《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》编制说明
1  任务来源

本标准是内蒙古自治区质量技术监督局内质监标发【2010】276号“关于对制定有关动、植物检疫方面地方标准建议的复函”下达的编写任务计划。
2  标准的主要起草单位和起草人
本标准起草单位为内蒙古出入境检验检疫局等；主要起草人为王海艳、敖威华、赵治国、赵林立、郭铁筝、李刚、潘国卿等。
3  编制本标准的目的和意义
近年来，由污染病原菌的肉及肉制品引发了许多食源性疾病，所以食品的安全备受世界关注。
目前，新发现的一些致病菌又给食品安全增添了新的压力。例如，单核细胞增生李斯特氏菌就是乳粉中新发现的一种致病菌，这些新发现的致病菌严重影响着食品的安全。
随着经济全球化的进一步加快和世界食品贸易量的持续增长，食源性疾病也随之出现了流行速度快、影响范围广等特点。为此，各国政府和有关国际组织为保证食品安全都在采取积极有效的控制措施。我国加入WTO以后，大量食品的进口威胁着我国相关产业的发展。我国的食品工业面临国外高筑的技术性贸易壁垒，所以出口很难；而国外食品进入我国市场又不存在相应的技术性贸易壁垒，它们可以长驱直入，从而导致我国乳制品大量积压，与此同时近年来在食品中又出现了一些新的致病菌，给食品的安全又增添了新的隐患，严重影响和制约了我国畜牧业经济的发展。单核细胞增生李斯特氏菌作为动物性食品中常见的致病菌之一，制定出合理的动物性食品中单核细胞增生李斯特氏菌检验标准，是保护我国动物性食品产业、突破国外不合理的技术性贸易壁垒、保障我国动物性食品出口的需要，也是确保动物性食品安全、保障人民身体健康、为我国开展动物性食品评价和管理等提供强有力技术支持的需要。
    目前，我国根据单核细胞增生李斯特氏菌的检验方法，已经制订并发布了一些用于单核细胞增生李斯特氏菌检测标准，这些标准的制订和实施在单核细胞增生李斯特氏菌的检验和预防食源性疾病暴发中发挥了重要作用。由于食品中单核细胞增生李斯特氏菌含量与食用者的危险性有很大关系，食品中单核细胞增生李斯特氏菌含量< 100cfu/ g 时,对食用者的危险性较低。近年来，欧洲委员会认为有必要加强与单增李斯特氏菌有关的食品的监管力度并强调着重降低食品消费场所中单增李斯特氏菌污染量超过100cfu/g的食品比例。一些食品加工企业方针和许多食品公司的规范也对单增李斯特氏菌作了规定，对某些食品，特别是对冷冻食品和即食食品提出了特殊要求，即25g食品中不应该检出单增李斯特氏菌，在丹麦,25 克即食食品中不得检出单核细胞增生李斯特氏菌。在生的、即食食品中单核细胞增生李斯特氏菌<10cfu/ g 是可以接受; 10cfu～100cfu/ g 是不安全的, > 100cfu/g 是不能接受的。美国FDA 规定,即食食品中单核细胞增生李斯特氏菌也为零。为了与国际接轨，使检测方法更加完善合理，为更好地实施单核细胞增生李斯特氏菌的检验和监测提供有力依据，依据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》的修订版以及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》的相关内容拟制定动物性食品中单核细胞增生李斯特氏菌定量检测及制、取样方法标准。
4  本标准的制定过程
4.1  资料查阅
为了全面了解国内外单核细胞增生李斯特氏菌的研究情况，近年来一直密切关注国内外研究进展，至今已查阅了国内外文献近80篇，文献涵盖了单核细胞增生李斯特氏菌研究领域的最新报道，从文献中寻找设计思路，使《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》更加完善，并依据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》的修订版以及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》的相关内容制定本标准。
4.2  本标准对ISO 6887和ISO 11290标准采用的内容

4.2.1 对于采样和制样程序
    根据实验室检测的实际需要，本标准等同采用了ISO 6887中与本实验室实际检测密切相关的采样和制样程序。
4.2.2 对于样品制备培养基
     ISO 11290标准推荐用缓冲蛋白胨水或用不含添加剂的Half Fraser肉汤进行样品制备和稀释，由于制备和稀释过程对肉汤没有特殊的要求，所以本标准制定时选择了Half Fraser肉汤。制备最初稀释液后进行了细菌复活，有利于使损伤的细菌恢复活力。
4.2.3 对于计数培养基
在肉汤选择增菌以后，将肉汤培养物接种于固体选择培养基上对单核细胞增生李斯特氏菌进行分离培养。现在国际上使用的固体选择培养基主要有OXA、PALCAM、LPM、MOX和 ALOA等。内蒙检验检疫局微生物室参见ISO/TS11133-2的第二部分的培养基验证方法，将几种固体选择培养基进行了比较。从增菌效果、菌落形态和选择性等几方面进行衡量，结果发现OXA和ALOA效果较好，并且单核细胞增生李斯特氏菌和绵羊李斯特氏菌在ALOA上形成特征性菌落，可以区别于其它李斯特氏菌。近年来，也有其他作者研究表明，有些单核细胞增生李斯特氏菌在某些固体选择培养基上会出现非典型菌落，容易出现假阴性结果，而ALOA是避免假阴性结果出现的最好培养基，所以在本标准制定中，在计数方法中选择了ALOA培养基，与ISO 11290标准推荐的培养基相一致。
4.2.4  对于鉴定试验
ISO 11290标准中所推荐的鉴定试验方法是目前得到国际认可并且是检验检疫实验室日常检验中经常采用的方法，所以将ISO 11290标准中推荐的鉴定试验全部写进本标准。
4.2.5  对于结果的表达方式

