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研究报告
自腹泻病例和家用冰箱分离的小肠结肠炎耶尔森菌病原特征分析

张彦春!张爽!杨杰!王苗!王园园!李颖
!北京市顺义区疾病预防控制中心"北京#"$".$$#

摘#要!目的#研究自腹泻病例和家用冰箱中分离的小肠结肠炎耶尔森菌(P=8C>&>? =&4=8%A%;>4>A?![G)的病原学特

征!为科学防控 [G的污染提供依据# 方法#采集 %$", 年北京市顺义区 % 家哨点医院肠道门诊腹泻患者病例粪便

标本和顺义区 *. 户家用冰箱中的涂抹拭子样品!对分离的 [G进行毒力基因"脉冲场凝胶电泳(]I\V)分子分型检

测和耐药试验# 结果#腹泻病例粪便标本中 [G阳性率为 $-%,‘ ("0.,%)!家用冰箱中 [G阳性率为 +-$%‘ (!0

*.)&冰箱分离株仅携带 KC4.基因!腹泻病例分离株携带 ?>;"KC4-"B>8+"K?<-基因&腹泻病例和冰箱分离株 ]I\V带

型亲缘关系较远# 全部 [G对氨苄西林"阿莫西林0克拉维酸"头孢唑林均耐药!腹泻病例分离株对萘啶酸耐药# 结

论#[G在北京市顺义区腹泻病例中流行强度不高!家用冰箱受 [G污染较为严重!腹泻病例和冰箱中分离的 [G病

原学特征具有一定差异#

关键词!小肠结肠炎耶尔森菌& 腹泻病例分离株& 冰箱分离株& 脉冲场凝胶电泳& 耐药性& 毒力基因
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##小肠结肠炎耶尔森菌 #P=8C>&>? =&4=8%A%;>4>A?"
[G$广泛分布于自然界"是少数几种能在冷藏温度
下生长的肠道致病菌之一"该菌天然寄居在多种动
物体内"如猪’鼠’家畜等"通过污染食物 #牛奶’猪

肉等$和水经粪)口途径感染或因接触染疫动物而感
染* 在欧洲"[G和弯曲菌’沙门菌都是重要的人兽
共患病原菌 (").) * [G的毒力基因主要有 ! 种"其中
包括染色体源毒力基因 ?>;’KC4-’KC4.和质粒源毒力
基因 K?<-’B>8+* 其中 ?>;’KC4-’K?<-’B>8+基因都与
腹泻密切相关* 由于 [G嗜冷"因此家用冰箱也可
成为 [G污染食物进而感染人群的重要来源* %$",
年"北京市顺义区开展腹泻病例中 [G的病原学监
测"为配合腹泻病例分离菌株的病原学特征分析和
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溯源分析"本研究同时开展了顺义区居民家用冰箱
中 [G的污染状况调查"对分离的 [G的病原特征与
耐药情况进行研究*

"#材料与方法
"-"#材料
"-"-"#样品及标本来源

腹泻病例的新鲜粪便标本采集自顺义区 % 家哨
点医院#顺义区医院和顺义区空港医院$"腹泻病例
定义为腹泻次数#. 次0J(() * %$", 年采集腹泻粪
便标本共 .,% 份"其中 ( m"$ 月采集标本数量#
($ 份0月"其他月份采集标本数量#"$ 份0月* 标本
采集后 ( k暂存"%( 5 内送北京市顺义区疾病预防
控制中心进行病原学分离培养*

冰箱涂抹拭子样品采集自顺义区 *. 户居民家
庭"包括农户和非农户* 样品由顺义区疾病预防控
制中心专业人员入户采集"使用无菌棉拭子蘸取
$-*!‘生理盐水反复涂抹冰箱内壁’隔板’搁物架等
位置"插入改良磷酸盐缓冲液中送回实验室进行 [G

的分离培养*
"-"-%#主要仪器与试剂

聚合酶链式反应 #]C&$仪和脉冲场凝胶电泳
#]I\V$仪均购自美国 O;?)&:J"d;EGM" C?N@:3E生
化鉴定仪#法国 O;?NGH;GP<$"生物安全柜"恒温培养
箱"台式离心机*

