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It

A

ABREZ IRGB/T1.1—2020 ChREAL A 50 55 18870 FREAl SO IS5 R AR BRI ) R0 E S 5

ARIAARENY/T 5502002 (ShPAEH5= fyb T IRE A 7 7EY » BENY/T 550-20024H L, Brék
MR gmiE i ah Ah, EER AR

WINT 4ERETE (WEEATD

Wy A AR (WEETE)

Hm T OLKEskAL B ©)

—— T ARSI S AR R SR . ORAE L 18H . KBEUVE, DLV TR

PCR¥ETIE (WEEIE) .

BN T V01T R A S 96 e E EPCRE BN (105 .
—— MHIBR TR S AGRE (H20025E/) 3.3
BT WA RIBRE (ILEESEE, 20024EfRIM3.1)
BT IR A S AN (W6 T, 20024FRR13.2)
B TR (WHE8E, 20024E/RN3.4)
BT AR (W9, 20024E/RII3.5)
T RA SRR LE YA FTRE I S TR o A SCAF IR AT HUAG AN AR A R e 4 (1 DA
AR E AR N RN ML AR AT H
A 4 s ) PASRER R ZE F 4 (SAC/TC181) HIH.
AL EL AL MK SRR
AR BTN . WA . AN, BREL WS BEER. mESE. XIEE.
WP VPR 2RE. maEA.
RSO BT ES SCAF 0 R RRUAS AT A A
——NY/T 550-2002.
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SRS = GRid )R E AR A

ARSARE T SN S T TIRE (Salmonella) WIRISSFRT . FEGRAE . FERALEE, 414
Iy AT PCR AN B K SE 520t 52 B PCR Aarill 77 7%
ASCAEE T s AN S v T B ARSI o

2 MEMsIAxH

AN R P R S SRR R TEE 5L TR A SO e ANFT A R 2% 3K o, 7 H I 51 S,
B2 H I BRI RRASIE P T A ANE H IR 51 SO, Haof iR CRUIE T B 20 1E AL
.

GB 4789.4 1% it % 4 [ bR & S AE AR 30 Vb 1] IR AL
NY/T 541 BEZHFEGKE. R SZMBARINE

NY/T1948 5[5 SR 55 A ) 2 A SRkl
3 ARIEFEFMEX

AR AT T T E BIARTEANE Lo
4 HEERTE

NGRS TEE T Ao
4 1BPW: ZZpE A PR/K (Buffered Peptone Water)
4.2 CFU: WiEEHIEAL (Colony-Forming Unit)
4. 3DNA: BiSEZFEZIR (Deoxyribonucleic Acid)
4.4 EDTA: £ %Iy (Ethylene Diamine Tetraacetic Aci)
4.5 MSRV: MR Y¥:[E{A RV 157785 (Modified Semi-Solid Rappaport-Vassiliadis Medium Base)
4.6 PCR: EAMHEU% M (Polymerase Chain Reaction)
4.7 RT-qPCR: SERf%¢ )€ & PCR (realtimequantitative PCR)

4.8 r/min: /7% (Revolutions Per Minute)
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4.9 RV RI10: WITIREEEFEMIG R B AE 775 (Rappaport-Vassiliadis R10 Broth)
4.10 TAE: —FRHREFIERLE-LMR-4 U LR (Tris-Acetic Acid-Ethylenediaminetetraacetic Acid)

4.11 XLT4: AHE-# 2 BR-mi R VU 229435 IF (Xylose Lysine Tergitol 4 Agar Base)
5 1EFESHFH

BrAE AU, A TTERTHRRI Ar4l, JKNGB/T 668281 5E i — 2K
5. 1BPW: JLFf% A1,
5. 2RV R10: ULFf3% A2,
5.3MSRV: LF3% A3,
5.4XLT4: DLH% A4,
5.51.2%I la b dEie: WP % A5
5. 6PCR Master Mix.
5.7 PCR Master Mix (Premix Ex Taq ).
5.8 WITIREIZWIMIF .

