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新生儿呼吸道分离凝固酶阴性葡萄球菌耐药性分析
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　　【摘要】　目的　探讨新生儿呼吸道感染凝固酶阴性葡萄球菌（ＣＮＳ）的耐药特点，指导临床合理用药和预防院

内感染。方法　采用ＫＢ纸片扩散法，测定ＣＮＳ对ｌ６种抗菌药物的耐药性。结果　１３３２例新生儿呼吸道标本中

检出ＣＮＳ１３２例，阳性率１０．１％，其中耐甲氧西林ＣＮＳ检出１４例，占ＣＮＳ的１０．６％。１３２例ＣＮＳ对青霉素类

（９７．７％）、红霉素（７７．３％）、克林霉素（５７．６％）耐药率较高，对头孢吡肟（７．２％）和头孢哌酮／舒巴坦（９．７％）耐药率

较低，对万古霉素、替考拉宁、利奈唑胺全部敏感。结论　ＣＮＳ为新生儿呼吸道感染的重要致病菌，临床医生应根

据新生儿感染ＣＮＳ的药物敏感试验结果合理使用抗菌药物。
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　　凝固酶阴性葡萄球菌（ＣＮＳ）广泛存在于自然界和人体表

面，是引起各种院内感染的常见致病菌。新生儿免疫系统不健

全，呼吸道抵抗力较弱，在生产过程和出生后极易发生呼吸道

ＣＮＳ感染，因此，针对新生儿呼吸道感染ＣＮＳ的治疗尤为重

要。现将本院２０１２年１月至２０１３年１２月新生儿病房呼吸道

分离ＣＮＳ１３２例的耐药性进行分析，以期为临床合理使用抗

菌药物提供依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　本院新生儿病房２０１２年１月至２０１３年１２

