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农村宴席沙门菌食物中毒脉冲场凝胶电泳溯源及药敏分析!
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摘
"

要"目的
"

对引起食物中毒的
+*

株沙门菌进行表型分型以确定该菌型别!并进行脉冲场凝胶电泳分

型溯源!查明事件暴发原因!了解菌株的耐药状况%方法
"

+*

株沙门菌采用全自动细菌鉴定系统进行生化鉴

定!采用沙门菌属诊断血清对该菌株进行血清学鉴定%对
+*

株沙门菌以限制性内切酶
gA2

+

酶切后进行脉冲

场凝胶电泳!得到的图谱用生物分析软件
;8C!O7568P3

进行同源性分析!微量肉汤稀释法对沙门菌进行耐药性

检测%结果
"

本起食物中毒的沙门菌经过生化复核&血清学检测确定为肠炎沙门菌%来源于患者的
*.

株肠炎

沙门菌和分离至食品的
0

株肠炎沙门菌指纹图谱经
;8C!O7568P3

软件分析具有极高相似性%该肠炎沙门菌对

青霉素类的氨苄西林&

#

:

内酰胺类的氨苄西林(舒巴坦&头孢类的头孢唑啉&喹诺酮类的萘啶酸&氨基糖苷类的庆

大霉素&大环内酯类的红霉素与阿奇霉素耐药%结论
"

引起宴席食物中毒的病原为肠炎沙门菌%通过药敏检

测发现该菌多重耐药%来源于患者的菌株和食品的菌株有高度同源性!结合流行病学调查结果判断为餐饮从

业人员在加工食品环节中受到肠炎沙门菌污染所致%

关键词"沙门菌#

"
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+/*G

年
*

月
*J

日)綦江区疾病预防控制中心接

到辖区内某中心卫生院报告)该院陆续收治了多个腹

泻病例)腹泻患者均参加某镇某村一农户家的宴席

后)出现不同程度腹痛*腹泻*呕吐*发热等症状(疾

病预防控制中心相关人员立即开展流行病学调查*现

场危害因素调查*卫生学调查和采样工作)经实验室

检测共分离到
+*

株生化特性一致的
(*

群沙门菌)其

中
0

株分离至宴席晚餐中的剩余菜品(綦江区疾病

预防控制中心将收集到的
+*

株
(*

群沙门菌送至重

庆市疾病预防控制中心微生物检测所实验室进行菌

株生化复核*血清型复核*脉冲场凝胶电泳*药敏检

测(现报道如下(

E

"

材料与方法

E-E

"

材料

E-E-E

"

菌株
"

本次食物中毒分离到
+*

株
(*

群沙门

菌+相对分子质量标准菌株为
VHG*+

)由中国疾病预

防控制中心流行病研究所下发(药敏质控标准菌株

大肠杆菌
=K<<+.H++

购自广东环凯微生物科技有限

公司(

E-E-F

"

培养基及试剂
"

增菌液*选择性培养基*营养

琼脂平板为青岛海博产品+细菌生化鉴定卡$

&!

'为

生物梅里埃产品+沙门菌属诊断血清为泰国
'k=

产

品+革兰阴性菌药敏检测卡$

<V!)<))+

'为
KM56:

7C]83M56

产品+限制性内切酶
gA2

+

为
K=\=#=

产

品)蛋白酶
\

为上海生工产品)乙二胺四乙酸*

K683

*

十二烷基硫酸钠*

K;D

*

&5B654

染料为
'CB26A8C

产品

或代理+所有试剂耗材均在效期内使用(

E-E-G

"

仪器设备
"

恒温培养箱$型号!

)E#:+.,

'为松

下公司产品+全自动细菌生化鉴定系统 $型号!

Y8@5R+

'为生物梅里埃公司产品+全自动药敏检测系

统$型号!

,%/:=

'*二级生物安全柜$型号!

*%//'D:

#ED'=+

'为
KM567C]83M56

公司产品+脉冲场凝胶电

泳系统$型号!

<VD]:)2

FF

56g=

"

<VD]:(#

0

'及凝

胶成像仪$型号!

g#'d

'为
;Eb:#=(

公司产品+比浊

仪$型号!

()@7

'为西门子公司产品+所有仪器设备均

使用正常(

E-F

"

方法

E-F-E

"

菌株表型分型
"

按照
&;,JGH-,`+/*0

中的

方法进行生化鉴定*血清学试验%

*

&

(

E-F-F

"

药敏检测
"

采用微量肉汤稀释法进行药敏检

测)所使用的商品化
<V!)<))+

革兰阴性菌药敏

检测板中包含氨苄西林*氨苄西林"舒巴坦$

+_*

比

例'*四环素等
*.

