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达氟沙星对猪胸膜肺炎放线杆菌的体外药效研究

王申森，徐士新∗

（中国兽医药品监察所，北京 １０００８１）
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［摘　 要］ 　 为了解猪胸膜肺炎放线杆菌对达氟沙星的敏感性和达氟沙星的杀菌效果，收集和分离

４８ 株猪胸膜肺炎放线杆菌，采用微量肉汤稀释法和菌落计数法对体外药物敏感性试验和生长曲线、
杀菌曲线进行了研究。 猪胸膜肺炎放线杆菌对氨苄西林、磺胺异恶唑、头孢噻呋、大观霉素、黏菌素

耐药率高，对阿莫西林 ／ 克拉维酸、复方新诺明、氟苯尼考、多西环素、庆大霉素、四环素、恩诺沙星、
氧氟沙星、达氟沙星敏感。 达氟沙星最小抑菌浓度（ＭＩＣ）集中在 ０．００７８ μｇ ／ ｍＬ。 达氟沙星浓度在

ＭＩＣ 及以上时，随浓度升高，杀菌时间缩短，为典型的浓度依赖型抗生素。 该试验结果可用于指导

猪传染性胸膜肺炎的临床预防和治疗。
［关键词］ 　 猪胸膜肺炎放线杆菌；达氟沙星；药敏试验；杀菌曲线
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　 　 猪 传 染 性 胸 膜 肺 炎 （ Ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｏｎｔａｇｉｏｕｓ
ｐｌｅｕｒｏｐｎｅｕｍｏｎｉａ，ＰＣＰ）为现代养猪业危害重大的呼

吸道细菌传染病之一。 目前，国内外都未见达氟沙

星对猪胸膜肺炎放线杆菌的折点值的报道［１］。 本

文对收集和分离到的 ４８ 株猪胸膜肺炎放线杆菌进

行了达氟沙星体外敏感性测试，以制订流行病学折

点，指导临床治疗用药，并为该病的预防和控制提

供理论依据。
１　 材料与方法

１．１　 主要仪器与试剂 　 胰酪胨大豆琼脂培养基

（１６１２１２）、胰蛋白胨大豆肉汤培养基（１５０５０７），购
自北京陆桥技术股份有限公司。 氧化型辅酶Ⅰ购

自罗氏公司， 灭菌超纯水配制为 ＮＡＤ 储存液

（１０ ｍｇ ／ ｍＬ） 备 用。 胎 牛 血 清 购 自 德 国 ＰＡＮ
Ｂｉｏｔｅｃｈ公司。 营养琼脂培养基、９６ 孔药敏试验板

（１６０７２２，含氨苄西林、阿莫西林 ／克拉维酸、磺胺异

恶唑、复方新诺明、头孢噻呋、氟苯尼考、多西环素、
庆大霉素、大观霉素、四环素、黏杆菌素、恩诺沙星、
氧氟沙星），购自天津市金章科技发展有限公司。
甲磺酸达氟沙星对照品（Ｈ０２０１２１０）购自中国兽医

药品监察所，用灭菌超纯水配制为达氟沙星储存液

（１０２４ μｇ ／ ｍＬ）过膜备用。 麦氏比浊仪购自梅里埃

公司。
１．２　 菌株来源　 猪胸膜肺炎放线杆菌 ＣＶＣＣ ３５５９、
３５６０、 ３５７１、 ３５７２、 ３５７３、 ３５７４、 ３５７５、 ３５７６、 ３５７７、
３５７８、 ３５７９、 ３５８０、 ３５８１、 ３５８１、 ３５８２、 ３５８３、 ３５８４、
３５８５、 ３５８６、 ３５８７、 ３５８８、 ３５８９、 ３５９１、 ３５９２、 ３５９３、
３５９４、３５９５、３５９９、３６００ 购自中国兽医微生物菌种保

