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摘$要!目的$阐明养殖场肉鸡及其环境中环丙沙星和头孢噻肟耐药沙门菌的分布和耐药机制特点" 方法$对

河南省 ! 个不同地区肉鸡养殖场及环境中分离的沙门菌进行环丙沙星和头孢噻肟双重耐药菌株的筛选和鉴定!并

对分离株进行药敏试验#喹诺酮类和超广谱 ! 内酰胺酶耐药机制研究" 结果$从 *& 株养殖场肉鸡肛拭子及环境

中筛选出 * 株耐环丙沙星和头孢噻肟的沙门菌!均为印第安纳沙门菌!有 ,-./0,1/023/04./056/789$ ! :%%和
,-./0,1/023/04./056/789/;65/585$! :!%两种耐药谱" 喹诺酮耐药机制研究显示!* 株菌的拓扑异构酶编码

基因 "#$%和 &’$(均有点突变出现!均携带了质粒介导的喹诺酮耐药基因!包括 )*+%,#’’-$./%0120-$基因!而 *!$%#

*!$,#*!$3#*!$(#*!$4和 *5&%基因则未检出" 超广谱 !0内酰胺酶耐药机制显示!* 株菌均为 26’(78090+*型" 结论$耐

环丙沙星和头孢噻肟的菌株存在于肉鸡养殖环节及其环境中!并具有复杂的喹诺酮耐药机制和可传播的超广谱 !

内酰胺酶耐药机制" 为阐明农场/餐桌/感染者传递链条中耐药关联性!为社区感染防控#临床抗生素用药提供科学

依据!我国应该加强肉鸡等养殖业沙门菌多重耐药菌株的监测"
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>’? @%+4/& Q]\GHM]CH\B_# 3’6:)!566’# BGa]\CH\OFBGL# BMC\NFOGEM# EMBDFLGKE \C]MKGKNFLBM# FLNGIG\NGB# C\\̂I\]LM

aFND\XMLGBIFBNM]GF



!!""$$ !
中国食品卫生杂志

02498;8VUS<9,3UWWUUd2T74898 &)%* 年第 &# 卷第 * 期

$$沙门菌是引起人类食物中毒主要的食源性致
病菌"其导致的食源性疾病已成为全球重要公共
卫生问题 ’%( ) 在美国"从 %>>"!&))& 年大约有
%+! )!! 例患者 ’&( ) 最新发布的全球非伤寒沙门
菌疾病负担报告显示&每年因沙门菌导致的患病
人数为 >! ))) )))"其中 %** ))) 人死亡 ’’( ) 在我
国"#)e f")e的细菌性食物中毒是由沙门菌引
起的"受沙门菌污染的肉鸡制品是导致人群食物
中毒的重要因素 ’!( ) 尽管大多数的沙门菌感染病
例不需要抗生素的治疗"但对于免疫能力低下的
人群"特别是儿童和老人"侵袭性的感染可能会导
致生命危险"因此需要抗生素治疗 ’*( ) 氟喹诺酮
类$环丙沙星 %和三代头孢类抗生素 $头孢噻肟
等%是治疗严重沙门菌感染的首选用药 ’+/#( ) 由于
此类抗生素在动物饲养中的广泛应用"在世界范
围内已经出现了氟喹诺酮类抗生素或三代头孢类
耐药沙门菌 ’"/>( "耐药菌株作为耐药基因重要的储
存库"通过中间载体的动物源性食品"可将耐药菌
株传播至人体内"会对社区健康人群公共卫生安
全造 成 巨 大 威 胁 ’#"%)( ) 喹 诺 酮 耐 药 决 定 区
$g<d<K%和质粒介导喹诺酮耐药$.-g<%在喹诺
酮耐药机制中发挥重要的作用) 在 g<d<K中"拓
扑异构酶编码基因 "#$%和 &’$(发生突变"将会增
强沙门菌对喹诺酮类抗生素的耐药水平) 而
.-g<中则包括了 gL]决定子*,FB$ +h%/4I/B]*
gMa,和 UYO,Q等耐药元件"它们通过不同方式降
低沙门菌对喹诺酮类抗生素的敏感性) 自 %>"’
年在德国首次报道分离出 ;2i/& 型超广谱 !/内酰
胺酶$8;Q3K%以来"全世界许多地方不断有新的
8;Q3K检出 ’%%/%!( ) 8;Q3K多数是由质粒介导的"广
泛存在于肠杆菌科细菌中"通过水平转移等方法
在相同或不同的种属之间播散 ’%*/%+( ) 对于沙门
菌"亚洲地区介导 8;Q3K最主要的型别是由 056/
-酶编码的 ’%#( ) 在我国"从零售肉制品 $猪肉*肉
鸡% ’>"%*( *经济型动物$猪*鸭% ’%"(分离到同时对环
丙沙星和头孢曲松耐药沙门菌的已有报道) 但少
有从食品链源头$动物养殖环境%中分离到耐氟喹
诺酮类抗生素或三代头孢类药物的沙门菌的耐药
性及其机制研究的报道) 本研究从源头出发"对
河南省肉鸡养殖场及其环境进行监测"分离环丙
沙星和 头 孢 噻 肟 双 重 耐 药 的 沙 门 菌"并 进 行
g<d<K*.-g<及 8;Q3K耐药机制的研究"阐明目
前我国肉鸡养殖环节中环丙沙星和头孢噻肟耐药
沙门菌的分布和耐药机制特点"为指导饲养环节
合理使用抗生素提供依据)

