
一起食物中毒事件中产独特肠毒素表型的金黄色葡萄球菌病原学分析!!!叶硕"等 !%&’$$ !

研究报告
一起食物中毒事件中产独特肠毒素表型的金黄色葡萄球菌病原学分析
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摘$要!目的$对一起疑似为金黄色葡萄球菌所导致的食物中毒事件进行葡萄球菌肠毒素检测!结合金黄色葡萄

球菌病原学分析!为明确食物中毒诊断提供依据" 方法$根据流行病学调查!采用 U[YI)方法对可疑食物进行葡

萄球菌肠毒素检测!同时对可疑食物和患者呕吐物进行金黄色葡萄球菌分离!运用 j<DEL! (@MS=4D全自动细菌鉴定

仪和血浆凝固酶试验鉴定为金黄色葡萄球菌!采用脉冲场凝胶电泳+_G:U,对病原菌进行同源性分析!以 U[YI)方

法对检出的金黄色葡萄球菌菌株进行肠毒素检测!用 _(*方法对肠毒素基因进行分型" 结果$食物和患者样品中

分别分离出 ! 和 ’’ 株金黄色葡萄球菌!_(*方法及 U[YI)方法对肠毒素分型结果显示!其中 ’! 株同时存在 IU)#

IUN#IU\#IUU, 种肠毒素及相关基因!_G:U聚类分析显示!其中 ’! 株产肠毒素金黄色葡萄球菌具有高度同源性"

结论$本起食物中毒事件为具有独特肠毒素表型的金黄色葡萄球菌导致!在金黄色葡萄球菌中毒实验室调查过程

中!肠毒素检测结合病原菌溯源分析可以为相关公共卫生事件提供科学依据"
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$$细菌性食物中毒是指食物在加工,储存,运
输,销售过程中"受到某些致病微生物的污染"大
量繁殖的细菌或由细菌产生的细菌毒素经由食品

进入人体"从而引发的具有一系列典型症状的食
物中毒 )’* "也称为群体性食源性疾病+ 在美国"金
黄色 葡 萄 球 菌 食 物 中 毒 # KD=S6JC@4@44=C5@@H
S@<K@><>O"IG_$占细菌性食物中毒事件的 %%‘"高
居第二位 )!* + 中国食品中金黄色葡萄球菌检出率
也居高不下"有报道超市常见肉类冷藏食品中"平
均金黄色葡萄球菌检出率超过 !&‘ )%* + 需关注的
是"在金黄色葡萄球菌相关中毒事件调查中"IG_
常常因为小事件漏报,不当的样品采集和实验室
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检测而被低估 ),* +

金黄色葡萄球菌可分泌 !& 多种毒性蛋白质"这
些毒性物质是引起人类疾病的主要致病因子+ 其
中"有 些 菌 株 产 生 的 表 皮 剥 脱 毒 素 ) 和 N
#Ê5@C<=D<QED@̂<>K)和 N$"可引起烫伤样皮肤综合
症&有些菌株产生的中毒性休克综合症毒素 #D@̂<4
K6@4L KJ>HF@MED@̂<> ’"PIIP-’$"可引起人类中毒性
休克 综 合 症 )+* + 而 金 黄 色 葡 萄 球 菌 肠 毒 素
#KD=S6JC@4@44=CE>DEF@D@̂<>"IU$"可导致人细菌性食
物中毒+ 在暴发事件调查中"可通过检测 IU产毒
株或 IU以确定病因+ 研究表明"IU的 C端的肽链
具有催吐活性"又具有高度的耐热性"能导致急性
肠胃炎发生"症状包括恶心,剧烈呕吐,腹部绞痛,

伴或不伴随腹泻 )/* + 迄今为止"已有 !’ 种 IU类型
被报道"常见的耐热肠毒素根据血清型学被分成
IU),IUN,IU(,IU\和 IUU+ 类"商用试剂盒也是
针对这 + 类肠毒素检测来确定是否产 IU),* +

分子分型方法常用于确定公共卫生事件暴发
和相关病原菌溯源+ 脉冲场凝胶电泳#_G:U$分型
结果重复性好"能对金黄色葡萄球菌提供可靠的基
因组亲缘关系数据"在金黄色葡萄球菌所导致的公
共卫生事件流行病学调查中得到广泛应用 )"* + 本
文通过检测 IU并结合病原菌分离和溯源分析"对
某学校暴发的一起疑似金黄色葡萄球菌污染鸡肉
卷引起的食物中毒事件进行病因分析+

