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异质性万古霉素中介金黄色葡萄球菌的检测方法和耐药性分析  
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摘  要：目的  研究比较异质性万古霉素中介金黄色葡萄球菌（hVISA）的几种筛查方法，制定出适合的 hVISA 的筛查方

法。方法  收集 2018 年 1 月—2019 年 12 月江南大学附属医院临床标本中分离出的耐甲氧西林金黄色葡萄球菌株（MRSA），

采用宏量 E-test 法（MET 法）、BHIV3V、BHIV6V 及 MHA5T 法筛查 hVISA，最后用菌群曲线分析法（PAP-AUC）确认，

比对 4 种筛查方法的敏感性及特异性。结果  538 株金黄色葡萄球菌经头孢西丁纸片法筛查出 MRSA 266 例，MRSA 阳性率

为 49.4%；266 株 MRSA 中经 PAP-AUC 确认 hVISA 菌株为 17 株，检出率为 6.4%；MET 法筛选出 hVISA 21 例，其中确认

hVISA 菌株为 14 例，敏感性为 82.3%，特异性为 97.1%。BHIV6V 法筛查出 hVISA 2 株，确认均为 hVISA，敏感性为 11.8%，

特异性 100%。BHIV3V 法筛查出 hVISA 44 株，确认为 hVISA 菌株为 11 株，敏感性为 64.7%，特异性 86.7%。MHA5T 法

筛查出 hVISA 56 株，确认 hVISA 为 9 株，敏感性为 52.9%，特异性 81.1%。MRSA 除对利奈唑胺及万古霉素敏感外，对多

种抗菌药物表现为多重耐药。结论  本院 MRSA 检出率为 49.4%，高于全国耐药监测网统计数据。hVISA 的检出率为 6.08%，

MET 法在敏感性及特异性方面优于其他 3 种方法，此方法较适合在本院开展 hVISA 的筛查。检出的 MRSA 及 hVISA 除对

利奈唑胺及万古霉素敏感外，表现为多种抗菌药物的耐药性，尤其是 hVISA 具有更高的耐药性，临床治疗时应按照药敏结

果选取治疗药物，切勿随意进行经验性用药。 
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Abstract: Objective  To study several different screening methods of hVISA by contrast method, so as to find the hVISA screening 

method suitable for Affiliated Hospital of Jiangnan University. Methods  Strains of Staphylococcus aureus isolated from clinical 

specimens in Affiliated Hospital of Jiangnan University from January 2018 to December 2019 were collected and screened by 

cefoxetine sensitive tissue method. In vitro antimicrobial susceptibility test was performed on clinically isolated MRSA by broth 

dilution method, and WHONET5.6 was used for analysis. hVISA was screened by MET、BHIV3V、BHIV6 and MHA5T, the 

sensitivity and specificity of the four methods were confirmed by PAP-AUC. Results   266 cases of MRSA were detected in 538 

strains of Staphylococcus aureus by cefoxitin paper method, and the positive rate of MRSA was 49.4%. Among 266 strains of MRSA, 

17strains of hVISA were confirmed by PAP-AUC, with a detection rate of 6.4%. 21 cases of  hVISA were screened by macro E-test, 

among which 14 cases were confirmed as hVISA strain, with sensitivity of 82.3% and specificity of 97.1%.Two hVISA strains were 

screened by BHIV6V method and confirmed to be hVISA, with a sensitivity of 11.8% and specificity of 100%. 44 hVISA strains were 

screened by BHIV3V method, and 11 strains were confirmed as hVISA strains, with a sensitivity of 64.7% and specificity of 86.7%. 56 

hVISA strains were screened by MHA5T method, and 9 hVISA strains were confirmed with sensitivity of 52.9% and specificity of 

81.1%. In addition to linezolid and vancomycin, MRSA shows multiple resistance to various antimicrobial agents. Conclusion  The 

MRSA detection rate in Affiliated Hospital of Jiangnan University was 49.4%, higher than the national drug resistance monitoring 
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network statistics. The detection rate of hVISA is 6.08%, and the macro E-test method is better than the other three methods in terms of 

sensitivity and specificity, which is more suitable for hVISA screening in Affiliated Hospital of Jiangnan University. In addition to 

linezolid and vancomycin, the detected MRSA and hVISA showed resistance to a variety of antimicrobial drugs, especially hVISA had 

higher resistance. In clinical treatment, treatment drugs should be selected according to drug sensitivity results, and do not use empirical 

drugs randomly. 

