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牛源金黄色葡萄球菌耐药性及甲氧西林敏感

和耐甲氧西林菌株演化相关性研究
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摘　要：为研究牛源金黄色葡萄球菌耐药性以及甲氧西林敏感（ＭＳＳＡ）和耐甲氧西林（ＭＲＳＡ）菌携带的耐药基

因、ＭＲＳＡ的ＳＣＣｍｅｃ基因型，揭示牛源 ＭＳＳＡ与 ＭＲＳＡ之间的演化相关性和 ＭＲＳＡ起源和扩散途径，对２００９年

以来中国五省区不同牛场分离的５４株金黄色葡萄球菌进行了药敏试验。对确定的１２株 ＭＳＳＡ和 ＭＲＳＡ进行了

耐药基因检测、ＳＣＣｍｅｃ基因型分型和多位点测序分型（ＭＬＳＴ）研究。５４株菌的药敏结果显示，对红霉素、克林霉

素、青霉素、复方新诺明、多西环素、四环素、氯霉素、环丙沙星、庆大霉素的耐药菌株分别为８８．８％、８１．５％、

８８．９％、９０．７％、９２．６％、９４．４％、７９．６％、６３．０％和７０．４％。其中，对所测１０种抗生素完全耐药的占５．６％，对５种

以上耐药的占８５．２％，６株（１１．１％）对头孢西丁耐药。１２株 ＭＳＳＡ和 ＭＲＳＡ菌株的药敏和耐药基因检测结果显

示，３株ＭＲＳＡ对１０种抗生素耐药；６株ＭＳＳＡ菌中，新疆分离株对２～４种抗生素耐药，其它省区分离株对７种以

上抗菌素耐药。１２株 ＭＳＳＡ和 ＭＲＳＡ菌均检出犲狉犿犆和狋犲狋犓 基因；６株 ＭＲＳＡ中均检出犪犪犮（６′）／犪狆犺（２″）基因，５

株检出狋犲狋犕 基因，４株检出犪狆犺（３′）Ⅲ基因；６株 ＭＳＳＡ均未检出犪犪犮（６′）／犪狆犺（２″）和犪狆犺（３′）Ⅲ，４株检出狋犲狋犕

基因。用多重ＰＣＲ对 ＭＲＳＡ进行ＳＣＣｍｅｃ基因分型显示，５株为ＳＣＣｍｅｃＩＶ，１株未能分型；１２株菌的 ＭＬＳＴ分

型发现，所有菌株分为ＳＴ５０、ＳＴ９６５、ＳＴ６、ＳＴ９７和ＳＴ９序列型。经ｅＢＵＲＳＴｖ３分析，ＭＲＳＡ 分布在ＣＣ７、ＣＣ４、

ＣＣ２１和ＣＣ９四个克隆复合群（ＣＣｓ）中，ＭＳＳＡ分布在ＣＣ７和ＣＣ３２克隆复合群中。以上研究表明，我国牛源金黄

色葡萄球菌不仅耐药严重，且表现多重耐药；ＭＲＳＡ基因型以ＳＣＣｍｅｃＩＶ为主。对牛源ＳＣＣｍｅｃＩＶ型 ＭＲＳＡ与

同型人源 ＭＲＳＡ的耐药谱分析发现有较大差异，推测位于质粒或转座子上的耐药基因可能插入到金黄色葡萄球

菌基因组中，导致耐药基因在不同菌株间传播。根据ＳＴ９７中有 ＭＳＳＡ和 ＭＲＳＡ以及牛源 ＭＲＳＡ与人源 ＭＲＳＡ

的 ＭＬＳＴ比较，确认我国牛源 ＭＲＳＡ是在抗生素的选择压力下由来源于不同克隆复合群的 ＭＳＳＡ获得ＳＣＣｍｅｃ

ＩＶ而产生，推测同一克隆株 ＭＲＳＡ的扩散并不是 ＭＲＳＡ大范围出现的主要原因。
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ｓｉｍｉｌａｒｔｏｐｌａｓｍｉｄｏｒｔｒａｎｓｐｏｓｏｎｃａｎｆｒｅｅｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｓｏｌａｔｅｓｔｈａｎｄｅｐｅｎｄｏｎＳＣＣｍｅｃ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｂｏｖｉｎｅ；ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅ；ＭＲＳＡ；ＳＣＣｍｅｃｔｙｐｅ；ＭＬＳＴ

