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东北市售鸡肉中空肠弯曲杆菌的分离鉴定$

分型及耐药性分析
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摘要!为了揭示东北地区市售鸡肉中空肠弯曲杆菌的污染情

况%种群特征及耐药性"采集东北地区市售鸡肉样品
!$$$

份!分离鉴定空肠弯曲杆菌"通过多位点序列分型技术分析

空肠弯曲杆菌的遗传多样性"利用
_&\

琼脂扩散法检测该

致病菌对
5

种抗生素的耐药性"结果表明$

!$$$

份样品中

共分离出
84

株空肠弯曲杆菌!污染率为
8/4T

#

84

株空肠弯

曲杆菌被分为
!7

个序列型&

L0

i

20-30J

DH

0

!

LJ

'!其中
LJU

和
LJ!

为该种群的优势
LJ

#耐药性分析结果显示!

84

株空

肠弯曲菌对环丙沙星%复方新诺明和头孢噻肟具有高度的敏

感性"

关键词!鸡肉#空肠弯曲杆菌#分离鉴定#多位点序列分型#耐

药性
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J

D&+

%是常见的食源性

致病菌之一!主要存在于家畜家禽等动物体内!其中鸡是最

易携带该致病菌的动物)

!V6

*

"中国是鸡肉的消费大国!食用

未煮熟的鸡肉是感染空肠弯曲杆菌的主要原因!感染该致病

菌会导致患者腹泻+关节炎和格林
&

巴利综合征等疾病!严重

地危害了消费者的健康)

7VU

*

"空肠弯曲杆菌具有高度的遗

传多样性!且对抗生素有较强的耐药性!给充分认识和有效

控制该致病菌带来了难题)

8V#

*

"

对空肠弯曲杆菌遗传多样性的研究有助于揭示特定环

境中该致病菌的种群特征!增加对空肠弯曲杆菌的认识!该

方向的研究已被研究者们关注)

5V!$

*

"陈荀等)

!!

*利用脉冲场

电泳技术对鸡肉产业链中#粪便+屠宰场中鸡肉%的空肠弯曲

杆菌进行了分型研究!结果表明!

56

株供试菌株被分为了
7U

87



个不同的分子型!揭示了鸡肉产业链中该致病菌的分子特

征"脉冲场电泳技术的结果并不能揭示基因层面的信息!其

结果也不能实现实验室之间的数据共享!而多位点序列分型

#
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?XLJ

%技术能够弥补上述不

足)

!4

*

"

?(

等)

8

*利用
?XLJ

技术对天津地区市售鸡肉中的

空肠弯曲杆菌进行了分析!研究发现
74

株空肠弯曲杆菌被

分成了
44

个不同的序列型#

L0

i

20-30J

DH

0

!

LJ

%!并分析了

不同
LJB

空肠弯曲杆菌的系统发育关系"洪捷等)

!6

*则利用

?XLJ

技术研究了分离自江苏地区空肠弯曲杆菌的种群特

征!

6!

株空肠弯曲杆菌被分成了
4!

个
LJB

"上述报道一定

程度上揭示了禽肉及鸡肉产业链中空肠弯曲杆菌的遗传多

样性!然而关于东北地区市售鸡肉中的空肠弯曲杆菌种群特

征的研究尚未见报道"

目前!使用抗生素是治疗空肠弯曲杆菌感染最有效和常

用的方法"然而!随着抗生素的滥用和长时间的使用!菌株

很有可能产生耐药性"黄金林等)

!7

*发现奶牛源的空肠弯曲

杆菌具有多重耐药性"周倩等)

!U

*分析了禽源的空肠弯曲杆

菌的耐药性!发现了一株对
"4/8T

的抗生素都具有耐药性的

菌株"

Z(-

.

等)

"

*发现长时间的红外突变处理能够显著地提

高空肠弯曲杆菌杆菌对环丙沙星+萘啶酸+四环素+强力霉

素+氟苯尼考+氯霉素和庆大霉素的耐受性"这些研究表明!

