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摘　要:目的　对福建地区分离的猪源大场杆菌进行耐药性测定以及对 ESBLs流行性进行分析,以期为临床合理用药

科学提供依据.方法　采用琼脂稀释法测定３７３株菌大肠杆菌对１２种抗菌药物的敏感性,并用 PCR方法检测 ESBLs耐药

基因的携带情况以及分析CTXＧM 阳性菌的种系发育关系.结果　分离株对甲氧苄啶/磺胺甲噁唑、萘啶酸、氟苯尼考及氨苄

西林耐药率较高,分别为９３．８％、８２．８％、７３．７％和７０．０％;对恩诺沙星、四环素、庆大霉素、多西环素、环丙沙星、卡那霉素、头
孢噻呋和头孢噻肟的耐药率依次为５４．４％、５３．１％、５２．０％、４６．６％、４４．０％、４１．０％、３５．９％和３０．８％.在３７３株大肠杆菌中,共
有１２２株菌携带有ESBLs耐药基因,检出率为３２．７％,其中 CTXＧM、TEM 及 OXA 的检出率分别是１８．０％(６７)、１２．１％(４５)

和７．５％(２８),其中CTXＧM 的阳性菌中以CTXＧMＧ１４最为流行,其次是 CTXＧMＧ６５和 CTXＧMＧ５５;其种系发育显示分离株主

要分布在 A群.结论　福建地区猪大肠杆菌对抗菌药表现出较强的耐药性,ESBLs在猪源大肠杆菌中广泛流行,CTXＧM 是

其主要流行的基因型,并且多数菌以共生型大肠杆菌为主.
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Abstract:TheaimofthisresearchwastostudytheprevalenceofantimicrobialresistanceanddistributionofextendedＧspecＧ
trumＧβＧlactamaeses(ESBLs)genesoftheEscherichiacoliisolatedfromswine,andprovidedguidancefortherationaluseof
antibiotics．Atotalof３７３isolatesweretestedforantimicrobialsusceptibilityto１２antimicrobialagentsbyagardilutionmethＧ
od,screenedforESBLsgenesandanalysedphylogeneticgroupamongtheCTXＧMpositiveisolatesbyPCR．Resultsshowed
strainswerefoundhighresistanceratestotrimethoprim/sulfamethoxazole,nalidixicacid,florfenicolandampicillin,withreＧ
sistanceratesof９３．８％,８２．８％,７３．７％and７０．０％,respectively．Strainshadshowedresistancetoenrofloxacin,tetracycline,

gentamicin,doxycycline,ciprofloxacin,kanamycin,ceftiofurandcefotaxime,andtheresistancerateswere５４．４％,５３．１％,

５２．０％,４６．６％,４４．０％,４１．０％,３５．９％ and３０．８％ asfollows．Therewere３２．７％ (１２２/３７３)oftheisolatescarriedESBLs

genes,includingCTXＧM (１８．０％,６７),TEM (１２．１％,４５)andOXA(７．５％,２８)genes,andtheCTXＧMＧ１４wasthemostpreＧ
dominantsubtypeduringtheencodingCTXＧMisolates,thenofCTXＧMＧ６５andCTXＧMＧ５５．Phylogenyshowedthatthestrains

weremainlydistributedintheAgroup．Thisresearchrevealed

thathighratesofresistancetoantimicrobialagents,andESＧ

BLswaswidelyprevalentinEscherichiacoliisolatedfromFuＧ

jianProvince．TheCTXＧM wasthemostpredominantgeneaＧ

mongthosestrains,andthe majorityofthem belongedto

symbioticEscherichiacoli．
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　　大肠杆菌(Escherichiacoli)属于革兰氏阴性

