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前言 

本标准按照 GB/T 1.1-2009 《标准化工作导则 第 1 部分：标准的结构和编写》给出的规则起草。 

本标准使用翻译法等同采用 ISO/TS 16782：2016《临床实验室检验 抗菌剂敏感试验脱水 MH琼脂

和肉汤可接受批标准》进行编写的。 

本标准的附录 A、附录 B、附录 C、附录 D 为资料性附录。 

本标准由国家药品监督管理局提出。 

本标准由全国医用临床检验实验室和体外诊断系统标准化技术委员会（SAC/TC136）归口。 

本标准主要起草单位：  

本标准主要起草人：  
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引言 

 
历史上，虽然有各种培养基被推荐用于抗菌剂敏感试验，MH 肉汤（MHB）被选定为肉汤微量稀释

法最小抑菌浓度（MIC）参考方法（YY/T 0688.1/ISO 20776-1）的培养基，并且 MH 琼脂（MHA）广

泛用于快速生长细菌的纸片扩散法试验。 

MH 培养基能对多数非苛养病原菌提供满意的生长，具有可接受的批间重现性以及低含量的磺胺、

甲氧苄氨嘧啶和四环素抑制剂，并且几十年来从此培养基的抗菌剂敏感性实验中已积累了大量数据。 

此标准旨在建立一个标准描述和方案，据此，脱水 MH 琼脂（dMHA）MH 和肉汤（dMHB）制造

商可确定其可接受的性能特征。 

试验结果必须符合每个抗菌剂和质控菌株组合规定的质量控制限值范围。每个生产批至少应对这些

抗菌剂和质控菌株组合进行测试。 

本文件是基于美国临床和实验室标准协会（CLSI）以往两个文件在许可下制定的。即 CLSI 

M6-A2[1]（脱水 MH 琼脂评价方案）和 CLSI M32-P[2]（抗菌剂药敏试验脱水 MH 肉汤批次评价）。本

标准改进并取代了以前的 CLSI 出版物。ISO 16782 出版后，CLSI M6-A2[1]和 CLSI M32-P[2]将不再使用，

制造商可采用 ISO 16782 来评价其 MH 琼脂（dMHA）MH 肉汤（dMHB）生产批的性能特征。 
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临床实验室检验  

抗菌剂敏感性试验脱水MH琼脂和肉汤可接受批标准 
 

 

1 范围 

本标准给出了脱水 MH 肉汤（dMHB）和脱水 MH 琼脂（dMHA）物理属性的标准描述和性能标准，

以此制造商可评价其 dMHA 和 dMHB 生产批的性能特征。肉汤或琼脂的生产批随后可被所有用户（包

括体外药敏试验器械制造商）作为进行抗菌剂敏感性试验的培养基。 

本标准不阐述添加到培养基中支持苛养菌生长的添加剂（例如血液或血液制品）(CLSI 方法) [3] 

[4][5] [6]。这些添加剂作为终产品在脱水培养基制备为液态时加入，不在本标准的范围。 虽然 dMHA

能用于琼脂稀释法 [4][6]或梯度扩散法测定 MIC，本标准仅包含按照美国临床和实验室标准协会

（CLSI）[5]以及欧洲抗菌剂敏感性试验委员会（EUCAST） [3] 使用纸片扩散法的性能试验。 

2规范性引用文件 

下列文件中的条款通过本标准的引用而成为本标准的条款。凡是注日期的引用文件，其随后所有的

修改单（不包括勘误的内容）或修订版均不适用于本标准，然而，鼓励根据本标准达成协议的各方研究

是否可使用这些文件的最新版本。凡是不注日期的引用文件，其最新版本适用于本标准。 

YY/T 0688.1-2008／ISO 20776-1:2006 临床实验室检测和体外诊断系统 感染病原体敏感性试验

与抗菌剂敏感性试验设备的性能评价 第 1 部分：抗菌剂对感染性疾病相关的快速生长需氧菌的体外

活性检测的参考方法 

CLSI M100, Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; Informational 

Supplement 

3 术语和定义 

下列术语和定义适用于本标准： 

3.1 
抗菌剂 antimicrobial agent   

指一类可以抑制或杀死微生物，可能用于抗感染治疗的生物来源的、合成的或半合成的物质的总称。 

注：消毒剂、灭菌剂和防腐剂不在此定义范围内。 

[引自:YY/T 0688.1-2008/ISO 20776-1; 2006, 2.1]  
3.2  

药敏纸片 antimicrobial disc  

用于体外敏感试验的含有已知量抗菌剂的圆形小纸片。 
3.3 
  浓度 concentration  

抗菌剂在规定体积溶液中的量。  

注 1 : 该浓度表示为 mg/L。 

注 2 :  mg/L = µg/ml，但不推荐使用 µg/ml 单位。  

[引自: YY/T 0688.1-2008/ISO 20776-1:2006, 2.2.2] 
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3.4  

原液 stock solutions  

用于进一步稀释的初始浓度溶液。 

[引自: YY/T 0688.1-2008/ISO 20776-1:2006, 2.3] 

