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粪肠球菌分子分型特点及其与泰利霉素敏感性的关系
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［摘　要］　目的　了解临床分离的粪肠球菌分子分型特征及其与泰利霉素药物敏感性之间的关系。方法　收集

深圳市南山医院２０１０—２０１６年不同临床标本分离的粪肠球菌３２０株，采用多位点序列分型技术进行分型，用微量

肉汤稀释法测定菌株对泰利霉素的最低抑菌浓度，采用ＰＣＲ检测耐药基因犲狉犿Ｂ的分布。结果　３２０株粪肠球菌

分为４８个ＳＴ型和５６株新的ＳＴ分型，以ＳＴ１６、ＳＴ１７９型为主。ＳＴ１６型８５株（２６．６％），其中７２株（８４．７％）

犲狉犿Ｂ阳性，２９株（３４．１％）对泰利霉素敏感，１０株（１１．８％）中介，４６株（５４．１％）耐药；ＳＴ１７９型８０株（２５．０％），其

中７１株（８８．８％）犲狉犿Ｂ阳性，１５株（１８．８％）对泰利霉素敏感，４株（５．０％）中介，６１株（７６．３％）耐药。结论　该院

粪肠球菌以ＳＴ１６、ＳＴ１７９为优势菌株，该两型菌群高比例携带犲狉犿Ｂ基因，对泰利霉素耐药率较高。

［关　键　词］　粪肠球菌；泰利霉素；耐药；犲狉犿Ｂ；多位点序列分型（ＭＬＳＴ）
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　　粪肠球菌是肠球菌最常见的菌种，作为一种条

