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新疆地区奶牛乳腺炎肺炎克雷伯菌的分离鉴定
与耐药性分析
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摘 要： 旨在了解新疆地区奶牛乳腺炎肺炎克雷伯菌的流行情况与耐药特性。本研究从新疆奶牛集约化养殖集中

的 9 个地区采集 15 个规模奶牛养殖场奶牛 2 083 份临床乳腺炎和隐性乳腺炎奶样，对样品中的肺炎克雷伯菌进行

分离培养、革兰染色，并采用 PCR 及 16S rRNA 测序进行鉴定，对分离菌株采用微量肉汤稀释法检测耐药情况。结

果表明，从奶样中分离出 266 株肺炎克雷伯菌，分离率为 12. 8%（266/2 083），临床乳腺炎和隐性乳腺炎奶样肺炎克

雷伯菌分离率无显著差异（P>0. 05）。采用微量肉汤稀释法测定 266 个分离株对 16 种抗菌药物的敏感性及产超广

谱 β-内酰胺酶（ESBLs）情况，结果显示分离株对四环素、头孢噻呋、头孢吡肟、头孢噻肟和头孢唑林的耐药率较高

（23. 7%~41. 0%）。16. 9%（45/266）的分离株为多重耐药菌，6. 4%（17/266）的分离株产 ESBLs。结果提示，新疆

15 家规模化奶牛场乳腺炎肺炎克雷伯菌平均分离率在全国处于相对较低水平。分离株对四环素和头孢类抗菌药

物具有较强的耐药性，本研究为掌握奶牛乳腺炎肺炎克雷伯菌的流行特征及指导临床用药提供了依据。
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Abstract： The purpose of this study was to understand the prevalence and drug resistance 
characteristics of Klebsiella pneumoniae in dairy cow mastitis in Xinjiang.  Two thousand and eighty-
three milk samples of dairy cows with clinical mastitis or subclinical mastitis were collected from 
15 large-scale dairy farms in 9 areas of intensive dairy farming in Xinjiang.  Klebsiella pneumoniae in 
the samples was isolated and cultured， Gram stained.  PCR and 16S rRNA sequencing were 
conducted to identified the isolated strains， and the drug resistance of the isolated strains was detected 
by micro-broth dilution method.  The results showed that 266 strains of Klebsiella pneumoniae were 
isolated from the milk samples， and the isolation rate was 12. 8% （266/2 083）. There was no 
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significant difference in the isolation rate of Klebsiella pneumoniae between clinical mastitis and 
subclinical mastitis （P>0. 05）.  The sensitivity of 266 isolates to 16 antimicrobial agents and the 
production of extended-spectrum β -lactamases （ESBLs） were determined by broth microdilution 
method.  The results showed that the resistance rates of the isolates to tetracycline， ceftiofur， 
cefepime， cefotaxime and cefazolin were high （23. 7%-41. 0%）.  And 16. 9% （45/266） of the 
isolates were multidrug-resistant bacteria， and 6. 4% （17/266） of the isolates produced ESBLs.  The 
results suggest that the average separation rate of mastitis Klebsiella pneumoniae in 15 large-scale 
dairy farms in Xinjiang is at a relatively low level in the whole country.  The isolated strains had strong 
resistance to tetracycline and cephalosporin antibiotics.  This study provided a basis for mastering the 
epidemiological characteristics of Klebsiella pneumoniae in dairy cow mastitis and guiding clinical 
medication.
Keywords： dairy cow mastitis； Klebsiella pneumoniae； isolation and identification； drug resistance 
characteristics
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奶牛乳腺炎是造成奶牛产业重大经济损失的

疾病之一，不仅可导致奶牛产奶量下降、奶品质降

低和淘汰率升高，还可能通过乳制品危害人的健

康［1-2］。 肺 炎 克 雷 伯 菌（Klebsiella pneumoniae， 
Kpn）是一种重要的条件性人畜共患病原菌，广泛存

在于自然界中，可引起人和动物的肺炎、脑膜炎、脓

肿等多种疾病［3］。近年来，由于 Kpn 感染而引起奶

牛乳腺炎不断被报道，已经成为引起奶牛乳腺炎的

重要病原菌［4］。目前尚未见新疆地区规模化牛场奶

牛乳腺炎 Kpn 的相关报道，为了解新疆地区规模化

牛场奶牛乳腺炎 Kpn 的流行、耐药及生物被膜形成

能力等情况，本研究从新疆奶牛集约化养殖集中的

地区采集规模奶牛养殖场奶牛乳腺炎奶样，拟对样

品 中 的 Kpn 进 行 分 离 培 养 、革 兰 染 色 、PCR 及

16S rRNA 测序鉴定，对分离菌株采用微量肉汤稀

释法检测耐药情况，采用结晶紫染色法对 Kpn 生物

被膜形成能力进行评价，为本地区奶牛乳腺炎 Kpn
的防治提供参考。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

