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河南省部分地区鸡志贺氏菌病

病原分离鉴定及药敏试验

杨永珍 ,许兰菊＊ ,张丹鹤 ,邓久虎 ,苗银萍 ,蒋大伟
(河南农业大学 牧医工程学院 ,河南 郑州 450002)

摘要:为了对河南省部分地区鸡志贺氏菌病的病原进行分离鉴定和药物敏感性调查 ,对河南省 6

个地区的鸡腹泻病病料进行了细菌学检查 ,经细菌分离培养 、形态染色镜检 、生化试验和动物试验 ,

共分离鉴定出 12株鸡源志贺氏菌 。血清学试验结果显示 ,分离菌株存在种和型的差异 ,其中 8株

为福氏志贺氏菌 ,3株为鲍氏多价志贺氏菌 ,1株为痢疾 Ⅱ型志贺氏菌 。动物试验结果表明 ,分离的

12株鸡志贺氏菌均具有致病性 ,且毒力不同 ,其中 ,从三门峡分离的菌株有很强的毒力 ,发病率和

死亡率均为 100%。药敏试验结果显示 ,大多数鸡志贺氏菌对氨苄/舒巴坦和阿米卡星较为敏感 ,

对其他药物具有严重的耐药性 ,且不同地区分离的鸡志贺氏菌对药物的敏感性不同 。
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Isolation and Indentification of Shigel lae f rom Chicken in

Some Regions of Henan P rovince and Their

Susceptibility T ests to Drugs

YANG Yong-zhen ,XU Lan-ju＊ ,ZHANG Dan-he ,DENG Jiu-hu ,M IAO Yin-ping , JIANG Da-wei

(College o f Anima l Science and Veterinary M edicine , Henan Ag ricultural Univ ersity , Zhengzhou 450002 , China)

Abstract:In order to indentify and test drugs sensi tivity to the Shigellae f rom chicken in some re-

g ion of Henan province , the bacte ria for the diseased diarrhea f rom six regions in Henan province

were examined in this study .Iso lating , obse rv ations o f bacte ria appea rance , cul tivating characte ris-

tics and biochemical cha racteristics in addi tion to animal testing finally show ed that twelve bacte-

ria belong to S higellae.Sero logical typing te st were performed and show ed tha t these st rains have

difference s in species and types.The resul ts revealed that eight st rains we re identif ied fo r S.f le x-

neri , three st rains w ere identi fied for S.boydi i , and the o ther one st rain w as ident ified for Ⅱ ty pe

S.d ysenteriae infection.Animal experiments suggested that the tw eleve S higellae are pathogenic

but the virulence are dif ferent.The st rain from Sanmenxia is virulent and the mo rbidi ty and mo r-

tality are both 100%.T he sensi tivity tests to drug s show that most S higellae i solated f rom

chicken are sensitive to ampicillin/ sulbactam and amikacin , but show ed serious resistant to o ther

drug s.The susceptibilities are different among the Shigel lae isolatesf rom dif ferent regions.The
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study pro vides a scienti fic basis fo r S higella bacteria on chicken diagnosis and treatment of

disease.
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　　鸡志贺氏菌病是由志贺氏菌引起的一种新发传

染病[ 1] ,病鸡的主要临床表现为腹泻 、痢疾 ,主要剖

检病变为肠道出血和炎症。志贺氏菌属(Shigel la)

