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2019 年浙江省湖州市副溶血性弧菌病原学特征分析

严伟,沈月华,徐德顺

(湖州市疾病预防控制中心,浙江
 

湖州 　 313000)

摘　 要:目的 　 了解 2019 年浙江省湖州市副溶血性弧菌检出株的血清型别、毒力基因携带情况、抗生素敏感性以

及分子分型特征。 方法 　 收集湖州市 2019 年分离到的 92 株副溶血性弧菌阳性菌株,并对其开展血清学试验、毒

力基因检测、抗生素敏感试验和脉冲场凝胶电泳分子分型。 结果 　 病例源菌株主要血清型为 O3 ∶ K6,毒力基因型

为 tlh+ tdh+ trh- ,食品源主要血清型为 O2 ∶Kut,毒力基因型为 tlh+ tdh- trh- 。 分离株对氨苄西林有很高的耐药性,耐药

率达到 90. 22%(83 / 92);其次为庆大霉素和四环素。 分子分型显示,经 Not
 

I 酶酶切后,91 株副溶血性弧菌产生

81 个 PFGE 带型,相似度达到 85. 00%以上的克隆系有 16 个。 结论 　 2019 年湖州市副溶血性弧菌菌型多样性可能

是疾病高发的原因之一。 淡水产品和海水产品可能存在交叉污染,需加强相应监管。
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Abstract:
  

Objective 　 To
 

investigate
 

the
 

serotypes,
 

virulence
 

genes,
 

antimicrobial
 

resistance
 

and
 

molecular
 

characteristics
 

of
 

Vibrio
 

parahaemolyticus
 

in
 

Huzhou
 

of
 

Zhejiang
 

Province.
 

Methods　 Isolates
 

of
 

92
 

V.
 

parahaemolyticus
 

in
 

Huzhou
 

were
 

analyzed
 

by
 

serological
 

typing,
 

virulence
 

gene
 

detection,
 

antibiotic
 

resistance
 

testing,
 

and
 

pulsed-field
 

gel
 

electrophoresis
 

( PFGE)
 

for
 

molecular
 

typing.
 

Results 　 O3 ∶ K6
 

was
 

the
 

main
 

serotype
 

and
 

tlh+ tdh+ trh-
 

was
 

the
 

most
 

frequently
 

detected
 

virulence
 

genotype
 

in
 

clinical
 

strains.
 

O2 ∶ Kut
 

was
 

the
 

main
 

serotype
 

and
 

tlh+ tdh- trh-
 

was
 

the
 

most
 

frequently
 

detected
 

virulence
 

genotype
 

in
 

environmental
 

strains.
 

Antibiotic
 

resistance
 

testing
 

indicated
 

that
 

the
 

isolates
 

were
 

highly
 

resistant
 

to
 

ampicillin
 

(90. 22% , 83 / 92) ,
 

followed
 

by
 

gentamicin
 

and
 

tetracycline.
 

Following
 

the
 

restriction
 

enzyme
 

Not
 

I
 

digestion,
 

the
 

91
 

strains
 

yielded
 

81
 

PFGE
 

patterns,
 

and
 

16
 

clones
 

had
 

similarity
 

values
 

of
 

>85. 00% .
 

Conclusion　
The

 

etiologic
 

characteristics
 

of
 

V.
 

parahaemolyticus
 

varied,
 

which
 

might
 

be
 

one
 

of
 

the
 

reasons
 

for
 

high
 

incidence
 

of
 

foodborne
 

disease
 

in
 

Huzhou.
 

