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鸡场土壤中大肠杆菌的检测与化学消毒剂筛选
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!摘!要"!应用平板计数法和大肠菌群最大或然数%_5J&法对 && 份养鸡场土壤样品污染情况进行

测定!结果表明春秋季土壤污染较夏冬季严重$以从养鸡场土壤样品中分离鉴定的大肠杆菌作为指示

菌!对戊二醛和二氧化氯的杀菌效力进行了测定!定量悬浮试验结果表明 #4#$;戊二醛作用 %# =>F#

#4#";戊二醛作用 3 =>F#"3 =R*,二氧化氯作用 $# =>F!对大肠杆菌的杀灭率均达到 $##;" 以土

壤为载体的消毒试验结果表明 #4#$;戊二醛作用 %# =>F##4#";戊二醛作用 $# =>F和 %## =R*,二

氧化氯作用 %# =>F#&## =R*,二氧化氯作用 $# =>F!对大肠杆菌的杀灭率均达到 $##;!两种消毒剂

均具有良好的杀灭效果"

!关键词"!大肠杆菌$土壤污染$化学消毒剂$杀灭效果
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!!近年来!畜禽舍气源性传染病的爆发流行以及

畜禽粪便随意排泄导致的土壤污染问题日益严重!

不仅给畜牧业造成严重经济损失!而且威胁公民的

健康和公共安全($ 0%)

% 养殖场周围的土壤环境污

染问题越来越受到人们的关注!土壤一旦被污染!

其组成和理化性质等均会发生变化% 不仅破坏其

自身的正常功能!而且可通过土壤中病原菌的进一

步扩散等过程对地下水造成污染以致对人体健康

构成危害(& 0()

% 因此!养殖场污染土壤的治理与修

复就显得至关重要!土壤治理仍成为当前面临的一

大难题(1 0$#)

% 虽然国内外已有较多报道从不同方

面对土壤中病原菌的控制进行了相关研究!且用于

病原微生物的化学消毒剂种类也较多(' 02)

!但针对

被污染土壤的可大规模推广应用且对环境影响较

小的消毒剂相关研究鲜有报道!本研究通过对湖北

省部分地区鸡场内的污染土壤进行调查分析!了解

土壤受污染情况!同时应用戊二醛和二氧化氯消毒

剂对鸡场土壤所分离的大肠杆菌进行消毒试验!为

今后用于土壤治理的化学消毒剂的选择使用提供

依据%

@A材A料

$4$!供试土样!于 "##1 )"#$# 年采集于湖北省

汉川*钟祥*江夏等地养鸡场鸡舍附近土壤%

$4"!主要试剂!卵磷脂*"3;戊二醛等!国药集团

化学试剂有限公司&营养琼脂*麦康凯琼脂*伊红美

蓝琼脂和各种微量生化反应管!杭州微生物试剂有

限公司&\.c*\./培养基!c̀ 公司% 胰蛋白胨!酵

母浸出物!CQC-̀ 公司&琼脂粉!c-C.N/a5公司%

月桂基硫酸盐胰蛋白培养基和煌绿乳糖胆盐培养

基!上海盛思生化科技有限公司&二氧化氯!湖南坤

源股份有限公司%

BA方A法

"4$!土壤中污染指标的检测方法

"4$4$!土壤中异养菌含量检测!参照参考文献($$)

方法!通过将所采集土壤样品制成不同稀释度的稀

释液!涂布\./平板!%' <培养 $2 )"& P 后统计菌

落数!根据稀释度即可计算出土壤样品中含菌数%

"4$4"!土壤中大肠菌群含量检测!制备一系列稀

释度的土壤菌悬液!方法同上% 参照参考文献($')

通过无菌吸取 $ =,土壤菌悬液先接种月桂基硫酸

钠胰蛋白胨肉汤",.\#!再取一菌环接种至黄绿乳

糖胆盐肉汤"cb,c#!最后将阳性管菌液接种伊红

美蓝培养基进行细菌鉴定% 将经过 ,.\0cb,c两

步发酵之后!并且分离培养有大肠杆菌的阳性管数

记录!对照_5J三次重复表查看结果%

"4$4%!土壤中大肠杆菌含量检测!取不同稀释度

的土壤悬液 $##

!

