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自动酶联荧光免疫分析系统检测冻肉中李斯特氏菌
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摘要!目的 评价自动酶联荧光免疫分析系统#"(TM,’检测冻肉中李斯特氏菌的灵敏度和特异度(方法 采用 "(TM, 法

和常规细菌培养法)1bP!BDA0CXIHXXC’平行检测 @!D 份进境冻肉样品中李斯特氏菌%以常规细菌培养法作为参照%对

"(TM,法进行评价(结果 @!D 份样品中 "(TM, 法检测李斯特氏菌阳性 HD 份*常规细菌培养法检测阳性 @F 份%这 @F 份

皆是 "(TM, 法检测阳性的样品+ "(TM, 法用于冻肉李斯特氏菌检测的灵敏度为 @XXg%特异度为 AX0Ah( 结论 "(TM,
法检测冻肉中李斯特氏菌具有很高的灵敏度和较高的特异度%用于进境冻肉的检测%既可有效把关%又大大缩短检验时

间%加快通关速度(
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李斯特氏菌,!"#$%&"’’是近年来报道较多的食源

性病原菌之一%可引起人兽共患病%其致病性强%病死

率高达 CXijBXi%轻者为一般胃肠炎症状%重者可表

现为败血症-脑膜炎-神经症状等%尤其是老人-小孩

和孕妇更容易发病!@"+ 有报道%美国最多的一年约有

@DJX 人死于李斯特氏菌引发的严重疾病% 其中 !XX
多人是孕妇和新生儿!H"+ 法国-日本-瑞士-英国等都

相继发生李斯特氏菌污染事件%但在我国仅有少数散

发李斯特氏菌报道%原因可能有两个&一是饮食习惯

的差异%发达国家居民膳食以动物类食物为主%而我

国居民膳食以植物性食物为主%李斯特氏菌主要污染

动物类食物%尤其是冻肉-生乳制品*二是我国此类疾

病并不少%是由于我们对李斯特氏菌及其引起的疾病

认识不足% 将其中毒事件归为 .不明原因的食物中

毒/+为防止李斯特氏菌在我国造成食品安全事件%其

检测方法的研究已成为食品安全方面研究人员的重

要任务之一%也是口岸食品卫生工作者的重要任务之

一+ 对李斯特氏菌的检测% 一般采用我国国家标准

,1b’!BDA0CXIHXXC$规定的方法%即常规的细菌培养

法%检测时间需 @jH 周+ 为缩短检测时间%加快食品

口岸通关速度%本研究采用一种快速-简便-敏感的方

法 000自动酶联荧光免疫分析系统)"(TM,$结合常

规的细菌培养法对 @!D 份样品进行检测%其结果报告

如下+

@’’材料和方法

@0@’材料

@0@0@’’样品 HXXC 年 @H 月 jHXXJ 年 @H 月从美国-加

拿 大-丹 麦-巴 西 等 国 进 口 的 猪-鸡-牛 等 冻 肉 产 品

@!D 份+
@0@0H’’培养基 李斯特氏菌的增菌液 )\b@%\bH$-李
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斯特氏菌选择性培养基!!!""#三糖铁琼脂!#$%"#
胰酪大豆琼脂 !#$"&’("#$%! 动力培养基等均购于

北京陆桥商检新技术公司$均在有效期内使用%
)*+*,--试剂 李斯特氏菌生化微量鉴定管购于广东环

凯生物科技有限公司$.%/"$ 检测试剂购于法国生

物0梅里埃公司$均在有效期内使用%
+*1-方法

+*1*+-.%/"$ 法 具体检测步骤如下&12-3 样品均质于

112-45-67+ 中$,8-!培养 19-:’ 取 8*+-45 转种于 +8-
45-671 中$,8-!培养 19-:’ 取约 ,-45 培养液于小试

管中$+88-!水浴 +2-4;<% 用 4;<;&.%/"$ 仪器及其试

剂进行检测$报告结果%
+*1*1--常规细菌培养法 按照 =7-9>?@*,8A188, 方法

进行检测$ 具体检测步骤如下&12-3 样品均质于 112-
45-67+ 中$,8-!培养 19-:’ 取 8*+-45 转 种 于 +8-45-
671 中$,8-!培养 19-:% 按照标准进行分离培养及生