件致病菌可引起泌尿道感染、伤口感染、腹腔内感

染、感染性心内膜炎及血流感染等［１］，其耐药机制复

杂且可水平传播，给医院感染控制工作带来挑战。

粪肠球菌对大环内酯－林可酰胺－链阳霉素 Ｂ

（ＭＬＳＢ）耐药比较普遍
［２３］，此与甲基化酶改变２３Ｓ

ｒＲＮＡ上的Ｖ区药物作用靶位（Ａ２０５８）有关，而最

常见的甲基化酶基因为犲狉犿Ｂ
［４５］。泰利霉素作为酮

内酯类抗生素的代表性药物，是首个获得美国食品

药品监督管理局（ＦＤＡ）批准进入临床应用的酮内

酯类抗生素［６］，较 ＭＬＳＢ多一个作用位点（ＩＩ区

Ａ７５２），其与ｒＲＮＡ结合更牢固，从而抵消部分甲基

化酶的作用［７］。目前，国内暂未发现泰利霉素用于

抗临床分离粪肠球菌研究的相关报道。多位点序列

分型（ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅｔｙｐｉｎｇ，ＭＬＳＴ）技术是

用于分析细菌系统性进化同源性的重要工具，不同

地区分布的优势ＳＴ型不同，其耐药特性也不同
［８］。

本研究采用 ＭＬＳＴ分析粪肠球菌同源性情况，探讨

不同基因分型的粪肠球菌中犲狉犿Ｂ基因分布情况及

对泰利霉素敏感性的差异，为控制其医院传播提供

实验室依据。

１　对象与方法

１．１　菌株及来源　３２０株粪肠球菌分离自深圳市

南山医院２０１０—２０１６年住院患者临床标本，标本来

源为 尿 １３９ 株 （４３．４％），创 口 分 泌 物 ５７ 株

（１７．８％），血３２株（１０．０％），胆汁２７株（８．４％），其

他部位（胸腔积液、腹腔积液、脓液、痰、渗出液、

组织块、引流液、羊水、导管等）共６５株（２０．３％）。

１．２　菌株鉴定和药敏试验　所有菌株经ＶＩＴＥＫ２

Ｃｏｍｐａｃｔ全自动细菌鉴定及药敏分析系统（法国梅

里埃公司）鉴定，采用２０１６年美国临床实验室标准

化协会（ＣＬＳＩ）推荐的微量肉汤稀释法测定所有药

物最低抑菌浓度（ＭＩＣ）值，主要药物包括红霉素、泰

利霉素、氨苄西林、万古霉素、利奈唑胺、呋喃妥因、

多西环素和利福平，以粪肠球菌ＡＴＣＣ２９２１２作为

质控菌株。泰利霉素的折点参考２０１６年ＣＬＳＩ推

荐对金黄色葡萄球菌折点：敏感（≤１μｇ／ｍＬ），中介

（２μｇ／ｍＬ），耐药（≥４μｇ／ｍＬ）。

１．３　基因组 ＤＮＡ 提取与纯化　采用 ＤＮｅａｓｙ

Ｂｌｏｏｄ＆ＴｉｓｓｕｅＫｉｔＤＮＡ提取试剂盒按照革兰阳

性菌操作流程提取细菌基因组ＤＮＡ，提取的ＤＮＡ

－２０℃保存备用。

１．４　耐药基因犲狉犿Ｂ检测　耐药基因犲狉犿Ｂ引物：

犲狉犿（Ｂ）Ｆ：ＣＣＧＴＴＴＡＣＧＡＡＡＴＴＧＧＡＡＣＡＧＧ

ＴＡＡＡＧＧＧＣ；犲狉犿（Ｂ）Ｒ：ＧＡＡＴＣＧＡＧＡＣＴＴＧＡＧ

ＴＧＴＧＣ，由北京六合华大基因公司合成。犲狉犿Ｂ基

因ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性１０ｍｉｎ；９４℃变性

３０ｓ，５５ ℃退火３０ｓ，７２ ℃延伸１ｍｉｎ，共３０个

循环；７２℃１０ｍｉｎ，ＰＣＲ产物（３５９ｂｐ）于４℃保存。

产物随机提取纯化后测序，比对后确定为目的基因。

１．５　ＭＬＳＴ　ＰＣＲ扩增粪肠球菌７对管家基因

（犵犱犺、犵狔犱、狆狊狋Ｓ、犵犽犻、犪狉狅Ｅ、狓狆狋和狔犻狇Ｌ），其引物、

反应体系及反应条件参照 ＭＬＳＴ 网站（ｈｔｔｐ：／／

ｅｆａｅｃａｌｉｓ．ｍｌｓｔ．ｎｅｔ／ｍｉｓｃ／ｉｎｆｏ．ａｓｐ），ＰＣＲ产物纯化

后进行测序，测序结果提交 ＭＬＳＴ 网站（ｈｔｔｐ：／／

ｍｌｓｔ．ｎｅｔ）比对，与数据库中的粪肠球菌相应基因的

等位基因进行比较，最终确定粪肠球菌分离株的

ＳＴ型。

１．６　统计学分析　应用统计软件ＳＡＳ９．４５进行

分析，所有耐药率数据精确到小数点后一位，统计学

处理中耐药率的比较采用χ
２ 检验及Ｆｉｓｈｅｒ确切概

率法，犘≤０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　粪肠球菌的耐药率　粪肠球菌对泰利霉素中

介２６株，耐药１３８株，耐药率达５１．３％，对红霉素

耐药率高达９５．６％，二者差异有统计学意义（χ
２＝

１６１．９２，犘＜０．００１）。见表１。对利奈唑胺、万古霉素、

呋喃妥因、氨苄西林耐药率分别为１５．６％、０．６％、

２．２％、０．６％，对多西环素、利福平及环丙沙星耐药

率分别为８５．９％、９５．３％和３８．４％。

２．２　ＭＬＳＴ及犲狉犿Ｂ基因的分布　３２０株粪肠球

菌中，２０７株（６４．７％）犲狉犿Ｂ基因阳性，分为４８个

ＳＴ型，５６株菌属于 ＭＬＳＴ数据库中未记载的新

ＳＴ分型（ＮＴ），优势菌株为ＳＴ１６、ＳＴ１７９和ＳＴ３０。

ＳＴ１６型８５株（２６．６％），其中７２株（８４．７％）犲狉犿Ｂ

阳 性，对泰利霉素敏感２９株（３４．１％），耐药５６株
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表１　３２０株粪肠球菌对泰利霉素及红霉素的药敏结果 （株）

犜犪犫犾犲１　 Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｏｆ３２０ｓｔｒａｉｎｓｏｆ

犈．犳犪犲犮犪犾犻狊ｔｏｔｅｌｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎａｎｄｅｒｙｔｈｒｏｍｙｃｉｎ

