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·论著·

一对母婴同时携带的金黄色葡萄球菌同源性分析

潘伟光，陈　重，邓启文

（广东医学院附属深圳南山医院，广东 深圳　５１８０５２）

［摘　要］　目的　分析一对母婴同时携带的金黄色葡萄球菌的同源性，了解金黄色葡萄球菌在母婴之间传播的可

能性。方法　对分离的３株金黄色葡萄球菌（其中１株分离自受母乳喂养，患有脐炎的新生儿脐分泌物；另２株分

别分离自该新生儿健康母亲左右两侧乳房分泌的乳汁）进行药敏试验表型分型和脉冲场凝胶电泳（ＰＦＧＥ）基因分

型，分析其同源性。结果　此对母婴携带的３株金黄色葡萄球菌对常用抗菌药物的药敏试验结果完全相同，ＰＦＧＥ

图谱具有１００％的相似度，ＰＦＧＥ结果聚类图处于同一分支。结论　此对母婴携带的金黄色葡萄球菌是相同型别

菌株，推测金黄色葡萄球菌在母婴之间传播的可能性大。

［关　键　词］　金黄色葡萄球菌；母婴传播；脉冲场凝胶电泳；基因分型；同源性；母乳喂养
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［ＣｈｉｎＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌ，２０１３，１２（１）：１２－１５］

　　金黄色葡萄球菌是一种革兰阳性菌，广泛分布

于自然界，在人体主要定植于咽部、鼻前庭、脐部、腹

股沟、会阴部，可引起化脓性炎症、食物中毒、假膜性

肠炎等。据文献［１］报道，金黄色葡萄球菌可在健康

的母亲和婴儿间传播。笔者从１例受母乳喂养，患

有脐炎的新生儿脐分泌物和其健康母亲的乳汁中分

离出金黄色葡萄球菌，并用脉冲场凝胶电泳

（ｐｕｌｓｅｄｆｉｅｌｄｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＰＦＧＥ）技术分析

了两者的同源性，现将实验结果报告如下。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株来源　３株金黄色葡萄球菌，１株分离
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自一例受母乳喂养，患有脐炎的新生儿（日龄２６ｄ）

