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［摘　 要］ 　 细菌鉴定是细菌耐药性监测过程中的重要工作环节之一，基质辅助激光解析电离飞行时

间质谱（Ｍａｔｒｉｘ － ａｓｓｉｓｔｅｄ ｌａｓｅｒ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ － ｏｆｆ ｆｌｉｇｈｔ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ， ＭＡＬＤＩ － ＴＯＦ ＭＳ）
能够高效鉴定细菌。 为了快速监测五家养殖场来源的大肠杆菌和肠球菌的临床耐药特征，本研究利用

ＭＡＬＤＩ － ＴＯＦ ＭＳ 和微量肉汤稀释法，快速鉴定临床分离的大肠杆菌和肠球菌，并对其进行耐药表型检

测。 结果显示，ＭＡＬＤＩ － ＴＯＦ ＭＳ 实现了对临床分离菌株（３１ 株大肠杆菌和 ３４ 株肠球菌）的快速鉴定；
鸡源大肠杆菌和肠球菌的耐药情况最为严重，其次为羊和牛。 其中，鸡源的大肠杆菌均对四环素

（１００％ ）和氨苄西林（９１． ６７％ ）耐药率最高，肠球菌对苯唑西林（６２． ０７％ ）耐药率较高。 研究结果表

明，不同动物源细菌临床耐药性表型严重程度有所不同，与此同时，ＭＡＬＤＩ － ＴＯＦ ＭＳ 技术可以同时实

现对动物源大肠杆菌和肠球菌的快速鉴定，值得在动物源细菌耐药性检测领域推广应用。
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ｑｕｉｃｋｌｙ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｃｌｉｎｉｃａｌｌｙ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｕｓｐｅｃｔｅｄ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ａｎｄ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ， ａｎｄ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＭＡＬＤＩ － ＴＯＦ ＭＳ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｒａｐｉｄｌｙ ｃｌｉｎｉｃａｌｌｙ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ （３１
ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ Ｅ． ｃｏｌｉ ａｎｄ ３４ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ）； ｃｈｉｃｋｅｎ － ｄｅｒｉｖｅｄ Ｅ． ｃｏｌｉ ａｎｄ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｈａｄ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｓｅｒｉｏｕｓ
ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ， ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｓｈｅｅｐ ａｎｄ ｃａｔｔｌｅ． Ｃｈｉｃｋｅｎ － ｄｅｒｉｖｅｄ Ｅ． ｃｏｌｉ ｈａｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｒａｔｅｓ ｔｏ
ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ （１００％ ） ａｎｄ ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ （９１． ６７％ ）， ａｎｄ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｈａｄ ｈｉｇｈｅｒ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｒａｔｅｓ ｔｏ ｏｘａｃｉｌｌｉｎ
（６２􀆰 ０７％ ）． Ｉｎ ｓｕｍｍａｒｙ， ｔｈｅ ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｉｍａｌ － ｄｅｒｉｖｅｄ
ｂａｃｔｅｒｉａ ｗａｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ． Ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ， ｔｈｅ ＭＡＬＤＩ － ＴＯＦ ＭＳ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｃａｎ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｒｅａｌｉｚｅ ｔｈｅ ｒａｐｉｄ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｉｍａｌ － ｄｅｒｉｖｅｄ Ｅ． ｃｏｌｉ ａｎｄ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ， ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｗｏｒｔｈｙ ｏｆ ｐｒｏｍｏｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ
ｆｉｅｌｄ ｏｆ ａｎｉｍａｌ － ｄｅｒｉｖｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ＭＡＬＤＩ － ＴＯＦ ＭＳ； Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ； Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ； ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

