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［摘　 要］ 　 猪传染性胸膜肺炎是由猪传染性胸膜肺炎放线杆菌（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌｅｕｒａｌｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ，
ＡＰＰ）引起的一种高度传染性呼吸道疾病，临床上准确鉴定该病原菌并合理选择抗生素施药十分重

要。 研究比较了应用传统方法、ＰＣＲ 方法和 ＭＡＬＤＩ ＴＯＦ 方法鉴定 ４５ 株临床 ＡＰＰ，并比较了三种优

势血清型的毒力表型，最后测定了其对临床 ３４ 种常见抗生素的 ＭＩＣ。 结果发现 ＭＡＬＤＩ ＴＯＦ 微生物

学鉴定方法具有快速、准确的优势；临床菌株血清型主要包括 ３ 型（２０ 株）、１ 型（１３ 株）、７ 型

（７ 株），其他血清型菌株 ５ 株，其中 １ 型毒力最强；ＡＰＰ 对罗红霉素、头孢噻呋、恩诺沙星、氨苄西林

等高度敏感，对四环素、土霉素等耐药率较高。 研究为临床快速鉴定 ＡＰＰ 和合理选择用药提供了参

考依据，为 ＡＰＰ 临床耐药折点的制定奠定了基础。
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ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｔｏ ａｃｃｕｒａｔｅｌｙ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎ ａｎｄ ｒａｔｉｏｎａｌｌｙ ｓｅｌｅｃｔ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｉｎ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｐｒａｃｔｉｃｅ． Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ａｃｔｉｎｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌｅｕｒｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ； ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ； ｓｅｒｏｔｙｐｅ； ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ．

　 　 猪传染性胸膜肺炎（Ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｏｎｔａｇｉｏｕｓ ｐｌｅｕｒｏ⁃
ｐｎｅｕｍｏｎｉａ，ＰＣＰ）在 １９５７ 年，被 Ｐａｔｔｉｓｏｎ 等人首次报

道［１］，并被国际公认为危害猪养殖业的三大呼吸道

传染病之一［２］。 猪传染性胸膜肺炎放线杆菌

（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌｅｕｒａｌｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ，ＡＰＰ）是一种重要

的经济性病原体，属巴氏杆菌科放线杆菌属［３－４］，革
兰氏阴性菌，显微镜下观察多呈球杆状［５］。 根据

ＡＰＰ 生 长 是 否 需 要 烟 酰 胺 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸

（ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ ａｄｅｎｉｎｅ ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，ＮＡＤ）将其分为

