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临床分离沙门菌的耐药性及超广谱β内酰胺酶类耐药基因
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［摘　要］　目的　研究北京地区２０１２—２０１５年沙门菌临床分离株的血清型分布、耐药状况及超广谱β内酰胺酶

（ＥＳＢＬｓ）耐药基因特征。方法　采用最小抑菌浓度法测定北京市肠道门诊分离的６７７株沙门菌株对１６种抗菌药

物的耐药情况，采用聚合酶链反应（ＰＣＲ）方法对２４４株β内酰胺酶类耐药菌株进行耐药基因检测。结果　６７７株

沙门菌分为６８种血清型，其中肠炎沙门菌、鼠伤寒沙门菌和山夫登堡沙门菌位居前３位。沙门菌对氨苄西林和阿

莫西林／克拉维酸的耐药率分别为４２．５４％、４０．７７％，至少耐３种以上抗菌药物的菌株占５７．１６％。２４４株对氨苄

西林和阿莫西林／克拉维酸耐药的沙门菌，携带至少一种ＥＳＢＬｓ基因的菌株１７４株（７１．３１％），１４６株犫犾犪ＴＥＭ１型，

３０株犫犾犪ＯＸＡ１型，１８株犫犾犪ＣＴＸＭ型（其中７株犫犾犪ＣＴＸＭ１５，６株犫犾犪ＣＴＸＭ５５和５株犫犾犪ＣＴＸＭ１４）；２０株同时携带２种耐药

基因。结论　该地区沙门菌携带ＥＳＢＬｓ耐药基因水平较高，以犫犾犪ＴＥＭ１为主，同时伴有犫犾犪ＯＸＡ１和３种犫犾犪ＣＴＸＭ基因

亚型，呈现基因多样性。
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　　沙门菌是一种重要的人畜共患病原菌，是引起

