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摘 要2 【目的】探讨万古霉素体外敏感+体内治疗失败的原因。【方法】选择本实验室 ’((&年至 ’(((年下

呼吸道分离的 ’’? 株耐甲氧西林葡萄球菌，用美国临床实验室标准委员会推荐的 B$C琼脂板稀释法测定对万

古霉素的敏感性；脑心浸液琼脂诱导对万古霉素异质性耐药株，用生物梅里埃公司 DEFGH/I;系统鉴定菌型；进

一步用 -$J5KH试条检测万古霉素敏感性。【结果】’’? 株耐甲氧西林葡萄球菌对万古霉素敏感性下降 @#株（BFL

M # .N O P）：金黄色葡萄球菌 ’@ 株，溶血葡萄球菌 &株，松鼠葡萄球菌 & 株，表皮葡萄球菌 @株+ 人葡萄球菌 @
株，产色葡萄球菌 ’ 株。万古霉素高度异质性耐药 (株：金黄色葡萄球菌 @株，溶血葡萄球菌 )株；-$J5KH拭条在

脑心浸液琼脂板中万古霉素异质性耐药葡萄球菌显示双重抑菌环。【结论】对万古霉素异质性耐药可能是万古

霉素治疗医院内耐甲氧西林葡萄球菌感染失败的重要原因之一。

关键词2 万古霉素抗药性；葡萄球菌 O药物作用；下呼吸道感染Q 耐药+异质性
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耐甲氧西林葡萄球菌对万古霉素敏感性下降

菌株逐年增加。日本 KLLM年首次报告万古霉素中
等度耐药金黄色葡萄球菌株 D5#G <K J ; 引起医学界
的广泛注意; 意味着可能会出现耐甲氧西林金黄色
葡萄球菌 （*.03,(,44,’ -./,/0&’0 /0&23+4)()((5/ &5B
-.5/; DN>O）对万古霉素广泛耐药; 目前仅发现 K
株对万古霉素高度耐药 < F J，但万古霉素治疗的失败

率却较高。P,-&*&0/5 随后发现金黄色葡萄球菌株
D5Q对万古霉素呈现不均一性即异质性耐药;体外
敏感; 因此人们容易忽视，但随着万古霉素的使用
将产生严重耐药; 导致治疗失败 < Q J。异质耐药株的

研究对耐甲氧西林葡萄球菌感染选择万古霉素治

疗指征具有重要意义。本研究应用脑心浸液体外诱

导 KK#株 DN>对万古霉素异质性耐药情况。

K 材料和方法

KR K 材 料
KK# 株耐甲氧西林葡萄球菌为本实验室

KLL" I KLLL 年从住院病人下呼吸道痰标本中分
离。万古霉素（美国 /,8*& 公司），万古霉素 SB0./0拭
条 （GR KM T F#M !8; 瑞典 OU UVWXV>Y 公司），
D544.’BP,’0)’ 琼脂、脑心浸琼脂 （英国 WZWVX公
司）O[V>0&23鉴定系统（法国 U,) D.-,.5\）。
KR F 万古霉素最低抑菌浓度测定
琼脂板稀释法测定 KK# 株耐甲氧西林葡萄球

菌对万古霉素的敏感性：对倍稀释的万古霉素药液

K *]加入 LG **直径的平板中，灭菌 D544.’ P,’B
0)’ 琼脂或脑心浸琼脂 （̂-&,’ 3.&-0 ,’95/,)’ &8&-;
UPVO）KL *]倒入平板摇匀。无菌生理盐水调制细
菌悬液麦氏 GR # 管 （约 KG_‘a? 6 *]）加入样板孔
中，多点接种仪取样接种，Q# b培养 !_ 3观察结
果。在含万古霉素 UPVO平板中传代发生耐药性增
加者为异质耐药株。确诊条件为："万古霉素选择
性培养基细菌亚克隆的最低抑菌浓度 （*,’,*&4 ,’B
3,^,0)-+ ()’(.’0-&0,)’，DV‘）’_ *8 6 ]；#细菌在无
万古霉素培养基中持续生长 L 7 以上耐药性不变
< Q J。美国临床实验室标准委员会（@&0,)’&4 ‘)**,00..
9)- ‘4,’,(&4 ]&^)-&0)-+ >0&’7&-7/，@‘‘]>）推荐在
D5.44.- P,’0)’ 琼脂 CDPOE 中万古霉素 DV‘+!

