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儿童烧伤患者感染 ＭＲＳＡ的耐药性及分子流行病学研究

陈华桂１，２，周秀萍２△

（１．怀化市第三人民医院检验科，湖南怀化４１８０００；２．怀化医专检验系，湖南怀化４１８０００）

　　摘　要：目的　调查儿童烧伤患者耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）的耐药性及分子流行病学情况，为控制感染提供科学

依据。方法　通过ＰＣＲ扩增犿犲犮Ａ基因鉴定 ＭＲＳＡ菌株，ＫＢ纸片法检测菌株耐药性，随机扩增多态性ＤＮＡ（ＲＡＰＤ）对其进行

同源性分析。结果　从住院烧伤儿童临床标本分离得到的５２株金黄色葡萄球菌中 ＭＲＳＡ占４４．２％（２３／５２），且对多种抗菌药物

均耐药。２３株 ＭＲＳＡ经ＲＡＰＤ分析可分为４型，以Ⅱ型为主。结论　儿童烧伤患者分离 ＭＲＳＡ菌株具有多重耐药性，应根据药

敏试验结果合理选用抗菌药物进行治疗；ＲＡＰＤ技术能为控制感染提供分子流行病学依据。

关键词：耐甲氧西林金黄色葡萄球菌；　耐药性；　随机扩增多态ＤＮＡ技术；　烧伤；　儿童
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　　儿童由于好奇心强、活泼好动，往往容易被热油、热水、热

牛奶烫伤，是目前家庭烧伤的主要受害者，儿童烧伤患者占住

院烧伤患者的３０％～４０％或更高
［１］。由于儿童各系统均未发

育完全，免疫功能低下，对细菌的抵抗力较成人弱，因此烧伤后

更容易发生感染。感染是目前影响儿童烧伤患者恢复及致死

的重要原因。研究表明金黄色葡萄球菌是烧伤患者感染最常

见的病原菌［２３］，特别是耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ），

近年来的检出率有逐年上升的趋势。笔者对某院儿童烧伤患

者分离的 ＭＲＳＡ菌株进行了耐药性检测及随机扩增多态性

ＤＮＡ（ＲＡＰＤ）基因分型研究，报道如下。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　２０１２年１月至２０１３年３月怀化市第三人民

医院０～１４岁住院烧伤患者分离培养出的金黄色葡萄球菌共

５２株（非重复）。

１．２　仪器与试剂　ＤＮＡ扩增仪为ＰＥ４８０型ＰＣＲ热循环仪

（美国 ＰＥ公司），ＧＥＮＥＧＥＮＩＵＳ图像分析处理系统（美国

Ｓｔｒａｔａｇｅｎ公司）；细菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒（北京天为时代

公司），琼脂糖、ｄＮＴＰｓ、Ｔａｑ酶、引物等ＰＣＲ相关试剂均购自

上海生物工程有限公司，ｍａｒｋｅｒ为 ＭＢＩ公司产品。

１．３　方法

１．３．１　犿犲犮Ａ基因检测　参照ＤＮＡ提取试剂盒说明书操作，

提取金黄色葡萄球菌的全基因组ＤＮＡ。扩增犿犲犮Ａ基因的上

游引物序列为５′ＡＡＡＡＴＣＧＡＴＧＧＴＡＡＡＧＧＴＴＧＧＣ

３′；下游引物序列为５′ＡＧＴＴＣＴＧＣＡＧＴＡＣＣＧＧＡＴＴＴＧ

Ｃ３′，目的片段为５３３ｂｐ。反应体系为１０×ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，

１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ０．５μＬ，２５ ｍｍｏｌ／Ｌ ＭｇＣｌ２ ２．５μＬ，２５

