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医院内感染耐甲氧西林金黄色葡萄球菌
分型及临床分析

刘晔华王世瑜张坚磊穆红

·71·

·实验室研究·

【摘要】 目的研究天津市第一中心医院内感染耐甲氧西林金黄色葡萄球菌(MRsA)的

clfB分型。方法对2006—2012年天津市第一中心医院已进行SCCmec分型且MLST分型为

ST239的临床非重复分离的MRSA，从ICU(n=35)和非ICU科室(凡=7)共选取42株进行clfB分

型。结果42株MRSA均属于clfB的系列3，ICU的35株MRSA可分为6个型别，3．52占42．9％，

3-52E占37．1％，3-50占8．6％，3-52C占5．7％，3-50A和3-50E分别占2．9％；非ICU的7株MRSA分

属3个型别，3．52占42．8％，3-52E和3．50分别占28．6％；clfB分型联合SCCmec分型效果(分型指数

ID=0．767)优于单纯应用clfB(ID=0．688)和SCCmec(ID=0．303)，clfB／SCCmec联合分型可以将

系列3的42株MRSA分为10个型别，其中SCCmecIII—elfB3．52E是主要克隆，占40．4％。相比非

ICU科室，ICU感染MRSA的患者住院时间较长、使用抗菌药物治疗时间较长，差异有统计学意义

(P<0．05)。结论基于可变串联重复序列的clfB分型方法分辨力高，可用于MRSA快速分型。

【关键词】耐甲氧西林金黄色葡萄球菌；凝集因子B；可变串联重复序列；基因分型
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【Abstract】0bjective To evaluate the clfB typing method in discriminating the ST239

methicillin．resistant Staphylococcus aureus(MRSA)isolated from patients under nosocomial infection

in Tianjin first central hospital SO as to access the elinical risk factors and outcomes of the MRSA

nosocomial infection from ICU and non．ICU departments．Methods Forty-two stains of MRSA with

known SCCmec type were chosen in bom ICU(n=35)and non．ICU(几=7)wards．from 2006 to

201 2，of which MLST genotype was ST239．Clinical risk factors and rates on drug resistant to MRSA
were counted．respectively．Results AU the isolates of MRSA belonged to the same lineage 3 and 6

heplotypes．based on clfB variable．number random repeats typing．Thirty．five isolates from ICU

belonged to 6 heplotypes，among which elfB3-52，3-52E，3-50，3-52C，3-50A and 3-50E were

accouted for 42．9％，37．1％．8．6％，5．7％，2．9％and 2．9％，respectively．Seven isolates from non-ICU

belonged to 3 heplotypes，in which 3-52，3-52E and 3-50 were accouted for 42．8％，28．6％，28．6％，

respectively．Whell clfB typing was combined with SCCmec typing in use．results showed that the

index ofdiscrimination as 0．767．beaer than clfB(ID=0．688)or SCCmec(ID=0．303)used alone．

SCCmec III-clfB3—52E seemed as the major clone among the 10 heplotypes of clfB／SCCmec typing，
which was accounted for 40．4％．There were significant differenees on the length of hospitalization

(P<0．005)and the duration of antibiotics use(JP<0．05)between ICU and non．ICU．Conclusion

The clfB typing method which Was based on vailable．numbers of tandom repeats showed powerful
abilitv of resolution．It could also be combined with MLST and SCCmec typing to be used in local

epidemiological investigatioas．

【Key words】 Methicillin—resistant Staphylococcus aureus；Clumping factor B gene；Variable—
number tandem repeat；Genotyping

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌(MRSA)感染是全

球公共卫生问题之一，掌握其分子特征有助于控制
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感染。多位点序列分型(MLST)¨3技术对局部地区

散发流行菌株的分型能力有限，基于MRSA“附属”

基因凝集因子B(clfB)的R区可变串联重复序列

(VNTR)的基因分型是一个理想选择：首先，c归是
黏附素基因家族成员之一乜1，其编码的ClfB可锚定
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于人类鼻黏膜的纤维蛋白和角蛋白，使菌株能够定

