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摘要： 旨在研究云南省猪源志贺菌的流行情况以及耐药情况， 分析志贺菌分离株耐药基因和毒力基因。 采集云南省 ５ 个地州共 ３００ 份猪肛门拭子

样品进行志贺菌的分离、 生化鉴定及 ＰＣＲ 鉴定， 通过 Ｋ－Ｂ 药敏纸片法和 ＰＣＲ 分别检测分离菌的耐药性、 耐药基因及毒力基因。 结果： 志贺菌阳

性检出率 ２０􀆰 ７％ （６２ ／ ３００）， 其中楚雄、 红河、 大理、 昭通、 澜沧阳性率分别为 １８􀆰 ９％、 ２１􀆰 ８％、 １８􀆰 ８％、 ２１􀆰 ９％和 ２２％； ６２ 株志贺菌对 １４ 种抗

生素均有不同程度的耐药， 对萘啶酸耐药率最高为 ９６􀆰 ８％， 对头孢西丁的耐药率最低为 ３􀆰 ２％； 以链霉素－氨苄西林耐药谱为主； 喹诺酮类耐药基

因 ｇｙｒＡ 的检出率最高为 ７９％， ｑｎｒＡ 的检出率最低为 １􀆰 ６％； 毒力基因 ｉｐａＨ、 ｉａｌ、 ｓｈｅｔ１Ａ 的检出率依次为 １００％、 ７７􀆰 ４％和 ４０􀆰 ３％。 研究表明， 云南

省猪源志贺菌对多种抗生素均产生耐药性， 耐药基因检出率均较高， 毒力基因以 ｉｐａＨ 为主。

关键词： 猪； 志贺菌； 分离鉴定； 药敏试验； 耐药基因； 毒力基因； 耐药率

中图分类号： Ｓ８５２􀆰 ６　 　 　 文献标志码： Ａ　 　 　 文章编号： ０５２９－５１３０（２０２４）１０－００８８－０６

Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｏｆ Ｓｈｉｇｅｌｌａ ｉｓｏｌａｔｅｄ
ｆｒｏｍ ｐｉｇｓ ｉｎ Ｙｕｎｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ

ＹＡＮ Ｈｏｎｇｗｅｉ， ＳＯＮＧ Ｃｈｕｎｌｉａｎ， ＺＨＡＮＧ Ｙｉｎｇ， ＺＨＡＮＧ Ｘｕｅ， ＤＵ Ｓｏｎｇ， ＬＩ Ｃｈａｎｇｍｅｉ，
ＤＯＮＧ Ｊｉｌｉｎ， ＹＡＮＧ Ｃｈｕｎｋｕｎ， ＳＨＵ Ｘｉａｎｇｈｕａ∗

（Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｙｕｎｎａｎ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｋｕｎｍｉｎｇ ６５０２０１， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ａｎｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ Ｓｈｉｇｅｌｌａ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｐｉｇｓ ｉｎ Ｙｕｎｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ， ｔｈｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｏｆ
Ｓｈｉｇｅｌｌａ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ． Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ３００ ａｎａｌ ｓｗａｂ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｐｉｇｓ ｉｎ ｌａｒｇｅ ｓｃａｌｅ ｆａｒｍｓ ｉｎ ５ ｐｒｅｆｅｃｔｕｒｅｓ ｏｆ
Ｙｕｎｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ ｆｏｒ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ， ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｈｉｇｅｌｌａ； ａｎｄ ｔｈｅ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ， ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ
ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ Ｋ－Ｂ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｔａｂｌｅｔ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ＰＣＲ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃ⁃
ｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ Ｓｈｉｇｅｌｌａ ｗａｓ ２０􀆰 ７％ （６２ ／ ３００）， ａｍｏｎｇ ｗｈｉｃｈ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ Ｃｈｕｘｉｏｎｇ， Ｈｏｎｇｈｅ， Ｄａｌｉ， Ｚｈａｏｔｏｎｇ ａｎｄ Ｌａｎ⁃
ｃａｎｇ ｗｅｒｅ １８􀆰 ９％， ２１􀆰 ８％， １８􀆰 ８％， ２１􀆰 ９％ ａｎｄ ２２％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． ６２ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ Ｓｈｉｇｅｌｌａ ｗｅｒｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｔｏ １４ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｇｒｅｅｓ，
ａｎｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｒａｔｅ ｔｏ ｎａｌｉｄｉｘｉｃ ａｃｉｄ ｗａｓ ９６􀆰 ８％， ａｎｄ ｔｈａｔ ｔｏ ｃｅｆｏｘｉｔｉｎ ｗａｓ ｔｈｅ ｌｏｗｅｓｔ ａｔ ３􀆰 ２％． Ｔｈｅ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｐｒｏｆｉｌｅ ｗａｓ
ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ－ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ． Ｔｈｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅ ｇｙｒＡ ｈａｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｌｏｗｅｓｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｑｎｒＡ ｗａｓ ７９％ ａｎｄ １􀆰 ６％
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｉｐａＨ， ｉａｌ ａｎｄ ｓｈｅｔ１Ａ ｗｅｒｅ １００％， ７７􀆰 ４％ ａｎｄ ４０􀆰 ３％， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｉｔ ｃａｎ ｂｅ ｓｅｅｎ ｔｈａｔ
Ｓｈｉｇｅｌｌａ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｐｉｇ ｆａｒｍｓ ｉｎ Ｙｕｎｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ ｗａｓ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｔｏ ｖａｒｉｏｕｓ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｗａｓ ｈｉｇｈ．
Ａｎｄ ｉｐａＨ ｗａｓ ｔｈｅ ｍａｊｏｒ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ｐｉｇ； Ｓｈｉｇｅｌｌａ； ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ； ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ； ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅ； ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅ； ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｒａｔｅ

