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前　　言

本文件按照 GB/T１１—２０２０«标准化工作导则　第１部分:标准化文件的结构和起草规则»的规定

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专利的责任.
本文件由农业农村部渔业渔政管理局提出.
本文件由全国水产标准化技术委员会水产养殖病害防治分技术委员会(SAC/TC１５６/SC１１)归口.
本文件起草单位:全国水产技术推广总站、中国水产科学研究院东海水产研究所、中国水产科学研究

院珠江水产研究所、上海海洋大学.
本文件主要起草人:冯东岳、房文红、邓玉婷、宋晨光、王浩、胡鲲、赵姝、李阳、王元、李新苍.
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水产养殖动物源弧菌耐药性调查规范

１　范围

本文件规定了水产养殖动物源弧菌耐药性调查中样品采集、样品信息采集、样品保存与运输、弧菌分

离与鉴定、菌株保存、药敏试验(肉汤稀释法)、药物敏感性判定的基本要求,描述了结果记录与统计的

方法.
本文件适用于水产养殖动物源弧菌属细菌耐药性调查.

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,注日期的引用文件,
仅该日期对应的版本适用于本文件;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.

GB/T６６８２—２００８　分析实验室用水规格和试验方法

SC/T７０２８—２０２２　水产养殖动物细菌耐药性调查规范　通则

３　术语和定义

下列术语和定义适用于本文件.

３１
采样点　samplesite
同一水域、同一品种、相同环境及养殖条件的养殖场为一个采样点.
[来源:SC/T７０２８—２０２２,３１]

３２
抗菌药敏感性试验　antimicrobialsusceptibilitytesting
用于测试抗菌药在体外对病原微生物有无抑制或杀灭作用的试验,简称药敏试验.

３３
最小抑菌浓度　minimalinhibitoryconcentration,MIC
在采用稀释法测定药物敏感性的试验中,能抑制细菌生长的最低抗菌药物浓度.
[来源:SC/T７０２８—２０２２,３２]

３４
折点　breakpoint
用于区分菌株为敏感、中介和耐药的 MIC值.
[来源:SC/T７０２８—２０２２,３３]

３５
细菌耐药性　bacterialresistance
细菌与抗菌药物多次接触后,对药物的敏感性下降甚至消失;细菌产生耐药性后,药物的抗菌作用明

显下降.

３６
敏感　susceptible,S
抗菌药物对菌株的 MIC值等于或低于敏感折点,即菌株对该药物表现为敏感.
[来源:SC/T７０２８—２０２２,３４]

３７
中介　intermediate,I
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抗菌药物对菌株的 MIC值在高于敏感折点且低于耐药折点的范围内,即菌株对该药物表现为中介.
[来源:SC/T７０２８—２０２２,３５]

３８
耐药　resistant,R
抗菌药物对菌株的 MIC值等于或高于耐药折点,即菌株对该药物表现为耐药.
[来源:SC/T７０２８—２０２２,３６]

４　样品采集

４１　采样对象

宜采集患病的水产养殖动物,每个动物个体为一个样品.

４２　采样频次

按SC/T７０２８—２０２２中５１２的规定执行.

４３　采样数量

每个采样点采集３个以上样品,每个样品单独放入无菌密封袋.

５　样品信息采集

５１　样品信息

每个样品袋分别贴上标签,注明采样地、样品编号、采样人和采样日期.对样品进行编号,样品编号应

包含采样动物种类、采样地、采样时间等信息.

５２　样品信息表

样品采集时应填写水产养殖动物样品采集信息表,主要包括养殖场信息、样品信息、抗菌药使用和治

疗效果等,见附录 A.

６　样品保存与运输

样品采集后及时于０ ℃~１０ ℃保存,使用密封保温容器运送;样品采集后应在１２h内进行细菌

分离.

７　弧菌分离与鉴定

７１　分离

７１１　体表和鳃组织

用无菌水冲洗体表或鳃组织３遍,用无菌吸水纸吸去水分,用无菌接种环刮取体表或鳃少许组织样品

接种到 TCBS(按附录B中的B１配制或使用商品化培养基)平板,划线法分离弧菌.

７１２　内脏组织器官

体表经７５％酒精消毒后,用无菌吸水纸吸去水分,用无菌剪刀打开腹腔(鱼类)、打开甲壳(虾和蟹)或
分开外壳(贝类),无菌操作取内脏组织器官,于无菌均质器中匀浆,用无菌接种环蘸取少许于 TCBS平板

上进行划线.

