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广西地区无症状猪中猪链球菌2型

分子流行病学研究

熊毅 刘棋 覃芳芸 白昀 朱伟 李华明 郭建刚 覃伦 潘杰 龙剑明 陈磊
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【摘要】 目的 了解广西地区无症状猪中猪链球菌2型的带菌情况以及主要毒力因子的分布和

抗药性。方法从广西地区10个县区屠宰场采集无症状猪的扁桃体标本进行细菌分离、多重PcR

鉴定和药物敏感性分析。结果从采集到的1179份扁桃体标本中分离出1105株链球菌，其中猪链

球菌667株，猪链球菌2型33株；对33株2型菌进行主要毒力因子检测，强毒型咖+m砷+哆厂+

22株，占66．7％，s0+m憎+PⅣ一1株，s匆一m矽+8Ⅳ一7株，s移一m印+gⅣ+2株，sb一Ⅲ巾一

e痧厂一1株；33株2型菌对青霉素、红霉素、万古霉素、庆大霉素、壮观霉素、恩诺沙星、环丙沙星、先锋

霉素Ⅵ、磺胺嘧啶钠、呋喃妥因、新霉素、丁胺卡那和四环素都存在不同程度的耐药性，其中先锋霉素

Ⅵ、青霉素、恩诺沙星相对敏感，分别有93．9％(31／33)、87．9％(29／33)和81．8％(27／33)的菌株在中度

敏感以上，而耐药性强的是丁胺卡那和四环素，耐药菌株分别有84．8％(28／33)和81．8％(27／33)。

结论 广西地区无症状猪中猪链球菌2型带菌率较低，疫点与非疫点的带菌率没有明显差异；分离

的菌株多以强毒型s0+mr声+eⅣ+存在，对先锋霉素Ⅵ最敏感。

【关键词】猪链球菌2型；猪；分子流行病学研究
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【A1】str越1}】 Obj代_tive In o以er to iIlvestigate the posit沁e rate of 5zr印￡o∞∞“s sM矗type 2 and the

genes of their suiIysin(：弓：ly)，extracellul：ar protein(印f) and muramidasa—released protein(mrp) and to

underStand the antibiotic susceptibility of S．5“i5 type 2． Methods S．s税i5 type 2， isolated from

slaughtered healthy pig’s tonsil in 1 O county area of Guangxi，were identified by Multiplex PCR，and the

genes of their 5b，8盘厂，优rp arld the antimicmbial sensitivity analysis were perfomed． Results 1105

strains of&，℃声￡ococc“s including 667 strains of S．s“i5 and 33 strains of S．s甜is type 2 were detected from

1179 samples．In these S．s“妇type 2 strains，there were 22 strains of 5咖+优r声+P声，+type，l strain of

5匆+删节+哆厂一type，2 strains of 5b—m印+PⅣ+type，7 strains of sb—m功+￡玎一type and 1

strain 0f sb—mr夕一哆盘厂一t疆圯．When these strains were subjected to be tested with penicillin，eritmcina，

vacocin，gentamycin，specti—nomysin，enraxacin，ciprofloxaxin，cephalothinⅥ，sulfadiazine sodium，cyantin，

mycifradin，amikacin and achromcin，some were found to be resistant to but most strains were suSc印tmle to

cephalothinⅥ， penicillin柚d enraxacin． There were 31，29 and 27 strainS over medium sensitivity，

respectively，but 28 and 27 resistant strains to amikacin and achromcin were如und．Conclusi彻 The

positive rate of S．5“如type 2 in clinical healthy pigs was low(2．8％)and did not show obvious difference

between the counties with or without a historv of S．s“妇infection．Al王the isolated strains were susceptible

to ceDhalothinⅥ，but most strains were virulent．
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病原体，1968年丹麦首次报道了人感染猪链球

菌¨。1。我国1990年分离到猪链球菌2型H o；1998、

1999年江苏省和2005年四川省发生人猪链球菌感

染疫情‘5’81；f_西地区2005、2006年有4个县发生了

人感染猪链球菌2型的病例，为了解广西地区猪链

球菌2型的带菌情况，对10个县屠宰场无症状猪进

 



