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)

要

离出

纂纂骥纂嘿絮纂纂默飞嚣翼篡翼嘿豁篡翼少寻
以直接制成弱毒菌苗

。

经室内试验和生产应私 证明此菌苗妊
、

有效
、

经济
、

制如凑和

稳定性良好
,

免疫持续期约 7 个月
。

菌苗可供肌肉注射或口服免疫
。

在安全区使用
,

能有效

鳌翼嚣翼黑羹笋
“

补舔廉雌颐
受威” 区

,

用作紧急预防接”
,

邮

前 育暇 J

败血型猪链球菌病
,

是猪的一种急性传染病
,

病原为溶血性链球菌
。

中 监 所 对了

东
、

广西
、

四川
、

北京等省
、 `

市败血型猪链球菌病的病原迸行了鉴定
,

初步确定为同一

血清群
,

与 B er ge y所述的兽疫链球菌的特性基本份致
,

故暂定名为猪链球菌 (对咧oc
-

oc 洲
S 洲闭

L `

几

本病近年来在我国常呈地方饰行性爆发
,

发病率和死亡率都比较高
,

比国外报导的

严重得多
,

使养猪事业受到很大的损失〔么只叩 〔`只
胜〕 〔 . 〕

。

自 H “ r “

l(9 卿创制链球菌死菌苗以夹尸〕 ,

其他工作者相继研制了多种混合菌苗
,

但死菌苗的免疫效力较差
,

如W
。 。

ds (1 9” ) 所报导的用三种不同方法制成 的 佐 剂
`

菌

苗
,

须注射
掀才能产生较理想的免瑰效力

〔钾
’ 。

E ” g “
lb er hc , (1 。 6“ )用 自然失去 毒力

的 E组链球菌制成弱毒冻干苗
,

以预防由 E组链球菌所引起的猪脓肿病
,

有一定的保护效

果〔` 〕
。

到目前为止
,

国外尚未见到有关败血型猪链球菌病弱毒菌苗的报道
。

因此
,

研制

,

本研究得到广东省生物药厂
,

中山
、

新兴
、

花县等县畜牧局及南海县平洲公社兽医站的大力协
作和支特

,

特此致谢 !

二 邝荣禄教授审正
。

岑德光
、

白琼等讲师也参加了部分工作
。
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一种安全
、

有效的弱毒菌苗
,

是生产的急需
。

近几年来
,

国内有不少单位
,

如广西兽医研究所
,

福建兽医研究所和佛山兽医专科

学校等
,

也进行了猪链球菌弱毒菌苗的研究工作
,

均取得可喜的成绩
。

作者于 1 9 7 6年初开始进行了猪链球菌苗的研究工作
,

在研制灭活菌苗的同时
,

也进

行了弱毒株的培育
。

材料
、

方法与结果

一
、

猪链球菌弱毒菌株 1 06 的培育

(一 ) 强毒菌种

选用 1 9 7 5年从原广东化工学院猪场病死猪分离出来的猪链球菌强毒菌株
,

作为培育

出发菌种
。

为了稳定其毒力
,

将强毒菌株连续通过小白鼠体 9 代
,

然后用鲜血琼脂分离

出来
。

1
.

.

菌落形态
:

于鲜血琼脂平板上置 37
“

C内培养24 小时后
,

菌 落 呈 园 形
、

边缘整

齐
、

浅灰色
、

光滑
、

粘稠
、

如露滴状
,

呈 日型溶血
。

如培养时间延长
,

或 取 出 置 室 温

内
,

则菌落增大
,

几天后变成干瘪
,

仅在培养基表面留下浅灰色的痕迹
。

2
.

生化反应
:

发酵葡萄糖
、

乳糖
、

蔗糖
、

麦芽糖
、

山梨醇
,

产酸不产气
; 不发酵

荤糖
、

菊糖
、

甘露醇
、

卫茅醇 ; 能水解淀粉 , 在含 6
.

5%氯化钠或 p H S
.

5以上的 肉 汤 中

均不生长
。

3
.

毒力
:

以 1 亿一 4
.

9亿个菌落形成单位 (以下简称菌体 ) 皮下或肌肉注射
,

可致

死 10 公斤左右的长 白杂或盘克杂猪 ; 以 9 00 一 60 0 0个菌体皮下或肌肉注射
,

可致死 1公斤

左右的 家 兔 ; 以 45 一 45 0个 菌 体皮 下注射
,

可致死 15 一 20 克 的 小 白 鼠 ( 见 表 2
、

3 、 4 )
。

表 1 高温致弱时不同代次对小白鼠的毒力测定

代 次 ! 培 养 基 { 培 养 方 法 接 种 剂 量
接种途径

1
接

癫…
死亡时间 (

漏
44444443下,,/,,,/’,’,’,’皮,’新鲜中肉汤

o

C Z连小时 原液 0
.

1毫升

,, ,’

2 0一 4 5

2 0一 3 0

4 5一 5 0

5 8一 8 0

8 0一 9 0

5 4一 9 2

9 6一 1 2 0

15 天后仍健活

厅了了̀)J
声

zJ
尹户卜夕口nO

.口、........ ..........................

!
.口 .

才
..................

,’ /,,’,’,/,’ ,,方,,,’,,
.

