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着培养时间的延长%毒力基因 3@HJ 和鉴定基因 3419
表达水平持续下降%但即使细菌进入 C;’$状态%这
两个基因也能够得到很好的扩增%检测灵敏度试验
表明%进入 C;’$状态后%鉴定基因 3419的最低检
测限可达到 8> QWNhGJ%毒力基因 3@HJ 表达的最低检
测限可达到 89> l54! QWNhGJ, 在常规培养方法无法
检测的情况下%该方法可特异’快速的检测出 C;’$
状态下的副溶血性弧菌%提高食品中副溶血性弧菌
检验的准确性和可重复性%更加科学准确地评价食
品的卫生状况%保障食品安全,

根据我们的研究结果将副溶血性弧菌在 8 k陈
化海水中培养后%虽然毒力基因 3@HJ 的表达水平大
幅度下降%但即使进入 C;’$状态 !4 多天后%仍可
检测出毒力基因 3@HJ 有表达%这一点与 $RNaHZU(")

在 !447 年发布的研究结果不符%$RNaHZU 的研究表
明进入 C;’$状态的副溶血性弧菌中检测不到毒力
基因 3@HJ 的表达%对于两个不同的研究结果进行分
析%认为可能有如下原因&一是我们与 $RNaHZU 选择
的副溶血性弧菌菌株不同%$RNaHZU 使用的是 C?8 菌
株%我们使用的是副溶血性弧菌 .)4F" 菌株%菌株
的差异有可能造成实验结果的不同, 第二个原因
可能是 $RNaHZU 采用的是普通逆转录 ?$-方法%用
凝胶电泳的方式检测结果%灵敏度不高%而我们采
用的灵敏度大大高于普通逆转录 ?$-方法的实时
荧光逆转录 ?$-方法%有可能检出普通逆转录 ?$-
检测不出的毒力基因 3@HJ 的低水平表达,
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论著
台州市食源性沙门菌耐药性’毒力因子及分子分型研究

沈伟伟5!裘丹红5!盛莹5!罗芸!

!5P台州市疾病预防控制中心"浙江#台州#65>444# !P浙江省疾病预防控制中心"浙江#杭州#654475$

摘#要!目的#了解台州市食品中分离的沙门菌耐药性"毒力因子以及基因分型情况!建立食源性沙门菌的分子特
征本底信息!为食源性疾病的防治提供技术支撑% 方法#对近几年从食品中分离的 !! 株沙门菌进行 5! 种抗生素药
敏试验"54 种毒力基因 ?$-检测"脉冲电场凝胶电泳#?03($基因分型!用 ;IR’NGXZIQb794 软件对分型数据进行聚类
分析% 结果#!! 株食源性沙门菌的总耐药率为 7"95g!耐药率居前三位的抗生素分别是复方新诺明#6:g$"四环素
#!Fg$"萘啶酸#!Fg$&所有菌株均检出 : 种以上毒力因子!5 株肠炎沙门菌存在毒力岛"质粒及噬菌体等多种毒力因
子&?03(分型共得到 !5 个条带!可分为 7 个基因型别!包括 5> 种指纹图谱!各基因型别间同源性小于 F4g% 结论#
台州市食源性沙门菌存在致病风险!建立的指纹图谱数据库可为食源性疾病的防治提供技术支持%
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)%(’[XI@_XI% o&,1HK@SRKL% )%(’32IKL% /,+2NK
#AHÎSRN $XKaXZWRZ1IbXHbX$RKaZRJHKU ?ZXeXKaIRK% \SXdIHKLAHÎSRN 65>444% $SIKH$

7+%).$’)& 8+9#’)(4##ARIKeXbaILHaXaSXHKaIGIQZR]IHJZXbIbaHKQXHKU GRJXQNJHZQSHZHQaXZÎHaIRK RW)’?,4#$??’ IbRJHaXb
WZRGWRRU IK AHÎSRN% XbaH]JIbS aSXGRJXQNJHZQSHZHQaXZIbaIQb]HQcLZRNKU RWWRRU]RZKX)’?,4#$??’% HKU YZReIUXbQIXKQX]HbIb

WRZWRRU]RZKXUIbXHbXbYZXeXKaIRK HKU QRKaZRJP:#)"&0%#!! )’?,4#$??’ baZHIKbIbRJHaXU WZRGWRRU IK ZXQXKaVXHZb_XZX

aXbaXU WRZ5! cIKUbRWHKaI]IRaIQbbNbQXYaI]IJIaVHKU _XZXbQZXXKXU WRZ54 YRaXKaIHJeIZNJXKQXWHQaRZb]VYRJVGXZHbXQSHIK

ZXHQaIRKP.JJbaZHIKb_XZXLXKRaVYXU ]V?03(HKU HKHJV̂XU _IaS ;IR’NGXZIQb794 bRWa_HZXP;#%2/)%#ASXLXKXZHJ

ZXbIbaHKaZHaXRW!! )’?,4#$??’ baZHIKb_Hb7"95gPASXbaZHIKb_XZXGRbaZXbIbaHKaaRQR@aZIGRMĤRJX#6:g$% aXaZHQVQJIKX

