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　　摘要：对来自苏中地区２５个疑似感染多杀性巴氏杆菌的规模化猪场随机采取的２５０份病料，通过涂片镜检、分离
纯化、生化试验、ＰＣＲ鉴定和动物试验，从４个猪场分离出共２１株多杀性巴氏杆菌。采用纸片法检测了分离菌株对
１３种药物的敏感性，其耐药性顺序为：头孢氨苄、复方新诺明 ＞红霉素、链霉素 ＞青霉素 Ｇ、四环素、林可霉素 ＞卡那
霉素＞庆大霉素＞利福平＞诺氟沙星＞氧氟沙星＞氟苯尼考。分离株对氟苯尼考和氧氟沙星敏感的比例分别为８５．
７１％和８０．９５％，可作为临床控制猪多杀性巴氏杆菌病的首选药物。
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　　多杀性巴氏杆菌（Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａｍｕｌｔｏｃｉｄａ）是一种重要的病
原菌，对多种动物和人均有致病性，常引起猪发生肺炎和萎缩

性鼻炎，也是猪呼吸道疾病综合征（ｐｏｒｃｉｎｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｄｉｓｅａｓｅ
ｃｏｍｐｌｅｘ，ＰＲＤＣ）的重要致病因子之一［１］。该菌正常存在于多

种动物的口腔和咽部黏膜，当动物处于应激状态和机体抵抗

力下降时细菌大量繁殖并致病，发生内源性感染［２］。近年

来，苏中地区部分规模化猪场受多杀性巴氏杆菌的侵害呈逐

年上升趋势，尤其是与其他病毒和细菌的混合感染和继发感

染［３］。为此，本试验对苏中地区猪场感染的多杀性巴氏杆菌

进行了分离鉴定及药物敏感性试验，为该地区猪群感染多杀

性巴氏杆菌的药物预防和治疗提供科学依据。

１　材料与设备

１．１　供试菌株与动物
２０１１年８月至２０１２年１２月，从苏中地区２５个疑似感染

多杀性巴氏杆菌的规模化猪场采取猪耳静脉血、肺、心血、脑、

脾、淋巴结等共２５０份病料。通过涂片镜检、分离纯化、生化
试验、ＰＣＲ鉴定和动物试验等方法分离鉴定获得的２１株多杀
性巴氏杆菌菌株。供试动物：健康绵羊４只、健康小白鼠若干
只，均由江苏农牧科技职业学院教学动物医院提供。

１．２　试剂与仪器
试剂：生化试验的糖或醇；革兰氏和美蓝染液；ＭＲ、ＶＰ、

接触酶、脲酶等试验用的试剂；ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰｓ、
ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ等。以上主要试剂均购自正规厂家。仪
器设备：凝胶成像系统、电泳仪、ＰＣＲ扩增仪、ＣＯ２培养箱、超
低温冰箱、生物显微镜等，主要仪器设备均为江苏省动物流行

病学研究中心提供。细菌药敏试纸：选用了青霉素Ｇ、头孢氨
苄、红霉素、复方新诺明、链霉素、卡那霉素、庆大霉素、氧氟沙

星、诺氟沙星、四环素、林可霉素、利福平、氟苯尼考等１３种临

床上常用的抗细菌药敏试纸，均购于正规厂家。

２　试验方法

２．１　培养基
血清和鲜血琼脂平板、鲜血琼脂斜面、麦康凯琼脂平板和

普通肉汤培养基等，以上培养基均按常规方法制备。

２．２　病料采样
从苏中地区２５个疑似感染多杀性巴氏杆菌的规模化猪

场，每个猪场随机采取１０份，共２５０份疑似病料。疑似病猪
生前无菌采取耳静脉血，死后６ｈ内剖检尸体，无菌采取新鲜
的肺、心血、脑、脾、淋巴结等材料。

２．３　菌株分离鉴定
２．３．１　涂片镜检　将上述疑似病料分别按照常规染色法进
行革兰氏染色和美蓝染色，然后镜检。

２．３．２　分离纯化　将镜检结果为革兰氏阴性且美蓝染色为
两极浓染杆菌的疑似病料划线接种于血清琼脂平板和绵羊鲜

血琼脂平板，置 ＣＯ２培养箱中３７℃培养２４ｈ，挑取圆形、透
明、直径１～２ｍｍ的灰白色可疑菌落，抹片革兰氏染色和美
蓝染色，显微镜下观察细菌的形态特点。同时，挑取上述典型

