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研究报告
!例急性淋巴细胞白血病患者感染单核细胞增生李斯特菌

病原学及分子分型特征分析
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摘"要!目的"对北京市 ! 名急性淋巴细胞白血病患者感染单核细胞增生李斯特菌病例进行病因溯源!对分离到

的单核细胞增生李斯特菌进行血清学分型$耐药及分子分型研究% 方法"对患者不同时期外周血分离的 # 株单核

细胞增生李斯特菌和 ! 株环境涂抹样品单核细胞增生李斯特菌分离株进行血清学分型$耐药性分析$脉冲场凝胶

电泳"7M5+#和多位点序列分析"*=>4#% 结果"$ 株单核细胞增生李斯特菌均为 !.#OG$O血清型!耐药结果一致!

均对青霉素$氨苄西林$复方新诺明$美罗培南及红霉素敏感!$ 株菌的 7M5+带型一致!*=>4型别均为 >4!((%

结论"本研究中患者生活环境中存在单核细胞增生李斯特菌的污染情况!高度怀疑患者感染单核细胞增生李斯特

菌与其生活环境中分离到的菌株为同一来源%
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""单核细胞增生李斯特菌#</’*+%/( ,4)41&*4=+)+’"
=*$是一种人畜共患病的病原菌"在自然环境中广泛
存在"最适宜生长温度为 $&9$E q"可在冰箱贮存的
多种食品中繁殖"是典型的耐寒性细菌’ !,#6 年
*YeeOc发现第 !例李斯特菌病+!, "之后世界各地不断
有李斯特菌病的报道"如 #&!! 年美国 =*污染甜瓜
事件"导致了 $$ 人死亡及 ! 名孕妇流产+#, &#&!(年美
国蓝铃#0QY[0[QQ$冰淇淋事件"引起!&人感染"其中
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$人死亡+$, ’ 李斯特菌病的主要临床症状为胃肠炎(
脑膜炎(败血症"孕妇感染可导致流产及死胎’ 各类
免疫功能低下人群及新生儿(孕妇为易感者’
#&!D年$月北京市 ! 名 !( 周岁的女性急性淋巴细胞
白血病患者因发热入院"最终诊断为感染 =*’ 通过
对该病例进行流行病学调查"对患者外周血分离的
=*(可疑环境涂抹样品中分离的=*进行了血清学分
型(耐药性(脉冲场凝胶电泳#7M5+$和多位点序列分
析#*=>4$"从患者的生活环境涂抹样品中检出 =*"
提示=*在环境中可以存活"增加了=*的感染风险"
为今后李斯特菌病的调查提供参考’

!"材料与方法
!C!"材料
!C!C!"试验菌株

患者于 #&!D 年 $ 月 $ 日发病"采集 $ 月 $ 日和
E 日 外 周 血 分 离 出 # 株 =*" 菌 株 编 号 为
=*#&!D&&!(=*#&!D&&#’ 在患者家中采集 #D 份环
境涂抹样品"包括大饭盒涂抹样品 $ 份"小饭盒(圆饭
盒(水杯(筷子涂抹样品各 # 份以及勺子(菜刀(汤勺(
炒菜铲(擀面杖(砂锅(蒸锅(蒸屉(砧板切菜面(砧板
和面面(冷藏室下层抽屉(冷藏室下层侧壁(冷藏室中
上层隔板(汤勺放置墙面(菜刀放置墙面(砧板放置墙
面(蒸屉放置墙面涂抹样品各 ! 份’ 其中菜刀放置墙

面涂抹样品分离到 ! 株 =*"菌株编号为 =*#&!D&&!G
#$’ 沙门菌标准菌株#;,D!#$由中国疾病预防控制
中心提供"金黄色葡萄球菌#<4))#,#!$$为质控菌
株"购自北京陆桥技术股份有限公司’
!C!C#"主要仪器与试剂

