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[bookmark: _Toc8601_WPSOffice_Level1][bookmark: _Toc32524_WPSOffice_Level1]《饲料中肠杆菌科检验》
[bookmark: _Toc21793_WPSOffice_Level1][bookmark: _Toc12667_WPSOffice_Level1]国家标准编制说明

1、 [bookmark: _Toc14400][bookmark: _Toc12280_WPSOffice_Level1]标准制定背景及任务来源
[bookmark: _Toc21793_WPSOffice_Level2]1.1制定背景
肠杆菌科作为食品卫生指标菌在欧洲已有多年历史，欧盟于2002年10月10日正式实施的欧盟（EC）No.1774/2002号指令明确要求输欧的非人类食用的动物产品的肠杆菌科计数限量。在（EC）No.2073/2005食品微生物标准中正式采用以在分类学上准确描述命名的肠杆菌科来代替分类学不明确的大肠菌群、粪大肠菌群作为肉类、牛奶和乳制品、蛋制品、干的婴儿制品、特殊医学目的干食品、包装后急冻前的胴体等的加工过程卫生指标。近年来，随着对外贸易的发展，欧洲一些国家已对我国出口的某些食品和动物饲料提出了检测和限量要求，且将其作为国际间食品微生物学实验室质量控制、水平测试的必测项目之一。2007年，欧盟通报中开始出现了肠杆菌科超标的通报，其中涉及到了法国的脂渣、西班牙的熏鲑鱼、波兰的禽肉产品，在对中国关于肠杆菌科的通报中，主要集中在宠物食品。面对欧盟方面对肠杆菌科的要求，急需选择合适的标准来应对外贸发展的需要。
[bookmark: _GoBack]在饲料产品中，我国仍广泛使用大肠菌群、沙门氏菌、志贺氏菌等作为指标菌，很少使用肠杆菌科作为卫生指标菌，但是欧盟等发达国家和地区对我国出口饲料产品有检测肠杆菌的要求。欧盟每五年对我国饲料企业的质量管理体系进行官方审查，曾明确提出过我国缺少肠杆菌科检验的相关标准。同时我国出口欧盟的饲料官方证书中需注明产品经过肠杆菌科检验合格。而我国海关总署动植司也明确要求，需对进口饲料的肠杆菌科项目进行检验。目前我国没有制定饲料中肠杆菌科检测的标准，很多实验室参照食品中肠杆菌科的检测标准进行检测，受饲料的加工状态、样品制备方法和检测步骤不同等因素的影响，以及各实验室间检测方法的不统一，检测结果的准确性受到影响。长此以往，甚至会影响我国饲料行业的发展。
本标准可以对国内饲料产品肠杆菌科的检测进行统一化和标准化，促进饲料产品行业健康发展。
[bookmark: _Toc12280_WPSOffice_Level2]1.2任务来源
本标准是根据《饲料工业国家标准、行业标准制修订项目》；项目编号为：20111583-T-469。
本标准由江苏海企长城股份有限公司、淮安出入境检验检疫局、江苏出入境检验检疫局、淮阴师范学院参与编制工作。
主要编制人包括：王远见、冯民、宦海霞、何健、刘尧、蒋原、任盈盈、柯家法、张扬、张科、颜智勇、张敬友。
2、 [bookmark: _Toc3223][bookmark: _Toc28173_WPSOffice_Level1]主要工作过程
1、2011年，根据下达《饲料工业国家标准、行业标准制修订项目》标准制定任务的成立标准制定编写组，由江苏海企长城股份有限公司、淮安海关（原淮安出入境检验检疫局）、南京海关（原江苏出入境检验检疫局）、淮阴师范学院等单位的11名专业技术人员组成。确定标准制定的基本原则，并进行方法的研究工作，收集国内外相关检验方法。
2、 编写组总结了国内肠杆菌科检验的技术现状的基础上，参考了ISO 21528-1、ISO 21528-2、SN/T 0738和GB 4789.41标准中的有关内容，结合目前的实际情况，初步确定了标准的试验方法，形成了标准草案。之后，工作组对标准草案进行了多次讨论研究，同时对标准中采用的试验方法进行了对比验证工作，积累了检验数据。经认真研究分析和方法的试验比对，完成了标准文本及编制。
3、 组织方法验证，2017年3月，将制备的样品送至重庆出入境检验检疫局检验检疫技术中心、天津出入境检验检疫局动植物与食品检测中心和山东出入境检验检疫局检验检疫技术中心，对标准中的检测方法和特异性、敏感性进行验证。
4、发出《征求意见稿》征求意见，以发放邮件、信函等形式，在全国范围内向国内院校、检测机构、行业协会、饲料生产单位等有关部门、专家征求修订意见，发出征求意见52份，收到有效回复意见21份；其中共计反馈意见97条，采纳78条，不采纳19条。汇总专家意见，对标准文本进行完善。
5、组织专家进行预审，在广泛征求各方专家和意见和建议后，形成了《饲料中肠杆菌科检验》的国家标准的预审稿。2018年5月19日，淮安海关（原淮安出入境检验检疫局）组织专家对该单位负责起草的国家标准进行了认真的审查，专家组由李凤琴、王安如、刘明、张鹤晓、曾静、郑文杰、张惠媛七位专家组成。与会专家一致同意国家标准《饲料中肠杆菌科检验》（预审稿）按预审意见修改后形成送审稿。
6、组织专家进行送审。2018年9月29日，全国饲料工业标准化技术委员会组织专家对国家标准《饲料中肠杆菌科检验》（送审稿）进行了认真的审查，提出了修改意见，认为标准起草单位按照上述意见修改形成送审稿，送全国饲料工业标准化技术委员会秘书处，再次审查。
3、 [bookmark: _Toc16569][bookmark: _Toc32310_WPSOffice_Level1]标准编制原则和主要技术内容确定的依据
[bookmark: _Toc28173_WPSOffice_Level2]3.1标准编制原则
在标准编写时，以饲料产品安全为出发点，参考ISO21528-1 Microbiology of food and animal feeding stuffs –Horizontal methods for the detection and enumeration of Enterobacteriaceae-- Part 1: Detection and enumeration byMPN technique with pre-enrichment、ISO21528-2 Microbiology of food and animal feeding stuffs –Horizontal methods for the detection and enumeration of Enterobacteriaceae—Part2: Colony-count method、SN/T 0738 《出口食品中肠杆菌科检验方法》和GB4789.41 《食品微生物学检验肠杆菌科检验》。在充分参考国内外相关标准，结合我国饲料生产工艺现状，进行编写。
在标准制定中充分考虑饲料产品的特性，对样品制备方法和结果描述等方面作了适宜的变动修改，并按照GB/T 1.1—2009给出的规则起草标准。
[bookmark: _Toc32310_WPSOffice_Level2]3.2标准的重要内容和主要技术内容介绍
本标准与ISO 21528-1、ISO 21528-2相比，修改和增加了：
[bookmark: _Toc21793_WPSOffice_Level3]1、增加了均质袋进行拍打的样品处理方法；
[bookmark: _Toc12280_WPSOffice_Level3]2、增加了革兰氏染色，增强了确认结果的准确性；
[bookmark: _Toc28173_WPSOffice_Level3]3、将培养温度37℃±1℃修改为36℃±1℃；
[bookmark: _Toc32310_WPSOffice_Level3]4、增加了平板计数法的计算公式。

