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一例导致蛋鸡肝脏肿大病原的分离与鉴定
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摘　要：为查明在某养鸡场的散养鸡群中，出现小部分产蛋鸡不产蛋、消瘦、肝脏肿大的原因，利用染病鸡的病料

进行细菌抹片镜检、分离、培养，细菌微量生化反应管鉴定法对分离菌株进行生化鉴定，利用ＰＣＲ法进行分子生

物学鉴定，利用ＫＢ药敏纸片法进行药物敏感性试验。结果显示，致病菌为金黄色葡萄球菌。药敏试验表明，在

３５种药物中，所分离的金黄色葡萄球菌对红霉素、青霉素Ｇ、庆大霉素、万古霉素、克拉霉素、头孢噻吩、头孢唑

啉、克林霉素敏感。
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在养禽业中，多种疾病都会引起禽类的肝脏病变，大致可以分为两类，一类是因管理过失与营养失衡

导致的营养代谢病，例如脂肪性肝出血综合征、脂肪性肝肾综合征、中毒性肝肿大及肝硬化等；另一类是因

传染源引起的肝脏病变，因传染源的不同，具体的病变表现也会有不同。在家禽养殖中，养鸡占有相当大

的比重。目前养鸡的形式大致可分为笼养鸡与散养鸡两种，在笼养鸡中，如果管理科学，一般传染性疾病

的发病率较低，出现鸡肝脏病变的原因大多与营养失衡有关；散养鸡中，出现肝脏病变大多与传染性病原

有关，常有散养鸡出现肝脏肿大的症状。鸡的肝脏肿大是由细菌、真菌等多种微生物引起的化脓性或者非

化脓性肝病，如果不及时治疗，死亡率可高达１０％～３０％，这将会对养殖业造成重大的损失。除了败血症

能导致化脓性肝病外，细菌性肝脓肿也可由腹腔感染直接传播引起脓肿，它还可通过感染脐静脉和门静
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脉，使得细菌进入肝脏，引起肝脓肿。在能引起肝脓肿的细菌中，金黄色葡萄球菌是常见的致病菌［１］。本

