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鸡大肠杆菌生长曲线的研究

林维庆 杨 浩
.

薛义 山..

(兽医来 )

摘要 用改良肉汤 5
,

50
,

75 。 而 连续继代堵养鸡大肠杆苗 0 7刁
,

01 07 和 。78 三个血清型菌株
.

在最终使用的肉汤预热至 37 ℃条件下
,

侧定各菌株不同培养时间的菌落形成单位
.

以菌数的对

数作纵坐标
,

培养时间作横坐标
,

绘制出各菌株的生长曲线
.

在本试验条件下
,

3 个血清型菌株

具有相似的生长棋式
,

均可划分为 3 个时期
,

即速生期
、

高峰期和毯定期 , 各菌株每个生长期所

持续的时间大致相同
,

在肉汤预热至 37 ℃条件下
,

接入经两次维代培养的菌种
,
6 h 即达生长高

峰
。

关锐词 生长曲线 , 大肠埃希氏杆菌
.

鸡

近年来
,

鸡的大肠杆菌病在我国广为流行
,

给养鸡业造成 巨大的经济损失
。

由于大肠

杆菌容易产生抗药性
,

给临床用药带来很大困难
.

作者从 1 9 8 5 年开始研制灭活菌苗
,

用以

防制本病
.

这种灭活菌苗几年来在广东省使用效果 良好
,

近来广西
、

浙江和天津等地亦相

继使用
,

取得较好的社会效益和经济效益
.

在灭活菌苗制造过程中
,

必须了解大肠杆菌生长繁殖的特点
,

何时到达生长的高峰期
.

只有在高峰期进行灭活
,

才能使菌苗含有最高的菌数
,

菌苗的质童才有保证
。

本研究的目

的是为最佳灭活时间的确定提供客观的科学依据
.

1 材料与方法

1
.

1 鸡大肠杆菌 0 7 4
,

0 1 0 7 和 0 7 8 菌株

是作者从广东省的一些鸡场所分离和保存
,

血清型经中国兽药监察所鉴定
.

.1 2 培养墓

1
.

2
.

1 改良肉汤 在牛肉浸液培养基 (制法见参考文献 3 第 30 页 ) 中加入肉汤盘 0
.

1写的

磷酸氢二钾 ( K
: H P O ;

)
,

接入菌种前在培养箱中预热至 37 ℃
,

并按肉汤量的 l %加入浓度为

2 0%的灭菌乳糖溶液和肉汤量 0
.

1%的市售复合维生素 B 溶液 (注射剂 )
.

1
.

2
.

2 普通琼脂平板 制法见文献 3 第 32 页
.

1
.

3 方法

将一接种环的菌种接入 s ml 肉汤 中
,

37 ℃培养 24 h 后
,

倾入 50 而 肉汤中
,

培养一天

后倾入 75 O ml 肉汤中
,

此 一时间为 。
。

分别于接种后不同时间
,

抽取菌液以生理盐溶液作

连续 10 倍稀释
,

每一稀释度用两个普通琼脂平板测定其菌落形成单位 c( of on y f or m i sn un it
,

简称 C F U )
,

每一平板接入 0
.

l ml
,

37
’

C培养 24 h 计算菌数
,

取两个平板的平均值
。

,

现在广东省饲杆软草公 司工作

二 现 在深圳市养鸡公司工作
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2 试验结果

。 4 7
,

。 1 0 7 和 。78 三个血清型菌株不同生长时间的 C F U 测定结果如表 1所示
。

表 1 三个菌株不同生长时间的 CuF 值 〔单位
:

亿菌 /。 1)

今径 时问
一

- 一
’

一

0 2 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 3 1 5 1 7 1 9 2 1 2 3 2 4

( h )

0 7 4 2
.

5 3
.

5 1 0
.

5 N D 2 0 7
.

5 7 5
.

5 8 8
.

5 卜 D 8 7 3
.

5 5
.

5 3 5

5 7 9 2 1
.

5 1 0 1 1 8 8 7
.

0 8
.

5 9
.

5 1 2 1 1
.

5 9

8 2 2 2 2 3 9 2 6 2 2 2 5 2 7 2 3 2 3 2 2
.

5 2 0
.

5 2 3 2 4

1 2 1 1
.

5

2 5 2 5

l0肋姗s07

N D
:

未做

2
.

2 以 c P u 的对数作纵坐标
、

生长时间作横坐标
,

画出 0 7 4
,

0 1 0 7 和 0 78 三个血清型菌

株的生长曲线
,

如图 1所示
。

2
.

3 在培养肉汤预热至 37 ℃条件下
,

本试验所用大肠杆菌 。74
,

。 1 07 和 0 78 三个血清型菌

株的生长曲线可划分为 3个时期
,

即速生期
、

高峰期和稳定期
。

各个生长期的 c F u 值及持

续时间如表 2 所示
。

表 2 三个菌株各个生长期的 c UF 值 (亿菌 /m l) 及持续时间 ( h)

菌株及持续时间 0 7刁 。107 078 持续时间 (旧

速生期 2
.

