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摘要  从20 份疑似猪败血型链球菌病和神经型链球病的病料中分离到12 株细菌 ,通过培养特性、菌落形态、染色特性、生化试验及血清
学试验确定为C群兽医链球菌7 株 ,D 群猪链球菌5 株。药敏试验证明分离菌对先锋霉素V、阿米卡星敏感 ,经临床应用效果良好。用
分离菌株研制成二价氢氧化铝胶灭活苗能有效地预防猪链球菌病 ,临床应用免疫保护率可达90 %以上。
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Isolation and Identification of Swine Streptococcsis andits Control Test
BAI Jing  ( Zhenghou Higher Trai nong School of Ani mal Husbandry Engineeri ng , Zhengzhou, Henan 450011)
Abstract  12 strains of streptococcus were isolated fromthe diseased pigs , of witch 7 strains of C group belonged to S .zooepidemicus and 5 strains of D
group belonged to S . Suis according to cultivation characters , colonial morphology , stain peculiarity , biochemistry test and serumexperi ment . Drug sus-
cepti bilitytest proved that the isolated strains was susceptible to Cefazoline and Amikacia , had good clinical application effect . A divalent Al ( OH) 3killing
vaccine made by the isolated stains could effectively prevent on Swine streptococcsis , withthe cli nical application protection rate over 90 % .
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  猪链球菌病( Swi ne strept ococcsis) 是由多种链球菌感染引

起的不同临床症状的疾病, 常见的有败血症型、脑膜炎型、化

脓性淋巴结炎型、关节炎型。链球菌的抗原构造比较复杂 ,

有核蛋白抗原( P 抗原) , 无群型的特异性; 群特异性抗原( C

抗原) ,具有群特异性; 型特异性抗原 ,又称表面抗原, 具有型

特异性。根据C 抗原不同, 用兰氏( Lance field) 血清学分类 ,

可将链球菌分成 A、B、C、D、E、F、G 等19 个血清群。引起猪

链球菌病的病原多为C 群的兽医链球菌( S zooepi de micus) 和

类马链球菌( S equisi milis) ,D 群的猪链球菌( S suis ) ,以及 E、

L、S、R 等群。该病分布广泛。除英、美、法、日外, 俄罗斯、印

度、丹麦等22 个国家均有该病的报道。我国最早由吴硕显

在上海郊区发现该病的散发病例 ,1963 年广西部分地区开始

流行,继之蔓延广东、四川、福建等我国大部分省市, 流行范

围大, 而且发病场发病率较高, 特别是急性败血型和脑膜炎

型链球菌病, 其病死率较高, 给养猪业造成极大损失。2005

年笔者对怀疑发生急性败血症型和脑膜炎型链球菌的病猪

采集病料,进行病原分离鉴定和防治试验。

1  材料与方法

1 .1 病料  对于怀疑患败血型链球菌的病猪, 无菌采取心

血、脾、肝;对于怀疑患脑膜炎型病猪, 则以无菌操作采取脑

脊髓液、脑组织。

1 .2  培养基  硫乙醇盐肉汤、鲜血琼脂平板、血清肉汤、各

种生化培养基均为自制。

1 .3  药敏纸片 抗菌药物药敏纸片购自北京天坛生物技术

开发公司, - 20 ℃保存。

1 .4 病原的分离培养  对于怀疑为败血型链球菌的病猪 ,

无菌采集心血,用硫乙醇盐肉汤培养24 h 后, 再接种于血液

琼脂平板; 对于怀疑为脑膜炎型链球菌的病猪 ,用接种环钩

取脑脊髓液, 直接画线接种于血液琼脂平板上进行分离培

养,37 ℃培养24 h 观察菌落特征, 并挑取可疑菌落进行涂片

染色镜检、纯培养及生化特性检查。 �
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1 .5 生化试验 将待检菌株分别接种于6 .5 % NaCl 肉汤、pH

