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　　摘要：以泰州地区１５羽临床疑似大肠杆菌病病死鸭为病料进行病原分离培养、革兰氏染色镜检、生化试验，分离
鉴定出１３株大肠杆菌。对分离菌进行药敏试验发现，１３株大肠杆菌对头孢噻呋的耐药率最低，对链霉素的耐药率最
高。对氟苯尼考、阿米沙星、大观霉素的耐药率相对较低（分别为１５．４％、２３．１％、３０８％），而对大多数抗菌药物则表
现出较强的耐药性，大肠杆菌多重耐药现象非常普遍，大多数大肠杆菌都是５耐、６耐、７耐甚至８耐。
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　　人和动物肠道内均有大肠杆菌存在，正常条件下大多数
大肠杆菌是不致病的共栖菌，在特定条件下可致病。少数大

肠杆菌与人、动物的大肠杆菌病密切相关［１］。致病性大肠杆

菌的许多血清型可引起家畜、家禽发病［２］。近年来，随着江苏

省泰州地区养鸭业的快速发展，鸭大肠杆菌病也愈来愈常见，

临床上主要应用抗菌药物来预防、治疗鸭大肠杆菌病，但大肠

杆菌易产生耐药性，加上养殖户盲目选用抗菌药物，造成大肠

杆菌耐药性逐年严重，给养鸭业造成严重损失。本研究选择泰

州地区临床疑似大肠杆菌病的病死鸭进行大肠杆菌病的分离

鉴定及耐药性试验，旨在为选择有效的抗菌药物提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
泰州地区临床疑似大肠杆菌病的病死鸭１５羽。培养基：

麦康凯琼脂、营养琼脂、水解酪蛋白琼脂（ＭＨ琼脂）均由杭州
天和微生物试剂有限公司生产。葡萄糖、乳糖、甘露糖、麦芽

糖、尿素、柠檬酸盐、蛋白胨水、硫化氢等生化微量鉴定管（杭

州天和微生物试剂有限公司），甲基红试验、吲哚试验、Ｖ－Ｐ
试验等试验所用试剂均为自制。药敏纸片：四环素、氨苄西

林、阿莫西林、庆大霉素、氧氟沙星、环丙沙星、氟苯尼考、磺胺

异 唑、链霉素等９种药敏纸片均由杭州天和微生物试剂有
限公司生产。头孢噻呋、大观霉素、阿米卡星（广州市辉康生

物科技有限公司）。大肠杆菌（ＡＴＣＣ２５９２２）购于中国普通微
生物菌种保藏管理中心。

１．２　方法
对１５羽临床疑似大肠杆菌病死鸭剖检，从肝脏无菌取病

料，划线接种于麦康凯琼脂平板，３７℃培养１８ｈ，挑取粉红
色、边缘光滑的可疑菌落，用麦康凯琼脂进行纯化，观察平板

上的菌落特征，并挑取红色菌落涂片、革兰氏染色、镜检。纯

化后可疑菌落接种营养琼脂平板进行纯化，３７℃培养１８ｈ，
用于生化试验、药敏试验。

１．２．１　生化试验　取琼脂平板上的菌落按常规方法进行吲
哚、甲基红、Ｖ－Ｐ、柠檬酸盐、葡萄糖、乳糖、甘露糖、麦芽糖、
尿素酶、硫化氢等生化试验，观察并记录结果。

１．２．２　药敏试验　以大肠杆菌（ＡＴＣＣ２５９２２）为标准菌株，
采用纸片扩散法（Ｋ－Ｂ法）测试大肠杆菌对氨苄西林、阿莫
西林、头孢噻呋、庆大霉素、大观霉素、阿米沙星、链霉素、四环

素、氟苯尼考、磺胺异 唑、环丙沙星、氧氟沙星等１２种抗菌
药物的敏感程度。用接种环挑取纯培养的大肠杆菌单菌落

４～５个，置于灭菌生理盐水管中，校正菌悬液的浓度至 ０．５
麦氏比浊单位（相当于１．５×１０８ＣＦＵ／ｍＬ）。用灭菌棉拭子蘸
取少量悬液，在ＭＨ琼脂表面均匀涂抹接种３次，每次使平板
旋转６０°，最后沿平板内缘涂抹 １圈。盖上平板，室温静置
３～５ｍｉｎ，镊子灼烧灭菌后夹取药敏纸片贴于ＭＨ琼脂表面。
每个平板贴６片药敏纸片，各药敏纸片间距离不少于２４ｍｍ，
置于３５℃恒温箱中培养１８ｈ。观察药敏纸片周围有无抑菌
圈形成，测量抑菌圈直径（表１）。

