
·实验研究与卫生检验·

长沙市某医院 ２０１５ 年夏季粪便分离的肠炎沙门菌的
耐药性及聚集性分型分析

刘兴１， 李宁沙１， 陈立华１， 徐丹１， 夏昕２

１􀆰 长沙市第一医院，湖南　 长沙　 ４１０００５；　 ２􀆰 湖南省疾病预防控制中心

摘要：　 目的　 了解长沙市某医院 ２０１５ 年夏季从腹泻病人粪便中分离到的肠炎沙门菌的耐药性特征及其流行关系。 　
方法　 经生化和血清学鉴定后，对分离自腹泻病人大便的 ９ 株肠炎沙门菌菌株进行药物敏感性试验；脉冲场凝胶电泳对

菌株进行 ＰＦＧＥ 分型分析。 　 结果　 通过生化和血清学实验共鉴定到 ９ 株肠炎沙门菌，药敏试验中所有菌株对呋喃妥英

耐药，对亚胺培南、环丙沙星、左氧氟沙星、复方新诺明敏感，对氨苄西林、氨曲南及头孢类抗生素部分耐药。 ＰＦＧＥ 结果显

示 ９ 株菌株共分为四个带型，相似度达到了 ８７􀆰 ３４％～ ９６􀆰 ３０％，分离时间接近的菌株，ＰＦＧＥ 带型一致。 　 结论　 肠炎沙

门菌对抗菌药物的敏感性仍然较高，但需注意产 β－内酰胺酶趋势。 相同时期分离到的肠炎沙门菌菌株在流行病学上高

度相关，在长沙地区可能具有优势带型，并且可能造成一定程度的传播。
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　 　 在自然界中，沙门菌属细菌分布广泛，常引起人畜

共病，肠炎沙门菌属于无宿主特异性而有侵害性的病

原菌之一，近年来由肠炎沙门菌引起人的急性胃肠
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炎（食物中毒），已严重侵害人类的健康，２０１５ 年夏季

以来，长沙市第一医院收治的急性胃肠炎的病人分离

标本中，发现肠炎沙门菌的检出率较往年亦有增多趋

势，故将 ２０１５ 年 ６－９ 月间腹泻病人大便标本中分离到

的 ９ 株肠炎沙门菌进行了生化血清以及药敏学检验以

及 ＰＦＧＥ 分子分型，看是否有流行病学相关性，现将结

陕西地区乙肝感染抵御能力较强，但感染风险较高人

群占比仍较大，需加强疫苗免疫意识；（３）乙肝免费强

制接种效果显著，需坚定不移的推行下去，对于非强制

注射人群，需加强接种乙肝疫苗预防的宣传， 提高人

群的保护意识；（４）含有模式“１２”占比较其他地区高，
说明陕西地区乙肝亚型感染及变异突出，需引起重视，
仍需进行下一步的研究。
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果报告如下。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 菌株来源　 收集长沙市第一医院 ２０１５ 年夏季

四个月内的门诊或住院病人大便和肛拭子中分离的肠

炎沙门菌菌株共 ９ 株。
１􀆰 １􀆰 ２　 药敏纸片　 抗菌药物共 １０ 种，氨苄西林、头孢

曲松、头孢他啶、头孢吡肟、氨曲南、亚胺培南、环丙沙

星、 左氧氟沙星、 复方新诺明、呋喃妥英均购自英国

ＯＸＯＩＤ 公司。
１􀆰 １􀆰 ３　 生化及血清学试剂　 ＡＰＩ ２０Ｅ 革兰阴性菌鉴定

卡为生物梅里埃公司提供，沙门菌鉴定血清为宁波天

润生物公司提供；均在有效期内使用。
１􀆰 １􀆰 ４ 　 ＰＦＧＥ 试剂 　 ＳｅａＫｅｍ Ｇｏｌｄ Ａｇａｒｏｓｅ 为 Ｃａｍ⁃
ｂｒａｅｘ Ｂｉｏ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｒｏｃｋｌａｎｄ 公司提供；限制性内切酶

Ｘｂａ Ｉ 为大连宝生物工程公司提供；蛋白酶 Ｋ 为 ＭＥＲ⁃
ＣＫ 公司提供，均在有效期内使用。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 分离培养与鉴定 　 将临床病人的大便标本接