,’,,,’

1工6R
ùOUQU6
丹Dó11

,.一弓J一勺曰了n八no自

t几,二

(二 ) 致弱的途径及方法 〔” 〕 〔 “ 〕

将通过小白鼠体分离出来的强毒菌株 (S 化 M F
。
)

,

接种于新鲜牛肉汤培养基 中
,

采取逐步提高温度的方法进行高温诱变培育
。

从 3 7
“

C开始
,

根据继代菌种生长适应的情
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表 2弱毒茵株1 06 对猪的毒力及稳定性试验

存活率

,

外乘育)莎
~

l 耳冬
一瓦引甲万

~

几一
~ 一

禹一

接 种

菌 数

观察

天数

5 5 0亿
8 8 0亿
5 5 0亿

接种

途径

皮下

,’ ,’

口服

静注

,’ ,’

肌注

,’ ,’

,’ ,,

皮下

肌注

反 应 情 祝

21 天后宰杀细

菌分离情况

4 5

4 5

4 5

14

1 4

2只接种后减食 1一 2天

2只接种后减食 1一 2天

无异常

无异常

接种后 3一 5天
,
2只轻度被行

2 1

2 1

2 1

2 1

接种后 i0 天内体温均无明

显变化乞

}心
}脾

臀

/

/

、

血
、

肝
、

、 一

卜领
、

鼠
、

淋巴结
、

偏
体均未分离
链球菌

. _

二

}
同

}万
三 … {

` 5

…卜 …
1“

L

1 一 1 “ 0

2 1

2 1

2 1

2 1

同 上

s
卜

42一24一3
0。。。。口一3。t,33
/了/了了产

.

一产了户/一声/了/了/
产夕矛一产//了了/护/。U42f24一

。JnO5
0。ō333
。O

/,白
了户了

,目同上

同上

盘杂

长白杂

/

死亡

死亡

O小时死亡

— {丽干一下一
!

,

】 /

}
`

。` ’

}
’

0I/
“
} /

//,,,’一,,一下,,,,/,,’ ,,一,,一皮,’,’

nn,18
几b一Q乙勺自O甘

凡苗F[一毒凡上砂菌舰一
,

M]
.

协湿0LI一强化同

一卜冲冲飞
!

卜一巨巨几
卜

20一101010
一四一舞毒对照

6
、 _

. ` , ` 一
.

、
_ .

, .

* _ 一
. _ _ _

二 _ ` _ 。 ` ,

`
.

_
_

…
J

二. 汪 : 不 五石
-

分常 为 的每 田林 的代 亏
,

分寸 为从 1 0 5 代后 枉培莽垂上通还 的 代次
。

i V U

况
,

逐渐提高温度
。

最高到 45
.

5
“

C
,

多数代次在 43
.

5一 4 5
O

C之间
。

1一 45 代培养时间
,

每代为 1 2小时左右
。

45 一 1 06 代培养时间
,

每代为 2互小时左右
。

在诱变过程中
,

有时每提

高一次温度
,

要反复几次才能适应
。

在 44
’

C以上高温培养 24 小时后
,

上清液透明
,

管底

有小团块沉淀
。

镜检时菌体多呈较长链状排列
,

多数重叠在一起
,

结成小团
。

但以此菌

种继代置 37
O

C中培养 24 小时
,

则培养物呈一致混浊
,

不形成小团块沉淀 , 镜检时菌体多

数呈 2一 12 个左右的短链状排列
。

一
诱变至 1 06 代时

,

反复进行猪的安全及效力试验
,

取得了各项基本数据
, 因此

,

定名

为猪链球菌弱毒菌株 1 06 (以下简称 1 0 6 )
。

二
、

致弱菌株 1 06 的特性

(一 ) 菌落的形态和生化特性均与原强毒株相似
。

(二 ) 毒力及安全性

1
.

毒力的变化
:

在高温培育过程 中
,

适当代次通过小白鼠测毒
,

以观察毒力的变

化 (见表 1 )
。

从表 1 可以看出
,

随着代次的不断增加
,

小白鼠的死亡时间 也 相应延

长
。

在 4 5 , 5
“

C培育至 1 20 代时
,

接种小白鼠不引起死亡
,
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2
.

毒力减弱情况及安全性
一

_

( 1 )1叱对猪只的毒力及安全性
:

用弱毒菌株1 06 的不同代次
,

分别以 口 服或肌肉

注射接种于 15 一25 公斤体重的长 白杂种猪 (见表 2 ) 经二次试验的结果 表 明
,

猪 只 口

服
、

肌肉注射或皮下注射 86 0万一 88 0亿个活菌
,

除个别有 1 一 2 天减食外
,

其余均无异

常
,

存活率为 21 / 2 1 ,

比原来强毒菌株的毒力降低 1 80 倍以上
。

但静脉注射 5亿活菌
,

则

引起部分猪只 出现轻度关节炎
,

以后自然恢复
,

没有死亡
,

这说明本菌株对猪仍保留有

一定的毒力
。

( 2 ) 功合对家兔的毒力及安全性
:

用弱毒菌株 10 6皮下注射 1一 1
·

5公斤 体 重 的 家

兔
,

每只皮下注射 10
。
3一 2 4

.

6亿菌
,

存活率为 2/ 2一 1 / 2
,

注射少于 6
.

5亿菌的家兔 全 部

健活
, 比原来强毒菌株的毒力降低 1j0 方倍以上 (见表 3 )

。

.

丈习 ) 1 0 6对小白鼠的毒力及安全性
:

用弱毒菌株 1 06 的不同代次
,

皮下注射于 15 一

2 0克体重小白鼠 (见表 4 )
。

从六批试验的结果可看出
,

皮下 注 射 21 万一 2 5
.

4万 个 活

菌
,

存活率为 2/ 3一 3 4/
,

皮下注射少于 9
.

