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应加强夏秋季食品安全监管,各地应根据辖区内食

源性疾病的发生特点和原因,适时进行预警。 二是

我国云南、湖北、湖南等地是毒蘑菇中毒事件高发

地区,且主要发生在农村,造成的死亡人数也较多,
应加强宣传和监管,减少该类事件发生。
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摘 　 要:目的 　 了解预包装熟肉制品生产加工过程各个环节中单核细胞增生李斯特菌(以下简称单增李斯特菌)

污染水平,并分析分离菌株的分子特征及药敏特征,对企业生产质量控制环节提出预防控制措施。 方法 　 2015—

2017 年在德州市某预包装熟肉制品厂采集生产加工过程中熟肉制品原辅料、中间产品、成品、终产品和环境样品共

计 460 份,依据 GB
 

4789. 30—2016《食品安全国家标准
 

食品微生物学检验
 

单核细胞增生李斯特氏菌检验》进行单

增李斯特菌的检验;用脉冲场凝胶电泳(PFGE)和多位点序列分型(MLST)技术对分离的单增李斯特菌进行分子分

型分析;采用微量肉汤稀释法对 8 种抗生素进行药敏检测。 结果 　 460 份样品中单增李斯特菌检出率为 17. 61%

(81 / 460),2016 年单增李斯特菌的检出率最高(22. 40%,41 / 183),不同年份单增李斯特菌检出率差异有统计学意

义( χ2 = 7. 28,P<0. 05);成品中单增李斯特菌的检出率最高( 54. 17%,13 / 24),不同样品单增李斯特菌的检出率差

异有统计学意义( χ2 = 45. 90,P<0. 05);生制品加工车间单增李斯特菌检出率最高(32. 50%,39 / 120),不同车间单

增李斯特菌的检出率差异有统计学意义 ( χ2 = 40. 16,P< 0. 05)。 81 株单增李斯特菌进行 PFGE 分析获得 15 个带

型,以 1 型为主。 71 株单增李斯特菌 MLST 分析共获得 8 种 ST 型,ST9 和 ST121 为优势型别。 药敏分析发现,81 株

分离株中仅有 1 株对环丙沙星耐药,耐药率为 1. 23%(1 / 81)。 结论 　 熟肉制品加工过程各环节中都有可能受到单

增李斯特菌污染,且污染有可能持续存在,食品加工企业应采取适当的清洁和消毒措施,严把质量关,减少对加工

设备和成品的污染,防止食源性疾病的发生。
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Abstract:
  

Objective　 To
 

put
 

forward
 

preventive
 

and
 

control
 

measures
 

for
 

the
 

quality
 

control
 

of
 

pre-packed
 

cooked
 

meat
 

products
 

by
 

investigating
 

the
 

contamination
 

of
 

Listeria
 

monocytogenes
 

during
 

the
 

food
 

processing
 

chain,
 

analyzing
 

of
 

the
 

molecular
 

characteristics
 

and
 

antibiotic
 

susceptibility
 

of
 

Listeria
 

monocytogenes
 

isolates.
 

Methods　 Four
 

hundred
 

and
 

sixty
 

samples
 

of
 

raw
 

materials,
 

intermediate
 

products,
 

finished
 

products,
 

final
 

products
 

and
 

environmental
 

samples
 

were
 

collected
 

from
 

a
 

pre-packed
 

cooked
 

meat
 

factory
 

in
 

Dezhou
 

during
 

2015
 

to
 

2017.
 

All
 

samples
 

were
 

tested
 

for
 

Listeria
 

monocytogenes
 

based
 

on
 

GB
 

4789. 30-2016.
 

Pulsed
 

field
 

gel
 

electrophoresis ( PFGE )
 

and
 

multilocus
 

sequence
 

typing
( MLST)

 

were
 

applied
 

to
 

identify
 

molecular
 

types
 

of
 

Listeria
 

monocytogenes
 

isolates.
 

The
 

antibiotic
 

resistance
 

test
 

on
 

8
 

antibiotics
 

was
 

performed
 

by
 

broth
 

microdilution
 

susceptibility
 

test.
 