%$材料与方法
%=%$材料
%=%=%$菌株来源

&)%& 年 & f%% 月"在河南省的鹤壁市*开封市*
漯河市和周口市 ! 个城市的 ! 个肉鸡养殖场进行采
样"分别采集肉鸡的肛拭子和养殖场环境粪便共
’"" 份样品进行沙门菌的检测"分离到 *& 株沙门
菌) 所有的菌株经过 i458Z& 和 .0<’%>(方法确认"

并完成血清分型) 药敏质控菌株大肠埃希菌
$,500&*>&&%*肺炎克雷伯杆菌 $,500#))+)’%*
布 灵 得 卢 柏 沙 门 菌 标 准 菌 株 $ 3’6:)!566’
Q]FML^M]Pa"2>"%&%均为本实验室保存)
%=%=&$主要仪器与试剂

028W/EFaaM]型脉冲场凝胶电泳仪*7MHd\B
6<凝胶成像系统*高通量d9,8LXGLM5MN]F̂ & .0<

仪*;PI/0MHH! -\̂MH>+ 0MHH电泳仪均购自美国 QG\/
<F̂"微量紫外分光光度计"细菌多点接种仪$日本
佐久间%"IG\-j]GMPOiGNM_ 浊度计$法国梅里埃%"恒
温培养箱"小型高速离心机"恒温振荡器"纯水仪)

脑心浸液琼脂$Q2,%*血琼脂平板及脑心浸液
肉汤$Q24%均购自北京陆桥技术有限责任公司"
-PMHHM]/2GLN\L 肉汤 $-2Q%* -PMHHM]/2GLN\L 琼 脂
$-2,%均购自英国 UO\Ĝ";Q7*635! 琼脂均购自
美国 Qd"沙门菌科玛嘉显色培养基$郑州博赛生物
技术股份有限责任公司%"& !7’*.0<-FKNM]-GO*
aCP .0<-FKNM]-GO均购自北京天根生化科技有限
公司"沙门菌诊断血清$丹麦国家血清研究院%"试
验用抗生素氯霉素 $023%*头孢噻肟 $056%*四环
素$585%*庆大霉素$789%*复方新诺明$ ;65%*环
丙沙星$04.%*头孢他啶 $0,1%*氨苄西林 $,-.%*
亚胺培南 $4-.%* 替加环素 $570%* 克拉维酸
$BHF‘PHFLGB% 均购自美国 ;GXEF"月桂酰肌氨酸钠
$;3;%*十二烷基磺酸钠$ ;d;%*乙二胺四乙酸二钠
$ 9F&8d5,%* 5]GK IFKM* 5]GK/20H均 购 自 美 国
.]\EMXF"蛋白酶 Z$德国 -M]B_%"限制性内切酶 82’
" $英国 9Mb8LXHFL^ QG\HFIK%"比浊管* ;MFZME
7\Ĥ琼脂糖均购自美国 QG\/<F̂"5/载体和感受态细
胞均购自北京六合同经贸公司)
%=&$方法
%=&=%$菌株鉴定和血清分型

i458Z& 生化鉴定及 .0<鉴定&肉鸡肛拭子和
粪便经 ;Q7选择性增菌培养后"接种 635! 和科玛
嘉显色培养基"挑取可疑菌落进行生化鉴定#并通
过 .0<方法确认 ’%>( )

