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1范围马接触传染性子宫炎诊断技术GB／T27529--20”本标准规定了马接触传染性子宫炎(contagiousequinemetritis，CEM)的诊断技术。本标准适用于马接触传染性子宫炎的诊断和检疫。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(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／T4789．282003食品卫生微生物学检验染色法、培养基和试剂GB／T668Z分析实验室用水规格和试验方法3临床检查3．1I临床特征公马感染马生殖道泰勒氏杆菌后不表现任何临床症状，当母马感染后表现阴道炎、子宫颈炎，初期外阴部出现大量渗出物或灰色炎症分泌物，后期渗出物或分泌物逐渐变成黏稠的脓液，其中含有大量的多核细胞、黏膜脱落细胞和崩解的细胞碎片。3．2判定根据3．1临床检查可作出初步判定。为了确诊需进行实验室检查，细菌学检查是确诊本病最可靠的方法。4病原分离与初步鉴定4．1材料准备4．1．1器材4．1．1．1微量移液器。4．1．1．2二氧化碳培养箱。4．1．1．3普通冰箱及低温冰箱(4℃、一20℃)。4．1．1．4离心管。4．1．1．5普通生物显微镜。4．1．1．6暗视野或相差显微镜。4．1．1．7载玻片。4．1．1．8接种环。4．1．1．9擦镜纸。4．1．2实验室用水实验室用水是指实验室用于溶解、稀释或配制溶液的水，可用多次蒸馏或离子交换等制备，符合GB／T6682二级水要求。4．1．3培养基4．1．3．1运输培养基：见附录A。4．1．3．2选择性琼脂培养基：见附录A。】



GB／T27529—20114．1．3．3含硫酸链霉素(200／zg／mL)选择性琼脂培养基：见附录A。4．1．3．4卵黄氯化钠琼脂培养基：见附录A。4．1．4试剂4．1．4．1除特别说明以外，本标准所用试剂均为分析纯。4．1．4．2革兰氏染色液：按GB／T4789．28—2003中2．2规定配制。4．1．4．3过氧化物酶试验试剂：按GB／T4789．282003中3．18规定，临用时配制。4．1．4．4氧化酶试验试剂：按GB／T4789．28—2003中3．20规定，临用时配制，于冰箱内避光保存。4．2样品采集和运送在采集泌尿生殖道拭子前应至少停用抗生素药物7d，也不得使用消毒药物冲洗泌尿生殖道。母马或公马保定后，用高压消毒的棉拭子刮擦泌尿生殖道黏膜(尿道隐窝、尿道窦、尿道或阴茎鞘)以刮取含有细胞、分泌物的样品。从阴蒂窝和阴蒂窦刮取拭子进行分离培养即可证明马生殖道泰勒氏杆菌的存在，但要获得纯净的培养物，应从子宫颈或子宫内膜中采集样品来分离。公马：每匹公马分别从阴茎基部／包皮处(包皮垢)、尿道隐窝／尿道窦、尿道日采集3份拭子。未怀孕母马：每匹母马分别从子宫颈、阴蒂隐窝、阴蒂窦采集3份拭子。怀孕母马：每匹母马分别从阴蒂隐窝、阴蒂窦采集2份拭子。棉拭子采集后，迅速插入装有1mL～2mL含活性炭的运输培养基离心管内，以吸附掉细菌代澍产生的抑制因子。在低温条件(2℃～8℃)下，样品尽快(24h～48h内)送往实验室。4．3病原分离培养样品到达实验室后，立即用棉拭子蘸取样品液直接涂布于选择性琼脂培养基和含硫酸链霉素(200Fzg／mL)选择性琼脂培养基平板上，每个拭子均接种2个平板。平板在5％～10％的二氧化碳培养箱内35℃～37℃培养，最初24h应检查是否有杂菌污染。48h后应每天观察，培养7d～14d。4．4病原初步鉴定4．4．1菌落鉴定48h后应每天观察琼脂培养基。观察培养基上有无疑似特征性菌落。马生殖道泰勒氏杆菌的菌落很小，直径2mm～3mm，边缘完整光滑，有光泽，呈浅灰黄色。如无特征性菌落，可弃之。4．4．2革兰氏染色鉴定按GB／T4789．28—2003中2．2规定操作。4．4．3湿片动力试验取干净载玻片一块，用微量移液器加一滴生理盐水，无菌挑取少量菌落，涂抹分散均匀。使用暗视野或相差显微镜检查，先用低倍物镜，再用高倍物镜，观察细菌形态特征与动力特征。4．4．4生化鉴定4．4．4．1氧化酶试验取典型菌落，按GB／T4789．282003中3．18规定操作。4．4．4．2过氧化氢酶试验取典型菌落，按GB／T4789．28—2003中3．20规定操作。4．4．4．3磷脂酶试验用接种环挑取固体培养基上典型菌落，点种于卵黄氯化钠琼脂平板(每张平板至少可接种10点)，在5％～10％的二氧化碳培养箱内37℃厌氧培养24h，观察接种点的变化。磷脂酶试验阳性者产生卵磷脂酶，分解卵黄中的卵磷脂，接种点的底部及周围形成乳白色的混浊带。2



