四、马鼻疽防治技术规范

马鼻疽(Glanders)是由假单胞菌科假单胞菌属的鼻疽假单胞菌感染引起的一种人兽共患传染病。我国将其列为二类动物疫病。

为预防、控制和消灭马鼻疽，依据《中华人民共和国动物防疫法》及有关的法律法规，特制定本规范。

1 适用范围

本规范规定了马鼻疽的诊断、疫情报告、疫情处理、防治措施、控制和消灭标准。

本规范适用于中华人民共和国境内从事马属动物的饲养、经营和马属动物产品加工、经营，以及从事动物防疫活动的单位和个人。

    2 诊断 

2.1 流行特点

以马属动物最易感，人和其它动物如骆驼、犬、猫等也可感染。鼻疽病马以及患鼻疽的其它动物均为本病的传染源。自然感染主要通过与病畜接触，经消化道或损伤的皮肤、黏膜及呼吸道传染。本病无季节性,多呈散发或地方性流行。在初发地区，多呈急性、暴发性流行；在常发地区多呈慢性经过。

2.2 临床特征

    本病的潜伏期为6个月。

    临床上常分为急性型和慢性型。

急性型 病初表现体温升高，呈不规则热（39～41℃）和颌下淋巴结肿大等全身性变化。肺鼻疽主要表现为干咳，肺部可出现半浊音、浊音和不同程度的呼吸困难等症状；鼻腔鼻疽可见一侧或两侧鼻孔流出浆液、黏液性脓性鼻汁，鼻腔黏膜上有小米粒至高粱米粒大的灰白色圆形结节突出黏膜表面，周围绕以红晕，结节坏死后形成溃疡，边缘不整，隆起如堤状，底面凹陷呈灰白色或黄色；皮肤鼻疽常于四肢、胸侧和腹下等处发生局限性有热有痛的炎性肿胀并形成硬固的结节。结节破溃排出脓汁，形成边缘不整、喷火口状的溃疡，底部呈油脂样，难以愈合。结节常沿淋巴管径路向附近组织蔓延，形成念珠状的索肿。后肢皮肤发生鼻疽时可见明显肿胀变粗。

慢性型 临床症状不明显，有的可见一侧或两侧鼻孔流出灰黄色脓性鼻汁，在鼻腔黏膜常见有糜烂性溃疡，有的在鼻中膈形成放射状斑痕。

    2.3 病理变化 

主要为急性渗出性和增生性变化。渗出性为主的鼻疽病变见于急性鼻疽或慢性鼻疽的恶化过程中；增生性为主的鼻疽病变见于慢性鼻疽。

肺鼻疽 鼻疽结节大小如粟粒，高粱米及黄豆大，常发生在肺膜面下层，呈半球状隆起于表面，有的散布在肺深部组织，也有的密布于全肺，呈暗红色、灰白色或干酪样。

鼻腔鼻疽 鼻中膈多呈典型的溃疡变化。溃疡数量不一，散在或成群，边缘不整，中央象喷火口，底面不平呈颗粒状。鼻疽结节呈黄白色，粟粒呈小豆大小，周围有晕环绕。鼻疽斑痕的特征是呈星芒状。

皮肤鼻疽 初期表现为沿皮肤淋巴管形成硬固的念珠状结节。多见于前驱及四肢，结节软化破溃后流出脓汁，形成溃疡，溃疡有堤状边缘和油脂样底面，底面覆有坏死性物质或呈颗粒状肉芽组织。

