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要"目的
!

了解广州市鼠伤寒沙门菌的分子分型以及耐药性特点%方法
!

利用脉冲场凝胶电泳"

IEJH

$分型技术对鼠伤

寒沙门菌进行分子分型!采用纸片扩散"

Z1V

$法进行药敏试验!且采用
Y]cTH3&#+

软件对药敏结果进行耐药分析%结果
!

IEJH

结果聚类分析将
$$

株鼠伤寒沙门菌分为
!&

型!其中
IEJH)

型&

IEJH,

型&

IEJH'

型为广州市的优势菌型!菌株比例为

&$#&*

"

"$

(

$$

$%耐药表型分型可将其分为
"!

型!多重耐药菌占
+!#$*

"

"(

(

$$

$%结论
!

广州市鼠伤寒沙门菌分子分型呈多样

性!分离株的多重耐药较为严重%

关键词"鼠伤寒沙门菌#

!

脉冲场凝胶电泳#

!

耐药表型#

!

多重耐药
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在广州市引起食物中毒的病原菌中#沙门菌一直占前三

位#鼠伤寒沙门菌是临床较常见的沙门菌致病血清型)

!

*

'目前

该菌引起的食物中毒事件已由先前的点源性集中暴发转变为

跨地区的散在暴发#而追踪污染源及传播途径依赖于菌株分子

分型手段)

"

*

'脉冲场凝胶电泳$

IEJH

&是一种研究细菌分子

分型同源性分析的有效方法#该技术是对整个细菌染色体进行

分析#具有重复性好#结果稳定可靠#区分能力强等优点#现已

被用于多种病原体暴发流行的检测分析中#是国际公认的区分

暴发菌株和溯源的金标准)

'1$

*

'因此#本研究利用
IEJH

分型

技术对广州市
$$

株鼠伤寒沙门菌进行分子分型#同时对其进

行耐药性分析#为指导临床合理使用抗菌药物和传染病的防控

提供科学依据'

@

!

材料与方法

@#@

!

菌株来源
!

鼠伤寒沙门菌为
"%!$

!

"%!&

年广东省中医

院(广东省妇幼保健院(广州市妇女儿童中心门诊就诊患者的

大便 标 本 分 离 株#共
$$

株'标 准 菌 株 为 大 肠 埃 希 菌

23OO"&)""

#来自原卫生部临检中心%沙门菌
]),!"

#由中国

疾病预防控制中心传染病预防控制所组织建立的全国病原细

菌实验室监测网络$

ID>/6T67O=.09

&提供'

@#A

!

仪器与试剂
!

S.76a1"

全自动细菌鉴定药敏分析仪(

S.76a1RK

$法国梅里埃公司&(

O]HER9

::

6;

脉冲场凝胶电泳

仪和
JHM[4AHk

凝胶成像分析系统$美国
V.41\9?

公司&(比

浊仪$美国
[2[HVH]\PTJ

公司&'沙门菌属诊断血清$宁

波天润生物药业有限公司&(哥伦比亚血琼脂平板和水解酪蛋

白$

R1]

&琼脂平板$法国梅里埃公司&(药敏纸片$英国
cf4.?

公司&(限制性内切酶
jF9

"

$美国
I;4B6

8

9

公司&(琼脂糖

K69Z6BJ4>?2

8

9;4/6

$美国
O9BF;6f

公司&(蛋白酶
Z

$德国

RH\OZ

公司&'

@#B

!

检测方法

@#B#@

!

菌株复苏及鉴定
!

将收集的
$$

株菌株复苏后#分别使

用
S.76a1"

全自动细菌鉴定药敏分析仪和
S.76a1RK

进行鉴

定#再用沙门菌属诊断血清进行血清学鉴定和分型'

@#B#A

!

药敏试验
!

采用纸片扩散$

Z1V

&法对
$$

株鼠伤寒沙

门菌进行抗菌药物敏感试验#参照
"%!&

版美国临床和实验室
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年
+

月第
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基金项目"国家自然科学基金资助项目$

,!"(!)%)

&'

!!

作者简介"程招敏#男#检验师#主要从事细菌耐药机制研究'

!

%

!

通讯作者'
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标准化协会$

OMKP

&抗菌药物敏感试验执行标准
R!%%1K"&

)

&

*

#

检测
!%

种抗菌药物包括!氨苄西林$

2RI

&(氨苄西林"舒巴坦

$

K2R

&(环丙沙星$

OPI

&(庆大霉素$

JHT

&(阿米卡星$

2RZ

&(

头孢曲松$

O\c

&(头孢他啶$

O2e

&(头孢吡肟$

EHI

&(复方磺胺

甲唑$

Kj3

&(氯霉素$

O]M

&'使用
Y]cTH3&#+

软件对药

敏结果进行统计分析#获得
$$

株鼠伤寒沙门菌的耐药相关

信息'

@#B#B

!

IEJH

分型
!