,涂布麦康凯平板!%' <培养

$2 )"& P后统计菌落数!根据稀释度可大致估算土

壤中大肠杆菌含量%

"4$4&!评价标准!判定土壤污染程度的评价标准

有两种!即根据土壤细菌总数或大肠菌值进行评

价($")

% 大肠菌值是指能检出大肠杆菌的最小土壤

量"单位$R#% 比较清洁的土壤!每克细菌总数在一

万左右&严重污染的土壤!细菌总数可达数百万%

清洁土壤中大肠菌值 o$4#&轻度污染土壤大肠菌

值$4# )#4#$&中度污染土壤大肠菌值 #4#$ )

#4##$&严重污染土壤大肠菌值h#4##$%

"4"!鸡场土壤大肠杆菌的分离鉴定

"4"4$!细菌分离培养及纯化!无菌操作取 $##

!

,

土壤菌悬液涂布麦康凯琼脂平板上!%' <培养

$2 )"& P% 挑取阳性菌落接种于伊红美蓝琼脂平

板上!%' <培养 $2 )"& P% 阳性菌落接种于普通琼

脂平板上分区划线进行扩大纯培养!%' <培养

$2 )"& P后!对菌落形态进行观察!挑取单菌落进

行革兰氏染色鉴定%

"4"4"!生化试验!按常规方法进行单糖发酵*吲

哚*_a和75试验等生化试验%

"4"4%!致病性试验!参照参考文献($%)方法将所

分离菌株的 "& P肉汤培养物用麦氏比浊管调整菌

浓度为$4# g$#

2

6:O*=,!经腹腔注射接种 "3 )%# R

小鼠!每只 #4" =,!接种 % 只% 接种后开始记录发

病与死亡情况% 对死亡小鼠进行剖检!从心脏和肝

脏进行细菌复分离与鉴定%

"4%!消毒剂对大肠杆菌的杀灭效果试验

'"%'
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"4%4$!分离株菌悬液的制备!试验使用菌种第

% )$(代的营养琼脂斜面新鲜培养物!吸取 34# =,

灭菌 $ g5c. 加入斜面试管内!反复吹洗以便洗下

菌苔% 将细菌悬液转移至另一无菌 +5管中!漩涡

混合 %# S至 $ =>F!即为所使用细菌悬液%

"4%4"!中和剂鉴定试验!按消毒技术规范($&)规

定的中和剂鉴定试验程序设计 & 组试验!以大肠杆

菌汉川鸡场分离株为试验菌!分别对两种消毒剂最

高使用浓度进行中和剂鉴定!符合判断标准者作为

相应中和剂% 判断标准为$第 $*" 和 % 组有相似量

试验菌生长!平皿培养生长菌量在 %# 6:O*=,)

%## 6:O*=,之间!且组间菌落数误差率不超过

$3;&第 & 组无菌生长% 符合上述标准即为所用中

和剂及其浓度为合格%

"4%4%!定量悬浮消毒试验!参照文献方法($&)分

组% "$#试验组$临用前取 #43 =,试验菌悬液

"3 g$#

(

6:O*=,)3 g$#

'

