新发和再燃传染病防治知识(二)

猪链球菌及猪链球菌病

南京医科大学康达学院病原生物与免疫学教研室  周婷婷

猪链球菌病是分布范围极广的人畜共患病，主要是由猪链球菌血清2型引起，目前已有20多个国家和地区报道有人感染猪链球菌病。猪链球菌在健康猪的扁桃体中带菌率可高达76%。它通常以引起乳猪、断奶仔猪以及养殖场生猪的败血症、脑膜炎、关节炎及支气管炎为特征。

猪链球菌根据荚膜的不同分为35个血清型，即1/2型和1型~34型。其Ⅱ型猪链球菌主要是引起人类感染的，人一旦感染死亡率很高，给公共卫生也带来威胁。

我国于1949年在上海发生人感染该病，1970年在我国17个省市广泛流行，我国以猪链球菌血清2型为主，该病感染率不高，但死亡率高。该病一般呈多点散发形式，但是在1998年的江苏和2005年的四川暴发人感染猪链球菌病，其中发病200多例，死亡38人，感染发病者分布范围广，资阳发病及死亡人数最多，调查发现屠宰，贩卖，转运等接触病死猪的人群感染情况较严重。现将血清2型猪链球菌作简要介绍：

1 猪链球菌的特性

猪链球菌属于链球菌属细菌，为不产生芽孢的革兰阳性细菌，多呈圆形或椭圆形，少数呈短链状，血液或肉汤培养基中可见呈长链状，也有单个或成双排列，有荚膜。本菌在普通培养基中生长较差，在微厌氧肉汤中生长良好，半固体琼脂中不扩散。葡萄糖有利于猪链球菌生长，在含葡萄糖肉汤中，最终pH值可降至5.1~5.4，肉汤中加入动物裂解全血或血清后菌量提高1~2倍。Ⅱ型猪链球菌又称猪链球菌血清Ⅱ型或荚膜Ⅱ型猪链球菌，医学上称之为血液链球菌Ⅱ型，分类上属于兰氏分类法的R群。

2  猪链球菌的致病机制

2．1猪链球菌的毒力因子

关于猪链球菌的致病机制尚未完全弄清，目前认为比较重要的毒力因子主要有：荚膜多糖、溶菌酶释放相关蛋白、细胞外蛋白因子、溶血素等。

2．1．1荚膜多糖(capsular) 

猪链球菌2型的荚膜多糖主要由N-乙酞葡萄糖胺、葡萄糖、半乳糖、唾液酸和鼠李糖构成，其主要作用是保护细菌逃避动物免疫系统吞噬细胞的吞噬和消除。Segura等研究表明，猪链球菌2型有荚膜的亲本株不被鼠巨噬细胞吞噬，而无荚膜的突变株则容易被吞噬。

2.1.2溶菌酶释放相关蛋白(muramidase-released protein，MRP)和细胞外蛋白因子(extracellular fac-tor，EF) 

除荚膜多糖外，这2种蛋白是最常用于评价猪链球菌毒力的指标。Vecht等比较了180株来自病猪、健康猪和人的猪链球菌II型的蛋白图谱后发现，从病猪体内分离的菌株特有110-KD和136-KD的蛋白条带，分别命名为细胞外蛋白因子(EF)和溶菌酶释放相关蛋白(MRP)。这180株菌存在3种表型：MRP+EP+、MRP+EP-、MRP-EP-。从病猪中分离的菌株77％为MRP+EP+，从健康猪中分离的菌株86％为MRP-EP-。因此认为，EF和/或MRP在猪链球菌II型的致病作用中起重要作用，并可视为菌株的毒力标记。在无菌猪实验中发现，缺少上述毒力基因的菌株没有致病性。

Luque等从来源于142头猪(88头病猪，54头健康猪)的猪链球菌中检测毒力蛋白MRR、EF，把菌株分成了5种表型：MRP+EP+、MRP+EP-,MRP-EP+．MRP+EP*、MRP*EP-。84％的病猪都属于MRP+EP+，说明这2种蛋白在毒力菌株间维持毒力、传播、扩散中都起了重要作用。

2.1.3猪链球菌溶血素(suilysin) 

研究表明，溶血素阳性的猪链球菌可以导致脑膜炎症状，其机制是通过破坏脉络丛神经上皮细胞，从而突破血脑屏障。溶血素还可以刺激机体产生免疫反应，是一种保护性抗原。

用纯化的猪溶血素制备的疫苗免疫小鼠或注射猪溶血素的抗血清，可以完全抵抗II型强毒菌株的攻击，说明猪溶血素也是一种重要的致病因子。猪溶血素可能在猪链球菌侵入和裂解细胞的过程中发挥着重要作用。

