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摘 要：目的　通过对 3 起弯曲菌暴发事件中粪便和肛拭子样本采用实时荧光 PCR 和培养法检测结果的比较，

为实验室快速有效地应对此类事件奠定基础。方法　收集 3 起弯曲菌感染暴发事件中病例的生物样本；使用过滤

培养法进行弯曲菌培养检测，分别使用原始样本、增菌 24 h 和增菌 48 h 样本提取 DNA 进行弯曲菌实时荧光 PCR
检测；使用 Kappa 检验对实时荧光 PCR 检测结果和培养法结果进行一致性分析。结果　原始样本、增菌 24 h 和增

菌 48 h 实时荧光 PCR 检测灵敏度分别为 90. 91%、97. 22% 和 100%，特异度分别为 75. 00%、84. 00% 和 78. 95%，

与培养法结果一致性分析的 Kappa 值分别为 0. 643、0. 813 和 0. 785。结论　实时荧光 PCR 检测与培养法结合使

用是弯曲菌暴发事件处置的有效实验室检测方法。
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Detection of the stool and anal swab samples from outbreaks caused by Campylobacter 
by real-time PCR
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Abstract： Objective　To lay the foundation of quickly and effectively response to such epidemics for laboratories， the 
detection of the real-time PCR and culture test results of stool and anal swab samples from 3 outbreaks caused by 
Campylobacter was compared. Methods　 Biological samples from the 3 outbreaks of Campylobacter were collected.  
Bacterial culture was performed on the samples using filter culture method.  DNA was extracted from the original samples， 
24 h enriched samples and 48 h enriched samples.  Kappa test was used to analyze the results of real-time PCR and culture 
method. Results　 The real-time PCR detection sensitivity of original samples， 24 h enriched samples and 48 h enriched 
samples were 90. 91%， 97. 22% and 100%.  And the detection specificity were 75. 00%， 84. 00% 和 78. 95%， respectively.  
Kappa value for the consistency analysis in culture method with real-time PCR based on original samples， 24 h enriched culture 
samples and 48 h enriched samples were 0. 643， 0. 813 and 0. 785， respectively. Conclusion　The combination of real-time 
PCR detection and culture detection is an effective laboratory testing method for the respond of Campylobacter outbreaks.
Key words： Campylobacter； real-time PCR； bacterial culture； diarrhea cases； foodborne pathogens

弯曲菌在许多国家都是导致腹泻的重要食源性

致病菌［1］。在我国，因肠杆菌耐药较为严重，基于抗

生素抑制杂菌分离弯曲菌的传统培养法很难从病例

粪便中成功分离弯曲菌［2-3］。2000 年后，我国腹泻监

测中弯曲菌检出率低于 0. 5%［2-3］。2016 年开始推广

弯曲菌过滤培养方法［4-5］，弯曲菌在腹泻病原学监测

中检出率达到 5%~15%；也出现多起弯曲菌导致腹

泻、胃肠炎暴发的相关报告［6-9］。

弯曲菌暴发事件中常存在以下特征：感染潜伏

期较长，为 1~5 d，识别暴发事件时部分病例已感染

时间较长；弯曲菌感染病例带菌可长达数周［10］，对

机体损伤较严重，空肠弯曲菌部分血清型可导致人

格林-巴利综合征［11］；弯曲菌对临床常用药（喹诺酮）

耐药严重［12-13］，治疗效果差。基于以上原因，在弯曲

菌暴发事件中实验室病原学检测的时效性意义重

大，但该菌通常需要 3~4 d 培养周期，无法满足暴发

实验技术与方法
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事件应对需求，因此优化的弯曲菌分子筛查方案对

