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重庆某院耐万古霉素屎肠球菌的分子流行病学研究和感染危险因素分析
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　　［摘要］　目的　探究耐万古霉素屎肠球菌（ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃｉｕｍ，ＶＲＥｆｍ）的毒
力基因、转座子分型和危险因素。方法　收集本院２０１２年１月至２０１４年２月经微量肉汤稀释法验证
的耐万古霉素屎肠球菌１８株，采用梅里埃 ＶＩＴＥＫ２对１３种抗生素进行 ＭＩＣ检测；通过多重 ＰＣＲ检测
Ｖａｎ耐药基因和７种毒力基因，重叠 ＰＣＲ分析耐药转座子 Ｔｎ１５４６结构，多位点序列分型（ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｔｙｐｉｎｇ，ＭＬＳＴ）方法确定菌株序列型别，并采用回顾性病例对照分析进行危险因素调查。
结果　 １８株ＶＲＥｆｍ基因型和表型均符合 ＶａｎＡ型；所有菌株对青霉素、氨苄西林、环丙沙星等表现耐
药，对替加环素、利奈唑胺和奎奴普丁达福普汀表现敏感；毒力基因ａｃｍ、ｅｓｐ、ｈｙｌ检测率分别为９４．４％、
８８９％、８３．３％；耐药转座子结构共检测到４种类型；ＭＬＳＴ结果显示共有５种ＳＴ型别，均属于克隆复合
体ＣＣ１７。毒力基因ｅｓｐ、转院患者、尿路感染和万古霉素使用是ＶＲＥｆｍ感染的独立危险因素。结论　收
集到的１８株ＶＲＥｆｍ均为多重耐药菌，且均属于克隆复合体ＣＣ１７。毒力基因ｅｓｐ检出率较高，且与万古
霉素耐药显著相关。
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　　肠球菌已逐渐成为院内感染的重要病原菌，尤以
粪肠球菌和屎肠球菌多见。据２０１３年中国 ＣＨＩＮＥＴ
细菌耐药监测报道，肠球菌属细菌分离率高居阳性球

菌第２位，其中屎肠球菌约占４３．４％，且对所测试药
物的耐药率均较高［１］。随着我国糖肽类抗生素的广

泛使用，万古霉素耐药肠球菌感染逐年增多。本研究

通过对我院２０１２年１月至２０１４年２月收集到ＶＲＥｆｍ
菌株其耐药基因和毒力基因检测、Ｔｎ１５４６结构分析、
多位点序列分型、危险因素调查来初步探索耐万古霉

素屎肠球菌的耐药机制和流行情况，为临床预防和控

制菌株的流行与传播提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　菌株来源
　　２０１２年１月至２０１４年２月在重庆医科大学附属
第一医院收集的耐万古霉素屎肠球菌１８株，均为非重
复菌株。根据万古霉素的药物敏感性检测结果分为两

组：①耐药组：万古霉素耐药的屎肠球菌１８株；②敏感
组：按耐药组与敏感组１∶４的比例，选取同一科室、同
一病种、同期住院患者感染的万古霉素敏感屎肠球菌

（ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃｉｕｍ，ＶＳＥｆｍ）
７２株作为对照组。以上全部菌株经Ｖｉｔｅｋ２Ｃｏｍｐａｃｔ和
ＶｉｔｅｋＭＳ全自动细菌鉴定系统鉴定。
　　从１８株耐万古霉素屎肠球菌的送检科室来看，主
要来源于神经内科７株，呼吸内科４株，胃肠外科、泌
尿外科各２株，神经外科、肾内科、重症监护室各１株；
从标本类型来看，尿液１４株，分泌物２株，腹水和脑脊
液各１株。
１．２　体外药物敏感性实验
　　采用Ｖｉｔｅｋ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动细菌鉴定系统以及配
套ＡＳＴＧＰ６７药敏鉴定卡对１８株耐万古霉素屎肠球
菌用以下 １３种抗生素进行药敏检测：万古霉素
（ＶＡＮ）、替考拉宁（ＴＥＣ）、利奈唑胺（ＬＺＤ）、青霉素
（ＰＥＮ）、氨苄西林（ＡＭＰ）、替加环素（ＴＧＣ）、环丙沙星
（ＣＩＰ）、左氧氟沙星（ＬＥＶ）、奎奴普丁达福普汀（Ｑ／
Ｄ）、红霉素（ＥＲＹ）、四环素（ＴＥＴ）、高水平耐药的庆大
霉素（ＨＬＧ）、高水平耐药的链霉素（ＨＬＳ）。采用微量

肉汤稀释法对万古霉素、替考拉宁和利奈唑胺的 ＭＩＣ
进行检测，将万古霉素 ＭＩＣ≥３２ｍｇ／Ｌ的菌株判定为
耐药，其判读标准及结果解释参照美国 ＣＬＳＩ２０１２年
版规则［２］。

