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曰

本标准按照 GB/T11—⒛09给出的规则起草 .

本标准代替 sN O172— 1992《 出口食品中金黄色葡萄球菌检验方法》。

本标准与 sN O172—1992相 比,主要技术变化如下 :

——将原标准名称《出口食品中金黄色葡萄球菌检验方法》修订为《进出口食品中金黄色葡萄球菌

检验方法》。

——将原标准的范围修订为 :“ 本标准适用于进出口食品中金黄色葡萄球菌检验
”

;

——在仪器和设备中增加了 pH计、天平 、均质器并在检样制备中增加了拍击式均质器的拍击速度

及时间 .

本标准由国家认证认可监督管理委员会提出并归 口。

本标准起草单位 :中 华人 民共和国天津 出人境检验检疫局、中华人 民共和 国山东 出人境检验检

疫局。

本标准主要起草人 :赵宏、高旗利、雷质文 、张海滨、张宏伟 、魏亚东、赵 良娟、侯丽萍、张曼、李正义、

唐静 、张健 、马维兴。

本标准所代替标准的历次版本发布情况为 :

———sN O172— 1992。
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进出口食品中金黄色葡萄球菌检验方法

1 范围

本标准规定了进出口食品中金黄色葡萄球菌的检验方法。

本标准适用于进出口食品中金黄色葡萄球菌的检验。

2 规范性引用文件

下列文仵对于本文件的应用是必不可少的。凡是注 日期的引用文件 ,仅 注 日期的版本适用于本文

件 ,凡是不注 日期的引用文件 ,其最新版本 (包括所有的修改单 )适用于本文件。

sN/T15381 培养基制备指南 第 1部分 :实 验室培养基制备质量保证通则

sN/T15382 培养基制各指南 第 2部分 :培养基性能测试实用指南

3 检验方法

31 培养基和试剂

311 普通肉汤培养基 :见附录 A第 A1章 。

312 胰蛋白胨大豆肉汤 :见 附录 A第 A2章 。

313 B茁 rd Pall【 er培养基(BP):见附录 A第 A.3章 .

314 甲苯胺蓝-DNA琼 脂 :见 附录 A第 A4章 。

315 生理盐水 :见附录 A第 A5章 。

316 凝固酶试验兔血浆 :见 附录 A第 A6章 。

32 设备与材料

321 供常规平板计数用的基本设备与材料。

322 L形 玻璃捧。

323pH计 .

324 天平 :精 确至 0]g。

325 均质器或拍击式均质器。

326 无菌均质杯或均质袋(Nasco WHIRI'PAK240Z″ 10mI'或相当者 )。

33 检样制备

331 固体或半固体食品以无菌操作称取 25g样 品 ,放 人装有 225mI'灭 菌生理盐水的灭菌均质杯

(无菌均质袋
^内

,于 8000r/min均 质 1min~2min或 用拍打式均质器以每秒 6次~9次挤压 、拍击

l min,制 成 1:10样 品匀液。

332 液体食品用灭菌吸管吸取 25mL样 品 ,放人装有 225mI'灭菌生理盐水的灭菌玻璃瓶内(瓶 内

预置适当数量的玻璃珠 ),经充分振摇制成 1:10样品匀液。

333 供计数检验时 ,可 按十进位递增稀释法将样品匀液再进行适当稀释。
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34 操作步骤

