团体标准《乳与乳制品金黄色葡萄球菌定性检测 Petrifilm测试片法》编制说明
（征求意见稿）
一、工作简况
1、 任务来源
本文件由中国出入境检验检疫协会提出并归口，中国海关科学技术研究中心作为本文件组织协调单位。根据中国出入境检验检疫协会团体标准化工作委员会2022年第一批团体标准制修订计划，由中国海关科学技术研究中心、内蒙古伊利实业集团股份有限公司、内蒙古蒙牛乳业（集团）股份有限公司、北京三元食品股份有限公司、河北三元食品有限公司、新希望乳业股份有限公司、纽勤生物科技（上海）有限公司等单位共同参与起草，计划于2024年11底前完成该标准的制定工作。
2、 主要工作过程与工作计划
2024年3-4月：提出制定标准项目，并进行了标准立项征求意见和论证工作；
2024年5月：中国出入境检验检疫协会公布计划项目；
2024年6-8月：进行前期调研、存在问题分析和相关资料收集整理等准备工作，拟定了标准“编制说明”编写大纲，并起草了“标准草案”；
2024年8月：召开标准启动会，围绕标准草案进行讨论
2024年 9 月：按照启动会专家意见和建议修改标准草案，形成标准“征求意见稿”；
2024年9-10月：公开征求意见，对征求到的意见进行分类采纳处理，形成“标准送审稿”；
2024年10月：召开标准审定会，根据与会专家的意见，对标准送审稿进行修改完善，形成标准报批稿，将标准报批稿和标准说明一并上报中国出入境检验检疫协会审批；
2024年11月：标准发布。
3、主要参加单位和工作组成员及其所做的工作等
项目责任单位：纽勤生物科技（上海）有限公司。
项目参与单位：中国海关科学技术研究中心、内蒙古伊利实业集团股份有限公司、内蒙古蒙牛乳业（集团）股份有限公司、北京三元食品股份有限公司、河北三元食品有限公司、新希望乳业股份有限公司、纽勤生物科技（上海）有限公司。
本标准主要起草人： 赵晓娟、王易、李志君、孙英丽、逯刚、喻东威、张双、杨宇、赵珊、孙炜、夏忠悦、宋艳梅、王航、于宝军、张洪沂。
二、标准编制原则和主要研究内容
1、编制原则
全国人大常委会在2017年11月4日审议通过新修订的《标准化法》，该法第二条规定：“标准包括国家标准、行业标准、地方标准和团体标准、企业标准。”从法律上进一步明确了团体标准地位。我国现行的法规体系中，国家标准、行业标准、地方标准属于政府标准，由政府主导制定；团体标准和企业标准属于市场标准，由市场自主制定。政府标准与市场标准协同发展、协调配套。市场标准除了快速反应市场需求外，其承载的一个重要功能就是创新。
本标准立足国内食品安全发展实际，在符合国家食品安全相关法律法规、标准要求的前提下，引入国际上最新的微生物检测方法，完成本土吸收转化后，制定出具有较大行业影响力的、规范严谨、可行性强的标准检验方法文件。同时，标准制定工作还遵循“面向市场、服务产业、自主制定、适时推出”的原则，将标准制定、试验验证、应用推广相结合，统筹推进。标准的编写结构和内容编排等方面依据GB/T 1.1《标准化工作导则》、GB/T 20000《标准化工作指南》等系列标准的要求，重点对标准适用范围、检验步骤等关键要素进行了明确，以突出标准的科学性、可靠性和合理性的特点。