藏管理中心， 分离自传染性胸膜肺炎病猪肺。
ＡＰＰ１－２０ 菌株由河南省农业科学院畜牧兽医研究

所惠赠，分离自病猪肺和气管。 大肠杆菌 ＡＴＣＣ
２５９２２ 购自美国模式培养物研究所，由其实验室传

代保存。
１．３　 达氟沙星药敏板的制作　 用微量加样器在无

菌 ９６ 孔板每孔内加入 ５０ μＬ ＴＳＢ 培养基（含 ５％胎

牛血清和 ０．１％ ＮＡＤ）。 用微量加样器在无菌 ９６ 孔

板第 １、３、５、７ 排第 １ 孔中加入 ５０ μＬ 达氟沙星储

存液，充分吹吸混匀后吸取 ５０ μＬ 至第 ２ 孔内吹吸

混匀，用同样的方法依次稀释至第 ２、４、６、８ 排第 １０
孔。 此时每孔中达氟沙星浓度依次为 ５１２、２５６、
１２８、６４、３２、１６、８、４、２、１、０．５、０．２５、０．１２５、０．０６２５、
０．０３１２５、０．０１５６３、０．００７８ μｇ ／ ｍＬ。
１．４　 细菌培养　 将保存的胸膜肺炎放线杆菌三区

划线接种于 ＴＳＡ 平板 （含 ５％胎牛血清和 ０． １％
ＮＡＤ），３７ ℃培养 １８～２４ ｈ。 ＡＴＣＣ ２５９２２ 三区划线

接种于营养琼脂培养基，３７ ℃培养 １８～２４ ｈ。
１．５　 生长曲线的绘制　 取 １ 支无菌圆底试管加入

５ ｍＬ ＴＳＢ 培养基（含 ５％胎牛血清和 ０．１％ ＮＡＤ），
将过夜培养的 ＣＶＣＣ ３５９４ 胸膜肺炎放线杆菌挑取

单菌落于圆底试管中。 将圆底试管置于 ３７ ℃摇床，
１８０ ｒ ／ ｍｉｎ 培养。 按照设定时间点 ０、１、２、４、６、８、
１５、２４ ｈ，取 １００ μＬ 培养物用 ＰＢＳ 溶液做一系列 １０
倍梯度稀释后，均匀涂布于平板上，３７ ℃孵育 ２４ ｈ
后，选取菌落数 ３０～３００ 平板进行活菌菌落计数。
１．６　 药敏试验　 参考美国临床和实验室标准协会

推荐的微量肉汤稀释法进行药敏试验和结果判

定［２］。 取 ５ ｍＬ 无菌生理盐水，将受试菌浓度调至

０．５ 麦氏比浊度。 用微量加样器精密吸取 １００ μＬ
菌悬液加至 １０ ｍＬ ＴＳＢ 培养基（含 ５％胎牛血清和

０．１％ ＮＡＤ），制成受试菌液。 选择编号 １ ～ １０ 菌株

进行初步药物敏感性测试。 无菌操作，在商品化药

敏板每孔加入 １００ μＬ 受试菌液，第 ８ 排 １１ 孔加入

１００ μＬ 受试菌悬液作为阳性对照（有菌无药），１２
孔加入 １００ μＬ ＴＳＢ 培养基作为阴性对照（无菌无

药）。 全部菌株进行达氟沙星药物敏感性测试。 在

自制达氟沙星药敏板每孔加入 ５０ μＬ 受试菌液，并
设置阳性对照 （有菌无药） 和阴性对照 （无菌无

药）。 每株受试菌做 ３ 组平行测定。 选用大肠杆菌

ＡＴＣＣ ２５９２２ 为质控组菌株。 整个 ９６ 孔板加好受

试菌液并盖上盖后，在工作台面缓慢螺旋推动使每

孔内液体充分混匀，置于 ３７ ℃ 生化培养箱培养

１８～２４ ｈ。 在黑色桌面或白炽灯灯箱上观察结果并

记录。
观察最小抑菌浓度试验结果后，取达氟沙星药

敏板有药有菌无生长孔内的液体培养物 １００ μＬ 接

种于 ＴＳＡ 平板上，置于 ３７ ℃生化培养箱孵育 ２４ ｈ。
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无菌落生长平板所对应的达氟沙星药物浓度即为

达氟沙星对受试菌的最小杀菌浓度（ＭＢＣ）值。
１．７　 达氟沙星杀菌曲线　 选择 ＣＶＣＣ ３５９４ 猪传染

性胸膜肺炎放线杆菌（达氟沙星 ＭＩＣ 值为 ０．００７８
μｇ ／ ｍＬ）作为体外杀菌研究对象。 取无菌试管，用
１ ｍＬ ＴＳＢ 培养基（５％胎牛血清和 ０．１％ ＮＡＤ）将达

