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前 言

本文件按照 GB/T 1. 1-2020《标准化工作导则 第 1 部分g标准化文件的结构和起草规则》的规定

起草。

本文件为 SNIT 4656《进出口纺织品生物安全检验方法》的第 9 部分，SNIT 4656 已经发布了如下

几个部分z

第 1 部分＝白假丝酵母菌g

一一第 2 部分s大肠埃希氏菌；

一一第 3 部分g大肠菌群s

一一第 4 部分＝金黄色葡萄球菌；

第 5 部分s菌落总数z

第 6 部分z沙门氏菌s

第 7 部分＝铜绿假单胞菌g

第 8 部分＝通则 s

一一第 9 部分＝肠出血性大肠杆菌 0157 :H7" 

本文件由中华人民共和国海关总署提出并归口。

本文件起草单位z 中华人民共和国郑州海关、中检集团中原农食产品检测（河南）有限公司、中华人

民共和国宁波海关、中华人民共和国深圳海关。

本文件主要起草人g 李辆、郭会清、禹建鹰、李传民、张亚斌、宗珊盈、谢堂堂、傅科杰、张卫理。
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进出口纺织晶生物安全检验方法

第 9 部分：肠出血性大肠杆菌 0157 :H7 

1 范围

本文件规定了迸出口纺织品中肠出血性大肠杆菌 0157,H7 的检验方法。

本文件适用于进出口纺织品肠出血性大肠杆菌 0157,H7 的检验。

2 规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注目期的引用文

件，仅该日期对应的版本适用于本文件s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

本文件圄

GB/T 6682 分析实验室用水规格和试验方法

SN/T 1538. 1 培养基制备指南第 1 部分z实验室培养基制备质量保证通则

SN/T 1538. 2 培养基制备指南第 2 部分g培养基性能测试实用指南

SN/T 4656. 8 进出口纺织品生物安全检验方法第 8 部分z通则

3 术语、定义和缩略语

3. 1 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

3. 1. 1 

纺织晶生物安全 biosafety of textiles 

一般是指纺织品中携带的有害生物本身或其代谢产物对生态环境和人体健康产生的潜在威胁，及

对其所采取的一系列有效预防和控制措施。

3. 1. 2 

肠出血性大肠杆菌 0157 ,H7 Enterohemorrhagic Escher创tia coli 0157, H7 

肠出血性大肠杆菌 0157 ,H7 是肠出血性大肠杆菌的主要致病菌株，是与公共卫生有关的最重要

的出血性大肠杆菌的血清类型，是一种可引起人或牲畜肠出血性腹泻等疾病的细菌性病原体．此病原

细菌为革兰氏染色阴性、两端钝圆的短杆菌，最适生长温度为 37 ℃，不发酵或迟缓发酵山梨醇，不能分

解 4 甲基伞形酣 R D葡萄糖醒酸背CMUG）产生荧光。

3. 1. 3 

实时荧光 PCR real time PCR 

在 PCR反应体系中加入荧光基团，利用荧光化学物质的积累实时监测 PCR 扩增产物总量的方法。

3. 1. 4 

Ct 值 Cycle threshold 

每个反应管内的荧光信号达到设定的阑值时所经历的循环数。
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3.2 缩略语

