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摘 要：本试验对河南省南阳某鸡场病死鸡肝脏分离出的疑似金黄色葡萄球菌进行分离鉴定，并对鸡源金黄色葡萄球菌

的耐药情况进行分析。用微量肉汤稀释法测定分离菌对 11种抗菌药物的敏感性，利用 PCR扩增对分离菌进行氨基糖苷

类耐药基因 aphA、acc(6')-aph(2″)和 ant(4')-Ia，大环内酯类耐药基因 ermA、ermB和 ermC及四环素类耐药基因 tetK和 tetM的

检测。结果表明，分离鉴定出 15株金黄色葡萄球菌，这些菌株除对替加环素、万古霉素敏感率为 100%外，对其他抗生素

药物均呈现不同程度的耐药，其中青霉素、红霉素的耐药率达 100%。有 66.7%菌株呈现多重耐药性，分离菌株最少耐 2
种药物 , 最多耐 9种药物。耐药基因检测结果显示，ermC检出率达 80%，tetK检出率 20%，其余在 50%左右。本研究显

示，该鸡场分离菌耐药性比较严重，因此，临床应加强耐药性及耐药基因的检测。
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Abstract：In this experiment, the strain were isolated and identified from clinical samples which were collected from
the chicken farm in Nanyang City of Henan Province, and the resistance of Staphylococcus aureus from chickens was
analyzed. The sensitivity of the isolated bacteria to 11 antimicrobial agents was determined by the microdilution
broth method, the related resistance genes such as aminoglycoside modifying enzyme genes (aphA, acc(6')-aph(2″),
ant(4') -Ia), erythromycin ribosomal methylase genes (ermA, ermB, ermC) and tetracycline-resistant genes (tetK,
tetM) were detected by PCR. The results showed that 15 S. aureus strains were identified, the resistance rates to
penicillin and erythromycin were 100%, and the tested strains were susceptible to both tigecycline and vancomycin
with the susceptibility rate 100%. Also, 66.7% of the strains were multi-resistant, the resistances varied from 2 to 9
kinds of the above drugs. The 80% of the isolates harbored ermC gene, 20% harbored tetK gene, and the rest was
about 50%. This research shows that antimicrobial resistance of S. aureus is relatively serious. Therefore it is neces⁃
sary that drug resistance and resistance gene should be enhancement of monitoring.
Key words：Staphylococcus aureus; Minimum inhibitory concentrations (MICs); Resistance

金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus）为革

兰氏阳性菌，属典型人畜共患病原菌 [1]。在兽医

和人医临床上较为多见，人畜化脓性感染部位常

成为污染源 [2]。据报道，该菌可能成为耐药基因
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的储库，能够在不同动物或动物与人之间进行相

互传播或传递，给动物和人造成潜在威胁 [3]。鸡

葡萄球菌病主要是由金黄色葡萄球菌引起的重要

传染病，一年四季都可以发生，是严重危害养鸡

业的疾病之一 [4]。虽报道的青霉素、红霉素、土霉

素、庆大霉素等对该菌具有良好的抗菌作用，但

药物大剂量、不规范使用，尤其药物滥用现象严

重，导致产生一定耐药菌株，主要是多重耐药菌

株逐年增加，细菌耐药问题变得愈加突出 [5]，加重

了该菌对畜牧业发展及人类健康的威胁 [6]。

鉴于此，本试验对南阳某鸡场疑似金黄色葡
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萄球菌进行分离、鉴定，并进行药物敏感性测定