GB／T27529—20114．5结果判定4．5．1根据细菌的菌落特征、革兰氏染色特征、湿片动力试验、过氧化氢酶试验、磷脂酶试验和氧化酶试验的结果可进行初步鉴定。4．5．2马生殖道泰勒氏杆菌生长缓慢，菌落很小，直经2mm～3mm，边缘完整光滑，有光泽，呈浅灰黄色。4，5．3马生殖道泰勒氏杆菌革兰氏染色阴性，杆状或球杆状，有时呈多形态(长达6um)，并可表现两极着色。4．5．4马生殖道泰勒氏杆菌无运动性。4．5．5马生殖道泰勒氏杆菌能产生过氧化氢酶和磷酸脂酶，氧化酶强阳性，无其他生化反应。4．5．6凡符合马生殖道泰勒氏杆菌一般特征和生化特性的细菌，可初步判定为马生殖道泰勒氏杆菌，如初步判定为马生殖道泰勒氏杆菌，则需要进一步应用马生殖道泰勒氏杆菌特异抗血清进行血清学鉴定。5病原血清学鉴定技术5．、玻片乳瞳凝集试验5．1．1试验材料5．1．1．1马生殖道泰勒氏杆菌的标准抗原。5．1．I．2马生殖道泰勒氏杆菌阳性血清致敏乳胶。5．1．1．3马生殖道泰勒氏杆菌阴性血清致敏乳胶。5．1．1．4载玻片。5．1．1．5玻璃铅笔。5．1．1．6接种环。5．1．1．7牙签或火柴杆。5．1．2操作程序使用前，马生殖道泰勒氏杆菌的标准抗原应充分振荡，所有试剂在室温平衡使其温度达到20℃左右。取洁净载玻片一块，用玻璃铅笔划成小格。滴加1滴马生殖道泰勒氏杆菌阳性血清致敏乳胶(约25pL)，再用接种环在琼脂培养基上钩取待鉴定细菌培养物适量，或滴加1滴液体培养物(约25pL)。同时于载玻片另一端滴加1滴马生殖道泰勒氏杆菌阴性血清致敏乳胶，同样钩取该细菌培养物混匀于其中。以牙签或火柴杆混匀，在3min～5min内判定结果。5．1．3结果判定“++++”：100％凝集，全部乳胶凝集，成絮状团块，出现大的凝集片或粒状物，液体清亮。“+++”：75％凝集，大部分乳胶凝集成较小的颗粒，有可见凝集块，液体清亮，几乎完全透明。“++”：50％凝集，半量乳胶凝集成细小颗粒，出现比较明显的颗粒状凝集颗粒或小凝块，液体不甚透明。“+”：25％凝集，仅可勉强看到粒状物，或较少量的乳胶凝集成可见的细颗粒，液体混浊。“一”：无凝集现象，全部乳胶液体仍为均匀混浊，无颗粒。以“++”或以上的反应强度作为该反应滴度的终点，判为凝集试验阳性。5．1．4结果说明玻片乳胶凝集试验因可能出现非特异性凝集反应，仅用做马生殖道泰勒氏杆菌的初步血清学鉴定。3



