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前  言

  本标准代替GB4789.28—2013《食品安全国家标准 食品微生物学检验 培养基和试剂的质量

要求》。
本标准与GB4789.28—2013相比,主要变化如下:
———增加了附录E参比培养基的质控标准及质控菌株一览表;
———增加了培养基性能测试方法流程图;
———增加了附录G测试菌株中文名、拉丁名及编号一览表;
———删除了纯化学培养基、未定义和部分定义的化学培养基、确证培养基;
———修改了部分测试菌株;
———修改了生产商和实验室使用商品化培养基和试剂的质量控制标准方法;
———修改了附录F的菌株编号和名称。
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食品安全国家标准

食品微生物学检验
培养基和试剂的质量要求

1 范围

本标准规定了食品微生物学检验用培养基和试剂的质量要求。
本标准适用于食品微生物学检验用培养基和试剂的质量控制。

2 术语和定义

2.1 质量控制

为满足质量要求所采取的技术操作和活动。

2.2 培养基和试剂的批次

培养基和试剂完整的可追溯单位,是指在特定的生产周期生产,符合生产质量要求的一定数量的产

品,这些产品批号相同。

2.3 培养基和试剂的性能

在一定条件下培养基和试剂对测试菌株的反应。

2.4 培养基

液体、半固体或固体形式的,含天然或合成成分,用于保证微生物繁殖、鉴定或保持其活力的物质。

2.5 液体培养基

由含有一种或多种成分的水溶液组成的培养基(如:缓冲蛋白胨水)。

2.6 固体培养基

在液体培养基中加入一定量固化物(如:琼脂),经煮沸或湿热灭菌处理,冷却至室温后凝固成固体

状态的培养基。
倾注到平皿内的固体培养基一般称作“平板”;倒入试管并倾斜摆放的固体培养基,当培养基凝固后

通常称作“斜面”。

2.7 半固体培养基

在液体培养基中加入少量固化物(如:琼脂),经煮沸或湿热灭菌处理,冷却后成半固体状态的培

养基。

2.8 运输培养基

在取样后至实验室处理前,保护和维持微生物活性,且不允许微生物明显增殖或减少的培养基。
运输培养基中通常不含使微生物增殖的物质,但是培养基应能保护菌株(如:缓冲甘油-氯化钠溶液

1
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运输培养基)。

2.9 保藏培养基

用于在一定期限内保护和维持微生物活力,防止长期保存对其不利的影响,或使其在长期保存后容

易复苏的培养基(如:营养琼脂斜面)。

2.10 悬浮培养基

将测试样品的微生物分散到液相中,在整个接触过程中不产生增殖或抑制作用的培养基(如:磷酸

盐缓冲液)。

2.11 复苏培养基

能够使受损或应激的微生物修复,使微生物恢复正常生长能力,但不一定促进微生物繁殖的培养基

(如:胰蛋白胨大豆肉汤)。

2.12 增菌培养基

通常为液体培养基,能够给微生物繁殖提供特定的生长环境。

2.13 选择性增菌培养基

能够允许特定的微生物在其中繁殖,而部分或全部抑制其他微生物生长的培养基(如:TTB培

养基)。

2.14 非选择性增菌培养基

能够保证多种微生物生长的培养基(如:营养肉汤)。

2.15 分离培养基

支持微生物生长的固体或半固体培养基。

2.16 选择性分离培养基

支持特定微生物生长而抑制其他微生物生长的固体培养基(如:XLD琼脂)。

2.17 非选择性分离培养基

对微生物没有选择性抑制的固体培养基(如:营养琼脂)。

2.18 鉴别培养基(特异性培养基)

能够进行一项或多项微生物生理和(或)生化特性鉴定的培养基(如:伊红美蓝琼脂)。
注:能够用于分离培养的鉴别培养基被称作分离(鉴别)培养基(如:XLD琼脂)。

2.19 鉴定培养基

能够产生一个或多个特定的鉴定反应而通常不需要进一步确证试验的培养基(如:乳糖发酵管)。
注:用于分离的鉴定培养基被称为分离(鉴定)培养基。

2.20 计数培养基

能够对微生物进行定量计数的选择性(如:MYP琼脂)或非选择性培养基(如:平板计数琼脂)。
注:计数培养基可包含复苏和(或)增菌培养基的特性。

2
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2.21 参比培养基

依据培养基配方特别制备,质量优良的培养基,用于培养基的质量控制,以保证食品微生物检验用

培养基的质量。
参比培养基需由具备相应检验能力,并取得通过国家认证认可资质检验机构出具的检测报告。

2.22 商品化即用型培养基

以即用形式或熔化后即用形式置于容器(如:平皿、试管或其他容器)或载体内供应的液体、固体或

半固体培养基:
———完全可即用的培养基(如:测试片等);
———需重新熔化的培养基(如:用于平板倾注技术);
———使用前需重新熔化、分装(如:倾注到平皿)的培养基(如:制剂培养基);
———使用前需重新熔化,添加物质并分装的培养基(如:TSC培养基和BairdParker琼脂)。
注:测试片的测试方法及评定标准参照附录F,无法参照附录F部分(如菌落形态)可参考生产企业提供的操作说明

来执行。

2.23 商品化脱水合成培养基

使用前需加水和进行处理的干燥培养基(如粉末、小颗粒、冻干等形式):
———完全培养基,使用的时候无须加入其他成分;
———不完全培养基,使用的时候需加入添加剂。

2.24 自制培养基

依据培养基完整配方的具体成分,实验室自行制备的培养基。

2.25 试剂

用于食品微生物检验的试剂和培养基配制的配套试剂。

2.26 测试菌株

通常用于培养基性能测试的微生物。
注:测试菌株根据其来源不同(见2.27~2.30)可进一步定义。

2.27 标准菌株

直接从专业菌种保藏机构获得并至少定义到属或种水平的菌株。按菌株特性进行分类和描述,最
好来源于食品、水或其生产环境中的菌株。

2.28 标准储备菌株

将标准菌株在实验室转接一代后得到的一套完全相同的独立菌株。

2.29 储备菌株

从标准储备菌株转接一代获得的独立菌株。

2.30 工作菌株

由标准物质/标准样品或标准储备菌株、储备菌株转接一代获得的直接用于测试使用的菌株。
注:标准物质/标准样品是指含有一定数量活菌,符合预期用途并足够均匀和稳定的材料。