6万个活菌的小 白鼠全部健活
,

比原来强毒的毒

力下降 2 0 00 倍左右
。

次次数数 只数数 体 重重 菌 种种 接种菌数数 接种途径径 观察察 反 应 情 况况 存活率率
(((((((公斤 ))))))))) 天数数数 2 /222

222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222 /222

2222222 .1 222 666 24 污亿亿 皮 下下 1 444 2只有几个温次的体温反应应 2 / 222

2222222 1
。
111 1 0 666 18

.
4 6亿亿 ,, ,,, 1 4

’’

同 上上 2 /222

2222222 1
一

000 (湿苗 ))) 13
0

5 3亿亿 ,, ,’’ 1 444 同 上上 2 / 222

召召召召 1
.

00000 0
一

6 1 5亿亿 ,, ,,, 1444 2只有 2一 3个温次的体温反应应应

2222222 1
。
00000 Q

0

1 23亿亿 ,, /,, i 444 无 异 常常常
一一

叁叁
222 1

。
333 888 7 8亿亿 ,’ /,, 1 444 5 2小时一 80 小时死亡亡 0 / 222

:::::

222 1
。
111 10 666 52 亿亿 ,, ,,, 1 444 48 小时死 ,l只余 1只体温较高高 1/ 222

忍忍忍忍 1
。

lll 记冻干苗 ))) 13亿亿 ,, ,’’ 1444 2只有几个温次的体温反应
---

2 / 222

___ _

于于
,

---

1
。

222 888 2 .0 6亿亿 ,’ ,’’ 1 444 第 7天死 1只余 1只有体温反应应 1 / 222
丁丁丁 ~

乞乞 1
。

000
、

1 0 666
·

10
.

3亿亿 ,, ,,, 1444 同 上上 1 / 222

2222222 1
.

000 (冻干苗))) 6
.

5亿亿 ,, ,’’ 1444 2只有几个温次的体温反应应 2 / 222

四四四 222 1
。

333 999 3 0
.

4 8亿亿 ,, ,,, 2000 第 6天死 1只余 1只有体温反应应 i/ 222
一一一

222 1
。

222 1 0 666 1 ,
.

5亿亿 ,, ,’’ 2OOO 2只有几个温次的体温反应应 2 / 222

(((((((((冻干苗 )))))))))))))

五五五 888 1
。
222

鱼鱼 10 亿亿 ,, ,’’ 1 44444 2333/

8888888 1
。

222 1 0 666 5亿亿 ,, ,,, 1 44444 3 / 333

强强强 222 1
。
222 强毒 S化化 6 0 0万万 ,’ ,,,, 18 一 2 4小时死亡亡 0 / 222

毒毒毒 222 1
。
222 通过小白白 6 0万万 /’ ,’’’ 20 小时死亡亡 1 / 222

对对对
几

222 i
。

111 鼠体九代代
1

6 00 0个个 ,, ,,,, 30 一 45 小时死亡亡
一

0/ 222

照照
`̀

333 1
一

222 分离出来
。。

。的个个 ,, ,,,, 30 小时死亡亡 1/ 333

8888888 1
。
11111 8 0个个 ,’ ,,,, 14 天后仍健活活

一
3 / 3
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表 4 弱毒苗株 1此对小白鼠的毒力及安全性试验

0
.

21亿

论 1 0万

1 2万

2
。

1万

0
.

21万

,’护万万
J任甲
.

一

双万

2
。
4万

2 40 0个
4 5 0个

4 5个

次次 数
---

只 数数 菌 种种 接 种 菌 数数 接 种 途 径径 观 察 天 数数 存 活 本
;;;

8888888 999 0
.

21 亿亿 皮 下下
…

1 4
`̀

1333/

3333333 1 0 666 21 0万万 方
.

,,, ,’’ 1 / 333
___

33333 (湿菌苗 ))) 21 万万
_

尸 ,,, ,,, 2 / 333

333333333 2
。
1万万 ,, ,,, ,,, 3/ 3

、
---

888888888 0
.

2 1万万 ,, ,’’ ,,, 3 / 333
44444444444444444

2222222 2222 14 8万万 皮 下下 l 444 0 / 222

2222222 10 666 1 4
.

8万万 ,,
「

,,, ,,, 0 / 222
2222222

}
`冻干苗 ,, 1

。
4 8万万

ttt ,,, 2邝邝
222222222 0

.

1吐8万万 ,, ,,, ,,, 2邝邝
,,,,,,, : ,,,,,

3333333 444 9 60万万 皮 下下 1444 0/ 3
---

3333333 1 0 666 9 6万万
丫丫 ,’’ 0 / 3333333333 (冻干苗))) 尔 6万万 ,, ,,, ,,, 3邝邝

333333333 刃
。

96 万
`̀

,’ ,,, ,’’ 3aaa/
一一一一一

,, ,,,,,,

’’

四四 888 888 19 8万万 皮 下下 1 444 0 / 333

3333333 1 0 666 19
。

8万万 ,, ,,,, 2 / 3
...

3333333 (冻干苗 ))) 1
.

98 万万 ,, 冷冷 护护 3 /333

aaaaaaaaa O
。

19 8万万 命 护护 夕夕
`

寻阳 一一

,,,,,,,,,,

五五五 333 999 2 5
。
4万万 皮 下下 1444 3 / f

---

3333333 1 0 666
.25

4万万 I, ,,, ,,, 4 /嘴
`

一一

8888888 (冻干苗 ))) 0
.
2 5 4万

--- ,, ,’’ ,,,
4/ 奋

、 ---

六六六 333 666 计
.

