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ICU耐甲氧西林金黄色葡萄球菌的基因检测与感染控制
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摘要 目的：研究耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（MRSA）SCCmec基因分型情况并对其耐药谱进行分析。方法：收集临床标本 522

例，应用多重 PCR法对MRSA进行 SCCmec基因分型，采用全自动微生物鉴定药敏分析仪进行细菌的鉴定及药敏试验，部分药

敏试验采用 K-B法。结果：522例中分离出 146例 MRSA，其中 10株为 SCCmec I型(6.84％ )，29株为 SCCmec II型(19.86％ )，103

株为 SCCmecⅢ型(70.55％ )，未分型 4株(2.74％ )。MRSA分离株对奎奴普汀 /达福普汀、替考拉宁、复方磺胺甲恶唑、万古霉素和

利奈唑胺敏感，SCC mecII型与 SCC mecIII型对氯霉素的耐药率分别为 27.59%和 11.65%，对利福平的耐药率分别为 13.79%和
2.91%，存在明显的差异性（P＜ 0.05），其余均呈高水平耐药。146例MRSA患者中治愈 52例，占 35.62 %；感染相关死亡者 12例，

占 8.22%。结论：ICU耐甲氧西林金黄色葡萄球菌的基因检测以 SCC mecIII型为主，且对抗菌药物呈多药耐药。
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Detection of Genes for Methicillin-Resistant Staphylococcus Aureus and
Monitoring of Infection on the ICU

To study the genotypes of staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec) and analyze the antimicro-

bial resistance spectrum of meticillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA). 522 cases with the clinical specimens were col-

lected and the grnotypes of SCCmec were determined by the multiplex PCR. Bacterial identification and antimicrobial susceptibility testing

were performed by full automatic microorganism identification and antimicrobial susceptibility testing system. Part of drug susceptibility

tests were performed by Kirby-Bauer method. 146 strains of MRSA were collected in the 522 samples, 10 (6.84%) strains

belonged to SCCmec I, 29 (19.86%) strains belonged to SCCmec II, 103 (70.55%) trains belonged to SCCmec Ⅲ , 4 (2.74 %)

strains belonged to unclassified. The resistance rates of MRSA to Kuinuputing /dalfopristin, teicoplanin, sulfamethoxazole, vancomycin

and linezolid were 0. The resistance rates of SCC mecII and SCC mecIII genotypes of MRSA to chloramphenicol were 27.59% and
11.65%, and the rifampicin were 13.79% and 2.91% with statistically significant differences (P<0.05). 52 (35.62%) got cured and 12

(8.22%)died of the infection. SCC mecIII is the major genotype of MRSA which was collected from ICU and presented as

the multidrug-resistance to antibiotics.

Methicillin-resistant Staphylococcus; Staphylococcus aureus chromosomal gene cassette; Multiplex PCR; Drug resis-

tance

前言

随着抗生素的广泛应用和病原微生物的变化，耐甲氧西林

金黄色葡萄球菌（Methicillin-resistant Staphylococcus aureus ,
MRSA）成为全球各国医疗机构中常见的病菌。研究发现，MR-

SA的广泛耐药性与其基因结构有着密切的关系，主要包括外

源性甲氧西林耐药决定子 A（methicillin resistance determinant

A, mecA），而 mec基因为新型移动元件 SSCmec中的一部分，

该移动元件还包括其他一些相关的耐药基因，包括 SSCmec I、
II、III和 IV及亚型[1-3]。本研究旨在通过基因分型的研究可以更

好的检测出具体耐药谱特征及流行病学特点，从而为临床控制

其感染提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 研究对象

选取我院 2010 年 1月 -2013 年 12 月 3 年间收治在 ICU

中 522例感染患者标本，其中男 289例，女为 233例，平均年龄
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为（35.2± 3.2）岁，依据患者具体病种类型主要有烧伤（118