１．３　万古霉素耐药基因及毒力基因检测
　　用细菌基因组 ＤＮＡ试剂盒提取 ＤＮＡ，采用多重
ＰＣＲ方法对 １８株耐万古霉素屎肠球菌分别检测
ＶａｎＡ、ＶａｎＢ、ＶａｎＣ１和 ＶａｎＣ２／３四种耐药基因。同样
采用多重 ＰＣＲ方法分别对１８株耐万古霉素屎肠球菌
和７２株万古霉素敏感屎肠球菌检测７种毒力基因：
ａｓａ１、ｇｅｌＥ、ｃｙｌＡ、ｅｓｐ、ｈｙｌ、ｓａｇＡ、ａｃｍ。耐药基因及毒力基
因引物按文献［３－７］设计，并由上海立菲生物有限公司
进行合成。ＰＣＲ反应在ＰＣＲ扩增仪中进行，反应体系
的总体积为２５μＬ，其中１０×ｂｕｆｆｅｒ（含Ｍｇ２＋）２．５μＬ、
ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）２．０μＬ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶（１０Ｕ／μＬ）
０．１５μＬ、正、反向引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ、模板ＤＮＡ
２μＬ，最后用无菌蒸馏水补足。反应条件：预变性，
９５℃ ５ｍｉｎ；３０个循环（变性：９４℃ ３０ｓ；退火：５０℃
１ｍｉｎ；延伸：７２℃ １ｍｉｎ）；延伸，７２℃ １０ｍｉｎ。ＰＣＲ
产物经上海立菲生物有限公司进行测序。

１．４　多位点序列分型（ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅｔｙｐｉｎｇ，
ＭＬＳＴ）

　　提取１８株耐万古霉素屎肠球菌基因组 ＤＮＡ，用
ＰＣＲ方法分别扩增屎肠球菌７组管家基因（ａｄｋ、ａｔｐＡ、
ｄｄｌ、ｇｄｈ、ｇｙｄ、ｐｓｔＳ、ｐｕｒｋＳ）。ＰＣＲ产物均送至上海立菲
生物有限公司进行双向测序，产物序列与肠球菌

ＭＬＳＴ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｌｓｔ．ｎｅｔ／）数据进行比对，
每个管家基因可得到相应的等位基因号（ａｌｌｅｌｅｎｕｍ
ｂｅｒ），根据７个等位基因号的组合得到每株细菌的序
列分型（ｓｅｑｕｅｎｃｅｔｙｐｅ，ＳＴ）。
１．５　重叠ＰＣＲ方法扩增万古霉素耐药转座子Ｔｎ１５４６
　　采用重叠 ＰＣＲ方法扩增万古霉素耐药转座子
Ｔｎ１５４６结构的基因片段，包括 ｏｒｆ１５、ｏｒｆ１３、ｏｒｆ２
ｖａｎＲ、ｖａｎＲｖａｎＳ、ｖａｎＳｖａｎＨ、ｖａｎＨｖａｎＡｖａｎＸ、ｖａｎＸ
ｖａｎＹ和ｖａｎＹｖａｎＺ（各基因引物详见文献［３，８］）。扩
增条件：反应体系的总体积为３０μＬ，包括 ＰｒｅｍｉｘＴａｑ
１５μＬ，正、反向引物（０．４μｍｏｌ／Ｌ）各１．２μＬ，ＤＮＡ模
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板１．５μＬ，最后用无菌蒸馏水补足。反应条件：预变
性，９４℃ ５ｍｉｎ；３０个循环（变性：９４℃ ３０ｓ；退火：
５０℃ ３０ｓ；延伸：７２℃ １ｍｉｎ）；延伸，７２℃１０ｍｉｎ。将
以上扩增的ＰＣＲ产物送至上海立菲生物有限公司进
行双向测序，产物序列与屎肠球菌 ＢＭ４１４７菌株的
Ｔｎ１５４６转座子序列进行比对。
１．６　危险因素调查
　　危险因素调查是针对我院２０１２年１月至２０１４年
２月 ＶＲＥｆｍ感染的患者病例资料进行回顾性分析。
选取１８例耐万古霉素屎肠球菌的感染患者为病例组，
７２例万古霉素敏感屎肠球菌的感染患者为对照组。
患者相关病例资料信息均来自于我院电子病历系统和

ＬＩＳ系统。统计变量包括：年龄、性别、病房类型、ＩＣＵ
入住、慢性基础疾病、手术史、侵入性置管、肠外营养以

及先前抗生素使用等。

１．７　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２１．０统计软件进行分析。计数资料采

用χ２检验或Ｆｉｓｈｅｒ精确概率法，计量资料采用两独立
样本ｔ检验或非参数秩和检验进行单因素分析，计算
出Ｐ值、危险系数（ＯＲ值）和９５％可信区间（９５％ＣＩ）。
将以上单因素分析中 Ｐ≤０．１０的变量采用 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回
归模型中逐步前进法（条件）进行多因素分析，并得出

