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新疆动物源葡萄球菌多重耐药基因 cfr
及其移动元件检测
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新疆农业大学动物医学学院,乌鲁木齐８３００５２

摘要　从新疆部分地区采集动物源粪样及鼻腔样共计１７８１份,从中分离葡萄球菌１６６７株,进行临床常用

１１种抗菌药物的药敏试验,采用PCR方法进行酰胺醇类耐药基因(cfr、fexA 和fexB)及与cfr转移相关的移

动元件IS２１Ｇ５５８和转座酶基因Tn５５８的检测.结果显示:新疆动物源葡萄球菌对临床常用抗菌药物耐药严重

程度为羊源＞宠物源＞猪源＞禽源＞牛源,对被检抗菌药物中的青霉素耐药最严重,耐药率为５４．７％~９３．６％.

除牛源菌外(３６．３％),其余动物源分离的葡萄球菌对苯唑西林的耐药率为５１．１％~９８．２％.动物源葡萄球菌对

阿米卡星、庆大霉素和克林霉素均有较好的敏感性.多药耐药结果显示,羊源菌以４~５耐为主,禽源菌和宠物

源菌以３~５耐为主,猪源菌以４耐和７耐为主,牛源菌以１耐为主,不同动物源分离的葡萄球菌耐药谱型多样

化.酰胺醇类耐药基因检测结果显示,仅在猪源菌中检出４株菌携带cfr基因.除牛源菌外,在其余动物源中

均检出fexA 基因,检出率为宠物源＞猪源＞禽源＞羊源,未检出fexB 基因.１６SrRNA 序列扩增结果显示

４株携带cfr基因的阳性菌都为模仿葡萄球菌.此外,在４株阳性菌中都检出移动元件IS２１Ｇ５５８(包括:istAS
和istBS)和 Tn５５８转座酶基因(tnpA、tnpB、tnpC).新疆动物源葡萄球菌耐药情况严重,耐药谱型多样化,酰
胺醇类耐药基因以携带fexA 基因为主.此外,多重耐药基因cfr及其移动元件的检出,提示应加强耐药性的

监测,防止耐药菌的暴发和超级耐药菌出现的概率.
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　　葡萄球菌广泛分布于自然界中,同时存在于人

和动物的皮肤表面及其鼻、咽和肠道中[１].在养殖

场周围环境及空气中就含有许多葡萄球菌,并能引

起动物的多种疾病,而氟苯尼考作为动物专用抗菌

药,对革兰氏阳性菌、革兰氏阴性菌、多种敏感菌和

支原体等均有作用,于１９９９年被我国批准用于兽医

临床[２].然而,随着其在兽医临床的广泛应用,临床

上的耐药菌株呈现逐年上升趋势,并出现新的耐药

基因:编码２３SrRNA 甲基转移酶的cfr 基因和编

码特异外排泵的fexA 基因[３].并且,cfr基因常与

移动元件IS２１Ｇ５５８和转座酶基因Tn５５８一起位于

可转移的质粒上,在不同菌种间进行传播,对人类的

健康和公共卫生造成潜在威胁[４].目前该基因已在

爱尔兰[５]、墨西哥[６]、意大利[７]、西班牙[８]、印度[９]和

巴西[１０]等国家有检出,在我国四川[１１]、广东[１２]和江

苏[１３]等地也有报道.新疆有关cfr 基因的流行情

况鲜见报道,如能对新疆cfr 基因的流传现状和分

子传播机制进一步研究,不仅有利于了解cfr 基因

传播扩散的原因,而且对临床合理用药也有一定的

指导意义.因此,笔者通过对新疆部分地区分离的

葡萄球菌进行１１种抗菌药物的药敏试验和相关耐

药基因检测,分析耐药表型与耐药基因型之间的相

关性,旨在阐明新疆动物源葡萄球菌耐药现状,为采

取合理的用药策略提供科学依据,并为进一步研究

cfr基因的传播机制奠定基础.

1　材料与方法

1.1　试验样品

２０１５－２０１７年,于新疆乌鲁木齐市部分宠物医

院采集宠物(犬、猫)粪样１７０份;伊犁某羊场采集羔

羊粪样１１０份;石河子市采集牛粪样１９２份;昌吉州

某猪场采集猪粪样４００份,猪鼻拭子样２００份;乌鲁
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木齐市周边部分鸡场采集鸡粪样４２９份;克拉玛依

市某鸡场采集鸡粪样２８０份,从以上样品中分离试

验用葡萄球菌.
1.2　菌株及培养基

标准质控菌株金黄色葡萄球菌 ATCC２９２１３购

买于杭州天和微生物试剂有限公司;琼脂粉、MuelＧ
lerＧHinton培养基和亚硫酸盐卵黄增菌液购买于北

京奥博星生物技术有限公司;BairdＧParker琼脂培

养基,购买于青岛高科园海博生物技术有限公司.
1.3　试验药物

氨基糖苷类:阿米卡星(AMK)、硫酸庆大霉素

(GEN);四环素类:四环素(TET);酰胺醇类:氟苯

尼考(FLR);安莎霉素类:利福平(RA);氟喹诺酮

类:左氧氟沙星(LEV);βＧ内酰胺类:青霉素(PG);
林可胺类:克林霉素(CLDM)、阿莫西林/克拉维酸

(A/C)、苯唑西林(OX)、头孢噻呋(CEF).
上述药物均购自中国兽医药品监察所.

