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昆明地区MRSA多重耐药情况与mecA、femA

基因检测分析

马晓波 陈端 单斌

作者单位：650032云南省，昆明医学院第一附属医院检验科

【摘要】 目的了解昆明地区耐甲氧西林金黄色葡萄球菌(methieillin resistantStaphylococcus all·

reus，MRSA)的耐药现状，分析耐约基因meeA、femA与多重耐药性的相关性。方法4家医院合作，采用

头孢西丁及苯唑西林纸片扩散法鉴定MRSA；最小抑菌浓度法(MIC法)检测菌株耐药率；PCR法检测

mecA、femA基因。结果2002年至2008年共检出金黄色葡萄球菌2833株。其中MRSA为1916株，7

年分离率分别为36．3％、58．8％、66．9％、55．5％、68．4％、76．5％、81．4％；多重耐药率为99．1l％。MRSA除对

利奈唑胺和万古霉素为100％敏感外，对青霉素类为100％耐药，同时，对环丙沙星、红霉素、克林霉素、

利福平、复方新诺明、四环索和庆大霉索也有较高耐药率。随机抽样的239株MRSA中mecA基因阳性

率为87．0％(208／239)；femA基因阳性率为100％。mecA阳性菌株的多重耐药率高于mecA阴性菌株(P<

0．05)。mecA与多重耐药率之间有较好的相关性(庠0．621 3，P<0．05)。结论 昆明地区MRSA的检出率

逐年升高且多重耐药现象严重，mecA阳性菌株的多重耐药率高于meeA阴性菌株，mecA与多重耐药率

之间有较好的相关性。
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Analysis of咖e mecA gene、femA gene and the multiresistance situation of MItSA in Kunming

MA Xiao—bo．CHEN Duan，SHAN Bin．Department of Laboratory，the First Amliated Hospital of Kunming

MedicaI College．Kunming 650032。China

【Abstract】 Objective To investigate the antibiotic resistance present status for methicillin resistant

Staphylococcus aureus(MRSAl in Kunming．To analyze the correlation between the resistance gene meeA、fe-

mA and the multi—drug resistance．Methods MRSA were identified by the eefoxitin and oxacillin disk diflu-

sion methods and the antibiotic resistance rates were detected by the minimum inhibitory concentration(MIC)

test and the meeA and femA gene were monitored by PCR in the four hospital joinfly．Results From 2002 to

2008。the 2833 Staphylococcus aureus strains were detected．in which MRSA was 1916 strains．During the 7

years isolation rates of MRSA were in turn 36．3％。58．8％，66．9％。55．5％，68．4％，76．5％。81．4％．The multi-

drug resistance rate of MRSA was 99．1l％．Besides。the sensitive rate of MRSA to linezolid and vancomycin was

100％．the drug resistant rate of MRSA to penicillins WaS 100％．In addition，the drug resistant rates to

ciprofloxacin。erythromycin。clindamycin，rifampin，SXT，tetracycline and gentamicin were higher．111e positive

rate of the mecA gene was 87．0％(208／239)and that of the femA gene
Wag 100％in 239 MRSA strains random—

ly sampling．The multi—drug resistant rate of the mecA positive strains Wag higher than that of the mecA nega-

tive strainsfP<0．05)．There was correlation between the mecA gene and the multi—drug resistance of MRSA(r=

0．6213。P<0．05)．Conclusion The detection rate of MRSA increases with years and the multi—drug resistant

status is serious．and the multi—drug resistant rate of the mecA positive strains is higher than that of the mecA

negative strains．there is better correlation between the mecA gene and the multi—drug resistant rate．

【Keywords】Drug resistance，bacterial；Drugmonitoring；Polymeraseehain reaction；Gene

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌(methicillin rests—

tant Staphylococcus aureus，MRSA)现已成为医院和

社区感染的常见病原菌。MRSA在美国大型教学医

院占全部金黄色葡萄球菌感染的60％-80％t11，在我

国综合性大医院的检出率为70％或更高121，且具有

感染部位多、多重耐药、临床治疗棘手等特点。本研

究对昆明地区MRSA感染及多重耐药性进行调查

并检测耐药基因mecA、femA的情况。
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l材料和方法

1．1菌株来源 根据美国临床实验室标准化委员

会(clinical and laboratory standards institute，CLSI)

