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摘 　 要:目的 　 了解河南省市售婴幼儿配方食品中克罗诺杆菌污染情况、分子分型特征及耐药情况,分析不同菌

株间的系统发育进化关系。 方法 　 采集婴幼儿配方食品 227 份,按照 GB
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克罗诺杆菌属(阪崎肠杆菌)检验》方法进行克罗诺杆菌的分离鉴定,并用微量肉汤稀释法和脉冲

场凝胶电泳(PFGE)对分离株进行药敏实验和溯源分析,采用 16S
 

rRNA 和多位点序列分型(MLST)方法进行种属

鉴定和系统发育进化分析。 结果 　 227 份婴幼儿配方食品中检出 13 株克罗诺杆菌,分别属于阪崎克罗诺杆菌、苏

黎世克罗诺杆菌和都柏林克罗诺杆菌。 13 株克罗诺杆菌药敏结果显示头孢唑啉耐药率达到 84. 6%(11 / 13),PFGE
分型得到 7 个带型,MLST 共分为 6 个 ST 型,其中 ST1 为优势型别,相同 PFGE 型的菌株也有相同的 MLST 型。 结

论 　 河南省市售婴幼儿配方食品中克罗诺杆菌污染以阪崎克罗诺杆菌为主,种属和基因型具有多样性,系统进化

树分析结果显示 MLST 能够更好地说明种水平之间的亲缘关系。
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Abstract:
  

Objective 　 To
 

investigate
 

the
 

contamination,
 

molecular
 

typing
 

characteristics
 

and
 

antibiotic
 

resistance
 

of
 

Cronobacter
 

in
 

infants
 

formula
 

food
 

in
 

Henan.
 

Methods　 A
 

total
 

of
 

227
 

commercially
 

available
 

infants
 

formula
 

food
 

were
 

collected,
 

and
 

Cronobacter
 

was
 

isolated
 

and
 

identified
 

according
 

to
 

GB
 

4789. 40—2016.
 

Pulse
 

field
 

gel
 

electrophoresis
 

( PFGE)
 

and
 

the
 

broth
 

microdilution
 

method
  

were
 

used
 

to
 

confirm
 

the
 

molecular
 

type
 

and
 

antibiotic
 

resistance.
 

16S
 

rRNA
 

and
 

multilocus
 

sequence
 

typing
 

( MLST )
 

were
 

used
 

to
 

identify
 

the
 

species
 

and
 

analyze
 

the
 

phylogenetic
 

evolution
 

of
 

Cronobacter.
 

Results 　 13
 

Cronobacter
 

strains
 

isolated
 

from
 

227
 

infants
 

formula
 

food
 

were
 

identified
 

as
 

C. sakazakii,
C. turicensis

 

and
 

C. dublinensis.
 

The
 

antibiotic
 

susceptibility
 

result
  

of
 

13
 

Cronobacter
 

strains
 

showed
 

that
 

the
 

resistance
 

rate
 

of
 

cefazolin
 

reached
 

84. 6%
 

(11 / 13) .
 

13
 

strains
 

of
 

Cronobacter
 

were
 

divided
 

into
 

7
 

clusters
 

and
 

6
 

ST
 

types.
 

Majority
 

of
 

the
 

strains
 

with
 

the
 

same
 

PFGE
 

type
 

also
 

had
 

the
 

same
 

MLST
 

type
 

of
 

which
 

ST1
 

was
 

the
 

dominant
 

type.
 

Conclusion 　 The
 

main
 

contamination
 

of
 

Cronobacter
 

in
 

infants
 

formula
 

food
 

was
 

caused
 

by
 

C. sakazakii
 

with
 

diverse
 

biochemical
 

phenotypes
 

and
 

genotypes.
 