血清鉴定&按照 7Q!#">=!!&)%)+食品微生物
学检验 沙门氏菌检验,方法进行血清学试验 ’&)( )
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%=&=&$药敏试验
头孢噻肟和环丙沙星双耐菌株的筛选 ’&%( &用

-2,平板$头孢噻肟 " #X@EH"环丙沙星 ! #X@EH%
进行菌株筛选) 挑取在抗生素平板上生长的单菌
落"接种于 -2,平板"次日挑取单菌落接种于 Q2,
上"’# k过夜培养后取部分菌落于含有 *)e甘油脑
心肉汤保菌管中"于 l#) k保存"用于后续研究)

抗生素最低抑菌浓度$-40%&参考美国临床实
验室标准化委员会 $03;4% &)%& 版 ’&%( "使用琼脂稀
释法测定沙门菌 %) 种抗生素 $头孢噻肟*环丙沙
星*头孢他啶*亚胺培南*庆大霉素*复方新诺明*氨
苄西林*四环素*替加环素*氯霉素%的 91(值"并参
照 03;4判断 91(结果是否为耐药或敏感"替加环
素的判断标准参考美国食品和药物管理局和欧洲
的抗生素药物敏感试验委员会 ’&&/&’( )

8;Q3K筛查&按照 03;4&)%& 年版的标准进行
8;Q3K表型确证试验) 在抗生素 -40耐药检测中"
菌株若对头孢噻肟或头孢他啶其中任何一种抗生
素具有耐药性"则进一步使用头孢噻肟@克拉维酸
或头孢他啶@克拉维酸进行超广谱 !/内酰胺酶检
测#若菌株对头孢噻肟@克拉维酸或头孢他啶@克拉
维酸的 91(值较头孢噻肟或头孢他啶降低了 " 倍"
则判定为 8;Q3K阳性)
%=&=’$喹诺酮类耐药基因的检测

g<d<K基因突变分析 ’&!/&*( &对头孢噻肟和环丙
沙星双耐菌株的筛选试验筛选出的耐环丙沙星和
三代头孢类抗生素耐药的沙门菌进行 "#$%*"#$,*
&’$(及 &’$<基因 .0<扩增"引物由上海生工生物
工程有限公司合成"引物序列见表 %) 扩增条件&
>! k预变性 * EGL">! k变性 % EGL"退火 % EGL"
#& k延伸 % EGL"共 ’) 个循环"最后 #& k %) EGL"
退火温度见表 %) 阳性扩增片段"送上海英俊公司
测序) 7MLQFL_ 下载 3’6:)!566’ =#&>?:@$?@:35& 的
"#$%*"#$,*&’$(*&’$<序列"使用 ;MYPMLBDM]软件进
行序列比对)

.-g<机制分析 ’&+/’&( &对头孢噻肟和环丙沙星
双耐菌株筛选试验筛选出的菌株进行 *5&%**!$%*
*!$,**!$3**!$(**!$4* ’’-$ ./%0120-$*)*+%,基因
.0<扩增"引物由上海生工生物工程有限公司合
成"引物序列及退火温度见表 %) 对阳性扩增的产
物"送上海英俊公司测序"并将序列在 90Q4Q3,;5
上进行比对)
%=&=!$8;Q3K基因的检测