2.1.4黏附因子

AI-Numani等利用ELISA法研究了猪链球菌II型调节炎症过程中黏附因子表达的能力，发现猪链球菌II型可以上调人的单核细胞THP-1产生细胞间黏附因子(ICAM-1，CD54)、CD11a/CD18和CD11c/CD18，但不改变人的内皮细胞分泌细胞间黏附分子-1(ICAM-1)、脉管细胞问黏附因子(VCAM-l，CDl06)以及E-selectin(CD62E)的分泌能力。这种上调能力具有时间和细菌浓度依赖性，而且细胞壁成分与这种调节刺激有很大关系。

2.1.5其他致病因子

许多细胞因子参与机体的炎症反应，Segura等研究了猪链球菌II型诱导人THP-1细胞产生α-肿瘤坏死因子(TNF-alpha)、IL-1、IL-6、IL-8以及单核细胞趋化蛋白(MC-1)的能力。实验证明，THP-1释放这5种细胞因子的能力，具有细菌浓度和作用时间的依赖性。这些细胞因子的产生与猪链球菌II型诱导的其他细胞因子的扩大释放有关。对几株人源性和猪源性猪链球菌进行的比较研究，证明了不同来源的猪链球菌诱导细胞因子产生的能力有差别。

2．2外毒素

Kay等用豚鼠为模型的研究发现，细菌可能是依赖其产生的外毒素突破耳蜗导管屏障，进入耳蜗引起耳蜗脓毒血症，从而导致听力丧失。猪链球菌还可产生致热外毒素，又称红疹毒素，是人类猩红热的主要毒性物质。

Sanford等发现猪链球菌可造成心脏和中枢神经的损伤。

由于猪链球菌可导致严重的中毒性休克综合征，与其他具有超抗原致病菌导致的症状类似，因此怀疑猪链球菌II型可能具有某种超抗原成分，从而导致感染者出现细胞因子升高等系列改变。目前，关于猪链球菌超抗原及其他毒力因子的研究正引起国内外学者的重视。

3.猪感染链球菌

3.1流行特点

猪链球菌病在规模猪场较常见，特别是饲养密度大、通风不合理、光照不良等，都将加重此病的感染率和发病率。该病传染途径广泛，可经伤口、呼吸道、消化道等感染。新生仔猪感染，多数经脐带感染。

3.2 临床症状

根据临床表现的差异性，此病可细分为败血症型、脑膜炎型、关节炎型、化脓性淋巴结炎型。会出现以下症状：咳嗽、流鼻涕，食欲减退。跛行，关节肿胀，腹下红紫色，原地转圈，磨牙仰卧。后期，躯体麻痹，侧卧于地，四肢游泳状，甚至昏迷不醒等症状。
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3.3 诊断

 根据本病流行病学特点，临床症状及病理变化特征一般可以作出初步诊断。但由于本病的临床表现和病理解剖变化比较复杂，容易与败血性和慢性猪丹毒，急性猪瘟等一些败血性及脑膜炎等疾病混淆，故应以实验室诊断为依据。

3.3.1 涂片镜检

取病死猪脾脏、淋巴结制成印片或取心血制成涂片，经革兰染色镜检，可见单个、成双、短链球状排列的革兰阳性球菌。

3.3.2 分离培养

取心血、肝、脾等病料无菌接种于绵羊鲜血琼脂平板、肉汤、厌气肉汤培养基，37℃恒温培养24h，在血斜面出现灰白、圆形小菌落。肉汤均匀混浊、管底呈絮状沉淀。培养物涂片镜检，菌落涂片可见大量成对和3~5个、十几个乃至几十个的长链状排列球菌，均呈革兰阳性着色。

3.3.3 动物接种实验

用小鼠或小兔数只皮下注射前述病料乳剂（病料肝、脾、脑与无菌生理盐水1:10研磨而成），每只0.2mL，小鼠（兔）于24~72h死亡。取死亡鼠（兔）肝、脾、心血分别制片，均见成双短链状革兰阳性球菌。

3.4 综合防治

隔离病猪，清除传染源。圈舍、用具用3%苛性钠溶液、0.3%过氧乙酸等交替喷雾消毒，粪便污物堆积发酵。对病死猪必须进行深埋或焚烧，严禁食用。

对于感染链球菌的病猪，用抗生素或磺胺类药物及乙酰环丙沙星等进行药物治疗。

给健康乳猪、猪仔及生猪免疫接种猪链球菌病氢氧化铝胶苗，进行免疫预防。必要时选用四环素、金霉素、土霉素、阿莫西林、磺胺-5甲氧嘧啶、林可霉素预混料、磺胺嘧啶、三甲氧苄胺嘧啶等进行药物应急预防。