The
 

molecular
 

phylogenetic
 

tree
 

of
 

MLST
 

well
 

interpreted
 

the
 

genetic
 

relationship
 

between
 

different
 

kind
 

of
 

species.
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　 　 克罗诺杆菌原称阪崎肠杆菌,是一类周生鞭

毛、能运动、无芽孢的革兰氏阴性杆菌,属于肠杆菌

科。 克罗诺杆菌是一种条件致病菌,可引起脑膜

炎、菌血症和坏死性小肠结肠炎,婴儿为易感人群。

28
 

d 以内的新生儿一旦感染克罗诺杆菌会有生命

危险,较 大 婴 儿 感 染 克 罗 诺 杆 菌 的 致 死 率 达 到

40% ~ 80%,免疫力低下的成年人感染后也有死亡

风险。 流行病学调查研究发现,婴儿感染克罗诺

杆菌常与摄入被污染的婴幼儿配方食品相关。 克

罗诺杆菌可以在干燥的婴幼儿配方食品中存活几

个月甚至更长时间,具有耐酸耐热耐干燥及渗透

压的生物特征 [ 1] ,可适应于各种不利环境。 克罗

诺杆菌可产生荚膜或生物膜,以保护自身免受干
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燥条件的影响,提高在婴幼儿配方食品中的存活

能力 [ 2] 。 此外,克罗诺杆菌还可以耐受某些抗生

素,引发临床治疗中抗生素种类的使用问题 [ 3-4] 。
有报道称已在克罗诺杆菌中发现多黏菌素耐药基

因 mcr-1,因此,对克罗诺杆菌耐药基因以及耐受

生产加工过程极端环境相关基因的研究成为公共

卫生的重中之重。
管 家 基 因 的 多 位 点 序 列 分 型 ( Multilocus

 

sequence
 

typing,
 

MLST) 可用来分析不同来源克罗

诺杆菌属的多样性。 等位基因序列与数据库进行

比对后克罗诺杆菌分为不同的 ST[ 5] 。 不同 ST 型菌

株的感染类型不同,比如 ST4 型主要与新生儿脑膜

炎有关,而 ST1、ST4、ST8 和 ST12 型主要与人类疾

病相 关 [ 6-9] 。 脉 冲 场 凝 胶 电 泳 ( Pulsed
 

field
 

gel
 

electrophoresis,
 

PFGE)是对暴发菌株进行分子分型

的金标准 [ 10-11] ,可用来追溯不同来源菌株之间的相

关性及亲缘关系。 本研究采集河南省 7 个地市共计

227 份婴幼儿配方食品,检出 13 株克罗诺杆菌,通
过抗菌药物敏感实验和 PFGE 实验进行初步分析,
再通过 16S

 

rRNA 克隆测序和 atpD、fusA、glnS、gltB、
gyrB、infB 和 pps 七个管家基因分型确定克罗诺杆菌

种属和 ST 型,16S
 

rRNA 序列片段和串联后的管家

基因序列片段分别做系统进化发育分析,研究河南

省克罗诺杆菌污染婴幼儿配方食品的主要种属特

征和流行型别,分析不同来源菌株多态性和菌株间

亲缘关系,并对不同克罗诺杆菌分种方法的优缺点

进行比较。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 试验菌株

试验菌株共 13 株菌,阪崎克罗诺杆菌标准株

Cronobacter
 

sakazakii
 

( ATCC
 

29544) 和大肠埃希菌

标准株 Escherichia
 

coli
 

( ATCC
 

25922)为实验室保存

菌种,其余 13 株菌均分离自婴幼儿配方食品。
1. 1. 2　 主要仪器与试剂

全自动生化鉴定系统 VITEK
 

2
 

Compact ( 法国

梅里埃) ,CHEF
 

MAPPER
 

XA
 

PFGE 脉冲场凝胶电

泳仪、Gel
 

Doc
 

XR 凝胶成像仪( 美国 Bio-Rad) 。 阪

崎显色培养基 ( 法国科玛嘉) ,胰蛋白胨大豆琼脂

( TSA,美国 BD) ,药敏板(上海星佰生物技术有限公

司) ,SeaKem
 

Gold 琼脂糖(美国 LONZA) ,蛋白酶 K
(美国 Sigma) ,限制性内切酶

 

Xba
 

Ⅰ、Taq
 

DNA 聚合

酶、dNTPs、DNA
 

Marker
 

DL2000 均购自宝生物工程

(大连)有限公司。 管家基因引物序列合成及以上

培养基和试剂均在有效期内使用。

1. 2　 方法

1. 2. 1　 菌株鉴定

参考按照 GB
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克罗诺杆菌属(阪崎肠杆菌)
检验》 [ 12] 方法进行目标菌的分离鉴定,同时选用阪

