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摘(要!目的(通过对腹泻患者肛拭子标本和外环境样品的病原菌检测!利用脉冲场凝胶电泳#7TZN%分子分型

技术对一起多型别副溶血性弧菌引起农村喜宴食物中毒原因开展溯源分析" 方法(对采集的共 &* 份肛拭子标本

和外环境样品进行病原学检测!并对检出的副溶血性弧菌进行血清分型$7TZN分型及 *10$*20$*%0$*5=L基因检测"

结果(&* 份样品0标本中 )% 份检出副溶血性弧菌!)) 株为 *10 w*20.*%0 w*5=Lw基因型!2 株为 *10.*20.*%0 w*5=Lw基

因型" 其中 )& 份患者肛拭子标本中有 , 份检出副溶血性弧菌!L 份为 Y’l6+血清型!& 份为 Y& 群&’ 份墩板涂抹样

品中有 & 份检出 Y’l6+血清型!) 份为 Y) 群&’ 份剩余食物样品中有 & 份检出副溶血性弧菌!分别为 Y) 群和 Y)*

群&厨师肛拭子标本检出 Y)) 群副溶血性弧菌&7TZN聚类分析显示 L 份患者肛拭子标本和 & 份墩板涂抹样品中的
Y’l6+型副溶血性弧菌带型高度同源!剩余食物来源的副溶血性弧菌核酸降解未能显示 7TZN条带" 结论(本次

事件是可疑食物交叉污染切菜墩板引起的以 Y’l6+血清型为主的多种血清型别副溶血性弧菌的食物中毒"
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((副溶血性弧菌 #3&42&5()2)0)#65%/*&$78"d7$是
重要的食源性致病菌之一"广泛存在于近海岸的海
水*海底沉积物*海产品中"也是沿海地区引起食物

中毒最常见的致病菌 ’)( ) 近年来"在一些沿海地
区"副溶血性弧菌引起的食物中毒占细菌性食物中
毒之首"食物中毒腹泻患者肛拭子中检出的副溶血
性弧菌占检出阳性菌的首位 ’&( )

&*)& 年 )* 月"嘉兴市某村民家中摆喜宴"当晚
有上百名赴宴者出现腹痛*腹泻等不适症状"其中
2* 多名陆续去医院就诊"流行病学调查表明"病例
主要症状以腹痛*腹泻为主"腹痛表现为脐周绞痛
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或阵发性疼痛"腹泻以水样便为主"伴发热*恶心*
呕吐等"其中一名厨师次日也有腹痛症状"腹泻数
次) 对从采集的病例肛拭子标本*墩板涂抹样品及
剩余食物样品中分离出的副溶血性弧菌进行基因
检 测 和 脉 冲 场 凝 胶 电 泳 # ]R/;:S#KH:/S P:/
:/:B<=.]3.=:;H;"7TZN$分型"对导致食物中毒的病因
进行溯源)

)(材料与方法
)A)(材料
)A)A)(样品0标本来源

采集医院就诊患者肛拭子标本 )& 份"在喜宴家
厨房采集墩板涂抹样品 ’ 份*剩余食物#凉拌海蛰*
猪肚炒青椒*烤鸭$’ 份"厨师手涂抹样品*肛拭子标
本各 ) 份"共 &* 份"检测项目为副溶血性弧菌*沙门
菌*致泻大肠埃希菌*金黄色葡萄球菌*蜡样芽胞
杆菌)
)A)A&(主要仪器与试剂

E_F细菌鉴定仪#法国梅里埃$"L’** 实时荧光
758仪#美国 EFW$"5"NTME7脉冲场凝胶电泳仪*
Z:/b.BV8凝胶成像仪均购自美国 FH.#8OS)