1.4　葡萄球菌分离鉴定方法

按临床常用细菌分离鉴定方法,用生理盐水湿

润后的棉拭子轻插入动物肛门４~５cm 内以获取适

量肠粪便,或插入动物鼻腔内获适量鼻腔分泌物,将
沾有样品的棉拭子放入内含２mL灭菌营养肉汤的

(加有７．５％ NaCl)EP管中,置３７℃恒温摇床培养

１２h进行增菌.用接种环蘸取菌液于加亚硫酸盐

卵黄增菌液的 BairdＧParker选择性培养基划线培

养,对分离到的疑似葡萄球菌进行革兰氏染色,选取

镜下观察为蓝紫色且呈葡萄串状排列的菌株进行触

酶试验,方法为:用接种环取镜检培养物于一张洁净

玻片中央,滴加体积分数比为３％ H２O２ 观察,有气

泡出现,则为触酶试验阳性;将菌株纯培养后加体

积分数比为６０％的甘油,充分吹打混匀使最终甘油

量为２０％,于－２０℃保存,用于开展下一步试验.
1.5　药敏试验及结果判定标准

按美国临床实验室标准委员会(Clinicaland
LaboratoryStandardsInstitute,CLSI)推荐的微量

肉汤稀释法对分离的葡萄球菌进行最小抑菌浓度测

定,结果判定参照CLSI药敏标准,质控菌的结果在

CLSI标准中的数据范围内,判读待测菌株药敏结

果,药 敏 结 果 记 录 为 敏 感 (S)、中 介 (I)和 耐 药

(R)[１４].
1.6　葡萄球菌 DNA 模板制备

将葡萄球菌划线接种单菌落于 MH 固体培养

基,３７℃培养２４~４８h,用枪头挑取１~２接种环菌

苔于装有５０μL的灭菌超纯水内,经１００℃煮沸１０
min,１２０００r/min离心１０min后取上清,－２０℃
保存,用于开展进一步实验.
1.7　引物的设计及合成

多重耐药基因cfr及其移动元件的引物序列参

考相关文献[１５Ｇ１９],同时对阳性菌株进行喹诺酮类

(norA)、大环内酯Ｇ林可胺类(ermB)、四环素类(teＧ
tA、tetM)和βＧ内酰胺类(mecA、femA)的耐药基因

检测,引物序列及片段大小见表１.由上海生物工

程技术服务有限公司合成引物.PCR产物经１．０％
琼脂糖凝胶电泳后凝胶成像系统拍照,目的片段经

胶回收后由上海生物工程技术服务有限公司测序,
测序结果经序列比对确定基因型.

2　结果与分析

2.1　葡萄球菌分离鉴定结果

本试验共分离葡萄球菌１６６７株,其中宠物粪

源葡萄球菌１５４株,分离率９０．６％(１５４/１７０);羔羊

粪源葡萄球菌１１０株,分离率１００．０％(１１０/１１０);石
河子牛粪源葡萄球菌１６８株,分离率８７．５％(１６８/

１９２);昌吉州猪粪源葡萄球菌３９７株,分离率９９．２％
(３９７/４００),猪鼻拭子源葡萄球菌２００株,分离率

１００．０％(２００/２００);乌鲁木齐市周边鸡粪源葡萄球

菌３７７株,分离率８７．９％(３７７/４２９);克拉玛依市鸡

粪源葡萄球菌２６１株,分离率９３．２％(２６１/２８０).
2.2　动物源葡萄球菌对 11 种抗菌药物耐药结果

由表２可知,新疆部分地区动物源分离的葡萄

球菌对被检抗菌药物存在不同程度的耐药,整体耐

药严重程度为羊源＞宠物源＞禽源＞猪源＞牛源,
均对青霉素耐药最严重,对苯唑西林耐药率次之,除
牛源外,所有动物源分离的葡萄球菌对苯唑西林的

耐药率都超过５１．１％;羊源分离的葡萄球菌对被检

抗菌药物中的５种抗菌药物耐药率都超过５０．０％,
对头孢噻呋、苯唑西林和青霉素的耐药率在９１．８％
以上;宠物源分离的葡萄球菌对被检抗菌药物中的

５种抗菌药物耐药率在５３．９％之上,仅对苯唑西林

耐药率超过９０．０％,耐药率为９４．２％;禽源分离的葡

萄球菌对被检抗菌药物中的４种抗菌药物耐药率超

过５４．２％,对 苯 唑 西 林 耐 药 率 最 高,耐 药 率 为

７４．１％;猪源分离的葡萄球菌对被检抗菌药物中的２
种抗菌药物耐药率超过５１．１％,对青霉素耐药率最

高,为６４．７％;牛源分离的葡萄球菌仅对青霉素耐药

率最高(为９３．５％),对其余被检抗菌药物耐药率低

３８
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表１　耐药基因的引物序列及目标片段长度

Table１　Primersequenceandtargetfragmentlengthofresistancegenes

基因名称

Genename
引物

Primer
引物序列(５′Ｇ３′)
Primersequences

退火温度/℃
Annealing

temperature

片段大小/bp
Fragment
length

参考文献

Reference

cfr
cfrＧF TGAAGTATAAAGCAGGTTGGGAGTCA

６０ ７４６

[１５]

cfrＧR ACCATATAATTGACCACAAGCAGC

fexA
fexAＧF GTACTTGTAGGTGCAATTACGGCTGA

６０ １２７２
fexAＧR CGCATCTGAGTAGGACATAGCGTC

fexB
fexBＧF TATTGGGTAGAATGTTTCAAGGAGC

６０ ８０６
fexBＧR AAAAGCGATACCTATCCCTAAACTC

１６SrRNA
２７ＧF AGAGTTTGATCCTGGCTCAG

５９ １４６６

[１６]

