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摘要：为了解河南省规模化猪场大肠杆菌的流行概况，无菌采集疑似大肠杆菌感染的病死猪病料

１８５份，经常规细菌培养、生化试验及致病性试验，分离到８６株大肠杆菌；对分离菌株进行血清型

鉴定，确定了６７株大肠杆菌血清型，分属１５个血清型，主要以Ｏ８、Ｏ９、Ｏ１６１、Ｏ１０７为主。测定了

已鉴定血清型的６７株大肠杆菌对１５种常用抗菌药物的耐药性，结果显示，对阿米卡星、黏菌素、头

孢曲松钠、头孢噻呋敏感率高的菌株较多；对环丙沙星、多西环素、阿莫西林、四环素、磺胺甲恶唑耐

药的菌株达８０％以上，对四环素和磺胺甲恶唑耐药的菌株比例最高，分别为８８．１％、８９．６％；６７株

菌株均表现不同程度的多重耐药，每种菌株至少对３种受试药物耐药，５３．７％的菌株对９种以上药

物耐药。表明河南地区的猪源大肠杆菌耐药现象严重，耐药谱广。
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　　猪大肠杆菌病是养猪生产中常见的一种细菌性
传染病，是由致病性大肠杆菌引起的一类疾病的总
称，临床上主要表现为仔猪黄痢、仔猪白痢和猪水肿
病，具有较高的发病率和死亡率［１］。仔猪黄痢常发
生于仔猪出生后１周以内，以０～４日龄最常见，仔
猪发病率９０％以上，死亡率很高，甚至全窝死亡。

仔猪白痢发生于１０～３０日龄仔猪，以２～３周龄较
多见，发病率约５０％。仔猪黄白痢是四季常发传染
病，夏季发病率更高。

大肠杆菌的血清型众多，目前，已有１７３个 Ｏ
抗原、８０个Ｋ抗原、５６个 Ｈ抗原及２０多个Ｆ抗原
被正式鉴定。由于大肠杆菌血清型极其复杂，抗原
具有多样性，以及不同血清型间缺乏有效的交叉免
疫保护，目前尚缺乏有效的疫苗防治该病，临床上主
要使用抗生素类药物防治。长期使用或滥用抗菌药
物可导致大肠杆菌在抗生素压力下发生变异和进化

以适应环境，其抗药性日益增强，多重耐药性问题日
益突出，导致抗菌药物治疗往往无效，在一定程度上
促使本病的流行和发病率逐年上升，给养猪业造成
了巨大的经济损失，而且大量的药物残留对食品安
全及人类健康造成了极大的威胁。

了解猪场大肠杆菌的流行状况、主要血清型及
耐药情况是防治该病的前提。鉴于此，２０１１－２０１３
年从河南省各地规模化猪场采集疑似大肠杆菌病仔

猪病料１８５份，进行了大肠杆菌的分离鉴定，并对分
离到的菌株进行鉴定和耐药性检测，以期为河南省
猪大肠杆菌病的综合防治提供科学依据。

１　材料和方法

１．１　供试动物
体质量１８～２２ｇ小鼠，雌雄各半，购自郑州大

学医学院。

１．２　主要试剂及材料
葡萄糖、乳糖等生化反应管和抗生素药敏片购

自杭州天和微生物试剂有限公司；Ｏ抗原购自中国
兽医药品检察所；麦康凯、伊红美兰琼脂培养基购自
郑州华硕公司；细菌生化微量发酵管购自杭州天和
微生物试剂有限公司。

２０１１－２０１３年从河南省规模化养殖场疑似大
肠杆菌病死猪中无菌采集直肠拭子或剖检猪的胃内

容物样品１８５份。

１．３　细菌分离及纯培养
将无菌采集的１８５份疑似病猪直肠拭子或者胃

内容物样品分别接种于麦康凯琼脂培养基上，置恒

温箱中３７℃培养２４ｈ，挑取玫红色、光滑半透明、中
等大小的菌落涂片进行革兰氏染色，镜检。将疑似
为大肠杆菌的革兰氏阴性杆菌进行纯化培养，分别
接种于麦康凯琼脂培养基和伊红美兰琼脂培养基，

