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引 言

沙门氏菌病（Salmonellosis）是一种由沙门氏菌属细菌引起的人兽共患传染病。沙门氏菌

（Salmonella）属于肠杆菌科的一类革兰氏阴性肠道杆菌，在自然界中分布广泛，人类和多种

动物均为其宿主。不同血清型的沙门氏菌，其可感染的宿主范围以及能导致的疾病存在差异。

多种沙门氏菌都能感染羊，从而引发羊的沙门氏菌病，但基本不会造成地方性流行。羊

流产沙门氏菌（Salmonella enterica spp. enterica serovar Abortusovis，Salmonella Abortusovis）

是沙门氏菌肠炎亚种的一种血清型，具有较高的宿主特异性，仅感染绵羊，会引发以怀孕绵

羊流产为主要特征的传染病，也称为绵羊流产沙门氏菌病，世界动物卫生组织（WOAH）将

其列为规定报告疫病。

羊流产沙门氏菌在欧洲、中东、非洲和南美洲的部分国家有感染报告，曾在南欧、西亚

和北非等地区引发流行，导致了一定程度的经济损失。而在我国，有关羊流产沙门氏菌的相

关报道相对较少，目前尚未有明确的分离菌株。该标准参考了WOAH《陆生动物诊断试验与

疫苗手册》、沙门氏菌标准以及相关文献，构建了诊断流程和检测方法，增加鉴别导致绵羊

流产的病原。



绵羊流产沙门氏菌病诊断技术

1 范围

本文件描述了绵羊流产沙门氏菌病的临床诊断和实验室诊断方法。

本文件适用于绵羊流产沙门氏菌病的诊断、检测和流行病学调查。

2 规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款，其中，注日期

的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括

所有的修改单）适用本文件。

GB4789.4 食品安全国家标准 食品微生物学检验 沙门氏菌检验

GB /T 46668 动物和动物产品沙门氏菌检测方法

GB 19489 实验室 生物安全通用要求

NY/T 541 兽医诊断样品采集、保存与运输技术规范

3 术语和定义

绵羊流产沙门氏菌病（Salmonellosis Abortusovis）：标准中指由羊流产沙门氏菌

（Salmonella.Abortusovis）引起的以怀孕绵羊流产为主要特征的传染病。

4 缩略语

BPW：缓冲蛋白胨水（Buffered peptone water）
BS：亚硫酸铋（Bismuth sulfite）
PCR：聚合酶链式反应（Polymerase chain reaction）
XLD：木糖赖氨酸脱氧胆酸盐（Xylose Lysine Desoxycholate）

