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肠球菌的耐药特征及高水平庆大霉素耐药基因流行分布
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（襄阳市中心医院，湖北襄阳４４１０２１）

　　摘　要：目的　了解临床分离的肠球菌的耐药特征以及高水平庆大霉素耐药肠球菌（ＨＬＧＲＥ）的耐药基因流行分布。方法　

采用Ｖｉｔｅｋ２全自动微生物鉴定和药敏分析系统对肠球菌进行耐药情况分析，运用聚合酶链反应（ＰＣＲ）方法检测ＨＬＧＲＥ的耐药

基因，并对部分ＰＣＲ扩增产物进行ＤＮＡ测序。结果　８９株肠球菌中，对高水平庆大霉素耐药的屎肠球菌和粪肠球菌分别占

５０％和２５．６％，对８２株肠球菌进行高水平庆大霉素耐药基因的检测显示：ａａｃ（６＇）Ｉｅａｐｈ（２＂）Ｉａ基因是 ＨＬＧＲＥ的唯一耐药基

因，未检测到ａｐｈ（２＂）Ｉｂ和ａｐｈ（２＂）Ｉｄ基因。结论　准确及时发现肠球菌的耐药性和应用分子生物学技术检测高水平庆大霉素

耐药基因可以为临床医师治疗肠球菌感染提供可靠依据。
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　　肠球菌为人体肠道的正常菌群，是条件致病菌。随着免疫

