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新生儿、医务人员及环境分离耐甲氧西林金黄色葡萄球菌的同源性
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［摘　要］　目的　了解某儿童医院新生儿重症监护病房（ＮＩＣＵ）分离的耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）同源

情况，探讨 ＭＲＳＡ医院感染途径及防控策略。方法　收集２０１４年１０—１２月ＮＩＣＵ收治新生儿及环境标本中分离

的 ＭＲＳＡ菌株，采用ＶＩＴＥＫ２全自动微生物分析系统和头孢西丁ＫＢ法确认 ＭＲＳＡ，利用脉冲场凝胶电泳（ＰＦ

ＧＥ）对 ＭＲＳＡ分离株进行同源性分析。结果　２０１４年１０—１２月ＮＩＣＵ检出 ＭＲＳＡ６株，其中３例新生儿（５８床、

７０床、１００床）送检标本均检出 ＭＲＳＡ，５８床护士（鼻拭子及手）和新生儿暖箱均检出 ＭＲＳＡ。６株 ＭＲＳＡ中５株

具有同源性，药敏结果显示，１～５号菌株对克林霉素和阿莫西林／克拉维酸均耐药，６号菌株的药敏谱与１～５号菌

株稍有不同，６号对克林霉素和阿莫西林克拉维酸均敏感。ＰＦＧＥ结果显示，１～５号菌株为同一型别，６号菌株为

不同型别。结论　此次 ＭＲＳＡ医院感染主要传播途径为接触传播，尤其是通过医务人员手导致交叉传播，利用

ＰＦＧＥ技术早期分析鉴定流行菌株是预防医院感染暴发及流行病学研究的有效手段。
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　　研究
［１］显示，美国每年约有１．９万人死于耐甲氧

