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实验技术与方法
实时荧光定量 340法与分离培养法检测食品
从业人员沙门菌和志贺菌的比较研究
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摘"要!目的"比较实时荧光定量 340法"012340#与分离培养法对食品从业人员肠道致病菌沙门菌和志贺菌

的检测效果$ 方法""012340法’用实时荧光定量 340对体检肛拭子进行初筛&#分离培养法’按照国标方法
DR<17a8!:7($&#&)食品安全国家标准 食品微生物学检验 沙门氏菌检验*和 DR<17a8!:’($&&;)食品卫生微生

物学检验 志贺氏菌检验*对所筛选出的菌株进行鉴定$ 结果"012340法对食品从业人员肠道沙门菌和志贺菌的

检出率明显高于分离培养法$ 结论"012340法相对于分离培养法在从业人员体检沙门菌和志贺菌的检测中!无

论从检出率%准确度!还是检测时效性上都有着明显的优势$ 因此!在从业人员体检中运用 012340法具有很好的

实际意义$
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""根据我国相关法律法规的要求"食品从业人员
不能携带有伤寒*副伤寒和痢疾病原菌"否则将不
能取得健康证和在该领域从业) 但是引起人群感
染和腹泻的往往是其他血清型的沙门菌和志贺菌)

因此对从业人员体检中的沙门菌和志贺菌加强监
测和管理很有必要)

目前"在我国绝大多数地区"传统的分离培养
方法仍是检测沙门菌和志贺菌的主要方法"此方法
检测时限长*工作量大*灵敏度低"远不能满足大批
量食品从业人员体检的要求)

利用实时荧光定量 340$L+NO2-.T+340"012
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340%检测沙门菌和志贺菌虽已有大量应用"国内
外也有很多相关报道) 如 [@.->KTU+等’#(应用美国
食品与药品管理局$]M6%推荐的荧光 340试剂用于
检测沙门菌"lE 等’$(于 $&&7 年应用340方法检测了
志贺菌"石晓路等’;(建立了多重实时 340同时快速
检测沙门菌和志贺菌的方法) 但目前 012340在食
品从业人员体检监测中很少运用) 本研究针对沙门
菌))#L基因和志贺菌PG#6基因设计引物和分子信标
探针"建立含有沙门菌和志贺菌的实时荧光定量 340
体系"用此方法对体检肛拭子进行 340初筛) 由于
任何病原菌的检测报告均要以检出活菌为依据"因此
本研究将传统培养法作为验证"对 $&#; 年全年共
a$ ;a! 份试验样品同时用 012340法与分离培养法
检测并比较其结果)

#"材料与方法
#:#"材料
#:#:#"样品来源

采集无锡市疾病预防控制中心从业人员体检
门诊肛拭子"$&#; 年全年 a$ ;a! 份)
#:#:$"主要仪器与试剂

0+NO21.T+340仪$6R\a’&& ]6)1"美国 6R\%*
l\1(k$ 全自动细菌鉴定仪 $法国梅里埃%*恒温混
匀仪*生物安全柜*高速冷冻离心机)

沙门菌2志贺菌增菌液*缓冲蛋白胨水$R3[%*
四硫磺酸钠煌绿 $11R%增菌液*亚硒酸盐胱氨酸
$)4%增菌液*亚硫酸铋$R)%琼脂*F(琼脂*木糖赖
氨酸脱氧胆盐$ACM%琼脂*三糖铁$1)\%琼脂*)) 琼
脂*麦康凯琼脂*微量生化反应套装均购自杭州微
生物制剂有限公司)

沙门菌 ‘和 F诊断血清*志贺菌属诊断血清均
购自宁波天润生物药业有限公司) 应用30\b(0软
件设计沙门菌 ))#L基因和志贺菌 PG#6基因的引物
和分子信标探针"包括 RE??+L*"#$酶*P*13*bH$ p*

引物和探针均由江苏硕世生物科技有限公司与本
课题组合作合成"此方法的最低检出量为沙门菌
’&& >?E"志贺菌 ’&& >?E)
#:$"方法
#:$:#"采样方法

