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·临床检验研究论著·

肠球菌临床感染情况和药物敏感性分析及

耐万古霉素肠球菌耐药基因研究

刘　敏，董跃明，徐爱群，雷　红，董　梅△

（解放军第３０９医院检验科，北京１０００９１）

　　摘　要：目的　分析肠球菌的临床分离情况，研究肠球菌抗菌药物敏感性和耐万古霉素肠球菌（ＶＲＥ）耐药基因。方法　采

用ＶＩＴＥＫＣＯＭＰＡＣＴ分析仪进行菌种鉴定和药敏测定；采用 ＷＨＯＮＥＴ５．５进行数据分析；采用ＰＣＲ、基因测序及序列在线比

对检测ＶＲＥ耐药基因。结果　共分离１６７株菌，屎肠球菌１１３株，粪肠球菌４７株；标本类型前三位分别为尿液（３４．１％）、血液

（１６．８％）和腹水（１５．６％）；ＩＣＵ分离率在临床科室中居首。屎肠球菌对青霉素Ｇ、氨苄西林、红霉素、环丙沙星、左氧氟沙星的耐

药率高达９０％以上，且明显高于粪肠球菌（犘＜０．０５）。检出１１株ＶＲＥ，携带ｖａｎＡ耐药基因。未发现利奈唑胺耐药株。结论　

肠球菌总体耐药形势严峻，屎肠球菌的分离率和耐药率高于粪肠球菌，应控制多重耐药株尤其ＶＲＥ的传播。
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　　肠球菌是医院感染的重要病原菌，多引起免疫力低下宿主

的机会感染［１］。本院细菌分离情况显示肠球菌，尤其屎肠球菌

分离率高，并且已发现耐万古霉素肠球菌。从药敏结果密切观

察特定地区（本地）的耐药倾向关系到流行病学防控。本文着

重对本院肠球菌的临床分离情况，包括感染部位，标本来源，科

室分布，感染危险因素等进行统计分析，研究肠球菌的抗菌药

物敏感性和耐万古霉素肠球菌（ＶＲＥ）的耐药机制，尤其关注

可传递的高水平ＶａｎＡ和ＶａｎＢ耐药基因，以期指导耐药传播

的有效控制。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　２０１１年１月至２０１２年７月分离自解放军第

