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摘  要 

目的：分析某养殖场蛋鸡死亡的原因，为疾病防控提供借鉴。方法：剖检病死鸡，结合病理变化和临床

特征作出疑似诊断；从内脏组织分离致病菌，并对分离株的耐药元件进行PCR检测，为治疗提供借鉴。

结果：病鸡呈现副伤寒样病变，如肝肿大出血，有坏死灶；肾肿大；心和肠黏膜有出血点；卵泡充血、

变形、萎缩等；从病变组织中分离鉴定出4株肠炎沙门氏菌；分离株携带多种耐药基因(blaTEM、tetA、tetB
等)与可移动遗传元件。结论：该场蛋鸡死亡的原因可能是因感染多重耐药性肠炎沙门氏菌引起的；致病

菌携带多种耐药基因，可合理使用多粘菌素类药物进行疾病治疗；此外分离株携带多种可移动元件，易

发生耐药性传播，应引起重视。 
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Abstract 
Aim: The reasons for the death of laying hens in a farm were analyzed to provide information for 
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disease prevention and control. Methods: The sick and dead chickens were necropsied, and the 
suspected diagnosis was made based on the pathological changes and clinical features. Pathogenic 
bacteria were isolated from the visceral tissues. Then, the drug resistance elements of the isolated 
strains were detected by PCR to provide support for the treatment. Results: In this case, the sick 
chickens showed paratyphoid like lesions, such as hepatomegaly, hemorrhage and necrosis; neph-
romegaly; bleeding spots in heart and intestinal mucosa; follicular congestion, deformation and 
atrophy; 4 suspected pathogenic bacteria were isolated from different internal organs and identi-
fied as Salmonella enteritidis. The isolates carried a variety of drug resistance genes (blaTEM, tetA, 
tetB, etc.) and mobile genetic elements. Conclusion: The death of this case was caused by the infec-
tion of multiple drug-resistant Salmonella enteritidis. Since the bacteria carry multiple drug- 
resistant genes, polymyxins can be used rationally for disease treatment. In addition, we should be 
paid attention to resistance transmission, because of the isolates carrying a variety of mobile ge-
netic elements with high transmission properties. 
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1. 引言 

禽副伤寒是由鼠伤寒沙门氏菌、肠炎沙门氏菌等引起的一类禽类疾病，具有重要的公共卫生学意义，

是引发人食物中毒的主要原因之一。该病可感染不同年龄段的鸡，给家禽养殖业带来了巨大的经济损失。

2021 年 7 月云南省红河州开远地区某蛋鸡养殖场饲养的鸡出现发病死亡情况。该场饲养蛋鸡 8000 羽，

采用智能化管理系统，具有较先进的饲养管理措施，但有一区间的 2 月龄蛋鸡出现发病。初期，病鸡表

现为精神沉郁，食欲不振，伴有腹泻，粪便呈黄白色。随着病情发展，病鸡出现死亡，高峰期时每天达

100 只左右。早期采用青链霉素治疗，未见明显效果。养殖场将病鸡和组织样送往我校实验室做进一步

的诊断和病原鉴定。为了给防治提供参考，我们对分离株的耐药基因型进行了扩增分析。 

2. 材料与方法 

2.1. 材料与试剂 

源自云南省红河州开远某蛋鸡养殖场的病鸡；伊红美蓝培养基、麦康凯培养基、LB 固体培养基、SS
固体培养基，均购自海博生物技术有限公司；琼脂糖凝胶、2×Taq Master Mix。 

2.2. 剖检与病原菌分离 

解剖死亡蛋鸡，肉眼观察各脏器病变，记录病理变化，并取肺、肝、脾、肾和卵巢，进行病原菌的

分离培养。采用接种环挑取器官内部组织，涂布接种于不同的培养基(伊红美蓝培养基、麦康凯培养基和

SS 固体培养基)，置培养箱中 37℃培养 48 h。观察菌落形态和大小，再次传代培养，以纯化分离株。 

2.3. 菌种鉴定 

首先，对分离株进行革兰氏染色，观察细菌形态。随后，采用 SDS 法提取分离菌株的 DNA，用 16S 
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rDNA 通用引物(27F、1492R)扩增分离株的 16S rDNA 基因。对阳性扩增产物测序(由上海捷瑞生物工程