3
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3 培养基及试剂质量保证

3.1 证明文件

3.1.1 生产企业提供的文件

生产企业应提供以下资料(可提供电子文本):
———培养基或试剂的各种成分、添加成分名称及产品编号;
———批号;
———pH(适用于培养基);
———贮存信息和有效期;
———标准要求及质控报告;
———必要的安全和(或)危害数据。

3.1.2 产品的交货验收

对每批产品,应记录接收日期,并检查:
———产品合格证明材料;
———包装的完整性;
———产品的有效期;
———其他必要的文件材料。

3.2 贮存

3.2.1 一般要求

应严格按照供应商提供的贮存条件、有效期和使用方法进行培养基和试剂的保存和使用。

3.2.2 商品化脱水合成培养基及其添加成分

验收应包括以下内容:
———容器密闭性检查;
———内容物的感官检查。
开封后的脱水合成培养基,其质量取决于贮存条件。通过观察粉末或颗粒的流动性、均匀性、结块

情况和色泽变化等,判断脱水培养基的质量变化。若发现培养基受潮或物理性状发生明显改变,则不应

再使用。

3.2.3 商品化即用型培养基和试剂

应严格按照供应商提供的贮存条件、有效期和使用方法进行保存和使用。

3.2.4 实验室自制培养基

在保证其成分不会改变条件下保存,即避光、干燥保存,必要时在2℃~8℃冰箱中保存,通常建议

平板保存期不超过4周,瓶装及试管装培养基保存期不超过6个月。
如需在培养基中添加不稳定的添加剂,应即配即用;含有活性化学物质或不稳定性成分的固体培养

基也应即配即用,不可二次熔化。
4
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培养基的贮存应建立经验证的有效期。观察培养基是否有颜色变化、蒸发(脱水)或微生物生长的

情况,当培养基发生这类变化时,应禁止使用。
培养基使用或再次加热前,应先取出平衡至室温。

3.3 培养基的实验室制备

3.3.1 一般要求

正确制备培养基是微生物检验的最基础步骤之一,使用脱水培养基和其他成分,尤其是含有有毒有

害物质(如胆盐或其他选择剂)的成分时,应遵守良好实验室规范和生产厂商提供的使用说明。培养基

的不正确制备会导致培养基出现质量问题(见附录B)。
使用商品化脱水合成培养基制备培养基时,应严格按照厂商提供的使用说明配制,如质量(体积)、

pH、制备日期、灭菌条件和操作步骤等。
实验室使用各种基础成分制备培养基时,应按照配方准确配制,并记录相关信息,如培养基名称和

类型及试剂级别、每个成分物质含量、制造商、批号、pH、培养基体积(分装体积)、无菌措施(包括实施的

方式、温度及时间)、配制日期、人员等,以便溯源。

3.3.2 水

试验用水的电导率在25℃时不应超过25μS/cm(相当于电阻率≥0.04ΜΩ/cm),除非另有规定

要求。
试验用水的微生物污染不应超过103CFU/mL。应按GB4789.2定期检验微生物污染水平。

3.3.3 称重和溶解

准确称量所需量的脱水合成培养基(必要时佩戴口罩或在通风柜或抽气罩下操作,以防吸入培养基

粉末等有害物质),先加入适量的水,充分混合(注意避免培养基结块),然后加水至所需的量后适当加

热,并重复或连续搅拌使其快速分散,含琼脂的培养基在加热溶解前应浸泡3min~5min。

3.3.4 pH的测定和调节

除特殊说明外,灭菌后pH应在标准pH±0.2范围内。一般使用浓度约为1mol/L的氢氧化钠溶

液或盐酸溶液调节培养基的pH。

3.3.5 分装

将配好的培养基分装至适当容器中,培养基体积不应超过容器容积的2/3。

3.3.6 灭菌/除菌

3.3.6.1 一般要求

培养基应采用湿热灭菌法(见3.3.6.2)或过滤除菌法(见3.3.6.3)。
某些培养基如不适用湿热灭菌或过滤除菌的方式,则可使用煮沸杀菌方式处理。

3.3.6.2 湿热灭菌

具体培养基应按食品微生物学检验标准中的规定或者商品使用说明进行灭菌。
如培养基体积超过1000mL,应使用生物指示剂或相应设备进行灭菌效果验证。所有的操作应按

照标准或使用说明的规定进行。
5

GB4789.28—2024



加热后采用适当的方式冷却,以防加热过度。这对于大容量和敏感培养基十分重要,例如含有煌绿

的培养基。

3.3.6.3 过滤除菌

过滤除菌可使用孔径为0.22μm的无菌设备和滤膜过滤去除微生物。

3.4 培养基的使用

3.4.1 琼脂培养基的熔化

将培养基放入沸水浴中或采用有相同效果的方法(如高压锅中的层流蒸汽)使之熔化。经过高压的

培养基应尽量减少重新加热时间。熔化后的培养基放入47℃~50℃的恒温装置中冷却保温(可根据

实际培养基凝固温度适当提高恒温装置温度),直至使用,培养基达到47℃~50℃的时间与培养基的

品种、体积和数量有关。熔化后的培养基应尽快使用,放置时间不应超过4h。未用完的培养基不能重

新凝固留待下次使用。

3.4.2 培养基的脱氧

将培养基在使用前放到沸水浴或蒸汽浴中加热15min;加热时松开容器的盖子,加热后盖紧,并迅

速冷却至使用温度(如液体硫乙醇酸盐培养基)。

3.4.3 添加成分的加入

待培养基冷却至47℃~50℃时,加入平衡至室温的热不稳定添加成分,避免造成琼脂凝结或形成

片状物。将加入添加成分的培养基缓慢充分混匀,尽快分装至待用的容器中。

3.4.4 平板的制备和贮存

倾注熔化的培养基至平皿中(直径90mm的平皿,通常要加入15mL~20mL琼脂培养基),使之

在平皿中的厚度至少为3mm。将平皿盖好皿盖后放在水平平面,使琼脂冷却凝固。如果平板需贮存,
或者培养时间超过48h或培养温度高于40℃,则需要倾注更多的培养基。凝固后的培养基应立即使

