实验四 大肠菌群的生理生化特性试验

一、实验目的和要求

学习测定大肠杆菌培养基的制备，掌握大肠杆菌生理生化特性的测定方法，掌握大肠杆菌计数的方法。实验学时 4小时。
二、实验设备与仪器

水样瓶、吸管、试管、锥形瓶、稀释瓶、培养皿(平皿)、发酵管和发酵瓶。发酵管有大小之别，小发酵管可用15mm×150mm的试管，大发酵管须有200mL以上的容量、显微镜、电冰箱、普通放大镜，pH，接种环、高压蒸汽灭菌器、恒温箱(培养箱)、电冰箱、镜油(香柏油)、二甲苯、擦镜纸等。乳糖蛋白胨培养基、 浓乳糖蛋白胨培养基、品红亚硫酸纳培养基（甲）、伊红美蓝培养基、革兰氏染色剂、待测水样。

上述各种培养基及染色剂的成分与配制方法如下：

 (一)乳糖蛋白胨培养基

1．成分

蛋白胨                  10 g

牛肉膏                  3 g

乳糖                    5 g

氯化钠                  5 g

1.6%溴甲酚紫乙醇溶液   1 mL

蒸馏水                  1000 mL

2．制法

将蛋白胨、牛肉膏、乳糖及氯化钠加热溶解于1000 mL蒸馏水中，调整pH为7.2~7.4。

加入1.6％溴甲酚紫乙醇溶液1 mL，充分混匀，分装于小发酵管（内有倒管）中，每管装10mL。

(3)置高压蒸汽灭菌115℃（0.7 kg/cm2）灭菌20 min。

(4)贮存于冷暗处备用。

(二) 浓乳糖蛋白胨培养基

按上述“乳糖蛋白胨培养基”浓缩3倍配制。分装于发酵瓶或发酵管（内有倒管）中，每个发酵瓶或大发酵管装50mL，每个小发酵管装5mL。

(三) 品红亚硫酸钠培养基(甲)

1．成分

蛋白胨                10 g

乳糖                  10 g

磷酸氢二钾            3.5 g

琼脂                  20-30 g

蒸馏水                1000 mL

无水亚硫酸钠          5 g左右

5%碱性品红乙醇溶液   20 mL

2．储备培养基的制备

(1)先将琼脂加至900 mL蒸馏水中，加热溶解，然后加入磷酸氢二钾及蛋白胨，混匀使溶解，再以蒸馏水补足至1000 mL，调整pH为7.2~7.4。

(2)趁热用脱脂棉或纱布过滤(最好用保温漏斗)，再加入乳糖，混匀后定量分装于锥形瓶内，置高压蒸汽灭菌器中以115℃（0.7 kg/cm2）灭菌20 min，贮存于冷暗处备用。

3．平板的制备

(1)将上法制备的储备培养基加热融化。

(2)根据锥形瓶内培养基的量，用无菌吸管按比例吸取一定量的5％碱性品红乙醇溶液置于无菌空试管中。

(3)根据锥形瓶内培养基的量，按比例称取所需的无水亚硫酸纳置于无菌空试管内，加无菌水少许使其溶解，再置于沸水浴中煮沸10 min以灭菌。

(4)用无菌吸管吸取已灭菌的亚硫酸钠溶液，滴加于碱性品红乙醇溶液中至深红色褪成淡粉红色为止。

(5)将此亚硫酸钠与碱性品红的混合液全部加于已融化的储备培养基内，并充分混匀(防止产生气泡)。

(6)立即将此种培养基适量倾入己灭菌的培养皿内(90 mm直径的培养皿约需培养基10-15 mL)，待其冷却凝固后置冰箱内备用。此种己制成的培养基于冰箱内保存亦不宜超过二周。如培养基已由淡红色变成深红色，则不能再用。

 四伊红美蓝培养基：

1．成分

蛋白陈           10 g

乳糖             10 g

磷酸氢二钾       2 g

琼脂             20-30 g

蒸馏水           1000 mL

2%伊红水溶液    20 mL

0.5%美蓝水溶液   13 mL

2．储备培养基的制备

(1)先将琼脂加入900 mL蒸馏水中，加热溶解，然后加入磷酸氢二钾及蛋白胨，混匀使溶解，再以蒸馏水补足至1000 mL，调整pH为7.2-7.4。

(2)趁热用脱脂棉或纱布过滤(最好用保温漏斗)，再加入乳糖，混匀后定量分装于锥形瓶中，置高压蒸汽灭菌器内以115℃ (0.7kg/cm2)灭菌20 min。贮存于冷暗处备用。

3．平板的制备

(1)将上法制备的储备培养基加热融化。

(2)根据锥形瓶内培养基的量，用无菌吸管按比例分别吸取一定量已灭菌的2%伊红水溶液及一定量已灭菌的0.5%美蓝水溶液加入已融化的储备培养基内，并充分混匀(防止产生气泡)。

(3)立即将此种培养基适量倾入已灭菌的培养皿内(对于90 mm直径的培养皿10-15 mL)，待其冷却凝固后，置冰箱内备用。

三、实验前准备工作

1. 预习实验指导书实验四的内容。

2. 制备好本次实验分离用的培养基和无菌水、无菌器皿。

四、实验注意事项

1. 实验中使用高压灭菌锅时应注意安全。

2. 实验中注意安全操作。学生在使用净化工作台进行无菌操作过程中，严禁使用净化台中的紫外灯。

五、实验原理

大肠杆菌的代谢与呼吸，主要依赖于酶的活动。各种微生物具有不同的酶类，因此，它们对某些含碳化合物及含氮化合物的分解利用情况不同，代谢产物也有所不同。所以，我们可以利用大肠杆菌生理生化反应的特点来作为鉴别和检测它们的一种依据。

