　材料与方法

１．１　材料　收集２０１４年全年ＩＣＵ临床分离的非

重复金黄色葡萄球菌１６０株；标准质控菌株为金黄

色葡萄球菌ＡＴＣＣ２５９２３。培养基及药敏纸片购于

英国 ＯＸＯＩＤ公司，聚合酶链反应（ＰＣＲ）试剂和溶

葡萄球菌素购于上海生工生物工程有限公司，ＤＮＡ

提取试剂盒购自德国ＱｉａｇｅｎＣｏｍｐａｎｙ，全自动细菌

药敏鉴定分析仪Ｐｈｏｅｎｉｘ１００、基因扩增仪和电泳仪

等购自美国ＢｉｏＲａｄ公司。

１．２　方法

１．２．１　药敏试验和 ＭＲＳＡ鉴定　分别采用ＫＢ纸

片法和头孢西丁纸片法，运用Ｐｈｏｅｎｉｘ１００和ＶＩＴＥＫ

２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动细菌鉴定分析仪进行检测和鉴定，

按美国临床实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）２０１４年规定的

标准判定耐药（Ｒ）、中介（Ｉ）和敏感（Ｓ）。

１．２．２　ＤＮＡ提取　依据ＱｉａｇｅｎＣｏｍｐａｎｙＤＮＡ提

取试剂盒标准方法进行全基因组ＤＮＡ提取，取１５～

２０个菌株加入２００μＬＴＥ和４μＬ溶葡萄球菌素，使

菌落充分溶解；３７ ℃ １００ｒ／ｍｉｎ温育１ｈ，５６ ℃

１００ｒ／ｍｉｎ温育３０ｍｉｎ，将裂解完全的液体１８０μＬ转

移至ＥＰ管，加入２５μＬ蛋白酶 Ｋ 和２００μＬ的

ＢｕｆｆｅｒＡＬ，振荡混匀５ｓ，再加入２００μＬ无水乙醇

振荡混匀５ｓ，将溶液加入ＤＮｅａｓｙＭｉｎｉＳｐｉｎＣｏｌｕｍｎ

中，８０００ｒ／ｍｉｎ旋转１ｍｉｎ，静置后弃废液，用 Ｗａｓｈ

Ｂｕｆｆｅｒ１和 ＷａｓｈＢｕｆｆｅｒ２冲洗，最后用１００μＬＥ

ｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ以 ８０００ｒ／ｍｉｎ旋转１ｍｉｎ将 ＤＮＡ

洗脱。

１．２．３　ｓｐａ分型　从 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中检索出

狊狆犪基因ＤＮＡ序列，对应两端保守序列用Ｐｒｉｍｅｒ

６．０软件设计上下游引物序列：正向引物：５’ＴＡＡ

ＡＧＡＣＧＡＴＣＣＴＴＣＧＧＴＧＡＧＣ３’，反向引物：５’

ＣＡＧＣＡＧＴＡＧＴＧＣＣＧＴＴＴＧＣＴＴ３’。以全基因

组ＤＮＡ为模板，在退火温度为６０℃的条件下进行

ＰＣＲ操作
［３］。ＰＣＲ产物送上海生工生物工程有限

公司进行测序，测序后的结果在网站（ｈｔｔｐ：／／ｓｐａ．

ｒｉｄｏｍ．ｄｅ）进行比对分型。

１．２．４　ＭＬＳＴ　依据金黄色葡萄球菌７个管家基

因（犵犿ｋ、犵犾狆Ｆ、犪狉狅Ｅ、狋狆犻、狔狇犻犾、犪狉犮Ｃ、狆狋犪）对细菌进

行分型。ＰＣＲ反应引物及反应体系参考文献［４］，

ＰＣＲ产物送上海生工生物工程有限公司进行测序。

测序结果在网站上（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｌｓｔ．ｎｅｔ）进行比

对，确定ＳＴ型别。

１．３　数据分析　应用 ＷＨＯＮＥＴ５．６软件进行数

据分析，同源性分析应用 ＭＥＧＡ５．０软件进行聚类

分析并构建树状图。

２　结果

２．１　菌株来源及药敏结果　１６０株金黄色葡萄球

菌标本来源为痰９５株，脓性分泌物２９株，引流液

１５株，血１３株，组织和尿各３株，脑脊液２株。其

中 ＭＲＳＡ１２０株（７５．００％），甲氧西林敏感金黄色

葡萄球菌（ＭＳＳＡ）４０株（２５．００％）。ＭＲＳＡ 对红

霉素、克林霉素、左氧氟沙星的耐药率均＞８０％；

ＭＳＳＡ对头孢唑林敏感，对红霉素、克林霉素、左氧

氟沙星耐药率分别为６２．５０％、３５．００％、１０．００％。

见表１。
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表１　ＩＣＵ金黄色葡萄球菌对常用抗菌药物的耐药情况