采用特定的玻璃肛拭子插入肛齿线内 ; >T"轻
旋 ; 周后取出待检)
#:$:$"分离培养法

按 DR<17a8!:7!$&#&.食品安全国家标准 食
品微 生 物 学 检 验 沙 门 氏 菌 检 验 / ’7( 和 DR<1
7a8!:’!$&&;.食品卫生微生物学检验 志贺氏菌检
验/ ’’( "采集的肛拭子置入沙门菌2志贺菌增菌液增

菌 #8 f$7 @"划线接种到 )) 琼脂*ACM琼脂"进行
平板分离"将可疑菌落接种到 1)\分纯"将符合 1)\
管产酸产气的菌落再进行 l\1(k$ 全自动细菌鉴定
仪鉴定及血清凝集)
#:$:;"012340法

将待检肛拭子置于沙门菌2志贺菌增菌液增菌
; f’ @"用一次性滴管吸取 $ 滴$大约 ’& !O%增菌
液置于 #:’ TO无菌 离心 管中"按此 方法 收集
$& 人份的肛拭子增菌液置于同一个 #:’ TO无菌
离心管中"#& &&& L<T./ 离心 ; T./ 后弃掉上清"保
留沉淀#每管沉淀溶于 ’& !OM*6提取液"将沉淀
悬浮后于 #&& h煮沸 ’ T./"#& &&& L<T./ 离心
; T./"取 ’ !O上清液用于 340反应) 用 6R\a’&&
]6)1型 0+NO21.T+340仪进行扩增"反应体系为
$’ !O"检测通道&沙门菌选择 ]6b"志贺菌选择
l\4$F(A% "循环参数见表 #) 340初筛出的阴性
结果直接报告为阴性#阳性结果则将对应的 $& 份
肛拭子增菌液继续单独培养 #8 f$7 @"再根据分
离培养法给予最终确证)

表 #"012340核酸扩增相关参数

1NUO+#"*E>O+.>N>.P NTSO.?.>N-.K/ SNLNT+-+L,
步骤 温度<h 时间 循环数
尿嘧啶糖苷酶处理 ;a ’ T./

预变性 !’ ’ T./

变性 !’ #& ,

退火*延伸及检测荧光 ’’ 7& ,

#
#

7&

#:$:7"质量控制
采样人员*检测人员由无锡市疾病预防控制中

心质管部及硕世公司进行培训#所有的采样工具*
检测耗材均在灭菌后或无菌情况下使用#增菌液*
培养基*生化试剂*血清*l\1(k$ D*卡均用标准菌
株’沙门菌$6144’&&#;%*志贺菌$6144’#;&$%(
进行验收#每批 340试剂用试剂盒自带的 340阳
性对照荧光值和 41值进行验收#在实际使用 012
340法之前"挑取无锡市疾病预防控制中心菌种库
保存的不同血清型沙门菌 #& 株*志贺菌 #& 株"各挑
选 # 株与已确证为阴性的肛拭子样品混合"按 012
340法的步骤进行检测并验证"结果见表 $)
#:;"统计学分析

利用软件 )3)) #8 进行统计学处理"应用配对
计数资料的卡方检验比较两种方法的差异性"结果
显示 8值均 o&:&#"表明 340和传统培养法差异有
统计学意义)

$"结果
$:#"两种方法结果比较

$&#; 年全年 a$ ;a! 份试验样品"分离培养法
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"""" 表 $"#& 株混合沙门菌*志贺菌的阴性肛拭子检测结果
1NUO+$"M+-+>-.K/ L+,EO-,K?#& ,-LN./,K?N/NO,WNU

菌株 菌株编号
检测结果

血清型 340结果 生化验证
菌株 菌株编号

检测结果
血清型 340结果 生化验证

沙
门
菌

[A4M4%)b%&#; 德比 p 符合
[A4M4%)b%&#7 伦敦 p 符合
[A4M4%)b%&$$ 德尔卑 p 符合
[A4M4%)b%&$a 伤寒 p 符合
[A4M4%)b%&;$ 鼠伤寒 p 符合
[A4M4%)b%&;9 婴儿 p 符合
[A4M4%)b%&;8 布利丹 p 符合
[A4M4%)b%&7# 山夫登堡 p 符合
[A4M4%)b%&7$ 火鸡 p 符合
[A4M4%)b%&7! 肠炎 p 符合