　 　 我国是畜牧业大国，涉及动物种类繁多，养殖基

数大，需要兽用抗菌药物为动物健康和食品安全保

驾护航。 可是随着抗菌药物的广泛使用，“细菌耐药

性出现→过量使用或滥用抗菌药物→耐药谱或耐药

水平加重”的恶性循环仍在继续［１］。 为了遏制动物

源细菌耐药性，２０１８ 年，我国开始开展兽用抗菌药使

用减量化行动试点，其中，相关养殖场细菌流行和耐

药情况备受关注［２］。 大肠杆菌和肠球菌分别被认定

为革兰氏阴性和革兰氏阳性耐药水平指示菌［３］，耐
药性水平指示菌在一定程度上代表了该养殖场的细

菌耐药水平，是细菌耐药性监测中关注的重要对象。
目前，我国动物源细菌耐药性监测中细菌分离鉴定

多采用生化和 ＰＣＲ 鉴定方法［４］。 针对不同养殖场

不同类型的细菌分别鉴定，程序不一，工作量大，迫
切需求高效的细菌鉴定技术手段。 基于细菌特异性

蛋白图谱的基质辅助激光解析电离飞行时间质谱技

术具有快速、简单、高通量、准确性高、稳定性好等特

点，可以满足细菌耐药性监测中细菌鉴定的需求，而
且 ＭＡＬＤＩ － ＴＯＦ 鉴定微生物的方法已经成为全球临

床微生物实验室细菌分离株常规鉴定的参考方

法［５］。 ＭＡＬＤＩ － ＴＯＦ 技术基本原理为：将微生物样

品与基质分别点加在钢靶上，晾干后形成共结晶，发
射激光，基质吸收激光能量帮助样品分子电离，经过

飞行时间检测器进行信号检测，生成质谱图，纵坐标

为离子峰，横坐标为离子质荷比（ｍ／ ｚ） ［６］。 通过采集

２０００ ～２００００ ｋＤ 区间的微生物蛋白指纹图谱，扫描

每个物种的特征峰值，与大型数据库中标准图谱进

行匹配，能够鉴定细菌种属［７ － ８］。 本研究通过选择

ＭＡＬＤＩ － ＴＯＦ 方法，快速有效地鉴定鸡、牛和羊来源

的大肠杆菌和肠球菌临床分离菌株，开展细菌耐药

表型检测，以期待为临床细菌耐药性监测工作提供

技术支撑和参考依据。
１　 材料和方法

１． １　 样品　 分别从五家兽用抗菌药使用减量化试

点（两家鸡场来自宁夏某养殖场和湖南某养殖场，
一家羊场来自浙江某养殖场，两家牛场分别来自宁

夏某养牛场和河南某养牛场）进行抽样，每个养殖

场 １５ 份样品，总共 ７５ 份样品。 标准菌株为大肠杆

菌 ＡＴＣＣ２５９２２ 和粪肠球菌 ＡＴＣＣ２９２１２。
１． ２　 试剂与仪器　 运送培养基、大肠杆菌显色培养

基、肠球菌显色培养基、普通营养琼脂（青岛海博生

物有限公司）；甲酸；乙腈；无水乙醇；ＣＨＣＡ 基质溶

液；台式冷冻离心机：德国 Ｓｉｇｍａ 公司；基质辅助激光

解析电离飞行时间质谱仪：岛津公司；ＶＩＴＥＫ － ２ 全

自动微生物鉴定仪、浊度仪、革兰氏阴性鉴定卡

（ＧＮ）和革兰氏阳性鉴定卡（ＧＰ）：梅里埃公司。
１． ３　 方法

１． ３． １　 样品采集与细菌分离　 采集不同养殖场动物

（鸡、牛和羊）粪便、设施表面和工人鼻腔拭子样品，立
即放入无菌运输培养基中保存，低温运送至实验室。

分离纯化：将保存在运送培养基中的样品分别在

大肠杆菌显色培养基和肠球菌显色培养基上划线，置
于 ３７ ℃恒温培养箱中培养 １８ ～２４ ｈ。 挑取大肠杆菌

显色培养基上的蓝绿色单菌落（疑似大肠杆菌）和肠
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球菌显色培养基上的红色或紫色的单菌落（疑似肠球

菌）再次在显色培养基上划线进行二次纯化。
将质控菌株大肠杆菌 ＡＴＣＣ２５９２２ 和肠球菌

ＡＴＣＣ２９２１２ 复苏，在普通营养琼脂上划线，３７ ℃培

养 １８ ～ ２４ ｈ。
１． ３． ２　 ＭＡＬＤＩ － ＴＯＦ ＭＳ 鉴定　 样品前期处理：挑
取纯化后的疑似单菌落在普通营养琼脂培养基上

划线培养。 用无菌接种环挑取适量样品于 １． ５ ｍＬ
离心管中，加入 ３００ μＬ 纯水和 ９００ μＬ 无水乙醇，
混匀，１２０００ ｒｐｍ ／ ｍｉｎ，离心 ２ ｍｉｎ，弃去上清；向沉