5~ 2 0 5
.

5~ 2 1
·

5 8~ 3 9 6

高峰期 2 0 2 1
.

5 3 9 1一 2

稳定期 3~ 8
·

5 7一 12 2 0
.

5~ 2 6 1 8

3 讨论

3一 细菌生长的测定方法有直接测定法和 篡
间接测定法两种

,

每种方法中又有若干不同 薯
的具体方法 [’. 叼

。

本试验采用平皿法直接计算 弓

活菌
,

由于每一活菌生成一个菌落
,

故 C F U

代表 了单位容量菌液中所含有的活菌数
,

这

是较为简便
、

准确的一种测定法
.

3
.

2 一定数量的细菌
,

接种于合适的液体培

养基中
,

在适宜的温度下培养时
,

其生长过

程具有一定的规律性
。

以菌数的对数作纵坐

l

0 8

0
.

6

0 刁 宁
10 1 2 1 4 16 工R Z e

一

之艺 2 刁

生长时间 ( h )

图 1 0 7 4
,

0 1 0 7
,

0 7 8菌株的生长曲线

标
,

生长时 间作横坐标
,

画得的曲线即为生长曲线
。

对细菌生长规律的了解和认识
。

可以

用以指导生产实践
,

本试验的目的主要是通过对生长曲线的研究
,

了解大肠杆菌的生长
一

何

时达到高峰期
,

以确定最佳的灭活时间
,

使菌液中含有最高菌数
,

从而使制造出来的菌苗

含有最高的抗原量
,

菌苗的质量更有保证
。
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3
.

3 有关细菌生长的分期
,

各家学者主张不同
.

如有主张分为最初静止期
、

缓慢生长期
、

对数繁殖期
、

静止期 (或成熟期 ) 和老年期 (或衰落期 ) 5 个期的:[]
,

有分为适应期 (或停

滞期 )
、

对数期
、

稳定期和衰落期 4个期的川
,

或分为滞留适应期
、

对数生长期
、

最高生长

期和衰亡期 4 个期的闭
,

更有分为潜伏期 (或原始稳定期 )
、

迟滞期
、

对数生长期
、

负增殖

期
、

平衡期
、

死亡增长期和对数死亡期 7 个期的 .j[
,

甚或分为诱导期
、

加速增殖期
、

对数期
、

增殖下降期
、

静止期
、

加速死亡期
、

死亡期和存活期 8 个期的st]
.

我们认为以划分为 4 个时

期的较为恰当
。

3
.

4 从接种细菌起至细菌分裂达到恒定的最高速度止
,

一般称之为调整期
。

影响调整期长

短的因素除接种细菌的数盘外
,

还与细菌本身的性质有关
,

例如大肠杆菌比其它如棒状杆

菌和分枝杆菌的调整期要短
,

又细菌被接种至适宜的培养基
,

能迅速适应新的环境
,

调整

期因而缩短 .[]
.

本试验因所用的细菌为大肠杆菌
,

肉汤配方经改良更适宜细菌生长
,

以及 肉

汤已预热等
,

使生长曲线的初始阶段即滞留适应期大为缩短
,

且表现不明显
。

3
.

5 在本试验的条件即培养肉汤预热至 37 ℃的情况下
,

大肠杆菌的生长曲线可分为速生

期
、

高峰期和稳定期
,

其持续时间速生期为 6 h
,

高峰期为 l ~ Z h ,

稳定期为 18 h ; 因本试

验主要 目的是测定大肠杆菌生长至高峰期所需的时间
,

故未测至衰落期
; 又本试验使用 3

个不同血清型菌株
,

但其生长曲线基本相似
,

即大肠杆菌并不因菌株的不同而生长模式有

异
。

3
.

6 大肠杆菌的生长繁殖速度度较快
,

约 1 7 m irn [`〕至 2 0 m i n [`
· ’ ]或 3 0 rn in [ ,〕即可繁殖一

代
,

故生长至高峰期所需时间亦较其它一些细菌为短
。

本试验表明
,

在培养肉汤预热至 37 ℃

的条件下
,

接入的大肠杆菌可于 6 h 生长至高峰
,

此时加入灭活剂进行灭活可使菌液中含有

最高的细菌数
,

这样制造出来的菌苗
,

其质量就有保证
.

此外
,

灭活最佳时间的确定
,

还

可大大缩短菌苗制造周期
,

加速菌苗生产
,

从而提供更多的菌苗供防治本病使用
.

3
.

7 为了能培养出更多的大肠杆菌
,

几年来通过不断试验对肉汤成分作了一些改进
.

本试

验所测得的 C F U 值较 日常制苗测得者为低
,

其原因可能是此次所用肉汤的高压时间较一般

长
,

影响了其中的营养成分所致
,

但对生长曲线的侧定则影响不大
。
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