　 　 志贺菌 （ Ｓｈｉｇｅｌｌａ） 为革兰阴性杆菌， 长 ２ ～
３ μｍ， 宽 ０􀆰 ５～０􀆰 ７ μｍ， 不形成芽胞、 无夹膜、 无鞭

毛、 有菌毛、 需氧或兼性厌氧［１］。 在 ＸＬＤ （木糖－懒
氨酸－脱氧胆酸琼脂） 培养基上形成呈粉色至无色、
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菌落中间略微凸起、 圆形、 半透明、 湿润、 光滑、 边

缘整齐或者不整齐的菌落［２］。 志贺菌病是一类较为

严重的人兽共患疾病， 不仅引发动物严重的病症， 对

人类也会造成严重危害。 人体是志贺菌的主要宿主，
主要通过消化道传播传染， 以 ５ 岁以下儿童、 老人和

免疫力低下的人群为主， 以人与人接触为主要传染途

径。 志贺菌致病性高， 只需 １０ ～ ２０ 个细菌就可以使

最多 ５０％的人致病， 并且能侵入人体黏膜形成炎症，
还有可能导致肠功能絮乱和痉挛。 志贺菌病作为一种

临床常见病， 在世界各地广泛流行， 尤其是发展中国
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家， 这与卫生状况不佳、 营养不良以及不清洁饮用水