#!Fg$ HKU KHJIUIMIQHQIU #!Fg$P.JJbaZHIKb_XZXUXaXQaXU GRZXaSHK : cIKUbRWeIZNJXKQXWHQaRZbP+KXbaZHIK RW)<

$#3$+838@82_HbWRNKU SHZ]RZIKLeIZNJXKQXIbJHKUb% YJHbGIU HKU YSHLXbP!5 ]HKUb_XZXbXYHZHaXU ]V?03(% _SIQS QRNJU ]X

UIeIUXU IKaRWIeXLXKRaVYXbIKQJNUIKL5> cIKUbRWWIKLXZYZIKabPASXSRGRJRLV]Xa_XXK LXKRaVYXb_HbJXbbaSHK F4gP

<&*’/2%(&*#0RRU]RZKX)’?,4#$??’ QRNJU ]XHWRRU ZIbc% HKU aSXWIKLXZYZIKaUHaH]HbXbQRNJU YZReIUXaXQSKIQHJbNYYRZabWRZ

WRRU]RZKXUIbXHbXYZXeXKaIRK HKU QRKaZRJP

=#1 ,&.0%& 0RRU@]RZKXYHaSRLXKb" )’?,4#$??’" HKaIGIQZR]IHJZXbIbaHKQX" eIZNJXKaWHQaRZb" LXKRaVYIKL

##沙门菌是一种常见的食源性致病菌%在人群中
可引起散发或爆发的胃肠炎疫情 (5) , 食品是沙门
菌传播的主要媒介%研究食品中分离的沙门菌的相
关分子特征在公共卫生领域有重要意义, 随着抗
生素在临床和禽畜饲养中的广泛应用%食源性沙门
菌的耐药性对食品安全造成了一定的危害 (!) , 食
源性沙门菌的耐药性’潜在的毒力因子一定程度上
可反应该菌的致病性%而基于分子分型方法的技术
手段可为食源性沙门菌所致疾病爆发提供实验室
的溯源支持,

为对台州市食品中分离的沙门菌进行分子生
物学特性研究%掌握本市食源性沙门菌在耐药性’

毒力因子’基因分型等方面的特征%本研究通过对
近几年食品风险监测中分离的沙门菌进行相关特
性分析%初步积累了本市食源性沙门菌的本底特征
及基因分型信息%为该菌可能引起的食源性疾病溯
源提供本底资料,

5#材料与方法
595#材料
59595#试验菌株

食源性沙门菌共 !! 株%均来自 !44:!!455 年
食品风险监测项目%所有菌株均经过生化及血清学
鉴定#见表 5$%其中沙门菌 C+’$#@$+5*血清型全球
参考菌株 %">5! 由浙江省疾病预防控制中心微生
物所赠送, 质控菌株 .A$$!7"!! 大肠埃希菌’
.A$$5F>76 绿脓假单胞菌均购自中国生物制品检
定所,

表 5#!! 株沙门菌基本信息
AH]JX5#;HbIQIKWRZGHaIRK RW!! )’?,4#$??’ baZHIKb

菌株编号 #血清型 来源 分离年份
)5 )<.$+>( 生猪肉 !447
)! )<C+’$#@$+5* 豆制品 !447
)6 )<.$+>( 生牛肉 !44:
)8 )<7I’#@’ 生猪肉 !44:
)7 )<=4#@4# 生菜# !44:
): )<B#’35, 生猪肉 !44:
)F )<N$&?’#@2 生猪肉 !44:
)> )<=4#@4# 生猪肉 !44:
)" )<-(*H8 生鸡肉 !44:
)54 )<.$+>( 生羊肉 !44:
)55 )<BI4#’ 生猪肉 !44F
)5! )<BI4#’ 生猪肉 !44F
)56 )<=4#@4# 冷冻鸡 !44F
)58 )<=4#@4# 冷冻鸡 !44F
)57 )<=4#@4# 生猪肉 !44F
)5: )<=4#@4# 生猪肉 !44F
)5F )<A#3$+838@82 生鸡翅 !44>
)5> )<)$#O3$#>$+I 生牛肉 !44>
)5" )<.$+>( 生牛肉 !44"
)!4 )<BI4#’ 生猪肉 !454
)!5 )<.$+>( 生猪肉 !454
)!! )<-(*H8,5+85, 生猪肉 !454

5959!#主要仪器和试剂
?A$@!44 梯度 ?$-仪’?R_XZ?HQ;HbIQ电泳仪’

$%(0<HYYXZB.脉冲场电泳仪’31!444 凝胶成像
分析系统#均为美国 ;IR@-HU$%.A;(MYZXbbIRK 细菌
鉴定系统#法国 ;IR@<qZIXNM$,

沙门菌诊断血清#日本生研$%<%琼脂’药敏纸
片#均为杭州天和微生物试剂公司 $%6+$,81A1
-’MA<’/>’ &酶#均为大连 AH‘H-H$%)XH‘XG3RJU 低
熔点琼脂糖#美国 )ILXGH$%蛋白酶 ‘#美国 <XZQc$,
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59!#方法
59!95#药敏试验

采用 ‘@;法进行药敏测试%5! 种药敏纸片包括
氨苄西林 #.<?$’阿莫西林h克拉维酸 #棒酸 $
#.<$$’头孢曲松#$-+$’头孢噻肟#$AB$’头孢吡
肟#0(3$’链霉素#)$’卡那霉素#‘$’四环素#A($’
复方新诺明#)<\$’环丙沙星#$&?$’萘啶酸#’.$’
氯霉素 #$$, 以 .A$$!7"!! 大肠埃希菌’.A$$
5F>76 绿脓假单胞菌作为质控菌株%根据美国临床
和实验室标准协会#$/)&$方法手册对药敏结果做

