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摘要:
 

为研究河南省及临近周边地区的规模化猪场猪传染性胸膜肺炎( Porcine
 

contagious
 

pleuro-
pneumonia)放线杆菌(Actinobacillus

 

pleuropneumoniae,APP)氨基糖苷类抗生素药物的耐药情况,调

查了河南省及周边地区 56 个规模化猪场,对猪的肺脏和气管中分离鉴定的 85 株 APP 进行了研

究。 血清型鉴定结果显示,分离菌株为 1、3、7、8、9、10、12、15 型 APP,采用纸片扩散法对分离株进

行了耐药表型鉴定和采用 PCR 方法对氨基糖苷类抗生素药物耐药基因(aac3-Ⅳ、aac3-Ⅱc、ant2-
Ⅰa)进行了检测。 药敏试验结果显示,APP 对氨基糖苷类抗生素药物耐药基因 ( aac3 - Ⅱc) 和

(aac3- Ⅳ)的耐药率分别为 57. 6%(49 / 85)、81. 2%(69 / 85);未检测出 ant2- Ⅰa 耐药基因。
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Abstract:
 

In
 

order
 

to
 

study
 

the
 

aminoglycoside
 

antibiotic
 

resistance
 

of
 

pig
 

infectious
 

porcine
 

contagious
 

pleuropneumonia
 

Actinobacillus
 

pleuropneumoniae( APP )
 

in
 

Henan
 

Province
 

and
 

neighboring
 

regions
 

in
 

the
 

scale
 

of
 

swine. A
 

drug
 

sensitivity
 

test
 

was
 

carried
 

out
 

in
 

85
 

APP
 

strains
 

isolated
 

from
 

lung
 

and
 

trachea
 

pigs
 

in
 

56
 

large
 

scale
 

pig
 

farms
 

in
 

Henan
 

Province. The
 

serotype
 

identification
 

results
 

showed
 

that
 

isolates
 

were
 

1,3,7,8,9,10,12,15. Antimicrobial
 

susceptibility
 

disk
 

method
 

were
 

used
 

for
 

resistant
 

phenotype
 

identification. At
 

the
 

same
 

time, the
 

PCR
 

method
 

for
 

detection
 

of
 

aminoglycoside
 

antibiotic
 

resistance
 

genes
 

(ant2-Ⅰa,aac3-Ⅱc
 

and
 

aac3- Ⅳ) . The
 

drug
 

resistance
 

rates
 

of
 

APP
 

to
 

aminoglycoside
 

antibiotic
 

drug
 

resistance
 

genes
 

(aac3- Ⅱc)
 

and
 

(aac3- Ⅳ)
 

were
 

57. 6%
 

(49 / 85)
 

and
 

81. 2%
 

(69 / 85) ,respec-
tively. The

 

ant2- Ⅰa
 

resistance
 

genes
 

were
 

not
 

detected.
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　 　 猪传染性胸膜肺炎 ( Porcine
 

contagious
 

pleuro-
pneumonia) 是由胸膜肺炎放线杆菌 ( Actinobacillus

 

pleuropneumoniae,APP)引起的猪呼吸系统的一种严

重的接触性传染性疾病 [ 1-2] 。 急性者病死率高,慢

性者常能耐过。 猪感染 APP 后很容易继发其他细

菌性或病毒性疾病,导致生长缓慢,饲料利用率低,
降低饲料报酬 [ 3] 。 自 1957 年首次报道猪胸膜肺炎

以来,各个国家陆续发生和流行 [ 4] 。 目前,该病已

在世界各地广泛流行,一直呈现增长趋势,严重威胁

着各个国家养猪业的发展 [ 5-6] 。
  

发生该病时常应用抗生素进行治疗,虽能挽回

损失和降低死亡率,但是经过抗生素治疗的猪成为

带菌猪,给其他健康猪造成了严重威胁,成为其他猪

的传染源 [ 7] ;另外抗生素的频繁应用经常会导致出

现耐药菌株,使抗生素治疗成为一个长期难以解决

的问题,给细菌病的防治带来了挑战 [ 8] 。
  

小诺霉素、大观霉素、庆大霉素和卡那霉素等抗

生素是氨基糖苷类临床常用的抗生素药物。 细菌对

这类药物产生耐药的机制是其产生了对抗生素进行

修饰的钝化酶-氨基糖苷类修饰酶( AMEs) 。 AMEs
主要有核苷转移酶( Aminoglycosde

 

