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􀅰疾病控制􀅰

一起空肠弯曲菌食源性疾病突发事件的流行病学和病原学研究

商晓春ꎬ周晓红ꎬ帅慧群ꎬ黄清虹ꎬ赵雪琴ꎬ徐皓月

浙江省杭州市下城区疾病预防控制中心ꎬ３１０００３

【摘要】 　 目的　 对空肠弯曲菌所致的食源性疾病事件进行病原学研究及溯源分析ꎬ为突发食源性疾病事件的应急处置提

供依据ꎮ 方法　 采用现场流行病学调查方法对疫情实施调查ꎬ可疑样本先用多重巢式 ＰＣＲ 快速筛查 ２２ 种常见胃肠道病

原ꎬ锁定目标病原后ꎬ将病原菌分离鉴定与实时荧光定量 ＰＣＲ 同步检测ꎮ 对检出的空肠弯曲菌进行 ＰＦＧＥ 分子分型ꎬ用
ＢｉｏＮｕｍｅｒｉｅｓ 软件进行同源性分析ꎮ 结果　 共有病例 ９１ 例ꎬ采集样本 ４９ 件ꎮ 从 ２７ 件病例样本中分离出 １５ 株空肠弯曲菌ꎬ
ＰＦＧＥ 分为 ２ 种带型ꎬ其中 １４ 株带型完全一致ꎬ另 １ 株为另一带型ꎬ２ 种带型相似性为 ６６.７％ꎮ 结合流行病学调查、实验室

病原学检测和 ＰＦＧＥ 分析ꎬ判定此次事件为一起空肠弯曲菌引起的食源性疾病暴发事件ꎮ 结论　 传统分离培养检测方法

结合 ＦｉｌｍＡｒｒａｙ 多重 ＰＣＲ 系统、实时荧光定量 ＰＣＲ、ＰＦＧＥ 分型技术可快速、准确确定和追溯病原ꎮ
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　 　 空肠弯曲菌( Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ Ｊｅｊｕｎｉ)是一种能引起

人类细菌性急性腹泻的重要人畜共患病原菌ꎬ广泛分

布于多种动物体内ꎬ特别是禽类ꎬ属于正常携带细

菌[１－２] ꎮ 该菌可通过粪便排菌、屠宰加工等过程污染

水源和动物源产品ꎬ并通过食物链传递给人类ꎬ引发

食源性疾病ꎬ由空肠弯曲菌引起的细菌性急性腹泻在

我国基本上为散发病例[３－４] ꎮ ２０１８ 年 １２ 月发生在杭

州市下城区 １ 所学校的食源性疾病事件属于罕见的暴

发性疫情ꎮ 经传统细菌培养方法ꎬ结合全自动细菌鉴

定、巢式多重 ＰＣＲ、实时荧光定量 ＰＣＲ 方法检测目标

病原ꎬＰＦＧＥ 技术对分离的菌株进行分子分型溯源ꎬ最
终确认本次食源性疾病突发事件由空肠弯曲菌引起ꎬ
现将结果报道如下ꎮ

１　 资料来源与方法

１.１　 资料来源　 在发生本次食源性疾病突发事件的

学校ꎬ采集病例粪便 ２７ 份(学生 ２６ 份ꎬ教师 １ 份)、食
堂员工肛拭 ７ 份、教室各楼层直饮水样 ６ 份、末梢水样

２ 份、食堂涂抹物 ７ 份(蔬菜砧板 ３ 份、盛菜桶 ２ 份、刀
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具和水产砧板各 １ 份)ꎬ共计 ４９ 件ꎮ 未采集到学校餐

