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乳腺炎患者脓液中金黄色葡萄球菌分离株的耐药性和流行病学分析
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  摘 要:目的 分析急性化脓性乳腺炎患者脓液中金黄色葡萄球菌分离株的流行病学特征和耐药性,为临

床治疗提供依据。
 

方法 收集2018年10月至2020年12月在该院乳腺外科因急性化脓性乳腺炎就诊的133
例门诊患者的乳腺脓液进行一般细菌培养,采用基质辅助激光解析电离-飞行时间质谱(MALDI-TOF

 

MS)仪

对菌株进行鉴定,采用BioTyper软件进行聚类分析,采用 VITEK-2全自动微生物分析系统检测菌株的耐药

性,采用聚合酶链反应(PCR)进行毒力基因[包括溶血素基因hla和hlb、杀白细胞毒素基因(PVL)]检测。采用

多位点序列分型(MLST)技术对菌株进行分子分型。结果 共分离金黄色葡萄球菌100株,菌株对青霉素的耐

药率最高(92.0%),其次为红霉素、苯唑西林和克林霉素,耐药率分别为55.0%、43.0%和23.0%,对其他抗菌

药物的耐药率不超过10.0%,未检测到对万古霉素和利奈唑胺耐药的菌株。耐甲氧西林金黄色葡萄球菌(MR-
SA)有43株,占43.0%。PVL的检出率为27.0%,hla和hlb分别为77.0%和10.0%。MALDI-TOF

 

MS仪

将100株金黄色葡萄球菌分成A、B、C、D
 

4个聚类,A型菌株为主要优势菌。MLST共检测到18种序列型,其

中ST59(23.0%)是主要流行的序列型,其次为ST25(21.0%)和ST398(16.0%)。结论 该院乳腺炎患者金

黄色葡萄球菌分离株 MRSA的毒力强,应加强对该类菌株的监测。
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Abstract:Objective To

 

analyze
 

the
 

epidemiological
 

characteristics
 

and
 

drug
 

resistance
 

of
 

Staphylococcus
 

aureus
 

isolated
 

strains
 

from
 

the
 

pus
 

of
 

the
 

patients
 

with
 

acute
 

suppurative
 

mastitis
 

to
 

provide
 

a
 

basis
 

for
 

clini-
cal

 

treatment.Methods The
 

breast
 

pus
 

of
 

133
 

outpatients
 

with
 

diagnosed
 

acute
 

suppurative
 

mastitis
 

in
 

the
 

breast
 

surgery
 

department
 

of
 

this
 

hospital
 

from
 

October
 

2018
 

to
 

December
 

2020
 

was
 

collected
 

for
 

conducting
 

general
 

bacterial
 

culture.The
 

MALDI-TOF
 

instrument
 

was
 

used
 

to
 

conduct
 

the
 

bacterial
 

strain
 

identification.
The

 

software
 

BioTyper
 

was
 

used
 

to
 

conduct
 

cluster
 

analysis.The
 

VITEK-2
 

automatic
 

microbial
 

analysis
 

sys-
tem

 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

drug
 

resistance
 

of
 

the
 

strains.PCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

virulence
 

genes
 

[inclu-
ding

 

hemolysin
 

genes
 

of
 

hla
 

and
 

hlb,and
 

Panton-Valentine
 

leukocidin
 

gene
 

(PVL)].The
 

molecular
 

typing
 

of
 

the
 

strains
 

was
 

performed
 

by
 

using
 

multilocus
 

sequence
 

typing
 

(MLST).Results A
 

total
 

of
 

100
 

strains
 

of
 

Staphylococcus
 

aureus
 

were
 

isolated.The
 

resistance
 

rate
 

to
 

penicillin
 

was
 

the
 

highest
 

(92.0%),followed
 

by
 

e-
rythromycin,oxacillin

 

and
 

clindamycin,with
 

the
 

resistance
 

rates
 

of
 

55.0%,43.0%
 

and
 

23.0%,respectively.
The

 

resistance
 

rate
 

to
 

other
 

antibacterial
 

drugs
 

did
 

not
 

exceed
 

10.0%,and
 

no
 

vancomycin
 

and
 

linezolid-resist-
ant

 

strains
 

were
 

detected.A
 

total
 

of
 

43
 

strains
 

of
 

MRSA
 

were
 

detected,accounting
 

for
 

43.0%.The
 

detection
 

rate
 

of
 

PVL
 

was
 

27.0%,and
 

hla
 

and
 

hlb
 

accounted
 

for
 

77.0%
 

and
 

10.0%,respectively.One
 

hundred
 

strains
 

of
 

Staphylococcus
 

aureus
 

were
 

divided
 

into
 

four
 

clusters:A,B,C
 

and
 

D
 

by
 

the
 

MALDI-TOF
 

instrument
 

and
 

the
 

type
 

A
 

strain
 

was
 

the
 

main
 

dominant
 

bacterium.A
 

total
 

of
 

18
 

sequence
 

types
 

were
 

detected
 

in
 

MLST,in
 

which
 

ST59
 

(23.0%)
 