用或存放于暗处和(或)2℃~8℃冰箱的密封袋中,以防止培养基成分的改变。在平板底部或侧边做

好标记,标记的内容包括名称、制备日期和(或)有效期。也可使用适宜的培养基编码系统进行标记。
对于采用表面接种形式培养的固体培养基,应在生物安全柜或洁净工作台先对琼脂表面进行干燥。

注意不要过度干燥。商品化的平板琼脂培养基应按照厂商提供的说明使用。

3.5 培养基的弃置

所有污染和未使用的培养基弃置应采用安全的方式,并且要符合相关法律法规的规定。

4 测试菌株的保藏及使用

4.1 一般要求

为成功保藏及使用菌株,不同菌株应采用不同的保藏方法,可选择使用冻干保藏、超低温(不高于

-70℃)冷冻保藏、液氮保藏或其他有效的保藏方法。

4.2 商业来源的测试菌株

对于从标准菌种保藏中心或其他有效认证的商业机构获得的原包装测试菌株,复苏和使用应按照
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制造商提供的使用说明进行。

4.3 实验室制备的标准储备菌株

用于性能测试的标准储备菌株(见附录C中图C.1),在保存和使用时应注意避免交叉污染,减少菌

株突变或发生典型的特性变化;标准储备菌株应制备多份,并采用超低温(不高于-70℃)或冻干的形

式保存。在较高温度下贮存时间应缩短。
标准储备菌株用作培养基的测试菌株时应在文件中充分描述其生长特性。
标准储备菌株不能用于制备标准菌株。

4.4 储备菌株

储备菌株通常用冻干或超低温保存的标准储备菌株进行制备(见图C.2)。
制备储备菌株应避免标准储备菌株的交叉污染和(或)退化。制备储备菌株时,应将标准储备菌株

制成菌悬液转接至非选择培养基中培养,以获得特性稳定的菌株。
对于商业来源的菌株,应严格按照制造商的说明执行。
储备菌株不能用于制备标准储备菌株或标准菌株。

4.5 工作菌株

工作菌株由标准储备菌株或储备菌株制备。
工作菌株不能用于制作标准菌株、标准储备菌株或储备菌株。

5 培养基和试剂的质量要求

5.1 基本要求

5.1.1 培养基和试剂

培养基和试剂的质量由基础成分的质量、制备过程的控制、微生物污染的消除及包装和贮存条件等

因素所决定。
供应商或制备者应对基础成分的质量、制备过程、微生物污染的消除及包装和贮存条件进行控制,

确保培养基和试剂的理化特性满足相关标准的要求。
培养基和试剂的各种成分、添加剂或选择剂应进行适当的质量评价。
附录F中未描述的培养基和试剂,应根据以下规定进行质量控制:
———不含指示剂或选择剂的培养基,可根据培养基的使用范围选择菌株进行测试;
———含有指示剂和选择剂的培养基,应使用能证明指示剂和选择性功能的菌株进行测试;
———使用前需添加添加剂的培养基和鉴定试剂,应使用特征性的菌株进行测试。

5.1.2 基础成分

国家标准中列出的培养基成分通常可以直接使用。因用于制备培养基的部分成分(见附录D)质量

差异,可允许对其用量进行适当的调整,如:
———根据营养需要改变胨类、浸粉类的用量;
———根据所需凝胶作用的效果改变琼脂的用量;
———根据缓冲要求决定缓冲物质用量;
———根据选择性要求决定胆盐、胆汁抽提物和脱氧胆酸盐、抗菌染料的用量;
———根据抗生素的效价决定其用量。
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5.2 微生物学要求

5.2.1 概论

培养基和试剂应达到附录F质量控制标准的要求,其性能测试方法按第6章执行。实验室使用商

品化培养基和试剂时,应保留生产商按3.1.1提供的资料,并制定验收程序。如果生产商能提供具备相

应检验能力,并取得国家相关认证认可资质检验机构出具的同批次产品检验报告,实验室可保留相关证

明文件,根据实际需求对该批次培养基的性能进行重复测试(附录F中未包含的培养基和试剂,可根据

培养基和试剂的性能,参考附录F建立方法进行检验)。

5.2.2 生长特性

5.2.2.1 一般要求

选择下列方法对每批成品培养基或试剂进行评价:
———定量方法;
———半定量方法;
———定性方法。
采用定量方法时,应使用参比培养基(见附录E)作为对照;采用半定量和定性方法时,使用能得到

“阳性”结果的培养基作为对照有助于结果的解释。

5.2.2.2 生长率

按规定用适当方法将适量测试菌株的工作菌悬液接种至固体、半固体和液体培养基中。
每种培养基上菌株的生长率应达到所规定的最低限值(见附录F)。

5.2.2.3 选择性

为定量评估培养基的选择性,应按照规定以适当方法将适量测试菌株的工作培养物接种至选择性

培养基和参比培养基中,培养基的选择性应达到规定值(见附录F)。

5.2.2.4 生理生化特性(特异性)