Results　 The
 

detection
 

rate
 

of
 

Listeria
 

monocytogenes
 

in
 

460
 

samples
 

was
 

17. 61% ( 81 / 460) .
 

The
 

detection
 

rate
 

in
 

2016
 

was
 

the
 

highest
 

( 22. 40% ,
 

41 / 183)
 

and
 

that
 

from
 

different
 

years
 

was
 

statistically
 

different ( χ2 = 7. 28,
 

P < 0. 05) .
 

The
 

detection
 

rate
 

in
 

finished
 

products
 

was
 

the
 

highest
 

(54. 17% ,
 

13 / 24)
 

and
 

the
 

difference
 

among
 

different
 

sample
 

was
 

statistically
 

different ( χ2 = 45. 90,
 

P < 0. 05) ;
 

The
 

detection
 

rate
 

in
 

raw
 

product
 

workshop
 

was
 

the
 

highest
 

( 32. 50% ,
 

39 / 120)
 

and
 

the
 

difference
 

among
 

different
 

workshops
 

was
 

statistically
 

different ( χ2 = 40. 16,
 

P < 0. 05 ) .
 

81
 

isolates
 

were
 

subtyped
 

into
 

15
 

PFGE
 

types
 

which
 

were
 

largely
 

dominated
 

by
 

type
 

1.
 

The
 

71
 

Listeria
 

monocytogenes
 

strains
 

were
 

divided
 

into
 

8
 

types
 

based
 

on
 

MLST
 

typing.
 

ST9
 

and
 

ST121
 

were
 

the
 

major
 

ST
 

types.
 

Among
 

the
 

81
 

tested
 

strains,
 

1
 

strains
 

was
 

resistant
 

to
 

ciprofloxacin
 

and
 

the
 

antibiotic
 

resistant
 

rate
 

was
 

1. 23% (1 / 81) .
 

Conclusion　 The
 

cooked
 

meat
 

products
 

may
 

be
 

contaminated
 

by
 

Listeria
 

monocytogenes
 

in
 

all
 

aspects
 

during
 

the
 

whole
 

processing
 

process,
 

and
 

the
 

pollution
 

may
 

continue
 

to
 

exist.
 

Food
 

processing
 

enterprises
 

should
 

take
 

appropriate
 

cleaning
 

and
 

disinfection
 

measures
 

to
 

strictly
 

control
 

product
 

quality,
 

reduce
 

the
 

pollution
 

of
 

processing
 

equipment
 

and
 

finished
 

products,
 

and
 

prevent
 

the
 

occurrence
 

of
 

foodborne
 

diseases.
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　 　 单核细胞增生李斯特菌(以下简称单增李斯特

菌)是一种人畜共患病原菌,广泛存在于自然界。
肉类食品、奶制品和蔬菜等均有不同程度的污染。
该菌可引起人畜李斯特菌病,对成年人主要引起脑

膜炎、脑炎或败血症,对孕妇可导致流产。 老年人

及免疫力低下的人更易感染,病死率为 20% ~ 30%。
幸存者常有神经系统的后遗症 [ 1-2] ,预后严重,是最

严重的食源性疾病之一。 该病的潜伏期从几天到

2 ~ 3 个月,暴发后难以追溯传染源和召回其他污染

食品 [ 3] 。 因此,预防李斯特菌病应从源头抓起,防

止食品受到单增李斯特菌的污染。
熟肉制品在生产、加工等环节容易受到微生物

的污染 [ 4] 。 GB
 

19303—2003《熟肉制品企业生产卫

生规范》并未对熟肉制品生产加工过程各个环节中

的微生物指标做出明确限值规定。 为了解单增李

斯特菌在预包装熟肉制品生产加工过程各个环节

的污染水平,本研究于 2015—2017 年对德州某预包

装熟肉制品厂开展了熟肉制品生产加工过程的连

续监测,并对分离的单增李斯特菌进行分子分型及

药敏等病原学特征分析。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 样品来源

2015—2017 年采集德州市某预包装熟肉制品

厂生产加工过程中的熟肉制品原辅料、中间产品、

成品、终产品和环境样品,共 460 份。 其中原辅料是

指所有用于制作熟肉制品的成分,包括生肉、大豆

蛋白、调味料等,共 84 份;中间产品是指生产加工过

程中所有阶段的混料、半成品等,即处于原料和成

品之间的所有产品,共 60 份;成品是指熟肉制品已

经加工完成,仅剩下包装步骤的产品,同时也包括

包装后剩余的成品,即包装后,未成为终产品的成

品,共 24 份;终产品是指已经具有完整的零售包装,
可以直接出厂销售的终产品,采集水浴杀菌前、中、
后三个阶段的产品,共 18 份;环境样品包括刀具、砧
板、称量工具、操作人员手、操作人员衣服前襟、操