Ｐ值、ＯＲ值和９５％ＣＩ。

２　结果

２．１　体外药物敏感性试验分析结果
　　１８株耐万古霉素屎肠球菌对万古霉素和替考拉
宁均呈现高水平耐药（ＶＡＮ≥１２８μｇ／ｍＬ、ＴＥＣ≥
３２μｇ／ｍＬ）。从药敏结果来看，所有菌株对青霉素、氨
苄西林、环丙沙星、左氧氟沙星、红霉素表现耐药，对利

奈唑胺、奎奴普丁达福普汀、替加环素表现敏感，其中

１４株对四环素表现为敏感，约占７７．８％。所有菌株同
时对３种以上抗菌药物表现为多重耐药（表１）。

表１　１８株耐万古霉素屎肠球菌药敏结果

最小抑菌浓度 （ｍｇ／Ｌ）
编号 ＨＬＧ ＨＬＳ

ＶＡＮ ＴＥＣ ＬＺＤ ＰＥＮ ＡＭＰ ＴＧＣ ＣＩＰ ＬＥＶ Ｑ／Ｄ ＥＲＹ ＴＥＴ

１ ２５６ １２８ ２ ＞６４ ＞３２ ＜０．１２ ４ ＞８ ０．５ ＞８ ＞１６ Ｒ Ｓ

２ ５１２ ６４ ２ ＞６４ ＞３２ ＜０．１２ ＞８ ＞８ ０．５ ＞８ ＜１ Ｒ Ｓ

３ ２５６ ３２ ２ ＞６４ ＞３２ ＜０．１２ ４ ＞８ ０．５ ＞８ ＜１ Ｒ Ｓ

４ ５１２ ６４ ２ ＞６４ ＞３２ ＜０．１２ ＞８ ＞８ ０．５ ＞８ ＞１６ Ｒ Ｓ

５ ５１２ ３２ ２ ＞６４ ＞３２ ＜０．１２ ＞８ ＞８ ２．０ ＞８ ２ Ｓ Ｓ

６ ２５６ ３２ ２ ＞６４ ＞３２ ＜０．１２ ＞８ ＞８ ０．５ ＞８ ＜１ Ｒ Ｓ

７ ２５６ ３２ ２ ＞６４ ＞３２ ＜０．１２ ＞８ ＞８ ２．０ ＞８ ２ Ｓ Ｓ

８ ５１２ １２８ ２ ３２ ＞３２ ＜０．１２ ＞８ ＞８ ２．０ ＞８ ＜１ Ｒ Ｓ

９ ２５６ ３２ ２ ＞６４ ＞３２ ＜０．１２ ＞８ ＞８ ０．５ ＞８ ＜１ Ｒ Ｓ

１０ １２８ ６４ ２ ＞６４ ＞３２ ＜０．１２ ＞８ ＞８ ０．５ ＞８ ＜１ Ｒ Ｒ

１１ １２８ ３２ ２ ＞６４ ＞３２ ＜０．１２ ＞８ ＞８ １．０ ＞８ ２ Ｒ Ｒ

１２ １２８ ３２ ２ ＞６４ ＞３２ ＜０．１２ ＞８ ＞８ ０．５ ＞８ ＜１ Ｓ Ｓ

１３ ５１２ １２８ ２ ＞６４ ＞３２ ＜０．１２ ＞８ ＞８ ０．５ ＞８ ＜１ Ｒ Ｓ

１４ ２５６ ３２ ２ ＞６４ ＞３２ ＜０．１２ ＞８ ＞８ ０．５ ＞８ ＜１ Ｒ Ｓ

１５ ２５６ ３２ ２ ＞６４ ＞３２ ＜０．１２ ＞８ ＞８ ０．５ ＞８ ＞１６ Ｒ Ｒ

１６ ２５６ ３２ ２ ＞６４ ＞３２ ＜０．１２ ＞８ ＞８ ０．５ ＞８ ＜１ Ｒ Ｓ

１７ ５１２ １２８ ２ ＞６４ ＞３２ ＜０．１２ ＞８ ＞８ ０．５ ＞８ ＜１ Ｒ Ｓ

１８ ５１２ ６４ ２ ＞６４ ＞３２ ＜０．１２ ＞８ ＞８ ０．５ ＞８ ＞１６ Ｒ Ｒ

ＬＺＤ：利奈唑胺；ＶＡＮ：万古霉素；ＰＥＮ：青霉素；ＡＭＰ：氨苄西林；ＴＧＣ：替加环素；ＣＩＰ：环丙沙星；ＬＥＶ：左氧氟沙星；

Ｑ／Ｄ：奎奴普丁达福普汀；ＥＲＹ：红霉素；ＴＥＴ：四环素；ＨＬＧ：高水平耐药的庆大霉素；ＨＬＳ：高水平耐药的链霉素；

Ｒ：耐药；Ｓ：敏感
