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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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（河南科技学院动物科学学院／河南科技学院抗体工程重点实验室，河南新乡４５３００３）

　　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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了迅速有效防止该病的发生和流行，特进行了病原的分离鉴

定及药敏试验，选择敏感的药物进行治疗。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　培养基　三糖铁琼脂购自北京奥博星生物技术责任
有限公司；伊红美蓝琼脂购自浙江杭州微生物试剂厂；普通肉

汤培养基、营养肉汤、普通琼脂平板、购自上海中国惠兴生化

试剂有限公司；麦康凯琼脂、营养琼脂购自北京双旋微生物培

养基制品厂。

１．１．２　生化试剂　甲基红（Ｍ．Ｒ．）试剂、维陪（Ｖ－Ｐ）试剂、
吲哚试剂均现用现配，醋酸铅试纸条、灭菌生理盐水、糖类发

酵管等均按常规方法制备［２］。

１．１．３　动物　小白鼠２０只，体重１８～２０ｇ，购自新乡医学
院；１０日龄ＡＡ雏鸡购自当地市场。
１．１．４　药物　阿米卡星、链霉素、庆大霉素、氟苯尼考、环丙
沙星、诺氟沙星的药敏片购自新乡市畜牧兽医工作站。

１．２　方法
１．２．１　病料来源与采集　２０１２年２月新乡某鸡场送检的疑
似大肠菌病的病、死鸡若干羽，死亡鸡死亡时间不超过１２ｈ；
将送检的病鸡进行解剖，无菌采取明显病变部位如心包、气

囊、肝脏表面的渗出物涂片，革兰氏染色，镜检，然后无菌操作

将可疑的病料接种于麦康凯琼脂平板上。

１．２．２　细菌分离培养　接种过病料的麦康凯琼脂平板置
３７℃ 生化培养箱培养２４ｈ，然后以无菌操作挑选单个的可
疑典型菌落接种于伊红美蓝琼脂平板上进行培养；接着以无

菌操作挑单个的可疑典型菌落到普通斜面上进行纯培养，同

时将另一半菌落涂片，革兰氏染色，进行镜检；纯培养物置

４℃ 冰箱备用［２］。

１．２．３　细菌形态学观察　取在麦康凯琼脂平板上培养２４ｈ
的新鲜菌落，抹片进行革兰氏染色镜检［３］。

１．２．４　生化试验 　从分离并纯化的菌种中钓菌，分别接种
于伊红美蓝琼脂平板斜面上，葡萄糖发酵管，普通肉汤培养

基，三糖铁琼脂培养基中置３７℃生化培养箱中培养，其中三
糖铁琼脂培养基，糖发酵试验，Ｖ－Ｐ试验，Ｍ．Ｒ．试验，吲哚试
验于接种后２～３ｄ即可观察结果，柠檬酸盐试验于接种后
２～４ｄ、硫化氢试验第７天时观察结果［４］。

１．２．５　致病力测定　（１）菌液制备。将分离菌接种于营养

肉汤中，于３７℃培养２４ｈ，４℃保存备用。（２）动物试验。小
白鼠２０只，随机分为Ａ１、Ｂ１等２组，每组１０只。Ａ１组为试
验组，Ｂ１组为对照组。Ａ１组腹腔接种营养肉汤菌液，每只
０．２ｍＬ；Ｂ１组腹腔接种相同剂量的灭菌生理盐水，隔离饲
养［５］。从市场购１０日龄 ＡＡ雏鸡 ２０羽，饲养 １周，临床健
康。随机分为Ａ２、Ｂ２等２组，每组１０羽。Ａ２组雏鸡颈部皮
下接种０．２ｍＬ营养肉汤菌液；Ｂ２组腹腔接种相同剂量的灭
菌生理盐水，隔离饲养［６］。

