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!摘要"
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目的
!

为了探索一种简便(实用并能长期保存小肠结肠炎耶尔森菌菌种的方法$方法
!

",..

年将小

肠结肠炎耶尔森菌菌种"血清
1

%

%

型和血清
1

%

,

型#接种于鸡蛋斜面培养基及半固体培养基复苏后加灭菌液体石

蜡!置
&_

普通冰箱保存!且每年进行复苏鉴定$结果
!

1

%

%

型菌种可保存
!"

年!

1

%

,

型可保存
!!

年以上!

1

%

,

型

到发稿为止!依然存活$结论
!

鸡蛋斜面保存法和半固体穿刺法
N&_

保存小肠结肠炎耶尔森菌菌种效果良好!可

长时间保存!且不需要反复传代$

!关键词"

!

小肠结肠炎耶尔森氏菌'

!

菌种保存'

!

半固体液体石蜡'

!

鸡蛋斜面
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小肠结肠炎耶尔森菌是自
!$

世纪
.$

年代以来引起国际

广泛注意的一种人畜共患病原菌#该菌是耶尔森菌属致病菌之

一#广泛分布于自然界#是能在冷藏温度下生长的少数几种肠

道致病菌之一)在一些寒冷的国家和地区或在寒冷的季节较

为常见#因此有人称其为1冰箱病2#它除引起胃肠道症状外#还

能引起呼吸系统,心血管系统,骨骼结缔组织等疾病#甚至可引

起败血症#造成死亡)该菌还是重要的食源性致病菌#很多国

家&包括中国'都已将该菌列为进出口食品的常规检测项目)

在许多国家已经证实由小肠结肠炎耶尔森菌引起的感染在人

群中是比较常见的#属于全球性疾病#近年来逐渐受到全球重

视*

"

+

(我国在
!$

世纪
.$

年代曾有过因
1

!

%

型和
1

!

,

型耶尔

森菌感染引起人群和乳猪等爆发流行)近年来时有该菌引起

的食物中毒#且发现有
&$

多种动物感染该菌#包括家禽,家畜,

齿动物,爬行动物,水生动物等#尤其是猪,牛,鼠类与人群感染

有重要关系*

!

+

)国内文献报道
"$[

腹泻患者粪便中含有小肠

结肠炎耶尔森菌#比
!$

世纪八九十年代&

"[

!

![

'大为提

高*

%

+

#在冻肉食品,冰箱内熟食品和市售生肉等都有被污染的

可能#但在日常检测样品中检出率比较低)日常工作加标,带

教或培训需要标准菌株#所以探讨摸索一种简单易行的菌种保

存方法是非常必要的)

一般常用的菌种保存方法很多!如常规保存法&半固体液

体石蜡保存法,斜面保存法,砂土管保存法'#低温冷冻保存法

&滤纸片低温冷冻保存法,湿牛奶冷冻法,利用细菌鉴定卡保存

菌种,商品化菌种保存管'#冷冻真空干燥保存法等*

&

+

)一般菌

种最好的保存方法为冷冻干燥
N!$_

保存#但是冷冻干燥设

备要求比较高#方法复杂#一般微生物学实验室难以达到此要

求*

#

+

)因此#选择一种简单易行,对设备要求不高的菌种保存

方法成了每个微生物检验工作者的共同愿望)本科室于
",..

年开始对小肠结肠炎耶尔森菌菌种的保存方法进行探索#采用

比较简单常用易行的半固体液体石蜡和鸡蛋斜面保存法#不需

要反复传代#每年均进行一次复苏鉴定#一直跟踪观察到发稿

为止#作者对这一跟踪观察研究过程进行分析)

>
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材料与方法

>'>

!

材料

>'>'>

!

菌种来源
!

",./

年
#

月广西壮族自治区卫生防疫站

举办小肠结肠炎耶尔森菌培训班发放给各单位学员的菌株#为

小肠结肠炎耶尔森菌血清
1

!

%

&以下简称
1

!

%

'和血清
1

!

,

型

&下简称
1

!

,

'#保存于半固体中)

>'>'?

!

培养基和试剂
!

鸡蛋斜面,半固体,血平板,麦康凯平

板,

EE

平板,克氏双糖铁,各种生化培养基或生化管,灭菌液体

石蜡,诊断血清#每种培养基均按常规方法配制或购买成品#且

在有效期内使用)

>'>'@

!

仪器设备
!

普通冰箱,恒温培养箱,生化培养箱,生物

显微镜,

R2:bV!Q1PT9Q:

全自动细菌鉴定仪及
R2:bV!

\S

鉴定卡试剂条由法国梅里埃公司提供)

>'?

!

方法

-

/#,"

-

检验医学与临床
!$"$

年
,

月第
-

卷第
".

期
!
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保存
!

将菌种保存于
N&_

普通冰箱#

",..

年
""

月

"/

日转种
",./

年
#

月学习培训带回来的
1

!

%

和
1

!

,

菌种#即

将
1

!

%

和
1

!

