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株鸭源致病性大肠杆菌氨基糖苷类

耐药基因型与耐药表型的比较
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要!旨在调查鸭致病性大肠杆菌氨基糖苷修饰酶耐药基因"
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基因#的携带情况!探讨耐药基因与氨基糖

苷类抗生素耐药表型的相关性%对
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株鸭致病性大肠杆菌采用了
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法!选用氨基糖苷类抗生素链霉素&新霉

素&庆大霉素&阿米卡星&大观霉素和卡那霉素进行药敏试验!用建立的检测氨基糖苷类
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主要基因的四重
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方法对上述菌株进行分子检测!并随机选取耐药基因
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鸭源致病性大肠杆菌血清型复杂!不同地区分

离株的血清型存在较大的差异!即使同一地区不同

时间的分离株血清型的种类和优势血清型都有所不

同*
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%由于不同血清型的分离株间往往缺乏交叉保

护!给大肠杆菌病的免疫预防带来很大困难*
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此!化学药物预防和治疗仍是目前控制该病的主要

手段%氨基糖苷类抗生素具有高效&广谱&药物动力

学优良以及与其他抗菌药物有协同作用等特点!而

成为抗大肠杆菌感染的常用药物*
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!但是!随着使用

量和应用频次不断增加!以及氨基糖苷类等药物广

泛用于饲料添加剂!耐药问题越来越严重*
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核糖体的结合减少及促进药物摄取
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那霉素&新霉素&核糖霉素等的抗药性%
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介导对阿米卡星&妥布霉素&奈替米星&卡那霉素&

异帕米星&地贝卡星和西索米星的耐药!
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物的大肠杆菌的介导对氨基糖苷类抗生素耐药的
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基因进行调查!并比较了耐药基因与耐药

表型的相关性*
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进行分子检测!旨在调查鸭源致病性大肠杆菌
%

个

!./0

基因的携带情况!探讨耐药基因与耐药性表

型的相关性!以期为鸭源致病性大肠杆菌耐药性及
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公司!美国#%

#G$

!

药敏试验

药敏试验按照
+O;Q

"

I@C3CI2@23ZO2SHY24HY

D

W423Z2YZWQ3W4C4E49

#推荐的
(!)

"

(CYS

D

!)2E9Y

#法进

行!判定结果以美国临床实验室标准委员会推荐的

标准进行*

#-

+

%

#G%

!

耐药基因的
5*<

检测

#/1/#

!

引物设计
!!

参照文献*

##

+的引物!采用

N+)Q

网站
)O=;?

工具!在
893)23:

中进行检索!

初步验证特异性后交上海英骏公司合成!引物信息

见表
#

%

表
#

!

引物序列及相关信息

I/3.-#

!

B-

J

D-2>-=+;

8

,1@-,=/29,-./01K-12;+,@/01+2

耐药基因

,9WCW423I9

P

939W

引物序列

;9

^

E93I9WHV

X

YCB9YW

?B

值'
b

?BU2@E9

产物大小'
S

X

;C_9

$

3

,

"

-4

#

2

"

$

cHY1̀!?8=+?888+=+==+=8=+==!-̀

,9U1̀!+88+8=?=++8?===8+=+!-̀

1./1

1&/7

"..

$$"

"

"4

#

2

!

5

cHY1̀!=?8=++??8+8=?8+?+?=?8=!-̀

,9U1̀!+8==?8++?88+8?8???!-̀

1&/&

"$/$

%'"

$)#

"

-1

#

2

!

$

cHY1̀!=?+?88+?=?+??8+?8=+=!-̀

,9U1̀!?=?8=+888+?8=?=+?88!-̀

1"/&

1"/&

7'%

$$"

"

-

#

2

"

$

cHY1̀!=+++?=+8=88=8=+?+?8==?8!-̀

,9U1̀!++==8+=?+88+=?+?+=?=!-̀

1&/-

1&/-

-'%

#/1/7

!

*+,

模板质粒
>N=

的制备
! !

