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要!为了解宁夏地区奶牛乳房炎大肠杆菌耐药性及毒力基因(耐药基因的分布情况!采用
J![

法测定从奶牛

乳房炎病例分离的
%/=

株大肠杆菌对
%.

种抗菌药物的敏感性!并采用
;G\

技术对大肠杆菌毒力基因及耐药基因

进行检测'结果显示!大肠杆菌对氨苄西林的耐药率最高!达到
1)'./̂

!对多西环素(四环素和链霉素的耐药率在

*/̂

左右!而对头孢唑啉(头孢噻肟(多黏菌素(氟苯尼考和喹诺酮类药物则比较敏感!敏感率都在
.&̂

以上'基因

检测结果显示!除
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这
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种毒力基因未被检测到!
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种毒力基因的检出率分别
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'四环素类的
0

种耐药基因均被检测到!其中
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的阳性率为
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'氟喹诺酮类的
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三种耐药突变的检出率分别高达
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'宁夏地

区奶牛乳房炎大肠杆菌携带
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等毒力基因和介导四环素类(氟喹诺酮类耐药的基因!对

%.

种抗菌药物具有不同程度的耐药性!且存在多重耐药菌株'

关键词!大肠杆菌&毒力基因&耐药基因&耐药性
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年!澳大利亚医学家
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首次发现

了大肠埃希菌!又称大肠杆菌"

D2",&'(",($"+/(

!

D.

"+/(

#'最初一直当作是正常肠道菌群的组成部分!

认为是非致病菌'直到
0&

世纪中叶!部分学者才逐

渐认识到一些特殊血清型的大肠埃希菌对人和动物

有致病性!特别对婴儿和幼畜!常引起严重腹泻(猪

水肿病(败血症(新生儿脑膜炎及肾炎等)

%

*

!还可引

起畜禽生长发育迟缓!生产能力低下!甚至造成死

亡!给养殖业带来了严重的经济损失'致病性大肠

埃希菌是引起许多疾病的罪魁祸首!并可以通过食

物(水源等方式传播!从而引发疫情)

0!)
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'

为了解宁夏地区奶牛乳房炎大肠杆菌的耐药情

况!本试验根据
GR8I

)

.

*

"美国临床实验室标准委员

会#方法对宁夏地区奶牛乳房炎病例分离鉴定出的

%/=

株牛源大肠杆菌进行了药物敏感性测定'同时

采用
;G\

技术对其毒力基因以及耐药基因进行检

测!初步分析两者之间的相关性!以期得到宁夏地区

奶牛乳房炎大肠杆菌耐药性的规律!并指导临床合

理用药'

#

!

材料与方法

#?#

!

试验材料

%'%'%

!

试 验 菌 株
! !

质 控 菌 株 大 肠 杆 菌

<TGG01/00

购自中国药品生物制品检定所&试验

用大肠杆菌分离自宁夏地区部分奶牛场采集的奶牛

乳房炎乳样'

%'%'0

!

主要试剂及抗菌药物药敏纸片
!!

科玛嘉

大肠杆菌显色培养基购自
GP\N M?

B

?S

公司&

236!

S3"

染料购自
[$#7$C4

公司&

O:<4?S93S

购自上海

生工公司&

0lT?

Z

M?,73SM$D

酶购自北京康为世纪

生物科技有限公司&

[PI

肉汤(

R[

肉汤(麦康凯琼

脂等购自北京奥星博生物技术有限公司&氨苄西林
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#(头孢唑啉"
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#(庆大霉素
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#(环丙沙星"
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#(多西环素

"
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+片d%

#(卡那霉素"

*&

*

B
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#(氧氟沙星

"

1
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B

+片d%

#(链霉素"
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#(头孢噻肟"
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#(四环素"
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#(阿米卡星"
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+片d%

#(氟苯尼考"
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+片d%

#(诺佛沙星"
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+片d%

#(恩诺沙星"

1
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+片d%

#(复方新诺明"

*&
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#(多黏菌素"

*&&
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B

+片d%

#购自
ND#$"

R$4$73"

'
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!

主要仪器设备
!!

立式压力蒸汽灭菌锅!购

自上海申安医疗器械厂&恒温培养箱
TPc<

!购自

上海一恒科技有限公司&

8F!G̀

苏净安泰洁净工作

台!购自苏净集团苏州安泰空气技术公司&电子天

平!购自北京塞多利斯仪器有限公司&

;G\

反应仪

和凝胶成像仪!购自
[$#7$C4!S?"

公司&

OQQ!.G

型

电泳仪!购自北京六一仪器厂'

#?!

!

大肠杆菌的分离鉴定

%'0'%

!

样品采集
!!

对奶牛进行乳房炎检测!采集

隐性和临床型乳房炎奶样!按常规挤奶消毒后!每个

乳头挤去前
0

"

*

把乳后!无菌取奶样
14R

左右!

