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猪沙门氏菌的分离鉴定及药敏试验

魏静萍

云南省红河州蒙自市芷村镇农业综合服务中心，云南芷村 661102

摘要 从猪粪中分离引起仔猪副伤寒的病原菌并对该病原菌进行鉴定和药物敏感性测定。通过细菌培养、

形态鉴定、生理生化试验、糖发酵试验，并参照《常见细菌系统鉴定手册》鉴定得到引起仔猪副伤寒的病原菌为甲

型副伤寒沙门氏菌。通过药敏试验，得到该分离菌对头孢噻吩（抑菌圈 24 mm）和头孢唑啉（抑菌圈 18 mm）敏感

性最强；最不敏感的是诺氟沙星（抑菌圈为 3 mm）。
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沙门氏菌广泛分布于自然界中，常可在各种动

物，如猪、牛、羊、马等家畜及鸡、鸭、鹅等家禽，飞鸟

鼠类等野生动物的肠道中发现。鸡是沙门氏菌最大

的储存宿主，各种年龄的畜禽均可感染，但幼年畜

禽较易感。如猪以 1～4月龄仔猪发病较多，羊以断

乳或断乳不久羊最易感，感染的孕畜多发生流产[1]。

1 材料与方法

1.1 试验材料

病料采自蒙自市芷村镇某规模化养殖场。将发

病猪只的粪便无菌采集后带回试验室保存在 4 ℃

的冰箱中备用。

1.2 培养基

1）普通培养基。牛肉膏 5 g，蛋白胨 10 g，NaCl

5 g，水 1 000 mL，pH 7.1～7.4。

2）三糖铁培养基。蛋白胨 20 g，牛肉浸粉 5 g，

氯化钠 5 g，乳糖 10 g，葡萄糖 1 g，蔗糖 10 g，酚红

0.025 g，硫酸亚铁 0.2 g，硫代硫酸钠 0.2 g，琼脂 12 g。

3）明胶液化培养基。蛋白胨 5 g，明胶 100～

150 g，蒸馏水 1 000 mL，pH 7.2～7.4。

4）柠檬酸盐培养基。柠檬酸钠 0.2 g，K2HPO4

0.05 g，NH4NO3 0.2 g，琼脂 1.5～2.0 g，1％酒精溶

液，水 100 mL。

1.3 主要试剂

1）结晶紫。溶液 A：结晶紫 2.5 g，95％乙醇 25

mL。溶液 B：草酸铵 1.0 g，蒸馏水 100 mL。

将结晶紫研细后，加入 95％乙醇使之溶解，配

成 A液；将草酸铵溶于蒸馏水配成 B液，两液混合

即成。

2）卢哥氏碘液。碘 1.0 g，碘化钾 2.0 g，蒸馏水

300 mL。

先将碘化钾溶解在一小部分的蒸馏水中，再将碘

溶解在碘化钾溶液中，然后加入其余的蒸馏水即成。

3）番红染色液。番红 2.0 g，蒸馏水 100 mL。

4）甲基红指示剂。甲基红 0.02 g，95％乙醇 60

mL，水 40 mL。配时先将甲基红溶于乙醇后再加水。

1.4 试验方法

1.4.1 细菌分离培养及纯化

先将采来的病料涂片，革兰氏染色后，初步检

验是否有沙门氏菌。再进行前增菌和选择性增菌，
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然后将选择性增菌的菌液划线接种到分离培养基