对头孢噻肟和环丙沙星双耐菌株筛选试验筛
选出的菌株进行 8;Q3K26’(7809分析

’’’( "先确定 056

组别"再用 26’(7809KPIX]\Pa
’’!/’*(进行分型) $$$

表 %$引物序列及退火温度

5FIHM%$.]GEM]KMYPMLBMFL^ FLLMFHGLXNMEaM]FNP]M

引物名称 序列$*h/’h%
长度
@Ia

退火温
度@k

"#$%/W
"#$%/<
"#$,/W
"#$,/<
&’$(/W
&’$(/<
&’$</W
&’$</<
)*+%/W
)*+%/<
)*+,/W
)*+,/<
’’-$./%0120-$/W
’’-$./%0120-$/<
(7809A/W
(7809B/<
(7809CA/W
(7809CB/<
(7809CD/W
(7809EF/<
(7809CC/W
(7809CE/<
9CG/W
9CG/<
9EH/W
9EH/<
9D/W
9D/<
IJ09/W
9CG0KA/<
*5&%/W
*5&%/<
*!$%/W
*!$%/<
*!$,/W
*!$,/<
*!$3/W
*!$3/<
*!$(/W
*!$(/<
*!$4/W
*!$4/<

575007,7,5770057,,70
5,00750,5,755,500,07
0,,,0577077,05750,77
5500770,5057,07,5,7,
,57,707,5,5770,7,707
57,007,75507055,,0,7
7,007,70575500557577
,70,7,75,707,5,570,,
050770707,57,5705
00,050550,0777,7,07,
550500000770777,,75,0
0507700,55557707075,
55707,570505,57,757705,
0507,,57005770757555
70757,5,00,0550,0050
57,,75,,757,00,7,,50
57,5,00,00,07007050
5,5570,50,7,,,0075777
0,,5057,07557770,,57
,5,,007507757,0,,55
,50,,70057007,5057755,
75,,7057,070,,0750570
7755,,,,,,50,0570750
557757,07,5555,70070
,57,57,050,7,70,5507
577755,07,5555070070
,57757,0,,,7,7,7570,
0005507707,57,55050
7,7077,5,,0,,5550,0,0,77
0700,7775555000,750,07,0
70,77500,70,707775,7
05500570007,75,50757
,555050,0700,77,5557
7,50770,,,7755,7750,
7,50757,,,700,7,,,77
,07,57005775,7557500
,07,0,550750,,0570,,
5,,,55770,000575,770
7775575,0,555,557,,507
0,005,000,555,55550,
07,7,50,,555,07777,,5,
,,0,,7057,,7070057

’!# **

’!* **

!%& **

&#& **

’>& *#

*%& +!

!"& **

&+) **

’!% **

&)# **

&>’ **

"+’ **

"+* **

"#) **

! **

%>> +)

*%+ *’

!+> *’

!%# *’

’)# **

*"’ **

注&!为长度不确定

对阳性扩增产物"将纯化 .0<产物连接至 5载体"

并转至感受态细胞"操作步骤参照试剂盒说明书"

送上海英俊公司测序" 将反馈的结果在 90Q4
Q3,;5上进行比对)
%=&=*$脉冲电场凝胶电泳$.W78%分析

.W78方法& 参照 美国疾病 预防 控 制 中 心
.PHKM9MN的统一方法 ’’+( ".W78分型所用标准菌株
为 3’6:)!566’ Q]FML^M]Pa 血清型参考菌株 2>"%&)

电泳图像分析和结果聚类分析".W78图像应用
QG\LPEM]GBK‘!=) 进行处理"识别图像条带) 在图像
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识别过程中"在 -F]_M]最小片段外的试验菌株条带
因为不能为 -F]_M]校准而被舍去) 图像通过统一
的 -F]_M]进行校准"标定条带位置"必要时进行人
工校正) 聚类方法和参数选择&聚类图类型选择非
加权组平均法$S.7-,%"条带位置差异容许度选择
%=)e"优化值 )=*e) QFL^ IFKM̂@dGBM方法计算相
似性系数"即 dGBM系数 $L值 m%))e%) L:&!+#M
$!+?!#%"!+&菌株 +的总的片段数#!#&菌株 #的总
的片段数#!+#&菌株 +和菌株 #的相同的片段数) L
值反映的是不同菌株电泳条带的相似性程度"范围
在 ) f% 之间") 代表完全不相关"H代表完全相同)
在限制性内切酶的作用下"不同的菌株会呈现不同
的条带数和片段大小"按照 .PHKM9MN的命名原则"对
每一种不同的带型进行命名)

