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烧伤科患者分离金黄色葡萄球菌耐药性和耐药基因分析*
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  摘 要:目的 了解该院烧伤科患者创面分离的金黄色葡萄球菌的耐药性和耐药基因分布,为金黄色葡萄

球菌在烧伤感染方面的研究提供实验室依据。方法 收集2018年9月至2019年5月该院烧伤科分离的135
株金黄色葡萄球菌,采用VITEK-2

 

Compact系统和纸片扩散法进行菌种鉴定和药敏试验,同时检测其耐药基

因。结果 135株金黄色葡萄球菌对利奈唑胺、万古霉素、替考拉宁、奎奴普汀/达福普利和替加环素的敏感率

均为100.0%。对青霉素G的耐药率为97.0%,对庆大霉素、红霉素、克林霉素和四环素耐药率均超过60.0%;

ermA、ermB、ermC的阳性率分别是51.9%、28.1%和62.2%;mecA、TEM、ant6、aac6'/aph2'基因的阳性率为

54.1%、32.6%、17.0%和62.2%。结论 烧伤科患者分离的金黄色葡萄球菌对多数抗菌药物都有比较高的耐

药性,对利奈唑胺、万古霉素、替考拉宁、奎奴普汀/达福普利和替加环素高度敏感,耐药基因以mecA、ermA、er-
mC和aac6'/aph2'为主。
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Abstract:Objective To

 

understand
 

the
 

distribution
 

of
 

drug
 

resistance
 

and
 

resistance
 

genes
 

of
 

Staphylo-
coccus

 

aureus
 

isolated
 

from
 

wounds
 

of
 

patients
 

in
 

the
 

department
 

of
 

burns
 

of
 

our
 

hospital,so
 

as
 

to
 

provide
 

la-
boratory

 

basis
 

for
 

the
 

study
 

of
 

Staphylococcus
 

aureus
 

in
 

burn
 

infection.Methods Totally
 

135
 

strains
 

Staphy-
lococcus

 

aureus
 

isolated
 

from
 

patients
 

in
 

the
 

Department
 

of
 

Burns
 

of
 

our
 

hospital
 

from
 

September
 

2018
 

to
 

May
 

2019
 

were
 

collected.The
 

strain
 

identification
 

and
 

drug
 

susceptibility
 

test
 

were
 

conducted
 

by
 

using
 

the
 

VITEK-2
 

Compact
 

system
 

and
 

the
 

disk
 

diffusion
 

method.The
 

drug-resistant
 

genes
 

were
 

expressed
 

by
 

PCR
 

amplification,and
 

the
 

drug
 

resistance
 

and
 

drug
 

resistance
 

genes
 

were
 

statistically
 

analyzed.Results The
 

sen-
sitivity

 

of
 

135
 

strains
 

Staphylococcus
 

aureus
 

to
 

linezolid,vancomycin,ticolanin,quinuptin/dafuopril
 

and
 

tega-
cycline

 

were
 

100.0%.The
 

drug
 

resistance
 

rate
 

to
 

penicillin
 

G
 

was
 

97.0%,and
 

the
 

drug
 

resistance
 

rate
 

to
 

gen-
tamicin,clindamycin,erythromycin

 

and
 

tetracycline
 

were
 

more
 

than
 

60.0%.The
 

positive
 

rates
 

of
 

ermA,ermB
 

and
 

ermC
 

were
 

51.9%,28.1%
 

and
 

62.2%,respectively.The
 

positive
 

rates
 

of
 

mecA,TEM,ant6,aac6'/aph2'
 

genes
 

were
 

54.1%,32.6%,17.0%
 

and
 

62.2%,respectively.Conclusion Staphylococcus
 

aureus
 

isolated
 

from
 

patients
 

in
 

the
 

department
 

of
 

burns
 

has
 

a
 

high
 

drug
 

resistance
 

rate
 

to
 

most
 

antimicrobial
 

agents,and
 

it
 

is
 

high-
ly

 

sensitive
 

to
 

linezolid,vancomycin,ticolanin,quinuptin/dafuopril
 

and
 

tegacycline.Drug
 

resistance
 

genes
 

are
 

mainly
 

mecA,ermA,ermC
 

and
 

aac6'/aph2'.
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  烧伤在人们的生活中时有发生。烧伤创面由于

存在大量的坏死与变性组织,使得皮肤作为人体抵御

微生物入侵的天然屏障被破坏,容易引起细菌定植,
当细菌入侵到皮肤表面的渗出液或者坏死组织并且

达到一定数量时,就会出现化脓性感染、脓毒症等全

身症状[1]。常见的感染病原体为金黄色葡萄球菌、铜
绿假单胞菌、鲍曼不动杆菌、弗氏枸橼酸杆菌及其他

肠道阴性杆菌,尤其是当烧伤患者受到金黄色葡萄球
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菌感染时,更易引发全身化脓性感染或者毒素性疾

