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研究报告
一起食物中毒病原菌斯坦利沙门菌的分子分型及耐药性分析

王丽丽!陈倩
!北京市疾病预防控制中心营养与食品卫生所 食物中毒诊断溯源技术北京市重点实验室"北京"!###!/#

摘"要!目的"对引起跨区域食物中毒的斯坦利沙门菌分离株进行耐药性检测和分子分型分析!追溯并明确病因

食品!为该菌防控工作提供科学依据" 方法"采用微量肉汤稀释法对 !& 株斯坦利沙门菌进行 !+ 种抗生素敏感性

试验!同时对菌株基因组 W8,经限制性内切酶 F./ Q酶切后进行脉冲场凝胶电泳)](YR*分子分型!并与数据库中

其他沙门菌比较" 结果"此次疫情分离菌株中食品分离株和腹泻患者分离株血清型一致!耐药谱基本一致" 经

](YR溯源分析后具有 !##‘同源的 ](YR带型!数据库中无相同带型的菌株" 结论"本起跨区域食物中毒是由斯

坦利沙门菌污染的煮花生引起!分离菌株对红霉素耐药!对氯霉素处于中介!对其他抗生素敏感"
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""沙门菌病#G<AI@;BAA@G>G$是由沙门菌感染引起
的一种人畜共患食源性疾病* 沙门菌作为食源性
传染病病原菌之一&可在动物与动物)动物与人)人
与人之间直接或间接传播&从而导致暴发流行* 自
!++& 年 E<AI@; 和 EI>?6 分离到猪霍乱沙门菌以来&
沙门菌引起的食源性疾病常有报道&常见血清型为
肠炎沙门菌)猪霍乱沙门菌)鼠伤寒沙门菌等&由斯
坦利沙门菌引起的食物中毒相对少见* 斯坦利沙
门菌属 J群沙门菌&$# 世纪 )# 年代就有国内外儿
科病房的院内交叉感染及聚餐引起食物中毒等的
报道&$#!! 年 ) 月欧盟多个国家发生斯坦利沙门菌
暴发感染事件 -!./. &该菌的暴发已成为备受关注的
公共安全问题之一* $#!& 年 / 月 $0 日&北京市
$ 个区县相继发生由斯坦利沙门菌污染食物所致食
物中毒&本研究对此次疫情分离株进行耐药性检测
和脉冲场凝胶电泳 #](YR$分型分析&为病原学调
查)溯源和治疗提供科学依据*

!"材料与方法
!’!"材料
!’!’!"菌株

本次试验所用菌株为 $#!& 年 / 月 $+ _/# 日北
京市 $ 个区县发生的沙门菌所致食物中毒分离株&
共 !& 株* 其中食品分离株 & 株&分别分离自羊肉串
#! 株$)肉筋#! 株$)整包煮花生#! 株$以及采集自
不同就餐地点的散装煮花生#$ 株$"另外 !# 株分离
自不同区县腹泻患者的粪便 #昌平区 * 株&海淀区
- 株$* 药敏试验用质控菌株大肠埃希菌 #,Z==
$&0$$$)沙门菌研究用标准菌株# =̂ ==&##-$均购
自北京陆桥技术股份有限公司* ](YR分子量标准
菌株为沙门菌 #70+!$$由中国疾病预防控制中心
提供*
!’!’$"主要仪器与试剂

jQZRk$ 全自动细菌生化鉴定系统 #法国梅里
埃$&脉冲场凝胶电泳仪及配套设备)凝胶成像系统
均购自美国 J>@.%<D&浊度仪&水浴摇床&高速离心
机&试验用水为去离子水*

沙门菌选择性琼脂 #7R$)脑心浸液培养基均
购自北京陆桥有限公司&jQZRkY8Q鉴定卡 #法国
梅里埃 $&沙门菌诊断血清 #泰国 Ew,$& EB<HBI
Y@AD 琼脂糖#美国 =<IMCBNJ>@E4>B;4B%@4HA<;D$&
蛋白酶 k#德国 B̂C4H$&限制性内切酶 F./ Q#日本
Z<H<C<$&调节阳离子浓度的营养肉汤培养液及革兰
阴性需氧菌药敏检测板#上海星佰有限公司$*
!’$"方法
!’$’!"菌株复核鉴定

根据 YJ-)+0’-!$#!#+食品安全国家标准 食
品微生物学检验 沙门氏菌检验, --.对食品样品进行
病原学分离及鉴定* 分离菌株直接接种于沙门菌
选择性培养基上&/) h培养 $- 6* 在选择性平板上
挑可疑菌落&革兰染色显微镜镜检为革兰阴性)氧
化酶阴性)三糖铁琼脂斜面产碱)底部产酸者&用
jQZRk全自动生化分析仪进行系统生化鉴定*
!’$’$"血清学分型

