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前    言
本标准的附录为资料性附录。

本标准由中国标准化研究院归口。
本标准起草单位：

本标准主要起草人：

生物产品中功能性微生物的测定
1  范围

本标准规定了生物产品中功能性微生物检验基本原则和要求。

本标准适用于生物产品中功能性微生物的检验。
2  规范性引用文件 

下列文件中的条款通过对本标准的引用而成为本标准的条款。凡是注日期的引用文件，其随后所有的修改单（不包括勘误的内容）或修订版均不适用于本标准，然而，鼓励根据标准达成协议的各方研究是否可使用这些文件的最新版本。凡是不注日期的引用文件，其最新版本适应于本标准。
GB/T 8170 数值修约规则与极限数值的表示和判定

GB/T 6682 分析实验室用水规格和实验方法

GB 19489 实验室生物安全通用要求
一  总则
3   实验室基本要求 

3.1  环境 

3.1.1 实验室环境不应影响检验结果的准确性。 

3.1.2 实验室的工作区域应与办公室区域明显分开。 

3.1.3 实验室工作面积和总体布局应能满足从事检验工作的需要，实验室布局应采用单方向工作流程， 避免交叉污染。 

3.1.4 实验室内环境的温度、湿度、照度、噪声和洁净度等应符合工作要求。 

3.1.5 一般样品检验应在洁净区域（包括超净工作台或洁净实验室）进行，洁净区域应有明显的标示。 

3.2 人员 

3.2.1 检验人员应具有相应的教育、微生物专业培训经历，具备相应的资质，能够理解并正确实施检验。 

3.2.2 检验人员应掌握实验室生物检验安全操作知识和消毒知识。 

3.2.3 检验人员应在检验过程中保持个人整洁与卫生，防止人为污染样品。 

3.2.4 检验人员应在检验过程中遵守相关预防措施的规定，保证自身安全。 

3.2.5 有颜色视觉障碍的人员不能执行涉及到辨色的实验。 

3.3  设备 

3.3.1 实验设备应满足检验工作的需要。 

3.3.2 实验设备应放置于适宜的环境条件下，便于维护、清洁、消毒与校准，并保持整洁与良好的工作状态。 

3.3.3 实验设备应定期进行检查、检定（加贴标识）、维护和保养，以确保工作性能和操作安全。 

3.3.4 实验设备应有日常性监控记录和使用记录。 

3.4  检验用品 
3.4.1 常规检验用品主要有接种环（针）、酒精灯、镊子、剪刀、药匙、消毒棉球、硅胶（棉）塞、 微量移液器、吸管、吸球、试管、平皿、微孔板、广口瓶、量筒、玻棒及L形玻棒等。 

3.4.2 检验用品在使用前应保持清洁和/或无菌。常用的灭菌方法包括湿热法、干热法、化学法等。 

3.4.3 需要灭菌的检验用品应放置在特定容器内或用合适的材料（如专用包装纸、铝箔纸等）包裹或加塞，应保证灭菌效果。 

3.4.4 可选择适用于微生物检验的一次性用品来替代反复使用的物品与材料（如培养皿、吸管、吸头、 试管、接种环等）。 

3.4.5 检验用品的储存环境应保持干燥和清洁,已灭菌与未灭菌的用品应分开存放并明确标识。 

3.4.6 灭菌检验用品应记录灭菌/消毒的温度与持续时间。 

3.5 试剂

检验试剂的质量及配制应适用于相关检验。对检验结果有重要影响的关键试剂应进行适用性验证。

3.6 菌株 

3.6.1  应使用微生物菌种保藏专门机构或同行认可机构保存的、可溯源的标准或参考菌株。 

3.6.2 实验室应保存能满足实验需要的标准或参考菌株，在购入和传代保藏过程中，应进行验证试验， 并进行文件化管理。

4 样品的采集 

4.1  采样原则 

4.1.1 根据检验目的、产品特点、批量、检验方法、功能性微生物的含量等确定采样方案。 

4.1.2 应采用随机原则进行采样，确保所采集的样品具有代表性。 

4.1.3 采样过程遵循无菌操作程序，防止一切可能的外来污染。 

4.1.4 样品在保存和运输的过程中，应采取必要的措施防止样品中原有微生物的数量变化，保持样品的原有状态。 

4.2 采样设备

4.2.1 一般要求

       采样应遵循无菌操作程序，选择适合产品大小、采样量、容器大小和产品物理状态等特征的采样设备。

4.2.2  固体产品采样设备

      普通铲子、手柄勺、柱状取样器（如取样钎、管状取样器、套筒取样器）和圆锥取样器。

4.2.3  液体或半液体（半固体）产品采样设备

      适当大小的搅拌器、取样瓶、取样管、带状取样器或长柄勺。

4.3  采样程序

4.3.1  固体样品采样

        随机选取每份样品的位置，这些位置应覆盖产品的表面和产品内部，使样品的每个部分都被覆盖。如果在包装袋中取样，需用取样器，不管是水平还是垂直，都必须经过包装物的对角线。样品可以是包装物的整个深度，或是表面、中间、底部这三个水平。

4.3.2  液体或半液体（半固体）采样

       产品贮存于容器中，采样前需要搅动混匀，用适当的器具从表面至内部采样。如果采样前不能进行混合，则至少在容器的不同方向、两个层面取样。

4.4 采集样品的标记

应对采集的样品进行及时、准确的记录和标记，采样人应清晰填写采样单（包括采样人、采样地点、 时间、样品名称、来源、批号、数量、保存条件等信息）。

4.5 采集样品的贮存和运输

采样后，应将样品在接近原有贮存温度条件下尽快送往实验室检验。运输时应保持样品完整。如不 能及时运送，应在接近原有贮存温度条件下贮存。

5 样品检验

5.1 样品处理

5.1.1 实验室接到送检样品后应认真核对登记, 确保样品的相关信息完整并符合检验要求。

5.1.2实验室应按要求尽快检验。若不能及时检验，应采取必要的措施保持样品的原有状态，防止样品中目标微生物因客观条件的干扰而发生变化。 

6 生物安全与质量控制

6.1实验室生物安全要求 

应符合GB 19489的规定。 

6.2 质量控制 

6.2.1 实验室应定期对实验用菌株、培养基、试剂等设置阳性对照、阴性对照和空白对照。 

6.2.2 实验室应对重要的检验设备（特别是自动化检验仪器）设置仪器比对。 

6.2.3 实验室应定期对实验人员进行技术考核和人员比对。 

7 记录与报告

7.1记录 

检验过程中应即时、准确地记录观察到的现象、结果和数据等信息。 

7.2报告 

实验室应按照检验方法中规定的要求，准确、客观地报告每一项检验结果。 

8 检验后样品的处理

8.1检验结果报告后，被检样品方能处理。样品要经过无害化处理。 

二 植物乳杆菌检测
9  范围

本标准规定了生物产品中植物乳杆菌（Lactobacillus plantarum）的检测方法。

本标准适用于生物产品中植物乳杆菌的定性与定量检测。

10  主要设备和材料

除微生物实验室常规灭菌及培养设备外，其他主要仪器设备如下：

10.1  恒温培养箱：37℃ ± 1℃。

10.2  天平：精度为0.0001g。

10.3  恒温水浴锅。

10.4  离心机：转数12,000 r/min以上。

10.5  PCR仪。
10.6  电泳仪
10.7  紫外凝胶成像仪
10.8  微量移液器和灭菌吸头：10μL、20μL、200μL、1000μL。

10.9  玻璃或塑料灭菌培养皿。

10.10 显微镜：1000倍。

10.11 pH计。

11  主要培养基和试剂

除另有规定外，试剂为分析纯或生化试剂，实验用水采用GB/T 6682中规定的蒸馏水或去离子水，或相当纯度的水。所有试剂均用无核酸酶污染的容器分装。

11.1  MRS（Man Rogosa Sharpe）培养基（琼脂和肉汤）：参见附录A。

11.2  革兰氏染色液：参见附录A。
11.3 细菌微量生化鉴定管
11.4 细菌基因组提取试剂盒
11.5  10(PCR缓冲液：100 mmol/L Tris-HCl （pH 8.4），500 mmol/L 氯化钾（KCl），15 mmol/L 氯化镁（MgCl2）。
11.6  检测用引物
正向引物：27F：5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’

反向引物：1492R：5’-TACGGTTACTTGTTACGACTT-3’
11.7  Taq DNA聚合酶。
11.8  dNTP：dATP、dTTP、dCTP、dGTP。

11.9  分子量标记：100 bp~2000bp。
11.10  50×TAE缓冲液：见附录A。
11.11  10×上样缓冲液：1% SDS、50%（体积分数）甘油、0.05%（质量浓度）溴酚蓝。

12  检测程序
植物乳杆菌的检测程序见图8。
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图8 植物乳杆菌的检测程序
13  样品制备和培养

13.1 样品制备
13.1.1 样品的全部制备过程均应遵循无菌操作程序。
13.1.2 固体和半固体样品：称取25 g样品至盛有225 mL 灭菌生理盐水的无菌均质杯或均质袋或灭菌研钵中，使用旋转刀片式均质器均质（800~1000 rpm）2 min或使用拍击式均质器拍打2 min或充分研磨制成 1:10的样品匀液。
13.1.3 液体样品：以无菌吸管吸取 25 mL 样品至盛有 225 mL 无菌生理盐水的锥形瓶（可在瓶内预置适 当数量的无菌玻璃珠）中，充分混匀，制成 1:10 的样品匀液。
13.2 样品稀释
13.2.1 用1 mL 无菌吸管或微量移液器吸取1:10 样品匀液1 mL，沿管壁缓慢注于装有9 mL 生理盐水的无菌试管中（注意吸管尖端不要触及稀释液），振摇试管或换用1 支无菌吸管反复吹打使其混合均匀，制成1:100 的样品匀液。

13.2.2 另取1 mL 无菌吸管或微量移液器吸头，按上述操作顺序，做10 倍递增样品匀液，每递增稀释一次，即换用1 次1 mL 灭菌吸管或吸头。
13.3 培养
根据对待检样品菌含量的估计，选择2个～3个连续的适宜稀释度，每个稀释度吸取样品匀液0.1 mL接种于MRS琼脂平板内，使用涂布棒尽可能小心快速地涂布接种液于琼脂表面涂布好的平皿，每个稀释度接种2个平板，倒置于37℃±1℃厌氧培养箱中培养48h。
14  菌落计数

可用肉眼观察，必要时用放大镜或菌落计数器，记录稀释倍数和相应的菌落数量。菌落计数以菌落形成单位（colony-forming units，CFU）表示。

14.1 选取菌落数在30 CFU～300 CFU 之间、无蔓延菌落生长的平板计数菌落总数。低于30 CFU 的平板记录具体菌落数，大于300 CFU 的可记录为多不可计。每个稀释度的菌落数应采用两个平板的平均数。

14.2 其中一个平板有较大片状菌落生长时，则不宜采用，而应以无片状菌落生长的平板作为该稀释度的菌落数；若片状菌落不到平板的一半，而其余一半中菌落分布又很均匀，即可计算半个平板后乘以2，代表一个平板菌落数。

14.3 当平板上出现菌落间无明显界线的链状生长时，则将每条单链作为一个菌落计数。
15  鉴定
15.1 菌落挑选和纯培养
挑选平板上5个边缘透明、整齐的菌落转入MRS肉汤培养基37℃±1℃恒温厌氧培养箱内增菌培养24h后进行形态学、生化鉴定及PCR检测鉴定。
15.2 形态学及生化鉴定

15.2.1 革兰氏染色

    将平板上的菌落做涂片进行革兰氏染色，镜检。

15.2.2  生化鉴定法

    取菌液利用细菌微量生化鉴定管按照说明进行生化鉴定。

15.2.3  植物乳杆菌形态学及生化特征

植物乳杆菌为革兰氏阳性杆状细菌，基本规则，无鞭毛、无荚膜。生化特征见表8。
表8 植物乳杆菌生化特征

	鉴定项目特征
	植物乳杆菌
	鉴定项目特征
	植物乳杆菌

	甘油
	-
	纤维二糖
	+

	赤藓醇
	-
	麦芽糖
	+

	D-阿拉伯糖
	-
	乳糖
	+

	L-阿拉伯糖
	-
	蜜二糖
	+

	核糖
	+
	蔗糖
	+

	D-木糖
	-
	海藻糖
	+

	L-木糖
	-
	菊糖
	-

	葡萄糖
	+
	棉籽糖
	+

	半乳糖
	+
	淀粉
	-

	果糖
	+
	糖原
	-

	甘露糖
	+
	木糖醇
	-

	山梨糖
	-
	D-松二糖
	-

	鼠李糖
	-
	D-来苏糖
	-

	肌醇
	-
	D-阿拉伯糖醇
	+

	甘露醇
	+
	L-阿拉伯糖醇
	-

	山梨醇
	-
	苦杏仁苷
	+


注：+表示不小于90%阳性, -表示阴性
15.3 PCR检测鉴定方法

15.3.1  细菌模板DNA的提取

使用细菌基因组DNA提取试剂盒，按照说明书提取植物乳杆菌的基因组DNA。

15.3.2  PCR检测鉴定

15.3.2.1  反应体系

反应体系为50μL：Taq酶（5U/μL）0.4μL；10(PCR缓冲液5μL；脱氧核糖核苷三磷酸混合物（dNTP Mixture） ( 各自浓度均为2.5 mmol/L) 3μL；模板DNA50 ng；引物1（10μmol/L）2μL，引物2（10μmol/L）2μL；超纯水补足至50μL。

