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杨凌地区奶牛乳腺炎常见病原菌的分离鉴定
毕业生：冯  栋  指导老师：武  浩
摘  要：乳腺炎是奶牛的主要疾病之一，主要由病原微生物感染引起，给奶牛养殖业造成了巨大的经济损失。目前，缺少针对引起奶牛乳腺炎的主要病原菌的准确而快速的检测方法，而且由于地域关系，每个地方奶牛乳腺炎的病原菌的种类有所不同，导致一种药物在不同地方的治疗效果差异很大。因此，对杨凌地区奶牛乳腺炎的病原菌情况进行了研究。试验结果表明：杨凌地区奶牛乳腺炎病原菌主要为金黄色葡萄球菌、沙门氏菌和大肠杆菌，这对杨凌地区奶牛乳腺炎的防治具有重要的指导意义。
关键词：乳腺炎；病原菌；分离鉴定；奶牛
The Investigation of Cow Mastitis and the Experiment in Isolution
of Cow Mastitis Pathogen in Yangling Area
Undergraduate：FENG Dong    Tutor：WU  Hao
Abstract: Mastitis was one of the most common disease,usually due to a microbial infection,which caused large economic losse for the dairy idusty. So far,wewere short of an accurate and quick method to detect the major pathogens. Due to geographical relations, each cow Mastitis is different from the types of pathogens, leading to a drug treatment in different parts of the effects of different. In order to understand the cow mastitis pathogens of Yangling area,we conducted this test. The results showed that: the mainly dairy cattle mastitis pathogen in Yangling area is Staphylococcus aureus, Salmonella, E. coli, which is prevention and treatment of major guiding significance in Yangling cow mastitis
Key words: mastitis; pathogens; investigation; cow
1 奶牛乳腺炎病原菌的概述
目前研究表明引起乳腺炎的病原菌共有80多种[1]，总体可分为两类：一类是接触传染性病原菌，另一类是环境病原菌[2]。
接触传染性病原菌：这些病原微生物在个体与个体之间传播，乳腺的皮肤和损坏的乳头处是其栖息的场所，脱离乳腺，在环境中的生存能力不强。接触性乳腺炎属于慢性和亚临床性，是通过清洗乳头的毛巾、挤奶员的手、榨乳机乳杯等传染，主要的病原微生物包括金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus，S.aureus）、无乳链球菌（Streptococcus agalactiae，Strep. agalactiae）、停乳链球菌（Streptococcus equi equi）、大肠杆菌（Escherichia coli）和支原体（Mycoplasma）其中金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus，S.aureus）、无乳链球菌（Streptococcus agalactiae，Strep. agalactiae）、停乳链球菌三种细菌引起的发病率约占90％～95％[3]。

葡萄球菌（S.aureus）是首要的奶牛乳腺炎病原菌[9]，可引起超急性、急性、亚急性临床性乳腺炎，慢性和亚临床性是该菌所致乳腺炎的主要形式。S.aureus 产生一些酶(过氧化氢酶、凝固酶)和α毒素[4]。所产生的透明质酸酶使其对组织具有极大的侵害能力；其表面蛋白A的存在，可抵抗吞噬细胞的吞噬；糖醛酸磷壁酸的分泌，可抵御免疫系统对它的免疫性；它是一种兼性的细胞内病原体，可在吞噬细胞内生存。某些葡萄球菌（S.aureus）菌株由于基因的突变表现出对抗菌素的抗性。在乳腺组织中可形成脓肿，最终导致纤维化。最近几年的临床研究表明，该菌已成为首要的奶牛乳腺炎致病菌。袁永隆、张礼华等对全国23省、市、自治区的40所大中型奶牛场采集奶样3006份，并对他们进行了细菌的分离和鉴定，发现病原菌主要是无乳链球菌、停乳链球菌、金黄色葡萄球菌、大肠杆菌和乳房链球菌等[5]。赵宗智、陈毓璋等北京地区部分奶牛乳房炎病原进行了分离鉴定后发现，葡萄球菌为主要病原。占发病率的28.39％，其次是大肠杆菌和链球菌，分别占18.78％、12.69％[6]。