7M5+仪及配套设备(凝胶成像系统(4!&&
4K[eNOQ)cIQ[e梯度 7):仪均购自美国 0PWG:OZ"
E(&& 型实时荧光定量 7):仪#美国 <0‘$(n‘<XI[Q
<ZfOSI[Z 全自动核酸分析仪#德国 nPO-[S$’

>[O/[N5WQZ <-OeWV[#美国 =WSRO$"蛋白酶 @
#德国 *[eI/$"溶菌酶#美国 >P-NO$"限制性内切酶
>:( #(?’1#均购自美国 8+0"n‘<ONg 38<*PSP
@P\细菌基因组 38<提取试剂盒#德国 nPO-[S$"革
兰阳性需氧菌药敏检测板#上海星佰有限公司$’
!C#"方法
!C#C!"血清学分型

7): 扩 增 =* 基 因 为 6,4&E$E( 6,4!!!D(
@A!#D!,(@A!#!!&"对 =*进行血清学分型"同时扩
增李斯特菌属特异性基因 B%’作为内部扩增质控+6, ’
7):反应条件%,6 q预变性 $ NPS&,6 q变性 #6 V"
($ q退火 ’, V"E# q延长 ’, V"$( 个循环&E# q延长
E NPS’ 取 ( !Q扩增产物在 #h琼脂糖中电泳"胶块在
5[Q:[Z 中染色"观察电泳结果"并对其进行分析’ 目
的基因(引物序列及产物片段大小见表 !’

表 !"=*血清学分型引物
4OdQ[!"7ePN[eVJWe=*V[eW\cgPS-

目的基因 引物序列#(oG$o$ 片段大小.dg 血清型特异性

6,4&E$E

6,4!!!D

@A!#D!,

@A!#!!&

B%’

M%<555)44)<<55<)44<)))
:%<)5<444)45)445))<44)
M%<55554)44<<<4))455<<
:%)55)44544)55)<4<)44<
M%<5)<<<<45))<<<<)4)54
:%)<4)<)4<<<5))4)))<445
M%<5455<)<<445<445545<<
:%)<4))<4)))44<)44455<)
M%5)45<<5<5<445)5<<<5<<5
:%)<<<5<<<))4455<4445)55

’,! !.#O"!.#I"$O"$I

,&’ !.#I"$I

6E! !.#d"$d"6d"6Z"6[

(,E 6d"6Z"6[

$E& 所有血清型

!C#C#"抗生素敏感试验

采用微量肉汤法测定菌株的最小抑菌浓度
#*‘)$’ 测试抗生素包括青霉素类%青霉素#7+8$(
氨苄西林#<*7$&糖肽类%万古霉素#r<8$&大环内
酯类%红霉素#+:L$&氟喹诺酮类%环丙沙星#)‘7$&

碳青霉烯类%美罗培南 #*+:$&四环素类%四环素
#4+4$&磺胺类%复方新诺明# >a4$’ 质控菌株为金
黄色葡萄球菌#<4))#,#!$$’ 参照 #&!( 年美国临
床和实验室标准协会#)=>‘$药敏标准#*6(G<#$对
7+8(<*7(‘*7和 *+:四种抗生素进行结果判读"

参照 #&!( 年欧洲药敏试验委员会#+?)<>4$药敏

标准对 +:L进行结果判读"其他三种抗生素无耐药
折点的判定标准 + (G’, ’

!C#C$"7M5+分型
参照美国疾病预防控制中心#)3)$7YQV[8[\的

7M5+标准操作程序 + E,进行"细菌菌悬液浓度用麦

氏比浊仪调至 (C& 9’C&"使用限制性内切酶 ?’1#
#(& ?$"$E q酶切 $ K’ 电泳参数为 6 96& V"电泳
时间为 !, K"胶块电泳后使用 5[Q:[Z 染色"纯水脱
色"读取电泳图谱’ 沙门菌标准菌株#;,D!#$作为
分子量标准"使用限制性内切酶 >:(##(& ?$酶切’

