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前!!言

本文件按照!"!#$%$"&'&'#标准化工作导则!第$部分$标准化文件的结构和起草规则%的规定
起草&

请注意本文件的某些内容可能涉及专利&本文件的发布机构不承担识别专利的责任&
本文件由农业农村部畜牧兽医局提出&
本文件由全国兽药残留与耐药性控制专家委员会归口&
本文件起草单位$中国动物卫生与流行病学中心'中国兽医药品监察所&
本文件主要起草人$王娟'张纯萍'曲志娜'赵琪'刘俊辉'黄秀梅'宋立'李雪莲'张青青'李月华'刘娜'

王琳'崔明全'王君玮'王鹤佳'徐士新&
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动物源弯曲杆菌分离与鉴定技术规程

"!范围

本文件规定了动物源弯曲杆菌(!"#$%&'(")*+,)的分离与鉴定方法&
本文件适用于动物直肠!泄殖腔拭子'新鲜粪便'肠道内容物等样品中空肠弯曲杆菌'结肠弯曲杆菌的

分离和鉴定&

$!规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款&其中*注日期的引用文件*
仅该日期对应的版本适用于本文件+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&

!"!#(()&!分析实验室用水规格和试验方法
!"$*+)*!实验室!生物安全通用要求

&!术语和定义

本文件没有需要界定的术语和定义&

!!试剂或材料

!'"!要求
除另有规定外*所有试剂均为分析纯*水为符合!"!#(()&规定的三级水*培养基按附录,配制或

用商品化产品&

!'$!试剂
!'$'"!四甲基对苯二胺盐酸盐&

!'$'$!-'.过氧化氢&

!'$'&!聚合酶链式反应预混液(&/01234567839:)&

!'$'!!琼脂糖&

!'$'(!;'/#,<缓冲液&

!'$')!"=氰=+=羟基肉硅酸(>11,)$色谱纯&

!'&!溶液配制
!'&'"!氧化酶溶液$取四甲基对苯二胺盐酸盐$%'?*加水适量使溶解*并稀释至$''@A&

!'&'$!-.过氧化氢溶液$取-'.过氧化氢$''@A'水*''@A*混匀&

!'&'&!马尿酸钠水解试剂$按照附录,中,%$的规定执行&

!'&'!!$/#,<缓冲液$取;'/#,<缓冲液&'@A*加水定容至$'''@A&

!'&'(!$%&.琼脂糖凝胶$取琼脂糖$%&?于$''@A$/#,<缓冲液中加热*充分溶解&

!'&')!基质溶液$取"=氰=+=羟基肉硅酸(>11,)*按说明书配制*或用市售商品&

!'!!培养基制备
!'!'"!148B="C498氏运送培养基$按照,%&的规定执行&

!'!'$!"DC6DE肉汤$按照,%-的规定执行&

!'!'&!改良11F琼脂$按照,%+的规定执行&

!'!'!!GH988DI血琼脂$按照,%;的规定执行&
$
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!'!'(!弯曲杆菌显色培养基$按说明书配制&