nucleotidyl
 

trans-
ferases,ANT) 和氨基糖苷乙酰转移酶 ( Aminoglyco-
side

 

acetyltransferases,AAC) 等 [ 9-10] 。 这 2 种酶编码

3 个耐药基因,分别为 aac3-Ⅳ、aac3-Ⅱc 和 ant2-Ⅰa。
临床中主要是通过对这 3 个基因的检测来评价和反

映氨基糖苷类药物的耐药情况 [ 11] 。
目前,国内外有关 APP 对氨基糖苷类耐药基因

的研究报道较少,国内 APP 氨基糖苷类耐药现状和

耐药流行分子特征也不清楚。 鉴于此,调查河南省

及周边地区 APP 对氨基糖苷类抗生素的耐药情况,
对从临床病例中分离鉴定出的 85 株 APP 进行药物

敏感试验及耐药基因的扩增,旨在为临床用药和新

药研制提供参考,为控制 APP 耐药菌株的产生和传

播提供有力的手段。

1　 材料和方法

1. 1　 菌株

临床分离鉴定的 85 株 APP 菌株,-80
 

℃ 保存。
1. 2　 培养基及试剂

牛心浸汁 PPLO( 含 5% 马血清和 100
 

μg / mL
 

NAD) 、 Taq 酶 等 购 自 青 岛 海 博 生 物 技 术 有 限

公司。
1. 3　 APP 生化试验及血清定型鉴定

1. 3. 1　 菌株 　 将分离鉴定的 85 株 APP 接种于牛

心浸汁 PPLO(含 5%马血清和 100
 

μg / mL
 

NAD) 置

于 37
 

℃ 的 CO2 培养箱中培养 24
 

h,挑取单菌落进

行下一步试验。
1. 3. 2　 APP 生化试验鉴定 　 取纯培养的单菌落接

种于各种细菌生化培养管,观察反应结果。
1. 3. 3　 细菌血清型定型鉴定 　 取纯化培养的细菌,
制备适宜浓度的细菌菌悬液,与标准阳性血清不同

血清型 APP(购自中国兽医药品监察所) ,进行凝集

试验,观察凝集现象,确定分离菌的血清型。
1. 4　 药敏试验

采用纸片法进行氨基糖苷类药物药敏试验,根
据抑菌圈大小判定耐药、中等耐药或者敏感。
1. 5　 基因组提取及耐药基因检测

1. 5. 1　 细菌基因组 DNA 的提取 　 将每株细菌在牛

心浸汁 PPLO(含 5%马血清和 100
 

μg / mL
 

NAD) 琼

脂平板上培养,5%
 

CO2 培养箱中 37
 

℃ 培养 24 ~
72

 

h。 收集细菌,提取 DNA。
1. 5. 2　 耐药基因的 PCR 检测

1. 5. 2. 1　 引物合成与设计 　 设计了 3 对特异性较

好的引物, ant2 - Ⅰ a - F: 5′ - TGTACAGTCTATGC-
CTCG - 3′, ant2 - Ⅰ a - R: 5′ - CAAGACCTCAAC-
CTTTTC-3′,预期扩增片段 635

 

bp;aac3- Ⅱc-F:5′-
TCGGTTGGATGACAAAGC - 3′, aac3 - Ⅱ c - R: 5′ -
TCTCAAGATAGGTGACGC - 3′, 预 期 扩 增 片 段

572
 

bp;aac3- Ⅳ -F:5′-TCGTGCAATACGAATGGC -
3′,aac3- Ⅳ-R:5′-CAACGTCATCTCGTTCTC -3′,预
期扩增片段 809

