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一起肠炎沙门菌引起的食物中毒检测及菌株同源性分析
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摘(要!目的(检测食物中毒样品中致病菌!分析其同源性!为追踪污染源#明确病因诊断提供帮助!为控制和减

少食物中毒提供依据" 方法(荧光定量 ,1"快速筛检致病菌!参照 5c%E?’:%*;&)&+食品安全国家标准 食品卫

生微生物检验 沙门氏菌检验,分离致病菌!全自动细菌鉴定仪鉴定致病菌!脉冲场凝胶电泳%,-5I&分析同源性"

结果(从 ;) 份病人和从业人员粪便样品中检出 ? 株肠炎沙门菌!’ 份食品样品中检出 ; 份肠炎沙门菌!检出率分

别为 ;.:&&g和 *:;.g$食堂用水及井水检测均未检出肠炎沙门菌等致病菌" 荧光定量 ,1"法阳性率结果与
5c%E?’:%*;&)& 方法一致" ,-5I分型显示 )& 株肠炎沙门菌的 4#$条带图谱完全一致!相似性 )&&g!聚类分析

为同一型!表明菌株来自同一克隆系" 结论(采用荧光定量 ,1"筛检能提示食物中毒样品中病原菌是否存在的信

息!通过 5c%E?’:%*;&)& 方法仔细寻找到目标菌!两法联合使用能快速#准确地检测出引起食物中毒的致病菌"

运用 ,-5I对致病菌进行溯源!分析其亲缘关系!能追踪到菌株来源!有利于防止食物中毒的发生"
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((;&)) 年 )) 月 <& 日 )< 时 <& 分"奉化市疾病预防
控制中心传染病防制科接到某社区卫生服务中心报
告"当地有多名学生出现相类似的不明原因发热并伴
有头晕’恶心’腹痛’腹泻等症状"疑似食物中毒"后经

流行病学诊断及实验室检测"确定为由肠炎沙门菌引
起的食物中毒( 肠炎沙门菌是国内外常见的食物中
毒病原菌"我市曾发生过多起"为更好地做好防控工
作"我们对其进行系统鉴定和溯源分析"检测项目为
沙门菌’志贺菌’致病性大肠埃希菌(

)(材料与方法
):)(材料
):):)(样品采集

采集患者肛拭 ). 份$编号 ) e). 号%#采全体食
堂工作人员肛拭 * 份$)* e;) 号%#食品样品 ’ 份分
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别是黑木耳炒青瓜$) 号%’红烧鸡壳$; 号%’香肠大
白菜$< 号%’排骨芋艿$% 号%’萝卜烤肉$. 号%’米饭
$* 号%’红烧油豆腐$E 号%’咸菜炒蛋$? 号%’芋艿桨
$’ 号%#食堂用水’井水各 ) 份"共 <; 份样品(
):):;(主要仪器与试剂

全自动细菌鉴定仪$法国梅里埃%’$cGE.&& 实
时荧光 ,1"仪 $美国 $cG%’脉冲场凝胶电泳仪’
mNUbJ4QB凝胶成像系统 $美国 cKQ0"JV%’聚类分析
软件为丹麦 cKQOM!NUKBba%:*(

肠道增菌液’分离培养基均购自杭州微生物试
剂有限公司"显色培养基 $郑州博赛生物技术股份
有限公司%"诊断血清 $宁波天润生物药业有限公
司%"细菌鉴定试剂条$法国梅里埃%"实时荧光 ,1"
检测试剂$上海之江生物科技有限公司%"脉冲场凝
胶电泳检测试剂$大连宝生生物工程有限公司%(

):;(方法

):;:)(实时荧光 ,1"反应体系
将肛拭’食品’水等样品经肠道增菌液增菌后

取 ) !L于离心管中")< &&& U@!KO 离心 ; !KO"弃上
清"加 )&& %L4#$提取液充分混匀"沸水浴 )& !KO"
)< &&& U@!KO 离心 . !KO"取上清备用( 实时荧光
,1"反应体系反应总体积为 %& %L"即 <* %L检测混
合液加上 % %L样品处理液( ,1"反应参数为&<E f
复性 ; !KO#’% f预变性 ; !KO#’< f变性 ). b#
*& f退火延伸 *& b"循环 %& 次"于 *& f检测 -$3
荧光通道"检测时均设有阴’阳性及空白对照(
):;:;(脉冲场凝胶电泳