was
 

the
 

main
 

popular
 

sequence
 

type,followed
 

by
 

ST25
 

(21.0%)
 

and
 

ST398
 

(16.0%).
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Conclusion The
 

virulence
 

of
 

MRSA
 

isolated
 

strains
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

mastitis
 

in
 

this
 

hospital
 

is
 

strong.
The

 

monitoring
 

of
 

this
 

type
 

of
 

strain
 

should
 

be
 

strengthened.
Key

 

words:Staphylococcus
 

aureus; mastitis; drug
 

resistance; virulence
 

gene; clustering
 

analysis

  化脓性乳腺炎是由乳汁淤积和细菌感染所致的

急性化脓性疾病,多见于产后哺乳期女性。金黄色葡

萄球菌是导致化脓性乳腺炎最常见的病原菌。该病

临床表现为局部组织红、肿、热、痛,多伴有发热,如果

不及时治疗,会在较短时间内快速导致乳腺脓肿、败
血症等。本研究对2018年10月至2020年12月在本

院乳腺外科就诊的113例乳腺炎患者的乳腺脓液进

行细菌培养,将分离到的100株金黄色葡萄球菌的耐

药性和毒力基因进行检测和聚类分析,现将结果报道

如下。

1 材料与方法
 

1.1 菌株来源 收集2018年10月至2020年12月

在本院乳腺外科因急性化脓性乳腺炎就诊的133例

患者乳腺脓液中分离到的金黄色葡萄球菌100株。

1.2 方法

1.2.1 患者一般资料收集 利用医院病历系统收集

患者年龄、性别、症状及体征等一般资料。

1.2.2 菌株的鉴定和聚类分析 采用基质辅助激光

解析电离-飞行时间质谱(MALDI-TOF
 

MS)仪(德国

布鲁克公司)对菌株进行鉴定,使用BioTyper软件将

采集到的100株金黄色葡萄球菌的质谱图汇总生成

整合图谱,采用Flex
 

Analysis软件对特征离子峰进行

分析,最后使用BioTyper软件对100株金黄色葡萄

球菌进行聚类分析。差异水平代表彼此间的亲缘关

系:差异水平越小,表示亲缘关系越近;差异水平越

大,表明亲缘关系越远。

1.2.3 药敏试验 菌株的药敏试验使用Vitek-2全

自动微生物分析系统(法国梅里埃公司)和药敏纸片

法(英国OXiod公司)进行检测。药敏试验结果参照

美国临床和实验室标准化协会(CLSI)2018标准进行

判读[1]。质控菌株大肠埃希菌ATCC25922由上海市

临床检验中心提供。

1.2.4 毒力基因检测 采用聚合酶链反应(PCR)检
测金黄色葡萄球菌的毒力基因,包括溶血素基因(hla
和hlb)和杀白细胞毒素基因(PVL),所用引物及参数

参照文献[2]。PCR相关试剂均为大连TaKaRa公司

产品。PCR基因扩增仪为美国伯乐公司产品。

1.2.5 多位点序列分型(MLST) 分型根据ht-
tps://pubmlst.org/saureus/网站公布的数据对金黄

色葡萄球菌的7个管家基因arcc、aroe、glpf、gmk、

pta、tpi和yqil进行PCR扩增,扩增产物送上海伯杰

生物公司测序,结果上传至数据库进行比对分型。

1.3 统计学处理 使用 WHONET
 

5.6软件对药敏

试验结果进行统计。采用SPSS20.0建立数据库并进

行统计分析,计量资料以例数或百分率表示,组间比

较采用χ2 检验或Fisher确切概率法。以P<0.05
为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 患者的一般资料及临床特点 大多数患者的年

龄在21~40岁,占91.0%,女性占98.0%。81.0%
的患者都出现了高热,且73.0%的患者的白细胞计数

都超出了9.16×109/L,其中33.0%的患者的白细胞

计数为12×109/L以上。见表1。
表1  患者的一般资料及临床特点[n(%)]

项目 分类 构成比

年龄(岁) <21 1(1.0)

21~30 54(54.0)

>30~40 37(37.0)

>40 8(8.0)

性别 男 2(2.0)

女 98(98.0)

症状及体征 高热(体温≥37.5
 

℃) 81(81.0)

寒战 12(12.0)

白细胞计数(×109/L) <9.16 27(27.0)

9.16~12.00 40(40.0)

>12.00 33(33.0)

中性粒细胞比率(%) <70.0 37(37.0)

70.0~90.0 62(62.0)

>90.0 1(1.0)