 

bp。 上述引物由上海生工生物工程

有限公司合成。
1. 5. 2. 2 　 耐药基因的检测 　 PCR 反应体系:体系

为 50
 

μL,dNTP ( 0. 15
 

mmol / L) 1
 

μL,Taq 酶 ( 0. 04
 

U / μL) 0. 5
 

μL,引物 ( 10
 

μmol / L) 1
 

μL, Mg2+ ( 2. 0
 

mmol / L)0. 5
 

μL,Mix
 

25
 

μL,ddH2 O
 

22
 

μL。 PCR 扩

增程序:94
 

℃ 预变性 2. 5
 

min;95
 

℃ 变性 55
 

s,55
 

℃
退火 37

 

s,72
 

℃ 延伸 3. 5
 

min,31 个循环;最后 72
 

℃
延伸 4. 5

 

min。
1. 5. 2. 3 　 扩增产物的检测及测序 　 扩增产物经

1. 5%琼脂糖凝胶电泳,然后进行回收、测序。

2　 结果与分析

2. 1　 APP 生化试验及血清定型鉴定

APP 生化特性见表 1。 乳糖、果糖、葡萄糖、硝
酸盐还原试验、过氧化氢酶、氧化酶、尿素酶和血浆

凝固酶试验均为阳性,甘露醇、山梨醇、鼠李糖、甘露

糖、靛青质、甲基红、V-P、柠檬酸盐和卵磷脂酶试验

均为阴性。
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表 1　 APP 生化鉴定结果

Tab. 1　 Bacterial
 

biochemical
 

identification
 

results

项目
Item

结果
Result

乳糖 Lactose +
果糖 Fructose +
葡萄糖 Glucose +
甘露醇 Mannitol -
山梨醇 Sorbitol -
鼠李糖 Rhamnose -
甘露糖 Mannose -
靛青质 Indigo

 

mass -
甲基红 Methyl

 

red -
V-P -
柠檬酸盐 Citrate -
硝酸盐还原 Nitrate

 

reduction +
卵磷脂酶 Lecithinase -
过氧化氢酶 Catalase +
氧化酶 Oxidase +
尿素酶 Urease +
血浆凝固酶 Coagulase +

　 注:“﹢”表示阳性反应;“ -”表示阴性反应。

　 Note:“ +”
 

means
 

positive
 

reaction;“ -”
 

means
 

negative
 

reaction.

　 　 经过纯化的细菌培养物分别与标准阳性血清进

行平板凝集试验, 结果表明, 1 型占 14. 1%
 

( 12 /

85) 、3 型占 8. 2%
 

( 7 / 85) 、7 型占 1. 2%
 

( 1 / 85) 、8

型占 5. 9%
 

( 5 / 85) 、9 型占 7. 1%
 

( 6 / 85) 、10 型占

24. 7%
 

(21 / 85) 、12 型占 10. 6%
 

( 9 / 85) 和 15 型占

3. 5%
 

(3 / 85) ,未定型 24. 7%
 

(21 / 85)
 

。

2. 2　 APP 药敏试验

根据抑菌圈直径大小判定是否耐药,其中抑菌

圈≤11
 

mm 判定为耐药( R) ,抑菌圈≥15
 

mm 判定

为敏感( S) ,抑菌圈 12 ~ 14
 

mm 判定为中介( I) 。 85

株试验菌株对大观霉素和链霉素的耐药率较高,分

别为 68. 2%和 60. 0%,其次是卡那霉素(57. 6%)、庆大

霉素(55. 3%)、新霉素(45. 9%)、安普霉素(43. 5%)、小

诺霉素(37. 6%)
 

