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食品安全地方标准

阪崎肠杆菌和沙门氏菌检测
1  范围

本标准适用于应用实时荧光定量PCR法定性检测阪崎肠杆菌和沙门氏菌。
2  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 4789.4   食品安全国家标准 食品微生物学检验  沙门氏菌检验。
GB 4789.40  食品安全国家标准 食品微生物学检验  阪崎肠杆菌检验。

3  方法提要

由于阪崎肠杆菌和沙门氏菌都属于肠杆菌科，故在本检测方法中首先进行肠杆菌科和阪崎肠杆菌的同步检测。当肠杆菌科为阴性时可直接报告沙门氏菌阴性；当肠杆菌科为阳性时再进行沙门氏菌的检测。
4  设备和材料

    除微生物实验室常规灭菌及培养设备外，其他设备和材料如下：

4.1二级生物安全柜。

4.2磁力搅拌器：0-2400 r/min。

4.3卤素灯：500 W。

4.4低温离心管架：1.5 mL，0 ℃。

4.5水浴锅或金属恒温加热器：5 ℃-100 ℃。

4.6漩涡振荡器。

4.7离心机：12000 r/min。

4.8移液器及对应吸头：10μL、100μL、200μL、1000μL。

4.9 超净工作台。

4.10 实时荧光定量PCR仪（含有FAM-, HEX- 和ROX-检测通道）。

4.11 冰箱：2 ℃—8 ℃和-20 ℃两种。

4.12 天平：感量0.1 g。

4.13 0.2 mL 8 联排管以及8联排帽（与PCR 仪配套使用）。

4.14 1.5 mL无菌透明离心管。

4.15 恒温培养箱：25 ℃±1 ℃，36 ℃±1 ℃，44 ℃±0.5 ℃。

4.16 无菌锥形瓶：容量100 mL、200 mL、2000 mL。
5  培养基和试剂

除有特殊说明外，所有实验用试剂均为分析纯。

5.1 缓冲蛋白胨水（BPW）：见附录A.1。
5.2 营养肉汤培养基（NB）：见附录A.2。
5.3 125 µg/mL溴化乙锭单叠氮溴溶液（EMA）：见附录A.3。

5.4 DNA提取缓冲液: 0.1% Chelex100（螯合树脂）水溶液。
5.5 吐温80。
5.6 按照表1和表4的序列合成的引物和标记的探针。

5.7 Taq DNA聚合酶：5 U/µL。

5.8 Taq PCR缓冲液。

5.9 50 mmol/L MgCl2溶液：见附录A.4。
5.10 dNTPs（dATP, dUTP, dCTP, dGTP），浓度均为10 mmol/L。

5.11 尿嘧啶-N-糖基化酶：1 U/µL。

5.12 pUC19质粒DNA，200 拷贝/µL。
5.13 阪崎肠杆菌质控菌株：ATCC 29544，或等效菌株。

5.14 沙门氏菌质控菌株：ATCC 13311，或等效菌株。
5.15 大肠杆菌质控菌株：ATCC 10536，或等效菌株。
5.16 金黄色葡萄球菌：CICC10301，或其它非肠杆菌科的阴性质控等效菌株。
6  检验程序
检验程序见图1。















图1 检验程序

7  操作步骤

7.1  首次增菌

     称取样品100 g（mL）加入到900 mL预热至37 ℃的BPW中，充分混匀，36 ℃ (1 ℃培养16 h – 20 h。
对于含有超过20%脂肪含量的样品，需要在BPW中加入1 g/L（每10%脂肪含量）的吐温80。
7.2  二次增菌
充分摇匀首次增菌液，吸取50 µL转种于450 µL预热至37 ℃的BPW中，36 ℃ (1 ℃ 培养3 h – 4 h。
7.3  样品模板DNA的制备
7.3.1 吸取100 µL二次增菌液加入到1.5 mL无菌透明离心管中；加入400 µL EMA溶液，室温下暗室培养5 min。

7.3.2将离心管放入低温离心管架中，置于500W卤素灯正下方，相距15 cm-20 cm，曝光5 min后，10000 r/min离心5 min。

7.3.3用移液器移除上清液，加入200 µL DNA提取缓冲液，充分混匀后，置于95 ℃-100 ℃水浴锅或金属恒温加热器中维持10 min。 

7.3.4室温下静置1 min，短暂振荡混匀，12000 r/min离心2 min，上清液即为DNA模板。

7.4  质控菌株模板DNA的制备
    分别接种供试的阳性对照菌株（大肠杆菌、阪崎肠杆菌、沙门氏菌）和阴性对照菌株（金黄色葡萄球菌）到10 mL NB培养液中，36 ℃ (1 ℃培养过夜，各取1.5 mL增菌液，同上离心、提取DNA模板。
7.5  PCR反应所用引物和探针工作液的配制

根据表1反应体系中每种引物和探针的终浓度，使用灭菌去离子水配制含有6种目标基因引物的工作液（浓度分别为10 µmol/L）和含有3种探针的工作液（浓度分别为10 µmol/L）。
表1 目标基因引物和探针序列及每个反应体系内的终浓度
	引物和探针名称
	序列
	终浓度（µmol/L）

	肠杆菌科-F
	5´-CTG AAA GCA TCT AAG CAC GAA ACT TG-3´
	0.4

	肠杆菌科-R
	5´-GTC GTC TTC AAC GTT CCT TCA GG-3´
	0.4

	阪崎肠杆菌-F
	5´-AGG GGA TAT TGT CCC CTG AAA CAG-3´
	0.4

	阪崎肠杆菌-R
	5´-AAA CGA GAA TAA GCC GCG CAT T-3´
	0.4

	内部扩增对照（IAC）-F
	5´-TGT GAA ATA CCG CAC AGA TG-3´
	0.4

	内部扩增对照（IAC）-R
	5´-AGC TGG CGT AAT AGC GAA G-3´
	0.4

	肠杆菌科探针
	5´-FAM-CCCGAGATGAGTTCTCCCTGASMCTTTAAGT-BHQ-1-3´
	0.2

	阪崎肠杆菌探针
	5´-HEX-AGAGTAGTAGTTGTAGAGGCCGTGCTTCCGAAAG-BHQ-1-3´
	0.2

	IAC探针
	5´-ROX-TAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCC-BHQ-2-3´
	0.2


7.6  模板DNA荧光PCR反应体系的配制

每个样品按照表2的加液量配制25 µL反应体系。
   表2 目标基因扩增体系配制表

	试剂名称
	加样体积（µL）

	灭菌去离子水
	12.1

	10×Taq PCR反应缓冲液
	2.5

	50 mmol/L MgCl2
	2.0

	10 mmol/L dNTPs
	0.5

	引物工作液
	1.0

	探针工作液
	0.5

	5 U/µL Taq DNA聚合酶
	0.15

	1 U/µL尿嘧啶-N-糖基化酶
	0.25

	200 拷贝/µL pUC19 质粒DNA
	1.0

	DNA模板
	5.0

	总体积
	25


每次进行PCR反应均需使用pUC19 质粒DNA 作为内部扩增对照，并设置阳性、阴性和空白对照（灭菌去离子水）。
7.7  肠杆菌科和阪崎肠杆菌实时荧光定量PCR检测

