Biolog微生物鉴定步骤
一 检测原理

Biolog微生物鉴定系统测试的是微生物在鉴定板中利用或氧化化和物的能力。测试会产生特征性的紫色孔模式，组成代谢指纹。所有必需的营养物质和生化试剂都预先加进96孔板中，四唑紫是一种氧化还原染料，指示碳源的利用情况。.鉴定步骤非常简单，纯化分离到的菌株经扩大培养，再制成接种液加到鉴定板中。在培养过程中，一些孔中的化学物质能被氧化并将显色物质成紫色，对照孔（A-1）和阴性孔仍然为无色。鉴定板在相应的培养条件下培养4-6小时或16-24小时即可形成代谢模式。系统软件自动和数据库对比，如果能找到合适的匹配，就可以得出一个鉴定结果。

二 所需器材和消耗品：

培养基、接种液、巯基乙酸钠、长棉签、接种棒、储液槽、八道移液器、移液器头、浊度仪、浊度标准品、控温培养箱和相应的鉴定板。其中接种液自行配制，接种棒、储液槽可选用国产品牌代替。
三 鉴定步骤：
	Biolog微生物鉴定样品处理步骤

	分离纯化培养基
	BUG+B

通用培养基加羊血
	BUA+B

厌氧培养基加羊血
	BUY

酵母培养基
	2%ME

2%的麦芽汁提取物

	
	革兰氏染色和菌落菌株形态观察

	革兰氏染色结果
	革兰氏阴性
	革兰氏阳性
	厌氧菌
	酵母菌
	丝状真菌

	确认实验
	氧化酶反应阳性
	氧化酶反应阴性、三糖铁实验A/A或K/A
	需在巧克力培养基上或需要6.5% CO2培养
	
	
	
	

	确认实验
	氧化酶反应阴性、三糖铁实验K/K或K/Aw
	
	
	
	
	
	

	微生物类型
	GN-NENT
非肠道菌
	GN-ENT
肠道菌
	GN-FAS
苛生菌
	GP-COCCUS-ROD杆球菌、GP-COCCUS球菌、GP-ROD杆菌
	GP-ROD

（芽孢杆菌）
	AN

厌氧菌
	YT

酵母菌
	FF

丝状真菌

	扩大培养基
	BUG+B
	BUG+B
	巧克力培养基
	BUG+B
	BUG+M+T
	BUA+B
	BUY
	2%ME

	培养温度
	30℃
	35-37℃
	35-37℃
	35-37℃
	30℃
	35-37℃
	26℃
	26℃

	培养气体
	空气
	空气
	6.5% CO2
	空气或6.5% CO2
	空气
	无氢气的厌氧环境
	空气
	空气

	接种液类型
	GN/GP-IF
	GN/GP-IF+T
	GN/GP-IF+T
	GN/GP-IF+T
	GN/GP-IF
	AN-IF
	水
	FF-IF

	接种浊度/

浊度标准管
	52%T

GN-NENT
	61%T

GN-ENT
	20%T

GP-COC&GP-ROD&GN-FAS
	20%T

GP-COC&GP-ROD&GN-FAS
	28%T

GP-ROD SB
	65%T

AN
	47%T

YT
	75%T

FF

	鉴定板类型/

每孔菌悬液的量
	GN2

150μl
	GN2

150μl
	GN2

150μl
	GP2

150μl
	GP2

150μl
	AN

100μl
	YT

100μl
	FF

100μl

	培养时间（小时）
	4-6,16-24
	4-6,16-24
	4-6,16-24
	4-6,16-24
	4-6,16-24
	20-24
	24,48,72
	24,48,72,96



