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植绒转运拭子联合显色培养基对鼻腔金黄色葡萄球菌定植的快速筛查
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［摘　要］　目的　采用植绒转运拭子联合显色培养基对鼻腔金黄色葡萄球菌（ＳＡ）定植进行快速筛查，了解耳鼻

喉头颈外科患者ＳＡ定植情况，为预防ＳＡ感染和医院感染防控提供依据。方法　采用ｅＳｗａｂ植绒转运拭子采集

某院耳鼻喉头颈外科门诊患者鼻前庭标本，以 ＷＡＳＰＬａｂ微生物自动化系统接种于羊血琼脂培养基和 ＭＲＳＡ／ＳＡ

显色培养基，孵育培养１６、４０ｈ，自动拍摄、观察菌落，通过质谱（ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）、药敏试验和犿犲犮Ａ基因检测对

ＳＡ进行验证。结果　共采集２００份鼻前庭标本，检出ＳＡ菌株４８株，其中 ＭＳＳＡ２３株（占４７．９％），ＭＲＳＡ２５株

（占比５２．１％），鼻腔ＳＡ定植率为２４．０％，ＭＲＳＡ定植率为１２．５％。ＳＡ筛查阳性报告平均时间为（１７．６±６．１）ｈ。

培养与质谱鉴定、耐药表型检测的符合率为１００．０％，与犿犲犮Ａ基因检测的符合率为９７．９％。结论　基于植绒转运

拭子联合显色培养基的快速检测方法准确度较高，报告时间较短，可以用于ＳＡ定植快速筛查。
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　　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，ＳＡ）