氟沙星稀释成一系列浓度梯度，依次为 ０、１、２、８、
１６、３２、１２８ ＭＩＣ。 每支试管中依次加入 １ ｍＬ 菌悬

液（２．０×１０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ）。 此时每支试管内达氟沙星

浓度依次为 ０、０．５、１、２、４、８、６４ ＭＩＣ，菌液终浓度约

为 １０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ。 充分混匀后于 ３７ ℃ 摇床培养。
另取一支试管加入 １ ｍＬ ＴＳＢ 培养基和 １ ｍＬ 无菌

生理盐水作为空白对照。
按照设定时间点 ０、０．５、１、２、４、６、８、１５、２４ ｈ，取

１００ μＬ 培养物做梯度稀释后均匀涂布于平板上，置
于 ３７ ℃生化培养箱孵育 ２４ ｈ，选择菌落数为 ３０ ～
３００ 个的平板进行活菌菌落计数。
２　 结果与分析

２．１　 生长曲线 　 按照设定时间点进行菌落计算，
具体计数结果见表 １。

表 １　 ＣＶＣＣ ３５９４ 菌落计数

Ｔａｂ １　 Ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｏｎ ＣＶＣＣ ３５９４ ｃｏｌｏｎｉｅｓ
时间 ／ ｈ 菌落数 ／ 个 时间 ／ ｈ 菌落数 ／ 个

１ ２．９０×１０５ ６ ６．８０×１０７

２ ３．９０×１０５ ７ ３．００×１０７

３ １．７７ ×１０６ ９ ８．４０×１０８

３．５ ６．５３×１０６ １２ ３．１０×１０８

４ １．２３×１０７ １８ ８．６０×１０７

５ ３．４０×１０７

　 　 以时间（ｘ）和该时间对应菌数的对数（ｙ）绘制

ＣＶＣＣ ３５９４ 的生长曲线（图 １）。 由生长曲线可知，
在 ０～２ ｈ 左右处于生长迟缓期，２～８ ｈ 左右处于对

数生长期，８ ～ １８ ｈ 以后处于稳定生长期。 菌液振

荡培养２～７ ｈ可得对数生长期菌液，７～１８ ｈ 可得稳

定期菌液。 试验时可根据需要控制生长时间获得

不同生长状态的菌液。
２．２　 药敏试验结果　 有细菌生长时孔内液体呈弥

散状浑浊或孔底有明显的圆形沉淀。 无细菌生长

时孔内液体清亮。 无细菌生长孔所需药物最低浓

度值即为该药对受试菌的最小抑菌浓度（ＭＩＣ）值。
ＡＴＣＣ ２５９２２ 结果符合判定标准，说明试验操作和

流程符合 ＣＬＳＩ 操作规范，结果可信。 对氨苄西林、
磺胺异恶唑、头孢噻呋、大观霉素、黏菌素耐药率

高，表现出多重耐药。 对阿莫西林 ／克拉维酸、复方

新诺明、氟苯尼考、多西环素、庆大霉素、四环素、恩
诺沙星、氧氟沙星、达氟沙星敏感。 具体药敏结果

见表 ２。

图 １　 ＣＶＣＣ ３５９４ 生长曲线

Ｆｉｇ １　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＣＶＣＣ ３５９４

表 ２　 药敏试验结果

Ｔａｂ ２　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｒｕｇ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ

抗菌药物

判定标准

／ （μｇ·ｍＬ－１）
试验结果
／ （株 ／ ％）

耐药 耐药 敏感

氨苄西林 ≥３２ ９（９０） １（１０）

阿莫西林 ／ 克拉维酸 ≥１６ ０（０） １０（１００）

磺胺异恶唑 ≥５１２ １０（１００） ０（０）

复方新诺明 ≥４ ０（０） １０（１００）

头孢噻呋 ≥８ ９（９０） １（１０）

氟苯尼考 ≥１６ ０（０） １０（１００）

多西环素 ≥１６ ０（０） １０（１００）

庆大霉素 ≥１６ ０（０） １０（１００）

大观霉素 ≥１２８ ７（７０） ３（３０）

四环素 ≥１６ ０（０） １０（１００）

黏菌素 ≥４ ６（６０） ４（４０）

恩诺沙星 ≥２ ０（０） １０（１００）

氧氟沙星 ≥８ ０（０） １０（１００）

达氟沙星 ≥８ ０（０） １０（１００）
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　 　 达氟沙星对猪传染性胸膜肺炎放线杆菌最小

