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肉牛溶血性曼氏杆菌的分离鉴定及药敏试验①
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摘要:从发生运输应激病牛鼻咽部采取鼻拭子3个,经细菌分离培养、致病性试验、生化试验及16SrRNA序列分

析,结果表明所分离出的3株菌均为致病性、溶血性曼氏杆菌;KB药敏试验法证实,3株菌对磷霉素、菌必治、阿

米卡星、克拉霉素、阿奇霉素、乙酰螺旋霉素等呈现出高度敏感,而对牛病临床常用的青霉素类、头孢菌素类、氨

基糖苷类药物表现出明显的耐药性.
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溶血性曼氏杆菌 Mannheimiahaemolytica原名溶血性巴氏杆菌Pasteurellahaemolytica.以往的学者

依据反刍兽曼氏杆菌、肉芽肿曼氏杆菌等的分子结构特征建立了曼氏杆菌属,随即溶血性巴氏杆菌被归

入曼氏杆菌属并命名为溶血性曼氏杆菌[1-3],它既是牛羊肺炎、新生羔羊急性败血症的主要病原菌,也

是引起牛运输应激、甚至致死的最重要病原菌之一.据资料记载,全球大约30%的病死牛与曼氏杆菌感

染有关,每年给北美国家导致的经济损失超过10亿美元[4-5].我国关于山羊、绵羊溶血性曼氏杆菌感染

的病例及相关研究报道较多[6-8],但尚未见肉牛溶血性曼氏杆菌病的相关报道.本试验将传统的病原学

分离与16SrRNA序列分析技术相结合,对发生运输应激病牛鼻拭子中分离出的3株致病性牛溶血性曼

氏杆菌进行了分离鉴定,并结合牛病诊疗实际,开展了该病原的药敏试验,旨在为当前肉牛生产呼吸道

疾病的有效防控提供参考.

1 材料与方法

1.1 病料来源

2013年11月12日,重庆市永川区远略牛场从山东购买了一批肉牛,体质量为90kg左右,购回后

22头陆续发病,3d后死亡1头.患病牛临床症状表现为体温升高到41℃,精神萎靡,食欲下降,鼻镜

湿度加大,流粘脓性鼻液,咳嗽,肺呼吸音增强,肺听水泡音;大多水样腹泻,严重者粪便夹杂血凝块;
牛只站立不稳,有的卧地不起.当地兽医初诊为支原体感染,用氨苄青霉素、泰乐菌素分别肌注,大观霉

素粉剂口服治疗无效,遂采取3个病牛鼻拭子进行实验室确诊.
1.2 病原菌的分离

将采集的鼻拭子无菌涂抹接种于鲜血营养琼脂平板上,37℃培养24h,然后无菌分别挑取鲜血琼脂板

上单个菌落,分别接种于麦康凯琼脂平板和LB琼脂平板上培养,观察细菌的培养特性及菌落形态,并挑

取单个菌落进行革兰氏染色,镜检.
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1.3 生化试验

用细菌的微量生化反应管(杭州微生物试剂有限公司出品,批号201403170113)对所分离菌株进行生化

指标测定,操作方法及判断标准参照该公司操作方法和标准进行,在37℃下培养24h,观察试验结果.
1.4 致病性试验

28只小鼠随机分成对照组,试验Ⅰ,Ⅱ,Ⅲ,Ⅳ,Ⅴ,Ⅵ组,每组4只.试验Ⅰ,Ⅲ,Ⅴ组分别腹腔注射3株

菌纯培养物0.25mL/只,实验Ⅱ,Ⅳ,Ⅵ组分别腹腔注射0.5mL/只,对照组腹腔注射灭菌血清营养肉汤

0.25mL,0.5mL各2只.注射后观察小鼠的发病及死亡情况,并剖检;用接种环分别挑取心血、肝组织接

种血清营养肉汤,37℃增菌培养24h.然后将培养物分别在麦康凯琼脂平板和鲜血营养琼脂平板上划线接

种,37℃培养24h.观察细菌的培养特性及菌落形态,革兰氏染色观察细菌形态,并比较与之前细菌培养

与分离的结果是否一致.
1.5 16SrDNA序列分析

利用细菌基因组DNA试剂盒(北京天根生物技术有限公司出品)提取分离菌基因组,以细菌16SrDNA通

用引物(上游:5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3';下游:5'-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3')进行

