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脉冲场凝胶电泳分型追溯江西省霍乱
暴发传染源

扬梦刁保卫程慧健丁晟崔志刚 陈福辉徐晓债阚飙袁辉
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·实验室研究·

【摘要】 目的分析2彻6年5月江西省聚餐暴发霍乱疫情的分离菌株与常规监测在外环境及

水产品中分离的霍乱弧菌之间分子分型特征和遗传相关性。方法利用聚合酶链反应检测霍乱毒素

基因。用脉冲场凝胶电泳(PFGE)对菌株进行分子分型．所得结果以BioNunl舐aw 0软件uPGMA

方法进行聚类分析。结累30株与暴发相关分离菌株中，无论来自病例、带菌者、疫区污水、水产品的

菌株均为产毒株。30株0139群霍乱弧菌以№I酶切后PFGE可分为4个型别。从甲鱼、牛蛙分
离的0139群霍乱弧菌的型别与此次暴发的优势PFGE型别一致，并且也为产毒株。两起暴发包括

多起聚餐，从中分离的苗株优势型别相同，传播媒介为甲鱼、牛蛙，均购于同一水产批发部，说明为同

一传染源。结论携带0139群霍乱毒素基因的甲鱼、牛蛙是引起本次多起聚餐暴发霍乱的主要传

染源。

【关键词】霍乱；甲鱼；脉冲场凝胶电泳
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脉冲场凝胶电泳(PFGE)分型是用于对细菌菌

株进行分子指纹图谱分型的技术，在基因组水平上

对细菌的变异特征进行分析，已经广泛应用于分析

不同来源菌株是相关的暴发还是无关联的散发⋯。

为了分析霍乱暴发时环境与食品监测菌株的特征
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以及是否存在关联，本研究对2006年江西部分地区

出现霍乱疫情中不同来源菌株进行了分子流行病学

研究。

材料与方法

1．实验用菌株：病例为江西省樟树市和新余市

14起聚餐引起的霍乱疫情，2006年5月2日发生首

例病例，菌型为0139群霍乱弧菌。两地暴发疫情

均由聚餐引起，病例及带菌者均有聚餐史，病例主要
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集中在樟树市、新余市渝水区，其他地区的病例和带

菌者均因到樟树市和新余市聚餐引起。30株受试

菌株为两地区两起霍乱疫情处理和外环境监测分离

所得；其中患者12株、带菌者9株、甲鱼3株、牛蛙

4株、疫区污水1株、砧板1株(表1)。所有菌株经

江西省疾病预防控制中心传染病防制所细菌实验室

鉴定为霍乱弧菌0139群。作为分子量标准

(Marker)的沙门菌H9812由全国病原细菌实验室

监测网络PuIseNet china(中国疾病预防控制中心传

染病预防控制所组织)提供。

裹1 江西省两起疫情中0139群霍乱弧蔚相关分离株

编号 地点 来 源 毒索基因PFGE分型

J如6004樟树市暴发1相关 + 2

Jx06006樟树市皋发1相关 + 4

J如6007捧树市暴发1糖关 十 1

』如6018樟树市暴发I相关(砧板) 十 4

J如6030樟树市罐发l相关 + 4

J'【06035樟树市暴发1相关 + 2

Jx06060樟树市暴发1相关 + 3

Jx06064樟树市暴发l相关 十 4

如06066樟树市暴发l相关 + 4

Jx06070南昌市暴发l相关 + 4

Jx06019樟树市暴发1 + 4

Jx06025樟树市暴发】 + 4

Jx06026 樟树市暴发1 十 4

Jx06027樟树市暴发1 十 3

Jx06029薄栅市暴发l + 4

Jx06031樟树市暴发1 + 4

Jx06032樟树市暴发1 + 1

Jx06033樟树市暴发l 十 4

扛06034樟树市暴发1 + 4

Jx06017 樟树酋常规精测(池塘水) + 4

j置06020 樟树市常规监测(牛蛙) + 4

Jx06045 樟树市常规监删(甲鱼) + 4

Jx06050 滴水区常规监浏(牛蛙) + 4

Jx0605l 精水区 常规监铡(甲鱼) + 4

Jx06053 渝水区常规监嗣(牛蛙) + 4

Jx06054 渝水区常规监测(牛蛙) 十 4

扛O科)68 南昌市常规监溯(甲鱼) + 2

Jx06048清水区暴发2 + 4

J如6049 滴水区暴发2 十 4

Jx06052谕水区暴发2 十 4

注：‘暴发1相关”为樟树市簪发点的带菌者和l株砧板分离株

‘Jx06018》

2．检测方法：

(1)PCR检测霍乱毒素基因c垃AB：PcR相关

试剂为TaKaRa(大连)产品。霍乱毒素基因c￡。4B

的扩增引韧序剜参照文献[2]，序列分剐为5’一ATT

TTGAGGTGTTCCATGTG．3 7和5’一ATAAAG

CAGTcAGGTGGT CT．3 7，阳性对照为产毒菌株

N16961，PCR产物预期长度为749 bp。PcR反应

体系为20 pI，即dNTP 3．2“l，10×buffer(Mg”)