Key words: methicillin-resistant Staphylococcus aureus; heterogeneous vancomycin-intermediate Staphylococcus aureus; MET 

method; PAP-AUC; drug resistance

金黄色葡萄球菌是人类重要的致病菌，可引起

局部化脓性感染和严重的全身性感染。抗生素的出

现使得该菌的致病性大为降低。然而随着抗菌药物

的广泛使用，金黄色葡萄球菌的耐药问题也日益严

峻。1961 年，在英国首次发现耐甲氧西林的金黄色

葡萄球菌（MRSA）。1997 年，日本报道发现对万

古霉素敏感性降低的金黄色葡萄球菌菌株（VISA）。

随后，2002 年，美国发现 2 株对万古霉素高水平耐

药的金黄色葡萄球菌（VRSA）。根据美国全国实验

标准委员会（NCCLS）规定，万古霉素对金黄色葡

萄球菌的最小抑菌浓度（MIC）≤2 mg/L 为敏感，

MIC≥16 mg/L 为耐药。把 MIC 介于 4～8 mg/L 范围

的金黄色葡萄球菌称为耐万古霉素中介（VISA）[1]。

在 VISA 当中，有这样一类耐高水平万古霉素的被

称为异质性万古霉素中介金黄色葡萄球菌

（hVISA）。这些细菌母代菌株对万古霉素在敏感范

围内 MIC≤2 mg/L，而子代却含有少量能在万古霉

素浓度≥4 mg/L 的 BHI 培养基中生长的耐药亚群，

发生率为十万分之一。目前大多认为 hVISA 是

VISA 的前体，与万古霉素的治疗失败有关[2]。因此，

准确地检测出 hVISA 对提高 MRSA 的治疗成功率

至关重要。江南大学附属医院始建于 1929 年，是

一所集医疗、教学、科研、预防、保健、康复为一

体的全国重点中西医结合医院，在江南地区具有较

高的知名度。本研究主要是比较用 4 种方法筛查

2018—2019 年本院微生物室分离出的金黄色葡萄

球菌中的 hVISA，为选择筛查 hVISA 的方法提供参

考依据，同时也对无锡市梁溪区临床分离的金黄色

葡萄球菌的耐药趋势进行初步的分析，为解决临床

金黄色葡萄球菌的耐药问题提供参考。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

538 株金黄色葡萄球菌来自本院 2018 年 1 月—

2019 年 12 月临床分离标本（已剔除相同病人相同

部位重复菌株）。其中 162 株来自烧伤科、85 株来

自耳鼻咽喉科、50 株来自眼科、40 株来自神经外

科，重症监护科、新生儿科各 24 株，甲乳外科 16

株、呼吸内科 11 株，其余 126 株分别来自脊柱外科、

介入科等。分泌物标本 305 例，痰液 79 例，耳拭

子 64，全血 23 例，中段尿标本 15 例，其他标本

52 例。涉及的病例男性 319 例，女性 219 例。 

1.2  细菌鉴定和药物敏感性试验 

细菌鉴定使用法国生物梅里埃公司生产的细

菌质谱分析仪（Matrix-assisted laser desorption/ 

ionization time-of-flight mass spectrometry，MALDI- 

TOF MS），细菌药敏试验采用法国生物梅里埃公司

VITEK 2 Compact 全自动细菌鉴定及药敏仪器，相

关操作严格按照《全国临床检验操作规程》[3]进行，

手工药物敏感性试验采用纸片扩散法（K-B）。质控

菌 株 分 别为 金 黄色 葡萄 球 菌 ATCC25923 、

ATCC29213、ATCC43300、ATCC700698，质控菌

株均源于江苏省临床检验中心。万古霉素 E-test 试

纸条（批号：1005027170）购自法国生物梅里埃公

司。替考拉宁 E-test 试纸条（批号 SG1208S1）、BHIA

琼脂粉、MHA 琼脂粉购自温州市康泰生物科技有

限公司。药物敏感试验的解释与判读按照 2017 年

美国临床和实验室标准化协会（CLSI）[4]推荐的药

物敏感试验方法进行。 

1.3  金黄色葡萄球菌的分离培养及鉴定 

将标本接种于血琼脂培养基，置于 35℃培养箱

孵育 16～18 h，根据菌落形态、革兰氏染色、血浆

凝固酶试验等试验，经法国生物梅里埃公司生产的

细菌质谱分析仪鉴定为金黄色葡萄球菌。转种纯培

养后用磁珠保存管中−80 ℃保存备用。 

1.4  MRSA 的检测 

根据 CLSI 推荐方法[5]，采用头孢西丁纸片扩散

法测定，调菌落悬液浓度为 0.5 麦氏单位，均匀涂

布于 MHA 上，将含 30 µg 头孢西丁纸片贴于培养

基琼脂表面， 33～35 ℃培养 24 h，按 CLSI 

M100-S28 标准：抑菌圈直径≥22 mm 判断为甲氧
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西林敏感金黄色葡萄球菌（MSSA），抑菌圈直径≤