作人员鞋底、传送带、与食品直接接触的设备内表

面、设备外表面、开关机按钮、门把手、地面、墙壁、
排水口、可移动设备的轮子、维修工具、清洁工具

等,共 274 份。
1. 1. 2　 主要仪器与试剂

VITEK2
 

compact 全自动细菌生化鉴定仪(法国

梅里埃) 、隔水式电热恒温培养箱、CHEF
 

MAPPER
脉冲场电泳仪和凝胶成像系统 ( 美国 Bio-Rad) 、比

浊仪、恒温水浴箱、超纯水仪(美国 Millipore) 。
李氏增菌肉汤 LB1、LB2,含 0. 6% 酵母浸膏的

胰酪胨大豆琼脂( TSA-TE) 均购自广东环凯微生物

有限公司; 李斯特菌显色培养基 ( 法国科玛嘉 ) ;
VITEK2 革兰阳性鉴定卡 ( 法国梅里埃) ;脑心浸液

琼脂培养基(英国 OXOID) ,限制性内切酶 AscⅠ(美

国 BioLabs) 、XbaⅠ ( 日本 TaKaRa 生物) 、蛋白酶 K
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(德国 MERCK ) ; 溶菌酶 ( 加拿大 Sigma ) ; Seakem
 

Gold 琼脂糖 ( 美国 Lonza ) ; Tris-HCl、 EDTA ( 北京

Solarbio) ;GelRed(美国 Biotium) ;革兰阳性菌(单增

李斯特菌) 药敏检测板(上海星佰生物技术有限公

司) 。 以上试剂和培养基均在有效期内使用。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 单增李斯特菌的分离和鉴定

依据 GB
 

4789. 30—2016《食品安全国家标准
 

食

品微生物学检验
 

单核细胞增生李斯特氏菌检验》对

样品进行单增李斯特菌的分离和鉴定。 所有阳性菌

株送至山东省疾病预防控制中心复核,结果一致。
1. 2. 2　 脉冲场凝胶电泳分析

按照美 国 疾 病 预 防 与 控 制 中 心 ( Centers
 

for
 

Disease
 

Control
 

and
 

Prevention, CDC ) PulseNet
( https: / / www. cdc. gov / pulsenet / pathogens / pfge.
html)制定的单增李斯特菌的脉冲凝胶电泳( pulsed

 

field
 

gel
 

electophoresis,PFGE)标准,单增李斯特菌用

限制性内切酶 AscⅠ进行酶切,沙门菌标准株 H9812
作为相对分子质量标记,用限制性内切酶 XbaⅠ进

行酶切。 PFGE 图谱用 BioNumerics( Version7. 6) 软

件进行聚类分析。
1. 2. 3　 多位点序列分型分析

单增李斯特菌多位点序列分型分析( multilocus
 

sequence
 

typing,MLST)方法参照法国巴斯德研究所

的 单 增 李 斯 特 菌 MLST 数 据 库 ( http: / / bigsdb.
pasteur. fr / listeria / primers_used. html)操作流程,对单

增李斯特菌的 7 个管家基因( abcZ、bglA、cat、dapE、
dat、ldh、 lhkA) 进行聚合酶链式反应 ( PCR) 扩增。
PCR 反应条件:95

 

℃ 预变性 4
 

min;94
 

℃ 变性 30
 

s,
52

 

℃退火
 

30
 

s(bglA 基因扩增的退火温度为 45
 

℃ ),
72

 