研究是基于散养鸡中出现偶发性蛋鸡停止产蛋，消瘦，偶尔有腹泻症状，鸡冠浅粉色，却没有明显精神症

状。鉴于是蛋鸡出现上述症状，采取处死一只进行剖检的方法，对病因进行探查，并根据探查结果找到有

效的治疗方案。

１　材料与方法

１．１　菌株与病料来源

质控菌株：金黄色葡萄球菌 ＣＭＣＣ（Ｂ）２６００３（批号 Ａ１００５Ｂ）和大肠埃希氏菌 ＡＴＣＣ２５９２２（批号

Ａ１０１６Ｂ）均购自上海鲁微科技有限公司。

病料来源：南京某散养鸡场中发病鸡剖检的病料（肝脏、脾脏、部分肠管）

１．２　主要试剂

营养琼脂、营养肉汤培养基、甘露醇氯化钠琼脂培养基、ＫＢ药敏片、球菌属细菌微量生化鉴定管均购

于杭州滨和微生物制剂有限公司；革兰氏染液试剂盒购于济南百博生物技术有限公司；ＤＬ２０００ＤＮＡ

Ｍａｒｋｅｒ购于北京博迈德生物试剂公司；２×ＰＣＲＭｉｘ试剂和６×ＤＮＡ上样缓冲液购于西安赫特生物科技

有限公司。

１．３　方法

１．３．１　细菌的分离与培养　无菌取肝脏、脾脏与肠管各一小块，制作细菌抹片，革兰氏染色后进行显微镜

下检查。根据初步结果判断，上述脏器无菌取小块进行研磨，用无菌生理盐水进行匀浆，以１∶１０加入

７．５％氯化钠营养肉汤进行３７℃增菌过夜。将培养好的菌液划线接种到血平板上，３７℃过夜培养。观察

菌落形态，挑取单菌落接种到甘露醇氯化钠琼脂培养基上进行纯化培养；纯化后的菌落接种到营养肉汤

中，放入恒温摇床中进行振摇培养过夜，用于进行细菌的生化试验鉴定等后续试验。

１．３．２　生化试验鉴定　将分离纯化的可疑菌落纯培养悬液，无菌环境接种到球菌属细菌微量生化鉴定管

内，用封口膜封好，３７℃隔夜培养，观察生化鉴定管内的变化情况，根据反应结果进行判定。

１．３．３　动物致病性试验　将４０只１６～１８ｇ健康、清洁级小鼠随机平均分为４组，其中一组为空白对照

组，腹腔接种５０μＬ无菌生理盐水；试验组三组，分别腹腔接种鉴定菌浓度为１０
４、１０５、１０６ｃｆｕ·ｍＬ－１的菌

液５０μＬ，正常饲喂，观察小鼠生存情况，如果出现小鼠死亡现象，及时进行尸体剖检、观察腹腔脏器情况，

制作肝脏，脾脏、肠管的细菌抹片，进行细菌的分离、鉴定，记录结果；第三天每组处死３只小鼠，进行剖检，

观察腹腔脏器情况，摘取肝脏、脾脏、肠管做细菌抹片，进行细菌的分离、鉴定，记录结果；第七天处死剩余

所有小鼠，重复上述工作，记录结果。

１．３．４　分子生物学鉴定　１）ＤＮＡ提取。取上述１．３．１中的培养菌液，根据ＴａＫａＲａＭｉｎｉＢＥＳＴＵｎｉｖｅｒ

ｓａｌＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔＶｅｒ．５．０提取试剂盒的操作步骤提取细菌基因组ＤＮＡ。同时分别提取

质控菌株，试验室留存的枯草芽孢杆菌的ＤＮＡ作为对照。２）金黄色葡萄球菌的ＰＣＲ鉴定。金黄色葡萄

球菌的耐热核酸酶编码基因（狀狌犮基因）是特有的编码毒力因子的基因，保守性强，特异性好，可用来作为

特异性检测基因。因此，在此次试验中，选取该基因作为检测基因，设计的引物序列如下。上游引物（Ｆ）：

５ＧＣＴＴＧＣＴＡＴＧＡＴＴＧＴＧＧＴＡＧＣＣ３。下游引物（Ｒ）：５ＣＴＣＴＡＧＣＡＡＧＴＣＣＣＴＴＴＴＣＣＡＣ３。预

期扩增片段大小为４２２ｂｐ。利用ＰＣＲ技术，对分离到的菌株进行狀狌犮基因特异性扩增，基因片段为

４２２ｂｐ，引物由南京金斯瑞公司合成。以细菌基因组 ＤＮＡ为模板，按照ＰＣＲ试剂盒的操作程序进行

ＰＣＲ扩增。反应程序为：９５℃５ｍｉｎ；９４℃５０ｓ，５６℃５０ｓ，７２℃２ｍｉｎ，进行３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ。

