   鸡场实用新型大肠杆菌、沙门氏菌自家菌苗
 
鸡大肠杆菌病和沙门氏菌病已成为众多商品代养鸡场和种鸡场的背景性疾病。这两种病主要能够造成种蛋质量下降、雏鸡成活率降低、蛋鸡育成鸡与肉鸡整齐度差、成年产蛋鸡产蛋率低，死淘率高等情况，常常给养殖场和种鸡场造成了持续性损失。耐药菌株的出现不但给鸡场增加了用药负担，还使得疾病反复“发作”，用药时好一些，停药就复发，效果很好的新药用不了一两年，效果就明显下降。另外，曾被寄于厚望的大肠杆菌沙门氏菌疫苗也因只对个别鸡场（养殖户）有效而对其他大多数用户效果不佳或无效果而无法推广。造成大肠杆菌沙门氏菌耐药的主要原因是什么？如何解决兽医“用药难、难用药”的窘境？大肠杆菌沙门氏菌疫苗有那些优势和劣势？如何制造出价廉优质的新型疫苗？新型实用疫苗的主要内容是什么？又要注意一些什么问题？以下围绕这些问题进行论述，给相关科研人员和生产管理人员以参考，以得指正，以求提高。﻿﻿
　　1细菌耐药性形成的主要原因及危害﻿﻿
　　1.1细菌耐药性形成的原因﻿﻿
　　目前，大肠杆菌与沙门氏菌出现耐药性的主要原因是鸡场大量与超范围用药所致。在药物的选择作用下，不耐药菌株被消灭，耐药菌株被留下来并大量繁殖。一些耐药菌株产生的耐药因子（质粒）能够在相同菌种或不同菌种间传递，使得耐药菌株与细菌种类快速增加，甚至会出现类似我们人类中目前出现的“超级（耐药）细菌”。﻿﻿
　　1.2大量用药与超范围用药的危害﻿﻿
　　大量和超量用药，能够诱导耐药菌株产生的世代提前。而超范围使用人药来治疗鸡场的细菌病，会使鸡场中很快出现耐人药的菌株。这些耐药菌株的出现不但对养鸡业来说是个坏事，而且对人的食品安全也是个威胁。由于细菌的一些耐药因子（质粒）能够在相同菌种或不同菌种间传递，所以畜禽中出现的耐药菌株也具有一定的公共卫生学意义。﻿﻿
　　当前新药的开发潜力有限且投入巨大，赶不上细菌的耐药性增加的速度。如何解决这种困境呢？一种行之有效的方法就是进行细菌疫苗的防疫。那么疫苗的效果如何呢？﻿﻿
　　2大肠杆菌与沙门氏菌疫苗的情况﻿﻿
　　大肠杆菌与沙门氏菌菌苗有多种形式，现有水苗、铝胶苗、油乳剂苗、蜂胶苗等。菌苗曾被寄于厚望，许多科研工作者都曾进行研究。但实际应用上效果却不理想，除了采自本场的细菌做的自家疫苗效果很好外。一旦向外推广，效果就大打折扣。原因何在呢？﻿
　2.1菌苗应用不理想及推广失败的主要原因﻿﻿
　　因为沙门氏菌中的鸡白痢伤寒沙门氏菌是种鸡应该进行检疫的菌种，其讨论将放到后面。下面以大肠杆菌为例来说明菌苗效果虽好但应用推广不理想的问题，菌苗应用不理想的主要原因有以下几项：一是大肠杆菌血清型很多，其毒力是多因子共同作用的结果，不单是O、H、K抗原决定其毒力的，还有很多因子也起着重要作用，如大肠杆菌气杆菌素（aer）、温度敏感性血凝素（tsh）、铁基因簇（iro）、强毒力岛（HPI）、肠细胞脱落毒力岛（LEE）、耐热毒素（HST）、形成空泡的自转运毒素（VAT）等。就是同一血清型的大肠杆菌，其病原学生物特性也不尽相同。所以在菌苗研发上，试图找到一个或几个菌株就能代表某一地区所有的大肠杆菌，是不可能的。这也是一些科研单位和一些疫苗厂为什么总想采几个有代表性的菌株，就去搞某一地区所有的鸡的防疫，实际效果总是很差的根本原因；二是菌苗灭活物质和内毒素的副作用，国内和国外对大肠杆菌的毒素没有做要求，关于菌苗的灭活物质--甲醛的纯含量﻿﻿
