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鸡源致病性大肠杆菌的分离鉴定及耐药性分析①
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摘要:分离鉴定某蛋鸡养殖场病鸡的病原并对病原的部分重要生物学特性进行研究.通过病理剖检、细菌和菌落形

态观察、分子生物学鉴定、生化试验和动物回归试验,确定从8只病鸡分离的21株病原菌为大肠杆菌.对30种抗

菌药物的药物敏感性试验分析表明,这些菌株存在广泛的多重耐药,特别是对青霉素G、阿莫西林、卡那霉素、甲

氧嘧啶、复方新诺明、四环素、氯霉素和万古霉素耐药严重,对头孢哌酮、头孢曲松、头孢他啶、氨曲南、阿米卡

星、妥布霉素较为敏感.对超广谱β 内酰胺酶(ESBL)表型及基因型分析可知,所有菌株均为产ESBL大肠杆菌,

其主要的ESBL耐药基因为blaTEM.
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禽大肠杆菌病(Aviancolibacillosis)是由禽致病性大肠杆菌引起的一种细菌性传染病[1],是危害我国

养禽业最重要的细菌性传染病之一[2-3].急性病例引起败血症,亚急性病例表现为心包炎、肝周炎、腹膜

炎、气囊炎、肠炎和肉芽肿等症状[1].如果控制不当,会导致很高的发病率和死亡率,给养禽业造成极大的

经济损失.对于该病的防控通常采取在饲料或饮水中添加抗菌药物,但抗菌药物的广泛使用使得耐药菌株

不断出现,导致该病的防控更加困难.这些耐药菌株随着食物链进入人体,对人的健康造成潜在威胁[4].在

人体抵抗力下降,由此类菌株引起发病时容易导致治疗失败.近年来的研究发现,超广谱β 内酰胺酶基因

是一类在肠杆菌科细菌中广泛存在的基因群,这类基因都能够产生超广谱β 内酰胺酶(Extendedspectrum

beta-lactamases,ESBLs),ESBLs能够水解β 内酰胺类抗生素,特别是头孢菌素,是肠杆菌科细菌对β
内酰胺类药物耐药的主要原因[5].本研究分离了某蛋鸡场部分患大肠杆菌病青年蛋鸡的病原,并对病原进

行了鉴定,测定了其对多种抗菌药物的敏感性,检测了ESBL基因,为了解该蛋鸡场致病性大肠杆菌的特

征积累了数据.

1 材料与方法

1.1 病例描述

2016年12月,重庆市长寿区重庆长水禽业发展有限公司蛋鸡场出现了初产蛋鸡陆续死亡现象,病鸡

表现出精神萎靡、厌食、羽毛松乱、排出绿色或黄白色稀粪等症状.剖检可见肝、脾肿大,肝脏有坏死点,
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出现腹膜炎、肝周炎、心包炎等一系列病理变化.本实验室对该鸡场送检的8只病鸡进行了病理剖检和病

原分离鉴定.
1.2 材料与试验动物

革兰氏染液、药敏纸片、肠杆菌科细菌生化编码鉴定管、麦康凯琼脂培养基、MH肉汤培养基购自杭

州滨和微生物试剂有限公司,细菌基因组DNA提取试剂盒购自天根生化科技(北京)有限公司,100bp
ladder,2×TaqMasterMix购自北京康为世纪生物科技有限公司.2日龄健康雏鸡由重庆市垫江县双飞禽

业发展有限公司提供.
1.3 细菌的分离培养

在无菌条件下用灭菌手术刀切开病死鸡的腹腔,剪开心、肝、脾、肺、肾等脏器,用接种环蘸取组织内

部后分别划线接种于LB平板、血液平板和麦康凯平板,37℃培养18h后观察菌落形态,革兰氏染色观察

细菌形态及染色特性.
1.4 大肠杆菌phoA 基因的PCR扩增

挑取平板上的单个菌落接种于LB液体培养基,37℃220r/min培养6h.参考Hu等[6]的方法合成大

肠杆菌特异的phoA 基因片段引物,引物由英潍捷基(上海)贸易有限公司合成.提取基因组后PCR扩增

phoA 基因片段.反应条件:94℃预变性5min;94℃变性15s,58℃退火15s,72℃延伸30s,25个循

环;72℃延伸6min.PCR扩增产物送潍捷基(上海)贸易有限公司双向测序.
1.5 致病性试验

将2日龄雏鸡随机分为22组,每组2只.每组分别灌服新鲜培养的分离菌菌液2mL(含活菌8×109
CFU),共21组,对照组灌服2mLPBS.观察雏鸡的发病和死亡情况,及时剖检死亡鸡,并进行细菌分离.
1.6 生化试验