是人类细菌性痢疾最为常见的病原菌 ,分为痢疾志

贺氏菌 、福氏志贺氏菌 、鲍氏志贺氏菌 、宋内氏志贺

氏菌 4个血清群(种)
[ 2]
。其中痢疾志贺氏菌感染患

者病情较重 ,宋内氏志贺氏菌多引起轻型感染 ,福氏

志贺氏菌易转变为慢性感染。近年来发现志贺氏菌

不仅感染人 ,也能引起动物发病。目前 ,国内外已有

关于志贺氏菌感染犊牛 、仔猪 、幼犬 、家兔 、鸡 、鸭 、小

鼠 、豚鼠等多种动物[ 1 , 3-9] 的报道 ,引起动物大批发病

和死亡 ,给养殖业生产造成了很大经济损失。为了

对河南省部分地区疑似鸡志贺氏菌病进行诊断和病

原学检查 ,对临床上的腹泻病鸡采集病料 ,并进行细

菌分离鉴定 ,现将结果报告如下。

1　材料和方法

1.1　病料来源

2009年对来自河南省三门峡 、商丘 、周口 、焦

作 、新郑 、荥阳等地具有腹泻症状的病鸡 ,无菌条件

下采集鸡的肝脏 、小肠及其肠内容物等病料 , 以备

检验 。

1.2　培养基和主要试剂

培养基:营养肉汤(批号 090610)、SS 琼脂培养

基(批 号 090104)、营 养 琼 脂 培 养基 (批 号

20100108)、麦康凯琼脂培养基(批号 20100609)购

自杭州天和微生物试剂有限公司 ,按照说明配制;刚

果红琼脂培养基(胰蛋白胨 2.5%, 大豆蛋白胨

0.5%,氯化钠 0.5%,刚果红指示剂 0.025%,琼脂

粉 2.5%,按照上述比例加入蒸馏水 ,加热溶解后 ,

调节 pH 为 7.2 ～ 7.5 , 经 121 ～ 126℃灭菌 30min ,

冷却到 55℃左右倾注平板备用);胰蛋白胨(批号

20071008)、大豆蛋白胨(批号 20080720)均购自奥

博星生物技术有限公司。

主要试剂:葡萄糖 、乳糖 、麦芽糖 、甘露糖 、蔗糖 、

尿素 、枸橼酸盐 、三糖铁 、刚果红为杭州天和微生物

试剂有限公司生产。革兰氏染液按常规方法配制 。

1.3　试验雏鸡及其分组

1日龄海兰商品代蛋公雏 2批 ,每批 70只 ,购

自郑州牧专孵化场。按正常饲养标准隔离饲养至 3

日龄 ,外观正常 。每批随机分为 14 组 , 每组 5只 。

其中试验组分为 12个攻毒组 , 2个对照组(空白对

照和无菌生理盐水对照)。第 1批雏鸡为细菌低剂

量攻毒组 ,第 2批雏鸡为细菌高剂量攻毒组。

1.4　志贺氏菌诊断血清与参考抗原和血清

志贺氏菌属诊断学清(4 种多价)(批号

20100501)、志贺氏菌属诊断血清鲍氏多价(批号

20100101)、志贺氏菌属诊断血清痢疾 Ⅰ型(批号

20090901)、志贺氏菌属诊断血清宋内 Ⅰ相(批号

20090901)、志贺氏菌属诊断血清福氏多价(批号

20100101)。以上诊断学清均由宁波天润生物药业

有限公司生产。

参考抗原和血清:鸡白痢鸡伤寒多价凝集抗原

(批号 200902)、鸡白痢阳性血清(批号 200903)、鸡白

痢阴性血清(批号 200902)均购自中国兽药监察所 。

1.5　药敏纸片

药敏纸片共 14 种 ,分别为:阿莫西林(AMX ,

10μg/片 ,批号 090401)、氨苄/舒巴坦(AM/SU ,每

10μg ,批号 090511)、头孢曲松(CRO , 30μg/片 ,批

号 0910141)、头 孢 唑 啉 (CZ , 30μg/片 , 批 号

091028)、庆大霉素(GM , 10μg/片 ,批号 0910301)、

阿米卡星(AN , 30μg/片 ,批号 0910301)、米诺环素

(MNO ,30μg/片 ,批号 0904011)、氯霉素(C ,30μg/片 ,

批号 090720)、磺胺甲噁唑/甲氧苄啶(STX ,每片

23.75/1.25μg ,批号 090226)、痢特灵(FR ,300μg/片 ,

批号 090531)、环 丙 沙 星 (CIP , 5μg/片 , 批 号

0906101)、 诺 氟 沙 星 (NOR , 10μg/片 , 批 号

0906081)、氧氟沙星(OFL , 5μg/片 ,批号 0909161)

