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２０１９—２０２２ 年华中地区规模化猪场呼吸道病原菌感染的
流行病学调查
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摘要： 旨在调查华中地区 （湖北、 河南、 湖南） 规模化猪场猪呼吸道疾病综合征细菌性病原的流行感染情况。 ２０１９—２０２２ 年， 采集湖北、 河南、
湖南等省份的 ４５ 个规模化猪场中具有呼吸道症状猪的口鼻拭子及肺脏、 气管、 淋巴结组织等临床病料 １ ８９５ 份， 对其进行呼吸道病原菌的检测、
分离培养、 染色镜检、 血清型分型鉴定和药敏试验。 结果： 呼吸道病原菌阳性样品总检出率为 ３９􀆰 ６８％ （ ７５２ ／ １ ８９５）， 其中猪链球菌

（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｓｕｉｓ， ＳＳ） 为 ２０􀆰 １１％ （３９１ ／ １ ８９５）， 多杀性巴氏杆菌 （Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａ， Ｐｍ） 为 ７􀆰 ３９％ （１４０ ／ １ ８９５）， 副猪格拉瑟菌 （Ｇｌａｅ⁃
ｓｓｅｒｅｌｌａ ｐａｒａｓｕｉｓ， ＧＰＳ） 为 ６􀆰 ６５％ （１２６ ／ １ ８９５）， 胸膜肺炎放线杆菌 （Ａｃｔｉｎｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌｅｕｒｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ， ＡＰＰ） 为 １４􀆰 ３５％ （２７２ ／ １ ８９５）； 在保育阶段，
ＳＳ 和 ＧＰＳ 的阳性样品检出率较高， 在生长育肥阶段， ＡＰＰ 和 ＳＳ 的检出率较高； 混合感染结果显示， 单一感染占比达 ７５􀆰 ６６％ （５６９ ／ ７５２）， 以 ＳＳ
感染为主， 双重感染占比达 ２３􀆰 ８０％ （１７９ ／ ７５２）， 以 ＳＳ＋ＧＰＳ 和 ＳＳ＋ＡＰＰ 为主， 三重感染类型占比为 ０􀆰 ５３％ （４ ／ ７５２）， 只有 ＳＳ＋ＧＰＳ＋ＡＰＰ 一种类

型； 从病料中分离鉴定到 ２１８ 株呼吸道病原菌， 其中包括 １５７ 株 ＳＳ、 １５ 株 Ｐｍ、 ２０ 株 ＧＰＳ 和 ２６ 株 ＡＰＰ； 血清分型鉴定结果显示， ＳＳ 流行血清型

为 ２ 型， Ｐｍ 流行血清型为 Ａ 和 Ｄ 型， ＧＰＳ 流行血清型为 ５ 和 ４ 型， ＡＰＰ 流行血清型为 １ 型； 药敏结果显示， 大多数呼吸道分离菌株对于头孢噻

呋和氟苯尼考表现敏感， 而对于链霉素和庆大霉素则表现耐药。 结论： 研究结果为华中地区猪呼吸道疾病综合征细菌性病原感染的防控提供了
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　 　 猪呼吸道疾病综合征 （ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ
ｃｏｍｐｌｅｘ， ＰＲＤＣ） 是一种由多种病原微生物 （细菌、
病毒、 寄生虫等） 及环境、 饲养管理等多因素相互

作用而引起的一种猪的呼吸道疾病［１］。 随着养猪业

规模化发展， 养殖密度明显上升， 导致 ＰＲＤＣ 的发生

也愈发频繁， 对生猪产业造成巨大的经济损失。
ＰＲＤＣ 常见的细菌性病原包括猪链球菌 （Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ
ｓｕｉｓ， ＳＳ）， 多杀性巴氏杆菌 （Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａ，
Ｐｍ）， 副猪格拉瑟菌 （Ｇｌａｅｓｓｅｒｅｌｌａ ｐａｒａｓｕｉｓ， ＧＰＳ） 和

胸膜肺炎放线杆菌 （ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌｅｕｒｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ，
ＡＰＰ） ［２］。 ＰＲＤＣ 在临床上常表现为患病猪只发热、
咳嗽、 喘气、 眼鼻分泌物增多等症状； 剖检时常见鼻

腔病变、 气管黏液增多、 不同程度肺部病变等病理变

化。 ＰＲＤＣ 的发生一方面直接增加猪场治疗费用， 另

一方面影响猪只的生长， 增加料重比， 甚至增加死

淘， 严重影响经济效益［３－４］。
为了解华中地区 （湖北、 河南、 湖南） 规模化

猪场中呼吸道细菌性病原的感染情况， 本研究于

２０１９—２０２２ 年期间， 采集华中地区 ４５ 个规模化猪场

中具有呼吸道症状的发病猪的口鼻拭子和组织病料，
对其进行了 ＳＳ、 Ｐｍ、 ＧＰＳ 和 ＡＰＰ 的检测， 调查掌握

呼吸道病原菌的感染， 旨在了解当前华中地区呼吸道

病原菌的流行血清型和细菌耐药情况， 为该地区

ＰＲＤＣ 的细菌性病原感染防控提供参考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 病料来源

２０１９—２０２２ 年， 从湖北、 河南、 湖南 ３ 个省份

的 ４５ 个规模化猪场采集具有呼吸道症状猪只样品共

１ ８９５ 份， 其中口鼻拭子样品 １ ７２５ 份， 肺脏、 气管、
淋巴结等组织样品 １７０ 份。 样品信息见表 １。
１􀆰 ２　 主要试剂和仪器

胰蛋白胨大豆琼脂培养基 （ＴＳＡ） 和胰蛋白胨大

豆肉汤培养基 （ ＴＳＢ） 购自 ＢＤ Ｄｉｆｃｏ 公司； １０％
ＮＢＣＳ 购自杭州四季青材料有限公司； 烟酰胺腺嘌呤

二核苷酸 （ＮＡＤ） 购自 Ｂｉｏｓｈａｒｐ 公司； 琼脂糖凝胶

粉购自武汉擎科生物公司； ２×Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 酶购自

南京诺唯赞生物科技股份有限公司； ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ
（ＤＬ２０００） 购自 ＴａＫａＲａ 宝生物 （大连） 有限公司；
细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒购自天根生化科技 （北
京） 有限公司； 革兰染色试剂盒、 生化鉴定管和药

