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耐万古霉素肠球菌的流行病学及临床检测方法研究进展
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随着抗菌药物的广泛应用#肠球菌耐药株日益增多#氨基

糖苷类高水平耐药肠球菌$
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&和耐万古霉素肠球菌$
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4U#

&分离率更是快速增长'

'$(

(

)相关文

献报道#部分美国医院肠球菌所致重症监护病房患者感染中

%+D

由
4U#

所引起'

@

(

)近年来#美国国家医院感染监测系统

已将其列为导致医院感染的第
@

大病原菌)

4U#

的出现增加

了临床治疗难度)研究显示#粪肠球菌对抑制细菌核酸合成的

药物$如喹诺酮类&和抑制细菌细胞壁合成的氨苄西林较敏感#

而
4U#

对目前广泛应用的新型链阳菌素奎奴普丁"达福普具

有耐药性'

*$F

(

)本文主要就
4U#

流行病学及临床检测方法研

究进展作一综述)

E

"

肠球菌属基本特点

肠球菌属为革兰阳性球菌#触酶阴性*水解
@,D

胆汁七叶

苷%血琼脂平板上生长菌落呈灰白色*隆起*细小*

"

$

溶血或
.

$

溶血#极个别菌株可见
,

$

溶血%在含硫乙醇酸盐肉汤中的培养

物趋向卵圆形#呈球杆菌%兼性厌氧#部分菌种有动力)多数菌

种产吡咯烷酮肽酶$
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VbUM91

&和亮氨酸

氨基肽酶$

=1OI301MP30>

R

1

R

:3QM91

#

\/VM91

&%不能合成卟啉#不

产生细胞色素酶)多数菌种细胞壁产生甘油磷壁酸#作为

\M0I1N31=QJ

群抗原而被识别#

\M0I1N31=Q

血清分型系统中列为

J

群链球菌'

A

(

)肠球菌属建立于
'C+@

年#已由当时的粪肠球

菌和屎肠球菌
%

个菌种#增加至目前的鸟肠球菌*铅黄肠球菌*

坚忍肠球菌*鹑鸡肠球菌和病臭肠球菌等至少
('

个菌种'

+

(

)

F

"

4U#

流行病学特点

法国和英国学者于
'C+F

首次报道了
4U#

'

C$',

(

)目前

4U#

已在许多国家成为医院感染最常见病原菌)同时#国际

性
G#"7Ub

抗菌药物监测计划研究结果显示#

4U#

在血液感

染中的比例大幅度增加#尤其是拉丁美洲和北美洲#拉丁美洲

从
'CCA

年的
,D

增加到
%,,%

年的
*D

#北美则从
'(D

增加到

'+D

#同期欧洲
4U#

感染率则保持在
@D

'

*D

'

''

(

)但基于地

区监测的泛欧抗菌药物耐药性监测项目$
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#

V#/U\G

&的研

究表明#

4#U

在欧洲的耐药情况可能比预想严重'

'%

(

)

4U#

感

染中#屎肠球菌占了大部分#但
C,D

的肠球菌感染曾由粪肠球

菌引起)

F)E

"

传染源
"

4U#

主要存在于
4U#

感染患者粪便*尿液和

血液中#也可存在于患者伤口*口腔*胃肠道和皮肤黏膜表面#

医疗器械也是其可能感染源)

4U#

在欧洲的流行可能与欧洲

各国在家禽饲养中使用含
ML>

R

M;I30

$一种糖肽类化合物&的饲

料有关#人食用此类家禽后#肠球菌易在人体内定植'

'(

(

)

4U#

在欧洲的流行好发于肾病科和血液病科#病原菌通常是含多克

隆
LM0/

基因型的屎肠球菌)

F)F

"

传播途径
"

接触传播是
4U#

的主要传播途径#因此#医

疗过程中对手的消毒非常重要)研究显示#室温条件下#

4U#

在干棉球上的存活时间长达数周'

'@

(

)肠球菌为正常菌群#有

必要对分离自尿路感染和褥疮等患者标本的肠球菌进行鉴定#

确定是否为
4U#

#防止
4U#

播散)

4U#

对氯己定*苯扎氯

铵*聚维酮碘等消毒剂具有很高的敏感性#且含乙醇的制剂可

强化杀菌作用#使用上述消毒剂进行消毒处理有利于减少

4U#

播散)

F)G

"

危险因素
"

免疫功能低下*留置导管和长期使用多种抗

菌药物的患者易发生
4U#

感染#以重症监护病房患者多见)

研究表明#对抗菌药物耐药和患者胆汁分泌减少是导致
4U#

在人体肠道内定植和生长的重要因素'

'*

(

)

F)H

"

感染控制

F)H)E

"

