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北京地区2005年流行性脑脊髓膜炎

病原学监测

张铁钢 贺雄 陈丽娟 和京果 杨洁 孙美平 邵祝军 陈志海 赵辉

·疾病监测·

【摘要】 目的对2005年北京地区流行性脑脊髓膜炎(流脑)进行病原学监测。方法 对临床

流脑病例的血液、脑脊液标本进行特异性核酸片段检测，对鉴定阳性的菌株进行脉冲场凝胶电泳

(PFGE)和多位点序列(MLsT)分析。结果 在7份血液和5份脑脊液标本中检测到脑膜炎奈瑟菌

的核酸片段。共分离到105株脑膜炎奈瑟菌。A群和C群菌株的群内菌株PFGE图谱无差异条带。

MLST分析结果表明北京地区A群脑膜炎奈瑟菌的序列类型主要是ST7，而c群主要是sT482l。

结论北京地区目前流脑病例主要由序列类型为ST7的A群和ST482l的C群脑膜炎奈瑟菌引起。

【关键词】流行性脑脊髓膜炎；血清群；多位点序列分析；脉冲场凝胶电泳分析
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【Abstract】 0bjective To study the pathogens of meningococcal meningitis(MM)in Be巧ing，2005．

Methods B100d and cerebrospinal fluid specimens from 1ⅥⅣ【patients were detected by polymerase chain

reaction．Bacterial strains were analyzed by pulsed—field gel electrophoresis and multilocus sequence typing．

Results 7 of the blood and 5 of cerebrospinal nuid specimens showed positive results．105 of the N矗5sPrin

m已nin∥f涮舀strains were iSolated from the specimens of patients， close contacts and healthy carriers．

Serogroup A and C MissPri口 mP押i咒gifi矗P5 strains shared the same patterns of pulsed—fieldgel
electrophoresis，respectively．The sequence type of serqgroup A N菇ssPrin，咒已”i竹gi￡i(f舀belonged to ST7

while the sequence type of serogmup C Nei5即r缸m已ni规gi琉拯belonged to s，r4821．Concl鹏ion Patients

suffered fmm meningococcal meningitis were caused by semgroup A(ST7)and C(ST4821)N幽即r如

m已ni"∥fi如s in Be巧ing，2005．
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流行性脑脊髓膜炎(流脑)其发病率和死亡率均

较高，严重威胁人群的健康。非洲一些国家在

1988—1997年共发生流脑70．4万例，死亡10万

例Hj。我国在1959、1967和1977年曾出现3次流

脑的全国大流行，其发病率分别为55．6／10万、403／

10万和60．1／10万心j。根据脑膜炎奈瑟菌荚膜多糖

抗原免疫学的特性，可将其划分为13个血清群(A、

B、C、D、29E、H、I、K、L、W。、X、Y和Z)，其中A、B、

C、Y和w。群是主要致病的血清型¨。。我国过去

所发生的3次全国性大流行都是由A群脑膜炎奈

瑟菌引起¨o。由于20世纪80年代A群流脑疫苗的
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使用，我国从1985年开始流脑发病逐年减少。在过