以上药敏纸片由北京天坛药物生物技术开发公司生

产 ,均购自河南省生物研究所。

1.6　细菌分离培养及抹片染色镜检

将采集的不同病料无菌操作分别接种于 1%葡

萄糖肉汤培养基中进行增菌培养 ,之后将肉汤培养

物分别划线于 SS 琼脂培养基 、麦康凯琼脂培养基 、

营养琼脂培养基 、刚果红琼脂培养基和血液琼脂培

养基进行细菌分离培养 ,以观察菌落 。

对分离菌的可疑菌落进行细菌抹片和革兰氏染

色 、镜检 ,观察细菌形态与染色特性。

1.7　生化试验

将可疑菌落分别接种于 1%糖肉汤进行纯化培

养 ,之后用其培养物分别接种于葡萄糖 、乳糖 、麦芽

糖 、甘露糖 、蔗糖 、尿素等微量生化管中 ,再于 37℃
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下培养7 d ,每24 h观察记录结果。甘露糖 、麦芽糖 、

蔗糖 、乳糖 、葡萄糖发酵试验以及 MR试验 、吲哚试

验 、V-P 试验 、枸橼酸盐利用试验所用试剂均按文献

[ 7]中的方法配制。

1.8　动物致病性试验

1.8.1　菌液准备　按参考文献[ 10-12]中的方法制

备菌液。

培养细菌:经纯度检查后的培养液用无菌棉球

涂抹于普通营养平皿上 ,置 37℃培养 18h 。

收集细菌:吸取灭菌的 0.85%生理盐水 5mL ,

注入长满志贺氏菌的普通营养琼脂平板上 ,洗下菌

苔。将菌液注入无菌瓶中 ,按照文献[ 13]中的方法

进行活菌计数 ,同时用紫外可见分光光度仪测定细

菌 OD值 。首先在 460 nm 波长处检测原液的 OD

值 ,再将原液依次稀释 10 倍 ,测出不同稀释度的

OD值 ,根据活菌计数结果 ,绘制吸光度-菌液浓度的

回归曲线 。

调整细菌数量:检测菌液 OD值 ,从标准曲线中

查得每毫升的细菌数量 ,并用灭菌生理盐水作稀释

液 ,调整细菌数量约为(2 ～ 6)×109个/mL 和(2 ～

6)×1010个/mL。

1.8.2　动物攻毒试验　雏鸡 3 日龄时进行攻毒 。

第 1批雏鸡用低剂量细菌攻毒 , 12个攻毒组分别用

12个不同的分离菌株对雏鸡进行腹腔注射 , 0.5

mL/只(含菌约 10亿 ～ 30亿个);生理盐水对照组 ,

腹腔注射灭菌生理盐水 0.5mL/只;空白对照组不

做任何处理。试验组和对照组分别隔离饲养 ,注射

后每 2 h观察记录 1 次各组鸡只的表现 ,并对发病

死亡的鸡只及时进行剖检 ,在第 7天对存活鸡进行

剖检 。剖检后观察记录病变结果 ,同时采集病料进

行病原菌回收试验。最后根据各组鸡的死亡数和剖

检病变程度确定分离菌株的致病性 。

第 2批雏鸡用高剂量细菌攻毒 , 0.5mL/只(含

菌约 100亿 ～ 300亿个),分组及攻毒方法同上。

1.9　血清型鉴定

1.9.1　抗原的制备　将分离和生化鉴定为志贺氏

菌的不同菌株纯培养物 ,分别接种于营养肉汤中 ,

37℃培养 24 h;经 121 ～ 126℃处理 2h 破坏细菌的

K 抗原;后离心洗涤 4 次 , 每次 4 000 r/min 离心

20min ,弃上清 ,均以 4mL 0.5%石碳酸生理盐水洗

涤菌体抗原;然后加入 2mL 0.5%石碳酸生理盐水

吹打混匀 ,最后以 6%的比例加入碱性美兰进行染

色 ,即为志贺氏菌抗原 。4℃保存备用 。

1.9.2　平板凝集试验　采用玻板方阵凝集法 ,按照

文献[ 14]中的方法分别用志贺氏菌多价血清和单因

子血清及不同抗原进行凝集反应 ,并设抗原与阳性

血清对照 ,37℃下 2 ～ 3min 内判定结果。若出现明

显凝集者为阳性反应 ,均匀混浊者为阴性反应。

1.10　药敏试验

