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禽霍乱克隆 8 9弱毒菌苗免疫原性

及免疫持续期试验

王文科 李金贡 郑成江

( 天津市农业科学院畜牧兽医研究所
,

天津 30 0 1 12)

摘 要 禽霍乱克隆89 弱毒菌苗 5 x l 护个活菌对鸡即产生免疫
,

免疫剂量为 10 火 1护个活菌
,

应用剂

量为30 x l护个活菌
。

应用剂量免疫后
.

用30 个强毒菌攻击
,

2如 保护率 80 %
。

免疫期 125 天
,

1 0 0个以

上强毒菌攻击
,

保护率60 %
。
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禽霍乱是 由多杀性巴 氏杆菌引起的禽类急性败血性传染病
,

以传播快
、

死亡率高为其特

征
,

是危害养禽业的一种主要传染病
。

自1 9 8 2年 c ha bc r t 开始对本病研究并采用禽霍乱名词以

来
,

已有 20 0多年的历史
。

众多学者从不同方面采用不同方法
,

研究出了许多禽霍乱菌苗
。

但就

活菌苗来讲
,

由于免疫原性差的菌种毒力不稳定
,

所以一些学者仍在开展此项研究工作
。

作者利用从火鸡体内分离出的自然弱毒菌种
,

通过挑选单一菌落
,

培育出禽霍乱克隆 89

弱毒菌苗
,

在天津地区禽霍乱流行季节只免疫一次
,

即控制了该病的发生和流行
。

本试验 目的

是测定克隆 89 菌苗的最小免疫剂量
,

应用剂量
,

免疫产生时间
,

不同免疫途径的免疫效果
,

免

疫持续期等
,

以期确定最佳的免疫剂量
,

免疫途径和免疫保护期
。

1 材料和方法

试验动物
:

来 自未发生禽霍乱
,

没有接种禽霍乱菌苗的健康京 白蛋鸡和新浦东肉鸡
。

克隆 89 菌种选育
:

将从火鸡体内分离出的 自然弱毒菌接种在血清马丁琼脂培养基上
,

37 ℃

恒温培养 20 h
,

在生物显微镜 45 度角斜射光线下观察
,

选单一菌落
,

反复克隆三代做为克隆 89

菌种
,

冻干保存备用
。

强毒菌种
:

中国兽药监察所提供 c
; 8

_
1

系
,

血清型为 5 : A
,

对鸡致死剂量为 3个菌
。

培养基
:

液体培养基为马丁汤
,

采用增菌培养方法
。

固体培养基为血清马丁琼脂培养基
。

生物显微镜
: x T 卜 l 型照像体视显微镜

。

保护率计算公式
:

保护率 一对照鸡死亡百分数 x (l 一实验鸡死亡百分数 )
。

2 试验结果

免疫剂量的测定
:

取 15 只京白成鸡
,

分三组
,

每组 5只
,

分别用克隆 89 弱毒菌苗 5 x l护
,

1 9 9 4一 0 8一 0 9 收稿
。
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1 0x 1 06
,

3 0 x l护个活菌免疫
,

设未免疫 5只鸡

为对照组
。

免疫 5天后
,

用 30 个强毒菌攻击
,

试

验组鸡保护率分别为 40 %
、

1 00 %
、

80 %
,

对

照组鸡全部死亡
。

说明 5 x 1 06 个活菌即产生免

疫保护作用
。

确定肌注最小免疫剂量为 10 x

1护个活菌
,

应用剂量为 30 x l护个活菌 (表 1 )
。

免疫产生时间的测定
:

取京白成鸡 15 只
,

用克 隆 89 弱毒菌苗 30 x l护个活菌肌注免疫

后
,

于 2 4
、

7 2
、

1 2 0h 各取 5只鸡攻击 3 0个强毒

菌
,

设未免疫对照组 5只鸡
。

试验组鸡免疫后

2 4
、

7 2
、

1 2 0h 保护率均为 8 0%
,

对照组鸡全部

死 亡
。

证明免疫后 2 h4 即产生坚强保护作用

(表 2 )
。

不同免疫途径免疫效果对 比试验
:

取 30 只

京白蛋鸡和 30 只新浦东肉鸡
,

分肌肉注射
、

皮

下注射
、

刺种
、

气雾和饮水五种免疫途径
,

每

组各 5只鸡
,

并设未免疫对照组
。

肌肉注射和皮

下注射克隆 89 弱毒菌苗均为 3 0 0 0万个活菌
;
刺

表 l 免疫剂 t 测定结果

免疫

天数

免疫剂量

(万 )

强毒攻击结果
组别

存活数
`

保护率 (% )

试验组

对照组

5 0 0 2 / 5 4 0

1 0 0 0 5 / 5 1 0 0

3 00 0 4 / 5 8 0

0 / 5 0

,

存活数
:

分母指攻毒鸡数
,

分子为存活鸡数
,

下同
。

表2 免疫产生时间测定结果

组别

免疫

齐d量

(万 )

3 0 0 0

免疫攻

毒时间

( h )

强毒攻击结果

存活数
’

保护率 ( % )
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试验组

对照组

种免疫方法是在翼部无毛区用钢笔尖划痕刺种
,

菌苗稀释液含活菌数为 6亿 / m l ; 气雾免疫方

法是将试验鸡置 lm
3

密闭容器内
,

用手枪式气雾器免疫
,

雾滴颗粒 80 %为 1咖m
,

气雾剂量为每

只鸡 sm l 菌苗稀释液
,

内含 1
.

