
!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

第 /0 卷第 1 期

2345 年 1 月 6

水6产6学6报

!"#$%&'"(()*+,$),*"(-+)%&

./01/0" %/11

!203" 2345

文章编号!4333 73845#2345$31 7439/ 744 4")!431440895678123453/30191

收稿日期!234593/939666修回日期!23459399/3

资助项目!公益性行业#农业$科研专项#23423/3:5$ %国家自然科学基金#/42323/3$ %鳗鲡现代产业技术教育部工程研究中心开放

基金#$,234531$ %中国科学院城市环境与健康重点实验室开放课题#F'#,+234438$

通信作者!林6茂",9:;<0!0<>:;/;6:21BD218>

美洲鳗鲡及其养殖水体分离耐药菌的多样性和耐药性分析

吴小梅4

!6林6茂4!2

"

!6鄢庆枇4

!6江兴龙4!2

!6张6娴/

#41集美大学水产学院"福建 厦门6/84324%

21鳗鲡现代产业技术教育部工程研究中心"福建 厦门6/84324%

/1中国科学院城市环境与健康重点实验室"福建 厦门6/84324$

摘要! 为了更有针对性地防控水产动物细菌性病害的发生和流行!本实验对美洲鳗鲡及其养

殖水体耐药细菌的种属特征及耐药情况开展了相关研究% 首先采集美洲鳗鲡不同部位 #表

皮"鳃"肠道$及其养殖水体的样品!经 5 种抗菌药物平板筛选耐药菌株!然后采用 F9J纸片扩

散法检测细菌对抗菌药物的耐药性!同时测定耐药菌株的 48*@4%&序列!进而分析耐药菌的

种属分布和多重耐药性% 结果显示!经耐药平板筛选分离纯化得到 43: 株细菌!分别属于气单

胞菌属"柠檬酸杆菌属"不动杆菌属等 23 个属'其中!0/15G的菌株对 / 种#含$以上的抗菌药

物具有耐药性!:814G的菌株对 / 类#含$以上的药物具有抗性% 对阿莫西林的耐药率高达

0311G!对四环素"利福平以及磺胺类和酰胺醇类药物类的耐药率为 83G<:3G!对头孢噻肟"

新霉素以及喹诺酮类的耐药性弱 #低于 23G$% 美洲鳗鲡肠道 #3193$"表皮 #3194$"鳃部

#3192$及水样#3191$菌群的多重耐药指数显示各生态样品耐药程度较为严重!尤以水样为

最% 各菌属中!柠檬酸杆菌属#315:$和克雷伯菌属#3184$的多重耐药指数最高!而不动杆菌

属#3124$则相对较低% 美洲鳗鲡及养殖水体普遍存在多重耐药菌株!对此应引起足够的重

视'水产动物及养殖环境耐药细菌对某些水产用药如诺氟沙星"新霉素等耐药率低!可将其做

为水产动物细菌性疾病治疗的首选药物%

关键词! 美洲鳗鲡' 48*@4%&' 药敏试验' 多重耐药性

中图分类号! L0/5' *094666666666 文献标志码&&

66细菌耐药性是全球关注的热门科研领域"病

原菌多重耐药性的发展对人类健康和畜牧业生产

都构成了严重的威胁+ 目前在金黄色葡萄球菌

# B1.67$(&3&33*) .*0+*)$* 肺 炎 克 雷 伯 菌

# O(+#)-+((. 6%+*,&%-.+$* 铜 绿 假 单 胞 菌

# 4)+*A&,&%.) .+0*'-%&). $* 鲍 曼 不 动 杆 菌

#23-%+1&#.31+0#.*,.%%--$*大肠杆菌#;)37+0-37-.