中进行培养，挑取可疑菌落进行革兰氏染色，染色

后挑取革兰氏染色为红色、短杆状的菌落进行纯化

培养。重复上述步骤，直至革兰氏染色镜检细菌形

态一致。

1.4.2 细菌形态鉴定

1）革兰氏染色。首先图片固定：在载玻片上制

薄的涂面，让涂片自然晾干或通过火焰 2～3次固

定；其次结晶紫染色：将玻片置于废液缸玻片搁架

上，加适量（以盖满细菌涂面）的结晶紫染色液染色

1 min，倾去染色液，用水小心地冲洗；再次媒染：滴

加革兰氏碘液，媒染 1 min 后用水洗去碘液，再将

玻片倾斜，连续滴加 95%乙醇通过涂面脱色 20～25

s至流出液无色，立即水洗；最后复染：滴加番红复

染 3～5 min，用水洗去涂片上的番红染色液，将染

好的涂片放空气中晾干或用吸水纸吸干即可。

2）镜检。挑选形态典型的单个菌落，进行革兰

氏染色，放到显微镜下观察，菌体被革兰氏染色染

成紫色的为阳性，染成红色的为阴性。

1.4.3 生理生化鉴定

将分离得到的革兰氏染色为阴性细菌做各种

糖发酵试验。再进一步做生化试验，如过氧化氢试

验、柠檬酸盐试验、产硫化氢试验、明胶液化试验、

乙酰甲基醇试验、苯丙氨酸试验等。根据《常见细菌

系统鉴定手册》来确定所属的种。

1.4.4 药敏试验

将培养好的细菌用涂布法涂在培养皿上，并把

各种药敏片做标记后放在该培养皿中，待培养 24 h

之后观察结果。观察抑菌圈的大小，用抑菌圈大小

判定各种药敏片对细菌的敏感程度。

1.4.5 菌种保存鉴定

将分离到的甲型副伤寒沙门氏菌球菌，经普通

的液体培养基培养后，按菌液∶20%甘油 =1∶1的

比例混合，置于 -20 ℃的冰箱中。

2 结果与分析

2.1 病原菌的形态特征

在煌绿磺胺嘧啶培养基上，菌落为圆形，平板

形成湿润、表面光滑、边缘整齐、呈淡黄色透明的、

中央有凸起的菌落，同时在培养过程中培养基的颜

色由红色变成了黄色（图 1）。沙门氏菌在显微镜下

一般观察到的是呈杆状的，两端成椭圆形的，经革

兰氏染色后为红色，是革兰氏阴性（图 2）。

所分离沙门氏菌的形态特征：菌落直径约在

0.5～1.5 mm之间，凸起，圆形，光滑，淡黄色，细菌

为圆形，通常都以周身鞭毛运动、无芽孢、无荚膜的

直杆菌。

2.2 病原菌属特性的分析与鉴定

对从猪粪中分离得到的病原菌进行属的鉴定，

由表 1可以看出，过氧化氢酶试验为阳性，革兰氏

染色试验、柠檬酸盐试验、产硫化氢试验、明胶液化

试验、乙酰甲基醇试验、本丙氨酸试验等均为阴性，

根据形态特征和常规的生理生化鉴定结果，试验分

离出的细菌确定为沙门氏菌属。

2.3 病原菌发酵特性的分析

将分离得到的沙门氏菌属的菌株，做进一步的

糖发酵试验，试验结果如表 2，参照《常见细菌系统

鉴定手册》进行种的鉴定，可得出所分离的沙门氏

菌是甲型副伤寒沙门氏菌。

图 1 甲型副伤寒沙门氏菌体菌落图

图 2 甲型副伤寒沙门氏菌菌体形态图

试验项目 革兰氏染色 过氧化氢酶试验 乙酰甲基醇试验 本丙氨酸试验 柠檬酸盐试验 产硫化氢试验 明胶液化试验

MZ-1 - + - - - - -

表 1 分离细菌的生理生化试验结果

注：+为阳性反应，-为阴性反应，下同。
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2.4 病原菌药敏试验结果