耶尔森选择性培养基#英国 YjY8Z$"胰大豆琼
脂#U6’"北京陆桥技术股份有限公司$"Q%48内切
酶#日本 U:HM:H:$"抗生素药敏板及药敏肉汤均购自
上海星佰生物技术有限公司"包括针对所有菌株的
氨苄西林#’R]$’氨苄西林0舒巴坦#’R6$’四环素
#UVU$’氯霉素#C9=$’复方新诺明#6jU$’头孢唑林
#CI>$’头孢噻肟#CUj$’头孢他啶#C’>$’头孢西丁
#CIj$’庆大霉素#\VD$’亚胺培南#8]R$’萘啶酸
#D’=$’阿奇霉素#’>8$’磺胺异噁唑#6I>$’环丙沙
星#C8]$’阿莫西林0克拉维酸#’RC$’头孢噻肟0克
拉维酸#CUj)C$’头孢他啶0克拉维酸#C’>)C$’多粘
菌素 V#CU$’多粘菌素 O#]O$’米诺环素#R8D$’阿
米卡星#’R8$’氨曲南#’>R$’头孢吡肟#IV]$’美罗
培南#RVR$’左氧氟沙星#=Vd$’多西环素#ZYj$’

卡那霉素#a’D$’链霉素#6U&$’吉米沙星#\VR$*

检测引物由英潍捷基#上海$贸易有限公司合成*
"-%#方法
"-%-"#菌株分离培养

将少许腹泻病例粪便标本加入改良磷酸盐缓
冲液中进行冷增菌"冰箱涂抹拭子样品直接进行
( k’%" J 冷增菌* 用 "$ !F接种环取 " 环增菌液接

种于耶尔森菌选择性培养基中"%+ k培养 ,% m
/+ 5"挑取可疑单克隆菌落转种 U6’培养基"%+ k

培养 %( 5*
"-%-%#毒力基因’分子分型检测和耐药试验

使用 d;EGM"#\D卡$进行细菌鉴定"阳性菌株
进行 ! 种毒力基因 # ?>;’KC4-’KC4.’K?<-’B>8+$ 检
测 (!) ’]I\V分子分型检测#Q%48酶切$ (+)和耐药试
验* 指纹图谱上传至国家致病菌识别网进行聚类
分析*

%#结果
%-"#[G分离情况

.,% 份腹泻病例粪便标本中检出 " 株 [G"阳性
率为 $-%,‘#"0.,%$"阳性病例为 " 名 + 岁男性托
幼儿童"其临床症状表现为腹痛’腹泻 . 次0J"粪便
性状为水样便"无发热等全身症状"其可疑感染食
品是家庭自制的蒸螃蟹* *. 份家用冰箱涂抹拭子
样品中检出 ! 株 [G"阳性率为 +-$%‘ #!0*.$* [G

在耶尔森选择性培养基上呈粉红色中央凸起的+乳
头,状菌落"培养 (* 5 后菌落较小"中央突起不明
显&培养 ,% m/+ 5 后菌落较大"中央凸起典型*
%-%#[G毒力基因检测情况

对 ! 株冰箱分离株和 " 株腹泻病例分离株进行
! 种毒力基因# ?>;’KC4-’KC4.’K?<-’B>8+$]C&检测"
检测结果见表 "*

表 "#+ 株 [G菌株的 ! 种毒力基因 ]C&检测结果

U:QFG"#]C&JGEG3E;?A HGLPFEL?4! E?<;A BGAGL4?H

+ [G;L?F:EGL

菌株编号 来源
染色体源
毒力基因

质粒源
毒力基因

?>; KC4- KC4. K?<- B>8+
OX6[%$",[G#9X$$$" 冰箱 w w o w w
OX6[%$",[G#9X$$$% 冰箱 w w o w w
OX6[%$",[G#9X$$$. 冰箱 w w o w w
OX6[%$",[G#9X$$$( 冰箱 w w o w w
OX6[%$",[G#9X$$$! 冰箱 w w o w w
OX6[%$",[G$$" 腹泻病例 o o w o o

注% o表示阳性& w表示阴性

%-.#[G的 ]I\V分子分型检测结果
+ 株 [G经过 Q%48酶切电泳后获得 ]I\V条

带"! 株冰箱分离株分成 . 种带型"其中 % 种带型中
分别具有 % 株亲缘相似程度为 "$$-$$‘的 [G&另外
" 株冰箱分离株为一种独立带型&腹泻病例分离株
为一种独立带型* ( 种带 型 的亲 缘关 系 介于
!!-$"‘ m+%-/+‘之间"聚类图见图 "*
%-(#[G的耐药试验结果