15.3.2.2 PCR反应条件

采用聚合酶链反应（PCR），相应反应参数：94℃，预变性5min；进入循环，94℃，30s；57℃，40s；72℃，1min；30个循环；循环结束，72℃，5min，4~10℃保存反应产物。

15.3.2.3  序列测定与结果判定

PCR产物经纯化回收后用基因测序仪测序，测序结果用Chromas软件参照正反序列图谱人工校对，并通过GenBank进行序列Blast相似性比对分析。序列比对结果显示与GenBank中的16S rDNA基因序列同源性达到99%以上为鉴定标准，与植物乳杆菌标准菌基因序列同源性> 99%则判定样品未知菌为植物乳杆菌，否则为非植物乳杆菌。

15.3.3 对照设置

阳性对照：采用目标菌标准株，与待检菌株从模板DNA提取开始进行相同处理。阳性对照的目的是测试样品中DNA模板是否被有效提取出来和PCR反应是否成功。如果阳性对照出现阴性结果，说明DNA模板提取或PCR反应失败，应重新对样品进行检测。

阴性对照：采用灭菌未使用的MRS肉汤培养基，与待检菌株从模板DNA提取开始进行相同处理。若阴性对照出现阳性结果，可能是DNA提取试剂、反应体系有污染，应查找原因，重新进行检测。

PCR空白对照：PCR反应中设为以灭菌水代替DNA模板，配置反应体系并进行PCR反应。以检测PCR反应物中是否存在污染。

16  结果计算与报告
16.1 每个平板中植物乳杆菌的数量

每个平板中植物乳杆菌菌落数的计算见公式（1）：
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 公式（1）
公式中：
a— 每块平板上的植物乳杆菌菌落数；
b— 挑取后经证实为植物乳杆菌的菌落数；
A—挑取平板上用于验证的菌落数；
C—平板上的所有特征菌落数。
16.2 菌落总数的计算方法
16.2.1 若只有一个稀释度平板上的菌落数在适宜计数范围内，计算两个平板中植物乳杆菌菌落数的平均值，再将平均值乘以相应稀释倍数，作为每g（mL）中菌落总数结果。

16.2.2 若有两个连续稀释度的平板菌落数在适宜计数范围内时，按公式（2）计算：
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  公式（2）
公式中：

N—样品中菌落数；

ΣC—平板（含适宜范围菌落数的平板）菌落数之和；

n1—第一稀释度（低稀释倍数）平板个数；

n2—第二稀释度（高稀释倍数）平板个数；

c— 稀释因子（第一稀释度）。
16.2.3 若所有稀释度的平板上菌落数均大于300 CFU，则对稀释度最高的平板进行计数，其他平板可记录为多不可计，结果按平均菌落数乘以最高稀释倍数计算。

16.2.4 若所有稀释度的平板菌落数均小于30 CFU，则应按稀释度最低的平均菌落数乘以稀释倍数计算。

16.2.5 若所有稀释度（包括液体样品原液）平板均无菌落生长，则以小于1 乘以最低稀释倍数计算。

16.2.6 若所有稀释度的平板菌落数均不在30 CFU～300 CFU 之间，其中一部分小于30 CFU 或大于300CFU 时，则以最接近30 CFU 或300 CFU 的平均菌落数乘以稀释倍数计算。

17  报告
17.1 试样中含植物乳杆菌的报告
17.1.1 检出植物乳杆菌

     若样品菌落符合植物乳杆菌形态学及生化鉴定的特征，PCR比对结果显示为植物乳杆菌，则报告为“检出植物乳杆菌”。
17.1.2 植物乳杆菌菌落数
17.1.2.1 菌落数小于100 CFU 时，按“四舍五入”原则修约，以整数报告。

17.1.2.2 菌落数大于或等于100 CFU 时，第3 位数字采用“四舍五入”原则修约后，取前2 位数字，后面用0 代替位数；也可用10 的指数形式来表示，按“四舍五入”原则修约后，采用两位有效数字。

17.1.2.3 称重取样以CFU/g 为单位报告，体积取样以CFU/mL 为单位报告。
17.2 试样中不含植物乳杆菌的报告

若样品菌落不符合植物乳杆菌形态学及生化鉴定的特征，或者PCR比对结果显示非植物乳杆菌，则报告为“未检出植物乳杆菌”。
三 嗜酸乳杆菌检测
18  范围

本标准规定了生物产品中嗜酸乳杆菌（Lactobacillus acidophilus）的检测方法。

本标准适用于生物产品中嗜酸乳杆菌的定性与定量检测。

19  主要设备和材料

除微生物实验室常规灭菌及培养设备外，其他主要仪器设备如下：

19.1  恒温培养箱：37℃±1℃。

19.2  天平：精度为0.0001g。

19.3  恒温水浴锅。

19.4  离心机：转数12,000 r/min以上。

19.5  PCR仪。
19.6 电泳仪
19.7 紫外凝胶成像仪
19.8 微量移液器和灭菌吸头：10μL、20μL、200μL、1000μL。

19.9  玻璃或塑料灭菌培养皿。

19.10 显微镜：1000倍。

19.11 pH计。

20  主要培养基和试剂

除另有规定外，试剂为分析纯或生化试剂，实验用水采用GB/T 6682中规定的蒸馏水或去离子水，或相当纯度的水。所有试剂均用无核酸酶污染的容器分装。

20.1  MRS（Man Rogosa Sharpe）培养基（琼脂和肉汤）：参见附录A。

20.2  革兰氏染色液：参见附录A。
20.3 细菌微量生化鉴定管
20.4 细菌基因组提取试剂盒
20.5  10(PCR缓冲液：100 mmol/L Tris-HCl （pH 8.65），500 mmol/L 氯化钾（KCl），15 mmol/L 氯化镁（MgCl2）。
20.6  检测用引物
正向引物：27F：5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’

反向引物：1492R：5’-TACGGTTACTTGTTACGACTT-3’
20.7  Taq DNA聚合酶。
20.8  dNTP：dATP、dTTP、dCTP、dGTP。

20.9  分子量标记：100 bp~2000bp。
20.10  50×TAE缓冲液：见附录A。
20.11  10×上样缓冲液：1% SDS、50%（体积分数）甘油、0.05%（质量浓度）溴酚蓝。

21  检测程序
嗜酸乳杆菌的检测程序见图7。
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图7 嗜酸乳杆菌的检测程序
22  样品制备和培养

22.1 样品制备
22.1.1 样品的全部制备过程均应遵循无菌操作程序。
22.1.2 固体和半固体样品：称取25 g样品至盛有225 mL 灭菌生理盐水的无菌均质杯或均质袋或灭菌研钵中，使用旋转刀片式均质器均质（800~1000 rpm）2 min或使用拍击式均质器拍打2 min或充分研磨制成 1:10的样品匀液。
22.1.3 液体样品：以无菌吸管吸取 25 mL 样品至盛有 225 mL 无菌生理盐水的锥形瓶（可在瓶内预置适 当数量的无菌玻璃珠）中，充分混匀，制成 1:10 的样品匀液。
22.2 样品稀释
22.2.1 用1 mL 无菌吸管或微量移液器吸取1:10 样品匀液1 mL，沿管壁缓慢注于装有9 mL 生理盐水的无菌试管中（注意吸管尖端不要触及稀释液），振摇试管或换用1 支无菌吸管反复吹打使其混合均匀，制成1:100 的样品匀液。

22.2.2 另取1 mL 无菌吸管或微量移液器吸头，按上述操作顺序，做10 倍递增样品匀液，每递增稀释一次，即换用1 次1 mL 灭菌吸管或吸头。
22.3 培养
根据对待检样品菌含量的估计，选择2 个～3 个连续的适宜稀释度，每个稀释度吸取样品匀液0.1 mL接种于MRS琼脂平板内，使用涂布棒尽可能小心快速地涂布接种液于琼脂表面涂布好的平皿，每个稀释度接种2个平板，倒置于37℃±1℃厌氧培养箱中培养48h。
23  菌落计数

可用肉眼观察，必要时用放大镜或菌落计数器，记录稀释倍数和相应的菌落数量。菌落计数以菌落形成单位（colony-forming units，CFU）表示。

23.1 选取菌落数在30 CFU～300 CFU 之间、无蔓延菌落生长的平板计数菌落总数。低于30 CFU 的平板记录具体菌落数，大于300 CFU 的可记录为多不可计。每个稀释度的菌落数应采用两个平板的平均数。

23.2 其中一个平板有较大片状菌落生长时，则不宜采用，而应以无片状菌落生长的平板作为该稀释度的菌落数；若片状菌落不到平板的一半，而其余一半中菌落分布又很均匀，即可计算半个平板后乘以2，代表一个平板菌落数。

23.3 当平板上出现菌落间无明显界线的链状生长时，则将每条单链作为一个菌落计数。
24  鉴定
24.1 菌落挑选和纯培养
挑选平板上5个凸起、表面粗糙、边缘卷曲的菌落转入MRS肉汤培养基37℃±1℃恒温厌氧培养箱内增菌培养24h后进行形态学、生化鉴定及PCR检测鉴定。
24.2 形态学及生化鉴定

24.2.1 革兰氏染色

    将平板上的菌落做涂片进行革兰氏染色，镜检。

24.2.2 生化鉴定法

    取菌液利用商业细菌微量生化鉴定管按照说明进行生化鉴定。

24.2.3  嗜酸乳杆菌形态学及生化特征

嗜酸乳杆菌为革兰氏阳性菌，呈典型杆状菌，无鞭毛、无荚膜。生化特征见表7。
表7嗜酸乳杆菌生化特征

	鉴定项目特征
	嗜酸乳杆菌
	鉴定项目特征
	嗜酸乳杆菌

	扁桃甙
	+
	纤维二糖
	+

	七叶苷
	+
	麦芽糖
	+

	D-阿拉伯糖
	-
	乳糖
	+

	L-阿拉伯糖
	-
	蜜二糖
	d

	核糖
	-
	蔗糖
	+

	D-木糖
	-
	海藻糖
	+

	L-木糖
	-
	棉籽糖
	d

	葡萄糖（酸）
	+
	葡萄糖酸盐
	-

	葡萄糖（气）
	-
	柳醇
	+

	半乳糖
	+
	鼠李糖
	-

	果糖
	+
	甘露醇
	-

	甘露糖
	+
	山梨醇
	-

	松三糖
	-
	
	


注：+表示不小于90%阳性，-表示阴性，d表示11%~89%菌株阳性
24.3 PCR检测鉴定方法

24.3.1  细菌模板DNA的提取

使用商品化的细菌基因组DNA提取试剂盒，按照说明书提取嗜酸乳杆菌的基因组DNA。

24.3.2  PCR检测鉴定

24.3.2.1  反应体系

反应体系为50μL：Taq酶（5U/μL）0.4μL；10(PCR缓冲液5μL；脱氧核糖核苷三磷酸混合物（dNTP Mixture） ( 各自浓度均为2.5 mmol/L) 3μL；模板DNA50 ng；引物1（10μmol/L）2μL，引物2（10μmol/L）2μL；超纯水补足至50μL。

24.3.2.2 PCR反应条件

采用聚合酶链反应（PCR），相应反应参数：94℃，预变性5min；进入循环，94℃，30s；57℃，40s；72℃，1min；30个循环；循环结束，72℃，5min，4~10℃保存反应产物。

69.3.2.3  序列测定与结果判定

PCR产物经纯化回收后用基因测序仪测序，测序结果用Chromas软件参照正反序列图谱人工校对，并通过GenBank进行序列Blast相似性比对分析。序列比对结果显示与GenBank中的16S rDNA基因序列同源性达到99%以上为鉴定标准，与嗜酸乳杆菌标准菌基因序列同源性> 99%则判定样品未知菌为嗜酸乳杆菌，否则为非嗜酸乳杆菌。

24.3.3 对照设置

阳性对照：采用目标菌标准株，与待检菌株从模板DNA提取开始进行相同处理。阳性对照的目的是测试样品中DNA模板是否被有效提取出来和PCR反应是否成功。如果阳性对照出现阴性结果，说明DNA模板提取或PCR反应失败，应重新对样品进行检测。

阴性对照：采用灭菌未使用的MRS肉汤培养基，与待检菌株从模板DNA提取开始进行相同处理。若阴性对照出现阳性结果，可能是DNA提取试剂、反应体系有污染，应查找原因，重新进行检测。