菌,广泛存在于自然界,为人和动物肠道中的常居

菌,在一定条件下可引起仔猪黄、白痢和仔猪水肿

病,在兽医临床上属于多发常见病,发病率和死亡率

普遍较高.βＧ内酰胺类药物是兽医临床重要的抗感

染药物,广泛用于动物疾病的治疗.随着近十多年

来,βＧ内酰胺类药物在兽医临床上长期不合理的使

用,导致耐药菌株的产生并且广泛扩散流行,抗菌效

果降低甚至丧失,导致大批量动物死亡,给猪场养殖

业带来巨大的经济损失.超广谱βＧ内酰胺酶(ESＧ
BLs)是介导大肠杆菌对第三代头孢菌素耐药的重

要机制.ESBLs耐药基因由质粒携带可通水平传

播,在全球范围内迅速扩散,造成耐药.同时动物源

产 ESBLs大肠杆菌可经食物链直接或间接传播给

人,给人类的健康造成严重威胁.
目前,福建地区猪源大肠杆菌ESBLs流行病学

的研究资料相对较少.因此,本实验对该地区分离

的猪源大肠杆菌 ESBLs流行性进行调查以及种系

发育进行分析,旨在阐明该地区分离株的ESBLs流

行分布特征和种系发育进行情况,以期对该病原菌

耐药性风险评估及兽医临床合理使用药提供一定的

科学依据.

１　材料和方法

１．１　细菌分离与鉴定　２０１４－２０１６年采用肛门拭

子采集规模化猪场粪便样品,将采集的粪便样品在

洁净工作台中接种于３mL灭菌的 LB肉汤中,３７
℃震荡培养箱增菌１２~２４h,再用接种环接取少量

菌液均匀划线于麦康凯琼脂上,３７℃培养箱１２~
２４h,挑取麦康凯琼脂上红色不透明中等大小可疑

单菌落进行纯化并鉴定.所有分离株经革兰氏染色

后镜检、生化鉴定和１６SrRNA[１](F:AGAGTTTＧ
GATCTGGCTCAG,R:GGTTACCTTGTTACGＧ
ACTT)分析检测.分离株保存在终浓度为３０．０％
甘油肉汤中,－２０ ℃ 冰 箱 保 存 备 用.大 肠 杆 菌

ATCC２５９２２作为药敏质控菌,由本实验室保存.

１．２　 药 物 与 试 剂 　 麦 康 凯 琼 脂 (MacConkey
Agar),LB肉汤(LBBroth),LB琼脂(LBAgar),水
解酪蛋白琼脂(MH Agar),水解酪蛋白肉汤(MH

Broth),均购自广州环凯微生物科技有限公司;氨苄

西林、头孢噻呋、庆大霉素、卡那霉素、四环素、多西

环素、氟苯尼考、萘啶酸、恩诺沙星、环丙沙星和甲氧

苄啶/磺胺甲噁唑,购自中国兽医药品监察所;头孢

噻肟购自中国药品生物制品检定所;rTaqDNA 聚

合酶购自宝生物工程(大连)有限公司;引物合成和

PCR产物序列测定由华大生物科技(上海)有限公

司完成.

１．３　药物敏感性测定　大肠杆菌药物敏感性的测

定方法参考美国临床实验室标准化委员会(M１００Ｇ
S２５)推荐方法执行,采用琼脂二倍稀释法测定分离

菌株的最低抑菌浓度(MIC),以完全抑制细菌生长

的最低浓度为最低抑菌浓度.其中头孢噻呋[２]和氟

苯尼考[３]的耐药折点参考文献报道,恩诺沙星的耐

药折点参考(CLSI,M３ＧA３)鸡大肠杆菌的耐药折

点,并根据 MIC的测定值,计算每种药物的 MIC５０

和 MIC９０.大肠杆菌ATCC２５９２２作为药敏质控菌株.

１．４　基因组 DNA 提取　用水煮法提取 DNA 模

板,将鉴定纯化的大肠杆菌划线接种于麦康凯琼脂

平板上,３７℃培养１２~２４h后,挑取单个菌落接种

于４mLLB肉汤中,３７℃振荡培养１２~２４h,将菌

液分装到２ mL 的 EP 管中１２０００r/min离心２
min,弃上清,加入２５０~３００μL 灭菌超纯水,置于

沸水浴１０min,冰浴５min后,１２０００r/min离心

５min,取上清液至另一灭菌 EP管,储于４ ℃冰箱

保存.