5.9 Atk % wlin &
6 EEREFFEM

6.1 UKFE (AR 2°C~8C)

6. 2 fHIE R FRAH (37°C£1°C. 42°C+1C) &
6.3 HE KR (121°C 103 kPa)

6. 4 fHIEFER (180 r/min. 37°C£1°C) .
6.5 LHFFELE (120 mm X 180mm. 450mm X 550mm)
6.6 LHIEIFM (EAE 90mm) .

6. 7 TR HEFIA (1 ul)

6.8 LHHZ (10cem) .

6.9 ¥ds.

6.10 TLHHIEE. TCHBIFAL .

6. 11 B RF UKE 0.1

6. 12 I Ede B LU (0.22 pm) -
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3 TEAEWEE (200 uL. 1000 pL)
N4 BLOHL G =12 000 r/min) .
15 B0 (1.5mL, 10mL)
6 FHIERSREG.

A 3E PCR 81
18 e & PCR FH94o
.19PCR & (100 pL) »
. 20 4l DNA $2HUAT & .
21 BRI AR .
22 e AR

EMREEKR
KAE b AL IE A FE BT s Je B SEIGHRAE,  RIESFNY/T1948-20100H HLE -
KWNIERF

YT IR E AR 7 LB L .
[ oz |
[ | ETEa

| \ l
[ s | (ke |[rEmee | & | [Emmeiter | [BAasn | ARk ] aEdsy | [ A | ok

r -
5] (=] [ [%] [m
| (a5 || |

ST

EERN CRETED

v
1 BPW L s T PRI D
(180 r/min. 37°C*1°C, [8h-24h’ i

I SRR
MSRVIETEFE 18 T 1 RV RIOEFFEIE T
(42°C+ 1%, 24h) 24h)

el

(37°C+1°C, 24h?

v ‘ '
\ EEE ]| PCRYE \ 1t 2 S 5 H 1in i :U g} ]| RT-ql"CRQf-Ei’:VI |-

|
SRS

LT R AL




GB/T XXXXX—202X

9 HEMmEEMENTIZ
9.1 HRARE

9.1.1 FhYIEFEHR

IR PETC R BUREA) T REEFTBEIAEL) 25 g, B THRE RN T B RAAIHEIFARIC. BRE 1
IrEdh R T E.

9.1.2 ANHESR

X RS L A BEAT R AR o A — R TC R AR A T BENL M ORI R, B2 25 g B
TR A B BRI R

9.1.3 FEBRHESR

DHREAFR . Bk (S — PR R TREN L BCR R HRL, RRR 225 g, B TE
RS N B B I AR i .

9.1.4 FEBLKHESR

IS — R TE, R hr BT B4 )5 70 0 BT RS N B RAF U bric . BEREE AT
dh i R TE

9.1.5 FFIEFEERKER

I3 E I3~ AN TEEBPWIR LI AR BRIE AR . KRS, RS S N S H, b R R A
T4, KAEATRAE S AR D7 SR B R A S A Py DU 25 . K AN R TR & B B 7 2R B
TR A B BRI R

9.1.6 FHYIBRAEIR R

IR AR B S FR /A P AR, G B BPWIRE (K R BRAE B A R AT Ak 22 AN RS AL #5845 0em” ~ 100
om® (WUBHIARLT ) , RIS FAARER BT 0 BORFELS Py 3 3 RAE T ic e

9.1.7 BARYHR
B RS ZS o/ NN Y, 37T J5 1 R 28 Sk 30 B 1T B R AR AS N 25 B AT T B b
9.1.8 HEPFSitERIK FHm

W AN & BN B R S M P 3em~35 cm, WREESEITGREMIEIR, ed A D T3k,
HOCHE MRS AT 7 T2 Je R AR 2 Sk 0 B TR R A AR U S s R A I AR L o AR 26 AR SR VFI, B RTTCE T
AT IBIE TR R T R A RIS g

9.1.9 E=:REENEm

53 B FI3~ 4 T BPWIRHE M ERIBHUE % & /K fRI% . JT RS 28R, B RS 0em’™~
100 om® (JJ RSN B TR RED o« KA RSB KB T L RCRPES A 217
FABIFpRIC .