8亿个活菌
,

气雾后鸡在容器内停 留30 m ni ;
饮水免疫方法是免疫

前停止鸡饮水 h4
,

之后每只鸡饮 sml 菌苗稀释液
,

内含 1
.

8亿个活菌
,

保证每只鸡都能饮到菌

苗
。

上述免疫后 97 天
,

用 8个强毒菌攻击
。

结果证明
,

上述 5种免疫途径均有不同程度的保护作

用
,

其中以肌肉注射免疫剂量小
,

免疫持续期长
,

保护率高
。

从一次免疫角度 出发
,

取用肌肉

注射免疫途径 (表 3)
。

表 3 不同免疫途径免疫效果统计结果

肌肉注射 皮下注射 刺 种 气 势 饮 水

鸡品种 存活 保护 存活 保护 存活 保护 存活 保护 存活 保护

数 率 ( % ) 数 率 ( % ) 数 率 ( % ) 数 率 ( % ) 数 率 ( % )

对照组

存活数
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新浦东肉鸡

免疫持续期试验
:

取京白蛋鸡和新浦东 肉鸡
,

用克隆 89 弱毒菌苗 3 0 0 0万活菌剂量肌注免疫

后
,

分别于免疫后 2 5
、

5 1
、

8 5
、

9 0
、

9 7
、

1 1 7
、

12 5
、

1 4 3天用平均约 3 0个强毒菌攻击
,

结果是免疫后 5 1

天的保护率最高
,

为 1 00 %
,

85 天仍为 80 %
,

90 天到 1 25 天为 60 % 一 64 %
,

1 43 天下降到 33
.

8 %
。

以

保护率 60 %做为标准
,

免疫持续期为 1 25 夭 (表 4 )
。
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表4 免疫持续期试验统计表

克隆 89弱毒菌苗 x 5l护活菌即产

生 免疫
,

30 个强毒菌攻击保护率达

40 %
,

小于 5 x l护活菌是否产生免疫
,

有待进一步探讨
。

就免疫剂 量来看
,

克 隆 89 弱毒菌

苗 10 x 1 0
6

活菌免疫 5天后
,

30 个强毒

菌攻击保护率为 1 00 %
,

确 定 10 x l护

活菌为免疫剂量
。

应用剂量用 30 x 1 0
6

活菌
,

为免疫剂量的 3倍
,

在生产应用

中具有一定的保险系数
。

鸡品种 免疫天数

攻 毒 结 果

试验组存活数 对照组存活数

保护率

(% )

一0500l/一一一一一一
555///5/乃5/5/6/
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京白蛋鸡

京白蛋鸡

京白蛋鸡

京白蛋鸡

京白蛋鸡

京白蛋鸡

新浦东肉鸡

京白蛋鸡

说明
:

免疫后 125 天强毒攻击菌数为10 0个以上
。

克隆 89 弱毒菌苗 30 x l护活菌免疫后
, 2 h4 3 0个强毒菌攻击

,

保护率达80 %
,

免疫力产生迅

速
。

因此
,

在暴发禽霍乱鸡群或受危胁鸡群早期做紧急预防接种
,

可以控制禽霍乱疫情流行
。

克隆 89 弱毒菌苗免疫力产生速度之快
,

实属罕见
。

文献中曾报道过禽霍乱 8 33 弱毒菌苗免

疫后 24 小时产生免疫力 1[] ; B 2
6
一T 1

200 菌苗免疫后 8小时 20 %鸡产生保护作用 2[]
。

做为禽霍乱弱毒

菌苗
,

免疫产生如此快
,

这种免疫机理作用
,

需要从新的观念出发
,

开展深入细致研究工作
,

如

能获得解决
,

对急性细菌性传染病免疫机制具有十分重要意义
。

克隆 89 弱毒菌苗采用肌肉注射
,

从免疫持续期和保护率两个方面来看
,

优越于皮下注射
、

刺种
、

气雾和饮水等免疫途径
。

30 x l护活菌一次肌注
,

在大剂量强毒攻击下
,

1 25 天保护率仍为

60 %
,

其结果和禽霍乱弱毒菌苗在 3个月内免疫力明显下降
,

4至 5个月免疫力基本消失的观

点 3[j 相反
。

由于我们基本上采用 10倍致死剂量的强毒菌数攻毒
,

所以在一定程度上影响了人工

强毒攻击的免疫持续期和保护率
。

如果降低强毒攻击菌数
,

免疫持续期还会延长
,

保护率也会

相应提高
。

几年来
,

在天津地区应用情况证明了此点
,

这也是克隆 89 弱毒菌苗研究工作中的一

个突破点
。

国内各地流行的禽霍乱菌株
,

绝大多数是 同型的
,

菌体抗原为 5
,

荚膜 A 型
,

型为 5 : A
,

与

c
;

卜
,

系同型 4[]
。

克隆 89 弱毒菌苗能抵抗 c
;

卜
,

系强毒攻击
,

说明对我国禽霍乱病的预防具有推

广应用价值
。
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