GB／T27529--20115．2间接荧光抗体法5．2．1试验材料5．2．1．1马生殖道泰勒氏杆菌的标准抗原。5．2．1．2马生殖道泰勒氏杆菌荧光标记的标准阳性血清。5．2．1．3马生殖道泰勒氏杆菌标准阴性血清。5．2．1．4异硫氰酸荧光素(FITC)标记的抗抗体诊断液。5．2．1．50．1mol／LpH8．0磷酸盐缓冲液(PBS)(见附录B)。5．2．1．6甘油缓冲液(见附录B)。5．2．1．7丙酮：乙醇(体积比1：1，一20℃预冷)。5．2．1．8恒温培养箱。5．2．1．9荧光显微镜。5．2．1．10载玻片。5．2．1．11盖玻片。5．2．1．12玻璃铅笔。5．2．1．13接种环。5．2．1．14镊子。5．2．1．15染色缸。5．2．2操作程序取一干净载玻片，用玻璃铅笔画定样品区域(直径0．5cm)，用接种环在琼脂培养基上钩取待鉴定细菌培养物适量，涂布均匀，风干。同时以马生殖道泰勒氏杆菌的标准抗原作为阳性对照。待涂片似干未干时，滴加预冷丙酮：乙醇液，固定细胞5min～10rain。用镊子将载玻片放人PBS液染色缸中充分漂洗，经过3次，每次3min～Srain。将载玻片上多余的水擦干，分别取lOpL马生殖道泰勒杆菌的标准阳性血清、标准阴性血清(事先用PBS稀释10倍～20倍)滴于标本上，放于湿盒内，37℃温育30rain。将载玻片上多余的水份擦干，滴加10pL异硫氰酸荧光素(FITC)标记的抗抗体诊断液(以PBS稀释至工作效价)，并使它布满整个标本。置湿盒中，放37℃温箱，作用30rain，取出玻片，用PBS充分漂洗，经过3次，每次3min～5rain。将载玻片上多余的水份擦干，在标本处滴一小滴甘油缓冲液，轻轻加上盖玻片。5．2．3结果判定将载玻片放在荧光显微镜载物台上，调好光源即可观察。阳性反应者FITC荧光色素呈明亮的黄绿色荧光。5．2．4结果说明间接荧光抗体法因特异性强、灵敏度高，可用做马生殖道泰勒氏杆菌的最后确诊。6病原套式PCR分子鉴定6．1材料与试剂6．1．1仪器与器材6．1．1．1PCR扩增仪。6．1．1．2高速台式冷冻离心机(离一EL,速度12000r／min以上)。6．1．1．3台式离心机(离心速度2000r／min)。6．1．1．4混匀器。6．1．1．5冰箱(2℃～8℃和一20℃两种)。6．1．1．6微量可调移液器及配套带滤芯吸头。d
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1．7 Eppendorf管(1．5 mL带盖塑料离心管)。