9.1.10 BEXR@MERHER
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FIJE R BPMIR i (AR 25 /N O BN S BRI, ST TR R & Sk B B T R R A s
RAFIHIF AT o

9.1.11 BEATMFR

R EHEET75%MERE] mindf E7E/MRIMETHRE, #EAT5 LR TR, &
BEIE AR BN B R B RAEAS, REWATS), IAZ1200 mL BPW & % B R A7 H U bric

9.1.12 SRS
BEML KA L BRSSP 20100 g, N TE B KRR 25 Bt Arid
9.1.13 S AFTEEBRER

AT AR5 Bh B AR ORE IR T (RIS F100 em®) , HTWT WA JE AR 283k 30 B F K
FRAR N 3 B ORAT I B

9.1.14 7K¥

1500 mLJE B I SR AR AR R AT B /K S KUK R < A A 7K 2 5% K 2 R i 7K R B
JE sl R KRS, — AR RAE250 mL~500 mL, BRI bRIC.

9.1.15 S
{50 mLTC B B O B HUEOIRE S, — AR RS0 mL, 2 RAF I bR id .
9.1.16 INEEIKHER

WG BEEERORESL, 3~ 4 BPWIR I AR ER S B A1 m* 1 IX 43 ~ 4k, BT LH
RAEER N B B RAF I AR L .

9.1.17 ARERKHER

A I3~ 4/ JE B BPWR IR AORRBR 703 S R HE K A N BRO0UT 1) 70 AR 24 L7 B e P 45 A
3~4K, BT RREKFEENEE ORI ARIL.

9.1.18 ZEHHIEK R

it F3~44JE W BPWiIR I (AR Bk 7 ol B B BB 0/ 2h 0 7 it 3 B 2490 4 I A DM AT JER #8 3 ~ 40,
PRI m?, BT ICR RS P s A I AR

9.2 tREHmMIERTER

FF i N YEAF T & A BUA KR REA T, MRS Hnd FE R R TE 4C AL, B RBAERES
24 h N RN HEAT AR TR . Gn SR SRR SRR AL B K () BRI )R 24 b, BEFNAE 4°C £ 2°CHRIRRAE, IF
fE 24 h (FKAET 48 h) WEH T ALFE,

9.3 HHRLBRIEE
9.3.1 ERERALIE

1) JC B RAEAS R I TC B BPW AR TR R BORFEARER BN ZS, — % 40 mL 245, B RFRIS % &)
B TEEEAT, 37°C +1°C, 180 r/min 26/ F559% 18 h~24 h.
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9.3.2 IR

i 3~4 DN BPW IRV FIFRERT 9.1.4 ALY A Al RO X3 HEAT 78 48 3U5 . IONER
FEAS S, INANZ) 40 mL L BPW ZRAKTE M IRIEFBER, B RS E TEIREIRF, 37C+1°C, 180
r/min 25F FHEEFE 18 h~24 h,

9.3.3 PIERKERALIE

TETCW AT, BB RREFE 25 g fENFER, BT RRTMN (2% 1. 9 iREAMILS
IOANTEH BPW) F1i4T35, 8000r/min~ 10000r/min )i 1min~2min, $435 54 %555 B THE R K
o, B R BT IS B S 5 mm A4 K/D, BT LRERFER T 1. 9 ERMILIEIATL
B BPW, S &2 8ok ff 4o 08 i 85 4 i AR 1 min, CKEX M BURFES % 5 5 B TH R IR T,
37°C+1°C, 180 r/min 54 F155% 18 h~24 h.

9.3.4 IKMFNFRAEERLIE

WIRES 2R U %, W] 40 A XUZ e 4R e D A Tt AR, SR 0.22 pm JEME pESH T & 4, JF
B E R IEIE E T R AR5 I 10 mL G BPW, %3 5 B FEE KRS, 37°C £1°C, 180 r/min
SRR FE 18 h~24 he

9.3.5 AFREMGHINIE

WA TRl ORISR BHTRRE, BT LR RS 1. 9 R L& I H BPW,
BT EAEE, RS BPW MR EG, BREREREE THERKT, 37Cx£1°C, 180 r/min
SRR FE 18 h~24 h.

