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的肠炎沙门菌表现出不同的耐药谱&说明同一克隆
系的肠炎沙门菌株在龙岩当地已经形成了不同的
耐药谱&提示应加强沙门菌耐药株的监控&临床应
加强对抗生素使用的科学管理&尽可能在应用抗生
素前&通过调查发病前的饮食史&患者症状及病原
学诊断&结合药敏结果合理使用抗生素&避免经验
用药&减少耐药株的产生*

#志谢"本文 ](YR实验检测与分析得到福建省疾病预

防控制中心细菌科的指导和帮助&特此表示感谢$
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研究报告
椰毒假单胞菌酵米面亚种食物中毒的病原分离鉴定

李晓琍!杨祖顺!国译丹!周慧新!范璐!李瑛
!云南省疾病预防控制中心"云南 昆明"*&##$$#

摘"要!目的"通过对食物中毒病原菌的分离鉴定!为查明中毒原因提供科学依据" 方法"分离鉴定和毒性试验

按照国家标准方法 bE1Z!$(!00*&椰毒假单胞菌酵米面亚种食物中毒诊断标准及处理原则’和 YJ1Z-)+0’$0(
$##/&食品卫生微生物学检验椰毒假单胞菌酵米面亚种检验’进行" 米酵菌酸检测按照 YJ1Z!!*)&($##/&银耳
卫生标准’执行!采用液相色谱.质谱联用法对样品开展检测" 结果"经 jQZRk$ =T̂ ],=Z全自动微生物生化鉴
定仪和基因指纹鉴定仪进行鉴定!- 份样品中 / 份鉴定结果为唐菖蒲伯克霍尔德菌!小鼠毒性试验阳性" - 份样品
均检测出米酵菌酸" 结论"本次食物中毒源于食源性椰毒假单胞菌酵米面亚种污染"
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""椰毒假单胞菌酵米面亚种#以下简称椰酵假单
胞菌$食物中毒&是我国发现的一种病死率很高的
细菌性食物中毒&病死率高达 *+‘ _+0‘&死亡人
数占食物中毒死亡总人数的 $/‘以上 -!. *

由椰酵假单胞菌引起的食物中毒流行区域
广&我国已有 !* 个省陆续发现了由椰酵假单胞菌
引起的中毒* 引起此类中毒的食品种类繁多&大
致可分为 / 大类&即谷类发酵制品 #发酵玉米面)
糯玉米汤圆粉)玉米淀粉)发酵糯小米)醋凉粉
等$ &变质银耳及薯类制品 #马铃薯粉条)甘薯淀
粉)山芋淀粉等$ -$. * 由椰酵假单胞菌引起的食物
中毒在云南也偶有发生&发生地多为偏远)经济相
对落后的地方&以受污染的糯米汤圆粉及吊浆面
为主*

引起食物中毒的食品&一般是在生产加工)贮
存运输)销售等过程中被污染的* 在污染的微生物
中&致病性微生物一般数量相对较少&却有大量的
非致病性微生物污染&两者之间比例悬殊* 有时在
分离过程中&食物样品分离不到病原菌&可能是被
大量的非致病菌所掩盖* 这不仅关系到流行病学
调查中病因的查找和确定&也关系到合理的医疗处
置和治疗* 因此&必须根据实际情况&选择合适的
增菌液和培养基&提高致病菌的检出率&同时在检
验过程中&不能仅仅重视病原菌的检出&也要重视
优势菌的检出 -/. *

$#!- 年 ) 月 & 日&云南省文山市广南县八宝镇
某村发生一起食物中毒事件&中毒人数 $# 人&死亡
* 人&中毒食物为汤圆* 中毒者发病急&出现上腹部
不适)恶心)呕吐)头痛)头晕)全身无力)意识不清)
抽搐)昏迷等症状或体征&疑为椰酵假单胞菌食物
中毒*

本实验室采集中毒者进食食物样品 - 份&按照
bE1Z!$!!00*+椰毒假单胞菌酵米面亚种食物中
毒诊断标准及处理原则 , --. 和 YJ1Z-)+0’$0!
$##/+食品卫生微生物学检验 椰毒假单胞菌酵米
面亚种检验, -&.制定了快速检测方案&采用全自动
微生物生化鉴定和基因指纹鉴定等快速检测技