5 临床诊断

5.1 易感动物

羊流产沙门氏菌是一种宿主特异型血清型，对绵羊具有高度特异性。不同品种、性别的

绵羊均可感染。

5.2 流行特点

在未曾感染过的羊群中，主要临床症状表现为妊娠母羊于妊娠晚期（产前2～3个月）出

现流产情况，且多发生在头胎母羊身上。对于存在地方性流行状况的羊群而言，流产现象通



常仅见于新购入的绵羊或者初产母羊。在产羔季节，流产的胎儿、胎盘以及阴道分泌物是主

要的感染源，感染途径为粪口传播。

5.3 临床症状

母羊除孕晚期发生流产、死胎外，未流产感染母羊产下的羔羊通常会在1月龄内出现菌血

症并死亡。偶尔出现母羊死于败血症、急性子宫炎和由胎盘潴留引起的腹膜炎。公羊和未孕

母羊一般无症状。

5.4 病理变化

对流产以及产出死胎的病死母羊进行剖检，发现子宫发生肿胀、充血，里面存在出血性

浆液性渗出物以及坏死组织，部分甚至滞留有胎盘。其产出死羔具有全身败血病变，肝脏、

脾脏发生肿大、充血，并存在坏死灶。

6 样本采集与保存

6.1 流产胎儿实质器官

按照NY/T 541规定，无菌采集无腐败的流产胎儿肝、脾、肺等实质器官，每份约50g，置

于无菌采样袋密封并做好标记，立即4℃保存运输，尽量于24h内处理。

6.2 阴道拭子

将无菌棉签伸入绵羊阴道内，旋转3～5次，取出棉签折断手柄后将棉签头部置于无菌采

样袋内或含有运送培养基的采样管中密封保存并做好标记，立即4℃保存运输，尽量于24h内
处理。

7 细菌分离培养

7.1 仪器设备

7.1.1 Ⅱ级生物安全柜。

7.1.2 离心机。

7.1.3 恒温培养箱。

7.1.4 涡旋仪。

7.1.5 均质器。

7.2 试剂材料

7.2.1 BPW增菌液，按照附录 A中 A.1的规定配制。

7.2.2 BS琼脂，按照附录 A中 A.2的规定配制。

7.2.3 XLD琼脂，按照附录 A中 A.3的规定配制。

7.3 预增菌



参照GB4789.4中5.1预增菌进行。取25g样品放入盛有225mL BPW的无菌均质杯中，以

8000～10000 r/min均质1～2min，或置于盛有225mL BPW的无菌均质袋中，用拍击式均质器拍

打1～2min。拭子样品放入盛有40mL中BPW的无菌均质袋中，使拭子充分浸润。均质袋密封

后，直接置于恒温培养箱36℃±1℃培养8h～18h。

7.4 分离培养

用接种环取增菌液培养物一环，分别划线接种于一个BS琼脂平板和一个XLD琼脂平板，

于36℃±1℃分别培养48～72h。观察各个平板上生长的菌落，是否符合沙门氏菌的菌落特征。

7.5 结果判定

观察各个平板上生长的菌落，是否符合沙门氏菌的菌落特征，可参考GB4789.4中5.3列表。

绵羊流产沙门氏菌生长缓慢，通常情况下，菌落在生长48～72小时后约1～2毫米。

8 PCR检测

8.1 仪器设备

8.1.1 Ⅱ级生物安全柜。

8.1.2 离心机。

8.1.3 涡旋仪。

8.1.4 全自动核酸提取仪。

8.1.5 PCR仪。

8.1.6 稳压稳流电泳仪和水平电泳槽。

8.1.7 凝胶成像仪或紫外线投射仪。

8.1.8 微量可调移液器

8.2 试剂材料

8.2.1 细菌基因组 DNA提取试剂盒。

8.2.2 无菌去离子水。

8.2.3 普通 PCR酶混合液（含 Taq酶，dNTPs，Mg2+等）

8.2.4 1×TAE 缓冲液，按照附录 A中 A.4的规定配制。

8.2.5 上样缓冲液，按照附录 A中 A.5的规定配制。

8.2.6 1%琼脂糖凝胶，按照附录 A中 A.6的规定配制。

8.2.7 DNA标准分子质量。

8.2.8 引物序列见附录 B.1，加无核酸酶水配置成 10 μmol/L的工作浓度。

8.2.9 阳性对照：羊流产沙门氏菌提取的基因组核酸。若菌株难以获取，可采用羊流产沙门

氏菌 IS200特异性插入位置基因片段。



8.3 阴性对照：无菌去离子水。

8.4 核酸制备

8.4.1 BPW增菌培养液

吸取经7.3.1经BPW增菌培养后的液体1mL,12000r/min 离心5min，用移液枪缓慢吸掉上清

液（尽量避免吸取菌体沉淀），沉淀用 1 mL 无菌去离子水离心洗涤1次，重悬沉淀至200μL
无菌去离子水中。

沸水浴10min，迅速移至碎冰块上，使其迅速冷却10min后，12000r/min 离心5min，取上

清液即为待测样品DNA模板；或用商品化基因组提取试剂盒提取其基因组 DNA 作为模板。

8.4.2 疑似沙门氏菌菌落

挑选培养基疑似沙门氏菌菌落重悬至200μL无菌去离子水中。沸水浴10min，迅速移至碎

冰块上，使其迅速冷却10min后，12000r/min 离心5min，取上清液即为待测样品DNA模板；或

使用商品化基因组提取试剂盒提取其基因组DNA作为模板。

8.5 沙门氏菌 PCR检测

按照GB /T 46668 动物和动物产品沙门氏菌检测方法中11.3章的PCR检测进行。阳性样品

进行8.6羊流产沙门氏菌PCR检测。

8.6 羊流产沙门氏菌 PCR检测

8.6.1 反应体系

配制 25μL反应体系所需试剂如下：

——12.5μL普通 PCR 酶混合液；

——8.5μL无菌去离子水；

——1μL上游引物（10 μmol/L）；

——1μL下游引物（10 μmol/L）；

——2μL样品核酸或菌液。

每次进行 PCR扩增时均应设立阳性、阴性对照。

注：反应体系依据所用试剂的不同而适当改变。

8.6.2 反应程序

将反应管瞬时离心，放入PCR仪内，设定反应程序进行扩增。扩增条件：94 ℃预变性5min，
94℃变性1min，55℃退火1min，72℃延伸1min，25个循环；72℃延伸10min。反应结束后立即

电泳，或将扩增产物置于4℃保存。

8.6.3 PCR反应产物检测

配制好的1%琼脂糖凝胶放入水平电泳槽，使1×TAE缓冲液刚好没过胶面，取5μL～
10μLPCR扩增产物进行电泳。每次电泳同时加DNA标准分子质量、阳性对照和阴性对照。80V～
100V恒压电流20 min ～30 min。电泳结束后，使用紫外线透射仪或凝胶成像系统观察并保存

