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如下刖吾本标准按照GB／T1．1—2009给出的规则起草。本标准代替JC／T542--1994<<滑石粉微生物学检验方法》，与JC／T542一-1994相比，主要技术变化——在3．3供试液的制备方法中，将“生理盐水”修改为“pH7．0无菌氯化钠一蛋白胨缓冲液”；——将“霉菌和酵母菌数测定方法”修改为“真菌总数测定方法”(见第5章，1994年版的第5章)；——将“绿脓杆菌检验方法”修改为“铜绿假单胞菌检验方法”(见第7章，1994年版的第7章)；——将“绿脓杆菌试验”修改为“铜绿假单胞菌素试验”(见7．5．6，1994年版的7．5．6)；——将培养基和试剂中“虎红琼脂培养基”修改为“沙保罗琼脂培养基”(见5．3，1994年版的53)；——将附录中“虎红琼脂培养基的成分和制备方法”修改为“沙保罗琼脂培养基的成分和制备方法”(见附录A．2，1994年版的附录A．2)；——将附录中甘露醇发酵培养基成分中的“甘露醇”修改为“D一甘露醇”(见附录A．16，1994年版的A．16)；——将附录中多个培养基制法中的pH值，由单一定值修改为有偏差范围的取值(见附录A．3、A．9、A．10、A．11、A．12、A．13、A．16，1994年版的附录A中)。请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别这些专利的责任。本标准由中国建筑材料联合会提出。本标准由全国非金属矿产品及制品标准化技术委员会(SAC／TC406)归口。本标准起草单位：威阳非金属矿研究设计院。本标准主要起草人：潘宇清、潘昱成。本标准1994年首次发布，本版是第一次修订。
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滑石粉微生物学检验方法

1范围

本标准规定了滑石粉微生物学检验中的术语和定义、检验通则、细菌总数测定方法、真菌总数测定

方法、大肠菌群和粪大肠菌群检验方法、铜绿假单胞菌检验方法、金黄色葡萄球菌检验方法。

本标准适用于医药、食品及化妆品用滑石粉中的微生物学检验。

2术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

2 1

菌落总数aerobic bacterial count

指样品经过处理，在一定条件下培养后(如培养基成分、培养温度、培养时间、pH值、需氧性质等)，

所得1 g或1 mL检样中所含菌落总数。所得结果，只包括一群本方法规定的条件下生长的嗜中温的需

氧性菌落总数。

[《化妆品卫生规范>>(2002版)中化妆品微生物检验方法，菌落总数定义2]