[bookmark: _Toc12667_WPSOffice_Level3][bookmark: _Toc3055_WPSOffice_Level3]1、增加了均质袋进行拍打的样品处理方法
在本标准制定过程中，考虑到饲料产品中的宠物食品（皮制品、鸡胸肉、狗咬胶等），尤其是咬胶类宠物食品又大又硬的特性，其难以在无菌状态下均质粉碎的事实，本标准增加采用均质袋进行拍打的样品处理方法。取25g以上的单个或多个样品，装于均质袋中，按照1:9比例加入适量BPW，于拍打式均质器中均质1~2min，制成1:10的样品匀液。
[bookmark: _Toc4051_WPSOffice_Level3][bookmark: _Toc10709_WPSOffice_Level3]2、增加了革兰氏染色
本标准采用了氧化酶阴性，葡萄糖琼脂发酵为变黄，产气或不产气作为判定标准。并增加了革兰氏染色，来增强确认结果的准确性。
[bookmark: _Toc1519_WPSOffice_Level3][bookmark: _Toc8290_WPSOffice_Level3]3、将培养温度37℃±1℃修改为36℃±1℃
[bookmark: _Toc24924_WPSOffice_Level3][bookmark: _Toc17268_WPSOffice_Level3]《伯杰细菌鉴定手册第八版》记载，肠杆菌科十二个属的细菌中除欧文氏菌外，最适培养温度均在35℃～37 ℃。试验结果表明36 ℃±1 ℃和37 ℃±1 ℃条件下培养，其它属的细菌计数结果没有明显的差异。本标准中的肠杆菌科是作为污染指示菌，同时为与国内其他微生物学检验标准一致，避免实验室设置不同的培养温度，本标准中采用了36 ℃±1 ℃作为肠杆菌科的培养温度。
 4、增加了平板计数法的计算公式
ISO21528-1中没有平板计数法的计算公式，ISO标准中将菌落计算公式统一编写于ISO7218 Microbiology of food and animal feeding stuffs - General requirements and guidance for microbiological examinations中，并已通用公式的形式出现。为方便标准使用，将肠杆菌科菌落计算公式编写在本标准中，并根据肠杆菌科的特性做出相应的修改和示例说明。
[bookmark: _Toc3055_WPSOffice_Level2]3.3确证试验
本研究以ISO 21528-1、ISO 21528-2为参照方法，分四个阶段研究了本方法的准确性、敏感性和特异性。
1、首先对人工污染样品（分低、中、高污染浓度）及自然样品采用本法与ISO法进行对比检测，采用成对t检验对数据进行分析，以验证该方法的准确性。
2、选取自然条件下和人工污染的饲料产品的样品，采用本方法与ISO法同时检测，以验证本方法的灵敏度。
3、选用标准肠杆菌科菌株及非肠杆菌科进行本方法与ISO法的定性检测，以验证该方法的特异性。
4、制备人工污染的阳性饲料样品和阴性饲料样品，送至其他单位进行试验验证。
肠杆菌科作为卫生指示菌达到一定数量才表明食品卫生状况，饲料中检测出的肠杆菌科数量如果很低并没有多少实际意义，因此并没有做该方法的检出限研究。
[bookmark: _Toc31688_WPSOffice_Level3]3.3.1 试验菌株的选择
该标准改进了ISO 21528-1、ISO 21528-2中采用的平板计数法和MPN对肠杆菌科的计数。依据伯杰细菌鉴定手册第八版，肠杆菌科的分类，对肠杆菌科中12个属中的16种标准菌株（包括福氏志贺氏菌、大肠埃希氏菌、阪崎克罗诺杆菌、鼠伤寒沙门氏菌、肠炎沙门氏菌、痢疾志贺氏菌、变形杆菌、肺炎克雷伯氏菌、小肠结肠炎耶尔森氏菌、蜂房哈夫尼菌、欧文氏菌属、弗氏柠檬酸杆菌、粘质沙雷氏菌、迟钝爱德华氏菌、阴沟肠杆菌、产气肠杆菌）、5种分离菌株（肺炎克雷伯氏菌、沙门氏菌、大肠杆菌）和及其它对照菌株（金黄色葡萄球菌金黄亚种、单增李斯特氏菌、粪肠球菌、副溶血性弧菌、铜绿假单胞菌、乳酸杆菌），共27株进行了本标准方法的检验（见表1），确定了肠杆菌科检验的平板计数法及MPN法。
表1 选择的试验菌株
	肠杆菌科
	名称
	菌株学名
	编号

