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［摘　 要］ 　 为探究鸡源肺炎克雷伯菌的流行性和耐药情况，本试验采集蛋鸡新鲜粪便 ６０ 份（雏鸡 ３６
只 ／ 产蛋鸡 ２４ 只），通过分离培养、ＶＩＴＥＫ２ Ｃｏｍｐａｃｔ 生化鉴定、特异性基因 ＰＣＲ 扩增和微量肉汤稀释法

对分离菌株进行了菌种鉴定、耐药表型、耐药基因以及毒力基因检测。 结果显示，从粪便样本中共分离

出 ４８ 株肺炎克雷伯菌；分离菌株对氨苄西林、大观霉素、四环素、氟苯尼考、磺胺异噁唑和复方新诺明

表现出高度耐药，耐药率范围为 ５０． ００％ ～１００． ００％ ，对奥格门丁、庆大霉素、头孢类和喹诺酮类药物耐

药程度较低，耐药率范围为 １４． ５８％ ～２７． ０８％ ，对黏菌素和美罗培南敏感；７５． ０２％的菌株表现为多重

耐药，最高表现为 ８ 重耐药，占 １０． ４２％ 。 耐药基因和毒力基因检测结果显示，４８ 株肺炎克雷伯菌共检

出 ａａｄＡ１、ｔｅｔＡ、ｏｑｘＡ、ｏｑｘＢ、ｂｌａＴＥＭ和 ｑｎｒＢ 等 ６ 种耐药基因，以及 ｅｎｔＢ、ｗａｂＧ、ｕｇｅ 和 ｋｆｕＢＣ 等 ４ 种毒力基

因，本试验结果可为临床用药、动物源细菌耐药性监测和健康养殖提供数据支持。
［关键词］ 　 肺炎克雷伯菌；耐药表型；耐药基因

基金项目： 宁夏回族自治区重点研发计划重点项目：畜禽养殖场兽用抗菌药使用减量化关键技术应用研究

（２０２１ＢＥＦ０２０４１）；农业重大实用技术推广项目：规模养殖场减抗养殖关键技术开发与示范

作者简介： 王雅丽，从事疫病的中草药防治及其机理研究。 张宝锁，兽医师，从事蛋鸡养殖及其疫病防治工作，与王雅丽

为共同第一作者。
通讯作者： 杨 奇，Ｅ － ｍａｉｌ：ｙａｎｇｑｍｚ＠ １６３． ｃｏｍ；张为民，Ｅ － ｍａｉｌ：ｙｌｚｈａｎｇｗｍ＠ １６３． ｃｏｍ

Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ， Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ｆｒｏｍ Ｃｈｉｃｋｅｎｓ

ＷＡＮＧ Ｙａ － ｌｉ１，ＺＨＡＮＧ Ｂａｏ －ｓｕｏ３，ＺＨＡＮＧ Ｗｅｎ２，ＣＵＩ Ｓｈｅｎｇ － ｌｉｎｇ２，ＱＩＮＧ Ｓｕ －ｚｈｕ１，ＹＡＮＧ Ｑｉ２，ＺＨＡＮＧ Ｗｅｉ －ｍｉｎ１

（１． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｎｏｒｔｈｗｅｓｔ Ａ＆Ｆ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｙａｎｇｌｉｎｇ ７１２１００， Ｃｈｉｎａ； ２． Ｎｉｎｇｘｉａ Ｓｕｐｅｒｖｉｓｉｏｎ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｆｏｒ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇｓ ａｎｄ

Ａｎｉｍａｌ Ｆｅｅｄｓｔｕｆｆｓ， Ｙｉｎｃｈｕａｎ， Ｎｉｎｇｘｉａ ７５０００１１； Ｃｈｉｎａ， ３． Ｎｉｎｇｘｉａ Ｓｈｕｎｂａｏ Ｍｏｄｅｒｎ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｌｉｍｉｔｅｄ Ｃｏｍｐａｎｙ， Ｗｕｚｈｏｎｇ ７５１６００， Ｃｈｉｎａ）

　 　 Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＹＡＮＧ Ｑｉ， Ｅ － ｍａｉｌ： ｙａｎｇｑｍｚ＠１６３． ｃｏｍ；ＺＨＡＮＧ Ｗｅｉ － ｍｉｎ，Ｅ － ｍａｉｌ： ｙｌｚｈａｎｇｗｍ＠１６３． ｃｏｍ