3检验通则

3 1取样及注意事项

3 1 1每批滑石粉应随机抽两个或两个以上包装完好的单位，试样量不少于10 g，以使检验结果具有

代表性。

3 1 2凡异常的供试品，则选取有疑问的样品进行检验。凡包装开启即可见霉变的，无需检验则可判

为不合格。

3 1 3在检验前，应严格保持包装的原有状态，并放在阴凉干燥处，防止因微生物再度繁殖而影响检验

结果。凡原包装已启开，则不在其中取样。

3 1 4样品的稀释，须在1 h～2 h内完成，以防止微生物繁殖或死亡。

3 1 5微生物检验全过程，必须在无菌操作条件下进行。凡直接与样品接触的用具，均应事先灭菌并

保持无菌。

3 1 6从样品检出致病菌的报告发出之日起，该菌菌种需保存一个月备查，阴性样品可及时处理。

3 2供试液制备的材料和仪器。

3 2 1天平：感量不大于0．1 g。

3 2 2三角烧瓶：300 mL或500 mL。

3 2 3玻璃珠：彰5 mm。

3 2 4量筒：100 mL。

3 2 5电炉。

3 2 6高压消毒锅。

3 2 7滤纸。

3 3供试液的制备方法

准确称取10．o g试样，放人装有90 mL稀释剂(pH7．0无菌氯化钠一蛋白胨缓冲液)和十几个玻璃

珠的三角烧瓶中，经振摇制成1：10的试液备用。取用时必须混匀。

3 4阳性菌株对照试验
1
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JC／T542—2010341每次检验，应同时进行阳性对照生长试验。342对照试验加人的已知活菌量，每批样品应控制在50个～100个范围之内。343常用的阳性对照菌株，卫生部检定所编号：大肠杆菌44102、绿脓杆菌10104、金黄色葡萄球菌26003等。344做阳性菌株对照试验时，应注意安全，严格防止对照菌污染样品和环境。4细菌总数测定方法41方法原理每种细菌有其一定的生理特性，生长时对营养、温度、时间、pH值、需氧性等的要求均不相同。在实际培养中，不可能同时满足所有细菌的要求，因此只能测定在营养琼脂上发育的嗜中温性需氧及兼性厌氧的细菌菌落总数。42材料和仪器421恒温培养箱。422电热恒温水锅。42．3移液管：lmL及10mL。424平皿：g90mm。42．5试管：18mill×200mm。42．6试管架。42．7放大镜。43培养基和试剂4．3．1营养琼脂培养基。4．3．2生理盐水：定量分装于试管(每支试管内9mL)。44试验程序1z10试液●做几个连续倍数的稀释液+选择2个～3个连续稀释度，各加1mL于相应平皿+平皿加入12mL～15mL营养琼脂36℃土1℃‘48h+2h菌落计数45试验步骤451试液稀释及培养4511用1mL移液管取1：10试液1mL，沿管壁加入盛有9mL盐水的试管(管的尖端不要触及液面)，振摇试管，做成1：100均匀稀释液。4512另取lmL移液管，按4．5．1．1操作制10倍递增稀释液，每次更换一支移液管，稀释至101～10_5倍。45．13选择2个～3个连续稀释度，用吸取该稀释度的移液管，移1mL试液于平皿内，每个稀释度做2个～3个平皿。4514将预先放在45。C土1℃恒温水浴中的营养琼脂培养基，加人平皿约15mL，并转动平皿混合均匀。同时再将营养琼脂15mL倾斜加人装有1mL不含试样的稀释剂平皿中，作为空白对照。4515琼脂凝固后，翻转平皿，置36’C±1℃培养箱内，保持48h±2h后取出，进行菌落计数。平皿
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JC／T 542—2010

菌落数乘以稀释倍数，即为每克样品所含菌落总数。

4 5 2计数方法

4 5 2 1用肉眼观察，必要时用放大镜。

4 5 2 2求出同一稀释度各平皿的菌落平均值。若平皿中有连成大片的菌落生长，该平皿不宜计数。

若片状菌落不到平皿的一半，其余一半的分布又很均匀，可将此半个计数后乘以2，代表全皿。

4 5 2 3选择平均菌落数在30～300之间的平皿，作为菌落总数的测定范围。当只有一个稀释度符合

此范围，即以该平皿菌落数乘以稀释倍数(见表1中例1)。

4 5 2 4有两个稀释度，平均菌落数均在30～300之间，则应求出两者菌落总数之比值决定。小于或

等于2，报告其乎均数；大于2，则报告其中较小的菌落数(见表1中例2、例3)。

4 5 2 5所有稀释度，其平均菌落数均大于300个，则按稀释度最高的平均菌落数乘以稀释倍数(见表

1中例4)。

4 5 2 6所有稀释度的平均菌落数均小于30个，则按稀释度最高的平均菌落数乘以稀释倍数(见表1

中例5)。

4 5 2 7所有稀释度的平均菌数落均不在30个～300个之间，则以最接近30或300的乘以稀释倍数

(见表1中例6)。

4 5 2 8所有稀释度均无菌落生长，为每克小于10 CFU。

4 5 3报告

菌落数在100以内，按实数值报告；大于100，采用二位有效数字乘以10的指数来表示，有效数字后

面的数值用修约法处理。以CFU／g为计量单位。(CFU：菌落形成单位)