行了猪链球菌2型的调查。
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材料与方法

1．材料：①培养基：血琼脂平板由本实验室配

制，链球菌增菌培养基购自中国进出口商品检验技

术研究所，马血清购自大连宝生物公司；猪链球菌1

型、2型、7型和9型菌株由中国动物卫生与流行病

学中心范伟兴博士惠赠；马链球菌兽疫亚种、无乳链

球菌和粪链球菌等均购自中国兽医药品监察所；药

敏纸片购自杭州天和微生物试剂有限公司。②引物

序列：分析相应的序列设计了7对引物∽J，由大连宝

生物公司合成(表1)。③主要试剂：dNTP、Taq酶、

蛋白酶K、Marker DL2000、SDS、饱和酚、ddH20等

均购自TaKaRa公司。

表l 核酸扩增用引物序列一览表

2．方法：

(1)样品采集：于2006年7～10月采集广西地

区10个县屠宰场集中屠宰猪的扁桃体标本1179

份，标本迅速进行增菌培养获得单个菌落。

(2)DNA抽提：取细菌液体培养物1．O ml，

10 000 r／min离心5 min，弃上清，加入300"l的PBS

液、160”1的EDTA混匀，再加入80肛1 10％SDS和

10肛1(10 mg／m1)的蛋白酶K，混匀后52℃水浴2 h。

加等体积酚／氯仿抽提，再用氯仿抽提1次，加入2

倍体积无水乙醇及10％体积醋酸钠一20℃沉淀

2 h，12 000 r／min离心15 min，70％乙醇洗涤2次，

烘干后加入50肛1 ddH：O即为模板，一20℃保存

备用。

(3)三重PCR扩增n0‘13]：反应体系为25止，取模

板2．(i弘1，力Ⅱ10×Reaction buffer 2．5肚l，dNTP(2．5

mm01／I．)2．o弘1，MgCl2(25 mmol／L)1．5弘1，Taq

DNA聚合酶(5 U／p1)o．5 pl，引物stsl／sts2各

o．3弘1、cps2Ja／cps2Jb各O．5 p1、gdhl／gdh2各O．5 p1，

加ddH20至25弘l，置PCR仪中，95℃4 min，94℃变

性60 s，56℃退火60 s，72℃延伸60 s，34个循环，

72℃10 min。

(4)猪链球菌2型毒力基因多重PCR【14’15。：对

三重PCR检测出的猪链球菌2型阳性菌株进行毒

力基因检测，反应体系为25弘1，取模板2．o fzl，加

10×Reaction buffer 2．5肚l，dNTP(2．5 mmol／L)

2．O弘1，MgCl：(25 mmol／L)1．5 p1，Taq DNA聚合酶

(5 U／弘1)o．5 pl，弓I物slyl／sly2各o．4 p1、efl／ef2各

0．8弘l、Cps2J1／Cps2J2各0．5 pl、mrpl／mrp2 各

o．4 pl，加ddH：O至25弘l，置PCR仪中，95℃

4 min，94℃变性60 s，56℃退火60 s，72℃延伸60 s，

34个循环，72℃10 min。

(5)药敏试验：对分离到的猪链球菌2型菌株进

行纸片法药敏试验。

结 果

1．猪链球菌2型检测结果：三重PCR扩增链球

菌16S rRNA、猪链球菌鲥矗和猪链球菌2型的

c加2J基因，扩增片段分别为858 bp、725 bp和

387 b蹦猪链球菌2型为858 bp、725 bp和387 bp三

条目的带；猪链球菌亚种有858 bp和725 bp两条目

的带；链球菌而非猪链球菌亚种的只有一条858 bp

目的带。本研究共采集了1179份猪扁桃体标本，检

出1105株链球菌，平均检出率是93．7％，最低的是

86．6％，最高的是98．8％；667株猪链球菌，平均检

出率是56．6％，最高的达75．9％，最低的有44．5％；

猪链球菌2型有33株最高的县带菌率为5．8％(表

2)。除了猪链球菌外还有428株其他链球菌亚种，

占39．1％。疫点县的荔蒲、武宣、融安、东兰县的带

菌率与非疫点县没有明显的差别。

2．猪链球菌2型阳性株毒力因子检测结果：对

检测出的猪链球菌2型33株菌4个主要毒力因子

sZ儿8矿、删巾和c筇2J进行多重PCR检测，分别扩
增出1099 bp、572 bp、316 bp和236 bp大小的目的片

段(图1、2)。PCR扩增结果表明，强毒型的s2．y+

优印+啊+有22株，占66．7％，5匆+m憎+P∥一
的有1株，s匆一优印+PⅣ一的有7株，s匆一m印+

eⅣ十的有2株，sb—mrp—eⅣ～的有1株，结果
见表3。
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表2 广西地区1179份猪扁桃体标本检测结果

标本 标本 链球菌 猪链球菌猪链球菌2型
来源 份数 株数(％) 株数(％) 株数(％)

荔蒲。

桂林

武宣4

象州

东兰。

巴马

融安。

柳江

玉州区

容县

注：“曾发生人猪链球菌病的疫点；括号内数据为检出率

注：M：MarkerDL2000；l：无乳链球菌；2：粪链球菌；3：兽疫链

球菌；4～7：分别为猪链球菌1、7、9和2型；8～11：分别是猪链球菌

2理c邬、mrp、e甜、szy基融单一PcR结果

图l 猪链球菌毒力因子PCR扩增结果

EE：M：Marker DL2000；1：G42；2：G121；3：LZl74；4：R147

5：G6；6：G148；7：LZl81；8：Y134；9：P25；10：R146；11：RA80

图2 猪链球菌主要毒力因子多重PCR扩增结果

表3 广西地区猪链球菌2型毒力因子检测结果

毒力 因子

标本来源sb+e西+slv+e酊一sly—e酊+sb印f—sb—e耐
m砷+ m坤+ Ⅲ冲jr mrp+ 7n坤一

荔蒲 2

桂林 2

武宣 11

象州 。

东兰 2

巴马 1

融安 l

柳江 1

玉州区 1

容县 1

3．药敏试验结果：用13种药敏纸片进行药敏试

验，本次分离的广西地区猪链球菌2型菌株都有耐

药菌株存在，相对的先锋霉素Ⅵ、青霉素、恩诺沙星

较敏感，分别有93．9％(31／33)、87．9％(29／33)和

81．8％(27／33)的菌株在中度敏感以上，而耐药性强

的是丁胺卡那和四环素，耐药菌株有84．8％(28／33)