药敏试验为纸片扩散法 ,试验方法按照文献

[ 15]进行 ,结果判定标准按产品说明书。

2　结果与分析

2.1　细菌培养特性及形态染色结果

所分离的细菌置 37℃下培养 20 h ,可见 12株

细菌在营养肉汤中均匀混浊生长 ,不形成菌膜和沉

淀 。在麦康凯 、SS琼脂培养基上形成无色透明的直

径 1 ～ 2mm 的小菌落 。在血平板上形成灰白色 ,半

透明 、表面光滑湿润 、边缘整齐的菌落 。在刚果红琼

脂培养基上形成红色透明或粉色透明的菌落。分离

的 12个菌株及细菌编号分别为:周口株(ZK)、商丘

株(SQ)、焦作株 1(JZ1)、焦作株 2(JZ2)、新郑株 1

(XZ1)、新郑株 2(XZ2)、新郑株 3(XZ3)、新郑株 4

(XZ4)、新郑株 5(XZ5)、荥阳株 1(XY1)、荥阳株 2

(XY2)、三门峡株(SMX)。

对 12株可疑分离菌落进行细菌抹片和革兰氏

染色 ,结果均为革兰氏阴性短杆菌。

2.2　生化试验结果

大多数分离菌株发酵葡萄糖 、麦芽糖 、甘露糖 、

蔗糖 ,枸橼酸盐试验 、尿素试验和明胶试验均为阴

性 ,不产生 H 2S , MR阳性 , V-P 阴性(表 1)。根据

上述细菌分离培养 、形态染色和生化特性 ,判定 12

株分离菌均为鸡源志贺氏菌 。

表 1　12个分离菌株的生化试验特性

菌株 葡萄糖 乳糖 麦芽糖 甘露糖 蔗糖 TSI 枸橼酸盐 尿素 明胶 M R V-P 吲哚

ZK ⊕ + + ⊕ + K(A)/A
+;+

+ + + + 弱+ +

SQ + - + + - K/A
+;-

- ⊕ - + - +

JZ1 + - + + + K/A
+;- - ⊕ - + + -

JZ2 ⊕ ⊕ + ⊕ -
K/A
+;- - ⊕ - + - +
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续表 1　12 个分离菌株的生化试验特性

菌株 葡萄糖 乳糖 麦芽糖 甘露糖 蔗糖 TSI 枸橼酸盐 尿素 明胶 M R V-P 吲哚

XZ1 ⊕ ⊕ ⊕ + ⊕
A/A
+;- - - - + + +

XZ2 + ⊕ + ⊕ ⊕
A/A
+;-

- - - - + +

XZ3 + ⊕ ⊕ + ⊕
A/A
+;-

- - - + + +

XZ4 + ⊕ ⊕ + ⊕
A/A
+;-

- - - + + -

XZ5 ⊕ ⊕ + ⊕ ⊕
A/A
-;-

- - - + - -

XY1 + + + + + A/A
-;-

- - + + + +

XY2 + + + + -
K/K
-;- - - - + + -

SMX + - + + ⊕
K/A
-;- - - - + - +

　注:⊕代表产酸产气 , +代表阳性 , -代表阴性;TSI(三糖铁培养基)上反应情况:斜面/底层
产气;产 H 2S

, A=产酸(黄色), K=产碱(红色)

2.3　致病性试验结果

各个剂量组的雏鸡都于攻毒后 6 h 开始发病 ,

8h 死亡 。发病鸡轻者精神沉郁 、喜卧 、拉稀腹泻 ,重

者出现血痢。对死亡鸡只进行剖检 ,可见肝脏肿大

出血 ,脾脏出血 ,肾肿大 ,肠道炎症明显 ,小肠内有黄

色或黄绿色内容物 ,肠壁变薄 ,有出血点。灭菌生理

盐水对照组和空白对照组雏鸡 ,肉眼观察未见病变

出现 。12株志贺氏菌对雏鸡的发病率和死亡率结果

详见表 2。

表 2　12 株鸡志贺氏菌对雏鸡发病率和死亡率的影响

菌株
低剂量组

细菌数/ ×109 个 发病率/ % 死亡率/%

高剂量组

细菌数/ ×1010个 发病率/ % 死亡率/ %

ZK 11.8 0(0/ 5) 0(0/5) 105 40(2/ 5) 0(0/ 5)