1．8稳压稳流电泳仪和水平电泳槽。

1．9 电泳凝胶成像系统(或紫外分析仪)。

2试剂

2．1蛋白酶K：见附录c。

2．2 10％SDS液：见附录C。

2．3异丙醇：一20℃预冷。

2．4 NaAc(3 mol／L)：见附录C。

2．5 75％乙醇：见附录c。

2．6 Taq酶：5 U／／zL。

2．7 10×PCR缓冲液。

2．8 dNTPs：含有dATP、dTTP、dCTP、dGTP各2．5 mmol／L。

2．9电泳缓冲液：用5×TBE电泳缓冲液稀释成工作浓度，即0．5×TBE缓冲液(见附录c)。

2．10 EB：见附录C。

2．11加样缓冲液(6×)：见附录C。

2．12 0．1 mol／L PBS(PH8．0)：见附录B。

2．13引物：加灭菌蒸馏水配制成20 t*mol／L工作液(见表1)。

表1套式PCR引物序列

名称 序列 在16S rRNA位置

上游外侧引物PPl 5’-CCATTAGAGGCTGTTAATCAATCGGGAAACC一3’ 38—67

上游内侧引物PP2 5LCCATACCGAACCCAATACCAAGCACACAAG_3’ 245—274

下游引物PRl 5LGTGTCATTAAGGTGTGTATTTG(汀CTGGTG_3’ 482 453

6．2 DNA模板的制备

取n个灭菌的1．5 mL Eppendorf管，其中rL为被检样品、阳性对照与阴性对照的和(阳性对照、阴

性对照在试剂盒中已标出)，编号。

用微量可调移液器于每管加pH7．0 PBS 1 mL，将生殖道拭子浸泡、挤压后，于4℃15 000 r／m离

心1 min，去上清液。

用微量可调移液器于每管加入蛋白酶K至终浓度100／tg／mL和SDS至终浓度10 g／L，55℃水浴

2 h。

用微量可调移液器于每管分别加入苯酚、苯酚一氯仿一异丙醇混合液(体积比为25：24：1)、氯仿，在

混匀器上剧烈混匀，各抽提1次，吸取水相转移至新Eppendorf管。

用微量可调移液器及配套带滤芯吸头于每管加入1／10体积3 raol／L的NaAc和2．5倍体积的无

水乙醇，轻轻混匀后置一20℃沉淀1 h，4℃条件下12 000 r／min离心15 rain，弃掉上清液。

用微量可调移液器于每管加入75％乙醇洗涤，4℃条件下12 000 r／rain离心5 rain，沉淀烘干后悬

浮于水中，取适量用作PCR模板。若需长期保存应放置一70℃冰箱。

6．3半套式PCR程序

6．3．1第一次PCR反应

第一次PCR反应液组成如下

10×PCR缓冲液

MgCl2(25 retool／L)

dNTP(2．5 ramol／L)

引物PPl(20 tⅡmol／L)

“L

ⅡL

uL

“L

6

6

6

6

6

6

6

6

6

6

6

6

6

6

6

6

6
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引物PRl(20 ttmol／L) 1 pL

Taq酶((5 U／pL))0．5 pL

DNA模板(10 ng／t1L) 2 pL

水 32．5“L

在PCR管内加入上述成分，总体积为50 pL，3 000 r／min离心10 S。

将PCR反应管置于PCR扩增仪。先95℃5 rain，再进行95℃30 s、58℃30 s、72℃30 s，35次

循环，然后72℃10 min，最后4℃保温。

6．3．2第二次PCR反应

第二次PCR反应液组成如下：

10×PCR缓冲液 5 pL

MgCl2(25 mmol／L)4 pL

dNTPs(2．5 mmol／L)4“L

引物PP2(20 tLmol／L) 1 pL

引物PRl(20 tLmol／L) 1 pL

Taq酶((5 U／vtL)) O．5 pL

DNA模板(10 ng／t1L) 2 pL

水 32．5 tLL

第一次PCR产物在带稳压稳流电泳仪的水平电泳槽内进行琼脂糖凝胶电泳后，在电泳凝胶成像

系统(或紫外分析仪)上进行观察。如果不出现445 bp的DNA扩增条带，取2 tzL产物做模板；如果电

泳后出现445 bp的DNA扩增条带，则需将产物按1：1 000稀释后，取2 pL作为第二次PCR的模板。

在PCR管内加入上述成分，总体积为50 pL，3 000 r／min离心10 S。

将PCR反应管置于PCR扩增仪。先95℃5 min，再进行95℃30 s、62℃30 s、72℃30 S，35次

循环，然后72℃10 min，最后4℃保温。

6．3．3对照设立

从6．2 DNA模板的制备开始，设立阳性对照、阴性对照。以含有已知马生殖道泰勒氏杆菌NCTC

11184株的细菌悬液作为阳性对照，蒸馏水作为阴性对照。

6．3．4 PCR产物琼脂糖电泳

用TBE电泳缓冲液配制2％的琼脂糖(含0．5 ttg／mL EB)平板。将平板放入水平电泳槽，使电泳

缓冲液刚好淹没胶面。将10 pL样品和2 pL加样冲液(6X)混匀后加入样品孔。在电泳时设立DNA

标准分子量作对照。5 V／cm电泳约30 min，当溴酚蓝到达底部时停止。在紫外灯下观察结果。

6．4结果判定

第一次PCR后阳性对照会出现一条445 bp的DNA片段。阴性对照则无。

第二次(半套式)PCR后，阳性对照会出现一条238 bp的DNA片段。阴性对照则无。

待测样品PCR扩增后，如能在相应445 bp、238 bp位置上出现DNA条带，即可判定为阳性反应。

必要时对扩增产物进行序列测定与比对。

6．5结果说明

套式PCR技术因特异性强、灵敏度高，结合PCR序列测定、比对，亦可用做马生殖道泰勒氏杆菌的

最后确诊。



附录A

(规范性附录)