(表 2) 。

表 2　 85 株 APP 对氨基糖苷类抗生素的抑菌圈直径

Tab. 2　 The
 

diameter
 

of
 

inhibition
 

zone
 

of
 

85
 

strains
 

of
 

APP
 

against
 

aminoglycoside
 

antibiotics mm

菌株编号
Strain

 

number
链霉素

Streptomycin
卡那霉素
Kanamycin

庆大霉素
Gentamicin

新霉素
Neomycin

大观霉素
Spectinomycin

安普霉素
Apramycin

小诺霉素
Micronomicin

1 3. 12 5. 32 4. 44 5. 32 5. 61 18. 03 18. 63
2 4. 98 23. 64 19. 52 18. 52 17. 63 4. 32 4. 26
3 21. 70 3. 89 5. 21 4. 18 6. 32 16. 45 19. 05
4 5. 17 21. 22 21. 08 5. 28 18. 91 5. 51 5. 09
5 5. 23 4. 33 6. 31 3. 21 4. 18 4. 98 4. 88
6 22. 31 20. 36 20. 05 19. 67 20. 13 19. 28 17. 52
7 6. 23 4. 52 2. 28 2. 38 5. 27 6. 01 5. 25
8 2. 28 19. 85 5. 46 20. 18 17. 52 5. 82 3. 59
9 19. 70 3. 85 3. 92 3. 37 18. 06 16. 74 18. 92
10 5. 02 20. 15 21. 34 4. 29 4. 62 4. 93 4. 71
11 22. 42 5. 71 4. 67 4. 56 20. 01 5. 71 17. 96
12 2. 28 21. 65 19. 28 21. 35 5. 38 18. 63 5. 65
13 6. 08 4. 62 5. 82 5. 21 19. 86 4. 63 6. 03
14 21. 37 19. 82 21. 22 19. 27 20. 03 5. 82 19. 63
15 2. 13 3. 33 20. 19 3. 79 4. 11 19. 03 4. 49
16 18. 62 21. 82 3. 64 3. 34 17. 65 6. 03 18. 64
17 3. 39 3. 58 21. 17 20. 09 17. 03 18. 76 5. 57
18 5. 12 19. 87 5. 19 4. 57 4. 56 4. 34 4. 69
19 19. 51 6. 31 20. 34 21. 80 18. 06 17. 82 17. 81
20 5. 07 21. 32 5. 28 5. 56 19. 80 4. 28 5. 82
21 2. 22 22. 85 20. 82 19. 52 5. 89 5. 64 4. 97
22 20. 34 5. 09 6. 37 21. 71 18. 46 17. 29 18. 66
23 5. 23 21. 63 20. 73 4. 59 17. 53 5. 02 5. 65
24 21. 08 4. 75 5. 29 20. 34 5. 46 19. 57 4. 28
25 3. 32 20. 55 21. 76 19. 27 18. 96 4. 72 19. 02
26 20. 36 6. 20 4. 51 3. 64 16. 82 5. 29 5. 29
27 5. 31 19. 88 19. 28 19. 84 6. 11 18. 86 4. 85
28 19. 87 5. 27 5. 67 20. 92 17. 46 4. 67 18. 84
29 5. 06 20. 33 19. 61 5. 27 18. 55 18. 72 5. 29
30 1. 35 3. 35 5. 50 21. 85 6. 03 5. 73 6. 03
31 22. 45 21. 53 20. 71 20. 37 19. 82 19. 64 18. 63
32 2. 39 2. 29 6. 34 6. 34 18. 37 4. 95 5. 28
33 21. 39 22. 61 21. 53 21. 16 5. 09 18. 73 4. 46
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续表 2　 85 株 APP 对氨基糖苷类抗生素的抑菌圈直径
Tab. 2(Continued) 　 The

 

diameter
 

of
 

inhibition
 

zone
 

of
 

85
 

strains
 

of
 

APP
 

against
 

aminoglycoside
 

antibiotics mm
菌株编号
Strain

 

