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摘 　 要:目的 　 鉴于当前食源性致病菌药敏性测定用质控菌对常用抗生素较敏感,而我国分离的大部分菌株对常

用抗生素较耐受,药敏性测定时需选择的抗生素浓度范围非常大,导致抗生素浪费,测试结果不准确。 方法 　 本研

究研制了 5 种抗生素最小抑菌浓度(MIC)赋值明确、可用于食源性致病菌(乌普萨拉沙门氏菌、苏卜拉沙门氏菌、

汤普森沙门氏菌、印第安纳沙门氏菌、肠炎沙门氏菌)对常见抗生素(链霉素、庆大霉素、氯霉素、头孢西丁、氨苄西

林等)药敏性检测用的菌株标准样品。 采用琼脂稀释法和微量肉汤稀释法测定菌株的药敏性,使用真空冷冻干燥

方法制备参考菌株标准样品。 结果 　 分别研制得到链霉素、庆大霉素、氯霉素、头孢西丁、氨苄西林 MICs 赋值明确

的参考菌株,菌株药敏性遗传稳定、均匀性和贮存稳定性良好。 分别在 37
 

℃ 、4
 

℃ 和 - 80
 

℃ 条件下贮存 13、90、

360
 

d 后,活菌量基本维持在 105
 

CFU / 瓶以上,确定的耐药表型均可检出,抗生素 MICs 值未出现较大波动或漂移。

结论 　 符合我国食源性致病菌耐药特性、抗生素 MICs 赋值明确菌株标准样品的研制,将有助于丰富我国参考菌株

种类,可以进一步加强耐药菌监测,确保食品安全。
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Abstract:
  

Objective　 Based
 

on
 

the
 

fact
 

that
 

the
 

quality
 

control
 

bacteria
 

used
 

for
 

bacterial
 

drug
 

sensitivity
 

determination
 

are
 

commonly
 

sensitive
 

to
 

antibiotics,
 

while
 

most
 

foodborne
 

pathogens
 

isolated
 

in
 

China
 

are
 

relatively
 

tolerant
 

to
 

these
 

antibiotics,
 

the
 

concentration
 

range
 

of
 

antibiotics
 

used
 

for
 

antimicrobial
 

sensitivity
 

test
 

is
 

very
 

wide,
 

which
 

resulting
 

in
 

antibiotic
 

wastes
 

and
 

inaccurate
 

test
 

result.
 

Methods　 In
 

this
 

study,
 

five
 

standard
 

samples
 

with
 

clear
 

minimum
 

inhibitory
 

concentration
 

( MIC)
 

were
 

successfully
 

developed
 

for
 

sensitivity
 

test
 

of
 

common
 

antibiotics ( streptomycin,
 

gentamicin,
 

chloramphenicol,
 

cefoxitin
 

and
 

ampicillin ) .
 

Agar
 

dilution
 

and
 

microbroth
 

dilution
 

method
  

were
 

respectively
 

used
 

to
 

determine
 

the
 

susceptibility
 

of
 

isolates
 

to
 

the
 

antibiotics,
 

the
 

reference
 

strains
 

were
 

developed
 

via
 

vacuum
 

freeze-drying.
 

Results　 The
 

reference
 

strains
 

with
 

clear
 

MICs
 

assignment
 

of
 

streptomycin,
 

gentamicin,
 

chloramphenicol,
 

cefoxitin
 

and
 

ampicillin
 

were
 

developed
 

respectively.
 

The
 

antibiotic
 

susceptibility
 

of
 

the
 

reference
 

strains
 

was
 

genetically
 

stable,
 

and
 

the
 

uniform
 

and
 

storage
 

stability
 

of
 

them
 

were
 

good.
 

When
 

stored
 

at
 

37
 

℃
 

for
 

13
 

d,
 

4
 

℃
 

for
 

90
 

d
 

and
 

- 80
 

℃
 

for
 

360
 

d,
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respectively,
 

the
 

viable
 

bacteria
 

number
 

basically
 

remained
 

above
 

105
 

CFU / vial.
 