抑菌浓度（ＭＩＣ）分布如表 ３ 所示。
达氟沙星对猪传染性胸膜肺炎放线杆菌最小

杀菌浓度（ＭＢＣ）分布如表 ４ 所示。

表 ３　 达氟沙星最小抑菌浓度

Ｔａｂ ３　 Ｍｉｎｉｍａｌ ｉｎｈｉｂｉｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｄａｎｏｆｌｏｘａｃｉｎ
浓度 ／ （μｇ·ｍＬ－１） ８ ４ ２ ０．５ ０．０６２５ ０．０３１２ ０．００７８ ０．００３９

株数 ／ 株 ２ １０ ２ １ ３ １ ２３ ７

表 ４　 达氟沙星最小杀菌浓度

Ｔａｂ ４　 Ｍｉｎｉｍｕｍ ｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｄａｎｏｆｌｏｘａｃｉｎ
浓度 ／ （μｇ·ｍＬ－１） ８ ４ ０．５ ０．０６２５ ０．０３１２ ０．０１５６ ０．００７８ ０．００３９

株数 ／ 株 ２ １２ １ ２ １ ５ ２０ ５

图 ２　 ＭＩＣ 值分布

Ｆｉｇ ２　 Ｄａｔａ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｎｉｍａｌ ｉｎｈｉｂｉｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

　 　 本试验受试菌株有 ＣＶＣＣ 编号菌株 ２８ 株和

ＡＰＰ 编号临床分离菌株 ２０ 株。 将 ＣＶＣＣ 编号菌株

和 ＡＰＰ 编号菌株的药物敏感性试验结果进行对

比。 ＣＶＣＣ 编号菌株因分离年代较久，大部分菌株

对达氟沙星的保持较高的敏感性，ＭＩＣ 和 ＭＩＢ 值集

中于 ０．００７８ μｇ ／ ｍＬ。 ＡＰＰ 编号临床菌株因为伴随

着抗生素的使用，其对抗菌药物的敏感性和耐受性

可能已经发生改变。 分离菌株的 ＭＩＣ 和 ＭＢＣ 值分

布不集中，且有 ６ 株菌的 ＭＩＣ 值为 ４ μｇ ／ ｍＬ，８ 株菌

的 ＭＢＣ 值为 ４ μｇ ／ ｍＬ。 说明临床猪传染性胸膜肺

炎放线杆菌对达氟沙星的耐受已经增加，可能出现

耐药风险（图 ２）。
２．３　 达氟沙星体外杀菌曲线绘制 　 以时间（ ｘ）和

该时间对应菌数的对数（ｙ）绘制达氟沙星对猪传染

性胸膜肺炎放线杆菌的杀菌曲线。 由杀菌曲线可

得，达氟沙星浓度在 １ＭＩＣ 及以上时，随着浓度增

加，杀灭全部细菌所用时间逐渐缩短，曲线明显左

移。 说明浓度增加导致杀菌速率加快。 当达氟沙星

浓度为 ０．５ＭＩＣ 时，可以维持一定的抑菌作用（图 ３）。

图 ３　 达氟沙星杀菌曲线

Ｆｉｇ ３　 Ｋｉｌｌｉｎｇ ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ｄａｎｏｆｌｏｘａｃｉｎ

ｏｎ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌｅｕｒｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ

３　 讨论与结论

猪传染性胸膜肺炎在世界各地广泛分布，已经

成为现代养猪业危害重大的呼吸道细菌传染病之

一［３］。 该病发病急、病程短、死亡率高，被认为是世

界性工业化养猪的五大疫病之一，在我国多地呈流

行趋势，已有 ２０ 多个省份对该病进行报道。 对其

病原菌胸膜肺炎放线杆菌进行耐药性控制研究，可
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以为临床治疗猪传染性胸膜肺炎时使用药物提供

