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食物中毒
一起由金黄色葡萄球菌引起食物中毒的实验室诊断

马鑫!李方!苏静!刘万里
!新疆维吾尔自治区疾病预防控制中心"新疆 乌鲁木齐"D$&&&#$

摘"要!目的"对一起食物中毒进行相关样品的实验室检测!针对分离病原菌进行分子分型溯源和耐药分析%

方法"对可疑食品"冰激凌$牛奶#样品$患者呕吐物和粪便标本使用国家标准或其他方法进行沙门菌$志贺菌$致
泻大肠埃希菌$金黄色葡萄球菌$单核细胞增生李斯特菌$蜡样芽胞杆菌和诺如病毒检测% 对检出的金黄色葡萄球
菌进行肠毒素检测$脉冲场凝胶电泳"7M5+#分型和抗生素敏感性检测% 结果"从生产冰激凌剩余牛奶及冰激凌
样品中检出金黄色葡萄球菌 !# 株!患者呕吐物和粪便标本中检出 6 株!菌株均产生 <A)A+混合型肠毒素!7M5+

显示患者呕吐物$粪便$中毒同批冰激凌样品$生产冰激凌用牛奶中检出的金黄色葡萄球菌菌株同源性为 !&&C&h&

药敏结果显示!这 !’ 株菌株均对青霉素和红霉素耐药% 结论"本起事件是由冰激凌加工点使用了被金黄色葡萄
球菌污染且产生大量肠毒素的牛奶生产冰激凌所致% 建议监管部门加强对农村食品小作坊$牛奶供应站等生产经
营场所的监管!预防类似事件的发生%
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""金黄色葡萄球菌 # I*(B$&641411-’(-%+-’$广泛
分布于自然界"是重要的食源性致病菌’ 金黄色
葡 萄 球 菌 污 染 食 品 并 繁 殖 产 生 肠 毒 素
# >\OgKcQWIWIIOQ[S\[eW\WXPSV">+V$等毒力因子"肠毒
素极低浓度 #微克数量级 $就可引起食物中毒’
#&!’ 年 6 月"新疆某地农村多人因食用加工点的

自制冰激凌后短时间内出现不同程度的恶心(呕
吐(腹痛(腹泻等症状’ 为探讨事件的暴发原因并
为临床救治提供依据"本研究对该起事件进行了
调查"并在暴发期间采集相关样品和标本进行实
验室检验及溯源分析’

!"材料与方法
!C!"材料
!C!C!"病例基本情况

现场调查发现 !6& 例病例"均主诉于 #&!’ 年



一起由金黄色葡萄球菌引起食物中毒的实验室诊断!!!马鑫"等 ! D(""" !

6 月$ 日食用当地某加工点提供的自制冰激凌"症状
以恶心#,6h"!$!.!6&$(呕吐#,#h"!#,.!6&$(腹痛
#’Eh",6.!6&$(腹泻 # (6h"E(.!6&$为主"均无发
热"潜伏期为 !9EC( K"病程持续时间短"病程中位
数为 ! Z’ 病例主要分布在某乡相邻的 <(0()三个
村庄"主要集中在三个村庄交界处一个试营业冰激
凌加工点的周围’ 病例年龄中位数为 , 岁"以散居
儿童和学生为主"占 E’h#!&E.!6&$’
!C!C#"样品.标本采集

从三个场所分别采集样品.标本%*从中毒所
在地医疗机构采集患者呕吐物 ’ 份(粪便 $ 份&

+从冰激凌加工点采集与中毒同批次的冰激凌及
生产用原料共 !6 份"包括盒装冰激凌 # 份(冰激
凌机桶内冰激凌 # 份(加工冰激凌剩余牛奶 ! 份
#该牛奶为 #&!’ 年 6 月 # 日购进"室温放置 #6 K

后用于冰激凌加工$ (待用牛奶 ! 份 #为 6 月 $ 日
购进后倒入盛装过 6 月 # 日原料牛奶却未经清洗
的锅中待用$ (生产冰激凌用生鸡蛋 6 份(冰激凌
棒 $ 份(砂糖 ! 份&,供应冰激凌加工点牛奶的奶
站采集牛奶 6 份&共计 #E 份样品.标本送实验室
检测’
!C!C$"标准菌株

