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两株副猪嗜血杆菌的分离鉴定及药敏试验
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!摘!要"!从疑似副猪嗜血杆菌病发病猪场采集 32 份病料!分离到 " 株革兰氏阴性短小杆菌" 对

分离菌株进行培养特性#生化特性#血清型分型研究以及56a检测和测序分析!结果表明!分离的两

株细菌均为血清 & 型副猪嗜血杆菌" 对分离菌株进行药敏试验分析!结果显示分离株对头孢噻肟#

头孢噻吩#替米考星高度敏感!对四环素#丁胺卡那#恩诺沙星#环丙沙星中度敏感!对甲氧苄氨嘧

啶#复方新诺明#链霉素#阿莫西林#新霉素均耐药"

!关键词"!副猪嗜血杆菌$分离$鉴定$血清型$药敏试验
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炎类灭活疫苗进口产品的质量监督检验过程中注

意到!来自 % 个不同国家的企业提供的副鸡禽杆菌

菌种在0"# <的保存期分别为 $#*$%*"# 年!且菌

种经本实验室复苏后其生长特性及毒力均良好%

菌种的复苏*复壮*繁殖*冻干和检定工作不仅需要

投入较长的时间!同时尚需消耗一定数量的人力*

财力和物力% 因此!采用科学有效的保存方法并制

定合理的保存期!既能有效地延续菌种的固有特

性!又可避免不必要的资源浪费!并可提高工作效

率% 本试验的结果表明!真空冻干菌种于 0'# <

保存 $#*$&*"# 年!其毒力仍能满足要求&真空冻干

菌种于0'# <保存 $&*"# 年!其免疫原性仍能满足

要求% 因此!制定更长副鸡禽杆菌 N9R02 株菌种

的保存期显然是必要的!并且是可行的%

副鸡禽杆菌N9R02 株菌种在各年代繁殖冻干

时均按,中华人民共和国兽用生物制品规程- "二

%%%

版#的标准检定了全部项目!本次试验对不同

保存年代菌株的毒力和免疫原性重新进行了试验!

结果均符合规定!表明该菌株于0'# <保存 "# 年!

仍可作为鼻炎类疫苗制品的生产检验用菌种%
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(")!c?8Â8??5H!6PU>STLFSLF N!cLL̂LFP8=\!)2$-4aLA?8SS>W>A8T>BF

BWI$62)"*)--$ .$--,%$*";! ( F$);'(#,-"6) ($*$.$--,%$*";!

I$62)"*)--$ $<,"; 8FV I$62)"*)--$ <'-$%2,"; 8S@<,=$/2)*,";

.$--,%$*";RLF4FBX4!AB=Y4FBX4!@<,=$/2)*,";($*$.$--,%$*";

AB=Y4FBX4! @<,=$/2)*,"; $<,"; AB=Y4FBX48FV @<,=$/2)*,";

<'-$%2,";AB=Y4FBX(H)4-FTH.GST+XB?_>AUBY>B?! "##3! 33

"5T$#$%3% 0%("4

(%)!农业部兽用生物制品规程委员会4中华人民共和国兽用生物

制品规程二
%%%

版(.)4

(&)!中国兽药典委员会4中华人民共和国兽药典三部二
%

一
%

版(.)4

#责任编辑%侯向辉$

'($'



!"#$%!&'"(#$$( )"#*乔荣岑!等 中国兽药杂志

F$);'(#,-"6($*$6",6>F NLF8F4-SB?8TLSZLUL>VLFT>W>LV 8SF$);'(#,-"6($*$6",6Z>TP TPLAE?TEULAP8U8ATLU>ST>AS& Y>BAPL=>A8?=LTPBV&

56a8FV SLlELA>FR4\ZB>SB?8TLSZLULSLUBTG9LV YG^>L?LTL>F 0U899 0R8YU>LVSBF8S8SSLUBTG9L&4aLSE?TSBWVUERSLFS>T>X>TGTLST

SPBZLV TP8T>SB?8TLSZLULSTUBFRULS>ST8FALTBTU>=LTPB9U>=& SE?W8=LTPB[8]B?L& STUL9TB=GA>F& 8=B[>A>??>F& FLB=GA>F& P>RP?GSLFS>T>XL