生物Ⅰ型和生物Ⅱ型［６］。 ＡＰＰ 血清型众多，不同国

家、不同地区的优势血清型不同，我国主要流行血

清型有 １、２、３、４、５、７ 和 １０ 型，以 １、３、７ 型为主［７］。
ＡＰＰ 与副猪嗜血杆菌相似，在实验室鉴定诊断

时极易混淆，准确快速鉴定出病原菌尤为重要。
ＡＰＰ 血清型具有多样性且不同血清型菌株毒力不

同，血清型和毒力的鉴定给猪传染性胸膜肺炎诊断

与免疫防控带来很大难度。 临床中防治该病常使

用阿莫西林和头孢类药物，但效果并不理想，且长

期使用该类药物会产生耐药性，并影响猪肉的质

量［８］，给养猪业造成较大的经济损失［９］，因此在治

疗时应结合药敏试验结果选择抗菌药物。 鉴于此，
研究比较了传统与新型鉴定方法，鉴定国内流行致

病性血清型和毒力表型，并测定大量菌株对常用抗

革兰氏阴性菌和广谱抗生素的耐药性，比较了不同

血清型的耐药性差异，以期为临床提供迅速准确的

鉴定方法，指导临床合理用药。
１　 材料与方法

１．１　 材料

１．１．１　 菌株　 实验室现有 ４５ 株菌，其中 ３０ 株 ＡＰＰ
为 ２００９ 年中国兽医药品监察所保存的临床分离菌

株。 １５ 株 ＡＰＰ 为 ２０１６ 年从河南地区猪场病死猪

分离所得。 质控菌株 ＡＴＣＣ ２５９２２ 由中国兽医药品

监察所保存。
１．１．２　 主要仪器和试剂　 胰酪胨大豆琼脂培养基、

胰蛋白胨大豆肉汤培养基购自北京陆桥技术股份

有限公司。 氧化型辅酶Ⅰ（ＮＡＤ）购自罗氏公司。
胎牛血清（ＦＡＤ）购自德国 ＰＡＮ Ｂｉｏｔｅｃｈ 公司。 基质

ＣＨＣＡ 购自美国 ＳＩＧＭＡ 公司。 微量生化反应试剂

购自杭州滨河微生物试剂有限公司。 ２×Ｔａｑ ＰＣＲ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 购自北京博迈德公司。 ＤＬ ２０００ ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ 购自 ＴａＫａＲａ 公司。 ＭＡＬＤＩ ＴＯＦ 微生物鉴

定仪器购自岛津公司。
１．１．３　 动物　 ６ 周龄 Ｂａｌｂ ／ ｃ 小鼠，雌雄各半，购自

北京维通利华实验动物技术有限公司。
１．２　 方法

１．２．１　 细菌分离培养　 无菌采取河南地区猪场病

死猪肺脏和脾脏病料接种于添加 ＮＡＤ 和 ＦＡＤ 的胰

蛋白大豆琼脂（ＴＳＡ）培养基上，置 ３７ ℃培养箱中

培养 １８～２４ ｈ，观察细菌的生长情况，并选取单菌

落进行纯化培养，以供后续实验。
１．２．２　 革兰氏染色镜检　 选取疑似单个菌落涂片，
进行革兰氏染色，并在显微镜下进行观察。
１．２．３　 生化鉴定 　 无菌操作挑取纯化后的单个

菌落分别接种于乳糖、尿素、蔗糖等微量生化发酵

管中（含添加 ＮＡＤ 及 ＦＡＤ 的 ＴＳＢ 培养基），置于

３７ ℃恒温培养箱内培养 ２４ ｈ，观察发酵结果。
１．２．４　 ＰＣＲ 分子鉴定　 根据文献［１０］合成一段 ＡＰＰ
Ⅳ毒素基因的特异性引物。 上游： ５ ＇ － ＴＴＡＴＣ⁃
ＣＧＡＡＣＴＴＴＧＧＴＴＴＡＧＣＣ－ ３ ＇，下游： ５ ＇ － ＣＡＴＡＴＴＴ⁃
ＧＡＴＡＡＡＡＣＣＡＴＣＣＧＴＣ－３＇。 目标产物片段大小约

为 ４１７ ｂｐ。 ＤＮＡ 的提取参考文献水煮方法［１１］，
ＰＣＲ 反应条件：９４ ℃ ４ ｍｉｎ；９４ ℃ ４０ ｓ，６５ ℃ ４０ ｓ，
７２ ℃ １ ｍｉｎ，３０ 个循环；７２ ℃ １０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物进

行 １％琼脂糖凝胶电泳后观察分析。
１．２．５　 ＭＡＬＤＩ ＴＯＦ 微生物学鉴定　 选取 １～２ 个纯

化培养的单个菌落，加入 ６００ μＬ ７０％乙醇，混匀；
１２０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２ ｍｉｎ，弃去上清；在沉淀中加入

５０ μＬ ７０％甲酸，混匀，再加入 ５０ μＬ 乙腈，混匀，

·７·
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１２０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２ ｍｉｎ，吸出上清；在上样板上先

