微生物学检测知识

一.异氧细菌的测定

1. 水样的准备：

1.1 检验之前，在每个培养皿上表明水样号码、稀释度、日期和其它任何应有的说明。每个稀释度至少准备两个重复的培养皿。

1.2 将水样彻底的搅动均匀，方法是上下（左右）摇动25次。摇动的幅度大约0.3米，所花时间为7秒钟。

2. 稀释水和培养基

2.1稀释水：将8.5克氯化钠在1升蒸馏水中。分装的量以蒸压灭菌15分钟之后能维持99±2.0毫升或9±0.2毫升为度。

2.2缓冲水：配置磷酸盐缓冲储备液，是将34.0克的磷酸二氢家钾溶液在500毫升的蒸馏水中，用1摩尔/升的氢氧化钠溶液调节到7.2±0.5，然后再加蒸馏水到1升。把1.25毫升的磷酸盐缓冲储备液和50毫升的氯化镁溶液（38克氯化镁/升蒸馏水）加蒸馏水到1升，分装到瓶子或试管里，分装的量以蒸馏水之后能维持99±2.0毫升或9±0.2毫升为度。

2.3在任何稀释水中制备细菌悬浮液后，不要在室温下待留30分钟以上，因为细菌的死亡或繁殖都可能发生。

2.4营养琼脂培养基

蛋白胨      10.0克

牛肉膏      3.0克

氯化钠      5.0克

琼脂        15.0克

蒸馏水       1升                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                               

以蒸压（121℃）灭菌15分钟，PH在7.4到7.6之间。注配置后的澄清度有无沉淀、PH变化、细菌的发育，对异常者不能使用

3. 水样的稀释和量取

3.1选择稀释度：以期在平皿上的菌落总数介于30和300之间

  3.2水样的稀释：用1毫升灭菌吸管吸取水样1毫升注入到99毫升的空白稀释水中。当吸取水样时，不要把吸管尖插入液面之下2.5厘米深。放出水样时，吸管尖不要触及稀释水。振摇稀释瓶混合均匀，作成1：100的均匀稀释水样

  3.3另取一支1毫升灭菌吸管，吸取1：100的均匀稀释水样，做100倍递增稀释到1：1000的均匀稀释水样

  3.4稀释水样的量取

         每从一个不同的稀释水样做转移、接种时，要各用一支不同的无菌细管。当放出一定量的水样时，握住吸管尖端与培养皿底成450的角度相接，皿盖要适当提起，使吸管恰足以插入，容许2-4秒的时间，让液面从吸管上的1好升的刻度线排出到吸管尖。

        将吸取的1毫升水样转移到无菌培养皿中后，加入融化的培养基。

4. 平皿的操作

4.1融化培养基：把盛放无菌的固态琼脂培养基的容器放在沸水中，使培养基融化。若发现融化的培养基中含有沉淀物就应该弃去不用。不可对灌皿用的培养基再行蒸压灭菌。

   融化的培养基可置于45±1℃水浴中保温，到使用之前才取出。

4.2灌皿：从第一个水样的稀释开始到对最后一个平皿施以灌皿，时间不得超过20分钟（以10分钟为最好），稀释水样转到平皿后，应及时将凉至45±1℃营养琼脂培养基灌入平皿至少10-12毫升，灌皿之后将融化的培养基和其中定量的试验水样彻底混合。方法是握住平皿，先往一个方向画圆，再朝相反方向回转，不要使混合液溅到培养皿的边缘，让平皿培养基于水平位置静止10分钟左右固化。固化之后，倒置平皿，在培养箱中进行培养。

4.3无菌控制：将培养基灌入加有1毫升稀释水的无菌平皿内作空白对照，检查培养基和稀释水的无菌性。

5. 培养

5.1在培养箱中叠放平皿，不可使平皿过于拥挤

5.2一般水样的标准平皿记数应在35±0.5℃之下培养48±3小时

6. 记数和记录

6.1培养之后，取出平皿，立即数出皿中所有的菌落数。（如果记数暂缓施行，平皿存放在5—10℃且不超过24小时）

6.2在决定标准平皿记数的时候，应选择具有30-300个菌落的平皿

6.3如果平皿中的菌落数远超过300，不要在记录中写成“多不克记”