敏纸片购自杭州微生物试剂有限公司； ＰＣＲ 仪器购

自杭州博日科技有限公司； 恒温振荡培养箱购自上海

智诚分析仪器制造有限公司； 光学显微镜购自日本

Ｎｉｋｏｎ 公司； 电泳仪购自北京六一仪器厂； 凝胶成像

系统购自美国 Ａｌｐｈａ 公司。

表 １　 临床样品信息

地区
猪场

数 ／ 个
猪只类型 猪场规模 ／ 头

口鼻拭子

样 ／ 份
组织

样 ／ 份

湖北 １ 繁育仔猪 ２ ０００～３ ０００ ３５ ５

３ 繁育仔猪 ３ ０００～５ ０００ ２３７ １３

１ 繁育仔猪 ５ ０００～１０ ０００ １８７ ０

８ 生长育肥 １ ０００～３ ０００ ２１６ ２１

５ 生长育肥 ３ ０００～５ ０００ １８９ １９

河南 ４ 繁育仔猪 ２ ０００～３ ０００ １５３ １７

２ 繁育仔猪 ３ ０００～５ ０００ ８２ １０

６ 生长育肥 １ ０００～３ ０００ １８５ １１

３ 生长育肥 ３ ０００～５ ０００ ５２ ２２

湖南 ３ 繁育仔猪 ２ ０００～３ ０００ １３３ １２

１ 繁育仔猪 ３ ０００～５ ０００ ５２ ９

７ 生长育肥 １ ０００～３ ０００ １６９ ２５

１ 生长育肥 ３ ０００～５ ０００ ３５ ６

总计 ４５ １ ７２５ １７０

１􀆰 ３　 试验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 样品的处理

将口鼻拭子样品放入装有适量生理盐水的离心管

中充分混匀。 组织病料部分剪碎后装入含有 １０％

·６７· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２５　 Ｖｏｌ􀆰 ５７　 Ｎｏ􀆰 ５
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ＮＢＣＳ 和 ０􀆰 ０１％ ＮＡＤ 的 ＴＳＢ 培养基内， ３７ ℃、 １８０
ｒ ／ ｍｉｎ 振荡培养 １２～２４ ｈ。
１􀆰 ３􀆰 ２　 细菌 ＰＣＲ 检测

取处理后的口鼻拭子样品和组织病料增菌后的

ＴＳＢ 培养基， 使用水煮法裂解菌体并粗提其基因组，
具体操作步骤： 首先取已培养好的菌液 １ ｍＬ， １２ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 弃掉上清液， 向菌体沉淀中加入

５０ μＬ 灭菌水并用移液器吹打混匀， 将菌液重悬液沸

水浴 １０ ｍｉｎ 后迅速置于－２０ ℃冷冻 １０ ｍｉｎ， 然后将

冷冻的重悬液解冻， 最后 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，

取上清液即为粗提的细菌基因组。
根据文献 ［５－８］ 合成 ＳＳ、 Ｐｍ、 ＧＰＳ、 ＡＰＰ 相

关特异性基因鉴定引物， ＰＣＲ 扩增体系为： Ｐｒｉｍｅｒ⁃
ＳＴＡＲ Ｍａｘ Ｐｒｅｍｉｘ （２×） １０ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ ２ μＬ， 上 下

游 引 物 各 ０􀆰 ５ μＬ， 模 板 ２ μＬ， 总 计 ２０ μＬ。 扩增

程序为： ９５ ℃预变形 ５ ｍｉｎ； ９５ ℃变性 ３０ ｓ， ５５ ℃
退火 ３０ ｓ， ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ， 循环 ３０ 次； ７２ ℃最后