食留样ꎮ
１.２　 材料

１.２.１　 主要试剂　 改良 ＥＣ 肉汤(ｍｅｃｆｎ)和 Ｐｒｅｓｔｏｎ 肉

汤、麦康凯琼脂、伊红美蓝琼脂、３％过氧化氢溶液、氧
化酶试纸、马尿酸盐、吲哚乙酸酯纸片等弯曲菌、沙门

菌、志贺菌、霍乱弧菌、副溶血弧菌、致泻性大肠埃希

菌分离鉴定培养基(广东环凯公司)ꎬｍＣＣＤＡ 琼脂和

哥伦比亚血琼脂(英国 ＯＸＯＩＤ 公司)ꎬＶＩＴＥＫ ２ Ｃｏｍ￣
ｐａｃｔ ＮＨ 和 ＧＮ 鉴定卡、ＦｉｌｍＡｒｒａｙ 胃肠道疾病( ＧＩ)测

试条(法国生物梅里埃)ꎬ空肠弯曲菌核酸检测试剂盒

(上海辉睿公司)ꎬ诺如病毒、轮状病毒、星状病毒、札
如病毒、肠道腺病毒核酸检测试剂盒 (江苏硕世公

司)ꎬ限制性内切酶 ＸｂａⅠ、ＳｍａⅠ( ＴａＫａＲａ 大连宝生

物)、Ｓｅａｋｅｍ Ｇｏｌｄ 琼脂糖(瑞士 Ｌｏｎｚａ)ꎮ 所用试剂均

经质量验证合格ꎬ并在有效期内使用ꎮ
１.２.２　 主要仪器　 低温培养箱(德国 Ｂｉｎｄｅｒ)ꎻＦｉｌｍＡｒ￣
ｒａｙ 巢式多重 ＰＣＲ 系统、细菌比浊仪、ＶＩＴＥＫ ２ Ｃｏｍ￣
ｐａｃｔ 全自动细菌鉴定系统(法国生物梅里埃)ꎻ ７５００
实时 荧 光 定 量 ＰＣＲ 仪 ( 美 国 ＡＢＩ )ꎻ ＡＮＯＸＯＭＡＴ
ＭＡＲＫ ＩＩ 厌氧微需氧培养系统(荷兰 ＭＡＲＴ)ꎻＣＨＥＦ￣
ＭＡＰＰＥＲ 型脉冲场凝胶电泳仪、Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＨｏｏｄＩＩ 凝胶

成像系统( Ｂｉｏ￣Ｒａｄ ＵＳＡ)ꎻＢｉｏＮｕｍｅｒｉｃｓ Ｖｅｒｓｉｏｎ ６.６ 分

析软件(Ａｐｐｌｉｅｄ Ｍａｔｈｓ ＵＳＡ)ꎮ
１.３　 实验方法

１.３.１　 常见肠道病原体常规检测 　 参照国标方法对

标本进行沙门菌、志贺菌、霍乱弧菌、副溶血弧菌、致
泻大肠埃希菌分离培养ꎬ全自动生化鉴定系统对疑似

菌进行生化鉴定ꎮ 诺如病毒、轮状病毒、星状病毒、扎
如病毒、肠道腺病毒核酸采用实时荧光 ＰＣＲ 方法ꎮ
１.３.２　 肠道多病原快速筛查检测 　 将病例和食堂员

工便样制成若干混合样ꎬ采用多病原快速分析(ＧＩ)测

试条ꎬ进行 １３ 种细菌(弯曲菌属、难辨梭菌毒素 Ａ / Ｂ、
类志贺邻单胞菌、沙门菌属、弧菌属、霍乱弧菌、小肠

结肠炎耶尔森菌、致泻性大肠埃希菌 / 志贺菌 ６ 种)、５
种病毒(Ｆ 组腺病毒 ４０ / ４１、星状病毒、诺沃克病毒 ＧＩ /
ＧＩＩ、Ａ 群轮状病毒、札幌病毒)、４ 种原生动物(隐孢子

虫、环孢子虫、溶组织内阿米巴、兰伯贾第鞭毛虫)共

２２ 种常见胃肠道病原快速筛查ꎮ
１.３.３　 空肠弯曲菌分离培养　 采用滤膜分离培养法ꎬ
取便样 ０.１ ~ ０.３ ｇ 接种 Ｐｒｅｓｔｏｎ 肉汤(并用于 ＰＣＲ 检

