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摘#要!目的#以人群调查研究方式对我国部分地区婴儿及婴儿配方粉中梭状芽胞杆菌污染水平进行分析!获得

我国婴儿人群梭状芽胞杆菌暴露水平数据" 方法#在我国六个省&自治区’设点!调查婴儿人群的基本信息!并对

相关人群的粪便标本以及食品#环境和所在地市售婴儿配方粉样品进行采集!对所有样品/标本进行梭状芽胞杆菌

检测" 结果#本研究共调查婴儿 ’$! 人" 按照喂养方式分组!包括纯母乳喂养 %)Z 人!混合/人工喂养 %’) 人" 按

照年龄分组!包括 $f, 月龄 ",Z 人!Zf!% 月龄 !") 人" 采集样品 +!" 份!其中 %), 份样品/标本中分离出梭状芽胞

杆菌 %), 株!总检出率为 "$-"[&%),/+!"’!其中检出率较高的梭状芽胞杆菌分别为生胞梭菌& +-)[!,+/+!"’#双

酶梭菌&,-%[!’$/+!"’和丁酸梭菌&)-,[!"Z/+!"’$梭状芽胞杆菌分离率最高的为粪便标本&"Z-"[!!+Z/’$!’!之

后依次为市售婴儿配方粉样品&%%-"[!%Z/!%!’#环境样品&!.-’[!%’/!%+’和食品样品&!!-![!Z/,"’$其中混合/

人工喂养组检出率高于纯母乳喂养组!Zf!% 月龄组检出率高于 $f, 月龄组!差异均有统计学意义 &!% n)$-+""!

!b$-$!$!% n%Z-+%.!!b$-$!’" 结论#我国部分地区婴儿食用的食品及生活的环境中梭状芽胞杆菌暴露水平较高"
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##梭状芽胞杆菌"5$&0+,)6)7%GOO1#是一群厌氧或
微需氧’革兰阳性的产芽胞杆菌* 该菌广泛分布于
自然界%食品和土壤中均有较高的分离率* 由于其
能形成芽胞%对外界有较强的抵抗力%因此可在外
环境中长期滞留* 目前已知的梭状芽胞杆菌有 %$$
余种%其中绝大多数为非致病菌%且有些菌株如丁
酸梭菌"5I>7+8,)B7%#和酪酸梭菌 "5I+8,&>7+8,)B7%#
在中国’韩国及日本等亚洲国家也被当做益生菌使
用 ( !) * 但部分梭状芽胞杆菌可致人类严重疾病%如
肉毒梭菌 "5I>&+7$)’7%#’丁酸梭菌以及巴氏梭菌
"5I>#,#+))# 能 引 起 肉 毒 中 毒& 破 伤 风 梭 菌
"5I+(+#’70# 可 引 起 破 伤 风& 产 气 荚 膜 梭 菌
"5IH(,9,)’F(’0#和艰难梭菌 "5I6)99)B)$(#可引起腹泻
等 ( %) * 除此之外%由产气荚膜梭菌’乙二醇梭菌
"5IF$8B&$)B7%#’类腐败梭菌 "5IH#,#H7+,)9)B7%#’生
胞梭菌"5I0H&,&F(’(0#’尸毒梭菌 "5IB#6#*(,)0#引起
的菌血症%近端梭菌"5I07>+(,%)’#$(#和第三梭菌"5I
+(,+)7%#引起的败血症%近端梭菌和生胞梭菌引起的
腹腔和胸腔感染%产气荚膜梭菌和丁酸梭菌引起的
新生儿坏死性小肠结肠炎等疾病也常有报道* 上
述梭状芽胞杆菌还可引起肺炎’软组织感染’化脓
性关节炎’脑膜炎’脊髓炎’气性坏疽等疾病%且部
分疾病的病死率可达 Z$[( !%"*!,) *