经鉴定的病原菌接种15种肠杆菌科细菌生化鉴定管,分别于37℃培养24h和48h后观察生化反应.
1.7 药物敏感性试验

根据美国临床和实验室标准协会的药物敏感性试验方法,以大肠杆菌(ATCC25922)为质控菌株,将合

适浓度的各大肠杆菌分离株菌液涂布MH平板,药敏纸片贴于平板表面,37℃培养16~18h,测量抑菌圈

直径.
1.8 ESBL耐药基因的检测

PCR扩增分离菌株中的8个ESBL基因blaTEM[7],blaCTX-M[7],blaSHV[8],blaOXA-2[9],blaOXA-
10[10],blaVEB[11],blaPER[12]和blaGES[13],预计扩增片段长度分别为931bp,868bp,909bp,914bp,478
bp,720bp,927bp和864bp.引物由英潍捷基(上海)贸易有限公司合成.

2 结 果

2.1 细菌分离情况

在8只鸡的心血、肝、脾、肺、肾中共分离到21株细菌.经PCR鉴定,所有分离菌均能扩增出720bp
的phoA 基因片段(图1).经测序,PCR产物的核苷酸序列与phoA 核苷酸序列相同,证明扩增的片段为

phoA 基因片段.在麦康凯平板上形成表面光滑湿润、边缘整齐的桃红色菌落,革兰氏染色后镜检可见细菌

为短杆状的革兰氏阴性细菌.因此,所分离菌株均为大肠杆菌.
2.2 分离菌致病性试验

分离的21株菌分别接种2日龄雏鸡.10只鸡24h内死亡,12只鸡48h内死亡,15只鸡72h死亡,5
只鸡未死亡.死亡的鸡在6h内,未死亡的鸡于灌服菌液5d时进行剖检,所有鸡均出现典型的大肠杆菌病

的症状和病变,如肝脾肿大、腹膜炎、心包炎等,从病死鸡的心、肝、脾、肺、肾等实质器官均能分离出与

接种菌一致的病原菌.灌服PBS的对照组雏鸡没有任何病变,在实质脏器不能分离到细菌.
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M:100bpladder;1~21:临床分离菌株phoA 基因片段.

图1 临床分离株大肠杆菌特异性基因phoAPCR扩增结果

2.3 生化试验结果

生化试验鉴定结果表明(表1),所有分离菌株均能运动(半固体琼脂),能利用赖氨酸、鸟氨酸、尿素、

葡萄糖、山梨醇、木糖,一些菌株还能利用尿素、葡萄糖、山梨醇和木糖产气;除了2株菌,其余菌株均能

发酵棉子糖;所有菌株均不能利用硫化氢、苯丙氨酸、葡萄糖酸盐、蛋白胨、葡磷胨、枸橼酸盐,只有1株

细菌能够利用侧金盏花醇.
表1 大肠杆菌临床分离株生化试验结果

底 物
菌  株  编  号

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
半固体琼脂 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

赖氨酸 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
鸟氨酸 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
尿素 + + + + + + 􀱇 􀱇 􀱇 + 􀱇 􀱇 􀱇 + + 􀱇 + 􀱇 􀱇 􀱇 􀱇

葡萄糖 􀱇 + 􀱇 􀱇 􀱇 􀱇 􀱇 􀱇 􀱇 􀱇 􀱇 + 􀱇 􀱇 + + + 􀱇 + 􀱇 +
山梨醇 + 􀱇 􀱇 + 􀱇 + 􀱇 􀱇 􀱇 􀱇 􀱇 + 􀱇 + + 􀱇 + + 􀱇 + +
木糖 + 􀱇 + + 􀱇 􀱇 􀱇 + + + + 􀱇 􀱇 + + + + + + 􀱇 +

棉子糖 - + + + + - + + + + + + + + + + + + + + +
硫化氢 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

苯丙氨酸 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
葡萄糖酸盐 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
蛋白胨水 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
葡磷胨水 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
枸橼酸盐 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

侧金盏花醇 - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - -

  +:阳性;-:阴性;􀱇:产酸并产气.