PCR扩增,PCR产物经1%琼脂糖凝胶电泳鉴定,切胶后送上海英俊生物技术公司进行测序,将测定的序列在

NCBI网站(http://www.ncbi.nlm.gov/BLAST)进行BLAST搜索比对,鉴定细菌的种属.
1.6 药敏试验

采用纸片扩散试验法,选用杭州微生物试剂有限公司出品的药敏试纸片进行.试验操作方法及判

断标准参照该公司相关技术资料.所用的试纸片有磷霉素(200μg/片)、氧氟沙星(5μg/片)、庆大霉

素(120μg/片)、链霉素(10μg/片)、卡那霉素(30μg/片)、红霉素(15μg/片)、痢特灵(300μg/片)、
阿米卡星(30μg/片)、洛美沙星(10μg/片)、新生霉素(30μg/片)、强力霉素(30μg/片)、万古霉素

(30μg/片)、呋喃妥因(30μg/片)、先锋必(75μg/片)、克拉霉素(15μg/片)、恩诺沙星(5μg/片)、
阿奇霉素(15μg/片)、乙酰螺旋霉素(30μg/片)、菌必治(30μg/片)、壮观霉素(100μg/片)、多黏菌素

B(30μg/片)、林可霉素(2μg/片)、先锋噻肟(30μg/片)、头孢呋肟(30μg/片)、头孢氨苄(30μg/片)、
头孢噻吩(30μg/片)、苯咗青霉素(1μg/片)、羧苄青霉素(100μg/片)、罗红霉素(30μg/片)、青霉素G
(10μg/片)、氨苄青霉素(10μg/片)等.

2 结 果

2.1 细菌分离

37℃培养24h后在鲜血营养琼脂平板上生长良好,形成圆形光滑、半透明的菌落,直径多在1.0mm
左右(图1),在麦康凯琼脂上生长较慢.在血清营养肉汤里形成沉淀,轻摇成云雾状;在普通肉汤中生长呈

均匀浑浊,带少量沉淀.镜鉴为革兰阴性杆菌,无芽胞,呈分散或成对排列(图2).

图1 分离菌株菌落形态 图2 分离菌株在普通光学显微镜下细菌形态(10×100)

2.2 生化试验

所得3株纯培养菌接种生化发酵管,37℃培养24h,生化试验结果显示分离菌β溶血,发酵葡萄糖、
乳糖、麦芽糖、甘露醇,不发酵甘露糖,触酶阳性,氧化酶阳性,脲酶阴性.该结果符合溶血性曼氏杆菌生
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化反应特征.
2.3 致病性试验

6个试验组的小鼠均在6h内死亡,对照组无死亡;剖检感染病死小鼠,均发现肠道黏膜出血明显,有

轻微的纤维素性渗出,肝脏有出血点;分离培养出的细菌与接种细菌的培养特性、菌落形态和革兰氏染色

镜检的细菌形态均一致.
2.4 16SrRNA鉴定

3株纯化菌经基因组DNA提取、16SrRNA基因扩增,琼脂糖凝胶电泳检测均获得了约1540bp左右

的序列(图3).紫外灯下切取目的条带凝胶送上海英俊生物技术公司测序后,将测定的序列在NCBI网站上

进行BLAST搜索比对,结果表明所得的序列与已公布的曼氏杆菌NCTC90380株16SrRNA基因部分序

列(NR_11448.1)同源性为99%.

M为D2000标准分子质量;1-3分别为3个分离菌株.