支原体（Mycoplasma）是一种多形的有机体，无细胞壁，可从牛的呼吸道、生殖道中分离出来。该菌在牛的体表寄生，能同时感染许多牛，在牛群中迅速传播引起乳腺炎，目前仍无有效的治疗措施，必须对病牛实行隔离。
环境病原菌：主要包括大肠杆菌、肺炎克雷伯菌、产气肠杆菌、沙门氏菌、变形肝菌、假单胞菌，以及其它革兰氏阴性菌；凝固酶阴性葡萄球菌、环境链球菌、酵母菌、真菌、原藻属菌、化脓性放线菌及牛棒状菌[7]。
通过对患奶牛乳腺炎的乳汁进行微生物的分离鉴定以及药敏试验，了解本地区奶牛乳腺炎主要的病原菌，以及这些病原菌的耐药程度，为本地区治疗奶牛乳腺炎提供必要的依据。
2 奶牛乳腺炎研究概况
奶牛乳房炎是乳腺受物理、化学、微生物刺激所发生的一种炎症变化。为奶牛常见病之一，也是对奶牛生产危害性最大的一种疾病。据统计临床型乳腺炎占奶牛总发病的21％～23％，因其造成奶量的下降，病乳废弃，严重者，乳区化脓、坏疽、萎缩，致使永久失去泌乳能力[5]，其淘汰率占奶牛淘汰率的9％～10％，在经济上造成一定损失。隐性乳腺炎在奶牛群中更加普遍。据美国、日本报道，乳头阳性率高达50％，乳区阳性率为20％～30％[6]。由于患牛乳房和乳汁无明显的可见肉眼变化，临床上很难被发现，故不被人们所重视，造成牛奶的卫生安全隐患。我国每年因隐性乳房炎造成的损失约达1.35亿元人民币，在世界范围内，每年损失估计可达380万吨[7]。因此奶牛乳房炎发生的病因、症状、诊断及防治等问题已日益为人们所关注。奶牛腺房炎是一种世界性疾病，发病率与奶牛的胎次呈正相关性[8]。即随着胎次的增加乳房炎的阳性率和乳区阳性率相应增加。奶牛乳房炎虽然全年都有发生，但又有明显的季节性，以7、8、9三个月为发病的最高峰[9]，因此时的温度、湿度给细菌繁殖入侵创造了适宜的条件。奶牛乳房炎感染途径有三种即乳头口入侵 、血源感染和淋巴感染[10]。奶牛乳腺炎多发于泌乳初期和停乳期，病牛的产奶量与发病率呈负相关。之外，临床型和隐性乳腺炎发病率之比为1：15～40[11]。引起奶牛乳房炎的主要原因是多种病源微生物包括金黄色葡萄球菌、无乳链球菌、停乳链球菌、支原体、真菌、病毒等80多种。
3 奶牛乳腺炎治疗方法进展
3.1 抗生素治疗

是目前治疗奶牛乳腺炎的主要方法，目前治疗奶牛乳腺炎得常用药物有青霉素、氨苄青霉素、链霉素、新生霉素、利福霉素、环丙沙星等，疗效均较好[12]自从1945年试用青霉素治疗乳房炎以来，因其疗效显著而使抗生素治疗奶牛乳房炎得到了不断的发展。但是长期大量使用抗生素不仅导致耐药菌株的产生，降低治疗效果，同时抗生素还使奶牛免疫功能受到抑制，容易造成重复感染。
3.2 生物学方法治疗

3.2.1 细菌素

细菌素是通过分子生物学技术生产出来的天然细菌蛋白质，能杀死一些细菌，国外已用于治疗葡萄球菌病和乳头药浴，其中溶血葡萄球菌素、链球菌素也已用分子生物学技术获得，不久可能用于临床。由乳酸菌产生的广谱细菌素为代替抗生素治疗乳房炎提供了一种新的选择。这种天然物质有非常独特的抑菌作用，并且能够加在饲料中做预防用药。其中乳酸链球菌肽(nisin)由乳酸链球菌产生，具有广泛的抗革兰氏阳性菌的作用[13]，包括乳房炎病原体。用乳酸链球菌肽代替抗生素治疗乳房炎，不会对人体造成任何伤害，并且在体内可以被消化酶所降解。但是这种细菌素在生理PH范围内可溶性较差。尽管如此，乳酸链球菌肽与溶葡萄球菌素合用治疗乳房炎仍然达到显著疗效。据报道，对金黄色葡萄球菌、无乳链球菌、乳房链球菌感染病例的治愈率分别达到了66％、95％和100％[14]。国外证实利用乳链球菌素3147结合乳头封闭疗法对人工感染停乳链球菌起到了较好的保护作用[16]。
3.2.2 生物制剂
生物制剂是治疗乳房炎的理想制剂，由多种有益微生物或天然活性物质所组成。微生态制剂能够提高饲料的消化率，促进营养物质的吸收，加强机体的防御能力，清除氧自由基及修复被损伤的乳腺细胞等。微生态制剂中的有益菌进入动物机体后，很快形成优势菌群，与有害菌争夺氧、附着位点和营养系，竞争性地抑制有害菌的生长，从而调节肠内菌群趋于正常；微生物代谢产生的有机酸，降低肠内的pH，杀灭不耐酸的有害菌；产生溶菌酶、过氧化氢等物质，并可杀灭潜在的病原菌；产生代谢物抑制肠内胺和氨；直接刺激肠道免疫细胞而增加局部免疫力，增强机体抗病力，从而起到防治奶牛隐性乳房炎及其他疾病的作用。刘琪采用一种活性生态菌进行试验，结果证明微生态制剂对奶牛乳中体细胞降低具有一定的作用，因而对奶牛隐性乳房炎有一定的防治作用[15]。
俄罗斯学者利用表面活性剂、免疫调节剂和微生物细胞酶研制出生物制剂。该制剂抗菌谱广，对各型乳房炎均有理想疗效。例如，微生物溶酞胺酶含有溶菌和蛋白水解成分，能有效破坏葡萄球菌和链球菌细胞，治疗时每个乳区注入10 mL，每天1次，一般治疗2次～5次，有效率为72.6％[16]。“乳炎停”是一种含有溶菌酶的生物活性酶制剂，通过裂解细胞壁进而达到溶解或杀灭病原微生物的目的。它的作用范围广，独特的作用机理使得其不会产生抗药性、耐药性、药物蓄积和药物残留及其他副作用，是一种临床上治疗奶牛乳腺炎的理想药物。杨为荣等用“乳炎停”对奶牛隐性乳房炎治疗进行研究，结果其治疗有效率达到85.60％～95.83％，平均有效率达到87.72％，显著高于常规药物[17]。 
康贝[18]是美国生产的一种高效生物活性制剂，是美国Biosystem公司利用最新的生物发酵工程技术突破传统的生产工艺而得到的产品，在美国应用5年并且通过美国农业部认证，是纯生物活性制剂，不含任何激素及抗生素。康贝主要是由酵母菌、米曲霉、枯草杆菌、乳酸杆菌等组成的混合制剂，不仅含有多种消化酶如A2淀粉酶、B2葡聚糖酶、半纤维素酶和纤维素酶等，具有促进消化作用，而且康贝还含有奶牛机体必需氨基酸及多种维生素。实际应用效果显著，可改善奶牛饲料适口性，提高干物质采食量，增加产奶量，改善乳汁品质。前期研究中应用康贝防治奶牛隐性乳房炎取得了良好的效果。