延伸 ５ ｍｉｎ， 相关引物信息见表 ２。 引物由武汉擎科

生物科技有限公司合成。

表 ２　 病原菌 ＰＣＲ 检测引物信息

病原菌 目的基因 引物序列 （５′→３′） 产物大小 ／ ｂｐ 退火温度 ／ ℃

ＳＳ ｇｄｈ
Ｆ： ＧＣＡＧＣＧＴＡＴＴＣＴＧＴＣＡＡＡＣＧ
Ｒ： ＣＣＡＴＧＧＡＣＡＧＡＴＡＡＡＧＡＴＧＧ

６８９ ５５

Ｐｍ ｋｍｔ１
Ｆ： ＡＴＣＣＧＣＴＡＴＴＴＡＣＣＣＡＧＴＧＧ
Ｒ： ＧＣＴＧＴＡＡＡＣＧＡＡＣＴＣＧＣＣＡＣ

４５７ ５６

ＧＰＳ １６Ｓ ｒＤＮＡ
Ｆ： ＧＴＧＡＴＧＡＧＧＡＡＧＧＧＴＧＧＴＧＴ
Ｒ： ＧＧＣＴＴＣＧＴＣＡＣＣＣＴＣＴＧＴ

８２２ ５９

ＡＰＰ ａｐｘⅣ
Ｆ： ＴＧＧＣＡＣＴＧＡＣＧＧＴＧＡＴＧＡ
Ｒ： ＧＧＣＣＡＴＣＧＡＣＴＣＡＡＣＣＡＴ

４２２ ５７

１􀆰 ３􀆰 ３　 细菌分离培养及革兰染色

将处理后的口鼻拭子样品和无菌采集的组织病料

接种于含有 １０％ ＮＢＣＳ 和 ０􀆰 ０１％ ＮＡＤ 的 ＴＳＡ 培养基

上， ３７ ℃恒温培养 ２４ ～ ４８ ｈ， 挑取可疑菌落进一步

纯化鉴定， 取纯培养物进行革兰染色、 镜检。
１􀆰 ３􀆰 ４　 细菌基因组 ＤＮＡ 提取

对分离纯化得到的临床分离菌株进行细菌基因组

ＤＮＡ 的提取， 根据细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒说明

书步骤进行操作。
１􀆰 ３􀆰 ５　 分离菌株 ＰＣＲ 鉴定

以步骤 １􀆰 ３􀆰 ４ 制备的细菌基因组 ＤＮＡ 作为模版

进行 ＳＳ、 Ｐｍ、 ＧＰＳ 和 ＡＰＰ 的相关特异性基因 ＰＣＲ
扩 增 鉴 定， ＰＣＲ 扩 增 体 系 为： ＰｒｉｍｅｒＳＴＡＲ Ｍａｘ
Ｐｒｅｍｉｘ （２×） １０ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ ２ μＬ， 上 下 游 引 物 各

０􀆰 ５ μＬ， 模 板 ２ μＬ， 总 计 ２０ μＬ。 扩增程序为：
９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ； ９５ ℃变性 ３０ ｓ， ５５ ℃退火 ３０ ｓ，
７２ ℃ 延伸 １􀆰 ５ ｍｉｎ， 循环 ３０ 次； ７２ ℃ 最后延伸