3.5 

最小抑菌浓度 minimum inhibitory concentration ，MIC  

在规定的体外试验条件下，在规定的孵育时间内，能抑制细菌出现肉眼可见生长的抗菌剂最低浓度。 

注：MIC 常用 mg/L 表示。 

[引自:YY/T 0688.1-2008/ISO 20776-1:2006, 2.4，“最低浓度”已被修改为“抗菌剂最低浓度”] 

3.6 

参考株 reference strains  

有特定分类编号，具有稳定、确定的抗菌剂敏感性表型和（或）基因型的特征明确的微生物。 

注：参考菌株是从认可的国家菌种保藏机构获得并作为质量控制，其通常以储存培养物的形式进行

保存，试验所用工作培养物均来源于此。 

[引自:YY/T 0688.1-2008/ISO 20776-1:2006, 2.7，“特征明确的细菌”已被修改为“特征明确的微

生物”，“菌种保藏机构”已被修改为“认可的国家菌种保藏机构”] 

3.7 

敏感性试验方法 

3.7.1  

肉汤稀释法 broth dilution  

容器加入适当体积某抗菌剂递增浓度（通常两倍）的肉汤和某微生物的规定接种量的技术。 

注：该方法的目的是确定 MIC 值。 

[引自: YY/T 0688.1-2008/ISO 20776-1:2006, 2.8.1，有修改-“抗菌剂溶液，采用某抗菌剂递增浓度

（通常两倍）和适当体积肉汤”已被修改为“含有某抗菌剂递增浓度（通常两倍）的肉汤”] 

3.7.2  

微量稀释法 microdilution  

指在微量稀释盘中进行的肉汤稀释试验，每孔最终工作液体积不超过 200μL。 

[引自: YY/T 0688.1-2008/ISO 20776-1:2006, 2.8.2] 

3.7.3 

纸片扩散法 disc diffusion  

将药敏纸片贴附于已均匀接种规定量微生物的琼脂培养基表面，然后在规定条件下孵育，微生物生

长抑制区域的大小与微生物对某抗菌剂敏感/耐药相对应的技术。 

 

3.7.4 

抑菌环直径 zone diameter  
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纸片扩散法试验中含有特定量抗菌剂纸片周围生长抑制区的直径（mm）。 

3.8 

肉汤 broth  

用于细菌体外培养的液体培养基。 

3.9 

接种量 inoculum 

依据终体积计算出的在悬液中的活菌数量。 

注：接种量通常以每毫升的菌落形成单位（CFU/mL）来表示。 

[引自:YY/T 0688.1-2008/ISO 20776-1:2006, 2.8.1，有修改-“细菌数量”已被修改为“活菌数量”] 

3.10 

脱水 MH 肉汤，dMHB  

用于制备肉汤稀释法抗菌剂敏感试验液体培养基的干粉细菌培养基。 

3.11 

脱水 MH 琼脂，dMHA  

干粉细菌培养基，用于制备纸片扩散法、梯度扩散 MIC 法和琼脂稀释法抗菌剂敏感试验琼脂平板。 

4 MH 肉汤的要求 

4.1 MH肉汤的成分 

历史上，抗菌剂敏感性试验用 MH 肉汤培养基每升纯化水大致包含如下成分（为符合性能要求可能

需要调整）[7]： 

— 脱水 300 g 牛肉浸液 (即 2 克牛肉浸膏粉); 

— 酪蛋白酸消化物 17.5 g; 

— 淀粉 1.5 g 

4.2 理化特性 

4.2.1 干燥的粉末或颗粒 

颜色：米色至浅米色。 

均匀，自由流动，同质，不含外来物质。 

4.2.2 制备的肉汤培养基 

经过水化，高压灭菌后，在 25°C 时最终测得的 pH 值应在 7.2 到 7.4。 

液体为浅草黄色、透明、没有可见的沉淀。 

4.2.3 MHB 阳离子补充和含量 

肉汤应含有足够浓度的阳离子以对质控菌株提供充足的生长，并使得用户能确定其 MIC 值（如氨基

糖苷类、喹诺酮类）在 YY/T 0688.1-2008/ISO 20776-1:2006 表 4 规定的范围（检查 CLSI 和 EUCAST

文件的最新版本的 QC 范围）。对于新批次 MHB 可能需要进行可接受的阳离子含量测试。对于标准生

产批的 dMHB, 由其脱水产品制备的肉汤应含不超过 25 mg/L 的总钙和 12.5 mg/L 的总镁。生产商可以
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选择向商品批的dMHB提供要求的阳离子浓度或实际水平少于 20 mg/L的钙和少于10 mg/L 的镁。 在