及耐药基因的检测，分析耐药性的耐药程度和耐

药基因的检测情况，以期为兽医临床合理使用抗

菌药物、降低耐药菌株的传播提供参考价值。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 菌株来源

2018年 11月~2019年 3月从南阳某养鸡场采集

疑似金黄色葡萄球菌感染的病死鸡肝脏样品50份。

1.1.2 培养基和试剂

脑心浸液肉汤、革兰氏染色试剂盒等均购自

北京陆桥技术有限责任公司；金黄色葡萄球菌显

色培养基购自法国科玛嘉公司。 2×Taq Master
Mix等购自北京康为世纪有限公司；溶菌酶购自

北京索莱宝有限公司。

1.1.3 药品和仪器

试验用抗菌药物为标准品或对照品，购自中

国兽医药品监察所。PCR仪（杭州晶格科学仪器

有限公司）,电泳仪（北京市六一仪器厂）。

1.2 方法

1.2.1 样品采集、分离与鉴定

无菌条件下取病料接种于脑心浸液琼脂培养

基上，于 37 ℃过夜培养，挑单个菌落接种于营养肉

汤后，再划线于脑心浸液琼脂平板，置 37 ℃培养

18~24 h，观察各平板上细菌菌落大小及形态。将

纯化后的细菌在金黄色葡萄球菌显色培养基上进

行鉴别。革兰氏染色后镜检，利用 PCR扩增金黄色

葡萄球菌耐热核酸酶编码基因（nuc）进行鉴定。

1.2.2 药物敏感性试验

1.2.2.1 药液配制

用电子分析天平精确称取 11种药物溶解于

无菌水中，配成浓度为 1 280 µg/mL的储备液（青

霉素浓度为 2 560 µg/mL，庆大霉素和四环素浓度

为 5 120 µg/mL），使用前按比例稀释，4 ℃保存。

1.2.2.2 菌液准备

挑取纯培养菌液接种于脑心浸液琼脂培养基

上，于 37 ℃过夜培养，挑取 3~5个纯菌落于 5 mL去
离子水中，经比浊使其浓度达到 0.5麦氏单位（浓度

约为1×108 CFU/mL），使用前将菌液稀释1 000倍。

1.2.2.3 药物敏感性测定

采用微量肉汤稀释法，测定青霉素等 11种抗

菌药物的最小抑菌浓度（MIC），替加环素结果按

照欧洲药物敏感性检测委员会（EUCAST）标准来

判读，其他药物结果按照美国临床实验室标准化

协会（CLSI）标准 [7]来判读。此后，进行MIC范围及

耐药率统计。

1.2.3 耐药基因检测

对氨基糖苷类、大环内酯类及四环素类药物

的耐药基因进行 PCR扩增（见表 1）。PCR反应体

系为 20 µL，其中，Taq Master Mix 10µL，DNA模板

2 µL，上下游引物各 1µL，去离子水 6 µL。反应

条件：94 ℃预变性 5 min，94 ℃变性 30 s，72 ℃延

伸 30 s，循环 30次，最后 72 ℃延伸 10 min，引物序

表 1 金黄色葡萄球菌分离株耐药基因的引物序列

基因

aphA

acc(6')-aph(2″)

ant(4')-Ia

ermA

ermB

ermC

tetK

tetM

注：F为上游引物；R为下游引物

引物

aphA-F
aphA-R

acc(6')-aph(2″)-F
acc(6')-aph(2″)-R
ant(4')-Ia-F
ant(4')-Ia-R
ermA-F
ermA-R
ermB-F
ermB-R
ermC-F
ermC-R
tetK-F
tetK-R
tetM-F
TetM-R

序列 (5'→3')
CCAAGAGCAATAAGGGCATACC
ACCCTCAAAAACTGTTGTTGC
GGAAGCAGAGTTCAGCCATG
TGCCTGCATATTCAAACAGC

ACAGCCGGTATAAAGGGACCACC
AAAATCATACAGCTCGCGCGGATC
TAGGGGGAATAATAGCACATT
AATCCGCCCATAACAAATA

GAACTCGAACAAGAGGAAAGC
ATGGAAGCCCAGAAAGGAT

GTTCAAGAACAATCAATACAGAG
GGATCAGGAAAAGGACATTTTAC
GAAAAGGTACTCAACCAAATA
AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC

GCTAATATTGTTTAAATCGTCAATTCC
GGATCAGGAAAAGGACATTTTAC

扩增长度 (bp)
382

675

266

421

639

572

587

717

退火温度（°C）
60

60

60

55

55

55

57

57
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列及其他参数见表 1。PCR扩增后分别取 8 µL产
物用 1％琼脂糖电泳分析，利用凝胶成像系统观

察结果。经 PCR鉴定为阳性的基因进行测序，并

在NCBI进行 BLAST分析。

2 结果与分析

2.1 细菌分离鉴定

本研究分离获得的菌株在显色培养基上呈现

表面光滑、湿润、凸起的粉红色菌落；革兰氏染色

镜检显示紫色、葡萄串状；耐热核酸酶编码基因

（nuc）扩增显示均能扩增出 678 bp片段，由此确认

为金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus）。

2.2 药物敏感性测定

MIC测定显示，有 66.7%分离株呈现多重耐

药，分离株最少耐 2种药物 , 最多耐 9种药物，有

46.7%对 8种及 8种以上药物耐药。青霉素、红

霉素对 100%的分离菌的 MIC值超出耐药折点标

准 8倍以上，庆大霉素有 46.7%超出 8倍以上，新

霉素、泰乐菌素、土霉素有 66.7%超出 4倍以上，

结果详见表 2。分离株除对替加环素和万古霉

素敏感率 100%外，对其他 9种药物呈现不同程

度的耐药，其中对青霉素和红霉素耐药率达

100%，对阿米卡星、泰乐菌素、四环素的耐药率

均在 45%以上。

表 2 菌株的耐药情况总结

药物

青霉素

庆大霉素

阿米卡星

新霉素

泰乐菌素

红霉素

四环素

土霉素

多西环素

替加环素

万古霉素

MIC范围

8~128
2~>512
2~>512
0.25~>128
0.25~>128
128~>128
0.5~>128
0.25~128
0.125~32
1.125~2
1~4

