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[bookmark: _Toc148101367][bookmark: BookMark2]前言
本文件按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则  第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定起草。
本文件由辽宁省农业农村厅提出并归口管理。
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。
本文件起草单位：辽宁省农业发展服务中心、大连三仪动物药品有限公司。
本文件主要起草人: 汲全柱、江国托、刘艳、单春乔、李娟、刘秋晨、于洪敏、王岩、翟宏旭、田晶、栾新红、曹中赞、徐艺娜、吴怡琦、唐峰、冷寒冰、吴倩、郭小会。
本文件发布实施后，任何单位和个人如有问题和意见建议，均可以通过来电和来函等方式进行反馈，
我们将及时答复并认真处理，根据实际情况依法进行评估及复审。
归口管理部门通讯地址：辽宁省农业农村厅（沈阳市和平区太原北街2号），联系电话：024-23447862
文件起草单位通讯地址：辽宁省大连市甘井子区营城子镇营旭路9号，联系电话：0411-66886298
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鸡伤寒沙门氏菌快速检测技术
[bookmark: _Toc17233325][bookmark: _Toc17233333][bookmark: _Toc24884211][bookmark: _Toc24884218][bookmark: _Toc26648465][bookmark: _Toc26718930][bookmark: _Toc26986530][bookmark: _Toc26986771][bookmark: _Toc97191423][bookmark: _Toc148101368]范围
[bookmark: _Toc17233326][bookmark: _Toc17233334][bookmark: _Toc24884212][bookmark: _Toc24884219][bookmark: _Toc26648466]本标准规定了鸡伤寒沙门氏菌鉴别培养基和CPA检测技术
本标准适用于各种禽类携带鸡沙门氏菌的检疫、诊断、监测和流行病学，也可用于规模化种鸡场中伤寒沙门氏菌的净化。
[bookmark: _Toc26718931][bookmark: _Toc26986531][bookmark: _Toc26986772][bookmark: _Toc97191424][bookmark: _Toc148101369]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。
NY/2838-2015 沙门氏菌病诊断技术
GB/4789.4-2016 食品安全国家标准 食品微生物学检验 沙门氏菌检验
GB/T6682 分析实验室用水规格和试验方法
GB/T13091-2018 饲料中沙门氏菌的测定
GB/T19495.2 转基因产品检测　实验室技术要求
GB/T27401 实验室质量控制规范 动物检疫
NY/541-2016 兽医诊断样品采集、保存与运输技术规范
[bookmark: _Toc97191425][bookmark: _Toc148101370]术语和定义
本文件没有需要界定的术语和定义。
[bookmark: _Toc148101371]培养基和主要试剂
BPW前增菌液（见附录A.1）。
SC增菌液（见附录A.2）。
TTB增菌液（见附录A.3）。
沙门氏菌显色培养基（见附录A.4）。
革兰氏染色液（见附录A.5）。
细菌生化鉴定试剂盒。
细菌基因组DNA提取试剂盒。
2X SG Fast qPCR 预混液。
[bookmark: _Toc148101372]主要仪器设备和玻璃器皿
恒温培养箱：37℃±1℃。
电热恒温水槽。
普通冰箱。
天平：感量为0.1 g、0.01 g、0.0001 g。
振荡器或漩涡混合器。
显微镜：1000倍。
pH计：精确度0.1。
无菌玻璃或塑料培养皿Φ=90 mm、无菌锥型瓶、无菌玻璃或塑料涂布棒。
量筒：250 mL。
微量移液器（最大量程分别为 10μL、20μL、100μL、1000μL）。
20000 g 低温高速离心机。
实时荧光 PCR仪。
[bookmark: _Toc148101373]样品采集、储存及运输
按照NY/T2838-2015中描述，选择具有典型临床症状的病死鸡，无菌取其病死或带菌禽的肝脏、脾脏、肺脏、肾脏及其他病变组织，标记名称和日期，冷藏运送到试验室进行检验。按照NY/T541-2016中6.2执行。
肠内容物样品按照NY/T541-2016中执行，粪便样品按照NY/T541-2016中6.8.1执行，泄殖腔拭子按照NY/T541-2016中6.8.1执行。
样品采集和样品处理应做好防护措施，避免交叉污染。
[bookmark: _Toc148101374]沙门氏菌的分离鉴别
本标准前增菌、增菌方法按照GB4789.4-2016中5.1和5.2执行。
[bookmark: _Toc148101375]鉴别培养
取组织器官（均桨）、粪便、肛拭子等样品，按1:10的体积接种缓冲蛋白胨水，37℃培养24 h，之后再按1:10的体积转增菌培养液，培养24 h。
分别用接种环取增菌液 1 环，划线接种于沙门氏菌属显色培养基平板。于 36 ℃ ±1 ℃分别培养 18 h～24 h 。
自显色培养基平板上挑取典型单菌落，做革兰氏染色（A.5）镜检。
[bookmark: _Toc148101376]生化鉴定
按照GB 4789.4-2010中5.4的规定执行。
区别鸡白痢沙门氏菌和鸡伤寒沙门氏菌的生化特征见表1。
鸡白痢沙门氏菌和鸡伤寒沙门氏菌的生化试验特征
	试验
	鸡白痢沙门氏菌
	鸡伤寒沙门氏菌

