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的污染情况%研
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在英国首次发现%世界各地
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的检出率有增长

趋势%有些医院甚至发生暴发流行!
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机扩增多态性
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$技术对临床及环境标

本分离的
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进行同源性分析%以追踪传染源和

传播途径%为预防)减少和控制其医院感染的发生提
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材料与方法
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临床标本'
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后患者送检的各类临床标本(环境

标本'同期医院环境采样%患者送检标本若检出金

黄色葡萄球菌%则立即去病房对其周围环境采样%

包括空气)陪护者手)床扶手)床头柜)门把手)直

接接触患者的医护人员手各
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次%出院及死亡病

例周围环境不再采样&采样方法按照/消毒技术
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"执行&质控菌株为金黄色葡萄球菌
?399

!*'!(

和
F>4??399)((""

%均由中国菌种保藏

中心提供&

&-&-!

!

仪器
!

D%8(N"!

细菌鉴定仪#法国生物梅里

埃公司$)

G%,#(8:$

聚合酶链反应#

@9>

$扩增仪#德

国
G%,#(8:$

公司$)

IVV$+G

型稳压稳流电泳仪

#北京市六一仪器厂$)

OI4$#""

凝胶成像系统#美

国
G%,">$'

公司$&

&-&-(

!

引物
!

#()?

引物设计参照文献!

)

"%序列'

R*W$????39O?3OO3???OO33OO9$(W>

*W$?O3393O9?O3?99OO?333O9$(W

%目的

片段长度为
*((B

7

(

>?@I

引物设计参照文献!

*

"%

序列'

*W$??O3??O3O?93OOOOO3O?O9O

$(W

(均由上海生物工程有限公司合成&

&-&-)

!

试剂
!

溶葡萄球菌素#

GG0

公司$)细菌基因

组提取试剂盒#北京天为时代公司$)

F$:N(:

与

@9>#$68(:

#上海生物工程有限公司$)头孢西丁纸

片#英国
SU,%'

公司$&

&-!

!

方法

&-!-&

!

金黄色葡萄球菌鉴定
!

按常规方法分离菌

株%经
D%8(N"!

细菌鉴定系统%以
O@

卡鉴定为金黄

色葡萄球菌&

&-!-!

!

头孢西丁纸片琼脂扩散法筛选
F>4?

!

根

据美国临床实验室标准化研究所#

9H40

$推荐方法'

血琼脂培养基复苏冰冻保存菌株%挑取单个菌落于

无菌生理盐水中调至
"-*

麦氏单位%涂抹于含
)A

E$9&

的
F"5

琼脂平板上%待干后贴头孢西丁纸片%

(*X

孵育
!)+

%测量抑菌圈直径(判断标准!

+

"

'头孢

西丁抑菌圈直径
"

!"##

为敏感%

%

&'##

为

F>4?

%同时以
?399!*'!(

和
?399)((""

作

对照&

&-!-(

!

#!2$

基因
@9>

扩增

&-!-(-&

!

IE?

模板的提取
!

血琼脂培养基复苏经

头孢西丁纸片琼脂扩散法筛选的
F>4?

菌株%挑取

单个菌落于
HG

液体培养基增菌
&#+

%取
&#H

增菌

培养液%

&""""

转离心
&#%.

%尽量吸尽上清液%加

入
&""

%

H

溶葡萄球菌素#

&!<

*

#H

$%

("X

处理
!"

#%.

%然后按照基因组
IE?

提取试剂盒提取
IE?

%

最后用
&""

%

H

预温处理的洗脱液
3!

洗脱%

$!"X

保存备用&

&-!-(-!

!

#!2$

基因检测
!

@9>

扩增
#!2$

基因%

反应条件参照文献!

)

"进行%反应体系为'模板
IE?

!

%

H

%

!-@9>F$68(:&!-*

%

H

%

R

和
>

引物各
&

%

H

#引物浓度
!*

%

#,&

*

H

$%灭菌去离子水补足%反应总

体积
!*

%

H

&

&-*A

琼脂糖凝胶电泳%凝胶成像系统

成像&

&-!-)

!

F>4?

同源性分析
!

对临床标本分离的
!)

株
F>4?

及环境标本分离的
&+

株
F>4?

%应用

>?@I

技术进行同源性分析&

&-!-)-&

!

反应体系
!

反应总体积
!*

%

H

'模板

IE?+

%

H

%

!-@9>F$68(:&!-*

%

H

%引物
&

%

H

#引

物浓度
!*

%

#,&

*

H

$%

"-*

%

HF

2

9&

!

