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摘$要!目的$了解 &"#+ 年江西省婴幼儿食品中克罗诺杆菌的污染情况!分子分型及耐药特征"为市售婴幼儿食

品致病菌的溯源积累数据并为临床用药提供参考数据# 方法$共采集市售婴幼儿食品 !!% 份"按照 SK)%+-.)",

&"#,$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%方法进行分离和鉴定"并采用基质

辅助激光解析电离飞行时间质谱&R(Z[U*MTDRF’法对分离株进行验证"采用微量肉汤稀释法和脉冲场凝胶电泳
&dDS7’技术进行药敏试验和分子分型试验# 结果$#,+ 份婴幼儿配方奶粉中未检出克罗诺杆菌(#,- 份婴幼儿谷

类辅助食品中有 &) 份检出克罗诺杆菌&&) 株’"阳性率为 #).&^# 药敏试验显示"&) 株分离株共对 + 种抗生素耐

药"头孢唑啉&,&.’^"#’/&)’和甲氧苄啶/磺胺甲噁唑&&-.&^"%/&)’耐药率较高"全部菌株均对环丙沙星和亚胺

培南敏感"其中 # 株分离株最高耐 % 种抗生素# dDS7结果显示分离株共有 && 种分子型别"相似度为 ),.,^j

#""."^# 结论$&"#+ 年江西省婴幼儿食品中克罗诺杆菌的污染情况与国内部分地区相似"克罗诺杆菌在婴幼儿

谷类辅食中普遍存在"分离菌株对一!二代头孢菌素呈现不敏感趋势"dDS7型别高度多样化#

关键词!婴幼儿食品( 克罗诺杆菌( 污染( 耐药性( 分子分型

中图分类号!H#’’$$文献标识码!($$文章编号!#"")*+)’,#&"#-$")*"!!’*"’
!"#%#".#!’-"/0120341&"#-.").""%

收稿日期!&"#-*")*&,

基金项目!江西省科技计划项目"&"#%#K5[)""&#$

作者简介!周厚德$女$主管技师$研究方向为营养与食品卫生$7*J>=A)a4@:4@:EB"-X#&,12@J

通信作者!陈福辉$男$主管技师$研究方向为卫生检验$7*J>=A)24B;3:4:=0VX#,!12@J

5/(<,’-’%)+1*7%/+(=-/(+-%/& =%<*7.<(4+,3-/: (/&&4.: 4*’-’+(/7*%)
9.+)+-0652.-/-/)(/+’(/&,%./: 71-<&4*/)%%&’-/I-(/:A-J4%;-/7*-/KHLM
_6TY6@:EB& d78SF=A:& ZUY54B;LOB=& \TYc=;LG@;L& ZUY[>@3B;L&

