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食源性细菌耐药性检测方法的研究进展
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摘要!文章综述常用的扩散法%稀释法和
-G@8G

法$以及一些

新兴的分子生物学和电化学药敏试验方法$对其原理%特点

和局限性进行了简要分析$展望了食源性细菌药敏试验方法

的未来发展方向和研究趋势$旨在为新型药敏试验方法的开

发提供参考!

关键词!食源性细菌&耐药性&药物敏感性
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随着临床+畜牧业和养殖业对抗生素的滥用'导致世界

范围内细菌对抗生素耐药问题日益严峻%

'

&

(这些食源性耐

药细菌有可能通过食物链将耐药性基因传递给人类'从而引

起人类的感染(中国动物性食品源细菌耐药情况已很严

重%

%̀ =

&

(在中国'每年因食源性细菌感染发病人数可达

,=''9(

万人次'病死人数
+;)=

人'病死率
&9&&,'B

%

;

&

(为

了从源头阻止污染耐药性细菌的食品流入市场'感染人类'

快速测定食源性细菌的耐药性显得尤为重要(目前常用的

药敏试验方法有扩散法和微量法等'但传统方法得到准确报

告所需的时间太长'随着分子生物学和电化学技术等学科的

发展'一些新型的快速药敏试验方法得到了发展(本文拟对

目前常用的药敏试验方法和快速药敏试验方法的研究进展

进行阐述(

'

!

常规药敏试验方法

'9'

!

扩散法

扩散法是利用待测药物在含菌平板上球形扩散的原理'

离纸片!牛津杯或者孔#越近'抗生素浓度越高'越远抗生素

浓度越低'随着抗生素浓度的降低'有一条最低抑菌浓度带'

过夜培养后细菌不能生长'形成抑菌圈(纸片扩散法是通过

测量抑菌圈的大小并根据
CUEF

!

C10402/1/4K1/A:M/G:M

6

8G/4K/MK8048G0GIG@

#制定的,抗微生物药物敏感性试验执行标

准-来判断细菌对该种抗生素的敏感程度(扩散法包括纸片

法+牛津杯法和打孔法%

)

&

(由于牛津杯法和打孔法的操作性

和稳定性较差'且难以实现标准化'所以目前大多数实验室

和临床药敏试验都采用纸片扩散法来获得定性的结果(梁

丽红等%

(

&使用纸片扩散法调查食用卤制品中伦敦沙门菌的

药敏$王萍等%

+

&使用纸片扩散法了解急性腹泻患者副溶血性

弧菌的耐药情况(开发新的药敏试验方法中'也常与纸片扩

散法的结果作对照'来保证新方法的准确有效性'如廖诗英

等%

,

&在研究鸡大肠杆菌
ZZC

快速药敏试验方法过程中'选

用纸片扩散法作为标准对照方法(

这种方法具有操作简便'成本低廉等优点'但至少需要

')

&

'+3

的培养时间才能得到结果'且因为试验结果容易受

'+'



到诸多因素'例如
N

c

+平板厚度等的影响'所以必须严格按

照
CUEF

的操作章程试验'同时使用质控菌株进行平行试验(

'9%

!

稀释法

稀释法判断细菌药物敏感性的原理是根据细菌在一系

列含有二倍稀释浓度抗生素的培养物中的生长情况'肉眼观

察无明显细菌生长的培养器中所含药物的最低浓度就是最

低抑菌浓度!

W040.I.0430A0G:M

6

2:42@4GM/G0:4

'

WFC

#(

WFC

值越小'说明细菌对该种抗生素越敏感(根据培养物的不同

分为肉汤稀释法和琼脂稀释法'根据培养物量的不同'又分

为常量法和微量法%

'&

&

(稀释法可以得到对临床用药有指导

意义的
WFC

值'可以在定性的同时又定量(李月婷等%

''

&使

用微量肉汤稀释法对食源性沙门菌进行药敏试验'结果表明

%(

株受试沙门菌全部对头孢西丁敏感$肖丹等%

'%

&和李顺姬

等%

'<

&使用微量肉汤稀释法分别研究了沙门氏菌和致泻大肠

杆菌的耐药性'结果表明
))

株沙门菌和
='

株致泻大肠杆菌

对测试的
+

种抗生素均有不同程度的耐药'

WFC

值为
=

&

)&+

#

5

*

.U

不等(

稀释法可以同时试验多种菌'对抗生素的选择也比较自

由'是临床中常用的药敏试验方法'但该方法同纸片扩散法

一样'也需要将试验菌和质控菌进行平行试验'当质控菌的

结果符合标准'试验菌的结果才可靠'且该方法至少需要

')

&

%&3

才能得到结果'且
WFC

值的准确判断对操作人员

的要求较高(

'9<

!