参照

=LJ*Y9

X

质粒
>N=

小量提取试剂盒"

=LJ8AN

#

的说明书!采用离心法提取细菌
>N=

模板!将提取

的质粒
>N=

置,

7$b

保存备用%

#/1/-

!

耐药基因
*+,

检测
!!

多重
*+,

反应体

系见表
7

%采用已建立的多重
*+,

方法!对
&'

株

鸭致病性大肠杆菌
$

3

,

"

-4

#

2

"

$

&

$$"

"

"4

#

2

!

5

&

$)#

"

-44

#

2

!

$

和
$$"

"

-

#

2

"

$

进行检测!以参考菌株作

为阳性对照!灭菌超纯水作为空白对照%待
*+,

产

物降至室温后使用
#/10

琼脂糖凝胶电泳检测!于

紫外荧光成相系统下照相并保存%

#/1/%

!

*+,

产物序列测定分析
!!

随机选择阳性

菌株各
-

株对其
*+,

产物按照
=LJ8AN

胶回收

试剂盒操作说明进行胶回收!回收产物与
X

]>#'!

?a9I4HY#"b

连接过夜%将连接产物转化进感受

态细胞!于
O)

固体培养基上
-.b

培养%挑取阳性

克隆菌落于
O)

液体培养基中!

-.b

振荡培养%提

取菌液质粒
>N=

!经
*+,

反应鉴定为阳性后送华

大基因科技有限公司测序%测序结果在
893)23:

比对分析%

!

!

结
!

果

!G#

!

药敏试验结果

&'

株鸭源致病性大肠杆菌分离株耐药率见表

-

!耐药率最高是链霉素
""/-0

"

"1

'

&'

#!其次是卡

那霉素
7#/%0

"

7#

'

&'

#!庆大霉素
7$/%0

"

7$

'

&'

#!

$.1#
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&'

株鸭源致病性大肠杆菌氨基糖苷类耐药基因型与耐药表型的比较

新霉素
'/70

"

'

'

&'

#!大观霉素
1/#0

"

1

'

&'

#!耐药

率最低的是阿米卡星!为
-/#0

"

-

'

&'

#%

".

株细菌

对氨基糖苷类抗生素耐药!耐药率为
"'/%0

"

".

'

&'

#%其中有
-%

株细菌只耐受
#

种药物"主要是链

霉素#!有
#%

株细菌表现为二重耐药!有
#1

株细菌

表现为三重耐药!有
%

株细菌表现为四重耐药%

表
!

!

四重
5*<

反应体系的最终优化结果

I/3.-!

!

I6-+

8

01@1L-9

8

/,/@-0-,=+;@D.01M5*</@

8

.1;1>/01+2=

7

=0-@

试 剂

,92

P

934

加样量

;2B

X

@92BHE34W

循环参数

+

D

I@9

X

2Y2B949YW

!

引
!

物

*YCB9Y

!

#$d*+,SEVV9Y

ZN?*W

"

7/1BBH@

-

O

!#

#

<$

D

酶 "

7/1K

-

'

O

!#

#

]

P

+@

7

"

71BBH@

-

O

!#

#

超纯水

模板
>N=

合 计
?H42@

"

$

3

,

"

-4

#

2

"

$

#

$/%

'

Od7

"

$$"

"

-

#

2

"

$

#

$/&

'

Od7

"

$)#

"

-1

#

2

!

$

#

#/'

'

Od7

"

$$"

"

"4

#

2

!

5

#

$/'

'

Od7

7/1

'

O

7

'

O

$/7

'

O

7

'

O

'

'

O

7/1

'

O

71

'

O

&%b

预变性
1BC3

&%b

变性
1$W

1%b

退火
%1W

.7b

延伸
#

$

%

1$W

.7b

延伸
1BC3

"

-1d

#

#"b

保存

表
H

!

)'

株鸭源致病性对氨基糖苷类药物的耐药情况

I/3.-H

!

<-=1=0/2>-,/0-=0+/@12+

A

.