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ａｎｄ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎｓ， ６０ ｆｒｅｓｈ ｆｅｃｅｓ ｏｆ
ｌａｙｉｎｇ ｈｅｎｓ （３６ ｃｈｉｃｋｓ ／ ２４ ｌａｙｉｎｇ ｈｅｎｓ） ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｏｒ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｔｕｄｙ． Ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ， ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ， ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｏｆ Ｋ． ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＰＣＲ， ＶＩＴＥＫ２ Ｃｏｍｐａｃｔ
ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｔｅｓｔ ａｎｄ ｓｔａｎｄａｒｄ ｂｒｏｔｈ ｍｉｃｒｏｄｉｌｕｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ４８ Ｋ． ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ｓｔｒａｉｎｓ
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ｍｅｒｏｐｅｎｅｍ． Ｍｕｌｔｉ － ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ ａｃｃｏｕｎｔｅｄ ｆｏｒ ７５． ０２％ ｏｆ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅｓ， ａｎｄ １０． ４２％ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｅｒｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ
ｔｏ ｅｉｇｈｔ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｄｒｕｇｓ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ
ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ６ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ４ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ４８ Ｋ． ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ｓｔｒａｉｎｓ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ
ａａｄＡ１， ｔｅｔＡ， ｏｑｘＡ， ｏｑｘＢ， ｂｌａＴＥＭ ａｎｄ ｑｎｒＢ ｇｅｎｅｓ， ｕｇｅ， ｗａｂＧ， ｋｆｕＢＣ ａｎｄ ｅｎｔＢ． Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｃａｎ ｐｒｏｖｉｄｅ ｄａｔａ
ｓｕｐｐｏｒｔ ｆｏｒ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｄｒｕｇ ｕｓｅ， ａｎｉｍａｌ ｈｅａｌｔｈ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｎｉｍａｌ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｋ． ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ； Ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ； Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅｓ

　 　 肺炎克雷伯氏菌（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）是一

种常见的革兰氏阴性条件致病杆菌，为肠杆菌科

（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）克雷伯氏菌属（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ）成员，
多存在于动物黏膜表面或自然环境（如水、土壤等）

中［１］，能够引起动物肺炎、肠炎、脑膜炎和败血症等

严重疾病，也是一种重要的人兽共患病原菌。 肺炎

克雷伯菌具有多种质粒和可移动遗传元件，基于此

特点该菌可以携带多种抗性基因或从环境中获得并

积累抗性基因，或将耐药基因传递给敏感菌株，从而

可能导致多重耐药或者超级耐药细菌的出现［２ － ３］。

肺炎克雷伯菌是引起医院临床感染的主要细菌之

一［４］，２０２０ 年中国细菌耐药监测报告显示，肺炎克雷

伯菌分离率在医源革兰氏阴性菌位居第二位，仅次

于大肠埃希菌，且耐药率也呈现明显上升趋势［５］。

近年来，由于肺炎克雷伯菌对蛋鸡的危害增大

和耐药性严重，常引起禽类肺炎、眼炎、肝脓肿、肠
炎、败血症和生殖系统疾病等。 基于此，本试验从

蛋鸡粪便中分离鉴定肺炎克雷伯菌，并对分离菌株

的耐药表型、耐药基因和毒力基因进行检测，以了

解肺炎克雷伯菌的耐药现状和毒力基因流行情况，
为动物临床用药提供基础数据。
１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 样本采集　 选择宁夏回族自治区某规模化

蛋鸡场为采样点，在鸡舍内随即选取临床健康雏鸡

（ｎ ＝ ３６）和产蛋鸡（ｎ ＝ ２４），用无菌棉签蘸取其排

泄的新鲜粪便（扒开粪便表皮，蘸取内部粪便），置
于无菌采样袋，共 ６０ 份。

１． １． ２　 标准菌株　 大肠埃希菌（ＡＴＣＣ２５９２２）和肺

炎克雷伯菌（ＡＴＣＣ１３８８３）由宁夏回族自治区兽药

饲料监察所提供。
１． １． ３　 主要试剂和仪器　 麦康凯肌醇阿东醇羧苄

青霉素琼脂（ＭＩＡＣ）购自青岛海博生物技术有限公

司；ＶＩＴＥＫ ２ 革兰氏阴性细菌鉴定卡购自生物梅里

埃有限公司；革兰氏阴性细菌药敏板（动物源）购自

上海星佰生物技术公司；全自动微生物鉴定仪

（ＶＩＴＥＫ２）购自梅里埃诊断产品有限公司；ＰＣＲ 仪

购自德国耶拿分析仪器有限公司。
１． ２　 方法

１． ２． １　 细菌分离培养　 将粪便稀释于蛋白胨缓冲

液中增菌培养 ３０ ｍｉｎ，滤液添加至麦康凯肉汤孵育

１８ ～ ２４ ｈ。 将菌液划线接种于 ＭＩＡＣ 培养基，３７ ℃
培养 １８ ～ ２４ ｈ。 挑取培养基上单个、圆形、呈粉红

色至紫红色且带沉淀环的菌落，再次划线接种使其

纯化，直至平板上菌落形态一致且符合肺炎克雷伯

菌菌落特征。 每次传代培养均设置肺炎克雷伯菌

标准菌株 ＡＴＣＣ１３８８３ 为阳性对照，未接种培养基

为阴性对照，并同条件培养。
１． ２． ２　 ＰＣＲ 鉴定　 采用煮沸法提取待测菌株模板

ＤＮＡ。 参考文献［６］ 合成肺炎克雷伯菌的特异性基

因溶血酵素 ｋｈｅ 基因，上游引物 ５′ － ＴＧＡＴＴＧＣＡＴ⁃
ＴＣＧＣＣＡＣＴＧＧ － ３′， 下 游 引 物 ５′ － ＧＧＴＣＡＡＣ⁃
ＣＣＡＡＣＧＡＴＣＣＴＧ － ３′， 目 的 基 因 片 段 大 小 为

４２８ ｂｐ。 ＰＣＲ 扩增体系 （ ２０ μＬ）： ２ × ＤｒｅａｍＴａｑ
Ｇｒｅｅｎ Ｍｉｘ ８ μＬ，上下游引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）各 １ μＬ，