植于鼻咽部，因此clfB在致病机制中发挥重要作

用；其次，从遗传角度看，MRSA成功定植并感染宿

主与clfB R区的长度密不可分，R区长度范围420—

804 bp，由编码丝氨酸一天冬氨酸(sD)的高度变异

重复序列组成，由于核苷酸突变使SD序列增加或

丢失，使得该区域具有遗传多态性f31，在核苷酸水平

表现为VNTR的个数、特征和排列顺序的差异，这

是分型的理论基础；第三，elfl3具有体内外及宿主之

间传播的稳定性，这是应用VNTR进行分型的必要

前提⋯。

本研究对天津市第一中心医院院内感染的非重

复分离ST239型MRSA从ICU和非Icu科室选取42

株进行clfB分型，并探讨SCCmec／clfB联合的分型

能力。

材料与方法

1．菌株来源：依据《医院感染诊断标准(试行)》

(卫医发[2001]2号)b3，结合患者临床诊断和症状，

依据患者采样时间距人院时间间隔(>48 h)以及感

染部位和标本类型是否对应，筛选2006年1月至

2009年11月住院患者分离的医院感染MRSA，同一

患者10 d内只取第一次分离菌株。标本类型包括无

菌体液(血液1份、胸水2份)3份、下呼吸道分泌物

(均是上皮细胞<10个／LP)38份、伤口分泌物l份。

2．主要仪器和试剂：法国梅里埃VITEK．1I全自

动微生物分析系统及配套革兰阳性菌鉴定卡GP和

革兰阳性菌药敏卡AST-GP67；美国ABl9600PCR扩

增仪；n紫外凝胶成像仪；DYCP一31电泳仪。血琼

脂平板和Mueller-Hinton琼脂平板购白天津市金章

科技发展有限公司；头孢西丁药敏纸片购自英国

Oxoid公司；溶葡萄球菌素lysostaphin、rTaqDNA聚

合酶、10×PCR缓冲液(含MgCI：)和dNTP购自日本

TaKaRa公司；所有PCR引物均由生工生物工程(上

海)股份有限公司合成。PCR扩增产物纯化与测序

由上海英骏生物技术有限公司完成。

3．MRSA的筛选、分子鉴定和药敏试验：MRSA

通过头孢西丁纸片扩散法(质控菌株：ATCC25923)

和苯唑西林最低抑菌浓度(MIC，质控菌株：

ATCC29213)法初步筛选，参照文献[6]进行确认。

分离菌株的鉴定和药敏试验均利用VITEK．11全自

动微生物分析系统进行，并参照美国临床实验室标

准化协会(CLSI)2013年版M100一$23规定判定耐药

(R)、中介(I)和敏感(S)1710

4．MRSA盒式染色体mec(SCCmec)分型及

MLST分型：挑取血平板上新鲜过夜的3～5个单个

菌落，混悬于300 gl含有30 U／ml溶葡萄球菌素的TE

缓冲液，37℃作用60min。15 000 r／min离心30 S。测

定上清液A：。以：。。比值，计算DNA含量，所得上清液

分装并一20 cc保存备用。SCCmec分型参照Oliveira

和de Lencastret81的方法设计引物，建立多重PCR反

应体系，总体积为25 lal；MLST分型参照文献[9]设

计的7个管家基因(arcC、aroE、glpr、gmk、pta、tpi和

yqiL)的引物序列，退火温度为55℃30 S，将PCR产

物纯化并双向测序，测序结果利用DNAMAN软件

校对后提交至MLST网站(www．mlst．com)，进行序

列比对，获得该菌株的等位基因图谱，由此确定每株

MRSA的序列型。

5．clfB的SD VNTR分型：参照文献[10]的引

物，clfBF2：57一GTT ATG GTG GTG GAA GTG

CTG一3’。clfl3R1：5 7一CGC TCT TAT CTC CTG TTT

CTG G一3 7，反应条件：94℃4 min，94 oC 30 S，59 oC

30 S．72℃60 S，30个循环，72℃10 min，其中退火

温度由Gomes等n们的55℃提高至59℃，以控制非

特异性条带的产生。PCR扩增产物经纯化并双向测

序后，以Lamers等b1设立的109个VNTR为依据，通

过串联重复序列查找程序(http：／／tandem．bu．edu／trf／

trf．htrr“)分析测序结果，得到clfB图谱，参照Ugolotti

等¨¨的罚分法则划分elfB同系列的不同型别。

6．统计学分析：采用WHONET5．6软件分析药

敏结果；应用SPSS 18．0软件对临床资料进行统计，

采用t检验、Pearson)c2检验或者连续校正x2检验对

MRSA同一变量进行横向比较，P<O．05为差异有统

计学意义；分型指数(ID)的计算采用EpiCompare软

件(http：／／www．ridom．de／epicompare)[1 2I，ID=1提示

该分型方法能将所有测试菌株分为不同型别，ID=0

提示所有测试菌株属于同一型别。

结 果

1．MRSA确认：42株菌经初筛、VITEK．11上机

鉴定(符合率>99％)和mecA基因的PCR扩增均确

认为MRSA。

2．MRSA的药敏试验：42株菌均对万古霉素和

利奈唑胺敏感；相比非ICU，ICU的MRSA分离株对

大环内酯类、氨基糖苷类、喹诺酮类和利福平具有较

高耐药率，但复方新诺明的耐药率低于前者(表1)。

3．SCCmec分型：42株MRSA经过SCCmec分

型，Ⅲ型34株，占80．9％；Ⅲa型1株，占2．4％；I型3
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表1 42株MRSAX,j常用抗菌药物的耐药率

