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[摘要] 目的 观察实时荧光 PCR检测耐甲氧西林金黄色葡萄球菌(MRSA)对减少儿科 ICU病区医院 

感染的效果。方法 选取2011-07～2012-06实时荧光 PCR法检测的儿科 ICU病区标本 856份，其结果与分 

离培养药敏试验法的检测结果进行比较；另与 2009—07—2010．06 MRSA医院感染率进行比较。结果 实时荧 

光PCR法与分离培养药敏试验法对金葡菌检测的一致率为100％，均检测出33株金葡菌阳性株。实时荧光 

PCR法与分离培养药敏试验法检测 MRSA的符合率为93．9％。分离培养药敏试验法检测为阴性而实时荧光 

PCR法检测为阳性的2株待检菌的测序结果显示为阳性。利用实时荧光PCR法检测 MRSA后，医院感染率 

从 36．4％下降到 16．7％。结论 实时荧光 PCR法能更及时、更准确发现 MRSA，从而早隔离、早治疗，减少 

MRSA医院感染。 
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[Abstract] 0bjective To reduce nosocomial infection of meticiHin—resistant staphylococcus anreus(MRSA) 

in pediatric intensive care unit(PICU)by real—time fluorescence PCR．Methods From July 201 1 to June 2012，856 

specimens in PICU were detected for MRSA by using real·-time fluorescence PCR and isolation·-culture．．K—-B paper disk 

diffusion method．The nosoeomial infection rate during the period from July 2009 to June 2010 was compared with that 

from July 201 1 to June 2012．Results Thirty．three strains of staphylococcus aureus were identified by culture and re— 

al—time fluorescence PCR．Of the 33 clinical isolated staphylococcus aureus
．
12 isolates were defined as MRSA bv K— 

B paper disk diffusion method and 14 isolates were defined as MRSA by real—time fluorescence PCR．Tile two isolates 

wlfich were defined as positive by real-time fluorescence PCR and negative by K—B paper disk diffusion method were 

proved to be MRSA positive by sequencing method．Nosocomial infection rates reduced from 36．4％ ．37．5％ to 

16．7％ ．Conclusion The real-time fluorescence PCR Can identify MRSA more rapidly and accurately and help re— 

duce the rate of nosocomial infection of MRSA in PICU． 
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随着抗菌药物的广泛应用，致使耐药菌群越来越 

多，其中耐甲氧西林金黄色葡萄球菌(methicillin resi— 

stant staphylococcus aureus，MRSA)是目前医院感染 

最常见的致病菌之一，已成为严重威胁着人类健康 

的“超级细菌”_】J。为了探讨减少医院感染的发生 

率，我们利用实时荧光 PCR法进行 MRSA检测，观 

察该检测方法对减少医院感染发生率的效果，现报 

告如下。 

1 材料与方法 

1．1 标本来源 收集我院2011—06～2012—06 JL~'-'I． 

ICU病区(不包括新生儿病区)送检的各种临床标本， 

剔除同一患者相同部位的重复菌株，共856份标本。 
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1．2 菌株来源 金黄色葡萄球菌(ATCC25923、AT— 

CC29213)标准菌株均购自卫生部临床检验中心。 

1．3 主要仪器与试剂 Lightcycler荧光 PCR扩增 

仪购自瑞士罗氏公司；头孢西丁药敏片(30 片) 

