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食物中毒
一起食物中毒病因的实验室分析
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摘(要!目的(查明引起食物中毒的致病菌!分析菌株间的亲缘关系!为明确食物中毒诊断提供依据" 方法(采

集一起食物中毒蛋糕和病人样品!用实时荧光 ,1"快速筛检!按 5c%E?’:%*;&)&+食品微生物学检验 沙门菌检验

法,分离#鉴定致病菌!脉冲电场凝胶电泳%,-5I&对病原菌作同源性分析" 结果(从 )* 份蛋糕样品中检出 ? 株肠

炎沙门菌!<; 份患者粪便样品中检出 )E 株肠炎沙门菌!,1"核酸阳性与 5c%E?’:%*;&)& 法分离到菌株完全一

致$,-5I条带聚类分析显示患者与蛋糕中检出的肠炎沙门菌属同一基因型!具有高度同源性" 结论(本起食物中

毒由肠炎沙门菌污染蛋糕所致$,1"法与 5c%E?’:%*;&)& 法联合检测!有助于快速锁定食物中毒致病菌!从基因

水平上证明食物病原的相关性"
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((;&)< 年 . 月 ;’ 日宁波市镇海区某企业发生一
起食物中毒事件"其发病和调查经过是&企业向某
食品公司订购了 ’** 份水果蛋糕分批发放给职工(
当晚 ;) 点左右出现首例病例"陆续发生食物中毒病
例 ;%) 例"罹患率为 %;:<g$;%)@.E&%"经抗生素治
疗"一星期内康复"无重症’死亡病例( 流行病学调
查发现病例均为食用过蛋糕的职工及其家属"并在
E; D 内出现腹痛’腹泻或恶心’呕吐"可伴发热’头

痛’头晕等中毒症状( 患者主要症状为发热’腹痛
腹泻’呕吐等"腹泻物性状多为水样便"腹痛多为脐
周阵痛#潜伏期 ;:. e%*:. D’平均潜伏期).:’ D#部
分患者白细胞计数升高’中性粒细胞比率升高( 随
机选择 .& 名患者和 .% 名无症状的职工进行病例对
照研究"病例组蛋糕进食史 )&&g $.&@.&%"对照组
蛋糕进食史 )Eg$’@.%%"经卡方检验"结果显示差
异有统计学意义 $"; hE<:%."!9&:&.%"提示本事
件与食用蛋糕有关( 经现场调查分析"排除了食堂
就餐’饮用水等其它因素致病的可能性( 为快速检
出患者和食物中引起中毒的病原菌并进行溯源"采
用双重荧光 ,1"进行中毒病原的快速筛检’5c
%E?’:%!;&)&+食品微生物学检验 沙门菌检验
法, ))* 分离鉴定病原菌"以及脉冲电场凝胶电泳
$,-5I%分析其同源性"根据临床症状’流行病学调
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查及实验室检查证实"本起食物中毒由肠炎沙门菌
污染蛋糕引起"现将结果报告如下(

)(材料与方法
):)(材料
):):)(样品采集

采集食物中毒患者粪便样品 <; 份’可疑食物芒
果果冻慕斯蛋糕 )% 份’覆盆子蛋糕 ; 份"供检测病
原菌用(
):):;(主要仪器与试剂

$/c自动细菌鉴定仪$法国梅里埃%’,1"荧光
分析仪$美国 $cG%’16I-3$,,I"脉冲场凝胶电泳
仪和 mNOJ4QB凝胶成像分析系统均购自美 国
cKQ0"JV(

培养基与诊断血清缓冲蛋白胨水$c,%’三糖铁
琼脂均购自杭州微生物试剂有限公司"+1增菌液’
++ 琼脂均购自杭州天和微生物试剂有限公司"沙门
菌显色平板$郑州博赛生物技术股份有限公司%"沙
门菌多价诊断血清$兰州生物制品研究所有限责任
公司%"沙门单价诊断血清$丹麦 4NO3JUR%"生化鉴
定条 $法国 ^KQ3NUKNMT%"金黄色葡萄球菌’变形杆
菌’致泻大肠埃希菌 ,1"检测试剂盒和沙门菌’志
贺菌检测试剂盒均购自深圳市生科源技术有限公
司"低熔点琼脂糖’,-5I级琼脂糖均购自美国 cG20
cKQ0"JV"蛋白酶 F$德国 3I"1F%"以上试剂均在效
期内使用(
):;(方法
):;:)(检测项目

