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摘
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要!对北京关忠动物医院送检的
0

例疑似感染布氏杆菌宠物犬的
R

份分泌物进行了布氏杆菌普通
[78

*快速实

时荧光
[78

检测和
YC=N$![78

鉴定!并对部分基因序列测序分析!旨在对宠物犬感染犬布氏杆菌作出确诊!为宠物犬

感染布氏杆菌诊断与防控提供资料&结果显示!布氏杆菌快速实时荧光检测试剂盒对两例犬的
R

份分泌物检测结果均为

布氏杆菌阳性'

YC=N$![78

检测结果显示!感染犬布氏杆菌属于犬种布氏杆菌!且为非典型犬布氏杆菌'序列分析进一步验

证了患犬感染样品扩增的序列均为布氏杆菌序列$

F47[*%

表面蛋白序列与已经发布的序列相比相似性在
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%
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序列与中国内蒙古分离的犬布氏杆菌
\C@%

分离株和韩国
6';"&22$"$)(4G4S560%)%

分离株亲缘关系最为亲近!

核苷酸相似性均为
//p/_

'

%.4?8K5

序列显示!进口斗牛犬和泰迪犬感染菌株均属于布氏杆菌序列&以上试验结果表明

两例宠物犬均为犬布氏杆菌感染!这些数据将为布氏杆菌病的筛查和防控提供一定的基础&

关键词!布氏杆菌'宠物犬'
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检测'序列分析
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布氏杆菌病"

Q?CD@==#,$,

!简称布病#是由布氏

杆菌引起的一种以流产和发热为特征的人兽共患

病&该病分布广泛!有
%R&

多个国家存在此病&该

病不仅影响畜牧业的发展!还直接威胁人类健康和

公共卫生安全&
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年
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等首次在患病犬的

组织和阴道分泌物中发现了犬种布氏杆菌(

%

)

&犬种

布氏杆菌属于粗糙型菌株!主要引起犬类动物发病!
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明等$宠物犬布氏杆菌的
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检测及部分序列分析

被犬种布氏杆菌感染的犬可引起繁殖障碍"如流产*

死胎*不孕等#!也可表现非繁殖障碍症状"如视力缺

陷*肌肉关节或皮肤受损等#&近几年!犬的饲养量

大幅度增加!越来越多的人选择犬作为宠物!犬的品

种繁杂*来源广泛!其疫病也较为复杂!导致犬布病

的发病率逐年上升!而犬布病多呈隐性经过!不易察

觉!当患病犬流产时才怀疑是布病!因此犬布病的准

确检测对犬布病的防控和人类健康和公共卫生安全

均有重要的意义&目前!布氏杆菌的检测方法主要

有病原学诊断*血清学诊断和分子生物学诊断!前两

种方法操作耗时*特异性和敏感性有待提高!且存在

一定的风险'而以
[78

为代表的分子生物学技术不

仅用于布氏杆菌种及型的鉴定!还能反映基因间存

在的差异!因此可在基因水平上进行分型和疫苗株

的鉴定(

0

)

!且
[78

方法无风险!耗时短!对布氏杆菌

病的监测和确诊具有很大的意义&

笔者对关忠动物医院送检的两例宠物犬的
R

份

分泌物进行了
[78

检测和种属鉴定!并对部分基因

克隆测序!旨在对宠物犬感染布氏杆菌进行确诊!为

犬布病的监测和防控提供实验基础&

#

!

材料与方法

#A#

!

临床背景

病例
%

$两只进口斗牛犬!一公一母!来自同一

窝!

)

个月!白色&回国后发现有轻微感冒!体温正

常!偶尔咳嗽!鼻涕少!眼屎未见增多&其中公犬睾

丸发育迟缓&采样$母犬眼鼻分泌物"样品
%

#和阴

道分泌物"样品
0

#!公犬眼鼻分泌物"样品
*

#和阴茎

分泌物"样品
)

#&

病例
0

$母种犬!品种泰迪!

0

岁!棕色&繁殖史$

%

岁时怀孕生产!一切正常&第二次怀孕!怀孕不足

)&"

!流产&采样$眼鼻分泌物"样品
6

#!阴道分泌物

"样品
.

