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摘 　 要:目的 　 研究 2 起食物中毒事件中分离到的产气荚膜梭菌 ( Clostridium
 

perfringens,CP ) 的病原 学 特 征。
方法 　 采集 2 起食物中毒事件涉及的病例、厨师、烹饪用具和可疑食品等标本或样品,并对其进行常见病毒和细菌

的实时荧光定量聚合酶链式反应( real-time
 

PCR)初筛及细菌分离培养。 计数标本或样品中 CP 数量,并对分离到

的 CP 菌株进行毒力基因、脉冲场凝胶电泳(pulsed
 

field
 

gel
 

electrophoresis,PFGE)和耐药性检测。 结果 　 经过 real-
time

 

PCR 和细菌分离培养,在部分病例标本以及食品和涂抹样品中检出 CP,其他常见病毒和细菌均为阴性。 大部

分病例粪便标本的 CP 计数结果大于 1. 0×106
 

CFU / g。 10 株 CP 分离菌株均携带毒力基因;菌株 PFGE 分为 7 个带

型,其中第一起事件有 3 株为同一带型,第二起有 2 株为同一带型;菌株对亚胺培南、甲硝唑、头孢曲松和青霉素敏

感,6 株对克林霉素耐药、1 株中介,6 株对氯霉素中介。 结论 　 PCR 可应用于 CP 毒力基因的快速筛查,PFGE 也可

辅助判定 CP 引起的食物中毒事件,同时应加强对 CP 的日常监测和其耐药性的防范。
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Abstract:
  

Objective　 To
 

investigate
 

the
 

pathogenic
 

characteristics
 

of
 

Clostridium
 

perfringens
 

isolated
 

from
 

two
 

diarrhea
 

outbreaks.
 

Methods 　 Samples
 

and
 

specimens
 

of
 

patients,
 

chefs,
 

cooking
 

utensils
 

and
 

suspicious
 

foods
 

involved
 

in
 

2
 

diarrhea
 

outbreaks
 

were
 

collected.
 

The
 

real-time
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

( PCR) ,
 

bacteria
 

isolation
 

and
 

culture
 

were
 

performed
 

on
 

the
 

samples.
 

The
 

number
 

of
 

CPs
 

in
 

the
 

specimens
 

was
 

counted.
 

Toxicity
 

genes,
 

pulsed-field
 

gel
 

electrophoresis
 

( PFGE)
 

and
 

drug
 

resistance
 

detection
 

were
 

performed
 

on
 

the
 

isolated
 

CP
 

strains.
 

Results　 After
 

real-time
 

PCR
 

and
 

bacterial
 

isolation,
 

CP
 

was
 

detected
 

in
 

some
 

patients
 

specimens,
 

food
 

and
 

smear
 

samples,
 

and
 

other
 

common
 

viruses
 

and
 

bacteria
 

were
 

negative.
 

In
 

most
 

cases,
 

the
 

CP
 

count
 

of
 

the
 

specimens
 

exceeded
 

1. 0 × 106
 

CFU / g.
 

The
 

10
 

strains
 

of
 

CP
 

isolated
 

were
 

all
 

carrying
 

toxin-producing
 

genes.
 

The
 

PFGE
 

fingerprints
 

of
 

the
 

10
 

strains
 

were
 

divided
 

into
 

7
 

bands,
 

of
 

which
 

3
 

were
 

the
 

same
 

band
 

in
 

the
 

first
 

outbreak,
 

and
 

2
 

bands
 

were
 

the
 

same
 

in
 

the
 

second
 

outbreak.
 

Those
 

strains
 

were
 

sensitive
 

to
 

imipenem,
 

metronidazole,
 

ceftriaxone
 

and
 

penicillin.
 

Six
 

strains
 

were
 

resistant
 

to
 

clindamycin,
 

one
 

strain
 

was
 

intermediated,
 

and
 

six
 

strains
 

were
 

intermediated
 

to
 

chloramphenicol.
 

Conclusion　 PCR
 

could
 

be
 

used
 

for
 

rapid
 

screening
 

of
 

CP
 

virulence
 

genes.
 