测)ꎬ微需氧培养罐 ( ６％ Ｏ２、 ７. ２％ ＣＯ２、 ７. ２％ Ｈ２ 和

７９.７％Ｎ２)４２ ℃ ꎬ４８ ｈ 增菌后ꎬ取 ０.４５ ~ ０.６０ μｍ 孔径

无菌滤膜平衡至室温后ꎬ轻贴于 ｍＣＣＤＡ 琼脂平板表

面中央ꎬ不能产生气泡ꎬ再将 ２５０ ~ ３００ μＬ 增菌液分数

次均匀滴加在滤膜上ꎬ待菌液充分渗透后ꎬ揭去滤膜

翻转平板ꎬ４２ ℃ 微需氧培养 ２４ ~ ４８ ｈꎮ 挑取 ｍＣＣＤＡ
琼脂平板上有光泽、湿润扁平呈扩散倾向生长的可疑

菌落ꎬ分离哥伦比亚血平板ꎬ继续 ４２ ℃ 微需氧培养

４８ ｈꎬ挑取纯化单个疑似菌落ꎬ进行革兰染色观察菌体

形态及动力ꎬ进行微需氧 ２５ ℃ 生长、有氧 ４２ ℃ 生长ꎬ
氧化酶和过氧化氢酶、马尿酸盐水解和吲哚乙酸酯水

解试验ꎬ符合弯曲菌生物学特征的纯培养物ꎬ再用

ＶＩＴＥＫ ２ Ｃｏｍｐａｃｔ ＮＨ 鉴定卡确认ꎮ
１.３.４　 空肠弯曲菌核酸检测 　 样本直接实时荧光定

量 ＰＣＲ 检测:取样本 Ｐｒｅｓｔｏｎ 肉汤ꎬ全自动核酸提取仪

提取核酸ꎮ 分离空肠弯曲菌菌株 ＰＣＲ 鉴定:将生化鉴

定结果符合的菌株制成菌悬液ꎬ提取核酸进行 ＰＣＲ 复

核ꎮ 依据实时荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒说明书进行检测ꎬ
靶序列为空肠弯曲菌基因保守区域ꎬ 反应程序为

９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎬ４０ 个扩增循环ꎬ循环中 ９５ ℃ 变性

１０ ｓꎬ５５ ℃ 退火延伸 ３０ ｓꎬ采集荧光值ꎬ ＦＡＭ 通道

检测ꎮ
１.３.５　 ＰＦＧＥ 分子分型方法 　 采用 ＰｕｌｓｅＮｅｔ Ｉｎｔｅｒｎａ￣
ｔｉｏｎａｌ 推荐的 ＰＦＧＥ 分子分型标准方法ꎬ将空肠弯曲菌

制成 ５.０ ~ ５.５ 麦氏单位菌悬液ꎬ空肠弯曲菌使用限制

性内切酶 ＳｍａⅠ(４０ Ｕ)ꎬ沙门菌标准株 Ｈ ９８１２ 使用限

制性内切酶 ＸｂａⅠꎬ３７ ℃酶切 ２ ｈꎻ起始电流 １３２ ｍＡꎬ
电压梯度 ６ Ｖ / ｃｍꎬ夹角 １２０°ꎬ线性斜坡ꎬ电泳参数为

６.７６ ~ ３６.３８ ｓꎬ１９ ｈꎻ胶块电泳后使用 ＧｅｌＲｅｄ 染色ꎬ纯
水脱色ꎬ凝胶成像系统读取电泳图谱ꎮ
１.４　 统计学方法　 获得的 ＰＦＧＥ 图谱应用 ＢｉｏＮｕｍｅｒ￣
ｉｃｓ(Ｖｅｒｓｉｏｎ ６.６)软件进行聚类分析ꎬ设置 ＵＰＧＭＡ 方

法进行结果比较ꎬ输出结果显示菌株聚类图形和图谱

之间的相似度ꎮ 条带位置的差异容许度选择 １.７％ꎬ优
化值选择 ０.５％ꎮ 若聚类结果显示相似度大于 ６５％ ~
７０％可认定为同一亚群ꎬ 相似度大于 ８０％可认定为同

一亚型(即来源于亲缘性相近的菌株)ꎬ相似度大于

９０％可认定为同一克隆株ꎻ否则就是不同亚群或不同

亚型的菌株[５－６] ꎮ

２　 结果

２.１　 流行病学调查结果　 ２０１８ 年 １２ 月 ３ 日上午接到

疫情报告ꎬ辖区某学校有多个班级多名学生出现腹

泻、呕吐、发热等症状ꎮ 现场流行病学调查显示ꎬ共有

病例 ９１ 例ꎬ分布 １４ 个班级ꎬ其中 ９０ 例学生ꎬ１ 例教

师ꎻ男性 ５２ 例ꎬ女性 ３９ 例ꎬ无食堂员工病例ꎮ 主要症

状表现为腹泻、 腹痛、 发热ꎬ 其中 腹 泻 ８５ 例ꎬ 占

９３.４１％ꎻ腹 痛 ５５ 例ꎬ 占 ６０. ４４％ꎻ 发 热 ５６ 例ꎬ 占

６１.５４％ꎻ呕吐 ２４ 例ꎬ占 ２６. ３７％ꎻ头痛头晕 ２４ 例ꎬ占
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２６.３７％ꎻ腹胀腹鸣 １２ 例ꎬ占 １３.１９％ꎮ 经过流行病学调