淀中加入 ５０ μＬ７０％ 甲酸，混匀，再加入 ５０ μＬ 乙

腈，混匀，１２０００ ｒｐｍ ／ ｍｉｎ，离心 ２ ｍｉｎ，留上清。 质

控菌株 ＡＴＣＣ２５９２２ 的处理同上。
点样：先在干净的钢靶上点 １ μＬ 上清，放干后

再点 ２ μＬ ＣＨＣＡ 基质溶液，晾干后送入上样系统。
ＭＡＬＤＩ － ＴＯＦ 鉴定：选择仪器运行模式 Ｌｉｎｅａｒ＿

ｓａｒａｍｉｓ，设置扫描范围 ２０００ ～２００００，激光频率 ２０；激光

能量 ６６，采集谱图数 Ｐｒｏｆｉｌｅｓ １００，ｓｈｏｔ ２，Ｂｌａｎｋ １５００，
ＰμＬｓｅｄ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ８３３０；利用 Ａｕｔｏ ｑｕａｌｉｔｙ 自动获得谱

图。 设置好参数后开始采集质控菌株 ＡＴＣＣ２５９２２ 的

数据，进行校准。 校准完成后开始进行样品数据采集。
数据处理：将导出 ｔｘｔ 格式的数据拷贝到数据

库电脑的鉴定软件中自动读取数据并鉴定。 鉴定

结果给出科、属、种三个水平。
１． ３． ３　 ＶＩＴＥＫ ２ 生化鉴定　 挑取适量的分离纯培

养的菌株于 ３ ｍＬ 的 ０． ４５％ 无菌盐水中混匀，用

ＶＩＴＥＫ ２ 比浊仪配置相当于 ０． ５ ～ ０． ６３ 麦氏单位

的菌悬液。 将悬浮液管及 ＧＮ、ＧＰ 卡置于载卡台

上，连接菌液管和鉴定卡，放入仪器中，按照 ＶＩＴＥＫ
全自动生化鉴定系统操作流程进行样品鉴定。
１． ３． ４　 细菌耐药表型检测　 采用微量肉汤稀释法

测定大肠杆菌和肠球菌对抗菌药物的耐药性，测定

大肠杆菌对氨苄西林、阿莫西林 ／克拉维酸、庆大霉

素、四环素、磺胺异噁唑、复方新诺明、头孢他啶、氧
氟沙星、美罗培南、黏菌素的耐药表型，肠球菌对青

霉素、红霉素、万古霉素、苯唑西林、多西环素、利奈

唑胺的耐药表型。 参照美国临床实验室标准化委

员会 （ Ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｎｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｓｔａｎｄａｒｄｓ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ，
ＣＬＳＩ）标准［９］进行结果判定。 大肠杆菌和肠球菌分

