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摘$要!目的$了解北京市顺义区部分市售双壳贝类中副溶血性弧菌及诺如病毒的污染情况!为相关感染性腹泻

的防治提供依据# 方法$&%#U 年 U p#% 月采集顺义区市场的双壳贝类!取适量样品分离其消化腺!进行样品前处

理!提取病毒 (@*后采用实时荧光定量逆转录+聚合酶链式反应 &(Q+_?(’法检测诺如病毒# 剩余样品按照 ]L

"U,’.U(&%#!)食品安全国家标准 食品微生物学检验 副溶血性弧菌检验*进行副溶血性弧菌的分离鉴定# 对检出

的副溶血性弧菌进行毒力基因&(/,!(#,!(:,’检测"耐药性分析和脉冲场凝胶电泳&_E]V’分子分型# 结果$)% 份

双壳贝类样品中有 #, 份检出副溶血性弧菌&#, 株’!检出率为 !-.%q$有 , 份样品携带诺如病毒# 分离的副溶血

性弧菌 #U 株为 (/, i(#,<(:,+型!# 株为 (/,<(#,<(:,+型$所有副溶血性弧菌均对氨苄西林耐药!对其他抗生素均敏感$

_E]V图谱聚类后呈现多态性!存在多个克隆群# 诺如病毒只在 #% 月份检出!分布于牡蛎"蛏子和扇贝中!均为

](型核酸阳性# 结论$顺义区市售双壳贝类中存在副溶血性弧菌和 ](型诺如病毒!需警惕感染风险# 分离的

副溶血性弧菌呈现多态性!但毒力基因携带率较低!对大多数抗生素敏感#
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$$副溶血性弧菌"M54:5".%:%,%’G"/)(5631#和诺如
病毒"@":"95:31#是引起腹泻常见的病原体%分别在
细菌性腹泻和病毒性腹泻中占重要比例 *#+&+ , 诺如
病毒属于杯状病毒科-诺瓦克病毒属%感染人类的
主要为 ]’和 ](型%特点是人类普遍易感-感染性
强%低剂量"&#, 个病毒颗粒#即可引发感染 *!+ %常
见于急性胃肠炎暴发疫情%北京市顺义区近年来也
时有报道 *"+)+ , 副溶血性弧菌的特点是具有嗜盐
性%经常在海产品中检出%食用海鲜成为副溶血性
弧菌感染的可能来源 *-+U+ , 另外%贝类是滤食动物%

消化腺有富集细菌病毒的特性%且消化组织具有类
似于诺如病毒受体的物质%是引发食源性腹泻的高
危食品 *,+#%+ , 本研究为了解顺义区市场海鲜食品中
副溶血性弧菌和诺如病毒的污染状况%采集市售双
壳贝类为代表%同时检测其中的副溶血性弧菌和诺
如病毒%并对阳性菌株进行分子特征分析%为感染
性腹泻疾病防控提供相关依据,

#$材料与方法
#.#$材料
#.#.#$样品采集

所有检测的样品均采自顺义区的农贸市场-超
市等不同场所’采样时间为 &%#U 年 U p#% 月%每月
上下旬各一次%每次采样 - 份%最后一次采样 , 份%

共 )% 份, 采样种类包括蛏子-牡蛎-扇贝-花蛤-文
蛤等双壳贝类, 样品采集后当日送至实验室并立
即进行检测,
#.#.&$主要仪器与试剂

5<>4A2H2BCD!",%(荧光定量聚合酶链式反应
"_?(#仪"德国罗氏#%a6QVb+& 细菌全自动鉴定仪
"法国梅里埃#%?XVE&脉冲场凝胶电泳 "_E]V#