查发现ꎬ发病高峰集中在 １２ 月 １ 日ꎬ首例出现在 １１ 月

２８ 日 １２:００ 左右ꎬ１２ 月 ４ 日起无新发病例ꎮ 发病就诊

学生的检验结果显示ꎬ３３ 份血常规报告中ꎬ白细胞和

中性粒细胞均增高 １３ 例ꎬ占 ３９.３９％ꎻ超敏 Ｃ 反应蛋白

增高 ２２ 例ꎬ占 ６６.６７％ꎮ ８ 份粪便常规报告显示ꎬ粪便

隐血阳性 ５ 例ꎬ占 ６２.５０％ꎮ
２.２　 卫生学调查 　 该校为非寄宿制ꎬ学校仅提供中

餐ꎬ所有食品原料由定点招标单位供货ꎬ学校食堂统

一烧制后ꎬ菜、汤装桶由食堂员工送达各班级ꎬ由老师

统一分发ꎻ米饭由学生在食堂窗口自取ꎬ餐具学生自

带ꎻ教师在用餐食堂烹饪间取用ꎮ 食堂设有粗加工间

和烹饪间ꎬ无熟食间ꎬ所用刀具和砧板均有动植物性

标识ꎬ放置于同一板架ꎮ 查看食谱发现ꎬ１１ 月 ２８ 日中

餐食堂提供过白切鸡ꎮ 询问厨师制作过程是ꎬ冷鲜鸡

去头后送烹饪间烧制完成ꎬ再在粗加工间分切装托盘

分发至各班级ꎬ存在制作流程不规范、生熟操作区域

交叉污染的风险ꎮ
２.３　 病原体检测结果

２.３.１　 肠道多种病原体快速筛查结果 　 混合便样经

２２ 种肠道病原快速筛查显示ꎬ弯曲菌属核酸阳性ꎬ其
余 ２１ 种肠道病原核酸均阴性ꎬ初步锁定本次事件疑似

病原为弯曲菌属ꎮ
２.３.２　 空肠弯曲菌检测结果　 根据快速筛查结果ꎬ重
点进行空肠弯曲菌分离培养ꎬ有 １５ 份发病学生便样在

ｍＣＣＤＡ 呈现疑似弯曲菌菌落ꎬ经革兰染色为阴性ꎬ镜
下呈 Ｓ 形、海鸥状、逗点状形态ꎮ 氧化酶、过氧化氢

酶、马尿酸盐和吲哚乙酸酯水解试验均阳性ꎬ微需氧

２５ ℃和有氧 ４２ ℃培养均不生长ꎮ 经苛氧菌( ＮＨ)鉴

定ꎬ１５ 株均为空肠弯曲菌ꎮ
２.３.３　 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测结果　 ４９ 件样本诺如

病毒、札如病毒、轮状病毒、星状病毒、肠道腺病毒核

酸检测全部阴性ꎮ 便样 Ｐｒｅｓｔｏｎ 肉汤直接荧光定量

ＰＣＲ 检测ꎬ１５ 份样本空肠弯曲菌核酸阳性ꎮ １５ 株分

离的空肠弯曲菌株经荧光定量 ＰＣＲ 复核全部阳性ꎮ
分离株与样本直接检测核酸结果一致ꎬ 病例信息

吻合ꎮ
２.３.４　 空肠弯曲菌 ＰＦＧＥ 分型结果　 １５ 株空肠弯曲

菌 ＤＮＡꎬ经限制性内切酶 ＳｍａⅠ酶切及 ＰＦＧＥ 后ꎬＤＮＡ
片段得到较好分离ꎮ 每株产生 ６ ~ ９ 个清晰电泳条带ꎬ
见图 １ꎮ 聚类分析结果显示ꎬ１５ 株空肠弯曲菌分为 ２
种带型ꎬ其中 １４ 株带型完全一致ꎬ相似性为 １００％ꎬ标
记为 ＰＡ１ 型ꎬ系同一克隆株ꎻ另 １ 株带型标记为 ＰＡ２
型ꎬ为不同的克隆株ꎮ ＰＡ１ 和 ＰＡ２ 之间带型相似性为

