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  摘 要:目的 了解该院微生物实验室临床送检样本分离的金黄色葡萄球菌(SA)中耐甲氧西林金黄色葡

萄球菌(MRSA)的分布特点及耐药情况。检测杀白细胞素(pvl)基因携带情况,了解耐药菌株的流行趋势,为临

床合理使用抗菌药物提供科学依据。方法 回顾性分析该院2015年1月至2017年12月临床送检样本中SA
的检出情况,采用纸片扩散法对SA分离株进行体外药敏试验检测,鉴定 MRSA及对其他常见抗菌药物的耐药

情况,采用聚合酶链式反应检测pvl基因携带情况。结果 临床共分离到441株SA,2015-2017年的 MRSA
检出率分别为36.69%、32.89%、30.67%,其中406株SA来源于住院患者样本包括145株 MRSA,35株SA
来源于门诊患者样本包括2株MRSA。所有SA菌株对青霉素、红霉素、克林霉素、左氧氟沙星、阿莫西林、庆大

霉素、头孢唑啉的耐药率均大于50.00%,其中大部分耐药株来源于住院患者样本,而对利福平和复方磺胺甲噁

唑的耐药率则较低,分别为7.26%和12.02%,未发现对万古霉素有抗性的SA菌株。住院患者样本的耐药率

显著高于门诊患者样本耐药率,门诊患者来源的SA菌株仅对青霉素有高耐药率(88.57%),对其他抗菌药则为

中等或较低程度耐药。共检出28株SA携带pvl基因,携带率为6.35%,其中7株来源于门诊患者样本,携带

率高于住院患者样本。pvl阴性菌株对复方磺胺甲噁唑的耐药性稍高,对其他检测抗菌药物的灵敏度没有影

响。结论 该院临床分离的SA菌株中 MRSA检出率近3年未见明显变化,且pvl基因携带率较低,但对多种

常见抗菌药物有较高耐药率,住院患者样本的 MRSA检出率和耐药率均高于门诊患者,今后需要注意临床合

理用药并加强对SA感染的耐药监测,以有效控制耐药株的产生和流行。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

distribution
 

and
 

drug
 

resistance
 

of
 

methicillin-resistant
 

Staphylo-
coccus

 

aureus(MRSA)in
 

clinical
 

samples
 

of
 

Staphylococcus
 

aureus(SA).In
 

order
 

to
 

understand
 

the
 

epidemic
 

trend
 

of
 

drug-resistant
 

strains
 

and
 

provide
 

scientific
 

basis
 

for
 

the
 

rational
 

use
 

of
 

antibiotics
 

in
 

clinical
 

practice,
we

 

detected
 

the
 

gene
 

carrying
 

situation
 

of
 

Panton-Valentine
 

leucocyte(pvl).Methods The
 

detection
 

of
 

SA
 

in
 

clinical
 

samples
 

of
 

the
 

hospital
 

from
 

January
 

2015
 

to
 

December
 

2017
 

was
 

analyzed
 

retrospectively.The
 

paper
 

diffusion
 

method
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

drug
 

sensitivity
 

of
 

SA
 

isolate
 

in
 

vitro,the
 

resistance
 

of
 

MRSA
 

and
 

other
 

common
 

antibiotics
 

were
 

identified,and
 

the
 

pvl
 

gene
 

carrier
 

was
 

detected
 

by
 

PCR.Results A
 

total
 

of
 

441
 

strains
 

of
 

SA
 

were
 

isolated
 

clinically,and
 

the
 

detection
 

rates
 

of
 

MRSA
 

in
 

2015-2017
 

were
 

36.69%,
32.89%

 

and
 

30.67%
 

respectively.Among
 

them,406
 

strains
 

of
 

SA
 

were
 

from
 

inpatient
 

samples,including
 

145
 

strains
 

of
 

MRSA,and
 

35
 

strains
 

of
 

SA
 

were
 

from
 

outpatient
 

samples,including
 

2
 

strains
 

of
 

MRSA.The
 

resist-
ance

 

rates
 

of
 

all
 

SA
 

strains
 

to
 

penicillin,erythromycin,clindamycin,levofloxacin,amoxicillin,gentamycin
 

and
 

cefazolin
 

were
 

more
 

than
 

50.00%.Most
 

of
 

the
 

resistant
 

strains
 

were
 

from
 

inpatient
 

samples,while
 

the
 

resist-
ance

 