等有关。
由于志贺菌可以通过质粒、 整合子等可移动元

件， 从其他同种或者不同种的细菌中获得耐药基因，
导致志贺菌耐药性逐年上升。 饶桂波等［３］ 对广西金

陵猪场调查表明， 志贺菌对 １２ 种抗生素完全不敏感；
Ｎｕｓｒｉｎ 等［４］检出的志贺菌对阿奇霉素耐药； 马明等［５］

发现贵州地区紫云花猪腹泻病原菌分离得到的 ２０ 株

志贺菌对氨苄西林、 阿莫西林、 新霉素等 ９ 种药物高

度耐药， 平均耐药率为 ８３􀆰 ３％。 近年来多重耐药志

贺菌在全球范围的扩散已受到广泛关注， 张鹏飞

等［６］发现豪猪来源的志贺菌分离株对喹诺酮类、 四

环素类、 头孢类、 氨基糖苷类、 青霉素类和氯霉素类

药物均表现为耐药； 孙娜等［７］ 研究结果显示， 志贺

菌分离菌株对氨基糖苷类药物、 四环素、 氯霉素、 青

霉素和氨苄西林耐药， 且主要表现为多重耐药； 阳巧

梅等［８］分离的 ５２ 株志贺菌对 ９ 种药物出现多重耐药，
最高耐药率在 ９８􀆰 １％。 志贺菌的致病性与其携带的

毒力因子有关， 其中侵袭性质粒抗原 Ｈ （ＩｐａＨ）、 侵

袭相关蛋白 （ Ｉａｌ） 和志贺菌肠毒素 １ （Ｓｈｅｔ１） 是目

前已确定的与该菌致病相关的蛋白。 ＩｐａＨ 和 Ｉａｌ 与志

贺菌入侵宿主细胞的能力密切相关， 帮助细菌穿透和

破坏宿主细胞屏障； 志贺毒素 Ｓｈｅｔ１ 通过破坏宿主细

胞的蛋白质合成机制， 导致宿主细胞死亡， 引发肠道

和系统性的严重感染， 包括腹泻、 痢疾以及潜在的肾

脏损伤等［９］。 关于对志贺菌毒力基因的研究， 国内

外报道的文献很多， 大多数集中在志贺菌毒力基因或

基因组序列的研究上， 对于毒力基因和毒力关系方面

的研究相对缺乏。
本研究调查了云南部分地区猪源志贺菌的流行情

况， 分析其毒力基因和耐药基因的携带情况， 旨在为

志贺菌病防控、 净化措施的制定和绿色健康养殖提供

数据支持。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 样本来源

采集云南省 ５ 个地方规模化养殖场共 ３００ 份猪肛

门拭子样品， 其中楚雄 ７４ 份、 昭通 ７３ 份、 大理 ４８
份、 澜沧 ５０ 份和红河 ５５ 份。
１􀆰 ２　 主要试剂

三糖铁培养基、 ＬＢ 培养基、 ＸＬＤ 培养基、 琼脂

糖， 均购自广东环凯生物科技有限公司； 细菌基因组

提取试剂盒购自昆明丰科生物科技有限公司； 药敏片

购自杭州滨河微生物试剂有限公司； 志贺菌成套生化

鉴定管购自海博生物技术有限公司。

１􀆰 ３　 志贺菌分离鉴定

１􀆰 ３􀆰 １　 细菌分离

将采取的肛门拭子样品放入到增菌培养基培养，
后接种于鉴别培养基 ＸＬＤ， 于 ３７ ℃培养 ２４ ｈ， 将培

养出的典型菌落进行染色观察。
１􀆰 ３􀆰 ２　 生化鉴定

从选择性琼脂平板 （ＸＬＤ 琼脂、 麦康凯琼脂）
上至少选取 ２ 个典型菌落或可疑菌落， 将其接种到志

贺菌生化鉴定管， 并按照试剂盒说明书对分离菌株进

行生化培养， 参照 ＧＢ ４７８９􀆰 ５—２０１２ 《食品微生物学

检验 志贺氏菌检验》 判断结果。
１􀆰 ４　 药敏试验

用 Ｋ－Ｂ 药敏纸片法进行药敏试验， 吸收 ２００ μＬ
菌液于 ＬＢ 培养基上， 用无菌涂布棒将菌液涂布均

匀， 将药敏纸片按照一定的顺序贴在相应区域的中

间， 轻轻按压以固定。 置于 ３７ ℃培养 １８ ～ ２４ ｈ， 然

后观察抑菌圈。 采用电子游标卡尺测量其抑菌圈的直

径， 取其平均值。 判定标准及结果解释参照美国临床

与实验室标准协会 （ＮＣＣＬＳ ２０１４） 公布的药敏试验

标准， 以志贺菌参考菌株 ＣＭＣＣ （Ｂ） Ｐ５１２５２ 作为质

控菌株， 见表 １。

表 １　 志贺菌药物敏感性判定标准

抗菌药物
含药量 ／

（ｍｇ·片－１）

抑菌圈直径 ／ ｍｍ

耐药（Ｒ） 中敏（Ｉ） 敏感（Ｓ）

氨苄西林 （ＡＭＰ） １０ ≤１３ １４～１６ ≥１７

环丙沙星 （ＣＩＰ） ５ ≤１５ １６～２０ ≥２１

头孢噻肟 （ＣＴＸ） ３０ ≤２２ ２３～２５ ≥２６

头孢吡肟 （ＦＥＰ） ３０ ≤１８ １９～２４ ≥２５

复方新诺明 （ＳＸＴ） １􀆰 ２５ ／ ２３􀆰 ７５ ≤１０ １１～１５ ≥１６

左氧氟沙星 （ＬＶＦＳ） ５ ≤１３ １４～１６ ≥１７

阿莫西林 ／
克拉维酸 （ＡＭＣ）

２０ ／ １０ ≤１３ １４～１７ ≥１８

氯霉素 （Ｃ） ３０ ≤１２ １３～１７ ≥１８

头孢西丁 （ＦＯＸ） ３０ ≤１４ １５～１７ ≥１８

萘啶酸 （ＣＡＳ） ３０ ≤１３ １４～１８ ≥１９

诺氟沙星 （ＮＯＲ） １０ ≤１２ １３～１６ ≥１７

链霉素 （Ｓ） １０ ≤１１ １２～１４ ≥１５

四环素 （ＴＥ） ３０ ≤１１ １２～１４ ≥１５

磺胺复合物 （Ｓ３） ３００ ≤１２ １３～１６ ≥１７

１􀆰 ５　 耐药基因 ＰＣＲ 鉴定

参考文献 ［１０－１１］ 针对志贺菌的 β－内酰胺酶

类 （ＯＸＡ、 ＴＥＭ）、 磺胺类 （ ｑａｃＥΔｌ － ｓｕｌｌ、 ｄｆｒＡ１）、
喹诺酮类 （ｇｙｒＡ、 ｑｎｒＡ）、 氨基糖苷类 ａｎｔ （３″） － Ｉ、
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ａａｃ （６′） －Ｉｂ 这 ４ 类耐药基因合成引物， 引物序列见