（Ｎｏ．ｏｆｉｓｏｌａｔｅｓ）

抗菌药物 Ｓ Ｉ Ｒ

泰利霉素 １５６ ２６ １３８

红霉素 １４ ５６ ２５０

　　Ｓ：敏感Ｉ：中介 Ｒ：耐药

（６５．９％）；ＳＴ１７９型８０株，其中７１株犲狉犿Ｂ阳性，

对泰 利 霉 素 敏 感 １５ 株 （１８．８％），耐 药 ６５ 株

（８１．３％）；ＳＴ３０型１３株（４．１％），其中８株犲狉犿Ｂ

阳性，对泰利霉素敏感１１株（８４．６％），耐药２株

（１５．４％）；其余 ＳＴ 型 １４２ 株，５６ 株携带犲狉犿Ｂ

基因，对泰利霉素耐药４１株（２８．９％）。不同ＭＬＳＴ

粪肠球菌对红霉素及泰利霉素的 ＭＩＣ值及犲狉犿Ｂ

基因携带情况见表２。

表２　不同 ＭＬＳＴ粪肠球菌对红霉素及泰利霉素的 ＭＩＣ值及犲狉犿Ｂ基因携带情况

犜犪犫犾犲２　ＭＩＣｖａｌｕｅｓｏｆｔｅｌｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎａｎｄｅｒｙｔｈｒｏｍｙｃｉｎｔｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔＭＬＳＴｏｆ犈．犳犪犲犮犪犾犻狊ａｓｗｅｌｌａｓｃａｒｒｉａｇｅｏｆ犲狉犿Ｂｇｅｎｅ