表１　纸片法药敏试验判定标准

药物
纸片药物含量

（μｇ／片）
抑菌圈直径（ｍｍ）

耐药（Ｒ） 中介（Ｉ） 敏感（Ｓ）
氨苄西林 １０ ≤１３ １４～１６ ≥１７
阿莫西林 １０ ≤１３ １４～１７ ≥１８
头孢噻呋 ３０ ≤１２ １３～１４ ≥１５
庆大霉素 １０ ≤１２ １３～１４ ≥１５
大观霉素 １０ ≤１０ １１～１５ ≥１６
阿米卡星 ３０ ≤１４ １５～１６ ≥１７
链霉素 １０ ≤１２ １３～１７ ≥１８
四环素 ３０ ≤１４ １５～１８ ≥１９
氟苯尼考 ３０ ≤１１ １２～１７ ≥１８
磺胺异 唑 ３００ ≤１０ １１～１５ ≥１６
氧氟沙星 ５ ≤１２ １３～１５ ≥１６
环丙沙星 ５ ≤１５ １６～２０ ≥２１

２　结果与分析

２．１　分离培养
麦康凯琼脂平板上出现圆形、扁平、光滑的红色菌落。分
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离菌株进行革兰氏染色、镜检，视野中可见中等大小、无芽孢

的革兰氏阴性直杆菌。共有１３株细菌菌落特征、形态特征、
染色特性符合大肠杆菌的特性，结合临诊表现，初步鉴定为大

肠杆菌。

２．２　生化试验
对分离菌进行生化试验，结果显示，吲哚、甲基红试验阳

性；Ｖ－Ｐ、柠檬酸盐利用试验阴性；１３株细菌中除２株细菌外
均能发酵乳糖，均不产生硫化氢，不分解尿素。１３株分离菌
（ＴＺＹ１～ＴＺＹ１３）被鉴定为大肠杆菌（表２）。

表２　分离菌株生化试验结果

菌株 吲哚
甲

基红
Ｖ－Ｐ柠檬酸

盐利用

葡萄糖

产气
乳糖

甘露

糖

麦芽

糖

尿素

酶

硫

化氢

ＴＺＹ１ ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ － －
ＴＺＹ２ ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ － －
ＴＺＹ３ ＋ ＋ － － ＋

!

＋ ＋ － －
ＴＺＹ４ ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ － －
ＴＺＹ４ ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ － －
ＴＺＹ５ ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ － －
ＴＺＹ６ ＋ ＋ － － ＋ － ＋ ＋ － －
ＴＺＹ７ ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ － －
ＴＺＹ８ ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ － －
ＴＺＹ９ ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ － －
ＴＺＹ１０ ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ － －
ＴＺＹ１１ ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ － －
ＴＺＹ１２ ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ － －
ＴＺＹ１３ ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ － －

　　注：“＋”表示９０％～１００％阳性；“－”表示０～１０％阳性。

２．３　药敏试验结果
标准菌株大肠杆菌（ＡＴＣＣ２５９２２）的抑菌圈直径在预期

范围内，说明检测过程正确，可以进行结果判定。

２．３．１　１３株大肠杆菌对１２种抗菌药物的耐药率　由表３
可知，１３株大肠杆菌对头孢噻呋的耐药率最低，为０，对链霉
素的耐药率最高，为９２．３％。对氟苯尼考、阿米卡星、大观霉
素的耐药率相对较低，对大多数抗菌药物表现出较强的耐药

性，对阿莫西林、氧氟沙星、环丙沙星、四环素、庆大霉素、氨苄

西林、磺胺异 唑耐药率分别达 ４６．２％、５３．８％、６１５％、
６９．２％、６９．２％、７６．９％、８４．６％。

表３　１３株大肠杆菌对１２种抗菌药物的耐药率

抗菌药物
菌株数（株）

耐药 中介 敏感

耐药率

（％）

氨苄西林 １０ ３ ０ ７６．９
阿莫西林 ６ ３ ４ ４６．２
头孢噻呋 ０ １ １２ ０
庆大霉素 ９ １ ３ ６９．２
大观霉素 ４ １ ８ ３０．８
阿米卡星 ３ ２ ８ ２３．１
链霉素 １２ １ ０ ９２．３
四环素 ９ ２ ２ ６９．２
氟苯尼考 ２ ２ ９ １５．４
磺胺异 唑 １１ １ １ ８４．６
环丙沙星 ８ ２ ３ ６１．５
氧氟沙星 ７ ２ ４ ５３．８