PCR空白对照：PCR反应中设为以灭菌水代替DNA模板，配置反应体系并进行PCR反应。以检测PCR反应物中是否存在污染。

25  结果计算与报告
25.1 每个平板中嗜酸乳杆菌的数量

每个平板中嗜酸乳杆菌菌落数的计算见公式（1）：
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 公式（1）
公式中：
d— 每块平板上的嗜酸乳杆菌菌落数；
e— 挑取后经证实为嗜酸乳杆菌的菌落数；
A—挑取平板上用于验证的菌落数；
C—平板上的所有特征菌落数。
25.2 菌落总数的计算方法
25.2.1 若只有一个稀释度平板上的菌落数在适宜计数范围内，计算两个平板中嗜酸乳杆菌菌落数的平均值，再将平均值乘以相应稀释倍数，作为每g（mL）中菌落总数结果。

25.2.2 若有两个连续稀释度的平板菌落数在适宜计数范围内时，按公式（2）计算：
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  公式（2）
公式中：

N—样品中菌落数；

ΣC—平板（含适宜范围菌落数的平板）菌落数之和；

n1—第一稀释度（低稀释倍数）平板个数；

n2—第二稀释度（高稀释倍数）平板个数；

f— 稀释因子（第一稀释度）。
25.2.3 若所有稀释度的平板上菌落数均大于300 CFU，则对稀释度最高的平板进行计数，其他平板可记录为多不可计，结果按平均菌落数乘以最高稀释倍数计算。

25.2.4 若所有稀释度的平板菌落数均小于30 CFU，则应按稀释度最低的平均菌落数乘以稀释倍数计算。

25.2.5 若所有稀释度（包括液体样品原液）平板均无菌落生长，则以小于1 乘以最低稀释倍数计算。

25.2.6 若所有稀释度的平板菌落数均不在30 CFU～300 CFU 之间，其中一部分小于30 CFU 或大于300CFU 时，则以最接近30 CFU 或300 CFU 的平均菌落数乘以稀释倍数计算。

26  报告
26.1 试样中含嗜酸乳杆菌的报告
26.1.1 检出嗜酸乳杆菌

     若样品菌落符合嗜酸乳杆菌形态学及生化鉴定的特征，PCR比对结果显示为嗜酸乳杆菌，则报告为“检出嗜酸乳杆菌”。嗜酸
26.1.2 嗜酸乳杆菌菌落数
26.1.2.1 菌落数小于100 CFU 时，按“四舍五入”原则修约，以整数报告。

26.1.2.2 菌落数大于或等于100 CFU 时，第3 位数字采用“四舍五入”原则修约后，取前2 位数字，后面用0 代替位数；也可用10 的指数形式来表示，按“四舍五入”原则修约后，采用两位有效数字。

26.1.2.3 称重取样以CFU/g 为单位报告，体积取样以CFU/mL 为单位报告。
26.2 试样中不含嗜酸乳杆菌的报告

若样品菌落不符合嗜酸乳杆菌形态学及生化鉴定的特征，或者PCR比对结果显示非嗜酸乳杆菌，则报告为“未检出嗜酸乳杆菌”。
四 枯草芽孢杆菌检测
27  范围

本标准规定了生物产品中枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）的检测方法。

本标准适用于生物产品中枯草芽孢杆菌的定性与定量检测。

28  主要设备和材料

除微生物实验室常规灭菌及培养设备外，其他主要仪器设备如下：

28.1  恒温培养箱：37℃ ± 1℃。

28.2  天平：精度为0.0001g。

28.3  恒温水浴锅。

28.4  离心机：转数12,000 r/min以上。

28.5  PCR仪。
28.6  电泳仪
28.7  紫外凝胶成像仪
28.8  微量移液器和灭菌吸头：10μL、20μL、200μL、1000μL。

28.9  玻璃或塑料灭菌培养皿。

28.10 显微镜：1000倍。

28.11 pH计。

29  主要培养基和试剂

除另有规定外，试剂为分析纯或生化试剂，实验用水采用GB/T 6682中规定的蒸馏水或去离子水，或相当纯度的水。所有试剂均用无核酸酶污染的容器分装。

29.1  营养琼脂培养基：参见附录A。

29.2  营养肉汤培养基：参见附录A。
29.3  革兰氏染色液：参见附录A。
29.4 细菌微量生化鉴定管
29.5 细菌基因组提取试剂盒
29.6  10(PCR缓冲液：100 mmol/L Tris-HCl （pH 8.4），500 mmol/L 氯化钾（KCl），15 mmol/L 氯化镁（MgCl2）。
29.7  检测用引物
正向引物：27F：5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’

反向引物：1492R：5’-TACGGTTACTTGTTACGACTT-3’
29.8  Taq DNA聚合酶。
29.9  dNTP：dATP、dTTP、dCTP、dGTP。

29.10  分子量标记：100 bp~2000bp。
29.11  50×TAE缓冲液：见附录A中的A4。
29.12  10×上样缓冲液：1% SDS、50%（体积分数）甘油、0.05%（质量浓度）溴酚蓝。

30  检测程序
枯草芽孢杆菌的检测程序见图4。
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图4 枯草芽孢杆菌的检测程序
31  样品制备和培养

31.1 样品制备
31.1.1 样品的全部制备过程均应遵循无菌操作程序。
31.1.2 固体和半固体样品：称取25 g样品至盛有225 mL灭菌生理盐水的无菌均质杯或均质袋或灭菌研钵中，使用旋转刀片式均质器均质（800~1000 rpm）2 min或使用拍击式均质器拍打2 min或充分研磨制成 1:10的样品匀液。
31.1.3 液体样品：以无菌吸管吸取 25 mL样品至盛有 225 mL无菌生理盐水的锥形瓶（可在瓶内预置适 当数量的无菌玻璃珠）中，充分混匀，制成1:10的样品匀液。
31.2 样品稀释
31.2.1 用1 mL 无菌吸管或微量移液器吸取1:10样品匀液1 mL，沿管壁缓慢注于装有9 mL 生理盐水的无菌试管中（注意吸管尖端不要触及稀释液），振摇试管或换用1支无菌吸管反复吹打使其混合均匀，制成1:100 的样品匀液。

31.2.2 另取1 mL无菌吸管或微量移液器吸头，按上述操作顺序，做10倍递增样品匀液，每递增稀释一次，即换用1次1 mL灭菌吸管或吸头。
31.3 培养
根据对待检样品菌含量的估计，选择2个～3个连续的适宜稀释度，每个稀释度水浴80℃±1℃维持10min，吸取菌液1 mL接种于灭菌平面皿内，并将冷却到40℃-50℃的营养琼脂倒入平皿，轻轻混匀制成混板，每个稀释度设两个平行。待培养基凝固后倒置于37℃±1℃培养箱中培养48h。
32  菌落计数

可用肉眼观察，必要时用放大镜或菌落计数器，记录稀释倍数和相应的菌落数量。菌落计数以菌落形成单位（colony-forming units，CFU）表示。

32.1 选取菌落数在30 CFU～300 CFU 之间、无蔓延菌落生长的平板计数菌落总数。低于30 CFU 的平板记录具体菌落数，大于300 CFU 的可记录为多不可计。每个稀释度的菌落数应采用两个平板的平均数。

32.2 其中一个平板有较大片状菌落生长时，则不宜采用，而应以无片状菌落生长的平板作为该稀释度的菌落数；若片状菌落不到平板的一半，而其余一半中菌落分布又很均匀，即可计算半个平板后乘以2，代表一个平板菌落数。

32.3 当平板上出现菌落间无明显界线的链状生长时，则将每条单链作为一个菌落计数。
33 鉴定
33.1 菌落挑选和纯培养
挑选平板上5个表面粗糙、不透明，灰色或微黄色的菌落转入营养肉汤培养基37℃±1℃恒温厌氧培养箱内增菌培养24h后进行形态学、生化鉴定及PCR检测鉴定。
33.2 形态学及生化鉴定

33.2.1 革兰氏染色

    将平板上的菌落做涂片进行革兰氏染色，镜检。

33.2.2  生化鉴定法

    取菌液利用细菌微量生化鉴定管按照说明进行生化鉴定。

33.2.3  枯草芽孢杆菌形态学及生化特征

枯草芽孢杆菌为革兰氏阳性杆状细菌，基本规则，无鞭毛、无荚膜。生化特征见表4。
表4 枯草芽孢杆菌生化特征

	鉴定项目特征
	枯草芽孢杆菌
	鉴定项目特征
	枯草芽孢杆菌

	接触酶
	+
	水解：明胶
	+

	氧化酶
	+
	水解：淀粉
	+

	厌氧生长
	-
	分解酪素
	+

	V-P测定
	+
	甘露醇
	+

	V-P培养物终pH < 6
	-/+
	产气：葡萄糖
	-

	V-P培养物终pH > 7
	-
	利用柠檬酸盐
	+

	甲基红试验
	-/+
	硝酸盐还原到亚硝酸盐
	+

	葡萄糖
	+
	50℃生长
	+

	木糖
	+
	pH5.7生长
	-/+

	L-阿拉伯糖
	+
	7%NaCl生长
	+


注：+表示不小于90%阳性, -表示阴性
33.3 PCR检测鉴定方法

33.3.1  细菌模板DNA的提取

使用细菌基因组DNA提取试剂盒，按照说明书提取枯草芽孢杆菌的基因组DNA。

33.3.2  PCR检测鉴定

33.3.2.1  反应体系

反应体系为50μL：Taq酶（5U/μL）0.4μL；10(PCR缓冲液5μL；脱氧核糖核苷三磷酸混合物（dNTP Mixture） ( 各自浓度均为2.5 mmol/L) 3μL；模板DNA50 ng；引物1（10μmol/L）2μL，引物2（10μmol/L）2μL；超纯水补足至50μL。

33.3.2.2 PCR反应条件

采用聚合酶链反应（PCR），相应反应参数：94℃，预变性5min；进入循环，94℃，30s；57℃，40s；72℃，1min；30个循环；循环结束，72℃，5min，4~10℃保存反应产物。

33.3.2.3  序列测定与结果判定

PCR产物经纯化回收后用基因测序仪测序，测序结果用Chromas软件参照正反序列图谱人工校对，并通过GenBank进行序列Blast相似性比对分析。序列比对结果显示与GenBank中的16S rDNA基因序列同源性达到99%以上为鉴定标准，与枯草芽孢杆菌标准菌基因序列同源性> 99%则判定样品未知菌为枯草芽孢杆菌，否则为非枯草芽孢杆菌。

33.3.3 对照设置

阳性对照：采用目标菌标准株，与待检菌株从模板DNA提取开始进行相同处理。阳性对照的目的是测试样品中DNA模板是否被有效提取出来和PCR反应是否成功。如果阳性对照出现阴性结果，说明DNA模板提取或PCR反应失败，应重新对样品进行检测。

阴性对照：采用灭菌未使用的营养肉汤培养基，与待检菌株从模板DNA提取开始进行相同处理。若阴性对照出现阳性结果，可能是DNA提取试剂、反应体系有污染，应查找原因，重新进行检测。

PCR空白对照：PCR反应中设为以灭菌水代替DNA模板，配置反应体系并进行PCR反应。以检测PCR反应物中是否存在污染。

34  结果计算与报告
34.1 每个平板中枯草芽孢杆菌的数量

每个平板中枯草芽孢杆菌菌落数的计算见公式（1）：
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 公式（1）
公式中：
g— 每块平板上的枯草芽孢杆菌菌落数；
h— 挑取后经证实为枯草芽孢杆菌的菌落数；
A—挑取平板上用于验证的菌落数；
C—平板上的所有特征菌落数。
34.2 菌落总数的计算方法
34.2.1 若只有一个稀释度平板上的菌落数在适宜计数范围内，计算两个平板中枯草芽孢杆菌菌落数的平均值，再将平均值乘以相应稀释倍数，作为每g（mL）中菌落总数结果。

34.2.2 若有两个连续稀释度的平板菌落数在适宜计数范围内时，按公式（2）计算：
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  公式（2）
公式中：

N—样品中菌落数；

ΣC—平板（含适宜范围菌落数的平板）菌落数之和；

n1—第一稀释度（低稀释倍数）平板个数；

n2—第二稀释度（高稀释倍数）平板个数；

i— 稀释因子（第一稀释度）。
34.2.3 若所有稀释度的平板上菌落数均大于300 CFU，则对稀释度最高的平板进行计数，其他平板可记录为多不可计，结果按平均菌落数乘以最高稀释倍数计算。

34.2.4 若所有稀释度的平板菌落数均小于30 CFU，则应按稀释度最低的平均菌落数乘以稀释倍数计算。

34.2.5 若所有稀释度（包括液体样品原液）平板均无菌落生长，则以小于1 乘以最低稀释倍数计算。

34.2.6 若所有稀释度的平板菌落数均不在30 CFU～300 CFU 之间，其中一部分小于30 CFU 或大于300CFU 时，则以最接近30 CFU 或300 CFU 的平均菌落数乘以稀释倍数计算。