理论依据，根据对不同药物的敏感性差异选择合适

治疗药物，科学合理用药，为 ＰＫ ／ ＰＤ 折点的制定提

供药理学研究数据。
在本次试验中，选择 １０ 株胸膜肺炎放线杆菌

进行初步的药敏试验。 结果表明猪传染性胸膜肺

炎放线杆菌对氟苯尼考、四环素类和氟喹诺酮类药

物具有敏感性；对氨苄西林、磺胺异恶唑、大观霉素

等临床常用药物，已表现出耐药性。 磺胺异恶唑、
大观霉素等因为其抗菌谱广、毒副作用小、价格低

等优点，在养殖业中常用来作为预防性药物使

用［４］。 长期不合理的使用导致微生物耐药性的产

生或耐药基因的转移，以及临床菌株对药物的敏感

性降低。 张云峰等［５］ 从新疆地区分离到的猪传染

性胸膜肺炎放线杆菌对氨苄西林敏感，倪莉等［６］ 从

重庆地区分离到的猪传染性胸膜肺炎对恩诺沙星

和四环素类药物不敏感，与本次试验结论存在差

异，这可能与发病地区抗菌药物使用程度有关。 治

疗时应筛选出流行地区的病原菌所敏感的药物进

行针对性治疗，避免抗生素滥用。
根据初步药物敏感性试验结果，猪传染性胸膜

肺炎放线杆菌对氟喹诺酮类药物敏感。 其中达氟

沙星为动物专用药物，给药吸收后容易集中于肺

部，且肺部药物浓度约为血药浓度的 ５ ～ ７ 倍，常用

于治疗畜禽呼吸道疾病［７］。 选择达氟沙星作为研

究对象，进行其对猪传染性胸膜肺炎放线杆菌的体

外药效学研究。 杀菌动力学试验结果表明，当达氟

沙星浓度在高于 ＭＩＣ 时，随药物浓度增加，杀灭细

菌所用时间逐渐缩短，是一种典型的浓度依赖型抗

生素。 在治疗用药时应合理设置给药剂量和给药

间隔，使靶部位的药物浓度维持在 ＭＩＣ 以上，保证

抗感染治疗的效果。 合理的给药方案应需要综合

来自体外和体内研究的试验数据，本次试验可作为

初步研究，提供数据基础。
将 ＭＩＣ 分布制作直方图后观察是否存在野生

型菌株和 ＭＩＣ 异常偏高的菌株，通常低 ＭＩＣ 的菌

株相对更为敏感。 根据野生型菌株 ＭＩＣ 分部范围

的上端，定义野生型临界值即流行病学折点［８］。 本

次试验受试菌株 ＭＩＣ 值集中在两个区域，将较低的

ＭＩＣ 范围上端 ０．５ μｇ ／ ｍＬ 判定为药物敏感性折点。
确定一种病原菌的流行病学折点至少需要 １００ 株

该细菌的 ＭＩＣ 数据，在今后的工作中应进一步收集

有关试验参数，为折点的制定提供数据基础。 目前

关于折点数据已经有美国标准和欧盟标准，但折点

标准受到时间、地域和用药的影响而有不同，我国

也应根据我国国情加快制定适用的折点标准。
耐药性控制还需要兽药管理和监督部门加强

抗生素药物的规范化管理，避免抗生素的滥用。 临

床兽医师进行治疗时应指导养殖人员对药物进行

合理的使用，在保证治疗效果的同时控制药物使用

剂量和给药间隔，降低耐药性菌株产生的风险，延
长抗菌药物在临床的使用寿命，从而保证动物和人

类的健康安全。
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［摘　 要］ 　 为研究庆大霉素在羊体内代谢和残留消除规律，以 ４ ｍｇ ／ ｋｇ 肌肉注射硫酸庆大霉素注

射液，每日 ２ 次，代谢研究连续注射 ２．５ ｄ，残留消除研究连续注射 ３ ｄ。 按动物试验要求采集肌肉、
肝脏、肾脏、脂肪、血液、尿液和粪便，ＵＰＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ 法测定样品中庆大霉素的残留量。 结果显示，庆
大霉素在羊体内 １ ｈ 可到血药峰浓度，尿液中的排泄总量占注射总量的 ８０％左右，粪便中不足

０．１％；在肝脏、肾脏、尿液中原型药总量占注射总量 ９０％以上，证明庆大霉素在羊体内不代谢，原型

药随尿液排出体外；庆大霉素在肾脏中残留浓度最高且消除时间长，确定肾脏是庆大霉素在羊体内

的靶组织，庆大霉素原型药为残留标示物。 研究结果可为庆大霉素的安全使用以及正确制订其在

羊组织中的最高残留限量标准提供科学依据和建议。
［关键词］ 　 庆大霉素；羊；代谢；消除
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