为革兰阳性菌，能产生多种毒素和酶，是引起社区感

染和医院感染的重要病原菌［１］。ＳＡ可长期或间断

定植在部分人群的前鼻孔（鼻前庭）内，与其他微生

物一起构成鼻腔共生菌群，在一定条件下可转化为

机会致病菌并引起感染。当鼻腔定植的ＳＡ转移到

皮肤或身体其他部位，可引起皮肤软组织、手术切

口、呼吸道、骨关节、甚至血流等部位感染［２３］。耐甲

氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）是指含有犿犲犮Ａ基

因或者药敏试验对苯唑西林最低抑菌浓度（ＭＩＣ）≥

４μｇ／ｍＬ的菌株，ＭＲＳＡ所致感染治疗困难，并且

在社区和医疗机构分离率有逐渐升高趋势，已引起

国内外学者的关注。国外医疗机构已常规开展住院

患者鼻腔 ＭＲＳＡ的定植筛查，在我国开展患者鼻腔

ＳＡ定植筛查，对于预防和控制潜在的ＳＡ相关性感

染和医院感染都具有重要意义。通过对鼻前庭标本

进行常规细菌培养、分离、鉴定和抗菌药物敏感性试

验是鼻腔ＳＡ定植筛查的常规方法，但其耗时长、成

本较高。如何快速、准确、简便地进行鼻腔ＳＡ定植

筛查是目前临床研究者关注的热点。

本研究采用植绒转运拭子采集某院耳鼻喉头颈

外科门诊患者鼻前庭标本，通过微生物自动化系统

接种于血琼脂培养基和 ＭＲＳＡ／ＳＡ选择性显色培

养基进行培养，快速筛查鼻前庭ＳＡ定植情况，并通

过质谱鉴定、耐药表型、犿犲犮Ａ基因等方法对培养结

果进行验证，为鼻腔ＳＡ定植快速筛查提供新的方

法和理论依据。

１　资料与方法

１．１　研究对象　选取２０１８年７月—１１月空军军

医大学西京医院耳鼻咽喉头颈外科门诊患者，所选

对象均为急、慢性耳鼻咽喉疾病患者，有下列情况之

一均予以排除：（１）近期１个月内使用抗菌药物；

（２）有上颌窦漏、牙源性鼻窦炎或真菌性变应性鼻窦

炎；（３）有慢性呼吸系统疾病［慢性阻塞性肺疾病

（ＣＯＰＤ）、支气管扩张］、免疫功能不全、慢性肉芽肿

病、糖尿病和肿瘤等病史。本研究项目通过空军军

医大学西京医院伦理委员会的批准，并与受试者签

署知情同意书。

１．２　材料与设备　ｅＳｗａｂ植绒转运拭子、ＷＡＳ

ＰＬａｂＴＭ微生物自动化系统购于意大利Ｃｏｐａｎ；羊血

琼脂培养基（简称血培养基）、水解酪蛋白（ＭＨ）药

敏琼脂培养基购于郑州安图生物；ＣｈｒｏｍＩＤＴＭ ＭＲ

ＳＡ／ＣｈｒｏｍＩＤＴＭ犛．犪狌狉犲狌狊选择性显色琼脂培养基

（简称为 ＭＲＳＡ／ＳＡ 显色培养基）、ＶｉｔｅｋＧＰ革兰

阳性菌鉴定卡片、ＡＳＴＧＰ６７革兰阳性菌药敏卡片、

ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动微生物鉴定药敏仪、

ＶＩＴＥＫＭＳ微生物质谱鉴定仪、质谱靶板和基质液

购于法国Ｂｉｏｍｅｒｉｅｕｘ；头孢西丁药敏纸片购于英国

Ｏｘｏｉｄ；Ｐｒｅｍｉｘ ＴａｑＤＮＡ 聚合酶、１００ｂｐＤＮＡ

ＬｏａｄｉｎｇＭａｒｋｅｒ购于大连宝生物工程有限公司；

ＳｕｂＣｅｌｌＳｙｓｔｅｍｓ水平电泳系统、ＭＪＭｉｎｉＰＣＲ 扩

增仪、ＧｅｌＤｏｃＸＲ＋化学发光凝胶成像系统购于美

国ＢＩＯＲＡＤ。质控菌株金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ

２５９２３、２９２１３（ＭＳＳＡ）、ＡＴＣＣ４３３００（ＭＲＳＡ），粪肠

球菌ＡＴＣＣ２９２１２购于国家微生物菌种保藏中心；

ＶＩＴＥＫ ＭＳ质谱仪质控菌株大肠埃希菌 ＡＴＣＣ

８７３９由仪器生产商提供。

１．３　标本采集　拆开ｅＳｗａｂ植绒转运拭子并打开

含有转运基的保存管螺旋盖，用植绒拭子蘸取转运

培养基使拭子头湿润，将其依次插入患者双侧鼻前

孔约３／４英寸（２ｃｍ），分别以顺时针和逆时针缓慢

旋转２～５次，应轻柔擦拭鼻黏膜组织以保证采集到

黏膜上皮细胞［４］。采集完将拭子插入保存管，在拭

子柄中部折断并弃去手持部分，盖好保存管螺旋盖

室温下保存，２４ｈ内送至微生物实验室进行处理。

１．４　标本培养　植绒转运拭子通过手工或 ＷＡＳ

ＰＬａｂ微生物自动化系统分别接种于血培养基和

ＭＲＳＡ／ＳＡ显色培养基，３５℃孵箱培养１６ｈ进行

自动拍摄，并通过影像工作站软件观察菌落；如培养

基无ＳＡ生长，则继续培养至４０ｈ后进行第二次拍

摄，防止漏检。

１．５　ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ鉴定　根据ＶＩＴＥＫＭＳ检

测标准操作规程，用一次性１μＬ接种环挑取单个菌

落，均匀涂布在靶板检测点制成厚度适中的菌膜，用

微量移液器吸取１μＬ基质液覆盖于菌膜之上；ＡＴＣＣ

８７３９质控菌落涂布于靶板质控点；待所有菌落干燥

后，靶板装载入ＶＩＴＥＫＭＳ鉴定仪进行鉴定。

１．６　耐药表型检测　采用自动化仪器法和纸片扩
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散法药敏试验进行耐药表型检测。以一次性棉拭子