将扩增产物经１５ｇ·Ｌ
－１琼脂糖凝胶电泳检测，观察、拍照。

１．４　药敏试验

采用ＫＢ纸片扩散法，将１．３中的细菌培养液用灭菌的细菌涂布棒在均匀无菌环境下，涂布在普通

９８



金　陵　科　技　学　院　学　报 第３４卷

的营养琼脂培养基上，静置５ｍｉｎ后，用无菌镊子将３４种药敏纸片贴在含菌营养琼脂表面，纸片相互间距

离不少于２４ｍｍ，室温放置１５ｍｉｎ，然后倒置于３７℃恒温恒湿培养箱中，培养１８ｈ，根据美国临床试验室

标准协会（ＣＬＳＩ）２０１３年药敏判定标准对结果进行分析。

２　结果与分析

２．１　细菌分离、培养

将有患病症状的鸡剖检后发现肝脏异常肿大，胆囊机化，脾脏有稍许肿大，肠道未见明显炎性反应。

将肝脏、脾脏、肠管无菌取一小块，制作细菌抹片，革兰氏染色后镜检，观察到肝脏内有大量Ｇ＋球菌，脾脏

也有Ｇ＋球菌，但数量较肝脏中少，肠管中未发现Ｇ＋球菌。在血平板上培养后，发现菌落呈现金黄色，并

且在菌落周围出现透明的溶血环即有β溶血现象。挑取有β溶血现象的菌落，用血平板传代两次，接种到

甘露醇氯化钠琼脂培养基上，产生黄色带有黄晕的菌落，初步鉴定为致病性金黄色葡萄球菌。用甘露醇氯

化钠琼脂培养基继续传两代，挑取特征菌落无菌接种在营养肉汤中，振摇培养，取一部分保留菌株，剩余的

用于后续试验。

２．２　生化试验鉴定结果

利用球菌属细菌生化反应鉴定管，对分离菌株进行细菌生化反应鉴定，结果见表１。根据生化鉴定管

的比对标准，符合金黄色葡萄球菌的生化特性。

表１　细菌微量生化管鉴定法对分离菌株生化反应的鉴定结果

项目 检测株 标准株 项目 检测株 标准株 项目 检测株 标准株

尿素 ＋ ＋ 蔗糖 ＋ ＋ 精水 － －

木糖 ＋ ＋ 乳糖 ＋ ＋ 甘糖 ＋ ＋

木醇 － － 麦芽糖 ＋ － 蕈糖 － －

甘露醇 ＋ ＋ Ｎ 乙酰葡胺 － － 硝酸盐 ＋ －

蜜二糖 ＋ ＋ 果糖 ＋ ＋ 葡磷胨水 － －

山梨醇 ＋ ＋ 甲基红 ＋ ＋ Ｖ Ｐ反应 弱 弱

明胶 液化 液化 葡萄糖 ＋ ＋ 精氨酸 ＋ ＋

注：＋代表结果为阳性；－代表结果为阴性。

２．３　动物致病性试验结果

观察分别接种分离菌株的小鼠与生理盐水的小鼠，发现对照组在接种后的整个饲养期间，无任何异常

现象。接种菌株的小鼠，第二天出现部分小鼠精神萎靡、食欲下降、毛松乱现象，接种１０６ｃｆｕ·ｍＬ－１组小

鼠出现死亡（死亡２只），剖检发现肝脏肿大，有脓肿，脾脏肿大，未见肠道炎性反应。取病料进行细菌的分

离、鉴定结果是Ｇ＋球菌。第三天，每组处死三只，对照组没有发现细菌，肝脏、脾脏等各脏器正常，其余三

组接种分离菌株的小鼠肝脏与脾脏都发生不同程度的肿大，都发现Ｇ＋球菌，鉴定后与接种的分离细菌一

致。此后没有小鼠死亡现象出现，第七天，将所有的小鼠处死，空白对照组小鼠体内各脏器均正常，没有任

何细菌被检出。接种细菌的三组实验组都发生不同程度的肝脏、脾脏肿大，都检出Ｇ＋球菌。将所有检测

到的球菌进行ＰＣＲ鉴定，结果发现与分离菌株一致，说明引起小鼠肝脏肿大与接种分离到的菌株呈正相

关。接种菌量与肝脏、脾脏肿大的关系另文叙述。

２．４　分子生物学鉴定结果

从图１中可以看出，鉴定菌株与金黄色葡萄球菌标准株有相同的基因扩增条带；空白对照与大肠埃希

氏菌标准株、实验室留存的枯草芽孢杆菌菌株都没有特征性扩增条带出现，证明从鸡病料中分离到的鉴定

菌株是金黄色葡萄球菌，小鼠体内引起肝脏肿大的接种细菌也是金黄色葡萄球菌。

０９
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Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１：空模板对照；２：金黄色葡萄球菌标准菌株；３：大肠埃希氏菌标准株；４：实验室