9 .6 肉汤、0 .1 %美兰牛乳、马尿酸钠等培养基做生长基水解

试验; 接种于蔗糖、葡萄糖、乳糖、棉子糖、水扬苷、菊糖、蕈

糖、山犁醇等发酵培养基做糖发酵试验。

1 .6 菌株分群 采用进口兰氏分群试剂盒。

1 .7 药敏试验  将分离菌株均匀涂布于鲜血琼脂平板 , 贴

上阿米卡星、卡那霉素V、庆大霉素、硫酸新霉素、先锋霉素、

环丙杀星、氟哌酸、卡那霉素、青霉素、四环素9 种药敏纸片 ,

37 ℃培养24 h ,并用敏感药物对发病猪进行治疗。

1 .8 动物感染试验 将分离菌株24 h 鲜血琼脂平板培养物

用生理盐水适当稀释, 配成悬浊液, 腹腔注射5 只健康小白

鼠, 接种量为0 .2 ml/ 只; 另设健康小白鼠5 只 ,注射同剂量的

生理盐水作对照。

1 .9 二价铝胶灭活苗研制 将C 群和D 群菌株分别在血清

肉汤中增菌培养 , 调整菌体浓度为30 亿/ ml , 经甲醛灭活后

加入20 % 氢氧化铝胶, 摇匀, 并按常规方法进行无菌检验、安

全检验和效力检验, 合格后进行预防试验。每头猪无论大小

均免疫2 次, 间隔15 d ,第1 次5 ml/ 头 ,第2 次10 ml/ 头。

2  结果与分析

2 .1 病料中链球菌的分离结果 从20 份怀疑患败血型链球

菌病和神经型链球菌病的病料中分离到12 株细菌, 分离率

60 %。分离菌在鲜血琼脂上生长出湿润、光滑、圆形的灰白

色菌落 ,呈β溶血。经革兰氏染色镜检, 分离菌是阳性球菌 ,

呈链状排列。其生化鉴定结果及血清群见表1。

2 .2 药敏试验结果  在9 种抗生素中, 抑菌作用最强的是

阿米卡星和先锋霉素 V, 其次为硫酸新霉素、庆大霉素、卡那

霉素、氟哌酸,对青霉素、四环素、环丙杀星不敏感。对50 kg

左右的发病猪,使用先锋霉素 V 2 瓶( 即1 g) , 肌肉注射, 每日

2 次, 连用3 d ,病猪痊愈。

2 .3  小白鼠感染试验 小白鼠感染后6 h 开始死亡 ,12 h 后

全部死亡。死后可见肝、脾、肾肿大, 膀胱高度充血, 胸腔积

液, 用心血及胸腔积液涂片,革兰氏染色镜检 ,发现有大量单

个、成对或短链的革兰氏阳性球菌,对照组小鼠未见异常。

2 .4 二价铝胶灭活苗的研制 研制的二价铝胶灭活苗, 按
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血[ 8] 。心肌缺血后, 心肌细胞的兴奋性、传导性和自律性改

