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杭州市猪肉生产链中粪肠球菌耐药性及

传播特性分析
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摘要：【目的】评估猪肉生产链中粪肠球菌（Enterococcus faecalis，E. faecalis）耐药情况及传播风险。【方法】从

浙江省杭州市 2家养猪场、1家屠宰场和 2家市场中采集生猪体表、胴体及环境样品共 300份。分别通过 16S 

rDNA 测序、肉汤微量稀释法（MIC）和 PCR 法进行菌株鉴定、耐药表型测定以及耐药基因型和毒力基因型鉴

定，开展多位点序列分型（multilocus sequencing typing，MLST）分析和接合转移试验。【结果】分离得到的 125

株粪肠球菌对泰妙菌素、四环素和多西环素等抗生素有较高的耐药率，且养猪场分离株对抗生素的耐药率

均高于屠宰场和市场。基因型鉴定结果表明，125 株粪肠球菌中，10 种耐药基因均有检出，其中 optrA、tet

（M）、tet（L）、erm（B）的检出率较高，耐药基因检出率排序为：养猪场>屠宰场>市场。已检测的毒力基因中，

efaA 的携带率最高，其他依次为 gelE、asa1、ace、cylA、hyl、esp，毒力基因携带率排序为：养猪场>屠宰场>市

场。MLST分析表明，水平传播是 optrA在浙江省杭州市猪源粪肠球菌中流行的主要机制。接合转移结果显

示，12株猪源菌株中，optrA 可通过质粒接合作用转移到受体菌 JH2-2中。【结论】作者对猪肉生产链中的粪肠

球菌进行了耐药性评估与传播风险研究，为保障肉类食品安全提供了理论依据。
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Abstract: [Objective] This study aims to evaluate the antibiotic resistance and transmission risk of Enterococcus 

faecalis (E. faecalis) in the pork production chain. [Method] A total of 300 samples were collected from the 

surface of live pigs, carcasses, and the environment in 2 pig farms, 1 slaughterhouse, and 2 markets in Hangzhou, 

Zhejiang. The strain identification, antibiotic resistance phenotypes, resistance genotypes, and virulence 

genotypes were performed by 16S rDNA sequences, broth microdilution method (MIC), and PCR. In addition, 

multilocus sequencing typing (MLST) and conjugational transfer tests were conducted. [Result] The 125 isolates 

of E. faecalis showed high resistance to antibiotics such as tiamulin, tetracycline, and doxycycline, and the 

isolates from pig farms showed higher antibiotic resistance rates than those from the slaughterhouse and markets. 

Ten antibiotic resistance genes were detected in the 125 strains of E. faecalis, and the detection rates of optrA, 

tet(M), tet(L), and erm(B) were higher. The detection rate of antibiotic resistance genes followed the trend of pig 
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farm > slaughterhouse > market. Among the virulence genes tested, efaA was the most prevalent, followed by 

gelE, asa1, ace, cylA, hyl, and esp. Overall, the detection rate of virulence genes was the highest in pig farms, 

moderate in the slaughterhouse, and the lowest in markets. MLST results indicated that horizontal transmission 

was the main mechanism for the prevalence of optrA in pig-derived E. faecalis in Hangzhou, Zhejiang. The 

results of conjugation transfer tests showed that optrA in 12 pig-derived strains could be transferred to the 

recipient strain JH2-2 by plasmid conjugation. [Conclusion] The antibiotic resistance and transmission risk of 

E. faecalis in the pork production chain are assessed, which provides a theoretical basis for ensuring the safety of 

meat products.

