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酸性磷酸酶确证法快速检测生活饮用水中产气荚膜梭菌
王!慕"
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!!摘!要!!自%生活饮用水卫生标准&"*+,)%-'#&&'$附录.中对微生物指标产气荚膜梭菌

提出参考限值要求后!至今未出台相关检测标准( 针对此问题!参考现行有效的食品类产气荚膜梭

菌检测标准!在经传统生化培养分离的前提下!研究对比了两种鉴定产气荚膜梭菌的方法'''标准

表型鉴定法和酸性磷酸酶确证法( 结果表明!酸性磷酸酶确证法可用于鉴定饮用水中产气荚膜梭

菌( 引入酸性磷酸酶确证法可简化饮用水中产气荚膜梭菌的检测步骤!该方法可将产气荚膜梭菌

的整体检测周期缩短至 %/ 0!一定程度上提高了检测饮用水中产气荚膜梭菌的效率!为快速判断饮

用水生物安全性打下基础(
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!!产气荚膜梭菌!:(2-+1%<%#3=,1>1%/5,/-"是肠道

正常菌群的成员之一#也是一种条件致病菌#它广泛

存在于污水和土壤中#亦定居在人和大部分温血动

物的肠道中& 由于其专性厌氧性#故一般不在水体
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中自然繁殖#主要来源于人类及牲畜的粪便排泄物#

因此产气荚膜梭菌可作为一种陈旧性粪便污染的指

示物& 如水中未检出粪大肠菌群和粪链球菌#而产

气荚膜梭菌呈阳性#则表示水体仍有陈旧性粪便污

染(")

& 在世界卫生组织最新版的饮用水质量指导

标准(#)中提到#产气荚膜梭菌是一种间接性粪便污

染指示物#可用于评判饮用水处理过程中消毒工艺

的效率和物理化学处理工艺对病毒以及原生动物的

去除效果& 被产气荚膜梭菌污染的水源及食品可引

起人的食物中毒和动物的胃肠道疾病&

*生活饮用水卫生标准+!*+,)%-,#&&'"附录

.中的微生物指标产气荚膜梭菌的参考限值为 &

8Z2["&& G\#*食品安全国家标准 饮用天然矿泉

水+!*+/,(),#&"/"和欧盟饮用水水质指令!-/[

/([:8"

(()中#产气荚膜梭菌均为不得检出#显然#在

饮用水中该微生物指标受到严格控制& 国内目前尚

未出台针对生活饮用水的产气荚膜梭菌检测标准#

其检测多参考食品行业检测方法,,,传统生化培养

分离后再经标准表型鉴定确证#如*食品安全国家

标准 食品微生物学检验 产气荚膜梭菌检验+ !*+

%)/-$"(,#&"#"-*出口食品中产气荚膜梭状芽孢

杆菌计数方法+ !B5[1&")),#&"""等& 这些标准

中涉及到的鉴定方法步骤繁琐#检测周期长#对操作

人员的专业技能要求高& 有研究(%)表明#产气荚膜

梭菌具有磷酸酶反应活性#并初步被证实可用于鉴

定从水中分离的产气荚膜梭菌分离株(,)

& 笔者尝

试引入酸性磷酸酶确证法#该方法操作简便#检测周

期短#可快速判定饮用水中是否含有产气荚膜梭菌&

!"

材料与方法

!#!"菌种

产气荚膜梭菌标准菌株 .188"("#%!美国菌种

保藏中心"&

!#$"主要设备与材料

厌氧培养罐及厌氧产气袋!日本三菱#需配合

刃天青指示剂使用"$隔水式恒温培养箱!上海一恒

科学仪器有限公司#*9]3-&/&"$光学显微镜!日

本奥林巴斯株式会社#+̂ ,""$不锈钢薄膜过滤器

!定制"$水系微孔滤膜!上海兴亚净化材料厂#孔径

&$%,

!

