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　　摘要：对湖南常德地区５例犬腹泻病直肠粪便采样，进行细菌分离鉴定；用世界卫生组织（ＷＨＯ）推荐的 Ｋｉｒｂｙ－
Ｂａｕｅｒ氏法对分离菌株进行药敏试验，筛选抗致病菌的敏感药物。结果表明，５例样本中分离鉴定出４株沙门氏菌、５
株大肠埃希菌，分离率分别为４４．４４％、５５．５６％。分离株沙门氏菌对新霉素、卡那霉素、妥布霉素、复方新诺明、庆大
霉素等５种药物敏感，对多黏菌素Ｂ、四环素２种药物中介，对其余１０种药物耐药；分离株大肠埃希菌对红霉素、妥布
霉素、复方新诺明３种药物敏感，对卡那霉素、呋喃妥因、多黏菌素Ｂ、庆大霉素４种药物中介，对其余１０种药物耐药。
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　　腹泻是临床上多种疾病经过中表现的主要症状之一，是
具有腹泻症状疾病的统称，可导致犬营养不良、生长发育障碍

和工作能力丧失，幼龄犬发生率和死亡率均很高［１］。病犬表

现排便次数明显增多，粪便稀薄如水样或稀粥样。由细菌引

起犬腹泻较常见，犬的肠道内有大量潜在的致病菌，但不是每

种细菌都与临床疾病有明确的联系。引起犬肠道感染的致病

菌包括肠致病性大肠埃希菌、无致病性大肠埃希菌、沙门氏菌

属病菌、小肠结肠炎耶尔森菌、弯曲菌属病菌、毛状芽孢杆菌、

梭菌属病菌、葡萄球菌和志贺菌属病菌［２］。其中，以大肠埃

希菌最常见，其次为犬沙门氏菌，沙门氏菌病别称副伤寒，是

由沙门氏菌属细菌引起的人畜共患病［３］。本试验通过对５例
犬腹泻病粪便进行采样、分离鉴定、革兰氏染色镜检、生化试

验，并对分离株进行药敏试验，筛选抗致病菌的敏感药物，为

临床用药和治疗犬腹泻病提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　药品　牛肉膏、蛋白胨、氯化钠、琼脂、氢氧化钠、蒸馏
水、无菌水；结晶紫、番红、碘液、香柏油、二甲苯、９５％乙醇等。
１１种肠埃希菌属细菌生化编码鉴定管由浙江省杭州微生物
试剂有限公司生产。营养琼脂（ＮＡ）、麦康凯培养基（ＭＡＣ）、
伊红－美蓝培养基（ＥＭＢ）、ＳＳ琼脂培养基、亚硫酸铋琼脂
（ＢＳ）成品均由浙江省杭州天和微生物试剂有限公司生产；营
养肉汤（ＮＢ）、革兰氏染色试剂由微生物实验室配制。
１．１．２　药敏纸片　药敏纸片为浙江省杭州天和微生物试剂
有限公司采用美国ＮＣＣＬＳ最新药敏试验法规制备的标准厚

纸片，直径６．３５ｍｍ，纸片含药量符合标准。本试验共选用
１７种药物敏感试纸，包括新霉素（新）、羧苄青霉素（羧）、氨
苄青霉素（氨）、头孢拉定（ＶＩ）、卡那霉素（卡）、先锋霉素 Ｖ
（Ｖ）、阿莫西林（莫）、四环素（四）、红霉素（红）、万古霉素
（万）、妥布霉素（妥）、复方新诺明（复）、呋喃妥因（呋）、萘啶

酸（萘）、链霉素（链）、庆大霉素（庆）、多黏菌素Ｂ（多）。
１．１．３　主要仪器　电子天平、生物显微镜、恒温培养箱、立式
压力蒸汽灭菌器、干燥箱、无菌操作台、微量移液器等。

１．１．４　病料来源　湖南省常德市城西宠物医院提供５只腹
泻犬，其中有３只丝毛犬、１只中华田园犬、１只小型猎犬。
１．２　方法
１．２．１　培养基配制　营养肉汤的配制：称量１０ｇ蛋白胨、５ｇ
牛肉膏、５ｇ氯化钠，混合溶解于１０００ｍＬ蒸馏水中并煮沸，
校正ｐＨ值至７．０～７．２，装于锥形瓶中经１２１℃灭菌１５ｍｉｎ，
冷藏备用［４］。营养琼脂（ＮＡ）、麦康凯培养基（ＭＡＣ）、伊红 －
美蓝培养基（ＥＭＢ）、ＳＳ琼脂培养基、亚硫酸铋琼脂（ＢＳ）成品
按说明配制，备用。