9.4 WIREMSE
9.4.1 FEEHSR

ST RN, BPW BB IR)S, WHL 300 pL BEE W, HIIZE MSRV AN B BRI (&
ZWREE 10 mg/L WA ER) , 42 CEIUCHKM FERERTR 24 hy PRI A KPR, o XRIZ%
BeM e XLT4 Bifigks e, 37C+1CHFE 24 he

9.4.2 HibiEH

MEEY 1 mL B W, IO 9mL RV R10 BIZH, 42°CH1°CE&MTHFE 24 he 35385 IR BEEYL
BRI, T IXRILHEEME XLT4 B lgRs gk, 37°CE1°CHE 24 he

9.4.3 TFIZEEHIFE

£ XLT4 A E, WS ARSI TIREASIEIN T T RS I NE Y . ORI A5 HEFFH
W, HARIDTTRE 2 2R OERIANANETE, s AL PR,

9.5 WIMKEMNELREE
YT TR A AL % 58 % GB4789.4-2024 1 5.4 Ti [y S2 8 )7 i T4 4E
9.6 DITTKEHR PCR £E

9.6.1 PCR 4/ 18i&tRH&



GB/T XXXXX—202X

W BUORE 52 BPW 8 B85 55 J5 VAR 1mL, 12000 r/min 250 5 min, AR RAGSEE N FifEm R
RO E R » N 1 mL JBH 2 8 FKBES 1k, FEHE LB T/KEBYIES 200 pl; 50
ik XLT4 “PAR BRI T IR W CERIEEANFEARZ DR ERE 3 AL EEE) BB % 200 pl LEE
BFokds Fbvk G/KIS 10 min, 12000 t/min 2540 5 min, WRHEC EIE) $REXILIEKZH DNA 18 PCR
AR 5 B P P ot 2 TR ZH R EOR7 En FR UL JE [F 2H DNA 1B PCR AR

9.6.2 PCR ¥ 1#&x%

PLstm FERVE N H R A B, 515 563K B.1, %08 B.2 #4 PCR M NAK R . AEFEHF Y 14
X E PCR MR : 94 CTIAEME: S min; 94°CZAEE 1 min, 55°CiE/K 1 min, 72°CZEfH 1 min, 25 ME
Ry 72°CIEMP 10 min, M EE WG ZRIEYK, BOEY B E T 4 CHRAE.

9.6.3 SLIGXTHR

(7925 5R FH e it P 3 R 2L B B 71 o A b v i o L5 O T ) ER T O R 2 DN D BR A TR
dnPRIREAR , FCARAE B CEESCE ORI D RO A DNA PRI FERE S AR, DK B 25 857K
D2 NS R i AR ABEA

9.6.4 PCR F=44&

TR A5 AT AL6 #1145 1.2%B IERE IS, BX 10 ul (K PCR F=40kE, 130V A 47 HL & B ik 45min
Feta, R SUGA g4 R .

9.6.5 REEH

ISP HEE L TR 2R /N R ) 25 DS I3 Aok BRI 28 0 B BS1 A7 3 1 RS2 R/ e B, WU PCR
S NEFRE AT 280 U XS R 7™ 18 R S K/ B, B A 0 BRI 2 P 0 A 977 1 EH AR R KD
B s B e

9.6.6 LERHIE

FERRPEXS S BIPERT AT R IR SE SR IE IO DL T, ke i L 260 bp 4872k, IIH)E
FEAIPRATE:  JIRE SR U RN 38 2605, R FE AR, a0l B.1 .

9.7 WIREMMEFLEEMMAERSE

YOI PR LY 2 25 5 AN B 40 AL 43 il #% GB4789.4-2024 w1 5.5 Al 5.6 T SLI6 7 vEHEAT A o
9.8 PITKEERRLESE PCR M5 A
9.8.1 RT-qPCR ¥ HiEAR &

AT7E BT TaqMandRET 15 ICPCR I %, RIS R 38 1] Ab BE A b BEAR 45 & b st 2 04T 7E &
A, R B AT RE PERIN (R T B TR AR B AORE S BRI AT ) o ORI TR AL B i UK RE S5 A
FERONE, W IEEE: AR WO BPWIE R B 77 5 HM A (RARRRIRTVE ILIffxC.4) , H
T it P 5 AT A R ) G B v B 2 R L DN A I PCRABEAR o

