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　　摘要：为了解鸭疫里默氏杆菌的流行情况，对信阳地区疑似鸭疫里默氏杆菌感染病料进行病原分离和鉴定。结果显
示，共鉴定到１４株鸭疫里默氏杆菌，其中血清１型、２型和１０型菌株依次为３、４、２株，未定血清型菌株５株；动物致病性
试验结果显示，分离菌对雏鸭均具有致病性。对１１种抗菌药物敏感性检测结果表明，分离菌株对阿米卡星、链霉素和头
孢曲松较为敏感，对氟苯尼考、阿莫西林、磺胺异 唑、多黏菌素Ｂ和多西环素耐药性较高；生物被膜检测结果表明，１４
株菌株中有８株为强生物被膜形成株，２株为弱生物被膜形成株。
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　　鸭疫里默氏杆菌（Ｒｉｅｍｅｒｅｌｌａａｎａｔｉｐｅｓｔｉｆｅｒ，ＲＡ）
可感染鸭、鹅、火鸡等多种禽类，是目前规模化水禽

养殖多发的细菌性疾病，常造成严重的经济损失。

鸭疫里默氏杆菌主要侵害２～７周龄的雏鸭和仔鹅，
特征性病变为纤维素性心包炎、肝周炎、气囊炎、关

节炎、输卵管炎和脑膜炎等［１］。

我国郭玉璞等在１９８２年首次报道北京地区商
品鸭发生鸭传染性浆膜炎后［２］，其他主要水禽养殖

区域陆续报道发现该病。鸭疫里默氏杆菌血清型

众多，至少有２１个血清型，且各型之间几乎无交叉
保护性，已成为危害养鸭生产的主要疾病［３］。信阳

市是河南省主要的水禽集散地，部分养殖户使用血

清１型和血清２型 ＲＡ灭活疫苗免疫后，预防效果
不佳。因此，本研究通过对实验室送检的疑似鸭疫

里默氏杆菌感染病料进行细菌分离和血清型鉴定，

旨在为河南省信阳市水禽鸭疫里默氏杆菌病的防

治提供参考。

１　材料与方法

１．１　样品
　　样品为养殖户送检的发病雏鸭。
１．２　主要试剂与试验动物

胰蛋白胨大豆（ＴＳＡ）琼脂培养基、胰酪胨大豆
肉汤（ＴＳＢ）培养基，购自杭州天和微生物试剂有限
公司；即用型ＳａｎＰｆｕＰＣＲ试剂盒、细菌基因组 ＤＮＡ
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快速抽提试剂盒，购自生工生物工程（上海）股份有

限公司；胎牛血清，购自杭州四季青生物工程材料

有限公司；鸭疫里氏杆菌１型、２型菌株和 ＲＡ标准
血清由上海兽医研究所胡青海博士惠赠；１日龄健
康非免疫樱桃谷鸭，购自河南华英农业发展股份有

限公司，隔离饲养至１５日龄后用于细菌致病性试验
测定。

１．３　细菌学检查
无菌采集病死雏鸭肝脏、脑等病料，划线接种

于ＴＳＡ平板，置于烛缸中３７℃培养３６～４８ｈ，挑取
可疑菌落转接种 ＴＳＡ培养基（含５％胎牛血清）纯
培养后，革兰氏染色和瑞氏染色后检查细菌形态。

挑取ＴＳＡ培养基纯化后的单菌落转接种 ＴＳＢ培养
基（含５％胎牛血清）增菌培养后待用。
１．４　生化试验

参照文献［４］方法，取 ＴＳＡ培养基上纯化的单
菌落接种细菌生化反应管，３７℃培养规定时间后观
察并记录结果。

１．５　ＰＣＲ鉴定
１．５．１　细菌基因组的提取　挑取单菌落接种５ｍＬ
ＴＳＢ培养基，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ振摇培养过夜。取
５００～１０００μＬ进行细菌基因组提取，操作步骤按照
细菌基因组ＤＮＡ快速抽提试剂盒说明书进行。
１．５．２　１６ＳｒＲＮＡ基因和ｄａｎＢ基因ＰＣＲ检测　根
据文献［５］方法，设计检测ＲＡ１６ＳｒＲＮＡ基因和ｄａｎ
Ｂ基因的 ２对引物，扩增片段长度分别为 ３６４、
６２７ｂｐ。引物由生工生物工程（上海）股份有限公
司合成。引物详情见表１。