购自英国Oxoid公司；M．H琼脂购 自浙江省军区后 

勤部卫生防疫检验所；MRSA检测试剂盒购 自上海 

之江生物科技有限公司；DNA凝胶回收试剂盒为上 

海生物工程公司产品。 

1．4 标本的细菌分离培养 采用 GB／478910-2010 

法，将临床的856株样本用 7．5％ NaC1肉汤作为培 

养基，在36 qC下培养24 h(分离培养药敏试验)或6 h 

(实时荧光 PCR)，然后将培养物划线接种到血平皿 

和Baird—Parker平皿上，36℃下培养 24 h，挑取可疑 

菌落行革兰染色镜检和血浆凝固酶试验。 

1．5 金葡菌纸片扩散法(K—B纸片法)药物敏感试 

验(以下简称药敏试验) 采用 CLSI推荐的 K—B纸 

片法进行，以金葡菌 ATCC 29213为 MRSA阳性参 

考菌，以金葡菌 ATCC 25923为 MRSA阴性参考菌 

及药敏质控菌同时进行检测。 

1．6 实时荧光 PCR检测法 (1)模板 DNA的制 

备：将增菌6 h的肉汤增菌液 1．5 ml离心收集细菌， 

将阳性对照品、阴性对照品和各样本的增菌液 100 Ixl 

置于1．5 ml灭菌的离心管中，分别加入核酸抽提液 

100 txl，充分混匀，沸水浴10 min，然后以13 000 r／min 

的速度离心5 min，取上清液备用。(2)PCR反应体 

系配制：取 n×36 Ixl MRSA耐药基因核酸荧光 PCR 

检测混合液与0．4 l酶(n为反应管数)振荡混匀 

数秒，3 000 r／min瞬时离心。(3)PCR检测：取上述 

混合液36 l置于PCR管中，然后将阴性对照品、样 

本、阳性对照品的处理上清液各4 1分别加入各个 

已有混合液的 PCR管中，盖好管盖，按以下循环参数 

进行 PCR检测。循环参数设置为 37℃ 2 min，94 cC 

2 min，循环1次；再按93 cC 15 S，60℃60 S，循环40 

次；荧光检测在6O qC条件下进行，反应体系为40 l。 

荧光通道检测选用 FAM通道和 HEX通道。本研究 

采用上海之江生物科技有限公司的 MRSA检测试 

剂盒，其检测原理为：分别针对金葡菌核酸基因nuc 

的保守片段序列和耐药基因 mecA序列设计 2对特 

异性引物和2条特异性探针，其中针对 meeA基因 

的特异性探针用 FAM荧光素进行标记，针对 nuc基 

因的特异性探针用 HEX荧光素进行标记，分别对应 

PCR仪中的 FAM通道和 HEX通道。(4)结果判 

断：用“+”表示检测结果为阳性；用“一”表示检测 

结果为阴性。实验结果的判断见表 1。 

表 1 实时荧光PCR检测结果判断标准 
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1．7 核酸测序法 对于上述两种检测方法检测结 

果不相符的待检样本 ，采用核酸测序法进行复核，作 

为最后的鉴定结果。具体方法是将药敏培养法检测 

结果与实时荧光 PCR法检测结果不符的样本进行 

核酸提取，并利用mecA引物进行 PCR核酸扩增，将 

扩增产物进行琼脂糖凝胶 电泳。DNA回收按试剂 

盒说明书进行，将回收好的目的 DNA片段产物送金 

唯智生物科技公司测序，测序结果同数据库中序列 

进行比对。 

2 结果 

2．1 两种方法检测金葡菌结果 比较 利用实时荧 

光 PCR、细菌分离培养法检测 856份怀疑感染患者 

的样本 ，从中检测出 33株金葡菌阳性样本，二者的 

符合率为 100％。见表2。 

表 2 两种方法检测金葡菌结果 比较[株(n)] 

2．2 两种方法检测 MRSA结果比较 在检出的33 

株金葡菌中，细菌分离培养法检测出l2株 MRSA阳 

性株。实时荧光 PCR法检测出 14株 MRSA阳性株 

(包括分离培养药敏试验法检测出的 l2株)，实时荧 

光 PCR法灵敏度更高。见表 3。 

表3 两种方法检测 MRSA结果比较[株(n)] 

2．3 测序法检i贝4结果 将 2株分离培养药敏试验 

法与实时荧光 PCR法检测不符的样本 PCR扩增产 

物克隆人T载体，送金唯智生物工程公司测序，2个 

样本 PCR产物测序结果的序列比对结果与mecA基 
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因序列 100％同源，说明实时荧光 PCR法检测阳性 