9.8.2 RT-gPCR ¥ i&{AH

PhstnZERVE N H B R BB BI0AREN 1 ISR C.1, %8 C.5 1% M F CRLHI|R T-gPCR R W A4
Z, RGP E EPCRICHIZ R B I R NARF#ATY 1 : 95 CHiAE410s; 95°C10s, 60°C34s, 40

8
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a3 RMEEAE, XFRAFHE 5 H AT A2
9.8.3 tREHMZIHIE (EERMEHD

R 3 77 S TR T T A B VR B, SREUEE I ZHDNA, 38 ik 1066 FE M R ol 2% — 52 MR FE B 2 [T DNA
Bt CRARIREE MM 3C.2), #EATRT-qPCRY 1Y, 13 RIARRMIY LR, 2] R W Ce{E a4 i K A2 1L
RIPRIERIZR, T RE S b T R R A A 5

9.8.4 SIIUNHR

PAYD T G (1) 22 (K] ZH DN AAE A BH 16 BERE AR, DASLAhan e CEE e R R 2L 4
DNAE RN FAPEXT AR S AR, DLUK B 2585 T /KAE R 25 1 0 BRORE B FROARAR
9.8.5 REEH

PUR A — AN R R, SEIRMOATERL, 7 BT S8 .

1) ZFEXNR: UG, AN CHE >40.080JCCHE;

2) BAVEXTRE: JEweexd Eb, AN I CHE >40.080JCCHE;

3) PHPEXTHR: A5 58 X Bt K HLo% el iE B s Ay ph 28, ARSI CHfE <<30.0;

4) PRUEMZE: bR RIS PIARHE N 2R, S SHN 5 ARPRUER AL BT .

9.8.6 HHR¥IZE

SEVERTIN: AERA P B PR R 2 OO B R IE B IR D0 R, ke dh Ce36H)E NFATE, 36
<Ct<40HE NTT5E, 7 A s & FLAt A I 7 i H e 45 2R

SERATIN: JEIFRE S Y G TAS I E M 2 CRAAIITRC.6) o R ARRIARE it O CHEAR N i bm v Hh
2R R AT ERAF A R A T O 2

10 ZER5HkE

Zrtr B M2 AN T AN AR B A5 R, AR PR BORA I T IR, B0 T TR I
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B SRA
(MEM)
EHFRESRT
A1 ZHERRK (BPW)
A 11 RS
=SS 100 g
A 50¢g
IR A A 9.0g
TR — 15¢g
TN RIA7S 025g
A 1.2 %3

¥ AL BT 1000 mL Z508/KH, AT pH N 7.240.2, 121°CHEEKE 15 min, #&H.

A.2 RVR10 ;%

A2.1 RS
T o R 454 ¢
A 73¢g
g — S 145¢
ToKE 134¢
FLESGHERE: 0.036 g
A. 2.2 %3

W A2 B IMAE T 1000 mL Z&BKH, @5 pHEZR 5.1 £ 0.2, #FTRES, 115 CaEE
K 15min, B, #%H.

A.3 BE MSRV 74t

A.3.1 5
iR B R 46¢
TR /K s B 46¢
AL 73g
IR — S0 15g
TR E AR 109 g
FLERER L 0.04 g

i 27¢g

10
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A. 3.2 %3k

B A3 R INHGAET 1000 mL 2818k, T pH{ES 5.2+0.2, &l Imin, £HEEKE, ¥
250 CHEAR, A 10 mg HirAER, B, WALEFIY, &H.

A AXLT4 IRAEIE R &

A 4.1 RS
AN 375¢g
4SS l6g
Lt 24 R 50g
b 75¢g
FEBE 75g
AN 50¢g
M BEE 30g
[l7iEan 0.08 g
IR ARERER BN 68 g
PR IR R B 08g
byl 180 g

A.4.2 %%

¥ A4 BT 1000 mL Z8 18K, T pHE R 7.4 £ 0.2, HidEMPGEE: 20 e, BH
2 45°C, N 4.61 mL XLT4 N5 (7-2.38-2-H 34+ — B 3 e, WA LE T+, %H.