培养１６～１８ｈ，观察其菌落形态和培养基颜色的
变化。

１．４　细菌鉴定

１．４．１　生化试验　将纯化培养的疑似大肠杆菌菌
株接种至生化微量发酵管中，３７℃培养２～３ｄ，观
察其变化［２－３］。

１．４．２　致病性试验　各菌株分别接种营养肉汤，

３７℃培养１６～１８ｈ，取纯培养物０．２～０．４ｍＬ，腹
腔注射接种小白鼠，每株大肠杆菌接种３只小白鼠，

同时用无菌营养肉汤接种３只小白鼠作为对照组。

注射后２４～４８ｈ，对照组不发病、试验组死亡的菌
株即为致病菌株。

１．５　细菌血清型鉴定

参考宋立等［４］的Ｏ抗原鉴定方法，对分离到的
大肠杆菌进行血清型鉴定，调查所有菌株在与大肠
杆菌病相关的２３个Ｏ血清型中的分布。

１．６　细菌耐药性试验
测定分离菌株对常用的１５种抗菌药物（阿米卡

星、诺氟沙星、环丙沙星、氨苄西林、庆大霉素、卡那
霉素、多西环素、黏菌素、阿莫西林、四环素、新霉素、

链霉素、磺胺甲恶唑、头孢噻呋、头孢曲松钠）的耐药
性。取活化培养后的分离菌株接种于２ｍＬ营养肉
汤中，３７℃恒温摇床培养约６ｈ，将菌液用灭菌生理
盐水稀释至１０８　ｃｆｕ／ｍＬ，用无菌棉拭子均匀涂布于
琼脂平皿，室温放置２０ｍｉｎ后，无菌条件下将药敏
片紧贴于平板上，３７℃培养１６～１８ｈ，观察结果并
用游标卡尺测量抑菌圈直径大小，判定菌株对每种
抗菌药物的敏感性。

２　结果与分析

２．１　细菌培养特性
将纯化培养后的待检大肠杆菌菌株分别接种于

麦康凯琼脂培养基和伊红美兰琼脂培养基上培养

１６～１８ｈ，在麦康凯培养基上出现玫红色、圆形、光
滑、湿润且稍微凸起的菌落，且在伊红美兰培养基上
出现黑色带金属闪光的菌落，即可判定为大肠杆菌。

２．２　细菌鉴定结果

２．２．１　生化试验结果　对分离到的８６株病原菌进
行生化试验，结果表明，分离菌株均能发酵葡萄糖、

乳糖和蔗糖，三糖铁试验的结果显示底层产酸变黄，
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能使甘露醇、麦芽糖产酸产气，不能发酵肌糖、木糖，