All
 

confirmed
 

antibiotic
 

resistance
 

phenotypes
 

could
 

be
 

detected,
 

and
 

the
 

MICs
 

value
 

of
 

the
 

certain
 

antibiotics
 

did
 

not
 

show
 

apparent
 

fluctuation
 

or
 

drift.
 

Conclusion 　 The
 

development
 

of
 

reference
 

strains
 

that
 

in
 

line
 

with
 

the
 

characteristics
 

of
 

drug
 

resistance
 

of
 

foodborne
 

pathogens
 

in
 

China
 

with
 

clear
 

MICs
 

assignment
 

to
 

certain
 

antibiotics
 

would
 

help
 

to
 

enrich
 

the
 

types
 

of
 

reference
 

strains
 

in
 

China,
 

and
 

further
 

strengthen
 

the
 

monitoring
 

of
 

drug-resistant
 

bacteria
 

to
 

ensure
 

food
 

safety
 

and
 

public
 

health.
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　 　 随着经济的高速发展,食品种类日益丰富,食

品成分复杂多样,安全问题也逐渐凸显 [ 1] 。 虽然我

国为确保食品安全做出了巨大努力,但每年仍会发

生各种因微生物引起的食源性疾病和食品召回事

件 [ 2] 。 抗生素的使用有效降低了食源性疾病的发

生率和致死率,在食源性疾病治疗中发挥了不可替

代的作用 [ 3] 。 然而,由于抗生素在多领域长期使用

乃至滥用,导致了多重耐药和泛耐药菌的产生,使

抗生素药物疗效显著下降,大大加剧了食源性致病

菌给食品安全和人类健康带来的巨大威胁 [ 4-5] 。
对食源性致病菌药敏性的准确检测有利于更

好地保证食品安全 [ 6] 。 传统的药敏性检测方法主

要有琼脂稀释法、纸片扩散法和微量肉汤稀释法

等 [ 7-8] ,也有 E-test 和全自动药敏测定仪等现代方

法 [ 9-10] 。 这些方法均可用于检测食源性致病菌对抗

生素的敏感性,但仍存在不同方法所得结果具有误

差、结果间可比性不强的问题。 目前,国内外药敏

性测 定 一 般 遵 循 美 国 临 床 和 实 验 室 标 准 协 会

( Clinical
 

Laboratory
 

Standard
 

Institute,
 

CLSI)制定的

方 法 [ 11] , 使 用 ATCC25922、 ATCC29212、
ATCC35218 和 ATCC25923 等作为质控菌株,但这

些参考菌株对常用抗生素比较敏感,而我国大部

分食源性致病菌分离株对常用抗生素较耐受,抗

生 素 的 最 小 抑 菌 浓 度 ( Minimum
 

inhibitory
 

concentration,
 

MIC)值一般较高。 因此,药敏性测

定过程需要准备十几种不同浓度的抗生素平板或

肉汤,造成严重浪费, 极大增加了试验成本。 另

外,低浓度抗生素需要使用较高浓度的抗生素贮

存液稀释,过度稀释也会导致检测结果不准确。
因此,使用抗生素 MIC 值相对较高且赋值明确的

参考菌株作为我国食源性致病菌药敏性测定用标

准菌株具有实际意义和价值。 然而,国内外目前

并无此类参考菌株。 本研究筛选使用耐药水平较

高、抗生素 MIC 赋值明确、药敏性遗传稳定的沙门

氏菌,研制适于我国食源性致病菌药敏性特点、可
用于药敏性测定的参考菌株,旨在实现对致病菌

药敏性检测的标准化,丰富和完善我国细菌菌体

标准物质的种类,为逐步摆脱食品检验对进口菌

株参考物质高度依赖问题提供技术支撑。

1　 材料与方法

1. 1　 供试菌株

5 株供试菌由实验室前期分别于 2008、2010、
2011、2012 和 2013 年采集自广东、北京、福建、上

海、陕西、河南和四川等地分离的 2
 

983 株沙门氏菌

中筛选得到,保存于- 80
 

℃ 超低温冰箱。 供试菌已

获得中国医学细菌保藏中心 ( National
 

Center
 

for
 

Medical
 

Culture
 

Collections,
 

CMCC) 保藏号 ( 表 1) 。
沙门氏菌标准菌株鼠伤寒沙门氏菌 LT2( Salmonella

 