21 mm 判断为 MRSA。同时以金黄色葡萄球菌标准

菌株 ATCC43300 作为阳性对照，ATCC25923 作为

阴性对照。 

1.5  hVISA 筛选与分离 

1.5.1  菌群曲线分析法（PAP-AUC）[6]
  制备质量

浓度分别为 0.5、1.0、2.0、2.5、4.0、8.0 mg/L 万古

霉素的 BHI 平板；将已知的 MRSA 菌株用 0.85% 

NaCl 制成 0.5 麦氏单位浊度菌悬液，取 2 mL 加入

8 mL 胰蛋白胨大豆肉汤中（TSB）35 ℃培养过夜，

再将 3 种浓度的悬液（原液、1×10
−3、1×10

−6 稀

释液）用无菌 L 棒涂布于各种浓度的万古霉素 BHI

平板上，MU3（ATCC700698）为阳性对照，35 ℃

培养 48 h。分别对 3 种浓度悬液接种的平皿进行菌

落计数，选用单个菌落生长最好的平板，采用相关

软件进行菌落计数，再乘以相应稀释倍数。应用

Graphpad Prism 软件绘制菌落数对数值对万古霉素

浓度的曲线，并计算曲线下面积（AUC），与 MU3

的 AUC 进行比较：AUC 待检菌/AUCMU3值为 0.9～1.3

判定为 hVISA，比值＞1.3 为 VISA。 

1.5.2  宏量 E-test 法（MET 法）[7]
  将 200 µL 2.0

麦氏单位的菌液涂布于脑心浸液（BHI）平皿上，

贴上万古霉素及替考拉宁的 E-test 试纸条，35 ℃培

养 48 h。结果观察：万古霉素 MIC≥8 mg/L 且替考

拉宁 MIC≥8 mg/L 或替考拉宁 MIC≥12 mg/L，初

判为 hVISA。 

1.5.3  琼脂稀释法（BHIV3V 法和 BHIV6V 法）[8]  分

别将 10 µL 0.5 麦氏单位浓度的菌液涂布于 3 mg/L

和 6 mg/L 万古霉素的 BHI 平板上，35 ℃培养 48 h，

平板上有 2 个以上菌落生长初判为 hVISA。 

1.5.4  MHA5T 法[9]
  将 10 µL 2.0 麦氏单位浓度的菌

液涂布于含 5 mg/L 替考拉宁的 MH 平板上，35 ℃培

养 48 h，平板上有 1 个以上菌落生长初判为 hVISA。 

1.6  统计学分析  

使用 WHONET 5.6 软件对临床微生物标本的

分布以及细菌耐药性进行相关统计分析。hVISA 筛

选方法的敏感性和特异性分别按照公式[10]计算。 

敏感性＝真阳性数/(真阳性数＋假阴性数) 

特异性＝真阴性数/(假阳性数＋真阴性数) 

2  结果 

2.1  MRSA 的检测结果 

538 株金黄色葡萄球菌经头孢西丁筛选出

MRSA 266 例，MRSA 阳性率为 49.4%。 

2.2  hVISA 筛查结果分析 

经头孢西丁筛选出的 266 株 MRSA 以

PAP-AUC 法作为金标准，确认为 hVISA 的有 17 例。

另将此 266 株 MRSA 分别用 4 种方法进行 hVISA

筛选。筛查结果如下：MET 法筛选出 hVISA 21 例，

经 PAP-AUC 确认 hVISA 菌株为 14 例，敏感性为

82.3%，特异性为 97.1%；BHIV6V 法筛查出 hVISA 

2 株，经 PAP-AUC 确认均为 hVISA，敏感性为

11.8%，特异性 100%；BHIV3V 法筛查出 hVISA 44

株，经 PAP-AUC 确认 hVISA 菌株为 11 株，敏感性

为 64.7%，特异性 86.7%；MHA5T 法筛查出 hVISA 

56 株，经 PAP-AUC 确认 hVISA 为 9 株，敏感性

52.9%，特异性 81.1%。结果见表 1。 

表 1  4 种检测 hVISA 方法的敏感性及特异性 

Table 1  Sensitivity and specificity of four methods for detecting hVISA 

方法 阳性数 真阳性数 假阳性数 真阴性数 假阴性数 敏感性/% 特异性/% 

MET 21 14  7 242  3 82.3  97.1 

BHIV3V 44 11 33 216  6 64.7  86.7 

BHIV6V  2  2  0 249 15 11.8 100.0 

MHA5T 56  9 47 202  8 52.9  81.1 

 