’$材料与方法
’0’$材料
’0’0’$样品采集和菌株分离

采集到可疑食物鸡肉卷 + 份"中毒患者呕吐物
’! 份"对采集的样本进行金黄色葡萄球菌,志贺菌,
致泻大肠埃希菌,副溶血性弧菌,蜡样芽胞杆菌检
测"检测方法依据 :N,".#0’,!!&’, ’食品安全国
家标准 食品微生物学检验 蜡样芽胞杆菌检验( ).* ,
:N,".#0"!!&’%’食品安全国家标准 食品微生物
学检验 副溶血性弧菌检验( )#* ,:N,".#0+!!&’!
’食品安全国家标准 食品微生物学检验 志贺氏菌
检验( )’&* ,:N,".#0’&!!&’& ’食品安全国家标准
食品微生物学检验 金黄色葡萄球菌检验( )’’* ,:N1
P,".#0/!!&&%’食品卫生微生物学检验 致泻大肠
埃希氏菌检验( )’!*进行+ 参考菌株沙门菌 8#.’!

由浙江省疾病预防控制中心微生物室提供+
’0’0!$主要仪器与试剂

jYPUk! (@MS=4D全自动细菌鉴定仪 #法国
?<@TEF<EB $̂ "(8UGT=SSEF脉冲场凝胶电泳仪,
jEFK=\@4凝胶成像系统均购自美国 N<@-*=H+

质控菌株为金黄色葡萄球菌 #)P((!#!’% "
中 科 院 微 生 物 所 $ " jYPUk! :_卡 # 法 国
?<@TEF<EB $̂ "肠毒素产毒培养基 #北京路桥 $ "金
黄色葡萄球菌肠毒素总量检测试剂盒,分型检测
试剂盒均购自德国 *-N<@S6=FM"_(*试剂 #大连
P=k=*=$ "蛋白酶 k#德国 TEF4L$ "限制性内切酶
DE+ Y,限制性内切酶 35+ Y均购自美国 _F@MEO="
葡萄球菌溶菌素 #美国 I<OM=$ "所有试剂和培养
基均在有效期内使用+
’0!$方法
’0!0’$流行病学调查
’0!0’0’$发病情况

!&’+ 年 % 月 ! 日"某学校春节后第一天开学+

中午 ’’ 点左右"某学生吃过在学校超市购买的鸡肉
卷和可可奶后"’! 点左右出现恶心,腹痛"并伴随多
次呕吐和腹泻"随后到校医院就诊+ 后因类似症状
到校医院就诊的学生陆续增多"校医将发病学生送
至县人民医院救治+ 至当晚 !! 点"经核实有 !# 人
因此原因到医院就诊"所有病人对症治疗后病情均
好转"其中 !% 人第二天返校或回家休息"至 % 月
’, 日/ 名住院病人全部陆续出院+ !# 名患者均为
在校学生"主要临床表现为恶心 !# 人 #’&&‘$,呕
吐 !/ 人#.#0"‘$"腹痛 !/ 人#.#0"‘$,腹泻 !+ 人
#./0!‘$,头晕 ’. 人 # /!0’‘$"另有头痛 / 人
#!&0"‘$"乏力 + 人#’"0!‘$"发热 % 人#’&0%‘$"

低血压 ! 人#/0#‘$+ 首例出现在 % 月 ! 日 ’! 时左
右"末例出现在当日 ’/ 时左右"潜伏时间最短 ’ 6"
最长 %0+ 6"男性 !% 人"女性 / 人"均为本地人+
’0!0’0!$就餐及可疑食物调查

对病例进行发病前 "! 6 进食情况回顾性调
查%% 月 ! 日为学校寒假开学第一天"除当天午餐
外无其他共同进餐史+ !# 名发病学生均于 % 月
! 日 ’’ 时左右在学校超市购买了鸡肉卷 #当地某
食品公司生产$ + 当日共有 "& 人食用过此鸡肉
卷"罹患率为 ,’0,‘ #!# 1"& $ + 经全校排查"中午
未食用该鸡肉卷者#! &&& 多人"以 ! &&& 计$无人
出现类似症状#非暴露组病例以 &0+ 计$ "相对危
险度#**$ a暴露组发病率1非暴露组发病率 a
#!# 1"&$1#&0+ 1! &&&$为’ /+""用 I_II ’/0& 计算
**值的 #+‘置信区间为 ##& h! ""%"可以判定该
鸡肉卷为可疑食物+
’0!0!$病原菌鉴定

