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PulseNet China数据库在安徽省4起霍乱
疫情溯源中的应用

胡守奎郑田利 胡万富 王建军 李伟 崔志刚 周海健逢波 阚飙
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·实验室研究·

【摘要】 目的通过PulseNetChina数据库对安徽省2012年4起霍乱疫情进行溯源分析。

方法应用PCR扩增霍乱弧菌CT和TCP毒力基因，并利用脉冲场凝胶电泳(PFGE)对其进行分

型，使用BioNumericsV4．0软件对电泳结果进行聚类分析，并与PulseNet China数据库进行比对。

结果16株菌经PCR扩增，cT和TCP基因均出现目的条带。菌株经Not I和踬I酶切，PFGE聚

类分析显示，13株菌的同源性>98％。其中2株菌与PulseNetChina数据库中湖南、四川、浙江、上

海、湖北5省(市)同年霍乱疫情菌株同源性达100％。结论安徽省2012年4起霍乱疫情均源自

食用霍乱弧菌感染甲鱼。PulseNet China数据库能有效、快速地对霍乱疫情溯源和预警。

【关键词】 中国细菌性传染病分子分型实验室监测网络；霍乱；预警
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【Abstract】 Objective To ffack the source of infection regarding 4 Cholerae outbreaks in

Anhui province in 2012 through the applicaton of PulseNet China Database【PNCD)．Methods

Cholerae virulence genes were amplified by PCR and typed by pulse field gel electrophoresis(PFGE)．
Results from electrophoresis were cluster-analyzed by BioNumericsV4．0 software and compared wiⅡl

PNCD．Results Virulence gene CT and TCP of the tested vibrio cholera showed both positive．

Homology of the strains from four cholera outbreaks was more than 98％．based on the homologious

and cluster analysis through enzyme digested PFGE electrophoresis．Those strains were highly

homologous with the cholera epidemic strains identified in Hunan，Sichuan，Zhejiang，Shanghai and

Hubei by PNCD．with the homology as 100％．Conclusion Four chorela outbreaks in mnhui

province．20 l 2 were highly correlated with the outbreaks occurring in Hunan and Sichuan during the

same time period．indicating that PNCD could effectively and quickly tracking down the source of

infection on the cholera outbreaks and providing early warning of the situation．

【Key words】PulseNet China；Cholerae；Surveillance

PulseNet China数据库对于研究霍乱的流行具有

重要意义㈦1。2012年8—10月，安徽省濉溪、怀远、宿

州3地陆续发生4起与食用甲鱼相关的霍乱疫情，本

研究应用PulseNet China数据库对此进行溯源。

材料与方法

1．菌株来源及鉴定：将患者呕吐物和甲鱼肛拭
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子标本进行培养，通过常规血清学方法进行鉴定，分

离出0139霍乱弧菌16株(表1)。对16株菌进行霍

乱毒力基因霍乱毒素(CT)和毒素共调节菌毛

(TCP)检测，基因引物序列b]：CTF：5’一TCT ATC

TCT GTA GCC CCT ATT ACG一3’、CTR：5’一CTC

AGA CGG GAT TTG TTA GGC ACG一3’：TCPF：

5’一GAA GAA GTT TGT AAA AGA ACA C一3’、

TCPR：5’一GAA AGC ACC TTC TTT CAC GTT

G一3’，由生工生物工程(上海)股份有限公司合成。

PCR扩增体系：25 p．1 Premix Taq、上下游引物各

1 Ilmol／L，模板DNA 2“l。PCR反应：预变性94℃

3 min：94 oC 1 min，52 oC 1 min，72℃1 min，30个
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循环；72℃10min。
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表1 2012年安徽省4起霍乱疫情0139群

霍乱弧菌分离情况

2．脉冲场凝胶电泳(PFGE)分型：参见PulseNet

China网站“霍乱弧菌PFGE标准方案”，分子质量标

准沙门菌H9812由中国疾病预防控制中心传染病预

防控制所腹泻病室提供。

结 果

1．霍乱弧菌毒力基因检测：16株菌经多重PCR

检测，均扩增出CT、TCP基因目的条带，部分菌株

PCR结果见图1。

注：M：分子标志物；1、2：患者分离株；3—6：甲鱼分离株；PC：

阳性对照；NC：阴性对照；BC：空白对照

图1部分霍乱弧菌CT及TCP基因PCR扩增

2．PFGE聚类分析：13株霍乱弧菌以内切酶

NotI、靳I酶切，电泳后，PFGE图谱用BioNumerics

V4．0软件进行聚类分析。结果显示，菌株分为4个

型别，其中A型包括2株菌，分离自濉溪和怀远县

的甲鱼；B型包含1株菌，分离自怀远县的患者；C

型包括2株菌，分离自濉溪县的甲鱼和患者；D型包

含8株菌，来自濉溪县的甲鱼和患者。13株菌同源

性>98％(图2)。

3．PulseNet China数据库比对：与2012年国内

其他省份的霍乱流行菌株进行聚类分析，结果显示，

安徽2株菌的PFGE图谱与同年湖南、四川、浙江、上

海、湖北菌株的PFGE图谱完全相同，见图3中方框

所示，血清型均为0139群。

讨 论

实验室在霍乱传染病疫情发现中扮演“验证”角

色，这种模式很难发现不同地区孤立霍乱疫情的关

联性№】。PulseNet China网络化监测的重点在于通

过实验室病原菌分子分型分析，结合网络技术，发现

病例间的内在遗传联系，然后通过流行病学调查，确

定传染源。

2012年8一10月安徽省濉溪县、怀远县、宿州市

先后发生4起与食用甲鱼有关的0139群霍乱弧菌

疫情。本研究利用分子生物学技术对实验菌株进行

毒力基因扩增和PFGE分子分型，并将PFGE图谱上

传至PulseNet China数据库。结果显示，人和甲鱼分

离株的CT和TCP基因均为阳性，提示甲鱼分离株具

备作为传染源的基本条件。应用BioNumericsV4．0

软件将霍乱弧菌PFGE图谱进行聚类分析，结果虽

产生4种带型，但带型间差异微小，可能是霍乱弧菌

在传播过程中的微小变异引起，也可能是霍乱弧菌

自身变异引起"·8|。经过调查，3地甲鱼均购自南京

市下关某水产市场，进一步调查显示，这些甲鱼来自

浙江省某水产养殖基地。而在同期湖南、四川、浙

甲鱼2012一08—26

甲鱼2012—09—0l

患者2012—08—04

甲鱼2012—09—0l

患者2012—08—08

患者2012—09—0l

甲鱼2012—09一Ol

甲鱼2012—09—0l

甲鱼2012—09—01

甲鱼2012—09—0l

甲鱼2012—09-0l

甲囱2012—09—01

甲鱼2012—09—0I

注：3株菌因保存不当死亡，未用于PFGE分析

图2 2012年安徽省4起霍乱0139群霍乱弧菌PFGE分型
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图3 2012年部分省市区霍乱弧菌PFGE型别聚类分析

江、上海、湖北等省(市)相继暴发多起因食用甲鱼

而导致的霍乱疫情。将不同省份的甲鱼与患者分

离株通过PulseNet网络平台，比对结果显示PFGE

带型同源性极高。结合流行病学调查，2012年同期

发生霍乱疫情的6省(市)的甲鱼均引自浙江某水产

养殖基地。因此，借助PulseNet China数据库可快

速地追查到传染源，及时切断传播途径，有效防止

霍乱疫情蔓延。
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