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粪肠球菌临床株对泰利唑胺体外抗菌活性的研究
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［摘　要］　目的　评价泰利唑胺体外抗粪肠球菌的活性，探讨泰利唑胺不敏感粪肠球菌的耐药机制及其多位点序

列分型分布情况。方法　收集２０１１年１月１日—２０１６年６月３０日深圳市南山区人民医院临床分离的粪肠球菌

菌株，使用自动化仪器法及微量肉汤稀释法对分离菌株的耐药性进行检测。应用聚合酶链式反应（ＰＣＲ）方法检测

恶唑烷酮类抗生素耐药基因的携带情况，并采用多位点序列分型（ＭＬＳＴ）对分离菌株进行分型。结果　共获得

２８９株粪肠球菌，来源科室主要为外科（５７．４％），标本来源主要为中段尿（１２６株，４３．６％）。２８９株粪肠球菌对泰利

唑胺敏感率为９４．１％，对氨苄西林、呋喃西林和万古霉素有较高的敏感性（敏感率为９７．９％～９９．７％）。ＭＬＳＴ结

果显示，共分为４７个ＳＴ型，优势ＳＴ分型为ＳＴ１６和ＳＴ１７９，分别占２９．１％（８４株）和２４．９％（７２株），在泰利唑胺

不敏感粪肠球菌中，ＳＴ１６的比例高于ＳＴ１７９（犘＜０．０５）。共检出泰利唑胺不敏感粪肠球菌１７株，其携带狅狆狋狉犃基

因比例高于敏感株。结论　泰利唑胺对粪肠球菌的抗菌活性整体优于利奈唑胺，但对携带狅狆狋狉犃基因的粪肠球菌

则未显示出良好的抗菌活性。

［关　键　词］　粪肠球菌；泰利唑胺；体外活性；毒力因子；耐药基因；多位点序列分型
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　　肠球菌已成为导致医院感染的重要病原菌，其

中又以粪肠球菌（犈狀狋犲狉狅犮狅犮犮狌狊犳犪犲犮犪犾犻狊，犈．犳犪犲犮犪

犾犻狊）和屎肠球菌（犈狀狋犲狉狅犮狅犮犮狌狊犳犪犲犮犻狌犿，犈．犳犪犲犮犻

狌犿）最常见。第一代恶唑烷酮类抗生素利奈唑胺

（ｌｉｎｅｚｏｌｉｄ，ＬＺＤ）于２０００年首先在美国被批准用于

临床，对大多数革兰阳性菌，特别是耐万古霉素肠球

菌（ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔ犈狀狋犲狉狅犮狅犮犮狌狊，ＶＲＥ）显示

出强大的抗菌活性，但应用于临床后不久就有耐利

奈唑胺肠球菌的报道［１２］。多重耐药肠球菌对公众

卫生安全构成严重威胁，泰利唑胺（ｔｅｄｉｚｏｌｉｄ，ＴＺＤ）

作为第二代恶唑烷酮类抗生素于２０１４年６月由美

国食品和药物管理局批准用于临床，治疗成人急性

细菌性皮肤及软组织感染［３５］。然而，近年来也有对

泰利唑胺不敏感肠球菌出现的相关报道［６］。本研究

调查了２０１１—２０１６年某院住院患者粪肠球菌对泰

利唑胺的敏感性。尽管该院从未使用过泰利唑胺，

但仍发现了泰利唑胺不敏感的粪肠球菌。因此，本

研究对泰利唑胺不敏感粪肠球菌的耐药机制、多位

点序列分型（ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅｔｙｐｉｎｇ，ＭＬＳＴ）分

布等做了进一步的分析和探讨。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　收集２０１１年１月１日—２０１６年６