1. 1. 1　样品来源　　2021 年 12 月—2024 年 6 月，

样品来源于新疆乌鲁木齐市 2 家、昌吉回族自治州

4 家、石河子市 3 家、克拉玛依市 1 家、塔城地区 1 家、

伊犁哈萨克自治州 1家、巴州1家、阿克苏地区1家以及

喀什地区1家共15家规模化奶牛场。这 15家规模化奶

牛场均参加每月 1次的奶牛生产性能测定（Dairy Herd 
Improvement，DHI），牛奶样品的体细胞计数由新疆

畜牧科学院奶业研究所 DHI 测定中心完成，隐性乳

腺炎判断参照 NY/T 800—2004 生鲜牛乳中体细胞

的测定方法和 NY/T 2692—2015 奶牛隐性乳房炎

快速诊断技术，无肉眼可见的病理变化，乳汁中体

细胞数高于 50 万个·mL-1。临床乳腺炎判断依据

主要为：体温升高、乳房红肿疼痛、奶中混有血液和

凝乳块等。奶牛场常用治疗药物包括头孢噻呋、头

孢唑啉、头孢喹肟、阿莫西林/克拉维酸钾、四环素、

林可霉素、氟苯尼考、卡那霉素、庆大霉素、复方新

诺明等（表 1）。从 15 家规模化奶牛场采集奶牛乳腺

炎奶样 2 083 份，其中隐性乳腺炎 1 755 份，临床乳

腺炎 328 份。

1. 1. 2　主要试剂　　本章研究使用的主要试剂

为：麦康凯肌醇阿东醇羧苄青霉素琼脂及配套羧苄

青霉素（MIAC，20220123）、胰酪大豆琼脂（TSA，

20221109）、胰 酪 胨 大 豆 肉 汤 培 养 基（TSB，

20221210）为青岛海博生物技术有限公司产品；1%
结晶紫染色液（20220427）、革兰染色液（20220528）
为北京索莱宝科技有限公司产品 ；2×PCR Mix
（AM6061791A）、DNA Marker（AM91913）为宝日

医生物技术（北京）有限公司产品；非苛养菌耐药性

检测试剂盒（240106-B028，一诺康科技发展有限公

司）；电镜固定液（CR2307065，武汉赛维尔生物科技

有限公司）；琼脂糖（111860，Biowest）；标准菌株

Kpn ATCC 700603、大肠杆菌 ATCC 25922 为中国

工业微生物菌种保藏管理中心产品。

1. 1. 3　主要仪器与设备　　本研究使用的主要仪

器设备有：PCR 仪（Veriti 96 well，购自美国 ABI）、
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凝 胶 成 像 系 统（GelDoc Go，Bio-Rad）、电 泳 仪

