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了解异质性万古霉素中介金黄色葡萄球菌"

;0YRO3

#的分离情况!并筛选简便可行的
;0YRO3

的检测方法$方

法
"

采用琼脂稀释法和
K0@7-@

法对分离出的
!!(

株金黄色葡萄球菌进行检测!筛选出的可疑
;0YRO3

用菌谱分析法进行确认!并

对文献推荐的几种方法的筛选效果进行比较$结果
"

检测到
!

株万古霉素的
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株
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为
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!为万古霉素敏感性减低的金黄色葡萄球菌!其中
!

株
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为
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"
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?X

的
MSO3

经菌谱分析法证实为
;0YRO3

!本次
!!(

株实

验菌株
;0YRO3

的检出率为
"'NNe

$结论
"

通过实验证实
b0H

法并不是检测
;0YRO3

的理想方法!而菌谱分析法则较为有效!分

离率为
N'(e

!且在本实验中灵敏度可达
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fN

$本院分离的
MSO3

中已出现万古霉素敏感性减低菌株!并分离出
!

株
;0YRO3

!

可见!

MSO3

对万古霉素的异质性中介耐药不容忽视!应引起国内医学界的广泛重视$
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位肺癌术后继发甲氧西林耐药金黄色

葡萄球菌$

MSO3

%肺炎的患者经万古霉素治疗
!26

后无效且

病情不断恶化#随后#医院从该患者的痰液标本中分离出了第

!

株异质性万古霉素中介金黄色葡萄球菌$

;0YRO3

%(

!))/

年

日本学者
T,B<?<@-D

等)
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*首次描述了这株
;0YRO3

$

MD(

#

MR$
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?X

%#发现该菌虽然对万古霉素敏感#但在含
#

#

)
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?X

万古霉素的培养基上能够生长#从而提出了
;0YRO3

的定

义(

;0YRO3

具有潜在的临床重要性是因为发现其与万古霉素

治疗失败有关#并且对万古霉素的耐药性会在高浓度万古霉素

的作用下增强#致使耐药亚群增加#并认为长期的万古霉素作

用会促使
;0YRO3

转变为万古霉素中介金黄色葡萄球菌$

YR0

O3

%

)

2

*

(中国早在
2""2

年就有临床实验室分离出
;0YRO3

)

(

*

#

但关于
;0YRO3

的流行状况'耐药机制'检测方法以及治疗药

物都还不十分明确#本实验目的在于进一步明确
;0YRO3

的分

离率及检测方法(
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材料与方法
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菌株
"

$

!

%本院
2"!"

#

2"!!

年从住院患者的血'尿'痰以

及其他分泌物标本中分离的金黄色葡萄球菌#包括对甲氧西林

敏感的金黄色葡萄球菌$

MOO3

%和
MSO3

#按照保存菌种顺序

编号#染色复查#确定为革兰阳性葡萄球菌#触酶$

^

%#血浆凝

固酶$

^

%&$

2

%金黄色葡萄球菌标准菌株
34$$2#)2(

购自甘

肃省临床检验中心(

?'@

"

药物
"

$
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%盐酸万古霉素生产企业为
K9,X,99

>
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#

O7,-;,.X<J5B<@5B,7-

#有效期内使用#使用前用
34$$2#)2(

进行质控&$

2

%万古霉素$

("

"

=

%药敏纸片由英国
Q[QR]

公司

生产(

?'A

"

仪器与试剂
"

仪器为法国
H,50M7B,7DE

公司生产的

YR4Kb(2

细菌鉴定系统及配套鉴定试卡'美国
4;7B?5%,-;7B

公司的二氧化碳培养箱等(脑心浸液肉汤$

HTR

%产于法国

H,50M7B,7DE

公司&琼脂粉为英国
Q[QR]

产品&

3LR

细菌鉴定

板条来自法国
H,50M7B,7DE

公司(

?'C

"

方法

?'C'?

