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中国食源性鼠伤寒沙门菌株耐药谱及 PFGE分型研究

周 　正 　刘秀梅

(中国疾病预防与控制中心营养与食品安全所 ,北京 　100050)

摘 　要 :目的 　了解掌握中国食品中鼠伤寒沙门菌的耐药状况 ,并对 2002 - 2005 年国家食源性疾病监测网分离的

23 株鼠伤寒沙门菌进行耐药性监测及 PFGE分型研究。方法 　利用血清学方法对 2002 - 2005 年食源性疾病监测

网分离的沙门菌进行分型 ,并运用 CLSI(Clinical and Laboratory Standards Institute) 推荐的纸片法对鼠伤寒沙门菌株进

行耐药性检测 ,采用脉冲场凝胶电泳法 (PFGE)进行 PFGE分型。结果 　发现 15 株多重耐药鼠伤寒沙门菌 ,其中耐

4～5 种抗生素的 6 株 (40 %) ,耐 6～9 种抗生素的 5 株 (3313 %) ,耐 10 种抗生素的 4 株 (2617 %) ;可分为 16 个 PFGE

型 ,其中 5 个 PFGE型的菌株数超过 1 株。结论 　我国食源性鼠伤寒沙门菌分离株的多重耐药性严重 ,PFGE 分型

方法对鼠伤寒沙门菌的分型能力较好 ,同一 PFGE型菌株的耐药谱非常接近。

关键词 :沙门菌 ,鼠伤寒 ;抗药性 ,微生物 ;电泳 ,凝胶 ,脉冲场

Antimicrobial Resistance Patterning and Molecular Typing for Isolates of

Foodborne Salmonella typhimurium in China

ZHOU Zheng , LIU Xiu2mei

(National Institute for Nutrition and Food Safety , Chinese CDC , Beijing 100050 , China)

Abstract : Objective 　To investigate the antimicrobial resistance of S . typhimurium isolates from food in China , the twenty2
three strains of S . typhimurium isolated from 2002 to 2005 within the areas of Chinese National Foodborne Dieases Surveillance

Network were tested for the antimicrobial resistance and molecular types. Methods 　All the strains were detected the antimicrobial

resistance by the disk diffusion method and molecular typed by PFGE. Results 　Fifteen out of 23 strains were multiple

antimicrobiol resistant. Six strains (40 %) were resisted to four to five kinds of antibiotics , five strains (3313 %) to six to nine

kinds , four strains (2617 %) to ten. All the tested strains were typed into sixteen genotype , with the five genotypes have more

than one strains. Conclusion 　The multiple microbial resistance of foodborne S . typhimurium strains has showing the prevalent

problem. PFGE is one of the good typing methods for S . typhimurium isolates. It is also indicated that the results of the

antimicrobial resistance patterns are quite closed to the PFGE typing in this study.

Key word : Salmonella typhimurium ; Drug Resistance , Microbial ; Electrophoresis , Gel , Pulsed2Field
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　　近年来 ,细菌的耐药性已经成为一个非常普遍