别用 ＡＴＣＣ２５９２２ 和 ＡＴＣＣ２９２１２ 进行质控。
２　 结果与分析

２． １　 细菌鉴定结果　 针对湖南、宁夏、河南和浙江

地区进行样品采集的 ７５ 份样品（鸡养殖场采集 ３０
份，牛养殖场 ３０ 份，羊养殖场 １５ 份样品），将棉签

拭子样本分别在大肠杆菌显色平板和肠球菌显色

平板划线过夜培养。 大肠杆菌典型菌落为蓝色，边
缘整齐，表面湿润的圆形菌落，肠球菌典型菌落为

红色至紫色，边缘整齐，表面湿润的针尖样菌落。 针

对上述疑似大肠杆菌或肠球菌进行 ＭＡＬＤＩ － ＴＯＦ
ＭＳ 鉴定，大肠杆菌分离率为 ４１． ３３％ （３１ ／ ７５），肠球

菌分离率为 ４５． ３３％ （３４ ／ ７５）（粪肠球菌 １４ 株，屎肠

球菌 １８ 株、海氏肠球菌 ２ 株）（图 １ 和表 １）。

图 １　 样品的 ＭＡＬＤＩ － ＴＯＦ ＭＳ 谱图

Ｆｉｇ １　 ＭＡＬＤＩ － ＴＯＦ ＭＳ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ

·２２·
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表 １　 不同动物来源的细菌分离情况

Ｔａｂ １　 Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｉｍａｌ ｓｏｕｒｃｅｓ

动物来源
分离菌数（株）

大肠杆菌 屎肠球菌 粪肠球菌 海氏肠球菌 总计

鸡 １２ ５ １２ ０ ２９
羊 ８ ４ ２ ０ １４
牛 １１ ９ ０ ２ ２２

总计 ３１ １８ １４ ２ ６５

　 　 ＶＩＴＥＫ 生化鉴定结果中，３１ 株被鉴定为大肠

杆菌，３４ 株被鉴定为肠球菌，结果与 ＭＡＬＤＩ － ＴＯＦ
ＭＳ 结果一致。
２． ２　 细菌耐药性结果

２． ２． １　 大肠杆菌耐药性检测结果　 药敏试验结果

显示（图２），三种动物来源分离获得的大肠杆菌均

对四环素高度耐药（１００％ ）；鸡、牛和羊源大肠杆菌

对氨苄西林（９１． ６７％ 、２７． ２７％ 、７５％ ）、阿莫西林 ／
克拉维酸（５８％ 、０、３７． ５％ ）、磺胺异恶唑（８３． ３３％ 、
１８． １８％ 、７５％ ）表现出不同程度耐药性，而且鸡源

大肠杆菌的 １０ 种抗菌药物中的 ５ 种药物（阿莫西

林 ／克拉维酸、庆大霉素、四环素、磺胺异恶唑、复方

新诺明）的 ＭＩＣ５０比牛或羊源的大肠杆菌高。 鸡源、
牛源和羊源大肠杆菌多重耐药率分别为 ９０􀆰 ９％ 、
３６． ３６％和 ８７． ５％ ，鸡和羊源大肠杆菌表现五重耐

药性（β －内酰胺类、氨基糖苷类、四环素类、磺胺类

抗、喹诺酮类），牛源大肠杆菌表现四重耐药性

（β －内酰胺类、四环素类、磺胺类抗、喹诺酮类）。
由此可见，鸡源大肠杆菌耐药情况最为严重。

图 ２　 大肠杆菌的生化反应结果

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｒｅｓμＬｔ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｅ． ｃｏｌｉ

图 ３　 肠球菌的生化反应结果（ａ：粪肠球菌；ｂ：屎肠球菌；ｃ：海氏肠球菌）

Ｆｉｇ ３　 Ｔｈｅ ｒｅｓμＬｔ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ
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图 ４　 不同动物来源的大肠杆菌耐药情况

Ｆｉｇ ４　 Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ Ｅ． ｃｏｌｉ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｉｍａｌ ｓｏｕｒｃｅｓ

２． ２． ２　 肠球菌耐药性检测结果　 从药敏试验结果

得出，鸡源、牛源和羊源肠球菌对青霉素（３． ４５％ 、
０、０）、红霉素（５５． １７％ 、２２． ７３％ 、２８． ５７％ ）、多西环

素（５１． ７２％ 、４． ５５％ 、９． ０９％ ）、苯唑西林（６２． ０７％ 、
３６． ３６％ 、 ９． ０９％ ） 和 利 奈 唑 胺 （ ２７． ５９％ 、 ０、
２１􀆰 ４３％ ）表现出不同程度的耐药性，鸡源肠球菌对

上述 ５ 种抗菌药物的耐药率普遍高于牛和羊源肠

球菌的耐药率。 而且鸡源肠球菌的 ６ 种药物中的 ３
种抗菌药物 （红霉素、多西环素、利奈唑胺） 的

ＭＩＣ５０比牛或羊源的肠球菌高。 三种动物来源均表

现多重耐药现象。 其中，鸡源肠球菌多重耐药率为

１００％ ，对 β － 内酰胺类、大环内酯和四环素三类抗

菌药物耐药，牛源和羊源肠球菌多重耐药率分别为

７７． ７８％和 ６６． ６７％ ，均对大环内酯、四环素和 β －
内酰胺类三类抗菌药物耐药。 药敏试验结果显示

鸡源肠球菌耐药性最为严重。
３　 讨　 论

本研究采用 ＭＡＬＤＩ － ＴＯＦ ＭＳ 鉴定细菌的方

法，减少了不同细菌不同的检测程序和步骤，高效

地实现了对不同动物源的大肠杆菌和肠球菌的临床

鉴定。 目前，ＭＡＬＤＩ － ＴＯＦ ＭＳ 作为快速鉴定的热点

应用技术被广泛采纳应用于国内外临床微生物临床

图 ５　 不同动物来源的肠球菌耐药情况

Ｆｉｇ ５　 Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆｒｏｍ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｉｍａｌ ｓｏｕｒｃｅｓ