C反应蛋白(mg/L) <8
 

31(31.0)

8~20
 

29(29.0)

>20
 

40(40.0)

  注:除100株金黄色葡萄球菌外,其余33株非金黄色葡萄球菌的

数据未进行统计,因此分母按100株计算。

2.2 抗菌药物药敏试验结果 100株金黄色葡萄球

菌中培养出耐甲氧西林金黄色葡萄球菌(MRSA)43
株和甲氧西林敏感金黄色葡萄球菌(MSSA)57株,构
成比分别为43.0%和57.0%。金黄色葡萄球菌对青

霉素的耐药率最高(92.0%),其次为红霉素、苯唑西

林和 克 林 霉 素,耐 药 率 分 别 为55.0%、43.0%和

23.0%,对其他抗菌药物的耐药率不超过10.0%。

MRSA对青霉素、苯唑西林、克林霉素和阿米卡星的

耐药率明显高于 MSSA,差异有统计学意义(P<
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0.05)。见表2。

表2  金黄色葡萄球菌对常见抗菌药物的耐药性分析[n(%)]

抗菌药物 金黄色葡萄球菌(n=100) MRSA(n=43) MSSA(n=57) χ2 P

青霉素 92(92.0) 43(100.0) 49(86.0) - 0.018

苯唑西林 43(43.0) 43(100.0) 0(0.0) - <0.001

头孢洛林 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) - >0.999

万古霉素 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) - >0.999

利奈唑胺 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) - >0.999

克林霉素 23(23.0) 16(37.2) 7(12.3) 8.600 0.003

红霉素 55(55.0) 22(51.2) 33(57.9) 0.449 0.503

庆大霉素 2(2.0) 0(0.0) 2(3.5) - 0.649

复方磺胺甲噁唑 2(2.0) 0(0.0) 2(3.5) - 0.645

利福平 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) - >0.999

替考拉宁 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) - >0.999

阿米卡星 10(10.0) 8(18.6) 2(3.5) - 0.037

左氧氟沙星 2(2.0) 0(0.0) 2(3.5) - 0.649

米诺环素 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) - >0.999

  注:表中统计量为 MRSA与 MSSA耐药率比较;-表示Fisher确切概率法。

2.3 毒力基因检测结果 100株金黄色葡萄球菌中

有27株携带PVL,其中 MRSA有10株,占37.0%,

MSSA有17株,占63.0%。溶血素基因hla和hlb的

检出率分别为77.0%和10.0%。同时携带2种和3
种毒力基因的菌株有32株,占32.0%。毒力基因的

电泳结果见图1。

图1  毒力基因的电泳结果

2.4 聚类分析结果 采用BioTyper软件对100株

金黄色葡萄球菌进行聚类分析,在差异水平为700
时,将100株金黄色葡萄球菌分成A、B、C、D

 

4个聚

类。其中A聚类有72株,占72%;B聚类有2株,占

2%;C聚类有17株,占17%;D类有9株,占9%。
 

2.5 MLST结果 MLST共检测到18种序列型,其
中ST59(23.0%)是主要流行的序列型,其次为ST25
(21.0%)和ST398(16.0%),其中ST59和ST398主

要分布于 MRSA。见表3。

表3  100株金黄色葡萄球菌分型结果[n(%)]

ST型 构成比 ST型 构成比

59 23(23.0) 1 1(1.0)

25 21(21.0) 1281 1(1.0)

398 16(16.0) 239 1(1.0)

72 10(10.0) 764 1(1.0)

15 8(8.0) 630 1(1.0)

88 7(7.0) 338 1(1.0)

5 3(3.0) 121 1(1.0)

97 2(2.0) 9 1(1.0)

582 1(1.0) 965 1(1.0)

3 讨  论

化脓性乳腺炎具有典型急性乳腺炎症状。本研

究收 集 到 的 急 性 化 脓 性 乳 腺 炎 患 者 中,女 性 占

98.0%,且91.0%的患者年龄集中在21~40岁的育

龄阶段。多数患者出现了高热,伴有血常规的异常,
73.0%的患者的白细胞计数超过了9.16×109/L,
63.0%的 患 者 中 性 粒 细 胞 比 率 升 高(≥70.0%)。
C反应蛋白(CRP)作为炎症疾病的标志物,与炎症的

发生、发展和疾病的严重程度具有相关性。本研究中

69.0%的患者出现了CRP水平的升高(≥8
 

mg/L),
40.0%的患者的CRP超过了20

 

mg/L。
    

金黄 色 葡 萄 球 菌 为 急 性 乳 腺 炎 的 主 要 致 病

菌[3-4],本研究纳入的133例患者中共分离金黄色葡

萄球菌100株。药敏试验结果显示,金黄色葡萄球菌

对青霉素的耐药率最高,为92.0%,其次为红霉素和
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苯唑西林,耐药率分别为55.0%和43.0%,对其他抗