#!尿液"样品
R

#&

#A!

!

菌体染色

将疑似分泌物进行革兰染色!显微镜下观察其

形态特征&

#A'

!

载体和主要试剂

[YW%/!2

克隆载体*

:U!9$

V

WK5

聚合酶购

自于大连
2<S<8<

公司'

WG6

'

感受态细胞购自于

北京全式金生物技术有限公司'总
WK5

提取试剂

盒为北京世纪元亨动物防疫技术有限公司产品!胶

回收试剂盒为
];@

B

<

产品&布氏杆菌"

F8d

#快速

实时荧光
[78

检测试剂盒和布氏杆菌
[78

检测试

剂盒为北京世纪元亨动物防疫技术有限公司产品&

#A%

!

引物的设计与合成

根据
H@-F<-P

上发表的布氏杆菌基因组和相

应文献合成以下引物$由上海英骏生物技术有限公

司合成!见表
%

&

表
#

!

4:/

扩增引物序列

C1<9*#

!

C3*0*

O

I*+.*57,3*

D

2-E*207524:/1E

D

9-7-.1,-5+

基因

H@-@

上游引物"

6̂

)

*̂

#

Z#?O<?"

M

?$;@?

下游引物"

6̂

)

*̂

#

8@A@?,@

M

?$;@?

产物大小%
Q

M

:\

M

@DN@",$̀@

%.4?8K5 752HH7275H557H557H72 57H57227577775H27H72 %)0&

?LA06 752HHH7HH2225727 7HH775H527525H227 .6&

6-8A HH5577H527522H5HHH5225 7252H7HHH55H5HH572HH25 %&*&

#A(

!

布氏杆菌
LM;

提取

按照北京世纪元亨动物防疫技术有限公司的

WK5

提取试剂盒操作说明提取布氏杆菌基因组

WK5

!

j0&i

保存备用&

#A$

!

布氏杆菌检测

按照北京世纪元亨动物防疫技术有限公司生产

的布氏杆菌"

F8d

#实时荧光
[78

检测试剂盒和布

氏杆菌
[78

检测试剂盒说明书进行鉴定&

#A&

!

RI9,-N4:/

鉴定

%'R'%

!

菌种鉴定
!!

引物参照文献(

*

)设计!见表

0

&根据引物扩增目的片段大小不同判断种属&牛

种布氏杆菌能扩增出
)/)

和
6/%Q

M

片段!羊种布氏

杆菌能扩增出
R*0

和
6/%Q

M

片段!猪种布氏杆菌能

扩增出
6/%

和
0R0Q

M

片段!犬种布氏杆菌能扩增出

0R0Q

M

片段&

%060
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牛羊猪犬种布氏杆菌
RI9,-N4:/

引物

C1<9*!

!

RI9,-N4:/

D

2-E*20578E?H)5;31

'

8E2<-0;<.101

'

8E1301?.48E@?.01

引物名称
[?$;@?,

引物序列"

6̂!*̂

#

[?$;@?,@

I

C@-D@

产物大小%
Q

M

:\

M

@DN@",$̀@

目的菌种

6';"&22$,

M

@D$@,

[94R%%> 2H77H527572255HHH7722752

[)/)? H57H557HH552222277552777

)/) 6O$Q+'#;4

[94R%%> 2H77H527572255HHH7722752

[R*0? 55527H7H27722H72HH272H5

R*0 6O0&2(#&)4(4

[6/%> 72HH2HHH2527H75225727HH

[6/%? 2275HH555H772HH7HH2572H

6/%

6O$Q+'#;4

*

6O0&2(#&)4(4

*

6O4;(4

[0R0> HH55757257H7757722H2

[0R0? H52HH5H75557H72H55H

0R0 6O4;(4

*

6O"$)(4

%'R'0

!

典型和非典型鉴定
!!

引物参照文献(

)

)设

计!能扩增出
(*.

*

)*.

和
0%RQ

M

片段的为典型布氏

杆菌!扩增出
)*.

和
0%RQ

M

片段的为非典型犬布氏

杆菌!扩增出
)*.