ＤＮＡ 模板 ２ μＬ 和 ｄｄＨ２Ｏ ８ μＬ。 扩增程序：９５ ℃预

·２·
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变性 ３ ｍｉｎ；９５ ℃变性 ３０ ｓ，５７ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延

伸 ３０ ｓ，３０ 个循环；最后 ７２ ℃ 延伸 ５ ｍｉｎ，４ ℃ 保

存。 扩增产物用 １． ２５％琼脂糖凝胶进行电泳检测。
１． ２． ３　 ＶＩＴＥＫ２ Ｃｏｍｐａｃｔ 全自动微生物系统鉴定　
用无菌棉拭子挑取适量形态相似的菌落混悬于

０􀆰 ４５％的无菌生理盐水中，使其终浓度为 ０． ５ ～
０􀆰 ６３ 麦氏浊度。 将菌液管和革兰氏阴性鉴定卡放

入卡架中，装入梅里埃 ＶＩＴＥＫ ２ Ｃｏｍｐａｃｔ 全自动细

菌鉴定系统中自动鉴定。
１． ２． ４　 药敏试验　 参照美国临床实验室标准化委员

会 ＣＬＳＩ 相关标准进行操作和结果判定。 采用革兰氏阴

性细菌药敏板对分离株进行 １４ 种常用抗菌药物的敏感

性检测，包括氨苄西林（ＡＭＰ）、奥格门丁（Ａ／ Ｃ）、庆大霉

素（ＧＥＭ）、大观霉素（ＳＰＴ）、四环素（ＴＥＴ）、氟苯尼考

（ＦＦＣ）、磺胺异噁唑（ＳＦ）、复方新诺明（甲氧卞定 ／磺胺

甲恶唑，ＳＸＴ）、头孢噻呋（ＣＥＦ）、头孢他啶（ＣＡＺ）、恩诺

沙星（ＥＮＲ）、氧氟沙星（ＯＦＬ）、美罗培南（ＭＥＭ）和黏菌

素（ＣＬ）。 大肠埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２ 为质控菌株。
１． ２． ５ 　 耐药基因和毒力基因检测 　 依据参考文

献［７ －１６］设计耐药基因和毒力基因引物，由西安擎科新业

生物技术有限公司合成。 具体引物信息见表 １ 和表 ２，
包括 β － 内酰胺类耐药基因 ｂｌａＮＤＭ、ｂｌａＫＰＣ、ｂｌａＣＴＸ 和

ｂｌａＴＥＭ，氨基糖苷类 ａａｃ（６＇） － Ｉｂ － ｃｒ、ａａｄＡ１ 和 ｒｍｔＢ、四环

素类 ｔｅｔＡ和 ｔｅｔＢ，喹诺酮类 ｑｎｒＡ、ｏｑｘＡ、ｏｑｘＢ、ｑｎｒＢ和 ｇｙｒＡ
以及粘菌素类 ｍｃｒ －１，共 １５ 种耐药基因。 毒力基因包

括荚膜多糖基因 ｒｍｐＡ，脂多糖合成相关基因 ｗａｂＧ 和

ｕｇｅ，铁捕获能力 ｋｆｕＢＣ和 Ａｅｒｏｂａｃｔｉｎ 以及铁载体 ｅｎｔＢ和

ｉｃｕＡ。 除退火温度外，反应体系与反应程序同１．２．２。

表 １　 肺炎克雷伯菌耐药基因序列

Ｔａｂ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｏｆ Ｋ． ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ
基因
Ｇｅｎｅｓ

