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　 　 【摘要】 　 目的　 对北京某中学一起耐药肺结核聚集性疫情进行溯源ꎬ为明确传染源ꎬ防止疫情的扩散提供参考ꎮ 方

法　 采用 ＰＰＤ 试验、Ｘ 线胸片筛查以及痰检方法对此次疫情中的 ２０３ 名密切接触人员进行筛查ꎬ判断疫情流行情况ꎻ采用

１２ 位点可变数目串联重复序列分析(ＭＬＶＡ)和间隔区寡核苷酸方法(Ｓｐｏｌｉｇｏｔｙｐｉｎｇ)分型对此次疫情分离的 ４ 株菌株进行

分析ꎮ 结果　 ２０３ 名密切接触人员中ꎬ共发现 ７ 名病例ꎬ５ 名与首发病例同班ꎬ２ 名与首发病例宿舍同一楼层ꎮ ＰＰＤ 强阳性

率为 ２１.３％(３８ / １７８)ꎬ其中首发病例所在班级的 ＰＰＤ 强阳性率为 ６６.７％(２４ / ３６)ꎮ 间隔区寡核苷酸方法( Ｓｐｏｌｉｇｏｔｙｐｉｎｇ)分

型结果显示ꎬ４ 株临床菌株中 ３ 株为北京基因型菌株ꎮ ＭＬＶＡ 分型结果显示ꎬ４ 株菌株中 ２ 株 １２ 个位点的拷贝数完全相

同ꎬ１ 株仅在 Ｑｕｂ１１ａ 位点上相差 １.６ 个拷贝ꎬ１ 株在 ＥＴＲ－Ａ 位点和 ＭＩＲＵ２７ 位点各相差 １ 个拷贝数ꎬ其余位点拷贝数均相

同ꎮ 结论　 此次疫情中 ２ 例患者的菌株具有同源性ꎬ２ 例不具有同源性ꎬ该疫情可能同时存在同源暴发和散在发病 ２ 种

情况ꎮ
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　 　 肺结核是长期危害人类健康的慢性呼吸道疾病ꎮ
学生是结核防治的重点人群ꎬ一旦校园内存在传染

