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　　仔猪腹泻伴有不同程度的腹泻、脱水、自身免
疫力下降，是仔猪死亡和继发其他疾病的重要原

因，影响养猪生产效率和盈利情况，给养猪业带来

严重的经济损失，主要体现在发病率高、降低日增

质量、延长出栏时间、饲料转化率下降、饲料成本增

加等［１－２］。仔猪腹泻是病原体、肠道环境和管理之

间相互作用的结果，其中病原体的感染是导致仔猪

发生腹泻的主要原因，根据病原体的不同，细菌引

发的可分为埃希氏大肠杆菌、沙门氏菌、产气荚膜

梭菌等；病毒引发的如流行性腹泻病毒、传染性胃

肠炎病毒、非洲猪瘟病毒等；寄生虫引发的如刚地

弓形虫、艾美耳球虫等［３］。鉴于细菌性腹泻在规模

化养猪场患病中的普遍性和重要性，为进一步了解

淮安地区苏淮仔猪腹泻细菌性病原流行病学和抗

生素耐药情况，本试验采集腹泻仔猪的肛拭子样本

进行了细菌的分离鉴定、致病力试验及耐药性分

析，旨在为疾病防控、减抗禁抗、食品安全提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　样品来源　２０２０年１月至４月采集来自淮
安地区３个苏淮猪养殖场出现腹泻症状的仔猪肛拭
子９５份。发病仔猪主要表现为精神不振、食欲不
佳、被毛耸乱、拉黄白色稀软或水样粪便等。以灭

菌棉拭子采集发病仔猪肛拭样品置于灭菌 ＥＰ中，
保存于－２０℃冰箱待用。
１．１．２　试验材料　麦康凯琼脂培养基、ＳＳ琼脂培
养基、ＭＨ琼脂培养基、ＭＨ液体培养基均购自青岛
海博生物技术有限公司；无菌脱纤维兔血琼脂培养

基的制备参考文献［４］；兽医临床常用药敏纸片均
购自杭州微生物试剂有限公司，包括红霉素、阿奇

霉素、克林霉素、林可霉素、链霉素、庆大霉素、多西

环素、四环素、头孢唑啉、青霉素、利福平、氧氟沙星。

１．２　方法
１．２．１　细菌的富集、分离与纯化　将采集的肛拭子
接种于 ５ｍＬＭＨ液体培养基中，３７℃恒温培养
１２ｈ。然后用接种环按照常规细菌分离方法分别接
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种（“Ｚ”字形）于麦康凯琼脂培养基、ＳＳ琼脂培养
基，３７℃恒温培养１８～２４ｈ。挑取典型单个菌落接
种于５ｍＬＭＨ液体培养基中，３７℃恒温培养１２ｈ，
划线接种到无菌脱纤维兔血琼脂培养基中，３７℃恒
温培养１８～２４ｈ，观察菌株溶血情况，同时接种到
ＭＨ液体培养基中备用。
１．２．２　革兰氏染色镜检　将无菌脱纤维兔血琼脂
培养基中单个菌落进行涂片、革兰氏染色、显微镜

油镜下观察菌体的形状及染色特性。

１．２．３　细菌生化鉴定试验　将待检菌落按照伯杰
氏生化鉴定手册进行生化鉴定。

１．２．４　动物致病性试验　将小鼠分成 Ａ、Ｂ、Ｃ３
组。Ａ、Ｂ组小鼠分别依据体质量按０．０２ｍＬ／ｇ腹腔
注射经鉴定纯化的大肠埃希氏菌和沙门氏菌菌液，

每种菌注射 ２只，Ｃ组小鼠分别依据体质量按
０．０２ｍＬ／ｇ腹腔注射无菌生理盐水。接种后观察并
剖检发病和死亡的小鼠，统计致病率。

１．２．５　药敏试验　吸取致死小鼠菌液１００μＬ置于
ＭＨ琼脂培养基上，涂布涂匀，３～５ｍｉｎ后，待菌液
干燥后，均匀贴上４片不同的药敏纸片（ｄ＝６ｍｍ），
参照文献［４］的方法，放置恒温箱培养１８～２４ｈ后
测量抑菌环的直径，根据抑菌圈的大小，根据《抗微