种抗菌药物)每种抗菌药物有
.

%

**

个倍比稀释浓度+同时用标准菌株
=K<<+.H++

对本

次试验进行质量控制(

E-F-G

"

脉冲场凝胶电泳分型
"

检测程序按照中国疾
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病预防控制中心流行病所致病菌识别网提供的标准

程序进行)主要步骤!将培养
*GM

的新鲜菌落制备菌

悬液$

/-.+

透光率')取等体积菌悬液与恒温至
.0a

的
'\&*c

琼脂糖混匀)制备成
$BO

1

(将
$BO

1

置于细

胞裂解液)

.,a

裂解
*M

)然后用超纯水和
KD

溶液清

洗(用限制性内切酶
gA2

+

在
%Ja

进行酶切
+M

)酶

切后的胶块用于脉冲场凝胶电泳(电泳条件!最小相

对分子质量为
%/RA

)最大相对分子质量为
J//RA

$

+-*0

%

0%-G/3

')电压
0Y

)转换角度
*+/u

)电泳时间

*G-.M

)电泳温度
*, a

)起始电流强度为
*+%

%

*+.7=

(电泳结束后)

&5B654

染料染色
%/789

)纯水

中脱色
0/789

)凝胶成像仪生成指纹图谱保存(

E-F-H

"

脉冲场凝胶电泳分子分型图谱的聚类分析
"

使用
;8C!O7568P3

生物分析软件对
+*

株沙门菌的指

纹图谱进行聚类分析(

F

"

结
""

果

F-E

"

生化及血清学试验复核结果
"

+*

株
(*

群沙门

菌经过全自动细菌鉴定系统鉴定为可信度
HGc

的沙

门菌属(挑取营养琼脂上的纯培养菌落进行血清凝

集试验)实验结果为!

=:]

多价
ddd

)

bHddd

)

b*+

ddd

)生理盐水对照!

`

)证实该菌为
(*

群沙门菌(

鞭毛抗原没有立即凝集)经过琼脂含量
%c

的半固体琼

脂传代以后该菌表达鞭毛抗原!

V);dd

)

V&dd

)

V

1

dd

)

V7dd

)其余血清不凝集(经
V

1

*

V7

诱导

血清进行相位诱导试验后无第二相出现+根据
\2OSS:

729:?M8@

血清分型标准)得出该菌抗原式为!,

H

)

*+_

1

)

7

!

`

-)判定该沙门菌为肠炎沙门菌(

F-F

"

药敏检测结果
"

本次试验标准菌株
=K<<

+.H++

质控结果均在质控范围内)试验结果有效(

+*

株肠炎沙门菌耐药谱完全一致)结果判定参照美国临

床实验室标准协会$

<"'E

'出版的药敏试验指南$

+/*G

版'

%

+

&

)试验结果见表
*

(

表
*

""

+*

株肠炎沙门菌
*.

种抗菌药物药敏试验结果

抗菌药物 最低抑菌浓度$

'

1

"

7"

' 结果判定

氨苄西林
&

0,

耐药

氨苄西林"舒巴坦 $

+_*

比例'

0,

"

%+

耐药

四环素
+

敏感

红霉素
&

0,

耐药

氯霉素
G

敏感

头孢唑啉
,

耐药

环丙沙星
/-.

敏感

甲氧苄啶"磺胺甲唑
'

/-+.

"

,-J.

敏感

头孢他啶
'

*

敏感

亚胺培南
/-.

敏感

萘啶酸
&

0,

耐药

头孢西丁
,

敏感

头孢噻肟
'

/-+.

敏感

庆大霉素
&

%+

耐药

阿奇霉素
G

耐药

F-G

"

脉冲场凝胶电泳结果
"

+*

株肠炎沙门菌经过酶

切*电泳后产生了
*+

条片段条带)见图
*

)将指纹图谱

导入生物分析软件
;8C9O7568P3

)用
e$&)=

进行聚

类分析并生成聚类分析图)结果显示
+*

株肠炎沙门

菌聚类分析相似度为
*//c

)见图
+

(

""

注!

