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摘
!

要"目的
!

了解一起聚集性腹泻事件中副溶血性弧菌的主要血清型&生物学特征的相关性和同源性!

为流行病学调查提供实验室依据$方法
!

采用流行病学方法调查聚集性腹泻事件!参照
Y&!1.6!$$1

附录
R%

分离检测病原菌!聚合酶链反应测定毒力基因!最小抑菌浓度测定
.1

种药物敏感度!脉冲场凝胶电泳"

ZL]X

#

进行基因分型!

RC;-G)*>CB(

软件进行聚类分析$结果
!

该次事件分离得到
!.

株副溶血性弧菌!其中
!$

株来

源于患者肛拭样品!

.

株分离自餐厅从业人员肛拭样品'以
\%

%

V".8

株"

1.4#%̂

#为优势血清型!均为耐热直

接溶血素&

?;+3&6D*J

&

;>A96G

<

阳性!耐热直接溶血素相关溶血素&

?;+3&6;=2

阴性'

\#

%

V9#

株"

.74$8̂

#'

\%

%

V[:

和
\#

%

V[:

均仅有
.

株!各占
#41"̂

$药敏试验结果基本一致!对两种药物"氨苄西林&头孢唑啉#

.$$̂

耐药$

ZL]X

分型按
.$$̂

相似度分为
1

个型别$结论
!

该次聚集性腹泻事件是以
\%

%

V"

血清型为主的不同

克隆株副溶血性弧菌混合感染所致$

关键词"血清型'
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副溶血性弧菌'
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副溶血性弧菌$

Q

<

%主要分布于近海海水+海河交

界处+海产品和腌制产品中#是夏+秋季沿海地区引起

腹泻性疾病的主要食源性病原菌#其主要致病因子为

耐热直接溶血素$

:PT

%和耐热直接溶血素相关溶血

素$

:3T

%#携带有
:PT

或$和%

:3T

的菌株被称为

产毒株)

.6%

*

(

!$."

年
9

月上海市某区发生一起聚集性

腹泻事件#在某宾馆就餐的人员中#陆续有
!7

人出现

恶心+腹痛和腹泻等不适症状#均前往医院就诊并采

取肛拭样品(经流行病学调查#该
!7

例患者均在
!1

日于该宾馆就餐#膳食由宾馆食堂烧制#发病前
82

内

均无其他集体性聚餐活动(

!9

日
$%

!

$$

出现首发病

例#最后
.

例出现于
!7

日
$#

!

$$

(患者主要症状为不

'
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'

检验医学与临床
!$.9

年
.!

月第
.8

卷第
!#

期
!

MEHN*2O=CD

!

P*B*)H*>!$.9

!
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同程度的恶心+呕吐+水样便腹泻+上腹或脐周痛$绞

痛或阵发痛%#个别病例伴有头晕+头痛(相关工作人

员现场采集可疑样品#送往实验室进行分离检测和溯

源分析(

$

!

资料与方法

$4$

!

一般资料
!

!7

例患者肛拭样品+

"

份留存食品

样品+

"

份餐具样品和
8

份餐厅从业人员肛拭样品#均

严格无菌采样#并于
!@

内送检(

$4/

!

主要仪器
!

德国艾本德
3*EC

<

*>#

$

X

<<

*D2;>A

%

聚合酶链反应$

ZO3

%仪&美国
RC;63E2OTXLNE

<<

*>

脉冲场凝胶电泳仪&美国
5

<<

=C*2NE?@(

公司
RC;-G6

)*>CB(14.

分析软件&美国伯乐
RC;63E2]XMP;B:6

N,3

凝 胶 成 像 仪&法 国 生 物 梅 里 埃 公 司 $

RS6

\NX3SX[,

%

QS:XV

0

!

0

O;)

<

EB?

全自动细菌鉴定及

药敏分析系统(

$4'

!

主要试剂
!

QC?*a!]-

生化鉴定板条)法国生

物梅里埃公司$

RS\NX3SX[,

%*&

Z>;?*CDE(*V

+

,HE

&

+

-;?

&

限制性内切酶$

:EaE>E

生物工程有限公

司%&

&*EV*) ];=2 5

F

E>;(*

$美 国
OE)H>E*+ RC;

3;Ba=ED2

公司%&

]*=>*2

染色液$美国
RS\:S[N

公

司%&副溶血性弧菌血清$

P*DaE&*Ca*D

#日本%&革兰阴

性需氧菌药敏试验检测板$上海星佰生物技术有限公

司%&

Z>*)C+ X+:E

e

Q*>(C;D!$

+

PM!$$$:N P-5

NE*a*>

$

:EaE>E

生物工程有限公司%(所有增菌液和

培养基均由上海华康科技公司和上海科马嘉科技公

司提供(所有试剂均在有效期内使用(

$41

!