rates
 

to
 

rifampicin
 

and
 

compound
 

neoforman
 

were
 

low,7.26%
 

and
 

12.02%
 

respectively.No
 

SA
 

strains
 

resistant
 

to
 

vancomycin
 

were
 

found.The
 

drug
 

resistance
 

rate
 

of
 

inpatients
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

outpatients.The
 

high
 

drug
 

resistance
 

rate
 

of
 

SA
 

strains
 

from
 

outpatients
 

was
 

88.57%
 

only
 

to
 

penicillin,and
 

the
 

resistance
 

rate
 

to
 

other
 

antibiotics
 

was
 

medium
 

or
 

low.A
 

total
 

of
 

28
 

strains
 

of
 

SA
 

were
 

detected
 

to
 

carry
 

pvl
 

gene(the
 

carrying
 

rate
 

was
 

6.35%),7
 

of
 

them
 

were
 

from
 

outpatients,and
 

the
 

carrying
 

rate
 

was
 

higher
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than
 

that
 

of
 

inpatients.Pvl-strain
 

had
 

a
 

slightly
 

higher
 

resistance
 

to
 

compound
 

minophen
 

and
 

had
 

no
 

effect
 

on
 

the
 

sensitivity
 

of
 

other
 

antimicrobial
 

agents.Conclusion In
 

recent
 

three
 

years,the
 

detection
 

rate
 

of
 

MRSA
 

in
 

clinical
 

isolated
 

SA
 

strains
 

in
 

hospital
 

has
 

not
 

changed
 

significantly,and
 

the
 

pvl
 

gene
 

carrying
 

rate
 

is
 

relatively
 

low,but
 

it
 

has
 

a
 

high
 

resistance
 

rate
 

to
 

a
 

variety
 

of
 

common
 

antibiotics.The
 

detection
 

rate
 

and
 

resistance
 

rate
 

of
 

MRSA
 

in
 

inpatient
 

samples
 

are
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

outpatient
 

samples.In
 

the
 

future,we
 

need
 

to
 

pay
 

atten-
tion

 

to
 

clinical
 

rational
 

use
 

of
 

drugs
 

and
 

strengthen
 

the
 

monitoring
 

of
 

resistance
 

to
 

sa
 

infection,so
 

as
 

to
 

effec-
tively

 

control
 

the
 

emergence
 

and
 

prevalence
 

of
 

resistant
 

strains.
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words:Staphylococcus
 

