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猪链球菌2型多重PCR检测方法

范圈

    本标准规定了猪链球菌2型多重PCR检测的操作方法。

    本标准适用于检测生猪拭子、增菌培养物、疑似病料及猪组织样品(猪淋巴结、扁桃体、肉品等)中的

猪源链球菌及猪链球菌2型。

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 6682- 1992 分析实验室用水规格和试验古法

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，根据其英膜多搪抗原的差异，可分为1-34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。

3.2

    多11聚合醉链式反应(多皿PCR)  multiplex polymerase chain reaction

    多重PCR又称多重引物PCR或复合PCR，它是在同一PCR反应体系中加上两对以上引物，同时

扩增出多个核酸片断的PCR反应。

4 缩略语

本标准采用下列缩略语:

PCR 聚合酶链式反应

DNA 脱氧核糖核酸

dNTP 脱氧核酸三磷酸

bp 碱基对

5 试荆和材料

    除另有规定外，所用生化试剂均为分析纯，水为符合GB/T 6682-1992的灭菌双燕水或超纯水。

5.1 猪链球菌2型多重PCR反应混合物

    PCR缓冲液(含Mg"), 2 ,.L; dNTP,1. 6 ILL;引物1,0.6 pL;引物2,0.6 pL;引物3,0.6 pL;引物

4,0.6 pL;菌液 1. 5 pL;酶0. 2 pL;水 12. 3 pL;总体积20 pL,

5.2  Taq DNA聚合酶
5.3  10 X PCR缓冲液

    100 mmol/L KCI, 160 mmol/L ( NH, ),SO,，20 mmol/L MgS0,，200 mmol/L Tris-HCI
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(pH8.8)，1% Triton X-100, lmg/mL BSA,
5.4  dNTP混合液(各2. 5mmol/L)

55 琼脂糖:电泳级

5.6 澳化乙锭

5.7  DNA分子量标准

5.8  TE缓冲液

    10 mmol/L Tris-HCl(pH8.0),l mmol/L EDTA.

5.9 核酸电泳缓冲液

    Tris碱242 g，冰乙酸 57. 1 mL,0. 5 mol/L EDTA 100 mL，加蒸馏水至1 000 mL，使用时10倍

稀释。

5.10 电泳加样缓冲液

    。.25%澳酚蓝，40%蔗糖。

5.11 样品对照

    猪链球菌2型菌DNA提取物分别作为阳性对照，马链球菌兽疫亚种DNA提取物为阴性对照。

6 仪器和设备

6.1 台式冷冻高速离心机(>13 000 r/min),

6.2  DNA热循环仪。

6.3 核酸电泳仪和水平电泳槽。

6.4 凝胶成像系统(或紫外透射仪)。

6.5 可调移液器一套;10 pL ,20 pL,200 KL和1 000 KL,
6.6 恒温水浴箱。

7 操作 方法

7.1 方法概 要

    取培养菌液或从组织中提取的基因组DNA作为模板，加人到扩增猪链球菌和猪链球菌2型的

PCR反应混合液中，进行PCR扩增;或直接将待检细菌培养进行PCR扩增。最后通过琼脂糖凝胶电

泳检测PCR产物，与DNA标准分子量进行比较，来确定扩增产物的大小，在此基础上判定样品的检测

结果。

7.2 样品采集

    在实验室生物安全柜中操作，将采集的组织样本剔除包膜和其他结缔组织，选取内部实质部分，冻

存于一20℃备用。

7.3 组织样本DNA的制备

    采用商品化的组织基因组DNA提取试剂盒，按说明书进行操作。

7.4 多盆PCR扩增

    将培养的细菌纯培养物样品(不经过离心))1.2 pL、或者将制备的各样品DNA以及阳性和阴性对

照DNA各1. 5 pL分别加人到含有猪链球菌2型菌的PCR反应混合液的相应PCR反应管中「缓冲液

(含Mg2'),2 pL;dNTP, 1.6 pL;引物 1,0.6 pL;引物2,0.6 pL;引物3, 0. 6 PL;引物4,0.6 pL;酶

0. 2 pL;加水至总体积20 pL],2 000 r/min离心10 s，加入 Taq酶(5 U邝L)0. 2 pL,2 000 r/min离心

10 s，采用DNA热循环仪立即进行PCR扩增。

    PCR扩增条件:94'C 7 min;940C 30 s,60"C 30 s,720C 1 min,40个循环;720C 10 min。扩增反应结
  2



GB/T 19915.5-2005

束后，取出放置于40C ,
7.5 多，PCR扩增产物的电泳检侧

    称取2. 0 g琼脂搪加人100 mL电泳缓冲液中加热，充分溶化后加人适量的澳化乙锭
(0. 5 pg/mL)，然后制成凝胶板。在电泳槽中加人电泳缓冲液，使液面刚刚没过凝胶。取5 pL-10 pL
PCR扩增产物分别和适量加样缓冲液混合后.分别加样到凝胶孔。9 V/cm恒压下电泳 30 min-

35 min。将电泳好的凝胶放到紫外透射仪或凝胶成像系统上观察结果.进行判定并做好试验记录。

8 结果判定

8.1 试验结果成立条件

    猪链球菌2型阳性对照的PCR产物，经电泳后在305 by和460 by位置同时出现特异性条带，同时

阴性对照PCR产物电泳后没有任何条带，则检测试验结果成立，否则结果不成立。

8.2 阳性判定

    在试验结果成立的前提下，如果样品中PCR产物电泳后在305 by和460 by的位置上同时出现特

异性条带，判定为猪链球菌2型检测阳性;若305 by位置出现特异条带而460 by位置无特异条带，判

定为猪源链球菌阳性，但不是2型菌。

8.3 阴性判定

    如果在305 by和460 by的位置上均未出现特异性条带，判定为猪链球菌检测阴性。
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            附 录 A

        (规范性附录)

检侧过程中防止交叉污染的措施

A. 1 样 品处 理和 DNA制备

样品处理过程中，应防止不同样本之间的交叉污染，特别避免通过器具、手套、移液器等的污染。

A.2  PCR检侧过程

A. 2. 1 实验前后，要把超净工作台的紫外灯打开，以破坏可能残留的DNA.

A.2.2 抽样和制样工具必须清洁干净，且用于试验的器皿和离心管、PCR管等必须经过121'C ,15 min

高压灭菌后才可使用。

A. 2.3  PCR反应液配制、模板DNA提取、PCR扩增、电泳和结果观察等应分区或分室进行，实验室运

作应从沽净区到污染区单方向进行。

A. 2.4 实验过程中，必须穿实验服，戴一次性手套，而且要及时更换。

A. 2.5 所有 的试荆、器材 、仪器都应专用 ，不得交叉伸用


