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摘要!为探索冷鲜鸡表面抗生素耐药菌在生产加工和消

费加工中向人迁移的潜在风险#利用选择性培养和

>9GR?

JS

bD

测序平台对
(

位冷鲜鸡接触者手部的四环素

耐药菌!

J,J

E

"和磺胺耐药菌!

RUD

E

"进行计数和多样性

分析%结果表明#与冷鲜鸡接触后#操作者手部的两类耐

药菌显著增加至
@7+"]#"

#

!7((]#"

(

CVU

(

8-

!

'

J,J

E

菌和
RUD

E菌中各注释出
!#

#

#*

个菌属的共有菌群#其

中#不动杆菌等
*

个属的细菌已被证实在禽源和人源分

离株中均存在多重耐药性#且耐药基因在禽源和人源细

菌间可能发生水平迁移'而布丘氏菌等
#@

个菌属的禽源

细菌的耐药特性尚无研究报道%研究证实
J,J

E菌和

RUD

E菌在直接接触中会从冷鲜鸡肉产品表面迁移至操作

者手上%

关键词!四环素耐药菌'磺胺耐药菌'菌群多样性'冷鲜鸡
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抗生素耐药细菌!

.G3/M/93/8EF1/13.G3M.83FE/.

%

OXJ

M.83FE/.

#在医疗和农业养殖中的快速增多对人类公共卫

生安全造成巨大威胁*

#

+

%

OXJ

致病菌在医院的接触转移

及控制策略方面得到了深入研究*

!

+

%手卫生成为控制院

感多重
OXJ

菌的重要手段*

%T@

+

&在农业养殖和肉品加

工领域%动物源性
OXJ

菌可能通过食物链*

?

+或在养殖)

加工和消费各环节*

(

+向人类扩散%预示耐药风险同样存

在于并未滥用抗生素的普通民众中&研究人员*

$

+从食品

加工者的手上分离到了多重耐药的大肠杆菌和金黄色葡

萄球菌%但除此以外%动物源
OXJ

菌向食品从业人员或

消费者手部迁移的研究还未展开&相对于致病菌%普通

细菌数量众多%且包含的耐药基因!

.G3/M/93/8EF1/13.G8F

4

FGF1

%

OX

4

FGF1

#和迁移元件更为多样%不同种属细菌的

耐药程度*

+

+和耐药性迁移潜势*

*T##

+差异巨大%因此肉品

加工者手部
OXJ

菌菌群组成的揭示%是评估其耐药性暴

露风险的基础之一&
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目前%在养鸡场和生鲜鸡肉产品表面已发现了大量

的四环素耐药菌和磺胺耐药菌%且存在
OX

基因在不同

菌种间迁移的潜势*

#!T#?

+

&研究模拟冷鲜鸡生产加工和

消费初加工中操作人员徒手接触鸡肉的过程%以四环素

类耐药菌和磺胺耐药菌为例%拟通过选择性培养和

>9GR?

JS

bD

测序平台分析手部
OXJ

菌的菌落结构%为进

一步揭示鸡肉加工操作人员的抗生素耐药暴露风险提供

依据&

#

!

材料与方法

#7#

!

材料与仪器

#7#7#

!

材料与试剂

冷鲜鸡肉产品"科宝
?""

或浦东鸡%上海大型超市和

生鲜超市&随机选取上海市
(

个大型超市和生鲜超市%

每个超市购买
#

份冷鲜鸡样品!

!

份鸡翅中%

!

份鸡大胸%

!

份鸡腿%每类包括散装和预包装样品各
#

份%共
(

份%分

别编号为
O

#

V

#&样品用无菌袋盛装%采样时避免外源

污染微生物%在冰盒!约
@\

#中于
%K

内运回实验室%用

于徒手接触鸡肉的模拟试验$

脑心浸液肉汤!

_E./GKF.E3/GIL1/9GME93K

%

_;>

#琼脂

培养基"英国
<b<>&

公司$

四环素!

JF3E.8

6

80/GF

%

J,J

#)磺胺甲恶唑!

RL0I.-F'

3K92.a90F

%

RUD

#和甲氧苄啶!

