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!基础实验研究论著!

应用噬菌体进行炭疽疫苗纯菌检查方法的建立!
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#

""

摘
"

要"目的
"

建立应用噬菌体进行炭疽活疫苗纯菌检查的方法!并与现用纯菌检查方法进行比较$方法
"

使用噬菌体对与

炭疽芽孢杆菌分类学上接近以及常见污染细菌进行裂解观察!确定噬菌体特异性$选取具有代表性的可能污染菌定量掺入炭疽

疫苗中!制备模拟污染疫苗!进行噬菌体裂解纯菌检查方法的灵敏度研究!同时与现用的直接接种纯菌检查方法进行比较$结果

"

炭疽噬菌体能特异地裂解炭疽芽孢杆菌!对与炭疽芽孢杆菌分类学上接近以及常见污染细菌无裂解作用$噬菌体裂解法对掺

入炭疽疫苗中蜡样芽孢杆菌%枯草芽孢杆菌及大肠埃希菌的检出限均为
!$%&

&人份!而现用纯菌检查方法的检出限分别为
#

%

#

及
#"$%&

&人份$结论
"

噬菌体裂解法检测炭疽活疫苗中污染菌有较好的特异性和灵敏度!该方法的应用对疫苗质量控制具有

重要意义$

关键词"炭疽疫苗'

"

噬菌体'

"

纯菌检查'

"

质量控制
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皮上划痕人用炭疽活疫苗是用炭疽芽孢杆菌弱毒株经培

养'收集菌体后稀释制成的活菌悬液(炭疽疫苗现用纯菌检查

方法是无菌检查实验中的直接接种法)

!

*

(由于炭疽疫苗为活

菌制剂#高浓度疫苗本菌作为优势菌对可能存在的污染菌具有

抑制作用#对少量的污染菌存在漏检可能(需建立一种更灵敏

的方法进行纯菌检查#为疫苗的安全性提供保障(噬菌体是一

类感染细菌'放线菌'真菌等微生物的病毒#亦称细菌病毒(它

体积微小#结构简单#具有严格的寄生性#广泛分布于自然界

中(鉴于噬菌体有溶菌作用和严格的种型特异性#可利用噬菌

体作细菌的鉴定和分型#亦可用于检测标本中的未知细菌和防

治某些传染病)

20)

*

(本研究应用噬菌体进行炭疽活疫苗纯菌检

查#并与直接接种法纯菌检查的结果进行比较#以评价噬菌体

裂解方法进行炭疽活疫苗纯菌检查的应用价值(

?

"

材料与方法

?'?

"

材料

?'?'?

"

实验菌株及噬菌体
"

炭疽芽孢杆菌$

$M$$*(""!

%'蜡

样芽孢杆菌$

$M$$*(("!

%'枯草芽孢杆菌$

$M$$*(#"!

%'巨大

芽孢杆菌$

$M$$*(!"!

%'短小芽孢杆菌$

$M$$*(2"2

%'地衣芽

孢杆菌$

$M$$*(#!/

%'金黄色葡萄球菌$

$M$$2*""(

%'鼠疫耶

尔森菌$

$M$$#2""*

%'大肠埃希菌$

$M$$11!!(

%'布鲁菌

$

$M$$##"!"

%等菌株均由中国医学细菌保藏管理中心提供(

皮上划痕人用炭疽活疫苗$批号
2"!!"!"!"

%由兰州生物制品

研究所生产(炭疽噬菌体$批号
2"!!"N"!

%由中国食品药品检

定研究院制备(

?'?'@

"

实验用培养基
"

营养琼脂培养基由本院培养基室

制备(

?'?'A

"

主要仪器
"

恒温培养箱$

O3GPQ

#

MRS0!#(

%#生物安

全柜$上海力新#

T%-<A7!2""

%(

?'@

"

方法

?'@'?

"

噬菌体特异性实验
"

将炭疽芽孢杆菌及蜡样芽孢杆菌

等其他
)

株细菌接种营养琼脂培养基平皿#滴加炭疽噬菌体#

(#U

培养观察裂解情况(

?'@'@

"

灵敏度实验
"

将已知活菌数含量的蜡样芽孢杆菌'枯

草芽孢杆菌及大肠埃希菌分别用生理盐水稀释成
!V!"