菌落划线接种于绵羊鲜血琼脂斜面上，进行纯培养。取纯培

养的单个典型菌落进行革兰氏染色和美蓝染色，镜检观察纯

培养后细菌的形态和染色特点。并将纯培养物接种于鲜血琼

脂平板、麦康凯琼脂平板和普通肉汤培养基，３７℃有氧条件
下培养，同时设另一组在厌氧条件下培养，观察其生长特性。

２．３．３　生化试验　将接种分离菌的２４ｈ纯培养物，做水杨
酸、葡萄糖、果糖、甘露醇、半乳糖、蔗糖、甘露糖、山梨醇、乳

糖、鼠李糖、菊糖、麦芽糖、阿拉伯明胶等糖（醇）发酵试验。

并按常规方法分别进行硫化氢试验、脲酶试验、接触酶试验、

吲哚试验、ＭＲ试验和ＶＰ试验。
２．３．４　ＰＣＲ鉴定　将上述纯化初步鉴定的细菌进一步用
ＰＣＲ方法确定。用灭菌接种环取少许被检纯培养后菌落与
１００μＬ无菌ＰＢＳ液混匀，取１μＬ菌悬液作 ＰＣＲ模板。按照
唐先春等猪多杀性巴氏杆菌 ＰＣＲ鉴定方法操作［３］。根据巴

氏杆菌 Ｋｍｔｌ基因（Ｎｏ．ＡＦ０１６２５９）序列设计引物 Ｐ１：５′－
ＧＧＴＣＴ－ＴＡＧＡＴＧＡＧＣＧＡＣＡＡＧＧ－３′和 Ｐ２：５′－ＧＣＧＣＴＡＴ－
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ＴＡＣＴＴＣＣＴＴＣＧＴＴＣ－３′，扩增片段大小为４５７ｂｐ，引物由某正
规公司合成。反应体系（５０μＬ）：１０×缓冲液５μＬ，２ｍｍｏｌ／Ｌ
ｄＮＴＰｓ１μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ上下游引物各１μＬ，ＴａｑＥ１μＬ，模板
１μＬ，灭菌 ｄｄＨ２Ｏ４０μＬ。反应条件：９４℃预变性 ４ｍｉｎ；
９４℃ １ｍｉｎ，５９℃１ｍｉｎ，７２℃０．５ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸
１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶电泳后回收测序。
２．４　动物试验

将分离菌纯培养物接种于血清肉汤培养基中，３７℃培养
１２ｈ。用生理盐水将培养悬液稀释菌数约为１０９ＣＦＵ／ｍＬ，分
别腹腔注射５只健康小白鼠，０．２ｍＬ／只，同时设立生理盐水
阴性对照组。在接种后７２ｈ内观察小白鼠死亡情况，并剖检
小白鼠，观察其病理变化，且采取小白鼠心血等病料组织涂

片，染色镜检，并进行细菌分离鉴定。

２．５　药敏试验
将通过以上方法鉴定确定的２１株多杀性巴氏杆菌，利用

上述１３种药敏试纸分别按照常规的纸片法操作进行药敏试
验，通过测量各纸片的抑菌圈（ｍｍ）大小，参照美国国家临床
实验室标准委员会（ＮＣＣＬＳ）提供的判断标准［４］，确定该地区

