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研究报告
市售婴幼儿食品中克罗诺杆菌分离菌株脉冲场凝胶电泳分型

及耐药性研究

贾华云!王岚!陈帅!梁进军!刘晓革!湛志飞
!湖南省疾病预防控制中心 湖南省微生物分子生物学重点实验室"湖南 长沙"-#&&&4$

摘"要!目的"研究婴幼儿食品中克罗诺杆菌分离菌株的分子分型特征和耐药情况" 方法"$&#&($&#( 年在国

内 >$ 个企业生产的婴幼儿食品中分离获得 4& 株克罗诺杆菌!使用限制性内切酶 @.+ #对基因组 ;S=进行酶切和

脉冲场凝胶电泳$*+T?%分型!利用 2AFSU.K‘AEG软件进行聚类分析!采用微量肉汤稀释法进行药敏试验!分析分离

菌株的耐药情况" 结果"4& 株克罗诺杆菌分为 -’ 个 *+T?型!相似度为 $,7’fd#&&7&f!具有较高的遗传多态

性" 不同地区#不同企业的分离株分散在各簇!无地区聚集性和特异性!但有 $ 个企业不同批次产品的分离菌株分

别属于同一克隆株" 4& 株克罗诺杆菌对萘啶酸#环丙沙星#头孢吡肟#阿米卡星#头孢噻肟和头孢曲松均敏感!对磺

胺嘧啶#氨苄青霉素#氯霉素#复方新诺明#阿莫西林9克拉维酸#卡那霉素和庆大霉素具有不同程度的耐药!’ 株克

罗诺杆菌表现出对抗生素的多重耐药性" 结论"部分婴幼儿食品加工企业存在克罗诺杆菌持续污染!且有多重耐

药株出现!应加强关注"
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""克罗诺杆菌属#>/’%’.+381/G]]%$是一种肠道革
兰阴性无芽胞杆菌"隶属肠杆菌科’ 最初根据产黄
色素的特征被称为 +黄色阴沟肠杆菌 , #IKBBFc9
]A/.KHLKZ A%81/’.+381/3)’+3+1$’ #!,& 年因 ;S=杂
交和生化试验结果的区别将该菌从阴沟肠杆菌中
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分离"更名为阪崎肠杆菌 #A%81/’.+381/$+B+C+B--$’
$&&, 年根据 PaK‘GKH 对 #,! 株不同生化性状的分离
株进行 #() ‘<S=序列分析结果"对其进行新的系
统学分类"将该菌划分为新的属"即克罗诺杆菌属’
目前"克罗诺杆菌属包含 ’ 个种和 > 个亚种 ( #) "且均
有致病性 ( $) ’ 世界卫生组织与粮农组织认为该菌
与散发性感染和疾病暴发有关"可引起婴幼儿尤其
是低体重或免疫力低下新生儿的脑膜炎*小肠结肠
炎和菌血症等严重疾病’ 在一些婴幼儿感染事件
的调查中发现婴幼儿食品"尤其是婴幼儿奶粉是该
菌的主要感染渠道 ( >9-) "因此婴幼儿配方食品中克
罗诺杆菌的污染问题一直在国际上受到普遍关注’
本研究收集 $&#&!$&#( 年国内不同企业生产的婴
幼儿配方食品和婴幼儿谷类辅助食品中分离的克
罗诺杆菌"对其进行脉冲场凝胶电泳#*+T?$分型
和耐药性研究"分析分离菌株之间的遗传关系和耐
药情况"以期为克罗诺杆菌导致的食源性疾病的分
子溯源和防控提供参考依据’

#"材料与方法
#7#"材料
#7#7#"菌株来源

$&#&!$&#( 年从国内 #& 个省 #市$ >$ 个企业
生产的市售婴幼儿食品中分离得到 4& 株克罗诺杆
菌"其中 #4 株分离自婴幼儿配方食品">4 株分离自
婴幼儿谷类辅助食品’ 所有菌株均经生化鉴定确
定为克罗诺杆菌’ >$ 个婴幼儿食品生产企业的地
区分布见表 #’ 沙门菌标准菌株#W!,#$$和大肠埃
希菌标准菌株#=5::$4!$$$均由国家食品安全风
险评估中心提供’

表 #">$ 个婴幼儿食品生产企业的地区分布
5@_BK#"<K/AFH@BZAGL‘A_ULAFH FJ>$ AHJ@HLJFFZ KHLK‘]‘AGKG

区域 省份 企业数量0个
东北 2 #

华北 T #

华中 ; -

华东 :"?"+"P $#

华南 = >

西北 O #

西南 W #

#7#7$"主要仪器与试剂
全自动生化鉴定仪 pP5?b$ :F.]@EL系统 #法

国梅里埃 $":W?+X=**?<脉冲场凝胶电泳仪*
TKB;FEY<q凝胶成像系统均购自美国 2AF9<@Z’