3&(-$等医院感染的重要病原菌中均出现了多重

耐药菌株"已引起了医学和微生物学者的忧虑和

重视
(4)

+ 而近年来在水产动物方面的研究报道

也表明"水产动物源细菌的多重耐药性同样不容

忽视+ 蔡俊鹏等
(2)

研究发现杂色鲍 # >.(-&1-)

A-/+0)-3&(&0$养殖水体及其肠道菌群中有较多菌

株 对 四 环 素 # MB=@;8380<>B$* 卡 那 霉 素

#F;>;:38<>$*青霉素 I#OB><8<00<> I$*新霉素

#%B/:38<>$和丁胺卡那霉素 #&:<K;8<>$等表现

出多重耐药性+ 李绍戊等
(/)

分离到的 2: 株鱼源

嗜水气单胞菌对
*

9内酰胺类 #

*

9';8=;:?$*大环

内 酯 类 # S;8@/0<DB?$* 氯 霉 素 类

#-A0/@;:UAB><8/0?$和四环素类#MB=@;8380<>B?$药

物的耐药率均超过 83G+ %N23B> 等
(9)

从 45 个鲶

鱼养 殖 场 分 离 的 448 株 运 动 型 假 单 胞 菌

# 4)+*A&,&%.) ?UU1$ 和 02 株 气 单 胞 菌

#2+0&,&%.)?UU1$具有多重耐药性的比例分别为

0818G和 8410G+ 动物源细菌的耐药性不仅削

弱抗菌药物对动物细菌性疾病的控制效果"而且
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还存在向人类致病菌传播抗药性的潜在风险
(5)

+

因此"调查养殖动物及其环境菌群耐药性的变化

趋势"据此分析可能带来的不利影响"具有非常重

要的科研价值和现实意义+

2345 年 -;/ 等
(8)

在0*8<B>8B1上的报道表明

中国的水产养殖产量已超过了全球的 83G"养殖

鳗鲡#2%'*-((. ?UU1$是中国出口创汇的重要农产

品之一
(1)

+ 随着养殖集约化程度的增加"鳗鲡疾

病时有发生"其中细菌性疾病的危害最为严重"常

造成巨大的经济损失
(:)

+ 据报道可引起鳗鲡疾

病的致病菌有近 23 种
(0)

"报道中分离得到的病原

菌存在不同程度的多重耐药性+ 郑芳艳等
(43)

由

患溃烂病鳗鲡分离得到的创伤弧菌 # G-#0-&

/*(%-M-3*)$对去甲万古霉素#%/@Y;>8/:38<>$具有

抗性+ '/ 等
(44)

从病鳗分离到的 09 株迟缓爱德

华 菌 # ;AS.0A)-+((. 1.0A. $ 对 多 西 环 素

#4/P38380<>B$和土霉素#"P3=B=@;8380<>B$的耐药

率均为 241/G+ 雷燕等
(42)

对养殖欧洲鳗鲡

#2%'*-((. .%'*-((.$体表溃疡病病原嗜水气单胞

菌#2+0&,&%.)7$A0&67-(.$的药敏实验显示"该菌

株对 43 种抗菌药存在耐药性+ 谭爱萍等
(4/)

分离

并鉴定的一株鳗源肺炎克雷伯菌"更是对 41 种药

物具有耐药性+ 现代微生物学理论认为"细菌的

耐药性除了源自基因突变和遗传"也可通过细菌

间的水平传播获得"因此病原菌的多重耐药性在

一定程度上受正常菌群和环境中耐药细菌的影

响+ 此外"水产动物病原细菌一般为条件致病菌"

在健康动物和养殖水体中长期存在+ 为此本研究

从美洲鳗鲡#250&)10.1.$各个部位#肠道*鳃和表

皮$及其养殖水体分离耐药细菌"并分析耐药细

菌的组成及耐药的程度"从而为评估美洲鳗鲡养

殖区的细菌耐药性风险"以及指导抗菌药物的合

理使用提供必要的理论依据+

46材料与方法

$%$&主要试剂

'J培养基*S+培养基购自青岛海博生物技

术有限公司%抗菌药物购自北京楚和霞光生物技术

发展中心%药敏纸片购自杭州滨和微生物试剂有限

公司+ M;T 酶* D%MOS<P*4%& 0;DDB@购自大连

M;K;@;公司%细菌基因组 4%&提取试剂盒购自天

根生化科技 #北京$有限公司%48*@4%&通用引

物
(49)

# 21(! 5R9&I&IMMMI&M--MII-M-&I9/R

和 4902$!5R9&-II-M&--MMIMM&-I&-MM9/R$

合成和 4%&测序由南京金斯瑞生物公司完成%

胶回收试剂盒购自美国 &P3NB> 公司+

$%'&样品采集与理化分析

分别自福建省 5 个养殖场采集美洲鳗鲡及其

养殖水样+ 水样以 +&%&水质仪#+)0:39$检测

温度*U+*溶氧*%+

/

9%及 %"

