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力"促进 m1耐药性的出现"因此在使用抗生素时"应
充分考虑本地区致病菌的特异性耐药谱"提高合理用
药的意识"控制多重耐药菌株的出现*
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论著
进口水产品中副溶血性弧菌耐药性和毒力基因的调查

于纪棉%!倪晶晶%!陶冬英%!劳华均&!王建峰&!王春&

!%(宁波卫生职业技术学院"浙江 宁波$!%)%""# &(宁波出入境检验检疫局"浙江 宁波$!%)"%&$

摘$要!目的$了解宁波口岸进口水产品中副溶血性弧菌的耐药性和毒力基因分布情况" 方法$将分离自宁波

口岸进口水产品中的 %&* 株副溶血性弧菌作为研究对象!利用 P,N纸片扩散法测定细菌对 %) 种抗生素的耐药性!

使用 1L=方法检测副溶血性弧菌的 ’ 个毒力基因$&@4#&:4#&"4#&%0B%" 结果$菌株对氨苄西林#羧苄西林#头孢拉

定的耐药率分别为 *":#"<#*7:’)<和 )%:%#<&对卡那霉素#头孢氨苄#头孢唑啉#头孢呋辛的耐药率分别为

%:))<#%!:%7<#&:!!<#&":%?<!中敏感率分别为 !!:!!<#)&:#%<#’?:)%<#’":!%<&其他 7 种抗生素$四环素#

强力霉素#阿米卡星#庆大霉素#头孢哌酮#氧氟沙星#氯霉素#复方新诺明%则比较敏感&毒力基因 &"4!&@4!&:4 和

&%0B的携带率分别为 "<#":#7<#%""<和 %""<" 结论$强力霉素#庆大霉素#复方新诺明是治疗由进口水产品引

起的副溶血性弧菌感染的首选抗生素&进口水产品中副溶血性弧菌的主要致病毒力基因携带率比较低"
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/QGQY\QTQ"<" ":#7<" %""< JGZ %""<" TQYWQBUI_QOK(<0,.*;%-0,$VDQZŜKBKBOIGQ" /QGUJ]IBIG" BS,UTI]ŜJ[SOQ

\QTQUDQWTQCQTTQZ JGUIRISUIBCSTWQSWOQIGCQBUQZ RKm1CTS]UDQI]WSTUQZ JaFJUIBWTSZFBUY(VDQTJUQSCm1YUTJIGYBJTTKIG/

]JIG _ITFOQGBQ/QGQ\JYTQOJUI_QOKOS\IG m1YUTJIGYIG UDQI]WSTUQZ JaFJUIBWTSZFBUY(

=’$ >0(2%& *)3")%=#"#4#’/%:A&)9.$# ZTF/TQYIYUJGBQ# _ITFOQGBQ/QGQY# CSSZRSTGQWJUDS/QGIBRJBUQTIJ# JGUIRISUIBY#
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$$副溶血性弧菌 $*)3")%=#"#4#’/%:A&)9.$"m1%是
革兰氏阴性菌"属于弧菌科"弧菌属"嗜盐"不耐酸"
不耐热"广泛分布于海水’海底泥沙’浮游生物和
鱼’虾’贝类等海产品中 (%) * 每年都有人因食用被
副溶血性弧菌污染的海产品而发生食物中毒"是引
起食物中毒的主要病原菌之一 (& e!) * 目前未见对进
口水产品中分离的副溶血性弧菌的耐药性和毒力
基因携带情况进行全面检测的相关报道* 因此本
研究对宁波地区进口水产品中的分离株进行耐药
调查和毒力基因检测"以了解进口水产品中副溶血
性弧菌的耐药情况和毒力基因分布特征*

%$材料与方法
%:%$材料
%:%:%$菌株来源

%&* 株副溶血性弧菌分离自宁波地区进口水产
品$见表 %%"由宁波出入境检验检疫局技术中心微生
物实验室提供"经过 m5V3P& LS]WJBU全自动微生物
鉴定和药敏分析系统鉴定均为副溶血性弧菌* 质控
菌株大肠埃希菌 2VLL&)*&& 购自美国 XN4*