!'!')!哥伦比亚血琼脂$按照,%(的规定执行&

!'!'*!布氏肉汤$按照,%J的规定执行&

!'!'#!;.蔗糖脱脂乳保护剂$按照,%)的规定执行&

!'(!标准菌株
空肠弯曲杆菌(!"#$%&'(")*+,-+-./0*,#11--;(')'结肠弯曲杆菌(!"#$%&'(")*+,)'&0*,#11

+-+J))&

!')!材料
!')'"!吲哚乙酸酯纸片&

!')'$!生化鉴定试剂盒或生化鉴定卡&

!')'&!磁珠保藏管&

(!器材设备

('"!二级生物安全柜&

('$!恒温培养箱&

('&!冰箱$&K#;K*L&'K或以下&

('!!恒温振荡培养箱&

('(!分析天平$感量'%'$?&

(')!高压灭菌器&

('*!振荡器&

('+!微需氧培养装置$提供微需氧条件(;.氧气'$'.二氧化碳和);.氮气)&

('"%!显微镜$$'/#$''/&

('""!高速冷冻离心机&

('"$!麦氏比浊仪&

('"&!微生物生化鉴定系统&

('"!!012仪&

('"(!核酸电泳仪&

('")!电泳凝胶成像分析系统&

('"*!微生物质谱仪(3,AFM=#NO3G)&

('"#!涡旋混合器&

('"+!冷冻干燥机&

)!样品采集与保存运输

取灭菌棉签*插入直肠-P@#+P@(泄殖腔$%;P@#&P@)*旋转数次*取出*置于148B="C498氏运送
培养基中+采集肠道内容物或粪便*置于无菌塑封袋或其他密闭容器中&'K#+K保存运输*不宜超过
&+Q&

*!分离鉴定程序

弯曲杆菌分离与鉴定流程见图$&

&
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图$!弯曲杆菌分离与鉴定流程

#!增菌

#'"!动物直肠!泄殖腔拭子
取单个动物直肠!泄殖腔拭子*置于&@A#-@A"DC6DE肉汤中*在微需氧条件下(+&R$)K培养

&+Q#+)Q&

#'$!肠道内容物!粪便
取;?样品*置于+;@A"DC6DE肉汤中($S$'稀释)*混匀*在微需氧条件下(+&R$)K培养&+Q#

+)Q&

+!分离纯化

+'"!分离
取增菌液*划线接种GH988DI血琼脂'改良11F琼脂平板或弯曲杆菌显色培养基&在微需氧条件下*

(+&R$)K培养&+Q#+)Q&

+'$!纯化
取出平板*观察菌落形态&GH988DI血琼脂平板上可疑菌落为灰色'扁平'湿润有光泽'呈沿接种线向

外扩散生长的倾向+或呈分散凸起的单个菌落*边缘整齐'发亮&改良11F琼脂平板上的可疑菌落为淡灰
色*有金属光泽'潮湿'扁平*呈扩散生长的倾向&弯曲杆菌显色培养基上的菌落形态参见商品说明书&挑
取可疑菌落*接种哥伦比亚血平板*在微需氧条件下*(+&R$)K培养&+Q#+)Q&

"%!筛查与鉴定

"%'"!菌属鉴定

"%'"'"!形态观察
取纯化菌*革兰氏染色*镜检&弯曲杆菌为革兰氏阴性*呈弯曲小逗点状或G形'螺旋状'海鸥展翅状&

-
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"%'"'$!动力观察
取纯化菌*悬浮于$@A布氏肉汤中*用显微镜观察*弯曲杆菌呈螺旋状运动&

