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沈阳地区鸡霉形体的分离鉴定

姜源

引言
本研究对沈阳地区两个鸡场的6只病鸡取样进行了霉形体的分离；通过培养特性、生化特性及血清学特性鉴定，分离出鸡败血霉形体四株；命名为SY1株、SY2株、SY3株、SY4株。

霉形体是一类缺乏细胞壁的原核微生物，在分类上属于软皮纲，在具有自体繁殖能力和合成自身大分子的微生物中，体积最小，构造也最简单。

禽霉形体感染(Avian Mycoplasmosis)是由霉形体引起禽类感染发病的一类疾病的总称，主要指鸡败血霉形体(M.gallisepticum, MG)、火鸡霉形体(M.meleagridis,MM)、滑液霉形体(M.synoviae, MS)和依阿华霉形体(M.iowae, MI)等引起的一类疾病，这类疾病中，尤其是鸡败血霉形体感染常引起较严重的呼吸道疾病，对家禽生产有较大的危害，因而受到世界养禽业的普遍重视。
鸡败血霉形体可引起家禽慢性呼吸道病（Chronic respiratory disease of poultry, CRD），是当前影响禽类生产的常见疾病之一。本病流行于世界各国，给养禽业带来的损失，往往是无法估量的。发病鸡表现为呼吸道症状，临床症状通常慢性病程长。人工感染的潜伏期4～21天，自然感染可能更长。[9]其特征性的症状是呼吸啰音、咳嗽、气管炎、气囊炎、流眼泪等。病初先流浆性或黏性鼻液，打喷嚏，鼻孔周围和颈部羽毛常被玷污。炎症蔓延到下呼吸道，发生咳嗽，呼吸困难，气管啰音，食欲不振，生长停顿，逐渐消瘦。后期，如果鼻腔和眶下窦蓄积渗出物，则引起眼睑肿胀，眼部突出如肿瘤状，内有干酪样物，使一侧或两侧眼睛受压而发生萎缩，严重时可造成失明。[9]如与大肠杆菌混合感染时，可见纤维素性心包炎和肝周炎[11]。有的关节发生炎症变化，触之有波动感，腿无力，行走困难。[10]在火鸡除气囊炎外，主要造成传染性窦炎(Infectious Sinusistis)。鸡败血霉形体发病率高，虽然引起的死亡率较低，但由于引起胴体的降级、饲料利用率降低以及造成幼雏的淘汰率上升、成年母鸡的产蛋率下降和医疗费用的额外增加等，往往给养禽业带来巨大的经济损失。
病鸡和隐性感染鸡是本病的传染源，经蛋传染常是此病代代相传的主要原因，在感染公鸡的精液中，也发现病原体的存在，因此配种也可能发生感染[12]。本病在鸡群内传播速度慢，受感染的鸡可终生带菌，并可经带菌飞沫，尘埃和人员及设备传播[13]。各种日龄的禽类均可感染，但以雏禽发病最严重。全年各季均可发生，但以寒冬及早春最为严重。本病在老疫区和老病场（舍）常呈隐性经过[14]。病愈康复鸡虽然具有一定的免疫力，但体内仍带菌，在鸡群中继续散播病原[15]。
影响鸡败血霉形体感染流行的因素，除鸡败血霉形体自身的致病性外，鸡的年龄也是重要因素，鸡对霉形体流行感染力随着年龄的增长而加强。混合感染对鸡败血霉形体感染也有相当大的影响，即使是致病力弱的鸡败血霉形体感染，也常会因为接种传染性支气管炎、新城疫等疫苗而爆发临诊的霉形体病。能促使鸡败血霉形体感染加剧的病毒除以上二者因素外，还有传染性喉气管炎病毒、禽腺病毒、甲型流感病毒和呼肠孤病毒以及引起免疫抑制的病毒，如马立克病毒、传染性法氏囊病毒等。上述病原的合并感染，会使呼吸道病变明显加重，即所谓的协同作用。而且生产中也有感染鸡败血霉形体后激发热射病造成大批死亡和严重经济损失的报道[19]。