35  报告
35.1 试样中含枯草芽孢杆菌的报告
35.1.1 检出枯草芽孢杆菌

     若样品菌落符合枯草芽孢杆菌形态学及生化鉴定的特征，PCR比对结果显示为枯草芽孢杆菌，则报告为“检出枯草芽孢杆菌”。
35.1.2 枯草芽孢杆菌菌落数
35.1.2.1 菌落数小于100 CFU 时，按“四舍五入”原则修约，以整数报告。

35.1.2.2 菌落数大于或等于100 CFU 时，第3 位数字采用“四舍五入”原则修约后，取前2 位数字，后面用0 代替位数；也可用10 的指数形式来表示，按“四舍五入”原则修约后，采用两位有效数字。

35.1.2.3 称重取样以CFU/g 为单位报告，体积取样以CFU/mL 为单位报告。
35.2 试样中不含枯草芽孢杆菌的报告

若样品菌落不符合枯草芽孢杆菌形态学及生化鉴定的特征，或者PCR比对结果显示非枯草芽孢杆菌，则报告为“未检出枯草芽孢杆菌”。
五 地衣芽孢杆菌检测
36  范围

本标准规定了生物产品中地衣芽孢杆菌（Bacillus licheniformis）的检测方法。

本标准适用于生物产品中地衣芽孢杆菌的定性与定量检测。

37  主要设备和材料

除微生物实验室常规灭菌及培养设备外，其他主要仪器设备如下：

37.1  恒温培养箱：37℃ ± 1℃。

37.2  天平：精度为0.0001g。

37.3  恒温水浴锅。

37.4  离心机：转数12,000 r/min以上。

37.5  PCR仪。
37.6  电泳仪
37.7  紫外凝胶成像仪
37.8  微量移液器和灭菌吸头：10μL、20μL、200μL、1000μL。

37.9  玻璃或塑料灭菌培养皿。

37.10 显微镜：1000倍。

37.11 pH计。

38 主要培养基和试剂

除另有规定外，试剂为分析纯或生化试剂，实验用水采用GB/T 6682中规定的蒸馏水或去离子水，或相当纯度的水。所有试剂均用无核酸酶污染的容器分装。

38.1  营养琼脂培养基：参见附录A。

38.2  营养肉汤培养基：参见附录A。
38.3  革兰氏染色液：参见附录A。
38.4 细菌微量生化鉴定管
38.5 细菌基因组提取试剂盒
38.6  10(PCR缓冲液：100 mmol/L Tris-HCl （pH 8.4），500 mmol/L 氯化钾（KCl），15 mmol/L 氯化镁（MgCl2）。
38.7  检测用引物
正向引物：27F：5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’

反向引物：1492R：5’-TACGGTTACTTGTTACGACTT-3’
38.8  Taq DNA聚合酶。
38.9  dNTP：dATP、dTTP、dCTP、dGTP。

38.10  分子量标记：100 bp~2000bp。
38.11  50×TAE缓冲液：见附录A。
38.12 10×上样缓冲液：1% SDS、50%（体积分数）甘油、0.05%（质量浓度）溴酚蓝。

39  检测程序
地衣芽孢杆菌的检测程序见图2。
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图2 地衣芽孢杆菌的检测程序
40  样品制备和培养

40.1 样品制备
40.1.1 样品的全部制备过程均应遵循无菌操作程序。
40.1.2 固体和半固体样品：称取25 g样品至盛有225 mL 灭菌生理盐水的无菌均质杯或均质袋或灭菌研钵中，使用旋转刀片式均质器均质（800~1000 rpm）2 min或使用拍击式均质器拍打2 min或充分研磨制成 1:10的样品匀液。
40.1.3 液体样品：以无菌吸管吸取 25 mL 样品至盛有 225 mL 无菌生理盐水的锥形瓶（可在瓶内预置适 当数量的无菌玻璃珠）中，充分混匀，制成 1:10 的样品匀液。
40.2 样品稀释
40.2.1 用1 mL 无菌吸管或微量移液器吸取1:10 样品匀液1 mL，沿管壁缓慢注于装有9 mL 生理盐水的无菌试管中（注意吸管尖端不要触及稀释液），振摇试管或换用1 支无菌吸管反复吹打使其混合均匀，制成1:100 的样品匀液。

40.2.2 另取1 mL 无菌吸管或微量移液器吸头，按上述操作顺序，做10 倍递增样品匀液，每递增稀释一次，即换用1 次1 mL 灭菌吸管或吸头。
40.3 培养
根据对待检样品菌含量的估计，选择2个～3个连续的适宜稀释度，每个稀释度水浴80℃±1℃维持10min，吸取菌液1 mL接种于灭菌平面皿内，并将冷却到40℃-50℃的营养琼脂倒入平皿，轻轻混匀制成混板，每个稀释度设两个平行。待培养基凝固后倒置于37℃±1℃培养箱中培养48h。
41  菌落计数

可用肉眼观察，必要时用放大镜或菌落计数器，记录稀释倍数和相应的菌落数量。菌落计数以菌落形成单位（colony-forming units，CFU）表示。

41.1 选取菌落数在30 CFU～300 CFU 之间、无蔓延菌落生长的平板计数菌落总数。低于30 CFU 的平板记录具体菌落数，大于300 CFU 的可记录为多不可计。每个稀释度的菌落数应采用两个平板的平均数。

41.2 其中一个平板有较大片状菌落生长时，则不宜采用，而应以无片状菌落生长的平板作为该稀释度的菌落数；若片状菌落不到平板的一半，而其余一半中菌落分布又很均匀，即可计算半个平板后乘以2，代表一个平板菌落数。

41.3 当平板上出现菌落间无明显界线的链状生长时，则将每条单链作为一个菌落计数。
42  鉴定
42.1 菌落挑选和纯培养
挑选平板上5个白色不透明、湿润、边缘光滑的菌落转入营养肉汤培养基37℃±1℃恒温厌氧培养箱内增菌培养24h后进行形态学、生化鉴定及PCR检测鉴定。
42.2 形态学及生化鉴定

42.2.1 革兰氏染色

    将平板上的菌落做涂片进行革兰氏染色，镜检。

42.2.2  生化鉴定法

    取菌液利用细菌微量生化鉴定管按照说明进行生化鉴定。

42.2.3  地衣芽孢杆菌形态学及生化特征

地衣芽孢杆菌为革兰氏阳性杆状细菌，基本规则，无鞭毛、无荚膜。生化特征见表2。
表2 地衣芽孢杆菌生化特征

	鉴定项目特征
	地衣芽孢杆菌
	鉴定项目特征
	地衣芽孢杆菌

	接触酶
	+
	水解：明胶
	+

	厌氧生长
	+
	水解：淀粉
	+

	V-P测定
	+
	酪氨酸水解
	-

	V-P培养物终pH < 6
	+
	硝酸盐还原到亚硝酸盐
	+

	V-P培养物终pH > 7
	-
	pH6.8生长
	+

	产酸：葡萄糖
	+
	pH5.7生长
	+

	产酸：阿拉伯糖
	+
	7%NaCl生长
	+

	产酸：木糖
	+
	生长温度范围
	25℃-55℃


	产酸：甘露糖
	+
	卵黄卵磷脂酶
	-

	利用柠檬酸盐
	+
	甲基红实验
	+

	利用丙酸盐
	+
	过氧化氢酶
	+


注：+表示不小于90%阳性, -表示阴性
42.3 PCR检测鉴定方法

42.3.1  细菌模板DNA的提取

使用细菌基因组DNA提取试剂盒，按照说明书提取地衣芽孢杆菌的基因组DNA。

42.3.2  PCR检测鉴定

42.3.2.1  反应体系

反应体系为50μL：Taq酶（5U/μL）0.4μL；10(PCR缓冲液5μL；脱氧核糖核苷三磷酸混合物（dNTP Mixture） ( 各自浓度均为2.5 mmol/L) 3μL；模板DNA50 ng；引物1（10μmol/L）2μL，引物2（10μmol/L）2μL；超纯水补足至50μL。

42.3.2.2 PCR反应条件

采用聚合酶链反应（PCR），相应反应参数：94℃，预变性5min；进入循环，94℃，30s；57℃，40s；72℃，1min；30个循环；循环结束，72℃，5min，4~10℃保存反应产物。

42.3.2.3  序列测定与结果判定

PCR产物经纯化回收后用基因测序仪测序，测序结果用Chromas软件参照正反序列图谱人工校对，并通过GenBank进行序列Blast相似性比对分析。序列比对结果显示与GenBank中的16S rDNA基因序列同源性达到99%以上为鉴定标准，与地衣芽孢杆菌标准菌基因序列同源性> 99%则判定样品未知菌为地衣芽孢杆菌，否则为非地衣芽孢杆菌。

42.3.3 对照设置

阳性对照：采用目标菌标准株，与待检菌株从模板DNA提取开始进行相同处理。阳性对照的目的是测试样品中DNA模板是否被有效提取出来和PCR反应是否成功。如果阳性对照出现阴性结果，说明DNA模板提取或PCR反应失败，应重新对样品进行检测。

阴性对照：采用灭菌未使用的营养肉汤培养基，与待检菌株从模板DNA提取开始进行相同处理。若阴性对照出现阳性结果，可能是DNA提取试剂、反应体系有污染，应查找原因，重新进行检测。

PCR空白对照：PCR反应中设为以灭菌水代替DNA模板，配置反应体系并进行PCR反应。以检测PCR反应物中是否存在污染。

43  结果计算与报告
43.1 每个平板中地衣芽孢杆菌的数量

每个平板中地衣芽孢杆菌菌落数的计算见公式（1）：
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 公式（1）
公式中：
j— 每块平板上的地衣芽孢杆菌菌落数；
k— 挑取后经证实为地衣芽孢杆菌的菌落数；
A—挑取平板上用于验证的菌落数；
C—平板上的所有特征菌落数。
43.2 菌落总数的计算方法
43.2.1 若只有一个稀释度平板上的菌落数在适宜计数范围内，计算两个平板中地衣芽孢杆菌菌落数的平均值，再将平均值乘以相应稀释倍数，作为每g（mL）中菌落总数结果。

43.2.2 若有两个连续稀释度的平板菌落数在适宜计数范围内时，按公式（2）计算：
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  公式（2）
公式中：

N—样品中菌落数；

ΣC—平板（含适宜范围菌落数的平板）菌落数之和；

n1—第一稀释度（低稀释倍数）平板个数；

n2—第二稀释度（高稀释倍数）平板个数；

l— 稀释因子（第一稀释度）。
43.2.3 若所有稀释度的平板上菌落数均大于300 CFU，则对稀释度最高的平板进行计数，其他平板可记录为多不可计，结果按平均菌落数乘以最高稀释倍数计算。

43.2.4 若所有稀释度的平板菌落数均小于30 CFU，则应按稀释度最低的平均菌落数乘以稀释倍数计算。

43.2.5 若所有稀释度（包括液体样品原液）平板均无菌落生长，则以小于1 乘以最低稀释倍数计算。

43.2.6 若所有稀释度的平板菌落数均不在30 CFU～300 CFU 之间，其中一部分小于30 CFU 或大于300CFU 时，则以最接近30 CFU 或300 CFU 的平均菌落数乘以稀释倍数计算。

44  报告
44.1 试样中含地衣芽孢杆菌的报告
44.1.1 检出地衣芽孢杆菌

     若样品菌落符合地衣芽孢杆菌形态学及生化鉴定的特征，PCR比对结果显示为地衣芽孢杆菌，则报告为“检出地衣芽孢杆菌”。
44.1.2 地衣芽孢杆菌菌落数
44.1.2.1 菌落数小于100 CFU 时，按“四舍五入”原则修约，以整数报告。

44.1.2.2 菌落数大于或等于100 CFU 时，第3 位数字采用“四舍五入”原则修约后，取前2 位数字，后面用0 代替位数；也可用10 的指数形式来表示，按“四舍五入”原则修约后，采用两位有效数字。

44.1.2.3 称重取样以CFU/g 为单位报告，体积取样以CFU/mL 为单位报告。
44.2 试样中不含地衣芽孢杆菌的报告

若样品菌落不符合地衣芽孢杆菌形态学及生化鉴定的特征，或者PCR比对结果显示非地衣芽孢杆菌，则报告为“未检出地衣芽孢杆菌”。
六 粪肠球菌检测
45  范围

本标准规定了生物制品中粪肠球菌（Enterococcus faecalis）的检测方法。

本标准适用于生物产品中粪肠球菌的定性与定量检测。
46  主要设备和材料

除微生物实验室常规灭菌及培养设备外，其他主要仪器设备如下：

46.1  恒温培养箱：37℃ ± 1℃。

46.2  天平：精度为0.0001g。

46.3  恒温水浴锅。

46.4  离心机：转数12,000 r/min以上。

46.5  PCR仪。
46.6 电泳仪
46.7 紫外凝胶成像仪
46.8 微量移液器和灭菌吸头：10μL、20μL、200μL、1000μL。

46.9  玻璃或塑料灭菌培养皿。

46.10 显微镜：1000倍。

46.11 pH计。

47  主要培养基和试剂

除另有规定外，试剂为分析纯或生化试剂，实验用水采用GB/T 6682中规定的蒸馏水或去离子水，或相当纯度的水。所有试剂均用无核酸酶污染的容器分装。

47.1 粪肠球菌选择性培养基：参见附录A。
47.2 肠球菌肉汤：参见附录A。

47.3 革兰氏染色液：参见附录A。
47.4 细菌微量生化鉴定管

47.5 细菌基因组提取试剂盒

47.6 10×PCR缓冲液：100 mmol/L Tris-HCl （pH 8.4），500 mmol/L 氯化钾（KCl），15 mmol/L 氯化镁（MgCl2）。
47.7 检测用引物