下列缩略语适用于本文件。

MUG(4 Methylumbellifery ft D-Glucuronide) :4 甲基伞形酬 It D-葡萄糖醒酸背。

PCR(polymerase chain reaction），聚合酶链式反应。

DNA (deoxyribonucleic acid）：脱氧核糖核酸。

Taq(Thermus aquaticus）：水生栖热菌。

dNTP( deoxyribonucleoside triphosphate) ，脱氧核昔酸三磷酸。

4 材料和设备

4. 1 元菌剪刀、银子回

4.2 电子天平z感量。， 01 g0 

4.3 元菌均质袋。

4.4 拍击式均质器：400 mLo 

4.5 元菌规格板： 20 cm2o 

4.6 元菌干燥棉拭子。

4. 7 微量移液器s量程 0. 5 l'L~ 20 l'L，量程 100 l'L~ 1 000 l'L，量程 l mL~ 10 mLo 

4.8 恒温培养箱： 36 ℃土1 ℃。

4.9 接种环。

4. 10 长波紫外光灯： 365 nm，功率《6 Wo 

4. 11 全自动微生物生化鉴定系统。

4. 12 载玻片。

4. 13 灭菌离心管： 1. 5 mLo 

4. 14 PCR 反应管．

4. 15 高速冷冻离心机， 2 000 r/min~ 13 000 r/min0 

4. 16 荧光 PCR 仪。

5 培养基和试剂

除有特殊说明，所有实验用试剂均为分析纯5分子检测实验用水符合 GB/T 6682 中一级水的要求．

5. 1 改良膜蛋白陈大豆肉汤（mTSB），符舍附录 A 中 A. 2o 

5.2 改良山梨回事麦康凯（CT-SMAC）琼脂 2符合附录 A 中 A. 30 

5.3 营养琼脂z符合附录 A 中 A. 4o 

5.4 呵｜味培养基 z符合附录 A 中 A.5 。

5.5 柯凡克试剂 s符合附录 A 中 A.60

5.6 MRVP 培养基g符合附录 A 中 A. 7 。

5. 7 甲基红试剂 z符合附录 A 中 A.So

5. 8 V-P 甲、乙液 z符合附录 A 中 A. 90 

5.9 西蒙氏拧橡酸盐培养基g符合附录 A 中 A.10 。

5. 10 月桂基硫酸盐膜蛋白陈－MUG(LST-MUG）：符合附录 A 中 A. llo 

5. 11 山梨醇发酵管z符合附录 A 中 A.12 。

5. 12 生化鉴定试剂盒。
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5. 13 肠出血性大肠杆菌 0157 和 H7 诊断血清。

5. 14 灭菌双蒸水。

SN/T 4656. 9-2023 

5. 15 DNA 提取液： 20 mmol/ L Tris-HCl, 2 mmol/ L EDTA,l. 2% Triton X-lOO(pH 8. 0），也可使

用商业化的 DNA 提取试剂盒。

5. 16 10× PCR 缓冲液， 200 mmol/L Tris-HCl(pH8. 4) ,200 mmol/L 氯化饵，15 mmol/L 氯化钱．

5. 17 dNTP 混合液(10 mmol/ L）：每种核苦酸浓度 10 mmol/Lo 

5. 18 引物和探针g引物和探针序列符合附录 B。

5. 19 Taq DNA 聚合酶（5U/µLλ

5.20 标准菌株2大肠杆菌标准菌株（CICC10389 或等效标准菌株），肠出血性大肠杆菌 0157:H7 标准

菌株CCICC21530 或等效标准菌株〉。

6 样晶制备

6. 1 样晶制备方法

6. 1. 1 称量法

无菌方法打开送检样品，用无菌剪刀（4. 1 ）均匀剪样，在电子天平（4. 2）上准确称取剪下的样品

25 g，剪碎后加入到盛有 225 mL mTSB(5. 1) 的无菌均质袋（4. 3 ）中，用拍击式均质器（4. 4）拍打

1 min~ 2 min，充分混匀。

6. 1. 2 多点采样洗脱法

元菌方法打开送检样品，在样品四周和中间均匀布控 5 个采样点，用元菌规格板（4. 5）比照每个采

样点按4cm× 5 cm(20 cm2）面积范围剪裁，每 20 cm2 采样面积为 1 份检样，每件样品共采集 5 份检样，

采样面积为 100 cm＇，将上述采集好的 5 份检样放入盛有 200 mL mTSB(5. 1) 的无菌均质袋（4. 3）中，

用拍击式均质器（4. 4）拍打 1 min~ 2 min，充分混匀，得到一个样品洗脱液。

6. 1. 3 棉拭子涂抹法

元菌方法打开送检样品，用 mTSB(5. l)湿润元菌干燥棉拭子（4. 6），在样品四周和中间均匀布控

5 个采样点，用无菌规格板（4. 5）比照按每个采样点 20 cm2 面积范围均匀涂抹，每个采样点用 1 个无菌

干燥棉拭子（4. 6），在 4 cmX5 cm(20 cm＇）面织范围均匀涂抹，立即用无菌剪刀（4. 1)剪去棉拭子手接

触部分，将涂抹部分一起放人盛有 50 mL mTSB(5. 1) 的元菌均质袋（4.3）中混匀。

6. 2 样晶制备方法选择原则

6. 2. 1 样品制备一般依 6. 1. 1 方法为基准方法；

6. 2. 2 当样品为面积较大或较厚实或多孔时，样品制备应采用 6. 1. 2 方法。采用 6. 1. 2 方法时如果被

检样品面积过大或过小，采样点可按比例增加或减少。

6.2.3 当样品质地致密不容易剪碎制备s或样品较贵重，客户要求元损检测的，样品制备应采用 6. 1. 3 

方法。

6. 2. 4 采用 6. 1. 1 、 6. 1. 2 方法时如果被检样品大量吸水而导致不能吸出足够样品匀液转种时，稀释液

可适当增加直至足够吸出转种。
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7 方法－ 肠出血性大肠杆菌 0157,H7 传统检验方法