根据我国食品安全国家标准GB 29921-2021预包装食品中致病菌限量, 对于巴氏杀菌乳、调制乳、发酵乳、加糖炼乳（甜炼乳）、调制加糖炼乳要求采用比较严格的二级采样方案，金黄色葡萄球菌的限量为：n=5，c=2，m=0/25g（mL）。检验方法按GB4789.10第一法金黄色葡萄球菌定性检验执行。基于国家标准的要求，本标准在制定的过程中，结合相关使用单位的生产现状，综合研究了金黄色葡萄球菌定性检验的各类快速检验方法，其中Petrifilm®测试片法以其良好的灵敏度、特异性、排他性等技术优势在各乳制品生产企业具有广泛的应用，可以帮助企业提高检测效率、缩短检测时间、加快产品放行，同时操作更为简便、更加节省空间，从而减少误差和降低能耗。此外，Petrifilm测试片法作为国内外广泛应用的检验方法，已经被AOAC定为官方方法，同时也纳入了我国出入境检验检疫行业标准，但是均为定量检验方法。因此金黄色葡萄球菌Petrifilm测试片法定性检验标准的提出和制定，填补了方法空白，同时有利于协调统一该标准在技术上的先进性、经济上的合理性以及应用中的适用性。
2、 主要研究内容
Petrifilm金黄色葡萄球菌测试系统由测试片和确认片两部分组成，是基于预制的选择性培养基和阳性结果确认技术对金黄色葡萄球菌进行检测，其检测原理为：
Petrifilm金黄色葡萄球菌测试片含改良Baird-Parker培养基，该培养基配方具有一定的选择性，可以抑制非目标菌的生长；同时测试片培养基配方含有特异性指示剂，金黄色葡萄球菌是唯一能将指示剂转化成紫红色色素的细菌，可区分目标菌金黄色葡萄球菌和非目标菌，当样品中背景菌较高时，测试片中的抑制成分不能完全抑制背景菌，可能会使菌落显示非紫红色（例如，菌落呈现黑色等），故需要用确认反应片进行确认。确认反应片含脱氧核糖核酸（DNA）和指示剂（甲苯胺蓝，蓝色染料），可以确认非紫红色菌落是否为金黄色葡萄球菌。金黄色葡萄球菌产生脱氧核糖核酸酶(DNase)，该酶会分解确认反应片中的DNA，分解的DNA与确认反应片中的蓝色染料发生反应，产生粉红色晕圈。金黄色葡萄球菌确认反应片是可选的步骤，当出现紫红色以外的其他颜色的菌落时，需使用确认反应片。
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描述已自动生成]本标准的研制根据GB4789.45-2023《食品安全国家标准 微生物检验方法验证通则》, 以GB4789.10第一法作为参考方法，对Petrifilm金黄色葡萄球菌测试片法的包容性、排他行、方法灵敏度等方面进行了研究。金黄色葡萄球菌定性检测 Petrifilm测试片法与GB4789.10第一法相比，在检测时间上大约只需45h，而GB4789.10第一法最少需要77h左右。金黄色葡萄球菌定性检测 Petrifilm测试片法在检测时间上可以缩短32h。两种方法的检测流程见图1。两种方法在其他方面的比较见表1。