婴儿人群免疫力较低%肠道功能尚未健全%易
受梭状芽胞杆菌感染%在其肠道内定植’繁殖后致
病* 目前已知的婴儿肉毒中毒’新生儿坏死性小肠
结肠炎’腹泻和菌血症等婴儿疾病均与梭状芽胞杆
菌感染相关* 婴儿感染致病性梭状芽胞杆菌后%临
床症状常不典型%梭状芽胞杆菌本身属于苛养菌%
不宜培养%检测方法繁琐复杂%实验室检测确诊困
难%致使婴儿梭状芽胞杆菌感染相关疾病不易做出
临床诊断%漏诊和误诊率较高%严重危害婴儿人群
身体健康*

本研究对梭状芽胞杆菌进行了系统研究%通过对
我国部分省份婴儿和婴儿配方粉的调查分析%首次获
得了我国婴儿人群梭状芽胞杆菌暴露水平数据*

!#材料与方法
!-!#材料
!-!-!#样品来源

在四川’甘肃’河南’宁夏’黑龙江’山东六个省
"自治区#设置采样点%对婴儿人群进行流行病学调
查%采集人群粪便标本’食品和环境样品%同时在人
群所在地的商场’超市’商店和市场等处采集当地
消费量较高的市售婴儿配方粉 " O?PDABAD 8:39:>
3?BIL@9%KUC#备用*
!-!-%#主要仪器与试剂

恒温培养箱%生物安全柜%冷冻离心机%(KU%$ (

厌氧菌鉴定系统’厌氧培养装置均购自法国梅里
埃%凝胶成像系统’聚合酶链式反应 "K<&#仪均购
自美国 J8?*&9D*

庖肉肉汤"2??HAD IA9>IAD8LI%<‘‘#培养基’

胰酪 胨 蛋 白 胨 葡 萄 糖 酵 母 提 取 物 ">BFO>829GA*
OAO>?:A*;@L2?GA*FA9G>Â>B92>%QKYX#肉汤培养基均
购自北京陆桥技术股份有限公司%哥伦比亚血琼脂
平板’革兰染液均购自法国梅里埃%W=(提取试剂
盒’%kK3L K<&‘9G>AB‘8̂均购自天根生化科技有限
公司%载体质粒 K‘W!.*QMA2>?B’感受态细胞 7‘!$.

均购自大连 Q9e9&9%明胶"美国 E8;I9#%无水乙醇%
磷酸氢二钠*
!-%#方法
!-%-!#溶液配制

明胶磷酸盐缓冲液"YJE#$取明胶 % ;和磷酸
氢二钠 ) ;于 ! $$$ I@蒸馏水中%加热并充分溶解
后%调 OT值至 ,-%%!%! g高压灭菌 !’ I8: 备用*
!-%-%#婴儿人群病例对照研究设计和采样
!-%-%-!#人群分组设计

人群分组主要按照喂养方式和年龄两因素分
为$纯母乳喂养组和混合/人工喂养组’$f, 月龄组
和 Zf!% 月龄组* 纯母乳喂养指婴儿只食用母乳%

不加任何代乳食品&混合喂养指婴儿食用母乳的同
时%添加了部分代乳食品&人工喂养指婴儿不食用
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母乳%全部用代乳食品喂养*
本研究在我国四川’甘肃’河南’宁夏’黑龙江’

山东六个省"自治区#共完成 ’$! 名婴儿人群流行
病学调查和样品/标本采集%具体情况见表 !*

表 !#试验人群分组情况"人#

Q9N@A!#YB?LO8:;?38:39:>G
分组 纯母乳喂养 混合/人工喂养 合计
$f, 月龄 %)" !%) ",Z
Zf!% 月龄 ) !"$ !")

合计 %)Z %’) ’$!