１．５　ESBLs基因的检测及 CTXＧM 亚型分析　试

验检测了ESBLs耐药基因,包括 TEM、SHV、OXA
和CTXＧM 基因,其中 CTXＧM 型包括 CTXＧMＧ１G
和CTXＧMＧ９G,引物序列参考相关文献报道,见表

１.PCR产物经１％琼脂糖凝胶电泳检测,目的基因

的PCR 产物经序列测定后提交 NCBI平台通过

BLAST进行分析确认.

１．６　种系发育关系分析　根据Clermont等文献报

道的方法判断大肠杆菌种族系统进化关系[４].采用

多重PCR及交叉式检索表的方法,以chuA 基因、

yjaA 基因及一个未知 DNA 片段 TspE４．C２的存

在或缺少为依据来判定菌株所在的种族.
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表１　基因引物序列及片段长度

Tab．１　Primersequencesofgenesandgenelength

基因类别 基因名称 引物序列(５′Ｇ３′) 片段长度(bp)

超广谱βＧ内酰胺酶 TEM ５′ＧATAAAATTCTTGAAGACGAAAＧ３′ １０８０[５]

５′ＧGACAGTTACCAATGCTTAATCＧ３′

SHV ５′ＧCACTCAAGGATGTATTGTGＧ３′ ８８５[６]

５′ＧTTAGCGTTGCCAGTGCTCGＧ３′

OXA ５′ＧTGAAGGGTTGGGCGATTTＧ３′ ９２５[７]

５′ＧACCCGGAGCCTCATTAATTGTＧ３′

CTXＧMＧ１G ５′ＧCTTCCAGAATAAGGAATCCCＧ３′ ９４９[８]

５′ＧCGTCTAAGGCGATAAACAAAＧ３′

CTXＧMＧ９G ５′ＧGTGACAAAGAGAGTGCAACGGＧ３′ ８５７[６]

５′ＧATGATTCTCGCCGCTGAAGCCＧ３′

种系发育 chuA ５′ＧGACGAACCAACGGTCAGGATＧ３′ ２７９[４]

５′ＧTGCCGCCAGTACCAAAGACAＧ３′

yjaA ５′ＧTGAAGTGTCAGGAGACGCTGＧ３′ ２１１[４]

５′ＧATGGAGAATGCGTTCCTCAACＧ３′

TspE４C２ ５′ＧGAGTAATGTCGGGGCATTCAＧ３′ １５２[４]

５′ＧCGCGCCAACAAAGTATTACGＧ３′

　　注:F,上游引物;R,下游引物

２　结　果

２．１　细菌分离情况　２０１４－２０１６年期间,从福建

地区规模化猪场粪便中共分离大肠杆菌３７３株.大

肠杆菌在麦康凯培养基上菌落呈圆形凸起,边缘整

齐,粉色至深红色;在伊红美蓝培养基上,菌落中心

呈黑色,有金属光泽.分离株经革兰氏染色及油镜

观察,呈红色短杆菌;生化鉴定结果符合大肠杆菌的

相关特征;１６SrRNA检测,可获得１５００bp的目的

条带,经测序并分析,确认分离株为大肠杆菌.

２．２　药物敏感性分析　采用琼脂二倍稀释法测定

了分离株对临床常用抗菌药物的敏感性,实验结果

以耐药率、MIC５０和 MIC９０显示,见表２和表３.结

果表明,３７３株大肠杆菌对甲氧苄啶/磺胺甲噁唑耐

药率最高为９３．８％;对萘啶酸、氟苯尼考及氨苄西林

耐药较为严重,耐药率分别为 ８２．８％,７３．７％ 和

７０􀆰０％;对恩诺沙星、四环素、庆大霉素、多西环素、
环丙 沙 星 及 卡 那 霉 素 的 耐 药 率 依 次 为 ５４．４％、

５３􀆰１％、５２．０％、４６．６％、４４．０％和４１．０％;对第三代

头孢菌素,头孢噻呋和头孢噻肟的耐药率相对较低,
但是仍达到３５．９％和３０．８％.分离株对部分药物不

仅耐药率较高,而且耐药水平也较高,分离株对萘啶

酸、甲氧苄啶/磺胺甲 唑、氨苄西林及氟苯尼考

MIC大于等于６４μg/mL,分别占总数的６９．４％、

６４．９％、５３．４％和５１．２％.