JE/-F3K9

:

E/-

%

JX>

#"分析

纯%美国
R>ZSO

公司$

真菌抑制剂放线菌酮!

C

6

809KF2/-/HF

%

CYC

#"分析

纯%美国
OSX,RC<

公司$

R5.M

涂抹棒"

%S

中国有限公司$

细菌基因组提取试剂盒)聚合酶链式反应!

=90

6

-FE'

.1FCK./GXF.83/9G

#试剂盒和琼脂糖电泳试剂盒"北京全

式金生物技术有限公司$

=CX

产物电泳凝胶回收试剂盒"美国
JKFE-9R8/FG'

3/I/8

公司$

=CX

引物"

#""

%

-90

%生工生物工程!上海#股份有限

公司&

#7#7!

!

主要仪器设备

生物安全柜"

#%""R,X>,RO!

型%美国
JKFE-9

公

司$

恒温培养箱"

SFH8FG3FE,/GE/8K3LG
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FGZ-M;

型%德

国
VE/98F00

公司$

灭菌锅"

Rb'?""

型%日本
J9-

6

&/
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/3.0_/909
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公司$

超微量分光光度计"

B.G9&E9

:

!"""8

型%美国
JKFE'

-9

公司$

离心机"

?@!@

型%德国
,

::

FGH9EI

公司$

单道可调量微量移液枪"

XF1F.E8K=0L1

型%德国
,

:

'

:

FGH9EI

公司$

水平核酸电泳系统"

S/G/'RLM8F00ZJ

型%美国
_/9'

E.H

公司$

凝胶成像系统"

CE/3FE/9GR3./GVEFF

型%美国
_/9'E.H

公司&

#7!

!

方法

#7!7#

!

徒手接触鸡肉的模拟和取样
!

参考
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A.

等*

#(

+的

方法对冷鲜鸡生产加工和消费初加工中操作人员徒手接

触鸡肉的过程进行模拟和取样%具体修改"

(

位操作者均

用洗手液充分洗手
!-/G

并冲净后%用
$?Q

酒精棉擦拭

手掌%然后用涂抹棒翻转充分擦拭手心
?8-]?8-

区域

后%放入
#"-D

缓冲蛋白胨水溶液%反复震荡%获得第

#

份手心细菌悬浊液样品%编号为
P;'#

%

P;'!

%/%

P;'(

&

(

位操作者分别徒手各抓取
#

份冷鲜鸡样品!第

#

位操作者抓取鸡肉样品
O

%第
!

位抓取
_

%以此类推#%

并一直保持手掌与肉接触并揉搓
!-/G

后%再次用涂抹棒

擦拭手心%获得第
!

份手心细菌悬浊液样品%编号为

S='#

%

P='!

%/%

S='(

&

#7!7!
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手部
OXJ

菌的分离和计数
!

参考
;L.G

4

等*

#$

+的

方法对四环素耐药菌!

J,J

E

#和磺胺甲恶唑(甲氧苄啶耐

药菌!

RUD

E

#进行分离"手心细菌悬浊液原液经
#"

倍稀释

后%用移液枪吸取
#-D

原液及各稀释液%均匀涂布于含

有
CYCmJ,J

或
CYCmRUDmJX>

的
_;>

平板上%

%"\

培养
!@K

&手心细菌悬浊液原液的平板培养物用于

菌群多样性分析%分离出单菌落的平板用于菌落计数&

所有处理重复
%

次&参考美国临床和实验室标准协会

!

CDR>

#

*

#+

+对四环素或磺胺甲恶唑(甲氧苄啶耐药折点的

规定%将培养皿中
J,J

)

RUD

和
JX>

的浓度点分别定为

#(

%

$(

%

@

%

4

(

-D

$所 有 平 板 中
CYC

的 浓 度 均 为

#""

%
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(
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&

#7!7%
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&BO

提取及
=CX

扩增
!