*8 6 ]敏感；DV‘ c _ T KM *8 6 ]中介；DV‘’QF *8 6
]耐药。以标准菌株 Od‘‘FLFKQ行质控。
KR Q *+,"(,筛选敏感株和异质耐药亚群
棉拭子蘸取上述细菌悬液均匀涂布，Q# b培

养 !_ 3观察结果，按 SB0./0指南判读，万古霉素异
质耐药株和敏感株产生不同的抑菌环。

KR ! 葡萄球菌鉴定和分型
依据梅里埃 O[V >0&23说明配制菌液加入生化

反应管，根据显色反应的不同，记录结果，输入判读

软件。

KR # 脉冲场凝胶电泳
为确认万古霉素异质性耐药葡萄球菌是其亲

本株衍生的，需要对亲本株和衍生株进行基因型分

析。溶葡萄球菌素和溶菌酶联合裂解葡萄球菌提取

完整的 X@O; 低溶点琼脂糖包埋制成小凝胶块，
!"# $限制性内切酶原位消化，酶切产物行脉冲
场电泳，Od‘‘FLFKQ对照，%标志物分子量参照。当
酶切 X@O片断差异带不超过 Q条，具有良好基因
同源性，可认为万古霉素异质性耐药株由亲本株衍

生而来，并非新的耐药菌株。

F 结 果

FR K 耐甲氧西林葡萄球菌对万古霉素的敏感性
KK# 株耐甲氧西林葡萄球菌中 Q! 株对万古霉

素敏感性下降，其中 L株为高度异质性耐万古霉素
葡萄球菌，占 Q! 株万古霉素低敏葡萄球菌的
FMR #e （L 6 Q!），占 KK#株耐甲氧西林葡萄球菌的
"R _e（L 6 KK#）。用 O[V >0&23对 Q!株万古霉素敏感
性下降葡萄球菌鉴定分型结果为：金黄色葡萄球菌

KQ株，其次为溶血葡萄球菌 "株，松鼠葡萄球菌 "
株，表皮葡萄球菌 Q株;人葡萄球菌 Q株，产色葡萄
球菌 K 株。接种至 UPV琼脂板测得对万古霉素的
DV‘范围、DV‘#G、DV‘LG，见表 K。
FR F 不同营养条件对异质耐万古霉素葡萄球菌
耐药性影响

异质性耐万古霉素葡萄球菌生长缓慢，营养条

件需求高，实验显示不论亲本株还是耐药亚群在

UPVO 琼脂较 DPO 上的万古霉素 DV‘ 高约 K T !
倍，且传代培养第 KG代时亚克隆耐药性明显增加，
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表 + ,!株葡萄球菌 -./分型及对万古霉素的敏感性
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表 D EK/ 和 LK/- 对 B 株异质耐万古霉素葡萄球菌耐药
性影响
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图 ! 万古霉素异质性耐药葡萄球菌传代培养

"#$% ! &’( )*+,*-.*/( 01 .’( ’(.(/0$(2(0*)-3 /()#).42.
).45’3-0,0,,*) .0 642,073,#2

P’)9:<49() MO%3*% *%&(5 *N:Q37 %N3 7:8123 ()N(1(%:&4 R:)3 ’6’()*%

见表 D。提示 LK-对诱导异质性耐药是非常重要
的。

DS , 万古霉素 89.(). 拭条筛选异质耐药株和敏
感株及葡萄球菌核型分析

经比较 ET$-B" 不同抑菌环内的细菌 U -./
$%’5N鉴定以及基因酶切分析均为同一细菌，其生
化反应相同，核型一致。传代培养可以达到高度耐

药水平（B# <6 > ?）。见图 +，D。

, 讨 论

万古霉素治疗 ET$- 较高失败率的确切原因
尚不清楚。日本学者花木秀明发现综合性教学医

院存在相当比例万古霉素不能清除的下呼吸道

ET$-感染患者，失败率 ,IS H@，+BBD年上海、石
家庄和北京地区报告去甲万古霉素清除呼吸道耐

药葡萄球菌感染失败率 ,,@。我们的研究发现失
败率 !!@ V, W I X，万古霉素低敏葡萄球菌清除率为

"#S I@ V# X。+BB#年 +月日本从 +例肺癌术后并发肺
炎的痰标本分离 +株万古霉素敏感的ET$-AE/F ,
!6 > <?，命名 E8,C U 该株细菌传代培养耐药性明显
增加 V , X。美国 +BBH年报告 !+株凝固酶阴性葡萄球
菌 DH株对万古霉素呈现异质性耐药 V " X。我们分析

