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要"目的
!

了解深圳东部地区耐甲氧西林葡萄球菌的流行现况#并探讨分析
C M̂

所携带
M&&=<6

主要的基因亚型#为

C M̂

流行病学调查及其防控提供理论依据%方法
!

头孢西丁琼脂稀释法对
C M̂

进行筛查#

>T>(9

进行表型确证#并用
>&̂

法

进行
M&&=<6

分型#确认
C M̂

所携带的
M&&=<6

亚型%结果
!

!)"*

例葡萄球菌临床分离株中共检出
!(1

例为
C M̂

#占

!!,#(Z

#除氨苄西林$青霉素$万古霉素
*

种抗生素外#

C M̂

对其他抗生素的耐药性均较甲氧西林敏感葡萄球菌高#且有
##,"Z

的
C M̂

表现为多重耐药%

M&&=<6

基因分型共检出
%

$

&

$

'

*

个亚型#检出例数分别为
()

株!

!$,1$Z

"$

"1

株!

1#,*+Z

"和
!)

株!

1,+1Z

"#

%

$

&

型菌株对多种
(

2

内酰胺类抗生素耐药#对利福平的耐药率均较低#对万古霉素完全敏感#其中
&

型
C M̂

菌株有

1#

例表现为多重耐药#耐药率明显高于
%

$

'

型
C M̂

菌株%结论
!

本地区临床分离的
C M̂

所携带的
M&&=<6

基因以
&

型为主#

且具有对抗生素多重耐药的特性%
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耐甲氧西林葡萄球菌$
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!

C M̂

%是医院获得性感染和社区感染的最常见病原菌之

一!常可引起败血症"呼吸道"泌尿道"皮肤及软组织的感染#

自从
!"#!

年英国首次报道耐甲氧西林金黄色葡萄球菌$
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C M̂%

%后-

!

.

!

C M̂

感

染也逐渐引起人们的关注!这十年来!尤其是
C M̂%

的感染亦

呈日益增加的趋势!这给临床抗感染治疗及医院感染的防控均

带来了莫大的困难#葡萄球菌耐甲氧西林的机制主要是由于

细菌获得外源性
=<6%

基因!主要定位于葡萄球菌染色体
=<6

基因盒$
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M&&=<6

%上!

该基因盒为一可移动的基因序列!由
=<6

和
66?

基因复合体组

成!片段大小为
(!D

F

到
#1D

F

不等!目前
M&&=<6

已发现有

$")

型!可作为载体在葡萄球菌菌株之间水平传播!同时它

还可以通过整合子
66?

整合
=<6

基因以外的其他耐药基因!因

此
C M̂

菌株常表现为多重耐药-

(

.

#本文通过对深圳东部地

区临床
C M̂

菌株进行分型检测!从而了解该地区
C M̂

主要

耐药机制!为
C M̂

的流行病学调查和临床治疗提供理论依

据!并为制定该地区
C M̂%

感染的防控措施提供参考#

$

!

材料与方法

$,$

!

菌株来源及鉴定
!

收集
())"

年
+

月至
()!)

年
1

月临床

葡萄球菌分离株共
!)"*

例!其中龙岗区人民医院
1+(

例!坪

山新区人民医院
!)$

例!大鹏人民医院
3#

例!龙岗中心医院

!#)

例#所有菌株均经法国生物梅里埃微生物分析仪鉴定到

种#质控菌株为金黄色葡萄球菌
%V&&($"(*

"

3**))

标准菌

株!均购自中国药品生物制品所#

$,%

!

主要试剂和仪器
!

生物梅里埃公司青霉素结合蛋白
(9

$

><0.6.::.0T.0I.0

B

>?87<.0(9

!

>T>(9

%检测试剂盒"

KAVE@*(

微生物分析仪及配套的
;>

鉴定板和
;>M

药敏板"北京天根

生化科技有限公司细菌
WL%

提取试剂盒及
>&̂ C9/7<?C.P

试剂盒"美国
%TA1*))>&̂

扩增仪"

W__,AN&

型凝胶电泳

*

$#(

*

国际检验医学杂志
()!(

年
(

月第
**

卷第
*

期
!
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!

4<D?59?
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()!(

!

K8:,**

!

L8,*

#

基金项目(深圳市科技局立项$深科信函
())")*(*"

%#



仪等#

$,&

!

方法

$,&,$

!

