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调查研究
营养面条生产过程中克罗诺杆菌污染状况与溯源研究

潘琢!郭玉梅!徐保红!秦丽云
!石家庄市疾病预防控制中心"河北 石家庄()1))&&#

摘(要!目的(调查营养面条生产加工环节中肠杆菌科和克罗诺杆菌的污染状况!对克罗诺杆菌进行溯源研究%

方法(采集某营养面条生产企业的生产原料$中间产品$环境$设备$人员和终产品等共 &)& 份样品!进行肠杆菌科

和克罗诺杆菌检测% 利用脉冲场凝胶电泳":7G-#技术对克罗诺杆菌进行分子分型和溯源研究% 结果(在整个生

产过程的样品中!肠杆菌科检出率为 10?1e"1!3&)&#!其中环境样品的肠杆菌科检出率最高"\*?\e!&B3**#&克罗

诺杆菌检出率为 *A?\e"0)3&)&#!其中终产品的克罗诺杆菌检出率最高"1)?)e!13&)#% 0& 株克罗诺杆菌分离株

共获得 *) 个 :7G-带型!多样性较高!经聚类分析可划分为 B 个簇型% 结论(营养面条生产加工环节中存在克罗

诺杆菌的污染状况!该致病菌污染可能与原料污染有关% 克罗诺杆菌的污染问题需要引起食品安全管理部门重

视!加强生产加工过程监测!制定有效措施予以控制%

关键词!克罗诺杆菌& 营养面条& 生产过程& 脉冲场凝胶电泳& 食源性致病菌& 污染& 溯源& 食品安全
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((克罗诺杆菌是一种条件致病菌"之前被称为阪
崎肠杆菌 (&) * 该菌可引起小肠结肠炎’脑膜炎和菌

血症"死亡率高达 1)e以上"近年来受到人们的高
度重视* 克罗诺杆菌的主要感染人群为婴幼儿和
免疫功能不全的新生儿"也有研究 (*)显示克罗诺杆
菌也会感染成年人"特别是老年人* 克罗诺杆菌分
布非常广泛"在多种植物’食品和环境中均有可能
存在"但是其污染源还不确切 (*%0) *

面条是我国传统食品之一"其主要成分是谷物
面粉* 而营养面条中还含有多种营养添加物"如谷
物类’鸡蛋’蔬菜’肉制品等* 由于面条的生产过程



营养面条生产过程中克罗诺杆菌污染状况与溯源研究!!!潘琢"等 ! 11((( !

并非无菌加工"因此"其产品的质量和食品安全性
与原料和生产环节的微生物污染状况直接相关*
据报道 (!%1) "作为面条的主要原料"小麦’燕麦’玉米
等谷物类作物"均有可能被克罗诺杆菌污染* 由于
营养面条作为一种易消化食品常用于婴幼儿和老
年人的膳食"因此"市售营养面条中克罗诺杆菌污
染状况需要得到更多关注*

脉冲场凝胶电泳#:7G-$是致病菌分子分型的
.金标准/"该技术已成熟应用于在克罗诺杆菌分型
溯源研究中 (B) * 不过"关于克罗诺杆菌污染的调查
和溯源研究多集中在婴幼儿配方奶粉及其生产环
节等方面 (\%A) * 迄今为止"涉及到营养面条克罗诺
杆菌污染的研究较少 (&)) "针对营养面条特别是其生
产过程中的克罗诺杆菌污染状况研究鲜有报道*
本研究拟采集某营养面条生产企业生产加工过程
中各关键环节样品"进行肠杆菌科和克罗诺杆菌检
测"并利用 :7G-对分离出的菌株进行分子分型和
溯源研究"探讨克罗诺杆菌在加工过程中的污染情
况并分析可能的污染途径*

&(材料与方法
&?&(材料
&?&?&(样品采集

*)&B 年 &) 月分 * 次从某营养面条生产企业采
集样品共计 &)& 份* 样品覆盖营养面条生产的各个
环节%生产原料包括小麦面粉’西兰花粉’香菇粉’
菠菜粉’黑米粉’薯粉’西红柿粉’牛肉粉等共 &B 份&
中间产品包括和面后样品’成型后样品和干燥后样
品共计 &! 份&环境样品包括车间地面’运货电梯’墙
壁’生产线附近可疑角落等共计 ** 份&人员样品包
括和面车间’压面车间’干燥车间和包装车间等地
点工人的工作服’手表面’鞋底等样品共计 &* 份&设
备样品包括运送推车车轮’和面机’压面机’压面
刀’干燥机’传送带’电子天平’包装机等共计 *) 份&
工具样品包括维修’清洁工具等共计 \ 份* 终产品
营养面条共计 &) 份* 各类样品与终产品具有批次
相关*