4万
---

一

,’
’

,,, 1 4
’’

:广。。
8888888 1 0 666 8

.
7万

___ 二

护 ,,, ,,,
一

攀2333

强强强 333 强 毒毒
一

双万
`̀

皮 下下 乡
一

_
· `̀

0/ 333

毒毒毒 888 S化M l
了,,

2
。
4万

JJJ 〕

一 ,, 夕夕夕
一

0/ 3
___

对对对 88888 2 40 0个个 ,, ,,,,
一

0/ 3
...

日日月月 33333 4 5 0个个 ,, 以以以 0/ 333

333333333 4 5个个 ,’ ,,,, 12555

(三 ) 免疫原性
、

、

1
.

106 菌苗对猪的最小免疫剂量
。 用弱毒菌株 1 06 的不同代次

,

经皮下
、

」

肌肉注射

和口 服等途径
,
于室内进行了三批猪的试验

。

各批均用中监所寄来的广西 s( 西 )
,

四

川 ( )S 日)
,

安徽 s( 安 ) 三个强毒菌株 (中监所的编号 为 C 74 一红
、

C 74 月心
、

C 74 一

2 7) 混合攻毒
。

先将三个强毒菌株分别通过猪体二代
,

采取心血
、

肝
、

脾并保存于 一 2。
“
C

冰箱中
。

攻毒时
,

将这些含菌材料分别进行分离
,

增菌
,
然后将培养物等最混合作为攻

毒剂
。

每次攻毒前均作致死量测定
。

试验结果见表 5
。

从表中可以看出
,

用本弱毒株制得

的菌苗
,

以 38 万一 64 , 5五个活菌矶注免疫的猪只厂保护率为1 1 / 1 5 ; 口服免珠的猪只 ,
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其保护率为41 /16 ;
对照猪的死亡率均为 8 /10

。

按生物统计学的 卡 平 方 测定
,

P <

0
.

饥
,

免疫组和对暇组的差异是极显著的
,

也就是说
,

猪只接 种 38 万一 64
.

5万 个 活 菌

即可引起足够耐受人工攻毒的免疫力 ( 口 服的菌苗用生理盐水稀释
,

肌肉注射的菌苗用

20 %的铝胶生理盐水稀释 )
。

2
.

I D 6菌苗对猪的免疫效力试验
: 用弱毒菌株 1 06 制成菌苗 (湿苗或冻千苗 )

,

以

3 0 0 0万扁 15 亿活菌
,

注射或口 服免疫四批猪只
,

经 7 一 24 天后
,

以致死量的强毒攻击
,

免疫猪只保护率为22 / 22
,

对照猪只死亡率为 n / 12 (见表 6 )
几 。

从表 6 的结果可以看

出
,

以 3 00 0万一 6 6 00 万活菌免疫的猪只
,

均能获得良好的免疫效果
。

一

趴 1 06 菌苗冤疫猪只对几个不同地方强毒菌株攻毒的耐受性
,

从表 6 的结果也可以

看出
。

用10 6菌苗免疫的猪只
,

能耐受广西 (S 西 )
、

四川 ( s) 日)
、

安徽 (S 安 ) 猪链球

菌强毒菌株致死量的攻击
,

也能耐受我省第一军医大学 s( 军 ) 猪链球菌强毒菌株 致死

量的攻击
。

_

(四 ) 弱毒菌株 106 的稳定性试验

1 ,
连续通过易感动物体的毒力测定

:

用弱毒菌株 1 06 静脉注射或皮下注射猪只
,

于

接种后 2 一 匕天内
,

每天抽血 2 次
,

把分离培养出来的菌种
,

经增菌后
,
接种于另一头

猪
。

按此法连续通过猪体 5代
,

(即 10 6 P F 5)
,

再分离出来
。

以后
,

以 15 万一 26 万 倍 的

最小免疫量分别肌肉或皮下注射猪只
,

测定其毒力变化情况
。

接种后的猪只
,

10 天内体

温均无明显变化
,

除大剂量接种的猪只个别有 1 一 2 天减食外
,

其余均不引起任何不良

的反应 , 观察 21 天
,

存活率为 12 / 12
,

第 22 天宰杀取心血
、

肝
、

脾
、

下领淋巴结
、

鼠蹊

淋巴结和扁桃体作细菌分离培养
,

均未能分离到链球菌
。

另外
,

连续通过 小 白 鼠 体 6

代 (即 1 06 M F 6)
,

分离出来后以 3 26 亿活菌皮下注射猪只
,

亦不引起任何不良反应
。

与

原来弱毒菌株 1 06 比较
,

其毒力无明显差异
,

详见表 2
。

试验表明
,

弱毒菌株 106 连续通

过猪体 6 代或连续通过小白鼠体 6 代后未发现其毒力增强而表现稳定
。

乞 ` 通过培养基连续培养的免疫原性测定
, 以溺毒菌株 1 06 接种于鲜血琼脂斜面上

,

37
“

C培养24 小时为一代
,

连续接种 25 代 (即2 5/ 1 0 6 )
。

然后用猪只测定其免疫原性
,

免

疫猪只保护率为 3/ 3 ,

对照猪只死亡率为 3 / 4
。

由此可见
,

在培养基上连续通过 25 代仍然

保持良好的免疫原性
。

三
、

猪体的带菌和排菌情况

(一 ) 免疫猪只体内带菌时间的 测定
:

取二组猪
,

每组 7 头
,

每头以含 5 亿菌的弱

毒菌苗肌肉注射或 口服接种
,

然后分别于接种后 1
、

2
、

3
、

4
、

5
、

6
、

7 夭宰杀
。

剖检可宽接种后导天内的猪只
,

多数下领淋巴结和鼠蹊淋巴结轻度肿胀
。

取心血
、

肝
、

脾
、 ·

下领琳巴结和鼠蹊淋巴结分禽培养
,

注射组仅于注射后 3 天
、

4 天在部分猪的下领

淋巴结和脾可分离到链球菌
,

一

口服组仅于口服后 3 天
、

5 天于下领淋巴结可分离到链球

菌
,

一

试验表明
,

弱毒活菌在猪体内存在的时间不长
。

(二 ) 同居感染试验
:

于口 服或注射 2 亿和 3 68 亿活菌的两组试验猪 中
,

各放 人 健

康猪只观察同居感染情况
,

观察 14 天
,

免疫猪只与同居猪只均无异常反应
,

再以致死量

的弱毒对兔度猪及同居猪次毒
,

结果兔庄猪保护率为 6 / 6 ,

而同居猪保护率为。 / 3
,

对
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照猪的死亡率为 3 /3
。

结果表明
:
即使用大剂量的弱毒菌苗接种猪只

,

亦无出现同居感

染的现象
。

四
、

兔疫期试验

(一 ) 免疫产生时间的测定
: 用含。

.

5亿个活 菌的弱毒菌苗
,

分别 经口 服或肌肉注

射接种猪只
,

于接种后第 7 天进行攻毒
,

结果肌注接种的猪只
,

保护率为 2/ 2
、

4 / 4
,

对

照猪死亡率为 3 / 4
、

3 / 3
。

口 服接种的猪只保护率为 1 / 2
,

对照猪死亡 率 为 3 / 3
。

试 验 表

明
,

经肌肉注射免疫的猪只
,

第 7 天即可产生坚强免疫力
,

而经口 服免疫的猪只
,

第 7

夭的免疫效力仍较差
。

(二 ) 免疫持续期测定
:

用含 0
.

15 亿一 .2 5亿的弱毒菌苗
,

通过口 服
、

皮下注 射 或

肌肉注射等途径免疫猪只
,

经 4 个月
、

5 个月
、

6 个月
、

7 个月
、

7
.

5个月
、

n 个月后
,

以致死量的强毒攻击
,

结果 (见表 7 )
。

初步试验表明
,

经 口服免疫的猪只
,

免疫期可

达 n 个月
,

经肌肉注射免疫的猪只
,

免疫期达 7 个月左右
,

至 n 个月则 免疫效力较差
。

五
、

弱毒菌种1 06 的保存及菌苗的制造和检验

(一 ) 菌种的保存

.1 真空冻干保存
:

将弱毒菌种接种于葡萄糖血清缓 冲 肉 汤 中
,

置 37
p
C养 培 6至

表 5 弱毒菌株10 6对猪的最小免疫蟹测定

议议议
组组 猪

……
头头 免 疫疫 攻 毒毒 结 果果

别别别别 种 }}}数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数
弱弱弱弱弱弱毒菌种种 菌数数 途途 免疫后后 强毒菌种种 菌菌 途途 免疫猪猪 对照猪猪

(((((((((((((万 ))) 径径 天数数数 数数 径径 保护率率 死亡率率

试试试验组组 长长 222 999 4 444 口服服 2 222 S川
、

S西
、、
1 3 8 0个个 肌注注 2 /22222

白白白白白白白 1 0 66666666666666666666666 S安
、
3 7

“
CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC

杂杂杂杂杂 222 (冻干苗 ))) 4 444 肌注注 2 222 1 5小时培培 同上上 ,, ,/// 1 / 22222

养养养养养养养养养养养养养养养养养养养养养养养物等量量量量量量量量量量量量量量量量量量量量量

33333333333 666 6 000 口服服 2 222 混合
。。

同
_

上上 ,’ ,,, 2 / 33333

1111111111111 0 666666666666666666666666666666666666666666666666666666666666666

33333333333 (冻千苗 ))) 6 000 肌注注 2 22222 同上上 ,, ,,, 2 / 33333

对对对照组组组 8888888888888 同上上
:

,’ ,’’’ 2 / 333

试试试验组组 同同 888 999 3 8
...

口服服 4 555 同同 同上上 ,, ,,, 3 /33333

上上上上上上上上 10 66666666666666666666666 上上上上上上上上上上上上上上上上上上上上上
22222222222 (冻千苗 ))) 3 8

...

肌注注 4 55555 同上上 ,, ,,, 2 / 22222

44444444444 888 6 4
。

555 口服服 4 55555 同上上 ,, ,,, 4 / 44444

1111111111111110 666666666666666666666666666666666666666666666666666666666666666

44444444444 (冻千苗 ))) 6 4
。
555 肌注注 4 55555 同上上 ,, ,,, 2 /44444

对对对照组组组 4444444444444 同上上 ,, ,,,, 3 / 444

试试验组组 同同 444 888 4 000 口服服 2000 同同 3
。
1 2万万 ,, ,,, 3 / 44444

上上上上 444 1 0 99999999999999999999999 上上上上上上上上上上上上上上上上上上上上上
(((((((((冻干苗 ))) 4 000 肌注注 2 00000 同上上 ,, ,,, 4 / 44444

对对照组组组 3333333333333 同上上 ,, ,’’’

卜 更小的 免疲剂量 未作浏 定 ,
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表6 菌苗注射
、
口服免痊猪只的效力测定试验

一…少几一止 10小时
,

取出纯检合格者进行真空冻千
,

经冻干后的菌种
,

保存于 一 20
O

C冰箱中
,

保存

时间暂定一年
。

2
.