１４９２ＧR ACGGCTACCTTGTTACGACTT

istAS
istASＧF TTGGCTTACAGCAATTACCGG

６０ ２０３
istASＧR TAGTAATTGGAGAGGTTGATCATGCC

istBS
istBSＧF GTACTTGTAGGTGCAATTACGGCTGA ６０ ６８０
istBSＧR CGCATCTGAGTAGGACATAGCGTC

tnpA
tnpAＧF TCTGAAATATTAAGGGGACGTGGTG

６０ ５８４
tnpAＧR GGCGAAAATCCGTAGATCTGAAGA

tnpB
tnpBＧF GCTTATTACAAATGGCGTATACTG

５８ ４５９
tnpBＧR CATGATGCTAATTTCGTGGC

tnpC
tnpCＧF ATCTGAAATATTAAGGGGACGTGG

５８ ５４８
tnpCＧR GCGAAAATCCGTAGATCTGAAGAG

norA
norAＧF GGATTCATTTTAGGACCAG

５１ ６７８ [１７]norAＧR GTACATCAAATAACGCACC

ermB
ermBＧF TGGTATTCCAAATGCGTAATG

６０ ６３９ [１８]ermBＧR CTGTGGTATGGCGGGTAAGT

tetA
tetAＧF GCTACATCCTGCTTGCCTTC

５５ ２１０ [１９]tetAＧR CATAGATCGCCGTGAAGAGG

tetM tetMＧF AGTGGAGCGATTACAGAA
５０ １５４

[１６]

tetMＧR CATATGTCCTGGCGTGTCTA

mecA
mecAＧF AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC

５５ ５３５
mecAＧR AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC

femA femAＧF TGCTGGTAATGATTGGTT
４６ ４６８

femAＧR ATCTCGCTTGTTATGTGC

表２　不同动物源分离的葡萄球菌对被检抗菌药物耐药率

Table２　ResistanceofStaphylococcusisolatedfromdifferentanimalsourcestoantibiotics ％

药物

Drug
宠物源(n＝１５４)

Petsource
羊源(n＝１１０)
Sheepsource

牛源(n＝１５４)
Cattlesource

猪源(n＝５９７)
Pigsource

禽源(n＝６３８)
Poultrysource

阿米卡星 Amikacin ３０．５ ０．９ ０．０ ０．６ ３５．０

硫酸庆大霉素 Gentamicin ３９．０ １９．１ ０．０ １３．６ ２９．１

四环素 Tetracycline ６０．４ ３４．５ ８．３ ４１．２ ６６．４

氟苯尼考 Florfenicol ５３．９ ８７．３ １０．７ ３６．０ ４０．０

利福平 Rifampicin ３０．５ ５０．０ １．８ ２４．８ ４９．０

左氧氟沙星 Levofloxacin ５７．１ ４０．９ １．１ ２９．５ ５４．２

头孢噻呋 Ceftiofur ４８．７ ９１．８ ２．４ １１．６ ２１．２
阿莫西林/克拉维酸

Amoxicillin/Clavulanicacid
２９．９ ２０．９ １．２ ２４．１ ４４．５

苯唑西林 Oxacillin ９４．２ ９８．２ ３６．３ ５１．１ ７４．１

青霉素 Penicillin ７９．２ ９３．６ ９３．５ ６４．７ ５４．７

克林霉素 Clindamycin ２９．２ １０．０ １１．９ ４５．４ ３８．９

４８
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于３６．３％.所有动物源分离的葡萄球菌对阿米卡星

和庆大霉素有较好的敏感性,耐药率未超过４０．０％.
2.3　动物源葡萄球菌多药耐药结果

新疆部分地区动物源分离的葡萄球菌多药耐药

情况见表３.由表３可知,新疆动物源葡萄球菌多

药耐药严重程度为羊源＞宠物源＞禽源＞猪源＞牛

源,羊源葡萄球菌多药耐药在１~１０耐有分布,以４
耐和５耐为主,５耐及５耐以上菌株占６１．８％;宠物

源葡萄球菌多药耐药在０~１１耐有分布,以３~５耐

为主,５耐及５耐以上菌株占５６．５％;禽源葡萄球菌

多药耐药在０~１１耐有分布,以３~５耐为主,５耐

及５耐以上菌株占５５．２％;猪源葡萄球菌多药耐药

在０~１０耐有分布,以４耐和７耐为主,５耐及５耐

以上菌株占３６．５％;牛源葡萄球菌多药耐药在０~５
耐和７耐有分布,以１耐和２耐为主,５耐及５耐以

上菌株仅占２．３％.
表３　不同动物源葡萄球菌多药耐药结果

Table３　ThemultidrugresistancerateofStaphylococcusfromdifferentanimals ％

动物源

Animals
０耐

０resistant
１耐

１resistant
２耐

２resistant
３耐

３resistant
４耐

４resistant
５耐

５resistant
６耐

６resistant
７耐

７resistant
８耐

８resistant
９耐

９resistant
１０耐

１０resistant
１１耐

１１resistant

宠物源葡萄球菌

Staphylococcus
isolatedfrompet

０．７ ２．６ ７．１ １６．９ １６．２ １３．６ １０．４ ７．２ ６．５ ５．８ ７．８ ５．２

羊源葡萄球菌

Staphylococcus
isolatedfromsheep

０．０ ０．９ ０．９ ９．１ ２７．３ ２５．４ １１．８ ７．３ １．８ １０．０ ５．５ ０．０

牛源葡萄球菌

Staphylococcus
isolatedfromcattle

３．０ ５５．４ ２５．０ ８．３ ６．０ １．７ ０．０ ０．６ ０．０ ０．０ ０．０ ０．０

猪源葡萄球菌

Staphylococcus
isolatedfrompig

２４．６ １０．９ ８．７ ９．０ １１．０ ７．０ ７．２ １３．２ ５．４ ２．８ ０．２ ０．０

禽源葡萄球菌

Staphylococcus
isolatedfrompoultry

２．５ ５．５ １１．６ １３．３ １１．９ １２．９ １０．７ ７．８ ４．７ ３．３ ２．８ １３．０

　注:０耐是指对被检的所有抗菌药物都不耐药,１耐是指对被检的其中１种抗菌药物耐药,２耐是指对被检的２种抗菌药物同时耐药,３
耐至１１耐以此类推.Note:０resistancemeansthatallantimicrobialagentstestedarenotresistant,１resistancemeansthatresistＧ