的现象 ,引起各国食品安全和医药工作人员的高度

关注。由多重耐药株所引起的疾病 ,临床上治疗困

难 ,成本很高[1 ] ,造成人力物力的大量浪费。鼠伤寒

沙门菌是我国临床较常见的沙门菌致病血清型 ,其

感染率和死亡率都很高 , 诺酮类药物萘啶酮酸

( nalidixic acid ) 和 喹 诺 酮 类 药 物 环 丙 沙 星

(ciprofloxacin)为目前临床治疗鼠伤寒沙门菌病的一

线药物[2 ,3 ] , 但是由于喹诺酮类药物在我国临床治

疗和畜牧养殖业中的滥用 ,已经有大量耐喹诺酮的

鼠伤寒沙门菌菌株出现 ,使治疗的难度和成本大大

增加[4 ] 。为掌握鼠伤寒沙门菌的分布及流行状况 ,

传统的血清分型方法已经不能满足要求 ,需要采用

分型能力更强的分子分型方法进一步分析不同来源

的鼠伤寒沙门菌之间的联系。脉冲场凝胶电泳分型

方法 (PFGE)为目前国际上分子分型的通用方法 ,其

结果重复性好[5 ,6 ]
,美国 Pulse2Net 即采用此方法对

沙门菌进行监测及溯源研究。

本研究用 CLSI (Clinical and Laboratory Standards

Institute)推荐的纸片扩散法对国家食源性疾病监测

网 200222005 年分离的 23 株鼠伤寒沙门菌进行药敏

检测 ,对多重耐药谱进行分析 ,并采用 PFGE 方法对

分离菌株进行分子分型研究。

1 　材料和方法

111 　材料

11111 　菌株 　耐药 (纸片) 质控菌株 　大肠埃希菌

(ATCC 25922) ;实验菌株 国家食源性疾病监测网

2002 - 2005 年分离得到的 23 株鼠伤寒沙门菌 ,菌株

编号及分离年份见表 1。

表 1 　菌株编号及分离年份对照表

菌株编号 分离年份

01～08 2002

09～13 2003

14～22 2004

23 2005

11112 　试剂 　HE 琼脂 (北京陆桥公司) 、营养琼脂

(北京陆桥公司) 、Oxoid 耐药纸片 (OXOID 公司) 、

Seakem Gold 琼脂糖 ( CAMBREX 公司 ) 、蛋白酶 K

(MERCK公司) 、限制性内切酶 XbaI(NEB 公司) 。

11113 　主要实验仪器 　温箱 (36 ±1)°C、CHEF2
mapper 型脉冲场凝胶电泳仪及配套设备 (Bio2Rad 公

司) 、凝胶成像系统 (Bio2Rad 公司) 、恒温水浴摇床

(哈东联公司) 。

112 　方法

11211 　耐药性测定 　按照耐药纸片操作说明进行

药敏检测。共使用 23 种抗生素 ,中英文名称及浓度

见表 2。

表 2 　纸片扩散法用抗生素中英文名称及浓度

中文名称 英文名称 纸片含量 (μgΠ片)

阿米卡星 Amikacin (AK) 30

阿莫西林 +
克拉维酸

Amoxicillin Pclavuianic acid
(AMC)

20Π10

氨苄西林 Ampicillin (AMP) 10

氨曲南 Aztreonam(ATM) 30

氯霉素 Chloramphenicol (C) 30

头孢西丁 Cefoxitin (FOX) 30

头孢曲松 Ceftriaxone (CRO) 30

环丙沙星 Ciprofloxacin Hydrochloride
(CIP)

5

多西环素 Doxycycline (DOX) 30

呋喃妥因 Furadantin (F) 300

头孢吡肟 Cefepime (FEP) 30

卡那霉素 Kanamycin ( K) 30

头孢噻吩 Cefalotin ( KF) 30

头孢唑啉 Cefazolin ( KZ) 30

头孢孟多 Cefamandole (MA) 30

美洛培南 Meropenem (MEM) 10

美洛西林 Mezlocillin (MEZ) 75

萘啶酮酸 Nalidixic acid (NAL) 30

诺氟沙星 Norfloxacin (NOR) 10

磺胺异　唑 Sulfafurazole (SF) 300

四环素 Tetracycline (TE) 30

妥布霉素 Tobramycin (TOB) 10

甲氧苄啶Π
磺胺甲　唑

Trimethoprim Psulfamethoxazole
(SXT)