根据患者的食物中毒临床症状"进行沙门菌’

志贺菌’金黄色葡萄球菌’变形杆菌和致泻性大肠
埃希菌检测(
):;:;(细菌分离鉴定

食品标本的沙门菌’志贺菌’金黄色葡萄球菌
和致泻性大肠埃希菌按 5c%E?’:%!;&)& 方法检
测#粪便标本沙门菌’志贺菌和致泻性大肠埃希菌
按 Z+ ;E)!;&&E+感染性腹泻诊断标准, );*方法检
测"金黄色葡萄球菌按 Z+@/?&!)’’*+葡萄球菌食
物中毒诊断标准及处理原则, )<*方法检测"食品和
粪便样品的变形杆菌按Z+@/’!)’’*+变形杆菌食
物中毒诊断标准及处理原则, )%*方法检测( 病原菌
分离采用将直接分离和选择性增菌后分离方法"沙
门菌划显色平板和 ++ 平板#志贺菌划显色培养基和
麦康凯平板$3$1%#致泻性大肠埃希菌和变形杆菌
划 3$1和伊红美兰平板$I3c%#金黄色葡萄球菌
划帕克$cJKUV0,JURNU%平板"分别挑取可疑菌落作革
兰氏染色镜检’生化试验及血清凝集试验(

):;:<(实时荧光 ,1"快速检测
粪便和蛋糕样品经 +1增菌 * D"); &&& U@!KO

离心 )& !KO"沉淀物加 4#$提取液"将沉淀悬浮后
沸水浴处理 . !KO"); &&& U@!KO 离心 . !KO"上清为
细菌 4#$核酸提取液( 取 4#$提取液进行沙门0

志贺菌双色实时荧光 ,1"检测"反应体系按说明书
操作( 荧光 ,1"检测采用 -$3通道荧光信号(
):;:%(脉冲场凝胶电泳分型

参照美国 141,MLbN#N_X+$方法 ). i** ( 分子
量标记沙门菌 $参考菌株为 6’?);%由浙江省疾病
预防控制中心微生物室提供( ;. 株肠炎沙门菌经
制胶’A?/&酶切’脉冲场电脉’染色与读胶"用丹麦
cKQOM!NUKBba%:* 软件进行聚类分析(

;(结果
;:)(实时荧光 ,1"筛检

<; 份中毒病人粪便样品先用实时荧光 ,1"筛
检"其中 )E 份中毒病人粪便样品检出沙门菌特异性
4#$核酸"阳性率为 .<:)<g#均未检出志贺菌’金
黄色葡萄球菌’变形杆菌’致泻大肠埃希菌特异性
4#$核酸(
;:;(沙门菌分离鉴定

<; 份中毒病人粪便样品和 )* 份蛋糕样品经分
离培养"有 ;. 份样品发现可疑菌落"其中病人粪便
样品 )E 份"芒果果冻慕斯蛋糕 E 份"覆盆子蛋糕
) 份"检出率分别为 .<:)<g $ )E@<; % 和 .&:&&g
$?@)*%( 可疑菌落在沙门菌显色平板上为紫红色’
中等大小菌落"++ 平板上为中等大小’无色半透明’

产 6;+ 菌落#革兰染色镜检为 5i杆菌"氧化酶试验
阴性( ;. 株细菌经 $/c自动细菌鉴定仪鉴定"在
G4<; 5#生化反应条上生化试验结果完全相同"鉴
定编码为 /h&:E;"OIg值为 ’’:*"属沙门菌的某些
种"血清分型抗原式均为 ’");&P"!& i"定为肠炎血
清型沙门菌(
;:<(其它细菌分离鉴定