表 %$%&* 株副溶血性弧菌来源
VJROQ%$0TI/IG SC%&* *)3")%=#"#4#’/%:A&)9.$YUTJIGY

分离地区 菌株数 分离地区 菌株数 分离地区 菌株数
印度 %* 印度尼西亚 ) 美国 ’

越南 %" 太平洋群岛 &" 厄瓜多尔 &

缅甸 %# 马来西亚 ! 贝宁 %%

格陵兰 ? 泰国 * 墨西哥 ’

日本 % 斐济 ’

秘鲁 %& 巴布亚新几内亚 &

%:%:&$主要试剂与仪器
药敏纸片& 卡那霉 素 $ !" !/.片 %’ 四 环 素

$!" !/.片 %’ 强力霉素 $ !" !/.片 %’ 阿 米 卡 星
$!" !/.片 %’ 庆大霉素 $ %" !/.片 %’ 头 孢 哌 酮
$#) !/.片%’羧苄西林 $ %"" !/.片 %’氧氟沙星
$) !/.片%’氯霉素$!" !/.片%’头孢氨苄$!" !/.片%’
头孢拉定$!" !/.片%’复方新诺明 $%:&) !/.片%’

头孢唑啉$!" !/.片%’氨苄西林 $%" !/.片%’头孢
呋辛$!" !/.片%"及 XM琼脂培养基均购自杭州微生
物试剂有限公司#1TQ]Î >#?9!!%2试剂 $大连
VJPJ=J%# 细 菌 9E2 提 取 试 剂 盒 9!!)" $美 国
0X3+2%#血平板$上海嘉和生物技术公司%#EL&"""L

超微量分光光度计$美国基因%#+QO9SBVX 3b凝胶成
像系统’6%""" 型梯度1L=仪$美国 NIS,=JZ%*
%:%:!$引物合成

&@4’ &:4’&"4 的引物参考文献 (’)"&%0B的引物
参考文献())* ’ 对毒力基因引物序列$见表 &%由
上海英俊公司合成*

表 &$副溶血性弧菌毒力基因引物

VJROQ&$1TI]QTYCSTUDQ_ITFOQGBQ/QGQYSC*)3")%

=#"#4#’/%:A&)9.$

基因 引物 引物序列
片段大
小.RW

&@4

&:4

&"4

&%0B

&@4,f )t,+V222++VLVLV+2LVVV++2L,!t
&@4,= )t,V++22V2+22LLVVL2VLVVL2LL,!t
&:4,f )t,222+L++2VV2V+L2+22+L2LV+,!t
&:4,= )t,+LV2LVVVLV2+L2VVVVLVLV+L,!t
&"4,f )t,VV++LVVL+2V2VVVVL2+V2VLV,!t
&"4,= )t,L2V22L222L2V2V+LLL2VVVLL+,!t
&%0B,f )t,+VLVVLV+2L+L22VL+VV+,!t
&%0B,= )t,2V2L+2+V++VV+LV+VL2V+,!t

&#"

’)"

)""

!?#

%:&$方法
%:&:%$药敏试验

采用 L465标准 -抗菌药物敏感性试验执行标
准.$纸片法%进行测定"药敏质控方法和结果判定
按美国临床和实验室标准化研究所$L465.ELL46%
&"%& 版抗菌药物敏感性试验标准执行*
%:&:&$毒力基因检测

刮取血平板上副溶血性弧菌落"按照细菌 9E2

提取试剂盒说明书的步骤进行副溶血性弧菌 9E2

提取"以提取的 9E2为模版"按照 1TQ]Î>#?试剂
说明书进行 1L=扩增* 配制反应混合液总体积
&) !O"包括 1TQ]Î>#?预混液 %&:) !O’上下引物各
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":) !O$%" !]SO.4%’模板 & !O"其余用水补足* &@4’
&:4’&"4 的反应条件&预变性 *’ k’) ]IG#*’ k’
!" Y")7 k’’) Y"#& k’?" Y"共 !) 个循环##& k延
伸 %" ]IG* &%0B的反应条件&预变性*’ k’) ]IG#
*’ k’!" Y"?" k’!" Y"#& k’?" Y"共 !) 个循环#
#& k延伸 %" ]IG* 反应结束后取 ) !O"在 %:)<的
琼脂糖中进行电泳"经 +QO=QZ 染色后"在凝胶成像
系统中观察结果*

