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·论著·

临床分离非伤寒沙门菌耐药性及对头孢曲松耐药机制

师　伟，夏琳林，刘晓霞，韩双羽，杨　杰，赵　展，王玉宝

（天津医科大学第二医院感染性疾病研究所，天津　３００２１１）

［摘　要］　目的　了解临床分离非伤寒沙门菌（ＮＴＳ）耐药情况及对头孢曲松的耐药机制，为防治 ＮＴＳ感染与合

理使用抗菌药物提供依据。方法　选取２０１４年５—１０月天津医科大学第二医院和天津医科大学总医院肠道门诊

急性腹泻患者粪便标本分离的１０８株ＮＴＳ，对其进行药敏试验；对头孢曲松不敏感的ＮＴＳ进行血清学分型、多位点

序列分型（ＭＬＳＴ）、脉冲场凝胶电泳（ＰＦＧＥ）分型以及超广谱 β内酰胺酶（ＥＳＢＬｓ）和 ＡｍｐＣ 基因检测。

结果　１０８株ＮＴＳ对１１种抗菌药物的单药耐药率为４９．０７％（５３株），多重耐药率为１７．５９％。对萘啶酸、左氧氟

沙星、环丙沙星、头孢曲松和厄他培南的敏感率依次为６１．１１％、６６．６７％、６８．５２％、９７．２２％和１００．００％。共检出

３株ＮＴＳ对头孢曲松不敏感，其中２株为ＳＴ１１型肠炎血清型（Ｓａ８７０９、Ｓａ８７７１），１株为ＳＴ３４型鼠伤寒血清型

（Ｓａ８７６３）。ＰＦＧＥ聚类分析显示，Ｓａ８７０９和Ｓａ８７７１菌株相似度较高（９１．７０％），但与Ｓａ８７６３菌株相似度较低，为

５５．８０％；Ｓａ８７０９菌株携带犆犜犡Ｍ 基因，Ｓａ８７７１菌株携带犆犜犡Ｍ 和犜犈犕 基因，Ｓａ８７６３菌株携带犗犡犃 基因。

结论　该地区临床分离ＮＴＳ对氟喹诺酮类抗菌药物敏感率不高，出现了携带ＥＳＢＬｓ基因的多重耐药菌株。

［关　键　词］　非伤寒沙门菌；多位点序列分型；脉冲场凝胶电泳；超广谱β内酰胺酶；氟喹诺酮；抗药性，微生

物；耐药性
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　　全球非伤寒沙门菌（ｎｏｎｔｙｐｈｏｉｄａｌ犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪，

