DB15/T
DB15/T ××××—××××
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前    言

本标准等同采用ISO 11290-1：1996/Amd.1：2004（E）的修订版《食品与动物饲料微生物学 单核细胞增生李斯特氏菌水平检测和计数方法 第1部分：检测方法》、 ISO 11290-2：1998/Amd.1：2004（E）的修订版《食品与动物饲料微生物学 单核细胞增生李斯特氏菌水平检测和计数方法 第2部分：计数方法》以及ISO 6887-2：2003《食品和动物饲料的微生物学-用于微生物检验的试验样品、初始悬液和十倍制稀释液的制备 第2部分:肉及肉制品制备的特殊规则》的相关内容进行制定。
考虑到我国进出口检验检疫的实际应用情况，对采用的内容进行了修改，修改如下：
按照GB/T 1.1、GB/T 20000.2标准要求和汉语习惯对一些编排格式进行了修改；

将一些国际标准的表述方式改为适用于我国标准的表述方式；

本标准的附录A和附录B为规范性附录。

本标准由内蒙古出入境检验检疫局提出并负责解释。

本部分主要起草单位：内蒙古出入境检验检疫局。

本部分主要起草人：王海艳、敖威华、赵治国、赵林立、郭铁筝、李刚、潘国卿。
动物性食品中单核细胞增生李斯特氏菌定量检测及制、取样方法
1范围

本标准规定了用于动物性食品中单核细胞增生李斯特氏菌定量检测及制样和取样方法。

本部分适用于动物性食品中单核细胞增生李斯特氏菌定量检测及制样和取样。
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，仅所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。

ISO 6887-1:1999 食品和动物饲料制品微生物学——用于微生物检验的样品、初始悬液和十倍制稀释液的制备——第1部分:初始悬液和十倍制稀释液制备的一般规则。
ISO 7218 食品和动物饲料制品微生物学——微生物检验的一般规则。
ISO 17604 食品和动物饲料制品微生物学——用于微生物检验的胴体采样方法。
3培养基和试剂

3.1 Half Fraser肉汤：见附录A中A.1。

3.2 Fraser肉汤：见附录A中A.2。

3.3李斯特氏菌显色培养基琼脂（ALOA）：见附录A中A.3。

3.4牛津琼脂（OXA）：见附录A中A.4。

3.5酵母浸膏胰酪大豆琼脂（TSA-YE）：见附录A中A.5。

3.6 酵母浸膏胰酪大豆肉汤（TSB-YE）：见附录A中A.6。

3.7绵羊血琼脂：见附录A中A.7。

3.8糖发酵培养基（木糖和鼠李糖）：见附录A中A.8。

3.9 动力培养基：见附录A中A.9。

3.10协同溶血（CAMP）试验培养基和试验菌株：见附录A中A.10。

3.11 3 %过氧化氢（H2O2）溶液。

3.12 革兰氏染色液：见附录A中A.11。

3.13 引物：见附录A中A.12。

3.14 dNTP 混合物：dATP、dTTP、dGTP、dCTP各2.5 mM。

3.15 10×Taq Buffer。

3.16 Taq DNA 聚合酶。

3.17 琼脂糖（电泳级）。

3.18 溴化乙锭溶液：见附录A中A.13。

3.19 DNA分子量标记：100 bp DNA Ladder Marker。
3.20 50×电泳缓冲液：见附录A中A.14。

3.21 6×加样缓冲液：见附录A中A.15。

4设备和材料

4.1 高压灭菌器。

4.2 恒温水浴箱：20℃±2℃，48℃±2℃。

4.3 恒温培养箱：25℃±1℃，30℃±1℃，36℃±1℃。

4.4 pH计。

4.5 生物显微镜：100×，1000×。
4.6 均质器。

4.7 微量加样器：1 μL～10 μL，100 μL，200 μL，1000 μL。

4.8 高速冷冻离心机：最大离心力在12000 g以上。

4.9 制冰机。

4.10 PCR仪。

4.11 凝胶电泳装置及成像系统。
4.12 李斯特氏菌标准菌株：单核细胞增生李斯特氏菌ATCC19111、西尔李斯特氏菌ATCC35967、绵羊李斯特氏菌ATCC19119、英诺克李斯特氏菌ATCC33090标准菌株和非李斯特菌属的标准菌株（如杆菌或链球菌）。
注：具有等同效果的标准菌株也可以采用。
5 取样程序
5.1 一般程序

5.1.1冷冻产品

   冷冻保存的产品应在取样前解冻，如可以在18℃～27℃条件下（实验室温度）解冻，最长不超过3 h，或者在2℃条件下解冻，最长不超过24 h。在取样后应尽快检测，参见ISO 6887-1:1999, 9.3。如果取样后产品仍然冻结，应加入一些室温条件下的稀释液以利于解冻。