培养基配制方法
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A．1运输培养基

氯化钠(Nacl) 3．0 g

氯化钾(Kcl)0．2 g

氯化钙(CaClz) o．1 g

氯化镁(MgClz)0．1 g

磷酸二氢钾(KHzPOt)0．2 g

磷酸氢二钠(Na2 HPO。) 1．15 g

巯基乙酸钠(CzH。NaO：S) 1．0 g

活性炭 10．0 g

琼脂4．0 g

称取上述成分，加入蒸馏水定容到1 000 mL，稍加热溶解后107．9 kPa、121℃高压灭菌15 min。

A．2选择性琼脂培养基：5％(体积分数)热灭活血液巧克力琼脂培养基

蛋白胨 10．0 g

牛肉浸膏 3．0 g

氯化钠 5．0 g

琼脂 15．0 g

加入900 mL蒸馏水，加热溶解后107．9 kPa、121℃高压灭菌15 min。冷却至70℃--80℃时，加

入50 mL马血液，70℃～80℃水浴12min，期间不断旋摇；继续冷却到45℃～50℃，加人1 mL的

100 mg／mL半胱氨酸(终浓度0．83 tool／L)、1 mL的277 mg／mL亚硫酸钠(终浓度1．59 tool／L)、三

甲氧苄二氨嘧啶(1 vg／mL)、洁霉素(5 btg／mL)和两性霉素B(5 pg／mL)，以灭菌蒸馏水定容到
1 000 mL；充分振摇，倾注平皿，厚度约为4 mm，即可获得高质量的巧克力琼脂培养基。

A．3舍硫酸链霉素(200 Ilg／mL)选择性琼脂培养基

在5％(体积分数)热灭活血液琼脂培养基的基础上添加硫酸链霉素(200 pg／mL)。

A．4卵黄氯化钠琼脂培养基(磷脂酶试验用)

A．4．1 10％氯化钠卵黄液的制备

取新鲜鸡蛋1个，以无菌操作取出卵黄，加入10％灭菌氯化钠溶液100 mL中，充分振摇，即得。

A．4．2卵黄氯化钠琼脂培养基

蛋自胨 6 g

牛肉浸出粉 1．8 g

琼脂 23 g

氯化钠(Nacl) 30 g

蒸馏水 650 mL

lO％氯化钠卵黄液 100 mL

取上述成分(除10％氯化钠卵黄液外)混合，加热溶化琼脂，调节pH值为7．6，107．9 kPa、121℃

高压灭菌15 rain，待冷至约60℃，以无菌操作加入10％氯化钠卵黄液100 mL，充分振摇，倾注平皿。
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附录B

(规范性附录)

间接荧光抗体试剂配制方法

B．1 0．1 mol／L磷酸盐缓冲液(PBS，pH8．0)

磷酸氢二钾 5．59 g

磷酸二氢钾0．41 g

取磷酸氢二钾5．59 g与磷酸二氢钾0．41 g，加蒸馏水定容至i 000 mL，充分溶解即可。

B．2甘油缓冲液

甘油 90 mL

0．1 mol／L PBS(pH8．0) 10 mL

取90 mL甘油加10 mL pH8．0 PBS充分混匀，即成甘油缓冲液。

8



附录c

(规范性附录)

PCR试剂配制方法
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C．1蛋白酶K(10 mg／mL)

蛋白酶K 50 mg

蒸馏水 5 mL

50 mg蛋白酶K溶于5 mL蒸馏水中，分装成每管l mL，一20℃保存。

c．2 10％SDS

SDS(十二烷基磺酸钠) 100 g

蒸馏水 1 000 mL

100 g SDS在900 mL水中溶解，加热至68℃助溶，加水定容至1 000 mL，室温保存。

c．3 3 mol／L醋酸钠

408 g醋酸钠(NaAc·3H：O)，在900 mL水中溶解，加水定容至1 000 mL，室温保存。

121℃高压灭菌15 min。

C．4 75％乙醇

蒸馏水 75 mL

无水乙醇 25 mL

用无水乙醇和蒸馏水充分混匀，--20℃预冷。

c．5 5×TBE电泳缓冲液(5×浓缩液)

Tris 54．0 g

硼酸 27．5 g

EDTA 2．9 g

加三蒸水到 1 000 mL

用5 mol／L的盐酸(HCl)调到pH8．0，或直接购买商品化的产品。

c．6 EB(染色剂)

溴化乙锭(EB) 100 mg

蒸馏水 10 mL

用三蒸水配制成10 mg／mL的浓缩液，使用时每10 mL琼脂溶液中加1 pL。

c．7加样缓冲液(6x)

溴酚蓝0．25 g

蔗糖40 g

蒸馏水 100 mL

称取溴酚蓝0．25 g和蔗糖40 g，充分溶解于80 mL蒸馏水，最后定容至100 mL。

12I℃高压灭菌15 min。