沙门菌 #<4))!6&#D(;,D!#$(志贺菌 #<4))
(!(E#$(金黄色葡萄球菌#<4))#,#!$$(大肠埃希
菌#<4))#(,##$(单核细胞增生李斯特菌 #<4))
$$&,&"以下简称单增李斯特菌 $(蜡样芽胞杆菌
#<4))!!EED$标准菌株均购自上海北诺生物科技
有限公司’
!C!C6"主要仪器与试剂

rP\[/# )WNgOI\细菌全自动生化鉴定仪 #法国
生物梅里埃 $" E(&& 实时荧光定量 7):仪 #美国
<0‘$"1[QQVIOS*@$ 多功能全自动酶标仪 #芬兰雷
勃$");+M*Ogg[e脉冲场凝胶电泳 #7M5+$系统
#美国 0PWG:OZ$’

EC(h氯化钠肉汤(血平板均购自北京陆桥技术
股份有限公司"脑心浸液肉汤#0;‘$(脑心浸液琼脂
#0;<$培养基均购自英国 2XWPZ"0OPeZG7Oe/[e培养
基(兔血浆均购自美国 03"细菌鉴定卡 57#法国梅
里埃$"金黄色葡萄球菌肠毒素检测试剂 #德国拜
发$"限制性内切酶 I,(##大连 4O/OeO$"诺如病毒
7):试剂盒 #北京卓诚惠生生物科技股份有限公
司$"革兰阳性需氧菌药敏检测板#包括青霉素(苯
唑西林(利奈唑胺(万古霉素(克林霉素(四环素(庆
大霉素(达托霉素(红霉素(氯霉素(环丙沙星(复方
新诺明(头孢西丁等 !$ 种抗生素"上海星佰生物技
术有限公司$"所有试剂均在有效期内’

!C#"方法
!C#C!"致病菌分离检测项目及方法

可疑食品%依据相应国家标准 + !G’,对沙门菌(志
贺菌(致泻大肠埃希菌(金黄色葡萄球菌(蜡样芽胞
杆菌(单增李斯特菌进行检测’

生物标本%依据 1> #E!!#&&E)感染性腹泻诊
断标准* + E,附录 0检测沙门菌(致泻大肠埃希菌"
1> #DE!#&&D )细菌性和阿米巴性痢疾诊断标
准* + D,检测志贺菌"参考相应国家标准 + 6G’,检测金黄
色葡萄球菌(蜡样芽胞杆菌(单增李斯特菌’ 诺如
病毒检测依据试剂盒说明书"取 ( !Q标本"提取
:8<"加入至含有诺如病毒 5#型和 5&型特异性
引物及探针的诺如病毒 7):反应体系#!( !Q$中"
同时设立阴性(阳性对照和空白对照"选择荧光通
道羧基荧光素 #M<*"诺如病毒 5#型$(绿色荧光
蛋白#r‘)"诺如病毒 5&型$’ 反应条件%6( q反转
录 #& NPS"! 个循环&,( q预变性 ( NPS"! 个循环&
,( q变性 !( V"(( q退火 6( V"6( 个循环’ 样品为
> 型扩增曲线且循环阈值#)\$$$( 为阳性"根据荧
光通道判定检测结果’
!C#C#"金黄色葡萄球菌肠毒素及分型

将纯化培养的金黄色葡萄球菌接种于 0;‘培
养基"$E q培养 !D 9#6 K"以 D &&& e.NPS 低温
#!& q$离心 !& NPS#离心半径 !& IN$"取上清液无
菌过滤"按试剂盒说明书检测肠毒素%每孔加入
!&& !Q滤液"设立阴性(阳性质控"$( 9$E q孵育
! K’ 分步加入酶底物 ! 和酶底物 #"分别在 $( 9
$E q条件下孵育 ! K 和 $& NPS"重复洗涤进行四遍’

加入 !&& !Q底物发色剂"$(9$E q暗处孵育!( NPS"
加入 !&& !Q反应终止液’ 酶标仪在 # 6(&k!&$或
#’$&k!&$ SN处测量吸光度#23$值’ 临界值#IY\G
WJJ$B阴性质控的 23值A&C!(’ 样品.标本的 23

值!临界值"则该样品.标本为阳性’ 肠毒素阳性
的样品.标本再进行分型"为避免交叉反应"对于肠
毒素总量检测 23值高于 #C( 的样品.标本"用磷酸
盐缓冲液#70>$稀释至 23值在 !C(9#C& 之间进行
分型检测’
!C#C$"7M5+