ancetooneoftheantibioticstested．２resistancereferstothesimultaneousresistanceoftwoantibioticstested．４Resistancerefersto

thefourtypesofdifferentstructure(differentmechanismofaction)ofantibacterialdrugsatthesametimeresistant,３resistanceto

１１resistanceandsoon．

2.4　动物源葡萄球菌耐药谱型结果

新疆部分地区动物源分离的葡萄球菌耐药谱型

多样化,羊源分离的葡萄球菌共有３７种谱型,以４
耐、５耐和６耐谱型为主,４耐谱型中以 FLRＧCEFＧ
OXＧPG(１８．２％,２０/１１０)较为常见,５耐谱型中以

FLRＧREＧCEFＧOXＧPG(１８．２％,２０/１１０)较为常见;
宠物源分离的葡萄球菌共有８１种谱型,以４耐谱型

为主,４耐谱型中以 AMKＧCEFＧOXＧPG(３．２％,５/

１５４)和 TETＧFLRＧLEVＧOX(３．２％,５/１５４)较为常

见;禽源葡萄球菌共１８７种谱型,以１１耐谱型为主

(１３．０％,８３/６３８);猪源分离的葡萄球菌共１６８种谱

型,以８耐谱型为主,８耐谱型中以 TETＧFLRＧRAＧ
LEVＧA/CＧOXＧPGＧCLDM(２．５％,１５/５９７)较为常

见;牛源分离的葡萄球菌共有２０种谱型,以耐青霉

素的１耐(５４．２％,９１/１６８)谱型为主.
2.5　动物源葡萄球菌酰胺醇类耐药基因检测结果

采用PCR方法对１６６７株不同动物源葡萄球

菌进行cfr、fexA 和fexB 基因的检测,片段大小与

预期条带大小一致,部分电泳检测结果见图１和图

２,不同动物源中均未检测出fexB 基因,酰胺醇类

耐药基因cfr、fexA 和fexB 检出率分别是０．２％
(４/１６６７)、２４．２％(４０３/１６６７)和０.其中cfr基因仅

在妊娠母猪鼻拭子样品分离的葡萄球菌中有检出,

fexA 耐药基因在除牛源菌外不同动物源葡萄球菌

中均有检出,不同动物源fexA 耐药基因检出率见

表４.
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　１~４:cfr 扩增条带;－:阴性对照;＋:阳性对照;M:DNA

marker.１Ｇ４:Thecframplificationelectrophoresis;－:Negative

control;＋:Positivecontrol;M:DNAmarker．

图１　cfr基因PCR扩增电泳图

Fig．１　PCRamplificationofcfrgene

　１~８:fexA 扩增条带;－:阴性对照;＋:阳性对照;M:DNA

marker;１Ｇ８:ThefexA amplificationelectrophoresis;－:NegaＧ

tivecontrol;＋:Positivecontrol;M:DNAmarker．

图２　fexA 基因PCR扩增电泳图

Fig．２　PCRamplificationoffexAgene

表４　不同动物源fexA 基因检测结果

Table４　ResultsoffexAgenedetectionfrom

differentanimalsources

不同动物来源

Differentsourceofanimal
检测率/％

Detectionrate

宠物源 Petsource ３１．２(４８/１５４)

羊源 Sheepsource １２．７(１４/１１０)

牛源 Cattlesource ０．０

猪源 Pigsource ２８．１(１６８/５９７)

禽源 Poultrysource ２５．８(１７３/６３８)

2.6　 cfr 阳性菌株 16S rRNA 鉴定结果及其移动元

件检测

　　采用PCR方法,通过１６SrRNA通用引物扩增

携带cfr基因的４株阳性葡萄球菌的１６SrRNA并

测序,然后将测序获得的序列与 NCBI数据库已知

的序列进行比对,结果显示,携带cfr基因的４株菌

株全部为模仿葡萄球菌.移动元件IS２１Ｇ５５８和转

座酶基因Tn５５８检测结果显示:这４株模仿葡萄球

菌都含有cfr 移动元件IS２１Ｇ５５８(istAS 和istBS)
和完整的Tn５５８转座酶基因(tnpA、tnpB、tnpC).
此外,有趣的是,这 ４ 株模仿葡萄球菌同时携带