７２　纯化

将接种后的 TCBS平板倒置,于(２８±２)℃培养２４h~２８h.观察培养后 TCBS平板上的菌落形态,
挑取平板上疑似弧菌的黄色、绿色、蓝绿色或黄绿色等优势单菌落,接种于TCBS平板上纯化培养.最终,
每个样品分离保存优势菌株１株~２株.

７３　鉴定

按附录C的规定对分离疑似弧菌菌株进行种的分类鉴定.

８　菌株保存

参考SC/T７０２８—２０２２中的５４.
２
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９　弧菌药敏试验(肉汤稀释法)

采用肉汤稀释法对分离菌株进行药物敏感性试验,具体操作方法和步骤按附录D的要求进行.

１０　药物敏感性判定

按附录E给出的药敏试验折点值作为判定标准,判定弧菌对抗菌药物是敏感(S)、中介(I)或耐药

(R).

１１　结果记录与统计

记录每一受试菌的菌株编号、菌种名称及对各种抗菌药的 MIC结果.在汇总统计 MIC数据基础上,
计算 MIC５０(抑制５０％受试菌株所需的 MIC)和 MIC９０(抑制９０％受试菌株所需的 MIC);同时,按SC/T
７０２８—２０２２中５７的方法计算分离菌株的敏感率、中介率及耐药率.

３
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附　录　A
(资料性)
采样记录表

　
采集弧菌样品的养殖场基本信息和样品来源信息等参考表 A１.

表A１　采样记录表

一、养殖场基本信息

养殖场名称 地 址

联系人 电话

主要养殖品种 养殖面积 □≤１０亩　□１１~１００亩　□＞１００亩

养殖模式 养殖年限 □１年~２年　□３年~５年　□５年以上

二、样品来源信息

动物品种 养殖密度

平均规格 体长:　　　　体重: 样品数量

采样部位 样品编号a

三、抗菌药使用情况

药物名称 生产企业 使用方式 剂量 用药天

□拌饲 □浸泡 □注射

□拌饲 □浸泡 □注射

□拌饲 □浸泡 □注射

发病情况及发病症状:

治疗效果:

采样人(签名):　　　　　　　　　　

采样时间:　　　年　　　月　　　日

　a　样品编号应包含水产动物种类、采样地、采样时间和样品流水号等信息,水产动物种类和采样地采用字母来表示,采样

时间和样品流水号采用数字来表示.

４
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附　录　B
(规范性)

TCBS配方及其配制

　
硫代硫酸盐柠檬酸盐胆盐蔗糖琼脂培养基(ThiosulfateCitrateBileSaltsSucroseAgar,TCBS)成分:

酵母浸膏５０g/L,蛋白胨１００g/L,硫代硫酸钠１００g/L,枸橼酸钠１００g/L,牛胆粉５０g/L,蔗糖

２００g/L,氯化钠 ２５０g/L,柠檬酸铁１０g/L,溴麝香草酚蓝００４g/L,麝香草酚蓝００４g/L,琼脂

１５０g/L,pH８５~８７(２５０℃).称取８９０g,于１０００mL水中加热溶解,冷却至４５℃~５０℃时,倾
入无菌平皿,备用.

注:无需高压灭菌.
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附　录　C
(规范性)

弧菌的分类鉴定

　

C１　试剂和材料

C１１　营养肉汤(NutrientBroth,NB)
成分:牛肉浸粉３０g/L,蛋白胨１００g/L,NaCl１００g/L,pH７２~７４(２５℃).称取１８０g,于

１０００mL水中加热溶解,分装三角瓶,１２１℃高压灭菌１５min~３０min,备用.

C１２　营养琼脂培养基(NutrientAgar,NA)
成分:牛肉浸粉３０g/L,蛋白胨１００g/L,NaCl１００g/L,琼脂１７０g/L,pH７２~７４(２５℃).称

取３２０g,于１０００mL水中加热溶解,分装三角瓶,１２１℃高压灭菌１５min~３０min,冷却至４５℃~５０
℃时,倾入无菌平皿,备用.

C１３　待测菌株菌液

从纯化后的平板上挑取典型单菌落,接种于１mL含有１０％NaCl的 NB中,２００r/min转速摇床中,
(２８±２)℃下增菌培养８h~１２h,备用.

C２　形态特征

C２１　菌落形态

观察在 NA和 TCBS平板上的菌落形状、大小、边缘、隆起形状,透明度、菌落及培养基的颜色等.

C２２　革兰氏染色

取新鲜菌液进行革兰氏染色,用光学显微镜１００倍油镜观察,弧菌为革兰氏阴性细菌,染色为红色.

C２３　运动试验

半固体琼脂穿刺法.