Keywords: Enterococcus faecalis; pork production chain; antibiotic resistance; antibiotic resistance genes; 

virulence genes

20 世纪 80 年代，抗生素开始用于畜禽养殖，

其主要作为抗菌药物治疗畜禽的细菌性疾病，还

作为饲料添加剂促进畜禽生长，这种用药方式在

畜禽生长环境中提供了持续性的选择压力，使细

菌产生抗生素耐药性并迅速传播［1］。此外，畜禽

环境中携带抗性基因的宿主病原菌可以通过食物

链直接传播给人类，也可以通过环境间接传播给

人类，动物病原体和人体中不断提高的抗生素耐

药性已被世界卫生组织确定为公共卫生的新挑

战［2-3］。长期以来，我国生猪养殖中不合理使用兽

用抗生素，导致动物源性细菌耐药率上升，出现了

“超级细菌”，如耐万古霉素肠球菌［4］。研究表明，

细菌致病性是由毒力因子与耐药性协同作用的结

果［5］。肠球菌具有将耐药性及毒力因子以水平转

移的方式传播给其他细菌的能力。近年来，肠球

菌（尤其是粪肠球菌）作为条件致病菌在我国临床

治疗中引发的感染事件持续增多，对公众健康安

全产生了较大威胁［6-7］。在生猪养殖过程中，使用

抗菌药物可导致某些致病菌死亡，但肠球菌可能

会一直存在于生猪体内，并通过屠宰等加工环节

污染食品。通过分析猪肉生产链中肠球菌的耐药

性，可反映猪肉在生产过程中生产用药、病原菌耐

药情况及猪肉中抗菌药物的残留水平［8-11］。目前

国内外关于生猪养殖中病原性粪肠球菌的分离鉴

定、污染调查、快速检测方面的研究较多，而关于

猪肉生产链（养殖场—屠宰场—市场）中粪肠球菌

的污染状况及其耐药性研究较少。

作者对浙江省杭州市的养猪场、屠宰场及相

应的猪肉销售农贸市场进行生猪体表、胴体和环

境样品的采集，通过 16S rDNA 测序进行菌株鉴

定，对分离得到的粪肠球菌进行耐药表型与基因

型的检测，并对毒力基因进行筛查，通过 MLST 分

析以及接合转移试验从亲缘关系及水平转移的角

度研究猪肉生产链中粪肠球菌的传播特点。该研

究可为生猪养殖业的合理用药提供参考依据，也

可为缓解粪肠球菌耐药性的发展和研究耐药新策

略提供理论支持，以期从源头保障猪肉品质与安

全，维护消费者的健康。

1　材料和方法

1.1　样品采集与处理

从浙江省杭州市的 2 家大型养猪场（90 份）、1

家屠宰场（100 份）和 2 家市场（110 份）进行采样，

生猪体表、胴体及环境样本共计 300份。样品置于

无菌样品袋与采样管中，样品采集后均立刻置于

低温（2~8 ℃）样品箱中，并在抵达实验室后进行

分离粪肠球菌的前处理工作。

1.2　菌株与主要试剂

标准质控粪肠球菌（ATCC29212）和接合转移

工程菌（JH2-2）均购自青岛海博生物技术有限

公司。

脑心浸液（BHI）培养基、细菌琼脂粉、肠球菌

显示培养基、Cary-Blair 氏运送培养基：青岛海博

生物技术有限公司；琼脂糖：英国 OXOID 公司；革

兰氏阳性菌鉴定卡：法国 BioMérieux公司；磁珠菌

种保存管：加拿大 Pro-Lab 公司；组合式药敏 MIC

测试盒：天津市金章科技发展有限公司；耐药基因

引 物 、毒 力 基 因 引 物 、DL2000 DNA Marker、

50×TAE 缓冲液：生工生物工程（上海）股份有限公

司；阳离子调节 M-H 肉汤（CAMHB）：上海雅吉生

物 科 技 有 限 公 司 ；2× Taq PCR Master Mix、10 
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mg/mL 溴化乙锭（EB）：BBI生命科学有限公司。