有限公司完成)，用 NCBI 数据库对测序结果进行 BLAST 分析比对，以确定菌种。 

2.4. 耐药基因检测 

设计引物(表 1)，对 13 种耐药基因、10 种质粒复制酶基因和 I 类整合酶基因进行 PCR 检测。耐药基

因包括：β-内酰胺类耐药基因 blaSHV、blaTEM、blaCTX-M-1、blaCTX-M-2、blaCTX-M-9、blaCTX-M-8/25、blaNDM；多

粘菌素类耐药基因 CLR5；四环素类耐药基因 tetA、tetB 和磺胺类耐药基因 sul1、sul2、sulA；质粒检测

包括 IncB/O、IncFIC、IncP、IncFIIA、IncFIA、IncFIB、IncI1、IncFrep、IncN 和 IncL/M。扩增体系为

25 μl，含上下游引物各 1 μl、2×Taq Master Mix 12.5 μL、DNA 模板 1 μL、ddH2O 9.5 μL；PCR 产物送上

海捷瑞生物工程有限公司测序，以验证扩增结果的特异性。 
 

Table 1. The primers used in this study. 
表 1. 本研究所用的引物 

耐药元件种类 基因 序列(5’-3’) 片段大小/bp 退火温度/℃ 

整合子 I 类整合子 
F：ACGAGCGCAAGGTTTCGGT 

565 52 
R：GAAAGGTCTGGTCATACATG 

β-内酰胺类 

blaSHV 
F：AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC 

786 55 
R：GTTGCCAGTGCTCGATCAGC 

blaTEM 
F：CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC 

846 55 
R：CCAATGCTTAATCAGTGAGGC 

blaCTXM-1 
F：CGTCACGCTGTTGTTAGGAA 

781 55 
R：ACGGCTTTCTGCCTTAGGTT 

blaCTXM-2 
F：CTCAGAGCATTCGCCGCTCA 

843 55 
R：CCGCCGCAGCCAGAATATCC 

blaCTXM-9 
F：GCGCATGGTGACAAAGAGAGTGCAA 

876 55 
R：GTTACAGCCCTTCGGCGATGATTC 

blaCTXM-8/25 
F：CCAGGCGAACGATGTTCAACA 

730 55 
R：CGGCTCCGACTGGGTGAAGTA 

blaNDM 
F：GGTTTGGCGATCTGGTTTTC 

621 55 
R：CGGAATGGCTCATCACGATC 

多粘菌素类 CLR5 
F：CGGTCAGTCCGTTTGTTC 

309 55 
R：CTTGGTCGGTCTGTA GGG 

四环素类 

tetA 
F：GCTACATCCTGCTTGCCTTC 

210 54.6 
R：CATAGATCGCCGTGAAGAGG 

tetB 
F：GGTTGAGACGCAATCGAATT 

206 52.9 
R：AGGCTTGGAATACTGAGTGTAA 
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磺胺类 

