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摘 要:本研究采用PCR分子生物学技术和细菌分离鉴定的方法,对某养殖场病羊的皮肤组织和

脓液的样本进行研究。结果表明:(1)四份痂皮样品均未检出羊痘、羊口疮及羊口蹄疫病毒;(2)两
份口蹄脓液的细菌分离鉴定结果为金黄色葡萄球菌,该菌株对多种药物敏感,但对青霉素和氨苄西

林不敏感。研究认为,本例羊口蹄脓包病例的主要致病菌为金黄色葡萄球菌,建议该养殖场加强对

该病原菌的监测和防控,并根据药敏试验结果制定合理的治疗方案。
关键词:羊;金黄色葡萄球菌;分离鉴定;药敏试验
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  Abstract:This
 

study
 

employed
 

PCR
 

molecular
 

biology
 

techniques
 

and
 

bacterial
 

isolation
 

identification
 

methods
 

to
 

investigate
 

skin
 

tissue
 

and
 

purulent
 

fluid
 

samples
 

from
 

diseased
 

sheep
 

in
 

a
 

farm.The
 

results
 

indicated
 

that:(1)None
 

of
 

the
 

four
 

scab
 

samples
 

tested
 

pos-
itive

 

for
 

sheep
 

pox,contagious
 

ecthyma,or
 

foot-and-mouth
 

disease
 

virus;(2)Bacterial
 

isolation
 

and
 

identification
 

from
 

the
 

two
 

samples
 

of
 

purulent
 

fluid
 

revealed
 

the
 

presence
 

of
 

Staphylococcus
 

aureus,which
 

was
 

found
 

to
 

be
 

sensitive
 

to
 

several
 

antibiotics,but
 

resistant
 

to
 

penicillin
 

and
 

ampicillin.The
 

study
 

concludes
 

that
 

the
 

primary
 

pathogenic
 

bacteria
 

in
 

this
 

case
 

of
 

sheep
 

foot-and-mouth
 

purulent
 

abscess
 

are
 

Staphylococcus
 

aureus,and
 

it
 

is
 

recommended
 

that
 

the
 

farm
 

strengthen
 

monitoring
 

and
 

prevention
 

measures
 

against
 

this
 

pathogen,

while
 

formulating
 

a
 

reasonable
 

treatment
 

plan
 

based
 

on
 

the
 

antibiotic
 

sensitivity
 

test
 

results.
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  随着中国养羊业的快速发展,羊的养殖数量和

规模持续增长,尤其在我区,养羊数量已连续多年位

居全国首位。养羊业已成为支撑地方经济发展和乡

村振兴的重要产业。然而,在羊的养殖过程中,疾病

仍然是制约产业发展的重要因素之一,这使得深入

了解和预防相关疾病变得尤为重要。



羊痘(capripox,CaPV)是一种由羊痘病毒引起

的急性高传染性疾病,虽然该病无明显的季节性,但
在冬、春季节的寒冷天气中更为高发[1]。羊痘病毒

存在于感染羊的黏液和排泄物中,主要通过飞沫和

呼吸道传播,特别是羔羊的感染率较高。此外,妊娠

母羊感染后可能导致流产[2],给养殖场造成严重损

失。因此,了解羊痘的传播途径及其影响尤为重要。
羊口蹄疫是由口蹄疫病毒(FMD)引起的急性、

热性和高度接触性传染病[3]。这种病毒对高温敏

感,因此通常多发于冬、春季节[4]。病毒通过感染羊

的呼气、分泌物和排泄物传播,其中尿液和粪便中病

毒含量最高[5],能够通过呼吸道、消化道、生殖道及

皮肤表面的伤口进入动物体内[6]。此病的广泛传播

不仅影响了羊只的健康,也可能对整个养殖业造成

巨大经济损失。
羊口疮(Orf),又称羊传染性脓疱,主要表现为

羊口腔、鼻部等部位的溃烂、化脓和结痂[7]。该病多

发于冬、春季节,病毒通过动物的黏膜和皮肤表面的

伤口传播[8]。由于其症状与羊痘和羊口蹄疫相似,
准确诊断对于采取有效的防治措施至关重要。因

此,研究羊口疮的病原特性及其与其他疾病的鉴别

显得尤为重要。
本研究通过对某养殖场病羊的皮肤组织和脓液

样本进行病毒分子生物学鉴定、细菌分离鉴定及药

敏试验,旨在确定造成羊只患病的致病性病毒,并为

养殖场的消毒和防控提供科学依据。在此过程中,
金黄色葡萄球菌(Staphylococcus

 

