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医疗环境凝固酶阴性葡萄球菌耐药性监测及耐药基因研究
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［摘　要］　目的　研究医疗环境物体表面及医护人员手凝固酶阴性葡萄球菌（ＣＮＳ）分布及耐药性，为控制医院感

染提供科学依据。方法　采用细菌生化鉴定仪 ＷａｌｋａＷａｙ４０ｓ１及微量生化管进行ＣＮＳ的分离与鉴定，ＫＢ纸片

扩散法进行药敏试验，同时进行耐药基因犿犲犮犃的聚合酶链反应（ＰＣＲ）鉴定。结果　采集物体表面标本４７８份，医

护人员手标本３６３份，共培养分离ＣＮＳ６３株，检出率７．４９％；其中１５株ＣＮＳ分离自物体表面，３８株分离自护士

手，１０株分离自医生手。２４株（３８．０９％）ＣＮＳ具有犿犲犮犃基因，为耐甲氧西林ＣＮＳ（ＭＲＣＮＳ），分别为表皮葡萄球

菌（１２株）、溶血葡萄球菌（６株）、瓦氏葡萄球菌（５株）、头状葡萄球菌头状亚种（１株）；药敏结果显示，表皮葡萄球

菌、溶血葡萄球菌和瓦氏葡萄球菌分别对青霉素、阿莫西林、氨苄西林／舒巴坦、红霉素、头孢唑林、亚胺培南耐药率

达８７．５０％以上，对复方磺胺甲口恶唑、左氧氟沙星、克林霉素、环丙沙星、四环素、庆大霉素的耐药率达２０．８３％～

４５．８３％。结论　医疗环境物体表面及医护人员手携带的ＣＮＳ存在多重耐药性，应引起临床警惕。

［关　键　词］　环境监测；物体表面；医护人员；凝固酶阴性葡萄球菌；耐甲氧西林凝固酶阴性葡萄球菌；葡萄球菌

属；抗药性，微生物；耐药基因
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　　随着抗菌药物的广泛应用，细菌耐药问题及耐

药菌株引起的感染日益严重，凝固酶阴性葡萄球菌

（ｃｏａｇｕｌａｓｅｎｅｇａｔｉｖｅ犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊，ＣＮＳ）引起的