-G@8G

法

-G@8G

法是浓度梯度琼脂扩散试验'既结合了扩散法和

稀释法的特点和原理'又弥补了二者的不足%

'=

&

(

-

试条一面

固定有不同浓度的药物'另一面标有药物浓度的刻度'将
-

试条含有药物的一面置于含菌平板上过夜培养后'在试条周

围可见明显的椭圆抑菌圈'通过读取圈边缘与
-

试条相交的

刻度可以得到抗菌药物抑制细菌的最小抑菌浓度(沈
&

等%

';

&同时使用微量肉汤稀释法和
-G@8G

法判断食源致病菌

的
WFC

值'结果表明
%

种方法重复性好$秦思等%

')

&使用

-G@8G

法对江苏地区食源性致病菌进行耐药分析'结果表明

)<

株金黄色葡萄球菌对红霉素耐药率最高'为
<<9<B

'多重

耐药率为
<9%B

$

C/4Gz4

等%

'(

&同时使用微量肉汤稀释法和

-G@8G

法对金黄色葡萄球菌进行药敏试验'结果表明
%

种方

法具有良好的重复性(

-G@8G

法继承了纸片扩散法优点的同时'也具有定量的

优点'与微量肉汤法相比'

WFC

值易判读(以上
<

种传统药

敏试验方法都是基于细菌生长的原理'需过夜培养'获得试

验结果所需时间较长(

%

!

快速药敏检测系统
目前有

<

种常用的药敏自动检测系统'分别是德国西门

子的
W02M:E2/4e/1PQL/

6

系统+法国梅里埃的
>0G@P

系统

和美国
]X

公司的
$3:@40R

系列自动化仪器%

'+

&

(

<

种检测系

统都是基于微量肉汤稀释法的原理'集成了标准浓度细菌悬

液的配制+接种+培养+菌株生长情况测定及报告
WFC

值
;

个步骤于一体'具有快速+便携的优点%

)

&

(

孙宏莉等%

',

&调查中国
=%;

所使用
>0G@P*%

药敏检测系

统的医院微生物实验室的测试准确率'结果表明中国
>0G@P*

%

细菌药敏检测系统中氨苄西林*舒巴坦+头孢替坦+头孢曲

松+美罗培南和头孢吡肟的药敏检测结果一致性和准确性较

低'其他抗菌药物的药敏结果均具有很好的一致性和较高的

准确性$魏丹丹等%

%&

&将临床分离的可疑耐甲氧西林金黄色

葡萄球菌!

WDEQ

#

'%=

株随机分别用
>0G@P*%CbW$QCZ

和

W02M:E2/4e/1PQL/

6

=&EF

全自动微生物鉴定仪进行细菌

鉴定及药敏分析'同时用
$CD

方法对照'评价
%

台细菌分析

仪检测耐甲氧西林金黄色葡萄球菌的灵敏度+特异度和符合

率'结果表明
%

台全自动微生物分析仪与
$CD

方法检测得

到的结果一致$

-M0P/

等%

%'

&用
W02M:E2/4

方法测定了柬埔寨

人血液中沙门氏菌对阿奇霉素和环丙沙星的耐药性(

药敏自动检测系统的优点是在药敏结果的数据报告+分

析及传递方面的便捷性及准确性'减少了人力'缺点是仪器

体积庞大不便携'且购买仪器所需的费用昂贵'加上维修成

本高导致使用成本高(

<

!

辅以显色剂的药敏试验方法
具有代谢活性的细菌能产生

QZ$

+水解酶以及氧化还

原酶'创造出利于还原的环境'能够直接或者间接地还原显

色剂'显色剂颜色或者荧光的改变代表了细菌的活性%

%%

&

(

细菌与抗生素以及反映代谢活性的显色剂!如亚甲基蓝和刃

天青#一同培养'耐药细菌会持续繁殖+代谢显色剂导致颜色

变化'而敏感细菌则不会'以此来判断细菌的药物敏感性(

林丽英等%

%<

&研究亚甲基蓝还原法测定结核分枝杆菌的药物

敏感性'并将结果与传统的绝对浓度法进行比较'

%

种方法

测得
WFC

值的相同率较高$孙怀昌等%

%=̀ %)

