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GB 4789.40-2016和 ISO 22964:2017方法检
测婴幼儿配方奶粉中克罗诺杆菌属的

实验室适用性研究
张鑫欣1，陈万义2, +，陈　婧2，杨晶华1，徐　杰1，刘美云2，胡　瑜2，姜　勇1

（1.达能开放科学研究中心，上海 201204；
2.梅里埃营养科学（中国）食品科学中心，上海 201112）

摘　要：克罗诺杆菌属（原阪崎肠杆菌）可在婴幼儿配方粉（Powdered Infant Formula，PIF）中长期存活。随着食

品贸易的全球化，人们对婴幼儿配方粉（PIF）中克罗诺杆菌的污染尤为关注。本文参照 ISO 16140-2 2016 中方法

比对的原则要求，对检测 PIF 中克罗诺杆菌的中国标准方法 GB 4789.40-2016（参考方法）和欧盟标准方法 EN
ISO 22964:2017（替代方法）进行了方法比较研究。共有 12 个外部实验室参与检测 3 个不同污染水平（0 MPN/10 g，
1.299 MPN/10 g 和 2.210 PMN/10 g）下添加了测试菌株的 576 份盲样的测试。结果表明，在低污染水平和高污染

水平下，GB 4789.40-2016 的灵敏度分别为 80.00% 和 81.16%，而 ISO 22964:2017 对应的灵敏度分别为 90.00% 和

97.10%。无论污染程度如何，相对检测水平（RLODs）都低于接受限（AL=2.5）。同时，采用 AOAC 指南中提出

的检测概率（POD）模型对统计数据进行了分析，结果显示替代方法和参考方法之间没有统计学上的显著差异。

据此得出用于检测 PIF 中阪崎克罗诺杆菌的 GB 4789.40-2016 方法与 ISO 22964:2017 方法具有等效性。

关键词：方法比较，克罗诺杆菌，婴幼儿配方粉，检测，等效性
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Abstract：It is documented that Cronobacter spp. (formely Enterobacter sakazakii) can survive in powdered infant formula
(PIF)  for  a  long  period,  and  special  concerns  have  been  raised  about  the  safety  of  powdered  infant  formula  (PIF)
contaminated by Cronobacter spp. with the globalization of the food supply. This study compared the methods for detecting
Cronobacter spp. in PIF of the Chinese standard method GB 4789.40-2016 (reference method) and the European standard
method  EN ISO 22964:2017  (alternative  method)  according  to  the  principle  requirements  of  method  comparison  in  ISO
16140-2  2016.  A  total  of  576  blind-coded  test  portions  of  the  product  spiked  with  the  test  strain  at  three  different  
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contamination levels (0 MPN/ 10 g, 1.299 MPN/10 g and 2.210 PMN/10 g) were analyzed by 12 participating laboratories.
The results showed that the sensitivity of GB 4789.40-2016 was 80.00% at the low contamination level and 81.16% at the
high level, while those of ISO 22964:2017 were 90.00% and 97.10%, respectively. The relative levels of detection (RLODs)
were  below the  acceptance  limit  (AL=2.5)  regardless  of  the  contamination  level,  and  the  probability  of  detection  (POD)
model proposed in the AOAC guidelines was analyzed. Results revealed no statistically significant difference between the
alternative and reference methods. It was concluded that the GB 4789.40-2016 method for the detection of C. sakazakii in
PIF was equivalent to the ISO 22964:2017 method.

Key words：method comparison；Cronobacter；powdered infant formula；detection；equivalence

 