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２．２　万古霉素耐药基因和毒力基因检测结果
　　１８株 ＶＲＥｆｍ菌株经 ＰＣＲ反应扩增，均为 ＶａｎＡ
耐药基因阳性表达，其产物测序结果与 ＧｅｎＢａｎｋ序列
数据库比对完全一致（ＧｅｎＢａｎｋＭ９７２９７），未检测到
ＶａｎＢ、ＶａｎＣ１和ＶａｎＣ２／３等耐药基因表达。
　　将１８株ＶＲＥｆｍ实验组和７２株 ＶＳＥｆｍ对照组分
别进行毒力基因检测，其结果显示７种毒力基因在两
组中分布各不相同。从１８株 ＶＲＥｆｍ实验组来看，检
出率最高的毒力基因分别为 ａｃｍ９４．４％（１７／１８）、ｅｓｐ
８８．９％（１６／１８）、ｈｙｌ８３．３％（１５／１８）、ｓａｇＡ６１．１％（１１／
１８）、ａｓａ１５０．０％（９／１８），而 ｇｅｌＥ和 ｃｙｌＡ的检出率仅
为１１．１％（２／１８）和５．６％（１／１８）。从基因分布来看，
ＶＲＥｆｍ实验组中约有７７．８％（１４／１８）的菌株同时表
达ａｃｍ、ｅｓｐ和 ｈｙｌ３种毒力基因，相反，ＶＳＥｆｍ对照组
中３种基因同时表达阳性的菌株仅占 ３６．１％ （２６／
７２）。此外，ＶＳＥｆｍ对照组中约有１４．５％（１０／７２）的菌
株ａｃｍ、ｅｓｐ和 ｈｙｌ３种毒力基因均未检出，而 ＶＲＥｆｍ
实验组中未检出上述３种基因的仅有一株。见表２、
图１。

表２　１８株耐万古霉素屎肠球菌毒力基因分布结果

毒力基因
编号 菌株号

ｅｓｐ ｈｙｌ ａｓａ１ ｇｅｌＥ ｃｙｌＡ ｓａｇＡ ａｃｍ

１ Ｎ０３１９４ ＋ ＋ － － － － ＋

２ Ｎ０４０６５ ＋ ＋ ＋ － － ＋ ＋

３ Ｎ０４２１６ ＋ ＋ － － － － ＋

４ Ｎ０６２０８ － － － ＋ － ＋ －

５ Ｎ００２８４ ＋ ＋ ＋ － － － ＋

６ Ｐ００５１２ ＋ ＋ ＋ － － － ＋

７ Ｎ００５１４ ＋ － ＋ － － ＋ ＋

８ Ｎ００７６０ ＋ ＋ ＋ － － － ＋

９ Ｐ０１１４０ ＋ － － ＋ － ＋ ＋

１０ Ｎ０１５１８ ＋ ＋ ＋ － － ＋ ＋

１１ Ｎ０１６９０ ＋ ＋ － － － － ＋

１２ Ｎ０４２１３ ＋ ＋ ＋ － － － ＋

１３ Ｐ１１１２０ － ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋

１４ Ｎ０００１０ ＋ ＋ － － － ＋ ＋

１５ Ｐ１４２４２ ＋ ＋ － － － ＋ ＋

１６ Ｎ００３２８ ＋ ＋ － － － ＋ ＋

１７ Ｎ００５７８ ＋ ＋ － － － ＋ ＋

１８ Ｎ１０４３２ ＋ ＋ ＋ － － ＋ ＋

ｅｓｐ：肠球菌表面蛋白；ｈｙｌ：透明质酸酶；ａｓａ１：凝胶物质；
ｇｅｌＥ：明胶酶；ｃｙｌＡ：细胞溶素；ｓａｇＡ：分泌抗原；ａｃｍ：屎肠球
菌胶原结合蛋白
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ａｓａ１：凝胶物质；ｇｅｌＥ：明胶酶；ｃｙｌＡ：细胞溶素；ｅｓｐ：肠球菌