表１　引物信息

目的基因 引物 序列（５′→３′）
片段大小

（ｂｐ）

１６ＳｒＲＮＡ １６Ｓ－Ｆ ＡＣＴＴＣＡＧＧＴＡＣＣＣＣＣＡＧＣＴＴ ３６４
１６Ｓ－Ｒ ＧＴＧＣＣＧＴＧＡＧＧＴＧＴＴＡＧＧＴＴ

ｄａｎＢ ｄａｎＢ－Ｆ ＧＣＴＣＧＴＣＣＴＧＧＴＡＴＧＧＧＴＡＡ ６２７
ｄａｎＢ－Ｒ ＡＧＴＧＣＴＧＧＴＴＴＧＴＧＣＴＣＣＴＴ

　　ＰＣＲ反应体系 ５０μＬ：２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ
２５μＬ，上下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各２μＬ，模板２μＬ，
超纯水１９μＬ。扩增条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃
３０ｓ，５４℃ ４５ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延
伸 ５ｍｉｎ。

ＰＣＲ产物用１．５％琼脂糖电泳进行检测后，送
生工生物工程（上海）股份有限公司测序。测序结

果在ＧｅｎＢａｎｋ数据库中进行Ｂｌａｓｔ分析比对。

１．６　血清型鉴定
参照程安春等的方法［６］，将各 ＲＡ分离株菌液

和ＲＡ１、ＲＡ２、ＲＡ１０型标准血清进行平板凝集试验，
观察记录结果。

１．７　动物致病性试验
参照任小梅等的方法［４］，将鉴定后的１４株 ＲＡ

分离株分别腿部肌肉注射进１５日龄的樱桃谷鸭或
麻鸭，注射剂量为０．５ｍＬ／羽（约１×１０８ＣＦＵ），每组
３羽，同时设立对照组，腹腔注射０．５ｍＬ灭菌生理
盐水。攻毒后每天观察并记录各组发病、死亡情况。

１．８　药敏试验
以大肠埃希菌（ＡＴＣＣ２５９２２）作为质控菌株，参

照ＣＬＳＩ推荐的药敏试验纸片扩散法测定１４株供试
菌株对１１种抗菌药物的耐药表型。结果依据 ＣＬＳＩ
标准判定各分离菌株的敏感性，以敏感、中介、耐药

３种形式记录［７］。

１．９　鸭疫里默氏杆菌的生物被膜检测
参照文献的方法［８］将１４株鸭疫里默氏杆菌和

大肠杆菌ＤＨ５ａ的新鲜菌液（Ｄ６００ｎｍ＝１．０）采用ＴＳＢ
进行１∶１００稀释后，加入９６孔板，２００μＬ／孔，每株
细菌设３个重复，然后置于３７℃、５％ ＣＯ２恒温培
养箱中静置培养２４ｈ后采用结晶紫染色法检测其
生物被膜形成情况。最后采用酶标仪检测各孔

Ｄ５９５ｎｍ值。生物被膜形成能力的判定标准为Ｄ５９５ｎｍ≤
０．３１为无生物被膜形成菌株；０．３１＜Ｄ５９５ｎｍ＜１．００
为弱生物被膜形成菌株；Ｄ５９５ｎｍ≥１．００为强生物被
膜形成菌株。

２　结果与分析

２．１　细菌分离与染色
　　从５８份病料中分离出１４株ＲＡ，分离株在ＴＳＡ
培养基上，于烛缸中３７℃培养２４～３６ｈ后，可形成
圆形、略微突起、表面光滑的奶油状小菌落（对着光