   A. Petrifilm金黄色葡萄球菌测试片法检测流程      B.GB 4789.10-2016第一法检测流程
图1. 两种方法的检测流程


表1金黄色葡萄球菌定性检测  Petrifilm测试片法与GB 4789.10-2016第一法的比较
	
	培养基和试剂种类
	工作量
	结果观察
	G染色

	金黄色葡萄球菌定性检测  Petrifilm测试片
	2
	小
	简单
	不需要

	GB 4789.10-2016第一法
	4
	大
	复杂
	需要



根据GB 29921-2021预包装食品致病菌限量中对于金黄色葡萄球菌的规定，本标准的制定旨在协助乳制品企业建立金黄色葡萄球菌的快速定性检测方法，因此本标准检验方法适用于巴氏杀菌乳、调制乳、发酵乳、加糖炼乳（甜炼乳）、调制加糖炼乳等乳制品中金黄色葡萄球菌的快速、定性检验。
三、主要试验（或验证）情况
根据《GB 4789.45-2023 食品安全国家标准 微生物检验方法验证通则》对于“定性方法”的验证，实验室内部验证指标（参见GB 4789.45-2023表1）包括：灵敏度、包容性和排他性共计3个指标的验证，实验室间验证（参见GB 4789.45-2023表1）进行方法灵敏度的验证。
首先确定两种检验方法是“配对还是非配对分析”。依据GB 4789.45-2023对“配对/非配对检验”的解释即“2 种定性方法同时检验某一样品时，若第一步增菌方法相同，可使用该样品的同一试样进行分析，该分析称为‘配对分析’，若第一步增菌方法不同，则使用该样品的不同试样分别进行分析，该分析称为‘非配对分析’”。本研究的Petrifilm金黄色葡萄球菌测试片方法与GB 4789.10-2016 的第一法采用同一个“检样”，既使用同一个“25g（mL）”的样品，用同一种增菌液即“7.5 %氯化钠肉汤”，从同一增菌液中取增菌液按照GB 4789.10-2016 的第一法接种BP（Baird-Parker）平板和血平板，Petrifilm金黄色葡萄球菌测试片方法接种Petrifilm金黄色葡萄球菌测试片。因此，本方法验证属于“配对分析”。
1.验证实验室的选择  
选择具CNAS和CMA资质，菌株资源丰富，具有方法验证和制定标准经验的政府实验室或第三方实验室；验证实验室负责组建方法验证团队，验证团队应由2-3名成员组成，其中一人为本研究的负责人。本次验证实验室内验证选择“中国海关科学技术研究中心食品安全研究所”简称“食品安全所”。食品安全所具CNAS和CMA资质，长期从事微生物检测试剂盒评价工作，曾制定20余项“试剂盒”类检验检疫行业标准，在海关系统具有非常大的影响力。实验室间验证选择具CNAS和CMA资质的广州海关技术中心、杭州海关技术中心和中检科（北京）测试技术有限公司。
2. 验证依据
《食品安全国家标准 微生物检验方法验证通则》GB 4789.45-2023。
3. 参比方法
GB 4789.10-2016 的第一法
4. 验证参数
4.1 检测灵敏度验证
灵敏度研究是指参考方法或Petrifilm金黄色葡萄球菌测试片方法检出目标微生物的能力。
4.1.1代表性食品的选择：
依据GB 4789.45-2023的3.2条款，即“适用范围少于5种食品种类，应全部选择。每种食品种类至少选择1种食品子类”，本团体标准适用于“乳及乳制品”，根据GB 4789.45的“表A.1 食品种类和食品子类”，选择一个子类进行方法验证。室内验证选用“巴氏杀菌乳”样品进行方法验证。样品由伊利集团提供，为了验证的公平性掩盖了样品基本信息。
4.1.2 低水平阳性样本的添加
实验室内验证检测灵敏度：低水平菌体添加的量为：0.7 CFU/mL，结果阳性率为60 %；将1mL低浓度添加水平菌液添加到25mL 巴氏杀菌乳样品中，制备20个平行样品；阴性对照取25mL 巴氏杀菌乳样品，加入1mL无菌生理盐水，制备5个阴性平行样品；阳性对照取25mL 巴氏杀菌乳样品，加入7 CFU/mL浓度的阳性菌悬液1mL，制备5个阳性平行样品；充分混匀。
质量控制：5个阴性样品均为阴性、5个阳性样品均为阳性，结果成立。检测灵敏度结果见表2。实验室内验证图片见图2。
表 2 低水平阳性添加的（检测灵敏度）实验结果
	序号
	参比方法
	测试片方法
	备注