fexA 基因.检测结果详见表５.
2.7　携带 cfr 基因的葡萄球菌耐药表型及耐药基因

型确认

　　对携带cfr基因的４株模仿葡萄球菌进行耐药

表５　cfr基因转移的移动元件检测

Table５　Detectionofcfrgenetransferbymobileelement

菌株编号

Strainnumber
１６SrRNA cfr

IS２１Ｇ５５８

istAS istBS

Tn５５８

tnpA tnpB tnpC
fexA fexB

M５５
模仿葡萄球菌

Staphylococcussimulans
＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －

M６０
模仿葡萄球菌

Staphylococcussimulans
＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －

M１５０
模仿葡萄球菌

Staphylococcussimulans
＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －

M１６６
模仿葡萄球菌

Staphylococcussimulans
＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －

表型及耐药基因型的确认,检测结果显示:模仿葡萄

球菌 M５５为４耐菌株,耐药表型为四环素Ｇ氟苯尼考Ｇ
青霉素Ｇ克林霉素,耐药基因型除携带cfr 基因和

fexA 基因外,还携带２个四环素基因tetK 和tetM;
模仿葡萄球菌 M６０仅对青霉素耐药,耐药基因型为

同时携带cfr 基因、fexA 基因和tetM 基因;模仿

葡萄球菌 M１５０为５耐菌株,耐药表型为庆大霉素Ｇ四

环素Ｇ氟苯尼考Ｇ青霉素Ｇ克林霉素,耐药基因检测结

果显示,同时携带酰胺醇类耐药基因cfr 和fexA,
喹诺酮类耐药基因norA 和四 环 素 类 耐 药 基 因

tetK;模仿葡萄球菌 M１６６为３耐菌株,耐药表型为氟

苯尼考Ｇ青霉素Ｇ克林霉素,耐药基因检测结果显示
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表６　携带cfr基因的葡萄球菌对被检抗菌药物的耐药情况及基因携带情况

Table６　DrugresistantandgenecarryingstatusofStaphylococcuscarryingcfr

genetoantimicrobialagentstested

菌株编号

Strainsnumber

１６SrRNA鉴定结果

１６SrRNA
identificationresults

多药耐药

Multidrug
resistance

耐药表型

Drugresistance
pattern

携带耐药基因

Carryingdrug
resistancegene

M５５
模仿葡萄球菌

Staphylococcussimulans
４耐

４Ｇresistant
TETＧFLRＧGPＧCLDM cfr＋fexA＋tetK＋tetM

M６０
模仿葡萄球菌

Staphylococcussimulans
１耐

１Ｇresistant
GP cfr＋fexA＋tetM

M１５０
模仿葡萄球菌

Staphylococcussimulans
５耐

５Ｇresistant
GENＧTETＧFLRＧGPＧCLDM cfr＋fexA＋norA＋tetK

M１６６
模仿葡萄球菌

Staphylococcussimulans
３耐

３Ｇresistant
FLRＧGPＧCLDM cfr＋fexA＋femA＋tetK

同时携带酰胺醇类耐药基因cfr、fexA、βＧ内酰胺类

耐药基因femA 和四环素类耐药基因tetK,具体检

测结果详见表６.

3　讨　论

3.1　新疆动物源葡萄球菌耐药结果分析

本试验通过对新疆部分地区不同动物源进行采

样,从中分离试验用葡萄球菌,药敏试验结果显示,
新疆动物源分离的葡萄球菌耐药情况严重,除牛源

菌对阿米卡星和庆大霉素高度敏感外,其余动物源

葡萄球菌整体耐药率在１．１％~９８．２％,不同动物源

葡萄球菌耐药严重程度为羊源＞宠物源＞禽源＞猪

源＞牛源,羊源菌耐药率在０．９％~９８．２％,宠物源

菌耐药 率 在 ２９．２％ ~９４．２％,禽 源 菌 耐 药 率 在

２１．２％~７４．１％,猪源菌耐药率在０．６％~６４．７％,牛
源菌除对青霉素耐药率为９３．５％外,对阿米卡星和

庆大霉素无耐药菌检出,对其余被检抗菌药物耐药

率在１．１％~３６．３％.值得思考的是,新疆羊的养殖

方式一般是以放牧形式进行饲养,少有规模化或集

中化的养殖,但是耐药率却是所有动物源中最高的,
分析原因可能是:本次所采集羊源样品较少,不能反

映整体的耐药情况;此外,仅对羔羊进行样品采集,
羔羊抵抗力差,易生病,抗菌药物使用频率相对较

高,随着生长,抗菌药物使用减少,耐药率会随之降

低[２０].宠物源的高耐药率应引起关注,宠物作为人

类的亲密伙伴,在与人类亲密接触过程中,将耐药菌

传递给人类的机率很大,并且,宠物源的耐药谱型十

分多样化,１５４株菌中就有８１种耐药谱型,复杂的

耐药谱型在导致临床治疗失败的同时,更增加超级

耐药菌产生的概率,因此,规范临床用药亟不可待.