崎克罗诺杆菌 ATCC
 

29544 作为阳性对照,分离到

的菌株用 VITEK
 

Compact 鉴定到克罗诺杆菌属。
1. 2. 2　 16S

 

rRNA 克隆测序

根据 NCBI 数据库提供的克罗诺杆菌 16S
 

rRNA
序列设计引物 [ 13] ,正向引物 FD1 ∶ 5′-AGAGTTTGA

 

TCCTGGCTCAG-3′和反向引物 RP2 ∶ 5′-ACGGCTAC
 

CTTGTTACGACTT-3′,扩增片段长度约为 1
 

500
 

bp,
PCR 反应体系为 50

 

μL,其中 2×Pfu
 

PCR
 

Master
 

Mix
 

25
 

μL,10
 

μmol / L 正反向引物各 1
 

μL, DNA 模板

2
 

μL,ddH2 O
 

22
 

μL,PCR 扩增条件为 95
 

℃
 

5
 

min,
95

 

℃
 

30
 

s;55
 

℃
 

30
 

s;72
 

℃
 

2
 

min,30 个循环,最后

72
 

℃
 

8
 

min。 1%琼脂糖电泳检测 PCR 扩增结果,将
16S

 

rRNA 的 PCR 产物送至生工生物工程(上海)股

份有限公司测序,测序结果通过 NCBI 数据库比对

分析,从中选取同源性较高的序列,利用 MEGA
 

7. 0
软件,采用邻接法构建系统发育进化树。
1. 2. 3　 药敏试验

采用微量肉汤稀释法测定分离菌株的抗生素

耐受试验,选用的抗生素包括 9 类 13 种,分别为青

霉素类:氨苄西林( Ampicillin,
 

AMP ) ;β-内酰胺 / β-
内酰 胺 酶 抑 制 剂 复 合 物: 氨 苄 西 林 / 舒 巴 坦

( Ampicillin-sulbactam,
 

AMS ) ; 头 孢 类: 头 孢 噻 肟

( Cefotaxime,
 

CTX) 、头孢西丁 ( Cefoxitin,
 

CFX) 、头

孢他啶 ( Ceftazidime,
 

CAZ ) 、 头孢唑啉 ( Cefazolin,
 

CFZ) ;碳青霉烯类:亚胺培南( Imipenem,
 

IPM) ;氨
基糖苷类:庆大霉素( Gentamicin,

 

GEN) ;四环素类:
四环素 ( Tetracycline,

 

TET) ;喹诺酮类和氟喹诺酮

类: 萘 啶 酸 ( Nalidixic
 

acid,
 

NAL ) 、 环 丙 沙 星

( Ciprofloxacin,
 

CIP ) ; 苯 丙 醇 类: 氯 霉 素

( Chloramphenicol,
 

CHL) ;磺胺类:甲氧苄啶 / 磺胺甲

噁 唑 ( Sulfamethoxazole, SXT )。 最 小 抑 菌 浓 度

(Minimal
 

inhibitory
 

concentration,
 

MIC) 允许范围和

MIC 解释标准参照美国临床和实验室标准化协会

(Clinical
 

and
 

Laboratory
 

Standards
 

Institute,
 

CLSI) [ 14]

制定的标准,以大肠埃希菌( ATCC
 

25922)为质控菌

株, 采 用 BioNumerics
 

7. 6 对 药 敏 数 据 进 行 处 理

分析。
1. 2. 4　 PFGE 试验

按照国家食品安全风险评估中心克罗诺杆菌

PFGE 标准操作手册 [ 15] ,用无菌棉签刮取血平板纯

菌落,均匀悬浊于细胞悬浊液中,用比浊仪测其浓
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度至 4. 0 ~ 4. 5 麦 氏 浊 度。 加 入 等 体 积 1%
 

SDS
 

Seakem
 

Gold
 

Agarose 混匀,加入模具孔制成 plug 胶

块,将制作完成的胶块置于 TE 缓冲液中 4
 

℃ 保存。
选用限制性内切酶 XbaⅠ和 SpeⅠ切胶块,37

 

