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南海珠江口区域水生病原弧菌

的分离鉴定及血清学分析
’
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,
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摘 要
: 从南海珠江 口之深圳

、

珠海海域和广州城区等五个不同区域的 9 个水样中
,

利用弧

菌属选择性培养荃代BS 获得 9 类特征菌落表型的分离株
.

选取高频率出现的 4 类典型菌落的

代表菌株 ( C
,

lY
,

2Y
,

)T 鉴定
,

革兰氏染色为 G
一 ,

磷钨酸负染色透射电镜观察菌体细胞

成短棒状或弯曲弧状
,

可见单极生鞭毛
.

综合特征生化鉴定结果确定橙黄色菌株 2Y 为霍乱弧

菌
,

绿色菌株 G为嗜盐性副溶血弧菌
.

血清学类群分布研究结果表明来自于不同水域样本的

菌株之间存在特征血清型的显著关联性
.

关键词
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弧菌是淡水和海洋中数量最多的细菌之一
,

是近岸海水养殖区域水陆两栖人畜共患的

主要病原菌
,

还是爆发海产品食物中毒的主要致病菌〔’ ,1z
.

中心城市海鲜类贮存和消费行

为
,

可决定来 自不同海域的不同病原菌的富集和横向传播
,

关系到城市人群公共防疫安

全
. “

海洋— 陆地

—
城市

”

传播链上 的特定水生环境中烈性病原弧菌的富集与传播
,

构成影响监控爆发流行性疫情的不可缺少的重要环节
.

因此
,

检测和监独典型病原菌
,

对

加强流行病学和防疫医学研究有意义
.

我们选择南海珠江 口 区域深圳和珠海典型海域及广

州城区有代表性的海鲜馆贮养池海水和其他淡水水体样本
,

考察典型水生病原弧菌的种群

分布及初步流行病学分析
.

1 材料与方法

1
.

1 材 料

水样采自中山大学校园东湖湖面 (编号 1 一 3 号
,

当时气温 10 一
22 ℃ )

、

广州市某海

鲜城贮水池海水样 (编号 4 一 5 号
,

当时气温 19 一
20 ℃ )

、

中山大学校园淡水养殖鱼池水

样 (编号 6 号
,

当时气温 19 ℃ )
、

珠海市区海滩海水样 (编号 7 号
,

当时气温 20 ℃ )
、

深

圳市大亚湾网箱养殖区海水样 (编号 8 一 9 号
,

当时气温 20
一

22 ℃ )
.
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培养基配方同文献 〔̀ ]
.

以海水替代蒸馏水配制
,

用于分离培养海洋细菌
.

1
.

2 方 法

将新采来的水样静置 Z h 以上
,

取 O
.

Z mL 涂 T C BS 平板
,

30 ℃恒温培养 24 h 以上
.

根

据菌落表型不同
,

挑取单菌落
,

然后在 代BS 平板上划线分离单菌落
,

重复 3 次
,

直到获

得菌落表型均匀一致的单菌落
.

挑取单菌落接种 比斜面
,

30 ℃恒温培养 12 h 以上至有菌

苔生长后
,

放置 4 ℃保藏
.

菌株经适宜培养后
,

革兰氏染色显微镜镜检和磷钨酸负染色

TE M 电镜观察按常规操作
.

经典生化鉴定和 血清学分析参见 (伯杰氏细菌分类学 手

册 ) s1[
.

主要试剂豹自国内各供应商
.

2 结果与分析

2
.

1 弧菌筛选平板预选试验

比较 BL 与 T Q犯 培养基平板的筛选分离效果
,

可以看出 BL 平板反映细菌总数
,

布满

菌落
,

颜色多而杂且大
,

菌落表面光滑
,

还有霉菌
.

TC B S 平板则反映弧菌属的选择性分

离
,

每平皿上有 4 一 5 个绿色菌落
,

有 2 一 3 个黄色菌落
,

菌落小
,

边沿参差不齐
.

说明

代BS 培养基对弧菌属的细菌生长有着较好选择性
,

能抑制大肠杆菌
、

霉菌等常见菌的生

长
.

结果与文献结论一致川
.

2
.

2 CT BS 选择性分离获得弧菌属菌株及其菌落特征

表 1 典型弧菌属菌落在不同水样中分布 l)

, 落类别
` ~

借特笋乳
- 广州某海鲜馆贮池 中山大学鱼池 珠海海水 深圳大亚掩海水

4号 5号 6号 7号 8号 9号

G类 + + + + + + + + +

K类 + + +

Rl类 + + +

2R类
+

Y l类 + + + + + + + +

2Y类
+ + + + + + + +

eB 类 + +

B类 + +

T类 + + + + +

l) 十表示可以分离到特征菌落

采用弧菌属专用选择性培养基 代 BS
,

从 9 个不 同水样中
,

共获得 2加 余株分离物
,

依其菌落特征可划分为 9 大类
: G (绿色菌落 )

、

K (有英膜菌落 )
、

lR (扩散型菌落
,

内

外两圈分布 )
、

2R (绿色扩散型菌落 )
、

lY (淡黄色菌落 )
、

2Y (橙黄色菌落 )
、

eB (蓝色

菌落 )
、

B (产黑色素菌落 )
、

T (半透明 ) 等类
,

它们随水样分布情况见表 1
.