（JY600C，北京六一生物科技有限公司）、透射电镜

（HT7700，HITACHI 公 司）、显 微 镜（EVOS XL 
Core，赛默飞世尔科技公司）、电子天平（FA2104N，

上海精密科学仪器公司）、生物安全柜购（HFsafe-
1200LC，上海力申科学仪器公司）、麦氏比浊仪

（Phoenix 100，BD 公司）、超低温冰箱（DW-86L386，
海 尔 集 团）、高 压 蒸 汽 灭 菌 器（HVE-50，日 本

HIRAYAMA）、恒温振荡培养箱（THZ-92B，上海

博讯医疗生物仪器公司）、恒温培养箱（BPC-250F，

上海一恒科学仪器有限公司）、纯水仪（Master-
RUV，上海和泰仪器公司）。

1. 2　方法

1. 2. 1　肺炎克雷伯菌的分离鉴定

1. 2. 1. 1　牛奶样品的采集：采样时先用温水清洗

乳房，然后用 5% 聚维酮碘对乳腺炎奶牛乳头药浴

消毒，在每次清洗或消毒乳头后均用清洁纸巾擦

干，弃前 3 把乳汁，无菌取患有乳腺炎乳区的奶共

80 mL 左右于 100 mL 离心管，车载冰箱 4 ℃保存运

输至实验室。

1. 2. 1. 2　细菌的分离培养纯化：用无菌棉拭子蘸取奶

样品在MIAC选择培养基上进行划线，置 37 °C培养箱

中培养 18~24 h，观察菌落生长、形态、显色情况。用接

种环挑选紫红色、光滑、湿润、圆凸、有沉淀环的单一菌

落，划线接种于TSA平板上进行纯化培养。

1. 2. 1. 3　革兰染色及镜检：取一张洁净载玻片，滴

加 1 滴无菌生理盐水，用无菌接种环挑取 TSA 平板

上的单菌落在生理盐水中均匀涂开，将载玻片于酒

精灯火焰处加热至烤干水分，使细菌固定在载玻片

上。按照革兰染色液试剂盒说明书中初染、媒染、

脱色、复染四个步骤进行革兰染色，晾干后在 10×
100 倍显微镜下观察细菌形态。

1. 2. 1. 4　肺炎克雷伯菌的 PCR 及 16S rRNA 基因

测序鉴定：DNA 模板制备。采用煮沸法提取分离菌

株的 DNA。在生物安全柜中将形态学符合 Kpn 的

菌株接种于装有 5 mL TSB 液体培养基的试管中，

在 37 ℃、300 r·min-1 条件下恒温震荡培养 18~24 h
进行增菌。吸取 1 mL 的浑浊增菌液于 1. 5 mL 离心

管中，放入离心机中 10 000 r·min-1离心 5 min，弃去

上清溶液，吸取 200 μL 无菌水使离心管中的沉淀悬

浮 ，100 ℃ 煮 沸 10 min，冰 浴 5 min，于 离 心 机 中

12 000 r·min-1 离心 5 min，收集上清溶液作为样本

的 DNA 模板，-20 ℃保存备用。

Kpn PCR 鉴定。参考文献已有引物序列合成

Kpn 特异性基因溶血酵素基因（khe）引物及 16S 
rRNA（表 2）［5-6］，引物由生工生物工程（上海）股份

有限公司合成。以提取的样品 DNA 为模板进行

PCR 扩增，PCR 反应体系按说明书配制。khe 基因

及 16S rRNA 扩增反应条件：预变性均为 95 ℃ ，

5 min；变性均为 95 ℃，30 s；退火分别为 60 ℃，30 s
和 53℃，30 s；延伸分别为 72 ℃，30 s 和 72 ℃，90 s；
均为 35 个循环；总延伸均为 72 ℃，10 min。

RCR 反应结束后经 1. 5% 琼脂糖凝胶电泳检测

PCR 扩增产物，照胶记录 PCR 反应结束后经 1. 5%
琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 扩增产物。将 PCR 阳性

产物送至生工生物工程（上海）股份有限公司测序。

测 序 结 果 经 NCBI 网 站 上 的 BLAST 数 据 库

（https：//blast. ncbi. nlm. nih. gov）比对，同源性大于

99. 0% 的结果即判定为该菌株的鉴定结果。

1. 2. 1. 5　菌种保藏：取 PCR 鉴定阳性的 Kpn 菌液

600 μL 和 600 μL 的 50% 甘油生理盐水混合液到冻

存管中，混匀，于-70 ℃超低温冰箱冻存备用。

1. 2. 2　肺炎克雷伯菌分离株药物敏感性的检测　

　　根据美国临床和试验标准化协会（Clinical and 
Laboratory Standards Institute，CLSI）推荐的微量肉

汤稀释法，采用商业化的非苛养菌耐药性检测试剂

盒测定 Kpn 对 16 种常见抗菌药物的最小抑菌浓度

（Minimum inhibitory concentration，MIC）。同时以

表 2　引物序列及片段大小

Table 2　Primer sequence and fragment size

引物
Primer
Kpn 的溶血酵素基因（khe）

16S rRNA

引物序列（5'→3'）
Primer sequences （5'→3'）

F： TGATTGCATTCGCCACTGG
R： GGTCAACCCAACGATCCTG

16S-27F： AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
16S-1492R： GGTTACCTTGTTACGACTT

产物/bp
Product

428

1 466

467
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Kpn ATCC 700603 和大肠杆菌 ATCC 25922 作为