PFGE
 

could
 

also
 

help
 

determine
 

food
 

poisoning
 

events
 

caused
 

by
 

CP.
 

At
 

the
 

same
 

time,
 

the
 

daily
 

monitoring
 

of
 

CP
 

and
 

the
 

prevention
 

of
 

its
 

drug
 

resistance
 

should
 

be
 

strengthened.
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　 　 产气荚膜梭菌(Clostridium
 

perfringens,CP )是一

种人畜共患病病原菌。 在美国被报告为第二位食

源性病原菌 [ 1] ,其导致的食物中毒事件在世界各地

时有发生 [ 2-4] ,且每次食物中毒事件涉及的病例数

多达几十人甚至上百人 [ 5] ,社会影响大,疾病负担
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严重。 在中国,受厌氧检测条件的限制,CP 导致的

食物中毒事件少有报道,中毒事件中的 CP 病原学

特征研究十分匮乏。 本研究回顾性分析了 2016 年

北京市顺义区 2 起疑似由 CP 导致的食物中毒事件

的 CP 病原学特征,并与健康人群携带 CP 的情况 [ 6]

进行比较分析,为今后研究 CP 导致的食物中毒暴

发事件的病原学特征分析提供基础资料。

1　 材料与方法

1. 1　 主要仪器与试剂

CHEF
 

Mapper 脉冲场凝胶电泳( PFGE) 仪和凝

胶成像仪均购自美国伯乐,VITEK
 

2
 

Compact 全自动

细菌鉴定 / 药敏系统(法国梅里埃) ,ViiA7 型实时荧

光定量聚合酶链式反应 ( real-time
 

PCR ) 仪 ( 美国

ABI) 。
DNA、RNA 提取试剂盒均购自德国 QIAGEN,

14 种食源性致病菌多重 real-time
 

PCR 检测试剂盒、
各致泻病毒(如轮状病毒、诺如病毒、札如病毒、腺

病毒、星状病毒)和 5 种致泻大肠埃希菌的 real-time
 

PCR 检测试剂盒均购自北京卓诚惠生公司,制备各

细菌增菌液、培养平板所用的培养基以及细菌基因

组 DNA 提取试剂盒等均购自北京陆桥技术股份有

限公司,沙门菌、弧菌和李斯特菌显色培养基均购

自法国科玛嘉,弯曲菌分离试剂盒 ( 青岛诺和生物

技术有限公司) ,厌氧、微需氧培养盒及培养袋均购

自日本三菱,哥伦比亚血平板( 美国 OXOID) ,ANC
卡(法国梅里埃) ,Tris-Hcl、乙二胺四乙酸( EDTA) 、
十二烷基硫酸钠( SDS) 、Tris-硼酸( TBE) 、蛋白酶 K
均购自美国索莱宝,2×PCR 反应液、去 RNA 酶水均

