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贵州市售婴儿配方乳粉中克罗诺杆菌的
污染情况及特征分析

陈　 曦　 黄道梅∗　 孟繁博　 郑秀艳　 李国林
(贵州省农业科学院现代农业发展研究所ꎬ贵州 贵阳　 ５５０００６)

摘　 要:为揭示贵州省市售婴儿配方乳粉(ＰＩＦ)中克罗诺杆菌的污染情况及种群特征ꎬ本研究以 ３５０ 份

ＰＩＦ 样品为研究对象ꎬ对 ＰＩＦ 中的克罗诺杆菌进行分离鉴定ꎻ利用 ＡＰＩ ２０Ｅ 生化鉴定法、１６Ｓ ｒＲＮＡ 测序

法和多位点序列分型(ＭＬＳＴ)法对分离株进行生化表型分型和基因分型ꎬ最后利用 Ｋｉｒｂｙ￣Ｂａｕｅｒ 纸片扩

散法进行菌株的耐药性分析ꎮ 结果表明ꎬ３５０ 份样品中共分离出 ２１ 株克罗诺杆菌ꎬ污染率为 ６％ꎮ ２１ 株

克罗诺杆菌被分为 ６ 个生化表型ꎬ３ 个类群和 １１ 个序列型ꎬ其中 ＳＴ１９３ 和 ＳＴ１５７ 为分离自贵州省市售

ＰＩＦ 的克罗诺杆菌的优势序列型ꎮ 耐药性分析结果表明ꎬ２１ 株克罗诺杆菌对四环素和万古霉素具有高

度的耐药性ꎬ而对氨苄西林、庆大霉素和氯霉素较为敏感ꎮ 本研究结果为贵州省市售 ＰＩＦ 中克罗诺杆菌

的防控提供了理论依据ꎮ
关键词:婴儿配方乳粉ꎻ克罗诺杆菌ꎻ分离鉴定ꎻ分型ꎻ耐药性

ＤＯＩ:１０􀆰 １１８６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１００￣８５５１􀆰 ２０２０􀆰 １０􀆰 ２２９０

　 　 克罗诺杆菌(Ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒ ｓｐｐ.)是包含了熟知的阪

崎克罗诺杆菌的一个新属ꎬ是一种极具污染风险的食源

性致病菌ꎬ可使新生儿感染坏死性小肠结肠炎、菌血症、
脑膜炎等多种疾病ꎬ且死亡率极高[１－２]ꎮ 克罗诺杆菌属

分布较为广泛ꎬ近些年在五香肉、脱水米粉、调味品、生
蔬、即食食品、婴儿食品中均发现克罗诺杆菌的存在ꎬ其
中婴儿配方乳粉(ｐｏｗｄｅｒｅｄ ｉｎｆａｎｔ ｆｏｒｍｕｌａꎬＰＩＦ)已经被

证实是该致病菌的主要污染源及传播媒介ꎬ严重威胁新

生儿和婴儿的健康[３－５]ꎮ 因此ꎬ对市售 ＰＩＦ 中克罗诺杆

菌的污染情况和特征进行分析十分必要ꎮ
对分离自市售 ＰＩＦ 的克罗诺杆菌进行生化表型分

型和基因分型有助于揭示上述来源的克罗诺杆菌的污

染情况和种群特征[６]ꎮ 张丽丽[７] 采用生理生化和分

子生物学鉴定的方法对市售 ＰＩＦ 进行了克罗诺杆菌的

分离与鉴定ꎬ发现其污染率达到 ４􀆰 ５５％ꎮ Ｐａｎ 等[８] 对

我国市场中的 ＰＩＦ 和较大婴儿的配方乳粉进行克罗诺

杆菌污染情况调查ꎬ污染率为 １０􀆰 ２％ꎬ分离得到的 ４９

株克罗诺杆菌被分为了 １１ 个序列型( ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｔｙｐｅꎬ
ＳＴ)ꎮ 此外ꎬ有研究者对分离自我国东北和中原地区