按)#&!’ 年食源性疾病监测工作手册* + ,,要求
配制菌悬液"琼脂糖包埋制备 38<胶块"裂解并进
行清洗"利用 I,( #限制性内切酶对胶块进行酶切
并制胶"通过 7M5+分离 38<片段"获取图谱并导
入 0PW8YNd[ePIV软件分析"选择 3PI[相关系数和非
加权组平均 #?75*<$法"条带位置差异容许度选
择 !C(h"优化值选择 !C&h"相似度 !&&h认定为相
同 7M5+带型’
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!C#C6"菌株耐药性检测
采用美国临床实验室标准协会 #)=>‘$推荐的

微量肉汤稀释法 + !&,测定金黄色葡萄球菌最小抑菌
浓度#*‘)$’ 将稀释至合适浓度的 !&& !Q菌悬液
加入药敏板孔"$E q培养 !D 9#& K 后判读结果">
为敏感"*为中介":为耐药’

#"结果
#C!"致病菌分离培养及鉴定

取可疑食品和标本 #( -于 EC(h氯化钠肉汤增
菌"#$’k!$ q培养 !D9#6 K"划线接种 0OPeZG7Oe/[e

平板和血平板"分别于#$’k!$ q培养 6D(!D K’ 在
0OPeZG7Oe/[e平板上挑取圆形(凸起(表面光滑湿润(
灰黑色至黑色(周围有不透明圈的典型菌落"在血
平板上挑取较大(圆形湿润(光滑凸起(周围可见透
明溶血圈的金黄色菌落"进行革兰染色镜检(血浆
凝固酶试验及生化鉴定仪进行鉴定’ 从患者呕吐
物和粪便标本(患者主诉吃过的冰激凌加工点现场
采集的同批次冰激凌(加工冰激凌剩余牛奶(牛奶
供应站采集的牛奶等样品.标本中共检出 ## 株金黄
色葡萄球菌"见表 !’ 上述样品均未检出其他肠道
致病菌和诺如病毒’

表 !"中毒相关样品.标本中金黄色葡萄球菌检测结果
4OdQ[!"3[\[I\PWS WJI*(B$&641411-’(-%+-’PS VONgQ[Ve[QO\[Z \WJWWZ gWPVWSPS-

样品.标本名称 采集地点 采集日期 菌株编号
盒装冰激凌 ! 冰激凌加工点 #&!’ 年 6 月 $ 日 a_!’&!(a_!’&#
盒装冰激凌 # 冰激凌加工点 #&!’ 年 6 月 $ 日 a_!’&$(a_!’&6
牛奶 ! 牛奶供应站 #&!’ 年 6 月 6 日 a_!’&((a_!’&’
牛奶 # 牛奶供应站 #&!’ 年 6 月 6 日 a_!’&E(a_!’&D
牛奶 $ 牛奶供应站 #&!’ 年 6 月 6 日 a_!’&,(a_!’!&
牛奶 6 牛奶供应站 #&!’ 年 6 月 6 日 未检出
呕吐物 ! 医院 #&!’ 年 6 月 $ 日 未检出
呕吐物 # 医院 #&!’ 年 6 月 $ 日 未检出
呕吐物 $ 医院 #&!’ 年 6 月 $ 日 a_!’!#
呕吐物 6 医院 #&!’ 年 6 月 $ 日 a_!’!$
呕吐物 ( 医院 #&!’ 年 6 月 $ 日 a_!’!6
呕吐物 ’ 医院 #&!’ 年 6 月 $ 日 未检出
粪便 ! 医院 #&!’ 年 6 月 $ 日 a_!’!!
粪便 # 医院 #&!’ 年 6 月 $ 日 未检出
粪便 $ 医院 #&!’ 年 6 月 $ 日 未检出
锅中待用牛奶 冰激凌加工点 #&!’ 年 6 月 $ 日 a_!’!((a_!’!’
桶内冰激凌 ! 冰激凌加工点 #&!’ 年 6 月 $ 日 a_!’!E(a_!’!D
桶内冰激凌 # 冰激凌加工点 #&!’ 年 6 月 $ 日 a_!’!,(a_!’#&(a_!’#!
加工冰激凌剩余牛奶 冰激凌加工点 #&!’ 年 6 月 $ 日 a_!’##
生鸡蛋 ! 冰激凌加工点 #&!’ 年 6 月 $ 日 未检出
生鸡蛋 # 冰激凌加工点 #&!’ 年 6 月 $ 日 未检出
生鸡蛋 $ 冰激凌加工点 #&!’ 年 6 月 $ 日 未检出
生鸡蛋 6 冰激凌加工点 #&!’ 年 6 月 $ 日 未检出
冰激凌棒 ! 冰激凌加工点 #&!’ 年 6 月 $ 日 未检出
冰激凌棒 # 冰激凌加工点 #&!’ 年 6 月 $ 日 未检出
冰激凌棒 $ 冰激凌加工点 #&!’ 年 6 月 $ 日 未检出
砂糖 冰激凌加工点 #&!’ 年 6 月 $ 日 未检出