源ꎬ极易发生结核病的聚集性疫情ꎮ 近年来ꎬ基因分

型技术已广泛应用于结核病的分子流行病学中ꎬ用于

探索结核病传播机制、暴发调查确认、区分再感染与

复燃等方面[１] ꎮ ２０１８ 年 １０ 月至 ２０１９ 年 ９ 月ꎬ北京某

中学发生一起耐药肺结核聚集性疫情ꎬ为明确此次疫

情的传染源ꎬ结合传统流行病学调查ꎬ对分离得到的 ４
株结核分枝杆菌分别进行 １２ 位点可变数目串联重复

序列分析(ＭＬＶＡ)分型和间隔区寡核苷酸方法(Ｓｐｏｌｉ￣
ｇｏｔｙｐｉｎｇ)分型ꎬ分析菌株间的同源性ꎮ

１　 对象与方法

１.１　 对象　 首发病例患者强某ꎬ男ꎬ１９ 岁ꎬ２０１５ 年入

学ꎮ 入学前曾患结核性胸膜炎ꎬ抗痨治疗半年ꎬ自行

停药ꎮ ２０１８ 年 １０ 月 １９ 日因咳嗽咳痰 ２０ 余天入院ꎬ
痰涂片检查阳性ꎬ２０１８ 年 １０ 月 ２９ 日确诊病原学阳性

肺结核ꎬ经药敏试验检测ꎬ结果为耐多药肺结核ꎮ 续

发病例罗某(男ꎬ１７ 岁)和向某(男ꎬ１８ 岁)ꎬ均出生于

西藏ꎬ ２０１５ 年入学ꎬ 与首发病例强某同班同宿舍ꎮ
２０１９ 年 １ 月 ８ 日罗某因 １ 个月前受凉咳嗽ꎬ口服阿奇

霉素无效后前往医院就诊ꎬ胸部 ＣＴ 左肺上叶见小结

节影ꎬ右肺下叶可见点片影ꎬ考虑肺结核可能ꎮ 向某

于 ２０１９ 年 １ 月 １４ 日入院ꎬ１ 周前无明显诱因出现阵

发性咳嗽ꎬ无胸痛和发热ꎬ胸部 ＣＴ 显示双肺多发结

节、斑片状影ꎬ疑为肺结核ꎮ ２ 人分别于 ２０１９ 年 １ 月

２１ 和 ２３ 日被诊断为病原学阴性肺结核ꎬ与首发病例

强某发病间隔 ２ 个月 １７ ｄ 左右ꎮ
１.２　 密接人员筛查　 于 ２０１９ 年 １ 月 １５—２３ 日对与

病例密接的 ２０３ 名人员分阶段进行症状筛查、ＰＰＤ 试

验(北京祥瑞生物制品有限公司ꎬ ２０ ＩＵ)和 Ｘ 线胸片

筛查ꎮ 胸片异常者留取痰标本ꎬ进行痰涂片和痰培

养ꎮ ＰＰＤ 试验结果取硬结横径和纵径的平均值来表

示ꎬ<５ ｍｍ 为阴性ꎬ≥１５ ｍｍ 或者平均直径<１５ ｍｍ 伴

水疱、双圈、淋巴管炎等为强阳性[２] ꎮ
１.３　 菌株来源 　 ４ 株结核分枝杆菌分离株为所有肺

结核病例痰标本培养株ꎬ经核酸检测( Ｇｅｎｅ－Ｘｐｅｒｔ)为

结核分枝杆菌ꎮ 以结核分枝杆菌标准株 Ｈ３７Ｒｖ 为对

照菌株ꎮ
１.４　 实验方法

１.４.１ 　 仪器与试剂 　 ＭａｓｔｅｒＭｉｘ( Ｂｅｉｊｉｎｇ ＴｓｉｎｇＫｅ Ｂｉｏ￣
ｔｅｃｈ Ｃｏ.ꎬＬｔｄ)、ＤＬ １０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ(Ｔａｋａｒａ)、琼脂糖、
ＰＣＲ 扩增仪、电泳仪、凝胶成像仪、Ｂｉｏ Ｎｕｍｅｒｉｃｓ ５.１０
分析软件ꎮ
１.４.２　 基因组 ＤＮＡ 提取　 刮取生长良好的罗氏培养

基上的新鲜菌落ꎬ使用 ＣＴＡＢ 法[３]提取基因组 ＤＮＡꎮ
１.４.３　 ＭＬＶＡ　 使用 １２ 位点 ＭＬＶＡ 分析进行分子分

型ꎬ１２ 个位点包括 ＥＴＲ－Ａ、ＥＴＲ－Ｃ、ＥＴＲ－Ｄ、ＭＩＲＵ１０、
ＭＩＲＵ１６、ＭＩＲＵ２７、ＭＩＲＵ３１、ＭＩＲＵ４０、Ｍｔｕｂ２１、Ｍｔｕｂ３０、
Ｍｔｕｂ３８、Ｑｕｂ１１ａꎮ ＰＣＲ 扩增采用 ２５ μＬ 体系ꎬ其中上、
下游引物各 １ μＬꎬ２×Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １３ μＬꎬＤＮＡ
模板 ４ μＬꎬ 纯水 ６ μＬꎮ 反应条件为预变性 ９４ ℃
５ ｍｉｎꎬ变性 ９４ ℃ １ ｍｉｎꎬ退火 ６２ ℃ １ ｍｉｎꎬ延伸 ７２ ℃
１.５ ｍｉｎꎬ３０ 个循环ꎬ最后 ７２ ℃ 延伸 １０ ｍｉｎꎮ 实验以
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Ｈ３７Ｒｖ 株基因组 ＤＮＡ 为阳性对照ꎬ灭菌蒸馏水为阴