2 pl，上引物0．4 pl，下引物0．4 pl，Taq酶0．2 pl，

DNA模板0．5 pI，水13．3 pl。扩增参数为：预变性

94℃5 min，后续94℃30 s、55℃40 s、72℃60 s．进

行30个循环，末轮循环72℃10 min。

(2)PcR DNA摸板的翩备方法：为水煮法。取

l～2个单菌株于100 pl灭菌的去离子水中，混匀，于

100℃煮沸20 min，然后冰浴5 min，离心

12 000“min 3 min，取上清液作为PcR扩增的模

板，置4℃冰箱备用。

(3)PFGE实验：参照美国疾病预防控制中心

PtlIseNet标准实验方案。①DNA胶块制备：取适量新

鲜待检菌株均匀悬浊于1Ⅱd细胞悬浊液(100 n1IId／L

矗s一}ICI：100 rnm0VL EDn，pH值8．0)中，调整浓
度，使其吸光度(A)值为4．2左右。取400“菌悬液

37℃孵育5 111in，每管加入20出蛋白酶K至终浓度

O．5 nd耐，再与等体积琼脂糖凝胶(含1％sDs，56℃)

混合，倒人模具，于室温下凝固10—15谢n。把胶块

放入试管中，每管加入5“蛋白酶I(／细胞裂解液混合

液。54℃水浴轻摇2 h。弃溶液，用50℃预热的灭菌

纯水洗胶块2次，每次摇15耐n(50℃)。例掉水，再

用50℃预热的TE洗胶块4次，每次摇15血n(50℃)。

②酶切(胶内酶切)：切取2 mm宽制备好的DNA胶块

浸入200 m酶切缓冲液中，37℃缓冲10—15嘶n，吸出

酶切缓冲液，再加入200 pI含有30 u的n艋I酶切缓冲

液，37℃酶切2 h。沙门菌H9812染色体DNA用胁
I酶切，其余实验方法与受试菌株相同。③电泳：

PⅣ迅系统为Bio-Rad公司C呱FDRⅢ型，电泳电压
6 V，夹角120。，脉冲时间2一10 s，13 h；20—25 s，6 h。

获得的电泳图像以Bi。Nl·m商a数据库软件进行分型

分析。

结 果

1．PcR检测霍乱毒素基因c￡“4B：从润查暴发

的病例、具有共同聚餐史的带菌者、常规环境和水产

品监测中分离的30株0139群霍乱弧菌，经PCR扩

增能在749 bp处扩增出一条带，c￡zAB检测阳性，说

明是产毒的0139菌株引起了此次暴发(表1)，同时

从水产品监测中分离到产毒的0139群霍乱菌株，

提示这些承产品作为传染源的危险往。

2．PFGE分析：根据BioN啪erics对PFGE带型
的识别，对30株受试菌进行相似性比较，这些菌株

可分为4种带型(表1和图1)。两起暴发中的分离

菌株PFGE分型分析结果显示，引起暴发的为单一

菌型，并且与病例有共同聚餐史的带菌者分离株同

病例菌株带型相同(4型)，均为产毒株，提示这些暴
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围1 扛西省两起霍乱暴发中0139群霍乱弧菌分离株的PFGE相似性聚类分析

