ICS 65.020. 30

B 43
%) ™ 1
/S JIN
T/SDAA 0046—2021
SR (E T T S T BRI R R AR
Detection of Clostridium perfringens in animal feces
2021—11—30 &% 2021—12—31 525

LWFEEBEHINSE £



T/SDAA 0046—2021



T/SDAA 0046—2021

=k
T}

ARCAFAZIEGB/T 1. 1—2020 190 & LB .

AL AR B 1R IR R .
THER A AL A B T RED S LR o ARSI R R AT AS AR % M) 5TAE
AN T AR RT . BRI R B RR KRR ILWRERIB AR S

WETEHT o

ASCFETREIA: Wil BEEE, Sl WJed, B, AOLW, WEAL ISR, TR



T/SDAA 0046—2021



T/SDAA 0046—2021

BNWFEAE P R IMEAR E A T

1 SeH

BIMFE T B r= R (Clostridium perfringens) FIRM 7% o
ARITEIEH T 8 & AER B M N AW e SRR B B % E

2 AEMsIAXH

S e A 2 S S R 51 R AL AR SR AR T R . b, EH
IR 51 IS, A% H 3 S B RS I& T A Sof s ANV IR SISO, s hicA: (6
TR BT & T A0

GB/T 6682 43 S5 % FH K FUA% A58 77 7%

NY/T 541 BERIZWFE R E . RS2 ITE

3 RiE

AR IR T E 7 e o B FMIORE 3R 3 MM B g 05 7 2 AL v AL R, WO ik ml e
B s AR TR B O o 2 R PEAT I L o B 22 6 70 A9 DI 540 F ) B Al £ O o B30 T 3 T
b A SRR L 0 A PRI 5 g R R AR AR A IR 2 L o (R LB A 2P PR BT A
KEARMEBIBR N Z LIRAIR “RRKE” DR, YV EEFUORBERE: REAR
16s rDNA J& K 7 51 B it — xR 5170, DA DNA B2 YT 38— Boke 5w 00 H 5 5 Fy
Bt ABUIEHEREL K € PCR P24 K/ 220 bp, B E 7 TSR 1 -

4 HF AR

BRAESERE, PG e prat.
K: GB/T 6682 —%.

BHE H i B AR R R

H RO s B IR B o 2 .
TR AL TR

2 RGO

30% H i B IR £ 22 1L

PCR MIX (Taq. dNTP. MgCl,. 10xPCR buffer).
DNA Marker DL 5000,

I -

10 HLIKZE T

N N N
O 00 N O OO D WO N -



T/SDAA 0046—2021

4. 11

5 %

VO 00 NN O O DN W N —

- A A a A
OO AN WO N = O

16
17

o

FEGCRIEAZIE NY/T 541 FUEAT, 4°C TFORAFAIZH, 24 h NIEKL. SRR RILHT
BRI /D 10.0 g, (8 ATIRIE A BUK R P RHRIZ A . ATE 54 it N B T AR 44 AL
Jiehe 2~3 [, FWIIER RS, TNA 30% H il BERR Hh 22 il bk
o HiE N A VIRE L NAE G I B R T, FHAS WA B — VR R S 25 9L 5 i e
AN 30% HHIMBHER Sh G2l POk R, B0KE A M 1l A i

] BB

=2

1.0%E5 5 Bl 12
BRRE

VKA : -20 'C~10 C.

K & 0.01 go

BB 10x~100%,
THEIRE: 18 mmx180 mm.
THEEFFI: H1% 90 mme.
—IRPEIERNE S 5 : 10 mL.
THR R FRM: 37 C£1 Co
Eﬁﬁ%%E

e S

R /5’6%50

IR

PCR 1%

HLIKAX o

R IR R G

il 6 B0, Il AMKT 13 000 rmp/min.

FE AV T 3 X T MR A
FEZEITUR T &

=]
AR

FLIEAT o

NS E
gL, Py



T/SDAA 0046—2021

7 RS
7.1 B

WA T RE e TR ) 30's, BFE 1 min. FEEEUGIE N EDFE A T BAEFRI 5.0

g+0.02 g RFET & 20 mL AEFER /K KB 50 mL 208, HEiRESI 30s, i#HE 1 min.