西林金黄色葡萄球菌（ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔ犛狋犪狆犺狔犾狅

犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲狌狊，ＭＲＳＡ）感染。目前，ＭＲＳＡ感染性疾

病已与乙型肝炎、艾滋病同为世界三大感染性疾

病［２］。婴幼儿各系统发育不完善，自身免疫力低下，

尤其容易交叉感染，甚至感染暴发流行。研究表明金

黄色葡萄球菌是新生儿重症监护病房（ＮＩＣＵ）医院感

染常见病原菌［３４］，其中 ＭＲＳＡ是临床上引起鼻腔、

口腔黏膜、皮肤和上皮组织感染的重要病原菌之

一［５］。近年来，脉冲场凝胶电泳（ＰｕｌｓｅｄＦｉｅｌｄＧｅｌＥ

ｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＰＦＧＥ）在医院感染控制领域的应用越

来越广泛，通过对细菌同源性分析，结合流行病学调

查，对ＭＲＳＡ医院感染预防与控制具有重要作用。

１　对象与方法

１．１　菌种来源　２０１４年１０—１２月 ＮＩＣＵ３例感

染新生儿、及其周围３０份环境标本以及１名护士中

分离 ＭＲＳＡ６株。

１．２　试剂与仪器　ＧＮ鉴定卡（法国生物梅里埃公

司），ＧＮ１３ＡＳＴ药敏卡（法国生物梅里埃公司），

ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ型全自动微生物分析仪（法国生

物梅里埃公司），凝胶成像分析系统 （美国ＢｉｏＲａｄ

公司），脉冲场凝胶电泳仪ＣＨＥＦＤＲＩＩＩ（美国Ｂｉｏ

Ｒａｄ公司），ＳｅａｋｅｍＧｏｌｄＡｇａｒｏｓｅ（美国Ｌｏｎｚａ公

司），蛋白酶 Ｋ（美国 ＮＥＢ公司），ＸｂａＩ酶（美国

ＮＥＢ公司），ＥＤＴＡ（美国 Ｓｉｇｍａ公司），１Ｍ Ｔｒｉｓ

ＨＣｌ缓冲液（美国Ｓｉｇｍａ公司），ＴＢＥ（美国Ｓｉｇｍａ

公司），十二烷基硫酸钠（美国Ｓｉｇｍａ公司），Ｎ月桂

酰肌氨酸钠盐（美国Ｓｉｇｍａ公司），核酸染料（美国

Ｓｉｇｍａ公司）。

１．３　细菌鉴定及药敏试验　按《临床检验操作规

程》进行菌株分离培养、鉴定；根据美国临床实验室

标准化协会（ＣＬＳＩ）药敏试验执行标准，用头孢西丁

纸片扩散法筛选 ＭＲＳＡ，质控菌株为金黄色葡萄球

菌ＡＴＣＣ２５９２３、ＡＴＣＣ２９２１３。

１．４　ＰＦＧＥ　将分离到的菌株接种血平板，３７℃培

养１６ｈ，挑取培养物配制成浊度为３．８～４．０麦氏单

位细菌悬液，取３００μＬ悬液加入２０μＬ１０ｍｇ／ｍＬ

的蛋白酶 Ｋ 溶液，混匀，再加入４００μＬ 的１％

ＳｅａｋｅｍＧｏｌｄ琼脂糖溶液，立即将混合物加入ｐｌｕｇ

模具，室温放置１３ｍｉｎ。胶块凝固后放于５ｍＬ细

胞裂解液和２５μＬ蛋白酶Ｋ溶液中，５４℃摇床水浴

裂解２２ｈ。ＴＥ清洗洗胶２次，５０℃ ＴＥ１５ｍＬ于

５０℃水浴摇床洗涤３次。切取２ｍｍ胶块置于含

２００μＬ缓冲体系的１．５ｍＬ离心管中，室温放置

１０ｍｉｎ，加入２００μＬ酶切体系，３７℃水浴酶切２ｈ。

用１％ＳｅａｋｅｍＧｏｌｄ胶，在ＣＨＥＦＤＲＩＩＩ系统上进

行脉冲场电泳。电泳结束后，使用核酸染料染色，凝

胶成像分析系统拍照，用ＢｉｏＮｕｍｅｒｉｃｓ软件对电泳

图谱进行数据分析。

２　结果

２．１　临床资料　２０１４年１０—１２月医院感染信息

监测系统发现，ＮＩＣＵ 短期内 ＭＲＳＡ检出株数超过

阈值，３例新生儿（５８床、７０床、１００床）送检标本均

检出 ＭＲＳＡ，其中５８床为低体重儿，２０１４年１１月

５日入院，主要诊断为新生儿肺炎、早产儿，实际住

院４５ｄ；７０床新生儿为正常体重，２０１４年１０月

２９日入院，主要诊断为新生儿黄疸，实际住院１６ｄ

（此期间５８床仍在院）；１００床新生儿为正常体重，

２０１４年１１月１５日入院，实际住院５ｄ，主要诊断为

新生儿肺炎；结合医院感染诊断标准，５８床及７０床

诊断为医院感染。医院感染管理科立即开展现场流

行病学调查，并对新生儿、管床护士及周围环境进行

监测，共采样３０份，分离 ＭＲＳＡ６株。新生儿一般

情况与住院情况见表１。ＭＲＳＡ检出情况见表２。

２．２　药敏结果　１～５号菌株对克林霉素和阿莫西

林／克拉维酸均耐药，６号菌株的药敏谱与１～５号

菌株稍有不同，６号对克林霉素和阿莫西林克拉维

酸均敏感。见表３。
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表１　３例 ＭＲＳＡ感染新生儿一般情况

犜犪犫犾犲１　Ｇｅｎｅｒａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｆ３ｎｅｏｎａｔｅｓｗｉｔｈＭＲＳＡｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

床号
胎龄

（周）

出生时

体重（ｇ）

入院

诊断

住院

日期

实际住院

日数

曾使用

抗菌药物

医院感染

诊断

感染

日期

５８床 ３４周 １１２５ 新生儿肺炎 ２０１４年１１月５—１２月２０日 ４５ 头孢哌酮／舒巴坦、

哌拉西林他／唑巴坦

新生儿败血症 １１月８日

７０床 ３９周 ２８００ 新生儿黄疸 ２０１４年１０月２９日—１１月１４日 １６ 头孢哌酮／舒巴坦 新生儿肺炎 １１月３日

１００床 ３８周 ２７５０ 新生儿肺炎 ２０１４年１１月１５—２０日 ５ 头孢呋辛 无 无

表２　６株 ＭＲＳＡ检出时间及标本来源

犜犪犫犾犲２　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｔｉｍｅａｎｄｓｐｅｃｉｍｅｎｓｏｕｒｃｅｓｏｆ６ＭＲＳＡ

