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城市供水 粪性链球菌的测定 CJ/T 148一 2001

              Urban water supply-

Detection and enumeration of fecal streptococcus

          1.发 MY 法

Method by enrichment in liquid medium

范 围

本标准规定了用发酵法测定城市供水及其水源水中的粪性链球菌。

本标准适用于城市供水及其水源水中粪性链球菌的测定。

2 方法

    将水样接种于含叠氮化钠的葡萄糖液态培养基中，叠氮化钠可抑制一般革兰氏阴性细菌的生长，能

在此种培养液中生长的菌体可认为是粪性链球菌推测试验阳性。取推测试验为阳性的培养液移至

Pfrizer培养基上做确信试验，能在Pfrizer培养基上有棕色晕轮的棕黑色菌落生成，则表示粪性链球菌

的证实 试验为阳性 。

3 试荆和材料

I1 叠氮化物葡萄糖液态培养基

3.1.1 成分(单强度)

    牛肉膏 4.5 g

    胰陈或聚陈 巧9

    叠氮化钠 。·29

    葡萄糖 7. 5 g

    抓化钠 7.5 g

    蒸馏 水 1L

3门.2 制法

    将上述各成分于蒸馏水中加热溶解，调节pH值使其灭菌后为7. 2土。1，分装于试管内，高压灭菌

器121'C灭菌15 min。上述各成分取2倍量为双倍强度培养基。

3.2  Pfrizer选择性肠球菌琼脂培养基

3.2.1 成分

    蛋白陈 20. 0 g
    酵母膏 5. 0 g

    3号胆盐 10.0g

    抓化钠 5. 0 g
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    柠檬酸钠 1.0 g

    L叶昔 l. 0 g

    柠檬酸铁钱 0. 59
    叠氮化钠 。.25 g

    琼脂 15. 0 g
    蒸馏水 1L

12.2 制法

    将上述各成分于蒸馏水中加热溶解，调节pH值使其灭菌后为7. 2士。.1，分装于试管内.121 C灭菌

15 min

4 仪器

4. 1

4. 2

4. 3

4.4

4. 5

4.6

4.7

4.a

试管:18 mm X 180 mm.

刻度吸管:1 mL,10 m工。

J恒温培 养箱 。

高压 蒸气 灭菌器。

酒精灯 。

量筒

培养皿 。

冰箱 。

测定步骤

5.1 推测试验

5.1.1 接种不同量的被检水样于一组叠氮化物葡萄糖液态培养基中:接种1 mL或更少的水样于单倍

强度的液态培养基10 ml)中，接种10 mL的水样于双倍强度的液态培养基10 mL中，接种量的多少与

数目应依水样的特性而有所变化，接种量一般为1 ml,的十进倍数。

51.2 接种 过的试管 应在 35C士0. 5C的恒温培 养箱内培 养，21h士2h后检查 每一支试管 是否有 浑

浊，如果浑浊不明显，应继续培养到48 h士3h后进行检查

5.2 确信试验

    经过24 l:或48 h培养而显示浑浊的所有的叠氮化物葡萄糖液态培养基试管要进一步做确信

试验

    从推测试验为阳性的试管内取一些培养液，划线转移到培养皿中，其内盛有I'Irvoi选择性肠球菌

琼脂培养基(3.2).培养皿在35 C士。.5C倒置培养24 h士2h，具有棕色晕轮的棕黑色菌落生成则显示

粪性链球菌确实存 在

最大可 能数 (MPN 值 )的计算及记录

    根据 确信 试验 的阳性 管数查最 可能数(MPN)表(见表 1)，即可得 100 ml水样中的粪链球 菌的最

可能数凸

对表 中未被列 人的组合 ，以及当试管数和稀释情况 不同时，可用 简单公式(1)计算 :

MPN1100 ml 二 阳性试管数 X 100

阳性 试管中的水样毫升数 X 全部试管 中的水 样毫升数
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表 1 最可能数 (MPN)表

(接5份 10 m1水样、5份 1 mL水样、5份 。. 1 mL水样时，不同阳性及阴性

情况下100 mL水样中细菌数的最可能数和 95写可信限值)

出 现 阳 性 份 数 每 100 mL

  水样 中

  细菌的

最可能数

95%可信限值 一出，阳性份数 每 100 mL

  水样中

  细苗的

最 可能数

95%可信限值
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          2.德 膜 法

2. Method by membrane filtration

范 围

本标准规定了用滤膜法测定城市供水中粪性链球菌。

本标准适用于城市供水及其水源水中粪性链球菌的测定。

2 方法

    将水样用孔径<0. 45 pm的滤膜过滤，并将滤膜移至KF链球菌琼脂培养基上，于35 C士。. 5'C恒
温箱中培养48 h，如果有红色或粉红色菌落生长，需将菌落接种于脑 心浸萃琼脂培养基上做进一步的
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确信试验，如过氧化氢酶反应为阴性并能在45‘ C脑一心浸萃琼脂培养基上生成菌落，则证实粪性链球菌