#C#"金黄色葡萄球菌肠毒素检测
患者呕吐物和粪便标本(加工点现场采集与病

例食用为相同批次的冰激凌(加工冰激凌剩余牛奶
中分离的 !’ 株金黄色葡萄球菌均产肠毒素"且肠毒
素型别均为 <A)A+混合型&中毒次日 # #&!’ 年
6 月 6 日$从牛奶供应站采集的牛奶样品中共检出
金黄色葡萄球菌 ’ 株"其中 # 株产 +型肠毒素"6 株
不产肠毒素"见表 #’
#C$"7M5+分型

## 株金黄色葡萄球菌被分为 $ 种 7M5+带型"
患者粪便和呕吐物标本(冰激凌加工点采集的样品
及加工冰激凌剩余牛奶样品中分离的 !’ 株金黄色
葡萄球菌 7M5+带型完全一致"同源性为 !&&C&h"
且所产肠毒素型别均为 <A)A+混合型&中毒次

"""表 #"金黄色葡萄球菌肠毒素和血浆凝固酶检测结果
4OdQ[#":[VYQ\VWJ[S\[eW\WXPS geWZYI[Z dcI*(B$&641411-’

(-%+-’OSZ N[\KWZ IWO-YQOV[
样品名称 金黄色葡萄球菌肠毒素检测 血浆凝固酶
盒装冰激凌 ! <A)A+ 阳性
盒装冰激凌 # <A)A+ 阳性
牛奶供应站牛奶 ! + 阳性
牛奶供应站牛奶 # 未检出 阳性
牛奶供应站牛奶 $ 未检出 阳性
粪便 ! <A)A+ 阳性
呕吐物 $ <A)A+ 阳性
呕吐物 6 <A)A+ 阳性
呕吐物 ( <A)A+ 阳性
锅中待用牛奶 <A)A+ 阳性
桶内冰激凌 ! <A)A+ 阳性
桶内冰激凌 # <A)A+ 阳性
加工冰激凌剩余牛奶 <A)A+ 阳性



一起由金黄色葡萄球菌引起食物中毒的实验室诊断!!!马鑫"等 ! DE""" !

日##&!’ 年 6 月 6 日$从牛奶供应站采集的牛奶样
品中分离的 ’ 株菌株分为 # 种 7M5+带型"与上述

!’ 株菌的 7M5+带型不同’ 分子分型与肠毒素分
型结果可对应"见图 !’

注%:为耐药&> 为敏感

图 !"金黄色葡萄球菌 7M5+聚类分型结果
MP-Ye[!"7M5+OSOQcVPVWJI*(B$&641411-’(-%+-’PVWQO\[Z JeWNVONgQ[Ve[QO\[Z \WJWWZ gWPVWSPS-

#C6"抗生素敏感性检测
青霉素(苯唑西林(利奈唑胺(万古霉素(克林

霉素(四环素(庆大霉素(达托霉素(红霉素(氯霉
素(环丙沙星(复方新诺明(头孢西丁等 !$ 种抗生素
敏感性试验结果显示"青霉素和红霉素耐药率均为
D#h#!D.##$"6 株对青霉素和红霉素敏感的菌株均
不产肠毒素"分离自牛奶供应站采集的牛奶样品&
所有菌株对其他 !! 种抗生素均敏感"见表 $’