挑取足量菌落，加入无菌生理盐水配制成０．５标准

麦氏浊度菌悬液，采用 ＧＰ革兰阳性菌鉴定卡片、

ＡＳＴＧＰ６７革兰阳性菌药敏卡片通过 ＶＩＴＥＫ２

Ｃｏｍｐａｃｔ系统进行药敏试验；同时，将菌悬液均匀涂

布于 ＭＨ药敏平板，将头孢西丁（３０μｇ／片）药敏纸

片贴于平板，３５℃孵箱培养过夜检测耐药表型。药

敏结果判读依据美国临床实验室标准化协会

（ＣＬＳＩ）抗菌药物敏感性试验２０１８年 Ｍ１００２８ｔｈ

标准：苯唑西林 ＭＩＣ≥４μｇ／ｍＬ或头孢西丁纸片抑

菌圈直径≤２１ｍｍ时判断为 ＭＲＳＡ，苯唑西林 ＭＩＣ

≤２μｇ／ｍＬ或头孢西丁纸片抑菌圈直径≥２２ｍｍ

为 ＭＳＳＡ。

１．７　犿犲犮Ａ 基因ＰＣＲ检测　选取血培养基上生长

良好的待测菌株５～８个纯菌落，以０．５ｍＬ无菌水

制备成菌悬液，９５℃煮沸１５ｍｉｎ，１２００ｒ／ｍｉｎ离心

１０ｍｉｎ取上清为细菌基因组ＤＮＡ模板。参考相关

文献［５］设 计 引 物：犿犲犮Ａ 上 游 引 物 ５’ＴＧＧＣ

ＴＡＴＣＧＴＧＴＣＡＣＡＡＴＣＧ３’，下游引物５’ＣＴＧ

ＧＡＡＣＴＴＧＴＴＧＡＧＣＡＧＡＧ３’，扩 增 片 段 长 度

３１０ｂｐ。ＰＣＲ反应体系共２５μＬ，包括ＰｒｅｍｉｘＴａｑ

酶缓冲溶液１２．５μＬ，上、下游引物和ＤＮＡ模板各

１μＬ，双蒸水９．５μＬ。ＰＣＲ反应条件为９５℃预变

性５ｍｉｎ，然后以９５℃变性１ｍｉｎ，退火１ｍｉｎ，７２℃

延伸１ｍｉｎ，循环３５次，７２℃延伸１０ｍｉｎ。取ＰＣＲ

产物５μＬ 进行琼脂糖凝胶电泳，１００ｂｐＤＮＡ

ＬｏａｄｉｎｇＭａｒｋｅｒ作为参照，加入荧光染料染色后进

行电泳，采用凝胶成像系统检测电泳产物。ＭＳＳＡ

（犿犲犮Ａ－）ＡＴＣＣ２５９２３，ＭＲＳＡ（犿犲犮Ａ＋）ＡＴＣＣ

４３３００作为对照菌株。犿犲犮Ａ 检测阴性为 ＭＳＳＡ，

犿犲犮Ａ检测阳性为 ＭＲＳＡ。

２　结果

２．１　鼻腔ＳＡ定植快速筛查的阳性率和报告时间

　共收集２００份鼻前庭标本，通过培养初筛共检出

ＳＡ菌株４８株，其中 ＭＳＳＡ２３株（占４７．９％），ＭＲ

ＳＡ２５株（占５２．１％）；鼻腔ＳＡ定植率为２４．０％，

ＭＲＳＡ定植率为１２．５％。ＳＡ 平均报阳时间为

（１７．６±６．１）ｈ（包含鉴定时间），其中４５份标本均

在第一次拍摄时发现，报阳时间为１６ｈ；３份标本培

养１６ｈ未在显色培养基上发现，仅在血培养基观察

到少量疑似ＳＡ菌落，经分离纯化后鉴定为ＳＡ，报

告时间为４１ｈ；其余１５２份标本均未分离出ＳＡ菌

落，阴性报告时间为１６ｈ，为防止漏检，延迟孵育

至４０ｈ仍未分离出ＳＡ菌落，结果与１６ｈ相符合。

２．２　鼻腔ＳＡ筛查菌落生长情况　试验可见以下

四种菌落生长情况：（１）培养１６ｈ显色培养基ＳＡ

分区分离出绿色菌落，ＭＲＳＡ 分区无绿色菌落生

长，血培养基可有β溶血ＳＡ菌落生长（图１Ａ），则