"

细菌的分离与鉴定
"

按常规方法分离出革兰阳性球

菌#呈短链'成簇或葡萄状排列#触酶$

^

%#血浆凝固酶$

^

%#经

3LR

板条或
YR4Kb(2

全自动微生物分析仪鉴定为金黄色葡

萄球菌(

?'C'@

"

万古霉素选择性培养基的制备
"

称取
!1'N

=

HTR

粉

末加入
1""?X

蒸馏水中#再加入
1

=

琼脂粉#充分溶解#调节

:

T

在
/'2

#

/'1

#经高压蒸汽$

!"2')hL<

#温度
!2!

#

!2*U

%

灭菌
2"?,.

#冷却至
1#

#

#"U

#用分析天平称取
"'"""N

=

盐

酸万古霉素溶解其中#充分混合后倾注平皿#琼脂厚度控制在

1??

左右#即制备成
2

"

=

"

?X

的万古霉素选择性培养基(同
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法制备
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?X

的万古霉素选择性培养基#

待琼脂凝固后#放入密闭的塑料袋中#于
2

#

NU

冰箱中保存#

#

6

内使用(

?'C'A

"

万古霉素耐药金黄色葡萄球菌$

YSO3

%'

YRO3

及
;0

YRO3

的筛选
"

采用琼脂稀释法对金黄色葡萄球菌进行初筛#

使用美国国家临床实验室标准化研究所$

$XOR

%规定的点种法

进行实验(根据
$XOR

的规定!金黄色葡萄球菌对万古霉素

MR$

&

1

"

=

"

?X

为敏感$

YOO3

%#

'

!*

"

=

"

?X

为耐药$

YS0

O3

%#

1

#

N

"

=

"

?X

为中介$

YRO3

%(万古霉素选择性培养基的

浓度为
2

#

*

"

=

"

?X

(若在
2

"

=

"

?X

及以上的培养基上有菌

落生长#则用
K0@7-@

法复查该菌落的
MR$

#再与琼脂稀释法得

到的结果进行比较#从而判断两种方法的符合率(若出现

MR$

'

1

"

=

"

?X

的菌株则保存菌株#等待进一步确认(

?'C'C

"

;0YRO3

的检出
"

$

!

%按照
$XOR

推荐的
b0H

法进行药

敏实验#采用
MT

培养基#

("

"

=

万古霉素药敏纸片#

(/U

孵

育
!N

#

21;

#测量抑菌环直径#并观察抑菌环内有无菌落出现#

有菌落出现则为可疑
;0YRO3

&$

2

%在琼脂稀释法中#若发现有

被检测菌在
HTR0

万古霉素选择性培养基上有
!

个以上菌落生

长#经重新鉴定确定为纯培养的金黄色葡萄球菌菌株#也可初

步认定为可疑
;0YRO3

&$

(

%对可疑菌落进行菌谱分析)

1

*

!取标

准菌株
34$$2#)2(

'在血平板上经
21;

培养的实验菌株菌

落#用无菌生理盐水配制为适当的浓度$如
!"!"$%&

"

?X

%#

再连续进行
!"

倍稀释#配制成
!"2

#

!"!"$%&

"

?X

的菌悬

液(再取每个浓度的菌液
!"

"

X

#分别点种到含万古霉素
1

#

*1

"

=

"

?X

的万古霉素选择性培养基#

(/U

孵育#分别于
21

和

1N;

进行菌落计数#并计算其相应的变异频率(变异频率
i

每块平板上生长的菌落数$

$%&

%"该平板所接种的细菌总量

$

$%&

%&$

1

%耐药稳定性实验!取万古霉素选择性培养基上分离

到的菌株#革兰染色确定为革兰阳性葡萄球菌#触酶$

^

%#血浆

凝固酶$

^

%#再经
YR4Kb(2

细菌鉴定仪确认(以常规方法接

种于不含任何抗菌剂的
MT

琼脂平板#持续传代
)

代以上#再

采用琼脂稀释法及
K0@7-@

法检测该菌株的
MR$

&$

#

%质量控

制!为防止假阳性的出现#每次实验均使用金黄色葡萄球菌标

准菌株
34$$2#)2(

作为对照#严格无菌操作#并用比浊仪准

确控制菌悬液的浊度(

@

"

结
""

果

@'?