341 最可能数(MPN)测 定法

3411 适用于检测认为带有大量竞争菌的食品及其原料和含少量金黄色葡萄球菌的食品。

3412 选 3个连续稀释度 ,从每个稀释度分别取 1mL稀释样品液 ,接种 3管含 10%氯 化钠胰蛋 白

胨大豆肉汤。样品的最高稀释度应达到能获得阴性终点 ,置 36℃ ±1℃培养 刂8h。

3413 用 3mm接 种环 ,从有细菌生长的各管中移取 1环 ,划 线接种于表面干燥的 BP琼脂平板 ,置

36℃ ±1℃ 培养 45h~48h。

3414 从有细菌生长的每一平板上至少挑取 5个可疑金黄色葡萄球菌菌落 (参见附录 B),移种到普

通肉汤培养基中 ,置 36℃ ± 1

3.41,5 取肉汤培养物 03 mm× 100mm试管内充分混合 ,置

36℃ ±1℃ 培养 ,定时观察 完全凝 固 ,使试管倒置或倾斜时不

流动者为阳性。试验中需同时做已知阳性和 可疑结果进行覃兰氏染色 ,镜 检和其

他辅助试验匚女口:耐热核酸酶试验 (参见附

342 平板表面计数法

3.421 适用于检查金黄色 口口 。

3.42.2 选 3个连续稀释度 , ,接种至 3个表面干燥的 BP琼脂平

板上 (女口:0逛 mL—03mL
3423 以 L形玻璃棒将接种物涂布于琼脂表面 , 到平板边缘 ,将平板正置直至接种物被培养

基吸收 ,将平板翻转 ,36℃ ±1℃

3424 挑选有 20个 ~⒛ o

别计算和记录每-类型的菌

落数大于 ⒛0,其 中有些菌

亦可用这些平板进行金黄

3.425 从可计数的各类

34.3 定性检测法

5h^ˇ

平

低

种菌落皆类似金黄色葡萄球菌 ,则 分

于 ⒛ 时 ,仍可选用。如平板上的菌

其高倍稀释度未出现典型菌落者 ,

在内。

菌落进行凝固酶试验。

343 1
2h。

34,3,2

3433
2h。

3.434

取 1:10稀 释的样 蛋 白胨大豆肉汤中,36℃ ±1℃ 培养

再加人 ⒛ mL含 ⒛ %氯化钠的单料胰蛋白胨大豆肉汤 ,36℃ ±1℃ 培养 24h± 2h。

取上述培养物 02mL,分别涂布于 2个表面干燥的 BP琼脂平板上 ,36℃ ±1℃ 培养 46h±

从每个平板上至少挑取 2个 以上典型或可疑金黄色葡萄球菌菌落进行凝固酶试验。

3.5 结果的计算与报告

3.5.1 最可能数(MPN)法 的估算与报告

35.1.1 计算每个稀释样液得到的阳性反应管数 .

3,51.2 若一管次培养物中所挑选的典型菌落中有一个为凝 固酶阳性 ,则 该供试培养物的管应视为

阳性。

3513 根据所确认的阳性管数 ,用 最可能数 (MPN)表 (见 附录 D)估算并报告每克或每毫升试样的

金黄色葡萄球菌最可能数。以 MPN/g或 MPN/mL报告。
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352 平板表面计数的计算与报告

352i -般 原则

用所选择计数的每个平板上典型和可疑金黄色葡萄球菌的菌落总数 ,乘 以相应平板上已确认为金

黄色葡萄球菌的菌落数与所挑取的 5个有代表性的菌落数之比,以 此求出所选用的同一稀释度两个计

数平板上的金黄色葡萄球菌菌落数并计算平均值 ,再乘以该稀释倍数 ,得 出金黄色葡萄球菌 CFU/g或

CFU/mL。 例如 :在 101样液的两个平板中分别有 85个 和 80个菌落 ,而确认在 5个菌落中分别有

刂个和 3个为金黄色葡萄球菌 ,那 么每克或每毫升食品的金黄色葡萄球菌数为 (85× 4/5+80× 3/5)/

2× 10==580。

3522 无特征性菌落

对于测试试样最低稀释

数 CFU/g或 CFU/mL。

353 定性法报告

,结果应报告小于 1乘以最低稀释倍

3.5.31 报告阴性结果 :未检 g(25mL)。

3532 报告阳性结果 :检
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附 录 A
(规范性附录 )

培养基与试剂

A1 一般要求

为保证培养基的质量 ,应按 SN/T15381和 SN/T15382进行培养基的制备与性能测试 .若使
用商售的脱水合成培养基 ,应选用国内外通过 Iso9000质 量体系认证生产厂商的产品并按其说明制各
和使用。

A2 普通肉汤培养基

A21 成分

牛肉膏

氯化钠

蛋白胨

蒸馏水

A.22 制法

50g

50g

200g

10000mL

将以上成分混合加热溶化 ,调至 pH74~76,分装试管 ,121℃高压灭菌 30min。

A3 胰蛋白胨大豆肉汤

A31 成分

胰蛋 白胨           17og
植物蛋 白胨           3og
氯化钠             5og
磷酸氢二钾(K2HPo4)      25g

葡萄糖             25g
蒸馏水             1ooo o mI'

A32制 法

将各成分溶于蒸馏水中 ,必 要时加热使完全溶解 ,分装于试管或玻瓶中,121℃ 高压灭菌 15min,最

终 pH73± 02。

注 :制备双料胰蛋 白胨大豆肉汤时 ,除 蒸馏水外 ,其 他成分加倍 .配制 l0%或 2。 %氯化钠胰蛋 白胨大豆 肉汤时 ,可

将氯化钠量增加至所需浓度 .

A4 Baird-Parker培 养基

A41 成分

胰蛋白胨            1oOg
4
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牛肉膏

酵母膏

丙酮酸钠

甘氨酸

氯化锂 (Llα ·6H2O)

琼脂

蒸馏水

A42 制法

5.Og

1.0g

100g

120g

50g

20 0g

950 0mL

03g

100g

11mg

100g

o 083g

6.1g

1 000 0mI'

8.5g

1000 0mL

将各成分加于蒸馏水中 ,加 热煮沸使完全溶解 ,冷 至 25℃ ,调 至 pH70± 02,分装每瓶 95mL,
121℃ 高压灭菌 15min,临用时加热熔化琼脂 ,冷至 50℃ 左右 ,于每 95mL加人预热至 50℃ 的卵黄亚

