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大连地区水产企业加工用水肠球菌检测和分析
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摘$要!目的$对大连地区水产企业生产加工用水进行肠球菌检测!判断其卫生状况% 方法$根据水质检测 D:2

标准"D:2I;""*%i%(((#薄膜过滤法!进行肠球菌分离培养和生化反应鉴定!并根据肠球菌的高度保守的特异性
57K基因!合成了特异性引物进行 -/J扩增% 结果$在 &# 份检测样品中!两种方法的肠球菌检出率均为 #&<)=!主

要为群$菌株% 结论$本地区加工用水卫生状况不理想!应采取行之有效的措施!加强预防和治理%
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$$在细菌学分类上"肠球菌$?*53!/6/667%%属原归
属于链球菌属’ #";" 年"依据 T7̂H>7@和 /X>>5A]的
分类"划分出肠球菌"该属共有 #% 个种和 # 个变异
株"包括寄生于人类(牛及其他反刍动物的粪肠球
菌以及寄生于人类(牛及其他反刍动物(家禽和猪
中的屎肠球菌等’

肠球菌通常寄生于各种温血和冷血动物的腔

肠"也是健康人体的上呼吸道(口腔或肠道的常居
菌"其在宿主组织寄生"导致宿主非特异及免疫防
御机制紊乱"并引起病理改变"能导致感染"可以引
起宿主心内膜炎(胆囊炎(脑膜炎(尿路感染及伤口
感染等多种疾病 )#* ’ 此属细菌极易污染食品(生活
和加工用水"易传播疾病’ 并且由于肠球菌具有天
然耐药和获得性耐药的特征 )% f&* "使所致感染治疗
困难 )** "因此"肠球菌成为食品(水质(加工设备卫
生和生产环境卫生状况的评估指标’ 我国国家标
准对饮用水中肠球菌无明确限量要求"欧盟饮用水
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指令中"食品加工企业肠球菌不得检出’ 因此"我
们对大连地区进出口水产企业的加工用水的肠球
菌污染情况进行了普查"以评估其卫生状况’

#$材料和方法
#<#$材料

菌株&肠球菌标准菌株 /D//%#)() $中国工业
微生物菌种保藏管理中心%"

培养基&]>7AU6e7AZ 4736>US琼脂 $2C2DE公
司%(胆盐七叶苷叠氮钠琼脂(脑心浸液(脑心浸液
琼脂$\E公司%"ENL提取试剂盒及 -/J相关试剂
$0LnLJL公司"引物由大连宝生物公司合成%’

生化鉴定系统&生物梅里埃 dD0_n% /X@87̂6
鉴定系统’
#<%$方法
#<%<#$样品采集及处理

水样采集于 %(#% 年 * 月"每份样品约 %*( @>"
用 (<&* !@带网格滤膜过滤"富集微生物’
#<%<%$肠球菌培养

参照 D:2I;""!%i%((( ))* "将富集微生物的滤
膜置于 ]>7AU6e7AZ 4736>US琼脂上"!) B培养 && W’
#<%<!$菌株分离及鉴定

培养后"将所有中心或全部为红色(紫红色或
粉红色的凸起菌落判断为典型菌落’ 用无菌镊子
将其滤膜转移到已预先加热到 && B的胆盐七叶苷
叠氮钠琼脂上"&& B培养 % W 后"立即读数’ 菌落周
围的培养基为褐色(黑色的为典型菌落的阳性反应’

挑取上述典型菌落"参照 dD0_n% /X@87̂6鉴
定系统的说明"进行菌种的生化鉴定’
#<%<&$特异性片段的扩增

根据文献 )I*合成引物如下&上游引物 _A6#
为&*.+0L/0RL/LLL//L00/L0RL0R+!.#下
$$$

游引物 _A6% 为&*.+LL/00/R0/L//LL/R/R
LL/+!.’