!-%-%-%#采样要求
每个入组的婴儿个体%应采集食品 "主要包括

婴儿正在食用的配方粉’谷类和罐装辅食等%采集
自婴儿家庭%纯母乳喂养无辅食添加者不采集#和
环境"包括婴儿用奶瓶和水瓶’配奶桌’冰箱’婴儿
车’婴儿床’葆婴人员手和母亲乳头等%采集自婴儿
家庭#样品以及婴儿粪便标本进行实验室检测* 市
售 KUC应选取当地消费量较高的产品作为采集对
象%应尽量多涵盖不同品牌和不同阶段的产品*
!-%-%-"#采样方法

粪便标本$用无菌竹签或采样勺采集婴儿粪便
至少 ’ ;于无菌采样盒内*

食品样品$固体和半固体食品应用无菌采样勺
采集至少 !$$ ;于无菌采样袋内&液体食品应采集
至少 !$$ I@于无菌采样管内*

环境样品$大面积物体表面"如桌面’床面’冰箱
内表面等#应以一点为中心%用棉拭子轻涂周围半径
!$ 2I范围后%将棉拭子插入采样管内&小面积物体
表面"如奶瓶内壁’奶嘴’葆婴人员手等#则用棉拭子
轻涂整个物体表面后%将棉拭子插入采样管内*

市售KUC样品$同批次样品采集 %个最小独立包装%
若最小独立包装小于 !$$ ;%则总采样量应大于 %$$ ;*
!-%-"#样品前处理和增菌

按照 YJ)Z+.-!%!%$!, +食品安全国家标准
食品微生物学检验 肉毒梭菌及肉毒毒素检验, ( !Z)

要求进行样品前处理和增菌培养%培养结束后取一
定量的培养液于离心管内%加入等体积的无水乙
醇%室温静置 ! 4 后划线接种哥伦比亚血琼脂平板
培养基%置于 "Z g厌氧培养 )+ 4*
!-%-)#梭状芽胞杆菌分离株的鉴定

取 !-%-" 中分离到的疑似菌落接种哥伦比亚血
琼脂平板培养基%于 "Z g厌氧培养 )+fZ% 4* 分别
进行革兰染色镜检’(KU%$(检测和 !,E B&=(克隆
测序等鉴定 ( !+) *
!-"#统计学分析

采用统计学软件 EKEE !. 和 R̂2A@对各组间梭
状芽胞杆菌检出结果进行卡方检验%以 !b$-$’ 为

差异有统计学意义*

%#结果
%-!#不同地区梭状芽胞杆菌分离情况

本研究共采集粪便标本 ’$! 份’食品样品
," 份’环境样品 !%+ 份和市售KUC样品 !%! 份%共计
+!" 份* 经革兰染色’(KU%$(和 !,E B&=(克隆测
序等多种方法鉴定结果相结合后%其中从 %), 份样
品/标本共分离梭状芽胞杆菌 %), 株%包括生胞梭菌
,+ 株’双酶梭菌 "5I>)9(,%(’+#’0# ’$ 株’丁酸梭菌
"Z 株’索氏梭菌"5I0&,6($$))# %% 株’第三梭菌 %$ 株’
艰难梭菌 !% 株’类腐败梭菌 !! 株’乙二醇梭菌
Z 株’拜氏梭菌 "5I>()J(,)’BK))# , 株’产气荚膜梭菌
" 株以及分枝梭菌"5I,#%&07%#’近端梭菌和尸毒梭
菌各 ! 株* 另外%也分离出其他非致病性梭菌Z 株%

结果见表 %*
样品/标本中梭状芽胞杆菌总检出率为 "$-"[

"%),/+!"#%其中检出率最高的为生胞梭菌"+-)[%
,+/+!"#%其次为双酶梭菌",-%[%’$/+!"#’丁酸梭
菌")-,[%"Z/+!"#’索氏梭菌"%-Z[%%%/+!"#’第三
梭菌"%-’[%%$/+!"#’艰难梭菌" !-’[%!%/+!"#和
类腐败梭菌"!-)[%!!/+!"#* 其他梭状芽胞杆菌的
检出率均低于 !-$[* 从检出省份看%山东省检出
最多为 +) 株%其次为甘肃省 ’) 株’宁夏回族自治区
’! 株’四川省 )$ 株’河南省 !! 株和黑龙江省 , 株*
%-%#不同类别样品/标本中梭状芽胞杆菌检出情况