正向引物：27F：5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’

反向引物：1492R：5’-TACGGTTACTTGTTACGACTT-3’

47.8 Taq DNA聚合酶。

47.9 dNTP：dATP、dTTP、dCTP、dGTP。

47.10 分子量标记：100 bp~2000bp。

47.11  50×TAE缓冲液：见附录A。

47.12  10×上样缓冲液：1% SDS、50%（体积分数）甘油、0.05%（质量浓度）溴酚蓝。

48  检测程序
粪肠球菌的检测程序见图3。
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图3 粪肠球菌的检测程序
49样品制备和培养

49.1 样品制备
49.1.1 样品的全部制备过程均应遵循无菌操作程序。
49.1.2 固体和半固体样品：称取25 g样品至盛有225 mL 灭菌生理盐水的无菌均质杯或均质袋或灭菌研钵中，使用旋转刀片式均质器均质（800~1000 rpm）2 min或使用拍击式均质器拍打2 min或充分研磨制成 1:10的样品匀液。
49.1.3 液体样品：以无菌吸管吸取 25 mL 样品至盛有 225 mL 无菌生理盐水的锥形瓶（可在瓶内预置适 当数量的无菌玻璃珠）中，充分混匀，制成 1:10 的样品匀液。
49.2 样品稀释
49.2.1 用1 mL 无菌吸管或微量移液器吸取1:10 样品匀液1 mL，沿管壁缓慢注于装有9 mL 生理盐水的无菌试管中（注意吸管尖端不要触及稀释液），振摇试管或换用1 支无菌吸管反复吹打使其混合均匀，制成1:100 的样品匀液。

49.2.2 另取1 mL 无菌吸管或微量移液器吸头，按上述操作顺序，做10 倍递增样品匀液，每递增稀释一次，即换用1 次1 mL 灭菌吸管或吸头。
49.3 培养
根据对待检样品菌含量的估计，选择2 个～3 个连续的适宜稀释度，每个稀释度吸取样品匀液0.1 mL接种于粪肠球菌平板内，使用涂布棒尽可能小心快速地涂布接种液于琼脂表面涂布好的平皿，每个稀释度接种2个平板，倒置于37℃±1℃厌氧培养箱中培养48h。
50  菌落计数

可用肉眼观察，必要时用放大镜或菌落计数器，记录稀释倍数和相应的菌落数量。菌落计数以菌落形成单位（colony-forming units，CFU）表示。

50.1 选取菌落数在30 CFU～300 CFU 之间、无蔓延菌落生长的平板计数菌落总数。低于30 CFU 的平板记录具体菌落数，大于300 CFU 的可记录为多不可计。每个稀释度的菌落数应采用两个平板的平均数。

50.2 其中一个平板有较大片状菌落生长时，则不宜采用，而应以无片状菌落生长的平板作为该稀释度的菌落数；若片状菌落不到平板的一半，而其余一半中菌落分布又很均匀，即可计算半个平板后乘以2，代表一个平板菌落数。

50.3 当平板上出现菌落间无明显界线的链状生长时，则将每条单链作为一个菌落计数。
51  鉴定
51.1 菌落挑选和纯培养
挑选平板上乳白色，表面光滑，周边整齐菌落转入肠球菌肉汤培养基37℃±1℃恒温厌氧培养箱内增菌培养24h后进行形态学、生化鉴定及PCR检测鉴定。
51.2 形态学及生化鉴定

51.2.1形态学及生化鉴定

51.2.1  革兰氏染色

    取菌液做涂片进行革兰氏染色，镜检。

51.2.2  生化鉴定法

    取菌液利用商业细菌微量生化鉴定管按照说明进行生化鉴定。

51.2.3  粪肠球菌形态学及生化特征

粪肠球菌革兰氏阳性，球形或卵圆形，成对或短链排列，不生芽孢。生化特征见表3。

表3 粪肠球菌生化特征

	鉴定项目特征
	粪肠球菌
	鉴定项目特征
	粪肠球菌

	生长 10℃
	+
	产酸 D-木糖
	-

	生长 45℃
	+
	产酸 蔗糖
	+

	生长 6.5%氯化钠
	+
	产酸 棉籽糖
	-

	生长 0.01%四唑
	+
	产酸 蜜二糖
	-

	精氨酸双水解酶
	+
	产酸 山梨醇
	-

	马脲酸水解
	+
	产酸 乳糖
	+

	过氧化氢
	+
	产酸 甘油
	+


注：+表示不小于90%阳性, -表示阴性
51.3  PCR检测鉴定方法

51.3.1  细菌模板DNA的提取

使用商品化的细菌基因组DNA提取试剂盒，按照说明书提取粪肠球菌的基因组DNA。

51.3.2  PCR检测鉴定

51.3.2.1  反应体系

反应体系为50μL：Taq酶（5U/μL）0.4μL；10(PCR缓冲液5μL；脱氧核糖核苷三磷酸混合物（dNTP Mixture） ( 各自浓度均为2.5 mmol/L) 3μL；模板DNA50 ng；引物1（10μmol/L）2μL，引物2（10μmol/L）2μL；超纯水补足至50μL。

51.3.2.2  PCR反应条件

采用聚合酶链反应（PCR），相应反应参数：94℃，预变性5min；进入循环，94℃，30s；57℃，40s；72℃，1min；30个循环；循环结束，72℃，5min，4~10℃保存反应产物。

51.3.2.3  序列测定与结果判定

PCR产物经纯化回收后用基因测序仪测序，测序结果用Chromas软件参照正反序列图谱人工校对，并通过GenBank进行序列Blast相似性比对分析。序列比对结果显示与GenBank中的16S rDNA基因序列同源性达到99%以上为鉴定标准，与粪肠球菌标准菌基因序列同源性> 99%则判定样品未知菌为粪肠球菌，否则为非粪肠球菌。

51.3 对照设置

阳性对照：采用目标菌标准株，与待检菌株从模板DNA提取开始进行相同处理。阳性对照的目的是测试样品中DNA模板是否被有效提取出来和PCR反应是否成功。如果阳性对照出现阴性结果，说明DNA模板提取或PCR反应失败，应重新对样品进行检测。

阴性对照：采用灭菌未使用的肠球菌肉汤，与待检菌株从模板DNA提取开始进行相同处理。若阴性对照出现阳性结果，可能是DNA提取试剂、反应体系有污染，应查找原因，重新进行检测。

PCR空白对照：PCR反应中设为以灭菌水代替DNA模板，配置反应体系并进行PCR反应。以检测PCR反应物中是否存在污染。
52  结果计算与报告
52.1 每个平板中粪肠球菌的数量

每个平板中粪肠球菌菌落数的计算见公式（1）：
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 公式（1）
公式中：
m— 每块平板上的粪肠球菌菌落数；
n— 挑取后经证实为粪肠球菌菌的菌落数；
A—挑取平板上用于验证的菌落数；
C—平板上的所有特征菌落数。
52.2 菌落总数的计算方法
52.2.1 若只有一个稀释度平板上的菌落数在适宜计数范围内，计算两个平板中粪肠球菌菌落数的平均值，再将平均值乘以相应稀释倍数，作为每g（mL）中菌落总数结果。

52.2.2 若有两个连续稀释度的平板菌落数在适宜计数范围内时，按公式（2）计算：
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  公式（2）
公式中：

N—样品中菌落数；

ΣC—平板（含适宜范围菌落数的平板）菌落数之和；

n1—第一稀释度（低稀释倍数）平板个数；

n2—第二稀释度（高稀释倍数）平板个数；

o— 稀释因子（第一稀释度）。
52.2.3 若所有稀释度的平板上菌落数均大于300 CFU，则对稀释度最高的平板进行计数，其他平板可记录为多不可计，结果按平均菌落数乘以最高稀释倍数计算。

52.2.4 若所有稀释度的平板菌落数均小于30 CFU，则应按稀释度最低的平均菌落数乘以稀释倍数计算。

52.2.5 若所有稀释度（包括液体样品原液）平板均无菌落生长，则以小于1 乘以最低稀释倍数计算。

52.2.6 若所有稀释度的平板菌落数均不在30 CFU～300 CFU 之间，其中一部分小于30 CFU 或大于300CFU 时，则以最接近30 CFU 或300 CFU 的平均菌落数乘以稀释倍数计算。

53  报告
53.1 试样中含粪肠球菌的报告
53.1.1 检出粪肠球菌

     若样品菌落符合粪肠球菌形态学及生化鉴定的特征，PCR比对结果显示为粪肠球菌，则报告为“检出粪肠球菌”。
53.1.2 粪肠球菌菌落数
53.1.2.1 菌落数小于100 CFU 时，按“四舍五入”原则修约，以整数报告。

53.1.2.2 菌落数大于或等于100 CFU 时，第3 位数字采用“四舍五入”原则修约后，取前2 位数字，后面用0 代替位数；也可用10 的指数形式来表示，按“四舍五入”原则修约后，采用两位有效数字。

53.1.2.3 称重取样以CFU/g 为单位报告，体积取样以CFU/mL 为单位报告。
53.2 试样中不含粪肠球菌的报告

若样品菌落不符合粪肠球菌形态学及生化鉴定的特征，或者PCR比对结果显示非粪肠球菌，则报告为“未检出粪肠球菌”。
七 屎肠球菌检测
54  范围

本标准规定了生物制品中屎肠球菌（Enterococcus faecium）的检测方法。

本标准适用于生物产品中屎肠球菌的定性与定量检测。
55  主要设备和材料

除微生物实验室常规灭菌及培养设备外，其他主要仪器设备如下：

55.1  恒温培养箱：37℃ ± 1℃。

55.2  天平：精度为0.0001g。

55.3  恒温水浴锅。

55.4  离心机：转数12,000 r/min以上。

55.5  PCR仪。
55.6 电泳仪
55.7 紫外凝胶成像仪
55.8 微量移液器和灭菌吸头：10μL、20μL、200μL、1000μL。

55.9  玻璃或塑料灭菌培养皿。

55.10 显微镜：1000倍。

55.11 pH计。

56  主要培养基和试剂

除另有规定外，试剂为分析纯或生化试剂，实验用水采用GB/T 6682中规定的蒸馏水或去离子水，或相当纯度的水。所有试剂均用无核酸酶污染的容器分装。
56.1
屎肠球菌选择性培养基：参见附录A。

56.2
肠球菌肉汤：参见附录A。

56.3
革兰氏染色液：参见附录。

56.4
细菌微量生化鉴定管

56.5
细菌基因组提取试剂盒10×PCR缓冲液：100 mmol/L Tris-HCl （pH 8.4），500 mmol/L 氯化钾（KCl），15 mmol/L 氯化镁（MgCl2）。
56.6
检测用引物

正向引物：27F：5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’

反向引物：1492R：5’-TACGGTTACTTGTTACGACTT-3’

56.7
 Taq DNA聚合酶。

56.8
dNTP：dATP、dTTP、dCTP、dGTP。

56.9
 分子量标记：100 bp~2000bp。

56.10
 50×TAE缓冲液：见附录A。

56.11
 10×上样缓冲液：1% SDS、50%（体积分数）甘油、0.05%（质量浓度）溴酚蓝。
57  检测程序
屎肠球菌的检测程序见图6。
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图6 屎肠球菌的检测程序
58  样品制备和培养

58.1 样品制备
58.1.1 样品的全部制备过程均应遵循无菌操作程序。
58.1.2 固体和半固体样品：称取25 g样品至盛有225 mL 灭菌生理盐水的无菌均质杯或均质袋或灭菌研钵中，使用旋转刀片式均质器均质（800~1000 rpm）2 min或使用拍击式均质器拍打2 min或充分研磨制成 1:10的样品匀液。
58.1.3 液体样品：以无菌吸管吸取 25 mL 样品至盛有 225 mL 无菌生理盐水的锥形瓶（可在瓶内预置适 当数量的无菌玻璃珠）中，充分混匀，制成 1:10 的样品匀液。
58.2 样品稀释
58.2.1 用1 mL 无菌吸管或微量移液器吸取1:10 样品匀液1 mL，沿管壁缓慢注于装有9 mL 生理盐水的无菌试管中（注意吸管尖端不要触及稀释液），振摇试管或换用1 支无菌吸管反复吹打使其混合均匀，制成1:100 的样品匀液。

