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　　摘　要：目的　对梅州市首次Ｃ群流行性脑脊髓膜炎（流脑）聚集性病例进行病原学分析。方法　对梅州市首次Ｃ群流脑聚

集性病例进行流行病学调查，标本采集，菌株分离、鉴定、血清学分群及药物敏感性检测，并进行多位点序列分型（ＭＬＳＴ）分析。

结果　梅州市首次从２例流脑病例中分离到２株Ｃ群脑膜炎奈瑟菌（Ｎｍ），第２例病例脑脊液标本ＰＣＲ检测出Ｃ群ｓｉａＤ基因阳

性。第２例及１７例密切接触者咽拭子标本均未检出脑膜炎奈瑟菌。菌株对环丙沙星、萘啶酸、甲氧苄啶／磺胺甲恶唑耐药，但对

头孢噻肟、头孢曲松、美罗培南、阿奇霉素、咪诺霉素、氯霉素、利福平、青霉素、氨苄西林敏感。首例患者分离菌株 ＭＬＳＴ分型为

ＳＴ４８２１型。结论　此为近年梅州市首次报告的Ｃ群流脑聚集性疫情，提示应加强对Ｃ群奈瑟菌的监测，密切关注Ｃ群流脑的发

病及流行趋势。
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　　流行性脑脊髓膜炎（简称流脑）是由脑膜炎奈瑟菌（Ｎｍ）引

起的急性呼吸道传染病，其主要临床表现为突发高热、剧烈头

痛、频繁呕吐、皮肤黏膜瘀点、瘀斑及脑膜刺激征，严重者可有

败血症休克和脑实质损害，危及生命。根据荚膜多糖可将 Ｎｍ

分为Ａ、Ｂ、Ｃ等１３个血清群，以往中国流行菌株以 Ａ群为主，

但近些年Ｂ群和Ｃ群有增多趋势，个别省份发生过Ｃ群引起

的局部流行［１］。

近年来梅州市流脑发病率均维持在较低水平，但散发疫情

和局部暴发仍时有发生。２０１２年１月梅州市某学校发生一起

３例流脑的聚集性疫情，根据流行病学特征、临床表现、实验室

检测结果，按照《全国流行性脑脊髓膜炎监测方案》判断为一起

Ｃ群流脑聚集性病例，这是梅州市近年首次报告Ｃ群流脑。现

将病原学分析情况报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　３例病例（首例病例温××，男，１４岁，初二

〈１２〉班学生，２０１２年１月７日发病；第２例，梁×，男，１３岁，初

一〈１０〉班学生，１月９日发病；第３例，陈×，男，１４岁，初一

〈１０〉班学生，１月１２日发病）脑脊液标本、血液标本及培养物。

１７例密切接触者（同班、同宿舍者）咽拭子标本。患者脑脊液

进行乳胶凝集试验（乳胶凝集试验方法按产品说明书进行）、

ＰＣＲ检测；脑脊液及血培养物直接接种血平板进行分离培养；

分离到的患者菌株纯化培养后进行生化鉴定、血清分型、多位

点序列分型（ＭＬＳＴ）分析和药敏分析。密切接触者咽拭子标

本直接接种在５％羊血巧克力平板，放置５％ ＣＯ２、３７℃培养

４８ｈ，观察平板菌落生长，挑取平板上可疑菌落进行鉴定。

１．２　试剂　分离培养用５％羊血巧克力平板，购自广东环凯

微生物科技有限公司；诊断血清购自 ＲＥＭＥＬ公司；ＡＰＩＮＨ

生化鉴定条购自法国梅里埃公司；乳胶凝集试剂盒购自美国

ＢｉｏＲａｄ公司；Ｐｒｅｍｉｘ犜犪狇ＤＮＡ聚合酶购自宝生物工程（大

连）有限公司；基因组ＤＮＡ提取及纯化试剂盒购自荷兰 Ｑｉａ

ｇｅｎ公司；药敏纸片购自英国Ｏｘｉｏｄ公司；Ｅｔｅｓｔ纸片购自瑞典

ＡＢＢｉｏｄｉｓｋ公司；流脑分群鉴定ＰＣＲ引物、ＭＬＳＴ分型７个管

家基因ＰＣＲ引物均由上海生工公司合成。

１．３　检测方法

１．３．１　ＰＣＲ检测　首例患者菌株悬液及第２、３例患者脑脊

液按试剂盒说明书提取 ＤＮＡ，－３０℃冰箱保存待检。ＳｉａＤ

（Ｃ）基因引物系列：ｓｉａＤ（Ｃ）Ｆ５′ＴＣＡＡＡＴＧＡＧＴＴＴＧＣＧ

ＡＡＴＡＧＡ ＡＧＧ Ｔ３′，ＳｉａＤ（Ｃ）Ｒ５′ＣＡＡ ＴＣＡ ＣＧＡ ＴＴＴ
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ＧＣＣＣＡＡＴＴＧＡＣ３′。扩增及检测条件：９２℃３０ｓ，５５℃４０