点 １ μＬ 上清，待干后再点 ２ μＬ ＣＨＣＡ 基质，放干后

上样检测。
１．２． ６ 　 血清型鉴定 　 根据文献［１２－１３］ 合成一段

ＡＰＰａｐｘⅣ基因特异性引物序列。 本研究中使用的

引物在表 １ 中详细说明。 １ 型和 ７ 型反应条件：
９５ ℃ ５ ｍｉｎ；９４ ℃ １ ｍｉｎ，６３ ℃ １ ｍｉｎ，７２ ℃ １ ｍｉｎ，
３３ 个循环； ７２ ℃ １０ ｍｉｎ； ３ 型反应条件： ９５ ℃
５ ｍｉｎ；９５ ℃ ３０ ｓ，６１ ℃ ９０ ｓ，７２ ℃ ２ ｍｉｎ，２５ 个循

环；６８ ℃ １５ ｍｉｎ。
表 １　 研究中使用的引物

Ｔａｂ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
引物名称 序列 目标片段 ／ ｂｐ

ＡＰ１－Ｆ ＧＧＧＣＡＡＧＣＣＴＣＴＧＣＴＣＧＴＡＡ ７５４

ＡＰ１－Ｒ ＧＡＡＡＧＡＡＣＣＡＡＧＣＴＣＣＴＧＣＡＡＴ

ＡＰ３－Ｆ ＣＴＡＴＣＡＴＣＴＧＴＧＣＣＡＡＧＣＴＴＡＣＴＡＣＡＣ ５２０

ＡＰ３－Ｒ ＧＧＴＴＴＡＧＡＧＧＧＧＣＡＡＡＴＴＧＡＣＴＴＧ

ＡＰ７－Ｆ ＧＧＴＧＡＣＴＧＧＣＧＴＡＣＧＣＣＡＡＡ ３９６

ＡＰ７－Ｒ ＧＧＧＣＴＧＣＡＧＡＣＴＧＡＣＧＴＡＡ

１．２．７　 血清毒力鉴定　 选取血清型为 １、３、７ 型的

菌株各一株，纯化培养后选取单菌落接种于 ＴＳＢ 培

养基中培养 １０ ｈ。 首先做预实验，稀释菌液浓度为

１×１０７ ～８×１０９ ＣＦＵ ／ ｍＬ，每个稀释度 ２００ μＬ 腹腔注

射 ５ 只小鼠，持续观察 １ 周，并统计致 ９０％和致

１０％小鼠死亡的菌液浓度，以此为正式试验的菌浓

度界限。 在此范围内 ２ 倍倍比稀释菌液浓度，每个

浓度梯度注射 １０ 只小鼠，设置 ６ 只注射同等浓度

生理盐水的小鼠为空白对照，观察 １ 周，统计各组

小鼠死亡情况。

１．２．８　 药敏试验 　 参考 ＣＬＳＩ 的标准，用微量肉汤

稀释法［１４］测定 ４５ 株 ＡＰＰ 对 ３４ 种常用抗革兰氏阴

性菌及广谱抗生素的 ＭＩＣ 值。 质控菌株为大肠杆

菌 ＡＴＣＣ ２５９２２。

２　 结　 果

２．１　 革兰氏染色镜检　 取待测菌株单菌落进行涂

板染色，于显微镜油镜下观察细菌形态，可见细菌

为革兰氏阴性，多呈短杆状，两极着色明显（图 １）。

图 １　 革兰氏染色结果

Ｆｉｇ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｇｒａｍ ｓｔａｉｎｉｎｇ

２．２　 生化鉴定　 取待测的细菌纯化培养物于各生

化鉴定管中，３７ ℃条件下培养 ２４ ｈ，由表 ２ 可知，待
测菌株均能够发酵乳糖、尿素、麦芽糖等。 不发酵

阿拉伯糖、棉子糖、核糖等。 符合 ＡＰＰ 的生化特性。
表 ２　 生化鉴定结果

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
项目 结果 项目 结果

乳糖 ＋ 尿素 ＋

麦芽糖 ＋ 蔗糖 ＋

半乳糖 ＋ 果糖 ＋

葡萄糖 ＋ 甘露糖 ＋

木糖 ＋ 阿拉伯糖 －

棉子糖 － 核糖 －

硫化氢 － 蛋白胨水 －

２．３　 ＰＣＲ 鉴定结果 　 ＰＣＲ 产物经 １％核酸凝胶电

泳，在凝胶成像仪中可见扩增产物在 ４１７ ｂｐ 处有明显

的扩增条带，且与阳性对照菌株条带位置一致（图 ２）。
２．４　 ＭＡＬＤＩ ＴＯＦ 微生物学鉴定　 将待测菌株经过

ＭＡＬＤＩ ＴＯＦ 微生物鉴定制样方法提取 ＤＮＡ 后上样

检测，以 ＡＴＣＣ ２５９２２ 为标准菌株进行校准，鉴定结

果可得到峰比对率高达 ９１．５％，鉴定为巴氏杆菌科

放线杆菌属（图 ３）。
２．５　 鉴定方法比较　 对 ４５ 株菌分别用革兰氏染色

镜检、生化试剂鉴定、ＰＣＲ 分子鉴定、ＭＡＬＤＩ ＴＯＦ