ISO 11290标准中推荐使用ISO 7218的方法，由于该方法已经得到国际认可并被广泛应用，所以本标准也采用该方法。
4.3  本标准对ISO 11290修改的内容
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；删除了“目录” 、“引言”、“定义”、“原则”和“参考文献”部分；对“规范性引用文件”的描述按照GB/T1.1的要求进行了修改；将“警告”改为“安全要求’’，并放置到标准的末尾段。
4.4  本标准增加的内容
    在鉴定试验中，本标准根据科研研究结果增加了PCR检测方法。
5  本标准对ISO 11290标准采用内容的试验验证过程
5.1  对于增菌肉汤
当前已经得到国际认可和接受的从食品中分离单核细胞增生李斯特氏菌传统方法包括美国食品药品局（FDA）的方法、官方分析化学家协会（AOAC）的官方方法、ISO 11290标准、美国农业部（USDA）-食品安全监察局（FSIS）的方法以及法国的标准等。由于肉食品的加工是一个复杂的工艺过程，期间需要经过干燥过程和灭菌程序，食品中的单核细胞增生李斯特氏菌会受到不同程度的损伤，对外界环境的抵抗力较弱，对直接增菌肉汤中添加剂的耐受力较差，容易出现假阴性结果。由于Fraser肉汤的增菌过程是先用含有半量添加剂的肉汤预增菌后再转入含有全量添加剂的肉汤中，该方法有利于使损伤的细菌得以恢复活力，从而避免出现假阴性结果，并且该培养基中含有七叶苷成分，李斯特氏菌分解后出现的颜色反应有利于辨别，所以本标准采用ISO 11290标准中的Fraser肉汤。为了选择出适合检测奶粉中单核细胞增生李斯特氏菌的增菌肉汤，内蒙检验检疫局微生物室参见ISO/ TS11133-2的方法，将国际上常用的李斯特氏菌的增菌肉汤进行比较，进一步证实了Fraser肉汤适合奶粉中单核细胞增生李斯特氏菌的增菌的事实。

5.2  对于固体选择培养基
在肉汤选择增菌以后，将肉汤培养物接种于固体选择培养基上对单核细胞增生李斯特氏菌进行分离培养。现在国际上使用的固体选择培养基主要有OXA、PALCAM、LPM、MOX和 ALOA培养基等。内蒙检验检疫局微生物室参见ISO/TS11133-2的第二部分的培养基验证方法，将几种固体选择培养基进行了比较。从增菌效果、菌落形态和选择性等几方面进行衡量，结果发现OXA和ALOA培养基效果较好，并且单核细胞增生李斯特氏菌和绵羊李斯特氏菌在ALOA培养上形成特征性菌落，可以区别于其它李斯特氏菌。近年来，也有其他作者研究表明，有些单核细胞增生李斯特氏菌在某些固体选择培养基上会出现非典型菌落，容易出现假阴性结果，而ALOA是避免假阴性结果出现的最好培养基，所以在本标准制定中，在检测方法中选择了ALOA和OXA培养基，在计数方法中与ISO标准一致，选择了ALOA培养基。北京陆桥公司合成了ALOA培养基，经试验验证表明该培养基的效果与进口的ALOA培养基效果一致，验证过程如下：
5.2.1  特异性验证试验

将标准菌株接种BHI培养基，于36℃培养24h，再划线接种于ALOA与OXA培养基，于36℃培养48h。试验结果表明，ALOA培养基特异性强，能将单核细胞增生李斯特氏菌和绵羊李斯特氏菌与其他李斯特氏菌相区分，见表1及图1。

5.2.2  敏感性试验 

    按照ISO10506:1993（E）检验单核细胞增生李斯特氏菌项目要求，将25g不含单核细胞增生李斯特氏菌的肉样品，取单核细胞增生李斯特氏菌BHI新鲜培养物，用灭菌生理盐水十倍系列稀释至10-9。1～5号样品为未添加单核细胞增生李斯特氏菌的肉样品，5～10号样品中各添加10-7培养物稀释液1ml，6～15号样品中各添加10-8培养物稀释液1ml，15～20号样品各添加10-9培养物稀释液1ml，混合均匀。然后按照ISO 11290-1：1996/Amd.1：2004（E）检验流程进行检测，同时接种ALOA培养基与OXA培养基。试验结果表明，ALOA培养基与OXA培养基的灵敏度一致，见表2。