表面蛋白；ｈｙｌ：透明质酸酶；ｓａｇＡ：分泌抗原；ａｃｍ：屎肠球

菌胶原结合蛋白；ＶＲＥｆｍ：耐万古霉素屎肠球菌；ＶＳＥｆｍ：万

古霉素敏感屎肠球菌

图１　７种毒力基因在ＶＲＥｆｍ组和ＶＳＥｆｍ组的分布情况

２．３　ＭＬＳＴ分析结果
　　ＭＬＳＴ结果显示，１８株耐万古霉素屎肠球菌共检
出５种 ＳＴ型别（ＳＴ１７、ＳＴ１８、ＳＴ７８、ＳＴ２６２和 ＳＴ３４１），
均属于克隆复合体 ＣＣ１７。其中 １１株（６１１％）为
ＳＴ１７，３株（１６．７％）为 ＳＴ１８，２株（１１．１％）为 ＳＴ７８，
ＳＴ２６２和 ＳＴ３４１各１株，见表３。通过 ＭＥＧＡ软件对
ＭＬＳＴ结果进行进化树分析，其结果显示，１１株 ＳＴ１７
型别菌株属于同源，而ＳＴ１８与ＳＴ２６２型别亲缘关系较
近，分布于神经内科和呼吸内科；ＳＴ７８与 ＳＴ３４１型具
有一定亲缘关系，分布于神经内科。

２．４　万古霉素耐药转座子Ｔｎ１５４６结构分析
　　通过多对引物对耐药转座子 Ｔｎ１５４６不同区域的
扩增、拼接、测序和比对发现，１８株耐万古霉素屎肠球
菌可分为 ４种转座子类型，其中 Ｃ型所占比例最多
（８／１８），其余依次是Ｄ型（６／１８）、Ａ型（２／１８）和Ｂ型
（２／１８），见表 ３。从转座子 Ｔｎ１５４６结构类型来看，Ａ
型主要在 ｏｒｆ１基因的下游存在部分缺失；Ｂ型与 Ａ型
存在相似的缺失，但Ｂ型在 ｖａｎＸ及 ｖａｎＹ基因之间的
８７３１号位点处反向插入了１个插入序列１２１６Ｖ，该序
列插入后造成了８７３２～８８３２区域片段的缺失；Ｃ型
主要是存在ｏｒｆ１基因的完全缺失，并在８７４５号位点
处反向插入了相同的插入序列 ＩＳ１２１６Ｖ，由于 ｖａｎＸ与
ｖａｎＹ基因之间存在不同的缺失片段，将 Ｃ型分为 Ｃ１
和Ｃ２型，Ｃ１型为８７４６～９０１９区域片段的缺失，Ｃ２
型为８７４６～８８３２区域片段的缺失；Ｄ型主要是存在
ｏｒｆ１、ｏｒｆ２、ｖａｎＲ和ｖａｎＳ基因的完全缺失，并在８６８４号
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位点处存在反向插入序列ＩＳ１２１６Ｖ以及８６８５～８８２８
区域片段的缺失。