志
贺
菌

[A4M4%)F%&&$ 福氏 $N p 符合
[A4M4%)F%&&; 福氏 $N p 符合
[A4M4%)F%&&9 福氏 #N p 符合
[A4M4%)F%&&a 福氏 ;N p 符合
[A4M4%)F%&&8 宋内 # 相 p 符合
[A4M4%)F%&#$ 福氏 $U p 符合
[A4M4%)F%&#! 宋内 $ 相 p 符合
[A4M4%)F%&;! 福氏 ’N p 符合
[A4M4%)F%&7a 宋内 $ 相 p 符合
[A4M4%)F%&9; 福氏 #U p 符合

检测出沙门菌 ’9 份"检出率为 &:&aa 7c"志贺菌 $
份"检出率为 &:&&$ a9c) 012340法结果&沙门菌
340初筛阳性 $aa 份"检出率为 &:;8$ac"分离培
养法最终验证沙门菌为 #;9 份#志贺菌 340初筛阳
性 #$ 份"检出率 &:&#9 9c"分离培养法最终验证志
贺菌为 ’ 份"具体见表 ;)

表 ;"两种方法的结果比较
1NUO+;"4KTSNL.,K/ K?-WKX./P,K?L+,EO-,

方法
样品数
<份

沙门菌 志贺菌
304
初筛阳
性数
<份

分离培
养符
合数
<份

符合
情况
<c

304
初筛阳
性数
<份

分离培
养符
合数
<份

符合
情况
<c

012340法 a$ ;a! $aa #;9 7!:#& #$ ’ 7#:9a

单独分离培养法 a$ ;a! ! ’9 ! ! $ !

注&!为无数据

$:$"340法的真实性指标评价 ’9(

灵敏度指标反映方案对于阳性样品的符合情况"
特异度指标反映方案对于阴性样品的符合情况) 假
阴性率反应的是筛检试验漏检的情况"假阳性率反应
的是实际为阴性"但根据筛检试验被判为阳性的百分
比) 沙门菌的灵敏度为 #&&c"特异度为 !!:8c"假
阴性率为 &"假阳性率为 &:#!’c) 志贺菌的灵敏度
为 #&&c"特异度为 !!:!!c"假阴性率为 &"假阳性率
为 &:&&! 9ac"两种菌的情况分别见表 7*’)

表 7"沙门菌的灵敏度和特异度验证表$份%

1NUO+7")+/,.-.Q.-VN/P ,S+>.?.>.-VK?J#3D>,(33# Q+L.?.>N-.K/

012340法
分离培养法

阳性 阴性
小计

阳性 #;9N #7# U $aa

阴性 &> a$ #&$ P a$ #&$

合计 #;9 a$ $7; a$ ;a!

"注&N*U*>*P 为公式中数值#灵敏度 rN<$Np>% d#&&c#特异度 r
P<$ U pP% d#&&c#假阴性率 r><$Np>% d#&&c#假阳性率 r
U<$ U pP% d#&&c

;"讨论
从结果可以看出"由于 012340法利用了自身

高灵敏度和快速的特点"并结合了分离培养法这个

""""表 ’"志贺菌的灵敏度和特异度验证表
1NUO+’")+/,.-.Q.-VN/P ,S+>.?.>.-VK?J=+:(33# Q+L.?.>N-.K/

012340法
分离培养法

阳性 阴性
小计

阳性 ’N aU #$

阴性 &> a$ ;9a P a$ ;9a

合计 ’ a$ ;a7 a$ ;a!

