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摘要: 从广东省佛山市4个不同畜禽-鱼复合养殖场采集分离猪/鸭源、鱼源、水源、泥源气单胞菌(Aeromonas)共57株, 通过K-B药敏纸片法, 测定其对8类24种药物的敏感性; 提取基因组DNA, 进行肠杆菌基因间重复序列PCR(ERIC-PCR)及脉冲场凝胶电泳(PFGE)分子分型。57株气单胞菌对氨苄西林、阿莫西林/克拉维酸、利福平具有较高耐药率; 不同菌株间存在耐药谱差异。57株气单胞菌通过ERIC-PCR分型, 可分为24个基因型; 采用PFGE分型可分为46个簇。两种分型方法均发现来源于同一养殖场的菌株存在相同或相似图谱的分离株, 并且有相似的耐药谱, 提示此为同一克隆株。实验结果表明, ERIC-PCR及PFGE分子分型技术均适用于气单胞菌的相关性分析及其耐药性克隆传播追踪; 复合水产养殖环境有可能有利于耐药菌从畜禽向水产养殖环境转移。本研究通过对不同来源气单胞菌进行耐药性分析及溯源追踪,  旨在为规范畜禽-鱼复合养殖模式用药及建立健康的水产养殖模式提供参考。
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气单胞菌(Aeromonas)是广泛分布于自然界的人-畜-鱼条件致病菌, 近年来由其引发的水产动物暴发性死亡各地多有报道。随着抗菌药物在畜禽及水产养殖中普遍性应用, 气单胞菌耐药状况日趋严重[1–5]。在中国珠三角地区[6–7]和东南亚、南亚地区[8–9]存在一种对资源多重利用的复合水产养殖模式(立体养殖模式), 较常见的是猪-鱼模式、鸭-鱼模式、猪-鸭-鱼模式。该模式在鱼池边上修建鸭寮或猪棚, 将鸭粪或猪粪直接排入鱼池, 补充池塘中浮游生物生长所需的氮、磷等营养源。这种“以饲喂畜(禽), 畜(禽)粪肥水, 肥水养鱼”的新兴农业模式既减少了粪便对环境的污染, 又节省了饲料。伴随着畜牧业的发展, 虽然这种模式缓解了用地压力增加了经济效益, 但是忽视了微生物带来的生态影响, 对生态环境造成了极大的污染。畜禽粪便中携带的耐药菌或残留抗菌药有可能通过上述方式而影响水生动物微生物菌群的药物敏感性, 从而造成耐药菌群在不同养殖群落间传播和扩散, 加促了耐药菌的选择性演变, 对抗菌药的研发使用发出了新的挑战。

基于PCR技术的肠杆菌科细菌基因间重复序列聚合酶链式反应(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus Polymerase Chain Reaction, ERIC-PCR)分子分型方法由于其快速、简便、易操作等优点在细菌分型中得到普遍应用。脉冲场凝胶电泳(Pulsed Field Gel Electrophoresis, PFGE)被誉为细菌分子分型技术的“金标准”, 广泛应用于食源性疾病的溯源调查。
本研究通过采集畜禽-鱼复合养殖模式下不同来源的气单胞菌, 采用药敏试验分析气单胞菌的耐药谱, 了解其耐药情况, 并将ERIC-PCR及PFGE应用于不同来源气单胞菌的相关性分析和耐药性追踪, 以为规范畜禽-鱼养殖模式用药及设立健康水产养殖环境提供参考。
1  材料与方法
1.1  菌株来源

2012年9月从广东省佛山市4个不同畜禽-鱼复合养殖场采集分离的57株气单胞菌, 分别来源于猪肛门粪便(8株)、鸭肛门粪便(1株)、池塘底泥(6株)、池塘水(7株)以及鱼鳃(35株), 且每一样品来源仅分离一株气单胞菌。质控菌大肠埃希菌ATCC25922由华南农业大学兽医学院药理教研室馈赠。

1.2  菌株鉴定

1.2.1  生化鉴定  根据革兰氏染色及氧化酶试验结果采用ATB细菌鉴定仪及ID 32 GN革兰氏阴性杆菌鉴定试剂条(Biomerieux, 法国)对分离细菌进行生化鉴定。