	
	标准菌株

	志贺氏菌属
	福氏志贺氏菌
	Shigella flexneri
	ATCC12022

	
	痢疾志贺氏菌
	Shigella dysenteriae
	FSCC219003

	[bookmark: OLE_LINK1][bookmark: OLE_LINK2]埃希氏菌属
	大肠埃希氏菌
	Escherichia coli
	ATCC25922

	
	阪崎克罗诺杆菌
	Cronobacter sakazakii
	ATCC29544

	沙门氏菌属
	鼠伤寒沙门氏菌
	Salmonella typhimurium
	ATCC50115

	
	肠炎沙门氏菌
	Salmonella enteritidis
	FSCC215004

	变形菌属
	变形杆菌
	Proteus mirabilis
	FSCC204002

	克雷伯氏菌属
	肺炎克雷伯氏菌
	Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae
	FSCC167002

	耶尔森氏菌属
	小肠结肠炎耶尔森氏菌
	Yersinia enterocolitica
	FSCC234002

	哈夫尼氏菌属
	蜂房哈夫尼菌
	Hafnia Mōller
	CICC10188

	欧文氏菌属
	欧文氏菌属
	Erwinia
	CICC237 80

	柠檬酸细菌属
	弗氏柠檬酸杆菌
	Citrobacter freundii
	FSCC135002

	沙雷氏菌属
	粘质沙雷氏菌
	Serratia marcescens
	GIM1.218

	爱德华氏菌属
	迟钝爱德华氏菌
	Edwardsiella tarda
	ATCC 15947

	肠杆菌属
	阴沟肠杆菌
	Enterobacter closcae
	ATCC13047

	
	产气肠杆菌
	Enterobacter aerogenes
	ATCC13048

	
	分离菌株

	
	肺炎克雷伯氏菌
	Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae  
	9NVB

	
	大肠杆菌
	Escherichia coli
	ATCC2580

	
	沙门氏菌
	salmonella
	SL1334

	
	大肠杆菌
	Escherichia coli
	E058

	
	大肠杆菌
	Escherichia coli
	E526

	
	其它对照菌株

	
	金黄色葡萄球菌金黄亚种
	Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbach
	ATCC6538

	
	单增李斯特氏菌
	Listeria monocytogenes
	ATCC10890

	
	粪肠球菌
	Enterococcus faecalis
	ATCC29212

	
	副溶血性弧菌
	Vibrio parahaemolyticus
	ATCC17802

	
	铜绿假单胞菌
	Pseudomonas aeruginosa
	ATCC27853

	
	乳酸杆菌
	Lactobacillus
	ATCC33222


[bookmark: _Toc20176_WPSOffice_Level3]3.3.2 试验样品的选择
肠杆菌科作为指标菌尚未在全球范围内通用，仅限于欧盟。根据《进出口饲料和饲料添加剂检验检疫监督管理办法》（国家质检总局第118号令）和《饲料和饲料添加剂管理条例》（国务院令第266号令）中对饲料的定义，欧盟对我国饲料产品肠杆菌科超标通报情况，本标准方法的检验选取了配合饲料、宠物食品及咬胶等作为检验样品。
[bookmark: _Toc4051_WPSOffice_Level2]3.4相对准确度试验
[bookmark: _Toc13725_WPSOffice_Level3]3.4.1方法
本研究分别选取配合饲料、宠物食品及咬胶等饲料产品，每种选取10个样品，对样品进行人工污染，按照低、中、高水平接种（平板计数法接种水平为102CFU/g、104CFU/g、106CFU/g，MPN法接种水平为10CFU/g、102CFU/g、103CFU/g）为分别进行本法与ISO法的对比检测。
[bookmark: _Toc9658_WPSOffice_Level3]3.4.2结果和结论
[bookmark: _Toc23362_WPSOffice_Level3][bookmark: _Toc21303_WPSOffice_Level3]平板计数法（以大肠埃希氏菌为例）
选取配合饲料，将大肠埃希氏菌按照102CFU/g、104CFU/g、106CFU/g三个水平进行人工污染接种，采用平板计数法，分别进行本法与ISO法的对比检测，对检测结果进行成对t检验数据分析，分析结果见表2。