感染性腹泻和食源性疾患最重要的致病菌之一。随

着抗菌药物的广泛使用，沙门菌耐药问题日趋严重，

耐药水平越来越高，多重耐药菌的频繁出现，已成为

严重的公共卫生问题。β内酰胺类抗生素（βｌａｃｔａｍ

ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ）是指化学结构中含β内酰胺环的一大类

抗生素（主要包括青霉素类、头孢菌素类、头霉素类、

单环内酰胺类及其他非典型β内酰胺类抗生素）。

产超广谱β内酰胺酶（ｅｘｔｅｎｄｅｄｓｐｅｃｔｒｕｍβｌａｃｔａ

ｍａｓｅｓ，ＥＳＢＬｓ）是革兰阴性菌耐药最常见的机制，约

占总耐药机制的８０％
［１］。编码ＥＳＢＬｓ的基因分为

犫犾犪ＴＥＭ、犫犾犪ＣＴＸＭ、犫犾犪ＯＸＡ和犫犾犪ＳＨＶ及其他５种基因

型［２］，呈全球分布，可由染色体外的质粒携带，通过

融合、转导和转化等机制在细菌间传递转移，从而扩

大耐药性的传播与分布，引发感染暴发。目前，临床

上治疗沙门菌感染性腹泻，多使用β内酰胺类抗生

素，因而对其耐药的菌株也不断出现。本研究对北

京市临床分离的非伤寒沙门菌株进行药物敏感性分

析及ＥＳＢＬｓ基因的检测，为指导临床合理使用抗菌

药物，控制沙门菌的流行和疾病传播，有效应对耐药

菌株的扩散提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　２０１２—２０１５年在北京市７个监测

区县选取１７家肠道门诊，每个监测区县每周采集

１０～１５份急性感染性腹泻患者新鲜粪便标本。按

照北京市肠道传染病监测方案的要求进行规范采

样，共收集１６３４９份标本，进行沙门菌的分离、培养

和鉴定，分离出非伤寒沙门菌６７７株。急性感染性

腹泻的诊断标准为日腹泻次数＞３次，比平时次数

增多；大便形状改变，呈稀便、水样便、黏液便或脓血

便，原则上就诊前未使用过抗菌药物。

１．２　方法

１．２．１　分离、培养及生化鉴定　粪便沙门菌的分离

培养参照卫生部行业标准 ＷＳ２７１２００７附录Ｂ进

行。采集患儿的粪便或肛拭子，插入亚硒酸盐煌绿

（ｓｅｌｅｎｉｔｅｂｒｉｌｌｉａｎｔｇｒｅｅｎ，ＳＢＧ）增菌液肉汤培养

（３７℃，１８～２４ｈ），在ＳＳ选择性培养基进行划线分

离培养（３７℃，１８～２４ｈ）；挑取可疑单菌落，穿刺三

糖铁琼脂，于３７℃培养１８～２４ｈ，斜面呈红色，底层

黄色、产气，硫化氢阳性为可疑沙门菌。将分离到的

可疑沙门菌转种于营养琼脂培养基上过夜培养，采

用法国梅里埃公司ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动微生

物鉴定系统进行系统生化鉴定。上述培养基为英国

ＯＸＯＩＤ公司产品。

１．２．２　血清学分型试验　用沙门菌群（Ａ～Ｆ）抗

原、菌体（Ｏ）抗原及鞭毛（Ｈ）抗原的不同抗血清对