上下游引物序列
Ｆｏｒｗａｒｄ ａｎｄ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

退火温度
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ／ ℃

产物长度
Ｐｒｏｄｕｃｔ ／ ｂｐ

ｂｌａＮＤＭ
Ｆ： ５′ － ＧＧＴＴＴＧＧＣＧＡＴＣＴＧＧＴＴＴＴＣ － ３′
Ｒ： ５′ － ＣＧＧＡＡＴＧＧＣＴＣＡＴＣＡＣＧＡＴＣ － ３′

５５ ６２１

ｂｌａＫＰＣ
Ｆ： ５′ － ＣＧＴＣＴＡＧＴＴＣＴＧＣＴＧＴＣＴＴＧ － ３′
Ｒ： ５′ － ＣＴＴＧＴＣＡＴＣＣＴＴＧＴＴＡＧＧＣＧ －３′

５５ ７９８

ｂｌａＣＴＸ
Ｆ： ５′ － ＴＴＡＧＧＡＡＲＴＧＴＧＣＣＧＣＴＧＴＡ － ３′
Ｒ： ５′ － ＣＧＡＴＡＴＣＧＴＴＧＧＴＧＧＴＲＣＣＡＴ － ３′

５５ ６８８

ｂｌａＴＥＭ
Ｆ： ５′ － ＡＴＧＣＧＴＴＡＴＡＴＴＣＧＣＣＴＧＴＧ － ３′
Ｒ： ５′ － ＧＴＴＡＧＣＧＴＴＧＣＣＡＧＴＧＣＴＣＧ －３′

５５ ８６１

ａａｃ（６′） － Ｉｂ － ｃｒ
Ｆ： ５′ － ＡＴＧＡＣＴＧＡＧＣＡＴＧＡＣＣＴＴＧＣ － ３′
Ｒ： ５′ － ＴＴＡＧＧＣＡＴＣＡＣＴＧＣＧＴＧＴＴＣ － ３′

５５ ５１９

ａａｄＡ１
Ｆ： ５′ － ＧＣＡＧＣＧＣＡＡＴＧＡＣＡＴＴＣＴＴＧ － ３′
Ｒ： ５′ － ＡＴＣＣＴＣＧＧＣＧＣＧＡＴＴＴＴＧ － ３′

５５ ２８２

ｒｍｔＢ
Ｆ： ５′ － ＴＧＣＧＧＣＧＣＡＴＣＣＴＧＡＣＴＧＡＧＧＡ －３′
Ｒ： ５′ － ＧＧＧＡＡＡＧＣＴＧＡＣＡＧＣＣＡＴＧＣＧＣ － ３′

５９ ５４２

ｑｎｒＡ
Ｆ： ５′ － ＡＡＧＧＡＡＧＣＣＧＴＡＴＧＧＡＴＡＴＴ － ３′
Ｒ： ５′ － ＴＡＡＡＧＣＴＣＣＧＧＣＡＧＣＡＣＴＡＴ － ３′

５１ ６７０

ｏｑｘＡ
Ｆ： ５′ － ＧＡＣＡＧＣＧＴＣＧＣＡＣＡＧＡＡＴＧ －３′
Ｒ： ５′ － ＧＧＡＧＡＣＧＡＧＧＴＴＧＧＴＡＴＧＧＡ －３′

５７ ３３９

ｏｑｘＢ
Ｆ： ５′ － ＣＧＡＡＧＡＡＡＧＡＣＣＴＣＣＣＴＡＣＣＣ － ３′
Ｒ： ５′ － ＣＧＣＣＧＣＣＡＡＴＧＡＧＡＴＡＣＡ －３′

５７ ２４０

ｑｎｒＢ
Ｆ： ５′ － ＣＧＡＣＣＴＧＡＧＣＧＧＣＡＣＴＧＡＡＴ － ３′
Ｒ：５′ － ＴＧＡＧＣＡＡＣＧＡＴＧＣＣＴＧＧＴＡＧ －３′

５７ ５１５

ｇｙｒＡ
Ｆ： ５′ － ＣＧＣＧＴＡＣＴＡＴＡＣＧＣＣＡＴＧＡＡＣＧＴＡ －３′
Ｒ： ５′ － ＡＣＣＧＴＴＧＡＴＣＡＣＴＴＣＧＧＴＣＡＧＧ －３′

５９ ４４１

ｔｅｔＡ
Ｆ： ５′ － ＧＣＴＡＣＡＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＣＴＴＣ － ３′
Ｒ： ５′ － ＣＡＴＡＧＡＴＣＧＣＣＧＴＧＡＡＧＡＧＧ －３′

５７ ２１０

ｔｅｔＢ
Ｆ： ５′ － ＴＴＧＧＴＴＡＧＧＧＧＣＡＡＧＴＴＴＴＧ － ３′
Ｒ： ５′ － ＧＴＡＡＴＧＧＧＣＣＡＡＴＡＡＣＡＣＣＧ －３′

５２ ６５９

ｍｃｒ － １
Ｆ： ５′ － ＡＧＴＣＣＧＴＴＴＧＴＴＣＴＴＧＴＧＧＣ － ３′
Ｒ： ５′ － ＡＧＡＴＣＣＴＴＧＧＴＣＴＣＧＧＣＴＴＧ － ３′

５１ ３２０

·３·
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表 ２　 肺炎克雷伯菌毒力基因引物序列

Ｔａｂ ２　 Ｐｒｉｍｅｒ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｏｆ Ｋ． ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ
基因
Ｇｅｎｅｓ