病。20世纪60年代欧洲确认了耐甲氧西林金黄色葡

萄球菌(MRSA)后,各种各样的耐药菌株相继出现,
且其耐药范围日益扩大,耐药程度日益严重。20

 

世纪

90
 

年代后期又出现了耐万古霉素的金黄色葡萄球菌

(VRSA)[2]及万古霉素中介金黄色葡萄球菌(VI-
SA)[3]。本文着重分析本院烧伤科患者创面分泌物分

离的金黄色葡萄球菌的耐药性和耐药基因分布,旨在

为临床医生挑选有效抗菌药物、促进患者恢复健康提

供参考依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料 收集2018年10月至2019年4月本

院烧伤科分离的135株金黄色葡萄球菌,标本均为烧

伤创面分泌物,剔除同一患者的重复标本。质控菌株

ATCC25923、ATCC29213、ATCC43300由国家卫生

健康委员会临床检验中心提供,于本室保存。

1.2 方法

1.2.1 菌种鉴定和药敏试验 采用法国生物梅里埃

VITEK-Ⅱ
 

Compact全自动微生物鉴定及药敏分析

系统,药敏试验的解释标准、结果判读参照2018年美

国临床和实验室标准化协会(CLSI)标准。

1.2.2 细菌基因组DNA制备 无菌条件下将收集

的金黄色葡萄球菌接种在血琼脂平板上,35
 

℃培养箱

中培养18~24
 

h,挑取6~8个单个菌落置于0.5
 

mL
无菌生理盐水中,充分震荡混匀,95

 

℃煮沸15
 

min,

12
 

000
 

r/min离心5
 

min后取上清液即为所需粗提细

菌基因组DNA溶液。

1.2.3 PCR基因扩增 反应体系 共25
 

μL,包括

Premix
 

Tap缓冲液12.5
 

μL,上、下游引物各1
 

μL,DNA
模板2

 

μL,蒸馏水9.5
 

μL。反应过程:95
 

℃预变性

5
 

min,95
 

℃变性1
 

min,60
 

℃退火1
 

min,72
 

℃延伸

1
 

min,共循环35次,结束后72
 

℃延伸7
 

min,4
 

℃保

存。耐药基因引物序列及扩增片段长度[1]见表1。
表1  PCR引物序列和产物长度

目的基因 引物序列(5'-3')
扩增片段

长度(bp)

ermA 上游:GTTCAAGAACAATCAATACAGAG 421

下游:GGATCAGGAAAAGGACATTTTAC

ermB
上游:CCGTTTACGAAATTGGAACAGGT

  AAAGGGC
359

下游:GAATCGAGACTGAGTGTGC

ermC 上游:GCTAATATTGTTTAAATCGTCAATTCC 572

下游:GGATCAGGAAAAGGACATTTTAC

TEM 上游:ATGAGTATTCAACATTTTCGTG 860

下游:TTACCAATGCTTAATCAGTGAG

mecA 上游:TGGCATTCGTGTCACAATCG 310

续表1  PCR引物序列和产物长度

目的基因 引物序列(5'-3')
扩增片段

长度(bp)

下游:CTGGAACTTGTTGAGCAGAG

ant6 上游:ACTGGCTTAATCAATTTGGG 597

下游:GCCTTTCCGCCACCTCACCG

aac6'/aph2' 上游:CCAAGAGCAATAAGGGCATA 220

下游:CACTATCATAACCACTACCG

1.2.4 产物检测 取5
 

μL扩增产物进行1.5%琼脂

糖凝胶电泳,采用紫外凝胶成像系统观察结果。

1.3 统计学处理 应用 WHONET5.6统计学软件

进行数据分析,统计金黄色葡萄球菌的耐药率、中介

率和敏感率。

2 结  果

2.1 金黄色葡萄球菌耐药率 分析135株烧伤患者

分泌物标本金黄色葡萄球菌药敏检测结果,其对多种

抗菌药物耐药,只对少数药物敏感。其中对青霉素的

耐药率为97.0%,对利福平耐药率为72.6%,对庆大

霉素、红 霉 素、克 林 霉 素 和 四 环 素 耐 药 率 均 超 过

60.0%;对利奈唑胺、万古霉素、替考拉宁、奎奴普汀/
达福 普 利 和 替 加 环 素 都 高 度 敏 感,敏 感 率 均 为

100.0%,对复方磺胺甲噁唑和莫西沙星的敏感率分

别高达92.6%和85.9%,对左氧氟沙星的敏感率为

65.9%,具有较好的抗菌活性。见表2。
表2  135株金黄色葡萄球菌对抗菌药物的耐药率、中介率

   和敏感率(%)