将配制完成的反应管放入实时荧光定量PCR仪中，按照如下步骤设置反应条件：

反应步骤一：预变性，37 ℃ 4 min，95 ℃ 5 min，1个循环；
反应步骤二：扩增和信号收集，95 ℃变性10 s，65 ℃退火和延伸（每个循环降低0.1℃）70s，40个循环，同时收集FAM，HEX和ROX的荧光信号。核查反应条件正确后，启动反应程序。
7.8  结果判读
当检测样本Ct值小于或等于35时，报告为阳性；Ct值大于35且小于40时，需要重复一次，如果Ct值仍小于40，且曲线有明显的对数增长期，报告为阳性，否则为阴性；样本没有Ct值时，报告为阴性。
具体结果判定参照表3。

表3 肠杆菌科和阪崎肠杆菌结果判读表

	肠杆菌科

FAM
	阪崎肠杆菌

HEX
	内部扩增对照（IAC）

ROX
	结果判读

	阳性
	阳性
	阳性或阴性
	肠杆菌科及阪崎肠杆菌阳性，可能含有沙门氏菌

	阳性
	阴性
	阳性或阴性
	肠杆菌科阳性，阪崎肠杆菌阴性，可能含有沙门氏菌

	阴性
	阴性
	阳性
	肠杆菌科、阪崎肠杆菌及沙门氏菌阴性

	阴性
	阴性
	阴性
	无效的结果


当FAM通道为阳性，HEX通道为阳性时，可报告肠杆菌科和阪崎肠杆菌阳性；当FAM通道为阳性，HEX通道为阴性时，可报告肠杆菌科阳性但阪崎肠杆菌阴性；当FAM通道为阴性，HEX通道为阴性，ROX通道为阳性时，可报告肠杆菌科和阪崎肠杆菌阴性；当FAM通道，HEX通道和ROX通道均为阴性时，为无效的结果应重做实验。

当肠杆菌科和阪崎肠杆菌均为阴性时，可报告沙门氏菌阴性；当肠杆菌科为阳性时，需要按下一步骤进一步单独确证样本中是否含有沙门氏菌。

7.9  沙门氏菌的确证实验
DNA模板可直接采用7.3已制备的样品DNA模板。
7.9.1  PCR反应所用引物和探针工作液的配制

根据表4反应体系中每种引物和探针的终浓度，使用灭菌去离子水配制含有4种目标基因引物的工作液（浓度分别为10 µmol/L）和含有2种探针的工作液（浓度分别为10 µmol/L）。
表4 目标基因引物和探针序列及每个反应体系内的终浓度
	引物和探针名称
	序列
	终浓度（µmol/L）

	沙门氏菌-F
	5´-AGC CAA CCA TTG CTA AAT TGG CGC A-3´
	0.4

	沙门氏菌-R
	5´-GGT AGA AAT TCC CAG CGG GTA CTG-3´
	0.4

	内部扩增对照（IAC）-F
	5´-TGT GAA ATA CCG CAC AGA TG-3´
	0.4

	内部扩增对照（IAC）-R
	5´-AGC TGG CGT AAT AGC GAA G-3´
	0.4

	沙门氏菌探针
	5´-FAM-TTTTTCCTCGCTGGCTACCGCTTCA-BHQ-1-3´
	0.2

	IAC探针
	5´-ROX-TAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCC-BHQ-2-3´
	0.2


7.9.2  PCR检测体系的配制  
    每个样品按照表5的加液量配制25 µL反应体系。  
表5 目标基因扩增体系配制表
	试剂名称
	加样体积（µL）

	灭菌去离子水
	12.1

	10×Taq PCR反应缓冲液
	2.5

	50 mmol/L MgCl2
	2.0

	10 mmol/L dNTPs
	0.5

	引物工作液
	1.0

	探针工作液
	0.5

	5 U/µL Taq DNA聚合酶
	0.15

	1 U/µL尿嘧啶-N-糖基化酶
	0.25

	200 拷贝/µL pUC19 质粒DNA
	1.0

	DNA模板
	5.0

	总体积
	25


7.9.3  PCR检测

     将配制完成的反应管放入实时荧光定量PCR仪中，按照如下步骤设置反应条件：
反应步骤一：预变性，37 ℃ 4 min，95 ℃ 5 min，1个循环；
反应步骤二：扩增和信号收集，95 ℃变性5 s，60 ℃退火和延伸60 s，50个循环，同时收集FAM和ROX的荧光信号。核查反应条件正确后，启动反应程序。

7.9.4  结果判读
检测样本Ct值小于或等于40时，报告为阳性；Ct值大于40且小于50时，需要重复一次，如果Ct值仍小于50，且曲线有明显的对数增长期，报告为阳性，否则为阴性；样本没有Ct值时，报告为阴性。
具体结果判定参照表6。

表6 沙门氏菌结果判读表

	沙门氏菌
FAM
	内部扩增对照（IAC）

ROX
	结果判读

	阳性
	阳性
	沙门氏菌阳性

	阳性
	阴性
	沙门氏菌阳性

	阴性
	阳性
	沙门氏菌阴性

	阴性
	阴性
	无效的结果


当FAM通道为阳性时，可报告沙门氏菌阳性；当FAM通道为阴性，ROX通道为阳性时，可报告沙门氏菌阴性；当FAM通道和ROX通道均为阴性时，为无效的结果应重做实验。
8. 报告
8.1 筛选阪崎肠杆菌和沙门氏菌阳性的样品，需分别按GB 4789.40、GB4789.4进行确证；

8.2 报告每100 g（mL）样本中检出或者未检出阪崎肠杆菌和沙门氏菌。

附　录　A
（规范性附录）
培养基和试剂的配制
除有特殊说明外，所有实验用试剂均为分析纯。
A.1   缓冲蛋白胨水（BPW）
A.1.1  成分
蛋白胨                                                       10.0g

氯化钠                                                       5.0 g

磷酸氢二钠（Na2HPO4·12H2O）                                 9.0 g

磷酸二氢钾                                                   1.5 g

蒸馏水                                                    1 000 mL

pH 7.2 

A.1.2  制法
加热搅拌至溶解,调节 pH，121 ℃高压灭菌 15 min。
A.2   营养肉汤培养基（NB）
A.2.1  成分
蛋白胨                                                       10.0g

