
线设计软件，在保守区段上设计ＬＡＭＰ引物，在此基础上建立

溶组织梭菌的ＬＡＭＰ检测方法。通过实验发现：溶组织梭菌

ＬＡＭＰ检测方法只针对溶组织梭菌扩增，对其他干扰菌不扩

增，显示出良好的特异性。溶组织梭菌ＬＡＭＰ检测方法的最

低检测限为１×１０１ＣＦＵ／ｍＬ左右，说明溶组织梭菌ＬＡＭＰ检

测方法灵敏度较高。通过进一步实验条件优化和标准化，还可

以对溶组织梭菌实现定量测定。结果表明，本试验设计的溶组

织梭菌ＬＡＭＰ检测方法具有良好的特异性和较高的灵敏度，

而且操作简便、快速，有望用于气性坏疽的临床现场检验。
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·分子诊断学论著（全军检验大会优秀论文）·

２５８株肠球菌耐药性分析及耐万古霉素基因检测

马　均，张　彭，褚美玲，刘海洋，任　微，王　璐，薛文成△

（沈阳军区总医院检验科，辽宁沈阳１１０８４０）

　　摘　要：目的　研究肠球菌的耐药率及耐万古霉素肠球菌（ＶＲＥ）的耐药表型和基因型。方法　按照美国临床和实验室标准

化研究所（ＣＬＳＩ）２００９年推荐的微量稀释法进行临床分离肠球菌对各类药物的最小抑菌浓度（ＭＩＣ）检测，ＶＲＥ进一步用Ｅｔｅｓｔ

药敏试验确认；ＰＣＲ法检测ＶＲＥ的耐药基因。结果　２０１０年７月至２０１１年１１月沈阳军区总医院共检出粪肠球菌９５株，屎肠

球菌１６３株。粪肠球菌对万古霉素、替考拉宁保持较高敏感度，对氨苄西林、青霉素、呋喃妥因三种抗菌药物敏感度也在６５％以

上，对其他抗菌药物敏感度低，统计期内未检出耐万古霉素粪肠球菌菌株。屎肠球菌对多数抗菌药物表现为耐药，对氯霉素敏感

率为７０％，对万古霉素、替考拉宁敏感度下降，为９０．７％。期间检出１５株ＶＲＥ，其耐药表型为多重耐药，ＰＣＲ扩增结果显示，１５

株万古霉素耐药屎肠球菌ＶａｎＡ基因扩增均为阳性，产物长度在７００～１０００ｂｐ之间，约７８３ｂｐ，符合预期；ＶａｎＢ、ＶａｎＣ引物扩增

均阴性。１５株万古霉素耐药屎肠球菌对多数抗菌药物耐药，仅对氯霉素、四环素相对敏感，对万古霉素 ＭＩＣ＞２５６ｍｇ／Ｌ，对替考

拉宁也表现为耐药。结论　屎肠球菌耐药性高于粪肠球菌，ＶＲＥ多为多重耐药，给临床治疗带来困难，医院应加强对其预防监测。

关键词：肠球菌，屎；　肠球菌，粪；　万古霉素；　抗药性，细菌

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１２．２０．０３１ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１２）２０２５０７０３
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犃狀狋犻犫犻狅狋犻犮狉犲狊犻狊狋犪狀犮犲狅犳２５８犈狀狋犲狉狅犮狅犮犮犻犻狊狅犾犪狋犲狊犪狀犱犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犞犪狀犮狅犿狔犮犻狀狉犲狊犻狊狋犪狀狋犵犲狀犲狊

犕犪犑狌狀，犣犺犪狀犵犘犲狀犵，犆犺狌犕犲犻犾犻狀犵，犔犻狌犎犪犻狔犪狀犵，犚犲狀犠犲犻，犠犪狀犵犔狌，犡狌犲犠犲狀犮犺犲狀犵△

（犌犲狀犲狉犪犾犎狅狊狆犻狋犪犾狅犳犛犺犲狀狔犪狀犵犆狅犿犿犪狀犱，犛犺犲狀狔犪狀犵，犔犻犪狅狀犻狀犵１１００１６，犆犺犻狀犪）

犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　Ｔｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｉａｎｄｓｔｕｄｙｔｈｅｐｈｅｎｏｔｙｐｅａｎｄｇｅｎｏｔｙｐｅｏｆｖａｎｃｏｍｙｃｉｎｒｅｓｉｓｔ
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ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｄｕｒｉｎｇｔｈｅｐｅｒｉｏｄ，ａｎｄｔｈｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｐｈｅｎｏｔｙｐｅｗｅｒｅｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｍｏｓｔｅｌｙ．ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗ

ｔｈａｔ１５ｓｔｒａｉｎｓｏｆｖａｎｃｏｍｙｃｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃｉｕｍｔｈｅＶａｎＡｇｅｎｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｗｅｒｅｐｏｓｉｔｉｖｅ，ａｎｄｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｗａｓ７００ｔｏ
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ｌｉｓＶＲＥｗａｓｍｏｓｔｌｙｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔａｎｄｄｉｆｆｉｃｕｌｔｆｏｒｃｌｉｎｉｃａｌｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｔｈｅｈｏｓｐｉｔａｌｓｈｏｕｌｄｓｔｒｅｎｇｔｈｅｎｉｔｓｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎａｎｄｍｏｎｉ

ｔｏｒｉｎｇ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃｉｕｍ；　Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃａｌｉｓ；　ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ；　ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｓｂａｃｔｅｒｉａｌ

　　肠球菌属是医院内感染的常见条件致病菌，可导致人体多

脏器感染，由于抗菌药物的广泛应用，导致多重耐药菌株广泛

流行，病死率可达２１．０％～２７．５％
［１］。２０世纪８０年代末开

始，耐万古霉素肠球菌（ＶＲＥ）菌株在世界各地陆续被发现，欧

洲地区ＶＲＥ检出率在５％左右
［２］，国内有关ＶＲＥ的报道也逐

年增加［３４］。本院从２０１０年开始出现 ＶＲＥ，近来有逐渐增加

的趋势，回顾性分析近一年来肠球菌的检出及耐药性变迁，开

展对ＶＲＥ基因型的检测，对指导临床用药，加强院内感染控

制有重要意义。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株来源　沈阳军区总医院２０１０年７月至２０１１年１１