℃ 水

浴条件下酶切 3
 

h 后进行脉冲场凝胶电泳。 脉冲时

间为 2. 16 ~ 63. 8
 

s,电泳时间 18
 

h。 电泳结束后选

用 GelRed 染色 30
 

min,然后纯水脱色,凝胶成像系

统拍照成像,使用 BioNumerics
 

7. 6 生物信息学软件

对电泳图谱进行处理及聚类分析。
1. 2. 5　 MLST 试验

根据 Pub
 

MLST 数据库提供的 7 对管家基因序

列合成引物 [ 16] ,PCR 反应体系为 50
 

μL,其中 2×Pfu
 

PCR
 

MasterMix
 

25
 

μL, 10
 

μmol / L 正反向引物各

4
 

μL,DNA 模板 4
 

μL,ddH2 O
 

13
 

μL,PCR 扩增条件

为 96
 

℃
 

1
 

min, 96
 

℃
 

1
 

min; 58
 

℃
 

1
 

min; 72
 

℃
 

2
 

min,30 个循环,最后延伸 72
 

℃
 

5
 

min。 送至上海

生工测序,将测序结果提交 Pub
 

MLST 数据库获得

菌株 ST 型,采用 MEGA
 

7. 0 软件对 7 个持家基因串

联序列进行分子进化分析,利用邻接法 ( Neighbor-
joining

 

method,
 

NJ)构建系统进化树。

表 1　 7 对管家基因引物序列

Table
 

1　 7
 

loci
 

genes
 

primer
 

sequences
 

of
 

Cronobacter
基因 引物序列( 5′-3′) 扩增片段

atpD F-CGAAATGACCGACTCCAA 390
R-GGATGGCGATGATGTCTT

fusA F-GCTGGATGCGGTAATTGA 438
R-CCCATACCAGCGATGATG

glnS F-GGGTGCTGGATAACATCA 363
R-CTTGTTGGCTTCTTCACG

gltB F-GCGAATACCACGCCTACA 507
R-GCGTATTTCACGGAGGAG

gyrB F-CTCGCGGGTCACTGTAAA 402
R-ACGCCGATACCGTCTTTT

infB F-TGACCACGGTAAAACCTC 441
R-GGACCACGACCTTTATCC

pps F-ACCCTGACGAATTCTACG 495
R-CAGATCCGGCATGGTATC

2　 结果

2. 1　 菌株鉴定及 MLST 分型结果

227 份样品中共检出 13 株克罗诺杆菌,经 16S
 

rRNA 克 隆 测 序 鉴 定 9 株 为 阪 崎 克 罗 诺 杆 菌

(Cronobacter
 

sakazakii) ,3 株为苏黎世克罗诺杆菌

(Cronobacter
 

turicensis) , 1 株为都柏林克罗诺杆菌

(Cronobacter
 

dublinensis) ,与 MLST 鉴定结果一致。
同时本研究对 13 株克罗诺杆菌和 1 株标准菌株进

行 MLST 分型研究,将 7 个管家基因测序所得结果

拼接校正后上传 Pub
 

MLST 网站,获得等位基因数

值并得到相应的菌株 ST 型。 14 株菌株共分为 6 个

ST 型,其中阪崎克罗诺杆菌 4 个 ST 型,苏黎世克罗

诺杆菌 1 个 ST 型,都柏林克罗诺杆菌 1 个 ST 型。
ST1 型共 6 株,ST691 型共 3 株,其余 ST 型各 1 株。
阪崎克罗诺杆菌标准株( ATCC

 

29544)为 ST1 型,图
1 可见,阪崎克罗诺杆菌和都柏林克罗诺杆菌与 ST
型之间有相对集中的趋势,说明它们之间在分种方

面具有一定的关联性。 有 4 株菌株的测序结果提交

至 Pub
 

MLST 网站后命名为新型 ST691 和 ST692
 

被

网站收录,见图 1。
2. 2　 耐药试验结果

13 株克罗诺杆菌分离株中有 12 株耐药,其中

对三代先锋霉素头孢唑啉 ( CFZ) 耐药率为 84. 6%
( 11 / 13 ) ; 对 头 孢 噻 肟 ( CTX ) 耐 药 率 为 7. 7%
(1 / 13) ,只有一株菌对 13 种抗生素都敏感,未发现

多重耐药菌株。
2. 3　 PFGE 分型结果

使用 BioNumerics
 

V7. 6 软件对图谱进行聚类分

析,13 株克罗诺杆菌分离株和 1 株标准菌株共分为

7 种 PFGE 型别,相似度在 33. 2% ~ 100. 0%。 10 株

阪崎克罗诺杆菌分成 5 种 PFGE 型,3 株都柏林克

罗诺杆菌和 1 株苏黎世克罗诺杆菌各分为 1 种

PFGE 型。 7 株 ST1 型菌株分成 3 种 PFGE 型,其中

　 　 　 　