EM[18]是英文Effective microorganisms的缩写，是目前比较常见的一种微生态制剂，该产品是由日本琉球大学比嘉照夫教授于20世纪80年代初，从天然环境中筛选出来的微生物菌体经培养、繁殖后制成的含有大量有益菌的活菌制剂，由光合细菌、乳酸菌、醋酵母菌、放线菌等10个属80多种微生物复合培养而成。EM不含任何化学有害物质，无毒副作用，无残留和二次污染，不产生抗药性。目前已在日本、巴西、美国、中国、泰国等40多个国家推广使用。研究报道，在所投喂的精料中添加EM饲料添加剂，每隔2 d～3 d用EM活菌剂稀释液喷洒牛舍及牛身，试验组乳房炎发生率比对照组减少76.5％，差异显著(P<0.05)。
3.2.3 抗菌肽
基因疗法是在基因工程的基础上建立的一种新的乳房炎防治方法，目前已经有利用基因工程生产的疫苗用于预防奶牛乳房炎。另外，有试验将两种自行构建的表达人溶菌酶基因的重组质粒注射到患病奶牛的乳腺，经CMT试验证明对临床型和隐性乳房炎的作用，结果表明，表达人溶菌酶基因的重组质粒对奶牛乳房炎具有可靠、持久的治疗效果，可以代替抗生素使用[19]。美国和法国学者合作，研制出能与葡萄球菌属的金黄色葡萄球菌膜上的一类分子结合的单抗体，并运用化学法把两个单抗体辍连在一起，用其治疗奶牛乳房炎。该法的机理是，当双抗体被注入乳腺后，抗体的一端与病原体结合，另一端与中性白细胞结合，同时释放出抗菌消炎剂双氧水(H2O2)，随着细菌活性的减弱，乳腺炎症状消失[20]。
3.2.4 生物疗法
生物疗法是直接利用活的生物治疗疾病的方法。在人医方面多有报道，但在动物疾病防治方面所做的研究较少。国外学者利用水蛭素具有抗凝、抗水肿、止痛和预防生成血栓、降低血管痉挛和小动脉压、提高组织供氧、使免疫系统活化、抑制致病性微生物等作用治疗母牛隐性乳腺炎。用水蛭(在生物制剂厂繁殖)放进长10 cm～20 cm，直径5 cm的特制试管内，用吸湿的棉花填满，然后打开试管的一端使试管紧贴病变乳叶的皮肤上，在水蛭吸住皮肤以后(一次3个水蛭)，经过25 min～30 min，水蛭吸饱血液便自发地脱落。一个疗程治疗3次，每次间隔24 h，经过7 d以后进行临床检查和乳汁的实验室检验，结果15头隐性乳腺炎母牛(20个病变乳叶)均痊愈，疗效100％[21]。
3.2.5 基因疗法
抗菌肽是一类具有抗微生物活性的小分子多肽，广泛存在于生物体内，包括细菌、真菌、植物、昆虫、鱼类、鸟类、甲壳动物、两栖动物和哺乳动物等，已有超过750种之多，其中绝大部分为阳离子抗菌肽，也有少量阴离子抗菌肽。抗菌肽具有广谱抗微生物活性，对革兰氏阳性和革兰氏阴性细菌、真菌和被膜病毒都有抑杀作用。其作用机制主要是带正电的抗菌肽与带负电的微生物细胞膜发生作用，按作用特点可分为膜结构破坏型和非膜结构破坏型。大量体外试验已经证明，抗菌肽能杀死细菌、真菌、原虫等病原微生物，其最小抑杀浓度(MIC)约为0.25 μg/mL～4 μg/mL[22]，特别对一些耐药菌，如伤寒杆菌、金黄色葡萄球菌等同样敏感。各种动物在长期自然进化过程中，其体内已建立了一套维持菌群稳态的机制。抗菌肽是这一机制的主要因子之一，广泛存在于所有脊椎动物和无脊椎动物机体中。牛奶中已分离到3种抗菌肽，它们具有抑制肠毒性大肠埃希菌和产单核李期特菌生长的作用。抗菌肽具有广谱杀菌作用、相对分子质量较小、热稳定、水溶性好等优点，更为重要的是抗菌肽对真核细胞几乎没有作用，仅作用于原核细胞和发生病变的真核细胞[23]。但目前将抗菌肽直接应用于奶牛乳房炎进行防治在国内外报道较少，在当前不少病原菌对原有抗生素逐步产生耐药性的情况下，对动物体内自然产生的抗菌肽功能的了解，以及设计一种方法来调节动物体内自然抗菌肽的功能以替代抗生素的研究便显得极为重要。