There
 

may
 

be
 

cross-contamination
 

between
 

freshwater
 

and
 

seawater
 

products,
 

so
 

it
 

is
 

necessary
 

to
 

strengthen
 

supervision
 

of
 

food
 

processing.
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　 　 副溶血性弧菌 ( Vibrio
 

parahaemolyticus, Vp) 是 一种革兰阴性嗜盐杆菌,广泛存在于近海岸的海

水、海底沉淀物和鱼、虾、贝类等水产品中,是沿海

地区引起感染性腹泻的主要病原菌之一 [ 1-2] ,可引

起急性胃肠炎和原发性败血症。 1950 年,Vp 首次

在日本一起食物中毒事件中检出,该事件由于摄入

了半干的小沙丁鱼造成了至少 272 人患病,20 人死

亡 [ 3] 。 近年来,随着海产品越来越多的运往内陆地

区供人们消费,内陆地区 Vp 感染病例逐年升高 [ 4] 。
湖州虽然地处内陆地区,但当地居民有喜食海鲜的

习惯,Vp 已经成为引起湖州地区感染性腹泻最主要
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的病原菌 [ 5] 。 2019 年湖州市食源性疾病监测及食

品安全风险监测共分离 Vp 菌株 92 株,为了解这些

菌株之间分布和进化情况,对 Vp 引起的疾病进行

预警和溯源,本研究对分离的菌株进行血清分型、
毒力基因、抗生素敏感试验检测,并结合脉冲场凝

胶电泳 ( pulsed-field
 

gel
 

electrophoresis,PFGE) 进行

分子特征分析。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 菌株

收集 2019 年湖州市分离的 Vp 阳性菌株 92 株。
其中在食源性疾病监测系统中分离患者标本得到

54 株,食品安全风险监 测 中 分 离 食 品 样 品 得 到

38 株。 PFGE 标 准 菌 株 为 布 伦 登 卢 普 沙 门 菌

( H9812) [ 6] ,来源于浙江省疾病预防控制中心。
1. 1. 2　 主要仪器与试剂 　

PFGE 仪 ( CHEF
 

Mapper
 

XA ) 、 凝 胶 成 像 仪

( GelDoc
 

XR+) 均购自美国 Bio-Rad,荧光聚合酶链

式反应( PCR) 仪 ( 7500,美国 ABI) ,全自动细菌鉴

定仪( Vitek
 

2
 

Compact,法国梅里埃) ,去离子水系统

(美国 Milipore) ,全自动微生物鉴定与药敏分析系

统( AIM+Vizion,美国 ThermoFisher) 。
Vp 诊断血清( 日本生研株式会社) ,限制性内

切酶 Xba
 

I、Not
 

I ( 日本 TaKaRa) ,琼脂糖 ( SeaKem
 

Gold,美国 Lonza) ,蛋白酶 K(美国 Merck) ,Vp( tdh、
trh、tlh)三重核酸检验试剂盒(荧光 PCR 法) (深圳

生科原生物股份有限公司) ,弧菌显色平板 ( 法国

CHROMagar) 。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 细菌的分离鉴定

食品源菌株的分离鉴定按照 GB
 

4789. 7—2013
《食品安全国家标准

 

食品微生物学检验
 

副溶血性

弧菌检验》 [ 7] 进行;病例源标本的处理是先将标本

接种于 3%NaCl 碱性胨水 37
 

℃ 增菌 16
 

h,取增菌液

接种于弧菌显色平板, 放置于 37
 

℃ 培养箱培养

18
 

h,然后从平板上挑取可疑菌落于细菌生化鉴定

仪上鉴定,最后确定 Vp 阳性菌株。
1. 2. 2　 血清学试验

分离纯化后的阳性菌株接种于 3%
 

NaCl
 

TSA
平板上,37

 

℃ 培养 18
 

h 后挑取单个菌落做玻片凝集

K 抗原。 O 抗原凝集需取新鲜培养菌落至 3% NaCl
盐水管中,研磨制成浓度均匀的菌悬液,放入 121

 

℃
高压灭菌 1

 

h,取出后 4
 

000
 

r / min 离心 10
 

min,弃去

上清液,沉淀重悬于少量生理盐水中。 此菌悬液用

于检测 O 抗原,凝集时同时用生理盐水对照。

1. 2. 3　 毒力基因检测

煮沸法提取 DNA。 首先挑取一环新鲜菌落于

200
 

μL 灭菌水充分研磨,然后将菌悬液置于 100
 

℃
水浴 10

 

min,水浴后 1
 

000
 

r / min 离心 5
 

min,此时上

清液即为含菌株 DNA 的悬液,置- 20
 

℃ 冰箱备用。
对全部 92 株 Vp 菌株进行毒力基因检测,采用 Vp
( tdh、trh、tlh)三重核酸检验试剂盒(荧光 PCR 法) ,
按照试剂盒说明书要求配制反应体系,设置反应条