1.2.2  分子鉴定  根据Omega细菌基因组DNA提取试剂盒的使用说明(Omega, 美国), 提取分离细菌基因组DNA。根据Borrell等[10]和Yáñez等[11]分别合成的16S rRNA基因序列和gyrB基因序列, 并分别进行PCR扩增, PCR产物直接送到上海英潍捷基贸易有限公司进行基因序列测定, 并将测序结果上传NCBI的Blast检索系统进行序列同源性分析。扩增引物见表1。
表1  气单胞菌鉴定所用的引物信息
Tab.1  PCR primers used in the identification of Aeromonas
	引物

primer
	序列 (5′–3′)
sequence (5′–3′)
	基因长度/bp
gene length

	16S rRNA-F
	AGA GTT TGA TCA TGG CTC AG
	1501

	16S rRNA-R
	GGT TAC CTT GTT ACG ACT T
	

	gyrB-F
	TCC GGC GGT CTG CAC GGC GT
	1130

	gyrB-R
	TTG TCC GGG TTG TAC TCG TC
	


1.3  药物敏感性测定

药物敏感性测定采用纸片琼脂扩散法(K-B法), 参照美国国家临床实验室标准委员会(Clinical and Laboratory Standards Institute, CLSI)颁布的抑菌环直径诊断标准判定结果[ 12–13], 并以大肠埃希菌ATCC25922作为质控菌株。选取广谱抗菌药物共8类24种: 氨苄西林(AMP, 10 μg)、阿莫西林/克拉维酸(AMC, 30 μg)、头孢噻吩(KF, 30 μg)、头孢曲松(CRO, 30 μg)、头孢西丁(FOX, 30 μg)、头孢噻肟(CTX, 30 μg)、亚胺培南(IPM, 10 μg)、磺胺复合物(S3, 300 μg)、磺胺甲基异[image: image1.png]


唑/甲氧苄啶(SXT, 25 μg)、利福平(RD, 5 μg)、萘啶酸(NA, 10 μg)、恩诺沙星(ENR, 5 μg)、环丙沙星(CIP, 5 μg)、诺氟沙星(NOR, 10 μg)、氧氟沙星(OFX, 5 μg)、四环素(TE, 30 μg)、多西环素(DO, 30 μg)、土霉素(OTC, 30 μg)、氟苯尼考(FFC, 30 μg)、氯霉素(C, 30 μg)、呋喃妥因(F, 300 μg)、阿米卡星(AK, 30 μg)、庆大霉素(CN, 10 μg)、新霉素(N, 10 μg), 均购自英国OXOID公司。

1.4  ERIC-PCR分型
ERIC-PCR参照Versalov等[14]的方法进行。采用50 μL的反应体系: ddH2O 34 μL, PCR buffer 5 μL, dNTP 4 μL, 引物各2 μL, 模板2 μL, rTaq1 μL。扩增程序为: 94℃7 min; 94℃30 s, 52℃1 min, 65℃8 min, 30个循环; 65℃16 min。扩增引物参照Millemann等[15] , 见表2。
表2  ERIC-PCR引物序列

Tab.2  ERIC-PCR primers

	引物primer
	序列 (5′–3′) sequence (5′–3′)

	ERIC-F
	ATGTAAGCTCCTGGGGATTCA

	ERIC-R
	AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG


1.5  PFGE分型
将培养14~18 h的57株气单胞菌用低熔点琼脂糖凝胶包埋制胶, 10%蛋白酶K 54℃、175 r/min消化3 h, 限制性内切酶XbaI酶(75 U)37℃酶切3 h。PFGE条件为: 1%PFGE凝胶, 0.5×TBE缓冲液, 14℃, 电压6 V/cm、夹角120°, 脉冲参数10~35 s, 电泳22 h。电泳后0.5 μg/mL EB染色30 min, 去离子水漂洗2~3次, 脱色1 h。Bio-Rad公司凝胶成像系统读胶分析。