图 1　 14 株罗诺杆菌 PFGE 分型、耐药谱及种属鉴定结果

Figure
 

1　 PFGE
 

patterns、
 

drug
 

resistance
 

and
 

identification
 

of
  

14
 

Cronobacter
 

strains
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5 株为同一型别,3 株 ST691 型菌株分成 1 种 PFGE
型,其余各 1 株的 ST13、

 

ST21、
 

ST188 和 ST692 型

菌株各分为 1 种 PFGE 型,且所有分离株和标准菌

株的酶切图谱各不相同。 PFGE 谱型分散,菌株之

间相似度为 33. 2% ~ 96. 7%,具有一定的遗传多态

性,具体见图 1。
2. 4　 基于 16S

 

rRNA 和 MLST 的系统发育树分析

结果
 

由图 2 ( a) 可知,测序菌株 Cronobacter
 

turicensis
 

HA18072 和 Cronobacter
 

sakazakii
 

HA18003、Cronobacter
 

sakazakii
 

HA18071、Cronobacter
 

sakazakii
 

HA18
 

075 位于

同一进化树分支,Cronobacter
 

dublinensis
 

HA18014 与

Cronobacter
 

turicensis
 

HA18016、Cronobacter
 

turicensis
 

HA18060 也 处 在 同 一 分 支, 说 明 Cronobacter
 

sakazakii 与 Cronobacter
 

turicensis 系统进化关系密

切,同时也说明 Cronobacter
 

dublinensis 与 Cronobacter
 

turicensis 具有较高的遗传相似性, 反映出 以 16S
 

rRNA 作为靶基因将克罗诺杆菌属准确鉴定到种的

水平具有一定的不确定性,很难区分发育相近的种。
利用 MEGA

 

7. 0 软件对 14 株克罗诺杆菌 7 个

管家基因串联的 3
 

036
 

bp 的片段进行分子系统发育

进化树的构建和分析,结果见图 2 ( b) 。 测序菌株

Cronobacter
 

sakazakii
 

HA18070、HA18003、HA18020、
HA18071、 HA18074 和 HA18075 与 参 考 菌 株

Cronobacter
 

sakazakii
 

ATCC
 

29
 

544 具有相同 ST 型且

聚类于同一进化树分支。 其余不同 ST 型的 C.
 

sakazakii 菌 株 未 与 参 考 菌 株 Cronobacter
 

sakazakii
 

ATCC
 

29544 聚类于同一分支,但相互之间分支距离

较近,bootstrap 自举值分别达到 84% 和 58%。 测序

菌 株 Cronobacter
 

turicensis
 

HA18072、 HA18016 和

HA18
 

060 具有相同的 ST 型聚在同一进化分支上,
不同 ST 型的菌株各自聚类于不同的分支。 同时也

说明基于 MLST 序列构建的系统发育树可将遗传相

似 性 较 高 的 三 个 物 种 Cronobacter
 

sakazakii、
Cronobacter

 

turicensis 和 Cronobacter
 

dublinensis 很好

地区分开。

图 2　 14 株克罗诺杆菌系统发育树

Figure
 

2　 The
 

phylogenetic
 

tree
 

of
 

14
 

Cronobacter
 

strains

 

