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　　摘　要：目的　以实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）技术检测耐甲氧西林葡萄球菌（ＭＲＳＡ）犿犲犮犃基因为金标准，进行与头孢西

丁纸片筛选试验的评价。方法　收集各种细菌感染性标本分离到的葡萄球菌，分别采用ＰＣＲ扩增 ｍｅｃＡ法、头孢西丁筛选试验

检测 ＭＲＳＡ。结果　ＲＴＰＣＲ检出金黄色葡萄球菌中携带犿犲犮犃基因占５４．５５％（６６／１２１）。与 ＶＩＴＥＫ２细菌鉴定仪头孢西丁筛

选试验的结果比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。头孢西丁筛选试验敏感度９３．９３％，特异度８１．８２％，阳性预期值８４．９３％，阴

性预期值９１．８３％。结论　ＲＴＰＣＲ技术可准确、快速检测 ＭＲＳＡ。
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　　耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）是医院和社区感染

的重要病原菌［１］，对甲氧西林等多种常用抗菌药物耐药，其主

要耐药机制是因犿犲犮犃 基因编码低亲和力的青霉素结合蛋白

２ａ（ＰＢＰ２ａ）所致。本研究利用实时荧光定量ＰＣＲ技术（ＲＴ

ＰＣＲ）检测金黄色葡萄球菌 犿犲犮犃 基因以鉴定 ＭＲＳＡ，并与

ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动微生物分析系统的头孢西丁筛选试

验进行比较，结果报道如下。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　１２１株金黄色葡萄球菌来自２０１１年７月至

２０１２年６月本院门诊及住院患者的痰液、脓液、血液、尿液、导

管等标本，去除同一患者同一部位重复菌株。

１．２　仪器与试剂　ＶＩＴＥＫ２全自动微生物分析仪、ＧＮ６７药

敏板（法国梅里埃公司产品）、ＦＬＵＯＣＹＣＬＥ实时定量荧光

ＰＣＲ扩增仪（上海科华实验系统有限公司）和耐甲氧西林金黄

色葡萄球菌耐药基因检测试剂盒（上海之江生物工程公司产

品，试剂批号：２０１３０１０１）。

１．３　头孢西丁筛选试验
［２］
　用 ＶＩＴＥＫ２全自动微生物分析

仪和ＧＮ６７药敏板，进行１２１株分离菌株的头孢西丁筛选试

验。质控菌株：金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ２５９２３、ＡＴＣＣ４３３００，由

上海市临床检验中心提供。

１．４　ＰＣＲ扩增法检测犿犲犮犃基因　严格按照试剂盒要求操作，

对１２１株临床分离的金黄色葡萄球菌进行犿犲犮犃基因检测。

１．４．１　ＰＣＲ扩增　循环参数设置：３７℃×２ｍｉｎ；９４℃预变

性２ｍｉｎ；循环１次，再按９３℃变性１５ｓ，６０℃退火６０ｓ，７２℃

延伸１．５ｍｉｎ，循环４０次；单点荧光检测在６０℃，反应体系为

４０μＬ。荧光通道检测选择：选用ＦＡＭ 通道。严格按照试剂

盒要求操作。

１．４．２　结果判断　仪器Ｃｔ栏无数值显示，表示检测样品低于

检测限，报告为阴性；待检样品Ｃｔ≤３５，检测结果报告为阳性；

待检样本Ｃｔ在３５～４０，需重复测定，若Ｃｔ仍在３５～４０，且扩

增曲线呈典型的Ｓ型，则判断为阳性；若非典型Ｓ型曲线，则判

为阴性。

１．５　统计学处理　使用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行处理，采用

χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　实时荧光ＰＰＲ扩增法　１２１株金黄色葡萄球菌中６６株

检测出犿犲犮犃基因，分离株中犿犲犮犃基因携带率为５４．５５％。

２．２　头胞西丁筛选试验　１２１株金黄色葡萄球菌中，有７２株
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阳性，ＭＲＳＡ阳性率为５９．５０％。