"%'"'&!氧化酶试验
挑取纯化菌落*置于氧化酶试剂润湿的滤纸上*$'5内弯曲杆菌出现紫红色'紫罗兰色或深蓝色&

"%'"'!!生长试验
取纯化菌*接种哥伦比亚血平板*分别置于微需氧条件下(&;R$)K和有氧条件(+&R$)K培养(++R

+)Q*弯曲杆菌均不生长&

"%'$!空肠弯曲杆菌和结肠弯曲杆菌的鉴定
"%'$'"!通用要求

生化鉴定'012鉴定'质谱鉴定-种方法任选其一&

"%'$'$!生化鉴定
"%'$'$'"!过氧化氢酶试验

取-.过氧化氢溶液$滴#&滴至玻片上*挑取菌落与之混合*-'5内出现气泡则判定为阳性&

"%'$'$'$!马尿酸钠水解试验
挑取菌落*加$.马尿酸钠溶液'%+@A*混匀*制成菌悬液*置于(-(R$)K水浴中孵育&Q或培养箱

孵育+Q&沿试管壁缓缓加入茚三酮溶液'%&@A*避免振荡*置于(-(R$)K孵育$'@9E&菌液呈深紫色
为阳性*淡紫色或无颜色变化为阴性&

"%'$'$'&!吲哚乙酸酯水解试验
挑取菌落至吲哚乙酸酯纸片*滴加灭菌水$滴*观察结果&;@9E#$'@9E内呈深蓝色为阳性*无颜

色变化为阴性&
注#上述-项生化实验也可使用商品化试剂盒或鉴定卡&

"%'$'$'!!结果判定
空肠弯曲杆菌与结肠弯曲杆菌的判定按表$进行&

表"!空肠弯曲杆菌和结肠弯曲杆菌的生化特征

特征 空肠弯曲杆菌 结肠弯曲杆菌

过氧化氢酶试验 T T
马尿酸盐水解试验 T L
吲哚乙酸酯水解试验 T T

!!注#,T-表示阳性+,L-表示阴性&

"%'$'&!$%&鉴定

"%'$'&'"!$%&模板的制备
取新鲜菌落*重悬于'%;@A灭菌水*煮沸$'@9E*冷却*$&'''8!@9E离心&@9E*取上清液*备用&

以空肠弯曲杆菌和结肠弯曲杆菌标准菌株为阳性对照*以水为阴性对照&

"%'$'&'$!$%&引物
空肠弯曲杆菌和结肠弯曲杆菌的012引物序列及扩增片段长度见表&&

表$!空肠弯曲菌和结肠弯曲菌的,-.引物序列及扩增片段长度

细菌 引物序列 扩增片段长度*UV

空肠弯曲杆菌
上游$;W=1,#!1##!111!#,!!#1,!,!1!1#=-W
下游$;W=,,!!,#,!#!!!1,1!#,!!1,,!!,1=-W

JJ-

结肠弯曲杆菌
上游$;W=,!!!1,,!!!!!,!1!1##!#,,!#1=-W
下游$;W=#,#!111!#,#!1#,!1,,!,##!1!1=-W

-(+

"%'$'&'&!$%&反应体系
+
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012反应体系(&;$A)见表-&

表&!$%&反应体系

试剂 体积*$A

&/01234567839: $&%;
上游引物($'E@DC!A) '%;
下游引物($'E@DC!A) '%;

水 $'%;
模板 $%'

"%'$'&'!!$%&反应条件

*+K预变性;@9E+*+K变性$@9E*('K退火$@9E*J&K延伸$@9E*-'个循环*J&K延伸
$'@9E&

"%'$'&'(!电泳
取012扩增产物*于$%&.的琼脂糖凝胶中电泳*凝胶成像分析&

"%'$'&')!结果判定
电泳结果按照表&的扩增片段长度判定*必要时测序鉴定&012产物电泳图见附录"中的图"%$*

片段测序结果见"%&和"%-&

"%'$'!!质谱鉴定
"%'$'!'"!菌样制备

挑取单个新鲜纯化菌落*均匀涂布于靶板样品孔中(涂布厚度为薄薄一层)*室温干燥&吸取$$A基
质溶液*滴于样品上*混匀*室温干燥&将空肠弯曲杆菌和结肠弯曲杆菌标准菌株的新鲜菌落同法操作&

"%'$'!'$!仪器校准
检测样品前*应对微生物质谱仪进行校准&

"%'$'!'&!测定
取制备好的样品靶板置于质谱仪靶板槽中&编辑样品信息后*进行谱图数据采集&

"%'$'!'!!结果判定
微生物质谱仪自动完成谱的图比对和鉴定&以不同颜色'不同分值显示结果*菌株鉴定位点显示绿

色*鉴定分值达到种水平可信即可&空肠弯曲杆菌和结肠弯曲杆菌标准菌株的质谱鉴定谱图见附录1中
的图1%$'图1%&&

""!菌株保存

取新鲜纯化菌*置于磁珠保藏管*LJ'K或以下保藏+或加入;.蔗糖脱脂乳保护剂*冻干*L&'K或
以下保藏&

"$!生物安全措施

实验室设施设备'人员防护及实验的安全操作'实验废弃物和菌种的处理应符合!"$*+)*的要求&

;
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附!录!'
$规范性%

培养基与试液

!