根据美国
ID>/6T67

网络实验室推荐的沙

门菌
IEJH

标准操作方法)

+

*

#通过制胶(酶切(电泳实验步骤#

获得
$$

株鼠伤寒沙门菌的
IEJH

图谱'运用
V.4TDB6;.A/

$

S6;/.40&#!

&软件处理
IEJH

图像#并使用非加权配对算术平

均法进行聚类分析'

A

!

结
!!

果

A#@

!

药敏结果

A#@#@

!

菌株鉴定结果
!

$$

株鼠伤寒沙门菌经
S.76a1"

全自动

细菌鉴定药敏分析仪和
S.76a1RK

鉴定均为沙门菌属#血清学

鉴定和分型均符合鼠伤寒沙门菌抗原式'

A#@#A

!

药敏试验结果
!

$$

株鼠伤寒沙门菌对
!%

种抗菌药物

的耐药性结果见表
!

#其中对三代头孢敏感性在
,+#%*

以上#

对氟喹诺酮类代表性药物
OPI

的敏感性为
(%#&*

#对
2RI

(

K2R

(

O]M

的敏感性均较低#其中对
2RI

的耐药率高达

,+#$*

'

表
!

!!

$$

株鼠伤寒沙门菌对
!%

种抗菌药物

!!!

敏感性结果#

&

$

*

%&

抗菌药物 耐药 中介 敏感

2RZ %

$

%#%

&

%

$

%#%

&

$$

$

!%%#%

&

2RI ',

$

,+#$

&

!

$

"#"

&

&

$

!!#$

&

K2R !+

$

'+#$

&

!!

$

"&#%

&

!(

$

',#+

&

Kj3 !&

$

'$#!

&

%

$

%#%

&

")

$

+&#)

&

OPI %

$

%#%

&

!'

$

")#&

&

'!

$

(%#&

&

O]M "'

$

&"#'

&

!

$

"#"

&

"%

$

$&#&

&

JHT !'

$

")#&

&

%

$

%#%

&

'!

$

(%#&

&

EHI ,

$

!,#"

&

!

$

"#'

&

'&

$

()#&

&

O\c +

$

!'#+

&

%

$

%#%

&

',

$

,+#$

&

O2e $

$

)#!

&

%

$

%#%

&

$%

$

)%#)

&

A#@#B

!

耐药表型分型
!

由于鼠伤寒沙门菌对
O\c

和
O2e

的

耐药性类似#故合并统计#用
OHI]'

表示'所得耐药表型分

型采用
Td

.

2

/

!

.

V

/进行分类命名#其中
2

代表耐药种类数#

V

表示耐药种类亚型 $如
Td"1'

表示对两种抗菌药物耐药的

第
'

种亚型&#得到沙门菌耐药表型分型表#见表
"

'

$$

株鼠伤

寒沙门菌通过耐药表型分型最终可分为
"!

型#多重耐药菌
"(

株$

+!#$*

&#其中对
'

种抗菌药物耐药
+

株$

!'#+*

&#对
$

种

抗菌药物耐药
,

株$

!,#"*

&#对
&

种抗菌药物耐药
$

株

$

)#!*

&#对
+

种抗菌药物耐药
,

株$

!,#"*

&#对
(

种抗菌药物

耐药
!

株$

"#'*

&'

A#A

!

IEJH

分型结果
!

$$

株鼠伤寒沙门菌经
jF9

"

酶切#进

行
IEJH

分型#结果显示菌株间的相似度为
++#%*

!

!%%#%*

'

按照聚类相似度在
)%#%*

!

!%%#%*

为同一亚型的分型方法#

将
$$

株鼠伤寒沙门菌分为
!&

个亚型'结果显示#

IEJH)

型

!$

株(

IEJH,

型
&

株(

IEJH'

型
&

株#这三型为广州市的优势

菌型#其中以
IEJH)

型最多#占所有菌株的
'!#,*

'

IEJH'

型中的
"+

(

"(

(

'!

号菌株#

!"

(

!)

号菌株#

IEJH+

型中的所有菌

株#

IEJH)

型中的
"'

(

"$

号菌株#

!

(

'

(

$

(

&

(

!!

(

!'

号菌株聚类

相似度为
!%%#%*

#这些彼此间相似度为
!%%#%*

的菌株可能

来自同一克隆'见图
!

$见+国际检验医学杂志,网站主页.论

文附件/&'

表
"

!!

$$

株鼠伤寒沙门菌耐药表型分型

耐药表型 耐药谱 菌株数$

&

&

Tdc ` $

Td! 2RI +

Td"1! 2RI_K2R "

Td"1" 2RI_O]M $

Td"1' O]M_OPI !

Td'1! 2RI_K2R_O]M '

Td'1" 2RI_K2R_Kj3 !

Td'1' 2RI_K2R_JHT !

Td'1$ 2RI_K2R_EHI !

Td$1! 2RI_K2R_O]M_Kj3 !

Td$1" 2RI_K2R_O]M_OPI "

Td$1' 2RI_K2R_OHI]'_EHI !