脉 冲 场 凝 胶 电 泳 $ ‘MLbNV CKNLV PNL
NLNB_UQ‘DQUNbKb",-5I%分型方法参照+美国 ,MLbN#N_
,-5I分子分型标准化实验室操作规程, ))*进行"分
子量标记沙门菌 $参考菌株 6’?);%由浙江省疾病
预防控制中心微生物室惠赠( 挑取菌株新鲜培养
物由 ; !L1+c$细胞悬浮液%"加入蛋白酶 F制胶
块#用 )g5QLV $PJUQbN$含 )g+4+%等体积混合蛋白
消化#再用模具梳子将胶块直接取出"弃液"加 . !L
.& f预热的纯水"轻摇至胶块悬起".& f水浴轻摇
)& !KO"洗 ; 次". !L.& f预热的 /I洗胶块 % 次"
). !KO@次"凉至室温"加 < !L/I"置 % f保存( 切
) e< !!胶块"浸入 ).& %L酶切体系中$其中含 A?/
&酶 .& X%"<E f过夜( 将酶切后的样品胶置于样
品梳上"摆放到模具上( 称取 ) P5QLV$PJUQbN溶于
)&& !L&:. t/cI液中"加热溶解后冷至 *& f"缓缓
倒入模具中"冷却 ;& !KO 后"拔去样品梳"去除挡
板"将胶块放入已加入 &:. t/cI缓冲液的电泳槽
中( 电压 * m@B!"电泳 )’ D"脉冲参数 ; e)& b"
)< D’;& e;. b"* D"电泳温度 )% f( 电泳结束后"

将 凝 胶 取 出" 用 &:. %P@!L的 5QLVaKN[ 染 色
<& !KO"去离子水脱色 <& !KO( 用凝胶成像仪读胶
分析",-5I条带用丹麦 cKQOM!NUKBba%:* 版软件进
行聚类分析(
):;:<(检测方法

样品按 5c%E?’:%!;&)& +食品卫生微生物检
验 沙门菌检验, );*和 Z+ ;E)!;&&E+感染性腹泻诊
断标准, )<*进行病原菌分离’培养’生化及血清学鉴
定"依据食物中毒诊断标准及技术处理总则 )%*进行
食物中毒的诊断与技术处理(

;(结果
;:)(实时荧光 ,1"筛检

<; 份中毒样品中"? 份患者肛拭样品 $)’;’<’
E’?’’’)&’)) 号%和 ; 份食品样品$萝卜烤肉’咸菜
炒蛋%荧光 ,1"沙门菌检测呈阳性"其余样品均为
阴性"检出率分别为 ;.:&&g $ ?@<; % 和 *:;.g
$;@<;%( 荧光 ,1"检测沙门菌图谱见图 )(

图 )(<; 份样品荧光 ,1"沙门菌检测图谱
-KPMUN)(<; bJ!‘LNbCLMQUNbBNOBN,1"#/4:53=44/ VN_NB_KQO !J‘

;:;(病原菌检出情况
用 5c%E?’:%!;&)& 法对 ;) 份肛拭样品和

’ 份食品样品进行沙门菌’志贺菌’致病性大肠埃希
菌检测"结果从 ? 份肛拭样品 $)’;’<’E’?’’’)&’
))%和 ; 份食品样品$萝卜烤肉’咸菜炒蛋%中检测
肠炎沙门菌"检测结果与荧光 ,1"一致"其余食品
样品’* 份食堂人员肛拭’食堂用水’井水和患者肛
拭未检出肠炎沙门菌(

)& 株沙门菌的生化反应为 5i短小杆菌’氧化酶
试验 i’触酶试验 =’双糖铁斜面 =@i"6;+ =( 全自
动细菌鉴定仪微生物全自动细菌鉴定结果为&
58X=’8G,=’8$"8i’3$#=’3#/i’4$"8i’
$+,$i’$46i’/"I=’!58Xi’$3$8i’3$8=’
!#$5i’ +$1i’"6$=’241=’.F5=’841=’
8$"$=’G#4i’5$/i’1I8i’$42i’G#2i’
!5$8i’$58Xi’X"Ii’ +2"=’",=’,8Ii’
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$5$8=’!5X"i"鉴定结果为沙门菌属"G4为 ’’:*g(
血清学试验为$-多价&==="2;pi2%pi2’ &==="
6) 多价&i"6; 多价& ==="6VpimKp i6P& ==="
6!&==="6jpi6_pi6)";"<".p=="6;pi6.p
i6*pi6Ep=="结果为肠炎沙门菌$2’pP!p)"E%"
0 i1表示阴性’0 =1表示阳性(
;:<(,-5I分型