种到 ＸＬＤ 平板上分离到的疑似沙门菌属菌株，接种到

ＡＰＩ ２０Ｅ 生化鉴定卡上，同时用沙门菌属诊断血清学做

血清学鉴定，生化和血清学均符合肠炎沙门菌特征的

菌株用半固体保存备用。
１􀆰 ２􀆰 ２　 药物敏感性测定　 采用纸片扩散法，以大肠埃

希菌 ＡＴＣＣ ２５９２２ 作为药敏质控菌株，参考 ２０１４ 年

ＣＬＳＩ 标准判定结果。
１．２．３　 ＰＦＧＥ 试验　 参考中国 ＣＤＣ ＰｕｌｓｅＮｅｔ Ｃｈｉｎａ 网

络中心实验室的沙门菌属脉冲场凝胶电泳（ＰＦＧＥ）标
准操作方案的方法进行 ＰＦＧＥ 分型［１］。 纯培养菌株，
经蛋白酶 Ｋ 裂解后，再用 Ｘｂａ Ｉ 在 ３７ ℃ 进行酶切，
Ｍａｒｋｅｒ 为沙门菌 Ｈ９８１２ 标准菌株，酶切后经脉冲场电

泳 １８ ｈ，起始脉冲时间：２􀆰 １６ ｓ；终止脉冲时间：６３􀆰 ８ ｓ；
电压：６ Ｖ ／ ｃｍ；电泳温度：１４ ℃，电场夹角 １２０°，电泳完

毕用 Ｇｅｌｒｅｄ 染色约 ３０ ｍｉｎ 后，再用凝胶成像仪读取结

果，ｔｉｆ 图像读取后用 ＢｉｏＮｕｍｅｒｉｃｓ 数据库软件处理，经
Ｍａｒｋｅｒ 内校准后，识别图像条带，并标明位置；最后用

聚类树形图类型选择 ＵＰＧＭＡ（ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ ｐａｉｒ ｇｒｏｕｐ
ｍｅｔｈｏｄ ｗｉｔｈ ａｖｅｒａｇｅｓ）方法分析结果，不同带型的电泳

条带的相似性采用 Ｄｉｃｅ 系数表示。

２　 结　 果

２􀆰 １　 生化及血清学结果 　 将所有生化结果复合沙门

菌属的菌株收集后，进行进一步血清学分型，最后共分

离到 ９ 株血清型的抗原式为 １，９，１２：ｇ，ｍ：－的菌株，即
为肠炎沙门菌菌株，根据分离菌株的时间顺序，把菌株

编为 １～９ 号菌株。
２􀆰 ２　 １０ 种抗菌药物对 ９ 株肠炎沙门菌的药敏结果　
见表 １。 在测定的 １０ 种抗菌药物中，９ 株肠炎沙门菌

全部对呋喃妥英耐药，全部对亚胺培南、环丙沙星、左
氧氟沙星、复方新诺明敏感，对氨苄西林、氨曲南及头

孢类抗生素部分耐药。
表 １　 ９ 株肠炎沙门菌对 １０ 种抗生素的

药物敏感率结果（Ｋ－Ｂ 法）

抗生素 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９

氨苄西林 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ
头孢曲松 Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ
头孢他啶 Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ
头孢吡肟 Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ
氨曲南 Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ
亚胺培南 Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ
环丙沙星 Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ
左氧氟沙星 Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ
复方新诺明 Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ
呋喃妥英 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

２􀆰 ３　 ＰＦＧＥ 试验　 ９ 株肠炎沙门菌经脉冲场凝胶电泳

后，共分为 ４ 个 ＰＦＧＥ 型，四个带型之间的相似度较

高，相似度达到了 ８７􀆰 ３４％ ～ ９６􀆰 ３０％，分离时间相近的

菌株中条带有一致的现象，可能为社区感染的同一克

隆群；ＰＦＧＥ 电泳的图谱结果见图 １，ＰＦＧＥ 分型分析结

果见图 ２。

　 　 注：泳道 １、５、９、１３ 为 Ｍａｒｋｅｒ Ｈ９８１２，其余泳道为肠炎沙门菌菌株 １
～９ 号。

图 １　 ９ 株肠炎沙门菌 ＰＦＧＥ 电泳图谱

图 ２　 ９ 株肠炎沙门菌 ＰＦＧＥ 分型软件分析结果

３　 讨　 论

夏季天气炎热，为细菌感染性腹泻高发期，长沙市
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近年来从食品标本中分离到的沙门菌属中也发现，肠
炎沙门菌所占的比例约为 ７􀆰 １５％占第二位，仅次于鼠

