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猪传染性萎缩性鼻炎诊断技术

范围

本标准规定了猪传染性萎缩性鼻炎的诊断标准及技术方法。

本标准适用于猪传染性萎缩性鼻炎的诊断和检疫。

2 规范性引用文件
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下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注目期的引用文件，仅注日期的版本适用于本文

件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本(包括所有的修改单)适用于本文件。

GB/T 6682 分析实验室用水规格和实验方法

GB 19489 实验室生物安全通用要求

GB/T 27401 实验室质量控制规范动物检疫

3 术语和定义

3. 1 

3.2 

下列术语和定义适用于本文件。

支气管败血液氏杆菌 bordetella bronchiseptica 

波代杆菌属。

产毒素性多杀巴氏杆菌 toxigenic pasteurella multocida 

巴氏杆菌属。

4 缩略语

下列缩略语适用于本文件。

AR: atrophìc rhìnìtìs 萎缩性鼻炎。

DNA: deoxyrìbonucleìc acìd 脱氧核糖核酸。

NLHMA:新霉素洁霉素血液马丁琼脂。

HFMA:血红素映喃瞠酣改良麦康凯琼脂。

PBS: phosphate buffer solutìon 磷酸盐缓冲液。

PCR: polymerase chain r巳actìon 聚合酶链式反应。

Taq 酶: taq DNA polymerase Taq DNA 聚合酶。

5 临床诊断

5. 1 流行特点
猪传染性萎缩性鼻炎是由于仔猪生后早期在鼻腔感染支气管败血波氏杆菌 I 相菌或其后重复感染

产毒素性多杀巴氏杆菌(主要为英膜 D 型，也有英膜 A 型)引起的。这两种致病菌均产生细胞内皮肤坏

死毒素，在感染过程中释放，穿透被破坏的鼻蒙古膜屏障，作用于生长迅速的仔猪鼻甲骨及鼻中隔骨组织，

引起骨吸收、骨坏死及骨再造障碍变化，并可引起全身骨懵钙代谢障碍和淋巴免疫系统拥制。致病力不

同的菌株产生毒素的能力也不同;毒素的致病作用具有明显的年龄和剂量依赖性。病菌通常通过病猪

和带菌猪的鼻汁，经直接或间接接触而传播。支气管败血波氏杆菌越在生后早龄感染，病变越重。 1 月
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龄以后感染时，多为中等或轻症病例，且鼻甲骨容易再生修复 ;2 月龄~3 月龄时感染，仅呈组织学的轻

症经过，不引起肉眼的鼻甲骨萎缩病变。支气管败血波氏杆菌引起的鼻甲骨萎缩，只在少数严重病例伴

有鼻部变形变化。多杀巴氏杆菌的鼻腔感染在猪的日龄上晚于支气管败血波氏杆菌。产毒素性多杀巳

氏杆菌菌株尽管在实验室人工感染证明在辅助刺激下可单独引起猪的萎缩性鼻炎，但至今在疫群仍发

现是支气管败血波氏杆菌 I 相菌的重复或继发感染病原菌。产毒素性多杀巳氏杆菌菌株与支气管败血

波氏杆菌 I 相菌菌株重复或继发感染，可在更年长的仔猪引起不可逆的持续的鼻甲骨萎缩病变[即所谓

"进行性萎缩性鼻炎"(progressive atrophic rhinitis) J ，在疫群中产生较多的鼻部变形病猪，尤以早龄感

染两种菌的强毒力株时为严重。饲养管理和环境应激因素及其他继发病原，均可影响仔猪的发病程度。

5.2 临床症状
5.2. 1 仔猪群

有一定数目的仔猪流鼻计、流泪、经常喷囔、鼻塞或咳嗽，但无热，个别鼻汁混有血液。一些仔猪发

育迟滞，犬齿部位的上唇侧方肿胀。

5.2.2 育成猪群和成猪群
a) 鼻塞，不能长时间将鼻端留在粉料中采食;阻血，饲槽沿染有血液。

b) 两侧内眼角下方颊部形成"泪斑"。

c) 鼻部和颜面变形:

1) 上顿短缩，前齿咬合不齐(评定标准:下中切齿在上中切齿之后为阴性，反之为阳性) ; 

2) 鼻端向→侧弯曲或鼻部向一侧歪斜;

3) 鼻背部横皱榴逐渐增加;

