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摘要:采用实验室方法分离鉴定了种鸭输卵管炎细菌 ,并对分离菌进行超广谱 β-内酰胺酶(ES-

BLs)检测和其对 24种抗菌药的敏感性测定。结果显示 ,分离细菌为产 ESBLs大肠杆菌。药敏试

验结果表明 ,该菌对兽医临床中常用的 β-内酰胺类抗生素 、氟喹诺酮类 、氯霉素类 、氨基糖苷类等均

产生耐药性;对黏杆菌素 、亚胺培南 、美罗培南敏感;β-内酰胺类药物与酶抑制剂联用能使药物对细

菌的最低抑菌浓度(MIC)降低。采用复方 β-内酰胺类药物结合中药治疗一周 ,取得了良好的治疗

效果 ,种鸭产蛋率恢复至 86 %。

关键词:种鸭;输卵管炎;β-内酰胺酶;大肠杆菌

中图分类号:S852.61　　文献标识码:A 　　文章编号:1004-3268(2011)02-0157-04

T reating Seed Duck Salpingitis Caused by Producing-ESBLs

Escherichia coli with Antibacterial and Chinese Traditional Medicine

SI Hong-bin
1
, TANG Cheng-ming

2
,CHEN Peng-ju

3

(1.Co lleg e of Animal Science and Techno lo gy , Guangxi Univ ersity , Nanning 530005 , China;

2.Guangx i Institute of Veterina ry D rug Contr ol , Nanning 53000 , China;

3.The P roject Resea rch Center of Veterinary Drug s P reparation of Hefei ,H efei 230001 , China)

Abstract:Bacte ria w hich caused seed duck salpingiti s w ere isola ted and ident ified by labo rato ry

means and its sensit ivities to the ex tended spect rum β-lactamase (ESBLs),24 species antibacteri-

al and 5 pharmacopoeia compound pharmaceutical w ere dete rm ined.The results showed that the

separated bacterium was E scherichia coli producing ESBLs.Tests of drug sensi tivities show ed

that the bacterium produced drug resistance to many usual v eterinary clinical drug s , such as β-lac-

tam ant ibio tics ,quino lone s , chlo ramphenicoles , aminog lycoside , and so on .T he bacteria w as sensi-

tive to polymycin , imipenem , meropenem , β-lactam drug s combined w ith enzyme inhibitor could

decrease the minimum inhibitory concentration (M IC).Therefo re the best effectiv e treating meas-

ures fo r salpingit is w as using β-lactam drug and enzyme inhibitor combined w ith Chinese t radi-

tional medicine .One w eek af ter t reatment , the laying rate of seed duck was recovered to 86%.
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　　不明原因产蛋下降是种鸭行业常见疾病 ,该病

主要引起种鸭产蛋量下降 、蛋壳颜色异常 、蛋形异

常 ,造成受精率 、孵化率受到较大影响 ,给实际生产

带来较大损失。引起产蛋下降的原因很多 ,如病毒
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病感染 、细菌病感染 、饲料问题 、环境问题等。在实