养培基继代保存
: 将弱毒菌种接种于鲜血琼脂或普通琼脂斜面上 (接种前先于

斜面上加人 1 毫升左右的无菌血清 )
,

置 3 7
“

C培养 16 一 20 小时
,

取出纯检合格者
,

把试

管塞包好
,

置 4一 S
O

C冰箱中保存
,

隔20 一 30 天继代一次
。

在培养基上连续继代 5一 1。代

左右
,

通过小白鼠或家兔一代
,

再次分离出来保存
。

以便更好地保持弱毒菌株的免疫原

性
。

(二 ) 菌苗的制造

1
.

’

菌种
:
取冻干或琼脂斜面保存的菌种

,

经 1 一 2 代增菌培养
, 纯粹检查和观察

其培养特性
,

进行毒力及免疫原性测定
,

符合要求的可供制苗用
。

之
.

培养基
:

用新鲜牛肉制成的缓冲肉汤
,

灭菌后加人牛或猪的无菌血清 2 一 5 %
、

乡。%浓度的无菌葡萄糖溶液。
.

5一 l %
,

即成萄葡糖血清缓冲肉汤
,

-
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表7 免疫产生期和免疫持续期的测定试验

““ ”

…
头数

蔺
-

疫 攻

游童州亘三些魔纽垂琶困亘三
果

对照猪
死亡率

ù
.

卜以」ù曰力一且
ù冷ù洲

一

I :l \
\

项目

次数
、
、

\

铀`

… …}
:} , 。 6

眯验组 } }一 }一
- - -

一
}一1

长白杂

{
一

川少
6一

}对照组1 1 ”
}

5 00 0万 !口服

二…哑
一

上…
二

一

…
S Jll

、

S西

S安等量

混合

3
,
1 2万

,,

默
乡

一

伞}对照组

一…
一

`
一

}一漏一 }一
万
瘫 {

一

万 }一 115 20 个 1,, { 22/ }
,, {一 }

—
}

—
-

一 {
-

一 }— 一】同 上 }

—
}一 {

一
}

—一企
一

上
一

上一斗
二一

斗̀ …一华吕竺)斗一{
一

竺
…
一

纠一竺
一

卜
一
色写野1

一

塑
一

卜 {二三竺肖
, 一

竺巴{一“

}二卜三竺一}竺色
一

{哪竺
一

}
“ `匕
卜二

一
}二卜翌生{一1

“
} } ! } 】 1

刀 l 刀 1 1 “ / Z

一
_

一 _

月飘
一

下…盔下厂呀阴韶
一

日奈
一

下舀胡爵当邢释
一

尸
~

哥;秘姆吸口下一除
·

黔长瞬肾骂 扣耸阵声公
一

下嘿丁
一

下一留哥当刊扮
·
余 1 头猪后肢关节肿大

,

卧地不起
,

1。天后扑杀
,

肿天关 节分 离出链球菌石

3
.

种子液
:

将菌种接种于葡萄糖血清缓冲肉汤
`

中
,

37
“

C培养 16 一 2 4小时
,

纯检合

格为一级种子液
。

然后以 2 %的接种量把一级种子液接种于另一湘培养基中
,

置 37
’

C 培

养右小时
,

纯检合格为二级种子液 。
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4
。

制苗
:

将纯检合格的二级种子液
,

以 2 %的接种量
,

接种于大瓶葡萄糖血清缓

冲肉汤中
,

置 37
“

C中培养 5一 1。小时
,

菌液从深揭色变成黄揭色
,

一致混浊而无沉淀
,

p H 4
.

9一 .5 5
。

镜检无杂菌污染
,

则可进行分装及安全试验
。

5
.

安全检验
:

用弱毒菌株 1 06 制造的菌苗
,

每批纯粹检查合格
,

并做了 6 批 猪 的

安全试验
,

以 30 亿一 88 0亿活菌肌肉注射或皮下注射猪只
,

均表现安全
。

六
、

菌苗保存期

(一 ) 液体菌苗 (湿菌苗 )
:

菌苗收获后
,

置 4一 8
“

C冰箱保存 7天
,

存活数为 69 一

73 %
,

保存 H 天
,

存活数为 50 一 62 %
。

(二 ) 冻千菌苗
: 菌苗冻干后于 一 2 0

“

C保存 8个月
,

由原来 菌数2
.

6亿 /毫升下降至

2
.

3亿 /毫升
,

存活数为 88
.

5%
,

保存 13 个月
,

由原来菌数 1 2
.

3亿 /毫升降至 7
.

3亿 /毫升
,

存活数为 59
.

4 % ;
于 S

O

C保存 8 个月
,

由原来菌数 2
.

6亿 /毫升下降至 1
.

1亿 /毫升
,

存 活

数为 4 2
.

3 % ; 于 2 5
O

C 保存 12 天
,

由原来菌数 1 2
.

4亿 /毫升下降至 1 0
.

2亿 /毫升
,

存活率为

82
.

3% (见表 8 )
。

从表 中可看出
,

冻干菌苗于
一
20

O

C保存 4个月至 8 个月仍保持足 够

的菌数和良好的免疫原性
。

表 8 冻干菌苗保存期及时猪色痰原性测定

菌苗

批号

免 疫 原 性

冻干后菌数
保存

时间

}
i

l

存活菌数 …蔽
{头数

免疫量

(万菌 )
攻 毒 量

免疫
猪保
护率

对照
猪死
亡率

,J了/0d

l
月rJ.
l
.lee
es
es

…
l
eeee
.1
....