５ ｍｉｎ， 相关引物信息见表 ２。
１􀆰 ３􀆰 ６　 血清型分型

根据文献 ［８－１１］ 对 ＰＣＲ 鉴定正确的菌落进行

ＳＳ、 Ｐｍ、 ＧＰＳ、 ＡＰＰ 血清型分型， 血清分型引物信

息见表 ３。 引物由武汉擎科生物科技有限公司合成。

表 ３　 血清型鉴定引物信息

血清型 引物序列 （５′→３′） 产物大小 ／ ｂｐ 退火温度 ／ ℃

ＳＳ－１
Ｆ： ＡＡＴＣＡＴＧＧＡＡＴＡＡＡＧＣＧＧＡＧＴＡＣＡＧ
Ｒ： ＡＣＡＡＴＴＧＡＴＡＣＧＴＣＡＡＡＡＴＣＣＴＣＡＣＣ

５５０ ５５

ＳＳ－２
Ｆ： ＧＡＴＴＴＧＴＣＧＧＧＡＧＧＧＴＴＡＣＴＴＧ
Ｒ： ＴＡＡＡＴＡＡＴＡＴＧＣＣＡＣＴＧＴＡＧＣＧＴＣＴＣ

４５０ ５５

ＳＳ－７
Ｆ： ＧＡＴＧＡＴＴＴＡＴＧＧＣＡＣＣＣＧＡＧＴＡＡＧＣ
Ｒ： ＡＧＴＣＡＣＡＡＴＴＧＣＴＧＧＴＣＣＴＧＡＣＡＣＣ

１５０ ５５

ＳＳ－９
Ｆ： ＧＧＧＡＴＧＡＴＴＧＣＴＣＧＡＣＡＧＡＴ
Ｒ： ＣＣＧＡＡＧＴＡＴＣＴＧＧＧＣＴＡＣＴＧ

３００ ５５

Ｐｍ－Ａ
Ｆ： ＴＧＣＣＡＡＡＡＴＣＧＣＡＧＴＣＡＧ
Ｒ： ＴＴＧＣＣＡＴＣＡＴＴＧＴＣＡＧＴＧ

１ ０４８ ５６

·７７·畜牧与兽医　 ２０２５ 年　 第 ５７ 卷　 第 ５ 期



终校

续表３

血清型 引物序列 （５′→３′） 产物大小 ／ ｂｐ 退火温度 ／ ℃

Ｐｍ－Ｂ
Ｆ： ＣＡＴＴＴＡＴＣＣＡＡＧＣＴＣＣＡＣＣ
Ｒ： ＧＣＣＣＧＡＧＡＧＴＴＴＣＡＡＴＣＣ

７６０ ５６

Ｐｍ－Ｄ
Ｆ： ＴＴＡＣＡＡＡＡＧＡＡＡＧＡＣＴＡＧＧＡＧＣＣＣ
Ｒ： ＣＡＴＣＴＡＣＣＣＡＣＴＣＡＡＣＣＡＴＡＴＣＡＧ

６５７ ５６

Ｐｍ－Ｅ
Ｆ： ＴＣＣＧＣＡＧＡＡＡＡＴＴＡＴＴＧＡＣＴＣ
Ｒ： ＧＣＴＴＧＣＴＧＣＴＴＧＡＴＴＴＴＧＴＣ

５１１ ５６

Ｐｍ－Ｆ
Ｆ： ＡＡＴＣＧＧＡＧＡＡＣＧＣＡＧＡＡＡＴＣＡＧ
Ｒ： ＴＴＣＣＧＣＣＧＴＣＡＡＴＴＡＣＴＣＴＧ

８５１ ５６

ＧＰＳ－１
Ｆ： ＣＴＧＴＧＴＡＴＡＡＴＣＴＡＴＣＣＣＣＧＡＴＣＡＴＣＡＧＣ
Ｒ： ＧＴＣＣＡＡＣＡＧＡＡＴＴＴＧＧＡＣＣＡＡＴＴＣＣＴＧ

１８０ ５９

ＧＰＳ－２
Ｆ： ＣＴＡＡＣＡＡＧＴＴＡＧＧＴＡＴＧＧＡＧＧＧＴＴＴＴＧＧＴＧ
Ｒ： ＧＧＣＡＣＴＧＡＡＴＡＡＧＧＧＡＴＡＡＴＴＧＴＡＣＴＧ

２９５ ５９

ＧＰＳ－３
Ｆ： ＣＡＴＧＧＴＧＴＴＴＡＴＣＣＴＧＡＣＴＴＧＧＣＴＧＴ
Ｒ： ＴＣＣＡＣＡＴＧＡＧＧＣＣＧＣＴＴＣＴＡＡＴＡＴＡＣＴ

６５０ ５９

ＧＰＳ－４
Ｆ： ＧＧＴＴＡＡＧＡＧＧＴＡＧＡＧＣＴＡＡＧＡＡＴＡＧＡＧＧ
Ｒ： ＣＴＴＴＣＣＡＣＡＡＣＡＧＣＴＣＴＡＧＡＡＡＣＣ

３２０ ５９

ＧＰＳ－５
Ｆ： ＣＣＡＣＴＧＧＡＴＡＧＡＧＡＧＴＧＧＣＡＧＧ
Ｒ： ＣＣＡＴＡＣＡＴＣＴＧＡＡＴＴＣＣＴＡＡＧＣ

４５０ ５９

ＧＰＳ－６
Ｆ： ＧＡＴＴＣＴＧＡＴＧＡＴＴＴＴＴＧＧＣＴＧＡＣＧＧＡＡＣＧ
Ｒ： ＣＣＴＡＴＴＣＴＧＴＣＴＡＴＡＡＧＣＡＴＡＧＡＣＡＧＧＡＣ

３６０ ５９

ＧＰＳ－７
Ｆ： ＣＴＣＣＧＡＴＴＴＣＡＴＣＴＴＴＴＣＴＡＴＧＴＧＧ
Ｒ： ＣＧＡＴＡＡＡＣＣＡＴＡＡＣＡＡＴＴＣＣＴＧＧＣＡＣ

４９０ ５９

ＧＰＳ－８
Ｆ： ＧＧＡＡＧＧＧＧＡＴＴＡＣＴＡＣＴＡＣＣＴＧＡＡＡＧ
Ｒ： ＣＴＣＣＡＴＡＧＡＡＣＣＴＧＣＴＧＣＴＴＧＡＧ

６５０ ５９

ＧＰＳ－９
Ｆ： ＡＧＣＣＡＣＡＴＣＡＡＴＴＴＴＡＧＣＣＴＣＡＴＣＡ
Ｒ： ＣＣＴＴＡＡＡＴＡＧＣＣＴＡＴＧＴＣＴＧＴＡＣＣ

７１０ ５９

ＧＰＳ－１０
Ｆ： ＧＧＴＧＡＣＡＴＴＴＡＴＧＧＧＣＧＡＧＴＡＡＧＴＣ
Ｒ： ＧＣＡＣＴＧＴＣＡＴＣＡＡＴＡＡＣＡＡＴＣＴＴＡＡＧＡ

７９０ ５９

ＧＰＳ－１１
Ｆ： ＣＣＡＴＣＴＣＴＴＴＡＡＣＴＡＡＴＧＧＧＡＣＴＧ
Ｒ： ＧＧＡＣＧＣＣＡＡＧＧＡＧＴＡＴＴＡＴＣＡＡＡＴＧ

８９０ ５９

ＧＰＳ－１２
Ｆ： ＡＴＧＧＣＴＣＡＣＧＡＴＣＣＧＡＡＡＧ
Ｒ： ＡＴＴＴＣＣＣＴＴＴＣＣＴＡＡＡＣＧＣ

５０８ ５９

ＧＰＳ－１３
Ｆ： ＧＣＴＧＧＡＧＧＡＧＴＴＧＡＡＡＧＡＧＴＴＧＴＴＡＣ
Ｒ： ＣＡＡＴＣＡＡＡＴＧＡＡＡＣＡＡＣＡＧＧＡＡＧＣ

８４０ ５９

ＧＰＳ－１４
Ｆ： ＧＣＴＧＧＴＴＡＴＧＡＣＴＡＴＴＴＣＴＴＴＣＧＣＧ
Ｒ： ＧＣＴＣＣＣＡＡＧＡＴＴＡＡＡＣＣＡＣＡＡＧＣＡＡＧ

７３０ ５９

ＧＰＳ－１５
Ｆ： ＣＡＡＧＴＴＣＧＧＡＴＴＧＧＧＡＧＣＡＴＡＴＡＴＣ
Ｒ： ＣＣＴＡＴＡＴＣＡＴＴＴＧＴＴＧＧＡＴＧＴＡＣＧ

５５０ ５９

ＡＰＰ－１
Ｆ： ＣＴＧＧＡＧＴＡＡＴＴＡＣＧＧＣＧＡＣＴＡＴＴＣＣ
Ｒ： ＡＧＧＡＧＡＡＧＣＴＡＧＴＡＧＴＡＣＴＴＧＣＡＴＴＴＴＣ

９５９ ５８

ＡＰＰ－２
Ｆ： ＧＡＧＴＧＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＣＴＣＴＧＧＴＴＣ
Ｒ： ＴＡＣＣＡＡＴＡＡＣＴＧＴＴＧＣＡＡＣＴＡＡＣＧＣ

２４７ ５８

ＡＰＰ－３
Ｆ： ＴＴＧＴＡＧＡＧＣＣＣＧＣＣＡＧＡＴＴＴＡＣＧ
Ｒ： ＣＡＴＴＣＧＣＡＣＣＡＧＣＡＡＴＣＡＣＣ

５００ ５８

ＡＰＰ－４
Ｆ： ＣＡＧＣＡＴＧＧＧＴＴＴＧＧＴＣＣＴＧＴＴＧ
Ｒ： ＧＧＣＴＴＴＣＴＣＣＧＴＧＴＡＴＧＡＡＴＡＡＡＧＴＧ

２０４ ５８
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续表３

血清型 引物序列 （５′→３′） 产物大小 ／ ｂｐ 退火温度 ／ ℃

ＡＰＰ－５
Ｆ： ＡＧＣＣＡＣＡＡＧＡＣＣＣＧＡＡＴＧＧＴＡＴＡＡＴＧ
Ｒ： ＣＣＡＴＣＡＡＡＴＧＣＡＧＣＴＴＣＡＡＧＧＡＧＣ

８２５ ５８

ＡＰＰ－６
Ｆ： ＴＧＡＣＴＧＧＣＴＴＣＧＴＧＡＡＡＡＴＧＡＧ
Ｒ： ＧＴＣＴＧＡＡＧＴＴＴＴＡＴＴＣＧＣＡＧＣＴＣＣ

７１８ ５８

ＡＰＰ－７
Ｆ： ＴＴＧＧＡＡＴＧＧＡＴＴＣＡＴＧＡＴＴＧＧＧＣ
Ｒ： ＣＧＧＡＡＡＴＧＧＣＣＴＡＴＴＧＡＡＡＡＡＣＧ

６０１ ５８

ＡＰＰ－８
Ｆ： ＡＣＡＴＣＣＡＡＧＣＣＧＴＴＣＴＣＣＡＧ
Ｒ： ＣＡＴＣＣＡＴＧＡＧＣＣＡＡＴＧＡＧＧＧ

１ １２６ ５８

ＡＰＰ－９
Ｆ： ＧＴＡＧＧＡＣＧＴＧＧＴＡＡＡＡＣＡＴＴＧＡＧＧＣ
Ｒ： ＡＣＧＧＧＴＧＣＡＡＴＴＴＣＴＡＡＡＧＣＴＧ

２ １０５ ５８

ＡＰＰ－１０
Ｆ： ＧＧＴＧＧＴＧＡＴＧＧＡＡＣＡＡＧＧＴＴＡＴＧＧ
Ｒ： ＣＴＧＴＡＡＴＴＧＡＴＧＣＧＡＡＡＴＡＧＴＡＧＡＴＴＧＧＴＧＣ

１８３ ５８

ＡＰＰ－１２
Ｆ： ＴＡＡＡＧＧＴＡＴＴＡＴＡＡＣＧＣＣＧＧＣＴＣＴ
Ｒ： ＣＴＣＣＣＡＴＣＴＧＴＴＧＴＣＴＡＡＧＴＡＧＴＡＧ

３４７ ５８

ＡＰＰ－１３
Ｆ： ＧＴＴＧＴＧＴＡＴＣＧＡＧＧＴＴＧＧＣＡＴＴＴＣ
Ｒ： ＡＴＧＴＡＡＡＧＧＡＴＣＴＡＡＧＣＣＧＴＧＴＧ

６６５ ５８

ＡＰＰ－１４
Ｆ： ＴＧＣＡＴＴＡＣＧＣＴＴＡＴＡＴＴＣＴＧＡＡＴＧＧ
Ｒ： ＴＴＧＴＣＧＡＴＣＧＡＧＡＧＧＧＡＧＴＡＡＣＧ

１ ９１１ ５８

ＡＰＰ－１５
Ｆ： ＧＣＡＡＣＴＴＧＧＡＧＡＡＣＡＴＧＧＴＴＡＡＡＴＣＡＡＧ
Ｒ： ＣＡＡＣＣＣＴＣＣＡＡＴＧＴＡＡＧＣＧＡＡＧＧ

１ ５９５ ５８

１􀆰 ３􀆰 ７　 药敏试验

采用 Ｋｉｒｂｙ－Ｂａｕｅｒ （Ｋ－Ｂ） 纸片琼脂扩散法测定

临床分离菌株的耐药性。 将细菌接种于含有 １０％
ＮＢＣＳ 和 ０􀆰 ０１％ ＮＡＤ 的 ＴＳＡ 培养基上， ３７ ℃过夜培

养。 挑取单个菌落接种于含 １０％ ＮＢＣＳ 和 ０􀆰 ０１％
ＮＡＤ 的 ＴＳＢ 培养基中， ３７ ℃、 １８０ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡培养

１２ ｈ， 用生理盐水调整菌液浓度至 ０􀆰 ５ 麦氏单位。 用

无菌棉签蘸取适量菌液均匀涂布到含 １０％ ＮＢＣＳ 和

０􀆰 ０１％ ＮＡＤ 的 ＴＳＡ 培养基表面。 待培养基表面充分

吸收菌液后， 放置药敏纸片紧贴于培养基表面， 于

３７ ℃恒温培养 １８ ～ ２４ ｈ。 培养完成后测量抑菌圈直

径， 记录结果， 并根据药敏纸片产品说明书判定分离

菌株对药物的敏感性。

２　 结果

２􀆰 １　 临床样品中 ４ 种病原菌的 ＰＣＲ 检测

对 １ ８９５ 份临床样品进行 ４ 种呼吸道病原菌 ＰＣＲ
检测， 部分样品 ＰＣＲ 产物电泳图见图 １ ～图 ４。 检测

结果显示， ４ 种呼吸道病原阳性样品总检出率为

３９􀆰 ６８％ （７５２ ／ １ ８９５）； ＳＳ、 Ｐｍ、 ＧＰＳ、 ＡＰＰ 的检出

率分别为 ２０􀆰 １１％ （３９１ ／ １ ８９５）、 ７􀆰 ３９％ （１４０ ／ １ ８９５）、
６􀆰 ６５％ （１２６ ／ １ ８９５）、 １４􀆰 ３５％ （２７２ ／ １ ８９５）； 湖北、
河南和湖南 ３ 个地区均检测到 ４ 种呼吸道病原菌的存

在， 其中 ＳＳ 检出率最高 （表 ４）。

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １～７􀆰 样品； ８􀆰 阳性对照； ９􀆰 阴性对照。

图 １　 ＳＳ 的 ＰＣＲ 产物扩增结果

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １～１０􀆰 样品； １１􀆰 阳性对照； １２􀆰 阴性对照。

图 ２　 Ｐｍ 的 ＰＣＲ 产物扩增结果
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Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １～７􀆰 样品； ８􀆰 阳性对照； ９􀆰 阴性对照。