事件处置具有重要的应用价值。

实时荧光 PCR Taq-Man 探针检测方法因具有

较好的灵敏度和特异度，被广泛应用于细菌性食物

中毒的筛查检测中。实时荧光 PCR 检测基于细菌

DNA 提取，原始生物样本（未增菌）DNA 提取通常

采用机提法（磁珠法），增菌后样本 DNA 提取通常

采用水煮法。2018—2021 年，北京市发生多起弯曲

菌感染暴发事件［6-8］，本研究收集事件实验室检测中

使用采集自病例的原始样本、增菌 24 h 样本和增菌

48 h 样本分别提取 DNA 进行实时荧光 PCR 检测，

并进行灵敏度、特异度以及与培养法结果一致性的

分析，旨在优化弯曲菌暴发实验室快速筛查方案为

事件处置提供技术支撑。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　粪便和肛拭子样本的采集

本研究共收集 3 起被定性为弯曲菌感染暴发事

件中病例的生物样本（粪便和肛拭子），其中第 1 起

事件发生在 2019 年 8 月 23 日，地点为北京市东北

部某区，共调查到急性胃肠炎病例 16 人，其中收集

到采集自 7 个病例的粪便样本 7 件，采集自 9 个病例

的肛拭子样本 9 件；第 2 起事件发生在 2021 年 7 月

15 日，地点为北京市东部某区，共调查并采集到急

性胃肠炎病例 64 人，其中收集到采集自 49 个病例

的粪便样本 49 件，采集自 15 个病例的肛拭子样本

15 件；第 3 起事件发生在 2021 年 8 月 4 日，地点为

北京市东北部某区，调查到急性胃肠炎病例 7 人，其

中收集到采集自 3 个病例的粪便样本 3 件，采集自

4 个病例的肛拭子样本 4 件。

3 起事件合计收集 59 个病例的粪便样本 59 件，

收集到采集自 28 个病例的肛拭子样本 28 件，合计

87 件。每个病例仅采集单一类型（粪便或肛拭子）

样本 1 件。所有样本均在暴发事件处理时由调查人

员现场采集，粪便样本放置于无菌便盒，肛拭子样本

保存于 Cary-Blair 培养基，2 h 内 4 ℃运送至疾控中

心。所有样本经实时荧光 PCR 法或培养法均未检

出沙门菌、志贺菌、致泻大肠埃希菌、副溶血性弧

菌、霍乱弧菌、小肠结肠炎耶尔森氏菌、诺如病毒、

札如病毒、轮状病毒、肠道腺病毒和星状病毒。通过

病原菌分离培养和菌种鉴定，第 1 起事件和第 3 起

事件最终判定由空肠弯曲菌感染导致；第 2 起事件

最终判定由结肠弯曲菌感染导致。

1. 1. 2　主要仪器与试剂

微需氧袋（日本三菱 MGC），实时荧光定量 PCR
仪（美国 Bio-Rad CFX96），全自动磁珠法核酸提取

仪（SSNP-9600A，江苏硕世生物科技股份有限公

司），全自动磁珠法核酸提取试剂盒（SDKF60102，江
苏硕世生物科技股份有限公司）。

ZC-CAMPY-001 粪便样本弯曲菌检测试剂盒

（内含促生长因子增菌液、双孔板培养基和 0. 45 μm
