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47株金黄色葡萄球菌临床血流感染
分离株的基因分型研究

陈荣沈定霞闰中强王欢

·实验室研究·

【摘要】 目的研究金黄色葡萄球菌临床血流感染分离株的分子流行病学特征。方法收

集2006年1月至2008年12月解放军总医院分离的临床血流感染金黄色葡萄球菌菌株(共47株)，

标本来源均为患者静脉血。采用琼脂稀释法检测所有菌株对多种抗生素的耐药性，PCR方法检测

酬毒索基因，DiversiLabTMRep．PCR分型系统分析菌株的同源性；对耐甲氧西林金黄色葡萄球菌

(MRSA)进行葡萄球菌染色体mec(SCCmec)分型以及ST239型别的快速筛查；综合分型和药敏试

验结果，挑选部分代表菌株进行多位点序列分型(MLST)。结果47株血流感染金黄色葡萄球菌

中，酬基因检f{；率为4．3％。MRSA占51．1％。MRSA均为SCCmec Ill型菌株；Rep．PCR分为A～L
共12个型，其中A型为最主要的型，共22株(46．8％)，所有的MRSA均属于A、B两型。结论47

株临床血流感染金黄色葡萄球菌巾的MRSA绝大部分为多酉耐药克隆ST239．MRSA-SCCmecⅢ型。
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【Abstract】 Objective To investigate the molecular epidemiological characteristics of

Staphylococcus aureus associated with bloodstream infection in hospital．Methods 47 Staphylococcus

aureus sitains isolated from bloodstream in PLA General Hospital were collected from January 2006 to

December 2008．Susceptibility of the strains to ll antimicrobial agents was detected and DNA

homology of them was analyzed with Rep-based DiversiLab“Microbial Typing System．

Panton．valentine leukocidin(PVL)gene was determined by PCR． For methicillin．resistant

Staphylococcus auFeus(MRSA)strains．the genotypes of SCCmeC were determined and ST239 clone
was screened with multiplex PCR．Multilocus sequence typing(MLST)Was used to determine the

STs of the selected isolates．Results In the 47 Staphylococcus aureus isolated from blood．

methicillin．resistant strains accounted for 51．1％。all belonged to SCCmec ili type，with only 2 pvl gene

positive strains identified．1 2 different patterns(A—L)were found among 47 strains with Rep．PCR．
All MRSA strains clustered in the A and B subtypes．Conclusion Most MRSA strains isolated from

blood in PLA GeneraI Hospital belonged to ST239．MRSA．SCCmec nl clone．DiversiLab“Microbial

Typing System could provide a rapid and effective method to investigate the molecular

epidemiological characteristics ofStaphylococcus aureus in the hospital settings．
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Molecular epidemiology

金黄色葡萄球菌是致医院获得性血流感染中最

常见的病原菌之一，特别是耐甲氧西林金黄色葡萄

球菌(MRSA)，已经成为世界范围引起院内感染的

重要病原菌。近年来，世界许多地区不断报道

MRSA引起医院内感染的暴发，一些耐药克隆(如

ST239)广泛流行¨】。本次研究通过多种分子分型方
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法了解解放军总医院临床分离的血流感染金黄色葡

萄球菌菌株的流行病学特征，为控制该菌引起的血

流感染以及MRSA暴发奠定基础。

材料与方法

1．菌株：收集2006年1月至2008年12月解放军

总医院分离的47株临床血流感染金黄色葡萄球菌，

标本来源为患者静脉血，所有菌株均为同一时间内连

续分离的非重复菌株，同一患者只取第1次分离株。
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2．主要仪器和试剂：包括PCT-200型PCR仪