	1
	＋
	＋
	/

	2
	－
	－
	/

	3
	＋
	＋
	/

	4
	＋
	＋
	/

	5
	－
	－
	/

	6
	－
	－
	/

	7
	＋
	＋
	/

	8
	＋
	＋
	/

	9
	＋
	＋
	/

	10
	－
	－
	/

	11
	＋
	＋
	/

	12
	＋
	＋
	/

	13
	－
	－
	/

	14
	－
	－
	/

	15
	＋
	＋
	/

	16
	＋
	＋
	/

	17
	－
	－
	/

	18
	＋
	＋
	/

	19
	－
	－
	/

	20
	＋
	＋
	/

	阴性样品1
	－
	－
	/

	阴性样品2
	－
	－
	/

	阴性样品3
	－
	－
	/

	阴性样品4
	－
	－
	/

	阴性样品5
	－
	－
	/

	阳性样品1
	＋
	＋
	/

	阳性样品2
	＋
	＋
	/

	阳性样品3
	＋
	＋
	/

	阳性样品4
	＋
	＋
	/

	阳性样品5
	＋
	＋
	/

	注：+：表示阳性结果；-：表示阴性结果


[image: a0ed4fcd08c6a761aa25f5ca0f4f4d8][image: ac61d7ae8737e4014666b3b90e91f30]               A 实验过程                      B. GB 4789.10第一法血平板结果 
[image: ca8dfaabd1ed92042fec717091dc1b0]
C.GB 4789.10第一法BP平板结果
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D.Petrifilm金黄色葡萄球菌测试片             E.阴性和阳性对照
图2. 实验室内验证检测灵敏度实验结果图
[image: ]方法灵敏度RLOD的计算（GB 4789.45附录B的公式B.2）：
根据上述公式计算金黄色葡萄球菌Petrifilm测试片实验室内验证相对方法检出限（RLOD）为1，符合GB 4789.45中4.1.2中对配对检验检测灵敏度的要求。
实验室间验证检测灵敏度：低水平菌体添加的量为：0.7 CFU/mL，结果阳性率为50-60 %；将1mL低浓度添加水平菌液添加到25 mL 巴氏杀菌乳样品中。每个实验室制备8个阳性添加平行样品；阳性样品取25mL 巴氏杀菌乳样品，加入7 CFU/mL浓度的阳性菌悬液1mL，制备2个阳性平行样品；阴性样品取25mL 巴氏杀菌乳样品，加入1mL无菌生理盐水，制备2个阴性平行样品。充分混匀。
质量控制：2个阴性样品均为阴性、2个阳性样品均为阳性，结果成立。汇总3家协同验证实验室实验数据于表3。实验室间验证图片见图3、图4。
表3 实验室间验证结果数据汇总
	实验室
	序号
	参比方法结果
	测试片方法结果
	备注

	
中检科（北京）测试技术有限公司
	1
	＋
	＋
	/

	
	2
	＋
	＋
	/

	
	3
	＋
	＋
	/

	
	4
	-
	-
	/

	
	5
	＋
	＋
	/

	
	6
	-
	-
	/

	
	7
	＋
	＋
	/

	
	8
	-
	-
	/

	
	阴性样品1
	-
	-
	/

	
	阴性样品2
	-
	-
	/

	
	阳性样品1
	＋
	＋
	/

	
	阳性样品2
	＋
	＋
	/

	杭州海关技术中心
	1
	＋
	＋
	/

	
	2
	＋
	＋
	/

	
	3
	＋
	＋
	/

	
	4
	＋
	＋
	/

	
	5
	-
	-
	/

	
	6
	-
	-
	/

	
	7
	＋
	＋
	/

	
	8
	＋
	＋
	/

	
	阴性样品1
	-
	-
	/

	
	阴性样品2
	-
	-
	/

	
	阳性样品1
	＋
	＋
	/

	
	阳性样品2
	＋
	＋
	/

	广州海关技术中心
	1
	＋
	＋
	/

	
	2
	＋
	＋
	/

	
	3
	-
	-
	/

	
	4
	＋
	＋
	/

	
	5
	-
	-
	/

	
	6
	＋
	＋
	/

	
	7
	＋
	＋
	/

	
	8
	-
	-
	/

	
	阴性样品1
	-
	-
	/

	
	阴性样品2
	-
	-
	/

	
	阳性样品1
	＋
	＋
	/

	
	阳性样品2
	＋
	＋
	/

	注：+：表示阳性结果；-：表示阴性结果
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A.Petrifilm金黄色葡萄球菌测试片                  B. BP平板结果
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C. 血平板结果
图3. 杭州海关实验结果
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A.Petrifilm金黄色葡萄球菌测试片
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                              B. 血平板结果                            C. 阳性对照
图4. 中检科（北京）测试技术有限公司