市售 ＰＩＦ 中的克罗诺杆菌进行了分型分析ꎬ发现分离

自上述来源的克罗诺杆菌主要为阪崎克罗诺杆菌ꎬ其
中优势的序列型为 ＳＴ１、ＳＴ４ 和 ＳＴ６４[９]ꎮ 上述研究在

一定程度上揭示了我国克罗诺杆菌的种群特征ꎬ但有

关贵州省市售 ＰＩＦ 中克罗诺杆菌的污染情况及种群特

征的研究尚鲜见报道ꎮ
抗生素的使用被认为是治疗克罗诺杆菌感染最常

见的方法ꎮ 研究表明ꎬ链霉素、庆大霉素、卡那霉素以

及环丙沙星对阪崎克罗诺杆菌均有明显的抗应激作

用ꎬ上述抗生素被认为是治疗克罗诺杆菌感染的首

选[１０－１１]ꎮ 但是ꎬ长期使用抗生素或使用不当很有可能

提高克罗诺杆菌对抗生素的耐受能力ꎬ甚至出现多重

耐药性菌株[１２－１３]ꎮ Ｋｉｍ 等[１４] 从食品中分离得到的克

罗诺杆菌对头孢洛林和氨苄西林具有耐药性ꎮ Ｆｅｉ
等[９]发现与以往研究相比ꎬ分离自中国市售 ＰＩＦ 中的

０９２２



　 １０ 期 贵州市售婴儿配方乳粉中克罗诺杆菌的污染情况及特征分析

克罗诺杆菌对氯霉素和庆大霉素的耐药性有所增加ꎮ
此外ꎬ已有学者从食品样品中分离出了对头孢噻吩、苯
唑西林、青霉素、万古霉素具有抗性的克罗诺杆菌ꎬ说
明目前克罗诺杆菌耐药性有增加的趋势[１５－１６]ꎮ 因此ꎬ
对食品尤其是婴儿食品中克罗诺杆菌的耐药性进行实

时监测非常有必要ꎮ
本研究以贵州省市售的 ３５０ 份 ＰＩＦ 样品为研究对

象ꎬ采用国标法和 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因测序法对其进行克

罗诺杆菌的分离鉴定ꎬ并通过分离株的生化表型分型、
基因分型和抗生素耐药性分析揭示分离自贵州省市售

ＰＩＦ 中克罗诺杆菌的特征ꎬ旨在为贵州省市售 ＰＩＦ 中

克罗诺杆菌的防控提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

ＰＩＦ 来源:３５０ 份 ＰＩＦ 样品于 ２０１８ 年 １ 月至 ２０１９
年 １ 月采集于贵州省各地区超市ꎬ其中覆盖了 ５ 种品

牌的 ＰＩＦꎬ分别标记为 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ 和 Ｅꎬ每种品牌采集

７０ 份样品ꎮ
主要试剂:克罗诺杆菌标准菌株 Ｃ. ｓａｋａｚａｋｉｉ ＡＴＣＣ

２９５４４Ｔ 和 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＡＴＣＣ ２５９２２ 中国检科院食品

安全微生物菌种保藏管理中心ꎻ营养琼脂( ｎｕｔｒｉｅｎｔ
ａｇａｒ)、营养肉汤(ｎｕｔｒｉｔｉｏｕｓ ｂｒｏｔｈ)、缓冲蛋白胨水(ｂｕｆｆｅｒ
ｐｅｐｔｏｎｅ ｗａｔｅｒ)、改良月桂基硫酸盐胰蛋白胨肉汤－万古

霉素(ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｌａｕｒｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ ｔｒｙｐｔｏｎｅ ｂｒｏｔｈ￣ ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ)、
胰蛋白胨大豆琼脂(ｔｒｙｐｔｏｎｅ ｓｏｙｂｅａｎ ａｇａｒ)、克罗诺杆菌

显色培养基(ｃｈｒｏｍｏｇｅｎｉｃ ｍｅｄｉｕｍ ｏｆ ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒ)ꎬ青岛

海博生物有限公司ꎻＡＰＩ ２０Ｅ 生化鉴定试剂盒及辅助试

剂ꎬ法国生物梅里埃公司ꎻ细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂

盒、２×Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘꎬ美国 Ｏｍｅｇａ 公司ꎻ药敏试纸ꎬ上海

金穗生物科技有限公司ꎻ８ 种抗生素ꎬ西宝生物科技(上
海)股份有限公司ꎮ
１􀆰 ２　 主要仪器

ＤＮＰ－２５０ 型大容量恒温培养箱ꎬ常州菲普实验仪

器厂ꎻＳＪ￣ＣＪ－１ＦＤ 超净工作台ꎬ苏州艾达康医疗科技有

限公司ꎻＳａｒｔｏｒｉｕｓ Ｓｉｇｍａ ２－１６ＫＬ 高速冷冻离心机ꎬ德国

赛多利斯 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 集团ꎻ伯乐 Ｔ１００ 梯度 ＰＣＲ 仪ꎬ济南

来宝医疗器械有限公司ꎻＴａｎｏｎ ３５００ 凝胶图像分析系

统ꎬ德国耶拿仪器股份公司ꎮ
１􀆰 ３　 试验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 克罗诺杆菌的分离鉴定 　 以«ＧＢ ４７８９􀆰 ４０ －
２０１６ 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» [１７] 的方法为金标准ꎬ对 ＰＩＦ

样品中的克罗诺杆菌进行分离鉴定ꎻ随后再对分离的

菌株进行基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的分子鉴定ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２ 　 ＡＰＩ ２０Ｅ 表型分型 　 参照 Ｎａｚａｒｏｗｅｃ￣ｗｈｉｔｅ
等[１８]的报道采用 ＡＰＩ ２０Ｅ 的方法对克罗诺杆菌进行

生化分型ꎬ以 Ｃ.ｓａｋａｚａｋｉｉ ＡＴＣＣ ２９５４４Ｔ 的表型特征定

义为生物表型 １ꎬ其余分离菌株与其反应模式比较ꎬ删
除相同的生化反应ꎬ保留具有差异的生化反应项目ꎬ把
每种区别于生物表型 １ 的生化特征定义为另外一种新

的生物表型ꎬ从而确定克罗诺杆菌的表型分型结果ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 多位点序列分型(ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｔｙｐｉｎｇꎬ
ＭＬＳＴ)分析　 参照 Ｂａｌｄｗｉｎ 等[１９] 的报道ꎬ由北京赛百