#

!*##,&

*

H

$%

灭菌去离子水补足&

>?@I

扩增条件'

'*X

预变性

*#%.

%

'*X&#%.

)

!*X&#%.

)

%!X!#%.

共
(*

个

循环%

%!X

终延伸
*#%.

&

&-*A

琼脂糖凝胶电泳%

凝胶成像系统成像&

&-!-)-!

!

>?@I

聚类分析
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将
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指纹

图利用
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结果
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的

分离
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年
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月共接收各类送检合格临床

标本
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份%分离金黄色葡萄球菌
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株

#

&-"+A

$(医院环境共采样
!&+

份%分离金黄色葡萄

球菌
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株#
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株分离自临床标本的金

黄色葡萄球菌经头孢西丁纸片琼脂扩散法筛选得到
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阳性菌株
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株初筛阳性的
F>4?

菌

株经
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基因
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鉴定均为
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菌株%
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占金黄色葡萄球菌的
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株环境标本分
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选得到
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阳性菌株
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株初筛阳性的
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经
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鉴定均为
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菌株%
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占金黄色葡萄球菌的
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&去除因感染

者死亡和出院而未对其周围环境采样的
*

株临床
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%余
&'

株临床
F>4?

菌株中有
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株在其周

围环境中分离出
F>4?

&临床标本分离的
F>4?

主要分布在烧伤科)神经外科和
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%环境标本分

离的
F>4?

主要分布在烧伤科&见表
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因
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扩增结果见图
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同源性分析
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株临床标本分离的
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和
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株环境标本分离的
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经
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扩增%均

可得到数量不等的条带%条带数在
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之间%所有
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&""A

&见图
!

&

!""""""#"""""$%"""""&%%%%%%'%%%%%(%%%%%)%% %*"""""+"""""",""""""-.

/012

-%...

(..

&..

-..

F

'

IE?F$:N(:

(

&

'

?399)((""

(

!

'

?399!*'!(

(

(

'对甲氧西林

敏感的金黄色葡萄球菌#

F44?

$(

)

#

&"

'不同临床科室分离的
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图
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表
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株
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来源分布
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病房 临床菌株编号
F>4?

鉴定结果
采样

空气 陪护者手 床头柜 床扶手 门把手 医护人员手

烧伤科
( ,

#

#!2$

基因$

$ $ $ , $ $

烧伤科
* ,

#

#!2$

基因$

$ $ $ $ , $

烧伤科
% ,

#

#!2$

基因$

$ , , $ $ $

烧伤科
# ,

#

#!2$

基因$

$ , , $ , $

烧伤科
!! ,

#

#!2$

基因$

$ $ $ $ $ $

神经外科
& ,

#

#!2$

基因$

$ $ $ , $ $

神经外科
' ,

#

#!2$

基因$

$ , $ $ $ $

神经外科
&! ,

#

#!2$

基因$ 患者出院

神经外科
&) ,

#

#!2$

基因$

$ $ $ $ $ $

神经外科
&' ,

#

#!2$

基因$ 患者出院

神经外科
!) ,

#
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$ $ $ $ $ $

09< && ,

#
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基因$ 患者死亡

09< &( ,
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基因$

$ $ $ $ $ $

09< &+ ,

#
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基因$ 患者出院
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#
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基因$

$ $ $ $ $ $
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&% ,

#
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基因$

$ $ $ $ $ $

内分泌
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! ,

#
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基因$

$ , $ $ $ $

口腔科
) ,

#
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基因$

, $ $ , $ $
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+ ,

#
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基因$

$ , $ , $ $
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#
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基因$
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肾内科
&* ,

#

#!2$

基因$ 患者出院

老年病科
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#
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基因$

$ $ $ $ $ $

肿瘤化疗
!& ,

#

#!2$

基因$
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普外科
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基因$
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'不同临床
F>4?

菌株编号(

9

#

3

'临床菌株相应环境
F>4?

菌株编号(

Y

'空气标本(

9

'床扶手标本(

F

'门把手

标本(

3

'床头柜标本(

@

'患者陪护人员手标本

图
!

!

!)

株临床及
&+

株环境标本分离
F>4?

的
>?@I"IE?

图

!*

4

,&-6

!

>?@I"IE?#$

7

6,C!)$.'&+68:$%.6,CF>4?%6,&$8('C:,#)&%.%)$&

7

$8%(.86$.'(.=%:,.#(.8:(6

7

()8%=(&

*

!-!-!

