
书书书

李瑶，高晶萍，田　勇，等．鸽源绿脓杆菌的分离鉴定及致病性试验［Ｊ］．江苏农业科学，２０２０，４８（８）：１８９－１９１．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２０．０８．０３５

鸽源绿脓杆菌的分离鉴定及致病性试验

李瑶１，高晶萍１，田　勇１，徐明举１，利　凯１，李　军２，张瑞华１，徐　彤２

（１．河北北方学院预防兽医学重点实验室，河北张家口０７５０００；２．河北北方学院生命科学研究中心，河北张家口 ０７５０００）

　　摘要：从疑似赛鸽绿脓杆菌感染病料中分离绿脓杆菌并进行相关致病性试验和药敏试验，为今后赛鸽绿脓杆菌防
治提供参考。采用常规方法从肝脏、肺脏等组织中无菌钓取细菌于普通琼脂、麦康凯、鲜血琼脂平板培养基中，随后进

行染色镜检、生化试验鉴定；对分离菌株进行致病性研究，将１０只未经免疫的３０～４０日龄的雏鸽随机分为对照组和
试验组进行感染，１０只ＢＡＬＢ／ｃ小鼠同样随机分组进行感染，观察并记录感染动物临床症状及死亡率；通过药敏试验
检测该菌对庆大霉素、恩诺沙星、复方新诺明等１０余种药的敏感性。结果表明，分离得到的菌株根据培养及菌落特
征、生化试验确定为绿脓杆菌；人工感染小鼠发病率为１００％，死亡率为６０％；试验组鸽子发病率为６０％，无死亡；该菌
对庆大霉素、恩诺沙星、妥布霉素和环丙沙星高度敏感。
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　　绿脓杆菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）１８８２年由
Ｇｅｓｓａｒｄ从伤口脓液中首次分离报道［１］。该菌在自

然界中分布十分广泛，是临床常见的条件致病菌之

一。临床中常因注射污染、疲劳运输、惊吓等应激

因素导致动物机体抵抗力下降，引起该病发生。绿

脓杆菌可引起多种家畜、家禽、野生动物发病，尤其

可引起雏鸡和貂的出血性肺炎、奶牛的子宫炎和乳

房炎等，同时也可感染人类［２］。随着集约化的快速

发展和养殖规模的不断扩大，该菌在感染过程中的

角色也由之前的继发或混合感染逐渐演变为原发

或并发［３］，这使得该病死亡率愈来愈高。近年，雏

鸡、山羊、水貂、獭兔、狐狸、小熊猫及鸵鸟等均有感

染绿脓杆菌的报道［４－１０］，可见绿脓杆菌对不同种类

的动物均有易感性，但临床表现及剖检症状有差异。

近年来，赛鸽成为一项重要的竞技运动，随着

人们的关注度越来越高，赛鸽运动飞速发展。然

而，在“集鸽”这一特殊饲养模式下，不同免疫水平的

鸽子经长途运输后集中于同一棚内，因此临床中鸽绿

脓杆菌一般是新城疫、鸽痘等疾病的继发菌［１１］，导致

赛鸽大量死亡，给养殖户带来不可估量的经济损失。

但由于人们之前对其重视程度不够，在临床中没有良

好的治疗方案。笔者通过对临床病料进行实验室细

菌分离鉴定并做相关致病性试验及药敏试验，为临床

中绿脓杆菌的预防和治疗提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　病料及试验动物
疑似鸽绿脓杆菌的病料，由天津某赛鸽公棚提

供；６～８周龄、ＳＰＦ级 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，购于北京实验
动物中心；３０～４０日龄、未经任何免疫试验的雏鸽
１０羽，购于河北省张家口市某肉鸽养殖户。
１．２　试剂

普通琼脂培养基、麦康凯培养基、鲜血琼脂培

养基，购于北京奥博星生物技术有限责任公司；苏

木精、伊红，购于天津光复精细化学研究所有限公

司；药敏片，购于杭州天和微生物试剂有限公司。

１．３　主要仪器
电热恒温培养箱，购自上海博讯实业有限公司

医疗设备厂；超净台，购自苏净集团苏州安泰空气

技术有限公司；显微镜，购自Ｏｌｙｍｐｕｓ。
１．４　背景调查

病鸽主要表现吃食减少，精神不振；不同程度
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下痢，粪便水样，呈淡黄绿色，严重的粪中带血；腹