弧菌显色培养基*沙门菌显色培养基均购自郑
州博赛生物科技公司"’c氯化钠碱性蛋白胨水*’c
氯化钠胰蛋白胨大豆琼脂*’c氯化钠三糖铁*缓冲
蛋白胨水*四硫磺酸钠煌绿增菌液*亚硒酸盐胱氨
酸增菌液*亚硫酸铋琼脂*三糖铁*营养琼脂*LA%c
氯化钠肉汤*FOH=S#7O=‘:=琼脂*营养肉汤*肠道菌增
菌液*麦康凯琼脂*甘露醇卵黄多粘菌素琼脂*!! 琼
脂*硫代硫酸盐柠檬酸盐胆盐蔗糖#_5F!$琼脂等均
购自青岛海博生物公司"生化鉴定试剂 #法国生物
梅里埃$"副溶血性弧菌诊断血清 #)) 种 Y血清及
6+*64"日本生研$"副溶血性弧菌毒力基因检测试
剂#上海辉睿生物科技有限公司$&内切酶 K5*W*94)
W均购自美国 7=.-:PO"蛋白酶 6#德国 MN856$"均
在有效期内使用) 分子质量参考菌株为沙门菌国
际标准菌株 ",4)&"由浙江省疾病预防控制中心
提供)
)A&(方法
)A&A)(致病菌检测

按照 ZF0_2L4,AL!&**4 -食品卫生微生物学
检验 副溶血性弧菌检验. ’’( *ZF2L4,A2!&*)*-食
品安全国家标准 食品微生物学检验 沙门氏菌检
验. ’2( *ZF2L4,A)*!&*)*-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 . ’%( *ZF0_
2L4,A+!&**’-食品卫生微生物学检验 致泻大肠埃
希氏菌检验. ’+( *ZF0_2L4,A)2!&**’-食品卫生微

生物学检验 蜡样芽胞杆菌检验. ’L( *\! &L)!&**L
-感染性腹泻诊断标准. ’4(附录 F的方法) 收集样
品0标本后立即对样品0标本分别进行直接分离和
增菌后分离"挑取可疑菌落分离纯化后进行生化鉴
定*血清学分型)
)A&A&(副溶血性弧菌基因检测

按照试剂说明书用荧光定量 758检测 *10**20*
*%0**5=L基因",% f预变性 % -H>",% f变性 )* ;"
%4 f退火*延伸及检测荧光 2% ;"循环 2* 次) 循环
阈值#5<$值"’4 为阴性"5<值 @’% 为阳性"’%%5<
值 @’4 重复测定两次"若两次 5<值"’4 则判为阴
性"其中一次 5<值 @’4 判为阳性)
)A&A’(7TZN分型

参照食品安全风险监测工作手册中副溶血性
弧菌 7TZN操作程序进行"用 K5*W内切酶 ’L f酶
切 2 3 后上机电泳"最小分子量#/.9M\$#L4 ‘?*最
大分子量# 3HP3 M\$#’,+ ‘?"初始转换时间#H>H<HO/
;9H<B3 <H-:$)* ;"终末转换时间 #KH>O/;9H<B3 <H-:$
’% ;" 电压梯度 # .̂/<OP:P=OSH:> $ + d0B-" 夹角
#H>B/RS:S O>P/:$ )&*u" 坡 道 # =O-]H>P$% 线 性
#/H>:O=$"起始电流 )2* -E) 成像后用 FH.DR-:=HB;
+A+ 软件分析)

&(结果
&A)(致病菌检测结果

&* 份样品0标本中 )% 份检出副溶血性弧菌" 且
每份仅检出一株副溶血性弧菌#表 )$"其中 )& 份患
者肛拭子标本中 , 份检出副溶血性弧菌"且 L 份为
Y’l6+血清型"& 份为 Y& 群) ’ 份墩板涂抹样品中
均检出副溶血性弧菌"& 份为 Y’l6+血清型") 份为
Y) 群&’ 份剩余食物样品中有 & 份#凉拌海蛰和猪
肚炒青椒$检出副溶血性弧菌"分别为 Y) 群和 Y)*
群) 厨师肛拭子标本检出 Y)) 群副溶血性弧菌&&*
份样品0标本中均未检出沙门菌*致泻大肠埃希菌*
金黄色葡萄球菌*蜡样芽胞杆菌)
&A&(副溶血性弧菌基因检测