MIC折点标准（µg/mL）
S

≤0.12
≤4
≤16
≤16
≤8
≤0.5
≤4
≤4
≤4
≤4
≤4

R
≥0.25
≥16
≥64
≥32
≥32
≥8
≥16
≥16
≥16
≥16
≥32

敏感率（%）
0
40
40
33
27
0
40
27
47
100
100

耐药率（%）
100
60
60
67
73
100
60
67
47
0
0

2.3 耐药基因检测结果

耐药基因检测结果见表 3。氨基糖苷类耐药基

因 aphA、acc(6')-aph(2″)、ant(4')-Ia的携带率分别为

47%、53%、40%，大环内酯类耐药基因中，ermC携带

率最高（80%），其次是 ermB（53%）、ermA（40%）。四

环素类耐药基因 tetK携带率较低（20%）。
表 3 耐药基因检测结果 %

基因

aphA

acc(6')-aph(2″)

ant(4')-Ia

ermA

携带率

47
53
40
40

基因

ermB

ermC

tetK

tetM

携带率

53
80
20
47

3 讨 论

3.1 分离鉴定

金黄色葡萄球菌是典型革兰氏阳性菌代表 [8]。

该菌在革兰氏染色后在油镜下观察应为紫色、葡

萄串状球菌，在科玛嘉显色培养基上应为表面光

滑不透明的红色或粉红色菌落。本次试验还采用

PCR扩增金黄色葡萄球菌耐热核酸酶编码基因的

方法进一步确认 [9]，结果显示 15株分离的菌株均

能扩增出 678 bp的目的片段。

3.2 耐药性分析

关于金黄色葡萄球菌的耐药性报道逐年增

多，本次药敏试验中有 10株菌多重耐药严重，对

替加环素、万古霉素外的其余 9种药物产生较为

严重的耐药，这与李德喜等 [6]的研究结果相似，疑

似 MRSA，如确认还需进一步试验验证。鸡源金

黄色葡萄球菌对大多数抗生素具有耐药性，其中

对青霉素、红霉素耐药率较高，甚至接近于 100%，
对万古霉素敏感率为 100%[1, 10]，这与本次试验结

果相似，可以看出青霉素和红霉素在治疗鸡金黄

色葡萄球菌病上长期应用，导致金黄色葡萄球菌

对青霉素、红霉素产生较为严重的耐药。国内不

同地区所报道的鸡源金黄色葡萄球菌对庆大霉

素、阿米卡星、四环素、土霉素耐药率有所不同，

这可能与地方用药习惯有关 [1]，新霉素、泰乐菌
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素、多西环素、替加环素鲜有报道。其他动物源

（如牛、猪）对抗生素药物的耐药性都表现出较强

的复杂性，不同地区同一来源（如牛）的菌株，对

同一种药物与鸡源也不相同，表明金黄色葡萄球

菌耐药性非常普遍，只是程度存在差异，造成差

异的原因可能是地方用药习惯不同 [6-7, 11]。

3.3 耐药基因检测

金黄色葡萄球菌对氨基糖苷类抗生素产生耐

药的原因主要是携带 acc(6')-aph(2″)和 aph(3')-III

基因，使氨基糖苷类药物失去了结合部位 [6]。携

带 acc(6')-aph(2″)或 aphA的部分菌株对 3种氨基

糖苷类药物均耐药，由此可知，aphA、acc(6')-aph

(2″)对菌株耐药相关性较大。红霉素耐药基因

ermA、ermB和 ermC可编码 N6-甲基转移酶，通过

二甲基化 23S rRNA上的腺嘌呤，降低其对抗生素

的亲和力[11]。所有菌株对红霉素均耐药，对泰乐菌

素耐药的菌株与携带 ermB的菌株相近，推测 ermB

可能与金黄色葡萄球菌对泰乐菌素的耐药性有较大

相关。试验中发现，菌株表型耐药但未检测到相关

耐药基因，可能与其他耐药机制有关[12]；表型敏感却

含有相关耐药基因，可能是由于该耐药基因未表

达[13]。四环素耐药基因 tetK通过激活外排泵将药物

排出菌体而达到耐药效果，tetM编码核糖体保护蛋

白，阻止四环素与靶点发生结合[11]。所有对四环素

类抗生素耐药的菌株含均有 tetM，携带 tetK的菌株

只有 2株，表示 tetM基因对菌株的耐药性影响比 tetK

大，由此推测，金黄色葡萄球菌对四环素类抗生素的

耐药机制还需深入研究。

鸡源金黄色葡萄球菌的耐药基因检测在国

内鲜有报道，其他来源（如牛 [11]、兔 [14]、水产品 [15]）

的金黄色葡萄球菌耐药基因检测结果报道与本

次试验结果既相似又有差异。牛源金黄色葡萄

球菌的耐药基因检测报道指出，红霉素耐药表型

菌株含有 ermB 或 ermC，所有菌株均未检测到

ermA，大环内酯类和四环素类耐药基因中仅有

tetK与耐药表型存在相关性，这与本试验结果存

在差异。本试验结果显示 tetM检出率比 tetK低，

这与水产品中的报道相反。兔源金黄色葡萄球

菌研究显示，耐药表型与 8种耐药基因检出率基

本呈正相关。
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