1.6  数据处理及同源性分析
应用Quantity one 4.6对ERIC-PCR图谱进行分析, 采用“1”“0”记带法, 同一位点有扩增带的记为“1”, 无扩增带记为“0”, 统计为EXCEL表格后, 利用NTSYSpc2.1软件中的非加权组平均法 (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Averages, UPGMA) 构建聚类分析树状图。ERIC-PCR图谱经聚类分析, 凡相似度大于0.8归为一个亚型, 小于0.8为不同基因型[16]。
PFGE图像经Image Lab 3.0处理分析后, 将条带转化为分子量, 并用PASW Statistics 18.0进行R型系统聚类分析。按照美国疾病预防和控制中心Tenover等[17]推荐的方法: PFGE 图谱条带大小和数量相近的为同一型别; 3个及以下条带出现差异的为同一型别的不同亚型, 分别称为1a、1b 和1c; 3 条以上差异者为不同型别。同一型的各亚型间认为在基因上有相关性, 来源于同一亲代, 而不同型的菌株认为在流行病学上无相关性。Pablos等[18]研究认为, 聚类相似度接近100%的菌株可认为来源于同一菌株, 参照以上标准, 判读PFGE聚类结果。

2  结果与分析

2.1  细菌分离鉴定结果

如表3所示, 生化鉴定结果和分子鉴定结果在种上存在一定差异。57株气单胞菌生化鉴定上可分为3个种, 分别为豚鼠气单胞菌 (Aero​m​onas caviae) (34株)、温和气单胞菌 (Aeromonas sobria) (20株)以及嗜水气单胞菌 (Aeromonas hydrophila)(3株)。而分子鉴定可鉴定到5个种, 分别为维氏气单胞菌 (Aeromonas veronii) (37株)、豚鼠气单胞菌 (A. caviae) (6株)、温和气单胞菌 (A. sobria) (9株)、嗜水气单胞菌 (A. hydrophila) (4株)以及维氏气单胞菌温和亚种 (A. veronii bv. sobria)(1株)。
2.2  药敏试验结果

实验结果显示, 57株气单胞菌对氨苄西林的耐药率达100%, 可能与气单胞菌对其天然耐药有关; 对阿莫西林/克拉维酸及利福平具有较高耐药率(60%以上) (图1); 对萘啶酸、土霉素、四环素、新霉素和磺胺物复合的耐药率在30%~40%; 绝大部分菌株对β内酰胺类、磺胺甲基异恶唑/甲氧苄啶、氟喹诺酮类、氨基糖苷类、酰胺醇类、多西环素、呋喃妥因等16种药物敏感(耐药率在20%以下)。由表3的耐药谱可知, 大部分菌株间存在耐药谱差异。
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图1  57株气单胞菌对24种药物的耐药率

Fig.1  Resistance rates of 24 antimicrobial among 57 Aeromonas isolates

2.3  ERIC-PCR分型结果
57株气单胞菌除一株扩增无条带外, 其余56株可扩出2~12条大小介于250~3 000 bp的条带, 且指纹图谱呈多态性分布(图2)。56株气单胞菌可分为24个基因型。其中A140、A184及A144具有相似的电泳图谱(图2), 聚类分析后A140和A184鉴定为同一基因型(图3)。
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图2  部分气单胞菌菌株ERIC-PCR指纹图谱

Fig.2  ERIC-PCR patterns of partial Aerornonas isolates

M: DNA marker DL 5000; 1: A146; 2: A147; 3: A140; 4: A139; 5: A183; 6: A184; 7: A141; 8: A142; 9: A185; 10: A186; 11: A109; 12: A111; 13: A110; 14: A112; 15: A144;
16: A143; 17: A187
表3  57株气单胞菌基本信息、分型结果及耐药谱

Tab. 3  Basic information, genotyping and resistance profiles of 57 Aeromonas isolates
	菌株编号
strain
	养殖场
farm
	来源
source
	生化鉴定
phenotypic identification
	分子鉴定
molecular 
identification
	ERIC-PCR分型