表 ２。 耐药基因引物由北京擎科生物科技有限公司合

成。 利用 ＰＣＲ 对分离的志贺菌进行耐药基因检测。
ＰＣＲ 反应体系为 ２５ μＬ： Ｐｒｅｍｉｘ Ｔａｑ 为 １２􀆰 ５ μＬ， 上

下游引物各 ０􀆰 ５ μＬ， 模板为 ＤＮＡ ２ μＬ， 无菌双蒸水

为 ９􀆰 ５ μＬ。 取 ６ μＬ 的 ＰＣＲ 产物， 用 １􀆰 ５％琼脂糖凝

胶电泳检测。

表 ２　 耐药基因及其序列

药物类别 目的基因 引物序列 （５′→３′） 扩增长度 ／ ｂｐ 退火温度 ／ ℃ 基因序列号

β－内酰胺酶类

ＯＸＡ

ＴＥＭ

Ｆ： ＣＴＧＴＴＧＴＴＴＧＧＧＴＴＴＣＧＣＡＡＧ

Ｒ： ＣＴＴＧＧＣＴＴＴＴＡＴＧＣＴＴＧＡＴＧ

Ｆ： ＡＧＧＡＡＧＡＧＴＡＴＧＡＴＴＣＡＡＣＡ

Ｒ： ＣＴＣＧＴＣＧＴＴＴＧＧＴＡＴＧＧＣ

４４０ ５５

５３５ ５２

ＣＰ１３３８５３􀆰 １

ＫＣ９５８５８１􀆰 １

磺胺类

ｑａｃＥΔｌ－ｓｕｌｌ

ｄｆｒＡ１

Ｆ： ＴＡＧＣＧＡＧＧＧＣＴＴＴＡＣＴＡＡＧＣ

Ｒ： ＡＴＴＣＡＧＡＡＴＧＣＣＧＡＡＣＡＣＣＧ

Ｆ： ＴＴＧＴＧＡＡＡＣＴＡＴＣＡＣＴＡＡＴＧＧＴＡＧ

Ｒ： ＣＴＴＧＴＴＡＡＣＣＣＴＴＴＴＧＣＣＡＧＡ

３００ ５５

４８０ ５４

ＣＰ１３５０６９􀆰 １

ＣＰ１２５８８５􀆰 １

氨基糖苷类

ａｎｔ （３″） －Ｉ

ａａｃ （６′） －Ｉｂ

Ｆ： ＣＧＣＴＡＴＧＴＴＣＴＣＴＴＧＣＴＴＴＧ

Ｒ： ＴＧＡＴＴＴＧＣＴＧＧＴＴＡＣＧＧＴＧＡＣ

Ｆ： ＴＴＡＧＧＣＡＴＣＡＣＴＧＣＧＴＧＴＴＣ

Ｒ： ＡＴＧＡＣＴＧＡＧＣＡＴＧＡＣＣＴＴＧＣ

５１９ ５６

２８４ ５５

ＣＰ１３４９１３􀆰 １

ＯＲ３５２１２８􀆰 １

喹诺酮类

ｇｙｒＡ

ｑｎｒＡ

Ｆ： ＴＴＡＡＴＧＡＴＴＧＣＣＧＣＣＧＴＣＧＧ

Ｒ： ＴＡＣＡＣＣＧＧＴＣＡＡＣＡＴＴＧＡＧＧ

Ｆ： ＴＣＡＧＣＡＡＧＡＧＧＡＴＴＴＣＴＣＡ

Ｒ： ＧＧＣＡＧＣＡＣＴＡＴＴＡＣＴＣＣＣＡ

６４８ ５６

６２７ ５６

ＣＰ１３４９２３􀆰 １

ＣＰ１３５２６２􀆰 １

１􀆰 ６　 毒力基因 ＰＣＲ 检测

参考文献 ［９， １３－１４］， 参照 ＧｅｎＢａｎｋ 已发表的

志贺菌基因组 （登录号： ＮＣ ＿００７４１４） 设计 ｉｐａＨ、
ｉａｌ 和 ｓｈｅｔ１Ａ 基因引物， 由生工生物工程 （上海） 股

份有限公司合成， 具体引物序列见表 ３。 ＰＣＲ 反应体

系同 １􀆰 ５。 取 ６ μＬ ＰＣＲ 产物用 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳

检测目的片段。

表 ３　 毒力基因及其引物序列

目的基因 　 　 　 　 引物序列 （５′→３′） 扩增长度 ／ ｂｐ 退火温度 ／ ℃ 基因序列号

ｉｐａＨ
Ｆ： ＴＧＧＡＡＡＡＡＣＴＣＡＧＴＧＣＣＴＣＴ
Ｒ： ＣＣＡＧＴＣＣＧＴＡＡＡＴＴＣＡＴＴＣＴ

４２３ ５２ ＣＰ１１９４５０􀆰 １

ｉａｌ
Ｆ： ＣＴＧＧＡＴＧＧＴＡＴＧＧＴＧＡＧＧ
Ｒ： ＧＧＡＧＧＣＣＡＡＣＡＡＴＴＡＴＴＴＣＣ

３２０ ５２ ＣＰ１１９４５１􀆰 １

ｓｈｅｔ１Ａ
Ｆ： ＴＣＡＣＧＣＴＡＣＣＡＴＣＡＡＡＧＡ
Ｒ： ＴＡＴＣＣＣＣＣＴＴＴＧＧＴＧＧＴＡ

３０９ ５２ ＣＰ１１９４４１􀆰 １

２　 结果与分析

２􀆰 １　 志贺菌分离及生化鉴定

疑似志贺菌在 ＸＬＤ 培养基培养 ２４ ｈ 后通过形态

学观察， 菌落颜色变化为粉红色至无色， 形状为圆

形、 半透明、 湿润、 光滑、 菌缘整齐或不整齐。 在显

微镜下的细菌形态呈现为革兰阴性的短小杆状。 利用

志贺菌成套生化鉴定管对在 ＸＬＤ 培养基上疑似志贺

菌进行鉴定， 结果证实从 ３００ 份样品中分离到 ６２ 株

志贺菌。
２􀆰 ２　 ５ 个地区志贺菌阳性率

来自楚雄、 红河、 大理、 昭通和澜沧样品志贺菌

阳性率分别为 １８􀆰 ９％ （１４ ／ ７４）、 ２１􀆰 ８％ （１２ ／ ５５）、
１８􀆰 ８％ （９ ／ ４８）、 ２１􀆰 ９％ （１６ ／ ７３） 和 ２２％ （１１ ／ ５０），
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各地区志贺菌检出率无显著差异。
２􀆰 ３　 志贺菌耐药性