sul1 
F：CGCACCGGAAACATCGCTGCAC 

163 55.8 
R：TGAAGTTCCGCCGCAAGGCTCG 

sul2 
F：GCACTCCAGCAGGCTCGTAA 

191 60 
R：CGGGAATGCCATCTGCCTTGAG 

sulA 
F：GCACTCCAGCAGGCTCGTAA 

198 56.8 
R：CTCTGCCACCTGACTTTTCCA 

质粒 

IncB/O 
F：GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC 

159 60 
R：TCTGCGTTCCGCCAAGTTCGA 

IncFIC 
F：GTGAACTGGCAGATGAGGAAGG 

262 60 
R：TTCTCCTCGTCGCCAAACTAGAT 

IncP 
F：CTATGGCCCTGCAAACGCGCCAGAAA 

534 60 
R：TCACGCGCCAGGGCGCAGCC 

IncFIIA 
F：CTGTCGTAAGCTGATGGC 

270 60 
R：CTCTGCCACAAACTTCAGC 

IncFIA 
F：CCATGCTGGTTCTAGAGAAGGTG 

462 60 
R：GTATATCCTTACTGGCTTCCGCAG 

IncFIB 
F：GGAGTTCTGACACACGATTTTCTG 

702 60 
R：CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT 

IncI1 
F：CGAAAGCCGGACGGCAGAA 

139 60 
R：TCGTCGTTCCGCCAAGTTCGT 

IncFrep 
F：TGATCGTTTAAGGAATTTTG 

270 60 
R：GAAGATCAGTCACACCATCC 

IncN 
F：GTCTAACGAGCTTACCGAAG 

559 60 
R：GTTTCAACTCTGCCAAGTTC 

IncL/M 
F：GGATGAAAACTATCAGCATCTGAAG 

785 60 
R：CTGCAGGGGCGATTCTTTAGG 

3. 结果 

3.1. 剖检观察 

剖检发现：病鸡肝肿大，有出血点，出现灰白色坏死灶；肾肿大，内有尿酸盐沉着，呈斑驳状；心

冠状脂肪有出血点，有些鸡的心内外膜出血；脾肿大，充血；肠黏膜充血，以小肠部位最为明显；卵泡

充血、变形、萎缩。根据该病理变化初步判断病鸡为细菌性感染。 

3.2. 病原菌分离鉴定 

从发病鸡的肝、脾、肾和心脏中分离出 4 株疑似病原菌。普通琼脂培养基上，分离株菌落呈圆形，

中等大小，边缘光滑整齐，呈灰白色(图 1(a))；在伊红美蓝培养基(图 1(b))和麦康凯培养基(图 1(d))上菌落

大小相近，呈光滑的圆形，中心微隆起；在 SS 培养基(图 1(c))上呈光滑的圆形菌落，但菌落较小。革兰

https://doi.org/10.12677/acrpvm.2022.111001


姜玉莎 等 
 

 

DOI: 10.12677/acrpvm.2022.111001 5 亚洲兽医病例研究 
 

氏染色发现，分离株呈革兰氏阴性，呈两端钝圆的短杆状。经 16Sr RNA 基因测序比对，该 4 种分离株

与肠炎沙门氏菌有很高的相似性，序列相似性均在 99%以上。 
 

 
(a)：LB 培养基；(b)：伊红美蓝培养基；(c)：SS 培养基；(d)：麦康凯培

养基 

Figure 1. Colony morphology of the isolates on different mediums 
图 1. 分离株在不同培养基上的菌落形态 

3.3. 耐药基因携带情况 

分离株(F1、F2、F3、F4)耐药元件的检测结果见表 2。分离株 F1、F2、F4 均携带 5 种耐药基因，F3
携带 7 种耐药基因。blaTEM、tetB 和Ⅰ类整合子的检出率最高(均为 100%)，其次为 blaCTX-M-2 (为 75%)。
未检测到 blaCTX-M-1、blaNDM、CLR5 和 sulA。在质粒检测方面：从 F1 和 F4 中检测到了 IncP、IncFIIA；

从 F2 中检测到了 IncFIB、IncI1 和 IncFrep；从 F3 中检测到了 IncFIC、IncFIB、IncI1 和 IncFrep。 
由上述结果可以看出，本次分离株可能为多重耐药菌株。此外，从分离株中还检测到了整盒子和质

粒等移动元件，说明该养殖场环境中存在耐药基因的水平转移或克隆转移现象，在疾病治疗和饲养管理

过程中需合理用药，注重耐药性的产生和转移问题。 
 

Table 2. Resistance element test results 
表 2. 耐药元件检测结果 

耐药元件 F1 F2 F3 F4 耐药元件 F1 F2 F3 F4 

blaSHV + − − + sulA − − − − 

blaTEM + + + + I 类整合子 + + + + 

blaCTX-M-1 − − − − IncB/O − − − − 

blaCTX-M-2 + − + + IncFIC − − + − 

blaCTX-M-9 − + + − IncP + − − + 

blaCTX-M-8/25 + − − + IncFIIA + − − + 

blaNDM − − − − IncFIA − − − − 

CLR5 − − − − IncFIB − + + − 
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Continued 

