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"摘要#
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目的
!

分析肉鸡养殖&屠宰和销售不同环节来源大肠杆菌对
!

!

内酰胺类药物的敏感性及
"#$!%

型

超广谱
!

!

内酰胺酶"

,-./0

%的携带状况!探讨大肠杆菌在肉鸡养殖&屠宰和销售环节上可能存在的耐药性传播'方

法
!

对从山东大型肉鸡养殖场&屠宰场分离的
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株大肠杆菌进行药物敏感性检测&

!"#

"#$!%

基因核酸检测及序列

分析'结果
!

菌株对头孢他啶&头孢噻肟和哌拉西林存在高水平的耐药!耐药率依次是
34(15

&

4'(35

和
4&(25

!

但对哌拉西林#他唑巴坦仍保持敏感'菌株
!"#

"#$!%

基因的携带率高!达
+6(25

"

')6

#
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%!来自养殖和销售等不同

环节的菌株携带的
!"#

"#$!%

基因集中在
6

个亚型!分别是
!"#

"#$!%!++

&

!"#

"#$!%!*+

&

!"#

"#$!%!&6

和
!"#

"#$!%!'2

'结论
!

鸡源

大肠杆菌对青霉素及头孢菌素类药物有较高的耐药率!对酶抑制剂复方制剂仍保持较高的敏感率'携带
!"#

"#$!%

基

因的菌株来自养殖和销售等不同的环节!主要集中在
6

个亚型!提示肉鸡食品链不同环节可能存在大肠杆菌耐药性

的传播'
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细菌耐药是目前人类面临的重大公共卫生问题#其中菌株

产超广谱
!

!

内酰胺酶$

,-./0

&是近年来关注和研究的焦点)

&

*

+

随着新一代
!

!

内酰胺类抗菌药物如第
1

,

6

代头孢菌素类药物

在人类及动物上的大量使用#细菌产生的能够水解这类抗菌药

物的
,-./0

逐步被发现+

"#$!%

型
,-./0

在革兰阴性菌中

携带率不断攀升)

'

*

#新的型别也不断被发现+根据
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"&网站的报道#截止

')&1

年#报道的
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"#$!%

基因型已有
&63

种+目前#国内关于

动物来源菌株携带
"#$!%

屡有报道#但从养殖,屠宰,销售等

动物性食品生产链的角度来研究
"#$!%

型
,-./0

在不同环

节菌株中携带情况及系统研究
"#$

亚型分布的报道较少+本

文对从山东采样分离的
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株大肠杆菌进行药物敏感性检测

及
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基因亚型分析#探讨携带不同
!"#
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亚型基因的大

肠杆菌在食品生产链的不同环节上的分布规律及可能的传播
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途径+
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材料与方法

$($

!

材料
!
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株大肠杆菌分离自山东某大型养殖有限公

司#采集自种鸡场,商品鸡场,鸡屠宰场等环节的鸡肛拭子#饲

养员鼻拭子,屠宰过程中洗涤用水及分割肉等样本+菌株置

'+5

甘油肉汤中
Y3)Z

待检+

$(/

!

仪器与试剂
!

头孢噻肟$

"#$

&,头孢他啶$

"7W

&,哌拉西

林$

O[O

&,

O[O

"他唑巴坦$

#WO

&均购自北京天坛生物制品股份

有限公司%

%\

培养基为英国
]J8@G

产品%细菌多点接种仪购

自日本
-7̂ _%7

公司+细菌基因组提取试剂盒$

U@T9CG

#

N=:8A@BQR7OHC@F@B9>@8: @̂>

&为美国
OC8A=

I

9

公司产品%

,J!

#9

S

QR7

聚合酶,

&)`O"P.HFF=C

,

GR#O0

及
Q/')))QR7

%9CK=C

为大连
#9̂ 9P9

公司产品+

O"P

仪$

-=:08aH=0>/9D!