2.4 实验室诊断

    2.4.1 变态反应诊断 

变态反应诊断方法有鼻疽菌素点眼法、鼻疽菌素皮下注射法、鼻疽菌素眼睑皮内注射法，常用鼻疽菌素点眼法（见附件）。

2.4.2 鼻疽补体结合反应试验（见附件）。该方法为较常用的辅助诊断方法，用于区分鼻疽阳性马属动物的类型，可检出大多数活动性患畜。

2.5 结果判定 

无临床症状慢性马鼻疽的诊断以鼻疽菌素点眼为主，血清学检查为辅；开放性鼻疽的诊断以临床检查为主，病变不典型的，则须进行鼻疽菌素点眼试验或血清学试验。

2.5.1 具有明显鼻疽临床特征的马属动物，判定为开放性鼻疽病畜。

2.5.2 鼻疽菌素点眼阳性者，判定为鼻疽阳性畜。

3 疫情报告

3.1 任何单位和个人发现疑似疫情，应当及时向当地动物防疫监督机构报告。

3.2 动物防疫监督机构接到疫情报告并确认后，按《动物疫情报告管理办法》及有关规定及时上报。

4 疫情处理 

4.1 发现疑似患病马属动物后，畜主应立即隔离患病马属动物，限制其移动，并立即向当地动物防疫监督机构报告。动物防疫监督机构接到报告后，应及时派员到现场进行诊断，包括流行病学调查、临床症状检查、病理检查、采集病料、实验室诊断等，并根据诊断结果采取相应防治措施。

4.2 确诊为马鼻疽病畜后，当地县级以上人民政府畜牧兽医行政管理部门应当立即派人到现场，划定疫点、疫区、受威胁区; 采集病料、调查疫源，及时报请同级人民政府对疫区实行封锁，并将疫情逐级上报国务院畜牧兽医行政管理部门。县级以上人民政府根据需要组织有关部门和单位采取隔离、扑杀、销毁、消毒等强制性控制、扑灭措施，并通报毗邻地区。

4.2.1 划定疫点、疫区、受威胁区

疫点 指患病马属动物所在的地点，一般是指患病马属动物的同群畜所在的养殖场（户）或其它有关屠宰、经营单位；散养情况下，疫点指患病马属动物所在的自然村（屯）。

疫区 由疫点外延3公里范围内的区域。疫区划分时注意考虑当地的饲养环境和天然屏障（如河流、山脉等）。

    受威胁区 是指疫区外延5公里范围内的区域。

4.2.2 封锁

按规定对疫区实行封锁。疫区封锁期间，染疫和疑似染疫的马属动物及其产品不得出售、转让和调群,禁止移出疫区；繁殖马属动物要用人工授精方法进行配种；种用马属动物不得对疫区外马属动物配种；对可疑马属动物要严格隔离检疫；关闭马属动物交易市场。禁止非疫区的马属动物进入疫区，并根据扑灭疫情的需要对出入封锁区的人员、运输工具及有关物品采取消毒和其它限制性措施。

4.2.3 隔离 

当发生马鼻疽时，要及时应用变态反应等方法在疫点对马属动物进行检测，根据检测结果，将马属动物群分为患病群、疑似感染群和假定健康群三类。立即扑杀患病群，隔离观察疑似感染群、假定健康群。经6个月观察，不再发病方可解除隔离。

4.2.4 检测

疫区内须对疑似感染马属动物和周围的马属动物隔离饲养，每隔6个月检测一次，受威胁区每年进行两次血清学（鼻疽菌素试验）监测，直至全部阴性为止;无疫区每年进行一次血清学检测。

4.2.5 扑杀

    对临床病畜和鼻疽菌素试验阳性畜，均须在不放血条件下进行扑杀。 

4.2.6 销毁处理 

病畜和阳性畜及其胎儿、胎衣、排泄物等按照GB16548《畜禽病害肉尸及其产品无害化处理规程》进行无害化处理。焚烧和掩埋的地点应选择距村镇、学校、水源、牧场、养殖场等1公里以外的地方，挖深坑将尸体焚烧后掩埋，掩埋土层不得低于1.5米。

4.2.7 消毒

对患病或疑似感染马属动物污染的场所、用具、物品等严格进行消毒；污染的垫料及粪便等采取堆积泥封发酵、高温等方法处理后方可使用。

4.2.8 封锁的解除

    疫区从最后一匹患病马属动物扑杀处理后，并经彻底消毒等处理后，对疫区内监测90天，未见新病例；且经过半年时间采用鼻疽菌素试验逐匹检查，未检出鼻疽菌素试验阳性马属动物的，并对所污染场所、设施设备和受污染的其它物品彻底消毒后，经当地动物防疫监督机构检查合格，由原当地县级以上兽医行政主管部门报请原发布封锁令人民政府解除封锁。

5 预防与控制 

5.1 加强饲养管理，做好消毒等基础性防疫工作，提高马匹抗病能力。

5.2 检疫

异地调运马属动物，必须来自非疫区；出售马属动物的单位和个人，应在出售前按规定报检，经当地动物防疫监督机构检疫，证明马属动物装运之日无马鼻疽症状，装运前6个月内原产地无马鼻疽病例，装运前15天经鼻疽菌素试验或鼻疽补体结合反应试验，结果为阴性，并签发产地检疫证后，方可启运。