5.1.2坚硬、干燥产品

  对于坚硬或干燥产品，用均质器均质时，每次的均质时间不应超过2.5 min。

  对于坚硬、干燥或异质产品，必须切碎或磨碎实验室样品，为了防止温度过高，每次切割或研磨时间不超过1 min。

5.1.3液态、非粘性产品

    在检测前，为了确保微生物分布均匀，必须用手（如以25 cm的弧度摇动25次）以机械的方式摇动后再取检测样品。
5.1.4异质产品

    对于异质产品（包括不同食品的碎片），取样时应将初产品中存在的每种成分都取到。也可以将整个实验室样品均质后取样以确保检测样品均一。

    必要时需要切碎或磨碎实验室样品，为了防止温度过高，切割或研磨时间不要超过1 min。

5.2特殊程序

5.2.1等于或小于50 g的实验室样品

     如果实验室样品的质量等于或小于50 g，就把样品全部用于初悬液的制备。

      注：该制备方法仅用于同时对样品表面和深部微生物的检测和计数。

5.2.2 检测肉块或胴体

在深部或表面取样。

     对于表面分析，应采用非破坏性技术（使用拭子或小布块）。参见ISO 17604。

5.2.3 肉或熟肉薄片或单一肉块

从中间取一条。

5.2.4冷冻产品碎片或剃取物

    充分均质。

5.2.5 带“皮”的肉产品

    如果皮不能食用（合成的），将熟肠或生肠的渗透性或非渗透性合成（塑料）皮在切开部位进行消毒；用夹具将皮取掉。

    将剁开的片断切碎。

5.2.6速食食品

对于包装的速食食品，按照下列方法打开包装：

－－软包装：用剪刀或解剖刀将包装取掉；

    －－硬包装（玻璃容器等）：用酒精将外表面彻底清洁和消毒；在无菌的条件下打开。

根据比例多少将每种成分各取一份。

为了得到均一的检测样品，可以将实验室样品全部均质后取样。
6制样程序

6.1样品的制备与稀释

无菌取25 g(mL)待检样品加入到225 mL不加添加剂的Half Fraser肉汤中，均质后，于20℃±2℃复活1 h±5 min，该最初样品悬液作为10倍样品稀释液，然后取该样品悬液10 mL加入到90 mL的不加添加剂的Half Fraser肉汤中制成100倍样品稀释液，必要时按照同样的方法继续进行10倍系列稀释。
6.2酸性产品
对于酸性产品，为了保证pH值恢复至中性，酸性产品悬浮溶液的使用十分重要，为避免使用pH计，可使用加有pH指示剂的稀释液；向悬液中加入氢氧化钠 (NaOH)直至指示剂开始产生颜色改变。

    使用缓冲稀释液，为了增加碱性成分的缓冲能力，经常需要加入NaOH。加入NaOH的浓度取决于产品的酸度，最适合的浓度（如0.1 mol/L或1 mol/L）是经1：9倍稀释后仍然接近中性的浓度。

6.3高脂肪食品（脂肪总质量超过20 %）

    加入吐温-80稀释液（浓度在1 g/L ～10 g/L之间），可以根据脂肪的浓度改变吐温-80的含量，以使悬浮过程中脂肪得到乳化（如脂肪的浓度在40 %时，吐温-80的浓度为4 g/L）。
7计数方法
7.1接种与培养

将每个稀释度的样品稀释液接种2个ALOA平板，每个平板接种0.1 mL并用灭菌的涂菌棒涂布均匀，待表面干燥后翻转平板于37℃培养24 h±3 h后观察结果，如果菌落不明显或不典型，继续培养至48 h±3 h后再观察结果。

注：对单核细胞增生李斯特氏菌含量很低的某些特定食品样品，可以分别取1 mL涂布于两个大ALOA平板（直径140 mm）,或将每1 mL分散涂布于三个小的（直径90 mm）ALOA平板上，计数时按照一个平板计算。

7.2 疑似菌落的计数

单核细胞增生李斯特氏菌在ALOA上生长24 h±3 h后，典型菌落特征为菌落呈现蓝色，周围有不透明的晕圈。在培养48 h±3 h后，菌落增大，晕圈明显。

注：① 有些单核细胞增生李斯特氏菌在ALOA上菌落周围的晕圈不明显甚至没有晕圈。还有些单核细胞增生李斯特氏菌在ALOA琼脂上菌落周围的晕圈出现的比较迟缓，有时需要4 d以上才出现。
② 绵羊李斯特氏菌在ALOA上的菌落形态与单核细胞增生李斯特氏菌相似。

单核细胞增生李斯特氏菌在OXA上生长24 h±3 h后，典型菌落呈现灰色，直径约1 mm左右，周围有黑色的晕圈。在培养48 h±3 h后，菌落增大呈现黑色，并带有绿色光泽，菌落中心凹陷，直径约2 mm左右，菌落周围黑色的晕圈扩大，选取疑似为李斯特氏菌的菌落总数≤150 cfu/板的平板进行细菌计数，并保留平板用于进一步鉴定。
7.3鉴定

