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摘 要: 2019 年 9 月上旬，吉林延边地区某养羊场羊群陆续出现以精神萎靡、食量减少、流鼻涕、咳

嗽、腹泻为主要症状的发病情况。为了确定引起该养羊场发病羊感染的病原菌及筛选有效的治疗药

物，试验采集患病羊的鼻拭子样本，进行细菌分离，并对分离菌进行革兰氏染色、形态学观察、生化鉴

定、PCＲ 鉴定、16S rDNA 测序后进行同源性比对和遗传进化分析，对分离菌株进行药敏试验。结果表

明: 从患病羊鼻拭子样本中分离得到 1 株在 LB 固体培养基上呈金黄色、隆起、光滑、湿润、边缘整齐

的圆形菌落，革兰氏染色阳性，其生化培养特性与金黄色葡萄球菌符合，16S rDNA 核苷酸序列经

BLAST 比对后与金黄色葡萄球菌相似性为 100%。分离菌株对头孢喹肟、卡那霉素、庆大霉素、强力

霉素、四环素、氯霉素、红霉素、万古霉素敏感，对螺旋霉素、青霉素、氨苄西林、洁霉素耐药。指导该养

羊场使用头孢喹肟后，病羊痊愈。说明通过药敏试验选取敏感药物防治羊金黄色葡萄球菌病非常

必要。
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葡萄球菌广泛存在于环境中，是条件性致病菌，

其中金黄色葡萄球菌可引起严重的临床症状，如菌血

症和败血症等，对养殖业造成的危害十分严重［1－2］。
近年来，各地葡萄球菌病的发病率均有上升趋势［3］。
葡萄球菌具有广泛的耐药性，这给临床治疗带来诸多

困难，而且葡萄球菌可能在动物和人类之间传播，对

人类健康造成极大威胁，因此，控制葡萄球菌耐药性

是世界公众健康关注的焦点之一［4－5］。2019 年 9 月

上旬，吉林延吉地区某养羊场羊群发生以流鼻涕、咳
嗽、腹泻等为主要症状的疾病，笔者对引起该养羊场

羊群疾病的病原菌进行分离鉴定并进行耐药性分析，

以期为临床诊断和有效控制疾病提供依据。
1 发病情况及临床症状

2019 年 9 月上旬，吉林延吉地区某养羊场羊群

陆续出现以精神萎靡、食量减少、流鼻涕、咳嗽、腹泻

为主要症状的羊只。该养殖场共养殖绵羊 568 只，发

病 25 只，发病率 4. 4%。发病期间，曾用青霉素进行

治疗，但治疗效果不明显，发病一段时间后迅速传播

蔓延，且出现少量死亡羊只。
2 实验室检测
2. 1 细菌的分离培养与形态学观察

取患病羊鼻拭子，涂布于 LB 固体培养基，37 ℃
需氧培养 24 h，挑取生长状态良好的单菌落的一部分

进行革兰氏染色、镜检。另外，挑取单菌落剩余部分

接种于 LB 液体培养基。结果显示: LB 固体培养基

上可见金黄色、隆起、光滑、湿润、边缘整齐的圆形菌

落，无芽孢，无荚膜( 见 152 页彩图 1) 。分离菌在 LB
液体培养基中快速生长，最初变混浊，试管中有少量

沉淀，缓慢振荡，沉淀上升，然后消散。培养 2 ～ 3 d
后，可以形成很薄的菌环，在管底部形成黏稠的沉淀
( 见 152 页彩图 2) 。革兰氏染色结果显示，所分离细

菌为革兰氏阳性球菌，呈短链状排列( 见 152 页彩

图 3) 。
2. 2 生化鉴定

分离菌株进行单菌落划线纯化培养，然后对分离

菌株进行过氧化氢酶及凝固酶试验，并采用细菌微量

生化反应管进行糖发酵试验。生化鉴定结果表明，分

离菌过氧化氢酶及凝固酶试验阳性，发酵葡萄糖、乳
糖、麦芽糖、甘露醇和蔗糖，产酸不产气。将试验结果

与《伯杰氏细菌鉴定手册》对照，符合金黄色葡萄球

菌的特性，将该菌株命名为 YanJi 株。
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2. 3 PCＲ 鉴定
挑取培养基中单个菌落进行液体培养 12 h，以菌

液作为模板，27F ( 5' －AGAGTTTGATCCTGGCTCAG－
3') 和 1492Ｒ ( 5' －GGTTACCTTGTTACGACTT－ 3') 为

引物扩增细菌 16S rDNA。扩增体系( 30 μL) : 引物
27F、1492Ｒ 各 2 μL，2×Taq Master Mix 15 μL，ddH2O
8 μL，菌液 3 μL。扩增程序: 94 ℃ 预变性 7 min;