&研制出一种以刃

天青为指示剂的微量板'能够快速诊断奶牛乳腺炎葡萄球

菌+链球菌和大肠杆菌的药敏试验'在
'%3

内获得与纸片扩

散法一致的药敏试验结果$

X@088

等%

%(

&研制出一种以刃天青

为指示剂的便携式大肠杆菌药敏试验纸板'具有与纸片扩散

法类似的性能+重复性和预测性$

V/K1@2

等%

%+

&基于手机摄像

头将其改造成微光度计'研制出一种以水溶性四唑盐!

eEZ*

+

#为指示剂的快速便携药敏试验方法'通过调整细菌与

eEZ*+

的 作 用 时 间 可 以 直 接 测 定 初 始 浓 度
'&

'

&

'&

)

C#T

*

.U

的细菌'省略了菌液的前处理步骤'将抗生素

预涂于容器表面'也解决了有限资源下快速药敏试验的

问题(

这种基于指示剂颜色变化来判断细菌药物敏感性的方

法不仅可以肉眼观察进行定性检测'也可以使用分光光度计

进行定量检测'具有直观'操作简单的优点'可以缩短药敏试

验的时间'但人工肉眼判别具有一定的主观性'而分光光度

计又不便于携带(

=

!

电化学方法
近年来'在细菌的电化学超灵敏检测中已有了最新进

展%

%,̀ <'

&

'但只有学者研究抗生素敏感性的直接电化学检测(

电化学方法检测细菌药物敏感性的原理是"细菌的呼吸作用

主要依靠呼吸链的电子传递'巧妙引入氧化还原探针介入细

%+'

研究进展
!

%&'+

年第
%

期



菌呼吸链'呼吸链活动产生的电化学变化可以用电化学的方

法快速而可靠地检测到(

国外已有此类研究(

-MG1

等%

<%̀ <<

&利用铁氰化钾作为氧

化还原探针'将大肠杆菌与抗生素作用
';.04

后'与铁氰化

钾的溶液混合'用计时电量法测定电信号'结果与传统纸片

扩散法完全一致'这种方法能在少于
%;.04

的时间内提供

报告'但用电化学方法测得的
#9

;&

值比标准浊度法得到的结

果要高
'&&

倍'且试验过程中发现电极对抗生素有吸附作

用'影响试验结果$

C3:G04/4G/PI1

等%

<=

&在
-MG1

等的基础上'

改进了试验方案"大肠杆菌与细菌作用后离心除去抗生素'

之后重悬于含有铁氰化钾的测试液中'该方法能在
<

&

)3

给出药敏试验结果(

以上的研究均基于大电极系统'随着微机加工技术的发

展'电极尺寸可微缩至微米乃至纳米级别'为便携式耐药细

菌快速检测系统的研制提供了技术支撑(

]@8/4G

等%

%%

&将菌

液体积限制在
%9(;4U

的容器中'通过使用电化学检测刃天

青的还原来检测细菌代谢活性'提出了一种快速电化学药敏

试验方法能够在
'3

内报告细菌的药物敏感性$

C3:0

等%

<;

&使

用了一种微流体琼脂糖系统!

WQC

#'通过琼脂糖固定单个

细胞后'使用显微镜观察在不同抗生素存在时的生长情况'

只需
<

&

=3

就能给出与
CUEF

相匹配的
WFC

值(中国的何

佳芮%

<)

&研究构建了一种集细菌快速检测和快速药敏分析为

一体的微流控芯片'能够在
<&.04

内完成对
'

#

U

样本中

5TA('3b';(

"

c(

的检测'检测限为
'&

'

&

'&

;

C#T

*

#

U

'并在

=

&

+3

完成对不同浓度下'

<

种抗生素的药敏试验(

电化学方法具有快速+灵敏+低能耗和低成本的优点'在

开发快速便携的药敏试验方法方面具有广阔前景(

;

!

分子生物学技术
分子生物学技术包括

$CD

技术+基因芯片法+全基因组

测序等%

<(

&

(运用分子生物学技术进行药敏试验'主要是从

基因层面对耐药基因进行的检测(

;9'

!

$CD

技术

$CD

技术包括普通
$CD

和实时荧光定量
$CD

!

D@/1*

G0.@$CD

#

%

<+

&

'可以用于鉴定和定量分析临床标本中的病原

菌'以及检测病原菌中的耐药基因'具有灵活+快速的优

点%

<,

&

(目前'已经可以通过
$CD

技术检测
B=A"

和!或#

B=A9

基因来鉴定耐甲氧西林金黄色葡萄球菌!

WDEQ

#

%

=&

&

$

还有人%

='̀ =%

&运用
$CD

技术通过检测与万古霉素耐药基因

相关的
M%)"

和
M%)!