方法

$414$

!

菌株分离及鉴定
!

肛拭样品按照,感染性腹

泻的诊断标准-

Y&!1.6!$$1

进行分离检测#食品样品

按照
]R#197416!$.%

+

]R#1974.$6!$.$

+

]R#1974#6

!$.$

+

]R#197486!$.%

+

]R

"

:#1974"6!$$%

等标准要

求进行检测#经全自动微生物生化鉴定确证(

$414/

!

菌株血清分型
!

用
Q

<

..

种
\

抗原$

\.

!

\..

%及
"8

种
V

抗原$

V.

+

V%

!

V.%

+

V.8

+

V.1

!

V!"

+

V!9

!

V%#

+

V%"

!

V".

+

V"%

!

V1.

%进行血清

分型)

#

*

(

$414'

!

ZO3

检测
:3T

+

:PT

+

?;+3&6D*J

+

?;+3&6

;=2

和
;>A96G

<

基因
!

热裂解法提取
Q

<

P-5

#

ZO3

检

测目的基因#引物序列参考文献)

!

#

8

*#见表
.

(各引

物分别进行
ZO3

#反应体系为!

Z3X)C+ :E

e

:N

$

:EVE3EO;2*

!

337$.5

%为
.!48

%

M

#

P-5

模板为

.48

%

M

#按表
.

所示的引物终浓度加入相应体积的各

种引物#加无菌蒸馏水补足总体积为
!84$

%

M

&

ZO3

循环反应条件!

7#0

预变性
%)CD

&

7#0"$(

#

8!0

"$(

#

1!07$(

#循环
!8

次#各
ZO3

反应体系的退火

温度见表
.

)

#

*

(最后取
84$

%

M

产物置于
.̂

琼脂糖凝

胶电泳中电泳
%$)CD

(

表
.

!!

引物名称#序列及预期产物大小

引物 序列$

8̀6%̀

% 预期产物大小$

H

<

% 终浓度$

D);=

"

M

% 退火温度$

0

%

:PT L

!

]:555]]:O:O:]5O::::]]5O !1$ !$$ 8!

3

!

:]]55:5]55OO::O5:O::O5OO !$$

:3T L

!

::]]O::O]5:5::::O5]:5:O: #9" #$$ 8!

3

!

O5:55O555O5:5:]OOO5:::OO] #$$

;>A96G

<

L

!

]::O]O5:5O5]::]5]] 1#" !$$ 8!

3

!

55]:5O5]O5]]5]:]5] !$$

?;+3&6;=2 L

!

:55:]5]]:5]555O] "8. %$$ #8

3

!

5O]:55O]]]OO:5O] %$$

?;+3&6D*J L

!

:55:]5]]:5]555O5 "8. %$$ #8

3

!

5O]:55O]]]OO:5O5 %$$

$4141

!

药敏试验
!

选取氨苄西林+庆大霉素+四环

素+阿奇霉素+氯霉素+复方磺胺甲唑+环丙沙星+萘

啶酸+头孢唑啉+阿莫西林"克拉维酸+头孢西丁+头孢

噻肟+头孢他啶+头孢吡肟+亚胺培南+氨苄西林"舒巴

坦+头孢呋辛等
.1

种抗生素#选用肉汤稀释法测定最

小抑菌浓度#按照药敏试验检测板试剂盒说明书进行

具体操作和结果判断(质控菌株为大肠埃希菌

5:OO!87!!

#由上海市疾病预防控制中心提供(

$4142

!

ZL]X

分子分型
!

参考美国疾病预防控制中

心
ZG=(*-*?[&5

的方法(作为相对分子质量标准的

参考菌株为
T79.!

#由上海市疾病预防控制中心提

供#用
,HE

&

酶切&

Q

<

用
-;?

&

酶切&图谱用
RC;-G6

)*>CB(14.

软件分析(

/

!

结
!!

果

/4$

!

病原学检测结果

/4$4$

!

分离培养结果
!

从
!$

例患者肛拭样品和
.

例餐厅从业人员肛拭样品中分离出疑似
Q

<

#其在弧

菌显色平板上为圆形+扁平+湿润+不透明+紫色的大

菌落(未检出其他致病菌$金黄色葡萄球菌+沙门菌+

志贺菌+致泻性大肠杆菌%(

/4$4/

!