出判定,
59!9!#毒力因子检测

参照 )aXYSHK %NXSK 等 (6)的文献合成 54 对引
物%检测沙门菌的 54 个潜在毒力因子#见表 !$, 采
用煮沸法提取菌株核酸%反应体系 !7 !J%反应条件
为 "7 k 5 GIK""8 k 64 b%7> k 64 b%F! k 64 b%
64 个循环"F! k 8 GIK #>GO:退火温度为 76 k$,
用 59!g琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物%在凝胶成
像系统下拍照记录结果,

表 !#54 种毒力因子 ?$-检测引物序列信息
AH]JX!#?ZIGXZ)XfNXKQXRWaXK eIZNJXKaWHQaRZb]V?$-

基因 基因组位置 引物序列#7/@6/ $ 片段大小h]Y

’L+B )?&5
0#$$A3A.AA3AA3.3$3A$A33
-#.3..3.3$AA$3AA3..A3A$$

8!7

22’P )?&!
0#3..A.3$3..A3..3.3$3A$$
-#$.A$3A3AA.A$$A$A3A$.3$

:88

,I3: )?&6
0#A3.$A.A$..A3$A$$.3A3..A
-#.AAA.$A33$$3$A.A3$A3AA3

:77

288. )?&8
0#3..A.3..3.$...3$3.A$.A$
-#3$AAA3A$$.$3$$AAA$.A$

5 !66

24*C )?&7
0#A$.3..3-$3A$A..$$.$A$
-#A.$$3A$$A$.A3$.$.$A$

75>

I8*B 3IWbV@5 噬菌体
0#.$3.$A3.3$.33$A3.3
-#AA33...A33A3.$33A.3.$

8!!

24@:Q 3IWbV@! 噬菌体
0#$$.3A33.3$.33AAA.A$3
-#33A3$3$A$.A$.3AA3AA$

8:4

24*AQ $ZVYaIQ噬菌体
0#$333$.3A3AA3.$...A...3
-#A3AA33..AA3$A3A33.3A$

877

2*L: Y)/A质粒
0#.$A$$AA3$.$..$$...A3$33.
-#A3A$AA$A3$.AAA$3$$.$$

788

>GO: 菌毛
0#.$$.3.3.$.AA3$$AA$$
-#AA$A3.A$3$$3$A.AA$3

8:F

59!96#脉冲电场凝胶电泳#?03($分型
菌株参照 ?NJbX’Xa网络中沙门菌 ?03(分型标

准化方案 (8)进行操作, 用限制性内切酶 />’ &进行
酶切%电泳条件&电压 : ChQG’脉冲参数 !95: =
:69>4 b’电泳时间 5> S, 获得的 ?03(电泳图像用
;IR’NGXZIQb794 软件包进行数据分析%使用非加权
配对算术平均法#,?3<.$进行聚类%构建聚类树%
分析不同菌株间的相似性,

!#结果
!95#药敏试验结果

!! 株沙门菌中对 5! 种药物至少一种耐药的
共 56 株%占 7"95g"对 6 种以上药物耐药的菌株
有> 株%占 6:96g"有 " 株对检测的药物均敏感%
占 849"g, 5! 种药物中耐药率居前 7 位的分别是
复方 新 诺 明 # 6:g$ ’ 四 环 素 # !Fg$ ’ 萘 啶 酸
#!Fg$ ’氨苄西林 # 5>g$ ’卡那霉素 # 5>g$ %见
表 6,

表 6#!! 株沙门菌的敏感试验结果
AH]JX6#.KaIGIQZR]IHJbXKbIaIeIaVZXbNJabRW!! )’?,4#$??’ baZHIKb

抗生素
耐药 中介 敏感

菌株
数

百分比
hg

菌株
数

百分比
hg

菌株
数

百分比
hg

青霉素类
#氨苄西林#54 !L$ 8 5> 4 4 5> >!
#阿莫西林h棒酸#!4 !L$ ! " 4 4 !4 "5
三代头孢
#头孢曲松#64 !L$ 5 7 4 4 !5 "7
#头孢噻圬#64 !L$ 4 4 ! " !4 "5
四代头孢
#头孢吡圬#64 !L$ 5 7 4 4 !5 "7
#氨基糖苷类
链霉素#54 !L$ ! " 4 4 !4 "5
#卡那霉素#64 !L$ 8 5> 4 4 5> >!
四环素类
#四环素#64 !L$ : !F 4 4 5: F6
磺胺类
#复方新诺明#!69F !L$ > 6: 8 5> 54 87
喹诺酮类
#环丙沙星#7 !L$ ! " 4 4 !4 "5
#萘啶酸#64 !L$ : !F 5 7 57 :>
氯霉素类
#氯霉素#7 !L$ 6 58 4 4 5" >:
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!9!#毒力基因检测结果
!! 株沙门菌共检出 " 种毒力基因# ’L+B’22’P’

,I3:’288.’24*C’24@:Q’24*AQ’2*L:’>GO:$%未检出
I8*B基因, ’L+B’22’P’,I3:’24*C基因的携带率均
为 544g%288.基因携带率为 "7g%毒力基因的检出
情况见表 8,
!96#?03(指纹图谱分型结果

对 !! 株沙门菌 1’.经 />’ &酶切电泳后得到
!5 个条带%有 5 株菌降解而无条带, 所有菌株共可
分为 7 个基因型别%包括 5> 种指纹图谱%各基因型
别间同源性小于 F4g%同一种 ?03(基因指纹图谱
条带数量与大小均相同%血清型相同的菌株 #如
)55’)5! 和 )!4$可分属不同基因型别%不同的血清
##

表 8#!! 株沙门菌毒力基因检测结果
AH]JX8#1XaXQaIRK RWeIZNJXKaWHQaRZbRW!! )’?,4#$??’ baZHIKb
基因 阳性菌株数 携带率hg

’L+B !! 544

22’P !! 544

,I3: !! 544

288. !5 "7

24*C !! 544

I8*B 4 4

24@:Q 8 5>

24*AQ F 6!