对 + 株 [G进行 .$ 种抗生素耐药检测"相同
]I\V带型 [G呈现相同的耐药谱* ! 株冰箱分离
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图 "#+ 株 [G菌株的 ]I\V指纹图谱聚类图
I;BPHG"#]I\V4;ABGH@H;AEL3FPLEGH;ABJ;:BH:NL?4+ [G;L?F:EGL

株主要对 ’R]’’R6’CI>’CIj’’RC等 !)内酰胺酶
类抗生素耐药"而腹泻病例分离株除对 !I内酰胺酶
类抗生素耐药外"对喹诺酮类抗生素 D’=也表现为
耐药* + 株 [G的耐药谱见表 %*

表 %#+ 株 [G菌株的耐药谱情况
U:QFG%#’AE;N;3H?Q;:FHGL;LE:A3GL@G3EHPNL?4+ [G;L?F:EGL
菌株编号 来源 耐药谱
OX6[%$",[G#9X$$$" 冰箱 ’R]oCI>o’RC
OX6[%$",[G#9X$$$% 冰箱 ’R]oCI>o’RC
OX6[%$",[G#9X$$$. 冰箱 ’R]o’R6 oCI>oCIjo’RC
OX6[%$",[G#9X$$$( 冰箱 ’R]o’R6 oCI>oCIjo’RC
OX6[%$",[G#9X$$$! 冰箱 ’R]oCI>o’RC
OX6[%$",[G$$" 腹泻病例 ’R]oCI>oCIjoD’=o’RC

.#讨论
本次研究中"腹泻病例监测中 [G阳性率为

$-%,‘"与王鑫等 (,)报道中国腹泻病例中 [G阳性
率# $-(%‘$ 较为接近* 唯一的阳性病例出现在
%$", 年 "" 月"感染时间所处季节符合 [G具有嗜冷
性的特征* 与中国北京’深圳’上海’台湾’无锡等
地区的报道 (*)"()比较"[G流行强度低于沙门菌’弯
曲菌’致泻大肠埃希菌’副溶血性弧菌等常见导致
腹泻的病原菌* [G在顺义区流行强度不高"其季
节’人群和临床症状分布情况还需要通过进一步监
测深入分析*

本次研究中 *. 份家用冰箱涂抹拭子样品中 [G
阳性率为 +-$%‘"证明家用冰箱中 [G的污染状况
较为严重* 分离到 [G的冰箱使用年限为 " m, 年"
说明 [G污染和冰箱新旧无明显的相关性* ! 台被
[G污染的冰箱中有 . 台日常清洗频率为每年 % m.
次"清洗使用清水或洗涤灵等不具有消毒效果的溶
液&另外 % 台冰箱从不清洗* 这些信息从一定程度
反映出不科学的日常维护是造成冰箱被 [G污染的
原因之一*

冰箱和腹泻病例分离株的毒力基因分布存在
差异* 冰箱分离株仅携带 KC4.基因"这种类型的 [G
通常不具有致病性&腹泻病例分离株携带 ?>;’KC4-’
B>8+和 K?<-基因"是典型的致病型 [G携带毒力基
因的特征 ("!) *

+ 株 [G的 ]I\V条带分为 ( 种带型"腹泻病例
分离株和冰箱分离株带型的亲缘关系较远"但 ! 株
冰箱分离株中出现 % 次 % 种带型的成簇现象"而这
些冰箱随机抽取自顺义区不同居民家庭"无任何相
关性* 这也说明环境中 [G的分布存在一定规律"
需要更多环境菌株的积累以发现更多 [G分布的
特征*

从 + 株 [G耐药情况看出"! 株冰箱分离株所耐
受的抗生素均属于 !)内酰胺酶类"相同 ]I\V条带
[G表现相同的耐药特征* [G对一代头孢#CI>$和
二代头孢#CIj$均耐药"对三代头孢#CUj和 C’>$
和四代头孢 #IV]$依然敏感&+ 株 [G对 ’R]和
’RC均表现为耐药"同种带型的 % 株 [G对 ’R6 也
出现了耐药* 腹泻病例分离株出现了对喹诺酮类
抗生素 D’=的耐药"这可能与临床广泛使用 D’=
具有一定关联* 从这 + 株[G耐药试验结果看出"腹
泻病例分离株和冰箱分离株的耐药特征既有一定
关联又有一些区别"[G对 !)内酰胺酶类抗生素的耐
药形式较为严峻"临床应关注喹诺酮类抗生素使用
对 [G进化产生的影响*
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