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摘’要!目的’了解食源性变形杆菌的氨基糖苷类耐药基因情况# 方法’收集 !"##"!"#$ 年石家庄市售各类食

品中分离到的对阿米卡星和庆大霉素至少有一种耐药的变形杆菌 #!$ 株!用 *+,$测序和基因库在线比对方法分

析 % 种氨基糖苷类修饰酶基因与 ( 种 #%4 Q,W6甲基化酶基因# 结果’#!$ 株变形杆菌中氨基糖苷类修饰酶耐药

基因 ##$03$##$/4$##5/6 和 #78/9 的检出率分别为 )/-!.%##30#!$&$3"-%.%#""0#!$&$&(-$.%)#0#!$&和 /-%.

%&0#!$&’#%4 Q,W6甲基化酶耐药基因 *:;"检出率为 3&-#. %#"30#!$&# ##$06$##5"$#*:/和 *:;0基因均未检

出# 结论’##$03 型氨基糖苷类修饰酶基因与 *:;"型 #%4 Q,W6甲基化酶基因流行是食源性变形杆菌对氨基糖苷

类抗生素耐药的重要原因#
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’’变形杆菌属 $!*<;)’(%为条件致病菌"包括普
通变形杆菌’奇异变形杆菌’产粘变形杆菌和潘氏
变形杆菌"其中奇异变形杆菌和普通变形杆菌是
引起原发性或继发性泌尿道感染的主要病原菌"
亦可从创伤’烧伤或呼吸道感染中分离"是引起医
院感染的主要病原菌#潘氏变形杆菌偶尔可引起
医源性感染* 在食品卫生学中"变形杆菌是引起
食物中毒的主要病原菌之一"污染食物后"经过大
量繁殖"食用后可引起胃肠炎* 氨基糖苷类药物

由于其抗菌谱广’抗菌作用强"已被广泛应用于各
类细菌感染的临床治疗"其作用机制是与细胞 ("4

核糖体亚单位的 #%4 Q,W6解码区的 6部位结合"

抑制细菌蛋白质的合成"但是"随着抗生素的大量
应用"细菌对氨基糖苷类药物的耐药越来越严重*

产氨基糖苷类修饰酶和 #%4 Q,W6甲基化酶是近
年来报道的介导氨基糖苷类高水平耐药的主要机
制 (#7/) * 为了解食源性变形杆菌氨基糖苷类抗菌
药物的基因型分布和流行情况"本研究对 !"##!
!"#$ 年石家庄市售食品中分离的 #!$ 株变形杆菌
进行了 % 种氨基糖苷类修饰酶基因和 ( 种 #%4
Q,W6甲基化酶基因检测*
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#’材料与方法
#-#’材料
#-#-#’菌株

收集 !"##!!"#$ 年分离自食品样品对氨基糖苷
类抗生素阿米卡星和$或%庆大霉素耐药的#!$ 株变
形杆菌* 应用全自动细菌鉴定药敏系统对菌株进行
系统生化鉴定和初步药敏试验"m7a药敏纸片法作为
补充确证试验"药敏结果根据 +F4L!"")(%)进行判定*
#-#-!’主要仪器与试剂

*<EKBAP#"" 全自动细菌鉴定及药敏系统’WdL+0
LT7$ 药敏鉴定板均购自美国 aT"RKQASA型 *+,扩增
仪$美国 6a%"P:KV型全自动毛细管电泳仪 $德国
pAMCKB%"抗生素 m7a药敏纸片$英国 >@>LT%*

三糖铁琼脂培养基’细菌筛选$ 44%琼脂培养基
均购自北京陆桥技术有限责任公司"d7H培养基
$英国 >@>LT%#*QKYAP1#2Xd酶’*+,引物均购自大
连宝生物工程有限公司"测序由上海生工生物工程
技术服务有限公司完成*
#-!’方法
#-!-#’细菌 TW6模板的制备

刮取适量纯培养菌落至 !"" !V无菌纯水中制
成菌悬液##"" h煮沸 #" YAB"立即冰浴 #" YAB#
#! """ Q0YAB 离心 #" YAB 后取上清液 #"" !V作为
TW6模板" l!" h保存备用*
#-!-!’*+,反应体系与反应条件 (&73)

*+,反应体系$(" !V%&*QKYAP1#2Xd酶 #/ !V"

上’下游引物各 # !V"模板 TW6# !V"无菌纯水 #!
!V#*+,反应条件为&)/ h预变性 / YAB")/ h变性
# YAB"// h退火 # YAB"&! h延伸 ! YAB"(" 个循环"
&! h最终延伸 / YAB"变形杆菌氨基糖苷类抗生素
耐药基因序列合成引物见表 #*
#-!-(’*+,产物分析