鸡败血霉形体的致病作用可能与其产生的神经氨酸苷酶、过氧化氢、溶血素、溶菌酶或外毒素有关，鸡败血霉形体以其小泡状体经过宿主细胞的叶酸受体吸附于上皮细胞上并侵入固有层，上述物质使上皮细胞纤毛停止活动、脱落，上皮细胞逐渐退化死亡，上皮细胞脱落，组织出现炎症反应，抗原性发生变化甚至出现自身免疫反应。不同的霉形体对细胞组织的趋向性也不尽相同。霉形体感染鸡的呼吸道后，主要破坏其气管的纤毛，使之部分或全部脱落，导致排斥异物和自体气管黏膜分泌物的功能部分或全部丧失，使得进入呼吸道的异物及气管黏膜产生的分泌物无法向上排出而沉降到细支气管末端和肺泡中，逐渐使部分肺小叶发生病变，多数发病的肺小叶融合到一起，造成部分区域肺组织肉变、硬变、和坏死，使肺脏功能失调，出现呼吸困难。
对于本病的治疗，曾有多种抗生素用来治疗鸡败血霉形体感染，其中最为有效的应为四环素类、泰妙灵和泰乐菌素[20]。鸡败血霉形体对以下几种抗生素敏感：链霉素、土霉素、红霉素、炭霉素、螺旋霉素、泰乐菌素、林可霉素和壮观霉素。但据报道，鸡败血霉形体的某些菌株对链霉素、红霉素、螺旋霉素和泰乐菌素有很强的抵抗力[18]。由于本病经常诱发或继发多种细菌性疾病，造成混合感染，所以最好选用广谱抗菌的药物。抗生素治疗并不能阻止鸡败血霉形体感染的发生，使用抗生素仅能减缓该病的临床症状。一般来说，母鸡开产时或产蛋高峰时最易发生鸡败血霉形体感染，若在这段时间内给予预防性的抗生素可以非常有效地减少产蛋量的损失。此外，还可以通过接种鸡败血霉形体弱毒菌苗或灭活菌苗以及建立鸡败血霉形体阴性鸡群等方式达到本病的预防和净化，且在平时要强化饲养管理，坚持血清学检测以有效控制本病的发生。

本病呈世界性分布，在我国也普遍发生。在20世纪50年代后期，美国、日本、前苏联、法国、英国等国家，先后成立了专门的机构开展本病的研究。我国对本病的研究始于20世纪60年代，随着养鸡业的发展，对其危害也日愈重视。冀锡霖等(1982)，对我国20个省市进行血清学调查表明，阳性率达80%，可见其流行范围之广。据调查，我国鸡的鸡血霉形体的感染阳性率在50%～80%.[8]
近几年来，MG感染在沈阳地区流行病中占有很高的比例，经流行病学调查为平均33%，可见其危害日益严重。为此我们进行了鸡败血霉形体的分离鉴定，以便为沈阳及辽宁省地区的防治和净化提供科学的依据，使养禽业得到更好的发展。

1 实验材料
1.1 病料：
来自沈阳新城子区两个个体养鸡场的6只5月龄病鸡。

1.2 PPLO霉形体培养基：
参考相关文献[1] [2]介绍的禽源霉形体的配方配制，用于霉形体的分离、鉴定。

1.3 鸡败血霉形体标准抗原、阳性血清：

均购于中国兽药监察所。

1.4 糖发酵培养基：
在PPLO培养基中加1%葡萄糖或其它糖，1N的NaOH调PH值7.8，用于培养发酵糖类的霉形体。

1.5 精氨酸培养基：
在PPLO培养基中加入0.25% L-精氨酸，用1N的HCL调PH 7.2，用于培养水解精氨酸的霉形体。

1.6 四唑氮培养基：
在PPLO培养基中不加酚红，加0.02%四唑氮，用1N的NaOH调PH 7.6。
2 实验方法
2.1 霉形体的初步分离和鉴定[3][4]:

无菌操作取鸡的喉头渗出物和气管、气囊、肺等部位的组织，剪碎后，加入装有液体培养基的试管中，置37ºC培养，液体培养基每天观察培养液变色情况和混浊度，有杂菌生长者弃去，无变化者每隔2天盲传一代。

2.1.1 分离物的纯化:

将变色后的液体培养基接种到固体培养基中，待菌落生长后挑选单个菌落再接种到液体培养基中，连续重复3次，以取得纯培养物。

2.1.2 分离物的L型菌培养试验：

将纯分离物在不加青霉素和醋酸铊的液体培养基中连传5代，最后接种到固体培养基中，观察菌落形态，以此排除L型细菌。
2.1.3 分离物的形态观察：
取纯培养物涂于载玻片上，姬姆萨染色，显微镜下观察菌体形态。
2.2 分离物的生化特性测定[5][6]

2.2.1 糖发酵试验：
在液体培养基各加1%葡萄糖、麦芽糖、甘露醇、蔗糖和乳糖，37ºC培养，当接种管颜色由红变为黄，不接种管不变时为阳性。

2.2.2精氨酸水解试验：
在液体培养基中加0.25% L-精氨酸，37ºC培养。当接种管培养基的颜色由浅红色变为紫红色，不接种管不变色时为阳性。

2.2.3 四唑氮还原试验：
在液体培养基中不加酚红，加0.02%四唑氮，37ºC培养。当接种管培养基的颜色变为砖红色。不接种管不变色时为阳性。
2.2.4 NAD需要试验：
试验组(不加NAD)菌落生长不良，对照组(加NAD)菌落生长良好时为阳性。

2.2.5 固醇需要试验：
液体培养基中不加血清成份，葡萄糖培养基调PH为7.6，同时设原培养基为对照，按1:10的量接种分离菌株，37ºC培养，当PH发生变化时，再次接种于该培养基2-3代后，试验组培养液颜色不再变化，而对照株仍有变化时为阳性。

2.3 分离菌株的血清学鉴定[1]
2.3.1 平板凝集试验：
用分离株48小时培养物以4000rpm 离心30分钟，弃上清，用生理盐水按100倍稀释菌株，作为抗原液。滴两滴抗原于载玻片上(1滴作对照)，再加1滴1:5稀释的MG抗血清充分混匀后判定结果，液滴中出现明显的粗大颗粒者为阳性。

2.3.2 试管凝集试验：
将抗血清用生理盐水作二倍比稀释，分别加入等量分离株抗原。37ºC作用2小时，4ºC冰箱过夜，观察结果。

2.3.3 HI试验：
所用抗原同上，采用β－微量法进行。

2.3.4 生长抑制试验：
将生长良好的液体培养物0.1ml接种于固体培养基中，使其均匀铺于培养基表面，待接种物被培养基吸收已后，将预先浸有0.02ml阳性血清的滤纸片置于接种区中心，同时设不加阳性血清的滤纸片作对照，37ºC培养48小时，观察结果。抑菌环直径2mm以上者为阳性。
3 实验结果
3.1 霉形体分离培养结果：
初次分离时直接接种于液体培养基中的病料培养1周未见生长，后盲传3代后见有生长(酚红变黄)，生长者接种于固体培养基中，可见霉形体疑似菌落生长。在不加青霉素和醋酸铊的液体培养基中连传5代再接种于固体培养基中，仍可见霉形体典型菌落(油煎蛋菌落)，经培养，排除了细菌的L型。选取来自5只鸡(分离率者)体内典型菌落各1个，作为菌株，命名为SY1、SY2、SY3、SY4、SY5.

3.2 形态观察：
姬姆萨染色后光镜下可见菌体大多呈球点状，有的排列成链球状，菌体被染成紫色。

3.3 分离物生化特性试验结果，见表1.

表1 霉形体生化物性试验结果
	菌株
Strain
	糖发酵
	精氨酸水解
	四唑氮还原
	固醇需要
	NAD需要

	
	葡萄糖
	麦芽糖
	甘露醇
	乳糖
	蔗糖
	
	
	
	

	
	Glucose
	Maltose
	Mannose
	Lactose
	Sucrose
	
	
	
	

	SY1
	＋
	＋
	＋
	－
	＋
	－
	＋
	＋
	－

	SY2
	＋
	＋
	＋
	－
	＋
	－
	＋
	＋
	－

	SY3
	－
	－
	－
	－
	－
	＋
	＋
	＋
	－

	SY4
	＋
	＋
	＋
	－
	W
	－
	＋
	＋
	－

	SY5
	＋
	＋
	＋
	－
	W
	－
	＋
	＋
	－


注：“＋”阳性反应　　　“－”阴性反应　   “W”弱阳性反应
从表I结果可以看出，SY1、SY2、SY4、SY5初步定为鸡败血霉形体。SY3初步定为鸡霉形体。
3.4 霉形体的血清学试验结果。