牛肉粉                                                       3.0 g

氯化钠                                                       5.0 g

蒸馏水                                                    1 000 mL

pH 7.2 

A.2.2  制法
加热搅拌至溶解,调节 pH，121 ℃高压灭菌 15 min。
A.3   125 µg/mL溴化乙锭单叠氮溴溶液（EMA） 
A.3.1  成分
    溴化乙锭单叠氮溴                                          125.0 mg 
    灭菌超纯水                                                1 000 mL 
A.3.2  制法
将 125mg溴化乙锭单叠氮溴加至1000mL灭菌超纯水中，混匀。 
A.4   50 mmol/L 的MgCl2溶液
A.4.1  成分
MgCl2                                                        4.76 g
超纯水                                                   
A.4.2  制法
将上述各成分搅拌溶解，定容至1L，分装，121℃高压灭菌15min，备用。
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编制说明

 引言

随着科技的发展和人们生活水平的不断提高，食品安全日益受到人们的关注。作为对食品安全有重要影响的微生物污染一直是食品企业和食品安全监管机构预防和监控的主要指标之一。然而传统方法对微生物的检测时间过长，且操作复杂，严重影响了企业对微生物污染控制的时效性，从而在很大程度上制约着企业放货速度和运转效率。因此采用准确灵敏、操作简便的分子生物学检验技术已成为微生物检测领域的主要方向。

（1） 任务来源、起草单位和归口单位
任务来源：河北省卫生和计划生育委员会地方标准制定计划。 

项目编号：DBS13/003-2014
本标准主要起草单位：石家庄博维生物科技有限公司、北京三元食品股份有限公司，石家庄君乐宝乳业有限公司，内蒙古蒙牛乳业（集团）股份有限公司，河北省食品监督检验研究院。 

归口单位：河北省卫生和计划生育委员会
主要起草人：
	姓名
	职称
	专业
	单位

	张贵海
	工程师
	食品质量与安全
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	石家庄君乐宝乳业有限公司

	宋晓东
	高级工程师
	食品加工与安全
	内蒙古蒙牛乳业（集团）股份有限公司

	喻东威
	高级工程师
	生物医学
	内蒙古蒙牛乳业（集团）股份有限公司

	张国钰
	高级工程师
	食品科学
	北京三元食品股份有限公司

	王玉英
	工程师
	有机化学
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	石家庄君乐宝乳业有限公司

	梁雅洁
	助理工程师
	生物工程
	北京三元食品股份有限公司


（2） 制订本标准的意义

2013年9月22日，为了加强河北省婴幼儿配方食品安全管理，河北省人民政府办公厅发布了“关于进一步加强婴幼儿配方乳粉质量安全工作的实施意见(冀政办〔2013〕26号)”，要求婴幼儿配方食品企业必须加强生产过程控制，产品出厂批批检验等规定。为了更好的满足河北省政府的要求以及消费者对食品安全的需求，特制订此标准。实时荧光定量PCR法同步检测婴儿配方食品中的肠杆菌科、阪崎肠杆菌和沙门氏菌可在1天内得出结果，并且结果可靠准确，对企业生产活动的开展具有现实的指导作用。
（3） 必要性和迫切性

阪崎肠杆菌是婴儿配方奶粉（乳）制品中的一种致病菌。由其引发的婴儿、早产儿脑膜炎、败血症及坏死性结肠炎散发和暴发的病例已在全球相继出现。在某些情况下，由阪崎肠杆菌引发疾病而导致的死亡率可达40%～80%，阪崎肠杆菌已引起世界多国相关部门的高度重视。我国对阪崎肠杆菌的要求也非常严厉，在历次发布的婴儿配方食品相关法律、法规中都规定不得检出阪崎肠杆菌。

沙门氏菌属（Salmonella）是一大群寄生于人类和动物肠道内，生化反应和抗原构造相似的革兰氏阴性杆菌。据统计在世界各国的种类细菌性食物中毒中，沙门氏菌引起的食物中毒常列榜首。我国对沙门氏菌的要求也非常严厉，在历次发布的婴儿配方食品相关法律、法规中都规定不得检出沙门氏菌。

肠杆菌科除了大肠菌群范围内的乳糖发酵型细菌，还包含了许多非乳糖发酵型细菌（如沙门氏菌属、志贺氏菌属等）。肠杆菌科作为食品卫生指示菌在评价环境卫生的作用相当突出，特别是生产干性食品的加工环境，大肠菌群不易滋生，但一些非大肠菌群的致病菌，如沙门氏菌、志贺氏菌、耶尔森氏菌则可以生存。检出肠杆菌科可以认为加工后产品再次污染细菌，因此大大提高了以大肠菌群或粪大肠菌群试验来证明食品加工不当的敏感性。而大肠菌群检测缺乏对乳糖发酵阴性菌的检测，如沙门氏菌，志贺氏杆菌，耶尔森氏菌，而且某些非肠道菌也会检测出来。所以检测肠杆菌科比大肠菌群更能真实反应食品加工潜在的污染状况。

目前现有的婴儿配方食品中阪崎肠杆菌、沙门氏菌及肠杆菌科的检测方法大约需要4-7天时间才可以得到检测结果，远远不能满足企业实际生产需求。因此制定一种快速、可靠的检测方法标准就非常迫切和必要。

（四） 预期社会和经济效益

1. 提升河北省对婴儿配方食品中的肠杆菌科、阪崎肠杆菌和沙门氏菌的检测水平。该检测技术为目前国际先进的检测技术，通过了欧盟以及美国的认可，并在国际上被广泛使用。与现有方法相比有着更快、更准、更灵敏等优点。

2. 河北省率先将该先进的检测方法列为地标会起到标杆作用，有助于提升河北省整体形象。

（五） 国际（国外）、国内标准情况和需要进一步解决的主要问题

1. 《食品安全国家标准 食品微生物学检验 沙门氏菌检验（GB 4789.4—2010）》

2. 《食品安全国家标准 食品微生物学检验 阪崎肠杆菌检验（GB 4789.40—2010）》

3. 《中华人民共和国进出口商品检验行业标准 出口食品中肠杆菌科检验方法（SN/T 0738—1997）》

4. 《出口奶粉中阪崎肠杆菌（克罗诺杆菌属）检验方法 第2部分：PCR方法SN/T 1632.2-2013（2014-6-1实施）》
5. 《进出口食品中沙门氏菌检测方法 实时荧光PCR法（SN/T 1059.7-2010）》

6. 《出口奶粉中阪崎肠杆菌（克罗诺杆菌属）检验方法 第3部分：荧光PCR方法SN/T 1632.3-2013 （2014-6-1实施）》
7. 《出口食品中致泻大肠杆菌检测方法 PCR法（SN/T 3640-2013）》