基于生理生化特征和 DNA 杂交和 16s rRNA
测序等分子生物学方法将克罗诺杆菌（原阪崎肠杆

菌）归类为肠杆菌科的一个新的属即克罗诺杆菌属

（Cronobacter spp.）[1]。该属包括 7 个种，包括阪崎克

罗诺杆菌（C. sakazakii）、丙二酸盐阳性克罗诺杆菌

（C. malonaticus）、苏黎世克罗诺杆菌（C. turicensis）、
穆汀斯克罗诺杆菌（C. muytjensii）、都柏林克罗诺杆

菌（C. dublinensis）、广泛克罗诺杆菌（C. universalis）、
香料克罗诺杆菌（C. condimenti） [2−3]。克罗诺杆菌属

菌株是一类条件致病菌，可引起新生儿和免疫力低下

人群严重的感染，如脑膜炎、败血症和坏死性小肠结

肠炎等疾病[4−5]，其中阪崎克罗诺杆菌（C. sakazakii）、
丙二酸盐阳性克罗诺杆菌（C. malonaticus）、苏黎世

克罗诺杆菌（C. turicensis）被认为是导致大多数严重

疾病的致病性较强的克罗诺杆菌[6]。

尽管克罗诺杆菌属菌株的污染来源及其传播方

式仍不十分清楚，但被污染的食物，特别是婴幼儿配

方粉（PIF），被认为是克罗诺杆菌的主要传播介质，灰

尘和空气被认为是次要传播载体[5,7]。文献研究进一

步发现，PIF 在包装和运输过程中受到克罗诺杆菌属

的二次污染也是主要的污染方式之一[8]。同时，生物

膜的形成有助于克罗诺杆菌属菌株更好地黏附于设

备和包材表面，从而增加了该菌污染 PIF 的可能性。

因此，从原辅料到终产品，对生产 PIF 的全产业链中

的克罗诺杆菌属进行检测和监控，了解克罗诺杆菌的

传播途径（如原料或环境）和潜在的污染介质（如婴幼

儿配方粉或谷物制品），为预防该菌污染 PIF 提供更

好的监控，为采取控制措施提供可靠的依据[9]。

目前，国际标准化组织和国际乳品联合会推荐

的用于检测 PIF 中克罗诺杆菌的方法主要依赖传统

培养﹑分离和形态学/生理生化方法。一般来说，ISO
22964:2017 被欧洲地区列为强制执行的区域性标准

方法。在中国，GB 4789.40-2016 被指定为检测 PIF
中克罗诺杆菌属的官方标准检验方法[10]。对于已批

准的定性检测标准方法，这些传统培养法的共同特点

和检验程序包括预增菌、选择性增菌、生化和/或血

清学确认等步骤[11−12]。然而，不同标准检测方法在称

样量、选择性培养基和培养温度等整个样品检测流

程的个别步骤存在一定差异，可能会引起检测灵敏度

和特异性等检测指标的差异。

基于对国际合作和数据交流的需求不断增加，

特别是在食源性疾病爆发期间，标准方法的一致性已

成为必要[13]。从监管角度来看，微生物标准通常由不

同级别的公共机构（如国家、区域和国际）定义。每

个级别采用不同的标准方法，并根据自己的检测方法

建立微生物标准，可能会导致检测结果的解释出现差

异和混乱，此外还可能增加检测数量和产品的检验成

本。特别是在全球食品贸易中，如果出口国和进口国

使用不同的国家标准方法，检验工作就会重复进行，

贸易延误就不可避免[13]。因此，评估和建立标准方法

之间的等效性，对于确保全球食品贸易立法的统一和

食品的质量控制具有重要的指导意义。

通过比较研究建立替代方法和标准方法之间的

等效性是方法验证的一个重要部分[14]。在正式的方

法验证过程中，监管部门或有资质的第三方组织根据

国际或地区认可的验证准则进行研究，主要按照国际

公认的两个主要验证准则进行的，即 AOAC 国际方

法委员会的《食品微生物官方分析方法的定性和定

量验证准则》[15]（以下简称“AOAC 指南”）和 ISO 16140
系列《食品链微生物学-方法验证》（以下简称“ISO
16140”）[16−18]。我国认证认可监督管理委员会最近