盛基因技术有限公司完成引物(ａｔｐＤ、ｆｕｓＡ、ｇｌｎＳ、ｇｌｔＢ、
ｇｙｒＢ、ｉｎｆＢ 和 ｐｐｓＡ)的合成ꎮ 以克罗诺杆菌 ＤＮＡ 为模

板ꎬＰＣＲ 反应体系 ( ５０ μＬ):模板 ＤＮＡ ２􀆰 ０ μＬ、２ ×
ｂｕｆｆｅｒ ２５ μＬ、上下游引物各 ２ μＬ、ｄｄＨ２Ｏ １９ μＬꎮ 扩增

条件参照 Ｂａｌｄｗｉｎ 等[１９] 的报道ꎮ 利用 １％琼脂糖凝胶

电泳对 ＰＣＲ 产物进行验证ꎬ并完成基因测序ꎮ 将测序

获得的持家基因序列在克罗诺杆菌 ＭＬＳＴ 数据库

(ｈｔｔｐ: / / ｐｕｂｍｌｓｔ.ｏｒｇ / ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒ / )中进行比对ꎬ获得克

罗诺杆菌的等位基因编码ꎬ根据对应的等位基因编码

最终确定分离菌株的序列型ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 分子分型及系统发育树的构建 　 从 ＧｅｎＢａｎｋ
中下载克罗诺菌属及肠杆菌属的相关菌种标准菌株的

１６Ｓ ｒＲＮＡ 序列作为参考序列ꎬ同测序获得的分离菌株

的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列共同进行系统发育分析ꎮ 之后ꎬ将
菌株 ７ 个持家基因序列串联得到长度为 ３ ０３６ ｂｐ 的基

因序列进行系统发育分析ꎮ 利用 Ｍｅｇａ ６􀆰 ０ 软件ꎬ选择

最大似然算法进行系统发育分析ꎬ同时查找并下载克

罗诺杆菌属 ７ 个种标准菌株所对应的串联序列ꎬ将其

作为参考菌株序列ꎬ构建最小似然系统发育树[２０]ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 克罗诺杆菌的耐药性分析　 选取八类常见的

８ 种抗生素ꎬ分别为庆大霉素、磺胺、头孢噻肟、万古霉

素、 氨 苄 西 林、 环 丙 沙 星、 四 环 素、 氯 霉 素ꎬ 以

Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＡＴＣＣ ２５９２２ 作为质控菌株ꎬ利用 Ｋｉｒｂｙ￣
Ｂａｕｅｒ 纸片扩散试验法分析克罗诺杆菌对上述抗生素

的耐药性[２１]ꎮ 将菌悬液稀释为 ０􀆰 ５(以麦克法兰标准

计)ꎬ按照药敏纸片的说明书进行试验ꎬ根据抗菌药物

敏感性试验执行标准(ＣＬＳＩ－Ｍ１００－Ｓ１９) [２２] 对结果进

行判读ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 克罗诺杆菌的污染情况

以国标的检测结果为金标准ꎬ利用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因

１９２２
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测序进行基因层面的鉴定ꎬ结果如表 １ 所示ꎮ 鉴定结果

均表明 ２２ 株可疑菌株除 Ｓ４ 为阴沟肠杆菌ꎬ其余菌株均

鉴定为克罗诺杆菌ꎬ贵州省市售 ＰＩＦ 中克罗诺杆菌的检

出率为 ６％ꎮ 此外ꎬ１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因测序结果显示以 ９９％
为阈值ꎬ２１ 株克罗诺杆菌中有 １８ 株为阪崎克罗诺杆菌ꎬ

另外 ３ 株克罗诺杆菌与阪崎克罗诺杆菌和丙二酸盐克

罗诺杆菌的相似性均高达 ９８％以上ꎮ 进一步分析不同

品牌 ＰＩＦ 中克罗诺杆菌的污染情况ꎬ结果如图 １ 所示ꎬ５
种不同品牌 ＰＩＦ 中ꎬＣ 品牌的污染率最高ꎬ为 ８􀆰 ５７％ꎬＡ
品牌的污染率最低ꎬ为 ４􀆰 ２８％ꎮ

表 １　 ＡＰＩ ２０Ｅ 及 １６Ｓ ｒＲＮＡ 鉴定结果

Ｔａｂｌｅ １　 ＡＰＩ ２０Ｅ ａｎｄ １６Ｓ ｒＲＮＡ ａｐｐｒａｉｓａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ

菌株
Ｓｔｒａｉｎ

菌株来源
Ｓｔｒａｉｎ ｓｏｕｒｃｅ

ＡＰＩ ２０Ｅ 鉴定结果
Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ＡＰＩ ２０Ｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