微生物学鉴定四种方法进行鉴定，以 ＰＣＲ 分子鉴

定结果为标准，从菌株培养操作时间和准确率方面

进行对比，发现四种方法中以 ＭＡＬＤＩ ＴＯＦ 微生物

学鉴定方法最佳，操作方便快捷、准确率高（表 ３）。

·８·
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Ｍ：ＤＮＡ 分子质量标准；１－２３：培养菌株；２４：阳性对照

Ｍ：ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１－２３：Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｔｒａｉｎ；２４：Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ２　 培养菌株的 ＰＣＲ 检测结果

Ｆｉｇ ２　 ＰＣＲ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ

图 ３　 标准菌株 ＡＴＣＣ ２５９２２ 鉴定结果（Ａ）和培养菌株鉴定结果（Ｂ）

Ｆｉｇ ３　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｔｒａｉｎ ＡＴＣＣ ２５９２２ （Ａ） ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｔｒａｉｎ （Ｂ）

表 ３　 鉴定方法的比较

Ｔａｂ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ
鉴定方法 准确率 时间 ／ ｈ

传统鉴定方法 ４０（８８．９％） ３５

ＰＣＲ 鉴定 ４５（１００％） ２０

ＭＡＬＤＩ ＴＯＦ 鉴定 ４５（１００％） １６

２．６　 血清型鉴定　 用 ＰＣＲ 方法鉴定 ４５ 株待测菌

株，结果见表 ４。 血清型 １ 型菌株 １３ 株分离率为

２８．９％，血清型 ３ 型菌株 ２０ 株分离率为 ４４．４％，血
清型 ７ 型菌株 ７ 株分离率为 １５．６％，其余 ５ 株菌株

非 １ 型、３ 型和 ７ 型。

表 ４　 血清型 １、３、７ 型分离率

Ｔａｂ ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｅｒｏｔｙｐｅ １， ３ ａｎｄ ７ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ
血清型 分离率（株 ／ ％）

１ １３（２８．９％）

３ ２０（４４．４％）

７ ７（１５．６％）

２．７　 血清型毒力鉴定 　 经过预实验确定菌液浓度

范围分别为血清型 １ 型：１×１０９ ～０．６２５×１０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ；
血清型 ３ 型：２ × １０９ ～ １． ２５ × １０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ；血清型

７ 型：４×１０９ ～ ２．５×１０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ。 小鼠死亡情况如

表 ４，根据寇氏法［１５］计算出三种血清型的半数致死

·９·
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量分别为 ２． ０４ × １０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ、４． ０８ × １０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ、