2

9%等理化指标"并

利用 C;=B@?超高效液相系统#&-L#)M[#O'-$9

三重四极杆串联质谱#V,."9ML$联用仪检测抗

菌药含量
(45)

+ 美洲鳗鲡以 S*9222 麻醉后"用酒

精棉擦拭体表"解剖"分别取鳃*肠道和表皮"剪碎

加入生理盐水"匀浆待用+

$%(&耐药菌株的筛选"分离与纯化

美洲鳗鲡各组织匀浆液和水样分别进行 43

倍梯 度 稀 释 后" 分 别 涂 布 于 含 氨 苄 西 林

# &:U<8<00<>" &SO" 433 :N5'$* 链 霉 素

# *=@BU=/:38<>" *M$" 433 :N5'$* 甲 氧 苄 啶

#M@<:B=A/U@<:"MSO" 53 :N5'$*四环素 #M,M"

433 :N5'$和氯霉素 #-A0/@;:UAB><8/0"-+'"/3

:N5'$等抗菌药物的 'J平板上
(48)

"/3 Q下培养

48 <4: A%并根据菌落的形态特征挑出不同菌株

进行纯培养和保种+

$%,&细菌基因组 )*+的提取和 $MV4)*+的

.!/扩增

各耐药菌株使用试剂盒提取总 4%&"以

412G的琼脂糖凝胶电泳检测 4%&后进行 O-$

扩增+ O-$ 反 应 体 系! 5

"

' 43 AM;T 4%&

J277B@"D%MO?#43 ::/05'$*引物 21(#43

"

:/05

'$和 4902$#43

"

:/05'$各 4

"

'"3125

"

'M;T

酶#5 #5

"

'$"315 <4

"

N 4%&模板"补 DD+

2

"至

53

"

'%反应条件!09 Q预变性 5 :<>"09 Q变性

4 :<>*55 Q退火 4 :<>*12 Q延伸 415 :<>"共 /3

个循环"12 Q终延伸 5 :<>+

$%-&$MV4)*+的测序及系统发育树的构建

48*@4%&产物以 412G的琼脂糖凝胶电泳

检测并纯化后进行测序"所得序列在 IB>J;>K 中

进行 J0;?=分析+ 耐药菌群 48*@4%&序列用

S,I&512 软件进行比对和聚类分析"再用

S/=A2@软件以阀值为 01G进行 "M## /UB@;=</>;0

=;P/>/:<82><="运算分类单元$分析"程序选出的

代表菌株与 IB>J;>K 中的参考菌株通过 S,I&

512 软件采用邻接法 # >B<NAH/2@96/<><>N :B=A/D$

构建系统进化树"选用 F<:2@;29U;@;:B=B@距离模

9934
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型"自举#H//=?=@;U$数据集设为 4 333 次+

$%M&药敏实验和耐药性分析

各菌株的药敏实验以大肠杆菌 &M--25022

作为质控菌株"采用标准的 F9J纸片琼脂扩散

法+ 将活化好的耐药菌株用生理盐水稀释菌液"

使稀释菌液达到 315 麦氏比浊管的浊度+ 无菌棉

拭子蘸取上述菌液"在管壁上挤压去掉多余菌液"

均匀涂布于S+平板上+ 待平板上的水分被琼脂

完全吸收后"用无菌镊子取药敏纸片贴在平板表

面压紧"于 /3 Q生化培养箱中倒置培养 48 <4: A

后取出测量抑菌圈直径+ 参照美国临床实验室标

准化委员会 # -0<><8;0;>D ';H/@;=/@3 *=;>D;@D?