上下游引物序列
Ｆｏｒｗａｒｄ ａｎｄ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

退火温度
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ／ ℃

产物长度
Ｐｒｏｄｕｃｔ ／ ｂｐ

Ａｅｒｏｂａｃｔｉｎ
Ｆ： ５′ － ＧＣＡＴＡＧＧＣＧＧＡＴＡＣＧＡＡＣＡＴ － ３′

Ｒ： ５′ － ＣＡＣＡＧＧＧＣＡＡＴＴＧＣＴＴＡＣＣＴ － ３′
５５ ５５６

ｋｆｕＢＣ
Ｆ： ５′ － ＧＡＡＧＴＧＡＣＧＣＴＧＴＴＴＣＴＧＧＣ － ３′

Ｒ： ５′ － ＴＴＴＣＧＴＧＴＧＧＣＣＡＧＴＧＡＣＴＣ － ３′
５７ ７９７

ｒｍｐＡ
Ｆ： ５′ － ＡＣＴＧＧＧＣＴＡＣＣＴＣＴＧＣＴＴＣＡ － ３′

Ｒ： ５′ － ＣＴＴＧＣＡＴＧＡＧＣＣＡＴＣＴＴＴＣＡ － ３′
５３ ５３５

ｕｇｅ
Ｆ： ５′ － ＧＡＴＣＡＴＣＣＧＧＴＣＴＣＣＣＴＧＴＡ － ３′

Ｒ： ５′ － ＴＣＴＴＣＡＣＧＣＣＴＴＣＣＴＴＣＡＣＴ － ３′
５５ ５３５

ｗａｂＧ
Ｆ： ５′ － ＣＧＧＡＣＴＧＧＣＡＧＡＴＣＣＡＴＡＴＣ － ３′

Ｒ： ５′ － ＡＣＣＡＴＣＧＧＣＣＡＴＴＴＧＡＴＡＧＡ －３′
５７ ６８３

ｅｎｔＢ
Ｆ： ５′ － ＡＴＴＴＣＣＴＣＡＡＣＴＴＣＴＧＧＧＧＣ －３′

Ｒ： ５′ － ＡＧＣＡＴＣＧＧＴＧＧＣＧＧＴＧＧＴＣＡ －３′
５９ ３７１

ｉｕｃＡ
Ｆ： ５′ － ＡＡＴＣＡＡＴＧＧＣＴＡＴＴＣＣＣＧＣＴＧ － ３′

Ｒ： ５′ － ＣＧＣＴＴＣＡＣＴＴＣＴＴＴＣＡＣＴＧＡＣＡＧＧ －３′
５９ ２３９

２　 结　 果

２． １　 肺炎克雷伯菌株的菌落特征　 肺炎克雷伯菌

在 ＭＩＡＣ 培养基上形成边缘光滑湿润、中间凸起的

紫红色菌落，菌落周围有沉淀环（图 １）。

图 １　 肺炎克雷伯菌在 ＭＩＡＣ 培养基上的菌落形态

Ｆｉｇ １　 Ｃｏｌｏｎｙ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｉｍａｇｅｓ

ｏｆ Ｋ． ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ｏｎ ＭＩＡＣ ａｇａｒ

２． ２　 分离株 ＰＣＲ 鉴定 　 肺炎克雷伯菌特异性基

因 ｋｈｅ 的扩增产物大小为 ４２８ ｂｐ。 以标准菌株

ＡＴＣＣ１３８８３ 为阳性对照，对分离株进行基因扩增、

核酸凝胶电泳鉴定，６０ 份样本中有 ４８ 株菌株出现

预期目的条带，与标准菌株结果一致（图 ２）。

２． ３　 生化仪鉴定　 ＶＩＴＥＫ２ Ｃｏｍｐａｃｔ 鉴定是在细菌

图 ２　 部分菌株 ｋｈｅ 基因扩增电泳鉴定结果

Ｆｉｇ ２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐａｒｔｉａｌ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｂｙ ｋｈｅ

ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｎｕｃｌｅｉｃ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

Ｍ． ＤＬ ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１． ＡＴＣＣ１３８８３；

２ －７． 部分分离菌株；８． 阴性对照

Ｍ． ＤＬ ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １． ＡＴＣＣ１３８８３；

２ －７． Ｐａｒｔｉａｌ ｉｓｏｌａｔｅｓ； ８． Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

生化反应的基础上，比对分析待检细菌的生化反应

谱与对数期菌株的生物学特征来鉴定菌种。 结果

显示，４８ 株 ＰＣＲ 阳性的分离株均为肺炎克雷伯菌，
可信度均在 ９０． ００％ 以上，分离率为 ８０． ００％ （４８ ／
６０），其中雏鸡粪便中肺炎克雷伯菌的分离率（３６ ／

·４·



中国兽药杂志 ２０２２ 年 １１ 月第 ５６ 卷第 １１ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

３６）高于产蛋鸡（１２ ／ ２４）。
２． ４　 药敏检测结果

２． ４． １　 分离菌株对 １４ 种抗菌药物敏感性检测

结果 　 药敏检测结果显示：质控菌株药敏结果在

规定范围内，分离菌株对氨苄西林、大观霉素、
四环素、氟苯尼考、磺胺异噁唑和复方新诺明的

耐药率分别为 １００ ． ００％ 、７９． １７％ 、８１． ２５％ 、
５０． ００％ 、７２． ９１％ 和 ７２ ． ９１％ ，呈现出高度抗药

性。 对奥格门丁、庆大霉素、头孢类和喹诺酮类

药物 耐 药 程 度 较 低， 耐 药 率 为 １４ ． ５８％ ～
２７􀆰 ０８％ ，未检测出对美罗培南和黏菌素耐药的

菌株（表 ２） 。

表 ３　 肺炎克雷伯菌分离株对 １４ 种抗菌药物药敏检测结果

Ｔａｂ ３　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｋ． ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｔｏ １４ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｄｒｕｇｓ

药物种类
Ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃａｔｅｇｏｒｉｅｓ

抗菌药物
Ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｄｒｕｇｓ

菌株数 ｎ ＝ ４８

Ｓ Ｉ Ｒ
耐药率

Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｒａｔｅ

青霉素类 氨苄西林（ＡＭＰ） ０ ０ ４８ １００． ０％

β － 内酰胺复合药物 奥格门丁（Ａ ／ Ｃ） ３０ ５ １３ ２７． ０８％

氨基糖甘类
庆大霉素（ＧＥＭ） ３１ ９ ８ １６． ６７％

大观霉素（ＳＰＴ） １０ ０ ３８ ７９． １７％

四环素类 四环素（ＴＥＴ） ８ １ ３９ ８１． ２５％

酰胺醇类 氟苯尼考（ＦＦＣ） １９ ５ ２４ ５０． ００％

磺胺类
磺胺异噁唑（ＳＦ） １３ ０ ３５ ７２． ９１％

复方新诺明（ＳＸＴ） １３ ０ ３５ ７２． ９１％

头孢类
头孢噻呋（ＣＥＦ） ３４ ４ １０ ２０． ８３％

头孢他啶（ＣＡＺ） ４０ １ ７ １４． ５８％

喹诺酮类
恩诺沙星（ＥＮＲ） ２９ ７ １２ ２５． ００％

氧氟沙星（ＯＦＬ） ３８ ０ １０ ２０． ８３％

碳青霉烯类 美罗培南（ＭＥＭ） ４８ ０ ０ ０． ００％

多肽类 粘杆菌素（ＣＬ） ４８ ０ ０ ０． ００％

２． ４． ２　 雏鸡和产蛋鸡肺炎克雷伯菌分离株耐药率

统计　 对雏鸡和产蛋鸡粪便分离到的肺炎克雷伯

菌的药敏结果进行分析比较（图 ３）。 结果显示各

生长阶段分离菌株对氨苄西林均耐药，对美罗培南

和黏菌素均敏感，此外雏鸡源分离菌株对大观霉

素、四环素、磺胺异噁唑和复方新诺明耐药率均高

于 ９０． ００％ ，且对其他 １１ 种抗菌药的耐药率均高于

产蛋鸡。
２． ４． ３　 分离菌株多重耐药分析　 对分离株的耐药

谱进行统计分析。 结果显示，１２． ５０％ 菌株表现双

重耐药，７５． ０２％分离株表现为多重耐药（≥３ 类抗

菌药），其中 ５ 重耐药的菌株占比最高，为 ２２． ９２％ ，
最高为 ８ 重耐药，占 １０． ４２％ （图 ４）。
２． ５　 耐药基因和毒力基因检测　 ４８ 株肺炎克雷伯

图 ３　 不同生长阶段肺炎克雷伯菌分离株耐药率统计

Ｆｉｇ ３　 Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｒａｔｅ ｏｆ Ｋ． ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ｉｓｏｌａｔｅｓ ａｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｇｅｓ

菌的耐药基因和毒力基因检测结果见表 ４ 可知，共
检出 ６ 种耐药基因，分别是 ｂｌａＴＥＭ、 ａａｄＡ１、 ｔｅｔＡ、
ｑｎｒＢ 、ｏｑｘＡ和ｏｑｘＢ，以及ｕｇｅ、ｗａｂＧ、ｋｆｕＢＣ和 ｅｎｔＢ４

·５·
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图 ４　 肺炎克雷伯菌分离株多重耐药率统计

Ｆｉｇ ４　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ

Ｋ． ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ｉｓｏｌａｔｅｓ

种毒力基因，其他耐药基因和毒力基因未检出。
２． ６　 耐药基因与耐药表型比较分析　 对 ４８ 株肺

炎克雷伯菌的耐药表型和耐药基因进行比较分析，
结果见表 ５。 氨基糖苷类和四环素类耐药表型阳性

率与 ａａｄＡ１ 和 ｔｅｔＡ 基因的检出情况基本符合，其耐

药表型高于基因型。 在全部耐 β － 内酰胺类药物

的分离菌株和 １ 株中介程度的菌株中均检测出了

ｂｌａＴＥＭ基因。 喹诺酮类药物方面，中介菌株 ｑｎｒＢ 基

因阳性率高于耐药菌株，ｏｑｘＡ 和 ｏｑｘＢ 基因在其耐

药、中介和敏感菌株中均有检出。

表 ４　 肺炎克雷伯菌分离株耐药基因和毒力基因检出情况（％）
Ｔａｂ ４　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｋ． ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ｉｓｏｌａｔｅｓ

分离菌株
Ｉｓｏｌａｔｅｓ

耐药基因
Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅｓ

毒力基因
Ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ

Ｋ１， Ｋ３７， Ｋ３８， Ｋ４２， Ｋ４８ ｏｑｘＡ ／ ｏｑｘＢ ｕｇｅ ／ ｅｎｔＢ ／ ｗａｂＧ

Ｋ２， Ｋ６， Ｋ７， Ｋ８， Ｋ１３ ｂｌａＴＥＭ ／ ａａｄＡ１ ／ ｏｑｘＡ ／ ｏｑｘＢ ／ ｔｅｔＡ ｋｆｕＢＣ ／ ｕｇｅ ／ ｅｎｔＢ ／ ｗａｂＧ

Ｋ３， Ｋ１４ ｂｌａＴＥＭ ／ ａａｄＡ２ ／ ｑｎｒＢ ／ ｏｑｘＡ ／ ｏｑｘＢ ／ ｔｅｔＡ ｋｆｕＢＣ ／ ｕｇｅ ／ ｅｎｔＢ ／ ｗａｂＧ

Ｋ４， Ｋ２８， Ｋ３１， Ｋ３３， Ｋ３５ ａａｄＡ１ ／ ｏｑｘＡ ／ ｏｑｘＢ ／ ｔｅｔＡ ｅｎｔＢ ／ ｗａｂＧ

Ｋ５， Ｋ２１， Ｋ２２， Ｋ２５， Ｋ２６， Ｋ２７ ｂｌａＴＥＭ ／ ａａｄＡ１ ／ ｏｑｘＡ ／ ｏｑｘＢ ／ ｔｅｔＡ ｕｇｅ ／ ｅｎｔＢ ／ ｗａｂＧ