刮取原液培养皿上所有

菌体%用
!-D

生理盐水重悬%混匀%取
#""

%

D

菌悬液提

取细菌总
&BO

&经
#Q

琼脂糖凝胶电泳和核酸定量仪分

析确认
&BO

的提取质量后%使用带
_.E89HF

的特异引物

对
#(RE&BO

的
[%'[@

区进行
=CX

扩增&上游引物为

%@#V

"

?

2
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2%下 游 引 物 为
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"

?

2
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2&用
!Q

琼

脂糖凝胶电泳和核酸定量仪检测
=CX

扩增产物的质量%

委托北京诺禾致源生物信息科技有限公司利用单端测序

!

R/G

4

0F',GH

#的方法%基于
>9GR?

JS

bD

测序平台*

#*

+

%对构

建的小片段文库进行高通量测序&

#7!7@

!

高通量测序数据分析
!

将下机数据导出
I.13

c

文

件%根据
M.E89HF

序列区分各个样本的数据%嵌合体过滤

后得到用于后续分析的有效数据*
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+

&用
U

:

.E1F

软件

!

U

:

.E1FN$7"7#""#

#以
*$Q

的一致性对所有样本的有效

标签进行操作分类单元!
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!#

+

%用
R>D[O#%!

!

K33

:

"((

5557.EM'1/0N.7

HF

(#的
RRUEXBO

数据库*

!!

+在界)门)纲)目)科)属和种

#%

"

[907%?

"

B97#"

黄柳娟等!冷鲜鸡接触者手部抗生素耐药菌菌群多样性分析



$

个水平进行物种注释分析&进而%用
i//-F

软件!

[FE'

1/9G#7*7#

#计算物种数指数!

<M1FENFH1

:

F8/F1

#)超指数

!

CK.9#

#)香农指数!

RK.GG9G

#)辛普森指数!

R/-

:

19G

#和

菌群覆盖度指数!

Z99H189NFE.

4

F

#等
#

'

多样性指数%评估

样品的复杂度%生成各分类水平下各类细菌的丰度*

#*

+

&

其中%

<M1FENFHR

:

F8/F1

指数和
CK.9#

指数反映了样品的

菌群丰度%

RK.GG9G

指数和
R/-

:

19G

指数反映了样品的菌

群多样性%

Z99H1C9NFE.

4

F

指数反映了测序深度&用
X

软件绘制花瓣图%获得不同样本的共有菌群*

!%

+

<JU1

信

息&

#7%

!

数据处理

手部
OXJ

菌的计数结果用!平均值
e

标准误差#表

示%用
R=RR#(7"

的单因素方差分析!

9GF'5.

6

OB<[O

#

方法比较徒手接触鸡肉前后手部
OXJ

菌计数的差异显

著性%当
=

$

"7"?

时%判断差异显著%否则不显著&

!

!

结果与分析
!7#

!

菌群计数

接触冷鲜鸡肉前经充分洗手后%用
_;>

培养基在

(

位操作者的手部仅检出约
##

#

**CVU

(

8-

!的细菌%未

检出
J,J

E菌或
RUD

E菌$与冷鲜鸡接触后%操作者手部的

两种
OXJ

菌分别显著增加到
#7#@]#"

!

#

!7((]#"

(

%

@7+"]#"

#

%7@"]#"

?

CVU

(

8-

!

!图
#

%

=l"7"""

#%说明通

过直接接触%冷鲜鸡肉产品表面的两类
OXJ

菌均有转移

到操作者的手部&因此%用高通量测序技术对迁移至手

部的两类
OXJ

菌进行组成的多样性分析&

!7!

!

菌群多样性分析

!7!7#

!

样品复杂度
!

所有样品中两种
OXJ

菌的菌群覆

盖度指数为
"7***

#

#7"""

!表
#

#%说明几乎所有的目标序

列都被测出%多样性分析结果能反映样品菌群组成的真

实情况&从所有
(

位操作者手部
OXJ

菌样品测序共获

得
@""

种不同的
<JU1

%平均每个样品的
J,J

E菌和

RUD

E菌中分别获得
#?*

%

#++

个
<JU1

&

!7!7!

!

菌群结构
!

在门水平上%

OXJ

菌中丰度最高的

%

个门均为变形菌门!

T=4?&4S3>?&='3

#)拟杆菌门!