C３　生理生化试验

C３１　盐度耐受试验

以 NB为基础,调整 NB中的 NaCl浓度分别为０、３％、６％、８％、９％、１０％和１１％,检测分离菌株的盐度耐

受范围.

C３２　碳源利用试验

采用生化管开展碳源利用试验,检测分离菌对蔗糖、葡萄糖、甘露糖、阿拉伯糖、肌醇、甘露醇、纤维二

糖、棉籽糖、鼠李糖、水杨苷、果糖、麦芽糖、木糖、阿东醇、山梨醇等利用能力.

C３３　代谢试验

氧化－发酵(O/F)试验,VP(Voges－Proskaurer)试验,吲哚试验,硫化氢试验,O/１２９抑菌试验,氨
基酸脱羧酶试验等.

C３４　其他试验

氧化酶试验,糖淀粉酶、酪蛋白酶、几丁质酶、明胶酶、卵磷脂酶、脂酶、脲酶等试验,三糖铁(TSI)琼脂

试验等.

C４　分子生物学分析

C４１　细菌DNA的提取

６
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采用水煮法提取细菌总DNA.取１００μLNB中培养的菌液,置沸水１０min,再冰浴１０min,然后于

１２０００r/min离心５min,取上清液作为PCR模板.

C４２　PCR扩增

采用１６SrRNA 和 HSP６０两个基因序列鉴定弧菌种类.１６SrRNA 基因 PCR 扩增引物为２７F:

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG,１４９２R:GGCTACCTTGTTACGACTT,产物长度为１４６６bp;HSP６０
基因PCR扩增引物为 HSP６０F:ACAACAGCAACGGTACTAGC,HSP６０R:CAACTTTCACGATGCＧ
CAC,产物长度为５５０bp.

PCR反应体系为５０μL:１０×PCR缓冲液(含１５mM MgCl２),５μL;dNTP混合物(各２５mmol/L),

４μL;引物１６SrRNA２７F(１０μmol/L)和１６SrRNA１４９２R(１０μmol/L)各２μL,或引物 HSP６０F
(１０μmol/L)和 HSP６０R 引物(１０μmol/L)各２μL;模板 DNA,３μL;Taq DNA 聚合酶(５U/μL),

０３μL;超纯水,３３７μL.

PCR反应条件:９５℃预变性５min;接着,９５℃３５s、５１℃３０s、７２℃１min,３５个循环;最后７２℃延

伸１０min,扩增结束后于４℃保存产物.

C４３　电泳

PCR产物用１％琼脂糖凝胶(每０１g琼脂糖加入１０mLTAE缓冲溶液)电泳(１２０V,３０min)检测,
用凝胶成像仪器观察有无条带.

C４４　序列比对

对扩增目的产物进行测序,在 NCBI上对测序结果进行BLAST比对结果分析.

C５　结果判定

根据菌落特征、生化特性和１６SrRNA、HSP６０两个基因片段序列的比对结果,对菌株进行种的鉴定.

７
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附　录　D
(规范性)

水产养殖动物源弧菌药敏试验操作方法

　

D１　试剂和材料

本文件中所有化学试剂,除非另有规定,均使用分析纯试剂.

D１１　实验用水应符合 GB/T６６８２中三级水的规定.

D１２　TCBS琼脂培养基:按B１配制.

D１３　营养琼脂培养基(NA):按C１２配制.

D１４　１０％ NaCl的 MHB
成分:牛肉浸粉２０g/L,酸水解酪蛋白 １７５g/L,可溶性淀粉１５g/L,NaCl１００g/L,pH７２~

７４(２５℃).称取２１０g,于１０００mL水中加热溶解,１２１℃高压灭菌１５min~３０min,备用.

D１５　抗菌药物,标准品或对照品.

D１６　待测菌株为水产养殖动物源弧菌属细菌,按附录C进行鉴定.

D１７　质控菌株,为大肠埃希氏菌(Escherichiacoli)ATCC２５９２２.

D１８　０９％生理盐水:称取０９g氯化钠溶于１００mL水中.

D１９　１mol/L氢氧化钠:称取４０g氢氧化钠,先用少量水溶解,冷却后定容至１L.

D１１０　１mol/L盐酸:移取８４mL浓盐酸,先用适量水稀释,冷却后定容至１L.

D２　仪器设备

D２１　恒温培养箱:温控精度±１℃.

D２２　恒温摇床:温控精度±１℃.

D２３　分光光度计或麦氏比浊仪.

D２４　超净工作台.

D２５　电子天平:感量００１g和００００１g.

D２６　pH 计.

D２７　恒温水浴锅:温控精度±１℃.

D２８　高压灭菌锅.