*

'

!V

+

/(#!

+
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!"

#

'

!V!"

1

'

!V!"

( 及
2""$%&

"

?X

(将以上不同活菌含量菌

液分别与炭疽疫苗按
!\)

的比例混合#制备模拟污染疫苗(

取
!2"

"

X

不同杂菌含量的模拟污染疫苗与
!2"

"

X

炭疽噬菌

体混合#接种
2

个营养琼脂培养基平皿#每个平皿
!""

"

X

#用

,

X

-棒涂匀#

(#U

培养观察#并对可疑菌落进行革兰染色观察(

取
!V!"

(

$%&

"

?X

蜡样芽孢杆菌及枯草芽孢杆菌各
#"

"

X

涂

平皿#取
!V!"

(

$%&

"

?X

大肠埃希菌
!""

"

X

涂平皿#做活菌

计数(同时取
#"

"

X

炭疽疫苗涂平皿作对照(取不同杂菌含

量的模拟污染疫苗接种
2

个营养琼脂中管斜面#

2""

"

X

"中管#

(#U

培养观察#对可疑菌落进行革兰染色观察(同时取
2""

"

X

炭疽疫苗及各种添加菌接种中管斜面作对照(

@

"

结
""

果

@'?

"

噬菌体裂解特异性
"

炭疽噬菌体能裂解炭疽芽孢杆菌#

噬菌体流过出现明显透明裂解带(该噬菌体对蜡样芽孢杆菌

等其他
)

株细菌无裂解作用#见图
!

(

""

3

!炭疽芽孢杆菌&

H

!大肠埃希菌&

$

!枯草芽孢杆菌&

]

!短小芽孢

杆菌(

图
!

""

炭疽噬菌体裂解特异性

@'@

"

灵敏度

@'@'?

"

蜡样芽孢杆菌检出灵敏度
"

噬菌体裂解法对掺入炭疽

疫苗中蜡样芽孢杆菌的检出限为
!$%&

"人份#结果见表
!

(

经染色观察直接接种纯菌检查方法的检出限为
#$%&

"人份(

表
!

""

噬菌体裂解法对蜡样芽孢杆菌检出灵敏度

理论菌落数

$

$%&

"平皿%

实际菌落数$

$%&

"平皿%

3 H

结果判定

! " 2 ^

# * N ^

#" (N 1! ^

@'@'@

"

枯草芽孢杆菌检出灵敏度
"

噬菌体裂解法对掺入炭疽

疫苗中枯草芽孢杆菌的检出限为
!$%&

"人份#结果见表
2

(

经染色观察直接接种纯菌检查方法的检出限为
#$%&

"人份(

表
2

""

噬菌体裂解法对枯草芽孢杆菌检出灵敏度

理论菌落数

$

$%&

"平皿%

实际菌落数$

$%&

"平皿%

3 H

结果判定

! " ! ^

# !! * ^

#" 1N 2N ^

@'@'A

"

大肠埃希菌检出灵敏度
"

噬菌体裂解法对掺入炭疽疫

苗中大肠埃希菌的检出限为
!$%&

"人份#结果见表
(

(经染

色观察直接接种纯菌检查方法的检出限为
#"$%&

"人份(

表
(

""

噬菌体裂解法对大肠埃希菌检出灵敏度

理论菌落数

$

$%&

"平皿%

实际菌落数$

$%&

"平皿%

3 H

结果判定

! ! ! ^

# 1 ( ^

#" #! #N ^

A

"

讨
""

论

炭疽活疫苗现用纯菌检查方法是套用无菌检查中的直接

接种法(无菌检查与纯菌检查的样品有本质区别#通常进行无

菌检查的样品应该是无菌状态#而纯菌检查的样品是含有高浓

度细菌的活菌制剂(本研究使用的炭疽疫苗即为活菌制剂#高

浓度疫苗本菌作为优势菌对可能存在的污染菌具有抑制作

用)

!"