ZUY\>;L& 5678D:4:=
#9=>;LV=dC@N=;2BiBGZ>Q@C>?@CG@3[=>L;@<=;L>;E MC>2=;L@3D@@EQ@C;B[=<B><B&

9=>;LV=dC@N=;2B5B;?BC3@C[=<B><B5@;?C@A>;E dCBNB;?=@;& 9=>;LV=8>;24>;L!!""&-& 54=;>$

56’+4(7+% "6C*7+-;*$ M@:;EBC<?>;E ?4B2@;?>J=;>?=@;& J@AB2:A>C?GP=;L>;E EC:LCB<=<?>;2B24>C>2?BC=<?=2<@3
R5")"1+0/(5=; =;3>;?<>;E G@:;L24=AECB; 3@@E<=; 9=>;LV=dC@N=;2B=; &"#+& >;E ?@PC@N=EBCB3BCB;2BE>?>3@C=;3>;?<>;E
G@:;L24=AECB; 3@@E<<>3B?G<:PBCN=<=@;& >;E 2A=;=2>AJBE=2>?=@;1D*+1%&’$!!% 2@JJBC2=>AAG>N>=A>QAB=;3>;?<>;E G@:;L
24=AECB; 3@@E<OBCB2@AAB2?BE& R5")"1+0/(5O><=<@A>?BE >;E =EB;?=3=BE >22@CE=;L?@SK)%+-.)"*&"#, QGJ>?C=V><<=<?BE
A><BCEB<@CP?=@; =@;=a>?=@;*?=JB@33A=L4?J><<<PB2?C@JB?CG#R(Z[U*MTDRF$1M4BEC:LCB<=<?>;2B?B<?O><PBC3@CJBE @;
=<@A>?BE <?C>=;<N=>?4BQC@?4 J=2C@E=A:?=@; JB?4@E1d:A<BE 3=BAE LBABAB2?C@P4@CB<=<#dDS7$ O><:<BE ?@2@;3=CJ ?4B
J@AB2:A>C?GPB1E*’.<+’$R5")"1+0/(5O><;@?EB?B2?BE =; #,+ =;3>;?<>;E G@:;L24=AECB; 3@CJ:A><’ &) R5")"1+0/(5=<@A>?B<
OBCB=<@A>?BE 3C@J#,- =;3>;?<>;E G@:;L24=AECB; 2BCB>A*Q><BE 2@JPABJB;?>CG3@@E& O=?4 >P@<=?=NBC>?B@3#).&^1M4BCB
O><;@E=33BCB;2B=; P@<=?=NBC>?BQB?OBB; C:C>A>;E :CQ>; <>JPAB<>J@;L?4B3@:C<B><@;<1(J@;L?4B#! >;?=Q=@?=2<?B<?BE&
&) =<@A>?B<OBCBCB<=<?>;??@+ I=;E<@3>;?=Q=@?=2<1M4B4=L4B<?CB<=<?>;2BC>?BO><2B3>a@A=; # ,&.’^& #’/&) $ >;E
?C=JB?4@PC=J/<:A3>JB?4@V>a@AB#&-.&^& %/&)$1(AA=<@A>?B<OBCB<B;<=?=NB?@2=PC@3A@V>2=; >;E =J=PB;BJ1KB<=EB<& @;B
=<@A>?BO><CB<=<?>;?:P ?@<BNB; I=;E<@3>;?=Q=@?=2<1M4BCB<:A?@3dDS7<4@OBE ?4>??4BCBOBCB&& J@AB2:A>C?GPB<=; ?4B<B
=<@A>?B<& >;E ?4B<=J=A>C=?GC>;LBE 3C@J),.,^ ?@#""."^10%/7<.’-%/$M4B2@;?>J=;>?=@; @3R5")"1+0/(5=; =;3>;?<>;E
G@:;L24=AECB; 3@@E<=; 9=>;LV=dC@N=;2B=; &"#+ O><<=J=A>C?@?4>?=; <@JBP>C?<@354=;>& R5")"1+0/(5OBCBPCBN>AB;?=;
2BCB>A*Q><BE <:PPABJB;?<3@C=;3>;?<>;E G@:;L24=AECB;1R5")"1+0/(5=<@A>?B<OBCB;@?<B;<=?=NB?@?4B3=C<?>;E <B2@;E
LB;BC>?=@; 2BP4>A@<P@C=;<& >;E dDS7J@AB2:A>C?GPB@3J@<?=<@A>?B<O><4=L4AGE=NBC<B1

8*, 9%4&’% U;3>;?<>;E G@:;L24=AECB; 3@@E<’ R5")"1+0/(5’ 2@;?>J=;>?=@;’ >;?=Q=@?=2CB<=<?>;2B’ J@AB2:A>C?GP=;L



"!!,$$ "
中国食品卫生杂志

56U87F79TYH8(ZTDDTT[6\SU787 &"#- 年第 !# 卷第 ) 期

$$克罗诺杆菌#R5")"1+0/(5&原称为阪崎肠杆菌$
是一种有周生鞭毛&能运动&兼性厌氧的革兰阴性
无芽胞杆菌+ 克罗诺杆菌分布广泛&常见于婴幼儿
配方粉!奶酪!大米!面包!蔬菜!水果等以及自然环
境中 . #/ + 该菌是条件致病菌&主要危害新生儿!婴
幼儿!免疫低下的成人等易感人群&能引起严重的
新生儿脑膜炎!小肠结肠炎和菌血症&致病率可达
’"^以上 . &/ &并可能造成严重的神经系统后遗症&发
病婴儿的死亡率达 +"^. !/ +

目前&细菌耐药越来越受到广泛的关注&而鲜
有关于江西省婴幼儿食品中的克罗诺杆菌污染状
况及耐药特征的报道+ 本研究调查了江西省市售
婴幼儿食品中克罗诺杆菌污染状况&分析其分离菌
株的 脉 冲 场 凝 胶 电 泳 # P:A<BE*3=BAE LBABAB2?C@*
P4@CB<=<&dDS7$分子型别及耐药特征&为致病菌的
溯源积累数据并为临床用药提供参考数据+