所有样品/标本中%粪便标本中梭状芽胞杆菌
的检出率最高%为 "Z-"[" !+Z/’$!#%其次为市售
KUC样品 " %%-"[% %Z/!%! #’ 环境样品 " !.-’[%
%’/!%+#和食品样品"!!-![%Z/,"#%具体分离鉴定
情况见表 "* 其中 %’ 份检测结果为阳性的环境样
品主要包括家庭葆婴人员手涂抹样品 !" 份’患儿配
奶桌涂抹样品 ) 份’患儿奶瓶涂抹样品 " 份’患儿奶
嘴涂抹样品 ! 份’母亲乳头涂抹样品 ! 份’婴儿车涂
抹样品 ! 份’家庭冰箱内壁涂抹样品 ! 份和土壤样
品 ! 份* Z 份检测阳性的食品样品均为婴儿家庭内
正在食用的配方粉*
%-"#不同人群中梭状芽胞杆菌的检出情况

经统计分析%混合/人工喂养组检出率高于纯
母乳喂养组%差异有统计学意义 "!% n)$-+""%!b
$-$!#&Zf!% 月龄组检出率高于 $f, 月龄组%差异
有统计学意义"!% n%Z-+%.%!b$-$!#%具体见表 )*

将喂养方式和年龄两个因素进一步分析发现%

喂养方式对 $f, 月龄婴儿检出率有一定影响%即混
合/人工喂养的 $f, 月龄婴儿梭状芽胞杆菌检出率
高于纯母乳喂养组%差异有统计学意义"!% n!Z-)’%%
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# 表 %#梭状芽胞杆菌分离鉴定结果"株#

Q9N@A%#UG?@9>8?: 9:D 8DA:>83829>8?: ?35$&0+,)6)7%GOO1G>B98:G
菌株名称 甘肃省 宁夏回族自治区 四川省 河南省 山东省 黑龙江省 合计
生胞梭菌 "" + !$ " . ’ ,+

双酶梭菌 % ’ . ! "" $ ’$

丁酸梭菌 !% Z Z $ !! $ "Z

索氏梭菌 " ’ ) $ . ! %%

第三梭菌 % ’ ! $ !% $ %$

艰难梭菌 ! + $ " $ $ !%

类腐败梭菌 ! ) ’ $ ! $ !!

乙二醇梭菌 $ % ! $ ) $ Z

拜氏梭菌 $ $ " " $ $ ,

产气荚膜梭菌 $ % $ $ ! $ "

分枝梭菌 $ ! $ $ $ $ !

近端梭菌 $ ! $ $ $ $ !

尸毒梭菌 $ ! $ $ $ $ !

其他非致病性梭菌 $ % $ ! ) $ Z

合计 ’) ’! )$ !! +) , %),

表 "#不同地区样品/标本中梭状芽胞杆菌分离鉴定情况"株#

Q9N@A"#UG?@9>8?: 9:D 8DA:>83829>8?: ?35$&0+,)6)7%GOO1

3B?IG9IO@AG8: D833ABA:>9BA9G
省份 粪便 市售 KUC 食品 环境 合计
甘肃省 )Z Z $ $ ’)

宁夏回族自治区 "! " ! !, ’!

四川省 %’ !$ % " )$

河南省 , ’ $ $ !!

黑龙江省 " $ " $ ,

山东省 Z’ % ! , +)

合计 !+Z %Z Z %’ %),

!b$-$!#%具体见表 ’*

"#讨论
越来越多的研究证实%某些梭状芽胞杆菌感染

与婴儿疾病密切相关* 目前已有研究 ( %%!.*%")证实%
婴儿肉毒中毒’新生儿坏死性小肠结肠炎’婴儿腹
泻及菌血症等疾病均与梭状芽胞杆菌感染相关%这
其中就包括本研究分离到的丁酸梭菌’产气荚膜梭
菌’艰难梭菌’第三梭菌’类腐败梭菌和尸毒梭菌等*

表 )#不同分组间梭状芽胞杆菌检出率差异统计结果
Q9N@A)#E>9>8G>829@BAGL@>G?35$&0+,)6)7%GOO1DA>A2>8?: B9>ANA>PAA: ;B?LOG

分类 分组 检测人数 检出人数 检出率/[ !% 值 !值

喂养方式

年龄

纯母乳喂养 %)Z Z% %.-!