8. 《使用PCR方法检测沙门氏菌 德国标准 DIN 10135》

传统培养基筛选方法有耗时长、操作繁琐、人为操作环节较多，结果不稳定等问题存在。本标准采用实时荧光定量PCR的方法同步对肠杆菌科、阪崎肠杆菌和沙门氏菌进行检测，具有耗时短、操作简便、自动化程度高、结果灵敏准确等特点。
（六） 项目研究内容（如拟采用国际或国外标准，对其依据进行补充论证的内容），研究方法与技术路线

1. 项目研究内容

实时荧光定量PCR技术，是指在PCR反应体系中加入荧光基团，利用荧光信号积累实时监测整个PCR进程，最后通过标准曲线对未知模板进行定量分析的方法。与常规PCR相比，它具有特异性更强、有效解决PCR污染问题、自动化程度高等特点，目前在食品检测领域已得到广泛应用。

使用该方法检测阪崎肠杆菌、沙门氏菌及肠杆菌科需要针对阪崎肠杆菌、沙门氏菌及肠杆菌科特异性保守序列进行引物和探针的设计。所设计的探针和引物必需具有极佳的包含性和不包含性。在检测时，首先要进行样品富集，然后进行DNA的提取，之后进行PCR的建立，最后使用实时荧光定量PCR仪进行结果分析。在结果分析时使用不同的荧光通道分别检测不同的菌种。

由于实时荧光定量PCR非常灵敏，因此在检测过程中必需设置阴性对照、阳性对照以及内部对照。而且必需采取有效措施防止死亡细菌的干扰，以及防止PCR之间的残留污染。

2. 研究方法与技术路线

 使用该方法与国家标准方法（GB 4789.4—2010，GB 4789.40—2010，SN/T 0738—1997）进行比较，对阪崎肠杆菌、沙门氏菌以及肠杆菌科进行检测。比较内容包括重复性、包含性与不包含性、排除死亡细菌的干扰、检出限、相对准确度、相对灵敏度及相对特异性。检测对象包括：1. 以婴儿配方奶粉作为基质，人为添加活性菌株和灭活的菌株；2. 含益生菌/谷物的婴儿配方食品；3. 奶粉生产线上的环境样品作为测试样品。 

具体操作流程如下图所示：
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图1. 操作流程图

总体而言，使用实时荧光定量PCR方法检测阪崎肠杆菌、沙门氏菌及肠杆菌科方法简便、检测时间短、容易操作并且结果准确。
（七）起草过程 

1. 实验室间验证工作

分别选择了北京三元食品股份有限公司技术中心，石家庄君乐宝乳业有限公司中心实验室，黑龙江贝因美乳业有限公司化验室，完达山乳业股份有限公司化验室，明一国际营养品集团有限公司微生物检测室等五个实验室对标准的可行性进行了对比验证。

2. 标准征求意见及专家评审情况
该项目提出了婴儿配方食品中肠杆菌科、阪崎肠杆菌和沙门氏菌的实时荧光定量PCR检测方法的河北省食品安全地方标准建议书，适用于婴儿配方食品、原材料、疑似菌落的检测。该建议书思路清晰严谨，科学合理，计划周密可行，具有可操作性，经费预算合理，并已按专家意见进行了修改，经审查合格。

标准草案编写完成后，分别邀请了国家食品安全风险评估中心、国家乳品工程技术研究中心、国家乳制品监督检验中心、中国检验检疫研究科学院综合监测中心、河北省卫生和计划生育管理委员会综合执法局和河北农业大学等单位的专家进行了标准的函审，各位专家、学者对标准提出了中肯的建议，起草组一一做出了相应的修改和完善。

（八） 标准主要条款的说明

1. 标准名称

本标准的名称为：《食品安全地方标准 阪崎肠杆菌和沙门氏菌检测》
2. 范围

本标准适用于应用实时荧光定量PCR法定性检测阪崎肠杆菌和沙门氏菌。

3. 操作步骤

(1) 首次增菌：

称取样品100 g（mL）加入到900 mL预热至37 °C的BPW中，充分混匀、36 °C (1 °C 培养16 h–20 h；对于含有超过20%脂肪含量的样品，需要在BPW中加入1 g/L（每10%脂肪含量）的吐温80。

（2）二次增菌：
充分摇匀首次增菌液，吸取50 µL转种于450 µL预热的BPW中，36 °C (1 °C 培养3 h – 4 h。
（3）模板DNA的制备：

吸取100 µL二次增菌液加入到1.5 mL无菌透明离心管中，加入400 µL EMA溶液，暗室培养5 min。将离心管放入低温离心管架中，置于500W卤素灯正下方，相距15 cm-20 cm，曝光5 min后，10000 r/min离心5 min。用移液器移除上清液，加入200 µL DNA提取缓冲液，充分混匀后，置于95 ℃-100 ℃水浴锅或金属恒温加热器中维持10 min。 室温下静置1 min，短暂振荡混匀，12000 r/min离心2 min，上清液即为DNA模板。
（4）质控菌株模板DNA的制备：
分别接种供试的阳性对照菌株（大肠杆菌、阪崎肠杆菌、沙门氏菌）和阴性对照菌株（金黄色葡萄球菌）到10 mL NB培养液中，36 °C (1 °C 培养过夜，各取1.5 mL增菌液，同上离心、提取DNA模板。
（5）肠杆菌科和阪崎肠杆菌实时荧光定量PCR检测:
所用到的引物和探针序列如下表所示：

表1 目标基因引物和探针序列及每个反应体系内的终浓度
	引物和探针名称
	序列
	终浓度（µmol/L）

	肠杆菌科-F
	5´-CTG AAA GCA TCT AAG CAC GAA ACT TG-3´
	0.4

	肠杆菌科-R
	5´-GTC GTC TTC AAC GTT CCT TCA GG-3´
	0.4

	阪崎肠杆菌-F
	5´-AGG GGA TAT TGT CCC CTG AAA CAG-3´
	0.4

	阪崎肠杆菌-R
	5´-AAA CGA GAA TAA GCC GCG CAT T-3´
	0.4

	内部扩增对照（IAC）-F
	5´-TGT GAA ATA CCG CAC AGA TG-3´
	0.4

	内部扩增对照（IAC）-R
	5´-AGC TGG CGT AAT AGC GAA G-3´
	0.4

	肠杆菌科探针
	5´-FAM-CCCGAGATGAGTTCTCCCTGASMCTTTAAGT-BHQ-1-3´
	0.2

	阪崎肠杆菌探针
	5´-HEX-AGAGTAGTAGTTGTAGAGGCCGTGCTTCCGAAAG-BHQ-1-3´
	0.2

	IAC探针
	5´-ROX-TAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCC-BHQ-2-3´
	0.2