　　金黄色葡萄球菌（犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲狌狊）是奶

牛乳房炎主要的传染性病原菌之一［１］，随着抗菌素

的广泛应用，金黄色葡萄球菌对抗菌素呈现越来越

普遍的耐药和多重耐药［２］。研究表明，金黄色葡萄

球菌的耐药基因与其耐药表型密切相关［３４］，金黄色

葡萄球菌携带的氨基糖苷修饰酶基因犪犪犮（６′）／犪狆犺

（２″）和犪狆犺（３′）Ⅲ、大环内酯类甲基化酶基因犲狉犿犃

和犲狉犿犆、四环素类核糖体保护蛋白基因狋犲狋犕 和外

排泵蛋白基因狋犲狋犓 在该类菌抗大环内酯类、氨基糖

苷类以及四环素类中发挥关键作用［５１１］。此外，被

定义为耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）的菌株

对苯唑西林或头孢西丁耐药，它们大多携带甲氧西

林耐药决定簇（ｍｅｃＡ）。对 ＭＲＳＡ 深入的研究发

现，ＭＲＳＡ的犿犲犮犃基因位于葡萄球菌染色体犿犲犮

（ＳＣＣｍｅｃ）上，该结构类似于转座子，可以介导

犿犲犮犃基因游离传播，使敏感的葡萄球菌获得甲氧

西林耐药性并可在 ＳＣＣ 上整合多种耐药基因。

ＳＣＣ基因型不同，携带耐药基因和对抗菌素的耐药

谱也不相同，通过检测ＳＣＣｍｅｃ基因复合体的犮犮狉

（ｃａｓｓｅｔｔｅｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ）和 犿犲犮基因，

可将ＳＣＣｍｅｃ分为至少５种基因型。其中，ＳＣＣｍｅｃ

Ⅰ～Ⅳ 型较为常见，不同型别ＳＣＣｍｅｃＭＲＳＡ抗菌

素耐药谱明显不同，ＳＣＣｍｅｃⅡ型和Ⅲ型 ＭＲＳＡ菌

株表现为多重耐药，ＳＣＣｍｅｃⅣ型菌株表现对非β内

酰胺类抗菌药物敏感［１２１３］。因此，研究耐甲氧西林

金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）与甲氧西林敏感金黄色葡

萄球菌（ＭＳＳＡ）进化关系，对追溯 ＭＲＳＡ的来源、

预测流行趋势以及合理使用抗菌素都具有重要意

义。多位点测序分型（Ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅｔｙｐｉｎｇ，

ＭＬＳＴ）技术是一种以核苷酸序列分析为基础的病
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原菌分型方法，它将高通量测序技术和成熟的群体