A.50.5 X TAE ELyKZE iR

A.5.1 50 X TAE EEJKE SRR

A5 1.1 %D
Tris 242.0¢g
EDTA 18.612 ¢
KR 57.1 mL
A.5.1. 2 &3k

B A5 1.1 Tris A1 EDTA 3T 800 mL [ 2< B -7k, FeoifEs], IAKZ®, 784
iR, F Smol/L ) NaOH ¥ pH A7 % 8.3, LB T/KERZE 1000 mL J5&, FHIRMEA.

A.5.2 0.5 X TAE HLJKZE iR
A.5.2.1 &%

R 10 mL
50 x TAE HLJK 2% BRI

11
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A.5.2.2 §l3E

B A52.1 AT 990mL B FKH, REEH.

A. 61. 2%IF BB EEERR

A 6.1 RS
TR IEwE 12¢g
100 mL
0.5 x TAE FELVKZEM R
A 6.2 &3k

PR 1.2g BRAERE, TN 100mL ¥ 0.5 x TAE HIJKZEMR, 2t IS IRp s i, il =
60°CLAIS, IMAIRYGEL, BN SRR R A, B AR A AN Ja & .

A. 7 P17 TERETE XLT4 EARAY A R %

A1 JBIT]ECE POR 41845 R

T BN FURYD T BB/ D €00 1T QTR KT RT B8 T v A D LA i 20D 11 1 P T 8 1 7

12
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M X B
(H3et)

WITKER PCREE

B. 1PCR S|4 FF R E R K E

IDITIRER PCR S NLAR R K 51 WP 1) K 18 Bol B2 R BL1
R B.1 L£FEIDITIIKER PCR S|4 R IE R EKE

E- 37| 31 Elk)2]] THARKE
stn; 5-CTTTGGTCGTAAAATAAGGCG-3’

stn 260 bp
stn; 5-TGCCCAAAGCAGAGAGATTC-3’

B.2 PCR R RI{kZ

K FH T i A 5 DR A B Bt 7 A VR AR B XILT4 PR Ak b 1] B B 7 7% [ R R 2 DN 129 PCR
WA, DA ffl 2% L4 5 VD T BB () R 2 DNA B A PH PR B AR, KT B S5 AR T BB () S A 2
DNA 15N BA S B, AR 22 B T /KA N B PR AR, 2218 DL 2Rk 4% PCR [ MAK & (25 ul)
HEAT stn FERF) PCR 735 .

. 12.5uL
2xPCR Master Mix
51 stnl (2.5 pmol/L) 1.0uL
TSI stn2 (2.5 pmol/L) 1.0pL
BifR DNA 2.0uL
EETIK 8.5uL

B. 3 PCR Z5R¥IE

IOTTIREE PCR 31 Js W2 25 R AR FL VK 48 8 i B (1 BLDD
M1 2 3 4 5 6

B.1 iPI'JECE PCR 3/ 1845 R

M: DNASTFEHEDLIO00; 1: PHMEXTHE; 2~4: AREPEMERES; 5: PR, 6: X
13
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M % C
(H3et)

71T OB SERT T S B EPCRAG
C.1 S|¥IFNIRETRIE AR

LT IR EI 3 stn JEIRHERMAIER , RT-GPCR [ RI03|HIFAL, SREHTT 50 3045 B
KB C.1, Fheb sm 5151 5258 PCR MR, P Al@f .