反应体系及扩增’ 反应体系&#( k\P[[U3$无
9G% K%% !>"氯化镁溶液 $%* @@X>?.% #<% !>"ENL
模板 (<* !>" 07b 酶 $ * ,?!>% (<! !>" ZN0-]
$%<* @@X>% (<* !>"上下游引物 $ %* @@X>?.% 各
(<% !>"双蒸水补足 %( !>’ 反应条件&"& B预变性
! @5A#"& B!( ]"** B!( ]"I% B !( ]"!( 个循环#
最后 I% B延伸#( @5A"于 & B结束反应’
#<%<*$-/J产物鉴定

-/J扩增产物在 %=琼脂糖凝胶$含溴化乙锭
(<* !G?@>%上以溴酚蓝做指示剂"于 # k0L_中
%(( d电压电泳 !( @5A"取凝胶置于紫外灯下电脑图
像分析仪分析(摄像(检测扩增产物"以 -/J产物出
现 ##% 48 条带的分离株为肠球菌’

%$结果与分析
%<#$胆盐七叶苷叠氮钠琼脂培养结果

送检样品共计 &# 份"其中 ) 份在胆盐七叶苷叠
氮钠琼脂上产生典型菌落"阳性检出率为 #&<)=’
%<%$分离菌株鉴定结果

使用法国梅里埃公司生产的 dD0_n% /X@87̂6
鉴定系统$dD0_nR-%对可疑分离菌株进行生化鉴
定"鉴定结果和生化反应结果见表 # F&’

表 #$) 株菌鉴定结果
074>U#$DZUA65[5UZ 3U]P>6]X[6WU) ]6375A]

菌株编号 分离日期 鉴定结果 符合百分率?=
j#+̂b %(#%<*<#; 鹑鸡肠球菌 ""
j"+̂b %(#%<*<#; 粪肠球菌 "I
j##+̂b %(#%<*<#; 鹑鸡肠球菌 ""
j#*+̂b %(#%<*<#; 铅黄肠球菌 ;*
j%"+̂b %(#%<*<#; 鹑鸡肠球菌 ""
j!(+̂b %(#%<*<#; 粪肠球菌 ";

表 %$鹑鸡肠球菌生化反应结果
074>U%$\5X̂WU@5]63SU[[Û6X[?*53!/6/667%J144-*1!7(

序号 生化反应 结果 序号 生化反应 结果 序号 生化反应 结果 序号 生化反应 结果 序号 生化反应 结果 序号 生化反应 结果
% L9M K & -D-./ f * ZCM. f ; LEO# K " \RL. K ## LR., f
#! L--L f #& /E_C K #* L]8L K #) \RLJ f #I L9LN f #" -O2: f
%( .UPL f %! -3XL f %& \R,J3 f %* LRL. f %) -S3L K %I \R,J f
%; L>7L f %" 0S37 K !( Z:2J f !# ,J_ f !% -2.M\ K !I ZRL. K
!; ZJD\ K !" D.L0H f &% .L/ K && NLR K &* Z9L. K &) \L/D K
&I N2d2 K *( N/)<* K *% Z9LN K *! E@AU K *& 9\ZR K *) -,. f
*I ZJLT f *; 2#%"J K *" :L. K )( :L/ K )% Z0J_ K )! LEO%] K
)& 2-02 K

注&+ K,为呈阳性#+﹣,为呈阴性#L9M为苦杏仁苷#-D-./为磷脂酰磷脂酶 /#ZCM.为 $+木糖#LEO# 为精氨酸双水解酶 ##\RL.为 !9$+半
乳糖苷酶#LR.,为 $+葡萄糖苷酶#L--L为丙氨酸+苯丙氨酸+脯氨酸芳胺酶#/E_C为环式糊精#L]8L&<+天冬氨酸芳胺酶#\RLJ为 !+半乳糖
吡喃糖苷酶#L9LN为 $+甘露糖苷酶#-O2: 为磷酸酶#.UPL为亮氨酸芳胺酶#-3XL为 <+脯氨酸芳胺酶#\R,J3为 !+葡萄糖醛酸酶#LRL.为 $+
半乳糖苷酶#-S3L为焦谷氨酸芳胺酶#\R,J为 !9$+葡萄糖醛酸酶#L>7L为丙氨酸芳胺酶#0S37为酪氨酸芳胺酶#Z:2J为 $+山梨醇#,J_为尿
素酶#-2.M\为多粘菌素 \耐受#ZRL.为 $+半乳糖#ZJD\为 $+核糖#D.L0H 为 <+乳酸盐产碱#.L/为乳糖#NLR为 B+乙酰+E+氨基葡萄糖#
Z9L.为 $+麦芽糖#\L/D为杆菌肽耐受#N2d2为新生霉素耐受#N/)<* 为 )<*=N7/>生长#Z9LN为 $+甘露醇#E@AU为 $+甘露糖#9\ZR为甲
基+H9$+葡萄糖吡喃苷#-,.为支链淀粉#ZJLT为 $+棉子糖#2#%"J为 C?#%" 耐受#:L.为水杨素#:L/为蔗糖#Z0J_为 $+海藻糖#LEO%]为精
氨酸双水解酶 %#2-02为奥普托欣耐受’ 表 ! F表 &+注,同
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表 !$粪肠球菌生化反应结果
074>U!$\5X̂WU@5]63SU[[Û6X[?*53!/6/667%K13614-%