控制感染源
"

过早接受抗菌药物治疗是肠球菌定植和

生长的重要危险因素)下列情况不提倡应用万古霉素!外科手

术患者常规预防用药%中性粒细胞减少伴发热患者的经验性治

疗#除非有证据表明感染由革兰阳性球菌引起#且所在医院耐

甲氧西林金黄色葡萄球菌$
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WUG/

&分离率较高%只有
'

次血培养结果为凝固酶阴

性葡萄球菌%

,

$

内酰胺类耐药革兰阳性球菌培养阴性患者的长

期经验性治疗%预防中心静脉留置导管和外周血管内导管感染

或细菌定植%消化道选择性脱污染%消除
WUG/

定植%抗菌药

物相关性肠炎的初始治疗)

F)H)F

"

切断传播途径
"

由于
4U#

主要通过接触传播#消毒在

切断传播途径中尤为重要)医护人员经常洗手是很有效的措

施之一)对
4U#

感染患者应进行隔离治疗#防止交叉感染)

G

"

4U#

的检测方法

G)E

"

耐药性检测
"

美国临床和实验室标准化协会$
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&公布了糖肽类抗生

素$万古霉素&药敏试验的判断标准!纸片扩散法$

e$-

法&抑菌

环直径不小于
'APP

为敏感#不大于
'@PP

为耐药%稀释法药

敏试验#即最低抑菌浓度$
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W6!

&法#

W6!

'
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为敏感#

W6!

(
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&
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"

P\

为耐药)

肠球菌属中不同种细菌对抗菌药物的耐药性有差异#如屎肠球

菌万古霉素耐药率是粪肠球菌的
',

倍以上#因此肠球菌菌种

鉴定有助于流行病学研究和耐药性监测)

G)E

"

e$-

法
"

该方法是
!\G6

推荐方法#采用
W$a

培养基#

+

F@A

+

国际检验医学杂志
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年
(

月第
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卷第
F

期
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且对操作步骤和结果判读制定了相关规则及标准)其原理是

将含有定量抗菌药物的纸片贴在已接种待测菌的琼脂平板上#

纸片中的药物向纸片周围区域扩散#形成递减的梯度浓度#在

药物抑菌浓度范围内待检菌的生长被抑制#产生透明抑菌环#

环越大#

W6!

越小)

e$-

法经济方便#操作简单#但不能提供定

量结果#当细菌具有相同耐药性时#不能确切反映抑菌水平#易

造成
4U#

漏检)

G)E)F

"

W6!

法
"

W6!

法是抗菌药物敏感试验参考方法)其

原理是将抗菌药物用肉汤培养基或琼脂培养基进行系列倍比

稀释后分别接种待测菌#经培养后#肉眼未见细菌生长时所对

应的药物浓度即为
W6!

)

W6!

法可提供定量结果#是可用于

e$-

法检测结果的确证)

G)E)G

"

浓度梯度纸条扩散法$

#

试验&

"

该方法融合了纸片法

和
W6!

法的优点#既操作简单又可以提供定量结果)

#

试验

采用的药敏纸条中含有干化的浓度由高到低呈指数梯度分布

的抗菌药物#将药敏纸条贴在已接种待测菌的平板上#经培养

后#药物纸条周围扩散#形成卵圆形抑菌圈#无细菌生长处在纸

条上相应的药物浓度#即为该药对待测菌的
W6!

)

#

试验成本

较高#难以在临床广泛应用)

G)F

"

分子生物学检测
"

用于
4U#

检测的分子生物学方法主

要包括探针杂交*聚合酶链式反应$

R
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H

P1;M91IEM30;1MI:3>0

#

V!U

&*脉冲场凝胶电泳$
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#

V5$

.#

&等)应用最为广泛的是多重
V!U

#该方法采用多对引物同

时对模板
J"/

上的多个区域进行扩增)多重
V!U

技术难点

在于如何合理设计引物#以保证多对引物间不形成引物二聚

体#且引物与目标模板区域具有高度特异性)

U1L1=$43=T

等'

'F

(

建立了可用于
4U#

检测的单管多重
V!U

#鉴定出万古霉素耐

药基因型#并与传统培养法比较#其敏感性和特异性分别为

CA)CD

和
',,),D

)尽管传统培养法检测
4U#

灵敏度高#但

耗时长$至少
CFE

&#且不能确定
4U#

基因型#而从增菌肉汤中

纯化
J"/

后进行多重
V!U

检测#仅需
(FE

即可实现
4U#

鉴

定与分型#且成本较传统法低)目前#已发现
F

种
4U#

基因

型!

4M0/

'

.

)这些基因型主要通过在质粒或染色体上相应

的
LM0

操纵子表达'

'A

(

#其中
4M0!