胜
.......

es
,自一O自一O自一心石一J皿一盈任/z一/了一

J
了
了
一//
一
了z一产/弓自一,白一,自一叮自内O一J兮

7 9 0 2 1 1 2
.

6亿 /毫升 一一 2 0
“

CCC 8 个月 2
.

3亿 /毫升

…免疫 {免疫后
}途径

,

天数

…哪…二
…肌注{ 20

7 9 0 7 1 3 1 2
·

3亿 /毫升 4 个月 4亿 /毫升

S J l l
、

S 西
、

S安培养物

等量混合

3
。

12 万菌 /头

一一

下日

一八U一né一一,自一,自一

7。。 7 1 3

{
, 2

.

3亿 /毫升…而 C 11 3个月

7 9 0 2 1 1

7 9 0 9 2 5

2
.

6亿 /毫升

12
.

4亿 /毫升

8
O

C

2 5
O

C

8个月

12夭

7
.

3亿 /毫升

1
.

1亿 /毫升

10
.

2亿 /毫升

七
、

生产实际使用

(一 ) 安全性观察
:

各批菌苗在发出之前
,

均按炼头猪肌肉或皮下注 射 30 亿一 8 80

亿活菌
,

进行安全检验
,

安检存活率为 17 / 1 7 ,

均表现安全
。

自19 78 年以来
,

用弱毒菌

株 1 06 所制造的湿菌苗和冻干菌苗
,

先后在我省10 个县市及广州市郊区发生猪链球 菌 病

的疫区和受胁区
,

免疫猪只共 1 , 1 12
, 1 33 头

。

其 中使用湿菌苗共免疫 22 7 ,

87 3头
,

每头免

疫量为 1亿一 3亿菌 ; 使用冻干菌苗共免疫 8 8 4 , 2 6 0头
,

每头免疫量为 3 0 0 。万一 5。。 o万菌
。

兔疫后只有少数猪只 出现轻微的体温反应
,

减食一两冶
,

极个别 出现破行
,

但能自然康
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4
。

制苗
:

将纯检合格的二级种子液
,

以 2 %的接种量
,

接种于大瓶葡萄糖血清缓

冲肉汤中
,

置 37
“

C中培养 5一 1。小时
,

菌液从深揭色变成黄揭色
,

一致混浊而无沉淀
,

p H 4
.

9一 .5 5
。

镜检无杂菌污染
,

则可进行分装及安全试验
。

5
.

安全检验
:

用弱毒菌株 1 06 制造的菌苗
,

每批纯粹检查合格
,

并做了 6 批 猪 的

安全试验
,

以 30 亿一 88 0亿活菌肌肉注射或皮下注射猪只
,

均表现安全
。

六
、

菌苗保存期

(一 ) 液体菌苗 (湿菌苗 )
:

菌苗收获后
,

置 4一 8
“

C冰箱保存 7天
,

存活数为 69 一

73 %
,

保存 H 天
,

存活数为 50 一 62 %
。

(二 ) 冻千菌苗
: 菌苗冻干后于 一 2 0

“

C保存 8个月
,

由原来 菌数2
.

6亿 /毫升下降至

2
.

3亿 /毫升
,

存活数为 88
.

5%
,

保存 13 个月
,

由原来菌数 1 2
.

3亿 /毫升降至 7
.

3亿 /毫升
,

存活数为 59
.

4 % ;
于 S

O

C保存 8 个月
,

由原来菌数 2
.

6亿 /毫升下降至 1
.

1亿 /毫升
,

存 活

数为 4 2
.

3 % ; 于 2 5
O

C 保存 12 天
,

由原来菌数 1 2
.

4亿 /毫升下降至 1 0
.

2亿 /毫升
,

存活率为

82
.

3% (见表 8 )
。

从表 中可看出
,

冻干菌苗于
一
20

O

C保存 4个月至 8 个月仍保持足 够

的菌数和良好的免疫原性
。

表 8 冻干菌苗保存期及时猪色痰原性测定

菌苗

批号

免 疫 原 性

冻干后菌数
保存

时间

}
i

l

存活菌数 …蔽
{头数

免疫量

(万菌 )
攻 毒 量

免疫
猪保
护率

对照
猪死
亡率

,J了/0d

l
月rJ.
l
.lee
es
es

…
l
eeee
.1
....

胜
.......

es
,自一O自一O自一心石一J皿一盈任/z一/了一

J
了
了
一//
一
了z一产/弓自一,白一,自一叮自内O一J兮

7 9 0 2 1 1 2
.

6亿 /毫升 一一 2 0
“

CCC 8 个月 2
.

3亿 /毫升

…免疫 {免疫后
}途径

,

天数

…哪…二
…肌注{ 20

7 9 0 7 1 3 1 2
·

3亿 /毫升 4 个月 4亿 /毫升

S J l l
、

S 西
、

S安培养物

等量混合

3
。

12 万菌 /头

一一

下日

一八U一né一一,自一,自一

7。。 7 1 3

{
, 2

.

3亿 /毫升…而 C 11 3个月

7 9 0 2 1 1

7 9 0 9 2 5

2
.

6亿 /毫升

12
.

4亿 /毫升

8
O

C

2 5
O

C

8个月

12夭

7
.

3亿 /毫升

1
.

1亿 /毫升

10
.