)% 株副溶血性弧菌的 *%0**5=L基因均阳性"
*20 基因均阴性&患者肛拭子标本中 L 株副溶血性
弧菌 Y’l6+血清型 *10 基因均阳性") 株 Y& 群 *10
基因阳性&墩板涂抹样品中检出的 & 株副溶血性
弧菌 Y’l6+血清型 *10 基因均阳性"厨师肛拭子标
本中检出 ) 株副溶血性弧菌 Y)) 群 *10 基因阳性&
剩余食物样品中检出的 & 株副溶血性弧菌 *10 基
因均阴性) 即 )% 株副溶血性弧菌分离株中")) 株
为 *10 w*20.*%0 w*5=Lw基因型"2 株为 *10.*20.*%0 w
*5=Lw基因型)



一起多型别副溶血性弧菌引起农村喜宴食物中毒的溯源分析!!!高雯洁"等 !’&L(( !

表 )(&* 份样品0标本中副溶血性弧菌检测结果#份$

_O?/:)(3&42&5()2)0)#65%/*&$78;<=OH>;H;./O<:S K=.-&* ;O-]/:;0;]:BH-:>;H> <3H;;<RSC
种类 检测份数 阳性份数 Y’l6+血清型 Y) 群 Y& 群 Y)* 群 Y)) 群
患者肛拭子标本 )& , L * & * *

厨师肛拭子标本 ) ) * * * * )

厨师手涂抹样品 ) * * * * * *

墩板涂抹样品 ’ ’ & ) * * *

剩余食物样品 ’ & * ) * ) *

合计 &* )% , & & ) )

&A’(副溶血性弧菌 7TZN聚类分析结果
除剩余食物样品中 Y) 群和 Y)* 群 & 株副溶血

性弧菌核酸降解未能分出条带外"患者肛拭子标
本*厨师肛拭子标本和墩板涂抹样品中的 )’ 株副溶
血性弧菌分为 % 个型别"L 株患者肛拭子标本和& 株
墩板涂抹样品中的 Y’l6+型副溶血性弧菌带型高
度同源"结果见图 ))

图 )()’ 株副溶血性弧菌 7TZN聚类树状图
THPR=:)(b:>S=.P=O-H//R;<=O<H>P<3:B/R;<:=H>P.K7TZN

]O<<:=>;.K<3:)’ 3&42&5()2)0)#65%/*&$78;<=OH>;

:[O-H>:S H> <3H;;<RSC

’(讨论
副溶血性弧菌是夏秋季细菌性食物中毒的主

要病原菌"是在沿海地区食物中毒的首要致病菌)

据报道 ’,(副溶血性弧菌引发食物中毒的发生规模
及人群暴露规模均呈明显上升趋势"目前已成为世
界许多沿海国家细菌性食物中毒的首位病原菌)
Y’l6+型菌株是 ),,+ 年之后引起世界范围大流行
并导致副溶血性弧菌感染人数急剧上升的菌型 ’)*( )

本次事件中检出的副溶血性弧菌也以 Y’l6+血清
型为主)

本事件中检出的 )% 株副溶血性弧菌 *%0**5=L

基因阳性率为 )**A*c#)%0)%$"*10 基因阳性率为
L’A’c#))0)%$"*20 基因均阴性"与其他报道 ’&"))#)&(

接近) *%0 基因编码不耐热溶血素#_1"$"有种属特
异性"*5=L基因编码跨膜转录激活蛋白"在弧菌属
中普遍存在) 副溶血性弧菌的致病机理目前还没
有完全研究清楚"但有两个毒力因子已经得到公
认 ’)’( "即由 *10 基因编码的耐热直接溶血素#_b"$

和由 *20 基因编码的耐热相关溶血素 #_8"$"_b"
具有溶血活性*细胞毒性*肠毒素性*小鼠心脏毒性
及致死性等生物学活性"_8"具有溶血作用与肠毒
素作用) 据文献报道 ’)2(临床分离株大多携带 *10*
*20 基因中的一种或二者都有"并以 *10 为主"而环
境分离株中携带这两种毒力基因的比例相当低)