后一种情况下，最终标签应注明肉汤中所含的实际数量。最后的测试，所制备的 MHB 应含有 20mg/L

至 25mg/L 的 Ca2 +和 10mg/L 至 12.5mg/L Mg2+。 

痕量锰是生长所需的，但浓度应低于 8mg/L，以避免对甘氨环素类的假耐药解释[ 8 ]。这应通过检

测大肠埃希菌 WDCM 00013 和替加环素获得的 MIC 值在可接受的范围内来确定。 

痕量锌是生长所需的，但锌的浓度应低于 3mg/L，以避免亚胺培南[ 9 ]和可能与其他碳青霉烯类抗

生素的假耐药解释。这应由检测铜绿假单胞菌 WDCM 00025 与亚胺培南获得的 MIC 值在可接受的范围

内来确定。 

钙、镁、锰和锌的阳离子浓度应采用电感耦合等离子体质谱（ICP-MS）或火焰原子吸收光谱法（FAAS）

测定[10]。 

虽然已知会影响其他抗菌剂的药敏试验结果的离子效应未包括在本标准中，制造商应考虑其对MHB

稀释药敏试验的影响。受影响的药物包括达托霉素[ 11 ] 和多粘菌素[ 12 ]。达托霉素测试时，MHB 应

补充至终浓度为 50 mg / L 的总 Ca2+。参见 YY/T 0688.1/ISO 20776-1 对培养基制备和抗菌剂敏感性试

验相应的指示。 

4.2.4 其他培养基成分 

培养基胸腺嘧啶脱氧核苷质量浓度应小于 0.03 mg/L ，这可通过粪肠球菌 WDCM 00087 与甲氧苄

氨嘧啶、磺胺甲恶唑药敏试验得出的 MIC 结果≤0.5/9.5 mg/L 来指示[13]。 

4.2.5 制造商要求的特定调整 

对于表 1 所包含的抗菌剂: 

a) 葡萄球菌属与苯唑西林测试来检测其甲氧西林耐药时，要求加入氯化钠（2% m/V NaCl）中肉汤

中终浓度为 20 g/L; 

b) 对于替加环素的微量肉汤稀释法检测，当制备 MIC 测试盘时，培养基应当天新鲜配制。制备测

试盘时，培养基应不超过 12 h。然而，制好的测试盘随后可被冷冻以供日后使用。进一步的细节参见 

YY/T 0688.1/ISO 20776-1。 

制造商可选择测试额外的抗菌剂和菌株，以及苛养菌生长需要的 MH 培养基添加剂，预期的性能限

值应被验证。 

对于表 1 未包含的微生物（即在制造商的决定下进行扩展测试）: 

c) 对诸如链球菌和嗜血杆菌属等苛养微生物的测试需要添加生长补充剂（例如血液或血液成分）。

如果用符合本标准的 MH 琼脂或肉汤批次测试苛养微生物，其在添加补充剂后的 MIC 或抑菌区直径应

落在 YY/T 0688.1/ISO 20776-1 公布的对特定培养基和测试微生物可接受的质量控制范围。 

见 A.1 对抗菌剂特定效应的汇总。 

4.3 脱水 MH肉汤生产批的生产商的检测方案 

微量稀释盘准备和执行测试的程序在 YY/T 0688.1/ISO 20776-1有描述。应遵守这些程序并有以下

的限制： 
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a) 每个测试盘上抗菌剂最小和最大浓度应超出各抗菌剂质量控制范围上下限值至少两个倍比稀释度。 

b) 4.4 所列的每个微生物抗菌剂组合至少在三个独立测试盘上测试一个浓度的接种量。该微生物抗菌剂

组合的列表代表了测试的最低要求，并包括可能检测到培养基特定问题的抗菌剂。其他抗菌剂可根据制

造商的判断进行测试，以确保培养基的一致性能。培养基应适合于测试的抗菌剂。 

c) 质控菌株维护的具体细节见 YY/T 0688.1/ISO 20776-1, CLSI[6] or EUCAST[4]。测试前至少 2 天，解

冻每个需要质控菌株的一个小瓶 (见 4.4)。每个菌种接种于非选择性营养琼脂培养基上并按照 YY/T 

0688.1/ISO 20776-1 在 34℃至 37℃大气环境下孵育 18h-24h。孵育后，检查纯度。在接种试验板前一

天，再次传代以提供接种菌制备需要的新鲜菌落。所有冷冻状态微生物用于测试前应传代培养至少两次。 

d)如果使用冷冻测试盘，应在室温下完全解冻（通常需要 1小时到 2小时）。测试盘应在解冻的当天使

用。 

e) 应按照 YY/T 0688.1/ISO 20776-1描述设置试验，每个质控菌株应采用菌落悬浮法制备单一接种量。

接种的微量稀释盘应孵育 16h-20h（对于金黄色葡萄球菌与氨苄西林孵育 24h），并且在从培养箱取出

后 1 小时内读数。 

f) 结果应按制造商的记录保留政策记录和维护。为此目的所建议的数据表见附件 C。 

4.4 结果解释 

表 1 中 可 接 受 的 MIC 范 围 是 在 许 可 下 从  CLSI [14] 和  EUCAST 

[http://www.eucast.org/ast_of_bacteria/qc_tables/] [15]获得的。 

可接受范围可能被修订。因此，应检查参考文献[ 14 ]或 EUCAST 的最新版本可能的更新。 

同一质控微生物在不同保藏中心的编号见附录 B。  
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表 1 质控菌株 MIC 范围 (mg/L)  

质控菌株 
抗菌剂 

可接受范围 
mg/L 

铜绿假单胞菌 

WDCM 00025 
环丙沙星 0.25–1 

庆大霉素 0.5–2 

亚胺培南 1–4 

哌拉西林/他唑巴坦 1/4–8/4 

大肠埃希菌 
WDCM 00013 

氨苄青霉素 2–8 

头孢噻肟 0.03–0.12 

替加环素 0.03–0.25 

金黄色葡萄球菌 
WDCM 00131 

 