表1特异性验证试验结果

	标准菌株及菌号
	OXA琼脂上菌落形态
	李斯特氏菌显色培养基上菌落形态

	Listeria monocytogenes

50041
	灰黑色菌落，周围有黑色晕圈
	蓝绿色菌落，周围有一不透明白色晕圈

	Listeria monocytogenes

54002
	灰黑色菌落，周围有黑色晕圈
	蓝绿色菌落，周围有一不透明白色晕圈

	Listeria monocytogenes

54003
	灰黑色菌落，周围有黑色晕圈
	蓝绿色菌落，周围有一不透明白色晕圈

	Listeria monocytogenes

ATCC19116
	灰黑色菌落，周围有黑色晕圈
	蓝绿色菌落，周围有一不透明白色晕圈

	L.innocua

ATCC49595
	灰黑色菌落，周围有黑色晕圈
	蓝绿色菌落

	L.ivanovii

ATCC49554
	灰黑色菌落，周围有黑色晕圈
	蓝绿色菌落，周围有一不透明白色晕圈

	L.welshimeri

ATCC49591
	灰黑色菌落，周围有黑色晕圈
	蓝绿色菌落

	L.grayi

ATCC19120
	灰黑色菌落，周围有黑色晕圈
	蓝绿色菌落

	L.murrayi

ATCC25402
	灰黑色菌落，周围有黑色晕圈
	蓝绿色菌落

	Escherichia coli
44104
	生长抑制
	生长抑制

	Staphylococcus aureus
26003
	生长抑制
	生长抑制

	Streptoccus Faecalis
32221
	灰黑细小菌落，周围有黑色晕圈
	生长抑制

	Proteus mirabilis
ATCC 12453
	生长抑制
	生长抑制


注：菌号标注ATCC的菌株来源于美国典型菌种保藏中心，未标注的来自中国医学菌种保藏中心。
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图1 单核细胞增生李斯特氏菌在ALOA培养基上形成的典型菌落形态
表2 敏感性试验结果

	样品编号
	OXA琼脂
	李斯特氏菌显色培养基

	1～5(未添加)
	-
	-

	6～10（添加10-7）
	检出
	检出

	11～15(添加10-8)
	检出
	检出

	16～20(添加10-9)
	未检出
	未检出


5.3  对于鉴定试验
ISO 11290标准中所推荐的鉴定试验方法是目前得到国际认可并且是检验检疫实验室日常检验中经常采用的方法，所以将ISO 11290标准中推荐的鉴定试验全部写进本标准。
5.4  PCR检测方法

在鉴定试验中，本部分增加了，PCR检测方法的建立过程如下：

5.4.1  材料

5.4.1.1  细菌菌株：单核细胞增生李斯特氏菌、非单核细胞增生李斯特氏菌以及其它菌属的细菌由本室分离、兄弟局惠赠或购自中国药品生物制品检定所和上海汉尼公司，菌株见表4。

4.4.1.2  引物：本标准采用的引物及引物对比试验中所用的其他引物均由上海博亚生物有限公司合成，引物序列见表3：

5.4.1.3  主要试剂：Fraser肉汤、TSB-YE、营养肉汤、吖啶黄素、萘啶酮酸、牛津琼脂购于北京陆桥公司；EX Taq DNA聚合酶、dNTP、100bp DNA Ladder Marker、低熔点琼脂糖购于TaKaRa公司；Dneasy Tissue kit购于德国Qiagen公司；Tris Base、EDTA、溴化乙锭、溶菌酶、异硫氰酸胍、sarkosyl购于Sigma公司；其它试剂均为国产的分析纯。

5.4.1.4  主要仪器设备：离心机、PCR仪、电泳槽、电泳仪、凝胶成像分析系统、恒温培养箱等。
5.4.1.5  样品：消毒鲜奶、雪糕、酸奶、香肠、熟肉和生肉购于超市；原奶购于个体养牛场，奶粉为送检样品。
5.4.2  方法

5.4.2.1  PCR特异性检测  

细菌培养：所有细菌接种于TSB-YE中，于37℃培养24小时。分别取1.5mL细菌培养液于8000r/min离心5分钟，弃上清，沉淀用0.5mL TE 洗一次，直接用于DNA提取或存于-20℃备用。

DNA提取：异硫氰酸胍提取法参照Pitcher et al方法进行。沉淀干燥后用60μL～70μL灭菌双蒸水溶解，直接使用或存于-20℃冰箱中备用。Dneasy Tissue 试剂盒提取法参照试剂盒说明书进行，在洗脱时用80μL～90μL AE buffer。
表3 本研究所用的引物

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

	FM1    5’-CCTAAGACGCCAATCGAA-3’        hlyA          702              58             本室采用

FM2    5’-AAGCGCTTGCAACTGCTC-3’

LI1     5’-CTCCATAAAGGTGACCCT-3’        16SRNA        938             58             本室采用

U1     5’-CAGCMGCCGCGGTAATWC-3’

LMA： 5‘-CGGAGGTTCCGCAAAAGATG-3’         hlyA          234             55           furrer et al(1991)

LMB： 5‘-CCTCCAGAGTGATCGATGTT-3’

A1:   5’-CCGGGAGCTGCTAAAGCGGT-3’          Dth-18         326             54           vernars et al(1991)

A2:   5’-GCCAAACCACCGAAAAGACC-3’

IAP1:  5’-ACAAGCTGCACCTGTTGCAG-3’           iap          131             55           furrer et al(1991)

IAP2:  5’-TGACAGCGTGTGTAG TAGCA-3’

MonoA:  5’-CAAACTGCTAACACAGCTACT-3’        iap          715              62          SN/T0184.2-2006

LisB:    5’-TTATACGCGACCGAAGCCAA-3’

HA1:   5’-GCAGTTGCAAGCGCTTGGAGTGAA-3’    hlyA         450

HA2:   5’-GCAACGTATCCTCCAGAGTGATCG-3’


注：1.其中M代表 A或C；W代表A或T;

