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　　摘要：采用常规方法，从江苏南通、泰州、扬州等地规模化养禽场疑似感染沙门氏菌病料中分离出２２株沙门氏菌
并进行血清学分型，同时采用Ｋ－Ｂ法测定分离菌的耐药表型。结果表明，２２株分离菌属于４个血清群，优势血清群
为Ｄ群，占５９．１０％（１３／２２），优势血清型为９：ｇ，ｍ：－，占５０．００％；所有菌株对甲氧胺嘧啶、阿米卡星、庆大霉素、萘啶
酮酸、诺氟沙星的耐药率在７２．７３％～１００％之间；存在着５种耐药表型，每个耐药表型均在４重或４重以上，耐药最多
菌株可耐受１０种药物。
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　　沙门氏菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ）为肠杆菌科沙门氏菌属成员，绝大
多数沙门氏菌对人和动物都有致病性，是一种重要的人畜共

患病病原［１］。禽沙门氏菌病是由沙门氏菌引起的禽类急性

或慢性疾病的总称，主要有鸡白痢、禽伤寒、禽副伤寒３种，可
导致禽群生产性能降低，种蛋孵化率下降，影响雏禽的存活

率，对养禽业造成了巨大的经济损失，更重要的是成为人类感

染沙门氏菌的潜在来源，直接危害人类健康［２］。长期以来，

由于抗菌药物的滥用，沙门氏菌的耐药菌株不断产生，特别是

多重耐药菌株的出现，严重影响了临床抗感染治疗效果。为

了解江苏苏中地区禽群沙门氏菌的流行情况，对南通、泰州、

扬州等地区１２个规模化养鸡（鸭、鹅）场进行了病原的分离
鉴定及耐药表型分析，旨在为防治沙门氏菌病提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株　质控菌株雏鸡沙门氏菌 ＮＣＴＣ５７７６购自中国
兽医药品监查所；２２株禽源性沙门氏菌来自苏中地区１２个
规模化养鸡（鸭、鹅）场送检的病料。

１．１．２　培养基与试剂　营养琼脂培养基、ＳＳ琼脂培养基、
ＭＨ琼脂培养基、ＭＭ琼脂培养基，均购于北京奥博星生物技
术有限责任公司；麦康凯琼脂培养基、伊红美蓝琼脂培养基、

三糖铁琼脂培养基，均购于广东环凯微生物科技有限公司；细

菌生化微量鉴定管购于杭州天和微生物试剂有限公司；沙门

氏菌属诊断血清（６０种）购于宁波天润生物药业有限公司；
ＷｉｚａｒｄＤＮＡＣｌｅａｎ－ｕｐＳｙｓｔｅｍ购于美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司。
１．１．３　药敏纸片　１２种药敏纸片包括阿米卡星（ＡＭＩ）、新
霉素（ＮＥＯ）、卡那霉素（ＫＡＮ）、庆大霉 素（ＧＥＮ）、四环素
（ＴＥＴ）、强力霉素（ＤＣ）、甲氧胺嘧啶（ＴＭＰ）、复方新诺明
（ＳＸＴ）、环丙沙星（ＣＩＰ）、萘啶酮酸（ＮＡＬ）、氧氟沙星（ＯＦＬ）、
诺氟沙星（ＮＯＲ）等，均购于杭州天和微生物试剂有限公司，
生产批号２０００１１０２。

１．２　方法
１．２．１　细菌分离培养　取具有典型病理变化的病（死）禽肝
脏和心血，接种于ＭＭ增菌液，４２℃培养２４ｈ。取增菌液分
别接种于麦康凯培养基、ＳＳ琼脂培养基、伊红美蓝琼脂培养
基平板上，３７℃培养２４ｈ，观察细菌生长情况及菌落特征，挑
取可疑菌落涂片，革兰氏染色，并进行显微镜观察。

１．２．２　生化试验　将初步鉴定出的沙门氏菌接种于常用三
糖铁琼脂培养基及微量发酵管，置于３７℃培养 ２～３ｄ，每天
观察并记录反应情况。

１．２．３　血清学分型　将沙门氏菌接种营养琼脂平板，３７℃
培养２４ｈ后，按照沙门氏菌诊断血清说明书，将分离菌株做
血清学分型，以生理盐水作为阴性对照，出现凝集反应者判定