可见 Y l 类
、

2Y 类
、

G 类和 T 类等特征菌落出现频率高
.

当采样气温为 10 ℃ (水体温度更低 ) 时
,

只

能检测到 G类菌落 ; 当采样气温为 19 一
22 ℃ 时

,

容易检测到多种菌落
.

从海鲜贮池海水

样本中分离的菌落类型较多
,

且与其他水样的菌落类型都有关联
.

2
.

3 弧菌属典型分离株的鉴定

从高频率出现的四类典型菌落中分别选取 G
、

Y l
、

2Y
、

T 四个代表菌株进行种 的鉴

定
.

结果表明均为革兰氏阴性细菌
,

电镜观察为短棒状或弯曲弧状
,

可见单极生鞭毛 (图
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未显示 )
.

依据文献标准[3, ,]对 2Y 和 G菌株进行典型生化鉴定 (表 2)
,

综合确定橙黄色菌

株 2Y 为 霍 乱 弧 菌 ( iV b南
`
彻 le aer )

,

绿 色 菌 株 C 为 嗜 盐 性 副 溶 血 弧 菌 ( .V

p a r
ha ae nzD lyt ic us )

.

淡黄色 Y l
、

透明状 T 两菌株为弧菌属
,

种名暂未确定
.

表 2 2Y 和 G 菌株主要生化鉴定反应

氧化酶

阳性

硝酸盐
还原

葡萄搪 荀萄糖 精氨酸 赖氛酸 鸟氛酸 蔗糖

产气 发酵 二组醉 二氢醉 脱狡醉 分解

N以』生长试验 粗乱红

反应

Y Z 十 + ~ / 十 + + + +

6 % 10%

一 / 十 一

溶血

试脸
一 / +

G 十 十 ~ 十 十 一 十 十 一 + + + 十 一

2
.

4 来自不同水域样本的弧菌分离株的血清学分析

表 3 来自于不同水城样本的弧菌分离株的血清学类群分布

二` 泊 。 v’. J山勿说 .Y 脚画“ 侧咖血
SL

水样编号

—
- -一一一` 卫二二二二二二艺二二

O1 介
口甲 N , ol G川叩 。 飞人 。 叹 E a世` 。 成吻” U

.

Tar
月

玩吧 -K an it脚 l h” 。 az近脚 1扮脚

N

+

N

+

N+N+N十N+,几,ù门」

9 + + + + + + + +

l) + 表示存在特征血清型的分离株 ; N : 未测定血清型

针对 2 种病原弧菌的典型血清学特征进行类群鉴定分析 (表 3 )
,

结果显示这些来 自

于不同水域样本的分离株之间都有显著关联性
,

即来自于不同水域样本的分离株群体都存

在着特征血清型相同的菌株
.

例如
,

与霍乱 01 群多价血清作凝集反应试验定群
,

发现都

有 01 群和非 01 群菌株 ; 与霍乱毒素因子 仍飞人 和 C以B 血清凝集试验
,

发现均有两类菌

株分布 ; 进一步经过 VP 试验
、

溶血性试验
、

多粘菌素抗性试验等生物分型
,

发现都有古

典生物型和 -lE OT
r
型菌株

,

前者无溶血性而后者为溶血性阳性
.

以副溶血弧菌 K 多价血

清及 0 群血清凝集反应试验
,

发现都有 K抗原型和 O 抗原型菌株
.

这种分布规律突出了

城市水生环境及海鲜消费行为的流行病学意义
.

3 讨 论

我们发现实验室采用 30 ℃比 37 ℃更有利于培养海洋弧菌
.

文献认为弧菌科有多个

属
,

大多数属在选择性分离培养时情况差异较大 〔’
一 4 ]

.

本研究表明影响弧菌属选择性分离

和培养的因素为 代BS 选择性培养基和较低温度
.

陆承平等对淡水水生弧菌科分离研究结

果认为 TC B s 对弧菌属有专一性选择分离川
,

我们发现 冗sB 选择性培养基对淡水和海水

水样中弧菌属的筛选分离效果都很好
,

但代BS 上是否生长菌落及数 t 多少还受采样时水

体温度的影响较大
.

例如
,

在初春 2 月气温较低 ( 10 ℃ ) 时采得的水样
,

培养 2 周时间

以上
,

仍未见有菌落生长
,

直到 3 周以后才出现菌落
,

且菌落变异类型也较少 ; 而当 3 -

4 月气温较高 ( 19 ℃ ) 后采得的水样即可分离获得较多弧菌菌株
.

该现象提示南方初春气
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温较低时淡水和海水中都存在非可培养状态的弧菌[] s
,

且可能随着气温升高而 自然复苏
.

霍乱弧菌越冬及流行间歇期的检测向题一直都为防疫医学和流行病学所关注 s1[
,

本研究结

果提示温暖的南方水域及海鲜馆贮水池可能都是重要越冬场所
.

血清学类群分布分析表明

来自于不同水域样本的分离株之间存在特征血清型的显著关联性
,

提示城市水生环境及海

鲜消费行为可能构成海洋病原性弧菌的富集和传播链上的重要环节
.
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