·73·

株，占7．1％；11型2株，占4．8％；IV型2株，占4．8％

(图1)。
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注：M：相对分子质量标准；1：I]I型；2：Ⅲa型；3：Ⅱ型；4，5：

I型：6：IV型

图1 MRSA菌株SCCmec分型

4．MLST分型：MRSA的7个管家基因(arcC、

aroE、gfpF、gmk、p尬、卿和yqiL)的扩增产物长度为

456、456、465、429、474、402和516 bp，将产物序列与

www．mlst．net上公布的序列进行比对，结果显示，42

株菌均为ST239型(图2)。

400 bp
300 bp
200 bp

100 bp

江：～l：}u(J分J负量阶压

图2 MSRA 7个管家基因PCR扩增

5．clfB R区的VNTR分型：42株MRSA的

VNTR M为38(24～45)，扩增产物长度M为998

(754～1056)bp；ICU的35株№SA划分为系列3的6
个型别，clfB3—52是最主要克隆，占42．9％，其次是

clfl33．52E，占37．1％；非ICU的7株脉sA划分为系列
3的3个型别，clfB3—52是主要克隆，占42．8％(图3)。

9．39 9．1l 1 10．5 6-5 6-14 9．89 6—8 M 9-31 9—50 9-1 19 69-66 9—4 9-16 9·1

注：M：相对分子质量标准，由上至下依次为1 500、l 000、750、500、200、100 bp；条带上方数据为PCR产物长度(bp)，下方数据为相应R区

的VNTR个数

图3 clfB R区VNTR的PCR扩增
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6．42株MRSA的分子特征：ICU的35株MRSA

中，SCCmecⅢ型30例(30／35，85．7％)，I型3例(3／

35，8．6％)，Ⅳ型2例(2／35，5．7％)；非ICU的7株

MRSA中，SCCmecIII型5例(5／7，71．4％)，Ⅱ型2例

(2／7，28．6％)。42株MRSA的SCCmec／clfB联合分

型结果共1 0个型别，SCCmec 11一clfB3—52E是主要克

隆，占40．4％(表2)。

表2 42株MRSA的分子特征

7．不同分型方法ID的比对：42株MRSA通过

clfB分型得到6个型别，3—52为最主要型别，占

42．9％，其次为3-52E(35．7％)和3—50(11．9％)；clfB／

SCCmec联合分型将42株MRSA分为10个型别，

SCCmec 11I。clfB3．52E是主要克隆，占40．4％。clm／

SCCmec联合分型效果(ID=0．767)优于单纯应用

clfB(ID=0．688)和SCCmec(ID=0．303)，见表3。

表3 MRSA不同分型方法分型能力比较

讨 论

本研究的MRSA分离株主要集中在2007年，且

ICU科室所占比例较高(35／42，83．3％)，为了更直观

地探讨MRSA分离株的演变和进化，本研究参照

Ugolotti等n¨的罚分法则，对clfB同系列内不同型别

的划分进行改良，具有相同的5’和3’端但序列内部

存在VNTR的插入、缺失或者置换，获得相应罚分，

累计分值获得最终型别。

本研究所涉及的医院感染MRSA主要来源于下

呼吸道标本(38／42，90．5％)，患者相关临床资料显

示，28例(主诊13例，合并症15例)同期有肺部感染

症状，因此该类患者的MRSA分离株应视为临床感

染菌株；其余10例患者的人院主诊和出院诊断均未

涉及呼吸道感染，应归为定植菌范畴，查阅该10例

患者调查之前和之后的资料显示，4例(6—23、9．84、

9—98和9—114)既往曾人住ICU，且从感染灶分离得

到MRSA；4例(9—4、9—39、9．95和9—109)在首次分离

出MRSA之后的3次痰培养均分离到MRSA，万古

霉素MIC值由起始的1 Ilg／ml增至2 I，tg／ml；2例

(6—16、9—76)于2009年再次入院，有肺感染症状，且

均分离出MRSA。上述10例MRSA定植患者好转

率只有30％，Gupta等n纠的研究证实，患者人院期间

发生MRSA定植是引起后续感染和增加死亡率的高

危因素，应密切关注。

ICU科室的35株MRSA clfB分型主要为3—52

(42．9％)，其次为3-52E(37．1％)，回顾分析相关菌株

的临床资料得知，2007年1—8月期间，clfB分型为

3—52的菌株呈现散在暴发，2007年9月至2008年4
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月期间，3．52E替代3．52成为主要克隆；分析其