术&对样品开展椰酵假单胞菌的分离及米酵菌酸
毒素检测*

!"材料与方法
!’!"材料
!’!’!"样品

试验选取吊浆面)已煮过的汤圆)未煮汤圆)生
吊浆粑各一份*
!’!’$"实验动物

健康昆明小白鼠 !$ 只&普通级&体质量 $# K左
右-由昆明医学院实验动物中心提供&动物合格证
号%E=ek#滇$$#!!.###-.&饲料由昆明医学院实验
动物中心提供&动物饲养环境条件%温度 $# _$- h&
相对湿度 -*‘ _&+‘*
!’!’/"主要仪器与试剂

jQZRk$ =T̂ ],=Z全自动微生物生化鉴定仪
#法国梅里埃$)基因指纹鉴定仪#美国杜邦$)!$0#
超高效液相色谱仪#美国 ,K>AB;?$)生化培养箱*

EE 琼脂平板)卵黄琼脂平板)Yj=增菌液均购
自北京陆桥技术公司&]W,半固体琼脂)]W,平板
均购自英国 TN@>D-]W,平板分为 $ 种%第一种为直
接配制&不添加龙胆紫和氯霉素水溶液"第 $ 种在
]W,中添加龙胆紫#!s!## ###&HIH$和氯霉素水溶
液#终浓度为 $# &K1IA$.*
!’$"方法
!’$’!"分离鉴定方法

按照 YJ1Z-)+0’$0!$##/ 中规定的方法进行
增菌)平板分纯&用 jQZRk$=T̂ ],=Z全自动微生
物生化鉴定仪和基因指纹鉴定仪进行鉴定*
!’$’$"小鼠毒性试验和米酵菌酸测定

小鼠毒性试验按照 YJ1Z-)+0’$0!$##/ 中规
定的方法进行&每份样品采用小白鼠 / 只&每只取
#’& IA粗毒素进行灌胃&) D 内观察受试动物反应
和死亡情况*

米酵菌酸检测按照 YJ1Z!!*)&!$##/+银耳卫
生标准, -*.执行&采用液相色谱.质谱联用法对样品
开展米酵菌酸毒素检测*
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!’$’/"仪器条件
色谱条件%b<?BCGJR77QVQ=色谱柱#$’! II

g!## II&!’) &I$&流动相 ,为水##’!‘甲酸$)J

为甲醇&流动相比率 ,sJq/s)&等梯度洗脱 / I>;&

流速 /## &A1I>;&进样量 $# &A&柱温 /# h*
质谱条件%离子化方式为电喷雾离子源#REQ$

负离 子 模 式& 检 测 方 式 为 多 离 子 反 应 监 测
# %̂̂ $ "碰撞气 #=,W$ >̂D>:I&气帘气 #=U%$
!)$’/)& H]<&雾化器 #YE! $ /!#’$)& H]<&加热气
#YE$$/)0’$$& H]<&喷雾电压 #QE$ m- &## j&去
溶剂温度#ZR̂ $ -## h&扫描时间 $# IG&米酵菌
酸保留时间 #’*# I>;*

$"结果与分析
$’!"分离鉴定结果

- 份样品中&/ 份样品#吊浆面)已煮过的汤圆)生
吊浆粑$在 ]W,分离平板上有少量#每皿大约 + _
!& 个$可疑目标菌生长&培养 $- 6 后&平板上形成
的菌落大小约 ! _!’& II&呈灰白色)湿润)表面光
滑)边缘整齐* 培养 -+ 6 后&中心有凸起&菌落周围
有黄绿色色素&具有典型椰酵假单胞菌的菌落特
征* 挑取 ]W,平板上可疑单个菌落&点种卵黄琼脂
平板及 EE 琼脂平板* 在卵黄琼脂平板上&可见形成
表面光滑及湿润的菌落* 置 /* h温箱内培养 -+ 6

