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#摘要$

!

目的
!

研究医院获得性尿路感染肠球菌毒力因子和耐药分布!以及两者间的关系!为临床合理使用抗

菌药物和控制感染提供依据%方法
!

分离出临床尿路感染标本中
>!

株肠球菌进行菌株鉴定!采用纸片扩散法"
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法#做药物敏感试验&
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毒力基因%结果
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株肠球

菌中有粪肠球菌
!:

株"
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#!屎肠球菌
#/

株"
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#%屎肠球菌对青霉素
4

$氨苄西林$环丙沙星耐药率分别

为
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!明显高于粪肠球菌%粪肠球菌对庆大霉素
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$四环素耐药率分别为
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!略高于屎肠球菌%
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毒力基因的阳性率分别为
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%屎肠球菌毒力基因分布与耐药

性间差异有统计学意义"
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#%结论
!

粪肠球菌是医院获得性尿路感染的主要肠球菌!屎肠球菌表现为多重

耐药!粪肠球菌携带更多的毒力因子!屎肠球菌毒力基因数与耐药性之间密切相关!临床应注意抗菌药物的合理应

用!防止肠球菌耐药性的产生和传播%
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尿路感染$

=&8

%是在住院患者中最常见的院内感染#并且

大部分的泌尿道感染都与肠球菌有关#这与尿路器械操作,留

置导尿,尿路结构异常有关#是重要的医院感染病原菌)肠球

菌属共包括
$0

个菌属#从人类分离到的主要是粪肠球菌和屎

肠球菌两种#在临床上可以引起不同部位的感染#以呼吸道感

染率最高$
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%#泌尿系统次之$

#/9#_

%

*
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+

)由于临床上抗

菌药物的广泛使用#导致多重耐药菌株广泛流行#给临床的治

疗带来困难)本研究对医院获得性尿路感染肠球菌耐药和毒
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检验医学与临床
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%(江苏省研究生培养创新工程项目$

d̀;c7$#%$

%(苏州市/科教兴卫0青年课题项目

$

a

e

@J#"$!""0

%)

!!
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力基因型的分布及相互关系进行研究#为临床合理使用抗菌药

物和控制感染提供依据)

$
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材料与方法

$9$

!

材料

$9$9$

!

菌株来源
!

选择
#"$1

年
$"

月至
#"$!

年
/

月苏州大

学附属第一医院住院患者$住院时间不低于
>L

%的尿路感染标

本中分离的肠球菌#共
>!

株)同一患者同类标本同一时期分

离到的同种菌株不重复计入)

$9$9/
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鉴定与药物敏感试验
!

分离出的细菌均经法国
2F67

(?BF?N@
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V8&Ẁ
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<6M
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E-C

鉴定#保存于
Z>"i

)有效

期内用于抗菌药物体外敏感试验的药物敏感试验纸片!青霉素
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$

3

%,万古霉素$

V+U

%,环丙沙星$

<83

%,替考拉宁$

&W<

%,氨

苄西林$

+(3

%,庆大霉素
$#"

$

<U

%,四环素$

&W&

%,利奈唑胺

$

;k'

%#均购自英国
ĉ̂ 8'

公司)
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!

方法

$9/9$

!

药物敏感试验
!

采用纸片扩散法$

7̀2

法%#结果参照

#"$$

版美国临床实验室标准化协会$

<;)8

%标准#对
>!

株尿路

感染肠球菌进行药物敏感性判定)

$9/9/
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模板的制备
!

水煮法制备
'U+

模板#

//i

#煮

$"MFG

#

$#"""B

"

MFG

#离心
:MFG

#取上清液作为
3<R

模板#

Z#"i

放置备用)

$9/9'

!

3<R

反应体系及条件
!

反应体系
#:

"

;

#进行
1"

个循

环#退火温度,扩增长度及引物序列见表
$
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基因的引物*

#7!

+均由华大

基因有限公司合成)

3<R

产物凝胶电泳根据条带长度进行

判定)

$9'

!

统计学处理
!

W@-?A#"$"

与
82()3))#$9"

数据处理#

统计分析#菌株耐药统计分析时设定为/

$

0#敏感设定为/

"

0(毒

力基因有为/

$

0#无为/

"

0)利用
)3))#$9"

软件双变量相关性

分析#对分离株的多种药耐药率和毒力基因数关系进行分析)

以
!

$

"9":

为差异有统计学意义)

/

!

结
!!