1.3　菌株的初筛与鉴定

将采集到的样品接种至 10 mL 灭菌生理盐水

中，充分振荡混匀，将菌液稀释至 1×10-6 CFU/mL。

将合适浓度的菌液接种至肠球菌显色琼脂平板

上，于（36±1） ℃培养 18~24 h。挑取红色至紫红色

的可疑菌落于 1 mL BHI 肉汤，42 ℃培养 16~20 h

后进行 PCR鉴定。按细菌基因组 DNA快速抽提试

剂盒的要求，提取疑似菌株的总 DNA 作为 PCR 模

板，提取标准质控粪肠球菌（ATCC29212）的总DNA

作为 PCR阳性对照。取扩增产物加到 1.5 g/dL琼脂

糖凝胶中进行电泳，观察琼脂糖凝胶在 1 500 bp处

是否有对应条带，将 PCR 产物送至生工生物工程

（上海）股份有限公司进行测序，测序结果经 NCBI

数据库 BALST 比对后对菌株进行鉴定［12］，将鉴定

为粪肠球菌的菌株保存至磁珠菌种保存管中。

1.4　最小抑菌质量浓度的测定

根据美国临床和实验室标准协会（CLSI）标准

中的肠球菌 MIC检测抗生素的种类，结合畜禽用药

和研究需要，共选择 14 种抗生素（青霉素、阿莫西

林/克拉维酸、庆大霉素、红霉素、替米考星、氟苯尼

考、磺胺异恶唑、甲氧苄啶/磺胺甲恶唑、万古霉素、

多西环素、四环素、恩诺沙星、利奈唑胺、泰妙菌

素），利用组合式药敏 MIC 测试盒测定药物对本研

究中分离到的粪肠球菌的最小抑菌质量浓度。

1.5　耐药基因及毒力基因的 PCR 检测

根据已报道的引物序列，采用 PCR 法对恶唑

烷酮类、酰胺醇类、林可胺类、截短侧耳类、链阳霉

素 A 类、大环内酯类和四环素类耐药基因进行检

测，配制耐药基因扩增体系，扩增条件为：95 ℃预

变性 5 min；95 ℃变性 30 s，对应引物的退火温度

退火 40 s，72 ℃延伸 40 s，进行 30 个循环；72 ℃终

延伸 5 min。

根据已报道的毒力基因引物，对 ace、cylA、

efaA、esp、gelE、asal、hyl 这 7 种常见的毒力基因进

行筛查。按各自 PCR 扩增条件扩增后，将成功扩

增出清晰条带的样品送至生工生物工程（上海）股

份有限公司进行测序分析，测序结果经 BLAST［12］

比对后进行下一步分析。

1.6　MLST分析

对分离自猪肉生产链的 30株恶唑烷酮类耐药

基因 optrA 阳性的粪肠球菌进行 MLST 分析。从

pubmlst 网站（http：//www.mlst.net）中查询粪肠球

菌的 7对管家基因，由生工生物工程（上海）股份有

限公司进行引物合成，采用煮沸法对细菌 DNA 模

板进行粗提。粪肠球菌 PCR 程序：94 ℃预变性

5 min；94 ℃变性 30 s，52 ℃退火 30 s，72 ℃延伸

l min，循环 30 次；72 ℃恒温延伸 7 min。扩增阳性

的 PCR 扩增产物，送至生工生物工程（上海）股份

有限公司进行测序，测序结果提交至粪肠球菌

MLST 数据库（https：//pubmlst.org/organisms/），用

于分析管家基因编号和确定其 ST 型。引物名称

及序列见表 1。

1.7　粪肠球菌耐药性转移

选取耐药粪肠球菌作为供体菌，肠球菌 JH2-2

作为受体菌，采用滤膜杂交法［13］分析粪肠球菌耐

药性的转移情况。将过夜活化后的粪肠球菌和受

体菌接种到新鲜培养基中，培养至菌液 OD600值为