2*L: 5 7

>GO: !4 "5

型菌株 #如 ): 和 )5F $ 可属于同一基因型别%见
图 5,

图 5#!5 株沙门菌 />’ &酶切 ?03(指纹图谱
0ILNZX5#ASX?03(YHaaXZKb_IaS />’ &UILXbaIRK _IaSIK !5 )’?,4#$??’ baZHIKb

6#讨论
沙门菌是引起细菌性食源性疾病的主要病原

菌%居我国内陆地区微生物性食物中毒病原首
位 (7) , 随着抗生素的广泛使用和选择性压力的产
生%沙门菌的多重耐药率已从上世纪 "4 年代的
!4g增加至本世纪初的 F4g (:) , 其致病性主要是
由于毒力因子的作用%而不同沙门菌的毒力因子携
带情况并不相同, 在沙门菌引起的食源性疾病事
件中%可以运用区分能力较好’重复性好’结果稳
定’易于标准化的 ?03(技术对传染源进行追踪及
探明传播途径 (F) ,

本研究通过对 !! 株从食品中分离的沙门菌的
耐药性的分析%发现近几年台州市的食源性沙门菌
的总耐药率为 7"95g%其中最高的是复方新诺明
#6:g$%其次是四环素及萘啶酸#均为 !Fg$%总耐
药率低于吴平芳等 (>)报道的深圳地区食源性沙门
菌耐药率#四环素 8F9>6g’萘啶酸 7:97!g’复方新
诺明 8F9>6g$%但高于张毅等 (")报道的上海市食源

性沙门菌总耐药率 #859::g$%在浙江省内略高于
平均水平#8>98>g$ (54) %说明台州市的食源性沙门
菌存在耐药问题%由于耐药性可通过食物链或环境
在人与食品’人与人或人畜之间传递 (55) %从食品安
全角度应加强对其进行持续监测的力度, 食源性
沙门菌的耐药问题具有普遍性%进行耐药性的研究
对于公共食品卫生安全具有重要意义%本研究虽然
掌握了食源性沙门菌的药敏表型%但对于菌株在基
因水平的耐药机制仍缺少相关深入的研究,

沙门菌的毒力因子包括脂多糖’肠毒素’细胞
毒素以及毒力基因等%大多数毒力基因由染色体上
的毒力岛编码 (5!) , 本研究对潜在的 54 个毒力因子
进行基因检测%发现毒力岛# )?&5@7$和菌毛的基因
具有较高的稳定性%携带率均在 "4g以上, 有 6!g
的菌株检出 24*AQ%该基因可通过溶原性转换将其
编码的毒力因子 )RY(转移至沙门菌中%从而增强沙
门菌的侵袭力 (56) , 结果显示%有 5 株肠炎沙门菌除
缺失与 )?&8 和噬菌体 3IWbV@5 相关的 ! 个基因外%
其余 > 个毒力基因均呈阳性%说明该菌株具有毒力
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岛’Y)/A质粒’噬菌体等多种可作为水平转移的毒
力基因元件%虽然毒力基因的存在只是菌株致病的
前提%基因的表达还受其它基因的调控及受染宿主
本身免疫状态等因素的影响 (58) %但在特定条件下该
肠炎沙门菌可变为强毒株%考虑到该菌株对头孢吡
肟’链霉素’卡那霉素’四环素’复方新诺明’环丙沙
星’萘啶酸’氯霉素等均耐药%说明在本地区的消费
人群存在从食品中感染这种强毒力’多重耐药的沙
门菌的潜在风险,

基因分型结果显示%本地区食品中分离的包含
55 种血清型的 !! 株沙门菌可分成 5> 种基因图谱%
具有相同血清型的菌株可具有不同的基因指纹图
谱%与梅玲玲等 (57)的研究结果较一致%但在本次研
究中未发现不同血清型同属于一种 ?03(指纹图谱
的菌株%这可能与此次研究的样本量较少有关,
?03(分型方法作为沙门菌基因分型的*金标准+%
其分辨率高’重复性好 (5:) %对于相同血清型的菌株
可以作进一步区分%在沙门菌引起的食源性疾病流
行病学调查中具有重要意义,

本研究从耐药性’毒力因子及基因分型等方面对
分离自食品中的沙门菌进行分子生物学特性研究%初
步掌握了台州市食源性沙门菌的耐药率’毒力基因携
带率及 ?03(指纹图谱聚类特征%从病原菌分子角度
描述了食源性沙门菌的可能危害特征%并建立了食源
性沙门菌的分子特征及基因分型本底信息%为食源性
疾病的防治及预警提供了技术支撑,
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国家卫生计生委关于风味鱼干制熟食适用标准问题的批复
国卫食品函%!456&7 号