遗传学相结合，在流行病学调查和病原菌分型鉴定

中广泛应用，国内外常应用该技术进行多种原核病

原微生物的分子分型和追踪溯源，以了解不同地区

病原菌株的亲缘关系［１４］。Ｅｎｒｉｇｈｔ等
［１５］对人源

ＭＲＳＡ的ＳＣＣｍｅｃ基因型和ＭＬＳＴ研究显示，世界

范围的大多数 ＭＲＳＡ感染仅由少数 ＭＲＳＡ克隆株

（ＣＣ５、ＣＣ８、ＣＣ２２、ＣＣ３０及ＣＣ４５）引起。

为了解我国牛源金黄色葡萄球菌的耐药现状，

本研究通过对我国新疆、浙江、山东、内蒙古、上海分

离的５４株金黄色葡萄球菌的临床药敏试验和犿犲犮犃

基因检测，鉴定出６株 ＭＲＳＡ和６株 ＭＳＳＡ阳性

菌株，检测了这些菌株的氨基糖苷修饰酶基因犪犪犮

（６′）／犪狆犺（２″）和犪狆犺（３′）Ⅲ、大环内酯类甲基化酶

基因犲狉犿犃和犲狉犿犆、四环素类核糖体保护蛋白基因

狋犲狋犕 和外排泵蛋白基因狋犲狋犓 共计６种耐药基因的

携带情况，并对 ＭＲＳＡ 的ＳＣＣｍｅｃ基因进行了分

型，使用多位点测序分型技术（ＭＬＳＴ）分析了这１２

株菌的进化关系。

１　材料和方法

１．１　菌株来源

用于药敏试验的５４株金黄色葡萄球菌包括从

新疆乌鲁木齐、昌吉、奎屯、伊犁等不同地区牛场乳

房炎病例分离的２０株菌和浙江、山东、内蒙古、上海

牛场分离的３４株，其中浙江２０株，山东６株，内蒙

古６株，上海２株。所有菌株均保存于２０％甘油生

理盐水，置－２５℃冻存，使用时接种于哥伦比亚固

体培养基３７℃培养１８～２４ｈ。

１．２　临床药敏试验

药敏试验使用纸片扩散法。抗菌素药敏纸片选

取参考抗菌药物敏感性实验执行标准的第十九版信

息增刊（Ｍ１００Ｓ１９）
［１６］中“美国临床微生物学实验

室非苛养菌常规药敏试验和报告抗菌药物的建议分

组”，首选验并常规报告的Ａ组药物为红霉素、克林

霉素、头孢西丁、青霉素、复方新诺明；首选试验有选

择报告的Ｂ组药物为多西环素和四环素；补充试验

有选择报告的Ｃ组药物为氯霉素、环丙沙星和庆大

霉素。对药敏试验的结果解释遵循“抗菌药物敏感

性实验执行标准的第十九版信息增刊”中“表２Ｃ葡

萄球菌属抑菌环直径和 ＭＩＣ解释标准”。

药敏试验中使用的培养基、培养时间、试验操作

和质量控制按照第十版纸片法抗菌药物敏感试验的

的执行标准（Ｍ０２Ａ１０）
［１７］进行；质量控制菌株金黄

色葡萄球菌ＡＴＣＣ２５９２３由中国科学院菌种保存中

心提供；试验用药敏片购自杭州天和微生物试剂有

限公司。

１．３　犕犛犛犃与 犕犚犛犃鉴定

选取临床药敏试验中青霉素敏感和头孢西丁耐

药的菌株进行犿犲犮犃基因的检测。检测用引物和扩

增方法参考文献［１８］进行。青霉素敏感菌株且

犿犲犮犃基因阴性者确定为 ＭＳＳＡ菌株，头孢西丁耐

药且犿犲犮犃 基因检测阳性者确定为 ＭＲＳＡ 菌株。

共鉴定出的６株 ＭＲＳＡ和６株 ＭＳＳＡ菌株，它们分

别为新疆３株（ＸＪＨ１、ＸＪＨ２６和ＸＪＨ３９），杭州２株

（ＨＺ２、ＨＺ３５），金华３株（ＪＨ４３、ＪＨ４５和ＪＨ５５），宁波

２株（ＮＢ６６、ＮＢ７３），山东２株（ＳＤ１３２、ＳＤ１４１）。

１．４　犕犛犛犃和 犕犚犛犃携带耐药基因的检测

１．４．１　金黄色葡萄球菌基因组提取　　金黄色葡

萄球菌基因组提取按照细菌基因组ＤＮＡ提取试剂

盒（天根生物技术公司）操作说明书进行。

１．４．２　耐药基因检测　　使用ＰＣＲ方法进行氨基

糖苷修饰酶基因犪犪犮（６′）／犪狆犺（２″）和犪狆犺（３′）Ⅲ、大

环内酷类甲基化酶基因犲狉犿犃和犲狉犿犆、四环素类核

糖体保护蛋白基因狋犲狋犕 和外排泵蛋白基因狋犲狋犓 基

因检测，使用的引物序列和反应条件参考文献［１９］。

１．５　犛犆犆犿犲犮分型

使用Ｏｌｉｖｅｉｒａ等
［１８］建立的多重ＰＣＲ方法对分

离的６株 ＭＲＳＡ进行ＳＣＣｍｅｃ基因分型，引物和反

应程序按照参考文献合成和扩增。

１．６　多位点测序分型

多位点测序分型（ＭＬＳＴ）中使用的引物和反应

程序严格按照伦敦帝国学院 ＭＬＳＴ数据库提供的

资料（ｈｔｔｐ：／／ｓａｕｒｅｕｓ．ｍｌｓｔ．ｎｅｔ／ｍｉｓｃ／ｉｎｆｏ．ａｓｐ）合

成和扩增。

２　结　果

２．１　临床耐药试验结果

５４株金黄色葡萄球菌的Ａ组抗菌素临床药敏试

验显示：８８．８％（４８株）的菌株对红霉素耐药，８１．５％

（４４株）对克林霉素耐药，１１．１％（６株）对头孢西丁耐

药，８８．９％（４９株）对青霉素耐药，９０．７％（４９株）对复

方新诺明耐药；Ｂ组抗菌素临床药敏试验显示：

９２．６％（５０株）对多西环素耐药，９４．４％（５１株）对四

环素耐药；Ｃ组抗菌素临床药敏试验显示：７９．６％（４３

株）对氯霉素耐药，６３．０％（３４株）对环丙沙星耐药，
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７０．４％（３８株）对庆大霉素耐药。所有药敏试验结果 见表１。

表１　新疆、浙江、山东、内蒙古、上海５省区５４株金黄色葡萄球菌临床药敏试验分析

犜犪犫犾犲１　犜犺犲犱狉狌犵狊犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔狋犲狊狋狉犲狊狌犾狋狅犳１２０犫狅狏犻狀犲犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲狌狊犻狊狅犾犪狋犲狊犳狉狅犿犡犻狀犼犻犪狀犵，犣犺犲犼犻犪狀犵，犛犺犪狀犱狅狀犵，犖犲犻

犿犲狀犵犵狌犪狀犱犛犺犪狀犵犺犪犻

Ａ组 ＧｒｏｕｐＡ

红霉素

Ｅｒｙｔｈｒｏｍｙｃｉｎ

克林霉素

Ｃｌｉｎｄａｍｙｃｉｎ

头孢西丁

Ｃｅｆｏｘｉｔｉｎ

青霉素

Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ

复方新诺明

Ｓｕｌｆａｍｅｔｈｏｘａｚｏｌｅ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ

Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ Ｉ Ｒ

菌株数／株

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｉｓｏｌａｔｅｓ
６ ０ ４８ １０ ０ ４４ ４８ ０ ６ ６ ０ ４８ ５ ０ ４９

百分比／％

Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ
１１．１ ０ ８８．８ １８．５ ０ ８１．５ ８８．９ ０ １１．１ １１．１ ０ ８８．９ ９．３ ０ ９０．７

Ｂ组 ＧｒｏｕｐＢ Ｃ组 ＧｒｏｕｐＣ

多西环素

Ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ

四环素

Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ

氯霉素

Ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ

环丙沙星

Ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ

庆大霉素

Ｇｅｎｔａｍｉｃｉｎ

Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ Ｉ Ｒ

菌株数／株

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｉｓｏｌａｔｅｓ
４ ０ ５０ ０ ３ ５１ ６ ５ ４３ １８ ２ ３４ １２ ４ ３８

百分比／％

Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ
７．４ ０ ９２．６ ０ ５．６ ９４．４ １１．１ ９．３ ７９．６ ３３．３ ３．７ ６３．０ ２２．２ ７．４ ７０．４

Ｓ．敏感；Ｉ．中介；Ｒ．耐药

Ｓ．Ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ；Ｉ．Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｒｙ；Ｒ．Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

