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一起小规模群体肺炎链球菌感染流行的报告
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!!!摘要"!目的!明确一次小规模不明原因发热疫情的病因& 方法!常规提取 E 例发热患者和 <<

例密切接触者咽拭子 *̀ %和 H̀ %%采用荧光定量')H法检测 <= 种病原体%取扩增产物进行测序鉴定%

并与常规培养结果比对'采用荚膜肿胀试验检测肺炎链球菌血清型& 结果!在 <@ 例咽拭子中培养出肺

炎链球菌阳性 << 例"ED;@A#%血清型鉴定为 E 群 E%型%未分离到其他病原菌'在 <@ 例咽拭子标本中%

检出 <? 例"@E;=A#肺炎链球菌 *̀ %阳性%: 例"<<;>A#嗜肺军团菌 *̀ %阳性%? 例"<@;EA#肺炎支原

体阳性%< 例"=;IA#乙型流感病毒 H̀ %阳性'在其中 = 例中%? 例肺炎链球菌与肺炎支原体同时阳性%<

例肺炎链球菌与乙型流感病毒同时阳性%另 < 例密切接触者同时检出肺炎链球菌与嗜肺军团菌'对所有

)+值小于 ?= 的咽拭子 *̀ %经普通')H扩增后测序%并经 )̀#V基因库比对%结果与相应病原体的基因

组序列相符& 结论!肺炎链球菌为引起此次疫情流行的主要病因&

!关键词"!发热'聚合酶链反应'肺炎链球菌
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!!肺炎链球菌感染的暴发主要发生在人群密集居

住地如无家可归者临时居住地$白天关怀中心$监狱

和军营等处所%在高危人群如嗜酒者$老年人和危重

症患者多发%以血清 < 型$D 型$= 型和 @U型感染较

常见(</D)

& 在北京地区%社区获得性肺炎则以 <I 群

和 E 群 E%型$E#型和 E)型菌株较多见(=)

& 军事

人员在野外训练时因支原体$腺病毒和肺炎链球菌

感染引起的暴发流行也时有报道(E/@)

& 我们及时处

基金项目% 全军-十一五.科技攻关项目":BB>9B:<#

作者简介% 方!健"<I=I/#%男%安徽合肥人%硕士%主任医

师%博士生导师%从事卫勤保障和医院管理研究

作者单位% <J:?BB?< 安徽合肥%解放军 <B= 医院':J<B<?BB

北京%中国科学院北京基因研究所

通讯作者% 吴伟立%W/3M12* XSX2]R1&;M$;$O

理了一起小规模群体肺炎链球菌感染流行疫情%现

报告如下&

>?材料与方法

>J>?流行病学资料!:B<B 年 E 月 << 日至 <: 日某

单位 <@ 名战士中有 E 人出现集体发热$咽痛和扁桃

体肿大& 该组战士曾于发病前在河北省某地执行任

务& 我们立即取患者咽拭子%送江苏省疾病预防与

控制中心检测甲型 "< <̀ 流感病毒 H̀ %%结果为阴

性& 由于病因不明%对密切接触者进行隔离医学观

察%未进行任何疫苗注射和抗感染化疗预防& 将发

热患者隔离诊治%经青霉素治疗 = N%全部痊愈出院&

本次疫情也得到控制& 治疗前取急性期咽拭子和双

份血清备检&
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>@A?咽拭子培养!无菌采集咽拭子%将洗液划线接

种血平板"羊血k哥伦比亚琼脂#%在 =A)g

:

%?@f

培养 :D 5%观察菌落特征& 选取特征性单菌落分别

接种于 +"o液体培养基中%?@f培养 :D 5%获取分

离菌的纯培养物&

>@B?荧光定量')H检测!用棉头咽拭子擦拭患者

咽部侧后壁%浸泡于 ? 32生理盐水中%冲洗%置冲洗

液于jDBf中保存& 取保存液 :BB

!