&$结果
&:%$药敏试验结果

对分离得到的 %&* 株副溶血性弧菌进行了
%) 种抗生素的药敏试验"结果显示 %&* 株副溶血性
弧菌对氨苄西 林’ 羧苄 西林的耐药率 分 别 为
*":#"< 和 *7:’)<# 对 头 孢 拉 定 的 耐 药 性 为
)%:%#<#对卡那霉素’头孢氨苄’头孢唑啉’头孢呋
辛的 耐 药 率 分 别 为 %:))<’ %!:%7<’ &:!!<’
&":%?<" 中 敏 感 率 分 别 为 !!:!!<’ )&:#%<’
’?:)%<’’":!%<#对四环素’强力霉素’阿米卡星’
庆大霉素’头孢哌酮’氧氟沙星’氯霉素’复方新诺明
的敏感率分别为 *?:%&<’ %""<’ *#:?#<’ %""<’
*?:%&<’**:&&<’*7:’)<和 %""<"见表 !*

表 !$%&* 株副溶血性弧菌菌株耐药性试验结果
VJROQ!$=QYFOUYSCZTF/TQYIYUJGBQSC%&* *)3")%

=#"#4#’/%:A&)9.$YUTJIGY

抗生素
菌株数

6 X =
敏感率
.<

中介敏
感率.<

耐药率
.<

卡那霉素 7’ ’! & ?):%& !!:!! %:))
四环素 %&’ ’ % *?:%& !:%" ":#7
强力霉素 %&* " " %"":"" ":"" ":""
阿米卡星 %&? ! " *#:?# &:!! ":""
庆大霉素 %&* " " %"":"" ":"" ":""
头孢哌酮 %&’ ) " *?:%& !:77 ":""
羧苄西林 & " %&# %:)) ":"" *7:’)
氧氟沙星 %&7 % " **:&& ":#7 ":""

氯霉素 %&# & " *7:’) %:)) ":""

头孢氨苄 ’’ ?7 %# !’:%% )&:#% %!:%7

头孢拉定 %’ ’* ?? %":7) !#:*7 )%:%#

复方新诺明 %&* " " %"":"" ":"" ":""

头孢唑啉 ?? ?" ! )%:%# ’?:)% &:!&

氨苄西林 ’ 7 %%# !:%" ?:&" *":#"

头孢呋辛 )% )& &? !*:)! ’":!% &":%?

注&表中 =为耐药"X为中介敏感"6 为敏感

&:&$毒力基因检测结果
对宁波地区进口水产品中副溶血性弧菌进

行 1L=检测"同时携带 ’ 个毒力基因的菌株没有
发现"同时携带 &@4’&:4 和 &%0B的菌株 % 株"同时
携带 &:4 和 &%0B的菌株 %&7 株* &:4’&%0B的携带
率为 %""E"&@4 的携带率为 ":#7E"&"4 的携带
率 "<* ’ 个毒力基因 1L=产物与预测结果一
致"见图 %*

注&X为 94&""" XJT8QT#%:&@4 基因#&:&:4 基因#

!:&"4 基因#’:&%0B基因

图 %$副溶血性弧菌 ’ 个毒力基因 1L=产物图
fI/FTQ%$1L==QYFOUYCSTUDQ_ITFOQGBQ/QGQYSC*)3")%

=#"#4#’/%:A&)9.$

!$讨论
!:%$进口水产品中副溶血性弧菌耐药性情况

副溶血性弧菌是重要的食源性致病菌之一"对
其开展耐药性分析具有重要意义"国外研究 (?)显示
副溶血性弧菌的多重耐药问题非常突出* %&* 株分
离自经宁波口岸进口水产品中副溶血性弧菌对 %)
种抗生素的的药敏试验结果显示&对强力霉素’阿
米卡星’庆大霉素’头孢哌酮’氧氟沙星’氯霉素’复
方新诺明的耐药率为 "<"因此上述抗生素对误食
带有副溶血性弧菌的进口水产品所致感染可作为
首选抗生素#而羧苄西林’氨苄西林和头孢拉定的
耐药率则分别达到 *7:’)<’*":#"<和 )%:%#<"不
适宜选用#卡那霉素’头孢氨苄’头孢唑啉和头孢呋
辛的中敏感性菌株数比例较高"需要关注*