检测研究。 国家标准委发布了《ＧＢ ／ Ｔ ３３６８２ － ２０１７
基质辅助激光解析电离飞行时间质谱鉴别微生物

方法通则》，美国临床和实验室标准协会发布

《Ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＣμＬｔｕｒｅｄ Ｍｉｃｒｏｏｒ⁃
ｇａｎｉｓｍｓ Ｕｓｉｎｇ Ｍａｔｒｉｘ － Ａｓｓｉｓｔｅｄ Ｌａｓｅｒ Ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ／ Ｉｏｎ⁃
ｉｚａｔｉｏｎ Ｔｉｍｅ － ｏｆ － Ｆｌｉｇｈｔ Ｍａｓｓ Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ》，表明

ＭＡＬＤＩ － ＴＯＦ ＭＳ 已经成为微生物菌种鉴定的标准

方法。 利用已知菌种建立数据库，通过质谱检测获

得蛋白指纹图谱，与数据库中的参考图谱对比后得

到鉴定结果，这种方法已经广泛应用到临床上微生

物的物种水平鉴定。 Ｒｙｃｈｅｒｔ 等［１０］ 对 １１４６ 份革兰

氏阳性菌的样品进行处理，经ＭＡＬＤＩ － ＴＯＦ 鉴定出

１０６３ 份样品，种水平准确率为 ９２． ８％ ，属水平准确

率达 ９５． ５％ ；Ｆａｒｏｎ 等［１１］ 采集 ２２６３ 份革兰氏阴性

菌进行 ＭＡＬＤＩ － ＴＯＦ 鉴定，结果表明种属水平分别

为 ９８． ２％ 、９９． ８％ 。 这说明 ＭＡＬＤＩ － ＴＯＦ ＭＳ 在革

兰氏阴性菌和革兰氏阳性菌中都具有很高的准确

性和可信性。 Ｋｏｚｉｅｌ 等［１２］结合ＭＡＬＤＩ － ＴＯＦ 和 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 鉴定出猕猴粪便中存在 ＣＩＴ ０４５（Ｔ）解脲弯

曲杆菌。 ＭＡＬＤＩ － ＴＯＦ ＭＳ 也可以作为溯源分析手

段，Ｊａｄｈａｖ 等［１３］将 ＭＡＬＤＩ － ＴＯＦ ＭＳ 作为检测食品

和食品加工环境中的单核细胞增生性李斯特菌的

·４２·
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鉴定和溯源手段，溯源结果与金标准脉冲电场技术

具有良好的一致性。 除此之外，ＭＡＬＤＩ － ＴＯＦ ＭＳ
也可以直接被应用于临床耐药菌株相关的特征峰

鉴定，从而实现对耐药菌株的直接检测。 Ｗａｎｇ
等［１４］利用耐药相关特征峰值的不同来检测耐甲氧

西林金黄色葡萄球菌，通过直接寻找 ＭＲＳＡ 与

ＭＳＳＡ 对比的特征峰 （ｍ ／ ｚ ８９１、１１４０、１１６５、１２２９、
２１２７），确定其为 ＭＲＳＡ。 Ｌａｕ 等［１５］ 利用 ＭＡＬＤＩ －
ＴＯＦ ＭＳ 分析耐药性相关质粒（携带碳青霉烯酶基