&$结果
&=%$菌株情况

通过 i458Z& 和 .0<双重方法鉴定"从肉鸡养
殖场 ’’" 份样品$肛拭子和环境粪便样品分别为 >&
和 &!+ 份%中共分离到 *& 株沙门菌$肛拭子和粪便
分别为 &* 和 &# 株%"分离率为 %*=’"e $*&@’’"%)
其中鹤壁市*开封市*漯河市和周口市的分离率分
别为 %#="+e*%!=**e*"=’’e和 &)="’e"! 个地区
之间的分离率均差异无统计学意义$Nn)=)*%) 对
分离菌株进行血清分型"其中有肠炎沙门菌 !) 株"
在 ! 个地区均有检出#印第安纳沙门菌 " 株"在 ’ 个
地区检出#其他血清型 ! 株) 各个地区菌株分离及
血清分布情况见表 &*’)

表 &$河南省 ! 个地区养殖场沙门菌分离率
5FIHM&$.]M‘FHMLBM\C3’6:)!566’ C]\EI]\GHM]CH\B_K

GL C\P]̂ GCCM]MLN]MXG\LKGL 2MLFL .]\‘GLBM
地区 样品数@份 阳性数@份 分离率@e
鹤壁市 "! %* %#="+
开封市 %%) %+ %!=**
漯河市 #& + "=’’
周口市 #& %* &)="’
合计 ’’" *& %*=’"

表 ’$河南省 ! 个地区养殖场沙门菌血清分布情况$株%

5FIHM’$dGKN]GIPNG\L \CKM]\N[aM\C3’6:)!566’ C]\E

I]\GHM]CH\B_KGL C\P]̂ GCCM]MLN]MXG\LKGL 2MLFL .]\‘GLBM
地区 肠炎沙门菌 印第安纳沙门菌 其他

鹤壁市 %! % )

开封市 + + !

漯河市 + ) )

周口市 %! % )

合计 !) " !

&=&$药敏结果
&=&=%$双耐菌株的筛选

将 *& 株分离纯化的沙门菌接种到具有环丙沙
星和头孢噻肟双抗性的 -2,上"有 * 株从养殖场
环境粪便样品中分离的印第安纳沙门菌对以上两
种抗生素耐药) 双耐菌株仅在鹤壁市$ ! :%%和开
封市$! :!%检出"在本次研究中的分离率为 %=!"e
$*@’’"%"在分离菌株中的比例为 >=+&e $*@*&%)
双耐菌株在各个地区的分布情况见表 !"菌株信息
见图 %)

表 !$河南省 !个地区耐环丙沙星和头孢噻肟菌株的分布情况
5FIHM!$dGKN]GIPNG\L \CBMC\NFOGEMFL^ BGa]\CH\OFBGL

B\/]MKGKNFLBM\C3’6:)!566’ C]\EI]\GHM]CH\B_KGL C\P]̂ GCCM]MLN

]MXG\LKGL 2MLFL .]\‘GLBM
地区 双耐菌数@株 占样品数比例@e 占阳性数比例@e

鹤壁市 % %=%>$% @"!% +=+#$% @%*%

开封市 ! ’=+!$! @%%)% &*=))$! @%+%

漯河市 ) )=))$) @#&% )=))$) @+%

周口市 ) )=))$) @#&% )=))$) @%*%

合计 * %=!"$* @’’"% >=+&$* @*&%

&=&=&$双耐菌株的药敏结果
在检测的 %) 种抗生素中"* 株沙门菌对替加环

素和亚胺培南敏感"有 % 株对 + 种抗生素耐药"耐药
谱为 ,-./0,1/023/04./056/789"其余 ! 株对其
余 " 种抗生素均耐药"耐药谱为 ,-./0,1/023/04./
056/789/;65/585) 其中对 056的 91(值 均 n
%&" #X@EH"对 04.的 91(值菌株在 %+ f+! #X@EH之
间"具有较高的耐药浓度) 结果见图 %)

注&,-.&氨苄西林#0,1&头孢他啶#023&氯霉素#04.&环丙沙星#056&头孢噻肟#789&庆大霉素#;65&复方新诺明#585&四环素#

91(&最小抑菌浓度

图 %$* 株环丙沙星和头孢噻肟耐药的印第安纳沙门菌的 .W78聚类图
WGXP]M%$.W78aFNNM]LK\CCG‘M3’:)!566’ 4L^GFLFGK\HFNMKNDFNF]M]MKGKNFLNN\I\ND BGa]\CH\OFBGL FL^ BMC\NFOGEM



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!!!白莉"等 !!>%$$ !