表2 本法与ISO法进行平板计数法检测结果成对t检验分析（大肠埃希氏菌）
[image: ]
[image: ]
从表可以分析，在大肠埃希氏菌接种水平为102CFU/g时，本法与ISO法两两相减的差值平均数、标准差、差值平均数的标准误差分别为-0.300、3.622、1.146，95%置信区间为-2.891到2.291。配对检验结果表明t为-0.262，自由度为9，两尾检验差异显著水平为0.799，因为Sig＞0.05，故没有显著差异，在大肠埃希氏菌接种水平为102CFU/g时，可以认为本法与ISO法进行平板计数法检测时无显著性差异；在接种水平为104CFU/g时，本法与ISO法两两相减的差值平均数、标准差、差值平均数的标准误差分别为-140.000、1073.106、339.346，95%置信区间为-907.653到627.653。配对检验结果表明t为-0.413，自由度为9，两尾检验差异显著水平为0.690，因为Sig＞0.05，故没有显著差异，在大肠埃希氏菌接种水平为104CFU/g时，可以认为本法与ISO法进行平板计数法检测时无显著性差异；在接种水平为106CFU/g时，本法与ISO法两两相减的差值平均数、标准差、差值平均数的标准误差分别为9.00*103、86467.720、27343.494，95%置信区间为-52855.281到70855.281。配对检验结果表明t为0.329，自由度为9，两尾检验差异显著水平为0.750，因为Sig＞0.05，故没有显著差异，在大肠埃希氏菌接种水平为106CFU/g时，可以认为本法与ISO法进行平板计数法检测时无显著性差异。
因此，在低中高各种不同的接种水平下，可以认为本法与ISO法进行平板计数法检测时无显著性差异。
[bookmark: _Toc3778_WPSOffice_Level3][bookmark: _Toc2976_WPSOffice_Level3]MPN法（以大肠埃希氏菌为例）
选取配合饲料，将大肠埃希氏菌按照10CFU/g、102CFU/g、103CFU/g三个水平进行人工污染接种，采用MPN法，分别进行本法与ISO法的对比检测，对两种检测方法的检测结果进行成对t检验数据分析，分析结果见表3。
表3 本法与ISO法进行MPN法检测结果成对t检验分析表（大肠埃希氏菌）
[image: ]
[image: ]
从表可以分析，在大肠埃希氏菌接种水平为10CFU/g时，本法与ISO法两两相减的差值平均数、标准差、差值平均数的标准误差分别为0.100、0.738、0.233，95%置信区间为-0.428到0.628。配对检验结果表明t为0.429，自由度为9，两尾检验差异显著水平为0.678，因为Sig＞0.05，故没有显著差异，在大肠埃希氏菌接种水平为10CFU/g时，可以认为本法与ISO法进行平板计数法检测时无显著性差异；在接种水平为102CFU/g时，本法与ISO法两两相减的差值平均数、标准差、差值平均数的标准误差分别为1.000、7.379、2.333，95%置信区间为-4.278到6.278。配对检验结果表明t为0.429，自由度为9，两尾检验差异显著水平为0.678，因为Sig＞0.05，故没有显著差异，在大肠埃希氏菌接种水平为103CFU/g时，可以认为本法与ISO法进行平板计数法检测时无显著性差异；在接种水平为103CFU/g时，本法与ISO法两两相减的差值平均数、标准差、差值平均数的标准误差分别为30.000、67.495、21.344，95%置信区间为-18.283到78.283。配对检验结果表明t为1.406，自由度为9，两尾检验差异显著水平为0.193，因为Sig＞0.05，故没有显著差异，在大肠埃希氏菌接种水平为103CFU/g时，可以认为本法与ISO法进行平板计数法检测时无显著性差异。
因此，在低中高各种不同的接种水平下，可以认为本法与ISO法进行MPN法检测时无显著性差异。
限于篇幅，相对准确度试验部分仅将大肠埃希氏菌接种到配合饲料的试验数据分析放到本编制说明中，本研究还分别将福氏志贺氏菌、大肠埃希氏菌阪崎克罗诺杆菌、鼠伤寒沙门氏菌、肠炎沙门氏菌、痢疾志贺氏菌、变形杆菌、肺炎克雷伯氏菌、小肠结肠炎耶尔森氏菌、蜂房哈夫尼菌、欧文氏菌属、弗氏柠檬酸杆菌、粘质沙雷氏菌、迟钝爱德华氏菌、阴沟肠杆菌、产气肠杆菌等接种到配合饲料、宠物食品及咬胶等中进行验证试验，试验结果见表4、表5，表中结果都与前面举例所示Sig＞0.05没有显著差异，可以认为，各种接种水平下，本法与ISO法进行平板计数法和MPN法进行饲料产品中肠杆菌科检验检测时无显著性差异。
表4 本法与ISO法进行平板计数法检测结果成对t检验分析表
	配合饲料
	咬胶（咀嚼物）