SQ 20.2 60(3/ 5) 0(0/5) 299 80(4/ 5) 80(4/ 5)

JZ1 13.7 40(2/ 5) 0(0/5) 268 100(4/ 5) 60(3/ 5)
JZ2 17.5 20(1/ 5) 0(0/5) 298 80(4/ 5) 40(2/ 5)

XZ1 30.0 40(2/ 5) 0(0/5) 171 80(5/ 5) 80(4/ 5)

XZ2 26.9 40(2/ 5) 0(0/5) 169 100(5/ 5) 80(4/ 5)
XZ3 29.6 40(2/ 5) 0(0/5) 170 100(4/ 5) 20(1/ 5)

XZ4 28.2 60(3/ 5) 40(2/ 5) 128 100(5/ 5) 60(3/ 5)
XZ5 16.2 80(4/ 5) 0(0/5) 113 80(4/ 5) 40(2/ 5)

XY1 28.2 40(2/ 5) 20(1/ 5) 235 60(3/ 5) 0(0/ 5)

XY2 14.5 20(1/ 5) 0(0/5) 245 60(3/ 5) 0(0/ 5)
SM X 30.0 100(5/ 5) 100(5/ 5) 200 100(5/ 5) 100(5/ 5)

2.4　血清学试验结果

对 12株鸡志贺氏菌进行血清学鉴定 ,鉴定出 1

株痢疾志贺氏菌Ⅱ型 ,3 株鲍氏志贺氏菌 , 8株福氏

志贺氏菌。结果详见表 3。

表 3　12株鸡志贺氏菌的血清学反应

菌株
志贺氏菌
4种多价

志贺氏菌
痢疾Ⅰ型

志贺氏菌
痢疾Ⅱ型

志贺氏菌
鲍氏多价

志贺氏菌
福氏多价

志贺氏菌
宋内Ⅰ相 Ag 对照 阳性对照

ZK - - # ++ + - - #

SQ - - - - # - - #

JZ1 +++ - - # ++ - - #
JZ2 # - - - # - - #

XZ1 +++ - - - # - - #
XZ2 +++ - - - # - - #

XZ3 +++ - - - # - - #

XZ4 +++ - - - # - - #
XZ5 +++ - - - # - - #

XY1 # - - # ++ - - #
XY2 # - - - # - - #

SM X # ++ - # - - - #

　注:在短时间内出现典型凝集现象者(#和+++)判为阳性反应 ,否则判为阴性。凝集反应:“#”表示 100%抗原凝集 , “ +++”表示 75%
抗原凝集 , “ ++”表示 50%抗原凝集 , “ +”表示 25%抗原凝集
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2.5　药敏试验结果