选取疑似为李斯特氏菌的菌落总数≤150 cfu/板的平板，每个平板挑取5个菌落，如果可疑菌落数少于5个，则将其全部挑取，按照以下操作程序进行鉴定，也可以采用其它得到认可的商业化试剂盒进行鉴定。
7.3.1可疑菌纯分离培养

从7.4中的固体选择培养基平板上选取可疑菌落，分别划线接种于TSA-YE平板，于36℃±1℃培养18 h~24 h。

在纯培养后，可以按照7.4.2步骤用PCR方法进行鉴定，也可以按照7.4.3的检测程序进行鉴定。
7.3.2 PCR方法

7.3.2.1细菌培养
从7.4.1中的TSA-YE平板上挑取纯分离培养的细菌接种于5 mL TSB-YE中，于36℃±1℃培养16 h±2 h。
7.3.2.2细菌DNA的提取

提取方法见附录B中的B.1。

7.3.2.3 PCR扩增

PCR扩增体系和扩增条件见附录B中的B.2。

7.3.2.4 PCR质控对照

每次进行PCR检测时均需要设置阳性对照、阴性对照和空白对照。

用单核细胞增生李斯特氏菌标准阳性菌株提取的DNA作阳性对照。

用杆菌或链球菌标准阴性菌株提取的DNA作阴性对照。

用灭菌双蒸水替代模板作空白对照。

7.3.2.5 凝胶电泳检测PCR产物

     用电泳缓冲液配制1 %的琼脂糖凝胶，凝胶煮沸溶化后冷却至60ºC左右加入溴化乙锭溶液，使其终浓度为0.5 μg/mL,将5 μL~10 μL PCR产物与上样缓冲液混合，加入加样孔中，并在其他孔中加入DNA分子量标记，以90 V~100 V的电压进行电泳，最后用凝胶成像系统观察结果并分析保存记录。

图1 单核细胞增生李斯特氏菌检测程序
7.4.2.6结果判断

如果单核细胞增生李斯特氏菌标准菌株PCR扩增产物电泳同时出现702 bp和938 bp两条片段，英诺克李斯特氏菌标准菌株PCR扩增产物电泳只出现938 bp的片段，非李斯特菌属的标准菌株和空白对照PCR扩增产物电泳后未出现目的片段，则试验结果成立，否则试验失败，应该重做。

如果待检样品PCR扩增产物电泳同时出现702 bp和938 bp两条片段，则判定为阳性结果，对阳性结果再按照7.4.3的检测程序或已经得到认可的商业化的试剂盒鉴定后再报告结果。

如果待检样品PCR扩增产物电泳只出现702 bp或938 bp中的一条片段或两条片段均不出现，则判定为阴性结果，并报告待检样品中未检出单核细胞增生李斯特氏菌。

7.4.3生物学特征性鉴定方法

7.4.3.1革兰氏染色

将7.4.1中纯分离培养的细菌制备涂片火焰固定后，经结晶紫染色1 min，水洗，再用革兰氏碘液染色1 min，水洗，95 %酒精脱色30 s，水洗，沙黄染色液复染30 s，水洗，干燥，镜检。李斯特氏菌为革兰氏阳性短杆菌。

7.4.3.2过氧化氢酶试验

在洁净的载玻片上滴加一滴3 % H2O2溶液，挑取7.4.1中TSA-YE上纯分离培养的细菌混合于3 % H2O2溶液中，李斯特氏菌会产生气泡，呈过氧化氢酶阳性反应。

7.4.3.3动力试验

将7.4.1中TSA-YE上纯分离培养的细菌穿刺接种于动力培养基中，于25℃±1℃培养48 h。李斯特氏菌有动力，在动力培养基中呈典型的伞状生长。如果伞状不够明显，可以继续培养5 d再观察结果。

动力试验的另一种做法是，将7.4.1中TSA-YE上纯分离培养的细菌接种于TSB-YE中，于25℃±1℃培养8 h ~24 h，当培养基变浑浊时，取一滴置于洁净的载玻片上，盖上盖玻片，在显微镜下观察，李斯特氏菌呈短棒状并且做翻转运动。
7.4.3.4 糖发酵试验

将7.4.1中纯分离培养的细菌接种于TSB-YE中培养18 h~24 h。将该细菌培养物分别接种于木糖和鼠李糖发酵培养基，于36℃±1℃培养24 h~48 h后观察结果。液体变黄表明为阳性反应。如果颜色不发生变化，可以继续观察至5 d后再判读结果。
7.4.3.5 溶血试验