犜犪犫犾犲１　Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆ犛．犪狌狉犲狌狊ｔｏｃｏｍｍｏｎｌｙｕｓｅｄａｎｔｉｍｉ

ｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｓｉｎＩＣＵｓ

抗菌药物
ＭＲＳＡ（狀＝１２０）

耐药株数 耐药率（％）

ＭＳＳＡ（狀＝４０）

耐药株数 耐药率（％）

头孢唑林 １２０ １００．００ ０ ０．００

头孢西丁 １２０ １００．００ ０ ０．００

替考拉宁 ０ ０．００ ０ ０．００

万古霉素 ０ ０．００ ０ ０．００

利奈唑胺 ０ ０．００ ０ ０．００

米诺环素 ２０ １６．６７ ０ ０．００

红霉素 １１１ ９２．５０ ２５ ６２．５０

克林霉素 ９６ ８０．００ １４ ３５．００

替加环素 ０ ０．００ ０ ０．００

左氧氟沙星 １０９ ９０．８３ ４ １０．００

呋喃妥因 ５ ４．１７ ０ ０．００

２．２　ｓｐａ分型及 ＭＬＳＴ结果　ｓｐａ分型将金黄色

葡萄球菌菌株分为１０个型别，其中以ｔ０３０为主

（１０５株，６５．６３％），其次为ｔ０３７（１２株，７．５０％），

ｔ４３７（１０ 株，６．２５％），ｔ７０１（７ 株，４．３８％），ｔ００２

（６株，３．７５％），ｔ３６２５（５株，３．１２％），ｔ２０９２、ｔ０９１和

ｔ１７９３（均为４株，７．５０％），ｔ２４６０（３株，１．８７％）。

ＰＣＲ产物分子量在３００ｂｐ左右，ＰＣＲ产物见图１。

对７个管家基因进行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ产物分子量

在４５０～６００ｂｐ之间。见图２。ＭＬＳＴ共７种型

别，分别为ＳＴ２３９（１１７株，７３．１３％），ＳＴ５９（１０株，

６．２５％），ＳＴ５、ＳＴ３９８（均为９株，１１．２５％），ＳＴ６

（７株，４．３８％），ＳＴ１２１、ＳＴ７（均为４株，５．００％）。

对金黄色葡萄球菌分型结果显示，１２０株 ＭＲＳＡ主

要为 ＳＴ２３９ｔ０３０、ＳＴ２３９ｔ０３７、ＳＴ５ｔ２４６０３种型

别，以 ＳＴ２３９ 为主，１１７ 株（１１７／１２０，９７．５０％），

ＳＴ２３９ 为 该 院 ＭＲＳＡ 主 要 流 行 型 别，特 别 是

ＳＴ２３９ｔ０３０（１０５／１２０，８７．５０％）；而 ＭＳＳＡ 呈现多

种分子型别，未发现主要型别。具体分型见表２。

２．３　菌株同源性聚类分析及科室分布　采用

ＭＥＧＡ软件进行亲缘关系分析，由树状图可知，

ＭＲＳＡ菌株ＳＴ２３９ｔ０３０和ＳＴ２３９ｔ０３７亲缘关系

较近，而 ＭＲＳＡ型别与 ＭＳＳＡ型别之间亲缘关系

较远，并且同一科室菌株之间亲缘关系未发现明显

一致。ＳＴ２３９ｔ０３０分布广泛，消化科、心外科、神经

外科、神经内科、烧伤科、麻醉科、呼吸科和儿科８个

ＩＣＵ均有检出。ＳＴ２３９ｔ０３０ＭＲＳＡ菌株为该院主

要流行菌株，且存在医院内流行。ＭＳＳＡ不同型别

分布科室间存在较大差异，如ＳＴ５９ｔ４３７仅在神经

内科（８株）和消化科（２株）检出；而菌株ＳＴ６ｔ７０１、

ＳＴ３９８ｔ３６２５、ＳＴ３９８ｔ１７９３和ＳＴ１２１ｔ２０９２分别仅

在神经内科（７株）、麻醉科（５株）、神经外科（４株）

和心外科（４株）检出。见图３、表３。
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　　Ｍ：ＤＮＡ 分子量 Ｍａｒｋｅｒ；１—１０泳道分别为ｓｐａｔ０３０、ｓｐａ