对 ? 株从患者和 ; 株从食品中分离到的肠炎沙门
菌作,-5I分型"根据/NOQaNU的同源性判定标准).*各
菌株图谱间 4#$条带数量和位置完全相同为同一型
别"若有 )条或 )条以上的条带差别"即判为不同的型
别"以阿拉伯数字表示"如 ) e< 条带差异说明菌株间
有相近关系"只有单基因的改变#如有 % e* 条带差异
表明菌株间可能亲缘关系相对较远( 从图 ; 可知"
)&株菌株,-5I图谱完全一致"4#$条带 )&&g相似(

图 ;(食物中毒肠炎沙门菌 ,-5I聚类分析图
-KPMUN;(GOCLJ!!J_QUW^Q[NLVKbNJbN#/4:53=44/ CQQV

‘QKbQOKOP,-5IBLMb_NUKOPJOJLWbKbVKJPUJ!

<(讨论
沙门菌是各国公认的食源性疾病主要病原菌"

其引起的食物中毒全球报道最多"其中又以肠炎沙
门菌血清型最为常见( 根据流行病学调查’临床表
现和实验室检测结果"证实本起食物中毒为肠炎沙
门菌所致(

随着检测技术的进步"对病原菌进行分子分
型"了解菌株间的相关性"发现流行优势株"为追踪
污染源和疾病的防控提供重要的依据"是疾病诊断
的重要手段( 本起食物中毒从患者和食品中检出
相同血清型肠炎沙门菌"难以说明其内在的关联
性"因此"我们选用被认为是细菌分子流行病研究
0金标准1 )**的 ,-5I分型方法进行溯源( ,-5I是
一种对细菌全染色体 4#$进行分析"检测细菌的染
色体结构特征"从分子水平上显示出菌株间微小差
异"因此"分析更准确’更稳定"不受表型性状的易
变性带来的干扰"具有特异性高’重复性好’结果容
易判读等优点 )E* "结果显示"分离于食品和患者中
的肠炎沙门菌其,-5I基因型 )&&g相似"表明菌株

的 4#$结构高度一致"可认为本次食物中毒由同一
克隆病原菌所致"主要原因是食用了受肠炎沙门菌
污染的咸菜炒蛋和萝卜烤肉"表明其在加工过程中
受肠炎沙门菌交叉污染"应进一步追溯食品原料"
寻找污染源头( 由此提示"监管部门应加强对餐饮
业管理上的监督检查力度"提高从业人员的卫生意
识"形养成良好的卫生习惯"只有在软’硬件管理都
到位"才能更有效地防止食物中毒的发生(

食物中毒各级’各部门都非常重视"对实验室的
要求不但要检测快速"而且还要正确( 现行的国标和
常规等检测方法"存在检测周期长’操作步骤多’方法
欠敏感’易误检和漏检等缺陷"随着分子生物学技术
的普及"实时荧光 ,1"检测食物中毒病原菌已被广
泛应用"利用其快速’灵敏度高等特点"及时地检出标
本中的食物中毒病原菌"为 5c%E?’:%!;&)& 法等常
规法明确提示检测方向和重点"加快捕获食物中毒病
原菌"提高检出率"使诊断食物中毒时间明显缩短)?* (
本研究运用实时荧光 ,1"与 5c%E?’:%!;&)& 法相
结合的细菌培养检测方法"能快速’准确地检出食物
中毒的病原菌"同时运用 ,-5I分型技术对病原菌进
行溯源"了解菌株之间的相关性"达到快速发现食物
中毒病原菌的种类"追踪病原菌间的相关性)’* "做好
食物中毒的防控工作之目的( 该方法的应用"对今后
食物中毒检测具有指导意义(
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