件,样品加好后置于 7500 荧光定量 PCR 反应仪,检
测 tdh、trh、tlh 三种毒力基因。
1. 2. 4　 抗生素敏感性试验

参照 临 床 和 实 验 室 标 准 协 会 ( Clinical
 

and
 

Laboratory
 

Standards
 

Institute,
 

CLSI)制定的标准,采
用最低抑菌浓度( MIC)法进行抗生素敏感试验。 选

用的 10 种 抗 生 素 分 别 为 氨 苄 西 林 ( ampicillin,
 

AMP ) 、 四 环 素 ( tetracycline,
 

TET ) 、 氯 霉 素

( chloramphenicol,
 

CHL ) 、 复 方 新 诺 明 ( compound
 

sulfamethoxazole, SXT ) 、 头 孢 他 啶 ( ceftazidime,
 

CAZ) 、 庆 大 霉 素 ( gentamicin,
 

GEN ) 、 亚 胺 培 南

( imipenem,
 

IMI) 、环丙沙星( ciprofloxacin,
 

CIP ) 、阿
米卡星 ( amikacin,

 

AMI) 、左氧氟沙星 ( levfloxacin,
 

LEV) 。 结果判定标准参照 CLSI 药敏试验指南中规

定的“其他非肠杆菌科菌的解释标准” 。 药敏质控

菌株为大肠埃希菌( ATCC
 

25922) 。
1. 2. 5　 PFGE 分子分型

参照国家致病菌识别网的 Vp
 

PFGE 标准操作

方法 [ 8] 。 选用 Not
 

I 为限制性内切酶,对 Vp
 

DNA 消

化酶切后进行 PFGE,并以 H9812 为标准菌株。 电

泳条件设置为:片段大小 78 ~ 396
 

kb,电泳时间 19
 

h,脉冲时间 10 ~ 35
 

s,电泳结束后 GelRed 染色成像

观察条带,将所得全部条带上传至国家致病菌识别

网,并进行聚类分析。 按照 Tenover 原则判断菌株

间关系:即酶切后图谱完全一致定为同一菌株型;
图谱有 1 ~ 3 条带不同者,可认为菌株间关系较密

切;图谱有 3 条以上条带不同者认为菌株间关系不

密切 [ 9] 。

2　 结果

2. 1　 血清型分布

2019 年湖州市食源性疾病监测系统分离得到

54 株病例源 Vp,通过血清学分型可以分为 6 种血

清型,主要型别为 O3 ∶ K6( 64. 81%,35 / 54) ,其次为

O4 ∶Kut(18. 52%,10 / 54) 。 在食品安全风险监测中

分离得到 38 株食品源 Vp,血清凝集后得到 9 种血

清型,主要型别为 O2 ∶ Kut( 21. 05%,8 / 38) ,其次是

O5 ∶Kut(18. 42%,7 / 38) ,见表 1。
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表 1　 2019 年 Vp 血清型分布

Table
 

1　 Serotype
 

distribution
 

of
 

Vp
 

in
 

2019

血清型
食品 患者

菌株数 构成比 / % 菌株数 构成比 / %
O3 ∶K6 35 64. 81 0 0. 00

 

O4 ∶K8 1 1. 85 0 0. 00
O4 ∶Kut 10 18. 52 4 10. 53
O3 ∶Kut 6 11. 11 4 10. 53
O1 ∶Kut 1 1. 85 6 15. 79
O2 ∶Kut 0 0. 00 8 21. 05
O2 ∶K3 0 0. 00 1 2. 63
O2 ∶K28 0 0. 00 4 10. 53
O5 ∶Kut 1 1. 85 7 18. 42
O5 ∶K17 0 0. 00 1 2. 63
O10 ∶Kut 0 0. 00 3 7. 89