医院感染逐年增加［１］。我们对２００８—２００９年８８所

医院物体表面及医护人员手的ＣＮＳ带菌状况及耐

药性进行研究，为医院环境卫生质量控制和合理使

用抗菌药物提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株来源　本组试验菌株分离自２００８—

２００９年８８所医疗机构环境物体表面（医院口腔科

治疗台灯把手、儿科门把手、透析机控制面板、ＩＣＵ

呼吸机控制面板）及医护人员手采集标本，共８４１

份。质控菌株为金黄色葡萄球菌ＡＴＣＣ２５９２３和

ＡＴＣＣ４３３００，由中国菌种保藏中心提供。

１．１．２　试剂与仪器　ＤＮＡ引物由上海生工生物工

程（上海）有限公司合成，试剂盒购自ＴａＫａＲａ公司

宝生物工程（大连）有限公司；聚合酶链反应（ＰＣＲ）

仪Ｌａｂｃｙｃｌｅｒ、凝胶成像仪ＧｅｌＤｏｃＸＲ（ＢＩＯＲａｄ）、

电泳系统ＪＵＮＩＪＹ６００ｃ、细菌生化鉴定仪 Ｗａｌｋ

ａＷａｙ４０ｓ１及微量生化管购自杭州天和生物有限公

司；药敏纸片（１９种）：阿莫西林／克拉维酸（ＡＭＣ）、

氨苄西林／舒巴坦（ＳＡＭ）、苯唑西林（ＯＸＡ）、呋喃妥

因（ＮＩＴ）、红霉素（ＥＲＹ）、环丙沙星（ＣＩＰ）、复方磺

胺甲口恶唑（ＳＸＴ）、克林霉素（ＣＬＩ）、奎奴普丁／达福

普汀（ＱＤ）、利福平（ＲＩＦ）、利奈唑胺（ＬＮＺ）、氯霉素

（ＣＨＬ）、青霉素（ＰＥＮ）、庆大霉素（ＧＥＮ）、四环素

（ＴＥＴ）、头孢唑林（ＣＦＺ）、万古霉素（ＶＡＮ）、亚胺培

南（ＩＰＭ）、左氧氟沙星（ＬＶＸ），为英国Ｏｘｏｉｄ公司

产品。

１．２　方法

１．２．１　菌株的分离鉴定　对采集的标本进行接种

分离培养，将分离菌用细菌生化鉴定仪ＷａｌｋａＷａｙ

４０ｓ１作菌株鉴定；少数不能鉴定的菌株，采用微量

生化管法进行鉴定。

１．２．２　耐药基因检测

１．２．２．１　ＤＮＡ模板液制备　用无菌移液ｔｉｐ头挑

取平板上数个新鲜菌落，置入２００μＬ灭菌纯水离心

管中，充分混匀制成菌悬液，然后将盛装此混合物的

离心管置１００℃煮沸１０ｍｉｎ后，在冰上短暂冷却，

１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，上清液即为模板液。

１．２．２．２　基因引物序列　犿犲犮犃Ｐ１：５′ＧＡＡＡＴ

ＧＡＣＴＧＡＡＣＧＴＣＣＧ３′；Ｐ２：５′ＡＣＴＴＡＧＴＴＣＴＴＴ

ＡＧＣＧＡＴ３′；扩增产物为３９３ｂｐ
［２］。

１．２．２．３　ＰＣＲ热循环参数　犿犲犮犃反应条件：９４℃

预变性１０ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５２℃退火３０ｓ，７２℃

延伸６０ｓ，３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。反应结束

后，将ＰＣＲ扩增产物置４℃保存。

１．２．２．４　ＰＣＲ反应结果检测　将ＰＣＲ扩增产物

经２％琼脂糖凝胶电泳，溴化乙锭染色后于紫外凝

胶电泳成像仪下观察结果，出现与阳性对照分子相

当的目的条带为阳性，摄像保存。

１．２．３　药敏试验　采用ＫＢ纸片扩散法进行药敏

试验，测定具有犿犲犮犃基因的葡萄球菌属对１９种抗

菌药物的敏感性。试验方法和结果判定按照美国临

床实验室标准化研究所（ＣＬＳＩ）《抗菌药物敏感性试

验执行标准》（２００９年）执行
［３］。

２　结果

２．１　ＣＮＳ检出情况　采集物体表面标本４７８份，

医护人员手标本３６３份，共培养分离ＣＮＳ６３株，检

出率为７．４９％；其中１５株ＣＮＳ分离自物体表面，

３８株分离自护士手，１０株分离自医生手。

２．２　耐药基因犿犲犮犃检测结果　６３株ＣＮＳ中有

２４株携带耐药基因 犿犲犮犃，为耐甲氧西林 ＣＮＳ

（ＭＲＣＮＳ），检测阳性率为３８．０９％。ＰＣＲ检测结

果见图１～２。

２．３　携带耐药基因病原菌的临床分布　２４株

ＭＲＣＮＳ分别为：表皮葡萄球菌１２株，溶血葡萄球

菌６株，瓦氏葡萄球菌５株，头状葡萄球菌头状亚种

１株；其在临床科室的分布见表１。

２．４　ＭＲＣＮＳ药敏试验结果　ＭＲＣＮＳ对抗菌药

物的药敏试验结果见表２。
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　　Ｍ：ＤＮＡｒｅｌａｔｉｖｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｓｔａｎｄａｒｄ；Ｐ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｓ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｓ（ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇｉｓｏｌａｔｅ３２，５４，１０９，２０１，

２１７，２９１，３８４，４３２，４５４，ｍｔ７，ｍｔ３２，ｍｔ４２，ｍｔ６，ｍｔ５９，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）

　　Ｍ：ＤＮＡｒｅｌａｔｉｖｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｓｔａｎｄａｒｄ；Ｐ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；

Ｎ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｓ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｓ（ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇｉｓｏｌａｔｅｌｔ１９，

ｌｔ３５，ｌｔ５４，ｌｔ３４，ｔ４８，ｔ５８，１２６，１３８，３９４，ＤＱ１３３，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）

图１　１４株ＣＮＳ耐药基因犿犲犮犃ＰＣＲ电泳图 图２　１０株ＣＮＳ耐药基因犿犲犮犃ＰＣＲ电泳图

犉犻犵狌狉犲１　ＰＣＲｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍａｐｏｆｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔ

　　　　 ｇｅｎｅ犿犲犮犃ｉｎ１４ＣＮＳｉｓｏｌａｔｅｓ

犉犻犵狌狉犲２　ＰＣＲｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍａｐｏｆｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｇｅｎｅ

犿犲犮犃ｉｎ１０ＣＮＳｉｓｏｌａｔｅｓ

表１　２４株携带犿犲犮犃的ＣＮＳ在各临床科室分布 （株）

犜犪犫犾犲１　Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆ２４ＣＮＳｉｓｏｌａｔｅｓｗｉｔｈ犿犲犮犃ｇｅｎｅ（ｉｓｏｌａｔｅｓ）

Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ
Ｎｏ．ｏｆｉｓｏｌａｔｅｓ

ｆｒｏｍｏｂｊｅｃｔｓｕｒｆａｃｅ

Ｎｏ．ｏｆｉｓｏｌａｔｅｓ

ｆｒｏｍｎｕｒｓｅｓ’ｈａｎｄｓ

Ｎｏ．ｏｆｉｓｏｌａｔｅｓ

ｆｒｏｍｄｏｃｔｏｒｓ’ｈａｎｄｓ
Ｒａｔｅ（％）

Ｓｔｏｍａｔｏｌｏｇｉｃａｌｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ２ － １ １２．５０

Ｐｅｄｉａｔｒｉｃｓｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ２ － － ８．３４

Ｈｅｍｏｄｉａｌｙｓｉｓｃｅｎｔｅｒ １ ６ － ２９．１６

Ｄｅｌｉｖｅｒｙｒｏｏｍｏｆｏｂｓｔｅｔｒｉｃａｌｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ － ５ － ２０．８３