生物体在病原体的侵染诱导下，其内在的防御系统会产生一系列颉颃物质，如一些低分子质量的次生代谢产物、酶或与病程相关蛋白，或是一些小于100个氨基酸的低分子抗菌肽，以阻止病原微生物的进一步入侵。防御素(Defensins)是这类抗菌肽中的一个家族，防御素广泛分布于动植物和昆虫体内，具有热稳定、水溶性好等优点，广谱杀菌甚至能杀病毒、真菌、原虫及一些恶性细胞(如肿瘤细胞)和艾滋病毒，而对真核细胞几乎无作用；并且与抗生素通过阻断大分子生物合成的作用机制完全不同，它主要作用于病原微生物的细胞膜，使病原微生物不易对其产生抗性，具有抗生素无可比拟的优势，在奶牛乳房炎的防治中应用前景非常广阔[24]。
3.2.6 乳铁蛋白
乳铁蛋白(lactoferrin，LF)是一种相对分子质量约为80 ku的铁结合性糖蛋白，主要存在于哺乳动物的各种外分泌物如乳汁、眼泪、唾液等。LF具有许多独特的生物学功能，如增强铁的传递和吸收、广谱的抗菌性、免疫作用、抗氧化作用、促进肠道菌群的平衡、作为生长因子、抗炎症、抗病毒、抗癌症作用等[25]。乳铁蛋白是一种乳质蛋白，也有调理素性质，在它的影响下，中性粒细胞的吞噬活性加强。乳房发炎时，乳铁蛋白可增加20倍～30倍，在大肠埃希菌型乳房炎，增加的趋向较葡萄球菌型和链球菌型乳房炎显著。患乳房炎的牛乳中乳铁蛋白含量高达1 mg/mL～8 mg/mL，表明乳腺在遭到病原攻击时能产生大量的乳铁蛋白，以抵御疾病的侵袭。正常情况下，血清中乳铁蛋白含量低于1 μg/mL，感染时乳铁蛋白合成明显增加，每天可高达30 g，其中约30％释放于血中，发挥其各种生理作用。血清乳铁蛋白的浓度升高可作为炎症反应的一个指标。通常存在于中性粒细胞中的乳铁蛋白大多数不含3价铁离子，因此具有较强的杀(抑)菌作用[26]。Kutila T[27]研究了乳铁蛋白在治疗奶牛乳房炎中的有效性，在体外抑菌试验中，对于引起奶牛乳房炎的几种主要的病原菌，乳铁蛋白对大肠埃希菌、金黄色葡萄球菌都有非常好的抑菌作用，对人工感染大肠埃希菌的奶牛采用乳铁蛋白进行治疗，同样取得了很好的效果。金黄色葡萄球菌是奶牛乳房炎的主要致病菌，国外也通过大鼠试验证实，口服乳铁蛋白和乳铁素可抑制肠的过度生长、肠细菌的转运，对由抗二甲基苯青霉素的金黄色葡萄球菌引起的寄主的侵染具有保护作用[28]。 
乳铁素(lactoferricin B，LFb)是从牛乳铁蛋白N端水解下来的25个氨基酸残基。它们具有多种生物学功能，其中的广谱抗菌性尤为引人注目。胡志和等[29]以牛初乳中提取的乳铁蛋白及其水解产物乳铁素为研究对象，选取大肠埃希菌为实验菌株，进行铁饱和乳铁蛋白和缺铁性乳铁蛋白、乳铁素对大肠埃希菌生长抑制的比较研究。结果表明，铁饱和乳铁蛋白、缺铁性乳铁蛋白和乳铁素的最小抑菌浓度分别为6、3、15 μg/mL。乳铁素的最小杀菌浓度为30 μg/mL。乳铁蛋白水解后，经纯化获得的乳铁素，其抗菌能力较缺铁性乳铁蛋白增加200倍，较铁饱和乳铁蛋白增加400倍。Tomita M等研究了牛乳铁蛋白经蛋白酶降解后的活性多肽的抑菌性能。结果表明，经猪胰蛋白酶水解得到的小分子多肽具有广谱的抑菌活性，可以显著抑制一些革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌的生长，甚至包括一些LF不起作用的菌株，水解多肽的抑菌活性至少是LF的8倍，而且向多肽中添加铁，抑菌活性不受影响，这一点与LF截然不同。Hwang P M等[18]研究了乳铁素溶液的三维构象，NMR分析表明，乳铁素的空间构象为扭曲的反向平行的β折叠状，对照LF的X衍射分析，LF的结构为α螺旋结构。由此推测，由α螺旋结构向β折叠状构象的转换，可能是导致抑菌性能增强的重要原因，因为后者的构象更易于贴近细菌的表面。有研究报道[30]乳铁素参与乳房链球菌对乳腺上皮细胞的黏附，这种结合有助于其建立乳腺内的感染。进一步研究鉴定乳房链球菌表面蛋白中与乳铁素结合的特定蛋白质，并制备相应抗体进行体内外抗黏附试验，将有助于深入探讨针对这种乳铁素结合蛋白质进行乳腺炎免疫预防的可能性。
4 总结

