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［摘　要］　目的　探讨耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）医院感染的传播途径，为防控多重耐药菌医院感染及

流行制定有效措施。方法　对２０１２年２月２４日—３月２９日某院肿瘤内科因气管狭窄而收入院行支气管镜检查

治疗的１２例 ＭＲＳＡ感染患者进行流行病学调查，采用实时荧光定量ＰＣＲ方法扩增，检测１６犛狉犚犖犃、犳犲犿犃、

犿犲犮犃和犛狆犪基因，前三者进行菌株鉴定，后者进行菌株同源性分析。结果　１２例 ＭＲＳＡ感染患者均为多重耐药

菌的易感人群，其中５例为此次住院发生的医院感染，７例可排除此次住院发生的医院感染。医务人员及环境卫生

学采样检测结果为阴性；１２株 ＭＲＳＡ的犛狆犪基因分型结果显示均为狋０３０ 型，为亚洲医院主要流行株；分离自护士

鼻腔的普通金黄色葡萄球菌犛狆犪基因型为狋１４２５ 型。结论　此次流行病学调查结果不支持医护间传播，１２株

ＭＲＳＡ基因型相同，但基因分型结果不能作为此次感染同源的依据；同时，医院应主动对 ＭＲＳＡ感染高危患者进

行筛查，尽早实施接触隔离，预防和控制医院感染的发生。
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　　近年来，多重耐药菌感染问题日益严重，已成为