例）、骨外科（137例）、颅脑外科（146例）、心内科（45例）、呼吸

衰竭（76例）等。
1.2 试剂及仪器

青霉素、头孢西丁、苯唑西林、氨苄西林 /舒巴坦、阿莫西

林 /克拉维酸、头孢唑林、庆大霉素、亚胺培南、美罗培南、万古

霉素、替考拉宁、左氧氟沙星、环丙沙星、四环素、复方磺胺甲恶

唑、红霉素、克林霉素、利福平、氯霉素、奎奴普汀 /达福普汀、

利奈唑胺纸片为英国 Oxoid 公司产品；SlidexStaph-kit为法国
生物梅里埃公司产品；引物由大连宝生物公司合成。金黄色葡

萄球菌 ATCC25923为质控菌株和 SCCmec分型的阳性质控株

均购自卫生部生物检定所。PCR扩增仪为美国 BIORAD公司

产品，脉冲场凝胶电泳仪为 Bio-Rad公司的 CHEFMAPPER脉

冲场凝胶电泳仪，凝胶成像系统为美国 alphan凝胶成像系统。
1.3 细菌培养及鉴定方法

按照《全国临床检验操作规程》中的有关规定对进行咽拭

子、痰及支气管灌洗液、尿、大便、脓液和分泌物等标本的采集

和分离培养等操作。将无菌采集的标本利用全自动血培养仪专

用培养基中，放入仪器内培养一周，观察结果。将培养阳性者分

别转种于相应的平板，35 ℃培养 24～ 48 h。有菌落生长者，取

纯菌进行革兰染色镜检，根据其染色及形态学特征，采用

VITEK2-compact型全自动细菌分析系统（法国生物 -梅里埃

公司产品）进行鉴定到种。

1.4 药敏试验

采用 K-B纸片扩散法依据美国国家临床实验室标准委员
会(NCCLS)制定的标准判断。

抑菌圈≤ 21 mm判断为MRSA。
1.5 PCR扩增分析
1.5.1 MRSA的 PCR分析鉴定 依据参考文献 [5] 设计 mecA

基因和 femB 基因符合扩增引物：mecA15'AGAGTAGCACTC-

GAATTAGGCAGT3';mecA25'AGTTCTGCAGTACCGGATTT-
GC3';femB15' TTACAGAGTTAACTGTTACC3'; femB2 5' AT-

ACAAATCCAGCACGCTCT3'; PCR 反应条件为：95 ℃预变性
2 min，然后 94 ℃变性 30 s，45 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 90 s，进

行 25个循环，最后 72 ℃延伸 10 min。PCR产物电泳后，出现
651bp和 393bp条带的为 MRSA。
1.5.2 MRSA的 SCCmec分型鉴定 依据参考文献[6]设计多重

反应体系，总体积为 25 滋L，其中部分引物根据文献加入不同
的量。PCR反应条件为：95 ℃预变性 4 min，然后 94 ℃变性 35

s，65 ℃退火 40 s，72 ℃延伸 90 s，进行 10个循环；再 94 ℃变性
45s，55 ℃退火 35 s，72 ℃延伸 90s，循环 35次，最后 72 ℃延伸
10 min。不同型别出现不同大小的单一条带。
1.6 数据分析

采用WHONET5.4软件对药物的敏感性数据进行分析。

2 结果

2.1 MRSA样本分布
522份临床分离的菌株经表型鉴定，182株为金黄色葡萄

球菌，其中 146株为 MRSA，耐药率为 80.22％。146株 MRSA

主要分离于烧伤病人（30株，20.55％ )，骨外科病人（31株，

21.23％ )，脑外科病人 (57 株，39.04％ )，心内科病人 (2 株，
1.37％ )，呼吸衰竭病人(26株，17.81％ )(表 1)。62株为MRSA经