	试验菌株
	低
	中
	高
	试验菌株
	低
	中
	高

	福氏志贺氏菌
	0.212
	0.318
	0.389
	肠炎沙门氏菌
	0.78
	0.935
	0.306

	大肠埃希氏菌
	0.799
	0.69
	0.75
	痢疾志贺氏菌
	0.591
	0.168
	0.081

	阪崎克罗诺杆菌
	0.138
	0.244
	0.158
	变形杆菌
	0.811
	1.000
	0.628

	鼠伤寒沙门氏菌
	0.343
	0.885
	0.895
	肺炎克雷伯氏菌
	0.591
	0.909
	0.595

	宠物日粮
	其他

	试验菌株
	低
	中
	高
	试验菌株
	低
	中
	高

	小肠结肠炎耶尔森氏菌
	0.874
	0.838
	0.070
	粘质沙雷氏菌
	0.700
	0.873
	0.738

	蜂房哈夫尼菌
	0.735
	0.148
	0.307
	迟钝爱德华氏菌
	0.623
	0.721
	0.713

	欧文氏菌属
	0.322
	0.343
	0.106
	阴沟肠杆菌
	0.678
	0.313
	0.688

	弗氏柠檬酸杆菌
	0.642
	0.665
	0.201
	产气肠杆菌
	1.000
	0.932
	0.357



表5 本法与ISO法进行MPN法检测结果成对t检验分析表
	配合饲料
	咬胶（咀嚼物）

	试验菌株
	低
	中
	高
	试验菌株
	低
	中
	高

	福氏志贺氏菌
	0.657
	0.349
	0.410
	肠炎沙门氏菌
	0.138
	0.168
	0.591

	大肠埃希氏菌
	0.678
	0.678
	0.193
	痢疾志贺氏菌
	0.393
	0.321
	0.295

	阪崎克罗诺杆菌
	0.298
	0.394
	0.591
	变形杆菌
	1.000
	0.591
	0.177

	鼠伤寒沙门氏菌
	0.343
	0.352
	0.423
	肺炎克雷伯氏菌
	0.780
	0.443
	0.242

	宠物日粮
	其他

	试验菌株
	低
	中
	高
	试验菌株
	低
	中
	高

	小肠结肠炎耶尔森氏菌
	0.310
	0.081
	0.707
	粘质沙雷氏菌
	0.168
	0.096
	0.343

	蜂房哈夫尼菌
	0.315
	0.313
	0.171
	迟钝爱德华氏菌
	0.168
	0.095
	0.193

	欧文氏菌属
	0.331
	0.537
	0.475
	阴沟肠杆菌
	0.496
	0.015
	0.193

	弗氏柠檬酸杆菌
	1.000
	0.140
	0.407
	产气肠杆菌
	0.244
	0.319
	0.343


[bookmark: _Toc1519_WPSOffice_Level2]
3.5灵敏度试验
[bookmark: _Toc1773_WPSOffice_Level3]3.5.1方法
选取饲料厂、销售门店、电商等不同渠道的自然样品和人工污染的样品500份，采用本方法与ISO法同时检测，以验证本方法的灵敏度。
[bookmark: _Toc31129_WPSOffice_Level3]3.5.2结果和结论
3.5.2.1平板计数法
对500份样品采用本方法与ISO法同时检测，其中365份样品没有获得确切的检测结果，这些样品的检测结果不参与计算，其余的135份样品本方法与ISO法同时取得了结果。全部数据分析和图表分析都需先将检测结果转化成以10为底的对数再进行，ISO法结果为横坐标，本方法的结果为纵坐标，将135个检测结果用SPSS实现一元线性回归分析，用成对t检验来判定相对准确性。用Excel在散点图上添加趋势线，进行一元线性回归分析，判定是否线性关系显著。
[bookmark: _Toc5755_WPSOffice_Level3][bookmark: _Toc14062_WPSOffice_Level3]结果
135份样品的检测结果分析见表6、图1。
表6 135份样品两种方法平板计数法检测结果分析表
[image: G:\1.png]
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图1 147份样品两种方法平板计数法检测结果的线性关系
线性回归的方程式为y = 0.9873x + 0.0734  R² = 0.9929，其中x为ISO法检测结果的对数值，y为本法检测结果的对数值, 模型精确，回归效果显著。由表可知，Sig＞0.05，故没有显著差异，因此可以认为本法与ISO法进行平板计数法检测时无显著性差异。
[bookmark: _Toc13569_WPSOffice_Level3][bookmark: _Toc3546_WPSOffice_Level3]3.5.2.2 MPN法
对500份样品采用本方法与ISO法同时检测，其中340份样品没有获得确切的检测结果，这些样品的检测结果不参与计算，其余的160份样品本方法与ISO法同时取得了结果。全部数据分析和图表分析都需先将检测结果转化成以10为底的对数再进行，ISO法结果为横坐标，本方法的结果为纵坐标，将160个检测结果用SPSS实现一元线性回归分析，用成对t检验来判定相对准确性。用Excel在散点图上添加趋势线，进行一元线性回归分析，判定是否线性关系显著。
[bookmark: _Toc30617_WPSOffice_Level3][bookmark: _Toc10768_WPSOffice_Level3]结果
160份样品的检测结果分析见表7、图2。
表7 160份样品两种方法MPN法检测结果分析表
[image: G:\2.png]


图2 160份样品两种方法MPN法检测结果的线性关系
[image: ]
线性回归的方程式为y = 0.9993x  R² = 0.9947，其中x为ISO法检测结果的对数值，y为本法检测结果的对数值，模型精确，回归效果显著。由表可知，Sig＞0.05，故没有显著差异，因此可以认为本法与ISO法进行MPN法检测时无显著性差异。
[bookmark: _Toc17268_WPSOffice_Level2]3.6特异性试验
[bookmark: _Toc23792_WPSOffice_Level3]3.6.1方法
选取21株肠杆菌科菌株和6株非肠杆菌科菌株，这27株菌分别接种到经过灭菌处理的27份配合饲料（平板计数法为104CFU/g，MPN法接种水平为102CFU/g），分别用本法和ISO法进行定性分析，试验结果见表8。
[bookmark: _Toc20129_WPSOffice_Level3]3.6.2结果和结论
表8 特异性试验表
	菌株名
	菌株号
	平板计数法
	MPN法

	
	