ｔ２０９２、ｓｐａｔ１７９３、ｓｐａｔ０３７、ｓｐａｔ３６２５、ｓｐａｔ４３７、ｓｐａｔ０９１、ｓｐａｔ００、

ｓｐａｔ２４６０、ｓｐａｔ７０１

图１　ＩＣＵ金黄色葡萄球菌不同ｓｐａ型别ＰＣＲ产物电泳图

犉犻犵狌狉犲１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ犛．

犪狌狉犲狌狊ｓｐａｔｙｐｅｓｉｎＩＣＵｓ
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　　Ｍ：ＤＮＡ分子量 ｍａｒｋｅｒ；１—７泳道分别为犵犿犽、犵犾狆Ｆ、犪狉狅Ｅ、

狋狆犻、狔狇犻犾、犪狉犮Ｃ、狆狋犪基因

图２　ＩＣＵ金黄色葡萄球菌 ＭＬＳＴＰＣＲ产物电泳图

犉犻犵狌狉犲２　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆ犛．犪狌狉犲狌狊

ＭＬＳＴｉｎＩＣＵｓ

表２　ＩＣＵ１６０株金黄色葡萄球菌ｓｐａ分型及 ＭＬＳＴ结果

犜犪犫犾犲２　ＴｙｐｉｎｇｏｆｓｐａａｎｄＭＬＳＴｏｆ１６０犛．犪狌狉犲狌狊ｉｓｏｌａｔｅｓ

ｉｎＩＣＵｓ

分型方法 ＭＲＳＡ ＭＳＳＡ

ｓｐａ ｔ０３０、ｔ０３７、ｔ２４６０ ｔ４３７、ｔ７０１、ｔ３６２５、ｔ２０９２、

ｔ１７９３、ｔ０９１、ｔ００２

ＭＬＳＴ ＳＴ２３９、ＳＴ５ ＳＴ５９、ＳＴ６、ＳＴ３９８、ＳＴ１２１、

ＳＴ７、ＳＴ５

ＭＬＳＴｓｐａ ＳＴ２３９ｔ０３０、

ＳＴ２３９ｔ０３７

ＳＴ５９ｔ４３７、ＳＴ６ｔ７０１、

ＳＴ３９８ｔ３６２５、ＳＴ３９８ｔ１７９３、

ＳＴ１２１ｔ２０９２
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　　　ｘｈ：消化科，ｘｗ：心外科，ｓｗ：神经外科，ｓｎ：神经内科，ｓｓ：烧伤科，ｍｚ：麻醉科，ｈｘ：呼吸科，ｅｋ：儿科；

　如ｓｗ０４ｉｓｏｌａｔｅｓＳＴ７ｔ０９１表示，神经外科分离出４株型别为ＳＴ７ｔ０９１的金黄色葡萄球菌

图３　ＩＣＵ１６０株金黄色葡萄球菌亲缘关系树状图

犉犻犵狌狉犲３　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆ１６０犛．犪狌狉犲狌狊ｉｓｏｌａｔｅｓｉｎＩＣＵｓ

表３　ＩＣＵ１６０株金黄色葡萄球菌不同型别科室分布情况

犜犪犫犾犲３　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｙｐｅｓｏｆ１６０犛．犪狌狉犲狌狊ｉｓｏｌａｔｅｓｉｎｖａｒｉｏｕｓＩＣＵｓ