由表 4可以看出 ,分离的鸡志贺氏菌耐药现象

严重 。大多数菌株都对阿莫西林 、头孢唑啉 、头孢曲

松 、罗红霉素 、庆大霉素 、氯霉素 、复方新诺明 、痢特

灵 、环丙沙星 、诺氟沙星 、氧氟沙星耐药;对氨苄/舒

巴坦和阿米卡星较为敏感 。

表 4　12株鸡志贺氏菌药敏试验结果

菌株
阿莫
西林

氨苄/
舒巴坦

头孢
唑啉

头孢
曲松

罗红
霉素

庆大
霉素

阿米
卡星

米诺
霉素

氯霉素
复方
新诺明

痢特灵
环丙
沙星

诺氟
沙星

氧氟
沙星

ZK R S R R R S S I R R R R R R

SQ R R R R R R I R R R R R R R

JZ1 R R R R R R I R R R R R R R

JZ2 R I I S R S R R R R R R I I

XZ1 R I R R R R I R R R R R R R

XZ2 R S R R R R R S R R S I I I

XZ3 R I R R R R S R R R R R R R

XZ4 R S R R I R S S R R R R R R

XZ5 R R R R R R R R R R R R R R

XY1 S S I R R R R I R I R R R R

XY2 R I R R R S I R R R R R R R

SM X R S S S R R R S R R S I R I

　注:R代表耐药 , I代表中介 , S代表敏感

3　结论与讨论

本试验中 ,从河南省部分地区采集的腹泻鸡病

料经细菌分离鉴定均为鸡志贺氏菌 ,且大多数分离

菌株致病力较强。血清学试验结果表明 ,各地区分

离的志贺氏菌血清型不尽相同;药敏试验结果表明 ,

大多数分离菌株有严重的耐药性。

志贺氏菌的毒力表型与细胞粘附刚果红培养基

染料的能力有关 , 在刚果红上形成红色菌落(为

C rb+表型)。已经失去毒力质粒的菌株或者其他不

能表达毒力基因菌株在培养基上形成白色菌落

(Crb-)[ 16] 。魏殿军等[ 17] 报道 ,不同菌群志贺氏菌

对刚果红的着色能力不同 。本研究中 ,不同种志贺

氏菌在刚果红上形成红色菌落(4/12)或者粉色菌落

(8/12)。形成的粉色菌落是否毒力大质粒已经丢

失 ,有待于进一步进行分子生物学研究。由于志贺

氏菌毒力大质粒在传代过程中极易丢失[ 16] ,因此 ,若

欲长时间保持志贺氏菌的毒力 ,在传代培养过程中

需不断筛选志贺氏菌在刚果红培养基上的红色菌落

进行保存 。生化试验结果显示 ,不同种志贺氏菌的

生化特性略有不同 ,同种志贺氏菌不同菌株的生化

试验结果也有差异 ,可能是因为志贺氏菌的某些生

化特性在种间有不同的反应[ 18] ,也可能是因为传代

次数引起志贺氏菌生化特性的变化[ 19] 。

动物试验结果表明 ,大多数分离菌株致病力较

强 ,其中三门峡地区分离的菌株在低剂量细菌攻毒

时发病率和死亡率达 100%,其余鸡志贺氏菌分离株

对攻毒鸡均表现出不同的致病性 ,用高剂量菌攻毒

时死亡率均低于 100%,说明从三门峡地区分离的此

株鸡志贺氏菌毒力最强。由此进一步表明 ,鸡志贺

氏菌可引起鸡的腹泻 ,发生鸡志贺氏病 。因此 ,在临

床诊断鸡腹泻病时要区别于鸡白痢等传染病 。

志贺氏菌可分为痢疾志贺氏菌 、福氏志贺氏菌 、

鲍氏志贺氏菌和宋内氏志贺氏菌 4 个血清群(种)。

其中已有鸡感染鲍氏志贺氏菌和痢疾志贺氏菌的报

道[ 8-9] ,本研究中新发现了鸡感染福氏志贺氏菌 ,而

且分离的福氏志贺氏菌所占比例较大 66.7%,说明

多种志贺氏菌均可引起鸡发生腹泻 。本研究没有鉴

定出宋内氏志贺氏菌 ,这可能与采集病料地区的局

限性和未使用宋内氏 Ⅱ相因子血清有关 ,是否有鸡

宋内氏志贺氏菌的感染 ,有待今后进一步研究 。

药敏试验结果表明 ,大多数鸡源志贺氏菌分离

菌株对氨苄/舒巴坦和阿米卡星较为敏感 ,对其他 12

种参试药物产生了严重的耐药性 。因此 ,建议临床

治疗要合理用药 ,选择敏感药物进行治疗 ,避免盲目

性 ,尽量减少不必要的经济损失。本研究为鸡志贺

氏菌病的诊断和防治提供了科学依据 ,对指导养殖

业生产具有重要意义和价值。
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(上接第 133页)微生态环境 ,但添加量过高也可能

对肠道微生态造成不利影响。

另外 ,有学者认为 ,血粉在家畜日粮中的添加量

为猪 10%以下 ,鸡 3%～ 5%,若用量过大 ,可能对畜

禽生长有抑制作用
[ 8-10]

。从本研究结果来看 , 3.0%

的膨化血粉添加量对雏鹅的应用效果最好 ,能显著

提高胃蛋白酶与胰蛋白酶活性及改善盲肠微生态

环境 。
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