图3 分离菌株16SrRNA基因PCR扩增

2.5 药敏试验

3株菌药敏试验结果显示,分离菌对磷霉素、菌必

治、阿米卡星、新生霉素、强力霉素、万古霉素、克拉霉

素、阿奇霉素、乙酰螺旋霉素、先锋必呈现出高度敏感;
对氧氟沙星、红霉素、痢特灵、呋喃妥因、恩诺沙星、壮

观霉素、多黏菌素B、林可霉素表现出中度敏感;对链霉

素、庆大霉素、卡那霉素、先锋噻肟、头孢呋肟、头孢氨

苄、头孢噻吩、苯咗青霉素、羧苄青霉素、罗红霉素、洛

美沙星、青霉素G、氨苄青霉素等有耐药性.

3 讨 论

1)发病牛群病牛均表现出体温升高(41℃),流粘液

脓性鼻液,咳嗽,肺呼吸音增强,肺听水泡音;多数呈水

样腹泻,便中夹杂血块.分离出的3株菌均为两段钝圆、
无芽孢、分散或成对排列的革兰氏阴性杆菌,能发酵大多数糖类、甘露醇,不发酵甘露糖.据此生化反应特

征,可知分离菌株与溶血性曼氏杆菌相似.通过16SrRNA鉴定,分离菌与溶血性曼氏杆菌同源性达到

99%,小鼠致病性试验得知分离菌有较强的致病性,从而证实分离到的3株菌为致病性、溶血性曼氏杆菌.
2)曼氏杆菌是反刍牛羊上呼吸道内的共栖菌,主要分布于鼻咽部,是牛羊肺炎、新生羔羊败血症、犊

牛“船运热”等的主要病原菌[7].本试验从山东运至本地的发病牛群鼻咽分离到了3株一致的溶血性曼氏杆

菌,小鼠致病性试验呈现较强的致病性,说明该牛群发生的疾病与试验分离菌———溶血性曼氏杆菌密切相

关.(犊)牛在运输时通常引起运输应激,运输应激往往导致机体抵抗力下降,呼吸道防卫机能减弱,引起气

道内外源菌、共栖菌增殖,有致病作用的溶血性曼氏杆菌增殖可引起牛只发病[8].国内学者李娟等[9]曾从

运输后发病死亡羊的肺组织中分离出了羊溶血性曼氏杆菌,周玉龙等[10]从内蒙古满洲里某奶牛场病死奶

牛肺、肝等组织中分离出了牛溶血性曼氏杆菌,但尚未见在肉牛方面的报道.本试验从运输后病牛鼻咽部

分离出了牛致病性、溶血性曼氏杆菌,增加了该病原菌致病方面的重要资料.溶血性曼氏杆菌产生的脂多

糖(LPS)、白细胞毒素(LKT)是其主要的毒力因子,与疾病的进程有密切的关系[11],但它在上呼吸道黏膜

上的具体致病机制尚待进一步研究.
3)药敏试验结果显示,该病原菌对牛病临床使用较少的磷霉素、菌必治、阿米卡星、克拉霉素、阿奇

霉素、乙酰螺旋霉素、先锋必等呈现出高度敏感;对喹诺酮类、壮观霉素、多黏菌素B、林可霉素等呈现出

中度敏感,而对牛病临床常用的青霉素类、头孢菌素类、氨基糖苷类药物表现出明显的耐药性.随着我国肉

牛养殖业的快速发展,肉牛疾病的发生必然会不断增多,势必导致抗生素的使用在肉牛生产上日益广泛,
随之其对药物的耐药性也会愈来愈严重,这就要求牛病临床一定要做到科学用药,正确分析临床用药现状

及进行科学的药敏试验是显著减少病菌耐药性的重要途径之一.溶血性巴氏杆菌与多杀性巴氏杆菌不能交

互免疫,这表明我国现用的多杀性巴氏杆菌疫苗不能有效地保护奶牛不受溶血性巴氏杆菌侵染[12].此外,

3第1期        张升杨,等:肉牛溶血性曼氏杆菌的分离鉴定及药敏试验



疫苗接种等非抗菌素防治也是临床防治细菌性疾病的有效办法,但从我国牛病防控现状看,尚无有效防治

牛溶血性曼氏杆菌病的疫苗面市.所以,溶血性曼氏杆菌将是一个严重危害动物健康的病原菌.

