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人- 猪链球菌感染性综合征的病原分离与鉴定
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　　【摘　要 】　目的:分离和鉴定猪链球菌,为诊断和治疗提供科学依据。方法: 用 3种增菌液和 7种培

养基对病人血液、脑脊液培养和病死猪的内脏培养,并对分离到的病原体进行染色形态观察、A P I Strep 20

生化及其它生化试验、血清凝集试验。结果:从 4例病人血液、1例脑脊液和 7例病死猪中分离到 12株病原

菌,经鉴定 9株编码为 0641453, 2株为 0640453, 1株为 1641453, 12株菌均与猪链球菌 2 型血清凝集。结

论: 12株细菌均为猪链球菌 2 型。
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【Abstract】　O bject ive: Iso lat ion and iden tificat ion of strep tococcus su is. M ethods: T he b lood and

cereb ro sp inal flu id (CSF)w ere taken from infected peop le, w ho detected by b lood nu trien t agar m edium ,

and causat ive o rgan ism w ere observed by the sharp of the o rgan ism , A P I Strep b iochem ical tests and refer2
ence serum coagu late tests. R esu lts: 12 stra in s of strep tococcus w ere iso lated from 4 sera and 1 CSF of the

infected m en, and 7 viscus samp les w ere iso lated from p ig ill2death. By A P I 20 Strep test, the code of 9

stra in s w as 0641453, the ano ther tw o code of stra in w as 0640453, all the 12 strain s w ere coagu lated w ith

the reference sera of S. su is. Conclu sion 12 strain s of Strep tococcus w ere S. su is .

【Key W ords】　S. su is; A P I b iochem ical test; serum coagu late test

　　1998年 7月下旬,江苏某地发生了几十例原因不明的急性

中毒性休克综合征病人,死亡 14例。与之同时,当地也发生了

数万头生猪死亡。病人病情发展快,病死率高。鉴于病原体的检

出结果对疾病预防控制的重要性,我们选用了多种培养基对病

人的血液和脑脊液及病死猪的内脏标本进行了病原体分离。分

离到的病原体染色形态多变, 为此采用了人工生化、A P I20

strep t生化条、和血清凝集试验进行菌种鉴定,从中找到了一种

可靠的生化鉴定猪链球菌的方法,报道如下。

1　材料与方法

1. 1　标本来源　医院临床病人的血液、脑脊液和病死猪的内

脏 (肝、脾、肺、淋巴结等)。

1. 2　分离培养方法　将无菌操作采集的血液、脑脊液和病死

猪的内脏标本接种到肉汤增菌液、L 型肉汤增菌液、碱性蛋白胨

水,M A C 琼脂培养基、SS 琼脂培养基、山梨醇M A C 琼脂培养

基、TCBS琼脂培养基、L 型琼脂培养基、含 8%小牛血清营养琼

脂培养基、含 8%脱纤维羊血营养琼脂培养基,放入 37℃培养箱

24～ 48小时,挑取菌落进行革兰染色并在显微镜下观察细菌形

态。

1. 3　细菌生化鉴定　挑取单个菌落转 8%小牛血清营养琼脂

平板, 37℃培养 24小时,刮取菌苔制备菌液 (浓度为麦氏 4度)

供A P I20 Strep 生化条及其他生化试验用。

(1) 人工生化试验: 生化试验管购自浙江省军区后勤部卫

生防疫检疫所 (批号 971106- 980704) ; 将菌液加入各生化管,

每管加 20～ 30Λl菌液, 37℃培养 24～ 72 小时加入相应试剂并

观察结果。

(2) A P I生化试验: A P I20 Strep 生化系统购自法国生物

- 梅里埃公司 (批号 728619201) , 将菌液加入到V P 精氨酸

ADH 管中,每孔加 150Λl菌液,另取 0. 5m l菌液加入到A P I A 2
TR EP 培养基中, 均匀后吸取 170Λl 加入到核糖 R IB 糖原

GL YP 管中,并用无菌石腊覆盖ADH 到AL YP 管上,形成一个

凸面,放在含有 5m l水的培养盒内, 37℃培养 4小时,加入相应

试剂, 10分钟后观察结果。24小时观察糖发酵试验结果,根据

结果进行编码,查A P I20 Strep 生化系统编码表。

1. 4　血清凝集试验　 标准猪链球菌 1型和 2型血清来自荷兰
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DLO - Inst it ide fo r A n im al H ealth and Science2,猪链球菌 2型