发布了指导食品微生物检测标准方法等效性评价的

国家行业标准（RB/T 037-2020）[19]。本研究的设计方

案主要遵守 ISO 16140 的原则进行设计和操作。

目前，污染 PIF 的克罗诺杆菌的真正来源和污

染途径等流行病学方面的数据相对较少，同时，多个

样品混样检测的操作流程也可能会影响检测方法的

性能（特异性和灵敏度等）[20]。面临以上现状和问题，

本研究拟对 GB  4789.40-2016（参考方法）和 ISO
22964:2017（替代方法）两种标准方法进行实验室间

比对验证，基于多个实验室提交的数据被用来估计两

种检测方法之间的检测性能指标差异，以评估两种标

准方法在检测 PIF 中克罗诺杆菌的结果是否具有等

效性。因此，评估和建立不同区域或国家的标准方法

之间的等效性[21]，能够为全球食品贸易的放行和产品

安全性的预防与控制提供重要的数据支撑。

 1　材料和方法

 1.1　材料与仪器

阪崎克罗诺杆菌 C. sakazakii ATCC 29544　中

国工业微生物菌种保藏中心（CICC 22924）；非益生

菌婴幼儿配方奶粉　根据 ISO 16140-2:2016 附录 A
和初步的单一实验室研究得到的结果，选择非益生菌
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婴幼儿配方奶粉（表 1）作为本次研究的食品基质。

同一个生产批次的测试产品从当地超市购买。
  

表 1    测试基质的分类
Table 1    Classification of test matrices

类别 类型 项目

婴幼儿配方奶粉和
婴幼儿谷类食品a

非益生菌婴幼儿
配方奶粉

乳清基（乳制品），大豆基
（蔬菜），强化配方

注：a食品是根据ISO 16140-2的附件A选择的。
 

SCIENTZ-SOF/A 型冷冻干燥机　宁波新芝冻

干设备股份有限公司；Bagnixer 400 型拍打器　英特

塞恩斯有限公司；BSC-160411A2 型生物安全柜　苏

州安泰空气技术有限公司；GR1100A 型高压灭菌锅

　致微仪器有限公司；5424F 型离心机　德国艾本德

公司；VORTEX 3 型旋涡振荡器　德国 IKA 公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   基质中指示菌的测定　根据 GB 4789.2-2016
和 GB 4789.41-2016（方法 II），分别测定未人工接种

产品的菌落总数（TPC）[22] 和肠杆菌科总数（EB）[23]，

以估计测试产品中指示菌的含量。此外，根据 GB
4789.40-2016（参考方法 I）[10]，对 5 份 100 g 婴幼儿

配方粉进行克罗诺杆菌属的检测。

 1.2.2   阪崎克罗诺杆菌种子液准备　阪崎克罗诺杆

菌 ATCC 29544 在 (36±1) ℃ 下培养 18~24 h，并在

胰蛋白胨大豆肉汤（TSB）培养基中于 55 ℃ 下热应

激 10 min。然后将培养液离心（10000 r/min）5 min，
用磷酸盐缓冲盐水（PBS，pH7.4）清洗，将颗粒重新悬

浮在 PBS 中，后干燥 48 h 后形成粉末状培养物。通

过向 500 g 婴幼儿配方粉中添加粉末状培养物，然后

摇晃 15~20 min 来制备种子。准备好的种子在环境

温度下储存至少 2 周，以使目标菌能够适应产品基质。

 1.2.3   人工污染目标菌株的婴幼儿配方奶粉样品的

制备　在产品中批量添加种子培养物，以达到 1~
3 CFU/10 g 的低阪崎克罗诺杆菌污染水平（L1）和

2~6 CFU/10 g 的略高污染水平（L2）
[16]。在检验程序

中，未添加的产品被用作阴性对照（L0）（表 2）。另

外，盲样正式发放前使用最大可能数量估计法

（MPN）来确定其人工污染水平[24]。
  

表 2    人工污染接种水平
Table 2    Inoculation level of artificial pollution

污染水平 污染浓度 样品数量 接种水平

L0 0 CFU/10 g 8 阴性对照

L1 1~3 CFU/10 g 8 理论检测水平

L2 2~6 CFU/10 g 8 高接种水平

注：实际接种水平L1和L2取决于实验室人工污染后实际测试结果。
 

 1.2.4   样品分发和寄送　共有 12 家实验室参与该实

验室间方法比对研究项目研究，且所有参与的实验室

均获得了 ISO/IEC 17025（ISO/IEC 17025:2017）的认

证[25]。

样品制备完成后，根据表 2 向 12 家参与实验室

每家发送 48 份盲样（每个污染水平各 16 份），添加

了 3 个不同污染水平的测试菌株的测试盲样（含有编

码）共制备有 576 份，并被分装在带有冰袋的等温容

器中邮寄到参与实验室，收到样品后，所有样品被立

即转移到 4 ℃ 冰箱进行暂存，并应在 1~2 周内完成

测试。

 1.2.5   样品测试程序　本研究选择 GB  4789.40-
2016 方法 I 作为参考方法[10]，选择 ISO 22964:2017
作为替代方法[26]。根据 ISO 16140:2016 的要求，替

