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摘)要!目的)研究食物中毒沙门菌分离株的分子生物学特征!结合耐药表型!分析菌株间的同源性及耐药关系!

为预防控制食源性疾病发生和临床治疗提供科学依据$ 方法)对分离自 +*’’*+*’? 年石家庄市食物中毒食品或

标本的 8* 株沙门菌进行药敏检测!并采用脉冲场凝胶电泳"1FT,#进行分子分型!运用 .IZSVGN_IN0软件分析菌株

之间的流行病学关系$ 结果)8* 株食源性沙门菌经 %./ ;酶切可分为 ’’ 种带型!药敏结果呈现多重耐药趋势$

结论)石家庄市食源性沙门菌呈高度散发%多重耐药的特点!特别是优势血清型肠炎沙门菌耐药性较明显!提示应

加强沙门菌耐药性监测$
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))沙门菌是世界范围内最重要的食源致病菌之
一 )’$+* "也是我国食源性疾病的主要病原体之一 )7* (
据统计"石家庄地区细菌性食物中毒事件中"沙门

菌占第三位 )8* "且自 +*’* 年来有增多的趋势"呈聚
集性暴发 )&* ( 沙门菌感染至今尚无可靠有效的疫
苗可以预防"对重症患者的治疗主要依靠抗菌药
物( 但近年来由于抗菌药物的不合理使用"沙门菌
出现了多重耐药现象( 有监测数据 )?*显示"沙门菌
属的多重耐药率已从 +* 世纪 (* 年代的 +*f增加
到本世纪初的 :*f"并出现对喹诺酮类 ):$’**及三代
头孢 )6"’*$’’*耐药的现象"致使临床治疗中抗生素的
用药量和种类增多’疗程增加"增加了病人的经济
负担"因此掌握和分析沙门菌的流行病学特征和耐
药性规律"对临床抗感染治疗及公共卫生监控有重
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要意义( 本研究对 +*’’!+*’? 年石家庄市引起感
染性腹泻病例的沙门菌"进行抗菌药物敏感性分析
以及脉冲场凝胶电泳#1FT,$分型研究(

’)材料与方法
’@’)材料
’@’@’)菌株来源

收集 +*’’!+*’? 年石家庄市辖区内 ’7 起食物
中毒食品样品或标本中检测到的 8* 株沙门菌"其中
’+ 株来源于中毒食品"+6 株来源于中毒患者吐泻
物( 采集菌株时已进行了血清分型"经统计"8* 株
沙门菌共分 : 个血清型"其中肠炎沙门菌 ’: 株’胥
瓦增格隆沙门菌 ’* 株’都柏林沙门菌 8 株’乙型副
伤寒沙门菌 7 株’圣保罗沙门菌 7 株’鼠伤寒沙门菌
+ 株’依麦克沙门菌 ’ 株( 1FT,试验用分子量标准
对照菌株为沙门菌 5(6’+"由中国疾病预防控制中
心传染病预防控制所提供(
’@’@+)主要仪器与试剂

.9[EZNLIY’** 全自动细菌鉴定>药敏系统#美
国 .9$"旋转式恒温振荡器"!5,F%=11,2脉冲场
凝胶电泳仪’T,/#2凝胶成像仪均购自美国 .IZ$
2H‘( -NH\NGTZJ‘ 琼脂糖#美国!HĜ _NY$"%./ ;核
酸内切酶’蛋白酶 \均购自日本 "HaH_H(
’@+)方法
’@+@’)1FT,

