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研究报告
食品中 9株非常见耶尔森菌分离鉴定及耐药性分析

罗嘉远!陈洪友!陈敏!窦剑明!高芬!张曦
!上海市疾病预防控制中心"上海"9##33$#

摘"要!目的"对食品中两株 JD@5;6;> >:DK5;(;>D#UH$进行分离鉴定及耐药性分析研究!为非常见耶尔森菌属菌株

的分离鉴定提供技术储备" 方法"9#!& 年 & 月至 9#!% 年 3 月采集猪肉%牛肉%鸡肉食品样品!共 3## 份" 对分离

到的疑似 UH菌株完成生化鉴定%耐药表型鉴定和全基因组测序分析" 结果"食品样品中 UH的检出率为 #@)7

#9,3##$!生化鉴定中 UH与小肠结肠炎耶尔森菌#JD@5;6;> D67D@9(9:;7;(>!UQ$最大区别是 UQ为赖氨酸脱羧酶阴性!

UH为赖氨酸脱羧酶阳性" UH暂未发现与 UQ类似的对氨苄西林%X代头孢菌素%替卡西林等抗生素的天然耐药性!

两株 UH菌株的耐药性不同" 全基因组测序比对 !$- K;B/和 3H@%%@G9.基因三个片段序列!证实两株分离菌株为
UH" 结论"分离到的两株 UH为国内首次发现!目前国外鲜有从食品中分离出该菌的报道" 本研究提供的方法可

用于其他非常见耶尔森菌的分离鉴定"
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""耶尔森菌属#JD@5;6;> O__D$属于肠杆菌科"其广
泛分布于自然界"目前该菌属已发现 99 个种’ 耶尔
森菌属中较为常见的致病种主要有小肠结肠炎耶
尔森菌#JD@5;6;> D67D@9(9:;7;(>"UQ$(假结核耶尔森菌
和鼠疫耶尔森菌’ 鼠疫耶尔森菌曾被建议归属于
假结核耶尔森菌"但由于其引起的鼠疫传染性强"
造成的感染后果十分严重"历史发生过三次大流

行"故将鼠疫耶尔森菌单独列种 ) !* ’ 假结核耶尔森
菌为肠道病原菌"主要引起胃肠道症状"在奶类食
品中有过暴发 ) 9* ’ UQ经粪口途径传播"接触带菌动
物和食品容易感染"在欧洲"UQ(弯曲菌和沙门菌是
3 个最主要的食源性病原菌 ) 3* ’ 耶尔森菌属中的其
他种如克氏耶尔森菌#JD@5;6;> K@;57D65D6;;"Ua$(中间
耶尔森菌#JD@5;6;> ;67D@CDA;>"UI$(伯克维尔耶尔森
菌#JD@5;6;> FD@(9E;D@;"Û $(弗氏耶尔森菌 #JD@5;6;>
I@DAD@;K5D6;;"UF$等的相关研究较少"因暂未发现这
些种与人类致病性相关"故也被称为非致病性耶尔
森菌 ) 82(* ’ 近年来研究发现临床腹泻患者标本中耶
尔森菌属的检出率较高"某些腹泻症状也与非致病
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性耶尔森菌存在密切关系"传统认为仅携带 I94)和
H57%基因的生物 ! /型 UQ是非致病的"但 !%&9!
9##9 年间的耶尔森菌暴发中仍检出大量非致病性
耶尔森菌"并且患者的症状与致病性 UQ的患者类
似 ) $2)* "因此非致病性耶尔森菌仍需被重视’

细菌耐药性传播中"耐药基因的水平转移至关
重要"非致病性耶尔森菌的生化表型与 UQ较为接
近"对其开展耐药研究可深入了解耶尔森菌耐药基
因在种属内的形成和传播’ 本研究首次从日常风
险监测的食品#猪肉和牛肉$中分离出两株 JD@5;6;>
>:DK5;(;>D#UH$"并对其生化特性和耐药情况进行了
研究’

!"材料与方法
!@!"材料
!@!@!"样品来源

9#!& 年 & 月至 9#!% 年 3 月"自上海市部分大(

中(小超市及农贸市场采集猪肉(牛肉和鸡肉样品"
肉品类型为新鲜肉(冷冻肉及半成品调理肉"共
3## 份’ 食品样品采集后放入食品采样袋中并做好
样品详细信息记录"放入 8 g冰箱内保存"!9 : 内送
至上海市疾病预防控制中心进行后续检测"运输途
中样品放置于冷藏箱内’
!@!@9"主要仪器与试剂

qX6GZXX’LA_HE>生化鉴定仪(/_I9#G鉴定试
剂条(/_I39G鉴定试剂条(qX6GZ0- 均购自法国
*ILAQKIQRc"全基因组测序仪#华大基因$"生物安全
柜"恒温培养箱"台式离心机’