确定培养基的菌落形态特征、鉴别特性,或试剂的鉴别特性,以获得培养基或试剂的基本特性(见
附录F)。 

5.2.2.5 性能评价和结果解释

若使用规定的所有测试菌株,培养基或试剂的性能测试达到标准要求,则该批培养基或试剂的性能

测试结果符合规定。若基本要求和微生物学要求均符合规定,则该批培养基或试剂可被接受。

6 培养基和试剂性能测试方法

6.1 非选择性分离和计数固体培养基目标菌生长率定量测试方法

6.1.1 工作菌悬液的制备

将标准储备菌株、储备菌株或工作菌株接种到非选择性肉汤培养过夜或采用其他方法,制备10倍

系列稀释的菌悬液。进行生长率测试时,细菌和酵母菌每平板的接种水平为50CFU~250CFU,霉菌

每平板的接种水平为30CFU~150CFU。
8
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6.1.2 接种

选择适宜稀释度的工作菌悬液0.1mL,均匀涂布接种于待测平板和参比平板。每一稀释度接种两

个平板。也可使用螺旋涂布法或倾注法进行接种,并按标准规定的条件培养。

6.1.3 计算

参考GB4789.2的要求,选择菌落数适中的平板进行计数,生长率按式(1)计算。

PR=
NS

NO
…………………………(1)

  式中:

PR———生长率;

NS———待测培养基平板上的菌落总数平均值;

NO———参比培养基平板上的菌落总数平均值。

6.1.4 结果解释

非选择性分离和计数固体培养基上目标菌的生长率应不小于0.7。

6.2 选择性分离和计数固体培养基测试方法

6.2.1 目标菌生长率定量测试方法

6.2.1.1 工作菌悬液的制备

按照6.1.1中要求进行。

6.2.1.2 接种

按照6.1.2中要求进行。

6.2.1.3 计算

按照6.1.3中要求进行。

6.2.1.4 结果解释

目标菌在培养基上应呈现典型的生长。选择性分离固体培养基上目标菌的生长率一般应不小于

0.5,最低应为0.1;选择性计数固体培养基上目标菌的生长率一般应不小于0.7。具体要求参照附录F
培养基质量控制标准。

6.2.2 非目标菌(选择性)半定量测试方法

6.2.2.1 工作菌悬液的制备

将标准储备菌株、储备菌株或工作菌株接种到非选择性肉汤,培养过夜作为工作菌悬液。

6.2.2.2 接种

用1μL接种环取选择性测试工作菌悬液1环,在待测培养基表面划六条平行直线(见图1),同时

接种两个平板,划线时可在培养基下面放一个模板图,按标准规定的条件培养。
取一满环接种物,将接种环接触容器边缘3次可去除多余的液体。划线时,接种环与琼脂平面的角
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度应为20°~30°。接种环压在琼脂表面的压力和划线速度前后一致,整个划线应快速连续,移取液体培

养物时应将接种环伸入培养液下部分以防止环上产生气泡或泡沫。

图1 非目标菌半定量划线法接种模式图

6.2.2.3 计算

培养后按以下方法对培养基计算生长指数G。每条有比较稠密菌落连续生长的划线计为1分,每
个培养皿上最多为6分。如果仅一半的线有稠密菌落生长,则计为0.5分。如果划线上没有菌落生长、
生长量少于划线的一半或菌落生长微弱,则计为0分。记录每个平板的得分总和便得到G。

6.2.2.4 结果解释

非目标菌的生长指数G一般小于或等于1,至少应小于5。

6.2.3 非目标菌(特异性)定性测试方法

6.2.3.1 工作菌悬液的制备

按照6.2.2.1中要求进行。

6.2.3.2 接种

用1μL接种环取测试菌培养物在测试培养基表面进行分区划线。并按标准规定的培养条件培养

平板。

6.2.3.3 结果解释

非目标菌不生长或微弱生长。

6.3 非选择性增菌培养基半定量测试方法

6.3.1 培养基的制备

将培养基分装试管,每管10mL。

6.3.2 工作菌悬液的制备

将标准储备菌株、储备菌株或工作菌株接种到非选择性肉汤培养过夜或采用其他制备方法,制备

10倍系列稀释的菌悬液。
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6.3.3 接种

在装有待测培养基的试管中接种10CFU~100CFU的目标菌,接种体积不超过1mL,接种两个

平行管。同时将1mL菌悬液(与试管接种同一稀释度)倾注平板(或适宜稀释度0.1mL涂布平板),接
种两个平板,作接种量计数用。按标准方法中规定的培养时间和温度进行培养(如增菌时间为8h以

下,需取10μL培养后的增菌液倾注适合的培养基中,再按适合的培养时间和温度进行培养)。

6.3.4 结果解释

用目测的浊度值(如0~2)评估培养基:
———0表示无浑浊;
———1表示轻微的浑浊;
———2表示明显的浑浊。
目标菌的浊度值应为2。
有时可以观察到微生物生长后聚集成细胞团,沉积在试管或瓶子底部,发生这种情况时,小心振荡

试管后再进行观察。
如增菌8h以下,10μL增菌液培养计数结果参照附录F培养基质量控制标准进行判定。

6.4 选择性增菌培养基半定量测试方法

6.4.1 培养基的制备

将培养基分装试管,每管10mL。

6.4.2 工作菌悬液的制备

按照6.1.1中要求进行。

6.4.3 接种

6.4.3.1 目标菌的接种

在装有待测培养基的试管中接种10CFU~100CFU的目标菌(特殊接菌量参照附录F培养基质

量控制标准),接种体积不超过1mL,同时接种两个平行管,混匀。将相同体积的目标菌菌悬液(与试管

接种同一稀释度)倾注平板(或适宜稀释度0.1mL涂布平板),接种两个平板,作接种量计数用。按标

准方法中规定的培养时间和温度进行培养。

6.4.3.2 非目标菌的接种

在装有待测培养基的试管中接种1000CFU~5000CFU的非目标菌,接种体积不超过1mL,同
时接种两个平行管,混匀。同时将1mL菌悬液(比待测培养基试管接种小10倍~100倍稀释度)倾注

平板(或适宜稀释度0.1mL涂布平板),接种两个平板,作接种量计数用。按标准方法中规定的培养时

间和温度进行培养。

6.4.4 培养液的接种

6.4.4.1 目标菌培养液的接种

吸取10μL经培养后的目标菌培养液,均匀涂布或螺旋涂布接种到特定的选择性平板上(见F.4)。
按标准方法中规定的培养时间和温度进行培养。
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6.4.4.2 非目标菌培养液的接种