贴好标签!

)@

内送实验室进行处理'

%'0'0

!

分离纯化和初步鉴定
!!

将采集的乳样用

灭菌的棉签涂于麦康凯培养基上!置于
*= r

培养

%.

"

0)@

!挑取单个典型菌落涂片!革兰染色进行镜

检!观察细菌形态及染色特性!进行初步鉴定'再将

镜检后的疑似大肠杆菌的菌落划线接种于新鲜制备

的科玛嘉大肠杆菌显色培养基平板上!

*= r

培养

%.

"

0)@

后!观察其菌落形态特征!挑取蓝色的单

个菌落于
[PI

肉汤中!置于培养箱中
*= r

培养

%.

"

0)@

!保存备用'

%'0'*

!

;G\

鉴定大肠杆菌
!!

根据文献和
23-!

[?-9

已发表的序列!确定
%.8SO:<

引物)

1

*

'

%.8!

a

$

1q!<2<2TTT2<TGGT22GTG<2!*q

&

%.8!\

$

1q!<G22GT<GGTT2TT<G2<GTT!*q

!引物由上

海英潍捷基贸易有限公司合成'

;G\

反应条件$预

变性
/)r14$-

&

/)r

变性
*&,

!

11r

退火
*&,

!

=0

r

延伸
/&,

!

*0

个循环&

=0r

延伸
14$-

'配制凝胶

进行电泳并进行
O:<

凝胶回收!将回收产物送至

上海英潍捷基贸易有限公司进行测序'

#?B

!

药敏试验

严格按照美国临床实验室标准委员会"

GR8I

#

0&%0

年推荐的抗微生物药物敏感性试验执行标

(=%
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期 张金宝等$宁夏地区奶牛乳房炎大肠杆菌毒力基因检测和耐药性分析

准)

.

*进行药敏试验'

#?%

!

毒力基因和耐药基因的检测

根据文献)

=!%*

*和
23-[?-9

上已公布的序列!

确定
=

种毒力基因和
1

种耐药基因的引物序列!见

表
%

'

表
#

!

毒力基因和耐药基因的引物序列

J-;*3#

!

A8+438<3

M

I30,3</1F+8I*30,3

:

303<-0983<+<.-0,3

:

303<

毒力基因和耐药基因

]$SC63-53

B

3-3,?-"

S3,$,7?-53

B

3-3,

引物序列"

1q

'

*q

#

;S$43S,3

Z

C3-53,

"

1q

'

*q

#

扩增长度%
V

U

T@363-

B

7@#Y

7@3?4

U

6$Y$5?7$#-

$2#! a

$

GG<TG<<G<G<2T<T<TGG2<

&

\

$

22TG2G2<2T2<G22GTTT2T %%%

2#T0& a

$

TTTGTTG22T<TGGT<TTGGG

&

\

$

2<T2G<TGTGT22TG<TT2T< )()

2&

P

! a

$

T<<<<GGG2GG2GGT2<2T<

&

\

$

T2GG22T2<<G<22<22TTT .%%

&$&! a

$

<TT<GT2<2<TT<<22GT2<T

&

\

$

<TTT<TTT2G<2GGGGGG<T .(0

2#$ a

$

G<<GT2<<TG<GTT2<GTGTT

&

\

$

TT<<T<<G<TGG<2G<G<22 %1(

&2"% a

$

<TTGT22GTGTGTTGTTGTTT<T22GT2

&

\

$

G2TGGGGTTTT<G<<<GTTG<TG2G 1))

9

8

'! a

$

22T2<G2T<<TG22T<<<T<

&

\

$

<GG<T22T2G<<T2GG<GG< (%&

9

8

'B a

$

22<G<<<2<<22GT<G<2G<

&

\

$

G2TG2G2TT2T<GTG<2<T< (=/

J$'< a

$

GT222T<<<T<GG<TGG2G<G

&

\

$

G22TTG<TGTTG<TT<G2<< /(=

!!

;G\

反应体系为
01

*

R

$上游"

a

#(下游"

\

#引

物各
&'1

*

R

&

0lO$

S

M?,73SM$D

酶
%0'1

*

R

&

""P

0

N%%

*

R

&细菌
O:<

模板
&'1

*

R

'

;G\

产物

进行电泳!将电泳凝胶回收后送至上海英潍捷基贸

易有限公司测序'

!

!

结
!

果

!?#

!

大肠杆菌初步鉴定

将采集的乳房炎奶样经过麦康凯培养基初步培

养!再经科玛嘉大肠杆菌显色培养基筛选!可见边缘

整齐!湿润光滑的蓝色菌落!初步分离鉴定出疑似大

肠杆菌
0&)

株'

!?!

!