表２　大肠杆菌对抗菌药物的最低抑菌浓度

Tab．２　DistributionofminimuminhibitoryconcentrationvaluesforantimicrobialsinEscherichiacoliisolates

药物名称
MIC各浓度菌株分布 (μg/mL)

≤０．０３ ０．０６ ０．１２５ ０．２５ ０．５ １ ２ ４ ８ １６ ３２ ６４ １２８ ≥２５６

氨苄西林 ０ ０ １ ３ １５ ６ １２ ２１ １９ ３５ ６２ ７３ ６８ ５８

头孢噻呋 １０ ３２ １５ ２６ ２２ ４２ ５５ ３７ ３１ ２２ ２２ ３１ １０ １８

头孢噻肟 ８ ２６ １３ ３２ ４９ ７６ ５４ ２６ １５ ２６ ７ １８ ８ １５

庆大霉素 ０ ０ １ １２ １４ ３１ ３８ ３６ ４７ ４３ ５６ ４１ ２５ ２９

卡那霉素 ０ ０ ６ ６ ７ １３ ２４ ２５ ４６ ５０ ４３ ５９ ５８ ３６
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表２(续)

药物名称
MIC各浓度菌株分布 (μg/mL)

≤０．０３ ０．０６ ０．１２５ ０．２５ ０．５ １ ２ ４ ８ １６ ３２ ６４ １２８ ≥２５６

四环素 ０ ０ ５ １０ ２４ ２０ ３５ ４２ ３９ ４４ ５４ ３７ ３９ ２４

多西环素 ０ １ １５ ３０ １５ ２５ ３９ ３４ ４０ ４３ ４９ ３６ １８ ２８

氟苯尼考 ０ ０ ０ ２ １６ １４ １１ ２１ ３４ ４５ ３９ ６８ ６６ ５７

萘啶酸 ０ ０ ０ ０ ０ ０ ４ １７ １４ ２９ ５０ ９３ ９３ ７３

恩诺沙星 ２ １２ １５ ３１ ５６ ５４ ３５ ３１ ２５ ２４ ３４ ２７ １２ １５

环丙沙星 ３ １５ ２２ ２７ ３５ ５３ ５４ ４４ ３８ １３ ２６ １８ １４ １１

甲氧苄啶/磺胺甲噁唑 ０ ０ ０ ０ ２ ９ １２ １８ １９ ２８ ４３ ６９ ９５ ７８

表３　大肠杆菌对抗菌药物的 MIC５０、MIC９０和耐药率

Tab．３　MIC５０,MIC９０andresistanceratesforantimicrobials

inEscherichiacoli

药物名称
MIC５０

(μg/mL)
MIC９０

(μg/mL)

耐药折点(μg/mL)

敏感 (S) 耐药 (R)
耐药率

氨苄西林 ６４ ２５６ ≤８ ≥３２ ７０．０％
头孢噻呋 ２ ６４ ≤２ ≥８ ３５．９％
头孢噻肟 １ ６４ ≤１ ≥４ ３０．８％
庆大霉素 １６ １２８ ≤４ ≥１６ ５２．０％
卡那霉素 ３２ １２８ ≤１６ ≥６４ ４１．０％
四环素 １６ １２８ ≤４ ≥１６ ５３．１％
多西环素 ８ １２８ ≤４ ≥１６ ４６．６％
氟苯尼考 ６４ ２５６ / ≥１６ ７３．７％
萘啶酸 ６４ ２５６ ≤１６ ≥３２ ８２．８％
恩诺沙星 ２ ６４ ≤０．５ ≥２ ５４．４％
环丙沙星 ２ ６４ ≤１ ≥４ ４４．０％
甲氧苄啶/磺

胺甲噁唑
６４ ２５６ ≤２ ≥４ ９３．８％

　　注:“/”表示无耐药折点可参考.