2%提取 *̀ %和

H̀ %"dV%M34 *̀ %H̀ %试剂盒%德国#& 将 H̀ %

逆转录为$*̀ %%并与提取的 *̀ %一起放入 j:Bf

冰柜中备检& 采用我们已建立的检测 <= 种病原体

的实时荧光定量 ')H法分别检测每份咽拭子 *̀ %

和$*̀ %%引物和探针见表 <& 结果判断*扩增信号

的)+值小于 ?= 者被认为阳性'有信号但 )+值介

于 ?= aDB 之间者%在重复检测一次后 )+值不变者

被认为阳性'无扩增信号者被认为阴性& 随后对)+

值小于 ?= 的标本进行普通 ')H扩增%所用引物同

前&

>@C?扩增产物的测序!对于荧光')H检测肺炎链

球菌阳性标本采用')H/测序联检进行确认%分别针

对肺炎链球菌的多个毒力基因设计相关引物%对标

本核酸进行扩增%扩增产物采用%#V?@?BK8测序仪

进行测序&

>@D?细菌血清型鉴定!采用荚膜肿胀试验"dS62/

2SO&-67-#检测肺炎链球菌血清型%分型血清购自丹

麦国家血清研究所"T-M-67T6LS3VO7-1-S-%*6O3MLY#&

>@E?血清学检测!取患者发热期和恢复期双份血

清%根据实时荧光定量 ')H检测咽拭子的阳性结

果%选择检测相应病原体的试剂盒& 采用间接免疫

荧光法"德国欧蒙公司%D 型血清型#检测抗嗜肺军

团菌抗体'采用 W8VT%法"德国维润有限公司生产

的赛润试剂盒#检测血清抗 ('/V&(和/V&9& 采用

W8VT%法"%R$M3相关试剂盒%北京西美杰科技有限

公司#检测抗流感病毒抗体& 发热时血清 V&(抗体

阳性或恢复期血清V&9抗体滴度与发病时相比升高

D 倍者被认为是阳性结果%而 V&(阴性仅 V&9阳性

者%被认为系过去感染&

A?结?果

A@>?咽拭子病原菌分离培养结果!在 <@ 例咽拭子

中培养出肺炎链球菌阳性 << 例"ED;@A#%未分离

到其他病原菌& < 例高热患者的咽拭子细菌培养阴

性%可能与在入院应用抗生素后 <: 5 才取标本有

关& 经血清型鉴定%分离到的肺炎链球菌为 E 群 E%

型&

A@A?咽拭子病原体核酸的检出情况!在 <@ 例咽拭

子标本中%经实时荧光定量 ')H检测%结果 <? 例

"@E;=A#肺炎链球菌 *̀ %阳性%: 例"<<;>A#嗜肺

军团菌 *̀ %阳性%? 例"<@;EA#肺炎支原体阳性%<

例"=;IA#乙型流感病毒 H̀ %阳性'在其中 = 例

中%? 例肺炎链球菌与肺炎支原体同时阳性%< 例肺

炎链球菌与乙型流感病毒同时阳性%另 < 例密切接

触者检出肺炎链球菌与嗜肺军团菌&

A@B?测序结果!对经实时荧光定量')H检测阳性

的咽拭子 *̀ %和$*̀ %样本%应用相同的引物再进

行普通')H扩增%扩增产物经测序后发现其序列

表 <!检测中所用引物)探针序列和目的基因

病原体 引物和探针 序列"=p

#

?p# 靶基因 扩增片段长度"R4#

肺炎链球菌

< 9%+)9+9)+))9%+9%)++%

: %%++9)+9999+)++))%)+

4L.R6 )+99+++99)%%9+%9)9%+%9)+++)+))

'2,c2-,%基因 >=

乙型流感病毒

< 99)+9))%)+9%+9%)%%9%

: %%%99+9))+))+9++++9++9

4L.R6 %9%%9%%%%%9%%+9))%9%9%+9+)%%%9%%

'̀ <BE

肺炎支原体

< 9)%9++9)+99)9)+%%9++

: %%9)9%99+%)99+%9)99+%+

4L.R6 +99+%999%%)+)9++++%9)999+%))

'< >E

嗜肺军团菌

8'/< 9)++9)%%+9+)%%)%9)

8'/: ))+++%9))%++9)++))

'L.R6 )+9)%%))9%+9))%)%+)%++%

314 <D@

T%HT冠状病毒

< %%9))+)9))%%%%%)9+%)

: %%9+)%9))%+9++)))9%%

4L.R6 )9+)%)+)%%9)%+++999%9%)9

'̀ ::I
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分别与肺炎链球菌"图 <#$嗜肺军团菌$肺炎支原体

和乙型流感病毒"图未列出#的基因序列相符&

图 <!肺炎链球菌阳性产物测序的结果峰图

A@C?血清学检测情况!对发热或发热同期血清和

发病 : 月后血清检测抗嗜肺军团菌抗体$抗('/V&(

和/V&9和抗流感病毒抗体均阴性&

B?讨?论

肺炎链球菌感染系严重的世界性问题%在新兵

训练营%由于居住拥挤和易感人群的聚集%更是成为

肺炎暴发的主要发病场所之一%其中由肺炎链球菌

感染引起的并不鲜见(>/<B)

& 本组战士在执行训练任

务过程中%出现集体上呼吸道感染暴发疫情%经实时

荧光定量')H法和咽拭子培养%确定引起本次疫情

的病原体为肺炎链球菌%检测还发现携带嗜肺军团

菌$肺炎支原体和流感病毒&

肺炎链球菌是具有荚膜的革兰氏阳性菌%也是

引起社区获得性肺炎$败血症$脑膜炎和中耳炎的主

要病原体%主要通过呼吸道传播& 肺炎链球菌感染

还具有较高的发病率和病死率%除了由于其对抗生

素越来越不敏感外%还与对其缺乏特异性的早期快

速诊断方法有关& 近年来%随着各种分子生物学检

测方法的应用与发展%如 *̀ %探针法$换装结构介

导的等温线扩增法和 +MZ(MO 实时荧光 ')H法%使

得对肺炎链球菌感染的快速诊断成为可能& 这些方

法将目的基因对准编码肺炎链球菌致病因子的基

因%如自溶素"MS-.2,71O%2,-%#$肺炎球菌素$青霉素

结合蛋白$肺炎球菌表面抗原 %和锰依赖的超过氧

化物岐化酶等%均有利于对其的快速诊断与鉴别&

其中 2,-%和自溶酶 "4O6S3.2,71O%42,#基因是实时

荧光定量 ')H法检测最常用的目的基因(<</<:)

& 本

研究是依据 42,和 2,-%基因片段设计的引物%实际

应用证实灵敏度和特异性均较高%有益于临床病例

的快速诊断&

本次分离的肺炎链球菌为 E 群 E%型%与北京

常见菌群一致%临床表现也较温和%但造成感染流行

的原因不清& 北京有 E)型感染暴发的报告(=)

%在

欧洲和北美也有血清 = 型感染的流行%这些少见血

清型是否容易暴发还有待观察& 耐大环内酯类的侵

入性肺炎链球菌分离株在欧洲为检出率 <<A a

?DA%在美国和中国则分别为 :IA和 IDA%并可能

与89;"##和;8="%#基因的传播有关%值得进一步

加以研究&
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