的 眼上缘水平上的鼻梁变平变宽。

d) 伴有生长欠佳。

5. 2. 3 检疲对象猪群
发现有上述征候群，可以临床上初步诊断猪群有支气管败血波氏杆菌 I 相菌的传染或与产毒素性

多杀巴氏杆菌的泪合感染，特别是 5.2.2 中 c)具有本病临床指征意义，需进行检菌、血清学试验及病理

解剖检查，予以确诊。

5. 3 病理变化

5.3. 1 尸体外观检查
主要检查有无鼻部和颜面变形及发育迟顿，记录其状态和程度。对上顿短缩可以做定性，下中切齿

在上中切齿之后判为"一"，反之判定为"+";测量上中切齿与下中切齿的离开程度，如一3mm 或+12

mm分别判定为正常或阳性。

5.3.2 鼻部横断检查
5. 3. 2. 1 查鼻腔是在鼻部做 1 个~3 个横断，检查横断面。鼻部的标准横断水平在上顿第二前臼齿的

前缘(此部鼻甲骨卷曲发育最充分)。先除去术部皮肉，然后用锐利的细齿于锯或钢锯以垂直方向横断

鼻部。可再向前(通过上颗犬齿)或向后做第二和第三新的横断，其距离大猪为1. 5 cm~2 cm，哺乳仔猪

约 0.5 cm。

5.3.2.2 为便于检查断面，先用脱脂棉轻轻除去锯屑。如果拍照，应将鼻道内的凝血块等填物除去，使
断面构造清晰完整。必要时，可用吸水纸吸除液体。

5.3.2.3 检查鼻道内分泌物的性状和数量及秸膜的变化(水肿、发炎、出血、腐烂等)。
5. 3. 2. 4 主要检查鼻甲骨、鼻中隔和鼻腔周围骨的对称性、完整性、形态和质地(变形、骨质软化或疏
松、萎缩以至消失)以及两侧鼻腔的容积。如果需要，可以测量鼻中隔的倾斜或弯曲程度、鼻腔纵径及两

侧鼻腔的最大横径。除肉眼检查外，应对鼻甲骨进行触诊，以确定卷曲及其基础部骨板的质地(正常骨

板坚硬，萎缩者软化以至消失)。鼻甲骨萎缩主要发生于下鼻甲骨，特别是腹卷曲。鼻腔标准横断面的



萎缩性鼻炎分级标准见附录 A。

5. 3. 3 肺部检查
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少数病仔猪伴有波氏杆菌性支气管肺炎。肺炎区主要散在于肺前叶及后叶的腹面部分，特别是肺

门部附近，也可能散在于肺的背面部分。病变呈斑块状或条状发生。急性死亡病例均为红色肺炎灶。

5. 3. 4 具有鼻甲骨萎缩病变的病猪
不论有或无临床鼻部弯曲等颜面变形症状，判定为萎缩性鼻炎病猪。

6 实验室诊断

6. 1 仪器、材料与试剂
除特别说明以外，本标准所用试剂均为分析纯，水为符合 GB/T 6682 的灭菌双蒸水或超纯水。

6. 1. 1 试剂
蛋白麻、琼脂粉、氯化铀、氯化押、葡萄糖、乳糖、三号胆盐、中性红、映喃瞠酣二甲基甲酷胶、牛或绵

羊红细胞裂解液、马丁琼脂、脱纤牛血、硫酸新霉素、盐酸洁霉素、多型蛋白陈、牛肉膏、磷酸二氢饵、磷酸

氢二锅、硫代硫酸纳、硫酸亚铁镜、混合指示剂、尿素、酸性品红、马铃薯、甘油、盐酸、dNTPs 、 Taq 酶。

6. 1.2 材料
无菌棉拭子、无菌1. 5 mL 离心管、无菌试管、PCR 管、一次性培养皿。

6. 2 病原分离
由猪鼻腔采取鼻蒙古液，同时进行支气管败血波氏杆菌 I 相菌及产毒素性多杀巴氏杆菌的分离。猪

群检疫以 4 周龄~16 周龄特别是 4 周龄~8 周龄猪的检菌率最高。

6.2. 1 鼻黠液的采取

6.2. 1. 1 由两侧鼻腔采取鼻薪液，可用一根棉头拭子同时采取两侧鼻蒙古液，或每侧鼻茹液分别用一根
棉头拭子采取。

6.2.1.2 拭子的长度和粗细视猪的大小而定，应光滑可弯曲，由竹皮等材料削戚，前部钝圆，缠包脱脂
棉，装人容器，高压灭菌。

6.2. 1. 3 小猪可仰卧保定，大猪用鼻拧子保定。用拧去多余酒精的酒精棉先将鼻孔内缘清拭，然后清
拭鼻孔周围。

6.2. 1.4 拭子插人鼻孔后，先通过前庭弯曲部，然后直达鼻道中部，旋转拭子将鼻分泌物取出。将拭子
插入灭菌空试管中(不要贴壁推进) ，用试管棉塞将拭子杆上端固定。

6.2. 1.5 夏天不能立即涂抹培养基时，应将拭子试管立即放入冰箱或冰瓶内。鼻黠液应在当天最好在
几小时内涂抹培养基，拭子仍保存于 40C冰箱备复检。

6.2. 1.6 采取鼻汁时病猪往往喷喔，术者应注意消毒手，防止材料交叉污染。

6.2. 1.7 解剖猪时，应采取鼻腔后部(至筛板前壁)和气管的分泌物及肺组织进行培养。鼻锯开术部及
鼻锯应火焰消毒，由鼻断端插入拭子直达筛板，采取两侧鼻腔后部的分古巴物。气管由声门插入拭子达气

管下部，在气管壁旋转拭子取出气管上下部的分泌物。肺在肺门部采取肺组织，如有肺炎并在病变部采

取组织块;也可以用拭子插入肺断面采取肺汁和碎组织。

6.2.2 分离培养
所有病料都直接涂抹在已干燥的分离平板上。分离支气管败血波氏杆菌使用血红素映喃瞠酣改良

麦康凯琼脂(HFMA)平板(配方见附录 B) ，分离多杀巳氏杆菌使用新霉素洁霉素血液马丁琼脂(NLH…

MA)平板(配方见附录。。棉拭子应尽量将全部分泌物浓厚涂抹于平板表面，组织块则将各断面同样

浓厚涂抹。重要的检疫，如种猪检疫对每份鼻腔病料应涂抹每种分离平板 2 个。不同种分离平板不能

混涂同一拭子(因抑菌剂不同)。对伴有肠道感染(腹泻)的或环境严重污染的猪群，每份鼻腔病料可用
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一个平板做浓厚涂抹，另一个平板做划线接种，即先将棉拭于病料在平板的一角做浓厚涂抹，然后以铅