将血平板分成若干个小格，将7.4.1中TSA-YE上纯分离培养的细菌穿刺接种于血平板上，每个小格接种一次。同时接种单核细胞增生李斯特氏菌、西尔李斯特氏菌、绵羊李斯特氏菌和英诺克李斯特氏菌标准菌株作对照。单核细胞增生李斯特氏菌会出现窄小的、清晰透明的β-溶血环，西尔李斯特氏菌会出现微弱的溶血环，绵羊李斯特氏菌会出现大的β-溶血环，英诺克李斯特氏菌不出现溶血环。

7.4.3.6 CAMP试验

在羊血平板上分别用金黄色葡萄球菌（Staphylococcus.aureus）和马红球菌（Rhodococcus.equi）划两条竖线，两条竖线平行相对，在两条竖线之间垂直划线接种待检菌株，并且与两条竖线之间相距1 mm~2 mm，在同一平板上可同时划线接种多个待检菌株。同时按照同样的方法将单核细胞增生李斯特氏菌、绵羊李斯特氏菌和英诺克李斯特氏菌标准菌株也划线接种于同一平板上。将血平板置于36℃±1℃培养18 h~24 h后观察结果。单核细胞增生李斯特氏菌在靠近金黄色葡萄球菌处出现β-溶血增强区域，该区域较小，大约2 mm；绵羊李斯特氏菌在靠近马红球菌处出现较大的β-溶血增强区域，该区域呈‘箭头’状，大约5 mm~10 mm，如果只出现较小的微弱的溶血区域，则判为阴性反应。英诺克李斯特氏菌不出现β-溶血增强区域，见图2。该试验不作为常规检测试验中必须进行的检测步骤，可根据试验需要进行选择。

图2 CAMP试验接种方法与结果示意图

两条竖线分别代表马红球菌（R）和金黄色葡萄球菌（S）；

划斜线区表示溶血增强区；点线围起的区域表示受金黄色葡萄球菌影响的区域。

7.4.3.7鉴定结果的说明

以上细菌形态和生化特征有些是李斯特氏菌属细菌共有的，有些是某些李斯特氏菌菌属中个别种所特有的，各李斯特氏菌的种间鉴别特征见表1。

表1 李斯特氏菌的种间鉴别特征 

	中文菌名
	英文菌名
	溶血试验
	糖发酵试验
	CAMP试验

	
	
	
	鼠李糖
	木糖
	金黄色葡萄球菌
	马红球菌

	单核细胞增生李斯特氏菌
	L. monocyiogenes
	+
	+
	-
	+
	-

	英诺克李斯特氏菌
	L. innocua
	-
	V
	-
	-
	-


	绵羊李斯特氏菌
	L. ivanovii
	+
	-
	+
	-
	+

	西尔李斯特氏菌
	L. seeligeri
	（+）
	-
	+
	（+）
	-

	威氏李斯特氏菌
	L. welshimeri
	-
	V
	+
	-
	-

	格氏李斯特氏菌
	L. grayi subsp. grayi
	-
	-
	-
	-
	-

	默氏李斯特氏菌
	L. grayi subsp. rnurrayi
	-
	V
	-
	-
	-

	V：反应不定； （+）：反应微弱； +：阳性反应； -：没有反应。

	注：有一些单核细胞增生李斯特氏菌菌株不发生溶血反应和CAMP反应。


7.5每个平板上单核细胞增生李斯特氏菌菌落数[cfu/板] 的计算

鉴定后，用下述公式计算每个平板上单核细胞增生李斯特氏菌的菌落数：
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其中, 

a 指每个平板上单核细胞增生李斯特氏菌的菌落数；

b 指所挑取的菌落中鉴定为单核细胞增生李斯特氏菌的菌落数；

A 指每个平板所挑取的菌落数；
C 指每个平板上可疑为李斯特氏菌的菌落总数。
7.6样品中单核细胞增生李斯特氏菌的含量计算与报告

7.6.1对于15 cfu≤单核细胞增生李斯特氏菌菌落数/板≤ 150cfu的样品，用下述公式计算和报告：
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其中, 

N  指样品中单核细胞增生李斯特氏菌的含量，单位为cfu/g(mL)；
∑a 指所有经过鉴定的平板上单核细胞增生李斯特氏菌的数量之和；

  V  指每个平板上接种的样品稀释液的体积，以mL计；
  n1  指第一个稀释度保留平板的数量；

n2  指第二个稀释度保留平板的数量；

d  指用于菌落计数平板接种液的稀释倍数。
报告结果用两位有效数字表示，1.0×10 n ~9.9×10 n，单位为cfu/g(mL)。
7.6.2对于用最初样品稀释液接种的平板上单核细胞增生李斯特氏菌菌落数/板＜15 cfu的样品，用下述公式估算和报告：
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其中, 

NE 指样品中单核细胞增生李斯特氏菌的含量估算值，单位为cfu/g(mL)；
y 指用最初样品稀释液接种的两个平板上单核细胞增生李斯特氏菌菌落数平均值；

  d 指最初的样品稀释液的稀释倍数；

V 指每个平板接种的液体体积。
报告结果用NE估算值表示，单位为cfu/g(mL)。
7.6.3对于用最初样品稀释液接种的平板上没有出现任何可疑菌落的样品，用下述公式表示结果和报告：