)

为相对分子质量标准菌株
VHG*+

)

=;

两图谱之间为
VHG*+

电泳条带相对分子质量指示+

/%

%

*J

号泳道为分离至患者的菌株)

*G

%

+%

号泳道为食品中分离到的菌株

图
*

""

脉冲场凝胶电泳后生成的指纹图谱

图
+

""

聚类分析图

G

"

讨
""

论
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沙门菌是世界范围内食源性疾病主要的致病菌

之一)其感染所致食物中毒发生数一直居细菌性食物

中毒发生数的前
+

位%

%

&

)其中与人类密切相关的有肠

炎沙门菌*鼠伤寒沙门菌*德比沙门菌等
*/

余种(我

国发生的食物中毒中由沙门菌引起的占首位)其中肠

炎沙门菌感染较为常见%

,

&

)该病主要通过粪
:

口途径传

播)亦可通过污染的肉类*禽蛋类等食物传播(本次

食物中毒事件源于綦江区某镇某村村民封某的一起

丧宴)由当地,一条龙-餐饮服务公司承办宴席)约
,G/

人次就餐)累计出现
J%

例病例(实验室人员对患者

$粪便*肛拭'*剩余菜品*,一条龙-餐饮服务公司从业

人员肛拭*市售制作菜品同一批次主要原材料$没有

开封的鸡蛋干*烤鸭*虾饺*怪味胡豆等'*自来水*井

水等进行检测(从患者粪便*肛拭中分离到
*.

株肠

炎沙门菌)从不同种类剩余菜品中分离到
0

株肠炎沙

门菌+而从业人员肛拭*制作菜品同一批次主要原材

料*自来水*井水未检出沙门菌(食品和患者标本中

同时检出肠炎沙门菌)且两者分离的菌株脉冲场凝胶

电泳带型一致)从基因上证明了病原的关联性)证实

本次食物中毒是食用受肠炎沙门菌污染的菜品所致(

从业人员肛拭*制作菜品同一批次主要原材料*自来

水*井水未检出沙门菌)可以排除从业人员带菌者污

#
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染和食品原材料被污染的可能性)所以食品加工环节

暴露出极大的污染风险(经流行病学调查发现),一

条龙-餐饮服务公司无固定加工场所)餐饮制作多个

工序为是露天作业)现场操作时生熟未分区)卫生状

况差(多个塑料盆放在院内地上作为清洗池)用于蔬

菜*生肉类等食材和餐具的清洗加工+加工用水用
*/

米左右塑料管从室内自来水管接到塑料盆中)且塑料

管出水口长期拖放在地面+大块塑料布铺放于地面存

放各类食材*加工用具*餐具等+院内散养了十几只

鸡)地面上有淤泥和鸡粪+以上各种原因极易导致加

工用具*加工容器*餐具*食材*食品受到外界沙门菌

污染(

脉冲场凝胶电泳技术是基于
(!=

结构研究的一

种细菌分子分型方法)其原理是在琼脂糖凝胶上外加

正交的交变脉冲电场)方向*时间*电流大小交替变

换)从而将相对分子质量不同大小的
(!=

分子分开)

分离到的
(!=

片段较大)谱型稳定)分辨率高*重复

性好)因而成为肠炎沙门菌流行病学调查及溯源工作

中非常有效的手段%

.:0

&

(在利用脉冲场凝胶电泳方法

对肠炎沙门菌分型的时候有多种内切酶可以选择)限

制性内切酶的选择非常重要)多选用
gA2

+

*

'

F

5

+

等)

gA2

+

的区分能力最好%

J

&

(本次事件中
+*

株肠炎

沙门菌通过
gA2

+

酶切)应用脉冲场凝胶电泳技术进

行分子分型)经电泳产生
*+

条
%/

%

J//RA

的条带)指

纹图谱经生物分析软件
;8C9O7568P3

分析)聚类分析

相似度为
*//c

(根据菌株同源性判断标准)从基因

组的
(!=

水平)提示
+*

株肠炎沙门菌为同一克隆菌

株)结合流行病学调查表明该起事件是餐饮从业人员

在加工食品环节中受到肠炎沙门菌污染所致(

抗菌药物的使用是治疗沙门菌感染的有效办法)

但随着抗菌药物的不合理使用)沙门菌属耐药问题越

来越严重(尤其是在
+/

世纪
H/

年代首次出现沙门

菌多重耐药菌株
*/,

型$

(K*/,

'

%

G

&

)使沙门菌对抗菌

药物耐药成为全球共同关注的问题(引起本次事件

的肠炎沙门菌经过药敏试验发现该菌对青霉素类的

氨苄西林*

#

:

内酰胺类的氨苄西林"舒巴坦*头孢类的

头孢唑啉*喹诺酮类的萘啶酸*氨基糖苷类的庆大霉

素*大环内酯类的红霉素与阿奇霉素耐药)存在多重

耐药现象(近年国内外流行病学分析发现)对喹诺酮

敏感性下降或耐药的沙门菌比例呈上升趋势)尤其是

非伤寒沙门菌属更为明显%

H

&

(目前)氟喹诺酮类药物

和头孢类药物作为临床治疗沙门菌感染的一线治疗

药物)本次事件中的肠炎沙门菌对喹诺酮类萘啶酸耐

药表现提示)喹诺酮类药物对沙门菌感染的治疗有可

能失效(在一些国家已报道了对氟喹诺酮类药物敏

感性降低的沙门菌分离株的出现%

*/:**

&

)甚至同时对
%

代头孢菌素*环丙沙星和阿奇霉素耐药的沙门菌菌株

在
+/*,

年被报道%

*+

&

(

在我国农村普遍存在家中办宴席现象)其中大部

分为流水席)这种宴席一般承接人数较多)为此产生

了一种承办宴席的服务行业)俗称,一条龙-(,一条

龙-餐饮服务一般从业人员较少)但要承担上百人甚

至几百人的餐饮服务)在餐饮制作过程中多个工序为

露天作业)很多不具备制作大型宴席的条件(在从业

服务人员少*食品安全意识淡薄*宴席得不到卫生部

门的监管等情况下难以保障食品安全(本起事件有
0

名餐饮从业人员)仅公司负责人
*

人持有健康证明)

餐饮服务公司亦无食品安全管理制度*厨师食品安全

的培训记录等资料(为预防此类公共卫生事件的发

生)卫生行政部门应加强这一领域的监管工作)制订

承办家庭宴席食品卫生管理办法)加强对农村宴席*

流水席的卫生管理)加大食物中毒防治知识的宣传教

育力度(医疗部门在治疗细菌性腹泻中应合理使用

抗菌药物)加强细菌的耐药监测)遏制细菌的耐药发

展趋势)降低细菌的耐药水平)防止更多*更广谱的耐

药菌出现(同时)加强溯源网络实验室建设以保证溯

源试验的时效性)使分子溯源技术在暴发疫情*食物

中毒等突发公共卫生事件处置中更及时发挥作用(
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丝裂霉素
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抑制
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磷酸化调控结直肠癌细胞增殖和活力研究

龙道国!徐细明#
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要"目的
"

探讨丝裂霉素
<

&

]bgb*

磷酸化与结直肠癌细胞增殖&活力的关系%方法
"

选用结直肠癌

细胞系
V<K**0

!

$;'

处理的
V<K**0

为对照组!丝裂霉素
<

处理的
V<K**0

为丝裂霉素
<

处理组!

V=:

]CWC*:?K

转染的
V<K**0

为
]bgb*:?K

组!

V=:]CWC*:)K

转染的
V<K**0

为
]bgb*:)K

组!每组
%

例%

通过免疫印迹试验检测
]bgb*

的磷酸化水平!通过
)KK

试验检测细胞增殖情况!通过
<<\:G

试验检测细胞

活力%结果
"

与对照组比较!丝裂霉素
<

处理组的
]bgb*

的总量无明显差异!但是
'+.0

位点的磷酸化

]bgb*

的蛋白量明显减少"
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$!结直肠癌细胞
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$%同时用丝裂霉素
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处理!
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的增殖在第
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天和第
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通过抑制
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磷酸化来降低结直肠癌细胞的增殖和活力%

关键词"丝裂霉素
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结直肠癌是许多国家发病率和病死率的主要原

因)尽管近年来其发病率在世界发展中国家增加)但

在较发达国家更严重%

*

&

(目前)丝裂霉素
<

是最常用

于加热腹腔内化疗的化学治疗剂%

+

&

)是一种具有抗肿

瘤活性的天然抗菌药物)已被用于多种实体肿瘤)包

括乳腺癌*结直肠癌*非小细胞癌和膀胱癌%

%

&

(

?e

等%

,

&研究发现)

]bgb*

的表达水平和磷酸化水平与

结直肠癌细胞的增殖密切相关(

'VD!

等%

.

&研究发

现)丝裂霉素
<

能调控肿瘤细胞中蛋白的磷酸化水

平(本研究旨在探讨丝裂霉素
<

*

]bgb*

磷酸化与

结直肠癌细胞增殖和活力的关系(
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材料与方法
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材料
"

丝裂霉素
<

购自北京百奥莱博科技有限

公司$货号!

;$*0*G:\?;
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V=:]CWC*:?K

和
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的质粒购自北京中原公司$
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$*,//

'(

+̂

十

二烷基硫酸钠$

'('

'蛋白电泳上样缓冲液购自北京鼎

国昌盛生物技术有限责任公司$货号!

?;://G*

'(蛋
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