际生产中经常遇到细菌引起种鸭输卵管炎而造成产

蛋下降 ,但大都将其认为是普通疾病 ,随便用些常规

药治疗 ,结果久治不愈 ,造成输卵管伞发生器质性变

化而被迫淘汰 ,给养殖户造成较大损失。此处举一

例由产超广谱 β-内酰胺酶(ESBLs)大肠杆菌引起的

种鸭输卵管炎的病菌分离鉴定及药敏试验 ,以期为

种鸭输卵管炎的治疗提供参考 。

1　材料和方法

1.1　发病情况

柳州市某养鸭户饲养的 290 日龄樱桃谷种鸭

20 000只 ,于 2010年 6 月开始 ,产蛋率由 90%缓慢

下降到 80%,其中蛋壳 、蛋形不够好 ,沙皮蛋 、螺纹

蛋等畸形蛋比例由 3%上升到 15 %,合格种蛋的受

精率 、出雏率基本正常。对发病种鸭饲喂了头孢类

药物 、氟苯尼考等多种西药及中药 ,畸形蛋的比例一

直没有下降 ,反而有上升趋势 。

1.2　剖检病变

剖检病变特征为输卵管高度扩张 ,其内积有蛋

样渗出物 ,表面不光滑 ,输卵管伞部内面呈轮层状 ,

输卵管黏膜充血 、增厚。个别患鸭输卵管伞严重坏

死 ,成熟卵黄掉至腹腔之中 , 有的卵黄破烂成糊状

污染整个腹腔器官 ,有的已形成严重的腹腔浆膜炎

病变 。卵巢充血 , 变性坏死 ,发育中的部分卵泡和

成熟卵泡呈扁形或萎缩 。根据疫苗程序 、畸形蛋的

比例 、产蛋下降速度 、剖检情况 、临床表现和笔者多

年的临床经验 ,初步判断此樱桃谷种鸭是由于耐药

性细菌感染引起输卵管发炎而导致产蛋缓慢下降 。

为了确诊 ,遂对病例进行了实验室诊断和抗体测定 。

1.3　实验室诊断

1.3.1　细菌学检查与生化鉴定　无菌采集病鸭的

肝脏及心脏组织 ,分别接种于普通平板 、血液平板 ,

37℃培养 18 ～ 24 h 后 ,挑取可疑菌落接种于 SS 琼

脂平板和麦康凯琼脂平板进行培养 。按常规方法对

所有分离株进行三糖铁试验(TSI)、糖发酵试验 、吲

哚试验 、M R试验 、V-P 试验 、枸橼酸钠利用试验 、明

胶液化试验 、脲酶试验。

1.3.2　药敏试验

1.3.2.1　配制药物和菌液准备　试验药物:氟苯尼

考 、氧氟沙星 、诺氟沙星 、环丙沙星 、氧氟沙星 、多西

环素 、阿米卡星 、阿莫西林 、头孢曲松等 24种 。用电

子分析天平精确称取适量药物 ,溶于无菌蒸馏水中 ,

使各种药液质量浓度为 1 280 mg/L ,现配现用 ,使用

前按比例稀释。首先挑取 1 个菌落接种于 5 mL 的

普通肉汤中 , 37℃培养 16 h ,使活菌数为 108 cfu/mL

(比浊管比浊确定),使用时用灭菌肉汤稀释 1 000

倍 ,使含菌量为 10
5
cfu/mL 。

1.3.2.2　试管两倍稀释法分别测定受试菌　方法:

取 12支无菌加塞试管 ,第 1支管加入稀释后的菌液

1.8mL ,其余均加 1 mL ,然后准确移取 0.2 mL 质量

浓度为 1 280 mg/ L的药物加入第 1支试管中 ,混匀

后吸出 1 mL 加入第 2管中。同法依次稀释至第 11

管 ,弃去 1 mL ,第 12管为生长对照 。于 37℃恒温培

养 16 ～ 18 h 。3 次重复 ,其中 2 次以无菌生长的最

低相同浓度为最低抑菌浓度(M IC)值。采用此方法

分别测定以上抗生素的 MIC值 。

1.3.3　血清抗体检测试验(HI)　按实验室常规方

法进行测定 。

1.3.4　ESBLs的检测

1.3.4.1 　ESBLs 的初筛　用纸片扩散初筛法[ 1] :

按美国国家临床实验室标准委员会(NCCLS)推荐

的 ESBLs表型筛选方法进行 。将临床的分离的产

ESBLs细菌涂布于 M H 平板后 ,按标准纸片扩散法

的规定进行操作(37℃,16 ～ 18 h),如以下任一药物

对受试菌的抑菌环直径满足条件即可怀疑受试菌产

ESBLs :头孢曲松(30μg/片)≤25 mm , 头孢他啶

(30μg/片)≤22 mm ,头孢噻肟(30μg/片)≤27 mm ,

氨曲南(30μg/片)≤27 mm 。

1.3.4.2　ESBLs的确证　采用 NCCLS 纸片扩散

确证法[ 1] 对初筛出的菌株进行确认试验 。细菌涂板

方法同 1.3.4 .1 ,药敏纸片为头孢他啶(30μg/片),

头孢他啶/克拉维酸(每片 30/10μg);头孢噻肟

(30μg/片),头孢噻肟/克拉维酸(每片 30/10μg),

35 ℃下培养 16 ～ 18 h ,头孢他啶与头孢他啶/克拉维

酸或头孢噻肟与头孢噻肟/克拉维酸这两组中任一

组出现加克拉维酸比不加克拉维酸的抑菌环直径≥

5 mm 的情况 ,即可确定为产ESBLs菌株 。

2　结果与分析

2.1　细菌分离鉴定结果

2.1.1　细菌分离培养　从病鸭输卵管分泌物中分

离到 1株细菌分离物 ,培养 24 h 后 ,在麦康凯琼脂

平板上可见有玫瑰红色 、圆形 、表面光滑的菌落 , SS

琼脂平板上也有红色菌落生长;从麦康凯琼脂平板

上挑取典型菌落 ,分别接种于普通琼脂平板和血液

琼脂平板上培养 24 h ,可见有灰白色隆起 、湿润 、光

滑 ,直径约在 1 ～ 3 mm 的菌落 。经培养特性观察 、

染色 、镜检证明 ,该分离菌为大肠杆菌[ 2] 。

2.1.2　生化试验结果　将纯化后的细菌分别接种
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系列生化培养基 ,结果表明 ,该菌能分解葡萄糖 、乳

酸 、甘露醇 、麦芽糖 ,产酸产气;不分解肌醇和尿素;

不产生硫化氢;M R试验阳性;V-P 试验阴性;枸橼

酸盐利用试验阴性 ,不液化明胶。

2.2　药敏试验结果

药敏试验结果见表 1。由表 1 可以看出 ,根据

NCCLS标准
[ 1]

,该菌对兽医临床中常用的 β-内酰胺

类抗生素 、氟喹诺酮类 、氯霉素类 、氨基糖苷类等均

耐药。因此 ,在治疗时应慎重选择以上药物 ,以防止

产生耐药性 。β-内酰胺类药物与酶抑制剂联用后 ,

其 M IC值明显降低(如单独使用阿莫西林 M IC 值

>128 ,而阿莫西林与棒酸联用 M IC 值为 16),说明

酶抑制剂可显著增加治疗效果。

表 1　临床分离菌对抗生素的MIC值 mg/ L 　

药品 MIC 药品 MIC

阿莫西林 >128 黏杆菌素 1

阿莫西林/棒酸(2∶1) 16 氟苯尼考 64

头孢噻呋 >128 环丙沙星 32

头孢噻呋/他唑巴坦(2∶1) 8 恩诺沙星 64

头孢曲松 128 诺氟沙星 128

头孢曲松/他唑巴坦(2∶1) 8 左旋氧氟沙星 16

头孢噻呋/磷霉素钙(2∶1) 32 头孢拉定 >128

头孢噻肟 64 氧氟沙星 128

头孢噻肟/他唑巴坦(2∶1) 4 强力霉素 32

磷霉素钙 128 氨曲南 64

亚胺培南 0.25 阿米卡星 32

美罗培南 0.0625 阿奇霉素 >128

2.3　抗体滴度试验结果

经过常规血清抗体检测试验(HI),二倍稀释法

稀释后放置 20 min ,加入 0.5%红细胞悬液 ,振荡混

合后静置 40 min ,在对照出现正确结果下 ,以完全抑

制红细胞凝集的最大稀释度为该血清的 HI 滴度。

试验结果为新城疫抗体滴度数据全为零 , H9抗体滴

度较整齐 ,多数在 8孔左右。

2.4　菌株的鉴定结果

对该菌分离株初筛 ,头孢曲松 、头孢他啶 、头孢

噻肟 、氨曲南的抑菌圈直径分别为 14 mm 、16 mm 、

17 mm 、14 mm , 均符合判断标准 , 表明该菌株为产

ESBLs酶可疑菌株。确证试验检测头孢噻肟(30

μg/片)、头孢噻肟/克拉维酸(每片 30/10μg )、头孢

他啶(30μg/片)、头孢他啶/克拉维酸(每片 30/10μg)