６６.７％ꎬ认为是同一亚群ꎮ 见图 ２ꎮ

图 １　 ９ 株空肠弯曲菌酶分离株酶切后 ＰＦＧＥ 图谱

图 ２　 １５ 株空肠弯曲菌分离株 ＰＦＧＥ 聚类分析图谱

３　 讨论

空肠弯曲菌感染潜伏期一般为 ３ ~ ５ ｄ[７] ꎬ禽类是

感染的主要来源ꎬ进食未熟透或生禽肉以及被空肠弯

曲菌污染的食物ꎬ摄入 ５００ 个活菌以上便易引起发热、
呕吐、腹泻、腹痛等胃肠炎感染症状[８－１０] ꎮ ２０ 世纪末

以来ꎬ空肠弯曲菌逐渐上升为引起食源性感染的主要

病因之一ꎬ已引起关注ꎬ目前国内主要以家禽弯曲菌

污染状况分析和调查为主ꎬ临床则以儿童空肠弯曲菌

散发感染病例分析研究为主[１１－１２] ꎮ 本事件为空肠弯

曲菌感染引发的群体性食源性疾病暴发事件ꎬ对于做

好由空肠弯曲菌感染引发的群体性食源性疾病暴发

事件的流行病学和病原学研究具有较强的指导性ꎮ
由于空肠弯曲菌暴发少ꎬ病死率低ꎬ培养条件苛

刻且培养时间较长ꎬ对检测人员的经验水平要求较

高ꎮ 同时ꎬ目前空肠弯曲菌检测标准仍然以传统方法

分离培养技术为主ꎬ从而造成检出率较低ꎬ不能准确

反映该菌在我国食品中的污染状况以及腹泻患者中

感染现状ꎬ也不适合于食源性疾病事件早期快速检

测[１３－１４] ꎮ 目前业内公认 ＰＣＲ 检测空肠弯曲菌的敏感
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度明显高于分离培养法ꎬ特别是多重 ＰＣＲ 技术简便快

速特异性更强ꎬ更具有快速鉴别诊断作用ꎬ但是对病

原菌引起的食源性疾病事件的溯源分析ꎬ分离到病原

仍是最基本的途径[３ꎬ１５－１６] ꎮ 因此ꎬ重视分离培养技术

对鉴定的地位ꎬ努力优化检测方法和流程ꎬ探索科学

的空肠弯曲菌快速准确检测方法尤为重要ꎮ 在本次

研究中ꎬ笔者对空肠弯曲菌检测流程和培养方法进行

了优化:首先根据流行病学调查情况ꎬ抽取部分可疑

样本制成混样ꎬ采用巢式多重 ＰＣＲ 分析技术ꎬ快速筛

查 ２２ 种常见胃肠道感染病原ꎬ ６０ ｍｉｎ 内锁定目标病

原ꎬ再通过实时荧光定量 ＰＣＲ 和传统分离鉴定方法同

步检测ꎻ在分离培养环节ꎬ利用细菌动力学特点ꎬ采用

膜过滤培养技术ꎬ减少杂菌的干扰ꎬ提高检出率ꎮ 通

过多方法联合应用大大缩短了检测时限ꎮ
ＰＦＧＥ 分型技术能反映细菌全基因组遗传学特

征ꎬ具有重复性好、分辨率强和可溯源等优点ꎬ被誉为

细菌分子分型的“金标准” [１７] ꎮ 目前已广泛用于多种

病原微生物的暴发溯源分析及分子流行病学研

究[１８－１９] ꎮ 本研究对 １５ 株空肠弯曲菌 ＰＦＧＥ 分型结果

显示ꎬ１４ 株带型完全一致ꎬ提示本次菌株在分子水平

具有紧密相关和高度同源性ꎬ为同一克隆株ꎬ来源于

同一遗传背景ꎬ从分子水平证实了本次事件是由空肠

弯曲菌污染所致ꎮ 同时现场流行病学、病例临床症

状、潜伏期等流行特征均符合空肠弯曲菌感染疫情特

点ꎮ 结合病例发病前食用饮食调查ꎬ食堂烧制的白切

鸡在制作流程中存在交叉污染风险ꎬ从而合理推断白

切鸡或其原材料冷鲜鸡在加工过程中受到空肠弯曲

菌污染ꎮ
在本次事件开展调查时ꎬ食堂餐食留样已被校方

处理ꎬ失去了追查污染食物的最佳机会ꎬ无法从食品

中追溯病原ꎬ污染源病原学证据不够充分ꎮ 卫生监管

部门虽然明确要求学校必须每天对学生的餐食留样ꎬ
可一旦发生校园食源性疫情ꎬ校方常常是在调查前处

理了留样ꎬ导致疾控部门介入调查时ꎬ对于病原的追

溯非常不利ꎬ应引起卫生管理部门高度重视ꎮ 本研究

未能抽取病例急性期和恢复期血样与分离的空肠弯

曲菌做凝集试验ꎬ也是不足之处ꎮ 笔者认为ꎬ随着新

的检测技术的发展ꎬ优化检验流程ꎬ联合运用多病原

ＰＣＲ 快速筛查系统、ＰＦＧＥ 图谱、飞行质谱、二代测序

等分析手段ꎬ可为食源性暴发疫情快速判定和溯源提

供强有力支撑ꎮ
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