第一步：

在用户自己的培养基上纯化菌株，如果菌株为冻干或冷冻样品，需要传代培养2-3代，让菌株恢复活力。

对纯化好的菌株做革兰氏染色，确定菌株是革兰氏阴性还是阳性。观察菌落外部形态或用显微镜观察菌株形态，确定是酵母还是丝状真菌，是球菌还是杆菌。

如果是革兰氏阴性菌，还需要最终确认是肠道菌、非肠道菌或苛生菌。方法是，氧化酶阳性或氧化酶阴性但三糖铁实验为K/K或K/Aw，则该菌株为非肠道菌(GN-NENT)，氧化酶阴性以及三糖铁实验为A/A或K/A，则该菌株为肠道菌(GN-ENT)。如果菌株①需要在巧克力培养基上或需要6.5% CO2培养，②在BUG+B培养基上生长非常差，形成针尖大小的菌落，那么可以认为这些菌是苛生菌(GN-FAS)。大多数苛生菌都是从哺乳动物的呼吸道里分离出来的，如Actinobacillus, Alysiella, Brucella, Capnocytophaga, CDC Group DF-3, CDC Group EF-4, Eikenella, Haemophilus, Kingella, Moraxella, Neisseria, Simonsiella, Suttonella,和Taylorella。

如果是革兰氏阳性菌，用革兰氏染色可以很容易的区分球菌和杆菌，推荐再做一个过氧化氢酶实验，最终确定是球菌还是杆菌。通过革兰氏染色或观察菌落形态可以区分出芽孢杆菌。

微生物的扩大培养应该用Biolog推荐的培养基和培养条件，以便使微生物达到最佳的代谢活性，进而准确的和数据库中的代谢模式匹配。

微生物应该是新鲜的，确保其处于指数增长期，因为一些菌株在达到稳定期时会失去生存能力或代谢活性，推荐的培养周期为4-24个小时。
如果扩大培养的量不足以配制相应的浊度，可以培养多个平板，培养时间可以延长到48个小时。

第二步：

首先确定浊度仪没开启电源的时候，指针应指在0%，如果没有，用螺丝刀调整。开启电源，取未开盖的装有接种液的试管，擦干净管壁，放入浊度仪，指针应指在100%，如果没有，旋动右方旋钮。然后用浊度标准管检验，读数在±2%都是正常的。要使用哪管接种液，就用相应的试管做100%校正，不要在浊度仪的光路中旋转试管。
  在鉴定革兰氏阴性肠道菌和苛生菌的时候，在接种液里应该加准确三滴巯基乙酸钠。巯基乙酸钠的作用是抑制芽孢形成，并且可以部分或完全的抑制A-1或其它孔由于微生物利用自身分泌的聚多糖荚膜而出现的紫色。一些非肠道菌液需要添加巯基乙酸钠。

    按照下列步骤制备均匀的菌悬液：用接种液将棉签稍微浸湿，用棉签在菌落上面轻轻的滚动可以将菌落取到接种液中，从而不会将培养基或其它营养物质带入接种液。先取单菌落，不够再取生长紧密的菌落。在试管内壁接种液液面的上方，旋转挤压棉签可以将菌落团分散。然后上下移动棉签，将分散的菌落和接种液充分混合形成均一，无菌团的菌悬液。如果菌悬液有菌团，可以让菌团沉到管底。

  调整浊度直至达到允许的范围，增加接种液或添加菌落可以降低或升高菌悬液的密度。
  将菌悬液接种到鉴定板上，不要超过20分钟。如果长时间部接种到鉴定板上，一些菌会失去代谢活性。
第三步：
  将鉴定板编上相应的号码。把菌悬液倒入储液槽，不要全部倒入，因为试管底部可能有未分散的菌团。按照不同的鉴定板所需的加样量进行移液器的程序选择，将移液器头安放到移液器上，必要时可以用手加固，以免造成上方漏气。吸取菌悬液，观察每个移液器头中的液面是否一致，如果不一致，放出菌悬液，加固移液器头。加完菌悬液后，盖上盖子。