Typhimurium
 

LT2) ,药敏性测定用质控菌株大肠杆

菌 ATCC25922(Escherichia
 

coli
 

ATCC25922) 、大肠杆

菌 ATCC35218(Escherichia
 

coli
 

ATCC35218) 和粪肠

球菌 ATCC29212 (Enterococcus
 

faecalis
 

ATCC29212)
由中国食品药品检定研究院惠赠。

表 1　 5 株用于制备参考菌株的沙门氏菌信息

Table
 

1　 Information
 

of
 

5
 

Salmonella
 

strains
 

for
 

reference
 

strain
 

preparation
菌株编号 血清型 菌株 16S

 

rDNA
 

NCBI 登录号 CMCC 保藏号

RM_AST_SM
 

102 乌普萨拉沙门氏菌 MK809204 CMCC
 

47526

RM_AST_SM
 

121 苏卜拉沙门氏菌 MK809212 CMCC
 

47559

RM_AST_SM
 

122 汤普森沙门氏菌 MK809213 CMCC
 

47558

RM_AST_SM
 

126 印第安纳沙门氏菌 MK809214 CMCC
 

47531

RM_AST_SM
 

160 肠炎沙门氏菌 MK809224 CMCC
 

47551

1. 2　 主要仪器与试剂

- 80
 

℃ 超 低 温 冰 箱 ( 日 本 SANYO, MDF-
3286S) ,4

 

℃ 冰箱 ( 青岛海尔股份有限公司, BCD-
205TA) ,生物安全柜( 美国 Nuaire,NU-425-400E) ,
隔水式恒温培养箱 ( 上海精宏实验室设备有限公

司, GNP-9080 ) , 微 量 移 液 枪 ( 德 国 Effendorf,
SB4200DT) ,立式压力蒸汽灭菌锅(上海申安医疗器

械公司, LDZX-50KBS) ,超纯水机 ( 德国 Millipore,
Milli-QSynthesis) ,百分之一天平 ( 瑞士 METTLER

 

TOLEDO,XS204) ,真空冷冻干燥机( 美国 Virtis,SP
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2. 0) 。
Luria-Bertani ( LB ) 琼 脂 培 养 基、 Mueller-Hinton

 

Agar(MHA)培养基、LB 肉汤、MH 肉汤均购于北京陆桥

技术股份有限责任公司;头孢西丁(Cefoxitin,
 

CFX)、氨
苄西林( Ampicillin,

 

AMP )、氯霉素( Chloramphenicol,
 

CHL)、 庆 大 霉 素 ( Gentamicin,
 

GEN )、 链 霉 素

(Streptomycin,
 

STR)购自 Sigma 公司,分析纯海藻糖和

谷氨酸钠购自广东光华科技有限公司。
1. 3　 方法

1. 3. 1　 菌种活化

用无菌接种环蘸取少量保存在-80
 

℃ 冻存管中

的菌液,划线接种于 LB 琼脂培养基,37
 

℃ 培养 18-
24

 