线观察菌落呈现淡蓝色）。革兰氏染色镜检可见散

在或少数成对出现的革兰阴性短杆（球杆）菌；瑞氏

染色呈两极浓染，符合ＲＡ的形态特征。
２．２　生化试验结果

１４株 ＲＡ乳糖发酵试验、半乳糖发酵试验、甲
基红试验、ＶＰ试验、硫化氢产生试验、硝酸盐还原试
验和枸橼酸盐试验均为阴性，不产生硫化氢，氧化

酶试验、触酶试验均为阳性，基本符合 ＲＡ的生化
特性。
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２．３　１６ＳｒＲＮＡ基因和ｄａｎＢ基因ＰＣＲ检测结果
　　１４株ＲＡ均能 ＰＣＲ扩增出约３６４、６２７ｂｐ大小
的条带，与预期相符（图１、图２）。将阳性条带切胶

回收后测序，结果表明，扩增条带的序列与目的基

因序列高度一致。

２．４　血清型鉴定结果
将分离到的１４株细菌分别与标准阳性血清进

行平板凝集试验。由表２可知，血清１型菌株３株、
血清２型菌株４株、血清１０型菌株２株，其他菌株

表２　ＲＡ临床分离株的分离与鉴定

菌株 分离部位 血清型 来源 生物被膜 耐药表型

ＰＱＹ２ 脑 １ 平桥区 强 阿米卡星、链霉素、氟苯尼考、阿莫西林、多西环素、磺胺异 唑、左氧氟沙星、恩

诺沙星、多黏菌素Ｂ、头孢曲松、头孢噻肟

ＰＱＨ５ 脑 ２ 平桥区 强 链霉素、氟苯尼考、阿莫西林、多西环素、磺胺异 唑、左氧氟沙星、恩诺沙星、多

黏菌素Ｂ

ＰＱＪ４ 肝脏 未定血清型 平桥区 强 氟苯尼考、阿莫西林、多西环素、磺胺异 唑、左氧氟沙星、恩诺沙星、多黏菌素

Ｂ、头孢曲松、头孢噻肟

ＬＳＧ１ 肝脏 ２ 罗山县 强 氟苯尼考、阿莫西林、多西环素、磺胺异 唑、左氧氟沙星、多黏菌素Ｂ

ＬＳＧ４ 肝脏 １０ 罗山县 无 氟苯尼考、阿莫西林、磺胺异 唑、多黏菌素Ｂ

ＬＳＧ１２ 脑 ２ 罗山县 无 氟苯尼考、阿莫西林、多西环素、磺胺异 唑、多黏菌素Ｂ

ＬＳＰ１ 脑 １ 罗山县 无 氟苯尼考、阿莫西林

ＧＳＰ５ 脑 未定血清型 光山县 弱 氟苯尼考、阿莫西林、多西环素、磺胺异 唑、多黏菌素Ｂ、头孢曲松、头孢噻肟

ＧＳＸ６ 脑 １ 光山县 强 链霉素、氟苯尼考、阿莫西林、多西环素、磺胺异 唑、左氧氟沙星、恩诺沙星、多

黏菌素Ｂ

ＨＣＨ７ 脑 １０ 潢川县 强 氟苯尼考、阿莫西林、多西环素、磺胺异 唑、左氧氟沙星、恩诺沙星、多黏菌

素Ｂ

ＨＹ１ 肝脏 ２ 潢川县 弱 氟苯尼考、阿莫西林、多西环素、多黏菌素Ｂ、磺胺异 唑

ＨＹ４ 肝脏 未定血清型 潢川县 无 氟苯尼考、阿莫西林

ＨＹ８ 脑 未定血清型 潢川县 强 链霉素、氟苯尼考、阿莫西林、多西环素、磺胺异 唑、左氧氟沙星、恩诺沙星、多

黏菌素Ｂ

ＨＢ１ 脑 未定血清型 淮滨县 强 氟苯尼考、阿莫西林、多西环素、磺胺异 唑、左氧氟沙星、恩诺沙星、多黏菌

素Ｂ
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为未定血清型。

２．５　动物致病性试验结果
试验组樱桃谷雏鸭接菌后１８～２４ｈ出现精神

委顿、呆立，逐渐排出白色、黄白色、黄绿色稀粪，２～
３ｄ后开始出现死亡，并在死亡前表现出阵发性摇