食品样品包括原料’中间产品和终产品"均无
菌采集每份 1)) O"环境’人员#手’衣服’鞋底$’仪
器设备和工具#维修’清洁$等使用含有 &) CE缓冲
蛋白胨水#X:l$的海绵拭子涂抹采样#采集面积为
& C*"如涂抹面积不够 & C* 则尽量擦拭采集整个物
体表面$*
&?&?*(主要仪器与试剂

旋转式恒温振荡器"9"-7,’::-H脉冲场凝
胶电泳仪’G-FMH凝胶成像仪均购自美国 X6D%H<U*

X:l’胰酪大豆胨琼脂#.V’$’改良月桂基硫酸
盐胰蛋白胨肉汤%万古霉素#CFV.%2C$肉汤和结晶
紫中性红胆盐葡萄糖琼脂#2HXG’$均购自北京陆
桥技术股份有限公司"海绵采样拭子 #含 &) CE
X:l$"阪崎肠杆菌显色琼脂 #a78$培养基 #英国
+5D6U$"’:8*)-生化鉴定试剂盒 #法国梅里埃$"
V#<Q#CGDEU 琼脂糖#美国 9<CST#5$"限制性内切酶
R0’ 8和蛋白酶 Q#日本 .<W<T<$*
&?*(方法
&?*?&(肠杆菌科和克罗诺杆菌的检验方法

依据 GX!\@A?!&!*)&B ,食品安全国家标准
食品微生物学检验 肠杆菌科检验- (&&)规定的方法
检 测 样 品 中 肠 杆 菌 科 的 污 染 状 况* 依 据
GX!\@A?!)!*)&B,食品安全国家标准 食品微生
物学检验 克罗诺杆菌属 #阪崎肠杆菌$检验- (&*)

规定的方法进行克罗诺杆菌检验和分离* 对所有
可疑菌株均使用 ’:8*)-生化鉴定试剂盒进行
鉴定*
&?*?*(:7G-

使用 :7G-对菌株进行分子分型"采用:NE=#/#$
推荐的克罗诺杆菌分型标准方法 (&0) "沙门菌 "A@&*
作为通用标准菌株* 菌株使用限制性内切酶 R0’ 8
进行酶切* 电泳条件%脉冲时间为 &?@ g*1 ="电场
强度为 B 23;C"电场角度为 &*)z"电泳时间为 &A L*

利用 X6D4NC#T6;Z#T=6D4 \?B 软 件 #比 利 时
’>>E6#U ,<$L=$"进行 :7G-型别分析以及聚类图的
制作"数据分析应用 a89-系数和非加权配对算数
平均#‘:G,’$法"条带位置差异容许度 *?)e"优
化值 &?1e*
&?0(统计学分析

利用 V:VV &A?) 对肠杆菌科和克罗诺杆菌的检
出率进行卡方检验"以 Ev)?)1 为差异有统计学
意义*

*(结果
*?&(菌株分离

如表 & 所示"&)& 份样品的肠杆菌科检出率
#10?1e"1!3&)&$高于克罗诺杆菌检出率#*A?\e"
0)3&)&$"差异具有统计学意义#Ev)?)1$* 环境样
品的肠杆菌科检出率最高#\*?\e"&B3**$"终产品
的克罗诺杆菌检出率最高 #1)?)e"13&)$* 此外"
本研究共分离出克罗诺杆菌 0& 株#有 & 份原料中分
离出 * 株克罗诺杆菌$* 克罗诺杆菌在食品样品中
的检出率为 !)?)e#&B3!)$"在海绵拭子样品中的
检出率为 *0?)e #&!3B& $* 分离出的菌株均经过
’:8*)-鉴定确认*
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表 &(肠杆菌科和克罗诺杆菌在生产过程中的污染状况
.<SE#&(9D4$<C64<$6D4 DKQ&#$%60’.#$%(’.$’$<4U +%6&60’.#$%=>>JUNT64O$L#C<4NK<;$NT64O>TD;#==

分类 样品种类 样品份数
肠杆菌科 克罗诺杆菌

阳性样品份数 检出率3e 阳性样品份数 检出率3e :7G-型别

食品样品

海绵拭子
样品

合计

原料 &B @ 1)?) B 0\?1 9TD4D%&"9TD4D%*"9TD4D%0"9TD4D%!

中间产品 &! 1 01?\ 1 01?\ 9TD4D%1"9TD4D%B

终产品 &) B B)?) 1 1)?) 9TD4D%0"9TD4D%1"9TD4D%B

环境 ** &B \*?\ @ 0B?! 9TD4D%&"9TD4D%0"9TD4D%1

人员 &* B 1)?) & @?0 9TD4D%0

设备 *) && 11?) ! *)?) 9TD4D%&"9TD4D%*"9TD4D%0"9TD4D%!