质控菌株。菌液制备：直接挑取 TAS 培养基上纯新

鲜菌落，均匀悬浮于 3 mL 样本稀释液中，将菌液浓

度调整到 0. 5 麦氏浓度（McFarland，McF）待用。阴

性对照孔制备：将配套使用的 12 mL M-H 显色肉汤

缓慢倾倒于 V 型无菌槽内，用移液器吸取 100 μL 参

照稀释范围表加入阴性对照孔中。菌液稀释：再使

用 V 型槽内 M-H 显色肉汤按照 1∶200 的比例稀释

上述 0. 5 McF 菌液，轻轻晃动 V 型槽并使用多道移

液器使菌液充分混匀。接种：用微量移液器按照

100 μL·孔-1的量将稀释好的菌液加入到药敏板中，

使菌液最终接种浓度约为 5×105 CFU·mL-1，接种

时需从药物低浓度至高浓度依次加入。孵育条件：

菌液接种完成后，将药敏板置于 35 ℃恒温箱中孵

育。孵育时间：16~20 h；判读标准：凡有细菌生长

的小孔中，孔内呈弥散状浑浊或小孔底部有圆形沉

淀；在无细菌生长的孔内所含最低抗菌药物浓度即

为 MIC；判定标准：多黏菌素参考中国专家共识，

MIC≤2 μg·mL-1判断为敏感［7-8］，其余 15 种抗菌药

物折点参考 CLSI M100-S31 抗微生物药物敏感性

试验执行标准，具体见表 4。对≥3 类药物耐药的菌

株 定 义 为 多 重 耐 药 菌 株（multi-drug resistant，
MDR）；对常用抗菌药物几乎全部耐药，革兰阴性杆

菌仅对黏菌素和替加环素敏感定义为泛耐药菌株

（Extensively drug-resistant，XDR）；对所有药物耐药

的菌株定义为全耐药菌株（Pandrug-resistant，PDR）。

1. 2. 3　 ESBLs 表 型 的 筛 选　　 根 据 CLSI 标 准

（2022），采用微量肉汤稀释法测定头孢他啶、头孢

他啶/克拉维酸、头孢噻肟、头孢噻肟/克拉维酸对

菌株的 MIC。根据单独用药和联合用药的 MIC 来

确定其是否为产 ESBLs 菌株。若细菌单独用药的

MIC 和联合用药的 MIC 相差 3 倍，即可认定为产

ESBLs 菌株（如，头孢他啶 MIC=8 μg·mL-1，头孢

他啶/克拉维酸的 MIC=1 μg·mL-1）。

1. 2. 4　 数 据 分 析　　 采 用 IBM SPSS Statistics 
26. 0 进行数据分析。单因素分析采用卡方检验或

Fisher 精确检验，P<0. 05 为差异显著，P>0. 05 差

异不显著。

2　结 果

2. 1　肺炎克雷伯菌在培养基上菌落形态

Kpn 在 MIAC 培养基上呈红色、光滑、湿润、圆

凸、有沉淀环、黏液状的菌落；在 TSA 培养基上呈半

透明、浅白色、光滑、圆凸、表面湿润、黏液状的菌落。

2. 2　革兰染色镜检

从平板上挑取疑似菌落进行革兰染色，染色结

果显示：Kpn 为革兰阴性菌，显微镜下呈红色短杆

菌，单个、成双或短链状排列，有荚膜，无芽孢。

2. 3　肺炎克雷伯菌 khe及 16S rRNA PCR鉴定结果

以分离菌株基因组 DNA 为模板，PCR 扩增

Kpn khe 基因，扩增产物经琼脂糖凝胶电泳，结果显

示，400 bp 与 500 bp 之间可见 khe 基因预期（428 bp）
的条带，初步证实菌株为 Kpn。用细菌 16S rRNA
通用引物 PCR 扩增的产物经琼脂糖凝胶电泳可见