6.4对平皿上有蔓延菌落生长，应写上。

7. 记数结果的报告

7.1应选择平均菌落数在30-300之间的稀释度，乘以稀释倍数

7.2若有两个稀释度，其生长的菌落数在30-300之间，则视二者之比来决定。比值小于2报告平均数，大于2报告其中较小的数字

7.3若所有稀释度平均菌落数大于300，，则按稀释度最高的平均菌落数乘以稀释倍数报告

7.4若所有稀释度平均菌落数小于30，，则按稀释度最低的平均菌落数乘以稀释倍数报告

7.5若所有稀释度均无菌落生长，则以小于1乘以最低稀释倍数报告

7.6若所有稀释度平均菌落数均不在30-300之间，，则以最接近30或300的平均菌落数乘以稀释倍数报告

计算和报告；

    标准平皿记数，是把同一稀释度两个重复的平皿所产生的菌落予以记数求得平均数之后，对社个数值四舍五入，修约成两位有效数字，再乘以所对应的稀释度的倒数而得来。

8. 误差

分析人员的平行试验误差维持在5%以下；在现行试验误差维持在10%以下

二铁细菌的测定

1. 培养基

 (NH4)2SO4              0.5克

NaNO3                 0.5克

K2HPO4               0.5克

CaCL2                 0.2克

MgSO4.7H2O           0.5克

柠檬酸铁铵              10.0克

蒸馏水                 1000毫升

  PH调至6.6-6.8，分装15×150毫升试管，每管5毫升，蒸压（121℃）灭菌15分钟

2.培养：温度30±1℃，培养时间14天

3. 记数结果的报告

3.1观察培养后的试管，若棕色培养液变成无色透明液体，而下部有褐色或黑色沉淀，表明有铁细菌存在，为阳性

3.2若棕色培养液有明显的无色透明液体层出现，即使下部无沉淀，也表明有铁细菌存在，为阳性

3.3若培养液仍为棕色透明液体，或虽混浊但上部无明显无色透明液体层出现，表明无铁细菌存在，为阴性

结果与计算：

 对上面阳性管数累加，求出数量指标，查表，并计算报出结果

三硫酸还原菌的测定

1. 水样的采集：使用事先消毒的小口瓶，将水样充满以排除氧气

2. 培养基

乳酸菌          3.5克

酵母菌          1.0克

MgSO4.7H2O           2.0克

硫酸钠          0.5克

K2HPO4               0.5克

CaCL2.2H2O                 0.2克

硫酸亚铁铵         0.3克

维生素C           0.10克

蒸馏水            1000毫升

先将硫酸亚铁铵与维生素C除外,配制培养基基本料,分装在250毫升的三角烧瓶中,每瓶注入200毫升.瓶塞及颈部用纸包裹, 蒸压（121℃）灭菌15分钟,灭菌后的PH值为7.2±0.3

   使用的当天,分别配制硫酸亚铁铵  溶液(3克/100毫升)和维生素C溶液(1.00克/100毫升),以0.45微米孔隙的滤膜除菌,或用紫外线灭菌.然后分别以无菌的操作技术将二者各加1毫升100毫升的培养基基本料中。此培养基出现混浊或少量沉淀不影响沉淀结果。

3. 稀释与接种

3.1将选取的几个稀释度的水样分别接种于已灭菌的空试管中，每管接踵1毫升，每稀释度重复接种4管。接种一个稀释度更换一次吸管

3.2将培养基轻轻摇均，注满满已接踵的试管，然后加金属盖与液面间不得留有空隙

3.3若培养基非当天配制，应先在沸水中加热10分钟左右，以驱除溶解氧，再冷却后使用

4. 培养：温度30±1℃，培养时间14天

5.记数结果的报告

  5.1观察经培养后的试管，如有黑色显现，表明该管中有硫酸还原菌存在，为阳性。若无黑色显现，表明该管中无硫酸还原菌存在，则为阴性

  5.2根据测定方法求得数量指标，查比，计算并报告结果

