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北京市食源性金黄色葡萄球菌耐药及分子分型研究
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摘(要!目的(分析北京市食源性金黄色葡萄球菌对常用抗生素的耐药情况及其分子分型特征!预防和控制由该

菌引起的食源性疾病!为临床合理用药提供依据" 方法(收集 ;&)&*;&); 年北京地区食源性致病菌监测网分离

到的金黄色葡萄球菌 )?E 株!采用微量肉汤稀释法检测金黄色葡萄球菌对 ? 种常用抗生素的敏感性" 采用脉冲场

凝胶电泳%,-5I&进行分子分型" 结果())* 株金黄色葡萄球菌表现出对抗生素耐药!耐药率为 *;:&<g!对抗生

素的耐药率为红霉素%I"\&%.:%.g#苯唑西林%2]$&;E:?)g#克林霉素%18G&;&:?*g#四环素%/I/&)<:’&g#氯

霉素%168&)):E*g#环丙沙星%1G,&*:%;g#甲氧苄啶@磺胺甲恶唑 %/,3@+3o&.:??g" 其中耐甲氧西林金黄色

葡萄球菌%3"+$&.; 株#对甲氧西林敏感的金黄色葡萄球菌%3++$&)<. 株" 分离到的 3"+$中 <% 株菌表现出多

重耐药" 全部菌株共分为 );’ 种 ,-5I带型!优势带型不明显" 结论(食源性金黄色葡萄球菌的耐药和多重耐药

普遍存在!,-5I带型分布分散与耐药谱的关联性较差"
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((金黄色葡萄球菌 $ #1/;CF45050096/97=96%广泛
分布于空气’土壤’水中"人和动物的带菌率较高"

因此食品受其污染的机会较多 ))* "金黄色葡萄球
菌及其毒素是引发细菌性食物中毒的主要病原之
一"金葡菌污染食物所引发的食源性疾病为世界
性食品安全问题"该菌也是北京市细菌性食物中
毒的主要病原菌之一( ;&)&!;&); 年北京市共报
告细菌性食物中毒 ;E 起"其中金黄色葡萄球菌食
物中毒占 ;;g( 多重耐药的金黄色葡萄球菌菌株
的出现已危及到对该菌引发食源性疾病的控制(

有研究表明 );* "耐药菌可直接或通过食物链间接
感染人"并具有将相同的抗药特性通过食物链转
移给人体病原菌的潜在危险( 目前"脉冲场凝胶
电泳$ ‘MLbNV0CKNLV PNLNLNB_UQ‘DQUNbKb",-5I%被认为
是食源性病原菌分型的金标准",-5I具有重复性
好’分辨率高的特点 )<* ( 为了解北京市食源性金
黄色葡萄球菌的耐药谱和 ,-5I型别分布以及两
者之间的联系"建立北京市食源性金黄色葡萄球
菌耐药图谱库和分子溯源库"提高北京市金葡菌
食物中毒监测预警能力( 本研究通过采用美国临
床实验标准委员会$#118+%推荐的微量肉汤稀释
法和 ,-5I方法"对 ;&)&!;&); 年通过北京市食
源性致病菌监测网络分离到的 )?E 株金黄色葡萄
球菌进行药敏试验及 ,-5I分型(

)(材料与方法
):)(材料
):):)(菌株来源

本次试验菌株来自 ;&)&!;&); 年通过北京市
食源性致病菌监测网络分离到的金黄色葡萄球菌
共 )?E 株( 其中 ))& 株来自餐饮食品’EE 株来自未
经过加工的食品原料( 质控菌株为金黄色葡萄球
菌$$/11;’;)<%(

):):;(主要仪器与试剂
mG/IF浊度仪$法国 ^KQ3NUKNMT%’实验用去离

子水系统$美国 3KLLK‘QUN%’水浴摇床$德国 YMLĴQ%’