化鉴定$报告结果%

1--结果

1*+--.%/"$ 法与常规细菌培养法检测李斯特氏菌的

结果比较

采用 .%/"$ 法和常规细菌培养法平行检测 +9?
份冻肉样品中的李斯特氏菌$.%/"$ 法检出阳性样

品 1? 份’常规细菌培养法检出阳性样品 +B 份$这 +B
份皆是 .%/"$ 法检出阳性的样品%也就是说$.%/"$
法检测阴性结果与常规细菌培养法相符$但存在假阳

性结果%
1*1--.%/"$ 检测李斯特氏菌的灵敏度和特异度

根据阳性样品数可计算出 .%/"$ 法检测冻肉中

李斯特氏菌的灵敏度和特异度$灵敏度!真阳性率"&
+BC+B"+88DE+FFD$ 特异度 !真阴性率"&+1FG+,1"
+88DH@8I@D% 该结果表明$.%/"$ 法检测冻肉中李

斯特氏菌具有很高的灵敏度和较高的特异性%

,--讨论

随着分子生物学理论和技术的不断发展$分子生

物学方法的广泛使用$李斯特氏菌的检测技术也在不

断改进%JK<3 和 LMN<O 等(,)用 ;<P%"7 的基因序列设计

引 物$QRS 方 法 检 测 李 斯 特 氏 菌 $ 检 测 限 可 达 +82T
UVKG45$虽然检测速度快$检测限低$但具有 QRS 常见

的缺点$易污染$易出现假阳性等% WN<3 等(9)利用单

克隆抗体建立了检测李斯特氏菌的 (6%$" 系统$该

方法虽然操作简便$但由于抗原及其丰富$且大部分

优势表位与属内外细菌有广泛的交叉抗原$故易出现

假阳性% 另外$还有一些其他的检测李斯特氏菌的方

法$如荧光定量 QRS#显色培养基快速鉴定系统等$
都因假阳性率高#操作不方便#容易交叉污染等种种

原因没有得到推广使用%
本实验采用的 .%/"$ 是以碱性磷酸酶!"6Q"作

为酶标记用酶$以反应管作为固相载体$以 9P 甲基伞

型 酮 磷 酸 盐 !9P-!XQ" 为 酶 反 应 荧 光 基 质 % 由 于

9P!XQ 在 "6Q 的作用下分解$脱磷酸基团生成 9P 甲

基伞酮$ 其在 ,B8-<4 激光照射下$ 发出 99?-<4 荧

光$最终根据荧光计数仪记录所产生的荧光强度计算

所测物质浓度% 其中 "6Q 和 9P-!XQ 的化学反应作

为放大系统$故灵敏度达到或超过放免水平 (2)% 同时

具有操作简便#整个反应在再试纸条上完成$无管道$
避免了交叉污染$不足之处就是检测特异性不是非常

理想$但是它的灵敏度非常高$完全可以作为一种筛

检试验$用于李斯特氏菌的筛查%当 .%/"$ 法结果为

阴性时$我们可以完全放弃检测$报告结果为阴性%这

样在 9?-: 左右就可获得结果$ 比常规细菌培养法节

省至少 9?-:$提高了效率’如果 .%/"$ 法检测得到的

是阳性结果$需作进一步的常规细菌学确证$如果结

果也是阳性才可以出实验室检测阳性的报告和进一

步的处理$如果确证为阴性则按阴性结果报告%
综上所述$.%/"$ 法可用于李斯特氏菌的快速

筛检%经检测得到阴性结果的货物可以获得放行和使

用$加快了通关速度$并能减少货主的费用% .%/"$
法检测结果阳性的$则需进一步做细菌学检测$确证

为阳性的则作无害化处理Y 假阳性的作阴性结果处

理% 因此$.%/"$ 法大大节省了检测时间$可获得相

当大的经济和社会效益$是检验检疫部门科学把关的

手段之一%另外$该方法也可应用到公共卫生领域中$
对怀疑污染了李斯特氏菌的食物和环境进行快速检

测$可在数小时内有初步结论$从而及时采取措施$以

减少经济和社会损失%
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