生物药物敏感性试验执行标准》［５］判定结果。

２　结果与分析

２．１　细菌分离鉴定结果
对腹泻仔猪肛拭子样本进行选择分离鉴定，由

图１～图６可知，疑似大肠杆菌在麦康凯琼脂培养
基上长出粉红色、光滑、湿润、边缘整齐、直径１．０～
２５ｍｍ的菌落，其中１２株在血琼脂培养基上生成
透明溶血环；挑取典型单个菌落进行革兰氏染色、

镜检，疑似大肠杆菌为两端钝圆、散在或成对、红

色、革兰氏阴性短杆菌。疑似沙门氏菌在ＳＳ琼脂上
长出乳白色、圆形、边缘整齐、光滑、表面有隆起、中

间有针状黑点的小菌落，其中１２株在血琼脂培养基
上生成透明溶血环；挑取典型单个菌落进行革兰氏

染色、镜检，疑似沙门氏菌为无荚膜、无芽孢、散在

的革兰氏阴性直杆菌。

２．２　细菌生化鉴定结果
分离的疑似大肠杆菌最终有７８株能够发酵乳

糖、葡萄糖、麦芽糖、蔗糖和甘露醇，吲哚反应阳性，

ＭＲ反应阳性，Ｖ．Ｐ．反应阴性，柠檬酸盐反应阴性，
三糖铁斜面底部产酸及产气、不生成硫化氢，符合

大肠杆菌的生化特性；分离的疑似沙门氏菌最终有

９２株发酵葡萄糖、麦芽糖、蔗糖和甘露醇，吲哚反应
阴性，ＭＲ反应阳性，Ｖ．Ｐ．反应阴性，柠檬酸盐反应
阳性，三糖铁斜面产碱、底部产酸及产气产硫化氢，

符合沙门氏菌的生化特性。最终，分离鉴定得到７８
株大肠杆菌，分离率为８２．１０％（７８／９５）；分离到９２
株沙门氏菌，分离率为９６．８４％（９２／９５）。
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２．３　细菌致病性试验结果
将分离鉴定的７８株大肠杆菌菌液腹腔注射小

鼠２４ｈ后，小鼠被毛粗乱、喜卧少动、精神沉郁、厌
食、排松软粪便等症状；４８ｈ后开始死亡，剖检发现
腹腔充满黏性黄色渗出物，肝脏、肾脏、脾脏肿大，

肠道膨胀充气，划线培养后均能分离鉴定到大肠杆

菌，大肠杆菌致小鼠死亡率为６５．３８％（５１／７８，溶血
性菌株注射小鼠全部死亡）。将分离鉴定的９２株
沙门氏菌菌液腹腔注射小鼠 ２４ｈ后，小鼠精神萎
靡、战栗、被毛蓬松，少数出现便血、水样粪便等症

状；４８ｈ后开始死亡，剖检发现小鼠肠道充血、腹腔
积水、肝脏和脾脏均有坏死点，划线培养后均能分

离到沙门氏菌，沙门氏菌致小鼠死亡率为９４．５７％
（８７／９２，溶血性菌株注射小鼠全部死亡）；对照组小
鼠均正常。

２．４　细菌耐药性试验结果
对致死小鼠的５１株大肠杆菌和８７株沙门氏菌

进行药敏试验，由表１可知，分离鉴定的５１株大肠
杆菌对林可霉素（１００．００％）、青霉素（９８．０４％）、克
林霉素（９６．０８％）、红霉素（９４．１２％）、阿奇霉素
（９０２０％）高度耐药，其余抗菌药物的耐药率分别
为：利福平（８４．３１％）、链霉素（８２．３５％）、头孢唑啉
（７４５１％）等；分离鉴定的８７株沙门氏菌对青霉素
（９４．２５％）、林可霉素（９０．８０％）、克林霉素（８７３６％）、