代方法（ISO 22964:2017）的检测（最终）结果必须由

参考方法（GB 4789.40-2016）进一步进行确认。由于

参考方法和替代方法没有共同的初始富集步骤，因此

本研究属于非配对研究。每个参与实验室中共有

24 个样品（3 个污染水平，每个污染水平 8 个重复）

用参考方法进行检验；同时，共有 24 个样品用替代

方法进行检验，替代方法中的预增菌液同时必须使用

参考方法进行确认。详细的测试程序见图 1。

 1.3　指标测定

 1.3.1   特异性　根据 L0，参考方法和替代方法的特

异性百分比（SP）计算如下。

参考方法的特异性：SPref(%) =
(
1− P0

N

)
×100

替代方法的特异性：SPalt(%) =
(
1− CP0

N

)
×100

式中：N 是所有 L0 结果的数量（份）；P0 是指在

确认前用空白样品得到的假阳性结果的总数（份）；

CP0 是用空白样品得到的假阳性结果的总数（份）。

 1.3.2   灵敏度　参照方法和替代方法的灵敏度按照

单一实验室研究的描述进行计算。实验室间研究中

（ND-PD）的接受限（AL）值是根据 ISO 16140-2:2016
进行计算。

 1.3.3   相对检出水平（Relative  Levels  of  Detection，

RLOD）　根据 ISO 16140:2-2016，根据收集到的数

据对各实验室之间的相对检测水平（RLOD）差异进

行了评估[27−28]。

 1.3.4   检出概率（Probability  of  Detection，POD）和

dPOD　检出概率（POD）值以及任何两个不同污染

水平 POD 值之间的差异（dPOD）值的计算方法参见

AOAC 验证指南[29]。

 1.4　数据处理

收集并整理 12 家合作实验室的检测数据，数据

统计和处理根据 ISO 16140-2 附录文件和 AOAC 验

证指南附件进行计算（95% 置信区间）；所有实验均

重复 8 次，统计结果以平均值±SD 表示。

 2　结果与分析

 2.1　样品中指标微生物测定和人工污染菌株的制备

在未接种目标菌株的样品（五个重复）中，菌落总
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数（TPC）和肠杆菌科（EB）的总数均小于 10 CFU/g，

且未检出克罗诺杆菌属菌株。当样品接种人工污染

菌进行热应激后，试验菌种数量减少超过 0.5 lgCFU/g，

表明热激强度足够达到要求。在环境温度下储存的

第一周，种子接种物水平下降了 1~2 lg CFU/g，2 周

后变得更加稳定。14 d 后，根据表 2 的污染水平要

求，使用数量稳定后的种子接种物分别给两份重量适

宜的无克罗诺杆菌属检出的样品分别进行批量接种，

接种后的人工污染样品完全均质后使用 MPN 法进

行测试，确定每个人工污染样品的真实污染水平。

 2.2　数据收集和分析

 2.2.1   数据统计　总共向所有参与者（12 个合作实

验室）发送了 576 份添加了 3 种不同污染水平的阪

崎克罗诺杆菌 ATCC29544 的测试盲样产品，共收到

了 864 份测试结果。

所有参与者收集到的数据显示（表 3），实验室

10 和实验室 11 的结果中发现了一些异常值。实验

室 10，有两个样品在 L0 检测中呈阳性（阴性样品），

这表明在样品处理过程中可能存在交叉污染。此外，

参考方法中 L1 的阳性检出率（6/8）高于 L2（5/8），而

且 3 个样品的阳性检出结果在参考方法确认前和确

认后不一致。实验室 11 的检测结果显示 6 个样品

的阳性检测结果在用替代方法确认前和确认后在

L1 和 L2 中不一致。基于上述原因，在随后的分析中

略去了实验室 10 和实验室 11 提交的结果。实验室

1~9 和实验室 12 的结果被保留。这些结果在表 3 中

 