6:O*=,#于试管中!加

入 #43 =,%# R*,的 c./% 置于 "#< q$<水浴

3 =>F后!加入 &4# =,待测浓度的戊二醛"二氧化

氯#!混匀后作用至预定时间!取 #43 =,试验菌与

消毒剂混合液加至 &43 =,相应中和剂中!混匀后

水浴作用 $# =>F% 分别取 #4$ =,涂布三个麦康凯

琼脂平板% %' <恒温培养 $( )"& P后观察并计数

并计算杀灭对数值% ""#阳性对照组$与试验组相

似!以标准硬水代替戊二醛"二氧化氯#消毒剂进行

试验% "%#阴性对照组$取当次试验所用中和剂*

$ g5c.*标准硬水各 $4# =,于同一 +5管内!分别

取 #4$ =,涂布三个麦康凯琼脂平板!%' <培养

$( )"& P后观察%

"4%4&!以土壤为载体的消毒试验!参照参考文

献(2)方法分组% "$#试验组$取 $ =,菌液"$ g$#

(

6:O*=,

0$

g$#

2

6:O*=,#加入放有 & R土壤的灭

菌平皿内混匀% 加入 3 =,已知浓度的戊二醛"二

氧化氯#作用至预定时间!取 #43 R试验菌*消毒剂

及土壤混合液加至 &43 =,相应中和剂中!混匀后

作用 $# =>F% 取 #4$ =,涂布三个麦康凯琼脂平

板!于 %' <恒温培养 $( )"& P 后观察计数并计算

杀灭对数值% ""#阳性对照组$以标准硬水代替消

毒剂进行试验% "%#阴性对照组$参见定量悬浮试

验 "4%4%%

"4%43!数据处理!计算各组的活菌浓度J"6:O*=,#!

并换算为对数值!按下式计算杀灭对数值$杀灭对

数值"k,# e对照组平均活菌的对数值"?RJ##*试

验组活菌浓度对数值"?RJT#%

DA结果与分析

%4$!湖北省养鸡场污染情况调查结果!通过对

"##1 )"#$# 年在湖北省汉川*江夏等地采集的养鸡

场土壤菌含量进行测定并对其污染情况进行评价%

所测定鸡场土壤都有不同程度的污染!且春秋两季

土壤污染较夏冬两季严重"表 $*表 "#%

表 @A土壤污染情况#大肠菌值$

采样

季节
样本数 清洁

轻度

污染

中度

污染

严重

污染

污染

样品数

春 $# " $ % & 2

夏 2 & $ $ " &

秋 $( $ % " $# $3

冬 $# " " " & 2

总计 && 1 ' 2 "# %3

表 BA土壤污染情况#土壤总菌含量$

采样季节 样本数 比较清洁 中度污染 严重污染 污染样品数

春 $# $ " ' 1

夏 2 " % % (

秋 $( # 3 $$ $(

冬 $# $ % ( 1

总计 && % 1 %" &$

%4"!分离菌株的鉴定

%4"4$!培养特性及形态特征!分离菌株在各培养

基上呈现典型大肠杆菌菌落特征$在营养琼脂上形

成圆形隆起*边缘整齐*表面光滑湿润*半透明且近似

灰白色的菌落% 在麦康凯琼脂上形成圆形隆起*边缘

整齐*表面光滑湿润且直径约 "4# ==红色菌落&在伊

红美蓝琼脂上形成圆形隆起*表面光滑*中央呈紫黑色

且对光观察具有金属光泽*直径约 " )% ==的菌落%

分离菌为革兰氏阴性*无芽胞短杆菌!多单个散在或成

对分布!符合大肠杆菌的形态特征%

%4"4"!生化鉴定结果!结果显示该分离菌能发酵

葡萄糖*乳糖*麦芽糖*甘露醇和山梨醇!不发酵蔗

糖!不液化明胶!吲哚试验和_a试验均为阳性&75

试验阴性!初步判定为大肠杆菌%

%4"4%!致病性试验结果!接种分离菌株的三只小

鼠在接种后 &2 )'" P全部死亡!剖解未见明显病理

变化% 从死亡小鼠的心脏和肝脏均可分离到接种

菌% 复分离培养与生化鉴定结果均与接种菌一致%

%4%!消毒剂对大肠杆菌分离株杀灭效力测定

%4%4$!中和剂试验结果!结果表明采用中和剂

'%%'
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$# R*,吐温02# 配合 $# R*,甘氨酸与 3 R*,卵磷