表１　大肠埃希氏菌和沙门氏菌分离株对１２种抗菌药物耐药率

抗菌药物
大肠杆菌（ｎ＝５１） 沙门氏菌（ｎ＝８７） 总计（ｎ＝１３８）

耐药菌株数（株） 耐药率（％） 耐药菌株数（株） 耐药率（％） 耐药菌株数（株） 耐药率（％）

红霉素 ４８ ９４．１２ ５２ ５９．７７ １００ ７３．４６

阿奇霉素 ４６ ９０．２０ ４８ ５５．１７ ９４ ６８．１２

克林霉素 ４９ ９６．０８ ７６ ８７．３６ １２５ ９０．５８

林可霉素 ５１ １００．００ ７９ ９０．８０ １３０ ９４．２０

链霉素 ４２ ８２．３５ １６ １８．３９ ５８ ４２．０３

庆大霉素 １６ ３１．３７ ６ ６．９０ ２２ １５．９４

多西环素 ２６ ５０．９８ ７２ ８２．７６ ９８ ７１．０１

四环素 ３０ ５８．８２ ３７ ４２．５３ ６７ ４８．５５

头孢唑啉 ３８ ７４．５１ ４４ ５０．５７ ８２ ５９．４２

青霉素 ５０ ９８．０４ ８２ ９４．２５ １３２ ９５．６５

利福平 ４３ ８４．３１ ３３ ３７．９３ ７６ ５５．０７

氧氟沙星 ５ ９．８０ ３ ３．４５ ８ ５．８０
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多西环素（８２．７６％）高度耐药，其余抗菌药物的耐药
率分别为：红霉素（５９．７７％）、阿奇霉素（５５．１７％）等。
２．５　细菌多重耐药结果

由图７可知，分离菌株多重耐药结果，５１株大
肠杆菌中分离株中８～１０重耐药的占比最大，累计
比例为７２．５５％（３７／５１），其中，最高为９重，耐药比
例为２９．４１％（１５／５１），１～４重耐药菌株数为 ０％
（０／５１）。８７株沙门氏菌分离株中６～８重耐药的占
比最大，累计比例为６８．９６％（６０／８７），其中，最高为
７重，耐药比例为２８．７４％（２５／８７），１～３重和１１～１２
重耐药的菌株数为０％（０／８７）。

３　讨论

根据国家统计局发布数据，受非洲猪瘟疫情的

影响，２０１９年我国生猪存栏３１０４１万头，同比下跌
２７．５％；生猪出栏５４４１９万头，同比下跌２１．６％，而
仔猪作为育肥猪的种苗，提高仔猪存活率至关重

要［６］。腹泻是猪场常见传染病之一，然而腹泻的流

行病学原因却十分复杂，自身生理因素、饲料营养

缺乏、环境应激和饲养管理不当及其他病原体感染

等因素，均可能会导致仔猪肠道生态内环境改变，

使得变形菌门中的大肠杆菌、沙门氏菌、霍乱弧菌

等条件致病菌在内的多种菌群失调，最终导致仔猪

细菌性腹泻等症状［７－８］，Ｈｅｒｍａｎｎ－Ｂａｎｋ等发现，肠
杆菌属、肠球菌属增加了新生仔猪腹泻的风险且与

肠道微生物变异密切相关，且使用疫苗接种或抗生

素治疗效果有限［９］。本试验对当地苏淮猪仔猪腹

泻的细菌性病原进行分离培养鉴定，９５份样本共分
离出 １７０株病菌，大肠杆菌阳性率 ８２．１０％（７８／
９５），沙门氏菌阳性率９６．８４％（９２／９５），混合感染率
为７３．６８％（７０／９５）。黄美州等对甘肃地区新生仔
猪腹泻细菌性病原调查后发现大肠杆菌与沙门氏

菌混合感染最终导致仔猪严重腹泻［１０］；李晨等从贵

州地区７个养殖场１２８份仔猪肠道样本中分离到大
肠杆菌的阳性率为６０．９４％（７８／１２８），沙门氏菌的
阳性率为１６．４１％（２１／１２８）［１１］；李淑红等在湘西北
地区猪场检测到沙门氏菌分离率为 ５５．５６％（１０／
１８），大肠杆菌分离率为４４．４４％（８／１８）［１２］；曲歌等
在吉林地区２１家规模化猪场１１７份仔猪腹泻粪便
样本中进行 ＰＣＲ检测，分离出大肠杆菌１０４份，其
中４９份具有致病性，占样本总数的４２．８８％；分离
出沙门氏菌１９份，其中１５份具有致病性，占样本总
数的１２．８２％［１３］，这进一步说明大肠杆菌在感染仔