结果。

8.6.4 试验条件成立



阳性对照PCR产物电泳后出现932bp，阴性对照无任何条带或只出现片段较小的引物二聚

体条带，试验成立；否则，试验不成立。

8.6.5 判定标准

8.6.5.1 被检样本 PCR产物电泳出现 932 bp的条带，判定为绵羊流产沙门氏菌核酸阳性；

8.6.5.2 被检样本 PCR产物未出现特异性大小条带，判定为绵羊流产沙门氏菌核酸阴性。

9 综合判定

9.1 符合 5.3临床症状，经 7.4分离培养出疑似为沙门氏菌落，经 8.5沙门氏菌 PCR判定为

阳性的，判定为感染沙门氏菌。

9.2 符合 9.1，经 8.6羊流产沙门氏菌 PCR 判定为阳性的，判定为感染羊流产沙门氏菌，引

起绵羊流产沙门氏菌病。

9.3 符合羊沙门氏菌病疑似病例，经 8.6判定为阴性的，判定为感染其他沙门氏菌，如需进

一步鉴定，可按照 GB4789.4进行生化试验和血清学鉴定。



附 录 A
（规范性）

培养基与试剂的配制

A.1 缓冲蛋白胨水（BPW）

配制 BPW 所需试剂如下：

——10.0g的胰蛋白胨；

——5.0g的氯化钠（NaCl）；

——9.0g的磷酸氢二钠（Na2HPO4）；

——1.5g的磷酸二氢钾（KH2PO4）；

——0.25g的硫酸亚铁（FeSO4）。

溶剂加蒸馏水溶解至 1000mL，使用 1mol/LNaOH 或 HCl溶液调节 pH 为 7.2±0.2,121 ℃

高压灭菌 15min，室温保存备用。

A.2 亚硫酸铋（BS）琼脂

配制 BS琼脂 所需试剂如下：

——蛋白胨 10.0g
——牛肉浸粉 5.0g
——葡萄糖 5.0g
——硫酸亚铁 0.3g
——磷酸氢二钠 4.0g
——煌绿 0.025g
——柠檬酸铋铵 2.0g
——亚硫酸钠 6.0g
——琼脂 18.0g
溶剂加蒸馏水溶解至 1000mL，必要时调节 pH。煮沸，勿过度加热，勿高压灭菌。冷却

至 48 ℃±2 ℃倾注平皿，煮沸后的培养基在 25 ℃的 pH 为 7.5±0.2。

A.3 木糖赖氨酸脱氧胆盐（XLD）琼脂

配制 XLD琼脂 所需试剂如下：

——酵母浸粉 3.0g
——L-赖氨酸 5.0g
——木糖 3.75g
——乳糖 7.5g
——蔗糖 7.5g
——脱氧胆酸钠 2.5g
——枸橼酸铁铵 0.8g
——硫代硫酸钠 6.8g
——氯化钠 5.0g
——酚红 0.08g
——琼脂 15.0g
溶剂加蒸馏水溶解至 1000mL，搅匀后加热溶解，必要时调节 pH。煮沸，勿过度加热，

勿高压灭菌。冷却至 48 ℃±2 ℃倾注平皿，煮沸后的培养基在 25 ℃的 pH 为 7.4±0.2。



A.4 1×TAE缓冲液

称取 242 g Tris、18.612 g EDTA，加蒸馏水 800 mL，充分搅拌均匀后加入 57.1 mL 的冰乙酸，

充分溶解，用氢氧化钠调 pH至 8.3，加水定容至 1L后，配制成 50×TAE 贮存液，室温保存。使

用前加蒸馏水进行 50倍稀释配成 1×TAE缓冲液。

A.5 上样缓冲液（5×）

称取 0.2 g溴酚蓝、50 g蔗糖，加蒸馏水定容至 100 mL。
A.6 1%琼脂糖

称取 1 g琼脂糖，加入 100 mL的 1×TAE缓冲溶液，加热融化后冷却至 50 ℃～60 ℃时加入 1 μL
的核酸染料，混匀后倒入处于水平台面的凝胶盘中，胶板厚 5 mm左右。依据样品选择适宜的梳子，

待琼脂糖胶凝固后拔出梳子。



附 录 B
（规范性）

引物序列

B.1 羊流产沙门氏菌PCR引物序列

依据羊流产沙门氏菌的IS200元件及其两侧的边界基因序列，设计PCR引物，可扩增932bp
的目的片段。

上游引物：5'TTCTCTTGTCAGTCTCAAAC 3'
下游引物：5'CGATGAAAGCGTAAATAAGG 3'
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