B

<

B;=C

&购自德国
-=:08

公司%凝胶成像系统$

N=;Q8B

#%

$P

b

&

购自美国
.@8!P9G

公司+

O"P

引物合成,产物纯化及测序由北

京天一辉远生物技术有限公司完成+

$('

!

实验方法
!

采用琼脂稀释法对
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株大肠杆菌进行
1

类

6

种抗菌药物抗性检测#包括青霉素类!

O[O

%

!

!

内酰胺酶
b

!

!

内

酰胺酶抑制剂组合!

O[Ob#WO

%头孢菌素类!

"#$

,

"7W

+药敏

结果的判读参照美国临床和实验室标准协会$

"/-[

#

')&+

&的

推荐标准+

$(1

!
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基因型检测
!
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基因通用引物
O"P

扩增
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基因+扩增阳性的菌株#再选用
+

对特异性引物分别

扩增
+

组
!"#

"#$!%

$

O"P

引物序列及扩增条件见表
&

&+

O"P

扩

增产物纯化后测序#将测序结果拼接后#在
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"&数据库中进行检索比对#确定基因

型别+

表
&

!

检测
"#$!%

型基因的
O"P

引物

目的型别 引物序列 $

+c!1c

& 退火温度$
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& 产物长度$
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大肠杆菌药敏结果
!

见表
'

+

表
'

!

大肠杆菌对
6

种被测抗菌药物的药敏结果

抗菌药物
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A9J
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耐药
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.
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$

*6

$
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)(&'+ 16*
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4'(3
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"7W
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'+*
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'+*
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& 11'
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3 16'
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#WO
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注!最低抑菌水平$
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/(/
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基因型检测结果及相应耐药表型
!

见表
1

+

表
1

!

!"#

"#$!%

基因型检测结果及相应耐药表型

耐药基因类型
菌株

$

.

&

%["

&)

$

"7W

&

%["
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$

"#$
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#WO
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%
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株大肠杆菌中共有
')6

株菌株携带
!"#

"#$!%

型耐药基

因#耐药基因携带率为
+6(25

+其中有
'

株菌株同时携带

!"#

"#$!%!++

和
!"#

"#$!%!'2

#有
3

株菌株同时携带
!"#

"#$!%!++

和

!"#

"#$!%!&6

#有
*

株菌株同时携带
!"#

"#$!%!++

和
!"#

"#$!%!*+

#有
&

株

菌株同时携带
!"#

"#$!%!*+

和
!"#

"#$!%!&6

+

/('

!

养殖,屠宰,销售各环节耐药菌携带的耐药基因类型汇

总
!

养殖环节中#大肠杆菌携带的耐药基因类型有
!"#

"#$!%!++

,

!"#

"#$!%!'2

,

!"#

"#$!%!*+

和
!"#

"#$!%!&6

6

种类型#屠宰环节中未检测

到携带
!"#

"#$!%

耐药基因的大肠杆菌#销售环节中大肠杆菌携

带的耐药基因类型有
!"#

"#$!%!++

,

!"#

"#$!%!'2

和
!"#

"#$!%!*+

1

种类

型+见表
6

+

表
6

!

食物链各环节携带的
"#$!%

基因型别汇总

食物链各环节名称 样本来源 耐药基因型别

养殖 种鸡肛拭子
"#$!%!'2

,

*+

,

++

商品鸡肛拭子
"#$!%!'2

,

*+

,

++

,

&6

患病商品鸡肛拭子
"#$!%!'2

,

*+

,

++

,

&6

患病商品鸡肝脏
"#$!%!*+

,

++

屠宰 无

销售 商品鸡表皮
"#$!%!++

,

&6

商品鸡胸部
"#$!%!*+

商品鸡肝脏
"#$!%!*+

,

&6

-

6+&&
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检验医学与临床
')&*

年
+

月第
&1

卷第
4

期
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讨
!!