第四步：

    培养环境根据所鉴定的菌株种类而定。准备一个塑料容器，在底部铺上湿纸巾，把鉴定板放在纸巾上，可以防止鉴定板外缘孔水分的蒸发。对于革兰氏阴性阳性菌，鉴定板培养4-6个小时可以进行一次读数，过夜培养（16-24个小时）可再进行一次读数。厌氧菌在培养20-24个小时后进行一次读数即可。酵母和丝状真菌所需培养时间稍长，一般间隔24个小时读一次数。
第五步：

    开启读数仪和电脑，打开Biolog软件，并对读数仪进行初始化，设置好各项参数（培养时间、菌株名称、菌株编号、菌株类型），用纸巾擦干净培养好的鉴定板底部，放入读数仪，A-1孔位于左上方。即可点击“Read This”进行读数。鉴定结果自动显示在屏幕下方，将所得数据进行保存即可。
四  注意事项

为了得到准确和可重复性的结果，务必注意下列事项。

1. 所要进行鉴定的微生物必须是纯种，此系统不是为在混合菌群中鉴定单一菌种而设计的。

2. 在鉴定之前，选择合适的培养基和进行适量的传代培养是非常重要的。在接种之前，许多菌种会因为培养条件的不同而产生不同的代谢模式。

3. 在操作过程中必须使用无菌器材和进行无菌操作，杂菌的污染会干扰结果。

4. 大多数消耗品为一次使用，重复使用的如试管，移液器枪头必须把去污剂清洗干净。

5. 在将菌悬液接种到鉴定板之前，应把鉴定板拿出冰箱，让鉴定板恢复到常温。因为有些菌种（如Neisseria ）对温度的快速变化很敏感。

6. 仔细校正浊度计，接种菌悬液的浊度应在规定的范围内。

7. 鉴定板中包含多种对温度和光照敏感的物质，如果个别孔出现棕黑色，说明碳源已经被降解。有时候，在保质期内或超过保质期不长的时间里，个别孔会出现黄色或粉红色，这是正常的。

8. Biolog是基于测试活菌的代谢特性。一些菌在很短的时间里会由于温度、pH和渗透压的压力而丧失代谢活性。所以为了获得良好的鉴定结果必须确保菌种为活菌，操作要小心。

9. 为了延长鉴定板的保质期限，应在2-8℃的条件下避光保存。

生态板（ECO）
一 鉴定步骤

①土壤样品的采集，将土壤样品加入到灭菌水里接种。30 min后，用移液枪取1 mL污泥到1．5mL离心管中。
②在10 000 r／min下离心20 min，弃去上清液，加1 mL生理盐水，在振荡器上振动5 min使之混匀；再于10 000 r／min下离心20 min，重复2次，除去其中的碳源；弃去上清液，加1 mL生理盐水，在振荡器上振动5 min使之混匀，于2 000 r／min下离心1 min。
③ 取上清液倒人装有20 mL已灭菌生理盐水(NaC1，0．85％)的试管中，并使其OD590维持在0．13±0．02。
④ 将上述稀释液加入Biolog ECO微平板中，(150 L／孔)，然后在20℃下培养，每隔12 h用Biolog细菌自动读数仪读取数据，连续测定10 d。
二 数据处理方法（采用SAS 统计软件进行多样性指数差异显著分析和主成分分析）
 eq \o\ac(○,1)采用Biolog微平板培养120h的数据进行数据统计，采用Shannon指数、Shannon均匀度、Simpson指数、Mclniosh指数和Mclniosh均匀度各种多样性指数来反映细菌群落代谢功能的多样性。

 eq \o\ac(○,2)Biolog ECO 平板反应一般采用每孔颜色平均变化率(AWCD)来描述。计算公式为：{AWCD=[Σ(Ci—R)]／31}。其中，Ci是除对照孔外各孔吸光度值，R是对照孔吸光度值。

 eq \o\ac(○,3)通过主成分分析(PCA)将Biolog 生态板(ECO) 平板的31种碳源的测定结果形成的描述细菌群落代谢特征的多元向量变换为互不相关的主元向量（PC1和PC2是主元向量的分量），在降维后的主元向量空间中可以用点的位置直观地反映出不同细菌群落的代谢特征。
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