型别
神经外科

（狀＝５２）

神经内科

（狀＝４２）

消化科

（狀＝２７）

麻醉科

（狀＝１８）

烧伤科

（狀＝９）

心外科

（狀＝６）

呼吸科

（狀＝３）

儿科

（狀＝３）

ＭＲＳＡ ＳＴ２３９ｔ０３０ ４０ １９ １７ １３ ９ ２ ３ ２

ＳＴ２３９ｔ０３７ ０ ４ ７ ０ ０ ０ ０ １

ＳＴ５ｔ２４６０ ３ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

ＭＳＳＡ ＳＴ５９ｔ４３７ ０ ８ ２ ０ ０ ０ ０ ０

ＳＴ６ｔ７０１ ０ ７ ０ ０ ０ ０ ０ ０

ＳＴ３９８ｔ３６２５ ０ ０ ０ ５ ０ ０ ０ ０

ＳＴ３９８ｔ１７９３ ４ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

ＳＴ１２１ｔ２０９２ ０ ０ ０ ０ ０ ４ ０ ０

ＳＴ７ｔ０９１ ４ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

ＳＴ５ｔ００２ １ ４ １ ０ ０ ０ ０ ０

３　讨论

该院ＩＣＵ２０１４年１—１２月共分离金黄色葡萄

球菌１６０株，其中ＭＲＳＡ菌株１２０株（占７５．００％），

ＭＳＳＡ菌株４０株（占２５．００％），可见 ＭＲＳＡ的分

离率远高于 ＭＳＳＡ，且高于全国统计数据
［５］。ＭＲ

ＳＡ对多种抗菌药物，如青霉素类、大环内酯类、林

可霉素类和喹诺酮类等均有较高耐药率，给临床抗

感染治疗带来较大困难。目前，该院分离菌株尚未

发现对万古霉素、利奈唑胺和替加环素耐药或中介

的金黄色葡萄球菌。但近年来，已有报道对利奈唑

胺耐药及万古霉素中介的葡萄球菌属细菌，应引起

临床科室的高度重视；替加环素是新上市的抗菌药

物，目前仍未有耐药或中介的葡萄球菌属细菌报道，

对其感染具有较为理想的抗菌活性。

ＩＣＵ中若发现 ＭＲＳＡ感染，需要及时给予有效

的抗感染治疗［６］，从而可以较快地控制病情发展，降

低病死率。因此，明确不同医院及病区金黄色葡萄

球菌分子型别，可以为临床医生给予有效、及时治疗

提供可靠的流行病学依据［７］。ｓｐａ分型是基于狊狆犪

基因ｘ区多态性建立的分型方法，ＭＬＳＴ是基于

７对管家基因序列测定分析而建立的分型技术。本

研究联合ｓｐａ分型与 ＭＬＳＴ方法对１６０株金黄色
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葡萄球菌进行分子分型，以增加菌株型别鉴定的准

确性，同时便于国际间比对［４］。试验结果显示，该院

ＭＲＳＡ以ＳＴ２３９ｔ０３０为主，所有ＩＣＵ均有检出，是

主要克隆株；该型别菌株 ＭＬＳＴ的等位基因（犪狉犮Ｃ、

犪狉狅Ｅ、犵犾狆Ｆ、犵犿犽、狆狋犪、狋狆犻、狔狇犻犾）序列号为：２３１１

４４３，ｓｐａ 重复序列编号为：１５１２１６０２２４２４。

ＳＴ２３９ｔ０３０菌株主要在亚洲等地检出，我国上海、

浙江等地区也有报道，且该克隆株为多重耐药菌

株［８９］。因此，ＳＴ２３９ｔ０３０菌株的医院流行、播散，

应当引起医院感染管理部门和临床科室高度重视。

ＭＳＳＡ感染分布显示，不同病区间存在差异，如菌

株ＳＴ６ｔ７０１、ＳＴ３９８ｔ３６２５、ＳＴ３９８ｔ１７９３和ＳＴ１２１

ｔ２０９２分别仅在神经内科、麻醉科、神经外科和心外

科检出，上述流行趋势表明，ＭＳＳＡ菌株存在科室

内传播，应当加强科室内部感染控制工作［１０］。

以上实验数据表明，该院金黄色葡萄球菌

ＳＴ２３９ｔ０３０克隆株的感染存在医院内播散趋势，这

可能与不同菌株的地域分布差异有关。ＭＳＳＡ菌

株在各科室内部分布也存在差异，可能与科室性质

不同有一定关系。我们应该加强医院感染控制工

作，采取有效措施，降低金黄色葡萄球菌医院内和科

室内的播散。综上所述，联合两种分型结果及药敏

数据分析，可以为医院控制金黄色葡萄球菌感染流

行提供帮助。
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