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摘　要:目的　了解江苏某肉鸡屠宰加工厂不同环节弯曲菌的污染状况及耐药现状.方法　采集屠宰前肉鸡泄殖腔、不
同环节鸡酮体以及环境等样品,运用无血弯曲杆菌选择性培养基(modifiedcharcoalＧcefoperazoneＧdeoxycholateagar,CCDA)平
板法进行分离纯化,PCR鉴定后,采用 KＧB法测定６大类１４种抗生素耐药情况.PCR检测弯曲菌Ⅰ型整合子、四环素耐药基

因tet(O)、氨基糖苷类耐药基因簇aadEＧsat４ＧaphAＧ３以及弯曲菌gyrA 基因第２５７位碱基的突变情况.结果　细菌分离结

果显示１７０份样品分离到１２４株弯曲菌(７２．９５％).分离株对链霉素、妥布霉素、卡那霉素、环丙沙星、氧氟沙星、萘啶酸、红霉

素和四环素耐药率为１００％,多重耐药现象普遍,多重耐药率高达１００％,其优势耐药谱主要为 CTXＧCROＧcDAＧKＧNORＧSＧ
AZMＧCIPＧTEＧNAＧEＧLEVＧENRＧTOB.分离株经PCR扩增未检测到Ⅰ型整合子,所有菌株在gyrA 喹诺酮类耐药决定区发

生了CＧ２５７ＧT点突变,tet(O)基因和aadEＧsat４ＧaphAＧ３检出率分别为１００％和９０．２３％.结论　江苏某肉鸡屠宰加工生产链

中弯曲菌污染及耐药情况比较严重,gyrA 基因突变、tet(O)基因及aadEＧsat４ＧaphAＧ３耐药基因簇的携带,与弯曲菌对喹诺

酮类、四环素类和氨基糖苷类耐药密切相关.
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PrevalenceandantimicrobialresistanceanalysisofCampylobacterspp．
frombroilerslaughterandprocessingchain

TANG MengＧjun,ZHOUQian,ZHANGXiaoＧyan,ZHOUSheng,

ZHANGJing,TANGXiuＧjun,GAOYuＧshi

(JiangsuInstituteofPoultryScience,Yangzhou２２５１２５,China)

Abstract:TheaimofthisstudyistoinvestigatethecontaminationofCampylobacterspp．frombroilerslaughterandproＧ
cessinginchickenchainanditsantimicrobialresistance,thedrugresistantgenesinJiangsuProvince,China．Atotalof１７０
sampleswerecollectedfromeachsectionduringchickenslaughteringandprocessing．CCDAplatewasselectedforseparation
andpurification．PCR wasperformedtoidentifyCampylobacterspeciesincludingCampylobacterjejuni (C．jejuni)and
Campylobactercoli(C．coli)．Susceptibilityofbacteriato１４antibioticsbelongto６categorieswasdeterminedbytheKirbyＧ
Bauer(KＧB)methodasrecommendedbytheCLSI．TheclassⅠintegronwasdetectedthroughtheint１geneamplificationby
PCR．Tet(O)andaadEＧsat４ＧaphAＧ３werefoundbyPCR．TheCampylobacterisolatesofthepointmutationofgyrAgeneat
DNAsequenceposition２５７wasexaminedbyPCRandsequencing．Resultsshowedthat１２４CampylobacterisolateswereobＧ
tainedfrom１７０samples(７２．９５％)．TheresistantratesforCampylobacterisolateswere１００％ againstStreptomycin,TobraＧ
mycin,Kanamycin,Ciprofloxacin,Ofloxacin,Nalidixicacid,ErythromycinandTetracycline．ThemultiＧdrugresistancewas
commonamongCampylobacterisolatesandthemultipleresistantratewas１００％．TheregnantdrugＧresistantspectrumis
CTXＧCROＧcDAＧKＧNORＧSＧAZMＧCIPＧTEＧNAＧEＧLEVＧENRＧTOB．TheclassⅠintegronofCampylobcterisolatesdidnotdeＧ
tected．ThesequencingresultsshowedthatalloftheCampylobacterisolateshadtheThrＧ８６ＧIlepointmutationingyrA at