参照美国临床试验室标准委员会 1994年制定

的抗生素敏感度判断标准（NCCLS1994）判断抑菌

结果。抑菌圈直径 >15 mm为高敏感度抑菌作用，

用“+++”表示；10 mm<抑菌圈直径 <15 mm为中敏

感度抑菌作用，用“++”表示；抑菌圈直径 <10 mm

为低敏感度抑菌作用，用“＋”表示；抑菌圈直径

<5 mm的为无抑菌作用，用“－”表示。

由表 3可知，分离的到的沙门氏菌对头孢唑啉

和头孢噻吩敏感度高，对苯唑西林和甲氧芙啶中度

敏感，对于四环素、红霉素、氯霉素、青霉素和万古

霉素敏感度低，而对于若氟沙星不敏感。评估结果

见表 4。

3 讨 论

3.1 分离培养基的选择

从不同的基质中分离沙门氏菌时，据沙门氏菌

的生长环境条件以及它在不同培养基上生长的情

况进行培养基各种组分的选择。对于沙门氏菌的分

离，较多的人是选择麦康凯琼脂培养基、SS营养琼

脂培养基和伊红美蓝营养琼脂培养基培养细菌[2]。在

SS琼脂平板培养基上可观察到无色半透明菌落，部

分菌落中间带黑色，在麦康凯培养基上观察到菌落

呈透明无色、圆形凸起、湿润的菌落。本试验所用的

培养基是煌绿磺胺嘧啶琼脂培养基，在培养基上可

以观察到表面光滑、边缘整齐、呈淡黄色透明的、中

央有凸起的菌落，最主要的是在培养过程中培养基

的颜色由红色变成了黄色，这是沙门氏菌培养最显

著的特点。

3.2 细菌的分离鉴定

细菌的分离鉴定方法很多，可以是常规的细菌

分离鉴定，也可以是分子生物学的鉴定，包括 DNA

测定、PCR技术、血清鉴定等现代技术。较多的人是

采用分子鉴定方法，PCR技术对检测猪沙门氏菌具

有特异性高、灵敏、快速等特点，适用于快速、准确

地检测猪伤寒沙门氏菌，是一种快速简便、灵敏特

异检测沙门氏菌的方法[3]。用 PCR技术检测猪个体

中的伤寒沙门氏菌，结果具有高度的特异性和敏感

性。但唯一的缺点是得不到纯培养的细菌[4]。本试验

是用常规细菌分离鉴定方法，这一方法包括了前增

菌、选择性增菌、分离培养、纯化培养、生化试验和

糖发酵试验 6个步骤。该方法是目前世界各国普遍

接受的标准方法，鉴定结果准确可靠，同时得到纯

培养的细菌。

3.3 分离菌的耐药性

甲型副伤寒沙门氏菌为临床常见致病菌，致病

具有一定的流行性，一旦流行暴发，危害极大。目前

抗菌药物种类繁多，使用量大，导致细菌的耐药性

日趋严重。较多数人做的药敏试验是采用头孢噻

肟、头孢他啶、环丙沙星、诺氟沙星、哌拉西林、氨苄

西林、氯霉素、复方新诺明、氨苄西林、阿莫西林等。

其结果是甲型副伤寒沙门菌对三代头孢菌素（头孢

曲松、头孢他啶、头孢噻肟）100％敏感。对喹诺酮类

（氧氟沙星、环丙沙星）100％敏感。对复方新诺明

93.6％敏感。对氯霉素和氨苄西林、氨苄西林／舒巴

坦、阿莫西林／棒酸等高度敏感[5-7]。本研究主要是

对头孢唑啉、头孢噻吩、苯唑西林、甲氧芙啶、四环

素、红霉素、氯霉素、青霉素、万古霉素、若氟沙星等

进行药敏试验。结果是分离得到的沙门氏菌对头孢

唑啉和头孢噻吩敏感度高，对苯唑西林和甲氧芙啶

为中度敏感，对于四环素、红霉素、氯霉素、青霉素

和万古霉素敏感度低，而对诺氟沙星最不敏感。因

此，临床医生在进行药物治疗前，应该根据本地区

目前的药敏试验情况选用抗菌药物，应尽快采集标

本作细菌培养及药敏试验，以便为治疗提供可靠依

据。

试验研究

试验项目 葡萄糖 甘露醇 山梨醇 阿拉伯糖 麦芽糖 乳糖 蔗糖

MZ-1 + + + + + - -

表 2 分离株的糖发酵试验结果

试验项目 头孢唑啉 头孢噻吩 万古霉素 红霉素 氯霉素 青霉素 四环素 苯唑西林 甲氧芙啶 若氟沙星

MZ-1 18.0 24.0 6.5 7.6 8.0 7.3 8.3 12.5 10.4 3.0

表 3 药敏试验抑菌圈的平均直径 mm

试验项目 头孢唑啉 头孢噻吩 万古霉素 红霉素 氯霉素 青霉素 四环素 苯唑西林 甲氧芙啶 若氟沙星

MZ-1 +++ +++ + + + + + ++ ++ -

表 4 药敏试验敏感度分析
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4 结 论

4.1 沙门氏菌分离结果

本试验是采用传统的形态学和生理生化特点，

根据《常见细菌系统鉴定手册》鉴定出从病料中分

离出来的沙门氏菌，并根据各种生理生化试验鉴定

出它是致病性甲型副伤寒沙门氏菌。

4.2 沙门氏菌的药敏试验结果

根据本试验的药敏片产生的抑菌圈的大小知

道，头孢唑啉和头孢噻吩的抑菌圈最大，敏感度高；

苯唑西林和甲氧芙啶的抑菌圈在 10～15 mm 之

间，中度敏感；万古霉素、红霉素、青霉素、氯霉素、

四环素的抑菌圈在 5～10 mm之间，敏感度低；若

氟沙星的抑菌圈在 5 mm以下，最不敏感。
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科学选择抗寒饲料助生猪抵抗严寒

在低温季节，适当增喂一些抗寒饲料，可以加强生猪机体新陈代谢，增强体质，提高抗病力，缓解

寒应激，从而促进猪的生长发育。常用的抗寒饲料有如下几种。

酒糟类。包括白酒糟和啤酒糟，除含有丰富的蛋白质和矿物质外，还含有一定数量的乙醇，热性

大，通常称之为“火性饲料”，有改善消化功能、加强血液循环、扩张体表血管、产生温暖感觉等作用。冬

季应用，抗寒应激作用明显。两者因对胎儿及雄性功能有不利影响，故不宜用于怀胎母畜及种公畜。

根皮类。蔬菜根皮中含有可产生御寒作用的矿物质，用作饲料时，可增强养殖动物的抗寒能力。芹

菜根、芫荽根、菠菜根、白菜根等蔬菜下脚料，以及胡萝卜、马铃薯、甘薯等块根，都可以用作御寒饲料。

使用这类饲料时，一定要注意保留其外皮。

粮食类。黄豆性温味甘，炒用性热，属暖性饲料，含粗蛋白质 37.90%，既是优良的植物蛋白饲料，又

是抗寒保暖饲料。黑豆含粗蛋白质 36.68%，性平味甘，炒用性极热，是较好的抗寒保暖饲料。大麦性温

味咸，属暖性饲料，熟用效果好。另外，稻谷、稻草也属于暖性饲料。

肉食类。羊肉和狗肉产热量高，是冬季肉食性和杂食性畜禽首选的保暖抗寒饲料。动物肝脏含铁

较多（动物缺铁时特别怕冷），且易于吸收，冬季给畜禽适当增喂一些动物肝脏，可以补铁、御寒。淡水

虾性温味甘，属高热量饲料，有补肾壮阳、强化雄性功能之效，适用于冬季体衰怕冷的动物，无盐鲜虾

可直接应用，盐渍干虾需水浸去盐后应用。

来源：农民日报
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