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猪肠外致病性大肠杆菌分离鉴定规程
范围
本文件规定了猪肠外致病性大肠杆菌术语和定义、主要设备和材料、操作规程、结果报告和废弃物无害化处理与人员安全防护。 
本文件适用于猪肠外致病性大肠杆菌的分离鉴定。
规范性引用文件
下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
GB 4789.38  食品安全国家标准 食品微生物学检验 大肠埃希氏菌计数
GB 4789.41  食品安全国家标准 食品微生物学检验 肠杆菌科检验
GB 4789.6   食品安全国家标准 食品微生物学检验 致泻大肠埃希氏菌检验
GB 19489    实验室 生物安全通用要求 
SN/T 2025   动物检疫实验室生物安全操作规范 
SN/T 2984   检验检疫动物病原微生物实验活动生物安全要求细则
术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。
肠外致病性大肠杆菌 Extraintestinal pathogenic Escherichia coli，ExPEC 
     根据大肠杆菌致病性特征以及发病机制的不同，可将其分为共生型大肠杆菌、肠内致病性大肠杆菌和肠外致病性大肠杆菌（ExPEC）。ExPEC是一组不同种类的大肠杆菌，不仅可正常定殖于肠道，而且能侵入血液循环系统引起菌血症，并诱发败血症或局部肠道外感染，如脑膜炎、关节炎、肺炎、心内膜炎等。
1. 主要设备和材料
4.1 显微镜：10×～100×。
4.2 电子天平：感量0.1 g。  
4.3 恒温培养箱：36 ℃±1 ℃
4.4 冰箱：2 ℃～5 ℃。
4.5 无菌培养皿：直径75nm或90 mm。
4.6 无菌试管：12 mm×100 mm，15 mm×150 mm。
4.7 麦氏比浊管。
4.8 pH计、pH比色管或精密pH试纸。
4.9饱和氯化钠溶液：见附录A中A.1。
4.10 30%甘油缓冲盐水溶液：见附录A中A.2。
4.11 麦康凯培养基（MAC）：按照GB 4789.6中附录A.3执行。
4.12 革兰氏染色液：按照GB 4789.41中附录B.6执行。
4.13 三糖铁（TSI）琼脂斜面培养基：按照GB 4789.6中附录A.5执行。
4.14 蛋白胨水和靛基质试剂：按照GB 4789.6中附录A.6执行。
4.15 缓冲葡萄糖蛋白胨水和甲基红试剂、V-P试剂：按照GB 4789.38中附录A.4执行。
4.16 枸橼酸盐培养基：按照GB 4789.38中附录A.5执行。
4.17 LB固体培养基：见附录A中A.3。
4.18 试验小鼠：6~8周龄，体重18~22g，清洁级。
4.19 大肠杆菌O抗原单因子标准血清购于中国兽医药品监察所。
5 操作规程
5.1 操作流程
ExPEC分离鉴定的流程示意图见附录B（资料性附录）。
5.2 操作步骤
5.2.1样品采集
5.2.2.1 病料样品的采集：无菌操作采集病猪的肝脏、肺脏、脾脏、淋巴结、脑等肠外组织，或关节积液、心包积液。
[bookmark: OLE_LINK5]5.2.2.2 病料样品的保存与运输：病料样品采集后需延迟送检的，可保存于饱和氯化钠溶液或30%甘油缓冲盐水溶液中，保存时间不超过72h。样品均需采取低温（0～4℃）保存和运输。
5.2.2细菌分离与纯化
无菌操作将病料样品分别接种于麦康凯培养基（MAC），37℃培养18~24h，挑取疑似菌落（菌落呈鲜桃红色或粉红色，中等大小，直径1.0~2.5mm，圆形，边缘整齐，表面光滑）纯化后进行大肠杆菌鉴定。
5.2.3肠外大肠杆菌鉴定
5.2.3.1形态特征鉴定：革兰氏染色镜检。大肠杆菌为革兰氏阴性直短杆菌，两端钝圆，无芽孢，多散在，也有成对排列。
5.2.3.2生化特性鉴定：先取纯化菌落接种三糖铁（TSI）琼脂斜面培养基，37℃培养18~24h。大肠杆菌为斜面和底面均变黄或变红，产气，不产H2S。之后将纯化菌落分别接种蛋白胨水、缓冲葡萄糖蛋白胨水、枸橼酸盐培养基，37℃培养18~24h，进行吲哚试验（I）、甲基红试验（MR）、V-P试验（Vi）、枸橼酸盐利用试验（C），简称IMViC试验。大肠杆菌为IMViC ＋ ＋ － －。按照GB 4789.38、GB 4789.6执行。
5.2.4肠外致病性大肠杆菌鉴定
按照1株肠外大肠杆菌分离株说明。取10只健康状态良好小鼠，分成试验组和对照组，每组5只。将肠外大肠杆菌分离株制成浓度约为0.5麦氏比浊度的菌悬液，分别腹腔注射试验组小鼠，每只0.3mL。对照组小鼠每只腹腔注射0.3mL用于稀释菌液的无菌生理盐水。注射后观察3d内小鼠精神状况及死亡情况。若对照组小鼠均健活，试验组小鼠出现精神萎靡，不进食，静止抱团不活动，最后死亡的临床症状，并将死亡的小鼠在无菌操作下取其肺脏、肝脏、脾脏组织分别接种于MAC，37℃培养24h，挑取大肠杆菌疑似菌落进行革兰氏染色镜检，将符合大肠杆菌形态特征的细菌纯化后接种TSI，并进行IMViC试验，结果与接种菌株一致则说明肠外大肠杆菌分离株为ExPEC。
5.2.5肠外致病性大肠杆菌O抗原血清型鉴定
见附录C。
5.2.6肠外致病性大肠杆菌系统进化群鉴定
见附录D。
6 结果报告
6.1符合5.2.2，5.2.3，5.2.4，可确定为ExPEC。
6.2符合6.1，且根据5.2.5，可确定为某种血清型的ExPCE。
6.3符合6.1，且根据5.2.6，可确定为某种系统进化群的ExPCE。
7 废弃物无害化处理与人员安全防护
7.1 ExPCE归于肠杆菌科埃希氏菌属，是一类能引起人畜肠道以外器官疾病的重要病原菌，至少携带2种或2种以上与肠道外组织感染相关的特定毒力基因，可引起人和动物泌尿系统感染、新生儿脑膜炎、败血症、肺炎、心内膜炎等。
7.2 应按照 GB 19489、SN/T 2984 和 SN/T 2025 的规定执行。 