1125Π23175

11212 　PFGE 操作 　实验操作过程采用美国

PulseNet 标准操作手册 ( Pulse2Net protocol) 511、512、

514 规定进行[7 ] 。

11213 　结果判定 　耐药结果参照 NCCLS 药敏标准

进行结果判定 , 分为敏感 ( susceptible ) 、中介度

( Intermediate susceptible) 和耐药 (resistant) 3 种 ,可耐

3 种以上抗生素的为多重耐药株 ; PFGE 结果采用

BioNumerics (Applied2maths 公司 ,ver4100)进行分析处

理 ,采用 Dice2UPGMA 法进行聚类分析 ,相似率为

100 %的认定为同一 PFGE 型 ,小于 100 %的认定为

不同的 PFGE型。

2 　结果

211 　耐药性测定结果 　试验测得多重耐药株耐药

谱如表 3 所示 ,共有 15 株多重耐药沙门菌 ,其中耐 4

～5 种抗生素的 6 株 (40 %) ,耐 6～9 种抗生素的 5

株 (3313 %) ,耐 10 种抗生素的 4 株 (2617 %) 。
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注 :A ,B ,C⋯K为 PFGE型别 ,01 ,02 ,03 ⋯23 为菌株编号。

图 1 　23 株鼠伤寒沙门菌 PFGE分型结果

表 3 　我国食源性鼠伤寒沙门菌株多重耐药谱

多重耐药谱 菌株数量

AMP2MEZ2TET2NAL 1

AMP2MEZ2TET2NAL2DOX 4

AMP2MEZ2TET2NAL2SF 1

AMP2MEZ2TET2DOX2SXT2SF 1

AMP2TET2DOX2NAL2CIP2NOR2NIT2SF 2

TET2DOX2NAL2CIP2NOR2NIT2SXT2SF 1

AMP2MEZ2TET2DOX2NAL2CIP2NOR2SXT2SF 1

AMP2MEZ2TET2DOX2NAL2CIP2NOR2NIT2SXT2SF 4

212 　PFGE 结果 　所有菌株都可得到清晰的 PFGE

图谱 ,PFGE分型图谱聚类分析见图 1 ,经过聚类分

析 ,23 株鼠伤寒沙门菌可分为 16 个 PFGE 型 ,分别

命名为A～P 型。其中 K、L 型各包括 3 株菌 ,A、B、C

型各包含 2 株菌 ,D、E、F、G、H、I、J 、M、N、O、P 型均

为 1 株菌。

对比耐药性的测定结果 　A 型菌株抗生素耐药

谱一致 ,对所有测试抗生素均敏感。C 型菌株抗生

素耐药谱也相同 ,除对磺胺异　唑中介外 ,对其他抗

生素均敏感。B 型两个菌株耐药谱差异较大 ,04 号

菌株对所有测试抗生素均敏感 ,10 号菌株对 4 种抗

生素耐药 ,对 2 种抗生素中介 ; K型各菌株耐药谱非

常相似 ,其中 05 号菌株和 14 号菌株只有阿莫西林

+克拉维酸的测试结果有所不同 ,其他均一致 ,而

13 号菌株的氨苄西林、头孢噻吩、美洛西林 3 种抗

生素耐药结果同 05 号和 14 号有差异 ;L 型菌株耐

药谱也非常相似 ,只有 16 号菌株的呋喃妥因耐药结

果和其他 2 个菌株有一定差异 ,其他种类抗生素的

耐药结果均完全一致。

3 　讨论

311 　在所有 23 株测试菌中 ,多重耐药株达到 15

株 ,占所有菌株数量的 65122 % ,说明我国食品中鼠

伤寒沙门菌的耐药性已经成为一个非常普遍的现

象 ,其中 8 株鼠伤寒沙门菌株对第三代喹诺酮类环

丙沙星有耐药性 ,占总数的 34178 % ,而目前在临床

上喹诺酮类药物为治疗肠杆菌感染的首选药物。这

就意味着对于感染这些菌株的患者 ,抗生素治疗已