#$材料与方法
#.#$材料
#.#.#$样品及菌株来源

&"#+ 年每季度赴零售店!超市和网店采集样
品&共采集 #,+ 份婴幼儿配方奶粉和 #,- 份婴幼儿
谷类辅助食品+ 样品产地覆盖我国福建省!广东
省!内蒙古自治区!江西省等 &! 个省级行政区和美
国!新西兰!德国!荷兰等国家&样品的生产时间在
&"#, 年 ) 月"&"#+ 年 #" 月之间+ 本研究采集的婴
幼儿配方奶粉种类包括婴儿配方食品!较大婴儿和
幼儿配方食品&婴幼儿谷类辅助食品的种类包括婴
幼儿谷物辅助食品!婴幼儿高蛋白谷物辅助食品!
婴幼儿生制类谷物辅助食品+

克罗诺杆菌标准菌株#(M55&-’))$!大肠埃希
菌标准菌株#(M55&’-&&$均为本实验室保存+
#.#.&$主要仪器与试剂

基质辅助激光解析飞行时间质谱#R(Z[U*MTD
RF&美国布鲁克 $仪&567DR>PPBCc(dDS7仪!
SBA[@2cH凝胶 成像仪均购 自 美 国 K=@*H>E&
K=@RBC=B:Vq=?BI 5@A@C=JB?BC比浊仪#法国梅里埃$+

缓冲蛋白胨水!改良月桂基硫酸盐胰蛋白胨肉
汤*万古霉素!胰蛋白胨大豆琼脂!阪崎肠杆菌显色
培养基均购自青岛海博生物技术有限公司&(dU生
化鉴定试剂条#法国梅里埃$&药敏板#上海星佰生
物技术有限公司$+
#.&$方法
#.&.#$分离培养与鉴定

按照 SK)%+-.)""&"#, ,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- . )/方法进行分离!鉴定&同时用克罗诺杆菌标准
菌株#(M55&-’))$作为阳性对照+ 用 R(Z[U*MTD
RF 方法验证分离菌株+
#.&.&$dDS7分子分型试验

参照国家食品安全风险评估中心提供的分子
分型标准操作方法 . ’/ &阳性菌株基因组经 S1+ #限
制性内切酶酶切后&采用 dDS7技术对克罗诺杆菌
进行分子分型&使用软件 K=@8:JBC=2<%., 对电泳得
到的 [8(酶切图谱进行处理及聚类分析&聚类分析
算法采用非加权配对平均 #YdSR($法&条带位置
差异容许度 #.’^&优化 #.’^+ 相似度 #""."^认
定为同一 dDS7带型+
#.&.!$药敏试验

分离菌株的药敏试验采用微量肉汤稀释法&受
试抗生素包括 - 类 #! 种&分别为青霉素类%氨苄西
林#(Rd$&#*内酰胺/#*内酰胺酶抑制剂复合物%氨
苄西林/舒巴坦 #(RF$&头孢类%头孢噻肟 #5Mc$!

头孢西丁 #5Dc$! 头孢他啶 #5(_$! 头孢唑啉
#5D_$&碳青霉烯类%亚胺培南#UdR$&氨基糖苷类%

庆大霉素#S78$&四环素类%四环素#M7M$&喹诺酮
类和氟喹诺酮类%萘啶酸#8(Z$!环丙沙星#5Ud$&
苯丙醇类%氯霉素 #56Z$&磺胺类%甲氧苄啶/磺胺
甲噁唑# FcM$+ 以大肠埃希菌 #(M55&’-&&$为质
控菌株&最小抑菌浓度#RU5$允许范围和 RU5解释
标准参照美国临床实验室标准化协会#5ZFU$制定
的标准 . ,/ + 采用 K=@8:JBC=2<%., 对药敏数据进行
处理分析+
#.!$统计学分析

采用 7V2BA&"#" 和 FdFF &"." 软件进行统计和
分析&检出率的比较采用 !& 检验&以 Bg"."’ 为差异
有统计学意义+

&$结果
&.#$婴幼儿食品中克罗诺杆菌的检出情况
&.#.#$不同种类食品中克罗诺杆菌的检出情况

#,+ 份婴幼儿配方奶粉中未检出克罗诺杆菌&
#,- 份婴幼儿谷类辅助食品中有 &) 份检出克罗诺
杆菌&检出率为 #).&^&两种食品中克罗诺杆菌检
出率差异有统计学意义#!& b&’.,+%&Bg"."’$+
&.#.&$婴幼儿谷类辅助食品中克罗诺杆菌的分布

在农村采集的婴幼儿谷类辅助食品中克罗诺
杆菌检出率为 #!.#^ # +/,# $&而城市为 #).+^
##,/#"+$&见表 #&二者差异无统计学意义 #!& b

"."-&&Bh"."’$+ 在 ) 个季度所采婴幼儿谷类辅助
食品均检出克罗诺杆菌&检出率差异无统计学意义
#!& b’.,,&&Bh"."’$+
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表 #$不同采样地点和采样时间婴幼儿谷类辅助食品中