可认定分离出 ＭＳＳＡ；（２）１６ｈ显色培养基 ＭＲＳＡ

和ＳＡ分区均分离出绿色菌落（图１Ｂ），血培养基可

有β溶血ＳＡ菌落生长，则可认定分离出 ＭＲＳＡ；

（３）１６ｈ显色培养基ＭＲＳＡ和ＳＡ分区无绿色菌落生

长，而血培养基有β溶血ＳＡ菌落生长，对其分纯至显

色培养基延长培养至４０ｈ进行判断；（４）１６ｈ血培养

基未分离出β溶血ＳＡ菌落，显色培养基未分离出绿

色菌落，暂判断为ＳＡ培养阴性，延长培养至４０ｈ。

　　Ａ：鼻前庭标本接种于血培养基分离出β溶血ＳＡ菌株（左／右

半图分别为白色／暗色背景色拍摄，拍摄时间１６ｈ）；Ｂ：鼻前庭标本

接种于 ＭＲＳＡ／ＳＡ显色培养基，ＭＲＳＡ（右）和ＳＡ（左）分区均分离

出绿色菌落（拍摄时间１６ｈ）

图１　耳鼻喉头颈外科患者鼻腔定植ＳＡ在培养基上的生长

情况

犉犻犵狌狉犲１　ＧｒｏｗｔｈｏｎｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍｆｏｒＳＡｃｏｌｏｎｉｚｅｄｉｎｎａ

ｓａｌｃａｖｉｔｙｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｉｎｄｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯＲＬＨＮＳ

２．３　鼻腔ＳＡ定植快速筛查的准确性验证　４８株

ＳＡ菌株 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ质谱鉴定结果均为ＳＡ，

培养初筛和质谱鉴定的符合率为１００．０％。通过自

动化药敏试验和头孢西丁纸片筛选，初筛的２３株

ＭＳＳＡ苯唑西林 ＭＩＣ≤２μｇ／ｍＬ，头孢西丁纸片抑

菌圈直径≥２２ｍｍ；２５株 ＭＲＳＡ苯唑西林 ＭＩＣ≥

４μｇ／ｍＬ，头孢西丁纸片抑菌圈直径≤２１ｍｍ，培养

初筛和耐药表型检测符合率为１００．００％。经犿犲犮Ａ

基因检测，初筛的２３株 ＭＳＳＡ均未检出犿犲犮Ａ基

因，２５株 ＭＲＳＡ中２４株检出犿犲犮Ａ基因，有１株未

检出犿犲犮Ａ基因，初筛和犿犲犮Ａ基因检测的符合率

为９７．９％。见表１。
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表１　耳鼻喉头颈外科患者鼻腔ＳＡ定植快速筛查的准确性验证（株）

犜犪犫犾犲１　ＡｃｃｕｒａｃｙｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒａｐｉｄｓｃｒｅｅｎｉｎｇｆｏｒＳＡｃｏｌｏｎｉｚｅｄｉｎｎａｓａｌｃａｖｉｔｙｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｉｎｄｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯＲＬＨＮＳ（Ｎｏ．