G#直径 ,& GG"$无菌采样瓶!美国爱德士#

"#& G\#含硫代硫酸钠"&

!#%"培养基与试剂

胰蛋白胨大豆琼脂!英国 _̂ _RY"$亚硫酸盐3

环丝氨酸琼脂!青岛海博"$液体硫乙醇酸盐培养

基-乳糖亚硫酸盐培养基-缓冲动力3硝酸盐生化鉴

定管-乳糖3明胶生化鉴定管!北京陆桥"$酸性磷

酸酶试剂!自制"&

亚硫酸盐 3环丝氨酸琼脂配制方法%购买市售

商品化制品#按说明定量称取后加热溶解#于 "#" `

下高压蒸汽灭菌 ", G<=#冷却至 '& `后#每 "&& G\

培养基中加入过滤除菌的 %a Y3环丝氨酸 " G\#

充分混匀后倾注约 ", G\至无菌空平皿中#待冷却

凝固后置冰箱内备用&

酸性磷酸酶试剂配制方法%" 3磷酸萘基酯二钠

盐水合物 &$% >#固蓝 3+&$/ >#乙酸缓冲溶液!O9

为 %$' b&$#"#& G\&

!#&"试验方法

!#&#!"水样采集

将龙头清洁水样直接采集于含硫代硫酸钠的无

菌瓶中#采集至 "&& G\刻线处即可&

!#&#$"阳性水样制备

将产气荚膜梭菌 .188"("#% 标准菌株按说明

书步骤活化#即用拭子沾取适量菌液涂抹在胰蛋白

胨大豆琼脂平板上#用无菌接种针划线分离#将平板

倒置于厌氧罐中#于!() b&$," `培养 #% 0 后获得

独立的菌落& 以无菌接种针沾取独立菌落至无菌水

中#经梯度稀释后获得 #&& 8Z2[G\以下浓度的菌

液#吸取此菌液 " G\至上述 "&& G\清洁水样中#制

得人工污染的阳性水样以备后续使用&

!#&#%"检测样品

"

!准备工作

滤膜灭菌%将滤膜放入装有纯水的烧杯中加热

煮沸三次#每次 ", G<=#前两次煮沸后需更换纯水洗

涤 # c( 次#以除去滤膜表面残留的浮灰和溶剂&

过滤器灭菌%过滤器!包括不锈钢滤杯和滤床"

用点燃的酒精棉球经火焰灼烧灭菌&

#

!样品过滤

用无菌镊子夹取经煮沸灭菌的滤膜至无菌滤床

上#用铁夹固定不锈钢滤杯& 将制备好的样品倒入

不锈钢滤杯中#打开真空泵进行抽滤& 全部样品通

过滤膜后#用 #& c(& G\无菌水清洗滤器边缘两次&

$

!接种与培养

用无菌镊子将滤膜截留面朝上贴放于亚硫酸

盐3环丝氨酸琼脂表面#防止滤膜与琼脂表面之间

产生气泡& 将平板置于!() b&$," `下厌氧培养

',&"'
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#% 0后观察#产气荚膜梭菌在亚硫酸盐 3环丝氨酸

琼脂平板的滤膜上形成黑色的典型菌落&

%

!镜检判读

典型菌落接种到胰蛋白胨大豆琼脂斜面上#

!() b&$," `下厌氧培养 %/ 0#从斜面上挑取培养

物做革兰氏染色后镜检#典型菌落应符合革兰氏阳

性杆菌特征&

&

!标准表型鉴定法确证试验一

典型菌落接种到液体硫乙醇酸盐培养基中#

!() b&$," `下厌氧培养 #% 0 后#将液体硫乙醇酸

盐培养基中的培养物接种至乳糖亚硫酸盐培养基

中#%' `下培养 #% 0后观察细菌生长情况& 产气荚

膜梭菌会使乳糖亚硫酸盐培养基中生成黑色沉淀#

并且小倒管内集有气泡&

'

!标准表型鉴定法确证试验二

典型菌落接种到液体硫乙醇酸盐培养基中#

!() b&$," `下厌氧培养 #% 0 后#将液体硫乙醇酸

盐培养基中的培养物划线接种于亚硫酸盐3环丝氨

酸琼脂表面#!() b&$," `下厌氧培养 #% 0#获得纯

菌落& A$将纯菌落穿刺接种于缓冲动力3硝酸盐生

化鉴定管中#!() b&$," `下厌氧培养 #% 0#在透射

光下观察细菌沿穿刺线的生长情况#并滴加亚硝酸

盐检测试剂验证亚硝酸盐的存在& 产气荚膜梭菌菌

株无动力#并能将硝酸盐还原成亚硝酸盐& L$将纯

菌落穿刺接种于乳糖 3明胶生化鉴定管中#!() b

&$," `下厌氧培养 #% 0后观察细菌在鉴定管中的

生长情况& 产气荚膜梭菌能分解乳糖产酸产气#并

使明胶液化&

(

!酸性磷酸酶确证试验

将典型菌落划线于胰蛋白胨大豆琼脂平板上#

!() b&$," `下厌氧培养 #% 0#挑取合适的单菌落

置于滤纸上#在滴加少量酸性磷酸酶试剂后#菌落从

原来的淡黄色变为葡萄紫色#并且颜色在 , G<= 内

逐渐变深不消退#由此现象可判定为产气荚膜梭菌&

$"

结果与讨论

过滤人工污染的阳性水样#经亚硫酸盐 3环丝

氨酸琼脂培养后获得如图 "!A"所示的黑色的典型

菌落& 挑取典型菌落做镜检判读#染色后镜检如图

"!L"所示#该典型菌落符合革兰氏阳性杆菌特征#

即革兰氏染色后呈蓝紫色#且形态为长杆状& 挑取

与镜检所用相同菌落#分别用标准表型鉴定法确证

试验一-标准表型鉴定法确证试验二以及酸性磷酸

酶确证试验对其进行鉴定确证#分别获得如图 # c%

所示的特征图片&

!"