后&菌落周围形成乳白色混浊环&对日光斜视可见
环表面呈明显虹彩现象"EE 琼脂平板上无菌生长*

取 ]W,斜面上的菌苔做相关生化试验&结果为
动力 l)氧化酶.)靛基质.)j.]#.$)T1(试验#T型$
l)葡萄糖.)果糖.)半乳糖.)阿拉伯糖.)甘露醇 l)

硝酸盐还原 l)尿素.)侧金盏花醇.)柠檬酸盐利用
l)精氨酸 l# l表示阳性结果&.表示阴性结果$&
& 和-! h温度下不生长* 用 jQZRk$ =T̂ ],=Z全
自动微生物生化鉴定仪和基因指纹鉴定仪鉴定&
/ 份 样 品 结 果 均 为 唐 菖 蒲 伯 克 霍 尔 德 菌
#G)&3"%*71&#/ 9*/7#%*#$&因无相应血清所以未做血清
学分型* 除目标菌外&]W,平板上还有大量杂菌生
长&杂菌是优势菌&杂菌经染色镜检和鉴定大多为
酵母菌* ! 份样品 -未煮汤圆 #湿$.未分离出椰酵
假单胞菌*
$’$"动物急性毒性检测

- 份样品&每份样品采用 / 只小白鼠&每只小白
鼠取 #’& IA粗毒素灌胃&小鼠主要出现竖毛)躁动
不安)步履蹒跚)肢体麻痹)抽搐)瘫软)呈角弓反张
状)呼吸急促等症状或体征&在 $ 6 内全部死亡*
$’/"米酵菌酸测定

采用液相色谱.质谱联用法对样品开展米酵菌酸

毒素检测&从送检 - 份样品中均检出了米酵菌酸* 吊
浆面米酵菌酸的含量为 !’)/ IK1HK&已煮过的汤圆含
量为 /’#+ IK1HK"生吊浆粑含量为 0’*) IK1HK&含量
为 - 份样品中最高的"未煮汤圆虽未分离到活菌&但
仍检测到米酵菌酸&含量为 &’#) IK1HK*

/"讨论
!0)) 年在东北酵米面中毒食品中发现椰酵假

单胞菌 -). * 现已证明该菌主要产生 $ 种毒素&即米
酵菌酸和毒黄素&前者是引起食物中毒和死亡的主
要毒性代谢产物 -$. *

在食物中毒病原菌分离鉴定过程中&增菌与分
离培养是关键环节* 椰酵假单胞菌的 Yj=增菌液
是添加了龙胆紫和氯霉素水溶液的马铃薯葡萄糖
水#]W$&其原理是利用龙胆紫能抑制革兰阳性菌和
氯霉素能抑制革兰阴性菌而不抑制椰酵假单胞菌
的特性 -+. * 但在本次食物中毒实验室分析中&除了
椰酵假单胞菌&其他革兰阳性菌及革兰阴性菌很
少&优势菌是酵母菌&酵母菌属于真菌&而椰酵假单
胞菌在微生物分类学上属细菌&但培养特性接近真
菌 -0. &这就解释了出现 Yj=增菌液中的龙胆紫和氯
霉素没能抑制酵母菌&经过 Yj=增菌液增菌以后酵
母菌大量繁殖&在 ]W,平板上杂菌的数量多&目标
菌的数量少的现象*

