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［摘　 要］ 　 为掌握养鸭场病原菌种类及其耐药情况，采用传统细菌学方法进行病原菌分离鉴定和

药敏试验，ＰＣＲ 方法进行耐药基因检测，结果显示：养鸭场病原菌主要是大肠埃希氏菌、金黄色葡萄

球菌和鸭里默氏杆菌三种；主要病原菌对 ２０ 种抗菌药呈现多重耐药现象，在大肠埃希氏菌分离株

中检出 ＴＥＭ 和 ＣＴＸ－Ｍ 耐药基因，在金黄色葡萄球菌分离株中检出 ｍｅｃＡ 和 ｂｌａＺ 耐药基因。 这些

结果为盐源县养鸭场细菌性疾病的预防与控制提供了科学依据。
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　 　 随着鸭养殖业的规模化与集约化发展，鸭传染

性疾病已成为阻碍养鸭业发展的重要因素［１］。 引

起养鸭场发生鸭传染性疾病的病原微生物主要有

细菌、病毒和寄生虫等，但以细菌感染最为常见［２］。
养鸭场为防止细菌性疾病的发生与流行，常采用抗

菌药拌料饲喂或直接肌内注射等，特别是有些抗菌

药作为添加剂，可用来预防细菌性疾病和促进动物

生长发育。 目前，抗菌药广泛应用导致的细菌耐药

性问题，已成为全世界关注的热点。 据世界卫生组

织统计，全世界生产的抗菌药有 ５０％以上用于畜禽

和水产养殖中，且很多养殖场认为只要加大剂量和

延长使用，即可控制细菌性疾病的发生与流行。 而

小剂量与长时间给药，实际上是细菌耐药性的诱导

过程；细菌耐药性可通过耐药质粒等传递给其他菌

株，并通过污染环境、水源、食品或人与动物直接接

触而传给人，严重影响人类健康。 本研究拟通过对

养鸭场菌的分离鉴定、耐药性分析和耐药基因检

测，以期为养鸭场细菌性疾病的预防与控制提供科

学依据。
１　 材料与方法

１．１　 主要药品和试剂 　 细菌培养基、革兰氏染色

试剂、细菌生化培养管、细菌药敏纸片，购自杭州微

生物试剂有限公司；琼脂糖、ＤＮＡ 提取试剂盒、２×

Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ、ＧｏｌｄＶｉｅｗ 核酸

染料，购自天根生化科技（北京）有限公司。
１．２　 病料来源与实验动物 　 病死鸭内脏器官（如
心、肝、脾、肾等）等组织病料，采自盐源县部分规模

养鸭场；实验动物 ＢＡＬＢ ／ ｃ 鼠，购自西昌学院动物

医学实验教学示范中心。
１．３　 病原菌分离鉴定 　 无菌采集病死鸭组织病

料，划线接种于细菌培养基，３７ ℃厌氧培养 ４８ ｈ，
观察细菌生长情况；挑取单个菌落进行纯培养后，
取细菌纯培养物进行革兰氏染色镜检、生理生化鉴

定和动物感染试验，分析致病菌种类。
１．４　 病原菌耐药性分析 　 取已鉴定的细菌分离

物，接种液体培养基，取细菌液体培养物 １５０ μＬ，均
匀涂布于营养琼脂平板，待自然凉干后，贴上药敏

纸片，３７ ℃ 厌氧培养 ４８ ｈ，测定抑菌圈直径并记

录，分析分离细菌的耐药情况。
１．５　 病原菌耐药性基因检测　 设计和合成埃希氏

菌 β－内酰胺酶 ＴＥＭ、ＣＴＸ－Ｍ 和 ＳＨＶ 耐药基因引物

以及葡萄球菌 β－内酰胺类 ｍｅｃＡ 和 ｂｌａＺ 耐药基因

引物，提取细菌培养物 ＤＮＡ 样本，采用 ＰＣＲ 扩增，
１．０％琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像仪观察和分析结果。
２　 结果与分析

２．１　 病死鸭细菌分离培养与染色镜检　 无菌采集

病死或濒死鸭的内脏器官组织，划线接种于营养琼

脂培养基上，采用厌氧或兼性厌氧法进行培养，
３７ ℃培养 ２４～４８ ｈ 观察，结果如图 １ 所示。

从图 １ 结果可看出，在巧克力营养琼脂平板上

可见圆形、边缘整齐、乳白色、光滑的菌落；在鲜血

琼脂平板上形成凸起、边缘整齐、透明、有光泽、无
溶血的菌落。 挑取单个菌落进行革兰氏染色，于光

学显微镜下观察，部分结果如图 ２ 所示。

图 １　 部分病死鸭组织样本细菌分离培养结果

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｃｕｌｔｕｒｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｐａｒｔｉａｌ ｄｉｓｅａｓｅｄ ｄｕｃｋ ｔｉｓｓｕｅ ｓａｍｐｌｅｓ
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图 ２　 部分分离细菌革兰氏染色结果