和81．8％(27／33)，结果见表4。

表4 广西地区33株猪链球菌2型菌株药敏试验结果

药物名称 敏感菌株数 中度敏感菌株数耐药菌株数

先锋霉素Ⅵ 22

恩诺沙星 5

青霉素 。

环丙沙星 5

红霉素 5

壮观霉素 13

呋喃妥因 15

新霉素 4

万古霉素 15

庆大霉素 10

磺胺嘧啶钠 3

四环素 l

丁胺卡那 3

讨 论

本次调查主要运用了两个多重PCR方法，第一

个三重PCR方法可以区分链球菌属、猪链球菌亚种

和猪链球菌2型，第二个四重PCR用于猪链球菌2

型中c声s、s匆、mr声和8声厂4个主要毒力基因的判

定，在两个多重PCR中都设计了猪链球菌2型的特

异性片段f声s2，基因扩增引物，但这两对引物所在

的位置及扩增片段的大小不一样，在这次研究中两

对引物都扩增出了相应的目的片段，这充分表明了

本研究所用的多重PCR方法具有很高的特异性，完

全适合于猪链球菌2型的诊断及流行病学研究。

本次调查从无症状猪的扁桃体标本中分离链球

菌的平均检出率是93．7％，猪链球菌分离出667株，

平均检出率是56．6％；除了猪链球菌外还有428株

其他链球菌亚种，占39．1％；检出猪链球菌2型33

株，最高的县带菌率为5．8％；疫点县的荔蒲、武宣、

融安、东兰县的带菌率与非疫点县没有明显的差别，

而过去有很多报道猪链球菌2型广泛存在于猪的呼

吸道中，猪活体棉拭子、扁桃体带菌检出率多数在

50％以上n
6’17J，此次广西地区无症状猪中猪链球菌

2型的平均带菌率只有2．8％，这表明该地区无症状

猪链球菌2型带菌率较低。在过去十多年中，我们

一直未能从广西地区发病猪中分离到猪链球菌2
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型，只在2006年4月从发病的脑炎型猪脑中分离到

1株猪链球菌2型，这与本调查结果一致，说明广西

地区猪链球菌病不是以猪链球菌2型为主要病

原体。

猪链球菌2型毒力因子分析显示，强毒型“y+

P声厂+mrp+最多u8|，有22株，弱毒的乳．v—e声厂一

优r声一型最少，只有1株；这表明广西地区猪链球菌

2型是以强毒株为主，不同菌株的毒力因子“v、e声厂

和优rp存在与否不尽相同，特别是Pp厂+删rp+型

中也存在s如一的菌株，因此毒力因子与菌株的毒力

强弱关系有待进一步研究。

药物敏感性试验表明，广西地区猪链球菌2型

对常用的一些药物都存在一定程度上的耐药性，特

别是丁胺卡那和四环素，这可能与猪饲料中经常添

加药物以及治疗时药物应用不规范有关。同时本次

研究的菌株都是从无症状猪中分离到的，它们能长

期存在于扁桃体中会产生一定的抗药性，因此合理

使用药物对猪链球菌病的防治也非常关键。
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本刊近期连载“流行病学与计算机应用"系列讲座

·阅读信。息·

近年来知识和信息已经达到每4—5年更新一次的速度。流行病学虽然隶属自然科学，但许多内容介于自然科学与社会

科学、信息科学与生物科学、电子与分子之问。流行病学学科的进步依赖于边缘学科的发展，同理，相辅相成，流行病学的发

展也促进其他学科的进步。我国政府提出“以信息化带动工业化，以信息化推动现代化”的决策，使信息化的步伐大大加速。

我国各地的信息化，电子政务、商务，远程教育、医疗，家庭网络等都在蓬勃兴起。在流行病学方面，急性传染病网络直报已经

形成，生命统计系列软件也在编制。上海地区已在应用健康档案的贮存和分析及恶性肿瘤、糖尿病的报告、管理软件。浙江

省已开发出细菌学检索和致癌剂结构分析的软件。随着硬、软件的不断开发，计算机在流行病学上的应用将会愈来愈广泛和

深入。为了适应时代的发展，复旦大学预防医学研究所组织了海内外流行病学专家编写了《流行病学与计算机应用》一书。

为了便于更多的读者阅读，本刊为先睹为快，从中有目的选择了部分内容，由复旦大学预防医学研究所俞顺章教授编写，本刊

将在2007年第7期起以“系列讲座”形式逢单月刊出。敬请读者关注。

本刊编辑部

 