月３０日深圳市南山区人民医院临床分离的粪肠球

菌菌株，剔除同一患者相同部位重复分离株。

１．２　菌株鉴定和药敏试验　参照第９版《全国临床

检验操作规程》，采用ＣＡＴＣ肠球菌选择培养基对

试验菌株进行分离培养，采用ＢＤＰｈｏｅｎｉｘ１００全自

动细菌鉴定／药敏系统进行菌株鉴定，以及常用抗菌

药物（氨苄西林、红霉素、环丙沙星、利福平、四环素、

呋喃西林、万古霉素和利奈唑胺）的敏感性检测。采

用２０１６年版美国临床实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）推荐

的微量肉汤稀释法［７］检测试验菌株对泰利唑胺的最

低抑菌浓度（ＭＩＣ），并再次确认氨苄西林、万古霉素

和利奈唑胺的药敏结果，以粪肠球菌ＡＴＣＣ２９２１２

作为质控菌株。泰利唑胺药敏结果判断标准：敏感

为 ＭＩＣ≤０．５ｍｇ／Ｌ，不敏感为 ＭＩＣ＞０．５ｍｇ／Ｌ。

１．３　ＤＮＡ提取和耐药基因检测　耐药基因２３Ｓ

ｒＲＮＡＶ区基因、耐药基因犮犳狉、犮犳狉（犅）及狅狆狋狉犃引

物由北京六合华大基因公司合成［８１１］。根据试剂盒

说明书提取菌株基因组 ＤＮＡ，－２０℃保存备用。

采用聚合酶链式反应（ＰＣＲ）方法检测耐药基因，

ＰＣＲ体系（５０μＬ）：ＤｒｅａｍＴａｑＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒ

Ｍｉｘ（２×）２５μＬ，上、下游引物各１μＬ，ＤＮＡ２μＬ，

加ｄｄＨ２Ｏ补至５０μＬ。ＰＣＲ反应条件：９５℃预变

性３ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５２℃退火３０ｓ，７２℃延伸

１ｍｉｎ，共３０个循环；７２℃１０ｍｉｎ，ＰＣＲ产物于４℃

保存。ＰＣＲ反应产物均用１％的琼脂糖凝胶电泳，

根据有无阳性扩增产物及目的基因片段长度进行判

断分析。

１．４　ＭＬＳＴ　采用 ＭＬＳＴ分析肠球菌分离株的分

子分型，参考粪肠球菌 ＭＬＳＴ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｅｆａｅ

ｃａｌｉｓ．ｍｌｓｔ．ｎｅｔ／）提供的分型方案，７个管家基因

（犵犱犺、犵狔犱、狆狊狋犛、犵犽犻、犪狉狅犈、狓狆狋和狔狇犻犔）
［１２１３］引物

由北京六合华大基因公司合成。ＰＣＲ 反应体系为

５０μＬ，内含２×ＥｘＴａｑＭｉｘ２５μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ的

正、反向引物各２．５μＬ，模板 ＤＮＡ２．０μＬ，加

ｄｄＨ２Ｏ补至５０μＬ。ＰＣＲ反应程序：９４℃５ｍｉｎ变

性，９４℃３０ｓ→５２℃３０ｓ→７２℃６０ｓ，３０个循环，

７２℃延伸７ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经纯化后，进行双向测

序。序列分析用ＳｅｑＭａｎ（ＤＮＡＳｔａｒＩｎｃ．，Ｍａｄｉｓｏｎ，

ＷＩ，ＵＳＡ）软件对等位基因序列进行拼接和校正，将

整理好的序列提交至ＭＬＳＴ数据库，确定每个管家基

因的序列号。７个管家基因序列号的组合即为该菌株

序列型别（ＳＴ）。对于未能完全匹配的序列和ＳＴ，重复

３次确认无误后记为 ＮＴ。应用ｅＢＵＲＳＴＶ３软件

确定分离菌株与数据库其他菌株的关系，构建克隆

群时以２个等位基因的差异为定义克隆群的标准。

１．５　统计学分析　应用ＳＰＳＳ１９．０软件进行数据

分析，率的比较采用卡方检验或Ｆｉｓｈｅｒ确切概率

法。犘≤０．０５为差异有统计学意义。
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２　结果