aureus; methicillin
 

resistance; antibiotic
 

resistance; Panton-Valentine
 

leukocidin

  金黄色葡萄球菌(SA)是环境中广泛分布的一种

革兰阳性菌,通常定植于鼻黏膜、皮肤组织等皮肤表

面,从而引起包括皮肤和软组织在内的局部化脓性感

染,严重时也可引起心内膜炎、脑膜炎、败血症、脓毒

症等全身感染,是导致院内感染的重要致病菌[1]。伴

随着抗菌药物的广泛使用,耐甲氧西林金黄色葡萄球

菌(MRSA)迅速扩散到世界各地。早期发现的 MR-
SA菌株由于来源于住院患者,一般被称为医院获得

性 MRSA(HA-MRSA),其耐药性是由于SA携带了

可水平移动的耐药元件葡萄球菌染色体 mec基因盒

(SCCmec),随着SCCmec的传播,又出现了社区获得

性MRSA(CA-MRSA)[2]。根据中国细菌耐药监测网

(CHINET)的监测数据显示,2017年我国综合性医院

检出的 MRSA在所有SA中的占比约为35.30%,且
对青霉素、苯唑西林、红霉素、克林霉素、左氧氟沙星

等临床常见抗菌药的耐药性均在50.00%以上[3]。由

于 MRSA对多种抗菌药物存在耐药性,并且存在耐

药性从医院向社区扩散的风险,控制 MRSA医院内

感染的形势十分严峻。本研究对2015年1月至2017
年12月本院临床科室送检样本进行SA的检测,并对

其进行 MRSA的判定及耐药性分析,同时通过聚合

酶链式反应(PCR)方法检测杀白细胞素(pvl)基因携

带情况,以明确本院SA菌株中 MRSA的流行情况和

耐药情况,从而为临床合理使用抗菌药物并有效控制

MRSA传播提供科学依据。
1 材料与方法

1.1 菌株来源

1.1.1 临床分离株 按照原卫生部颁发的《医院感

染诊断标准(试行)》[4],收集本院2015年1月至2017
年12月所有临床送检样本(包括住院患者和门诊患

者)中分离并进行鉴定的SA菌株,剔除重复菌株,同
一患者只选取一株分离株进行分析。
1.1.2 标 准 菌 株 ATCC25923为 SA 标 准 株,
ATCC43300为 MRSA标准株,购自上海北诺生物科

技有限公司,本实验室保存。
1.2 研究方法

1.2.1 菌株鉴定 SA的鉴定根据《全国临床检验操

作规程》(第4版)的流程进行[5];MRSA的鉴定采用

美国临床实验室标准化协会(CLSI)2016版推荐的纸

片扩散法(K-B法),筛选30
 

μg头孢西丁药片抑菌环

直径≤21
 

mm 的菌株[6],然后通过PCR扩增 mecA
基因,K-B法耐药和 mecA 基因阳性的菌株判定为

MRSA。
1.2.2 药敏试验 根据CLSI

 

2016的 K-B法[6],检
测SA菌株对临床常见10种抗菌药物的药物敏感性,
检测的抗菌药物包括:青霉素、红霉素、克林霉素、左
氧氟沙星、阿莫西林、庆大霉素、利福平、头孢唑啉、复
方磺胺甲噁唑、万古霉素。
1.2.3 DNA提取及基因检测 总DNA提取采用煮

沸法,挑取血平板上生长良好的SA单克隆,接种到

200
 

μL
 

TE缓冲液(pH
 

8.0,含15
 

U/mL溶葡球菌

酶)配制为菌悬液,35
 

℃水浴30
 

min后,沸水浴10
 

min,12
 

000
 

g离心5
 

min,收集含有细菌DNA的上清

液,-20
 

℃冻存备用;采用PCR检测菌株携带pvl基

因情况。PCR反应体系及引物参见徐银海等[7]文献

报道。
1.3 统计学处理 所有数据采用SPSS16.0软件和

Microsoft
 

Office
 

Excel2000进行分析处理。分类资

料采用构成比表示,分类资料组间比较采用χ2 检验,
以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 SA菌株分布情况 2015年1月至2017年12
月本院实验室共收集SA 临床分离株441株,其中

406株来源于住院患者,35株来源于门诊患者。通过

K-B法结合 mecA 基因扩增,结果见图1。共检出

MRSA
 

147株,总检出率为33.33%,其中住院患者样

本检出145株,占住院患者样本的35.71%,门诊患者

样本检出2株,占门诊样本的5.71%,住院患者的

MRSA检出率显著高于门诊患者的检出率,差异有统

计学意义(χ2=13.05,P<0.001)。MRSA检出情况

按年分布结果见图2,各组别各年份 MRSA的检出率

差异无统计学意义(P>0.05)。2015年 MRSA总检

出率为36.69%,其中住院患者样本 MRSA检出率为

39.84%,门诊患者为0;2016年 MRSA总检出率为

32.89%,住院患者样本 MRSA检出率为35.25%,门
诊患者样本 MRSA检出率为7.69%;2017年 MRSA
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总检出率为30.67%,住院患者样本 MRSA检出率为

32.37%,门诊患者样本 MRSA检出率为9.09%。

  注:M为DNA标志物;N为阴性对照;P为阳性对照(310
 

bp);1~
4为检测样本,其中2为mecA阴性,其余为阳性。

图1  mecA基因扩增产物琼脂糖凝胶电泳图

图2  2015-2017年 MRSA菌株的检出率

2.2 SA菌株对抗菌药的敏感率 对SA菌株进行

常见10种抗菌药物的敏感试验,结果见表1。除万古

霉素以外,住院患者来源的SA菌株耐药率普遍高于

门诊患者来源的SA菌株。无论是住院患者还是门诊

患者,分离到的SA菌株对青霉素都呈现普遍耐药,耐
药率分别为100.00%和88.57%。住院患者来源的

SA菌株对红霉素、克林霉素、左氧氟沙星、阿莫西林、
庆大霉素、头孢唑啉的耐药率均大于50.00%,而门诊

患者来源的SA菌株对以上药物的耐药率均未超过

50.00%。所有SA菌株对利福平和复方磺胺甲噁唑

的耐药率均比较低,总体耐药率分别为7.26%和

12.02%,未发现对万古霉素有耐药性的SA菌株。
表1  不同样本来源SA菌株对常见抗菌药的

   耐药率[n(%)]