购自日本 TaKaRa,内切酶 Sma
 

I、Xba
 

I 均购自美国

NEB,最低抑菌浓度( MIC)梯度药敏纸条(意大利利

飞驰) 。 试剂均在有效期内使用。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 流行病学调查

本次调查涉及的 2 起事件,疑似病例分别为同

一单位的同事,且全部有腹痛和腹泻 ( > 3 次 / d) 的

症状。 第一起事件病例的发病时间集中在 2015 年

12 月 23 日 19 时至 24 日 5 时,通过流行病学调查共

搜索到 6 名疑似病例,在 23 日午餐有工作餐共同就

餐史,同时采集了单位内 5 名未进食当次工作餐的

健康人作为对照 [ 7] 。 第二起事件病例的发病时间

集中在 2016 年 6 月 19 日 20 时至 20 日 3 时,通过

流行病学调查共搜索到 16 名疑似病例,在 19 日午

餐有工作餐共同就餐史,同时采集了单位内 7 名未

进食当次工作餐的健康人作为对照。 2 起事件的可

疑餐次均为自助餐,进食食品的种类繁多,通过问

卷调查难以确定污染的可疑食品。
1. 2. 2　 标本采集

由于与病例失去联系或病例拒绝采集标本等

原因,第一起事件中采集到疑似病例粪便标本 5 份、
呕吐物 3 份以及厨师的肛拭子 1 份,可疑中毒餐次

的食品已被饭店处理,未能采集,仅采集到次日的

烹饪用具涂抹样品 9 份,次日的食品样品 12 份;第
二起事件中采集到疑似病例粪便标本 7 份和厨师的

肛拭子 1 份,同时采集了次日的食品样品 13 份。 标

本 / 样品均及时进行了下一步检测。
1. 2. 3　 病原体分子初筛

提取标本 / 样品中的核酸,使用 real-time
 

PCR
方法检测标本 / 样品中的金黄色葡萄球菌 [ 8] 、沙门

菌 [ 9] 等常见食源性致病菌,同时使用多重 real-time
 

PCR 检测标本 / 样品中的诺如病毒 [ 10] 等常见致泻病

毒。 同时,对标本 / 样品采用 GB
 

4789. 13—2012《食

品安全国家标准
 

食品微生物学检验
 

产气荚膜梭菌

检验》 [ 11] 培养检测 CP,对分离到的疑似 CP 菌株使

用 ANC 卡进行生化鉴定。
1. 2. 4　 CP 计数与分离培养

将样品 / 标本按 GB
 

4789. 13—2012[11] 制成 10-1 ~
10- 6 的系列稀释液。 稀释液接种于胰月示-亚硫酸盐-
环丝氨酸琼脂( TSC) ,36

 

℃ 厌氧培养过夜。 计数黑

色菌落数。 在平板上任取 10 个黑色菌落,分别接种

于液体硫乙醇酸盐( FT)培养基,36
 

℃ 培养过夜后,
将上述菌液接种于含铁牛乳培养基,46

 

℃ 水浴培养

2
 

h 后观察是否有“暴烈发酵” 现象。 通过“暴烈发

酵”结合镜检和生化试验证实为 CP 的菌落数以及

之前计数的黑色菌落数比例计算标本中的 CP 数,
同时留存 CP 菌株。
1. 2. 5　 CP 菌株毒力基因检测

提取分离到的 CP 菌株 DNA,参考文献[ 12] 设

计的引物应用普通 PCR 扩增 α、β、β2、ε、ι 和 CPE
毒素对应的 cpa、cpb、cpb2、etx、iA 和 cpe 基因。
1. 2. 6　 PFGE 分子分型

 

参考文献[ 13] 的方法进行:使用 TE 制备吸光

度( OD ) 值 在 6. 5 ~ 7. 5 之 间 的 新 鲜 菌 悬 液; 取

1. 5
 

mL 管,每管加 240
 

μL 菌悬液和 60
 

μL 溶菌酶

(10
 

mg / mL) 混匀,37
 

℃ 水浴 10
 

min;取加热好的

300
 

μL
 

SSP 溶液混合等量菌悬液,加入模具,制成

小胶块;取 50
 

mL 螺盖管每管加入 4
 

mL 细胞裂解缓

冲液( CLB)和 30
 

μL 蛋白酶 K( 20
 

mg / mL) ,并移入

相应小胶块,170
 

r / min、54
 

℃ 水浴摇动洗胶 2
 

h;滤
去 CLB,加入纯水于 54

 

℃ 摇 10
 

min,滤去水,重复上

一步;加入 TE,54
 

℃ 摇 15
 

min,滤去 TE,重复用 TE 洗

3 次;将小胶块切成 2
 

mm 宽的胶条,放入含 Sma
 

I
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稀释缓冲液的 1. 5
 

mL 管 中, 37
 

℃ 水 浴 10 ~
15

 