number
链霉素

Streptomycin
卡那霉素
Kanamycin

庆大霉素
Gentamicin

新霉素
Neomycin

大观霉素
Spectinomycin

安普霉素
Apramycin

小诺霉素
Micronomicin

34 4. 01 3. 16 7. 42 5. 72 18. 06 5. 29 17. 64
35 20. 37 20. 39 22. 09 20. 37 19. 03 4. 37 5. 85
36 3. 06 4. 55 6. 21 5. 24 4. 06 17. 35 5. 23
37 2. 28 19. 84 21. 73 21. 50 18. 51 5. 29 19. 08
38 23. 14 2. 62 5. 09 3. 27 17. 63 4. 92 5. 78
39 2. 35 20. 62 20. 57 19. 62 3. 08 18. 82 5. 64
40 20. 01 22. 50 3. 09 5. 20 19. 87 5. 33 18. 63
41 19. 86 3. 82 20. 83 19. 82 18. 52 5. 26 4. 25
42 3. 09 21. 28 21. 09 5. 73 2. 08 17. 09 6. 38
43 3. 32 22. 35 5. 34 20. 33 20. 33 4. 95 17. 89
44 18. 73 4. 75 20. 46 21. 53 16. 58 19. 63 5. 07
45 4. 01 22. 65 21. 43 5. 08 17. 54 5. 39 19. 35
46 20. 13 5. 38 2. 24 22. 65 4. 28 4. 85 4. 34
47 2. 29 20. 74 19. 86 21. 82 19. 80 17. 52 5. 06
48 2. 57 4. 31 6. 32 6. 09 17. 65 5. 39 18. 68
49 21. 89 21. 59 22. 05 22. 03 4. 75 4. 85 4. 52
50 3. 32 5. 26 3. 38 5. 27 18. 73 18. 53 5. 63
51 3. 19 22. 51 21. 30 3. 72 17. 92 17. 69 17. 65
52 22. 82 6. 39 2. 29 21. 65 5. 81 5. 39 5. 28
53 5. 17 20. 37 19. 61 4. 39 18. 53 19. 21 4. 76
54 21. 35 21. 56 4. 67 20. 35 17. 46 5. 48 19. 28
55 4. 35 5. 03 20. 06 5. 09 18. 55 19. 52 5. 03
56 20. 91 22. 74 6. 38 19. 62 19. 63 18. 67 18. 46
57 3. 35 4. 15 19. 04 3. 73 4. 82 4. 65 4. 82
58 4. 31 23. 38 5. 56 18. 64 18. 46 4. 29 5. 92
59 19. 28 3. 97 20. 48 20. 56 19. 82 18. 34 17. 58
60 4. 21 22. 91 6. 31 3. 91 6. 72 5. 82 6. 07
61 3. 24 4. 88 21. 03 21. 35 17. 44 18. 64 18. 67
62 21. 83 21. 26 5. 37 20. 67 18. 52 18. 62 4. 94
63 21. 71 5. 22 4. 07 4. 29 5. 29 4. 26 19. 36
64 3. 33 19. 88 20. 06 19. 73 21. 03 5. 64 5. 16
65 5. 12 4. 06 5. 28 20. 35 20. 46 19. 62 19. 06
66 20. 35 19. 51 19. 65 4. 72 5. 33 5. 02 4. 37
67 4. 17 3. 29 5. 34 20. 64 17. 73 17. 96 5. 06
68 22. 92 20. 18 20. 45 19. 52 19. 05 18. 72 18. 74
69 6. 12 20. 74 4. 76 5. 49 4. 06 5. 92 4. 94
70 2. 56 5. 08 3. 08 20. 73 18. 51 5. 18 5. 37
71 2. 28 20. 34 5. 64 19. 34 16. 85 19. 62 19. 06
72 20. 82 3. 77 21. 06 6. 71 18. 22 4. 09 4. 92
73 3. 16 20. 85 5. 21 20. 52 4. 25 18. 25 18. 05
74 3. 32 4. 21 5. 49 4. 38 19. 63 5. 23 5. 67
75 21. 71 20. 31 19. 25 19. 65 17. 37 4. 39 18. 54
76 5. 24 19. 82 3. 64 3. 29 18. 92 19. 36 4. 88
77 21. 29 5. 09 5. 57 20. 34 17. 57 5. 92 5. 99
78 2. 28 18. 71 5. 97 21. 46 5. 83 18. 63 17. 64
79 4. 28 21. 08 20. 19 3. 24 18. 63 17. 88 5. 39
80 20. 81 22. 31 5. 70 19. 64 19. 82 4. 54 4. 67
81 5. 06 19. 82 6. 19 20. 16 18. 26 5. 62 19. 07
82 21. 57 20. 24 4. 31 5. 75 19. 64 19. 29 5. 21
83 6. 28 19. 26 19. 34 19. 25 18. 88 4. 82 6. 09
84 3. 45 21. 40 3. 09 4. 28 5. 25 18. 72 4. 29
85 22. 35 20. 38 5. 28 21. 44 19. 52 5. 59 18. 22
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2. 3　 APP 对氨基糖苷类抗生素耐药基因的检测