μｍｏｌ／Ｌ上下游引物各１μＬ，模板ＤＮＡ５μＬ，２．５ＵＴａｑ酶，灭

菌双蒸水补足２５μＬ。扩增条件为９４℃变性５ｍｉｎ，然后９４

℃３０ｓ、５５℃３０ｓ、７２℃１００ｓ共３５个循环，最后７２℃５ｍｉｎ。

扩增完成后取６μＬＰＣＲ产物于１．５％琼脂糖凝胶中１００Ｖ电

泳３０ｍｉｎ。

１．３．２　药敏试验　药敏纸片有：氨苄西林（１０μｇ），青霉素

（１０Ｕ），哌拉西林／他唑巴坦（１００／１０μｇ），美罗培南（１０μｇ），

头孢噻肟（３０μｇ），红霉素（１５μｇ），头孢吡肟（３０μｇ），阿米卡星

（３０μｇ），利福平（５μｇ），环丙沙星（５μｇ），替考拉宁（３０μｇ），万

古霉素（３０μｇ），均购自英国ＯＸＯＩＤ公司。药敏试验采用ＫＢ

纸片法。

１．３．３　ＲＡＰＤ检测　引物设计及 ＲＡＰＤ的反应体系均参照

文献［４］进行，９５℃５ｍｉｎ；９５℃１ｍｉｎ，２５℃１ｍｉｎ，７２℃２

ｍｉｎ，共３５个循环；７２℃５ｍｉｎ。扩增完成后取１０μＬＰＣＲ产

物于１．５％琼脂糖凝胶中６０Ｖ电泳１００ｍｉｎ，凝胶成像系统成

像拍照。

２　结　　果

２．１　ＭＲＳＡ检测结果　５２株金黄色葡萄球菌经犿犲犮Ａ基因

·９９２·国际检验医学杂志２０１４年２月第３５卷第３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．３