3　 讨论

本研究从 227 份婴幼儿配方食品中检出 13 株

克罗诺杆菌,其中 6 株均分离自 0 - 6 月婴幼儿配方

奶粉,包括 4 株阪崎克罗诺杆菌和 2 株苏黎世克罗

诺杆菌。 7 株分离自婴幼儿谷类辅助食品, 包括

5 株阪崎克罗诺杆菌、1 株苏黎世克罗诺杆菌和 1 株

都柏 林 克 罗 诺 杆 菌。 食 品 安 全 国 家 标 准 规 定

0-6 月龄婴儿和特殊医学用途婴儿配方食品中不得

检出克罗诺杆菌,较大月龄的婴幼儿配方奶粉对克

罗诺杆菌的限量要求严格有关 [ 17] ,而对于婴幼儿谷

类辅助食品中克罗诺杆菌没有限量要求。 这就给

婴幼儿配方食品生产加工过程的规范和质量控制

带来风险,婴幼儿谷类辅助食品与婴幼儿配方奶粉

制作相比,成分复杂、配料更多,与婴幼儿配方奶粉

的生产线一致,却没有灭菌流程,暴露出潜在的安

全风险。 通过查阅相关文献发现,李毅等 [ 18] 调查

737 份婴幼儿相关食品,婴幼儿谷类辅助食品中克

罗诺杆菌检出率( 23. 4%,37 / 158) 明显高于婴幼儿

配方奶粉(6. 1%,45 / 737) ,周厚德等 [ 19] 调查 337 份

婴幼儿相关样品检出了 24 株克罗诺杆菌,均来自婴

幼儿谷类辅助食品(14. 2%,24 / 169) 。 贾华云等 [ 20]

从全国 32 个企业生产的市售婴幼儿食品中分离得

到 50 株克罗诺杆菌,35 株分离自婴幼儿谷类辅助

食品,15 株分离自婴幼儿配方食品。 由此可见,婴
幼儿谷类辅助食品中克罗诺杆菌的检出率高于其

他类别的食品,与本实验结果一致。 因此应加强婴

幼儿食品生产过程控制,同时严格把关生产原材料
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的质量,增加生产加工车间环境消毒流程和生产工

艺环节灭菌步骤,确保从点及面到线的质量安全控

制管理系统,以追溯污染问题源头并进行危害评估

分析。
MLST 是基于 7 个管家基因序列分析菌株的变

异特征并对细菌进行分型的方法 [ 16] 。 与传统生物

学分型方法相比,MLST 能将同一菌种的分离株细

分为亚型,同时表明不同 ST 型之间的系统发育关

系以及不同 ST 型别与疾病发生的潜在联系 [ 21] 。 刘

铭等 [ 22] 用 PFGE、
 

MLST 和 MALDI-TOF-MS 三种方

法对克罗诺杆菌进行分型研究,发现 MALDI-TOF-
MS 的分辨率较高,MLST 准确性较高,PFGE 分型辨

识度较高。 PFGE 试验选用 XbaⅠ和 SpeⅠ两种限制

性内切酶对克罗诺杆菌进行酶切,具有较高的分辨

率,多应用于菌株的分子溯源分析,显示不同来源

菌株之间具有的相关遗传多态性。 本实验 13 株克

罗诺杆菌分离株和 1 株标准菌株可分成 6 种 MLST
型和 7 种 PFGE 分型,除了 6 株同一种 ST1 型的阪

崎克罗诺杆菌被分为两种 PFGE 谱图之外,其余每

种 ST 型均对应一种 PFGE 谱图,可能与 PFGE 分型

辨识度较高相关。 6 株婴幼儿配方奶粉分离株有

4 个 PFGE 型和 4 个 MLST 型,7 株婴幼儿谷类辅助

食品分离株有 5 个 PFGE 型和 4 个 MLST 型,9 株阪

崎克罗诺杆菌分成 5 种 PFGE 型,3 株苏黎世克罗

诺杆菌分成 1 种 ST 型,1 株都柏林克罗诺杆菌分成

1 种 ST 型。 除 6 株 ST1 型菌株分为 2 个 PFGE 型,
3 株 ST691 菌株分为 1 个 PFGE 型外,其余 ST 型菌

株均归为 1 种 PFGE 型,型别较为分散。 所有分离

株与标准菌株的酶切图谱各不相同,相似度 100%
的菌株均来自不同生产厂家不同种类的食品。

闫瑞等 [ 23] 用 7-loci
 

MLST 方法对 Pub
 

MLST 数

据库中已登记的 2
 

438 株克罗诺杆菌进行 ST 分型,
发现优势菌种为阪崎克罗诺杆菌和丙二酸盐阳性

克罗诺杆菌,优势 ST 型为 ST1、 ST4、 ST7 和 ST13
型,而且多数菌株来源于食品及配料中。 本实验结

果发现阪崎克罗诺杆菌为优势菌株,分别为 ST1、
ST13,ST21 和 ST188 型。 多位点序列分型( MLST)
方法 [ 5] 已成功地将临床相关的克罗诺杆菌属菌株