头、勾头扭颈等临床症状。剖检死鸭有轻或重的纤

维素性心包炎、气囊炎、肝周炎和脑膜炎。对死亡

鸭进行细菌分离和ＰＣＲ鉴定，结果能够重新分离鉴
定出接种菌。

２．６　１４株鸭疫里默氏杆菌对１１种抗菌药物的耐
药表型

由表３可知，１４株鸭疫里默氏杆菌对１１种抗

菌药物表现出不同程度的耐药，其中对氟苯尼考、

阿莫西林、磺胺异 唑、多黏菌素 Ｂ、多西环素耐药
率较高，分别为 １００％（１４／１４）、１００％（１４／１４）、
８５７２％（１２／１４）、８５．７２％（１２／１４）和７８．５８％（１１／
１４）；对阿米卡星、链霉素和头孢曲松敏感性较高，
分别为９２．８６％（１３／１４）、６４．２８％（９／１４）和５７１４％
（８／１４）；多数菌株呈现多重耐药现象（表２）。
２．７　分离株的生物被膜检测

生物被膜检测结果显示，８株（ＰＱＪ４、ＰＱＹ２、
ＰＱＨ５、ＬＳＧ１、ＧＳＸ６、ＨＹ８、ＨＢ１和 ＨＣＨ７）具有强生
物被膜形成能力；ＧＳＰ５和 ＨＹ１为弱生物被膜形成
能力，具体结果见表２。

表３　１４株鸭疫里默氏杆菌对１１种抗菌药物耐药表型统计

抗菌药物
敏感 中介 耐药

菌株数（株） 百分比（％） 菌株数（株） 百分比（％） 菌株数（株） 百分比（％）

阿米卡星 １３ ９２．８６ ０ ０ １ ７．１４

链霉素 ９ ６４．２９ １ ７．１４ ４ ２８．５７

多西环素 ２ １４．２９ １ ７．１４ １１ ７８．５８

氟苯尼考 ０ ０ ０ ０ １４ １００

多黏菌素Ｂ １ ７．１４ １ ７．１４ １２ ８５．７１

阿莫西林 ０ ０ ０ ０ １４ １００

头孢曲松 ８ ５７．１４ ３ ２１．４３ ３ ２１．４３

头孢噻肟 ４ ２８．５７ ７ ５０．００ ３ ２１．４３

恩诺沙星 ３ ２１．４３ ４ ２８．５７ ７ ５０．００

左氧氟沙星 ４ ２８．５７ ２ １４．２９ ８ ５７．１４

磺胺异 唑 １ ７．１４ １ ７．１４ １２ ８５．７１

３　结论与讨论

信阳市水资源丰富，除采用标准化养殖体系的

樱桃谷肉鸭养殖龙头———河南华英农业发展股份

有限公司外，还有众多小型养殖户和散养户。这些

小型养殖户和散养户的鸭（鹅）苗来源比较杂，除本

地的孵化场外，其他大多来源于江苏、安徽、四川和

广东（狮头鹅）等地，使得信阳地区鸭疫里默氏杆菌

血清型分布较为多样，再加上呼肠孤病毒感染的普

遍存在［９－１０］，使得鸭疫里默氏杆菌病的防控形势更

加严峻。

鸭疫里默氏杆菌血清型众多，并且存在明显的

区域性特征。任晓梅等从广东、山东、江苏等地区

疑似鸭疫里默氏杆菌病病料中分离鉴定出４６株鸭
疫里默氏杆菌，其中血清１型、２型、１０型和１５型菌
株依次为９株、２５株、１株和１株，未定血清型菌株
１０株［４］。云水丽等从江苏省某免疫鸭场的病死鸭

中分离到了血清１１型的鸭疫里默氏杆菌［１１］。袁小

远等２０１５—２０１６年间从山东及河北等地的商品鸭
场病料中共分离出１８株鸭疫里默氏杆菌，均为血清
１型ＲＡ［１２］。本研究分离的１４株鸭疫里默氏杆菌
中血清１型菌株３株，血清２型菌株４株，血清１０
型２株，其他菌株为未定血清型，这与焦凤超等的早
期研究结果部分吻合［１３］，这也解释了为什么当前信