quinoloneresistantdeterminingregion．Thedetectionrateof

tet(O)andaadEＧsat４ＧaphAＧ３geneclusterwere１００％ and

９０􀆰３２％,respectively．ThisstudyprovidedthattheCampyＧ

lobactercontaminationoccurredinthebroilersslaughterand

processingchain,andtheantimicrobialresistanceofCampyＧ
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lobacterisolateswasrelativelyserious．TherewassignificantcorrelationbetweenantimicrobialphenotypesofCampylobacteriＧ
solateswiththeirgene．
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　　弯曲菌(Campylobacter)是一种重要的人兽共

患病原菌,能够引起人细菌性腹泻、急性肠炎以及吉

兰巴雷综合征,同时也能引起牛和绵羊流产.导致

人致病的弯曲菌主要有空肠弯曲菌(CampylobactＧ
erjejuni,C．jejuni)和结肠弯曲菌(Campylobacter
coli,C．coli)[１Ｇ２].弯曲菌可通过食物链传播给人,
禽肉是感染人的主要来源.

弯曲菌是畜禽动物肠道的常在菌.近年来,在
畜禽养殖过程中,抗生素的广泛应用使弯曲菌产生

了耐药性,随着时间的推移,耐药性不断增强,并且

耐药谱不断扩增.耐药弯曲菌的出现有可能通过食

物链转移到人体,从而对人类的健康和公共卫生造

成威胁.为了控制细菌耐药性,我国农业部制定了

«全国遏制动物源性细菌耐药行动计划(２０１７－
２０２０)»,弯曲菌耐药监测也纳入行动计划,在全国范

围内进一步加强动物源弯曲菌耐药性监测.鉴于

此,本研究对江苏某大型肉鸡屠宰加工厂不同环节

弯曲菌的分离、鉴定及其耐药性进行分析,为我国动

物源性弯曲菌耐药性现状的了解和评估提供可靠的

数据.

１　材料与方法

１．１　材　料

１．１．１　标准菌株　空肠弯曲菌标准菌株(NCTCＧ
１１１６８)、结肠弯曲菌标准菌株(ATCC３３５５９)和大肠

埃希氏菌(ATCC２５９２２)由本实验室保存.

１．１．２　培养基　CaryＧBlair运送培养基、CCDA 培

养基、MH 培养基、BHI培养基均购自于英国 OXＧ
OID公司;弯曲菌分离用抗生素三甲氧苄氨嘧啶、
头孢哌酮、多粘菌素 B、两性霉素 B、利福平和放线

菌酮等购自日本 WAKO 公司;脱纤维绵羊血购买

于青岛海博生物技术有限公司;厌氧罐购自日本

MGC公司;混合气(５％ O２、１０％ CO２ 和８５％ N２)
购于南京特种气体厂有限公司.

１．１．３　试剂　ExTaqpremix、PrimeSTAR○R HS
DNAPolymerasepremix、DL２０００ Marker均购自

大连宝生物工程有限公司;细菌 DNA 提取试剂盒

购自上海生工生物工程技术服务有限公司;其它均

为常规试剂.

１．１．４　药敏纸片　共选择６大类抗生素中的１４种

常规药敏纸片,包括青霉素类的氨苄西林(AmpicilＧ
lin,AMP,１０μg)、阿莫西林(Amoxicillin,AML,１０

μg);第三代头孢中的头孢噻肟(Cefotaxime,CTX,

３０μg)和头孢曲松(Ceftriaxone,CRO,３０μg);氨基

糖苷类的链霉素(Streptomycin,S,１０μg)、庆大霉

素(Gentamicin,CN,１０μg)、阿米卡星(Amikacin,

AK,３０μg)、妥布霉素(Tobramycin,TOB,１０μg)
和卡那霉素(Kanamycin,K,３０μg);喹诺酮类的萘

啶酸(Nalidixicacid,N,３０μg)、环丙沙星(CiproＧ
floxacin,CIP,５μg)和氧氟沙星(Ofloxacin,LEV,５

μg);大环内酯类的红霉素 (Erythromycin,E,１５

μg)以及四环素类的四环素(Tetracycline,TE,３０

μg);以上药敏纸片均购买于英国 OXOID公司.