7

>+=19-=+;)'=0,/12=+;

8

/06+

A

-21>!"#$%&;,+@9D>E=

药物

=34CSCH4CIW

耐药指标

,9WCW423I9C3Z9F9W

药敏试验结果

,9WE@4WHVZYE

P

W93WC4CUC4

D

49W4W

耐药菌株数

,9WCW4234

W4Y2C3W

中介菌株数

Q349YB9ZC249

W4Y2C3W

敏感菌株数

;93WC4CU9

W4Y2C3W

耐药率'
0

,9WCW423I9

Y249

中敏率'
0

Q349YB9ZC249

Y249

敏感率'
0

;93WC4CU9

Y249

链霉素
;?, "1 $ -7 ""/-

"

"1

'

&'

#

$

"

$

'

&'

#

-7/"

"

-7

'

&'

#

新霉素
NA\ ' - '. '/7

"

'

'

&'

#

-/"

"

-

'

&'

#

''/'

"

'.

'

&'

#

庆大霉素
8AN 7$ $ .' 7$/%

"

7$

'

&'

#

$

"

$

'

&'

#

.&/"

"

.'

'

&'

#

卡那霉素
(=N 7# $ .. 7#/%

"

7#

'

&'

#

$

"

$

'

&'

#

.'/"

"

..

'

&'

#

大观霉素
;*? 1 # &7 1/#

"

1

'

&'

#

#/$

"

#

'

&'

#

&-/&

"

&7

'

&'

#

阿米卡星
=]( - $ &1 -/#

"

-

'

&'

#

$

"

$

'

&'

#

&"/&

"

&1

'

&'

#

!G!

!

大肠杆菌的耐药基因检测结果

应用建立的四重
*+,

对
&'

株鸭源致病性大肠

杆菌进行耐药基因的检测!共有
%&

株细菌扩增出

!./0

的
#

个或
7

个耐药基因!部分阳性菌株检测

结果见图
#

!耐药基因的携带率为
1$0

"

%&

'

&'

#!其

中
$)#

"

-1

#

2

!

$

&

$$"

"

-

#

2

"

$

&

$

3

,

"

-4

#

2

"

$

&

$)#

"

-1

#

2

!

$6$$"

"

-

#

2

"

$

&

$$"

"

-

#

2

"

$6$

3

,

"

-4

#

2

"

$

的携带率分别为
-$/"0

"

-$

'

&'

#&

#-/-0

"

#-

'

&'

#&

-/#0

"

-

'

&'

#&

7/$0

"

7

'

&'

#&

#/$0

"

#

'

&'

#!

&'

株鸭源

致病性大肠杆菌均未检出
$$"

"

"4

#

2

!

5

基因"表
%

#%

!GH

!

大肠杆菌耐药表型与耐药基因的比较结果

根据药敏试验和耐药基因的检测结果统计表

明!

&'

株鸭源致病性大肠杆菌中有
".

株对
#

种或

多种氨基糖苷类抗生素耐药!而有
%&

株细菌扩增出

了
!./0

的
#

(

7

个耐药基因%耐药基因与耐药表

型的符合率为
.-/#0

"

%&

'

".

#%鸭源大肠杆菌耐药

表型和耐药基因符合率的比较结果见表
1

%符合率

从高到低依次为大观霉素
"$0

"

-

'

1

#&庆大霉素

#.1#
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报
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"

##

'

7$

#&链霉素
--/-0

"

77

'

""

#&卡那霉素

#&0

"

%

'

7#

#&新霉素
#7/10

"

#

'

'

#!符合率最低的是

阿米卡星
$0

"

$

'

-

#%另外!有
%

株对氨基糖苷类抗

生素敏感的大肠杆菌检测到相关耐药基因"表
"

#(

而
77

株对氨基糖苷类抗生素表现耐药的大肠杆菌

却未检测到相关耐药基因%

#/>N=

相对分子质量标准(

7/

阴性对照(

-

(

#&/

部分阳性菌株检测结果(

7$/

阳性对照

#/>N= ]2Y:9Y

"

(

7/N9

P

24CU9IH34YH@

(

-!#&/>949I4CH3HV

X

2Y4C2@

X

HWC4CU9W4Y2C3W

(

7$/*HWC4CU9IH34YH@

图
#

!