	本法
	ISO法
	本法
	ISO法

	福氏志贺氏菌
	ATCC12022
	阳性
	阳性
	阳性
	阳性

	大肠埃希氏菌
	ATCC25922
	阳性
	阳性
	阳性
	阳性

	阪崎克罗诺杆菌
	ATCC29544
	阳性
	阳性
	阳性
	阳性

	鼠伤寒沙门氏菌
	ATCC50115
	阳性
	阳性
	阳性
	阳性

	肠炎沙门氏菌
	FSCC215004
	阳性
	阳性
	阳性
	阳性

	痢疾志贺氏菌
	FSCC219003
	阳性
	阳性
	阳性
	阳性

	变形杆菌
	FSCC204002
	阳性
	阳性
	阳性
	阳性

	肺炎克雷伯氏菌
	FSCC167002
	阳性
	阳性
	阳性
	阳性

	小肠结肠炎耶尔森氏菌
	FSCC234002
	阳性
	阳性
	阳性
	阳性

	蜂房哈夫尼菌
	CICC10188
	阳性
	阳性
	阳性
	阳性

	欧文氏菌属
	CICC23780
	阳性
	阳性
	阳性
	阳性

	弗氏柠檬酸杆菌
	FSCC135002
	阳性
	阳性
	阳性
	阳性

	粘质沙雷氏菌
	GIM1.218
	阳性
	阳性
	阳性
	阳性

	迟钝爱德华氏菌
	ATCC15947
	阳性
	阳性
	阳性
	阳性

	阴沟肠杆菌
	ATCC13047
	阳性
	阳性
	阳性
	阳性

	产气肠杆菌
	ATCC13048
	阳性
	阳性
	阳性
	阳性

	肺炎克雷伯氏菌
	9NVB
	阳性
	阳性
	阳性
	阳性

	大肠杆菌
	ATCC2580
	阳性
	阳性
	阳性
	阳性

	沙门氏菌
	SL1334
	阳性
	阳性
	阳性
	阳性

	大肠杆菌
	E058
	阳性
	阳性
	阳性
	阳性

	大肠杆菌
	E526
	阳性
	阳性
	阳性
	阳性

	金黄色葡萄球菌金黄亚种
	ATCC6538
	阴性
	阴性
	阴性
	阴性

	单增李斯特氏菌
	ATCC10890
	阴性
	阴性
	阴性
	阴性

	粪肠球菌
	ATCC29212
	阴性
	阴性
	阴性
	阴性

	副溶血性弧菌
	ATCC17802
	阴性
	阴性
	阴性
	阴性

	铜绿假单胞菌
	ATCC27853
	阴性
	阴性
	阴性
	阴性

	乳酸杆菌
	ATCC33222
	阴性
	阴性
	阴性
	阴性


经试验，21肠杆菌科的株菌用本法和ISO法定性检测，结果均为阳性，6株非肠杆菌科的株菌用本法和ISO法定性检测，结果均为阴性。具体结果见表9。
表9 特异性试验结果计算表
	定性结果
	平板计数法
	MPN法

	
	本法
	ISO法
	本法
	ISO法

	阳性
	21
	21
	21
	21

	阴性
	6
	6
	6
	6

	总计
	27
	27
	27
	27


灵敏度p+（平板计数法）=21/21=100%
灵敏度p+（MPN）=21/21=100%
特异性p-（平板计数法）=6/6=100%
特异性p-（MPN）=6/6=100%
根据表中结果，本法用平板计数法检测肠杆菌科的灵敏度p+为100%，特异性为100%；本法用MPN法检测肠杆菌科的灵敏度p+为100%，特异性为100%。
[bookmark: _Toc31688_WPSOffice_Level2]3.7验证试验
2017年3月，我单位制备编号为1#~5#的人工污染的阳性配合饲料样品，编号为6#~10#的阴性饲料样品，均匀分成3份，分别送至重庆出入境检验检疫局检验检疫技术中心、天津出入境检验检疫局动植物与食品检测中心和山东出入境检验检疫局检验检疫技术中心进行验证。
阴性样品是将配合饲料放在90℃烘箱灭菌4小时，用复壮的金黄色葡萄球菌标准菌株菌液均匀浸染，后自然无菌晾干；阳性样品是将经过90℃烘箱灭菌4小时的饲料样品用复壮的肠杆菌科标准菌株菌液均匀浸染，后自然无菌晾干。
3家验证单位检测结果均与参考结果一致，具体分析如下：
[bookmark: _Toc14367_WPSOffice_Level3]3.7.1方法特异性和敏感性
本单位计制备10份阳性样品和10份阴性样品送验证单位进行验证，结果表明用肠杆菌科标准菌株浸染的阳性样品检测结果均为阳性，检测值均为大于1.0*103CFU/g（1100MPN/g）。用金黄色葡萄球菌浸染的阴性样品检测结果均为阴性，检测值均小于10CFU/g（3MPN/g），说明本标准方法的特异性和敏感性良好。
[bookmark: _Toc5349_WPSOffice_Level3]3.7.2重复性
本单位计制备10份阳性样品和10份阴性样品送验证单位进行验证，分别送至重庆出入境检验检疫局检验检疫技术中心、天津出入境检验检疫局动植物与食品检测中心和山东出入境检验检疫局检验检疫技术中心共3家实验室进行验证，3家结果全部吻合，说明本标准方法符合率为100%。