种子制备

人工污染样品
的制备

单个测试样的制备
(将 10 g 污染样品和

90 g 乳粉混匀)

参考方法

预增菌
(将 900 mL BPW 预热

到44 ℃)

选择性增菌
(将 1 mL 预增菌液加入

10 mL mLST-Vm)

选择性分离
(划线于 2 DFI 琼脂)

确认
(划线于 TSA 平皿)

生化实验
(VITEK 2 Comact)

生化实验
(VITEK 2 Comact)

记录结果记录结果

确认
(划线于 TSA 平皿)

选择性分离
(划线于 2 DFI 琼脂)

选择性增菌
(将 1 mL 预增菌液加入

10 mL mLST-Vm)

(确认)

预增菌
(将 90 mL BPW 预热

到室温)

替代方法
ISO 29964:2017

(10 g)GB 4789.40-2016
(100 g)

污染量的测定
MPN (5管3水平)

(18±2) h(36±1) ℃
(18±2) h

(36±1) ℃

(36±1) ℃

(24±2) h (24±2) h
(41.5±1) ℃

(48±4) h

(24±2) h
(41.5±1) ℃

(24±2) h

(24±2) h
(36±2) ℃(25±1) ℃

(44±0.5) ℃

图 1    ISO 22964-2017 与 GB 4789.40-2016 同时用于人工污染样品中阪崎克罗诺杆菌的检验流程图

Fig.1    Sample testing procedures based on GB 4789.6 and ISO 2964:2017 respectively
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进行了总结。在两个污染水平（1.299 MPN/10 g 和

2.210 PMN/10 g）中都获得了部分阳性检测结果，符

合 ISO 16140-2 的要求。

 2.2.2   特异性分析　根据 1.3.1 中的公式，并对收集

到的数据进行处理，计算得到参考方法和替代方法的

特异性结果都是 100%。

 2.2.3   灵敏度分析　FPR 表示假阳性结果（FP）通常

被用来计算假阳性比率。根据替代方法得到的经确

认后的检测结果与经参考方法得到的检测结果之间

的差异值，再结合实际样品数量来计算假阳性比率。

表 4 总结了参考和替代方法的灵敏度。污染水

平 L1 和污染水平 L2 的（ND-PD）值分别为-3 和-11，
均小于相应的接受限（AL）10.22 和 9.36。根据 ISO
16140-2 的相应规定，如果（ND-PD）值小于接受限，

则认为两种比较方法是等同的。根据本研究的结果

（表 4）推断，在两个污染水平（L1 和 L2）上，替代方法

和参考方法的检测结果被认为是等同的。

 2.2.4   RLOD 分析　通过将 CLL 模型拟合为广义线

性模型（GLM）来分析实验室间数据。将包括实验室

效应的 CLL 模型拟合到 3 个水平和 10 个实验室

（不包括 10 号和 11 号实验室）的综合数据中，其中

 

表 3    10 个实验室检测数据统计结果

Table 3    Data statistics of 10 labs results from an interlaboratory study

污染水平（MPN/10 g） 方法 实验室编号 阳性样品数（npos） 测试样品数（ntested） 方法 实验室编号 阳性样品数目（npos） 测试样品数（ntested）