吸取10μL经培养后的非目标菌培养液,均匀涂布或螺旋涂布接种到非选择性平板(如TSA)上。
并按标准规定的培养条件培养平板。

6.4.5 计算和结果解释

目标菌在选择性平板上的菌落应>10CFU,则表示待测液体培养基的生长率良好;非目标菌在非

选择性平板上的菌落数应<100CFU,则表示待测液体培养基的选择性为良好。

6.5 选择性液体计数培养基半定量测试方法

6.5.1 培养基的制备

将培养基分装试管,每管10mL。

6.5.2 工作菌悬液的制备

按照6.3.2中要求进行。

6.5.3 接种

6.5.3.1 目标菌的接种

在装有待测培养基的试管中接种10CFU~100CFU的目标菌,接种体积不超过1mL,同时接种

两个平行管,混匀。将相同体积的目标菌菌悬液(与试管接种同一稀释度)倾注平板(或适宜稀释度

0.1mL涂布平板),接种两个平板,作接种量计数用。按标准方法中规定的培养时间和温度进行培养。

6.5.3.2 非目标菌的接种

在装有待测培养基的试管中接种1000CFU~5000CFU的非目标菌,接种体积不超过1mL,同
时接种两个平行管,混匀。同时将1mL菌悬液(比试管接种小10倍~100倍稀释度)倾注平板(或适宜

稀释度0.1mL涂布平板),接种两个平板,作接种量计数用。按标准方法中规定的培养时间和温度进

行培养。

6.5.4 结果解释

用目测的浊度值(如0~2)评估培养基:
———0表示无浑浊;
———1表示轻微的浑浊;
———2表示明显的浑浊。
并记录小导管收集气体的体积比。
注:有时可以观察到微生物生长后聚集成细胞团,沉积在试管或瓶子底部,发生这种情况时,小心振荡试管,混匀后

再进行观察。

6.6 悬浮培养基和运输培养基定量测试方法

6.6.1 培养基的制备

将培养基分装试管,每管10mL(有特殊要求的可选用5mL)。
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6.6.2 目标菌工作菌悬液的制备

按照6.3.2中要求进行。

6.6.3 接种

在装有待测培养基的试管中接种100CFU~1000CFU的目标菌,同时接种两个平行管,混匀后,
立即吸取1mL待测培养基混合液,参照附录F培养基质量控制标准选用相应的培养基倾注平板,每管

待测培养基接种一个平板。按标准方法中规定的培养时间和温度培养后,进行菌落计数。
剩余已接种菌液的待测培养基20℃~25℃下放置45min后,再吸取1mL倾注平板,每管培养基

接种一个平板,按标准方法中规定的培养时间和温度培养后,进行菌落计数。如保存条件有特殊要求的

待测培养基,参照附录F培养基质量控制标准要求放置或培养后再进行菌落计数。

6.6.4 结果观察与解释

待测培养基中的菌落数变化应在±50%内。

6.7 鉴定培养基测试方法

6.7.1 液体培养基

6.7.1.1 培养基的制备

将培养基分装试管,再进行灭菌和添加试剂。

6.7.1.2 工作菌悬液的制备

将标准储备菌株、储备菌株或工作菌株接种到非选择性平板上或采用其他制备方法,制备成约

109CFU/mL的菌悬液。

6.7.1.3 接种

吸取0.05mL至待测培养基内,按标准方法中规定的培养时间和温度进行培养。

6.7.1.4 结果观察与解释

需加指示剂的试验在微生物生长良好的情况下,按顺序加入指示剂,再观察结果。结果解释参照

表F.7。 

6.7.2 半固体培养基

6.7.2.1 培养基的制备

将培养基分装试管。灭菌后竖立放置,冷却后备用。

6.7.2.2 接种

取新鲜测试菌株,用接种针挑取菌苔穿刺接种至待测培养基内。按标准方法中规定的培养时间和

温度进行培养。

6.7.2.3 结果观察与解释

需加指示剂的试验在微生物生长良好的情况下,按顺序加入指示剂,再观察结果。结果解释参照
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表F.7。 

6.7.3 高层斜面培养基和斜面培养基

6.7.3.1 培养基的制备

将培养基分装试管。灭菌后摆放成高层斜面(斜面与底层高度之比约为2∶3)和普通斜面(斜面与

底层高度之比约为3∶2),冷却后备用。

6.7.3.2 接种

高层斜面培养基:取新鲜测试菌株斜面,用接种针挑取菌苔,根据培养基接种要求可选择先穿刺接

种至琼脂高层,穿刺接种完毕后,再在斜面上划“之”字形划线接种,或先在斜面上划“之”字形划线接种

再穿刺接种;斜面培养基:取新鲜测试菌株斜面,用接种环挑取菌苔,在斜面上划“之”字形划线接种。按

标准方法中规定的培养时间和温度进行培养。

6.7.3.3 结果观察与解释

需加指示剂的试验,在微生物生长良好的情况下,按顺序加入指示剂,再观察结果。结果解释参照

表F.7。

6.7.4 平板培养基

6.7.4.1 培养基的制备

倾注灭菌熔化的培养基至平皿中,使之在平皿中形成至少3mm厚的琼脂层(直径90mm的平皿

通常要加入18mL~20mL琼脂培养基)。

6.7.4.2 接种

取新鲜测试菌株,用接种环挑取菌苔,在平板上划“之”字形接种,或用接种针挑取菌苔,在平板上点

种接种。按标准方法中规定的培养时间和温度进行培养。

6.7.4.3 结果观察与解释

参照表F.7。

6.8 实验试剂测试方法

6.8.1 试验方法

按试剂说明书进行。

6.8.2 结果观察与解释

参照表F.7。
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附 录 A
培养基性能测试方法流程图

固体培养基目标菌生长率定量测试方法见图A.1。

图 A.1 固体培养基目标菌生长率定量测试方法流程图

固体培养基非目标菌(选择性)半定量测试方法见图A.2。

图 A.2 固体培养基非目标菌(选择性)半定量测试方法流程图
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  固体培养基非目标菌(特异性)定性测试方法见图A.3。