用 0PW8YN[ePIV软件对 7M5+电泳图像进行数据分
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析"构建聚类树状图’ 聚类图类型根据非加权配对
算术平均法 #?75*<$构建"条带位置差异容许度
设为 !C&h’
!C#C6"*=>4分型

将 =*菌株接种于脑心浸液琼脂培养基中"置
于 $E q恒温箱中过夜培养’ 按 38<提取试剂盒说
明书提取 38<作为模板’ 7):扩增 =*的 E 对管
家基因#(:1C(:=6?(1(*(0(BD(0(*(/0$ 和 /$8?$"管家
基因引物序列(7):反应条件均来自 ‘SV\P\Y\7OV\[Ye
在线数据库 + D, ’ 将获得的 E 对管家基因的序列提
交至 ‘SV\P\Y\7OV\[Ye上"获得 E 个等位基因"查询等
位基因谱获得菌株的 >4型’

#"结果
#C!"血清学分型

患者分离株 =*#&!D&&!(=*#&!D&&# 与环境涂
抹样品分离株 #菜刀放置墙面涂抹$=*#&!D&&!G#$
的特异型基因 6,4&E$E 和李斯特菌属特异型基因
B%’扩增为阳性"6,4!!!D(@A!#D!,(@A!#!!& 基因
扩增为阴性"$ 株菌同属于 !.#OG$O血清型"见图 !’
#C#"耐药性分析

$ 株 =*对测试的 D 种抗生素 *‘)值完全一
致"对 7+8(<*7(+:L(*+:和 >a4五种抗生素均
敏感"对其他 $ 种抗生素均耐药"见表 #’
#C$"7M5+和 *=>4分型

$ 株 =*经 ?’1#酶切后进行 7M5+"$ 株菌的
""

注%*为 NOe/[e"3=#&&&&!9$ 分别为 =*#&!D&&!"=*#&!D&&#"

=*#&!D&&!G#$

图 !"$ 株 =*血清学 7):结果
MP-Ye[!"7):e[VYQ\VJWe$ =*V\eOPSVWJV[eWQW-PIOQ

表 #"$ 株 =*及标准菌株对 D 种抗生素的 *‘)值#!-.NQ$

4OdQ[#"*‘)fOQY[VWJ$ =*V\eOPSVOSZ V\OSZOeZ V\eOPSV

O-OPSV\D OS\PdPW\PIV

抗生素名称 =*#&!D&&! =*#&!D&&# =*#&!D&&!G#$ <4))#,#!$

7+8 &C#( &C#( &C#( #

<*7 &C!#( &C!#( &C!#( &C(

r<8 ! ! ! &C(

+:L &C&’ &C&’ &C&’ &C#(

)‘7 ! ! ! &C!#(

*+: &C&’ &C&’ &C&’ &C&$

4+4 $# $# $# &C(

>a4 &C&!(.&C$ &C&!(.&C$ &C&!(.&C$ &C&$.&C’

7M5+带型完全一致"提示来自同一克隆群"结果见
图 #’ *=>4分型结果显示"这 $ 株 =*经查询等位
基因图谱均为 >4!(( 型’

图 #"$ 株 =*的 7M5+聚类图
MP-Ye[#"7M5+IQYV\[eVWJ$ =*V\eOPSV

$"讨论
=*和其他食源性致病菌相比"感染的潜伏期

较长"一般为 69#! Z"最长可达 $ 个月"因此 =*的
溯源十分困难’ #&!D 年美国 D 名患者确诊感染
=*"其中 # 人死亡"最后成功溯源到某品牌的软奶
酪受到了 =*污染"全美召回问题奶酪’ 近期世界
卫生组织#1;2$发布南非暴发全球史上规模最大
的李斯特菌病疫情通报" #&!E 年 ! 月!#&!D 年
6 月"南非境内接到各省上报病例共 ! &#6 例"其中
死亡 #&& 例"大多数感染者是新生儿(孕妇(老年人
以及免疫缺陷人员’ 南非卫生部发现一种即食型
加工肉类制品为引发疫情的源头"随即南非卫生部