奶牛乳腺炎是由病原微生物的感染所引起的奶牛乳腺的一种炎性病变，所以在国内外针对奶牛乳腺炎病原菌的分离鉴定工作和药敏试验都已取得了很大的成果，由于地域关系，每个地方奶牛乳腺炎的病原菌的种类有所不同，导致一种药物在不同地方的治疗效果差异很大，因此目前很多研究者和单位都在做针对各自地区的奶牛乳腺炎病原菌的分离和鉴定工作。有的地方由于研究该地区的奶牛乳腺炎病原菌工作起步较早，为该地区的奶牛乳房炎的防治工作提供了很大的帮助，因此针对杨凌地区奶牛乳腺炎病原菌的分离鉴定以及药敏试验很有必要。
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杨凌地区奶牛乳腺炎常见病原菌的分离鉴定

毕业生：冯  栋  指导老师：武  浩
摘 要：乳腺炎是奶牛的主要疾病之一，主要由病原微生物感染引起，给奶牛养殖业造成了巨大的经济损失。目前，缺少针对引起奶牛乳腺炎的主要病原菌的准确而快速的检测方法，而且由于地域关系，每个地方奶牛乳腺炎的病原菌的种类有所不同，导致一种药物在不同地方的治疗效果差异很大。因此，对杨凌地区奶牛乳腺炎的病原菌情况进行了研究。试验结果表明：杨凌地区奶牛乳腺炎病原菌主要为金黄色葡萄球菌、沙门氏菌和大肠杆菌，这对杨凌地区奶牛乳腺炎的防治具有重要的指导意义。
关键词：乳腺炎；病原菌；分离鉴定；奶牛

The Investigation of Cow Mastitis and the Experiment in Isolution of Cow Mastitis Pathogen in Yangling Area
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Abstract: Mastitis was one of the most common disease,usually due to a microbial infection,which caused large economic losse for the dairy idusty. So far,wewere short of an accurate and quick method to detect the major pathogens. Due to geographical relations, each cow Mastitis is different from the types of pathogens, leading to a drug treatment in different parts of the effects of different. In order to understand the cow mastitis pathogens of Yangling area,we conducted this test. The results showed that: the mainly dairy cattle mastitis pathogen in Yangling area is Staphylococcus aureus, Salmonella, E. coli, which is prevention and treatment of major guiding significance in Yangling cow mastitis
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奶牛乳腺炎是由病原微生物的感染所引起的奶牛乳腺的一种炎性病变。其特征是乳汁中体细胞数和微生物数量增多及乳腺组织发生病理性变化。奶牛乳腺炎是世界乳制品行业危害性很大的疾病。据报道，乳腺炎给奶牛业造成的危害包括：由于患病直接造成产奶量减少，由于牛奶变质和药物残留使人们不能食用而被销毁，一些牛因无法治愈被淘汰造成的损失，在治疗乳腺炎期间医疗费的开支，护理病牛所需的劳动力开支等。世界上多数国家奶牛乳腺炎的发病率约为40％，每头牛产奶量平均减少约15％[1]，在美国自20世纪90年代以来受此影响每年经济损失达20亿美元，平均每头牛每年损失200美元左右[2]。更为严重的是由于某些乳腺炎具有传染性，少数几头牛的感染常可导致整个牛场乳腺炎的蔓延[3]。因此，奶牛乳腺炎常见病原菌的分离并对其进行药敏试验，可为本地区乳腺炎临床治疗提供可靠依据。
1 材料和方法