仪-]CB+[Z?r(凝胶成像系统均购自美国 L<:+(9F,

革兰阴性鉴定卡-阴性细菌药敏卡均购自法国
梅里埃%L4%’和 $&5’内切酶"美国 @COV=>B9=F#%

蛋白酶 b"德国 ‘CD2J#%副溶血性弧菌毒力基因多
重 _?(检测试剂盒"北京卓成惠生生物科技有限公
司#%!q氯化钠碱性蛋白胨水"北京君立康科技发
展有限责任公司#%科玛嘉显色培养基"上海欣中生
物有限公司#%(@*提取试剂盒"德国 f<9>C=#%诺如
病毒 ]’/](检测试剂盒"江苏硕世生物科技股份
有限公司#%大肠埃希菌噬菌体 ‘G& 过程控制试剂
盒"北京良润生物科技有限公司#, 所有试剂均在
有效期内使用,

#.&$方法
#.&.#$样品前处理及核酸提取

将贝类样品进行解剖%尽量去除外膜及消化腺
周围的脂肪组织%称取消化腺 ".% >研磨均质%用于
诺如病毒检测, 本研究以 ‘G& 作为过程控制病毒%

以检测-计算 ‘G& 的回收率得到诺如病毒的提取效
率, 均质后的样品平均分为 & 份%一份加 #% $B‘G&
"*液#%另一份不加 ‘G&"L液#%样品分别加& KB磷
酸盐缓冲液和 #% $B蛋白酶 b"&% K>/KB#%!U m振
荡消化 -% K<=%-% m水浴 #) K<= 灭活蛋白酶 b%,
%%% D/K<= 离心 ) K<=%取上清于离心管中%记录液体
体积%提取 (@*,
#.&.&$‘G& 病毒质控及诺如病毒 _?(检测

取 &% $B‘G& 病毒%’) m加热 ) K<= 冷却%作为
原液%然后用无核糖核酸酶"(@9IC#的水进行倍比
稀释%形成 #-#% n#-#% n&-#% n!梯度系列的核酸溶液%

作为 ‘G& 标准品模板, 根据 ‘G& 试剂盒要求配置
体系%模板分为 ! 类$) $B*液-) $BL液 i# $B
‘G&-) $B水 i# $B‘G&%空白对照为无 (@9IC超纯
水%阴性对照为试剂盒提供%根据 ‘G& 过程控制试
剂盒设置参数进行实时荧光定量逆转录+聚合酶链
式反应"(Q+_?(#, 以 ‘G& 病毒 (@*浓度的 B>值
为 D轴%以其循环阈值 "?A值#为 )轴建立标准曲
线%每一批次试验都需进行 ‘G& 标准曲线测定, 根
据样品中 ‘G& 病毒实时荧光定量 (Q+_?(的 ?A值
和试剂盒给出的公式计算提取效率和扩增抑制指
数%样品中 ‘G& 提取效率&#q则判定此次富集-提
取过程有效%否则无效%重复试验, 抑制指数 l& 为
合格%否则需比较 #% 倍稀释样品的抑制指数,

以样品核酸为模板%按照诺如病毒 ]’/](检
测试剂盒的要求配制反应液和设置参数进行实时
荧光定量 (Q+_?(检测,
#.&.!$副溶血性弧菌分离鉴定及毒力基因检测

贝类样品参照 ]L"U,’.U!&%#! (食品安全国
家标准 食品微生物学检验 副溶血性弧菌检验) *##+

进行副溶血性弧菌分离检验%a6QVb+& 细菌全自动
鉴定仪鉴定,

采用热裂解法提取细菌 [@*$单一菌落接种于
胰蛋白胨大豆琼脂培养基%!U m培养 #, p&" 4 后%

挑取一环菌苔于 &%% $B灭菌水中充分研磨%沸水浴
) K<=%#% %%% D/K<= 离心 ) K<=%上清即为模板, 按
照毒力基因多重 _?(检测试剂盒要求对副溶血性
弧菌菌株进行 (/,-(#,-(:, 基因检测,
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#.&."$副溶血性弧菌药敏试验
用 a6QVb+& 细菌鉴定系统对分离出的副溶血

性弧菌进行药敏分析%药敏试验结果判断按照说明
书要求读取为耐药"DCI<IA9=A#-中介"<=ACDKCF<9AC#以
及敏感"IC=I<A<NC#,
#.&.)$副溶血性弧菌 _E]V分子分型