"

细菌分离结果
"

本实验阶段共分离到
!!(

株金黄色葡萄

球菌#其中
1)

株为
MOO3

#其余
*1

株为
MSO3

(

MSO3

的检

出率为
#*'*1e

(

@'@

"

MR$

测定结果

@'@'?

"

琼脂稀释法初筛结果
"

在
2

"

=

"

?X

万古霉素选择性

培养基上生长的菌株共
(1

株#

(1

株菌中有
!2

株在含
(

"

=

"

?X

的万古霉素选择性培养基上能够生长#需用菌谱分析法进

行确证(其中
!"

株菌$包括
M!2N1

%在含
(

"

=

"

?X

的万古霉

素选择性培养基上能够生长#

2

株菌$

M!2/#

和
M!2/N

%在含
1

"

=

"

?X

的万古霉素选择性培养基上能够生长(

@'@'@

"

K0@7-@

法复查
MR$

"

用
K0@7-@

法对
MR$

进行复查#其

中
(!

株菌
MR$

结果低于
2'"

(

M!2N1

的
MR$

为
(

"

=

"

?X

#而

M!2/#

和
M!2/N

的
MR$

均为
1

"

=

"

?X

#疑为万古霉素敏感性

降低的金黄色葡萄球菌(

@'A

"

;0YRO3

检测结果

@'A'?

"

b0H

药敏实验
"

未发现抑菌环内有菌落生长(

@'A'@

"

菌谱分析法确证结果
"

对琼脂稀释法筛出的
!2

株能

够在含
(

"

=

"

?X

万古霉素选择性培养基上生长的可疑菌株进

行菌谱分析#只有
2

株在万古霉素选择性培养基上有生长现

象#结果见表
!

(

表
!

""

2

株可疑菌株菌谱分析结果

编号 菌种
MSO3

"

MOO3

原代菌
MR$

$

"

=

"

?X

%

万古霉素选择性培养基

1 * N !* (2 *1

34$$2#)2( O'<DB7D- MOO3 ! f f f f f f

M!2/# O'<DB7D- MSO3 1 !"

f(

!"

f1

!"

f*

!"

fN

f f

M!2/N O'<DB7D- MSO3 1 !"

f1

!"

f*

!"

fN

f f f

""

f

!无数据(

""

根据
T,B<?<@-D

等)

!

*的研究#

;0YRO3

的判断标准为!$

!

%

金黄色葡萄球菌原代菌的
MR$!

#

1

"

=

"

?X

#而子代亚克隆大

于或等于
N

"

=

"

?X

的万古霉素选择性培养基上生长#且变异

率大于或等于
!"

f*

&$

2

%或是接种
!"!"$%&

"

?X

菌悬液
!"

"

X

于含
1

"

=

"

?X

万古霉素
0HTR

选择性培养基#孵育
1N;

#出

现
!

#

("

个菌落则可能为
;0YRO3

&$

(

%该亚克隆在不含万古霉

素的培养基上连续传
)

代耐药性不丢失)

!

#

#0*

*

(通常
;0YRO3

的判断标准为$

!

%'$

(

%#但是由于操作繁琐#工作量大#很难在

临床实验室开展工作#因此#

T,B<?<@-D

等重新设计了
;0YRO3

的筛选方法#即$

2

%'$

(

%(由于本实验采用的是改良前的实验

方去#所以要根据
;0YRO3

的判断标准$

!

%'$

(

%来判定筛出菌

株是否是
;0YRO3

#

2

株菌
M!2/#

和
M!2/N

的原代
MR$

都为
1

"

=

"

?X

#其子代也在大于或等于
N

"

=

"

?X

的万古霉素选择性

培养基上能够生长#但是
M!2/N

的变异率只有
!"

fN

#达不到

!"

f*

#所以#可认为只有
M!2/#

符合判断标准$

!