果

/9$
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肠球菌对
0

种常见抗菌药物耐药情况
!

>!

株肠球菌分

离出
!:

株粪肠球菌$

%"90_

%和
#/

株屎肠球菌$

1/9#_

%#两种

肠球菌对
0

种常见抗菌药物显示出差异性的耐药率#见表
#

)

屎肠球菌对青霉素
4

,氨苄西林,环丙沙星高度耐药#耐药率依

次为
0/9%%_

,

0/9%%_

,

>/91$_

(粪肠球菌对庆大霉素
$#"

,四

环素耐药率略高于屎肠球菌(

>!

株肠球菌对万古霉素,利奈唑

胺和替考拉宁全敏感)

/9/
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肠球菌分离株毒力基因分布
!

毒力基因分布结果显示!
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株肠球菌毒力基因
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的总阳性率分别为
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,

$19:$_

,
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$表
1

%)

除了
?H

5

,

E-M

两毒力基因的阳性率是屎肠球菌大于粪肠球菌#

其余毒力基因的阳性率均是粪肠球菌大于屎肠球菌)

>!

株肠

球菌中
E-M

基因携带率最高#为
%"90$_

#

?H

5

次之为
!!9:/_

#

E-?

携带率最低)统计分析显示#粪肠球菌和屎肠球菌不同毒

力基因的检出率之间除了
O

?AW

,

E-?

,

?H

5

毒力基因差异无统计

学意义$

!

&

"9":

%外#其余差异均有统计学意义$

!

$

"9":

%)

>!

株肠球菌中含有一种毒力基因或多种不同毒力基因#其构

成比见表
!

(含有一种毒力基因比率最高为
!$90/_

$

1$

"

>!

%#

含有两种的毒力基因的比率次之$

$/

"

>!

%#含有
!

种毒力基因

的比率最少为
#9>"_

$

#

"

>!

%)

/9'

!

毒力基因分布与耐药性之间的关系
!

毒力基因分布与耐

药性关系
)3))#$9"

软件双变量相关性分析结果显示#屎肠球

菌毒力基因分布数与耐药性间呈负相关#相关系数$

4

%为

Z"9%"$

#差异有统计学意义$

!

$

"9"$

%)表明!屎肠球菌毒力

基因分布数越多的菌株#出现多重耐药的概率就越小#即其耐

药性降低)粪肠球菌毒力基因分布数与耐药性间的
4

为

"9"0%

#差异无统计学意义$

!["9"0%

%#粪肠球菌携带毒力基

因数的多少与抗菌药物的耐药性之间不存在关联)

表
$

!

本研究所用的引物

基因类型 引物序列$

:j71j

%

产物大

小$

I

5

%

退火温

度$

i

%

-

.

A;7;7* ++<&++4&4&&4+44+++&4 $:/ :#

-

.

A;7;7R +++4+<+<++<&+<+4&&+<

-

.

A;7)7* +4++<&&4&&44&<<&&< $1! :#

-

.

A;7)7R 4<&4++++&++&4<+<<&+<

-

.

A;7+7* +<+44&&+&4<+&<+4+&<& :"> :#

-

.

A;7+7R ++&&<+<&<&&44+4<++&<

?H

5

7* +4+&&&<+&<&&&4+&&<&&44 :"" :"

?H

5

7R ++&&4+&&<&&&+4<+&<&44

E-M7* 44<<+4+++<4&++<<4+&+ 1:1 :$

E-M7R <4<&4444+++&<&&4&+++

O

?AW7* ++&&4<&&&+<+<44++<44 :!0 :#

O

?AW7R 4+4<<+&44&&&<&44&&4&

EHE787* 4<+<4<&+&&+<4++<&+&4+ 1>: :#

EHE787R &++4+++4++<+&<+<<+<4+

-

5

L7* &44&444&&+&&&&&<++&&< >0# :#

-

5

L7R &+<44<&<&44<&&+<&+

E-?7* 44++&4+<<4+4++<4+&44< %$% :#

E-?7R 4<&&4+&4&&44<<&4<&&<<4

表
#

!

尿路感染的粪肠球菌与屎肠球菌的耐药率

抗菌药物
粪肠球菌$

&[!:

%

分离菌株$

&

% 耐药率$

_

%

屎肠球菌$

&[#/

%

分离菌株$

&

% 耐药率$

_

%

肠球菌$

&[>!

%

总耐药率$

_

%

!