菌株鉴定
Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ

表型特征
Ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ

鉴定相似度
Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｓｉ
ｍｉｌａｒｉｔｙ / ％

Ｔ 值
Ｔ ｖａｌｕｅｌ

１６Ｓ ｒＲＮＡ 鉴定结果
１６Ｓ ｒＲＮＡ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

ＡＴＣＣ ２９５４４Ｔ 克罗诺杆菌 Ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒ ３３０５３７３ ９８􀆰 ４ １􀆰 ００ 阪崎克罗诺杆菌 Ｃ. ｓａｋａｚａｋｉｉ

Ｊ１

Ｊ２

Ｊ３

Ａ 品牌 Ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒ ３３０５３７３ ９８􀆰 ４ １􀆰 ００ Ｃ. ｓａｋａｚａｋｉｉ

Ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒ ３３０４３７３ ９７􀆰 ３ ０􀆰 ８４ Ｃ.ｓａｋａｚａｋｉｉ

Ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒ ３３０４３７３ ９７􀆰 ３ ０􀆰 ８４ Ｃ.ｓａｋａｚａｋｉｉ

Ｘ１

Ｘ２

Ｓ１

Ｓ２

Ｂ 品牌 Ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒ ３３０４３７３ ９７􀆰 ３ ０􀆰 ８４ Ｃ. ｓａｋａｚａｋｉｉ

Ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒ ３３０５３７３ ９８􀆰 ４ １􀆰 ００ Ｃ. ｓａｋａｚａｋｉｉ

Ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒ ３３０４３７３ ９７􀆰 ３ ０􀆰 ８４ Ｃ. ｓａｋａｚａｋｉｉ

Ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒ ３３０５７７３ ４０􀆰 ５ ０􀆰 ８２ Ｃ. ｓａｋａｚａｋｉｉ

Ｓ３

Ｗ１

Ｗ２

Ｚ１

Ｚ２

Ｓ４

Ｈ１

Ｃ 品牌 Ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒ ３３０５１７３ ５１􀆰 ２ ０􀆰 ９２ 阪崎克罗诺杆菌或丙二酸盐克罗诺杆菌
Ｃ. ｓａｋａｚａｋｉｉ 或 Ｃ. ｍａｌｏｎａｔｉｃｕｓ

Ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒ ３３０５３７３ ９８􀆰 ４ １􀆰 ００ Ｃ. ｓａｋａｚａｋｉｉ

Ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒ ３３１５３７３ ６０􀆰 ３ ０􀆰 ６０ Ｃ. ｓａｋａｚａｋｉｉ 或 Ｃ. ｍａｌｏｎａｔｉｃｕｓ

Ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒ ３３０５３７３ ９８􀆰 ４ １􀆰 ００ Ｃ. ｓａｋａｚａｋｉｉ

Ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒ ３２０５３７３ ９８􀆰 ４ ０􀆰 ８４ Ｃ.ｓａｋａｚａｋｉｉ

Ｅ. ｃｌｏａｃａｅ ３３０５５７３ ９５􀆰 ２ １􀆰 ００ 阴沟肠杆菌 Ｅ. ｃｌｏａｃａｅ

Ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒ ３３０５３７３ ９８􀆰 ４ １􀆰 ００ Ｃ. ｓａｋａｚａｋｉｉ

Ｗ３

Ｘ４

Ｘ５

Ｘ６

Ｄ 品牌 Ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒ ３３０５７７３ ４０􀆰 ５ ０􀆰 ８２ Ｃ. ｓａｋａｚａｋｉｉ

Ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒ ３３０５３７３ ９８􀆰 ４ １􀆰 ００ Ｃ. ｓａｋａｚａｋｉｉ

Ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒ ３２０５３７３ ９８􀆰 ４ ０􀆰 ８４ Ｃ. ｓａｋａｚａｋｉｉ 或 Ｃ. ｍａｌｏｎａｔｉｃｕｓ

Ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒ ３２０５３７３ ９８􀆰 ４ ０􀆰 ８４ Ｃ. ｓａｋａｚａｋｉｉ

Ｔ１

Ｔ２

Ｄ１

Ｍ１

Ｅ 品牌 Ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒ ３３０５３７３ ９８􀆰 ４ １􀆰 ００ Ｃ. ｓａｋａｚａｋｉｉ

Ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒ ３３０４３７３ ９７􀆰 ３ ０􀆰 ８４ Ｃ.ｓａｋａｚａｋｉｉ

Ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒ ３３０５３７３ ９８􀆰 ４ １􀆰 ００ Ｃ. ｓａｋａｚａｋｉｉ

Ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒ ３２０５３７３ ９８􀆰 ４ ０􀆰 ８４ Ｃ. ｓａｋａｚａｋｉｉ

２􀆰 ２　 克罗诺杆菌的表型分型

利用 ＡＰＩ ２０Ｅ 生化鉴定的菌株共计 ２２ 株(包括

Ｃ. ｓａｋａｚａｋｉｉ ＡＴＣＣ ２９５４４Ｔ)ꎬ菌株 Ｓ４ 鉴定结果为阴沟

肠杆菌ꎬ故不参与表型分型分析ꎮ ＡＰＩ ２０Ｅ 生化试验

结果显示(表 ２)ꎬ分离菌株在利用 ２１ 项生化反应进行

鉴定时ꎬ仅对精氨酸、鸟氨酸、脲酶、肌醇、山梨醇 ５ 种

反应底物以及 ＶＰ 试验 的 结 果 呈 现 差 异ꎮ 按 照

Ｎａｚａｒｏｗｅｃ￣ｗｈｉｔｅ 的表型分型方法对克罗诺杆菌进行表

型分型ꎬ结果表明ꎬ２２ 株克罗诺杆菌分为 ６ 种生物表

型ꎬ其中生物表型 １ 所占权重最高(占 ４５􀆰 ４％)ꎬ是分

离菌株的主要表型ꎮ

２９２２
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图 １　 不同品牌 ＰＩＦ 中克罗诺杆菌的污染率