菌体形态与生化结果
!

经革兰染色镜检#该

!.

株可疑菌均为革兰阴性无芽孢杆菌#在
%̂

氯化钠

三糖铁斜面上均为斜面红色+底层黄色+不产气+硫化

氢阴性(经
QC?*a!]-

生化鉴定板条确证#该
!.

株

'

%""%

'

检验医学与临床
!$.9

年
.!

月第
.8

卷第
!#

期
!

MEHN*2O=CD

!

P*B*)H*>!$.9

!

Q;=4.8

!

-;4!#



可疑菌均为
Q

<

#生化结果见表
!

(

/4/

!

血清分型结果
!

该
!.

株
Q

<

可分为
#

种血清型

别#分别为
\%

!

V"

型
.8

株#占
1.4#%̂

#

\#

!

V9

型
#

株#占
.74$8̂

#另有
!

株
V

抗原不可分型的菌株#即

\%

!

V[:

和
\#

!

V[:

各
.

株#

V[:

为
\

和$或%

V

不可分型者#见表
%

(

/4'

!

?2@

+

?>@

+

?;+3&6D*J

+

?;+3&6;=2

+

;>A96G

<

基因检

测
!

结果显示#所有菌株均不含毒力基因
?>@

&仅
.

株

血清型
\%

!

V[:

的菌株
?2@

基因为阴性#其余菌株

?2@

基因均为阳性#携带率为
784!#̂

(血清型
\%

!

V"

菌株均为
?;+3&6D*J

+

;>A96G

<

阳性#

?;+3&6;=2

阴

性&其余血清型别的菌株该
%

种基因携带情况与
\%

!

V"

相反#见表
%

(

表
!

!!

!.

株疑似菌株生化鉴定结果

生化反应 结果 生化反应 结果

丙氨酸
6

苯丙氨酸
6

脯氨酸芳胺酶
h

蔗糖
/

侧金盏花醇
/ P6

塔格糖
/

吡咯烷基芳胺酶
h P6

海藻糖
h

M6

阿拉伯醇
/

柠檬酸盐$钠%

/

P6

纤维二糖
/

丙二酸盐
/

$

6

半乳糖苷酶
/ 86

酮
6

葡萄糖
/

硫化氢
/

乳酸盐产碱
h

$

6-6

乙酰葡萄糖苷酶
h

#

6

葡萄糖
/

谷氨酰芳胺酶
/

琥珀酸盐产碱
h

P6

葡萄糖
h -6

乙酰
6

$

6

半乳糖氨酶
/

'

6

谷氨酰转移酶
/

#

6

半乳糖苷酶
/

葡萄糖发酵
h

磷酸酶
/

$

6

葡萄糖苷酶
/

氨基乙酸芳胺
/

P6

麦芽糖
h

鸟氨酸脱羧酶
/

P6

甘露醇
h

赖氨酸脱羧酶
h

P6

甘露糖
h

组氨酸同化
/

$

6

木糖苷酶
/ O\[3N535:X h

$

6

丙氨酸芳胺酶
/

$

6

葡萄糖苷酸酶
/

M6

脯氨酸芳胺酶
h \

"

.!7

耐受
/

脂酶
/

谷氨酸
6

甘氨酸
6

精氨酸芳胺酶
h

古老糖
/ M6

苹果酸盐同化
h

酪氨酸芳胺酶
h XMMN5- /

尿素酶
/ M6

乳酸盐同化
/

P6

山梨醇
/

!!

注!

h

为阳性#

/

为阴性

表
%

!!

毒力基因#血清分型结果

菌株编号 病例 血清分型
毒力基因

?>@ ?2@

大流行菌株特异基因

?;+3&6D*J ?;+3&6;=2 ;>A96G

<

ZL]X

带型

gZQZ."%!8

患者
. \%

!

V" / h h / h QZ."$$!

gZQZ."%8#

患者
! \%

!

V" / h h / h QZ."$$%

gZQZ."%88

患者
% \%

!

V" / h h / h QZ."$$%

gZQZ."%8"

患者
# \#

!

V9 / h / h / QZ."$$8

gZQZ."%81

患者
8 \%

!

V" / h h / h QZ."$$.

gZQZ."%89

患者
" \%

!

V" / h h / h QZ."$$%

gZQZ."%87

患者
1 \#

!

V[: / h / h / QZ."$$"

gZQZ."%"$

患者
9 \%

!

V" / h h / h QZ."$$%

gZQZ."%".

患者
7 \%

!