２􀆰 ３􀆰 １　 药敏试验

６２ 株猪源志贺菌药敏试验结果显示： 对 １４ 种抗

生素产生了不同程度的耐药， 其中， 对萘啶酸的耐药

率最高， 为 ９６􀆰 ８％； 对头孢西丁的的耐药率最低，
为 ３􀆰 ２％。 具体耐药率见图 １。

图 １　 志贺菌分离株对不同抗生素耐药率

２􀆰 ３􀆰 ２　 耐药表型分析

６２ 株志贺菌共有 ９ 种耐药谱， 有 １ 株志贺菌对 ９
种抗生素同时耐药。 主要以链霉素－氨苄西林耐药谱

为主， 该比例高达 ８２􀆰 ３％。 具体情况见表 ４。
２􀆰 ３􀆰 ３　 耐药基因检测及流行情况

对 β － 内 酰 胺 酶 类 （ ＯＸＡ、 ＴＥＭ ）、 磺 胺 类

（ｑａｃＥΔｌ－ｓｕｌｌ、 ｄｆｒＡ１）、 喹诺酮类 （ ｇｙｒＡ、 ｑｎｒＡ）、 氨

基糖苷类 ［ａｎｔ （３″） － Ｉ、 ａａｃ （６′） － Ｉｂ］ 共 ８ 种耐

药基因的检测表明， 除 ｑｎｒＡ 基因携带率只有 １􀆰 ６％

外， 其他耐药基因携带率较高， 最高为 ８０􀆰 ６％， 见

表 ５。 通过比对药敏试验和耐药基因的检测结果， 表

明 β－内胺酶类、 氨基糖苷类、 磺胺类、 喹诺酮类抗

生素耐药基因和耐药表型符合率较高， 平均符合率为

８３％， 见表 ６。

表 ４　 ６２ 株志贺菌的多重耐药谱

耐药谱 菌株数 比例 ／ ％

Ｓ＋ＡＭＰ ５１ ８２􀆰 ３

Ｓ＋ＡＭＰ＋ＴＥ ４５ ７２􀆰 ６

Ｓ＋ＡＭＰ＋ＴＥ＋ＳＸＴ ３８ ６１􀆰 ３

Ｓ＋ＡＭＰ＋ＴＥ＋ＳＸＴ＋Ｓ３ ３６ ５８􀆰 １

Ｓ＋ＡＭＰ＋ＴＥ＋ＳＸＴ＋Ｓ３＋ＣＴＸ ９ １４􀆰 ５

Ｓ＋ＡＭＰ＋ＴＥ＋ＳＸＴ＋Ｓ３＋ＣＴＸ＋Ｃ ４ ６􀆰 ５

Ｓ＋ＡＭＰ＋ＴＥ＋ＳＸＴ＋Ｓ３＋ＣＴＸ＋Ｃ＋ＦＥＰ ３ ４􀆰 ８

Ｓ＋ＡＭＰ＋ＴＥ＋ＳＸＴ＋Ｓ３＋ＣＴＸ＋Ｃ＋ＦＥＰ＋ＣＩＰ １ １􀆰 ６

Ｓ＋ＡＭＰ＋ＴＥ＋Ｓ３＋Ｃ １１ １７􀆰 ７

表 ５　 ６２ 株分离菌耐药基因检测结果

抗生素类别 基因 阳性数 ／ 株 阳性率 ／ ％

β－内酰胺酶类
ＯＸＡ ４１ ６６􀆰 １

ＴＥＭ ４０ ６４􀆰 ５

氨基糖苷类
ａｎｔ （３″） －Ｉ ５０ ８０􀆰 ６

ａａｃ （６′） －Ｉｂ ４５ ７２􀆰 ６

磺胺类
ｑａｃＥΔ１－ｓｕｌｌ ３５ ５６􀆰 ５

ｄｆｒＡ１ ４２ ６７􀆰 ７

喹诺酮类
ｑｎｒＡ １ １􀆰 ６

ｇｙｒＡ ４９ ７９􀆰 ０

表 ６　 耐药性与耐药基因符合率

抗生素类别 耐药表型 耐药菌株数 耐药基因型 携带耐药基因菌株数 符合率 ／ ％

β－内酰胺酶类 ＡＭＰ＋ＣＴＸ＋ＦＥＰ＋ＡＭＣ＋ＦＯＸ ５２ ＯＸＡ＋ＴＥＭ ４１ ７８􀆰 ８

磺胺类 Ｓ３＋ＳＸＴ ４９ ｑａｃＥΔ１－ｓｕｌｌ＋ｄｆｒＡ１ ４２ ８５􀆰 ７

