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　　摘要：２０１５年６月中旬，山东省莘县、高唐等地多个养殖场３日龄肉杂鸡出现张口、伸颈、呼吸困难等症状，剖检呼
吸道无明显病变，心脏、肝脏周围及皮下有大量淡黄色胶冻样渗出物，肝脏有大量点状坏死，为确定病原，对发病鸡的喉

拭子进行了流感抗原性检测；对病鸡的肺脏进行了病毒分离培养；对其肝脏、心脏进行了细菌的分离培养、生化鉴定及药

敏试验。结果表明，肉杂鸡发病由金黄色葡萄球菌和肺炎克雷伯菌的混合感染所致，针对无禽流感病毒和新城疫病毒的

感染，采取了敏感药物治疗、消毒、加强饲养管理等综合措施，７ｄ后，发病情况逐渐好转，鸡群１５日龄时趋于稳定。
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　　鲁西小型肉杂鸡是用快大型白羽肉鸡的父母代父系公鸡
作父本，褐壳商品蛋鸡作母本杂交而来，具有生长速度快、饲

料报酬高、饲养周期短、料肉比低、肉质嫩、易加工、易成熟等

特点，是制作脱骨扒鸡的最理想原料，在山东聊城各县（区）

均具有较大养殖规模。２０１５年６月中旬，山东省莘县、高唐
等地多个肉杂鸡养殖场相继发生同样疾病，３日龄小肉鸡开
始出现张口、伸颈、呼吸困难，生长发育受阻，剖检呼吸道无明

显病变，心脏、肝脏周围及皮下有大量的淡黄色胶冻样渗出

物，肝脏有大量点状坏死。通过对鸡苗来源与去向等调查排

除了鸡苗质量问题。采取病料进行细菌的分离培养，经鉴定

分离到１株肺炎克雷伯菌（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）和１株金黄
色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ），且肺炎克雷伯菌分离株
对多种药物具有耐药性。

１　材料与方法

１．１　材料与设备
营养琼脂平板、高盐甘露醇琼脂平板、麦康凯琼脂平板由

聊城大学动物预防兽医实验室制备。禽流感病毒（通用）抗

原快速检测卡，购于深圳真瑞生物科技有限公司；ＸＫ型自动
细菌鉴定仪、肠杆菌鉴定试剂盒、葡萄球菌鉴定试剂盒等由山

东鑫科生物科技有限公司提供；各种药敏纸片，购于浙江杭州

天和微生物试剂有限公司。

１．２　病料的采取
进行无菌操作，取发病肉鸡的喉拭子、肺脏、肝脏、心脏。

１．３　禽流感抗原检测
将喉拭子立即用禽流感病毒抗原快速检测卡进行检测，

操作方法按说明书进行。

１．４　病毒的分离培养与鉴定
进行无菌操作，取少量肺脏样品，放入灭菌的研磨器，加

含双抗的ＰＢＳ研磨成１０％～２０％的悬液。４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，取上清，接种于４枚１０日龄 ＳＰＦ鸡胚尿囊腔，
０２ｍＬ／胚，每１２ｈ照胚１次，弃去２４ｈ内死亡胚，及时取出
２４～７２ｈ死胚，于４℃冰箱过夜，７２ｈ未死亡的全部取出置于
冰箱内冻死，无菌收取尿囊液。用１％的鸡红细胞测定尿囊
液有无血凝性；若无血凝性，则可排除新城疫病毒、禽流感病

毒的感染；若有，则通过血凝抑制试验进一步进行鉴定。
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１．５　细菌的分离培养
取肝脏、心脏分别接种营养琼脂平板、高盐甘露醇琼脂、