h,备用。
1. 3. 2　 药敏性遗传稳定性检验

对 5 株代表菌进行传代培养,随机选取每株菌

第 1、3、6、9、12、15 代菌株,检测其对表 2 所示抗

生素敏感性的遗传稳定性。 药敏性检测参考 CLSI
推荐 的 琼 脂 稀 释 法 和 微 量 肉 汤 稀 释 法 同 时 进

行 [ 12] ,按照 CLSI 标准判读药敏结果并确定药敏

表型。
药敏性测定用抗生素的种类、缩写、使用范围

和敏感性判断标准如表 2 所示。

表 2　 抗生素种类、使用范围和药敏性判断标准

Table
 

2　 The
 

category,
 

concentration
 

range
 

and
 

susceptibility
 

standard
 

of
 

the
 

antibiotic
 

used
 

for
 

susceptibility
 

test

抗生素 抗生素缩写
抗生素使用范围

/ ( μg / mL)
敏感

/ ( μg / mL) ( S)
中介耐药

/ ( μg / mL) ( I)
耐药

/ ( μg / mL) ( R)
头孢西丁( Cefoxitin) CFX 0. 5 ~ 64 ≤8 16 ≥32
庆大霉素( Gentamicin) GEN 0. 5 ~ 32 ≤4 8 ≥16
氯霉素( Chloramphenicol) CHL 8 ~ 128 ≤8 16 ≥32
链霉素( Streptomycin) a STR 2 ~ 256 ≤32 N / A ≥64
氨苄西林( Ampicillin) AMP 1 ~ 64 ≤8 16 ≥32
注:a

 

CLSI 未规定链霉素的耐药折点,判定依据为美国国家抗生素耐药监测体系( https: / / www. cdc. gov / narms / antibiotics-tested. html) 中使用的
链霉素耐药折点浓度

1. 3. 3　 参考菌株制备

参考菌株制备在中国检验检疫科学研究院进

行。 挑取活化后的单菌落,划线于 LB 琼脂斜面,
37

 

℃ 培养 20-24
 

h。 取少量菌体,均匀分散在装有

无菌冻干保护剂的试管中,混匀。 使用磁力搅拌器

将制备好的菌悬液轻度旋转 3-5
 

min,混匀,菌液浓

度约为 106 ~ 108
 

CFU / mL。 使用连续分液器分装

1
 

mL 预制备样品到每个无菌西林瓶中,轻放瓶盖,
便于瓶内空气排出形成真空。 将西林瓶放入真空

冷冻干燥机,设定程序进行冻干。 整个冻干过程约

需 25-35
 

h,取出样品后,压盖密封、编号,放入 4
 

℃
冰箱短期保存。

5 株供试菌各制备 500 瓶参考菌株,样品活菌

数约为 106 ~ 108
 

CFU / 瓶,真空西林瓶包装,内盖为

橡胶塞,外层覆有铝箔盖。
1. 3. 4　 参考菌株均匀性检验

分别从 500 瓶参考菌株中随机抽取 12 瓶样品,
每瓶样品用 60

 

mL 无菌水于室温下再水化,充分溶

解,震荡混匀后梯度稀释。 吸取 100
 

μL 待测样品稀

释液,滴加到制备好的 LB 琼脂培养基,涂布均匀,
37

 

℃ 培养 18-24
 

h,计数,每个样品重复检测 3 次。
按照 GB

 

4789. 2—2016 完成定量检验 [ 13] ,对数据进

行比较和方差分析(F 检验) ,评价样品的均匀性。
1. 3. 5　 参考菌株稳定性检验

1. 3. 5. 1　 运输稳定性检验

使用 37
 

℃ 模拟不加冰室温运输条件,考察样品

的运输稳定性。 将参考菌株保存于 37
 

℃ ,分别于第

1、3、5、7、9、11 和 13
 

d 取样,检测瓶内活菌数和菌株

药敏性,每次抽检 3 瓶,每瓶重复检验 3 次。 药敏性

和活菌数检验方法同 1. 3. 2 和 1. 3. 4。
1. 3. 5. 2　 短期贮存稳定性检验

使用 4
 

℃ 模拟加冰或冷藏运输条件。 对保存在

4
 

℃ 的参考菌株分别于第 1、3、5、7、9、11、13、21、30、
60、90

 

