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摘’要!目的’了解近年来无锡市不同来源的副溶血性弧菌的毒力基因携带情况(血清型和耐药性$ 方法’对

于分别来源于食源性疾病事件(哨点医院监测标本(外环境监测样品的 /! 株副溶血性弧菌分离株#采用 l?)进

行毒力基因鉴定#玻片凝集试验进行血清分群#纸片法进行耐药试验$ 结果’/! 株副溶血性弧菌中#食源性疾

病事件(哨点医院(外环境监测这三种来源的分离株中携带 %4& 基因的菌株分别占 %*.&\ * (! 0(, + (%%.$\

*#/ 0,,+和 (,.&\** 0#,+ )食源性疾病事件分离株和哨点医院分离株血清群以 W# 为主#分别占比 %*.&\ *(! 0

(,+和 $*./\*!/ 0,,+ #外环境监测分离株无优势血清群)食源性疾病事件(哨点医院(外环境监测这三种来源的

分离株中耐氨苄西林的菌株分别占 #*.&\ ** 0(,+ ($*./\ *!/ 0,,+和 ((.%\ *, 0#,+ $ 不同来源的菌株对氯霉

素(氨苄西林0舒巴坦(庆大霉素(亚胺硫霉素都表现为 (""."\敏感$ 结论’!"(!,!"(, 年无锡市从食源性疾

病事件(哨点医院监测标本和外环境监测样品分离出的副溶血性弧菌在毒力基因(血清群(耐药情况上均有较大

差异$ 建议结合耐药试验结果#在无锡市临床治疗副溶血性弧菌感染病例时#抗生素使用首选氯霉素(氨苄西

林0舒巴坦(庆大霉素(亚胺硫霉素$
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’’副溶血性弧菌"a(E(.3=#.#&#";3$6%(0FG%sl#广泛
分布于沿岸海水,海河交界环境中%在鱼类和贝类等
海水产品中检出率较高+ 由该菌引起的食源性疾病
呈世界性分布%尤其在沿海地区发病率较高+ 国家食
源性疾病监测网及国家食品安全信息监测系统统计
数据显示$!""!!!""& 年暴发的细菌性食源性疾病事
件中%副溶血性弧菌位居病原菌之首/(0 + 江苏省无锡
市是副溶血性弧菌感染的高发地区%系统的研究该地
区环境和食品中副溶血性弧菌的带菌水平以及流行
菌株的生物学特征%对于了解副溶血性弧菌的传播规
律,新型致病菌株特征以及制定有效的控制策略具有
重要意义+ 本研究收集了 !"(!!!"(, 年无锡市不同
来源的副溶血性弧菌菌株共 /! 株%对这些菌株进行
耐热直接溶血素"%4&#,耐热相关溶血素"%.&#,不耐
热溶血素"%$&#三种毒力基因的检测/!-,0 ,血清学检测
和耐药试验+ 综合检测结果对副溶血性弧菌在无锡
市的流行情况进行分析%为今后研究及疫情暴发突发
事件处理奠定基础+

(’材料与方法
(.(’材料
(.(.(’菌株来源

所有菌株均来自 !"(!!!"(, 年无锡市检出的
副溶血性弧菌%由无锡市疾病预防控制中心菌种库
保存+ 其中 (, 株为食源性疾病事件中病人的粪便,
肛拭,食品及环境分离株%,, 株为 $*! 例哨点医院
腹泻病人的粪便,肛拭分离株%#, 株为 $,( 份外环
境监测样品"包括海产鱼类,虾类,贝类,淡水产品,
太湖水等#分离株%根据 [J,&%/.&!!"(# ’食品安
全国家标准 食品微生物学检验 副溶血性弧菌检
验* /*0进行检验+ 所有菌株均使用全自动细菌鉴定
仪经过系统性生化鉴定%确定为副溶血性弧菌且符
合率都在 /"\以上+
(.(.!’主要仪器与试剂

全自动细菌鉴定仪"法国 J=9hBC=BN<#%l?)仪
"德国 EB:G9eNBG@Y>Q3F3AB#%[BAZ93f)凝胶成像系
统"美国 J=9-)>D#+

(( 种副溶血性弧菌诊断血清"日本生研株式会
社#%药敏纸片 "北京陆桥生物技术有限公司 #%
K?JE 琼脂,营养琼脂均购自杭州微生物试剂有限
公司%副溶血性弧菌显色培养基"法国科玛嘉#+
(.!’方法
(.!.(’引物合成

