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!摘!要"!对不同冻干年代的副鸡禽杆菌 N9R02 株菌种分别进行了毒力测定和免疫原性试验"

分别用 $11$#$11'#"##$#"#$$ 年冻干的菌种!以约 % 万6:O*羽眶下窦接种 " 月龄 .5:母鸡!结果均

可使鸡 3*3 发病$分别用 $11$#$11'#"#$$ 年冻干的菌种!经繁殖制备疫苗后接种 .5:鸡!结果可提

供 2*2#'*'#'*' 保护" 结果表明!副鸡禽杆菌 N9R02 株在 0'# <保存 $##$&#"# 年后的毒力和在

0'# <保存 $&#"# 年后的免疫原性仍符合'中华人民共和国兽用生物制品规程( %二
%%%
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规定"

!关键词"!副鸡禽杆菌$毒力$免疫原性$保存期
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!!鸡传染性鼻炎是由副鸡嗜血杆菌引起的一种细

菌性传染病!表现为眼眶下水肿*打喷嚏*产蛋减

少($)

!世界各地养禽业均采用疫苗进行免疫接种来

控制该病的发生% "##3 年!c?8Â8??等(")根据 $(.

UaJ/碱基序列的同源性及生化特性方面的相似性!

将副鸡嗜血杆菌"F$);'(#,-"6($*$.$--,%$*";#归入

巴氏杆菌科的一个新属!即禽杆菌属"@<,=$/2)*,";#!

副鸡嗜血杆菌也因之更名为副鸡禽杆菌"@<,=$/2)*,";

($*$.$--,%$*";#% 副鸡禽杆菌 N9R02 株"/型#是

制备鸡传染性鼻炎灭活疫苗*鸡传染性鼻炎"/f6

'&$'
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型#*新城疫二联灭活疫苗的生产检验用菌种!,中

华人民共和国兽用生物制品规程- "二
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版#

(%)规定!该菌种在0&# <的保存期为 & 年% 本

研究对不同冻干年代的副鸡禽杆菌N9R02 株菌种

分别进行了对 .5:鸡的毒力测定和免疫原性试验!

为该菌种制定更加合理的保存期提供了参考%

@A材料与方法

$4$!材料!副鸡禽杆菌"原名副鸡嗜血杆菌#

N9R02株"6766"3&#!由本实验室分别于 $11$ 年

( 月 $1 日*$11' 年 $# 月 "" 日*"##$ 年 ' 月 $& 日*

"#$$ 年 & 月 $& 日繁殖冻干!检定合格后交菌种保

藏室0'# <保存% 鸡肉汤培养基由本实验室制

备!半合成培养基由北京中海生物科技有限公司提

供!鸡血清由北京元亨金马生物科技有限公司提

供% " 月龄 .5:母鸡*3 日龄鸡胚均由北京梅里亚

维通实验动物技术有限公司提供%

$4"!方法

$4"4$!菌种对 .5:鸡的毒力测定!每批冻干菌种

无菌操作打开!用鸡肉汤培养基溶解后卵黄囊接种

3 日龄鸡胚!待鸡胚死亡后收取卵黄液!置 0"# <

保存% 取卵黄液按,中华人民共和国兽药典- "二

%

一
%

年版三部#

(&)进行活菌计数!根据计数结果

将卵黄液用鸡肉汤培养基稀释成不同的滴度!每滴

度各眶下窦注射 " 月龄 .5:鸡 3 羽!每日观察记录

鸡的发病情况!观察 ' V% 面部出现一侧或两侧眶

下窦及周围肿胀或流鼻涕或兼有流泪者!判为发

病%

$4"4"!菌种的免疫原性检定

$4"4"4$!制苗!按,中华人民共和国兽用生物制

品规程-"二
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版#的方法制备油乳剂灭活疫苗!

配苗前的菌体悬液浓度为 3( 亿*=,% 置 " )2 <冰

箱保存备用%

$4"4"4"!免疫!取制备好的疫苗恢复至常温!每

批各颈部皮下注射 (# 日龄 .5:鸡 2 羽!每羽注射

#43 =,&同时设空白对照鸡 & 羽!每羽注射 5c. 溶

液 #43 =,!与免疫组同条件饲养%

$4"4"4%!攻毒!免疫 %# V后!取副鸡禽杆菌N9R02

菌株培养物!用鸡肉汤培养基进行 %# 倍稀释后!对

所有鸡眶下窦注射 #4" =,"3# )$## 万6:O#!观察

$& V%

BA结A果

"4$!菌种对 .5:鸡的毒力测定结果!结果如表 $

所示% 结果表明!各冻干年代的菌种在约 % 万

6:O*羽的剂量时!仍能使 .5:鸡 3*3 发病!均达到

甚至超过了,中华人民共和国兽用生物制品规程-

"二
%%%

版#的标准"$# 万 6:O*羽剂量使鸡 3*3

发病#%

表 @A不同冻干年代副鸡禽杆菌S&: KJ 株

对6,C鸡的毒力试验结果

菌株冻

干时间

保存年

限"年#

攻击菌数

"万6:O*羽#

攻毒鸡

数量"羽#

发病情况

"14( 3 3*3 发病

$11$4(4$1 "# 141 3 3*3 发病

%4% 3 3*3 发病

"341 3 3*3 发病

$11'4$#4"" $& 24( 3 3*3 发病

"41 3 3*3 发病

%#41 3 3*3 发病

"##$4'4$& $# $#4% 3 3*3 发病

%4& 3 3*3 发病

"14# 3 3*3 发病

"#$$4&4$& # 14' 3 3*3 发病

%4" 3 3*3 发病

"4"!菌种的免疫原性检定结果!如表 " 所示% 结

果表明!$11$*$11'*"#$$ 年冻干的菌种在制苗后免

疫 .5:鸡!分别能使鸡 2*2*'*'*'*' 免受副鸡禽杆

菌强毒的攻击!达到了,中华人民共和国兽用生物

制品规程-"二
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版#的标准"对照组 &*& 发病

时!免疫组至少 (*2 保护或对照组 %*& 发病时!免

疫组至少 '*2 保护#%

表 BA不同冻干年代副鸡禽杆菌S&: KJ 株的

免疫原性试验结果

菌株冻

干时间

保存年

限"年#

攻击菌数

"万6:O*羽#

攻毒鸡

数量"羽#

发病情况

$11$4(4$1 "# (%4$ 2 2*2 保护

$11'4$#4"" $& (%4$ ' '*' 保护

"#$$4&4$& # (%4$ ' '*' 保护

对照鸡 * (%4$ & &*& 发病

DA讨A论

作为疫苗生产检验用菌种!保持良好的毒力和

免疫原性是生产合格疫苗和开展检验工作的前提

和关键!因此对冻干菌种在一定保存期内的毒力和

免疫原性是否仍保持原有标准进行探索具有重要

意义% 然而!迄今为止尚未有关于副鸡禽杆菌保存

期试验的相关报道% 该菌培养物以非冻干的形式

直接在 " )2 <或0"# <保存!其自然死亡率均很

高% ,中华人民共和国兽用生物制品规程- "二

%%%

版#亦规定!副鸡禽杆菌 N9R02 株菌种在

0&# <的保存期也仅为&年%在从事鸡传染性鼻

'3$'
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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
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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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