备注

青霉素
4 #! :1911 #% 0/9%% %:9>: "9""$

青霉素类

氨苄西林
## !090/ #% 0/9%% %!90% "9"""

青霉素类

万古霉素
" "9"" " "9"" "9"" Z

糖肽类

庆大霉素
$#" #$ !%9%> $$ 1>9/1 !19#! "9!%!

氨基糖苷类

-

$!$1

-
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$#

卷第
#$

期
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续表
#

!

尿路感染的粪肠球菌与屎肠球菌的耐药率

抗菌药物
粪肠球菌$

&[!:

%

分离菌株$

&

% 耐药率$

_

%

屎肠球菌$

&[#/

%

分离菌株$

&

% 耐药率$

_

%

肠球菌$

&[>!

%

总耐药率$

_

%

!

备注

利奈唑胺
" "9"" " "9"" "9"" Z

唑烷酮类

四环素
#! :1911 % #"9%/ !"9:! "9"":

四环素类

环丙沙星
#1 :$9$$ #1 >/91$ %#9$% "9"$!

氟喹诺酮类

替考拉宁
" "9"" " "9"" "9"" Z

糖肽类

!!

注!

Z

表示未统计)

表
1

!

肠球菌毒力基因分布

毒力基

因型

粪肠球菌$

&[!:

%

阳性

菌株

阳性率

$

_

%

屎肠球菌$

&[#/

%

阳性

菌株

阳性率

$

_

%

肠球菌$

&[>!

%

总阳性率

*

&

$

_

%+

!

-

.

A;7; $: 11911 1 $"91! $0

$

#!91#

%

"9"#!

-

.

A;7) $1 #090/ # %9/" $:

$

#"9#>

%

"9"#$

-

.

A;7+ $: 11911 # %9/" $>

$

##9/>

%

"9""0

?H

5

$% 1:9:% $> :09%# 11

$

!!9:/

%

"9"::

E-M #" !!9!! #: 0%9#$ !:

$

%"90$

%

"9"""

O

?AW 0 $>9>0 # %9/ $"

$

$19:$

%

"9$0%

EHE78 $> 1>9>0 # %9/" $/

$

#:9%>

%

"9""1

-

5

L $! 1$9$" 1 $"91! $>

$

##9/>

%

"9"1/

E-? : $$9$$ # %9/" >

$

/9!%

%

"9:1!

表
!

!

>!

株肠球菌不同毒力基因构成比

毒力基因种类 菌株数 构成比$

_

%

" : %9>>

$ 1$ !$90/

# $/ #:9%0

1 1 !9":

! # #9>"

: ! :9!$

% ! :9!$

> 1 !9":

0 1 !9":

合计
>! $""9""

'

!

讨
!!

论

肠球菌广泛分布于自然界中#是健康人上呼吸道和肠道的

常居菌#也是近年医院感染的常见病原菌)本研究分离出长期

住院患者$

%

>L

%尿路感染
>!

株肠球菌#其中粪肠球菌
!:

株

$

%"90_

%#屎肠球菌
#/

株$

1/9#_

%#与国内临床上报道的粪肠

球菌分离率$

%"_

$

>"_

%高于屎肠球菌$

1"_

$

!"_

%的结果

基本相一致*

:7>

+

)

肠球菌药物敏感试验结果显示!肠球菌对青霉素类耐药率

最高#达
%:9>:_

#对糖肽类和唑烷酮类则
$""_

敏感)肠球

菌对糖肽类高水平耐药#自
$/00

年就有报道#并已在全球范围

内逐渐播散)本试验未分离出耐万古霉素肠球菌$

VRW

%#说

明本地区的肠球菌还对糖肽类抗菌药物保持高度敏感性)医

院感染中常见的粪肠球菌和屎肠球菌有着不同的耐药特点)

本研究发现#屎肠球菌对青霉素
4

,氨苄西林,环丙沙星高度耐

药#耐药率分别为
0/9%%_

,

0/9%%_

,

>/91$_

(粪肠球菌对庆

大霉素
$#"

,四环素耐药率略高于屎肠球菌(本试验结果与全

国结果相近*

0

+

)

肠球菌具有一系列特异性毒力因子#常常由位于染色体上

的致病岛基因编码*

/

+

)这些毒力基因有助于细菌突破宿主的

免疫防御系统#定植于泌尿道甚至侵入尿道上皮细胞#从而导

致泌尿道感染*

$"