!"#$

#"

%&'(

图 !"产气荚膜梭菌在亚硫酸盐 '环丝氨酸琼脂培养基

上的典型菌落及其镜检形态

Z<>$"!10DESO<CAKCJKJ=SJI:(2-+1%<%#3=,1>1%/5,/-J=

H7KI<ED?CSCKJHDF<=DA>AFA=M <EHG<CFJHCJO<CGJFO0JKJ>S

!"

!"#

#"

!"$

图 $"标准表型鉴定法确证试验一阳性特征

Z<>$#!]JH<E<QDC0AFACEDF<HE<CHJIEDHE" LSHEA=MAFM O0D=JESO<C

<MD=E<I<CAE<J=

!"

!"#$

#

%&'()*

+,-./0

$"

12

#

34()*+,

-./0

图 %"标准表型鉴定法确证试验二阳性特征

Z<>$(!]JH<E<QDC0AFACEDF<HE<CHJIEDHE# LSHEA=MAFM O0D=JESO<C

<MD=E<I<CAE<J=

由图 # 可见#典型菌落接种到乳糖亚硫酸盐培

养基培养后#试管底部有黑色沉淀#即亚硫酸铁沉

淀#且倒管内充满气体#可确认产气荚膜梭菌阳性&

由图 ( 可见#通过缓冲动力 3硝酸盐生化鉴定

管验证可以看出菌株仅沿穿刺线生长#并且在滴加

亚硝酸盐检测试剂后出现橙红色#表明菌株将硝酸

盐还原成了亚硝酸盐& 通过乳糖3明胶生化鉴定管

''&"'
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验证发现培养基变黄#表明乳糖发酵产酸#微小气泡

表明产气#并且使明胶液化& 两者结合可确认为产

气荚膜梭菌阳性&

!"

!"#

#"

!"$

$% &

'(

%"&

) *+, -(

%"&

. *+,

图 &"酸性磷酸酶验证试验显色反应

Z<>$% 80FJGJ>D=<CFDACE<J= JIAC<M O0JHO0AEAHD<MD=E<I<CAE<J=

由图 % 可见#在滴加酸性磷酸酶试剂后#菌落从

原来的黄色变为葡萄紫色#并且颜色在 , G<= 内逐

渐变深#并未消退#可推断为产气荚膜梭菌阳性&

经三种确证试验证实#与镜检所用相同菌落为

产气荚膜梭菌& 三个确证试验的阳性特征描述与各

自检测周期的比较见表 "& 可见#酸性磷酸酶确证

试验阳性特征容易辨别#而且操作步骤少#可以缩短

整体检测周期#与传统微生物检测的操作手法相比#

酸性磷酸酶确证试验简便易学#不失为一种快速判

定饮用水中是否含有产气荚膜梭菌的方法&

表 !"三个确证试验的阳性特征与检测周期

1AL$"!]JH<E<QDC0AFACEDF<HE<CHA=M MDEDCE<J= CSCKDHJI

E0FDD<MD=E<I<CAE<J=H 0

项!目 阳性特征
确证试验

检测时间

整体检

测时间

标准表型鉴定

法确证试验一

试管中生成黑色沉淀#

小倒管内有气体
%/ )#

标准表型鉴定

法确证试验二

A$接种菌株仅沿穿刺线生

长#滴加亚硝酸盐检测试剂

后出现橙红色$L$培养基变

黄#有微小气泡#使明胶液化

)# -'

酸性磷酸酶

确证试验

菌落从淡黄色变为葡萄紫

色#并且颜色逐渐变深
#% %/

%"

结论

饮用水水质的生物安全性受制于微生物的固有

生长周期以及繁琐的传统生化培养检测步骤#往往

无法做到及时准确地判断& 将酸性磷酸酶确证试验

与两种传统的标准表型鉴定法相比之后发现#该方

法可将产气荚膜梭菌的整体检测周期缩短至 %/ 0#

一定程度上提高了检测饮用水中产气荚膜梭菌的效

率#为快速判断饮用水生物安全性打下基础&
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