*

4M0#

和
4M0.

对万古霉素

低水平耐药*对替考拉宁敏感)多重
V!U

可检出所有
LM0

基

因#采用
Q==

引物鉴别对粪肠球菌和屎肠球菌#也可检测由具有

金黄色葡萄球菌特异性的热稳定性核酸酶$

0OI

&基因'

'+$'C

(

)长

范围$

=>0

?

;M0

?

1

&

V!U

则可用于
70*(+%

"

'*C@$LM0-

操纵子的

检测'

%,

(

)

G=>M0

等'

%'

(的研究表明#

@%'

个肛周试子样本中
%*

个

V!U

检测
4U#

阳性#而传统方法只有
''

个
4U#

阳性)

V!U

的缺点在于过于敏感#可能会导致假阳性)目前应用较为广泛

是
V5.#

及限制性片段多态性$
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U5\V

&)

V5.#

利用大分子
J"/

$一般超过
%,

T<

#在某些情况下可超过
@,T<

&在电场作用下将改变无规则

卷曲构象#沿电场方向伸直#从而能通过孔径小于分子大小的

凝胶#可应用于分离*纯化大小在
',

'

%,,,T<

的
J"/

片段)

U5\V

则利用限制性内切酶消化来源于具有不同基因背景的

生物的
J"/

分子时#可形成不同限制性片段)因此#同种生

物的不同个体
J"/

分子具有不同长度的限制性片段类型#即

U5\V

)

V5.#

和
U5\V

是目前研究
4U#

的金标准#但
V5.#

检测耗时长#不适合快速检测'

%%

(

%不同实验室间的可比性差#

且国际数据库只提供有严格质量保证和质量控制的数据#如

VO=91"1:

'

%(

(

%电泳条带的类型只能显示整个种系的一部分信

息)化学发光分析技术也可用于
4U#

检测#对
4M0/

*

4M0-

*

4M0!$'

及
4M0!%

"

(

基因型的测定敏感度可达
',,D

'

%@

(

)

多位点序列分型$

PO=:3=>IO991

c

O10I1:

HR

30

?

#

W\G7

&和多

位点串联重复序列分型$

PO=:3=>IO9LM;3M<=10OP<1;9:M0Q1P
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1M:9M0M=

H

939

#

W\4/

&也可用于分离和识别屎肠球菌相关

基因#且
W\G7

可用于流行病学特征的长期监测'

%*

(

)

H

"

展
""

望

随着万古霉素的临床应用日益广泛#

4U#

的检出率逐年

升高#已成为医院感染重要病原菌之一'

%F

(

)因此#必须严格控

制万古霉素的应用#加强
4U#

流行的宣传教育#积极采取控

制措施)有必要建立快速*准确*易普及的
4U#

检测方法#以

阻止
4U#

的传播和扩散#避免引起严重的院内感染和多药耐

药菌株的产生)实验室采用正确的
4U#

监测方法#医院感染

控制部门采用有效的分子流行病学研究方法对院内感染进行

流行病学分析#临床医师合理使用万古霉素#均有利于减少由

4U#

引起的医院感染)
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#

41::1;#/

#

1:M=)!>P

R

M;39>0>N:E1U>IE1

\3

?

E:!

H

I=1;LM0/

"

LM0-Q1:1I:3>0M99M

H

M0QIO=:O;1N>;Q1:1I:3>0

>NLM0I>P

H

I30$;1939:M0:10:1;>I>II3N;>P

R

1;3M0M=9SM<9

'

^

(

)̂

!=30W3I;><3>=

#

%,,@

#

@%

$

F

&!

%F(F$%F@()

'

%%

(

/<1=1$a>;0W

#

4>

c

1=`

#

e=M;16

#

1:M=)W>=1IO=M;1

R

3Q1P3>=>

?H

>N

E>9

R

3:M=$MI

c

O3;1QLM0I>P

H

I30$;1939:M0:10:1;>I>II3

'

^

(

)̂ !=30W3$

I;><3>=

#

%,,F

#

@@

$

''

&!

@,,C$@,'()

'

%(

(

GSMP30M:EM0-

#

-M;;1::7̂

#

aO0:1;G-

#

1:M=)VO=91"1:

!

:E1P>$

=1IO=M;9O<:

HR

30

?

01:S>;TN>;N>>Q<>;01<MI:1;3M=Q391M919O;L13=$

=M0I1$̀ 03:1QG:M:19

'

^

(

)#P1;

?

60N1I:J39

#

%,,'

#

A

$

(

&!

(+%$(+C)

'

%@

(

"M

?

M9MSM&

#

WM0>P16

#

"M

?