参考国际食源性监测网 #1VJ0NSNP$ 的标准
1FT,方法 )’+* "用限制性内切酶 %./ ;酶切细菌基
因组(

挑取脑心浸液琼脂平板纯培养后的新鲜单个
菌落"无菌操作悬浮于 + GJ细胞悬浊液#!-.$中"
调整比浊值为 8@* j8@& 个麦氏单位"取 +** !J细
菌悬浊液加入 ’* !J蛋白酶 \#+* GM>GJ$混匀"加
入 +** !J提前预热好的 ’f -NH\NGTZJ‘ 琼脂糖和
’f十二烷基硫酸钠溶液"混匀后取 +** !J加入模
具( 胶块凝固后"放入 & GJ含有 +& !J蛋白酶 \
#+* GM>GJ$的细胞裂解液 #!/.$中"&8 h水浴摇
床"’?* _>GIL 孵育 + E( 用 ’& GJ提前预热至 &* h
的灭菌纯水洗胶块 + 次"每次 ’* GIL"再用 ’& GJ提
前预热至 &* h的 ",缓冲液洗胶块 7 次"每次
’& GIL( 用刀片将琼脂模块切成 7 GG左右的胶块"
浸入 +** !J%./ ;酶切缓冲液中"7: h缓冲 ’* GIL"
吸出酶切缓冲液"加入 +** !J8* U的 %./ ;酶切
液"7: h酶切 7 E( 将酶切后的胶块粘在梳子上制
胶"放入 1FT,仪上电泳( 电泳参数为%初始脉冲时
间 +@’? 0"最终脉冲时间 ?7@6 0"电压 ?@* e>CG"电
场夹角 ’+*t"电泳时间 ’6 E"温度 ’8 h( 电泳结束

后"将胶块放入 ’ !M>GJ溴化乙啶中染色 7* GIL"用
纯水脱色 ’ E"在凝胶成像分析系统中读胶成像( 获
得的 1FT,图像应用 .IZSVGN_IC0#eN_0IZL:@?$ 数
据库软件处理"识别图像条带( 根据每两个图像之
间的相似系数"用非加权配对算数平均法#U1T%=$
进行聚类"条带位置差异容许度# [Z0IPIZL PZJN_HLCN$
选择 *@6&f"优化值 #Z[PIGImHPIZL$选择 ’@&*f"对
分型图谱进行分析"绘出聚类分析图(
’@+@+)药敏试验

应用细菌鉴定>药敏系统进行药敏试验"+* 种
抗生素包括阿米卡星#=%\$’庆大霉素#T,S$’亚
胺培南#;1%$’美罗培南#%,%$’头孢唑林#!FX$’
头孢他啶 #!=X$’ 头孢噻肟 #!"#$’ 头孢吡肟
#F,1$’氨曲南#="%$’氨苄西林#=%1$’哌拉西林
#12/$’阿莫西林$克拉维酸#=%!$’氨苄西林$舒巴
坦#-=%$’哌拉西林$他唑巴坦 #"X1$’多粘菌素
#!"$’复方新诺明 # -#"$’氯霉素 #!$’环丙沙星
#!;1$’左氧氟沙星#/,e$’四环素#",$(

+)结果
+@’)1FT,结果

聚类分析结果显示"8* 株沙门菌分为 ? 个簇共
’’ 个带型"菌株间相似性 ’**f视为同一 1FT,带
型"见图 ’( 同一血清型可出现不同的 1FT,带型%
肠炎沙门菌’都柏林沙门菌均有不同的 1FT,带型(
而不同血清型可出现相同的 1FT,带型%+ 株肠炎
沙门菌和 ’ 株都柏林沙门菌 1FT,带型相同"’ 株依
麦克沙门菌和 7 株乙型副伤寒沙门菌 1FT,带型相
同"6 株肠炎沙门菌和 + 株鼠伤寒沙门菌 1FT,带型
相同(

根据聚类结果发现"其中 8 起分别由胥瓦增格
隆沙门菌’乙型副伤寒沙门菌’肠炎沙门菌和圣保
罗沙门菌引起的食物中毒资料分析显示"’ 个月内
出现 7 株以上 1FT,带型和血清型均相同的沙门
菌"符合同一起暴发的一般规律( 同一起食物中毒
事件中"分别从患者标本及食品中分离出相同
1FT,带型的菌株"例如 +*’+ 年 8 月和 +*’+ 年 & 月
的肠炎沙门菌’+*’’ 年 ( 月的鼠伤寒沙门菌’+*’+
年 & 月的圣保罗沙门菌’+*’’ 年 8 月的都柏林沙门
菌"提示该次食物中毒事件的传染源可确定( 发生
在不同行政区’不同时间段的 7 起食物中毒事件"分
离出不同血清型的菌株"分别为 +*’+ 年 8 月和
+*’+ 年 & 月的肠炎沙门菌以及 +*’’ 年 ( 月的鼠伤
寒沙门菌"但 7 株菌株出现了相同的 1FT,带型"提
示这些菌株的来源很有可能是相同的"流行病学调
查研究应高度重视(
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注%耐药结果中黑色表示耐药"灰色表示中介&事件编码列用不同符号表示不同起食物中毒事件