抗菌药物 耐药率 中介率 敏感率

青霉素G 97.0 0.0 3.0

苯唑西林 54.1 0.0 45.9

庆大霉素 68.9 0.7 30.4

利福平 72.6 0.0 27.4

莫西沙星 14.1 0.0 85.9

左氧氟沙星 34.1 0.0 65.9

环丙沙星 57.8 5.9 36.3

复方磺胺甲噁唑 7.4 0.0 92.6

克林霉素 60.7 0.0 39.3

红霉素 63.7 0.0 36.3

利奈唑胺 0.0 0.0 100.0

万古霉素 0.0 0.0 100.0

替考拉宁 0.0 0.0 100.0

奎奴普丁/达福普利 0.0 0.0 100.0

替加环素 0.0 0.0 100.0

四环素 67.4 0.0 32.6

2.2 MRSA和 MSSA相关抗菌药物的耐药率及耐
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药基因检测情况 基因检测 mecA基因阳性可以判

断为 MRSA,本试验检测中有73株金黄色葡萄球菌

为 MRSA,62株金黄色葡萄球菌为对甲氧西林敏感

的金黄色葡萄球菌(MSSA)。在135株金黄色葡萄球

菌中,耐药基因以 mecA、ermA、ermC和aac6'/aph2'
为主。β-内酰胺类抗菌药物相关耐药基因 mecA、

TEM检测阳性率分别是54.1%和32.6%,大环内酯

类相关耐药基因ermA、ermB、ermC检测阳性率分别

为51.9%、28.1%、62.2%,氨基糖苷类相关耐药基因

ant6、aac6'/aph2'基因检测阳性率分别为17.0%、

62.2%,见表3。在135株金黄色葡萄球菌中73株为

MRSA,62株为 MSSA。MRSA和 MSSA对β-内酰

胺类 抗 菌 药 物 苯 唑 西 林 耐 药 率 分 别 为100.0%、

0.0%,对大环内酯类抗菌药物代表药物红霉素的耐

药率分别为78.1%、46.8%,对氨基糖苷类抗菌药物

代表药物庆大霉素的耐药率分别为93.2%、40.3%,
与相关耐药基因比较基本一致,主要还是以 mecA、

ermA、ermC和aac6'/aph2'为主,见表4。
表3  MRSA和 MSSA的耐药基因阳性率

目的基因

MRSA

阳性株数

(n)
阳性率

(%)

MSSA

阳性株数

(n)
阳性率

(%)

总阳性率

(%)

mecA 73 100.0 0 0.0 54.1

TEM 26 35.6 18 29.0 32.6

ermA 57 78.1 13 21.0 51.9

ermB 29 39.7 9 14.5 28.1

ermC 41 56.2 43 69.4 62.2

ant6 12 16.4 11 17.7 17.0

aac6'/aph2' 65 89.0 19 30.6 62.2

表4  MRSA和 MSSA相关抗菌药物的耐药情况

抗菌药物

MRSA(n=73)

耐药

(n)
敏感

(n)
耐药率

(%)

MSSA(n=62)

耐药

(n)
敏感

(n)
耐药率

(%)