 

合计 54 100. 00 38 100. 00
 

2. 2　 毒力基因分布

92 株 Vp 均做了毒力基因检测。 经过荧光定量

PCR 检测,所有 Vp 分离株 tlh+ ,毒力基因型别主要

以 tlh+ tdh+ trh- 和 tlh+ tdh- trh- 为主。 tlh+ tdh+ trh- 是病

例源的主要基因型 ( 92. 59%,50 / 54) 。 tlh+ tdh- trh-

是食品源的主要基因型(84. 21%,32 / 34) ,见表 2。

表 2　 2019 年 Vp 毒力基因分布

Table
 

2　 Distribution
 

of
 

virulence
 

genotypes
 

of
 

Vp
 

in
 

2019

毒力基因型
食品 患者

菌株数 构成比 / % 菌株数 构成比 / %
tlh+ tdh+ trh- 6 15. 79 50 92. 59
tlh+ tdh- trh- 32 84. 21 3 5. 56
tlh+ tdh- trh+ 0 0. 00 1 1. 85
合计 38 100. 00 54 100. 00

2. 3　 抗生素敏感试验

对 92 株 Vp 进行抗生素敏感试验。 结果显示 Vp
对 AMP 有很强的耐药性,耐药率达 90. 22%(83 / 92);
其次为 GEN 和 TET,耐药率分别为 4. 35% (4 / 92)和

2. 17%(2 / 92);其他 7 种抗生素则均敏感,见表 3。

表 3　 2019 年 92 株 Vp 抗生素敏感试验[ % (株) ]

Table
 

3　 Antimicrobial
 

susceptibility
 

testing
 

of
 

92
 

Vp
 

in
 

2019
药物 敏感 中度敏感 耐药

AMP 1. 09 ( 1) 8. 70 ( 8) 90. 22 ( 83)
TET 93. 48 ( 86) 4. 35 ( 4)

 

2. 17 ( 2)
CHL 100. 00 ( 92) 0. 00 ( 0)

 

0. 00 ( 0)
SXT 98. 91 ( 91) 1. 09 ( 1)

 

0. 00 ( 0)

CAZ 100. 00 ( 92) 0. 00 ( 0)
 

0. 00 ( 0)
GEN 89. 13 ( 82) 6. 52 ( 6)

 

4. 35 ( 4)
IMI 100. 00 ( 92) 0. 00 ( 0)

 

0. 00 ( 0)
CIP 100. 00 ( 92) 0. 00 ( 0)

 

0. 00 ( 0)
AMI 97. 83 ( 90) 2. 17 ( 2)

 

0. 00 ( 0)

LEV 100. 00 ( 92) 0. 00 ( 0)
 

0. 00 ( 0)

2. 4　 PFGE 分子分型情况

92 株 Vp 菌株用限制性内切酶 Not
 

I 酶消化后,
进行 PFGE,1 株菌降解,共得到有效图谱 91 个,其
中 38 个来源于食品,53 个来源于患者 ( 见图 1) 。

使用国家致病菌识别网的软件进行分析,根据条带

的数量和位置的不同,共得到 81 个不同 PFGE 型

别。 相似度达到 85. 00%以上的克隆系有 16 个,按
照聚类图从上到下其相似度分别为 87. 50%(2 株) 、
93. 10% ( 2 株 ) 、 86. 67% ( 2 株 ) 、 85. 24% ( 5 株 ) 、
100. 00%( 2 株) 、 86. 67% ( 2 株) 、 89. 89% ( 3 株) 、
86. 44% ( 5 株 ) 、 93. 94% ( 3 株 ) 、 88. 24% ( 2 株 ) 、
93. 55% ( 3 株 ) 、 92. 59% ( 3 株 ) 、 85. 87% ( 5 株 ) 、
86. 67%(2 株) 、100. 00% ( 2 株) 、100. 00% ( 2 株) ,
其余 46 株之间的相似度小于 85. 00%。