+

)肠球菌毒力基因中#

E-M

分离率最高#为

%"90$_

#屎肠球菌中
E-M

分布率达
0%9#$_

)

?H

5

基因分离率

次之#为
!!9:/_

#屎肠球菌中
?H

5

基因分布率达
:09%#_

)除

了这两毒力基因的分离率是屎肠球菌多于粪肠球菌外#其余均

是粪肠球菌多于屎肠球菌)屎肠球菌的
E-M

基因会表达一种

固定在细胞壁上的胶原蛋白黏附素
7+-M

蛋白#

+-M

相关的
'

型的胶原蛋白的黏附能力#被认为与屎肠球菌的临床侵袭性高

度相关*

$

+

)这种基因的高携带率为肠球菌黏附,定植于尿道中

提供了依据)

?H

5

基因被证实与毒力增强和生物被膜的形成

有关*

$

+

)细菌生物膜在慢性和迁延性感染中起着重要的作

用*

$$

+

)

-

.

A;7;

,

-

.

A;7)

,

-

.

A;7+

这
1

种基因为溶血素基因#该基因

位于质粒或染色体上的致病岛区域#编码肠球菌溶血素#其产

生过程很复杂*

$#

+

)粪肠球菌的
-

.

A;7;

,

-

.

A;7)

,

-

.

A;7+

溶血素

基因阳性率分别为
11911_

,

#090/_

,

11911_

#远高于屎肠球

菌的
$"91!_

,

%9/"_

,

%9/"_

)这也与分离出的粪肠球菌大

部分有
&

溶血环有关)

O

?AW

基因编码明胶酶
W

#该酶是一种
kG

金属蛋白酶#可以

酶解宿主细胞壁和细胞间质中的胶原蛋白#与肠球菌向周围感

染有关*

$1

+

)本研究中
O

?AW

基因在粪肠球菌中的阳性率远大

于屎肠球菌#这与国外部分研究报道结果一致*

$!7$:

+

)也有关

于屎肠球菌中
O

?AW

基因阳性率较低的报道*

$%

+

#也曾有报道屎

肠球菌中未分离出
O

?AW

基因*

$>

+

)

EHE78

,

-

5

L

,

E-?

基因分别与编码聚集物质,性激素类物质,

黏胶蛋白有关)本研究中分离出此
1

种基因的阳性率粪肠球

菌明显高于屎肠球菌)这也与国际上的一些学者做出的结果

相一致*

$07#"

+

)虽然有学者认为#

E-?

基因可以作为针对人尿路

感染的一个药物治疗靶点*

#$

+

#但是本研究结果显示
E-?

的
!

值为
"9:1!

#差异无统计学意义)

耐药数与毒力基因数之间的相关性显示!屎肠球菌毒力基

因数与耐药性之间呈负相关)屎肠球菌越耐药#携带的毒力基

因数越少)这可能和
3+8H

基因突变#毒力基因减少#细菌的

致病性减弱#低致病性菌株可以更长时间在免疫力低下的人中

-

#!$1

-

检验医学与临床
#"$:

年
$$

月第
$#

卷第
#$

期
!

;EI(?L<AFG

!

U6Q?MI?B#"$:

!

V6A9$#

!
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定植或共栖存在#从而增加细菌获得耐药基因的概率)粪肠球

菌毒力基因分布数与耐药性间的
4

为
"9"0%

#差异无统计学意

义$

!

&

"9":

%)表明粪肠球菌携带毒力基因数的多少与抗菌

药物的耐药性之间不存在关联)这与国内祝进等*

##

+的实验结

果一致)

综上所述#医院获得性尿路感染性肠球菌中粪肠球菌感染

多于屎肠球菌感染)粪肠球菌毒力基因分布大于屎肠球菌#进

一步证实了该菌在尿路感染中的地位)屎肠球菌中的毒力基

因数与耐药性之间密切相关#尿路感染肠球菌分离出的屎肠球

菌大多表现为多重耐药#这与抗菌药物的选择压力下耐药性相

关质粒的获得与丢失有关)屎肠球菌中
E-M

,

?H

5

基因分离率

最高#增强了屎肠球菌在尿路中的黏附,定植与迁延能力#引起

医院获得性尿路感染#易于在院内传播和扩散)所以医院要关

注和加强肠球菌的耐药与毒力基因携带情况的监测#规范,合

理使用抗菌药物#防止耐药菌株的产生和传播)
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