[bookmark: _Toc8295_WPSOffice_Level3][bookmark: _Toc29701_WPSOffice_Level3]结论：
采用委托单位提供的配合饲料肠杆菌科检测方法对已知样品的检测结果与预期检测结果一致。结果表明，委托单位所制定的标准文本中的饲料肠杆菌科检测方法在实验室间有较好的再现性，可以满足饲料产品中肠杆菌科检验要求。
4、 [bookmark: _Toc3055_WPSOffice_Level1][bookmark: _Toc23828]采用国际标准
本标准参考ISO21528-1 Microbiology of food and animal feeding stuffs –Horizontal methods for the detection and enumeration of Enterobacteriaceae-- Part 1: Detection and enumeration by MPN technique with pre-enrichment和ISO21528-2 Microbiology of food and animal feeding stuffs –Horizontal methods for the detection and enumeration of Enterobacteriaceae—Part2: Colony-count method.，标准编制工作组对上述国际标准的技术内容进行分析与研究，在标准制定中充分考虑饲料产品的特性，在参考了上述标准的基础上，对样品制备方法和结果描述等方面作了适宜的变动修改，使标准更具科学性、先进性及合理适用性，具有良好的操作性。
5、 [bookmark: _Toc14642][bookmark: _Toc4051_WPSOffice_Level1]与有关现行法律、法规和强制性标准的关系
在标准的修订过程中严格贯彻国家有关方针、政策、法律和规章。与相关的各种基础标准相衔接，遵循政策性和协调统一性的原则。
6、 [bookmark: _Toc16121][bookmark: _Toc1519_WPSOffice_Level1]重大分歧意见的处理经过和依据
标准在修订过程中，标准编制组收集调研了国内外相关信息资料，组织主要生产企业技术专家对标准内容的修订，进行了详细研讨，并达成统一修订方案。无重大分歧意见。
7、 [bookmark: _Toc5679][bookmark: _Toc17268_WPSOffice_Level1]作为强制性标准或推荐性标准的意见
本标准发布后，作为推荐性标准执行。
8、 [bookmark: _Toc29207][bookmark: _Toc31688_WPSOffice_Level1]贯彻标准的要求和措施建议
（1）首先应在实施前保证文本的充足供应，让每个使用者都能及时得到文本。这是保证新标准贯彻实施的基础。
（2）发布后、实施前应将信息在媒体上广为宣传。
（3）实施的过渡期宜定为6个月
9、 [bookmark: _Toc20176_WPSOffice_Level1][bookmark: _Toc10293]废止现行有关标准的建议
无
10、 [bookmark: _Toc7434][bookmark: _Toc13725_WPSOffice_Level1]其他应予说明的事项
无
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a Predictors: (Constant) 1503%
b. Dependent Variable: &%
Coefficients*
Standarsized
Unstandardized Coeficients | Coeficients 95% Confidence Interval for B
uodel B Std. Enor Beta t sig. | LowerBound | Upper Boung
1 Constant) —o08 02 881 516 -031 016
1505 1.002 004 999 | 249363 000 994 1.010
a Dependent Variable: 3%
Residuals Statistics®
Minimurn_| Madmum | Mean | St Deviation N
Predicied value 9535 | 64518 | 25343 151871 161
Residual -B4300 | 59969 | 00000 07680 161
St Predicted Value | 1,041 1921 000 1.000 161
Std. Residual 8347 7784 000 997 161