阳地区很多养殖户虽然实施了鸭疫里默氏杆菌病

疫苗（主要是血清１型和２型）的免疫接种，但该病
仍频繁发生的原因。

由于鸭疫里默氏杆菌病疫苗免疫预防效果不

佳，所以很多养殖户往往采用抗菌药物进行防治，

而鸭疫里默氏杆菌又经常和大肠杆菌发生混合感

染，这给该菌的分离鉴定带来一定的难度。本研究

参考丁云竹等建立的 ＰＣＲ方法辅助开展鸭疫里默
氏杆菌的分离鉴定，提高了工作效率［５］。另外 Ｈｕ
等建立的针对大肠杆菌 ｐｈｏＡ、沙门菌 ｉｎｖＡ、鸭疫里
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默氏杆菌ｄｎａＢ基因的三重ＰＣＲ方法，其检测下限
为１×１０３ＣＦＵ／ｍＬ［１４］。Ｗｅｉ等建立的大肠杆菌、沙
门菌、鸭疫里默氏杆菌、巴氏杆菌、多重ＰＣＲ检测方
法，其检测下限为１０ｐｇ基因组ＤＮＡ［１５］。以上这些
方法有助于对临床病料中的鸭疫里默氏杆菌进行

鉴别检测。

报道表明，ＲＡ对多种抗生素表现出耐药现
象［１６］。荆雅玮等对分离自安徽省的８株 ＲＡ菌株
药物敏感性检测结果表明，ＲＡ对阿莫西林、头孢他
啶和头孢吡啶敏感，对洛美沙星和阿奇霉素、阿米

卡星耐药［１７］。Ｚｈｏｎｇ等对国内分离的２２４株 ＲＡ进
行耐药性检测的结果表明，５０％的分离株对 β－内
酰胺类抗生素、利福平等多种抗生素耐药，其中有４
株对２９种抗生素耐药［１８］。本次分离的１４株ＲＡ对
氟苯尼考、阿莫西林、磺胺异 唑、多黏菌素 Ｂ和多
西环素表现出较高的耐药率以及多重耐药现象，但

对阿米卡星敏感性较好，为９２．８６％（１３／１４），与上
述结果有较大出入，这可能与各地用药习惯有关。

调查发现，信阳地区使用抗菌药物防治鸭疫里默氏

杆菌病和大肠杆菌病时，主要采用拌料或饮水给

药，且常使用氟苯尼考、强力霉素、阿莫西林、多黏

菌素Ｂ和磺胺类等药物，很少用阿米卡星和头孢类
药物，这与１４株ＲＡ的耐药性检测结果基本相符。
　　生物膜是一个微生物群落，由细胞外聚合物基
质包围的微生物组成。研究报道鸭疫里默氏杆菌

形成生物被膜能力可能和该菌在养殖环境中的持

续存在和细菌耐药性存在一定的关系［８，１９］。荆雅玮

等分离的８株菌株中有７株为强生物被膜形成株，
且表明强生物被膜形成株ＡＨ－１对１７种抗菌药物
耐药［１７］。本研究分离的１４株 ＲＡ中有８株为强生
物被膜形成株，并且８株均表现出了多种耐药现象，
具体的机制有待于进一步研究确定。

综上所述，本研究从５８份临床送检病料中分离
到１４株疑似鸭疫里默氏杆菌，通过细菌生物学特性
和１６ＳｒＲＮＡ基因、ｄａｎＢ基因 ＰＣＲ鉴定，确定分离
菌株为鸭疫里默氏杆菌，并对其部分生物特性如血

清型、耐药表型和生物被膜形成能力进行了鉴定，

为河南省信阳市的水禽鸭疫里默氏杆菌病的综合

防控提供参考。
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ａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｄｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｓａｎｄｂａｃｔｅｒｉａｌ

ｉｎｖａｓｉｏｎａｒｅｃａｕｓｅｄｂｙｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｉｎｍｕｌｔｉｓｐｅｃｉｅｓ

ｂｉｏｆｉｌｍｓ［Ｊ］．ＡｐｐｌｉｅｄａｎｄＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００６，７２

（６）：３９１６－３９２３．
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