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普通级实验用猫金黄色葡萄球菌检测PCR法

范围

本标准主要规定了普通级实验用猫金黄色葡萄球菌PCR检测方法的技术要求。
本部分适用于普通级实验用猫金黄色葡萄球菌检测。

规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅所注日期的版本适用于本文件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。

NY/T 541 兽医诊断样品采集、保存与运输技术规范

SN/T 3223 动物传染病PCR检测技术确认规范

DB22/T 2591 普通级实验用猫 病原微生物监测标准

原理

聚合酶链式反应（PCR）以金黄色葡萄球菌的特异性nuc基因为模板，以碱基配对和半保留复制为原理，合成一条新的与模板DNA互补的复制链，新复制链又可以作为下次循环反应的模板，保证了复制的准确性。PCR每一个循环反应需要2 min~4 min即可完成，2 h~3 h就能将目的DNA扩增几百万倍，从而就可以在较短的时间内获得检测所需的特定基因片段，最后扩增的目的基因可用电泳分析。

材料

器材

4.1.1 高速离心机，1000 r/min~20000 r/min
4.1.2 PCR扩增仪
4.1.3 稳压稳流电泳仪

4.1.4 水平琼脂糖电泳槽

4.1.5 凝胶成像系统
4.1.6 恒温培养箱，36 ℃±1 ℃

4.1.7 分析天平
4.1.8 微波炉
4.1.9 平皿、三角烧杯、试管
4.1.10 接种环、接种针
4.1.11 微量移液器（5 µL~50 µL，50 µL~200 µL，100 µL~1000 µL）、配套吸头
4.1.12 -20 ℃冰箱，-80 ℃冰箱
4.1.13 均质器
4.1.14 恒温水浴锅
试剂

4.2.1 金黄色葡萄球菌标准菌株

4.2.2 7.5%氯化钠营养肉汤，配制方法见附录A。

4.2.3 1.5%琼脂糖凝胶，配制方法见附录A。
4.2.4 溴化乙锭：10 mg/mL，配制方法见附录A；或其他等效产品。
4.2.5 1%溴酚蓝，配制方法见附录A。
4.2.6 50×TAE电泳缓冲液，配制方法见附录A。
4.2.7 无RNase去离子水，配制方法见附录A。
4.2.8 DNA标准标志物：100 bp~2000 bp。
4.2.9 70%乙醇溶液（用无RNase去离子水配制）
4.2.10 核苷酸混合物（dNTPs）
4.2.11 溶菌酶

4.2.12 溶壁酶

4.2.13 Taq酶
4.2.14 核糖核酸酶（RNase）

4.2.15 异丙醇

4.2.16 二乙胺四乙酸（EDTA）

4.2.17 去离子水

4.2.18 核溶解液，配制方法见附录A。
4.2.19 蛋白质沉淀液，配制方法见附录A。
4.2.20 引物：根据引物序列合成引物，引物中加入无RNase去离子水，配制成10 µmol/L储备液，-20℃保存。

4.2.21 引物序列

引物序列如下：

上游（F）5’-GCTTGCTATGATTGTGGTAGCC-3’

下游（R）5’-CTCTAGCAAGTCCCTTTTCCAC-3’

检测程序

 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



操作步骤

6.1 采样

样品采集操作、保存和运输按照NY/T 541的规定进行。
6.1.1 脏器组织采集
死亡动物可无菌采集胃、肠道或病灶组织。剪取待检样品约2 g放入无菌5 mL离心管中，加入4 mL7.5%氯化钠营养肉汤，用均质器将组织样品充分搅拌成均质，然后置于（36℃±1 ℃）培养箱中培养18 h-24 h，取上清液，编号备用。

6.1.2 胃内容物、回盲部内容物采集
死亡动物可无菌采集胃内容物、回盲部内容物。取待检样品约2 g放入无菌5 mL离心管中，加入4 mL 7.5%氯化钠营养肉汤，用均质器将样品充分搅拌成均质，然后置于（36℃±1 ℃）培养箱中培养18 h-24 h，取上清液，编号备用。