用
[image: image4.wmf]V

d

´

<

1

 cfu/g(mL)表示。
其中，

d 指最初样品稀释液的稀释倍数；

V 指每个平板接种的液体体积。
报告结果用
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 cfu/g(mL)表示。

7.7质控对照

每次检验均需要用标准阳性菌株（单核细胞增生李斯特氏菌）和标准阴性菌株（如杆菌或链球菌）

作质控对照。按照6.1中的方法对检测样品进行样品制备和稀释的同时，也同时将稀释肉汤分别接种标准阳性菌株和标准阴性菌株（接种量为10 cfu ~100 cfu/瓶），并按照检测程序进行同步试验。

8安全要求

为了确保试验室工作人员的安全和健康，建议在具有二级生物安全装备的试验室进行单核细胞增生李斯特氏菌检测，并由具有实际操作技能的微生物学专家负责管理，对所有细菌培养物都应该进行谨慎处理。另外，建议孕妇不要从事单核细胞增生李斯特氏菌的培养和检测工作。

培养基和试剂

（规范性附录）

A.1　 Half Fraser肉汤

A.1.1　 基础培养基

A.1.1.1　 成分

	肉胨
	5.0 g

	胰化蛋白胨
	5.0 g

	牛肉浸膏
	5.0 g

	酵母浸膏
	5.0 g

	氯化钠
	20.0 g

	磷酸氢二钠
	12.0 g

	磷酸二氢钾
	1.35 g

	七叶苷
	1.0 g

	蒸馏水
	1000 mL


A.1.1.2　 制备

将上述各成分溶于水后加热溶解，调pH值至7.2±0.2，分装后于121℃灭菌15 min，备用。

A.1.2　 氯化锂溶液

A.1.2.1　 成分

	氯化锂
	3.0 g

	蒸馏水
	10 mL


A.1.2.2　 制备

将氯化锂溶解于蒸馏水中，过滤除菌。
A.1.3　 萘啶酮酸钠盐溶液

A.1.3.1　 成分

	萘啶酮酸钠盐
	0.1 g

	0.05M氢氧化钠溶液
	10 mL


A.1.3.2　 制备

将萘啶酮酸钠盐溶解于氢氧化钠溶液中，过滤除菌。
A.1.4　 盐酸吖啶黄素溶液

A.1.4.1　 成分

	盐酸吖啶黄素
	0.25 g

	蒸馏水
	100 mL


A.1.4.2　 制备

将盐酸吖啶黄素溶解于蒸馏水中，过滤除菌。

A.1.5　 柠檬酸铁铵溶液

A.1.5.1　 成分

	柠檬酸铁铵
	5.0 g

	蒸馏水
	100 mL


A.1.5.2　 制备

将柠檬酸铁铵溶解于蒸馏水中，过滤除菌。

A.1.6　 使用（完全）培养基

A.1.6.1　 成分

	基础培养基（A.1.1）
	100 mL

	氯化锂溶液（A.1.2）
	1.0 mL

	萘啶酮酸钠盐溶液（A.1.3）
	0.1 mL

	盐酸吖啶黄素溶液（A.1.4）
	0.5 mL

	柠檬酸铁铵溶液（A.1.5）
	1.0 mL


A.1.6.2　 制备

在临用前，按照需用量将A.1.2 ~A.1.5四种溶液加入到A.1.1溶液中。

A.2　 Fraser肉汤

A.2.1　 基础

见A.1.1。

A.2.2　 氯化锂溶液

见A.1.2。

A.2.3　 萘啶酮酸钠盐溶液

见A.1.3。

A.2.4　 盐酸吖啶黄素溶液

见A.1.4。

A.2.5　 柠檬酸铁铵溶液

见A.1.5。

A.2.6　 使用（完全）培养基

A.2.6.1　 成分

	基础（A.2.1）
	100 mL

	氯化锂溶液（A.2.2）
	1.0 mL

	萘啶酮酸钠盐溶液（A.2.3）
	0.2 mL

	盐酸吖啶黄素溶液（A.2.4）
	1.0 mL

	柠檬酸铁铵溶液（A.2.5）
	1.0 mL


A.2.6.2　 制备

在临用前，按照需用量将A.2.2 ~A.2.5四种溶液加入到A.2.1溶液中，混匀后每试管分装10 mL备用。

A.3　 李斯特氏菌显色培养基琼脂（ALOA）

A.3.1　 基础培养基

A.3.1.1　 成分

	肉胨
	18.0 g

	胰化蛋白胨
	6.0 g

	酶提取物
	10.0 g

	丙酮酸钠
	2.0 g

	葡萄糖
	2.0 g

	甘油磷酸镁
	1.0 g

	无水硫酸镁
	0.5 g

	氯化钠
	5.0 g

	氯化锂
	10.0 g

	无水磷酸氢二钠
	2.5 g