其中肠杆菌科的引物引自《出口食品中致泻大肠杆菌检测方法 PCR法（SN/T 3640-2013）》；阪崎肠杆菌的引物和探针引自Bacteriological Analytical Manual Chapter 29 Cronobacter （FDA/BAM）；内部扩增对照（IAC）的引物和探针引自Microbiology of food and animal feeding stuffs – Protocol for the validation of alternative methods (ISO 16140:2003)。

反应体系总体积为25 µL，包含：10x Taq PCR 缓冲液2.5µl，六种引物(各为10 µmol/L) 1.0 µL，三种探针(各为10 µmol/L) 0.5 µL，MgCl2 (50 mmol/L) 2.0 µl，dNTPs (各为10 mmol/L) 0.5 µL， Taq DNA聚合酶0.15 µL，尿嘧啶-N-糖基化酶(1 U/µL) 0.25 µL，pUC19 质粒DNA (200 拷贝/µL) 1.0 µL，样品DNA模板 5 µL，双蒸水补齐至25 µL。

反应步骤为：反应步骤一，预变性，37 ℃ 4 min，95 ℃ 5 min，1个循环；反应步骤二，扩增和信号收集，95 ℃变性10 s，65 ℃退火和延伸（每个循环降低0.1℃）70s，40个循环，同时收集FAM，HEX和ROX的荧光信号。核查反应条件正确后，启动反应程序。

每次进行PCR反应均需使用pUC19 质粒DNA 作为内部扩增对照，并设置阳性、阴性和空白对照（灭菌去离子水）。

4. 结果与报告

当检测样本Ct值小于或等于35时，报告为阳性；Ct值大于35且小于40时，需要重复一次，如果Ct值仍小于40，且曲线有明显的对数增长期，报告为阳性，否则为阴性；样本没有Ct值时，报告为阴性。具体反应和结果判定参照表1。

表2 肠杆菌科和阪崎肠杆菌结果判读表

	肠杆菌科

FAM
	阪崎肠杆菌

HEX
	内部扩增对照（IAC）

ROX
	结果判读

	阳性
	阳性
	阳性或阴性
	肠杆菌科及阪崎肠杆菌阳性，可能含有沙门氏菌

	阳性
	阴性
	阳性或阴性
	肠杆菌科阳性，阪崎肠杆菌阴性，可能含有沙门氏菌

	阴性
	阴性
	阳性
	肠杆菌科、阪崎肠杆菌及沙门氏菌阴性

	阴性
	阴性
	阴性
	无效的结果


当FAM通道为阳性，HEX通道为阳性时，可报告肠杆菌科和阪崎肠杆菌阳性；当FAM通道为阳性，HEX通道为阴性时，可报告肠杆菌科阳性但阪崎肠杆菌阴性；当FAM通道为阴性，HEX通道为阴性，ROX通道为阳性时，可报告肠杆菌科和阪崎肠杆菌阴性；当FAM通道，HEX通道和ROX通道均为阴性时，为无效的结果应重做实验。

当肠杆菌科和阪崎肠杆菌均为阴性时，可报告沙门氏菌阴性；当肠杆菌科为阳性时，需要按下一步骤进一步单独确证样本中是否含有沙门氏菌。

（九） 沙门氏菌的检测方法
1. 操作步骤

(1) 模板DNA的制备：

操作步骤同上，可直接采用上面已获得的样品DNA模板。

(2) 实时荧光定量PCR检测（包括内部扩增对照，IAC）

所用到的引物和探针序列如下表所示：

表3 目标基因引物和探针序列及每个反应体系内的终浓度
	引物和探针名称
	序列
	终浓度（µmol/L）

	沙门氏菌-F
	5´-AGC CAA CCA TTG CTA AAT TGG CGC A-3´
	0.4

	沙门氏菌-R
	5´-GGT AGA AAT TCC CAG CGG GTA CTG-3´
	0.4

	内部扩增对照（IAC）-F
	5´-TGT GAA ATA CCG CAC AGA TG-3´
	0.4

	内部扩增对照（IAC）- R
	5´-AGC TGG CGT AAT AGC GAA G-3´
	0.4

	沙门氏菌探针
	5´-FAM-TTTTTCCTCGCTGGCTACCGCTTCA-BHQ-1-3´
	0.2

	IAC探针
	5´-ROX-TAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCC-BHQ-2-3´
	0.2


其中沙门氏菌的引物和探针引自Method for the detection of salmonella using polymerase chain reaction(PCR)(德国标准 DIN10135)；内部扩增对照（IAC）的引物和探针引自Microbiology of food and animal feeding stuffs – Protocol for the validation of alternative methods (ISO 16140:2003)。
反应体系总体积为25 µL，包含：10x Taq PCR 缓冲液2.5 µL，四种引物(各为10 µmol/L) 1.0 µL，两种探针(各为10 µmol/L) 0.5 µL，MgCl2 (50 mmol/L) 2.0 µL，dNTPs (各为10 mmol/L) 0.5 µL，Taq DNA聚合酶0.15 µL，尿嘧啶-N-糖基化酶(1 U/µL) 0.25 µL，pUC19质粒DNA (200 拷贝/µL) 1.0 µL，样品DNA模板 5µL，双蒸水补齐至25 µL。
反应步骤为：反应步骤一，预变性，37 ℃ 4 min，95 ℃ 5 min，1个循环；反应步骤二，扩增和信号收集，95 ℃变性5 s，60 ℃退火和延伸60 s，50个循环，同时收集FAM和ROX的荧光信号。核查反应条件正确后，启动反应程序。
每次进行PCR反应均需使用pUC19 质粒DNA 作为内部扩增对照，并设置阳性、阴性和空白对照（灭菌去离子水）。
2. 结果与报告

检测样本Ct值小于或等于40时，报告为阳性；Ct值大于40且小于50时，需要重复一次，如果Ct值仍小于50，且曲线有明显的对数增长期，报告为阳性，否则为阴性；样本没有Ct值时，报告为阴性，具体参照表2。

表4 沙门氏菌结果判读表

	沙门氏菌
FAM
	内部扩增对照（IAC）

ROX
	结果判读

	阳性
	阳性
	沙门氏菌阳性

	阴性
	阳性
	沙门氏菌阴性

	阳性
	阴性
	沙门氏菌阳性

	阴性
	阴性
	无效的结果


当FAM通道为阳性时，可报告沙门氏菌阳性；当FAM通道为阴性，ROX通道为阳性时，可报告沙门氏菌阴性；当FAM通道和ROX通道均为阴性时，为无效的结果应重做实验。
（十） 方法比较研究

使用本方法分别与《食品安全国家标准食品微生物学检验阪崎肠杆菌检验（GB 4789.40—2010）》 ； 《中华人民共和国进出口商品检验行业标准出口食品中肠杆菌科检验方法（SN/T 0738—1997）》 ； 《食品安全国家标准食品微生物学检验沙门氏菌检验（GB 4789.4—2010）》方法进行对比验证，充分论证该方法的准确性。