圈做划线稀释接种。

6.2.2.1 猪支气管败血波氏杆菌的分离培养
将接种的 FHMA平板于 37

0

C培养 40 h~72 h.猪支气管败血波氏杆菌集落不变红，直径为1mm~

2mm.圆整、光滑、隆起、透明，略呈茶色。较大的集落中心较厚，呈茶黄色，对光观察呈浅蓝色。用支气

管败血波氏杆菌 OK抗血清做活菌平板凝集反应呈迅速的典型凝集。有些例集落蒙古稠或干韧，在玻片

上不能做成均匀菌液，须移植一代才能正常进行活菌平板凝集试验。未发现典型集落时，对所有可疑集

落，均需做活菌平板凝集试验，以防遗漏。如菌藩小，可移植增菌后进行检查。如平板上有大肠杆菌类

细菌(变红、粉红或不变红)或绿服杆菌类细菌(产生或不产生绿色素但不变红)覆盖，应将冰箱保存的棉

拭子再进行较稀的涂抹或划线培养检查，或重新采取鼻汁培养检查。

平板日的菌集落计数分级见附录 D。

6.2.2.2 产毒素性多杀巴氏杆菌的分离培养
将接种的 NLHMA平板于 37

0

C培养 18 h~24 h.根据菌落形态和荧光结构，挑取可疑集落移植鉴

定。多杀巳氏杆菌集落直径约 1mm~2mm，圆整、光滑、隆起、透明，集落或呈黠液状融合;对光观察有

明显荧光;以 450

折射光线于暗室内在实体显微镜下扩大约 10 倍观察，呈特征的情红或灰红色光泽，结

构均质，即 FO虹光型或 FO 类似菌落。间有变异型菌落，光泽变浅或元光泽，有粗纹或结构发粗，或夹

有浅色分化扇状区等。

平板目的菌集落计数分级见附录 Do

6. 3 分离物的特性鉴定

6. 3. 1 猪支气管败血波氏杆菌分离物的特性鉴定

6. 3. 1. 1 一般特性鉴定
革兰氏阴性小杆菌，氧化和发酵(O/F)试验阴性，即非氧化非发酵严格好氧菌。具有以下生化特性

(一般 37
0

C培养 3 d~5 d 记录最后结果) . 

a) 糖管:包括乳糖、葡萄糖、廉糖在内的所有糖类不氧化、不发酵(不产酸、不产气) ，迅速分解蛋白

陈明显产碱，液面有厚菌膜F

b) 不产生髓基质;

c) 不产生硫化氢或轻微产生;

d) MR试验及 VP 试验均阴'性;

e) 还原硝酸盐;

f) 分解尿素及利用拘橡酸，均呈明显的阳性反应;

g) 不液化明胶;

h) 石琼牛乳产碱不消化;

i) 有运动性，在半固体平板表团呈明显的膜状扩散生长，扩散膜边沿比较光滑川旦 o. 05%~0. 1% 

琼脂半固体高层穿刺 37"C培养，只在表面或表层生长，不呈扩散生长。

6.3. 1.2 菌相鉴定
将分离平板上的典型单个菌落划种于绵羊血改良鲍姜氏琼脂(配方见附录 E)平板(凝结水已干燥)

上，于 37"C潮湿温箱中培养 40 h~45 ho 1 相菌落小，光滑，乳白色，不透明，边沿整齐，隆起呈半圆形或

珠状，钩取时质地致密柔软，易制成均匀菌液。菌落周围有明显的自溶血环。菌体呈整齐的革兰氏阴性

球杆状或球状。活菌玻片凝集定相试验，对 K抗血清呈迅速的典型凝集，对 0 抗血清完全不凝集。 1

相菌感染病例在平板上，应不出现中间相和皿相菌落。皿相菌落扁平，光滑，透明度大，呈灰白色，比 I

相菌落大数倍，质地较稀软，不搭血。 j舌菌玻片凝集定相试验，对 O 抗血清呈明显凝集，对 K 抗血清完

全不凝集。中间相菌落形态在 I 相及皿相之间，对 K 及 o抗血清都凝集。中间相及皿相菌，以杆状为



主。

6. 3. 2 产毒素性多杀巴氏杆菌分离物的特性鉴定
6.3.2. 1 一般特性鉴定

6. 3. 2. 1. 1 革兰氏阴性小杆菌呈两极染色，不溶血，无运动性。具有以下生化特性:
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a) 糖管:对煎糖、葡萄糖、木糖、甘露醇及果糖产酸;对乳糖、麦芽糖、阿拉伯糖及杨背不产酸;

b) VP、MR、尿素酶、拘橡酸盐利用、明胶液化、石疏牛乳均为阴性;

c) 不产生硫化氢;

d) 硝酸还原及前基质产生均为阳性。

6.3.2.1.2 对分离平板上的可疑菌落，也可先根据三糖铁服半固体高层(配方见附录 F)小管穿刺生长

特点进行筛检:

将单个集落以接种针由斜面中心直插入底层，轻轻由原位抽出，再在斜面上轻轻涂抹， 37"C斜放培

养 18 h。多杀巴氏杆菌生长特点:

a) 沿穿刺线呈不扩散生长，高层变桶黄色;

b) 斜面呈薄苔生长，变桶红或桶红黄色;

c) 凝结水变桶红色，轻浊生长，无菌膜;

d) 不产气、不变黑。

6.3.2.2 皮肤坏死毒素产生能力检查
体重 350 g~400 g 健康豚鼠，背部两侧注射部剪毛(注意不要损伤皮肤) ，使用 1 mL 注射器及

4 号~6 号针头，皮内注射分离株马丁肉汤 37
0

C 36 h(或 36 h~72 h)培养物 0.1 mL。注射点距背中线

1. 5 cm，各注射点相距 2cm 以上。设阳性及阴性参考菌株和同批马丁肉汤注射点为对照。并在大腿内

侧肌内注射硫酸庆大霉素 4 万 IU(l mL)。注射后 24 h、 48h 及 72h 观察并测量注射点皮肤红肿及坏死

区的大小。坏死区直径1. 0 cm左右为皮肤坏死毒素产生(DNT) 阳'性 ;<0.5 cm 为可疑;无反应或仅红

肿为阴性。可疑须复试。阳性株对照坏死区直径应>1. 0 cm，阴性株及马丁汤对照应均为阴4性。阳性

结果记为 DNT+ ，阴性结果记为 DNT一。

6. 3. 2. 3 英膜型简易鉴定法

6. 3. 2. 3. 1 透明质酸产生试验(改良 Carter 氏法}

在 0.2%脱纤牛血马丁琼脂平板上于中线以直径 2mm 铀圈均匀横划一条已知产生透明质酸酶的

金黄色葡萄球菌(ATCC 25923)或等效的链球菌新鲜血斜培养物，将每株多杀巳氏杆菌分离物的血斜过

夜培养物，与该线呈直角于两侧划线，各均匀划种一条同样宽的直线。并设英膜 A 型及 D 型多杀巳氏

杆菌参考株做对照。 37"C培养 20 h ， A 型株临接葡萄球菌菌苔应产生生长抑制区。此段菌苔明显薄于

远端未抑制区，荧光消失，长度可达 1cm，远端菌苔生长丰厚，特征虹光型(FO 型)不变，两段差别明显。

D 型株则不产生生长抑制区，FO 型虹光不变。个别 A 型分离物不产生明显多量的透明质酸。本法及

日丫皖黄试验时判定为 D 型，间接血凝试验(Sawada 氏法)则判定为 A 型。

6.3.2.3.2 町睫黄试验{改良 Carter 氏法)

分离株的 0.2%脱纤牛血马丁琼脂 18 h~24 h 培养物，刮取菌苔，均匀悬浮于 pH 7.0 0.01 mol/ L 

磷酸盐缓冲生理盐水中。取 0.5 mL 细菌悬液加入小试管中，与等容量 0.1%中性口丫院黄蒸馆水溶液振

摇混合，室温静置。 D型菌可在 5min 后自凝，出现大块絮状物， 30 min 后絮状物下沉，上清透明。其他

型菌不出现或仅有细小的颗粒沉淀，上清浑浊。

6.4 PCR 检测

6.4. 1 样晶处理
6. 4. 1. 1 鼻或气管拭子
将鼻或气管拭子浸入 1 mL O. 01 mol/ L PBS(pH7. 的缓冲液中(配方见附录 G) ，反复挤压，将混悬

F 

U 
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液作为聚合酶链式反应CPCR) 的模板。

6.4. 1.2 肺组织
将肺组织样品剪碎，取 1 g 加入 1 mL 0.01 mol/ L PBS 缓冲液中研磨后，用双层灭菌纱布过滤。收

集过滤液于 2mL 灭菌离心管， 4 0C 7 500 g 离心 15 mino 弃上清，收集沉淀，用 0.1 mL PBS 缓冲液重

悬。

6.4.2 PCR 检测

6.4.2. 1 反应体系 (50μ.L)

10 X PCR bufferC含 Mg2 )

脱氧三磷酸核昔酸混合液CdNTPs ，各 200μmol/L)

上游引物(10μmol/ U

下游引物(10μmol/L)

模板(上述制备样品)

无菌超纯水

5μL 

4μL 

1 ,uL 

1μL 

lμL 

37.5μL 

Taq DNA 聚合酶(5 U/μL) 0.5μL 

样品检测时，同时要设阳性对照和阴性对照。阳性对照模板为细菌的基因组，阴性对照为不含模板

的反应体系。检测所用引物序列见附件 H。

6.4.2.2 PCR 反应程序

所有程序均 95
0

C预变性 5 min，然后扩增 35 个循环，如下:

a) 鉴定支气管败血波氏杆菌: (94 0C 30 s , 55 0C 30 s , 72 0C 20 s)35 个循环， 72
0

C 5 min; 

b) 鉴定多杀巴氏杆菌: (94 0C 30 s , 55 0C 1 min , 72 0C 30 s)35 个循环， 72
0

C 7 min; 

c) 鉴定产毒素多杀巳氏杆菌: (94 0C 30 s , 50oC 1 min , 72 0C 1 min)35 个循环， 72 0C 7 min; 