将毛细管电泳出现阳性条带的 *+,产物纯化
后送上海生工生物工程技术服务有限公司双向测
序"结果在 cKBaMB[ 进行在线比对*
#-!-$’药物敏感性试验

采用 aT*<EKBAP#"" 全自动细菌鉴定及药敏系
统进行药物敏感性试验"m7a纸片法作为补充*
#-(’统计学分析

采用 af+列联表进行卡方检验"!1"-"/ 认
为差异有统计学意义*

!’结果
!-#’氨基糖苷类修饰酶和 #%4 Q,W6甲基化酶基因
检测结果

氨基糖苷类修饰酶基因 ##$03’ ##$/4’ ##5/6’

’’’ 表 #’*+,引物及序列
XM̂VK#’*QAYKQU;EQ*+,MYZVA;A:MSAEB AB S<AUUSIJD

基因 引物名称 序列$/\7(\%
*+,产物
大小 0̂Z

##$/4

##$06

##$03

##5/6

##5"

#78/

#*:/

*:;"

*:;0

##$/47b 6Xc6+Xc6+6Xc6++XXc+c
##$/47, XX6cc+6X+6+Xc+cXcXX+c
##$067b 6Xccc+6X+6XX+c+6+6XcX6cc
##$067, XX6ccXcc+ccX6+XXcccX+
##$037b 6Xc+6X6+c+cc66cc+66X66+
##$037, +X66++cc66cc+X+c+66c
##5/67b6Xc6ccc66c+ccXc6X+c
##5/67,XX6XXXc++c6+X6++XXccXc
##5"7b 6Xcc6+6+66+c+6ccX+c+
##5"7, XX6cc++c+6X6X+c+c6++
#78/97b 6Xcc66XXc+++66X6XX6XX+
#78/97, X+66XX+66XX+6X+66cXXXX6
#*:/7b 6ccXXcXXX++6XXX+Xc6c
#*:/7, X+X+XX+6XX+++XX+X++
*:;"7b +++666+6c6++cX6c6cc+
*:;"7, +X+666+X+cc+ccc+66c+
*:;07b +c+cc6X++6cXcX6Xc66666XcX+Xcc
*:;07, +ccccX6++ccXcXcXX6c66XXXc++XX

/$"

3&(

3%#

&)!

/($

&3#

/)#

/3/

# ""#

#78/9 和 #%4 Q,W6甲基化酶基因 *:;"均有不同程
度的检出" ##$03 和 *:;"阳性率较高* ##$06’
##5"’#*:/和 *:;0基因均未检出* 氨基糖苷类耐
药基因检测结果见表 !* 对 % 种基因的 *+,扩增产
物进行测序分析"结果与 cKBaMB[ 中已知的序列进
行 aF64XB 比对分析"同源性均!))-".

表 !’#!$ 株食源性变形杆菌氨基糖苷类耐药基因结果
XM̂VK!’*QKRMVKB:KE;MYABECVD:EUAJKQKUAUSMBSCKBKU

AB #!$ USQMABUE;!*<;)’(AUEVMSKJ ;QEY;EEJ

类型 基因名称
阳性菌株数

0株
检出率
0.

氨基糖苷类修饰酶

#%4 Q,W6甲基化酶

##$/4 #"" 3"-%$#"" 0#!$%
##$06 " "-"$" 0#!$%
##$03 ##3 )/-!$##3 0#!$%
##5/6 )# &(-$$)# 0#!$%
##5" " "-"$" 0#!$%
#78/9 & /-%$& 0#!$%
#*:/ " "-"$" 0#!$%
*:;" #"3 3&-#$#"3 0#!$%
*:;0 " "-"$" 0#!$%

!-!’氨基糖苷类抗生素耐药谱及相关耐药基因流
行模式

#!$ 株食源性变形杆菌中"氨基糖苷类耐药基
因流行模式以 ##$/4 >##$03 >##5/6 >*:;"存在为
主"构成比为 /&-(."其次是 ##$/4 >##$03 >*:;"
模式"构成比为 ##-(."另有 $ 株菌未检出以上耐
药基因* 结合耐药谱"#78/9 基因在对庆大霉素耐
药的菌株中的阳性率为 "-).$#0##/%"在对庆大霉
素和阿米卡星均耐药的菌株中阳性率为 %%-&.
$%0)%"二者的检出率差异有统计学意义 $!1
"-"/%#其余耐药基因在不同耐药谱的菌株中阳性
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率差异无统计学意义$!2"-"/%"见表 (*

表 (’氨基糖苷类修饰酶和 #%4 Q,W6甲基化酶基因

流行模式分布$? k#!$%

XM̂VK(’TAUSQÂISAEB :EYZEUASAEB QMSKE;MYABECVD:EUAJK

YEJA;DABCKB]DYKMBJ #%4 Q,W6YKS<DVMUKCKBKU

耐药谱 耐药基因型
株数
0株

构成比
0.