Ｆｉｇ.１　 Ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｏｆ Ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒ ｓｐｐ. ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｒａｎｄｓ ｏｆ ＰＩＦ

表 ２　 克罗诺杆菌表型分型结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｔｙｐｉｎｇ ｏｆ Ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒ ｓｐｐ.

同化底物
Ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ

表型 １
Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ １

表型 ２
Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ２

表型 ３
Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ３

表型 ４
Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ４

表型 ５
Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ５

表型 ６
Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ６

精氨酸
Ａｒｇｉｎｉｎｅ

＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

鸟氨酸
Ｏｒｎｉｔｈｉｎ

＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －

脲酶
Ｕｒｅａｓｅ

－ － － ＋ － －

肌醇
Ｉｎｏｓｉｔｏｌ

＋ ＋ － ＋ ＋ ＋

ＶＰ 试验
Ｖｏｐｅｓ￣ｐｒｏｋａｕｅｒ ｔｅｓｔ

＋ ＋ ＋ ＋ － ＋

山梨醇
Ｓｏｒｂｉｔｏｌ

－ ＋ － － － －

数量
Ｎｕｍｂｅｒ １０ ３ １ １ ３ ４

比例
Ｒａｔｉｏ / ％ ４５􀆰 ４ １３􀆰 ６ ４􀆰 ５ ４􀆰 ５ １３􀆰 ６ １８􀆰 １

　 　 注:“＋”表示反应为阳性ꎻ“－”表示反应为阴性ꎮ
　 　 Ｎｏｔｅ:‘＋’ｍｅａｎｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅ. ‘－’ｍｅａｎｓ ｎｅｇａｔｉｖｅ.

２􀆰 ３　 克罗诺杆菌的分子分型

２􀆰 ３􀆰 １　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 分型　 利用 ＭＥＧＡ ６􀆰 ０ 软件对菌株

的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列进行系统发育分析ꎬ结果如图 ２
所示ꎬ所有菌株分成两个类群ꎬ２１ 株分离菌株与克罗

诺杆菌标准菌株位于同一类群 ＧｒｏｕｐⅠꎬ亲缘关系较

近ꎬ而与菌株 Ｓ４ 所在的阴沟肠杆菌 ＧｒｏｕｐⅡ的亲缘关

系较远ꎬ这与 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测定鉴定的结果一致ꎮ 其中

２１ 株分离菌株进一步分为 ３ 个类群ꎬ所在同一类群的

菌株系统发育关系较近ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ２　 ＭＬＳＴ 分析　 利用 ＭＬＳＴ 技术确定菌株的序列

型ꎬ结果如表 ３ 所示ꎬ２１ 株克罗诺杆菌分为 １１ 个序列

型ꎬ分别为 ＳＴ１９３(７ 株)、ＳＴ１５７(３ 株)、ＳＴ１８９(２ 株)、

ＳＴ２０８(２ 株)、ＳＴ３７(１ 株)、ＳＴ２１２(１ 株)、ＳＴ３３６(１ 株ꎬ
丙二酸盐克罗诺杆菌)、 ＳＴ４ (１ 株)、 ＳＴ１４２ ( １ 株)、
ＳＴ１７(１ 株)和 ＳＴ２３(１ 株)ꎬ表明分离自贵州省市售

ＰＩＦ 的克罗诺杆菌具有较高的遗传多样性ꎮ 其中ꎬ
ＳＴ１９３ 和 ＳＴ１５７ 的克罗诺杆菌菌株数量分别占总菌株

数的 ３３􀆰 ３％和 １４􀆰 ３％ꎬ为该地区市售 ＰＩＦ 中克罗诺杆

菌的优势序列型ꎮ
　 　 在此基础上对上述菌株进行系统发育分析ꎬ结果

如图 ３ 所示ꎬ所有菌株分为两大类群ꎬ除菌株 Ｓ３ 外ꎬ２０
株分离菌株与阪崎克罗诺杆菌标准菌株同位于 Ｇｒｏｕｐ
Ⅰꎬ同时 Ｇｒｏｕｐ Ⅰ进一步划分为 ３ 个簇ꎬ归属同一簇中

的菌株遗传信息相似ꎬ亲缘关系较近ꎮ Ｇｒｏｕｐ Ⅱ包括 ２

３９２２
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图 ２　 基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列的最小似然系统发育树