３０９医院确诊为肠球菌感染患者的非重复肠球菌。标准菌株

为粪肠球菌ＡＴＣＣ２９２１２。

１．２　菌株鉴定及药物敏感性测定　采用 ＶＩＴＥＫ２ＣＯＭ

ＰＡＣＴ全自动微生物鉴定及药敏分析仪进行菌种鉴定和体外

抗菌药物敏感性测定。按照２０１２年ＣＬＳＩ抗菌药物敏感性试

验执行标准选择药物分析，包括 Ａ组青霉素和氨苄西林，Ｂ组

万古霉素、利奈唑胺、奎奴普丁／达福普丁，Ｕ组四环素、环丙沙

星、左氧氟沙星、呋喃妥因；Ｏ组红霉素、利福平、氯霉素。氨基

糖苷类高水平耐药（ＨＬＡＲ）包括链霉素高水平耐药（ＨＬＳＲ）

和庆大霉素高水平耐药（ＨＬＧＲ）。其筛选试验用于检测氨卞

西林、青霉素或万古霉素与一种氨基糖苷类药物的协同作用。

万古霉素耐药株采用Ｅ试验条检测 ＭＩＣ确认其耐药性。

１．３　基因检测　目的基因为 ＶａｎＡ和 ＶａｎＢ，提取 ＶＲＥ菌株

基因组ＤＮＡ，进行ＰＣＲ检测
［２］，引物序列为ｖａｎＡＦ：５′ＧＧＧ

ＡＡＡ ＡＣＧ ＡＣＡ ＡＴＴ ＧＣ３′；ｖａｎＡＲ：５′ＧＴＡ ＣＡＡ ＴＧＣ

ＧＧＣＣＧＴＴＡ３′；ｖａｎＢｆ：５′ＡＴＧＧＧＡＡＧＣＣＧＡＴＡＧＴＣ

３′；ｖａｎＢｒ：５′ＧＡＴＴＴＣＧＴＴＣＣＴＣＧＡＣＣ３′。将扩增产物

进行琼脂糖凝胶电泳，切胶回收后进行ＤＮＡ序列测定，与目

的片段进行在线序列比对（ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／

Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）。

１．４　统计学处理　用 ＷＨＯＮＥＴ５．５分析软件和ＳＰＳＳ１６．０

软件进行统计分析，屎肠球菌与粪肠球菌耐药率分别采用Ｐｅｒ

ｓｏｎ卡方检验、连续性校正法和Ｆｉｓｈｅｒ精确概率检验，犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　菌种分布和标本类型　１６７株菌中有屎肠球菌［１１３

（６７．７％）］、粪肠球菌［４７（２８．１％）］、鹑鸡肠球菌［４（２．４％）］、

耐久肠球菌［２（１．２％）］、铅黄肠球菌［１（０．６％）］。泌尿系统感

染患者尿液 （清洁中段尿和导尿）居标 本 类 型 首 位 ［５７
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（３４．１％）］，其次为血液［２８（１６．８％）］、腹水［２６（１５．６％）］、下