< C. 1iPI'][KHE RT-qPCR R AR KIS IHIFSI. IRETFFIRITBRERKE

EH ElL/E s ElLs2l P BRKE
WHRE 5- FAM-CCTTTCCCGCTATCGGTAAC-BHQ1-3'

stn st 5-CTTTGGTCGTAAAATAAGGCG-3' 260 bp
stn; 5" TGCCCAAAGCAGAGAGATTC-3’

C. 2 FrfE m AR R A &

W 32 VD 1T IS B BV JC B PBS M S5 CFU PGS, 44 B 23 IR RE S 1X10°, 1X10°,
1X10% 1X10°. 1X10°CFU/mL, 43 HIHL ImL @ E T 1.5 mL B0, 12000r/min #540 Smin, ﬁﬁ
P Ie N i s OR R RD IR AR, N ImL Tl A B F/KES, EEHPE—X. A
Ja FHTEH 28 T/KEEYTE SR 200ul, 7K 10min J5 12000r/min 2.0 Smin, EXL B R bREE i DNA
AR o

C. 3 PRMEXTBRFNBAME RS BRAF AR AR O &

B g2 Vb T TR . KT RS | mL BT 1.5 mL B0, [\ C.2 J7 k45 B e A
I P %o} HERE B R R 2H DNA AR o
C. 4 1M IR AU =

HOK R Bl AR A AN 200 18 B 1 9 B b AT i DR Bl B 0 B SR AR L. GE=AID, B 2S
o A TR B IR B DR AR B AR CEMERID, A 1 mL BHEE S F/KERYES 1%, 12000 /min &
L» 5 min, FHBBICEIEW I FiER OLERDEEARTTE), HLE 2B F/KEETESR 200 pl;
B7K¥ 10 min, 12000 r/min 250 5 min, B EJERUARFIAE & DNA BbR; 545w db Ak 25 DR 2H $2 Bt
F B L E I K2 DNA VE AR

C. 5RT—-qPCR #/ H&{K H

DA & ROARAE s FRIUAE S BHPEXTRE . Bt L K 241 DNA 1 Jufsinse, RIS B 258 5 K1E A
B )2 XTI, $ B LR 4B % RT-qPCR BAR & (25 L) BEAT sm FE IR VB

2 xPCR Master Mix(Premix Ex Taq™) 12.5uL
514 (10pumol/L) 0.5uL
TSI (10pmol/L ) 0.5uL
RNERE Bumol / L ) 1.0pL
ROX Reference Dye (50%) 0.5uL

14
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i DNA 2.0uL
EETK 8.0uL
C. 6 FRAERZRIFIE

TR FRAE S, SRS S Ct E BB A B R I RRUHE T 28 Ct=—3.602 x 4+-36.409, H AL R
X N, PP NTEARME Ct 2RI N-3.602, #FEN 36.409, FHIKHREL R2=0.993,
W C.1Fis. WGRFIEE S I CtAEANAZ R ih 28 BRI AT FRAFRE 5 40 3 B0

it A 8 Ficid J b T NS L an
12 Er \
11 28
10 i §
\
28
1] N
5
0B
24 \
Y
o7
3 23 a
9 e &
& 22 1
os 21
b4t 20 -
03 1w
M,
o2 | N
0.1 N
oo
0 2 4 &8 8 W 12 14 MW B A 2 M M M N W M X H KL ME

Cycle W ;m W am P e = oz

Amplification Plet Quantity
Standard Curve
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	Detection methods for Salmonellain animal and animal products