6Z+!"", 标准推荐使用的三对毒力基因引物
见表 (%由上海生工生物工程技术服务有限公司
合成+

表 (’副溶血性弧菌毒力基因检测的引物序列

K>QAB(’lC=IBCGBONB:3BG94a(E(.3=#.#&#";3$6%(0FGM=CNAB:3B

;B:BDB@B3@=9:
基因名称 引物序列"*8-#8 # 产物大小0QL

%4&

%$&

%.&

[K+++[[K?K?K[+?KKKK[[+?
K[[++K+[++??KK?+K?KK?+??
+++[?[[+KK+K[?+[++[?+?K[
[?K+?KKK?K+[?+KKKK?K?K[?
KK[[?KK?[+K+KKKK?+[K+K?K
?+K++?+++?+K+K[???+KKK??[

!&"

,*"

*""

(.!.!’毒力基因检测
模板制备$经系统生化鉴定为阳性的 sl菌株

转血平板% #$ q培养 !, 5%刮取菌落于 ("" !A
DDT!W中%("" q水浴 (* I=:%以 (" *"/ c/ 离心
(" I=:%吸取上清%置于 d!" q备用

l?)反应体系"!" !A#$! cI=<@NCB(" !A%上,下
游引物各 ".* !A%水 % !A%模板 ( !A+

l?)反应条件$# 种毒力基因的 l?)条件相
同%均为 /, q预变性 # I=:& /, q变性 ( I=:%
$" q退火 ( I=:%&! q延伸 ( I=:%共 #" 个循环&
&! q延伸 & I=:+ 取 * !A扩增产物用 (.*\琼脂
糖凝胶电泳 " (%" s%#" I=:# %凝胶成像仪读取
图像+
(.!.#’血清学分型

根据 [J,&%/.&!!"(# /*0进行 W抗原检测+
(.!.,’耐药试验

根据美国临床标准委员会"7??YE#推荐的 g-J

法进行%使用甲氧苄氨嘧啶0磺胺甲噁唑,环丙沙
星,氨苄西林等 (" 种抗生素%耐药结果按照 ’美国
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临床实验室标准化委员会标准与指南 * /$0 标准
判定+

!’结果
!.(’毒力基因检测结果

食源性疾病事件,哨点医院,外环境监测 # 种来

源菌株的毒力基因携带情况详见表 !+ 在 !"(!!
!"(, 年无锡市收集到的 /! 株 sl菌株中%携带 %4&
基因的菌株 *$ 株%携带率 $"./\%携带 %.& 基因的
菌株 & 株%携带率 &.$\%携带 %$& 基因的菌株/! 株%
携带率 (""."\+

表 !’副溶血性弧菌毒力基因携带情况
K>QAB!’s=CNAB:3B;B:BG94sl

菌株来源
%4& 基因 %.& 基因 %$& 基因

菌株数0株 携带率0\ 菌株数0株 携带率0\ 菌株数0株 携带率0\

食源性疾病事件 (! %*.&"(! 0(,# ! (,.#"! 0(,# (, ("".""(, 0(,#

哨点医院 #/ %%.$"#/ 0,,# , /.(", 0,,# ,, (""."",, 0,,#

外环境监测 * (,.&"* 0#,# ( !./"( 0#,# #, ("".""#, 0#,#

合计 *$ $"./"*$ 0/!# & &.$"& 0/!# /! ("".""/! 0/!#

!.!’菌株血清分型结果
在 /! 株 sl的血清学分型中%三种不同来源分

离株的血清型分型结果见表 #+ 从表 # 可以看出%除
& 株由于所购诊断血清"(( 种#限制未能分群%其余血
清型分布在 W(,W!,W#,W,,W*,W%,W(",W((+ 其中
W# 群所占比例最大%为 *!.!\",%0/!#%其余依次为

W,,W(,W(",W!,W*,W%,W((+ (, 株食源性疾病分离
株中%W# 群占 %*.&\"(!0(,#%另有 ( 株 W( 和 ( 株
W,&,, 株哨点医院分离株%W# 群占 $*./\"!/0,,#%
其次是 W, 占 ((.,\"*0,,#%W(" 占 $.%\"#0,,#%其
余血清型占 (*./\"&0,,#&#, 株外环境监测分离株%
W# 占 !".$\"&0#,#%无明显优势株+

表 #’不同来源的 sl血清型分布情况"株#

K>QAB#’EBC9@FLBD=G@C=QN@=9: 94sl

菌株来源
W抗原

W( W! W# W, W* W% W(" W((
其他
血清

合计

食源性疾病事件 ( " (! ( " " " " " (,

哨点医院 ( ! !/ * ( ( # " ! ,,

外环境监测 $ # & , # ! # ( * #,

合计 % * ,% (" , # $ ( & /!