TBALWT>BWEU& ALWBT8[>=L& T>?=>ABS>F 8FV SLFS>T>XLTBTLTU8AGA?>FL& 8=>̂8A>F& LFUBW?B[8A>F& A>9UBW?B[8A>F4

7"/ ?%-+;% F$);'(#,-"6($*$6",6' >SB?8T>BF' >VLFT>W>A8T>BF' SLUBTG9LS' VUERSLFS>T>X>TGTLST

!!副猪嗜血杆菌"F$);'(#,-"6($*$6",6! N9S# 属

于巴斯德菌科嗜血杆菌属!是引起猪格拉泽氏病

"b?8SSLU+SV>SL8SL#的病原菌($)

% 该病常见于 3 )2

周龄的猪!发病率一般在 3#; )'#;! 死亡率可达

到 $#;以上(")

% 主要引起猪的纤维素性多发性浆

膜炎和关节炎!急性型可引起败血症!在不出现典

型的浆膜炎时就呈现发绀!皮下水肿和肺水肿!甚

至死亡!急性感染后可能留下后遗症!如公猪跛

行(%)

% 近年来! 副猪嗜血杆菌在我国各猪场引起

多发性浆膜炎和关节炎的报道越来越多!在卫生条

件和管理水平均较好的猪场该病的发病率和死亡

率也逐渐显著增多! 给养猪业带来巨大的损失%

本研究从 "##2 )"##1 年河南省发生猪浆膜炎和关

节炎的猪场采集 32 份病料中分离到 " 株革兰氏阴

性细小杆菌!进行了一系列鉴定!并对分离株进行

了药敏分析%

@A材料与方法

$4$!材料

$4$4$!病料!"##2 年 % 月至 "##1 年 $# 月!从河

南省不同地区发生猪关节炎和浆膜炎的 "# 家猪场

共采集病猪肺脏 33 份*关节液 % 份!共 32 份病料%

$4$4"!主要试剂!革兰氏染色液!北京索来宝公

司&微量生化鉴定管和药敏试纸!杭州天和微生物

试剂有限公司&辅酶 J/̀ !上海生工&VJ\5*56a

YEWWLU*U\8l J̀/聚合酶* J̀/_8ÛLU ,̀"###*

9_̀ $2 0\载体"批号$c(2#3c#* J̀/胶回收试剂

盒"批号$$"#2"3###(#!宝生物工程"大连#有限公

司&胰蛋白大豆琼脂 "\./#*胰蛋白大豆肉汤

"\.c#! >̀WAB公司&优级胎牛血清!浙江天杭生物科

技有限公司%

$4$4%!标准分型血清!武汉科前动物生物制品有

限责任公司"批号$#1#"##$#%

$4"!方法

$4"4$!细菌分离培养!无菌采集病猪肺组织*关节

液用接种环接种于含 $#;血清和 $

!

R*=,J/̀ 的

\./平板上!%' <条件下含 3; 6C

"

培养箱中恒温

培养 "& P !挑取疑似菌落进行革兰氏染色镜检%

$4"4"!7因子依赖试验!参照文献(&)

!将可疑菌

落分别接种于含 J/̀ 及不含 J/̀ 的 " 种 \./平

板上!于 %' <培养 "& P后观察\./平板上是否有

菌落长出%

将含有 $#;脱脂绵羊血的 \./平板上!划线

接种金黄色葡萄球菌!再垂直于金黄色葡萄球菌划

线接种上述分离纯化的可疑菌!在 %' <条件下含

3;6C

"