近 , 年下呼吸道分离的 ++I 株耐甲氧西林葡萄球

中山大学学报 A医学科学版 C 第 DI 卷

ET$-B" 6&:Q()6 =:& !H N :) %N3 LK/-S $ "#$%&’()())*+ Q(%N() %N3
()%3&)’2 94923 Q’* N3%3&:63)3:8*24 &3*(*%’)% %: ;’)9:<49() Q(%N E/F :=
!H <6 53& 2(%3& ’)7 %N’% := 3Y%&’O94923 *3)*(%(;3 %: ;’)9:<49() Q(%N E/F
:= , <6 53& 2(%3&U 18% ()(%(’2 *%’5N42:9:998* *9&33)37 :) %N3 E8223)
K()%:) ’6’& N’7 E/F := ! G H <6 53& 2(%3&S 0N3*3 *%&’()* 73;32:537 N(6N
&3*(*%’)93 %: ;’)9:<49() QN3) *81982%8&37 :) %N3 LK/- A-C S ET$-B"
N3%3&:63)3:8*24 &3*(*%’)% %: ;’)9:<49() *81982%8&37 :) LK/- Q(%N N(6N
&3*(*%’)93 %: ;’)9:<49()S $8192:)3* := ET$-B" *N:Q37 N(6N &3*(*%’)93

%: ;’)9:<49() Q(%N E/F := B# <6 53& 2(%3& A L C

图 : 万古霉素异质性耐药葡萄球菌脉冲场电泳核型分析
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菌，’!株对万古霉素的敏感性下降，未发现高度耐
药株，但传代培养及在 ./01培养基上诱导出对万
古霉素高度耐药的葡萄球菌，203最高达 )! 45 6 7
以上，用连续梯度 89:;<:较容易筛选出异质耐药株
呈现不同抑菌圈，经基因核型分析比较内外抑菌圈

内生长的菌株，证实内圈耐药株由外圈敏感株衍生

而来。我们比较了 =337>推荐的 2/1和 ./01两
种培养基诱导葡萄球菌对万古霉素异质性耐药，提

示良好营养条件对万古霉素异质性耐药的诱导非

常重要。葡萄球菌对万古霉素耐药性在营养好的

./01培养基比 2/1培养基提高 % ? !倍以上。万
古霉素异质性耐药葡萄球菌中以溶血葡萄球菌为

主，溶血葡萄球菌更容易产生对万古霉素异质性耐

药@ 和 .ABCB<DE 的结论一致。由于异质性耐万古霉
素的葡萄球菌存在，单纯依据体外药敏未必是万古

霉素的应用指征 $ * &。目前尚无统一的鉴定方法，若

发现万古霉素疗效不好或体外敏感性下降则要考

虑异质性耐药的可能，异质性耐药葡萄球菌具有生

长缓慢和对营养需求较高的特点，因此在药敏鉴

定时，可选用高营养培养基 ./01 及万古霉素
89:;<:拭条，观察时间应延长至 !* F。临床治疗选
择新型有效抗生素或现有的抗生素联合用药，如

万古霉素或替考拉林与 !9内酰胺抗生素合用可能
有效 $ )@ + &。众所周知，耐甲氧西林葡萄球菌对 !9内
酰胺抗生素耐药具有异质性，上世纪 *-年代亚胺
培南敏感性较好，传代培养约 ,- G )菌株的 203达
到 )! 45 6 7的高度耐药水平，至 +-年代迅速出现
对亚胺培南同质性耐药 $ ,- &。异质性耐万古霉素葡萄

球菌一旦转变为同质性耐药后，万古霉素将不能作

为有效的治疗药物。为了减少万古霉素耐药葡萄球

菌的产生和传播，除合理有效地使用万古霉素外，

必须严格监测和隔离耐药菌感染的病人，所有接触

过耐药菌的病人和医护人员均要彻底洗手、消毒外

衣防止传播和扩散，针对耐万古霉素葡萄球菌的出

现，美国疾病控制中心提出了系列防治指南以避免

和延缓万古霉素耐药的发展 $ ,, &。
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