抗菌药
总体

(n=441)
住院患者

(n=406)
门诊患者

(n=35)

青霉素 437(99.09) 406(100.00) 31(88.57)

红霉素 345(78.23) 328(80.79) 17(48.57)

克林霉素 268(60.77) 256(63.05) 12(34.29)

左氧氟沙星 276(62.59) 274(67.49) 2(5.71)

阿莫西林 407(92.29) 406(100.00) 1(2.86)

庆大霉素 260(58.96) 257(63.30) 3(8.57)

利福平 32(7.26) 31(7.64) 1(2.86)

头孢唑啉 308(69.84) 306(75.37) 2(5.71)

复方磺胺甲噁唑 53(12.02) 53(13.05) 0(0.00)

万古霉素 0(0.00) 0(0.00) 0(0.00)

2.3 SA菌株的毒力基因pvl携带情况及与耐药的

关系 应用PCR扩增pvl基因,共检出28株SA携

带pvl基因,总体携带率为6.35%(结果见图3和表

2),其中21株来自于住院患者样本(5.17%),另外7
株来自于门诊患者样本(20.00%),门诊患者来源的

样本pvl基因携带率明显高于住院患者,差异有统计

学意义(χ2=11.91,P=0.001)。

  注:M为DNA标志物;N为阴性对照;P为阳性对照(430
 

bp);1~

5为检测样本,其中2和3为pvl阳性,其余为阴性。

图3  pvl基因扩增产物琼脂糖凝胶电泳图

表2  不同样本来源SA菌株的pvl基因携带情况

项目 pvl+ pvl- 检出率(%)

总体(n=441) 28 413 6.35

住院患者(n=406) 21 385 5.17

门诊患者(n=35) 7 28 20.00

χ2a 11.91

Pa 0.001

  注:a住院患者数据和门诊患者数据进行比较。

SA菌株按照是否携带pvl基因,进一步分层分

析其与抗菌药耐药的关系,结果见表3。pvl携带情况

仅与复方磺胺甲噁唑的耐药性相关,pvl“-”菌株的耐

药性略高(χ2=4.08,P=0.043),pvl是否阳性与其

他检测抗菌药药物的耐药性没有显著关联。
表3  pvl基因携带与常见抗菌药耐药的关系[n(%)]

项目 pvl+(n=28) pvl-(n=413) χ2 P

青霉素 28(100.00) 409(99.03) 0.27 0.608

红霉素 23(82.14) 322(77.97) 0.27 0.608

克林霉素 17(60.71) 251(60.77) 0.00 0.947

左氧氟沙星 16(57.14) 260(62.95) 0.38 0.581

阿莫西林 25(89.29) 382(92.49) 0.38 0.581

庆大霉素 13(46.43) 247(59.81) 1.94 0.355

利福平 1(3.57) 31(7.51) 0.60 0.441

头孢唑啉 15(53.57) 293(70.94) 3.76 0.052

复方磺胺甲噁唑 0(0.00) 53(12.83) 4.08 0.043

万古霉素 0(0.00) 0(0.00) - -

  注:-表示未进行统计分析。

3 讨  论

以 MRSA为代表的耐药SA感染,在使用抗菌药

物治疗时极易取代敏感株变成流行株从而导致治疗

·4831· 国际检验医学杂志2020年6月第41卷第11期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,June
 

2020,Vol.41,No.11



失败,已经成为临床治疗需要重视的问题。本研究对

临床样本中SA菌株进行耐药性检验,可以了解 MR-
SA等耐药菌株的流行趋势,同时,为临床的合理用

药、提高治疗效率提供依据。
徐小玲等[8]对2012年1月至2012年12月国内

医院 MRSA感染率文献进行荟萃分析,发现 MRSA
感染率为33.50%~92.61%。最近5年CHINET的

监测数据显示,MRSA 的检出率出现了持续下降,
2017年34所 医 院 MRSA 的 检 出 率 在10.30%~
62.10%[3,9-10]。本 院 MRSA 检 出 率 从 2014 年 的