聚集到特定的序列型别( Sequence
 

type,
 

ST)或克隆

复合体( Clonal
 

complex,
 

CC)中,并形成稳定的进化

谱系。 Pub
 

MLST 数据库收录了分离自食品、环境和

临床上的大量克罗诺菌株 [ 24] ,数据库显示中国克罗

诺杆菌属分离株主要来源于食品 [ 25] ,包括婴幼儿配

方奶粉和蔬菜等,其中婴幼儿配方奶粉中分离菌株

最多,环境分离菌株较少,但与食品安全特别是婴

幼儿食品安全高度相关,说明婴幼儿配方食品原料

生产及加工环境中该菌存在的遍在性和污染途径

的多样性。 此外,临床分离株占比最少,如 2016 年

南京市某儿童医院 [ 26] 从重症肺炎新生儿的痰标本

中获得了阪崎克罗诺杆菌 ST1 型菌株。
13 株克罗诺杆菌分离株有 12 株对头孢类抗生

素耐药, 其中 11 株对第一代头孢菌素头孢唑啉

( CFX) 耐 药, 1 株 对 第 三 代 头 孢 菌 素 头 孢 噻 肟

( CTX)耐药,仅有 1 株对所有抗生素敏感,耐药谱如

图 1 所示,由此可见选用头孢类抗生素用于临床治

疗的存在局限性,但是不同文献报道克罗诺杆菌类

抗生素的耐药性结果存在差异,如第一、二代头孢

菌素(头孢唑啉) 、氯霉素类(氯霉素)和头霉素类抗

生素(头孢西丁)等,有的显示敏感,有的显示抗性。
因此应加强对食品分离株和临床分离株的药敏监

测,掌握其耐药规律,以应对可能出现的多重耐药

现象 [ 27] 。
16S

 

rRNA 是一段高度保守的基因片段,因此被

用来当作分种研究和系统发育进化分析的标志因

子。 有研究发现, 16S
 

rRNA 不能区分 Cronobacter
 

sakazaki 和 C.
 

malonaticus 两个物种 [ 28] ,与本实验结

果类似,系统发育树的聚类结果不够精确,由此可

见 16S
 

rRNA 的分辨率和特异性差,不能一次性将

克罗诺杆菌的所有的“种” 区分,需要结合其他方法

才能实现精准鉴定,同时提示了 16S
 

rRNA 更适用

于鉴定属水平之间的进化关系而无法准确定义到

种水平。 MLST 分型是一种基于核酸序列测定的细

菌分型方法,多用于细菌分型, JOSEPH 等 [ 29] 用此

方法对克罗诺杆菌进行系统发育分析并证实了 7 个

种的存在。 本实验采用邻接法对 7 个管家基因串联

序列构建系统发育树,结果表明,MLST 可将克罗诺

杆菌属不同种的菌株很好地区分开,并将本实验分

离到的 3 个菌种分化成 3 大分支。 综上可知,16S
 

rRNA 序列只能鉴定到属的水平,而 MLST 可用于克

罗诺杆菌属种间的区分。
本实验选用 16S

 

rRNA、 PFGE 分型以及 MLST
分型等方法对克罗诺杆菌分离株进行研究,获得丰

富的基因分型结果,对比发现不同分型方法的优缺

点。 16S
 

rRNA 操作简单,结果分辨率低,多用于分

析属水平菌株间的系统进化关系和遗传关系的远

近。 PFGE 分型方法可进行精准溯源,但对仪器设

备要求较高, 正逐渐被全基因组测序方法取代。
MLST 基于 Pub

 

MLST 数据库可进行种之间的分型

研究,虽然操作烦琐,在研究菌株多态性和菌株间

亲缘关系较有优势,但该分型结果往往不能应用于

克罗诺杆菌的溯源分析。 另外,基于单基因如 fusA
的分型可用于克罗诺杆菌种水平的鉴定,其他单基
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因分型可用于克罗诺杆菌功能及毒力基因的研究,
如对食品和临床分离株进行基于 gnd 和 galF 基因

及 MLST 分型研究,可获得关于菌株血清型,ST 型

和 CC 型等相关信息,从而能够进行系统发育关系、
菌株致病相关性和流行病学等相关研究。 基于以

上实验结果,应扩大克罗诺杆菌的监测范围至生产

加工环境和临床病患,通过药敏试验,结合分子分

型方法对菌株进行系统的流行病学研究,以了解该

菌致病的毒力机制,对食品中该菌的污染防控提供

理论基础。
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