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　　摘要：对山东某地连片家禽专业养殖户送检的病死鸡进行流行病学调查；通过实验室病理解剖、细菌分离和药敏
试验、鸡胚接种、血凝价测定、特异性检测、分子生物学鉴定等诊断手段，确诊临床主要表现呼吸道症状、拉稀、减食、精

神萎顿的病死鸡为Ｈ９亚型禽流感与大肠杆菌混合感染。后建议对发病养鸡场进行彻底消毒，加强饲养管理；并在以
后批次的肉鸡饲养中改变免疫程序，增加７日龄鸡群新城疫、Ｈ９亚型禽流感、传染性法氏囊三联灭活疫苗免疫，饲养
鸡群没有再发生禽流感与其他疾病的混合感染，取得了良好的防控效果。
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　　２０１５年３月中旬，山东省某地区连片家禽专业养殖户饲
养的８１７肉鸡及青脚麻鸡先后发病并陆续死亡，主要表现呼
吸道症状，有的拉黄、绿稀粪，减食，精神萎顿，发病率达

６０％～７０％，病死率达１５％ ～３０％，使用多种抗生素治疗效
果不明显。５家专业户送检病死鸡共６０余只。对所有发病
鸡均解剖，观察病理变化，并采集病变脏器，肝、肺、肾、法氏囊

及气管等，通过流行病学调查及实验室检测等方法进行诊断，

现将确诊为Ｈ９亚型禽流感与大肠杆菌混合感染诊断结果报
告如下。

１　发病情况

本次发病鸡为山东省某乡镇多个个体养殖户饲养的８１７
肉鸡和青脚麻鸡，５个养殖场饲养规模均为 ８５００只左右，
２４～３８日龄鸡发病严重。临床表现为精神沉郁、打堆、羽毛
蓬松、缩颈垂翅、打盹、食量减少、咳嗽、张口呼吸、排粪异常，

发病率６０％～７０％，病死率达１５％～３０％。经常规抗生素和
抗病毒药治疗均无明显效果。

２　免疫程序

本乡镇的养鸡合作社使用统一的免疫程序为 ７日龄：
ＮＤ－ＩＢ点眼滴鼻；１４日龄：ＩＢＤＶ活苗免疫；２１日龄：ＮＤ弱
毒疫苗点眼滴鼻。

３　解剖病理变化

共解剖病死鸡６０只，剖检病变为纤维素性心包炎、肝周

炎（３８／６０）；气囊浑浊、增厚（１２／６０）；气管内有较多黏液
（４０／６０），气管和支气管交汇处有白色干酪样栓塞物
（４０／６０）；肌胃和腺胃交界处有出血（２０／６０），腺胃粘膜溃疡、
脱落（２０／６０）；脾脏坏死（１０／６０）；法氏囊萎缩（４５／６０）；肾脏
肿大（４０／６０）。　

４　实验室诊断

４．１　细菌分离和药敏试验
４．１．１　细菌分离和培养特性观察　无菌采取病死鸡的肝脏
组织，划线接种到普通营养琼脂和麦康凯琼脂上，３７℃培养
２４ｈ，可见在普通营养琼脂培养基上生长成突起、湿润、乳白
色圆形菌落，麦康凯琼脂上形成光滑、湿润、圆形、红色菌落；

挑取红色菌落经革兰氏染色镜检，可见两端钝圆的红色短小

杆菌。对菌落进行纯化培养后进一步做生化试验，结果显示

分离菌能迅速发酵乳糖、葡萄糖、甘露醇，产酸产气，产生靛基

质等，符合大肠杆菌的生化特征。

４．１．２　药敏试验　选取麦康凯琼脂上长出的红色菌落，均匀
划线于麦康凯平板，再放置相应的药敏试纸，３７℃培养，２４ｈ
后观察测量抑菌圈的大小并记录结果。判定标准采用美国临