可林达霉素 0.06–0.25 

红霉素 0.25–1 

苯唑西林 0.12–0,5 

四环素 0.12–1 

万古霉素 0.5–2 

粪肠球菌 
WDCM 00087 

氨苄青霉素 0.5–2 

甲氧苄啶-磺胺甲氧异恶唑 ≤0.5/9.5a 
 

万古霉素 1–4 

金黄色葡萄球菌 
WDCM 00211 

 
苯唑西林 4–32 

a CLSI 或 EUCAST 还未建立甲氧苄啶-磺胺甲氧异恶唑质控范围。  甲氧苄啶-磺胺甲氧异恶唑 MIC 结果应为 

</=0,5/9,5 mg/L。 

 

4.5 结果评价 

如果所有微生物抗菌剂组合的所有性能标准都在 4.4 列出的可接受范围内。并且所有的理化特性满

足（见 4.2），制造商可以使用附件 D 中给出的标签声明。制造商应设法使得平均 MIC 值接近质控范围

的中点。数据应保存于文件并且结果可供任何人请求获取。 
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5 MH 琼脂的要求 

5.1 MH琼脂的成分 

历史上，抗菌剂敏感性试验用 MH 琼脂培养基每升纯化水大致包含如下成分（为符合性能要求可能

需要调整）[7]： 

— 脱水 300 g 牛肉浸液 (即 2 克牛肉浸膏粉); 

— 酪蛋白酸消化物 17.5 g; 

— 淀粉 1.5 g 

— 琼脂 17 g 

5.2 理化特性 

5.2.1 干燥的粉末或颗粒 

颜色：米色至浅米色。 

均匀，自由流动，同质，不含外来物质。 

5.2.2 制备的琼脂培养基 

高压灭菌并凝固后，在 25℃时最终测得的 pH 值应在 7.2 到 7.4。 

凝固的培养基为浅草黄色、轻微乳白色。平板中培养基厚度应均匀，在3.5mm至5.0mm范围[EUCAST 

规定为 4 mm±0.5 mm，CLSI 规定或是约 4 mm[6] 或是 4 mm 至 5 mm (CLSI 文件 M6[1])]。不同

来源平皿可能直径不同（在平皿底部的内部测量）。特定厚度需要的琼脂体积按此公式计算“3.143 ×

平皿半径 (cm)的 平方 ×厚度 (cm)”。这样对于 90 mm、100 mm 和 150 mm 内径圆形平皿分别需

要 23 ml 至 31 ml、28 ml 至 39 ml 及 62 ml 至 88 ml 以达到可接受培养基厚度范围。对于其他尺寸

平皿，应计算所需培养基的体积。 

5.2.3 MHA 阳离子补充和含量 

琼脂应含有足够浓度的阳离子以对质控菌株提供充足的生长，并使得用户能够确定其抑菌环直径在

5.4 规定的范围。 

培养基中应具有 Ca2+和 Mg2+阳离子，其浓度应能使铜绿假单胞菌和氨基糖甙类抗菌剂给出的抑菌

环直径在预期范围内，可通过庆大霉素和铜绿假单胞菌 WDCM 00025 抑菌环直径在可接受的范围内来

体现。 

痕量锰是生长所需的，但浓度应低于 8mg/L，以避免对甘氨环素类的假耐药解释[ 8 ]。这应通过检

测大肠埃希菌 WDCM 00013 和替加环素获得的抑菌环直径值在可接受的范围内来确定。 

为避免碳青霉烯类抗生素测试时的假耐药解释，培养基中锌的浓度应低于 3mg/L。这可通过检测铜

绿假单胞菌 WDCM 00025 与亚胺培南获得的抑菌环直径值在可接受的范围内来确定。对于亚胺培南过

量锌浓度的影响是已知存在的，并且可能适用于其他碳青霉烯类。 
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5.2.4 其他培养基成分 