表３　１８株耐万古霉素屎肠球菌的临床特征、分子

流行病学结果

分子流行病学
编号 标本号 分离日期 标本类型 病区分布

ＳＴｓ ＣＣ Ｔｎ１５４６

１ Ｎ０３１９４ ２０１２－０５ 尿液 神经内科 １８ １７ Ｃ１

２ Ｎ０４０６５ ２０１２－０６ 尿液 呼吸内科 １７ １７ Ｃ２

３ Ｎ０４２１６ ２０１２－０６ 尿液 呼吸内科 １７ １７ Ｄ

４ Ｎ０６２０８ ２０１２－０９ 尿液 呼吸内科 １８ １７ Ａ

５ Ｎ００２８４ ２０１３－０１ 尿液 神经内科 ７８ １７ Ｃ１

６ Ｐ００５１２ ２０１３－０１ 腹水 胃肠外科 １７ １７ Ｂ

７ Ｎ００５１４ ２０１３－０１ 尿液 神经内科 ７８ １７ Ｃ１

８ Ｎ００７６０ ２０１３－０１ 尿液 神经内科 ２６２ １７ Ｃ１

９ Ｐ０１１４０ ２０１３－０１ 分泌物 胃肠外科 １７ １７ Ｄ

１０ Ｎ０１５１８ ２０１３－０２ 尿液 神经内科 １７ １７ Ｃ２

１１ Ｎ０１６９０ ２０１３－０３ 尿液 神经内科 １７ １７ Ｃ２

１２ Ｎ０４２１３ ２０１３－０５ 尿液 重症监护室 １７ １７ Ｃ２

１３ Ｐ１１１２０ ２０１３－０９ 脑脊液 神经外科 １７ １７ Ａ

１４ Ｎ０００１０ ２０１３－１０ 尿液 神经内科 ３４１ １７ Ｄ

１５ Ｐ１４２４２ ２０１３－１０ 分泌物 呼吸内科 １８ １７ Ｄ

１６ Ｎ００３２８ ２０１３－１１ 尿液 肾脏内科 １７ １７ Ｄ

１７ Ｎ００５７８ ２０１３－１１ 尿液 泌尿外科 １７ １７ Ｄ

１８ Ｎ１０４３２ ２０１３－１２ 尿液 泌尿外科 １７ １７ Ｂ

ＳＴｓ：ＭＬＳＴ序列分型；ＣＣ：克隆复合体；Ｔｎ１５４６：耐药转座子

结构分型

２．５　危险因素分析
　　对１８例实验组和７２例对照组病例资料进行了相
关危险因素的调查分析，其单因素分析结果显示：毒力

基因（ｅｓｐ、ｈｙｌ、ａｃｍ）、转院患者、入住ＩＣＵ、尿路感染、肠
外营养、引流管和万古霉素使用等变量其差异具有统

计学意义（Ｐ＜０．０５），是耐万古霉素屎肠球菌感染的
主要危险因素。将单因素分析中 Ｐ≤０．１０的变量代
入Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归中进行多因素分析，其结果显示：毒力
基因 ｅｓｐ（ＯＲ＝６．６５；Ｐ＝０．０２７），转院患者（ＯＲ＝
７５８；Ｐ＝０．００６）、尿路感染（ＯＲ＝４．８９；Ｐ＝００３８）和
万古霉素使用（ＯＲ＝４．７５；Ｐ＝０．０２５）是耐万古霉素屎
肠球菌感染的独立危险因素（表４、５）。