℃ 延伸 2
 

min,35 个循环;72
 

℃ 延伸 10
 

min。 扩增

产物委托上海伯杰医疗科技有限公司进行双向测序。
测序结果与单增李斯特菌 MLST 数据库进行比对,确
定每个管家基因的序列号。 7 个管家基因序列号的

组合即为该菌株的 ST 型。 运用 BioNumerics
 

7. 6 软

件对单增李斯特菌 ST 型别进行聚类分析。
1. 2. 4　 抗生素敏感试验

 

根据美国临床和实验室标准协会( Clinical
 

and
 

Laboratory
 

Standards
 

Institute,
 

CLSI) 推荐的单增李

斯特菌耐药试验抗生素选择原则与临床用药和研

究相结合,选择氨苄青霉素、青霉素、四环素、美罗

培南、复方新诺明、红霉素、万古霉素、环丙沙星 8 种

抗生素,采用 CLSI 推荐的微量肉汤稀释法进行药物

敏感试验。 试验操作按照产品说明书进行,结果按

照 CLSI 标准进行判定。 试验质控菌株为肺炎链球

菌( ATCC
 

49619) ,质控菌株的最小抑菌浓度值均在

规定范围之内。
1. 3　 统计学分析

本研究率的比较采用 Pearson
 χ2 检验,

 

检验水

准为 α = 0. 05,P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 单增李斯特菌污染状况

2. 1. 1　 不同年份单增李斯特菌的检出率 　
2015—2017 年共采集不同种类的样品 460 份,

其中 81 份检出单增李斯特菌,检出率为 17. 61%,见
表 1。 2016 年 单 增 李 斯 特 菌 的 检 出 率 最 高, 为

22. 40%(41 / 183) 。 不同年份单增李斯特菌的检出

率差异有统计学意义( χ2 = 7. 28,P<0. 05) 。

表 1　 不同年份预包装熟肉制品生产加工过程单增李斯

特菌检出情况

Table
 

1　 The
 

detection
 

rate
 

of
 

Listeria
 

monocytogenes
 

in
 

processing
 

of
 

pre-packed
 

cooked
 

meat
 

products
 

among
 

samples
 

from
 

different
 

years
年份 样品份数 检出份数 检出率 / %
2015 125 23 18. 40
2016 183 41 22. 40
2017 152 17 11. 18
合计 460 81 17. 61

2. 1. 2　 不同样品属性单增李斯特菌的检出率

成品中单增李斯特菌的检出率最高( 54. 17%,
13 / 24) ,其次为中间产品和原辅料,检出率分别为

33. 33%(20 / 60)和 22. 62% ( 19 / 84) ,终产品检出率

最低(5. 56%,1 / 18) ,见表 2。 不同样品属性单增李

斯特菌的检出率差异有统计学意义( χ2 = 45. 90,P<
0. 05) 。

表 2　 2015—2017 年预包装熟肉制品生产加工过程不同

样品属性单增李斯特菌检出情况

Table
 

2　 Detection
 

rate
 

of
 

Listeria
 

monocytogenes
 

in
 

processing
 

of
 

pre-packed
 

cooked
 

meat
 

products
 

among
 

samples
 

from
 

different
 

sample
 

properties
 

from
 

2015
 

to
 

2017
样品属性 样品份数 检出份数 检出率 / %
原辅料

 

84 19 22. 62
中间产品

 

60 20 33. 33
成品

 

24 13 54. 17
终产品

 

18
 

1
 

5. 56
环境 274 28 10. 22
合计 460 81 17. 61

2. 1. 3　 不同车间单增李斯特菌的检出率

将采样场所归类为生制品加工车间、熟制品加

工车间和杀菌车间,生制品加工车间单增李斯特菌

检出率最高( 32. 50%,39 / 120) ,其次是熟制品加工

车间(18. 06%,41 / 227) ,杀菌车间单增李斯特菌检

出率最低(0. 88%,1 / 113) 。 不同车间单增李斯特菌

的检出率差异有统计学意义( χ2 = 40. 16,P< 0. 05) 。
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2. 2
 

PFGE 分子分型结果

81 株单增李斯特菌共分为 15 种 PFGE 带型,
菌株间相似系数为 60. 30% ~ 100%(同源性为 100%
看作同一 PFGE 型) 。 其中,1 型菌株最多,占全部