猪多杀性巴氏杆菌的耐药顺序，进而筛选预防与治疗本病的

首选药物。

３　结果与分析

３．１　镜检结果
镜检可见２５个疑似猪场中有４个猪场、２５０份疑似病料

中共有２１份存在可疑病菌。镜下观察到的细菌为革兰氏阴
性球状短杆菌，散在或成对存在；美蓝染色为两极浓染的球状

杆菌，有荚膜。

３．２　分离鉴定结果
３．２．１　分离纯化鉴定结果　２１株疑似病原菌在血清琼脂平
板和鲜血琼脂平板上均长成边缘整齐、表面光滑、湿润、露珠

样的细小菌落，在鲜血琼脂平板上无溶血现象。对分离菌进

行纯培养，纯培养物为革兰氏阴性短杆菌，无芽孢，两极着色

不明显，美蓝染色两极浓染明显，多数为单个存在。纯培养物

为需氧或兼性厌氧菌，无运动性。再次接种在鲜血琼脂平板

上，呈现露珠样的细小菌落，无溶血；在麦康凯琼脂平板上不

生长；在普通肉汤培养基中，液面开始轻度浑浊，４～５ｄ后液
体变得清晰，管底出现黏稠沉淀，振荡后不浑浊、不分散，表面

形成菌环。

３．２．２　生化试验鉴定结果　２４ｈ后纯培养物能发酵葡萄糖、
果糖、甘露醇、半乳糖、蔗糖、甘露糖、山梨醇和麦芽糖，产酸不

产气；不能发酵水杨酸、乳糖、鼠李糖、菊糖和阿拉伯明胶；脲

酶试验、ＭＲ试验和ＶＰ试验均为阴性；硫化氢试验、接触酶试
验和吲哚试验均为阳性。

３．２．３　ＰＣＲ鉴定结果　对以上分离鉴定的可疑菌株再进行
ＰＣＲ鉴定，产物经琼脂糖凝胶电泳，检测到的大小均一致，与
预期大小高度一致。ＰＣＲ产物经测序分别与巴氏杆菌 Ｋｍｔｌ
基因（Ｎｏ．ＡＦ０１６２５９）序列同源性在９８．３１％以上，扩增序列
同源性较高，引物也设计合理，可用于病原菌的快速鉴定。结

合以上鉴定结果，共鉴定出猪多杀性巴氏杆菌２１株，并主要
来自肺部。

３．３　动物试验结果

接种病料的小白鼠均在１ｄ时间内全部死亡，生理盐水
阴性对照组的小白鼠全部存活。剖检死亡小白鼠，可见腹腔

液明显增多，心包和胸腔有不同程度的浆液性纤维素性渗出

物，心内外膜、肠黏膜出血，肝、淋巴结肿大。采取死亡小白鼠

病料涂片镜检，镜下观察到的细菌为革兰氏阴性短杆菌，美蓝

染色具有明显的两极特性，有荚膜。进一步分离鉴定与病猪

的结果一致。

３．４　药敏试验结果
临床分离的２１株猪源多杀性巴氏杆菌对１３种抗菌药物

的敏感度详见表１。根据敏感度结果，参照 ＮＣＣＬＳ提供的判
断标准［４］，按照“高敏菌株数＋中敏菌株数＝敏感菌株数”和
“低敏率＝耐药率”，确定上述试验药物的耐药率大小顺序
为：头孢氨苄、复方新诺明＞红霉素、链霉素＞青霉素Ｇ、四环
素、林可霉素＞卡那霉素＞庆大霉素 ＞利福平 ＞诺氟沙星 ＞
氧氟沙星＞氟苯尼考。

表１　２１株猪源多杀性巴氏杆菌分离株对１３种药物的敏感度

抗菌药物
菌株数及敏感度（％）

高敏 中敏 低敏 敏感

青霉素Ｇ １（４．７６） ２（９．５２） １８（８５．７１） ３（１４．２９）
头孢氨苄 ０（０） １（４．７６） ２０（９５．２４） １（４．７６）
红霉素 ０（０） ２（９．５２） １９（９０．４８） ２（９．５２）