猪源和禽源作为高密度集中饲养的典范,超高的耐

药率与饲养过程中抗菌药物的添加密不可分,虽然

整体耐药率没有羊源和宠物源高,但是耐药谱型多

样化,仅禽源就有１８７种耐药谱型,猪源有１６８种耐

药谱型,相关研究表明,耐药菌可通过食物链向人类

传递,对人类健康造成威胁[２１].
3.2　动物源葡萄球菌酰胺醇类耐药基因检测结果

分析

　　本试验采用PCR方法对新疆部分地区分离的

１６６７株动物源葡萄球菌进行酰胺醇类耐药基因的

检测,仅在猪源分离的葡萄球菌中检出４株携带

cfr基因的菌株,cfr 基因检出率低于刘小琴[２２]的

报道(６个猪场分离的葡萄球菌中cfr 基因检出率

为１５．８％).本研究fexA 基因的检出率相对较高,
所分离的葡萄球菌中 fexA 基因整体检出率为

２４．２％,低于曾淑仪等[２３]的报道.本研究不同动物

源分离的葡萄球菌中,以宠物源fexA 基因检出率

最高,为３１．２％(４８/１５４),其次是猪源(２８．１％,１６８/

５９７)和禽源(２７．１％,１７３/６３８),羊源fexA 基因检

出率为１２．７％(１４/１１０),未在牛源菌中检出fexA
基因.应引起注意的是,氟苯尼考并未允许用于宠

物疾病的治疗[２４],但是宠物源分离的葡 萄 球 菌

fexA 基因携带率最高,分析原因可能是,氟苯尼考

是氯霉素替代物,而氯霉素因其严重的毒副作用,仅
用于非食品动物的治疗,宠物源fexA 基因的超高

携带率,是否与宠物临床氯霉素的使用有关,有待进

一步研究.猪源、禽源和羊源fexA 基因的检出,可
能与氟苯尼考的使用有关,相关研究表明[２５],抗菌

药物的使用频率与基因检出率成正相关.此外,所
有动物源都未检出fexB 基因,一方面说明新疆动
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物源葡萄球菌以携带cfr 和fexA 基因为主,另一

方面,可能是由于fexB 基因的检出率也相对较低,
如沈应博[２６]的报道.
3.3　 cfr 阳性菌株耐药表型和耐药基因型及移动元

件检测分析

　　对携带cfr基因的４株阳性菌进行耐药表型与

耐药基因型的检测,发现耐药表型与耐药基因型关

系紧密,如模仿葡萄球菌 M５５和模仿葡萄球菌 M１５０

都携带四环素类耐药基因和酰胺醇类耐药基因,耐
药表型结果显示对四环素类中的四环素和酰胺醇类

中的氟苯尼考耐药;模仿葡萄球菌 M１６０携带酰胺醇

类耐药基因和βＧ内酰胺类耐药基因,耐药表型结果

显示对酰胺醇类中的氟苯尼考和βＧ内酰胺类中的青

霉素耐药,以上结果可以看出,细菌耐药性的产生与

耐药基因的携带联系紧密.但模仿葡萄球菌 M６０仅

表现出对青霉素耐药,却同时携带酰胺醇类耐药基

因和四环素类耐药基因,造成此现象的原因可能是

携带其他未检测的耐药基因.此外,虽然携带酰胺

醇类耐药基因和四环素耐药基因,却未表现出对氟

苯尼考或四环素耐药,推测被检耐药基因可能介导

低水平耐药.相关研究表明,在某些敏感菌中也可

检出耐药基因,虽携带耐药基因但并不表现对该抗

菌药物的耐药,进一步研究发现,是由于敏感菌中的

耐药基因仅介导低水平耐药,并不表现出对被检抗

菌药物的耐药;而不携带被检耐药基因的耐药菌株

可能存在其他未知的可介导高水平耐药的耐药基因

或耐药机制[２７].
本试验同时对携带cfr基因的阳性菌株进行移

动元件IS２１Ｇ５５８和转座酶基因Tn５５８的检测,４株

阳性菌中全部携带移动元件和转座酶相关的基因,
相关研究曾表明,cfr基因多数位于质粒上,而移动

元件和转座酶基因的携带,更利于携带cfr 基因的

阳性菌在不同的菌种之间进行转移和传播,从２０００
年发现cfr基因至今,短短十几年的时间内,cfr基

因从最初在革兰氏阳性菌中检出,如葡萄球菌[２８]、
肠球菌[２９]等,到近年来,在多种革兰氏阴性菌中也

有检出,如大肠杆菌[３０]、产气肠杆菌、阴沟肠杆菌、
粪产碱菌[３１]等,是否是由于移动元件的存在造成

cfr基 因 这 么 迅 速 的 传 播,有 待 进 一 步 研 究 与

确认.
新疆动物源分离的葡萄球菌耐药情况严重,除

牛源菌外,整体耐药情况介于２０．０％~９８．０％之间,

所有动物源分离的葡萄球菌都对青霉素耐药率很

高,耐药率高于５４．７％;多药耐药情况严重,耐药谱

型多样化,应加大耐药性的检测力度,严格监控耐药

菌,防止耐药菌的暴发.此外,新疆动物源葡萄球菌

酰胺醇类耐药基因以携带fexA 基因为主,有多重

耐药基因cfr的检出,且阳性菌同时携带移动元件

和转座酶基因,规范使用抗菌药物的同时,应对检出

cfr基因的猪场进行连续性的耐药性检测,为进一

步探究cfr基因的传播机制奠定基础.

参 考 文 献

[１]　柴鑫妍,余仲佳,陈瑶瑶,等．动物医院环境源性葡萄球菌耐药

性分析与毒力基因检测[J]．中国兽医杂志,２０１４,５０(１２):７３Ｇ

７６．
[２]　刘蔚雯,汪洋．细菌对氟苯尼考的耐药机制研究进展[J]．中国

动物传染病学报,２０１８,２６(１):１Ｇ６．
[３]　保雨,刘亚娟,刘力,等．动物源性葡萄球菌多重耐药基因cfr

研究进展[J]．动物医学进展,２０１５,３６(６):１２２Ｇ１２５．
[４]　李德喜．恶唑烷酮类耐药基因cfr 和optrA 在猪源 MRSA 和

CoNS中流行及传播机制的研究[D]．北京:中国农业大学,

２０１６．
[５]　SHOREAC,BRENNANO M,EHRICHTR,etal．IdentificaＧ

tionandcharacterizationofthemultidrugresistancegenecfr

inaPantonＧValentineleukocidinＧpositivesequencetype８meＧ

thicillinＧresistantStaphylococcusaureusIVa (USA３００)isoＧ

late[J]．Antimicrobagentsandchemotherapy,２０１０,５４(１２):