菌株的 60. 49% ( 49 / 81) ,为主要 PFGE 型别;其次

是 11 型,占 14. 81%(12 / 81) ;5 型和 9 型各有 3 株;
2 型、 4 型、 13 型各有 2 株;其余型别各 1 株。 见

图 1。

图 1　 81 株单增李斯特菌 PFGE 聚类分析

Figure
 

1　 PFGE
 

cluster
 

analysis
 

on
 

81
 

Listeria
 

monocytogenes

2. 3　 MLST 分析结果

81 株单增李斯特菌中,有 10 株无法成功扩增

管家基因,最终获得 71 个 ST 分型结果,经 MLST 分

析,71 株单增李斯特菌共分为 8 种 ST 型,聚类分析
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结果见图 2。 其中 ST9、ST121、ST8 和 ST155 型分别

有 50、11、3、3 株。 ST9 型为优势 ST 型,占 70. 42%
(50 / 71) ,其次为 ST121 型( 15. 49%,11 / 71) 。 ST3、
ST7、ST8、ST87、ST155 是食品分离株特有的型别,操
作人员分离株中有一个新的 ST 型别,仅有 ST9 型在

食品、环境、操作人员中都存在,见表 3。

图 2　 71 株单增李斯特菌 MLST 最小生成树图

Figure
 

2　 Minimum
 

spanning
 

tree
 

for
 

71
 

Listeria
 

monocytogenes

表 3　 2015—2017 年预包装熟肉制品生产加工过程单增

李斯特菌分离株的 MLST 结果

Table
 

3　 Multilocus
 

sequence
 

typing
 

of
 

Listeria
 

monocytogenes
 

isolates
 

in
 

processing
 

of
 

pre-packed
 

cooked
 

meat
 

products
 

from
 

2015
 

to
 

2017

ST 型
分离菌株数

食品 环境(物体表面) 操作人员 合计
谱系

3
 

1
 

0 0
 

1 Ⅰ
7

 

1
 

0 0
 

1 Ⅱ
8

 

3
 

0 0
 

3 Ⅱ
9 31 16 3 50 Ⅱ
87

 

1
 

0 0
 

1 Ⅰ
121

 

4
 

7 0 11 Ⅱ
155

 

3
 

0 0
 

3 Ⅱ
E

 