''"!马尿酸钠水解试剂

''"'"!马尿酸钠溶液
''"'"'"!成分

马尿酸钠 $'%'?
磷酸盐缓冲液(0"G)组分$
氯化钠 )%;?
磷酸氢二钠 *%'?
磷酸二氢钠 &%J?
水 $'''@A

''"'"'$!制法
将马尿酸钠溶于磷酸盐缓冲溶液中*过滤除菌&无菌分装*每管'%+@A&L&'K或以下保存&

''"'$!茚三酮溶液
''"'$'"!成分

水合茚三酮 $%)?
丙酮 &;@A
丁醇 &;@A

''"'$'$!制备
将水合茚三酮溶解于丙酮!丁醇混合液中&该溶液在避光冷藏时不超过JX&

''$!%()*+,-(.)氏运送培养基

''$'"!成分
硫乙醇酸钠 $%;?
磷酸氢二钠 $%$?
氯化钠 ;?
琼脂 ;?
氯化钙 '%'*?
水 $'''@A

''$'$!制法
将,%&%$中各成分溶于水中*混匀*调节V>至)%+R'%&&$&$K灭菌$;@9E*分装备用&

''&!,/-0/1肉汤

''&'"!基础培养基
''&'"'"!成分

动物组织酶解物 $'%'?
乳白蛋白水解物 ;%'?
酵母浸膏 ;%'?

(
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氯化钠 ;%'?
丙酮酸钠 '%;?
偏亚硫酸氢钠 '%;?
碳酸钠 '%(?
"=酮戊二酸 $%'?
水 $'''@A

''&'"'$!制法
将,%-%$%$中各成分溶于水中*$&$K灭菌$;@9E*备用&

''&'$!无菌裂解脱纤维绵羊或马血
取无菌脱纤维绵羊或马血*反复冻融*或使用皂角苷进行裂解&

''&'&!抗生素溶液
''&'&'"!成分

头孢哌酮(P7YDV784ZDE7) '%'&?
万古霉素([4EPD@BP9E) '%'&?
三甲氧苄胺嘧啶(689@76QDV89@) '%'&?
放线菌酮(PBPCDQ7:9@9X7) '%'&?
乙醇!灭菌水(;'!;'*体积分数) ;%'@A

''&'&'$!制法
将,%-%-%$中各成分溶解于乙醇!灭菌水混合溶液中&

''&'!!完全培养基
''&'!'"!成分

基础培养基 $'''@A
无菌裂解脱纤维绵羊或马血 ;'@A
抗生素溶液 ;@A

''&'!'$!制法
基础培养基冷却至约+;K*加入无菌裂解脱纤维绵羊或马血'抗生素溶液*混匀*调节V>至J%+R

'%&&常温下放置不宜超过+Q*+K左右避光保存不宜超过JX&

''!!改良%%2琼脂

''!'"!基础培养基
''!'"'"!成分

牛肉浸膏 $'%'?
动物组织酶解物 $'%'?
氯化钠 ;%'?
细菌炭 +%'?
水解酪蛋白 -%'?
脱氧胆酸钠 $%'?
硫酸亚铁 '%&;?
丙酮酸钠 '%&;?
琼脂粉 $;%'?
酵母膏 &%'?
水 $'''@A