*

0%R

和大于
(*.Q

M

的片段不是犬

布氏杆菌&

表
'

!

鉴定犬典型和非典型布氏杆菌
RI9,-N4:/

引物

C1<9*'

!

RI9,-N4:/

D

2-E*2057C

>D

-.191+@;,

>D

-.198E@?.01

引物名称
[?$;@?,

引物序列"

6̂!*̂

#

[?$;@?,@

I

C@-D@

产物大小%
Q

M

:\

M

@DN@",$̀@

F'<Q!> H2722772H522H7HH72HH

F'<Q!? 5775775H7H575HH557527

)*.

F'D<-!> HH722772757H57525775H

F'D<-!? 72H5575HH52H7552H57H7

(*.

或大于
(*.

F',C=!> 7757H557H5H7H5575H7

F',C=!? 7HH2555H7H22H52227752H

0%R

#AW

!

基因扩增

用合成的
%.4?8K5

引物*

]Y[06

引物和

F47[

引物对样品
%

和
6

进行各基因扩增&扩增使

用
0&

+

3

体系!依次加入
%&q:\FC>>@?0

+

3

*

%&

;;#=

/

3

j%

"K2[0

+

3

*

:\9$

V

&'0

+

3

*上下游引

物各
%

+

3

"

%&

M

;#=

/

+

3

j%

#*灭菌纯水
%%'(

+

3

*布

氏杆菌
WK50

+

3

&扩增程序$

/6 i

预变性
6

;$-

!

/6i

变性
*&,

!

6*i

退火
*&,

!

R0i

延伸
/&

,

!

*6

个循环后!

R0 i

延伸
%&;$-

&

[78

产物经

%'6_

琼脂糖凝胶电泳鉴定正确后用
]Y:H5

公司

胶回收试剂盒回收纯化扩增的目的基因片段&

#AX

!

扩增产物的亚克隆及测序

分别将
[78

扩增得到的相应片段连接到

M

YW%/!2

中!然后转化至大肠杆菌
WG6

'

感受态细

胞&用
[78

方法筛选阳性克隆!将初步鉴定的阳性

克隆送上海美吉生物医药科技有限公司进行测序&

#A#"

!

序列同源性分析

应用
WK5;<-

和
WK54N<?

生物软件对基因序

列与
H@-F<-P

上登录的国内外有代表性的布氏杆

菌相应序列进行同源性分析*比对!分析其序列特

征&

!

!

结
!

果

!A#

!

菌体染色

布氏杆菌革兰染色为阴性"红色#!呈球杆状细

0060
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明等$宠物犬布氏杆菌的
[78

检测及部分序列分析

菌!单个或多个存在!见图
%

&

!A!

!

布氏杆菌试剂盒检测

使用北京世纪元亨动物防疫技术有限公司生产

的布氏杆菌快速实时荧光
[78

试剂盒"图
0

#和布

氏杆菌
[78

试剂盒"图
*

#对
R

份样品进行检测!结

果显示!快速荧光试剂盒检测
R

份样品均为阳性!普

通
[78

试剂盒检测
R

份样品中
6

份阳性!

0

份阴

性&结果见表
)

*图
0

和图
*

&表
)

为快速荧光试剂

盒检测
8#

值!可知眼分泌物病菌含量高于阴道分泌

物和尿液中的病菌含量& 图
#

!

布氏杆菌感染犬分泌物染色$

X#(̂

%

B-

6

A#

!

H,1-+-+

6

570*.2*,-5+725E 853@<--?-+7*.,*@

D

*,

@5

6

0

$

X#(̂

%

%

%

R'

样品编号'

('

阳性对照'

/'

阴性对照

%!R'4<;

M

=@-C;Q@?

'

('[#,$N$A@D#-N?#=

'

/'K@

B

<N$A@D#-N?#=

图
!

!

布氏杆菌快速荧光试剂盒结果

B-

6

A!

!

L*,*.,-5+2*0I9,057853@<--?21

D

-@79I52*0.*+,2*1

6

*+,P-,

表
%

!

布氏杆菌快速荧光试剂盒检测
:,

值

C1<9*%

!