　　都是不大于0.1%，但两者仍对鸡有一定的副作用，一般表现为发蔫、食欲不振和产蛋下降。实际生产中，细菌的灭活浓度常高达0.3%以上，此时疫苗给鸡注射会出现更明显的副作用，表现为时间更长的发蔫和更严重的降蛋，有关试验数据显示，低甲醛注射会引起鸡血清中的雌二醇（E2）含量下降25%，此时产蛋下降2%；超标达8倍的甲醛给鸡注射，雌二醇含量下降则为60%，产蛋下降20%。所以实际生产中的甲醛超标和含有的内毒素是疫苗表现不佳的第二个重要原因。我们对400多株大肠杆菌和500多株沙门氏菌利用鲎制剂法进行测定，其灭活菌液菌数在60亿/毫升左右时，内毒素含量大体在20~60万活性单位（EU）/毫升。所以种鸡场和商品代养鸡场一般对副作用大的菌苗都有抵触情绪；三是大规模生产疫苗都是利用细菌培养液进行反应缸（发酵罐）生产。菌液收获时，仍有一部分培养液成分进入菌苗制作之中，这些成分对疫苗来说都是杂质，对被注射鸡来说都是不必要的外源性抗原，会产生一些不必要的应激；四是大规模生产与小应用量之间的矛盾。工业化生产菌苗，单班产量就可能是100万头份。而中国的养殖主体，从商品代养殖场来说，5000只以上的就是大户；从种鸡场来说，2万到5万套的种鸡场是主体；它们不可能一次购买这么多的量的疫苗。从鸡场大肠杆菌病本身来说，从本场提取的菌株效果最好，从其他场中提取的菌株就可能无效，所以只可能采购本场提取的菌株的头份的产品；反过来对疫苗厂来说，巨大的生产能力，每次只有一个养鸡场使用，从商业角度来说，干脆赔钱，即使将几个养殖场的细菌放到一块培养，也增加不了多少销量。同时无关的或关联度较低的细菌的加入对使用菌苗的鸡场来说，也是不合适的。﻿
2.2原因总结与解决思路﻿﻿
　　目前从养鸡场或种鸡场自身提取的细菌做苗，效果最好。但细菌本身的病原特殊性，使得此菌苗应用到另外的鸡场就可能完全无效或效果很差。细菌病原学的特性使得只有自家菌苗效果好，这与菌苗生产企业的巨大产能出现了矛盾。在目前情况下，这个矛盾无法解决。那有没有新的解决方法呢？﻿﻿
　　新的方案，要解决以下这几个问题：一是要做自家菌苗，剂量在5000到5万头份之间；二是要除去大部分的甲醛或内毒素，以减少菌苗应用中的主要副作用；三是菌苗要纯净，避免带入不必要的生产杂质。﻿﻿
　　3新型实用大肠杆菌沙门氏菌自家苗的制法与应用﻿﻿
　　根据以上方案，可以采取新的思路来制作效果好副作用又很小的新型实用的大肠杆菌沙门氏菌菌苗。其主要原理如下：采用平皿固体培养基培养的方法，因无培养液，菌中杂质降到最低程度；且产量可大可小，不再受工业生产用的大反应缸（发酵罐）的束缚；利用离心法除去绝大部分灭活物质和内毒素，让菌苗的副作用降到最低。其利用原理就是菌体是大颗粒物质，可以在离心作用下沉淀，而甲醛易溶是良好的溶质，内毒质作为小颗粒物质，也可看作是溶质。通过离心方法可以实现它们与细菌的分离。﻿﻿
　　通过这种固体培养加菌体离心的方法可以解决困挠菌苗生产的几个难题。实现大型养殖场自己制作自家菌苗的愿望。﻿﻿
　　3.1菌苗制作的具体步骤﻿﻿
　　3.1.1细菌的提取和纯化﻿﻿
　　直接从病鸡肝脏中提取细菌，培养并鉴别。一般要用O型单因子血清对细菌进行分型。并标号，再重新进行平皿培养。﻿﻿
　　3.1.2细菌扩增与增养﻿﻿
　　将纯化重新长出的细菌转移至试管培养液(如马丁肉汤、营养肉汤等)扩增12~24小时，当细菌数在10亿/毫升时，接种到营养琼脂平皿上。37℃培养24~36小时，用生理盐水和无菌刀片或无菌铂丝收获。﻿﻿