经不能够快速治愈 ,只能依靠患者自体康复 ,产生此

结果的直接原因是我国抗生素在畜牧兽医及临床治

疗上的滥用。

312 　PFGE分型方法直接针对整个细菌染色体 DNA

进行分析 ,采用稀有位点限制性内切酶将染色体切

成 5～30 条大小约为 10～800 kb 的片段 ,再通过 2

个或多个交变电场 ,使得 DNA 分子的电泳方向随电

场的变化而变化 ,在凝胶中呈蛇形向前移动 ,从而使

大分子 DNA 得到分离 ,PFGE 分辨力高 ,重复性好 ,

是目前最理想的分型方法 ,常作为评价其他分型方

法的参考标准[8 ,9 ] 。本研究采用美国 Pulse2Net 标准

操作方法 ,对鼠伤寒沙门菌进行了 PFGE 分型 ,所有

菌株都可得到 10～20 条左右的条带 ,23 株鼠伤寒沙

门菌共分为 16 个 PFGE型 ,分型结果较好。
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313 　从时间分布上看 ,同一 PFGE 型中的菌株均来

自不同年份 ,来自同一年的菌株均为不同的基因型 ,

说明我国 2002 - 2005 年没有出现大面积的鼠伤寒

沙门菌的暴发流行。对比 PFGE 分型和耐药谱测定

结果可以看出 ,A 型与 C 型型内各菌株耐药谱完全

一致 , B、K、L 型型内菌株耐药谱不同 ,L 型菌株耐

药谱极其相似 ,只有在呋喃妥因耐药结果上有所不

同 ,16 号菌株对呋喃妥因敏感 ,23 号和 01 号对呋喃

妥因耐药 ,而对其他种类的抗生素的耐药情况完全

相同。K型菌株对 7～8 种抗生素耐药 ,L 型对 9～

10 种抗生素耐药 ,同种 PFGE 型有着相同或者非常

相似的耐药谱。PFGE 型相同而耐药谱不同的现象

可能是由于耐药基因发生突变 ,但是突变位点并不

在 PFGE酶切位点上 ,导致耐药情况不能从 PFGE 分

型上体现出来[10 ] 。
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论著

蛋白质生理需要量研究使用的食谱中营养素的含量分析

姬一兵1 　朴建华1 　张宇辉2 　田 　园1 　李卫东1 　孙 　锐1 　杨晓光1

(11 中国疾病预防控制中心营养与食品安全所 ,北京 　100050 ;

21 中国人民解放军白求恩军医学院 , 河北 　石家庄 　050081)

摘　要 :目的 　分析蛋白质生理需要量研究使用的食谱中 5 种主要营养素的含量和分布 ,并根据三大宏量营养素

供能系数计算食物所能提供的能量。方法 　以白求恩军医学院学员的日常膳食制成 3 日食谱 ,用于研究蛋白质的

生理需要量 ,采集食谱中的各种食物 34 种 ,采用国标方法对每种食物中的蛋白质、脂肪、糖类、灰分和水分的含量

进行测定。结果 　粮谷类食物的糖类的平均含量为 4619 % ,明显高于肉类的 312 %及蔬菜的 415 % ,其所能提供的

能量也较高 ,平均为1 331 kJΠ100 g ,肉类食物中的蛋白质含量平均为 2114 % ,其他营养素含量相对较低。不同蛋白

质剂量组的受试者实际摄入的蛋白质与预设的蛋白质给予量一致 ,三大营养素的供能比合理。结论 　结合学员日

常膳食制定的此 3 日食谱 ,能够为受试者提供足够的能量和营养素 ,满足机体生理需要。

关键词 :膳食 ; 营养素 ; 能量摄取 ; 食谱制订

基金项目 :达能膳食营养研究与宣教基金 (DIC2006207)

作者简介 :姬一兵　男　主管医师　博士研究生

—422—
中国食品卫生杂志

CHINESE JOURNAL OF FOOD HYGIENE
　　　 　　　　　2007 年第 19 卷第 3 期