脂的5c. 溶液!能够中和 #4#";戊二醛对大肠杆

菌的杀灭作用&采用中和剂 3 R*,硫代硫酸钠与

2 R*,吐温02# 的5c.溶液!能够中和 &## =R*,二

氧化氯对大肠杆菌的杀灭作用!且中和剂与中和产

物对指示菌生长均无明显影响!符合中和剂鉴定试

验要求各项指标% 戊二醛和二氧化氯中和剂鉴定

结果见表 % 和表 &%

表 DA戊二醛杀灭大肠杆菌中和剂鉴定结果

组别
每次试验生长菌落数*"6:O'=,

0$

#

$ " %

&

组间误

差率*;

$

%4%' g$#

&

"42& g$#

&

$4&% g$#

&

# (42"

"

"4'' g$#

&

%4"1 g$#

&

$4(" g$#

&

# '4($

%

%4$" g$#

&

"4'" g$#

&

$43% g$#

&

# %41$

注$试验温度为"#<q$<!作用时间为$# =>F!阴性对照组无菌生长%

表 LA二氧化氯杀灭大肠杆菌中和剂鉴定结果

组别
每次试验生长菌落数*"6:O'=,

0$

#

$ " %

&

组间误

差率*;

$

$433 g$#

&

$4&3 g$#

&

$4&2 g$#

&

# "4&2

"

$4"3 g$#

&

$4$$ g$#

&

$4&% g$#

&

# 24('

%

$4"& g$#

&

$4&& g$#

&

$4$& g$#

&

# 24(#

注$试验温度为"#<q$<!作用时间为$# =>F!阴性对照组无菌生长%

%4%4"!定量悬浮消毒试验结果!戊二醛和二氧化

氯定量悬浮消毒试验结果分别见表 3 和表 (% 从表

3 可以看出!#4#";戊二醛作用 3 =>F 或 #4#$;戊

二醛作用 %# =>F 对大肠杆菌的杀灭率均可达到

$##;!而 #4#3;戊二醛作用 (# =>F 才能完全杀灭

大肠杆菌% 从表 ( 可以看出!3# =R*,与 $## =R*,

二氧化氯作用 " =>F对大肠杆菌的杀灭率均可达到

$##;!而 "3 =R*,二氧化氯作用 $# =>F 才能完全

杀灭大肠杆菌%

表 MA戊二醛对大肠杆菌的杀灭效果#存活对数值$

戊二醛浓度*;

作用不同时间的活菌对数值*=>F

$ % 3 $# $3 %# (#

#4##"3 (4&# (4%% (4$( (4$" (4#% 34%" &4"1

#4##3 (4%# (4$& 342' 34(" &4%% "43% 0

#4#$ (4"1 (4$% 34'$ &4$& %4"# 0 0

#4#" (4"$ &4#3 0 0 0 0 0

注$以上结果为 % 次试验的平均值% 试验温度 "#< q$<% 阳性对照组平均菌落% 阳性对照组平均菌落数的对数值为 (4&#!范围$34(" 0(4

&"% 阴性对照组无菌生长%

表 NA二氧化氯对大肠杆菌的杀灭效果#存活对数值$

二氧化氯

浓度*"=R',

0$

#

作用不同时间的活菌对数值*=>F

" 3 $# %# (#

$## 0 0 0 0 0

3# 0 0 0 0 0

"3 34#$ &4$1 0 0 0

$# (4'# (4"2 &4%( &4$1 %422

注$以上结果为 % 次试验的平均值% 试验温度 "#< q$<% 阳性对

照组平均菌落数的对数值为 24%1!范围$'41$ )24%1% 阴性对照组

无菌生长%

%4%4%!以土壤为载体的消毒试验结果!戊二醛和

二氧化氯土壤载体消毒试验结果分别见表 ' 和表

2% 从表 ' 可以看出!#4#";戊二醛作用 $# =>F 或

#4#$;戊二醛作用 %# =>F 对大肠杆菌的杀灭率均

可达到 $##;!而 #4##"3;戊二醛作用 (# =>F也未

能完全杀灭大肠杆菌% 从表 2 可以看出!&## =R*,

二氧化氯作用 $# =>F 或 %## =R*,二氧化氯作用

%# =>F对大肠杆菌的杀灭率均可达到 $##;&而

"## =R*,二氧化氯即使作用 (# =>F 也未能完全杀

灭大肠杆菌%

表 RA戊二醛对大肠杆菌的杀灭效果#存活对数值$

戊二醛浓度*;