　　对５４株金黄色葡萄球菌的临床药敏试验数据

分析发现，３株对所测试的１０种抗菌素完全耐药，

占５．６％；４６株对５种以上抗菌素耐药，占８５．２％

（表２）。

２．２　犕犛犛犃和 犕犚犛犃分离菌株的临床药敏试验结

果

　　金黄色葡萄球菌对１０种抗菌素的药敏试验显

示，所鉴定出的１２株菌对除头孢西丁和青霉素外的

红霉素、克林霉素、复方新诺明、多西环素、四环素、

氯霉素、环丙沙星和庆大霉素的耐药率为４１．７％～

１００％；６株 ＭＲＳＡ菌株中，除３株对环丙沙星敏感

外，另外３株对所测试的１０种抗菌素均耐药。６株

ＭＳＳＡ菌株中，新疆分离的３株菌（ＸＪＨ１、ＸＪＨ２６

和ＸＪＨ３９）耐药率较低，但也对所测的２～４种抗生

素耐药；浙江（ＨＺ２）、山东（ＳＤ１３２和ＳＤ１４１）分离株

对７种以上抗生素耐药（表３）。

表２　新疆、浙江、山东、内蒙古、上海５省区５４株金黄色葡

萄球菌耐药现状分析

犜犪犫犾犲２　犜犺犲犿狌犾狋犻犱狉狌犵狉犲狊犻狊狋犪狀犮犲狊犻狋狌犪狋犻狅狀狅犳５４犫狅狏犻狀犲

犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲狌狊 犻狊狅犾犪狋犲狊犳狉狅犿 犡犻狀犼犻犪狀犵，

犣犺犲犼犻犪狀犵，犛犺犪狀犱狅狀犵，犖犲犻犿犲狀犵犵狌犪狀犱犛犺犪狀犵犺犪犻

完全耐药

Ｒｅｓｉｓｔｅｄｔｏ

１０ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ

耐药性≥５种抗菌素

Ｒｅｓｉｓｔｅｄｔｏｍｏｒｅ

ｔｈａｎ５ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ

菌株数／株

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｉｓｏｌａｔｅｓ
３ ４６

百分比／％

Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ
５．６ ８５．２
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表
３
　
１
２
株
金
黄
色
葡
萄
球
菌
临
床
药
敏
试
验
结
果

犜
犪
犫犾
犲
３
　
犜
犺
犲
犪
狀狋
犻犫
犻狅
狋犻
犮狊
狊狌
狊犮
犲
狆狋
犻犫
犻犾
犻狋
狔
狋犲
狊狋
狉犲
狊狌
犾狋
狅犳
１
２
犛狋
犪
狆
犺
狔犾
狅犮
狅犮
犮
狌狊
犪
狌
狉犲
狌狊
犻狊
狅犾
犪狋
犲狊