2.4 药敏试验结果

本试验测定了分离菌株对30种抗菌药物的敏感性.由表2可知,所有菌株对青霉素G、甲氧嘧啶、复

方新诺明、四环素和万古霉素耐药,对阿米卡星敏感;80%~99%的菌株对阿莫西林、卡那霉素和氯霉素

耐药,对头孢哌酮、头孢曲松、头孢他啶、妥布霉素敏感;50%~79%的菌株对环丙沙星、恩诺沙星、诺氟

沙星、氨苄西林、头孢噻吩、氟苯尼考、红霉素耐药.总体来看,这些临床分离株对测定的喹诺酮类、青霉

素类、磺胺类、酰胺醇类药物及四环素和万古霉素耐药较为严重,对测定的头孢菌素类、氨曲南、氨基糖苷

类药物及强力霉素和阿奇霉素相对较为敏感.
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表2 大肠杆菌临床分离株药敏试验结果

抗 菌 药 物

药物种类 药物名称

判 定 标 准

敏感S 中敏I 耐药 R

结     果

敏感/% 中敏/% 耐药/%
喹诺酮类 环丙沙星 ≥21 16~20 ≤15 5(23.8) 0 16(76.2)

恩诺沙星 ≥23 17~22 ≤16 0 5(23.8) 16(76.2)

氧氟沙星 ≥16 13~15 ≤12 6(28.6) 7(33.3) 8(38.1)

诺氟沙星 ≥17 13~16 ≤12 6(28.6) 2(9.5) 13(61.9)

青霉素类 青霉素G ≥15 ≤14 0 0 21(100)

氨苄西林 ≥17 14~16 ≤13 0 9(42.9) 12(57.1)

阿莫西林 ≥17 14~16 ≤13 2(9.5) 0 19(90.5)

头孢菌素类 头孢噻吩 ≥18 15~17 ≤14 0 10(47.6) 11(52.4)

头孢氨苄 ≥18 15~17 ≤14 11(52.4) 4(19.0) 6(28.6)

头孢拉定 ≥18 15~17 ≤14 1(4.8) 13(61.9) 7(33.3)

头孢唑啉 ≥23 20~22 ≤19 0 11(52.4) 10(47.6)

头孢哌酮 ≥21 16~20 ≤15 17(81.0) 0 4(19.0)

头孢曲松 ≥23 20~22 ≤19 17(81.0) 0 4(19.0)

头孢噻肟 ≥26 23~25 ≤22 5(23.8) 7(33.3) 9(42.9)

头孢他啶 ≥18 15~17 ≤14 20(95.2) 1(4.8) 0

单环β 内酰胺类 氨曲南 ≥21 18~20 ≤17 16(76.2) 3(14.3) 2(9.5)

氨基糖苷类 链霉素 ≥15 12~14 ≤11 10(47.6) 2(9.5) 9(42.9)

卡那霉素 ≥18 14~17 ≤13 2(9.5) 0 19(90.5)

庆大霉素 ≥15 13~14 ≤12 16(76.2) 0 5(23.8)

阿米卡星 ≥17 15~16 ≤14 21(100) 0 0

妥布霉素 ≥15 15~16 ≤14 19(90.5) 2(9.5) 0

磺胺类 甲氧嘧啶 ≥17 13~16 ≤12 0 0 21(100)

复方新诺明 ≥16 11~15 ≤10 0 0 21(100)

四环素类 四环素 ≥15 12~14 ≤11 0 0 21(100)

强力霉素 ≥14 11~13 ≤10 1(4.8) 16(76.2) 4(19.0)

酰胺醇类 氯霉素 ≥18 13~17 12≤ 2(9.5) 0 19(90.5)

氟苯尼考 ≥22 19~21 ≤18 7(33.3) 0 14(66.7)

大环内酯类 红霉素 ≥23 14~11 ≤13 0 9(42.9) 12(57.1)

阿奇霉素 ≥23 14~22 ≤13 13(62.0) 4(19.0) 4(19.0)

糖肽类 万古霉素 ≥17 15~16 ≤14 0 0 21(100)

2.5 ESBL表型及基因型鉴定结果

根据美国临床和实验室标准协会大肠杆菌ESBL表型的筛选和确证试验,通过初筛(测定菌株对头孢

他啶、头孢噻肟、头孢曲松和氨曲南的敏感情况)可知,所有菌株均有可能产ESBLs,经确证试验鉴定,共

有9株菌一定能产ESBLs.
为了在分子水平鉴定出 ESBL细菌,扩增了所有8个 ESBL大类基因型blaTEM,blaCTX-M,blaSHV,

blaOXA-2,blaOXA-10,blaVEB,blaPER和blaGES.所有菌株均携带blaTEM基因(图2),1个菌株还携带blaOXA-10基

因(图3),该菌株的 ESBL基因型为blaTEM+blaOXA-10,没有菌株携带blaCTX-M,blaSHV,blaOXA-2,blaVEB,
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blaPER和blaGES基因.将图2中1~7泳道1500bp左右的条带切割后测序,表明为非特异性条带.