%'$

(

%#可判定

为
;0YRO3

(菌谱分析法从
!2

株可疑
;0YRO3

中筛出
!

株
;0

YRO3

#该方法的分离率为
N'(e

&而本实验从
!!(

株金黄色葡

萄球菌中分离出
!

株异质性耐万古霉素金黄色葡萄球菌#

;0

YRO3

的分离率为
"'NNe

(该菌株
;0YRO3

是从
MSO3

中分

离出来的#

*1

株
MSO3

中
;0YRO3

的分离率为
!'#*e

(

A

"

讨
""

论

万古霉素应用于临床
1"

余年#到目前仍然是治疗对其他

抗菌剂耐药或疗效差的
MSO3

所致感染的最后一道防线#也

是为数不多的对多重耐药金黄色葡萄球菌有活性的药物之一(

但是随着抗菌剂在临床上的广泛应用#

MSO3

对万古霉素敏

感性从稍减低#到中介耐药#直至完全耐药的趋势逐渐显露#在

这个转变过程中
;0YRO3

的出现起到了重要的作用#也引起了

医学界的极大关注(

依据
T,B<?<@-D

等)

!

*提出的
HTR0

万古霉素选择性培养基

筛选
;0YRO3

的方法#本实验在临床实验室成功地建立了
;0

YRO3

的分离方法及其菌谱分析方法(

;0YRO3

的检测通常可

使用
b0H

法'菌谱分析法'万古霉素联合
,

0

内酰胺类抗菌剂快

+

2##!

+
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速筛选法等(其中#万古霉素联合
,

0

内酰胺类抗菌剂快速筛选

法早已被证实是检测
;0YRO3

的有效方法#但不足之处是无法

预测所筛选出的
;0YRO3

中是否含有高耐药的亚克隆)

/

*

(本

次实验中#

b0H

法没有检测出
;0YRO3

#说明这种方法并不是检

测
;0YRO3

的可靠方法#可能是因为本实验中菌株的变异频率

较低#在
!"

fN左右#且异质性耐药的菌株生长较慢#不易观察(

从实验看来#菌谱分析法可有效'快速分离出
;0YRO3

#灵敏度

和特异性都较高#并可通过公式计算出菌株的变异频率#但存

在操作步骤繁琐'费时费力'需要配制大量的万古霉素选择性

培养基的缺点#难以在临床实验室展开(

当前的许多研究报告和病例分析都表明#大多
;0YRO3

都

发生在长期接受万古霉素治疗的
MSO3

感染患者#只有
H50

J,.0]DJB7DE

等)

2

*的研究报道#从
1*)

株万古霉素敏感的金黄

色葡萄球菌$

MOO3

%中分离出
!

株
;0YRO3

(本实验室检出的

!

株
;0YRO3

$

M!2/#

%也是由
MSO3

发展而来的#这与许多文

献报道的
;0YRO3

源自
MSO3

结论相似(

;0YRO3

在不同国家的发生率有很大差别#即使是在同一

个国家也有可能不同(

2"!"

年的文献报道)

N

*

#其他国家
;0YR0

O3

从
MSO3

中的分离率差别很大#从比利时
"'!e

'台湾

"'/e

'法国
!!e

到土耳其
!Ne

等(本实验
;0YRO3

从金黄色

葡萄球菌中的分离率为
"'NNe

#从
MSO3

中分离出
;0YRO3

的分离率为
!'#*e

#处于文献普遍记载分离率的中等水平#但

是并未筛选出
YSO3

和
YRO3

#可能原因为国内金黄色葡萄球

菌对万古霉素耐药率较低#也可能是由于技术原因#部分
YS0

O3

'