表1 菌落计数结果及报告方法

不同稀释度的平均菌落数 两稀释度 菌落总数 报告方式
例次

lO
1

lO一2 lo一3 菌数之比 CFU／g CFU／g

l 1 365 164 20 16 400 1 6×104

2 2 760 295 46 1 6 38 ooo 3．8×104

3 2 890 270 60 2．2 27lOO 2 7×104

4 不可计 4 650 513 513 ooo 5 1×105

5 27 11 5 270 2．7×10
2

6 不可计 305 12 30 500 3 1×104

5真菌总数测定方法

5 1方法原理

真菌具有明显的细胞核，多数需氧，在偏酸含糖的培养基中，在较高湿度25℃～28℃的温度条件下

生产良好。本方法根据这些生物特性，进行培养和菌落计数。

5 2材料和仪器

5 2 1恒温培养箱。

5 2 2振荡器。

5 2 3电热恒温水浴锅。

5 2 4试管：1 5 mm×150 mm。

5 2 5移液管：1 mL和10 mI。。

5 2 6平皿：990 mm。
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JC／T542—2010527生物显微镜。528载玻片、盖玻片。53培养基和试剂豁3．1’沙保罗琼脂培养基。53．2蒸馏水：定量分装于试管(每支试管9mL)。54试验程序1：10试液●振荡30rain做几个连续倍数的稀释液●选择3个连续稀释度，各加1mL于相应平皿●每皿加入12mL～15mL培养基25℃～28℃072h菌落计数5．5试验步骤5．5．1试液稀释及培养5511将1：t0试液暨振荡器中，振荡30min，使真菌孢子充分散开。。5512按4．5．1．1、4．5．1．2中规定的稀释方法，将试液稀释至10-1～10一。5513根据试样污染程度，选择3个连续稀释度，分别移1mL稀释液于相应平皿中。每个稀释度做2个～3个平皿。然后将预先放在水浴锅中的45℃土1℃的沙保罗琼脂培养基，分别加入约15mL，并转动平皿，混合均匀。同时按细菌总数溅定中的方法，作空白对照。5514．待琼脂凝固后，倒置于25℃～28℃培养箱中，保持72hi2h后取出，进行菌落计数。5．5，2计数方法用肉眼观察，选择同～稀释度平均菌落数在5个～5D个之间的，乘以稀释倍数，作为真菌总数。计数和报告中所逼到的各种情况，按4．5．2的规则处理。注：计数时，如不能肯定是真菌，可取培养物涂片，直接镜检或革兰氏染色后镜检。6大肠菌群和粪大肠菌群检验方法61方法原理根据其所具有的生物学特性，如革兰氏阴性无芽胞杆菌，分别在37℃和44℃条件下，保持24h～48h能发酵乳糖、产酸、产气，并能在选择性培养基上产生典型菌落，能分解色氨酸，产生靛基质等。62材料和仪器621恒温培养箱。622电热恒温水浴。623试管及小倒管：15mm×150mm。624移液管：1mL、10mL。625平皿：刃90mm。626pH试纸。627生物显微镜。628载玻片和盖玻片。63培养基和试剂631乳糖胆盐培养基。4
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6 3 2乳糖发酵培养基液。

6 3 3伊红一美兰琼脂(EMB)。

6 3 4蛋白胨水。

6 3 5靛基质试剂。

6．3．6革兰氏染色。

6．4试验程序

1：10试液

l

做三个连续稀释度
l

乳糖胆盐发酵管

36℃±1℃I 48h

厂———————————]