1.1 试验材料
1.1.1 奶样
随机选择杨凌地区40头奶牛的40份奶样进行LMT检测，对其中LMT检测呈阳性奶样和LMT呈强阳性奶样进行病原菌的分离培养鉴定。
1.1.2 抗菌纸片
磺胺嘧啶、呋喃唑酮、环丙沙星、青霉素、链霉素、卡那霉素、庆大霉素、四环素、氯霉素、红霉素共10种抗菌纸片[13]，均系西北农林科技大学动物医学院微生物教研室提供，密闭干燥保存。于有效期内使用。
1.1.3 培养基
本实验的培养基有：SS培养基[4]、普通琼脂培养基、绵羊鲜血琼脂培养基、伊红—美蓝培养基、麦康凯培养基、真菌培养基[5]、还有各种生化实验所用培养基均参照《兽医微生物学实验实习指导》制备。
1.2 试验方法
1.2.1 病原菌的分离培养
挑取奶样分别接种与普通琼脂培养基、绵羊鲜血培养基、麦康凯培养基、和真菌培养基[6]，置于37 ℃温箱培养，24 h后挑取可疑的单个菌落分别接种于普通琼脂斜面和绵羊鲜血琼脂斜面，24h后取斜面培养物图片后革兰氏染色、镜检[7]。
1.2.2 病原菌的鉴定
1.2.2.1 葡萄球菌的分离培养与鉴定
该菌能在高盐甘露醇琼脂培养基生长[8]，菌落细小，呈红色或黄色，在血液琼脂平板上能形成金黄色、湿润、光滑、隆起的中等大小的菌落，有溶血现象；染色镜检形态一致，呈葡萄球状[6]，为革兰氏阳性菌；能在肉汤中生长，能分解甘露醇，凝固酶实验阳性。
1.2.2.2 链球菌的分离培养与鉴定
在普通平皿上生长不良，鲜血平皿上生长较好；菌落为露滴状、圆形、隆起、半透明，呈α或β溶血[9]；染色镜检形态一致，成双或短链状、长链状排列，为革兰氏阳性菌。在营养肉汤培养，乳房链球菌均匀混浊，而其他链球菌上液澄清，有少量絮状沉淀[38]。
1.2.2.3 沙门氏菌的分离培养与鉴定
在麦康凯琼脂上生成无色半透明、扁平、光滑湿润、边缘整齐较大菌落[10]，将其转种普通琼脂平板，经18～24 h培养，细菌迁徒状生长[11]。涂片染色，为革兰氏阴性杆菌。

1.2.2.4 棒状杆菌的分离培养与鉴定
在普通琼脂培养基上生长不良，在伊红一美蓝培养基上生长为细小的菌落。革兰氏染色阳性，呈一端膨大的棒状[12]。
1.2.2.5 大肠杆菌的分离培养与鉴定
在普通琼脂、绵羊鲜血及伊红一美蓝培养基上生长成大的菌落，β溶血。肉汤培养混浊，上有菌环，下有沉淀，染色镜检为短杆状革兰氏阴性菌。
1.2.2.6 酵母菌的分离与鉴定
在普通琼脂培养基、甘露醇培养基、绵羊鲜血培养基上生长不良，在真菌培养基(马铃薯培养基)进行分离培养，菌落细小，圆形隆起，均匀排列，培养时间须3 d，镜检椭圆型，大小均匀，革兰氏阳性。
1.2.3 药敏试验
采用纸片扩散法，用吸管吸取菌液各1滴(约0.02 mL)，分别滴在琼脂平板上，用无菌棉签将菌液均匀涂布，加盖后放置10 min左右，待平板面稍干，用镊子将药敏纸片平放在琼脂平板上。并轻压使其紧贴平板表面，药敏纸片一旦。接触平板即不要再移动。用直径为90 mm的平皿，可贴纸片5张，两纸片中心距离不少于24 mm，纸片与平皿边缘不少于15 mm。贴好纸片的平板，置37 ℃培养24 h观察结果，并用尺测量抑菌圈直径(包括药敏纸片直径)，记录抑菌环直径。药敏试验常用金黄色葡萄球菌（NCTC6571）作为革兰氏阳性菌得对照菌株；用大肠杆菌（NCTC10148）作为革兰氏阴性菌得对照菌株，对抑菌环大小的解释标准见表1。
表1 抑菌环大小的解释标准
Table 1  The interpretation standards of the antibacterial central size
	抗菌素           纸片含药量
                   （μg）
	抑菌环直径（mm）

	
	耐药        中等敏感      敏感

	青霉素   葡萄球菌    10                        <20          21～28       >29
其他细菌    10                        <11          12～21       >22
链霉素               10                        <11          12～14       >15
四环素               30                        <14          15～18       >19
土霉素               30                        <14          15～18       >19
红霉素               15                        <13          14～17       >18
庆大霉素             10                        <12          13～14       >15
卡那霉素             30                        <13          14～17       >18


2 试验结果
表2 奶样1中病原菌培养和镜检的结果
Table 2  The results of milk－1 in training and examination
	1号奶样
	培养基中的菌落形态
	染色镜检