克罗诺杆菌的检出情况

M>QAB#$[B?B2?=@; @3R5")"1+0/(5=; =;3>;?2BCB>A<:PPABJB;?<

=; E=33BCB;?<>JPA=;L<B<<=@;<& A@2>?=@;<>;E W:>C?BC<
类别 样品份数 检出份数 检出率 /̂

采样地点

采样时间

城市 #"+ #, #).+

农村 ,# + #!.#

第一季度 )& ’ ##.-

第二季度 )+ #" &".+

第三季度 )& & ).+

第四季度 !% % #+.-

&.&$R(Z[U*MTDRF 验证结果
将克罗诺杆菌分离菌株纯化培养&挑取单个菌

落&经 R(Z[U*MTDRF 验证&&) 份样品分离出的 &)
株克罗诺杆菌均为阳性&R(Z[U*MTDRF 验证结果
符合率为 #""."^+
&.!$药敏试验结果

&) 株克罗诺杆菌分离菌株中有 #, 株耐药&耐
药率为 ,,.%^&只有 & 株对 #! 种抗生素全部敏感+
在所测 #! 种抗生素中&克罗诺杆菌分离菌株对 5D_

的耐 药 率 最 高 # ,&.’^& #’/&) $& 其 次 为 FcM
#&-.&^&%/&)$&对56Z!M7M和(Rd的耐药率均为
&".+^#’/&)$&所有菌株对 5Ud和 UdR全部敏感&

见表 &+

表 &$婴幼儿谷类辅助食品中克罗诺杆菌分离菌株

药敏试验结果#)b&)$

M>QAB&$HB<:A?<@3EC:L<:<2BP?=Q=A=?G?B<?@3R5")"1+0/(5

=<@A>?B<=; =;3>;?2BCB>A<:PPABJB;?<

抗生素
菌株数

耐药 中介 敏感
耐药率 /̂

5D_ #’ , ! ,&.’

FcM % " #% &-.&

56Z ’ " #- &".+

M7M ’ # #+ &".+

(Rd ’ # #+ &".+

8(Z ) " &" #,.%

5Mc # # && ).&

(RF # ! &" ).&

5Ud " " &) "."

S78 " # &! "."

5Dc " , #+ "."

5(_ " # &! "."

UdR " " &) "."

$$&) 株克罗诺杆菌分离菌株中&多重耐药#同时
对 ! 类及以上抗生素耐药 $ 菌株占比为 &".+^
#’/&)$&其中有 # 株菌最多能耐 % 种抗生素&耐药
谱为 56Z*M7M*5Mc*(Rd*(RF*5D_*FcM&见表 !+
&.)$克罗诺杆菌 dDS7分子分型结果

对 &) 株克罗诺杆菌进行 dDS7分子分型&共得
到 &! 条有效指纹图谱+ 采用 K=@8:JBC=2<%., 对图

$$$表 !$克罗诺杆菌分离菌株耐药谱分布#)b&)$

M>QAB!$[C:LCB<=<?>;?<PB2?C:J@3R5")"1+0/(5=<@A>?B<
耐药谱 菌株数 占比 /̂

5D_ + !!.!

(Rd*FcM # ).&

8(Z*5D_ # ).&

5D_*FcM # ).&

56Z*M7M*(Rd*5D_*FcM # ).&

56Z*8(Z*M7M*5D_*FcM # ).&

56Z*8(Z*M7M*(Rd*5D_*FcM & +.!

56Z*M7M*5Mc*(Rd*(RF*5D_*FcM # ).&

谱进行聚类分析显示&相似度范围在 ),.,^ j
#""."^+ &! 株分离株共有 && 种分子型别#图 #$&
其中菌株 9c&"#+Dc""%" 和 9c&"#+Dc""%) 的两条
指纹图谱相似度达 #""."^&为同一型别&可认为是
同一流行株&两者来自不同厂家的不同产品+ 菌株
9c&"#+Dc""&!!9c&"#+Dc""&% 和 9c&"#+Dc""& 的
三条指纹图谱相似度达 -"^以上&且条带差异小于
! 条& 说 明 三 者 间 有 密 切 关 系 . ,/ & 其 中 菌 株
9c&"#+Dc""&! 与 9c&"#+Dc""& 来自同一厂家的同
类产品&9c&"#+Dc""&% 为不同厂家的不同产品+
9c&"#+D\""&% 与 9c&"#+D\""&’!9c&"#+Dc""#’ 与
9c&"#+Dc"",% 分别为同一厂家的同类产品&但分子
型别无流行病学相关性 . %/ +

