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中 华 人 民 共 和 国 国 家 卫 生 健 康 委员会      发 布
前    言
本标准替代WS/T 7-1996《产气荚膜梭菌食物中毒诊断标准及处理原则》。
本标准与WS/T 7-1996相比，主要技术指标变化如下：
——修改了流行病学特点
——修改了临床表现
——修改了实验室诊断
——修改了判定原则
——修改了处理原则
——删除了附录A样品中产气荚膜梭菌毒素检验
——删除了附录B培养分离株检查肠毒素
——增加了附录A粪便或肛拭子标本产气荚膜梭菌定性培养方法
——增加了附录B产气荚膜梭菌plc 基因和 cpe基因的实时荧光PCR方法
本标准由中华人民共和国国家卫生健康委员会提出并归口。
本标准由中华人民共和国国家卫生健康委员会负责解释。
本标准起草单位：XXX、XXX、XXX......。

本标准主要起草人：XXX、XXX、XXX......。
[bookmark: OLE_LINK11]食源性产气荚膜梭菌病判定标准及技术处理原则
1 范围
本标准规定了食源性产气荚膜梭菌病（foodborne Clostridium perfringens disease）的判定标准和技术处理原则。
本标准适用于食源性产气荚膜梭菌病病例及其暴发事件的判定与处理。
[bookmark: OLE_LINK3]2 规范性引用文件
下列文件中的条款通过本标准的引用而成为本标准的条款。凡是注日期的引用文件，其随后所有的修改单（不包括勘误的内容）或修订版均不适用于本标准，凡是不注日期的引用文件，其最新版本适用于本标准。
GB 4789.1 食品安全国家标准 食品微生物学检验 总则。
GB 4789.13  食品安全国家标准 食品微生物学检验  产气荚膜梭菌检验。
GB 4789.28  食品安全国家标准 食品微生物学检验  培养基和试剂的质量要求。
GB 19489   实验室生物安全通用要求。
WS/T XXX.XXX  食源性疾病诊断标准及技术处理总则。

3 诊断
[bookmark: OLE_LINK5]
3.1流行病学特点
3.1.1 发病季节：一年四季均可发生，夏、秋季节高发。
3.1.2 发病原因：食用被产气荚膜梭菌污染且大量繁殖的食品，常见原因包括食品烹饪不充分、冷却或储存方式不当且再次食用时未进行彻底加热。
3.1.3 致病食品：主要为动物性食品和植物蛋白性食品，经批量烹饪的畜禽肉类菜肴及其汤汁最为常见。
3.1.4 易感人群：普遍易感，集体用餐者高发。
3.2  临床表现
3.2.1潜伏期：通常为6 h~24 h，平均为10 h~12 h。
3.2.2症状体征：主要表现为腹痛、腹泻，发热、呕吐少见；病程为24 h~48 h，预后良好，极少数出现坏死性肠炎甚至死亡的情况。 
3.3  实验室检验
3.3.1 从患者生物标本（粪便、肛拭子）中检出携带cpe基因的产气荚膜梭菌。
3.3.2 从可疑食品中检出产气荚膜梭菌。
3.3.3 食品样品中产气荚膜梭菌检验方法按照GB 4789.13执行；粪便或肛拭子中产气荚膜梭菌定性培养方法按照附录A执行；产气荚膜梭菌plc 基因和 cpe基因实时荧光PCR检验方法按照附录B执行。

4 判定
4.1 符合3.1和3.2，且从患者的粪便或肛拭子中检出携带cpe基因的产气荚膜梭菌，可判定为食源性产气荚膜梭菌病病例。
4.2 符合3.1和3.2，具有共同饮食暴露史，且符合以下任一条件，可判定为食源性产气荚膜梭菌病暴发事件。
4.2.1 从2例及以上患者的粪便或肛拭子中检出携带cpe基因的产气荚膜梭菌。
4.2.2 可疑食品中产气荚膜梭菌计数≥105 CFU/g(mL)。
4.2.3 其他情况，按照WS/T xx.xxx《食源性疾病判定标准及技术处理总则》判定。 

5 处理
按照WS/T xx.xxx《食源性疾病判定标准及技术处理总则》执行。
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附录A
粪便或肛拭子中产气荚膜梭菌定性培养方法
A.1 适用范围
主要适用于粪便和肛拭子中产气荚膜梭菌定性检验。
A.2 粪便悬液和/或肛拭子悬液制备
取粪便200 mg（黄豆粒大小），溶解于2 mL无菌生理盐水，制成粪便悬液原液，并依次进行十倍稀释和百倍稀释。
将肛拭子从运送培养基中取出，插入2 mL无菌生理盐水，充分震荡混匀，制成肛拭子悬液。
A.3 接种和菌落纯化
粪便悬液（包括原液、十倍稀释液和百倍稀释液）和肛拭子悬液均取1 mL加入9 cm直径无菌空平皿中，倾注约50 ℃的 TSC琼脂培养基9 mL，缓慢旋转混匀，室温凝固。再加入约50 ℃的 TSC琼脂培养基10 mL，室温凝固，正置，36 ℃±1 ℃厌氧培养20 h~24 h。
每个TSC平板上挑取至少5个黑色单菌落，接种5%绵羊血琼脂培养基，36 ℃±1 ℃倒置厌氧培养20 h~24 h。挑取有溶血环、表面光滑菌落，接种5%绵羊血琼脂培养基，36 ℃±1 ℃倒置厌氧培养20 h~24 h，纯化。
A.4 形态学检查
取纯化菌落，参照 GB 4789.13执行。
A.5 菌株鉴定
生化鉴定：按照 GB 4789.13的规定执行，也可以使用生化鉴定试剂盒、鉴定卡或微生物生化鉴定系统鉴定。
质谱鉴定：按照基质辅助激光解吸电离飞行时间（MALDI-TOF MS）质谱仪的操作说明执行。
生化鉴定或质谱鉴定中任意一种均可作为产气荚膜梭菌最终的鉴定结果。
A.6 菌株保藏
取纯化菌落，加入含有5%无菌脱纤维羊血的FTG培养基制成菌悬液，与灭菌甘油溶液混合，使甘油终浓度为20%~40%；或加入磁珠保藏管；或加入5%蔗糖脱脂乳保护剂，冻干。-20℃或以下保藏。
A.7 结果报告
报告粪便或肛拭子中检出或未检出产气荚膜梭菌。
A.8 生物安全要求
实验室设施设备、人员防护及实验的安全操作、实验废弃物和菌种的处理应符合GB 19489的要求。
附录B
[bookmark: OLE_LINK4]产气荚膜梭菌plc 基因和 cpe基因实时荧光PCR检测方法