阪崎显色培养基#法国科玛嘉$"胰蛋白胨大豆
琼脂#5)="英国 QYQP;$"药敏试剂盒#上海复兴医
药$")K@bK.TFBZ 琼脂糖#美国 RQS\=$"蛋白酶 b
#美国 )A/.@$"限制性内切酶 @.+ # (宝生物工程

#大连$有限公司)"以上培养基及试剂均在有效期
内使用’
#7$"方法
#7$7#"分子分型试验

*+T?分型按照国家食源性疾病溯源网络
#5‘@SKL$推荐的方法进行’ 在 5)=平板上挑取过
夜培养的克罗诺杆菌培养物"均匀悬浮于细胞悬浮
液中使其达到 -7&d-74 麦氏浊度’ 加入 #f)K@bK.
TFBZ 琼脂糖"混匀后制成 ]BU/胶块"4- e水浴蛋白
酶 b裂解后"使用 4& [的 @.+ #酶切 > N’ 使用
*+T?仪分型"电泳时间为 #, N"脉冲时间为$7#(d
(>7, G’ 电泳结束使用 TKB<KZ 染色 >& .AH 后凝胶
成像系统成像’
#7$7$"药敏试验

采用微量肉汤稀释法测定克罗诺杆菌的抗生
素最小抑菌浓度 #XP:$’ 从过夜培养的 5)=平板
上挑取 >d4 个新鲜菌落"均匀悬浮于无菌水中"使
菌悬液达到 &74 麦氏浊度’ 吸取 (& !B菌悬液加至
#$ .B营养肉汤中"混匀后吸取 #&& !B加入药敏测
试板"放入 >( e培养箱中孵育 #,d$& N"记录细菌
XP:’ 检验抗生素为阿莫西林9克拉维酸#=X:$*阿
米卡 星 #=Xb$* 氨 苄 青 霉 素 #=X*$* 氯 霉 素
#:WR$*环丙沙星#:P*$*头孢曲松#:<Q$*头孢噻
肟#:5Y$*头孢吡肟#+?*$*庆大霉素#T?S$*卡那
霉素#b=S$*萘啶酸 #S=R$*磺胺嘧啶 # );$*复方
新诺明#)Y5$*四环素#5?5$’
#7$7>"结果分析

使用 2AFSU.K‘AEG软件处理 *+T?试验后的成
像结果"采用非加权组平均 #[*TX=$法进行聚类
分析"采用基于条带比较的 ;AEK系数衡量 *+T?带
型之间的相似度"相似度为 #&&f被视为同一 *+T?

型’ 按照 5?SQp?<原则 ( 4) "*+T?带型仅有 # d>

个条带变化的菌株"被定义为菌株间高度相关’
根据菌株测定的 XP:值参照美国临床实验室

标准化研究所 #:BAHAE@B@HZ R@_F‘@LF‘I)L@HZ@‘ZG
PHGLALULK" :R)P$出版的抗生素药物敏感试验指南 ( ()

判断菌株对 #- 种抗生素的敏感# )$*中介#P$和耐
药#<$情况’

$"结果
$7#"分子分型

4&株克罗诺杆菌经@.+#酶切和 *+T?分离后"产
生 #&d#, 条 ;S=片段"分子量在 $&d# $&& 1_ 之间’

所有菌株共分为 -’ 个 *+T?型"型别分散"矩阵显
示菌株之间相似度为 $,7’fd#&&7&f"具有较高的
遗传多态性’
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4& 株克罗诺杆菌 *+T?后聚类分为 ( 个主干
簇"簇 # 的菌株来源于华东和西南地区企业生产的
婴幼儿谷类辅助食品"簇 $ 的菌株来源于华东和华
中地区企业"簇 > 的菌株来源于华东*华中*西北和
华南地区企业"簇 - 的菌株来源于华东和东北地区
企业"簇 4 的菌株来源于华东*华中和东北地区企
业"簇 ( 的菌株来源于华东*华中和华南地区企业"
"""

菌株无地区聚集性和特异性’
对 >$ 个企业生产的婴幼儿食品分离的 4& 株克

罗诺杆菌进行比较"不同企业产品中检出的克罗诺
杆菌分散在各簇"少数菌株表现出遗传相关性"见
图 #’ 菌株 2n>#4 和 2n>>- 分别分离自 ?省的企
业 ?$和 ?%&’"酶切后具有相同 *+T?型&菌株
2n>,- 和 2n>,( 分别分离自企业 ?(和 P)"酶切
后"""

