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前    言

    本标准的第1章、第4章、第6章和第7章为强制性的，其余为推荐性的。
本标准按照GB/T 1.1-2009给出的规则起草。

请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别这些专利的责任。

    本标准由中华人民共和国农业农村部提出并归口。

    本标准起草单位：国家粮食和物资储备局科学研究院。

    本标准主要起草人：李爱科、王薇薇、周航、王丽、韩伟、张晓琳、李晓敏、郝淑红、王永伟、刘宽博、宋丹、陈丽仙。

饲料添加剂  屎肠球菌

范围

本标准规定了饲料添加剂屎肠球菌的术语和定义、技术要求、样品、试验方法、检验规则、标签、包装、运输、贮存、保质期的要求。
本标准适用于以屎肠球菌为菌种，经液态发酵、干燥等工艺后制得的固态饲料添加剂产品。

规范性引用文件

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

GB 4789.2            食品微生物学检验 菌落总数测定
GB/T 5917.1          饲料粉碎粒度测定  两层筛筛分法
GB/T 6435           饲料中水分的测定

GB 10648


    饲料标签

GB 13078            饲料卫生标准

GB/T 13079          饲料中总砷的测定

GB/T 13080          饲料中铅的测定 原子吸收光谱法
GB/T 13081          饲料中汞的测定
GB/T 13082          饲料中镉的测定方法

GB/T 13091          饲料中沙门氏菌的检测方法

GB/T 13092          饲料中霉菌总数测定方法

GB/T 17480          饲料中黄曲霉毒素B1的测定 酶联免疫吸附法
GB/T 18869          饲料中大肠菌群的测定

GB/T 28726


饲料中玉米赤霉烯酮的测定 免疫亲和柱净化-高效液相色谱法
GB/T 30956          饲料中脱氧雪腐镰刀菌烯醇的测定 免疫亲和柱净化-高效液相色谱法

ISO 20776-1:2006     临床实验室测试和体外诊断测试系统-传染性病原体及药敏设备性能评估的敏感性试验 第1部分：抗菌药物的体外活性检测方法
术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。
3.1 