58.2.2 另取1 mL 无菌吸管或微量移液器吸头，按上述操作顺序，做10 倍递增样品匀液，每递增稀释一次，即换用1 次1 mL 灭菌吸管或吸头。
58.3 培养
根据对待检样品菌含量的估计，选择2 个～3 个连续的适宜稀释度，每个稀释度吸取样品匀液0.1 mL接种于屎肠球菌平板内，使用涂布棒尽可能小心快速地涂布接种液于琼脂表面涂布好的平皿，每个稀释度接种2个平板，倒置于37℃±1℃厌氧培养箱中培养48h。
59  菌落计数

可用肉眼观察，必要时用放大镜或菌落计数器，记录稀释倍数和相应的菌落数量。菌落计数以菌落形成单位（colony-forming units，CFU）表示。

59.1 选取菌落数在30 CFU～300 CFU 之间、无蔓延菌落生长的平板计数菌落总数。低于30 CFU 的平板记录具体菌落数，大于300 CFU 的可记录为多不可计。每个稀释度的菌落数应采用两个平板的平均数。

59.2 其中一个平板有较大片状菌落生长时，则不宜采用，而应以无片状菌落生长的平板作为该稀释度的菌落数；若片状菌落不到平板的一半，而其余一半中菌落分布又很均匀，即可计算半个平板后乘以2，代表一个平板菌落数。

59.3 当平板上出现菌落间无明显界线的链状生长时，则将每条单链作为一个菌落计数。
60  鉴定
60.1 菌落挑选和纯培养
挑选平板上紫红色、表面光滑凸起，周边整齐的菌落转入肠球菌肉汤培养基37℃±1℃恒温厌氧培养箱内增菌培养24h后进行形态学、生化鉴定及PCR检测鉴定。
60.2 形态学及生化鉴定

60.2.1形态学及生化鉴定

60.2.1  革兰氏染色

    取菌液做涂片进行革兰氏染色，镜检。

60.2.2  生化鉴定法

    取菌液利用商业细菌微量生化鉴定管按照说明进行生化鉴定。

60.2.3  屎肠球菌形态学及生化特征

屎肠球菌革兰氏阳性，球形或卵圆形，不生芽孢。生化特征见表6。

表6 屎肠球菌生化特征

	鉴定项目特征
	屎肠球菌
	鉴定项目特征
	屎肠球菌

	生长 10℃
	+
	产酸 D-木糖
	-

	生长 45℃
	+
	产酸 L-鼠李糖
	-

	生长 6.5%氯化钠
	+
	产酸 棉籽糖
	-

	精氨酸产氨
	+
	产酸 松三糖
	-

	精氨酸双水解酶
	+
	产酸 山梨醇
	-

	马脲酸水解
	+
	产酸 乳糖
	+

	氧化酶
	+
	产酸 甘油
	+


注：+表示不小于90%阳性, -表示阴性
60.3 PCR检测鉴定方法

60.3.1  细菌模板DNA的提取

使用商品化的细菌基因组DNA提取试剂盒，按照说明书提取屎肠球菌的基因组DNA。

60.3.2  PCR检测鉴定

60.3.2.1  反应体系

反应体系为50μL：Taq酶（5U/μL）0.4μL；10(PCR缓冲液5μL；脱氧核糖核苷三磷酸混合物（dNTP Mixture） ( 各自浓度均为2.5 mmol/L) 3μL；模板DNA50 ng；引物1（10μmol/L）2μL，引物2（10μmol/L）2μL；超纯水补足至50μL。

60.3.2.2 PCR反应条件

采用聚合酶链反应（PCR），相应反应参数：94℃，预变性5min；进入循环，94℃，30s；57℃，40s；72℃，1min；30个循环；循环结束，72℃，5min，4~10℃保存反应产物。

60.3.2.3  序列测定与结果判定

PCR产物经纯化回收后用基因测序仪测序，测序结果用Chromas软件参照正反序列图谱人工校对，并通过GenBank进行序列Blast相似性比对分析。序列比对结果显示与GenBank中的16S rDNA基因序列同源性达到99%以上为鉴定标准，与屎肠球菌标准菌基因序列同源性> 99%则判定样品未知菌为屎肠球菌，否则为非屎肠球菌。

60.3 对照设置

阳性对照：采用目标菌标准株，与待检菌株从模板DNA提取开始进行相同处理。阳性对照的目的是测试样品中DNA模板是否被有效提取出来和PCR反应是否成功。如果阳性对照出现阴性结果，说明DNA模板提取或PCR反应失败，应重新对样品进行检测。

阴性对照：采用灭菌未使用的肠球菌肉汤，与待检菌株从模板DNA提取开始进行相同处理。若阴性对照出现阳性结果，可能是DNA提取试剂、反应体系有污染，应查找原因，重新进行检测。

PCR空白对照：PCR反应中设为以灭菌水代替DNA模板，配置反应体系并进行PCR反应。以检测PCR反应物中是否存在污染。
61  结果计算与报告
61.1 每个平板中屎肠球菌的数量

每个平板中屎肠球菌菌落数的计算见公式（1）：
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 公式（1）
公式中：
p— 每块平板上的屎肠球菌菌落数；
q— 挑取后经证实为屎肠球菌菌的菌落数；
A—挑取平板上用于验证的菌落数；
C—平板上的所有特征菌落数。
61.2 菌落总数的计算方法
61.2.1 若只有一个稀释度平板上的菌落数在适宜计数范围内，计算两个平板中屎肠球菌菌落数的平均值，再将平均值乘以相应稀释倍数，作为每g（mL）中菌落总数结果。

61.2.2 若有两个连续稀释度的平板菌落数在适宜计数范围内时，按公式（2）计算：
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  公式（2）
公式中：

N—样品中菌落数；

ΣC—平板（含适宜范围菌落数的平板）菌落数之和；

n1—第一稀释度（低稀释倍数）平板个数；

n2—第二稀释度（高稀释倍数）平板个数；

r— 稀释因子（第一稀释度）。
61.2.3 若所有稀释度的平板上菌落数均大于300 CFU，则对稀释度最高的平板进行计数，其他平板可记录为多不可计，结果按平均菌落数乘以最高稀释倍数计算。

61.2.4 若所有稀释度的平板菌落数均小于30 CFU，则应按稀释度最低的平均菌落数乘以稀释倍数计算。

61.2.5 若所有稀释度（包括液体样品原液）平板均无菌落生长，则以小于1 乘以最低稀释倍数计算。

61.2.6 若所有稀释度的平板菌落数均不在30 CFU～300 CFU 之间，其中一部分小于30 CFU 或大于300CFU 时，则以最接近30 CFU 或300 CFU 的平均菌落数乘以稀释倍数计算。

62  报告
62.1 试样中含屎肠球菌的报告
62.1.1 检出屎肠球菌

     若样品菌落符合屎肠球菌形态学及生化鉴定的特征，PCR比对结果显示为屎肠球菌，则报告为“检出屎肠球菌”。
62.1.2 屎肠球菌菌落数
62.1.2.1 菌落数小于100 CFU 时，按“四舍五入”原则修约，以整数报告。

62.1.2.2 菌落数大于或等于100 CFU 时，第3 位数字采用“四舍五入”原则修约后，取前2 位数字，后面用0 代替位数；也可用10 的指数形式来表示，按“四舍五入”原则修约后，采用两位有效数字。

62.1.2.3 称重取样以CFU/g 为单位报告，体积取样以CFU/mL 为单位报告。
62.2 试样中不含屎肠球菌的报告

若样品菌落不符合屎肠球菌形态学及生化鉴定的特征，或者PCR比对结果显示非屎肠球菌，则报告为“未检出屎肠球菌”。
八 产朊假丝酵母检测
63  范围

本标准规定了生物产品中产朊假丝酵母（Candida utilis）的检测方法。

本标准适用于生物产品中产朊假丝酵母的定性与定量检测。

64  主要设备和材料

除微生物实验室常规灭菌及培养设备外，其他主要仪器设备如下：

64.1  恒温培养箱：28℃ ± 1℃。

64.2  天平：精度为0.0001g。

64.3  恒温水浴锅。

64.4  离心机：转数12, 000 r/min以上。

64.5  PCR仪。
64.6  电泳仪
64.7  紫外凝胶成像仪
64.8  微量移液器和灭菌吸头：10μL、20μL、200μL、1000μL。

64.9  玻璃或塑料灭菌培养皿。

64.10 显微镜：1000倍。

64.11 pH计。

65  主要培养基和试剂

除另有规定外，试剂为分析纯或生化试剂，实验用水采用GB/T 6682中规定的蒸馏水或去离子水，或相当纯度的水。所有试剂均用无核酸酶污染的容器分装。

65.1  孟加拉红琼脂培养基：参见附录A。

65.2  麦芽汁液体培养基：参见附录A。
65.3  酵母基因组提取试剂盒
65.4  10(PCR缓冲液：100 mmol/L Tris-HCl （pH 8.4），500 mmol/L 氯化钾（KCl），15 mmol/L 氯化镁（MgCl2）。
65.5  检测用引物
正向引物： 5’-CCAACCTGGTTGATCCTGCCAGTA-3’

反向引物： 5’-CCTTGTTACGACTTCACCTTCCTCT-3’
65.6  Taq DNA聚合酶。
65.7  dNTP：dATP、dTTP、dCTP、dGTP。

65.8  分子量标记：100 bp~2000bp。
65.9  50×TAE缓冲液：见附录A。
65.10 10×上样缓冲液：1% SDS、50%（体积分数）甘油、0.05%（质量浓度）溴酚蓝。

66  检测程序
产朊假丝酵母的检测程序见图1。
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图1 产朊假丝酵母的检测程序
67  样品制备和培养

67.1 样品制备
67.1.1 样品的全部制备过程均应遵循无菌操作程序。
67.1.2 固体和半固体样品：称取25 g样品至盛有225 mL 灭菌生理盐水的无菌均质杯或均质袋或灭菌研钵中，使用旋转刀片式均质器均质（800~1000 rpm）2 min或使用拍击式均质器拍打2 min或充分研磨制成 1:10的样品匀液。
67.1.3 液体样品：以无菌吸管吸取 25 mL 样品至盛有 225 mL 无菌生理盐水的锥形瓶（可在瓶内预置适 当数量的无菌玻璃珠）中，充分混匀，制成 1:10 的样品匀液。
67.2 样品稀释
67.2.1 用1 mL 无菌吸管或微量移液器吸取1:10 样品匀液1 mL，沿管壁缓慢注于装有9 mL 生理盐水的无菌试管中（注意吸管尖端不要触及稀释液），振摇试管或换用1 支无菌吸管反复吹打使其混合均匀，制成1:100 的样品匀液。

67.2.2 另取1 mL 无菌吸管或微量移液器吸头，按上述操作顺序，做10倍递增样品匀液，每递增稀释一次，即换用1次1 mL 灭菌吸管或吸头。
67.3 培养
根据对待检样品菌含量的估计，选择2个～3个连续的适宜稀释度，每个稀释度吸取样品匀液0.2 mL接种于孟加拉红琼脂平板内，使用涂布棒尽可能小心快速地涂布接种液于琼脂表面涂布好的平皿，每个稀释度接种2个平板，倒置于28℃±1℃厌氧培养箱中培养72h。。
68  菌落计数

可用肉眼观察，必要时用放大镜或菌落计数器，记录稀释倍数和相应的菌落数量。菌落计数以菌落形成单位（colony-forming units，CFU）表示。

68.1 选取菌落数在30 CFU～300 CFU 之间、无蔓延菌落生长的平板计数菌落总数。低于30 CFU 的平板记录具体菌落数，大于300 CFU 的可记录为多不可计。每个稀释度的菌落数应采用两个平板的平均数。

68.2 其中一个平板有较大片状菌落生长时，则不宜采用，而应以无片状菌落生长的平板作为该稀释度的菌落数；若片状菌落不到平板的一半，而其余一半中菌落分布又很均匀，即可计算半个平板后乘以2，代表一个平板菌落数。

69鉴定
69.1 菌落挑选和纯培养
挑选平板上5个乳白色、平滑、边缘齐整的菌落接种于麦芽汁液体培养基中，28℃±1℃恒温培养箱内增菌培养24h~48h后进行形态学、生化鉴定及PCR检测鉴定。
69.2 形态学及生化鉴定

69.2.1 培养形态
    产朊假丝酵母的菌落乳白色，平滑，有或无光泽，边缘整齐或菌丝状。
69.2.2  生理生化特征

产朊假丝酵母的生理生化特征见表1。
表1 产朊假丝酵母生化特征

	
	鉴定项目特征
	产朊假丝酵母
	鉴定项目特征
	产朊假丝酵母

	糖发酵实验
	葡萄糖
	+
	半乳糖
	-

	
	蔗糖
	+
	乳糖
	-

	
	棉子糖
	V
	海藻糖
	-

	
	麦芽糖
	-
	
	