V" / h h / h QZ."$$%

gZQZ."%"!

患者
.$ \#

!

V9 / h / h / QZ."$$#

gZQZ."%"%

患者
.. \#

!

V9 / h / h / QZ."$$8

gZQZ."%"#

患者
.! \%

!

V" / h h / h QZ."$$.

gZQZ."%"8

患者
.% \%

!

V" / h h / h QZ."$$%

gZQZ."%""

患者
.# \%

!

V" / h h / h QZ."$$%

'

#""%

'

检验医学与临床
!$.9

年
.!

月第
.8

卷第
!#

期
!

MEHN*2O=CD

!

P*B*)H*>!$.9

!

Q;=4.8

!

-;4!#



续表
%

!!

毒力基因#血清分型结果

菌株编号 病例 血清分型
毒力基因

?>@ ?2@

大流行菌株特异基因

?;+3&6D*J ?;+3&6;=2 ;>A96G

<

ZL]X

带型

gZQZ."%"1

患者
.8 \%

!

V" / h h / h QZ."$$.

gZQZ."%"9

从业人员
\%

!

V[: / / / h / QZ."$$1

gZQZ."%"7

患者
." \#

!

V9 / h / h / QZ."$$#

gZQZ."%1$

患者
.1 \%

!

V" / h h / h QZ."$$%

gZQZ."%1.

患者
.9 \%

!

V" / h h / h QZ."$$.

gZQZ."%1!

患者
.7 \%

!

V" / h h / h QZ."$$!

gZQZ."%1%

患者
!$ \%

!

V" / h h / h QZ."$$%

!!

注!

h

为阳性#

/

为阴性
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!

药敏试验结果
!

见表
#

(

!.

株
Q

<

药敏试验结

果基 本 一 致#氨 苄 西 林 和 头 孢 唑 啉 耐 药 率 为

.$$4$$̂

#复方磺胺甲唑耐药率为
784!#̂

#萘啶酸

耐药率为
.74$8̂

#头孢西丁耐药率为
748!̂

#四环

素耐药率为
#41"̂

#其余
..

种抗生素敏感率均为

.$$4$$̂

(

表
#

!!

!.

株
Q

<

药敏试验结果(

&

&

^

')

抗生素 耐药 中介 敏感

氨苄西林
!.

$

.$$4$$

%

$

$

$4$$

%

$

$

$4$$

%

庆大霉素
$

$

$4$$

%

$

$

$4$$

%

!.

$

.$$4$$

%

四环素
.

$

#41"

%

$

$

$4$$

%

!$

$

784!#

%

阿奇霉素
$

$

$4$$

%

$

$

$4$$

%

!.

$

.$$4$$

%

氯霉素
$

$

$4$$

%

$

$

$4$$

%

!.

$

.$$4$$

%

复方磺胺甲唑
!$

$

784!#

%

$

$

$4$$

%

.

$

#41"

%

环丙沙星
$

$

$4$$

%

$

$

$4$$

%

!.

$

.$$4$$

%

萘啶酸
#

$

.74$8

%

$

$

$4$$

%

.1

$

9$478

%

头孢唑啉
!.

$

.$$4$$

%

$

$

$4$$

%

$

$

$4$$

%

阿莫西林"克拉维酸
$

$

$4$$

%

$

$

$4$$

%

!.

$

.$$4$$

%

头孢西丁
!

$

748!

%

.

$

#41"

%

.9

$

9841!

%

头孢噻肟
$

$

$4$$

%

$

$

$4$$

%

!.

$

.$$4$$

%

头孢他啶
$

$

$4$$

%

$

$

$4$$

%

!.

$

.$$4$$

%

头孢吡肟
$

$

$4$$

%

$

$

$4$$

%

!.

$

.$$4$$

%

亚胺培南
$

$

$4$$

%

$

$

$4$$

%

!.

$

.$$4$$

%

氨苄西林"舒巴坦
$

$

$4$$

%

$

$

$4$$

%

!.

$

.$$4$$

%

头孢呋辛
$

$

$4$$

%

$

$

$4$$

%

!.

$

.$$4$$

%
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!

ZL]X

分型结果
!

!.

株
Q

<

的
ZL]X

图谱采用

RC;-G)*>CB(14.

软件进行聚类分析#以
PCB*

系数计

算相似度#

[Z]N5

法建树#差异
$

#

的菌株可归为同

一聚类(分析结果显示#基因组
P-5

片段得到较好

的分离(按照
.$$̂

相似度可分为
1

种带型#不同血

清型别的菌株互为不同的带型#且同源性较低#见图

.