4.人感染猪链球菌

4.1人感染猪链球菌病的流行病学特点
病猪和带菌猪是人感染猪链球菌病的主要传染源，目前尚未发现人与人间传播的确切证据。人在接触病、死猪时，致病菌经破损皮肤或黏膜侵入人体可能为主要传播途径。 其它传播方式有待进一步调查确定。人类普遍对猪链球菌易感，但该病多发生在屠夫、养殖厂工人、生肉加工和销售人员中，中老年男性多见。

4.2 人感染猪链球菌病的发病机制

目前对Ⅱ型猪链球菌基因序列进行了广泛的研究，但仍有20%的基因功能无法确定，所以对该菌的发病机理还不明确。

研究者通过实验证实Ⅱ型猪链球菌的荚膜多糖、溶菌酶释放蛋白［MRP］、细胞外因子［EF］均具有一定的致病作用。Baums等人利用MRP+EF+链球菌血清2型和MRP+EF+链球菌血清9型作为为判断猪链球菌是否为脑膜炎或败血症或关节炎致病毒株的依据，但是采用这种方法仅有50%的已被证实为脑膜炎或败血症或关节炎致病链球菌毒株被检出，假阴性率较高。因此Baums的试验证实并非所有的致病性Ⅱ型猪链球菌均产生MRP和EF，MRP和EF只是致病因素的组成部分。最近Fabisiak通过对63株链球菌进行研究，发现其中79%含有猪溶素合成基因，该段基因共3.1KB，包含有4个开放阅读框，其中3个为甘露糖特异性转磷酸酶编码基因。从19株健康猪体内分离到的猪链球菌中该基因的携带率高达85%。猪溶素是一种能够破坏上皮细胞的毒素，因此Fabisiak认为该毒素是链球菌致病因子之一，参与细菌突破机体的免疫屏障。 最近Lun等人通过实验证实：甘露糖减少能够刺激该基因发生高溶血显性突变。

Esgleas等人通过ELISA 的方法证实Ⅱ型猪链球菌具有结合多种细胞外基质的功能，通过对23株Ⅱ型链球菌进行检测证实它们均具有结合血浆或细胞的纤维蛋白以及Ⅰ、Ⅲ、Ⅴ型胶原的能力。Esgleas还证实表面结合有这些物质的猪链球菌比表面包被多聚糖荚膜的猪链球菌具有更强的侵袭力。对猪链球菌Ⅱ型引起细菌性脑膜炎的机制进行了研究，他利用不同的链球菌株同猪脉络丛上皮细胞共同培养后观察该细胞对[（3）H]-甘露醇的通透性的变化，结果发现被链球菌[尤其是猪链球菌Ⅱ型］感染的猪脉络丛上皮细胞的抗通透能力明显下降。总之Ⅱ型猪链球菌致病因子比较复杂，要想真正弄清该病的致病因子，特别是保护性抗原、免疫原性物质之间的关系等还需进一步的研究。

4.3人感染猪链球菌的临床表现
4.3.1 人感染猪链球菌的临床分型

1）普通型：以感染中毒症状为主要表现，外周血白细胞计数升高，中性粒细胞比例升高。

2）败血症休克型：以中毒性休克综合征为突出表现，外周血白细胞计数升高、中性粒细胞比例升高。

3）脑膜炎型：以脑膜炎综合征为突出表现，脑膜刺激征阳性，脑脊液呈化脓性改变。

4）混合型：在中毒性休克综合征基础上，出现化脓性脑膜炎表现。

4.3.2 人感染猪链球菌的临床表现

1）潜伏期：平均为3天，最短2小时，最长7天。

2）前驱期：患者发病初期常表现为畏寒、高热，可伴头痛、头昏、全身不适、乏力、腹痛、腹泻等感染中毒症状。

3）进展期：以链球菌中毒性休克综合征和（或）脑膜炎综合征为主要表现。链球菌中毒性休克综合征多表现为突起高热，肢体远端部位出现瘀点、瘀斑，早期多伴有胃肠道症状、休克，病情进展快，很快转入多器官衰竭，如呼吸窘迫综合征、心力衰竭、弥漫性血管内凝血和急性肾衰竭等。脑膜炎综合征以高热、头痛、脑膜刺激症为突出表现，但部分患者可发生因干扰第八对颅神经所致的感知性耳聋以及运动功能失调等并发症。此外，猪链球菌还可侵入人体的关节、眼睛和心脏等，引起化脓性关节炎、眼内炎和心内膜炎等。