（革兰氏染色）

	
	普通琼脂
	绵羊鲜血
	麦康凯
	

	1
	无生长
	无生长
	无色半透明、扁平、光滑湿润、边缘整齐较大菌落
	杆状，G-

	2
	金黄色，湿润、光滑、隆起的中等大小的菌落
	湿润、光滑、隆起的中等大小的菌落,有β溶血
	无色透明菌落
	呈葡萄球状，G+

	3
	光滑、隆起、湿润、半透明的灰白色菌落
	大菌落，β溶血
	红色大菌落
	短杆状，G-

	4
	无生长
	无生长
	无色半透明、扁平、光滑湿润、边缘整齐较大菌落
	杆状，G-

	5
	金黄色，湿润、光滑、隆起的中等大小的菌落
	湿润、光滑、隆起的中等大小的菌落,有β溶血
	无色透明菌落
	呈葡萄球状，G+

	6
	金黄色，湿润、光滑、隆起的中等大小的菌落
	湿润、光滑、隆起的中等大小的菌落,有β溶血
	无色透明菌落
	呈葡萄球状，G+

	7
	金黄色，湿润、光滑、隆起的中等大小的菌落
	湿润、光滑、隆起的中等大小的菌落,有β溶血
	无色透明菌落
	呈葡萄球状，G+

	8
	光滑、隆起、湿润、半透明的灰白色菌落
	大菌落，β溶血
	红色大菌落
	短杆状，G-


表3  奶样2中病原菌培养和镜检的结果
Table 3  The results of milk－1 in training and examination
	2号
奶样
	培养基中的菌落形态
	染色镜检

（革兰氏染色）

	
	普通琼脂平板
	绵羊鲜血
	麦康凯
	

	1
	金黄色，湿润、光滑、隆起的中等大小的菌落
	湿润、光滑、隆起的中等大小的菌落,有β溶血
	无生长
	呈葡萄球状，G+

	2
	光滑、隆起、湿润、半透明的灰白色菌落
	β溶血
	光滑、隆起、湿润红色菌落
	短杆状，G-

	3
	金黄色，湿润、光滑、隆起的中等大小的菌落
	湿润、光滑、隆起的中等大小的菌落,有β溶血
	无生长
	呈葡萄球状，G+

	4
	无生长
	无生长
	无色半透明、扁平、光滑湿润、边缘整齐较大菌落
	杆状，G-

	5
	无生长
	无生长
	无色半透明、扁平、光滑湿润、边缘整齐较大菌落
	杆状，G-

	6
	金黄色，湿润、光滑、隆起的中等大小的菌落
	湿润、光滑、隆起的中等大小的菌落,有β溶血
	无生长
	呈葡萄球状，G+

	7
	无生长
	无生长
	无色半透明、扁平、光滑湿润、边缘整齐较大菌落
	杆状，G-

	8
	光滑、隆起、湿润、半透明的灰白色菌落
	β溶血
	光滑、隆起、湿润红色菌落
	短杆状，G-

	9
	金黄色，湿润、光滑、隆起的中等大小的菌落
	湿润、光滑、隆起的中等大小的菌落,有β溶血
	无生长
	呈葡萄球状，G+


表4 三种病原菌糖发酵试验结果
Table 4  The results of three pathogens in sugar test

	
	病原菌Ⅰ
	病原菌Ⅱ
	病原菌Ⅲ

	葡萄糖
	+
	 eq \o\ac(○,+)
	 eq \o\ac(○,+)

	麦芽糖
	+
	 eq \o\ac(○,+)
	－

	乳糖
	+
	 eq \o\ac(○,+)
	 eq \o\ac(○,+)

	蔗糖
	+
	 eq \o\ac(○,+)
	－

	三糖铁斜面
	斜面黄色，底部黄色不产气
	斜面黄色，底部黄色不产气
	斜面红色，底部黑色产气

	柠檬酸盐斜面
	－
	－
	+


表5 三种病原菌吲哚试验结果
Table 5  The results of three pathogens in indole test

	病原菌Ⅰ
	－

	病原菌Ⅱ
	+

	病原菌Ⅲ
	－


表6三种病原菌的MR/V－P试验结果
Table 6  The results of three pathogens in MR∕V－P test

	
	MR                           V－P

	病原菌Ⅰ
	                         －                            +

	病原菌Ⅱ
	+                            －

	病原菌Ⅲ
	+                            －


表7 三种病原菌的硝酸盐还原试验结果
Table 7  The results of three pathogens in nitrate reduction test
	病原菌Ⅰ
	－

	病原菌Ⅱ
	+

	病原菌Ⅲ
	+


表8 三种病原菌接触酶试验结果
Table 8  The result of three pathogens in H2O2 test

	病原菌Ⅰ
	+

	病原菌Ⅱ
	+

	病原菌Ⅲ
	+


表9鉴别培养基试验结果

Table 9  The results of three pathogens in the indentification of medium

	
	试验结果

	病原菌Ⅰ
	在高盐甘露醇琼脂培养基生长为细小菌落，呈红色

	病原菌Ⅱ
	在伊红美兰培养基生长为黑色待金属闪光泽的菌落

	病原菌Ⅲ
	在SS培养基上生长为透明的橘黄色菌落


表10 药敏试验抑菌环大小（mm）
	抗菌药物
	强力霉素  头孢氨苄  妥布霉素  青霉素  新霉素  卡那霉素  四环素  庆大霉素  复方磺胺  红霉素

	病原菌Ⅰ
	   10         23          16         11      18        20        12        15          6        10