２．３　实时荧光 ＰＣＲ法和头孢西丁筛选试验结果比较。见

表１。

表１　　ＲＴＰＣＲ法和头孢西丁筛选试验结果比较

头孢西丁筛选试验
ＲＴＰＣＲ

阳性 阴性
合计

阳性 ６２ １０ ７２

阴性 ４ ４５ ４９

合计 ６６ ５５ １２１

χ
２ － － １．７８６

犘 － － ＞０．０５

　　－：无数据。

２．４　头孢西丁筛选试验的敏感度９３．９３％，特异度８１．８２％，

阳性预期值８４．９３％，阴性预期值９１．８３％。

３　讨　　论

ＭＲＳＡ是引发医院感染的常见病原菌之一，具有多重耐

药性，患者一旦感染，治疗十分棘手［３］。因此快速鉴定 ＭＲ

ＳＡ，对控制其引起的感染和播散，具有重要意义。

ＭＲＳＡ是指表达犿犲犮犃 基因或具有另一种甲氧西林耐药

机制如青霉素结合蛋白（ＰＢＰ）与苯唑西林的亲和力改变的金

黄色葡萄球菌［４］。对于 ＭＲＳＡ 菌株，ＰＢＰ通常分为１、２、３、４

种，ＰＢＰ２ａ是ＰＢＰ２的异构体。决定 ＭＲＳＡ产生ＰＢＰ２ａ的是

一系列具有编码 ＰＢＰ２ａ调节表达功能的 犿犲犮基因（犿犲犮犃，

犿犲犮犐，犿犲犮犚犐）
［５］。ｍｅｃＡ基因是导致金黄色葡萄球菌对甲氧

西林耐药的主要原因。检测 犿犲犮犃 基因或者犿犲犮犃 表达的

ＰＢＰ２ａ是预报对苯唑西林耐药最准确的方法。有些国家如瑞

典、丹麦、荷兰等已将犿犲犮犃基因的测定作为 ＭＲＳＡ的确认试

验，将含有犿犲犮犃基因的菌株判断为 ＭＲＳＡ。

犿犲犮犃基因在金黄色葡萄球菌的耐药机制中发挥重要作

用，携带有犿犲犮犃基因的 ＭＲＳＡ 耐药严重且呈多重耐药。本

实验中检测出携带有犿犲犮犃基因的阳性率为５４．５５％。高于樊

新等４５％（５４／１２０）的检出率
［６］，但低于耿燕等［７］６９．２％（５４／

１７４）的报道。提示本院金黄色葡萄球菌耐药情况不容乐观。

本次实验中有４株犿犲犮犃基因阳性菌表现为头孢西丁筛

选试验阴性，表明这些携带犿犲犮犃基因的金黄色葡萄球菌可能

是因为犿犲犮犐的作用增大，ｍｅｃＡ基因处于抑制状态
［８］。这类

隐匿型或低水平耐药菌株接触β内酰胺类抗菌药物诱导剂后，

可以使犿犲犮犃活化。其治疗中应避免使用β内酰胺类抗菌药

物。同时有４株单犿犲犮犃基因呈阳性，这可能与这些菌株能高

度表达β内酰胺酶或存在ＰＢＰ２ａ之外的低亲和力ＰＢＰｓ有关，

这些菌株也应视为 ＭＲＳＡ。

ＶＩＴＥＫ２全自动微生物分析仪药敏卡容纳多种抗菌药物，

并可根据ＣＬＳＩ规则和耐药性推导未在卡内试验的多种抗菌

药物的敏感性，为临床提供更多选择。头孢西丁具有诱导产生

ＰＢＢ２ａ的能力，尤其对于低水平耐药的葡萄球菌。而且头孢西

丁 ＭＩＣ可直接判断敏感或耐药
［９］。ＲＴＰＣＲ技术利用ＰＣＲ

扩增，直接检测犿犲犮犃 基因，是 ＭＲＳＡ检测的金标准，但一直

以来实验影响因素颇多，临床应用有限。本次实验中，ＲＴ

ＰＣＲ技术 ＭＲＳＡ发生率５４．５５％，头孢西丁筛选试验 ＭＲＳＡ

发生率５９．５０％％。两种方法的检出率相近。

本次实验显示，头孢西丁筛选试验与ＲＴＰＣＲ技术结果

相比较，检测 ＭＲＳＡ灵敏度９３．９３％，特异度８１．８２％，阳性预

期值８４．９３％，阴性预期值９１．８３％。两组比较差异无统计学

意义（犘＞０．０５）。但ＲＴＰＣＲ技术检测 ＭＲＳＡ，整个检测过程

历时２ｈ，加快了实验时间，同时操作简单快速，成本节约。而

ＰＣＲ成品试剂盒的应用也使 ＭＲＳＡ的快速检测成为可能。可

见ＲＴＰＣＲ技术完全可取代仪器法头孢西丁筛选试验，准确、

快速地检测 ＭＲＳＡ。
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