VNTR的排列，发现3-52E与3—52相比，缺失15个

VNTR，且在3’末端存在单个VNTR的置换，推断

clfB3—52E为3—52的变异体，可能与ICU科室患者抗

菌药物应用时间长，且多为广谱强效抗生素，造成

MRSA通过竞争压力选择性进化有关。Young等‘14’

研究发现，MRSA的鼻腔定植株与血流感染株的差

别主要是单个核苷酸突变累积致使某些基因不再表

达相应蛋白质，从而增强其毒力和致病性并获得性

耐药，ICU分离的MRSA较非ICU对万古霉素和利

奈唑胺以外的其他抗菌药物呈现较高水平耐药也佐

证了上述推断。Mwangi等n51报道MRSA H7051在

ICU流行且多重耐药，其clfB分型属于3—52；2007年

MRSA TW20曾在伦敦几家医院的ICU引起2次暴

发流行[1“，其clfB分型属于3—52。天津市第一中心

医院分离的clfB3—52E、3．52与TW20一样，属于

ST239型，与此同时，ST239型MRSA曾在世界各地

的暴发和散发流行中分离到¨7‘1⋯。

来自移植外科、干部科和血液科非ICU科室的

7株MRSA分为clfB3的3个型别，与ICU的主要型

别和分离时间段相同，应警惕该型别菌株在院内散

在流行的可能，MRSA的检出个体多以主诊肺部感

染或者合并肺部感染收治入院，且有严重的基础疾

患(如肝炎后肝硬变、糖尿病、高血压或者血液系统

恶性肿瘤等)，应引起重视，防止并杜绝MRSA在院

内的传播。

clfB联合SCCmec分型效果优于单纯应用clfB

和SCCmec分型。MLST是基于MRSA的7个管家

基因的分型技术，而管家基因属于核心基因进化缓

慢，调查局部地区和特定时间区间的散发流行其分

型能力有限，但MLST分型结果可以在全球不同实

验室间比对，进而划分克隆群体；SCCmec分型和

clfB分型是基于菌株附属基因的分型技术，附属基

因多和菌株的黏附、毒力以及耐药性相关，受外界环

境和宿主的微环境影响，进化选择压力大，易发生变

异，这是用作分型的理论基础【4’”’2⋯。本研究结果显

示，clfB分型图谱的变化主要是VNTR的插入、置换

或者缺失构成菌株型别的不同，而不是单个VNTR

的点突变，这对考察该菌株的演变和将该基因用作

分型工具是强有力的证据陋“。clfB图谱的变化是从

基因R区的3’端开始的，因此本研究试图分析测试

菌株3’端500bp以内的图谱构成，结果与对整个R

区分型的图谱分型结果相同，这将简化clfB基因分

型的步骤。

应用SCCmec／clfB联合分型可以将42株MRSA

分离株分为1 0个型别，SCCmec III．clfB3．52E是主要

克隆，占40．4％。研究发现，SCCmecIV型的体积小，

比其他型(I、Ⅱ、Ⅲ型)更容易在MRSA菌株之间传

播，已成为目前社区获得性MRSA主要型别。而在

美国CA—MRSA所致感染不仅仅限于社区，已成为

医院感染的重要原因之一[22|。值得关注的是在ICU

科室中，clfB3—52E群体的SCCmec分型结果不一，

其中9．111和9—114号菌株SCCmec分型为I型，

9-21和9—113为SCCmecIV型，且9—113的患者于9个

月后再次入院，自下呼吸道标本中分离出MRSA(编

号为9—95，SCCmec分型由Ⅳ型变为Ⅲ型)，Hanssen

等乜引研究认为SCCmec灵活，容易在葡萄球菌中平

行传播，因此不能单纯以SCCmec分型分析MRSA

的演变。最新研究显示，全基因组测序并比对基于

单个核苷酸的变异将有助于研究此类菌株的变异位

点，并从核苷酸和蛋白水平分析细菌的演变m’25I，这

将是下一步工作的方向。
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