抑制剂的广泛应用，侵袭性治疗的增加使得肠球菌属所致感染

不断增加，肠球菌已成为医院感染的重要病原菌［１］。对于该菌

引起的感染，临床上多采用氨基糖苷类与作用于细胞壁的抗菌

药物的联合应用来进行协同治疗。但高水平庆大霉素耐药肠

球菌（ＨＬＧＲＥ）的出现使这一联合作用失效
［２］。国外对

ＨＬＧＲＥ耐药基因型的研究报道较多，但国内较少，为此，笔者

收集了昆明医学院附属第一医院的肠球菌共８９株，用聚合酶

链反应（ＰＣＲ）方法检测了高水平庆大霉素耐药基因，了解了该

医院肠球菌的耐药特征。

１　材料与方法

１．１　标本来源　８９株肠球菌来自２０１２年１１月１日至２０１３

年６月１日昆明医学院第一附属医院临床分离的标本（包括尿

液、血液、腹水、脓液、痰、和宫颈分泌物），其中５３株粪肠球菌

和２９株屎肠球菌用于耐药性分析和高水平庆大霉素耐药基因

的检测。

１．２　药敏试验质控菌株　 粪肠球菌 ＡＴＣＣ５１２９９（对高水平

庆大霉素耐药）、粪肠球菌 ＡＴＣＣ２９２１２（对高水平庆大霉素敏

感）、大肠埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２，均购自卫生部临检中心。

１．３　仪器与试剂　Ｖｉｔｅｋ２微生物鉴定系统购自法国生物梅

里公司；ＤＮＡ 扩增仪购自美国ＰＥ公司；Ｔａｎｏｎ３５００紫外凝

胶成像系统及配套软件购自上海天能科技有限公司；５４１７Ｒ高

速冷冻离心机；５Ｕ／ｍＬ犜犪狇ＤＮＡ酶，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ购自

ｇｅｎｅｒａｙ生物工程公司；小量质粒ＤＮＡ抽提纯化试剂盒购自

上海华舜生物工程有限公司；引物由上海生工生物工程公司合

成，引物序列及扩增产物大小见表１（见《国际检验医学杂志》

网站主页“论文附件”）。

１．４　方法

１．４．１　菌株鉴定　采用Ｖｉｔｅｋ２全自动微生物鉴定分析系统

对临床菌株进行鉴定（并鉴定到种），待检测结果为肠球菌后，

将菌株分离并冷冻保存（同时用传统的微量生化管对该菌株进

行再次鉴定以确保其可靠性）。

１．４．２　药敏试验　 采用 ＶｉｔｅｋＧＰ５３５药敏卡对收集菌株进

行药敏试验 。该药敏试验包含有替考拉宁、利奈唑烷、奎奴普

丁／达福普汀等１４种抗菌药物。实验操作按说明书进行。

１．４．３　肠球菌质粒ＤＮＡ提取　将从临床标本中分离并冷冻

保存的肠球菌纸片接种到血琼脂平板上进行复苏，取单个菌落

置于５ｍＬＬＢ增菌液中振荡过夜，然后取２ｍＬ增菌液离心

２ｍｉｎ，用小量质粒ＤＮＡ抽提纯化试剂盒提取和纯化肠球菌质

粒ＤＮＡ。

１．４．４　ＰＣＲ　反应体系为５０μＬ，４种ｄＮＴＰ为１０ｍｍｏｌ／Ｌ，

Ｍｇ
２＋１．５ｍｍｏｌ／Ｌ，犜犪狇ＤＮＡ 酶５Ｕ／μＬ，模板 ＤＮＡ２μＬ。

ＰＣＲ条件设置：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃ 变性４５ｓ，５８℃ 退火

４５ｓ，７２℃ 延伸４５ｓ，循环３５次；然后７２℃延伸５ｍｉｎ。６μＬ

扩增产物与上样缓冲液混匀后加入 ２％ 琼脂糖凝胶，在

１００ｍＶ电压下电泳４５ｍｉｎ，然后用凝胶成像系统观察并采集

·３９６·国际检验医学杂志２０１４年３月第３５卷第６期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｒｃｈ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．６