6.1.3 粪便采集

活体动物可对其粪便进行采样。将粪便前段弃去，取中段粪便；对稀软便可直接接种；对干便可加入7.5%氯化钠营养肉汤没过粪便即可，然后匀浆化后再进行接种。取培养液1/10体积的粪便接种在7.5%氯化钠营养肉汤中，用均质器将样品充分搅拌成均质，置于（36℃±1 ℃）培养箱中培养18 h-24 h，取上清液，编号备用。

6.1.4 病灶组织分泌物及浓汁采集

活体动物固定后对其病灶周围用75%乙醇进行消毒，再用无菌接种环沾取分泌物或浓汁接种在7.5%氯化钠营养肉汤中，置于（36℃±1 ℃）培养箱中培养18 h-24 h，取上清液，编号备用。
6.2 样品的存放
采集或处理的样品在2℃~8℃条件下保存应不超过24 h；如果需要长期保存，须放置在-80℃冰箱中，但要避免反复冻融（冻融不超过3次）。
6.3 DNA的提取

取1 mL样品培养液的上清，放入1.5 mL离心管中，13000 r/min ~16000 r/min 离心2 min，保留沉淀物，弃去上清；向沉淀物中加入480 µL 50 mM EDTA用移液器充分悬浮沉淀，再向其中加入60 µL溶菌酶和60 µL溶壁酶，用移液器轻轻混匀；将带有样品的离心管置于36 ℃恒温水浴锅中30 min-60 min，然后13000 r/min ~16000r/min 离心2min，弃去上清；再向沉淀中加入600µL核溶解液，轻轻悬浮沉淀，再经80 ℃恒温水浴10 min，冷却至室温；加入3 µL 核糖核酸酶，上下颠倒离心管2次-5次混匀，36 ℃水浴15 min-60 min，冷却至室温；再加入200 µL蛋白质沉淀液，充分混匀，置于冰上5 min；13000 r/min~16000 r/min 离心10 min，将上清液移入新的1.5 mL离心管中，并向其中加入600 µL异丙醇，轻轻上下颠倒离心管5次；13000 r/min ~16000 r/min 离心3 min，弃去上清，添加600 µL 70%乙醇，轻轻上下颠倒离心管洗涤DNA沉淀；13000 r/min~16000 r/min 离心3min，弃去上清；将离心管盖子敞开10 min~15 min，晾干离心管中的DNA沉淀；向沉淀中加入100 µL去离子水溶解DNA，65 ℃水浴60 min，最后将DNA溶液放置在-20 ℃冰箱中待检；若需长期储存需将DNA溶液放入-80 ℃低温冰箱。如果采用商品化DNA提取试剂盒则根据试剂盒操作说明进行。
6.4 PCR扩增目的片段

6.4.1 反应体系

PCR反应体系见表1，反应体系为25 µL。反应液的配制在冰上操作，每次反应均设计阳性对照、阴性对照。其中，以金黄色葡萄球菌标准菌株DNA作为阳性对照；以不加金黄色葡萄球菌DNA的反应体系作为阴性对照，即在反应中用水来代替DNA模板。
表1 PCR反应体系

	
	反应组分
	用量/µL

	
	10×Buffer
	2.5

	
	dNTP（2.5 µmol/L）
	0.7 

	
	Primer F（20 µmol/L）
	0.25

	
	Primer R（20 µmol/L）
	0.25

	
	DNA模板（20 ng/µL~50 ng/µl）
	2.0 

	
	TaqE（5 U/µL）
	0.7

	
	ddH2O（去离子水）
	18.6

	
	总体积
	25


6.4.2 PCR反应参数

PCR反应参数见表2

表2 PCR反应参数

	步骤
	温度/℃
	时间
	循环数

	预变性
	95
	5 min
	1

	变性
	95
	40 s
	

	退火
	60
	30 s
	35

	延伸
	72
	60 s
	

	再延伸
	72
	8 min
	1


注：可使用其他等效PCR检测试剂盒进行，反应体系和反应参数可做相应调整。
6.5 电泳检测PCR结果

用琼脂糖凝胶电泳检测PCR反应结果：将适量50×TAE稀释成1×TAE溶液，配制含0.5 µg/mL溴化乙锭的1.5%琼脂糖凝胶，将配置好的凝胶板放入加满1×TAE溶液的电泳槽中。取1%溴酚蓝染液与PCR产物按1:9比例混匀，用移液器取7 µL~15 µL混有溴酚蓝的PCR产物加入到凝胶孔中，与适合的DNA标准标志物做对比；加样后的凝胶板立即通电进行电泳，电压60 V~100 V，样品由负极向正极方向移动，当溴酚蓝移动到距离胶板下缘约1 cm处时，停止电泳。再将琼脂糖凝胶置于凝胶成像系统中，观察PCR反应结果。
6.6 结果判断