ERIC-PCR
genotyping
	PFGE分型

PFGE 
genotyping
	耐药谱
resistance profile

	A184
	Ⅳ
	猪粪便 feces
	A.sobria
	A.veronii
	B1
	25
	AMP

	A140
	Ⅳ
	鱼塘底泥 sediment
	A.sobria
	A.veronii
	B1
	25
	AMP

	A144
	Ⅳ
	鱼塘底泥 sediment
	A.sobria
	A.veronii
	B2
	25
	AMP

	A193
	Ⅱ
	鱼 fish
	A.caviae
	A.veronii
	D7
	44b
	AMP/AMC/KF/TE/OTC/N

	A197
	Ⅱ
	鱼 fish
	A.caviae
	A.veronii
	F
	44a
	AMP/AMC/TE/OTC

	A104
	Ⅳ
	鱼 fish
	A.hydrophila
	A.sobria
	A2
	3a
	AMP/AMC/RD

	A110
	Ⅳ
	鱼 fish
	A.caviae
	A.veronii
	E1
	3b
	AMP/AMC/RD/NA/OFX/OTC

	A183
	Ⅳ
	猪粪便 feces
	A.sobria
	A.veronii
	W2
	37b
	AMP/AMC/IPM/RD/NA/OFX

	A99
	Ⅳ
	鱼 fish
	A.sobria
	A.sobria
	D3
	37a
	AMP/AMC/IPM/RD/NA/OFX/TE/OTC

	A186
	Ⅳ
	猪粪便 feces
	A.caviae
	A.sobria
	D2
	1a
	AMP/AMC/IPM/RD/OFX/TE

	A187
	Ⅳ
	猪粪便 feces
	A.caviae
	A.caviae
	V1
	1b
	AMP/AMC/KF/S3/SXT/RD/NA/OFX/TE/OTC/FFC/C

	A122
	Ⅰ
	鱼塘底泥 sediment
	A.caviae
	A.veronii
	—
	18
	AMP/AMC/KF/FOX/S3/RD

	A189
	Ⅰ
	猪粪便 feces
	A.hydrophila
	A.hydrophila
	A3
	23
	AMP/AMC/KF/FOX/RD

	A153
	Ⅰ
	鱼 fish
	A.sobria
	A.veronii
	G
	15
	AMP/S3/RD/NA/N

	A150
	Ⅰ
	鱼 fish
	A.caviae
	A.sobria
	I
	17
	AMP/AMC/IPM/RD/CN/N

	A149
	Ⅰ
	鱼 fish
	A.caviae
	A.veronii
	U
	31
	AMP/AMC/S3

	A126
	Ⅰ
	鱼 fish
	A.caviae
	A.veronii
	J1
	42
	AMP/AMC/S3/NA/OFX/TE/OTC

	A156
	Ⅰ
	鱼 fish
	A.caviae
	A.hydrophila
	J2
	10
	AMP/IPM/S3/RD/NA/TE/OTC

	A151
	Ⅰ
	鱼 fish
	A.sobria
	A.veronii
	N1
	4
	AMP/AMC/IPM/NA/OFX/N

	A157
	Ⅰ
	鱼 fish
	A.caviae
	A.veronii
	N2
	20
	AMP/AMC/S3/TE/OTC/N

	A163
	Ⅰ
	鱼塘水 sediment
	A.caviae
	A.veronii
	K2
	24
	AMP/AMC/S3/N

	A148
	Ⅰ
	鱼 fish
	A.sobria
	A.veronii
	K3
	21
	AMP/AMC/S3/RD/NA/N

	A155
	Ⅰ
	鱼 fish
	A.sobria
	A.sobria
	K4
	—
	AMP/AMC/IPM/S3/RD/TE/OTC

	A162
	Ⅰ
	鱼塘底泥 pond mud
	A.caviae
	A.veronii
	M1
	30
	AMP/AMC/S3/NA/TE/OTC/N

	A191
	Ⅰ
	鸭粪便 duck feces
	A.caviae
	A.sobria
	M3
	26
	AMP/AMC/S3/RD/N

	A190
	Ⅰ
	鱼塘水 pond water
	A.sobria
	A.veronii
	M4
	38
	AMP/IPM/S3/RD

	A152
	Ⅰ
	鱼 fish
	A.caviae
	A.hydrophila
	V5
	12
	AMP/AMC/S3/RD/NA/TE/OTC

	A188
	Ⅰ
	猪粪便 feces
	A.caviae
	A.caviae
	V6
	2
	AMP/AMC/KF/FOX/RD/N

	A164
	Ⅰ
	鱼塘水 pond water
	A.sobria
	A.veronii
	X1
	32
	AMP/KF/FOX/RD/NA/N

	A154
	Ⅰ
	鱼 fish
	A.caviae
	A.veronii
	X2
	40
	AMP/S3/RD/TE/OTC

	A194
	Ⅱ
	鱼 fish
	A.caviae
	A.veronii
	H2
	45
	AMP/AMC/RD/NA/TE/OTC/N


(待续 to be continued)

(续表3 Tab.3 continued)

	菌株编号
strain
	养殖场
farm
	来源
source
	生化鉴定
phenotypic identification
	分子鉴定
molecular 
identification
	ERIC-PCR分型