复方新诺明 ０（０） １（４．７６） ２０（９５．２４） １（４．７６）
链霉素 １（４．７６） １（４．７６） １９（９０．４８） ２（９．５２）
卡那霉素 ３（１４．２９） ５（２３．８１） １３（６１．９０） ８（３８．１０）
庆大霉素 ４（１９．１５） ６（２８．５７） １１（５２．３８） １０（４７．６２）
氧氟沙星 ９（４２．８６） ８（３８．１０） ４（１９．０５） １７（８０．９５）
诺氟沙星 ８（３８．１０） ５（２３．８１） ８（３８．１０） １３（６１．９０）
四环素 １（４．７６） ２（９．５２） １８（８５．７１） ３（１４．２９）
林可霉素 １（４．７６） ２（９．５２） １８（８５．７１） ３（１４．２９）
利福平 ７（３３．３３） ５（２３．８１） ９（４２．８６） １２（５７．１４）
氟苯尼考 １０（４７．６２） ８（３８．１０） ３（１４．２９） １８（８５．７１）

４　小结与讨论

本试验于２０１１年８月至２０１２年１２月从苏中地区２５个
疑似感染多杀性巴氏杆菌的规模化猪场，随机取２５０份疑似
病料，通过分离培养、染色镜检、生化试验、ＰＣＲ鉴定和动物
试验等，共分离出４个猪场、２１株猪多杀性巴氏杆菌，猪场感
染率为１６．０％，总分离率为８．４％。说明猪多杀性巴氏杆菌
感染在苏中地区比较普遍，流行情况较为严重，已对苏中地区

养猪业构成潜在威胁，成为养猪业的重要呼吸道疾病之一，因

此应引起各养猪场和动物防疫部门的高度重视。同时，猪场

的感染率高于总分离率，说明目前养殖场还是以抗生素进行

猪病防治，并长期、大量使用该类药物所致，这样将会导致细

菌的抗药性越来越强，治疗效果将会越来越差，应引起重视。

本试验初步染色镜检时发现菌株有荚膜，通过分离培养

和纯培养，发现荚膜不明显，并两极浓染现象也不明显。通过

动物接种试验后，再次用试验动物病料染色中又发现了荚膜，

这与有关报道基本一致，多杀性巴氏杆菌的荚膜是主要的毒

力因子，强毒株是有荚膜的，弱毒株一般无荚膜，并且荚膜的

形成受到培养物的影响，当培养物中铁受到限制时，荚膜物质

会显著减少［５］。因此，此次试验表明分离的细菌具有较强的

致病力，说明此时间段苏中地区部分规模化猪场受到较强毒

—１９１—江苏农业科学　２０１３年第４１卷第９期



櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
株的感染。在动物试验中，感染的小白鼠在 １ｄ时间内全部
死亡，也说明分离的巴氏杆菌具有较强的致病力。

多杀性巴氏杆菌在分离鉴定时，它的菌落、菌体形态特征

与很多其他细菌相似，如溶血巴氏杆菌、嗜肺巴氏杆菌、波氏

杆菌、放线杆菌等都为革兰氏阴性杆菌，都有两极着色特

性［１］，因此，采用常规染色、生化等方法鉴定难度较大。而

ＰＣＲ引物具有很强的灵敏度和特异性，大大降低了分离细菌
工作的难度。所以采取ＰＣＲ鉴定技术结合生化等试验，可明
显提高多杀性巴氏杆菌的分离鉴定率和准确度，完全适合应

用于本菌株的流行病学调查。

从药敏试验结果看，在测试的１３种抗菌药物中有７种耐
药率在８５％以上，它们分别是头孢氨苄、复方新诺明、红霉
素、链霉素、青霉素Ｇ、四环素、林可霉素，建议这７种抗菌药
在针对猪多杀性巴氏杆菌的临床病例中暂停使用。耐药率在