0 参考方法 1 0 8 替代方法 1 0 8

0 参考方法 2 0 8 替代方法 2 0 8

0 参考方法 3 0 8 替代方法 3 0 8

0 参考方法 4 0 8 替代方法 4 0 8

0 参考方法 5 0 8 替代方法 5 0 8

0 参考方法 6 0 8 替代方法 6 0 8

0 参考方法 7 0 8 替代方法 7 0 8

0 参考方法 8 0 8 替代方法 8 0 8

0 参考方法 9 0 8 替代方法 9 0 8

0 参考方法 12 0 8 替代方法 12 0 8

1.299 参考方法 1 3 8 替代方法 1 4 8

1.299 参考方法 2 3 8 替代方法 2 3 8

1.299 参考方法 3 1 8 替代方法 3 2 8

1.299 参考方法 4 3 8 替代方法 4 3 8

1.299 参考方法 5 2 8 替代方法 5 1 8

1.299 参考方法 6 1 8 替代方法 6 3 8

1.299 参考方法 7 3 8 替代方法 7 3 8

1.299 参考方法 8 3 8 替代方法 8 3 8

1.299 参考方法 9 2 8 替代方法 9 4 8

1.299 参考方法 12 3 8 替代方法 12 1 8

2.210 参考方法 1 5 8 替代方法 1 6 8

2.210 参考方法 2 4 8 替代方法 2 5 8

2.210 参考方法 3 6 8 替代方法 3 8 8

2.210 参考方法 4 6 8 替代方法 4 7 8

2.210 参考方法 5 6 8 替代方法 5 5 8

2.210 参考方法 6 6 8 替代方法 6 7 8

2.210 参考方法 7 5 8 替代方法 7 7 8

2.210 参考方法 8 6 8 替代方法 8 8 8

2.210 参考方法 9 5 8 替代方法 9 8 8

2.210 参考方法 12 7 8 替代方法 12 6 8
总数 80 240 替代方法 95 240

 

表 4    10 家参与实验室检测灵敏度统计结果

Table 4    Summary of data for sensitivity calculation
from ten labs

参数
污染水平

L1 L2

阳性结果一致性（PA） 21 54
正偏差（PD） 6 13

阴性结果一致性（NA） 50 11
负偏差（ND） 3 2

参考方法的灵敏度（SEref ，%） 80.00 81.16
替代方法的灵敏度（SEalt，% ） 90.00 97.10

相对真实度（RT，%） 88.75 81.25
替代方法的假阳性比率（FPR，%） 0 0

（ND-PD） −3 −11
接受限度（AL） 10.22 9.36

总结 （ND-PD）<AL （ND-PD）<AL

注：RT表示基于同一污染水平的样品经参考方法获得的结果和替代方法
获得的结果之间的一致性程度。
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1~9、12 号实验室的实验室效应 Labj，没有发现明显

的实验室效应（P=0.16）。偏差检验分析结果表明，替

代方法和参考方法没有明显的差异（Dmethod=1，P=

0.32）。相比参考方法，替代方法的 RLOD 值为 0.85，

90% 的 CI 为 0.66~1.11，并低于 AL（非配对研究中

设定可接受限值 2.5），综上表明在检测非益生菌婴

幼儿配方奶粉中的阪崎克罗诺杆菌时，替代方法的灵

敏度与参考方法没有显著性区别。

 2.2.5   POD 分析　参考 AOAC 验证指南使用 POD

模型对实验室间数据进行分析（表 5）。结果显示，在

POD 值落在 0.15 和 0.85 之间的两个污染浓度中，

每个实验室内的数据都存在变化。在低污染水平

（1.299 MPN/10 g）下，dLPOD 值为 0.0375。而在稍

高的污染水平（2.210 MPN/10 g 或 100 g）下，dLPOD

值为 0.1375。根据 AOAC 验证指南原则，在 95% 的

置信度下，无论是较低的污染水平（1.299 MPN/10 g）

还是稍高的污染水平（2.210 MPN/10 g），替代方法和

参考方法的检测结果之间均没有显著性差异（置信区

间的上限和下限之间均包含 0）。

 3　讨论与结论
当前，基于传统培养法的标准检测方法费时耗

力的现状，有些食品企业采用了快速检测方法作为替

代传统的标准方法，但是许多替代方法并没有经过

ISO 16140 或 AOAC OMA 原则要求进行系统验证

和评价。因此，因为从食品安全和生产的角度来看，

基于替代方法得到的假阴性或假阳性的检测结果可

能带来不良的后果。随着对国际合作和数据共享的

要求越来越高，特别是在发生食源性疾病爆发事件

时[13]，标准方法之间的一致性对于检测结果的准确性

是非常必要的。

该项研究中，对于测试样品的制备，考虑到低污

染水平（1~3 MPN/10 g）的样品，人工污染的婴幼儿

配方奶粉样品的同质性和均匀性是获得部分阳性样

本的关键。 本研究成功实现了部分样本的阳性接

种，在低接种水平（1.299 MPN/10 g）的接种样品中，

替代方法和参考方法的阳性率分别为 33.75% 和 30%，

介于 25% 和 50% 之间（表 5）。而对于较高水平的

接种（2.210 MPN/10 g），替代方法和参考方法的阳性

 