图 ３　 ＧＰＳ 的 ＰＣＲ 产物扩增结果

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １～７􀆰 样品； ８􀆰 阳性对照； ９􀆰 阴性对照。

图 ４　 ＡＰＰ 的 ＰＣＲ 产物扩增结果

表 ４　 呼吸道细菌性病原 ＰＣＲ 检测阳性样品统计

地区 样品数 ／ 份
阳性样品

总数 ／ 份

不同病原阳性样品数 ／ 份

ＳＳ Ｐｍ ＧＰＳ ＡＰＰ

湖北 ９２２ ３４９ １５８ ６８ ５５ １３８

河南 ５３２ ２５７ １３９ ４０ ４５ ９６

湖南 ４４１ １４６ ８４ ３２ ２６ ３８

合计 １ ８９５ ７５２ ３８１ １４０ １２６ ２７２

２􀆰 ２　 不同阶段猪群感染情况分析

对各阶段猪群中 ＳＳ、 Ｐｍ、 ＧＰＳ 和 ＡＰＰ 阳性样品

进行统计分析， 结果显示 ＳＳ 在保育阶段的检出率最

高 （３１􀆰 ５１％）， 其次为生长育肥猪和后备母猪， 检

出率分别达到 ２０􀆰 ４９％和 １８􀆰 ７２％； Ｐｍ 在生长育肥阶

段检出率较高 （１６􀆰 ８４％）； 在保育阶段， ＧＰＳ 的检

出率高达 ２０􀆰 ２１％， 而在其他生长阶段的猪群样品

中， ＧＰＳ 的检出率则较低； ＡＰＰ 在生长育肥阶段的

检出率最高， 达到 ３１􀆰 ６９％， 其次在后备母猪群和生

产母猪群样品中检出率也达到 ２１􀆰 ９３％ 和 １５􀆰 ３７％
（表 ５）。

表 ５　 不同阶段猪群呼吸道病原检出情况

猪只类型 样品数 ／ 份
不同病原阳性样品数 ／ 份

ＳＳ Ｐｍ ＧＰＳ ＡＰＰ

哺乳仔猪 ８８ １６ ０ ３ ０

保育猪 ５８４ １８４ ２ １１８ １２

生长育肥猪 ３６６ ７５ ６２ ２ １１６

后备母猪 １８７ ３５ １９ １ ４１

生产母猪 ６７０ ７１ ５７ ２ １０３

合计 １ ８９５ ３８１ １４０ １２６ ２７２

２􀆰 ３　 病原菌混合感染情况分析

对检出 ＳＳ、 Ｐｍ、 ＧＰＳ、 ＡＰＰ 的 ７５２ 份阳性样品

进行统计分析， 发现存在单一感染、 双重感染和三重

感染等现象 （表 ６）。 单一感染占比达 ７５􀆰 ６６％， 其中

ＳＳ 占比最高为 ３１􀆰 ９１％， 其 次 依 次 为 ＡＰＰ 占 比

２４􀆰 ０７％， Ｐｍ 占比 １０􀆰 ７７％， ＧＰＳ 占比 ８􀆰 ９１％； 双重

感染占比达 ２３􀆰 ８０％， 其中 ＳＳ＋ＧＰＳ 和 ＳＳ＋ＡＰＰ 是最

常见的双重感染类型； 三重感染类型为 ＳＳ ＋ＧＰＳ ＋
ＡＰＰ， 占比 ０􀆰 ５３％。

混合感染结果显示， 单一感染占比达 ７５􀆰 ６６％
（５６９ ／ ７５２）， 以 ＳＳ 感 染 为 主； 双 重 感 染 占 比 达

２３􀆰 ８０％ （１７９ ／ ７５２）， 以 ＳＳ ＋ＧＰＳ 和 ＳＳ ＋ＡＰＰ 为主；
三重感染类型占比为 ０􀆰 ５３％ （４ ／ ７５２）， 只有 ＳＳ ＋
ＧＰＳ＋ＡＰＰ 一种类型。

表 ６　 混合感染类型情况

感染类型 感染类型 阳性样品数 比例 ／ ％

单一感染 ＳＳ ２４０ ３１􀆰 ９１

Ｐｍ ８１ １０􀆰 ７７

ＧＰＳ ６７ ８􀆰 ９１

ＡＰＰ １８１ ２４􀆰 ０７

双重感染 ＳＳ＋Ｐｍ ２９ ３􀆰 ８６

ＳＳ＋ＧＰＳ ６２ ８􀆰 ２４

ＳＳ＋ＡＰＰ ５８ ７􀆰 ７１

Ｐｍ＋ＧＰＳ ４ ０􀆰 ５３

Ｐｍ＋ＡＰＰ ２６ ３􀆰 ４６

三重感染 ＳＳ＋ＧＰＳ＋ＡＰＰ ４ ０􀆰 ５３

２􀆰 ４　 病原菌分离与血清型鉴定

通过对口鼻拭子和组织病料进行平板接种培养，
根据呼吸道病原菌的菌落形态特点挑取疑似的单菌落
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进行分离纯化， 获得 ４ 种不同形态特点的单一菌落。
对这 ４ 种菌落进行革兰染色镜检， 结果显示 ３ 种病原