培养基胸腺嘧啶脱氧核苷质量浓度应小于 0.03 mg/L ，这可通过透明度以及粪肠球菌 WDCM 

00210 与甲氧苄氨嘧啶-磺胺甲恶唑药敏试验得出的抑菌环直径≥20 mm 或通过检测粪肠球菌 WDCM 

00087 得到的抑菌圈直径在可接受范围来表明。 

一致性和足够凝胶强度是符合质量控制规范的抑菌环直径的重现性所必需的。 

5.2.5 制造商要求的特定调整 

对诸如链球菌和嗜血杆菌属等苛养微生物的测试需要添加生长补充剂（例如血液或血液成分）。如

果用符合本标准的 MH 琼脂或肉汤测试苛养微生物，其在添加补充剂后的 MIC 或抑菌区直径应落在公

布于 CLSI[5]或 EUCAST[3]文件中特定培养基和测试微生物可接受的质量控制范围。 

见 A.2 对抗菌剂特定效应的汇总。未指明的微生物/抗菌剂可由制造商决定下进行测试。 

5.3 脱水 MH琼脂生产批的生产商检测方案 

应使用纸片扩散法评价 dMHA的生产批。CLSI[5]和 EUCAST[3]描述了平板制备、试验执行和结果阅

读以及菌株维护。应遵守这些程序并有以下的限制： 

a) 5.4 所列的每个微生物抗菌剂组合至少在三个独立平板上测试一个浓度的接种量。该微生物抗菌剂

组合的列表代表了测试的最低要求，并包括可能检测到培养基特定问题的抗菌剂。其他抗菌剂可根据制

造商的判断进行测试，以确保培养基的一致性能。培养基应适合于测试的抗菌剂。 

b) 质控菌株维护的具体细节见 ISO 20776-1, CLSI[6] or EUCAST[4]。测试平板接种前至少 2 天，解冻每

个需要质控菌株的一个小瓶 (如下并见附录 C)。每个菌种接种于非选择性营养琼脂培养基上，在 35℃

±2℃（CLSI）或 35℃±1℃（EUCAST）大气环境下孵育 18h-24h。孵育后，检查纯度。在接种试验平

板前一天，再次传代培养。所有冷冻状态的微生物用于测试前应传代培养至少两次。 

c) 每个质控菌株应按照最新版 CLSI 或 EUCAST 文件描述的方法采用菌落悬浮法制备单一接种量。 

d）每个培养基用每个质控菌株培养物的标准接种量接种三个平行平板，接种悬液调整后 15min 内接种

平板。 

e) 接种后在适宜温度下[即 35℃±2℃（CLSI）或 35℃±1℃（EUCAST）]培养适当时间(即 16h-20h)，

从培养箱取出平板并在一小时内读数。对于肠球菌和万古霉素，孵育时间应增加至 24h。 

f) 结果应按制造商的记录保留政策记录和维护。为此目的所建议的数据表见附件 C。 

5.4 结果解释 

同一质控微生物在不同保藏中心的编号见附录 B。  
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表 2 质控菌株纸片扩散范围 (mm)  

质控菌株 
纸片含量 

μg 
抗菌剂 

可接受范围 
mm 

金黄色葡萄球菌 WDCM 00034 

20/10 阿莫西林-克拉维酸 28-36 

10/10 氨苄西林-舒巴坦 29-37 

30 头孢西丁 23-29 

5 环丙沙星 22-30 

15 红霉素 22-30 

10 庆大霉素 19-27 

30 利奈唑胺 25-32 

10 单位 青霉素 26-37 

30 四环素 24-30 

金黄色葡萄球菌 WDCM 00131 a,b 

1 单位 青霉素（苄青霉素） 12-18 

30 头孢西丁 24-30 

5 环丙沙星 21-27 

15 红霉素 23-29 

10 庆大霉素 19-25 

10 利奈唑胺 21-27 

30 四环素 23-31 

粪肠球菌 WDCM 00087 c 

2 氨苄西林 15-21 

10 亚胺培南 24-30 

10 利奈唑胺 19-25 

100 硝基呋喃妥因 18-24 

5 甲氧苄氨嘧啶 24-32 

1.25-23.75 甲氧苄氨嘧啶-磺胺甲基异恶唑 26-34 

5 万古霉素 10-16 

大肠埃希菌 WDCM 00013 

20/10 阿莫西林-克拉维酸 18-24 

10 氨苄西林 15-22 

30 或 
5 

头孢噻肟 
29-35 
25-31 

30 氯霉素 21-27 

5 环丙沙星 30-40 

10 庆大霉素 19-26 

250 或 300 磺胺异恶唑 15-23 

30 四环素 18-25 

15 替加环素 20-27 

1.25/23.75 甲氧苄氨嘧啶-磺胺甲基异恶唑 23-29 

铜绿假单胞菌 WDCM 00025 

30 氨曲南 23-29 

10 或 
30 

头孢他啶 
21-27 
22-29 

5 环丙沙星 25-33 

10 庆大霉素 17-23 

10 亚胺培南 20-28 

100/10 或 
30/6 

哌拉西林-他唑巴坦 
25-33 
23-29 

10 妥布霉素 20-26 

粪肠球菌 WDCM 00210 1.25/23.75 甲氧苄氨嘧啶-磺胺甲基异恶唑 c 

金黄色葡萄球菌 WDCM 00211 30 头孢西丁 d 
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金黄色葡萄球菌 WDCM 00212 30 头孢西丁 14-29 

a 对于金黄色葡萄球菌 WDCM 00034, 使用利奈唑胺 30 µg 纸片和青霉素 10 单位纸片。对于金黄色

葡萄球菌 WDCM 00131, 使用利奈唑胺 10 µg 纸片和青霉素（苄青霉素） 1 单位纸片。 

b 纸片扩散范围来自 EUCAST 质控范围表[3]。 检查来自 EUCAST http://www.eucast.org 最新版本的更

新范围，因为会有定期更新。 对于抗菌剂纸片扩散法试验，金黄色葡萄球菌 WDCM 00131 通常作为金

黄色葡萄球菌 WDCM 00034 的替代菌株。抗菌剂对金黄色葡萄球菌 WDCM 00131 没有可接受范围时应

检测金黄色葡萄球菌 WDCM 00034。 头孢西丁代替苯唑西林作为检测甲氧西林耐药金黄色葡萄球菌

(MRSA)的替代品。 苯唑西林纸片扩散法试验不再推荐。 参见 CLSI[5] or EUCAST[3] 文件。 

c 甲氧苄氨嘧啶-磺胺甲基异恶唑抑菌环直径应≥20 mm。 

d 头孢西丁抑菌环直径应≤21 mm(CLSI[3])。 

 