将副溶血性弧菌分离株用 $&5’酶进行酶切,
选用沙门菌标准菌株"X’,#&%北京市疾病预防控制
中心传染病所#作为分子量标记%用 L4%’酶进行酶
切, 设置电泳条件$片段大小 U, p!’- JM’电泳时间
#, p#’ 4’脉冲时间 #% p!) I, 获得电泳图谱用
L<:@PKCD<2I对电泳结果进行聚类分析,
#.!$统计学分析

采用 G_GG #’.% 软件进行统计学检验%计数资
料比较用卡方检验%以 -l%.%) 为差异有统计学
意义,

&$结果
&.#$污染状况

)% 份 样 品 中 有 #, 份 检 出 副 溶 血 性 弧 菌
"#, 株#%检出率为 !-.%q’有 , 份检出诺如病毒%
检出率为 #-.%q, U 月上旬至 #% 月上旬副溶血性
弧菌均有检出%U 月下旬至 ’ 月下旬检出率一直维
持在 )%.%q"!/-#%#% 月下旬未检出"见图 ##, U p
’ 月未检出诺如病毒%#% 月上旬检出 # 份%#% 月下
旬检出率达到 ,U.)q"U/,#, & 种病原体主要分布
在牡蛎-蛏子-扇贝-花蛤中"见图 &#%其中牡蛎-蛏
子的副溶血性弧菌检出率分别为 )%.%q "-/#& #-
)%.%q"’/#,#, 各种贝类副溶血性弧菌和诺如病
毒的检出率差异均无统计学意义 "*& e).#)&%-t
%.%)’*& e%.’,#%-t%.%)#,

图 #$贝类副溶血性弧菌和诺如病毒检出的时间分布
E<>PDC#$Q<KCF<IAD<MPA<:= :3A4CFCAC2A<:= :3M54:5"

.%:%,%’G"/)(56319=F @":"95:31<= I4CBB3<I4

&.&$实时荧光定量 (Q+_?(结果
通过 ‘G& 标准品 ?A值得到标准曲线方程 )e

n!.’#’Di#-.-&%2& e%.’’-, 根据每份样品中
‘G& 的 ?A值计算该份样品的提取效率及抑制指数%

图 &$副溶血性弧菌和诺如病毒在不同样品中的分布情况
E<>PDC&$[<IAD<MPA<:= :3M54:5".%:%,%’G"/)(5631

9=F @":"95:31<= F<33CDC=A29AC>:D<CI

均在有限范围内则认定诺如病毒结果可信, 实时
荧光定量 (Q+_?(结果显示%, 份样品检出的诺如
病毒均为 ](型,

所检出的副溶血性弧菌经毒力基因多重 _?(

鉴定%#U 株为 (/, i(#,<(:,<型%# 株为 (/,<(#,<(:,+型,
&.!$副溶血性弧菌药敏试验结果

针对氨苄西林-氨苄青霉素/舒巴坦-哌拉西
林/他唑巴坦-头孢唑林-头孢替坦-头孢他啶-头孢
曲松-安曲南-亚胺培南-阿米卡星-庆大霉素-妥布
霉素-环丙沙星-左氧氟沙星-呋喃妥英-复方新诺
明的药敏试验显示%所检出的副溶血性弧菌均只对
氨苄西林耐药%且耐药率达 #%%q%对其他抗生素均
敏感,
&."$副溶血性弧菌 _E]V结果

#, 株副溶血性弧菌菌株经 $&5’酶切后获得条
带图谱%经 L<:@PKCD<2I聚类分析%结果显示菌株间
的相似值为 #&.!"q p’".,Uq%呈多样性%存在多
个克隆群%存在相似度高的菌株%但大多数差异较
大%见图 !,