１．２．６　药敏试验　按Ｋ２Ｂ纸片扩散法将被检细菌无菌接种
于普通琼脂平板上，间隔一定距离贴上各种药敏试纸［３］，于

３７℃培养２４ｈ，结果判断依据《纸片法抗菌药物敏感试验操
作标准（第４版）》进行。
１．２．７　治疗措施　根据药敏试验结果，采用敏感药物对发病
鸡进行治疗，投药７ｄ，配合电解多维糖饮水，对同群鸡进行药
物预防，并对发病鸡舍专人饲养，加强消毒［７］。

２　结果与分析

２．１　剖检变化
肝脏大且表面被１层透明的胶冻样覆盖，纤维素性心包

炎、心与心包粘连。当出现腹水时，肝脏萎缩质地变硬，卵黄

萎缩。腹腔中充满淡黄色腥臭液体或蛋黄凝块及破裂卵黄，

恶臭，肠管相互粘连，有的黏着为一个整体难以分离，输卵管

内有黄白色豆腐渣样物，表面粗糙［８］。

２．２　细菌分离培养
将所分离的细菌分别置于３７℃生化培养箱中培养２４ｈ，

在麦康凯琼脂上形成较小的疑似大肠杆菌的粉红色菌落，取

菌落接种在伊红美蓝琼脂上产生黑色带金属光泽的菌落，取

菌落接种在营养琼脂上形成圆形凸起、光滑、湿润、半透明、灰

白色菌落，直径约２～３ｍｍ［２］。
２．３　细菌形态学观察

病死鸡肝、脾等组织培养物涂片染色镜检，均可见两端钝圆，

多数散在排列，偶尔有２～３个连在一起的革兰氏阴性短杆菌。
２．４　生化试验

将纯培养物接种于生化培养管中，进行７项生化试验鉴
定，由于细菌不同对生化试验鉴定的结果不同，可发酵葡萄糖

产酸、产气，不产生硫化氢，Ｍ．Ｒ．试验为阳性，Ｖ－Ｐ试验为阴
性，吲哚试验为阳性，不能利用柠檬酸盐［９］。由表１可得分离
菌１、３、４为大肠杆菌，分离菌２不是大肠杆菌。

表１　生化试验结果

生化指标
分离菌

１ ２ ３ ４
标准菌株

ＴＳＩ反应模式 Ａ（Ｋ）／Ａ＋（－）；－ Ｋ（Ａ）／Ａ＋（－）；（－） Ａ（Ｋ）／Ａ＋（－）；－ Ａ（Ｋ）／Ａ＋（－）；－ Ａ（Ｋ）／Ａ＋（－）；－
葡萄糖 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
吲哚 ＋ － ＋ ＋ ＋

柠檬酸盐 － ＋ － － －
Ｖ－Ｐ － － － － －
Ｍ．Ｒ． ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
Ｈ２Ｓ － ＋ － － －

　　注：“＋”为９０％～１００％阳性；“－”为０～１０％阴性。ＴＳＩ（三糖铁培养基）上反应情况为Ａ＝产酸（黄色），Ｋ＝产碱（红色），“＋”为阳性，
“－”为阴性，（）偶尔可见的反应。
２．５　动物试验
２．５．１　肉汤中生长情况　 分离菌在肉汤中培养１８～２４ｈ，

呈均匀混浊，管底有黏性沉淀，液面管壁有菌环。

２．５．２　致病性　Ａ１组小鼠有８只２４ｈ内死亡，２只３６ｈ内
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死亡。剖检可见肝脏肿大，有出血点和坏死点；肠严重膨气，

心包淤血，肺出血，脾脏淤血采取 Ａ１组小鼠的心血、肝和脾
接种在普通琼脂平板及普通肉汤，３７℃培养２４ｈ，有细菌生
长。革兰氏染色及生化鉴定表明，此菌与接种细菌为同种细