调入的马属动物必须在当地隔离观察30天以上，经当地动物防疫监督机构连续两次（间隔5～6天）鼻疽菌素试验检查，确认健康无病，方可混群饲养。

    运出县境的马属动物，运输部门要凭当地动物防疫监督机构出具的运输检疫证明承运，证明随畜同行。运输途中发生疑似马鼻疽时，畜主及承运者应及时向就近的动物防疫监督机构报告，经确诊后，动物防疫监督机构就地监督畜主实施扑杀等处理措施。

5.3  监测

稳定控制区 每年每县抽查200匹（不足200匹的全检），进行鼻疽菌素试验检查，如检出阳性反应的，则按控制区标准采取相应措施。

消灭区 每县每年鼻疽菌素试验抽查马属动物100匹（不足100匹的全检）。

6 控制和消灭标准

6.1 控制标准 

6.1.1 县级控制标准 

 控制县（市、区、旗）应达到以下三项标准：

    A、全县（市、区、旗）范围内,连续两年无马鼻疽临床病例。

B、全县（市、区、旗）范围内连续两年检查，每年抽检200匹（不足200匹全检），经鼻疽菌素试验阳性率不高于0.5%。

C、鼻疽菌素试验阳性马属动物全部扑杀，并做无害化处理。

6.1.2 市级控制标准 

    全市（地、盟、州）所有县（市、区、旗）均达到控制标准。 

6.1.3 省级控制标准 

    全省所有市（地、盟、州）均达到控制标准。

6.1.4 全国控制标准 

    全国所有省（市、自治区）均达到控制标准。 

6.2 消灭标准 

6.2.1 县级马鼻疽消灭标准必须具备以下两项条件：

    A、达到控制标准后，全县（市、区、旗）范围内连续两年无马鼻疽病例。

B、达到控制标准后，全县（市、区、旗）范围内连续两年鼻疽菌素试验检查，每年抽检100匹（不足100匹者全检），全部阴性。

6.2.2 市级马鼻疽消灭标准 

    全市（地、盟、州）所有县（市、区、旗）均达到消灭标准。 

6.2.3 省级马鼻疽消灭标准 

    全省所有市（地、盟、州）均达到消灭标准。 

6.2.4 全国马鼻疽消灭标准 

    全国所有省（市、自治区）均达到消灭标准。 

附件

马鼻疽诊断技术及判定标准

1 总则

    1.1 为统一马鼻疽（以下简称鼻疽）检疫诊断技术及判定标准，并提高鼻疽诊断技术及判定标准的准确性，特制定鼻疽诊断技术及判定标准（以下简称本标准）。

1.2 对马、驴、骡进行鼻疽检疫时，统一按本标准规定办理。

1.3 本标准以鼻疽菌素点眼反应为主。必要时进行补体结合反应、鼻疽菌素皮下注射反应或眼睑皮内注射反应。

1.4 凡鼻疽临床症状显著的马、骡、驴，确认为开放性鼻疽的，可以不进行检疫。

1.5 各种检疫记录表（见7 附件），须保存2年以上。

2 鼻疽菌素点眼操作方法

    2.1 器材药品：

2.1.1 鼻疽菌素、硼酸、来苏尔、脱脂棉、纱布、酒精、碘酒、记录表。

2.1.2 点眼器、唇（耳）夹子、煮沸消毒器、镊子、消毒盘、工作服、口罩、线手套。

注意：在所盛鼻疽菌素用完或在点眼过程中被污染（接触结膜异物）的点眼器，必须消毒后再使用。  

2.2 点眼前必须两眼对照，详细检查眼结膜和单、双瞎等情况，并记录。眼结膜正常者可进行点眼，点眼后检查颌下淋巴结，体表状况及有无鼻漏等。

2.3 规定间隔5～6日做两回点眼为一次检疫，每回点眼用鼻疽菌素原液3～4滴（0.2～0.3mL），两回点眼必须点于同一眼中，一般应点于左眼，左眼生病可点于右眼，并在记录中说明。