菌
株
编
号

Ｉｓ
ｏｌ
ａｔ
ｅ

Ａ
组
Ｇ
ｒｏ
ｕ
ｐ
Ａ

Ｂ
组
Ｇ
ｒｏ
ｕ
ｐ
Ｂ

Ｃ
组
Ｇ
ｒｏ
ｕ
ｐ
Ｃ

红
霉
素

Ｅ
ｒ
ｙｔ
ｈ
ｒｏ
ｍ
ｙ
ｃ ｉ
ｎ

克
林
霉
素

Ｃ
ｌｉ
ｎ
ｄ
ａ
ｍ
ｙ
ｃｉ
ｎ

头
孢
西
丁

Ｃ
ｅｆ
ｏ
ｘｉ
ｔ ｉ
ｎ

青
霉
素

Ｐ
ｅ
ｎｉ
ｃ ｉ
ｌｌ
ｉｎ

复
方
新
诺
明

Ｓ
ｕｌ
ｆａ
ｍ
ｅｔ
ｈ
ｏ
ｘａ
ｚｏ
ｌｅ

Ｃ
ｏ
ｍ
ｐ
ｏ
ｕ
ｎ
ｄ

多
西
环
素

Ｄ
ｏ
ｘ
ｙ
ｃ
ｙ
ｃｌ
ｉｎ
ｅ

四
环
素

Ｔ
ｅ ｔ
ｒａ
ｃ
ｙ
ｃｌ
ｉ ｎ
ｅ

氯
霉
素

Ｃ
ｈｌ
ｏ
ｒａ
ｍ
ｐ
ｈ
ｅ
ｎｉ
ｃ
ｏｌ

环
丙
沙
星

Ｃ
ｉ ｐ
ｒｏ
ｆｌ
ｏ
ｘ
ａｃ
ｉｎ

庆
大
霉
素

Ｇ
ｅ
ｎｔ
ａ
ｍ
ｉｃ
ｉｎ

Ｈ
Ｚ
３
５

Ｒ
Ｒ

Ｒ
Ｒ

Ｒ
Ｒ

Ｒ
Ｒ

Ｓ
Ｒ

Ｊ
Ｈ
４
３

Ｒ
Ｒ

Ｒ
Ｒ

Ｒ
Ｒ

Ｒ
Ｒ

Ｒ
Ｒ

Ｊ
Ｈ
４
５

Ｒ
Ｒ

Ｒ
Ｒ

Ｒ
Ｒ

Ｒ
Ｒ

Ｒ
Ｒ

Ｊ
Ｈ
５
５

Ｒ
Ｒ

Ｒ
Ｒ

Ｒ
Ｒ

Ｒ
Ｒ

Ｒ
Ｒ

Ｎ
Ｂ
６
６

Ｒ
Ｒ

Ｒ
Ｒ

Ｒ
Ｒ

Ｒ
Ｒ

Ｓ
Ｒ

Ｎ
Ｂ
７
３

Ｒ
Ｒ

Ｒ
Ｒ

Ｒ
Ｒ

Ｒ
Ｒ

Ｓ
Ｒ

Ｈ
Ｚ
２

Ｒ
Ｒ

Ｓ
Ｓ

Ｒ
Ｒ

Ｒ
Ｒ

Ｒ
Ｓ

Ｓ
Ｄ
１
３
２

Ｒ
Ｒ

Ｓ
Ｓ

Ｒ
Ｒ

Ｒ
Ｒ

Ｓ
Ｒ

Ｓ
Ｄ
１
４
１

Ｒ
Ｒ

Ｓ
Ｓ

Ｒ
Ｒ

Ｒ
Ｒ

Ｓ
Ｒ

Ｘ
Ｊ
Ｈ
１

Ｓ
Ｓ

Ｓ
Ｓ

Ｒ
Ｓ

Ｒ
Ｉ

Ｓ
Ｓ

Ｘ
Ｊ
Ｈ
２
６

Ｓ
Ｓ

Ｓ
Ｓ

Ｒ
Ｒ

Ｒ
Ｓ

Ｓ
Ｒ

Ｘ
Ｊ
Ｈ
３
９

Ｓ
Ｒ

Ｓ
Ｓ

Ｒ
Ｒ

Ｒ
Ｓ

Ｉ
Ｓ

耐
药
菌
株

比
例
／
％

Ｐ
ｅｒ
ｃｅ
ｎｔ
ａ
ｇ
ｅ
ｏｆ

ｄ
ｒ
ｕ
ｇ
ｒｅ
ｓｉ
ｓｔ
ａ
ｎｔ

ｉｓ
ｏｌ
ａｔ
ｅ

７
５
．０

８
３
．３

５
０
．０

５
０
．０

９
１
．７

９
１
． ７

１
０
０
．０

７
５
．０

４
１
．７

７
５
．０

Ｓ
．
敏
感
； Ｉ
．
中
介
； Ｒ
．
耐
药

Ｓ
．
Ｓ
ｅ
ｎ
ｓｉ
ｔｉ
ｖ
ｅ
；
Ｉ
．
Ｉｎ
ｔｅ
ｒ
ｍ
ｅ
ｄｉ
ａｒ
ｙ
；
Ｒ
．
Ｒ
ｅｓ
ｉｓ
ｔａ
ｎ
ｃｅ
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２．３　耐药基因检测结果

对分离的金黄色葡萄球菌进行氨基糖苷修饰酶

基因犪犪犮（６′）／犪狆犺（２″）和犪狆犺（３′）Ⅲ、大环内酯类甲

基化酶基因犲狉犿犃和犲狉犿犆、四环素类核糖体保护蛋

白基因狋犲狋犕 和外排泵蛋白基因狋犲狋犓６种耐药基因

的检测显示，所有菌株均检出犲狉犿犆和狋犲狋犓 基因，未

检出犲狉犿犃基因。犪犪犮（６′）／犪狆犺（２″）和犪狆犺（３′）Ⅲ基因

的检出率分别为４１．７％（５／１２）、３３．３％（４／１２），狋犲狋犕

基因的检出率为７５．０％。６株 ＭＲＳＡ中均检出犪犪犮

（６′）／犪狆犺（２″）基因，５株检出狋犲狋犕 基因，４株检出犪狆犺

（３′）Ⅲ基因；６株ＭＳＳＡ均未检出犪犪犮（６′）／犪狆犺（２″）和

犪狆犺（３′）Ⅲ，４株检出狋犲狋犕基因（表４）。

表４　１２株金黄色葡萄球菌的６种耐药基因检测

犜犪犫犾犲４　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳６犪狀狋犻犿犻犮狉狅犫犻犪犾狉犲狊犻狊狋犪狀犮犲犵犲狀犲狊犻狀１２犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲狌狊犻狊狅犾犪狋犲狊

菌株编号

Ｉｓｏｌａｔｅ

大环内酯类甲基化酶基因

Ｍｅｔｈｙｌａｓｅｇｅｎｅｓｏｆｍａｃｒｏｌｉｄｅ

氨基糖苷修饰酶基因

Ａｍｉｎｏｇｌｙｃｏｓｉｄｅｍｏｄｉｆｙｉｎｇ

ｅｎｚｙｍｅｇｅｎｅｓ

四环素类核糖体

保护蛋白基因

Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ

ｒｉｂｏｓｏｍａｌ

ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ

ｇｅｎｅｓ

四环素外排泵

蛋白基因

Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ

ｅｆｆｌｕｘ

ｐｕｍｐｐｒｏｔｅｉｎ

犲狉犿犃 犲狉犿犆 犪犪犮（６＇）／犪狆犺（２″） 犪狆犺（３＇）Ⅲ 狋犲狋犕 狋犲狋犓

ＨＺ３５ － ＋ ＋ － ＋ ＋

ＪＨ４３ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

ＪＨ４５ － ＋ － ＋ － ＋

ＪＨ５５ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

ＮＢ６６ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

ＮＢ７３ － ＋ ＋ － ＋ ＋

ＨＺ２ － ＋ － － ＋ ＋

ＳＤ１３２ － ＋ － － ＋ ＋

ＳＤ１４１ － ＋ － － ＋ ＋

ＸＪＨ１ － ＋ － － － ＋

ＸＪＨ２６ － ＋ － － － ＋

ＸＪＨ３９ － ＋ － － ＋ ＋

比例／％Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ０．０ １００．０ ４１．７ ３３．３ ７５．０ １００．０