,

分别接种到
%

支鸡蛋斜面培养基和
%

支半固体

培养基#并对其进行编号)

1

!

%

接种到鸡蛋斜面培养基为
"

,

!

,

/

号#接种到半固体上为
-

,

.

,

,

号(

1

!

,

接种到鸡蛋斜面培

养基为
%

,

&

,

#

号#接种到半固体为
"$

,

""

,

"!

号)将以上菌种

保存管置于&

!&U"

'

_

恒温培养箱中培养
!&?

后#半固体菌种

保存管均以无菌操作加入灭菌的液体石蜡#高度约
"@(

#封

存#鸡蛋斜面菌种保存管不加液体石蜡(置于
N&_

普通冰箱

保存)

>'?'?

!

培养鉴定
!

每年均进行一次复苏培养鉴定#但不进行

传代)其步骤!从冰箱取出所有菌种保存管#取菌苔直接划线

到两套血平板,麦康凯平板和
EE

平板#分别置于&

!&U"

'

_

恒

温培养箱和&

%/U"

'

_

培养箱中培养
!&

!

&.?

#从血平板上挑

取典型菌落用全自动细菌鉴定仪进行系统分析鉴定(从麦康凯

和
EE

平板上挑取典型菌落进行革兰染色并接种克氏双糖铁,

半固体培养基置于上述两种不同温度的培养箱培养#进一步做

生化试验,玻片凝集试验#根据菌落形态,生化反应特征及1

1

2

因子凝集试验结果与初次结果相符#判断该保存管菌种存活(

对无菌生长的保存管再次取菌苔接种血平板,麦康凯和
EE

平

板#连续两次取菌苔培养#均无菌生长判断该保存管菌种死亡)

>'@

!

统计学方法
!

数据采用
ETEE"%'$

软件进行统计分析)

?

!

结
!!

果

?'>

!

菌种复活情况
!

细菌保存后的
!!

年内每年对菌种进行

复苏#结果显示
1

!

%

在鸡蛋斜面培养基
"

,

!

号管存活
!$

年,

/

号管存活
!"

年#在半固体培养基
-

,

.

,

,

号管存活
-

年(

1

!

,

型

在鸡蛋斜面管培养基上
&

号存活至今#

%

号,

#

号管分别存活

!$

,

!"

年#在半固体培养基
""

,

"!

号管存活
-

年#

"$

号管存活

至今)

?'?

!

每年从上述
"!

支菌种保存管中挑取培养物进行复苏鉴

定#转种在血平板,麦康凯和
EE

平板上生长良好#形态染色,菌

落,生化特性及血清学鉴定#初始结果一致)在血平板上形成

直径为
"

!

!((

,圆形光滑,凸起的菌落)在麦康凯和
EE

平

板上菌落为半透明,光滑,湿润,偏平,

"

!

%((

#革兰阴性杆

菌#在克氏双塘铁上
V

"

9

,

a

!

E

&

N

',不产气)动力&

!#_

培养

&.?

阳性,

%-_

培养后阴性',尿素酶试验&

W

',

1ST\

&

W

',

鸟氨酸脱羟酶试验&

W

',赖氨酸脱羟酶试验&

N

',蔗糖试验

&

W

',山梨醇试验&

W

',鼠李糖试验&

N

',枸橼酸盐试验&

N

',

+

&

N

'阿拉伯糖试验&

N

',1

1

2因子血清试验&

W

')

!$$.

年
"!

月,

!$"$

年
!

月对存活的菌株&

&

号与
.

号管'进行复苏培养鉴

定#采用全自动细菌鉴定仪进行系统分析鉴定#符合率达

,,[

#生化反应报告详见表
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)

表
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注!斜杠上和斜杠下分别为
!$$.

年
"!

月和
!$"$

年
!

月份进行鉴定的生化结果&

!$$.

"

!$"$

'#

N

表示阴性#

W

表示阳性)缩写!是
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鉴定卡成分名称英

文缩略语)
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讨
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论
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保存菌种的目的就是使细菌保持在活体的状态#其生长

繁殖受抑制#并且保证不受污染,不发生变异或突变#尽可能维

持在原来的分离状态)细菌菌种的保存对于病原学的调查,系

统地分析流行菌株的生物学,分子学特征和耐药性的变迁#以

及对新药临床研究是非常重要的)疾控系统基层细菌实验室#

保存好菌种对实验室质量控制,病原菌的调查,实验室技术人

员的培训#提高检验人员的技术水平等均有重要的意义)一般

的细菌#在液体培养基低温保存菌种可
"

年至数年(半固体保

存
%

!

/

个月(冷冻真空干燥一般
%

!

#

年#可长达
"$

年以上#

鸡蛋斜面培养保存法#可保存
%

!

/

个月*

/

+

)

@'?

!

本次跟踪观察研究小肠结肠炎耶尔森菌菌种保存方法是

基层试验室都有条件实施的最简易最普通的菌种保存方式即

半固体液体石蜡保存法和鸡蛋斜面保存法#不需要反复传代#

保存的时间可长达
-

!

!%
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