β-内酰胺类(苯唑西林) 73 0 100.0 0 62 0.0

大环内酯类(红霉素) 57 16 78.1 29 33 46.8

氨基糖苷类(庆大霉素) 68 4 93.2 25 37 40.3

3 讨  论

烧伤患者创面存在大量的坏死与变性组织,创面

周围常有红肿、出血点或坏死斑,当机体全身营养支

持疗法不当、蛋白质摄入不足致使机体长期消耗容易

引起细菌感染。近些年抗菌药物的大量使用使得金

黄色葡萄球菌对抗菌药物耐药率持续增加,烧伤创面

感染越发难以恢复[4],甚至于在 MRSA出现以后,已
经严重威胁到患者生命。MRSA同时对多种抗菌药

物耐药,有氨基糖苷类、β-内酰胺类、利福霉素类、喹诺

酮类、大环内酯类、林可胺类等,这也是临床抗感染治

疗的一大难题[5-6]。
本研究药敏结果显示,135株金黄色葡萄球菌对

多数抗菌药物耐药率较高,只对少数药物敏感,对青

霉素的耐药率为97.0%,几乎完全耐药。对替考拉

宁、利奈唑胺、奎普奴丁/达福普利、替加环素和万古

霉素高度敏感,敏感率均为100.0%。试验结果表明,
糖肽类抗菌药物对金黄色葡萄球菌感染效果最好,这
也就出现了近些年临床上金黄色葡萄球菌感染常规

使用万古霉素,有文献报道已经出现了 MRSA 及

VISA[2-3]。
金黄色葡萄球菌 mecA基因编码一种特殊的青

霉素结合蛋白PBP2a(或PBP2'),此蛋白极大地降低

了与β-内酰胺类抗菌药物的亲和力从而产生耐药性,

CLSI指出在金黄色葡萄球菌菌体中检测到 mecA基

因或者PBP2α蛋白即可判定为 MRSA[7]。本研究中

有73株菌株判定为MRSA,检出阳性率为54.1%,与
近年CHINET细菌耐药监测网报道 MRSA平均检

出率相当[8]。mecA基因阳性率为54.1%,苯唑西林

耐药率为54.8%,耐药表型与耐药基因略有差异,推
断是可能存在其他耐药机制,比如可能 是 获 得 性

PBP2α以外的其他PBPs的修饰,由质粒介导后产生

水解青霉素类药物的β-内酰胺酶[9],或者苯唑西林临

界耐药金黄色葡萄球菌(BORSA)高产β-内酰胺酶

等。TEM基因是另外一个β-内酰胺酶基因,总阳性

率为32.6%。
有研究报道,MSSA相对 MRSA毒力基因携带

率更高,提示关注 MRSA的同时,不能轻视 MSSA感

染[10]。本研究中 MRSA和 MSSA氨基糖苷类相关

耐药基因主要为ant6和aac6'/aph2',文献报道的

MRSA主要携带aac6'/aph2'基因[10],MSSA主要携

带ant6基 因[11]。MRSA 菌 株 庆 大 霉 素 耐 药 率 为

93.2%,aac6'/aph2'基因的阳性率为62.2%,耐药基

因阳性率低于耐药表型,不排除可能存在其他耐药相

关基因或者其他耐药机制,比如aph(3)-Ⅲ基因、ant4'
基因等[12]。一般认为,90%以上对氨基糖苷类耐药的

葡萄球菌至少包含一个编码氨基糖苷类抗菌药物修

饰酶的基因[13]。MSSA庆大霉素耐药率(40.3%)高
于ant6基因的阳性率(17.0%),同样也不排除可能存

在其他耐药相关基因或者其他耐药机制。
近年来,大量大环内酯类药物在临床中应用,导

致红霉素的耐药性也在逐年提升。erm家族耐药基

因主 要 有 ermA、ermB、ermC 和 ermF,其 编 码 的

RNA甲基化酶对23S
 

rRNA 特定核苷酸残基甲基

化,erm基因上游的启动子发生突变而使erm基因持

续、稳定地表达导致大环内酯类药物耐药。文献显

·7561·检验医学与临床2020年6月第17卷第12期 Lab
 

Med
 

Clin,June
 

2020,Vol.17,No.12



示,葡萄球菌主要以ermA和ermC基因为主[14]。在

本研究中,ermA、ermB和ermC基因阳性检出率分别

为61.9%、28.1%和62.2%。MRSA 耐药基因以

ermA和ermC基因为主,与JONES等[15]的报道一

致,该结果较红霉素耐药率(78.1%)低,也就是说部

分菌株同时存在2种或者2种以上耐药基因,或者还

有其他耐药相关基因,比如文献报道的 msrA基因[16]

和mphC基因[17]等;MSSA以ermC为主,耐药基因

阳性率高于红霉素耐药率,也就是说ermC基因可能

不止与红霉素耐药相关,可能同时在其他非红霉素的

大环内酯类药物导致的耐药中也存在。
综上所述,烧伤科患者感染金黄色葡萄球菌对多

数抗菌药物耐药率较高,耐药基因以 mecA、ermA、

ermC和aac6'/aph2'为主,MRSA耐药基因阳性率一

般高于 MSSA,MRSA防控形势不容乐观。对于感染

金黄色葡萄球菌的烧伤患者,临床医生应及时处理烧

伤创面,并 结 合 降 钙 素 原(PCT)和 白 细 胞 介 素6
(IL-6)水平监测患者预后,一般PCT和IL-6同时升

高是预后不良的危险因子[18],及时挑选合理、有效的

抗菌药物并控制药量,减少抗菌药物的滥用,治疗

MRSA感染并且预防高耐药、高毒力的 MRSA交叉

传播,尽早在休克平稳或其他并发症基本控制后行植

皮术,有效减少烧伤患者感染和创面愈合不良。从医

院内感染的角度,烧伤患者分离的金黄色葡萄球菌中

mecA基因检出率较高,提示其对季胺类消毒剂消毒

皮肤效果可能欠佳[11],医院感染控制部门应加强细菌

的耐药性监测,有效控制多重耐药菌的感染[19]。
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