Td$1$ 2RI_O]M_Kj3_JHT !

Td$1& 2RI_O]M_Kj3_EHI '

Td&1! 2RI_K2R_O]M_Kj3_EHI !

Td&1" 2RI_K2R_O]M_Kj3_JHT "

Td&1' 2RI_O]M_Kj3_OPI_JHT !

Td+1! 2RI_K2R_O]M_Kj3_JHT_OPI +

Td+1" 2RI_K2R_O]M_OHI]'_EHI_OPI !

Td+1' 2RI_K2R_O]M_OHI]'_EHI_JHT !

Td(1! 2RI_K2R_O]M_Kj3_OHI]'_OPI_JHT !

!!

注!

`

表示无数据'

A#B

!

耐药表型分型和
IEJH

分型的比较
!

大多数
IEJH

型内

各菌株的耐药表型非常类似'最主要的优势菌型
IEJH)

型有

!$

株菌#若按照聚类相似度
)'*

为界限#可将这
!$

株鼠伤寒

沙门菌分为两个亚型#其中
!&

(

""

(

"'

(

"$

(

',

(

$!

号菌株为同一

亚型#

!

(

'

(

$

(

&

(

,

(

)

(

!!

(

!'

号菌株为另一亚型#前者只对
!

!

"

种抗菌药物耐药或者全敏感#后者均为多重耐药菌#耐药谱类

似且耐药表型多为
Td+1!

型#同一
IEJH

型的菌株的耐药表

型并不完全一致'对聚类相似度为
!%%#%*

的菌株分析发现#

"+

(

"(

(

'!

号菌株耐药表型完全相同#

!"

(

!)

号菌株耐药表型也

完全相同#

'&

(

'(

(

$$

号菌株耐药表型不同但耐药谱类似#表明

同一克隆的鼠伤寒沙门菌耐药表型可能有差异'二者比较的

具体结果见图
!

$见+国际检验医学杂志,网站主页.论文附

件/&'
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!

讨
!!

论

!!

鼠伤寒沙门菌广泛存在于自然界中#人类往往是因为食入

带菌状态的食品或者饮用污染的水导致感染'近年来#由于临

床不合理使用抗菌药物及过度使用抗菌药物的家禽大便随意

-
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-
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排放到环境中#导致沙门菌耐药率逐年升高)

(1,

*

#其中鼠伤寒沙

门菌最为最严重)

)

*

'本研究显示#鼠伤寒沙门菌对
2RI

耐药

性高达
,+#$*

#对
Kj3

(

K2R

(

O]M

的敏感性也降低'研究结

果发现#鼠伤寒沙门菌对氟喹诺酮类中
OPI

虽然没有耐药菌#

但是
")#&*

呈现中度敏感#与其他研究者报道的氟喹诺酮类

耐药趋势一致)

!%

*

#可能与我国畜牧业长期大量投放此类抗菌

药物进行养殖有一定的关系%也可能与鼠伤寒沙门菌产生变种

有关)

)

*

#具体有何关联尚不清楚'从耐药表型分型可看出#多

重耐药菌高达
+!#$*

#说明广州市鼠伤寒沙门菌多重耐药形

势较为严峻'

"%!%

年广东省监测结果显示#鼠伤寒沙门菌是

耐药率最高的血清型)

)

*

#因此定期进行鼠伤寒沙门菌耐药性监

测#掌握耐药菌变迁趋势#选择敏感药物指导临床用药是控制

鼠伤寒沙门菌感染暴发流行的重要环节'

判断耐药谱相似的鼠伤寒沙门菌是否来自同一克隆株#以

及这些菌株是否存在暴发感染#或者是否来自同种食物或者环

境#需要相对准确的分子分型手段辅助)

!!

*

#这对传染病的控制

起着非常重要的作用'用限制性内切酶
jF9

"

将细菌染色体

[T2

切成不同大小的
[T2

片段进行
IEJH

#根据所得的图谱

进行聚类分析)

!"

*

#目前被认为是细菌分子流行病学研究的金

标准'本研究结果显示#

$$

株鼠伤寒沙门菌可以分为
!&

个

IEJH

型#带型呈现多样性#说明本地区人感染鼠伤寒沙门菌

有较广的来源#其中有
!$

株$

'!#,*

&为
IEJH)

型#为广州市

的优势菌型#提示在
"%!$

!

"%!&

年的某段时间内可能存在共

同暴露源的鼠伤寒沙门菌的暴发流行#但需要结合流行病学调

查进一步证实'如聚类分析图所示#多数
IEJH

带型聚类相似

度在
)%*

以上#遗传距离较近#属于同系克隆#说明变异中存

在相对稳定性)

!'

*

'正是因为同系克隆#所以
IEJH

带型相同

的菌株#其耐药谱比较类似'对于
IEJH

带型相同而耐药谱不

同的现象可能与耐药基因发生突变有关#可能突变位点不在酶

切位点上#导致耐药情况不能完全从
IEJH

分型上体现出来#

但这需要进一步研究'
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