２．３　ESBLs基因的流行情况　采用PCR方法检测

了ESBLs耐药基因,在３７３株大肠杆菌中,共有１２２
株菌携带有 ESBLs耐药基因,检出率为３２．７％,其
中CTXＧM、TEM 及 OXA 的检出率分别是１８．０％
(６７)、１２．１％(４５)和７．５％(２８),SHV 基因未检出,
并且 CTXＧM 以 CTXＧMＧ９G 的检出率最高１４．７％
(５５/３７３),CTXＧMＧ１G的检出率为３．２％(１２/３７３).

CTXＧMＧ９G亚型分析表明CTXＧMＧ１４最为流行(６１．
９％,３８/５５),其次是 CTXＧMＧ６５(２１．８％,１２/５５)和

CTXＧMＧ４８(９．１％,５/５５),其种系发育显示分离株主

要分布在 A 群,其次是 D 群.CTXＧMＧ１G 主要以

CTXＧMＧ５５亚型最为流行(８３．３％,１０/１２),主要以

A群为主.部分 CTXＧM 阳性株还携带有其他的

ESBLs基因,其中有１０株菌同时携带CTX和TEM
基因,另有８株菌同时携带 CTX 和 OXA 基因,试
验结果见表４.

　

表４　大肠杆菌耐药基因CTXＧM亚型及种系发育分布

Tab．４　DistributionofthesubtypeandphylogenyoftheEscherichiacolicarriedCTXＧMgenes

耐药基因 亚型 种系发育关系 TEM OXA SHV 菌株数及检出率(n＝６７)

CTXＧMＧ１G CTXＧMＧ３ D － － － ２(３．０％)

CTXＧMＧ５５ A － － － １０(１４．９％)

CTXＧMＧ９G CTXＧMＧ１４ A ＋ － － ６(９．０％)

CTXＧMＧ１４ A － ＋ － １(１．５％)

CTXＧMＧ１４ A － － － １９(２８．４％)

CTXＧMＧ１４ B１ － ＋ － ２(３．０％)

CTXＧMＧ１４ B１ ＋ － － １(１．５％)

CTXＧMＧ１４ B２ ＋ － － １(１．５％)

CTXＧMＧ１４ B２ － － － ２(３．０％)
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表４(续)

耐药基因 亚型 种系发育关系 TEM OXA SHV 菌株数及检出率(n＝６７)

CTXＧMＧ１４ D － － － ６(９．０％)

CTXＧMＧ４８ A － ＋ － ３(４．５％)

CTXＧMＧ４８ D － ＋ － ２(３．０％)

CTXＧMＧ６５ A ＋ － － ２(３．０％)

CTXＧMＧ６５ A － － － ６(９．０％)

CTXＧMＧ６５ D － － － ４(６．０％)

３　讨　论

本研究调查了福建地区猪源大肠杆菌对临床常

用的１２种抗菌药耐药情况,结果表明该地区猪源大

肠杆菌耐药性较为严重,主要体现在耐药率及耐药

水平均较高.对甲氧苄啶/磺胺甲噁唑、萘啶酸、氟
苯尼考及氨苄西林的耐药率在７０％~９３．８％之间,
并且 MIC 值大于等于 ６４μg/mL 菌株数均超过

５０％,在５１．２％~６９．４％.βＧ内酰胺类药物作为兽

医临床重药的抗感染药物,尤其是第三代头孢菌素,
在本试验中分离株对头孢噻肟(３０．８％)和头孢噻呋

(３５．９％)表现出较强的耐药性,与广东(３４．５％,

３７􀆰９％)和四川(４０．４％,头孢噻呋)的报道相接近,
但是明显低于贵州(９３．２９％,头孢噻呋)的耐药率,
另一常用药氨苄西林的耐药率为７０％,与广东,四
川、贵州等地相似(７９．３％~９１．２５％)[９Ｇ１１],均处于在