４９７８Ｇ４９８４．
[６]　FARRELLDJ,MENDESRE,ROSSJE,etal．LinezolidsurＧ

veillanceprogram resultsfor２００８ (LEADER Program for

２００８)[J]．Diagnosticmicrobiologyandinfectiousdisease,２００９,

６５(４):３９２Ｇ４０３．
[７]　JONESRN,ROSSJE,BELLJM,etal．ZyvoxannualappraisＧ

alofpotencyandspectrum．program:linezolidsurveillanceproＧ

gramresultsfor２００８[J]．DiagnosticmicrobiologyandinfecＧ

tiousdisease,２００９,６５(４):４０４Ｇ４１３．
[８]　LOZANOC,RUIZＧGARCIAM,GOMEZＧSANZE,etal．CharＧ

acterizationofacfrＧpositivemethicillinＧresistantStaphylococＧ

cusepidermidisstrainofthelineageST２２implicatedinalifeＧ

threateninghumaninfection[J]．Diagnosticmicrobiologyand

infectiousdisease,２０１２,７３(４):３８０Ｇ３８２．
[９]　RAJANV,KUMARVG,GOPALS,etal．AcfrＧpositiveclinＧ

icalstaphylococcalisolatefromIndia with multiple mechaＧ

nismsoflinezolidＧresistance[J]．IndianjournalofmedicalreＧ

search,２０１４,１３９(３):４６３Ｇ４６７．
[１０]GALAS A C,DESHPANDE L M,DESOUZA A G,etal．

MSSAST３９８/t０３４carryingaplasmidＧmediatedCfrandErm

８８



　第６期 轩慧勇 等:新疆动物源葡萄球菌多重耐药基因cfr及其移动元件检测 　

(B)inBrazil[J]．Journalofantimicrobialchemotherapy,２０１５,

７０(１):３０３Ｇ３０５．
[１１]WANG Y,HE T,SCHWARZS,etal．Multidrugresistance

genecfrinmethicillinＧresistantcoagulaseＧnegativestaphyloＧ

coccifromchickens,ducks,andpigsinChina[J]．International

journalofmedicalmicrobiology,２０１３,３０３(２):８４Ｇ８７．
[１２]ZENGZL,WEIH K,WANGJ,etal．HighprevalenceofCfrＧ

producingStaphylococcusspeciesinretailmeatinGuangzhou
[J]．BMCMicrobiology,２０１４,１４(１):１Ｇ１３．

[１３]HUANGY,XUY,LIUG,etal．EmergenceoflinezolidresistＧ

anceinaclinicalStaphylococcuscapitisisolatefromJiangsu

ProvinceofChinain２０１２[J]．Journalofthoracicdisease,２０１４,

６(５):E４８ＧE５３．
[１４]ClinicalandLaboratoryStandardsInstitute．PerformancestandＧ

ardsforantimicrobialsusceptibilitytesting:twentyＧthirdinforＧ

mationalsupplement,M１００ＧS２３[S]．Pennsylvania:Wayne,

２０１３．
[１５]蔡建星．新疆猪源葡萄球菌cfr和fexA 基因及其遗传元件的检

测分析[D]．乌鲁木齐:新疆农业大学,２０１７．
[１６]张万江．猪源葡萄球菌和芽孢杆菌cfr基因流行病学及传播机

制研究[D]．北京:中国农业大学,２０１１．
[１７]杜伟伟．河北省乳源金黄色葡萄球菌耐药性检测及耐药基因的

研究[D]．保定:河北农业大学,２０１５．
[１８]杨守深,王晶,范克伟,等．福建地区猪源葡萄球菌耐药性分析

及耐药基因检测[J]．中国人兽共患病学报,２０１６,３２(１１):９７６Ｇ

９８２．
[１９]BACCIC,BONIE,ALPIQIANII,etal．PhenotypicandgenoＧ

typicfeaturesofantibioticresistanceinSalmonellaentericaiＧ

solatedfromchickenmeatandchickenandquailcarcasses[J]．

Internationaljournaloffoodmicrobiology,２０１２,１６０(１):１６Ｇ

２３．
[２０]江萍．新疆动物源沙门氏菌耐药性及 MLST 分析[D]．乌鲁木

齐:新疆农业大学,２０１７．
[２１]WANGJ,LINDC,GUOX M,etal．DistributionofthemultiＧ

drugresistancegenecfrinStaphylococcusisolatesfrompigs,

workers,andtheenvironmentofahogmarketandaslaughterＧ

houseinGuangzhou,China[J]．FoodbornepathogensanddisＧ

ease,２０１４,１２(７):５９８Ｇ６０５．
[２２]刘小琴．多重耐药基因cfr在养殖场中的分布[C]//中国畜牧

兽医学会兽医药理毒理学分会．中国畜牧兽医学会兽医药理毒

理学分会第十一届会员代表大会暨第十三次学术讨论会与中

国毒理学会兽医毒理专业委员会第五次学术研讨会论文集．长

沙:中国畜牧兽医学会兽医药理毒理学分会,２０１５．
[２３]曾淑仪,邓辉,孙坚,等．广东不同地区葡萄球菌cfr 基因的流

行性调查[J]．中国兽医学报,２０１６,３６(８):１３７６Ｇ１３８２．
[２４]冯世文,曾芸,李军,等．细菌对氟苯尼考的耐药机制研究[J]．黑

龙江畜牧兽医,２０１４(５):５２Ｇ５４．
[２５]HET,SHENYB,SCHWARZS,etal．Geneticenvironmentof

thetransferableoxazolidinone/phenicolresistancegeneoptrA

inEnterococcusfaecalisisolatesofhumanandanimalorigin
[J]．Journalofantimicrobialchemotherapy,２０１６,７１(６):１４６６Ｇ