(Bio．Rad，美国)；BINTA 2020D型紫外凝胶成像仪；

DiversiLabm系统：Agilent@2 1 00生物分析仪(包括芯

片安装站，蜗旋混悬仪，计时器)。M—H琼脂、药敏

纸片购自英国Oxoid公司。溶葡萄球菌素

(1ysostaphin)、TaqDNA聚合酶、MgCl：及dNTP购自

日本TaKaRa公司；PcR引物由上海生物工程有限公

司合成。使用DiversiLabTM推荐的微生物DNA纯化

试剂盒和葡萄球菌DNA指纹图谱试剂盒(法国

bioM6rieux公司)提取DNA并进行Rep．PCR分型。一

3．方法：①药敏试验：琼脂稀释法检测所有菌株

对青霉素G、万古霉素、红霉素、头孢西丁、头孢唑

啉，环丙沙星、左旋氧氟沙星、替考拉宁、米诺环素、

庆大霉素、头孢噻肟的耐药性。②总DNA提取：取

血平板上新鲜过夜6—8个单个菌落，混悬于0．3 nll

含有50 U／ml溶葡萄球菌素的TE液(pH=8．0)中。

35℃水浴30 min，100℃煮沸10 min，15 000 r／min

离心20 s后取上清即为细菌总DNA溶液，用于PCR

扩增。③葡萄球菌染色体mec(SCCmec)分型：按参

考文献[2]介绍的多重PCR进行SCCmec快速分

型。反应体系为25肛l，共9对引物。反应条件：

94℃预变性5 min，然后94℃变性45 S，65℃退火

45 S，72℃延伸90 s，10个循环，再次94℃变性45 s，

55℃退火45 s，72℃延伸90 s，循环25次，最后72℃

延伸10 min。电泳结果用凝胶成像系统观察。④

Rep—PCR分型：使用DiversiL舻推荐的微生物
DNA纯化试剂盒提取DNA模板，DNA定量并稀释

至工作浓度25～50 ng#tl，使用DiversiLa∥葡萄球
菌DNA指纹图谱试剂盒按操作说明配制PCR反应

体系后，上机(Agilent o 2100 Bioanalyzer)进行

Rep．PCR反应并分离DNA片段。反应条件为：

94℃预变性2 min，然后94 cc变性30 s，50℃退火
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30 S，70 oC延伸90 s。循环35次。最后70℃延伸

3 min。利用DiversiLabTM软件的统计分析功能比较

指纹图谱。⑤ST239型别的快速筛查：参照参考文

献[3]，采用多重PCR方法筛查MRSA菌株中的

ST239克隆，同时扩增出大小分别为220 bp和484

bp的产物者为初筛阳性，电泳结果用凝胶成像系统

观察。⑥酬基冈检测：参考文献[4]：反应体系为
25 m；PCR扩增条件：94℃预变性5 min，然后94℃

变性30 s，55 oC退火30 S，72 oC延伸l min，循环30

次，72℃延伸5 min，片段长度433 bp，电泳结果用凝

胶成像系统观察。⑦多位点序列分型(MLST)：反

应体系为50 ul。7个管家基因(arcc、aroe、glp、gmk、

pta、tpi、yqil)PCR所用的引物参照参考文献[5]。

PCR反应条件：95℃预变性5 n'fin，然后94℃变性

30 S，55℃退火30 S，72 oC延伸l min，循环35次，最

后72 cC延伸5 min。片段大小为402～516 bp。产

物纯化后测序，结果通过MLST分型数据库(http：／／

www．mlst．net)进行分型。

结 果

1．药敏试验：47株血流感染的金黄色葡萄球菌

均对万古霉素、替考拉宁和米诺环素敏感。MRSA

24株(51．1％)均为多耐药菌株(表1)。

2．Rep．PCR分型：见图l。47株金黄色葡萄球

菌以95％的相似度为界，分为A—L共12个型，其中

A型为主，有22株(46．8％)，B、C、D型各4株，E、F型

各3株，G型2株，H、I、J、K、L型各l株。24株MRSA

全部集中于A、B两个型别中。

3．SCCmec分型：24株MRSA均为SCCmeclll型。

4．酬基因检测：2株菌检出彬基冈，分别为
Rep-PCR的D型和E型，均为甲氧西林敏感金黄色

葡萄球菌(MSSA)。

表1 47株金黄色葡萄球菌临床血流感染分离株药敏试验结果
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注：图中菌株ID号由分离年份及其年份编号组成，如B07．SAU23