注%生产厂家中首字母代表生产厂家所在省#市$ "比如 =(和 =)分别代表 =省的 $ 个不同生产企业

图 #"4& 株克罗诺杆菌 *+T?聚类结果
+A/U‘K#":BUGLK‘‘KGUBLGFJ4& GL‘@AHGFJ>/’%’.+381/
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仅一条带有差异"菌株遗传高度相关#!(7(f$’ 对
相同企业的分离株进行比较"有 $ 个企业存在不同
批号产品的分离株聚类有克隆株的现象"企业 ;)
分离的 , 株克罗诺杆菌分为 ( 个 *+T?型"菌株
2n>&’ 和 2n>#&*2n>&& 和 2n>&, 分别属于相同的
*+T?型&企业 :(分离的 $ 株克罗诺杆菌 2n>-$
与 2n>-( 酶切后的带型仅有一条带的差异"菌株间
高度相关#!’7&f$’
$7$"药敏试验

本研究的 4& 株克罗诺杆菌对 S=R*:P**+?**
=Xb*:5Y和 :<Q均敏感"对 );耐药性最强"耐药
率为 >&f##404&$"其次为 =X*#$&f"#&04&$*:WR
##-f"’04&$*)Y5#,f"-04&$和 =X:#(f">04&$"
见表 $’

表 $"4& 株克罗诺杆菌对 #- 种抗生素的耐药情况
5@_BK$"<KGAGL@HEKFJ4& GL‘@AHGFJ>/’%’.+381/

LF#- @HLA_AFLAEG

抗生素
耐药 中介 敏感

菌株数 占比0f 菌株数 占比0f 菌株数 占比0f
)Y5 - , & & -( !$
5?5 & & # $ -! !,
b=S # $ & & -! !,
T?S # $ & & -! !,
S=R & & & & 4& #&&
:P* & & & & 4& #&&
:WR ’ #- ( #$ >’ ’-
=X* #& $& # $ >! ’,
+?* & & & & 4& #&&
=Xb & & & & 4& #&&
=X: > ( & & -’ !-
:5Y & & & & 4& #&&
:<Q & & & & 4& #&&
); #4 >& & & >4 ’&

""所有试验菌株中"对 #- 种抗生素均敏感的克罗
诺杆菌为 >> 株"占 ((f#>>04&$"其余 #’ 株对至少
# 种抗生素耐药"占 >-f##’04&$"仅对 # 种抗生素
耐药的为 ’ 株"占 #-f#’04&$’ 共有 ’ 株表现出对
抗生素的多重耐药性#同时对 > 类及以上抗生素耐
药$"多重耐药率为 #-f#’04&$"多重耐药主要表现
为对氨基糖苷类#b=S$*#9内酰胺类#=X*$和磺胺
类#);$耐药以及对氯霉素类 #:WR$*#9内酰胺类
#=X*$和磺胺类# );或 )Y5$耐药’ ’ 株多重耐药
菌株中"$ 株分离自婴幼儿配方奶粉"4 株分离自婴
幼儿谷类辅助食品"耐药谱分布见表 >’

从菌株的分离来源看"同一企业分离的菌株可
能具有相同的耐药性"企业 :(分离的 ( 株克罗诺
杆菌有 - 株对 );耐药"企业 ;)分离的 , 株克罗诺
杆菌有 ( 株对 #- 种抗生素均敏感’ 耐药菌株主要
分离自 ?省*:省*+省和 ;省的企业"其中 ?省分
离的耐药菌株最多"?省 #( 个企业分离的部分菌

""" 表 >"分离菌株的耐药谱分析
5@_BK>"=H@BIGAGFJZ‘U/‘KGAGL@HLG]KEL‘U.

耐药谱 耐药菌株数
=X* #
); 4
T?S #
:WR9); #
)Y59=X*9); $
b=S9=X*9); #
:WR9=X*9); #
)Y59:WR9=X*9); $
:WR9=X*9=X:9); >

株耐药谱相同"其中耐药谱为 :WR9=X*9=X:9);
和 )Y59=X*9);的 4 株克罗诺杆菌均分离自 ?省
的企业’ #’ 株耐药菌株分散在 *+T?聚类的各簇"
部分遗传相关的菌株具有相同的耐药谱"菌株
2n>!- 和 2n>!’ 遗传相似度为 ,47’f"耐药谱均为
)Y59=X*9);"并且分离自同一省份 #?省$的两个
企业’

