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          保障孵化质量的微生物学监测：之采样方法 
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为了检查孵化场卫生、消毒方案效果的稳定性和持续性，应定期进行全面评估，一旦有必要，

可以立即加以改进。事实上，种蛋和1日龄雏鸡的污染可能源于种鸡场，也可能发生在种蛋存储以

及孵化过程中。这种的例行监测至少应采集孵化场空气和一些物体表面。日常监测所获得的数据，

会使我们在发现问题时能够更好地进行回顾和诊断。如果发生某些需要特殊解决的问题，可使用

更加深入和更加准确的方法，例如，种蛋清洗、对雏鸡采样和分离细菌的进一步鉴定等。  

 

                                                                                       图1 被细菌污染的种蛋 

1 在对环境采样前需要准备的工作 

负责监测的工作人员应按照下列步骤进行：  

 画出一幅采样流程图和孵化场内部流程图；  

 确定监测的目标微生物或危害；  

 确定关键控制点；  

 确定采样地点；  

 安排实验室工作人员准备无菌设备和无菌试验材料；  

 根据采样地点确定采集材料并做好记录。  

如需获得关于孵化场清洁和消毒效果的信息，建议在完成清洁和消毒程序后立即进行采样。  

如需获得关于孵化场微生物状况和生物安全方面的信息，建议不要在消毒后立即进行采样。  
 

2 如何对孵化场空气进行采样？ 

主要有两种方法：  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

最常用的就是“空气平皿”法。这种方法主要用于孵化场的走廊、种蛋贮藏室、

出雏室、孵化器和出雏器。平皿底部应标记采样的地点。将装有特定培养基的培养皿

暴露于空气中，小心翼翼地将平皿（在底部放置培养基）置于一平整表面。培养基暴

露于空气中时间的长短取决于该采样点的污染程度。某些时候，当需要对不同时间段

进行有意义的比较时，暴露的时间应该一致。如果采样地点污染相对较轻，如孵化器、

走廊或清洁过的孵化器，暴露时间建议为10分钟。  

 

                                                                                

                                                                               图2 “空气平皿”法采样 

某些空气采样的机器[如Anderson空气采样器/RCS单位或OMNI3000便携式采样器（见下图）]，一般由电池供电，且可设

定一定量的空气通过琼脂孔，这使得操作人员能够评估污染水平。标准的时间为1分钟，可根据采样种类选择琼脂培养基类

型。  

 

图3 OMNI3000便携式采样器 

左：接触器  

右，从上到下：排气过滤器，液体袋，样品柱，排气管  

 

3 如何对平整的物体表面进行取样？ 

该方法适用于清洁并干燥后的孵化器墙壁、蛋架、出雏盒或风机页片。和平常一样，所有平皿（平皿的半部分装有培养

基）必须在底部做标注，以标明监测表面的类型和地点。  



 

 

 

 

 

 

 

 

拭子法适用于在任何表面积超过1或2平方英寸（1平方英寸=6.4516 cm2，译者注）物品的表面采样。超过1 m2的墙壁和

地板首选用布条采样，末端裹有纺织物的拭子和海绵适用于设备或其他小接触面的物体（100 cm2）。用无菌溶液湿润拭子或

制备好的湿润拭子轻轻擦过采样物体表面，然后用该拭子轻轻划过平皿培养基表面几次，画成锯齿状。如果样品需要运输到

他处（需送检，译者注），应将预先湿润的拭子、布条或海绵一一分装，且所用容器内不能有残留的液体。  

注：使用两个拭子进行对照是一种非常好的方法。 

 

图4 对平整物体表面进行采样 

 

对物体表面采样的另一种方法是采用RODAC（琼脂直接接触微生物培养法）接触平皿。

实际上，这种平皿推荐用于对平整、无渗透性的表面进行采样；Petrifilm™推荐用于对不规则

表面进行采样。  

 

                                                                           图5 用拭子在琼脂表面上画成锯齿状 

→Rodac平皿法（RODAC平皿覆盖的表面积大约为25cm2）  
 佩戴无菌手套，打开装有RODAC平皿的袋子，并取出一个RODAC平皿。RODAC平皿的琼脂应稍高于平皿边际。 

 移除塑料盖，并小心翼翼地用琼脂表面接触采样物体表面并轻压。 

 通过向平皿底部均衡施压，确保整个琼脂表面都充分接触到了需要采样的区域。 

 盖好盖子，每5~10个一摞，并用胶带固定。 

 将平皿置于Whirlpak™包或其他适当的容器内。 

 在送往实验室途中，使用密封袋密封并小心持拿。 

注意：由于对可能因采样造成污染的担心，在采样之后，应使用无菌湿布或消毒剂（如70%酒精）擦拭已采样的表面。 

 
→Petrifilm™ 法（RODAC 平皿覆盖的表面面积大约为 20cm2） 

 Petrifilm平皿必须在使用前由实验室工作人员恢复湿度。 

 佩戴无菌手套，揭开Petrifilm™ 平皿表面的薄膜（凝胶会附着在薄膜上）。 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 凝胶（附着在顶部薄膜上的凝胶，而不是附着在平皿底部的凝胶）必须置于欲检测的表面并与之接触。 

 不要用手指接触生长区和底部纸板，或用脚踩踏未经采样的表面。 

 在整个附着有琼脂薄膜背侧的整个表面上用手指摩擦，以确保与采样表面接触良好。 

 从采样表面揭开薄膜，使Petrifilm™的顶部和底部薄层重新结合。 

注意：有时在揭开上层膜时，琼脂会裂开（Petrifilm™顶部和底部均附着有凝胶），裂开的凝胶不影响产品的性能，应按上述说明使用。 

 