麦康凯琼脂平板，３７℃恒温培养２４ｈ，观察结果，挑取单个菌
落进行纯培养。

１．６　细菌的形态染色观察
将分离得到的细菌纯培养物进行革兰氏染色，镜检观察。

１．７　细菌的鉴定
将分离纯化的细菌分别采用适宜的细菌鉴定试剂盒，通

过ＸＫ型自动细菌鉴定仪进行鉴定，操作方法按说明书进行。
１．８　药敏试验

挑取分离纯化的细菌菌落，用灭菌的生理盐水制成悬液，校

正浓度为０．５麦氏标准，用灭菌棉签均匀涂布平板，贴上各种药
敏纸片，置于３７℃恒温箱培养，１８ｈ后取出测量抑菌圈直径。

２　结果与分析

２．１　禽流感病毒抗原检测结果
经检测，病鸡喉拭子禽流感病毒抗原为阴性。

２．２　病毒分离结果
接种病料的４枚ＳＰＦ鸡胚孵化７２ｈ均未死亡，对尿囊液

进行ＨＡ检测，均无血凝性。
２．３　细菌的分离培养结果

从肝脏分离得到的细菌在营养琼脂平板上形成光滑、隆

起、圆整的橙黄色菌落；在高盐甘露醇琼脂上，形成淡黄色、光

滑、湿润、圆形的小菌落；在麦康凯琼脂上不生长。从心脏分

离得到的细菌，在营养琼脂平板上形成光滑、湿润、乳白色、凸

起、浓厚黏稠的菌落；在麦康凯琼脂平板上，菌落淡红色，黏

稠、胶状；在高盐甘露醇琼脂上不生长。对分离得到的细菌进

一步纯化，最后获得２种细菌的纯培养物。
２．４　细菌形态染色特点

从肝脏分离到的细菌呈球形，革兰氏染色呈阳性，多呈葡

萄串状，也有成对或短链状排列的；从心脏分离到的细菌呈杆

形，革兰氏染色呈阴性，多单个存在。

２．５　分离菌的鉴定结果
将分离得到的革兰氏阴性杆菌用肠杆菌鉴定试剂盒进行

检测，各生化孔显示，蕈糖 ＋、蔗糖 ＋、赖氨酸脱羧酶 ＋、乳
糖＋、尿素酶＋、靛基质试验 －、七叶苷 ＋、丙二酸盐 ＋、鸟氨
酸脱羧酶 －、山梨醇 ＋、ＯＦ＋、水杨素 ＋、枸橼酸盐 －、肌
醇＋、精氨酸－、棉子糖＋、β半乳糖 ＋、甘露醇 ＋，鉴定结果
表明该菌为肺炎克雷伯菌，鉴定概率为９９．９９％。将分离到
的革兰氏阳性球菌用葡萄球菌鉴定试剂盒进行检测，各生化

孔显示，乳糖、麦芽糖、蔗糖、甘露醇、甘露糖、蕈糖、果糖等均

为＋，硝酸盐 －、鸟氨酸脱羧酶 －、水杨苷 －、纤维二糖 －、
β半乳糖－、精氨酸 ＋、尿素酶试验 ＋、溶血 ＋、棉子糖 －、七
叶苷－，鉴定结果表明该菌为金黄色葡萄球菌，鉴定概率
为９９９９％。
２．６　药敏试验结果

分离得到的肺炎克雷伯菌敏感药及抑菌圈直径分别为米

诺环素２３ｍｍ、头孢他啶１８ｍｍ，而对头孢噻吩、头孢呋辛、呋
喃妥因、头孢吡肟、万古霉素、青霉素 Ｇ、四环素、克林霉素等
均耐药；分离到的金黄色葡萄球菌的敏感药及抑菌圈直径分

别为头孢呋辛 ２５ｍｍ、丁胺卡那霉素 ２４ｍｍ、庆大霉素

２２ｍｍ、头孢氨苄２１ｍｍ、卡那霉素２１ｍｍ、环丙沙星２０ｍｍ，
而对四环素、复方新诺明、克林霉素等耐药。

３　讨论

病鸡喉拭子禽流感病毒抗原检测为阴性，可初步排除禽

流感病毒的感染，ＳＰＦ鸡胚进行病毒的分离培养，收获的尿囊
液无血凝性，说明发病鸡群无禽流感病毒、新城疫病毒的感

染；从病鸡肝脏及心脏分离到２种细菌纯培养物，根据其形态
特征、培养特性及生化特点判断，两者分别为金黄色葡萄球菌

和肺炎克雷伯菌。据此可初步判断，该发病由肺炎克雷伯菌

和金黄色葡萄球菌混合感染所致。

肺炎克雷伯菌广泛存在于自然界，也存在于动物的肠道、

呼吸道和泌尿道中，为条件性致病菌［１］。当机体免疫力低下

或长期使用抗生素时，引发人和动物的多种疾病。荣光等从

发病濒死的五指山猪体内分离到肺炎克雷伯菌肺炎亚种［２］；

刘燕等从白颊长臂猿的脓液中分离到肺炎克雷伯菌肺炎亚

种，该菌感染导致白颊长臂猿的脓肿、死亡［３］。肺炎克雷伯

菌可引起人的肺炎、败血症、脑膜炎、肝脓肿等，在家禽，能引

起死胚、卵黄囊感染、呼吸道病、眼病、败血症和繁殖性疾

病［１］。本次肉杂鸡的发病可能由于养殖场饲养管理水平较

差，日常消毒等环境控制措施不到位，给金黄色葡萄球菌及肺

炎克雷伯菌以可乘之机，造成严重的经济损失。

肺炎克雷伯菌感染家禽的病例报道较少，而对人感染的

报道及研究较多。李振江等对２５６个肺炎克雷伯菌临床分离
株进行了耐药性研究，结果表明该菌对抗菌药物的耐药性较

高，４９．０％的产超广谱β－内酰胺酶（ＥＳＢＬｓ）的菌株呈多重耐
药［４］。本次从肉杂鸡分离到的肺炎克雷伯菌，除对米诺环

素、头孢他啶具有一定的敏感性外，对其他多种药物均耐药，

呈现强的耐药性，兽医临床应重视该菌的感染及流行情况，合

理使用抗菌药物。翁幸鐾等对１株耐药肺炎克雷伯菌的耐药
相关基因进行研究，该菌株对哌拉西林、氨苄西林、头孢哌酮、

头孢噻肟、头孢他啶、头孢吡肟、头孢西丁、阿米卡星、庆大霉

素、环丙沙星等均耐药，该菌耐药与其携带获得性耐药基因

ＴＥＭ－１、ＳＨＶ－１１、ａａｃ（３）－Ⅱ等基因相关［５］。本次分离到

的金黄色葡萄球菌则对多种药物敏感，综合２种病原菌的药
敏试验结果，选用头孢他啶进行治疗，同时对所用器皿、工具、

笼舍进行全面消毒，７ｄ后，发病情况逐渐好转，１５日龄时鸡
群趋于稳定。
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