进一步 PCR鉴定 基因和 基因呈现双阳性，部分标

本 PCR电泳图结果见图 1。

2.2 SCCmec分型

分离的 146株 MRSA均携带 mecA 基因(147bp)，其中 10

株为 SCCmec I型 (6.84％ )，29*株为 SCCmec II型 (19.86％ )，
103 株为 SCCmecⅢ型(70.55％ )，未分型 4 株(2.74％ )，未发现
Ⅳ和 V型。(图 2、表 2)。

2.3 药敏试验
MRSA分离株对青霉素、头孢西丁、苯唑西林、氨苄西林 /

舒巴坦、阿莫西林 /克拉维酸、头孢唑林、亚胺培南、美罗培南、

Burn patients

Respiratory failure

Bone surgery Patients

Brain Surgery Patient

Cardiology Patient

Total

146

76

137

118

45

522

30（20.55）

26（17.81)

31（21.23)

57（39.04)

2（1.37）
146（80.22）

Case Source Number MRSA rate

表 1 MRSA标本来源分析[n(%)]

Table 1 MRSA specimen source analysis [n(%)]

图 1 部分标本的 与 基因的 PCR扩增图

Fig.1 PCR amplification of f gene and gene for some

specimens

注：M.DENA标记物，8为 ATCC25923，其他为收集标本菌株扩增

Note: M.DENA marker 8 ATCC25923, other strains of amplification for

the collection of specimens

SCCmec I typing

SCCmec II typing

SCCmecⅢ typing

SCCmecⅣ typing

SCCmecV typing

Unclassified typing

10

29

103

0

0

4

6.84

19.86

70.55

0

0

2.75

Genotyping MRSA number rate

表 2 MRSA基因分型分析[n(%)]

Table 2 MRSA genotyping analysis [n(%)]
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环丙沙星、庆大霉素、红霉素、林可霉素、左氧氟沙星、四环素等

高度耐药，对奎奴普汀 / 达福普汀、替考拉宁、复方磺胺甲恶

唑、万古霉素和利奈唑胺敏感，SCC mecII型与 SCC mecIII型

对氯霉素的耐药率分别为 27.59%和 11.65%，对利福平的耐药

率分别为 13.79%和 2.91%，存在明显的差异性（P＜ 0.05）(见

表3)。

2.4 治疗及预后

治疗过程中，感染明确诊断后使用的药物有亚胺培南、左

氧氟沙星、头孢二代、头孢三代、万古霉素、奎奴普汀 /达福普

汀、复方磺胺甲恶唑、替考拉宁、利奈唑胺、哌拉西林 /他唑巴

坦，146例MRSA患者共治愈 52例，占 35.62 %；感染相关死亡
者 12例，占 8.22%。

3 讨论

近年来，MRSA 发病逐渐增多特别是在院内感染中，而
ICU患者病情较为严重，住院时间较长，侵袭性操作带来的易

感因素多，常为 MRSA高发科室[7，8]。MRSA感染患者的临床表

现并无特异性，辅助检查也常难以确诊，最主要的手段是依靠

图 2 MRSA部分菌株的 SCCmec分型

Fig.2 SCCmec subtype of some strains of MRSA

注：M,DENA标记物，1为 SSCmecI型，2与 3为 SSCmec型，4为 SSCmecIV型，9为未分型，其他为 SCCmecⅢ型。

Note: M, DENA markers, one of SSCmecI, type 2 and type 3 SSCmec, 4 SSCmecIV type 9 is unclassified, the other for SCCmecⅢ type.