呼吸道［１５（９．０％）］标本中分离的菌株。

２．２　菌株来源科室分布　重症监护室居首位［４１（２４．６％）］，

其他依次为结核科［２４（１４．４％）］、普通外科［１９（１１．４％）］、肝

胆外科［１６（９．６％）］等。

２．３　耐药率分析　本院屎肠球菌和粪肠球菌总体耐药率比较

见表１。考虑感染部位和菌种特点时具有如下特点：（１）分离

自泌尿系感染患者的肠球菌对 Ｕ组药物敏感性分别为：四环

素５４．８％、环丙沙星９．７％、左氧氟沙星１１．３％、呋喃妥因

２５％。（２）屎肠球菌耐药率高于粪肠球菌的抗菌药物为青霉素

Ｇ、氨苄西林、呋喃妥因、红霉素、环丙沙星、左氧氟沙星和高浓

度庆大霉素。粪肠球菌耐药率高于屎肠球菌的抗菌药物为：奎

奴普丁／达福普汀和四环素。（３）对万古霉素耐药的１１株菌

（１０株屎肠球菌，１株粪肠球菌）均对利奈唑胺敏感。（４）１株

对万古霉素耐药的粪肠球菌对奎奴普汀／达福普汀敏感。（５）

屎肠球菌和粪肠球菌的 ＨＬＡＲ分离率均大于５０％，且屎肠球

菌对 ＨＬＧＲ耐药率明显高于粪肠球菌（犘＜０．０５）。（６）未发现

产β内酰胺酶肠球菌。

表１　　屎肠球菌和粪肠球菌的抗菌药物耐药率（％）

抗菌药物 屎肠球菌（狀＝１１３） 粪肠球菌（狀＝４７） 犘

呋喃妥因 ６４．６ ０．０ ０．０００

红霉素 ９２．９ ７０．２ ０．０００

环丙沙星 ９４．７ ４６．８ ０．０００

奎奴普丁／达福普汀 ０．９ ７８．７ ０．０００

利奈唑胺 ０．０ ０．０ －

青霉素Ｇ ９７．３ １９．０ ０．０００

四环素 ３８．９ ７４．５ ０．０００

万古霉素 ８．８ ２．１ ０．２３５

左旋氧氟沙星 ９４．７ ４８．９ ０．０００

氨苄西林 ９６．５ ０．０ ０．０００

高浓度庆大霉素 ７２．６ ５３．２ ０．０１８

高浓度链霉素 ６５．５ ５３．２ ０．１４５

　　－：无数据。

２．４　ＶＲＥ耐药基因检测　经 ＰＣＲ及其扩增产物测序和

Ｇｅｎｅｂａｎｋ在线序列比对证实１１株ＶＲＥ均检出ｖａｎＡ基因，为

ＶａｎＡ型耐药，未检出ｖａｎＢ基因。

２．５　感染危险因素　病例资料显示：尿液分离的肠球菌５７株

中有３８例患者有留置导尿管。２８例血液标本中，有２株为中

心静脉导管相关性血流感染。有５例患者从外周血和其他部

位（尿液、腹水或胆汁标本中）分离出耐药谱相同的肠球菌。

３　讨　　论

肠球菌较少引起呼吸道感染，而本研究显示有９％的标本

为下呼吸道标本，说明肠球菌已成为本院院内感染菌之一。与

文献［３５］报道粪肠球菌感染率高于屎肠球菌不同，本院屎肠

球菌分离率远高于粪肠球菌，提示屎肠球菌院内感染率高。本

院ＩＣＵ、结核科和普通外科肠球菌分离率高，分析与ＩＣＵ患者

侵入性操作较多、结核患者免疫力低（本院为全军结核病研究

所）和普外科基础疾病等因素相关。病例资料显示留置导尿管

和中心静脉导管等侵入性操作是本院肠球菌的重要感染危险

因素。原发感染灶中细菌不能及时清除而入血是引起血流感

染的重要危险因素。病原菌的及时鉴定和药物敏感性检测可

帮助临床医生及早的有效治疗，从而大大减少病原菌入血引起

败血症的几率。

Ｕ组药物敏感性较低，说明传统治疗泌尿系感染的药物有

效性堪忧。屎肠球菌对共计７种常用抗菌药物的耐药率明显

高于粪肠球菌，且多重耐药率高。屎肠球菌对奎奴普丁／达福

普汀的敏感性较高，但目前国内还未上市。利奈唑胺仍可作为

包括ＶＲＥ在内的肠球菌感染的最后防线。本研究中屎肠球

菌的ＨＬＧＲ分离率明显高于粪肠球菌，ＨＬＳＲ亦大于６５％，说

明尿肠球菌感染时氨基糖苷类联用方案将受到限制，粪肠球菌

感染时尚可考虑，刘晶等［６］有类似报道。Ｓｏｏｄ等
［７］认为屎肠

球菌对多种抗菌药物的高耐药性可能造成屎肠球菌感染率的

上升，这与本院屎肠球菌的高耐药率和高感染率相一致。

万古霉素等糖肽类抗菌药物是治疗肠球菌感染的敏感药

物，但自１９８８年第１次报道肠球菌对糖肽类抗菌药物高水平

耐药以来，糖肽类耐药菌已在全球范围内逐渐播散［８９］。目前

全世界已发现多种耐药机制（ＶａｎＡ，Ｂ，Ｃ，Ｄ，Ｅ，Ｇ，Ｌ），本

研究发现本院 ＶＲＥ的耐药机制是肠球菌携带ｖａｎＡ耐药基

因。ＶａｎＡ型耐药以对万古霉素和和替考拉宁的高水平耐药

为特点，可由转座子Ｔｎ１５４６介导。已有研究报道体外或体内

模型证明ｖａｎＡ基因可从肠球菌传递给金黄色葡萄球菌
［１０］，

ＶＲＥ和耐万古霉素金黄色葡萄球菌分离自同一患者的报道显

示 ＭＲＳＡ 通过 ＶＲＥ的 Ｔｎ１５４６获得了对万古霉素的耐药

性［１１］。因此，一旦发生耐万古霉素肠球菌后及时采取严格的

隔离措施，可防止ＶＲＥ在医院内的蔓延。

本院肠球菌总体耐药形势严峻，屎肠球菌的感染率和多重

耐药率均高于粪肠球菌，抗感染治疗应根据菌种鉴定和体外药

物敏感性合理选用抗菌药物，以减缓耐药性的升高，应采取有

效措施控制耐药株尤其是耐万古霉素肠球菌的传播［１２］。

参考文献

［１］ 杨青，俞云松，倪语星，等．２０１０年中国ＣＨＩＮＥＴ肠球菌属细菌耐

药性监测［Ｊ］．中国感染与化疗杂志，２０１２，１２（２）：９２９７．

［２］ ＤｕｔｋａＭａｌｅｎＳ，ＥｖｅｒｓＳ，ＣｏｕｒｖａｌｉｎＰ．Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｏｔｙｐｅｓａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｔｏｔｈｅｓｐｅｃｉｅｓｌｅｖｅｌｏｆｃｌｉｎｉ