	碳源同化实验
	D-葡萄糖
	+
	松三糖
	+

	
	D-半乳糖
	+
	可溶性淀粉
	+

	
	L-山梨糖
	-
	赤藓糖醇
	-

	
	D-木糖
	+
	D-甘露醇
	+

	
	L-阿拉伯糖
	-
	肌醇
	-

	
	L-鼠李糖
	-
	甘油
	+

	
	蔗糖
	+
	半乳糖醇
	-

	
	麦芽糖
	+
	D-山梨醇
	+

	
	纤维二糖
	+
	乙醇
	+

	
	海藻糖
	+
	琥珀酸
	+

	
	乳糖
	-
	柠檬酸
	+

	
	蜜二糖
	V
	DL-乳酸
	+

	
	棉子糖
	+
	水杨苷
	+


注：+为阳性反应；-表示阴性反应；V为可为阳性反应亦可为阴性反应
69.3 PCR检测鉴定方法

69.3.1  细菌模板DNA的提取

使用酵母基因组DNA提取试剂盒，按照说明书提取产朊假丝酵母的基因组DNA。

69.3.2  PCR检测鉴定

69.3.2.1  反应体系

反应体系为50μL：Taq酶（5U/μL）0.4μL；10(PCR缓冲液5μL；脱氧核糖核苷三磷酸混合物（dNTP Mixture） ( 各自浓度均为2.5 mmol/L) 3μL；模板DNA50 ng；引物1（10μmol/L）2μL，引物2（10μmol/L）2μL；超纯水补足至50μL。

69.3.2.2 PCR反应条件

采用聚合酶链反应（PCR），相应反应参数：94℃，预变性5min；进入循环，94℃，30s；58℃，40s；72℃，1min；30个循环；循环结束，72℃，5min，4~10℃保存反应产物。

69.3.2.3  序列测定与结果判定

PCR产物经纯化回收后用基因测序仪测序，测序结果用Chromas软件参照正反序列图谱人工校对，并通过GenBank进行序列Blast相似性比对分析。序列比对结果显示与GenBank中的酵母菌的18S rDNA基因序列同源性达到99%以上为鉴定标准，与产朊假丝酵母标准菌基因序列同源性> 99%则判定样品未知菌为产朊假丝酵母，否则为非产朊假丝酵母。

69.3.3 对照设置

阳性对照：采用目标菌标准株，与待检菌株从模板DNA提取开始进行相同处理。阳性对照的目的是测试样品中DNA模板是否被有效提取出来和PCR反应是否成功。如果阳性对照出现阴性结果，说明DNA模板提取或PCR反应失败，应重新对样品进行检测。

阴性对照：采用灭菌未使用的麦芽汁肉汤培养基，与待检菌株从模板DNA提取开始进行相同处理。若阴性对照出现阳性结果，可能是DNA提取试剂、反应体系有污染，应查找原因，重新进行检测。

PCR空白对照：PCR反应中设为以灭菌水代替DNA模板，配置反应体系并进行PCR反应。以检测PCR反应物中是否存在污染。

70  结果计算与报告
70.1 每个平板中产朊假丝酵母的数量

每个平板中产朊假丝酵母菌落数的计算见公式（1）：
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 公式（1）
公式中：
s— 每块平板上的产朊假丝酵母菌落数；
t— 挑取后经证实为产朊假丝酵母的菌落数；
A—挑取平板上用于验证的菌落数；
C—平板上的所有特征菌落数。
70.2 菌落总数的计算方法
70.2.1 若只有一个稀释度平板上的菌落数在适宜计数范围内，计算两个平板中产朊假丝酵母菌落数的平均值，再将平均值乘以相应稀释倍数，作为每g（mL）中菌落总数结果。

70.2.2 若有两个连续稀释度的平板菌落数在适宜计数范围内时，按公式（2）计算：
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  公式（2）
公式中：

N—样品中菌落数；

ΣC—平板（含适宜范围菌落数的平板）菌落数之和；

n1—第一稀释度（低稀释倍数）平板个数；

n2—第二稀释度（高稀释倍数）平板个数；

u— 稀释因子（第一稀释度）。
70.2.3 若所有稀释度的平板上菌落数均大于300 CFU，则对稀释度最高的平板进行计数，其他平板可记录为多不可计，结果按平均菌落数乘以最高稀释倍数计算。

70.2.4 若所有稀释度的平板菌落数均小于30 CFU，则应按稀释度最低的平均菌落数乘以稀释倍数计算。

70.2.5 若所有稀释度（包括液体样品原液）平板均无菌落生长，则以小于1 乘以最低稀释倍数计算。

70.2.6 若所有稀释度的平板菌落数均不在30 CFU～300 CFU 之间，其中一部分小于30 CFU 或大于300CFU 时，则以最接近30 CFU 或300 CFU 的平均菌落数乘以稀释倍数计算。

71   报告
71.1 试样中含产朊假丝酵母的报告
71.1.1 检出产朊假丝酵母

     若样品菌落符合产朊假丝酵母形态学及生化鉴定的特征，PCR比对结果显示为产朊假丝酵母，则报告为“检出产朊假丝酵母”。
71.1.2 产朊假丝酵母菌落数
71.1.2.1 菌落数小于100 CFU 时，按“四舍五入”原则修约，以整数报告。

71.1.2.2 菌落数大于或等于100 CFU 时，第3 位数字采用“四舍五入”原则修约后，取前2 位数字，后面用0 代替位数；也可用10 的指数形式来表示，按“四舍五入”原则修约后，采用两位有效数字。

71.1.2.3 称重取样以CFU/g 为单位报告，体积取样以CFU/mL 为单位报告。
71.2 试样中不含产朊假丝酵母的报告

若样品菌落不符合产朊假丝酵母形态学及生化鉴定的特征，或者PCR比对结果显示非产朊假丝酵母，则报告为“未检出产朊假丝酵母”。
九 酿酒酵母检测
72  范围

本标准规定了生物产品中酿酒酵母（Saccharomyces cerevisiae）的检测方法。

本标准适用于生物产品中酿酒酵母的定性与定量检测。

73  主要设备和材料

除微生物实验室常规灭菌及培养设备外，其他主要仪器设备如下：

73.1  恒温培养箱：28℃ ± 1℃。

73.2  天平：精度为0.0001g。

73.3  恒温水浴锅。

73.4  离心机：转数12,000 r/min以上。

73.5  PCR仪。
73.6  电泳仪
73.7  紫外凝胶成像仪
73.8  微量移液器和灭菌吸头：10μL、20μL、200μL、1000μL。

73.9  玻璃或塑料灭菌培养皿。

73.10 显微镜：1000倍。

73.11  pH计。

74  主要培养基和试剂

除另有规定外，试剂为分析纯或生化试剂，实验用水采用GB/T 6682中规定的蒸馏水或去离子水，或相当纯度的水。所有试剂均用无核酸酶污染的容器分装。

74.1  孟加拉红琼脂培养基：参见附录A。

74.2  麦芽汁液体培养基：参见附录A。
74.3  酵母基因组提取试剂盒
74.4  10(PCR缓冲液：100 mmol/L Tris-HCl （pH 8.4），500 mmol/L 氯化钾（KCl），15 mmol/L 氯化镁（MgCl2）。
74.5  检测用引物
正向引物： 5’-CCAACCTGGTTGATCCTGCCAGTA-3’

反向引物： 5’-CCTTGTTACGACTTCACCTTCCTCT-3’
74.6  Taq DNA聚合酶。
74.7  dNTP：dATP、dTTP、dCTP、dGTP。

74.8  分子量标记：100 bp~2000bp。
74.9  50×TAE缓冲液：见附录A。
74.10 10×上样缓冲液：1% SDS、50%（体积分数）甘油、0.05%（质量浓度）溴酚蓝。

75  检测程序
酿酒酵母的检测程序见图5。
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图5 酿酒酵母的检测程序
76  样品制备和培养

76.1 样品制备
76.1.1 样品的全部制备过程均应遵循无菌操作程序。
76.1.2 固体和半固体样品：称取25 g样品至盛有225 mL 灭菌生理盐水的无菌均质杯或均质袋或灭菌研钵中，使用旋转刀片式均质器均质（800~1000 rpm）2 min或使用拍击式均质器拍打2 min或充分研磨制成 1:10的样品匀液。
76.1.3 液体样品：以无菌吸管吸取 25 mL 样品至盛有 225 mL 无菌生理盐水的锥形瓶（可在瓶内预置适 当数量的无菌玻璃珠）中，充分混匀，制成 1:10 的样品匀液。
76.2 样品稀释
76.2.1 用1 mL 无菌吸管或微量移液器吸取1:10 样品匀液1 mL，沿管壁缓慢注于装有9 mL 生理盐水的无菌试管中（注意吸管尖端不要触及稀释液），振摇试管或换用1 支无菌吸管反复吹打使其混合均匀，制成1:100 的样品匀液。

76.2.2 另取1 mL 无菌吸管或微量移液器吸头，按上述操作顺序，做10倍递增样品匀液，每递增稀释一次，即换用1次1 mL 灭菌吸管或吸头。
76.3 培养
根据对待检样品菌含量的估计，选择2个～3个连续的适宜稀释度，每个稀释度吸取样品匀液0.2 mL接种于孟加拉红琼脂平板内，使用涂布棒尽可能小心快速地涂布接种液于琼脂表面涂布好的平皿，每个稀释度接种2个平板，倒置于28℃±1℃厌氧培养箱中培养72h。。
77  菌落计数

可用肉眼观察，必要时用放大镜或菌落计数器，记录稀释倍数和相应的菌落数量。菌落计数以菌落形成单位（colony-forming units，CFU）表示。

77.1 选取菌落数在30 CFU～300 CFU 之间、无蔓延菌落生长的平板计数菌落总数。低于30 CFU 的平板记录具体菌落数，大于300 CFU 的可记录为多不可计。每个稀释度的菌落数应采用两个平板的平均数。

77.2 其中一个平板有较大片状菌落生长时，则不宜采用，而应以无片状菌落生长的平板作为该稀释度的菌落数；若片状菌落不到平板的一半，而其余一半中菌落分布又很均匀，即可计算半个平板后乘以2，代表一个平板菌落数。

78  鉴定
78.1 菌落挑选和纯培养
挑选平板上5个菌落大、乳白色、平滑、边缘齐整的菌落接种于麦芽汁液体培养基中，28℃±1℃恒温培养箱内增菌培养24h~48h后进行形态学、生化鉴定及PCR检测鉴定。
78.2 形态学及生化鉴定

78.2.1 培养形态
    酿酒酵母的菌落菌落大而湿润，隆起，乳白色、表面光滑无褶皱，边缘清晰，边缘整齐或菌丝状。
78.2.2  生理生化特征

酿酒酵母的生理生化特征见表5。
表5 酿酒酵母生化特征

	
	鉴定项目特征
	酿酒酵母
	鉴定项目特征
	酿酒酵母

	糖发酵实验
	葡萄糖
	+
	D-半乳糖
	V

	
	蔗糖
	V
	乳糖
	-

	
	棉子糖
	V
	菊糖
	-

	
	麦芽糖
	V
	纤维二糖
	-

	碳源同化实验
	D-葡萄糖
	-
	松三糖
	V

	
	D-半乳糖
	V
	可溶性淀粉
	V

	
	L-山梨糖
	-
	赤藓糖醇
	-

	
	D-木糖
	-
	D-甘露醇
	+

	
	L/D-阿拉伯糖
	-
	肌醇
	-

	
	L-鼠李糖
	-
	甘油
	+

	
	蔗糖
	V
	半乳糖醇
	-

	
	麦芽糖
	V
	D-山梨醇
	V

	
	纤维二糖
	-
	乙醇
	V

	
	海藻糖
	V
	琥珀酸
	V

	
	乳糖
	-
	柠檬酸
	-

	
	蜜二糖
	V
	DL-乳酸
	V

	
	棉子糖
	V
	水杨苷
	-

	
	D-核糖
	-
	
	


注：+为阳性反应；-表示阴性反应；V为可为阳性反应亦可为阴性反应
78.3 PCR检测鉴定方法

78.3.1  细菌模板DNA的提取

使用酵母基因组DNA提取试剂盒，按照说明书提取酿酒酵母的基因组DNA。

78.3.2  PCR检测鉴定

78.3.2.1  反应体系

反应体系为50μL：Taq酶（5U/μL）0.4μL；10(PCR缓冲液5μL；脱氧核糖核苷三磷酸混合物（dNTP Mixture） ( 各自浓度均为2.5 mmol/L) 3μL；模板DNA50 ng；引物1（10μmol/L）2μL，引物2（10μmol/L）2μL；超纯水补足至50μL。

78.3.2.2 PCR反应条件

采用聚合酶链反应（PCR），相应反应参数：94℃，预变性5min；进入循环，94℃，30s；551℃，40s；72℃，1min；30个循环；循环结束，72℃，5min，4~10℃保存反应产物。

78.3.2.3  序列测定与结果判定

PCR产物经纯化回收后用基因测序仪测序，测序结果用Chromas软件参照正反序列图谱人工校对，并通过GenBank进行序列Blast相似性比对分析。序列比对结果显示与GenBank中的酵母菌的151S rDNA基因序列同源性达到99%以上为鉴定标准，与酿酒酵母标准菌基因序列同源性> 99%则判定样品未知菌为酿酒酵母，否则为非酿酒酵母。