部膨大，手压柔软，后期呈腹式呼吸；有的眼周围发

生不同程度水肿，水肿部破裂流出液体，形成痂皮，

眼全闭或半闭，流泪；颈部皮下水肿，严重的两腿内

侧部皮下也见水肿。

１．５　细菌分离
从病死鸽的肝脏、脾脏、肺脏等无菌操作钓菌分

别划线接种于普通琼脂、鲜血琼脂和麦康凯培养基，

置于恒温培养箱中３７℃培养２４ｈ，观察培养基颜色
及菌落形态，挑取有代表性的菌落进行纯化培养。

１．６　细菌鉴定
１．６．１　涂片染色镜检　将纯化培养的细菌典型菌
落钓菌进行涂片，进行革兰氏染色，于油镜下观察

菌落的形态及染色特征。

１．６．２　生化鉴定　将纯化后的细菌分别接种于葡萄
糖、乳糖、苯丙氨酸、甲基红、三糖铁等生化管中，放置

于３７℃培养箱中，培养２４ｈ，观察并记录生化结果。
１．７　致病性试验
１．７．１　ＢＡＬＢ／ｃ小鼠致病性试验　采用上述细菌
接种鲜血琼脂培养基培养 １８ｈ后，将 １０只 ＳＰＦ
ＢＡＬＢ／ｃ小鼠随机分为试验组和对照组，每组各 ５
只，感染组每只腹腔注射０．１ｍＬ该细菌，对照组相
同途径注射 ０．１ｍＬ生理盐水，饲养于环境相同的
独立通风笼内，观察并记录其临床表现、发病率及

死亡率。取死亡小鼠的肝脏进行钓菌、染色，以验

证致病菌与接种菌是否一致。

１．７．２　鸽子致病性试验　取１０羽未经免疫、３０～
４０日龄的雏鸽，随机分为感染组和对照组，每组 ５
羽，感染组每羽肌肉注射０．２ｍＬ细菌鲜血琼脂培养
物，对照组肌肉注射０．２ｍＬ生理盐水，观察记录其
临床症状、发病率和死亡率。

１．８　药敏试验
参照Ｋｉｒｂｙ－Ｂａｒｅｒ氏法，将纯培养的绿脓杆菌

鲜血琼脂培养物均匀涂抹至普通琼脂平板的表面，

用镊子无菌取抗生素药敏试纸片均匀等距贴在培

养基表面，置于３７℃恒温培养箱中培养，２４ｈ后观
察并记录不同药物抑菌圈的直径，判定该菌对不同

药物的敏感性。

２　结果与分析

２．１　细菌分离结果
在普通琼脂培养基上１８ｈ已长出湿润、光滑的

蓝绿色菌落；在麦康凯培养基中生长良好，呈边缘

整齐、光滑的暗绿色菌落；鲜血琼脂培养基中可见

细菌生长良好，菌落周围有溶血；可看到试管整体

呈绿色，随着培养时间的延长，培养基的表面有一

层菌膜形成。

２．２　鉴定结果
２．２．１　细菌鉴定结果　经革兰氏染色后，镜下可见
无芽孢、中等大小的红色杆菌。

２．２．２　生化鉴定结果　由表１可知，该菌发酵葡萄
糖，不分解乳糖，三糖铁不产生硫化氢，试管底部未

变黄，甲基红（Ｍ．Ｒ．）试验呈阴性，可分解尿素，能
液化明胶，符合绿脓杆菌的生化特点。根据染色镜

检特征和生化结果可确定该菌为绿脓杆菌。

表１　生化鉴定结果

试验项目 结果

葡萄糖 ＋

赖氨酸 ＋

鸟氨酸 ＋

硫化氢 －

蛋白胨水 －

乳糖 －

卫矛醇 －

苯丙氨酸 －

尿素分解 ＋

西蒙氏枸橼酸盐 ＋

Ｍ．Ｒ． －

明胶液化 ＋

２．３　致病性试验
２．３．１　ＢＡＬＢ／ｃ小鼠致病性试验　对照组精神状
态良好、行动十分敏捷、被毛光滑。试验组接种细

菌后７ｈ，小鼠全部出现精神沉郁、行动迟缓现象；
２２ｈ死亡１只，其余４只精神萎靡；４５ｈ死亡２只，
剩余２只被毛粗乱无光泽；９６ｈ剩余２只小鼠有恢
复迹象。综上所述，共死亡３只小鼠，通过从死亡小
鼠的肝脏钓菌，确定致病菌与接种菌一致。

２．３．２　鸽子致病性试验　对照组鸽子无异常，试验
组鸽子接种２４ｈ后粪便变为墨绿色稀粪，精神无异
常；４８ｈ时试验组３羽鸽子出现精神沉郁、羽毛松
乱、行动迟缓、粪便为绿色水样稀粪；观察１周，无
死亡。