１．０７×１０９ ＣＦＵ ／ ｍＬ。 由表 ５ 可见，血清 １ 型致病力

强于 ３ 型，血清 ３ 型致病力强于 ７ 型。

２．８　 药敏试验　 根据 ＣＬＳＩ 标准，替卡西林对质控

菌株 ＡＴＣＣ ２５９２２ 的 ＭＩＣ 为 ４ ～ １６ μｇ ／ ｍＬ，本实验

测得的 ＭＩＣ 为 ８ μｇ ／ ｍＬ，实验条件和实验操作符合

标准。 以 ＣＬＳＩ 已有的 ＡＰＰ 药敏结果为判定标准，

通过对 ＭＩＣ 结果分析，得出 ＡＰＰ 对氟苯尼考、头孢

类等高度敏感，对四环素类耐药性较高（表 ６）。 分

别测定血清型 １ 型 （ １３ 株）、 ３ 型 （ ２０ 株）、 ７ 型

（７ 株）的耐药性，结果显示强毒力血清型 １ 型对四

环素类（包括四环素、多西环素、金霉素、土霉素）耐

药率均高于 ３ 型，３ 型高于 ７ 型，且血清 １ 型对泰乐

菌素、卡那霉素、庆大霉素等的 ＭＩＣ 值明显高于 ３

型及 ７ 型（表 ６）。 同时比较了 ２００９ 年分离的 ３０ 株

和 ２０１６ 年分离的 １５ 株 ＡＰＰ 的耐药性变化，发现

２０１６ 年分离的菌株对四环素、土霉素、金霉素、多西

环素的耐药率明显高于 ２００９ 年分离的菌株（表 ７）。

表 ５　 血清型 １、３、７ 型菌株对小鼠的致病性实验结果

Ｔａｂ ５　 Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｅｒｏｔｙｐｅ

１， ３ ａｎｄ ７ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｎ ｍｉｃｅ

菌株
菌液浓度梯度

／ （ＣＦＵ·ｍＬ－１）
死亡数 ／ 只

半数致死量

／ （ＣＦＵ·ｍＬ－１）

Ｓ－１

１×１０９ １０

０．５×１０９ ９

０．２５×１０９ ６

１．２５×１０８ ３

０．６２５×１０８ ０

２．０４×１０８

Ｓ－３

２×１０９ １０

１×１０９ ９

０．５×１０９ ７

０．２５×１０９ ３

１．２５×１０８ ０

４．０８×１０８

Ｓ－７

４×１０９ １０

２×１０９ ８

１×１０９ ４

０．５×１０９ ２

２．５×１０８ ０

１．０７×１０９

空白对照 生理盐水 ０ －

表 ６　 ＡＰＰ 对抗生素的 ＭＩＣ 分布和耐药率

Ｔａｂ ６　 ＭＩＣ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｒａｔｅ ｏｆ ＡＰＰ ｔｏ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ

抗菌药物

４５ 株 ＡＰＰ 的 ＭＩＣ 分布和耐药率 血清型 ＭＩＣ 及耐药率 ／ ％

ＭＩＣ５０

／ （μｇ·ｍＬ－１）
ＭＩＣ９０

／ （μｇ·ｍＬ－１）
耐药率 ／ ％ １ ３ ７

四环素 ０．５ １ ２４．４ １（４６．２） １（２０） ０．５（１４．３）

头孢噻呋 １ ４ ０ ４（０） ２（０） ２（０）

头孢克洛 １ ２ ０ ２（０） ２（０） ２（０）

头孢哌酮 １ ２ ０ ２（０） １（０） ０．５（０）

多西环素 ０．５ １ ６．７ ２（３０．８） １（０） １（０）

头孢吡亏 １ ２ ０ ２（０） １（０） １（０）

头孢曲松 １ ２ ０ ２（０） １（０） １（０）

氟苯尼考 １ ２ ０ ４（０） ２（０） １（０）

金霉素 ０．５ １ ２０ ２（５３．８） ２（１０） １（０）

土霉素 ０．５ １ １５．６ ２（３８．５） ２（１０） ０．５（０）

泰乐菌素 １６ ３２ － ６４（－） ３２（－） ８（－）

复方新诺明 ０．０６ ０．２５ － ２（－） ０．５（－） ０．１２（－）

卡那霉素 ８ １６ － ６４（－） １６（－） ２（－）

庆大霉素 ２ ４ － ８（－） ４（－） １（－）

萘啶酸 ２ ８ － １６（－） ８（－） ２（－）

·０１·
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续表　

抗菌药物

４５ 株 ＡＰＰ 的 ＭＩＣ 分布和耐药率 血清型 ＭＩＣ 及耐药率 ／ ％

ＭＩＣ５０

／ （μｇ·ｍＬ－１）
ＭＩＣ９０

／ （μｇ·ｍＬ－１）
耐药率 ／ ％ １ ３ ７

环丙沙星 １ ４ － ８（－） ４（－） １（－）

氯霉素 １ ４ － ８（－） ４（－） ２（－）

罗红霉素 ０．５ １ － １（－） １（－） ０．５（－）

阿米卡星 ８ ３２ － ６４（－） ３２（－） １６（－）

阿莫西林 ／ 拉维酸 ０．５ １ － １（－） １（－） ０．５（－）

链霉素 １６ ３２ － ３２（－） １６（－） ４（－）

磺胺嘧啶 ２５６ ５１２ － ５１２（－） ５１２（－） ２５６（－）

大观霉素 １６ ３２ － ６４（－） ３２（－） １６（－）

多黏菌素 Ｅ ０．５ ２ － ２（－） ２（－） １（－）

恩诺沙星 ０．５ １ － １（－） １（－） ０．５（－）

红霉素 ２ ４ － ８（－） ４（－） ２（－）

达氟沙星 ２ ４ － ８（－） ８（－） ２（－）

氧氟沙星 １ ４ － ８（－） １（－） １（－）

螺旋霉素 １６ ３２ － ３２（－） １６（－） ４（－）

北里霉素 ２ ４ － ４（－） ２（－） ２（－）

甲砜霉素 ０．５ １ － ２（－） １（－） ０．５（－）

氨苄西林 ０．５ １ － ２（－） １（－） ０．５（－）

左氧氟沙星 １ ４ － ４（－） ２（－） １（－）

磺胺异恶唑 ６４ １２８ － １２８（－） １２８（－） １２８（－）

表 ７　 ２００９ 年和 ２０１６ 年 ＡＰＰ 耐药性变化

Ｔａｂ ７　 Ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ＡＰＰ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｉｎ ２００９ ａｎｄ ｉｎ ２０１６

抗菌药物
耐药率（株 ／ ％）

２００９ 年 ２０１６ 年

四环素 ４（１３．３） ７（４６．７）

金霉素 ５（１６．７） ４（２６．７）

土霉素 ４（１３．３） ３（２０）

多西环素 １（３．３） ２（１３．３）

３　 讨　 论

分离鉴定 ＡＰＰ 是实验室诊断猪传染性胸膜肺

炎的重要途径，多用传统方法和 ＰＣＲ 分子鉴定方

法［１６］。 本实验分别通过革兰氏染色镜检、生化试

剂鉴定、ＰＣＲ 分子鉴定对 ４５ 株 ＡＰＰ 进行鉴定，发
现传统鉴定方法操作复杂、准确率相对较低、重复

性稍差， ＰＣＲ 鉴定方法准确率高，但操作费时。

ＭＡＬＤＩ ＴＯＦ 微生物学鉴定方法目前主要应用于临

床样本中微生物的鉴定［１７］。 本研究首次运用

ＭＡＬＤＩ ＴＯＦ 方法对 ４５ 株 ＡＰＰ 进行鉴定，发现该方

法操作简单快捷，准确率高，可重复性好，适用于样

本数量多的鉴定方法。 综上研究可知 ＭＡＬＤＩ ＴＯＦ
微生物学鉴定方法最佳，适用于临床快速鉴定细菌

并进而开展药敏筛查。
了解我国 ＡＰＰ 的主要流行致病血清型对于流

行病学追踪、细菌的研究及治疗猪传染性胸膜肺炎

都有重要作用。 准确鉴定致病血清型对临床诊断

至关重要，传统的血清型鉴定方法基于抗体反应，
但是交叉反应严重［１８］。 经查阅文献发现目前血清

型鉴定方法主要是运用 ＰＣＲ 分子生物学，该方法

操作简单准确率高。 本研究通过 ＰＣＲ 分子实验鉴

定了我国主要流行血清型 １ 型、３ 型、７ 型，发现待

测株菌中血清 ３ 型所占比例最大。 流行致病血清
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型及毒力鉴定对临床治疗该病会有很大帮助。 本