直径滤膜）、ZC-CAMPY-010 弯曲菌生化鉴定试剂盒

（青岛中创生物科技有限公司），含有弯曲菌属靶基

因（弯曲菌 16s rRNA 基因）的多重荧光 PCR 检测试

剂盒（A552L-50T，北京卓诚生物科技股份有限公

司）；所有试剂均在有效期内使用。

1. 2　方法

1. 2. 1　弯曲菌培养法检测

取少许粪便加入到弯曲菌促生长增菌液，肛拭

子直接插入促生长增菌液，将增菌液管盖拧松，放置

于 42 ℃微需氧环境（5% O2、10% CO2、85% N2）培养

24 h；打开双孔板培养基，暴露放置于生物安全柜内

吹干 20 min，将 0. 45 μm 直径滤膜平铺于双孔板培

养基（karmali 和哥伦比亚血平板培养基）表面；分别

取 300 μL 的培养悬液加到双孔板上平铺的滤膜表

面，在生物安全柜中风干 40 min 后，放入 42 ℃微需

氧环境培养 48 h；挑选可疑弯曲菌菌落进行鉴定。

1. 2. 2　粪便和肛拭子原始样本的实时荧光 PCR
检测

取 200 mg（μL）粪 便 分 别 使 用 磁 珠 法 提 取

DNA，肛拭子在进行增菌前首先溶于 1 mL 生理盐

水，然后取 200 μL 使用磁珠法提取 DNA，提取方法

均参照试剂盒说明书。 DNA 核酸用于弯曲菌属

16S rRNA 基因实时荧光 PCR 检测，体系配制和扩

增条件均参照试剂盒说明书，扩增曲线为典型 S 型

表 1　暴发事件收集病例样本和用于不同类型检测数量分布

Table 1　Collection of case samples during outbreaks and distribution of quantity for different types of testing
暴发事

件编号

1
2
3
合计

发生时间

2019-08-23
2021-07-15
2021-08-04

暴发事件最终

定性感染病原

空肠弯曲菌

结肠弯曲菌

空肠弯曲菌

采集到样本

病例数/人

16
64

7
87

采集样本数*/件

粪便

7
49

3
59

肛拭子

9
15

4
28

合计

16
64

7
87

用于实时荧光 PCR 检测数/件

原始样本

粪便

7
21

3
31

肛拭子

9
6
4

19

合计

16
27

7
50

增菌 24 h
粪便

7
48

3
58

肛拭子

9
15

4
28

合计

16
63

7
86

增菌 48 h
粪便

7
36

3
46

肛拭子

9
15

4
28

合计

16
51

7
74

注：*：本研究每个病例仅采集 1 件生物标本，即粪便或肛拭子样本中的一种。所有粪便和肛拭子样本全部进行培养法检测
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且 Ct 值≤30 判定为阳性，Ct 值>35 判定为阴性，30<
Ct 值≤35 则重复实验并按照是否复现 S 型扩增曲