月送检的疑为呼吸道细菌感染患儿痰标本共１３３２例。

１．２　仪器与试剂　分离培养基哥伦比亚羊血平板、巧克力平

板、麦康凯平板由郑州安图生物工程股份有限公司生产，药敏

培养基 ＭＨ琼脂由法国生物梅里埃公司生产，细菌鉴定采用

ＡＰＩ或手工鉴定，药敏纸片由英国Ｏｘｏｌｄ公司生产。

１．３　方法

１．３．１　新生儿留取痰标本的方法　先清洁口腔，将一次性婴

儿吸痰管的长管接好负压吸引器，用无菌持物镊将插入管经口

咽或者呼吸道轻轻插入，开动吸引器，此时痰液慢慢吸出，并流

入婴儿吸痰器中，吸痰完毕，分开接头，用一次性吸痰器的无菌

盖将痰液存于痰液器中密封后送检。

１．３．２　细菌分离与鉴定　严格按照《全国临床检验操作规程》

第３版和本科室操作规程执行，细菌鉴定采用 ＡＰＩ微生物鉴

定系统［１］。

１．３．３　药敏试验方法和资料统计　按美国临床和实验室标准

化协会（ＣＬＳＩ）规定 ＫＢ纸片扩散法进行试验，根据２０１２年

ＣＬＳＩ标准判断药敏试验结果，将中介并入耐药结果。

１．３．４　耐甲氧西林凝固酶阴性葡萄球菌（ＭＲＣＮＳ）检测　

ＭＲＣＮＳ的检测采用ＣＬＳＩ推荐的头孢西丁纸片扩散法（ＫＢ

法）进行筛选，即抑菌环直径小于或等于２４ｍｍ为 ＭＲＣＮＳ耐

药菌株。用琼脂扩散进行确证，在含４％氯化钠注射液，

６μｇ／ｍＬ苯唑西林 ＭＨ 平板中点种０．５麦氏单位菌液，经

３５℃，２４ｈ孵育，只要有一个菌落生长即判断为 ＭＲＣＮＳ
［２］。

１．３．５　质量控制　以金黄色葡萄球菌（ＡＴＣＣ４３３００）为葡萄

球菌阳性参考菌株，葡萄球菌（ＡＴＣＣ１２２２８）为耐甲氧西林金

黄色葡萄球菌阴性参考菌株，药敏质控菌株与试验菌株同时进

行检测。

１．４　统计学处理　采用 ＷＨＯＮＥＴ５．６软件统计分析药物敏

感试验结果。
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２　结　　果

２．１　检出阳性率　１３３２例新生儿呼吸道标本中检出ＣＮＳ

１３２例，阳性率１０．１％，其中 ＭＲＣＮＳ检出１４例，占ＣＮＳ的

１０．６％。ＣＮＳ以表皮葡萄球菌、溶血葡萄球菌、人葡萄球菌为

主，表皮葡萄球菌 ７６ 例 （５７．６％），溶 血 葡 萄 球 菌 ２８ 例

（２１．２％），人葡萄球菌１６例（１２．１％），松鼠葡萄球菌６例

（４．５％），华纳葡萄球菌１例（０．８％），耳葡萄球菌１例（０．８％），

孔氏葡萄球菌１例（０．８％），其他葡萄球菌３例（２．３％）。

２．２　细菌药敏试验结果　１３２例ＣＮＳ对青霉素类耐药率达

９５．０％以上、对红霉素耐药率７７．３％、对克林霉素耐药率

５７．６％、对复方磺胺甲唑耐药率５１．５％；对４代头孢菌素头

孢吡肟和３代头孢加酶抑制剂头孢哌酮／舒巴坦耐药率低于

１０．０％；对万古霉素、替考拉宁、利奈唑胺全部敏感。各种抗菌

药物对ＣＮＳ药敏试验结果见表１。

表１　凝固酶阴性葡萄球菌药敏试验结果［狀（％）］

抗菌药物 耐药 敏感

青霉素Ｇ １２９（９７．７） ３（２．３）

氨苄西林 １２６（９５．５） ６（４．５）

头孢唑啉 ３１（２３．５） １０１（７６．５）

头孢呋辛钠 ４６（３５．０） ８６（６５．０）

头孢曲松 ２７（２０．９） １０５（７９．１）

头孢噻肟 １４（１０．９） １１８（８９．１）

头孢吡肟 ９（７．２） １２３（９２．８）

头孢哌酮／舒巴坦 １３（９．７） １１９（９０．３）

利福平 ４１（３１．３） ９１（６８．７）

左氧氟沙星 ２１（１５．９） １１１（８４．１）

复方磺胺甲唑 ６８（５１．５） ６４（４８．５）

克林霉素 ４４（５７．６） ８８（４２．４）

红霉素 １０２（７７．３） ３０（２２．７）

利奈唑胺 ０（０．０） １３２（１００．０）

万古霉素 ０（０．０） １３２（１００．０）

替考拉宁 ０（０．０） １３２（１００．０）

３　讨　　论

ＣＮＳ是除金黄色葡萄球菌外的一类葡萄球菌，大量存在

于人体表面，正常条件下不致病，但某些情况如免疫力降低或

接受一些侵入性治疗容易引起ＣＮＳ感染。新生儿免疫系统不

健全，抵抗力差，可能存在体质量极低、中心静脉置管、胃肠外

营养以及广谱抗菌药物不合理使用等因素，使ＣＮＳ感染的机

会大大增加［３］。感染新生儿的主要环境包括母婴同室时的产

科病房、新生儿病房、新生儿重症监护病房等，主要通过母体及

医护人员的手、口鼻、医疗器械、暖箱、奶嘴、衣物、敷料等物品

在医护人员或患者间播散。特别是ＣＮＳ能产生黏质物，在其

表面形成生物膜，对光滑的生物医学材料具有吸附作用，细菌

藏于厚厚的生物膜内，使抗菌药物治疗效果较差［４］。

本研究１３３２例疑为新生儿呼吸道感染患者标本中检出

ＣＮＳ１３２例，阳性率１０．１％，其中 ＭＲＣＮＳ１４例，占ＣＮＳ的

１０．６％。表皮葡萄球菌在新生儿呼吸道ＣＮＳ感染中有７６例，

占５７．６％，与彭敬红等
［５］的报道一致，由此提示新生儿呼吸道

感染不可忽视表皮葡萄球菌感染。

新生儿呼吸道分离ＣＮＳ对青霉素类耐药率达９５．０％以

上，对红霉素、克林霉素、复方磺胺甲唑耐药率大于５０．０％，

表现为多重耐药。本研究尚未发现万古霉素、替考拉宁、利奈

唑胺耐药株。万古霉素和替考拉宁是针对成人葡萄球菌感染

的首选抗菌药物，但它们对耳、肾的不良反应较大，新生儿患者