ERIC-PCR
genotyping
	PFGE分型

PFGE
genotyping
	耐药谱
resistance profiles

	A192
	Ⅱ
	鱼 fish
	A.caviae
	A.veronii
	T2
	46
	AMP/OTC/N

	A195
	Ⅱ
	鱼 fish
	A.caviae
	A.caviae
	S1
	29
	AMP/AMC/KF/FOX/S3/RD/N

	A196
	Ⅱ
	鱼 fish
	A.sobria
	A.veronii
	S2
	16
	AMP/AMC/RD/NA/TE/OTC/N

	A173
	Ⅱ
	鱼塘底泥 sediment
	A.sobria
	A.veronii
	Q
	27
	AMP/AMC/S3/RD/NA/N

	A167
	Ⅱ
	鱼塘水 pond water
	A.caviae
	A.veronii
	R2
	5
	AMP/KF/FOX/S3/RD

	A242
	Ⅲ
	猪粪便 feces
	A.caviae
	A.caviae
	E2
	9
	AMP/AMC/KF/FOX/RD

	A208
	Ⅲ
	鱼fish
	A.caviae
	A.caviae
	L
	6
	AMP/AMC/RD/NA/N

	A209
	Ⅲ
	鱼fish
	A.caviae
	A.veronii
	V2
	7
	AMP/AMC/KF/FOX/S3/RD/N

	A211
	Ⅲ
	鱼 fish
	A.caviae
	A.sobria
	V3
	35
	AMP/AMC/S3/SXT/RD/NA/N

	A210
	Ⅲ
	鱼 fish
	A.caviae
	A.caviae
	V4
	14
	AMP/AMC/KF/FOX/RD

	A185
	Ⅳ
	猪粪便 feces
	A.caviae
	A.veronii
	C
	22
	AMP/AMC/RD/TE/OTC

	A100
	Ⅳ
	鱼 fish
	A.caviae
	A.veronii
	H1
	28
	AMP/S3/RD/NA/OFX/TE/OTC

	A146
	Ⅳ
	鱼 fish
	A.caviae
	A.veronii
	A1
	33
	AMP/AMC/NA

	A145
	Ⅳ
	鱼 fish
	A.sobria
	A.veronii
	E3
	19
	AMP/AMC/S3/RD/OFX

	A103
	Ⅳ
	鱼 fish
	A.sobria
	A.veronii bv.sobria
	K1
	—
	AMP/AMC/S3/RD

	A105
	Ⅳ
	鱼 fish
	A.sobria
	A.veronii
	M2
	41
	AMP/AMC

	A111
	Ⅳ
	鱼 fish
	A.sobria
	A.veronii
	P
	8
	AMP/AMC/RD/NA/TE/OTC

	A109
	Ⅳ
	鱼 fish
	A.caviae
	A.sobria
	T1
	13
	AMP/AMC/RD/NA

	A141
	Ⅳ
	鱼塘底泥 sediment
	A.caviae
	A.veronii
	O
	—
	AMP/AMC/NA

	A142
	Ⅳ
	鱼塘水 pond water
	A.sobria
	A.veronii
	R1
	—
	AMP/AMC/RD/TE/OTC

	A147
	Ⅳ
	鱼 fish
	A.caviae
	A.veronii
	W1
	34
	AMP

	A98
	Ⅳ
	鱼 fish
	A.caviae
	A.veronii
	D5
	—
	AMP/AMC/IPM/S3/RD

	A112
	Ⅳ
	鱼 fish
	A.hydrophila
	A.veronii
	D6
	39
	AMP/S3/SXT/RD/NA/OFX/TE/OTC

	A101
	Ⅳ
	鱼 fish
	A.sobria
	A.sobria
	D8
	36
	AMP/AMC/IPM/S3/RD

	A139
	Ⅳ
	鱼塘水 pond water
	A.caviae
	A.veronii
	D1
	43
	AMP/AMC/IPM/RD/NA/OFX/TE/OTC