7. 1 原理

利用肠出血性大肠杆菌 0157,H7 不能发酵或迟缓发酵山梨醇的特性，接种含山梨醇的 CT-SMAC

琼脂平板进行初筛分离 g利用肠出血性大肠杆菌 0157,H7 不能分解 4－甲基伞形酬－~←D葡萄糖醒酸背

(MUG）产生荧光（MUG试验阴性）的特性，结合血清学实验，准确判定肠出血性大肠杆菌 0157 ,H7 o 

7.2 检验程序

检验程序见图 L

7.3 操作步骤

7. 3. 1 增菌

mlS8内销增茵

而℃二江三μ旦旦h
CT SMAC可f111 

36 ℃土飞ττ21h±2h

弱枝

结果报告

图 1 肠出血性大肠杆菌 0157,H7 传统检验方法程序

非岛附血性大肠
杆商0157:!17

将按 6. 1 制备好的样品匀液放人 36 ℃士1 ℃恒温培养箱（4. 的中，增菌培养 24 h士2h。

7.3.2 分离

用无菌接种环（4. 9〕挑取 7.3. 1 增菌液接种于两个 CT SMAC (5. 2）平板。放置 36 ℃士1 ℃恒温

培养箱（4. 8）培养 24 h土2h。培养结束后观察各个平板上菌落生长情况，如无可疑或典型菌落生长，可

直接报告样品中肠出血性大肠杆菌 0157,H7 未检出；如有可疑或典型菌落长出，则挑取可疑或典型菌

落纯化后进行生化试验和血清学试验确认， CT-SMAC 平板上肠出血性大局杆菌 0157,H7 典型菌落

特征淡褐色中心、扁平透明、边缘光滑。

7.3.3 纯化菌落

分别挑取 CTSMAC选择性平板上 5 个以上可疑或典型菌落，接种营养琼脂（5. 3）平板，于 36 ℃土

1 ℃培养 24 h±2 h 纯化，挑取纯化后的菌落同时做如下确证实验。

4 
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7. 3. 4 生化试验

7. 3. 4. 1 用｜睐试验

挑取 7.3.3 纯化后的单个菌落接种峙｜噪培养基（5. 4〕，置 36 ℃ ±1 ℃培养 24 h±2 h 后滴加柯凡克

试剂（5. 5)0. 1 mL，阳性反应出现红色环，阴性为黄棕色环。肠出血性大肠杆菌 0157,H7 能分解色氨

酸产生昭｜噪，试验阳性。

7. 3. 4. 2 MR-VP 试验

挑取 7. 3.3 纯化后的菌落分别接种两管 MR-VP 培养基（5.6),36 ℃ ±1 ℃培养 24 h±2 h 后，一管

滴加甲基红试剂（5. 7)2 滴～3 漓，立即观察结果s一管按 6 ' 2 的比例依次滴加 V-P 甲、乙液（ 5. 8）后

30 min 内观察结果。变红色为阳性，不变色为阴性。肠出血性大肠杆菌 0157 ,H7 能分解葡萄糖，加入

甲基红指示剂立即显红色，即 MR试验阳性，满加 V-P 甲、乙液后颜色不变，即 VP试验阴性。

7. 3. 4. 3 拧橡酸盐试验

挑取 7. 3. 3 纯化后的单个菌落接种西蒙氏拧橡酸盐培养基（5. 9）后 36 ℃土1 ℃培养 48 h±2 h，观

察其颜色变化情况。肠出血性大肠杆菌 0157:H7 不能利用拧橡酸盐为碳源，拧橡酸盐试验阴性。培

养基颜色不变。

7. 3. 4. 4 MUG试验

挑取 7. 3. 3 纯化后的单个菌落接种 LST-MUG 肉汤管（ 5. 9），同时取大肠埃希氏标准菌株

(CICC10389 或等效标准菌株） (5. 20）菌液接种 LST-MUG 肉汤管做阳性对照，取肠出血性大肠杆菌

0157 :H7 标准菌株CCICC21530 或等效标准菌株） (5. 20）菌液接种 LST-MUG 肉汤管（5. 9）做阴性对

照。于 36 ℃土l ℃培养 24 h土 2 h。培养结束后将 LST-MUG 肉汤管置长波紫外灯（4. 10）下观察，大