94 ℃变性 1 min，55 ℃退火 1 min，72 ℃延伸 2 min，

35 个 循 环; 最 后 72 ℃ 终 延 伸 10 min，4 ℃ 保 存。
PCＲ 产 物 在 1. 2% 琼 脂 糖 凝 胶 中 电 泳，获 得 约
1 421 bp 的目的片段( 见图 4) ，与预期大小相符。测

序结果经 BLAST 比对发现，本试验所分离到细菌与

金黄色葡萄球菌序列( MT628673) 相似度为 100%。

1～4． 菌液 PCＲ 产物; M． DL－5 000 Marker。

图 4 菌液 PCＲ 扩增产物电泳结果
Fig． 4 PCＲ amplification products of bacterial solution

2. 4 同源性比较
分离到 的 YanJi 株 经 测 序 后 成 功 获 得 全 长 为

1 421 bp 的基因片段，在 NCBI 中经过 BLAST 比对

后，选取与本次试验获得的 YanJi 株基因相似性较高

的菌株序列利用 DNAStar7. 1 软件进行同源性分析，

结果表明，本试验分离的 YanJi 株与金黄色葡萄球菌

核 苷 酸 序 列 ( JN102565、MK886615、MN650918、
MN660041、MT628673) 相似性最高，为 100%。
2. 5 进化树分析

结果见图 5。

图 5 YanJi 株进化树分析结果
Fig． 5 The phylogenetic tree analysis

results of YanJi strain

由 图 5 可 知: YanJi 株 与 表 皮 葡 萄 球 菌
( JQ312424) 、腐生葡萄球菌( LMYS01000012) 处在不

同分支上，遗传距离相对较远; 而与金黄色葡萄球菌
( JN102565、MK886615、MN650918、MN660041、MT628673)

均处在同一分支上，遗传距离相对较近。分离菌株
Yanji 与金黄色葡萄球菌处在同一分支上，且同源性

最高，说明分离菌株 YanJi 为金黄色葡萄球菌。
3 药敏试验

根据参考文献［6］选取了 12 种常用抗生素，通

过 K－B 纸片琼脂扩散法进行药敏试验。结果显示，

分离菌株 Yanji 对头孢喹肟、卡那霉素、庆大霉素、强
力霉素、四环素、氯霉素、红霉素、万古霉素敏感，对螺

旋霉素、青霉素、氨苄西林、洁霉素耐药性，见表 1。

表 1 药敏试验结果
Table 1 Drug sensitivity test results

抗菌药物
药敏纸片含药量 /

( μg·片－1 )

判定标准

Ｒ/mm I /mm S /mm
抑菌圈直径 /mm 判定结果

青霉素 10 ≤20 20～29 ≥29 0 Ｒ
氨苄西林 10 ≤11 11～15 ≥15 0 Ｒ
头孢喹肟 30 ≤14 14～23 ≥23 28 S
卡那霉素 30 ≤13 13～18 ≥18 21 S
庆大霉素 10 ≤12 12～15 ≥15 23 S
强力霉素 30 ≤12 12～16 ≥16 32 S
四环素 30 ≤14 14～19 ≥19 30 S
氯霉素 30 ≤12 12～18 ≥18 21 S
红霉素 15 ≤13 13～18 ≥18 23 S
螺旋霉素 30 ≤22 22～30 ≥30 17 Ｒ
洁霉素 2 ≤24 24～30 ≥30 14 Ｒ
万古霉素 30 ≤9 9～12 ≥12 18 S

注: Ｒ 表示耐药，I 表示中度敏感，S 表示敏感。

4 临床诊断及治疗

结合临床症状、流行病学调查、实验室诊断结果，
确诊该养羊场发病羊群感染了金黄色葡萄球菌。对

患病羊只用头孢喹肟按体重 2 mg /kg 颈部肌肉注射，
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每天 1 次，治疗 2 d 后病情得到缓解，治疗 5 d 后病情