Ｆｉｇ.２　 Ｍｉｎｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

个簇ꎬ其中菌株 Ｓ３ 与 Ｃ. ｍａｌｏｎａｔｉｃｕｓ ＬＭＧ ２３８２６ 同位

于 ＧｒｏｕｐⅡ１ꎬ从而进一步将菌株 Ｓ３ 归属于丙二酸盐

阳性克罗诺杆菌物种ꎮ 此外ꎬ根据系统发育结果可知ꎬ
分离株的亲缘关系与其来源(不同品牌)无明显内在

联系ꎮ
２􀆰 ４　 克罗诺杆菌的耐药性分析

由表 ４ 可知ꎬ２１ 株克罗诺杆菌对四环素和万古霉

素耐药性较高ꎬ分别为 ８０􀆰 １％和 ９０􀆰 ５％ꎻ而对氨苄西

林、庆大霉素和氯霉素最为敏感ꎬ 敏感率均达到

９５􀆰 ２％ꎬ其次为环丙沙星(７６􀆰 ２％)、头孢噻肟(７１􀆰 ４％)
和磺胺(６６􀆰 ７％)ꎮ

３　 讨论

克罗诺杆菌是 ＰＩＦ 中的 Ａ 类致病菌ꎬ严重危害

着新生儿的健康ꎬ因此ꎬ对该致病菌的检测一直是研

究重点ꎮ Ｏ’Ｂｒｉｅｎ 等[２３] 调查了欧洲的 ＰＩＦ 和婴儿饮

品克罗诺杆菌的污染情况ꎬ发现 ＰＩＦ 中该致病菌的

污染率为 ０ꎬ主要的污染存在于以谷物为主的婴儿饮

品中ꎮ Ｓａｎｔｏｓ 等[２４] 从 ４２ 个来自巴西的 ＰＩＦ 样品中

分离出 １２ 株克罗诺杆菌ꎬ污染率高达 ２９％ꎮ Ｆａｔｉｍａｈ
等[２５]则发现埃及境内 ＰＩＦ 中克罗诺杆菌的污染率为

５􀆰 ２％ꎮ Ｆｅｉ 等[９ꎬ ２６]于 ２０１５ 年和 ２０１８ 年对我国市售

ＰＩＦ 进行了克罗诺杆菌检测ꎬ污染率分别为 ３􀆰 ５％和

２􀆰 ８％ꎮ 本研究中ꎬ贵州省市售 ＰＩＦ 中克罗诺杆菌的

总污染率为 ６％ꎬ对婴幼儿的健康存在潜在的危害ꎬ
应给予一定的重视ꎮ 此外ꎬ在 ５ 种品牌中ꎬＣ 品牌的

污染率最高ꎬ为 ８􀆰 ５７％ꎬＡ 品牌的污染率最低ꎬ为

４􀆰 ２８％ꎮ 此外ꎬＳＴ１９３ 是 Ａ、Ｃ 和 Ｄ 品牌中克罗诺杆

菌的优势序列型ꎬ在 Ｂ 品牌中未被发现ꎬ而 ＳＴ１８９ 是

Ｂ 品牌中克罗诺杆菌的优势序列型ꎮ
对 ＰＩＦ 中克罗诺杆菌进行生化表型分型和遗传

多样性分析有助于了解该种群ꎬ以便制定针对性的

防控措施[２４]ꎮ ＡＰＩ ２０Ｅ 生化鉴定是基于 ２０ 种生化反

４９２２
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　 　 　 　 表 ３　 克罗诺杆菌 ＭＬＳＴ 分析结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＭＬＳＴ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒ ｓｐｐ.

菌株编号
Ｓｔｒａｉｎ
ｎｕｍｂｅｒ

等位基因
Ａｌｌｅｌｅ

ａｔｐＤ ｆｕｓＡ ｇｌｎＳ ｇｌｔＢ ｇｙｒＢ ｉｎｆＢ ｐｐｓＡ

序列型
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｔｙｐｅ

Ｊ１ ４４ １５ ３ ５ ５ ３８ ５９ ３７
Ｊ２ ５ ８ １３ ４０ １５ １５ １０ １９３
Ｊ３ ５ ８ １３ ４０ １５ １５ １０ １９３
Ｘ１ ２０ ８ １５ ９６ ９０ ８９ １０５ １５７
Ｘ２ ８０ ７７ ９０ １０１ ２ ２０ １３２ ２１２
Ｓ１ ３ ３７ １３ １ ９５ ６３ １２２ １８９
Ｓ２ ３ ３７ １３ １ ９５ ６３ １２２ １８９
Ｓ３ １０ ７ ６ ７ １４８ １４７ ７１ ３３６
Ｗ１ ５ １ ３ ３ ５ ５ ４ ４
Ｗ２ ２０ ８ １５ ９６ ９０ ８９ １０５ １５７
Ｚ１ ５ ８ １３ ４０ １５ １５ １０ １９３
Ｚ２ ５ ８ １３ ４０ １５ １５ １０ １９３
Ｈ１ ３ ３６ ７４ ９７ ８６ ６６ １０７ １４２
Ｗ３ ２０ ８ １５ ９６ ９０ ８９ １０５ １５７
Ｘ４ ５５ １ ８９ ５ ５ ３６ １３１ ２０８
Ｘ５ ５ ８ １３ ４０ １５ １５ １０ １９３
Ｘ６ ５ ８ １３ ４０ １５ １５ １０ １９３
Ｔ１ ５５ １ ８９ ５ ５ ３６ １３１ ２０８
Ｔ２ ５ ８ １３ ４０ １５ １５ １０ １９３
Ｄ１ ３ １２ １６ ５ １６ ２０ １４ １７
Ｍ１ ２０ １８ １６ １０ ３ ２０ ２７ ２３