工具 \ * *@?B & &!?0 9TD4D%0
! &)& 1! 10?1 0) *A?\ !

注%!表示该项不进行统计

*?*(:7G-聚类分析
克罗诺杆菌的基因组核酸经 R0’ 8酶切后可得

到 A g*) 条 :7G-条带"分子量在 !) g& ))) WS> 之
间* 利用 X6D4NC#T6;=软件进行聚类分析显示"克罗
诺杆菌分离株的多样性程度较高"共得到 *) 个 :7G-
带型#如图 & 所示$* 将聚类图中相似系数 @)e以上
的各个菌株归为一簇"可以得到 B 个优势簇型#9TD4D%
& g9TD4D%B$"每个簇包含 * g&& 株菌* 9TD4D%0 为最

大的簇"包含 && 株菌"这些分离株来源于生产过程
! 个环节#原料’和面’压面’包装$中的 B 种样品"包
括原料’工具’终产品以及环境’设备’人员等*
9TD4D%& 是第二大簇"由 B 株菌株组成"分离自原料’
设备和环境样品* 9TD4D%1 的 1 株菌来自食品样品
和环境* 此外"9TD4D%! 和 9TD4D%* 这两簇中的菌株
均分离自原料和设备"分别包含 0 株菌和 * 株菌*
9TD4D%B 中的菌株则来自于中间产品和终产品*

图 &(0& 株克罗诺杆菌分离株的 :7G-聚类图
76ONT#&(a#4UTDOT<CDK:7G-T#=NE$=KDT$D$<E0& +%6&60’.#$%=>>J6=DE<$#=64Z#=$6O<$#U 64 $L6==$NUR

((将菌株的 B 个优势 :7G-簇型在各个生产环节
中的分布标示出来"如图 * 所示"生产过程中原料间
环节的簇型最具多样性"共包含有 1 种 :7G-簇型
#9TD4D%& g9TD4D%1$* 食品样品包含 ! 种簇型"海绵
拭子样品包含 * 种簇型* 值得注意的是"这些簇型
在下游生产加工过程以及终产品中均有发现* 此
外"簇型 9TD4D%B 仅在和面间中间产品和包装间终
产品中出现*

0(讨论
本研究中的肠杆菌科检出率#10?1e"1!3&)&$

要高于克罗诺杆菌检出率#*A?\e"0)3&)&$* 肠杆
菌科为常见菌"其作为卫生指示菌"常用于卫生状
况评价* 营养面条生产加工过程中的许多环节上
存在肠杆菌科污染"终产品的肠杆菌科检出率为
1)?)e # 13&) $" 环 境 样 品 检 出 率 高 达 \*?\e
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图 *(营养面条生产加工过程中克罗诺杆菌 :7G-优势

聚类簇#9TD4D%& g9TD4D%B$的分布状况
76ONT#*(a6=$T6SN$6D4 DK+%6&60’.#$%=>>J;ED4#=

#9TD4D%& $D9TD4D%B$ <$Z<T6DN==$<O#=DK4N$T6$6DN=

4DDUE#=C<4NK<;$NT64O>TD;#==

#&B3**$"此外"原料’人员’设备样品的检出率都在
1)?)e以上"高于 ’Q8/-a-/等 (&!)报道的意大利
面中肠杆菌科的检出率#0@?Be$* 此外"克罗诺杆
菌在终产品中的检出率高达 1)?)e#13&)$"高于国
外报道 (&!)的检出率#&)?Be$"低于国内研究 (&1)中
营养面条克罗诺杆菌污染的检出率 #\&?!e$* 尽
管当前国内相关卫生标准中对生产环节肠杆菌科
污染未做要求"且对于面条中克罗诺杆菌污染也暂
无国家标准规定"但就风险而言不容忽视*

营养面条作为婴幼儿食品的一种"具有克罗诺
杆菌污染风险* 克罗诺杆菌在食品生产中的主要
污染途径有两个%一是生产过程中的污染"如使用
污染的机器与设备&二是污染原料的使用* 在本研
究中"克罗诺杆菌 :7G-带型具有较高多样性"与国
外相关报道 (\)一致* 利用聚类簇进一步分析 :7G-
图谱可得"来自于原料’终产品’环境’设备’人员’
工具的菌株能够聚为同一个聚类簇 #如 9TD4D%0$"
并且"生产起始环节#原料间$中分离株的 :7G-簇
型"在接下来的加工过程中及各类产品中都会出
现"这就意味着原料污染可能是造成营养面条产品
污染的一大因素*