ＮＴＳ）感染呈现普遍上升趋势，美国每年约有１００万

例患者感染 ＮＴＳ
［１］，我国每年因 ＮＴＳ感染所致急

性腹泻患者约８２３．５万例
［２］。ＮＴＳ主要引起急性

胃肠炎，约６％的患者可发展为败血症而威胁生

命［３］。ＮＴＳ是细胞内生存菌，某些抗菌药物虽然对

其有体外活性但无临床疗效，可供临床选用的药物

主要包括氨苄西林、复方磺胺甲口恶唑、氟喹诺酮类

（ＦＱｓ）和头孢曲松等。近年来，ＮＴＳ对抗菌药物耐

药率明显上升，美国疾病控制与预防中心（ＣＤＣ）将

ＮＴＳ耐药威胁列为“严重”级别。近期国内少有临

床分离ＮＴＳ对抗菌药物耐药监测报道，本研究开展

临床分离ＮＴＳ的耐药监测，以及对头孢曲松耐药机

制的初步探讨，为ＮＴＳ感染防治和临床合理使用抗

菌药物提供依据。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　选取２０１４年５—１０月天津医科大

学第二医院和天津医科大学总医院肠道门诊的急性

腹泻患者粪便标本分离的１０８株非重复 ＮＴＳ。按

照《食品卫生检验方法微生物学部分》ＧＢ／４７８９

２０１０中肠道致病菌检验方法进行分离培养，ＡＰＩ２０Ｅ

试纸条进行生化鉴定。

１．２　药敏试验　按照美国临床实验室标准化协会

（ＣＬＳＩ）２０１３年抗微生物药物敏感性试验执行标准

中ＫＢ纸片扩散法和微量肉汤稀释法进行药敏试

验［４］。药敏纸片包括氨苄西林、四环素、氯霉素、复

方磺胺甲口恶唑、链霉素、环丙沙星、左氧氟沙星、萘啶

酸、头孢曲松、头孢他啶和厄他培南１１种抗菌药物。

厄他培南药敏纸片由赛默飞世尔科技有限公司提供，

其余均购自北京天坛药物生物技术开发公司。质控

菌株为本研究所保存的大肠埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２。多

重耐药［５］为对３类或３类以上抗菌药物耐药。

１．３　对头孢曲松不敏感ＮＴＳ菌株的相关检测

１．３．１　血清学分型　沙门菌血清诊断试剂盒为丹

麦国立血清研究所产品，参照试剂盒说明书步骤和

食品安全国家标准中食品微生物学检验沙门菌方法

（ＧＢ／Ｔ４７８９．４２０１０），根据测定得到的抗原结果，比

对ＫａｕｆｆｍａｎｎＷｈｉｔｅ抗原表确定菌株的血清型
［６］。

１．３．２　脉冲场凝胶电泳（ＰＦＧＥ）分型　ＰＦＧＥ分型

按照美国ＣＤＣ推荐的分型方案进行，ＰＦＧＥ成像结

果采用ＢｉｏＮｕｍｅｒｉｃｓ软件进行聚类分析。分型标准

质控菌株为布伦登卢普沙门菌Ｈ９８１２。

１．３．３　多位点序列分型（ＭＬＳＴ）　将 ＭＬＳＴ网站

（ｈｔｔｐ：／／ｍｌｓｔ．ｕｃｃ．ｉｅ）上公布的沙门菌属的７个管

家基 因 （狋犺狉Ａ、狆狌狉Ｅ、狊狌犮Ａ、犺犻狊Ｄ、犪狉狅Ｃ、犺犲犿Ｄ、

犱狀犪Ｎ）作为本实验的目的基因，采用煮沸法提取细

菌ＤＮＡ模板，ＰＣＲ反应体系及反应条件参照文献

［６］。引物由生工生物工程（上海）股份有限公司合

成，测序由英潍捷基技术有限公司进行。测序结果

提交至 ＭＬＳＴ网站，得到菌株的等位基因谱和对应

的ＳＴ分型。

１．３．４　超广谱β内酰胺酶（ＥＳＢＬｓ）和ＡｍｐＣ基因

检测 　 选取 对头 孢曲松不 敏感 的 ＮＴＳ 菌 株

（Ｓａ８７０９、Ｓａ８７７１、Ｓａ８７６３）和敏感菌株（Ｓａ８６９０）进

行 ＥＳＢＬｓ基因（犆犜犡Ｍ、犜犈犕、犛犎犞、犗犡犃）及

ＡｍｐＣ基因（犆犕犢、犃犆犆进行）检测，引物序列、ＰＣＲ

反应体系和条件参照文献［７］。对ＰＣＲ扩增阳性产

物进行测序分析，以确保扩增产物的特异性和准确

性，用敏感菌株Ｓａ８６９０作为阴性质控。合成引物与

测序公司同前。

２　结果

２．１　ＮＴＳ基本情况　共分离１０８株非重复ＮＴＳ，

其中８８株来自天津医科大学第二医院，２０株来自

天津医科大学总医院。患者平均年龄３６．６（１７～

８８）岁；男性６６例（６１．１１％），女性４２例（３８．８９％）。

２．２　ＮＴＳ药敏结果　１０８株ＮＴＳ对１１种抗菌药

物的单药耐药率为４９．０７％（５３／１０８），多重耐药率为

１７．５９％（１９／１０８）。对萘啶酸、左氧氟沙星、环丙沙

星、头孢曲松和厄他培南的敏感率依次为６１．１１％、

６６．６７％、６８．５２％、９７．２２％和１００．００％。详见表１。
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表１　１０８株ＮＴＳ对１１种抗菌药物的药敏结果