0
 

0 1
 

1 —
注:—表示无谱系;STE 型为数据库中没有的 ST 型

2. 4　 单增李斯特菌抗生素敏感试验结果

对 81 株单增李斯特菌进行了 8 种抗生素药敏

试验,结果显示:所有单增李斯特菌分离株对 5 种抗

生素(氨苄青霉素、四环素、复方新诺明、红霉素、万
古霉素) 均敏感。 有 1 株对环丙沙星耐药,耐药率

为 1. 23%(1 / 81) 。 有 5 株对部分抗生素耐药性介

于中介度,其中 4 株对环丙沙星的耐药性介于中介

度,中介率为 4. 94%(4 / 81) ;1 株对青霉素的耐药性

介于中介度,中介率为 1. 23%(1 / 81) 。

3　 讨论

目前,国外有报道 [ 5] 指出单增李斯特菌作为一

种食源性致病菌,会污染食品加工环境包括对生产

设备、用具、地板和排水沟等的污染,最终通过交叉

污染达到最终产品。 这种病原菌即使在高盐环境

或冷藏温度下也会生长,在各种食品的保质期内均

可存活。 国内河南省和南充市 [ 6-7] 分别于 2015—
2017 年对熟肉制品生产加工过程中单增李斯特菌

污染状况进行了调查,指出熟肉制品生产加工过程

中存在一定风险,原辅料、中间产品、成品及环境样

品中均有单增李斯特菌检出,且检出率较高,平均

检出率分别为 1. 10%和 16. 98%。 本次监测结果显

示,德州市预包装熟肉制品生产加工过程存在单增

李斯特菌污染,平均检出率为 17. 61%。
吴玲玲等 [ 6] 、江荣花等 [ 8] 对熟肉制品生产加工

过程中单增李斯特菌的检出率进行风险评估发现,
原 辅 料 受 单 增 李 斯 特 菌 污 染 风 险 最 高, 而

MATARAGAS 等 [ 9] 、SARA 等 [ 10] 对意大利发酵香肠

和风干火腿加工过程进行风险控制时发现中间产

品单增李斯特菌检出率高于原辅料。 本次监测结

果显示,成品单增李斯特菌的检出率最高,其次为

中间产品和原辅料,主要原因是本监测中成品除了

包括熟肉制品已经加工完成仅剩下包装步骤的产

品外,同时也包括包装后剩余的成品,即包装后,未
成为终产品的成品,这部分产品受到环境污染的可

能性更高,同时应注意到中间产品和原辅料中单增

李斯特菌的污染状况也较为严重。
PFGE 广泛用于单增李斯特菌的分子流行病学

和溯源性追踪研究,是目前分子分型方法中的 “ 金

标准” [ 11] 。 本研究中 81 株单增李斯特菌共分为 15
种 PFGE 带型,其中 1 型为主要 PFGE 型别,聚类分

析发现在 2016 年同一车间环境样品中检出的单增

李斯特菌 PFGE 型别 100%一致,且与原辅料中检出

的单增李斯特菌 PFGE 型别也完全一致,提示该车

间内食品、环境之间已经发生交叉污染,应引起足

够重视,要采取适当的清洁和消毒措施,从食品加

工环境中消除这种由食物传播的病原菌,以确保食

品安全。 研究还发现, 除优势型别外, 还有多种

PFGE 型别散在分布,提示德州预包装熟肉制品生

产加工过程中的单增李斯特菌仍具有较高的种群

多样性。
MLST 通过 PCR 扩增多个管家基因内部片段并

测定其序列,是一种基于核酸序列测定的细菌分型

方 法, 是 进 行 微 生 物 流 行 病 学 调 查 的 有 力 工

具 [ 12-13] 。 本研究对德州预包装熟肉制品生产加工

过程中 81 株单增李 斯 特 菌 进 行 MLST 分 析, 有

10 株无法成功扩增管家基因,最终获得 71 个 ST 分

型结果,共分为 8 种 ST 型,其中 ST9、ST121 为优势

ST 型,与北京市和杭州市 [ 14-15] 报道的食品株单增李
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斯特菌的 MLST 结果均以 ST9、 ST121 为主结果一

致。 本研究在食品分离株中发现了 ST3、ST7、ST8、
ST87、ST155 型,而且在操作人员分离株中发现一个

新的 ST 型别,有研究[ 16] 报道 ST1、 ST2、 ST3、 ST5、
ST6、ST8 和 ST9 是能够引起新生儿感染或暴发的 ST
型,由此可见,在德州预包装熟肉制品生产加工过程

中有可引起人类李斯特菌病的 ST 型存在。 值得注意

的是 ST9 型在连续 3 年的监测中在食品、环境、操作

人员中都存在,提示车间内食品、环境、人员等之间可

能存在交叉污染状况,应加强对熟肉制品生产企业的

管理和宣传,提高企业的风险管控能力。
有文献 [ 14,17] 报道,单增李斯特菌对二线药物红

霉素和环丙沙星都出现了耐药,本研究中出现了

1 株环丙沙星耐药株,有 4 株对环丙沙星的耐药性

介于中介度,存在低水平耐受特性。 还有文献 [ 12] 报

道发现了一线临床用药氨苄青霉素耐药株,本研究

中出现了对一线临床用药青霉素的低水平耐受株,
应当引起重视,规范使用抗生素,减缓细菌耐药性

的产生。
综上所述,单增李斯特菌在食品生产加工过程

中的控制是一项挑战,本研究对预包装熟肉制品生

产加工过程进行了连续监测,并通过 PFGE、 MLST
等方法对检出的单增李斯特菌进行分型及聚类分

析,发现加工过程中各环节中都有可能受到单增李

斯特菌污染,且污染有可能持续存在。 食品加工企

业应严把质量关,减少对加工设备和成品的污染,
防止 食 源 性 疾 病 的 发 生。 本 研 究 为 以 后 GB

 

19303—2003《熟肉制品企业生产卫生规范》 标准的

修订提供大量的基线调查数据,为制定符合生产实

践的国家标准提供数据支撑。
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