2.引物 MonoA/ LisB/ HA1/ HA2加入同一个反应体系；
3.引物FM1/FM2和LI1/U1组合应用，FM1/FM2是针对单核细胞增生李斯特氏菌的特异引物，LI1/U1是针对李斯特氏菌属的特异引物。

PCR扩增：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50µL:
引物MonoA、 LisB、 HA1和 HA2的反应条件:
	模板 DNA                       5 µL
EX Taq DNA聚合酶（5U/µL）   0.25 µL
10×EX Taq Buffer              5 µL
dNTP混合物 （各2.5mM）         2 µL
引物MonoA（25pmol/ µL）        2 µL
引物LisB（25pmol/ µL）         2 µL
引物HA1（25pmol/ µL）        1.2 µL
引物HA2（25pmol/ µL）         1.2 µL
灭菌蒸馏水                 31.35 µL


循环参数为：95ºC预变性3min，95ºC变性45s，62ºC退火30s，72ºC延伸45s，30个循环，最后72ºC终延伸3 min。1%琼脂糖凝胶电泳分析结果。
除引物MonoA、 LisB、 HA1和 HA2之外，其它引物的反应条件:
	模板 DNA                       5 µL
EX Taq DNA聚合酶（5U/µL）   0.25 µL
10×EX Taq Buffer              5 µL
dNTP混合物 （各2.5mM）         2 µL
引物1（25pmol/ µL）        1 µL
引物2（25pmol/ µL）         1 µL
灭菌蒸馏水                 35.75 µL


循环参数为：95ºC预变性5min，95ºC变性30s，各引物相应的退火温度见表1，退火45s，72ºC延伸45s，35个循环，最后72ºC终延伸5 min。1%琼脂糖凝胶电泳分析结果。
4.4.2.2  PCR敏感性试验  

 细菌定量接种与培养：按1 cfu～3cfu/25g（mL）、12cfu/25g（mL）、27cfu/25g（mL）、53cfu/25g（mL）、105cfu/25g（mL）（接菌的同时用OXA计数）的量将单核细胞增生李斯特氏菌各株混合物接种到分别加入25mL灭菌生理盐水的225mL Fraser1（含半量吖啶黄素和萘啶酮酸）中，并设未加菌的阴性对照，于30℃培养24小时后，分别取0.1mL转接于10 mL Fraser2（含全量吖啶黄素和萘啶酮酸）中，于37℃继续培养24小时。各取1mL Fraser2 培养物，于8000r/min离心5min，将沉淀用0.5mL TE 缓冲液（pH8.0）悬起，移入1.5mL离心管中，于8000r/min离心5min，弃尽上清，直接用于DNA提取或存于-20℃冰箱中备用。
DNA提和PCR扩增：方法同4.4.2.1。
5.4.2.3  抗干扰试验

    将单核细胞增生李斯特氏菌与同属的英诺克李斯特氏菌混合物以及单核细胞增生李斯特氏菌与非李斯特氏菌属的细菌乙型溶血性链球菌混合物分别接种Fraser肉汤中（接菌的同时用OXA计数），接种量见表3和表4，按照4.4.2.1的方法培养、核酸提取以及PCR扩增试验。并同时采用ISO的传统培养法做对比试验。

5.4.2.4  人工接种样品验证试验 

将熏制肉、香肠、火腿、熟肉、生猪肉、生鸡肉和生羊肉各取5个样，经常规方法检验无单核细胞增生李斯特氏菌污染后，用作PCR检测方法的人工接种实验。每个样取25g（mL）加入到225mL Fraser1肉汤中，均质后，按表5中的细菌量进行人工接种试验，并按4.4.2.1中的方法进行转接、培养、DNA提取及PCR扩增；同时也将增菌肉汤划线接种于OXA平板分离培养后，挑取可疑菌落进行PCR鉴定。并采用ISO的传统培养法做对比试验。

5.4.2.5  实际样品检测  

对本实验室送检的及市场上购买的60份羊肉进行检测。并与ISO的传统培养法进行比较。
5.4.3 结果

5.4.3.1  PCR特异性的确定

表4概括了针对不同引物的PCR扩增结果。图2、3、4、5、6、7分别表示出了用不同引物扩增的PCR结果。

在引物FM1/FM2和LI1/U1组合中，除了非李斯特氏菌属的细菌外，所有李斯特氏菌属的细菌都出现了938bp的针对李斯特氏菌属的特异性片段，对所有单核细胞增生李斯特氏菌都出现了702bp的针对单核细胞增生李斯特氏菌的特异性片段。虽然针对单核细胞增生李斯特氏菌的特异引物FM1/FM2在一些细菌中也扩增出了一些非特异性片段，但这些片段与特异性片段大小相差很多，大约为100、200、300和1000 bp左右的片段，很容易与特异性片段区别开来。见表4、图2和图3。另外种属两对引物组合应用，更增加了结果的可靠性。

引物LMA/LMB不仅在单核细胞增生李斯特氏菌可扩增出234bp的片段，而且也在一些其它李斯特氏菌，如绵羊李斯特氏菌、英诺克李斯特氏菌、威氏李斯特氏菌、斯氏李斯特氏菌、格氏李斯特氏菌、枯草杆菌、乙型溶血性链球菌和大肠杆菌O157：H7中也扩增出相应大小的片段。另外，在一些菌株中也出现了许多与特异性片段大小不同的其他片段，见表4和图4。