2.4 点眼应在早晨进行，最后第9小时的判定须在白天进行。

2.5 点眼前助手固定马匹，术者左手用食指插入上眼睑窝内使瞬膜露出，用拇指拨开下眼睑构成凹兜，右手持点眼器保持水平方向，手掌下缘支撑额骨眶部，点眼器尖端距凹兜约1cm，拇指按胶皮乳头滴入鼻疽菌素3～4滴。

2.6 点眼后注意系栓。防止风沙侵入、阳光直射眼睛及动物自行磨擦眼部。

2.7 判定反应。在点眼后3、6、9小时，检查3次，尽可能于注射24小时处再检查一次。判定时先由马头正面两眼对照观察，在第6小时要翻眼检查，其余观察必要时须翻眼。细查结膜状况，有无眼眦，并按判定符号记录结果。

2.8 每次检查点眼反应时均应记录判定结果。最后判定以连续两回点眼之中最高一回反应为准。

2.9 鼻疽菌素点眼反应判定标准：

2.9.1 阴性反应：点眼后无反应或结膜轻微充血及流泪，为阴性。记录为“－”。

2.9.2 疑似反应：结膜潮红，轻微肿胀，有灰白色浆液性及黏液性（非脓性）分泌物（眼眦）的，为疑似阳性。记录为“±”。

2.9.3 阳性反应：结膜发炎，肿胀明显，有数量不等脓性分泌物（眼眦）的为阳性。记录为“＋”。

3 鼻疽菌素皮下注射（热反应操作方法）

3.1 药品器材

    3.1.1 鼻疽菌素原液、来苏尔、酒精、碘酒、脱脂棉、纱布、记录表。 

3.1.2 工作服、口罩、线手套、毛刷、毛剪、耳夹子、注射器、针头、体温计、煮沸消毒器、消毒盘、镊子。  

3.2 皮下注射前一日做一般临床检查，早午晚分别测量并记录体温，体温正常的方可做皮下注射。

3.3 皮下注射前所测3次体温，其中如有一次超过39℃，或3次体温平均数超过38.5℃，或在前一次皮下注射后尚未经过一个半月以上的，均不得做皮下注射。

3.4 注射部位通常在左颈侧或胸部肩胛前，术部剪毛消毒后注射鼻疽菌素原液1mL。

3.5 牲畜在注射后24小时内不得使役，不得饮冷水。

3.6 注射通常在零点进行。注射后6小时起测温，每隔2小时测一次（即注射后6、8、10、12、14、16、18、20、22、24小时），连续测温10次后，再于36小时测温一次，详细记录并划出体温曲线，同时记录局部肿胀程度，以备判定。局部肿胀以手掌大（横径10cm）为明显反应。

    3.7 皮下注射鼻疽菌素的马、驴、骡可发生体温反应及局部或全身反应。

3.7.1 体温反应：鼻疽病畜一般在皮下注射鼻疽菌素后6～8小时体温开始上升，12～16小时体温上升到最高，此后逐渐降低，有的在注射30～36小时后，体温再度轻微上升。