月从尿液、血液、分泌物等标本中检出的粪肠球菌９５株、屎肠

球菌１６３株，共２５８株。质控菌株为粪肠球菌ＡＴＣＣ２９２１２、屎

肠球菌ＡＴＣＣ５１２９９（辽宁省临检中心提供）。

１．１．２　仪器与试剂　珠海迪尔生物公司生产的ＤＬ９６Ｓｔｒｅｐ

试剂盒，法国生物梅里埃公司生产的 ＡＰＩ鉴定板，ＡＢＢＩ

ＯＭＥＲＩＥＵＸ万古霉素ＥＴｅｓｔ测试纸条，北京中西远大科技有

限公司生产的 ＤＹＡ 电泳仪，罗氏公司生产的 ＬｉｇｈｔＣｙ

ｃｌｅｒ４８０ＩＩ高通量实时荧光定量ＰＣＲ系统。

１．１．３　ＰＣＲ引物　由大连宝生物工程有限公司合成，引物序

列结构ｖａｎＡ为Ｐ１：５′ＧＣＴＡＴＴＣＡＧＣＴＧＴＡＣＴＣ３′，Ｐ２：

５′ＣＡＧＣＧＧＣＣＡＴＣＡＴＡＣＧＧ３（７８３ｂｐ）；ｖａｎＢ为Ｐ１：５′

ＣＡＴ ＣＧＣＣＧＴ ＣＣＣＣＧＡ ＡＴＴ ＴＣＡ ＡＡ３′，Ｐ２：５′ＧＡＴ

ＧＣＧＧＡＡＧＡＴＡＣＣＧＴＧＧＣＴ３（２９７ｂｐ）。ｖａｎＣ为Ｐ１：５′

ＧＧＴＡＴＣ ＡＡＧ ＧＡＡ ＡＣＣ ＴＣ３′，Ｐ２：５′ＣＴＴ ＣＣＧ ＣＣＡ

ＴＣＡＴＡＧＣＴ３′（８２２ｂｐ）。

１．２　方法

１．２．１　菌株鉴定及药敏试验　采用珠海迪尔生物公司生产的

ＤＬ９６Ｓｔｒｅｐ试剂盒对临床分离菌株进行鉴定及药物最小抑菌

浓度（ＭＩＣ）测定，按照２００９年美国临床和实验室标准化研究所

（ＣＬＳＩ）推荐的 ＭＩＣ稀释法标准完成操作和结果判读。采用法

国生物梅里埃公司生产的ＡＰＩ鉴定板对ＶＲＥ进行鉴定，ＡＢＢＩ

ＯＭＥＲＩＥＵＸ万古霉素Ｅｔｅｓｔ纸条作为ＶＲＥ的确证试验。

１．２．２　ＰＣＲ反应体系　反应总体积５０μＬ，包括引物各０．５

μｍｏｌ／Ｌ、ｄＮＴＰｓ各２００μｍｏｌ／Ｌ、ＭｇＣｌ２２．０ｍｍｏｌ／Ｌ、ＫＣｌ１５０

ｍｍｏｌ／Ｌ、ＴｒｉｓＨＣ１（ｐＨ９．０）１０ｍｍｏｌ／Ｌ、Ｔｒｉｔｏｎ１０００．１％，Ｔａｑ

ＤＮＡ聚合酶１Ｕ、模板５μＬ。ＰＣＲ反应条件：（１）预计小于

５００ｂｐ的产物片段：９３℃ 预变性２ｍｉｎ，９３℃３０ｓ，５３℃３０ｓ，

７２℃１ｍｉｎ，３５个循环，最后７２℃延长２ｍｉｎ。（２）预计小于

５００ｂｐ的产物片段：９３℃预变性２ｍｉｎ，９３℃１ｍｉｎ，５５℃１

ｍｉｎ，７２℃１ｍｉｎ，３５个循环，最后７２℃延长２ｍｉｎ。

１．２．３　扩增产物检测　使用含０．５ｍｇ／ｍＬ溴化乙啶的琼脂

糖凝胶在１００Ｖ电压条件下电泳４０～５０ｍｉｎ，全自动凝胶图像

分析系统显像观察并拍照。

２　结　　果

２．１　２０１０～２０１１年度粪肠球菌、屎肠球菌耐药性分析　期间

分离粪肠球菌９５株、屎肠球菌１６３株。粪肠球菌对万古霉素、

替考拉宁菌敏感，对氨苄西林、青霉素、呋喃妥因三种抗菌药物

敏感度在６５％以上，对其他抗菌药物敏感度较低，未出现耐万

古霉素菌株。屎肠球菌对多数抗菌药物表现为耐药，对氯霉素

敏感率为７４．４％，对万古霉素、替考拉宁敏感度下降，为９０．

７％。较以往明显偏低，检出１５株ＶＲＥ。总体耐药情况见表１。

表１　　２０１０年７月至２０１１年１１月粪肠球菌及

　　屎肠球菌药敏统计（％）

抗菌药物
粪肠球菌（狀＝９５）

耐药 中介 敏感

屎肠球菌 （狀＝１６３）

耐药 中介 敏感

氨苄西林 ２０．５ ０．０ ７９．５ ９２．７ ０．０ ７．３

呋喃妥因 ２４．１ ７．４ ６８．５ ９５．９ １．０ ３．１

红霉素 ８２．４ ３．５ １４．１ ９５．４ ０．０ ４．６

环丙沙星 ７１．４ １．８ ２６．８ ９９．５ ０．３ ０．２

链霉素（高浓度） ４６．５ ０．０ ５３．５ ６２．５ ０．０ ３７．５

氯霉素 ３５．３ ８．２ ５６．５ １３．５ １２．１ ７４．４

青霉素 ３０．７ ０．０ ６９．３ ９３．９ ０．０ ６．１

·８０５２· 国际检验医学杂志２０１２年１０月第３３卷第２０期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｏｃｔｏｂｅｒ２０１２，Ｖｏｌ．３３，Ｎｏ．２０