附录A
（资料性附录）
培养基的配制
A.1 饱和氯化钠溶液
A.1.1 成分
氯化钠                 38~39 g
蒸馏水                 100 mL
A.1.2 制法
将38~39g氯化钠加入100mL蒸馏水中，充分搅拌，待完全溶解混匀后，分装于采样管，每管5~10mL，121℃高压灭菌15min备用。
A.2 30%甘油缓冲盐水溶液
A.2.1 成分
  氯化钠                  0.5 g
碱性磷酸钠              1.0 g
中性甘油                30 mL
蒸馏水                  100 mL
A.2.2 制法
先将盐类成分溶于水中，然后加入甘油，混匀，分装于采样管，每管5~10mL，121℃高压灭菌15min备用。
A.3 LB固体培养基
A.3.1 成分
胰蛋白胨                10.0 g
      酵母提取物              5.0 g
      氯化钠                  10.0 g
琼脂                    15.0g~20.0g
蒸馏水                  1000 mL
A.3.2 制法
  将 A.3.1 中各成分溶于蒸馏水中，加热溶解，校正pH至7.4±0.2，121℃灭菌20 min，待冷却至50℃左右时倾注平板。

附录B
（资料性附录）
猪肠外致病性大肠杆菌分离鉴定流程
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图B.1 猪肠外致病性大肠杆菌分离鉴定流程

附录C
（资料性附录）
猪肠外致病性大肠杆菌O抗原血清型鉴定
C.1 ExPEC的O抗原制备 
将ExPEC接种于LB固体培养基上，37℃培养18~24h，用3mL 0.5%石炭酸生理盐水将菌苔洗下，置于试管中，制成浓稠的悬液，121℃高压灭菌2h，破坏其K抗原，即为O抗原，储存于4℃备用。
C.2 ExPEC的O抗原玻板凝集试验 
取O抗原分别与大肠杆菌的O抗原单因子血清进行玻板凝集反应。即O抗原和O抗原单因子血清各取15μL在玻板上混匀，2min内出现明显凝集者为阳性反应。同时以O抗原与0.5%石炭酸生理盐水混合物作对照，观察有无自凝集现象。玻板凝集试验判定标准见表C.1。
表C.1 玻板凝集试验判定标准
	反应强度
	判断依据
	对应结果