１．２　方　法

１．２．１　样品采集　根据肉鸡屠宰流程随机进行采

样,主要包括:屠宰前泄殖腔棉拭子、脱毛后的胴体、
开膛后的胴体、消毒预冷后胴体、成品鸡、工作台面

及工人手拭子样品.泄殖腔棉拭子采用无菌棉签擦

拭法,棉拭子采集后存放于 CaryＧBlair运送培养基

中;(胴)体、工作台面及工人的手使用含 PBS的灭

菌棉球均匀擦拭,将擦拭好的棉球置于采样袋内.
所有样品均低温保存运回实验室进行检测.

１．２．２　样品处理　样品处理方法参照文献[３].其

具体的步骤为:泄殖腔样品的处理,从运送培养基中

取出棉拭,置于含１mL灭菌 PBS的指形管中,充
分浸透,胴体擦拭样品挤出 PBS溶液;分别将浸液

和挤出的PBS溶液经适当倍比稀释后取１００μL涂

布CCDA平板;微需氧条件４２℃培养３６h,同时设

阴性和阳性对照.

１．２．３　菌株分离纯化　细菌的分离鉴定参照文献

[３]并略作修改.其步骤为:挑取 CCDA 平板上的

可疑菌落接种于 MH 血平板４２ ℃微需氧培养３６
h,重复２~３次,直至得到单一纯培养菌落.挑取单

菌落加入２０μL超纯水中混匀,煮沸１５min,取出
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立即置于冰上,８０００r/min离心５min,取１μL上

清进行PCR检测,引物序列见表１.鉴定阳性的菌

落以密集划线的方式接种于 MH 血平板上培养３６
h后,用适量的含有２０％甘油的BHI培养基洗脱菌

苔,置于－８０℃冷冻保存.

１．２．４　药敏试验　采用 CLSI推荐的纸片扩散法

(KirbyＧBauer,KＧB)进行抗生素药物敏感性试验[４],
选择６大类１４种抗生素,１４种药敏纸片名称及判

断标准见表２.结果按照 CLSI(２０１５)标准进行结

果判断.

１．２．５　耐药基因检测　对分离得到的菌株分别扩

增I型整合子携带情况;检测分离得到的弯曲菌tet
(O)基因携带情况以及氨基糖苷类耐药基因簇

aadEＧsat４ＧaphAＧ３的分布,所用引物序列如表１.

PCR反应体系:ExTaqpremix１２．５μL,上下游引

物(１０μmol/L)各１μL,模板 DNA１μL,无菌去离

子水 ９．５μL.PCR 反应条件为:９５ ℃ 预变性 １
min;９５℃变性３０s,根据不同引物选择相应的退火

温度,７２℃延伸１min,共３０个循环;７２℃延伸１０
min.对耐氟喹诺酮类药物的弯曲菌进行gyrA 相

关区域扩增测序,PCR 反应体系为:PrimeSTAR
HS(Premix)１２．５μL,上下游引物(１０μmol/L)各

１μL,模板DNA１μL,无菌去离子水９．５μL;PCR
产物用１％琼脂糖凝胶电泳成像.选取 PCR 阳性

样品送上海生工生物工程技术服务有限公司进行序

列测定,测序结果在 NCBI上进行BLAST分析.