4）恢复期：多数患者在药物治疗2~6日后体温降至正常，皮疹多于2~3日消退。链球菌中毒性休克综合征病情重，预后差，病死率高；脑膜炎综合征病情较轻，预后较好，病死率较低。

4.3人感染猪链球菌的临床诊断
4.3.1.流行病学史：发病前1周内有与病、死猪（羊）接触史。
4.3.2.临床表现：（1）感染中毒症状：畏寒、高热，可伴头痛、头昏、全身不适、乏力、腹痛、腹泻等感染中毒症状；（2）中毒性休克综合征：血压下降，成人收缩压在12KPa(90mmHg)以下，伴有下列2项或2项以上：(肾功能不全；②凝血功能障碍；③肝功能不全；④急性呼吸窘迫综合征；⑤全身瘀点、瘀斑；⑥软组织坏死、筋膜炎、肌炎或坏疽。（3）脑膜炎综合征：脑膜刺激征阳性，脑脊液化脓性改变。
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4.3.3实验室检查：（1）血常规：白细胞计数升高（严重患者发病初期白细胞可降低或正常），中性粒细胞比例升高；（2）细菌学鉴定：患者全血或尸检标本纯培养后， 经形态学、生化反应有助于Ⅱ型猪链球菌的诊断，同时PCR法检测Ⅱ型猪链球菌特毒力基因具有高特异性和敏感性。Campbe Ⅱ提出对猪前白蛋白检测有助于猪链球菌Ⅱ型感染病猪的早期检出。

4.4人感染猪链球菌的治疗

人感染猪链球菌的治疗原则是早发现，早诊断，早治疗和隔离治疗。治疗以对症治疗为主，主要措施包括：（1）物理降温；（2）采用苯巴比妥钠缓解抽搐等症状，严重者可采用10%水合氯醛治疗；（3）预防休克；（4）颅内高压需采用20%甘露醇降低颅内压，有肾脏损害者使用甘油果糖注射液代替甘露醇，严重者可在注射甘露醇或甘油果糖的同时加用速尿。

病原治疗的原则是早期、足量使用抗生素。建议使用大剂量青霉素类合并第三代头孢菌素，头孢曲松2.0g，加入5%葡萄糖液体10mL中，静脉滴入，每12小时1次或头孢噻肟2.0g，加入葡萄糖液体100mL中，静脉滴入，每8小时1次。对有病原培养阳性报告的患者，根据药敏结果调整治疗。治疗2天效果不佳者，考虑调整抗生素；治疗3天效果不佳者，必须调整治疗。
4.5 人感染猪链球菌的预防

 首先，避免人与病、死猪的直接接触是控制该病的主要措施。一旦发现有病、死猪发生，应该采取果断措施，避免人与病、死猪的直接密切接触，对于病、死猪要禁宰、禁售、禁食，并立即予以焚烧或深埋，防止传染给人，对疫区进行彻底的消毒。根据描述流行病学研究和病因假设，在疫区采取严禁宰杀、销售、食用病、死猪为主的综合性防治措施，有效地切断人与病、死猪直接密切接触这一主要传播途径。

其次，广泛开展健康教育，加强群众的个人防护是控制该病的根本措施。通过宣传教育使生猪宰杀和加工人员认识到接触病、死猪的危害，做好自身防护，提高养猪户、屠宰人员识别病猪和病猪肉的能力。同时，将防病知识教给群众，加强群众的个人防护能力。

第三，预防用药，免疫接种是控制该病的基本措施。对与病、死猪有接触者要服用氟呱酸、复方新诺明、强力霉素等进行预防性用药。同时还要在猪间应急接种链球菌疫苗，并确保接种率和接种质量，可使当地疫情得到迅速、有效的控制。由于对该病的致病机制目前仍缺乏足够的认识，国内外迄今亦未有高效的疫苗来防制该菌引发的猪链球菌病，目前，猪链球菌中的MrP 基因功能片断可以为制备控制该病的高效亚单位疫苗提供有益的数据。而人间此病的疫苗目前还没有研制出来，所以不能对人及时地进行疫苗接种防护。
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图1 猪链球菌病败血型-皮肤呈紫红色
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图2 猪链球菌病关节炎型-关节肿大
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图 3 人-猪链球菌病皮肤瘀斑表现
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