)>?=<=2=B"-'*)$标准
(48)

判断结果+

根据 药 敏 实 验 获 得 的 耐 药 情 况" 参 考

F@2:UB@:;> 等
(41)

的方法计算不同生态位菌群的

多重耐药指数( >

/

>5#4A*$)+ 其中"& >'指某

个菌株耐受抗菌药的数量"&

/

>'即为该生态位所

有菌株耐药的频数总和%&4'和 &*'分别是实验

所用的抗菌药物数量和菌株数量+

26结果与分析

'%$&养殖水样抗菌药含量检测

在 5 份养殖水样中"均检测到痕量的氯霉素

#-+'$ #1 <22 >N5'$和氟苯尼考 #(0/@7B><8/0"

(('$#/ <4 139 >N5'$"还有个别水样检测到甲

氧苄啶 #MSO$*磺胺甲恶唑 #*207;:B=A/P;\/0B"

*SZ$和红霉素#,@3=A@/:38<>",$[$ #4 <42 >N5

'$"而阿莫西林 #&:/P<8<00<>"&SV$*头孢噻肟

#-B7/=;P<:B"-MV$*链霉素 # *M$$*卡那霉素

#F&%$*新霉素 #%,"$*四环素 #M,M$*多西霉

素#4"V$*诺氟沙星#%/@70/P;8<>"%"$$*氧氟沙

星 # "70/P;8<>" "('$* 恩诺沙星 # ,>@/70/P;8<>"

,%$$*利福平 #$<7;:U<8<>"$)($等均未检出 #检

测限为 314 <43 >N5'$+

'%'&耐药细菌的分离及 $MV4)*+的序列分析

养殖水样及美洲鳗鲡样品经 5 种抗菌药物

#&SO**M$*MSO*M,M和 -+'$平板的筛选"分

别获得 24*2/*28*41 和 24 株耐药菌株"共计 43:

株菌#后续检验未发现菌落特征*耐药谱和 48*

@4%&完全一致的重复菌株$+

以各菌株总 4%&为模板"扩增获得 48*

@4%&"经测序和同源性比对"美洲鳗鲡不同体位

及其养殖水体所分离的耐药菌株形成 2/ 个 "M#

#表 4$"归属于 9 纲 23 属#图 4$+ 其中"

2

9变形菌

纲的气单胞菌属 #2+0&,&%.)$ #2914G$*柠檬酸

杆菌属 #!-10&#.31+0$ # 4118G$ 和不动杆菌属

#23-%+1&#.31+0$#4811G$的出现频率最高+ 在各

样品中"鳃部耐药菌群多样性最为丰富"分布于

4/ 属"又以气单胞菌属*柠檬酸杆菌属和不动杆

菌属最为常见%其次"肠道分离耐药菌分属于 43

属"其中气单胞菌属*柠檬酸杆菌属*不动杆菌属

和希瓦菌属 # B7+S.%+((.$居多%表皮分离耐药菌

主要归属于气单胞菌属%水体耐药细菌种类最少"