>"讨论
克罗诺杆菌是婴幼儿食品中备受关注的食源

性致病菌"了解我国婴幼儿食品中克罗诺杆菌的污
染情况"对控制婴幼儿克罗诺杆菌感染具有重要意
义’ 细菌分子分型技术在食品污染*环境污染和疾
病溯源中都有较好的应用"常见的分子分型方法有
*+T?*多位点序列分型#XR)5$和多位点可变数目
串联重复序列分析#XRp=$等’ *+T?被认为在克
罗诺杆菌分型中具有更高的分辨力 ( ’) "而且 *+T?
试验中 @.+ #和 D(1#两种酶切后的菌株分离效果
相同"均可应用于克罗诺杆菌的分子溯源 ( ,) ’ 本研
究对全国 #& 个省#市$>$ 个企业生产的婴幼儿食品
分离的 4& 株克罗诺杆菌使用 @.+ #酶切后进行
*+T?分型"分析菌株之间的相关性"结果表明"试
验的菌株之间具有较大的遗传多态性"无地区特异
性’ 不同省份的企业分离的克罗诺杆菌相似性较
低"仅有 $ 株克罗诺杆菌分离株具有遗传相关"企业
?(和 P)的分离株仅存在一条带的差异"相似度为
!(7(f’ 虽然 $ 株菌株分离自不同省份"但两个企
业都位于华东地区"可能有相同的污染源"不排除
企业使用相同原料的可能’ 对同一省份不同企业
分离的菌株进行比较"克罗诺杆菌的相似性也较
小"?省的 #( 个企业中仅 ?$和 ?%&’的分离菌株相
似度为 #&&7&f’ 经调查"两家企业位于相同的工
业区"在婴幼儿食品生产加工过程中可能有业务或
人员联系’ 但研究认为同一企业不同批次产品中
分离的菌株通常具有一定的相关性"企业 ;)在
$&#&!$&#$ 年期间生产的不同批次婴幼儿食品中
检出 , 株克罗诺杆菌"其中 2n>&&#$&&! 年 #$ 月生
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产$和 2n>&, # $&#& 年 #& 月生产 $ 为同一型别"
2n>&’#$&#& 年 ! 月生产$和 2n>#&#$&#& 年 #$ 月
生产$为同一型别"但两组菌株之间的遗传相关性
较远’ 在不同批次产品中分离到相同型别的菌株"
表明该企业的生产环境或原料存在克罗诺杆菌的
持续污染"因此企业应加强监测和消毒’

目前"虽然克罗诺杆菌对头孢类 #:<Q*:5Y*
+?*$和喹诺酮类 #:P*$等大多数临床用抗生素较
为敏感"但部分抗生素耐药率仍较高"如 =X*耐药
率达到 $&f’ 而且本研究发现有 ’ 株克罗诺杆菌为
多重耐药菌株"提示需密切关注其耐药性发展’ 本
研究的菌株对 );耐药性最强# >&f$"对 )Y5的耐
药率为 ,f"对 :WR的耐药率则达到 #-f’ 黄玉兰
等 ( !)研究发现"克罗诺杆菌对 )Y5和 :WR的 XP:
值呈逐年上升趋势’ 张翼等 ( #&) 研究认为一些对
=X*或 T?S耐药的克罗诺杆菌菌株的出现"是因
为它们获得了某些转座子"可能使其产生 #9内酰胺
酶的能力或重组形成多重耐药基因簇"因此后期有
待对本研究中的耐药菌株进行深入分析"进一步挖
掘其耐药机制’

分析菌株 *+T?分型结果与耐药谱之间的关系
发现"通常同一企业分离的遗传相关菌株具有相同
的耐药性"比如企业 ;)分离的两组相同 *+T?型
的菌株 2n>&& 和 2n>&,*2n>&’ 和 2n>#& 均对所测
试的 #- 种抗生素敏感’ 而不同企业分离的遗传相
关菌株通常具有不同的耐药性"菌株 2n>#’ 和
2n>$! 具有较高的遗传相似性却有不同的耐药性"
其中 2n>#’ 对 =X**:WR和 );耐药"2n>$! 对测
试的 #- 种抗生素均敏感’ 但不同企业分离的菌株
也可能具有相同耐药性"比如 2n>!- 和 2n>!’ 的
*+T?分型有 $ 条带的区别"而它们具有相同耐药
谱 )Y59=X*9);"因此"克罗诺杆菌的耐药性与
*+T?分型的相似性并不完全相关"耐药菌株之间
的联系非常复杂"必须根据实际情况"结合耐药基
因检测和全基因组测序等方法科学*客观地分析’

本研究对婴幼儿食品中克罗诺杆菌分离菌株
进行 *+T?分型"初步了解不同地区和企业分离菌
株的 *+T?分型特征"扩充了该菌的 *+T?数据库"

为婴幼儿食品生产过程中克罗诺杆菌污染分析和
克罗诺杆菌引起的食源性疾病溯源提供技术和资
源储备’ 同时"对菌株进行了耐药性研究"初步掌
握该菌的耐药状况"对临床合理使用抗生素以及有
效预防和控制克罗诺杆菌感染具有重要意义’
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