5.5 结果评价 

如果所有微生物抗菌剂组合所有性能标准在可接受限值内（见 5.4）并且所有理化指标符合（见

5.2），制造商可以使用附件 D 中给出的标签声明。制造商应设法使得平均抑菌环直径值接近质控范

围的中点。数据应保存于文件并且结果可供任何人请求获取。 

6用脱水 MH肉汤或琼脂生产批测试新抗菌剂 

当开发新抗菌剂的体外数据时，应使用符合本标准的 dMHB 或 dMHA 生产批来研发这些新抗菌

剂的质量控制参数。dMHB 或 dMHA 生产批与新抗菌剂的试验应遵从本标准规定的程序。对于 dMHB，

应检查离子含量以确定新抗菌剂是否受到培养基中不同于本标准推荐范围的特定阳离子或阴离子或

离子浓度影响。这些研究中发现的其他可能影响体外药敏试验质量控制结果的培养基成分要予以识

别。必要时应进行调整以达到稳定、可重复的实验结果。并且这些信息应在其他涉及抗菌剂敏感试验

和质量控制的人员中交流，包括 CLSI 抗菌剂敏感性试验分委员会和 EUCAST。这是新抗菌剂生产公

司的责任。 
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附录 A 

（资料性附录） 

Mueller-Hinton培养基 

A.1 肉汤 

表 1 脱水 MH 肉汤的注意事项 

抗菌剂 说明 

氨基糖甙类 特定水平的Ca2+（20mg/L至25mg/L）和Mg2+（10mg/L至12.5mg/L）基于研究[16][17]，

比较铜绿假单胞菌临床株MH琼脂和肉汤稀释 

碳青霉烯类 虽然痕量锌是生长所需的，但锌的浓度应低于3mg/L。以避免假的耐药解释[9]。对于

亚胺培南的影响是已知存在的，并且可能适用于其他碳青霉烯类 

达托霉素 培养基应补充到终浓度50mg/L 总Ca2+。 

叶酸途径抑制

剂类（例如磺

胺类药和甲氧

苄氨嘧啶） 

培养基胸腺嘧啶脱氧核苷质量浓度应小于 0.03 mg/L ，这可通过检测粪肠球菌 WDCM 

00087 与甲氧苄氨嘧啶-磺胺甲恶唑药敏试验得出结果<0.5/9.5mg/L 来表明。 

磷霉素 应只使用琼脂稀释法作为参考方法，因为肉汤稀释法不可靠[4][6] 

甘氨酰环素类

（例如替加环

素） 

痕量锰是生长所需的，但浓度应低于8mg/L，以避免对甘氨环素类的假耐药解释[ 8 ]。

这应通过检测大肠埃希菌WDCM 00013和替加环素获得的MIC值在可接受的范围内来

确定。 

脂糖肽类（例

如达巴万星或

奥利万星） 

肉汤应添加0.002%v/v聚山梨醇-80。这也可适用于此类药物的其它药物 

苯唑西林 当使用苯唑西林检测时，甲氧西林耐药金黄色葡萄球菌检测需要在肉汤中加入终浓度

20g/l NaCl。 

喹诺酮类 人尿中喹诺酮活性研究数据表明当MH肉汤中镁浓度在8mM至10mM（100mg/L 至

150mg/L）时喹诺酮活性会下降[18]。其它数据表明35mg/L 至60mg/L Mg2+引起几个

菌属细菌的MIC增加[19][20] 

四环素类 MH 肉汤添加至 50mg/L Ca2+和 25mg/L Mg2+已显示会对大肠埃希菌、铜绿假单胞菌和

其它假单胞菌属的 MIC 增加 2-32 倍 

全部 诸如链球菌和嗜血杆菌属等苛养微生物的测试需要添加生长补充剂（例如血液或血液

成分）[4][6]。 

 
A.2 琼脂 

表 2 脱水 MH 琼脂的注意事项 

抗菌剂 说明 

氨基糖甙类 培养基中应具有 Ca2+和 Mg2+阳离子，其浓度应能使铜绿假单胞菌和氨基糖甙类抗菌剂

给出的抑菌圈直径在预期范围内，可通过庆大霉素和铜绿假单胞菌 WDCM 00025 抑菌

圈直径在可接受的范围内来体现。 

碳青霉烯类 培养基锌的浓度应低于3mg/L。这可通过检测铜绿假单胞菌WDCM 00025与亚胺培南获

得的抑菌圈直径值在可接受的范围内来确定。对于亚胺培南过量锌浓度的影响是已知

存在的，并且可能适用于其他碳青霉烯类 

达托霉素 不能使用纸片扩散法检测 

叶酸途径抑制 培养基胸腺嘧啶脱氧核苷质量浓度应小于 0.03 mg/L ，这可通过透明度以及粪肠球菌
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剂类（例如磺