一条约 1 466 bp 的条带，对 PCR 产物进行 Sanger 测
序 ，结 果 无 重 叠 峰 ，NCBI-blast 结 果 显 示 ，与

GenBank 数据库中的 Kpn 参考株核苷酸同源性在

99. 0% 以上，进一步确定 266 株分离株为 Kpn。
2. 4　肺炎克雷伯菌分离率

从新疆 9 个地州（市）的 15 个奶牛规模养殖场

采集了 2 083 份乳腺炎奶样，根据 2. 3 Kpn khe 基因

及 16S rRNA PCR 鉴定和测序分析结果，从 266 份

Kpn 阳 性 奶 样 中 分 离 出 266 株 Kpn，分 离 率 为

12. 8%（表 3）。其中隐性乳腺炎奶样 1 755 份，分离

出 217 株 Kpn，分离率为 12. 4%；临床乳腺炎奶样

328 份，分离出 49 株 Kpn，分离率为 14. 9%，隐性乳

腺炎和临床乳腺炎牛的乳汁中分离率没有显著性

差异（P>0. 05）。B 场（21. 8%）和 I 场（21. 6%）的

Kpn 的流行率显著高于其他养殖场（P<0. 05）。

2. 5　肺炎克雷伯菌分离株对 16种抗生素的敏感性

采用微量肉汤稀释法测定了 Kpn分离株对 16种

抗生素的敏感性，药敏试验结果显示，266 株 Kpn 分

离株对 16 种抗生素呈现了不同程度的耐药和敏感

（表 4）。耐药性抗菌药物中，四环素的耐药率最高，

耐药率为 41. 0%，其次为头孢噻呋耐药率 28. 9%，

头孢吡肟耐药率 28. 2%，头孢噻肟耐药率 26. 3%，

头孢唑林耐药率 23. 7%。敏感性抗菌药物中，美罗

培南敏感率最高，敏感率 96. 6%，其次为庆大霉素

91. 7%，头孢西丁 89. 1%，氯霉素 88. 0%，替加环素

86. 1%。临床乳腺炎 Kpn 分离株耐药性高于隐性

乳腺炎 Kpn 分离株，差异不显著（P>0. 05）。

266 株 Kpn 分离株中，45 株菌为 MDR 菌株，多

重耐药率 16. 9%，未发现 XDR 和 PDR 菌株。在多

药耐药菌株中，3 耐到 12 耐均有分布，其中 3 耐占比

最高，为 10. 2%；其次为 7 耐和 6 耐，占比分别为

9. 8%、7. 5%。

468



1 期 蔡扩军等：新疆地区奶牛乳腺炎肺炎克雷伯菌的分离鉴定与耐药性分析

2. 6　产 ESBLs肺炎克雷伯菌的流行情况

对 266 株 Kpn 分离株进行 ESBLs 测定试验，共

筛选出 17 株产 ESBLs 的 Kpn，阳性率 6. 4%；非产

ESBLs的 Kpn 249 株。

3　讨 论

Kpn 是一种常见的条件性人畜共患病原菌，广

泛分布于世界各地的自然界中，是院内感染的第二

大病原菌，当人和动物的免疫力下降时，该菌在体

内大量增殖，导致肺炎、脑膜炎、尿道感染、肝脓肿

等多种组织脏器的炎症及血流感染［9］。近年来由

Kpn 引起的奶牛乳腺炎不断被报道，感染奶牛引起

的临床乳腺炎通常表现为乳房肿胀、发烧、食欲不

振、产奶量大幅下降，持续时间长，治疗效果差，淘

汰率高，给奶牛养殖业带来了严重的经济损失［10］。

新疆地区规模奶牛场奶牛乳腺炎 Kpn 的流行病学

信息未见报道，因此，在本地区开展规模奶牛场乳

腺炎 Kpn 的分离鉴定、耐药分析具有重要意义。

3. 1　新疆地区奶牛乳腺炎肺炎克雷伯菌的分离率

与流行病学特征

吴香云［11］对湖北省 5 个奶牛场流调结果显示，

隐性乳腺炎和临床乳腺炎牛的乳汁中 Kpn 的分离

率分别为 24. 5% 和 25. 4%。买尔哈巴·吾斯曼［12］从

北京、天津、广东、湖北、江苏、山东、宁夏、安徽、河

北、福建、河南、云南、浙江、甘肃地区的  495 份奶牛

乳腺炎样品中，分离鉴定了 131 株 Kpn，分离率为

26. 46%。吴欣悦［13］在苏北地区 4 个牧场奶牛乳腺

炎中 Kpn 的分离率为 15. 53%。曹菲菲［14］在福建、

江苏、广东、河北、安徽、山西、内蒙古和浙江地区 11个

规模化牧场中乳腺炎中 Kpn 为 14. 55%。冯小慧

表 3　不同奶牛场肺炎克雷伯菌分离情况

Table 3　Isolation of Klebsiella pneumoniae from different dairy farms

地区
Region

乌鲁木齐市
Urumqi

昌吉回族自治州
Changji Hui Autonomous
Prefecture

石河子市
Shihezi

克拉玛依市
Karamay
伊犁哈萨克自治州
Ili Kazakh Autonomous
Prefecture
塔城地区
Tarbagatay Prefecture
巴州
Bayingolin Mongolian 
Autonomous Prefecture
阿克苏地区
Aksu Prefecture
喀什地区
Kashgar Prefecture
总计
Total

养殖场编号
Farm number

A
B
C
D
E
F
G
H
I
J

K

L

M

N

O

养殖规模/头
Breeding scale

1 600
850

5 400
4 200
3 500
1 100
2 600
1 800
1 100
3 500

1 200

3 000

1 400

1 800

2 100

35 150

隐性乳腺炎分离率
Isolation rate of

subclinical mastitis
14. 6%（14/96）
22. 4%（19/85）
8. 6%（14/162）

10. 0%（21/210）
7. 9%（11/140）
12. 1%（12/99）

11. 5%（15/130）
13. 0%（14/108）
21. 6%（19/88）

10. 0%（14/140）

16. 7%（16/96）

10. 7%（16/150）

13. 3%（13/98）

13. 3%（12/90）

11. 1%（7/63）

12. 4%（217/1755）

临床乳腺炎分离率
Isolation rate of
clinical mastitis
18. 8%（3/16）
20. 6%（7/34）
7. 4%（2/27）