蛋白胨山梨醇胆盐肉汤#美国 .JRaH$"耶尔森菌
选择性培养基#’XB"英国<cLIS$"-97X限制性内切酶
#日本 6HaHKH$’ 药敏板及相关药敏试剂均购自上海
星佰生物技术有限公司"检测抗生素包括氨苄西林
#/04$(氨苄西林,舒巴坦#/0-$(四环素#6G6$(氯
霉素#’T+$(复方新诺明#-]6$(头孢唑林#’.Y$(头
孢噻肟#’6]$(头孢他啶#’/Y$(头孢西丁#’.]$(庆
大霉素#[GB$(亚胺培南#X40$(萘啶酸#B/+$(阿奇
霉素#/YX$(磺胺异噁唑#-.Y$(环丙沙星#’X4$(阿
莫西林,克拉维酸#/0’$(头孢噻肟,克拉维酸#’6]2
’$(头孢他啶,克拉维酸#’/Y2’$(多粘菌素 G#’6$(

多粘菌素 *#4*$(米诺环素#0XB$(阿米卡星#/0X$(

氨曲南#/Y0$(头孢吡肟#.G4$(美罗培南#0G0$(
左氧氟沙星 #+Gq$(多西环素 #d<]$(卡那霉素
#Z/B$(链霉素#-6;$(吉米沙星#[G0$’
!@9"方法
!@9@!"菌株分离培养

将食品样品放置于增菌袋内"倒入 99( AJ蛋白

胨山梨醇胆盐肉汤"8 g冷增菌 !8 S’ 增菌后将菌
液轻轻混匀"用 !# "J接种环取 ! 环增菌液接种于
’XB"9$ g培养 98f3$ :"挑取直径约 9f3 AA(中心
呈深玫瑰红色(周围有窄的半透明环菌落转种营养
琼脂培养基"9$ g培养 98 :’
!@9@9"生化鉴定(耐药检测(全基因组测序分析

使用 qX6GZXX’LA_HE>生化鉴定仪 #[B卡$(
/_I9#G鉴定试剂条以及 /_I39G鉴定试剂条完成
细菌的生化鉴定"三种试验方法相互补充验证"获
得最大生化谱’ 耐药试验参照说明书完成"并做大
肠埃希菌#/6’’9(%99$的药敏质控’ 全基因组测
序使用华大基因 *[X-Gp2!## 测序平台完成"建库
试剂盒与测序试剂盒使用华大基因生产试剂盒完
成’ 得到拼接序列后"使用 AQMH)@# 软件进行本地
*JHO>"比对 !$- K;B/和 3H@%(@G9.基因’

9"结果
9@!"菌株的形态学鉴定

3## 份食品样品中有 9 份样品检出 UH#9 株$"

检出率为 #@)7#9,3##$"食品来源为上海市某两个
大型超市中散装冷鲜猪肉和包装冷鲜牛肉块"采样
时间相同’ 食品样品杂菌污染较为严重"增菌液培
养 98f3$ : 后需拿出观察’ 分离菌株在 ’XB平板
上的菌落形态与小肠结肠炎耶尔森菌相近"中央呈
粉红色牛眼状凸起"边缘光滑透明"但在相同培养
时间下"分离菌株的菌落更小"中央略有凸起"但深
玫瑰红色区域较大’ 培养 8& : 后"凭肉眼难以与其
他耶尔森菌属#除鼠疫耶尔森菌外$区分’
9@9"生化反应

对 9 株分离菌株使用 /_I9#G(/_I39G进行生
化鉴定’ 结果显示"分离菌株与 UQ的最大区别为
赖氨酸脱羧酶"分离菌株为赖氨酸脱羧酶阳性"并
且 9 株分离菌株的生化结果与 -4;/[5G等 ) &*相关
研究数据相似’ 9 株分离菌株生化反应见表 !’
9@3"抗生素耐药试验结果

对 9 株分离菌株进行 3# 种抗生素耐药检测"其
中 ! 株主要对 /04(/0-(’6](’/Y(/0’等 "2内
酰胺酶类抗生素耐药"同时对 0G0也表现为耐药’
另一株仅对 ’.]和 /0’中介"两者耐药情况差异
较大’
9@8"基因测序结果

使用华大基因二代测序仪完成 9 株分离菌株的
全基因组测序’ 使用 AQMH)@# 软件采用本地 *JHO>

对 !$- K;B/(3H@%(@G9.三个基因序列进行分析"使
用邻接#BV$法构建进化树’ 系统发育树显示"分离
菌株与 Û 的亲缘性非常接近"与耶尔森菌属中三
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"""" 表 !"分离菌株生化反应
6ĤJQ!"*ILE:AIEHJFQH>RKQOLF>:QIOLJH>QS O>HI1O