不产酸、不产气 产酸、产气J厂————————]
阴性 乳糖胆盐发酵管 证实试验

44℃I 48h l

厂————]厂———]
不产酸、产气 产酸、产气 EMB平板 乳糖发酵

{ l

阴性广—————]
靛基质试验 EMB平板

36℃±I'C l 24h

染色镜检
6．5试验步骤

6 5 1试液稀释

6 5 1 1用1：10试液，按4．5．1_1、4．5．1．2中的方法做10倍递增稀释液。

6．5 1．2根据样品的污染情况，选择三个连续稀释度。

6 5 2大肠菌群

6 5 2 1 将试液分别接种于预先装有10 mL乳糖胆盐培养基的试管内，每管1 mL，每一稀释度接种3

管，在36 oc±1℃培养48 h，如所有试管内部不产酸、不产气，则可报告大肠菌群阴性。如有产气、产酸者

则需按6．5．2．2进一步做证实试验。

6 5 2 2划线接种于EMB平皿，在36"C土1℃培养18 h～24 h取出观察形态，挑取可疑菌落做染色镜

检，同时做乳糖发酵试验，凡乳管产气、镜检为革兰氏阴性无芽胞杆菌，即可报告大肠菌群阳性。
6 5 3粪大肠菌群

6 5 3 1 将第一次产酸、产气的乳糖胆盐培养物，分别以1 mL接种于各乳糖胆盐发酵管内，置于44。C

±0．5℃水浴锅，培养24 h～28 h。如所有乳糖胆盐发酵管都不产酸、不产气，则可报告粪大肠菌群阴性；

如产酸、产气，则进行6．5．3．2～6．5．3．5程序。

6 5 3 2划线接种于EMB平皿，在36。C土1℃培养18 h～24 h，同时接种于蛋白胨水，在置于44。C±

0 5℃培养24 h。

6 5 3 3经培养后，在EMB平皿上，典型粪大肠菌群菌落，呈深紫黑色、圆形，边缘整齐，表面光滑湿

润，常见有金属光泽。也有的呈紫黑色，不带或略带金属光泽，或粉紫色，中心较深的菌落。

6 5 3 4挑取上述可疑菌落，涂片做革兰氏染色镜检。

6 5 3 5在蛋白胨水培养液中，加入靛基质试剂0．5 mL，阳性反应则液面呈现玫瑰红色，阴性反应液

面呈试剂本色。

6 5 3 6平皿上有典型菌落，经证实为革兰氏阴性短杆菌，靛基质试验阳性，则报告粪大肠菌群阳性。
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7铜绿假单胞菌检验方法71方法原理根据本菌生物学特征，革兰氏阴性杆菌氧化酶试验阳性，能产生铜绿假单胞菌素。此外还能液化明胶，还原硝酸盐为亚硝酸盐，在42"C条件下生长等，可与类似菌相区别。72材料和仪器721恒温培养箱。722冰箱。723三角烧瓶：500mL、300mL。724试管：髟18ITltl]×200mm。725平皿：髟90mm。726移液管：1mL、10mL。727生物显微镜。728载玻片、盖玻片。729接种环及针。7210酒精灯。7．3培养基和试剂7．3．1营养琼脂培养基(昔逶肉汤培养基)。7．32十六烷三甲基演化铰培养基。7．3．3乙酰胺培养基。7．3．4铜绿假单驰菌色索溯定用培养基。7．35明胶培养基。7．36硝酸盐蛋白胨水培养蒸。7．3．71％的二甲基对苯二胺试液。7．38三氯甲烷(氯仿)。7．3．91mol／L的盐酸。74试验程序1：10试液4普通内汤培养液．增菌37℃l18h～24h十六烷三甲基滨化铵培养基，分离培养37℃I18h～24h普通肉汤培养基，纯培养37℃418h～24h厂———————————1染色镜检生化试验广———————]薏箨冀器董℃譬善!|垂蓑芸讽菌产托讽验素气试验试试☆验验“ 标准分享网 www.bzfxw.com 免费下载