为阳性，根据检测结果，判定临床分离株的血清型。

１．２．４　１６ＳＲＮＡ基因序列扩增及分析　根据 ＧｅｎＢａｎｋ中登
录的１６ＳＲＮＡ基因序列及相关文献，分别设计正向引物 Ｆ：
５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＡＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′和反向引物 Ｒ：５′－
ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＣＴＡＡＣＧＡＣＴＴ－３′用于扩增１６ＳＲＮＡ。参考《分
子克隆实验指南》［３］，利用煮沸法提取细菌基因组 ＤＮＡ用作
ＰＣＲ模板。ＰＣＲ反应体系：５μＬ模板 ＤＮＡ，５μＬ正反向引
物，４μＬｄＮＴＰＭｉｘ，５μＬ１０×ｂｕｆｆｅｒ、１μＬ（５Ｕ）ＥｘＴａｑ，２５μＬ
ｄｄＨ２Ｏ。ＰＣＲ程序：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变性５０ｓ，５５℃
退火５０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３０次循环。扩增产物的回收按照
凝胶回收试剂盒说明书进行，将回收产物送至宝生物工程

（大连）有限公司进行序列测定，将所获序列与标准株 １６Ｓ
ＲＮＡ基因序列作同源性分析。
１．２．５　耐药表型测定　根据 ＷＨＯ推荐的 Ｋ－Ｂ法进行，将
１．５亿ＣＦＵ／ｍＬ分离株菌液均匀涂布于 ＭＨ营养琼脂表面，
均匀放置药敏纸片，置３７℃培养１６～１８ｈ，参照美国临床实
验室标准委员会（ＮＣＣＬＳ，２０１０）公布的标准，以敏感（Ｓ）、中
介（Ｉ）和耐药（Ｒ）对抑菌圈直径进行判定，以雏鸡沙门氏菌
ＮＣＴＣ５７７６作为质控标准菌株，根据药敏试验判定耐药表型。

２　结果与分析

２．１　细菌分离与形态观察
从送检病料中共分离出 ２２株细菌，其中扬州 ５株
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（ＹＺ１至ＹＺ５）、泰州７株（ＴＺ１至 ＴＺ７）、南通 １０株（ＮＴ１至
ＮＴ１０），来源于鸡场１３株、鸭场６株、鹅场３株。在麦康凯平
板可见无色透明、圆形的小菌落；在 ＳＳ琼脂平板可见黑色或
中间有黑色小点、边缘整齐、光滑的菌落；在伊红美蓝平板可

见表面光滑、边缘整齐、淡蓝色的小菌落。革兰氏染色之后，

可以发现大量短小、两端钝圆、多数单个存在的革兰氏阴

性菌。

２．２　生化鉴定
所有分离株在三糖铁琼脂培养基斜面上生长时底层由黄

变黑，斜面变红，琼脂底层出现气泡或断裂，其他生化反应结

果见表 １。通过试验鉴定，初步确定 ２２株分离菌为沙门
氏菌。

表１　分离菌株生化鉴定结果

菌株数 乳糖 甘露醇 卫矛醇 葡萄糖 麦芽糖 蔗糖 枸橼酸盐 靛基质 尿素 赖氨酸 甲基红 ＭＲ
８ －  ＋   － ＋ － －  ＋ ＋
５ －  ＋  － － － － － ＋ ＋ ＋
５ －  －   － ＋ － ＋  ＋ ＋
３ －  －   － ＋ － － － ＋ －
１ －  － ＋  － － － － ＋ ＋ ＋