ｓ，７２℃３０ｓ，３７个循环。ＰＣＲ反应产物用１．５％琼脂糖凝胶

电泳，６Ｖ／ｃｍ，１０００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒ作参照。

１．３．２　ＭＬＳＴ 分型　７个基因分别是：ａｂｃＺ、ａｄｋ、ａｒｏＥ、

ｆｕｍＣ、ｇｄｈ、ｐｄｈＣ及 ｐｇｍ，参照 ＰｕｂＭＬＳＴ（ｗｗｗ．ｐｕｂｍｌｓｔ．

ｏｒｇ）公布的 Ｎ．ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｓ标准方案进行，循环条件：９４ ℃

２ｍｉｎ，９４℃４５ｓ，５８℃４５ｓ，７２℃６０ｓ，２９个循环；７２℃５

ｍｉｎ。ＰＣＲ产物委托华大基因有限公司进行测序。７个基因测

序结果与ＰｕｂＭＬＳＴ数据库进行比对，获得各基因位点的等位

基因数值，并形成相应的等位基因谱，判断其序列型（ＳＴ）。

１．３．３　药敏检测　根据２０１１年１月美国临床实验室标准化

协会（ＣＬＳＩ）制定的 Ｎｍ药敏标准 Ｍ０２及 Ｍ０７对菌株进行体

外药敏试验。选取的抗菌药物为头孢噻肟、头孢曲松、美罗培

南、阿奇霉素、咪诺霉素、环丙沙星、萘啶酸、甲氧苄啶／磺胺甲

恶唑、氯霉素、利福平、青霉素和氨苄西林。对青霉素和氨苄西

林采用Ｅｔｅｓｔ法测定最低抑菌浓度（ＭＩＣ），对其余抗菌素采用

纸片法测定。

２　结　　果

２．１　分离培养与鉴定结果　首例病例从血液标本培养出脑膜

炎奈瑟菌、第３例病例从脑脊液培养出脑膜炎奈瑟菌各１株，

经常规鉴定，均为Ｃ群脑膜炎奈瑟菌。第２例及１７例密切接

触者咽拭子标本均未检出脑膜炎奈瑟菌。第２例、第３例病例

脑脊液标本，乳胶凝集试验Ｃ群呈强阳性。首例病例的培养

菌株送广东省疾病预防控制中心微检所作进一步确认和分型。

２．２　ＰＣＲ检测结果　首例病例分离株ＤＮＡ提取物经ＰＣＲ

检测，Ｎｍ属特异性ｃｒｇＡ基因及Ｃ群ｓｉａＤ基因均为阳性。第

２例、第３例病例脑脊液标本ＤＮＡ提取物ＰＣＲ检测Ｃ群ｓｉａＤ

基因均阳性。

２．３　ＭＬＳＴ分析结果　首例病例分离株成功扩增出流脑７个

看家基因ａｂｃＺ、ａｄｋ、ａｒｏＥ、ｆｕｍＣ、ｇｄｈ、ｐｄｈＣ及ｐｇｍ。７个看

家基因测序结果与ＰｕｂＭＬＳＴ数据库进行比对，获得各看家基

因位点的等位基因数值分别为２２２、３、５８、２７５、３０、５及２５５，为

ＳＴ４８２１型，属于ＳＴ４８２１ＣＯＭＰＬＥＸ克隆系。

２．４　药敏检测结果　根据２０１１年美国ＣＬＳＩ抗微生物药物敏

感性试验的Ｎｍ抑菌环直径解释标准和相对应 ＭＩＣ折点值进

行判断，两株病人分离株对头孢噻肟、头孢曲松、美罗培南、阿

奇霉素、咪诺霉素、氯霉素、利福平、青霉素、氨苄西林敏感。Ｅ

ｔｅｓｔ法测定，两株菌青霉素的 ＭＩＣ均为０．０２３μｇ／ｍＬ，氨苄西

林的 ＭＩＣ均为０．０２３μｇ／ｍＬ。但两株菌对环丙沙星、萘啶酸、

甲氧苄啶／磺胺甲恶唑均耐药。

３　讨　　论

本次疫情在１周内同一学校里共发生３例病例，从第１例

病例血液、第３例病例脑脊液标本中分别分离出Ｃ群Ｎｍ；第２

例患者未分离到菌株，但脑脊液ＤＮＡ提取物ＰＣＲ检测，Ｃ群

ｓｉａＤ基因也为阳性。根据流行病学调查及实验室检测结果，确

认为近年梅州市首次报告的Ｃ群流脑聚集性疫情。

菌株 ＭＬＳＴ分型结果显示，梅州市报告的首例Ｃ群 Ｎｍ

为ＳＴ４８２１型，与安徽省的流行菌株一致
［２］。随着２００５年

ＳＴ４８２１克隆系在安徽出现暴发，全国多个省市陆续出现发病

情况［３］，因此在今后的流脑防控工作中，应引起高度重视。

本次的分离菌株对环丙沙星、奈啶酸、甲氧苄啶／磺胺甲恶

唑产生不同程度耐药，与浙江省报道的相一致［４］，但对头孢噻

肟、头孢曲松、美罗培南、阿奇霉素、咪诺霉素、氯霉素、利福平、

青霉素、氨苄西林敏感。流脑病人菌株、健康携带者菌株可表

现出不同的耐药性特征，在选择抗菌药物进行流脑病人治疗以

及流脑流行季节人群预防性服药时，应分别对流脑病人、健康

人群菌株进行药物敏感性监测，以提高药物治疗、预防性服药

的敏感性和针对性［５］。

研究显示，广东省流脑患者及健康人群携带菌株中，Ｃ群、

Ｂ群流脑菌株的比例呈上升趋势，流脑流行菌群正在发生从Ａ

群到Ｃ群、Ｂ群的变化
［６］。鉴于人群对Ｃ群 Ｎｍ普遍易感，存

在Ｃ群流脑流行或暴发的可能，应加强对Ｃ群 Ｎｍ的监测，密

切关注Ｃ群流脑的发病及流行趋势，及早采取Ａ＋Ｃ群流脑疫

苗接种为主的综合措施加以预防［７］。
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