7TZN因分辨力高*结果重现性好"能满足不同
实验室间结果比较"被推荐用于病原菌的分子流行
病学调查和主动监测 ’)%( "_NDYdN8等 ’)+(根据来自
同一亲代的个体具有共同的遗传物质"在 7TZN试
验中表现出相同的指纹图谱的原理"认为电泳条带
无差异者是相同菌株"有 ) m’ 条差异者菌株间有相
近关系) _E1YD等 ’)L(在解释 7TZN结果时提出将
具有 4%c以上相同条带的菌株认为是相同的菌株)
本事件中 L 份患者肛拭子标本和 & 份墩板涂抹样品
中 Y’l6+型副溶血性弧菌 7TZN分型结果显示带型
完全相同"相似度 )**c"表明这些患者和墩板涂抹
样品中的 Y’l6+型溶血性弧菌为高度同源"提示污
染源头食品通过墩板等用具交叉污染其他食品引
起食物中毒"另 & 份患者肛拭子标本中的 Y& 群副
溶血性弧菌的条带差异较多"7TZN分型距离较远"
提示这两株菌的亲缘关系较远)

厨师自述于喜宴次日有腹痛并腹泻数次"肛拭
子标本中检出 Y)) 群副溶血性弧菌"与患者肛拭子
标本中的菌型不一致"且 7TZN分型条带差异较大"
提示不能推断厨师带菌导致本次食物中毒"而厨师
可能也是此次事件中的其他型别副溶血性弧菌导
致的患者之一)

剩余凉拌海蛰和猪肚炒青椒分离的副溶血性
弧菌为 Y) 群和 Y)* 群"与患者肛拭子标本中的菌
型不一致"同时因核酸降解致 7TZN未能分型"所以
尚不能断定凉拌海蛰和猪肚炒青椒是本次事件的
病因食品) 副溶血性弧菌在海水及海水产品中有
多种克隆型菌株混合存在"同一样品中分离的多个
菌株只有部分属于同一克隆"大部分并不属于同一
克隆 ’)4( "因此在食源性疾病的调查溯源中"应挑取
多个菌落进行亲缘关系分析"防止误判) 目前一般
的基层实验室在鉴定时挑几个菌落"但是溯源研究
时却仍然只取一个菌株"就存在有漏掉某些基因型
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的可能性"最后导致无法溯源)
根据流行病学调查*临床症状和实验室检测

结果"以及 \!0_4)!),,+ -副溶血性弧菌食物中
毒诊断标准及处理原则. ’),( "综合分析认为本次
事件是可疑食物交叉污染切菜墩板引起的以
Y’l6+血清型为主的多种血清型别副溶血性弧菌
的食物中毒)

随着经济发展"海产品已是农村喜宴必不可少
的菜肴"农村家庭宴席绝大多数是请农村厨师在家
中加工"监管相对松散"厨师卫生意识不强"尤其是
墩板*刀具*抹布等用具生熟不分"极易引起食源性
病原菌的交叉污染"是导致食物中毒事件频发的主
要原因之一) 建议相关监管部门加强对农村厨师
的培训和农村宴席的日常监管"重点在清洗*改刀
过程中"用具生熟分开"操作规范"严防交叉污染"
建议建立成品菜留样制度"以利于事后原因查找)
同时要加强食品卫生知识的宣传工作"尤其是食源
性致病菌生物学特性*传播途径等相关知识的普
及"提高广大群众的预防意识"减少食物中毒事件
的发生)

参考文献
’ ) ((方伟"杨杏芬"柯昌文J副溶血性弧菌分型研究进展’a(J中华

疾病控制杂志"&**4")&#%$ %2+4#2L&J

’ & ((杨丽华"陈敏"王小光"等J上海市闵行地区副溶血性弧菌分

子流行病学特征分析’a(J中国食品卫生杂志"&*)&"&2#+$ %

%&’#%&,J

’ ’ ((中华人民共和国卫生部"中国国家标准化管理委员会J食品

卫生微生物学检验 副溶血性弧菌检验%ZF0_2L4,AL!&**4

’ !(J北京%中国标准出版社"&**4J

’ 2 ((中华人民共和国卫生部J食品安全国家标准 食品微生物学

检验 沙门氏菌检验%ZF2L4,A2!&*)*’ !(J北京%中国标准

出版社"&*)*J

’ % ((中华人民共和国卫生部J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%ZF2L4,A)*!&*)*’ !(J北京%中国

标准出版社"&*)*J

’ + ((中华人民共和国卫生部"中国国家标准化管理委员会J食品

卫生微生物学检验 致泻大肠埃希氏菌检验% ZF0_2L4,A+!