的存 在 ，其检测 结果为阳性 。

3 试剂和材料

3.1  xF链球菌琼脂培养基

3.1.1 成分

    3号际陈或聚陈 10. 0 g

    麦芽糖 20. 0 g

    乳糖 1.0g

    醉母浸膏 10.0g

    氯化钠 5.0g

    叠氮化钠 。49

    甘油磷酸钠 10.0g

    琼脂 20. 0 g
    蒸 馏水 1L

3.1.2 制法

    将上述成分溶解于蒸馏水中，置于沸水浴内加热，以溶解其中的琼脂，待完全溶解后 再加热5 min,

然后冷却，温度降到50 C或60 C时，于100 mL培养基内再加1 mL的1%的氯化三苯基四氮哇的无菌

水溶液(用。.22 pm滤膜过滤除菌，用10%的NaCO,溶液将pH调到7.2)。培养基于45'C -50 C存放，

到灌人平皿之前不可超过4h，有培养基的平皿应在2C-10C保存。过30天不用，弃去。

3.2 脑一心浸萃液态培养基

3.2.1 成分

    幼牛脑的浸萃 2009
    葡萄糖 209

    牛心的浸萃 2509

    NaCl    5. 0 g

    1-i}陈 10.0g

    Na,HP04 2. 5 g

    蒸馏水 1 1.

3-2.2 制法

    将上述各成分于蒸馏水中加热溶解，调节pH值使其灭菌后为7-4,

3.3 脑 心浸萃琼脂培养基

    脑一心浸萃琼脂培养基除了含有与上述脑一心浸萃液态培养基相同的成分外，再加人15.08的琼脂，

灭菌后的pH值应为7.4。分装到试管中做成斜面培养基。

4 仪器

滤 器

滤膜:孔径。.45 pm和。.22 pm，直径根据滤器规格而定，常用的有3. 5 cm和4.7 cm两种。

抽滤设 备。

无齿镊子 。

显微镜(10̂ -15倍)。

其他仪器 同多管发酵法 。
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测定步骤

5.1 推测试验

5.1门 水样过滤:根据水质情况决定过滤水样量.水样量以滤过一张无菌滤膜后能产生20到100个菌

落为宜 。滤膜经 过滤后应直接转 移到培养基上 ，避 免在滤膜和培养基之间夹 留着 空气 泡。

5.1.2 培养:将培养皿倒置，在35 C士。.5C培养48 h

5.1.3 计数:粪性链球菌菌落在滤膜上呈现大小不等的红色或粉红色菌落，可用一台低倍(10 15倍)

的双筒 、广野的解剖显微 镜或其他功效相 同的光学 器械，计数 每 100 mL水样 中的粪链球 菌落数。

5.2 确 信试验

5.2. 1 从滤膜上挑取典型的菌落，接种到脑 心浸萃琼脂培养基斜面上，在35 C士。.5C培养24 h到

48 h。如果 有菌落生长 ，则继续以下 5. 2. 2和 5. 2. 3的步骤。

5. 2.2 以接种环从脑一心浸萃琼脂培养基斜面上挑取一典型菌落到一片清洁的载玻片上，加几滴新鲜

的 3%过 氧化氢到 载玻片的涂 抹菌液 上，如果没有气泡 发生 ，就 显示过 氧化氢酶反 应为阴性 ，则菌落 可

视为粪型链球菌，则继续如下的确信过程 如果有气泡发生，则过氧化氢酶反应为阳性，因此菌落不属于

粪型链球 菌，确信试验到此 即可停 止

5.2. 3 以接种环从脑 心浸萃琼脂培养基上转移一典型菌落到脑 心浸萃液态培养基内，在45'C培养

48 h。此外，也同时转移一典型菌落培养到胆汁液态培养基中，在35'C培养3天。胆汁液态培养基由

40 mL无菌的10%牛胆液加人60 m工无菌的脑 心浸萃液态培养基中配成

5.2.4 转 移到上述培养基后 .若菌落能得 到繁殖，则 表示结 果为阳性 .证 实确实存在粪性链球菌 。

5.3 结果计数

                                      CFC'/100 ml= N/V X 100 ························⋯⋯ 〔2)

式中:N— 经证实的粪型链球菌菌落数;

      V - 过滤的水样 体积.ml
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