犜犪犫犾犲１　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆ１０８

ＮＴＳｉｓｏｌａｔｅｓｔｏ１１ｋｉｎｄｓｏｆａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｓ

抗菌药物
敏感（Ｓ）

株数 率（％）

中介（Ｉ）

株数 率（％）

耐药（Ｒ）

株数 率（％）

氨苄西林 ８０ ７４．０７ １ ０．９３ ２７ ２５．００

头孢他啶 １０７ ９９．０７ １ ０．９３ ０ ０．００

头孢曲松 １０５ ９７．２２ １ ０．９３ ２ １．８５

厄他培南 １０８ １００．００ ０ ０．００ ０ ０．００

链霉素 ５６ ５１．８５ ２７ ２５．００ ２５ ２３．１５

四环素 ８７ ８０．５５ ３ ２．７８ １８ １６．６７

氯霉素 ９８ ９０．７４ ０ ０．００ １０ ９．２６

左氧氟沙星 ７２ ６６．６７ ３３ ３０．５５ ３ ２．７８

环丙沙星 ７４ ６８．５２ ３２ ２９．６３ ２ １．８５

萘啶酸 ６６ ６１．１１ ０ ０．００ ４２ ３８．８９

复方磺胺甲口恶唑 ９６ ８８．８９ ０ ０．００ １２ １１．１１

２．３　对头孢曲松不敏感的ＮＴＳ菌株

２．３．１　基本情况　共有３株ＮＴＳ对头孢曲松不敏

感，均为 ＭＤＲ菌株，其中２株耐药菌株为Ｓａ８７０９

和Ｓａ８７７１，１株中介为Ｓａ８７６３。Ｓａ８７０９菌株分离自

天津医科大学第二医院，对氨苄西林、萘啶酸、头孢

曲松耐药，对环丙沙星中介耐药；Ｓａ８７７１菌株分离

自天津医科大学总医院，对氨苄西林、链霉素、萘啶

酸、头孢曲松、头孢他啶耐药，对环丙沙星和左氧氟

沙星中介；Ｓａ８７６３菌株分离自天津医科大学总医

院，对头孢曲松中介，对氨苄西林、萘啶酸、左氧氟沙

星、环丙沙星、氯霉素、四环素耐药。

２．３．２　血清学分型结果　耐药菌株 Ｓａ８７０９和

Ｓａ８７７１均为肠炎血清型（犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪犲狀狋犲狉犻犮犪），中

介耐药菌株Ｓａ８７６３为鼠伤寒血清型（狋狔狆犺犻犿狌狉犻狌犿

犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪）。

２．３．３　ＰＦＧＥ分型结果　聚类分析显示，３株对头

孢曲松不敏感 ＮＴＳ 菌株的 ＰＦＧＥ 带型不同，

Ｓａ８７０９和Ｓａ８７７１菌株相似度较高，为９１．７０％；

Ｓａ８７０９和Ｓａ８７７１菌株与Ｓａ８７６３菌株相似度较低，为

５５．８０％。见图１。
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图１　３株对头孢曲松不敏感ＮＴＳＰＦＧＥ聚类分析图谱

犉犻犵狌狉犲１　ＣｌｕｓｔｅｒｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆＰＦＧＥｏｆ３ｎｏｎｃｅｆｔｒｉａｘｏｎｅ

ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅＮＴＳｉｓｏｌａｔｅｓ

２．３．４　ＭＬＳＴ结果　Ｓａ８７０９、Ｓａ８７７１和Ｓａ８７６３菌

株均能扩增出预期长度的７个管家基因 ＤＮＡ 片

段。见图２。将测序结果提交至ＭＬＳＴ网站数据库

进行比对，显示Ｓａ８７０９和Ｓａ８７７１菌株的７个管家

基因犪狉狅Ｃ、犱狀犪Ｎ、犺犲犿Ｄ、犺犻狊Ｄ、狆狌狉Ｅ、狊狌犮Ａ、狋犺狉Ａ的

等位基因谱依次均为５、２、３、７、６、６、１１，对应的

ＭＬＳＴ分型均为ＳＴ１１型；Ｓａ８７６３菌株的等位基因

谱依次为１０、１９、１２、９、５、９、２，对应的分型是ＳＴ３４

型。
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　　Ｍ：ＤＮＡ分子量标志物ＤＬ２０００，从上到下的条带大小依次为：２