图 ’)8* 株沙门菌 1FT,分型及耐药性检测结果
FIMV_N’)1FT,P][ILMZD8* F/*?)"5**/ HL‘ ‘_VM_N0I0PHLCNPN0P_N0VJP0

+@+)药敏结果分析
+@+@’)各抗生素耐药率

本研究中的 8* 株致病沙门菌药敏试验中"
=%\’T,S’!FX的耐药率均高达 ’**@*f#8*>8*$&
其次为 =%1和 12/"耐药率均为 &*@*f #+*>8*$&
其他抗生素耐药率依次为 -=%#8+@&f"’:>8*$’",
#:@&f"7>8*$’F,1#+@&f"’>8*$&其中 ;1%’%,%’
!=X’!"#’="%’=%!’"X1’!"’-#"’!’!;1’/,e均
为未见耐药菌株"见图 ’(
+@+@+)不同血清型药敏结果

本研究中"所有食源性沙门菌均为多重耐药菌
株"即对 7 类及 7 类以上抗生素耐药"均对 =%\’
T,S和 !FX耐药( 其中优势血清型肠炎沙门菌耐
药情况尤为严重"还对 =%1’12/和 -=%这 7 种抗
生素耐药&乙型副伤寒沙门菌还对 ",耐药"对 !为
中介&胥瓦增格隆沙门菌’圣保罗沙门菌’依麦克沙
门菌均只对 =%\’T,S和 !FX耐药( 本研究发现"
同一起食物中毒事件的相同血清型中"也会出现不
同的耐药谱型"如 +*’7 年 ? 月在开发区检测到的 8
株肠炎沙门菌"其中菌株 -WX+*’7\F’**8 与其他菌
株耐药谱存在差异(
+@7)沙门菌 1FT,及耐药谱型结果比较

8* 株沙门菌分为 ? 个簇"从上至下依次标记为=
jF簇"将1FT,型别与耐药谱进行比较"所有菌株均
呈多重耐药"见图 ’( 除 ,簇和 F簇外"其余分子簇
间菌株的耐药表型谱均不相同( 8* 株沙门菌耐药检
测结果共分为 & 种耐药谱型"其中相同耐药谱的菌

株"聚类结果可显示为多种不同来源( 相同的 1FT,
带型菌株中也可以出现不同的耐药谱"例如依麦克沙
门菌 -WX+*’+\F’**’ 与相同 1FT,带型其他菌株间
耐药 谱 不 同" 同 一 1FT,带 型 的 肠 炎 沙 门 菌
-WX+*’7\F’**8 与 -WX+*’7<5’**’ 耐药谱不同(

7)讨论
根据,中华人民共和国传染病防治法- )’7*的规

定"由沙门菌引发的感染性腹泻属于丙类传染病管
理"单纯胃肠炎型一般不需应用抗生素治疗"因为
应用抗菌药物不能改变病程"反而易促使肠道耐药
菌株产生"使排菌时间延长( 但重症患者’老人’婴
幼儿’营养不良患者或类伤寒型’败血症型’局部化
脓感染型或伴有并发症者"则必须应用抗生素治
疗( 临床治疗沙门菌的主要药物包括喹诺酮类’三
代头孢’!以及 -#"等(

药敏结果显示"石家庄市致病沙门菌多重耐药
现象普遍"=%\’T,S’!FX的耐药率均为 ’**@*f
#8*>8*$( 优势血清型肠炎沙门菌呈现出更高耐药
和多重耐药趋势"除上述 7 种抗生素外"还对 =%1’
12/’-=%耐药"并出现了 ’ 株 F,1耐药株"提示石
家庄市沙门菌的耐药形势严峻"抗生素的规范应用
刻不容缓( 不同的血清型耐药谱不同"耐药谱与血
清型相关"但有时也存在差异"临床医师应做到逢
泻必检"及早发现病原菌"根据药敏结果选用抗菌
药物"减少耐药菌株的产生( 与既往石家庄市沙门
菌耐药监测结果 )’8*不同"本研究中喹诺酮类#!;1’
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/,e$和 -#"尚无耐药菌株出现"可能与其使用率
的下降有关( 建议进一步加强对沙门菌临床主动
监测及耐药性研究"掌握其变迁趋势"选择敏感药
物"为控制沙门菌病暴发和流行及临床用药提供科
学依据(