表４　耐万古霉素屎肠球菌危险因素的单因素分析结果

危险因素
ＶＲＥｆｍ病例组

（ｎ＝１８）

ＶＳＥｆｍ对照组

（ｎ＝７２）
ＯＲ值 Ｐ值

毒力基因

　ａｓａ１ ９（５０．０） ３３（４５．８） １．１８（０．４２～３．３２） ０．８０

　ｇｅｌＥ ２（１１．１） ５（６．９） １．６８（０．３０～９．４３） ０．６２

　ｃｙｌＡ １（５．６） ６（８．３） ０．６５（０．０７～５．７４） ０．６８

　ｅｓｐ １６（８８．９） ３９（５４．２） ６．７７（１．４５～３１．６２） ０．００７

　ｈｙｌ １５（８３．３） ４０（５５．６） ４．００（１．０６～１５．０３） ０．０３

　ｓａｇＡ １１（６１．１） ４８（６６．７） ０．７９（０．２７～２．２８） ０．７８

　ａｃｍ １７（９４．４） ４４（６１．１） １０．８２（１．３６～８．５６） ０．００９

宿主相关危险因素

　年龄≥６０岁 １４（７７．８） ４９（６８．１） １．６４（０．４９～５．５５） ０．５７

　男性 １３（７２．２） ４８（６６．７） １．３０（０．４２～４．０７） ０．７８

　外科病房 １３（７２．２） ４３（５９．７） １．７５（０．５６～５．４５） ０．４２

　转院患者 １４（７７．８） ２７（３７．５） ５．８３（１．７４～１９．５５） ０．００３

　入住ＩＣＵ ９（５０．０） １７（２３．６） ３．２４（１．１１～９．４５） ０．０４

　高血压 ６（３３．３） ２１（２９．２） １．２１（０．４０～３．６６） ０．７８

　糖尿病 ５（２７．８） １６（２２．２） １．３５（０．４２～４．３４） ０．７６

　冠心病 ３（１６．７） ８（１１．１） １．６０（０．３８～６．７６） ０．６９

　恶性肿瘤 ７（３８．９） １５（２０．８） ２．４２（０．８０～７．３０） ０．１３

　手术史 １１（６１．１） ３９（５４．２） １．３３（０．４６～３．８２） ０．６０

　尿路感染 １５（８３．３） ３５（４８．６） ５．２９（１．４１～１９．８５） ０．００９

　肠外营养 ５（２７．８） ６（８．３） ４．２３（２．１２～１５．９６） ０．０４

　机械通气 ６（３３．３） １１（１５．３） ２．７７（０．８６～８．９５） ０．１０

　导尿管 １４（７７．８） ３９（５４．２） ２．９６（０．８９～９．８７） ０．１１

　引流管 １２（６６．７） ２９（４０．３） ２．９７（１．００～８．８０） ０．０６

　静脉置管 ７（３８．９） ２１（２９．２） １．５５（０．５３～４．５３） ０．５７

先前抗生素使用

　青霉素类 ６（３３．３） １５（２０．８） １．９０（０．６１～５．９０） ０．３５

　头孢菌素类 １１（６１．１） ３８（５２．８） １．４１（０．４９～４．０４） ０．６０

　氨基糖苷类 ５（２７．８） １８（２５．０） １．１５（０．３６～３．６９） ０．７７

　碳青霉烯类 ６（３３．３） １０（１３．９） ３．１０（０．９５～１０．１５） ０．０８

　喹诺酮类 ３（１６．７） ９（１２．５） １．４０（０．３４～５．８１） ０．７０

　利奈唑胺 ２（１１．１） ２（２．８） ４．３８（０．５７～３３．４４） ０．１８

　万古霉素 ９（５０．０） １４（１９．４） ４．１４（１．３９～１２．３６） ０．０１

表５　耐万古霉素屎肠球菌危险因素的Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归

分析结果

危险因素 Ｐ值 ＯＲ值 ９５％置信区间
毒力基因ｅｓｐ ０．０２７ ６．６５ １．２４～３５．６１
转院患者 ０．００６ ７．５８ １．８１～３１．８５
尿路感染 ０．０３８ ４．８９ １．０９～２１．８５
万古霉素使用 ０．０２５ ４．７５ １．２１～１８．５７

采用逐步前进法（条件），Ｐ≤０．１０进入，Ｐ≥０．１５删除
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３　讨论

　　肠球菌是临床较常见的一类条件致病菌，可导致
人体多个部位的感染，近年来抗菌药物的广泛应用以

及各种侵入性医用装置的使用，导致肠球菌对多种抗

生素产生耐药以及其引起的医院感染逐渐增多［９］。

自从２０世纪８０年代英国伦敦首次报道分离出万古霉
素耐药肠球菌（ＶＲＥ）以来，其感染率呈逐渐上升趋
势，继而多个国家都出现了 ＶＲＥ的报道，相关研究也
显示ＶＲＥ多见于屎肠球菌［１０－１１，１７］。目前万古霉素耐

药肠球菌已成为医院感染的重要病原菌，而且该菌的

传播流行对医院感染的预防和控制带来极大困难。

　　本研究初步探索了重庆医科大学附属第一医院
２０１２年１月至２０１４年２月耐万古霉素屎肠球菌的耐
药机制、菌株流行以及危险因素情况。本研究结果显

示，１８株实验菌均为ＶａｎＡ型耐药基因表达，从药敏结
果来看，这些菌株对万古霉素和替考拉宁均表现高水

平耐药，对青霉素、氨苄西林、环丙沙星、左氧氟沙星、

红霉素均表现为耐药，值得注意的是，这些菌株对利奈

唑胺、奎奴普丁达福普汀、替加环素均表现为敏感。
从ＭＬＳＴ结果分析来看，１８株实验菌共有５种ＳＴ型别
（ＳＴ１７、ＳＴ１８、ＳＴ７８、ＳＴ２６２和ＳＴ３４１），均属于同一个克
隆复合体（ｃｌｏｎａｌｃｏｍｐｌｅｘ）ＣＣ１７。ＣＣ１７复合克隆体是
医院中存在的优势菌群，分布在世界各地，通常表现对

氨苄西林及喹诺酮类抗生素耐药，同时是多种毒力因

子的致病岛，可携带 ｅｓｐ和 ｈｙｌ等毒力基因，并且也有
研究报道ＣＣ１７复合克隆体与院内感染的爆发流行有
关［１２］。国内相关报道也显示，中国地区 ＣＣｌ７复合克
隆体的流行多与肠球菌对万古霉素获得性耐药有

关［１３］。此外，从菌株进化分析结果来看，ＳＴ１７型菌株
所占比例最高，达６１．１％（１１／１８），来源于不同的临床
科室，呈现散在的分布趋势，属于优势克隆。在其余

７株实验菌型别中ＳＴ１８（３株）与 ＳＴ２６２（１株）型别亲
缘关系较近，且主要分布在神经内科和呼吸内科；而

ＳＴ７８（２株）与 ＳＴ３４１（１株）型别亲缘关系较近，均分
布于神经内科，提示这４种型别存在相对集中的分布
趋势。值得注意的是，神经内科所分离的耐万古霉素

屎肠球菌比例高达４４．４％（８／１８），菌株之间具有一定
的亲缘关系，这也提示我院神经内科耐万古霉素屎肠

球菌分布相对较集中，建议临床应加强相关感染的控

制和预防，从而进一步控制细菌耐药的产生和传播。

　　肠球菌对万古霉素的耐药是基于细胞壁肽糖前体
末端的Ｄ丙氨酸Ｄ丙氨酸发生变化，导致万古霉素
无法与之结合而不能抑制细胞壁的合成。根据 ＶＲＥ

对万古霉素和替考拉宁的耐药水平、诱导性及转移性

的不同，可将ＶＲＥ基因型分为６种：ＶａｎＡ、ＶａｎＢ、ＶａｎＣ
（Ｃ１、Ｃ２、Ｃ３）、ＶａｎＤ、ＶａｎＥ和 ＶａｎＧ。其中 ＶａｎＡ型是
对万古霉素及替考拉宁均为高水平耐药，ＶａｎＢ型是对
万古霉素存在不同水平耐药，而对替考拉宁表现敏感，