六、水样的采集和保存

用于细菌检验之水样较化学分析所用的尤应谨慎采取。所取水样必须要保证其代表性。并在收集和保存时不得有所污染，瓶中水样不应完全装满，以便于检验前能彻底摇匀。采集水样的容器，可用清洁硬质玻璃瓶。容器必须经高压灭菌，保证无菌。并需保证水样在运送、保存过程中不受污染。

如要从河湖或井水中取水，可用特制的采样器。图8-12所示的采样器系一金属框，内装有玻璃瓶，器的底部有重量，可随意坠入所需的深度，瓶盖上扎有绳索，拉起绳索即可打开瓶盖，松放绳索，瓶盖即自行盖上。取样前应对玻璃瓶先作灭菌处理。采集时将采样器浸入水中，使采样瓶口位于水面下10-15cm深处。然后拉开瓶塞，使水进入瓶中。水样采集后，应将水样瓶中水样倒入无菌储样玻璃瓶中，或将水样瓶取出，立即用无菌棉塞塞好瓶口，以备检查。

采取自来水水样时，须先冲洗龙头，再用酒精棉烧灼灭菌，然后放水5-10min，接着将瓶移上取水。采取含有余氯的水样时，应在水样瓶未检验前接500 mL水样加入1.5％硫代硫酸钠溶液2 mL，以消除氯的作用。

水样采集和分析的间隔时间应尽可能缩短。水样采取与检验相隔时间应在4 h内。

取样时要将取样日期、温度、水的来源、环境状况、水的用途等注明。

七、实验方法及步骤

(一)大肠菌群的检验

甲、发酵法

发酵法是根据大肠菌群能发酵某些糖类而产酸产气等特性来进行检验的。

1．生活饮用水    

按下列3个步骤进行检验：

(1)初步发酵试验  在2个各装有已灭菌的50mL浓乳糖蛋白胨培养基的发酵瓶或大发酵管(内有倒管)中，以无菌操作各加入水样100 mL；在10支装有已灭菌的5 mL浓乳糖蛋白胨培养基的小发酵管（内有倒管）中，以无菌操作各加入水祥10 mL。混匀后置于37℃恒温箱中培养24h。观察其产气产酸的情况。

1)如无气体和酸产生，则为阴性反应，表示无大肠菌群存在。

2)如有气体和酸产生，或虽无气体产生，但有酸形成，则为阳性反应，表示此水可能为粪便污染，需作进一步的检验。

3)如有气体形成，但没有产酸，溶液也不浑浊，则操作技术上有问题，须重作检验。

(2)平板分离  用无菌接种环，从前一阶段所需进一步检验的发酵瓶或发酵管中沾取菌液，分别在品红亚硫酸钠培养基(甲)或伊红美蓝培养基上划线。然后将培养皿置于37℃恒温箱内培养18-24h，记其结果如下：

1)如无细菌增殖现象，可认为是阴性反应，无大肠菌群存在。

2)如仅发现芒状、霉状或其它无关菌属的菌落，则表示无粪便性的污染。

3)如发现有下列特征的菌落，则应取菌落的一小部分进行涂片、革兰氏染色、镜检。如涂片中没有革兰氏阴性的杆菌，则表示无大肠菌群存在；如涂片中有革兰氏阴性无芽孢的杆菌时，则进行复发酵试验。

品红亚硫酸钠培养基上的菌落：

1)紫红色，具有金属光泽的菌落。

2)深红色，不带或略带金属光泽的菌落。

3)淡红、中心色较深的菌落。

伊红美蓝培养基上的菌落：

1)深紫黑色，具有金属光泽的菌落。

2)紫黑色，不带或略带金属光泽的菌落。

3)淡紫红色，中心色较深的菌落。

(3)复发酵试验  用无菌接种环挑取上述涂片镜检显示革兰氏阴性无芽孢杆菌的菌落的另一部分接种于已灭菌的装有10 mL普通浓度乳糖蛋白胨培养基的小发酵管(内有倒管)中，每管可接种分离自同一初发酵管或发酵瓶的最典型的菌落1-3个，然后置于37℃恒温箱中培养24h，有产酸产气者(不论倒管内气体多少皆作为产气论)，即证实大肠菌群存在。

根据证实有大肠菌群存在的阳性管数或瓶数，查表l，报告每升水样中的大肠菌群数。

八、实验数据整理

表4.1                       大肠菌群检数表（一）                     

	10mL水量的阳性管数
	100mL水量的阳性管（瓶）数
	10mL水量

的阳性管数
	100mL水量的阳性管（瓶）数

	
	0
	1
	2
	
	0
	1
	2

	
	每升水样中大肠菌群数
	
	每升水样中大肠菌群数

	0
	＜3
	4
	11
	6
	22
	36
	92

	1
	3
	8
	18
	7
	27
	43
	120

	2
	7
	13
	27
	8
	31
	51
	161

	3
	11
	18
	38
	9
	36
	60
	230

	4
	14
	24
	52
	10
	40
	69
	＞230

	5
	18
	30
	70
	
	
	
	


注：水样总量300 mL（2份100 mL，10份10 mL）