!$讨论
&%#U 年 U p#% 月北京市顺义区市售双壳贝类

副溶血性弧菌总检出率为 !-.%q%最接近于严寒秋
等 *#&+报道的北京市市售牡蛎中副溶血性弧菌检出
率"!!.Uq#%北京市 *#!+ -天津市 *#"+ -山东省 *#)+类似
研究中海产品的副溶血性弧菌检出率达 #-.Uq p
)’."-q, 检出率有差别一方面可能由于顺义区的
贝类产品大多来自全国各地%来源地复杂%运输储
存过程也不尽相同%地域相关性无法突显’另一方
面与采样品种有关%贝类为滤食性动物%容易富集
细菌病毒%比其他海产品更容易检出副溶血性弧
菌, 从本研究可看出牡蛎-蛏子的副溶血性弧菌检
出率稍高于其他种类, 另外%贝类中副溶血性弧菌
的检出存在季节性%本研究中夏季副溶血性弧菌检
出率较高%进入 #% 月份天气变冷%检出率出现骤降%
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图 !$副溶血性弧菌 _E]V的聚类结果
E<>PDC!$?BPIACDDCIPBAI:3M54:5".%:%,%’G"/)(5631_E]V

可能因为 ) p’ 月海水温度高%利于副溶血性弧菌繁
殖%这与腹泻病例中副溶血性弧菌夏秋季检出率
高 *#-+存在联系,

文献 *#U+#,+报道牡蛎携带诺如病毒呈明显的季
节分布%以冬春季检出率高%随着水温降低%检出率
升高, 这可能影响人群诺如病毒流行规律, 北京
市肠道门诊腹泻患者诺如病毒 #% 月开始出现检出
高峰 *#’+ %这与本研究中 #% 月下旬诺如病毒检出率
较高的结果一致, 倪云龙等 *&%+报道不同种类双壳
贝类诺如病毒感染率有差异%以牡蛎中阳性率最
高%而本研究中牡蛎-蛏子-扇贝均检出诺如病毒%
并无种类差异%可能由于样品数量少-采样种类随
机%缺乏代表性, 国内文献 *&#+&!+较多报道牡蛎中检
出诺如病毒%本研究提示蛏子-扇贝可能也是高危
食品%因此居民在食用此类海产品时还应注意烹调
方式%避免交叉污染%警惕诺如病毒感染,

副溶血性弧菌的耐热直接溶血素"Q[X#-耐热
直接相关溶血素 "Q(X#被认为是引起胃肠炎的主
要因子, 不耐热溶血素"Q5X#的基因具有高度保守
性%并与溶藻弧菌中的 (/, 基因具有较高相似性%但
鉴定致病相关的证据不足 *&"+ , 本研究中大多数菌
株检出 (/, 基因%未检出 (#,-(:, 基因%所以不携带毒
力基因%为非致病菌株%这与全国水产品副溶血性
弧菌毒力基因检出情况基本类似 *&)+ , 北京市引起
腹泻的副溶血性弧菌中优势基因型为 (/, i(#, i
(:,+*&-+ %当贝类被副溶血性弧菌产毒菌株污染时才
引起腹泻暴发与流行, 食品中检出副溶血性弧菌
并不代表致病%所以日常检测中更应考虑毒力因子
的进一步检测,

本研究中副溶血性弧菌的 _E]V图谱差异较
大%亲缘关系有的相对较远%类型多样%存在多个克

隆群, 环境中副溶血性弧菌复杂多样且随时发生
变异%遗传信息量巨大%同一份样品也可检出多个
菌株型%且 _E]V图谱不同 *&U+&,+ %所以对环境中副溶
血性弧菌的 _E]V分型只有与临床腹泻患者分离菌
株关联研究才更有意义,

本研究中贝类分离的副溶血性弧菌菌株%对氨
苄西林的耐药性达 #%%q, 国内外副溶血性弧菌耐
药相关报道 *&’+!%+中均提到对氨苄西林高度耐药%考
虑贝类大多是滩涂养殖%抗生素使用较少%有可能
是近海海底环境受到污染, 国家应规范抗生素在
养殖业中的使用%避免生物富集%严格监督临床抗
生素使用,
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$$按照)食品补充检验方法工作规定*有关规定!)食品中那非类物质的测定*食品补充检验方法已经国家
市场监督管理总局批准!现予发布#

特此公告#
附件%食品中那非类物质的测定&LYG &%#,%)’

市场监管总局
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&相关链接%4AA;%//I9KD1I9<21>:N12=/>>/&%#,%U/A&%#,%U%"d&U",U-14AKB’