ｃａｌｌｙｒｅｌｅｖａｎｔｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｉｂｙＰＣＲ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，１９９５，３３

（１）：２４２７．

［３］ 刘红军，邓文国，刘倩，等．７７７株临床分离肠球菌的分布及耐药性

分析［Ｊ］．西部医学，２０１２，２４（２）：３８０３８２．

［４］ 陈泳，张丽华，郭主声，等．４２４株临床分离肠球菌属细菌的耐药性

变异［Ｊ］．中国感染与化疗杂志，２０１２，１２（１）：３６３８．

［５］ 谢小芳，周惠琴，沈海英，等．６３２株肠球菌属的临床分布及耐药分

析［Ｊ］．临床输血与检验，２０１２，１４（２）：１１６１１８．

［６］ 刘晶，赵金辉，赵娟．粪肠球菌和屎肠球菌耐药特点分析［Ｊ］．中国

实验诊断学杂志，２００７，１１（８）：１１２１１１２２．

［７］ＳｏｏｄＳ，ＭａｌｈｏｔｒａＭ，ＤａｓＢＫ，ｅｔａｌ．Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃａｌｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ＆ａｎ

ｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ［Ｊ］．ＩｎｄｉａｎＪＭｅｄＲｅｓ，２００８，１２８（２）：１１１

１２１．

［９］ＬｅｃｌｅｒｃｑＲ，ＤｅｒｌｏｔＥ，ＤｕｖａｌＪ，ｅｔａｌ．Ｐｌａｓｍｉｄｍｅｄｉａｔｅｄｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏ

ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎａｎｄｔｅｉｃｏｐｌａｎｉｎｉｎＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃｉｕｍ［Ｊ］．ＮＥｎｇｌＪ

Ｍｅｄ，１９８８，３１９（３）：１５７１６１．

［９］ ＵｔｔｌｅｙＡＨ，ＣｏｌｌｉｎｓＣＨ，ＮａｉｄｏｏＪ，ｅｔａｌ．Ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔｅｎ

ｔｅｒｏｃｏｃｃｉ．［Ｊ］．Ｌａｎｃｅｔ，１９８８，１（８５７５／８５７６）：５７５８．

［１０］ＮｏｂｌｅＷＣ，ＶｉｒａｎｉＺ，ＣｒｅｅＲＧ．Ｃｏｔｒａｎｓｆｅｒｏｆｖａｎｃｏｍｙｃｉｎａｎｄｏｔｈ

ｅｒｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅｓｆｒｏｍ ＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃａｌｉｓＮＣＴＣ１２２０１ｔｏ

Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ［Ｊ］．ＦＥＭＳＭｉｃｒｏｂｉｏｌＬｅｔｔ，１９９２，７２（２）：

１９５１９８．

［１１］ＰéｒｉｃｈｏｎＢ，ＣｏｕｒｖａｌｉｎＰ．ＶａｎＡｔｙｐｅｖａｎｃｏｍｙｃｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔＳｔａｐｈｙ

ｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ［Ｊ］．Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂ ＡｇｅｎｔｓＣｈｅｍｏｔｈｅｒ，２００９，５３

（１１）：４５８０４５８７．

［１２］师志云，赵志军，李刚，等．临床分离肠球菌属耐药性及耐药基因

的研究［Ｊ］．中华检验医学杂志，２０１１，３４（５）：４４２４４４．

（收稿日期：２０１３０５１７）

·３９３２·国际检验医学杂志２０１３年９月第３４卷第１８期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１８