1. 检测样品的分类
每个实验室的检测样品分类如下：

表5. 样品分类表
	分类
	添加阪崎肠杆菌CICC21560/CICC21546/CICC21547（活性）
	添加阪崎肠杆菌CICC21560/CICC21546/CICC21547（灭活）
	添加大肠杆菌ATCC10536/CICC10899（活性）
	添加大肠杆菌ATCC10536/CICC10899（灭活）
	添加沙门氏菌CICC10467/CICC10420/CICC10867（活性）
	添加沙门氏菌CICC10467/CICC10420/CICC10867（灭活）
	添加大肠杆菌O157CICC10907（活性）
	添加大肠杆菌O157CICC10907（灭活）
	添加金黄色葡萄球菌CICC10301/CICC10789/CICC10001（活性）
	添加金黄色葡萄球菌CICC10301/CICC10789/CICC10001（灭活）
	添加蜡样芽孢杆菌CICC10041（活性）
	添加蜡样芽孢杆菌CICC10041（灭活）
	添加益生菌Bb12（活性）
	添加益生菌Bb12（灭活）
	阴性样品
	盲样

	婴儿配方奶粉
	39
	15
	15
	15
	15
	15
	15
	15
	15
	15
	15
	15
	15
	15
	21
	0

	婴儿谷类食品
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	15
	0

	添加益生菌的婴儿谷类食品
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	15
	0

	添加益生菌的婴幼儿配方粉
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	15
	0

	擦拭设备的棉签
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	15

	清扫的样品
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	15

	加工线上的环境样品
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	15

	吸尘器残留物
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	15

	合计
	共计360个样品。


备注：1.添加菌体的浓度均为106 cfu/ml（增菌后），菌体的灭活条件为100 ℃ 30 min；2. 除15个活性阪崎肠杆菌样品的添加浓度为106 cfu/ml（增菌后）外，其余24个样品的活性阪崎肠杆菌添加浓度分别为：0.09 cfu/100g，0.18 cfu/100g，0.45 cfu/100g和0.9 cfu/100g（增菌前），各六个。

2. 结果判定
(1) 阳性结果判定

当实时荧光定量PCR仪显示的扩增曲线如下图时，判定为阳性。
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图2. 阳性结果示意图
(2) 阴性结果判定

当实时荧光定量PCR仪显示的扩增曲线如下图时，判定为阴性。
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图3. 阴性结果示意图
3. 重复性
(1) 肠杆菌科检测的重复性
选取大肠杆菌ATCC10536和大肠杆菌CICC10899作为测试对象，验证该标准的重复性。一共测试了15个大肠杆菌阳性样品，结果如下表：

表6. 肠杆菌科重复性统计表

	编号
	肠杆菌科（大肠杆菌ATCC10536和大肠杆菌CICC10899）

	
	SN/T0738—1997法
	本标准法

	1
	┼
	┼

	2
	┼
	┼

	3
	┼
	┼

	4
	┼
	┼

	5
	┼
	┼

	6
	┼
	┼

	7
	┼
	┼

	8
	┼
	┼

	9
	┼
	┼

	10
	┼
	┼

	11
	┼
	┼

	12
	┼
	┼

	13
	┼
	┼

	14
	┼
	┼

	15
	┼
	┼


针对不同来源的婴儿配方奶粉，使用本标准方法与SN/T0738—1997法检测结果完全一致。对于肠杆菌科的检测，本标准法的重复性良好。
(2) 阪崎肠杆菌检测的重复性

选取阪崎肠杆菌CICC21560/CICC21546/CICC21547作为检测对象，验证该标准的重复性。一共测试了15个阪崎肠杆菌阳性样品，结果如下表：

表7. 阪崎肠杆菌重复性统计表

	编号
	阪崎肠杆菌（CICC21560/CICC21546/CICC21547）

	
	GB 4789.40—2010法
	本标准法

	1
	┼
	┼

	2
	┼
	┼

	3
	┼
	┼

	4
	┼
	┼

	5
	┼
	┼

	6
	┼
	┼

	7
	┼
	┼

	8
	┼
	┼

	9
	┼
	┼

	10
	┼
	┼

	11
	┼
	┼

	12
	┼
	┼

	13
	┼
	┼

	14
	┼
	┼

	15
	┼
	┼


针对不同来源的婴儿配方奶粉，使用本标准方法与GB 4789.40—2010法检测结果完全一致。对于阪崎肠杆菌的检测，本标准法的重复性良好。
(3) 沙门氏菌检测的重复性
选取沙门氏菌CICC10467/CICC10420/CICC10867作为检测对象，验证该标准的重复性。一共测试了15个沙门氏菌阳性样品，结果如下表：