３０％～６５％的有４种，分别是卡那霉素、庆大霉素、利福平、诺
氟沙星，在选用时应考虑作为次选药物。耐药率在２０％以下
的有２种，分别是氧氟沙星、氟苯尼考，可作为预防和治疗本
病的首选药物。

表１表明，多杀性巴氏杆菌易产生耐药性。本次试验尚
未发现对所有试验药物均敏感的菌株，而猪多杀性巴氏杆菌

病是目前养猪场最常见的呼吸道疾病之一，畜主和猪场兽医

必须重视对本病的药物控制。猪场可根据本场的具体情况选

择恰当的药物来控制本病：一是选择性价比合适的新型抗菌

药物；二是定期分离本场的多杀性巴氏杆菌进行实验室药物

敏感性监测，自常规药物中选择效果良好的品种用于临床。

多杀性巴氏杆菌是规模化猪场的一种重要病菌，严重影

响猪群健康及饲料利用率，因此，对苏中地区部分规模化猪场

进行多杀性巴氏杆菌的分离鉴定，为本病的快速诊断提供了

科学依据。同时，对本地区分离的多杀性巴氏杆菌进行药物

敏感性试验，了解其耐药性，确定在苏中地区控制本病的首选

药物，更有利于对猪巴氏杆菌病的防控提供科学的参考。
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鸡致病性大肠杆菌的分离鉴定及药敏试验
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　　摘要：无菌采取新乡某鸡场送检的疑似大肠杆菌病的病死鸡的心血、肝、脾，进行病原菌的分离、鉴定、生化试验、
动物试验和药敏试验。结果表明：引起该鸡场鸡发病的病原为大肠杆菌，该菌对小白鼠和鸡有较强的致病力。对常规

药物进行药敏试验，结果表明该鸡场出现了耐药的致病性大肠杆菌，在使用药物治疗大肠杆菌病时，应根据药敏试验

结果，选择敏感药物，并应注意交替用药，按疗程投药。
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　　大肠杆菌病是由某些致病性大肠杆菌引起的各种禽类的
急性或慢性的传染病。它是畜禽肠道的常在菌株，广泛存在

于饲料、垫草、粪便和鸡舍的灰尘中，当鸡体质下降、环境恶

劣、强应激情况下，菌株的致病性即可表现出来，使鸡感染本

病。其主要症状是精神沉郁，食欲不振，羽毛粗乱，脱水，呼吸

困难，湿性音，腹泻，排黄白色或黄绿色水样稀粪，肛门周围

被粪便污染，腹部膨大，触诊发硬；剖检症状是纤维素心包炎，

包心、包肝，当出现腹水时肝脏萎缩，质地变硬，卵黄萎缩变

性，腹腔中充满淡黄色腥臭液体或蛋黄凝块，恶臭，肠管相互

粘连，有的黏着为一个整体难以分离。各种血清型的大肠杆

菌菌株对药物的敏感性不同，给治疗带来困难。近年来，鸡大

肠杆菌发病率日益增加，造成了鸡的成活率下降，给集约化鸡

场造成了严重的经济损失［１］。

２０１２年２月以来，河南新乡地区数个养鸡场的鸡有零星
死亡的现象，不明原因突然死亡，死亡鸡出现羽毛松乱，鸡爪

干瘪，消瘦，腹部膨大，青年鸡表现皮肤发炎、坏死、溃烂。剖

检打开腹腔，卵黄变性落入腹腔，有恶臭味，肠道相互粘连，有

的黏着为一个整体难以分离；纤维素心包炎、包心、包肝，取血

液做涂片镜检，可见单个或成对的两端钝圆、中等大小红色的

杆菌。经流行病学调查，由于环境条件不好，经常发生此病，

剖检症状与现在的大致相同，死亡率为１０％ ～１５％，经新乡
市畜牧兽医工作站朱医生诊断为大肠杆菌病，用庆大霉素治

疗及改变环境卫生，起到一定效果，病情得到一定的控制，当

环境卫生差时，又会发生此病，给养鸡业带来较大的损失。为
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