2.3  MRSA 及 hVISA 科室和标本来源分布 

2.3.1  金黄色葡萄球菌（SA）在医院各科室分布  

538 株分离的 SA 各科室分布见表 2。SA 检出最多

的科室是烧伤科，共 162 株，占 30.1%；其次是耳

鼻咽喉科，共 85 株，占 15.8%；眼科 50 株，占 9.2%；

神经外科 40 株，占 7.4%，重症监护室、新生儿科

各分离出 24 株，各占 4.5%；甲乳外科 16 株，占

3.0%；其余各科室均有检出，总体以创面感染为主。

538 株金黄色葡萄球菌菌株中，MRSA 检出率为

49.4%，125 株来自烧伤科，21 株来自重症监护室，

神经外科检出 28 株，耳鼻咽喉科检出 13 株，在临

床各科室均有分布。MRSA 检出率最高的
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表 2  金黄色葡萄球菌科室来源分布 

Table 2  source distribution of Staphylococcus aureus in different departments 

科室 SA/株 MRSA/株 MRSA 检出率/% hVISA/株 hVISA 检出率/% 

烧伤科 162 125 77.2 13 10.4 

耳鼻咽喉科  85  13 15.3  0 0 

眼科  50   9 18.0  0 0 

神经外科 

重症监护室 

新生儿科 

呼吸内科 

甲乳外科 

其他科室 

合计 

 40 

 24 

 24 

 11 

 16 

126 

538 

 28 

 21 

  5 

  8 

  2 

 55 

266 

70.0 

87.5 

20.8 

72.7 

12.5 

43.7 

49.4 

 2 

 3 

 0 

 1 

 0 

 0 

17 

7.1 

14.3 

0 

12.5 

0 

0 

6.4 

 

是重症监护室病房，达 87.5%，其次为烧伤科

77.2%，呼吸内科检出率为 72.7%，神经外科检

出率为 70.0%，其他科室 MRSA检出率为 43.7%。

hVISA 仅在烧伤科、重症监护室及神经外科有

检出。  

2.3.2  SA 在医院各标本来源分布  538 株分离的

SA 标本来源分布见表 3。538 株 SA 标本来源最多

的是分泌物标本 305 株，占 51.9%；其次为痰液 79

株，占 14.7%；64 株来源于耳拭子标本，占 11.9%；

来源于全血23株占4.3%；其余标本67株，占12.4%。

266 株 MRSA 主要来源于分泌物标本 158 株，占

51.8%；痰液标本 56 株，占 21.1%；耳拭子 12 株；

全血 18 株，其他 22 株。hVISA 在分泌物、痰液、

全血标本中均有检出。 

 

表 3  金黄色葡萄球菌标本来源分布 

Table 3  Sample source distribution of Staphylococcus aureus 

标本 SA/株 MRSA/株 MRSA 检出率/% hVISA/株 hVISA 检出率/% 

分泌物 305 158 51.8 12 7.6 

痰液  79  56 70.9  4 7.1 

耳拭子  64  12 18.8  0 0 

全血  23  18 78.3  1 5.6 

其他  67  22 32.8  0 0 

合计 538 266 49.4 17 6.4 

 

2.4  MRSA 与 hVISA 药敏结果分析 

药敏结果见表 4。266 株 MRSA 和 17 株 hVISA

对青霉素 G 的耐药率均为 100%，266 株 MRSA 对

苯唑西林、庆大霉素、利福平、环丙沙星、左氧氟

沙星、莫西沙星、复方新诺明耐药率分别为 100%、

71.8%、44.7%、65.8%、40.6%、21.1%、13.9%，耐

药率较高。对奎奴普丁、利奈唑胺、万古霉素未有

耐药株。17 株 hVISA 对苯唑西林、庆大霉素、利

福平、环丙沙星、左氧氟沙星、莫西沙星、复方新

诺明的耐药率分别为 100%、88.2%、52.9%、70.6%、

58.8%、41.2%、29.4%，对利奈唑胺、万古霉素无

耐药。 

3  讨论 

MRSA 是院内感染的重要病原菌之一，在院

内感染中排名革兰阳性菌首位，并且感染后病死

率高。作为首选用药万古霉素问世后 40 余年鲜

有耐药的报导，但面临严重的药物选择压力，越

来越多的病例显示，临床应用万古霉素治疗

MRSA 时，会出现抗菌失败 [11]。目前全球范围内

仅发现几例 VRSA，但 VISA 以及 hVISA 的报道

却越来越多，尤其是 hVISA 给临床治疗 MRSA

带来了新的挑战。 
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表 4  MRSA 与 hVISA 对 13 种抗菌药物的耐药率比较 