实验室间协同验证的RLOD值的计算：
    根据GB 4789.45附录B的公式B.2计算RLOD， 实验室间协同验证的RLOD=1。
4.1.3 检测灵敏度验证结论
综合实验室内验证和实验室间验证的RLOD为1，说明金黄色葡萄球菌Petrifilm测试片法定性检验乳及乳制品中的金黄色葡萄球菌的检测灵敏度与GB 4789.10-2016 《食品安全国家标准 食品微生物学检验 金黄色葡萄球菌检验》的第一法的检测灵敏度相当。根据GB 4789.45-2023的“4.1.2 验证要求”，针对配对分析，RLOD的可接受限为1.5，RLOD 低于1.5是可以接受的。本次协同验证RLOD为1，符合GB4789.45-2023对检测灵敏度的验证要求。
4.2 包容性验证
采用30株金黄色葡萄球菌分离株对金黄色葡萄球菌Petrifilm测试片进行包容性验证。结果记录于表4。30株金黄色葡萄球菌分离株，在金黄色葡萄球菌Petrifilm测试片上呈现典型的紫红色菌落，结果均为阳性。
表4 包容性验证用金黄色葡萄球菌菌株列表和验证结果
	序号
	菌株编号
	来源
	验证结果

	1
	BJ-Sa-5
	金章牌大孔芝士碎
	＋

	2
	BJ-Sa-10
	安佳马苏里拉乳酪
	＋

	3
	BJ-Sa-12
	航食
	＋

	4
	BJ-Sa-13
	航食
	＋

	5
	BJ-Sa-14
	奶酪
	＋

	6
	BJ-Sa-15
	巨浪大切经典原味薯片
	＋

	7
	BJ-Sa-16
	脱脂奶粉
	＋

	8
	BJ-Sa-17
	安佳车达乳酪（红）10.9.8-11.9.8
	＋

	9
	BJ-Sa-18
	安佳车达乳酪（红）10.10.6-11.10.6
	＋

	10
	BJ-Sa-19
	速冻熟玉米
	＋

	11
	BJ-Sa-22
	鱼子酱
	＋

	12
	BJ-Sa-23
	冷冻薯格
	＋

	13
	BJ-Sa-33
	贝塞斯冰淇淋
	＋

	14
	BJ-Sa-47
	小小三鲜水饺
	＋

	15
	BJ-Sa-48
	紫玉板栗玉汤圆
	＋

	16
	BJ-Sa-49
	黑芝麻核桃汤圆
	＋

	17
	BJ-Sa-50
	玫瑰花汤圆
	＋

	18
	BJ-Sta-72
	保利微酸奶油-3
	＋

	19
	BJ-Sta-73
	九日牌炒年糕条（膨化食品）-2
	＋

	20
	BJ-Sta-74
	疯丫头爆米花-5
	＋

	21
	BJ-Sta-77
	旺旺仙贝（含油型膨化食品）-2
	＋

	22
	BJ-Sta-78
	吉利火星奶油味爆米花
	＋

	23
	BJ-Sta-79
	河北稻香村老面包
	＋

	24
	BJ-Sta-80
	张君雅小妹妹甜甜圈（巧克力味）力味）-4
	＋

	25
	BJ-Sta-81
	枕纯牛奶-2
	＋

	26
	BJ-Sta-83
	冰鲜三文鱼
	＋

	27
	BJ-Sta-84
	油炸小龙虾3
	＋

	28
	BJ-Sta-89
	水解乳清蛋白粉H1412014
	＋

	29
	BJ-Sta-90
	凯瑞原味奶油奶酪 样品三
	＋

	30
	BJ-Sta-91
	万通牌新西兰冻虾(G2)5
	＋

	注：+：表示阳性结果；-：表示阴性结果



4.3 排他性实验
采用30株非金黄色葡萄球菌菌株，包括亲缘关系近的菌株，例如表皮葡萄球菌，以及亲缘关系远的菌株，例如植物乳杆菌等等对金黄色葡萄球菌Petrifilm测试片进行排他性验证。结果记录于表5。所测试的30株非金黄色葡萄球菌菌株，均呈现阴性反应。
表5 排他性验证用菌株列表和验证结果
	序号
	菌株名称
	菌株号
	验证结果