D２９　微量移液器:０５μL~１０μL、１μL~１００μL、１００μL~１０００μL.

D２１０　八通道微量移液器:２０μL~２００μL.

D２１１　吸头:与微量加样器匹配.

D２１２　微量稀释板:９６孔板,U形底.

D２１３　培养皿:直径６０mm、９０mm 和１００mm.

D２１４　试管:１３mm×１００mm,带螺旋盖,高压灭菌后使用.

D２１５　容量瓶:１００mL.

D２１６　纯水仪.

D２１７　高速离心机.
８
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D３　接种菌悬液的制备

D３１　取分离纯化菌株,或适量－８０℃冻存的待测菌株和质控菌株,分别在 NA上分区划线,２８℃恒温

培养箱中培养１８h~２４h.

D３２　采用直接菌落法或肉汤增菌法制备.

D３２１　直接菌落法:从平板上挑取菌落形态一致的单菌落３个~５个,转移至４mL~５mL 含１０％
NaCl的 MHB或无菌生理盐水中.

D３２２　肉汤增菌法:挑取单个菌落接种于含１０％NaCl的 MHB肉汤中,(２８±２)℃恒温摇床中,转速

２００r/min下增菌培养１６h~２０h.

D３３　采用含１０％NaCl的 MHB或生理盐水将上述两种方法制备的菌悬液调整到０５麦氏比浊度,
或使用光径为１cm 的比色皿,在波长６２５nm 下将菌悬液吸光值调整到００８~０１０,此时菌悬液浓度为

(１~２)×１０８　CFU/mL,备用.

D４　抗菌药物储备液的配制

D４１　抗菌药物称量

D４１１　用作水产养殖动物弧菌药物敏感性试验的常见药物

用作水产养殖动物弧菌药物敏感性试验的常见药物见表D１.

表D１　用作水产养殖动物弧菌药物敏感性试验的常见药物

抗菌药物a 溶剂 稀释剂

恩诺沙星 １/２体积的水,用少量１０mol/LNaOH 溶解 水

环丙沙星 １/２体积的水,用少量１０mol/LNaOH 溶解 水

氟甲喹 １/２体积的水,用少量１０mol/LNaOH 溶解 水

氟苯尼考 乙醇 水

甲砜霉素 乙醇 水

盐酸多西环素 水 水

硫酸新霉素 水 水

磺胺间甲氧嘧啶钠 １/２体积的水,最少量２５mol/LNaOH 溶解 水

磺胺甲 唑 １/２体积的水,最少量２５mol/LNaOH 溶解 水

甲氧苄啶b ００５mol/L的乳酸或盐酸,终体积的１０％(v/v) 水

　a　上述抗菌药物为我国政府允许用于水产动物疾病的药物;

　b　甲氧苄啶为磺胺类药物的增效剂,药敏试验时复方磺胺类药物浓度按甲氧苄啶∶磺胺类药＝１∶１９(v/v)进行配制.

D４１２　抗菌药物储备液浓度应为最高测试浓度的１０倍,配制复方磺胺类药物时,磺胺类药和甲氧苄

啶按最高测试浓度的２０倍配制,肉汤稀释法时可以稀释为２倍最高测试浓度的工作液(磺胺类药和甲氧

苄啶稀释为４倍).根据抗菌药物的纯度、含水量和活性分数,计算配制储备液活性成分浓度应精确称量

的药物粉剂的重量,精准到０００１g.

D４２　储备液配制

准确称量抗菌药物,置于烧杯中,用最低量的溶剂来溶解药物粉末,待完全溶解后转移至１００mL容

量瓶中,烧杯至少漂洗３遍,全部转移至容量瓶中,用稀释剂定容至刻度.制备抗菌药物储备液所用的溶

剂和稀释剂见表D１.储备液使用前用０２２μm 微孔滤膜过滤除菌.

D４３　保存

储备液分装至无菌的玻璃瓶或聚丙烯瓶中,密封后在低于－２０℃(最好在－６０℃及以下)条件下储

存.玻璃瓶(或聚丙烯瓶)可以按需要取出融化并在当天使用,当天未用完的抗菌药物应弃去.
９
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D５　药敏试验操作步骤(肉汤稀释法)

D５１　肉汤培养基制备

D５１１　用含１０％ NaCl的 MHB配制药敏试验用肉汤培养基,(w/v),于１０３４kPa、１２１３℃高压蒸

汽灭菌１５min.

D５１２　培养基制备完毕后在室温环境(２５℃)pH 应为７２~７４,如不在此范围内须在配制时调整其

pH.