M:100bpladder;1~21:临床分离菌株中blaTEM基因检测.

图2 临床分离株中blaTEM基因检测

M:100bpladder;1~21:PCR检测临床分离菌株中blaOXA-10基因.

图3 临床分离株中blaOXA-10基因检测

3 讨 论

本试验通过细菌和菌落形态观察、分子生物学鉴定、生化试验和动物回归试验,确定从病鸡分离的21
株病原菌为大肠杆菌.虽然这些病原菌分离自同一个养殖场,但不同的菌株通常具有不同的生化反应特性,

说明这些细菌来自不同的克隆株.
抗菌药物被世界许多国家用于细菌性传染病的防制及作为饲料添加剂提高畜禽生长速度.在抗菌药物

的选择压力下,耐药菌在养殖场内的比例越来越高,并通过食物链、环境和直接接触传递给人类[14-15],耐

药基因也通过动物源性细菌传递给定居于人类的细菌[16].本研究的试验结果也说明耐药菌,特别是多重耐

药菌占分离菌株的大部分,细菌耐药非常严重.虽然我国已经有动物禁止或限制使用的药物,但在养殖场

中仍然能够分离到禁用药物的耐药菌株,这可能由3种原因造成:① 在药物禁止使用之前已经产生了针对

该药物的耐药菌株;② 可用药物和禁用药物有相同的耐药基因,如floR基因是氯霉素和氟苯尼考共有的

耐药基因[17],分离的菌株存在耐氯霉素的floR基因,可能是由于氟苯尼考的使用造成的;③ 环境中的耐

药菌株与养殖场非耐药菌株之间耐药基因的交换.蛋鸡在产蛋期禁止使用抗菌药物,但本试验的分离菌株

仍然存在非常严重的多重耐药菌,其原因可能是在该养殖场早期使用过抗菌药物,且该养殖场的菌株和外

界耐药菌株耐药基因的交换所致.
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近年来鸡源产ESBL大肠杆菌不断被发现并呈逐年上升趋势.细菌对β 内酰胺类抗生素耐药主要是由

于产生β 内酰胺酶,使β 内酰胺环的酰胺键断裂而失去抗菌活性.大肠杆菌和肺炎克雷伯菌是最常见的

产ESBL细菌.针对ESBL在肠杆菌科广泛存在的情况,本研究鉴定了分离菌株的表型和基因型.结果显示

所有的分离菌均存在ESBL,除了一株为TEM+OXA-10外,其他基因型为TEM.这说明产ESBL大肠杆

菌是该养殖场的优势致病性大肠杆菌.出现大量产ESBL大肠杆菌的原因可能是ESBL基因非常容易传播,

即使在没有选择压力的情况下也可以很容易在细菌间传播[18-19].
本研究通过对该养殖场病鸡的病原分离鉴定和病原的药物敏感性测定,初步摸清了该养殖场致病性大

肠杆菌的耐药情况,为养殖场进一步采取综合措施防控该病提供了参考依据.
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Isolation,IdentificationandAntimicrobialResistance
AnalysisofChicken-AssociatedPathogenicEscherichiacoli

ZHOUYao-qin, YOU Feng, GAO Tong,
FUYa-hui, WANGHao-ju, DINGHong-lei

LaboratoryofVeterinaryLemology,SouthwestUniversity,Chongqing400715,China

Abstract:Inordertoprovidereferenceforintegrateddiseasepreventionandcontrolofhenfarms,are-

searchwasmadetoisolateandidentifypathogensfromalayerfarminChongqing.Pathologicalexamina-

tion,bacterialandclonalmorphologicalexamination,molecularbiologicalidentification,biochemicaltests

andanimalregressiontestof21strainsisolatedfromeightsickchickensonthefarmshowedthatthey
wereallEscherichiacolistrains.Susceptibilitytestof30antimicrobialsshowedthatalltheisolateswere
multi-drugresistant.TheywerehighlyresistanttopenicillinG,amoxicillin,kanamycin,sulfameter,tri-

methoprim-sulfamethoxazole,tetracycline,chloramphenicolandvancomycin,andfairlysensitivetocef-

operazone,ceftriaxone,ceftazidime,aztreonam,amikacinandtobramycin.Thephenotypeandgenotype

analysesoftheextendedspectrumbeta-lactamases(ESBLs)showedthattheisolateswereallESBLs-pro-

ducingE.coliandthemainESBLresistantgenewasblaTEM.

Keywords:Escherichiacoli;isolationandidentification;PCR;antimicrobialsusceptibilitytest;extended
spectrumbeta-lactamase
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