''!'"'$!制法
将,%+%$%$中各成分溶于水中*调V>至J%+R'%&*$&$K灭菌$;@9E*备用&

J
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''!'$!抗生素溶液
''!'$'"!成分

头孢哌酮(P7YDV784ZDE7) '%'-?
两性霉素"(4@VQD6789P9E") '%'$?
乙醇!灭菌水(;'!;'*体积分数) ;%'@A

''!'$'$!制法
将,%+%&%$中各成分溶解于乙醇!灭菌水混合溶液中&

''!'&!完全培养基
''!'&'"!成分

基础培养基 $'''@A
抗生物溶液 ;@A

''!'&'$!制法
基础培养基冷却至+;K*加入抗生素溶液混匀*调V>至J%+R'%&&倾注无菌平皿中*静置至培养基

凝固&使用前需预先干燥平板&制备的平板未干燥时在室温放置不宜超过+Q*或在+K左右冷藏不宜超
过JX&

''(!34.))/5血琼脂

''('"!基础培养基
''('"'"!成分

蛋白胨 $;%'?
胰蛋白胨 &%;?
酵母浸膏 ;%'?
氯化钠 ;%'?
琼脂 $;%'?
水 $'''@A

''('"'$!制法
将,%;%$%$中各成分溶于蒸馏水中*$&$K灭菌$;@9E*备用&

''('$!6,$溶液

''('$'"!成分
丙酮酸钠 '%&;?
焦亚硫酸钠 '%&;?
硫酸亚铁 '%&;?
水 $''@A

''('$'$!制法
将,%;%&%$中各成分溶于水中*经'%&&$@滤膜过滤除菌&现用现配*LJ'K储存不超过-个月或

L&'K储存不超过$个月&

''('&!抗生素溶液
''('&'"!成分

万古霉素([4EPD@BP9E) '%'$?
三甲氧苄胺嘧啶(689@76QDV89@) '%'';?
多黏菌素"(VDCB@B:9E") &;''M\
乙醇!灭菌水(;'!;'*体积分数) ;%'@A

''('&'$!制法
)
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将,%;%-%$中各成分溶解于乙醇!灭菌水混合溶液中&

''('!!无菌脱纤维绵羊血
在无菌操作条件下*将绵羊血倒入盛有灭菌玻璃珠的容器中*振摇约$'@9E*静置后除去附有血纤维

的玻璃珠即可&

''('(!完全培养基
''('('"!成分

基础培养基 $'''@A
O"0溶液 ;@A
抗生素溶液 ;@A
无菌脱纤维绵羊血 ;'@A

''('('$!制法
当基础培养基的温度为+;K时*无菌加入O"0溶液'抗生素溶液与冻融的无菌脱纤维绵羊血*混匀&

调V>至J%+R'%&&倾注于无菌平皿中*静置至培养基凝固&

'')!哥伦比亚血琼脂$%/-789.(9-//:(;()%

'')'"!基础培养基
'')'"'"!成分

动物组织酶解物 &-%'?
淀粉 $%'?
氯化钠 ;%'?
琼脂 $;%'?
水 $'''@A

'')'"'$!制法
将,%(%$%$成分溶于水中*$&$K灭菌$;@9E*备用&

'')'$!无菌脱纤维绵羊血
在无菌操作条件下*将绵羊血倒入盛有灭菌玻璃珠的容器中*振摇约$'@9E*静置后除去附有血纤维

的玻璃珠即可&

'')'&!完全培养基
'')'&'"!成分

基础培养基 $'''%'@A
无菌脱纤维绵羊血 ;'%'@A

'')'&'$!制法
当基础培养基的温度为+;K时*无菌加入绵羊血*混匀*调V>至J%-R'%&&倾注于无菌平皿中*静

置至培养基凝固&

''*!布氏肉汤
''*'"!成分

酪蛋白酶解物 $'%'?
动物组织酶解物 $'%'?
葡萄糖 $%'?
酵母浸膏 &%'?
氯化钠 ;%'?
亚硫酸氢钠 '%$?
水 $'''@A

''*'$!制法
*



!"!#!"!#"$%$$

将,%J%$中各成分溶于水中*调V>至J%'R'%&*$&$K灭菌$;@9E*备用&

''#!(/蔗糖脱脂乳保护剂

''#'"!成分
脱脂乳 $'%'?
蔗糖 ;%'?
水 $''@A

''#'$!制法
将,%)%$中各成分混合*$$&K高压灭菌&'@9E*备用&

'$
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附!录!,
$资料性%

空肠弯曲杆菌和结肠弯曲杆菌$%&产物大小和测序结果对照

!