d 取样,检测瓶内活菌数和菌株药敏性。 每

次抽检 3 瓶, 每 瓶 重 复 检 验 3 次。 检 验 方 法 同

1. 3. 2 和 1. 3. 4。
1. 3. 5. 3　 长期贮存稳定性检验

参考 菌 株 的 最 适 贮 存 温 度 是 - 80
 

℃ , 使 用

-80
 

℃ 模拟长期贮存温度。 对保存在-80
 

℃ 的参考

菌株分别于第 30、60、180、210、300、360
 

d 取样,检

测瓶内活菌数和菌株药敏性。 每样每次抽检 3 瓶,
每瓶重复检验 3 次。 检验方法同 1. 3. 2 和 1. 3. 4。
1. 4　 数据统计分析

使用
 

Microsoft
 

Office
 

Excel
 

2019 对试验所得数

据进行处理和作图,使用 IBM
 

SPSS
 

Statistics
 

20. 0
 

Duncan 法进行多因素方差分析和多元回归分析。
以 P<0. 05 为差异有统计学意义。

 

2　 结果

2. 1　 供试菌药敏性遗传稳定性

通过琼脂稀释法和微量肉汤稀释法协同测定,
5 株对特定抗生素敏感性确定(即抗生素 MIC 值确
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定)的供试菌株( AMP 的 MIC 值为 64
 

μg / mL 的菌

株 1 株、STR 的 MIC 值为 256
 

μg / mL 的菌株 1 株、
CHL 的 MIC 值为 128

 

μg / mL 的菌株 1 株、 CFX 的

MIC 值为 64
 

μg / mL 的菌株 1 株、GEN 的 MIC 值为

32
 

μg / mL 的菌株 1 株)抽检过程中没有出现相应抗

生素 MIC 值波动较大的情况,表明其药敏性可以稳

定遗传,符合制备药敏性检测用参考菌株的基本

条件。

表 3　 供试抗生素对 RM_AST_SM102 的 MIC 值及其遗传稳定性

Table
 

3　 MIC
 

and
 

genetic
 

stability
 

of
 

the
 

detected
 

antibiotics
 

to
 

strain
 

RM_AST_SM102

编号 血清型 代数( N)
抗生素 MIC 值 / ( μg / mL)

GEN STR CHL CFX AMP

RM_AST_SM102 乌普萨拉沙门氏菌

N1 32 256 128 64 64
N3 32 256 128 64 64
N6 32 256 128 64 64
N9 32 256 128 64 64

N12 32 256 128 64 64
N15 32 256 128 64 64

2. 2　 参考菌株均匀性检验

均匀性检验结果表明,每种参考菌株随机抽取

的 12 瓶样品菌落数均约 107
 

CFU / 瓶,在 95% 置信

概率下,F 值<F 临界值( 表 4) ,说明随机抽取的每

株菌制备的参考菌株活菌数在瓶间没有显著差异,
均匀性满足标准样品要求。

表 4　 参考菌株均匀性检验方差分析结果

Table
 

4　 Homogeneity
 

analysis
 

of
 

variance
 

of
 

the
 

reference
 

strain
菌株 SS df MS F 值 F 临界值 置信概率

RM_AST_SM
 

102

RM_AST_SM
 

121

RM_AST_SM
 

122

RM_AST_SM
 

126

RM_AST_SM
 

160

组间 0. 270
 

8 11 0. 115
 

5
组内 0. 036

 

0 12 0. 003
 

0
组间 0. 101

 

2 11 0. 009
 

2
组内 0. 036

 

9 12 0. 003
 

1
组间 0. 818

 

8 11 0. 347
 

2
组内 0. 034

 

7 12 0. 002
 

9
组间 0. 320

 

3 11 0. 029
 

1
组内 0. 337

 

9 12 0. 028
 

2
组间 2. 717

 

3 11 0. 028
 

3
组内 0. 027

 