ＭＬＳＴ 株数
红霉素（μｇ／ｍＬ）

≤０．５ １ ２ ４ ≥８ ＭＩＣ５０／ＭＩＣ９０

泰利霉素（μｇ／ｍＬ）

≤０．５ １ ２ ４ ≥８ ＭＩＣ５０／ＭＩＣ９０

犲狉犿Ｂ

＋ －

ＳＴ１６ ８５ ０ ２ ４ １ ７８ ≥１２８／≥１２８ ２５ ４ １０ ３６ １０ ４／８ ７２ １３

ＳＴ１７９ ８０ １ ６ ３ ０ ７０ ≥１２８／≥１２８ １５ ０ ４ ４８ １３ ４／８ ７１ ９

ＳＴ３０ １３ １ １ １ ０ １０ ≥１２８／≥１２８ １１ ０ １ １ ０ ≤０．５／１ ８ ５

ＳＴ２８ ７ ０ ０ ０ ０ ７ ≥１２８／≥１２８ ６ ０ １ ０ ０ ≤０．５／２ ２ ５

ＳＴ４０３ ４ ０ ０ ０ ０ ４ ≥１２８／≥１２８ １ ０ １ ２ ０ ２／４ ３ １

ＳＴ４８０ ３ ０ １ ０ ０ ２ ３２／≥１２８ １ １ ０ １ １／４ １ ２

ＳＴ６ ５ ０ ０ ０ １ ４ ≥１２８／≥１２８ １ ０ ０ ３ １ ４／８ ４ １

ＳＴ４０９ ４ ０ ０ ０ １ ３ １６／≥１２８ ４ ０ ０ ０ ０ ≤０．５／≤０．５ ３ １

ＳＴ４ ３ ０ ０ ０ ０ ３ ≥１２８／≥１２８ １ １ １ ０ ０ １／２ ３ ０

ＳＴ４０ ３ ０ １ １ １ ０ ２／４ ３ ０ ０ ０ ０ ≤０．５／≤０．５ ０ ３

ＳＴ４４ ３ ０ ０ ０ ０ ３ １２８／≥１２８ ３ ０ ０ ０ ０ ≤０．５／≤０．５ １ ２

ＳＴ１１ ６ ３ ０ ０ ０ ３ ０．５／≥１２８ ６ ０ ０ ０ ０ ≤０．５／≤０．５ ０ ６

ＳＴ２１ ４ １ １ １ ０ １ １／６４ ４ ０ ０ ０ ０ ≤０．５／≤０．５ ０ ４

ＳＴ３１４ ２ ０ ０ ２ ０ ０ ２／２ ２ ０ ０ ０ ０ ≤０．５／≤０．５ ０ ２

ＳＴ４１ ２ ０ ０ ０ ０ ２ ６４／６４ ２ ０ ０ ０ ０ ≤０．５／≤０．５ ０ ２

ＳＴ４７ ２ ０ ０ １ ０ １ ２／６４ ２ ０ ０ ０ ０ ≤０．５／≤０．５ １ １

ＳＴ４７６ ２ ０ ０ ０ ０ ２ ≥１２８／≥１２８ ０ ０ ０ １ １ ４／８ ２ ０

ＳＴ５４１ ３ ０ １ １ ０ １ ２／≥１２８ ２ ０ ０ １ ０ ≤０．５／４ １ ２

ＳＴ７９ ２ ０ ２ ０ ０ ０ １／１ ２ ０ ０ ０ ０ ≤０．５／≤０．５ １ １

ＳＴ１９１ ２ ０ ０ ２ ０ ０ ２／２ ２ ０ ０ ０ ０ ≤０．５／≤０．５ ０ ２

ＳＴ３８７ ２ １ ０ １ ０ ０ ≤０．５／２ ２ ０ ０ ０ ０ ≤０．５／≤０．５ ０ ２

ＮＴ ５６ ６ ４ ８ ２ ３６ １２８／≥１２８ ３９ ０ ４ １１ ２ ０．０６／４ ２０ ３６

其他 ２７ １ ２ ３ １ ２０ １２８／≥１２８ １５ １ ４ ５ ２ ０．２５／４ １４ １３

合计 ３２０ １４ ２１ ２８ ７ ２５０ １２８／≥１２８ １４９ ７ ２６ １０９ ２９ ２／４ ２０７ １１３

　　红霉素折点：Ｓ≤０．５μｇ／ｍＬ，Ｉ１～４μｇ／ｍＬ，Ｒ≥８μｇ／ｍＬ；泰利霉素折点：Ｓ≤１μｇ／ｍＬ，Ｉ２μｇ／ｍＬ，Ｒ≥４μｇ／ｍＬ

２．３　不同 ＭＬＳＴ及是否携带犲狉犿Ｂ基因粪肠球菌

对红霉素及泰利霉素的药敏结果　比较优势亚型

ＳＴ１６、ＳＴ１７９和ＳＴ３０型及其他ＳＴ型别粪肠球菌

对红霉素及泰利霉素的药敏结果，经χ
２ 检验发现，

不同ＳＴ亚型粪肠球菌对红霉素及泰利霉素的药敏

结果差异均有统计学意义（犘＜０．００１），见表３。

犲狉犿Ｂ阳性的粪肠球菌对红霉素与泰利霉素的敏感

率均低于犲狉犿Ｂ阴性组（均犘＜０．００１），见表４。
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表３　不同 ＭＬＳＴ粪肠球菌对红霉素及泰利霉素的药敏结果比较

犜犪犫犾犲３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｒｙｔｈｒｏｍｙｃｉｎａｎｄｔｅｌｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＭＬＳＴｔｙｐｅｓｏｆ犈．犳犪犲犮犪犾犻狊

ＭＬＳＴ

红霉素（株）

Ｓ Ｉ Ｒ
χ
２ 犘

泰利霉素（株）

Ｓ Ｉ Ｒ
χ
２ 犘

ＳＴ１６ ０ ７ ７８ ３３．９００ ＜０．００１ ２９ １０ ４６ ８５．５９１ ＜０．００１

ＳＴ１７９ １ ９ ７０ １５ ４ ６１

ＳＴ３０ １ ２ １０ １１ １ １

其他 １２ ３８ ９２ １０１ １１ ３０

表４　是否携带犲狉犿Ｂ基因粪肠球菌对红霉素及泰利霉素的药敏结果比较

犜犪犫犾犲４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｒｙｔｈｒｏｍｙｃｉｎａｎｄｔｅｌｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｏｆ犈．犳犪犲犮犪犾犻狊ｗｉｔｈｏｒｗｉｔｈｏｕｔ犲狉犿Ｂｇｅｎｅ