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ Ｇｒａｍ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐａｒｔｉａｌ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａ

２．２　 分离细菌鉴定结果　 挑取单个菌落进行纯培

养后，接种细菌生化管，培养 ４８ ｈ 观察分离细菌发

酵情况，并结合其菌落形态特点和菌体染色特征，

判定分离细菌种类，结果如表 １ 所示。

表 １　 养鸭场分离细菌鉴定结果

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｄｕｃｋ ｆａｒｍ

分离菌株
种类

心脏或心血 肝脏 脾 脏 肾 脏
心包膜或
心包液

气囊 总计 １３７ 株

株数 比例 ／ ％ 株数 比例 ／ ％ 株数 比例 ／ ％ 株数 比例 ／ ％ 株数 比例 ／ ％ 株数 比例 ／ ％ 株数 分离率 ／ ％

埃希氏菌 － － ３１ ５３．４ １５ ２５．９ １２ ２０．７ － － － － ５８ ４２．３４

葡萄球菌 １２ ２５．５ １６ ３４．０ － － １１ ２３．４ ８ １７．０ － － ４７ ３４．３１

里默氏杆菌 ３ ２１．４ － － － － － － ５ ３５．７ ６ ４２．９ １４ １０．２２

变形杆菌 － － ５ ７１．４ － － － － － － ２ ２８．６ ７ ５．１１

耶尔森菌 － － － － １ ２５．０ ３ ７５．０ － － － － ４ ２．９２

枸橼酸杆菌 － － １ ２５．０ － － ３ ７５．０ － － － － ４ ２．９２

假单胞菌 － － － － ２ ６６．７ １ ３３．３ － － － － ３ ２．１９

　 　 由表 １ 结果可知，从规模养鸭场病死鸭病料组

织中分离出 ７ 个属 １３７ 株菌，其中主要是埃希氏菌

属细菌（５８ 株）、葡萄球菌属细菌（４７ 株）和里默氏

杆菌属细菌 （ １４ 株）， 分离率分别为 ４２． ３４％、
３４．３１％和 １０．２２％。 随机选取埃希氏菌 ３０ 株、葡萄

球菌 ３０ 株和里默氏杆菌 １０ 株的液体培养物，接种

ＢＡＬＢ ／ ｃ 鼠，结果发现分离的细菌均能致死 ＢＡＬＢ ／ ｃ
鼠，致死率分别为 ４０％、４０％和 ２０％。
２．３　 养鸭场病原菌耐药性检测结果　 取分离的主

要病原菌（即埃希氏菌 ３０ 株、葡萄球菌 ３０ 株和里

默氏杆菌 １０ 株）液体培养物进行药敏试验，结果如

表 ２ 所示。
从表 ２ 结果可知，养鸭场主要病原菌均有不同

程度的耐药现象，其中埃希氏菌分离株对青霉素

Ｇ、阿莫西林、头孢曲松、头孢噻肟、先锋霉素、四环

素、乙酰螺旋霉素、环丙氟哌酸、磺胺甲基异恶唑和

林可霉素的耐药率达 １００％；葡萄球菌分离株对青

霉素 Ｇ、头孢噻肟、先锋霉素、四环素、红霉素、乙酰

螺旋霉素、阿奇霉素和氟苯尼考的耐药率达９３．３％；
里默氏杆菌分离株对青霉素 Ｇ、阿莫西林、卡那霉

素、链霉素、红霉素、阿奇霉素、磺胺甲基异恶唑和

氟苯尼考的耐药率达 １００％。
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表 ２　 规模养鸭场主要病原菌药敏试验结果

Ｔａｂ ２　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｒｕｇ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ｉｎ ｓｃａｌｅ ｄｕｃｋ ｆａｒｍｓ