论

随着临床和兽医抗菌药物的大量,广泛使用#细菌耐药尤

其是由
,-./0

介导的耐药已成为突出的问题#

"#$!%

型是传

播最广泛的+目前#国际上对于动物源产
"#$!%

型
,-./0

的

大肠杆菌报道的基因型有
!"#

"#$!%!&

型,

!"#

"#$!%!'

型,

!"#

"#$!%!1

型,
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"#$!%!&6

型和
!"#

"#$!%!&+
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#我国动物源产
"#$!%

型酶

的大肠杆菌报道的基因型以
!"#

"#$!%!N&

组中的
!"#

"#$!%!++

和

!"#

"#$!%!N4

组中的
!"#

"#$!%!*+

和
!"#

"#$!%!&6

为主)

'
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&)!&&
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+菌株产

"#$!%

型
,-./0

及基因型的差异#可能与地理因素,养殖业

中抗菌药物的使用等多种因素有关+本文在分析中发现#产

"#$!%

型
,-./0

的大肠杆菌基因型以
!"#

"#$!%!N&

组中的

!"#

"#$!%!++

和
!"#

"#$!%!N4

组中的
!"#

"#$!%!*+

及
!"#

"#$!%!&6

为主#同时

发现了较少报道的
!"#

"#$!%!N4

组中的
!"#

"#$!%!'2

+

"#$!%

型
,-./0

对
"#$

的水解活性最强#对酶抑制剂

#WO

较舒巴坦或棒酸更为敏感#介导第
1

代头孢类和青霉素

类抗菌药物耐药)

&'

*

+药敏结果显示#大肠杆菌对
"#$

,

"7W

,

O[O

均有较高的耐药率#且最大的
%["

值分别是界值的
&*

倍,

&*

倍和
3

倍#均呈高水平的耐药+其中对
"#$

的耐药率

最高#对
O[O

"

#WO

敏感+由表
1

可以看出携带耐药基因的菌

株对应的高
%["

值所占的比例更高#携带
!"#

"#$!%!'2

的菌株对

"7W

和
O[O

的
%["

值高达
'+*

$

I

"

A/

的比例均为
4)5

#推断

!"#

"#$!%!'2

基因对
"7W

和
O[O

的耐药水平较高+

研究还发现个别菌株不携带耐药基因#但对
"#$

,

"7W

和

O[O

均耐药#说明还有其他的耐药机制介导了这些菌株耐药的

产生#有待进一步探讨+

追溯商品鸡食品生产链的不同环节,不同样本携带的耐药

基因型别发现#养殖环节中#种鸡携带的
!"#

"#$

基因型别在商

品鸡肛拭子中均有#说明从种鸡到商品鸡可能是
!"#

"#$

耐药基

因传播的一个环节#且患病鸡肝脏样品分离菌株中携带的耐药

基因型别在商品鸡肛拭子分离菌株中均携带#推断养殖环节中

致病菌和正常携带菌间可能存在耐药基因的传播+销售环节

中不同部位的分割肉!表皮,胸部,肝脏等分离菌株携带的基因

型别均是养殖环节中商品鸡来源菌株携带的基因型别#说明从

商品鸡到分割肉的加工环节可能存在耐药菌株或耐药基因的

传播+而中间的屠宰环节来源样品中未分离到携带
!"#

"#$!%

耐

药基因的菌株#屠宰环节是否不存在携带
!"#

"#$!%

耐药基因的

菌株或是采集样品的局限抑或是其他的原因还需要进一步研

究+部位不同的分割肉来源菌株中
"#$

,

"7W

和
O[O

携带的

耐药基因型别也不同#推断耐药基因型别的分布可能与器官,

组织类型有关+养殖环节中病死鸡肝脏携带的耐药基因型别

和销售环节中分割肉中肝脏携带的耐药基因型别不同#推断耐

药基因型别的分布可能与鸡的免疫生理状况有关+从养殖,屠

宰到销售的环节中都可能存在耐药基因的传播+因此#在加强

人和动物感染检测与监测的同时#应进行菌株耐药性监测#采

取有效的措施阻遏耐药菌的传播+
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