Antibiotics

Penicillin

Cefoxitin

Oxacillin

Ampicillin / sulbactam

Amoxicillin / clavulanic acid

Cefazolin

Imipenem

Meropenem

Ciprofloxacin

Gentamicin

Levofloxacin

Kuinuputing / dalfopristin

Teicoplanin

Sulfamethoxazole

Vancomycin

Linezolid

Chloromycetin *

Rifampicin *

Tetracycline

Lincomycin

Erythromycin

100.00%

96.55%

100.00%

100.00%

96.55%

100.00%

93.10%

93.10%

86.21%

93.10%

96.55%

0.00%

0.00%

3.45%

0.00%

0.00%

27.59%

13.79%

93.10%

96.55%

86.21%

103

103

102

103

102

103

102

101

102

103

102

0

0

1

0

0

12

3

103

100

102

100.00%

100.00%

99.03%

100.00%

99.03%

100.00%

99.03%

98.06%

99.03%

100.00%

99.03%

0.00%

0.00%

0.97%

0.00%

0.00%

11.65%

2.91%

100.00%

97.09%

99.03%

29

28

29

29

28

29

27

27

25

27

28

0

0

1

0

0

8

4

27

28

25

Ratio

SCCmecIII typing（n=103）

Isolates Ratio

SCCmecII typing（n=29）

Isolates

表 3 两种 SCCmec基因型的MRSA对抗菌药物的耐药率（株，%）

Table 3 The antimicrobial resistance rates in two type of MRSA SCCmec genotypes (strain,%)

Note：*P＜0.05
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病原学检查。为此 MRSA患者常容易误诊，所以，医务人员应

当对此类患者给予高度重视，密切观测其病原监测结果和动态

生命体征，并需要及时发现明确病原菌[9-11]。而 MRSA传统的检

测方法如姚敏纸片法、茁-内酰胺酶检测法和苯唑西林盐琼脂糖
筛查法等耗时长准确性差。随着医学分子生物学的发展和对病

原菌的检测技术的提高，近年来通过对 MRSA检测逐步开始

营业 PCR和基因芯片等技术，更为准确灵敏的检测出病原菌。

进行分型检测以便更好的了解此类病原菌耐药性，将有助于了

解其流行病学特点和感染的控制。

基因作为 MRSA耐药性中起决定作用的耐药基因，

广泛存在于MRSA中。研究显示，多数 基因阳性的葡萄

球菌均为耐 茁-内酰胺类抗生素菌株[12，13]。 基因作为金黄

色葡萄球菌功能基因的保守序列，其耐药性中起到重要的辅助

作用，本研究中分离出来的例 MRSA菌株的 PCR检测结果显
示 、 均为阳性，可见 、 为阳性基本可确

定为MRSA。

耐药性 基因及其他县官耐药性基因位于 SCCmec

可移动元件内，SCCmec结构的变化与 MRSA的耐药性存在联

系。SCCmec主要有 5个类别，其中医院获得性 MRSA基因型
多为 SCCmec I、Ⅱ、Ⅲ型，而社区获得性 MRSA菌株基因型别

多为Ⅳ型和 V型，也有研究发现 SCCmecⅡ和Ⅲ型。流行病学

资料显示，不同的 SCCmec结构型别有其特定的遗传背景和流

行地区，我国主要以 SCCmec Ⅲ 型为主 [14-17]。本研究中

SCC6mecⅢ菌株最多为 103例占 70.55%，其次为Ⅱ型 29例占
19.86%，与国内外相关报道一致。通过对 MRSA菌株耐药性移
动元件 SCCmec的分析不仅有助于对其耐药性的分子机制的

了解，同时对临床用药有一定的指导作用[18-20]。

SCC mec基因型与耐药谱的表达存在明显的相关性。SCC

mecⅡ和Ⅲ型均呈现多耐药性，主要对青霉素、头孢西丁、苯唑

西林、氨苄西彬舒巴坦、阿莫西彬克拉维酸、头孢唑林、亚胺培

南、美罗培南、环丙沙星、庆大霉素、左氧氟沙星等高度耐药，无

明显的差异性。对奎奴普汀 /达福普汀、替考拉宁、复方磺胺甲

恶唑、万古霉素和利奈唑胺较为敏感。但 SCC mecⅡ和Ⅲ对利

福平的耐药率分别为 13.79%和 2.91%，存在明显的差异性。
MRSA的 SCC mec型别分布及其耐药基因存在一定差异

性，通过对携带现状为预测耐药菌株的发展趋势治疗感染病，

进一步对其控制提供治疗策略和依据。
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