ｏｆｉｓｏｌａｔｅｓ）

菌株 培养初筛 质谱鉴定
苯唑西林 ＭＩＣ

≤２μｇ／ｍＬ ≥４μｇ／ｍＬ

头孢西丁抑菌圈直径

≥２２ｍｍ ≤２１ｍｍ

犿犲犮Ａ基因

－ ＋

ＭＳＳＡ ２３ ２３ ２３ ０ ２３ ０ ２３ ０

ＭＲＳＡ ２５ ２５ ０ ２５ ０ ２５ １ ２４

３　讨论

ＳＡ属于葡萄球菌属，是一类无动力、无芽孢革

兰阳性球菌，可产生多种毒力因子，是对人类致病的

重要病原体，大部分存在于哺乳动物鼻前庭、皮肤和

黏膜中，约有５０％人群长期或间断携带。定植在鼻

前庭的ＳＡ与其他细菌共同构成鼻腔共生菌群，是

人体正常菌群的一部分，在维持宿主正常生理功能

中具有重要作用，菌群的多样性可以发挥免疫调节

功能，抑制病原体入侵和增殖。当宿主免疫力低下，

鼻腔共生菌群失衡，这些菌群可能成为致病菌和耐

药菌的储存库，可转化为机会／条件致病菌并引起机

体感染［２３］。ＳＡ可以通过鼻前庭转移到皮肤或身体

其他部位引起化脓性感染，如皮肤软组织感染、器官

感染和全身性感染。ＭＲＳＡ所致感染治疗困难，最

近在社区和医疗机构人群的分离率呈增高趋势，已

成为重要的医院感染多重耐药菌。国外医疗机构已

常规开展住院患者鼻腔 ＭＲＳＡ的定植筛查和去定

植干预，对于医院感染控制具有重要意义［１］。

目前，微生物检验的常规工作大部分仍然依赖

于手工操作，自动化水平不高，提高微生物工作的效

率，缩短时间是目前亟待实现的关键问题。微生物

检验流程中，标本接种、孵育，病原菌鉴定和药敏试

验任一步骤都制约着报告的时效性。随着检验技术

的发展，目前有少数微生物实验室引进全自动微生

物系统，实现了实验室自动化，该系统可实现自动化

标本接种、培养基孵育、拍照、菌落观察、标记和后续

处理，具有生物安全性较高、标本接种和处理速度较

快、分离质量优等优势，有望提高检出率并缩短标本

周转时间［６７］。本院微生物实验室于２０１２年引进意

大利ＣｏｐａｎＷＡＳＰＬａｂ微生物自动化系统，该系统

在微生物检验流程优化和病原体快速检测工作中发

挥举足轻重的作用。

ＣｏｐａｎｅＳｗａｂ植绒转运拭子，其包装内含有一

支植绒拭子和一支存有液态转运培养基的塑料保存

管，与 ＷＡＳＰＬａｂ系统匹配并可由其进行自动接种。

植绒拭子由尼龙纤维制成，通过静电制作工艺黏附

在塑料棒上，相对于棉质或涤纶拭子，其拭子头表面

积更大，可吸附更多体积标本，其释放／洗脱能力也

较强，当浸入液态转运培养基内，可将吸附的标本完

全释放。塑料保存管内含有１ｍＬ液态Ａｍｉｅｓ转运

培养基，可高效维持需氧菌、苛养菌、厌氧菌、真菌、

病毒等病原体活性，室温条件下可保存２４～４８ｈ，

并不改变各种病原体的含量，可用于病原学涂片、培

养和核酸检测等多重检测［８９］。通过植绒转运拭子

采集鼻前庭分泌物，可提高鼻腔定植病原菌，特别是

ＳＡ的检出率。

ＭＲＳＡ／ＳＡ显色培养基是目前临床常用的

ＭＲＳＡ／ＳＡ筛选培养基，市售的商品化培养基包括

法国ＢｉｏｍｅｒｉｅｕｘＣｈｒｏｍＩＤＴＭ犛．犪狌狉犲狌狊、ＣｈｒｏｍＩＤＴＭ

ＭＲＳＡ 和 ＣｈｒｏｍＩＤＴＭ ＭＲＳＡ／ＣｈｒｏｍＩＤＴＭ 犛．犪狌

狉犲狌狊，以 及 法 国 ＣＨＲＯＭａｇａｒ
ＴＭ Ｓｔａｐｈ ａｕｒｅｕｓ、

ＣＨＲＯＭａｇａｒ
ＴＭ ＭＲＳＡ 显色培养基。培养基中含