２．１　细菌来源及患者分布　共收集粪肠球菌２８９

株，来源科室主要为外科（５７．４％），其中泌尿外科检

出最多（６４株），其次为肝胆外科及重症监护病房

（ＩＣＵ），均检出３１株。标本来源主要为中段尿（１２６

株，４３．６％），其次是伤口分泌物（６０株，２０．８％）、穿

刺液（３３株，１１．４％）、血（３０株，１０．３４％）、无菌体液

（１０株，３．５％）、呼吸道分泌物（９株，３．１％）、组织

（６株，２．１％）、导管（２株，０．７％）。

２．２　粪肠球菌对泰利唑胺体外敏感性　检出的粪

肠球菌中大多对常用的多种抗菌药物耐药。其中对

红霉素、利福平和四环素耐药最为突出，耐药率均在

５０％以上。泰利唑胺对粪肠球菌的敏 感率 为

９４．１％。粪肠球菌对氨苄西林、呋喃西林和万古霉

素仍显示出很高的敏感性（敏感率为９７．９％～

９９．７％）。而且，几乎所有的泰利唑胺非敏感粪肠球

菌对氨苄西林、呋喃西林和万古霉素都是敏感的。

粪肠球菌对常用抗菌药物的敏感性见表１。

表１　粪肠球菌对常用抗菌药物的敏感性

犜犪犫犾犲１　Ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｏｆ犈．犳犪犲犮犪犾犻狊ｔｏｃｏｍｍｏｎｌｙｕｓｅｄａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｓ

抗菌药物
敏感率

（％）

ＭＩＣ折点

（ｍｇ／Ｌ）

ＴＳＥＦ

（株）

ＴＮＳＥＦ

（株）
菌株数 抗菌药物

敏感率

（％）

ＭＩＣ折点

（ｍｇ／Ｌ）

ＴＳＥＦ

（株）

ＴＮＳＥＦ

（株）
菌株数

氨苄西林 ９９．７ ≤８ ２７１ １７ ２８８ 四环素 １４．２ ≤４ ３９ ２ ４１

≥１６ １ ０ １ ８ ６ ０ ６

红霉素 ９．０ ≤０．５ ２５ １ ２６ ≥１６ ２２７ １５ ２４２

１～４ ５８ ３ ６１ 呋喃妥因 ９７．９ ≤３２ ２６６ １７ ２８３

≥８ １８９ １３ ２０２ ６４ ４ ０ ４

环丙沙星 ５２．９ ≤１ １４９ ４ １５３ ≥１２８ ２ ０ ２

２ ３８ １ ３９ 万古霉素 ９９．３ ≤４ ２７０ １７ ２８７

≥４ ８５ １２ ９７ ８～１６ ２ ０ ２

利福平 ４．５ ≤１ １１ ２ １３ ≥３２ ０ ０ ０

２ ２５ ０ ２５ 利奈唑胺 ８０．３ ≤２ ２３１ １ ２３２

≥４ ２３６ １５ ２５１ ４ ３７ ９ ４６

≥８ ４ ７ １１

　　ＴＳＥＦ：泰利唑胺敏感粪肠球菌；ＴＮＳＥＦ：泰利唑胺不敏感粪肠球菌

２．３　粪肠球菌对泰利唑胺体外敏感性与其 ＭＬＳＴ

之间的关系　采用 ＭＬＳＴ技术对２８９株粪肠球菌

进行同源性分析，共分为４７个ＳＴ型（其中有４８株

的ＳＴ型与粪肠球菌 ＭＬＳＴ数据库不匹配，标记为

ＮＴ）。优势 ＳＴ 分型为 ＳＴ１６和 ＳＴ１７９，分别占

２９．１％（８４株）和２４．９％（７２株），见图１。在泰利唑

胺不敏感粪肠球菌中，ＳＴ１６的比例高于ＳＴ１７９（犘

＜０．０５），见图２。
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图１　２８９株粪肠球菌 ＭＬＳＴ分布情况

犉犻犵狌狉犲１　ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＭＬＳＴｏｆ２８９犈．犳犪犲犮犪犾犻狊ｓｔｒａｉｎｓ
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２．４　粪肠球菌对泰利唑胺体外敏感性与其耐药机