启动了全国性的所有涉及产品召回活动’ 高效的
溯源机制可以有效地减少患者的数量’ 北京市从
#&!$ 年开始 =*的专项监测工作"期间对散发病例
进行溯源"并且成功溯源到了可疑食品’ 本研究发
现患者外周血分离到的 =*与其家庭环境涂抹样品
分离到的 =*在血清型(7M5+带型(*=>4型别和
耐药性均完全一致"结合流行病学调查"高度怀疑
该患者感染 =*与其家庭环境中分离到的菌株为同
一来源"提示 =*在环境中可以存活"增加了 =*的
感染风险’

=*血清型有 !$ 种"人类和动物李斯特菌病
,&h的病例由其中 $ 种#!.#O(!.#d 和 6d$引发 + ,, ’

本次病例是白血病患者"属于免疫功能缺陷者"患
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者 =*分离株与环境涂抹样品#菜刀放置墙面涂抹$
分离株均为 !.#OG$O血清型"与国内外报道 + !&,的常
见致病血清型相符’

抗生素能够有效治疗李斯特菌病"但是近年来
不断出现临床耐药菌株’ 本研究对患者 =*分离株
和环境涂抹样品 =*分离株进行了 D 种抗生素的耐
药性分析’ 关于 =*的耐药性判断标准")=>‘中只
有四种抗生素 #7+8(<*7(‘*7和 *+:$"结合
+?)<>4中关于 +:L的判定标准"结果提示"$ 株
=*全部对临床治疗李斯特菌病的一线药物 <*7
和 7+8及二线治疗药物 >a4(+:L敏感’ 有文
献 + !!,报道=*对+:L和)‘7出现了耐药性"北京市
也出现过 =*对 4+4的 *‘)值异常增高"提示可能
出现耐药倾向 + !#, "北京市西城区也曾检出过 +:L
和 )‘7的耐药菌株 + !$, "因此对治疗李斯特菌病的常
用抗生素进行长期监测 *‘)值"有助于研究 =*的
耐药趋势"识别耐药风险’

7M5+是食源性疾病暴发事件分子溯源的有
力手段"广泛用于 =*的溯源调查中’ 在本研究
中"患者血液两次分离到的菌株和患者家里菜刀
放置墙面涂抹分离到菌株的 7M5+带型完全一致"
结合流行病学调查结果"推测这 $ 株菌来自于同
一克隆’

*=>4是一种研究种群结构和长期进化的分型
方法’ 本研究中"$株菌的 >4型别均为 >4!((’ 从世
界和中国菌株的 *=>4结果看">4!((不是优势型别"
但存在于患者甚至暴发菌株和食品来源菌株中’ 比
如 #&!(年 1<85等+!6,对国内 #$ 个病例来源的 #D
株菌的研究中"有 ! 株来自江苏的患者分离株为
>4!((&!,,E年美国一起 =*暴发事件菌株的 >4型为
>4!((+!(, &中国疾病预防控制中心在 #&&&!#&&D年对
中国 !!个省市的 #!# 株食源性分离株进行的 *=>4
研究中表明"最常见的 >4型是 >4,(>4D 和 >4DE"其
中有 E株菌的 >4型为 >4!((+!’, ’ 搜索北京市 =*的
*=>4数据库发现">4!(( 虽然不是北京市 =*的优
势型别"但在北京市历年食品和患者分离菌株中均存
在’ 北京市患者来源菌株的优势型别为 >4D(>4((
>4DE">4!((位居第 (位’ 在北京市西城区"#&!# 年 $
株食品来源菌株(#&!( 年 $ 株食品来源菌株(#&!’ 年
#株患者来源菌株的 >4型均为 >4!((+!E, "说明此型
别菌株长期存在于环境中"稳定并具有致病性"需加
强对其关注’
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