表 $"## 株金黄色葡萄球菌的耐药性特征

4OdQ[$"<S\PNPIeWdPOQVYVI[g\PdPQP\cIKOeOI\[ePV\PIVWJ

## I*(B$&641411-’(-%+-’PVWQO\[V

抗生素
折点.#!-.NQ$ 菌株数

敏感 中介 耐药 敏感 中介 耐药

青霉素 $&C!#( ! !&C#( 6 & !D

利奈唑胺 $6 ! !D ## & &

苯唑西林 $# ! !6 ## & &

红霉素 $&C( !96 !D 6 & !D

克林霉素 $&C( !9# !6 ## & &

环丙沙星 $! # !6 ## & &

达托霉素 $! ! ! ## & &

复方新诺明 $#.$D ! !6.E’ ## & &

万古霉素 $# 69D !!’ ## & &

四环素 $6 D !!’ ## & &

氯霉素 $D !’ !$# ## & &

庆大霉素 $6 D !!’ ## & &

头孢西丁 $6 ! !D ## & &

注%!表示 )=>‘标准中无该抗生素的中介或耐药折点

$"讨论
#&!’ 年 6 月"新疆某地发生一起急性胃肠炎疫

情暴发’ 实验室检测结果显示"从患者呕吐物和粪
便标本(剩余样品 #引起中毒同批次的加工点冰激
凌样品$及加工冰激凌剩余牛奶检出相同型别肠毒
素的金黄色葡萄球菌"7M5+分型溯源结果同源性
为 !&&C&h"结果显示该起食物中毒是因加工冰激
凌所用原料牛奶受到金黄色葡萄球菌污染并产生
大量肠毒素所致’ 根据 1>.4D&!!,,’)葡萄球菌
食物中毒诊断标准及处理原则* + !!,中的判定原则"

结合患者的临床表现(流行病学特征和实验室检测
结果"判定此次食物中毒为金黄色葡萄球菌肠毒素
引起的食物中毒’ #&!’ 年 6 月 6 日在牛奶供应站
采集的牛奶样品与中毒事件发生当天冰激凌制作
所用的牛奶批次不同"检出的金黄色葡萄球菌
7M5+型别与中毒菌株不同"但该批次牛奶中检出
产肠毒素金黄色葡萄球菌的结果提示"奶站供应的
生鲜乳持续存在引起食物中毒的风险’

金黄色葡萄球菌可产生多种致病性物质"如毒
素(酶类和菌体的一些成分"肠毒素在金黄色葡萄
球菌的致病性中起着重要的作用 + !#, ’ 乳及乳制品

是极易污染金黄色葡萄球菌的食品"我国原料奶中
金黄色葡萄球菌的污染率一般在 !(h9$&h"由其
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引起的食物中毒事件频发+!$G!(, ’ 建议政府监管部门
加强对食品尤其是乳与乳制品加工(贮藏(销售环节
的监管及控制"特别是加强对农村小作坊(小摊贩违
法生产(经营行为的排查"并加强对从业人员的教育
培训"提高从业人员的食品安全意识和责任意识"以
预防和控制食品中金黄色葡萄球菌及其肠毒素的污
染"减少和避免类似食物中毒事件的发生’
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欧盟修订豆类蔬菜等食品中多效唑等农药最大残留限量

""#&!, 年 ! 月 !D 日!欧盟委员会发布法规"+?##&!,.D,!对欧盟议会和理事会条例"+)#8W$,’.#&&((食
品中农药最大残留限量)的附件 ‘‘$‘‘‘和 r进行修订!对豆类蔬菜等食品中溴敌隆" deWNOZPWQWS[#$依托芬酯
"[\WJ[SgeWX#$多效唑"gOIQWdY\eORWQ#和戊康唑"g[SIWSORWQ[#的最大残留限量进行修订!修订后的限量标准自
欧盟官方公报发布后起第 #& 日生效% 部分修订限量如下’

序号 农药名称 商品名称 *:=."N-./-#
! 溴敌隆 新鲜蔬菜或冷冻蔬菜 &C&!
# 依托芬酯 树坚果 &C&!
$ 多效唑"成分异构体的总和# 树坚果 &C&!

块根和块茎蔬菜 &C&!
6 戊康唑 番茄 &C!

"""来源食品伙伴网!相关链接’K\\g’..S[TV%JWWZNO\[%S[\.#&!,.&!.(&6#D#%K\NQ#