min;吸出液体,加入 Sma
 

I 酶切缓冲液,30
 

℃ 水

浴 4
 

h;胶条置于 0. 5×TBE 中缓冲 5
 

min 后粘上梳

子齿,同时将使用 Xba
 

I 酶切后的标准菌株 H9812
加在第 1、5、10、15 个齿上,胶槽内倒入加热好的

1%金胶;凝固后取下胶块放入电泳槽,加入 2. 2
 

L
 

0. 5×TBE;设置电泳条件:电泳时间 20
 

h;脉冲时

间 0. 5 ~ 40
 

s。 电泳后使用 GelRed 染胶呈像,并进

行比对分析。
1. 2. 7　 药物敏感性试验

应用 E-test 法测定 CP 菌株对亚胺培南、甲硝

唑、头孢曲松、克林霉素、氯霉素和青霉素的最低抑

菌浓度 ( MIC) [ 14] 。 将所有平板在 37
 

℃ 厌氧孵育

24
 

h,参照 MIC 梯度药敏纸条说明书以及临床和实

验室标准协会( CLSI)指南 [ 15] 读取结果。

2　 结果

2. 1　 病原体分子初筛结果

在第一起事件的 5 份病例粪便标本、4 份烹饪

用具涂抹样品和 1 份食品样品中检出 CP;在第二起

事件的 5 份病例粪便标本和 6 份食品样品中检出

CP,包括健康对照在内的其余所有样品 / 标本的病

原细菌和病毒检测结果均为阴性。 两起事件中检

出的食品样品均为接到报告后采集,并非病例进食

的可疑餐次样品。
2. 2　

 

CP 计数结果、CP 菌株 PFGE 及毒力基因检

测结果

两起事件中各阳性样品 / 标本的 CP 计数结果

见表 1,大部分粪便标本的计数结果超过了 1 × 106
 

CFU / g,食品样品计数结果均未超过 1. 0×105
 

CFU / g。
此外,在第一起事件中采集的刀具和案板涂抹样品

中也检出了 CP,但未留存菌株。
　 　 对第一起事件中从 1 份食品样品和 5 份粪便标

本中分离到的 6 株 CP 菌株以及第二起事件中从

4 份粪便标本中分离到的 4 株 CP 菌株进行 PFGE。
第一起事件的 6 株菌株共分为 4 个带型,其中 3 株

菌株呈现同一带型;第二起事件的 4 株菌株共分为

3 个带型,其中 2 株菌株呈现同一带型,各带型间的

同源性见图 1。 通过普通 PCR 检测这 10 株 CP 菌

株的毒力基因,所有菌株均携带阳性毒力基因,具

体见表 1。 其中,编号 CP
 

2-stool
 

4 的菌株为肠毒素

基因 cpe 阳性,且与其他菌株的同源性相差最远,
为 69. 3%。
2. 3　 药敏结果

使用 E-test 法 [ 14] 测定分离到的 10 株 CP 菌株

对 6 种抗生素的耐药性,结果见表 2。 全部菌株均

　 　 　表 1　 阳性样品 / 标本的 CP 计数结果、菌株 PFGE 和

毒力基因检测结果

Table
 

1　 CP
 

count
 

results
 

of
 

positive
 

specimens,
 

PFGE
 

and
 

virulence
 

gene
 

test
 

results
 

of
 

CP
 

strains

事件
阳性样品 /
标本名称

CP 计数结果
/ ( CFU / g)

菌株
PFGE 编号

PFGE
带型

检出
毒力基因

第一起

第二起

粪便 1 1. 6×106 CP
 

1-stool
 

1 C1 cpa,cpb,cpb2
粪便 2 5. 6×106 CP

 

1-stool
 

2 C1 cpa,cpb,cpb2
粪便 3 1. 2×106 CP

 

1-stool
 

3 C1 cpa,cpb,cpb2
粪便 4 8. 0×105 CP

 

1-stool
 

4 C2 cpa,cpb,cpb2
粪便 5 2. 0×106 CP

 

1-stool
 

5 C3 cpa,cpb,cpb2
食品 1 3. 3×104 CP

 

1-food
 

1 C4 cpa,cpb,cpb2
粪便 1 2. 2×106 CP

 

2-stool
 

1 C5 cpa,cpb,cpb2
粪便 2 3. 6×106 CP

 

2-stool
 

2 C6 cpa,cpb,cpb2
粪便 3 5. 6×106 CP

 

2-stool
 

3 C6 cpa,cpb,cpb2
粪便 4 6. 0×105 CP

 

2-stool
 

4 C7 cpa,cpe
粪便 5 3. 2×106 — — —
食品 1 9. 0×102 — — —
食品 2 2. 0×103 — — —
食品 3 1. 0×102 — — —
食品 4 1. 1×103 — — —
食品 5 2. 0×102 — — —
食品 6 3. 3×103 — — —