&=&=’$8;Q3K筛选结果
添加了不可逆性竞争结合 !/内酰胺酶的克拉

维酸$! #X@EH%后"* 株沙门菌的 056的 -40均较
没有添加克拉维酸降低了 " 倍以上的数值"可以确
定这 * 株菌均为 8;Q3K菌株)
&=’$喹诺酮和 8;Q3K耐药机制分析结果

g<d<K突变分析结果显示&喹诺酮耐药决定区
基因分析显示"* 株沙门菌分离株""#$%和 &’$(均
有点突变""#$,和 &’$<没有发生突变) * 株菌的
g<d<K都具有 "#$%$ ;"’W"d"#9%" &’$($5*#;"
;")<%的 ! 个突变位点"见图 %)

.-g<分析结果显示&* 株沙门菌都携带了质
粒介导的喹诺酮耐药基因"包括 )*+%,$! :%%和 ’’-
$+/%0120-$$! :*%) 其中"% 株分离菌的 04.的 91(

为 +! EX@3"其携带两种耐药基因’)*+%,*’’-$./%0
120-$() 其余 ! 株菌仅携带一种耐药基因’ ’’-$./%0
120-$("* 株分离株均未检出 *5&%**!$%**!$,**!$3*
*!$(**!$4基因"见图 %)

8;Q3K耐药基因结果显示&* 株沙门菌经 056/
-组分群均为 056/-/X]\Pa>"进一步测序分析为
26’(78090+*"见图 %)
&=!$.W78聚类结果

* 株沙门菌分离株 .W78聚类后相似度在
">=+%e f>’=#*e) 菌株之间差异很小"仅 & f’ 条
带的差异"见图 %)

’$讨论
’=%$环丙沙星和头孢噻肟耐药沙门菌的现状

本研究对河南省 ! 个地区环丙沙星和头孢噻肟
耐药的沙门菌进行检测"耐药菌株占所有分离菌株
的 >=+&e"这与我国北京地区动物源性食品的分离
率相似"主要的血清型也为印第安纳沙门菌 ’>( ) 而
本次研究中并没有检测到耐环丙沙星和头孢噻肟
优势血清型肠炎沙门菌"可能与某种血清型更容易
发生突变或获得可转移的耐药质粒有关"这也是下
一步研究的重点) 我国广州地区分离的双耐沙门
菌的血清型是奥拉宁堡沙门菌"且都来源于生猪
肉"而没有从生鸡肉中分离到 ’%*( ) 原因可能为以下
两点&一是地域上的南北差异"对于不同动物种类
来源"沙门菌存在不同污染优势血清型 ’’#( #二是食
品从农场到餐桌的食品安全控制体系中"屠宰场加
工环节存在的交叉污染 ’’"( "使得污染的菌相发生变
化) 本研究显示河南省养殖环节存在较高环丙沙
星和头孢噻肟耐药沙门菌的分离率"同时河南省从
临床腹泻感染者中已经分离到耐环丙沙星和头孢
噻肟的沙门菌菌株 ’’>( "说明耐药菌株可能已经在农

场/餐桌/感染者的传递链条中建立起了耐药相关
性) 因环丙沙星和头孢噻肟是临床治疗严重沙门
菌感染者的主要抗生素"同时 * 株耐环丙沙星和头
孢噻肟菌株均为多重耐药菌株"这将使临床用药更
加困难"特别是对于免疫能力低下的儿童和老人"