引物A1/A2在所有单核细胞增生李斯特氏菌中均出现326bp的片段，但在英诺克李斯特氏菌和威氏李斯特氏菌中也出现了同样大小的片段，见表4和图5。

引物LAP1/LAP2可以在单核细胞增生李斯特氏菌中获得阳性结果（大约131bp的片段），但是这些片段也出现在其它非单增李斯特氏细菌中，如格氏李斯特氏菌和威氏李斯特氏菌，见表2和图6。

引物MonoA/ LisB/ HA1/ HA2在单增李斯特氏细菌中能够扩增出715bp和450bp的特异性片段，但是715bp的片段也出现在其它非单增李斯特氏细菌中，如英诺克李斯特氏菌，见表4和图7。

5.4.3.2  PCR敏感性的确定  

以生理盐水替代食品，将单核细胞增生李斯特氏菌定量接种于Fraser肉汤中，两步增菌后经PCR检测，结果可见，在经过预增菌和增菌后，PCR的最低检出限为1cfu～3cfu/25g（mL）, 引物 FM1/FM2的PCR扩增结果见图8，引物LI1/U1的PCR扩增结果见图9。证明该PCR方法具有极高的敏感性。

5.4.3.3  抗干扰试验结果

通过试验可见，在人工污染干扰菌的情况下，本试验建立的PCR方法和培养法均可检出单核细胞增生李斯特氏菌，但培养法比较费力。在有非李斯特菌属的细菌存在的情况下，由于在增菌肉汤中加入抑菌剂，非李斯特菌属的细菌的其生长受到抑制，所以采用两种方法均比较容易检出目标菌；但在有同属细菌存在的情况下，由于在增菌过程中非单核细胞增生李斯特氏菌也会快速增长，所以采用培养法需要鉴定多个菌落才能选出目标菌，比较费力，而本试验建立的PCR方法比较省时省力，结果见表5和表6。
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5.4.3.4  人工污染食品中单核细胞增生李斯特氏菌的检出情况 

将人工污染食品于30℃经24小时预增菌和24小时增菌后将增菌肉汤直接进行PCR分析，结果在熟肉制品中单核细胞增生李斯特氏菌的检出限为1 cfu～3 cfu /25g（mL），在生肉中检出限为27 cfu /25g。将增菌肉汤划线接种于固体培养基分离培养后再进行PCR分析，结果在所有检样中均能检测到单核细胞增生李斯特氏菌，与ISO的传统培养法的检测限一致，均达到了1 cfu～3 cfu /25g（mL），见表7。证明该PCR方法适合不同类型食品的常规检测分析，可用于食品中单核细胞增生李斯特氏菌的检测。

5.4.3.5  实际样品检测  

对本实验室送检的及市场上购买的60份羊肉进行检测，结果分离到1株单核细胞增生李斯特氏菌，PCR检测结果与ISO的传统培养法的检测结果一致。

	细菌名称
	菌株代号
	PCR扩增结果

	
	
	引物LI1/U1
	引物FM1/FM2
	引物LMA/LMB
	引物A1/A2
	引物IAP1/IAP2
	引物MonoA / LisB
	引物HA1/ HA2

	单核细胞增生李斯特氏菌
	54002
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	单核细胞增生李斯特氏菌
	54003
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	单核细胞增生李斯特氏菌
	54004
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	单核细胞增生李斯特氏菌
	ATCC BAA-751
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	单核细胞增生李斯特氏菌
	本室分离
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	单核细胞增生李斯特氏菌
	ATCC19111
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	单核细胞增生李斯特氏菌
	ATCC19112
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	单核细胞增生李斯特氏菌
	ATCC19115
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	单核细胞增生李斯特氏菌
	ATCC10890
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	单核细胞增生李斯特氏菌
	ATCC15313
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-

	绵羊李斯特氏菌
	ATCC19119
	+
	-
	+
	-
	-
	-
	-

	绵羊李斯特氏菌
	烟台局
	+
	-
	+
	-
	-
	-
	-

	绵羊李斯特氏菌
	沈阳局
	+
	-
	+
	-
	-
	-
	-

	英诺克李斯特氏菌
	烟台局
	+
	-
	+
	+
	-
	+
	-

	英诺克李斯特氏菌
	药检所
	+
	-
	+
	+
	-
	-
	-

	英诺克李斯特氏菌
	沈阳局
	+
	-
	+
	+
	-
	+
	-

	英诺克李斯特氏菌
	本室分离
	+
	-
	+
	+
	-
	-
	-

	英诺克李斯特氏菌
	ATCC33090
	+
	-
	+
	+
	-
	+
	-

	威氏李斯特氏菌
	ATCC35897
	+
	-
	+
	-
	+
	-
	-

	威氏李斯特氏菌
	本室分离
	+
	-
	+
	-
	-
	-
	-

	斯氏李斯特氏菌
	ATCC35967
	+
	-
	+
	-
	-
	-
	-

	格氏李斯特氏菌
	ATCC25401
	+
	-
	+
	+
	+
	-
	-

	枯草芽孢杆菌
	63501-21
	-
	-
	+
	+
	-
	-
	-

	大肠杆菌
	44116
	-
	-
	-
	+
	-
	-
	-

	沙门氏菌
	50079
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	金黄色葡萄球菌
	26001
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	乙型溶血性链球菌
	32210
	-
	-
	+
	-
	-
	-
	-

