实验室发酵罐真菌培养染菌如何排查及如何处理

[bookmark: _GoBack]一、污染初步判断与紧急处理
观察污染特征

菌体形态：取发酵液镜检（染色或直接观察），真菌通常表现为菌丝体、孢子或酵母状细胞。

色素表现：红色、黄色或黑色色素可能提示不同真菌（如红曲霉产红色素，黑曲霉产黑色素）。

发酵异常：pH异常波动、溶氧急剧变化、泡沫增多或产物产量下降。

紧急终止发酵

立即停止搅拌与通气，关闭所有阀门，避免污染扩散。

对污染发酵液进行高温灭活（121℃灭菌20分钟），防止交叉污染。


二、污染源系统性排查流程
1. 设备灭菌环节
	排查点
	检查方法
	解决方案

	罐体灭菌
	确认灭菌温度（121℃）与时间（≥20分钟）是否达标，检查灭菌记录与温度探头校准。
	重新校准温度传感器，延长灭菌时间至30分钟，确保罐内无死角（如取样阀、电极接口）。

	空气过滤器
	检查滤芯是否破损或潮湿，灭菌后是否彻底干燥（潮湿滤芯易滋生真菌）。
	更换0.22μm疏水性空气滤芯，灭菌后烘干或使用一次性滤器。

	管路与阀门
	拆卸检查管道内壁是否有残留物或生物膜，特别是死角（如取样管、补料管）。
	使用碱性清洗剂（如1M NaOH）浸泡管路，灭菌前用纯水彻底冲洗。


2. 操作过程污染
	排查点
	检查方法
	解决方案

	接种操作
	检查超净台或生物安全柜的灭菌效果，接种工具（移液管、针头）是否污染。
	接种前对操作台进行紫外灭菌30分钟，使用一次性无菌耗材。

	取样与补料
	回顾操作记录，确认取样时是否严格无菌（如火焰封口），补料瓶是否灭菌彻底。
	改用无菌注射器取样，补料液单独灭菌后通过无菌接口注入。

	人员操作
	检查操作者是否穿戴无菌手套、口罩，是否在操作中频繁开关罐盖。
	加强操作培训，规范无菌操作流程（如限制罐盖开启时间）。


3. 培养基与种子液
	排查点
	检查方法
	解决方案

	培养基灭菌
	验证培养基灭菌后是否残留耐热芽孢（如进行空白培养试验）。
	对含糖培养基采用分级灭菌（如115℃ 20分钟，连续3天），或使用0.22μm滤膜除菌。

	种子液纯度
	对种子液进行平板划线（PDA培养基）和镜检，确认是否携带真菌孢子。
	更换种子批次，对种子液增加抗真菌剂（如0.1%山梨酸钾，需验证对宿主无毒性）。


4. 环境与辅助系统
	排查点
	检查方法
	解决方案

	实验室环境
	检测空气沉降菌（暴露PDA平板30分钟），若真菌菌落＞3 CFU/皿，提示空气污染严重。
	安装高效空气过滤器（HEPA），定期熏蒸消毒（如过氧化氢雾化）。

	冷却水系统
	检查冷却水管路是否泄漏，水中是否含真菌（如取样培养）。
	使用去离子水并添加抑菌剂（如0.02%次氯酸钠），定期更换冷却水。



三、真菌污染鉴定与抑制

污染菌种鉴定
平板培养：将污染液接种至PDA培养基（28℃培养2-3天），观察菌落形态与色素（如曲霉呈绒毛状，产黑色/绿色孢子）。
分子鉴定：提取DNA进行ITS区域测序（通用引物ITS1/ITS4），比对GenBank数据库确认种属。

针对性抑菌措施

物理清除：对罐体进行CIP清洗（1% NaOH + 0.1% SDS，80℃循环1小时）。

化学处理：使用抗真菌剂（如0.05%两性霉素B或0.1%苯甲酸），需验证对生产菌无抑制。
工艺调整：降低发酵温度（如从30℃降至25℃）或提高搅拌速率，抑制真菌生长。


四、预防措施与验证

灭菌验证

使用生物指示剂（如嗜热脂肪芽孢杆菌片）验证灭菌效果，确保Fo值＞15分钟。
对罐体进行保压测试（0.12MPa维持30分钟），确认无泄漏。

周期性维护
每月更换空气滤芯，每季度校准pH/DO电极。
建立污染事件记录表，分析高频污染环节（如70%污染源于空气系统）。


五、案例参考
某实验室5L罐反复出现红色色素污染，经排查发现：
污染源：空气过滤器灭菌后未烘干，滤芯内部滋生红曲霉；

解决方案：更换为一次性空气过滤器，灭菌后增加烘干程序（60℃烘箱2小时），污染率从20%降至0.5%。