3.7.2 局部反应：注射部位发热，肿胀疼痛，以注射后24～36小时最为显著，直径可达10～20cm，并逐渐消散，有时肿胀可存在2～3天。

3.7.3 全身反应：注射后精神不振，食欲减少，呼吸短促，脉搏加快，步态踉跄、战栗，大小便次数增加，颌下淋巴结肿大。

3.8 鼻疽菌素皮下注射（热反应）判定标准如下：

    3.8.1 阴性反应：体温升至摄氏39℃以下并无局部或全身反应。

3.8.2 疑似反应：体温升至39℃（不超过39.6℃），有轻微全身反应及局部反应者，或体温升至40℃以上稽留并无局部反应时，也可认为疑似反应。

3.8.3 阳性反应：体温升至40℃以上稽留及有轻微局部反应，或体温在39℃以上稽留并有显著的局部反应（肿胀横径10cm以上）或有全身反应。

4 鼻疽菌素眼睑皮内注射操作方法

4.1 药品及器材

    4.1.1 鼻疽菌素（用前随时稀释，鼻疽菌素1份用0.5%石炭酸生理盐水3份充分混匀）。

4.1.2 1～2mL注射器、针头（用前煮沸消毒）、消毒盘、煮沸消毒器、镊子、耳夹子、工作服、口罩、线手套。

4.1.3 酒精、碘酒、硼酸、来苏尔、纱布、脱脂棉、记录表。

4.2 注射前检查结膜及眼睛是否单、双瞎等情况。注射后检查颌下淋巴结及有无鼻漏，并详细记录检查情况。

4.3 注射部位通常在左下眼睑边缘1～2cm内侧眼角三分之一处皮肤实质内，注射前用硼酸棉消毒注射部位。

    4.4 注射前助手保定马匹，术者用食指、拇指捏住下眼睑，右手持注射器，手掌（小指外缘）支撑头部对左手捏起的眼睑皱襞术部斜向刺入下眼睑皮内，注入0.1mL鼻疽菌素，食指感觉注射液推进迟滞，局部呈现小包，即为药液已进入皮内。

4.5 注射一般在早晨。注射后第24、36、48小时分别进行检查。详细记录结果。

4.6 鼻疽菌素眼睑皮内注射反应判定标准：

4.6.1 阴性反应：无反应或下眼睑有极轻微肿胀、流泪的，为阴性反应。记录为“－”。

4.6.2 疑似反应：下眼睑稍肿胀，有轻微疼痛及发热，结膜潮红，无分泌物或仅有浆黏液性分泌物的，为疑似阳性，记录为“±”。

    4.6.3 阳性反应：下眼睑肿胀明显，有显著的疼痛及灼热，结膜发炎畏光，有脓性分泌物的，为阳性。记录为“＋”。

5 开放性鼻疽临床诊断鉴别要领

5.1 将病畜保定，术者和助手穿工作服（避免白色），带胶皮手套、口罩、风镜及保护面具，先用3%来苏尔水，洗净病畜鼻孔内外后，在病畜前侧面适当位置，术者用手打开鼻孔，助手用反射镜或手电筒照射鼻腔深部，仔细检查黏膜上有无鼻疽特有结节溃疡及星芒状瘢痕及其它异状。检查完毕将服装、器材分别进行消毒（用3%来苏尔水浸1小时或煮沸10分钟），避免交叉传染。

5.2 鼻腔鼻疽临床症状如下：

5.2.1 鼻汁：初在鼻孔一侧（有时两侧）流出浆液性或黏液性鼻汁，逐渐变为不洁灰黄色脓性鼻汁，内混有凝固蛋白样物质，有时混有血丝并带有臭味，呼吸带哮鸣音。

5.2.2 鼻黏膜发生结节及溃疡：在流鼻汁同时或稍迟，鼻腔黏膜尤其是鼻中膈黏膜上出现新旧大小不同灰白色或黄白色的鼻疽结节，结节破溃构成大小不等、深浅不一、边缘隆起的溃疡（结节与溃疡多发生于鼻腔深部黏膜上），已愈者呈扁平如星芒状、冰花状的瘢痕。

5.2.3 颌下淋巴结肿大：急性或慢性鼻疽的经过期颌下淋巴结肿胀，初有痛觉，时间长久，则变硬、触摸无痛感，附着于下颌骨内面不动，有时也呈活动性。

    5.3 皮肤鼻疽临床症状如下：

    皮肤鼻疽多发于四肢、胸侧及下腹部，在皮肤或皮下组织发生黄豆大小或胡桃、鸡蛋大结节，不久破裂流出粘稠灰黄或红色脓汁（有时带血）形成浅圆形溃疡或向外穿孔呈喷火状溃疡。结节和溃疡附近淋巴结肿大，附近淋巴管粗硬呈念珠状索肿，肿胀周围呈水肿浸润，皮肤肥厚，有时呈蜂窝织炎，橡皮腿，公畜并发睾丸炎。

5.4 开放性鼻疽判定标准：

5.4.1 凡有5.2.1、5.2.2、5.2.3病变的，均为开放性鼻疽。 

5.4.2 凡有第5.2.1病状而无5.2.2、5.2.3病状的或有5.2.1、5.2.3项病状而无5.2.2病状的，可用鼻疽菌素点眼，呈阳性反应的为开放性鼻疽。