36.69%下降到30.67%,处于中间水平,虽然各年份

之间差异无统计学意义,但是总体趋势出现了下降,
提示最近几年医院的 MRSA防控工作有一定效果。
本研究还发现 MRSA检出率与样本来源有关,住院

患者样本的 MRSA检出率显著高于门诊患者样本的

MRSA检出率,这应该与住院患者往往需长期使用抗

菌药物,且治疗期间有侵入性操作相关,同时,住院时

间较长和辗转科室较多也是 MRSA检出率高的危险

因素[11]。
本研究发现,住院患者样本的SA菌株耐药率普

遍高 于 门 诊 患 者 样 本,这 与 国 内 外 文 献 报 道 一

致[12-14]。住院患者样本的SA耐药株呈现出对青霉素

的普遍耐药,住院患者的SA菌株对阿莫西林和头孢

唑啉的耐药率也高于50.00%,提示在临床治疗时对

于住院患者出现SA感染,选择β-内酰胺类药物的效

果可能会很差,但是对于门诊患者,还是可以选择青

霉素类之外的其他β-内酰胺类药物。研究中的SA菌

株,对于红霉素和克林霉素的耐药率也比较高,所以

临床治疗也应尽量不选择大环内酯类和林可酰胺类

药物。对于门诊患者,其他抗菌药的耐药率均比较

低,所以临床治疗的选择比较多,但是住院患者的SA
菌株还对左氧氟沙星和庆大霉素有较高的耐药率,只
对利福平、复方磺胺甲噁唑、万古霉素普遍敏感。所

以,对于住院患者SA感染的治疗可选择的药物种类

明显减少。万古霉素等糖肽类抗菌药物是目前应对

细菌感染的最后一道防线,虽然本研究未检出对万古

霉素耐药的SA菌株,但是研究发现 MRSA比一般敏

感菌株对万古霉素的敏感性降低[15],因此,临床上更

需重视菌株耐药性的监测。

pvl是SA菌株分泌的一种溶细胞毒素,可以作

用于巨噬细胞和单核细胞,造成大量白细胞的损伤,
从而导致死亡等严重的感染结局,是SA菌株毒力的

重要来源[16]。目前研究表明,pvl基因与CA-MRSA
感染存在相关性,通常认为携带pvl基因是CA-MR-
SA的重要特征[17]。本研究pvl携带率为6.35%,比
叶千红等[18]和杨颖等[19]报道的检出率要低,而与曾

云祥等[20]报道的检出率接近,比国内研究报道的检出

率要高[7,13,21],这可能与地区差异有关。门诊患者来

源的SA菌株其pvl基因分离率显著高于住院患者样

本的分离率,说明pvl基因主要来源为社区获得,与目

前已有[18]的报道一致。pvl+与pvl-的SA菌株对

除复方磺胺甲噁唑以外的常见抗菌药耐药率没有显

著差异,这与杨颖等的报道一致[19]。pvl-的SA菌

株对复方磺胺甲噁唑的耐药性略高,但是考虑到SA
菌株对复方磺胺甲噁唑普遍敏感,且对复方磺胺甲噁

唑耐药的菌株总体数量较少,所以,临床治疗使用复

方磺胺甲噁唑依然能取得较高的治疗效果。值得注

意的是,pvl携带情况虽然与抗菌药耐药没有明显关

联,但是因为pvl毒素与坏死性肺炎存在显著相关,近
年来关于pvl+的SA菌株感染导致死亡病例逐渐增

加,因 此,临 床 还 是 需 要 重 视 对 此 类 SA 菌 株 的

治疗[22-23]。
4 讨  论

本院临床分离的SA 菌株中 MRSA 检出率在

2015-2017年未见明显变化,且pvl基因携带率较

低,但对多种常见抗菌药物有较高耐药率,住院患者

样本的 MRSA检出率和耐药率均高于门诊患者,今
后需要注意临床合理用药并加强对SA感染的监测,
有效控制耐药株的产生和流行。
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