医院感染的重要病原菌，预防与控制多重耐药菌的

医院感染，是医院感染预防与控制工作的重点内容。

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）是卫生计划生

育委员会要求监控的多重耐药菌之一。２０１２年２月

１９日—３月２９日本院同一病区发生了１２例 ＭＲ

ＳＡ感染，因此，医院感染管理部门对其进行了流行

病学调查，并运用分子生物学方法对检出的 ＭＲＳＡ

进行同源性分析，现将结果报告如下。

１　对象与方法

１．１　研究对象　１２例 ＭＲＳＡ感染患者均为２０１２

年２月２４日—３月２９日本院肿瘤内科因气管狭窄

而收入院行支气管镜检查治疗者，均为肺部感染患

者，年龄３６～６６岁；男性７例，女性５例；其中晚期

恶性肿瘤患者８例，复发性多发性软骨炎３例，重症

病毒性脑炎１例。

１．２　仪器与设备　全自动细菌鉴定仪为德国Ｓｉ

ｍｅｎＭｉｃｒｏＳｃａｎＷａｌｋＡｗａｙ４０，荧光定量ＰＣＲ仪为

美国罗氏Ｌｉｇｈｔｃｙｃｌｅｒ４８０，荧光定量ＰＣＲ所用引物

及反应所需Ｔａｑｍａｎ探针、ＳＹＲＢ荧光染料及反应

体系所需试剂由北京梓熙生物科技有限公司合成，

扩增后的产物由该公司进行测序。

１．３　方法

１．３．１　采样方法　按照《医院消毒卫生标准》

ＧＢ１５９８２－２０１２要求，在物体表面消毒前对包括护

士站和医生办公室电话机、计算机键盘、护士站治疗

车、工作人员洗手液按压器、雾化机外表面及旋钮、

病房门把手、患者床栏杆、病历夹、病房呼叫器、厕所

水龙头进行采样；按照《内镜清洗消毒技术操作规

范》中内镜消毒效果监测采样方法对支气管镜内壁

进行采样，同时对支气管镜外壁和使用中的支气管

镜专用擦布进行采样；按照《医务人员手卫生规范》

［ＷＳ／Ｔ３１３－２００９］中手卫生效果监测方法进行手

部采样，其中医护人员于操作后、操作结束洗手后各

采样１次。

１．３．２　菌株鉴定及药敏试验　菌株经全自动细菌

鉴定仪鉴定为 ＭＲＳＡ，经触酶和凝固酶试验确认。

药敏试验参照２０１２年美国临床实验室标准化协会

（ＣＬＳＩ）指南标准。实时荧光定量 ＰＣＲ 法检测

１６犛狉犚犖犃 基因中葡萄球菌特异的靶位点、金黄色

葡萄球菌特异性靶基因犳犲犿犃 以及耐药决定基因

犿犲犮犃
［１－２］。

１．３．３　ＤＮＡ模板制备　采用裂解煮沸法制备模

板。挑纯培养菌落６～８个置于１．５ｍＬ离心管内，

３８℃水浴３０ｍｉｎ，９５℃煮沸１０ｍｉｎ。１５０００ｒ／ｍｉｎ

离心２０ｓ，吸取上清液作为模板液。

１．３．４　实时荧光定量ＰＣＲ　１６犛狉犚犖犃、犳犲犿犃、

犿犲犮犃、犛狆犪基因分型所用引物参照文献［３－５］进行

设计，荧光染料为ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ，反应体系２０μＬ。

ＰＣＲ反应条件为９０℃变性３０ｓ，９０℃变性２０ｓ，

６０℃退火２０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，４０个循环，７２℃

５ｍｉｎ，９５℃１ｍｉｎ，６０℃３０ｓ。

１．３．５　同源性分析　用于犛狆犪分型的ＰＣＲ产物

送北京梓熙生物科技有限公司纯化测序。犛狆犪基因

序列按官方网站 ＲｉｄｏｍＳｐａＳｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．

ｒｉｄｏｍ．ｄｅ／ｓｐａｓｅｒｖｅｒ）的要求编辑后对结果进行比对

分析，并确定型别，结果以ｔ加３位或４位阿拉伯数

字表示。

２　结果

２．１　ＭＲＳＡ感染者相关危险因素　１２例患者均为

多重耐药菌的易感人群，均患有严重的原发病，并因

原发病在全国多所医院先后数次住院治疗；均反复

长期使用抗菌药物，均数次接受纤维支气管镜（纤支

镜）检查治疗。详见表１。除病例１２外，１１例患者

患双侧肺炎；１例患者（病例１０）接受肾上腺糖皮质

激素治疗；３例患者合并２型糖尿病，３例患者合并

低蛋白血症，包括１例患者同时合并２型糖尿病和

低蛋白血症。

２．２　ＭＲＳＡ的鉴定　同时满足触酶阳性、凝固酶

试验阳性，荧光定量ＰＣＲ扩增１６犛狉犚犖犃 基因、

犳犲犿犃基因和犿犲犮犃 基因全部阳性的菌株判定为

ＭＲＳＡ。

２．３　患者 ＭＲＳＡ检出时间及空间分布　３５ｄ时间

内共１２例患者检出 ＭＲＳＡ，其中２例在外院即为

多重耐药菌感染，１例在本院上次住院时即检出

ＭＲＳＡ；入院第２天检出 ＭＲＳＡ者４例，依据医院

感染的定义，此７例患者可以排除此次住院发生的

医院感染。５例 ＭＲＳＡ感染者为接受支气管镜检

查治疗３～５次后发生 ＭＲＳＡ肺部感染，可明确诊

断为此次住院发生的医院感染。空间分布见图１。

２．４　环境卫生学采样检测　环境、物体表面以及洁

净器械共采集１５份标本，均未检出 ＭＲＳＡ。６名医

务人员（其中医生、护士各２名，保洁、陪护各１名）

中，仅１名护士更换床单后采样，检出 ＭＲＳＡ，洗手
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后未再检出；其他人员均未检出 ＭＲＳＡ。６名医生、