	病原菌Ⅱ
	   12         20          13         7       12        18        9         9           6         6

	病原菌Ⅲ
	   11         18          12         8       13        19        10        10          6         7


Table 10  The antibacterial central size of sensitivity test(mm)
对采集的40份奶羊进行检测，结果是：4份可疑（±）、2份强阳性（++）。将奶样进行标记，强阳性的2份分别标记为1、2号奶样，可疑的4份非别标记为3、4、5、6号奶样。
将6份奶样分别划线接种于琼脂培养基、绵羊鲜血培养基、麦康凯培养基、和真菌培养基，培养24h。结果表明：3、4、5、6号奶样在4种培养基中无细菌生长，1、2号奶样在琼脂培养基、绵羊鲜血培养基、麦康凯培养基中有细菌生长。肉眼观察发现这3种培养基每个培养基中有几种菌落形态不同的细菌，具体为：1号奶样在普通培养基有3种，绵羊鲜血培养基有3种，麦康凯培养基有2种，2号在普通培养基有4种，绵羊鲜血培养基有3种，麦康凯培养基有2种。初步统计1号奶样8种，2号奶样9种。将1、2号奶样的种细菌分别接种于普通培养基、绵羊鲜血培养基、麦康凯培养基继续纯化并让色镜检结果见表2和表3。
由于1号奶样中的8种待检病原菌和2号奶样中的9种病原菌在纯化的过程中有菌落的生长形态和镜检结果一致的病原菌，我们就把一致的归为一类，从表1和2中我们可疑把分离的所有病原菌归为3类，即：病原菌Ⅰ：呈葡萄球状，G+、病原菌Ⅱ：短杆状，G-、病原菌Ⅲ：杆状，G-。
根据奶样的病原菌培养结果（表2、表3）中病原菌Ⅰ的菌落形态和溶血现象，以及镜检中呈葡萄串状，G+等情况，初步认定为金黄色葡萄球菌；从糖发酵结果（表4）和鉴别培养基的试验（表9）结果确定病原菌Ⅰ为金黄色葡萄球菌。

从奶样的病原菌培养结果（表2、表3）中病原菌Ⅱ在麦康凯培养基中的颜色和菌落形态和溶血现象，以及镜检中呈短干状，G－，初步认定为大肠杆菌；从糖发酵结果（表4）中各个发酵管的现象和三糖铁斜面和底部黄色不产气，以及MR/V－P试验结果（表6）、接触酶试验结果（表8）、硝酸盐还原试验结果（表7），可以确定病原菌Ⅱ为大肠杆菌；从鉴别培养基实验结果（表9）中该菌在伊红美兰培养基中生长为黑色待金属闪光泽的菌落更进一步确定该菌为大肠杆菌。

从奶样的病原菌培养结果（表2、表3）中病原菌Ⅲ的生长状况和仅见结果，只能初步明确病原菌Ⅲ为G-短杆菌；可能是大肠杆菌和沙门氏菌等，从糖发酵试验（表4）结果中该菌在三糖铁斜面中生长，使三糖铁斜面底部变黑，并且产气，初步认定该菌为沙门氏菌；该菌在吲哚试验（表5）、MR/V－P试验（表6）、接触酶试验（表8）、硝酸盐还原试验（表7）中的结果符合沙门氏菌，并且在SS培养基中生长为透明的橘黄色菌落（表9），可以确定该菌为沙门氏菌。

从药敏试验结果（表10）表明，字奶样中分离出来的大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、沙门氏菌对头抱氨苄最敏感，对卡那霉素较敏感。三种病原菌对红霉素、青霉素、新霉素、四环素、复方磺胺、庆大霉素、妥布霉素、强力霉素等均有不同程度的耐药性。
3 讨论

近年来我国奶牛业发展非常迅速，关于杨凌地区奶牛乳腺炎发病率及药敏情况未见资料报道。本项研究通过对本地区采集的40个奶样中的6个可疑奶样进行细菌学检验，检出的3种细菌，分别为金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、沙门氏菌，都为奶牛乳腺炎常见的病原菌，根据奶牛乳腺炎的发病特点和主要病原菌分析，结合杨凌地区目前奶牛养殖业的管理水平，建议采取以下综合措施：（1）加强饲养管理，如对牛舍、牛床保持干燥、通风、定期消毒；（2）注意挤奶卫生，如在挤奶前清洗消毒乳房，挤奶后用中草药消毒油膏（如护乳膏）涂擦乳头；（3）给隐性乳腺炎的牛群在饲料中添加清热解毒和活血化瘀类中草药以控制显性乳腺炎的发生（4）重视奶牛干奶期乳腺炎的防治，如在干奶期乳室中注入中草药制剂；（5）加强对患乳腺炎奶牛的监护，并结合药敏结果选用敏感的抗生素治疗，从而从多个环节上达到控制奶牛乳腺炎的目的。
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