ＰＣＲ扩增，共检出 ＭＲＳＡ２３株，占４４．２％（２３／５２），见图１。

　　 Ｍ：ＤＮＡ 标准带；１～３：阳性菌株；４：犿犲犮Ａ 阴性 标 准 菌 株

ＡＴＣＣ２５９２３；５：犿犲犮Ａ阳性标准菌株ＡＴＣＣ４３３００；６～７：阴性菌株。

图１　　犿犲犮Ａ基因ＰＣＲ扩增后电泳图

２．２　药敏试验结果　ＭＲＳＡ菌株对氨苄西林、青霉素、哌拉

西林／他唑巴坦、头孢噻肟、美罗培南、环丙沙星和红霉素均耐

药，对阿米卡星和利福平耐药率较高，本院内没有发现耐万古

霉素和替考拉宁的菌株，见表１。

表１　　２３株 ＭＲＳＡ药敏试验结果［狀（％）］

药物名称 敏感菌株 中介菌株 耐药菌株

氨苄西林 ０（０．０） ０（０．０） ２３（１００．０）

青霉素 ０（０．０） ０（０．０） ２３（１００．０）

哌拉西林／他唑巴坦 ０（０．０） ０（０．０） ２３（１００．０）

头孢噻肟 ０（０．０） ０（０．０） ２３（１００．０）

头孢吡肟 ０（０．０） ０（０．０） ２３（１００．０）

美罗培南 ０（０．０） ０（０．０） ２３（１００．０）

阿米卡星 ８（３４．８） ３（１３．０） １２（５２．２）

环丙沙星 ０（０．０） ０（０．０） ２３（１００．０）

红霉素 ０（０．０） ０（０．０） ２３（１００．０）

利福平 ３（１３．４） ０（０．０） １９（８２．６）

替考拉宁 ２３（１００．０） ０（０．０） ０（０．０）

万古霉素 ２３（１００．０） ０（０．０） ０（０．０）

２．３　ＲＡＰＤ试验结果　２３株 ＭＲＳＡ经ＲＡＰＤ扩增，均获得

数量不等的条带，条带数在１～６条之间，见图２。根据片段的

大小及条带的数目将２３株 ＭＲＳＡ分为４型，见表２。

　　Ｍ：ＤＮＡ标准带；１～２３：菌株编号。

图２　　２３株 ＭＲＳＡ的ＲＡＰＤ电泳图

表２　　２３株 ＭＲＳＡ的ＲＡＰＤ分型结果

型别 菌株数（狀） 菌株编号

Ⅰ ７ １、３、４、９、１０、２２、２３

Ⅱ １３ ２、５～８、１２～１９

Ⅲ ２ ２０、２１

Ⅳ １ １１

３　讨　　论

儿童烧伤为儿童创伤中的常见病与多发病，烧伤创面由于

是开放性，加上儿童的生理特点，如免疫功能较成人低下，对体

液的调节能力比较弱等，极易发生创面细菌污染和定植［５］。自

上世纪９０年代至今，金黄色葡萄球菌是引起临床感染的一种

主要病原菌，在烧伤创面感染中占据十分重要的位置［６７］，特别

是近年来 ＭＲＳＡ的检出率逐年上升。本研究中共检出ＭＲＳＡ

２３株，分离率高达４４．２％。儿童皮肤娇嫩，创面一经感染，很

容易加深，因此儿童烧伤患者愈合时间较长，在治疗过程中抗

菌药物的应用在所难免。本研究显示 ＭＲＳＡ对氨苄西林、青

霉素、哌拉西林／他唑巴坦、美罗培南、头孢噻肟、头孢吡肟、环

丙沙星、红霉素耐药率均达到１００％；对阿米卡星和利福平耐

药率也较高，说明本院检出的 ＭＲＳＡ菌株具有高耐药性和多

重耐药性，因此在治疗过程中要避免经验用药，应根据药敏试

验结果合理选用抗菌药物。烧伤病房应建立抗菌药物使用及

致病菌耐药性监测制度，以最大限度地减少耐药菌引起的烧伤

病房医院感染的发生。本研究虽未发现耐万古霉素和替考拉

宁的 ＭＲＳＡ菌株，但国外已有检出的报道，国内也已发现对万

古霉素敏感性降低的 ＭＲＳＡ菌株，且目前对于这两类细菌尚

无有效的治疗药物，应引起临床高度重视。

ＭＲＳＡ导致的感染治疗较困难、病死率较高，因此，采用

有效的流行病学分型手段监测 ＭＲＳＡ，分析其来源、分布，对

确定 ＭＲＳＡ引起的感染暴发及其传播途径，进而采取有效的

控制非常必要。目前对病原菌进行同源性分型的方法有很多，

其中ＲＡＰＤ分型由于简便快速、分型率高，在耐甲氧西林金黄

色葡萄球菌医院感染研究中应用相当广泛［８１０］。本实验中２３

株 ＭＲＳＡ经过ＲＡＰＤ扩增，均获得数量不等的条带，条带数在

１～６之间，分型率达１００％。基因分型结果提示，２、５～８、１２～

１９号共１３株同属Ⅱ型，是本院的主要流行菌株，其次是Ⅰ型

检出７株，这是一个危险的信号，说明在本院内存在着同源菌

的流行趋势，有引起感染暴发流行的可能，具体什么原因造成

的流行还需进一步调查。

儿童烧伤后一旦发生感染，将给患儿带来更多的痛苦，延

迟疾病的恢复，甚至可能发生死亡，后果非常严重。全面健全

并且强化烧伤病房的管理制度，严格执行消毒隔离、无菌操作

技术，掌握抗菌药物使用适应证，加强监测，落实多重耐药菌控

制制度，实施创面、呼吸道、泌尿道、消化道等的综合护理措施，

是预防、减少烧伤儿童感染的重要措施。
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的基础。除了疾控机构专门组织大规模的流行病学调查外，临