1.0，将 1 mL 供体菌和 4 mL 受体菌混合，取面积为

1 cm2、孔径为 0.45 μm 的滤膜平铺于 MH 平板上，

待滤膜充分吸收菌液，将平板倒置，于 37 ℃培养过

夜后，用 1 mL MH 液体培养基冲洗滤膜，将洗涤的

菌悬液涂布于含有 64 μg/mL 氟苯尼考、128 μg/mL

利福平和 128 μg/mL 夫西地酸的平板上，培养 72 h

后观察结果。另外，将供体菌和受体菌分别涂布

表  1　粪肠球菌 MLST分型引物序列

Table 1　Primer sequences for MLST of E. faecalis

引物名称

gdh

gyd

pstS

gki

aroE

xpt

yiql

引物序列（5′—3′）

F： GGCGCACTAAAAGATATGGT

R： CCAAGATTGGGCAACTTCGTCCCA

F： CAAACTGCTTAGCTCCAATGGC

R： CATTTCGTTGTCATACCAAGC

F： CGGAACAGGACTTTCGC

R： ATTTACATCACGTTCTACTTGC

F： GATTTTGTGGGAATTGGTATGG

R： ACCATTAAAGCAAAATGATCGC

F： TGGAAAACTTTACGGAGACAGC

R： GTCCTGTCCATTGTTCAAAAGC

F： AAAATGATGGCCGTGTATTAGG

R： AACGTCACCGTTCCTTCACTTA

F： CAGCTTAAGTCAAGTAAGTGCCG

R： GAATATCCCTTCTGCTTGTGCT

片段长度/

bp

530

395

583

438

459

456

436
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于含有利福平和氟苯尼考的 MH 双抗平板上，作

为阴性对照。当阴性对照的供体菌双抗平板上无

细菌生长时，计算接合效率。为了确认接合前后

耐药质粒和耐药基因的转移，采用 MIC 测定供体

菌、受体菌和接合子的药物敏感性。

1.8　数据分析

运用 SPSS 16.0 对试验数据进行统计分析［14］，

并通过 Origin 8.0 进行可视化。通过 Heatmapper

聚类分析抗生素多重耐药性热图。

2　结果与讨论

2.1　粪肠球菌的分离鉴定

在浙江省杭州市采集的 300份样品中，共分离

得到 125 株粪肠球菌，总分离率为 41.7%。表 2 展

示了浙江省杭州市 2 家大型养猪场、1 家屠宰场和

2家市场的粪肠球菌分离情况，其中养猪场样本中

粪肠球菌分离率最高，为 52.2%；屠宰场次之，分离

率为 44.0%；市场最低，分离率为 30.9%，分离率沿

生产链逐渐降低。这可能是由于养猪场中生猪使

用了大量的抗生素，这些产生耐药性的菌株存在

生猪体表并被带入屠宰环节，且屠宰场环境中可

能存在耐药菌交叉污染情况，导致胴体中的污染

率较高。市场的分离率有一定程度的降低但仍然

较高，说明进入市场前，尽管有加强卫生管理，但

相互之间依然会发生交叉感染［15-16］。

2.2　各生产链中粪肠球菌的耐药率分析

由图 1 可知，3 个环节分离到的粪肠球菌对

14种抗生素呈现出不同的耐药表型。其中对泰妙

菌素的耐药率最高，均在 90.00% 以上，养猪场耐

药率最高（97.87%），其次分别为屠宰场（95.45%）