2002—2008年标准，统一四家医院(昆医附一院、昆

医附二院、省一院、昆明市延安医院)培养、鉴定及药

物敏感性试验的方法，对2002年至2008年分离的

金黄色葡萄球菌进行监测，分为MRSA及甲氧西林

敏感的金黄色葡萄球菌(methicillin—sensitive

Staphylococcus aureus，MSSA)。质控菌株：大肠埃希

菌ATCC25922，金黄色葡萄球菌ATCC25923及

ATCC43300均购自卫生部临检中心。

1．2细菌培养及鉴定人工培养、鉴定按照《全国

临床检验操作规程》进行；仪器(VITEK一32或

VITEK一2)培养、鉴定及药物敏感检测严格按仪器操

作手册说明进行。

1．3菌株耐药检测 采用头孢西丁及苯唑西林纸

片扩散法进行MRSA耐药检测。①30斗g头孢西丁

纸片扩散法，抑菌圈直径≤19 mm(2002年-2006

年)；≤2l mm(2007年-2008年)为耐药。②l斗g苯

唑西林纸片扩散法，抑菌圈直径≤10 mm为耐药，

11～12mm为中介。

1．4 mecA基因与femA基因的检测

1．4．1染色体DNA提取使用细菌基因组DNA快

速抽提纯化试剂盒(购自上海华舜生物工程有限公

司)提取表型为MRSA的染色体DNA，操作严格按

说明书进行。

1．4．2 PCR扩增 寡核苷酸引物委托上海生工生

物工程有限公司合成，参照Vannuffel等p1报道的寡

核苷酸序列。

mecA：

Primeg M1：5'-TGGCTATCGTGTCACAATCG-3
7

Primer M2：5’一CTGGAACTI’GTrGAGCAGAG一3’

femA：

Primer Fh 57一Cr兀’ACTYACTGGCTGTACCTG一3’

Primar F2：5’一ATGTCGCTYGTI'ATGTGC一3’

PCR扩增：扩增反应总体积为50 txl，10xPCR

反应缓冲液5 trl；15 mmol／L MgCl2 5“l；10 mmol／L

4xdNTP 1．25 txl；50 Pmol引物；模板DNA 5 ttl；1．0 U

TagDNA多聚酶。循环参数为预变性92℃3 min后，

进行30个循环，92 cC变性1 min，56℃退火l min，

72℃延伸l min，最后72℃延伸3 min。扩增mecA

基因时以ATCC25923为阴性对照，ATCC43300为

阳性对照，预扩增片段为310 bp；扩增femA基因时

以ATCC25922为阴性对照，ATCC25923为阳性对

照，预扩增片段为686 bp。

1．4．3 PCR扩增产物的电泳分析采用琼脂糖凝

胶电泳法进行。抽样4株扩增阳性的产物测序。

1．5统计学处理多莺耐药(对三类及三类以上的

抗菌药物同时耐药)统计采用WHONET5．0。数据统

计采用SPSSl3．0，其中mecA阳性菌株与mecA阴

性菌株的多重耐药率比较应用确切概率法，meeA基

因与多重耐药率的相关性采用相关分析。

2结果

2．1监测结果 7年共分离金黄色葡萄球菌2833

株，其中MRSA为1916株，7年分离率分别为

36．3％、58．8％、66．9％、55．5％、68．4％、76．5％、8 1．4％。

MSSA为917株，分离率见表1。

2．2药敏结果在1916株MRSA中，多重耐药株

为1899株(99．11％)；1916株MRSA对糖肽类(万古

霉素)和嚼唑烷酮类(利奈唑胺)抗菌药物均敏感。

1916株MRSA对抗生素类药物体外药物敏感试验

结果及地区平均MIC值见表2。

2．3 PCR检测mecA与femA结果

2．3．1 mecA基因阳性率 随机抽样的239株

MRSA中，208株mecA基因阳性，阳性率为87．O％

(208／239)；femA基因全部为阳性，测序结果与核酸

序列数据库GenBank对比分析两者核苷酸序列同

源性分别为99％，100％(如图1)。

2．3．2 mecA阳性菌株与mecA阴性菌株的多重耐

药率比较mecA阳性菌株的多重耐药率高于mecA

阴性菌株，差异有统计学意义(P<0．05，表3)。

2．3．3 mecA基因与多重耐药率的相关性分析

MRSA中mecA基因与多重耐药率之间有较好的相

关性(芦0．621 3，P<0。05，表3)。

表1 7年MSSA、MRSA的分离率[株(％)】
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表2 1916株MRSA对抗牛素粪药物体外药物 表3 MRSA中meeA阳性菌株与mecA阴性菌株