ｓｔｒａｉｎｓ

菌株编号 送检时间 标本 标本来源

１号 ２０１４年１１月８日 血 ５８床新生儿

２号 ２０１４年１１月３日 痰 ７０床新生儿

３号 ２０１４年１１月９日 门把手表面 ５８床暖箱

４号 ２０１４年１１月９日 鼻拭子 ５８床护士

５号 ２０１４年１１月９日 手（随机采样） ５８床护士

６号 ２０１４年１１月９日 痰 １００床新生儿

２．３　ＰＦＧＥ结果　６株 ＭＲＳＡ菌株经酶切在脉冲

场中电泳成像后，经Ｂｉｏｎｕｍｅｒｉｃｓ指纹图谱软件分

析，１—５号为同一型别，６号菌株为不同型别。见

图１。

表３　６株 ＭＲＳＡ对抗菌药物的耐药结果

犜犪犫犾犲３　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆ６ＭＲＳＡｓｔｒａｉｎｓ

抗菌药物 １号 ２号 ３号 ４号 ５号 ６号

苯唑西林 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

阿莫西林／克拉维酸 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ

庆大霉素 Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ

妥布霉素 Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ

万古霉素 Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ

替加环素 Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ

克林霉素 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ

左氧氟沙星 Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ

环丙沙星 Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ

复方磺胺甲口恶唑 Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ

!
"

#
"

$
%
"

&

'

(

)

*

!

图１　６株 ＭＲＳＡＰＦＧＥ结果分析图谱

犉犻犵狌狉犲１　Ｐｕｌｓｅｄｆｉｅｌｄｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆ６ＭＲ

ＳＡｓｔｒａｉｎｓ

３　讨论

近年来，ＭＲＳＡ耐药性问题日渐突出。国内大

型医院 ＭＲＳＡ检出率高达６０％～８０％
［６］，且对多

种抗菌药物呈交叉耐药，耐药率达７０％～９０％
［７］。

儿童 ＭＲＳＡ医院感染日趋多见，不仅导致治疗失败

或住院延长，同时还提高了 ＭＲＳＡ在患儿体内和医

院环境中定植的可能，容易造成医院感染暴发。在

医院感染暴发研究中，如何确定感染途径和传播途

径，进而采取有针对性的预防和控制措施至关重要，

是防止医院感染暴发流行的关键。ＰＦＧＥ技术具有

结果稳定、分辨力强、重复性好等优点，在鉴定细菌

感染暴发、确定医院交叉感染、病原菌之间基因同源

性等方面有着重要作用，目前主要应用于监测细菌

感染性疾病的暴发流行［８９］，被誉为判定医院感染暴

发流行的“金标准”。

通过药敏结果对比及菌株同源性分析，探讨病

例间病原菌或与周围环境分离菌株之间的相关性，

更适用于追溯感染来源，明确传播途径，早期采取有

效措施控制医院感染暴发。本研究中６号菌株的药

敏谱不同于１～５号菌株，药敏结果与ＰＦＧＥ图谱

结果相符。通过流行病学调查分析发现，７０床新生

儿 ＭＲＳＡ感染先于５８床，推测７０床新生儿可能为

本次医院感染的传染源，此外５８床新生儿管床护士

的鼻拭子和手也分离出 ＭＲＳＡ，推测医护人员手是

造成本次医院感染的重要传播媒介，通过接触传播

途径传播至５８床新生儿。

多重耐药菌医院感染主要通过医务人员手、衣

物及医疗物品等传播［１０］。Ｓｎｙｄｅｒ等
［１１］研究显示，

接触过 ＭＲＳＡ定植或感染患者的医务人员，１１．６％

～２４．４％可以从其手套、工作服上分离到相同细菌。

此外，医疗机构环境或诊疗物品（如听诊器、腕带、吸

氧面罩、键盘等）上均可分离出多重耐药菌，可见环

境病原体可能为医院感染暴发来源或储菌源。本次

研究也证实了 ＭＲＳＡ在环境、医务人员手及患者之
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间存在交叉传播，尤其是医务人员手极易造成医院

感染交叉传播。本次事件，医院感染科通过多重耐

药菌监测，对 ＭＲＳＡ感染新生儿采取早期隔离措

施，怀疑医院感染暴发时，迅速收集临床及环境标本

并通过现场流行病学调查及ＰＦＧＥ同源性分析，追

踪医院感染来源，明确传播途径，采取快速有效的控

制手段及消毒隔离措施，此外还对相关科室医务人

员进行了鼻咽拭子携菌情况筛查，对存在 ＭＲＳＡ定

植的医护人员采取消除定植的措施，并强调医务人

员应严格执行标准预防，最终控制 ＭＲＳＡ流行株在

ＮＩＣＵ的交叉传播。
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