使用应十分慎重，未成熟的新生儿，最好测定血清药物浓度以

积累使用经验。万古霉素在肺组织的浓度低，并不推荐用于肺

部感染的治疗［６］。

利奈唑胺是一种新型恶唑烷酮类合成抗菌药物，２０００年

获得美国食品和药物管理局批准上市，已被批准用于新生儿和

儿童，此类药物对各类耐药的革兰阳性球菌具有抗菌活性，通

过抑制细菌蛋白质起始阶段的合成发挥作用，与其他抑制合成

的抗菌药物很少有交叉耐药，且体外不易诱导细菌耐药性产

生［７］。国内一项研究也显示利奈唑胺对革兰阳性球菌包括耐

甲氧西林金黄色葡萄球菌感染的疗效和安全性良好［８］。利奈

唑胺在肺组织具有较高浓度，利奈唑胺在治疗新生儿革兰阳性

球菌感染的有效性和安全性方面取得良好效果［９１１］，在治疗新

生儿呼吸道ＣＮＳ感染时值得进一步积累经验。

其他敏感性较高的抗菌药物包括头孢噻肟、头孢吡肟、头

孢哌酮／舒巴坦等。头孢噻肟为第３代头孢菌素，抗菌谱广，对

大部分非耐药革兰阴性杆菌有良好的抗菌活性。本研究显示，

头孢噻肟对ＣＮＳ也具有良好的抗菌活性，可作为经验用药之

一。头孢吡肟虽然体外耐药率（７．２％）较低，但在新生儿的治疗

经验较少，对２个月以下儿童使用本品应谨慎。舒巴坦为一种

不可逆的β内酰胺酶抑制剂，与第３代头孢菌素联合应用具有

良好的杀菌活性。本项研究证明头孢哌酮与舒巴坦的复合制剂

在体外具有良好的抗菌效果，耐药率为９．７％，是控制新生儿感

染的良好抗菌药物，可作为治疗新生儿呼吸道ＣＮＳ感染的经验

抗菌药物之一。总之，ＣＮＳ呼吸道感染治疗中应尽量根据药敏

试验结果合理使用抗菌药物，避免盲目用药或联合使用。

新生儿发生的呼吸道ＣＮＳ感染多为院内感染，防范是重

点。应积极做好产前保健，预防早产及羊膜早破，减少产前、产

时窒息损伤、减少气管插管机会；应加强对产房和新生儿病房

的院内感染防范，规范工作人员手消毒；在产科新生儿室和儿

科新生儿病房内一旦出现院内感染，应予以高度重视，尽快清

除病原体和传播途径，积极采取相应消毒隔离措施，防止发生

院内交叉感染和大规模暴发流行。临床用药应根据药敏试验

结果并结合新生儿ＣＮＳ呼吸道的特点合理使用抗菌药物，加

强耐药监测和感染控制，从而改善ＣＮＳ耐药现状。
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３　讨　　论

梅毒是由ＴＰ引起的，严重危害人类健康的性传播疾病之

一，主要通过性接触和血液传播。梅毒是一种传染性强且危害

性大的疾病，不仅可以在普通人群中水平传播，还可以经母胎

垂直传播，引起先天性梅毒［２，６］。因此，早诊断、早治疗对控制

梅毒蔓延至关重要，而选择敏感性高、特异性强的检测方法将

有助于梅毒（特别是早期梅毒）诊断。

国内外目前检测ＴＰ主要有以下几种方法：（１）病原体检

测，包括暗视野显微镜检查、银染色法、荧光抗体染色法等直接

检测ＴＰ的方法。（２）血清学试验，包括性病研究实验室试验、

快速血浆反应素环状卡片试验、不加热血清反应素试验和甲苯

胺红不加热血清试验等非特异性血清学试验，以及梅毒螺旋体

明胶颗粒凝集试验、梅毒螺旋体血球凝集试验、ＴＰＥＬＩＳＡ和

免疫印迹等特异性血清学试验。（３）基因诊断技术。这些试验

方法各有其优缺点：病原体检测法直接观察分泌物中的ＴＰ，可

直接诊断梅毒，是目前最特异、最准确的诊断方法，但灵敏度

低［７］。非特异性血清学试验检测反应素等非特异性抗体，敏感

性高而特异性较低。特异性血清学试验检测ＴＰ抗体，敏感性

和特异性都很高，可作为确认试验，但不能反映梅毒治疗效果

及治愈情况，也不能判断是否具有传染性，仅适合于大批量的

实验室检测［８］。基因诊断技术检测ＴＰＤＮＡ，有很强的特异性

和很高的敏感性，但目前国内ＰＣＲ试剂盒质量有待改进，同时

试剂成本较高［４，９］。

ＰＣＲ可以在ＴＰ抗体产生前几周检测出ＴＰＤＮＡ，即窗口

期隐性感染；实时荧光定量ＰＣＲ具有实时监测、绝对定量和高

通量检测的优势，克服了传统ＴＰ检测技术敏感性低、定量困

难、假阳性率高等缺点［４］。常用的Ｔａｑｍａｎ探针技术存在探针

标记和纯化难度高、Ｔａｑ酶要求高且反应时间较长等不足之

处。Ｓｏｌｉｎａｓ等
［１０］使用二聚体蝎型探针进行ＳＮＰ分析，这种探

针通过一个 ＨＥＧ连接在引物５′端，探针可与该引物扩增后的

新生链互补，荧光报告基团标记在探针５′端；另有一条单独的

猝灭链与探针互补，猝灭基团标记在猝灭链３′端。无特异性

产物时，猝灭链和探针杂交，从而无荧光产生；有特异性产物

时，由于分子内部杂交比分子间杂交更容易，探针更易杂交到

产物链上并产生特异荧光。

本研究首次建立了二聚体蝎型探针荧光定量ＰＣＲ检测

ＴＰ的方法，并对该方法进行了初步的方法学评价，其线性范

围为１０１～１０
８ｃｏｐｙ／ｍＬ，灵敏度为１０ｃｏｐｙ／ｍＬ，特异性和敏感

性均为１００．０％。二聚体蝎型探针方法对疑似梅毒患者阳性

检出率显著高于常用的Ｔａｑｍａｎ荧光定量ＰＣＲ。后续试剂盒

研发的优化试验中作者进一步将对该方法的批内、批间重复

性，反应体系稳定性，以及病原体检测特异性等参数进行方法

学评价。二聚体蝎型探针定量ＰＣＲ为临床上早期诊断ＴＰ和

控制其蔓延奠定了试验和理论基础，可在今后ＴＰ的监测等方

面开展应用。
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