www.bzfxw.com

7 5试验步骤

7 5 1增菌：取l：10试液lo mL，放入装有90 mL普通肉汤培养液的三角烧瓶中，在37℃下培养

18 h～24 h，有铜绿假单胞菌生长时，培养液表面多有一层薄菌膜，且呈黄绿色或蓝绿色。

7 5 2分离培养：挑取增菌培养物，划线接种在十六烷三甲基溴化铵琼脂平皿上(也可划线接种在乙酰

胺培养基上)，在37。C下培养18 h～24 h。在培养基上，菌落扁平无定型、呈灰白色，向周边扩散或略有

蔓延、表面湿润，周围的培养基常扩散有水溶性色素(在乙酰胺培养基上，菌落扁平、边缘不整齐，周围的

培养基略带粉红色，而其他菌不生长)。

7 5 3纯培养：挑取可疑铜绿假单胞菌的分离培养物菌落2个～3个放人肉汤培养基，在37X2下培养

18 h～24 h。

7 5 4染色镜检：挑取可疑菌落，涂片，革兰氏染色，经镜检为阳性者，进行氧化酶试验。

7 5 5氧化酶试验：取～小块白色滤纸，放在平皿内，用玻璃棒挑取铜绿假单胞菌的可疑菌落，涂在滤

纸上，加1滴新配制的二甲基对苯二胺试液(1％)，30 S内出现粉红色或紫红色，为阳性；若培养物不变

色，氧化酶试验为阴性。

7 5 6铜绿假单胞菌素试验：取可疑菌落2个～3个，分别接种在铜绿假单胞菌素测定培养基上，在

37。C下培养24 h，加入氯仿3 mL～5 mL，充分振荡使培养物中的铜绿假单胞菌素溶解于氯仿液内，待氯

仿提取液呈蓝色时，用移液管将氯仿移到另一试管中，并加入1 mol／L的盐酸1 mL左右，振荡后静置片

刻。如上层盐酸液内出现粉红色到紫红色时为阳性，说明样品中有铜绿假单胞菌素存在。

7 5 7硝酸盐还原产气试验：挑取被检的纯培养物，接种在硝酸盐胨水培养基中，在37。C下培养24 h，

观察结果。凡在硝酸盐胨水培养基内的小试管中有气体者，为阳性。表明该菌能还原硝酸盐，并将亚硝

酸盐分解产生氧气。

7 5 8明胶液化试验：取铜绿假单胞菌可疑菌落的纯培养物，穿刺接种在明胶培养基内，在37。C培养

24 h，取出放人冰箱中在0。C～4℃下静置10 min～30 min，仍呈溶解状，为阳性；凝固不溶解者，为明胶

液化试验阴性。
’

7 5 9 4222生长试验：挑取纯培养物，接种在普通琼脂斜面培养基上，在42。C士I。C下培养24 h～48 h，

铜绿假单胞菌素能生长，为阳性。

7 6试验结果

试样经增菌、分离培养，证实为革兰氏阴性杆菌，氧化酶及铜绿假单胞菌素试验均为阳性者，样品判

为有铜绿假单胞菌；铜绿假单胞菌素试验阴性，而液化明胶、硝酸盐还原产气和42。C生长试验皆为阳性

时，仍判样品中有铜绿假单胞菌。

8金黄色葡萄球菌检验方法

8 1方法原理

根据本菌的特有形态及培养特性，应用Baird—parker平皿进行分离，该平皿中的氯化锂可抑制革

兰氏阴性细菌生长，丙酮酸钠可刺激金黄色葡萄球菌生长，提高检出率，并利用分解甘露醇和血浆凝固

酶等特征，进行鉴别。

8 2材料与仪器

8．2 1生物显微镜。

8 2 2恒温培养箱。

8 2 3离心机。

8 2 4移液管：1 mL、10 mL。

8 2 5试管：彰15 mm×1 50 mm。

8 2 6三角烧瓶：500mL或300mL。

8 2 7载玻片、盖玻片。

7
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JC／T542—2010828接种环或针。829酒精灯。83试剂和培养基8317．5％的氯化钠肉汤。832Baird—parker平皿。833血琼脂培养平皿。834甘露醇发酵培养基。835盐水。836血浆。84试验程序1：10试验●75％的氯化钠肉汤．增菌36℃-4-_1℃l24h[；3aird—parker平皿，分离培养36℃±i℃l24b～48h血琼脂平皿，纯培养36℃±l℃‘24h．f__——■■——1——————1染色镜检甘露醇发酵试验血浆凝固酶试验85试验步骤85．1增菌：取1：10试液10mL。放人装有90mL氯化钠(7．5％)肉汤的三角烧瓶中，在36℃士1℃培养24h～48h。Baird—parker平皿上有圆形光滑凸起，湿润直径为2mm～3trim，呈灰色到墨色，边缘色淡，周围呈一浑浊带，外层有一透明带。元Baird—parker培养基可划线接种在血琼脂平皿上培养。血琼脂平皿上的菌落呈金黄色，大而突起，圆形不透明，表面光滑，周围有溶血圈。852纯培养：从分离培养皿上挑取单个疑似菌落接种于血琼脂平皿上，在36℃土I'C下培养24h。853染色镜检：挑取纯培养的疑似菌落进行涂片和革兰氏染色、镜检。金黄色葡萄球菌，为革兰氏阳性菌，排列成葡萄状，无芽胞、无荚膜。致病性葡萄球菌，菌体较小，直径约为o．spm～1pm。85．4甘露醇发酵试验：取纯培养菌落接种耕甘露酵发酵培养基中，在36℃士1℃培养24h。金黄色葡萄球菌能发酵甘露醇产酸，培养基呈红色。8．5．5血浆凝固酶试验：吸取1：4的新鲜兔血浆0．5mL，放入试管，加入待检的增菌24h肉汤培养物0．5mL。混匀后放人36℃士1℃的培养箱或水浴锅中，每半小时观察一次，24h之内呈现凝块，为阳性。同时用已知血浆凝固醒试验阳性和阴性菌株，作为对照。8．6”试登罄梨上遂酱撵荦§鲢邑黼疑篱落生长，缝染色镜检，证明身革兰氏阳性葡萄球菌，并能发酵，甘露醇产酸，血浆凝固酶试验帮性者，表明样品中有金黄色葡萄球菌。
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附录A