	三糖铁葡萄糖(产酸)
	+
	+

	三糖铁葡萄糖（产气）
	V
	-

	三糖铁乳糖
	-
	-

	三糖铁蔗糖
	-
	-

	三糖铁硫化氢
	V
	V

	葡萄糖产气
	+
	-


[bookmark: _GoBack]表1  鸡白痢沙门氏菌和鸡伤寒沙门氏菌的生化试验特征（续）
	试验
	鸡白痢沙门氏菌
	鸡伤寒沙门氏菌

	尿素酶
	-
	-

	氯化钾
	-
	-

	氯化钾对照
	+
	+

	赖氨酸
	+
	+

	赖氨酸对照
	+
	+

	甘露醇
	+
	+

	山梨醇
	+
	+

	水杨苷
	-
	-

	丙二酸盐
	-
	-

	运动性
	-
	-

	ONPG
	-
	-

	鸟氨酸脱羧作用
	+
	-

	麦芽糖发酵
	-或后+
	+

	卫矛醇
	-
	+

	注:+,在1d~2d有90%以上为阳性; -,90%以上没有反应; V有不同的反应。



[bookmark: _Toc148101377]探针法实时荧光定量PCR验证
DNA 的提取
用商用细菌基因组DNA提取试剂盒或常用提取方法（附录B）提取试样DNA，并设置阴性、阳性对照。
引物
引物和Taqman探针序列见表2。
引物和探针信息表
	菌株名称
	引物和探针序列（5'-3'）
	扩增长度/bp     