tetA − + + − IncI1 − + + − 

tetB + + + + IncFrep − + + − 

sul1 − − + − IncN − − − − 

sul2 − + + − IncL/M − − − − 

注：表格中“+”表示 PCR 检测阳性，“−”表示 PCR 检测阴性。 

4. 分析与讨论 

肠炎沙门氏菌病是家禽中最常见的人兽共患病之一，造成了重大经济损失。每年，全球因沙门氏菌

感染引起约 9300 万例胃肠炎病例和 15.5 万人死亡[1]。多项研究探讨了肠沙门氏菌作为最重要的食源性

病原体所带来的风险，认为与禽产品污染直接关联[2] [3] [4] [5]。蛋鸡养殖场中沙门氏菌的污染尤为严峻，

主要原因有以下几个方面：1) 沙门氏菌可发生垂直传播，致使孵化雏鸡发生感染，并污染孵化器、饲料

和饮水等，难以根除该病原菌；2) 沙门氏菌病还可通过消化道、眼结膜等途径发生水平传播，进而感染

周边的健康群体[6] [7]；3) 健康动物携带沙门氏菌，可在各种应激条件下诱发该病。早在 1989 年文其乙

等[8]成功从病死鸡肝脏中分离出病原沙门氏菌，发病鸡的肝肿大呈古铜色或充血，表面可见坏死灶。戴

亚斌等[9]从沙门氏菌病病鸡中不仅观察到了肝病变，还发现其胆囊、脾脏肿大有坏死灶，腹腔积液，内

脏发生黏连，肠黏膜充血，卵巢病变明显，呈全身性病变趋势。本研究通过对蛋鸡养殖场发病鸡进行剖

检观察，发现各脏器病变情况与上述沙门氏菌感染相似，初步诊断为细菌性感染，进而对病原菌进行分

离鉴定，通过菌落形态、分离株染色及 16SrDNA 扩增测序，最终确诊此次发病是由肠炎沙门氏菌感染引

起的。 
沙门氏菌易产生多药耐药[10] [11] [12] [13]。本研究中，对分离株的耐药基因进行了 PCR 检测，发

现 4 株分离株可能是多药耐药菌，其中，一株分离株携带 7 种耐药基因，提示目前细菌耐药性非常严重，

在临床治疗过程中需基于药敏试验来选择合适的治疗用药，不可盲目用药，以避免耐药性的产生和扩散。

研究表明萘啶酸和氨苄青霉素是家禽生产链中耐药水平最高的两种抗生素[2]。值得注意的是，本研究中

4 株肠炎沙门氏菌均不携带多粘菌素类耐药基因。多粘菌素是由多粘类芽孢杆菌产生的一类多肽类抗生

素，对大多数革兰氏阴性菌具有强大的抗菌作用[14]，因此，可考虑使用多粘菌素类抗生素来治疗该养殖

场病鸡。然而，为避免因多粘菌素的过度或长期使用使细菌产生相应的耐药性，在实践中需合理用药[15]。
另外 4 株分离菌均携带多种移动元件，提示其耐药性有高度转移的风险，应引起重视。 

集约化养鸡场应注重加强饲养管理，饲养密度过高、通风不良、气候聚变等因素均可诱发鸡沙门氏

菌病。一旦发病，快速诊断并提出有效治疗方案是养殖场防控疾病的当务之急[16]。本研究采用基因扩增

测序技术鉴定出了致病菌的种类，并对分离株的耐药元件进行了 PCR 检测，明显缩短了常规细菌分离鉴

定和药敏试验所用的时间，能较快地诊断病因，并为治疗提供参考建议。随着测序成本的下降，全基因

组测序技术不断地应用于疾病的诊断、流行病学调查和病原体溯源等，相信在以后的疾病诊断中，全基

因组测序技术会得到广泛的应用。 
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