１．２．２　病料的采集　用无菌棉拭子插入病犬直肠，旋转取其
粪便，迅速放入装有灭菌营养肉汤的５支试管内，封盖贴标
签，放入３７℃恒温箱中增菌培养１８～２４ｈ。
１．２．３　细菌的分离培养　取少量用肉汤培养基培养２４ｈ的
菌液，在 ＮＡ培养基上划线分离，置于 ３７℃恒温箱中培养
１８～２４ｈ，再挑取单菌落在普通琼脂培养基上划线分离、培
养。如此反复，直到培养基上的菌落特征相同时，再挑取单个

菌落涂片，染色并镜检［５］，观察菌体大小、染色特征；并分别

接种于ＥＭＢ、ＭＡＣ、ＳＳ、ＢＳ培养基上，观察菌落生长、形态、颜
色、色泽、大小等。

１．２．４　生化试验　将疑似大肠埃希菌和沙门氏菌的细菌接
种到细菌生化测定成套试剂微量管中，３７℃恒温箱培养１８～
２４ｈ，观察并记录结果。
１．２．５　药敏试验　选用１７种药物敏感试纸，采用目前各实
验室广泛采用的世界卫生组织推荐的纸片琼脂扩散法（ｄｉｓｃ
ａｇａｒｄｉｆｆｕｓｉｏｎ）即Ｋｉｒｂｙ－Ｂａｒｅｒｅ法，挑取１／２个已分离鉴定的
菌落接种于含５ｍＬ营养肉汤的试管中，置３７℃恒温箱中培
养１８～２４ｈ，取出，与麦氏标准管进行比较。若肉汤浊度不
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够，则继续培养；若肉汤浊度过高，则用灭菌生理盐水稀释调

节至与０．５麦氏标准管浊度相同。取直径９０ｍｍ的平皿，琼
脂厚度约４ｍｍ，用移液枪取菌液２００μＬ于营养琼脂培养基
中心，用刮铲从中心开始推平菌液，使菌液遍布培养皿的每个

角落，用镊子夹取药敏纸片，每隔２ｃｍ轻贴于培养基上，完成
后于３７℃恒温箱中培养１８～２４ｈ，用游标卡尺测量抑菌圈直
径，重复３次，记录结果［６］。根据被测药物按常用剂量、给药

时间在体内能达到的血药浓度将敏感性标准分为３级：敏感
（Ｓ）、中介（Ｉ）和耐药（Ｒ）。抗菌药纸片种类、含药量及判定
标准参照文献［７］（表１）。

２　结果与分析

２．１　犬腹泻病肠道细菌分离鉴定结果
自５只病犬分离的细菌在ＮＡ、ＥＭＢ、ＭＡＣ、ＳＳ、ＢＳ培养基

上的菌落形态特征及涂片染色镜检结果见表２。
　　将分离的菌株按常规方法分别接种于葡萄糖、赖氨酸、鸟
氨酸、硫化氢、靛基质、乳糖、卫矛醇、苯丙氨酸、尿素、氨对微

量生化管中，于３７℃培养１８～２４ｈ，观察并记录生化反应结
果（表３）。

表１　抗生素抑菌能力判断标准［７］

药名
抑菌圈直径（ｍｍ）

Ｒ Ｉ Ｓ
新霉素 ≤１２ １３～１６ ≥１７

羧苄青霉素 ≤１７ １８～２２ ≥２３
氨苄青霉素 ≤１１ １２～１３ ≥１４
头孢拉定 ≤１４ １５～１７ ≥１８
卡那霉素 ≤１３ １４～１７ ≥１８
先锋Ⅴ ≤１４ １５～１７ ≥１８
阿莫西林 ≤１４（１３） （１４）１５～１７ ≥１８
四环素 ≤１４ １５～１８ ≥１９
红霉素 ≤１３ １４～１７ ≥１８
万古霉素 ≤９ １０～１１ ≥１２
妥布霉素 ≤１２ １３～１４ ≥１５
复方新诺明 ≤１０ １１～１５ ≥１６
呋喃妥因 ≤１４ １５～１６ ≥１７
萘啶酸 ≤１８ １９～２１ ≥２１
链霉素 ≤１１ １２～１４ ≥１５
庆大霉素 ≤１２ １３～１４ ≥１５
多黏菌素Ｂ ≤８ ８～１１ ≥１２