脉冲场凝胶电泳仪及配套设备和凝胶成像系统$美
国 cKQ0"JV%(

脑心浸液培养基’细菌琼脂粉 $北京陆桥技术
有限责任公司%"革兰氏阳性菌冻干型细菌定量药
敏测试盒’306肉汤’细菌稀释液$天津金章科技发
展有限公司 %"琼脂糖 $美国 1J!̂ UNTcKQ+BKNOBN
"QBRLJOV%’蛋白酶 F$德国 3NUBR%"限制性内切酶
A?/&’限制性内切酶 #:/L&均购自大连宝生物"葡
萄球菌溶菌素$美国 +KP!J$LVUKBD%(
):;(方法
):;:)(测定方法

采用冻干型细菌定量药敏测试盒定量测定金
黄色葡萄球菌的最小抑菌浓度 $!KOK!JLKODK̂K_QUW
BQOBNO_UJ_KQO"3G1%"将待测定的金黄色葡萄球菌和
质控菌株 $$/11;’;)< % 接种到脑心浸液肉汤
$c6G%管中"过夜培养( 从过夜培养的 c6G肉汤管
中挑取菌液划线接种脑心浸液琼脂$c6$%平板"过
夜培养( 从过夜培养的 c6$平板上挑取单个菌落"

再次划线接种 c6$平板"过夜培养( 从 ;% D 培养
的平板上挑取 < e. 个纯新鲜菌落"均匀悬浮于
):. !L细菌稀释管中"将该菌液用 mG/IF浊度计调
整至 &:. 麦氏浊度( 用微量移液器吸取已比浊好浓
度的菌液 )&& %L加入到 )& !L306肉汤管中"混匀"

缓慢倒入 m型无菌槽内"使用微量移液器一次加入
到 ’* 孔药敏板中$每孔 .& %L%( 自动设置 $); e
6); 不加任何抗生素的孔里 % 个$$); e4);%加菌"

作为生长对照#% 个$I); e6);%不加菌"作为空白
对照( 将接种好的 ’* 孔药敏板加盖"置于培养箱中
$<* q)% f培养 ;% D"培养箱中放置水槽以保持湿
度( 同时满足相同的操作测定标准质控菌株( 检
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测的抗生素种类&红霉素$I"\%’苯唑西林$2]$%’
克林霉素$18G%’四环素$/I/%’氯霉素$168%’环
丙沙星$1G,%’甲氧苄啶@磺胺甲恶唑$/,3@+3o%’万
古霉素$m$#%( 根据药敏测试盒提供的 3G1值判读
标准进行判定"其中 I"\的 3G1值"&:. !P@8为敏
感’) e% !P@8为中介’#? !P@8为耐药"2]$的
3G1值"; !P@8为敏感’#% !P@8为耐药"18G的
3G1值" &:. !P@8为敏感’ ) e; !P@8为中介’

#% !P@8为耐药"/I/的 3G1值"% !P@8为敏感’
? !P@8为中介’#)* !P@8为耐药"168的 3G1值"
? !P@8为敏感’)* !P@8为中介’#<; !P@8为耐药"
1G,的 3G1值") !P@8为敏感’; !P@8为中介’

#% !P@8为耐药"/,3@+3o的 3G1值";@<? !P@8
为敏感’#%@E* !P@8为耐药"m$#的3G1值"; !P@8

为敏感’% e? !P@8为中介’#)* !P@8为耐药(
):;:;(结果判读

当同时满足以下条件#生长对照孔中的细菌
有明显生长"空白对照孔无细菌生长$每次实验均
需用标准质控菌株$$/11;’;)<%同步操作"进行质
量控制#质控菌株的 3G1值在规定的范围内时目测
结果可接受(
):;:<(,-5I分型

参照金黄色葡萄球菌 ,-5I分型的标准操作方
法进行"主要实验参数如下&细菌悬液浓度用
^KQ3rUKNMT麦氏比浊仪调至 *:&#使用 #:/L&限制性
内切酶$;& X%"<& f酶切 < D#电泳参数为 %:& e
%&:& +")’ D#胶块电泳后使用 5NL"NV 染色"纯水脱
色"读取电泳图谱#沙门菌标准株$6’?);%作为分子
量标准(
):;:%(数据分析

,-5I图像录入 cKQOM!NUKBba*:* 软件包进行处
理"识别图像条带"经同一的分子质量标准进行校准"

标定条带位置"必要时进行手工校正"在 ,-5I图像
中 9;&:. R^‘ 的条带忽略不计( ,-5I电泳图谱中"