U3>?&(

=4'H&?&A

#和厚壁菌门!

K'=I'>*?&A

#$在属水平上%

J,J

E菌

和
RUD

E菌中各注释出
$*

%

*$

种已明确属名的属&与冷

鲜鸡表面细菌的主要菌属*

!@T!?

+相比%

#"

种主要菌属中除

了黄杆菌属!

K93@4S3>?&='*I1

::

7

#未在试验涉及的手部

细菌样品中发现外%其余
*

种均得了鉴定%再次验证了接

触冷鲜鸡后操作者手部分离到的
OXJ

菌主要来自冷鲜

鸡表面%同时%也间接说明了冷鲜鸡表面的细菌有多种菌

属可能已具有抗生素耐药性&此外%有研究*

#"T##

+表明%

肉杆菌属!

,3=14S3>?&='*I1

::

7

#)肠球菌属!

.1?&=4>4>>*A

1

::

7

#)乳杆菌属!

53>?4S3>'99*A1

::

7

#)乳球菌属!

53>?4(

>4>>*A1

::

7

#和葡萄球菌属!

;?3

E

0

)

94>4>>*A1

::

7

#等种属

的细菌较多地参与了
OX

基因的水平迁移%而在试验中%

上述种属的细菌在手部分离到的两类
OXJ

菌中均有检

出%因此 有 必 要 在 今 后 的 研 究 中 进 一 步 确 认 这 几

类
OXJ

菌的手部分离株的耐药性%并评估其参与动物源

字母不同表示同个样品的同类细菌中%

P;

组和
S=

组差异显著!

=

$

"7"?

#

图
#

!

与冷鲜鸡肉接触前后操作者手部总细菌$

J,J

E菌和
RUD

E菌的计数
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表
#

!

手部两种耐药菌菌群的
<JU1

检出数量和
#

'

多样性指数

J.M0F#

!

JKF<JU1GL-MFE1.GH3KFO0

:

K.H/NFE1/3

6

/GHF29I359.G3/M/93/8EF1/13.G3M.83FE/./190.3FH

IE9-K.GH0FE1

'

K.GH1

操作者

编号

检出
<UJ

种类数

J,J

E

RUD

E

物种数指数

J,J

E

RUD

E

超指数

J,J

E

RUD

E

香农指数

J,J

E

RUD

E

辛普森指数

J,J

E

RUD

E

菌群覆盖度指数

J,J

E

RUD

E
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OX

基因向人类共生菌迁移的风险&

!7!7%

!

共有菌群
!

共有菌群在
(

位操作者的手部细菌样

品中均有检出%反映所有样品的菌群组成共性*

!%

+

%推测其

在冷鲜鸡中普遍存在%对冷鲜鸡加工操作者来说暴露风

险较高&花瓣图分析结果表明%

J,J

E菌和
RUD

E菌各有

$"

种
<UJ1

的共有菌群!图
!

#%除各自的
#"

%

$

个
<UJ1

未鉴定到属水平外%其他
<UJ1

分属
%

个门的
!#

%

#*

个

属!图
%

#&

!!

在冷鲜禽肉操作者手部分离到的
J,J

E菌和
RUD

E菌

的共有菌群中%不动杆菌属!

">'1&?4S3>?&=1

::

7

#

*

!(

+

)假单

图
!

!

手部
J,J

E菌和
RUD

E菌中共有和特有
<JU1

数的花瓣图
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J,J

E菌共享菌群和
RUD

E菌共有菌群的组成
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胞菌属!

TA&*H4I413A1
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)沙雷氏菌属!
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7

#

*

!+

+

)变形杆菌属!

T=4?&*A1

::

7

#

*

!*

+

)气单胞菌属

!

"&=4I413A 1

::

7

#

*
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+

)柠 檬 酸 杆 菌 属 !

,'?=4S3>?&=

1

::

7

#

*

%#

+

)寡养单胞菌属!
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E

04I413A1

::

7

#

*

%!T%%

+

)

香味菌属!

%

)

=4'H&A1

::

7

#

*

%@

+

)漫游球菌属!