本试验得到菌株的耐药性与以往国内报道的
文献不同* 王秋亚等 (#)对 &""*!&"%% 年 ! 年内北
京通州区分离的副溶血性弧菌耐药谱进行分析"其
中四环素的敏感率是 %""<"而本研究显示从进口
水产品中分离到的副溶血性弧菌出现了四环素耐
药菌株* 江艳华 (7)对青岛市场上销售的贝类副溶
血性弧菌进行耐药性分析"卡那霉素的敏感率是
*7<"无耐药菌株"而本试验中副溶血性弧菌对卡那
霉素的敏感率为 ?):%&<"且出现了耐药菌株* 越
来越多新的耐药菌株的出现和入境对我国的食品
安全构成威胁* 由于细菌的耐药性可以通过耐药
质粒"耐药整合子等在肠道不同菌株间互相传播"
使耐药细菌不断增加"因此"必须加强对进境水产
品的监管"及时掌握细菌的耐药状况"为指导临床
合理使用抗菌药物提供科学依据 (*) *



进口水产品中副溶血性弧菌耐药性和毒力基因的调查!!!于纪棉"等 !!&!$$ !

!:&$进出口水产品中副溶血性弧菌毒力基因分
布特征

副溶血性弧菌源性的食品安全事故逐年增
加 (%") "但是"并不是所有的副溶血性弧菌都能致病"
从海产品和环境中分离到的副溶血性弧菌菌株绝
大多数是非致病菌株 (%%) * 据文献报道 (%&)绝大多数
的临床分离的致病株都携带 &@4 和 &"4 两种基因中
的一种或二者都有"这两个毒力基因具有致病性已
经得到公认"即由 &@4 基因编码的耐热直接溶血素
$V9M%"和由 &"4 基因编码的相关耐热溶血素
$V=M%* 对宁波地区进口的来自 %? 个国家的水产
品中分离的 %&* 株副溶血性弧菌进行了相关毒力基
因的检测" 结果显示 %&* 株副溶血性弧菌中 &@4 基因
只检出了 % 株"&"4 基因则未检出"其结果与胡婕和李
薇薇等人对国内水产品中毒力基因的调查结果基本
一致(%! e%’) "这说明水产品中的菌株"毒力基因携带率
地区差异不是太大* 但临床病人中分离到的菌株中
&@4 基因检出比较高"同时也有检出 &"4 基因(%)) "与临
床菌株相比"进口水产品中副溶血性弧菌携带有致病
性的主要毒力基因$&@4’&"4%菌株比较少*

副溶血性弧菌还携带一种不耐热的溶血素基因
&:4"位于染色体上" 本身并不具备溶血活性"其在副
溶血性弧菌中是否起到致病作用及其功能目前还不
清楚(%?) * 45E等(%#)发现副溶血性弧菌中还有一种类
似霍乱 &%0B6 操纵子的同源序列的毒力基因 &%0B"在
&%0C 存在情况下"&%0B能在转录水平上促进 &@4 基因
的表达* 本研究分离的副溶血性弧菌中 &:4 基因和
&%0B基因携带率为 %""<"是否能致病尚不清楚"但
由于其普遍存在临床’食品和环境中分离的菌株中"
且检出率高"因此可以作为副溶血性弧菌检测鉴定使
用(%!" %7) * 在进口水产品中应完善副溶血性弧菌检测
方法"增加对毒力基因的检测"通过检出率和毒力基
因携带率可以得出水产品中有毒株的比例"为今后开
展风险评估提供基本数据*
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