菌药物的耐药率都不超过10.0%。其中MRSA有43
株,占43.0%,高于全国细菌耐药监测网(CHINET)
公布的耐药数据(31.4%)[5],因 MRSA除对头孢洛

林外的头孢类抗菌药物都耐药,因此头孢类抗菌药物

已不适宜作为临床经验用药。CHINET数据显示,
MRSA除对β-内酰胺类和头孢类抗菌药物耐药外,还
对氨基糖苷类、大环内酯类、喹诺酮类、磺胺类抗菌药

物均不同程度耐药,其耐药率大部分高于 MSSA。但

庆幸的是,本研究分离到的 MRSA除了对苯唑西林

和青霉素全部耐药,对大环内酯类抗菌药物红霉素和

克林霉素,以及氨基糖苷类抗菌药物阿米卡星有一定

的耐药之外,对其他抗菌药物的耐药率都为0。可见,
社区获得性的 MRSA引起的感染,除了头孢类抗菌

药物和大环内酯类抗菌药物不推荐使用外,其他抗菌

药物都是可选的,并不需要使用万古霉素和利奈唑胺

等抗菌药物。
尽管本研究中的乳腺炎患者分离到的金黄色葡

萄球菌的耐药率并不高,但毒力较强。100株金黄色

葡萄球菌中有27株携带PVL,溶血素基因hla和hlb
的检出率分别为77.0%和10.0%。同时携带2种和

3种毒力基因的菌株有32株,占32.0%。
PVL毒素是由LukSF-PV基因编码的一种金黄

色葡萄球菌毒力因子,可加重金黄色葡萄球菌的致病

性,特别是导致严重的坏死、深层皮肤感染,如脑膜

炎[6]、脓肿[7-8]、坏死性肺炎[9],甚至是败血性休克[10]

等。PVL阳性金黄色葡萄球菌已在全世界范围内流

行,非洲中西部国家的检出率达到了57.0%[11],在婴

儿患者中的检出率也高达57.5%[12]。所幸我国的检

出率为12.8%[13],但是本研究中PVL的检出率为

27.0%,由此可见PVL阳性金黄色葡萄球菌在乳腺

炎患者中的占比较高,应引起临床的高度重视。PVL
通常被认为是社区获得性耐甲氧西林金黄色葡萄球

菌(CA-MRSA)的特征,可引起顽固性皮肤感染[14]。
但是在本研究中,PVL阳性金黄色葡萄球菌中 MSSA
占63.0%。可见,PVL并不是只在 MRSA中存在,
在 MSSA中的检出率也在增加。
α溶血素和β溶血素分别由溶血素基因hla和

hlb编码,可破坏红细胞、血小板及中性粒细胞等的细

胞膜,使细胞溶解,也可以引起全身各种组织器官的

损伤。有研究对72株导致皮肤软组织感染的CA-
MRSA毒力基因进行检测,发现hla和hlb的检出率

分别为97.2%和33.3%[15],高于本研究的检测结果

(hla
 

77.0%和hlb
 

10.0%)。可见,金黄色葡萄球菌

的溶血素基因除了在乳腺炎患者中普遍存在,在其他

皮肤组织感染中的检出率更高,也应引起临床高度

重视。
MALDI-TOF

 

MS技术在微生物的鉴定方面具

有非常高的特异度和灵敏度,且操作简单、费用低,可
以完全代替传统的生化鉴定方法[16],该方法还具有进

行亚种水平的流行病学分析的潜力[17]。本研究中,通
过 MALDI-TOF

 

MS分析技术,将100株金黄色葡萄

球菌分成4个聚类,其中A型菌株为主要优势菌,占
72.0%。因此,此类菌株很有可能引起社区的流行,
应引起关注。

    

社区获得性和医院获得性的金黄色葡萄球菌的

MLST有所不同,牛源性乳腺炎金黄色葡萄球菌以

ST22和ST398为主[18],食品中检测到的金黄色葡萄

球菌以ST7和ST5为主要流行ST型[19-20]。而医院

中分离到的金黄色葡萄球菌以ST239为主[21]。本研

究中乳腺炎患者分离到的金黄色葡萄球菌的 MLST
以ST59(23.0%)为 主,其 次 为 ST25(21.0%)和
ST398(16.0%),其中ST59和ST398主要分布于

MRSA。因此,对于社区获得性的ST59和ST398型

的 MRSA要引起防控部门的高度重视。
综上所述,乳腺炎患者乳腺脓液中 MRSA毒力

强,且有在社区广泛流行的趋势。因此,临床上应持

续监测金黄色葡萄球菌的耐药性和毒力基因,以及最

新的流行情况,为临床治疗由此类菌株引起的感染提

供依据。
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