抗生素类型 抗生素名称
埃希氏菌分离株 葡萄球菌分离株 里默氏杆菌分离株

耐药株数 耐药率 ／ ％ 耐药株数 耐药率 ／ ％ 耐药株数 耐药率 ／ ％

β－内酰
胺类

青霉素 Ｇ ３０ １００ ２８ ９３．３ １０ １００

阿莫西林 ３０ １００ ６ ２０．０ １０ １００

头孢曲松 ３０ １００ ８ ２６．７ ８ ８０

头孢噻肟 ３０ １００ ２８ ９３．３ ８ ８０

先锋霉素 ３０ １００ ２８ ９３．３ ４ ４０

氨基糖
苷类

庆大霉素 １２ ４０．０ ０ ０ ８ ８０

卡那霉素 １８ ６０．０ ０ ０ １０ １００

链霉素 ２０ ６６．７ １６ ５３．３ １０ １００

新霉素 １２ ４０．０ ０ ０ ２ ２０

四环素类
四环素 ３０ １００ ２８ ９３．３ ２ ２０

强力霉素 ２８ ９３．０ ２０ ６６．７ ４ ４０

大环内
酯类

红霉素 ２４ ８０．０ ２８ ９３．３ １０ １００

乙酰螺旋霉素 ３０ １００ ２８ ９３．３ ８ ８０

阿奇霉素 ８ ２６．７ ２８ ９３．３ １０ １００

喹诺酮类
诺氟沙星 ２４ ８０ １４ ４６．７ ８ ８０

环丙氟哌酸 ３０ １００ １４ ４６．７ ８ ８０

磺胺类 磺胺甲基异恶唑 ３０ １００ ２２ ７３．３ １０ １００

多肽类 多粘菌素 Ｂ ４ １３．３ １０ ３３．３ ８ ８０

林可胺类 林可霉素 ３０ １００ ０ ０ ８ ８０

氯霉素类 氟苯尼考 ２８ ９３．３ ２８ ９３．３ １０ １００

　 　 根据养鸭场主要病原菌（埃希氏菌、葡萄球菌

和里默氏杆菌）对 ２０ 种抗生素的耐药情况进行统

计分析，结果如表 ３ 所示。

由表 ３ 结果可知，养鸭场主要病原菌均存在多

重耐药现象，其中埃希氏菌分离株多重耐药现象最

为严重，呈现 １３ 重以上耐药；里默氏杆菌分离株多

重耐药现象次之，以 ９～１２ 重常见；葡萄球菌分离株

多重耐药现象相对较少，以 ５～１２ 重耐药为主。

２．４　 养鸭场主要病原菌耐药基因检测

２．４．１　 埃希氏菌 β－内酰胺酶耐药基因检测　 选取

３０ 株埃希氏菌分离株培养物，提取细菌质粒 ＤＮＡ

作为模板，采用 β －内酰胺酶耐药基因引物进行

ＰＣＲ 扩增，结果如图 ３ 所示。

从图 ３ 结果可看出，在 ３０ 株埃希氏菌分离株

中，可检测到 β － 内酰胺 酶 ＴＥＭ 型 耐 药 基 因

（１０８０ ｂｐ）和 ＣＴＸ－Ｍ 型耐药基因（５８５ ｂｐ），检出率

分别为 ４６．７％（１４ ／ ３０）和 １００％ （３０ ／ ３０），而未检测

到 β－内酰胺酶 ＳＨＶ 型耐药基因。

２．４．２　 葡萄球菌 β－内酰胺酶基因检测 　 选取 ３０

株葡萄球菌分离株培养物，提取细菌质粒 ＤＮＡ 作

为模板，采用 β－内酰胺类耐药基因（ｍｅｃＡ 耐药基

因和 ｂｌａＺ 耐药基因）引物进行 ＰＣＲ 扩增，结果如图

４ 所示。

从图 ４ 结果可看出，在 ３０ 株葡萄球菌分离株

中，可 检 测 到 β － 内 酰 胺 类 ｍｅｃＡ 耐 药 基 因

（１８４７ ｂｐ）和 ｂｌａＺ 耐药基因（８００ ｂｐ），检出率分别

为 １３．３％（４ ／ ３０）和 ６０．０％（１８ ／ ３０）。
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表 ３　 养鸭场病原菌多重耐药性分析结果