表１　目的基因引物序列及片段长度

Tab．１　Primersequencesoftargetgeneandgenelength

目的基因 引物序列(５′Ｇ３′) 扩增产物/bp 参考文献

１６sRNA F:ATCTAATGGCTTAACCATTAAAC ８５７ 参考文献[３]

R:GGACGGTAACTAGTTTAGTATT

mapA F:CTATTTTATTTTTGAGTGCTTGTG ５８９

R:GCTTTATTTGCCATTTGTTTTATTA

ceuE F:AATTGAAAAATTGCTCCAACTATG ４６２

R:TGATTTTATTATTTGTAGCAGCG

int１ F:ATCATCGTCGTAGAGACGTCGG ８９２ 参考文献[５]

R:GTCAAGGTTCTGGACCAGTTGC

gyrA F:ATTTTTAGCAAAGATTCTGAT ６７３ 参考文献[６]

R:CCATAAATTATTCCACCTGT

tetO F:AACTTAGGCATTCTGGCTCAC ５１５ 参考文献[７]

R:TCCCACTGTTCCATATCGTCA

aadEＧsat４ＧaphAＧ３ F:GGAGAAACTTTTGTCCACCTACC １５３８ 参考文献[８]

R:AATGTCATACCACTTGTCCGC

２　结　果

２．１　肉鸡屠宰加工各环节中弯曲菌检出情况　共

检测样品１７０份,检出弯曲菌１２４株,空肠弯曲菌

１６株,结肠弯曲菌１０８株,分离率为７２．９５％.肉鸡

屠宰前其弯曲菌分离率为２３．３％,鸡只经过电晕、放
血、褪毛、掏出内脏等过程其污染率迅速上升,经过

预冷消毒后,鸡胴体污染率有所下降,但到成品鸡其

污染率又升高达到９０％,具体结果见表２.

２．２　弯曲菌分离株药敏试验结果　由表３药敏实

验结果表明,弯曲菌分离株对链霉素、妥布霉素、卡
那霉素、环丙沙星、氧氟沙星、萘啶酸、红霉素和四环

素产生了很强的耐药性,耐药率１００％;对氨基糖苷

类的庆大霉素和阿米卡星较敏感;对青霉素的氨苄

西林和阿莫西林也较敏感,其耐药率分别为１１．３６％
和１３．６４％.弯曲菌耐药情况严重,多重耐药(耐３
类及以上抗生素)率达１００％,其优势耐药谱主要为

CTXＧCROＧcDAＧKＧNORＧSＧAZMＧCIPＧTEＧNAＧEＧ
LEVＧENRＧTOB,占７９．５％.活鸡泄殖腔、脱毛后胴

体、开膛后胴体以及成品鸡各阶段的耐药谱型都比

较单一,工人手和工作台面的耐药谱型相对比较复

杂.从活鸡到成品鸡是同一批次同一来源,所以耐

药谱型相对比较单一,而工人手和工作台面接触了

不同批次的鸡,消毒不彻底就会相互污染,其耐药谱

型相对比较多样.
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表２　肉鸡屠宰加工环节弯曲菌检出情况

Tab．２　IsolationofCampylobacterstrainsfromdifferentsectioninslaughterandprocessingchain

采样环节 采样数量(份数) C．jejuni/株(％) C．coli/株(％) 菌株数(％)

活鸡泄殖腔 ３０ ０(０．００) ７(２３．３) ７(２３．３)

脱毛后胴体 ３０ ０(０．００) ２４(８０．０) ２４(８０．０)

开膛后胴体 ３０ ８(２６．６７) ２０(６６．６７) ２８(９３．３)

消毒后胴体 ３０ ５(１６．６７) １６(５３．３３) ２１(７０．０)

成品鸡 ３０ ０(０．００) ２７(９０．０) ２７(９０．０)

工作台面 １０ １(１０．０) ８(８０．０) ９(９０．０)

工人手 １０ ２(２０．０) ６(６０) ８(８０．０)

总　计 １７０ １６(９．４) １０８(６３．５３) １２４(７２．９５)