因 ｂｌａＫＰＣ的 ｐＫｐＱＩＬ 质粒），结合蛋白质组学和分子

生物学技术鉴定表征了与 ｐＫｐＱＩＬ 质粒的基因产物

相对应的 ｍ ／ ｚ １１１０９ Ｄａ 峰，实现耐药菌的快速

鉴定。
值得注意的是，本研究中鸡源大肠杆菌和肠球

菌对多数药物耐药程度明显高于牛和羊场分离的

大肠杆菌和肠球菌相应药物的耐药程度，提示不同

动物来源的细菌对抗菌药物的耐药性有所不同。
其他相关文献报道中也有类似的实验现象。 唐标

等［１６］对鸡、鸭、猪源大肠杆菌耐药性调查结果显

示，鸡源大肠杆菌的耐药率高于鸭和猪源；Ｉｂｅｋｗｅ
等［１７］对不同动物源产 ＥＳＢＬ 的大肠杆菌调查，结果

发现产 ＥＳＢＬ 的大肠杆菌在不同动物源中分布广

泛，但猪和奶牛粪便中检测到的 ＥＳＢＬ 菌数量明显

高于其他动物；王熙楚等［１８］ 对不同动物来源的肠

球菌进行耐药性分析，研究表明鸡源肠球菌耐药性

较其他动物来源更为严重。 其中，鸡源大肠杆菌对

四环素和氨苄西林高耐药率现象与我国不同区域

鸡源大肠杆菌耐药表型结果相一致［１９］。 同时也相

似于韩国地区大肠杆菌对四环素和氨苄西林的高

耐药性率［２０］。 鸡源肠球菌对多西环素和红霉素的

高耐药率现象与我国其他地区肠球菌的高耐药率

也相一致［２１ － ２２］。
综上所述，为了有效地控制细菌耐药性，持续

地针对不同地区不同动物来源的大批量细菌鉴定

工作将是常态化技术工作，高效的细菌鉴定技术

ＭＡＬＤＩ － ＴＯＦ ＭＳ 可以提高监测效率，值得在动物

源细菌耐药性监测领域推广应用。 与此同时，应该

密切关注不同动物源细菌耐药性不同的现象，利用

高效检测技术，探索不同动物源细菌耐药性不同的

问题原因。
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［２］ 　 农业农村部． 关于开展兽用抗菌药使用减量化行动试点工作

的通知［Ｊ］ ． 中华人民共和国农业农村部公报， ２０１８，（０５）：

５１ － ５３．

Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ ＡｇｒｉｃμＬｔｕｒｅ ａｎｄ Ｒｕｒａｌ Ａｆｆａｉｒｓ． ＣｉｒｃμＬａｒ ｏｆ ｔｈｅ Ｇｅｎ⁃

ｅｒａｌ Ｏｆｆｉｃｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ ＡｇｒｉｃμＬｔｕｒｅ ａｎｄ Ｒｕｒａｌ Ａｆｆａｉｒｓ ｏｎ

ｌａｕｎｃｈｉｎｇ ｐｉｌｏｔ ｐｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｃｕｔｔｉｎｇ ｕｓｅ ｏｆ ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ

ｄｒｕｇｓ［Ｊ］ ． Ｇａｚｅｔｔｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ ＡｇｒｉｃμＬｔｕｒｅ ａｎｄ Ａｆｆａｉｒｓ ｏｆ

ｔｈｅ Ｐｅｏｐｌｅ＇ｓ Ｒｅｐｕｂｌｉｃ ｏｆ Ｃｈｉｎａ， ２０１８，（０５）：５１ － ５３．

［３］ 　 Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｆｏｏｄ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ， Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｄｅｎｍａｒｋ． ＤＡＮ⁃

ＭＡＰ ２０２０： Ｕｓｅ ｏｆ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｇｅｎｔｓ ａｎｄ ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ｏｆ ａｎｔｉｍｉ⁃

ｃｒｏｂｉａｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｂａｃｔｅｒｉａ ｆｒｏｍ ｆｏｏｄ ａｎｉｍａｌｓ， ｆｏｏｄ ａｎｄ ｈｕｍａｎｓ

ｉｎ Ｄｅｎｍａｒｋ［Ｊ］ ． Ｓｔａｔｅｎｓ Ｓｅｒｕｍ Ｉｎｓｔｉｔｕｔ， ２０２０：９５ － １０１．

［４］ 　 农业农村部． ２０１９ 年动物源细菌耐药性监测计划［ Ｊ］ ． 中华

人民共和国农业农村部公报， ２０１９，（０９）：１８ － １９．

Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ ＡｇｒｉｃμＬｔｕｒｅ ａｎｄ Ｒｕｒａｌ Ａｆｆａｉｒｓ． ＣｉｒｃμＬａｒ ｏｆ ｔｈｅ Ｍｉｎｉｓ⁃

ｔｒｙ ｏｆ ＡｇｒｉｃμＬｔｕｒｅ ａｎｄ Ｒｕｒａｌ Ａｆｆａｉｒｓ ｏｎ ｐｒｉｎｔｉｎｇ ａｎｄ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｎｇ

ｔｈｅ ２０１９ ｐｌａｎ ｆｏｒ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ａｎｉｍａｌｓ

［Ｊ］ ． Ｇａｚｅｔｔｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ ＡｇｒｉｃμＬｔｕｒｅ ａｎｄ Ａｆｆａｉｒｓ ｏｆ ｔｈｅ

Ｐｅｏｐｌｅ＇ｓ Ｒｅｐｕｂｌｉｃ ｏｆ Ｃｈｉｎａ， ２０１９，（０９）：１８ － １９．

［５］ 　 Ｏｖｉａｎｏ Ｍ， Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ － Ｓａｎｃｈｅｚ Ｂ． ＭＡＬＤＩ － ＴＯＦ ｍａｓｓ ｓｐｅｃ⁃

ｔｒｏｍｅｔｒｙ ｉｎ ｔｈｅ ２１ ｓｔ ｃｅｎｔｕｒｙ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ［Ｊ］ ．