金黄色葡萄球菌DNA特异性扩增片段长度为422 bp，与适合的DNA标准标志物比较，以判断样品中是否确为金黄色葡萄球菌。当6.6.1与6.6.2成立时，检测结果有效，可对结果进行判断。
6.6.1 阳性对照

琼脂凝胶在成像系统中观察到422 bp处有扩增目的条带。

6.6.2 阴性对照

琼脂凝胶在成像系统中观察到422 bp处无扩增目的条带。

6.6.3 待检样品

待检样品的琼脂糖凝胶在凝胶成像系统中未观察到422 bp处有扩增条带，样品检测结果为阴性；

待检样品的琼脂糖凝胶在凝胶成像系统中观察到422 bp处有扩增条带，样品检测结果为阳性。
6.6.4可疑样品

可疑样品PCR产物需送至公司进行测序，当测序结果和PCR结果都确定为金黄色葡萄球菌时，样品检测结果为阳性。

附 录 A

（规范性附录）

溶液的配制

A.1 7.5%氯化钠营养肉汤

称取蛋白胨10 g，牛肉浸粉3 g，氯化钠75 g，放入烧杯中，用1 L双蒸水加热搅拌充分溶解，调整PH值至7.4±0.2；121 ℃高压灭菌15 min，密封冷却备用。

A.2 1%溴酚蓝

称取1 g水溶性钠型溴酚蓝放入烧杯中，再向烧杯中加入100 mL双蒸水，搅拌或涡旋混合直到完全溶解。

A.3 50×TAE电泳缓冲液

称取242 g 羟基甲基氨基甲烷（Tris）和 37.2g EDTANa2·2H2O 放入1 L烧杯中，再向烧杯中加入800 mL双蒸水，充分搅拌均匀；加入57.1 mL冰醋酸；用NaOH调PH至8.3，加双蒸水定容至1 L，室温保存备用。用时用双蒸水稀释至1×使用。

A.4 溴化乙锭

称取20 mg溴化乙锭，用20 mL双蒸水将其充分溶解，浓度为10 mg/mL。

A.5 含0.5 µg/mL 溴化乙锭的1.5%琼脂糖凝胶

称取1.5 g琼脂糖放入烧杯中，加入100 mL 1×TAE电泳缓冲液，混合后加热至完全融化，放在室温冷却至50℃~55℃时，向其中加入5 µL溴化乙锭，轻轻晃动混匀，避免产生气泡，将电泳梳子置入制胶板中，然后将琼脂糖溶液倒入制胶板，凝胶适宜厚度为3 mm~5 mm，需确认在梳齿下或梳齿间没有气泡，待凝固后取下梳子备用。

A.6 无RNase去离子水

去离子水按体积比0.1%加入DEPC摇匀，室温静置过夜，121 ℃高压灭菌15 min，冷却备用。

A.7 10% SDS溶液

称取10 g十二烷基磺酸钠（SDS），用100 mL去离子水充分溶解，配成10% SDS溶液。

A.8 2N NaOH溶液

称取8 g NaOH，慢慢加入到带有80 mL去离子水的塑料烧杯中（NaOH溶解过程中大量放热，可能会使玻璃杯炸裂），边加边搅拌，待NaOH完全溶解后，再用去离子水将溶液体积定容至100 mL，即配制成2 N NaOH溶液，将溶液转移至塑料容器中，室温保存备用。

A.9 核溶解液

分别吸取50 mL10% SDS，50 mL 2N NaOH，加灭菌的去离子水定容至500 mL，现用现配。

A.10 蛋白质沉淀液

称取醋酸钾150 mg，冰醋酸11.5 mL，放入烧杯中，加入灭菌去离子水充分溶解，定容至100 mL。
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