表３　弯曲菌分离株对抗生素的耐药性

Tab．３　ResultsofantimicrobialresistancetestingofCampylobacterisolates

种类 抗生素名称
判定标准/mm 实验结果(％)

耐药 中敏 高敏 耐药 中敏 高敏

青霉素类 AMP ≤１３ １４~１６ ≥１７ １１．３６ ０ ８８．６４

AML ≤１３ １４~１７ ≥１８ １３．６４ ０ ８６．３６

第三代头孢类 CTX ≤２２ ２３~２５ ≥２６ ９５．４５ ４．５５ ０

CRO ≤１９ ２０~２２ ≥２３ ９５．４５ ４．５５ ０

氨基糖苷类 S ≤１１ １２~１４ ≥１５ １００ ０ ０

CN ≤１２ １３~１４ ≥１５ １１．３６ ０ ８８．６４

K ≤１３ １４~１７ ≥１８ １００ ０ ０

AK ≤１４ １５~１６ ≥１７ ４．５５ ０ ９５．４５

TOB ≤１２ １３~１４ ≥１５ １００ ０ ０

喹诺酮类 CIP ≤１５ １６~２０ ≥２１ １００ ０ ０

LEV ≤１３ １４~１６ ≥１７ １００ ０ ０

NA ≤１３ １４~１８ ≥１９ １００ ０ ０

大环内酯类 E ≤１３ １４~２２ ≥２３ １００ ０ ０

四环素类 TE ≤１１ １２~１４ ≥１５ １００ ０ ０

２．３　I类整合子的携带情况　对分离得到的１２４株

弯曲菌进行I型整合子扩增,未扩增到目的条带,说
明在分离得到的耐药菌中整合子介导耐药机制没有

起主导作用.

２．４　PCR检测弯曲菌分离株gyrA 基因点突变结

果　对１２４株弯曲菌gyrA 基因耐药决定区进行序

列分析发现,耐氟喹诺酮药物的菌株在第２５７位碱

基均发生了 CＧT 的突变,导致苏氨酸突变为异亮

氨酸.

２．５　四环素类耐药基因tet(O)基因检测结果　１２４

株四环素表型耐药的弯曲菌分离株中,均检测出tet
(O)基因,检出率为１００％,PCR 扩增结果见图１.
对部分菌株PCR产物进行了测序确定为目的片段.

２．６　aadEＧsat４ＧaphAＧ３耐药基因簇检测结果　图

２为弯曲菌的检测结果,aadEＧsat４ＧaphAＧ３耐药基

因簇PCR扩增片段为１５３８bp,对部分菌株 PCR
产物进行了测序,确定为目的片段.１２４株弯曲菌

中aadEＧsat４ＧaphAＧ３阳性菌株有１１２株,检出率

为９０．３２％.
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M:核酸分子量标准 DL２０００;泳道 N:阴性对照;泳道１Ｇ２３:弯曲杆菌分离株tet(O)的PCR扩增结果