每条泳道代表 L株菌"在限制性内切酶的切割下"不
同的菌株会呈现不同的条带数和片段大小( 将条带
数和位置相同的菌株归为同一 ,-5I型别(

;(结果
;:)()?E株金黄色葡萄球菌对 ?种抗生素的耐药情况

)?E 株金黄色葡萄球菌共检出 ))* 株耐药菌"耐
药率为 *;:&<g( 对一种抗生素表现为耐药的菌株共
%% 株"耐药率为 ;<:.<g( 对两种及以上抗生素耐药
的菌株$多重耐药%共 E; 株"耐药率为 <?:.&g( 耐
药率由高到低依次为 I"\%.:%.g’2]$;E:?)g’18G
;&:?*g’/I/)<:’&g’168)):E*g’1G,*:%;g’/,3@

+3o.:??g’m$#&:&&g( 金黄色葡萄球菌对 ? 种抗
生素耐药情况见表 )(

表 )(金黄色葡萄球菌对 ? 种抗生素的耐药率

/ĴLN)("NbKb_JOBNUJ_NbQC? RKOVbQCJO_K̂KQ_KBb

抗生素
耐药菌
株数

耐药率
@g

中介菌
株数

中介率
@g

敏感菌
株数

敏感率
@g

I"\ ?. %.:%. )’ )&:)* ?< %%:<’

2]$ .; ;E:?) & &:&& )<. E;:)’

18G <’ ;&:?* % ;:)% )%% EE:&&

/I/ ;* )<:’& )% E:%’ )%E E?:*)

168 ;; )):E* % ;:)% )*) ?*:)&

1G, ); *:%; . ;:*E )E& ’&:’)

/,3@+3o )) .:?? & &:&& )E* ’%:);

m$# & &:&& ; ):&E )?. ’?:’<

;:;(耐甲氧西林金黄色葡萄球菌$3"+$%耐药情况
)?E 株金黄色葡萄球菌中共检出 3"+$.; 株"占

比为 ;E:?)g( .; 株 3"+$共表现出 )* 种耐药谱"

其 中 <% 株 菌 表现为 多重 耐 药"占 3"+$菌株
*.:<?g#)? 株菌仅表现出对 2]$单一耐药"占
3"+$菌株 <%:*;g#双重耐药菌株共 )E 株"占3"+$

菌株 <;:*’g#< 重耐药的菌株共 E 株"占 3"+$菌株
)<:%*g#% 重耐药的菌株共 E 株"占 3"+$菌株
)<:%*g#. 重 耐 药 的 菌 株 ; 株" 占 3"+$菌 株
<:?.g( 3"+$耐药谱见表 ;( .; 株 3"+$中有
;? 株菌表现出对 I"\耐药"耐药率 .<:?.g#); 株表
现出对 /I/耐药"耐药率 ;<:&?g#); 株表现出对
18G耐药"耐药率 ;<:&?g#. 株表现出对 168耐药"

耐药率 ’:*;g#. 株表现出对 /,3@+3o耐药"耐药率
’:*;g#) 株表现出对 1G,耐药"耐药率 ):’;g(

表 ;(3"+$耐药谱

/ĴLN;($O_K̂KQ_KBUNbKb_JOBNb‘NB_UM!QC3"+$
耐药谱 耐药菌数@株
2]$ )?
2]$=I"\ );
2]$=/I/ %
2]$=18G )
2]$=I"\=18G %
2]$=I"\=168 )
2]$=/I/=I"\ )
2]$=/,3@+3o )
2]$=/I/=I"\=168 ;
2]$=/I/=I"\=18G )
2]$=I"\=168=18G )
2]$=/I/=I"\=/,3@+3o )
2]$=I"\=18G=/,3@+3o ;
2]$=/I/=I"\=18G=1G, )
2]$=/I/=I"\=168=18G )
2]$=/I/=I"\=18G=/,3@+3o )