和市场（91.12%）。此外，3个环节的粪肠球菌对四

环素和多西环素也呈现出高度耐药性，耐药率均

在 75.00% 以上。养猪场的粪肠球菌对这 2种抗生

素的耐药性比其他环节高，对四环素的耐药率为

95.74%，高于屠宰场（93.18%）和市场（82.85%）；对

多 西 环 素 的 耐 药 率 为 91.49%，高 于 屠 宰 场

（86.36%）和市场（76.47%）。说明这几种传统抗生

素已经不适合再继续应用于猪肉生产链中进行细

菌性疾病治疗。除了上述 3种抗生素外，养猪场的

粪肠球菌中，对青霉素、阿莫西林/克拉维酸、红霉

素、恩诺沙星、庆大霉素、磺胺异恶唑、甲氧苄啶/磺

胺甲恶唑、万古霉素、氟苯尼考、替米考星、利奈唑

胺这 11种抗生素的耐药率均高于其他环节的粪肠

球菌，养猪场分离得到的粪肠球菌的耐药性更高。

值得注意的是，有革兰氏阳性菌“最后一道防线”之

称的利奈唑胺［17］，养猪场和屠宰场的粪肠球菌对其

耐药率均高于 50.00%，且在养猪场中发现了 1株对

青霉素具有耐药性的粪肠球菌，在养猪场和屠宰场

中还各发现了 2株和 1株对万古霉素具有耐药性的

粪肠球菌，且表现出较高的耐药性，如果这些菌株

通过食物链传递给人类将产生较大危害。

2.3　各生产链中粪肠球菌的多重耐药性分析

不同环节的粪肠球菌多重耐药情况见图 2。

粪肠球菌对 14 种抗生素产生了 1 重到 11 重耐

药，未发现 12 重及以上的耐药菌株。通过多重

耐药性分析可知，具有 5 重耐药的市场粪肠球菌

主要是对四环素、替米考星、泰妙菌素、红霉素

和多西环素产生耐药性；以 5 重耐药谱为基础，

7 重耐药谱则是增加了氟苯尼考和恩诺沙星；8

重耐药谱则是在 7 重耐药谱基础上，增加了庆大

霉素；9 重耐药谱则是在 8 重耐药谱基础上，增

加了磺胺异恶唑。屠宰场粪肠球菌耐药重数为

6 重、7 重、8 重、9 重和 10 重 ，主要是对氟苯尼

表 2　粪肠球菌的分离

Table 2　Isolation of E.  faecalis

采样地点

养猪场

屠宰场

市场

样品数量

90

100

110

分离数

47

44

34

分离率/%

52.2

44.0

30.9

图 1　各环节粪肠球菌分离株的抗生素耐药率

Fig. 1　Antibiotic resistance rate of E. faecalis in each link
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考、四环素、泰妙菌素、替米考星、红霉素和多西

环素产生耐药性，具有 8 重耐药的粪肠球菌开始

对利奈唑胺产生耐药性，且在具有 9 重耐药、10

重耐药的耐药菌中，对利奈唑胺表现出更高的

耐药性。养猪场粪肠球菌对 14 种抗生素的耐药

程度更为丰富，其主要产生耐药性的抗生素种

类也和前 2 个环节相似，且养猪场粪肠球菌主要

是对利奈唑胺产生了 9 重及以上的耐药菌株。

图 2　各环节粪肠球菌多重耐药性热图

Fig. 2　Heat map of E.  faecalis multidrug resistance in each link
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如图 3 所示，不同环节来源的粪肠球菌以 7