&**’’ !(J北京%中国标准出版社"&**’J

’ L ((中华人民共和国卫生部"中国国家标准化管理委员会J食品

卫生微生物学检验 蜡样芽胞杆菌检验% ZF0_2L4,A)2!

&**’’ !(J北京%中国标准出版社"&**’J

’ 4 ((中华人民共和国卫生部J感染性腹泻诊断标准% \! &L)!

&**L’ !(J北京%中国标准出版社"&**LJ

’ , ((金培婕" 吴蓓蓓" 王淑娜"等J浙江沿海地区海产品及环境

中副溶血性弧菌分离与主要毒力基因分析’a(J微生物学通

报"&**,"’+#L$ %,+&#,+LJ

’)*((曲梅"张新"刘桂荣"等J北京市副溶血弧菌病原学和分子流

行病学特征分析 ’a(J中华流行病学杂志"&*))"’& # )& $ %

)&%%#)&%4J

’))((沙丹"刁保卫"肖勇"等J&**,!&*)) 年无锡市副溶血性弧菌

分离菌株的毒力检测及 7TZN分析’a(J中国病原生物学杂

志"&*)&"L#L$ %%*L#%*,J

’)&((杨月莲"于志刚"刘辉"等J引起一起食物中毒的副溶血性弧

菌病原学检测和分子分型溯源研究’a(J中国病原生物学杂

志"&*)’"4#,$ %4&L#4&,"42%J

’)’((X"EDZV"" EU!_WDFJ"O:-./C;H>;H> 3&42&5;]:BH:;’a(Ja

E]]/MHB=.?H./"&**%",4#%$ %)*))#)*),J

’)2((陈茂义"胡婕"陈婷"等J荆州市不同来源副溶血性弧菌毒力

基因分布及分子分型研究’a(J中国卫生检验杂志" &*)2"&2

#&$ %&’)#&’%J

’)%((1U71" 5"EDZ! 5" 7ED"a":<O/JE]]/HBO<H.> .K]R/;:S#

KH:/S P:/:/:B<=.]3.=:;H;<.<3:H> :̂;<HPO<H.> .KO>.;.B.-HO/

.R<?=:O‘ .K3&42&5()2)0)#65%/*&$78’a(JaMHB=.?H./W--R>./

W>K:B<" &***" ’’#)$ % ’,#’’J

’)+((_NDYdN8 T 5" E8FNW_ 8 b" ZYN8WDZ 8 d" :<O/J

W><:=]=:<H>PB3=.-.;.-O/bDE=:;<=HB<H.> ]O<<:=>;]=.SRB:S ?C

]R/;:S#KH:/S P:/:/:B<=.]3.=:;H;% B=H<:=HOK.=?OB<:=HO/;<=OH> <C]H>P

’a(Ja5/H> MHB=.?HO/" ),,%" ’’#,$ % &&’’#&&’,J

’)L((_E1YD b" 5EW11NEUV d" _"YUdN8NX M" :< O/J

bH;B=H-H>O<.=C ].9:= O>S R;:KR/>:;; .K ]R/;:S#KH:/S P:/

:/:B<=.]3.=:;H; H> :]HS:-H./.PHBO/ ;<RSH:; .K ];:RS.-.>O;

O:=RPH>.;O’a(Ja".] W>K:B<H.>" ),,+" ’&#&$ % )’%#)2%J

’)4((李薇薇" 王晓英" 裴晓燕"等J采用脉冲场凝胶电泳和自动化

核糖体分型技术分析 M7D法分离出的副溶血性弧菌的同源

性’a(J卫生研究"&*)*"’,#’$ %’L2#’4*J

’),((中华人民共和国卫生部J副溶血性弧菌食物中毒诊断标准及

处理原 则% \!0_4)!),,+ ’ ! (J北 京% 中 国 标 准 出 版

社"),,+J