d) 鉴定 A、D 型多杀巴氏杆菌: (94 0C 30 s , 56 0C 30 s , 72 0C 1 min)35 个循环， 72
0

C 10 min。

6.4.2.3 电泳检测
PCR 反应结束，取扩增产物 5μL(包括被检样品、阳性对照、阴性对照)与 1μL 上样缓冲液泪合，同

时取 DL- 2000 DNA分子质量标准 5μL，点样于 1%琼脂糖凝胶中， 100 V 电泳 30min。

6.4.3 PCR 试验结果判定

6.4.3. 1 将扩增产物电泳后用凝胶成像仪观察，DNA 分子质量标准、阳性对照、阴性对照为如下结果

时试验方成立，否则应重新试验。

a) DL - 2000 DNA分子质量标准电泳道，从上到下依次出现 2000 坤、 1000 坤、 750 bp 、 500 bp 、

250 bp 、 100 bp 共 6 条清晰的条带;

b) 阳性样品泳道出现一条约 187 bp 清晰的条带(猪支气管败血波氏杆菌) .457 bp 的条带(多杀

巳氏杆菌)， 812bp 条带(产毒素多杀巴氏杆菌)， 1050 bpCA 型多杀巴氏杆菌)或 648 bp 条带

CD 型多杀巳氏杆菌) ; 

c) 阴性对照泳道不出现条带。

6. 4. 3. 2 被检样品结果判定
在同一块凝胶板上电泳后，当 DNA 分子质量标准、各组对照同时成立时，被检样品电泳道出现一

条 187 bp 的条带，判为猪支气管败血波氏杆菌阳性C+) ;被检样品电泳道出现一一条 457 怜的条带，判为

多杀巴氏杆菌阳性C+) ;被检样品电泳道出现一条 812 怜的条带，尹tl为产毒素多杀巴氏杆菌阳性(+) ; 

被检样品电泳道出现-条 1050 bp 的条带，判为 A 型多杀巴氏杆菌阳性(十) ;被检样品电泳道出现一

条 648 bp 的条带，判为 D 型多杀巴氏杆菌阳性C+) ;被检样品泳道没有出现以上任一条带，判为阴性

(一)。阳性和阴性对照结果不成立时，应检查试剂是否过期、污染等，试验需重做。结果判定参见附录
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6.5 血清学检测

6.5. 1 使用范围

6.5. 1. 1 本试验是使用猪支气管败血波氏杆菌 I 相菌福尔马林死菌抗原，进行试管或平板凝集反应检

测感染猪血清中的特异性 K凝集抗体。其中，平板凝集反应适用于对本病进行大批量筛选试验，试管

凝集反应作为定性试验。

6.5. 1.2 哺乳早期感染的仔猪群，自 1 月龄左右逐渐出现可检出的 K 抗体，到 5 月龄~8 月龄期间，阳

性率可达 90%以上，以后继续保持阳性。最高 K抗体价可达 1 : 320~640 或更高， 3 周龄以上的猪一

般可在感染后 10 d~14 d 出现 K 抗体。

6.5. 1.3 感染母猪通过初乳传递给仔猪的 K 抗体，一般在出生后 1 个月 ~2 个月内消失;注射过猪支

气管败血波氏杆菌茵茵的母猪生下的仔猪，则被动抗体价延缓消失。

6.5.2 试验材料

6.5.2. 1 抗原按说明书要求使用。

6.5.2.2 标准阳性和阴性对照血清按说明书要求使用。
6.5.2.3 被检血清必须新鲜，元明显蛋白凝固，无溶血现象和无腐败气味。
6.5.2.4 稀释液为 pH 7.0 磷酸盐缓冲盐水。配方为 :Na2HP04 • 12H20 2.4 gC或 Naz HP04 1. 2 g) , 

NaCl 6.8 g , KHzP04 0.7 g，蒸馆水 1000 mL，加温溶解，两层滤纸滤过，分装，高压灭菌。

6.5.3 操作方法及结果判定

6.5.3. 1 试管凝集试验

6.5.3. 1. 1 被检血清和阴、阳性对照血清同时置于 56.C水浴箱中灭能 30 mino 

6.5.3.1.2 血清稀释方法:每份血清用一列小试管(口径 8 mm~10 mm) ，第一管加入缓冲盐水 o. 8 

mL，以后各管均加入 0.5 mL，)J11被检血清 0.2mL 于第一管中。换另一支吸管，将第二管稀释血清充分

混匀，吸取 0.5 mL 加入第二管，如此用同一吸管稀释，直至最后一管，取出 0.5 mL 弃去。每管为稀释

血清 0.5mL。一般稀释到 1 : 80 ，大批检疫时可稀释到 1 : 40。阳性对照血清稀释到 1 : 160~1 : 320; 