参照国标方法 ).-’’*对采集的样本进行増菌,分
离和鉴定+ 采用 jYPUk! 全自动细菌鉴定仪对分
离出的疑似金黄色葡萄球菌菌株进行系统鉴定"并
做血浆凝固酶试验+
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’0!0%$肠毒素检测
’& O食品样品或 ’& O呕吐物样品加入 ’+ MC

_NI 缓冲液充分匀浆"分别在 ’& f % &&& m1 下离
心 ’& M<>"取 ’&& &C上清液加入金黄色葡萄球菌肠
毒素总量检测试剂 *Y\)I(*UU9IUPP@D=C或分型
检测试剂 *Y\)I(*UU9IUP),N,(,\,U的微板孔
中"参照试剂盒提供的 U[YI)检测流程进行检测+
结果用 N<@-*=H 酶标仪于 ,+&1/%& >M波长下测定
Z\值"所测 Z\值大于阴性对照平均值 q&0’+ 判
断为阳性结果+

金黄色葡萄球菌菌株产毒检测%用 &0#‘生理

盐水制成 !0& 麦氏单位菌悬浊液"取 ’&& &C菌悬液
接种肠毒素产毒培养基 +& MC"%" f震荡培养 + 6"
取对数生长期的培养基 ! MC" % &&& F1M<> 离心
’& M<>"取 上 清 过 滤 除 菌" 采 用 分 型 检 测 试 剂
*Y\)I(*UU9IUP),N,(,\,U检测+
’0!0,$金黄色葡萄球菌毒素基因检测

引物设计与合成%根据 :E>N=>L 中发布的基因
序列"参考文献)’%-’,*"利用 _F<MEF_FEM<EF+0& 软
件设计 ."+,."E,."2,."&,.""基因引物"由上海生工公
司合成"序列见表 ’+

表 ’$金黄色葡萄球菌肠毒素基因引物
P=?CE’$_F<MEFKBKEH <> D6<KKDBHJ

目的基因 引物 引物序列#+r-%r$ 熔解温度1f 扩增产物1?S

."+

."E

."2

."&

.""

."+-’ ((PPP::)))(::PP))))(: +%

."+-! P(P:))((PP((()P()))))( +,

."E-’ P(:()P()))(P:)()))(: +/

."E-! :()::P)(P(P)P)):P:((P:( +.

."2-’ (P()):))(P):)()P)))):(P):: +#

."2-! P())))P(::)PP))()PP)P(( +/

."&-’ (P):PPP::P))P)P(P((PPP)))(: +#

."&-! PP))P:(P)P)P(PP)P):::P)))()P( /&

.""-’ ():P)((P)P):)P))):PP))))()):( /’

.""-! P))(PP)((:P::)(((PP( /&

’!"

,""

!"’

%’#

’".

$$_(*检测%取新鲜生长的金黄色葡萄球菌"用
接种环挑取 + h" 个菌落加入 %&& &C生理盐水"震
荡混匀+ 加入葡萄球菌溶菌素 %" f处理 ’ 6"混匀
后 ’&& f 煮沸 ’& M<>" , f ’& &&& F1M<> 离心
’& M<>"取上清于 s!& f冻存备用+ _(*反应液采
用 FF+G! !预混试剂"!& &C反应体系+ 模版 ! &C"%&
个循环+ _(*产物在 ’0!‘的琼脂糖凝胶中电泳"
’&& j电压 ,& M<> 后"用凝胶成像系统观察结果并
拍照+
’0!0+$_G:U分子分型

参照美国 (\(_BCKE9EDVI)标准操作方法进
行 )’+* "主要试验参数如下%分子量标记参考菌株沙
门菌 8#.’!"细菌悬液浓度用 ?<@TtF<EB 麦̂氏比浊
仪调至 ,0& h,0+"使用 35+CY限制性内切酶
#,& V1胶条$"%& f酶切 % 6"电泳参数为 ,0& h
,&0& K"’# 6+ 胶块电泳后使用 :EC*EH 染色"纯水
脱色"jEFK=H@4读取电泳图谱"并由 N<@9BMEF<4K/0/
分析软件进行聚类分析+