床检验标准委员会（ＮＣＣＬＳ）标准。结果对头孢喹肟钠高度
敏感；对头孢噻吩钠、丁胺卡那霉素轻度敏感；对阿莫西林、氟

苯尼考、恩诺沙星、强力霉素、氨苄青霉素不敏感（表１）。
４．２　病毒分离
４．２．１　鸡胚接种　分别将５个养殖户的病死鸡的肺脏、气管
用剪刀剪成１ｃｍ３左右大小，按１∶５（体积比）比例加入无菌
ＰＢＳ溶液，用研钵磨成糊状后，再加入终浓度为２０００Ｕ／ｍＬ
双抗溶液，混匀后置于４℃冰箱作用２ｈ后，反复冻融３次，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清再用０．２２μｍ的一次性滤器
过滤，取滤液尿囊腔和尿囊膜接种 １０日龄 ＳＰＦ鸡胚，
０．２ｍＬ／胚，每个样品接种５枚。鸡胚接种后弃去２４ｈ非特
异性死亡胚，大部分鸡胚在７２～９６ｈ死亡，收获死亡胚，收集
其尿囊液，取出死胚发现胚体全身弥漫性出血，而尿囊膜没有
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表１　药敏试验结果

抗生素种类 敏感性

头孢喹肟钠 ＋＋＋
头孢噻吩钠 ＋
丁胺卡那霉素 ＋
阿莫西林 －
氟苯尼考 －
恩诺沙星 －
强力霉素 －
氨苄青霉素 －

　　注：高度敏感标记为“＋＋＋”；中度敏感标记为“＋＋”；轻度敏感
标记为“＋”；不敏感标记为“－”。

增厚等病理变化。

４．２．２　尿囊液的血凝价测定　按现行兽药典中的方法进行
微量血凝试验。取上述各组死亡鸡胚的尿囊液，逐组检测其

血凝价，结果血凝价均为７ｌｏｇ２～９ｌｏｇ２。
４．２．３　尿囊液的特异性检测　按现行兽药典中的方法进行
微量血凝抑制试验。将５家养殖户病死鸡病料接种鸡胚后收
获的尿囊液，分别与Ｈ５、Ｈ７和 Ｈ９亚型禽流感、鸡新城疫、鸡
减蛋综合症标准阳性血清进行红细胞凝集抑制试验。结果显

示，所有样品均与Ｈ５和Ｈ７亚型禽流感、鸡新城疫、鸡减蛋综
合症标准阳性血清呈阴性反应，仅与 Ｈ９亚型禽流感血清呈

阳性反应，ＨＩ抑制效价为８ｌｏｇ２～９ｌｏｇ２。
４．２．４　分子生物学鉴定　用 ＲＴ－ＰＣＲ法，分别对５个养殖
户病死鸡病料接种鸡胚收获的尿囊液进行Ｈ５Ｎ１、Ｈ９Ｎ２、新城
疫、传染性支气管炎４种病原核酸检测，结果显示，Ｈ５Ｎ１、新
城疫、传染性支气管炎病原为阴性，Ｈ９亚型禽流感病原为阳
性，均扩增出７００ｂｐ的目的片段（图１）。将扩增的５株 Ｈ９
亚型禽流感病毒的 ＨＡ基因进行测序，结果５株病毒的核酸
序列完全相同，与国内２０１４年、２０１５年公布的 Ｈ９Ｎ２流行毒
株同源性高于９８．８％且处于进化树的同一分支上（图１、图
２、图３）。

４．２．５　ＩＢＤ琼脂扩散试验　将发病鸡萎缩的法氏囊组织按
１∶３（体积比）的比例加入无菌ＰＢＳ溶液研磨成糊状、冻融３

次，８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。取上清，用琼脂扩散试验检测
法氏囊组织中是否含有法氏囊病毒，结果琼脂扩散试验均为
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阴性。

５　结论

根据流行病学情况调查、临床症状和病理变化观察以及

实验室诊断，分析判定该片养殖户鸡群为 Ｈ９亚型禽流感和
大肠杆菌混合感染。

６　防治措施

６．１　防疫
及时调整免疫程序，在７日龄新城疫、传染性支气管炎二

联弱毒疫苗点眼滴鼻免疫的同时，增加新城疫、Ｈ９亚型禽流
感、传染性法氏囊三联灭活疫苗皮下注射免疫。免疫程序调

整后２８ｄ，对鸡群采血，检测ＮＤ、Ｈ９和 ＩＢＤ抗体水平。由表
２可知，在调整免疫程序后，ＮＤ、Ｈ９疫苗的抗体水平明显上
升，所有鸡的Ｈ９抗体效价平均为７．６ｌｏｇ２，ＮＤ抗体效价平均
为６．６ｌｏｇ２。而ＩＢＤ琼扩抗体效价平均为２．７ｌｏｇ２。