	肺炎克雷白氏菌
	46114
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	弗氏柠檬酸杆菌
	48001
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	阪崎肠杆菌
	29544
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	蜡样芽胞杆菌
	1.230
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	阴沟肠杆菌
	ATCC13047
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	绿脓杆菌
	ATCC27853
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	小肠结肠耶尔森氏菌
	ATCC23715
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	致贺氏菌
	ATCC9207
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	大肠杆菌O157：H7
	吉林局
	-
	-
	+
	-
	-
	-
	-


表4 各引物PCR扩增结果
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	细菌接种量

(cfu/管)
	单核细胞增生李斯特氏菌
	1～3
	12
	105

	
	乙型溶血性链球菌
	4.5×103
	4.5×105
	4.5×103
	4.5×105
	4.5×103
	4.5×105

	ISO的传统培养法
	检出
	检出
	检出
	检出
	检出
	检出

	PCR检测法
	检出
	检出
	检出
	检出
	检出
	检出


表5 单核细胞增生李斯特氏菌抗乙型溶血性链球菌干扰的试验结果

表6 单核细胞增生李斯特氏菌抗英诺克李斯特氏菌干扰的试验结果

	细菌接种量

(cfu/管)
	单核细胞增生李斯特氏菌
	1～3
	12
	105

	
	英诺克李斯特氏菌
	8
	79
	8
	79
	8
	79

	ISO的传统培养法
	检出
	检出
	检出
	检出
	检出
	检出

	PCR检测法
	检出
	检出
	检出
	检出
	检出
	检出


表7 人工污染食品中单核细胞增生李斯特氏菌的的检出情况
	样品名称
	25g（mL）食品中接种单核细胞增生李斯特氏菌的量 （cfu）

	
	1～3
	12
	27
	53
	105

	
	a
	b
	c
	（d）
	a
	b
	c
	（d）
	a
	b
	c
	（d）
	a
	b
	c
	（d）
	a
	b
	c
	（d）

	熏制肉
	5
	5
	5
	（5）
	5
	5
	5
	（5）
	5
	5
	5
	（5）
	5
	5
	5
	（5）
	5
	5
	5
	（5）

	香肠
	5
	5
	5
	（5）
	5
	5
	5
	（5）
	5
	5
	5
	（5）
	5
	5
	5
	（5）
	5
	5
	5
	（5）

	火腿
	5
	5
	5
	（5）
	5
	5
	5
	（5）
	5
	5
	5
	（5）
	5
	5
	5
	（5）
	5
	5
	5
	（5）

	熟肉
	5
	5
	5
	（5）
	5
	5
	5
	（5）
	5
	5
	5
	（5）
	5
	5
	5
	（5）
	5
	5
	5
	（5）

	生猪肉
	0
	5
	5
	（5）
	5
	5
	5
	（5）
	5
	5
	5
	（5）
	5
	5
	5
	（5）
	5
	5
	5
	（5）

	生鸡肉
	0
	5
	5
	（5）
	0
	5
	5
	（5）
	5
	5
	5
	（5）
	5
	5
	5
	（5）
	5
	5
	5
	（5）

	生羊肉
	0
	5
	5
	（5）
	0
	5
	5
	（5）
	5
	5
	5
	（5）
	5
	5
	5
	（5）
	5
	5
	5
	（5）


a, 直接取增菌肉汤检测的PCR阳性的样品份数；b，分离培养后PCR检测的阳性的样品份数；

c，ISO的传统培养法检测的阳性样品数；d，接种单核细胞增生李斯特氏菌的样品份数。
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图2 引物 FM1/FM2的 PCR结果


M.100bp DNA Ladder Marker（1500-100bp）；1.单核细胞增生李斯特氏菌54002株；2.单核细胞增生李斯特氏菌54003株；3.单核细胞增生李斯特氏菌54004株；4.单核细胞增生李斯特氏菌ATCC BAA-751株；5.单核细胞增生李斯特氏菌本室分离株；6.单核细胞增生李斯特氏菌ATCC19111株；7.单核细胞增生李斯特氏菌ATCC19112株；8.单核细胞增生李斯特氏菌ATCC19115株；9.单核细胞增生李斯特氏菌ATCC10890株； 10.单核细胞增生李斯特氏菌ATCC15313株；11.绵羊李斯特氏菌ATCC19119株；12.绵羊李斯特氏菌烟台株；13.绵羊李斯特氏菌沈阳株；14.英诺克李斯特氏菌烟台株；15.英诺克李斯特氏菌药监所株；16.英诺克李斯特氏菌沈阳株；17.英诺克李斯特氏菌本室分离株；18.英诺克李斯特氏菌ATCC33090株；19.威氏李斯特氏菌ATCC35897株；20.威氏李斯特氏菌本室分离株；21.斯氏李斯特氏菌ATCC35967株；22.格氏李斯特氏菌ATCC25401株；23.枯草芽孢杆菌63501-21株；24.大肠杆菌44116株；25. 沙门氏菌50079株；26.金黄色葡萄球菌26001株；27.乙型溶血型链球菌32210株；28.肺炎克雷白氏菌46114株；29.弗氏柠檬酸杆菌48001株；30.阪崎肠杆菌29544株；31.蜡样芽孢杆菌1.230株；32.阴沟肠杆菌ATCC13047株；33.绿脓杆菌ATCC27853株；34. 小肠结肠耶尔森氏菌ATCC23715株；35.致贺氏菌ATCC9207；36.大肠杆菌O157：H7吉林株。
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图3 引物 LI1/U1的 PCR结果