重、8 重、9 重、10 重耐药为主，所占比例超过了

50%，总体耐药情况为：养猪场和屠宰场的耐药情

况比市场的耐药情况更严重。

2.4　粪肠球菌的耐药基因检测结果

恶唑烷酮类抗生素耐药基因以 optrA 为主，其

在养猪场 、屠宰场和市场中的检出率分别为

74.47%、88.63%、17.65%；养 猪 场 和 屠 宰 场 中 ，

poxtA 检 出 率 均 低 于 10.00%，分 别 为 8.51%、

6.82%，市场未检测出 poxtA；3 个环节均未检出

cfr，说明 optrA 是粪肠球菌对利奈唑胺产生耐药性

的关键基因。酰胺醇类耐药基因以 optrA 和 fexA

为主，养猪场、屠宰场、市场分别检测出了 32株、20

株、12 株粪肠球菌携带 fexA，说明 optrA+fexA 基因

型是粪肠球菌对酰胺醇类抗生素氟苯尼考产生耐

药性的主要机制［18-20］。此外，养猪场中 fexB 和 floR

的检出率分别为 4.26%、4.55%，屠宰场中 exB 和

floR 的检出率分别为 6.38%、2.27%，市场中尚未检

测出 fexB 和 floR。共检测出 44 株含有林可胺类-

截短侧耳类-链阳霉素 A 类耐药基因 lsa（E）的粪

肠球菌，总检出率为 35.20%，其中养猪场 30 株、屠

宰场 9 株、市场 5 株，市场的检出率最低。分别在

82 株和 68 株粪肠球菌中检测到了四环素类耐药

基因 tet（M）和 tet（L），并且 tet（M）和 tet（L）在养猪

场中的检出率均在 85.00% 以上，高于屠宰场和市

场，这进一步表明了粪肠球菌的耐药性随生产链

逐渐降低。养猪场和屠宰场中，大环内酯类耐药

基因 erm（B）的检出率差别较小，分别为 87.23% 和

86.36%，市场的检出率最低，为 47.06%。由图 4 可

知，在养猪场粪肠球菌中检出的 10种耐药基因中，

有 7种耐药基因的检出率高于屠宰场和市场，分别

为 poxtA、fexA、floR、lsa（E）、tet（M）、tet（L）、erm

（B）。另外，屠宰场粪肠球菌的 optrA 和 fexB 的检

出率高于养猪场和市场。根据耐药基因的检出率

分布，耐药基因在养猪场粪肠球菌的检出率更高，

养猪场粪肠球菌相比于其他 2 个环节表现出更高

的耐药性。

2.5　粪肠球菌毒力基因的分布差异

粪肠球菌的致病性是由多种毒力基因和多重

耐药性协同作用的结果［21］，因此，粪肠球菌携带的

毒力基因对肉类食品安全至关重要。心内膜炎抗

原（efaA）是一种具有黏附作用的脂蛋白，是引起

感染性心内膜炎的主要致病因子之一［22］。表面蛋

白（esp）位于粪肠球菌表面，有利于其在宿主细胞

的定植和黏附［23］。胶原蛋白黏附素（ace）位于肠

球菌表面，主要通过介导粪肠球菌对黏附蛋白的

黏附作用而引起感染［24］。gelE 基因编码的明胶酶

是一种含锌的金属蛋白酶，可以使细菌向周围扩

散，进一步促进炎症的发生［25］。溶血素（cyl）能使

红细胞溶解并释放出血红蛋白，有助于促进细菌

毒力［26］。

对 3 个环节分离到的 125 株粪肠球菌进行毒

力 基 因 筛 查 ，其 中 efaA 的 检 出 率 最 高 ，达 到

56.80%（71 株），其他依次为 gelE（48.80%，61 株）、

图 3　各环节来源的粪肠球菌的多重耐药性比较

Fig.  3　Comparison of multidrug resistance of E. faecalis 

in each link

图 4　各环节粪肠球菌的耐药基因检出率

Fig. 4　Detection rate of antibiotic resistance genes of 

E.  faecalis in each link
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asal（46.40%，60 株）、ace（40.80%，51 株）、cylA

（22.40%，28 株）、hyl（10.40%，13 株）、esp（4.80%，6

株）。如图 5 所示，efaA 在养猪场、屠宰场、市场的

检出率分别为 65.96%（31 株）、56.82%（25 株）、

44.12%（15 株），而 esp 的检出率较低，在养猪场和

屠 宰 场 的 检 出 率 分 别 为 8.51%（4 株）、2.27%

（2 株），市场未检测到携带毒力基因 esp 的粪肠球

菌。养猪场和屠宰场粪肠球菌的 gelE 的检出率分

别 为 51.06%、50.00%，高 于 市 场 粪 肠 球 菌

（44.12%）。 asal 在养猪场粪肠球菌的检出率为

57.45%，高于屠宰场（43.18%）和市场（35.29%）。

cylA 基 因 在 屠 宰 场 粪 肠 球 菌 中 的 检 出 率 为

29.55%，高于养猪场（25.53%）和市场（8.82%）。

ace、hyl的检出率均表现为养猪场高于屠宰场和市

场。从毒力基因筛查的整体情况来看，养猪场最

高，屠宰场次之，市场最低，这可能与携带毒力基

因的粪肠球菌沿食物链的传播特性有关。此外，

研究发现，在对泰妙菌素、四环素和多西环素有耐

药性的粪肠球菌及携带 optrA 的粪肠球菌中，大多