/*0I9,57%;Z19I*0<

>

853@<--?21

D

-@79I52*0.*+,2*1

6

*+,P-,

犬品种

W#

B

,

M

@D$@,

样品编号

4<;

M

=@-C;Q@?

样品来源

4<;

M

=@,#C?D@

8#

值

8#-C;Q@?

结果

8@,C=N,

斗牛犬"母#

%

眼鼻分泌物
0R')*

阳性

0

阴道分泌物
**'.%

阳性

斗牛犬"公#

*

眼鼻分泌物
**'(*

阳性

)

阴茎分泌物
*R'0/

阳性

泰迪"母#

6

眼鼻分泌物
06'0(

阳性

.

阴道分泌物
0/'6R

阳性

R

尿液
*R'R6

阳性

*060



畜
!
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!

兽
!

医
!

学
!

报
)R

卷
!

%

%

R'

样品编号'

('

阳性对照'

/'

阴性对照'

Y'W30&&&

WK5

相对分子质量标准

%!R'4<;

M

=@-C;Q@?

'

('[#,$N$A@D#-N?#=

'

/'K@

B

<N$A@

D#-N?#=

'

Y'W30&&&WK5;<?P@?

图
'

!

布氏杆菌
4:/

试剂盒检测结果

B-

6

A'

!

/*0I9,057853@<--?4:/P-,

!A'

!

RI9,-N4:/

鉴定

用两种
YC=N$![78

对样品
%

和样品
6

进行扩

增!牛羊猪犬
YC=N$![78

结果显示两个样品均能扩

增出
0R0Q

M

的片段!为犬种布氏杆菌!结果见图
)

&

典型非典型
YC=N$![78

结果显示能扩增出
)*.

和

0%RQ

M

的片段!为非典型犬布氏杆菌!结果见图
6

&

%'

样品
%

'

0'

样品
6

'

*'

疫苗株
40

对照'

)'

阴性对照'

Y'W30&&&WK5

相对分子质量标准

%'4<;

M

=@%

'

0'4<;

M

=@6

'

*'7#-N?#=#>T<DD$-@40

,N?<$-

'

)'K@

B

<N$A@D#-N?#=

'

Y'W30&&&WK5;<?P@?

图
%

!

牛&羊&猪&犬布氏杆菌
RI9,-N4:/

检测

B-

6

A%

!

C3*@*,*.,-5+57RI9,-

D

9*Y4:/752853@<--??H)5>

;31

'

853@<--?2<-;0;<.101

'

853@<--?13011+@853@<--?@?.01

%'

阴性对照'

0'

样品
%

'

*'

样品
6

'

Y'W30&&&WK5

相对

分子质量标准

%'K@

B

<N$A@D#-N?#=

'

0'4<;

M

=@%

'

*'4<;

M

=@6

'

Y'

W30&&&WK5;<?P@?

图
(

!

典型和非典型布氏杆菌
RI9,-N4:/

结果

B-

6

A(

!

C3*2*0I9,057RI9,-N4:/752C

>D

-.191+@;,

>D

-.19

8E@?.01

!A%

!

基因序列扩增

用
%.4?8K5

引物*

?LA06

引物和
6-8A

引

物从样品
%

和样品
6

的
WK5

中扩增相应基因序

列!结果显示!均获得大小合适的目的条带$

%.4

?8K5

大小约为
%)&&Q

M

!

6-8A

大小约为
%&&&

Q

M

!

?LA06

约为
.6&Q

M

&结果详见图
.

&

%'

样品
%

'

6'

样品
6

'

Y'W30&&&WK5

相对分子质量标

准

%'4<;

M

=@%

'

6'4<;

M

=@6

'

Y'W30&&&WK5;<?P@?

图
$

!

基因序列扩增

B-

6

A$

!

;E

D

9-.1,-5+2*0I9,057

6

*+*0

!A(

!

基因序列测序及分析

测序结果显示!样品
%

"来自进口斗牛犬#和样

品
6

"来自泰迪犬#

%.4?8K5

*

?LA06

和
6-8A

分

别长
%)0.