混合/人工喂养 %’) !)Z ’Z-.
$f, 月龄 ",Z !") ",-’
Zf!% 月龄 !") +’ ,"-)

)$-++" b$-$$!

%Z-+%. b$-$$!

表 ’#两因素交叉分析人群检出率差异统计结果
Q9N@A’#QP?*392>?B2B?GG*9:9@FG8G?3>4AG>9>8G>829@BAGL@>G?35$&0+,)6)7%GOO1DA>A2>8?: B9>AG8: 8:39:>O?OL@9>8?:

因素 ! 因素 % 检测人数 检出人数 检出率/[ !% 值 !值

$f, 月龄

Zf!% 月龄

纯母乳喂养

混合/人工喂养

纯母乳喂养 %)" Z$ %+-+

混合/人工喂养 !%) ,) ’!-,

纯母乳喂养 ) % ’$-$

混合/人工喂养 !"$ +" ,"-+
$f, 月龄 %)" Z$ %+-+
Zf!% 月龄 ) % ’$-$
$f, 月龄 !%) ,) ’!-,
Zf!% 月龄 !"$ +" ,"-+

!Z-)’% b$-$$!

$-$$% $-.,.

$-!"Z $-Z!!

"-)!$ $-$,’

注$我国各地区 Zf!% 月龄婴儿仍然坚持纯母乳喂养人群较少%本研究只调查到 ) 名符合入组标准的婴儿%由于该项样品数量远低于其他分
组%可能会造成统计偏差%因此该组统计数据仅供参考

##KUC是婴儿时期主要食品来源%在婴儿梭状芽
胞杆菌暴露中有较大的贡献率* J(&(ET等 ( %))检
测 ". 份 KUC发现%!% 份样品的梭状芽胞杆菌检出
为阳性""$-+[#%共检出梭状芽胞杆菌 !" 种%其中
生胞梭菌的检出率最高为 %$-’[%其次为丁酸梭菌
"!$-"[#%同时检出 ! 株产气荚膜梭菌* 国家食品

安全风险评估中心"以下简称-评估中心.#实验室
曾经对 Z. 份市售 KUC检测发现%梭状芽胞杆菌的检
出率约为 !)[%其中生胞梭菌为主要污染菌 ( %’) * 本
研究结果证实%我国市售 KUC样品中梭状芽胞杆菌
检出率为 %%-"[%其中生胞梭菌和丁酸梭菌的检出
率均较高%这与文献报道和本研究组之前的研究结
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论基本相同* 英国一项研究 ( %,)证实%一例婴儿肉毒
中毒病例是由于食用了受肉毒梭菌污染的 KUC引
起%与评估中心实验室对我国发生的一例婴儿肉毒
中毒的实验室溯源结果 ( %Z) 一致%因此%有效控制
KUC中梭状芽胞杆菌污染是减少婴儿该菌暴露水平
和相关疾病发生的重要措施*

除 KUC外%本研究还发现%我国婴儿家庭喂养环
境中梭状芽胞杆菌污染率也达到了 !.-’[* 同时%
将婴儿人群按照喂养方式和年龄等因素进行分组
后%结果证实%混合/人工喂养组检出率高于纯母乳
喂养组%Zf!% 月龄组检出率高于 $ f, 月龄组* 交
叉分析后也发现%同年龄情况下%喂养方式对检出
率有一定影响%即混合/人工喂养组检出率高于纯
母乳喂养组* 由此推测%婴儿梭状芽胞杆菌检出率
的高低主要由其食用的食品和接触的环境中该菌
的污染率决定%即混合/人工喂养和 Zf!% 月龄组
KUC’辅食等代乳性食品的摄入量增多%且与外环境
接触更易频繁导致婴儿梭状芽胞杆菌感染率增加*