!

F>4?

聚类分析
!

根据
>?@I

电泳图谱中

条带的数目及位置%以
E34V4

统计软件进行聚类分

析%得到遗传树状图
(

&

!)

株临床
F>4?

菌株经聚

类分析分为
)

类%以
>?@I

$

型为主#

&)

株$%菌株编

号分别为
&

)

!

)

(

)

)

)

*

)

+

)

%

)

#

)

&"

)

&!

)

&#

)

&'

)

!"

)

!)

%其

中神经外科
)

株%烧伤科
)

株%重症监护室#

09<

$)神

经内科)口腔科)呼吸内科)老年病科)血管外科各
&

株(

&

型
F>4?&

株%菌株编号为
'

(

'

型
F>4?)

株%

菌株编号为
&&

)

&)

)

&%

和
!!

(

(

型
F>4?*

株%菌株编

号为
&(

)

&*

)

&+

)

!&

和
!(

&

&+

株环境
F>4?

菌株经

聚类分析分为
(

类%也以
>?@I

$

F>4?

菌株为主

#

&(

株$%菌株编号为
&9

)

!@

)

(9

)

)Y

)

)9

)

*F

)

+9

)

+@

)

%@

)

%3

)

#3

)

#F

)

!+9

%其中烧伤科
+

株%口腔科

及呼吸内科各
!

株%神经内科)神经外科及内分泌科

各
&

株(

(

型
F>4?!

株%菌株编号为
#@

和
'@

(

)

型
F>4?&

株%菌株编号为
!*Y

&烧伤科
)

例患者

与其周围环境分离出同源菌达
&"

株%神经外科
)

例

患者与
&

株环境株同源%均属
>?@I

$

型&

!

!"

#

$%

&'

()

(*

!$

!+

(,"

-

(&

!(

!*

,"

-"
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$.

$

/)
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横坐标为相关系数%纵坐标为菌株编号%从上到下分别为
>?@I

$#)

型菌株聚类情况

图
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株
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聚类树状图
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C

!

讨论

本研究某院临床标本分离的金黄色葡萄球菌中

F>4?

占
*#-*)A

%与国内外其他报道!

%"#

"基本一

致(其环境标本分离的金黄色葡萄球菌中
F>4?

占

(#-&"A

&医院环境中
F>4?

的分离率较高%可能

是由于采样带有目的性即采样处均为分离出金黄色

葡萄球菌患者的特殊周围环境&去除因感染者死亡

和出院而未对其周围环境采样的
*

株临床
F>4?

菌株%余
&'

株临床
F>4?

菌株中有
'

株在其相应

环境分离出
F>4?

菌株%分别为烧伤科的
(

)

*

)

%

)

#

号菌株%神经外科的
&

)

'

号菌株%神经内科的
!

号菌

株%口腔科的
)

号菌株和呼吸内科的
+

号菌株&分

离出
F>4?

菌株患者的周围环境大多分离出了环

境
F>4?

%可能由于患者感染的
F>4?

菌株污染

周围环境或者是患者的
F>4?

感染源自医院外环

境&在医院外环境如病房空气)住院患者陪护人员

手)病房门把手)床扶手及床头柜均分离出
F>4?

菌株%这些因素均可造成
F>4?

在患者与患者之间

传播%导致医院感染的发生&

根据
>?@I

分型电泳图谱的聚类分析结果%该

院临床
F>4?

菌株
>?@I

分型以
$

型为主%共
&)

株(主要分布在烧伤科和神经外科病房%在神经内

科)口腔科)血管外科)呼吸科)老年病科及
09<

也

有发现&在烧伤科与神经外科病房各有
)

例患者同

源%证实有
F>4?

小流行存在(在其他病房也有流

行株感染存在&环境
F>4?

菌株
>?@I

分型也以

$

型为主%共
&(

株(主要分布在烧伤科病房%共
+

株&根据聚类分析结果%临床
F>4?

菌株与其相应

环境
F>4?

菌株同源性很高&在
>?@I

$

型
F>"

4?

菌株中%临床分离株与其相应的医院外环境分

离株为同一类型%如在烧伤科患者
(

)患者
*

)患者

%

)患者
#

外周环境分离到同型的
F>4?

菌株(另

外%在神经外科患者
&

)神经内科患者
!

)口腔科患者

)

)呼吸内科患者
+

的医院外环境中均分离出
>?@I

$

型
F>4?