使用沙门菌属多价血清进行玻片凝集试验&
呈阳性反应者再与该血清所包含的单价血清做凝
集&单价血清呈强凝集者&根据 k<:55I<;.b6>?B血
清分型标准&确定每株菌的血清型别* 以生理盐
水做对照*
!’$’/"](YR分型

按照国际食源性致病菌病原细菌分子分型监
测网络#]:AGB8B?$中沙门菌 ](YR分型的标准操作
方法 -&.进行&使用 F./ Q限制性内切酶 # -# U$&
/) h酶切 / 6"电泳参数为 $’$ _*/’+ G&!0 6"胶块
电泳后使用 YBA%BD 染色&脱色后读取电泳图谱"沙
门菌标准株 70+!$ 作为分子量标准* ](YR图像录
入 J>@8:IBC>4G#jBCG>@; *’/&,LLA>BD <̂?6G&Q;43$软
件包进行处理&识别图像条带&经统一的分子质量
标准进行校准&标定条带位置&必要时进行手工校
正&在 ](YR图像中 c$#’& HML 的条带忽略不计*
](YR电泳图谱中&每条泳道代表 A株菌&在限制性
内切酶的切割下&不同的菌株会呈现不同的条带数
和片段大小* 将条带数和位置相同的菌株归为同
一 ](YR型别* 聚类图类型根据非加权配对算术平
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均法 #U]Ŷ ,$ 构建&条带位置差异容许度设为
!’#‘&相似系数用 W>4B表示*
!’$’-"耐药性测定

根据临床与实验室标准化协会 #=VEQ$推荐的
药敏试验抗生素选择原则确定耐药检测的抗生素
名单&采用微量肉汤稀释法进行药敏检验&定量测
定致病菌的最低抑菌浓度# Q̂=$* 挑取待测菌株的
/ _& 个纯培养新鲜菌落&均匀悬浮于 !’& IA无菌生
理盐水中&调至 #’& 麦氏浊度"吸取已比浊好浓度的
菌液 *# &A加入到 !$ IA调节好阳离子浓度的营养
肉汤培养液中混匀&依次加入到 0* 孔药敏板中#每
孔 !## &A$&每个药敏板分别设生长对照和空白对
照* 将接种好的 0* 孔药敏板加盖&置于培养箱中
#/* r!$ h培养 $- 6* 按照相同的操作测定标准质
控菌株#,Z==$&0$$$的耐药性* 测试抗生素包括
氨苄西林#,̂ ]$)庆大霉素#YR8$)四环素#ZRZ$)
阿奇霉素#,â $)氯霉素#=7V$)甲氧苄啶1磺胺甲
恶唑#Ẑ ]1E â$)环丙沙星#=Q]$)萘啶酸#8,V$)
红霉素#R%X$)头孢唑林#=(a$)阿莫西林1克拉维
酸#,̂ =$)头孢西丁#=(e$)头孢噻肟#=Ze$)头孢

他啶#=,a$)头孢吡肟#(R]$)亚胺培南#Q]̂ $)氨
苄西林1舒巴坦#,̂ E$)头孢呋辛#=ê $*

$"结果
$’!"血清学分型

!& 株分离菌均与沙门菌属多价血清发生凝集&
与单价 T-)&)!$ 发生凝集反应&与 7相血清7D !)$
发生凝集反应* 生理盐水对照均无自凝现象* 根
据 k<:55I<;.b6>?B血清分型标准&判定 !& 株沙门菌
血清型均为 T-) &) !$ 和 7D !) $ 均为斯坦利沙
门菌*
$’$"](YR分型与聚类结果

!& 株斯坦利沙门菌基因组 W8,经 F./ Q限制
性内切酶酶切后&进行脉冲场凝胶电泳&将 ](YR图
谱进行聚类分析&见图 !* 结果显示&通过 ](YR分
子分型溯源分析&!& 株斯坦利沙门菌同为 ! 种
](YR带型&相似度为 !##‘&即昌平区和海淀区的
可疑食品分离株分别与各城区腹泻患者分离株的
](YR带型完全一致&同时 $ 个城区可疑食品分离
株的 ](YR带型也完全一致*

注%昌平区疾病预防控制中心简称为昌平 =W=&海淀区疾病预防控制中心简称为海淀 =W=

图 !"!& 株斯坦利沙门菌 F./ Q酶切 ](YR聚类分析图谱
(>K:CB!"](YR4A:G?BC<;<AFG>G@5!& B5E?<;ABFG?C<>;GD>KBG?BD MFF./ Q