从地域分布看%山东省’甘肃省和宁夏回族自
治区的检出率相对较高* 究其原因%可能与采样量
及实验室检测水平有较大关系*

虽然 "$ 余种致病性梭状芽胞杆菌中多数为条
件性致病菌%即在人群患有基础疾病或免疫力低下
时才可导致疾病发生%但婴儿人群尤其是新生儿%
本身由于发育和免疫力等特点决定了梭状芽胞杆
菌在婴儿人群容易致病*

综上所述%我国婴儿人群食用的食品和家庭喂
养环境中梭状芽胞杆菌的暴露水平较高%为降低梭
状芽胞杆菌相关婴儿疾病发生的可能%提出建议如
下$一是坚持母乳喂养%减少月龄较小的婴儿摄入
过多代乳食品&二是注重良好的喂养卫生习惯%接
触婴儿人员应重视个人卫生%接触婴儿前要洗手洗
脸%母亲喂养时注意乳头清洁%人工喂养时注意餐
具的消毒灭菌&三是尽量避免让婴儿食用梭状芽胞
杆菌污染率较高的食品%如蜂蜜和发酵食品等&四
是 KUC生产企业应重视产品中梭状芽胞杆菌污染的
质量控制&五是建议国家制定相关的法规政策和健
康教育手段%以减少我国婴儿人群梭状芽胞杆菌暴
露水平%保护婴儿人群健康*
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调查研究
海口市 ’类食品中蜡样芽胞杆菌药敏和

毒力基因检测及分子分型研究
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摘#要!目的#了解海口市 ’ 类食品中蜡样芽胞杆菌污染状况#毒力基因携带类型#药物敏感特点和分子分型特

征" 方法#参照 YJ)Z+.-!)*%$!)+食品安全国家标准 食品微生物学检验 蜡样芽胞杆菌检验,对海南粉#海南粉

配料#奶粉类#快餐类和糕点类 ’ 类食品进行分离鉴定蜡样芽胞杆菌!并应用普通聚合酶链式反应&K<&’方法进行

菌群特异性基因 F,&CA 和 !$ 种毒力基因检测$采用微量肉汤稀释&‘U<’法检测菌株对抗生素的敏感性$应用脉冲

场凝胶电泳&KCYR’技术对菌株进行分子分型" 结果#,%, 份不同食品样品中有 !.Z 份检出蜡样芽胞杆菌!检出率

为 "!-’[!其中海南粉检出率最高!为 ,"-![&!)$/%%%’" 所有菌株均至少携带 ! 种毒力基因!(’+:=基因携带率最

高!为 ..-$[&!.’/!.Z’!B(0基因携带率最低!为 %-’[&’/!.Z’$同时携带 ’L(M#’L(@和 ’L(5基因的菌株占 ++-+[

&!Z’/!.Z’!同时携带 L>$M#L>$5和 L>$D基因的菌株占 !"-Z[&%Z/!.Z’" 所有菌株对庆大霉素和氯霉素的敏感率

均为 !$$-$[&!.Z/!.Z’!对万古霉素和环丙沙星敏感率分别为 ..-’[&!.,/!.Z’和 .%-.[&!+"/!.Z’!对青霉素和

复方新诺明的耐药率分别为 !$$-$[&!.Z/!.Z’和 .$-.[&!Z./!.Z’" KCYR分型结果显示!所有菌株可分为 "$ 个

簇!!!Z 种带型" 结论#海口市 ’ 类食品均存在蜡样芽胞杆菌污染!其中海南粉污染较重!对食品安全构成潜在的

威胁$可依据菌株的毒力基因#分子分型和抗生素敏感性特点进行针对性防控和重点监管"
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