	++++
	液体完全透明，出现大的凝集块
	阳性

	+++
	液体几乎完全透明，有明显凝集块
	阳性

	++
	液体不甚透明，有可见凝集块
	阳性

	+
	液体浑浊，有小的颗粒状物
	阴性

	-
	液体浑浊，无凝集现象
	阴性


C.3 ExPEC的O抗原的试管凝集试验
经过玻板凝集试验初步筛选可能的O血清型，然后通过试管凝集试验确定其O血清型。定型标准为血清的试管凝集价≥1:640。其步骤如下：
C.3.1 O抗原单因子定型血清的稀释：采取倍比稀释法。取洁净试管8支并标记，每支试管用移液器加入0.5mL 0.5%石炭酸生理盐水。用移液器吸取1:10稀释的大肠杆菌抗O因子血清0.5mL加入第1管，在管内反复吹打6~8次，使血清与生理盐水充分混合，然后吸取0.5mL加入第2管，同样混合均匀后吸取0.5mL加入第3管，重复上次操作，直至第7管，混匀后从第7管中吸取0.5mL弃去。第8管不加血清作为对照。此时从第1管到第7管的血清稀释倍数分别是1:20，1:40，1:80，1:160，1:320，1:640，1:1280。
C.3.2 加入抗原：向各支试管中分别加入0.5mLO抗原，此时血清稀释倍数相应增大一倍。
C.3.3 抗原抗体反应：将各管混合液震荡摇匀，置于37℃水浴锅4h或在室温中过夜，观察结果。
C.3.4 结果判定：
（ⅰ）生理盐水对照管中的抗原应分散，无凝集块沉淀，并呈混浊悬液。
（ⅱ）试验管如有凝集，管底可见到凝集块，液体上部澄清、半澄清或混浊度降低，管底凝集块轻摇即浮起，呈片块状。
（ⅲ）凝集强弱判断（以“＋”表示）：确定抗体凝集效价时，应以出现“＋＋”（50%）凝集现象的最高血清稀释度为抗血清的凝集价。
“＋＋＋＋”液体完全透明，100%凝集，管底出现大片的伞状沉淀，震荡时呈大片絮状，但可打碎成小絮片状。
“＋＋＋”液体几乎透明，75%凝集，管底有明显的伞状沉淀，震荡时呈小或大絮片状。
“＋＋”液体中等混浊，50%凝集，管底有中等量的伞状沉淀，震荡时呈小絮片状。
“＋”液体透明度不明显，25%凝集，管底有少许不明显的伞状沉淀。
“－”抗原抗体不凝集，液体混浊、无透明度，管底无伞状沉淀，但由于菌体自然下沉，管底中央出现圆点状沉淀，震荡时呈均匀混浊状态。




附录D
（资料性附录）
猪肠外致病性大肠杆菌系统进化群PCR鉴定
D.1 材料准备
D.1.1 主要仪器
PCR扩增仪、1.5mL离心管、0.2mLPCR反应管、水浴锅、高速冷冻离心机、电泳仪、凝胶成像系统、移液器、移液器吸管。
D.1.2 主要试剂
2×PCR Master Mix、超纯水、琼脂糖、10mg/ML溴化乙锭（EB）、TBE 缓冲液、上样缓冲液（10×Loading Buffer）、相对分子质量Marker（DL-2000）。
D.1.3 引物序列
猪肠外致病性大肠杆菌系统进化群PCR鉴定用引物见表D.1。
表D.1 猪肠外致病性大肠杆菌系统进化群PCR鉴定用引物
	检测基因
	引物名称
	引物序列（5'-3）
	片段长度（bp）

	chuA
	chuA-F
chuA-R
	GACGAACCAACGGTCAGGAT
TGCCGCCAGTACCAAAGACA
	279

	yjaA
	yjaA-F
yjaA-R
	TGAAGTGTCAGGAGACGCTG
ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC
	211

	TspE4.C2
	TspE4.C2-F
TspE4.C2-R
	GAGTAATGTCGGGGCATTCA
CGCGCCAACAAAGTATTACG
	152


D.2 操作步骤
D.2.1 ExPEC基因组DNA的提取
采用煮沸法。即取1mL培养20h的新鲜菌液加入1.5mL离心管中，以12000r/min离心5min，弃上清液，加入50µL超纯水混均，置沸水中煮沸10min，之后冰浴5min，再煮沸5min，以12000r/min离心5min，取上清液即为DNA模板。
D.2.2 ExPEC的系统进化群分群基因PCR扩增
检测过程应同时做阳性和阴性空白对照。阳性对照模板为A、B1、B2、D群大肠杆菌，阴性空白对照为灭菌超纯水。
PCR反应体系：总体积为25 µL，其中含有12.5 µL的2×Taq PCR Master Mix，10 μmol/L上、下游引物各1 µL，1 μg/L DNA模板2 µL，灭菌超纯水8.5 µL。
PCR反应程序：预变性94℃ 5min ；变性94℃ 45s，退火60℃ 45s，延伸72℃ 50s，循环35次；72℃终延伸5min。
D.2.3 PCR扩增产物电泳检测
用100ML 1×TAE缓冲液制备1.0%琼脂糖凝胶，加入5µL10mg/ML EB。
取5μL PCR扩增产物与1μL 10×Loading Buffer混合后加入点样孔进行电泳，电压100V，电流100A，电泳30min。用凝胶成像仪观察、拍照、记录电泳结果。
D.2.4 ExPEC的系统进化群分分群结果判定
利用PCR扩增基因chuA、yjaA和DNA片段TsqE4.C2对ExPEC进行系统进化群划分，主要分为A群、B1群、B2群和D群。大肠杆菌系统进化群分类见图D.1。ExPEC系统进化群分群基因PCR扩增结果电泳图见图D.2。
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图D.1 大肠杆菌系统进化群分类图
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图D.2  ExPEC系统进化群分群基因PCR扩增结果
M：Marker DL2000  1：chuA  2：yjaA  3：TspE4.C2
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