;:<(甲氧西林敏感金黄色葡萄球菌$3++$%耐药情况
)?E 株金黄色葡萄球菌中共检出 3++$)<. 株(
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其中 E) 株菌对所选抗生素敏感"其余 *% 株菌表现
出 )E 种耐药谱( 对单一抗生素耐药菌株 ;? 株"占
3++$菌株 ;&:E%g#多重耐药菌株 <* 株"占 3++$
菌株 ;*:*Eg( 多重耐药菌中双重耐药菌 )E 株"占
3++$菌株 );:.’g#< 重耐药菌 . 株"占 3++$菌株
<:E&g#% 重耐药菌 )) 株"占 3++$菌株 ?:).g#
. 重耐药 < 株"占 3++$菌株 ;:;;g( 耐药谱见表
<( )<. 株 3++$中 )% 株菌对 /I/耐药"耐药率
)&:<Eg#.E 株菌对 I"\耐药"耐药率 %;:;;g#
)E 株菌对 168耐药"耐药率 );:.’g#;E 株菌对
18G耐药"耐药率 ;&:&&g#)) 株菌对 1G,耐药"耐
药率 ?:).g# * 株菌对 /,3@+3o耐药"耐药率
%:%%g#全部 3++$均表现出对 m$#敏感(

表 <(3++$耐药谱

/ĴLN<($O_K̂KQ_KBUNbKb_JOBNb‘NB_UM!QC3++$
耐药谱 耐药菌数@株
/I/ ;
I"\ ;)
168 ;
1G, )
/,3@+3o ;
/I/=I"\ .
I"\=168 <
I"\=18G ’
/I/=I"\=18G )
/I/=I"\=1G, )
I"\=168=18G <
/I/=I"\=18G=1G, )
/I/=I"\=168=18G )
I"\=18G=/,3@+3o <
I"\=168=18G=1G, *
/I/=I"\=168=18G=1G, ;
/I/=I"\=18G=/,3@+3o )

;:%(金黄色葡萄球菌的 ,-5I分型
)?E 株金黄色葡萄球菌基因组 4#$经 #:/LG

酶切后"将 ,-5I图谱进行聚类分析"见图 )( 其中
. 株菌未形成任何条带"经复测仍无条带形成"未纳
入软件分析( 用于聚类分析的 )?; 株菌中")% 株菌
发生降解"经复测加入硫脲仍出现降解无法聚类"
其余 )*? 株菌共分为 );’ 种带型"其中 ?’ 株菌分离
自餐饮环节’E’ 株菌分离自食品原料"带型分布分
散( 未体现出优势带型(

从图 ) 中可以看到 ,-5I图谱的聚集性并不明
显"在 ,-5I带型完全相同的菌株中"样品种类及来
源呈多样性"未表现出菌株间的相关性( 其中耐药
菌的 ,-5I带型与耐药谱之间未体现出关联性(

<(讨论
食源性金黄色葡萄球菌产生耐药的主要原因是由

于动物在饲养过程中使用亚治疗量的抗生素导致食源

性病原菌耐药株的产生’扩散"且在食品中的药物残留
可能干扰人肠道内的正常菌丛和诱导临床耐药病原菌
株"动物排泄物中的抗生素和耐药菌排入环境并长期
保持耐药性质)%* ( 本研究的监测结果可以看出"I"\

的耐药率最高达到 %.:%.g"3"+$中耐药率达到
.<:?.g"3++$中耐药率达到 %;:;;g"I"\在 3"+$

和3++$中耐药率都位居第一位( 除 I"\外"3"+$
和3++$都表现出对 /I/’18G相对较高的耐药率(
168在 3"+$和 3++$中的耐药率近似( 3"+$和
3++$对m$#’1G,’/,3@+3o相对敏感"可作为优先选
择的抗生素用于治疗金黄色葡萄球引起的食源性疾
病( 长期以来万古霉素是治疗 3"+$感染的基石和金
标准).* "耐万古霉素的 3"+$被列为未来)& 年的超级
耐药细菌)** "除 ; 株菌的3G1值表现为 % !P@8的中介
值外"菌株均表现为对 m$#敏感( 掌握食源性金黄色
葡萄球菌耐药谱对于在治疗由该菌引起的食源性疾病
时的抗生素选择有一定的指导意义(