阴性对照血清至少稀释到 1 : 10 。

6.5.3. 1.3 向上述各管内添加工作抗原 0.5mL，振荡，使血清和抗原充分混匀。

6.5.3. 1.4 放入 37"C温箱 18 h~20 h。然后，取出在室温静置 2 h，记录每管的反应。

6.5. 3. 1.5 每批试验均应设有阴、阳性血清对照和抗原缓冲盐水对照(抗原加缓冲盐水 0.5 mL) 0 

6.5.3. 1.6 结果判定:
"++++":表示 100%菌体被凝集。液体完全透明，管底覆盖明显的伞状凝集沉淀物。

"+++" :表示 75%菌体被凝集。液体略呈混浊，管底伞状凝集沉淀物明显。

"++":表示 50%菌体被凝集。液体呈中等程度混浊，管底有中等量伞状凝集沉淀物。

"+" :表示 25%菌体被凝集。液体不透明或透明度不明显，有不太显著的伞状凝集沉淀物。

"一"表示菌体无凝集。液体不透明，无任何凝集沉淀物。细菌可能沉于管底，但呈光滑圆挖状，振

荡时呈均匀混浊。

当抗原缓冲盐水对照管、阴性血清对照管均呈阴性反应，阳性血清对照管反应达到原有滴度时，被

检血清稀释度注10 出现"++"以上，判定为猪支气管败血波氏杆菌阳性反应血清。

6.5. 3. 2 平板凝集试验

6.5.3.2. 1 被检血清和阴、阳性对照血清均不稀释，可以不加热灭能。
6.5.3.2.2 于清洁的玻璃板或玻璃平皿上，用玻璃笔划成约 2 c旷的小方格。以 1 mL 吸管在格内加

一小滴血清(约 0.03 mL)，再充分混合一铀圈(直径 8mm)抗原原液，轻轻摇动玻璃板或玻璃平皿，于室

温C20.C ~25.C)放置 2 min。室温在 20.C 以下时，适当延长至 5min

7 
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6.5.3.2.3 每次平板试验均应设有阴、阳性血清对照和抗原缓冲盐水对照。
6.5.3.2.4 结果判定:

"十十++":表示 100%菌体被凝集。抗原和血清?昆合后， 2 min 内液滴中出现大凝集块或颗粒状

凝集物，液体完全清亮。

"+++":表示约 75%菌体被凝集。在 2min 内液滴有明显凝集块，液体几乎完全透明。

"++":表示约 50%菌体被凝集。液滴中有少量可见的颗粒状凝集物，出现较迟缓，液体不透明。

"+" :表示 25%以下菌体被凝集。液滴中有很少量仅仅可以看出的粒状物，出现迟缓，液体混浊。

"一"表示菌体无任何凝集。液滴均匀?昆浊。

当阳性血清对照呈"++++"反应，阴性血清和抗原缓冲盐水对照呈" "反应时，被检血清加抗原

出现"+++"到"++++"反应，判定为猪支气管败血波氏杆菌阳性反应血清。"++"反应判定为疑

似，"+"至" "反应判定为阴性。

7 结果判定

对猪群的检疫应综合应用临床检查、细菌检查及血清学检查，并选择样品病猪作病理解剖检查。检

疫猪群诊断有鼻漏带血、泪斑、鼻塞、喷嗖，特别有鼻部弯曲等颜面变形的临床指征病状，鼻腔检出支气

管败血波氏杆菌 I 相菌及/或产毒素性多杀巴氏杆菌，判定该猪群为传染性萎缩性鼻炎疫群。具有鼻甲

骨萎缩病变，无论有或无鼻部弯曲等症状的猪，诊断为典型病变猪。检出支气管败血波氏杆菌 I 相菌

及/或产毒素性多杀巳氏杆菌的猪，诊断为病原菌感染、排菌猪。检出猪支气管败血波氏杆菌 K凝集抗

体的猪，判定为猪支气管败血波氏杆菌感染血清阳转猪。疫群中的检菌及血清阴性的外观健康猪，需隔

离多次复检，才能做最后阴性判定。

8 
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附录 A

(规范性附录)

鼻腔标准横断面的萎缩性鼻炎(AR)分级标准

A.1 正常("一")

两侧鼻甲骨对称，骨板坚硬，正常占有鼻腔容积(间腔正常) ，鼻中隔正直。两侧鼻腔容积对称，鼻腔

纵径大于横径。

A.2 可疑("?")

鼻甲骨形态异常(变形)、不对称，不完全占有鼻腔容积。卷曲特别是腹卷曲疑有萎缩，但肉眼不能

判定，鼻中隔或有轻度倾斜。

A.3 轻度萎缩("+")

一侧或两侧卷曲主要是腹卷曲轻度或部分萎缩，相应间腔加大;或卷曲变小，卷度变短，骨板变粗，

相应间腔增大。也有轻度萎缩和变粗同时存在的病例。或伴有鼻中隔轻度倾斜或弯曲。表现出两侧或

背、腹卷曲及其相应间腔的轻度不对称。

A.4 中等萎缩("+ +") 

腹卷曲基本萎缩，背卷曲部分萎缩。

A.5 重度萎缩("+++")

腹卷曲完全萎缩，背卷曲大部分萎缩。

A.6 完全萎缩("++++")

背卷曲及腹卷曲均完全萎缩。

鼻甲骨中等到完全萎缩的病例，间或伴有鼻中隔不同程度的歪斜和弯曲，两侧鼻腔容积不对称或鼻

腔的横径大于纵径。严重者鼻腔周围骨(鼻骨、上颗骨)可能萎缩变形。

卷曲萎缩明显以至消失者不难判定，但是腹卷曲的轻度萎缩有时难以判定，且易与发育不全?昆淆。

卷曲往往只有变形而看不到萎缩。

鼻甲骨轻度萎缩与发育不全的鉴别:腹鼻甲骨发育不全是腹卷曲小，卷曲不全，甚至呈鱼钩状，但骨

板坚硬，几乎正常占据鼻腔容积，两侧对称，其他鼻腔结构正常。如背卷曲同时变形，疑有萎缩，鼻中隔

倾斜，则分级为"?"。

9 



NY/T 546-2015 

附录 B

(规范性附录)