大肠杆菌
ALD

鉴定

采用
;G\

技术对
0&)

株疑似大肠杆菌进行

%.8SO:<

检测!电泳产物回收后进行测序!将全部

测序结果进行比对后!确定大肠杆菌
%/=

株'

!?B

!

药敏试验

%/=

株大肠杆菌对临床常用的
%.

种抗菌药物

的耐药情况见表
0

!分离菌株对
%.

种抗菌药物具有

不同程度的耐药性'其中对氨苄西林耐药率最高!

达到
1)'./̂

!其次!对多西环素"

*/'1/̂

#(四环素

"

*/'&/̂

#和链霉素"

*('1(̂

#的耐药率也较高!而

对头孢类(多黏菌素(氟苯尼考和喹诺酮类药物则比

较敏感!敏感率都在
.&̂

以上'

!?%

!

大肠杆菌临床分离株多重耐药情况

本次试验分离的
%/=

株奶牛乳房炎大肠杆菌多

重耐药情况见图
%

!对所有抗菌药物都敏感的菌株

有
*&

株!仅对一种药物耐药的有
1%

株'多重耐药

中
=

耐(

1

耐和
%%

耐的菌株较多!所有菌株最多对

%1

种抗菌药物耐药'

!?C

!

毒力基因和耐药基因的检测

在
=

种毒力基因中!有
1

种毒力基因扩增出相

应大小的目的片段!分别是
$2#!

(

&2"%

(

&$&!

(

2&

P

!

(

,/

8

!

!而
2#$

(

2#T0&

没有扩增出相应大小的目的片

段&

1

种耐药基因
#&#B

(

#&#<

(

9

8

'!

(

9

8

'B

(

J$'<

全

部扩增出相应大小的目的片段'

!?$

!

#'&

株大肠杆菌毒力基因及耐药基因的测序

比对

对
%/=

株宁夏地区奶牛乳房炎大肠杆菌毒力基

因及耐药基因进行了测序比对'结果"表
*

#显示!

未检测到
2#$

和
2#T0&

这
0

种毒力基因!

$2#!

(

&2"%

(

&$&!

(

2&

P

!)

种毒力基因的检出率分别是
0&'*&̂

(

%)'=0̂

(

('%0̂

(

0'&*̂

!而毒力基因
,/

8

!

的检出

率最低!为
%'&0̂

'耐药基因中!四环素类的
0

种

耐药基因
#&#<

(

#&#B

阳性率分别为
0)_(=̂

(

=_.%̂

&

/=%
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大肠杆菌药敏试验结果

J-;*3!

!

JK3<I<,3

)

.+;+*+.

>

.3<.83<I*.</1>3=A874=A41=524

药物名称

OSC

B

-?43,

菌株数
87S?$-,

耐药情况
OSC

B

S3,$,7?-53

耐药"

\

#

\3,$,7?-7

中介"

I

#

M3"$?7$#-

敏感"

8

#

83-,$7$W3

耐药率%
^

\3,$,7?-53

敏感率%
^

83-,$7$W3S?73

氨苄西林
%&1 0) .( 1)'./ *)'10

头孢唑林
1= 0& %0& 0('/* .&'/%

庆大霉素
1) %% %*0 0=')% .='&&

环丙沙星
0= * %.. %*'=% ()'0.

多西环素
=( / %%& */'1/ 11'()

新诺明
./ & %0( *1'&* .)'/=

头孢噻肟
). %* %*( 0*'*1 =&'&1

卡那霉素
*= 1 %11 %('=( =('.(

四环素
== ) %%. */'&/ 1('((

氧氟沙星
*= ) %1. %('=( =/'%/

链霉素
=. / %%0 *('1( 1.'(1

阿米卡星
%= * %== ('.* (/'(1

氟苯尼考
0. %) %1= %*'0& =/'=&

诺氟沙星
00 / %.. %%'%= ()'0.

多黏菌素
1) 0* %0& 0=')% .&'/%

恩诺沙星
*. * %1( %('0= (&'0&

图
#

!

大肠杆菌多重耐药情况

G+

:

?#

!

SI*.+

)

*398I

:

83<+<.-0,3/1>3=A874=A41=524

氟喹诺酮类的三种耐药基因
9

8

'!

(

9

8

'B

(

J$'<

检

出率都很高!分别为
/=').̂

(

/('/(̂

(

/(_)(̂

'

B

!

讨
!

论

B'#

!

药敏试验结果显示!宁夏地区奶牛乳房炎大肠

杆菌普遍对氨苄西林(四环素(链霉素和庆大霉素等

药物具有一定的耐药性!而对诺氟沙星(阿米卡星(

环丙沙星(氟苯尼考等药物的耐药率较低!且存在多

重耐药菌株'所以在临床用药要尽量避免使用氨苄

西林(多西环素(四环素(新诺明和链霉素等药物'

B'!