性对照ꎮ 扩增产物经 ２％琼脂糖凝胶电泳进行观察ꎮ
将每株菌不同位点凝胶图像及其菌株背景资料输入

计算机ꎬ用软件 ＢｉｏＮｕｍｅｒｉｃｓ( Ｖｅｒｓｉｏｎ ５.１０)进行分析ꎬ
计算出各个位点的分子量和重复次数ꎬ 进行聚类

分析ꎮ
１.４.４　 Ｓｐｏｌｉｇｏｔｙｐｉｎｇ　 本实验所使用的生物素标记的

引物 ＤＲａ ( ５ꎬ － ＧＧＴＴＴＴＧＧＧＴＣＴＧＡＣＧＡＣ － ３) 和 ＤＲｂ
(５ꎬ－ＣＣＧＡＧＡＧＧＧＧＡＣＧＧＡＡＡＣ－３)扩增结核杆菌同

向重复系列ꎮ 将 ＰＣＲ 产物与制备好的包含有 ４３ 个寡

核苷酸探针的杂交膜进行杂交ꎬ结果采用二进制形

式ꎬ通过 ＳｐｏＩＤＢ４ 数据库进行比对分析[４] ꎮ

２　 结果

２.１ 　 流行病学调查结果 　 根据 « 肺结核诊断 ＷＳ
２８８—２０１７» [５] ꎬ结合痰检结果和影像学检查ꎬ２０３ 名密

切接触者中共发现 ７ 名肺结核病例ꎮ 其中筛查发现 ６
例ꎬ另外 １ 例为因症就诊发现ꎻ２ 月确诊 ４ 名病例ꎬ３ 月

确诊 ３ 名病例ꎮ １０ 名病例(包括 １ 名首发病例、２ 名续

发病例和筛查发现的 ７ 名病例)中ꎬ７ 例是 １５０１ 班学

生ꎬ与首发病例同一班级ꎻ另 ２ 例是 １７０４ 班学生ꎬ与首

发病例宿舍位于同一楼层ꎮ 发病人群集中在与首发

病例学习和住宿有交集的学生群体ꎮ
２０３ 名密接人员中 １８１ 名进行了 ＰＰＤ 试验ꎬ其中

３８ 名为单纯性 ＰＰＤ 强阳性ꎬ强阳性率为 ２１.３％ꎬ首发

病例所在班级的 ＰＰＤ 强阳性率为 ６６.７％ꎮ １５０１ 班、
１５０２ 班、１５０３ 班、１７０４ 班和教职员工 ＰＰＤ 强阳性率

分别为 ６６.７％(２４ / ３６)ꎬ１３.２％(５ / ３８)ꎬ１５.６％(５ / ３２)ꎬ
７.９％(３ / ３８)ꎬ４.２％ (１ / ２４)ꎬ差异有统计学意义( χ２ ＝
５０.８６ꎬＰ<０.０５)ꎮ
２.２　 ＭＬＶＡ 结果　 通过对 ４ 株菌株进行 ＭＬＶＡ 基因

分型ꎬ发现 Ａ、Ｂ 菌株 １２ 个位点的拷贝数完全相同ꎬＣ
菌株仅在 Ｑｕｂ１１ａ 位点上相差 １.６ 个拷贝ꎬＤ 菌株在

ＥＴＲ－Ａ 位点和 ＭＩＲＵ２７ 位点各相差 １ 个拷贝数ꎬ其余

位点拷贝数均相同ꎮ 见表 １ꎮ

表 １　 ４ 株菌株 １２ 个位点的 ＭＬＶＡ 基因分型结果

菌株 ＥＴＲ－Ａ ＥＴＲ－Ｃ ＥＴＲ－Ｄ ＭＩＲＵ１０ ＭＩＲＵ１６ ＭＩＲＵ２７ ＭＩＲＵ３１ ＭＩＲＵ４０ Ｍｔｕｂ２１ Ｍｔｕｂ３０ Ｍｔｕｂ３８ Ｑｕｂ１１ａ
Ａ ４.３ ４.０ ３.３ ３.０ ２.０ ３.０ ５.８ ２.７ ３.６ ３.７ １.２ ７.２
Ｂ ４.３ ４.０ ３.３ ３.０ ２.０ ３.０ ５.８ ２.７ ３.６ ３.７ １.２ ７.２
Ｃ ４.３ ４.０ ３.３ ３.０ ２.０ ３.０ ５.８ ２.７ ３.６ ３.７ １.２ ８.８
Ｄ ３.３ ４.０ ３.３ ３.０ ２.０ ２.０ ５.８ ２.７ ３.６ ３.７ １.２ ７.２
Ｈ３７ＲＶ ３.０ ４.０ ３.３ ３.０ ２.０ ３.０ ３.０ １.０ ２.０ ２.０ ２.７ ３.０