11. 8%（2/17）
11. 4%（4/35）
20. 0%（2/10）
15. 0%（3/20）
11. 1%（2/18）
22. 2%（2/9）

17. 9%（5/28）

25. 0%（3/12）

16. 7%（5/30）

14. 3%（3/21）

11. 1%（4/36）

13. 3%（2/15）

14. 9%（49/328）

总分离率
Total

isolation rate
15. 2%（17/112）
21. 8%（26/119）
8. 5%（16/189）

10. 1%（23/227）
8. 6%（15/175）

12. 8%（14/109）
12. 0%（18/150）
12. 7%（16/126）
21. 6%（21/97）

11. 3%（19/168）

17. 6%（19/108）

11. 7%（21/180）

13. 4%（16/119）

12. 7%（16/126）

11. 5%（9/78）

12. 8%（266/2083）
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等［15］分离鉴定了上海和河北地区奶牛乳腺炎中

Kpn，分离率分别为 18% 和 14%。杜琳等［16］为了解

我国部分地区奶牛乳腺炎克雷伯氏菌的流行及耐

药情况，从内蒙古、河北、黑龙江、上海和山东等省

市自治区的 497 份乳腺炎奶样中分离出 46 株克雷

伯氏菌，分离率为 9. 26%，且分离菌株具有较高的

耐药性。石玉祥等［17］从河北省某大型奶牛养殖场

无菌采集患乳腺炎奶牛的乳样 245 份，分离获得

45株奶牛乳腺炎源性 Kpn，分离率为 18. 4%。Cheng
等［18］从中国西部和南部 2 个大型奶牛场采集了临床

乳腺炎、隐性乳腺炎奶样及环境样品 1 354 份，Kpn
分离率分别为 34%、23% 和 37%。本研究自 2021
年 12 月—2024 年 6 月从新疆的乌鲁木齐市、昌吉回