78.3.3 对照设置

阳性对照：采用目标菌标准株，与待检菌株从模板DNA提取开始进行相同处理。阳性对照的目的是测试样品中DNA模板是否被有效提取出来和PCR反应是否成功。如果阳性对照出现阴性结果，说明DNA模板提取或PCR反应失败，应重新对样品进行检测。

阴性对照：采用灭菌未使用的麦芽汁肉汤培养基，与待检菌株从模板DNA提取开始进行相同处理。若阴性对照出现阳性结果，可能是DNA提取试剂、反应体系有污染，应查找原因，重新进行检测。

PCR空白对照：PCR反应中设为以灭菌水代替DNA模板，配置反应体系并进行PCR反应。以检测PCR反应物中是否存在污染。

79  结果计算与报告
79.1 每个平板中酿酒酵母的数量

每个平板中酿酒酵母菌落数的计算见公式（1）：
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 公式（1）
公式中：
v— 每块平板上的酿酒酵母菌落数；
w— 挑取后经证实为酿酒酵母的菌落数；
A—挑取平板上用于验证的菌落数；
C—平板上的所有特征菌落数。
79.2 菌落总数的计算方法
79.2.1 若只有一个稀释度平板上的菌落数在适宜计数范围内，计算两个平板中酿酒酵母菌落数的平均值，再将平均值乘以相应稀释倍数，作为每g（mL）中菌落总数结果。

79.2.2 若有两个连续稀释度的平板菌落数在适宜计数范围内时，按公式（2）计算：
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  公式（2）
公式中：

N—样品中菌落数；

ΣC—平板（含适宜范围菌落数的平板）菌落数之和；

n1—第一稀释度（低稀释倍数）平板个数；

n2—第二稀释度（高稀释倍数）平板个数；

x— 稀释因子（第一稀释度）。
79.2.3 若所有稀释度的平板上菌落数均大于300 CFU，则对稀释度最高的平板进行计数，其他平板可记录为多不可计，结果按平均菌落数乘以最高稀释倍数计算。

79.2.4 若所有稀释度的平板菌落数均小于30 CFU，则应按稀释度最低的平均菌落数乘以稀释倍数计算。

79.2.5 若所有稀释度（包括液体样品原液）平板均无菌落生长，则以小于1 乘以最低稀释倍数计算。

79.2.6 若所有稀释度的平板菌落数均不在30 CFU～300 CFU 之间，其中一部分小于30 CFU 或大于300CFU 时，则以最接近30 CFU 或300 CFU 的平均菌落数乘以稀释倍数计算。

80  报告
80.1 试样中含酿酒酵母的报告
80.1.1 检出酿酒酵母

     若样品菌落符合酿酒酵母形态学及生化鉴定的特征，PCR比对结果显示为酿酒酵母，则报告为“检出酿酒酵母”。
80.1.2 酿酒酵母菌落数
80.1.2.1 菌落数小于100 CFU 时，按“四舍五入”原则修约，以整数报告。

80.1.2.2 菌落数大于或等于100 CFU 时，第3 位数字采用“四舍五入”原则修约后，取前2 位数字，后面用0 代替位数；也可用10 的指数形式来表示，按“四舍五入”原则修约后，采用两位有效数字。

80.1.2.3 称重取样以CFU/g 为单位报告，体积取样以CFU/mL 为单位报告。
80.2 试样中不含酿酒酵母的报告

若样品菌落不符合酿酒酵母形态学及生化鉴定的特征，或者PCR比对结果显示非酿酒酵母，则报告为“未检出酿酒酵母”。
附录A

（资料性附录）

培养基和试剂

A1 孟加拉红琼脂培养基
A1.1  成分

蛋白胨，5.0 g；葡萄糖，10.0 g；磷酸二氢钾，1.0 g；硫酸镁，0.5 g；琼脂，20.0 g；孟加拉红，0.033 g；氯霉素，0.1 g；蒸馏水，1000mL。
A1.2  制法

    溶解各成分于水中， 121℃高压灭菌 15分钟备用。
A2 麦芽汁液体培养

A2.1  成分

麦芽浸粉， 130.0 g；氯霉素， 0.1 g；蒸馏水，1000mL。

A2.2  制法

    溶解各成分于水中，调整pH值，使培养基pH值在25℃时为5.6 ± 0.2，121℃灭菌30min。
A3 50×TAE缓冲液
A3.1 成分
    Tris碱242g、冰乙酸57.1mL、0.5mol/L EDTA（pH 8.0）100mL。
A3.2  制法

溶解各成分于蒸馏水中，定容至100mL，
混匀，室温保存。使用时取20 mL 50×TAE缓冲液，稀释成1000 mL工作液即可。
A4 营养琼脂培养基

A4.1  成分

蛋白胨，10g；牛肉膏，3g；氯化钠，5g；琼脂16g，蒸馏水，1000mL。

A4.2  制法

    溶解各成分于水中，调整pH值，使培养基pH值在25℃时为7.2±0.2，121℃灭菌30min。

A5 营养肉汤培养基

A5.1  成分

蛋白胨，10g；牛肉膏，3g；氯化钠，5g；蒸馏水，1000mL。

A5.2  制法

    溶解各成分于水中，调整pH值，使培养基pH值在25℃时为7.2±0.2，121℃灭菌30min。
A6 革兰氏染色

A6.1  结晶紫染色液

A6.1.1  成分

    结晶紫，1g；95%乙醇，20mL；1%草酸铵水溶液，80mL。

A6.1.2  制法

    将结晶紫溶解于乙醇中，然后与草酸铵溶液混合。

A6.2  革兰氏碘液

A6.2.1  成分

    碘，1g；碘化钾，2g；蒸馏水，300mL。

A6.2.2  制法

将碘与碘化钾先进性混合，加入蒸馏水少许，充分振摇，待完全溶解后再加蒸馏水至300mL。

A6.3  沙黄复染液

A6.3.1  成分

沙黄，0.25g；95%乙醇，10mL；蒸馏水，90mL。

A6.3.2  制法

将沙黄溶解于乙醇中，然后用蒸馏水稀释。

A6.4  染色法
    将涂片在火焰上固定，滴加结晶紫染色液，染色1min，水洗；滴加革兰氏碘液，作用1min，水洗；滴加95%乙醇脱色，约30s，水洗；滴加沙黄复染液，复染1min，水洗，待干，镜检。
A7 粪肠球菌选择性培养基

A7.1 成分

蛋白胨，10.0 g；麦芽糖，20.0 g；酵母浸膏，10.0 g；甘油磷酸钠，10.0 g；氯化钠，5.0 g；乳糖，1.0 g；琼脂，20.0 g；溴甲酚紫，0.015g；叠氮化钠，0.4 g；2,3,5-氯化三苯四氮唑（TTC），0.1 g，蒸馏水，1000mL。
A7.2 制法
     溶解各成分于蒸馏水中，加热煮沸5min，冷至50℃左右，倾入无菌平皿，备用。
A8 肠球菌肉汤
A8.1 成分
    蛋白胨，17.0g；牛肉浸膏，3.0g；酵母浸膏，5.0g；牛胆粉，10.0g；氯化钠，5.0g；柠檬酸钠，1.0g；七叶苷，1.0g；柠檬酸铁铵，0.5g；叠氮化钠，0.25g，蒸馏水，1000mL。
A8.2 制法
     溶解各成分于蒸馏水中，121℃灭菌15min，备用。
A9 屎肠球菌选择性培养基

A9.1 成分

胰蛋白胨，20 g；酵母浸膏，5 g；葡萄糖，2 g；磷酸氢二钠，4 g；磷酸氢二钾，4 g；琼脂，20 g；溴甲酚紫，0.015g；叠氮化钠，0.4 g；2,3,5-氯化三苯四氮唑（TTC），0.1 g；蒸馏水，1000mL。
A9.2 制法
溶解各成分于蒸馏水中，加热煮沸5min，冷至50℃左右，倾入无菌平皿，备用。
A10 肠球菌肉汤
A10.1 成分
    蛋白胨，17.0g；牛肉浸膏，3.0g；酵母浸膏，5.0g；牛胆粉，10.0g；氯化钠，5.0g；柠檬酸钠，1.0g；七叶苷，1.0g；柠檬酸铁铵，0.5g；叠氮化钠，0.25g，蒸馏水，1000mL。
A10.2 制法
     溶解各成分于蒸馏水中，121℃灭菌15min，备用。
A11  MRS琼脂培养基

A11.1  成分

蛋白胨，10.0g；牛肉膏，10.0g；酵母浸膏，5.0g；葡萄糖，20.0g；吐温-80，1.0g；柠檬酸铵，2.0g；乙酸钠，5.0g；硫酸镁，0.1g；硫酸锰，0.05g；磷酸氢二钾，2.0g；琼脂15.0g；蒸馏水，1000mL。

A11.2  制法

    溶解各成分于蒸馏水中，调整pH值，使培养基pH值在25℃时为7.3±0.2，121℃灭菌15min。

A12  MRS肉汤培养基

A12.1  成分

蛋白胨，10.0g；牛肉膏，10.0g；酵母浸膏，5.0g；葡萄糖，20.0g；吐温-80，1.0g；柠檬酸铵，2.0g；乙酸钠，5.0g；硫酸镁，0.1g；硫酸锰，0.05g；磷酸氢二钾，2.0g；蒸馏水，1000mL。

A12.2  制法

    溶解各成分于水中，调整pH值，使培养基pH值在25℃时为7.3±0.2，121℃灭菌15min。

附录B
（资料性附录）

植物乳杆菌及乳杆菌属其他菌种主要生化特征

	菌种
	七叶苷
	纤维二糖
	麦芽糖
	甘露醇
	水杨苷
	山梨醇
	蔗糖
	棉子糖

	植物乳杆菌
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	嗜酸乳杆菌
	＋
	＋
	＋
	－
	＋
	－
	＋
	d

	干酪乳杆菌干酪亚种
	＋
	＋
	＋
	＋
	＋
	＋
	＋
	－

	德氏乳杆菌保加利亚种
	－
	－
	－
	－
	－
	－
	－
	－

	罗伊氏乳杆菌 
	ND
	－
	＋
	－
	－
	－
	－
	＋

	鼠李糖乳杆菌  
	＋
	＋
	＋
	＋
	＋
	＋
	＋
	－

	注：+表示90%以上菌株阳性；-表示90%以上菌株阴性；d表示11%~89%菌株阳性；ND表示为测定


嗜酸乳杆菌及乳杆菌属其他菌种主要生化特征

	菌种
	七叶苷
	纤维二糖
	麦芽糖
	甘露醇
	水杨苷
	山梨醇
	蔗糖
	棉子糖

	嗜酸乳杆菌
	＋
	＋
	＋
	－
	＋
	－
	＋
	d

	植物乳杆菌
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	干酪乳杆菌干酪亚种
	＋
	＋
	＋
	＋
	＋
	＋
	＋
	－

	德氏乳杆菌保加利亚种
	－
	－
	－
	－
	－
	－
	－
	－

	罗伊氏乳杆菌 
	ND
	－
	＋
	－
	－
	－
	－
	＋

	鼠李糖乳杆菌  
	＋
	＋
	＋
	＋
	＋
	＋
	＋
	－

	注：+表示90%以上菌株阳性；-表示90%以上菌株阴性；d表示11%~89%菌株阳性；ND表示为测定


屎肠球菌及肠球菌属其他菌种主要生化特征

	
	甘露醇
	山梨醇
	阿拉伯糖
	蔗糖
	棉子糖


	精氨酸水解


	色素
	动力

	屎肠球菌
	（＋）
	－
	＋
	＋
	－
	＋
	－
	－

	粪肠球菌
	＋
	－
	－
	＋
	－
	＋
	－
	－

	鸟肠球菌   
	＋
	＋
	＋
	＋
	－
	－
	－
	－

	鸡肠球菌
	＋
	－
	＋
	＋
	＋
	＋
	－
	＋

	棉糖肠球菌
	＋
	＋
	＋
	＋
	＋
	－
	－
	－

	恶臭肠球菌
	＋
	＋
	－
	＋
	＋
	－
	－
	－

	假鸟肠球菌
	＋
	＋
	－
	＋
	－
	－
	－
	－

	孤立肠球菌
	＋
	－
	－
	＋
	V
	＋
	＋
	－

	酪黄肠球菌
	＋
	－
	＋
	＋
	V
	（＋）
	＋
	＋

	芒地肠球菌
	＋
	－
	＋
	＋
	V
	＋
	＋
	－

	坚忍肠球菌
	（－）
	－
	－
	－
	＋
	＋
	－
	－

	希啦肠球菌
	－
	－
	－
	＋
	＋
	＋
	－
	－

	注：（+）大多数菌株阳性，（-）大多数菌株阴性，V为不定。


发布





中华人民共和国国家质量监督检验检疫总局


中 国 国 家 标 准 化 管 理 委 员 会





××××-××-××实施





××××-××-××发布





生物产品中功能性微生物的检测 





Method for determination of Functional Microorganism


in biologic products


（征求意见稿）





           





GB/T ××××—201X





中华人民共和国国家标准





ICS 


B 








16