Ｋ９ ａａｄＡ１ ／ ｏｑｘＡ ／ ｏｑｘＢ ／ ｋｆｕＢＣ ｕｇｅ ／ ｅｎｔＢ ／ ｗａｂＧ

Ｋ１０， Ｋ１５， Ｋ１７ ｂｌａＴＥＭ ／ ａａｄＡ１ ／ ｑｎｒＢ ／ ｏｑｘＡ ／ ｏｑｘＢ ｕｇｅ ／ ｅｎｔＢ ／ ｗａｂＧ

Ｋ１１ ａａｄＡ１ ／ ｑｎｒＢ ／ ｏｑｘＡ ／ ｏｑｘＢ ／ ｔｅｔＡ ｕｇｅ ／ ｅｎｔＢ ／ ｗａｂＧ

Ｋ１２ ａａｄＡ１ ／ ｏｑｘＡ ／ ｏｑｘＢ ｕｇｅ ／ ｅｎｔＢ ／ ｗａｂＧ

Ｋ１６ ａａｄＡ１ ／ ｏｑｘＢ ／ ｔｅｔＡ ｕｇｅ ／ ｅｎｔＢ ／ ｗａｂＧ

Ｋ１８ ｂｌａＴＥＭ ／ ａａｄＡ１ ／ ｏｑｘＡ ／ ｏｑｘＢ ／ ｔｅｔＡ ｕｇｅ ／ ｅｎｔＢ

Ｋ１９ ｏｑｘＡ ｅｎｔＢ

Ｋ２０ ｂｌａＴＥＭ ／ ａａｄＡ１ ／ ｑｎｒＢ ／ ｏｑｘＡ ／ ｏｑｘＢ ｕｇｅ ／ ｅｎｔＢ

Ｋ２３， Ｋ２４， Ｋ３２， Ｋ３４， Ｋ３６ ａａｄＡ１ ／ ｏｑｘＡ ／ ｏｑｘＢ ／ ｔｅｔＡ ｕｇｅ ／ ｅｎｔＢ ／ ｗａｂＧ

Ｋ２９， Ｋ３０ ａａｄＡ１ ／ ｔｅｔＡ ｅｎｔＢ

Ｋ３９， Ｋ４０ ｏｑｘＡ ／ ｏｑｘＢ ／ ｔｅｔＡ ｕｇｅ ／ ｅｎｔＢ ／ ｗａｂＧ

Ｋ４１ ｏｑｘＢ ｕｇｅ ／ ｅｎｔＢ ／ ｗａｂＧ

Ｋ４３ ｏｑｘＡ ／ ｏｑｘＢ ｋｆｕＢＣ ／ ｕｇｅ ／ ｅｎｔＢ ／ ｗａｂＧ

Ｋ４４ ｏｑｘＢ ｕｇｅ ／ ｅｎｔＢ ／ ｗａｂＧ

Ｋ４５ ｏｑｘＡ ／ ｏｑｘＢ ｅｎｔＢ

Ｋ４６， Ｋ４７ ｏｑｘＡ ／ ｏｑｘＢ ｕｇｅ ／ ｅｎｔＢ

　 　 注：Ｋ１ ～ Ｋ３６ 为雏鸡源肺炎克雷伯菌分离菌株，Ｋ３７ ～ Ｋ４８ 为产蛋鸡源肺炎克雷伯菌分离菌株。
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表 ５　 肺炎克雷伯菌耐药表型与基因型的比对情况

Ｔａｂ ５　 Ｔｈｅ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｏｆ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ａｎｄ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｏｆ Ｋ． ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ

药物类别
耐药菌 ／ 株 中介菌 ／ 株 敏感菌 ／ 株

耐药 携带耐药基因 中介 携带耐药基因 敏感 携带耐药基因

β － 内酰胺类
ＣＥＦ ／ Ａ ／ Ｃ

Ａ ／ Ｃ ＋ ＣＡＺ ／ ＣＥＦ
Ａ ／ Ｃ ＋ ＣＥＦ ＋ ＣＡＺ

１７ ｂｌａＴＥＭ（１７） ５ ｂｌａＴＥＭ（１） ２６ ０

氨基糖苷类
ＳＰＴ、ＧＥＭ ＋ ＳＰＴ ３８ ａａｄＡ１（３４） １０ ０ ０ ０

四环素类
ＴＥＴ ３９ ｔｅｔＡ（３１） １ ０ ８ ０

喹诺酮类
ＥＮＲ、ＥＮＲ ＋ ＯＦＬ １２

ｑｎｒＢ（１）
ｏｑｘＡ（１２）
ｏｑｘＢ（１２）

７
ｑｎｒＢ（６）
ｏｑｘＡ（７）
ｏｑｘＢ（７）

２９
ｑｎｒＢ（０）
ｏｑｘＡ（２３）
ｏｑｘＢ（２６）

３　 讨论与结论

近年来，从雏鸡、奶牛、貂和犬等多种患病动物

均分离出高致病性、多重耐药肺炎克雷伯菌［１７ － ２０］。
本研究从 ６０ 份健康蛋鸡的粪便中分离到 ４８ 株肺

炎克雷伯菌，分离率为 ８０． ００％ 。 药敏试验结果显

示，分离菌株对氨苄西林、大观霉素、四环素、氟苯

尼考、磺胺异噁唑和复方新诺明均表现出高度耐药

性，其中对氨苄西林属于固有耐药［２１］，对奥格门

丁、庆大霉素、头孢类和喹诺酮类药物耐药程度较

低，而对黏菌素和美罗培南敏感。 多重耐药情况较

为严重，７５． ０２％的分离菌株表现出多重耐药性，其
中以 ５ 重（２２． ９２％ ）和 ７ 重耐药菌（１８． ７５％ ）为主，
最高表现为 ８ 重耐药菌（１０． ４２％ ）。 有研究表明，
河南省鸡源肺炎克雷伯菌（来自鸡场环境、病死鸡

和市售鸡肉） 对环丙沙星 （ ７１． ７０％ ） 和四环素

（６６􀆰 ０４％ ）表现出高度耐药，４９． ０６％的分离菌株表

现为多重耐药［１９］，低于本研究分离菌株的耐药水

平；河北省乳房炎奶牛源分离到的肺炎克雷伯菌对

庆大霉素和头孢喹肟表现中度耐药，耐药率为

４８􀆰 ９０％和 ５５． ６０％ ，高于本试验结果［１８］，可见不同

地区畜禽肺炎克雷伯菌耐药性有差异，可能是临床

常用药物存在差异导致。
本研究中雏鸡源分离菌株对大观霉素、四环

素、磺胺异噁唑和复方新诺明耐药率均高于 ９０％ ，
且对除氨苄西林、美罗培南和黏菌素外的 １１ 种抗

菌药物耐药率均高于产蛋鸡。 需要注意的是，１ 株

雏鸡源肺炎克雷伯菌对 １２ 种抗菌药物表现出耐药

性，以及 ２ 株产蛋鸡源肺炎克雷伯菌表现出多重耐

药性。 对该蛋鸡养殖场抗菌药使用记录调查发现，
采集样本的鸡舍并未存在不规范或大量使用抗菌

药情况，且鸡入舍以来仅使用过头孢类药物，因此

可能是养殖场内部环境消毒不彻底，存在细菌耐药

性的积累或蛋雏鸡亲代种群垂直传播而导致的高

度耐药性。
肺炎克雷伯菌具有多种质粒和可移动的遗传

元件，是耐药基因的主要传播载体［３］。 从 ４８ 株肺

炎克雷伯菌分离菌株中检出 ６ 种耐药基因，其中

ｏｑｘＡ 和 ｏｑｘＢ 检出率最高，几乎在所有分离菌中检

出，与陈强［２２］ 研究一致。 研究显示，ｏｑｘＡ 和 ｏｑｘＢ
参与编码肺炎克雷伯菌外排泵，除介导喹诺酮类耐

药外，还能够降低菌株对替加环素和呋喃妥因的敏

感性［２３］。 ｂｌａＴＥＭ基因的阳性率与 β －内酰胺类耐药

表型相符率较高，而 ａａｄＡ１、 ｔｅｔＡ 和 ｑｎｒＢ 在耐氨基

糖苷类、四环素类和喹诺酮类的菌株检出率较低，
存在其他耐药基因未检出的可能性。

本研究对分离的鸡源肺炎克雷伯菌荚膜、脂多

糖和铁源摄取系统共 ７ 种毒力基因进行了检测，其
中 ｅｎｔＢ、ｗａｂＧ、ｕｇｅ 检出率较高，ｋｆｕＢＣ 检出率较低，
而 ｒｍｐＡ、Ａｅｒｏｂａｃｔｉｎ 和 ｉｃｕＡ 基因未检出。 肠杆菌素

生物合成铁载体（ｅｎｔＢ）是一种由菌体细胞分泌的、
能够高度亲和 Ｆｅ３ ＋ 的特异性铁螯合剂，以帮助细菌

摄取铁源，在菌株毒力中起关键作用［２４］，ｗａｂＧ 基
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因能够调控肺炎克雷伯菌脂多糖的合成，以及荚膜

形成，帮助菌株躲避细胞的吞噬作用，并增强菌株

的粘附能力［８，２５］。 ｕｇｅ 基因参与肺炎克雷伯菌核心

脂多糖的生物合成，人为构建的 ｕｇｅ 基因突变体能

够显著降低菌株的毒力和感染宿主的能力［２６］。 据

报道，贡嘎等［２７］ 从患呼吸道疾病的牦牛中分离到

的 ８ 株肺炎克雷伯菌均携带 ｍｒｋＤ、 ｆｉｍＨ 和 ｗａｂＧ；
张传美等［２０］ 从患肺炎的水貂中分离的 １０ 株肺炎

克雷伯菌，均携带 ｕｇｅ、ｕｒｅＡ、ｗａｂＧ 和 ｉｕｃＢ 基因，与
本试验中 ｕｇｅ 和 ｗａｂＧ 毒力基因检出率相似。

研究结果表明，鸡场肺炎克雷伯菌分离率较

高，且分离菌株对常见抗菌药物耐药程度较为严

重，可为该地区耐药性监测和疾病防控提供参考

依据。
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