床实验室定期对一段时期内大量临床患者筛查 ＨＢＶ血清标

志物的结果和相关资料进行回顾性整理、分析、对比，进而得出

结论，可以补充当地这方面的基础性资料，在一定程度上也能

指导当地乙型肝炎的预防免疫及临床诊疗。

２００８～２０１２年，５项 ＨＢＶ血清标志物的阳性率均逐年缓

慢下降，但依然处于一个较高的水平。其中，ＨＢｓＡｇ各年的阳

性率均高于２００８年卫生部公布中国１～５９岁人群 ＨＢｓＡｇ携

带率为７．１８％
［４］，这可能与本研究的抽样有关，也可能与地区

差异有关。５项标志物中阳性率最高的为 ＨＢｃＡｂ，其余 ＨＢＶ

血清标志物阳性率从高到低依次为 ＨＢｓＡｂ、ＨＢｅＡｂ、ＨＢｓＡｇ、

ＨＢｅＡｇ。

总人群的 ＨＢｓＡｇ的阳性率有所下降，但不明显，而低龄

人群明显下降。１９９２年以后出生的人群 ＨＢｓＡｇ检出率明显

低于１９９２年前出生人群检出率，且逐年下降趋势明显，这表明

自１９９２年将乙型肝炎疫苗纳入计划免疫管理以来，陇东地区

乙型肝炎控制取得显著成果，因此在当地应该进一步提高乙型

肝炎疫苗接种的覆盖率，同时应提高儿童对乙型肝炎疫苗的答

应，对于无应答或低应答情况，应及时采取相应的措施，如增加

接种剂量、改变疫苗种类、增加接种频度、改变接种途径及增加

佐剂使用等，以促进免疫应答［６］。

男性各项标志物检出率均高于女性，有资料表明：男性更

容易形成 ＨＢｓＡｇ携带，男性发展为慢性感染的比例是女性的

１．５倍，女性对治疗的应答较男性好，这是因为机体的免疫反

应存在性别差异，女性中具有 ＨＬＡＢ８、ＨＬＡＢ１２两种组织相

容性抗原的人较多，在感染 ＨＢＶ后，产生 ＨＢｓＡｂ的能力较

强，而男性具有这两种组织相容性抗原的人较少，产生 ＨＢｓＡｂ

的能力较低［７］。

有关乙型肝炎标志物模式种类的报道差异较大，可能与研

究人群、检测技术、统计方法等因素有关，但常见模式基本一

致，笔者归纳出了当地常见的１３种模式，其中，“全阴性”模式

检出率排第一位，模式５“仅 ＨＢｓＡｂ阳性”的检出率呈逐年上

升。需要关注的是，模式４“仅 ＨＢｃＡｂ阳性”的检出率接近

１５％，排在第４位。这种模式多属于乙型肝炎恢复期或 ＨＢＶ

隐性感染，其中有１６．６７％的患者仍然存在 ＨＢＶ复制，血清中

可以检测到低水平的 ＨＢＶＤＮＡ
［８］，报道认为与同时感染

ＨＣＶ有一定关系，这可能是由于 ＨＣＶ 干扰了 ＨＢＶ 合成

ＨＢｓＡｇ
［９１０］。由于 ＨＢｃＡｂ是 ＨＢＶ感染机体后持续时间较长

的特异性血清学指标，又因为低龄人群的 ＨＢｓＡｇ携带率已经

较低且呈下降趋势，因此，ＨＢｃＡｂ阳性在以后很可能成为

ＨＢＶ感染的主要血清学证据，再结合 ＨＢＶＤＮＡＰＣＲ检测技

术，研究 ＨＢｃＡｂ阳性的临床意义将会变得非常重要。对于模

式１２“仅 ＨＢｓＡｇ．ＨＢｓＡｂ．ＨＢｃＡｂ阳性”，比较少见，但仍有其

重要临床意义，可能原因是正处于血清学转化过程，ＨＢｓＡｂ出

现的早期，因灵敏度提高而检出，也可能由于ＨＢＶＳ区基因突

变，以前产生的 ＨＢｓＡｂ不能中和变异后 ＨＢｓＡｇ。

以上的回顾性研究显示，近年来通过采取预防接种等积极

有效的措施，甘肃省陇东地区，尤其是低龄人群的 ＨＢＶ携带

率已显著降低，但总人群携带率仍然处于较高的水平，离目标

还有一定的距离。在未来相当长的时期内仍需巩固乙型肝炎

免疫接种成效，进一步加强对低龄人群保护，积极为乙型肝炎

患者提供新的抗病毒治疗方案，不断提高临床实验室 ＨＢＶ检

测水平，有利于降低总人群 ＨＢＶ携带率，有力地推进乙型肝

炎的诊疗及防控水平。
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