a Dependent Variable: 3%
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Paired Samples Statistics

st Enor
Mean Std. Deviation iean

Pairt  FEH [ 13150 10 8330 2634
150f 13180 10 10633 3.363

Pair2  Fkh [ 17164 10 974622 308.203
180 172E4 10 1208.351 382114

Palr3  F%& | 164E6 10 | 120864825 38157.568
1508 1.83ER 10 | 163438741 51683.868
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Paired Samples Test

Paired Differences

5% Confidence Interval ofthe

Diflerence
std. Eror
Mean | Std Deviation Mean Lower Upper 1 df | Sig (ailed
Pairl & - 150 -300 3622 1148 2891 2.291 -262 799
Pair2 - 1808 | -140.000 1073.106 339.345 -807.653 627.653 -413 590
Pair3 - 1508 | a.000E3 86467.720 27343.494 -52865 281 70856.281 329 750
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Paired Samples Statistics

st Enor
Mean Std. Deviation iean
Pairl  FHf 2450 10 5485 2051
150f 2440 10 5204 1.962
Pair2 &k [ 22610 10 73158 23135
180 22510 10 71,632 22662
Pair3  F%8 | 2280.00 10 619.677 195,959
1508 | 225000 10 18,690 195,647
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Paired Samples Test

Paired Differences

5% Confidence Interval ofthe

Diflerence
std. Eror
Mean | Std Deviation Mean Lower Upper 1 df | Sig (ailed
Pairl & - 150 100 738 233 -428 528 429 678
Pair2 o - 180% 1.000 7.379 2333 -4278 6.278 429 678
Pair3 #%%-150% | 30000 7.495 21344 -18.283 78.283 1.406 193
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Model Summary®

Change Statistics

Mode Adusted R | St Emorof | R Souare Duttin-
I R | RSquare | " Square the Estimate Change | F Change | o | sigF Change | Watson
1 996° 993 993 11422 993 | 187264 1 134 000 1876
a Predictors: (Constant) 1503
b. Dependent Variable: &%
ANOVA®
Sum of
uodel Suares df | Mean Square E sig
1 Regression 244.257 1 244257 | 1.872E4 000
Residual 1748 134 03
Total 246,008 135
a. Predictors: (Constant), IS0
b. Dependent Variable: 43
Coefficients*
Standarsized
Unstandardized Coeficients | Coeficients 95% Confidence Interval for B
uodel B Std. Enor Beta t sig. | LowerBound | Upper Boung
1 (Constant) 046 030 1511 133 106 014
1505 1.008 007 996 | 136825 000 991 1.020
a Dependent Variable: 3%
Residuals Statistics®
Minimurn_| Madmum | Mean | St Deviation N
Predicied value 12623 | 61410 | 39041 134511 136
Residual -1.01804 21480 00000 11380 138
St Predicted Value -1.964 1663 000 1.000 138
Ste. Residual 8813 1881 000 996 138

a Dependent Variable: 3%