湖南省卫生厅’
你厅)关于明确风味鱼干制熟食镉限量值标准的请示* #湘卫报 +!456, !6 号$收悉% 经研究!现批复

如下’
根据食品安全国家标准)食品中污染物限量*#3;!F:!(!45!$第 6P7 项干制食品中污染物限量折算的

规定!风味鱼干制熟食属于干制食品!其镉限量应当以鲜"冻鱼类的镉限量并结合其加工脱水率进行折算%
此复%

国家卫生和计划生育委员会
二〇一三年七月一日#



!6!4## !
中国食品卫生杂志

$%&’(5)(*+,-’./+00++1%23&(’( !456 年第 !7 卷第 8 期

论著
进口乳制品中克罗诺阪崎肠杆菌分离株耐药性研究

张西萌!曾静!魏海燕!付溥博!韩笑
!北京出入境检验检疫局"北京#5444!:$

摘#要!目的#对进口乳制品中克罗诺阪崎肠杆菌分离株的耐药性进行研究% 方法#采用纸片扩散法对 "" 株克
罗诺阪崎肠杆菌分离株和 5 株标准菌株进行药敏性试验!共选择 F 大类 !4 种抗生素% 结果#所测试的 544 株菌株
对美洛西林"亚胺培南"美罗培南"庆大霉素"阿米卡星"卡那霉素"妥布霉素"氯霉素"头孢吡肟"头孢哌酮"头孢噻
肟"头孢他啶"环丙沙星和诺氟沙星敏感&对苯唑西林产生耐药&对头孢噻吩"氨苄西林"头孢唑啉"和四环素具有不
同程度的耐药性!耐药率分别为 :794g"5F94g"694g和 !94g&对头孢唑啉"头孢噻吩"氨苄西林"头孢曲松和四环
素中介率分别为 !794g"!694g":94g"!94g和 594g&56 株对 6 种抗生素耐药!8 株表现多重耐药性% 结论#进
口乳制品中克罗诺阪崎肠杆菌分离株对所测试的大多数抗生素敏感!但对苯唑西林全部耐药!对部分抗生素出现
较高的耐药和多重耐药性!因此克罗诺阪崎肠杆菌的耐药性应引起广泛的社会关注%

关键词!乳制品& 克罗诺阪崎肠杆菌& 耐药性& 食源性致病菌
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##克罗诺阪崎肠杆菌#:+4#4>’G3$+2’R’S’R88$属肠
杆菌科肠杆菌属%周生鞭毛’无芽孢’短杆状’产黄
色素’兼性厌氧的革兰氏阴性杆菌, 自 5">4 年后%
由阴沟肠杆菌更名为阪崎肠杆菌 (5) , !44> 年
&QXZbXK 等 (!)研究发现阪崎肠杆菌原有的 5: 种生物
群在基因型上存在较大差异性%并将其重新划分成

一个新属%即克罗诺杆菌属%因此将阪崎肠杆菌正
式更名为克罗诺阪崎肠杆菌, 克罗诺阪崎肠杆菌

属肠道细菌%在一定条件下可引起人畜患病 (6) %其

在自然界中分布广泛%从水’土壤’乳制品中均可分
离出该菌, 由于克罗诺阪崎肠杆菌属于肠道正常

菌群的一种%因此在临床上并未受到足够重视 (8) %

直至 5":5 年英国人 ,ZGXKVI和 0ZHKcJIK(7)首次报道

由克罗诺阪崎肠杆菌引起的两例脑膜炎病例%随后
美国’荷兰’加拿大’希腊’比利时等多国相继出现
了新生儿克罗诺阪崎肠杆菌感染事件%克罗诺阪
崎肠杆菌的危害性才逐步引起大家的重视, 近几
年%我国不断发生与克罗诺阪崎肠杆菌相关的乳
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制品安全事件%例如 !448 年安徽阜阳出现的 *大
头婴儿+事件%据该市县级以上医疗机构核查统
计%从 !446 年 7 月以来%因食用劣质奶粉出现营
养不 良 综 合 症 共 5F5 例%死 亡 56 例%病 死 率
F9:g, 从 >F 份阜阳劣质奶粉样品中检测出 55 份
克罗 诺 阪 崎 肠 杆 菌 阳 性 样 品%污 染 阳 性 率 为
5!9:g, 本文对从近几年进口乳制品中分离的
544 株克罗诺阪崎肠杆菌菌株进行针对 F 大类
!4 种抗生素的耐药性研究,

5#材料与方法
595#材料
59595#菌株

标准菌株&克罗诺阪崎肠杆菌#.A$$!"788$%
质控菌株为大肠埃希氏菌#.A$$!7"!!$均购自美
国标准菌种保藏中心,

分离菌株&!44F!!454 年北京出入境检验检疫
局食品实验室分离自进口乳制品的 "" 株分离株%所
有分离株均经法国梅里埃公司生产的 C&A(‘微生
物自动鉴定仪鉴定%菌株信息见表 5,