注:—表示未留存菌株

图 1　 PFGE 聚类图

Figure
 

1　 PFGE
 

cluster
 

analysis
 

results

对亚胺培南、甲硝唑、头孢曲松和青霉素敏感;全部

菌株中有 6 株对克林霉素耐药、1 株中介、3 株敏感;
有 6 株对氯霉素处于耐药中介值,其他 4 株敏感。
有 5 株对克林霉素耐药的菌株也处于氯霉素中

介值。

3　 讨论

CP 是一种革兰阳性菌的厌氧杆菌,可产生芽

胞,在机体内可产生明显的荚膜,无鞭毛,不能运

动,接种于牛乳培养基培养会产生 “ 暴烈发酵” 现

象。 对人类的主要威胁是会引起气性坏疽和食物

中毒。 以往的研究认为,进食再加热的食品 [ 16] ,尤
其是肉类 [ 17] 容易导致 CP 引起的食物中毒事件。
本研究回顾分析的两起事件,病例均为同一单位职

工,进食再加热的自助工作餐后发病,这与之前的

研究结果相符。 中毒食品中 CP 计数 > 1. 0 × 105
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　 　 　 表 2　 CP 菌株药敏结果

Table
 

2　 CP
 

strain
 

drug
 

sensitivity
 

results

抗生素名称
抗生素含量
/ ( μg / mL)