图 A.3 固体培养基非目标菌(特异性)定性测试方法流程图

非选择性增菌培养基半定量测试方法见图A.4。

图 A.4 非选择性增菌培养基半定量测试方法流程图
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  选择性增菌培养基半定量测试方法见图A.5。

图 A.5 选择性增菌培养基半定量测试方法流程图

选择性液体计数培养基半定量测试方法见图A.6。

图 A.6 选择性液体计数培养基半定量测试方法流程图
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  悬浮培养基和运输培养基定量测试方法见图A.7。

图 A.7 悬浮培养基和运输培养基定量测试方法流程图
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附 录 B
培养基不正确配制出现的质量问题及原因分析

培养基不正确配制出现的质量问题及原因分析见表B.1。

表B.1 常见质量问题与解答

异常现象 可能原因

培养基不能凝固

制备过程中过度加热

低pH造成培养基酸解

称量不正确

琼脂未完全溶解

培养基成分未充分混匀

pH不正确

制备过程中过度加热

水质不佳

外部化学物质污染

测定pH时温度不正确

pH计未正确校准

脱水培养基质量差

颜色异常

制备过程中过度加热

水质不佳

pH不正确

外来污染

脱水培养基质量差

产生沉淀

制备过程中过度加热

水质不佳

脱水培养基质量差

pH未正确控制

原料中的杂质

培养基出现抑制/低生长率

制备过程中过度加热

脱水培养基质量差

水质不佳

使用成分不正确,如,成分称量不准,添加剂浓度不正确

制备容器或水中有毒残留物

选择性差

制备过程中过度加热

脱水培养基质量差

配方使用不对

添加成分加入不正确,例如加入添加成分时培养基过热或添加浓度错误

添加剂污染

污染

不适当灭菌

无菌操作技术存在问题

添加剂污染
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附 录 C
标准储备菌株和工作菌株制备

标准菌株制备标准储备菌株流程见图C.1。

  a 通常悬浮于营养肉汤中,培养适宜时间进行复苏。

  b 验证菌落形态和革兰氏染色,或用生化试验进行鉴定。

  c 例如,BHI添加40%~60%甘油作为冷冻保护培养基。

  d 冻存管可含有多孔小珠子。

  e 在不高于-70℃低温下冷冻保存可延长保存的时间,在较高温度下保存时间将缩短。

图 C.1 制作标准储备菌株的流程图
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  标准储备菌株制备工作菌株的流程见图C.2。

  a 如果标准储备菌株来源于别处,应加以验证及归档,包括核查能否溯源至标准菌株及相关特性。

  b 此流程适用于一般试验。

  c 此流程对某些菌株是必需的,如定量试验。应对所有阶段资料进行归档。

  d 例如,可接种到TSA斜面、TSA血琼脂斜面或其他合适的培养基,培养22h~24h,然后在适宜的温度(依据不同

微生物在18℃~25℃或2℃~8℃)可存放4周。

  e 例如,BHI添加40%~60%甘油作为冷冻保护培养基。在不高于-70℃低温冷冻保存可延长保存的时间,在较

高温度下保存时间将缩短。

图 C.2 制作工作菌株的流程图
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附 录 D
食品安全微生物检验标准中指定的培养基成分

D.1 胨类

蛋白胨Peptone:胃蛋白酶或胰酶消化动物组织水解物

胰蛋白胨 Tryptone(或胰酪胨Caseintryptone、胰酶消化酪蛋白胨Pancreaticdigestofcasein):酪
蛋白胰酶水解物

蛋白胨Proteosepeptone:胰酶低程度消化酪蛋白水解物

多价蛋白胨Polypeptone:酪蛋白胨和蛋白胨等的混合物

明胶蛋白胨 Gelatinpeptone:胰酶消化明胶水解物

大豆蛋白胨Soyapeptone:木瓜蛋白酶消化大豆蛋白的水解物

酸水解酪蛋白Caseinacidhydrolysate:盐酸消化酪蛋白的水解物

D.2 浸粉类

大部分浸粉是将植物或动物组织切开研碎,去除杂质,洗干净后,加适量纯化水后放置2℃~10℃
浸泡,然后加热或煮沸适当时间,调节pH,过滤,喷雾干燥而成。浸粉中富含生长促进因子、维生素或

高碳水化合物,能促进微生物快速生长发育。而酵母浸粉是以高蛋白面包酵母或啤酒酵母为原料,经自

溶、酶解、浓缩、干燥等工艺制成的一种富含蛋白质、氨基酸、肽、多肽、核酸、维生素及微量元素等的营养

成分。
主要浸粉:
牛肉浸粉、牛心浸粉、牛脑浸粉、脑心浸粉、牛肝浸粉、酵母浸粉、马铃薯浸粉、麦芽浸粉、豌豆浸粉、

玉米浸粉。

D.3 胆盐及胆汁类

牛胆盐、猪胆盐、3号胆盐、去氧胆酸钠、牛胆汁粉、猪胆汁粉。

D.4 凝固剂类

琼脂、明胶。

D.5 其他

亚碲酸盐卵黄乳液、卵黄乳液、脱脂奶粉、兔血浆、兔血球、脱纤维羊血。
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附 录 E
食品安全微生物检验标准中参比培养基的质控标准