图像。

１．４．５　ＤＮＡ序列分析　扩增产物送大连宝生物公司进行正、

反两个方向的测序反应。

２　结　　果

２．１　肠球菌构成比　从临床标本中分离到的８９株肠球菌中

以屎肠球菌和粪肠球菌为主，其中对庆大霉素高水平耐药的屎

肠球菌和粪肠球菌共有６２株，占总数的７５．６％。屎肠球菌占

５０％（４１／８２），粪肠球菌占２５．６％（２１／８２）。

２．２　肠球菌对常用抗菌药物的耐药率　见表１。

表１　　肠球菌对常用抗菌药物的耐药率（％）

抗菌药物 屎肠球菌（狀＝５３） 粪肠球菌（狀＝２９）

青霉素 ９４．３ ３７．９

氨苄青霉素 ９４．３ ３７．９

红霉素 ９２．５ ７９．３

环丙沙星 ９０．６ ２７．６

氯霉素 ８１．１ ９６．６

利福平 ８６．８ ８９．７

呋喃妥因 ９２．５ ８９．７

四环素 ７９．２ ９３．１

庆大霉素 ９４．３ ８９．７

高浓度庆大霉素 ７７．４ ７２．４

利奈唑胺 ０．０ ０．０

奎奴普丁／达福普汀 ０．０ １００．０

万古霉素 ０．０ ０．０

替考拉宁 ０．０ ０．０

２．３　ＨＬＧＲＥ耐药基因分析　进行耐药基因分析的 ＨＬＧＲＥ

中有６０株含有ａａｃ（６＇）Ｉｅａｐｈ（２＂）Ｉａ基因，阳性率为９６．８％

（６０／６２）。屎肠球菌有４１株，均含有ａａｃ（６＇）Ｉｅａｐｈ（２＂）Ｉａ基

因；粪肠球菌有１９株含有ａａｃ（６＇）Ｉｅａｐｈ（２＂）Ｉａ基因，有２株

粪肠球菌未检测到该基因。８２株肠球菌均未能检测到ａｐｈ

（２＂）Ｉｂ和ａｐｈ（２＂）Ｉｄ基因。见图１。２０株对高水平庆大霉素

敏感的粪肠球菌和屎肠球菌中，有１０株含有ａａｃ（６＇）Ｉｅａｐｈ

（２＂）Ｉａ基因，阳性率为５０％，另１０株该基因阴性。纳入研究

的肠球菌均未能检测到ａｐｈ（２＂）Ｉｂ和ａｐｈ（２＂）Ｉｄ基因。

　　Ｍ：ＤＮＡ标准带；Ｐ：阳性对照；Ｎ：阴性对照；３～６：菌株编号。

图１　　ａａｃ（６＇）Ｉｅａｐｈ（２＂）Ｉａ耐药基因ＰＣＲ

产物凝胶电泳图像

２．４　ＤＮＡ测序分析　测得ＰＣＲ产物的 ＤＮＡ序列与 Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ的序列（ＧｅｎＢａｎｋ号：Ｍ１３７７１）９９％～１００％一致。

３　讨　　论

本研究中所分离的８９株肠球菌中主要以屎肠球菌为主

（占５９．６％），其次为粪肠球菌（占３２．６％），此结果与周青

等［３］、黄支密等［４］的分离结果刚好相反。肠球菌主要引起泌尿

系统感染［５６］，有文献报道，肠球菌居泌尿系统感染菌的第２

位［７］，仅次于大肠埃希菌，

屎肠球菌和粪肠球菌对常用抗菌药耐药率差异较大，前者

对青霉素和氨苄西林耐药率高达９４．３％，而后者对这两种抗

菌药耐药率仅为３７．９％。原因在于青霉素和氨苄西林对粪肠

球菌具有良好抑菌作用，而屎肠球菌青霉素结合蛋白与青霉素

的亲嗜性明显降低，对β内酰胺类抗菌药的敏感性低，因此，青

霉素和氨苄西林是治疗粪肠球菌感染较好的药物，对于屎肠球

菌所致感染时应避免使用该类药物。粪肠球菌对环丙沙星的

耐药率（２７．６％）明显低于屎肠球菌（９０．６％），其耐药机制主要

为药物靶位拓扑异构酶Ⅱ的改变和药物的主动外排
［８］。粪肠

球菌和屎肠球菌对呋喃妥因耐药率均高，因此用于治疗肠球菌

属引起的泌尿系统感染效果可能会不佳。在本次研究中，粪肠

球菌和屎肠球菌对庆大霉素、利福平耐药率均高于国内文献报

道［９］。此外，对作用于蛋白质合成的红霉素耐药率高达７９．３％

和９２．５％，明显高于国外文献报道。屎肠球菌对氯霉素和四

环素的耐药率分别为８１．１％和７９．２，明显低于粪肠球菌（９６．

６％、９３．１％），这与路娟等
［１０］的研究结果一致。由于粪肠球菌

菌体内存在ｌｓａ基因编码的蛋白，对奎奴普丁"

达福普汀有天

然的耐药性，因此应该避免使用该药用于临床。

本研究中，ＨＬＧＲ菌株对利奈唑胺、万古霉素和替考拉宁

均敏感，尚未出现耐药现象，但仍需慎用，以防耐药株出现。

６２株 ＨＬＧＲ菌株中，有６０株ａａｃ（６＇）ａｐｈ（２＂）基因阳性，

占９６．８％，为本次试验检出的 ＨＬＧＲ菌株的唯一耐药基因。

在１０株非 ＨＬＧＲＥ肠球菌中也检测到ａａｃ（６＇）ａｐｈ（２＂），该基

因很有可能是以＂沉默基因＂形式存在，这有待更进一步的研

究。ａａｃ（６＇）ａｐｈ（２＂）能导致对氨基糖苷类药物非常高的耐药

性，从而大大减弱药物间的协同作用，使对几乎所有的氨基糖

苷类抗菌药物耐药。在该基因缺失的情况下，庆大霉素都能用

于针对肠球菌的联合用药治疗。

由于不同菌种的肠球菌属对多种抗菌药物的耐药性有明

显不同，因此，应将临床分离的肠球菌属鉴定到种的水平，而且

要尽早进行药敏试验，以便临床医师快速准确地选择抗菌药物

进行治疗，提高疗效。同时应该加强耐药基因的检测，控制耐

药菌株的传播，避免医院感染的发生及暴发流行。
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