(SS2)参考菌株来自德国吉森大学, 均由南京农业大学国家重

点微生物实验室提供。将培养 24小时的细菌制备成浓菌悬液,

加一滴菌液和一滴血清于玻片上混匀, 1分钟内观察结果。同时

设生理盐水对照。

2　结果

2. 1　菌株的分离及特性　从 4例病人血液、1例病人脑脊液和

7头病死猪内脏标本中分离到 12株细菌。该菌在肉汤培养基中

浑浊生长,底部有沉淀, 8%小牛血清营养琼脂和 8%脱纤维羊

血营养琼脂生长良好,M A C、SS、山梨醇M A C、TBCS和L 型琼

脂培养基不生长。

2. 2　菌落形态及生长试验特性　该菌在血平板上呈细小菌

落, 无色, 半透明, 直径 0. 5～ 1mm , 边缘整齐, 凸起, 光滑, Α溶

血。革兰阳性链状球菌,无芽胞,无荚膜。该菌 10℃培养不生长,

45℃培养生长, 60℃30分钟试验不生长。pH 9. 6肉汤生长, 1%

美兰牛乳、40%胆汁肉汤和 6. 5%氯化钠肉汤不生长。

2. 3　微量生化试验　水解七叶苷、淀粉和精氨酸 ,不水解马尿

酸盐和明胶。分解乳糖、葡萄糖、麦芽糖、蔗糖和甘露糖,不分解

阿拉伯糖、鼠李糖、山梨醇和甘露醇。

2. 4　A P I生化生化试验　12株链球菌A P I 20 Strep 生化结果

经编码 9株为 0641453, 2株为 0640453, 1株为 1641453。查编码

表 12株细菌均为猪链球菌 2型。其中编码 0641453猪链球菌 2

型的鉴定百分率为 99. 9% ,编码 0640453猪链球菌 2型鉴定百

分率为 99. 8% ,编码 4641453 猪链球菌 2 型的鉴定百分率为

99. 9% ,猪链球菌 2型参考菌株 SS2的编码为 4640473,鉴定百

分率为 99. 9%。A P I生化结果详见附表。

2. 5　血清凝集试验　12株细菌和猪链球菌 SS2参考菌株均与

猪链球菌 2型参考血清凝集,与猪链球菌 1型参考血清不凝集,

生理盐水对照阴性。

附表　分离菌株A P I链球菌系统检测结果

生化试验
菌株

A B C SS2
生化试验

菌株

A B C SS2

1. V P - - - -

2. 马尿酸盐 - - - -

3. 七叶灵 - - + +

4. 吡咯酮基芳胺酶 - - - -

5. Α- 半乳糖酶 + + + +

6. Β- 葡萄糖醛酸酶 + + + +

7. Β- 半乳糖 酶 - - - -

8. 碱性磷酸酶 - - - -

9. 亮氨酸芳胺酶 + + + +

10. 精氨酸双水解酶 + - + -

11. 核糖 - - - -

12. 阿拉伯糖 - - - -

13. 甘露醇 - - - -

14. 山梨醇 - - - -

15. 乳糖 + + + +

16. 海藻糖 + + + +

17. 菊根粉 - - - +

18. 棉子糖 + + + +

19. 淀粉 + + + +

20. 糖原 + + + +

21. Β- 溶血 - - - -

3　讨论

猪链球菌可引起人和动物多种疾病,人感染链球菌严重者

可导致中毒休克综合征并引起死亡,国外已有报道[1- 3 ]。这次江

苏某地发生的猪链球菌中毒性休克综合征病人病情凶恶,潜伏

期短,病程快,病死率高。早期临床诊断凝为:炭疽病、流行性出

血热、钩体病、链球菌引起的猪肺疫及O 157: H 7出血性大肠杆

菌等细菌性病原体引起的疾病。因此病原体的分离和鉴定对疾

病的确诊、预防和控制十分重要。

本次分离的猪链球菌,刚分离时细菌形态为典型的革兰阳

性链球菌,链长达二十多个,二代培养后细菌染色形态发生变

化,多为革兰阴性球杆球, 不成链, 给细菌鉴定带来一定困难。

因此刚分离到的细菌形态观察对细菌鉴定十分重要。

链球菌血清群繁多, 其感染宿主和致病力也不相同, 因此

链球菌的型别鉴定十分重要。我们根据伯杰细菌鉴定手册,选

择了 24 个生化指标对本次分离的菌株进行鉴定, 由于链球菌

属内的各型链球菌间的生化结果差异不大, 结果未能定种, 用

M A S- 300微生物自动生化分析仪,也由于机内贮存标准菌有

限,未能定种。A P I20 Strep 生化系统将该菌鉴定,结果鉴定率

大于 99. 8% ,均为猪链球菌 2型。血清凝集试验结果也证实了

菌株为猪链球菌 2型。因此A P I20 Strep 生化系统可作为生化

鉴定猪链球菌的一个快速方法。

不同的生化试验方法, 少许生化结果不一样, 这可能与接

种的菌量有一定的关系。水解七叶苷可因方法的相异而不同。

由于链球菌的生化特性变化较大,从菌体形态和常规生化

试验难以进行菌种的鉴定。用A P I20 Strep 生化系统对本次分

离到的链球菌进行了种的鉴定,取得了满意的结果, 这对以后

同类细菌鉴定提供了可借鉴的经验。
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