有选择性抑制剂，可抑制大部分非葡萄球菌和假丝

酵母菌生长，在ＳＡ作用下产色底物α葡萄糖苷酶

使菌落呈现绿色，可以用来直接筛选并鉴定ＳＡ。

在此基础上，ＭＲＳＡ筛选培养基还含有头孢西丁等

多种抗菌药物，可直接筛选并鉴定 ＭＲＳＡ
［１０］，具有

较高 的 敏 感 性 和 特 异 性。ＣｈｒｏｍＩＤＴＭ ＭＲＳＡ／

ＣｈｒｏｍＩＤＴＭ犛．犪狌狉犲狌狊为双分区显色培养基，可同时

进行 ＭＲＳＡ／ＳＡ筛选和鉴定，联合血培养基进行菌

落判读能够最大程度地排除耐甲氧西林凝固酶阴性

葡萄球菌菌落的干扰。此显色培养基筛选的特异性

与孵育时间呈正相关，延长孵育至４８ｈ可避免漏

检，但其他菌属如产生相似的绿色菌落则会干扰结

果判读，并降低检测特异性［１１］。

本研究基于微生物自动化系统，通过植绒转运

拭子联合显色培养基进行鼻腔ＳＡ 定植的初步筛

查，并通过细菌鉴定、耐药表型和犿犲犮Ａ基因检测等

进行结果确证。２００例患者鼻前庭标本初步筛查出

４８株ＳＡ菌株，质谱鉴定与显色培养基初筛的符合
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率为１００．０％，该人群鼻腔ＳＡ 定植率为２４．０％，

ＭＲＳＡ 定 植 率 为 １２．５％，高 于 刘 军 等
［１２］（ＳＡ

１０％）、董宏亮等
［１３］（ＳＡ５．１６％，ＭＲＳＡ１．７２％）报

道的临床医务人员的定植率，也高于张亚莉等［１４］报

道的临床医务人员和患者（ＳＡ平均１５．５％）的定植

率，可能与研究对象、采样拭子和培养方法不同相

关。耐药表型检测和初筛的符合率达１００．０％，而

犿犲犮Ａ基因检测与初筛结果绝大部分符合，符合率

为９７．９％。犿犲犮Ａ基因编码一种青霉素结合蛋白２ａ

（ＰＢＰ２ａ），其与β内酰胺类抗生素亲和力降低，从而

产生耐药性。尽管认为犿犲犮Ａ基因介导ＳＡ对β内

酰胺类抗生素的耐药性，犿犲犮Ａ基因可作为 ＭＲＳＡ

鉴定的“金标准”，但多个研究发现与本研究结果相

似的耐药表型和基因检测结果不一致的情况，即存

在少部分不携带犿犲犮Ａ基因的 ＭＲＳＡ菌株，以及携

带犿犲犮Ａ基因的 ＭＳＳＡ菌株，可能是由于存在其他

耐药机制，如青霉素结合蛋白结合力改变导致β内

酰胺酶过度产生或其他未知机制等［５，１５１６］。

传统的鼻腔ＳＡ定植筛查方法，需要对鼻前庭

标本进行常规细菌培养，并对分离的菌株进行鉴定

和药敏试验，报告时间往往需要３ｄ左右。本研究

借助微生物自动化系统完成自动标本接种、培养基

孵育、拍摄和菌落观察，对常规培养基和显色培养基

生长菌落进行初筛，能够在早期快速筛查鼻腔定植

的ＳＡ和其β内酰胺类耐药性，和犿犲犮Ａ基因检测

相比准确性可以达到９７．９％，并有望在１６ｈ报告

阴性筛查结果。与传统培养和耐药表型、犿犲犮Ａ基

因检测等方法相比，本方法在检测时间和成本上具

有一定优势，有望用于临床鼻腔ＳＡ或 ＭＲＳＡ定植

筛查，但需考虑其与耐药基因检测存在差异的可

能性。

综上所述，基于微生物自动化系统的植绒转运

拭子联合显色培养基的快速检测方法，可以优化患

者鼻腔ＳＡ定植快速筛查的流程并缩短报告时间，

有望为ＳＡ感染防治提供新的技术手段。
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