5 12 0. 002
 

3

1. 478
 

8 2. 717
 

3 0. 95

2. 689
 

6 2. 717
 

3 0. 95

1. 040
 

1 2. 717
 

3 0. 95

1. 033
 

9 2. 717
 

3 0. 95

1. 384
 

0 2. 717
 

3 0. 95

注:SS 表示平方和,df 表示自由度,MS 表示均方差

2. 3　 参考菌株稳定性检验

2. 3. 1　 37
 

℃ 运输稳定性

参考菌株贮存于 37
 

℃ 条件下,分别于第 1、3、
5、7、9、11、13 天抽样后菌落计数结果如图 1 所示。
参考菌株瓶内活菌数在前 3 天内变化幅度明显,数
量虽有减少,但活菌含量稳定在 104 ~ 105

 

CFU / 瓶,
5-13

 

d 内活菌数量基本维持不变,满足定性标准样

品运输要求。
37

 

℃ 贮存时,不同时间取样的参考菌株对特定

供试抗生素药敏性非常稳定,未出现抗生素 MIC 值

漂移现象(图 2) 。
2. 3. 2　 短期稳定性

参考菌株于 4
 

℃ 贮存,分别于第 1、3、5、7、9、
11、13、21、30、60 和 90 天抽样,检测所得活菌数结

果如图 3 所示。 检验期内,不同参考菌株瓶内活菌

数基本呈现出随时间增加而不断降低的趋势( RM_
AST_ SM

 

102 除外) 。 90
 

d 时,瓶内活菌数保持在
 

3. 86×105 ~ 2. 28×106
 

CFU / 瓶,满足定性标准样品短

期贮存要求。

图 1　 参考菌株 37
 

℃ 贮存稳定性结果

Figure
 

1　 Results
 

of
 

storage
 

stability
 

of
 

reference
 

strains
 

at
 

37
 

℃

4
 

℃ 贮存时,不同时间取样的参考菌株对特定

抗生素的敏感性非常稳定,未出现抗生素 MIC 值波

动和漂移现象(图 4) 。 参考菌株药敏性在短期贮藏

期间稳定性良好。
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注:取样后只测定链霉素对 RM_AST_SM
 