结果

采用 PCR 方法对氨基糖苷类抗生素药物耐药

基因(ant2- Ⅰa、aac3- Ⅱc、aac3- Ⅳ) 进行了检测。
85 株放线杆菌的 aac3- Ⅱc 基因检出 49 株,阳性率

为 57. 6%, aac3 - Ⅳ 基 因 检 出 69 株, 阳 性 率 为

81. 2%,未检测出 ant2- Ⅰa 基因。 部分检测结果的

电泳图谱见图 1 和图 2。
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图 1　 aac3-Ⅱc 基因检测结果

Fig. 1　 aac3-Ⅱc
 

gene
 

detection
 

results
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图 2　 aac3-Ⅳ基因检测结果

Fig. 2　 aac3-Ⅳ
 

gene
 

detection
 

reresults

3　 结论与讨论
  

氨基糖苷类药物是临床常用的一类治疗药物,
在养猪生产中被广泛应用,有的超量使用,造成细菌

耐药性增强 [ 12-13] 。 APP 分为 2 个生物类型,生物Ⅰ
型和生物Ⅱ型,生物Ⅰ型毒力强,危害性大 [ 14] 。 生

物Ⅱ型中含有 2 个血清型( 13、14) ,主要分布于欧

洲,其致病性比生物Ⅰ型要弱 [ 15] 。 生物Ⅰ型中含有

13 个血清型(1—13) ,其中血清 5 型又可分为 2 个

亚型 5a 和 5b[ 16-17] 。 血清型 1、9 和 11,3、6 和 8,4 和

7 含有共同的脂多糖( LPS)抗原 [ 18] 。 在不同地方和

地区,其流行的血清型也不同,如欧洲为血清型 2、3
和 9;而北美地区的流行血清型为 1、5 和 7。 台湾主

要是血清型 1 和 5。 韩国主要是血清型 2、3、4、5。
日本主要为血清型 2 和 5;我国主要是血清型 1、5
和 7。

  

APP 疫苗的保护作用取决于其质量和免疫方

法。 目前已研制出胸膜肺炎灭活苗和亚单位苗。
APP 的血清型较多,至少 15 个,但互相之间的交叉

免疫能力差,各血清型之间交叉保护性不强 [ 19] 。 当

猪对 APP 某血清型的抗体一旦形成,再次接种其他

血清型菌苗,则产生的抗体滴度很低 [ 20] 。 感染 APP
后,经过抗生素治疗的猪常常持续带菌,严重威胁着

其他健康猪只,成为其他猪的传染源。 对发病的猪

场,早期及时治疗是提高疗效的重要条件,需依据药

敏试验结果和现场药物使用情况确定具体药物。
  

本研究分离的 85 株 APP 对氨基糖苷类药物产

生了耐药性,APP 对氨基糖苷类抗生素药物耐药基

因(aac3- Ⅱc)和(aac3- Ⅳ)的耐药率分别为 57. 6%
(49 / 85) 、81. 2%( 69 / 85) ;未检测出 ant2- Ⅰa 耐药

基因。 对 APP 防治的重点在于搞好猪舍的日常环

境卫生,采用全进全出的饲养方式,加强饲养管理,
创造良好的环境,减少各种应激因素。 保证全价优

质的饲料,清洁的饮水。 良好的通风,合理的饲养密

度,定期清理粪便、污水等污物,清洁干燥的圈舍,以
净化空气。 坚持抗体检测,淘汰阳性猪,净化猪群。
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