仅占 1 属"主要分布于气单胞菌属*柠檬酸杆菌属

和克雷伯菌属#O(+#)-+((.$"在美洲鳗鲡样品中常

见的 不 动 杆 菌 属* 希 瓦 菌 属 和 变 形 杆 菌 属

#40&1+*)$的耐药菌在水样中未见分离#图 2$+

'%(&药敏实验结果

43: 株耐药细菌对 0 类 41 种抗菌药物敏感

性实验结果 #图 / $显示"耐药菌株对阿莫西林

#&SV$的耐药率高达 0311G"对四环素#M,M$*

磺胺甲恶唑#*SZ$*甲氧苄啶#MSO$*复方磺胺

甲恶唑 # *207;:B=A/P;\/0B5M@<:B=A/U@<:" *VM$*

氯霉素#-+'$*氟苯尼考#(('$*利福平#$)($的

耐药率也在 83G <:3G之间+ 而对头孢噻肟

#-MV$*新霉素#%,"$和诺氟沙星#%"$$*氧氟

沙星#"('$*恩诺沙星 #,%$$的耐药率较低"分

别为 4414G*/11G"815G*119G和 4511G+ 此

外"对链霉素 #*M$$*卡那霉素 #F&%$*红霉素

#,$[$以及多西环素 #4"V$的耐药率则介于

23G<93G+ 对具体的菌属而言"柠檬酸杆菌#40

株$对四环素类药物 M,M*4"V和磺胺及其增效

药物 *SZ*MSO**VM的耐药率#10G<433G$远

高于总体耐药率"而不动杆菌 #4: 株$则恰恰相

反"对上述 2 类药物的耐药率 #3G <41G$远低

于总体耐药水平+

各菌株耐药谱统计结果#图 9$表明"0/15G

#434543:$的菌株对 / 种或 / 种以上的药物具有

抗性"其中费氏不动杆菌 #!-10&#.31+0M0+*%A--$

M2/ 和肺炎克雷伯菌 -42 对 4/ 种抗菌药具有抗

性" 肺 炎 克 雷 伯 菌 -44 和 维 氏 气 单 胞 菌

#2+0&,&%.)/+0&%--$-4/ 对 49 种抗菌药具有抗

性+ 0 类抗菌药物分别以 &SV*-MV*M,M**M$*

,$[*,%$*$)(**SZ和 -+'等药物为代表计

算"则有 :814G#0/543:$的耐药菌株对 / 类或 /

类以上的 药物具 有抗 性 "其 中 弗 氏 埃 希 菌
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表 $&美洲鳗鲡及其养殖水体中耐药细菌 $MV4)*+同源性比对和 H?b分析结果

?>@%$&$MV4)*+8353<32" ><12;59;#>;CH?b>;><"61637C4:2Y49616#>;#@>A#941> 163<>#9C

7435B12.())* ,-%/,*/* >;C#89=3;CG>#94

运算分

类单元

"M#

菌株名

?=@;<>

代表菌株#登录号$

@BU@B?B>=;=<YB

#;88B??</> %/1$

同源性最高菌株 ?=@;<> /7=ABA<NAB?=A/:/0/N3

学名

?8<B>=<7<8>;:B

同源性5G

<DB>=<=3

登录号

;88B??</> %/1

4

S2/" &5" *2" &44" *4" S/" -4/"

*44" *40" -29" S49" S25" *4:"

-22"&22"*0"-2/"S21"S2:"M45"

&24"&23"&4:"&4/"*1"&49

-2/

#FS28:015$

顶盖气单胞菌

2+0&,&%.)1+31.

433 %$C44:39/

2

M24"S42"S45"*23"*42"S23"M9"

*24"M41"M48"*22"-23"-40"-4:"

M4:"M42"-49"M2/"S44

M24

#FS280340$

弗氏柠檬酸杆菌

!-10&#.31+0M0+*%A--

433 %$C32::09

/

&:"-2"&/"-8"*49"&0"&45"-1"

-48"-45"&48"-9"-4"&1"&2"*45

-48

#FS28:08:$

医院不动杆菌

23-%+1&#.31+0%&)&3&,-.(-)

433 %$C4410/4

9

-5" -44" S2" M2" S4" -/" &4"

M4"-42

-5

#FS28:021$

肺炎克雷伯菌

O(+#)-+((. 6%+*,&%-.+

00 %$C43/0/8

5 S24"S29"*2/"S28"S4:"M23

S4:

#FS28:0:9$

新万景希瓦菌

B7+S.%+((. )+&7.+%)-)

433 %$C325843

8 &41"S40"-24"&40"S22

-24

#FS28:01/$

普通变形菌

40&1+*)/*('.0-)

433 %$C445:1:

1 S41"-41"*41

*41

#FS280334$

木糖葡萄球菌

B1.67$(&3&33*)9$(&)*)

433 %$C3/8031

: S5"S:"*9

S:

#FS28:0/1$

透明福格斯氏菌

G&'+)+((. 6+0(*3-A.

00 %$C399/28

0 &42"S4/"*4/

S4/

#FS28:010$

类志贺邻单胞菌

4(+)-&,&%.))7-'+((&-A+)

00 %$C399:21

43 &9"M44

M44

#FS280330$

粘质沙雷氏菌

B+00.1-. ,.03+)3+%)

00 %$C44939/

44 S1"M40

S1

#FS28:0/8$

成团泛菌

4.%1&+. .''(&,+0.%)

00 %$C44400:

42 &8"S9

&8

#FS28:040$

苏云金芽孢杆菌

L.3-((*)17*0-%'-+%)-)

00 %$C432538

4/ M/"M4/

M/

#FS28:090$

败血不动杆菌

23-%+1&#.31+0)+61-3*)

00 %$C448314

49 *:

*:

#FS28:095$

解脲金黄杆菌

!70$)+&#.31+0-*,*0+-($1-3*,

00 %$C39253/

45 *48

*48

#FS280333$

反硝化卓贝尔氏菌

T&#+((+((. A+%-10-M-3.%)

00 %$C39/820

48 S8

S8

#FS28:0/5$

迟缓爱德华菌

;AS.0A)-+((. 1.0A.