庆大霉素

庆大霉素 5

阿米卡星

##$/4 >##$03 >##5/6 >*:;" &# /&-(
##$/4 >##$03 >##5/6 >#78/9 >*:;" # "-3
##$/4 >##$03 >##5/6 $ (-!
##$/4 >##$03 ( !-$
##$03 # "-3
##$03 >##5/6 ! #-%
##$03 >##5/6 >*:;" & /-%
##$03 >*:;" % $-3
##$/4 >*:;" # "-3
*:;" # "-3
##$/4 >##$03 >*:;" #$ ##-(

全阴性 $ (-!
##$/4 >##$03 >##5/6 >#78/9 >*:;" $ (-!
##$/4 >##$03 >##5/6 >*:;" # "-3
##$/4 >##$03 >*:;" # "-3
##$03 >#78/9 ! #-%
##$03 >##5/6 >*:;" # "-3

(’讨论
细菌对氨基糖苷类抗生素的耐药机制较为复杂"

最主要的耐药机制是耐药菌株产生氨基糖苷类抗生
素修饰酶$6d_U%* 6d_U根据修饰活性可分 ( 类"

即磷酸转移酶$#78 基因编码%’腺苷酰基转移酶$##5
基因编码%和乙酰转移酶$ ##$基因编码%* 此外"氨
基糖苷类耐药新机制为 #%4 Q,W6甲基化酶"该酶能
使药物作用靶位甲基化"导致甲基化后与氨基糖苷类
药物亲和力下降"可以使细菌对氨基糖苷类药物产生
高度耐药和广泛耐药* *:;"型 #%4 Q,W6甲基化酶
基因可从耐药的阴沟肠杆菌’大肠埃希菌’肺炎克雷
伯菌及其他肠杆菌科细菌中检出($")7#") *

本研究对 #!$ 株食源性变形杆菌作了 % 种氨基
糖苷类修饰酶和 ( 种 #%4 Q,W6甲基化酶基因检测"

结果发现 ##$0! 型氨基糖苷类修饰酶和 *:;"型 #%4
Q,W6甲基化酶为食源性变形杆菌的流行型别* 在菌
株中"( 类氨基糖苷修饰酶均有检出"但以乙酰转移
酶 ##$03 和 ##$/4 基因型携带率最高"分别占 )/-!.

和 3"-%."其次是腺苷酰基转移酶 ##5/6 基因型"占
&(-$."磷酸转移酶 #78/9 基因型仅占 /-%.* 提示
食品中变形杆菌对氨基糖苷类抗生素以产生使游离
羟基乙酰化和核苷化的转移酶为主要耐药机制"尤其
是磷酸转移酶 #78/9 基因为变形杆菌对阿米卡星耐
药的主要机制* 本研究中食源性变形杆菌携带 *:;"
型 #%4 Q,W6甲基化酶在国内尚属首次报道"其携带

率高达 3&-#."远远高于临床资料报道的阴沟肠杆菌
$3-%.%’大 肠 埃希 菌 $ #!-(.%’肺 炎 克 雷 伯 菌
$#-".%携带率($")) "但低于文献报道的泛耐药铜绿
假单胞菌携带率 $#"".% (#") * #%4 Q,W6甲基化酶
#*:/型在除阴沟肠杆菌’沙门菌’志贺菌和肺炎克雷
伯菌等均有报道"在变形杆菌中尚未见报道* 奇异变
形杆菌中 *:;0型 #%4 Q,W6甲基化酶基因早在 !""%
于日本首次报道(##) "本研究中未检出此基因型"国内
也鲜见关于变形杆菌的此基因型相关报道*

本研究在一定程度上反映了食品中变形杆菌对
氨基糖苷类耐药的严重性"尤其是质粒介导的 #%4
Q,W6甲基化酶在食源性变形杆菌中处于较高的流行
水平"应引起关注"重视这一耐药现象"加强对这一类
耐药菌株的监控"以防止耐药菌株广泛传播*
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