!

尹召华)

%)

*研究结果显示!毒力基因
,/

8

!

的阳

性分离率是
.'1̂

'杨少华等)

%1

*研究显示!从兔场

分离到的
%=%

株大肠杆菌中!

&$&!

基因的检出率为

=0'=̂

!说明该基因是导致兔腹泻的主要病原'本

研究中未检测出
2#$

(

2#T0&

!其余几种毒力基因检出

率较低!

$2#!

(

&$&!

等基因在宁夏地区奶牛乳房炎

大肠杆菌中检出率相对较高'黄名钱)

%.

*研究显示!

对四环素耐药的
%&

株菌株中!

#&#B

基因的阳性检出

&(%
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期 张金宝等$宁夏地区奶牛乳房炎大肠杆菌毒力基因检测和耐药性分析

表
B

!

毒力基因及耐药基因检测结果及测序比对结果

J-;*3B

!

JK393.3,.+/08-.3-09<3

M

I30,+0

:)

/<+.+F3<.8-+08-.+/83<I*.</1F+8I*30,3

:

303-0983<+<.-0,3

:

303

基因名称

23-3,

检测株

T3,7,7S?$-,

检出株

O37357$#-,7S?$-

检出率%
^

O37357$#-S?73

参考序列

\3Y3S3-53,3

Z

C3-53

相似性%
^

P#4#6#

BE

$2#! %/= )& 0&'*& J̀%)/1.('% /=

&2"% %/= 0/ %)'=0 PH)0(&(&'% //

&$&! %/= %. ('%0 L.0.1='% /=

2&

P

! %/= ) 0'&* c)//**'% //

,/

8

! %/= 0 %'&0 <[&*0/*&%'% /1

#&#B %/= %1 ='.% J̀(.(==0'% //

#&#< %/= )/ 0)'(= JG1/&&(='% //

9

8

'! %/= %/0 /='). K&.=))'% //

9

8

'B %/= %/1 /('/( <[&(*/).'% //

J$'< %/= %/) /(')( M1()&('% //

率为
0&̂

!

#&#<

基因的阳性检出率为
/&̂

'

a'<'

:336?

等(刘维红)

%=!%(

*研究表明!四环素类药物一般

较多使用的为四环素!这种药物的作用机制可能与

耐药基因
#&#B

(

#&#<

有关'本研究中!四环素类的
0

种耐药基因均被检测到!其中
#&#<

阳性率为

%)_=0̂

&氟喹诺酮类的
9

8

'!

(

9

8

'B

(

J$'<

三种耐

药突变均被检测到!而且检出率都很高!达到

/=_).̂

(

/(_/(̂

(

/(_)(̂

'由此可以看出!宁夏地

区奶牛乳房炎大肠杆菌携带
$2#!

(

&$&!

(

2&

P

!

(

&25

"%

(

,/

8

!

等毒力基因和介导四环素类(氟喹诺酮类

耐药的基因'

B'B

!

作者对扩增的
9

8

'!

(

9

8

'B

(

J$'<

基因的

;G\

产物进行测序!并进行序列比对分析'根据

23-[?-9

已发表的序列!进行
9

8

'!

基因比对!在比

对序列的
(%*

个碱基中发现!第
%&

位多了
%

个碱基

2

!第
)0/

(

./&

(

=0*

位均为
2

'

<

!第
111

位
2

'

G

!

第
=1&

(

=.(

(

==1

位均为
<

'

2

'

9

8

'B

基因测序比

对的
(1=

个碱基中发现!第
).&

(

=*.

(

=(=

位
T

'

G

!

第
.(1

(

==1

位
G

'

T

!第
=./

位
<

'

2

'

J$'<

基因

测序比对的
/&/

个碱基中发现!第
/&*

位多了一个

碱基
T

'近几年!

9

8

'!

基因的第
(*

(

(=

位点是热

点突变!

(*

位丝氨酸突变为亮氨酸或色氨酸时!则

是大肠杆菌对喹诺酮类药物表现高水平耐药的原因

之一'刘晓强)

%/

*研究表明大肠杆菌对喹诺酮类药

物的耐药水平的高低和其靶基因突变数目有着密切

的关系!单一的突变只能导致低水平的耐药!高水平

的耐药需要多个位点的突变'此次试验只涉及到

;G\

产物测序分析其部分片段的基因突变(缺失

等!其是否会影响到大肠杆菌对该类药物的耐药水

平还有待进一步研究'

%

!

结
!

论

宁夏地区奶牛乳房炎大肠杆菌携带
$2#!

(

&$&!

(

2&

P

!

(

&2"%

(

,/

8

!

等毒力基因和介导四环素

类(氟喹诺酮类耐药的基因!对
%.

种抗菌药物具有

不同程度的耐药性!且存在多重耐药菌株'
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