耐药基因多重
5*<

产物电泳

N1

A

G#

!

:-.-.->0,+

8

6+,-=1=+;/@

8

.1;1-9

8

,+9D>0=+;,-=1=0/2>-

A

-2-=3

7

@D.01

8

.-5*<

表
$

!

鸭源致病性大肠杆菌耐药基因的检出情况

I/3.-$

!

C-0->01+2,-=D.0=+;,-=1=0/2>-

A

-2-=;,+@

8

/06+

A

-21>!"#$%&;,+@9D>E=

菌株
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耐药基因

=,

P

939W

菌株
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耐药基因
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P
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菌株
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耐药基因

=,

P
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株鸭源致病性大肠杆菌氨基糖苷类耐药基因型与耐药表型的比较

表
%

!

鸭源大肠杆菌耐药基因型与耐药表型符合率的比较

I/3.-%

!

*+@

8

/,1=+2+;>+,,-./01+2,/0-3-04--2

8

6-2+0

78

-/29

A

-2+0

78

-+;,-=1=0/2>-

A

-2-+;!"#$%&;,+@9D>E=

药物

=34CSCH4CIW

耐药菌株数

NEBS9YHV=,W4Y2C3W

耐药基因

=,

P

939W

耐药基因检出率'
0

>949I4CH3Y249

'

0

链霉素
;?, "" $)#

"

-1

#

2

!

$ --/-0

"

77

'

""

#

庆大霉素
8AN 7$ $$"

"

-

#

2

"

$ 110

"

##

'

7$

#

卡那霉素
(=N 7# $

3

,

"

-4

#

2

"

$ #&0

"

%

'

7#

#

新霉素
NA\ ' $

3

,

"

-4

#

2

"

$ #7/1

"

#

'

'

#

大观霉素
;*? 1 $)#

"

-1

#

2

!

$ "$0

"

-

'

1

#

阿米卡星
=]( - $$"

"

"4

#

2

!

5 $0

"

$

'

-

#

表
&

!

$

株检测到耐药基因但耐药表型为敏感的大肠杆菌

I/3.-&

!

C-0->01+2+;$=0,/12=+;!"#$%&4106,-=1=0/2>-

A

-2-=3D0=6+412

A

=-2=101K-

8

6-2+0

78

-

菌株

;4Y2C3

耐药基因

=,

P

939W

链霉素

;?,

庆大霉素

8AN

卡那霉素

(=N

新霉素

NA\

大观霉素

;*?

阿米卡星

=](

A--# $)#

"
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#

2

!

$ ; ; ; ; ; ;

A-1% $)#

"

-1

#

2

!

$6$$"

"

-

#

2

"
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"
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#

2

!
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A1$# $)#

"

-1

#

2

!

$ ; ; ; ; ; ;

;/;93WC4CU9

!G$

!

耐药基因的序列分析

将阳性克隆序列测定的结果用
>N=;42Y

软件

分析!结果显示!各扩增产物与
893)23:

相应的耐

药基因有很高的同源性"

"

&&0

#!其中
$)#

"

-1

#

2

!

$

&

$$"

"

-

#

2

"

$

&

$

3

,

"

-4

#

2

"

$

基因序列与
893)23:

中相应序列
=e''%.7-

&

AK$77-#%

&

=)%-%%."

的同

源性分别为
&&/"0

&

&&/.0

和
&&/#0

%表明扩增出

的产物即为目的耐药基因片段%

H

!

讨
!

论

细菌对氨基糖苷类抗生素产生耐药往往是通过

细菌产生的磷酸转移酶"

=*M

#&乙酰转移酶"

==+

#

以及核苷转移酶"

=N?

#对进入胞内的活性分子进

行修饰使之失去生物活性%作者在对氨基糖苷类药

物耐药基因进行全面了解的基础上!选择了
$

3

,

"

-4

#

2

"

$

&

$$"

"

"4

#

2

!