沙门菌进行血清型鉴定。方法为挑取三糖斜面上少

量菌苔与Ａ～Ｆ多价抗血清在室温下进行玻片凝

集，１ｍｉｎ内出现凝集颗粒为阳性；按同样方法与Ｏ

单价抗血清进行逐一凝集确定Ｏ抗原，根据确定的

Ｏ抗原进行相应的Ｈ多价和单价血清凝集，以确定

最终血清型。玻片凝集时需设生理盐水对照。沙门

菌诊断血清为丹麦ＳＳＩ血清研究所产品，均在有效

期内使用。

１．２．３　药敏试验　采用最小抑菌浓度（ｍｉｎｉｍａｌｉｎ

ｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ）法，使用上海星佰生物

技术有限公司生产的革兰阴性需氧菌药敏检测板，

药物应用环丙沙星、链霉素、氨苄西林、氯霉素、磺胺

异口恶唑、复方磺胺甲口恶唑、萘啶酸、阿莫西林／克拉

维甲酸、头孢曲松、多西环素、庆大霉素、阿奇霉素、

四环素、头孢西丁、头孢吡肟以及亚胺培南１６种药

物进行沙门菌耐药性检测，其结果与美国临床实验

室标准化协会（ＣｌｉｎｉｃａｌａｎｄＬａｂｏｒａｔｏｒｙＳｔａｎｄａｒｄｓＩｎ

ｓｔｉｔｕｔｅ，ＣＬＳＩ）２０１２年标准比较，以大肠埃希菌ＡＴＣＣ

２５９２２作为质控菌株。对３种以上抗菌药物耐药，即

为多重耐药（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＭＤＲ）
［３］。

１．３　ＥＳＢＬｓ耐药基因检测　采用煮沸法提取菌体

及质粒ＤＮＡ。ＰＣＲ扩增反应体系为２５μＬ，包含

１２．５μＬ２×ＰＣＲ 反应混 合 物，上、下 游 引 物

０．２μｍｏｌ／Ｌ，模板ＤＮＡ２μｌ；反应条件：９４℃预变性

５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，退火３０ｓ，７２℃ 延伸１ｍｉｎ，

３５个循环，７２℃延伸５ｍｉｎ。ＯＸＡ、ＴＥＭ、ＳＨＶ、

ＰＳＥ和ＣＴＸＭ 型基因引物序列
［４５］及反应条件见

表１，引物序列由北京擎科生物技术有限公司合成。

ＰＣＲ扩增在美国 ＡＢＩ９７００ＰＣＲ仪上进行，ＰＣＲ扩

增产物用德国ＱＩＡＧＥＮ公司ＱＩＡｘｃｅｌ全自动电泳

系统进行检测，ＰＣＲ阳性扩增产物交于北京擎科生

物技术有限公司纯化、双相测序。序列拼接后通过

ＮＣＢＩＢｌａｓｔ程序在ＧｅｎＢａｎｋ上查询比较，确定基因

亚型。
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表１　ＥＳＢＬｓ耐药基因ＰＣＲ引物及序列

犜犪犫犾犲１　ＰｒｉｍｅｒｓａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＰＣＲｆｏｒＥＳＢＬｓｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅｓ

耐药基因 引物序列（５’－３’） 退火温度（℃） 产物大小（ｂｐ） 文献

犫犾犪ＣＴＸＭ Ｆ：ＴＣＴＴＣＣＡＧＡＡＴＡＡＧＧＡＡＴＣＣＣ ５０ ９０９ ４

Ｒ：ＣＣＧＴＴＴＣＣＧＣＴＡＴＴＡＣＡＡＡＣ

犫犾犪ＳＨＶ Ｆ：ＴＴＣＧＣＣＴＧＴＧＴＡＴＴＡＴＣＴＣＣＣＴＧ ５５ ８５４ ４

Ｒ：ＴＴＡＧＣＧＴＴＧＣＣＡＧＴＧＣＴＣＧ

犫犾犪ＰＳＥ１ Ｆ：ＡＡＴＧＧＣＡＡＴＣＡＧＣＧＣＴＴＣＣＣ ５５ ５９８ ４

Ｒ：ＧＧＧＧＣＴＴＧＡＴＧＣＴＣＡＣＴＡＣＡ

犫犾犪ＯＸＡ Ｆ：ＡＣＣＡＧＡＴＴＣＡＡＣＴＴＴＣＡＡ ５５ ５９０ ４

Ｒ：ＴＣＴＴＧＧＣＴＴＴＴＡＴＧＣＴＴＧ

犫犾犪ＴＥＭ Ｆ：ＡＴＧＡＧＴＡＴＴＣＡＡＣＡＴＴＴＣＣＧＴＧ ５５ ８６２ ５

Ｒ：ＴＴＡＣＣＡＡＴＧＣＴＴＡＡＴＣＡＧＴＧＡＧ

２　结果

２．１　分离沙门菌及血清型分布　２０１２—２０１５年从

１６３４９份腹泻临床样本中共分离非伤寒沙门菌

６７７株，阳 性 率 为 ４．１４％。其 中 ２０１２ 年 采 样

３３６４份，阳性率５．６８％；２０１３年采样３３１４份，阳

性率４．０１％；２０１４年采样２７８１份，阳性率４．１７％；

２０１５年采样６８９０份，阳性率３．４４％。６７７株沙门

菌共分为６８种不同的血清型，其中肠炎沙门菌为最

主要的血清型，占３５．４５％ （２４０株），其次为鼠伤寒沙

门菌（１１１株，１６．４０％）、山夫登堡沙门菌（６１株，

９．０１％）、鼠伤寒沙门菌变种（４５株，６．６５％）。见表２。

２．２　药敏试验结果　６７７株沙门菌均对亚胺培南敏

感，对其他１５种抗菌药物均有不同程度的耐药（见

表３），其中对萘啶酸的耐药率最高，达６６．７７％；其次

为磺胺异口恶唑和链霉素，耐药率分别为５９．５３％、

５４．５１％；对氨苄西林和阿莫西林／克拉维酸属于中

度耐药，耐药率分别为４２．５４％、４０．７７％；对头孢菌

素类的头孢西丁、头孢曲松和头孢吡肟耐药率分别

为１．４８％、６．７９％和４．１４％；对四环素和多西环素

耐药率分别为２４．８２％、２５．５５％；对阿奇霉素、复方

磺胺甲口恶唑、庆大霉素、环丙沙星的耐药率＜２０％。

多重耐药分析结果显示，其中耐３种以上抗菌药物的

有３８７株（５７．１６％），耐５种以上抗菌药物的有２７１

株（４０．０３％），耐１０种以上的有４８株，其中有１株耐

１４种抗菌药物，涵盖青霉素类、头孢菌素类、氨基糖苷

类、大环内酯类和磺胺类等多个类别。见表４。多重耐

药前３位表型为 ＡＭＰＡＵＧＳＴＲＳＵＬＮＡＬ（７０株，

１０．３４％），ＡＭＰＡＵＧＳＴＲＳＵＬＴＥＴＤＯＸ（２４ 株，

３．５５％），ＡＭＰＡＵＧＳＴＲＳＵＬＴＥＴＤＯＸＮＡＬ（２０株，

２．９５％）。

表２　６７７株沙门菌血清型分布

犜犪犫犾犲２　Ｓｅｒｏｔｙｐｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆ６７７犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪ｓｔｒａｉｎｓ

血清型 菌株数 构成比（％）

肠炎沙门菌 ２４０ ３５．４５

鼠伤寒沙门菌 １１１ １６．４０

山夫登堡沙门菌 ６１ ９．０１

鼠伤寒沙门菌变种 ４５ ６．６５

阿贡纳沙门菌 ３０ ４．４３

婴儿沙门菌 ２８ ４．１３

布伦登卢普沙门菌 １３ １．９２

德尔比沙门菌 １３ １．９２

伦敦沙门菌 １２ １．７７

纽波特沙门菌 １０ １．４８

其他 １１４ １６．８４

合计 ６７７ １００．００

表３　６７７株沙门菌对１６种抗菌药物的耐药结果

犜犪犫犾犲３　Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆ６７７犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪ｓｔｒａｉｎｓｔｏ１６ｋｉｎｄｓｏｆａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｓ

抗菌药物 耐药株数 耐药率（％） 抗菌药物 耐药株数 耐药率（％）

氨苄西林 ２８８ ４２．５４ 四环素 １６８ ２４．８２

阿莫西林／克拉维酸 ２７６ ４０．７７ 多西环素 １７３ ２５．５５

头孢曲松 ４６ ６．７９ 氯霉素 １０１ １４．９２

头孢吡肟 ２８ ４．１４ 阿奇霉素 １１１ １６．４０

头孢西丁 １０ １．４８ 环丙沙星 ４３ ６．３５

亚胺培南 ０ ０．００ 萘啶酸 ４５２ ６６．７７

庆大霉素 ５５ ８．１２ 磺胺异口恶唑 ４０３ ５９．５３

链霉素 ３６９ ５４．５１ 复方磺胺甲口恶唑 ８７ １２．８５
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表４　沙门菌多重耐药结果

犜犪犫犾犲４　Ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆ犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪ｓｔｒａｉｎｓ