(血清型
\%

!

V"

有
%

种带型!

QZ."$$.

+

QZ."$$!

+

QZ."$$%

#其 之 间 的 同 源 性 分 别 为
7"4%$̂

和

9.41$̂

#其中
QZ."$$%

为主要优势型别#有
7

株#占

#!49"̂

#

QZ."$$.

次之#有
#

株#占
.74$8̂

&血清型

为
\#

!

V9

有两种带型!

QZ."$$#

和
QZ."$$8

#其之间

的同源性为
7$4$̂

&相同血清型的不同
ZL]X

带型之

间条带差异均
$

#

(

图
.

!!

Q

<

ZL]X

聚类分析图

'

!

讨
!!

论

!!

Q

<

主要引起人体以发热+呕吐+腹泻等症状为主

的急性肠胃炎#其引发的食源性发病案例分布世界各

地)

"61

*

(全国突发公共卫生事件的网络数据显示#在

总体食物中毒原因中#

Q

<

位居第
!

)

#

*

&在上海地区导

致食源性疾病的发病率为
1"48

人次"
.$

万)

967

*

(

本次聚集性腹泻事件分离得到
!.

株
Q

<

#从患者

肛拭样品中检出的
!$

株
Q

<

均携带
?2@

基因#不携带

?>@

基因#分离自餐厅从业人员的
.

株
Q

<

不含毒力基

因
?2@

和
?>@

#即为不产毒株#不具备传染+侵袭他人

的毒力(

N5:&[N\:\

等)

.$

*利用
?;+3&

基因序列建立

了
?;+3&6D*J

用于检测
\%

!

V"

#以区分大流行菌株

与非流行菌株(

?;+3&6D*J

阳性菌株可判为大流行

菌株#具有致病性强+

?2@

阳性+

?>@

阴性等特点#其中

超过
7"̂

的菌株携带
A!%1

噬菌体的
;>A9

片段)

..

*

(

\%

!

V"

是上海地区腹泻人源性
Q

<

的优势血清型)

.

*

(

\%

!

V"

也是环太平洋地区+欧洲地区大流行菌株的优

势血清型)

#68

*

(此次聚集性腹泻事件
Q

<

的优势血清

型别为
\%

!

V"

#与上海地区一致&毒力基因携带情况

符合大流行菌株特点&其余
%

种血清型别$

\#

!

V9

+

\%

!

V[:

+

\#

!

V[:

%是
\%

!

V"

关系相近的血清型

变种)

8

*

(

'

8""%

'

检验医学与临床
!$.9

年
.!

月第
.8

卷第
!#

期
!

MEHN*2O=CD

!

P*B*)H*>!$.9

!

Q;=4.8

!

-;4!#



根据学者提出的有关菌株同源性的判断标准及

同源性
(

98̂

的菌株可被认为是来源同一克隆株的

理论#该起事件检出的
!.

株
Q

<

中#相同血清型的不

同
ZL]X

带型之间存在
.

!

%

个条带差异#具有高度

同源性#为同一聚类#可能来自同一污染源(

药敏试验结果显示#

!.

株
Q

<

的抗生素耐药情况

基本一致#与文献)

.!6.%

*报道基本一致#对氨苄西林

和头孢唑啉的耐药率最高#达
.$$4$$̂

#对头孢他啶+

四环素+阿莫西林"克拉维酸等均敏感(近年来#滥用

抗生素及细菌之间耐药基因传递等原因使细菌耐药

情况愈发严重#进而受到广大医务人员的重视)

.%6.#

*

(

因此#需密切关注
Q

<

的耐药情况及变化#以期有效指

导临床合理使用抗生素(

综上所述#此次聚集性腹泻事件是由
\%

!

V"

和

\#

!

V9

两种血清型为主的
8

种不同克隆株
Q

<

混合

感染引起的(而分离自餐厅从业人员的菌株为非产

毒株#与分离自患者的
Q

<

#可视为无相关性(因此#

引起此次事件的病原菌来源尚未确定#不排除由于此

次送检的可疑样品不全#未采集到致病菌污染样品(

建议相关部门在处理此类事件时#应扩大可疑食物或

相关环节样品的采样范围(此次事件可怀疑为该宾

馆食堂用具被多种血清型
Q

<

污染#或是食品在烹煮

过程中存在尚未熟透的现象#或是食堂厨房存在用具

生熟未严格分开+食品储存保管不当等#均是造成
Q

<

迅速繁殖+多重污染并引起聚集性腹泻事件的可能

原因(
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