表 5    实验室间阪崎克罗诺杆菌的检测数据及统计分析结果

Table 5    Results of interlaboratory data of detection of Cronobacter sakazakii

替代方法 参考方法

浓度（MPN/10 g) 实验室编号 n x PODa或LPODa 95% CI x PODr或LPODa 95% CI dPODa或dLPODa 95% CI
0 1 8 0 0

（0.00，0.046）

0 0

（0.00，0.046）

0.000

（−0.046，0.046）

0 2 8 0 0 0 0 0.000
0 3 8 0 0 0 0 0.000
0 4 8 0 0 0 0 0.000
0 5 8 0 0 0 0 0.000
0 6 8 0 0 0 0 0.000
0 7 8 0 0 0 0 0.000
0 8 8 0 0 0 0 0.000
0 9 8 0 0 0 0 0.000
0 10 8 0 0 0 0 0.000

0 总计 80 0 0.000 0 0 0.000
1.299 1 8 4 0.500

（0.243，0.446）

3 0.375

（0.211，0.408）

0.125

（−0.178，0.105）

1.299 2 8 3 0.375 3 0.375 0.000
1.299 3 8 2 0.250 1 0.125 0.125
1.299 4 8 3 0.375 3 0.375 0.000
1.299 5 8 1 0.125 2 0.250 −0.125
1.299 6 8 3 0.375 1 0.125 0.200
1.299 7 8 3 0.375 3 0.375 0.000
1.299 8 8 3 0.375 3 0.375 0.000
1.299 9 8 4 0.500 2 0.250 0.250
1.299 10 8 1 0.125 3 0.375 −0.200

1.299 总计 80 27 0.3375 24 0.300 0.0375
2.210 1 8 6 0.750

（0.727，0.892）

5 0.625

（0.592，0.789）

0.125

（−0.157，0.083）

2.210 2 8 5 0.625 4 0.500 0.125
2.210 3 8 8 1.000 6 0.750 0.250
2.210 4 8 7 0.875 6 0.750 0.100
2.210 5 8 5 0.625 6 0.750 −0.125
2.210 6 8 7 0.875 6 0.750 0.125
2.210 7 8 7 0.875 5 0.625 0.250
2.210 8 8 8 1.000 6 0.750 0.250
2.210 9 8 8 1.000 5 0.625 0.375
2.210 10 8 6 0.750 7 0.875 -0.125

2.210 总计 80 67 0.8375 56 0.700 0.1375
注：MPN为最大可能的数目；x为阳性结果的数量；CI为置信区间。
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率则分别为 83.75% 和 70%（表 5），介于 70% 和 100%
之间，其中低水平略低于 75%[17]。这可能是由于低

接种水平（1.299 MPN/10 g）的样本在制备和获得阳

性检出方面具有更大的难度。

该项目中替代方法和参考方法的特异性为均

100%，实验室 3 得到一个假阳性的结果。造成这一

假阳性结果的可能的原因是在整个测试过程中的某

个步骤出现了交叉污染，例如是由于操作者的不规范

操作所引起，或者是在样品预处理过程中使用的不合

规的耗材所导致。此外，推测出现这种现象也可能是

由于样品检测顺序安排不当，导致了样本之间的交叉

污染，但出现这种情况的概率通常是极低的。

污染水平 1（1.299  MPN/10  g）和污染水平 2
（2.210 MPN/10 g）的（ND-PD）值都低于 0（表 4），这
表明替代方法和参考方法对同一污染水平样品的检