头孢西丁表型筛查
!

参照
())"

年临床实验室标准化

委员会$

&HMA

%标准!采用头孢西丁琼脂稀释法对
C M̂

进行表

型筛查!具体操作如下(用
C\

琼脂粉和头孢西丁粉剂制成含

3

*

B

)

=H

头孢西丁的药敏平板!吸取
$

*

H),$

个麦氏单位的

菌悬液点种在含头孢西丁的药敏平板上!

*$`

培养
!#

"

()S

!

有菌生长即为甲氧西林耐药!反之则敏感#金黄色葡萄球菌

%V&&($"(*

"

3**))

分别作为
C M̂

的阴"阳性对照菌#

$,&,%

!

>T>(9

表型确证
!

对表型初筛阳性的菌株再进行

>T>(9

表型确证!严格按照试剂盒说明书进行操作#

$,&,&

!

M&&=<6

基因分型
!

依据
M&&=<6

基因盒结构选择特

征型基因$

$

型(

=<6%a66?%!aAM!(1(

/

%

型(

=<6%a=<6Aa

66?%(

/

&

型(

=<6%a=<6Aa66?%*

/

'

型(

=<6%a66?%(a

AM!(1(

%进行引物设计!引物序列见表
!

!由上海生物工程公司

合成#根据试剂盒说明书提取
>T>(9

表型确证阳性菌株的

WL%

进行
>&̂

扩增!

>&̂

反应体系
($

*

H

!热循环参数为(

"3`

预变性
$=.0

!

"3`*)/

"

$$̀ *)/

"

1(`3$/

!循环
*)

次!

1(`

延伸
!)=.0

!扩增产物作
(

B

)

H

琼脂糖凝胶电泳并在

凝胶电泳紫外成像仪下观察记录结果#

表
!

!!

目的基因引物序列及产物长度

目的基因 序列 产物长度$

D

F

%

C<6% >!

(

$b2;&%%V&;&V%%%;%%&V%%;2*b ((3

>(

(

$b2%%V;;;%&&%%&%V%%&&V%2*b

C<6A >!

(

$b2&%VV&%;;&VVV&;VV%2*b #!3

>(

(

$b2%V;;%V;;VV;;V%;;VV%V2*b

&&̂ %! >!

(

$b2;V&%;&VV;;&&;%%&V%;%%V&2*b 1!1

>(

(

$b2&%;&V;&V&;V;%VV;%;V;V%;2*b

&&̂ %( >!

(

$b2%V%;&;%&%%%&%%V&%;;%&2*b 1"$

>(

(

$b2%%V&%&%;%&%%%;&;%;%%;2*b

&&̂ %* >!

(

$b2%%&;%;&&%VV;;VV%VVV;&2*b #!1

>(

(

$b2&V;%V%%;;&VV;&;;;V%%V2*b

AM!(1( >!

(

$b2;;%VV&V%%%;&&&V&V%&&%2*b $*#

>(

(

$b2VV;%VV&%&V%&&%V%%&&V;&2*b

$,'

!

药物敏感试验
!

用
KAVE@*(

微生物分析仪
;>M

药敏

板对所有葡萄球菌进行药敏检测!药敏结果严格按照
&HMA

标

准进行判读#

$,(

!

统计学处理
!

统计学数据采用
M>MM!*,)

统计学分析软

件包进行处理!检验方法采用四格表资料
+

( 检验!检验水准取

,

c),)$

#

%

!

结
!!

果

%,$

!

菌株来源
!

深圳东部地区
3

家医院共收集葡萄球菌临床

分离株
!)"*

例!其中金黄色葡萄球菌
13*

例!占
#+,)Z

!凝固

酶阴性葡萄球菌
*$)

例!占
*(,)Z

!包括表皮葡萄球菌
!"1

例!溶血葡萄球菌
#+

例!腐生葡萄球菌
$(

例!其他
**

例#

%,%

!

C M̂

表型初筛及确认
!

!)"*

例葡萄球菌临床分离株中

有
!(1

例为头孢西丁初筛阳性的菌株!并且这
!(1

例菌株经

>T>(9

胶乳凝集实验均证实为
C M̂

!

C M̂

检出率为
!!,#Z

!

其中!有
!)1

例
C M̂

为
C M̂%

!

C M̂%

检出率为
",+Z

!占

C M̂

的
+3,*Z

#

%,&

!