胺类药和甲氧

苄氨嘧啶） 

WDCM 00210 与甲氧苄氨嘧啶-磺胺甲恶唑药敏试验得出的抑菌圈直径≥20 mm 或通

过检测粪肠球菌 WDCM 00087 得到的抑菌圈直径在可接受范围来表明。 

磷霉素 应只使用琼脂稀释法作为参考方法，因为肉汤稀释法不可靠[4][6]。测试琼脂应添加

25mg/L葡萄糖-6-磷酸 

甘氨酰环素类

（例如替加环

素） 

痕量锰是生长所需的，但浓度应低于8mg/L，以避免对甘氨环素类的假耐药解释[ 8 ]。

这应tg检测大肠埃希菌WDCM 00013和替加环素获得的MIC值在可接受的范围内来确

定。 

喹诺酮类 数据表明镁浓度在35mg/L 至60mg/L时会引起抑菌圈直径下降，并会引起几个菌属细

菌的MIC增加[19][20]。 

四环素类 培养基中应具有 Ca2+和 Mg2+阳离子，其浓度应能使铜绿假单胞菌和氨基糖甙类抗菌剂

给出的抑菌圈直径在预期范围内，可通过庆大霉素和铜绿假单胞菌 WDCM 00025 抑菌

圈直径在可接受的范围内来体现。 

全部 诸如链球菌和嗜血杆菌属等苛养微生物的测试需要添加生长补充剂（例如血液或血液

成分）[3][5]。 
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附录 B 

（资料性附录） 

质控菌株制备 

B.1 贮存菌株 

从认可的国家保藏中心菌株获取的冻干菌株制备贮存菌株。应按保藏中心规定的步骤复溶菌株，并以对

遗传变异体的选择性最小化方式来保藏。如可用，来自不同保藏中心的相同微生物的不同编号如下所列。

如下为本方案的目的所需菌株。 
 

金黄色葡萄球菌 WDCMa 00131; ATCC® b 29213; NCTC® c 12973; CIPd 103429; DSMe 2569;  
CCUGf 15915; CECTg 794 

金黄色葡萄球菌 WDCMa 00034; ATCC® b 25923; NCTC® c 12981; CIPd 76.25; DSMe 1104;  
CCUGf 17621; CECTg 435 

金黄色葡萄球菌 WDCMa 00211; ATCC® b 43300 

或  

金黄色葡萄球菌 WDCMa 00212; NCTC® c 12493 

大肠埃希菌 WDCMa 00013; ATCC® b 25922; NCTC® c 12241; CIPd 76.24; DSMe 1103;  
CCUGf 17620; CECTg 434 

铜绿假单胞菌 WDCMa 00025; ATCC® b 27853; NCTC® c 12903; CIPd 76.110; DSMe 1117;  
CCUGf 17619; CECTg 108 

粪肠球菌 WDCMa 00087; ATCC® b 29212; NCTC® c 12697; CIPd 103214; DSMe 2570;  
CCUGf 9997; CECTg 795 

或  

粪肠球菌 WDCMa 00210; ATCC® b 33186 

a WDCM, 世界微生物数据中心, www.wdcm.org. 

b ATCC 美国菌种保藏中心供应产品的商标, www.atcc.org. 便于此标准使用者的方便给出这个信息，

不构成 ISO 对该产品名称的背书。可使用如上所列等同产品。 

c NCTC 是 国 家 典 型 菌 种 保 藏 中 心 的 产 品 商 标 ， 为 英 格 兰 公 共 卫 生 的 菌 种 保 藏 , 

www.hpacultures.org.uk。便于此标准使用者的方便给出这个信息，不构成 ISO 对该产品名称的背书。

可使用如上所列等同产品。 

d CIP, 巴斯德研究院菌种中心, www.pasteur.fr. 

e DSMZ, 德国微生物和细胞培养保藏中心（Deutsche Stammsammlung für Mikroorganismen und 

Zellkulturen）, www.dsmz.de. 

f CCUG, 菌种中心，哥德堡大学（Culture Collection, University of Göteborg）www.ccug.se. 

g CECT, 西班牙典型菌种保藏中心, www.cect.org 

 
B.1.1 初始贮存菌株制备 

用灭菌接种环或拭子，对表 B.1 所列每个质控微生物，接种一块或更多非选择性营养琼脂平板（取决于

要制备的冷冻管数量）。每块平板分区划线以获取独立菌落。按 ISO 20776-1.将平板在周围空气温度

34℃-37℃下孵育 18h-24h。 

B.1.2 制备冷冻贮存菌株 

孵育后，检查纯度并从每组平板收获所有生长物，然后混悬于含 15%w/v 甘油大豆酪蛋白消化物肉汤[胰

酶大豆肉汤（TSB）]制备成均一浊度的悬液。 
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附录 C 

（资料性附录） 

推荐的生产批检测数据表 

 
C.1 推荐的 dMHB 生产批检测数据表 

日期： 

生产批号： 

批产量： 

颜色描述： 

透明度： 

pH： 

抗菌剂 可接受范围 
mg/L 

MIC 
mg/L 

1 2 3 

铜绿假单胞菌 

WDCM 00025 
 

 
 

 

环丙沙星 0.25-1    

庆大霉素 0.5-2    

亚胺培南 1-4    

哌拉西林-他唑巴

坦 
1/4-8/4 

 
 