对空肠弯曲杆菌进行及时的耐药性监测是非常必要的"

本研究以东北地区市售鸡肉为研究对象!对其空肠弯曲

杆菌的污染情况进行调查!利用
?XLJ

技术分析其遗传多

样性!系统地揭示东北地区市售鸡肉中空肠弯曲杆菌的种群

特征"在此基础上!对分离株进行耐药性监测!以期为市售

鸡肉中空肠弯曲杆菌的防控提供理论依据"
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材料与方法
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!

材料与仪器

样品采集&

4$!#

年
!

月
"

!!

月!采集东北地区市售的鸡

肉样品
!$$$

份!其中鸡胸肉和鸡翅各
U$$

份!用无菌棉签擦

拭#

63'd63'

%!并保存在磷酸盐#
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M\L

%缓冲液中!低温保存运往实验室(

溶菌肉汤#
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]]>N

选择性培养基&青岛海博生物技术有限公司(

4!

种药敏纸片&北京兰伯瑞生物技术有限责任公司(

引物合成&苏州金唯智生物科技有限公司(

细菌全基因组
>:N

试剂盒+

4dM]= ?(B@0G?)F

&天根

生化科技#北京%有限公司"

!/4

!

主要仪器设备

高速台式离心机&

OJ!$&!

型!北京时代北利离心机有限

公司(

高压灭菌锅&

LN:ZW

型!上海迭戈生物科技有限公司(

恒温培养箱&

>:M&"4#4N

型!常州诺基仪器有限公司(

电泳仪&

\SW&=N>

型!北京伯乐生命科学发展有限

公司(

生物洁净工作台&

\]a&!$$$

型!北京东联哈尔仪器制

造有限公司(

M]=

仪&

90G)@)

#型!北京昊诺斯科技有限公司"

!/6

!

方法

!/6/!

!

空肠弯曲杆菌的分离鉴定
!

根据周倩等)

!U

*的方法!

取
!$$

%

XM\L

稀释液!对其进行分离纯化"挑取单菌落!接

种在
UT

脱纤维羊血的
X\

肉汤培养基中!在微需氧#

!$T

]W

4

!

UT W

4

!

5UT :

4

%+

6#^

的条件下培养
75I

"吸取空肠

弯曲杆菌菌液
4'X

!根据细菌全基因组
>:N

试剂盒说明书

对其进行
>:N

提取!利用
!8LG=:N

测序技术进行鉴定"

!/6/4

!

看家基因
M]=

扩增及测序
!

按照
XsR0B

i

20

等)
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*的

报道合成引物#
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:
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+

R'

>

+

0L0

和
D&?-

%!

以空肠弯曲杆菌
>:N

为模板!对其进行
M]=

扩增"扩增体

系#

U$

%

X

%为&

>:N

模板
4

%

X

!

4dM]= ?(B@0G?)F4U

%

X

!

双蒸水
46

%

X

"

#

对引物的反应体系相同!均为&

"7^

预变性

!$')-

!

6$

个循环#

"7^

!

!')-

(

U$^

!

!')-

(

#4^

!

!')-

%!

最后
#4^

延伸
!$')-

"利用
!T

的琼脂糖凝胶电泳对
M]=

产物进行验证!并对
M]=

产物进行基因测序分析"

!/6/6

!

空肠弯曲杆菌
?XLJ

分析
!

登陆空肠弯曲杆菌

?XLJ

数据库#

I@@

H

&''

H

2C'*B@/+G

.

'

3('

HD

*+C(3@0G

'%!将看

家基因的基因测序结果在数据库中进行比对!得到
#

个看家

基因的等位基因号!并根据
#

个等位基因号确定空肠弯曲杆

菌的序列型#

L0

i

20-30J

DH

0

!

LJ

%!并利用
?%ON8/$

软件对

串序列进行最小似然系统发育分析"

!/6/7

!

空肠弯曲杆菌的耐药性分析
!

选取
5

种抗生素!利用

美国临床实验室标准化研究所#

]XLS

%推荐的
_&\

琼脂扩散

法!分析空肠弯曲杆菌的耐药性"将活化的菌液稀释至
$/U

麦氏浓度!然后根据药敏纸片说明书进行测试!在微需氧+

6#^

的条件下培养
75I

!根据抑菌圈直径的大小#

''

%按

]XLS

'

:]]XL

评估空肠弯曲杆菌的耐药性"

4

!