　　注：表示产酸产气，＋表示阳性，－表示阴性。

２．３　血清学分型
根据血清学分型鉴定结果，２２株分离菌属于 ４个血清

群，即Ｂ群４株、Ｃ１群 ２株、Ｄ群 １３株、Ｅ１群 ３株，分别占
１８１８％（４／２２）、９．０９％（２／２２）、５９．１０％（１３／２２）、１３．６３％
（３／２２）。２２株分离菌抗原结构类型主要有 ８种类型，即
９：ｇ，ｍ：－共１１株、４，１２：－：ｅ，ｎ，ｘ共２株、４，５，１２：ｅ，ｈ：１，２
共２株、６，７：ｂ：１，５共２株、３：ｅ，ｈ：１，６共２株、３：ｌ，ｖ：１，６共１
株、９，１２：ｄ：－共１株、９，１２：－：－共１株。根据《伯杰氏手
册》关于沙门氏菌抗原式规定和血清分型结果发现，２２株分
离株中肠炎沙门氏菌１１株、马流产沙门氏菌２株、圣保罗沙
门氏菌２株、爱丁堡沙门氏菌２株、鸭沙门氏菌２株、伦敦沙
门氏菌１株、鸡－雏沙门氏菌１株、伤寒沙门氏菌１株。
２．４　 分离株１６ＳＲＮＡ基因扩增与同源性分析

凝胶电泳显示，２２株分离株和阳性对照 ＮＣＴＣ５７７６均可
扩增得到预期大小１．５ｋｂ的片段，阴性对照无条带。将２２
株分离株的１６ＳＲＮＡ基因序列与 ＧｅｎＢａｎｋ中登陆的序列进
行对比，序列同源性均在９８．５％ ～１００％，其中１０株与标准
株同源性比较结果见表２。
２．５　药敏实验

从表３可以看出，所有分离菌株对甲氧胺嘧啶耐药，对阿
米卡星、庆大霉素、萘啶酮酸、诺氟沙星的耐药率分别高达

９０．９１％、８６．３６％、７２．７３％、７２．７３％，对强力霉素、复方新诺

表２　１０株分离株１６ＳＲＮＡ基因序列与标准株同源性比较

菌株
同源性（％）

ＹＺ１ ＹＺ３ ＴＺ１ ＴＺ２ ＴＺ４ ＮＴ１ ＮＴ３ ＮＴ４ ＮＴ６ＮＴ１０
标准菌株９９．９９９．７９９．５９９．６９９．２９９．９９９．５９９．９９９．７９９．７
ＹＺ１ ９９．８９９．５９９．７９９．３１００．０９９．５１００．０９９．８９９．７
ＹＺ３ ９９．７９９．５９９．０９９．８９９．７９９．８９９．６９９．５
ＴＺ１ ９９．３９８．８９９．５１００．０９９．５９９．３９９．３
ＴＺ２ ９９．６９９．７９９．３９９．７９９．５９９．４
ＴＺ４ ９９．３９８．８９９．３９９．０９９．０
ＮＴ１ ９９．５１００．０９９．８９９．７
ＮＴ３ ９９．５９９．３９９．３
ＮＴ４ ９９．８９９．７
ＮＴ６ ９９．５

　　注：质控标准菌株为ＮＣＴＣ５７７６。

明的耐药率分别为５０．００％、４５．４５％，对四环素、环丙沙星和
新霉素敏感。同时多重耐药现象非常严重，２２株沙门氏菌存
在着５种耐药表型，每个耐药表型均在４重或４重以上，其中
有１０株为４重耐药（ＴＭＰ－ＡＭＩ－ＧＥＮ－ＮＡＬ），４株为５重
耐药（ＴＭＰ－ＡＭＩ－ＧＥＮ－ＮＡＬ－ＮＯＲ），５株为 ７重耐药
（ＴＭＰ－ＡＭＩ－ＧＥＮ－ＮＡＬ－ＮＯＲ－ＤＣ－ＳＸＴ），２株为８重耐
药表型（ＴＭＰ－ＡＭＩ－ＧＥＮ－ＮＡＬ－ＮＯＲ－ＤＣ－ＳＸＴ－
ＫＡＮ），其中有１株（ＮＴ９）为 １０重耐药表型（ＴＭＰ－ＡＭＩ－
ＧＥＮ－ＮＡＬ－ＮＯＲ－ＤＣ－ＳＸＴ－ＫＡＮ－ＯＦＬ－ＮＥＯ）。