表8. 沙门氏菌重复性统计表

	编号
	沙门氏菌（CICC10467/CICC10420/CICC10867）

	
	GB 4789.4—2010法
	本标准法

	1
	┼
	┼

	2
	┼
	┼

	3
	┼
	┼

	4
	┼
	┼

	5
	┼
	┼

	6
	┼
	┼

	7
	┼
	┼

	8
	┼
	┼

	9
	┼
	┼

	10
	┼
	┼

	11
	┼
	┼

	12
	┼
	┼

	13
	┼
	┼

	14
	┼
	┼

	15
	┼
	┼


针对不同来源的婴儿配方奶粉，使用本标准方法与GB 4789.4—2010法检测结果完全一致。对于沙门氏菌的检测，本标准法的重复性良好。
4. 包含性与不包含性

(1) 针对肠杆菌科

对于本标准的验证，总共选取了阪崎肠杆菌（CICC21560/CICC21546/CICC21547）、沙门氏菌（CICC10467/CICC10420/CICC10867）、大肠杆菌（ATCC10536/CICC10899）和大肠杆菌O157（CICC10907）等肠杆菌科菌株，也选取了金黄色葡萄球菌（CICC10301/CICC10789/CICC10001）、蜡样芽孢杆菌（CICC10041）、益生菌Bb2等非肠杆菌科的菌株。经验证，含有活性阪崎肠杆菌、沙门氏菌、大肠杆菌和大肠杆菌O157样品的检测结果均为阳性；含有金黄色葡萄球菌、蜡样芽孢杆菌、益生菌Bb2样品的检测结果均为阴性。具体实验结果见附表。
(2) 针对阪崎肠杆菌
选取了阪崎肠杆菌CICC21560、CICC21546和CICC21547的菌株，以及沙门氏菌（CICC10467/CICC10420/CICC10867）、大肠杆菌（ATCC10536/CICC10899）、大肠杆菌O157（CICC10907）、金黄色葡萄球菌（CICC10301/CICC10789/CICC10001）、蜡样芽孢杆菌（CICC10041）和益生菌Bb2等非阪崎肠杆菌的菌株。经验证含有活性阪崎肠杆菌CICC21560、CICC21546和CICC21547的样品检测结果均为阳性；含有沙门氏菌、大肠杆菌、大肠杆菌O157、金黄色葡萄球菌、蜡样芽孢杆菌和益生菌Bb2样品的检测结果均为阴性。具体实验结果见附表。
(3) 针对沙门氏菌
选取了沙门氏菌CICC10467、CICC10420和CICC10867的沙门氏菌菌株，以及阪崎肠杆菌（CICC21560/CICC21546/CICC21547）、大肠杆菌（ATCC10536/CICC10899）、大肠杆菌O157（CICC10907）、金黄色葡萄球菌（CICC10301/CICC10789/CICC10001）、蜡样芽孢杆菌（CICC10041）和益生菌Bb2等非沙门氏菌的菌株。经验证含有活性沙门氏菌CICC10467、CICC10420和CICC10867的样品检测结果均为阳性；含有阪崎肠杆菌、大肠杆菌、大肠杆菌O157、金黄色葡萄球菌、蜡样芽孢杆菌和益生菌Bb2的样品的检测结果均为阴性。具体实验结果见附表。
5. 排除死亡细菌的干扰（假阳性）
(1) 针对肠杆菌科
选取了阪崎肠杆菌（CICC21560/CICC21546/CICC21547）（活性、灭活）、沙门氏菌（CICC10467/CICC10420/CICC10867）（活性、灭活）、大肠杆菌（ATCC10536/CICC10899）（活性、灭活）和大肠杆菌O157（CICC10907）（活性、灭活）等肠杆菌科菌株进行了验证，每个菌株检测15个活性样品以及15个灭活样品。验证结果显示所有含有活性的肠杆菌科的样品均为阳性；所有含有灭活的肠杆菌科的样品均为阴性。具体实验结果见附表。
(2) 针对阪崎肠杆菌

选取了15个阪崎肠杆菌（CICC21560/CICC21546/CICC21547）活性样品，以及15个含有灭活阪崎肠杆菌的样品进行了验证。结果显示含有活性阪崎肠杆菌的样品均为阳性；含有灭活阪崎肠杆菌的样品均为阴性。具体实验结果见附表。
(3) 针对沙门氏菌
选取了15个沙门氏菌（CICC10467/CICC10420/CICC10867）活性样品，以及15个含有灭活沙门氏菌的样品进行了验证。结果显示含有活性沙门氏菌的样品均为阳性；含有灭活沙门氏菌的样品均为阴性。具体实验结果见附表。
6. 检出限

选取阪崎肠杆菌（CICC21560/CICC21546/CICC21547）作为代表菌株对本标准法的检出限进行了验证。在婴儿配方奶粉中分别加入浓度为0.00cfu/100g ，0.09 cfu/100g，0.18 cfu/100g，0.45 cfu/100g和0.9cfu/100g（增菌前）的阪崎肠杆菌，检测结果如下表所示： 

表9. 检出限统计表

	编号
	样品类型
	添加的菌株
	浓度cfu/100g
	GB 4789.40—2010法
	本标准法

	1
	婴儿配方奶粉
	阪崎肠杆菌
	0
	—
	—

	2
	婴儿配方奶粉
	阪崎肠杆菌
	0
	—
	—

	3
	婴儿配方奶粉
	阪崎肠杆菌
	0
	—
	—

	4
	婴儿配方奶粉
	阪崎肠杆菌
	0
	—
	—

	5
	婴儿配方奶粉
	阪崎肠杆菌
	0
	—
	—

	6
	婴儿配方奶粉
	阪崎肠杆菌
	0
	—
	—

	7
	婴儿配方奶粉
	阪崎肠杆菌
	0.09
	—
	—

	8
	婴儿配方奶粉
	阪崎肠杆菌
	0.09
	—
	—

	9
	婴儿配方奶粉
	阪崎肠杆菌
	0.09
	—
	—

	10
	婴儿配方奶粉
	阪崎肠杆菌
	0.09
	—
	—

	11
	婴儿配方奶粉
	阪崎肠杆菌
	0.09
	—
	—

	12
	婴儿配方奶粉
	阪崎肠杆菌
	0.09
	—
	—

	13
	婴儿配方奶粉
	阪崎肠杆菌
	0.18
	—
	—

	14
	婴儿配方奶粉
	阪崎肠杆菌
	0.18
	—
	—

	15
	婴儿配方奶粉
	阪崎肠杆菌
	0.18
	—
	—

	16
	婴儿配方奶粉
	阪崎肠杆菌
	0.18
	—
	—

	17
	婴儿配方奶粉
	阪崎肠杆菌
	0.18
	—
	—

	18
	婴儿配方奶粉
	阪崎肠杆菌
	0.18
	—
	—

	19
	婴儿配方奶粉
	阪崎肠杆菌
	0.45
	┼
	┼

	20
	婴儿配方奶粉
	阪崎肠杆菌
	0.45
	┼
	┼

	21
	婴儿配方奶粉
	阪崎肠杆菌
	0.45
	┼
	┼

	22
	婴儿配方奶粉
	阪崎肠杆菌
	0.45
	┼
	┼

	23
	婴儿配方奶粉
	阪崎肠杆菌
	0.45
	┼
	┼

	24
	婴儿配方奶粉
	阪崎肠杆菌
	0.45
	┼
	┼

	25
	婴儿配方奶粉
	阪崎肠杆菌
	0.9
	┼
	┼

	26
	婴儿配方奶粉
	阪崎肠杆菌
	0.9
	┼
	┼

	27
	婴儿配方奶粉
	阪崎肠杆菌
	0.9
	┼
	┼

	28
	婴儿配方奶粉
	阪崎肠杆菌
	0.9
	┼
	┼

	29
	婴儿配方奶粉
	阪崎肠杆菌
	0.9
	┼
	┼

	30
	婴儿配方奶粉
	阪崎肠杆菌
	0.9
	┼
	┼


使用本标准法与GB 4789.40—2010法在菌体浓度为0.18 cfu/100g时检测结果为阴性，在菌体浓度为0.45cfu/100g时检测结果为阳性。因此，两种方法的检出限均为0.18~0.45cfu/100g。

7. 相对准确度、相对灵敏度及相对特异性的分析

(1) 针对肠杆菌科检测的相对准确度、相对灵敏度及相对特异性

    本次总共对1680个样品进行了相对准确度、相对灵敏度及相对特异性的研究，统计结果如下表所示：

表10：肠杆菌科检测的结果统计

	
	SN/T 0738—1997法阳性（R+）
	SN/T 0738—1997法阴性（R-）

	本标准法阳性（A+）
	阳性符合率（PA）（A+ R+）

PA=443
	阳性偏差（PD）（A +R-）

PD=7

	本标准法阴性（A-）
	阴性偏差（ND）（A- R+）

ND=5
	阴性符合率（NA）（A- R-）

NA=1225


对本次实验结果进行了相对准确度、相对灵敏度及相对特异性的分析，结果如下表所示：

表11：肠杆菌科检测的结果分析

	食品
	PA
	NA
	ND
	PD
	总计
	相对准确度AC（%）
	N+
	相对灵敏度SE（%）
	N+
	相对特异性SP（%）

	
	