食品安全微生物检验标准中参比培养基的质控标准如下,参比培养基具体检验方法可参考6.1或

6.2.3。

E.1 沙氏葡萄糖琼脂(SabouraudDextroseAgarMedium,SDA)参比培养基质控标准

E.1.1 成分

蛋白胨    5.0g
酪蛋白胨 5.0g
葡萄糖 40.0g
琼脂 15.0g

E.1.2 原理

葡萄糖提供碳源;蛋白胨和胰蛋白胨提供氮源;琼脂是培养基的凝固剂。

E.1.3 制法

将上述成分加热溶解于1000mL蒸馏水中,121℃高压灭菌15min备用。

E.1.4 质控标准

见表E.1。

表 E.1 SDA参比培养基质控标准

项目 质控指标 质控条件 质控评定标准

理化

外观 —
淡黄色粉末,灭菌后为淡黄色透

明胶体

pH
121℃高压灭菌15min后,倾
倒平板,待室温凝固后测定

5.6±0.2

促生长能力

测试菌株 培养温度与培养时间 菌落形态

黑曲霉

CMCC(F)98003
28℃±1℃,72h~96h 生长良好,白色菌丝,黑色孢子

白色念珠菌

CMCC(F)98001
28℃±1℃,72h~96h 生长良好,白色圆形菌落

酿酒酵母

CMCC(F)98018
28℃±1℃,72h~96h 生长良好,奶油色圆形菌落

桔青霉

CMCC(F)98028
28℃±1℃,72h~96h 生长良好,白色菌丝,绿色孢子

产黄青霉

CMCC(F)98801
28℃±1℃,72h~96h 生长良好,白色菌丝,绿色孢子
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E.2 MRS琼脂(MRSAgar)参比培养基质控标准

E.2.1 成分

蛋白胨                   10.0g
牛肉浸粉 5.0g
酵母浸粉 4.0g
葡萄糖 20.0g
吐温80 1.0mL
七水合磷酸氢二钾(K2HPO4·7H2O) 2.0g
三水合醋酸钠(CH3COONa·3H2O) 5.0g
柠檬酸三铵[C6H5O7(NH4)3] 2.0g
七水合硫酸镁(MgSO4·7H2O) 0.2g
四水合硫酸锰(MnSO4·4H2O) 0.05g
琼脂 15.0g

E.2.2 原理

蛋白胨、牛肉浸粉、酵母浸粉提供氮源、维生素、生长因子;葡萄糖为可发酵糖类;七水合磷酸氢二钾

为酸碱缓冲剂;柠檬酸三铵、七水合硫酸镁、四水合硫酸锰、吐温80和三水合醋酸钠为培养各种乳酸菌

提供生长因子,其成分还能抑制某些杂菌;琼脂是培养基的凝固剂。

E.2.3 制法

加热溶解于1000mL蒸馏水中,121℃高压灭菌15min备用。

E.2.4 质控标准

见表E.2。

表 E.2 MRS琼脂参比培养基质控标准

项目 质控指标 质控条件 质控评定标准

理化

外观 —
为淡黄色均匀粉末。加入水中

混悬均匀,灭菌后为琥珀色透明

胶体

pH
121℃高压灭菌15min后,倾
倒平板,待室温凝固后测定

6.2±0.2

微生物

测试菌株 培养温度与培养时间 菌落形态

德氏乳杆菌保加利亚亚种

CMCC(B)34131
36℃±1℃,72h±2h 生长良好,浅灰色,边缘不规则

嗜热链球菌

CMCC(B)32483
36℃±1℃,72h±2h 生长良好,白色圆形

长双歧杆菌婴儿亚种 CMCC
(B)93905

36℃±1℃,72h±2h,厌氧 生长良好,白色圆形

瑞士乳杆菌

CICC6032
36℃±1℃,72h±2h 生长良好,白色圆形
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表 E.2 MRS琼脂参比培养基质控标准 (续)

项目 质控指标 质控条件 质控评定标准

微生物

戊糖乳杆菌

CICC22707
36℃±1℃,72h±2h 生长良好,白色圆形

植物乳杆菌

CMCC(B)34134
36℃±1℃,72h±2h 生长良好,白色圆形

干酪乳酪杆菌

CMCC(B)34135
36℃±1℃,72h±2h 生长良好,白色圆形

E.3 胰蛋白胨大豆琼脂(TrypticaseSoyAgar,TSA)参比培养基质控标准

E.3.1 成分

胰蛋白胨         15.0g
大豆蛋白胨 5.0g
氯化钠 5.0g
琼脂 15.0g

E.3.2 原理

胰蛋白胨、大豆蛋白胨提供氮源、维生素和生长因子;氯化钠维持均衡的渗透压;琼脂是培养基的凝

固剂。

E.3.3 制法

取上述成分,加热溶解于1000mL蒸馏水中,121℃高压灭菌15min备用。TSA+5%裂解羊血

为在TSA基础上添加5%裂解羊血,3%氯化钠TSA为在TSA基础上添加2.5%氯化钠。

E.3.4 质控标准

见表E.3。

表 E.3 TSA参比培养基质控标准

项目 质控指标 质控条件 质控评定标准

理化

外观 —
为淡黄色粉末,灭菌后为淡黄色

透明胶体

pH
121℃高压灭菌15min后,倾
倒平板,待室温凝固后测定

7.3±0.2

微生物

测试菌株a 培养温度与培养时间 菌落形态

莫氏克罗诺杆菌

CMCC(B)45407
25℃±1℃,48h±2h

生长良好,菌落黄色,圆形,表面

光滑,湿润

大肠埃希氏菌

CMCC(B)44102
36℃±1℃,24h±2h

生长良好,菌落灰白色,圆形,表
面光滑,湿润

金黄色葡萄球菌

CMCC(B)26003
36℃±1℃,24h±2h 生长良好,菌落淡黄色,圆形
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表 E.3 TSA参比培养基质控标准 (续)