F3

8

4>4>>*A

1

::

7

#

*

%?

+和巨型球菌属!

%3>=4>4>>*A1

::

7

#

*

%(

+的禽源分离

株已被证实具有多重耐药性%且可能存在
OX

基因水平

迁移的风险&同时%人类的临床数据*

!

+表明%除气单胞菌

属)漫游球菌属和巨型球菌属外%上述其他属的细菌近十

几年来的检出率呈上升趋势%且具有多重耐药性%其中的

鲍曼不动杆菌!

">'1&?4S3>?&=S3*I311''

#更是已成为中

国目前最主要的-超级细菌.

*

%$

+

&而气单胞菌也可导致人

类肠道感染%是中国夏季腹泻的常见病原菌之一*

%+

+

$河流

漫游球菌与人类感染有关*

%*

+

&因此%应特别注意这些在

鸡和人类中都能分离到的
OXJ

菌%禽源和人源分离株之

间是否存在
OX

基因迁移的可能需要进一步深入研究和

确认&

除了上述菌属%试验中冷鲜鸡肉加工操作者手中发

现的 共 有
J,J

E 菌 和
RUD

E 菌 中 的 布 丘 氏 菌 属

!

U*??'3*<&9931

::

7

#)丛毛单胞菌属!

,4I3I413A1

::

7

#)

摩根氏菌属!

%4=

8

31&9931

::

7

#)普罗维登斯菌属!

T=4@'(

H&1>'31

::

7

#)假苍白杆菌属!

TA&*H4>0=4S3>?=*I 1

::

7

#)

莫勒菌属!

%4&99&=&9931

::

7

#)

V4*X4*9'3

属)稳杆菌属

!

.I

E

&H4S3>?&=1

::

7

#)

;441Y443

属)

;*9

D

*='>*=@*I

属)

肉杆菌属)库特氏菌属 !

V*=?0'3 1

::

7

#)魏斯氏菌属

!

!&'AA&9931

::

7

#和赖氨酸芽孢杆菌属!

5

)

A'1'S3>'99*A

1

::

7

#等菌属的禽源耐药菌株和耐药特性尚未见报道%需

要在后续的研究中对相应的菌株进行分离和验证&

试验利用高通量测序技术证实鸡肉表面的多种

J,J

E菌和
RUD

E菌能通过直接接触的途径从冷鲜鸡肉产

品表面迁移至操作者手上%但因为两类
OXJ

菌的获得仍

基于选择性培养基的筛选%而不同的培养参数均会影响

细菌的分离结果*

@"

+

%因此%单一的培养条件会限制微生物

多样性分析结果的全面性%冷鲜鸡产品中能通过直接接

触向人类迁移的
OXJ

菌的种属%还需配合其他培养方法

或开发不依赖于培养的分析技术进行完善&此外%尽管

人类皮肤暴露于各种环境下%但皮肤微生物群落仍倾向

于保持一定的稳定性*

@#

+

%通过直接接触而迁移到人类手

部的动物源
OXJ

菌能在手部皮肤表面定殖时间%以及从

人类手部有效地去除这些动物源
OXJ

菌的方法值得进

一步研究&

%

!

结论
试验通过模拟冷鲜鸡生产加工和消费初加工中操作

人员徒手接触鸡肉的过程%用选择性培养)菌落计数和菌

群多样性分析等方法%证实了
J,J

E菌和
RUD

E菌两类

OXJ

菌在直接接触中能从冷鲜鸡肉产品表面迁移至操

作者手部&其中的不动杆菌属)假单胞菌属)沙雷氏菌

属)变形杆菌属)气单胞菌属)柠檬酸杆菌属)寡养单胞菌

属)香味菌属和漫游球菌属的禽源和人源分离株已被多

次证实具有多重耐药性%因此%应充分重视冷鲜鸡肉表面

细菌的抗生素耐药性问题%并深入研究
OX

基因在上述

禽源和人源细菌间水平迁移的潜在风险$共有菌群中的

布丘氏菌属等
#@

种菌属的禽源耐药株的耐药特性应进

一步确认%其污染来源和迁移风险有待揭示&
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