培养箱中恒温培养 "& P!观察是否有.卫星

现象/和溶血发生%

$4"4%!生化鉴定!取纯培养菌落接种于脲酶*氧

化酶*接触酶*硝酸盐还原*吲哚*葡萄糖*蔗糖*果

糖*半乳糖*核糖和麦芽糖等微量生化鉴定管!按说

明书操作并观察结果%

$4"4&!56a鉴定!参照文献(3)设计三条引物!由

>FX>TUBRLF"上海#贸易有限公司合成$

N5$:%$ 3+ 0\/\6bab/b/\b///b/60%+

N5":"$ 3+ 0b\//\b\6\//bb/6\/b0%+

N5aLX[$ 3+ 066\6b6bb6\\6b\60%+&特异

性扩增N9S部分 $(. UaJ/基因!预计扩增片段大

小为 $#1# Y9%

$4"4&4$!基因组 J̀/的提取!挑取单菌落于含

3#

!

,双蒸水中混匀!水浴煮沸 3 =>F!冰上放置

3 =>F!$#### U*=离心 " =>F取上清作为模板%

$4"4&4"!$(SaJ/的 56a扩增!56a反应体系$

$# gcEWWLU"43

!

,!VJ\5"4#

!

,!_R6," $43

!

,!

\8l #4$

!

,!模板 "

!

,!引物"上*下游#各 #42

!

,!

加无菌水至总体积为 "3

!

,% 56a反应程序$1&<

预变性 3 =>F!1& <变性 $ =>F!(# <退火 &# S!

'" <延伸 3# S!%# 个循环!'" <延伸 $# =>F% 56a

产物电泳检测后 & <保存%

$4"4&4%!测序!用 J̀/柱回收试剂盒将 56a产

物割胶回收!将其克隆入 9_̀ 0$2\载体!进行蓝

白斑筛选!将鉴定为阳性的转化子送往 >FX>TUBRLF

公司测序%

$4"43 !血清学分型!用 k>L,LTL>F 0a899 0

b8YU>LVSBF"kab#琼脂扩散法(()进行血清分型!其

中中间孔加入标准阳性血清!周边孔分别加入标准

菌株热稳定抗原*待检菌株热稳定抗原和 5c. 液!

热稳定抗原参照文献(')制备%

$4"4(!药敏试验!挑取分离菌株!于含J/̀ 鲜血

琼脂平板或\./平板均匀划线!用无菌镊子将药敏

''$'
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纸片平贴于培养基表面!%'<培养 "& P后测量抑菌

圈直径% 按照美国临床实验室标准委员会

"6,.-*J66,.# "##( 版执行标准判定结果(2 01)

%

$4"4'!c8?Y*A小鼠致死性试验!将分离菌划线接

种于\./培养基!%'<培养 "& P!用生理盐水洗脱

并分别稀释至 $ g$#

$#

6:O*=,*$ g$#

1

6:O*=,和

$ g$#

2

6:O*=,!每只经腹腔注射 #4" =,!每个分离

株每个稀释度接种 3 只c8?Y*A小鼠!同时另设 3 只

经腹腔各注射相同量的生理盐水作对照% 接种后

观察精神状态及死亡情况!连续观察 $# V!剖检

c8?Y*A小鼠!无菌取其肺脏*心脏血液分离细菌%

BA结A果

"4$!组织病料分离培养!采集的病料无菌条件下

接种于含辅酶
$

"J/̀ #和小牛血清的 \./平板!

%' <条件下含 3; 6C

"

培养箱中恒温培养 "& P!有

针尖大小!约 $ )" ==左右!半透亮!表面光滑的菌

落长出% 挑取单菌落进行革兰氏染色!有 " 株为革

兰氏阴性短小杆菌!有 " 株为革兰氏阴性球杆菌%

"4"!纯化培养!挑取革兰氏染色为阴性小杆菌的

" 株疑似菌落!转接入新的 \./平板上!%' <条件

下含 3; 6C

"