3　 讨论

Vp 是导致食物中毒和感染性腹泻的重要病原

体。 据文献报道,Vp 引起的食物中毒目前已超过沙

门菌,位居细菌性食物中毒之首 [ 10-11] 。 Vp 引起的

食源性疾病发病率高低与当地海产养殖密切相

关 [ 12] 。 湖州素有 “ 鱼米之乡” 之称,水产养殖业发

达,近年来水产品消费量大,Vp 所引起的食品安全

危害日益突显。
耐热直接溶血素( tdh)和耐热相关溶血素( trh)

是 Vp 主要毒力因子 [ 13] 。 近年来的研究发现无论是

病例源还是外环境和食品源的分离株均携带不耐

热溶血素 ( tlh) 基因,它具有种属特异性但无致病

性 [ 14] 。 tdh 可介导神奈川现象的产生,而几乎所有

的病例源菌株均能产生神奈川现象,该现象决定了

Vp 致病力的强弱;trh 具有与 tdh 相似的毒性,如肠

毒素作用。 本研究中 92 株 Vp 分离株均为 tlh+ ,与
阳性菌株生化特征相符,进一步证实其均为 Vp。 病

例源菌株 92. 59%为 tdh+ 和 trh- ,其具有较强的致病

力;而食品源菌株 84. 21% 为 tdh- 和 trh- ,毒力相对

较弱,结果与李雪等 [ 15] 报道相似。 有报道 [ 16] 称,尽
管有些菌株不携带 tdh 和 trh 基因,但仍能引起严重

腹泻,所以仍需加强对 Vp 毒力基因的监测。
Vp 可分为 13 种热稳定 O 抗原群和 71 种热不

稳定 K 抗原群,此外还存在许多不能被血清分型的

菌株,目前 O3 血清型是全球大流行的优势群 [ 17] 。
本研究中 92 株菌株共分为 11 个血清型,病例源和

食品源分离株的血清型别不一致,病例源的血清型

别相对集中,以 O3 ∶K6和 O4 ∶ Kut 为主。食品源分离

株血清型别相对分散,主要为 O2 ∶Kut 和 O5 ∶ Kut,与
陈秀英等 [ 18] 报道相似。

随着抗生素的大量使用,细菌的耐药问题日益

严重。 抗生素敏感试验显示,Vp 对大多数受试药物

敏感,对 AMP 的耐药率高达 90. 22%,部分菌株存

在 TET 和 GEN 耐药性。 结果与其他地区 [ 19] 存在一

定差异, 可能与各地环境、 抗生素使用情况不同
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图 1　 91 株 Vp 脉冲场凝胶电泳聚类分析

Figure
 

1　 PFGE
 

cluster
 

analysis
 

on
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有关。 对 Vp 进行耐药监测有利于及时掌握其耐药

变化趋势,方便指导临床用药。 湖州水产养殖业发

达,在养殖过程中使用抗生素也会影响 Vp 的耐药

情况。 因此,有必要对 Vp 的耐药性进行持续监测。
PFGE 能在分子层面上分析菌株之间的关系,

对菌株进行溯源。 通过聚类分析发现,2019 年湖州

市病例源和食品源分离的菌株之间存在多态性,基
因相似度不高,未发现明显的流行病学关系。 按照

Tenover 判定原则,相似度大于 85. 00% 的克隆系达

到 16 个,其中 12 个是病例源,仅有 4 个是食品源。
对比聚类图谱发现,病例源与食品源比较,其相似

度更高,说明病例源流行的菌株之间关联性更为密

切。 同时分析还发现,病例源和食品源菌株之间最

大 相 似 度 仅 为 60. 00%, 即 S19094 和 S19218、
S19080 和 S19070,提示 2019 年湖州地区食品源和

病例源间 Vp 基因分型无同源性,还需后续研究。
值得注意的是,一株海水产品 S19008 和一株淡水产

品 S19009 之间的相似度达到 86. 67%,分别采样于

同一个农贸市场的不相邻摊位,推测是因为运输过

程中存在淡水产品和海水产品的交叉污染。 因此,
相关部门还需加强监管力度,开展预警,减少 Vp 引

起的食源性疾病的发生。
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