血红素映喃瞠酣改良麦康凯琼脂(HFMA)培养基配制方法

B.1 成分

B. 1. 1 基础琼脂{改良麦康凯琼脂)
蛋白陈[日本大五牌多型蛋白陈(Polypeptone)

或 Oxoid 牌膜蛋白陈(Tryptone) ] 

氯化铀

琼脂粉(青岛)

葡萄糖

乳糖

2% 

0.5% 

1. 2% 

1. 0% 

1. 0% 

三号胆盐COxoid) 0.15% 

中性红 0.003%0%水溶液 3 mL/ L) 

蒸馆水加至 1000 mL 

加热溶化，分装。1l00C 20 min.pH 7. 0~7. 2。培养基呈淡红色。贮存室温或 4
0

C冰箱备用。

B. 1.2 添加物
1%映喃瞠酣二甲基甲酷胶溶液 0.05 mL/ 100 mL(哄喃唾酣最后浓度为 5μg/mL)

10%牛或绵羊红细胞裂解液 1mLC最后浓度为 1 : 1000) 

4
0

C冰箱保存备用。吱喃嗖酣二甲基甲酷胶溶液临用时加热溶解。

B. 2 配制方法

基础琼脂水浴加热充分溶化，凉至 55
0

C ~60oC.加人映喃瞠酣二甲基甲酷胶溶液及红细胞裂解液，

立即充分摇匀，倒平板，每个平皿 20 mLC平皿直径 90 cm) 。干燥后使用，或置于 4
0

C冰箱 1 周内使用。

防霉生长可加入两性霉素 B 10μg/mL 或放线酣 30 周/mL~50μg/mL。对污染较重的鼻腔拭子，可再

加入壮观霉素 5μg/mL~10μg/mLC活性成分)。

B.3 用途

用于鼻腔黠液分离支气管败血波氏杆菌。
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附录 C

(规范性附录)

新霉素洁霉素血液马丁琼脂(NLHMA)培养基配制方法

C. 1 成分

马丁琼脂

脱纤牛血

硫酸新霉素

盐酸洁霉素(林可霉素)

C. 2 配制方法

pH 7. 2~7. 4 

0.2% 

2μg/mL 

1μg/mL 

NY/T 546-2015 

马丁琼脂水浴加热充分溶化，凉至约 55
0

C加入脱纤牛血、新霉素及洁霉素，立即充分摇匀，倒平板，

每个平皿 15 mL~20 mL(平皿直径 90 cm) 。干燥后使用，或保存 4
0

C冰箱 1 周内使用。

C. 3 用途

用于鼻腔蒙古液分离多杀巴氏杆菌。

11 
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附录 D

(规范性附录)

分离平板目的菌落计数分级

D.1 一目的菌落阴性。

D.2 +目的菌落 1 个~10 个。

D.3 十十目的菌落 11 个~50 个。

D.4 +十+目的菌落 51 个~100 个。

D.5 ++++目的菌落 100 个以上。

D.6 目的菌落密集成片不能计数。

D.7 x非目的菌(如大肠杆菌、绿服杆菌、变形杆菌等)生长成片，复盖平板，不能判定有无目的菌落。

12 



附录 E

{规范性附录)

绵羊血改良鲍姜氏琼脂培养基的配制方法

E. 1 成分

E. 1. 1 基础菁、脂(改良鲍姜氏琼脂}
E. 1. 1. 1 马铃薯浸出液

NY/T 546-2015 

白皮马铃薯(去芽，去皮，切长条)500 g，甘油蒸馆水(热蒸馆水 1000mL，甘油 40mL，甘油最后浓度

1%) ，洗净去水的马铃薯条加入甘油蒸馆水， 119
0

C ~ 120
0

C加热 30min，不要振荡，倾出上清液使用 o

E. 1.1.2 琼脂液
氯化铀 16.8 g(最后浓度 0.6%) ，蛋白陈(大五牌多型蛋白陈或 Oxoid 牌膜蛋白陈) 14 gC最后浓度

0.5%) ，琼脂粉(青岛)33.6g(最后浓度1. 2%) ，蒸馆水加至 2 100 mL 120
0

C加热溶解 30 min，加入马

铃薯浸出液的上清液 700 mL(即两液比例为 75% : 25% >0 11昆合，继续加热溶化， 4 层纱布滤过，分装，

116
0

C 30 mino 不调 pH，高压灭菌后 pH 一般为 6. 4~6. 7 ，贮于 4
0

C冰箱或室温备用。备做斜面的基础

琼脂加蛋白陈，备做平板的不加蛋白陈。

E. 1.2 脱纤绵羊血
无菌新采取，支气管败血波氏杆菌 K 和 0凝集价均<1: 10 ， 10% 。

E. 2 配制方法

基础琼脂溶化后凉至 55
0

C ，加人脱纤绵羊血，立即充分混合，勿起泡沫，制斜面管或倒平板(直径

90 cm，平I皿每皿 20 mL)，放 4 0C冰箱约 1 周后使用为佳。

E. 3 用途

用于支气管败血波氏杆菌的纯菌培养及菌相鉴定。

13 
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F. 1 

附录 F

(规范性附录)