屎肠球菌 Enterococcus faecium

属于细菌界厚壁菌门芽孢杆菌纲乳杆菌目肠球菌科肠球菌属，为革兰氏染色阳性肠球菌。

4  技术要求

4.1 原料

载体和稀释剂品种来自饲料原料目录，并符合《饲料卫生标准》（GB 13078）。
4.2 外观与性状

产品为粉末或颗粒，形态、色泽均匀一致，无明显杂质，无异臭味。

4.3 菌种

菌种应为屎肠球菌。

4.4 理化指标

理化指标应符合表1的要求。

表1 理化指标

	项目
	指标

	屎肠球菌活菌计数a/CFU/g
	≥
	1.0×109

	水分/%
	≤
	 10.0

	粒度b（2.0 mm标准筛通过率）/%
	≥
	95

	a活菌数以每克产品中菌落形成单位（colony-forming units，CFU）表示。
b仅适用于粉状产品。


4.5 卫生指标

卫生指标应符合表2的要求。

表2 卫生指标
	项目
	指标

	砷（以As计）/mg/kg
	≤
	2.0

	铅（以Pb计）/mg/kg
	≤
	5.0

	汞（以Hg计）/mg/kg
	≤
	0.1

	镉（以Cd计）/mg/kg
	≤
	0.5

	黄曲霉毒素B1a/μg/kg
	≤
	10.0

	脱氧雪腐镰刀菌烯醇a/mg/kg
	≤
	1.0

	玉米赤霉烯酮a/mg/kg                              
	≤
	0.1

	大肠菌群/CFU/g
	≤
	100

	霉菌总数/CFU/g
	≤
	1.0×104

	沙门氏菌（25 g样品中）
	不得检出

	a此类指标仅适用于植物性载体生产的产品。

表中所列限量，除特别注明外均以干物质含量88%为基础计算（大肠菌群、霉菌总数、沙门氏菌除外）。


4.6 屎肠球菌的安全性
屎肠球菌对氨苄青霉素的最低抑菌浓度（MIC）≤ 2 mg/L。

5 样品
5.1 样品的采集应遵循随机性、代表性的原则。采样过程应遵循无菌操作程序，防止一切可能的外来污染。

5.2 采样方法
5.2.1 应在同一批次产品中采集样品，每件样品的采样量应满足微生物指标检验的要求，一般不少于500g。

5.2.2 独立包装小于、等于500g的固态产品，取完整包装。

5.2.3 独立包装大于500g的固态产品，应用无菌采样器从同一包装的不同部位分别采取适量样品，放入同一个无菌采样容器内作为一件样品。

5.3 采集样品的贮存和运输

5.3.1 应尽快将样品送往实验室检验。

5.3.2 应在运输过程中保持样品完整。

5.3.3 应在接近原有贮存温度条件下贮存样品，或采取必要措施防止样品中微生物数量的变化。
6 试验方法 

6.1 感官检验

取适量样品（约250g）于无色玻璃杯中，采用目测、鼻嗅的方法进行检验。

6.2 屎肠球菌的鉴别及活菌数检测

按附录A的规定执行。若为包埋屎肠球菌产品，需由企业提供溶解方法。

6.3 水分

按GB/T 6435规定执行。
6.4 粒度

    按GB/T 5917.1规定执行。
6.5 总砷（以As计）
按GB/T 13079规定执行。
6.6 铅（以PB计）
按GB/T 13080规定执行。

汞（以Hg计）

按GB/T 13081规定执行。
6.8 镉（以Cd计）
按GB/T 13082规定执行。
6.9 黄曲霉毒素B1
按GB/T 17480执行。

6.10 脱氧雪腐镰刀菌烯醇
按GB/T 30956执行。

6.11 玉米赤霉烯酮

按GB/T 28726执行。
6.12 霉菌总数

按GB/T 13092执行。

6.13 大肠菌群

按GB/T 18869执行。

6.14 沙门氏菌

按GB/T 13091执行。

6.15 氨苄青霉素MIC值

    按ISO 20776-1:2006执行。
7 检验规则

7.1 组批

以相同材料、相同生产工艺、连续生产或同一班次生产的同一规格的产品为一批，但每批产品不得超过1t。

7.2 出厂检验

出厂检验项目为外观与性状、水分、屎肠球菌活菌计数，检验合格并且附具质量合格证和使用说明书方可出厂。

7.3 型式检验

 型式检验项目为第4章规定的所有项目。在正常生产情况下，每半年至少进行1次型式检验。有下列情况之一时，亦应进行型式检验：

 a) 产品定型投产时；

 b）生产工艺、配方或主要原料来源有较大改变，可能影响产品质量时；

 c）停产3个月以上，重新恢复生产时；

 d）出厂检验结果与上次型式检验结果有较大差异时；

 e) 饲料管理部门提出检验要求时。

7.4  判定规则

7.4.1 所验项目全部合格，判定为该批次产品合格。

7.4.2 检验结果中有任何指标不符合本标准规定时，可自同批产品中重新加倍取样进行复检。若复检结果即使有一项指标不符合本标准规定，则判定该批产品不合格。微生物指标复检应在保质期内且符合运输储存条件。
8  标签、包装、运输、贮存、保质期

8.1 标签

按GB10648的规定执行。
8.2 包装

包装材料应无毒、无害、防潮。

8.3 运输

运输中防止包装破损、日晒、高温、雨林，禁止与有毒有害物质共运。运输要求应符合产品性能要求。

8.4 贮存
应贮存于干燥、阴凉、通风处，防止日晒、雨淋，防止长时间30℃以上高温，禁止与有毒有害物质混储。建议使用10℃以下的冷藏条件。

8.5 保质期 

低温（10℃以下）保存期为6个月以上；常温（10℃-30℃）保存期为3个月以上。
附录A

（资料性附录）

 屎肠球菌菌种鉴定和活菌数检测

A.1专用培养基及试剂

A.1.1肠球菌选择性培养基（胆汁七叶苷叠氮钠琼脂）

A.1.1.1 成分

    胰蛋白胨                 17.0 g
 牛肉浸粉                 3.0 g
酵母浸粉                 5.0 g
牛胆粉                   10.0 g
氯化钠                   5.0 g
柠檬酸钠                 1.0 g
七叶苷                   1.0 g
柠檬酸铁铵               0.5 g
叠氮化钠                 0.25 g
琼脂                     18.0 g
蒸馏水                   加至1000 mL
pH 7.1±0.1