则有致命的危害 ’*( ) 因此针对相关抗生素在我国
养殖业中可能存在滥用 ’!)( "需要进一步深入研究全
国养殖场动物源性致病菌中耐药菌株的分布特点
及变化) 本研究分离的 * 株耐药沙门菌对亚胺培南
和替加环素敏感"提示这些近期上市的抗生素对沙
门菌的抗菌效果较好)
’=&$喹诺酮和 8;Q3K耐药机制探讨

在沙门菌的喹诺酮耐药中"喹诺酮类抗生素的
主要靶点是拓扑异构酶$ $d9,促旋酶 %"由在
g<d<K中 "#$%和 "#$,分别编码其两个亚单位 ,和
Q’!%( #第二个靶点是拓扑异构酶%"由 &’$(和 &’$<

分别编码其亚单位) 拓扑异构酶的改变"将会降低
喹诺酮类抗生素对其的亲和力"从而降低微生物对
抗生素的敏感性) 报道资料显示 ’!&( "喹诺酮类抗生
素耐药机制以 "#$%和 &’$(的突变为主) 本研究通
过对分离株的 "#$%和 &’$(基因进行测序比较发
现"耐环丙沙星和头孢噻肟的 * 株菌株均具有 "#$%
和 &’$(各两个点突变"即 "#$%的第 "’ 位密码子由
亮氨酸替代丝氨酸和第 "# 位密码子由天冬氨酰替
代天冬氨酸"&’$(的第 *# 位密码子由丝氨酸替代
苏氨酸和第 ") 位密码子由精氨酸替代丝氨酸"这可
以看做是分离株获得喹诺酮耐药的第一步 ’!’( )
* 株菌株均具有 ! 个的突变位点"可能是由于拓扑
异构酶编码基因的点突变从而导致了本研究中分
离株对环丙沙星耐药表型的出现) 同时""#$%*&’$(

出现 ! 个突变位点时"表现出环丙沙星的高耐药
$91(!%+ EX@3%"证实这些突变位点的出现"能够
降低分离株对环丙沙星的敏感度)

自 .-g<被提出以来" gL]决定子 $gL],*
gL]Q*gL]0*gL]d和 gL];%*,FB$+h%/4I/B]*外排系
统相关的 gMa,和 UYO,Q"作为喹诺酮质粒介导的
耐药机制日益受到关注) 本文初步研究表明耐环
丙沙星和头孢噻肟的 * 株菌株都携带了 ’’-$./%0120
-$"仅一株菌携带了 )*+%,基因"没有菌株携带 *5&%

基因"这与目前文献报道的一致 ’!!/!*( "该基因主要
存在于大肠埃希菌中"仅有西班牙报道的文献中提
到了首次从沙门菌中检测到该基因 ’!+( "因此需要更
进一步的研究阐明该基因在沙门菌的携带情况)
综上所述"本研究中环丙沙星耐药沙门菌中的喹诺
酮耐药机制具有一定的多样性)

产生 !0内酰胺酶是革兰阴性杆菌对 !/内酰胺
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类抗生素耐药的主要机制"尤其自 ") 年代中期发现
8;Q3K不仅能分解第一*二代头孢菌素和青霉素类
抗生素"而且能分解广谱头孢菌素和单酰胺类抗生
素"给临床感染性疾病的治疗造成极大的威胁)
8;Q3K主要由肠杆菌科细菌产生"肺炎克雷伯菌和
大肠埃希菌是其代表菌种) 自 %>"’ 年在德国首次
报道分离出 26’3OJ0&编码的 8;Q3K以来"全世界许多

地方不断有新的 8;Q3K检出 ’%%/%!( ) 由克拉维酸抑
制的 !/内酰胺酶由质粒介导产生"根据编码基因同
源性的不同分为 58-* ;2i*056/-*U6,和其他
* 类) 本文耐环丙沙星和头孢噻肟的 * 株沙门菌均
对三代头孢耐药"且 8;Q3K检测均产 8;Q3K酶) 进
一步分析编码基因"发现 * 株菌株质粒编码的耐药
基因 056/-型别均为 26’(78090+*型) 杨保伟等 ’%+(对
我国食品中分离的沙门菌进行 8;Q3K检测"发现主
要为 26’3OJ0&*26’(P90&等) 本研究中编码的超广谱 !0