研究测定的血清毒力结果与田永祥等［１９］ 报道的一

致，并在此基础上比较了血清 ７ 型的毒力。 对比三

种血清型的半数致死量，发现血清 １ 型毒力强于 ３
型，３ 型强于 ７ 型。

临床中治疗猪传染性胸膜肺炎主要使用抗生

素，而 ＡＰＰ 容易产生耐药性，所以在预防及治疗方

面有一定的困难，测定其 ＭＩＣ 值，对解决这一难题

有重要的作用。 本实验对 ２００９ 年分离保存的 ３０
株和 ２０１６ 年分离保存的 １５ 株 ＡＰＰ 进行药敏试验。
目前 ＣＬＳＩ 仅制定了 ＡＰＰ 对四环素类、头孢类、氟
苯尼考的折点，对其他药物暂无相关判定标准，本
研究测定的药敏数据对制定 ＡＰＰ 对其他药物的折

点具有重要意义。 研究结果表明，４５ 株 ＡＰＰ 对氟

苯尼考和头孢类抗生素高度敏感，对四环素、金霉

素、土霉素等耐药性较强，耐药率分别为 ２４． ４％、
２０％、１５．６％。 ＡＰＰ 对罗红霉素、恩诺沙星、氨苄西

林等抗生素的ＭＩＣ５０值仅为 ０．５ μｇ ／ ｍＬ，而对磺胺嘧

啶、磺胺异恶唑的 ＭＩＣ５０ 值分别高达 ２６５ μｇ ／ ｍＬ、
６４ μｇ ／ ｍＬ。 对比 ２００９ 年和 ２０１６ 年 ＡＰＰ 的耐药差

异，发现 ２０１６ 年分离的 ＡＰＰ 对四环素、金霉素、土
霉素、多西环素的耐药性明显高于 ２００９ 年分离的

菌株，且对比 ２００９ 年和 ２０１６ 年 ＡＰＰ 的药敏结果发

现，ＭＩＣ 值明显增大。 其原因可能与近几年抗菌药

物使用量增加有关。 据中国兽药协会的年度抗菌

药物原料药生产统计［２０］，我国兽用抗菌药物原料

药销售量由 ２００９ 年的 ２８４００ 吨，增加到 ２０１６ 年

５０４００ 吨。
我国 ＡＰＰ 主要流行的致病血清型为 １、３、７

型［２１］，因此研究比较了国内流行的三种血清型的

耐药性特点。 不同血清型对四环素类抗生素的耐

药性存在明显差异，血清型 １ 型对四环素类抗生素

多表现为耐药性，耐药率高于 ３０．８％。 血清型 １ 型

对四环素类耐药率高于 ３ 型，３ 型高于 ７ 型，且血清

１ 型的 ＭＩＣ 值明显高于血清 ３ 型，３ 型高于 ７ 型，说
明不同毒力血清型耐药性有差异，强毒力血清型耐

药率相对更高。 但是我们关注强毒力型细菌耐药

性高是否也导致致病性更强，由于未开展有关研

究，尚无法得出结论，仍需进一步研究。
在临床中使用抗生素治疗猪传染性胸膜肺炎

时应注意合理用药，关注耐药性变化趋势，防范于

未然，减少耐药菌株的出现。 本研究通过比较鉴定

方法及分析药敏数值，为临床折点制定提供数据支

撑，对临床中猪传染性胸膜肺炎的诊断治疗提供科

学依据，同时为该病的防控及兽医临床抗生素的使

用风险评估提供参考。
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