得到控制。同时在饮水中适量添加电解多维给予辅

助治疗。
5 讨论

本试验对送检的羊鼻拭子进行了病原菌的分离

鉴定及生化试验，结果表明，分离得到 1 株菌株 Yan-
Ji。PCＲ 鉴定、同源性比较及遗传进化分析结果表

明，分离菌株 YanJi 与金黄色葡萄球菌处在同一进化

分支上，并且同源性达到 100%，而与表皮葡萄球菌、
腐生葡萄球菌处在不同分支上，遗传距离相对较远，

由此确定为金黄色葡萄球菌。药敏试验结果表明，该

病原菌的耐药水平较高，对青霉素、氨苄西林、螺旋霉

素和洁霉素均具有耐药性。本试验结果解释了畜主

给患病羊只使用青霉素没有疗效的原因，是分离菌株

产生了耐药性。因此，在临床诊疗中先对病原菌进行

药敏试验是非常必要的［7］。
对葡萄球菌病的诊断，根据临床症状和病理变化

不足以确诊，需要通过细菌的分离、生化试验及 PCＲ
鉴定等进行辅助诊断。本研究测定了分离菌株 YanJi
的 16S rDNA 核苷酸序列，通过比对确定分离菌株为

金黄色葡萄球菌。用 16S rDNA 基因序列相似性来

鉴别原核生物的属种是目前普遍使用的方法，核苷酸

序列相似性大于 97%的基本可判定属于一个种［8］。
葡萄球菌病是条件性致病菌，该病的发生与流行

与各种诱发因素有关，在家畜饲养条件差、管理不善、
气候变化、营养不良、皮肤损伤、机体抵抗力减弱时均

可诱发本病。因此，养殖场应加强饲养管理、保持清

洁和消毒工作，减少诱发因素。
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Diagnosis，treatment and experience of a case of sheep Staphylococcus aureus
ZHANG Yan，ZHENG Tianyu，JIN Chunmei，ZHOU Boyu，LIANG Wanfeng，YU Longzheng*

( Agricultural College，Yanbian University，Yanji 133002，China)

Abstract: In early September 2019，the main symptoms of malaise，reduced appetite，runny nose，cough，and diarrhea appeared in the flock of a
sheep farm in Yanbian area，Jilin Province． In order to determine the pathogenic bacteria affecting sheep in the sheep farm and to screen effec-
tive treatment drugs，the test was carried out on the nasal swab samples of the diseased sheep，and the bacteria were separated; and Gram stai-
ning，morphological observation，biochemical identification，PCＲ identification，16S rDNA sequencing were performed on the isolated bacteria．
Homology comparison and genetic evolution analysis were carried out，and drug sensitivity test was used for the isolated bacteria． The results
showed that one strain was isolated from the nasal swab samples of the diseased sheep，which was golden yellow，raised，smooth，moist，neat
edge，and round colonies on the LB solid medium and Gram－positive． The bacteria were consistent with the biochemical culture characteristics
of Staphylococcus aureus． BLAST alignment with 16S rDNA nucleotide sequence showed 100% similarity with Staphylococcus aureus． The isola-
ted strain was sensitive to cefquinome，kanamycin，gentamicin，doxycycline，tetracycline，chloramphenicol，erythromycin，vancomycin，and resist-
ant to spiramycin，penicillin，ampicillin，lincomycin． After instructing the sheep farm to use cefquinome，the sick sheep recovered． The results
suggested that it was very necessary to select sensitive drugs to prevent and treat sheep Staphylococcus aureus through drug susceptibility test．
Keywords: sheep; Staphylococcus aureus; isolation; identification; drug resistance
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彩 图
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一例 17 岁母马双侧后肢肿胀的中兽医治疗
( 作者 王雪帆等，正文见第 82－83，87 页)

图 1 两后肢肿胀
Fig． 1 Swelling of both hind limbs

图 2 醋酒灸
Fig． 2 Vinegar wine moxibustion
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一例犬Ⅲ度房室传导阻滞并发心力衰竭和肾衰竭的诊疗报告
( 作者 周志新等，正文见第 84－87 页)

注: 黑色虚线示胸骨，白色实线示 5 个肋间走向，黄色箭头示

戒指征，红色箭头示左肺前叶动脉，绿色箭头示左肺前叶静脉。

图 1 X 射线检查结果
Fig． 1 X－ray examination results

注: 红色箭头示室性逸搏波群，黑色箭头示 QＲS 波倒置。

图 2 心电检查结果
Fig． 2 Electrocardiographic examination results
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一例羊金黄色葡萄球菌病的诊治及体会
( 作者 张 燕等，正文见第 88－90 页)

图 1 普通琼脂培养基上的菌落形态
Fig． 1 Colony morphology of the isolated

bacteria on common agar medium

图 2 分离菌在 LB 液体培养基中形态
Fig． 2 Morphology of the isolated
bacteria in LB liquid medium

图 3 分离菌革兰氏染色结果( 1 000×)

Fig． 3 Ｒesults of Gram staining of the
isolated bacteria( 1 000×)
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