A.1.1.2 制法

将所有成分加入蒸馏水中，加热溶解，校正pH 7.1±0.1。分装。高压灭菌121 ℃ 15 min。临用时加热使培养基熔化，冷至45～50 ℃时使用。

A.1.2 MRS培养基

A.1.2.1 成分

蛋白胨                   10.0 g

牛肉浸膏                 10.0 g

酵母浸膏                 5.0 g

葡萄糖                   20.0 g

吐温-80                  1.0 g

柠檬酸铵                 2.0 g

乙酸钠                   5.0 g

硫酸镁                   0.1 g

硫酸锰                   0.05 g

磷酸氢二钾               2.0 g

琼脂                     18.0 g

蒸馏水                 1 000.0 ml

pH 7.3±0.2

A.1.2.2 制法

将各成分加入蒸馏水中，加热不断搅拌，煮沸使琼脂完全溶解，115 ℃高压灭菌25 min～30 min。

A.1.3 碳源发酵管 
A.1.3.1 基础成分

胱氨酸                   0.5 g

胰蛋白胨                 20.0 g

氯化钠                   5.0 g

亚硫酸钠                 0.5 g

酚红                     0.17 g

蒸馏水                   1000 mL

pH 7.4～7.6

A.1.3.2 制法

    按0.5 %加入所需碳源，并分装小试管，121 ℃高压灭菌15 min～20 min。    
A.2 样品制备

称取25.0 g±0.01 g样品，加入225 mL无菌生理盐水（对于包被产品，可采用厂家提供的方法进行预处理）中均质。待均匀后，再将样品用无菌溶剂按十倍稀释法制成不同浓度稀释液。取1.0 mL合适浓度稀释液，注入无菌平板，每个稀释度做两个平皿。将融化并冷却至45 ℃～50 ℃的MRS培养基，向每个培养皿中倒入约15 mL～20 mL，摇匀并凝固，制成相应培养基的琼脂平板。36 ℃±1 ℃倒置培养24 h～48 h。空白对照至少为2个，以无菌溶剂代替同等质量的样品。

A.3 菌落选择

用接种针或接种环随机挑取5～10个菌落。

A.4菌体形态检验

菌体细胞呈卵圆形，直径为0.6 μm～2.0 μm×0.6 μm～2.5 μm，多数成对或成短链。无芽孢，无明显荚膜，通常不运动。

A.5 菌落形态检验

在肠球菌选择性培养基（胆汁七叶苷叠氮钠琼脂）上菌落生长形态特征为：带有棕紫色环的黑色或棕黑色菌落，边缘整齐、表面光滑、圆形。

A.6 生理生化特征检验

屎肠球菌生理生化特征见表A-1。

表A-1  屎肠球菌生理生化特征

	试验项目
	结果
	试验项目
	结果

	革兰氏染色
	+
	碳水化合物（4种）反应

	6.5 % NaCl
	+
	麦芽糖
	+

	pH 9.6
	+
	七叶苷
	+

	0.04 %碲酸盐
	-
	丙酮酸
	-

	0.02 %叠氮化钠
	+
	L-阿拉伯糖
	+

	注：“+”表示为90％以上的菌株为阳性反应；“-”表示90％以上菌株为阴性反应。


A.7 菌种遗传特性检测（选做项目）

待测屎肠球菌16 S rRNA（16S核糖体核糖核酸）序列与美国国立生物信息中心（NCBI）中模式菌株ATCC19434的16 S rRNA相似度在99 %以上。

A.8 菌落计数

选取A.2项中适宜的稀释度、菌落在30～300之间的平板进行计数。计算方法和结果输出参考GB 4789.2《食品微生物学检验 菌落总数测定》。
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