４名护士鼻前庭采样，仅１名护士鼻腔检出金黄色

葡萄球菌，其他人员均未检出病原体。

２．５　１２株 ＭＲＳＡ与护士鼻前庭携带的金黄色葡

萄球菌犛狆犪基因分型结果　将１３株金黄色葡萄球

菌的犛狆犪基因正向测序结果进行基因比对，１２株菌

的序列号均为１５－１２－１６－０２－２４－２４，将序列号

输入相关网站（ｈｔｔｐ：／／ｓｐａ．ｒｉｄｏｍ．ｄｅ／ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ．

ｓｈｔｍｌ）进行比对，得到犛狆犪基因型为“狋０３０”，属于

ＣＣ８克隆复合体。分离自护士鼻腔的普通金黄色

葡萄球菌，犛狆犪基因型为“狋１４２５”。

表１　１２例 ＭＲＳＡ感染患者相关危险因素基本情况

犜犪犫犾犲１　ＲｉｓｋｆａｃｔｏｒｓｆｏｒＭＲＳＡｉｎｆｅｃｔｉｏｎｉｎ１２ｐａｔｉｅｎｔｓ

患者编号

ＭＲＳＡ

检出时间

（月－日）

主要诊断 恶性肿瘤 其他合并症
肿瘤手术

治疗（次）
气管置入术

外院气管镜

治疗史

放射治疗／

化学疗法
曾住医院 其他

病例１ ０２－２４ 气管狭窄 腺样囊性癌 　　－ ２ 气管切开置管 － 是 北京某三甲医院 　　－

病例２ ０２－２５ 复发性多软骨炎 　　－ 　　－ － 支架置入 有 － 北京某三甲医院 　　－

病例３ ０３－０２ 气管狭窄 甲状腺癌 ２型糖尿病 １ 支架置入 有 是 山东某医院 　　－

病例４ ０３－０６ 食管气管漏 乳腺癌 ２型糖尿病 ２ 　　－ － 有 河南省数家医院 氩气刀

病例５ ０３－０８ 气管狭窄 肺癌腺癌 　　－ － 　　－ 有 是 北京某三甲医院、

河北某医院

氩氦刀

病例６ ０３－０６ 喉癌复发

气管侵犯

声带高分化

鳞癌

２型糖尿病和

低蛋白血症

－ 　　－ － 是 北京某三甲医院 　　－

病例７ ０３－０９ 食管气管漏 食管癌 低蛋白血症 ２ 支架置入 有 是 河南某医院 　　－

病例８ ０３－１５ 气管狭窄 肺癌 低蛋白血症 １ 　　－ 有 是 辽宁某医院 γ刀

病例９ ０３－１９ 气管狭窄 腺样囊性癌 　　－ － 　　－ 有 － 河北某医院 食道支架置入

病例１０ ０３－２１ 复发性多软骨炎 　　－ 　　－ － 　　－ － － 河北某医院 　　－

病例１１ ０３－２４ 复发性多软骨炎 　　－ 　　－ － 　　－ 有 － 北京某三甲医院 　　－

病例１２ ０３－２９ 气管狭窄 　　－ １周前外院ＩＣＵ

住院并放支架
－

气 管 切 开、

置管

有 － 哈尔滨某医院 病毒性脑炎
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图１　病区床位分布图

犉犻犵狌狉犲１　Ｂｅｄｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｗａｒｄｓ

３　讨论

２０１２年２月１９日—３月２９日本院发生１２例

ＭＲＳＡ感染，其中５例为此次住院发生的医院感染，

７例可排除此次住院发生的医院感染。从发病时间

看，１２例 ＭＲＳＡ感染较均匀分布在３５ｄ内；从居住

房间看，分散至多个病房，无明显的聚集现象。为寻

找医院感染传播途径，我们采集了医护人员手、办公

设施、环境物体表面及医疗器械表面的标本进行培

养，结果不支持医护人员在诊疗过程导致的传播。

用分子生物学方法，对１２例感染者及本院一位
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护士鼻前庭检出的金黄色葡萄球菌进行基因型分