本光实验共分离到5个霉形体菌株，经生化试验已经确定SY3不是鸡败血霉形体菌株，故只对SY1、SY2、SY4、SY5进行血清学平板凝集、经试管凝集、血凝抑制、生长抑制试验，结果表明SY1、SY2、SY4、SY5株进一步确认为鸡败血霉形体。

3.4.1 霉形体的平板凝集试验结果：
在血清凝集反应中，MG抗血清能使分离株SY1、SY2、SY4、SY5发生凝集，2分钟内形成明显的粗大颗粒，而SY3未见反应。

3.4.2 霉形体的试管凝集试验结果，见表2.

3.4.3 霉形体的红细胞凝集抑制试验（HI）结果，见表3.

3.4.4 生长抑制试验结果。
37ºC培养48h后，测定各分离株抑菌环直径大小如下，见表4.

表2试管凝集试验结果
	抗原
	MG抗血清稀释倍数
	抗原对照

	
	1∶4
	1∶8
	1∶16
	1∶32
	1∶64
	1∶128
	1∶256
	1∶512
	1∶1024
	

	SY1
	++++
	++++
	++++
	++++
	++++
	+++
	++
	+
	－
	－

	SY2
	++++
	++++
	++++
	++++
	+++
	++
	+
	－
	－
	－

	SY3
	－
	－
	－
	－
	－
	－
	－
	－
	－
	－

	SY4
	++++
	++++
	++++
	++++
	++++
	+++
	++
	+
	－
	－

	SY5
	++++
	++++
	++++
	+++
	++
	+
	－
	－
	－
	－


注：“++++”、“+++”、“++”、“+”分别表示100%、75%、50%、和25%菌体被凝集。

表3  MG－HI试验结果
	抗原
	MG阳性血清稀释倍数
	抗原对照
	红细胞对照

	
	1∶4
	1∶8
	1∶16
	1∶32
	1∶64
	1∶128
	1∶256
	1∶512
	1∶1024
	
	

	SY1
	－
	－
	－
	－
	－
	+
	++
	+++
	++++
	++++
	－

	SY2
	－
	－
	－
	－
	+
	++
	+++
	++++
	++++
	++++
	－

	SY4
	－
	－
	－
	－
	－
	+
	++
	+++
	++++
	++++
	－

	SY5
	－
	－
	－
	+
	++
	+++
	++++
	++++
	++++
	++++
	－


注：“++++”、“+++”、“++”、“+”分别表示100%、75%、50%、和25%红细胞被凝集。
表4 抑菌环直径大小
	
	SY1
	SY2
	SY3
	SY4
	SY5

	
	4.7mm
	5.6mm
	0mm
	6.1mm
	5.2mm


4 结论
4.1 本项研究从沈阳地区两个鸡场中共分离到5株霉形体，命名为命名为SY1株、SY2株、SY3株、SY4株、SY5株，分离率为33.3%.