２．４　犛犆犆犿犲犮分型及 犕犔犛犜结果

用多重ＰＣＲ方法对鉴定出的６株 ＭＲＳＡ进行

ＳＣＣｍｅｃ基因分型，结果显示：ＪＨ４３、ＪＨ５５、ＪＨ４５、

ＪＨ７３和 ＮＢ６６为 ＭＲＳＡⅣ型，未能对 ＨＺ３５进行

ＳＣＣｍｅｃ分型。

采用 ＭＬＳＴ技术对金黄色葡萄球菌的７个持家

基因犪狉狉犮犪狉狅犲犵犾狆犳犵犿犽狆狋犪狋狆犻狔狇犻犾进行测序分型

（ｈｔｔｐ：／／ｓａｕｒｅｕｓ．ｍｌｓｔ．ｎｅｔ／ｍｉｓｃ／ｉｎｆｏ．ａｓｐ），结果显示，

１２株菌可以分为５个序列型（ｓｅｑｕｅｎｃｅｔｙｐｅ，ＳＴ）：

ＨＺ２、ＸＪＨ３９、ＸＪＨ１、ＸＪＨ２６、ＪＨ５５、ＪＨ４５和 ＮＢ６６为

ＳＴ９７型，ＳＤ１３２和ＳＤ１４１为ＳＴ５０型，ＪＨ４３为ＳＴ９６５

型，ＪＨ７３为ＳＴ６型，ＨＺ３５为ＳＴ９型（ｈｔｔｐ：／／ｓａｕｒｅｕｓ．

ｍｌｓｔ．ｎｅｔ，ＩＤＮｏ．３７２２３７３３）。根据每个菌株的等位

基因谱（ａｌｌｅｌｉｃｐｒｏｆｉｌｅ），使用临位相联法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ

ｊｏｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄ）构建进化树（图１）。

图１　１２株牛源金黄色葡萄球菌进化关系分析

犉犻犵．１　犜犺犲犲狏狅犾狌狋犻狅狀犪狉狔狉犲犾犪狋犻狅狀狊犺犻狆犪犿狅狀犵１２犛狋犪狆犺狔

犾狅犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲狌狊犻狊狅犾犪狋犲狊
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　　用菌株基因相关性分析软件ｅＢＵＲＳＴｖ３（ｈｔ

ｔｐ：／／ｓａｕｒｅｕｓ．ｍｌｓｔ．ｎｅｔ／ｅｂｕｒｓｔ／）分析发现，这５个

序列型分别属于５克隆复合群：ＳＴ９７属于ＣＣ７群，推

测起始序列型（ｐｒｅｄｉｃｔｅｄｆｏｕｎｄｅｒ）为ＳＴ９７；ＳＴ５０属于

ＣＣ３２群，推测起始序列型为ＳＴ５０；ＳＴ９６５属于ＣＣ４

群，推测起始序列型为ＳＴ５；ＳＴ６属于ＣＣ２１群，推测

起始序列型为ＳＴ６；ＳＴ９属于ＣＣ９群，推测起始序列

型为ＳＴ９（图２）。

ＪＨ４３为ＳＴ９６５ＭＲＳＡＩＶ，属于ＣＣ４群，推测起始序列

型为ＳＴ５

ＪＨ４３：ＳＴ９６５ＭＲＳＡＩＶ，ｂｅｌｏｎｇｅｄｔｏＣＣ４，ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ

ｆｏｕｎｄｅｒｗａｓＳＴ５

ＪＨ７３为ＳＴ６ＭＲＳＡＩＶ，属于ＣＣ２１群，推测起始序列型

为ＳＴ６

ＪＨ７３：ＳＴ６ＭＲＳＡＩＶ，ｂｅｌｏｎｇｅｄｔｏ ＣＣ２１，ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ

ｆｏｕｎｄｅｒｗａｓＳＴ６

ＨＺ３５为ＳＴ９ＭＲＳＡ，属于ＣＣ９群，推测起始序列型为ＳＴ９

ＨＺ３５：ＳＴ９ＭＲＳＡ，ｂｅｌｏｎｇｅｄｔｏＣＣ９，ｐｒｅｄｉｃｔｅｄｆｏｕｎｄｅｒ

ｗａｓＳＴ９

ＨＺ２、ＸＪＨ３９、ＸＪＨ１、ＸＪＨ２６为 ＳＴ９７ＭＳＳＡ 和ＪＨ５５、

ＪＨ４５、ＮＢ６６为ＳＴ９７ＭＲＳＡＩＶ，属于ＣＣ７群，推测起始

序列型为ＳＴ９７

ＨＺ２，ＸＪＨ３９， ＸＪＨ１， ＸＪＨ２６：ＳＴ９７ＭＳＳＡ．ＪＨ５５，

ＪＨ４５，ＮＢ６６：ＳＴ９７ＭＲＳＡＩＶ，ｂｅｌｏｎｇｅｄｔｏＣＣ７，ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ

ｆｏｕｎｄｅｒｗａｓＳＴ９７

ＳＤ１３２、ＳＤ１４１为ＳＴ５０ＭＳＳＡ，属于ＣＣ３２群，推测起始

序列型为ＳＴ５０

ＳＤ１３２，ＳＤ１４１：ＳＴ５０ＭＳＳＡ，ｂｅｌｏｎｇｅｄｔｏＣＣ３２，ｐｒｅ

ｄｉｃｔｅｄｆｏｕｎｄｅｒｗａｓＳＴ５０

采用多重ＰＣＲ方法未能对该菌株进行ＳＣＣｍｅｃ分型

ＳＣＣｍｅｃｔｙｐｅｏｆｔｈｅｉｓｏｌａｔｅｃａｎｎｏｔｂｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙｍｕｌｔｉＰＣＲ

图２　１２株金黄色葡萄球菌犛犜狊、所属犆犆狊和推测起始序列型

犉犻犵．２　犛犜狊，犆犆狊犪狀犱狆狉犲犱犻犮狋犲犱犳狅狌狀犱犲狉狅犳１２犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲狌狊犻狊狅犾犪狋犲狊
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３　讨　论

２００５年，杜锐等
［２］对我国动物源性金黄色葡萄

球菌耐药研究显示，分离菌株对氨苄青霉素和链霉

素完全耐药，对苯唑西林、氯霉素、卡那霉素、庆大霉

素、氨苄青霉素、链霉素、呋喃妥因、克林霉素、氧氟

沙星、罗美沙星、诺氟沙星、环丙沙星１２种抗菌素的

耐药率达５０．０％～８４．６％，且表现为多重耐药。

本研究对我国部分省区分离的５４株金黄色葡萄球

菌药敏试验发现，这些地区牛源性金黄色葡萄球菌

的耐药性非常严重，且表现出严重的多重耐药。药

敏试验中发现６株（１１．１％）对头孢西丁耐药的菌

株，并确定是犿犲犮犃介导的 ＭＲＳＡ，犿犲犮犃位于类似

于转座子的葡萄球菌染色体 ｍｅｃ（ＳＣＣｍｅｃ）上，该

结构可以介导甲氧西林耐药决定簇（犿犲犮犃）基因游

离传播，使敏感的葡萄球菌获得甲氧西林耐药

性［２０］。牛源 ＭＲＳＡ菌株的出现是对金黄色葡萄球

菌性奶牛乳房炎抗生素治疗的极大挑战。长期、大

量滥用抗菌药物所产生的选择性压力是细菌耐药性

产生的源动力，耐药基因经过传代、转移、扩散以及

不断变异，通过多种机制形成复杂的多重耐药

性［２１］。严格掌握适应证，合理使用抗菌药物，有针

对性的足量用药、轮换用药、联合用药，建立科学的

耐药监控体系，将防止或延缓多重耐药的产生和蔓

延［２２］。

在本研究中，６株 ＭＲＳＡ 检出犪犪犮（６′）／犪狆犺

（２″）或犪狆犺（３′）Ⅲ基因，且均对庆大霉素耐药，未检

出基因的６株 ＭＳＳＡ菌株，有３株对庆大霉素耐

药，３株敏感，这可能与金黄色葡萄球菌还存在氨基

糖苷修饰酶基因犪狀狋（４′，４″）有关。犲狉犿犃 和犲狉犿犆

基因检测显示，１２株菌均检出犲狉犿犆基因，未检出

犲狉犿犃基因，而在药敏试验中，９株对红霉素耐药，其

中６株 ＭＲＳＡ均对红霉素耐药，该结果与医源性金

黄色葡萄球菌的研究结果不同。Ｌｉｍ等
［２３］报道，人

源金黄色葡萄球菌犲狉犿犃阳性检出率达８２．５％，犲狉

犿犆检出２．６％，由此推测，人源和牛源金黄色葡萄

球菌的红霉素耐药基因型可能有较大差异。狋犲狋犕

和狋犲狋犓 基因检测及四环素药敏试验结果显示，１２

株菌均带有狋犲狋犓 基因，９株带有狋犲狋犕 基因，所有菌

株对四环素耐药，基因型与表型符合率为１００％。

孔海深等研究认为［４］ＭＲＳＡ菌株对氨基糖苷类、大

环内酯类、四环素抗菌素耐药率较 ＭＳＳＡ高。本次

所检测的 ＭＲＳＡ菌株均带有３～５种耐药基因，而

ＭＳＳＡ菌株带有２～３种耐药基因，与上述研究结论

相符。

ＳＣＣｍｅｃ是 ＭＲＳＡ的耐药基础，其基因型与耐

药谱有着密切的关系，不同的基因型有不同的耐药

表型。目前，在 ＭＲＳＡ中已发现５种ＳＣＣｍｅｃ基因

型，以ＳＣＣｍｅｃⅠ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ多见。ＳＣＣｍｅｃⅡ和

ＳＣＣｍｅｃⅢ的核苷酸片段较长 （５３、６６．９ｋｂ），ＳＣＣ

ｍｅｃⅡ含带有耐药基因的整合质粒ｐＵＢ１１０和转座

子Ｔｎ５５４，ＳＣＣｍｅｃⅢ含有整合质粒ｐＩ２５８、ｐＴ１８１

和Ｔｎ５５４，其中ｐＵＢ１１０带有犪狀狋４′基因，产生对卡

那霉素（ｋａｎａｍｙｃｉｎ）、妥布霉素（ｔｏｂｒａｍｙｃｉｎ）和博莱

霉素 （ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ）耐药，ｐＩ２５８带有对青霉素类和重

金属产生抵抗力的蛋白基因，ｐＴ１８１带有对四环素

（ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ）耐药的基因，而Ｔｎ５５４带有犲狉犿犃 基