作用不同时间的活菌对数值*=>F

" 3 $# %# (#

#4##"3 (4#" 341( 3422 &4%3 %4"(

#4##3 341' 342# 34'( %42' 0

#4#$ 34'2 34(" &4"2 0 0

#4#" 34#( "42" 0 0 0

注$以上结果为 % 次试验的平均值% 试验温度 "#< q$<% 阳性对

照组平均菌落数的对数值为 (4$%!范围$34'( )(4$(% 阴性对照组

无菌生长%

表 JA二氧化氯对大肠杆菌的杀灭效果#存活对数值$

二氧化氯浓度

*"=R',

0$

#

作用不同时间的活菌对数值*=>F

" 3 $# %# (#

&## 34(" &4%# 0 0 0

%## 34%' &421 &4$' 0 0

"## 34"" 34#" &43" %4'# %4##

$## 342$ 34&1 34%% 34#( &42&

注$以上结果为 % 次试验的平均值% 试验温度 "#< q$<% 阳性对

照组平均菌落数的对数值为 '4((!范围$'4"& )'4(1% 阴性对照组

无菌生长%

'&%'
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无论以总菌含量还是以大肠菌值为标准!土壤

污染程度均表现出春秋两季高于夏冬两季% 春秋两

季土壤污染严重可能和季节气候相关!一般春秋两

季适宜的气候条件适宜大多数细菌的生长!而夏季

高温*冬季寒冷一般不利于细菌的生长繁殖!这可能

是造成土壤中细菌乃至病原菌数量较多的原因之

一% 同时!养殖场畜禽在春秋两季发病情况也会有

所增加!可能通过气溶胶等进行病原菌的传播!从

而造成土壤中病原菌含量的相对增加% 因此!在适

宜病原菌生长的春秋季节尤其要加强鸡舍乃至附

近土壤的消毒工作!防止病原菌进一步扩散%

化学消毒剂因其广谱消毒性在畜牧生产中对

于控制病原微生物的传播*预防和治理流行疾病具

有非常积极的意义($3)

% 王静等通过对规模化鸡场

消毒前后结果表明!消毒后鸡舍内空气中细菌含量

明显降低!减少了疫病发生的可能($()

% 但目前有

关对土壤病原菌进行消毒杀灭的研究还很少($#)

%

王莉等研究了四种消毒剂对土壤中污染的霍乱弧

菌的杀灭效果!3## =R*,"有效氯#作用 % =>F 即可

杀灭田土中的霍乱弧菌(2)

% 廖骏等研究也表明!几

种含氯消毒剂对土壤中埃尔托弧菌具有良好的杀

灭效果% 这些都与本研究中二氧化氯具有较强的

杀灭效果相一致($2)

% 研究应用戊二醛和二氧化氯

的定量悬浮试验和以土壤为载体的消毒试验都表

明这两种消毒剂均具有良好的消毒效果!但土壤的

存在明显降低了消毒剂的杀菌效力% 此次试验由

于土壤载体的量小!故其消毒效果尚需进一步通过

田间试验来加以验证!但仍具有一定的指导意义!

建议针对鸡场污染土壤中的大肠杆菌可选择

#4#";戊二醛或 &## =R*,二氧化氯进行消毒处

理% 在养殖场实际应用过程中!还应根据具体情况

适当调整所用消毒剂的种类和浓度以达到最佳杀

菌效果!从而保证土壤的安全洁净!有效控制疾病

的流行*蔓延!保障人类的健康%
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