变导致心肌电活动异常, 表现为心电图的缺血性改变[ 9] ; 心

肌细胞膜通透性升高, 胞内酶( AST、LDH、CK 等) 大量释放进

入血液中[ 10] 。因此该试验以心电图、心肌酶为指标, 观察玉

米幼芽提取物对心肌的保护作用。试验发现,Pit 诱发家兔

心肌缺血时,II 导联心电图上主要表现为心率减缓、S- T 段抬

高、T 波高耸等; 血清中 AST、LDH、CK 活性明显升高。给予

家兔玉米幼芽提取物保护后, 可抑制Pit 所致的家兔心肌缺

血心电图心率减缓、S- T 段抬高、T 波高耸, 减少心肌细胞

AST、LDH、CK 的释放。证明玉米幼芽提取物对 Pit 诱发的家

兔心肌缺血具有一定的保护作用。

心肌缺血过程中 , 自由基代谢紊乱, 主要表现为缺血导

致释放到心肌的氧气不能满足线粒体的需要,造成其呼吸链

的电子泄露增加, 泄漏的电子与线粒体内膜上的分子氧反应

产生大量的活性氧自由基; 缺血状态下 ,能量生成发生障碍 ,

维持细胞膜两侧离子浓度梯度的泵功能衰竭 ,细胞内 Ca2 + 浓

度升高, 激活黄�呤氧化酶 ,该酶利用 ATP 分解产生的次黄

�呤和黄�呤 , 在低氧条件下产生大量的超氧阴离子自由

基; 缺血的心肌中有大量的儿茶酚胺释放, 通过形成肾上腺

素而增加自由基的含量 ;缺血区白细胞大量浸润, 激活中性

粒细胞, 产生氧自由基。再加上心肌缺血使自由基清除系统

活性降低, 致使心肌细胞膜脂质过氧化增强, 膜流动性下降、

通透性增加,造成缺血心肌的结构和功能的损伤[ 3 - 4 ,11] 。因

此, 清除自由基或抑制自由基的产生、减轻膜脂质的过氧化

等措施, 均能在一定程度上减轻心肌缺血性损伤[ 6] 。GSH- Px

和SOD 为机体内源性自由基清除剂, 其活性的高低间接反应

了机体清除自由基的能力。MDA 是自由基脂质过氧化物的

产物,间接反映了机体受自由基攻击的严重程度[ 12] 。试验

发现, 在Pit 诱发的心肌缺血模型中, 心肌组织中 GSH- Px 和

SOD 活性明显降低,MDA 含量明显升高 , 表明在心肌缺血后

GSH- Px 和SOD 被大量消耗,机体清除自由基的能力下降, 产

生大量的过氧化脂质代谢产物 MDA。玉米幼芽提取物能明

显增强缺血心肌组织中GSH- Px 和SOD 的活性,抑制MDA 含

量的升高。表明玉米幼芽提取物对缺血心肌的保护作用可

能与其增强自由基清除酶的活性 , 降低脂质过氧化水平有

关。该作用机制可能是由于该玉米幼芽提取物富含的腺�

呤衍生物, 作为外源性�呤类物质,发挥动植物激素样作用 ,

抵抗心肌缺血时的自由基损伤 ,这与文献[ 13 - 14] 所报道的

�呤类物质清除自由基、抑制脂质过氧化的作用相一致。而

具体的作用机制, 有待于进一步研究。
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常规方法进行无菌检验、安全检验和效力检验均合格。经

临床应用 ,免疫保护率可达90 % 以上。

  表1 12 个分离菌株的生化试验结果及血清群

菌株数
生长试验

0 .1 %美兰牛乳 6 .5 %NaCl 肉汤 pH9 .6 肉汤

水解试验

马尿酸钠 淀粉

糖发酵

蔗糖 葡萄糖 乳糖 棉子糖水扬苷 菊糖 蕈糖 山犁醇

C群 7 - - - - + + + + - + - - +

D群 5 - - - - - + + + - + + + -

 注 :“+”、“- ”分别表示阳性、阴性。

3  小结与讨论

( 1) 从怀疑患败血型链球菌病和神经型链球菌病的20

份病料中分离到12 株链球菌。经生化试验和兰氏分群试

剂盒分群 ,C 群兽医链球菌7 株 ,D 群猪链球菌5 株。

( 2) 用市售链球菌疫苗免疫猪群常出现免疫失败, 爆发

链球菌病。其主要原因是市售链球菌疫苗只含 C 群抗原,

而败血型链球菌病和脑炎型链球菌病是由 C 型兽医链球菌

和 D 群猪链球菌引起。笔者用本地分离的 C 群兽医链球菌

和 D 群猪链球菌研制成二价氢氧化铝胶灭活苗, 经临床试

用预防效果良好。

( 3) 目前猪链球菌对常用抗生素产生了严重的耐药性,

而对一些新药和以前未大量使用的药物如先锋霉素和阿米

卡星则非常敏感, 所以经临床应用取得了满意的治疗效果。
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