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IN 青

    猪链球菌2型是链球菌属的成员，其致病菌株可致猪链球菌病，引起猪败血症、脑膜炎等。人可通

过伤口感染该菌，并导致发病和死亡。建立准确、可靠的检测方法是诊断、控制和预防该菌引致的猪链

球菌病的迫切要求。本标准是采用经典的细菌学鉴定方法并结合现代分子生物学技术制定的。

    本标准的附录A为资料性附录，附录B为规范性附录。

    本标准由国家标准化管理委员会提出。

    本标准由全国动物防疫标准化技术委员会归口。

    本标准由南京农业大学、中华人民共和国江苏出入境检验检疫局和中国检验检疫科学院负责起草。

    本标准主要起草人:陆承平、姚火春、陈国强、张敬友、张常印、唐泰山、姜众、王凯民、林祥梅、

韩雪清、吴绍强、刘建、贾广乐、梅琳。

    本标准为首次发布。
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猪链球菌2型分离鉴定操作规程

范围

本标准规定了猪链球菌2型分离鉴定的操作方法。

本标准适用于猪及其产品中猪链球菌2型的分离鉴定，也可用于送检菌株的鉴定。

2 规范性引用文件

    下列文件中的条款通过本标准的引用而成为本标准的条款。凡是注日期的引用文件，其随后所有

的修改单(不包括勘误的内容)或修订版均不适用于本标准，然而，鼓励根据本标准达成协议的各方研究

是否可使用这些文件的最新版本。凡是不注日期的引用文件，其最新版本适用于本标准。

    GB/T 4789. 28 食品卫生微生物学检验 染色法、培养基和试剂

    GB/T 6682-1992 分析实验室用水规格和试验方法

    GB/T 19915.3 猪链球菌2型PCR定型检测技术

    GB/T 19915.4 猪链球菌2型三重PCR检测方法

    GB/ T 19915. 5 猪链球菌2型多重PCR检测方法

    GB/T 19915.7 猪链球菌2型荧光PCR检测方法

    GB/T 19915. 8 猪链球菌2型毒力因子荧光PCR检测方法

    GB/ T 19915. 9 猪锌 球菌 2型溶 血素基 因 PCR粉恻卞 洪

术语和定义

    下列术语和定义适用于本标准。

3.1

    猪链球菌2型 Streptococcus suis type 2

    猪链球菌是属于链球菌属的一种细菌，根据其英膜多糖抗原的差异，可分为 1̂ 34及1/2共35个

血清型。猪链球菌2型是猪链球菌的一个血清型，不仅对猪致病性很强，而且可以感染特定的人群，是

一种重要 的人畜共患 病病原菌。

操作规程

4.1 方法概要

    检验程序的流程示意图见附录A(资料性附录)。

4.2 试荆和材料

    除另有规定，所用试剂均为分析纯，水为符合GB/T 6682-1992的蒸馏水。

    各种培养基的制备方法见附录B(规范性附录)。

4.3 仪器和设备

4.3.1 匀质器和匀质杯。

4.3.2 天平:称量范围。ĝ-1 000 g，读数精度。. 1 g,

4.3.3 培养箱:36℃士1 0C。

4.3.4 佰 泪 人 浴 铝 _
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4.4 步软

4.4.1 样品采集

    对病猪，最急性和急性病例可无菌采集死亡猪的心、肝、肺、肾、脾脏、淋巴结等组织，慢性病例如关

节炎型一般采取关节液及周围组织;对活猪可采取扁桃体拭子、鼻腔拭子.