去的20年间，流脑的年发病率稳定在0．2／10万～

1．0／10万。虽然我国流脑的防治取得一定的成效，

但是仍时有爆发性流行。尤其是2005年，安徽省出

现了C群脑膜炎奈瑟菌引起的5起流脑暴发疫

情b]。脑膜炎奈瑟菌的易变异性、B群菌疫苗的缺

少以及人群对C群脑膜炎奈瑟菌的免疫屏障空白，

均为流脑的爆发性流行提供了可能。为了有效地控

制和预防流脑流行，必须加强实验室诊断检测水平，

及时对流脑病例和暴发疫情的病原菌进行相关检

测，以实现对北京地区脑膜炎奈瑟菌流行菌群的分

布和变迁进行动态监测。2005年北京市疾病预防

控制中心进行了北京地区流脑病例的相关病原学的

监测工作，结果报告如下。
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材料与方法

1．流脑病例标本以及菌株收集：北京市区县疾

病预防控制中心和北京地坛医院收集流脑病例的脑

脊液和抗凝血标本，送至北京市疾病预防控制中心

免疫预防所流脑室进行检测。脑膜炎奈瑟菌菌株由

北京地坛医院流脑病例脑脊液中分离得到。各区县

疾病预防控制中心负责密切接触者和健康带菌者的

咽拭子采集工作，同时进行脑膜炎奈瑟菌株的分离

工作，并将菌株送至北京市疾病预防控制中心免疫

预防所流脑室进行鉴定实验。

2．PCR检测：使用QIAGEN公司的试剂盒提

取脑脊液和抗凝血总DNA，用于PCR模板。引物

设计参考David等拍1的方法。PCR扩增条件：94℃

预变性2 min，进入循环程序，94℃变性30 s，50℃退

火40 s，72℃延伸45 s，30个循环后，72℃延伸

7 min。以去离子水为PCR反应的阴性对照。取

5扯l PCR产物，用于1．5％的琼脂糖凝胶电泳检测。

3．菌株鉴定：采用氧化酶实验、血清学分群鉴定

和糖源利用实验均参考wHO实验操作手册"1。

4．脉冲场凝胶电泳分析(PFGE)：参考

Bygraves，Maiden∽1的方法进行。内切酶为Nhe工。

电泳条件：初始脉冲时间1 s；最终脉冲时间25 s；电

压6 V／cm；电泳时间16 h；温度14℃。

5．多位点序列分析(MLST)：将脑膜炎奈瑟菌

划线培养于血平板，35℃温箱培养过夜。用

QIAGEN公司的DNA提取试剂盒进行菌株DNA

提取。片段扩增引物和测序引物参考Maiden等旧1

和Ian等¨叫的方法。用BigDYE Terminator V3．1

Cycle Sequencing Kit进行测序的标记反应。标记产

物用PRINCETON公司的Centrisep Spin C01umns

纯化，去除多余的未反应的荧光标记物。标记后产

物用ABI 3100自动测序仪完成测序和校对程序。

结 果

1．流脑病例以及标本PCR检测：根据疾病监测

网络报告情况，北京地区2005年共接到报告病例

95例，确诊81例，死亡6例，死亡率0．03／10万。实

验室共收集到48份抗凝血标本和35份脑脊液标

本。其中20例病例收集到双份标本。在40份抗凝

血标本中，7份PCR检测阳性，阳性率为17．5％。

另外8份标本发生凝固，未做检测。在17份脑脊液

标本中，5份PCR检测阳性，阳性率为29．4％，其中
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2份阳性标本病原菌分离也为阳性。其余的18份

脑脊液标本由于量过少，只进行了病原菌分离，未进

行PCR检测。

2．病例和密切接触者分离菌株情况：2005年从

临床诊断为流脑病例脑脊液标本中分离到5株A

群和4株C群脑膜炎奈瑟菌株，未分离到其他血清

群，说明A群和C群是北京地区的主要致病血清

群。在494份密切接触者的咽拭子标本中分离到

18株A群和5株C群脑膜炎奈瑟菌株，分离率为

4．7％。其中有2例的分离菌株与其密切接触者分

离到菌株的血清群一致(表1)。在北京市12个区

县的3221名健康带菌者的咽拭子标本中分离到3

株A群、13株B群和9株C群脑膜炎奈瑟菌株，携

带率为0．8％。北京铁路局疾病预防控制中心从安

徽省来京的1010名健康人群中分离到3株A群、

40株B群和5株C群菌株，携带率为4．8％。从带

菌调查结果可以看出，北京市人群和安徽省来京人

群主要携带B群脑膜炎奈瑟菌株。

表1 2005年北京地区流脑病例、密切接触者和带菌者

分离的脑膜炎奈瑟菌鉴定结果

*M(密切接触者)5是病例3的密切接触者；#是病例9的密

切接触者；△来自安徽省

3．菌株分子生物学特征：

(1)北京地区A群和C群脑膜炎奈瑟菌PFGE

分析：对2005年部分分离到的脑膜炎奈瑟菌进行
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PFGE分析。如图1A所示，病例分离的5株A群

菌株电泳图谱没用差异条带，说明北京地区引起流

脑的A群致病菌来源于同一克隆菌株。图1B的结

果表明，北京地区病例密切接触者分离的A群菌和

病例的A群菌株图谱一致。比较图1C和图1D的

电泳图谱，可以看出病例的C群分离菌、密接分离

菌和来自安徽省健康带菌者分离菌株的图谱无差异

条带，说明目前北京地区引起流脑的C群菌株也来

源于同一克隆菌株。

(2)北京地区A群和C群脑膜炎奈瑟菌MI．ST

分析：对部分A群和C群菌株进行MI．ST分析。结

果表明，目前北京地区流行的A群脑膜炎奈瑟菌的序

列类型主要是sT7，而C群主要是ST4821(表1)。其

中，北京地区C群脑膜炎奈瑟菌与安徽省引起暴发疫

情的菌株的序列类型一致。本文研究结果进一步证

实了该克隆的C群菌株在我国的传播流行。

讨 论

脑膜炎奈瑟菌引起的脑膜炎往往具有较高的死

亡率，备受关注。我国原来A群菌引起的病例占

95％，而B群菌和C群菌只是占很小比例儿1|。但是

在2004年和2005年，安徽省共出现5起C群菌引

起的流脑爆发性疫情，共发生29名流脑病例[5]。由

于现有的流脑多糖疫苗具有群特异性预防作用，无

交叉保护作用。北京市在2005年及时将单价A群

流脑疫苗改为A+C联合疫苗，以免C群菌在北京地

区引起暴发。病原学的监测结果表明，2005年北京

地区分离的C群脑膜炎奈瑟菌，与引起安徽省流脑

爆发性疫情的菌株序列类型一致，均为ST4821，说

明高致病性的C群脑膜炎奈瑟菌已经在北京地区

传播流行，并成为北京地区C群脑膜炎奈瑟菌引起

流脑病例的主要病原菌类型，因此应该加强对C群

脑膜炎奈瑟菌的病原学监测。

A：5株A群病例分离的脑膜炎奈瑟氏菌电泳结果(1～5：菌株DNA经过NheI内切酶酶切电泳) B：6株A群密切接触者分离的脑膜炎

奈瑟菌电泳结果(1～6：菌株DNA经过NheI内切酶酶切电泳) C：15株C群密切接触者脑膜炎奈瑟菌电泳结果(1～4：4株c群病例菌株

DNA经过NheI内切酶酶切电泳；5～9：5株c群密切接触者菌株DNA经过NheI内切酶酶切电泳；10～14：5株北京地区健康带菌者调查

菌株DNA经过NheI内切酶酶切电泳) D：5株c群安徽省来京健康带菌者调查菌株的电泳结果[1～5：5株菌株DNA经过Nhe I内切酶酶

切电泳；M：DNA分子量标准，＆zmonez肠(H9812)DNA经过xbaI酶切之后电泳]

图1 2005年北京地区A群和C群脑膜炎奈瑟菌PFGE分析结果
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