携带了 efaA、gelE、asal 或 ace 基因，推测这几个基

因与耐药菌的致病力有关，这与章婧等［27］的研究

结果相似。

2.6　粪肠球菌 MLST分型

通过对 30 株 optrA 阳性粪肠球菌进行 MLST

分析，研究恶唑烷酮耐药粪肠球菌不同菌株间的

进化及亲缘关系，推断 optrA 耐药基因在粪肠球菌

中的传播机制。如表 3 所示，不同分离株的 ST 型

粪肠球菌分布较分散，30株粪肠球菌共有 19种 ST

型，其中优势 ST型为 ST714型（5株），其次为 ST16

型（3株），其余 ST型包含 1株或 2株粪肠球菌。

MLST 分 析 结 果 表 明 ，optrA、poxtA 以 及

optrA+poxtA 这 3 种基因型的粪肠球菌在同一环节

或不同环节间存在少量克隆菌株，但大多数菌株的

ST型都不相同，表明水平传播可能是恶唑烷酮类耐

药基因 optrA在猪源粪肠球菌中流行的主要机制。

表  3　30株 optrA阳性粪肠球菌的 MLST分析结果

Table 3　MLST typing results of 30 E. faecalis strains with 

optrA gene

菌株编号

F1-2

F1-6

F1-19

F2-46

F2-51

F2-68

S-8

S-44

S-78

M1-2

M1-14

M1-17

M2-63

M2-71

M2-79

F1-20

F1-28

F2-69

F2-84

S-80

S-93

M1-43

M1-51

M2-80

M2-103

F1-34

F2-50

S-77

M1-55

M2-110

基因型

optrA

optrA

optrA

optrA

optrA

optrA

optrA

optrA

optrA

optrA

optrA

optrA

optrA

optrA

optrA

poxtA

poxtA

poxtA

poxtA

poxtA

poxtA

poxtA

poxtA

poxtA

poxtA

optrA+poxtA

optrA+poxtA

optrA+poxtA

optrA+poxtA

optrA+poxtA

ST型

ST714型

ST714型

ST506型

ST618型

ST167型

ST480型

ST714型

ST75型

ST744型

ST506型

ST631型

ST116型

ST632型

ST452型

ST69型

ST100型

ST16型

ST287型

ST632型

ST5型

ST714型

ST116型

ST714型

ST16型

ST300型

ST653型

ST256型

ST506型

ST16型

ST727型

图 5　各环节粪肠球菌分离株毒力基因检出率

Fig. 5　Detection rate of virulence genes of E.  faecalis in 

each link
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2.7　粪肠球菌耐药性的转移

水平传播是恶唑烷酮耐药基因在猪源粪肠球

菌中流行的主要原因，有一类序列被称为可移动

基因元件，其主要包括小于细菌染色体的插入序

列、转座子、整合子和质粒等基因元件，可以使细

菌的耐药基因在种内、种间甚至细菌和真菌间传

播，在较大程度上促进了多重耐药菌的产生与传

播［28-29］。对 20 株 optrA 阳性菌株进行接合转移试

验，结果如表 4 所示。其中 12 株接合转移成功，表

明部分菌株的 optrA 基因位于质粒上，并可以通过

接合转移进行传播。转移频率最高的是 F1-19，为

5.8×10-4；转移频率最低的是 S-44，仅为 2.3×10-6。

结果表明，质粒、整合子等可移动元件的存在会促

进耐药基因的水平传播，因此在养殖、屠宰、运输、

贮存和销售的过程中，需要注意恶唑烷酮耐药基

因可能通过接合转移的方式相互传播，造成交叉

污染，进而危害人类健康。对这 12 株接合子和

JH2-2进行药物敏感性检测，结果表明接合子对氟

苯尼考、利奈唑胺呈现出耐药性的增强 ，说明

optrA耐药基因在受体菌株中可发挥其功能。

3　结论

作者从 300 份猪肉源样品中分离鉴定出 125

株粪肠球菌，对其表型与基因型进行鉴定，发现粪

肠球菌对猪肉生产链中常用的四环素、大环内酯、

恶唑烷酮、磺胺类抗生素具有较高的耐药率。从

多重耐药性来看，其耐药性的严重程度依次是养

猪场、屠宰场和市场。optrA、fexA、tet（L）、tet（M）、

erm（B）在 3 个环节中均有较高的检出率。毒力基

因筛查结果表明，efaA 的检出率最高，esp 最低，且

这 2 个基因在养猪场中的检出率高于屠宰场和市

场。MLST 分析表明，水平传播是恶唑烷酮类耐

药基因 optrA 在浙江省杭州市猪源粪肠球菌中流

行的主要机制。接合转移试验表明，部分菌株的

optrA 基因位于质粒上，能通过接合转移在菌株间

进行水平传播。该研究表明，猪肉制品安全需从

源头进行控制，且需要加强监管，以此来保障肉制

品的食品安全和人体健康。
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