菌为革兰阴性菌， １ 种病原菌为革兰阳性菌。
用分离纯化得到的菌株提取 ＤＮＡ 为模版进行

ＰＣＲ 扩增 ＳＳ、 Ｐｍ、 ＧＰＳ 和 ＡＰＰ 的相关特异性基因，
结果显示在 ６８９、 ４５７、 ８２２ 和 ４２２ ｂｐ 处分别出现特

异性条带。 共分离得到菌株 ２１８ 株， 其中 ＳＳ 菌株

１５７ 株， Ｐｍ 菌株 １５ 株， ＧＰＳ 菌株 ２０ 株， ＡＰＰ 菌株

２６ 株。
对分离得到的 １５７ 株 ＳＳ、 １５ 株 Ｐｍ、 ２０ 株 ＧＰＳ

和 ２６ 株 ＡＰＰ 进行 ＰＣＲ 血清分型并进行统计分析，
结果显示， ＳＳ 主要流行血清型为 ２ 型 （部分检测结

果见图 ７）； Ｐｍ 流行血清型为 Ａ、 Ｄ 型 （部分检测结

果见图 ８）； ＧＰＳ 主要流行血清型为 ５ 型， 其次为 ７
型 （部分检测结果见图 ９）； ＡＰＰ 主要流行血清型为

１ 型 （部分检测结果见图 １０）。 详细数据见表 ７。

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １～１２􀆰 临床分离菌株； １３􀆰 阴性对照。

图 ５　 ＳＳ 分离株的血清分型

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １～７􀆰 临床分离菌株； １２􀆰 阴性对照。

图 ６　 Ｐｍ 分离株的血清分型

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １～８􀆰 临床分离菌株； ９􀆰 阴性对照。

图 ７　 ＧＰＳ 分离株的血清分型

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １～１６􀆰 临床分离菌株； １７􀆰 阴性对照。

图 ８　 ＡＰＰ 分离株的血清分型

表 ７　 不同菌株血清型分型情况

病原菌 血清型 菌株数量

ＳＳ １ １３

２ ７６

７ ２９

９ ２４

未定型 １５

Ｐｍ Ａ ８

Ｄ ７

ＧＰＳ ４ ７

５ １１

１２ ２

ＡＰＰ １ １３

２ １

３ ３

４ １

５ ４

７ １

１２ １

１５ ２
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２􀆰 ５　 病原菌药物敏感性分析

药敏试验结果显示， 选取的 １０ 种抗生素中， ＳＳ
分离菌株对链霉素、 庆大霉素、 替米考星和林可霉素

耐药性较高， 耐药率占 ６０％以上； 而对阿莫西林、
头孢噻呋和氟苯尼考敏感率占 ７０ 以上。 Ｐｍ 分离菌株

对头孢噻呋、 替米考星、 多西环素、 氟苯尼考和恩诺

沙星敏感率占 ６０％以上， 对林可霉素则大多表现出

耐药， 占比达 ６６􀆰 ６７％。 ＧＰＳ 分离菌株对头孢噻呋和

氟苯尼考表现出高度耐药， 耐药率达 ８５％以上。 ＡＰＰ
分离菌株对头孢噻呋、 替米考星和恩诺沙星敏感率占

６５％以上 （表 ８）。

表 ８　 药敏试验结果

抗菌药
不同病原菌分离株对药物的敏感占比 ／ ％ 不同判定结果的抑菌圈直径 ／ ｍｍ

ＳＳ Ｐｍ ＧＰＳ ＡＰＰ 耐药 中介 敏感

青霉素 ５４􀆰 １４ ６􀆰 ６７ １５􀆰 ００ ２６􀆰 ９２ ≤１９ ２０～２７ ≥２８

阿莫西林 ７１􀆰 ３４ ４６􀆰 ６７ ２０􀆰 ００ １９􀆰 ２３ ≤１３ １４～１７ ≥１８

头孢噻呋 ８１􀆰 ５３ ８０􀆰 ００ ９０􀆰 ００ ７６􀆰 ９２ ≤１７ １８～２０ ≥２１

链霉素 ７􀆰 ０１ ２０􀆰 ００ ５􀆰 ００ ２３􀆰 ０８ ≤１１ １２～１４ ≥１５

庆大霉素 １１􀆰 ４６ ６􀆰 ６７ １０􀆰 ００ ２６􀆰 ９２ ≤１２ １３～１４ ≥１５

替米考星 １７􀆰 ２０ ６０􀆰 ００ ３５􀆰 ００ ８０􀆰 ７７ ≤１４ １５～１７ ≥１８

多西环素 １１􀆰 ４６ ６０􀆰 ００ ４０􀆰 ００ ５７􀆰 ６９ ≤１２ １３～１５ ≥１６

氟苯尼考 ７８􀆰 ９８ ６６􀆰 ６７ ８５􀆰 ００ ５３􀆰 ８５ ≤１７ １８～２０ ≥２１

恩诺沙星 ６６􀆰 ８８ ８０􀆰 ００ ４５􀆰 ００ ６５􀆰 ３８ ≤１６ １７～２２ ≥２３

林可霉素 ９􀆰 ５５ １３􀆰 ３３ ４０􀆰 ００ ３０􀆰 ７７ ≤１３ １４～１７ ≥１８

３　 讨论

本研究采集了 ２０１９—２０２２ 年年华中部分地区的

４５ 个规模化猪场的 １ ８９５ 份病料， 进行了 ４ 种呼吸道

细菌性病原包括 ＳＳ、 Ｐｍ、 ＧＰＳ 和 ＡＰＰ 的检测， 结果

表明， ４ 种呼吸道细菌性病原总体阳性检出率达

３９􀆰 ６８％ （７５２ ／ １ ８９５）， 其中病原菌检出率由高到低

依次为 ＳＳ、 ＡＰＰ、 Ｐｍ 和 ＧＰＳ， 这与 Ｚｈａｎｇ 等［１２］所报

道的检出比例趋势大致相同， 提示 ＳＳ 和 ＡＰＰ 应为华

中地区重点关注和防范的呼吸道细菌性病原。 本研究

中 ＡＰＰ 检出率相对较高， 这可能与样品来源地区猪

群所流行的呼吸道病原菌不同有关； 其次， ＡＰＰ 能