伤寒沙门菌［２］，沙门菌属中的肠炎沙门菌主要通过污

染食品和水源经口感染，夏秋季高发，可出现胃肠炎症

状，如果破坏肠粘膜，通过淋巴系统进入血流，也可引

起全身感染，常见症状为发热、腹部痉挛性腹痛、腹泻，
儿童和免疫力低下者，容易发生并发症，甚至死亡。 本

院于 ２０１５ 年夏季收治的疑似肠炎沙门菌感染的病人

中，以儿童多见，病情个别较重，但均已得到有效控制

和治疗，并康复出院。
沙门菌属细菌引起的食物中毒或者感染性腹泻，

一般推荐可使用的抗菌药物有氨苄西林、头孢类、喹诺

酮类以及磺胺类，本次药敏实验也选择了 １０ 种包括以

上这几类常用的抗菌药物来进行药敏实验，１０ 种抗菌

药物中，极易产生耐药性的喹诺酮类的环丙沙星、左氧

氟沙星和磺胺类的复方新诺明均达到了百分百的敏感

性，仍然可作为治疗和预防的首选药物，对新型抗菌药

物亚胺培南也非常敏感，仅对呋喃妥英全部耐药，对氨

苄西林、氨曲南及头孢类抗生素部分耐药，整体来说耐

药情势还比较乐观，这一特点与我国其他省份的耐药

情况大体一致［３－５］。 在本院的病例中，儿童为主要感染

人群，应当注意的是虽然肠炎沙门菌对喹诺酮类药物

敏感，但副作用如影响儿童软骨发育需慎用，青霉素和

头孢类抗生素相对于其他抗菌药物对儿童毒副作用

小，但在本次药敏实验中发现了Ⅲ、Ⅳ代头孢类抗生素

的耐药株，故建议医生在选择临床药物时，要重视药敏

实验来指导临床用药，应全面结合病人和药敏结果，在
达到治疗效果的同时尽量避免耐药菌株的产生。 本次

实验中，还发现有 ３ 株肠炎沙门菌，同时对氨苄西林、
氨曲南及三代和四代头孢类抗生素耐药，这种多重耐

药趋势应引起高度重视。
这几例因大便中分离到肠炎沙门菌而确诊的患者

中，居住或临时居住地均在长沙市内，并且发病时间接

近，均在三个月以内，有可能有流行病学的相关性，故
而将其做了 ＰＦＧＥ 分子分型分析，看菌株间是否存在

关联，分离的肠炎沙门菌菌株按照分离时间顺序，分别

编为 １～９ 号，９ 株肠炎沙门菌经聚类分析后，发现共分

为 ４ 个 ＰＦＧＥ 带型，相似率在 ８７􀆰 ３４％ ～９６􀆰 ３０％之间，１
号菌分离的时间最早，与其余菌株间隔时间略长，带型

也与其余菌株的带型差异最大，为带型 １，与其余 ８ 个

菌株的 ＰＦＧＥ 带型有 ４ ～ ６ 个条带的变化，这些分离株

可能是遗传上相关的，但并不是紧密相关的，其流行病

学关系也并不太相关。 其余 ２～９ 号菌株间总的带型相

似率在 ９０􀆰 ８７％以上，而且从图谱上看，接近时间段分

离到的菌株带型完全相同，不同带型之间比较发现，也
仅有两到三个条带的略为不同，根据 Ｔｅｎｏｖｅｒ 等［６］多年

的研究原则分析，这些菌株可以被认为是高度相关的。
暴发流行相关的菌株如果发生点突变、插入或 ＤＮＡ 缺

失，典型的情况下，这种变化可导致 ２ ～ ３ 条带的差异，
可以认为它仍然属于暴发带型的衍生株，在流行病学

上具有高度相关性。 其中 ３ 型和 ４ 型带型各有 ３ 株菌

完全相同，且两型之间的相似度也高达 ９６􀆰 ３０％，从图

谱上看，也仅有一个条带的不同，这些菌株认为是紧密

相关的菌株，可能是仅有一次的基因事件引起的带型

变化，这种情况在一些分离菌株被多次重复培养或自

同一病人多次分离时可发生，但是仍然认为其在遗传

角度是有高度同源性的，极有可能为同一来源的肠炎

沙门菌社区感染的同一克隆群，只是在传播的过程中，
个别菌株发生了单基因的极微小的变异，但流行病学

关系仍然高度相关。 通过 ＰＦＧＥ 分型也发现，ＰＦＧＥ 带

型一致的，药敏结果基本一致，除了带型 ４ 的菌株 ５ 与

同型别的菌株 ６ 和菌株 ７ 在对氨苄西林和头孢类和氨

曲南的耐药性上有差异外，根据耐药表型，推测对其耐

药的菌株可能是产生了 β－内酰胺酶，该酶的基因可位

于可传递的质粒上，因此也有可能发生丢失。
综上所述，可以认为 ２０１５ 年夏季，肠炎沙门菌可

能在长沙地区引起了部分的流行，从药敏实验结果来

看，耐药趋势还不严峻，但应注意有些菌株可能携带有

β－内酰胺酶的质粒，从而对青霉素头孢类抗生素均耐

药，从分子分型实验结果分析，肠炎沙门菌有一定的流

行优势群，不同菌株间具有一定的流行相关性。
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