!.#’耐药试验结果
在 /! 株 sl的耐药试验中%氯霉素,氨苄西林0

舒巴坦,庆大霉素,亚胺硫霉素 (""."\敏感&甲氧
苄氨嘧啶0磺胺甲噁唑 , 株耐药",.#\#&环丙沙星
! 株耐药"!.!\#%* 株中介"*.,\#&头孢西丁 # 株
中介"#.#\#&头孢唑啉 !$ 株中介 "!%.#\#&四环
素 (! 株 中 介 " (#."\#& 氨 苄 西 林 #% 株 耐 药
" ,(.#\#% #$ 株 中 介 " #/.(\#% (% 株 敏 感
"(/.$\#%具体见表 ,+

(, 株食源性疾病分离株中%甲氧苄氨嘧啶0磺
胺甲噁唑 ( 株耐药&环丙沙星 ( 株耐药%( 株中介&

氨苄西林 * 株耐药%$ 株中介%# 株敏感+ ,, 株哨点
医院分离株中%甲氧苄氨嘧啶0磺胺甲噁唑 # 株耐
药&环丙沙星 ( 株耐药%, 株中介&氨苄西林 !/ 株耐
药%(! 株中介%# 株敏感+ #, 株外环境监测分离株
中%氨苄西林 , 株耐药%(% 株中介%(! 株敏感%具体
见表 *+

#’讨论
尽管副溶血性弧菌是引起食源性疾病的重要

’’’’表 ,’/! 株 sl耐药率,中介率和敏感率情况

K>QAB,’)BG=G@>:3BIBD=>@=9: >:D GB:G=@=MBC>@B94sl

抗生素
耐药 中介 敏感

菌株数
0株

耐药率
0\

菌株数
0株

耐药率
0\

菌株数
0株

耐药率
0\

甲氧苄氨嘧啶0
磺胺甲噁唑

, ,.# " "." %% /*.&

环丙沙星 ! !.! * *., %* /!.,

氯霉素 " "." " "." /! (""."

氨苄西林0舒巴坦 " "." " "." /! (""."

氨苄西林 #% ,(.# #$ #/.( (% (/.$

庆大霉素 " "." " "." /! (""."

头孢西丁 " "." # #.# %/ /$.&

头孢唑啉 " "." !$ !%.# $$ &(.&

四环素 " "." (! (#." %" %&."

亚胺硫霉素 " "." " "." /! (""."

病原菌%但大多数的菌株没有致病能力%只有少数
高毒力的菌株才会致病 /&0 %其毒力基因主要有 %4&,
%.&,%$& 等+ %4& 可在我妻氏血平板上产生一种特殊
的溶血现象%称作神奈川现象+ 临床上分离出的 sl

株几乎都是神奈川阳性%因此通常认为神奈川阳性
为产毒菌株%阴性为非产毒菌株 /%0 + 尽管 %4& 被公

认为是 sl的主要毒力因子%流行病学调查也表明
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’’’’ 表 *’不同来源的 sl耐药试验情况"株#

K>QAB*’+:@=Q=9@=3CBG=G@>:3B94sl4C9ID=44BCB:@G9NC3BG

抗生素
食源性疾病事件 哨点医院 外环境监测

耐药 中介 敏感 耐药 中介 敏感 耐药 中介 敏感
甲氧苄氨嘧啶0磺胺甲噁唑 ( " (# # " ,( " " #,

环丙沙星 ( ( (! ( , #/ " " #,

氯霉素 " " (, " " ,, " " #,

氨苄西林0舒巴坦 " " (, " " ,, " " #,

氨苄西林 * $ # !/ (! # , (% (!