aureus)作为一种

常见的人畜共患病原体,易于传播,并可在严重情况

下导致人畜死亡[9]。这种革兰氏阳性菌适宜在37
 

℃环境下生长,并在普通培养基和血琼脂上表现良

好,主要寄生于人和动物的皮肤、鼻腔及肠道中,能
够引发伤口感染和化脓[10-11]。

综上所述,羊痘、羊口疮和羊口蹄疫均为养羊业

中重要的病毒性传染疾病,临床表现相似[12-14]。通

过准确区分和诊断这三种疾病,可以采取针对性的

预防和治疗措施,以提高养羊业的健康水平和经济

效益。因此,加强对这些疾病的研究和监测将对养

羊业的可持续发展起到积极的推动作用。

1 材料和方法

1.1 病料来源

内蒙古伊金霍洛旗牧户羊场羊口、蹄、尾部痂皮

共4份,脓液2份。

1.2 主要试剂

2
 

000
 

bp
 

marker、琼脂糖均购自北京全式金生物

技术TransGen
 

Biotech股份有限公司;Multipiex
 

PCR
 

Assay
 

Kit
 

Ver.2、Premix
 

TapTM 等均为宝生物工程

(大连)有限公司生产;RNase-free
 

water、病毒 RNA
提取试剂盒、cDNA 转录试剂盒、细菌全基 因 组

DNA提取试剂盒、去离子水等均为天根生化科技

(北京)有限公司生产;TE缓冲液、50×TAE缓冲

液等均为北京索莱宝科技有限公司生产;核酸染料

为北京百泰克生物技术有限公司生产;TSA固体培

养基、TSB液体培养基、革兰氏染色液试剂盒等均

为广东环凯生物科技有限公司生产;药敏纸片购自

杭州滨和微生物试剂有限公司。

1.3 仪器设备

2720热循环仪、HC-3018高速离心机等均为安

徽中科中佳科学仪器有限公司生产;DYY-6D电泳

仪为北京市六一仪器厂生产;迷你离心机为生工生

物工程有限股份公司生产;VM-10震荡仪为大韩科

学有限公司生产;20~200
 

μL、0.1~2.5
 

μL、0.5~
10

 

μL、100~1
 

000
 

μL移液枪均为艾本德中国有限

公司生产;凝胶成像仪为伯乐生命医学产品有限公

司生产;HZQ-F100全温双层震荡培养箱为金坛市

盛蓝仪器制造有限公司生产;超净台为北京东联哈

尔仪器制造有限公司生产。

1.4 病毒分子生物学鉴定

1.4.1 病毒RNA提取 (1)样本处理:采集的口、
蹄、尾部四份痂皮样品中加500

 

μL
 

PBS缓冲液,充
分震荡悬浮混匀,12

 

000
 

r/min离心10
 

min,取上

清。(2)按 照 RNA 提 取 试 剂 盒 说 明 书 操 作 提

取RNA。

1.4.2 cDNA逆转录操作步骤 (1)加入1
 

μL上

述1.4.1提取 RNA、1
 

μL
 

Random
 

Primer(N9)
(0.1

 

μg/μL)、1
 

μL
 

TransScript􀆿ⅡRT/RI
 

Enzyme
 

Mix、10
 

μL
 

2×ES
 

Reaction
 

Mix和8
 

μL
 

RNase-
free

 

water,总体积为20
 

μL。(2)轻轻混匀,孵育25
 

℃
 

10
 

min,42
 

℃
 

30
 

min。(3)85
 

℃加热5
 

s失活

RT/RI
 

Enzyme
 

Mix。

1.5 PCR扩增 
对4份口、蹄、尾部痂皮检测样品采用分子生物

学PCR检测方法进行口蹄疫病毒、羊痘病毒、羊口

疮病毒的病原检测。并且设阴性和阳性对照,在25
 

μL体 系 中 进 行。上 下 游 引 物 F/R 各0.5
 

μL,

Premix
 

TapTM
 

12.5
 

μL,模板DNA1.0
 

μL,加 H2O
补充到25

 

μL。反应条件设定为:94
 

℃
 

5
 

min;94
 

℃
 

30
 

s、55
 

℃
 

30
 

s、72
 

℃
 

30
 

s、共
 

30
 

个循环;72
 

℃延

伸
 

7
 

min。PCR产物使用1.5%浓度琼脂糖凝胶,

120
 

V 电压下进行35
 

min的凝胶电泳观察试验
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结果。

1.6 病原菌分离鉴定

1.6.1 分离培养 在无菌环境下,将两份口、蹄脓

液在TSB液体培养基中,于
 

37
 

℃恒温摇床内分离

培养18~24
 

h,扩增菌后接种于TSA固体培养基,
于培养箱37

 