5

&

$)#

"

-44

#

2

!

$

和
$$"

"

-

#

2

"

$%

种耐药基因!所选的耐药基因是氨基糖苷类药

物
-

种类型耐药基因的代表!他们与耐药表型有较

强的相关性!具有相对稳定性和较低的同源性%作

者用建立的
!./0

基因四重
*+,

方法对我国西南

地区
&'

株鸭源致病性大肠杆菌分离株进行氨基糖

苷修饰酶耐药基因的调查!共有
%&

株细菌扩增出了

!./0

的
#

(

7

个耐药基因!耐药基因的携带率为

1$0

!其中
$)#

"

-1

#

2

!

$

&

$$"

"

-

#

2

"

$

&

$

3

,

"

-4

#

2

"

$

&

$)#

"

-1

#

2

!

$6$$"

"

-

#

2

"

$

&

$$"

"

-

#

2

"

$6$

3

,

"

-4

#

2

"

$

的携带率分别为
-$/"0

&

#-/-0

&

-/#0

&

7/$0

&

#/$0

!均未检出
$$"

"

"4

#

2

!

5

基因%这是国内外首

次对鸭源致病性大肠杆菌进行氨基糖苷修饰酶耐药

基因的调查!有助于我们了解我国西南地区鸭源致

病性大肠杆菌中氨基糖苷类耐药基因的分布情况%

!./0

在人医临床的流行情况非常复杂!往往因细

菌种属差异&地域差异而不同*

#%!#"

+

%兽医临床上对

!./0

的研究资料还不多!汤景元等*

#$

+调查了我国

&1

个猪场
%'$

株来自健康猪群的大肠杆菌的氨基糖

苷修饰酶耐药基因!发现主要以
$$;!#

"

"1<'&0

#&

$$"

"

-

#

2

"

"

17/-10

#和
$$"

"

-

#

2

%

"

#7<&#0

#

-

种为主%陈琳等*

#.

+检测了
#$

种
!./0

基因在

'E#F

阳性菌中的分布情况!结果以
$$"

"

-

#

!

"

"

'./'0

#&

$

3

,

"

-̀

#

!

)

"

../"0

#和
$

3

,

"

-̀

#

!

"

"

.&/"0

#

-

种为主%金文杰等*

#'

+调查了
7#"

株禽致

病性大肠杆菌氨基糖苷钝化酶耐药基因!发现主要

以
$$;!#

"

%&/#0

#!

0#'F

"

"1/.0

#和
0#'!

"

1"0

#

-

种为主!而
$

3

,

"

-̀

#的阳性率为
#"/70

%鸭鸭源致

病性大肠杆菌以
$)#

"

-5

#

!

!

$

"

-$/"0

#和
$$"

"

-

#

!

"

$

"

#-/-0

#

7

种为主!分析这种差异存在的原因!一

方面可能来自于地域差异!另一方面可能源于被检

-.1#
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%#

卷
!

动物的种类不同!还有可能是所检测氨基糖苷钝化

酶种类不同%

根据药敏试验和耐药基因的检测结果统计表

明!

&'

株鸭源致病性大肠杆菌中有
".

株对一种或

多种氨基糖苷类抗生素耐药!而有
%&

株细菌扩增出

了
!./0

的
#

(

7

个耐药基因%耐药基因与耐药表

型的符合率为
.-/#0

"

%&

'

".

#!这说明鸭致病性大

肠杆菌对氨基糖苷类抗生素的抗性机制以产生针对

该类抗生素的钝化酶为主!耐药性与相关耐药基因

的检出率基本呈正相关%符合率从高到低依次为大

观霉素
"$0

&庆大霉素
110

&链霉素
--/-0

&卡那

霉素
#&0

&新霉素
#7/10

!符合率最低的是阿米卡

星
$0

"

$

'

-

#%对药敏试验和耐药基因检测的结果

比较!发现因药物的不同!符合率存在差异!这可能

与该类药物存在多种耐药机制有关!不同的耐药基

因表现出相同的耐药表型这种现象与
]C@@9Y

等*

#&

+

的研究结果一致%某些耐药基因跟耐药表型之间存

在一定的相关性!例如大观霉素和庆大霉素的符合

率为
"$0

和
110

%而有些耐药基因跟耐药表型之

间的相关性很低!甚至出现了零相关性的情况!例如

阿米卡星耐药率为
$0

"

$

'

-

#!与汤景元等*

#$

+猪源大

肠杆菌
$$"

"

"̀

#

!