１４７３．
[２６]沈应博．宠物源氟苯尼考耐药菌的筛查和确证研究[C]//中国

畜牧兽医学会兽医药理毒理学分会．中国畜牧兽医学会兽医药

理毒理学分会第十一届会员代表大会暨第十三次学术讨论会

与中国毒理学会兽医毒理专业委员会第五次学术研讨会论文

集．长沙:中国畜牧兽医学会兽医药理毒理学分会,２０１５．
[２７]罗永乾．动物源大肠杆菌、沙门氏菌和金黄色葡萄球菌耐药表

型与氯霉素类抗菌药物耐药基因型的研究[D]．重庆:西南大

学,２０１７．
[２８]DAIL,WUCM,WANG M G,etal．FirstreportofthemultiＧ

drugresistancegenecfr andthephenicolresistancegene

fexAinaBacillusspp．strainfromswinefeces[J]．AntimicroＧ

bialagentsandchemotherapy,２０１０,５４(９):３９５３Ｇ３９５５．
[２９]牟迪,王秀梅,初胜波,等．多重耐药基因cfr 在广东地区猪源

肠球菌中的流行特点[J]．中国预防兽医学报,２０１４,３６(１１):

８５９Ｇ８６２．
[３０]赵丽青,刘小琴,李伟．食品源大肠杆菌中cfr检出率及耐药情

况[J]．中国兽医科学,２０１６,４６(１１):１４６４Ｇ１４６８．
[３１]刘小琴,刘建华,马振报,等．cfr基因在某一猪场的流行特征研

究[C]//中国畜牧兽医学会兽医药理毒理学分会．中国畜牧兽

医学会兽医药理毒理学分会第十四次学术讨论会暨３０周年纪

念大会论文集．青岛:中国畜牧兽医学会兽医药理毒理学分会,

２０１７．

９８



　　 华 中 农 业 大 学 学 报 第３７卷　

Detectionofmultidrugresistancegenecfrandtheirmobile
elementofStaphylococcifromanimalsinXinjiang

XUAN Huiyong　XIALining　YAOXiaohui
MAMUER􀅰Akemuhan　WANGShufeng　WANGKai

CollegeofVeterinaryMedicine,XinjiangAgriculturalUniversity,Urumqi８３００５２,China

Abstract　InordertounderstandtheclinicalantimicrobialresistanceofStaphylococciandtheir
multidrugresistancegenecfrfromanimalsinXinjiang,andtoprovideguidanceforclinicalmedication
andfurtherstudyofthecfrgenetransmissionmechanism,atotalof１７８１animalfecesandnasalsamＧ
pleswerecollectedfromsomeareasofXinjiangUygurAutonomousRegion．Atotalof１６６７strainsof
Staphylococciwereisolatedfromthesamples,andthendrugsensitivitytestsof１１kindsofclinicalantiＧ
bioticswerecarriedout．ThePCR methodwasusedtodetecttheamideＧalcoholresistancegenes(cfr,

fexA,andfexB),themobileelementsIS２１Ｇ５５８andtransposasegeneTn５５８,whichwererelatedtothe
transferofcfr．TheresultsshowedthattheorderofseverityofdrugresistanceofStaphylococcitocliniＧ
calcommonlyusedantimicrobialagentswassheepsource＞petsource＞pigsource＞poultrysource＞
cattlesource．Thepenicillinresistancewasthemostseriousamongthetestedantibiotics,andthedrug
resistanceratewasbetween５４．７％and９３．６％．ExceptforStaphylococciisolatedfromcattle(３６．３％),

theresistancerateofStaphylococciisolatedfromotheranimalstooxacillinwas５１．１％Ｇ９８．２％．StaphyＧ
lococcusfromanimalsshowedgoodsensitivitytoamikacin,gentamicinandclindamycin．Amongthe１１
clinicalantibiotics,themultidrugresistancerateofStaphylococcus wasconcentratedin４Ｇ５fromthe
sheepsource,wasconcentratedin３Ｇ５fromthepoultryandpetsource,wasmainly４and７fromthepig
source,andwas１fromthebovinesource．Staphylococcusisolatedfromdifferentanimalsourceshada
widerangeofantibioticsresistancespectrum．ThedetectionresultsofamideＧalcoholresistancegene
showedthat,only４strainsofStaphylococcusisolatedfrompigscarriedcfrgene．Exceptforbovine
sourceStaphylococcus,fexAgenewasdetectedinotheranimalsourceswiththeorderofdetectionrate
ofpetsource＞pigsource＞poultrysource＞sheepsource,butthefexBgenewasnotdetected．The１６S
rRNAsequenceamplificationresultsshowedthatthe４strainscarryingthecfrgenewereallStaphyloＧ
coccussimulans．Inaddition,mobileelementIS２１Ｇ５５８ (includingistASandistBS)andTn５５８transＧ
posasegene(tnpA,tnpB,tnpC)weredetectedin４positivebacteria．Fromabove,theresistanceof
StaphylococcusfromanimaloriginwasseriousinXinjiang,thespectrumofresistancewasdiverse,and
themaingeneofamideＧalcoholresistancewasthefexAgene．Inaddition,multidrugresistancegenecfr
anditsmobilecomponentsweredetected．Itissuggestedthatthesurveillanceofdrugresistanceshould
bestrengthenedtopreventtheoutbreakofdrugresistancebacteriaandtheprobableemergenceofsuper
resistantbacteria．

Keywords　Staphylococcus;drugresistance;cfr;mobileelement
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