经查阅文献 )’’"’&$+**发现"沙门菌的血清型分布
有明显的地域差别( 本研究显示"+*’’!+*’? 年石
家庄市引起食物中毒的沙门菌血清型仍以肠炎沙
门菌为主"与以往石家庄市报道 )&"+’*一致"并未发生
改变( 本次调查研究还发现"+*’? 年出现了胥瓦增
格隆沙门菌的小范围暴发事件"该血清型在石家庄
市首次检出"提示石家庄市食源性致病沙门菌有多
样化趋势( 另外"胥瓦增格隆沙门菌为沙门菌的少
见血清型"仅在食品 )’(*及屠宰场 )++*中偶有检出"未
发现该血清型出现在患者标本中"但本次研究从多
个患者粪便标本中分离出该血清型"在国内尚属首
次报道"经 1FT,分型显示"该血清型与某些肠炎沙
门菌同属 .簇"亲缘关系较近"值得引起关注(

1FT,对沙门菌分型的强大分辨能力"使其作
为沙门菌分型的金标准"被广泛应用于公共卫生健
康领域 )+7* ( 与诸多学者的报道结果 )’("+8$+&*一致"本
研究中 1FT,分型与血清型并非精确吻合( 据娄静
等 )+&*调查报道"1FT,预测血清型的准确率为
(7@8f"不同血清型其准确率有所不同"可能的原因
是血清分型识别的抗原决定基因在遗传关系远的
沙门菌菌株间水平转移"导致血清型相同而两者基
因组进化上区别明显&因此"1FT,分型技术在对食
源性疾病事件的溯源及探明传播途径方面显示了
独特的优势 )("+?* (

本研究中"+*’’!+*’? 年石家庄市分离的8* 株
沙门菌"可分成 ’’ 种 1FT,带型"反映了石家庄市
致病性沙门菌的 1FT,型别呈现多样性"提示近年
来石家庄市并没有出现沙门菌大规模流行"而是高
度散发"或潜在一些没有识别的小范围暴发"这与
广东省 )’:*和上海市 )’?*的同类研究结果相似( 不同
食物中毒事件’不同年份及食品来源的分离株也有
聚集"提示菌株可能为同一来源"与白莉等 )++*报道
一致( 这些 1FT,带型相同的散在患者之间是否存
在流行病学联系"需要进一步追踪和调查"如果能
够做到对所有患者分离的菌株实时进行 1FT,分
型"对于同一克隆的菌株进行跟踪调查"追溯致病
食品的共同来源"可以从根本上控制食源性疾病的
传播"最大限度地减少对消费者健康的损害( 本研
究还发现"同一地区不同年份分离的相同血清型菌
株 1FT,型存在变异"但常具有相关性"与林茂锐
等 )+:*报道一致( 不同 1FT,带型沙门菌在不同时

间段散发出现"应在监测中密切关注这几种带型沙
门菌的流行与分布"以指导沙门菌病的防控( 通过
1FT,分型及耐药谱型比较发现"二者未发现明显
相关性"与以往报道 )6"’&"+:*一致(

近年来石家庄市沙门菌引起腹泻呈现多种血
清型的高度散发状态"出现了新的致病血清型胥瓦
增格隆沙门菌"但并未出现个别优势株引发的大规
模暴发( 石家庄市沙门菌多重耐药率以及对四代
头孢耐药性有日益升高的趋势"提示抗生素的规范
使用已经刻不容缓( 利用分子流行病学技术研究
菌株之间的亲缘关系"对识别传染性疾病暴发流行
和溯源具有非常重要的意义(
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-VGGH_] ZDLZPIDIĤJN ‘I0NH0N0$ULIPN‘ -PHPN0" +*’’ ) W*B