结果与分析

4/!

!

东北地区市售鸡肉中空肠弯曲杆菌的污染情况

东北地区
!$$$

份市售鸡肉中共有
84

份空肠弯曲杆菌

阳性样品!总污染率为
8/4T

!具体见表
!

"

84

份阳性样品中

鸡胸肉样品
6#

份#

#/7T

%!鸡翅样品
4U

份#

U/$T

%!可见鸡胸

肉中空肠弯曲杆菌的污染率高于鸡翅"东北
U

个不同地区

市售鸡肉空肠弯曲菌的污染率分别为
U/UT

#

N

%+

U/UT

#

\

%+

#/UT

#

]

%+

8/$T

#

>

%+

8/UT

#

%

%"在
4$!4

年和
4$!6

年的调查

中发现鸡肉中空肠弯曲杆菌的污染分别为
!!/UT

)

!#

*和

表
!

!

东北地区市售鸡肉空肠弯曲杆菌污染情况p

J(C*0!
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J
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J

D&+)-3+''0G3)(*
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地区 鸡胸肉 鸡翅 总污染率

N # 7 U/U

\ 8 U U/U

] " 8 #/U

> # U 8/$

% 5 U 8/U
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p
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样品数为
!$$
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!6/88T

)
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!本研究中东北地区市售鸡肉中该致病菌的污染

率为
8/4T

!明显低于之前的污染率"

4/4

!

东北地区市售鸡肉中空肠弯曲杆菌的
?XLJ

分析

将
84

株空肠弯曲杆菌看家基因的序列在数据库中进行

比对!得到看家基因等位基因号和
LJ

!结果见表
4

"

84

株空

肠弯曲杆菌被分为了
!7

个
LJ

!分别为
LJ!

#

!U

株%+

LJU

#

47

株%+

LJ45

#

4

株%+

LJU4

#

7

株%+

LJ87

#

7

株%+

LJ55

#

6

株%+

LJ"$

#

!

株%+

LJ468

#

!

株%+

LJ7U8

#

4

株%+

LJ#U!

#

!

株%+

LJ"$U

#

!

株%+

LJ!444

#

4

株%+

LJ6445

#

!

株%和
LJ6474

#

!

株%!说明该致病菌具有较高的遗传多样性"其中
LJU

和

LJ!

型的空肠弯曲杆菌分别占总菌株数的
6!/5#T

和

47/!"T

!是鸡肉中空肠弯曲杆菌的优势
LJ

"在董俊等)

!"

*的

研究中显示分离自湖北地区禽类的空肠弯曲杆菌的优势

LJ6U6

和
LJ787

"这些与本研究的结果并不一致!是因为空

肠弯曲杆菌的分离地区和来源不同!说明不同地区和来源的

空肠弯曲杆菌在种群组成上存在差异"

表
4

!

84

株空肠弯曲杆菌
?XLJ

分析结果

J(C*04
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R

-

'

5&-

'

50-

'

5

:

-

R'

> 0L0 D&?-

数量

! 4 ! U7 6 7 ! U !U

U # 4 U 4 !$ 6 8 47

45 87 !" 4$ ## "7 U7 !8 4

U4 " 4U 4 !$ 44 6 8 7

87 ! 8 !U 47 !4 45 ! 7

55 7 # !$ 7 68 45 ! 6

"$ 4 ! ! 6 4 4# U !

468 6 7 ! 7 !" ! U !

7U8 U" ! !4 6 4 !4 U 4

#U! # # 7$ 7 74 # ! !

"$U 4 !U 7 6 !U7 4U 6U !

!444 7 # !7$ 7 ! # ! 4

6445 !$ ! !8 644 !$ U # !

6474 66 6" 6$ #" !55 !87 !# !
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!

不同
LJ

空肠弯曲杆菌的系统发育分析

以不同
LJ

的空肠弯曲杆菌看家基因串联序列为研究对

象!利用
?%ON8/$

软件构建最小似然算法系统发育树!得

到了清晰的系统发育关系!结果见图
!

"在
!7

个不同的
LJ

中!

LJ"$

和
LJ7U8

!