序号 生化反应 结果 序号 生化反应 结果 序号 生化反应 结果 序号 生化反应 结果 序号 生化反应 结果 序号 生化反应 结果
% L9M K & -D-./ f * ZCM. f ; LEO# K " \RL. f ## LR., K
#! L--L f #& /E_C f #* L]8L K #) \RLJ f #I L9LN f #" -O2: f
%( .UPL K %! -3XL f %& \R,J3 f %* LRL. f %) -S3L K %I \R,J f
%; L>7L K %" 0S37 K !( Z:2J K !# ,J_ f !% -2.M\ f !I ZRL. K
!; ZJD\ K !" D.L0H f &% .L/ K && NLR K &* Z9L. K &) \L/D K
&I N2d2 K *( N/)<* K *% Z9LN K *! E@AU K *& 9\ZR K *) -,. f
*I ZJLT f *; 2#%"J K *" :L. K )( :L/ K )% Z0J_ K )! LEO%] K
)& 2-02 K

表 &$铅黄肠球菌生化反应结果
074>U&$\5X̂WU@5]63SU[[Û6X[?*53!/6/667%61%%34-K41=7%

序号 生化反应 结果 序号 生化反应 结果 序号 生化反应 结果 序号 生化反应 结果 序号 生化反应 结果 序号 生化反应 结果
% L9M f & -D-./ f * ZCM. f ; LEO# K " \RL. K ## LR., K
#! L--L f #& /E_C f #* L]8L K #) \RLJ f #I L9LN f #" -O2: f
%( .UPL f %! -3XL f %& \R,J3 f %* LRL. f %) -S3L K %I \R,J f
%; L>7L f %" 0S37 K !( Z:2J K !# ,J_ f !% -2.M\ f !I ZRL. K
!; ZJD\ K !" D.L0H f &% .L/ K && NLR K &* Z9L. K &) \L/D K
&I N2d2 K *( N/)<* K *% Z9LN K *! E@AU K *& 9\ZR K *) -,. f
*I ZJLT f *; 2#%"J K *" :L. K )( :L/ K )% Z0J_ K )! LEO%] K
)& 2-02 K

%<!$-/J反应结果
通过对分离株进行 -/J扩增"均得到约为 ##%

48 的特异性条带"-/J结果见图 #’

注&9为 ENL973HU3E.#(((## 为阴性对照#% FI 为 j# f̂ b(

j"+̂b(j##+̂b(j#*+̂b(j%"+̂b(j!(+̂b’

图 #$试验菌株的 -/J结果
T5GP3U#$-/J3U]P>6]X[6U]6]6375A]

!$小结
在本试验中"共采集样本 &# 份"分离出 ) 株革

兰氏阳性(成链状排列的球菌’ 根据 dD0_n% 的结
果"分离株的生化特性符合肠球菌特性"其中鹑鸡
肠球菌 ! 株(粪肠球菌 % 株(铅黄肠球菌 # 株’ 针对
肠球菌高度保守的特异性 57K基因设计的特异性引
物对 ) 株不同来源分离株进行 -/J扩增"均能扩增
出长 ##% 48 的肠球菌特异性条带"进一步证明了结
果的准确性’