培养箱中进行了纯培养!%( P 后有单

菌落长出!平板上菌落形态单一%

"4%!7因子依赖试验和)卫星现象*!" 株可疑菌

株均在含J/̀ 的\./平板上生长!在不含J/̀ 的

\./平板上无菌落生长%

将可疑菌株在绵羊鲜血琼脂平板上与金黄色

葡萄球菌交叉划线!结果 %' <培养 %( P 后在金黄

色葡萄球菌线两侧有针尖大小*圆形*边缘整齐的

菌落生长!越靠近葡萄球菌的周围其生长越好!远

离葡萄球菌的地方菌落较小!呈现出明显的.卫星

现象/!且无溶血产生"见图 $*图 "#!因此命名 " 株

菌分别为NLJ

$

株和NLJ

"

株%

图 @AS"P

@

株 V卫星现象V&且无溶血 图 BAS"P

B

株V卫星现象V&且无溶血

"4&!生化鉴定结果!分离菌株生化试验鉴定结果

为脲酶试验阴性!氧化酶试验阴性!接触酶试验阳

性!硝酸盐还原试验阳性!吲哚试验阴性!并发酵葡

萄糖*蔗糖*果糖*核糖和麦芽糖等碳水化合物!符

合副猪嗜血杆菌的生化特性"见表 $#%

表 @AU因子依赖性和生化鉴定结果

菌株 7因子依赖 脲酶试验
氧化酶

试验

接触酶

试验

硝酸盐

还原
吲哚试验 葡萄糖 蔗糖 果糖 核糖 麦芽糖

NLJ

$

株
f 0 0 f f 0 f f f f f

NLJ

"

株
f 0 0 f f 0 f f f f f

注$. f/表示依赖7因子生长或阳性!. 0/ 表示不依赖7因子生长或阴性%

"43!56a结果

"434$!根据设计的副猪嗜血杆菌 $(SaJ/引物进

行了56a鉴定!扩增结果经过琼脂糖凝胶电泳!出

现约为 $#1# Y9的目的条带!见图 %%

"434"!测序结果!将测序的结果与bLFc8F^ 上发

表的 _'3#(3 进行了比对!发现 NLJ

$

"测序号

5\3/#和NLJ

"

"测序号5\&/#与_'3#(3 的同源性

分别为 1(4";和 1(4#;!而与_'3#(( 的同源性均

达 124#;!可以确定分离的菌株为副猪嗜血杆菌

"同源性见图 &*进化树见图 3#%

_$=8ÛLU&$*"$分离菌株NLJ$ 株&

%*&$分离菌株NLJ" 株& 0$阴性对照

图 DAS"P

@

株和S"P

B

株的,<G鉴定结果

'2$'
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图 LA副猪嗜血杆菌分离株同源性分析

图 MA副猪嗜血杆菌分离株进化树

"4(!血清学分型结果!根据琼脂扩散血清学分型

结果表明!NLJ$ 株和 NLJ" 株抗原孔均和副猪嗜

血杆菌血清 & 型标准阳性血清孔之间出现沉淀线!

其它孔之间均未出现沉淀线!因此 NLJ$ 株和

NLJ" 株均为副猪嗜血杆菌血清 & 型菌株%

"4'!药敏试验结果!药敏试验结果表明!两株分

离株都对头孢噻肟*头孢噻吩*替米考星高敏!对四

环素*丁胺卡那*恩诺沙星*环丙沙星中敏!对甲氧

苄氨嘧啶*复方新诺明*链霉素*阿莫西林*新霉素

均耐药"表 "#%

表 BA药敏试验结果

药物名称
平均抑菌圈直径*==

NLJ

$

株 NLJ

"

株

中敏程度

NLJ

$

株 NLJ

"