5.4.3 凡有5.3症状的，即为开放性鼻疽。

5.5 不具备5.4项症状，并有可疑鼻疽临床症状的，判定为可疑开放性鼻疽。

6 鼻疽补体结合反应试验操作办法

6.1 采取被检血清

6.1.1 药品器材：

    6.1.1.1 来苏尔、石炭酸、酒精、碘酒、纱布、脱脂棉。 

    6.1.1.2 灭菌试管、试管架、试管签、送血箱、煮沸消毒器、消毒盘、镊子、毛刷、毛剪、采血针（带胶管、每针采一次后必须清洗煮沸消毒后，再行使用）。

    6.1.2 在被检牲畜颈前三分之一处静脉沟部位剪毛消毒，将灭菌采血针刺入颈静脉，使血液沿管壁流入试管内，防止血液滴入产生泡沫，引起溶血现象。

6.1.3 采出的血液，冬季应放置室内防止血清冻结，夏季应放置阴凉之处并迅速送往实验室。如在3昼夜内不能送到，应先将血清倒入另一灭菌试管内，按比例每1mL血清加入1～2滴5%石炭酸生理盐水溶液，以防腐败。运送时使试管保持直立状态，避免振动。

6.2 预备试验（溶血素、补体、抗原等效价测定）

    6.2.1 准备下列材料 

6.2.1.1 标准血清：鼻疽阴、阳性马血清。

6.2.1.2 鼻疽抗原。 

    6.2.1.3 溶血素。 

6.2.1.4 补体：采取健康豚鼠血清。采血前饥饿7～8小时，于使用前一日晚由心脏采血，如检查材料甚多，需大量补体时，亦可由颈动脉放血，放于培养皿或试管中，待血液凝固后再轻轻划破或剥离血块后移于冰箱，次日清晨分离血清。如当日采血，可直接盛于离心管中，置恒温箱20分钟，将血块搅拌后，在离心器中分出血清亦可。每次补体应由3～4个以上豚鼠血清混合。

6.2.1.5 绵羊红细胞：绵羊颈静脉采血，脱纤防止血液凝固，并离心3次，以清洗红细胞；第一次1500～2000rp/m离心15分钟，吸出上清液加入细胞量3～4倍的生理盐水轻轻混合后做第二次离心，方法同前。使用前将洗涤后的细胞做成2.5%细胞液（即1：40倍溶液）。稀释后的红细胞最多保存一天，但离心后的红细胞在冰箱中可保存3～4日。

    6.2.1.6 生理盐水：1000mL蒸馏水中加入8.5g氯化钠，灭菌后使用。 

6.2.2 溶血素效价测定，每一月左右测价一次，按下列方法进行（参照表一）。

6.2.2.1 将稀释成1：100～1：5000不同倍数的溶血素血清各0.5mL分别置于试管中。

6.2.2.2 将1：20倍补体及1:40绵羊红细胞各0.5mL分别加入上述试管中。 

    6.2.2.3 另外制作缺少补体、缺少溶血素的对照管，并补充等量生理盐水。 

    6.2.2.4 每管分别添加生理盐水1mL，置于摄氏37～38℃水浴箱中15分钟。

6.2.2.5 观察结果：能完全溶血的最少量溶血素，即为溶血素的效价，也称为1单位（对照管均不应溶血），当补体滴定和正式试验时，则应用2单位（或称为工作量）即减少1倍稀释。

表一

	溶血素稀释
	1：100
	1：500
	1：1000
	1：1500
	1：2000
	1：2500
	1：3000
	1：3500
	1：4000
	1：5000
	对     照

	溶血素

1：20补体

2.5%红细胞

生理盐水
	0.5

0.5

0.5

1.0
	0.5

0.5

0.5

1.0
	0.5

0.5

0.5

1.0
	0.5

0.5

0.5

1.0
	0.5

0.5

0.5

1.0
	0.5

0.5

0.5

1.0
	0.5

0.5

0.5

1.0
	0.5

0.5

0.5

1.0
	0.5

0.5

0.5

1.0
	0.5

0.5

0.5

1.0
	-

0.5

0.5

1.5
	0.5

-

0.5

1.5
	-

-

0.5

2.0


6.2.3 补体效价测定 

每次进行补体结合反应试验，应于当日测定补体效价。先用生理盐水，将补体做1：20稀释，然后按表二进行操作。

表二                补体效价测定                 单位：mL    

	管

   号

成

   分 
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	对照管

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	11
	12
	13

	20倍补体

生理盐水

抗原（工作量）（不加抗原管加生理盐水）

10倍稀释阳性血清或10倍稀释阴性阴性血清
	0.10

0.40

0.5

0.5


	0.13

0.37

0.5

0.5


	0.16

0.34

0.5

0.5


	0.19

0.31

0.5

0.5


	0.22

0.28

0.5

0.5


	0.25

0.25

0.5

0.5


	0.28

0.22

0.5

0.5


	0.31

0.19

0.5

0.5


	0.34

0.16

0.5

0.5


	0.37

0.13

0.5

0.5


	0.5

1.5

1.5

2.0


	      
	