(资料性附录)

微生物学检验的有关培养基和试剂

A 1 营养琼脂培养基(肉汤琼脂培养基

A 1 1成分

A 1 1 1蛋白胨10 g。

A 1 1 2氯化钠5 g。

A 1 1 3琼脂1 5 g。

A 1 1 4牛肉膏3 g。

A 1 1 5蒸馏水1 000 mI。。

A 1 2制法

将蛋白胨、氯化钠、琼脂、牛肉膏加到蒸馏水中，微温使溶，荐加热煮沸，待琼脂完全溶化后，混匀，用

1 m。l／L NaOH溶液调pH值为7．4d=O．2，过滤，分装于三角烧瓶，在121。C．T，高压灭菌20 min后，贮

存在o℃～4"C冷暗处备用。

A 2沙保罗琼脂培养基

A 2 1成分

A 2 1 1蛋白胨10 g。

A 2 1 2麦芽糖40 g。

A 2 1 3琼脂20 g。

A 2 1 4蒸馏水1 000 mI，。

A 2 2 制法

将上述成分溶于水，加热溶解，调pH值至6．o±o．2，分装在三角瓶或试管中，在118℃下灭菌，倾注

平板或置斜面，无菌试验后备用。

A 3乳糖胆盐培养基

A 3 1成分

A 3 1 1蛋白胨20 g。

A 3 1 2猪胆盐5 g。

A 3 1 3乳糖5 g。

A 3 1 4 0．4％溴甲酚紫水溶液2．5 mL。

A 3 1 5蒸馏水1 000 mL。

A 3 2制法

将蛋白胨、猪胆盐及乳糖溶于蒸馏水中，调pH值为7．2～7．4，加入指示剂(o·4％溴甲酚紫水溶液)

混匀，分装于有小倒管的试管中(见A．12．2)，在115。C下高压灭菌20 rain。

A 4伊红一美兰(EMB)琼脂

A 4 1 成分

A 4 1 1蛋白胨10 g。

A 4 1 2乳糖10 g。

A 4 1 3磷酸二氢钾2 g。
9
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JC／T542—2010A414琼脂20g。A4152％伊红水溶液20mL。A4160．5％美兰水溶液13mL。A417蒸馏水l000mL。A42制法先将琼脂加到900mL蒸馏水中，加热溶解，然后加入磷酸二氢钾、蛋白胨混匀，使之溶解，再以蒸馏水补足至1000mL，调pH值为7．2～7．4，分装于烧瓶内，在121。CT高压灭菌15min后备用。用时，加入乳糖并加热融化琼脂，在60℃左右以无菌操作加入灭菌的伊红一美兰溶液，摇匀，倾注平皿使用。A5蛋白胨水A51成分A511蛋白胨20g。A512氯化钠5g。A513蒸馏水l000mL。A52制法将上述成分加热熔化，调pH值为7．o～7．2，分装小试管，在121℃下高压灭菌15rain。A6靛基质试剂(柯凡克试剂)A61成分A611戊醇75mL。A612对二甲氨基苯甲醛5g。A613浓盐酸25mL。A62制法将对二甲氨基苯甲醛加入戊醇中，搅动使之完全溶解，然后～滴一滴缓慢地加入盐酸25。mL。A7革兰氏染色液A71染液制备A711结晶紫染色液A7111成分A71111结晶紫1g。A7111295％乙醇20mL。A7．11131％草酸铵水溶液80mL。A7112制法将结晶紫溶于乙醇中，然后与草酸溶液混合。A712革兰氏碘液A．7．1．2．{成分A71211碘1g。A7．1，2．1．2碘化钾2g。A71．213蒸馏水300mL。A71．22制法将碘与碘化钾进行混合，加入蒸馏水少许，充分振摇，待完全溶解后，再加蒸馏水至300mL。A71．3脱色液为95％乙醇A714复染液1o
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A 7 1 4 1沙黄复染液