℃培养18~24
 

h。观察菌落生长情况,
挑取单菌落再于固体培养基纯化3次。

1.6.2 革兰氏染色镜检 经3次纯化后,取无菌接

种环从培养基上挑取单个菌落制备细菌抹片,进行

革兰氏染色镜检,观察菌体形态特征。

1.6.3 分子生物学鉴定 (1)基因组DNA提取:
取1

 

mL细菌培养液,离心,收集沉淀物,按照细菌

全基因组DNA提取试剂盒说明书操作提取DNA。
(2)细菌16s

 

rDNA扩增测序:使用细菌16s
 

rDNA
通用引物进行PCR扩增,在50

 

μL体系中进行。引

物1.0
  

μL,Premix
 

TapTM
 

25
 

μL,阳性 DNA
 

2.0
 

μL,去离子水补充体积至50
 

μL。反应条件设定为:

94
 

℃
 

5
 

min;94
 

℃
 

30
 

s、55
 

℃
 

30
 

s、72℃
 

30
 

s、共30
个循环;72

 

℃延伸
 

7
 

min。PCR产物使用1.5%浓

度琼脂糖凝胶进行电泳,电泳结束后使用凝胶成像

仪观察结果。PCR产物送生工生物工程(上海)股
份有限公司测序。(3)系统进化树构建:使用NCBI
网站中的blast板块对测序获得的序列进行序列对

比,利用 Mege
 

11.0软件构建进化树。

1.7 药敏试验

采用纸片扩散法对分离菌落进行药敏试验,检
测其对抗生素药物的敏感程度。包括氯霉素、头孢

西叮、头孢曲松、氧氟沙星、链霉素、青霉素、头孢他

啶、阿米卡星、氨苄西林、四环素、头孢哌酮、庆大霉

素12种常见抗生素。37
 

℃培养24
 

h后测定抑菌圈

直径,参照CLSI标准判定药物敏感性,见表1。

表1 耐药试验判定标准

Table
 

1 Criteria
 

for
 

antibiotic
 

resistance
 

testing

判定结果

S I R

氯霉素 ≤12 13~17 ≥18

头孢西叮 ≤14 15~17 ≥18

头孢曲松 ≤13 14~20 ≥21

氧氟沙星 ≤12 13~15 ≥16

链霉素 ≤11 12~14 ≥15

青霉素 ≤28 - ≥29

头孢他啶 ≤14 15~17 ≥18

阿米卡星 ≤14 15~16 ≥17

氨苄西林 ≤13 14~16 ≥17

四环素 ≤14 15~18 ≥19

头孢哌酮 ≤15 16~20 ≥21

庆大霉素 ≤12 13~14 ≥15

2 结果与分析

2.1 PCR检测结果

针对采集的口腔、蹄部和尾部的痂皮样品,我们

采用分子生物学PCR技术对口蹄疫病毒、羊痘病毒

和羊口疮病毒进行了系统的病原检测。实验中,我
们使用了这3种病毒的阳性对照,以确保检测的准

确性和可靠性。羊痘病毒的阳性对照条带长度为

1
 

000
 

bp,口蹄疫病毒的阳性对照条带长度为328
 

bp,羊口疮病毒的阳性对照条带长度为1
 

137
 

bp,而
羊口疮病毒的阳性对照条带长度为284

 

bp。经过

详细分析,所有样品均未检出阳性条带,因此可判定

这些样品未感染口蹄疫病毒、羊痘病毒和羊口疮病

毒(图1和图2)。

M1、M2、M3.Marker;1.阳性对照;2.阴性对照;3~6.样品

图1 口蹄疫病毒、羊口疮病毒(B2L)、羊口疮病毒(VIR)、RT-PCR检测结果

Fig.1 Detection
 

results
 

of
 

foot-and-mouth
 

disease
 

virus,contagious
 

ecthyma
 

virus
 

(B2L),

and
 

ecthyma
 

virus
 

(VIR)
 

via
 

RT-PCR
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2.2 细菌的分离与培养

对口部和蹄部脓液进行了细菌培养和分离。结

果显示,在培养基中可见到肉眼可识别的白色且不

透明、表面光滑的菌落(图3)。我们进一步挑取这

些单一菌落,制作涂片进行革兰氏染色鉴定,结果表

明这两份样品均为单一的革兰氏阳性(G+)球菌感

染(图4)。

2.3 细菌分子生物学鉴定

以提取的革兰氏阳性(G+)球菌的基因组DNA
为模板,使用16S

 