本次试验中&利用 jQZRk$ =T̂ ],=Z全自动微
生物生化鉴定仪和基因指纹鉴定仪鉴定&其结果为
唐菖蒲伯克霍尔德菌 #G’9/*7#%*#$* Y>AA>G等 -!#.将
椰酵假单胞菌化归为伯克霍尔德菌属&命名为椰毒
伯克霍尔德菌 #G’$%$%:1(1(/(2$&=@B;OB等 -!!.将椰
毒伯克霍尔德菌划为唐菖蒲伯克霍尔德菌* 唐菖
蒲伯克霍尔德菌是伯克霍尔德菌属中的一个种&它
包含 / 个不同的致病型%G’9*/7#%*#L<?6@O<C9*/7#%*#)
G’9*/7#%*# L<?6@O<C /**##$%*/) G’9*/7#%*# L<?6@O<C
/9/&#$#$%*/* !000 年焦振泉等研究发现&椰酵假单
胞菌和唐菖蒲伯克霍尔德菌致病型菌株的典型株
在生化特征上差异很小&在比较椰酵假单胞菌 !*E
C%8,基因序列后&根据细菌的系统分类将其划归
为唐菖蒲伯克霍尔德菌的一个病原型 -!$.!/. &$##/ 年
9Q,T等 -!-.建议将椰毒伯克霍尔德菌列为唐菖蒲伯
克霍尔德菌的第 - 个致病型&即 G59*/7#%*#L<?6@O<C
$%$%:1(1(/(2* $##+ 年焦振泉等 -!&.建议划分椰酵假
单胞菌米酵菌酸产毒株及不产毒株为唐菖蒲伯克
霍尔德菌的生物变种#一个或几个$或新的生物型*
$##& 年杜春明等 -!*.则通过对唐菖蒲伯克霍尔德菌
中不同致病型菌株的菌体脂肪酸成分的测定和分析&
发现它们的脂肪酸成分上基本一致&又进一步证实了



椰毒假单胞菌酵米面亚种食物中毒的病原分离鉴定!!!李晓琍&等 ! /0""" !

原来的唐菖蒲伯克霍尔德菌)椰毒假单胞菌和椰毒假
单胞菌酵米面亚种应该合并为一个菌种* 以上的研
究分析不同菌株基因水平的差别&并阐述其系统发育
关系&说明椰酵假单胞菌和唐菖蒲伯克霍尔德菌致病
型菌株的典型株在生化特征上差异很小&支持了椰酵
假单胞菌与唐菖蒲伯克霍尔德菌更为近缘这一结论*
本研究中病原菌经全自动微生物生化鉴定仪和基因
指纹鉴定仪鉴定为唐菖蒲伯克霍尔德菌&试验结果跟
上述研究报道一致&椰酵假单胞菌即唐菖蒲伯克霍尔
德菌*

值得一提的是&- 份样品中&/ 份样品-吊浆面)
已煮过的汤圆)生吊浆粑#干$.分离出椰酵假单胞
菌"未煮汤圆#湿$未分离出椰酵假单胞菌* 出现生
面未检出&已煮过的汤圆检出的情况可能原因是煮
过的汤圆加热不彻底 #夹开汤圆&面中间明显有生
的部分$&而内部的椰酵假单胞菌未能被杀死&但酵
母菌的总数量反而因加热减少了&对椰酵假单胞菌
造成的抑制和影响作用有限&而放置了几天的未煮
汤圆#湿$中酵母菌大量繁殖&掩盖和抑制了椰酵假
单胞菌的生长和分离&出现已煮过的汤圆中分离到
病原菌而在未煮的汤圆中反而未分离到病原菌的
现象*

细菌性食物中毒大多是由蛋白质毒素引起&而
椰酵假单胞菌有别于其他菌的明显特点是产生脂
肪酸性质的外毒素!!!米酵菌酸* 米酵菌酸是由
细菌产生的小分子毒素&其化学本质是多不饱和脂
肪二酸衍生物 -!). * 采用液相色谱.质谱联用法从
- 份样品中均检测出米酵菌酸* 结合小鼠毒性试验
结果和菌落分离及鉴定结果可以认为本次食物中
毒就是由椰酵假单胞菌引起的*

近年来&由椰酵假单胞菌产生的毒素所引起的
食物中毒偶有发生&其致病力强&死亡率高&给消费
者的健康带来很大危害* 我国东北地区发生此种
细菌食物中毒&多为食用发酵玉米面制品而引发
的&山东)河南发生过变质鲜银耳中毒&此次云南食
物中毒事件就是由于食用了被污染又未熟透的汤
圆&说明中毒的发生与中毒者的饮食习惯以及食品
加工方式有关* 预防椰酵假单胞菌食物中毒的发
生应注意%不用霉变的玉米)糯米等制备酵米面&浸
泡米面时勤换水&保持卫生&储存放置地点要通风
防潮* 在食物的储存)加工等环节注意防止污染&
以预防中毒的发生*
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