Ｅｎｆｅｒｍ Ｉｎｆｅｃｃ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ Ｃｌｉｎ （ Ｅｎｇｌ Ｅｄ ）， ２０２１， ３９ （ ４ ）：

１９２ － ２００．

［６］ 　 Ａｎｄｅｒｓｏｎ Ｎ Ｗ， Ｂｕｃｈａｎ Ｂ Ｗ， Ｒｉｅｂｅ Ｋ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ

ｓｏｌｉｄ － ｍｅｄｉｕｍ ｔｙｐｅ ｏｎ ｒｏｕｔｉｎｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｉｓｏｌａｔｅｓ

ｂｙ ｕｓｅ ｏｆ ｍａｔｒｉｘ － ａｓｓｉｓｔｅｄ ｌａｓｅｒ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ － ｔｉｍｅ ｏｆ

ｆｌｉｇｈｔ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｃｌｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２０１２，５０ （３）：

１００８ － １０１３．

［７］ 　 Ｈｏｕ Ｔ Ｙ， Ｃｈｉａｎｇ － Ｎｉ Ｃ， Ｔｅｎｇ Ｓ Ｈ． Ｃｕｒｒｅｎｔ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ＭＡＬＤＩ －

ＴＯＦ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｉｎ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ［Ｊ］ ． Ｊ Ｆｏｏｄ Ｄｒｕｇ

Ａｎａｌ， ２０１９，２７（２）：４０４ － ４１４．

［８］ 　 赵贵明， 刘 洋， 陈 颖， 等． 克罗诺杆菌 ＭＡＬＤＩ － ＴＯＦ － ＭＳ

数据库的建立及 应 用 ［ Ｊ ］ ． 食 品 科 学， ２０１４， ３５ （ ０８ ）：

１０５ － １１０．
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ｏｆ ａｎ ａｎａｌｙｔｉｃａｌ ｄａｔａｂａｓｅ ｆｏｒ Ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒ ｓｐｐ． ｂｙ Ｍａｔｒｉｘ － Ａｓｓｉｓ⁃

ｔｅｄ Ｌａｓｅｒ Ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ － ｔｉｍｅ ｏｆ Ｆｌｉｇｈｔ Ｍａｓｓ Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

［Ｊ］ ． Ｆｏｏｄ Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２０１４，３５（０８）：１０５ － １１０．

［９］ 　 Ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｎｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｓｔａｎｄａｒｄｓ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ． Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ Ｓｔａｎｄ⁃

ａｒｄｓ ｆｏｒ Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ Ｔｅｓｔｉｎｇ． ２８ｔｈ ｅｄ． ｓｕｐｐｌｅ⁃

ｍｅｎｔ Ｍ１００． ＣＬＳＩ， Ｗａｙｎｅ， ＰＡ， ＵＳＡ， ２０１８． ．

［１０］ Ｒｙｃｈｅｒｔ Ｊ， Ｂｕｒｎｈａｍ Ｃ Ａ， Ｂｙｔｈｒｏｗ Ｍ， ｅｔ ａｌ． ＭμＬｔｉｃｅｎｔｅｒ ｅｖａｌｕ⁃

ａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｖｉｔｅｋ ＭＳ ｍａｔｒｉｘ － ａｓｓｉｓｔｅｄ ｌａｓｅｒ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ

ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ － ｔｉｍｅ ｏｆ ｆｌｉｇｈｔ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａ⁃

ｔｉｏｎ ｏｆ Ｇｒａｍ － ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｅｒｏｂｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｃｌｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，

２０１３，５１（７）：２２２５ － ２２３１．

［１１］ Ｆａｒｏｎ Ｍ Ｌ， Ｂｕｃｈａｎ Ｂ Ｗ， Ｈｙｋｅ Ｊ， ｅｔ ａｌ． ＭμＬｔｉｃｅｎｔｅｒ Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ

ｏｆ ｔｈｅ Ｂｒｕｋｅｒ ＭＡＬＤＩ Ｂｉｏｔｙｐｅｒ ＣＡ Ｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ

Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ａｅｒｏｂｉｃ Ｇｒａｍ － Ｎｅｇａｔｉｖｅ Ｂａｃｔｅｒｉａｌ Ｉｓｏｌａｔｅｓ ［ Ｊ］ ． ＰＬｏＳ