内酰胺酶质粒携带的均为 26’(78090+*型"这与广州地

区报道的双耐菌株的 26’(78090%!型别不同
’%*( ) 但在

广州地区已经发现了携带 26’(78090+*基因型质粒的大

肠埃希菌 ’!#( "提示该型别可能已经存在我国某些地
区) 质粒分型技术是目前国际上比较常见用于耐
药质粒的进化研究的方法"可以检测肠杆菌科耐药
质粒的播散和进化"特别 8;Q3K的播散特点分
析 ’!"( "借助该技术可进一步研究确证 26’(78090+*基因
型质粒是否通过水平转移等方法在相同或不同的
种属之间播散)
’=’$菌株相似性分析

.W78分析发现耐环丙沙星和头孢噻肟的 * 株
沙门菌具有高度的相似性"有 ! 株菌株来源于同一
个地区"说明该带型已经成为该地区的主要优势克
隆株"相似性的产生可能是由酶切位点的点突变*
缺失或者插入引起 ’!>( "也可能是沙门菌基因组中质
粒的稳定性导致 ’*)( )

抗生素的发现和临床应用是 &) 世纪医学史上
最成功的典范"也是世界医学史上最辉煌的一页)
但是"随着抗生素在畜牧养殖业*水产和医疗的大
量使用"多重耐药菌大量涌现"甚至出现了对所有
常用抗菌药物耐药的超级耐药菌"人类面临无抗生
素可用的-后抗生素时代.的严重威胁) &)%% 年世
界卫生组织为此发出 -今天不采取行动"明天就无
药可用.的呼吁) 近年来"氟喹诺酮耐药沙门菌在
经济型动物中的分布在世界范围内已有广泛研究"
在我国部分地区也开展了零售环节肉鸡制品氟喹
诺酮和三代头孢耐药菌株的研究 ’>"%*( ) 本研究在河
南省肉鸡养殖中检出环丙沙星和头孢噻肟耐药沙
门菌"特别是其还具有复杂的喹诺酮耐药机制和可

传播的超广谱 !/内酰胺酶耐药机制"结合报道的临
床资料"表明耐药菌株可能已经在农场/餐桌/感染
者的传递链条中建立起了耐药关联性) 因此"应对
其传播途径和机制开展深入研究"阐明农场/餐桌食
品控制链的源头"即养殖环节中耐药菌株分布的基
本情况及耐药可能传播的途径"评估此类耐药菌株
对社区人群*医院感染带来的健康风险"从而为社
区感染防控提供技术支持)
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论著
浓缩乳清蛋白粉及其制品中梭状芽胞杆菌的分离及鉴定

董银苹%!徐进%!王伟%!白莉%!胡骁&!甘辛%!闫韶飞%!李志刚%!余东敏%!李凤琴%

!%(国家食品安全风险评估中心 卫生部食品安全风险评估重点实验室"北京$%)))&%#
&(中国人民武装警察部队后勤学院 天津市职业与环境危害防制重点实验室"天津$’))%+&$

摘$要!目的$采用多种方法对新西兰进口浓缩乳清蛋白粉及其制品#市售婴幼儿配方粉样品中分离的梭状芽胞

杆菌进行鉴定" 方法$根据分离菌株的生长特性#革兰氏染色#生化反应#普通显微镜和电子显微镜下形态特征等

表型特征!结合 %+; ]<9,基因克隆测序及基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱等结果!对分离菌株进行综合鉴

定" 结果$#" 份样品中有 %+ 份$&)=*e%被梭状芽胞杆菌污染!其中 & 份为浓缩乳清蛋白粉及其制品!%! 份为婴

幼儿配方粉样品" 共分离到梭状芽胞杆菌 %# 株!包括生胞梭菌 %& 株#拜氏梭菌 & 株!丁酸梭菌 & 株和第三梭菌 %

株" 结论$新西兰进口浓缩乳清蛋白粉及其制品中厌氧微生物污染严重!经鉴定污染的主要微生物为生胞梭菌"

关键词!浓缩乳清蛋白粉& 生胞梭菌& 鉴定& %+; ]<9,& 基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱& 婴幼儿配方乳粉&

食源性致病菌& 食品安全
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