喹诺酮类 ＮＡ＋ＣＩＰ＋ＮＯＲ＋ＬＥＶ ６０ ｑｎｒＡ＋ｇｙｒＡ ４９ ８１􀆰 ７

氨基糖苷类 Ｓ ５９ ａｎｔ （３″） －Ｉ＋ａａｃ （６′） －Ｉｂ ５０ ８７􀆰 ４

　 　 根据本研究中猪源志贺菌对各类抗生素的耐药表

型， 对 ４ 类抗生素的耐药基因进行检测。 β－内酰胺

酶类耐药基因在红河的检出率最高， 为 ６６􀆰 ７％
（ＯＸＡ）， 在大理的检出率最低， 为 ４１􀆰 ７％ （ＴＥＭ）；
喹诺酮类耐药基因在红河的检出率最高， 为 ８８􀆰 ９％
（ｇｙｒＡ）， 在楚雄、 大理、 昭通没有检测出 ｑｎｒＡ 基因；

氨基糖苷类耐药基因在澜沧的检出率最高， 为

８１􀆰 ８％ （ ａｎｔ （ ３′） － Ｉ）， 在大理检出率最低， 为

５８􀆰 ３％ （ａａｃ （６″） －Ｉｂ）； 磺胺类耐药基因在红河检

出率最高， 为 ６６􀆰 ７％ （ｄｆｒＡ１）， 在大理检出率最低，
为 ４１􀆰 ７％ （ｑａｃＥΔ－ｓｕｌｌ）， 具体结果见图 ２ 和表 ７。

·１９·畜牧与兽医　 ２０２４ 年　 第 ５６ 卷　 第 １０ 期



Ｍ． ＤＮＡ 分子质量标准 （ＤＬ１０００）； １􀆰 ｄｆｒＡ１； ２􀆰 ＯＸＡ； ３􀆰 ＴＥＭ； ４􀆰 ａａｃ； ５􀆰 ｑａｃＥΔｌ－ｓｕｌｌ； ６􀆰 ｇｙｒＡ； ７􀆰 ｑｎｒＡ； ８􀆰 ａｎｔ。

图 ２　 耐药基因的 ＰＣＲ 检测结果

表 ７　 云南部分地区耐药基因检出率 ％　

地区 ＯＸＡ ＴＥＭ ｇｙｒＡ ｄｆｒＡ１ ａｎｔ （３′） －Ｉ ａａｃ （６″） －Ｉｂ ｑａｃＥΔ－ｓｕｌｌ ｑｎｒＡ

楚雄 （ｎ＝ １４） ６４􀆰 ３ ６４􀆰 ３ ７８􀆰 ６ ６４􀆰 ３ ７８􀆰 ６ ６４􀆰 ３ ５０􀆰 ０ ０

红河 （ｎ＝ １２） ６６􀆰 ７ ５５􀆰 ６ ８８􀆰 ９ ６６􀆰 ７ ７７􀆰 ８ ６６􀆰 ７ ５５􀆰 ６ ９􀆰 １

大理 （ｎ＝ ９） ５８􀆰 ３ ４１􀆰 ７ ７５􀆰 ０ ５８􀆰 ３ ７５􀆰 ０ ５８􀆰 ３ ４１􀆰 ７ ０

昭通 （ｎ＝ １６） ５６􀆰 ３ ６２􀆰 ５ ８１􀆰 ３ ６２􀆰 ５ ８１􀆰 ３ ６２􀆰 ５ ５６􀆰 ３ ０

澜沧 （ｎ＝ １１） ５４􀆰 ５ ６３􀆰 ６ ７２􀆰 ７ ６３􀆰 ６ ８１􀆰 ８ ６３􀆰 ６ ５４􀆰 ５ ９􀆰 １

２􀆰 ４　 毒力基因分析

２􀆰 ４􀆰 １　 毒力基因检测及流行情况

检测结果显示 ６２ 株志贺菌全部携带 ｉｐａＨ 基因，
检出率 １００％ （６２ ／ ６２）； ｉａｌ 基因检出率为 ７７􀆰 ４％
（ ４８ ／ ６２ ）； ｓｈｅｔ１Ａ 基 因 检 出 率 最 低， 为 ４０􀆰 ３％
（２５ ／ ６２）。 基因的 ＰＣＲ 扩增见图 ３。