$’/"耐药性测定结果
!& 株斯坦利沙门菌对 !+ 种抗生素的耐药谱

基本一致&均为对氨苄西林)庆大霉素)四环素)阿
奇霉素)甲氧苄啶1磺胺甲恶唑)环丙沙星)萘啶
酸)头孢唑林)头孢西丁)头孢噻肟)头孢他啶)氨
苄西林1舒巴坦)阿莫西林1克拉维酸)头孢吡肟)
头孢呋辛等 !& 种抗生素敏感&对红霉素耐药&对
氯霉素处于中介* 除 $#!&E].a###! I) 对亚胺培
南处于中介外&其他 !- 株菌均对亚胺培南敏感&
见表 !*

/"讨论
人类沙门菌感染地域性呈全球性分布&多以食

物)水源污染为主要传播方式 -*. * 本次斯坦利沙门
菌污染煮花生所致的食源性疾病暴发事件中&患者
均有 $#!& 年 / 月 $+ 日食用煮花生的进餐史&$#!&
年 / 月 $0 日相继以恶心)呕吐)腹泻)发热为主要症
状入院&控制并销毁可疑食物后&没有再出现新发
病例* 经流行病学调查&本事件中被斯坦利沙门菌
污染的源头食品为张家口某食品有限公司生产的
"""
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表 !"!& 株斯坦利沙门菌对 !+ 种抗生素的敏感性结果
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注%E)Q)%分别代表敏感)中介)耐药

成品煮花生&后经不同的批发市场销售到北京市部
分餐馆和烧烤摊点* 此次食源性疾病暴发事件在
地域上跨越北京和张家口 $ 个城市&在北京市短期
内引起 $ 个城区 !# 个患者的相继发病&提示相关食
品安全监管部门应加强对食品生产企业监管工作&

从控制传染源的角度降低沙门菌感染以及食物中
毒事件的发生率*

随着食品贸易国际化)食品加工集中化)销售
途径快速)远程和多样化以及消费者对食物消费要
求的改变&沙门菌新1旧血清型可以通过新鲜的水
果)蔬菜及肉制品迅速广泛扩散&导致食源性疾病
发生模式由暴发转为多点散发&因此沙门菌分子分
型在流行病学调查中作用愈显重要* 在食源性疾
病暴发事件调查中&流行病学调查能够初步判断病
例间)病例与食物间的相关性&发现可疑食物* 若
在病例)可疑食物中分离到相同血清型及分子特征
的沙门菌&则可为流行病学调查结果提供直接的实
验室数据支撑&进一步确认食源性疾病的源头*
$#!! 年 ) 月!$#!$ 年 0 月多个欧盟成员国暴发斯
坦利沙门菌感染事件&短期内出现 -$! 名感染病
例 -/. * 流行病学调查结果表明多国疫情的暴发有
一个共同持续的传染源&即被斯坦利沙门菌污染的
火鸡生产运输链&同时多国病例分离株经 ](YR分
子分型后得到完全一致的 F./ Q.](YR图谱&为疫情
控制及时提供了科学依据*

本研究使用 F./ Q对 !& 株斯坦利沙门菌进行酶
切&得到的 ](YR谱型完全相同&聚类分析相似度为
!##‘&且菌株耐药谱也基本一致&说明感染菌株来自
同一个克隆&即有共同的感染源头&为该起暴发事件
定性提供了准确直接的实验室数据支持* 沙门菌不
耐热&在 *# h !# _!& I>; 即可灭活&能在水)牛奶)蛋

制品及肉类制品中存活数月* 此次病因食品为水煮
花生&其加工工艺中必然含有加热过程&但在批量生
产的成品煮花生和供餐环节均检出斯坦利沙门菌&可
能是产品加热不彻底或者在加热后的分装)储存)运
输等环节受到了该致病菌的污染* 另外&在某供餐地
点同一加工间冰柜中冷藏的自制生羊肉串和肉筋中
也检出相同 ](YR带型的斯坦利沙门菌&可能是由于
该供餐场所生熟不分)储存不当&进而导致煮花生携
带的该致病菌二次污染了羊肉串*

本次疫情共 $ 个城区有病例发病&其中 ! 个城
区在供餐地点的羊肉串和肉筋中检出同 ](YR带型
的斯坦利沙门菌&另 ! 个城区供餐地点的羊肉串和
肉筋中未检出该致病菌&因此可以排除羊肉串和肉
筋是污染源头* 而 $ 个城区的多个供餐地点均从水
煮花生中分离到了同 ](YR带型的斯坦利沙门菌&

流行病学资料及实验室溯源结果均证实了水煮花
生为此次食物中毒事件的起因* 与北京市沙门菌
数据库比对分析显示&此次疫情菌株的 ](YR图谱
与数据库中的其他菌株图谱不同&这一新谱型的出
现丰富了北京市沙门菌数据库&同时也提示应对此
图谱的沙门菌进行密切关注&以便及时控制疫情*