	5-溴-4-氯-3-吲哚-β-D-吡喃葡萄糖苷
	0.05 g

	琼脂粉
	12.0g~18.0 ga

	蒸馏水
	930 mLb

	a.所用的量根据琼脂的凝胶强度来定。

b.如果用两性霉素B溶液，则用蒸馏水925 mL。


A.3.1.2　 制备

将上述各成分溶于水后煮沸溶解，调pH值至7.2±0.2，分装后于121℃灭菌15 min，备用。

A.3.2　 萘啶酮酸钠盐溶液

A.3.2.1　 成分

	萘啶酮酸钠盐
	0.02 g

	0.05 M氢氧化钠溶液
	5 mL


A.3.2.2　 制备

将萘啶酮酸钠盐溶解于氢氧化钠溶液中，过滤除菌。
A.3.3　 头孢他啶溶液

A.3.3.1　 成分

	头孢他啶
	0.02 g

	蒸馏水
	5 mL


A.3.3.2　 制备

将头孢他啶溶解于蒸馏水中，用0.45 μm滤膜过滤除菌。

A.3.4　 多粘菌素B溶液

A.3.4.1　 成分

	多粘菌素B
	76700 IU

	蒸馏水
	5 mL


A.3.4.2　 制备

将多粘菌素B溶解于蒸馏水中，用0.45μm滤膜过滤除菌。

A.3.5　 抗生素添加剂

A.3.5.1　 放线菌酮溶液

	放线菌酮
	0.05 g

	乙醇
	2.5 mL

	蒸馏水
	2.5 mL


将放线菌酮溶解于2.5mL乙醇后，再加入2.5mL蒸馏水，过滤除菌。
A.3.5.2　 两性霉素B溶液

	两性霉素B
	0.01 g

	盐酸溶液（1 M）
	2.5 mL

	二甲基甲酰胺
	7.5 mL


将两性霉素B溶解于盐酸溶液/二甲基甲酰胺溶液中，用0.45 μm滤膜过滤除菌。

A.3.6　 添加剂

将2 g L-α-磷脂酰环己六醇溶解于50 mL冷水中，摇成均一悬液后，于121℃灭菌15 min，冷却至48℃~50℃备用。

A.3.7　 使用（完全）培养基

A.3.7.1　 成分

	基础培养基（A.3.1）
	930 mLa

	萘啶酮酸钠盐溶液（A.3.2）
	5.0 mL

	头孢他啶溶液（A.3.3）
	5.0 mL

	多粘菌素B溶液（A.3.4）
	5.0 mL

	放线菌酮溶液（A.3.5.1）
	5.0 mL

	或两性霉素B（A.3.5.2）
	10.0 mL

	添加剂（A.3.6）
	50.0 mL

	a. 如果用两性霉素B溶液，则用蒸馏水925 mL。


A.3.7.2　 制备

将基础培养基A.3.1溶解后冷却至50℃，按照需用量将A.3.2 ~A.3.6五种溶液加入到A.3.1中，混匀后倾注平板，待其凝固后备用。

A.4　 牛津琼脂（OXA）

A.4.1　 基础培养基

A.4.1.1　 成分

	哥伦比亚琼脂（1）
	39.0 g

	七叶苷
	1.0 g

	柠檬酸铁铵
	0.5 g

	氯化锂
	15.0 g

	蒸馏水
	1000 mL

	（1）
	示胨
	23.0 g

	
	淀粉
	1.0 g

	
	氯化钠
	5.0 g

	
	琼脂（所用的量根据琼脂的凝胶强度来定）
	9.0 g~15.0 g


A.4.1.2　 制备

将上述各成分溶于水后煮沸溶解，调pH值至7.2±0.2，分装后于121℃灭菌15 min，备用。

A.4.2　 用于1000 mL培养基的添加剂

A.4.2.1　 成分

	放线菌酮
	400 mg

	硫酸粘菌素
	20 mg

	吖啶黄素
	5.0 mg

	头孢替坦钠
	2.0 mg

	磷霉素
	10 mg

	乙醇
	5.0 mL

	蒸馏水
	5.0 mL


A.4.2.2　 制备

将上述各成分溶解于乙醇/水溶液中，过滤除菌。
A.4.3　 使用（完全）培养基

将基础培养基（A.4.1）溶化后冷却至47℃，加入添加剂A.4.2，混匀后倾注平板，待其凝固后备用。

A.5　 酵母浸膏胰酪大豆琼脂（TSA-YE）

A.5.1　 成分

	胰化蛋白胨大豆肉汤（1）
	30.0 g

	酶提
	6.0 g

	琼脂
	   9.0 g~18.0 g（2）

	蒸馏水
	1000 mL

	（1）
	胰化蛋白胨
	17.0 g

	
	大豆蛋白胨
	3.0 g

	
	氯化钠
	5.0 g

	
	磷酸氢二钾
	2.5 g

	
	葡萄糖
	2.5 g

	（2）  所用的量根据琼脂的凝胶强度来定


A.5.2　 制备