	A143
	Ⅳ
	鱼塘水 pond water
	A.sobria
	A.hydrophila
	D4
	11
	AMP/AMC/RD/TE/OTC


2.4  PFGE分型结果

57株气单胞菌经XbaI酶切后进行脉冲场凝胶电泳, 除5株菌条带降解无法判读外, 其他52株均可获得清晰的电泳条带(图4)。依据PFGE指纹图谱所得聚类分析图(图5), 52株气单胞菌可分为46个簇, 其中分别来自于同一复合养殖场的猪源A183与鱼源A99、猪源A184、泥源A140与泥源A144、猪源A186与猪源A187、鱼源A193与鱼源A197、鱼源A104与鱼源A110带型相似度均高于99%, 参照PFGE聚类分析判读结果, 推测这些菌株来源于同一克隆株或具有克隆传播关系。
3  讨论

动物源细菌耐药性流行病学研究和耐药性监测等发现, 耐药率与抗菌药的使用时间和普遍性密切相关, 而且随着动物用药种类的不断增加, 动物体内分离菌的耐药谱也迅速扩大[19]。2013年10月最新颁布并于2014年3月1日实施的中国农业部公告1997号《兽用处方药品种目录(第一
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图3  56株气单胞菌ERIC-PCR指纹图谱聚类分析图

Fig.3  Cluster analysis based on ERIC-PCR patterns of 56 Aeromonas isolates
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图4  部分不同来源气单胞菌XbaI酶切PFGE指纹图谱

Fig.4  PFGE patterns of partial Aerornonas isolates from different sources in integrated fish farms digested by XbaI
M: PFGE standard, lambda (λ) ladder (50~100 kb); 1: A148; 2: A149; 3: A150; 4: A164; 5: A190; 6: A191; 7: A167; 8: A194; 
9: A195; 10: A196; 11: A197.
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图5  52株气单胞菌PFGE指纹图谱聚类分析图

Fig.5  Cluster analysis diagram for PFGE fingerprint about 52 Aeromonas isolates
批)》中, 抗生素类及合成抗菌药有11大类51种药物138个剂型, 而水产批准使用的只有5大类10种药物13个剂型[20]。虽然大部分抗菌药的使用在水产养殖中未获得批准, 但是本实验中从鱼体组织中分离得到的气单胞菌对部分畜禽常用抗菌药仍存在耐药现象, 这可能与畜禽与鱼的复合养殖模式有关。畜禽养殖过程中, 畜禽排泄物不经过处理直接排放, 耐药菌株随粪便污水等直接

进入池塘。池塘养殖水体交换缓慢而且营养丰富, 不仅为耐药菌的增殖和富集提供场所, 而且还为耐药基因在不同细菌之间交换提供便利。Su等[21]在广东中山4个复合养殖场分离到的203株肠杆菌中, 98.5%的菌株至少对12种检测药物中的一种药物耐药, 超过50%的菌株含有四环素类和磺胺类耐药基因。Zhang 等[22]在广东珠三角复合养殖场分离的大肠埃希菌中检测到多种四环素类、磺胺类、β-内酰胺类耐药基因。张瑞泉[23]通过对传统水产养殖环境和复合水产养殖环境中的耐药菌和耐药基因的污染特征进行研究, 发现复合水产养殖环境中的耐药菌及耐药基因污染水平显著高于传统水产养殖环境。复合水产养殖场俨然已成为耐药菌的存储库。本研究从4个不同复合水产养殖场分离的气单胞菌中, 有来自于2个养殖场不同来源的5组多重耐药气单胞菌均发现了相同或相似基因分型, 其中在Ⅳ号养殖场中, 猪粪和底泥分离的气单胞菌之间、猪粪和鱼分离的气单胞菌之间存在相似或相同基因分型。由此可见, 菌株有可能通过克隆增殖、耐药质粒的水平传递, 或者两者共同作用使耐药菌或耐药基因在不同生物阶层转移。