震荡均匀后置37～38℃水浴20分钟

	二单位溶血素
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	/
	0.5
	

	2.5%红细胞悬液
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5


振荡均匀后置37～38℃水浴20分钟

	阳性血清加抗原

阳性血清未加抗原

阴性血清加抗原

阴性血清未加抗原
	＃

＃

＃

＃
	＃

＃

＃

＃
	＃

＃

＃

＃
	＃

+++

+++

+++
	＃

+

++

++
	＃

+

+

+
	＃

—

—

—
	＃

—

—

—
	＃

—

—

—
	+++

—

—

—
	＃

＃

＃
	
	


补体效价：是指在2单位溶血素存在的情况下，阳性血清加抗原的试管完全不溶血，而在阳性血清未加抗原及阴性血清不论有无抗原的试管发生完全溶血所需最少补体量，就是所测得补体效价，如表二中第7管20×稀释的补体0.28mL即为工作量补体按下列计算，原补体在使用时应稀释的倍数：

          补体稀释倍数

     ——————————×使用时每管加入量=原补体稀释倍数

           测得效价

    上列按公式计算为： 20/0.28×0.5=35.7 

即此批补体应作1：35.7倍稀释，每管加0.5mL为一个补体单位。考虑到补体性质极不稳定，在操作过程中效价会降低，故使用浓度比原效价高10%左右。因此，本批补体应作1：35稀释使用，每管加0.5mL。

6.2.4 抗原效价，最少每半年滴定一次，具体操作方法如下（参照表三）：

    6.2.4.1 将抗原原液稀释为1：10至1：500，各以0.5mL置于试管中，共作成12列。 

    6.2.4.2 在第1列不同浓度的抗原稀释液中，加入1：10的阴性马血清0.5mL；在第2列不同浓度的抗原稀释液中，加入生理盐水0.5mL；在第3列到第7列不同浓度的抗原稀释液中，分别加入1：10、1：25、1：50、1：75及1：100的强阳性马血清0.5mL。