表３　２２株沙门氏菌药敏试验结果

类别 名称
抑菌圈直径折点整数（ｍｍ） 耐药率（％）

Ｒ Ｉ Ｓ Ｒ Ｉ Ｓ
氨基糖苷类 阿米卡星 ≤１４ １５～１６ ≥１７ ９０．９１ ０．００ ９．０９

新霉素 ≤１４ １５～１８ ≥１９ ９．０９ ４．５５ ８６．３６
卡那霉素 ≤１３ １４～１７ ≥１８ ２７．２７ ０．００ ７２．７３
庆大霉素 ≤１２ １３～１４ ≥１５ ８６．３６ ０．００ １３．６４

四环素类 四环素 ≤１１ １２～１４ ≥１５ ４．５５ ０．００ ９５．４５
强力霉素 ≤１０ １１～１３ ≥１４ ５０．００ ２７．２７ ２２．７３

磺胺类 甲氧胺嘧啶 ≤１０ １１～１５ ≥１６ １００．００ ０．００ ０．００
复方新诺明 ≤１２ １５～１６ ≥１７ ４５．４５ ４．５５ ５０．００

喹诺酮类 环丙沙星 ≤１５ １６～２０ ≥２１ ９．０９ ９．．０９ ８１．８２
萘啶酮酸 ≤１３ １４～１８ ≥１９ ７２．７３ １３．６４ １６．６４
氧氟沙星 ≤１２ １３～１５ ≥１６ ６８．１８ １３．６４ １８．１８
诺氟沙星 ≤１２ １３～１６ ≥１７ ７２．７３ ９．０９ １８．１８
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３　小结与讨论

根据分离菌的形态、染色、培养特性、生化试验初步鉴定

出２２株沙门氏菌；利用６０种诊断血清鉴定出优势血清群为
Ｄ群，占 ５９．１０％（１３／２２），优势血清型为 ９：ｇ，ｍ：－，占
５０００％，这与大多数国家分离到的优势血清型基本一致，如
美国２０１０年从肉鸡中分离的沙门氏菌主要以肠炎和肯塔基
血清型为主［４］，欧盟 ２０１０年分离的主要血清型为肠炎和鸭
沙门氏菌［５］。同时，本研究中也分离到爱丁堡沙门氏菌、伦

敦沙门氏菌等，表明感染禽沙门氏菌的血清型有增加趋势，这

与Ｋｉｍ等报道的相符［６］。

耐药菌株产生的耐药性与抗菌药物的应用呈正相关［７］。

本研究利用１２种抗菌药物对临床分离的２２株沙门氏菌进行
敏感性测定，发现对甲氧胺嘧啶、阿米卡星、庆大霉素等药物

表现严重的耐药性，通过临床调查发现这几种药物在采样地

区作为药物预防在饲料中常规添加，而四环素、环丙沙星和新

霉素虽然在临床中有较高使用频率，但多为饮水给药的短期

治疗，因此仍然保持较高的敏感性。

多重耐药性产生的主要原因是致病性沙门氏菌在药物的

选择性压力下，耐药基因发生突变或各类抗菌药物在临床上

大量交叉使用，致使沙门氏菌可通过质粒、转座子、整合子等

可移动元件获得耐药性［８］。本研究分离到禽源性沙门氏菌

多重耐药现象比较严重，且每个菌株耐药表型均在４重或４

重以上，甚至有１０重耐药，这与不同养殖场的用药史及用药
习惯有关，提示临床用药应根据药敏试验结果选择治疗用抗

菌药物。
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同；相同日龄公、母猪群间血清生化指标存在差异。
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　　安庆六白猪是我国优良地方猪种之一，主产区位于安徽
省安庆市太湖县和望江县，在安庆市宿松县、怀宁县等地也有

分布［１］。血液生化指标是动物机体生理功能及代谢过程的

内在反映，也是评价动物健康状况的重要参数。目前，关于国

内某些地方猪种的血液生化指标研究很多［２－３］，但未见安庆

六白猪的相关报道。本研究对安庆六白猪不同生长阶段的血

液部分生化指标进行测定和分析，阐明安庆六白猪生长发育

与脂肪沉积的关系，旨在为其选育和利用提供依据。

１　材料与方法

１．１　试验动物
选择０、３０、４５、９０、１８０日龄的安庆六白猪（安徽省望江县
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