０００、１０００、７５０、５００、２００和１００ｂｐ；狋犺狉Ａ、狆狌狉Ｅ、犱狀犪Ｎ、犪狉狅Ｃ、狊狌犮Ａ、

犺犻狊Ｄ、犺犲犿Ｄ预期产物长度分别为８５２、５１０、８３３、８２６、６４３、８９４、６６６

ｂｐ；每个基因对应的菌株从左至右依次为Ｓａ８７０９、Ｓａ８７７１和Ｓａ８７６３

菌株

图２　３株对头孢曲松不敏感ＮＴＳ７个管家基因ＰＣＲ产物

电泳图

犉犻犵狌狉犲２　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆ７

ｈｏｕｓｅｋｅｅｐｉｎｇｇｅｎｅｓｉｎ３ｎｏｎｃｅｆｔｒｉａｘｏｎｅｓｕｓｃｅｐ

ｔｉｂｌｅＮＴＳｉｓｏｌａｔｅｓ

２．３．５　ＥＳＢＬｓ和ＡｍｐＣ基因检测结果　Ｓａ８７０９、

Ｓａ８７７１菌株犆犜犡Ｍ 基因，Ｓａ８７７１菌株 犜犈犕 基

因，Ｓａ８７６３菌株犗犡犃基因均扩增到符合预期长度

的基因片段。测序结果显示，Ｓａ８７０９、Ｓａ８７７１菌株

的犆犜犡Ｍ 基因片段序列与肠炎沙门菌 Ｈｄ６３的

犆犜犡Ｍ序列（ＧｅｎＢａｎｋＮＯ．ＮＧ０３６０２７）相似性为

９９％；Ｓａ８７７１菌株的犜犈犕 基因片段序列与肠炎沙

门菌Ｄ７７９５的犜犈犕 序列（ＧｅｎＢａｎｋＮＯ．ＬＮ８７９４８４）

相似性为１００％；Ｓａ８７６３菌株犗犡犃 基因片段序列

与鼠伤寒沙门菌ＳＴ０６５３的犗犡犃 序列（ＧｅｎＢａｎｋ

ＮＯ．ＫＴ３３４３３５）相似性为９８％。阴性对照Ｓａ８６９０

菌株未扩增出上述任何耐药基因。见图３。
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　　Ｍ：ＤＮＡ分子量标志物ＤＬ２０００，从上到下条带大小依次为：２０００、１０００、７５０、５００、２００和１００ｂｐ；图Ａ１—４、５—