应对克罗诺杆菌进行鉴定和生化分型ꎬ这种方法存在

一定的假阳性[２７]ꎮ １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因测序可以从基因层

面对克罗诺杆菌进行鉴定ꎬ并对菌株进行基因分型ꎬ但
这种方法的辨识度不高ꎬ无法将遗传相似性较高的 Ｃ.
ｓａｋａｚａｋｉｉ 与 Ｃ. ｍａｌｏｎａｔｉｃｕｓ 区分开[９]ꎮ ＭＬＳＴ 分析由于

其较高的辨识度和可共享性ꎬ已被普遍应用于细菌的

分子分型ꎮ 利用上述 ３ 种方法对克罗诺杆菌进行分型

可以起到互补作用ꎬ一种菌株可以同时具有 ３ 种型别ꎬ
组合在一起可进一步区分菌种的多态性ꎮ 因此ꎬ本研

究选取上述 ３ 种方法对分离株进行生化表型和基因分

型ꎬ可以得到更全面的数据ꎬ从而提高对贵州省市售

ＰＩＦ 中克罗诺杆菌的认识ꎮ
　 　 本研究中ꎬ２１ 株克罗诺杆菌中ꎬ２０ 株为阪崎克罗

诺杆菌ꎬ１ 株为丙二酸盐克罗诺杆菌ꎬ说明分离自贵州

省市售 ＰＩＦ 的克罗诺杆菌的优势种为阪崎克罗诺杆

菌ꎬ这与 Ｆｅｉ 等[９] 和 Ｊｏｓｅｐｈ 等[２０] 的报道一致ꎮ 此外ꎬ
将 ２１ 株克罗诺杆菌分为 １１ 个序列型ꎬ其中 ＳＴ１９３ 和

ＳＴ１５７ 是主要的序列型ꎮ 不同的是ꎬ在欧洲和新西兰

等地ꎬＳＴ１、ＳＴ４０、ＳＴ９ 和 ＳＴ３ 是分离自 ＰＩＦ 及其加工环

境中克罗诺杆菌的优势序列型[２８]ꎮ Ｍｕｌｌｅｒ 等[２９] 发现

ＳＴ８３是瑞士ＰＩＦ及生产环境中克罗诺杆菌的优势序

表 ４　 ２１ 株克罗诺杆菌耐药性分析

Ｔａｂｌｅ ４　 Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ２１ Ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒ ｓｔｒａｉｎｓ

抗生素类型
Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｒｅｇｉｍｅｎ

药物名称
Ｄｒｕｇ ｎａｍｅ

敏感
Ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ

中介
Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ

耐药
Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ

菌株数量
Ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ

敏感率
Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ

ｒａｔｅ / ％

菌株数量
Ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ

中介率
Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ

ｒａｔｅ / ％

菌株数量
Ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ

耐药率
Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ

ｒａｔｅ / ％

氨基糖苷类
Ａｍｉｎｏｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ

庆大霉素
Ｇｅｎｔａｍｉｃｉｎ ２０ ９５􀆰 ２ ０ ０􀆰 ０ １ ４􀆰 ８

磺胺类
Ｓｕｌｆｏｎａｍｉｄｅｓ

磺胺
Ｓｕｌｆａｎｉｌａｍｉｄｅ １４ ６６􀆰 ７ ２ ９􀆰 ５ ５ ２３􀆰 ８

头孢素类
Ｃｅｐｈａｌｏｓｐｏｒｉｎｓ

头孢噻肟
Ｃｅｆｏｔａｘｉｍｅ １５ ７１􀆰 ４ ３ １４􀆰 ３ ３ １４􀆰 ３

糖肽类
Ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅｓ

万古霉素
Ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ １ ４􀆰 ８ １ ４􀆰 ８ １９ ９０􀆰 ５

青霉素
Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎｓ

氨苄西林
Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ ２０ ９５􀆰 ２ １ ４􀆰 ８ ０ ０􀆰 ０

氟喹诺酮类
Ｆｌｕｏｒｏｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓ

环丙沙星
Ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ １６ ７６􀆰 ２ ４ １９􀆰 ０ １ ４􀆰 ８

四环素类
Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅｓ

四环素
Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ ４ １９􀆰 ０ ０ ０􀆰 ０ １７ ８１􀆰 ０

酰胺醇类
Ａｍｉｄｅ ａｌｃｏｈｏｌｓ

氯霉素
Ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ ２０ ９５􀆰 ２ １ ４􀆰 ８ １ ４􀆰 ８

列型ꎮ Ｆｅｉ 等[９] 对分离自我国东北和中原地区市售

ＰＩＦ 中的克罗诺杆菌进行了分析ꎬ发现 ＳＴ１、ＳＴ４ 和

ＳＴ６４ 为优势序列型ꎮ 上述研究说明ꎬ分离自不同地区

的克罗诺杆菌的优势序列型不同ꎬ这可能与 ＰＩＦ 产品

５９２２
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图 ３　 ７ 个持家基因串联序列(３ ０３６ ｂｐ)的最小似然系统发育树