发之间可能有共同的污染来源。

3．传染来源：新余市、樟树市自水产品牛蛙和甲

鱼中分离的0139霍乱菌株为产毒株，PFGE带型与

病例和带菌者的相同(4型)；而流行病学调查发现聚

餐中加工食用了牛蛙和甲鱼，调查采样的销售点与聚

餐购买的销售点相同，调查采样分离出0139霍乱孤

菌产毒，而PFGE分型也与暴发的菌株相同；另外，在

一饭店聚餐时使用的砧板上分离到产毒0139菌株(4

型)，说明污染牛蛙和甲鱼是这些暴发的感染来源，加

工期间的交叉污染导致了聚餐暴发。暴发中的病例

菌株和水产品中分离株带型一致和型别单一，这些携

带产毒株的甲鱼和牛蛙均来自一个水产批发部，说明

销售的牛蛙和甲鱼受到广泛的荇染。

4．外环境检索：在宜春樟树市聚餐暴发点患者

家里附近的池塘水中检出产毒0139霍乱菌株，且

PFGE带型与病例的菌型相同(4型)，说明存在着

环境水体的污染。

5．PⅣ正l～4型的比较：本项调查中，有个别病

例和带苗者的菌株出现新的带型(1～3型)，可能是

菌株在传播中存在微小变异，因为这些带型之间的相

似性很高，但也不排除存在另外的感染途径。PF(噩

1～4型的不同之处在于：1型和2型的区别是

138．9～104．5 kb之间，2型多了一条带；2型和3型的

·893-

区别是104．5～79 kb之间，3型多了一条带；3型和4

型的区别是138．9～104．5 kb之间，4型少了一条带；2

型和4型的区别是138．9～104．5 kb之间的一条带移

位至104．5～79 kb之间(图2)。2型中带菌者与水产

品常规监测南昌市甲鱼(产毒株)分离株PFGE带型

相同，而此带型(2型)与这些暴发中的病例以及新余

市水产批发部的调查样品带型(4型)不同，据流行病

学调查这两个地点的甲鱼来源不同。

113睫b——

嚣：：：=一一一一1T3{一⋯一idT．1一⋯一138．9一——————一I¨一～一——T口．D～一一
"．T一一——28．8————⋯
20 5一

m812 li 2璺m 4§

图2 江西省两起霍乱分离株PFEG l～4型示意图

6，与往年0139群霍乱弧菌产毒株PFGE带型

的比较：比较分析江西省2004、2005、2006年暴发

0139群菌株的PF(：E带型(图3)，2006年聚餐霍乱

暴发的优势菌型不同于往年，不是以往的延续。但
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是，2006年PFGE 2型与2004、2005年分离的带型

相同，是否有其他的变异在本实验条件下没有检测

到。还需要迸一步深入分析。

圈3 江西省两起霍乱与2004、2005年0139群

暴发分离株的PFGE带型比较

讨 论

在霍乱的预防控制中，需要明确感染的来源和

暴发的危险因紊，寻找传播途径和分析流行规律，以

便采取针对性的防治措施。但在霍乱暴发或流行

中，疫情多呈现“来无影，去无踪”的特点，难以明确

传染来源。近年来，基于核酸水平的分子生物学方

法在病原体分析中的应用，可以从分子水平研究暴

发中致病微生物之间的相关性，分析散发与散发、散

发与暴发以及不同暴发之间的联系，查找传染来源，

以阻断传播链。

此次疫情病例发病与其聚餐相隔时间段均在一

个常见潜伏期内。聚餐中均有甲鱼和／或牛蛙，调查

采样的销售点与聚餐购买的销售点相同，且从同一

批次的甲鱼、牛蛙中检出0139群霍乱弧菌产毒株，

PFGE带型与病例和带菌者分离株带型一致。现场

卫生监督发现举办酒宴聚餐的酒店、家庭，餐具清洁

消毒均不严格、厨具生熟不分；从樟树市聚餐点宴席

主人家的砧板表面涂抹标本中检出与暴发菌株相同

的产毒0139群霍乱弧菌；自从停止销售甲鱼、牛蛙

后，未出现新的暴发点，在当地居民、生活饮用水及

其水源监测中未发现阳性。可以推断，这些疫情是

一起同源多次暴露的食源性霍乱暴发，污染的甲鱼

和牛蛙是感染来源，食物制作过程中的交叉污染引

起了疫情的发生。

2006年的聚餐霍乱暴发中个别菌株出现新的

带型(1、2、3型)。我们分析可能是污染来源复杂，

不能排除多种污染食品或同种食品多种污染的可

能。如2型中南昌的甲鱼分离株亦为产毒株，带型

与这些暴发中病例菌株主要带型以及新余水产批发

部的调查样品带型不同，这两个地点的甲鱼来源也

不同，提示南昌甲鱼分离株与本次暴发无关联。但

还不能确定这些暴发中使用的甲鱼等水产品中是否

还有其他带型的0139群菌株，或许还有其他菌株

感染了少部分的病例和带菌者(菌株PFGE分型中

1～3型的感染者)，这些菌株在我们对暴发涉及的

水产品的调查中没有分离到。另外，也有可能是菌

株的变异引起；已知霍乱弧菌一些表型容易变

异”“】。对于2006年少量的暴发相关菌株与2004、

2005年分离的带型相同；可能的解释，一是此类菌

株延续几年存在，二是2006年暴发菌株中个别菌株

(PFGE 2型的菌株)变异而造成了带型与往年的相

同。但很可能存在更细致的差异，通过本研究中的

PFGE条件没有鉴别出来。因为不可能追踪自然界

中这类菌株的存在和延续，所以还不能定论。

在暴发相关的环境水体监测中发现存在污染。

从樟树市洲上池塘水中检出产毒0139群霍乱菌

株，并且与病铆的菌型相同，流行病学调查发现，病

例曾将排泄物倒入该水塘。因此应注意病例的隔离

和排泄物的消毒．否则污染当地池塘水体后难以消

除，可能会在当地环境水俸中定殖。

通过本次对暴发的调查与监测，将多次不相关

的聚餐感染的疫情联系了起来，证实为共同传染源

的暴发；均加工食用了同一销售点同批次来源的水

产品而引起，明确了传播来源．有利于确定具体的控

制措施。监测提示，当前O】39霍乱的聚餐暴发中，

水产品污染仍是防制的重点，应加强对餐饮加工行

业的重点监铡，提出明确的卫生指导建议；尤其注意

生熟分开以及严格的消毒。另外，需注意病例和带

菌者排菌对环境的污染，可能会造成暴发或流行的

延续。
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