的抑菌圈分别为 15 mm 、20mm 、15mm 、17mm ,其中

头孢噻肟与头孢噻肟/克拉维酸抑菌圈直径之间相

差 5mm ,根据标准确定该临床菌株产 ESBLs。

3　治疗措施及效果

治疗时采用中西结合方法进行治疗。西药选

用:根据药敏试验结果 , 采用左旋氧氟沙星治疗 ,每

100 kg 饲料 20 g , 每日 1 次;头孢噻肟/他唑巴坦

(2∶1)每 100 kg 饲料 10 g ,每日 2 次 ,连用 4 d。饮

水中可加入电解多维和鱼肝油 ,以补充电解质和平

衡钙磷的吸收。同时选用中药:黄连 30 g 、白头翁

40 g 、生地 80 g 、山楂 40 g 、川芎 20 g 、黄芪 25 g 、益母

草 70 g 、苍术 50 g 、菟丝子 50 g 、牡蛎 50 g 、地榆 45 g ,

粉碎混合 ,混入 50kg 饲料中 ,供种鸭采食 ,连续饲喂

7d 。经上述中西结合方法对约 20000只种鸭连续治

疗 7d 后 ,除个别严重病例死亡外(死亡约 103只),

其余患病种鸭逐步恢复健康 ,产蛋率逐渐恢复正常 ,

达到 86 %,采食量逐渐达正常水平。

4　讨论

生产中 ,遇到不明原因的种鸭产蛋下降 、产畸形

蛋的情况 ,诊断治疗时需要了解免疫程序 、畸形蛋比

例 、产蛋下降幅度和下降速度 ,并在抗体测定的基础

上进行判断 ,根据种鸭的抗体水平及产蛋情况初步

判断为细菌性感染。从表现产蛋下降的病鸭病料分

离到 1 株细菌分离物 ,根据培养特性观察 、染色 、镜

检和生化试验结果可将该菌株判定为大肠杆菌 。再

结合病理剖检特征 ,综合微生物学诊断结果可以初

步判定该送检病鸭为输卵管炎型大肠杆菌感染。

输卵管炎型的大肠杆菌耐药性日趋严重 。药敏

试验结果和 ESBLs确证试验结果表明 ,引起输卵管

炎的大肠杆菌具有严重耐药性 ,已经产生了超广谱

ESBLs ,可以快速水解药物有效结构 β-内酰胺环 ,使

其丧失抗菌活性 。产 ESBLs细菌不仅对 β-内酰胺

类药物耐药 ,还对氨基糖苷类 、氟喹诺酮类 、氯霉素

类等耐药 。从药敏结果也不难看出 ,该产酶菌仅对
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左旋氧氟沙星 、黏杆菌素 、含有酶抑制剂的 β-内酰胺

类复方药物 、碳青酶烯类药物最为敏感 ,如阿莫西

林/棒酸(2 ∶1)、头孢噻呋/他唑巴坦(2∶1)、头孢曲

松/他唑巴坦(2∶1)、头孢噻肟/他唑巴坦(2 ∶1)、亚

胺培南 、美罗培南 ,对头孢噻呋/磷霉素钙(2∶1)、环

丙沙星 、强力霉素相对敏感 ,对阿莫西林 、三代头孢

类 、磷霉素钙 、诺氟沙星 、氧氟沙星有严重的耐药性。

喹诺酮类药物作为一种应用较晚的广谱抗菌药物 ,

其耐药性也呈逐年上升的趋势 ,表明动物源大肠杆

菌对其适应性产生速度很快 ,大肠杆菌的耐药谱越

来越广 ,耐药率比 20世纪 90年代显著升高[ 3-5] 。本

次试验结果与宋立等[ 6] 报道的家禽大肠杆菌以多重

耐药为主 ,耐 10 ～ 19种药物的菌株占 50%以上的结

果相一致。刘晓华等
[ 7]
也报道了吉林省部分地区鸡

源大肠杆菌普遍耐药 ,耐药菌株大多数为多重联合

耐药 ,11重耐药菌株最多 。因此 ,建议在临床上停用

已普遍产生耐药性 、明显无效的药物 ,选用目前应用

较少 ,经药敏试验证明对大肠杆菌敏感的药物。此

外 ,还应考虑采取联合用药 、交叉或轮换用药等方法。

治疗输卵管炎要慎重选药 , 宜中西结合治疗。

过去养殖户一直认为输卵管炎随便用些药物就能治

愈 ,但从以上药敏试验结果不难看出 ,现今引起输卵

管炎的细菌一般耐药性较强 ,尤其久治不愈的病例 ,

更要慎重选药。在用一些抗生素治疗不见效的情况

下 ,应进行剖检 ,若输卵管伞没有发生器质性病变 ,

则应立即换用其他更好的药物进行治疗 ,以免造成

更大的损失 ,培养更多的耐药性细菌。治疗输卵管

炎时 ,最好结合中药进行调节机体 ,如本次治疗选用

方剂为激蛋散加减 ,方中益母草 、黄芪 、川芎理气活

血 ,黄连 、白头翁清热解毒 ,地榆清大肠湿热同时止

血 ,苍术燥湿健脾理气 ,山楂健脾助消化 ,诸药合用

达到治疗与修复输卵管损伤目的。
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