表 5#"" 株克罗诺阪崎肠杆菌分离株信息表
AH]JX5#"" baZHIKbRW:<2’R’S’R88IbRJHaXbIKWRZGHaIRK aH]JX

菌种编号 样品名称 保存日期 菌种编号 样品名称 保存日期
;*@(PbH@55 奶粉 !44F@4F@!F ;*@(PbH@557 彩虹露冰激凌 !44"@55@46
;*@(PbH@5: 婴儿配方奶粉 !44F@4"@58 ;*@(PbH@55: 芒果狂热冰激凌 !44"@55@46
;*@(PbH@5F 婴儿配方奶粉 !44F@4"@58 ;*@(PbH@55F 芝士碎 !44"@55@5!
;*@(PbH@5> 高钙低脂营养奶粉 !44F@4"@58 ;*@(PbH@55> 烹饪奶油 !44"@55@5!
;*@(PbH@!4 全脂奶粉 !44F@4"@58 ;*@(PbH@55" 淡奶油 !44"@55@5!
;*@(PbH@!! 脱脂奶粉 !44F@4"@58 ;*@(PbH@5!4 车达芝士 !44"@55@5!
;*@(PbH@!7 香草种籽粉 !44F@55@5F ;*@(PbH@5!5 淡奶油 !44"@55@5!
;*@(PbH@6> 奶粉 !44F@5!@!" ;*@(PbH@5!! 鲜奶油 !44"@55@5F
;*@(PbH@6" 奶粉 !44F@5!@!" ;*@(PbH@5!7 干酪 !44"@55@5F
;*@(PbH@84 奶粉 !44F@5!@!" ;*@(PbH@5!F 黄波奶酪 !44"@55@5"
;*@(PbH@85 奶粉 !44F@5!@!" ;*@(PbH@5!> 黄波奶酪 !44"@55@5"
;*@(PbH@8: 蛋白质粉 !44>@4F@55 ;*@(PbH@5!" 红波奶酪 !44"@55@5"
;*@(PbH@8F 蛋白质粉 !44>@4F@55 ;*@(PbH@566 冰激凌 !44"@55@!8
;*@(PbH@8> 精炼乳清蛋白粉 !44>@4F@5F ;*@(PbH@565 花生奶油冰激凌 !44"@55@!4
;*@(PbH@8" 乳清蛋白粉#巧克力味$ !44>@4F@5F ;*@(PbH@56! 摩卡冰激凌 !44"@55@!4
;*@(PbH@74 乳清蛋白粉#香草味$ !44>@4F@5F ;*@(PbH@567 草莓乳酪奶米粉 !44"@55@!8
;*@(PbH@75 香草奶昔粉 !44>@4>@4F ;*@(PbH@58: 乳酪#熏制芝士片$ !44"@55@!:
;*@(PbH@78 奶酪粉 !44>@55@48 ;*@(PbH@58F 碎芝士 !44"@55@!:
;*@(PbH@7: 全盐混合面包粉 !44>@55@48 ;*@(PbH@574 可可动物饼干 !44"@55@!F
;*@(PbH@7F 半盐混合面包粉 !44>@55@48 ;*@(PbH@575 什锦饼干 !44"@55@!F
;*@(PbH@:4 巧克力装饰 !44>@55@!5 ;*@(PbH@57! 奶油可可椰蓉曲奇 !44"@55@!F
;*@(PbH@:! 巧克力装饰 !44>@55@!5 ;*@(PbH@576 迷你可可牛角饼干 !44"@55@!F
;*@(PbH@:8 巧克力装饰 !44>@55@!5 ;*@(PbH@578 奶油可可花生曲奇 !44"@55@!F
;*@(PbH@:> 脱脂牛奶 !44>@5!@5> ;*@(PbH@577 奶油夹心饼干 !44"@55@!F
;*@(PbH@F! 分离乳清 !44"@45@!5 ;*@(PbH@57: 香杏味夹心可可饼干 !44"@55@!F
;*@(PbH@F6 植物黄油#原味$ !44"@45@!5 ;*@(PbH@57F 有机较大婴儿配方奶粉 ! !44"@55@!F
;*@(PbH@F8 植物黄油#原味$ !44"@45@!5 ;*@(PbH@5:6 无盐黄油 543装 !454@45@!5
;*@(PbH@F7 植物黄油#低盐$ !44"@45@!5 ;*@(PbH@5:7 全脂奶粉 !454@4!@4"
;*@(PbH@F: 植物软滑黄油 !44"@45@!5 ;*@(PbH@5:: 牛奶糖#黑芝麻$ !454@46@4!
;*@(PbH@FF 植物软滑黄油 !44"@45@!5 ;*@(PbH@5:> 黑糖牛奶糖 !454@46@4!
;*@(PbH@F> 芥花籽植物黄油 !44"@45@!5 ;*@(PbH@5F4 红豆牛奶糖 !454@46@4!
;*@(PbH@F" 植物黄油 !44"@45@!5 ;*@(PbH@5F! 甜酒葡萄干冰激凌 !454@46@4!
;*@(PbH@>4 植物黄油 !44"@45@!5 ;*@(PbH@5F8 花生牛奶巧克力冰激凌 !454@46@4!
;*@(PbH@>5 浓缩乳清蛋白 !44"@45@!5 ;*@(PbH@5F: 蓝山莓露冰激凌 !454@46@4!
;*@(PbH@>! 婴儿配方奶粉 &段 !44"@46@5! ;*@(PbH@5>6 奶油乳酪 !454@46@55
;*@(PbH@>6 婴儿配方奶粉#山羊奶$ !44"@46@5! ;*@(PbH@5"5 全脂奶粉 !454@46@64
;*@(PbH@>8 婴儿配方奶粉 &&段 !44"@46@5! ;*@(PbH@5"8 干乳酪 !454@48@45
;*@(PbH@>7 婴儿牛奶香蕉全麦粉 !44"@46@5! ;*@(PbH@5": 干乳酪 !454@48@45
;*@(PbH@>: 婴儿米粉 !44"@46@5! ;*@(PbH@5"> 马苏里拉乳酪 !454@48@45
;*@(PbH@>> 婴儿什锦水果味全麦粉 !44"@46@5! ;*@(PbH@!4> 全脂奶粉 !454@48@5"
;*@(PbH@>" 婴儿小米粉 !44"@46@5! ;*@(PbH@!54 奶油糖果香草冰激凌 !454@48@!4
;*@(PbH@"4 婴儿粗麦粉 !44"@46@5! ;*@(PbH@!5! 碎花摩卡冰激凌 !454@48@!4
;*@(PbH@"6 全脂牛奶 !44"@46@!6 ;*@(PbH@!57 无盐黄油 !454@47@56
;*@(PbH@"8 婴儿奶粉 &段 !44"@46@!8 ;*@(PbH@!5F 较大婴儿配方奶粉 !454@47@56
;*@(PbH@"7 婴儿奶粉 &&段 !44"@46@!8 ;*@(PbH@!5> 车达乳酪 !454@47@56
;*@(PbH@54: 奶油冰激凌 !44"@4>@47 ;*@(PbH@!5" 幼儿成长型配方奶粉 !454@47@56
;*@(PbH@54F 巧克力冰激凌 !44"@4>@47 ;*@(PbH@!65 冰激凌原料粉 !454@4F@57
;*@(PbH@555 干奶酪 !44"@54@!" ;*@(PbH@!6! 原味冰激凌原料粉 !454@4F@57
;*@(PbH@55! 芝士碎 !44"@54@!" ;*@(PbH@!66 慕斯冰激凌原料粉 !454@4F@57
;*@(PbH@558 淡奶油 !44"@54@!"
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5959!#仪器与试剂
恒温培养箱#6: m5$k’气浴摇床#6: m5$k’