M

H

MPM/)/;M

R

3QM0:3P3I;><3M=9O9$

I1

R

:3<3=3:

H

:19:<M91Q>0IE1P3=OP3019I10I1M99M

H

M0Q3:9M

RR

=3IM$

:3>0:>9I;11030

?

>N

?

10>:

HR

1930LM0I>P

H

I30$;1939:M0:10:1;>I>II3

'

^

(

)̂60N1I:!E1P>:E1;

#

%,,@

#

',

$

@

&!

%%,$%%F)

'

%*

(

7>

R

^

#

GIE>O=9\W

#

->0:10Ŵ
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整合子系统与铜绿假单胞菌多药耐药关系的研究进展

侯舒毅'综述!宋秀宇'

!

%

#审校

"

')

福建医科大学第一临床医学院!福州
(*,,,*

#

%)

厦门大学附属第一医院!福建厦门
(F',,(

$

""

关键词"铜绿假单胞菌#

"

整合子#

"

耐药机制#

"

综述

!"#

!

',)(CFC

"

K

)3990)'FA($@'(,)%,'%),F),*(

文献标识码"

/

文章编号"

'FA($@'(,

"

%,'%

$

,F$,A@+$,(

""

细菌耐药性是虽备受关注#但抗菌药物滥用仍导致细菌不

断产生多药耐药性$

WJU

&甚至泛耐药性$

fJU

&)早期研究表

明#整合子可以介导耐药基因在细菌中水平传播#是细菌#尤其

是革兰阴性菌
WJU

的重要原因)铜绿假单胞菌$

V)M1;O

?

3$

0>9

&是临床常见的条件致病菌#现就近年来针对整合子与
V)

M1;O

?

30>9M

耐药关系的研究进展作简要综述)

E

"

整合子的分类&结构与功能

E)E

"

整合子的分类
"

根据整合子载体的不同#可将整合子分

为移动性整合子$

W69

&和染色体整合子$

!69

&

'

'

(

)

W69

指整合

子结合在可移动元件上#例如转座子*质粒#能够捕获*整合外

源基因盒#并在同一种属或不同种属细菌间水平转移)

W69

可

整合基因盒数相对较少$

%

'

+

个&#主要编码耐药基因#覆盖了

目前使用的大部分抗菌药物)根据编码整合酶的基因序列不

同#通常分为
*

类#其中
6

类整合子传播最广#在革兰阴性菌中

的检出率可达
%%D

'

*CD

#在革兰阳性菌中偶尔也有发现)

!69

首次发现于霍乱弧菌基因组的小型环形染色体)

!69

可携带很少甚至缺乏基因盒#但部分种类
!69

可携带大量基因

盒$在海洋弧菌中超过
%'A

个&#这类整合子又被称为超级整合

子$

G6

&)

%,,A

年#

->OIE1;

等'

%

(分析的弧菌
'FAA

个基因盒中#

A*D

左右的功能未知#说明整合子具有组成和功能多样性#剩

下的
%*D

基因盒参与编码与细菌代谢*毒力及耐药相关蛋白)

与耐药基因相关的药物曾应用于弧菌感染治疗#而药物选择压

力导致耐药基因整合进入
!69

#且无法从染色体中被清除#成

为耐药基因储存库#可被
W69

重新剪切*整合#再次介导高水

平耐药)大部分编码
7/

系统的基因存在于
!69

#特别是大的

G6

上#推测
7/

在保持
G6

基因盒序列稳定中起作用#可避免大

规模基因丢失'

(

(

)

E)F

"

整合子的结构
"

整合子一般包括分别位于
*h

端和
(h

端

两个保守末端$

!G

&#以及多个基因盒成串排列于
*h$!G

和
(h$

!G

之间构成的可变区)

*h$!G

是高度保守的核心区#包含编码

J"/

整合酶的基因序列$

60:6

&*基因重组位点$

M::6

*

M::!

&和整

合子可变区启动子
VI

)

(h$!G

含有
(

个开放阅读框$

ZU5

&!季

铵盐化合物和溴乙锭耐药基因$

c

MI#

#

'

&*磺胺耐药基因$

9O=6

&

以及
'

个未知功能的短的
ZU5

$

ZU5*

&)

(h$!G

在重排*组合

或结合转导过程中易出现丢失现象#其序列存在一定的差

异'

@

(

)基因盒是较小的可独立移动的
J"/

片断#通常包括
'

个
ZU5

和位于其下游的
M::!

位点#基因盒的整合方式包括特

异性整合和非特异性整合#非特异性整合因其周围只有
'

个重

组位点而不能被切除#能使细菌永久性获得新基因%有些整合

子在
*h$!G

和
(h$!G

之间没有基因盒插入)

+
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