为真阳性，分离培养药敏试验法结果为假阴性。 

2．4 实时荧光 PCR法对儿科 ICU病区MRSA医院 

感染的影响 2011-07～2012-06，我们利用实时荧光 

PCR法监控 MRSA 的发生。为了判断实时荧光 

PCR法能否减少医院 MRSA的发生，我们以分离培 

养药敏实验为对照，比较2009-07—2011-06与2011— 

07～2012．06 MRSA医院感染率。见表4。 

表 4 实时荧光 PCR法检测对 MRSA医院感染率的影响 

3 讨论 

3．1 有效预防和控制MRSA感染的关键是及时、准 

确地检测出MRSA，为临床合理使用抗生素提供参 

考依据。目前检测 MRSA的方法主要有传统的微 

生物经典检测法(如苯唑西林一盐平板筛选法、纸片 

扩散法等)和现代的分子生物学检测法(以PCR为 

代表) 。国内大部分医疗机构目前多采用基于 

细菌培养结合药敏试验。 

3。2 MRSA多重耐药是因为具有获得性 mecA基 

因，mecA基因编码青霉素结合蛋白2a(PBP2a)为葡 

萄球菌属青霉素结合蛋白2(PBP2)的异构体，同样 

具有转肽酶活性，但与 PBP2不同的是 PBP2a与 B一 

内酰胺类结合力较弱，因此 B一内酰胺类药物不能充 

分抑制 PBP2a的转肽酶活性，细菌得以生存 J。 

3．3 常规分离培养药敏试验中，MRSA检测常选用 

苯唑西林纸片扩散法。该方法对实验条件要求相对 

PCR法较低，但该方法最低抑菌浓度在临界值时， 

检测结果判定容易出现误判。此外存在所谓隐匿型 

MRSA。这种隐匿型MRSA菌株与 B一内酰胺类抗菌 

药物接触后，都可转化为甲氧西林耐药菌株。临床 

上只要检出mecA基因，不管其表型是否敏感均应 

视为甲氧西林耐药菌。因此，应用PCR法检测mecA 

基因比头孢西丁纸片扩散法等表型法检测 MRSA的 

结果更加可靠。美国临床及实验室标准化研究所 

(CLSI)推荐无论是检出mecA基因还是 PBP2a均可 

报告 MRSA阳性，故直接检测金黄色葡萄球菌(金 

葡菌)中的耐药基因mecA的 PCR方法被公认为是 

检测MRSA的“金标准”，受到越来越多临床实验室 

的青睐 。 

3．4 本研究的结果也表明实时荧光 PCR的方法不 

仅完全检出分离培养药敏试验法中出现的 12例阳 

性结果，而且检出分离培养药敏试验法的2例假阴 

性结果，说明该方法具有较高的灵敏性；该方法检测 

的阴性结果与分离培养药敏试验法一致，说明该方 

法具有同样的特异性。此外，实时荧光 PCR法检测 

MRSA可以在 8～10 h内得到诊断结果，比常规方 

法可以提前2～3 d。因此实时荧光 PCR法比分离 

培养药敏试验法能够更加准确、及时地发现 MRSA， 

这对于防止 MRSA在院内的传播具有重要意义。 

我们初步在儿科 ICU病区应用实时荧光 PCR法监 

控 MRSA，结果表明在应用荧光 PCR法后：MRSA的 

医院感染率从36．4％、37．5％下降到 16．7％。结果 

提示我们实时荧光 PCR法监控 MRSA，可以做到早 

发现，从而有利于早隔离、早治疗，降低 MRSA医院 

感染的发生率。目前实时荧光 PCR法监控 MRSA 

的方法成本比较高，对其卫生经济学分析有待进一 

步进行。此外，目前实时荧光 PCR法监控 MRSA基 

本采用的是探针法，如果能够在不降低灵敏性、特异 

性的前提下，研制出利用 SYBGREE的实时荧光定 

量 PCR，将会降低检测成本，促进其在临床的推广 

应用 。 
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