表２　ＮＤ、Ｈ９ＨＩ抗体水平及ＩＢＤ琼扩抗体水平

组别
Ｈ９抗体效价
（ｌｏｇ２）

ＮＤ抗体效价
（ｌｏｇ２）

ＩＢＤ抗体效价
（ｌｏｇ２）

１ ８ ６ ２
２ ７ ６ ２
３ ７ ６ ２
４ ９ ７ ２
５ ８ ６ ４
６ ７ ６ ２
７ ８ ７ ２
８ ７ ７ ４
９ ７ ８ ２
１０ ８ ６ ２
１１ ９ ７ ４
１２ ７ ６ ４
１３ ８ ７ ２
１４ ７ ７ ２
１５ ７ ７ ４
平均值 ７．６ ６．６ ２．７

６．２　治疗
整个鸡群在饲料中添加高度敏感药物头孢喹肟钠，按每

吨饲料５００ｇ拌料，并在饲料中添加高质量的电解多维。
６．３　清场与消毒

对已发病的鸡场适时全部清场，对鸡场内的主干道及鸡

舍内的过道用２０％的石灰乳进行全覆盖消毒。在饲养过程
中应注意饲养环境的改善，寒冷季节保温的同时还应注意通

风，饲养密度不能太大，１０～１１只／ｍ２，以免鸡舍的有害气体
浓度过大刺激肉鸡呼吸道，使呼吸道疾病加剧。

发病养鸡场通过饲喂敏感药物头孢喹肟钠，发病及死亡

鸡有所下降；新进雏鸡前全场进行严格消毒并调整免疫程序，

相关疫苗抗体水平明显提高。新发病例逐步减少，整个区域

的养鸡场状况逐渐平稳。

７　小结与讨论

７．１　Ｈ９亚型禽流感疫苗免疫的重要性
Ｈ９亚型禽流感病毒属于低致病性禽流感病毒，主要侵害

鸡的呼吸系统，是当前危害肉鸡的主要疫病之一［１］。Ｈ９亚型
禽流感病毒隐性感染存在一定的普遍性，单独感染 Ｈ９亚型
禽流感，没有明显的临床表现，当存在某些致病因子或发生重

大应激时，Ｈ９亚型禽流感就表现出巨大的危害，例如，Ｈ９与
新城疫、传染性支气管炎、传染性法氏囊病毒、大肠杆菌以及

霉菌毒素等的混合感染［２］。Ｈ９亚型禽流感与大肠杆菌混合
感染多年来就有不断的报导［３－５］，特别是在肉鸡饲养过程中，

养殖户存在侥幸心理，担心注射油苗影响出栏时鸡肉的品质

而不免疫禽流感疫苗，若饲养环境较差，Ｈ９与大肠杆菌的混
合感染就比较常见，势必引起很大的经济损失，因此应该重视

并严格认真做好 Ｈ９亚型禽流感疫苗的免疫，特别是在禽流
感的高发季节（冬春、秋冬交替季节）更要加强 Ｈ９亚型禽流
感疫苗的免疫接种。

７．２　传染性法氏囊疫苗的免疫
传染性法氏囊活疫苗多在肉鸡１４日龄进行免疫，由于现

在采用的疫苗多是中等毒力的活苗，免疫后４ｄ法氏囊开始
萎缩，引起鸡的免疫抑制［６］，因此在活苗免疫后而抗体未产

生前要增强鸡体的抵抗力，可以选用增强免疫的中药方剂进

行保健［７］以防免疫抑制引起其他病原的感染。另外，为了防

止法氏囊活苗对机体免疫力的影响，可以选用法氏囊灭活疫

苗。在本次案例中，建议养殖户改用法氏囊灭活疫苗，收到很

好的效果。

７．３　加强饲养管理
大肠杆菌是一种条件致病菌，在冬春季节，鸡舍因过于要

求保温而忽视了通风，造成鸡舍内病原微生物及氨气浓度过

高，会诱发该病，因此应加强饲养管理，注意环境通风。

７．４　抗菌药物的正确使用
当前，由于抗菌药物在肉鸡养殖中的大量使用，很多细菌

已经对大部分常规抗生素产生广泛耐药性和多重耐药性［８］，

因此，应定期对致病性细菌进行抗生素敏感性检测，以选取有

效的抗菌药物。
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