表三

	抗原稀释
	1：10
	1：50
	1：75
	1:100
	1：150
	1：200
	1：300
	1：400
	1：500



	抗原（mL）

阴（阳性）血清

补体（工作量）
	0.5

0.5

0.5
	0.5

0.5

0.5
	0.5

0.5

0.5
	0.5

0.5

0.5
	0.5

0.5

0.5
	0.5

0.5

0.5
	0.5

0.5

0.5
	0.5

0.5

0.5
	0.5

0.5

0.5


37～38℃水浴箱中20分钟

	2.5%红细胞
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5

	溶血素（工作量）
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5


6.2.4.3 于前述各不同行列试管中，各加入补体（工作量）0.5mL。 

    6.2.4.4  置37～38℃水浴箱中20分钟。 

6.2.4.5 加温后，各溶液中再加入0.5mL的2.5%红细胞及2单位溶血素后，再置37～38℃水浴箱中20分钟。

6.2.4.6 选择在不同程度的阳性血清中，产生最明显的抑制溶血现象的，在阴性血清及无血清之抗原对照中则产生完全溶血现象的抗原最大稀释量为抗原的工作量。

抗原效价测定结果观察举例

	抗原稀释
	1：10
	1：50
	1:70
	1：100
	1：150
	1：200
	1：300
	1：400
	1：500

	血

清

稀

释
	1:10

1:25

1:50

1:75

1:100
	＃

＃

＋＋＋

＋＋＋

＋＋
	＃

＃

＃

＋＋

＋＋
	＃

＃

＃

＋＋＋

＋＋＋
	＃

＃

＃

＋＋＋

＋＋＋
	＃

＃

＃

＋＋＋

＋＋＋
	＃

＃

＋＋＋

＋＋

＋
	＋＋＋

＋＋＋

＋＋

＋

-
	＋＋＋

＋＋

＋

-

-
	++

+

-

-

-


    根据以上举例的结果，抗原的效价为1：150的稀释量。 

    6.3 正式试验 

6.3.1 在6.2.1至6.2.4的预备试验基础上，进行正式试验（参照表四）

6.3.1.1 排列试管加入1：10稀释被检血清，总量为0.5mL，此管准备加抗原。另一管总量为1mL，不加抗原作为对照。

6.3.1.2 马血清在58～59℃加温30分钟，骡、驴血清在摄氏36～64℃加温30分钟。

6.3.1.3 加入鼻疽抗原（工作量）0.5mL。 

    6.3.1.4 加入补体（工作量）0.5mL。 

    6.3.1.5 加温后各试管中再加入2.5%红细胞稀释液0.5mL及2单位溶血素0.5mL。 

    6.3.1.6 再置37～38℃水浴箱中20分钟。 

6.3.2 为证实上述操作过程中是否正确，应同时设置对照试验。

6.3.2.1 健康马血清

    6.3.2.2 阳性马血清 

    6.3.2.3 抗原（工作量） 

6.3.2.4 溶血素（工作量）

表四

	正 式 试 验
	对     照

	
	阴性血清
	阳性血清
	抗原
	溶血素

	生理盐水
	0.45
	0.9
	0.45
	0.9
	0.45
	0.9
	-
	1.0

	被检血清
	0.05
	0.1
	0.05
	0.1
	0.05
	0.1
	-
	-


58～59（或63～64）℃水浴箱中30分钟

	抗原（工作量）
	0.5
	－
	0.5
	－
	0.5
	－
	1.0
	－

	补体（工作量）
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5


37～38℃水浴箱中20分钟

	2.5%红细胞
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5

	溶血素（工作量）
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5
	0.5


37～38℃水浴箱中20分钟

	判定（举例）
	＃
	-
	-
	-
	＃
	-
	-
	-


6.3.3 加温完毕后，立即做第一次观察。阳性血清对照管须完全抑制溶血，其它对照管完全溶血，证明试验正确。静置室温12小时后，再做第二次观察，详细记录两次观察结果。

6.3.4 为正确判定反应结果，按下述办法制成标准比色管，以判定溶血程度（参照表五）。 

6.3.4.1 置2.5%红细胞稀释液0.5、0.45～0.05（其参数为0.05）mL，于不同试管中，另一管不加。

6.3.4.2  选择6.3.1试验中完全溶血者数管混合（其参数为0.25），按下表份量顺次加入前项各不同量的红细胞稀释液中。

6.3.4.3 再补充生理盐水（即2.0、1.8～0.2mL等），使每管之总量为2.5mL。

表五 

	溶血程度（%）
	0
	10
	20
	30
	40
	50
	60
	70
	80
	90
	100

	2.5%红细胞

溶血素

生理盐水

总量
	0.5

0

2.0

2.5
	0.45

0.25

1.8

2.5
	0.4

0.5

1.6

2.5
	0.35

0.75

1.4

2.5
	0.3

1.0

1.2

2.5
	0.25

1.25

1.0

2.5
	0.2

1.5

0.8

2.5
	0.15

1.75

0.6

2.5
	0.1

2.0

0.4

2.5
	0.05

2.25

0.2

2.5
	0

2.5

0

2.5


    6.3.5 判定标准：

    6.3.5.1 阳性反应

    红细胞溶血0～10%者为＃； 

    红细胞溶血10～40%者为＋＋＋；

    红细胞溶血40～50%者为＋＋； 

    6.3.5.2 疑似反应

    红细胞溶血50～70%者为＋； 

    红细胞溶血70～90%者为±； 

    6.3.5.3 阴性反应 

    红细胞溶血90～100%者为－。

7 附表

                 鼻疽菌素点眼检疫记录表      年  月  日
	编号
	畜别
	性别
	年龄
	特征
	第一次点眼反应
	第二次点眼反应
	综合判定

	
	
	
	
	
	临床检查
	3
	6
	9
	24
	判定
	临床检查
	3
	6
	9
	24
	判定
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


                                       兽医：        （签名） 

             鼻疽菌素反应牲畜送血检血记录表    年   月   日 

	编号
	畜别
	临床症状
	鼻疽菌素反应结果
	采血日期
	血管号码
	补体结合反应
	备注

	
	
	
	
	
	
	收血日期
	检验日期
	结果
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


兽医： （签名）

PAGE  
135