Ｍ． ＤＮＡ 分子质量标准 （ＤＬ１０００）； １􀆰 ｉｐａＨ； ２􀆰 ｉａｌ； ３􀆰 ｓｈｅｔ１Ａ。

图 ３　 毒力基因的 ＰＣＲ 检测

２􀆰 ４􀆰 ２　 云南 ５ 个地区毒力基因检测分析

根据各毒力基因检测结果， 统计云南各地区志贺

菌分离株毒力基因分布水平。 其中， ｉｐａＨ 基因在各

个地区均检出； ｉａｌ 基因在楚雄检出率最高， 为

７１􀆰 ４％， 在红河的检出率最低， 为 ５５􀆰 ６％； ｓｈｅｔ１Ａ 基

因在红河的检出率最高， 为 ４４􀆰 ４％， 在大理的检出

率最低， 为 ３３􀆰 ３％。 具体结果见表 ８。

表 ８　 云南各地区毒力基因检出率 ％

地区 ｉｐａＨ ｉａｌ ｓｈｅｔ１Ａ

楚雄 （ｎ＝ １４） １００ ７１􀆰 ４ ４２􀆰 ９

红河 （ｎ＝ １２） １００ ５５􀆰 ６ ４４􀆰 ４

大理 （ｎ＝ ９） １００ ６６􀆰 ７ ３３􀆰 ３

昭通 （ｎ＝ １６） １００ ５６􀆰 ３ ３７􀆰 ５

澜沧 （ｎ＝ １１） １００ ６３􀆰 ６ ３６􀆰 ４

３　 讨论

在云南部分地区所采集的 ３００ 份拭子样品中分离

得到 ６２ 株志贺菌， ５ 个地区的分离率均为 ２０％左右，
提示云南各地区志贺菌检出率差异性不大。 与曾邦权

等［１３］、 喻华英等［１４］、 张兴民等［１５］ 对志贺菌的分离

结果相似， 都处于较高水平， 说明云南部分地区志贺

菌的流行情况比较严重， 需要加强志贺菌的净化， 实

时监控志贺菌的流行情况， 预防志贺菌病的暴发。
６２ 株志贺菌对 １４ 种抗生素都产生了不同程度的

耐药， 最高为 ９６􀆰 ８％。 因此， 这些药物对于云南部

分地区而言已不能再用于志贺菌病的治疗。 志贺菌分

离株对喹诺酮类抗生素的耐药率最高为 ９６􀆰 ８％ （萘
啶酸）， 最低为 ４􀆰 ８％ （左氧氟沙星）， 因此， 萘啶酸

已经不能用于云南部分地区志贺菌病的治疗， 但其余

喹诺酮类抗生素耐药率最高才为 １６􀆰 １％， 所以喹诺

酮类药物仍然是治疗志贺菌病最主要的一类抗生素。
此外， ６２ 株志贺菌关于喹诺酮类耐药基因检测中，
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ｇｙｒＡ 基因检出率为 ７９％， 其耐药性与耐药基因符合