２．４　药敏试验
由表２可知，该菌对恩诺沙星、妥布霉素、庆大

霉素和环丙沙星高度敏感，对丁胺卡那、阿奇霉素、

复方新诺明中度敏感；而对青霉素、磺胺嘧啶等耐

药性较强。
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表２　药敏试验结果

药物名称
抑菌圈直径

（ｍｍ） 判定结果

恩诺沙星 ２１．３ 高度敏感

妥布霉素 ２３．０ 高度敏感

庆大霉素 ２４．０ 高度敏感

环丙沙星 ２３．０ 高度敏感

丁胺卡那 １７．１ 中度敏感

阿奇霉素 １７．５ 中度敏感

复方新诺明 １７．０ 中度敏感

磺胺嘧啶 １０．０ 不敏感

青霉素 ９．２ 不敏感

氨苄西林 ７．０ 不敏感

氟苯尼考 ８．０ 不敏感

氯霉素 ９．０ 不敏感

四环素 １０．３ 不敏感

３　讨论与结论

绿脓杆菌在自然界土壤、空气、水中分布广泛，

同时在各种动物的肠道和皮肤中也有存在，是临床

常见的条件致病菌。绿脓杆菌在鸡中常是霉形体、

鸡痘等的继发菌，还可与大肠杆菌等细菌发生混合

感染［１２－１３］；在水貂中常与克雷伯氏菌混合感染引发

水貂的出血性肺炎［１４－１５］。随着现代养鸽业的飞速

发展，绿脓杆菌在鸽群中也渐有报道，常与鸽痘、鸽

新城疫等发生混合感染，导致鸽大量死亡［１６－１７］。

本研究从天津某赛鸽养殖场分离到１株细菌，
通过培养基生长特性、染色镜检、生化鉴定确定其

为绿脓杆菌。随后进行该菌的致病性研究，通过给

小鼠、鸽子接种感染绿脓杆菌后发现该菌对两者的

致病性不同，试验组小鼠的发病率为１００％，病死率
达６０％，在临床症状上表现比鸽子更为明显，并且
在剖检过程中发现死亡小鼠整体腹部呈绿色，肠道

黏液增多，其余症状不明显；在鸽子的致病性试验

中鸽子的发病率为６０％，未发生死亡。
临床中绿脓杆菌一般呈继发感染，并且临床症

状缺乏明显特征，由于在病程的不同阶段表现出的

临床症状也不同，因此仅靠临床症状不能判断是否

有绿脓杆菌感染，确诊还须要借助实验室细菌分离

鉴定等手段。

在细菌性疾病的治疗过程中，抗生素的耐药性

是经常需要面临的问题。绿脓杆菌对多种抗生素

均有耐药性，并且不同菌株对同一抗生素的敏感性

也不同。药敏结果表明，此次分离的绿脓杆菌对恩

诺沙星、妥布霉素、庆大霉素和环丙沙星均高度敏

感。在后期治疗的过程中，通过庆大霉素的治疗，

该公棚赛鸽的症状的确得到缓解。

临床中一般在动物机体抵抗力下降时易被继

发感染绿脓杆菌，该菌本身的致病性不强，但它对

多种药物均有耐药性，因此在临床中预防本病应从

改善养殖场饲养管理条件、加强兽医卫生措施着

手，严格按照规定要求做好种蛋收集、保存及孵化

全过程以及孵化设备、环境、注射疫苗器具的清洗

和消毒工作。在养殖场通过饮水或拌料口服大剂

量的庆大霉素等高度敏感药物，对该菌亦有一定的

防治作用。
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［７］刘庆生．一例鸡绿脓杆菌病的诊疗报告［Ｊ］．福建畜牧兽医，

２０１６，３８（４）：７１．

［８］肖　肖，任艳丽，郭玉璞，等．幼龄鸵鸟绿脓杆菌病的诊断［Ｊ］．

中国兽医科技，２０００，３０（２）：３４－３５．

［９］余星明，王成东，钟顺隆，等．小熊猫绿脓杆菌病的诊断［Ｊ］．中

国兽医科技，２０００，３０（８）：３６－３６．

［１０］唐珂心，牛钟相，何元龙．山羊慢性化脓性肺炎病原菌的分离鉴

定［Ｊ］．中国兽医杂志，２００１，３７（６）：２０－２１．

［１１］花天荣，花　红，倪干英．肉鸽鸽痘和绿脓杆菌混合感染的诊断

与治疗［Ｊ］．养禽与禽病防治，２０１４（１１）：３０－４３．

［１２］裘孝良，郝勤宗，屏新满．育成鸡暴发鸡败血霉形体病并继发绿

脓杆菌病的诊断报告［Ｊ］．中国家禽，１９９０（２）：１６－１７．

［１３］刘　兵，刘保群，袁明娅，等．雏鸡大肠杆菌和绿脓杆菌混合感

染的诊治［Ｊ］．中国畜牧兽医文摘，２０１２，２８（１０）：１８４．

［１４］陈超阳，和彦良，占才超．一例水貂肺炎克雷伯氏菌与绿脓杆菌

混合感染的确诊［Ｊ］．中国动物保健，２０１７，１９（１０）：８２－８３．

［１５］张术森．水貂出血性肺炎和克雷伯氏菌混合感染的诊治［Ｊ］．

中国畜牧兽医文摘，２０１６，３２（２）：２１８．

［１６］赵宝华，窦新红，刘　敏，等．死胚鸽蛋中绿脓杆菌的分离鉴定

与药敏试验［Ｊ］．经济动物学报，２０１５，１９（１）：３１－３３．

［１７］赵振振，许梦怡，许　静，等．一株鸽源绿铜绿假单胞菌的分离

与鉴定［Ｊ］．上海畜牧兽医通讯，２０１４（４）：５４－５５，５７．
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