续表１　　２０１０年７月至２０１１年１１月粪肠球菌及

　　屎肠球菌药敏统计（％）

抗菌药物
粪肠球菌（狀＝９５）

耐药 中介 敏感

屎肠球菌 （狀＝１６３）

耐药 中介 敏感

庆大霉素（高浓度） ６７．４ ０．０ ３２．６ ７４．４ ０．０ ２５．６

四环素 ７２．７ １．８ １６．４ ５３．９ ４．８ ４１．３

替考拉宁 ０．０ ０．０ １００．０ ９．３ ０．０ ９０．７

万古霉素 ０．０ ０．０ １００．０ ９．３ ０．０ ９０．７

氧氟沙星 ７１．７ ４．９ ２３．４ ９３．９ ４．１ ２．０

左氧氟沙星 ７０．７ １．７ ２７．６ ９４．４ ０．９ ４．７

２．２　耐万古霉素肠球菌耐药基因检测　ＰＣＲ扩增结果显示，

１５株万古霉素耐药屎肠球菌 ＶａｎＡ基因扩增均为阳性，产物

长度约为７８３ｂｐ，符合预期；ＶａｎＢ、ＶａｎＣ引物扩增均阴性。

２．３　ＶＲＥ耐药表型　按照２００９年ＣＬＳＴ判断标准，对１５株

万古霉素耐药屎肠球菌微量肉汤稀释法检测结果进行判读，显

示上述１５株菌株对多数抗菌药物耐药，仅对氯霉素、四环素相

对敏感，对万古霉素 ＭＩＣ＞２５６ｍｇ／Ｌ，对替考拉宁也表现为耐

药，见表２。

表２　　万古霉素耐药菌株耐药表型分析（狀）

抗菌药物 菌株１ 菌株２ 菌株３ 菌株４ 菌株５ 菌株６ 菌株７ 菌株８ 菌株９ 菌株１０ 菌株１１ 菌株１２ 菌株１３ 菌株１４ 菌株１５

氨苄西林 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

呋喃妥因 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ － Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

红霉素 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ － Ｒ Ｒ Ｒ

环丙沙星 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

链霉素（高浓度） Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

氯霉素 Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ

青霉素 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

庆大霉素（高浓度） Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

四环素 Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ Ｉ Ｓ

替考拉宁 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

万古霉素 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

氧氟沙星 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

左氧氟沙星 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

万古霉素［ＭＩＣ

（Ｅｔｅｓｔ），ｍｇ／Ｌ］
＞２５６ ＞２５６ ＞２５６ ＞２５６ ＞２５６ ＞２５６ ＞２５６ ＞２５６ ＞２５６ ＞２５６ ＞２５６ ＞２５６ ＞２５６ ＞２５６ ＞２５６

　　Ｒ：耐药；Ｓ：敏感；Ｉ：中介；－：无数据。

３　讨　　论

本次调查显示屎肠球菌分离率、耐药性明显高于粪肠球。

屎肠球菌对多数抗菌药物耐药率均在８０％～９０％以上，对高

浓度庆大霉素的耐药率超过了７０％，仅对氯霉素、万古霉素、

替考拉宁相对敏感，但敏感度较以往明显偏低，在７０％～８０％

以上。提示常用抗菌药物经验性用药已不宜用于该菌感染的

治疗，应以体外药敏鉴定结果为治疗依据。与屎肠球菌相比，

粪肠球菌整体耐药性较低，对氨苄西林、呋喃妥因、青霉素等耐

药率不到３０％，对万古霉素、替考拉宁仍为１００％敏感。

本次调查，在沈阳军区总医院检出１５株 ＶＲＥ，基因型均

为ＶａｎＡ。ＶＲＥ有６种耐药基因型，包括ＶａｎＡ、ＶａｎＢ、ＶａｎＣ、

ＶａｎＤ、ＶａｎＥ、ＶａｎＧ，其中ＶａｎＣ型是天然耐药，其他５种基因

型是获得性耐药，以ＶａｎＡ、ＶａｎＢ型最为常见。耐药表型分析

显示，ＶＲＥ对万古霉素和替考拉宁均为高浓度耐药，且同时对

青霉素类、氨基糖甙类药物耐药，对四环素耐药性也显著下降，

仅对氯霉素保持较高敏感率。可见 ＶａｎＡ型菌株多重耐药严

重；四环素与氯霉素体外药物试验虽敏感，但副作用极大，临床

治疗效果不佳。有文献报道 ＶＲＥ的耐药基因可通过质粒转

移给其他肠球菌属或其他种类的细菌如金黄色葡萄球菌，产生

多重耐药性［５］。因此各医院应把加强院内感染控制，预防

ＶＲＥ的扩散做为当务之急。

微生物实验室是阻断ＶＲＥ院内扩散传播的第一道防线，

迅速准确鉴定出ＶＲＥ，对临床治疗和医院感染控制都很有意

义。ＶＲＥ显色培养基可缩短ＶＲＥ的检测时间，在不具备基因

检测条件的单位，依据菌株对万古霉素耐药表型及耐药程度的

分析，结合对替考拉宁耐药情况，可对基因型进行初步推断，及

时对可能出现的获得性 ＶａｎＡ、ＶａｎＢ型菌株进行预防控制。

同时临床应加强对抗菌药物使用的管理，注重万古霉素使用的

适应证，这对耐药菌株的预防控制至关重要。
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