菌株&医院感染株和环境株在遗传因

子上存在同源性有
#

起&可能是通过患者之间)患

者与陪护人员之间的接触引起%也可能是通过医生

在不同科室会诊或医护人员的手进行传播&外源性

途径是
F>4?

医院感染的主要来源&

有效降低
F>4?

医院感染的发生%应尽早进行

F>4?

菌株的流行病学调查&流行病学调查常依

据细菌分型&细菌分型方法有表型分型和基因分型

两大类%医院感染病原菌分型更倾向于基因分型方

法!

'

"

&脉冲场凝胶电泳#

@RO!

$分型被认为是细菌

分子生物学分型方法的1金标准2

!

&"

"

%但其需要特殊

而昂贵的仪器设备%技术条件高%难以推广应用&质

粒分型则由于质粒丢失和发生基因重组以及不含质

粒或含质粒很少的菌株%不能够准确分型&

>?@I

分型是近年来继质粒谱分析)脉冲场电泳及探针杂

交等分子生物学分型方法之后发展起来的又一基因

分型技术%其已成为分子流行病学研究中有利的工

具%美国医院流行病学协会已推荐其为医院感染常

见病原菌的分型方法&

>?@I

技术具有分型率高)

分辨力强)重复性好)简便)快速)经济等优点%可广

泛用于
F>4?

的同源性分析&本研究应用
>?@I

技术%通过对
F>4?

的同源性分析了解到'#

&

$本研

究的医院感染以外源为主(#

!

$有小流行趋势%与消

毒隔离不严有关(#

(

$传染源为患者)医务人员带

菌者及细菌储存所#环境$(#

)

$传播途径为直接或

间接接触传播&据文献报道!

&&

"

%大部分的医院感

染都可以通过监测和采取一系列的感染控制措施

得到预防&因此%在积极开展对感染患者的抗菌

药物治疗同时%应加强实验室的细菌培养检测工

作%及时掌握新的耐药动态%以保证临床治疗的正

确性)有效性&严格执行病区的消毒隔离制度%进

一步加强对工作人员以及各类探视人员的卫生监

督%如工作人员以及探视人员穿戴隔离衣)帽)鞋)

口罩及勤洗手等都是降低
F>4?

医院感染的有效

措施!

&!"&(

"

&
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本次调查严格按国家方案要求%选择具有代表性的

苗族聚集区吉首市苗族乡采集样本%保证了样本的

真实性&上述结果显示%湖南苗族
&"

#

*'

岁人群

9I(,

)

9I),

)

9I#,3

淋巴细胞计数平均值分别

为
&)!+-%&

个*
%

H

)

%#%-*)

个*
%

H

)

*#'-#+

个*
%

H

&

其中反映机体细胞免疫状态的重要指标
9I),

和

9I#,3

淋巴细胞计数与比值在男女间无差别#

*

$

"-"*

$%但在不同年龄组有差别%年龄较小组的数

量明显高于年龄较大组#

*

#

"-"*

$%即随着年龄增

大%

9I),

和
9I#,3

淋巴细胞绝对数有所下降%比

值也有增大的趋势&这一结论与段松等在云南省德

宏州傣族人群检测的结果一致%

9I),3

淋巴细胞

计数减少与年龄增大%免疫系统出现衰弱而成正相

关减少有关!

!

"

&

本研究中苗族健康人群
9I),3

淋巴细胞计

数均值为
%#%-*)

个*
%

H

%与埃塞俄比亚#

%%*

个*

%

H

$

!

(

"

)上海#

%!%

个*
%

H

$

!

)

"

)广西壮族#

%&#

个*

%

H

$

!

*

"接近%低于天津#

#+"-!%

个*
%

H

$

!

+

"

)云南德宏

#

#)'

个*
%

H

$

!

!

"

)印度#

#+*

个*
%

H

$

!

%

"

)荷兰#

''(

个*

%

H

$

!

(

"

)意大利#

')"

个*
%

H

$

!

#

"

%高于湖北#

+#&

个*

%

H

$

!

'

"

)瑞士#

+'&

个*
%

H

$

!

&"

"

&造成此种差异的原因

十分复杂%不同民族遗传)地域)生活环境)生活习俗

及样本收集)检测时间)方法等因素对于
3

淋巴细

胞计数均存在较大的影响&由此可见%建立不同民

族的
9I(,

)

9I),

)

9I#,3

淋巴细胞正常参考值

具有重大的临床意义&

$致谢%感谢湖南省吉首市疾病预防控制中心协助采样

和中国疾病预防控制中心的技术指导&
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