率为 ８１􀆰 ７％， 提示二者具有相关性。 研究结果显示，
志贺菌对 β 内酰胺酶类抗生素 （阿莫西林 ／克拉维

酸、 头孢西丁） 耐药率仅为 ９􀆰 ７％和 ３􀆰 ２％， 因此喹

诺酮类抗药性的发生可以通过与其联合用药来减少。
此外， 志贺菌对头孢噻肟的耐药率达到 ３０􀆰 ６％， 对

头孢吡肟的耐药率也达到 ２１􀆰 ０％。 温晓峥等［１６］ 对志

贺菌进行一代头孢和三代头孢类抗生素耐药检测发

现， 其耐药率分别为 ５􀆰 ６％ （头孢唑啉）、 ２１％ （头
孢三嗪） 和 ４􀆰 ５％ （头孢哌酮）， 与本次研究结果存

在差异， 提示志贺菌对头孢类抗生素的耐药性已日益

增强。 因此， 云南部分地区需要规范抗菌药物的使

用， 尽量少用头孢类抗生素， 防止志贺菌对其耐药性

再次增加。 ６２ 株志贺菌对 ９ 种抗生素同时具有耐药

性的有 １ 株， 另外耐药谱中比例最高的是链霉素－氨
苄西林， 这一比例占到了 ８２􀆰 ３％。 所测耐药基因的

检出率与其相对的抗生素耐药率基本一致， 表明耐药

基因和耐药表型符合率较高， 说明志贺菌对抗生素的

耐药机理与耐药基因存在关联， 耐药基因的存在可诱

导志贺菌对相应药物产生耐药性。
本研究对 ６２ 株志贺菌进行 ３ 种毒力基因检测结

果显示， ｉｐａＨ 基因的检出率为 １００％， 与张雯霞

等［１０］、 徐义刚等［１６］研究结果相同， 表明 ｉｐａＨ 基因在

志贺菌中广泛存在。 ｉａｌ 与细菌黏附肠上皮细胞有关，
由于其处于质粒内， 有缺失的可能性， 因此该基因在

本次检测的检出率仅为 ７７􀆰 ４％， 与张俊琪等［９］ 研究

结果一致。 此外， 本研究还对编码志贺菌肠毒素 １ 的

基因 ｓｈｅｔ１Ａ 进行了检测， 检出率为 ４０􀆰 ３％。
综上， 本研究对云南省 ５ 个地州的规模化养猪场

样品进行了志贺菌分离鉴定、 药物敏感性分析及耐药

基因和毒力相关基因的检测， 为云南地区志贺菌感染

的防控提供了理论依据。

参考文献：

［１］ 　 孙亚伟． 鸡志贺菌超广谱 β－内酰胺酶的分子生物学及相关特

性研究 ［Ｄ］． 郑州： 河南农业大学， ２００７．

［２］ 　 张召兴， 贾青辉， 张艳英， 等． 貉源志贺菌分离鉴定、 致病性

及耐药性分析 ［ Ｊ］ ． 中国预防兽医学报， ２０２３， ４５ （ １）：
２５－３１．

［３］ 　 饶桂波， 孟菲， 王力波， 等． 猪伪狂犬病毒变异株与大肠杆

菌、 志贺氏菌混合感染的病原鉴定及分析 ［ Ｊ］ ． 南方农业学

报， ２０１５， ４６ （６）： １１１１－１１１６．
［４］ 　 ＮＵＳＲＩＮ Ｓ， ＡＳＡＤ Ａ， ＨＡＹＡＴ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ

ｃｏｎｆｅｒ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ａｚｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ ｉｎ Ｓｈｉｇｅｌｌａ ｉｎ Ｂａｎｇｌａｄｅｓｈ： ａ ｃｏｍ⁃
ｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ－ｂａｓｅｄ ａｐｐｒｏａｃｈ ［ Ｊ］ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ Ｓｐｅｃ⁃
ｔｒｕｍ， ２０２２， １０ （４）： ｅ００７４１２２．

［５］ 　 马明， 方福平， 朱喜玲， 等． 贵州地区紫云花猪腹泻病原菌的

分离鉴定及耐药性分析 ［ Ｊ］ ． 畜牧与兽医， ２０１９， ５１ （ ７）：
９６－９９．

［６］ 　 张鹏飞， 王印， 德西措姆， 等． 豪猪源福氏志贺氏菌的分离鉴

定及喹诺酮类耐药基因 ［ Ｊ］ ． 中国兽医学报， ２０１９， ４１ （２）：
２０４－２０８．

［７］ 　 孙娜， 陈强， 杨艳玲， 等． 水貂志贺氏菌分离鉴定及药物敏感

性分析 ［Ｊ］ ． 中国畜牧兽医学报， ２０１７， ４４ （１１）： ３３．
［８］ 　 阳巧梅， 邓小荣， 谭德展． 南京地区仔猪源志贺菌分离鉴定与

耐药性分析 ［Ｊ］ ． 中国兽医杂志， ２０２０， ５６ （６）： ８３－８５．
［９］ 　 张俊琪， 钱雪琴， 李雪萍， 等． 福氏志贺菌临床分离株毒力基

因的研究 ［ Ｊ］ ． 中国人兽共患病学报， ２００７ （ １２）： １２４３ －

１２４６． 　
［１０］ 谭红丽， 程雪琴， 王勇， 等． 多耐鲍曼不动杆菌分子流行病学

分析 ［Ｊ］ ． 疾病监测， ２０１５， ３０ （１）： ８－１３．
［１１］ 张雯霞． 上海市 ２０１０—２０１４ 年志贺氏菌流行特征及喹诺酮类

耐药基因研究 ［Ｄ］． 上海： 东华大学， ２０１６．
［１２］ 杨全中， 张煜， 谢永生． 实验小鼠粪便中致病性病原微生物检

测与耐 药 性 分 析 ［ Ｊ ］ ． 中 国 兽 医 杂 志， ２０１９， ５５ （ ４ ）：
９９－１０２．

［１３］ 曾邦权， 杨勇， 郑欢莉． 一起猪群腹泻的紧急流行病学调查

［Ｊ］ ． 中国动物检疫， ２０２０， ３７ （５）： １７－２２．
［１４］ 喻华英， 胡文兵， 陈长生． 犊牛腹泻病中志贺氏菌分离与鉴定

［Ｃ］． 中国畜牧兽医学会兽医病理学分会第十四次学术研讨

会、 中国病理生理学会动物病理生理专业委员会第十三次学术

研讨会， 乌鲁木齐， ２００６．
［１５］ 张兴民， 张焕容， 毛从剑． 四川部分地区山羊腹泻病主要病原

菌的分离鉴定及耐药性检测 ［ Ｊ］ ． 黑龙江畜牧兽医， ２０１９，
５６８ （４）： ７８－８２．

［１６］ 温晓峥， 李智潮． １７６ 株福氏 ２ａ 型志贺氏菌耐药性检测 ［ Ｊ］ ．
四川省卫生管理干部学院学报， ２００２ （１）： ２．

［１７］ 徐义刚， 李丹丹， 刘忠梅， 等． 应用 ＤＰＯ－ＰＣＲ 方法特异性检

测志贺氏菌 ［Ｊ］ ． 中国畜牧兽医， ２０１４， ４１ （３）： ２８－３２．

·３９·畜牧与兽医　 ２０２４ 年　 第 ５６ 卷　 第 １０ 期