测灵敏度结果不一致。根据表 4 反映出替代方法的

灵敏度略微高于参照方法，这主要是由于检测程序的

不一致等因素所造成的。此外，与参考方法相比，替

代方法的 RLOD 为 0.85，90% 的 CI 为 0.66~1.11，均
低于本次非配对研究中的接受限值 AL。替代方法

和参考方法之间阳性检测率的差异可能是由于在低

污染水平（1.299 MPN/10 g）下目标微生物的不均匀

分布及实验室设备和操作人员的差异造成的。

据报道，灵敏度的差异可能是由于两个标准方

法之间的样品称样量、混样和测试程序的差异造成

的 [18,20]。GB 4789.40-2016 和 ISO 22964:2017 之间

测试程序的主要差异在于测试样品的初始检测样本

重量、增菌温度和选择性培养基不同（图 1）。两个预

富集步骤是为了恢复克罗诺杆菌属的受损伤细胞，这

将可以提高方法的灵敏度。对于第二个富集步骤，

与 ISO 22964:2017 中使用的克罗诺杆菌筛选肉汤相

比，GB 4789.40-2016 中使用的改良十二烷基硫酸盐

色氨酸溶液（mLST）是一种强选择性的富集肉汤，虽

然 mLST 中的成分可以抑制其他非克罗诺杆菌的肠

杆菌科细菌的生长[30]；但是，也发现极少数克罗诺杆

菌属菌株的生长也会被 mLST 轻微抑制[30]。然而，

这种克罗诺杆菌筛选肉汤（CSB）的设计是为了促进

所有克罗诺杆菌菌株的生长，而不会刻意抑制其他肠

杆菌科细菌的生长[31]。因此，推测 mLST 中热损伤

克罗诺杆菌的回收率略低于 CSB 中热损伤克罗诺杆

菌的回收率，这可能降低了 GB 4789.40-2016 检测方

法的灵敏度。

另一方面，GB 4789.40-2016 和 ISO 22964:2017
中克罗诺杆菌属的培养温度分别为 (44.0±0.5) ℃ 和

(41.5±1.0) ℃（图 1）。之前的研究发现，与 37 ℃ 相

比，克罗诺杆菌属在 43 ℃ 下生长更为适宜[30]，选择

(44.0±0.5) ℃ 是因为较高的培养温度会抑制肠杆菌

科许多杂菌的生长，并提高热损伤克罗诺杆菌属的恢

复速度和检测特异性[31]。此外，Guillaume-Gentil 等[32]

指出，克罗诺杆菌属在高渗透压（1 mol/L NaCl）下，

在 37 ℃ 相对较低的培养温度下，与 45 ℃ 相比表现

出更好的生长性能。需要进一步研究的是，通过在

Al-Holy-Rasco（AR）肉汤中补充丙酮酸钠和 3,3-硫
代丙酸等成分，有助于提高浓缩肉汤对一些受胁迫抑

制和生长不良的克罗诺杆菌属菌株的生长活力和恢

复水平[33]。

本研究中两种标准方法的灵敏度都与富集和整

个检测过程密切相关。以前的文献显示，在实验室开

展 PIF 的实际检测过程中，由于增加了背景菌的干

扰，混样对 PIF 中克罗诺杆菌属的富集具有不利影

响，而对生长的起始时间没有明显影响[20]。本次研究

的检测数据同样证实了混样的做法可能会影响检测

方法的性能。未来的研究可能会集中在测试不同富

集肉汤和相应培养温度的组合，从自然污染的 PIF
中最大程度提高回收克罗诺杆菌属细菌的能力水平。

总之，实验室间方法比较研究结果来自 12 个合

作实验室的检测数据，其中 10 组为有效数据。本项

目分别按 ISO22964:2017 和 GB  4789.40-2016 对

576 份人工污染的婴幼儿配方奶粉的克罗诺杆菌进

行测试。结果显示：a. 在两个不同的人工污染浓度

（2.210 MPN/10 g 和 1.299 MPN/10 g）下，阪崎克罗

诺杆菌 ATCC 29544 的（ND-PD）值低于可接受限值

（AL）；b.基于 95% 置信度水平的非配对数据研究，相

对检测水平（RLOD）都低于接受限值（AL）；c.根据

AOAC 验证指南，使用 POD 模型的计算结果表明，

在 95% 的置信水平下，替代方法与参考方法之间没

有统计学上的显著差异。

综上所述，基于婴幼儿配方奶粉基质，采用 ISO
22964:2017 进行克罗诺杆菌属的检测方法被认为等

同于 GB 4789.40-2016。
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