８、９—１２泳道分别为犜犈犕、犆犜犡Ｍ、犛犎犞基因扩增结果，图Ｂ１—４、５—８、９—１２泳道分别为犗犡犃、犆犕犢和犃犆犆 基

因扩增结果；上述基因预期产物长度分别为３１１、５５０、７６８、１９８、４７５、１７９ｂｐ；每个基因对应的菌株从左至右依次为

Ｓａ８７７１、Ｓａ８７０９、Ｓａ８６９０和Ｓａ８７６３菌株，Ｓａ８６９０菌株为阴性对照

图３　ＥＳＢＬｓ和ＡｍｐＣ基因ＰＣＲ产物电泳图

犉犻犵狌狉犲３　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＥＳＢＬｓａｎｄＡｍｐＣｇｅｎｅｓ

３　讨论

ＮＴＳ与伤寒沙门菌不同，主要引起自限性胃肠

炎，但是部分患者可出现严重并发症，如败血症、局

灶感染等，幼儿、老人、免疫功能低下以及有血管内

植入物等患者是高风险人群。美国每年因ＮＴＳ感

染导致约２万例住院患者，以及近４００例患者因此

而死亡［１］。ＦＱｓ被认为是经验治疗ＮＴＳ感染非常

有效的药物，但是在某些地区耐药率明显上升［３］。

近年来，发现若ＮＴＳ对萘啶酸耐药，会导致ＦＱｓ临

床治疗失败或者反应延迟，故ＦＱｓ不适于萘啶酸耐

药的ＮＴＳ感染
［４］。２０１３年美国临床实验室标准化

协会（ＣＬＳＩ）标准指出，萘啶酸耐药可用于预测ＦＱｓ

耐药或者敏感性降低，并且为了更好地反映临床疗

效，采用新的标准判定环丙沙星和左氧氟沙星对

ＮＴＳ的敏感性，部分既往判断为敏感的菌株按照新

标准会判定为中介［４］。本研究发现，本地区ＮＴＳ对

萘啶酸的耐药率达３８．８９％，对环丙沙星和左氧氟

沙星的敏感率仅为６８．５２％和６６．６７％。国内多个

地区前期报道显示，ＮＴＳ对萘啶酸的耐药率较高，

约为４５％～８５％
［８－１０］。以上数据提示我国临床

ＮＴＳ对ＦＱｓ敏感性降低的菌株比例较高，并且涉

及多个地区，因此应考虑重新评估ＦＱｓ在我国是否

仍适用于经验治疗ＮＴＳ感染。

头孢曲松是治疗 ＮＴＳ感染非常重要的替代药

物，虽然临床分离 ＮＴＳ对头孢曲松耐药比率仍较

低，但是呈现上升趋势。２０１４年ＣＨＩＮＥＴ
［１１］对来

自１７所教学医院的菌株检测发现，肠炎血清型沙门

菌和鼠伤寒血清型沙门菌对头孢曲松的耐药率分别

为１０．６０％和１１．４０％。ＮＴＳ对头孢曲松耐药的主

要机制是携带ＥＳＢＬｓ基因（犆犜犡Ｍ、犜犈犕、ＳＨＶ和

犗犡犃等）和／或 ＡｍｐＣ基因（犆犕犢和犃犆犆等）
［１２－１４］。

ＰＣＲ扩增和序列分析表明，本研究中３株对头孢曲

松耐药的ＮＴＳ，其中１株携带犆犜犡Ｍ基因，１株同

时携带犆犜犡Ｍ 和犜犈犕 基因，１株中介菌株携带

犗犡犃基因，均属于ＥＳＢＬｓ基因；未检出犃犿狆Ｃ基

因。值得关注的是，肠炎型和鼠伤寒型ＮＴＳ是引起

人体感染的主要血清型，并且常导致暴发。本地区

曾有肠炎血清型ＳＴ１１型沙门菌造成感染暴发的报

道［５］。本研究中对头孢曲松耐药或中介菌株为肠炎

型和鼠伤寒型 ＮＴＳ，不仅对头孢曲松不敏感，而且

对ＦＱｓ耐药或中介，若引起感染暴发，则治疗将更

为困难，危害更加严重。

ＰＦＧＥ是目前细菌基因分型的“金标准”，而

ＭＬＳＴ分型则能够反映菌株之间的进化和亲缘关

系。本研究中对头孢曲松耐药 ＮＴＳ菌株（Ｓａ８７０９、

Ｓａ８７７１）为肠炎血清型，其ＰＦＧＥ谱型不同，属于不

同的克隆株，但二者均为肠炎血清型ＳＴ１１型，说明

在遗传学上有关联，而且ＰＦＧＥ谱型相似度较高为

９１．７０％，提示可能由同一克隆株进化而来。

本地区临床分离 ＮＴＳ菌株对复方磺胺甲口恶

唑、氯霉素的敏感率较高，可能与这些药物较少使用

有关。近年来，阿奇霉素被发现对ＮＴＳ有较好的临

床疗效，但是已开始有耐药菌株的报道。特别强调

的是，ＮＴＳ感染大部分为自限性，仅高危患者才需

要使用抗菌药物治疗，临床医生应把握适宜指征。

ＮＴＳ感染主要是食源性，畜牧养殖业也应该尽量减
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少使用不必要的抗菌药物，其为抗菌药物合理使用

中不可缺少的组成部分。

综上所述，本地区临床分离 ＮＴＳ对ＦＱｓ敏感

率不高，出现了携带ＥＳＢＬｓ基因的 ＭＤＲ菌株，应

高度重视抗菌药物在各个行业的合理应用，并需要

更为广泛深入的监测与研究。
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供的大力支持和帮助。
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