目前临床上爆发的 ＶＲＥ多属于 ＶａｎＡ型［１４－１５］。由于

ＶａｎＡ型耐药基因位于转座子 Ｔｎ１５４６上，导致其更容
易转移至其他肠球菌，从而促使万古霉素耐药在不同

菌株之间传播和流行。有研究表明，虽然 ＶａｎＡ型耐
药基因在不同菌株之间是高度保守的，但其转座子

Ｔｎ１５４６的整体结构上已存在不同的插入序列（ＩＳ）元
件的插入和相关区域片段的缺失［１６］。在本研究中发

现，不同的克隆型别中均存在 ｏｒｆ１基因的部分和完全
缺失，同样ｖａｎＸ和 ｖａｎＹ基因之间均存在 ＩＳ１２１６Ｖ的
反向插入，这说明在转座子中存在基因的水平转移和

结构重排。然而，国外文献中广泛报道的在 ｏｒｆ１基因
中ＩＳ１２１６Ｖ序列的反向插入［３］以及 ｏｒｆ２与 ｖａｎＲ基因
之间ＩＳ１５４２的插入［８］，并没有在此次研究中发现。值

得注意的是，我们发现了３种新的Ｔｎ１５４６转座子型别
（Ａ、Ｃ和Ｄ型），目前这３种型别在国内外文献中尚未
报道。

　　我们通过对７种毒力基因的检测发现，在 ＶＲＥｆｍ
实验组中，ｅｓｐ、ｈｙｌ和ａｃｍ的检出率明显高于ＶＳＥｆｍ对
照组，其差异具有统计学意义。这说明屎肠球菌的上

述３种毒力因子与其耐药存在相关性。国外研究报
道，ｅｓｐ基因是导致肠球菌感染和耐药的重要毒力因
子［１８］，与本研究中危险因素调查结果一致。该基因是

临床菌株中最普遍存在的毒力因子，同时也是致病岛

（ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ，ＰＡＩ）上重要的组成部分，相关实验也进
一步证实了该基因能在尿路感染中发挥重要作用［１７］。

本研究结果显示，ｅｓｐ基因在 ＶＲＥｆｍ临床分离株中检
出率达８８．９％，此外，ｅｓｐ基因阳性的菌株均对３种以
上抗生素表现出多重耐药，这与国外相关报道一

致［１８］。

　　回顾性病例资料结果显示，转院患者是导致
ＶＲＥｆｍ感染风险系数最高的独立危险因素（Ｐ＝７．５８；
Ｐ＝０．００６），从病例分析来看，约占７７．８％的患者有先
前院外治疗史，这类患者通常有住院时间长、基础疾病

多且重、临床治愈率较低的特点，此外，在不同医院的

治疗环境中，功能状态较差患者更容易受到多种院内

致病菌的感染，其原因也可能与抗生素的选择性压力

有关。因此，建议临床医生应更加谨慎地为转院患者

选择抗生素种类以及制定感染防治措施。本研究还显

示在万古霉素耐药组中存在尿路感染的患者比率高达
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７７．８％，差异具有统计学意义，其原因可能与患者接受
泌尿系统的侵入性操作有关，如长期卧床患者接受导

尿管留置，该操作可能会破坏患者机体的防御功能，促

进定植菌的转移，从而增加耐药菌株感染的机会。临

床资料也显示，１８例患者中有９例明确使用过万古霉
素进行抗感染治疗，使用率高达５０％，此外，从药房数
据分析来看，２０１２－２０１３年我院神经内科的万古霉素
使用量明显增加，也与ＶＲＥｆｍ菌株在神经内科分布最
多（３８．８９％，７／１８）相一致。其原因可能是由于位于
接合性质粒上ＶａｎＡ耐药基因能够通过水平转移增加
其传播性，而且长期使用该药也能增加肠球菌对万古

霉素的耐药性。由此可见，万古霉素的不合理使用可

能是导致耐药菌株出现的一个重要外因。

　　综上所述，本研究分析了我院分离的耐万古霉素
屎肠球菌的耐药表型、毒力基因分布、转座子类型以及

危险因素特点。１８株 ＶＲＥｆｍ基因型和表型均为
ＶａｎＡ型，且均属于克隆复合体ＣＣ１７，同时本研究还发
现毒力基因ｅｓｐ、转院患者、尿路感染和万古霉素使用
是万古霉素耐药肠球菌感染的独立危险因素。因此，

我们建议临床医生应严格把握抗菌药物的适应证，注

重抗生素的合理使用，同时不断深入探究耐万古霉素

肠球菌耐药机制和区域流行病学特点，从而加强耐药

监控工作，为临床正确选择抗菌药物，提高临床治愈

率，控制细菌耐药的产生和传播提供重要指导建议。
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