M.100bp DNA Ladder Marker（1500-100bp）；1.单核细胞增生李斯特氏菌54002株；2.单核细胞增生李斯特氏菌54003株；3.单核细胞增生李斯特氏菌54004株；4.单核细胞增生李斯特氏菌ATCC BAA-751株；5.单核细胞增生李斯特氏菌本室分离株；6.单核细胞增生李斯特氏菌ATCC19111株；7.单核细胞增生李斯特氏菌ATCC19112株；8.单核细胞增生李斯特氏菌ATCC19115株；9.单核细胞增生李斯特氏菌ATCC10890株； 10.单核细胞增生李斯特氏菌ATCC15313株；11.绵羊李斯特氏菌ATCC19119株；12.绵羊李斯特氏菌烟台株；13.绵羊李斯特氏菌沈阳株；14.英诺克李斯特氏菌烟台株；15.英诺克李斯特氏菌药监所株；16.英诺克李斯特氏菌沈阳株；17.英诺克李斯特氏菌本室分离株；18.英诺克李斯特氏菌ATCC33090株；19.威氏李斯特氏菌ATCC35897株；20.威氏李斯特氏菌本室分离株；21.斯氏李斯特氏菌ATCC35967株；22.格氏李斯特氏菌ATCC25401株；23.枯草芽孢杆菌63501-21株；24.大肠杆菌44116株；25. 沙门氏菌50079株；26.金黄色葡萄球菌26001株；27.乙型溶血型链球菌32210株；28.肺炎克雷白氏菌46114株；29.弗氏柠檬酸杆菌48001株；30.阪崎肠杆菌29544株；31.蜡样芽孢杆菌1.230株；32.阴沟肠杆菌ATCC13047株；33.绿脓杆菌ATCC27853株；34. 小肠结肠耶尔森氏菌ATCC23715株；35.致贺氏菌ATCC9207；36.大肠杆菌O157：H7吉林株。
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图4 引物 LMA/LMB的 PCR结果


M.100bp DNA Ladder Marker（1500-100bp）；1.单核细胞增生李斯特氏菌54002株；2.单核细胞增生李斯特氏菌54003株；3.单核细胞增生李斯特氏菌54004株；4.单核细胞增生李斯特氏菌ATCC BAA-751株；5.单核细胞增生李斯特氏菌本室分离株；6.单核细胞增生李斯特氏菌ATCC19111株；7.单核细胞增生李斯特氏菌ATCC19112株；8.单核细胞增生李斯特氏菌ATCC19115株；9.单核细胞增生李斯特氏菌ATCC10890株； 10.单核细胞增生李斯特氏菌ATCC15313株；11.绵羊李斯特氏菌ATCC19119株；12.绵羊李斯特氏菌烟台株；13.绵羊李斯特氏菌沈阳株；14.英诺克李斯特氏菌烟台株；15.英诺克李斯特氏菌药监所株；16.英诺克李斯特氏菌沈阳株；17.英诺克李斯特氏菌本室分离株；18.英诺克李斯特氏菌ATCC33090株；19.威氏李斯特氏菌ATCC35897株；20.威氏李斯特氏菌本室分离株；21.斯氏李斯特氏菌ATCC35967株；22.格氏李斯特氏菌ATCC25401株；23.枯草芽孢杆菌63501-21株；24.大肠杆菌44116株；25. 沙门氏菌50079株；26.金黄色葡萄球菌26001株；27.乙型溶血型链球菌32210株；28.肺炎克雷白氏菌46114株；29.弗氏柠檬酸杆菌48001株；30.阪崎肠杆菌29544株；31.蜡样芽孢杆菌1.230株；32.阴沟肠杆菌ATCC13047株；33.绿脓杆菌ATCC27853株；34. 小肠结肠耶尔森氏菌ATCC23715株；35.致贺氏菌ATCC9207；36.大肠杆菌O157：H7吉林株。
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图5 引物 A1/A2的 PCR结果


M.100bp DNA Ladder Marker（1500-100bp）；1.单核细胞增生李斯特氏菌54002株；2.单核细胞增生李斯特氏菌54003株；3.单核细胞增生李斯特氏菌54004株；4.单核细胞增生李斯特氏菌ATCC BAA-751株；5.单核细胞增生李斯特氏菌本室分离株；6.单核细胞增生李斯特氏菌ATCC19111株；7.单核细胞增生李斯特氏菌ATCC19112株；8.单核细胞增生李斯特氏菌ATCC19115株；9.单核细胞增生李斯特氏菌ATCC10890株； 10.单核细胞增生李斯特氏菌ATCC15313株；11.绵羊李斯特氏菌ATCC19119株；12.绵羊李斯特氏菌烟台株；13.绵羊李斯特氏菌沈阳株；14.英诺克李斯特氏菌烟台株；15.英诺克李斯特氏菌药监所株；16.英诺克李斯特氏菌沈阳株；17.英诺克李斯特氏菌本室分离株；18.英诺克李斯特氏菌ATCC33090株；19.威氏李斯特氏菌ATCC35897株；20.威氏李斯特氏菌本室分离株；21.斯氏李斯特氏菌ATCC35967株；22.格氏李斯特氏菌ATCC25401株；23.枯草芽孢杆菌63501-21株；24.大肠杆菌44116株；25. 沙门氏菌50079株；26.金黄色葡萄球菌26001株；27.乙型溶血型链球菌32210株；28.肺炎克雷白氏菌46114株；29.弗氏柠檬酸杆菌48001株；30.阪崎肠杆菌29544株；31.蜡样芽孢杆菌1.230株；32.阴沟肠杆菌ATCC13047株；33.绿脓杆菌ATCC27853株；34. 小肠结肠耶尔森氏菌ATCC23715株；35.致贺氏菌ATCC9207；36.大肠杆菌O157：H7吉林株。
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图6 引物 IAP1/IAP2的 PCR结果