00 %$C329113

41 S48

S48

#FS28:0:2$

嗜麦芽寡养单胞菌

B1+%&10&67&,&%.),.(1&67-(-.

00 %$C394511

4: *5

*5

#FS28:092$

香味类香味菌

=$0&-A+)&A&0.1*)

00 %$C442018

40 *29

*29

#FS28033:$

阿雅巴塔芽孢杆菌

L.3-((*).0$.#7.11.-

433 %$C44505/

23 M22

M22

#FS280323$

摩氏假单胞菌

4)+*A&,&%.),&))+(--

433 %$C329029

24 M49

M49

#FS280342$

海藻希瓦菌

B7+S.%+((. .('.+

00 %$C441114

22 */

*/

#FS28:093$

弗格森埃希菌

;)37+0-37-. M+0'*)&%--

00 %$C321590

2/ *8

*8

#FS28:09/$

双重氮植物杆菌

47$1&#.31+0A-.U&10&67-3*)

00 %$C445:80
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图 $&美洲鳗鲡及其养殖水体中耐药细菌 $MV4)*+系统发育树

012%$&.8"<329;9#1A#49937$MV4)*+37C4:2Y49616#>;#@>A#941>

163<>#9C7435 B$,-%/,*/* >;C#89=3;CG>#94
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图 '&美洲鳗鲡的鳃"肠道"表皮及其养殖水体中耐药细菌菌属分布

012%'&)16#41@:#13;37@>A#941> 163<>#9C7435 #8921<<%9;#941AA>;><>;C6J1;37B$,-%/,*/* >;C#89=3;CG>#94

图 (&美洲鳗鲡及其养殖水体分离耐药菌株对 $Q 种抗菌药的耐药率

012%(&049L:9;A1963749616#>;A9#3 $Q >;#151A43@1><637C4:2Y49616#>;#

@>A#941> 6#4>1;6163<>#9C7435 B$,-%/,*/* >;C#89=3;CG>#94

#;)37+0-37-. M+0'*)&%--$*/*肺炎克雷伯菌 -44 和

摩氏假单胞菌#4)+*A&,&%.),&))+(--$M22 对 : 类

抗菌药物具有抗性+ 进一步计算美洲鳗鲡的肠

道*表皮*鳃及水样分离菌株的多重耐药指数"其

数值分别为 3193*3194*3192 和 3191"结果也表明

其耐药程度较为严重"尤以水样为最+ 若以种属

分别计算"分离菌株数最多的气单胞菌属*柠檬酸

杆菌属*不动杆菌属*克雷伯菌属和希瓦菌属的多

重耐药指数分别是 31/:* 315:* 3124* 3184 和

3194"显示柠檬酸杆菌属和克雷伯菌属的耐药水

平最高"而不动杆菌属则相对较低+
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图 ,&$ZR 株细菌对 $Q 种#+$和 S 类#U$抗菌药的多重耐药性

012%,&T:<#1=<949616#>;A9#3 $Q B>419#196#+$>;CS A<>6696#U$37>;#151A43@1><734$ZR @>A#941> 6#4>1;6

/6讨论

(%$&正常菌群与耐药菌群的种属分布

近年来"国内外学者对多种水产动物或其养

殖水体的菌群组成进行了多方面研究+ 赵庆

新
(4:)

对鲤科鱼肠道菌群的分析表明"草鱼*白鲢*

团头鲂和鲤鱼的肠道主要分布有哈夫尼亚菌属

#>.M%-.$*致病杆菌属 #H+%&07.#A*)$*气单胞菌

属* 柠 檬 酸 菌 属* 假 单 胞 菌 属* 链 球 菌 属

#B10+61&3&33*)$*葡萄球菌属 # B1.67$(&3&33*)$等

菌属+ *;0N;D/9S<@;>D;等
(40)