 

大肠埃希菌 

WDCM 00013 
 

 
 

 

氨苄西林 2-8    

头孢噻肟 0.03-0.12    

替加环素 0.03-0.25    

金黄色葡萄球菌 

WDCM 00131 
 

 
 

 

克林霉素 0.06-0.25    

红霉素 0.25-1    

苯唑西林 0.12-0.5    

四环素 0.12-1    

万古霉素 0.5-2    

粪肠球菌 

WDCM 00087 
 

 
 

 

氨苄西林 0,5-2    

甲氧苄氨嘧啶-磺

胺甲基异恶唑 
≤0.5/9.5 

   

万古霉素 1-4    

金黄色葡萄球菌 

WDCM 00211 
 

   

苯唑西林 4-32    

 
 
C.2 推荐的 dMHA 生产批检测数据表 

日期： 

生产批号： 
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批产量： 

颜色描述： 

透明度： 

琼脂强度： 

pH： 

抗菌剂 纸片含量 
μg 

可接受范围 
mm 

抑菌圈直径，最近整数 
mm 

1 2 3 

金黄色葡萄球菌 WDCM 00034      

阿莫西林-克拉维酸 20/10 28-36    

氨苄西林-舒巴坦 10/10 29-37    

头孢西丁 30 23-29    

环丙沙星 5 22-30    

红霉素 15 22-30    

庆大霉素 10 19-27    

利奈唑胺 30 25-32    

青霉素 10 单位 26-37    

四环素 30 24-30    

金黄色葡萄球菌 WDCM 00131      

青霉素（苄青霉素） 1 单位 12-18    

头孢西丁 30 24-30    

环丙沙星 5 21-27    

红霉素 15 23-29    

庆大霉素 10 19-25    

利奈唑胺 10 21-27    

四环素 30 23-31    

粪肠球菌 WDCM 00087      

氨苄西林 2 15-21    

亚胺培南 10 24-30    

利奈唑胺 10 19-25    

硝基呋喃妥因 100 18-24    

甲氧苄氨嘧啶 5 24-32    

甲氧苄氨嘧啶-磺胺甲基异恶唑 1.25-23.75 26-34    

万古霉素 5 10-16    

大肠埃希菌 WDCM 00013      

阿莫西林-克拉维酸 20/10 18-24    

氨苄西林 10 15-22    

头孢噻肟 
30 或 
5 

29-35 
25-31 

   

氯霉素 30 21-27    

环丙沙星 5 30-40    

庆大霉素 10 19-26    

磺胺异恶唑 250 或 300 15-23    

四环素 30 18-25    

替加环素 15 20-27    

甲氧苄氨嘧啶-磺胺甲基异恶唑 1.25/23.75 23-29    

铜绿假单胞菌 WDCM 00025      

氨曲南 30 23-29    
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头孢他啶 
10 或 
30 

21-27 
22-29 

   

环丙沙星 5 25-33    

庆大霉素 10 17-23    

亚胺培南 10 20-28    

哌拉西林-他唑巴坦 
100/10 或 
30/6 

25-33 
23-29 

   

妥布霉素 10 20-26    

粪肠球菌 WDCM 00210      

甲氧苄氨嘧啶-磺胺甲基异恶唑 1.25/23.75 ≥20    

金黄色葡萄球菌 WDCM 00211      

头孢西丁 30 ≤21    

金黄色葡萄球菌 WDCM 00212      

头孢西丁 30 14-29    

 
范围会受到定期更新。范围更新可检查从 CLSI 获取的 M100 最新版本。. CLSI, 950 West Valley Road, 

Suite 2500, Wayne, PA 19087, USA[14] 或检查 EUCAST 质控表最新版本， 可从 EUCAST 网址获取 

http://www.eucast.org/ast_of_bacteria/qc_tables/. 
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附录 D 

（资料性附录） 

 

 标签声明 

 

D.1 脱水 MH 肉汤 

如果所有微生物抗菌剂组合所有性能标准在可接受限值内并且所有物理和化学指标符合，制造商可标示

该生产批（批号）的 dMHB 符合本标准（ISO 16782 ）抗菌剂敏感性试验规定的性能标准要求。 

对于标准生产批的 dMHB, 由其脱水产品制备的肉汤应含不超过 25 mg/L 的 Ca2+、12.5 mg/L 的 Mg2+，

并且锌离子的浓度应低于 3mg/L。dMHB 的测试证书应能被用户获取，给出该批次脱水培养基中这些

离子的浓度并标示出为达到 YY/T 0688.1/ISO 20776-1 规定的浓度，是否需要补充钙和/或镁。 

D.2 脱水 MH 琼脂 

如果所有微生物抗菌剂组合所有性能标准在可接受限值内并且所有物理和化学指标符合，制造商可标示

该生产批（批号）的 dMHA 符合本标准（ISO 16782 ） 抗菌剂敏感性试验规定的性能标准要求。 

D.3 标签声明 

对可接受批次，如下声明可加在产品标签或使用说明： 

“本批次脱水 MH 琼脂、肉汤已按照 ISO 16782 检测并符合 ISO 16782 规定的质量控制标准” 

数据应保存于文件并且结果可供任何人请求获取。 
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