２.３　 Ｓｐｏｌｉｇｏｔｙｐｉｎｇ 结果 　 Ａ、Ｂ、Ｃ 株是北京基因型菌

株ꎬＤ 株无结果ꎮ

３　 讨论

学校是典型的群体环境ꎬ一旦有肺结核患者ꎬ发
生群体传播的风险较高ꎮ 本次疫情流行病学调查结

果倾向于由首发病例就诊延误造成的近期传播ꎮ 首

发病例所在 １５０１ 班学生 ２０１９ 年 １ 月份筛查 ＰＰＤ 试

验强阳性率高达 ６６.７％ꎮ 查找该校新生入学结核病筛

查资料ꎬ１５０１ 班、１５０２ 班、１５０３ 班和 １７０４ 班学生 ＰＰＤ
强阳性率在 ０ ~ ４.８％之间ꎻ２０１８ 年 １０ 月 ２２ 日首发病

例强某发病后ꎬ对其所在班级的密接人员进行筛查ꎬ
ＰＰＤ 强阳性率仅为 ２.０％ꎬ未发现新病例ꎮ 且 ２０１８ 年

该校师生只有强某 １ 例活动性肺结核ꎬ病原学阳性ꎬ初
步考虑为强某造成同班同学的高感染率ꎬ２０１８ 年 １０
月筛查时该班学生正处于结核病感染的窗口期ꎮ １５０１
班强阳性率最高ꎬ与其他 ３ 个班级相比差异有统计学

意义ꎻ与入学筛查时相比ꎬ３ 个班的 ＰＰＤ 强阳性率略

有升高ꎮ 除菌株 Ｃ 的患者与首发病例同班外ꎬ菌株 Ｂ、
Ｄ 的患者与首发病例宿舍在同一楼层ꎬ共用洗漱间ꎬ不
能排除两者之间的流行病学关系ꎮ 为进一步明确传

染源ꎬ对该 ４ 株菌株进行分子流行病学检测ꎮ
ＭＬＶＡ 是多位点数目可变串联重复序列分析(ＭＩ￣

ＲＵ－ＶＮＴＲ)的一种ꎬ是根据不同位点散在重复单位数

目的不同进行分型[６－７] ꎮ 该技术由于操作简便ꎬ结果

便于分析及不同实验室之间进行比较[８] ꎬ目前已广泛

应用于结核病流行病学调查[９－１０] ꎮ 间隔区寡核苷酸

分型是通过检测结核分枝杆菌基因组中 ４３ 个同向重

复序列是否缺失进行分型的方法ꎬ是鉴定北京家族基

因型的金标准[１１] ꎮ ２ 种分型方法经常联合使用ꎬ具有

较高的分辨力[１２] ꎮ 本研究中 Ｓｐｏｌｉｇｏｔｙｐｉｎｇ 分型结果

显示 Ａ、Ｂ、Ｃ ３ 株菌群为北京基因型ꎬＤ 株无结果ꎬ其
原因可能与试验菌量不足或该菌株中含有杂菌等因

素有关ꎮ ＭＬＶＡ 分型 Ａ、Ｂ ２ 株菌株 １２ 个位点的拷贝

数完全相同ꎬ提示 Ａ、Ｂ 菌株的同源性较高ꎬ可能存在

近期传播ꎮ Ｃ 菌株病例与首发病例同班ꎬＤ 菌株病例

与首发病例宿舍位于同一楼层ꎬ但是两者 ＭＬＶＡ 分型

结果均不相同ꎬ提示疫情中部分病例可能为散发病

例ꎮ 经调查ꎬ该校为寄宿制学校ꎬ１５０１ 班为高三毕业

班ꎬ可能与学习压力大、缺乏体育锻炼、免疫力低下等

多种因素促使内源性感染者发病有关ꎮ 因此ꎬ将结核

病分子诊断技术应用到结核病筛查工作中ꎬ有利于及

时确定传染源ꎬ便于后期采取适当的防控措施ꎮ
有研究显示ꎬ首发病例延误诊断、密切接触者拒

绝预防性服药和随访不足是导致学校结核病疫情进

一步发展或者暴发的主要因素[１３] ꎮ 本起疫情发生的
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主要原因是首发病例就诊延迟ꎬ学校作为学生在校监

护人没有及时督促学生就医ꎮ 因此ꎬ要加强学校结核

病防治知识的健康教育ꎬ提高社会公众对结核病防治

知识的了解[１４] ꎻ做好症状监测等关键环节ꎬ及时发现

可疑病例ꎬ做到及时隔离ꎬ尽快诊断和治疗ꎬ防止疫情

的进一步扩散ꎮ
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