	1
	大肠埃希氏菌
	ATCC 25922
	－

	2
	大肠杆菌O157:H7
	CICC 21530
	－

	3
	肠炎沙门氏菌
	CMCC 50041
	－

	4
	甲型副伤寒沙门氏菌
	CMCC 50001
	－

	5
	阪崎肠杆菌
	ATCC 29544
	－

	6
	肺炎克雷伯氏菌
	CGMCC 1.1736
	－

	7
	副溶血性弧菌
	ATCC 17802
	－

	8
	创伤弧菌
	ATCC 27562
	－

	9
	福氏志贺氏菌
	CMCC 51571
	－

	10
	宋氏志贺氏菌
	CMCC 51334
	－

	11
	阴沟肠杆菌
	CGMCC 1.57
	－

	12
	马红球菌
	ATCC 6939
	－

	13
	表皮葡萄球菌
	ATCC 12228
	－

	14
	粪链球菌
	ATCC 32223
	－

	15
	粪肠球菌
	CICC 25019
	－

	16
	单增李斯特氏菌
	ATCC 13932
	－

	17
	英诺克李斯特
	ATCC 33090
	－

	18
	威氏李斯特
	ATCC 35897
	－

	19
	格氏李斯特
	ATCC 700545
	－

	20
	铜绿假单胞菌
	ATCC 15442
	－

	21
	施氏假单胞菌
	ATCC 17588
	－

	22
	白色念珠菌
	ATCC 10231
	－

	23
	藤黄微球菌
	CMCC(B)28001
	－

	24
	蜡样芽孢杆菌
	ATCC 11778
	－

	25
	产气荚膜梭菌
	ATCC 13124
	－

	26
	短小芽孢杆菌
	CMCC(B)63202
	－

	27
	植物乳杆菌
	ATCC 8014
	－

	28
	洋葱伯克霍尔德菌
	CICC 10857
	－

	29
	嗜热链球菌
	CICC 20248
	－

	30
	德氏乳杆菌
	CICC 6077
	－



5. 验证结论
灵敏度、包容性和排他性验证结果表明，金黄色葡萄球菌Petrifilm测试片的包容性和排他性均为100 %，针对金黄色葡萄球菌的检验特异性良好；经实验室内和实验室间验证，金黄色葡萄球菌Petrifilm测试片的检测灵敏度与GB 4789.10-2016 《食品安全国家标准 食品微生物学检验 金黄色葡萄球菌检验》的第一法的检测灵敏度相当，RLOD结果为1。金黄色葡萄球菌Petrifilm测试片可用于乳与乳制品中金黄色葡萄球菌定性检验。

六、与国际、国外对比情况 
与同类标准的比较 本文件制定过程中未查到同类国际、国外标准。

七、与现行相关法律、法规、规章及相关标准，特别是强制性标准的协调性
本文件与现行相关法律、法规、规章及相关标准，特别是强制性标准完全保持一致。

八、重大意见分歧的处理经过和依据
标准制定过程中未发生重大分歧意见。

九、贯彻标准的要求和措施建议
建议本文件批准发布6个月后实施。

十、废止现行相关标准的建议
无

十一、其他应予说明的事项
无

《乳与乳制品金黄色葡萄球菌定性检测  Petrifilm测试片法》标准起草工作组
                                             2024年9 月 23日

附件1.团体标准《乳与乳制品金黄色葡萄球菌定性检验 Petrifilm测试片法》验证评价方案
附件2.中国海关科学技术研究中心食品安全研究所---团体标准《乳与乳制品金黄色葡萄球菌定性检测  Petrifilm测试片法》验证评价报告
附件3. 广州海关技术中心---团体标准《乳与乳制品金黄色葡萄球菌定性检验 Petrifilm测试片法》协同实验室验证报告
附件4. 杭州海关技术中心---团体标准《乳与乳制品金黄色葡萄球菌定性检验 Petrifilm 测试片法》协同实验室验证报告
附件5. 中检科（北京）测试技术有限公司---团体标准《乳与乳制品金黄色葡萄球菌定性检验Petrifilm测试片法》协同实验室验证报告
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