Table 4  Comparison of drug resistance rates of MRSA and hVISA to 13 antibiotics 

抗菌药物 
MRSA（n=266） hVISA（n=17） 

耐药/株 耐药率/% 耐药/株 耐药率/% 

青霉素 G* 266 100.0 17 100.0 

苯唑西林* 266 100.0 17 100.0 

庆大霉素** 191 71.8 15 88.2 

利福平 119 44.7 9 52.9 

环丙沙星 175 65.8 12 70.6 

左旋氧氟沙星 108 40.6 10 58.8 

莫西沙星** 56 21.1 7 41.2 

复方新诺明** 37 13.9 5 29.4 

奎奴普丁* 0 0 0 0 

呋喃妥因** 23 8.6 3 17.6 

利奈唑胺* 0 0 0 0 

四环素 163 61.3 11 64.7 

万古霉素* 0 0 0 0 

*常量，无统计学意义；**采用 Fisher 精确概率法 

*Constant, no statistical significance; **Fisher exact probability method was used 

目前认为 hVISA 是 VISA 的前体，其临床分离

的原代菌株对万古霉素的 MIC 值均≤2 mg/L，但其

子代中却含有能在 4 mg/L 万古霉素琼脂平板上生

长的亚群，如果临床治疗 MRSA 时选用万古霉素，

那么在持续治疗一段时间后，该亚群可逐渐被筛选

出来，甚至发展为 VISA，可能导致万古霉素治疗

失败[12]。许多研究表明，大多数 hVISA 发生在长期

使用万古霉素治疗的 MRSA 患者中，而本院筛查出

的 hVISA 对应的均为长期住院且长期使用广谱抗

生素的患者。 

hVISA 在全球范围内检出率不尽相同，据各文

献显示临近各省市如上海地区 hVISA 检出率为

4.6%，安徽地区 hVISA 检出率为 3.5%，山东地区

检出率为 5.9%。而离江苏较远的吉林地区 hVISA

的检出率为 12.5%
[13-14]。本研究从本院收集的 266

株 MRSA 中，利用 PAP/AUC 方法，最终检出 17

株，检出率为 6.4%，与临近各省基本持平。 

hVISA 的变异率为≤1×10
−5，按实验室在常规

方法检测万古霉素敏感性时，无法检测出 hVISA。

hVISA 的遗传背景不够明确，尚没有分子生物学方

法用于 hVISA 的检测，而表型检测对确诊 hVISA 又

有一定的难度，CLSI 亦无针对 hVISA 的标准方法。

目前公认 PAP-AUC 法为检测 hVISA 的金标准[15]，

但该方法操作复杂、耗时，难以在临床实验室中常

规开展。根据国内外的研究现状，笔者选用几种较

为简单及经济的方法进行 hVISA 的筛查，再进行比

较各方法的特异性和敏感性，发现 MET 法有较高

的敏感性和特异性，分别为 82.3%及 97.4%。而

BHIV3V 法敏感性为 64.7%，特异性为 83.5%，均

低于 MET 法。BHIV6V 法敏感性不足 20%，特异

性达 100%，会造成大量漏检。MHA5T 法敏感性和

特异性均在 50%～80%，均低于 MET 法。综合比

较，MET 法的优点在于特异性和敏感性适中，操作

也较为简便，E-test 条也易于观察及标准化，缺点

是 E-test 条价格较贵，成本高于另外 3 种方法。 

本研究结果显示，MRSA 的检出率为 49.4%，

高于 CHINET 耐药监测网研究。分离的 266 株

MRSA 菌中对青霉素的耐药率高达 100%，对利福

平、庆大霉素、复方新诺明的耐药率较低。筛查出

的 hVISA 耐药性明显高于普通 MRSA。两者均未检

出万古霉素耐药菌株，说明万古霉素治疗 MRSA 仍

是相对安全及经济的选择，但临床一定要注意并重

视万古霉素敏感性下降的问题，日常工作中，当万

古霉素临床治疗无效时，一定要及时进行 hVISA 的

筛查，及时调整用药方案，提高临床治疗 MRSA 的

效率。 
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