猪的普遍性，而沙门氏菌分离率差异性可能是由于

地域差异、动物健康程度及养猪场用药情况不同

所致。

另动物感染试验结果显示，大肠杆菌和沙门氏

菌的致死率分别为 ６５．３８％（５１／７８）和 ９４．５６％
（８７／９２），其中，溶血性菌株的致死率为１００％，表明
淮安地区分离菌株具有较强的毒力因子，与福建泉

州地区大肠杆菌高致死率７１．４３％（３０／４２）［１４］具有
一致性。徐引弟等通过对致病性大肠杆菌开展药

敏纸片试验并对２４个耐药基因进行扩增分析，发现
细菌耐药决定区基因发生变异是引起细菌耐药性

的主要原因，进而从分子手段揭示了耐药细菌株的

基因型和表型具有一定关联性，细菌产生多重耐药

性的机制具有较高的复杂性［１５］。因此，对于苏淮猪

可以参考从抗腹泻基因 ＭＵＣ１３、ＦＵＴ１进行定向选
育，利用分子育种方案从源头上进行腹泻的

防控［１６］。

近年来，养殖业已经大力开始提倡减抗禁抗行

动，但在疾病的预防治疗、自配饲料的使用上，依然

存在抗生素的滥用问题，致使细菌耐药性问题日趋

严重［１７－１８］。本研究对分离获得的致死小鼠大肠杆

菌和沙门氏菌进行了１２种抗菌药的耐药性分析，结
果表明，大肠杆菌和沙门氏菌对林可霉素类和青霉

素类高度耐药，耐药率均超过９０％，除喹诺酮类外，
其他抗菌药均呈现不同程度的耐药率。张青娴等

对分离的１株猪源产超广谱β－内酰胺酶大肠杆菌
同样对青霉素类、头孢类、四环素类、喹诺酮类抗生

素耐药，而对氨基糖苷类抗生素敏感，并通过４种常
见的ＥＳＢＬｓ耐药基因扩增分析，提出加强产酶耐药
菌的监测及保守地使用现有抗生素的观点［１９］。而

李佳瑞等从２５株耐药大肠杆菌携带的主动外排基
因进行研究，ａｃｒＡ、ａｃｒＢ这２种主动外排基因和调控
基因ｍａｒＡ和ｓｏｘＳ的相对表达量和多重耐药的耐
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药谱数呈正相关，调控基因ａｃｒＲ的相对表达量和多
重耐药的耐药谱数呈负相关［２０］。Ｘｕ等对我国北京
等１０个省份的动物、人的非典型致病性大肠杆菌
（ａＥＰＥＣ）进行药敏纸片试验，结果显示，２６７株菌株
中，１２８株（４７．９％）检出多重耐药，４０株耐药菌株
对１０种以上抗菌药物耐药，有４７株（１７．６％）菌株
被鉴定为产超广谱β－内酰胺酶（ＥＳＢＬ），而从多重
耐药情况看，致死小鼠大肠杆菌和沙门氏菌多重耐

药情况严重，４耐及４耐以上菌株高达１００％［２１］，这

一结果与 Ｌｉ等［２２］、田瑞［２３］研究基本一致，其中，Ｌｉ
等研究发现高达７１．２５％（５７／８０）的沙门氏菌菌株
呈现多种药物耐药，对头孢菌素类及氨基糖苷类抗

生素敏感［２２］；田瑞等研究的大肠杆菌分离率为

８６３１％（５８０／６７２），累计产生２３种多重耐药型［２３］。

４　结论

本研究从细菌性病原的角度对致苏淮仔猪腹

泻的病因进行初步分析，发现大肠杆菌、沙门氏菌

是主要致病菌，药敏纸片试验显示２种致病菌均呈
现４重及以上多重耐药性，均对喹诺酮类药物高度
敏感，试验结果可为苏淮猪细菌性腹泻症的病因和

临床治疗提供参考依据。
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