4.4.2 分离培养

4.4.2.1 送检菌株的分离

    划线接种于普通琼脂绵羊血平板，36℃士1℃培养24 h士2h，如菌落生长缓慢，可延长至48 h士

2h，使之形成单个菌落，以供鉴定用。

4.4.2.2 病料的分离和触片检查

    用经火焰灭菌并冷却的接种环蘸取病料内部组织后划线接种于普通琼脂绵羊血平板，于 36℃士

10C培养24 h士2h，如菌落生长缓慢，可延长至48 h士2h后观察。同时取病料做组织触片，姬姆萨染色
(按GB/T 4789. 28的方法进行染色)后镜检，如见球菌则表明病料申可能含有链球菌。

4.4.2.3 扁挑体和异腔拭子的分离

    扁桃体和鼻腔拭子样品加人到含有5 m1;灭菌的选择性THB增菌液(见第B. 4章)的试管中，于

36℃士10C培养24 h士2h后，划线接种于选择性普通琼脂绵羊血平板(见第B. 2章)。

4.4.2.4 动物产品的均质、增菌和分离

    以无菌操作取检样25 g，加人装有225 ME灭菌选择性THB增菌液(见第B. 4章)的广口瓶内，均
质，于36℃土1 0C培养24 h士2h后，划线接种于选择性普通琼脂绵羊血平板(见第B. 2章)。

4.4.3 初步鉴定

    猪链球菌2型在370C培养24 h后，在普通琼脂绵羊血平板和选择性普通琼脂绵羊血平板上形成圆
形、微凸、表面光滑、湿润、边缘整齐、半透明的菌落，直径约0. 3 mm-1 mm，大多数菌株呈。溶血，部分

菌株产生P溶血。

    将可疑菌落做革兰氏染色和过氧化氢酶试验。本菌为革兰氏阳性球菌，菌体直径约1 Jim，固体培

养物以双球菌为多，少量呈3个~5个排列的短链，液体培养物以链状为主，无芽抱，能形成英膜(按

GB/T 4789. 28的方法进行染色)。本菌过氧化氢酶试验均为阴性。

    菌落生长特征、革兰氏染色、菌体形态和过氧化氢酶试验符合者，可初步确定为链球菌。

4.4.4 生化鉴定

    经初步鉴定后，做5%乳搪、海藻糖、七叶昔、甘露醇、山梨醇、马尿酸钠等搪发醉试验。猪链球菌2

型发酵5%乳糖和海藻糖产酸，发酵七叶昔，不发酵甘露醉和山梨醉，不水解马尿酸钠。

    或应用法国生物一梅里埃公司AP120 Strep生化鉴定系统进行生化鉴定。

4.4.5 玻片凝集试验

    将可疑菌落接种THB肉汤(见第B. 3章)，于36℃士1c培养18 h士2h，取1. 5 mL培养物，经

10 000 r/min离心3 min，弃上清，用100 pL生理盐水将沉淀悬浮，取25 CAL菌体悬浮液分别和等体积
的25 pL生理盐水、猪链球菌2型阳性血清作玻片凝集试验，其中生理盐水作为稀释液对照并观察待检
菌株是否有自凝现象。同时设阳性菌株对照。在生理盐水对照不凝集，阳性菌株凝集的情况下，待检菌

株出现凝集为阳性反应。

4.4.6 猪链球菌2型定型PCR检测

    见GB/ T 19915. 3,

4.4.7 猪链球菌2型毒力因子PCR检侧

    必要时进行猪链球菌2型毒力因子PCR检测。PCR检测方法见GB/T 19915.4, GB/T 19915. 5,

GB/T 19915. 7,GB/T 19915.8,GB/T 19915.9,

5 试验结果分析判定

5.1 符合以下特性者应判为猪链球菌2型:

  2
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    — 猪链球菌2型在37℃培养24 h后，在普通琼脂绵羊血平板和选择性普通琼脂绵羊血平板上形
        成圆形、微凸、表面光滑、湿润、边缘整齐、半透明的菌落，直径约0.3 mm-1 mm，大多数菌株

        呈a溶血，部分菌株产生0溶血;

    — 革兰氏阳性球菌，单个、成对或成链存在，

    — 过氧化氢醉试验阴性;

    — 发酵5%乳搪和海藻糖产酸，发醉七叶昔.不发酵甘璐醉和山梨醉，不水解马尿酸钠(本试验项

        目具有不确定性，鉴定时供参考)，或法国生物一梅里埃公司AP120 Strep生化鉴定系统鉴定为

        猪链球菌2型者;