较高的耐药水平.βＧ内酰胺类药物耐药性快速增

长,可能跟该类药物的大量使用有关.氟苯尼考作

为广谱抗菌药同样被大量使用,本实验中氟苯尼考

的耐药率高达 ７３．７％,该结果与四川 ７３．９７％ 相

似[９],但贵州地区的实验结果显示氟苯尼考的耐药

率仅为２１􀆰９５％[１０],表现出相对较好的敏感性.
目前,ESBLs以 TEM、SHV、CTXＧM 和 OXA

型较为常见,其中以 CTXＧM 型最为流行[１２Ｇ１４].到

目前为止 CTXＧM 型已有１００多种,并可分为５个

亚 群:CTXＧMＧ１G、CTXＧMＧ２G、CTXＧMＧ８G、CTXＧ
MＧ９G 和CTXＧMＧ２５G[１５],并且在CTXＧM 阳性大肠

杆菌中CTXＧMＧ９G基因检出率最高[１３,１６].本研究

在福建多个地区采集的３７３株大肠杆菌中,３２．７％
的菌株携带有 ESBLs基因,高于２０１５年福建闽西

的地区２８．６％的检出率[１７],其中 CTXＧM 的检出率

最高为１８．０％,同样以 CTXＧMＧ９G 最为流行(５５/

６７),但是也有不同的情况,王基伟[１８]及佐明开[１９]

对吉林和江西的研究结果表明,最为流行是 TEM
型,而非CTXＧM 型.

本研究显示 CTXＧM 中最为流行亚型是 CTXＧ

MＧ１４、其次CTXＧMＧ６５和CTXＧMＧ５５,然而２０１５年

福建闽西地区调查结果显示,最为流行的亚型是

CTXＧMＧ１５[１７],与本试验结果明显不同,CTXＧMＧ１４
属于 CTXＧMＧ９G,而 CTXＧMＧ１５属于 CTXＧMＧ１G,
并且CTXＧMＧ１５在本研究中未检出,说明在该地区

流行的亚型很可能已经发生改变.２０１１年,郑红青

等研究广东地区猪源产ESBLs大肠杆菌,结果表明

CTXＧMＧ１４最为流行,其次是 CTXＧMＧ５５和 CTXＧ
MＧ６５[１６].然而２０１６年,靳婵调查广东地区屠宰前

猪源大肠杆菌CTXＧM 流行情况时,发现不仅CTXＧ
M 的检出率相对较低,其流行的亚型也不一样,检
出率最高的为 CTXＧMＧ５５,其次为 CTXＧMＧ１４ 和

CTXＧMＧ６５[２０],以上研究结果表明检出率和流行的

亚型存在一定的差异,可能是与样品来源不同、地域

差异及管理水平等因素有关.值得注意的是同一个

养殖场,不同的样品来源,CTXＧM 的流行亚型也不

同[２１].
种系发育是大肠杆菌分子流行病学的重要特

征,根据TSPE４．C２、yjaA 及chuA 这三个基因的

不同组合,可将大肠杆菌分为 A、B１、B２ 和 D 这 ４
个种系发育型.共生型大肠杆菌主要分布在 A 组,
毒力因子较多的常常位于B２组和 D组[２２Ｇ２４].健康

猪源大肠杆菌主要分布在 A 群和 B１群,腹泻仔猪

大肠杆菌分布在B２和 D群的比例显著高于健康猪

源[１８].有资料表明,动物源CTXＧMＧ１４和CTXＧMＧ
５５基因阳性的大肠杆菌,其种系发育均以 A 组为

主[１３,２５].本 实 验 中,CTXＧMＧ１４、CTXＧMＧ６５ 和

CTXＧMＧ５５,大多数属于 A 组,占CTXＧM 阳性菌的

７０．１％,与他人的研究结果一致,说明 CTXＧM 阳性

菌多数以共生型大肠杆菌为主.
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