目前"肠球菌作为生活饮用水(管道水和一些
水质的指示菌’ 但卫生学家认为"肠球菌对恶劣的
外环境和冷冻条件具有较强的抵抗力"作为监测水

质(环境卫生质量的污染指标更具有卫生学意义’
美国研究人员在/医学微生物学杂志0上发表文章
指出"粪肠球菌能产生有害化学物质"破坏 ENL"进
而引起促发直肠癌的基因活动’ 肠球菌是人类和
动物肠道正常菌群"通常不引起疾病"为一种重要
的机会致病菌"该菌对多种抗生素特别是万古霉素
具有高水平耐受性 ); f#(* "其耐药性可通过食品链转
移到人群"从而引发更大的食品安全隐患’ 有些国
家已经制定了针对肠球菌污染限量标准"大多制定
在 ( F#(* [̂P?G范围内’ 通过此试验"证实了水产企
业加工用水中肠球菌的存在"并测出其带菌率为
#&<)="带菌率较高"而且分布广泛’ 加工用水的卫
生质量是影响食品卫生的关键因素 )## f#%* "因此"应
对本地区水产企业加工用水加大监测力度’
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调查研究
柳江县市售国产婴幼儿配方粉中阪崎肠杆菌污染监测分析

宋蕴如
!柳江县疾病预防控制中心"广西$柳江$*&*#(($

摘$要!目的$了解市售国产婴幼儿配方粉中阪崎肠杆菌污染状况!为消费预警提供科学依据% 方法$分别按
%(##$%(#% 年版国家食源性致病菌监测工作手册对市场上 ## 家国内生产的 !% 份婴幼儿配方粉进行检测% 结果$
!% 份样品检出 % 株阪崎肠杆菌!检出率为 )<%*=% 其中婴幼儿配方奶粉中阪崎肠杆菌检出率 &<!*="#?%!#&婴幼
儿谷物食品中阪崎肠杆菌检出率 ##<##="#?"#% 结论$柳江县市售部分婴幼儿配方粉中存在阪崎肠杆菌污染!食
用安全隐患不容忽视!应加强监测力度!预防和控制阪崎肠杆菌引起的食物中毒事件发生%

关键词!婴幼儿配方粉& 阪崎肠杆菌& 污染监测& 食物中毒
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@73HU6cU3U ŴÛHUZ 7̂ X̂3Z5AG6X6WU%(## 7AZ %(#% UZ565XA]X[6WUA765XA7>[XXZ4X3AU876WXGUA @XA56X35AG@7AP7>’
!)&12/&$% ]6375A]X[_A6U3X47̂6U3]7H7e7H55cU3U[XPAZ [3X@!% ]7@8>U]" 6WUZU6Û65XA 376Uc7])<%*=’L@XAG6WU@"
0WUZU6Û65XA 376UX[_A6U3X47̂6U3]7H7e7H55[3X@DA[7A6[X3@P>78XcZU3c7]&<!*= $#?%!%# 7AZ 0WUZU6Û65XA 376UX[
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$$阪崎肠杆菌为食源性致病菌"能引起严重的新
生儿脑膜炎(小肠结肠炎和菌血症"致死率高达
*(=以上 )#* ’ 国际微生物标准委员会将阪崎肠杆
菌称为严重危害特定人群(威胁生命或导致慢性实
质性后遗症的细菌 )%* ’ 自 %((% 年美国某公司生产
的婴儿配方奶粉中检出阪崎肠杆菌并从市场召回
了该公司的相关产品后"阪崎肠杆菌污染问题引起
了国际相关机构的重视’ 近几年我国各地都相继
开展了婴幼儿配方粉中阪崎肠杆菌污染监测"本研

究为了解柳江县市售国产婴幼儿配方粉中阪崎肠
杆菌污染情况"于 %(##!%(#% 年按柳江县食品安全
风险监测实施方案从市场购得 ## 家国内生产的
!% 份婴幼儿配方粉进行检测"阪崎肠杆菌检出率为
)<%*=$%?!%%"提示柳江县市售国产婴幼儿配方粉
存在阪崎肠杆菌的污染"婴幼儿配方食品安全不容
乐观"现将检测结果报告如下’

#$材料与方法
#<#$材料
#<#<#$样品来源

样品为柳江县内部分超市及食品零售店销售