脐分泌物；另２株分别分离自该新生儿健康母亲左

右两侧乳房分泌的乳汁。

１．１．２　主要试剂　哥伦比亚血琼脂平板，购自广州

迪景生物有限公司；革兰阳性菌鉴定／药敏板与药敏

指示剂，购自美国ＢＤ公司；蛋白酶 Ｋ，购自德国

ＣＡＬＢＩＯＣＨＥＭ公司；溶葡萄球菌酶，购自美国

ＳＩＧＭＡ公司；Ｓｅａｋｅｍ Ｇｏｌｄ琼脂糖，购自美国

ＬＯＮＺＡ公司；ＳｍａⅠ酶，购自大连ＴａＫａＲａ公司；

ＸｂａⅠ酶，购自英国ＮＥＢ公司。

１．１．３　主要仪器　美国ＢＤ公司细菌鉴定／药敏分

析仪，型号为ＰｈｏｅｎｉｘＴＭ１００；美国ＢｉｏＲａｄ公司脉

冲场凝胶电泳仪，型号为ＧｅｎｅＰａｔｈ；美国ＢｉｏＲａｄ

公司凝胶成像系统，型号为ＧｅｌＤｏｃＸＲ。

１．２　方法

１．２．１　标本的采集　用无菌生理盐水清洗患儿脐

部表面，然后用无菌棉拭子，自脐窝深处采集分泌物

于无菌试管内送检。用碘伏消毒患儿母亲两侧乳头

及乳晕３～５ｍｉｎ，７５％医用乙醇脱碘，干燥后轻轻

挤压乳腺，弃去前段乳汁，分别留取数毫升中段乳汁

至无菌杯送检。

１．２．２　细菌培养、鉴定和药敏试验　参照《全国临

床检验操作规程》进行细菌的培养分离；菌株鉴定和

药敏试验，按照细菌鉴定／药敏分析仪操作规程进

行。质控菌株为金黄色葡萄球菌ＡＴＣＣ２９２１３。

１．２．３　ＰＦＧＥ　参考文献［２］中方法和国家疾病预

防控制中心提供的金黄色葡萄球菌ＰＦＧＥ标准操

作程序操作，Ｍａｒｋｅｒ为沙门菌 Ｈ９８１２株，要点如

下：（１）菌种的复活；（２）胶块制备：从培养皿上刮取

适量新鲜菌落，悬浊于ＴＥ中，用Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ分光光

度计测吸光度Ａ值，调整Ａ值至６．１０～６．３０，取

２５０μＬ菌悬液于１．５ｍＬＥｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，加入

２μＬ溶葡萄球菌酶１ｍｇ／ｍＬ混匀，加入等体积１％

低熔点琼脂糖凝胶，混匀，加入模具孔中制成胶块，

４℃冷却；（３）细胞裂解：将胶块放入４ｍＬ蛋白酶Ｋ

溶液（２０ｍｇ／ｍＬ）中，５４℃水浴轻摇２ｈ，用纯水洗

胶块１次，ＴＥ洗胶块３次；（４）酶切：切２ｍｍ宽的

胶块，加入２００μＬ缓冲液，样品管和 Ｍａｒｋｅｒ管分

别以３０℃和３７℃水浴１２ｍｉｎ，吸出缓冲液，分别

加入２００μＬＳｍａⅠ酶切混合液和ＸｂａⅠ酶切混合

液，于３０℃和３７℃酶切３ｈ；（５）电泳：制备１％琼

脂糖凝胶，将胶块置于胶槽内，进行ＰＦＧＥ电泳，参

数：初始转换时间４ｓ，最终转换时间４０ｓ，１４ｃｍ×

１３ｃｍ胶电泳时间为１９ｈ，电泳温度１４℃；（６）染胶

和图像的获取：Ｇｅｌｒｅｄ溶液染色２０ｍｉｎ，纯水冲洗

胶至少３遍以上，每次约２０～３０ｍｉｎ，凝胶成像系

统获取图像；（７）结果分析：采用Ｂｉｏｎｕｍｅｒｉｃｓ分析

图像，选择 Ｄｉｃｅ相关系数和 ＵＰＧＭＡ方法进行

ＰＦＧＥ结果处理和聚类分析。条带位置容许度（ｐｏ

ｓｉｔｉｏｎｔｏｌｅｒａｎｃｅ）选择１．５０％，优化值（ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ）

选择１．５０％，将８０％相似度作为分组的临界值。

１．２．４　ＰＦＧＥ图谱分型标准　采用Ｔｅｎｏｖｅｒ等
［２］

提出的标准对ＰＦＧＥ图谱进行分型。相同（ｉｎｄｉｓ

ｔｉｎｇｕｉｓｈａｂｌｅ）：酶切图谱间有同样的条带数，且相应

条带大小相同，认为是同一型别；紧密相关（ｃｌｏｓｅｌｙ

ｒｅｌａｔｅｄ）：由于突变、插入、缺失或倒置的遗传改变，

导致１～３条条带有差异，定为亚型；可能相关（ｐｏｓ

ｓｉｂｌｙｒｅｌａｔｅｄ）：带型中有４～６条条带有差异，认为

是不同型别；不相关（ｕｎｒｅｌａｔｅｄ）：有７条或更多的条

带有差异，认为在流行病学上无相关性。

２　结果

２．１　药敏试验　３株金黄色葡萄球菌对常用抗菌

药物的药敏试验结果一致，见表１。

表１　３株金黄色葡萄球菌对常用抗菌药物的药敏结果

犜犪犫犾犲１　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｒｅｅ犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲狌狊ｉｓｏｌａｔｅｓ

Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔ
Ｓｏｕｒｃｅｏｆ犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲狌狊

Ｂｒｅａｓｔｍｉｌｋ（ｌｅｆｔ） Ｂｒｅａｓｔｍｉｌｋ（ｒｉｇｈｔ） Ｕｍｂｉｌｉｃａｌｓｅｃｒｅｔｉｏｎ

Ａｍｉｋａｃｉｎ Ｓ Ｓ Ｓ

Ａｍｏｘｉｃｉｌｌｉｎ／Ｃｌａｖｕｌａｎａｔｅ Ｒ Ｒ Ｒ

Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ Ｒ Ｒ Ｒ

Ｃｅｆｏｘｉｔｉｎ Ｒ Ｒ Ｒ

Ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ Ｓ Ｓ Ｓ

Ｃｌｉｎｄａｍｙｃｉｎ Ｒ Ｒ Ｒ

Ｇｅｎｔａｍｉｃｉｎ Ｓ Ｓ Ｓ

Ｌｉｎｅｚｏｌｉｄ Ｓ Ｓ Ｓ
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续表１　（犜犪犫犾犲１，犮狅狀狋犻狀狌犲犱）

Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔ
Ｓｏｕｒｃｅｏｆ犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲狌狊