制之间的关系　２３８株粪肠球菌中均未发现２３Ｓ

ｒＲＮＡＶ区突变，也未检出犮犳狉和犮犳狉（Ｂ）基因。共

检出１１株携带狅狆狋狉犃基因的粪肠球菌，其中９株对

泰利唑胺不敏感。
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　　ＴＳＥＦ：泰利唑胺敏感粪肠球菌；ＴＮＳＥＦ：泰利唑胺不敏感粪肠

球菌；：差异有统计学意义（犘＜０．０５）

图２　泰利唑胺敏感及不敏感粪肠球菌菌株中ＳＴ１６与

ＳＴ１７９分型菌株占比的比较

犉犻犵狌狉犲２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆＳＴ１６ａｎｄＳＴ１７９

ｓｔｒａｉｎｓｉｎＴＺＤｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅａｎｄＴＺＤｎｏｎｓｕｓｃｅｐｔｉ

ｂｌｅ犈．犳犪犲犮犪犾犻狊ｓｔｒａｉｎｓ

３　讨论

肠球菌是医院感染的主要病原体之一，因其具

有获得编码抗生素耐药性基因的能力，且对多种抗

菌药物天然耐药，给临床治疗造成许多困难。本研

究中泰利唑胺对肠球菌 ＭＩＣ值与利奈唑胺相比更

低，提示泰利唑胺具有更好的活性。与欧美国家的

报道［１４］不同，本研究中并未检出耐万古霉素粪肠球

菌，而且几乎所有粪肠球菌对氨苄西林、呋喃妥因、

万古霉素、泰利唑胺均有良好的敏感性。值得一提

的是，本研究中检出的所有利奈唑胺或泰利唑胺不

敏感的粪肠球菌菌株均对氨苄西林、万古霉素和呋

喃妥因敏感，因此，在对粪肠球菌感染的治疗中这三

种药相较于更昂贵的利奈唑胺或泰利唑胺是更好的

选择。

既往研究［１５］显示，粪肠球菌中ＳＴ１６在医院感

染中更为多见，而ＳＴ１７９在社区感染中较为多见。

在本研究中，粪肠球菌的主要 ＭＬＳＴ为ＳＴ１６和

ＳＴ１７９，分型为ＳＴ１６的粪肠球菌对泰利唑胺敏感

率低于分型为ＳＴ１７９的菌株。提示社区感染的粪

肠球菌比医院感染的菌株具有更高的泰利唑胺敏感

性，但仍需进一步流行病学调查以证实。

有研究［１６］提示２３ＳｒＲＮＡＶ区突变可能是泰

利唑胺耐药的主要机制，特别是２５７６核苷酸从 Ａ

到Ｔ的突变是临床肠球菌中最常见的突变，但在本

研究中并未发现２３ＳｒＲＮＡＶ区突变菌株。本研究

检出的１７株泰利唑胺不敏感的粪肠球菌中有１１株

携带外源性质粒介导的耐药基因狅狆狋狉犃（编码ＡＢＣ

家族Ｆ亚家族蛋白）。结合既往曾有报道
［１１］显示，

携带狅狆狋狉犃基因的粪肠球菌对泰利唑胺具有耐药

性，推测携带狅狆狋狉犃基因是本研究中粪肠球菌对泰

利唑胺不敏感的主要机制。但另外６株泰利唑胺不

敏感的粪肠球菌并未检出相关耐药基因，是否存在

其他未知机制有待进一步研究。

多重耐药粪肠球菌的出现给临床治疗带来了很

大的挑战，恶唑烷酮类药物的合理使用和适当的医

院感染防控非常重要。在本研究中，泰利唑胺对携

带狅狆狋狉犃基因的粪肠球菌菌株未显示出明显的优

势。随着利奈唑胺使用的日益增长，第二代恶唑烷

酮类药物泰利唑胺不敏感粪肠球菌菌株的出现也有

逐渐增加的风险。由于本研究为单中心数据，且该

院尚未使用泰利唑胺，仍需要更多的临床试验进一

步验证泰利唑胺对粪肠球菌感染的疗效。
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