将上述各成分溶于水后煮沸溶解，调pH值至7.3±0.2，于121℃灭菌15 min，倾注平板，待其凝固后备用。

A.6　 酵母浸膏胰酪大豆肉汤（TSB-YE）

A.6.1　 成分

	胰化蛋白胨大豆肉汤（1）
	30.0 g

	酶提
	6.0 g

	蒸馏水
	1000 mL

	（1）
	胰化蛋白胨
	17.0 g

	
	大豆蛋白胨
	3.0 g

	
	氯化钠
	5.0 g

	
	磷酸氢二钾
	2.5 g

	
	葡萄糖
	2.5 g


A.6.2　 制备

将上述各成分溶于水后煮沸溶解，调pH值至7.3±0.2，分装后于121℃灭菌15 min，备用。

A.7　 羊血琼脂

A.7.1　 基础培养基

A.7.1.1　 成分

	肉胨
	15.0 g

	肝消化物
	2.5 g

	酶提
	5.0 g

	氯化钠
	5.0 g

	琼脂
	9.0 g~18.0 g（1）

	蒸馏水
	1000 mL

	（1）所用的量根据琼脂的凝胶强度来定


A.7.1.2　 制备

将上述各成分溶于水后煮沸溶解，调pH值至7.2±0.2，于121℃灭菌15 min，备用。

A.7.2　 脱纤羊血

A.7.3　 使用（完全）培养基

A.7.3.1　 成分

	基础培养基（A.7.1）
	100 mL

	脱纤羊血（A.7.2）
	5 mL~7 mL


A.7.3.2　 制备

将基础培养基A.7.1溶解后冷却至47℃，将脱纤羊血加入到A.7.1中，混匀后倾注平板，凝固后备用。

A.8　 糖发酵培养基（木糖和鼠李糖）

A.8.1　 基础培养基

A.8.1.1　 成分

	胰蛋白胨
	10.0 g

	牛肉浸糕
	1.0 g

	氯化钠
	5.0 g

	溴甲酚紫
	0.02 g

	蒸馏水
	1000 mL


A.8.1.2　 制备

将上述各成分溶于水后加热溶解，调pH值至6.8±0.2，分装试管后于121℃灭菌15 min，备用。

A.8.2　 糖溶液

A.8.2.1　 成分

	糖（L-鼠李糖或D-木糖）
	5.0 g

	蒸馏水
	100 mL


A.8.2.2　 制备

将糖溶解于蒸馏水中，过滤除菌，备用。
A.8.3　 使用（完全）培养基

将x mL糖溶液A.8.2加入到9x mL基础培养基A.8.1中，备用。
A.9　 动力培养基

A.9.1　 成分

	酪蛋白胨
	20.0 g

	肉胨
	6.1 g

	琼脂
	3.5 g

	蒸馏水
	1000 mL


A.9.2　 制备

将上述各成分溶于水后煮沸溶解，调pH值至7.3±0.2，分装于试管中，每管5 mL，于121℃灭菌15 min，备用。

A.10　 CAMP试验培养基和试验菌株

A.10.1　 绵羊血琼脂平板

见A.7。

A.10.2　 CAMP试验菌株

CAMP试验用的金黄色葡萄球菌菌株为NCTC1803或ATCC25923；马红球菌的菌株为NCTC1621或ATCC6939。

将金黄色葡萄球菌、马红球菌、单核细胞增生李斯特氏菌、绵羊李斯特氏菌和英诺克李斯特氏菌标准菌株接种于TSA-YE斜面，于36℃±1℃培养24 h ～28 h，储存于3℃±2℃冰箱中备用，至少一个月以后再次传代培养。

A.11　 革兰氏染色液

A.11.1　 结晶紫染色液
	结晶紫
	1 g

	95 %乙醇
	20 mL

	1 %草酸铵水溶液
	80 mL 


将结晶紫溶解于乙醇中，然后与草酸铵水溶液混合。
A.11.2　 革兰氏碘液
	碘
	1 g

	碘化钾
	2 g

	蒸馏水
	300 mL 


将碘与碘化钾先进行混合，加人蒸馏水少许，待完全溶解后，再加蒸馏水至300mL。

A.11.3　 沙黄复染液

	沙黄
	0.25 g

	95 %乙醇
	10 mL

	蒸馏水
	90 mL 


将沙黄溶解于乙醇中，再加蒸馏水至100 mL。

A.12　 引物

	引物名称          引物序列                靶基因    扩增长度（bp）   退火温度（℃）  

	FM1   5’-CCTAAGACGCCAATCGAA-3’     hlyA          702               58           

FM2   5’-AAGCGCTTGCAACTGCTC-3’