4.2 这5株霉形体通过培养特性、生化特性和血清学特性鉴定，SY1株、SY2株、SY4株、SY5株为鸡败血霉形体，SY3为鸡霉形体。

4.3 这5株霉形体的形态染色特性、培养特性与血清学特性与《伯杰氏系统细菌手册》（第九版）第一卷中的标准特性一致。

5 讨论

5.1关于鸡败血霉形体的培养
鸡败血霉形体是一种介于病毒和细菌之间的微生物，没有细胞壁，故对青霉素有抵抗力，有三层细胞膜，比较脆弱[16]。45ºC 30分钟或50ºC 15分钟即可将其杀死。37ºC 4天，室温6天或冰箱中32～60天，即失去活力[17]。又因其对营养需要比较苛刻，所以鸡败血霉形体需要一个非常复杂的培养基，其中通常加有10～15%的灭活猪、禽或马血清，几种类型的液体或固体培养基可供禽源霉形体生长，可根据不同用途最终选择而定[18]。鸡败血霉形体可用无细胞培养基，也可接种鸡胚或组织培养物（鸡肾细胞和鸡气管培养物）进行分离。目前，已经研制出多种培养基用于鸡败血霉形体的分离，如Hagflick培养基，FM-4培养基和PPLO培养基等，这一类的培养基一般成分复杂，有多种配方，它们均含有蛋白水解液，浸出液，血清或血清成分及酵母因子，葡萄糖和细菌抑制因子，其中血清提供固醇和脂肪，葡萄糖提供能量，酚红便于观察PH变化，青霉素和醋酸铊控制细菌和霉菌的污染[8]。本次实验使用PPLO培养基为基础进行的分离培养。鸡败血霉形体在液体、半固体和固体培养基中均能生长，以接种前的PH为7.8的液体培养基中，37～38ºC培养最为合适。由于鸡败血霉形体在生长过程中，能够利用培养基中的葡萄糖产酸，接种24～48h后培养基的PH即下降到7以下，培养好的液体培养物只呈轻度浑浊；在半固体培养基上作穿刺培养，鸡败血霉形体首先沿穿刺线呈刷状放射性生长，逐渐延伸到整个培养基，如果将培养液接种到40ºC以下尚未凝固的半固体培养基中并摇匀，则可以在培养基中长出针尖大小散在的灰白色菌落；在固体培养基上，可以长出细小的菌落，老的菌落较大，可以用肉眼观察，一般情况下只有用放大镜或低倍显微镜下观察。在显微镜下可见到边缘光滑、半透明、中间部分致密，外周疏松的行似“煎蛋”的菌落，直径0.2～0.3mm。而且由于临近的菌落容易融合，特征性菌落常沿划线处边嵴出现。

病原体的分离培养是最早应用于诊断鸡败血霉形体感染的方法，但从田间分类鸡败血霉形体非常困难，而且工作量大，耗费时间长，不适合于生产上的快速诊断和监测。
5.2 关于生化试验
霉形体的基因组小，生物合成和代谢能力有限，细胞中的主要成分需要由外界摄取，营养需求高。主要的营养成分有：胆固醇和脂肪酸，核酸前体（嘌呤、嘧啶碱基），能量来源（葡萄糖，精氨酸，尿素等）以及DNA、核黄素、血清等生长因子。鸡败血霉形体发酵葡萄糖和麦芽糖，产酸不产气，不发酵乳糖，卫矛醇或水杨甙，很少发酵蔗糖，对半乳糖、果糖、覃糖及甘露醇的发酵结果不定。不水解精氨酸、磷酸酶活性阴性。可以还原四唑氮（变红）和四唑蓝（变蓝）[8]。本实验选择性的进行了用于鉴别霉形体的四唑氮还原试验、NAD需要试验和固醇需要试验，结果证明SY1株、SY2株、SY3株、SY4株、SY5株均为霉形体；并且根据鸡败血霉形体自己的糖发酵特点和不水解精氨酸的特性进行了糖发酵试验和精氨酸水解试验，用于鸡败血霉形体和其它霉形体的鉴别，结果证明SY1株、SY2株、SY4株、SY5株符合鸡败血霉形体的生化特性，判定其为鸡败血霉形体。
5.3 关于血清学试验
血清学方法是临床诊断鸡败血霉形体最普遍应用的方法。血清学试验阳性者，结合病例和典型症状，就可以在霉形体分离和鉴定之前做出初步诊断。用于鸡败血霉形体检测的血清学试验很多，但都不同程度地缺乏特异性和敏感性。因此，他们更适合于鸡群普查，而不适合于个体检测。

平板凝集试验(SPA)是一种快速、简便的方法，主要检测血清中的IgM。鸡在感染鸡败血霉形体后，其血清中一周内便可以检测到平板凝集抗体，而血凝抑制抗体出现稍晚一些，一般需要20天才能检测到。平板凝集抗体出现早，持续的时间也长，感染鸡至少280天还能检测到。血凝抑制抗体出现得晚一些，但一般认为，它的持续时间也比前者长。SPA试验能检测IgM，具有结果清楚、易观察、操作简便、快速敏感、重复性好等优点，感染鸡可在感染后7～10天就表现阳性反应，是应用最广泛的群体检测方法之一。而且经种鸡传递的母源抗体也可以通过血清平板凝集试验检测到。虽然具有由于试验条件的差异以及生产抗原方法的不同而导致的判定结果存在明显差异的缺点，但因其快速简便，依然被作为检验方法之一。为了减少假阳性反应的出现，试验时一定要用无污染、没冻结过的新鲜血清，血样不应溶血。而且可以用HI试验证实其特异性。
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