２．３．２　１３株大肠杆菌的多重耐药结果　由表４可知，１３株
大肠杆菌均产生多重耐药现象，其中３重耐药菌株１株，４重
耐药菌株１株，５重耐药菌株２株，６重耐药菌株３株，７重耐
药菌株３株，８重耐药菌株２株，９重耐药菌株１株。表明大
肠杆菌多重耐药现象极其普遍，大多数大肠杆菌都是５耐、６
耐、７耐甚至８耐。

表４　１３株大肠杆菌的多重耐药结果

菌株 耐药种类　　　　　　
ＴＺＹ１ 链霉素、四环素、环丙沙星、氧氟沙星

ＴＺＹ２ 氨苄西林、阿莫西林、链霉素、四环素、环丙沙星、氧氟沙星

ＴＺＹ３ 氨苄西林、庆大霉素、阿米卡星、链霉素、四环素、磺胺异 唑、环丙沙星

ＴＺＹ４ 氨苄西林、阿莫西林、庆大霉素、大观霉素、链霉素、四环素、氟苯尼考、磺胺异 唑、环丙沙星

ＴＺＹ５ 氨苄西林、阿莫西林、庆大霉素、大观霉素、链霉素、四环素、磺胺异 唑

ＴＺＹ６ 氨苄西林、庆大霉素、阿米卡星、链霉素、四环素、磺胺异 唑、环丙沙星

ＴＺＹ７ 链霉素、四环素、磺胺异 唑、环丙沙星、氧氟沙星

ＴＺＹ８ 氨苄西林、阿莫西林、庆大霉素、大观霉素、链霉素、四环素、磺胺异 唑、环丙沙星

ＴＺＹ９ 氨苄西林、庆大霉素、阿米卡星、链霉素、四环素、氟苯尼考、磺胺异 唑、氧氟沙星

ＴＺＹ１０ 庆大霉素、大观霉素、链霉素、磺胺异 唑、氧氟沙星、环丙沙星

ＴＺＹ１１ 氨苄西林、阿莫西林、庆大霉素、链霉素、磺胺异 唑、氧氟沙星

ＴＺＹ１２ 氨苄西林、庆大霉素、链霉素、磺胺异 唑、氧氟沙星

ＴＺＹ１３ 氨苄西林、阿莫西林、磺胺异 唑

３　结论与讨论

本研究对泰州地区１５羽临床疑似大肠杆菌病病死鸭进
行病原分离培养、革兰氏染色镜检、生化试验，分离鉴定出１３
株大肠杆菌。对分离菌进行药敏试验，结果表明，１３株大肠
杆菌对头孢噻呋的耐药率最低，为０，对链霉素的耐药率最
高，为９２．３％。对氟苯尼考、阿米卡星、大观霉素的耐药率相
对较低，对大多数抗菌药物则表现出较强的耐药性，对阿莫西

林、氧氟沙星、环丙沙星、四环素、庆大霉素、氨苄西林、磺胺异

唑耐药率分别达到 ４６．２％、５３．８％、６１．５％、６９．２％、
６９．２％、７６．９％、８４．６％。１３株大肠杆菌的多重耐药结果表
明，大肠杆菌多重耐药现象非常普遍，大多数大肠杆菌都是５
耐、６耐、７耐甚至８耐。由此可知，在泰州地区，治疗鸭大肠
杆菌病应尽量选用大肠杆菌耐药率低的药物如头孢噻呋、氟

苯尼考、阿米卡星等，尽量避免选用耐药率高的药物，如链霉

素、磺胺异 唑、氨苄西林等。由于大肠杆菌易产生耐药性，
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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
用药前最好通过药敏试验筛选敏感药物以保证用药效果，同

时也可减少耐药性的产生。李新宇报道了泰州地区大肠杆菌

对氧氟沙星、头孢噻呋、头孢噻肟、阿米卡星、磺胺甲基异

唑、氟苯尼考、安普霉素等药物敏感［３］。陈志华等认为，１４株
鸭大肠杆菌中，７８．６％的菌株对１０种抗菌药物表现为多重
耐药性［４］。张俊丰等认为，３４株鸡肠道大肠杆菌均为多重耐
药菌株，最少可对５种药物耐药，最多可对８种药物耐药［５］。