72 NEBEEF

WY EJEF R 0.05 mL, IINEHE EE M B ARG 7R P LN ¥ 51k A . BT IRE R 77
FEWN, 37°C1 CH IR 20 h~24 ho YR 7 S HRAR B 9 7f5 A VA LA (4 A €0 T HEL R R 9%

T A 2 T 50 AL

B

13 MLLEE

R T B VE AT SR B AR B G . AF PR IR AN B 2 ROt 08, SRIUA DB R FLOL
V] <RIV BLR AN 2L IRBAPE R, TP O SRR 1

B

7.3.1 B R0

PRECRAN TR e hh = H I Up S B i By e dE v, 37°C+1CHE R 12 h~24 h, SLAIEHVEAE
G5 B i B g Ak b IR THDHRS . DAL [ITEANIE B TR, R B OB e e L O vE
TP, B TR S B H SR P AN AR R i AR Al T REANUE, LGV U S LI S R
A2,
7.3.2 A KEERE

HRE A WM B A R AL e i, 37 CH1CHEFE 12 h~24 h, HIL“RBZIRE I
%, AFLEE, PoAEREASREREE AL RN, B TRRE LR, BRI
ZHEZ LMK A3,
7.3.3 LRGBS

PRECBRAN TR U, B2 RO B . 7o R JENEAR B 2 22 IR BH MR R S AT B8, 7
BRI, SREEER, TS, H9M, E2REaES XK Ad.



T/SDAA 0046—2021

74 PCR%%E

7.4.1 DNA M K] %

BRERELE 1.5 mL ¥REOE T, 12 000 rpm/min B02 EIEW, I 100 pL KEFEK
VBA), AR 3 UK, 12000 rppm/min B0 10 min, HU_EJERAE N DNA AR

742 SlW¥t

FRAE P2 A FNEAR B 16s tDNA JE[K 751 (AB045285.1) &1t 2 2514, L:
5'-AGGTGGCGAGCGTTATCC-3', R: 5'-ATAACCCAACATCTCACGACAC-3',

743 HEHERY 1

PL7.4.1 H DNA BT PCR 738 . [ NCRH] 25 pl e NAR &R, § 845148 94°C AR
P 5 min; 94°CAZ M 30s, SSCIR K 30's, 72°C ZEMH 60 s, 31 35 NMEIR; B J5 72°C ZEfH 10 min,
16 CIRFF. PCR RMNAKRUIFE 1.

%1 PCR RM#KE

M4y RE
VRS 1uL
TSI 1L
PCR MIX 12.5 uL
DNAR 2uL

ddH,0 8.5 uL

it 25 uL

74.4 PCR YL E

F IXTAE S RIEC ] 1%BE E bR e, fERB ik, i GoldView (100 mL B/l
PREE SN 5 uL GoldView), FE5T, FriyIEHE&ERE 56 A [ 5 2EAT Hvk . FVKES, HLS
uL PCR P2#1 5 1 pL HEJk AR MR &350, N O mBEE R FLH, JeH 100 V LR EAT HE
W FERERSE A NGRS, 80 V R T YK, M fr BB BARA B 55 Ik, B
BRI AR AR W R GE P SR 48 I . PR/ 220 bp IR, BRI HLEKEI S I
PR AS.




T/SDAA 0046—2021

8 HRIIE

SHRAT G DA R DR P SR R, AR B A

8.1 TEIMEEAEPAR FIE T . RIEHRE . WA, W& E B,

8.2 TEH EEMEUN B AR KT 77k b R VA B Bl H 3L i i L v o

8.3 TEMEBRAFAR AP R RIS, 724 KRS MBI 1 24R 7L 205k .
8.4 X CMHMA KR E, WmsliE, SHEFIR, THE, A5,

8.5 PCR P*W) 45 ekt B ik A, 218 DNA Marker 1 DNA 45717, K/NZ410N 220 bp.

9 EFYAIEFR LSRR

R RE P K R FE, USRS e B K B AR B

I A
(R
Al S SRREE M AR L RS AR MEAL

E Al FESFERREEMIREE R EF RS MERE



T/SDAA 0046—2021

Bl A2 FESEEREEHEINRIRREREFE EHRNINHIEEILERTE

A3 PFEEBEREESRGIEFREPLHIRINLE K IE A3

BlA3 FREBRREASKRSIEFEPHRARUNLE IRE



T/SDAA 0046—2021

A4 5 %kﬁ%i*ﬁ%@l A4

,V‘/ N
o | ‘\~ // ]

i 1" / '
rl'" - 4 —
4
. o , )
\ '..-"