!$结果
!0’$分离培养及生化鉴定

其中 N=<FH-_=FLEF平板,科马嘉金黄色葡萄球
菌显色平板,血平板上均出现疑似金黄色葡萄球菌
菌落"其他致病菌的分离平板上未见疑似菌落+ 将
食品和呕吐物中分离的 ’% 株疑似金黄色葡萄球菌

菌株进行血浆凝固酶试验均为阳性"jYPUk! 全自
动细菌鉴定仪鉴定为金黄色葡萄球菌+ 各样品检
出金黄 色 葡 萄 球 菌 菌 株 情 况 见 表 !" 分 别 编
号 ’ h’%+

表 !$不同类别样品检测结果
P=?CE!$PEKDFEKBCDK@5<K@C=DEK5F@M5@@H S@<K@><>O

样品类别
检测数
1份

分离金黄色
葡萄球菌
数1株

编号
检测出肠
毒素数
1份

其他 + 种
致病菌

可疑食物 + % ’ h% ! !

呕吐物 ’! ’& , h’% + !

注%!表示未检出

!0!$肠毒素检测及基因分型
用 *Y\)I(*UU9IUPP@D=C金黄色葡陶球菌

肠毒素总量检测试剂盒检测食品和呕吐物中肠毒
素"结果均检测出肠毒素"见表 !+ 将分离的金黄
色葡萄球菌产毒培养"取培养基上清检测"结果为
’! 株阳性" ’ 株阴性"阴性株 为 食品 来源+ 将
’% 株金黄色葡萄球菌制成 \9)模版"分别用 ."+,
."E,."2,."&,.""引物进行 _(*检测"结果见图 ’+
分型检测试剂盒 *Y\)I(*UU9IUP),N,(,\,U
检测 ’! 株均为 IU),IUN,IU\和 IUU阳性"IU(
阴性&’ 株为全阴性+
!0%$_G:U结果

’% 株分离的金黄色葡萄球菌经制胶,酶切,电
泳"菌株的 \9)片段得到良好分离"如图 !+ ’! 株
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注%\[! &&& 为 T=FLEF&’ h’% 为分离的金黄色葡萄球菌菌株

图 ’$金黄色葡萄球菌毒素基因 _(*扩增结果电泳图
G<OBFE’$)O=F@KEOECECE4DF@S6@FEK<KK6@R<>O_(*

=MSC<5<4=D<@> SF@HB4DK5@FD6EID=S6JC@4@44=CE>DEF@D@̂<> OE>EK

注%98-!&’+-’ h98-!&’+-’% 为分离的金黄色葡萄球菌菌株

图 !$金黄色葡萄球菌 _G:U电泳聚类分析结果+

G<OBFE!$(CBKDEF<>O=>=CJK<KH<=OF=M5@F3#+B$-,%2%224.

+4("4.<K@C=DEK

产肠毒素菌株的 _G:U带型完全一致"另 ’ 株食品
来源的与其他有偏离+ 根据 PE>@QEF的同源性判定
标准 )’/* "’! 株产肠毒素菌株属同一基因型+

%$讨论
国际上金黄色葡萄球菌食物中毒判断"除了

患者症状和流行病学资料"主要根据三条准则%食
物残余中分离到每克大于 ’&+ 克隆的金黄色葡萄
球菌&食物残余中检测出金黄色葡萄球菌肠毒素&
食物残余中分离出和病人一致的金黄色葡萄球菌
克隆 )’"* +

此次食物中毒事件"本课题组根据流行病学调
查"共有 !# 名学生发病"随即对可疑食物和病人呕

吐物用 U[YI)方法进行了肠毒素检测"结果食物和
病人呕吐物中均直接检出肠毒素+ 并分离到了可
疑菌株 ’% 株"从菌落形态特点,生化特征,血浆凝固
酶试验等方面判断均为金黄色葡萄球菌+ 并对这
些菌株进行产毒培养"培养基的肠毒素 U[YI)检测
显示"分离的 ’% 株病原菌中"产肠毒素阳性的有 ’!
株"占 #!0%‘+