%Z_̂I‘IP]HL‘ %Z_PHJIP]RNNaJ]2N[Z_P"+*’7"?*#&7$ %’$’’:B

) 7 *)范旭" 王宏飞B家禽沙门氏菌防控与食品安全)W*B兽医导

刊"+**6 #’’$ %’8$’?B

) 8 *)高恒波" 王慰B石家庄市市售食品食源性致病菌调查结果分

析)W*B中国病原生物学杂志"+*’&"’*#’*$ %(+6$(7*B

) & *)郭玉梅" 秦丽云" 徐保红" 等B+**7 至 +*’+ 年石家庄地区细

菌性食物中毒病原菌特征研究)W*B微生物学杂志"+*’7"77

#&$ %:7$::B

) ? *)李杨" 鞠玉琳" 王晓波" 等B中药/连黄0对耐药沙门氏菌抑

制作用的研究)W*B吉林畜牧兽医"+**:"+6#($ %($’’B

) : *)魏琼" 刘翔" 张燕飞" 等B宁夏地区食源性与人源沙门菌耐

药性与血清型对比研究)W*B中国抗生素杂志"+*’?"8’#($ %

:*:$:*(B

) 6 *)梁达炜" 卢解红" 江凌晓" 等B广州市 ’7? 株沙门菌耐药表

型与分子分型研究 )W*B现代预防医学" +*’?" 87 # 8 $ %

?(?$?((B

) ( *)张巍巍" 于兆阳" 冯宝立" 等B北京市密云地区沙门菌喹诺

酮耐药分子机制及同源性分析 )W*B中国卫生检验杂志"

+*’?"+?#:$ %’*&*$’*&7B

)’**)白莉" 张秀丽" 甘辛" 等B肉鸡养殖场中环丙沙星和头孢噻

肟双重耐药沙门菌耐药机制的研究 )W*B中国食品卫生杂

志"+*’&"+:#&$ %86:$8(8B

)’’*)王红梅" 王和平" 雷旻" 等B深圳市儿童医院儿童粪便分离

的 8&( 株沙门菌分布特征及耐药性)W*B中国感染控制杂志"

+*’?"’&#’’$ %6’:$6+*B

)’+*)/;,.=S= ," !/3U";ST !" T=2!;=$%;TU2= /" NPHJB

%VJPI[JNMNLNPICP][ILMZDF/*?)"5**/ 5"45:G4G8G0[EHMN$P][N08"?"

:"6 HL‘ ’7 HI0ZJHPN0D_ZGHLIGHJ0HL‘ EVGHL0IL PENU\ )W*B
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研究报告
海鱼自然基质中汞和砷质量控制样品研制及在能力验证中应用

罗建波!王晶!黄伟雄!陈文胜!胡曙光!苏祖俭!谭慧嘉!梁旭霞!梁春穗!范建彬!黄泓耀
!广东省疾病预防控制中心 国家食品安全风险监测参比实验室"广东 广州)&’’87*#

摘)要!目的)研制汞%砷质量控制样品!对承担国家食品安全风险监测工作的各级疾病预防控制机构实施能力

验证计划$ 方法)采用直接测汞"9%=#法和电感耦合等离子体质谱";!1$%-#法分别测定广东省采集的 ’? 种海

鱼肌肉中汞和砷含量!确定以深海网箱养殖的单条大型鞍带石斑鱼为原料!然后经选取肌肉%干燥%脱脂%粉碎等步

骤制成鱼肉粉样品$ 采用单因子方差分析样品均匀性和 4检验检查稳定性$ 结果)所制备鱼肉粉样品的均匀性和

稳定性均良好$ 采用该样品对 ’(7 个实验室实施能力验证计划!检测总汞和总砷满意率分别为 6’@’f和 6*@+f!

其中采用 9%=测定总汞和 ;!1$%- 测定总砷的满意率最高$ 结论)该鱼肉粉样品可作为质量控制样品应用于实

验室检测汞%砷能力验证$ 本研究可为海产食品基质标准物质的研制以及相关食品安全国家标准的修订提供科学
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