"注&N*U*>*P 为公式中数值#灵敏度 rN<$Np>% d#&&c#特异度 r
P<$ U pP% d#&&c#假阴性率 r><$Np>% d#&&c#假阳性率 rU
<$ U pP% d#&&c

细菌检测的金标准"沙门菌和志贺菌的检出率明显
高于单独的分离培养法"且检出的沙门菌和志贺菌
阳性样品与分离培养法比较"无一漏检"这充分体
现了 012340法的高效性和准确性) 和沙门菌相
比"无论是否采用 012340法"志贺菌的检出数量明
显要少的多"这可能是因为志贺菌在本地区为非优
势致病菌"也可能提示本研究的检测方法还有待进
一步改进)

以往的从业人员体检沙门菌和志贺菌的检出
率都非常低"是因为传统的分离培养方法对大批量
的从业人员进行沙门菌和志贺菌检测时"操作过程
繁琐*工作量大"且对检测人员的操作态度*操作经
验有着很高的要求) 传统的分离培养法往往由于
检测人员在某一环节的疏忽"导致漏检"比如由于
样品数量过大"检测人员在试验过程中需长时间保
持高度注意力来观察每一块平板上的菌落形态"一
是容易将非典型形态的菌落漏过"二也容易使人疲
劳) 更因为一些地区没有现代化的细菌鉴定仪器"
还使用微量生化管鉴定套装加上血清凝集"这样的
配置虽然经典"但很多时候会导致一些有结果争议
的样品无法以阳性结果报告) 如果有了 340的筛
检"在最终的结果报告时又能多了一份把握) 且由
于 012340的高灵敏度特点"漏检的概率将会大大
降低)

本实验室经过一年的 012340法实践"将 012
340和分离培养法结合起来"不仅灵敏度和特异度
高"而且检测时间快) 分离培养法一份阳性样品的
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报告检出"需要增菌*划线接种*观察筛选*初步生
化*转纯*生化鉴定*血清鉴定等步骤"一个周期下
来"大约要 ’ f9 P 的时间) 而一个能够熟练掌握核
酸提取和运用 012340检测的人员"做 ;&& 份左右
的样品得出初筛结果大概只需 ; @ 左右) 虽然阳性
初筛样品还需要分离培养法来验证"但这样已经节
省了绝大多数样品需要划线接种等常规分离步骤
的时间) 将 340初筛结果为阴性的直接略过"使得
检测目标更明确"针对性更强)

从经济角度来考虑"虽然使用成品的 340试剂
盒*离心管*移液器枪头等耗材都较贵"但将 $& 人份
的样品做为一个上机的 340样品"可以节省一大批
耗材及试剂盒中的提取液*反应液*酶以及单独分离
培养法需要的选择性琼脂平皿等) 用 012340法筛
查每人份的成本大约为 7 元"分离培养法的成本大约
为 ;:$ 元) 将 012340法和单独分离培养法比较的
话"两者的成本趋于接近"012340法略高一些) 很多
单位应该都能够接受) 是否能够将更多人份的样品
做为一个上机的 340样品"要根据试剂盒的情况而
定"有试验曾将 7& 份样品做为一组’a( "如果不影响初
筛结果的话"那无疑有着更好的经济性)

012340法虽有诸多优点"但是 340初筛形成
的一部分假阳性结果也是不可忽视的) 表 ; 中 012
340法检测出的两种菌的数量与分离培养法最终
验证的数量是具有一定差异的"本研究曾将几个批
次有上述情况的体检样品进行 012340法和分离培
养法的复测"前后 012340法结果不一致"证明 012
340法确实有假阳性的可能) 有可能是样品混合
的多"干扰成分十分复杂"导致假阳性的发生) 可
以通过减少样品的混合数量或经过一定的筛选处
理减少此类的情况发生) 还有一个原因可能是一
部分带菌者服用了抗生素或其他抑菌剂而导致样

品中含有大量死亡菌体"此时可能出现 340阳性而
培养法阴性的结果 ’8( ) 遇到这样的情况"本课题组
的经验是可以继续培养一段时间后"通过 340的定
量测验"来观察该样品的 41值"若无明显变化"则
可验证此一假设)

随着食品从业人员人数逐年增加"健康体检机
构的压力加大) 检测技术的快速化*自动化和准确
化已成为目前方法改进的最大需求) 012340法从
国情出发"充分体现了实用性*准确性和经济性的
要求"值得在各类健康体检机构中推行)
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