A 7 1 4 1 1成分

A 7 1 4 1 1 1沙黄0．25 g。

A 7 1 4 1 1 2 95％乙醇10 mL。

A 7 1 4 1 1 3蒸馏水90 mL。

A 7 1 4 1 2制法

将沙黄溶解于乙醇中，然后用蒸馏水稀释。

A 7 1 4 2稀石碳酸复红液

A 7 1 4 2 1成分

A 7 1 4 2 1 1碱性复红10 g(研细)。

A 7 1 4 2 1 2 95％乙醇100 mL。

A 7 1 4 2 1 3 5％石碳酸水溶液90 mL。

A 7 1 4 2 1 4蒸馏水90 mL。

A 7 1 4 2 2制法

将碱性复红加入乙醇，放置12 h，过滤。取滤液lO mL，加入5％石碳酸水溶液，混合；再取此液10

mL加人蒸馏水，即为1：10稀石碳酸复红液。

A 7 2染色法

A 7 2 1 将涂片在火焰上固定，滴加结晶紫染色液，染l min，水洗。

A 7 2 2滴加革兰氏碘液，作用1 rain，水洗。

A 7 2 3滴加95％乙醇脱色，约30 S。

A 7 2 4滴加复染液(沙黄)，复染l rain，水洗，待干，镜检

注：用稀石碳酸复红液复染，仅需10 s。

A 7 3染色结果

革兰氏阳性菌呈紫色，革兰氏阴性菌呈红色。

A 8十六烷三甲基溴化铵培养基

A 8 1 成分

A 8 1 1 牛肉膏3 g。

A 8 1 2 蛋白胨10 g。

A 8 1 3 氯化钠5 g。

A 8 1 4 十六烷三甲基溴化铵0．3 g。

A 8 1 5 琼脂20 g。

A 8 1 6 蒸馏水1 000 mL。

A 8 2制备

将除琼脂外的其他成分混合，加热溶解，调pH值为7．4～7．6，加入琼脂，在115℃下高压灭菌20

min后，制成平皿备用。

A 9乙酰胺培养基

A 9 1成分

A 9 1 1乙酰胺10 g。

A 9 1 2氯化钠5 g。

A 9 1 3无水磷酸氢二钾1．39 g。

A 9 1 4无水磷酸二氢钾0．73 g。



JC／T5422010A915硫酸镁(MgSOa·7H20)0．5g。A916酚红0．012g。A917琼脂20g。A918蒸馏水1000mL。A92制法除琼脂和酚红外，将其他成分加到蒸馏水中，加热溶解调pH值为72～74，加入琼脂、酚红，在121℃下高压灭菌20rain后，制成平皿备用。A10绿脓菌色素测定用培养基A101成分A1011蛋白胨20g。A1012氯化镁1．4g。A1013硫酸钾10g。A1014琼脂10g。A1015丙三醇(甘油)(化学纯)10g。A1016蒸馏水1000mL。A102制法将蛋白胨、氯化镁和硫酸钾加到蒸馏水中，加温使之溶解，调pH值为7．2～7．4，加入琼脂和甘油，加热溶解．分装于试管内，在115℃下高压灭菌20rain后，制成斜面备用。A11明胶培养基A111成分A1111牛肉膏3g。A1112蛋白胨5g。A1113明胶120g。A1114蒸馏水1000mL。A112制法取各成分加在蒸馏水中浸泡20rain，随时搅拌加温使之溶解，调pH值为7．2～7．4，分装于试管内，在l】5℃下高压灭菌20mm后，直立放置，凝后备用。A12硝酸盐蛋白胨水培养基A121成分A1211蛋白胨10g。A1212酵母浸膏3g。A1213硝酸钾2g。A1214亚硝酸钠0．5g。A1215蒸馏水1000mL。A122制法将蛋白胨和酵母浸膏加到蒸馏水中．加温使之溶解，调pH值为7．2～7．4，煮沸过滤后补足液量，加人硝酸钾和亚硝酸钠，溶解混匀，分装到加有小倒管的试管中，在115OCT高压灭菌20rain后备用。A1375％的氯化钠肉汤A131成分1，