敏感试验结果_；!；乏地区平均MIC值 的多重耐药率比较

mctA

kmA

m

1 2 3 4 5 6 7 N A2

A1 ^8

固1 MRSA 1～7号PGR产物

注：m：marker为DI。2 000；N：阴性对照；A1：ATCC25922；A2：

ATCC25923：A8：ATCC43300。MRSA I-7号PCR产物巾，2与3号仅

出现kmA条带．说明表型为MRSA而基因型为mecA阴性，其余1、

4—7号均为mecA与femA双条带．说明表型与基田型一致

3讨论

金黄色葡萄球菌中MRSA分离率逐年升高，在

36．3％～81．4％之间，与国内近年来报道相似。2001

年上海9所医院MRSA分离率在49．4％-80．4％之

间，同年李家泰报道14家医院MRSA的分离率为

60．7％且有地域差别(33．3％-78．4％)，上海最高8⋯。

糖肽类抗生素类药物是公认的对革兰阳性菌具

有良好抗菌作用的药物”I。所检测的1916株MRSA

对糖肽类(万古霉素)和嘿唑烷酮类(利奈唑胺)抗生

素类药物均敏感。MRSA多重耐药情况严重，多重耐

药率为99．11％。近年来，有文献㈣报告产杀白细胞素

(panton—valentine leukocidin，PVI．)MRSA在社区

或医院流行，有研究发现PVL可作为社区获得性

MRSA的分子标忠物之一用于新发感染监测口。从本

次昆明地区MRSA多重耐药的分析判断，推测多为

医院感染菌株，而非社区获得性MRSA，区分医院或

社区获得性MRSA尚有待进行葡萄球菌染色体盒

(SCCmec盒)的分刑及PVI．的检测。

mecA基因足MRSA的耐药决定基因，编码合

成相对分子质量为76×103的青霉素结合蛋白2a

(PBP2a)。本文研究结果显示随机抽取的239株

MRSA中meeA基因阳性率为87．0％，比文献报道的

MRSA中mecA基因阳性率为91．7％略低4I。mecA阳

性菌株的多重耐药率高于mecA阴性菌株，mecA与

多重耐药率之间有较好的相关性。femA基因是甲氧

西林耐药的辅助基因，也是金黄色葡萄球菌的固有

基因，因此mecA和femA基因均为阳性，方能确认

为MRSA。在239株MRSA中femA基因全部为阳

性，说明所选菌株均为金黄色葡萄球菌。femA基因

可以影响mecA基因的表达，其辅助耐药性可能与

其表达水平有关。femA与mecA之间具体的相互关

联以及敲除femA基因是否可使MRSA耐药水平降

低，仍有待进一步研究。
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《实用检验医学》出版新闻发布会报道

中国医师协会检验医师分会网站

金秋十月，桂花飘香。《实用检验医学》主、副编会议暨

《实用检验医学》出版新闻发布会于2009年10月18日在处

处可闻桂花迷人芳馨的杭州成功、圆满的召开了。《实用检验

医学》在总主编丛玉隆教授和8位主编的共同努力以及150

余位检验专家、学者的积极参与下，历经近3年的撰写与整

理，在人民卫生出版社出版团队的共同打造下，于今年6月

份已经顺利出版。正如李清照《鹧鸪天》中所赞“何须浅碧深

红色，白是花中第一流”，桂花备受人们的喜爱，所以它也成

为至高荣誉的代名词了。那么《实用检验医学》的出版也正如

“桂花”一样绽放它的光彩和荣耀，是全国检验界的一流专

家，一流团队所打造出的一流学术巨作。全书汇聚全国四个

直辖市、十七个省的46个单位，其中还包括北京大学等22

所院校以及解放军总医院、三所军医大学、四个军区总院等

专家、学者共同撰写的。总主编及8位主编皆为本专业国内

知名专家、学科带头人，大部分担任全国相关学术组织的主

委、副主委等职务。

丛玉隆教授在会上强调：《实用检验医学》撰写的宗旨是

汇集本专业全国知名专家写出一部精品，强化一种理念。培

养一批人才，组建一个优秀的团队。撰写该著作的指导思想

是以医学检验技术为主线，以疾病诊断治疗为目标，以检验

临床结合为中心，以服务人类健康为目的。该书的特点：全

面、严谨、创新、实用、新颖、权威。全书分上下两册，8篇共

134章，涵盖了医学实验室全部工作内容，既有内容的相连性

又可独立成册(两个书号)。便于满足不同的需求(本书还配

备光盘)。

总之，该著作的资料弥足珍贵，主编的精神难能可贵，贯

穿于全书的思维模式和工作理念尤为宝贵。检验医学是重要

的临床学科之一。相信《实用检验医学》的出版发行将使检验

医学在各种疾病的诊治，以及康复和预防工程中发挥更大的

作用，推动这一学科的发展，造福于患者和社会。期望《实用

检验医学》能一版再版的延续下去，并逐渐做成长版、畅销的

精品传世图书，为我国检验医学的发展做出卓越的贡献。
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