YRO3

及
;0YRO3

未筛出(本次实验是针对金黄色葡萄球

菌$

MOO3

及
MSO3

%#但有研究表明金黄色葡萄球菌对万古

霉素出现耐药后#其生物学性状会发生一定改变#如菌落大小

由均匀变为大小不均'在血平板上的溶血环由清晰'宽大变为

窄小甚至消失#菌落色素由金黄色变为灰白#血浆凝固酶由阳

性转变为阴性以及甘露醇'甘露糖等实验转为阴性等)

)

*

(后三

种性状是临床实验室鉴定金黄色葡萄球菌的重要指征#

YSO3

一旦出现上述性状变化#在临床鉴定中则极易被常规鉴定方法

如
YR4Kb

仪器等错鉴定为是表皮葡萄球菌'溶血葡萄球菌或

模仿葡萄球菌#只有通过
L$S

实验检测金黄色葡萄球菌的种

属特异性基因#如
.DC

基因#才能准确鉴定)

!"

*

(所以不排除有

部分耐药金黄色葡萄球菌被误鉴定为是表皮葡萄球菌或其他

血浆凝固酶阴性的葡萄球菌的可能(

有文献提出#一部分金黄色葡萄球菌虽然对万古霉素的

MR$

在敏感范围内$在
!

#

1

"

=

"

?X

%#但是万古霉素对这些菌

株却缺乏杀菌活力#严重的患者甚至会引起治疗失败(研究者

将这种菌株称为万古霉素耐受菌)

!!

*

(美国
$]$

专家也证实#

即使是
MR$

为
1

"

=

"

?X

的金黄色葡萄球菌#单独使用万古霉

素治疗也不能取得良好的效果(因此#若是
YRO3

'

;0YRO3

或

是上述的万古霉素耐受菌未被检出#而在临床上又大量应用万

古霉素治疗以上菌株引起的感染#很容易诱导这些菌株转变为

YSO3

#因此临床实验室在常规测定万古霉素抑菌环的同时还

应对可疑菌株测定万古霉素
MR$

#以防漏检
YRO3

'

;0YRO3

以

及万古霉素耐受菌#并为此类细菌感染的及时'正确治疗提供

依据(

$]$

还建议!一旦发现
MR$

'

1

"

=

"

?X

的金黄色葡萄

球菌菌株都应立即在无菌环境下对菌株进行保存#并送公共实

验室或
$]$

进行确证#以防止
YSO3

或
YRO3

造成医院内感

染(在本次实验过程中#筛选出
!

株菌$

M!2N1

%

MR$

为
(

"

=

"

?X

#

2

株菌$

M!2/#

和
M!2/N

%

MR$

为
1

"

=

"

?X

(这
(

株菌极

有可能为上述万古霉素耐受菌#所以应当严格按照无菌要求保

存菌株#以待进一步分析研究(

目前全世界
;0YRO3

的检出率都有日渐增高的趋势(有

研究学者通过实验证明)

!2

*

#

;0YRO3

是金黄色葡萄球菌在万古

霉素'

,

0

内酰胺类抗菌剂等的作用下诱导突变的结果#比较稳

定#而
;0YRO3

又可以在万古霉素压力下选择性突变为
YRO3

#

但并不稳定#一旦万古霉素选择性压力去除#

YRO3

可恢复为

;0YRO3

(研究者推测正是由于
YRO3

不稳定#

YRO3

不会在患

者间相互传播&而
;0YRO3

有稳定的耐药性#很容易在患者间

相互传播#则更有引起医院感染的危险(

;0YRO3

的高检出率

和多重耐药率的增加都提示在运用抗菌剂治疗的时候要根据

抗菌剂的药代动力学特点#减少低剂量抗菌剂对细菌的长时间

无效作用#同时#要随时监测金黄色葡萄球菌耐药性的变化#以

用于指导临床用药'缓解细菌耐药的压力以及防止多重耐药菌

株的产生#并积极寻找检测
YSO3

'

YRO3

和
;0YRO3

的最有效

方法#防止对万古霉素耐药菌株的漏检(
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