因，产生对大环内酯类抗菌素耐药，这也许是ＳＣＣ

ｍｅｃⅡ和ＳＣＣｍｅｃⅢ型 ＭＲＳＡ菌株呈多重耐药的

原因，而 ＳＣＣｍｅｃⅠ和 ＳＣＣｍｅｃⅣ基因片段较短

（３４．３ｋｂ，２０．９２４．３ｋｂ），除携带犿犲犮犃基因外几乎

不带有其他耐药基因，常不表现为多重耐药［１３，２４］。

我国余方友等［２５］对医院分离的７２株 ＭＲＳＡ

进行ＳＣＣｍｅｃ分型发现，ＳＣＣｍｅｃⅢ占８８．９％（６４／

７２），ＳＣＣｍｅｃⅡ占２．８％（２／７２），ＳＣＣｍｅｃＩＶ 占

１．４％（１／７２），有５株未能分型，且所有ＳＣＣｍｅｃⅢ

和ＳＣＣｍｅｃⅡ基因型的菌株为多重耐药；基因型为

ＳＣＣｍｅｃⅣ的临床分离株只对β内酰胺类药物交叉

耐药，而不表现为多重耐药。本研究对６株 ＭＲＳＡ

进行ＳＣＣｍｅｃ分型，５株为ＳＣＣｍｅｃⅣ，１株未能分

型，证实我国牛源金黄色葡萄球菌中已出现 ＭＲＳＡ

菌株，且以ＳＣＣｍｅｃⅣ为主，与人源 ＭＲＳＡ基因型

有很大差异。本研究发现的６株 ＭＲＳＡ菌株，除１

株（ＮＢ６６）对环丙沙星敏感外，其余对所测试的１０

种抗菌素均耐药，表明牛源ＳＣＣｍｅｃⅣ型 ＭＲＳＡ与

同型人源 ＭＲＳＡ耐药谱存在较大差异。王新等报

道猪源ＳＣＣｍｅｃⅣｂ型 ＭＲＳＡ株具有多重耐药特

点，与人源ＳＣＣｍｅｃⅣ型 ＭＲＳＡ株耐药谱存在较大

差异［２６］。这些结果显示，不同动物源 ＭＲＳＡ的耐

药谱与ＳＣＣｍｅｃ型的相关性并不一致。通过对牛源

ＭＲＳＡ进行犪犪犮（６′）／犪狆犺（２″）、犪狆犺（３′）Ⅲ、犲狉犿犆、

狋犲狋犕 和狋犲狋犓 基因的检测和药敏试验，推测这些耐

药基因可能位于具有整合能力的质粒或转座子上，

可以插入到金黄色葡萄球菌基因组中，在抗菌素选

择压力下，耐药基因在不同菌株间传播，而不是依赖

ＳＣＣｍｅｃ进行扩散。
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使用 ＭＬＳＴ 技术基因分型，对 １２ 株属于

ＳＴ９７、ＳＴ９６５、ＳＴ６、ＳＴ５０和ＳＴ９的５个序列型菌

株经ｅＢＵＲＳＴｖ３分析发现，这５个序列型分别属

于５个克隆复合群。６株 ＭＲＳＡ分布在ＣＣ７、ＣＣ４、

ＣＣ２１和ＣＣ９的４个克隆复合群中，其中ＣＣ７中包

括３株 ＭＲＳＡ和４株 ＭＳＳＡ。除ＣＣ４的推测起始

序列型为ＳＴ５外，ＣＣ７、ＣＣ２１和ＣＣ９克隆复合群

的推测起始序列型与 ＭＲＳＡ分离株的序列型一致，

表明我国牛源 ＭＲＳＡ并非来源于同一克隆株的跨

区域扩散。Ｅｎｒｉｇｈｔ等
［１５］和 Ｏｋｕｍａ等

［２７］报道，国

外分离的人源 ＭＲＳＡ主要分布在ＣＣ１、ＣＣ５、ＣＣ８、

ＣＣ２２、ＣＣ３０、ＣＣ２９８和ＣＣ５的７个克隆复合群中，

我国分离的人源金黄色葡萄球菌的 ＭＬＳＴ与本研

究中牛源 ＭＲＳＡ 有很大不同 （ｈｔｔｐ：／／ｓａｕｒｅｕｓ．

ｍｌｓｔ．ｎｅｔ／ｅａｒｔｈ／ｍａｐｓ／ｂｙｓｔ＿ｅａｒｔｈ．ａｓｐ？ｃｏｕｎｔｒｙ＝

Ｃｈｉｎａ），这表明我国牛源 ＭＲＳＡ 并非来源于人源

ＭＲＳＡ克隆株。根据以上研究数据推测，某一地域

ＭＲＳＡ的出现不局限于其它地域已存在的 ＭＲＳＡ

菌株的克隆扩散，ＭＳＳＡ菌株获得ＳＣＣｍｅｃ基因也

可能是 ＭＲＳＡ扩散的主要原因之一，ＭＳＳＡ获得

ＳＣＣｍｅｃＩＶ型基因可能是我国牛源 ＭＲＳＡ产生和

广域分布的主要原因。Ｓｍｙｔｈ等
［２８］对欧洲、拉丁美

洲和美洲１２个国家分离的１１８株动物源金黄色葡

萄球菌研究认为，与动物相关的金黄色葡萄球菌序

列型主要分布在 ＣＣ１、ＣＣ５、ＣＣ８、ＣＣ２０、ＣＣ２２、

ＣＣ２５、ＣＣ３０、ＣＣ５０、ＣＣ９６、ＣＣ９７、ＣＣ１０１、ＣＣ１２１、

ＣＣ１２６、ＣＣ１３０、ＣＣ１３３、ＣＣ１５１、ＣＣ３５０、ＣＣ４７９ 和

ＣＣ７０３克隆复合群中，本研究得到的数据与此并不

一致，可能动物源金黄色葡萄球菌存在较大的地区

差异。
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