M.100bp DNA Ladder Marker（1500-100bp）；1.单核细胞增生李斯特氏菌54002株；2.单核细胞增生李斯特氏菌54003株；3.单核细胞增生李斯特氏菌54004株；4.单核细胞增生李斯特氏菌ATCC BAA-751株；5.单核细胞增生李斯特氏菌本室分离株；6.单核细胞增生李斯特氏菌ATCC19111株；7.单核细胞增生李斯特氏菌ATCC19112株；8.单核细胞增生李斯特氏菌ATCC19115株；9.单核细胞增生李斯特氏菌ATCC10890株； 10.单核细胞增生李斯特氏菌ATCC15313株；11.绵羊李斯特氏菌ATCC19119株；12.绵羊李斯特氏菌烟台株；13.绵羊李斯特氏菌沈阳株；14.英诺克李斯特氏菌烟台株；15.英诺克李斯特氏菌药监所株；16.英诺克李斯特氏菌沈阳株；17.英诺克李斯特氏菌本室分离株；18.英诺克李斯特氏菌ATCC33090株；19.威氏李斯特氏菌ATCC35897株；20.威氏李斯特氏菌本室分离株；21.斯氏李斯特氏菌ATCC35967株；22.格氏李斯特氏菌ATCC25401株；23.枯草芽孢杆菌63501-21株；24.大肠杆菌44116株；25. 沙门氏菌50079株；26.金黄色葡萄球菌26001株；27.乙型溶血型链球菌32210株；28.肺炎克雷白氏菌46114株；29.弗氏柠檬酸杆菌48001株；30.阪崎肠杆菌29544株；31.蜡样芽孢杆菌1.230株；32.阴沟肠杆菌ATCC13047株；33.绿脓杆菌ATCC27853株；34. 小肠结肠耶尔森氏菌ATCC23715株；35.致贺氏菌ATCC9207；36.大肠杆菌O157：H7吉林株。
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图7 引物 MonoA/ LisB/ HA1/ HA2的 PCR结果


M.100bp DNA Ladder Marker（1500-100bp）；1.单核细胞增生李斯特氏菌54002株；2.单核细胞增生李斯特氏菌54003株；3.单核细胞增生李斯特氏菌54004株；4.单核细胞增生李斯特氏菌ATCC BAA-751株；5.单核细胞增生李斯特氏菌本室分离株；6.单核细胞增生李斯特氏菌ATCC19111株；7.单核细胞增生李斯特氏菌ATCC19112株；8.单核细胞增生李斯特氏菌ATCC19115株；9.单核细胞增生李斯特氏菌ATCC10890株； 10.单核细胞增生李斯特氏菌ATCC15313株；11.绵羊李斯特氏菌ATCC19119株；12.绵羊李斯特氏菌烟台株；13.绵羊李斯特氏菌沈阳株；14.英诺克李斯特氏菌烟台株；15.英诺克李斯特氏菌药监所株；16.英诺克李斯特氏菌沈阳株；17.英诺克李斯特氏菌本室分离株；18.英诺克李斯特氏菌ATCC33090株；19.威氏李斯特氏菌ATCC35897株；20.威氏李斯特氏菌本室分离株；21.斯氏李斯特氏菌ATCC35967株；22.格氏李斯特氏菌ATCC25401株；23.枯草芽孢杆菌63501-21株；24.大肠杆菌44116株；25. 沙门氏菌50079株；26.金黄色葡萄球菌26001株；27.乙型溶血型链球菌32210株；28.肺炎克雷白氏菌46114株；29.弗氏柠檬酸杆菌48001株；30.阪崎肠杆菌29544株；31.蜡样芽孢杆菌1.230株；32.阴沟肠杆菌ATCC13047株；33.绿脓杆菌ATCC27853株；34. 小肠结肠耶尔森氏菌ATCC23715株；35.致贺氏菌ATCC9207；36.大肠杆菌O157：H7吉林株。
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图9 引物 LI1/U1的 PCR结果


1.100bp DNA Ladder Marker（1500-100bp）；


2.接种量为100cfu/25g（mL）的PCR结果；


3.接种量为50cfu/25g（mL）的PCR结果；


4.接种量为25cfu/25g（mL）的PCR结果；


5.接种量为10cfu/25g（mL）的PCR结果；


6.接种量为5cfu/25g（mL）的PCR结果；


7.接种量为1cfu/25g（mL）的PCR结果；


8.阴性对照结果。








图8 引物 LM1/LM2的 PCR结果


1.100bp DNA Ladder Marker（1500-100bp）；


2.接种量为100cfu/25g（mL）的PCR结果；


3.接种量为50cfu/25g（mL）的PCR结果；


4.接种量为25cfu/25g（mL）的PCR结果；


5.接种量为10cfu/25g（mL）的PCR结果；


6.接种量为5cfu/25g（mL）的PCR结果；


7.接种量为1cfu/25g（mL）的PCR结果；


8.阴性对照结果。
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