2亿 /毫升

七
、

生产实际使用

(一 ) 安全性观察
:

各批菌苗在发出之前
,

均按炼头猪肌肉或皮下注 射 30 亿一 8 80

亿活菌
,

进行安全检验
,

安检存活率为 17 / 1 7 ,

均表现安全
。

自19 78 年以来
,

用弱毒菌

株 1 06 所制造的湿菌苗和冻干菌苗
,

先后在我省10 个县市及广州市郊区发生猪链球 菌 病

的疫区和受胁区
,

免疫猪只共 1 , 1 12
, 1 33 头

。

其 中使用湿菌苗共免疫 22 7 ,

87 3头
,

每头免

疫量为 1亿一 3亿菌 ; 使用冻干菌苗共免疫 8 8 4 , 2 6 0头
,

每头免疫量为 3 0 0 。万一 5。。 o万菌
。

兔疫后只有少数猪只 出现轻微的体温反应
,

减食一两冶
,

极个别 出现破行
,

但能自然康
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另外
,

中山县兽药厂
,

南海县平洲公社兽医站
,

分别从非疫点的猪场购买经 l 亿活

菌 口 服免疫的猪只
,

进行攻毒试验
,

结果免疫猪保护率分别为 3/ 3
、

2 / 2对照猪的死亡率

分别为 2/ 2
、

2/ 2
。

据花县及新兴县反 映
,

用 1 06 的冻干菌苗与猪肺疫和猪丹毒弱毒冻干

菌苗混合
,

肌注免疫猪只
,

安全性和免疫效果均表现良好
。

广东省生物药厂监察室也曾用 10 6菌株制成菌苗对猪进行效力和安全 试 验
,

其中以

2 5 0万活菌体免疫的猪只
,

攻毒结果保护率为 3 3/
,

对照猪死亡率为 2 / 3 ; 以本菌苗 1 0 0 0

万活菌体与猪肺疫弱毒菌苗 2。。 o万活菌体和猪丹毒弱毒菌苗 5 亿活菌体混合接种猪只
,

观察 14 天
,

均无不良反应
。

以后分别以猪链球菌
、

猪肺疫
,

猪丹毒强毒进行攻击
,

结果

以猪链球菌强毒攻击
,

免疫猪只保护率为 3 / 3
,

对 照猪只死亡率为哥 3 , 以猪肺疫强毒攻

击
,

免疫猪只保护率为 3/ 3 ,

对照猪只死亡率 为2/ 3 ;
但以猪丹毒强毒玫击

,

免疫猪只保

护效果不很理想
。

这仅是初步试验的情况
,

有待子进一步试验
。

讨 论

一
、

弱毒菌株 10 6系利用高温诱变育成
。

其培养特性和生化特性与原强毒菌株 及 广

西
、

四川
、

安徽
、

军医大等强毒菌株基本相似
。

经室内试验和生产实际使用结果表明
:

用 10 6菌株免疫的猪只
,

均能耐受上述强毒菌株致死量的攻击
。

因此
,

说明它们之 间 的

抗原性相同或基本上相同
。

二
、

以本菌株 9
.

6万菌皮下注射小 白鼠
, 6

.

5亿菌皮下注射家兔
,

均不引起死亡
。

以

8 80 亿菌皮下注射或 55 。亿菌给猪只口服
,

除个别 1 一 2 天减食外
,

不引起其他的不良反

应 ; 但以 5 亿菌静脉注射猪只
,

则可引起部分猪只出现轻度关节炎
,

以后自然康复
,

没

有死亡
。

这表明本弱毒菌株对猪仍保留一定的毒力
。

三
、

室内试验和生产实际使 用表明
,

以本菌苗 30 00 万一 6 6 0 0万活菌肌肉注射或 口 服

免疫猪只
,

均能收到良好的免疫效果
,

且 口 服免疫的效果比肌肉注射好
。

另外
,

初步试

验也表明
,

本菌苗与猪肺疫
、

猪丹毒弱毒菌苗混合使用
,

安全性良好
,

对本病和猪肺疫

的免疫效果无影响
。

但对猪丹毒的免疫效果
,

有待进一步试验
。

四
、

鉴于弱毒菌株 10 6连续通过小白鼠 6 代或猪体 5 代之后
,

以其 制得 的菌苗对猪

只的安全性仍然良好
,

为了防止弱毒菌株长期在工人培养基继代下去
,

免疫原性逐渐减

损以至于丧失的可能
,

我们采用在人工培养基中每继代 10 代左右
,

即通 过 小 白鼠体 1

代
,

适当代次再通过猪体 1 次的办法
,

以稳定其抗原性
。

五
、

据 W
“ ” S m “ “ ,

G
.

E
.

等 ( 1 9 7 6 ) 报导
,

生长在加血清的培养中的 E组链球 菌
,

能合成一种表面蛋白质
,

这种蛋 白质与细菌抗猪 白血球吞噬的抵抗力有关
,

称为抗吞噬

因子
,

这种抗吞噬因子与毒价和免疫性有关 〔 ` “ 〕 。

因此
,

我们认为
,

在肉汤中加人猪或

牛的无菌血清
,

对于本菌株也有可能增强其免疫原性
。

六
、

关于本菌苗对小白鼠
、

家兔和猪免疫原性的平行关系间题
,

因进 行 的 次 数不



1期 刘镇明等
:

猪链球菌弱毒菌株 106 的培养研究 i急

多
,

未能很好地找出规律性
。

但在试验过程中
,

本菌苗对小 白鼠
、

家兔似乎表现免疫原

性较差
。
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