存留的枯草芽孢杆菌菌株；５：鸡病料中分离到的鉴定菌株；６～８：小鼠接种鉴定菌株后分离到的菌株。

图１　分子生物学鉴定结果

２．５　药物敏感性试验结果

利用ＫＢ纸片法进行药敏试验的结果显示，金黄色葡萄球菌对不同的抗生素的敏感性有很大的差

异，如表２所示，在所用的３４种药物中，对８种抗生素非常敏感。它们是红霉素、青霉素Ｇ、庆大霉素、万

古霉素、头孢噻吩、头孢唑啉、克林霉素、克拉霉素。因此，在实际生产中，按照国家关于兽药管理的相关法

律法规，可以选择对金黄色葡萄球菌敏感的药物来治疗金黄色葡萄球菌病。本次试验后，给出建议是选用

头孢噻吩进行治疗。

表２　犓犅法药物敏感性试验结果

药名
抑菌圈

直径／ｍｍ
药名

抑菌圈

直径／ｍｍ
药名

抑菌圈

直径／ｍｍ
药名

抑菌圈

直径／ｍｍ
药名

抑菌圈

直径／ｍｍ

氨苄西林 １０ 头孢吡肟 １４ 哌拉西林 １４ 氯霉素 １０ 复方新诺明 ０

氨曲南 ０ 头孢他啶 ０ 左氟沙星 １６ 阿米卡星 １４ 呋喃妥因 １８

头孢唑林 ３３ 诺氟沙星 １５ 克拉霉素 ３２ 四环素 ０ 庆大霉素 ３５

头孢噻吩 ３６ 链霉素 １４ 头孢哌酮 １６ 米诺环素 １５ 红霉素 ３５

头孢呋辛 １５ 妥布霉素 １４ 大观霉素 １６ 环丙沙星 １６ 万古霉素 ３２

头孢噻肟 １０ 卡那霉素 １２ 青霉素Ｇ ３１ 头孢曲松 １２ 头孢西丁 １０

苯唑西林 １７ 麦迪霉素 １４ 克林霉素 ３１ 多粘菌素Ｂ ９

注：０ｍｍ为不敏，１０ｍｍ以下为低敏，１０～１４ｍｍ为中敏，１５～２０ｍｍ为高敏，２０ｍｍ以上为极敏。

３　结论与讨论

在家鸡的养殖过程中出现病害现象在所难免，因致病微生物引起的肝脏肿大中，由于金黄色葡萄球菌

感染引起的肝脏肿大、坏死占有一定的比例。金黄色葡萄球菌（犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊犪狌狉狌犲狊）广泛分布于自然

界，也存在于人和动物的体表、鼻腔和消化道等部位，是一类共生的人兽共患条件致病菌［２］，在兽医临床上

可广泛引起疾病，降低动物生产力，严重危害家畜、家禽健康。金黄色葡萄球菌的致病力主要取决于其产

生的毒素和侵袭性酶。其中，溶血毒素能损伤血小板，破坏溶酶体，引起肌体局部缺血和坏死，属于外毒

素。金黄色葡萄球菌还能产生数种引起急性胃肠炎的蛋白质性肠毒素，分为 Ａ、Ｂ、Ｃ１、Ｃ２、Ｃ３、Ｄ、Ｅ及Ｆ

八种血清型。肠毒素可耐受１００℃煮沸３０ｍｉｎ而不被破坏，它引起的食物中毒症状是呕吐和腹泻。此

外，金黄色葡萄球菌还产生溶表皮素、明胶酶、蛋白酶、脂肪酶、肽酶等，引起脓肿［３］。据美国疾病预防控制

中心报告，金黄色葡萄菌引起的食物中毒事件在细菌性食物中毒事件中高达３３％，仅次于大肠杆菌，而在

加拿大此比例可高达４５％。在我国，细菌性食物中毒主要由沙门氏菌和副溶血性弧菌引起，金黄色葡萄

球菌引起的食物中毒事件仅次于前两者位居第三［４］。如果活鸡因感染了金黄色葡萄球菌而发病，没有及

时得到有效控制，会造成金黄色葡萄球菌污染鸡胴体、鸡蛋等制成品，引发食品安全隐患。

本次试验中，经剖检、病料分离鉴定后，确定引起产蛋鸡肝脏肿大的原因是感染了金黄色葡萄球菌。

此次的感染仅是在肝脏部位出现肿大，未见脓液，其余脏器未见炎性反应，有腹泻现象，剖检却未见肠炎症

１９
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状。将其余有类似症状的患病鸡隔离笼养，饲料中拌料添加头孢噻吩２％，在连续给药一周后，患病鸡体

重分别有不同程度的增加，有部分开始恢复产蛋。１０ｄ后停药继续笼养，在饲料中添加蒲公英与紫花地

丁等青饲，１３ｄ后，饮水中加入有抑制金黄色葡萄球菌的益生菌，使用益生菌一周后，患病鸡体重全部有

不同程度的增加，大部分恢复产蛋，放开进行散养。

在养殖过程中，不建议频繁、大剂量使用抗生素，否则容易形成耐药菌株，影响公共安全。在生产实践

中，建议采用生物综合防治方法。有关报道显示［５］，枯草芽孢杆菌与乳酸杆菌对金黄色葡萄球菌有较强的

抑制作用，适量在饮水及粉料中添加益生菌，调节鸡体内菌群的平衡，减少细菌感染和降低发病率。改善

管理条件，及时清理周边环境，杜绝鸡饮水污染，添加有助于提高鸡群免疫力的植物添加剂等防治措施，提

高鸡群的整体抗病、防病能力。
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