振荡器’<Q0HZJHKU 标准比浊仪’电子数显卡尺
#/&’‘)%中国$,

<%琼脂#梅里埃%法国$%!4 种药敏纸片’脑心
浸液#;%&$肉汤’胰蛋白胨大琼脂#A).$ #+B+&1%
英国$,
59!#方法
59!95#药敏试验

按照美国国家临床实验室标准化委员 会
#’$$/)$推荐的肠杆菌药敏试验抗生素选择原则%
选择 F 类共 !4 种抗生素%名称及使用浓度见表 !,
采用 ’$$/) 推荐的纸片扩散法进行药敏性试验,

表 !#克罗诺阪崎肠杆菌药敏实验所用抗生素及浓度
AH]JX!#.KaI]IRaIQbNbXU IK aSXbNbQXYaI]IJIaVaXbaIKL

RW:<2’R’S’R88
抗生素 代码 浓度h!L

青霉素类
#氨苄西林 .<? 54
#美洛西林 <(\ F7
#苯唑西林 +B. 5

碳青霉烯类
#亚胺培南 &?< 54
#美罗培南 <(< 54

氨基糖苷类
#庆大霉素 3(’ 54
#阿米卡星 .‘ 64
#卡那霉素 ‘.’ 64
#妥布霉素 A+; 54

氯霉素类
#氯霉素 $ 64

头孢类
#头孢唑啉 $0\ 64
#头孢噻吩 ‘0 64
#头孢吡肟 0(? 64
#头孢哌酮 $0? F7
#头孢噻肟 $AB 64
#头孢曲松 $-+ 64
#头孢他啶 $.\ 64

喹诺酮类
#环丙沙星 $&? 7
#诺氟沙星 ’+- 54

四环素类
#四环素 A( 64

59!9!#菌株复苏
将保存在 D>4k低温冰箱中的实验菌株取出%

接种于 ;%&肉汤中%6Fk过夜培养%将肉汤培养物
划线接种于 A).琼脂上%#6: m5$k培养 !8 S 复苏
菌株,
59!96#菌悬液制备

用灭菌接种环接种一个单独菌落加入 54 GJ
;%&肉汤中%放入气浴摇床中%倾斜 87r%!44 ZhGIK%
> =54 S 过夜培养, 其后用 49>7g生理盐水稀释

;%&肉汤%配制成 497 <Q0HZJHKU#麦氏标准$的菌悬
液%即相当于菌液浓度为 597 l54> QWNhGJ,
59!98#接种与贴片

用无菌棉拭子取浓度为 497 麦氏的菌液%挤压
去多余水分%并均匀划线涂抹在 <%琼脂上%:4r旋
转共涂抹 6 次%最后涂抹琼脂边缘%用无菌眼科镊将
药敏纸片均匀贴在表面无多余水分的平皿上%
57 GIK内贴完药片%碰触平皿后不再挪动% #6: m
5$k培养 5: =!4 S,
59!97#结果判读

用电子数显卡尺测量平皿抑菌环直径%其边缘
以肉眼看不到细菌明显生长为限, 参照美国临床
实验室标准化委员会 #’$$/)$药敏标准判读表对
克罗诺阪崎肠杆菌进行结果判定,

!#结果
!95#药敏性试验结果

"" 株克罗诺阪崎肠杆菌和 5 株标准菌株对
!4 种抗生素中的 58 种表现敏感%分别为美洛西林’

亚胺培南’美罗培南’庆大霉素’阿米卡星’卡那霉
素’妥布霉素’氯霉素’头孢吡肟’头孢哌酮’头孢噻
肟’头孢他啶’环丙沙星和诺氟沙星, 7 种表现出不
同程度的耐药性%分别为苯唑西林’头孢噻吩’氨苄
西林’头孢唑啉和四环素"7 种出现中介情况%分别
为头孢唑啉’头孢噻吩’氨苄西林’四环素和头孢曲
松, 具体结果见表 6,

表 6#抗生素敏感性试验结果

AH]JX6#.KaI]IRaIQbNbQXYaI]IJIaVRW:<2’R’S’R88

抗生素
耐药 中介 敏感

菌株数
耐药率
hg 菌株数

中介率
hg 菌株数

敏感率
hg

氨苄西林 5F 5F : : FF FF

美洛西林 4 4 4 4 544 544

苯唑西林 544 544 4 4 4 4

亚胺培南 4 4 4 4 544 544

美罗培南 4 4 4 4 544 544

庆大霉素 4 4 4 4 544 544

阿米卡星 4 4 4 4 544 544

卡那霉素 4 4 4 4 544 544

妥布霉素 4 4 4 4 544 544

氯霉素 4 4 4 4 544 544

头孢唑啉 6 6 !7 !7 F8 F8

头孢噻吩 :7 :7 !6 !6 5! 5!