图１　弯曲菌分离株tet(O)扩增结果

Fig．１　PCRamplificationoftet(O)inCampylobacterisolates

M:核酸分子量标准 DL２０００;泳道１Ｇ２２:为弯曲杆菌分离株aadEＧsat４ＧaphAＧ３耐药基因簇的PCR扩增结果

图２　弯曲菌分离株aadEＧsat４ＧaphAＧ３耐药基因簇PCR扩增结果

Fig．２　PCRamplificationofaadEＧsat４ＧaphAＧ３geneclusterinCampylobacterisolates

３　讨　论

由于弯曲菌能够在家禽肠道内大量定植,在屠

宰的过程中如果肠道破裂很容易污染屠宰场地、设
施和水从而污染禽肉产品[９Ｇ１０].对３０多个国家调

查表明,市场上出售的７５％的活禽和８０％的禽肉中

含有弯曲菌,弯曲菌在鸡中已经广泛分布[１１].本研

究从１７０份样品中共分离出１２４株弯曲菌,总分离

率为７２．９５％.在屠宰前,肉鸡泄殖腔棉拭子分离率

为２３．３％,与张秀丽[１２]报道活鸡泄殖腔的分离率相

似,在屠宰过程中鸡胴体的平均检出率为８３．３３％,
与焦扬等[１３]报道的鸡胴体分离率８８．９７％接近.本

试验结果表明肉鸡经过屠宰加工环节后,其胴体弯

曲菌污染率高于屠宰前活鸡的检出率,表明肉鸡加

工环节是弯曲菌发生交叉污染的主要原因,应加强

家禽屠宰环节弯曲菌的监测与控制.
由于疾病治疗及抗生素类饲料添加剂的大量使

用,使弯曲菌耐药性迅速传播,且其耐药性逐渐增

强.食源性动物中弯曲菌的耐药性已经成为发达国

家和发展中国家共有的主要公共卫生问题.国内外

已有大量的研究论文报道弯曲菌的多重耐药现

象[１４Ｇ１６].LimSK等[１４]对从鸡的泄殖腔和胴体分离

到的弯曲菌进行耐药性检测,结果表明:空肠弯曲菌

和结肠弯曲菌对环丙沙星、萘啶酸都具有较高的耐

药率.张艾煜等[１７]对我国不同来源的弯曲菌进行

了抗生素敏感性分析,结果显示我国菌株对喹诺酮

类为接近９５％的高耐药率.本研究分离的１２４株

弯曲菌药敏试验结果显示:弯曲菌对链霉素、妥布霉

素、卡那霉素、环丙沙星、氧氟沙星、萘啶酸、红霉素

和四环素产生了很强的耐药性,耐药率１００％;对庆

大霉素、阿米卡星、氨苄西林和阿莫西林较敏感,结
果显示本试验所分离弯曲菌的多重耐药情况相当普

遍和严重.
整合子Ｇ基因盒(Integrongenecassette)系统可

将耐药基因在同种甚至不同种菌株间水平转移,加
速多重耐药菌株的产生,危害严重.本试验的１２４
株多重耐药细菌中,未检出I型整合子,与 AlessanＧ
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draPiccirillo[１８]的结果一致,远低于国内胡欣洁[１９]

报道的９８．６％.喹诺酮类耐药决定区gyrA 基因核

苷酸CＧ２５７ＧT的点突变是导致弯曲菌对氟喹诺酮类

药物产生耐药的主要原因之一[２０],本研究对１２４株

弯曲菌gyrA 基因耐药决定区测序发现在２５７位碱

基发生了CＧT的突变,推测这是导致弯曲菌分离株

对喹诺酮类耐药的主要原因.tet(O)基因编码的核

糖体保护蛋白是弯曲菌对四环素耐药的主要机制之

一[２１].１２４株弯曲菌tet(O)检出率为 １００％,与

Qin(１００％)等的结果相似[２２].氨基糖苷类耐药的

基因簇—aadEＧsat４ＧaphAＧ３能介导链霉素、卡那霉

素和新霉素等耐药,但不能介导庆大霉素耐药,该基

因簇的存在是耐药菌株在多重氨基糖苷类抗生素压

力下的选择结果,因此,选择该基因监测对于耐药弯

曲菌的监测具有重要意义.本研究对１２４株弯曲菌

进行了aadEＧsat４ＧaphAＧ３耐药基因簇的检测,其
阳性率为９０．３２％,高于张艾煜的１０．８６％检出率[８],
其原因可能是本研究鸡源分离株来源比较单一导致

了比较高的检出率.
本研究分析了江苏省某肉鸡屠宰加工过程中不

同环节弯曲菌的污染和耐药表型及耐药基因携带情

况,结果显示,肉鸡屠宰加工过程中弯曲菌的污染较

为严重,分离株耐药率较高且多重耐药现象严重.
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