M&&=<6

基因分型
!

!(1

例
C M̂

菌株中有
()

例为
M&&2

=<6

%

型!占
!$,1$Z

!

"1

例为
M&&=<6

&

型!占
1#,*+Z

!

!)

例

为
M&&=<6

'

型!占
1,+1Z

!未检出
M&&=<6

$

型#

!)1

例
C 2̂

M%

菌株中
M&&=<6

%

型有
!)

例!

&

型
"#

例!

'

型
!

例!耐甲氧

西林凝固酶阴性葡萄球菌$

C &̂LM

%所携带的
M&&=<6

基因以

%

"

'

型为主!各有
!)

例和
"

例!

&

型仅有
!

例#

%,'

!

药敏试验
!

根据
C M̂

基因检测结果!将葡萄球菌药敏

结果分为
C M̂

和
CMM

!二者之间的比较见表
(

#由表
(

可知!

C M̂

和
CMM

对氨苄西林"青霉素"万古霉素
*

种抗生素耐药

性无明显差异!但是二者对其余
1

种抗生素的耐药性均具有明

显差异!

C M̂

的耐药率均明显高于
CMM

!而且在
!(1

例
C M̂

中有
+$

例为多重耐药菌株!占
##,"Z

#根据
M&&=<6

基因分

型结果将
C M̂

分成
*

种基因亚型!携带这
*

种基因亚型的

C M̂

对各抗生素的耐药性见表
*

#由表
*

可知!

*

种基因型菌

株对青霉素"氨苄西林"苯唑西林和头孢唑啉等
(

2

内酰胺类抗

生素耐药率均很高!对利福平等抗生素耐药率较低!对万古霉

素完全敏感#

&

型
C M̂

菌株有
1#

例表现为多重耐药!耐药率

明显高于
%

"

'

型
C M̂

菌株#

表
(

!!

C M̂

与
CMM

药敏结果比较

抗菌药物
C M̂

耐药数 耐药率$

Z

%

CMM

耐药数 耐药率$

Z

%

<

值

氨苄西林
!(1 !)) $(3 $3,(

%

),)$

苯唑西林
!(1 !)) ) )

$

),)$

青霉素
!(1 !)) +*" +#,"

%

),)$

头孢唑啉
!(! !)) $! $,*

$

),)$

红霉素
!!$ "),! (! (,(

$

),)$

四环素
+$ ##," ) )

$

),)$

庆大霉素
1" #(,( *# *,1

$

),)$

左氧氟沙星
1" #(,( ) )

$

),)$

利福平
*( ($,( ) )

$

),)$

万古霉素
) ) ) )

%

),)$

多重耐药
+$ ##," ) )

$

),)$

表
*

!!

不同
M&&=<6

基因型的耐药珠数

抗菌药物
%

型$

()

株%

&

型$

"1

株%

'

型$

!)

株%

氨苄西林
() "1 !)

苯唑西林
() "1 !)

青霉素
() "1 !)

头孢唑啉
!$ "1 "

红霉素
!) "1 +

四环素
" 1# )

庆大霉素
+ 1! )

左氧氟沙星
+ 1! )

利福平
* (" )

万古霉素
) ) )

多重耐药
" 1# )

&

!

讨
!!

论

葡萄球菌属是医院感染和社区感染的主要病原菌!尤其是

金黄色葡萄球菌!据美国疾控中心报道!由金黄色葡萄球菌引

起的食物中毒占第二位!仅次于大肠埃希菌!金黄色葡萄球菌

占所有医院获得性肺炎的
!$Z

"

*$Z

-

*

.

#根据国外的报道!

近几年!

C M̂%

检出率从
!""3

"

())!

年间的
**Z

上升到

#$Z

-

3

.

#

())$

年协和"瑞金等
1

家医院的
C M̂%

检出率为

$#,!Z

"

"*,(Z

!平均
#",$Z

-

$

.

#而本研究发现在深圳东部

地区
C M̂

检出率为
!3,3Z

!明显低于上述报道!这可能与地

区差异性及标本来源不同有关!而不同医院抗生素使用情况不

同!也可能成为
C M̂%

检出率差异的原因之一-

#

.

#

C M̂

是葡

*

##(

*
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萄球菌获得甲氧西林抗性决定子000

=<6%

基因后产生的一

种高耐药性菌株#目前通过对
M&&=<6

基因分型的结果研究

还发现!