!

5

与阿米卡星符合率高达
"'/-&0

的

结果有较大差距!这可能与该批鸭源致病大肠杆菌

仅有
-

株对阿米卡星耐药有关!同时也说明细菌存

在其他的耐药机制%作者发现有
77

株鸭源致病大

肠杆菌耐药表型为阳性!但没有检测到相关的耐药

基因!这一结果与汤景元等*

#$

+

&张璇等*

##

+对猪源的

大肠杆菌!蔡培泉等*

7$

+对人源大肠杆菌!张安云

等*

##

+对野生动物源大肠杆菌以及金文杰等*

#'

+对禽

源大肠杆菌的研究结果相似!分析这种现象普遍存

在的原因!也许是因为氨基糖苷类抗生素发生耐药

的其他机制在发挥作用!如携带了其他本研究中未

检测的耐药基因!该现象也表明了我国不同来源的

大肠杆菌存在的耐药基因比较复杂%此外!试验中

还发现有些细菌虽然检测到了耐药基因!但是不表

现出相关的耐药性!例如菌株
A--#

&

A-.#

和
A1$#

(

甚至有的细菌检测到多个耐药基因!但实际上对药

物都表现为高度敏感!例如菌株
A-1%

%出现以上情

况表明由于某种原因!耐药基因未能得到有效表达!

从而未能发挥出其耐药的功能!这些细菌可能存在

潜在的耐药性!也可能成为耐药基因的传播源!对于

防止细菌耐药性的研究更有意义%

氨基糖苷类耐药的主要机制是产生钝化酶!即

抗生素的氨基或羟基被酶修饰而与核糖体结合不紧

密!不能进入下一个阶段发挥抗菌作用!使细菌在抗

生素存在的情况下仍能存活%不同菌株之间的耐药

性相差很大!影响因素包括酶量&催化率&用药量

等*

7#

+

%本试验的检测结果显示!不同地区菌株氨基

糖苷类耐药基因的检出率很不一致%如绵阳地区细

菌耐药基因检出率为
'"/%0

!而广汉地区的细菌耐

药基因检出率则为
%1/10

%在我国的部分研究报

告结果也表明!不同来源&不同菌株中氨基糖苷类耐

药基因的检出率也不一致%不同地区检测到的氨基

糖苷类钝化酶的种类和所占比例的差异!在很大程

度上与该地区临床用药习惯有关%如文献报

道*

77!7%

+

!在临床分离的肠杆菌和克雷伯菌中!

==+

"

-

#与
==+

"

"̀

#是导致日本和智利分离菌对氨基糖

苷类抗生素耐药的主要原因(在美国常见的钝化酶

为
=N?

"

7f

#和
==+

"

7

#(捷克&斯洛伐克是
=N?

"

7f

#和
==+

"

-

#(而希腊耐药菌中
==+

"

"

#

!

!

的检

出率很高%而本试验的结果也符合上述说法!如在

峨眉地区检测到的氨基糖苷类钝化酶以
=N?

"

-̀̀

#

!

!

2

为主!在绵阳地区则以
==+

"

-

#

!

"

2

为主%可

见!同是氨基糖苷类耐药!同是由钝化酶修饰引起!

但是结果却相差很大%

综上所述!本研究对我国西南地区鸭源致病性

大肠杆菌的耐药资料的积累具有一定的现实意义!

对于鸭源致病性大肠杆菌对氨基糖苷类药物的耐药

的控制具有一定的借鉴意义%
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