肠埃希民菌株 MUG 阳性，有荧光产生s肠出血性大肠杆菌 0157:H7 MUG 阴性，无荧光产生。

7. 3. 4. 5 山梨醇发酵试验

挑取 7.3.3 纯化后的单个菌落接种山梨醇发酵管（5. 11 ），置 36 ℃土1 ℃培养 24 h土 2 h 后观察是

否发酵．肠出血性大肠杆菌 0157:H7 不能发酵或迟缓发酵山梨醇，发酵管蓝绿色或不变色．

注 2 如选择商品化生化鉴定试剂盒（5. 12）或全自动微生物生化鉴定矗统（4. 11〕，可选择 7. 3. 3 纯化后的菌落，按其

对应操作说明书进行试验．

7. 3. 5 血清学试验

7. 3. 5. 1 肠出血性大肠杆菌。抗原鉴定

取出肠出血性大肠杆菌 0157 诊断血清（5. 13），恢复室温g取出干净载玻片（4. 12），做好标记s用微

量移液器（4. 7）吸取 20 µL 肠出血性大肠杆菌 0157 诊断血清（ 5. 18）滴加于载玻片中央g用接种环

(4. 9）挑取营养琼脂平板上分纯单个菌落于血清中，慢慢磨开使其混匀成乳状液，静置， lmin 后观察凝

集情况。将载玻片倾斜摇动混合 1 min，并对着黑暗背景进行观察，任何程度的凝集现象皆为阳性

反应。

7. 3. 5. 2 肠出血性大肠杆菌 H抗原鉴定

用肠出血性大肠杆菌 H7 诊断血清（5. 13）代替肠出血性大肠杆菌 0157 诊断血清（5. 13），方法同

7,3.5.10 
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7.4 结果报告

综合以上生化试验和血清学试验结果，报告样品中检出或未检出肠出血性大肠杆菌 0157:H7"

日方法二肠出血性大肠杆菌 0157,H7 实时荧光 PCR 法

8. 1 原理

根据肠出血性大肠杆菌 0157:H7 特有的 rfbE 保守序列，设计一组 PCR 特异性引物和荧光双标记

探针（两端分别标记一个报告荧光基团和一个摔灭荧光基团）。 PCR 扩增时，反应体系中加人 DNA 模

板、引物、探针、4 种脱氧核昔酸、Taq 酶。目标菌不存在时，探针完整，报告基团发射的荧光信号被摔灭

基团吸收，没有荧光信号产生；目标菌存在时，探针被 Taq 酶酶切降解，使报告荧光基团和猝灭荧光基

团分离，从而荧光监测系统可接收到荧光信号，即每扩增一条 DNA链，就有一个荧光分子形成，达到荧

光信号的累积与 PCR产物的形成完全同步，从而准确判定目标菌存在与否。

8.2 检测程序

检测程序见图 2。

mTSB南面增菌

36 ℃圭l'C l24h士2h

DNA模最制各

R＜划阳n'PCR检ll~

~主

结果报岱

图 2 肠出血性大肠杆菌 0157:H7 实时荧光 PCR 法检测程序

日 3 操作步骤

8. 3. 1 样晶 DNA 模板的提取

样品增菌参照 7. 3. 1 ，取 l mL 增菌液，放人 1. 5 mL 灭菌离心管（4. 13）内，置高速冷冻离心机

(4. 15）内 10 000 r/min 离心 5 min，吸弃上清z加入 lmL 灭菌双蒸水（5. 14）混匀，高速冷冻离心机

(4. 15）内 10 000 r/min 离心 5 min，吸弃上清 s然后加灭菌双蒸水（5. 14) 100 µL 混匀，置 100 ℃煮沸

5 min，高速冷冻离心机（4. 1日内 10 000 r/min 离心 2 min，取上清作为 DNA 模板，可 20 ℃存放备

用．也可使用等效的商品化 DNA 提取试剂盒（5. 15）并按其说明操作．
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