析，结果护士来源的金黄色葡萄球菌基因型为

狋１２４５，１２例患者感染的 ＭＲＳＡ均为狋０３０ 基因型，

不支持医护间传播。ＭＲＳＡ的分型方法包括脉冲

场凝胶电泳分型、ＳＣＣｍｅｃ分型、犛狆犪分型及 ＭＬＳＴ

分型等。现应用广泛的主要是ＭＬＳＴ和犛狆犪分型，

ＭＬＳＴ基因分型以 ＭＲＳＡ的７个管家基因测序为

基础，可以长期追踪菌株间遗传关系和宏观进化过

程。犛狆犪基因编码的蛋白是金黄色葡萄球菌细胞壁

的组成部分，该基因的Ｘ区呈多态性，含有不同数

量的可变重复序列，该序列两端为相对保守区域，利

用这种基因多态性分型方法操作简便，易于标准化，

结果易解释。本研究尝试进行 ＭＬＳＴ基因分型以

进一步明确１３株 ＭＲＳＡ的同源性，但因条件所限

没有得到最终结果，这也是我们今后进一步研究的

方向。

１２例患者感染的 ＭＲＳＡ基因型虽然相同，但

其病史明确表明感染来自我国多所医院，文献［６］报

道，ＭＲＳＡ狋０３０ 基因型不仅是我国各所大型医院

的主要流行株，也是除日本、韩国、中国台湾外，亚洲

医院主要的流行株，故患者感染的 ＭＲＳＡ来自我国

其他医院是可能的，因此同型结果不能作为此次感

染同源的判断依据。

在流行病调查采样中，１名护士更换床单后手检

出 ＭＲＳＡ，但洗手后未再检出，说明合格的手卫生能

有效防控多重耐药菌的医院感染。肿瘤内科与介入

科同在一个病区，护理人员、保洁员为同一组人员；病

区内仅设有男女洗手间各一处，配餐间一处，两科患

者需共用一套设施，但介入科没有 ＭＲＳＡ感染病例。

介入科主要收治股骨头坏死与椎间盘凸出患者，大多

数为中青年患者，无其他基础病变，因此，笔者认为患

者自身健康状态是感染 ＭＲＳＡ的重要危险因素。

美国的一项调查发现，近年来 ＭＲＳＡ定植在患

病人群中的比例呈上升趋势［７］，结合我院此次事件，

针对性开展住院患者的 ＭＲＳＡ定植主动筛查，主要

是对具有 ＭＲＳＡ定植高风险
［８］住院患者进行主动

筛查，如有慢性病病史、反复住院治疗和近期接受过

抗菌药物治疗的患者。对阳性者尽早实施接触隔离

措施，是防止 ＭＲＳＡ医院传播的重要手段
［９］。而对

需要行特殊检查或／治疗（如气管镜诊疗）的定植者，

应作去定植处理的评估，或适当地预防使用抗菌药

物，以减少医院感染的发生。

有文献［１０］报道，ＭＲＳＡ 感染者可污染居住环

境，而在此次流行病学调查中，我们采集的环境、物

体表面标本均无阳性结果。分析原因，我们认为一

是与采样时机有关，因为短期内收治多例 ＭＲＳＡ感

染者，肿瘤内科已增加了对环境、物体表面清洁消毒

的频率，可能影响了采样培养结果；二是采样部位不

足，如未对床头柜、餐桌、输液杆、床垫等采样。本组

调查的５例医院感染患者中，有２例在不同时间段

住过同一张病床，存在后面的患者接受有创治疗后，

免疫力低下，接触环境中 ＭＲＳＡ导致感染的可能。

此次住院发生的５例 ＭＲＳＡ肺部感染患者均属定

植的高风险人群，但入院时未进行定植筛查，导致无

法判断究竟属于内源感染还是外界传播。因此，我

们认为不论是对患者的生活环境，还是患者自身内

环境的调查和评估，均是调查医院感染传播途径的

重要内容，值得我们在今后工作中予以高度重视。
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