    — 与猪链球菌2型阳性血清玻片凝集试验阳性，

    — 猪链球苗2型定型PCR检侧阳性。

5.2 符合以下特性者的菌株可判定为致病性猪链球菌2型菌株:

    — 符合5.1的特性;

    — 主要毒力基因(mrp,ef,orf2,sly)全部或之一PCR检测阳性。

6 废弃物处理和防止污染的措施

    检测过程中的废弃物，应收集后高压灭菌处理。
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      附 录 A

    (资料性附录)

猪链球菌2型检验程序

动物产晶心、肝、肺等病科蔺株

选择性THE增翻液

选择性普通琼庸跪羊血平板

单个。成对、成链的G+球贾，过舰化氮醉明性

鉴定为桩球留

5%乳抽+、海旅箱+，七叶昔+、

甘摇醉一、山梨醉一，马尿口钠一:

或API 20 Strop鉴定为2型

血清扭集试脸阳性定型 PCR检侧阳性

猪链球窗2型

主要毒力荃因 (mrp, ef, orl2, sly)全部或之一 PCR检洲阳性

图 A. 猪链球菌2型检验程序
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      附 录 B

    (规范性附录)

各种培 养荃的配制方法

B.1 普通琼脂绵羊血平板

    牛肉膏 3. 0 g
    蛋白脉 10. 0 g

    抓化钠(NaCD                     5. 0 g

    磷酸二氢钾(KH2PO,)           1.0 g

    琼脂 15. 0 g

    蒸馏水 1 000 mL

    脱纤维无菌绵羊血 50 mL

    除无菌绵羊血外，混匀，加热溶解，调pH至7.6分装，115℃灭菌15 min，冷却至45℃加人5%无菌

脱纤维绵羊血倾注灭菌平板。

B. 2 选择性普通琼脂绵羊血平板

    牛肉膏 3.09
    蛋白膝 10. 0 g

    抓化钠(NaCI)                       5. 0 g

    磷酸二氢钾(KHZP氏) 1. 0 g

    琼脂 15. 0 g

    蒸馏水 1 000 ml,

    无菌羊血 50 mL

    叠氮钠 0. 4 g

    结晶紫 0. 000 4 g

    亚硫酸钠 0. 2 g

    除无菌绵羊血和结晶紫外，混匀，加热溶解，调pH至7. 6分装，加人结晶紫(可配成适当溶液)，

115℃灭菌15 min，冷却至46℃加人5%无菌脱纤维绵羊血，混匀，倾注灭菌平板。

B.3  Todd-Hewitt肉汤(简称THB)

牛肉膏 5. 0 g
胰蛋白脉 20. 0 g

葡葡糖 2. 0 g
碳酸钠 2.59

氯化钠(NaCI)                    2. 0 g

磷酸氢二钠(Naa HPO,)               0. 4 g;或十二水合磷酸氢二钠(Naz HPO,·12H20)1.0 g

蒸馏水 1 000 mL

将以上各成分混合煮沸，完全溶化，冷却至室温后，调pH，于115℃灭菌10 min，最终pH为7. 8 a

B. 4 选择性 Todd-Hewitt肉汤(简称选择性 THB)

牛 肉膏 5. 0 g
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    胰蛋白膝 20. 0 g
    葡萄搪 2.09

    碳酸钠 2.59
    氛化钠(N&CD                        2. 0 g
    礴酸氢二钠(Na2HPO,)                0.4 g;或十二水合磷酸氢二钠(Nax HP0,·12H20)1.0 g

    叠氮钠 。.49

    结晶紫 0. 000 4 g
    亚硫酸钠 0. 2 g
    燕馏水 1 000 mL

    将以上各成分(结晶萦除外)混合煮沸，完全溶化，冷却至室温后，调pH，加人结晶紫(可配成适当

溶液)，于115℃灭菌10 min,最终pH为7.8.