参考文献:
[1] BISGAARDM.EcologyandSignificanceofPasteurellaceaeinAnimals[J].Zblbakteriol,1993,279(1):7-26.
[2] MUTTERSR,IHMP,POHLS,etal.ReclassificationoftheGenusPasteurellatrevisan1887ontheBasisofDeoxyri-

bonucleicAcidHomology,withProposalsfortheNewspeciesPasteurelladagmatis,Pasteurellacanis,Pasteurellasto-
matis,Pasteurellaanatis,andPasteurellalangaa [J].IntJSystBacteriol,1985,35(3):309-322.

[3] REGGIEYC.LoGeneticAnalysisofVirulenceFactorsofMannheimia(Pasteurella)HaemolyticaA1[J].Veterinary
Microbiology,2001,83(1):23-35.

[4] FRANKGH.PasteurellosisofCattle[M]//ADLAM AC,RYTIERJM.PasteurellaandPasteurellosis.London:

AcademicPress,1989.
[5] GILMOURNJL,GILMOURJS.PasteurellosisofSheep[M]//ADLAMC,RYTTERJM.PasteurellaandPasteu-

rellosis.London:AcademicPress,1989.
[6] 邹灵秀.牛源A型多杀性巴氏杆菌溶血特性分析及灭活疫苗候选菌株筛选 [D].重庆:西南大学,2013.
[7] 陆承平.兽医微生物学 [M].北京:中国农业出版社,2007.
[8] 刘翊中,毛东凤,陈世恩,等.绵羊溶血性曼氏杆菌灭活疫苗免疫效果观察 [J].中国兽医杂志,2009,45(1):86-88.
[9] 李 娟,刘 阳,彭欠欠,等.羊溶血性曼氏杆菌的分离鉴定 [J].黑龙江畜牧兽医,2013(10):96-97.
[10]周玉龙,李国军,李 阳,等.奶牛曼氏杆菌与大肠杆菌混合感染病原分离鉴定 [J].黑龙江畜牧兽医,2007(11):

80-82.
[11]陈艳红,颜 忠,查振林,等.溶血性曼氏杆菌致病机制的研究进展 [J].中国畜牧兽医,2010,37(12):153-155.
[12]刘华英,彭远义.奶牛溶血性巴氏杆菌病研究 [J].西南农业大学学报,1995,17(6):553-556.

Isolation,IdentificationandSusceptibilityTestingof
MannheimiahaemolyticainBeefCattle

ZHANGSheng-yang, LIQian-yong, ZHANGDe-zhi,
ZHAN Fei, BIEFeng-bin

TheDepartmentofVeterinaryMedicine,SouthwestUniversity(RongchangCampus),RongchangChongqing402460,China

Abstract:Threenasopharyngealswabsweretakenfromsickcattlewithtransportstresssyndromes,and
bacterialisolationandculture,pathogenicitytest,biochemicaltestand16SrRNAsequenceanalysiswere
made.TheresultsshowedthatthethreestrainsisolatedwerepathogenicMannheimiahaemolytica.Ina
KBsensitivitytest,thethreestrainswereconfirmedtobehighlysensitivetoFosfomycin,Ceftriaxone,

Amikacin,Clarithromycin,AzithromycinandAcetylspiramycin,andresistanttosuchdrugscommonly
usedinclinicaltreatmentofthecattlediseaseasPenicillins,CephalosporinsandAminoglycosides.
Keywords:beefcattle;Mannheimiahaemolytica;isolationandidentification;susceptibilitytest
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