犲狉犿Ｂ

红霉素（株）

Ｓ Ｉ Ｒ
χ
２ 犘

泰利霉素（株）

Ｓ Ｉ Ｒ
χ
２ 犘

阳性 １ １０ １９６ ９４．９３３ ＜０．００１ ５３ ２３ １３１ １２６．０９９ ＜０．００１

阴性 １３ ４６ ５４ １０３ ３ ７

３　讨论

粪肠球菌是人类肠道常见的共生菌，也是导致

各种医院感染常见的病原体。粪肠球菌对多种抗菌

药物天然耐药，且可通过转座子等获得耐药基因，使

耐药属性在细菌间水平传播，给临床治疗带来巨大

挑战［９］。随着大环内酯药物在临床上的广泛使用，

肠球菌属对大环内酯类抗生素耐药较严重［９］。世界

范围内已有多项研究将酮内酯泰利霉素用于治疗粪

肠球菌感染，其效果均优于第一、二代大环内酯类药

物［１０１１］。本研究结果显示，粪肠球菌对泰利霉素总

耐药率达５１．３％，高于文献
［１０１１］研究，但低于对红

霉素的耐药率（泰利霉素对粪肠球菌的抗菌效果优

于红霉素）。本研究发现粪肠球菌对常用抗阳性球菌

药物万古霉素、呋喃妥因、氨苄西林均保持高敏感性，

但对利奈唑胺的耐药性高达１５．６％，高于其他

研究［１２］报道；同时，粪肠球菌对多西环素、利福平均

保持高耐药性。故临床上粪肠球菌感染应多选用

氨苄西林、万古霉素、呋喃妥因或利奈唑胺。

采用 ＭＬＳＴ分析发现，该院粪肠球菌可分为

４８个ＳＴ型和５６株 ＭＬＳＴ数据库未登记的ＳＴ型

（ＮＴ），ＳＴ１６和 ＳＴ１７９为绝对优势菌群，其同属

ＣＣ１６克隆复合群（Ｃｌｏｎａｌｃｏｍｐｌｅｘ），其次为ＳＴ３０、

ＳＴ２８及ＳＴ１１等。ＳＴ１６和ＳＴ１７９较其他ＳＴ型对

泰利霉素的敏感性亦较差，耐药率分别达６５．９％、

８１．３％。检测耐药基因犲狉犿Ｂ，发现在ＳＴ１６和

ＳＴ１７９型粪肠球菌中犲狉犿Ｂ基因的阳性率较高，分

别为８４．７％、８８．８％，耐药基因犲狉犿Ｂ的存在对降低

泰利霉素的敏感性起重要作用。

目前，国内外已有多个报道对临床及环境分离

的粪肠球菌 ＭＬＳＴ及特征进行研究。李岩等
［１３］在

辽宁某医院分离的优势菌群亦为ＳＴ１６、ＳＴ１７９，且

其毒力基因犮狔犾Ａ、犵犲犾Ｅ、犲狊狆和犪狊犪１携带率在７０％

以上。研究［１４１５］表明，ＳＴ１６还具有更容易形成强

生物膜和更高的特地唑胺（ｔｅｄｉｚｏｌｉｄ）耐药率等

特性。国外粪肠球菌 ＭＬＳＴ相关研究亦显示ＣＣ２、

ＣＣ１６、ＣＣ２１、ＣＣ３０、ＣＣ４０及ＣＣ８７是世界范围内播

散的优势菌株［１６］，上述克隆群在本院亦有发现，而

ＲｕｉｚＧａｒｂａｊｏｓａ等研究
［１７］更是将ＳＴ１６描述为“适

应医院的菌群之一”，意味着ＳＴ１６更容易产生多重

耐药。该院粪肠球菌以ＳＴ１６和ＳＴ１７９为主，且标

本来源以尿、创口分泌物为主，尿路的侵入性操作或

导管的使用增加、无菌意识薄弱、伤口处理不当均有

导致其流行的可能，在临床治疗中也应根据ＣＣ１６

的特点合理选用抗菌药物。

粪肠球菌的耐药机制复杂，本研究仍存在

局限性。犲狉犿基因有数十种亚型，粪肠球菌主要携

带犲狉犿Ｂ基因，本研究仅对犲狉犿Ｂ基因携带情况进行

研究，亦不排除其他犲狉犿 基因同时存在并引起泰利

霉素耐药的可能。本院 ＭＬＳＴ以ＳＴ１６及ＳＴ１７９

分型为主，犲狉犿Ｂ的高携带率仅是红霉素、泰利霉素

高耐药率机制之一，其他机制仍有待进一步研究。
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