够感染各年龄段的猪只， 以 ２ ～ ４ 月龄的保育猪最为

易感［１３］， 本研究样品主要来源于保育和生长育肥阶

段具有呼吸道症状的患病猪只， 这可能也是 ＡＰＰ 检

出率相对较高的原因之一。
ＳＳ、 Ｐｍ 和 ＧＰＳ 均为猪呼吸道常在菌， 定植于猪

的鼻腔、 扁桃体和气管等位置， 在健康猪体内一般不

会引起发病， 而当猪的免疫系统受到抑制或处于应激

状态时， 可能会引发感染， 导致猪发生多种疾病［２］。
通过分析不同阶段猪群呼吸道病原检出情况， 发现哺

乳阶段猪群的 ４ 种呼吸道病原阳性检出率较低， 在保

育阶段 ＳＳ 和 ＧＰＳ 的检出率较高， 在生长育肥阶段则

是 ＡＰＰ 和 ＳＳ 的检出率较高， 这可能是因为哺乳仔猪

体内存在母源抗体， 仔猪呼吸系统尚处于发育阶段，

加之此时养殖关注度高， 栏舍内环境、 密度等各方面

饲养管理水平较高， 所以哺乳仔猪发生呼吸道病原菌

感染概率较低。 而进入保育阶段之后， 仔猪失去了母

源抗体的保护， 同时又受到外界环境的刺激， 群体饲

养密度变大、 季节交替以及通风等其他饲养管理方面

存在不足， 常常导致呼吸道疾病的发生， 提示从保育

阶段就要开始注重对呼吸道病原菌的防控。
ＰＲＤＣ 可由细菌、 病毒、 寄生虫等多种病原混合

感染引起， 临床上常见的感染途径为原发性病原

（如猪繁殖与呼吸综合征病毒、 猪圆环病毒、 伪狂犬

病病毒等） 率先侵入猪的呼吸系统， 破坏其防御屏

障， 引起免疫抑制， 从而降低猪只抵抗力， 随后与猪

只体内的条件性致病菌或外源性致病菌 （如 ＳＳ、
Ｐｍ、 ＧＰＳ、 ＡＰＰ） 共同感染引起呼吸道疾病［１４］。 本

研究中， 多数猪场虽然将猪繁殖与呼吸综合征、 猪圆

环病毒病、 伪狂犬病等疫苗纳入常规免疫， 但部分猪

场仍然存在猪繁殖与呼吸综合征病毒、 猪圆环病毒、
伪狂犬病病毒的感染 （数据未展示）。 此外， 断奶、
转群、 饲养密度大、 饲养环境恶劣或管理水平低下等

因素也可诱发猪群呼吸道疾病的发生。 防控 ＰＲＤＣ 不

仅要重视细菌性病原的感染， 还需从病毒性病原感染

和饲养管理等方面加以考虑。
据报道， ＳＳ 至少可分为 ２９ 种血清型， ＧＰＳ 可分

为 １５ 种血清型， 而 ＡＰＰ 目前已知有 １９ 种血清

型［１５－１７］。 然而， 不同地区的呼吸道病原菌优势血清
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终校

型不同， 且不同血清型之间缺乏交叉保护作用。 对分

离得到的 ２１８ 株呼吸道病原菌进行血清型分型鉴定，
结果 ＳＳ 主要流行血清型是 ２ 型， 这与赵战勤等［１８］ 报

道相符； Ｐｍ 流行血清型仍为 Ａ 和 Ｄ 型， 这与彭忠

等［１９］报道相一致； ＧＰＳ 优势血清型为 ５ 和 ４ 型， 这

与 Ｚｈａｎｇ 等［１２］ 报道一致； ＡＰＰ 流行血清型为 １ 型，
与张飞等［２０］报道相符。 通过本研究对华中部分地区

猪呼吸道病原菌流行血清型分布进行调查， 为该地区

防控猪呼吸道细菌性疾病提供流行病学数据， 可以及

早采取针对性预防措施。
本研究中， 多数猪场定期按季度或生产阶段对群

体进行药物保健、 季度保健、 转群保健、 分娩保健

等， 常用的保健药物包括阿莫西林、 氟苯尼考、 泰乐

菌素、 替米考星、 多西环素等。 选取 β－内酰胺类、
氨基糖苷类、 大环内酯类、 喹诺酮类、 林可酰胺类、
四环素类和酰氨醇类等 ７ 类 １０ 种临床常用抗生素对

分离菌株进行药敏试验， 结果显示， 大多数菌株表现

出对氨基糖苷类药物 （链霉素和庆大霉素） 耐药，
这与曹琪等［２１］ 报道一致； ４ 种呼吸道病原菌对于头

孢噻呋和氟苯尼考大多表现敏感。 在实际的生产中，
一方面养殖场内兽药种类、 剂型、 规格多样； 另一方

面基层人员兽医相关专业素养较为薄弱， 同时对于猪

群呼吸道细菌性病原的诊断具有滞后性， 导致养殖场

内的兽药存在使用不规范或者未真正针对病因用药，
导致兽药的使用成本增加， 同时疾病的控制效果不

佳， 使得疾病的损失进一步加大。 因此， 有必要在养

殖场内建立科学的疾病诊疗方案， 充分掌握场内细菌

性病原的耐药性， 使用敏感抗生素进行疾病的治疗；
同时建立规范的兽药使用管理制度， 避免兽药的误

用、 滥用， 减少细菌耐药性的产生。
综上所述， 华中地区现阶段猪场呼吸道细菌性病

原中， ＳＳ 较为流行， 且 ＳＳ 多与其他呼吸道致病菌，
如 Ｐｍ、 ＧＰＳ、 ＡＰＰ 等混合感染。 华中地区 ＳＳ 流行血

清型为 ２ 型， Ｐｍ 流行血清型为 Ａ 和 Ｄ 型， ＧＰＳ 流行

血清型为 ５ 和 ４ 型， ＡＰＰ 流行血清型为 １ 型。 呼吸道

分离菌株对链霉素和庆大霉素表现出高耐药性， 而对

头孢噻呋和氟苯尼考则较为敏感。 本研究对华中地区

猪场呼吸道病原菌感染进行了系统的流行病学调查，
为该地区呼吸道病原菌感染的防控提供了参考。
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