表２　菌落形态特征及镜检特征

细菌 ＮＡ培养基 ＭＡＣ培养基 ＥＭＢ培养基 ＢＳ培养基 ＳＳ培养基 镜检特征

（１０×１００）

沙门氏菌 光滑、凸起、湿润、灰白

色、中等大小的菌落

圆形、光滑、无色透

明的小菌落

圆形、光滑、无色透明

的小菌落

灰黑色、灰

绿色菌落

细小、无色透明、光

滑、圆整的菌落，多

数中心黑色

革兰氏阴性（Ｇ－）、
短小杆、无荚膜、无

芽孢

大肠埃希菌 灰白色、透明、凸起、湿

润、直径２ｍｍ的小菌落
红色、直径 １ｍｍ
左右的菌落

黑色带金属光泽的菌

落，直径２ｍｍ左右
－ 红色、直径 １ｍｍ

左右的菌落
革兰氏阴性（Ｇ－）、
短杆状、无芽孢

　　注：“－”表示无菌落生长。

表３　分离菌株的生化试验结果

分离菌株 葡萄糖 赖氨酸 鸟氨酸 硫化氢 靛基质 乳糖 卫矛醇 苯丙氨酸 尿素 氨对

沙门氏菌
!

＋ － ＋ － － ＋ － － －
大肠埃希菌 ＋ ＋ ＋ － ＋

!

＋ － － ＋

　　注：
!

表示产酸产气，＋表示产酸，－表示不产酸不产气。

　　从表３可见，从５例病犬肠道中共分离到９株细菌，其中
４株菌菌落生长形态、涂片镜检及生化特性与沙门氏杆菌特
征相符［５］，初步确定为沙门氏菌，分离率为４４．４４％；５株菌菌
落生长形态、涂片镜检及生化特性与大肠埃希菌特征相

符［５］，初步确定为大肠埃希菌，分离率为５５．５６％。
２．２　药敏试验结果

用１７种药物敏感试纸对分离菌株进行药敏试验，根据抑
菌圈直径的大小来判定各细菌的耐药性，判断标准见表１，试
验结果见表４。结果表明，沙门氏菌对新霉素、卡那霉素、妥
布霉素、复方新诺明、庆大霉素５种药物敏感，对多黏菌素Ｂ、
四环素２种药物中介，对其余１０种药物耐药。大肠埃希菌对
红霉素、妥布霉素、复方新诺明３种药物敏感，对卡那霉素、呋
喃妥因、多黏菌素Ｂ、庆大霉素４种药物中介，对其余１０种药
物耐药。

３　结论与讨论

犬腹泻病可由病毒、细菌、中毒等多种病因引起，其中在

细菌性腹泻中多以大肠埃希菌和沙门氏菌较常见。通过对湖

表４　分离菌株对１７种药物的药敏试验结果

药物
抑菌圈直径（ｍｍ）

沙门氏菌 大肠埃希菌

新３０μｇ／片 ２４ ８
羧１００μｇ／片 — —

氨１０μｇ／片 — ８
Ⅵ３０μｇ／片 ８ —

卡３０μｇ／片 １８ １５
Ⅴ３０μｇ／片 — １２
莫３０μｇ／片 — —

四３０μｇ／片 １８ —

红１５μｇ／片 — １８
万３０μｇ／片 — —

妥１０μｇ／片 ２０ １６
复１．２５／２３．７５μｇ／片 ３６ １８
呋３００μｇ／片 １２ １６
萘３０μｇ／片 １８ —

链１０μｇ／片 — １０
庆１０μｇ／片 １７ １４
多３０μｇ／片 ９ ９

　　注：“—”表示无抑菌圈。
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南省常德地区城西宠物医院５例有腹泻症状的病犬肠道细菌
进行分离鉴定，共分离到９株菌，其中４株为沙门氏菌，５株
为大肠埃希菌，分离率分别为４４．４４％、５５．５６％；４例病犬分
离出大肠埃希菌和沙门氏菌２种菌，１例病犬只分离出大肠
埃希菌。由于实验室条件限制，未进行血清学鉴定。