B.1 适用范围
本方法适用于产气荚膜梭菌纯培养物中plc及cpe基因检测，不适用于粪便、肛拭子等生物标本的直接检测。
B.2 扩增模板的制备
将产气荚膜梭菌纯培养物接种至脑心浸液肉汤中，36 ℃±1 ℃培养过夜，均质后取 1.4 mL 培养液至无菌离心管中，14000 g离心 2 min，弃上清，加入 1.0 mL PBS振荡混匀后，14000 g 离心 2 min，弃上清，加入 400 μL PBS，振荡混匀，加入 10 mg/mL溶菌酶溶液 100 μL，摇匀，36 ℃±1 ℃恒温15 min，加入10 mg/mL蛋白酶K溶液10 μL，摇匀，60 ℃±1 ℃恒温1 h， 100 ℃恒温放置 10 min后 14000 g离心 2 min，上清液转移至无菌小离心管中，加入 3 mol/L乙酸钠溶液50 μL和95%乙醇1.0 mL，摇匀，- 80 ℃ 或 - 20 ℃放置 30 min ，14000 g离心 10 min ，弃去上清液，沉淀干燥后溶于 200 μL TE缓冲液，为 DNA模板备用。
注：产气荚膜梭菌 DNA提取不建议使用热裂解法，根据实验室实际情况，可采用商品化试剂盒制备 DNA模板。
B.3 引物及探针
引物及探针序列见表 1 。
表1  产气荚膜梭菌plc和cpe基因实时荧光PCR检测引物序列和探针
	基因名称
	引物和
探针
	序列（5’- 3'）
	序列位置

	plc
	上游引物
	CAGGACATGTTAAGTTTGAGAC
	GenBank号MH900562.1
位置：521-735

	
	下游引物
	CCAATCATCCCAACTATGACTCA
	

	
	探针
	FAM-ACACAGCAGGTTGCAAAACTAATGAGGC-BHQ1
	

	cpe
	上游引物
	GGAGATGGTTGGATATTAGG
	GenBank号MH900564.1
位置：139-371

	
	下游引物
	GGACCAGCAGTTGTAGATAC
	

	
	探针
	HEX-TGACTTGAAACTACTGAGGGTTCC-MGB
	


B.4 实时荧光 PCR 反应体系
实时荧光 PCR 反应体系见表2，如用等效商品化产气荚膜梭菌实时荧光PCR检测试剂盒，则按照说明书操作。 
表 2 实时荧光PCR反应体系
	试剂名称
	体积（μL）

	plc-F（10 μM）
	0.5

	plc-R（10 μM）
	0.5

	plc-P（10 μM）
	0.4

	cpe-F（10 μM）
	0.5

	cpe-R（10 μM）
	0.5

	cpe-P（10 μM）
	0.4

	2×TaqProbe qPCR Mix
	10.0

	DNA模板
	5.0

	dH2O
	2.2


B.5 实时荧光 PCR 反应程序
预变性：95 ℃、3 min；变性：95 ℃、5 s；退火延伸：58℃、35 s，循环 45 次，在退火延伸阶段采集荧光信号。
B.6 质量控制 
实时荧光PCR试验过程应设置阳性、阴性和空白对照。其中阳性对照模板为含cpe基因的产气荚膜梭菌标准菌株 DNA 或含有目的 DNA 片段的质粒 DNA；阴性对照模板为不含产气荚膜梭菌的DNA ，空白对照模板为无菌去离子水。若选用商品化产气荚膜梭菌荧光 PCR检测试剂盒，则依据试剂盒说明书操作。
B.7 实时荧光PCR检测结果判定
阳性对照出现典型扩增曲线，且 Ct值<30；阴性对照无典型扩增曲线或 Ct值≥35 ；空白对照无典型扩增曲线或 Ct值≥35。否则，结果视为无效。当 Ct值<30，同时荧光曲线呈现典型的 S 型，则判定为阳性；如30≤Ct值<35，需重复试验，如重复试验后 Ct值<35，同时荧光曲线呈现典型的 S 型，则判定为阳性，否则判断为阴性。当plc基因为阳性，判定该菌落检测结果为产气荚膜梭菌；当plc基因和cpe基因同时为阳性，判定该菌落检测结果为携带cpe基因的产气荚膜梭菌；当plc基因为阴性时，判定该菌落检测结果为非产气荚膜梭菌。
若选用商品化产气荚膜梭菌实时荧光PCR检测试剂盒，则依据试剂盒说明书进行结果判定。
B.8 结果报告
依据B.7实验结果，报告检出或未检出携带或未携带cpe基因的产气荚膜梭菌。
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