线判定阳性或阴性。

1. 2. 3　弯曲菌增菌液实时荧光 PCR 检测

在增菌 24 h 和 48 h 分别取 200 μL 弯曲菌增

菌液，8 000 r/min 离心 5 min，弃去上清，将沉淀用

去离子水重悬，100 ℃煮沸 10 min，8 000 r/min 离心

5 min，上清即为扩增核酸，用于弯曲菌属 16S rRNA

基因实时荧光 PCR 检测，体系配制和扩增条件参照

试剂盒说明书，扩增曲线为典型 S 型且 Ct 值≤30 判

定为阳性，Ct 值>35 判定为阴性，30<Ct 值≤35 则重

复实验并按照是否复现 S 型扩增曲线判定阳性或

阴性。

1. 2. 4　统计学分析

试验结果用 Excel 2010 进行数据整理，用培养

结果来分组，同一样本（即同一人的单一类型样本）

不同检测方法结果的一致性分析使用 SPSS 20. 0 软

件 Kappa 检验，Cohen’s Kappa 系数值在 0. 81~1. 00
之间为一致性“强”，在 0. 61~0. 80 之间为一致性

“较强”，在 0. 41~0. 60 之间为一致性“中等”，在

0. 21~0. 40 之间为一致性“一般”，小于 0. 20 为一致

性“较差”。原始样本（或 24 h 增菌样本或 48 h 增

菌样本）的实时荧光 PCR 灵敏度和特异度均基于同

时完成培养法和原始样本（或 24 h 增菌样本或 48 h

增菌样本）实时荧光 PCR 检测的样本。

灵敏度=实时荧光 PCR 和培养法均为阳性的样

本数（DP）/培养法为阳性的样本数（CP）
特异度=实时荧光 PCR 和培养法均为阴性的样

本数（DN）/培养法为阴性的样本数（CN）。

2　结果

2. 1　粪便样本和肛拭子样本检测结果分布

采集自 59 个病例的 59 份粪便样本全部做培

养法检测。在粪便样本实时荧光 PCR 检测中，有

31 件样本直接提取了 DNA（即原始样本），有 58 件

样本增菌 24 h 后提取了 DNA，有 46 件样本增菌

48 h 后提取了 DNA，见表 1。采集自 28 个病例的

28 份肛拭子样本全部进行了培养法检测。在肛拭

子样本实时荧光 PCR 检测中，有 19 件样本直接提

取了 DNA（即原始样本），有 28 件样本增菌 24 h 后

和 48 h 后分别提取 DNA，见表 1。粪便样本和肛拭

子样本整体基于培养法检出率为 41. 38%（36/87），

其中粪便标本检出率为 33. 90%（20/59），肛拭子标

本检出率为 57. 14%（16/28）。粪便样本和肛拭子

样本整体原始样本、增菌 24 h 和增菌 48 h 实时荧

光 PCR 检 测 灵 敏 度 分 别 为 90. 91%、97. 22% 和

100%，特异度分别为 75. 00%、84. 00% 和 78. 95%，

具体见表 2。

2. 2　实时荧光 PCR 方法与培养法检测结果一致性

分析

50 个病例的 50 件样本同时完成原始样本实时

荧光 PCR 检测和培养法检测，同一样本（即同一人

的单一类型样本）一致性分析的 Kappa 值为 0. 643；
共有 86 件样本同时完成增菌 24 h 实时荧光 PCR
检测与培养法检测，同一样本（即同一人的单一类

型样本）一致性分析的 Kappa 值为 0. 813，共有 74 件

表 2　荧光 PCR 检测弯曲菌的灵敏度和特异度分布

Table 2　Sensitivity and specificity distribution of fluorescent PCR detection
样本类型

粪便

肛拭子

合计

检测方法

培养法

原始样本实时荧光 PCR
增菌 24 h 实时荧光 PCR
增菌 48 h 实时荧光 PCR

培养法

原始样本实时荧光 PCR
增菌 24 h 实时荧光 PCR
增菌 48 h 实时荧光 PCR

培养法

原始样本实时荧光 PCR
增菌 24 h 实时荧光 PCR
增菌 48 h 实时荧光 PCR

总数

59c
31
58
46
28d
19
28
28
87e
50
86
74

阳性数

20
18
25
26
16

9
17
18
36
27
42
44

灵敏度/%（DP/CP）a

—

92.86（13/14）
100（20/20）
100（20/20）

—

87.50（7/8）
93.75（15/16）

100（16/16）
—

90.91（20/22）
97.22（35/36）

100（36/36）

特异度/%（DN/CN）b

—

70.59（12/17）
84.21（32/38）
76.92（20/26）

—

81.82（9/11）
83.33（10/12）
83.33（10/12）

—

75.00（21/28）
84.00（42/50）
78.95（30/38）

注：a：原始样本（或 24 h 增菌样本或 48 h 增菌样本）的实时荧光 PCR 灵敏度基于同时完成培养法和原始样本（或 24 h 增菌样本或 48 h 增菌样

本）实时荧光 PCR 检测的样本，灵敏度计算方法为：实时荧光 PCR 和培养法均为阳性的样本数（DP）/培养法为阳性的样本数（CP）；b：原始样本

（或 24 h 增菌样本或 48 h 增菌样本）的实时荧光 PCR 特异度基于同时完成培养法和原始样本（或 24 h 增菌样本或 48 h 增菌样本）实时荧光 PCR
检测的样本，特异度计算方法为：实时荧光 PCR 和培养法均为阴性的样本数（DN）/培养法为阴性的样本数（CN）；c：所有粪便样本（59 件）均进

行了培养法检测，进行原始样本、增菌 24 h 和 48 h 实时荧光 PCR 检测的样本均包含在内；d：所有肛拭子样本（28 件）均进行了培养法检测，进行

原始样本、增菌 24 h 和 48 h 实时荧光 PCR 检测的样本均包含在内
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样本同时完成增菌 48 h 实时荧光 PCR 检测和培养