菌。表明该菌对小白鼠具有较强的致病力。Ｂ１组饲养７ｄ
后全部存活，剖检未见病变。

Ａ２组雏鸡３ｄ内全部死亡，剖检有与原发病鸡相同的明
显病变，雏鸡的心血、肝和脾均能分离出大肠杆菌；Ｂ２组雏鸡
全部健康存活，７ｄ后剖检未见有病变。
２．６　药敏试验

由表２可见，此次分离的大肠杆菌对阿米卡星、链霉素、
庆大霉素、氟苯尼考敏感，对环丙沙星中度敏感，对诺氟沙星

不敏感。

表２　分离菌株对７种药物的敏感性

药物
纸片药物含量

（μｇ／片）
抑菌圈直径

（ｍｍ）

判定标准

耐药

（Ｒ）
中度敏感

（Ｍ）
敏感

（Ｓ）

阿米卡星 ３０ ２２ ≤１４ １５～１６ ≥１７
链霉素 １０ １９ ≤１１ １２～１４ ≥１５
庆大霉素 １０ ２３ ≤１２ １３～１４ ≥１５
环丙沙星 ５ ２０ ≤１５ １６～２０ ≥２１
氟苯尼考 ３０ ２９ ≤１２ １３～１７ ≥１８
诺氟沙星 １０ １１ ≤１２ １３～１６ ≥１７

２．７　治疗效果
通过选用敏感药物对病鸡进行治疗，投药７ｄ，同时饮用

电解多维糖，对同群鸡进行药物预防。对发病鸡舍专人饲养，

加强消毒，注意通风换气，淘汰症状严重的病鸡。采取上述措

施后，鸡群采食量逐渐增加，腹泻逐渐停止，１周后基本恢复
正常。

３　结论与讨论

近年来，在鸡产业化生产中，为了控制大肠杆菌及某些细

菌感染，在饲料添加剂及治疗中，盲目使用某些抗菌药物，导

致耐药菌株越来越多并日趋严重。大肠杆菌可通过菌毛将抗

药性质粒传递给其他大肠杆菌，导致大肠杆菌的抗药性形成

较快，环境中大肠杆菌耐药性菌株越来越多［１０］。药敏试验结

果显示，曾对大肠杆菌比较敏感的环丙沙星、诺氟沙星等随着

不断的应用均产生了不同程度的抗药性。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，且应注意

交替用药，按疗程投药，才能收到较好的治疗效果。

大肠杆菌是条件性致病菌，防治该病关键在于加强饲养

管理，做好各个环节卫生消毒，消除各种发病诱因。要逐步改

善鸡舍的通风条件，减少鸡的饲养密度，定期对鸡舍及周围环

境进行消毒，及时清扫鸡舍内的粪便，保持良好的通风，并净

化饮水保证水质的清洁，定期消灭蚊蝇，定期杀虫，有鼠类活

动的鸡舍还应做好灭鼠工作，要建立健全兽医卫生防疫制度。

在进雏前２周，舍内必须进行清洗和消毒。平常要注意舍内
外环境的清洁卫生，经常洗刷水槽，料槽和饲喂用具等，定期

消毒，并且要搞好常见多发病的预防工作［１１］。日常要提供全

价优质饲料，足量补充维生素和电解质；夏季还要注意防暑；

应添加饲料添加剂，如碳酸氢钠、杆菌肽锌、维生素 Ｃ等；严
格执行卫生防疫措施，创造良好的饲养环境［１２］。

由于各地大肠杆菌的血清型，特别是优势血清型存在差

异，有效而通用的菌苗尚未出现，筛选地区性免疫原性优良的

大肠杆菌菌株制作菌苗，是防治鸡大肠杆菌免疫预防基础。

有条件的鸡场最好采用自家灭活苗，为疫苗制备做好初步的

工作［１３］。

对病例通过流行病学调查，结合病理变化并通过涂片检

查、细菌分离培养及生化试验，该菌株可以进一步确定为大肠

杆菌，确定病原后，通过药敏试验，筛选出敏感药物，为该病的

诊治提供了科学依据，治疗更具有针对性，治疗效果显著。
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