122 的 MIC 值,庆大霉素

对 RM_AST_SM
 

160 的 MIC 值,氯霉素对 RM_AST_SM
 

126 的 MIC

值,头孢西丁对 RM_AST_SM
 

102 的 MIC 值,氨苄西林对

RM_AST_SM
 

121 的 MIC 值

图 2　 37
 

℃ 贮存时抗生素对参考菌株的 MIC 值

Figure
 

2　 Results
 

of
 

MIC
 

of
 

the
 

detected
 

antibiotic
 

to
 

the
 

reference
 

strains
 

stored
 

at
 

37
 

℃

图 3　 参考菌株 4
 

℃ 短期贮存稳定性试验结果

Figure
 

3　 Stability
 

test
 

results
 

of
 

reference
 

strains
 

stored
 

at
 

4
 

℃

注:取样后只测定链霉素对 RM_AST_SM
 

122 的 MIC 值,庆大霉

素对 RM_AST_SM
 

160 的 MIC 值,氯霉素对 RM_AST_SM
 

126

的 MIC 值,头孢西丁对 RM_AST_SM
 

102 的 MIC 值,氨苄西林

对 RM_AST_SM
 

121 的 MIC 值

图 4　 4
 

℃ 贮存时抗生素对参考菌株的 MIC 值

Figure
 

4　 Results
 

of
 

MIC
 

of
 

the
 

detected
 

antibiotic
 

to
 

the
 

reference
 

strains
 

stored
 

at
 

4
 

℃

2. 3. 3　 长期稳定性

参考菌株贮存于 - 80
 

℃ 条件下,分别于第 30、
60、180、210、300、360 天抽样,检测所得活菌数结果

如图 5 所示。 360
 

d 内,不同时间取出的样品活菌数

均在一定范围内波动 ( 受新型冠状病毒疫情影响,
没有得到第 90 天和第 150 天的监测数据) ,瓶内活

菌数始终维持在 106
 

CFU / 瓶水平及以上,满足定性

标准样品长期贮存要求。

图 5　 参考菌株-80
 

℃ 贮存稳定性试验结果

Figure
 

5　 Stability
 

test
 

results
 

of
 

reference
 

strains
 

stored
 

at
 

-80
 

℃

-80
 

℃ 贮存时,从不同时间取样的参考菌株对

特定抗生素的敏感性非常稳定,未出现抗生素 MIC
值波动和漂移现象(图 6) 。 参考菌株药敏性长期贮

藏稳定性良好。

注:取样后只测定链霉素对 RM_AST_SM
 

122 的 MIC 值,庆大霉素

对 RM_AST_SM
 

160 的 MIC 值,氯霉素对 RM_AST_SM
 

126 的

MIC 值,头孢西丁对 RM_AST_SM
 

102 的 MIC 值,氨苄西

林对 RM_AST_SM
 

121 的 MIC 值

图 6　 -80
 

℃ 贮存时抗生素对参考菌株的 MIC 值

Figure
 

6　 Results
 

of
 

MIC
 

of
 

the
 

detected
 

antibiotic
 

to
 

the
 

reference
 

strains
 

stored
 

at
 

-80
 

℃

3　 讨论

自我国首次颁发食品中致病菌限量标准以来,

我国进一步加强了对食品生产、加工、贮藏销售和

消费全链条的致病菌风险监测 [ 14-15] 。 食源性致病

菌通常流行于肉、蛋、乳制品及蔬菜等食物之中 [ 16] ,
具有较高的发病率和致死率。 食源性疾病发生后,
临床治疗药物以抗生素为主,但抗生素长期并大量

使用导致抗性菌株不断产生与富集,抗生素防治效
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果越来越差。 与此同时,多重耐药菌感染导致因之

造成的死亡风险增加,给公共健康带来巨大威胁。
开展食源性致病菌药敏性检测研究对食品安全保

障具有重要意义。
要实现对耐药食源性致病菌药敏性的精确检

测,必须使用相应的参考菌株或阳性质控菌株 [ 17] 。
目前,国内外药敏性检测基本参考 CLSI 药敏性测定

方法,阳性质控菌主要有 ATCC25922、ATCC29212、
ATCC35218 和 ATCC25923 等 [ 18-20] 。 这些国际通用

的阳性质控菌株对常用抗生素比较敏感,相对而言,
我国大部分分离于食品、食品原料和生产环境、食源

性疾病病例样本中的菌株对常用抗生素较耐受,按照

CLSI 标准规范进行实验时常会导致不同浓度抗生素

以及肉汤的严重浪费,增加试验成本。 例如,使用琼

脂稀释法或微量肉汤稀释法测定革兰氏阴性肠杆菌

对环丙沙星敏感性时,其对 ATCC25922 的 MIC 值可

接受浓度范围为 0. 004 ~ 0. 015
 

μg / mL,对 ATCC29212
的 MIC 值可接受范围为 0. 25 ~ 2. 00

 

μg / mL,而环丙

沙星对很多沙门氏菌的 MIC 已超过 32
 

μg / mL,甚

至达到 64
 

μg / mL[ 21] 。 因此不应使用 ATCC25922
或 / 和 ATCC29212 作为阳性质控菌株。 因此,使用

抗生素 MIC 值相对较高且赋值明确的参考菌株作

为我国食源性致病菌药敏性测定的参考菌株十分

必要。 然而,国内目前尚无此类耐药水平不同的沙

门氏菌、金黄色葡萄球菌、大肠杆菌等定性标准样

品,不能满足检测过程质量控制一致性的需求。 本

研究从野生型菌株中筛选出耐药谱广、来源代表性

强、抗生素对其 MIC 赋值明确的沙门氏菌作为供试

菌制备的参考菌株,可满足我国食源性致病菌药敏

检测准确化标准化要求,实现了细菌药敏性检测参

考菌株的国产化,同时也丰富了我国标准物质种

类,意义重大。
本研究根据 GB / T

 