碲酸钾增菌剂 5mI'。 摇匀后倾注平皿培养基 ,应是致密不透明的 ,使用前在冰箱贮存不得超过 48h。

A4.3 卵黄亚碲酸钾增菌剂配制

将新鲜鸡蛋浸泡在适当的氯化汞(HgC12)溶液 (1:1000)中 约 1min,以无菌操作打开鸡蛋 ,使 蛋

黄与蛋白分开 ,将蛋黄加于生理盐水中(30%)充分摇匀 ,于 50mL蛋黄乳液中加人 10mL过滤除菌的

1%亚碲酸钾水溶液 ,混匀 ,4℃ ±1℃贮存。

A5 甲苯胺蓝-DNA琼脂

A51 成分

脱氧核糖核酸(DNA)

琼脂

氯化钙 (Cac12无 水 )

氯化钠

甲苯胺蓝 (O)

三羟甲基氨基甲烷

蒸馏水

A52 制法

A61 成分

氯化钠

蒸馏水

A62 制法

将三羟甲基氨基甲烷溶解于蒸馏水中 ,调 至 pH90,除甲苯胺蓝 (o)外将其余各项成分加热使溶

解。再将甲苯胺蓝(o)溶 于培养基中。分装于塞有橡皮塞的烧瓶中。如立即使用可不需灭菌。已灭菌

的培养基在室温可存放 4个月无变化 ,并经数次熔化后仍可使用。

A6 生理盐水

将氯化钠溶于蒸馏水中 ,分装于适当容器中 ,121℃ 高压灭菌 15min。
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A7 凝固酶试验免血浆

临用时取 38%(取柠檬酸钠 38g加蒸馏水 100mI',待 溶解后过滤 ,121℃ 高压灭菌 15min)柠檬

酸钠 1份 ,加 人新鲜兔血 4份 ,混匀后放冰箱中使用球沉降(或 以 3000g离心 30min)后取上清液进行

试验。也可采用等效的商品化凝固酶试剂。
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附 录 B
(资 料性附录 )

典型或可疑金黄色葡萄球菌菌落

金黄色葡萄球菌的单个菌落在 BP琼脂一平板上呈 圆形 ,表 面光滑、凸起 、湿润、直径 2mnl~
3mm。灰黑色至黑色 ,有光泽 ,常有浅色 (非 白色 )的 边缘 ,周 围绕 以不透明圈 (沉 淀),其外常有-清 晰

带。当用接种针触及菌落时具有黄油样粘稠感。有时可见到不分解脂肪的菌株 ,除 没有不透明圈和清

晰带外 ,其他外观基本相同。从长期贮存的冷冻或脱水食品中分离的菌落 ,其 黑色常较典型菌落浅些 ,

且外观可能较粗糙 ,质地较干燥。
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附 录 C
(资 料性附录 )

耐热核酸酶试验

C,1 取 3mL甲 苯胺蓝-DNA琼 脂平铺于载玻片上制成标本片。

C.2 待琼脂凝固后 ,在琼脂上打成直径 2mm的 小洞 (每 个载玻片 10个 ~12个 ),抽 出小洞 中的琼

脂块。

C.3 加人约 001mL加 过热 (在水浴中煮沸 15min)的 供凝固酶试验的肉汤培养物至所制备载玻片上

的小洞中。

C.4 将载玻片置湿室中 ,于 35℃ 培养 砍h。

C5 阳性反应为在小洞周围形成至少扩展约 lmm的 浅粉红色的晕圈。
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附 录 D
(规 范性附录 )

金黄色葡萄球菌的最可能数(MPN)检 索表

表 D1 每克 (亳 升 )样品中最可能数(MPN)表 D

阳性管数组合
MPN/g或 MPN/mL

95%置信限

o 10 0 0l 0 001 下限值 上限值

0 o o (30 95

o 0 l 30 0 15 96

0 1 0 30 0 15 11

0 l 1 6 1 12 18

0 2 o 62 1 2 18

0 3 0 94 36

l o o 36 o 17 18

l 0 1 72 13 18

1 0 2 11 36

1 1 0 74 1 3

l 1 1 11 36

1 2 o 11 36

l 2 1 15 ⒕ 5 d2

1 3 o 16 1去

2 O 0 92 14

2 o l 14 36 42

2 o 2 45 42

2 l 0 15 37 衽2

2 1 1 45 逐2

2 1 2 27 87

2 2 o 45

2 2 1 28 87

2 2 2 35 87

2 3 o 29 87 94

2 3 1 87

3 0 o 23 46

3 0 1 87 110
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表 D.1 每克(毫升)样 品中最可能数(MPN)表 D(续
)

阳 Lr管数组合
MPN/g或 MPN/mL

95%置信限

0 10 0 01 o 001 下限值 上限值

3 0 2 64 17

3 1 0 43 9

3 1 1 ?5 1?

3 1 2 衽20

3 1
⋯ ■   4。

3 2 420

3 2 420

3 2 2 J
'  4。3 2 3 ■ Γ 1 000

3 3 0Ⅱ
■ / 1 000

3 3 ■ %60 180 2000

3 3 4100

3 3

1) 表内所列接种量如改用 10g(mL罚r孱环盂tπ钿庞己i亓卩窘W薮宫砬相应降低 10倍 ;如 改用 001g
(mI')、 0001g(mI')、 0000lg(m0时 ,则表内数字应归■■■■■■L界余类推 ,
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