分析 85 个养殖场虹

鳟#"%3&07$%37*),$N-))$不同部位菌群"共分离

到 /14 株菌"主要分布菌属有气单胞菌属*爱德华

菌属#;AS.0A)-+((.$*肠杆菌属#;%1+0&#.31+0$*埃

希菌属 #;)37+0-37-.$*克雷伯菌属*邻单胞菌属

#4(+)-&,&%.)$* 假 单 胞 菌 属 和 耶 尔 森 菌 属

# R+0)-%-. $+ 周 金 敏 等
(23)

报 道 黄 颡 鱼

#4+(1+&#.'0*)M*(/-A0.3&$肠道和养殖水体菌群主

要为气单胞菌属*棒杆菌属#!&0$%+#.31+0-*,$*微

球菌属#=-30&3&33*)$*芽孢杆菌属#L.3-((*)$*葡

萄球菌属*不动杆菌属*莫拉氏菌属#=&0.9+((.$*

黄杆菌属 #K(./&#.31+0-*,$*肠杆菌属和弧菌属

#G-#0-&$等+ 在这些水产动物及其养殖水体的菌

群研究中"许多细菌种属在本研究所分离到的耐

药细菌中也多有涉及+ 在美洲鳗鲡菌群研究方

面"!/A 等
(24)

分析了日本鳗鲡#25:.6&%-3*)$不同

体位#脾*肾*肝和鳃$及其水样菌群的组成"发现

气单胞菌属*柠檬酸杆菌属分离到的频率最高+

#N2@等
(22)

分离欧洲鳗鲡表皮细菌"发现其主要

菌属是假单胞菌属*不动杆菌属和寡养单胞菌属

#B1+%&10&67&,&%.)$+ 而本研究中经抗菌药平板

筛选得到的 43: 株耐药菌株也以气单胞菌属*柠

檬酸杆菌属和不动杆菌属为主"并包括假单胞菌

属和寡养单胞菌属等共 23 属"所得耐药菌株种属

组成与正常菌群有极大相似之处"这表明耐药细

菌的种属分布与正常菌群有较强的相关性+

(%'&生态菌群的多重耐药性分析

多重耐药菌株在分析样品中所占的比例"也

就是多重耐药率"常用于耐药水平的分析+ 目前

有较多报道在分析多重耐药性时"常依据是否对

/ 种 #含 $ 以上抗菌药耐药来计算+ 如写腊月

等
(2/)

研究的海水养殖源弧菌对 / 种#含$以上药

物耐药的比例为 :3199G%王瑞旋等
(29)

分离到的

水产致病菌菌株该比例为 8:15G%%N23B> 等
(9)

报道的假单胞菌 #0818G$和气单胞菌 #8410G$

的多重耐药性比例亦据此分析+ 但是"根据严格

定义"多重耐药性应是指某株细菌对 / 类#而不是

/ 种$或 / 类以上的抗菌药物同时耐药
(25)

"同一

类化学构型的各种抗菌药存在交叉耐药的较大可

能性"因此不应重复计算+ .<>8B>=<等
(28)

在研究

医院分离菌株对 0 类 49 种抗菌药物的耐药性时"

即以类为标准计算得到多重耐药率为 /:10G+

抗菌药中"青霉素类和头孢菌素类多数情况下被

归并在
*

9内酰胺环类药物中"而实际上虽然它们

都具有
*

9内酰胺结构"但头孢菌素类的母核是 19

氨基头孢烷酸#19&-&$"而青霉素的母核则是 89
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氨基青霉烷酸#89&O&$"这一结构上的差异使头

孢菌素能耐受青霉素酶"这使得它们在抗耐药菌

的能力上表现迥异"本研究结果也验证了这一点+

因此在计算多重耐药菌株数时"二者应作为两类

药物进行判别+ 本研究中对 / 种或 / 种以上抗菌

药物耐药的菌株有 0/15G"而对 / 类或 / 类以上

的抗菌药物的多重耐药率#:814G$则要低得多+

多重耐药指数也可用于评估多重耐药性风

险
(21)

"张博
(2:)

利用多重耐药指数大小分析不同

采样环境的耐药性分布规律%王瑞旋等
(20)

研究显

示企鹅珍珠贝 #41+0-. 6+%'*-%$肠道细菌的多重

耐药指数较水体低%IA/?A 等
(/3)

研究发现鱼的鳃

部耐药率明显高于肠道细菌%%N23B> 等
(9)