4 如何对液体采样？ 

应向无菌琼脂平皿中滴加0.5~1 mL被检液，然后用无菌拭子或无菌“L”形玻璃棒，将被检液均匀涂布于培养基表面。

培养基表面过多的水分应置于保温箱中两小时使之干燥。同样，非常有必要在平皿底部标注以区别监测的物质。  
 

5 如何对软毛状物体和其他固体取样？ 

第一步，无菌操作称取一定量欲检固体后，用无菌生理盐水稀释10倍。必须尽力摇晃或漩涡搅拌至少30秒，以使溶液非

常均匀（1 mL母液加入到9 mL无菌生理盐水中，制成10%的稀释液）。  

除10%溶液外，按同样方法制得0.01%、0.1%和1%的溶液。用1 mL移液管取1 mL每种稀释液，滴入每个培养皿，并用无

菌“L”形玻璃棒均匀涂布于培养基表面。同样，在将该平皿放入适当位置之前，通过此方法浸湿的培养基应在保温箱中干

燥两小时，使平皿培养基干燥。  
 

6 对蛋壳表面采样 

来自种鸡场的种蛋表面一定会被细菌污染，这就是为什么在种鸡场和运抵孵化场后要立即用化学品（如福尔马林）对种

蛋消毒以尽可能降低污染的原因所在。  

因此，蛋壳表面微生物监测对评估生产过程的有效性非常有帮助，当我们实施死胚检查程序时如发现不正常的污染问题

需要即时考虑对种蛋进行微生物检测。  

表1 种蛋表面的菌落数量 

 

蛋品质 每个种蛋上的菌落数量 

新产种蛋 300以上 

清洁蛋 3000以上 

地面蛋 2.5万以上 

脏蛋 40万以上 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.1 监测蛋壳表面的常用方法之一是在平皿内琼脂表面滚动种蛋。在采用该方法时，首先

将平皿盖取下置于清洁的表面。应用手指尖持拿种蛋，并用未接触手指的蛋壳表面在培养

基表面滚动。应按这种方式滚动两次，然后轻轻盖好平皿盖。这种方法可用作普查试验，

但不能和下文讲到的方法一样用于准确的微生物计数。  

 

                                                                                 图6 平皿内琼脂表面滚动种蛋 

6.2 测定蛋壳表面污染水平更定量化的方法是一种被称作“整蛋清洗”的方法。用干净纸巾拿

起种蛋，将其置于装有20 mL无菌生理盐水的无菌whirl-pack袋中。然后用蛋轻轻摩擦whirl-pack
袋1分钟，之后静置1分钟，然后再摩擦1分钟。注意在取出种蛋时要避免其它的对洗蛋液的污

染。  

然后分别向相应培养基接种0.1和1 mL洗蛋液来进行霉菌或细菌计数。和平常一样，洗蛋

液应使用无菌拭子或无菌“L”形玻璃棒均匀涂布于培养基表面，平皿应在恒温箱中孵育两小

时，以使多余的水分浸入培养基。有必要谨记，例行监测蛋壳表面污染时，了解微生物菌群数

量随时间变化的趋势要比鉴定是何种微生物来得重要。应计算平皿上的菌落数，并根据稀释倍

数（1︰20和1︰200）校正，并记录。  

                                                                                    图7 对洗蛋法的采样进行细菌计数 

6.3 无菌胶带条也可用于代替上述方法。可将胶带（1.8 cm×1.6 cm）贴在蛋壳表面，并小心翼翼地揭下来，然后在琼脂平板

上做一次按压。两个粘贴种蛋的胶带按压即可充分评估蛋壳表面的细菌总数。然而，使用胶带法获得的细菌计数，趋向于比

使用洗蛋法获得的细菌计数低。  

 

7 对雏鸡采样 

应通过对1日龄雏鸡的微生物指标的分析对种鸡群进行间接监测。基于此，首先选取10只雏鸡断髓致死。为防止气源性

污染，只有在将雏鸡在用水和消毒剂打湿后，才能剖开腹腔。完成此步骤后，用无菌的湿拭子插入卵黄囊，然后在卵黄囊内

转动。该方法的最后一步是，非常小心地取出浸满卵黄的拭子，然后，用拭子在琼脂平板表面画成条纹状，以使采样雏鸡携

带的细菌能够生长。同时，还要避免任何外源污染，在画完条纹后应立即小心地将平皿盖盖好。  

 

8 结论   

在孵化场对微生物监测程序定期评估是很最重要的步骤。必须确保所有的结果记录在案，并能够随时察觉到发生的任何

异常。因此，采样方法在实施之前必须进行良好规划，而且必须遵循所有的步骤，并记录样品的相关识别标志。然后，把检

测地点的监测结果与最终的孵化率和雏鸡成活率数据进行比对。  



 

 

 

 

 

 

 

 

在下一期，我们将对实行此类微生物监测所需的材料和实验室方法进行讨论。实际上，在对既定目标消毒后，无论是上

述的哪个方面，所监测到的微生物水平应不超过20个菌落数。根据目前卫生状况和孵化场的结构，应以渐进性的方式通过一

段时间的努力来达到标准。超标的菌落数量反映出消毒方法效果不佳，或种蛋生产过程出现的问题。通过检测越早期的发现

问题，可最大幅度地减少雏鸡的质量问题，雏鸡的质量对肉鸡生产性能有极其重要的意义。  

 