葡萄球菌肠毒素已被鉴定的血清型包括经典
的 IU),IUN,IU(,IU\,IUU等 + 种肠毒素"以及较
新发现的 IU:,IU8,IUY,IU;等肠毒素+ 不同的菌
株包含不同的肠毒素血清型"同一菌株可能包含多
种肠毒素基因 )’"* + 本研究中 ’! 株菌株均检测出
."+,."E,."&,.""肠毒素基因+ 并且"U[YI)分型检测
试验也检出相应的肠毒素"进一步证明了本次事件
分离菌株携带 ."+,."E,."&,."", 种肠毒素基因并同
时表达+ 这种肠毒素基因型较为罕见"且 , 种肠毒
素都同时表达"致病性较大"可对此次爆发作出科
学的实验室解释+

_G:U方法通过限制性内切酶消化菌株 \9)"
比较酶切图谱对细菌整个染色体进行分析"分辨
率高,重复性好,易于标准化"已成为分子流行病
学研究技术上细菌分子分型的 -金标准. )’.* + 本
研究通过 _G:U分子分型进一步确定了所分离的
金黄色葡萄球菌中"’! 株来自同一克隆株#图 !$ "
证明从食物中分离出和患者一致的金黄色葡萄球
菌克隆+ 进一步证明是金黄色葡萄球菌引起的本
次食物中毒+

近年来多起学校公共卫生事件"大多由细菌引
起 )’#-!&* + 因此"食品监管部门应加大校园内食品卫
生安全宣传管理力度"加强从业人员健康检查+ 同
时提高消费者的食品卫生知识"在低温和通风良好
的条件下贮藏食物"以防细菌大量快速繁殖和产生
肠毒素+ 食物加工应把好原料污染及加工污染这
两关"以有效减少此类食物中毒事件的发生+

本次食物中毒事件实验室调查表明"在金黄
色葡萄球菌中毒调查中"肠毒素检测结合 _G:U分
型技术对病原菌溯源分析可以为相关公共卫生事
件提供可靠的科学依据+ 本次食物中毒事件中首
次分离出独特肠毒素表型金黄色葡萄球菌"需引
起关注+
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院士谈垃圾食品%食物本无好坏 关键在搭配
$$在生活中!我们经常会听到$垃圾食品%这个说法!也会有媒体整理出各种$垃圾食品%名单!而方便面#薯
条#可乐#汉堡#炸鸡#火腿等一般都会榜上有名!不少人对$垃圾食品%真是又爱又恨!很多人干脆敬而远之" 对
此中国工程院院士陈君石认为!食物并没有好坏之分!关键在于日常饮食的合理搭配!做到食物多样化"

提到$垃圾食品%!不得不从网上流传多年的经典谣言$世界卫生组织+A8Z,公布全球十大垃圾食品名单%
说起" 据陈君石介绍!该名单并不属实!世界卫生组织自己已经辟谣!从未公布过最差食品或者垃圾食品名单"

他表示!消费者之所以把汉堡包#薯条#炸鸡#可乐等食品列入$垃圾食品%名单!原因是其所含的能量或
脂肪高!而维生素#矿物质等其它营养素很少" 如果多吃#常吃!容易导致体重增加和发胖"

如下表所示!陈君石认为!像北京烤鸭#烤羊肉串这些很受大家欢迎的食品!它们的能量和脂肪含量相
当高!看起来也符合$垃圾食品%的特点" 以此类推红烧肉#水煮鱼等传统美食也将进入$垃圾食品%名单"

食物+每 ’&& 克, 能量+k4=C, 蛋白质+O, 脂肪+O, 碳水化合物+O,
可口可乐 ,% &0’ & ’&0.
薯条+肯德基, !#. ,0% ’+0+ ,&0+
肯德基鸡肉汉堡 !#! "0# ’/0% !+0!
羊肉串+烤, !&/ !/ ’&0% !0,
北京烤鸭 ,%/ ’/0/ %.0, /0&
方便面 ,"! #0+ !’0’ /’0/

表来源%科信食品与营养信息交流中心

$$陈君石认为!食物没有好坏之分!一个人吃的是否营养#健康!关键在于食物搭配是否合理" 比如!中午
吃了汉堡包!那晚上就应该多吃一点蔬菜" 同样!中午吃了方便面!那晚上就补上一点肉食和蔬菜" 他还表
示!超重和肥胖的原因是多方面的!即使从饮食方面来说!它的发生也是因为总的能量$收支不平衡%!即摄
入远大于支出" 因此!要保持健康体重!除了控制摄入量!还要$敢于支出%"

+摘自中国经济网!相关链接’6DDS’11RRR34E34>14JK41KS1<>5@1!&’/&%1&’1D!&’/&%&’x#’.+!!!0K6DMC,