rDNA通用引物进行了PCR扩

增,并采用1.5%琼脂糖凝胶进行电泳检测。结果

显示,PCR扩增产物的条带大小约为1
 

500
 

bp,符

M.Marker;1.阴性对照;2.阳性对照;3~6.样品

图2 羊痘病毒RT-PCR检测结果

Fig.2 Detection
 

results
 

of
 

sheep
 

pox
 

virus
 

via
 

RT-PCR

图3 细菌培养

Fig.3 Bacterial
 

cultures

合预期设计的标准(图5)。随后,我们将扩增得到

的基因序列在NCBI数据库中进行了比对,结果发

现该菌株与金黄色葡萄球菌菌株SA-4的16S基因

序列高度相似。构建的系统进化树进一步显示,该
革兰氏阳性(G+)球菌菌株(001)与GenBank中已

公布的金黄色葡萄球菌菌株SA-4在16S
 

rDNA序

列上相似度达到100%(图6)。

图4 革兰氏染色镜检结果,×1
 

000
Fig.4 Gram

 

stained
 

microscopic
 

findings,×1
 

000

M.Marker;1.阳性对照;2、3.样品

图5 金黄色葡萄球菌16s
 

rDNA
 

PCR扩增产物

1.5%琼脂糖凝胶电泳检测结果

Fig.5 1.5%
 

agarose
 

gel
 

electrophoresis
 

detection
 

results
 

of
16S

 

rDNA
 

PCR
 

amplification
 

products
 

of
 

S.aureus

图6 基于16s
 

rDNA序列构建的革兰氏阳性(G+)球菌菌株系统进化树

Fig.6 Phylogenetic
 

tree
 

of
 

gram-positive
 

(G+)
 

cocci
 

strains
 

based
 

on
 

16s
 

rDNA
 

sequences
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表2 分离菌株药敏试验结果

Table
 

2 Results
 

of
 

drug
 

sensitivity
 

tests
 

of
 

isolated
 

strains

纸片药物名称 抑菌环直径/mm R/I/S判定结果

氯霉素 20.80 S
头孢西叮 29.32 S
头孢曲松 25.90 S
氧氟沙星 23.64 S
链霉素 17.96 S
青霉素 13.04 R

头孢他啶 21.84 S
阿米卡星 19.36 S
氨苄西林 9.80 R
四环素 28.22 S

头孢哌酮 21.50 S
庆大霉素 20.34 S

2.4 药敏试验结果

我们对此菌株进行了不同抗生素的敏感性测

试,结果如表2所示。该菌株对氯霉素、头孢西丁、
头孢曲松、氧氟沙星、链霉素、头孢他啶、阿米卡星、
四环素、头孢哌酮及庆大霉素这10种抗生素表现出

高度敏感性。而对青霉素和氨苄西林则显示出不敏

感的特征。这一敏感性谱为后续治疗提供了重要的

参考依据。

3 讨 论

在养羊业中,由病原感染所引发的口腔、鼻部和

蹄部的脓包与水泡症状相似,给养殖户和兽医的诊

断带来了显著挑战。这种情况不仅增加了用药错误

的风险,还可能延误病情,给养殖户带来显著的经济

损失,尤其在当前养殖成本不断上升的背景下,及时

有效的医疗干预变得尤为重要。
金黄色葡萄球菌是一种广泛存在的致病菌,其感

染能够引发一系列皮肤及全身性疾病,尤其在皮肤愈

合不良的情况下,治疗变得极其复杂。已有研究显

示,金黄色葡萄球菌对多种抗生素表现出不同程度的

敏感性和耐药性,特别是对头孢拉定、头孢氨苄和庆

大霉素的敏感性相对较高[15-16]。相对而言,对磺胺

类、青霉素类及四环素等药物的耐药性较强[17-20],青
霉素和氨苄西林的耐药率高达100%[21-22]。这一点

提醒我们,选择合适的抗生素至关重要,错误的用药

决策将会导致疗效不佳,甚至病情加重。
本研究通过药敏试验发现,该菌对氯霉素、头孢

西叮、头孢曲松、氧氟沙星、链霉素等药物表现出良

好的敏感性,尤其是头孢西叮的抑菌圈直径达到

29.32
 

mm,显示出显著的抑制效果。这为临床兽医

在制定治疗方案时提供了有力的支持。为确保治疗

效果,建议根据药敏试验的结果选择抑菌圈最大的

抗生素进行治疗,并在3~5
 

d内观察疗效,最长可

使用7
 

d后再更换另一种抗生素,采用交替使用的

策略,达到最大化治疗效果。
此外,鉴于不同地区、不同畜种的菌株个体之

间,以及养殖场的用药剂量和方式存在差异,因此,
进行具体的病原菌药敏试验显得尤为必要。只有通

过准确判断菌株的耐药性和敏感性,才能制定出更

加科学和有效的用药方案。
综上所述,及时对病羊进行正确的治疗不仅能

有效控制病情,提升治疗效果,还能为养殖户在实际

生产过程中提供宝贵的支持和指导。通过科学的用

药策略,养殖户能够在激烈的市场竞争中降低经济

损失,确保养殖业的可持续发展。
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