志贺菌显色培养基中未见可疑菌落生长"粪便
样品直接分离的 3$1平板上发现有中等大小无色
半透明的可疑菌落"与志贺菌四种多价血清不凝
集"与沙门氏菌 $0-多价血清凝集"可疑菌落分纯
后经 $/c自动细菌鉴定仪鉴定结果为沙门菌属(
cJKUV0,JURNU平板上无金黄色葡萄球菌可疑菌落生
长( I3c平板上未见迁移生长的可疑变形杆菌菌
落( 致泻大肠埃希菌"挑取 3$1平板上桃红色不透
明菌落#I3c平板上黑紫色或红紫色’圆形’边缘整
齐’表面光滑湿润’具金属光泽"或紫黑色不带或略
带金属光泽"或粉红色中心较深的菌落#可疑菌落
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接种双糖后"作大肠杆菌多价血清凝集试验"所有
可疑菌落均未出现凝集(
;:%(脉冲电场凝胶电泳分型

;. 株肠炎沙门菌经制胶’酶切’电泳菌株的
4#$片段得到良好分离",-5I条带 )&&g相似"根
据 /NOQaNU的同源性判定标准 )E*属同一基因型( 结
果见图 )(

注&3&3JURNU#) e)E&病人菌株#)? e;.&食品菌株

图 )(cKQOM!NUKBb%:* 版软件聚类分析图
-KPMUN)(cKQOM!NUKBb%:* aNUbKQO bQC_[JUNBLMb_NUKOP

JOJLWbKbVKJPUJ!

<(讨论
,-5I分型由 +BD[JU_b和 1NUO_NU建立"采用定

时改变电场方向的交变电源"可对 )&& 3̂ 范围内的
4#$分子进行分析( 由于 ,-5I是对细菌全染色
体 4#$进行分析"检测细菌的染色体结构特征"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"且能显示出菌株间微小差异"被认为是
细菌分子流行病研究的0金标准1 )?* "是国内外同源
性分析和传染源追踪的通用方法( 为进一步证实
可疑食物与本次食物中毒的相关性"我们对病原菌
进行 ,-5I同源性分析"聚类分析显示两类菌株条
带 )&&g相似"表明患者和蛋糕菌株的遗传亲缘关
系较近"进一步证实本起食物中毒是由肠炎沙门菌
污染蛋糕引起( 因此",-5I用于食物中毒病因追
踪有重要的意义"能为食物中毒查明原因"对事件
处置提供有力依据(

食品安全备受政府和社会关注"因此"快速查明
食物中毒病因"体现了疾病控制中心检测能力( 对细

菌性食物中毒的病原菌检测都依据5c%E?’:%!;&)&
法进行"采用病原菌分离培养’生化试验和血清学试
验等步骤"耗时较长$至少需 E; D 以上%"用实时荧光
,1"筛检时间缩短到 )& D 左右"发挥了该方法的特
异性好’灵敏度高’操作简单’速度快’高通量等优点"
应用后将初步报告取得了较好的效果)’* "为食品安全
事件处置提供及时准确的科学依据"值得在细菌性食
物中毒检测中推广使用(

本起食物中毒潜伏期短"发病急"中毒症状重"
病例对照研究结果显示发病与进食可疑蛋糕显著
相关$"; hE<:%."!9&:&.%"实验室从食品和患者
标本中检出肠炎沙门菌"且两者菌株的 ,-5I型具
高度同源性"证实本次食物中毒是食用受肠炎沙门
菌污染的蛋糕所致( 沙门菌引起的食物中毒是全
球报道最多的 ))&* "本地食品中也有较高的携带
率 )))* ( 本次事件警示沙门菌污染食品仍是诱发本
地区食物中毒的因素之一"应引起相关部门的注
意"加强禽蛋以及含生蛋产品的沙门菌等致病菌监
测"加强对蛋糕等食品生产企业的监管力度"以防
此类事件再次发生(
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