	鸡伤寒沙门氏菌
	F:CACGTTATGGTGGTAGTGCAT
	100

	
	R:AGTTACACAAAGCGTCCAGTT
	

	
	P: FAM—ACGACCTAAATTAGGCAGTACGATCCA—TAMR
	


反应体系和程序设定
实时荧光 PCR 反应体系为20 μL ，模板 DNA 2μL 、2X SG Fast qPCR 预混液10 μL，TaqMan 探针20 μmol／L 0.2 μL ，正向和反向引物 20 μmol／L 0.2 μL，去离子水7.4 μL。实时荧光 PCR反应参数为95℃ 3 min ，95℃ 5 s，60℃ 15 s ，72℃ 30 s，45个循环。
结果判定
实时荧光 PCR 扩增曲线指数期明显 ，Ct<37为阳性判定原则。其中以Ct＜35且扩增曲线指数期明显可直接判定为阳性。Ct值在35～37之间判断为可疑，需要加大模板量进行重复实验，如出现指数期明显的扩增曲线方可判定为阳性，否则为阴性。
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[bookmark: _Toc148101378]
（资料性）
培养基和试剂配制
[bookmark: _Toc148101379]BPW前增菌液
成分
蛋白胨	                        10.0 g	
氯化钠	                        5.0 g	
磷酸氢二钠(Na:HPO.12H20)	    9.0 g	
磷酸二氢钾	                    1.5 g	
水	                            1000 mL	
制备
将各成分加热溶解于1000 mL水中，121℃高压灭菌15 min备用。
[bookmark: _Toc148101380]SC增菌液
成分
蛋白胨	                         5.0 g	
乳糖	                         4.0 g	
亚硒酸氢钠                       4.0 g
磷酸氢二钠	                     10.0 g	
L-胱氨酸	                     0.01 g	
水	                             1 000 mL	
制备
将各成分加热溶解于1000 mL蒸馏水中，无菌操作分装于灭菌三角瓶或试管中备用。当天制备当天使用，无需高压灭菌。
[bookmark: _Toc148101381]TTB增菌液
成分
蛋白胨	                          9.0 g	
牛肉粉                            4.5 g
氯化钠	                          2.7 g	
碳酸钙                            40.5 g
胆盐	                          5.0 g	
硫代硫酸钠	                      50.0g	
水                         	      1 000 mL	
制备
将各成分溶解于1000 mL蒸馏水中，加热煮沸，临用前加入20%碘液 20 mL，0.1% 煌绿10 mL，现配现用，不宜久置。
[bookmark: _Toc148101382]沙门氏菌显色培养基
成分
琼脂                               15.0 g
蛋白胨和酵母粉                     7.0 g
色素和选择性物质                   12.9 g
水                         	       1 000 mL	
制备
取瓶内干粉34.9g溶于1000 mL去离子水的洁净三角瓶中,充分搅排混匀。也可根据需要按照34.9 g/L的比例扩大或缩小制备培养基的量。
加热至100℃，不停搅拌，使其完金溶解。切勿加热超过100℃，切勿121℃高压灭菌。若使用微波炉，应将培养基加热沸腾，立即移出，轻轻摇匀,再放入微波炉加热，观察小气泡变为大气泡,直至完全溶解即可。切勿使培养基溢出，
加热后的培养些冷却至45℃~50℃,轻轻地摇动均匀，倾注平皿,使其凝固,惊干备用。
[bookmark: _Toc148101383]革兰氏染色
结晶紫染色液
成分
结晶紫                            1 g
95%乙醇                           20 mL
1%草酸铵水溶液                    80 mL
制法
将结晶紫溶解于乙醇中，然后与草酸铵溶液混合。
革兰氏碘液
成分
碘                               1 g
碘化钾                           2 g
蒸馏水                           300 mL
制法
将碘与碘化钾先进行混合，加人蒸馏水少许，充分振摇，待完全溶解后，再加蒸馏水至300 mL。
沙黄复染液
成分
沙黄                            0.25 g 
95%乙醇                        10 mL   
蒸馏水                         90 mL
制法
将沙黄溶解于乙醇中，然后用蒸馏水稀释。
染色法
将涂片在火焰上固定，滴加结晶紫染色液，染色1 min，水洗；滴加革兰氏碘液，作用1 min，水洗；滴加95%乙醇脱色，约30 s，水洗；滴加沙黄复染液，复染1 min，水洗，待干，镜检。




[bookmark: _Toc148101384]
（资料性）
细菌DNA提取
[bookmark: _Toc148101385]细菌DNA提取步骤
细菌培养
细菌接种于5 mL液体培养基中，37 ℃摇床（300 rpm）培养过夜。
细菌收集
取1 mL培养物于1.5 mL无菌EP管中，室温8000 rpm离心5 min，弃上清，沉淀重新悬浮于1 mL TE（pH 8.0）中或用dd H2O。
菌体裂解
加入6 μL 50 mg/mL的溶菌酶，37 ℃作用2 h。再加2 mol/L NaCl 50 μL，10%SDS 110 μL，20 mg/mL的蛋白酶K 3μL，50 ℃作用3 h或37 ℃过夜（此时菌液应为透明粘稠液体）。
抽提
菌液均分到两个1.5 mL无菌EP管，加等体积的酚∶氯仿∶异戊醇(25∶24∶1)，混匀，室温放置5 min～10 min，12000 rpm离心10 min，抽提两次（上清很粘稠，吸取时应小心）。
沉淀
加0.6倍体积的异丙醇，混匀，室温放置10 min，12000 rpm离心10 min。
洗涤
沉淀用75%的乙醇洗涤。
稀释
抽（凉）干后，溶于50μL dd H2O中，取适量作为PCR模板。
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