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A 13 1 1蛋白胨10 g。

A 13 1 2牛肉膏3 g。

A 13 1 3氯化钠75 g。

A 13 1 4蒸馏水1 000 mL。

A 13 2制法

将上述成分放人蒸馏水中加热溶解，调pH值为7．2～7．4，分装后在121℃T高压灭菌1 5 min。

A 14 Baird—parker平皿

A 14 1成分

A 14 1 1胰蛋白胨10 g。

A 14 1 2牛肉膏5 g。

A 14 1 3酵母浸膏l g。

A 14 1 4丙酮酸钠10 g。

A 14 1 5甘氨酸12 g。

A 14 1 6氯化锂(LiCl·6 Hz0)5 g。

A 14 1 7琼脂20 g。

A 14 1 8蒸馏水950 mL。

A 14 2制法

将各成分加到蒸馏水中，加热煮沸完全溶解，冷至25℃，调pH值为7．0土0．2。分装每瓶95 mL，在

121℃下高压灭菌15 min。临用时，加热溶化，每95 mL加入预热至50℃的卵黄亚碲酸钾增菌剂5 mL，

摇匀后倾注平皿。培养基应是致密不透明的。使用前在冰箱贮存不得超过48 h。

注：增菌剂的配制：30N的卵黄生理盐水50 mL，与除菌过滤1％亚碲酸钾溶液10 mL混合，保存于冰箱内。

A 15血琼脂培养基

A 15 1成分

A 15 1 1营养琼脂100 mL；

A 15 1 2脱纤维兔血浆10 mL。

A 15．2制法

将营养琼脂加热溶化，待冷至50℃左右，以无菌手续加入脱纤维兔血浆，摇匀，制成平皿，置冰箱内

备用。

A 15 3血浆制备

取3．9％柠檬酸钠溶液(12l℃灭菌30 min)。每1份加入全血4份，混匀静置，在2 000 r／min～

3 000 r／min的条件下，离心3 min～5 min。血球下沉，取上面血浆。

A 16甘露醇发酵培养基

A 16 1成分

A 16 1 1蛋白胨10 g。

A 16 1 2氯化钠5 g。

A 16 1 3 D甘露醇10 g。

A 16 1 4牛肉膏5 g。

A 16 1 5 0．2％溴麝香草酚蓝溶液(指示剂)12 mL。

A 16 1 6蒸馏水1 000 mL。

A 16 2制法

将蛋白胨、氯化钠、牛肉膏加到蒸馏水中，加热溶解，调pH值为7．4±0．2，加2vN'N醇和指示剂，混
]3



JC／T5422010匀后分装试管中，在115℃下高压灭菌20min后备用。A17乳糖发酵培养基A171成分A1711蛋白胨水2g。A1712氯化钠3g。A1713磷酸氢二钠(Na2HPO。·12H20)2g。A171．40．4％溴麝香草酚蓝液(BTB)6mI。。A1715乳糖5g。A1716蒸馏水1000mL。A172制法除乳糖和BTB外的其他成分，加在蒸馏水中，微湿溶解，调pH值为7．4±0．2，加入乳糖和BTB，混匀，分别装于有倒管的试管内，每管约5．0mL，在115℃下高压灭菌20rain后备用。
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