的研究

则表明鲇形目 #*<02@<7/@:B?$鱼类养殖场分离的

假单胞菌的多重耐药指数#31951$明显高于气单

胞菌#3120/$+ 本研究多重耐药指数的计算结果

显示"水体菌群#3191$的耐药性水平高于美洲鳗

鲡各组织#3193 <3192$"克雷伯菌属#3184$和柠

檬酸杆菌属 # 315: $ 耐药水平高于希瓦菌属

#3194 $* 气单胞菌属 # 31/: $ 和不动杆 菌属

#3124$+

许多学者认为耐药水平较高的细菌样品中受

抗生素的污染可能较高"F@2:UB@:;>

(41)

在其研

究中指出多重耐药指数小于或等于 312 时样品中

抗菌药物很少或从不使用抗菌药物"而当其高于

312 则说明其是常用抗菌药物的高风险污染来

源+ 而本研究美洲鳗鲡养殖水样菌群的多重耐药

指数#3191$虽然较高"但在 5 份水样中"除了均

检测到痕量的 -+'#1 <22 >N5'$和 (('# / <

4 139 >N5'$"以及个别水样检测到 MSO**SZ和

,$[#4 <42 >N5'$"另外 44 种药物均未检出+ 这

表明"抗菌药污染高的样品中可能得到更多的耐

药菌"但抗菌药浓度低的样品中菌群的耐药水平

不一定低"二者之间没有必然的关系+

(%(&生态菌群对特定药物的耐药率

水产养殖生态样品中分离得到的细菌对各种

抗菌药物的耐药性情况虽然不尽相同"但有很多

共通之处+ 最重要的特征之一是水环境分离细菌

多为革兰氏阴性 #I

7

$细菌"这使得它们对某些

主要针对革兰氏阳性#I

=

$细菌的抗菌药物具有

较强的抗药性"如 &SV的作用机制是针对 I

=

细

菌细胞壁的肽聚糖"而 I

7

细菌细胞壁的肽聚糖

含量很低"因此细胞壁不易受损+ 本研究分离得

到数量最多的气单胞菌属#28 株$"在肠道*鳃*体

表和水样中均匀分布"其对 &SV高度耐药#耐药

率大于 03G$"对 M,M和磺胺类 #*SZ*MSO*

*VM$"以及酰胺醇类 #-+'*(('$ 药物较耐药

#83G<:3G$"而对头孢类 #-MV$*%,"以及氟

喹诺酮类#%"$*"('*,%$$药物耐药率低#小于

23G$+ %N23B> 等
(9)

分离得到的 02 株气单胞菌

对
*

9内酰胺类*氨基糖苷类*氟喹诺酮类和磺胺

类等药物的耐药率与本研究结果相近"但其对

M,M#/912G$和 -+'#/415G$的耐药率则要低

得多+ 李绍戊等
(/)

对 2: 株鱼源嗜水气单胞菌的

耐药性分析结果也大体相似"但其对四环素类*氨

基糖苷类*喹诺酮类药物的耐药率比本研究高出

:1/G<2811G"而对大环内酯类药物的耐药率

#:01/G$更是高出 1118G+ 水产养殖生态样品

所分离细菌对特定药物的耐药率大体趋同"主要

是因为水体的常见菌属比较相似"如气单胞菌*假

单胞菌*不动杆菌和肠杆菌等+ 而不同来源样品

的耐药率差异则可能与地区水文*宿主物种*流行

菌株和抗菌药物的使用等有关"因此研究特定养

殖区域的耐药性情况"才能更全面地掌握该区域

的耐药流行情况"提出更有针对性的用药指导+

就本研究结果而言"取样区域的美洲鳗鲡及养殖

水体普遍存在多重耐药菌株#其中气单胞菌 -4/

菌株耐 49 种药物$"各养殖场样品的多重耐药指

数#3121 <315:$偏高"对此应引起足够的重视%

而养殖生态菌群对某些水产用药物如诺氟沙星*

新霉素*多西环素等耐药率低"可将其作为水产动

物细菌性疾病治疗的首选药物+

特别感谢浙江宁波出入境检验检疫局的湛嘉

提供抗菌药含量检测方面的实验帮助$
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