!$讨论
本研究采集的 #,- 份婴幼儿谷类辅助食品中&

共有 &) 份样品检出克罗诺杆菌&检出率为 #).&^&
而在 #,+ 份婴幼儿配方奶粉中未检出克罗诺杆菌&
与相关报道 . +*#"/一致+ 国内有些地区在婴幼儿配方
奶粉中检出克罗诺杆菌 . ##*#!/ &但检出率均较低&这
种现象可能与采样量和采样地点的差异有关+ 本
研究发现婴幼儿谷类辅助食品中克罗诺杆菌的检
出率远高于婴幼儿配方奶粉&可能原因与我国国家
标准中对婴幼儿配方食品中克罗诺杆菌的限量要
求严格有关 . #)/ ’还可能由于本研究中婴幼儿配方奶
粉的生产厂商基本是较大型企业&相对于小型企业
其原料!生产!保藏及运输过程管控较严&产品卫生
情况较好+ 我国国家标准对婴幼儿谷类辅助食品
中克罗诺杆菌没有限量要求&加之近年来婴幼儿谷
类辅助食品市场异军突起&不少研究者也指出&婴
幼儿米粉市场较为混乱&存在较为严重的质量及安
全隐患&如微生物超标等现象较为普遍 . #’/ +

本研究中对克罗诺杆菌鉴定的结果与 R(Z[U*
MTDRF 法验证的结果一致&表明在一般情况下&为
节省时间可以采用 R(Z[U*MTDRF 法辅助菌落的
鉴定+ 此外&&) 株克罗诺杆菌中只有 & 株菌对#! 种
抗生素全部敏感&有 #, 株菌对 # 种及以上抗生素
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图 #$&"#+ 年婴幼儿谷类辅助食品中克罗诺杆菌分离株 dDS7图谱聚类分析
D=L:CB#$5A:<?BC>;>AG<=<@3dDS7P>??BC;<@3R5")"1+0/(5=<@A>?B<=; =;3>;?2BCB>A<:PPABJB;?<=; &"#+

产生耐药&主要耐受 5D_!FcM!56Z!M7M!(Rd和
8(Z&只对 5Ud和 UdR全部敏感+ 有文献指出婴幼
儿食品中克罗诺杆菌分离菌株主要耐受 5D_!(Rd!

头孢噻吩!阿莫西林!头孢呋辛 . #,*#%/ 等&对 UdR!
5(_!5Mc!5Ud!S78! 56Z!8(Z和 FcM高度敏
感 . #"&#,/ + 与早期的报道 . ##&#,*#+/比较&本研究中克罗
诺杆菌的耐药性加剧&且多重耐药现象不容乐观+
由此可见&婴幼儿食品中克罗诺杆菌分离菌株对
一!二代头孢菌素不敏感&提示一!二代头孢菌素不
宜作为治疗克罗诺杆菌感染的临床用药&建议临床
治疗应尽量针对药敏试验结果&选用适合有效的窄
谱抗生素&有效地控制克罗诺杆菌的耐药程度+

dDS7分子分型结果显示共有 && 个型别&其中
相似度为 #""."^的两个分离菌株来自不同厂家的
不同产品&可能这两种产品在原料!运输过程中存
在相同污染源+ 在相同厂家生产的同类产品中&分
离 菌 株 # 如 9c&"#+D\""&% 与 9c&"#+D\""&’!
9c&"#+Dc""#’ 与 9c&"#+Dc"",%$未表现出流行病
学相关性&可能该厂家在原料!加工!运输等过程中
存在不同的污染+ 来自同一厂家同种产品中的分
离菌 株 的 分 子 型 别 呈 现 高 度 的 相 似 性 # 如
9c&"#+Dc""&! 与 9c&"#+Dc""&$&该厂家可能在生
产过程中存在同一污染源+ 其他分离菌株 dDS7型
别的高度多样化在一定程度上反映克罗诺杆菌在
婴幼儿谷类辅助食品中普遍存在+ 这些结果也表

明&dDS7技术可以从基因组方面快速分析菌株间
的关系&实现准确溯源&在流行病学调查以及疾病
控制方面发挥较大的作用+

此外&本研究中未发现分离菌株的 dDS7型别
与其耐药谱之间的关联性+ 但有文献 . #-*&"/ 报道
dDS7分子型别相似度极高的菌株有相同的耐药
谱&同时也有极高相似度的 dDS7分子型别的菌株
存在不同的耐药谱&所以&dDS7分子型别与其耐药
谱之间的关系还有待在全基因组序列层面&甚至是
蛋白质表达方面做深入研究+
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