　　药敏试验结果表明，在１７种抗菌药物中，沙门氏菌对新
霉素、卡那霉素、妥布霉素、复方新诺明、庆大霉素５种药物敏
感，对多黏菌素Ｂ、四环素２种药物中介，对其他１０种药物耐
药。大肠埃希菌对红霉素、妥布霉素、复方新诺明３种药物敏
感，对卡那霉素、呋喃妥因、多黏菌素Ｂ、庆大霉素４种药物中
介，对其他１０种药物产生了耐药性。犬沙门氏菌和大肠埃希
菌产生广泛的耐药不敏感现象，可能与近几年抗生素药物在

临床上的广泛应用有关，导致细菌遗传性状变异，产生耐药质

粒。在疾病治疗中，按规定剂量、规定方法和疗程用药，切勿

乱用药，这是避免耐药菌株继续增多的根本方法［８］。因此，

在临床选药治疗犬病时，应根据病情结合药敏试验结果合理

选药。根据本次细菌分离及药敏试验结果在临床治疗常德地

区大肠埃希菌和沙门氏杆菌引起的犬腹泻病时，可首选妥布

霉素药、复方新诺明、卡那霉素、萘啶酸、庆大霉素、新霉素、红

霉素等对细菌敏感性高的药物，以提高疗效，降低细菌对抗生

素耐药性的产生。
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大肠杆菌感染对猪血液生化指标的影响

王东升１，张世栋１，李宏胜１，李世宏１，李锦宇１，荔　霞１，龚成珍２，严作廷１

（１．中国农业科学院兰州畜牧与兽药研究所／农业部兽用药物创制重点实验室／甘肃省中兽药工程技术研究中心／
甘肃省新兽药工程重点实验室，甘肃兰州７３００５０；２．甘肃农业大学动物医学院，甘肃兰州 ７３００７０）

　　摘要：为了研究大肠杆菌感染对猪血液生化指标的影响，将１６头１月龄的仔猪随机分为对照组和试验组，分别肌
内注射０．０４５ｍＬ／ｋｇ生理盐水和４．５亿ＣＦＵ／ｋｇ大肠杆菌，并于接种后第２４小时从猪前腔静脉采血，分离血清，用全
自动生化分析仪测定血清生化指标。结果可以看出，与对照组猪相比，试验组猪血清中ＡＳＴ、γ－ＧＴ、ＡＬＰ、ＧＬＢ和ＬＤＨ
含量显著升高（Ｐ＜０．０５），ＣＲＥＡ极显著升高（Ｐ＜０．０１），而 ＡＬＢ含量和 Ａ／Ｇ极显著降低（Ｐ＜０．０１），钙含量、ＬＴ／ＳＴ
和钙／磷的值显著减小（Ｐ＜０．０５）。说明大肠杆菌感染可引起猪肝、肾和心功能的异常。
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　　仔猪大肠杆菌病是由大肠杆菌引起的仔猪肠道感染的传
染性疾病，由发病日龄和临床症状的差异可将该病分为仔猪

黄痢、仔猪白痢和猪水肿病３种，以发生肠炎、肠毒血症为特
征［１］。这些疾病在世界各地均有发生，常常造成新生仔猪的

大批死亡或生长发育不良，从而严重阻碍养猪业的发展。目

前对大肠杆菌Ｃ８３－１的研究主要集中在体外抑菌［２］、药物

对其杀灭作用［３］及疫苗开发研究［４］等方面，但尚未见关于该

菌感染后猪血液生化指标变化的报道。血液通过在机体的循

环参与机体营养物质和氧气的运输，从而将代谢废物转运至

排泄器官或移除，此外还参与抵抗细菌、病毒等病原微生物的

感染等多种功能活动，对维持动物机体的正常新陈代谢发挥

重要作用。血液生化指标是动物机体新陈代谢过程的内在反

映，也是研究动物病理学、生理学、毒理学和探讨疾病发病机

理的重要参考指标，可以作为判断动物机体健康状况的重要

依据［５］。因此通过研究大肠杆菌感染后猪血液相关生化指

标的变化，可以为临床诊断和治疗该病提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验菌种
大肠杆菌Ｃ８３－１，购自中国兽医药品监察所。攻毒前接

种于普通肉汤管中，３７℃ 下培养１８～２０ｈ后镜检，纯粹后吸
取０．５ｍＬ接种于营养琼脂平板上，使平板全部浸润后置于
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