LI1    5’-CTCCATAAAGGTGACCCT-3’     16SRNA       938               58           

U1    5’-CAGCMGCCGCGGTAATWC-3’


A.13　 溴化乙锭溶液 

将1 g溴化乙锭加入到100 mL蒸馏水中，磁力搅拌器搅拌数小时直至其完全溶解，避光保存备用。
A.14　 50×电泳缓冲液

	Tris 
	24.2 g

	冰醋酸
	5.7 mL

	0.5M EDTA溶液（pH8.0）
	10 mL

	加蒸馏水
	定容至100 mL


使用时稀释成1×电泳缓冲液。

A.15　 6×加样缓冲液

	溴酚兰
	0.25 %

	蔗糖
	40 %


称取溴酚蓝0.125 g，加双蒸水5 mL，室温下过夜，待其溶解后，称取蔗糖20 g加入到溴酚蓝溶液中，摇匀定容至50 mL，加入一滴氢氧化钠溶液，调至蓝色。
（规范性附录）

细菌DNA的提取和PCR扩增方法

A.16　 细菌DNA的提取方法

A.16.1　 试剂

A.16.1.1　 10×TE缓冲液（pH8.0）
	Tris 
	1.21 g

	EDTA
	0.292 g

	蒸馏水
	100 mL


将上述成分溶解于80 mL蒸馏水中，用HCL调pH值至8.0，再定容至100 mL，115℃灭菌15 min。使用时作10倍稀释。
A.16.1.2　 50 mg/mL溶菌酶溶液

将1 g溶菌酶溶解于20 mL TE缓冲液（pH8.0）中，分装后保存备用。
A.16.1.3　 5M异硫氰酸胍溶液

	异硫氰酸胍 
	30.0 g

	0.5M  EDTA溶液（pH8.0）
	10 mL

	用蒸馏水
	定容至50 mL


先将前两种成分加入到10 mL蒸馏水中，65℃加热溶解，冷却后加入2.5 mL 10 % sarkosyl,再将溶液定容至50 mL，用0.45 μm的滤膜过滤除菌。

A.16.1.4　 7.5M乙酸铵

	乙酸铵
	57.81 g

	用双蒸水
	定容至100 mL


上述溶液溶解定容后，用0.22 μm的滤膜过滤除菌。
A.16.2　 仪器设备

     除常规实验室仪器设备之外，还需要以下特殊仪器设备。

A.16.2.1　 微量移液器。

A.16.2.2　 台式离心机：配有可容纳1.5 mL～2 mL微量反应管的转子，加速度可调至12000 g。
A.16.2.3　 恒温水浴箱：36℃±1℃。

A.16.2.4　 涡旋混匀器。

A.16.3　 操作步骤

按照下述方法提取细菌DNA。
取1 mL细菌悬液加入到1.5 mL反应管中，于8000 g离心5 min，弃去上清液。

将沉淀用0.5 mL TE缓冲液重悬，于8000 g离心5 min，弃去上清液。

    对于革兰氏阳性菌，用100 μL溶菌酶溶液重悬沉淀物，于37℃水浴30 min。（对于革兰氏阴性菌，则直接用100 μL TE缓冲液重悬后，继续进行下一步。）

    将反应管移置到冰浴中使其迅速冷却。

加入0.5 mL异硫氰酸胍溶液，于室温下作用10 min，期间轻弹管壁。

将反应管置于冰上，加入7.5M 乙酸铵溶液0.25 mL，混匀后冰浴10 min。

加入0.5mL 酚/氯仿/异戊醇溶液（25：24：1），充分混匀后，于12000 g离心10 min。

    将上清液移入新的反应管中，加入0.54体积的冷的异丙醇，混匀后，于-20℃放置10 min。

弃去上清液，用75 %乙醇洗沉淀一次，真空干燥。

将沉淀用50 μL~60 μL灭菌双蒸水溶解，立即使用或于-20℃保存备用。

     细菌DNA的提取也可以选用市售的核酸提取和纯化试剂盒并按试剂盒说明书进行操作。
A.17　 PCR扩增方法

以提取的细菌DNA为模板，分别用各对引物进行PCR扩增,反应体系均为50 µL：

	模板 DNA                             5 µL

Taq DNA聚合酶（5 U/µL）             0.25 µL

10×Taq Buffer                         5 µL

dNTP混合物 （各2.5 mM）                2 µL

引物LM1或LI1（25 pmol/ µL）           1 µL

引物LM2或U1（25 pmol/ µL）            1 µL

灭菌蒸馏水                         35.75 µL


循环参数为：95ºC预变性5 min，95ºC变性30 s，58ºC退火45 s，72ºC延伸45 s，35个循环，最后72ºC延伸5 min。
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