本研究中分离的１３株大肠杆菌也产生多重耐药现象，表明大
肠杆菌多重耐药现象已经非常普遍。张俊丰等认为，细菌耐

药性监测固然重要，但对细菌耐药机制及耐药性扩散机制进

行研究也同样重要［５］。徐树强等研究发现，即便是同一血清

型也存在药敏性差异，这说明耐药性与血清型无关，耐药性的

产生主要是由于临床上长期盲目用药所导致的［６］。陈文静

等认为，导致鸭临床发病的大肠杆菌耐药性与血清型、毒力相

关基因之间并无相关性［７］。抗生素耐药性是抗生素应用的

结果，禽类养殖中应合理使用抗生素。
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复方磺胺氯吡嗪钠－二甲氧苄啶混悬液对鸡的安全性试验
赵莎莎，徐亚亚

（江苏农牧科技职业学院，江苏泰州２２５３００）

　　摘要：选取４０羽（雌雄各半）健康的１５日龄扬州黄羽肉鸡，随机分成４组，每组１０羽。试验鸡分别以０ｍｇ／ｋｇ、推
荐剂量（３００ｍｇ／ｋｇ）、３倍推荐剂量（９００ｍｇ／ｋｇ）、５倍推荐剂量（１５００ｍｇ／ｋｇ）的磺胺氯吡嗪钠、二甲氧苄啶混悬液连
续给药 ５ｄ，给药方式为自由饮水，５ｄ后根据各组鸡平均增质量、血液学和血液生化学参数及组织病理学检查结果，
评价磺胺氯吡嗪钠、二甲氧苄啶混悬液对鸡的安全性。

　　关键词：磺胺氯吡嗪钠；二甲氧苄啶混悬液；血液学；血液生化；安全性评价
　　中图分类号：Ｓ８５９．７９＋６　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１４）１２－０２６２－０４

收稿日期：２０１４－０４－１４
作者简介：赵莎莎（１９７９—），女，江苏徐州人，实验师，从事实验室教
学工作。Ｅ－ｍａｉｌ：１５７５６８３００＠ｑｑ．ｃｏｍ。

　　磺胺氯吡嗪属于磺胺类广谱抗菌药，临床主要用于治疗
由艾美耳属球虫感染引起的鸡球虫病和特定的细菌性疾病。

二甲氧苄啶为兽医专用抗菌增效剂，内服吸收很少，含 ＤＶＤ
的复方制剂主用于防治禽、兔球虫病及畜禽肠道感染［１］。本

试验所用的复方磺胺氯吡嗪钠－二甲氧苄啶混悬液临床拟用
于治疗由艾美耳属球虫感染引起的鸡球虫病，推荐的给药方

案为１Ｌ水加入本品１～２ｍＬ，连用３～５ｄ［２］。笔者参照美国
ＦＤＡ《新兽药靶动物安全性试验指南》（ＧｕｉｄｅｌｉｎｅＮｏ．３３）中
禽的毒性研究内容，结合该药物拟推荐的临床使用剂量设计

并进行了本次试验，以提供磺胺氯吡嗪钠、二甲氧苄啶混悬液

在鸡的组织病理学和临床病理学方面的研究数据，了解该产

品对拟用靶动物的安全性。

１　材料与方法

１．１　供试药品

磺胺氯吡嗪钠、二甲氧苄啶混悬液，含量 ２０．０％ ＋
４０％，规格为２００ｍＬ，由中牧南京动物药业有限公司提供。
１．２　试验仪器与试剂
１．２．１　仪器及其他　ＯＬＹＭＰＵＳＡｕ２７００全自动生化分析仪，
生物显微镜，离心机；其他器具有血细胞计数板、离心管、载玻

片、盖玻片等。

１．２．２　试剂　试验中所用试剂主要有瑞士染液、结晶紫染
液、中性红染液等。

１．３　试验动物及饲养地点
１日龄黄羽肉鸡１００羽，购自中国家禽研究所孵化场，每

天由专人定时喂料不含任何药物的全价日粮（中国家禽研究

所提供），自由饮食。育雏及试验期间如需保温则采用油汀

或白炽灯保温。

１．４　试验动物入选和剔除标准
入选的１５日龄鸡在试验前１ｄ必须经兽医检查确认为

临床健康。试验前处于濒死的鸡以及生病或受伤的鸡不得作

为试验动物用于本次试验。

１．５　方法
１．５．１　试验分组与给药方案　试验前１ｄ从１００羽饲养至
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