Ｆｉｇ.３　 Ｍａｘｉｍｕｍ￣ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ ｔｒｅｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｌｉｃｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ７ ｈｏｕｓｅ ｋｅｅｐｉｎｇ ｇｅｎｅｓ (３ ０３６ ｂｐ)

产地或销售地的环境有关ꎬ因此有必要对特定地区

ＰＩＦ 中的克罗诺杆菌进行遗传多样性研究ꎬ从而提供

有针对性的防控依据ꎮ
研究表明ꎬ早期分离自食品的克罗诺杆菌很少受

到外界抗生素的作用ꎬ其对大多数的抗生素都非常敏

感ꎬ因此ꎬ抗生素被认为是最有效的治疗人体克罗诺杆

菌感染的方法[１０]ꎮ 但是随着抗生素的长时间使用ꎬ或
者不科学的滥用ꎬ受试菌株可能会发生突变或者基因

水平转移ꎬ导致耐药性增加[２７ꎬ ３０]ꎮ 已有研究表明ꎬ由
于临床长期的使用ꎬ分离自医院临床环境中的克罗诺

杆菌对环丙沙星、氨苄西林、阿卡米星、头孢他啶和亚

胺培南呈现不同程度的抗生素耐药性[３１－３２]ꎮ 此外ꎬ由
于克罗诺杆菌有较强的产生生物膜的能力ꎬ使得其能

够长时间粘附在 ＰＩＦ 生产设备表面ꎬ并起到减少抗生

素对菌体破坏的作用ꎬ因此ꎬ生物膜对克罗诺杆菌的保

护作用为其产生耐药性创造了条件[３３]ꎮ Ｆｅｉ 等[９]研究

发现ꎬ分离自我国市售 ＰＩＦ 中的克罗诺杆菌对四环素

和头孢噻肟的耐药性均为 ０ꎬ而在本研究中ꎬ分离自贵

州省市售 ＰＩＦ 中的克罗诺杆菌对四环素和头孢噻肟的

耐药性为 ８１􀆰 ０％和 １４􀆰 ３％ꎬ说明本研究中的受试菌株

对四环素和头孢噻肟的耐受性有所提高ꎮ 因此ꎬ很有

必要对 ＰＩＦ 中克罗诺杆菌耐药性进行持续的监控ꎮ

４　 结论

本研究调查了贵州省市售 ＰＩＦ 中克罗诺杆菌的污

染情况ꎬ发现该地区 ＰＩＦ 克罗诺杆菌的总污染率为

６％ꎬ对婴幼儿的健康具有潜在的威胁ꎮ 利用 ＡＰＩ ２０Ｅ
生化鉴定系统、１６Ｓ ｒＲＡＮ 基因测序和 ＭＬＳＴ 分析揭示

了分离株的生化分型和基因多样性ꎬ共分离得到 ２１ 株

克罗诺杆菌ꎬ其中 ２０ 株为阪崎克罗诺杆菌ꎬ１ 株为丙

二酸盐克罗诺杆菌ꎬ分为 ６ 个生化表型ꎬ３ 个类群和 １１

６９２２



　 １０ 期 贵州市售婴儿配方乳粉中克罗诺杆菌的污染情况及特征分析

个序列型ꎬ其中 ＳＴ１９３ 和 ＳＴ１５７ 为优势序列型ꎮ 抗生

素耐受性试验表明ꎬ分离自贵州省市售 ＰＩＦ 中的克罗

诺杆菌对四环素和头胞噻肟的耐受性有所提高ꎮ 本研

究结果有助于揭示贵州省市售 ＰＩＦ 中克罗诺杆菌的污

染情况和种群特征ꎬ并为该致病菌的针对性防控和治

疗提供了有力的科学依据ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ｔｈｅ ａｉｍ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗａｓ ｔｏ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ Ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒ ｓｐｐ. ｉｎ ｐｏｗｄｅｒｅｄ ｉｎｆａｎｔ
ｆｏｒｍｕｌａ (ＰＩＦ) ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｉｎ Ｇｕｉｚｈｏｕ ｐｒｏｖｉｎｃｅ. Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ３５０ ＰＩＦ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ａｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｂｊｅｃｔｅｓ ｔｏ ｉｓｏｌａｔｅ ａｎｄ
ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｔｈｅ Ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒ ｓｔｒａｉｎｓ. Ｔｈｅ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｂｙ ＡＰＩ ２０Ｅ
ｓｙｓｔｅｍꎬ １６Ｓ ｒＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎｄ ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｔｙｐｉｎｇ (ＭＬＳＴ) ｍｅｔｈｏｄｓ. Ｆｉｎａｌｌｙꎬ ｔｈｅ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ
ｉｓｏｌａｔｅｓ ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ Ｋｉｒｂｙ￣Ｂａｕｅｒ ｄｉｆｆｕｓｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ２１ Ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ
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