Ｂｒｅａｓｔｍｉｌｋ（ｌｅｆｔ） Ｂｒｅａｓｔｍｉｌｋ（ｒｉｇｈｔ） Ｕｍｂｉｌｉｃａｌｓｅｃｒｅｔｉｏｎ

Ｎｉｔｒｏｆｕｒａｎｔｏｉｎ Ｓ Ｓ Ｓ

Ｏｘａｃｉｌｌｉｎ Ｒ Ｒ Ｒ

Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ Ｒ Ｒ Ｒ

Ｑｕｉｎｕｐｒｉｓｔｉｎ／Ｄａｌｆｏｐｒｉｓｔｉｎ Ｓ Ｓ Ｓ

Ｒｉｆａｍｐｉｎ Ｓ Ｓ Ｓ

Ｔｅｉｃｏｐｌａｎｉｎ Ｓ Ｓ Ｓ

Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ Ｒ Ｒ Ｒ

Ｔｏｂｒａｍｙｃｉｎ Ｓ Ｓ Ｓ

Ｔｒｉｍｅｔｈｏｐｒｉｍ Ｓ Ｓ Ｓ

Ｔｒｉｍｅｔｈｏｐｒｉｍ／Ｓｕｌｆａｍｅｔｈｏｘａｚｏｌｅ Ｓ Ｓ Ｓ

Ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ Ｓ Ｓ Ｓ

Ｅｒｙｔｈｒｏｍｙｃｉｎ Ｒ Ｒ Ｒ

　　Ｓ：Ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ；Ｒ：Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ

２．２　ＰＦＧＥ结果　ＰＦＧＥ图谱具有１００％的相似

度，ＰＦＧＥ结果聚类图处于同一分支。见图１～２。
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图１　３株金黄色葡萄球菌ＰＦＧＥ分型图谱

犉犻犵狌狉犲１　ＰＦＧＥｔｙｐｉｎｇｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｔｈｒｅｅ犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊犪狌

狉犲狌狊ｉｓｏｌａｔｅｓ

３　讨论

ＰＦＧＥ是一种分离大片段ＤＮＡ的电泳技术，

因其重复性好，分辨力强，被认为是细菌分子分型技

术的金标准，并推荐作为金黄色葡萄球菌等病原微

生物分型的标准技术［３－４］；目前广泛应用于食源性

疾病溯源［５］和医院感染暴发的调查［６］。

本组３株金黄色葡萄球菌具有相同的药敏结

果，ＰＦＧＥ分析及电泳图谱完全相同，具有１００％的

相似度，确定是相同型别菌株。金黄色葡萄球菌通

过接触传播。母乳喂养是一种接触行为，母婴之间

存在广泛的亲密接触，具有密切相关的流行病学特

性，推测金黄色葡萄球菌母婴间传播可能性大，但不

能确定是母亲传给婴儿，还是婴儿传给母亲；同时，

也不排除是由第三方同时或相继传播获得。通过查

阅中国医院知识仓库和万方医学知识服务系统，未

见该案例报道。在国外，有学者应用ＰＦＧＥ技术分

析８对母婴携带的金黄色葡萄球菌，菌株分离自健康
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图２　３株金黄色葡萄球菌ＰＦＧＥ结果聚类图
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母亲的乳汁、乳头和婴儿的鼻腔、口腔，有４对母婴

之间携带相同型别菌株，推测金黄色葡萄球菌在健

康的母亲和她们的婴儿之间传播可能性最大，但未

能确定是母亲传给婴儿还是婴儿传给母亲［１］。Ｂｅ

ｈａｒｉ等
［７］应用ＰＦＧＥ技术，分析引起一对早产儿败

血症或结膜炎的金黄色葡萄球菌和她们吸食的乳汁

分离的金黄色葡萄球菌，结果是相同型别菌株，并且

排除了患儿从医护人员和环境物体表面传播的可

能，认为金黄色葡萄球菌是通过母乳，由母亲传给早

产儿。

新生儿出生后，从断脐至脐带脱落前后，其脐断

端是一个开放性创面，易被细菌侵入繁殖，造成脐部

感染；在感染的病原菌中，以金黄色葡萄球菌常见，

李慧等［８］报道金黄色葡萄球菌占病原菌的２６．９０％，

丁金龙等［９］报道为３４．２４％。在母乳中，金黄色葡

萄球菌也是最为常见的细菌。有文献［１０］报道，健康

母亲的乳汁和患乳腺炎母亲的乳汁中，金黄色葡萄

球菌的检出率分别是３１．００％和４５．００％。

综上所述，建议在今后的工作中进行系统的、大

样本的调查研究，为有效防止金黄色葡萄球菌在母

婴间传播，提供更准确、可靠的数据资料。
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　　医院获得性肺炎患者中相当一部分属于高龄群

体且常伴有严重的基础疾病［３－４］。医院内各个医疗

环节都会不同程度地影响患者的呼吸道健康，我们

应该将日常护理和抗感染治疗充分结合起来，着眼

每个医护细节，加强重点环节的监控和消毒管理措

施，实施有效的干预［５］，降低患者呼吸道感染的可能

性［６］。患者进入ＩＣＵ后，经验性治疗尽量控制在

７２ｈ内，之后根据微生物培养和药敏结果，给予患者

更有效的治疗。
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