明胶液化试验、氧化酶试验、尿素酶试验均呈阴性，

过氧化氢酶试验阳性。以上生化特性均符合肠杆菌
科细菌的特征，表明分离的菌株为大肠杆菌。

２．２．２　致病性试验结果　将分离的８６株大肠杆
菌经腹腔注射小白鼠后，４８ｈ内均死亡。对照组
小白鼠均存活。剖检死亡小白鼠可见肝脏肿大、

质地脆硬、心包膜增厚。取肝脏涂片镜检，可见到
典型的大肠杆菌存在，表明分离的８６株大肠杆菌
均为致病菌株。

２．３　血清型鉴定
由表１可知，对分离鉴定的８６株大肠杆菌进行

血清型鉴定，共鉴定出６７株分离株的血清型，分别属
于１５个不同的血清型：Ｏ４、Ｏ８、Ｏ９、Ｏ２０、Ｏ４５、Ｏ６４、

Ｏ７３、Ｏ１０１、Ｏ１０７、Ｏ１３８、Ｏ１３９、Ｏ１４１、Ｏ１４７、Ｏ１４９、

Ｏ１６１，其中Ｏ８、Ｏ９、Ｏ１６１和Ｏ１０７为主要的血清型。

表１　河南地区猪源性大肠杆菌分离株血清型鉴定

血清型 菌株数／株 比例／％

Ｏ４　 ３　 ３．５
Ｏ８　 ８　 ９．３
Ｏ９　 ７　 ８．１
Ｏ２０　 ４　 ４．７
Ｏ４５　 ５　 ５．８
Ｏ６４　 ４　 ４．７
Ｏ７３　 ２　 ２．３
Ｏ１０１　 ３　 ３．５
Ｏ１０７　 ６　 ７．０
Ｏ１３８　 ３　 ３．５
Ｏ１３９　 ５　 ５．８
Ｏ１４１　 ３　 ３．５
Ｏ１４７　 ４　 ４．７
Ｏ１４９　 ３　 ３．５
Ｏ１６１　 ７　 ８．１
未定型 １９　 ２２．１

２．４　耐药性的检测结果
由表２可知，本试验分离鉴定出血清型的６７株

菌株中，对阿米卡星、黏菌素、头孢曲松钠、头孢噻呋

表２　抗菌药物对分离的６７株大肠杆菌耐药性试验

抗菌药物
高度敏感

菌株数／株 占分离菌株比例／％

中度敏感

菌株数／株 占分离菌株比例／％

耐药

菌株数／株 占分离菌株比例／％

阿米卡星 ５７　 ８５．１　 ４　 ６．０　 ６　 ９．０

诺氟沙星 １２　 １７．９　 ６　 ９．０　 ４９　 ７３．１

环丙沙星 １１　 １６．４　 ２　 ３．０　 ５４　 ８０．６

氨苄西林 ８　 １１．９　 ９　 １３．４　 ５０　 ７４．６

庆大霉素 １８　 ２６．９　 ２　 ３．０　 ４７　 ７０．１

卡那霉素 ３３　 ４９．３　 １６　 ２３．９　 １８　 ２６．９

多西环素 ７　 １０．４　 ４　 ６．０　 ５６　 ８３．６

黏菌素 ６１　 ９１．０　 ３　 ４．５　 ３　 ４．５

阿莫西林 ８　 １１．９　 ４　 ６．０　 ５５　 ８２．１

四环素 ２　 ３．０　 ６　 ９．０　 ５９　 ８８．１

新霉素 １４　 ２０．９　 １７　 ２５．４　 ３６　 ５３．７

链霉素 ９　 １３．４　 ５　 ７．５　 ５３　 ７９．１

磺胺甲恶唑 ６　 ９．０　 １　 １．５　 ６０　 ８９．６

头孢噻呋 ５８　 ８６．６　 ５　 ７．５　 ４　 ６．０

头孢曲松钠 ５７　 ８５．１　 ４　 ６．０　 ６　 ９．０

敏感率高的菌株较多，高度敏感菌株比例分别为

８５．１％、９１．０％、８５．１％、８６．６％；对诺氟沙星、环丙
沙星、氨苄西林、庆大霉素、多西环素、阿莫西林、四
环素、链霉素、磺胺甲恶唑耐药的菌株均达７０％以
上，其中对环丙沙星、多西环素、阿莫西林、四环素、