耐抗菌药物数量 耐药株数 耐药率（％）

３种 ３８７ ５７．１６

４种 ３３０ ４８．７４

５种 ２７１ ４０．０３

６种 １６９ ２４．９６

７种 １１８ １７．４３

８种 ８２ １２．１１

９种 ６１ ９．０１

１０种 ４８ ７．０９

１１种 ２９ ４．２８

１２种 １２ １．７７

１３种 　７ １．０３

１４种 　１ ０．１４

２．３　β内酰胺酶类耐药基因检测　６７７株非伤寒

沙门菌中选取对氨苄西林和阿莫西林／克拉维酸均

耐药的２４４株沙门菌，进行犫犾犪ＴＥＭ、犫犾犪ＣＴＸＭ、犫犾犪ＯＸＡ、

犫犾犪ＳＨＶ和犫犾犪ＰＳＥ１５ 种 ＥＳＢＬｓ基因的检测，其中

犫犾犪ＳＨＶ和犫犾犪ＰＳＥ１未检测到，阳性基因电泳结果见图

１，基因片段测序峰图见图２。犫犾犪ＴＥＭ检出率最高

（５９．８４％，１４６／２４４），经测序确证全部为犫犾犪ＴＥＭ１；３０

株（１２．３０％）犫犾犪ＯＸＡ１阳性，１８株（７．３８％）犫犾犪ＣＴＸＭ阳

性，其中包括７株犫犾犪ＣＴＸＭ１５，６株犫犾犪ＣＴＸＭ５５和５株

犫犾犪ＣＴＸＭ１４；１５４株（６３．１１％）携带一种ＥＳＢＬｓ耐药

基因；２０株（８．２０％）同时携带２种ＥＳＢＬｓ耐药基

因，其中犫犾犪ＴＥＭ１和犫犾犪ＯＸＡ１双阳性的菌株１２株，

犫犾犪ＴＥＭ１和犫犾犪ＣＴＸＭ双阳性的菌株８株，见表５。所有

ＥＳＢＬｓ基因阳性的菌株对头孢菌素的耐药性不同，

１８株犫犾犪ＣＴＸＭ基因阳性的菌株头孢菌素耐药表型符

合率最高，对头孢曲松的耐药率为８８．８９％（１６／

１８），对头孢吡肟的耐药率为７７．７８％（１４／１８），对头

孢西丁的耐药率仅为５．５６％（１／１８）。
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图１　耐药基因毛细管电泳结果

犉犻犵狌狉犲１　Ｃａｐｉｌｌａｒｙｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｏｆｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
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　　Ａ：犫犾犪ＯＸＡ基因；Ｂ：犫犾犪ＴＥＭ基因；Ｃ：犫犾犪ＣＴＸＭ基因

图２　犫犾犪ＯＸＡ、犫犾犪ＴＥＭ、犫犾犪ＣＴＸＭ基因片段测序图

犉犻犵狌狉犲２　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｍａｐｏｆｆｒａｇｍｅｎｔｓｏｆ犫犾犪ＯＸＡ，犫犾犪ＴＥＭ，ａｎｄ犫犾犪ＣＴＸＭｇｅｎｅｓ
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表５　２４４株沙门菌ＥＳＢＬｓ耐药基因检测结果

犜犪犫犾犲５　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＥＳＢＬｓｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅｓｏｆ

２４４犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪ｓｔｒａｉｎｓ

耐药基因型 菌株数

犫犾犪犜犈犕１ １４６

犫犾犪犗犡犃１ ３０

犫犾犪犆犜犡犕 １８

　犫犾犪ＣＴＸＭ１５ ７

　犫犾犪ＣＴＸＭ５５ ６

　犫犾犪ＣＴＸＭ１４ ５

犫犾犪犜犈犕１＋犫犾犪犗犡犃１ １２

犫犾犪犜犈犕１＋犫犾犪犆犜犡犕 ８

　犫犾犪ＴＥＭ１＋犫犾犪ＣＴＸＭ１５ ４

　犫犾犪ＴＥＭ１＋犫犾犪ＣＴＸＭ１４ ３

　犫犾犪ＴＥＭ１＋犫犾犪ＣＴＸＭ５５ １

３　讨论

沙门菌引起的感染性腹泻与诺如病毒一样全球

分布［６７］，尤其在发达国家和地区更是高发，在我国感

染性腹泻中位居第３位。许多沙门菌可在人、动物、

食品和外环境之间相互传播，导致人和动物发病。

北京市２０１２—２０１５年自感染性腹泻病例中分离沙

门菌６７７株，检测出６８种血清型，肠炎沙门菌和鼠

伤寒沙门菌为优势血清型，与国内其他研究［３，８９］类

似，只是在优势血清型分布顺序上略有差别。北京、

上海以肠炎沙门菌为第一位，而广东和河南则以鼠

伤寒沙门菌为第一优势血清型，可见沙门菌血清型

分布广泛，并具有区域特异性。本研究显示，山夫登

堡沙门菌和阿贡纳沙门菌是临床常见的２种沙门菌

致病血清型，其中山夫登堡沙门菌可在环境中持续

存在，成为潜在的污染源，并造成腹泻病例的持续发

生［１０］。阿贡纳沙门菌曾引起过多起聚集性腹泻疫

情，有报道［１１］阿贡纳沙门菌污染奶粉引起新生儿感

染导致脑膜炎。因此，明确鉴定沙门菌血清分型，

了解本地区近几年沙门菌主要病原构成情况，掌握

其血清学变迁，为临床诊疗提供病原学依据。

目前，细菌耐药已是世界范围内公认的难题。

由于抗菌药物的广泛使用，沙门菌耐药亦日益严重，

耐药率不断升高并来回波动。本研究显示，沙门菌

对１５种抗菌药物菌有不同程度的耐药，其中对萘啶

酸、磺胺异口恶唑和链霉素耐药率最高，与广东、上海

的监测结果一致［３，８］。沙门菌对β内酰胺酶类药物

的耐药性有明显差别，对氨苄西林和阿莫西林／克拉

维酸的耐药率均在４０％以上。阿莫西林是广谱青

霉素类抗生素，克拉维酸本身只有微弱的抗菌活性，

但具有强大的广谱β内酰胺酶抑制作用，可保护阿

莫西林免遭β内酰胺酶水解。阿莫西林／克拉维酸

作为β内酰胺类／β内酰胺酶抑制剂复合制剂，有较

广的抗菌谱。既往对细菌耐药机制的研究［２］发现，

ＴＥＭ型广谱酶是革兰阴性菌中最常见的β内酰胺

酶，是由质粒介导的能被克拉维酸抑制的一类酶，可

水解青霉素类抗生素。本研究结果显示，２２４株对

氨苄西林和阿莫西林／克拉维酸耐药 的菌 株，

犫犾犪ＴＥＭ１基因阳性率为５９．８４％，提示产ＴＥＭ１型β

内酰胺酶是本地区沙门菌对氨苄西林、阿莫西林／克

拉维酸耐药的主要机制，与崔海洋等［１２］报道的沙门

菌耐药基因检测结果一致。

ＣＴＸＭ型ＥＳＢＬｓ是一组逐渐被认识且家族成

员日益庞大的新型ＥＳＢＬｓ，该类酶最早由鼠伤寒沙

门菌产生，以对头孢噻肟高水平耐药为主要表型

特征。犫犾犪ＣＴＸＭ基因亚型及菌谱地域分布广泛，是导

致某些地区ＥＳＢＬｓ产酶株传播或流行的主要原因。

本研究对头孢曲松耐药的沙门菌进行检测，检出３

种基因亚型犫犾犪ＣＴＸＭ１５、犫犾犪ＣＴＸＭ５５和犫犾犪ＣＴＸＭ１４，在我

国其他地区也有此３种基因亚型的检出，提示上述亚

型的ＥＳＢＬｓ在我国存在一定的流行，但由于各地区

使用抗菌药物不同，犫犾犪ＣＴＸＭ流行基因亚型也有差异，

深圳和江西报道的流行亚型为犫犾犪ＣＴＸＭ１４
［１３１４］，而辽宁

地区则以犫犾犪ＣＴＸＭ５５为主
［１５］。

由于ＥＳＢＬｓ家族基因种类繁多，本研究仅选取

了研究比较多的经典的５种基因。在２４４株沙门菌

中，７１．３１％ 的菌株携带上述１种以上ＥＳＢＬｓ耐药

基因，但文献报道还有很多编码其他类型酶，如

ＢＥＳ１、ＦＥＣ１、ＰＥＲ２、ＣＭＥ１、ＶＥＢ１等的基因
［２］，

难免会造成一些表型ＥＳＢＬｓ耐药菌株基因型的漏

检。由于细菌的耐药机制相当复杂，耐药基因的位

置、遗传结构和表达情况以及不同耐药基因之间的

相互作用等均会影响细菌对抗菌药物的耐药性，产

ＥＳＢＬｓ菌株不仅对青霉素类和头孢菌素耐药，而且

对氨基糖苷类、喹诺酮类、磺胺类药物也交叉耐药。

耐药表型与耐药基因存在密切的关系，但又并非遵

循严格的对应关系，细菌对一种药物的耐药可能是

几种耐药基因和耐药机制共同作用的结果［１６］。因

此，扩大ＥＳＢＬｓ菌株耐药基因监测的种类，是后续

研究关注的重点和有待完善的方面。
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