M&&=<6

基因分型与
C M̂

的流行背景有关!不同地区

M&&=<6

可能不同!不同遗传背景的克隆株携带的
M&&=<6

也

可能不同!对
M&&=<6

进行基因分型可以追踪传染源!具有流

行病学意义-

1

.

#来自医院内感染的
C M̂

主要基因型别为
$

"

%

"

&

型!很少为
'

型!其耐药特点是对多种抗菌药物耐药!而

来自社区感染的
C M̂

菌株基因型别为
'

型!耐药特点是对非

(

2

内酰胺类抗生素敏感!提示
M&&=<6

基因分型在区分医院内

和社区感染的
C M̂

亦有着重要的意义#本研究表明!深圳东

部地区
M&&=<6

以
%

"

&

型为主!主要来自于
C M̂%

!

'

型则主

要来自于
C &̂LM

#就耐药性而言!携带
M&&=<6

基因的菌株

对青霉素"氨苄西林"苯唑西林和头孢唑啉等
(

2

内酰胺类抗生

素耐药率均很高!对利福平等抗生素耐药率较低!对万古霉素

完全敏感!特别是
M&&=<6

&

型菌株除对利福平和万古霉素敏

感外!耐药率均在
+)Z

以上!而且
&

型
C M̂

菌株有
1#

例表现

为多重耐药!耐药率明显高于
%

"

'

型
C M̂

菌株#研究表

明-

+

.

M&&=<6

基因型与耐药谱有着密切的关系!

M&&=<6

%

型

和
M&&=<6

&

型由于基因序列长!内含有耐药基因的质粒或转

座子!多呈多重耐药性!而
M&&=<6

'

基因盒较短!除了携带

=<6%

基因外几乎不带其他耐药基因!常不表现为多重耐药!

除了对青霉素类及头孢菌素类耐药外!对其他抗生素则较为敏

感#本实验没有发现
$

型菌株!可能与
$

型菌株为早期发现菌

株!流行时间长!流行趋势可能被
%

"

&

菌株取代有关-

"

.

#
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这
(

项值均会维持在一个不正常的水平!而临床医生一般不会

有特殊的紧急处理措施#因此笔者认为肌酐"肌钙蛋白
$

在第

一次危急值报告后的再次或多次危急值检测报告!有别于第一

次出现危急值的紧急状态!很大程度上只具有警告值的意义#

例如!本院
()!!

年
+

月的危急值分析!该月内科危急值报告

11

例次!其中有
!

名尿毒症患者肌酐危急值报告
!3

次!完全

符合危急值的报告范围!但临床病历上未体现有针对危急值报

告的处置措施#很多慢性疾病患者的检测结果虽然在危急值

范围!但其生命仍在平稳状态或无奈状态!临床医生不考虑采

取紧急抢救措施#

\8?7<.0

和
&/9R8

-

#

.撰文指出!他们并不认同美国临床病

理学家协会$

%M&>

%实用参数委员会颁布的&危急值使用参数

指南'!认为在很多情况下!发出的+

6?.7.69:[9:5<

,或+

F

90.6[9:2

5<

,的报告并不真实!并不代表患者处在危急的生命阈值状况!

尤其是分析前和分析中的标本错误!导致分析错误而不得不重

新留取患者标本重新分析#+

F

90.6

,使用不当!容易导致患者

和家属的不安和担忧!作者认为启用+

9:<?7[9:5<

,更恰当#

W.

B

S<

等-

1

.在
())+

年调查了美国医疗机构反馈的
1*!

份问卷

表明!在过去
*)

年中应用+

F

90.6

,的医院只有
!3,(Z

!应用

+

6?.7.69:

,或+

6?.7.69:7</7?</5:7

,的医院占
1+,!Z

#笔者认为当

第
!

次检测结果达到危急值的界限时应用+

6?.7.69:

,!而其后出

现的危急值用+

9:<?7

,较为合适#

虽然!本院的危急值报告制度和危急值界限表是参考

())3

年
@87/

危急值表!结合
&%>

和
G&%\N

的指南以及国内

的报道!与临床科室共同商讨制定!但在回顾和分析
()!)

年
"

月至
()!!

年
+

月危急值的临床应用情况时!发现有个别危急

值项目在设定中仍有不完善之处!例如(肌酐"肌钙蛋白
$

等非

监测性的指标!存在持续改进的必要#
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