法检测，同一样本（即同一人的单一类型样本）一致

性分析的 Kappa 值为 0. 785。具体统计结果分布

见表 3。

3　讨论

弯曲菌已经被证实是导致腹泻的重要病原

菌［4，12］，随着弯曲菌过滤培养法在中国的推广普

及［4-9］，基于过滤培养法被识别的弯曲菌暴发事件在

近年来也被多次报道［6-9］。2016 年过滤培养法推广

使用前，弯曲菌在中国的流行强度以及该病原导致

暴发事件的重要性被低估［2-3］。本研究以 2 起空肠

弯曲菌事件和 1 起结肠弯曲菌事件中收集样本为

资源（后证实 3 次暴发均为单一克隆导致的急性胃

肠炎暴发事件），进行基于弯曲菌属 16S rRNA 基因

为靶标的实时荧光 PCR 检测和培养法检测结果的

一致性分析，为优化弯曲菌暴发事件快速筛查方案

奠定基础。

因本研究是对既往 3 起暴发事件收集样本检

测结果的回顾性分析，虽然全部样本使用的培养法

和实时荧光 PCR 检测方法均基于相同规范性操作，

但未能对全部原始样本、增菌 24 h 以及增菌 48 h
样本都同步开展实时荧光 PCR 检测，统计分析基于

暴发检测中留存数据资料开展，这是本研究存在的

局限性。

弯曲菌暴发事件中的原始生物样本（未增菌的

粪便或肛拭子）实时荧光 PCR 检测具有最佳时效

性，从样本采集到获得检测结果仅需要 2~3 h。本

研究发现，原始样本实时荧光 PCR 检测灵敏度为

90. 91%（粪便样本和肛拭子样本分别为 92. 86% 和

87. 50%），原始样本实时荧光 PCR 检测与培养法检

测结果一致性较强（Kappa 系数 0. 643），说明原始

样本基本可满足快速筛查需求。文献报道很少菌

量的弯曲菌定殖就可能导致感染［13］，病例标本中菌

量较少，达不到实时荧光 PCR 方法检出限（通常为

100 cfu/mL），但过滤培养法检出限可以低到小于

1~10 cfu/mL）［5，14-16］，继而造成实时荧光 PCR 方法出

现假阴性。本研究中原始样本实时荧光 PCR 检测

特异度为 75. 00%，这可能与部分样本中弯曲菌载

量低，未能达到培养法检出限，但却达到实时荧光

PCR 检出限；也可能与部分病例服用抗生素导致样

本中仅携带“死菌”，实时荧光 PCR 可检测到“死菌”

但却无法成功培养，继而造成实时荧光 PCR 方法呈

现“假阳性”结果有关。但这种“假阳性”的出现很

有可能由“金标准方法”培养法存在局限性所导致。

因此实时荧光 PCR 检测与培养法检测的结合使用

是诊断感染以及事件处置的有效实验室检测方法。

弯曲菌过滤培养法首先要经过 24 h 的增菌，增

菌液也可用于分子筛查检测，虽然其检测时效性不

如原始菌样本强，但可比培养法提前至少 48 h（弯

曲菌分离培养及鉴定时间）获得检测结果。本研究

中，增菌 24 h 样本实时荧光 PCR 检测灵敏度为

97. 22%（粪便样本和肛拭子样本分别为 100% 和

93. 75%），与培养法检测结果一致性强（Kappa 系数

0. 813）；增菌 48 h 样本实时荧光 PCR 检测灵敏度

为 达 到 100%，与 培 养 法 检 测 结 果 一 致 性 较 强

（Kappa 系数 0. 785）。粪便标本和肛拭子标本分别

在未增菌、增菌 24 h 和增菌 48 h 3 个时间点的实时

荧光 PCR 检测均呈现检测灵敏性上升，提示我们有

必要在开展过滤培养法的同时基于增菌液进一步

开展弯曲菌的实时荧光 PCR 筛查，尽早获得较为准

确的分子筛查结果辅助事件的研判。

综上，弯曲菌导致暴发事件中，病例粪便样本

和肛拭子样本进行弯曲菌实时荧光 PCR 检测结果

与培养法检测结果一致性较高，可见实时荧光 PCR
检测与培养法检测的结合使用是诊断感染以及事

件处置的有效实验室检测方法。
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