Bl A4 FSEFEREFEZRR



T/SDAA 0046—2021

A5 FESZERERE PCR IR TR AREBIKILE A5

bp
5000
4000

3000
2000

1000
750

500
250
100

A5 FESEERE PCR 43R A HE R AL B Ik &




	1　范围
	2　规范性引用文件
	3　原理
	根据产气荚膜梭菌能分泌α毒素和θ毒素使血琼脂培养基产生溶血现象，初步筛选可疑菌；根据产气荚膜梭菌为革

	4　试剂或材料
	除非另有规定，所用试剂均为分析纯。
	4.1　水：GB/T 6682一级。
	4.2　哥伦比亚血琼脂培养基。
	4.3　甘露醇卵黄琼脂培养基。
	4.4　含铁牛乳培养基。
	4.5　革兰氏染色液。
	4.6　30%甘油磷酸盐缓冲液。
	4.7　PCR MIX（Taq、dNTP、MgCl2、10×PCR buffer）。
	4.8　DNA Marker DL 5000。
	4.9　琼脂糖。
	4.10　电泳缓冲液。
	4.11　1.0%琼脂糖凝胶。

	5　仪器设备
	5.1　冰箱：-20 ℃～10 ℃。
	5.2　天平：感量0.01 g。
	5.3　显微镜：10×～100×。
	5.4　无菌试管：18 mm×180 mm。
	5.5　无菌培养皿：直径90 mm。
	5.6　一次性塑料注射器：10 mL。
	5.7　恒温培养箱：37 ℃±1 ℃。
	5.8　厌氧培养装置。
	5.9　旋涡混合器。
	5.10　超声波清洗器。
	5.11　气浴摇床。
	5.12　PCR仪。
	5.13　电泳仪。
	5.14　凝胶成像系统。
	5.15　高速台式离心机，转速不低于13 000 rmp/min。
	5.16　电热恒温鼓风干燥箱。
	5.17　压蒸汽灭菌器。

	6　样品
	7　试验步骤
	7.1 取样
	7.2 分离培养
	7.3 初步鉴定
	7.3.1 卵磷脂酶试验
	挑取单个菌落接种至甘露醇卵黄琼脂培养基中，37℃±1℃培养12 h～24 h，典型菌落在卵黄琼脂培养
	7.3.2 牛乳发酵试验
	挑取单个菌落接种至含铁牛乳培养基中，37℃±1℃培养12 h～24 h，出现“暴烈发酵”现象，牛乳凝
	7.3.3 革兰氏染色镜检
	挑取单个菌落涂片，革兰氏染色镜检。产气荚膜梭菌为革兰氏阳性粗大的短杆菌，两端钝圆，呈短链状，无鞭毛，

	7.4  PCR鉴定
	7.4.1  DNA模板的制备
	将样品取至1.5 mL塑料离心管中，12 000 rpm/min离心去上清液，加入100 µL灭菌水
	7.4.2  引物设计
	根据产气荚膜梭菌16s rDNA基因序列（AB045285.1）设计2条引物，L：5'-AGGTGG
	7.4.3  目的基因的扩增
	以7.4.1中DNA模板进行PCR扩增。反应采用25 μL反应体系，扩增条件为94℃预变性5 min
	用1×TAE缓冲液配制1%琼脂糖凝胶，在微波炉中融化，加入GoldView（100 mL琼脂糖凝胶溶

	8　结果判定
	    全部符合以下特性者应判为产气荚膜梭菌，不符合者为其他菌。 
	8.1　在血琼脂平板上形成圆形、表面粗糙、边缘不整的菌落，菌落周围有溶血环；
	8.2　在甘露醇卵黄琼脂培养基中菌落周围出现卵磷脂酶乳光浑浊圈。
	8.3　在含铁牛乳培养基中呈现“暴烈发酵”现象，产生大量气体使凝固的牛乳呈蜂窝状。
	8.4　革兰氏阳性粗大的短杆菌，两端钝圆，呈短链状，无鞭毛，有芽孢。
	8.5　PCR产物经琼脂糖凝胶电泳检测，参照DNA Marker中DNA条带，大小约为220 bp。

	9　废弃物处理和防止污染的措施