	前  言

	动物和动物产品沙门氏菌检测方法

	1　 范围

	本文件规定了动物和动物产品中沙门氏菌（Salmonella）的检验程序、样品采集、样品处理、细菌分离、细菌PCR检测以及实时荧光定量PCR检测方法。

	本文件适用于动物和动物产品中沙门氏菌的检测。

	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（包括所有的修改版）适用本文件。

	3　 术语和定义

	4　 缩略语

	4.1BPW：缓冲蛋白胨水（Buffered Peptone Water）

	4.2 CFU：菌落形成单位（Colony-Forming Unit）

	4.3DNA：脱氧核糖核酸（Deoxyribonucleic Acid）

	4.4 EDTA：乙二胺四乙酸（Ethylene Diamine Tetraacetic Aci）

	4.5 MSRV：改良半固体RV培养基（Modified Semi-Solid Rappaport-Vassiliadis Medium Base）

	4.6 PCR：聚合酶链式反应（Polymerase Chain Reaction）

	4.7 RT-qPCR：实时荧光定量PCR（realtimequantitative PCR）

	4.8 r/min：转/分钟（Revolutions Per Minute）

	4.9 RV R10：沙门氏菌选择性增菌液体培养基（Rappaport-Vassiliadis R10 Broth）

	4.10 TAE：三羟甲基氨基甲烷-乙酸-乙二胺四乙酸（Tris-Acetic Acid-Ethylenediaminetetraacetic Acid）

	4.11 XLT4：木糖-赖氨酸-硫酸四癸钠琼脂（Xylose Lysine Tergitol 4 Agar Base）


	5　 培养基与试剂

	5.1BPW：见附录A.1。

	5.2RV R10：见附录A.2。

	5.3MSRV：见附录A.3。

	5.4XLT4：见附录A.4。

	5.51.2%琼脂糖凝胶：见附录A.5。

	5.6PCR Master Mix。

	5.7 PCR Master Mix (Premix Ex TaqTM)。

	5.8沙门氏菌诊断血清。

	5.9生化鉴定试剂盒。


	6　 主要设备和耗材

	6.1冰箱（冷藏温度为2℃～8℃）。

	6.2恒温培养箱（37℃±1℃、42℃±1℃）。

	6.3高压灭菌锅（121℃、103 kPa）。

	6.4恒温摇床（180 r/min、37℃±1℃）。

	6.5无菌采样袋（120 mm×180mm、450mm×550mm）。

	6.6无菌培养皿（直径90mm）。

	6.7无菌接种环（1 μL）。

	6.8 无菌棉签（10 cm）。

	6.9均质器。

	6.10 无菌均质袋、无菌均质杯。

	6.11电子天平（感量0.1 g）。

	6.12过滤装置及滤膜（0.22 μm）。

	6.13微量移液器（200 μL、1000 μL）。

	6.14离心机（最高转速≥12 000 r/min）。

	6.15离心管（1.5 mL，10 mL）。

	6.16干式恒温金属浴。

	6.17普通PCR扩增仪。

	6.18荧光定量PCR扩增仪。

	6.19PCR管（100 μL）。

	6.20细菌DNA提取试剂盒。

	6.21凝胶成像仪。

	6.22生物安全柜。


	7　 生物安全要求

	8　 检测程序

	9　 样品采集和检测过程

	9.1样品采集

	9.1.1　 动物粪便样品

	9.1.2　 饲料样品

	9.1.3　 养殖垫料样品

	9.1.4　 养殖垫纸样品

	9.1.5　 养殖器具擦拭样品

	9.1.6　 动物胴体擦拭样品

	9.1.7　 肠内容物样品

	9.1.8　 直肠或泄殖腔拭子样品

	9.1.9　 屠宰器具擦拭样品

	9.1.10　 禽蛋表面擦拭样品

	9.1.11　 禽蛋内容物样品

	9.1.12　 生肉样品

	9.1.13　 生肉表面擦拭样品

	9.1.14　 水样

	9.1.15　 牛奶样品

	9.1.16　 环境擦拭样品

	9.1.17　 人员擦拭样品

	9.1.18　 车辆擦拭样品

	9.2　 样品运输和临时存放

	9.3　 样品处理及增菌

	9.3.1　 擦拭样品处理

	9.3.2　 垫纸样品处理

	9.3.3　 肉块样品处理

	9.3.4　 水和牛奶等液体样品处理

	9.3.5　 可称重样品的处理


	9.4　 沙门氏菌的分离

	9.4.1　 粪便样品

	9.4.2　 其他样品

	9.4.3　 可疑菌落特征


	9.5　 沙门氏菌的生化鉴定

	9.6　 沙门氏菌的PCR鉴定

	9.6.1　 PCR扩增模板制备

	9.6.2　 PCR扩增体系

	9.6.3　 实验对照

	9.6.4　 PCR产物检测

	9.6.5　 质量控制

	9.6.6　 结果判定


	9.7　 沙门氏菌的血清学鉴定和血清型分型

	9.8　 沙门氏菌实时荧光定量PCR检测方法

	9.8.1　 RT-qPCR 扩增模版制备

	9.8.2　 RT-qPCR 扩增体系

	9.8.3　 标准曲线的制作（定量检测选做）

	9.8.4　 实验对照

	9.8.5　 质量控制

	9.8.6　 结果判定



	10　 结果与报告