生化项目 -T2U/! -T2U/9 UQ
阳性
率 )&* ,7

赖氨酸脱羧酶 s s h !##

鸟氨酸脱羧酶 s s s !##

尿素酶 s s s !##

蜜二糖 h h h #

鼠李糖 h h h #

甘油 s s s $8

2h阿拉伯糖 s s s !##

海藻糖 s s s &9

.h木糖 s s s !##

水杨苷 h h h #

纤维二糖 s s s !##

肌糖 s h h ((

乳糖 s s s !##

棉子糖 h h h #

山梨醇 s s s !##

山梨糖 h s s &9

蔗糖 h h h #

七叶苷 h h h #

柠檬酸盐 h h h #

丙二酸 h h h #

吲哚 h h h !&

#&谷氨酰基 "2萘酰胺 s s s !##

2&焦谷氨酸&"2萘酰胺 s s s !##

2&脯氨酸&"2萘酰胺 s s s !##

邻硝基苯基2"&.2吡喃木糖 h h h #

邻硝基苯基2"&.2吡喃半乳糖苷 s s s !##

对硝基苯基2"2葡糖苷酸 h s s 8(

(2溴282氯232吲哚基丁酸酯 h h h "#

q4试验 h h h "#

注%菌株 -T2U/! 分离自猪肉&菌株 -T2U/9 分离自牛肉&UQ为标准
菌株 /6’’%$!#)&*

类致病种亲缘关系较远’ 本次检出的 9 株菌株与
UH模式菌株 U!(% 同属于一簇"置信度分别为
%)7(!##7(!##7"由此确定此次分离到的菌株均
为 UH’ 系统发育树见图 !f3’

3"讨论
本研究在上海市食品样品中检出两株 UH"根据

+4-B#+IO>LF_KLaHKWL>IE1HAQOPI>: O>H1SI1MI1
1LAQ1EJH>RKQ$ 查 询 # :>>_%,,PPPD^HE>QKILD1Q>,
WQKOI1IHD:>AJ$"该菌首次由 -4;/[5G等 ) &*于 9##(
年命名"目前国内暂无此细菌相关资料’ 该种模式
菌为 U!(%"其命名原则是为纪念德国汉堡一名对耶
尔森菌属的流行病学和微生物学研究作出贡献的
教授’ 经过 4R^0QS 查询"由命名者在 9#!( 年进行
了 U!(% 菌株的全基因组测序’ 在分离鉴定过程
中"qX6GZXX鉴定结果为 UQ群"/_I9#G及 /_I39G
鉴定结果为耶尔森菌属"qX6GZ0- 鉴定结果为伯
克韦尔耶尔森菌#JD@5;6;> FD@(9E;D@;$"最后由二代测
序比对 !$- K;B/(3H@%(@G9.序列结果"最终鉴定
为 UH’

本研究中"UH在 ’XB上的菌落形态与 UQ(UF(
UI等耶尔森菌十分相似"单纯靠菌落形态辨识不能
分离 UH’ 从生化反应看"UH与 UQ比较明确的生化
差异为赖氨酸脱羧酶反应"此反应包含在 /_I9#G
反应管内"故在日常鉴定中"如 qX6GZXX或质谱仪
无法确定到种的情况下"采用 /_I9#G及 /_I39G
能够在考虑经济性和实效性的情况下更好地鉴定
UH"有条件的情况下可以选择二代或三代测序进行
准确鉴定’

从 9 株 UH的耐药表型看"UH并没有类似 UQ的
""""

注%*9 为 -T2U/!&*8 为 -T2U/9

图 !"使用 BV法构建 !$- K;B/序列系统进化树
.IMRKQ!"BV_:WJLMQ1Q>IE>KQQÔ HOQS L1 !$- K;B/
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注%*9 为 -T2U/!&*8 为 -T2U/9

图 9"使用 BV法构建 3H@%基因序列系统进化树
.IMRKQ9"BV_:WJLMQ1Q>IE>KQQÔ HOQS L1 3H@%MQ1Q

注%*9 为 -T2U/!&*8 为 -T2U/9

图 3"使用 BV法构建 @G9.基因序列系统进化树
.IMRKQ3"BV_:WJLMQ1Q>IE>KQQÔ HOQS L1 @G9.MQ1Q

对 /04(头孢菌素 X代(替卡西林等药物的天然耐
药性"其耐药机制可能与 UQ有所不同’ 但 9 株 UH

的耐药性差异极大"分析可能是样品来源不同"-T2
U/! 分离自国产某品牌散装冷鲜猪肉"-T2U/9 分
离自澳大利亚某品牌包装冷冻牛腱’ 不同国家的
畜牧业养殖方法可能造成菌株获得性耐药的差异’

UH菌株目前在国内外报道中均罕见"暂时无法
明确其致病性"但根据 0X66/+等 ) %* 和 +<.65-

等 ) !#*研究报道"非致病性耶尔森菌建立感染的机会
主要取决于宿主防御系统的状态"并且本研究中 !

株 UH为多重耐药株"UH是否致病仍不明朗"其耐药

基因是否会携带转移到致病菌上还是未知"故 UH
仍需被关注及开展更深入的研究’ 类似 Ua(UF(UI
的首次发现与鉴定"本研究建立的方法也可用于为
其他新发耶尔森菌的分离鉴定提供借鉴’
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