族自治州、石河子市等 9 个地州市的 15 家规模奶牛

场共收集 2 083 份乳腺炎牛奶样品，分离出 266 株

Kpn，分离率为 12. 77%，高于杜琳等［16］研究结果，低

于以上其他人员研究结果中奶牛乳腺炎中 Kpn 的

分离率。另外，本研究中 15 家牧场奶牛乳腺炎 Kpn
的检出率也不同，B 牧场和 I 牧场高于其他牧场。

Kpn 作为一种环境性病原菌，在环境中普遍存在，经

常从牧场环境、牛鼻拭子、肛拭子、乳头拭子和乳腺

炎牛奶样本中检测出来［4，19］，不同地区、不同牧场奶

牛乳腺炎 Kpn 的分离率不同，这可能与当地气候、

采样季节、牧场环境、饲养管理、卫生条件、养殖密

度有关［20］。本研究发现，奶牛临床乳腺炎和阴性乳

腺炎奶样 Kpn 流行率没有显著差异，一方面，可能

是由于本研究中大部分临床乳腺炎牛正处于用药

治疗期或恢复期，另一方面，Kpn 可能并不是引起奶

牛患发乳腺炎的唯一致病菌。虽然不同地区 Kpn
的分离率存在差异，但 Kpn 已经成为感染奶牛乳腺

导致炎症的重要病原菌之一，在牧场奶牛养殖过程

中，应做好环境、人员、用具的消毒工作，加强圈舍、

挤奶厅卫生管理，勤换垫料，控制 Kpn 感染与传播。

本研究中，新疆地区临床型乳腺炎和隐性乳腺

炎奶样中 Kpn 的分离率并无显著差异，这一结果提

示，应对这两种类型乳腺炎中其他常见病原菌展开

进一步探究。遗憾的是本研究主要聚焦于 Kpn，未
对样品中的大肠杆菌、停乳链球菌和乳房链球菌等

常见病原菌进行检测。这些细菌是奶牛乳腺炎中

广为人知的病原体，若在所研究的奶样中检测到这

些原菌，Kpn 有可能作为协同病原菌通过多种机制

与其他病原体协同。例如，它可能分泌某些物质改

变乳腺局部微环境，使其更有利于其他细菌的定植

和生长。或者它可能在分子层面与其他病原体相

互作用，比如共享毒力因子，或共同促进对宿主免

疫系统的逃避。若 Kpn 确实是协同病原菌，那么治

疗策略就不应仅针对 Kpn，还需考虑多种病原体的

综合影响。预防措施也应着重于破坏细菌间可能

存在的协同作用。因此，进一步研究多种致病菌的

协同作用及其对乳腺炎的影响，将有助于更全面地

理解乳腺炎的病因学，并为临床治疗和防控策略提

供科学依据。

3. 2　新疆地区奶牛乳腺炎肺炎克雷伯菌的耐药性

特征

近年来，Kpn 的耐药问题日益严重，一直威胁着

全球公共卫生健康。世卫组织建议将抗微生物药

物耐药性监测作为《抗微生物药物耐药性全球行动

计 划》的 关 键 部 分 。 根 据 中 国 细 菌 耐 药 监 测 网

（CHINET）公布的 2005—2023 年的监测数据，Kpn
的耐药性逐年上升，耐药谱逐渐变广，对亚胺培南

和美罗培南的耐药率从 2005 年 3% 和 2. 9% 增长到

2023 年的 29% 和 30%，增长了 10 倍。世界卫生组

织《2024 年细菌类重点病原体目录》中把耐第三代

头孢菌素类 Kpn 列为关键优先级重点病原体［21］。

人源 Kpn 通常对氨苄西林、碳青霉烯类、氟喹诺酮

类、氨基糖苷类、黏菌素或四环素耐药严重［22］。奶

牛乳腺炎需要兽用抗菌药物治疗，逐步导致 Kpn 耐

药菌株的出现，与人源 Kpn 的耐药谱有所差异。不

同国家和地区从奶牛中分离出的 Kpn 的抗菌药物

耐药性率有所不同［23］。从纽约州牛乳腺炎中分离

出的 Kpn 菌株对链霉素、四环素和庆大霉素的耐药

率分别为 29. 4%、5. 6% 和 4. 2%［24］。在欧洲和美国

的部分地区，从临床乳腺炎病例中分离出的菌株对

四 环 素（5. 6%~19. 5%）和 β -内 酰 胺 类 抗 生 素

（0%~6. 9%）的耐药性水平较低［23］。中国奶牛场

Kpn 对头孢喹肟、卡那霉素、头孢噻呋、多黏菌素 B
和四环素的耐药率为 10. 0%~32. 0%［25］。本研究

利用 CLSI 推荐的微量肉汤稀释法检测了 Kpn 对

8 类 16 种抗生素的耐药性，发现 Kpn 对四环素的耐

药性最高（41. 0%），高于其他国家感染 CM 奶牛的

Kpn 对四环素的耐药性［26-28］。头孢噻呋的耐药率

（28. 95%）高于中国部分大型奶牛群中分离的 Kpn
（21. 0%）［25］。Kpn 分离株对美罗培南高度敏感，这

可能是由于碳青霉烯类药物被严格禁止用于动物。

在新疆地区 15 家奶牛场中，不同地区的养殖场

由于养殖规模、管理制度、兽医建议以及成本考虑
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等因素，在奶牛乳腺炎治疗药物的选择上有所不