*

#对少量的污染菌存在漏检可能(

通过噬菌体裂解特异性研究表明#炭疽噬菌体能特异性裂

解炭疽芽孢杆菌#而对与炭疽芽孢杆菌分类学上接近以及常见

污染细菌无裂解作用)

!!

*

(炭疽芽孢杆菌与蜡样芽孢杆菌在细

菌分类学上非常相近)

!2

*

#枯草芽孢杆菌及大肠埃希菌为常见

实验室污染菌#所以选择这
(

种细菌进行灵敏度实验(灵敏度

实验结果证实#炭疽疫苗对污染菌具有明显的抑制作用#特别

是对革兰阴性的大肠埃希菌#含量达到
#"$%&

"人份才能被直

接接种法检出(炭疽疫苗的每
!

次人用剂量为
#"

"

X

#为使接

种于中管内的菌液能分布均匀#实际接种量为
2""

"

X

#相当于

1

次人用剂量#故大肠埃希菌的检出限实际为
2""$%&

"中管(

对于污染
#"$%&

"人份及以上含量大肠埃希菌的炭疽疫苗#至

少
16

后才可观察到杂菌生长(

应用噬菌体裂解法进行炭疽活疫苗纯菌检查的检出效果

明显好于常规直接接种法#对掺入炭疽疫苗中蜡样芽孢杆菌'

枯草芽孢杆菌及大肠埃希菌的检出限均可达
!$%&

"人份(该

方法
!N

#

21;

即可观察结果#而且背景清楚#易于观察(

噬菌体裂解法检测炭疽活疫苗中污染菌有较好的特异性

和灵敏度#是现用直接接种法必要的补充#该方法的应用对疫

苗质量控制具有重要意义(
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实验结果显示#

#2

株白色念珠菌临床分离株及
2

株标准

株的遗传为相似系数
"'/)̀ "'!(

#以相似系数大于或等于
"'N

为判定基因同源性阈值)

/

*

#临床株中有约
*#'1e

的菌株基因

型相同#提示从患者呼吸道分离的白色念珠菌临床株基因同源

性较高#亲缘关系较近(既往研究也认为#在人体定植感染的

白色念珠菌有基因型聚集的现象#考虑与特定基因型白色念珠

菌黏附致病力强相关)

)0!"

*

(而来源于外科等不同病区的
/

株

白色念珠菌分离株相似系数为
"'N!`"'!*

#未出现基因多态

性增高的现象#考虑菌株来源并未影响菌株基因的多态性分

布#而本实验不同来源的菌株较少也可能影响实验结果(

生物膜是白色念珠菌的毒力因子之一#能形成生物膜的菌

株毒力更强#实验所用的临床分离株生物膜表型存在差异#其

中有
2*

株菌生物膜形成能力,高-#结合基因分型的结果#发现

生物膜形成能力,高-的白色念珠菌菌株可为多种基因类型#除

)

型外#其他基因型均包含生物膜形成能力,高-的菌株(而同

一基因型的菌株形成生物膜的表型存在差异#如
$

型中有一半

的菌株生物膜形成能力,高-#而另一半菌株生物膜形成能力

,低-(计算生物膜形成能力,高-的菌株相似系数为
"'N`

"'!1

#生物膜形成能力,低-的菌株相似系数为
"'N!̀ "'!2

#而

所有菌株的相似系数为
"'/)`"'!(

#提示生物膜形成能力相

似的菌株间未出现基因型聚集#基因多样性减弱的现象#即根

据白色念珠菌分离株
B7

:

0L$S

基因分型并不能预测其生物膜

表型(

]DBg.

等)

!!

*用
S3L]

的方法也未发现与生物膜形成相

关的基因型#但另有研究则显示特定基因型的白色念珠菌菌株

生物膜形成能力,高-#提示基因型与生物膜形成相关)

!2

*

#考虑

相关实验结果存在差异#可能与实验方法及实验检测的基因位

点不同有关(因此#深入研究与生物膜形成相关的基因表达调

控机制#寻找可能预测生物膜形成的基因分型方法#将有利于

防治白色念珠菌生物膜形成所致的定植感染(
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