15000. 3—2008《标准样品工

作导则 ( 3 ) 标准样品定值的一般原则和统计方

法》 [ 22] 的要求,从定性和定量 2 个方面对标准样品

的均匀性及稳定性进行了检验。 参考菌株在 37
 

℃
贮存 13

 

d 后,样品瓶内菌落数变化幅度较大,这可

能是贮存温度较高引起了部分细胞死亡,瓶内活菌

数从 107
 

CFU / 瓶降至约 103
 

CFU / 瓶。 虽然活菌数

下降,但供试抗生素对其 MIC 值和药敏性仍保持稳

定。 参考菌株和其他生物样本在运输过程一般需

要采用冷链或加冰处理方式 [ 23] ,4
 

℃ 短期贮存定量

监测结果表明参考菌株的瓶内活菌数总体上在一

定范围内波动,只有 RM _AST_SM
 

102 在贮存后期

菌落数浮动显著,这可能是瓶间原始活菌数存在差

异导致抽样瓶内活菌数较高。 但在 90
 

d 的检验周

期内,瓶内活菌数基本稳定在 105
 

CFU / 瓶,供试抗

生素对其的 MIC 值和药敏性仍保持稳定,符合标准

样品要求,可在 4
 

℃ 短期稳定贮存。 - 80
 

℃ 贮存

360
 

d,活菌数含量始终稳定维持在 106 ~ 107
 

CFU / 瓶,
检测期供试抗生素对参考菌株的 MIC 值保持不变。
运用统计学方法对标准样品均匀性进行验证 [ 24] ,其
均匀性良好,药敏表型可稳定遗传。 因此,研究制

备的参考菌株可用于食源性致病菌药敏性的准确

检验,满足质控要求,也可为相关部门加强食源性

致病菌耐药性监测工作和相关政府机构制定食品

安全准则、法规提供支持,确保食品安全性和消费

者健康。
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·公告·

关于印发《按照传统既是食品又是中药材的物质目录管理规定》的通知
国卫食品发〔2021〕36 号

各省、自治区、直辖市及新疆生产建设兵团卫生健康委,中国疾病预防控制中心、国家食品安全风险评估

中心:
根据《中华人民共和国食品安全法》及其实施条例的规定,经商市场监管总局同意,我委制定了《按照传

统既是食品又是中药材的物质目录管理规定》。 现印发给你们,请遵照执行。
国家卫生健康委

二〇二〇年十一月十日

(信息公开形式:主动公开)

按照传统既是食品又是中药材的物质目录管理规定

第一条 　 根据《中华人民共和国食品安全法》及其实施条例,为规范按照传统既是食品又是中药材的物

质(以下简称食药物质)目录管理,制定本规定。
第二条 　 以保障食品安全和维护公众健康为宗旨,遵循依法、科学、公开的原则制定食药物质目录并适

时更新。
第三条 　 食药物质是指传统作为食品,且列入《中华人民共和国药典》(以下简称《中国药典》)的物质。
第四条 　 国家卫生健康委会同市场监管总局制定、公布食药物质目录,对目录实施动态管理。
第五条 　 纳入食药物质目录的物质应当符合下列要求:
(一)有传统上作为食品食用的习惯;
(二)已经列入《中国药典》;
(三)安全性评估未发现食品安全问题;
(四)符合中药材资源保护、野生动植物保护、生态保护等相关法律法规规定。
第六条 　 省级卫生健康行政部门结合本辖区情况,向国家卫生健康委提出修订或增补食药物质目录的

建议,同时提供下列材料:
(一)物质的基本信息(中文名、拉丁学名、所属科名、食用部位等);
(二)传统作为食品的证明材料(证明已有 30 年以上作为食品食用的历史);
(三)加工和食用方法等资料;
(四)安全性评估资料;
(五)执行的质量规格和食品安全指标。
第七条 　 安全性评估资料应符合以下要求: (下转第 814 页)