　　3.1.3细菌灭活﻿﻿
　　菌液加0.1%甲醛灭活24~48小时，其间通气并定时摇动。定时检测。检测应无活菌生长。﻿﻿
　　3.1.4离心与水洗﻿﻿
　　根据菌苗需要量选择不同的离心机在无菌条件下进行离心。弃去上清，将沉淀下的菌泥用生理盐水进行洗涤，根据需要可进行多次离心与水洗，直至达到设计要求为止。其间甲醛测定使用乙酰丙酮分光光度法，内毒素测定用鲎制剂法。一般甲醛浓度在0.003%~0.004%以下、内毒素浓度低于0.2~0.4万活性单位（EU）/毫升时，菌苗对鸡使用就没有眼观副作用了。﻿﻿
　　3.1.5菌苗制作﻿﻿
　　根据实际需要，菌苗可以制作成水苗、铝胶苗、油乳剂苗、蜂胶苗等多种形式。一般以水苗和铝胶苗为主。由于固体培养细菌并离心，所以细菌含量很高，可以根据自己鸡场的实际情况在10~100亿/毫升之间自由选择。﻿
　3.2菌苗的应用﻿﻿
　　3年多来，应用此技术做菌苗，在全国十几个省237万套种鸡、125万只商品蛋鸡上使用，未见有副作用，产蛋高峰期使用也未对生产性能产生不利影响，未发现一例降蛋过程。一般菌苗的免疫期长约3~6个月，此外，鸭、鹅、山鸡等也使用此技术做菌苗，亦未发现有毒副作用，免疫期也得到与鸡使用相近的结果。﻿﻿
　　4实用新型菌苗的有关问题﻿﻿
　　4.1关于沙门氏菌中的鸡白痢伤寒沙门氏菌的问题﻿﻿
　　种鸡企业应严格按照国家的有关规定，对鸡白痢伤寒沙门氏菌进行检测并淘汰阳性鸡，至于未检测出的带菌鸡可通过再次检测进行再次淘汰。对于鸡白痢伤寒多价抗原不能检出的变异鸡白痢伤寒沙门氏菌菌株，则可以通过将细菌提出来做菌苗的措施。当然，变异菌株感染的种鸡最终还是要靠研制新的抗原来解决。其他类沙门氏菌如沙炎沙门氏菌、鼠伤寒沙门氏菌等则可通过做自家菌苗来做一些防控工作。﻿﻿
　　4.2为什么不做自家组织苗﻿﻿
　　自家组织苗是在对付疾病没有办法时的一种应急手段，不是常规用的菌苗。这是因为，病理组织里的细菌量有时很少，不能起到免疫效果；而且病理组织里有可能有其他的细菌或病毒，一旦处理不好，反而会产生不利的作用。﻿﻿
　　4.3一般菌苗的免疫期有多长，效果如何﻿﻿
　　就实用新型菌苗的使用情况来看，一般是3~6个月之间。这也看鸡群的具体情况。死淘率、病变情况、攻毒后内脏细菌数、增重数据和抗体水平都可以做相关的技术指标。﻿﻿
　　菌苗特别是大肠杆菌苗，常能使此类疾病引起的死淘率下降90%，被疾病拖下去的生产性能能明显得到恢复，相应用药也下降80%以上。经济效益十分明显。﻿﻿
　　需要指出的是沙门氏菌菌苗的效果没有大肠杆菌好，这是因为沙门氏菌既是胞内菌又是胞外菌，沙门氏菌的免疫既有体液免疫又有细胞免疫，所以沙门氏菌单纯的灭活苗并不能取得大肠杆菌苗那样的效果。不过它仍能阻挡沙门氏菌对机体进一步的大量的侵害，同时也能阻挡细菌的大量垂直传播。﻿﻿
　　4.4眼型大肠杆菌与沙门氏菌菌苗﻿﻿
　　有时，种鸡会发生眼型的大肠杆菌病和沙门氏菌病，这些细菌常常与体内菌没有关系。这些细菌要单独提取出来做苗。﻿﻿
　　5用药与菌苗的关系﻿﻿
　　新型大肠杆菌沙门氏菌菌苗能够有效地抑制细菌繁殖和传播。特别是大肠杆菌病，一个鸡场连续做1~2年菌苗，病菌会下降到很低的程度，很少用药，即使用药效果也明显。这么就能摆脱以前大量超量用药的不利局面。对食品安全和公共卫生安全也是一个不小的贡献。
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