庆大霉素 " " (, " " ,, " " #,

头孢西丁 " ( (# " ! ,! " " #,

头孢唑啉 " $ % " (/ !* " ( ##

四环素 " # (( " $ #% " # #(

亚胺硫霉素 " " (, " " ,, " " #,

sl的致病力同其 %4& 有高度相关性%但由于近几年
食源性疾病的临床分离菌株中也有少数呈神奈川
阴性的%其携有编码 %.& 基因%可导致肠胃炎的发
生%证明了 %.& 也是一些菌株%特别是神奈川阴性菌
株的毒力因子 //0 + %$& 是 sl的一种特异性基因%所
有的 sl均含有该基因%因此检测该基因对 sl的鉴
定具有重要意义 /("-((0 + 但 %$& 的功能和致病性迄今
仍不清楚%还需要进一步研究+

本研究对 !"(!!!"(, 年无锡市 sl的 %4&,%.&,
%$& 三种毒力基因进行检测%分离的 /! 株 sl的 %4&,
%.&, %$& 基 因 携 带 率 分 别 为 $"./\, &.$\ 和
(""."\%携带三种毒力基因的菌株占 &.$\+ 不同
来源的菌株其 %4& 毒力基因的携带情况有较大差
异%食源性疾病事件分离株和哨点医院分离株的 %4&
携带率分别为 %*.&\和 %%.$\%外环境监测分离株
%4& 携带率 "(,.&\#明显少于前两种来源分离株%

这与有关报道 /(!0相一致+ 食源性疾病事件分离株
%.& 携带率最高 "(,.#\#%其次为哨点医院分离株
"/.(\#%外环境监测分离株最少"!./\#%三种来
源的菌株 %$& 携带率均为 (""."\+ 环境产品分离
株中携带 %4& 基因的致病株较少检出%可能是由于
致病株不占优势地位%其拷贝数低于现有检测方
法%导致难以检出+

/! 株 sl的 W型血清群主要分布在 W#,W,,
W(,W(", W!, W*, W%, W((% W 群 分 型 率 /!.,\
"%*0/!#%W# 群占优势地位"*!.!\#+ 食源性疾病
事件,哨点医院和外环境监测分离株中 W# 群分别
占 %*.&\,$*./\和 !".$\%同另外两种来源相比%

外环境监测分离株 W群分布率较为平均+ 外环境
监测分离到的 W,,W(,W# 株在哨点医院和食源性疾
病事件分离株中均发现有同型别菌株%这表明外环
境监测分离株与哨点医院和食源性疾病事件有关
联的可能%环境产品在运输,零售,烹制等过程中有
潜在危险%值得关注+ sl的流行血清群可能随时间
推移而改变%而环境分离株血清群呈分散分布%无

明显优势群%增加了 sl疾病防控的难度+ 在一起
sl引起的食源性疾病事件中%可能会分离到一种以
上的血清群%因此有必要挑取多个形态的菌落并进
行血清凝集%避免漏检+

从耐药试验的结果可以看出%无锡市检出的 sl
对氨苄西林具有较高的耐药性%耐药菌株比例达到
了 ,(.#\"#%0/!#%只有 (/.$\ "(%0/!#的菌株对
氨苄西林敏感+ 食源性疾病事件,哨点医院及外环
境监测分离株的氨苄西林耐药率分别为 #*.&\
"*0(,#,$*./\"!/0,,#和 ((.%\",0#,#+ 外环境
监测分离株的耐药率明显少于食源性疾病事件分
离株和哨点医院分离株%这可能是由于人们滥用抗
生素导致不同来源的 sl在耐药性上的分化+ T>:
等 /(#0在国外的研究中发现 sl对氨苄西林的耐药
率达到了 %(\%虽然无锡市的氨苄西林菌株耐药率
没有达到这个水平%但也应该引起足够的重视%建
议不再使用该类药物+ 甲氧苄氨嘧啶0磺胺甲噁唑
和环 丙 沙 星 也 有 少 量 的 耐 药 菌 株% 分 别 为
, 株和 ! 株%这两种药也应慎用+ 对于中介率较高
的头孢唑啉 " !%.#\% !$0/! # 和四环素 " (#."\%
(!0/!#%应警惕 sl向耐药株转移+ 氯霉素,氨苄西
林0舒巴坦,庆大霉素,亚胺硫霉素这四类药对 sl
均为 (""."\敏感%建议无锡市针对 sl的用药可以
选用这些类别+
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