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｒｏｏｍ － ２ － ８．３４

Ｉｎｔｅｎｓｉｖｅｃａｒｅｕｎｉｔ １ ２ ２ ２０．８３

表２　２４株ＭＲＣＮＳ对１９种抗菌药物的耐药率

犜犪犫犾犲２　Ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｒａｔｅｓｏｆ２４ＭＲＣＮＳｉｓｏｌａｔｅｓｔｏ１９

ｋｉｎｄｓｏｆａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｓ

Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ

ａｇｅｎｔ

Ｎｏ．ｏｆｄｒｕｇ

ｒｅｓｉｓｔａｎｔｉｓｏｌａｔｅｓ

Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ

ｒａｔｅ（％）

ＡＭＣ ２１ ８７．５０

ＳＡＭ ２４ １００．００

ＯＸＡ ２４ １００．００

ＮＩＴ ０ ０．００

ＥＲＹ ２３ ９５．８３

ＣＩＰ ８ ３３．３３

ＳＸＴ ５ ２０．８３

ＣＬＩ ６ ２５．００

ＱＤ ０ ０．００

ＲＩＦ ３ １２．５０

ＬＮＺ ０ ０．００

ＣＨＬ ６ ２５．００

ＰＥＮ ２４ １００．００

ＧＥＮ １１ ４５．８３

ＴＥＴ ９ ３７．５０

ＣＦＺ ２１ ８７．５０

ＶＡＮ ０ ０．００

ＩＰＭ ２１ ８７．５０

ＬＶＸ ５ ２０．８３

３　讨论

随着介入性诊疗手段、抗菌药物、免疫抑制剂的

广泛使用及某些慢性疾病，导致患者免疫力低下，使

ＣＮＳ感染成为医院感染的重要致病菌
［４］。本研究

自物体表面及医护人员手采集的８４１份标本中分离

出６３株ＣＮＳ，检出率为７．４９％。检出的６３株ＣＮＳ

中，２４株携带犿犲犮犃基因，为ＭＲＣＮＳ；２４株ＭＲＣＮＳ

分别为表皮葡萄球菌、溶血葡萄球菌、瓦氏葡萄球

菌、头状葡萄球菌头状亚种，药敏试验结果表明，除

ＶＡＮ、ＬＮＺ、ＱＤ、ＮＩＴ外，对其他抗菌药物都存在

不同程度耐药，其中最显著的是ＰＥＮ、ＡＭＣ、ＳＡＭ、

ＯＸＡ、ＥＲＹ、ＣＦＺ、ＩＰＭ抗生素，耐药率高达８７．５０％

～１００．００％。ＣＮＳ已经成为难以控制的多重耐药

感染菌株，ＭＲＣＮＳ的多重耐药性给临床治疗有关

医院感染性疾病带来了挑战。

在医院感染患者的各种临床标本中分离出耐药

性致病菌的报道［５］较多，已经对医疗机构环境、医务

工作者及患者造成了严重的威胁。此次调查中，

ＭＲＣＮＳ检出率就高达３８．０９％，应引起临床的高

度重视。

（下转第１０３页）
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凝集，与诊断血清的交叉凝集或不发生凝集。本实

验鉴定的大肠埃希菌可与沙门Ｏ抗血清发生凝集

反应，提示该菌株的Ｏ抗原可能与沙门菌属高度近

似。Ｏ抗原的特异性和多样性由脂多糖中的寡糖单

位侧链中单糖的种类、排列以及修饰情况决定［６］。

Ｗａｎｇ等
［７］研究表明，沙门菌Ｏ６与大肠埃希菌Ｏ１７、

Ｏ４４、Ｏ７３、Ｏ７７、Ｏ１０６血清型具有极为近似的寡糖骨架

（Ｂａｃｋｂｏｎｅ）结构。Ｏ抗原的表达与加工本质上由

一系列相关基因调控。有学者发现沙门菌属中Ｏ５８

型与大肠埃希菌Ｏ１２３型的Ｏ抗编码基因簇全序列

具有极高的同源性［８］。上述研究结果证明，至少特

定血清型的大肠埃希菌与沙门菌等肠道细菌具有相

同的进化祖先。因此，基于表型鉴定的诊断方法存

在固有的漏诊、错诊概率。

为提高诊断的准确性，本研究在表型鉴定的基

础上，对待检菌的１６ＳｒＲＮＡ序列进行分析。１６Ｓ

ｒＲＮＡ是细胞生物进化的标记分子，通过序列分析

发现个别碱基的差异即可辨别大肠埃希、沙门菌属

等肠杆菌成员。目前核酸扩增方法和序列测定已经

非常普及，基因型的鉴定可为临床分离菌的鉴定提

供有力的依据，同时血清学特异性的基于多重

ＰＣＲ
［９－１０］、基因芯片或生物分子质谱检测方法的建

立对于提高实验室与疾控体系的诊断能力，完善诊

断技术储备都具有重要意义。
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