D５２　抗菌药物梯度稀释

根据表D２建议的稀释范围配制药敏试验的抗菌药物肉汤,抗菌药物采用２倍倍比稀释法,将稀释

后的抗菌药物肉汤按顺序依次吸取００５mL至９６孔微量稀释板中(微量肉汤稀释法),或吸取１mL至试

管中(常量肉汤稀释法).
配制好的不同浓度抗菌药物的９６孔微量稀释板(微量肉汤稀释法)或１３mm×１００mm 带螺旋盖的

无菌试管(常量肉汤稀释法),须当日使用;不立即使用的须用密封袋封闭,置于－２０℃以下冻存备用;融
化后的药物溶液应立即使用,不宜再次冻存.

表D２抗菌药物建议稀释范围

抗菌药物 建议稀释范围,μg/mL

恩诺沙星 ０００８~６４

环丙沙星 ０００８~６４

氟甲喹 ０１２５~６４

氟苯尼考 ０２５~１２８

甲砜霉素 ０２５~１２８

盐酸多西环素 ０１２５~６４

硫酸新霉素 ００６２~３２

磺胺间甲氧嘧啶钠 ２~１０２４

复方磺胺甲 唑 ０１２５/２３７５~６４/１２１６

D５３　接种菌悬液稀释和接种

D５３１　使用含１０％ NaCl的 MHB或生理盐水将 D３３培养的接种物(待测菌株和质控菌株)稀释

至约１×１０６CFU/mL,混匀,在稀释后１５min内完成接种.

D５３２　将稀释后的接种菌悬液按顺序依次吸取００５mL至D５２步骤制备的９６孔微量稀释板中(微
量肉汤稀释法),或吸取１mL至D５２步骤制备的试管中(常量肉汤稀释法),最终接种物浓度为５×１０５

CFU/mL.

D５３３　将稀释后的菌悬液接种至不含抗菌药物的微量稀释板孔中(或试管中)作为生长对照,同时设

置一孔(或试管)不加菌悬液和不加抗菌药的空白 MHB,观察肉汤是否有污染.

D５４　培养

将接种后的微量稀释板或试管盖好盖子,包括不加抗菌药物的对照,置于(２８±２)℃恒温培养箱孵育

培养２４h~２８h.微量稀释板重叠放置不超过４块.

D５５　质量控制

D５５１　本文件中采用大肠埃希氏菌(Escherichiacoli)ATCC２５９２２作为质控菌株,对试剂、仪器、环
境、人员操作和结果判读等进行质量控制,以保证试验结果的准确性和可重复性.

D５５２　每批药敏试验,以及试剂和实验条件变化时应进行质控菌株的药敏试验.

D５５３　在判读和报告临床菌株的药敏结果前,应先检查质控菌株和不含抗菌药物的质控平板,质控菌

株大肠埃希氏菌 ATCC２５９２２的结果应符合表D３的规定.
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表D３　稀释法药敏试验质控菌株的允许范围

抗菌药物 大肠埃希氏菌 ATCC２５９２２,μg/mL

恩诺沙星 ０００８~００３

环丙沙星 ０００４~００１５

氟甲喹 —a

氟苯尼考 ４~１６

甲砜霉素 —

盐酸多西环素 ０５~２

硫酸新霉素 —

磺胺间甲氧嘧啶钠 ８~３２

磺胺甲 唑/甲氧苄啶 ０６/００３~４８/０２５

　　a“—”表示暂无该药物质控菌株的允许范围.

D５６　结果判读

D５６１　对微量稀释板或试管进行肉眼观察,以能抑制微量稀释板孔内或试管内细菌生长的抗菌药物

的最低浓度为 MIC值.

D５６２　当微量稀释板出现单个跳孔或试管出现单个跳管时,应记录最高的 MIC值.当出现不止一个

跳孔或跳管时,则结果不能报告,需重新检测.
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附　录　E
(规范性)

抗菌药物药敏试验结果判定参考标准

　
表E１给出了抗菌药物药敏试验结果判定参考标准.

表E１　抗菌药物药敏试验结果判定参考标准

抗菌药物
折点,μg/mL

S I R

恩诺沙星 ≤０５ １~２ ≥４

环丙沙星 ≤１ ２ ≥４

氟甲喹 N/Aa N/A N/A

氟苯尼考 ≤２ ４ ≥８

甲砜霉素 N/A N/A N/A

盐酸多西环素 ≤４ ８ ≥１６

硫酸新霉素 N/A N/A N/A

磺胺间甲氧嘧啶钠 ≤２５６ —b ≥５１２

复方磺胺甲 唑 ≤２/３８ — ≥４/７６

　　a　N/A表示暂无折点判定参考值.

　　b　“—”表示无折点.
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