株

丁胺卡那 $243 $1 中敏 中敏

头孢噻肟 %2 %( 高敏 高敏

头孢噻吩 %" %# 高敏 高敏

替米考星 "2 "( 高敏 高敏

环丙沙星 $'43 $( 中敏 中敏

甲氧苄氨嘧啶 2 1 耐药 耐药

新霉素 $%43 $& 中敏 中敏

复方新诺明 $$ $" 耐药 耐药

阿莫西林 243 $# 耐药 耐药

链霉素 1 143 耐药 耐药

四环素 "( "' 中敏 中敏

恩诺沙星 "# $' 中敏 中敏

"42!致病性试验结果!分离菌株菌液感染的

c8?Y*A小鼠在 $" P 后出现死亡!在 "& )'" P 内呈

现死亡高峰!对照组全部健活 "表 % #% 取死亡

c8?Y*A小鼠的肺脏*心脏血液划线接种含 J/̀ 的

\./培养基进行分离鉴定!从发病死亡的小鼠肺心

表 DA不同剂量菌液注射W*$9X1小鼠后死亡结果

菌株

不同剂量菌液注射后c8?Y*A

小鼠死亡率"死亡数*感染数#

" g$#

1

6:O " g$#

2

6:O " g$#

'

6:O

NLJ

$

株
3*3 %*3 $*3

NLJ

"

株
&*3 "*3 $*3

对照 #*3

中再次分离菌株与攻毒菌株一致!均为副猪嗜血杆

菌% 分离的 NLJ$ 株和 NLJ" 株以 " g$#

1

6:O*只

的攻毒剂量可致 2#; )$##;小鼠死亡!表明分离

的菌株对小鼠有较强的毒力%

BA讨A论

副猪嗜血杆菌病与猪的链球菌病*支原体肺

炎*传染性胸膜肺炎等临床上很容易将它们混

淆($#)

% 副猪嗜血杆菌对生长条件要求比较苛刻!

分离鉴定存在耗时长*分离率低等缺点!本文用分

离细菌常用的菌落形态*生长特性*染色镜检*生化

鉴定等方法结合 $(. UaJ/的 56a检测% 根据
&

GSTLF /等建立的复合 56a检测方法!设计了 % 条

引物!扩增到 $#1# Y9 左右的片段!该 56a方法具

有高度的种特异性!能够将副猪嗜血杆菌与吲哚放

线杆菌(3)

*猪放线杆菌相区别($$)

!在分离培养过程

中结合 $(. UaJ/的56a检测法!排除了 " 株革兰

氏阴性球杆菌!大大提高了分离效率% 同时所建立

的56a检测方法不仅可从分离培养物中对进行鉴

定!而且可以直接对病料进行 56a检测!因此!可

以应用于临床诊断中%

我国的副猪嗜血杆菌病流行病学调查显示!优

势血清型为血清 & 型*3 型*$" 型和 $% 型($")

% 笔

者从 32 份病料中仅分离到 " 株副猪嗜血杆菌!经

血清学分型均为副猪嗜血杆菌血清 & 型!与调查结

果相似!未分离到其它血清型菌株!原因可能是样

品采集地区主要流行血清 & 型菌株!也可能是用过

抗生素或者是部分病例死亡时间过长造成的% 由

于副猪嗜血杆菌的血清型众多! 血清型之间缺乏

有效的交叉保护($%)

! 副猪嗜血杆菌又具有明显的

地方特征!而疫苗的使用是预防副猪嗜血杆菌的最

有效的方法之一% 其防疫用疫苗在西班牙*日本*

澳大利亚*加拿大和美国应用极广泛($&)

% 因此本

文研究为今后副猪嗜血杆菌的临床诊断和疫苗的

研制奠定了基础%

药敏试验结果表明!副猪嗜血杆菌分离株对头

孢噻肟*头孢噻吩*替米考星高度中敏!对四环素*

丁胺卡那*恩诺沙星*环丙沙星中敏!对甲氧苄氨嘧

啶*复方新诺明*链霉素*阿莫西林*新霉素均耐药%

给猪场在合理使用抗生素时提供了一定的参考%
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!摘!要"!为改进和完善免疫检测呋喃唑酮代谢物方法!制备了抗呋喃唑酮代谢物%/CM&特异性

抗体" 采用对醛基苯甲酸对/CM进行衍生化得到65/CM!还原65/CM结构中的6eJ双键得到半

抗原!半抗原用J0羟基琥珀酰亚胺活化酯法与c./偶联制备免疫原!免疫新西兰大白兔制得特异

性抗体!采用间接%竞争&+,-./法评价抗血清效价及特异性" 结果显示!试验获得了较高效价
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