Ｏｎｅ， ２０１５，１０（１１）：ｅ１４１３５０．

［１２］ Ｋｏｚｉｅｌ Ｍ， Ｏ＇Ｄｏｈｅｒｔｙ Ｐ， Ｖａｎｄａｍｍｅ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ ｃｏｒ⁃

ｃａｇｉｅｎｓｉｓ ｓｐ． ｎｏｖ． ， ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｆａｅｃｅｓ ｏｆ ｃａｐｔｉｖｅ ｌｉｏｎ － ｔａｉｌｅｄ

ｍａｃａｑｕｅｓ （ Ｍａｃａｃａ ｓｉｌｅｎｕｓ） ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｓｙｓｔ Ｅｖｏｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，

２０１４，６４（Ｐｔ ８）：２８７８ － ２８８３．

［１３］ Ｊａｄｈａｖ Ｓ， ＧμＬａｔｉ Ｖ， Ｆｏｘ Ｅ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｒａｐｉｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ

ｓｏｕｒｃｅ － ｔｒａｃｋｉｎｇ ｏｆ Ｌｉｓｔｅｒｉａ ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ ｕｓｉｎｇ ＭＡＬＤＩ － ＴＯＦ

ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｆｏｏｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２０１５，２０２：１ － ９．

［１４］ Ｗａｎｇ Ｈ Ｙ， Ｃｈｕｎｇ Ｃ Ｒ， Ｗａｎｇ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｌａｒｇｅ － ｓｃａｌｅ ｉｎｖｅｓｔｉ⁃

ｇａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎ － ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ

ａｕｒｅｕｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｐｅａｋｓ ｂｉｎｎｉｎｇ ｏｆ ｍａｔｒｉｘ － ａｓｓｉｓｔｅｄ ｌａｓｅｒ ｄｅｓｏｒｐ⁃

ｔｉｏｎ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ － ｔｉｍｅ ｏｆ ｆｌｉｇｈｔ ＭＳ ｓｐｅｃｔｒａ［ Ｊ］ ． Ｂｒｉｅｆ Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍ，

２０２１，２２（３）．

［１５］ Ｌａｕ Ａ Ｆ， Ｗａｎｇ Ｈ， Ｗｅｉｎｇａｒｔｅｎ ＲＡ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｒａｐｉｄ ｍａｔｒｉｘ － ａｓ⁃

ｓｉｓｔｅｄ ｌａｓｅｒ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ － ｔｉｍｅ ｏｆ ｆｌｉｇｈｔ ｍａｓｓ

ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ － ｂａｓｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｓｉｎｇｌｅ － ｐｌａｓｍｉｄ ｔｒａｃｋｉｎｇ ｉｎ ａｎ

ｏｕｔｂｒｅａｋ ｏｆ ｃａｒｂａｐｅｎｅｍ － ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ． Ｊ Ｃｌｉｎ Ｍｉ⁃

ｃｒｏｂｉｏｌ． ２０１４，５２（８）：２８０４ － １２．

［１６］ 唐 标，陈怡飞，陈 聪，等． ２０１９ 年湖南省部分地区鸡、鸭、猪源

大肠杆菌耐药性调查 ［ Ｊ］ ． 畜牧与兽医， ２０２１， ５３ （ ０４ ）：

５４ － ６０．

Ｔａｎｇ Ｂ， Ｃｈｅｎ Ｙ Ｆ，Ｃｈｅｎ Ｃ，ｅｔ ａｌ． Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｆｒｏｍ ｃｈｉｃｋｅｎｓ， ｄｕｃｋｓ ａｎｄ ｐｉｇｓ ｉｎ

ｓｏｍｅ ａｒｅａｓ ｏｆ Ｈｕｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ ｉｎ ２０１９［Ｊ］ ． Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆

Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，２０２１，５３（０４）：５４ － ６０．

［１７］ Ｉｂｅｋｗｅ Ａ， Ｄｕｒｓｏ Ｌ， Ｄｕｃｅｙ Ｔ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ
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ｏｒｇａｎｉｓｍｓ， ２０２１， ９（５）：１０５７．

［１８］ 王熙楚，王世旗，王波臻，等． 不同动物来源肠球菌的分离·

鉴定及耐药性研究 ［ Ｊ］ ． 安徽农业科学， ２０１２， ４０ （ ２３ ）：

１１６８８ － １１６９０．

Ｗａｎｇ Ｘ Ｃ，Ｗａｎｇ Ｓ Ｑ，Ｗａｎｇ Ｂ Ｚ，ｅｔ ａｌ． Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ，Ｉ⁃

ｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆｒｏｍ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
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