项目 质控指标 质控条件 质控评定标准

微生物

枯草芽孢杆菌

CMCC(B)63501
36℃±1℃,24h±2h

生长 良 好,菌 落 灰 白 色,圆 形,

干燥

白色念珠菌

CMCC(F)98001
28℃±1℃,72h~96h

生长良好,菌落白色,圆形,表面

光滑,湿润

黑曲霉

CMCC(F)98003
28℃±1℃,72h~96h 生长良好,产黑色孢子

粪肠球菌

CMCC(B)32480
36℃±1℃,24h±2h 生长良好,菌落白色,圆形

人参土芽孢杆菌

CMCC(B)63612
36℃±1℃,48h±2h 生长良好,菌落灰白色,圆形

藤黄微球菌

CMCC(B)28001
36℃±1℃,48h±2h 生长良好,菌落浅黄色,圆形

嗜热嗜脂肪地芽孢杆菌

CMCC(B)63509
56℃±1℃,24h±2h 灰白色,圆形,表面光滑,湿润

  a 参比培养基测试菌株一览表见表E.4

表 E.4 参比培养基测试菌株一览表

序号a 中文名 拉丁名 CMCC编号b CICC编号c GDMCC编号d

1 白色念珠菌(白假丝酵母) Candidaalbicans CMCC(F)98001 CICC1965 GDMCC2.178

2 莫氏克罗诺杆菌 Cronobactermuytjensii CMCC(B)45407 CICC25036 GDMCC1.296

3 产黄青霉 Penicilliumchrysogenum CMCC(F)98801 CICC41780 GDMCC3.710

4 大肠埃希氏菌 Escherichiacoli CMCC(B)44102 CICC24106 GDMCC1.223

5 德氏乳杆菌保加利亚亚种
Lactobacillusdelbrueckii
subsp.bulgaricus

CMCC(B)34131 CICC25031 GDMCC1.2783

6 粪肠球菌 Enterococcusfaecalis CMCC(B)32480 CICC25037 GDMCC1.2902

7 干酪乳酪杆菌 Lacticaseibacilluscasei CMCC(B)34135 CICC25035 GDMCC1.2885

8 黑曲霉 Aspergillusniger CMCC(F)98003 CICC2487 GDMCC3.516

9 金黄色葡萄球菌 Staphylococcusaureus CMCC(B)26003 CICC10384 GDMCC1.221

10 桔青霉 Penicilliumcitrinum CMCC(F)98028 CICC41779 GDMCC3.693

11 枯草芽孢杆菌 Bacillussubtilis CMCC(B)63501 CICC10275 GDMCC1.222

12 酿酒酵母 Saccharomycescerevisiae CMCC(F)98018 CICC33482 GDMCC2.243

13 人参土芽孢杆菌 Bacillusginsengihumi CMCC(B)63612 CICC25038 GDMCC1.2919

14 瑞士乳杆菌 Lactobacillushelveticus — CICC6032 —

15 嗜根考克氏菌(藤黄微球菌)
Kocuriarhizophila(Mi-
crococcusluteus)

CMCC(B)28001 CICC10445 GDMCC1.226

16 嗜热链球菌
Streptococcus
thermophilus

CMCC(B)32483 CICC25032 GDMCC1.2800

17 嗜热脂肪地芽孢杆菌
Geobacillus
stearothermophilus

CMCC(B)63509 CICC25039 GDMCC1.301
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表 E.4 参比培养基测试菌株一览表 (续)

序号a 中文名 拉丁名 CMCC编号b CICC编号c GDMCC编号d

18 戊糖乳植物杆菌
Lactiplantibacillus

pentosus
CMCC(B)34133 CICC22707 GDMCC1.2851

19 长双歧杆菌婴儿亚种
Bifidobacteriumlongum
subsp.infantis

CMCC(B)93905 CICC25033 GDMCC1.2817

20 植物乳杆菌(植物乳植物杆菌)
Lactobacillusplantarum
(Lactiplantibacillus

plantarum)
CMCC(B)34134 CICC25034 GDMCC1.2868

  a 为方便检验实验室菌种获取,同一序号菌种如出现不同菌种编号,全部为同一株菌在三家菌种保藏管理中心

注册获得。

  b CMCC代表中国医学细菌保藏管理中心。

  c CICC代表中国工业微生物菌种保藏管理中心。

  d GDMCC代表广东省微生物菌种保藏管理中心。
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附 录 H
螺旋平板法

H.1 一般要求

使用螺旋接种仪将样品接种在平板上。样品接种后,菌落即分布在螺旋轨迹上,随半径的增加分布

得越来越稀。采用特殊的计数栅格,自平板外周向中央对平皿上的菌落进行计数,即可得到样品中微生

物的数量。

H.2 实验步骤

取制备好的适宜稀释度的样品稀释液,以选定的模式接种于试验所用平板,每个稀释度接种两块平

板,接种每一个样品前后均按仪器设定程序对螺旋接种仪进行清洗消毒。
按相同接种模式接种悬浮液作为空白对照。
将平板按标准方法中规定的培养时间和温度进行培养后,计数每个平板菌落数,并记录下来。

H.3 菌落总数的计算和记录

平板上菌落数符合菌落计数仪规定计数范围的为合适范围。如果两个稀释度的四个平板菌落数均

在合适范围内,则将四个平板菌落数的平均值作为每克(毫升)样品中的菌落数;如果只有一个稀释度的

两个平板菌落数在合适范围内,则将这两个平板菌落数的平均值作为每克(毫升)样品中的菌落数。
当低稀释度的两个平板菌落数都少于合适范围的下限时,计算这一稀释度两个平板菌落数的平均

值作为每克(毫升)样品中的菌落数。给这个数注上星号(*),表明该数是从菌落数在计数范围之外的

平板估计所得。当所有平板上的菌落数都超过合适范围的上限时,计算高稀释度两个平板菌落数的平

均值作为每克(毫升)样品中的菌落数,给这个数注上星号(*)。如果所有稀释度的平板都没有菌落,则
以小于1乘以稀释倍数和接种体积作为每克(毫升)样品中的菌落数,给这个数注上星号(*)。

记录时,只有在换算到每克(毫升)样品中的菌落数时,才能定下两位有效数字,第三位数字采用四

舍五入的方法记录。也可将样品的菌落数记录为10的指数形式。

H.4 结果的表述

根据H.3归档计算出每克(毫升)样品的菌落数,固体样品以CFU/g为单位,液体样品以CFU/mL
为单位。
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