同，Kpn 分离株的耐药性也存在一定差异。头孢噻

呋、头孢唑啉和头孢喹肟作为 β-内酰胺类抗生素，

在多个奶牛场广泛应用。部分奶牛场长期且大量

使用头孢噻呋，在这些养殖场分离出的 Kpn 对头孢

噻呋的耐药率明显偏高。这表明持续高剂量使用

同一类型的头孢类药物，为细菌提供了强大的选择

压力，促使细菌通过产生 β-内酰胺酶等机制来抵抗

药物作用，从而导致耐药菌株的大量繁殖。相比之

下，一些偶尔轮换使用头孢唑啉和头孢喹肟的奶牛

场，肺炎克雷伯菌对头孢类药物的整体耐药性相对

较低，这说明合理轮换使用不同种类的头孢类抗生

素，可能有助于延缓耐药性的产生。选择用庆大霉

素的奶牛场只有 3 家，这 3 家 Kpn 分离株明显对庆

大霉素耐药。选择用链霉素的奶牛场有 6 家，而这

6 家 Kpn 分离株对链霉素耐药性明显较高。本研究

发现，新疆地区不同奶牛场的用药情况与 Kpn 耐药

性之间存在紧密联系。不合理、长期且大量使用单

一药物或同一类药物，会加速耐药性的产生；而合

理轮换用药、规范使用复方制剂以及适当控制用药

频率，有助于延缓 Kpn 耐药性的发展。

3. 3　新疆地区奶牛乳腺炎肺炎克雷伯菌多重耐药

与产 ESBLs菌株的流行情况

MDR 细菌感染导致高死亡率，被 CDC 评为对

公共卫生的严重威胁。其中最关键的 MDR 细菌之

一就是 Kpn，能够“逃避”抗生素治疗的杀菌作用，其

治疗非常具有挑战性［29］。Saddam 等［26］、Borin 等［27］

研究表明巴西、巴基斯坦部分地区奶牛源 Kpn 的

MDR 率为 7. 7%、44. 4%。冯小慧等［15］于 2017 年对

上海、河北地区奶牛乳腺炎 Kpn 分离鉴定及耐药性

分析药敏试验结果表明，分离得到的 Kpn 对临床常

用的抗生素存在不同程度的耐药性，MDR 菌株占

53. 13%。本研究中 MDR 率为 16. 92%，多药耐药

集中在 3 耐、6 耐和 7 耐，介于以上研究结果之间。

不同养殖场奶牛乳腺炎 Kpn 的耐药谱型与耐药程

度存在差异，这与不同地区、不同养殖场用药不同

有关，加上对抗菌药物的过度使用，对 Kpn 产生了

选择性压力，可能导致 MDR 菌株的出现。MDR 菌

株可以通过奶、粪便、污水等进行传播、扩散，严重

危害公共卫生安全，所以牧场应该科学合理使用抗

菌药物，在确诊的基础上，选用具有较高敏感性的

抗菌药物，在提高治疗效果降低经济成本的同时，

遏制耐药菌株的产生。

革兰阴性菌及少数革兰阳性菌对 β-内酰胺类

抗生素耐药的最重要机制是产生各种 β-内酰胺酶。

根据 β-内酰胺酶的底物、生化特性及是否被酶抑制

剂所抑制的功能分类法，其将 β-内酰胺酶分为青霉

素酶、ESBLs、头孢菌素酶（AmpC 酶）和碳青霉烯酶

等。产 ESBLs Kpn 的流行严重影响全球卫生健

康［30］。ESBLs 不仅表现出对第三代头孢菌素等大

多数 β-内酰胺类抗生素产生耐药，还对其他多种抗

菌药物呈现出多重耐药的表型，使临床常用抗菌药

物无法产生理想效果，增加病死率。本研究在 266株

分离株中共筛选出 17 株产 ESBLs 的 Kpn，检出率

为 6. 4%，与 Mariem 等［31］的研究结果（6/77，7. 79%）

相似，而低于 Yan 等［32］研究结果中的中国人源分离

株（438/2 774，15. 79%）。266 株 Kpn 对三代头孢头

抗生素孢他啶、头孢噻肟、头孢噻呋的耐药率分别

为 14. 3%、26. 3% 和 28. 9%，高于产 ESBLs Kpn 的

检出率，而检出 ESBLs 的 Kpn 全部对三代头孢抗生

素头孢他啶、头孢噻肟、头孢噻呋耐药，说明 Kpn 对

三代头孢抗生素的耐药机制除了 ESBLs 外，还存在

其 他 耐 药 机 制 ，如 Kpn 可 通 过 获 得 质 粒 介 导 的

AmpC 酶对三代头孢产生耐药性，还可通过产生碳

青霉烯酶水解三代头孢菌素。此外，外膜孔蛋白的

改变、主动外排系统、靶位点修饰、生物被膜的形成

也可使 Kpn 对三代头孢抗生素产生耐药性。

3. 4　新疆地区奶牛乳腺炎肺炎克雷伯菌防控建议

Kpn 作为条件性致病菌，其在奶牛乳腺炎中的

致病性可能与环境因素和宿主免疫状态密切相关。

圈舍卫生条件差、通风不良、湿度过高以及粪便污

染等因素可能为 Kpn 的繁殖和传播提供有利条件。

本研究中的养殖场 B 和 I，养殖环境相对较差，Kpn
的分离率相对较高，证实了这一点。此外，奶牛免

疫功能的强弱直接影响其对病原菌的抵抗力。免

疫抑制或免疫功能低下的奶牛更容易感染 Kpn，进
而发展为临床乳腺炎或隐性乳腺炎。因此，Kpn 导

致的乳腺炎可能是环境压力和宿主免疫状态共同

作用的结果。为了有效防控 Kpn 引起的奶牛乳腺

炎，建议采取以下措施：一是改善圈舍卫生条件，定

期清理圈舍，确保通风良好，减少湿度和粪便污染，

降低病原菌的滋生和传播风险；二是加强奶牛营养

管理，提供均衡的饲料，确保奶牛摄入足够的维生

素和矿物质，增强免疫功能；三是定期健康监测，通

过定期检测奶牛的乳腺健康状况，及时发现隐性乳

腺炎，并采取针对性治疗措施；四是合理使用抗菌
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药物，根据药敏试验结果，科学使用抗生素，避免滥

用导致耐药性增加。同时，探索替代疗法，如益生

菌、中草药等，以减少抗生素依赖。

4　结 论

本研究从新疆地区 15家规模化奶牛场的 2 083份

乳腺炎奶样中分离出 266 株肺炎克雷伯菌，分离率

为 12. 8%。药敏试验结果显示，分离株对四环素耐

药率最高（41. 0%），对头孢噻呋、头孢吡肟、头孢噻

肟 和 头 孢 唑 林 的 耐 药 率 为 23. 7%~28. 9%。

16. 9% 的菌株为多重耐药，6. 4% 的菌株产超广

谱 β-内酰胺酶。结果表明，新疆地区奶牛乳腺炎

源肺炎克雷伯菌的分离率处于国内相对较低水

平，但耐药性问题需密切关注，尤其对四环素和

头孢类药物的耐药情况。本研究为当地奶牛乳

腺炎肺炎克雷伯菌的防控和临床合理用药提供

了依据。
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