临床研究显示 ;&)&!;&)) 年全国 )& 个城市
); 所教学综合医院的 3"+$的流行率为 .;:’g )E* (

本研究结果显示的北京市食源性 3"+$分离率达
到 ;E:?)g"低于临床的流行水平( 多重耐药菌更
多的存在于 3"+$中达到 *.:<?g"高于 3++$中
的 ;*:*Eg( 表现出 )* 种耐药谱"仅对2]$表现出
单一耐药与选取的抗生素种类相对较少有关( 与
以往的研究比较"发现不同地区不同食品来源
3"+$的分离率可能不同"如四川省动物性食品源
金黄色葡萄球菌的耐药性分析中报道未检出
3"+$)?* "食品中金黄色葡萄球菌的污染状况及耐
药性分析中报道的北京市通州区污染食品的金黄
色葡萄球菌 )&&g为 3"+$)’* ( 本研究中 3"+$的
样品来源分布广泛"来源于 )) 类食品"其中包括中
式凉拌菜 )% 株’生禽畜肉 ? 株’熟肉制品 ? 株’米面
制品 ? 株’焙烤及油炸类食品 ) 株’冰淇淋 ; 株’豆
制品 ) 株’果蔬汁 < 株’沙拉 % 株’烧烤食品 ; 株’水
产品 ) 株( 提示北京市餐饮业即食食品是 3"+$污
染的高风险食品(

本研究结果显示北京市食源性金黄色葡萄球菌
的 ,-5I带型分散"来自于不同区域不同样品的菌株
带型可以完全一致"流行的优势菌株不明显( 耐药的
金黄色葡萄球菌的 ,-5I图谱与耐药谱之间关联性
较差( 同一耐药谱可呈现多种带型"不同耐药谱可呈
现完全一致的带型( 来自相同区相同食品来源的菌
株同源性较高"来自崇文区的分离自米面制品的 ; 株
菌表现出完全一致的带型"来自通州区的分离自米面
制品的 < 株菌表现出完全一致的带型(

本研究揭示了北京地区食源性金黄色葡萄球
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图 )()?; 株金黄色葡萄球菌的 ,-5I聚类图
-KPMUN)(,-5I‘J__NUObQC)?; b_UJKOb
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续图 )

菌的耐药谱和 ,-5I型别分布特征"建立了包含耐
药信息的食源性金黄色葡萄球菌分子分型数据库"
为今后处置由金黄色葡萄球菌引起的食物中毒事
件中的溯源诊断及抗生素治疗提供了技术支撑"指
导动物饲养阶段合理的选择抗生素"从源头上控制
和减少多重耐药金黄色葡菌球菌的产生(
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上海市闵行区初级农产品中金黄色葡萄球菌污染状况

及毒力基因分布特征研究
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摘(要!目的(了解上海市闵行区初级农产品中金黄色葡萄球菌的污染状况及毒力基因的携带情况" 方法(按
国标方法!采用科玛嘉显色培养基!对初级农产品中的金黄色葡萄球菌进行分离#生化鉴定!收集的菌株采用实时
荧光 ,1"方法检测血浆凝固酶基因 05/!耐热核酸酶基因 390!粘附素基因 04@(和肠毒素基因 6=/#6=?#6=0#6=8#6=="
结果(;&* 份食品中检出金黄色葡萄球菌 %< 株!检出率为 ;&:?Eg$%< 株金黄色葡萄球菌均含有 05/#390和 04@(基
因!而 6==基因全部缺失!其余 % 个毒力基因则表现为部分缺失" 结论(本地区初级农产品中存在金黄色葡萄球菌
的污染!生肉禽类食品中金黄色葡萄球菌污染比较严重!应加强监督管理$金黄色葡萄球菌菌株均包含有 05/ 毒力
基因!可以作为一项检测其致病力的指标"
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((金黄色葡萄球菌在自然界中广泛存在"可以引起 各种化脓性炎症和食物中毒"是食源性疾病的重要病
原菌之一( 据报道))* ";&&* 年在美国由于金黄色葡
萄球菌引起的食物中毒有 ;’ 起"在细菌性食物中毒
中居第三位( 我国每年发生的此类食物中毒事件也
非常多"全国各地均有报道); i<* ( 金黄色葡萄球菌的
致病原理与其很多毒力基因有关( 其中"最重要的一
种就是肠毒素$+I%基因( 常见的肠毒素分为 . 种"