*

.60

和
%&*)Q

M

!核苷酸相似性均为

%&&_

&将样品
6

的
%.4?8K5

*

?LA06

和
6-8A

基 因 序 列 提 交 到
H@-F<-P

!登 录 号 分 别 为

SU60/(*0

*

SU60/(**

和
SU60/(*)

!将该菌株命名

为
JG!7%.

&

?LA06

基因序列与我国内蒙古分离

的
\C@%

分离株和韩国
6';"&22$"$)(4G4S560%)%

分离株关系最为亲近!相似性为
//'/_

!有两个核

苷酸发生改变!但氨基酸没有改变&

%.4?8K5

基

因序列分析显示!本次感染的菌株属于布氏杆菌&

6-8A*%

基因测序显示!两个菌株与
K7F9

上代表

性的菌株相似性均在
//_

以上!其中与
6';"&22$

4;(44[7

株*

6';"&22$"$)(48Y.

%

..

株*

4T5%*

株

以及
52770**.6

等菌株核苷酸相似性为
%&&_

&

'

!

讨
!

论

0&%.

年
%

月!我单位收到关忠动物医院送检的

两例疑似布病感染的
R

份样品!对其分别用布氏杆

菌快速实时荧光
[78

和布氏杆菌
[78

试剂盒进行

检测'快速实时荧光
[78

检测试剂盒检测两例犬的

R

份分泌物均为布氏杆菌阳性!普通
[78

检测试剂

盒检测
R

份样品中
6

份阳性!

0

份阴性!其中眼分泌

物病菌含量最高!其次是阴道分泌物!尿液中病菌含

)060



!

%0

期 孙
!

明等$宠物犬布氏杆菌的
[78

检测及部分序列分析

量最低&为对感染布氏杆菌进一步鉴定确诊!复采

取
YC=N$![78

和序列测序的方法对样品
%

和样品
6

进行鉴定&

YC=N$![78

表明两份样品均为犬种布氏

杆菌感染!且为非典型布氏杆菌!这与患犬临床症状

和测序结果相符"

?LA06

基因序列与犬种分离株

\C@%

相 似 性 最 高#&

%.4 ?8K5

*

?LA06

和

6-8A*%

基因序列比对结果显示!布氏杆菌
%.4

?8K5

*

?LA06

*

6-8A*%

等基因和
K7F9

基因库里

的基因序列相似性均在
//_

以上!这说明布氏杆菌

菌株之间*种属之间序列差异不大&

%.4?8K5

为原核生物的一种核糖体
8K5

&

由于其基因序列的保守性和存在的普遍性!应用

%.4?8K5

作为分子指标已逐渐成为微生物检测和

分类鉴定的一种强有力工具(

*

)

&但也存在一些问

题!比如水平基因转移*多拷贝的异质性*基因扩增

效率的差异等(

6!.

)

&本研究对
%.4?8K5

序列进行

扩增!并扩增出了大小与目的片段大小相符的目的

WK5

&

]Y[06

是
];

M

5

家族成员之一!是布氏杆

菌重要的外膜蛋白!在维持细菌外膜结构稳定中发

挥重要作用(

R!(

)

!此外!

]Y[06

还与布氏杆菌的毒力

有关(

/

)

&

F47[*%

是布氏杆菌表面蛋白!基因序列

非常保守!目前其功能还不是很清楚!但基因缺失研

究表明
F47[*%

并不影响细菌侵袭力和生长速

度(

%&

)

&本次扩增的
?LA06

和
6-8A*%

序列!和犬

布氏杆菌相应序列相比!相似性在
//_

以上!与狄

栋栋(

0

)和丁家波(

%%

)报道的一致&

目前
[78

技术多用于人类布病的检测!对于动

物布病这一方法尚未列入我国布病标准检测方法

中&本研究从布氏杆菌试剂盒检测*

YCN$=![78

种

属鉴定和基因测序等方面对疑似感染布氏杆菌犬进

行了鉴定!确诊了北京地区存在宠物犬感染布氏杆

菌的病例!结果也进一步证实了布氏杆菌检测试剂

盒的可靠性和准确性&本研究为以后布氏杆菌病的

检测提供了很好的工具!也为布氏杆菌病的筛查以

及防控提供了依据&
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