三糖铁服半固体盲层培养基配制方法

成分

多型蛋白陈CPolypeptone) 1. 0% 

牛肉膏 0.5% 

氯化铀 0.3% 

磷酸二氢押CKHz P04 ) 0.1% 

琼脂粉 0.3% 

硫代硫酸纳 0.03% 

硫酸亚铁镣 0.03% 

混合指示剂 5mL 

葡萄糖 0.1% 

乳糖 1. 0% 

尿素 2.0% 

注: 1:昆合指示剂配制 :0.2% BTB水溶液(0.2 g BTB溶于 50 mL酒精中，加蒸馆水 50 mL)2. 0 mL, O. 2% TB水溶液

(0.4 g TB 溶于 17.2 mL N/20 NaOH，加蒸馆水 100 mL.再加水稀释 1 倍)1. 0 mL, O. 5%酸性品红水溶液 2.0

mL o 

F.2 配制方法

将前 7 种成分充分溶解于蒸馆水后，修正 pH 为 6. 9。再加入混合指示剂、葡萄糖、乳糖及尿素，充

分溶解。每支小试管分装 2 mL~2. 5 mL，流动蒸气灭菌 100 min，冷却放成半斜面，无菌检验， 4
0

C冰箱

保存备用。

F.3 用途

用于筛检鼻腔站液分离平板上的可疑多杀巴氏杆菌集落。
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附录 G

(规范性附录)

0.01 moI/L PBS 缓冲液(pH 7. 4) 的配制

G.1 成分

NaCl 8g 

KCl 0.2 g 

Na2HP04 1. 44 g 

KH2P04 0.24 g 

G.2 配制方法

将以上 4 种成分溶于 800mL 蒸馆水中，用 HCl 调节溶液的 pH 至 7.4，最后加蒸锢水定容至 1L。

115
0

C高压灭菌 10 min~ 15 min，常温保存备用。
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附录 E

(规范性附录)

引物序列

H. 1 检测猪支气管败血波氏杆菌的引物序列

Bb - F: 5'- CAGGAACATGCCCTTTG - 3'; 

Bb - R: 5' - TCCCAAGAGAGAAAGGCT - 3' 。

H.2 检测多杀巴氏杆菌的引物序列

Pm - F: 5'- ATCCGCT ATTT ACCCAGTGG - 3' ; 

Pm - R:5'- GCTGTAAACGAACTCGCCAC- 3' 。

H. 3 检测产毒素多杀巴氏杆菌的引物序列

T+Pm- F:5'- CTTAGATGAGCGACAAGG- 3'; 

T十Pm - R , 5'- ACA TTGCAGCAAA TTGTT - 3' 。

H.4 检测 A型多杀巴氏杆菌的引物序列

Pm A - F:5'- TGCCAAAATCGCAGTCAG- 3'; 

Pm A - R ,5'- TTGCCATCATTGTCAGTG- 3' 。

H. 5 检测 D型多杀巴氏杆菌的引物序列

16 

Pm D- F:5'- TTACAAAAGAAAGACTAGGAGCCC- 3'; 

Pm D- R ,5'- CATCTACCCACTCAACCATATCAG- 3' 



附录 I

(资料性附录)

1. 1 猪支气管败血波氏杆菌 PCR 检测结果判定图见图 1. 10

说明:

250 

100 
187 bp 

M ~DL - 2 000 D:-.1A 分子质最标准， 泳道 2 阴性 。

泳道 l 阳性;

图I. 1 猪支气管败血波氏杆菌 PCR 检测结果电泳图

1. 2 多杀巴氏杆菌 PCR 检测结果判定图见图 1. 2 。

2000 雹:;;:;:::J

[)O(] 警量匾匾重重

:)0 b 董矗昌在 雹噩噩 457 bp 
蕾噩噩r

" 量事喜喜

说明.

M ~DL- 2 000 DNA 分子质量标准， 泳道 2 阴性 。

泳迫 1 阳件;

图1. 2 多杀巴氏杆菌 PCR 检测结果电泳图

1. 3 产毒素多杀巴氏杆菌 PCR 检测结果判定图见图 1. 3 。

NYj T 546-2015 
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1000 bp 
750 bp 

500 hp 

250 bp 

100 bp 

- 812 bp 

2000 bp 

说明:

M - DL- 2000 D'\J八分子质最标准; 泳道 2 阴性。

泳迫 1 阳性;

图1. 3 产毒素多杀巴氏杆菌 PCR 检测结果电泳图

1. 4 A 型多杀巴氏杆菌 PCR 检测结果判定图见图 1. 4 。

n
u
n
U
A
υ
A
U
A
υ
 

nu
q
JnuqJnu 

n
u
句，
，
，
、
J

句
，

&

'
I

l 
1 050 bp 

说明:

M 一-DL - 2 000 D:'>JA 分子质量标准;

泳道 1 阳性;

泳道 2一一阴性。

图1. 4 A 型多杀巴氏杆菌 PCR 检测结果电泳图

1. 5 D 型多杀巴氏杆菌 PCR 检测结果判定图见图 1. 5 。

18 



说明:

2000 bp 

1000 bp 
750 bp 

500 bp 

250 bp 

loobp 

M 

M 一-DL - 2 000 D;\!A 分子质量标准;

泳道 I 一一阳性;

2 

- 648bp 

泳道 2-JlfJ性 。

图1. 5 D 型多杀巴氏杆菌 PCR 检测结果电泳图

NY/T 546-2015 
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