动物养殖业(畜牧业、水产业)使用抗菌药物导致耐药菌株的出现和传播对人类健康的影响近年来已成为全世界关注的焦点。为明确复合养殖模式下气单胞菌耐药性的传播途径及其方式, 探索耐药菌在畜禽与池塘环境、鱼之间垂直克隆传播的可能性, 本研究采用ERIC-PCR和PFGE两种方法来对分离菌进行基因分型, 比较不同来源菌株之间的同源相关性。结果发现同一ERIC-PCR聚类群的菌株, 绝大部分分离自同一养殖场; 同一PFGE聚类群内的菌株均分离自同一养殖场(表3)。另外, 两种分型方法均发现同一养殖场不同来源的菌株具有相同或相似的基因分型, 并且有相似的耐药谱, 表明他们来源于同一耐药克隆株, 也说明了同一养殖场动物与环境之间, 不同动物(猪与鱼、鱼与鱼)之间可能存在着耐药气单胞菌的克隆传播。韩国学者Kim等[24]曾于2006-2009年在从不同患病鱼体及周边环境中分离到16株杀鲑气单胞菌, 其不仅对四环素类及喹诺酮类药物高度耐药, 并且经过PFGE分型, 大部分菌株具有同源相关性, 表明耐药菌在鱼体与环境间存在克隆传播关系。
对细菌进行基因分型的方法较多, ERIC-PCR和PFGE是流行病学研究中最常用的方法, 为病原菌微生物的致病性、流行性、变异性以及耐药性分析等方面提供了重要信息[25]。在本研究中, ERIC-PCR及PFGE均可应用于气单胞菌的分子分型, 但两者分型结果存在一定差异。ERIC-PCR分辨力较弱、重复性差、结果解析困难, 但周期短、实验设备易用、操作更简便; 而PFGE分辨率相对较高、能较好的反映出菌株间的进化关系, 但试验流程长、对仪器和操作要求较高、不适于大样本量的应用。但本研究结果显示在溯源研究方面, 由于PFGE具有较高的分辨力, 该方法优于ERIC-PCR。

对分离菌株的ERIC-PCR分型、PFGE分型结果与耐药谱进行比较可以看出, 相同基因分型的菌株其耐药谱不一定相同, 而不同分型的菌株也可拥有完全相同的耐药谱型, 提示同一克隆株的耐药菌在增殖散播的过程中存在着耐药质粒的获取或丢失, 导致耐药性的改变, 而不同克隆株之间还可能通过耐药质粒、转座子等耐药元件水平传播耐药性。澳洲学者Ndi等[26]发现同一虹鳟养殖场分离的携带相同I类整合子及耐药基因的环境细菌与鱼病原菌部分具有同源相关性, 也有无相关性的, 说明耐药性既可通过克隆传播, 也可通过整合子将耐药基因在不同细菌之间进行水平传播。水平传播可增加耐药性在不同来源细菌快速传播和扩散的风险, 因此, 进一步开展畜禽-鱼复合养殖模式下细菌耐药性的传播机制及其传播方式研究, 对水产养殖合理用药、阻断耐药性的扩散, 甚至对人类的公共卫生等有着重要作用。
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Antimicrobial resistance and homology analysis in Aeromonas isolated from integrated fish farms 
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Abstract: Integrated fish farming is commonly practiced in Guangdong Province in South China. Animal manure generated from livestock and poultry (commonly pigs and ducks) is directly excreted into, or transported via pipes, to fish ponds where the nutrients support the growth of photosynthetic organisms. The use of a wide variety of antimicrobials in livestock and poultry has led to antimicrobial-resistant bacteria. Thus, there is concern over the potential for transfer of these bacteria into the integrated culture systems. Our objective was to determine the antimicrobial susceptibility and homology of Aeromonas isolated from integrated fish farms. Fifty-seven Aeromonas were isolated from pig/duck waste, fish, pond water, and sediments from four integrated fish farms in Guangdong Province. We used the Kirby-Bauer disk diffusion method to determine the susceptibilities to 8 classes of 24 antimicrobials. The genomic DNA of the isolates was extracted and the molecular typing was analyzed by entero bacterial repetitive intergenic consensus polymerase chain reaction (ERIC-PCR) and pulsed field gel electrophoresis (PFGE).The resistance frequencies of ampicillin, amoxicillin/clavulanate, and rifampicin were relatively high in the 57 Aeromonas isolates, and the resistance profiles varied among the different isolates. The Aeromonas isolates were grouped into 24 clusters by ERIC-PCR and 46 clusters by PFGE. Isolates from different sources within the same integrated fish farm exhibited similar or identical genotyping patterns between the two molecular typing methods, and they were also associated with similar resistance patterns suggesting they were homologous. Our results suggest that ERIC-PCR and PFGE have use for analysis of clonal relationships and tracing of the source of resistance in Aeromonas. Integrated fish farming systems appear to be susceptible to the transfer of drug-resistant bacterial strains from livestock and poultry to fish or the environment. The impact of antimicrobial resistance in the fish was not addressed in this study and remains to be determined. 
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