Ｔａｂ ３　 Ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｉｎ ｄｕｃｋ ｆａｒｍｓ

多重耐药数
埃希氏菌分离菌（ｎ＝ ３０） 葡萄球菌分离菌（ｎ＝ ３０） 里氏杆菌分离菌（ｎ＝ １０）

菌数 耐药比例 菌数 耐药比例 菌数 耐药比例

５ 重 － － ２ ６．７ ％ － －

６ 重 － － ４ １３．３ ％ － －

７ 重 － － ４ １３．３ ％ － －

８ 重 － － ４ １３．３ ％ － －

９ 重 － － ２ ６．７ ％ ２ ６．７ ％

１０ 重 － － ８ ２６．７ ％ ２ ６．７ ％

１１ 重 － － ４ ６．７ ％ ４ １３．３ ％

１２ 重 － － ２ ６．７ ％ ２ ６．７ ％

１３ 重 ２ ６．７ ％ － － － －

１４ 重 ２ ６．７ ％ － － － －

１５ 重 ４ １３．３ ％ － － － －

１６ 重 １０ ３３．３ ％ － － － －

１７ 重 １２ ４０．０ ％ － － － －

Ｍ：ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ；１：阴性对照；２－７：部分埃希氏菌菌株

Ｍ：ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ；１：ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；
２－７：ｐａｒｔ ｏｆ ｔｈｅ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｓｔｒａｉｎ

Ｍ：ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ；７：阴性对照；１－６：部分埃希氏菌菌株

Ｍ：ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ；７：ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；
１－６：ｐａｒｔ ｏｆ ｔｈｅ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｓｔｒａｉｎ

图 ３　 部分埃希氏菌菌株 β－内酰胺酶耐药基因 ＰＣＲ 结果

Ｆｉｇ ３　 Ｔｈｅ ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐａｒｔ ｏｆ ｔｈｅ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｓｔｒａｉｎ β－ｌａｃｔａｍａｓｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅ

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００；１－５：部分菌株；－：阴性对照

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００； １－５：Ｐａｒｔ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ； －：ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ４　 葡萄球菌部分菌株 β－内酰胺酶基因 ＰＣＲ 结果

Ｆｉｇ ４　 Ｔｈｅ β－ｌａｃｔａｍａｓｅ ｇｅｎｅ ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐａｒｔ ｏｆ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
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３　 讨论与小结

随着养鸭业规模化与集约化发展，鸭传染性疾

病的发生也日益频繁，特别是细菌性疾病，常给养

鸭场造成严重的经济损失［３］。 引起养鸭场发生细

菌性疾病的病原较多，有埃希氏菌、葡萄球菌、里默

氏杆菌等，但不同地区分离的病原菌有所不同，例
如邓伯雄等［４］在四川省凉山州规模养鸭场中分离

鉴定的致病菌主要是大肠埃希氏菌；杨军等［５］ 对广

西和湖北部分规模养鸭场病死鸭分离得到的病原

菌主要是葡萄球菌；陈俊等［６］在重庆等地区规模养

鸭场发病鸭中分离出的主要是沙门氏菌；邹宇靖

等［７］对江苏省等地区规模养鸭场调查发现里默氏

杆菌是主要病原菌。 本研究从盐源县养鸭场病死

鸭组织病料中分离出的细菌较多，包括 ７ 个属细

菌，其中主要是埃希氏菌、葡萄球菌和里默氏杆菌，
说明盐源县养鸭场的病原菌较为复杂，混合感染的

可能性比较大。
为预防和控制细菌性疾病的发生与流行，一个

主要措施是应用抗生素拌料饲喂或肌内注射。 但

随着抗菌药的广泛应用，细菌耐药现象不断增多。
张济培等［８］对广东省水禽大肠埃希氏菌耐药性调

查发现，其耐药率高达 ８１．５８％，说明大肠埃希氏菌

对多数抗菌药已普遍产生了耐药性。 本研究发现，
盐源县养鸭场分离的主要病原菌耐药性较高，其中

埃希氏菌分离株对 １０ 种抗菌药的耐药率达 １００％；
里默氏杆菌分离株对 ８ 种抗菌药的耐药率达

１００％；葡萄球菌分离株对 ８ 种抗生素的耐药率为

９３．３％，且这三种主要病原菌均呈现多重耐药现象。
细菌产生耐药性的原因很多，但最常见的是细菌本

身携带耐药基因。 本研究发现，规模养鸭场分离出

的三种病原菌对 β －内酰胺类抗生素 （ β － ｌａｃｔａｍ
ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ）的耐药最为常见。 因此选取埃希氏菌和

葡萄球菌分离株进行 β－内酰胺耐药基因检测，结
果发现，埃希氏菌分离株主要存在 ＣＴＸ－Ｍ 型和

ＴＥＭ 型 β－内酰胺耐药基因，而葡萄球菌分离株则

主要存在 ｍｅｃＡ 型和 ｂｌａＺ 型耐药基因。 这些研究

结果为盐源县养鸭场细菌性疾病的预防与控制提

供了科学依据。
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