沙门菌耐药的发展受多种因素影响* 近年来&

沙门菌多重耐药菌株的不断出现&耐药模式多样化
及耐药人群年轻化对正确且针对性用药提出了更
高的要求* 因此加强抗生素耐药性检测&及时提供
正确的实验室依据&从而指导临床合理用药&对减
少耐药菌株的出现意义重大* 广州市 !& 株斯坦利
沙门菌腹泻患者分离株的药敏研究显示&氯霉素敏
感率为 0/’/‘&对甲氧苄啶)四环素)磺胺甲二啶)

链霉素)氨苄西林都有不同程度的耐药 -). * 本研究

分离的 !& 株斯坦利沙门菌对 !+ 种抗生素的耐药谱



一起食物中毒病原菌斯坦利沙门菌的分子分型及耐药性分析!!!王丽丽&等 ! /!""" !

基本一致&均为对红霉素耐药&对氯霉素处于中介&
对氨苄西林)庆大霉素)四环素等 !& 种抗生素敏感*
沙门菌对红霉素和氯霉素耐药率较高 -+. &这两种抗
生素目前在临床使用较少&可能与畜牧业)养殖业
等滥用抗生素有关&另外细菌之间耐药性传递也可
能是导致目前细菌耐药性增强的原因* 以往对沙
门菌感染一般选用氯霉素)复方新诺明)氨苄西林
或羟胺苄西林&本研究显示&此次分离的 !& 株斯坦
利沙门菌全部对氯霉素处于中介&治疗效果可能不
佳* 而其他 !& 种抗生素敏感性较高&此研究结果可
为临床沙门菌感染治疗用药提供参考*

此次疫情分离的 !- 株斯坦利沙门菌对亚胺培南
敏感&这与浙江省对 0! 株沙门菌临床分离株的药敏
结果一致-0. &即测试菌株对亚胺培南 !##‘敏感* 但
值得关注的是&散装花生分离株 $#!&E].a###! I) 对
亚胺培南处于中介* 有研究者曾从腹泻患者粪便
中分离到耐亚胺培南等碳青霉烯类药物的斯坦利
沙门菌 -!#. &提示需要重点关注斯坦利沙门菌对亚胺
培南的耐药趋势*

参考文献
- ! ."李影&穆伟晶3新生儿斯坦利沙门氏菌感染 $# 例临床分析

-9.3中国新生儿科杂志&!0+)&$#$$ %&&&*$3

- $ ."沈政&邓远玲&陈丽萍&等3一起由斯坦利沙门氏菌引起食物

中毒事件的实验室检测 -9.3疾病监测与控制&$#!-&+ #+ $ %

-++.-+03

- / ."R:C@LB<; =B;?CB5@CW>GB<GB]CBOB;?>@; <;D =@;?C@A&R:C@LB<;

(@@D E<5B?F,:?6@C>?F3 :̂A?>.4@:;?CF@:?MCB<H @5B/*+%(1**/

E?<;ABF>;5B4?>@;G:LD<?B-9.3R(E,9@:C;<A&$#!$&!##0$ %$+0/3

- - ."中华人民共和国卫生部3YJ-)+0’-!$#!# 食品安全国家标

准 食品微生物学检验 沙门氏菌检验- E.3北京%中国标准出

版社&$#!#3
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食品药品监管总局办公厅关于低聚果糖生产许可有关问题的复函
食药监办食监一函$$#!&%)-& 号

河北省食品药品监督管理局%

你局&关于明确低聚果糖产品生产许可分类单元的请示’)冀食药监+$#!&,-$ 号*收悉" 经商国家卫生
计生委!现函复如下%

根据食品安全法#国家卫生计生委办公厅&关于低聚果糖使用有关问题的复函’ )国卫办食品函+$#!/,
!!+ 号*和&关于低聚果糖#加工助剂过氧化氢有关问题的复函’ )国卫办食品函+$#!&,))& 号*!低聚果糖可
作为普通食品!归入-其他食品.类别实施生产许可管理!按照&低聚果糖’)YJ1Z$/&$+($##0*执行" YJ1Z
$/&$+($##0 适用于以蔗糖为原料!或以菊芋#菊苣等植物根茎为原料制成的低聚果糖"

国家卫生计生委正在组织制定&食品营养强化剂 低聚果糖’的食品安全国家标准!相关标准发布实施
前!仍按现行标准及原卫生部公告的规定执行"

)相关链接%6??L%11PPP3GD<3K@O34;1bE#!1=V#+&!1!/*0!!36?IA*

食品药品监管总局办公厅

二〇一五年十一月三十日