基因来快速检测肠球菌的耐药性(李

坚等%

=<

&设计并合成荧光定量
$CD

引物'绘制荧光定量
$CD

标准曲线'以荧光定量
$CD

方法测定细菌在抗生素作用下

生长不同时间基因组
X?Q

含量'并与纸片!

V*]

#法进行比

较'建立了葡萄球菌快速药敏试验方法'结果与纸片扩散法

一致(

;9%

!

基因芯片技术

基因芯片的测序原理是杂交测序法'即未知序列通过与

一组已知序列的核酸探针杂交进行核酸序列测定的方法'具

有快速+特异+高通量的特点'运用该技术检测细菌耐药性'

可以在
'

个工作日内提供报告%

<(̀ <+

&

(欧维正等%

==

&通过比较

基因芯片法和比例法在检测结核分枝杆菌对利福平和异烟

肼的药物敏感性试验中的符合率'发现基因芯片较比例法有

更高的敏感性和特异性'对多重耐药性结核杆菌的快速诊断

具有重要临床价值$

?//8

等%

=;̀ =)

&的研究表明'在最新的升

级版芯片中可一次性检测
<

种超广谱
!

内酰胺类耐药基因'

)

种质粒介导的头孢菌素类耐药基因和
;

种碳青霉烯类耐药

基因'经临床菌株验证显示'敏感性和特异性均为
'&&B

(

;9<

!

全基因组测序

全基因组测序可以得到样品的完整序列'可获得大量信

息(朱健铭等%

=(

&运用全基因测序法分析肺炎克雷伯菌

"W=;

株对喹诺酮类药物耐药基因$王登峰%

=+

&基于
c08@

H

%&&&

和
$/2]0:EWDZ

技术的测序数据'使用
K@4:O:

拼接方

法获得多重耐药
WDEQ

菌株
f<;

和
f=<

的全基因组序列并

进行
ECC.@2

特征分析'结果显示
f<;

为
EZ,*ECC.@2

4

'

携带重组酶基因复合体
22MC%

$

f=<

为
EZ,(*ECC.@2

5

'含

有多种耐药基因(

分子生物学方法与传统药敏试验法不同'传统药敏试验

方法是对菌株耐药表型的检测'而分子生物学方法是基因层

面对耐药基因进行的检测%

)

&

(

$CD

技术检测耐药基因具有

快速灵敏度高的特点'但一次检测的耐药基因有限'且容易

出现假阴性结果$基因芯片法能一次检测多种耐药基因'具

有快速+灵敏度高和特异性高的特点'但在检测新的或不典

型的耐药基因时具有局限性'且价格昂贵$全基因组测序能

够发现尽可能多的耐药机制'是细菌耐药机制研究的重要手

段'但不适合临床和耐药性检测+监测中的推广应用%

=,

&

(以

上
<

种分子生物学方法都不能对临床治疗提供有指导意义

的
WFC

值%

<(

&

(

)

!

展望
以快速+灵敏和便携的耐药细菌鉴定技术可有效避免污

染食品的进一步流通'是研究的方向和热点(传统药敏试验

方法作为,金标准-'具有完善的标准体系'但所需时间长!通

常
%=

&

=+3

#$快速药敏检测系统减少了人工操作'但仪器庞

大且成本较高'难以做到便携$分子生物学技术具有高通量+

快速和特异性高的特点'但在检测新的和不典型耐药基因时

具有局限性$基于电化学方法的微流控技术具有快速+灵敏+

微型的特点'如能突破稳定性和可回复性因素的影响'将是

未来生物检验发展的方向(
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本试验在乳糖水解中生成了大量的还原性单糖'其羰基与蛋

白质在灭菌过程中会发生美拉德反应'导致低乳糖奶产生非

酶褐变'故需对低乳糖奶的褐变及其抑制进行后续研究(
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据加拿大卫生部消息! 近日加拿大卫生部发布通告!

更新"许可食品酶列表#!批准两种果胶酶用于果汁$葡萄

酒等商品%

本次新批准的
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种果胶酶分别源自里氏木霉
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!用于生产纯果汁$葡萄酒$果泥$蔬菜泥$果酱%

据了解!在此之前!加拿大卫生部已批准其他类型的

果胶酶用于纯果汁$葡萄酒的生产%

近日!加拿大卫生部完成了对本次两种果胶酶的安全性

评估% 加拿大卫生部经过风险评估后认为!这两种果胶酶用

于纯果汁$葡萄酒等食品无安全风险% 因此!更新&许可食品

酶列表#!批准其使用% 新规定自
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年
*

月
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日起生效%
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