关于原料中的克罗诺杆菌污染"一方面为淀粉
类原料的污染"面条的主要原料成分是淀粉类作
物"有报告 (&B)显示该类作物受到克罗诺杆菌污染的
风险较大"是造成婴幼儿面条污染的重要因素* 在
本研究中的所有原料面粉中均分离出克罗诺杆菌*
另一方面为营养添加物的污染"为了提高面条的营
养需求和增加口味种类"生产中会添加奶粉’谷物
粉’蔬菜粉等原料"这些原料也都存在克罗诺杆菌
污染的可能 (&B%&\) * 本研究在生产原料菠菜粉和西

兰花粉中均检出克罗诺杆菌* 此外"需要注意的
是"在菠菜粉中发现了 * 种 :7G-带型的菌株"提示
同一种原料可能会受到多种克罗诺杆菌的污染*

本研究中"一些 :7G-簇型在各个环节中的分
布缺乏连续性* 如 9TD4D%& 在原料间’和面间’压面
间和干燥间都有检出"但在终产品中并未检出*
9TD4D%0 在除干燥间以外的其他生产环节均可检出
此簇型菌株* 归其原因"一方面可能是采样数量不
够造成的"另一方面"面条在干燥间需经过长达 * L
的加热干燥#1) gB) i$"该处理环节可能对面条中
的克罗诺杆菌有一定杀灭作用* 除此之外"在面条
生产的中间流程#和面’压面’干燥$中"海绵拭子样
品中的菌株簇型种类多于食品样品"这意味着生产
过程中环境’设备和人员方面的卫生控制效果不理
想"污染状况复杂"因此"在生产中要及时对车间环
境’生产设备和工具进行消毒’杀菌* 此外"还需针
对人员和移动设备制定卫生消毒措施"以限制克罗
诺杆菌在各生产区域之间的交叉污染*

总之"营养面条生产加工过程中的肠杆菌科和
克罗诺杆菌污染均较为严重"需引起食品安全管理
部门关注"有必要进一步加强面条类产品及其生产
过程中克罗诺杆菌污染监测"并制定相关措施予以
控制"提升食品安全水平*
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解读,关于食品用香料新品种 *%乙酰氧基%0%丁酮’食品添加剂
"%环状糊精等 ! 种扩大使用范围的公告#*)&\ 年第 &) 号$-

((一$*%乙酰氧基%0%丁酮
"一#背景资料% *%乙酰氧基%0%丁酮的分子式是 9B"&)+0% 欧盟委员会$美国食用香料和提取物制造者

协会$国际食品用香料香精工业组织等允许其作为食品用香料在各类食品中按生产需要适量使用%
"二#工艺必要性% 该物质配制成食品用香精后用于各类食品"GX*\B)(食品安全国家标准 食品添加

剂使用标准)表 X?& 食品类别除外#!改善食品的味道% 该物质的质量规格按照公告的相关内容执行%

二$"%环状糊精
"一#背景资料% "%环状糊精作为食品添加剂已列入(食品安全国家标准 食品添加剂使用标准) "GX

*\B)#!允许用于胶基糖果$方便米面制品$预制肉制品$熟肉制品$碳酸饮料$风味饮料等食品类别% 本次申
请其使用范围扩大到除胶基糖果以外的其他糖果"仅限压片糖果# "食品类别 )1?)*?)*#% 国际食品法典委
员会$欧盟委员会$日本厚生劳动省等允许其作为食品添加剂用于食品% 联合国粮农组织3世界卫生组织食
品添加剂联合专家委员会评估结果!该物质的每日允许摄入量不超过 1 CO3WOS[%

"二#工艺必要性% 该物质用于除胶基糖果以外的其他糖果"仅限压片糖果# "食品类别 )1?)*?)*#!保
护产品的色泽和风味% 其质量规格应执行(食品添加剂 $%环状糊精)"GX&@@B?&@)/*)&B#%

三$纽甜
"一#背景资料% 纽甜作为食品添加剂已列入(食品安全国家标准 食品添加剂使用标准)"GX*\B)#!允

许用于调制乳$风味发酵乳$干酪类似品$脂肪类甜品$水果罐头$果酱$蜜饯凉果$加工蔬菜$腌渍的蔬菜$胶
基糖果$焙烤食品$水产品罐头$醋$复合调味料$含乳饮料等食品类别% 本次申请其使用范围扩大到方便米
面制品"食品类别 )B?)\#% 国际食品法典委员会$美国食品药品管理局$澳大利亚和新西兰食品标准局等允
许其作为甜味剂用于食品% 联合国粮农组织3世界卫生组织食品添加剂联合专家委员会评估结果!该物质
的每日允许摄入量不超过 * CO3WOS[%

"二#工艺必要性% 该物质作为甜味剂用于方便米面制品"食品类别 )B?)\#!调节产品口味% 其质量规
格应执行(食品添加剂 F>,F%"0!0%二甲基丁基#-%5>#>天门冬氨>5%苯丙氨酸 &%甲酯"纽甜#) "GX*AA!!/
*)&0#%
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