,'"!空肠弯曲杆菌和结肠弯曲杆菌$%&产物大小

见图"%$&

标引序号说明$

3"""348H78+

$"""阳性对照(空肠弯曲杆菌标准菌株)+

&"""阳性对照(结肠弯曲杆菌标准菌株)+

-"""阴性对照(水)&

图,'"!空肠弯曲杆菌和结肠弯曲杆菌$%&产物电泳图

,'$!空肠弯曲杆菌目标片段测序结果

1,#1##111#,!#1,,!11#1#!#!11##1,11#!#!1##!,####!##!,,!##!#!!#
#,#,,1###,!1,##,,!,1##,!!1##,,,,,#,,!11#,,,,,,,!,,####,,##,##
##1,#1####,11###,,,,,#1,#11,#!1#,###,1,,1,##,!,!1##1###!#,#!1#
,!,,!,######,!1##1,######!##!1,###!,1###!,,###,,,!11#1,###!#!#
#,!1#,,,####1,#,,!,,#,,,,#1#1,1,!1#11#,1,#!##1,,#,11,####1,1##
!#,#,!1#11,######,,!,!#,1!,,#,11,1!,,####,11!1##!1!1##!1####,#
###,1#,###,1###!#1,,#,,#,###!##,#!####!,!###!##1##!,!#!!,,1#,
#1,##,,1,##,,#,1###!###!,#!,###11#1!#,,!#,#1,11,!##!##1###1,#1
###,,!,1##,,,###!#,##,,#,,,1#1#,#,,#,!1,!1,#1,!11,#,!#,,!#!1#
!###1###!!1#1#,#1##1#,,,,#,###!#######,!1,##!1#,!!,#1#!1#,1,#,
,1111,!###11,#,,1##,,,,#,,#,!!#!1,11,####1,#1,#,,,1#,,!1!,,##1
1,#,##1,###,,,,,!11####!#,#1####!!1,!,#,1#1,1##,##!11##!11###,
111##,,#,!1,1#1#!#1#!,!!!!!!11,,,,######,,,!,#,#!!1,1#,!1,,!,1

,'&!结肠弯曲杆菌目标片段测序结果

,!!1,,!!!,!11###,,#1###,!!1,,!!!!,!11###,,#11#,,1,,!!#1,,#!
,,,####,,,,!1,,,!##!!!1#!,#!,!1,,,,##!1,,#1,#1!!1!1,!!,,,,#!!
!!1,!#!1###,#,1,!#!1###,,!#,##,,#,,#,1##!####,#!,1##1#1!1,1,1,
!1!,!,###!11##,####!#!,!###,!,!1,!!1###!,,##!#!,,#,###!!#####
!1###,,!1#1#1,,!!,,#!#,##1##!!1##,,,1,,,,####!##,,1,,!!!#1,,,
,,,##1##,#1!1##1#,,!!!#,#,!,#,1##1,,1##!#,,!#####,!,#!,,,####
#,!1!,,###!!!,,#,!!!,#,,#,#111#,#1#,1,,,##1!1

$$
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附!录!%
$资料性%

微生物质谱仪鉴定谱图

!

%'"!空肠弯曲杆菌标准菌株质谱鉴定谱图

见图1%$&

图%'"!空肠弯曲杆菌标准菌株质谱鉴定谱图

%'$!结肠弯曲杆菌标准菌株质谱鉴定谱图

见图1%&&

图%'$!结肠弯曲杆菌标准菌株质谱鉴定谱图

&$