MIC / ( μg / mL)
CLSI 解释性 MIC / ( μg / mL) CP 菌株药敏结果 / 株

敏感 中介 耐药 敏感 中介 耐药

亚胺培南 0. 002 ~ 32 0. 032 ~ 0. 094 4 8 16 10 0 0

甲硝唑 0. 016 ~ 256 1. 5 ~ 3 4 16 32 10 0 0

头孢曲松 0. 016 ~ 256 <0. 016 16 32 64 10 0 0

克林霉素 0. 016 ~ 256 0. 047 ~ >256 2 4 8 3 1 6

氯霉素 0. 016 ~ 256 6 ~ 12 8 16 32 4 6 0

青霉素 0. 016 ~ 256 0. 016 ~ 0. 064 0. 5 1 2 10 0 0

CFU / g 或病例粪便中 > 1. 0 × 106
 

CFU / g 也与 CP 是

否致病存在关联 [ 13] ,这两起事件中的大部分病例粪

便标本的 CP 计数 > 1. 0 × 106
 

CFU / g,据此初步怀疑

CP 感染引起了这两起事件的暴发。
另外,由于 CP 为条件致病菌,通过对病例对照

的检测排除了其他病原体导致食物中毒的可能性。
分离到 cpe[ 18] 或 cpb2[ 19] 等 5 种毒力基因 [ 20] 阳性的

产毒菌株,可以推测菌株是否产 CPE 肠毒素或 β2
毒素,从而帮助判定 CP 感染引起的腹泻。 通过试

验验证,这两起事件中分离到的 10 株 CP 菌株均检

出了毒力基因,因此进一步怀疑 CP 感染引起了这

两起事件的暴发。 应用 PFGE 方法可以帮助判定由

CP 引起的食源性疾病暴发 [ 13] ,菌株的 PFGE 结果

显示,两起事件从不同病例中分离到有相同带型、
同源性 100%的菌株,从而确认了这两起事件的致

病菌为 CP。 综上所述,通过流行病学调查、临床症

状和实验室检测结果,依据 GB
 

14938—94《食物中

毒诊断标准及技术处理总则》 [ 21] ,综合分析认为这

两起事件是 CP 感染所引发的食物中毒事件。
结合顺义区之前的研究 [ 6] ,健康人群中 CP 计

数的 95%置信区间(95%CI)为 7. 00×105
 

CFU / g,而
本研究两起事件中病例粪便标本计数大部分超过

1. 0×106
 

CFU / g,因此,在顺义区使用以往研究 [ 13] 给

出的中毒食品中 CP 计数 > 1. 0 × 105
 

CFU / g 或病例

粪便中> 1. 0 × 106
 

CFU / g 判定 CP 感染应为一个客

观的判定标准。
在顺义区健康人群粪便标本中没有检出 cpe 肠

毒素毒力基因,而在第二起事件中有病例粪便中检

出了 cpe 基因,支持了以往研究 [ 18] 证明的 cpe 基因

与致病相关。 两起事件分离的部分菌株带型不一

致,甚至毒力基因不同,提示导致同一起暴发病例

携带的 CP 有可能为多个克隆。
由耐药结果可知,分离到的 10 株 CP 菌株,对

亚胺培南、甲硝唑、头孢曲松和青霉素仍敏感。 这

提示若发生 CP 感染后及时就医治疗,病例的预后

应较好。 同时,耐药结果也显示,部分菌株对克林

霉素产生了耐药的情况,该结果与国外研究结果 [ 14]

类似。 5 株对克林霉素耐药的菌株也处于氯霉素中

介值,说明部分 CP 菌株已经产生了抗生素耐药的

情况,应予以注意并加以防范。
通过对两起事件的潜伏期、临床症状、粪便中

CP 计数、毒力基因和 PFGE 结果,以及对其他病原

体的分子检测结果的综合分析,可以判定两起事

件均为 CP 感染导致的食物中毒事件。 判定 CP 感

染的复杂过程也提示应加快开展 cpa、 cpe 和 cpb2
等毒力基因的快速检测,尤其是粪便核酸 PCR 检

测。 若能在疫情发生后的病原初筛阶段就开展上

述基因 的 检 测, 必 然 能 大 大 缩 短 疫 情 应 急 反 应

时间。
北京市顺义区在 2016 年间共有 6 起食物中毒

事件报告,其中,根据流行病学和病原学检测为 CP
感染引起的食物中毒事件共有 3 起 [ 22] 。 据此可知,
CP 感染可在顺义区导致食物中毒事件的发生,且所

占比例较大,应进一步加强顺义区 CP 的监测。 多

种新技术和快速检测方法应用在判定 CP 引起的食

物中毒事件上,将进一步缩短事件的判定时间,提

高判定的准确性。 作为条件致病菌的 CP 导致的食

物中毒事件也应在中国加强重视,期待其检测和诊

断标准逐步走向标准化。
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食物中毒

一起条盖盔孢伞中毒事件调查

何志凡 1,马海英 2,张强 2,骆春迎 1,冯敏 1,王希希 1,王瑶 1,李晓辉 1

(1. 成都市疾病预防控制中心,四川
 

成都　 610041;
 

2. 温江区疾病预防控制中心,四川
 

温江　 611130)

摘 　 要:目的 　 对 2019 年成都市发生的一起毒蘑菇中毒事件进行调查分析,明确中毒原因,总结调查处置经验。
方法 　 通过流行病学调查,毒蘑菇样品的形态学鉴定、分子生物学鉴定和毒素检测,综合判断本起食物中毒的原

因。 结果 　 本起毒蘑菇中毒事件暴露人数 3 人,发病 3 人,死亡 1 人,早期临床表现为腹痛、呕吐、腹泻等,后逐渐出

现肝功能损害。 毒蘑菇样品经形态学和分子生物学鉴定为条盖盔孢伞。 样品中检出 α-鹅膏毒肽、β-鹅膏毒肽和

γ-鹅膏毒肽。 结论 　 本起食物中毒是由误食毒蘑菇条盖盔孢伞引起。 为防范类似事件再次发生,应做好大众健康

教育,加强食品安全监管及食源性疾病监测力度,并提高医疗机构的诊疗能力。
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中图分类号:R155　 　 文献标识码:A　 　 文章编号:1004- 8456(2020)04- 0460- 05

收稿日期:2020-04-21

作者简介:何志凡 　 女 　 副主任医师 　 研究方向为营养与食品卫生 　 E-mail:
 

bendi78@ 163. com

通信作者:李晓辉 　 女 　 主任医师 　 研究方向为营养与食品卫生 　 E-mail:
 

lxhqj1@ 163. com

DOI:10. 13590 / j. cjfh. 2020. 04. 021