	
	
	
	N
	100×（PA+NA）/N
	PA+ND
	100×PA/N+
	NA+PD
	100×NA/N-

	婴儿配方奶粉
	300
	855
	0
	0
	1155
	100.0%
	300
	100.0%
	855
	100.0%

	含益生菌/谷物的婴儿配方食品
	0
	225
	0
	0
	225
	100.0%
	0
	100.0%
	255
	100.0%

	环境样品
	143
	145
	5
	7
	300
	96.0%
	148
	96.6%
	152
	95.4%

	总计
	443
	1225
	5
	7
	1680
	99.3%
	448
	98.9%
	1232
	99.4%


差异样品的分析：共有5个擦拭设备的棉签样品使用本标准法为阴性，使用SN/T 0738—1997法为阳性。对这5个样品分别使用本标准法和SN/T 0738—1997法进行了复检，复检结果均为阴性；有3个清扫的样品和4个吸尘器残留物样品（共7个）使用本标准法为阳性，使用SN/T 0738—1997法为阴性。对这7个样品分别使用本标准法和SN/T 0738—1997法进行了复检，复检结果均为阳性。
(2) 针对阪崎肠杆菌检测的相对准确度、相对灵敏度及相对特异性

本次总共对780个样品进行了相对准确度、相对灵敏度及相对特异性的研究，统计结果如下表所示：

表12：阪崎肠杆菌检测的结果统计

	
	GB 4789.40—2010法阳性（R+）
	GB 4789.40—2010法阴性（R-）

	本标准法阳性（A+）
	阳性符合率（A+ R+）

PA=219
	阳性偏差（A +R-）

PD=6

	本标准法阴性（A-）
	阴性偏差（A- R+）

ND=3
	阴性符合率（A- R-）

NA=552


对本次实验结果进行了相对准确度、相对灵敏度及相对特异性的分析，结果如下表所示：

表13：阪崎肠杆菌检测的结果分析

	食品
	PA
	NA
	ND
	PD
	总计
	相对准确度AC

（%）
	N+
	相对灵敏度SE（%）
	N+
	相对特异性SP（%）

	
	
	
	
	
	N
	100×（PA+NA）/N
	PA+ND
	100×PA/N+
	NA+PD
	100×NA/N-

	婴儿配方奶粉
	75
	180
	0
	0
	255
	100%
	75
	100.0%
	180
	100%

	含益生菌/谷物的婴儿配方食品
	0
	225
	0
	0
	225
	100.0%
	0
	100.0%
	225
	100.0%

	环境样品
	144
	147
	3
	6
	300
	97.0%
	147
	97.9%
	153
	96.1%

	总计
	219
	552
	3
	6
	780
	98.8%
	222
	98.7%
	558
	98.9%


差异样品的分析：共有3个擦拭设备的棉签样品使用本标准法为阴性，使用GB 4789.40—2010法为阳性。对这3个样品分别使用本标准法和GB 4789.40—2010法进行了复检，复检结果均为阴性；有2个清扫的样品和4个吸尘器残留物样品（共6个）使用本标准法为阳性，使用GB 4789.40—2010法为阴性。对这6个样品分别使用本标准法和GB 4789.40—2010法进行了复检，复检结果均为阳性。 

(3) 针对沙门氏菌检测的相对准确度、相对灵敏度及相对特异性

本次总共对780个样品进行了相对准确度、相对灵敏度及相对特异性的研究，统计结果如下表所示：

表14：沙门氏菌检测的结果统计

	
	GB 4789.4—2010法阳性（R+）
	GB 4789.4—2010法阴性（R-）

	本标准法阳性（A+）
	阳性符合率（A+ R+）

PA=219
	阳性偏差（A +R-）

PD=6

	本标准法阴性（A-）
	阴性偏差（A- R+）

ND=5 
	阴性符合率（A- R-）

NA=550


对本次实验结果进行了相对准确度、相对灵敏度及相对特异性的分析，结果如下表所示：

表15：沙门氏菌检测的结果分析

	食品
	PA
	NA
	ND
	PD
	总计
	相对准确度AC

（%）
	N+
	相对灵敏度SE（%）
	N+
	相对特异性SP（%）

	
	
	
	
	
	N
	100×（PA+NA）/N
	PA+ND
	100×PA/N+
	NA+PD
	100×NA/N-

	婴儿配方奶粉
	75
	180
	0
	0
	255
	100%
	75
	100.0%
	180
	100%

	含益生菌/谷物的婴儿配方食品
	0
	225
	0
	0
	225
	100.0%
	0
	100.0%
	225
	100.0%

	环境样品
	144
	145
	5
	6
	300
	96.3%
	149
	96.6%
	151
	96.0%

	总计
	219
	550
	5
	6
	780
	98.6%
	224
	97.8%
	556
	98.9%


差异样品的分析：共有5个擦拭设备的棉签样品使用本标准法为阴性，使用GB 4789.4—2010法为阳性。对这5个样品分别使用本标准法和GB 4789.4—2010法进行了复检，复检结果均为阴性；有3个清扫的样品和3个吸尘器残留物样品（共6个）使用本标准法为阳性，使用GB 4789.4—2010法为阴性。对这6个样品分别使用本标准法和GB 4789.4—2010法进行了复检，复检结果均为阳性。 

（十一） 结论

经实验验证：本标准法的重复性、包含性与不包含性、排除死亡细菌的干扰、检出限、相对准确度、相对灵敏度及相对特异性等方面完全能满足婴儿配方奶粉、含益生菌/谷物的婴儿配方食品及环境样品中的肠杆菌科、阪崎肠杆菌和沙门氏菌的定性检测要求。并且操作方法简便，大大缩短了检测时间，是一种有效可行的全新检测方案。 
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阪崎肠杆菌和沙门氏菌检测


（送审稿）














DBS133














DBS 13/003－2014








河北省地方标准





检样100g（mL）加入到900 mL BPW中进行首次增菌





36 ℃ (1 ℃，16h - 20h





50 µL首次增菌样品加入到450 µL BPW中进行二次增菌





36 ℃ (1 ℃，3h - 4h





100 µL二次增菌样品加入到EMA溶液中（灭活死亡细胞的DNA）





DNA的提取





实时荧光定量PCR检测





阳性





阴性





GB 4789.40、GB4789.4进行确证
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