LJ55

和
LJ!444

之间具有较近的系统发

育关系!说明上述
4

组
LJ

的菌株可能具有相近的生物学特

图
!

!

不同
LJ

空肠弯曲杆菌
#

个看家基因串联序列

最小似然系统发育树

Q)

.

2G0!

!

?(F)'2'&*)E0*)I++1@G00+PB

H

*)3)-

.

B0

i

20-30+P#

I+2B0E00

H

)-

..

0-0B)-<3

J

*

J

D&+ A)@I1)PP0G0-@

LJB

性和侵染特性"

LJ6474

明显远离了其他
!6

个
LJ

!说明

LJ647

的空肠弯曲杆菌与其他菌株亲缘上有一定的距离!因

此该菌株应该进行进一步的研究!确定其是否有独特的侵染

和致病能力"

4/7

!

空肠弯曲杆菌耐药性分析

84

株空肠弯曲杆菌对
5

种抗生素的耐药性分析结果见

表
6

!在
5

种抗生素中对环丙沙星和复方新诺明的耐受率为

$T

!对其他
8

种抗生素的耐受率分别为
"!/"7T

#红霉素%!

55/#!T

#庆大霉素%!

#7/!"T

#克林霉素%!

65/#!T

#青霉素%!

表
6

!

84

株空肠弯曲杆菌耐药性分析

J(C*06

!

N-@)C)+@)3B2B30

H

@)C)*)@

D

+P84<3

J

*

J

D&+B@G()-B

抗生素
剂量'

#

%

.

.

>)B3

V!

%

空肠弯曲杆菌数量#百分比%

敏感 中敏 耐药

头孢噻肟
!

6$ U#

#

"!/"7T

%

!

!

#

!/8$T

%

!

7

#

8/7UT

%

环丙沙星
!

U 8$

#

"8/##T

%

4

#

6/46T

%

$

#

$/$$T

%

红霉素
!!

!U 6

#

7/57T

%

4

#

6/46T

%

U#

#

"!/"7T

%

四环素
!!

6$ 74

#

8#/#7T

%

7

#

8/7UT

%

!8

#

4U/5!T

%

克林霉素
!

4 8

#

"/85T

%

!$

#

!8/!6T

%

78

#

#7/!"T

%

青霉素
!!

!$ 68

#

U5/$#T

%

!4

#

!"/68T

%

47

#

65/#!T

%

庆大霉素
!

!$ #

#

!!/4"T

%

$

#

$/$$T

%

UU

#

55/#!T

%

复方新诺明
4U U5

#

"6/UUT

%

7

#

8/7UT

%

$

#

$/$$T

%
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4U/5!T

#四环素%!

8/7UT

#头孢噻肟%"这些结果表明空肠弯

曲杆菌对大多数的抗生素都产生了耐药性!而所有的受试菌

株都不耐受环丙沙星和复方新诺明!因此可以利用这
4

种抗

生素预防和治疗空肠弯曲杆菌的感染"

6

!

结论
本研究调查了东北地区市售鸡肉中空肠弯曲杆菌的污

染情况!其污染率为
8/4T

"

84

株空肠弯曲杆菌被分为了
!7

个
LJ

!分别为
LJ!

+

LJU

+

LJ45

+

LJU4

+

LJ87

+

LJ55

+

LJ"$

+

LJ468

+

LJ7U8

+

LJ#U!

+

LJ"$U

+

LJ!444

+

LJ6445

和
LJ6474

!

其中
LJU

和
LJ!

为优势的
LJB

!说明空肠弯曲杆菌具有丰富

的遗传多样性"抗生素耐药性分析表明空肠弯曲杆菌对环

丙沙星+复方新诺明和头孢噻肟具有高度的敏感性!而对红

霉素+庆大霉素+克林霉素+青霉素和四环素的耐受性较强"

本研究的结果有助于了解东北地区市售鸡肉中空肠弯曲杆

菌的污染情况+种群特征和抗生素耐药性!为了进一步揭示

环境对空肠弯曲杆菌种群特征的影响!接下来的研究将用更

为先进的全基因组测序技术分析空肠弯曲杆菌的遗传进化

特性!并挖掘与耐药性相关的功能基因"
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