头孢吡肟 4 4 4 4 544 544

头孢哌酮 4 4 4 4 544 544

头孢噻肟 4 4 4 4 544 544

头孢曲松 4 4 5 5 "" ""

头孢他啶 4 4 4 4 544 544

环丙沙星 4 4 4 4 544 544

诺氟沙星 4 4 4 4 544 544

四环素 ! ! ! ! ": ":
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!9!#菌株耐药谱分布
有 5F 株分离菌株表现出对抗生素的多重耐药

性%其中 56 株表现出对苯唑西林’氨苄西林和头孢
噻吩多种耐药性%5 株表现出对苯唑西林’氨苄西林
和头孢唑啉耐药性%5 株表现对苯唑西林’四环素和
头孢唑啉多重耐药性%! 株表现出对苯唑西林’头孢
噻吩和头孢唑啉多重耐药性%5 株表现对苯唑西林’
四环素’头孢噻吩和头孢唑啉多重耐药性, 耐药谱
分布见表 8,

表 8#耐药谱分析
AH]JX8#.KaI]IRaIQ@ZXbIbaHKaRW:<2’R’S’R88

耐药谱 耐药菌株数
+B. 544
+B.@‘0 :5
+B.@.<? 8
+B.@.<?@‘0 56
+B.@‘0@$0\ !
+B.@A(@‘0 5
+B.@A(@‘0@$0\ 5

!96#婴幼儿配方乳中分离株的敏感性结果
57 株来自婴幼儿配方乳中分离株的抗生素敏

感试验结果表明%57 株对苯唑西林’氨苄西林和头
孢噻吩耐药率分别达到 544g’:4g和 F696g%表现
中介的抗生素有 6 种%氨苄西林 494Fg’头孢噻吩
!:9Fg’头孢唑啉 :4g%对其他 5: 种抗生素均
544g敏感, 药物敏感菌株对碳青霉烯类的亚胺培
南’美罗培南以及喹诺酮类的环丙沙星’诺佛沙星
高度敏感%抑菌环直径均达到 64 QG以上,

6#讨论
克罗诺阪崎肠杆菌的易感人群主要是 5 岁以下

的婴幼儿%特别是出生 !> U 内的早产儿’低体重儿
或免疫力有缺陷的婴幼儿, 该菌主要引起新生儿
脑膜炎’小肠结肠炎和菌血症等疾病%并可能引起
神经功能紊乱%造成严重的后遗症或死亡%死亡率
高达 !4g =74g (!) , 大部分国家乳制品标准中均
明确规定适合 4 =: 月龄婴儿食用的配方食品必须
检测该项目, 本研究针对 "" 株分离自进口乳制品
的克罗诺阪崎肠杆菌的耐药性进行了测试%结果表
明绝大多数菌株对所测试的抗生素敏感%对革兰氏
阴性菌有抑制作用的抗生素 #如诺氟沙星’庆大霉
素’美洛培南’亚胺培南等$对克罗诺阪崎肠杆菌都
具有较强的抑制作用, 有 8 株分离株表现出 6 =
8 重的多重耐药性%起抗生素种类为苯唑西林’氨苄
西林’头孢噻吩’头孢唑啉和四环素,

流行病学研究表明婴幼儿配方食品是主要的
污染来源, 本研究表明%所有分离株对美洛西林敏
感%这与裴晓燕 (:)等人’陆峥 (F)等人的婴儿配方奶

粉中阪崎肠杆菌耐药性结果有很大出入%分析原
因%本研究采用的均为进口婴儿食品中的分离株%
与国内奶粉因地域不同产生了差异性, 由于美洛
西林对产 #@内酰胺酶的肠杆菌不稳定%也是可能造
成结果偏差的原因,

本研究采用的 F 种头孢类抗生素的药敏试验结
果表明%克罗诺阪崎肠杆菌对其中 7 种抗生素的敏
感性均为 54g%且这 7 种抗生素均为头孢类广谱抗
生素"头孢唑啉和头孢噻吩均为头孢 5 代抗生素%属
窄谱抗生素%出现了不同程度的耐药性, 结果表明
广谱抗生素对于克罗诺阪崎肠杆菌的抑制作用比
窄谱抗生素更为明显%但不能盲目采用广谱抗生
素%大剂量的使用可能会导致细菌的耐药性, 与此
同时%头孢类抗生素对肾脏有一定损伤作用%因此
在使用时应注意剂量 (>) ,

近年来%由于抗生素的滥用%使得耐药性微生
物尤其是多重耐药性微生物的数量不断上升%一旦
造成院内感染%甚至无药可医, 滥用抗生素会严重
损害动物机体免疫细胞的功能%可造成机体二重污
染 (") , 近年来*超级细菌+的出现给医务工作者敲
醒了警钟%如何正确使用抗生素是值得大家重新审
视的问题,
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