代表2007年分离的第23株血流感染会黄色葡萄球菌

图l Rcp-PCR分型的同源性树状图分析

5．ST239初筛及MLST检测：采用多重PCR方

法对24株MRSA进行ST239型别的筛查，其中22

株为ST239。综合药敏结果和分型结果，挑选10株

菌株(包括2株MSSA和8株MRSA)进行MLST检

测，结果见表2。

表2 10株金黄色葡萄球菌MLST分型结果⋯娄瓣骗=羔捌

讨 论

47株金黄色葡萄球菌中MRSA为24株

(51．1％)。所有分离菌株虽对万古霉素、替考拉宁、

米诺环素敏感，但对其他抗生素的耐药性较高，特别

是MRSA菌株，均为多耐药株。有文献报道临床血

流感染MRSA的死亡率高于MSSA【6】，而多耐药

MRSA还常引起院内感染暴发和流行，并延长住院

时间、增加治疗费用n】。

本研究还对分离菌株进行基因分型研究。47

株金黄色葡萄球菌的Pep．PCR分型【83结果显示：与

本院血流感染MSSA菌株分子型别的多样性不同，

MRSA菌株的分子型别只有A、B两型，为本院临床

分离血流感染MRSA的主要克隆，相似度较高

(94％)；而MSSA菌株除2株菌为A型，其余菌株分

布在C。L 10个型中，相似度较低。3年内各病房均

分离出血流感染的MRSA和MSSA，但从来源分析

并未发现明显的病区内暴发，从菌株分离年度看也

并未发现明显的聚集现象和变迁规律。

MLST是研究金黄色葡萄球菌分子流行病学的

主要方法之一。ST239 MRSA克隆株耐药性高，且

是目前亚洲及我国国内医院分离的主要MRSA克

隆¨’9】。虽然MLST分辨率较高，但技术要求严格且

费用较高；故我们先利用文献已报道的多重PCR方

法对MRSA菌株进行初步ST239筛查。结果22株

菌初筛阳性，挑选其中10株菌(2株为B型，8株为A

型)进行MLST检测，包括A型中的2株MSSA。2

株ST239初筛为阴性的MRSA中l株为ST7，另一株

菌的等位基因序列号为5_4一l_4—4—6—39，这种排列

模式与ST7极为相似，仅在yqiL基因上有4个碱基的

差异，在网上并没有查到一致的型别，已命名为新的

ST，编号为STl485，网站数据库ID为3057。其余

MRSA菌株均为ST239型，等位基因序列号为

2—3—1—1-4—4—3。而2株被归入A型的MSSA分别

为ST630和ST239，其中ST630和ST239从等位基因

排列上看，相似度高，仅在arcC基因上有差别。

MLST确认结果与PCR初筛结果相吻合。从分型结

果看，2006--2008年本院血流感染MRSA绝大多数

(91．67％)为ST239一MRSA．SCCmec 111型，该克隆耐

药性高，应积极预防其在医院内的爆发性流行。

本次研究未检测到携带酬基因的MRSA，仅2
株MSSA的∥z基因为阳性，分别属于Rep．PCR的D

型和E型。据文献报道，近年来携带Panton．

Valentine杀白细胞素(pa)基因的MRSA主要引起
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化脓性感染和严重的肺部感染，已有在美国、欧洲、

亚洲和非洲等国家引起严重感染的报道，甚至在有

些国家造成克隆株的播散no．11】。这种携带耐基因的

MRSA多为SCCmecIV型，且多为社区获得性n引。虽

然我们没有分离到耐基因阳性的血流感染MRSA

菌株，但对酬基因阳性的血流感染MSSA菌株引起
医院感染仍应引起足够的重视，这种携带酬基因的

MSSA会不会经过院内环境的影响转变为携带州
基因的MRSA，或者将这种毒力基因传递给其他

MRSA菌株，还有待继续监测。
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