磺胺甲恶唑耐药的菌株达８０％以上，对四环素和磺
胺甲恶唑耐药的菌株最多，耐药菌株比例分别为

８８．１％、８９．６％；对氟喹诺酮类抗菌药物耐药的菌株
也较多，其中对环丙沙星、诺氟沙星耐药的菌株比例

分别为８０．６％和７３．１％。

６７株菌株均表现不同程度的多重耐药（图１）。每
种菌株至少对３种受试药物耐药，５３．７３１％的菌株对

９种以上药物耐药，最高可耐受１２种药物。这与国内
大多数猪场大肠杆菌的耐药性结果基本一致［５－９］，并且
耐药菌株的比例更高，呈现耐药性逐渐增强的现象。

部分分离株对大肠杆菌常用敏感药庆大霉素、氨苄西
林耐药，说明分离株的耐药谱有所扩大，这也是猪源大
肠杆菌近年来出现的新变化，值得重视。
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图１　河南省规模化猪场大肠杆菌的多重耐药性

３　结论与讨论

３．１　河南地区规模化猪场猪大肠杆菌血清型特点
研究表明，不同地区流行的大肠杆菌的血清型

有一定的差异，如华东地区大肠杆菌血清型以

Ｏ１０７、Ｏ１０１、Ｏ２０、Ｏ９３、Ｏ１１、Ｏ６、Ｏ９９、Ｏ１５、Ｏ１８等
血清型为主，湖北分离株以 Ｏ１０７、Ｏ１０１、Ｏ９３、Ｏ９、

Ｏ１３９、Ｏ１４１、Ｏ１５７等为主，重庆分离株以 Ｏ１、Ｏ２、

Ｏ８、Ｏ９、Ｏ１４１、Ｏ１４９等血清型为主［４，１０－１３，１４－１５］。本试
验结果显示，河南地区规模化猪场大肠杆菌的优势
血清型为Ｏ８、Ｏ９、Ｏ１６１和 Ｏ１０７，这与国内多数地
区猪源性大肠杆菌的血清型存在着一定的差异。

猪大肠杆菌的致病性主要与Ｏ抗原、Ｋ抗原和
产生的毒素有关，它们均能通过质粒转移，流行的血
清型可能会随着地域和时间的变化而改变。因此，

猪场在防治大肠杆菌病时，应了解本场、本地区的主
要血清型，据此采取相应的措施。本次调查中河南
地区规模化猪场有１９株未定型菌株，可能是大肠杆
菌发生新的变化而出现的新血清型，对于这些未定
血清型菌株的毒力特征、致病性等应引起重视，并开
展相应的研究工作。

３．２　河南地区猪大肠杆菌耐药性
细菌耐药性的产生是细菌在抗菌药物选择压力

下产生的，长期、低剂量使用或按疗程过量使用抗菌
药物等不合理用药方案可以促进细菌产生耐药性，

并促进耐药菌得以选择性发展。大肠杆菌多种耐药
机制的产生是通过染色体的改变或质粒、转座子、整
合子介导转移而获得，一旦获得对某种抗菌药物的
耐药机制，就会在遗传物质上稳定下来，并可在水平
和垂直方向上迅速转移和传播。同时，各种耐药机
制会彼此协同或产生叠加作用，从而提高耐药水平，

耐受抗菌药物的范围更广，从而严重影响了临床治
疗的效果。

本次试验分离的６７株血清分型的猪源性大肠

杆菌分别表现出对常用药物不同程度的耐受性，最
低可耐受３种抗菌药物，５３．７３１％的菌株可耐受

９种以上药物，最高可耐受１２种药物，表明河南地
区规模化猪场大肠杆菌的耐药谱宽。

目前，畜牧业生产中存在着严重的抗生素滥用
和不规范使用的现象，对以大肠杆菌为代表的病原
菌形成持续的药物选择压力，为细菌自发突变和耐
药性的传播和扩散提供了便利条件，造成严重耐药。

而且，不同猪场可能存在不同的耐药谱，为临床防治
带来了极大的困难。因此，养殖企业应根据本地区、

本场流行的病原菌的药敏特征和耐药谱，正确选用
敏感的防治药物，并在生产中交替使用和规范使用，

以更好地防控猪大肠杆菌病，并减少因抗生素使用
不当对环境和人类健康造成的危害。
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