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摘要： 为研究南京地区宠物犬猫外耳道炎的病原种类， 本试验对 １２ 份患有外耳道炎的犬猫耳分泌物样品进行显微镜检查， 通过 ＳＤＡ 培养基和改

良 Ｄｉｘｏｎ 培养基进行病原的分离纯化培养， 并进行分子生物学鉴定、 同源性分析与遗传进化分析。 结果显示， 共分离到 １０ 株细菌， 其中 ５ 株为葡

萄球菌， ５ 株为芽胞杆菌； 分离到 ５ 株真菌菌株， 均为马拉色菌； 分子生物学鉴定、 同源性分析与遗传进化分析显示， 细菌病原有伪中间型葡萄

球菌和贝莱斯芽胞杆菌， 真菌病原有厚皮马拉色菌。 综上， 目前南京地区宠物犬猫外耳道炎病原中， 真菌性病原明确有厚皮马拉色菌， 细菌病原

明确有伪中间型葡萄球菌和贝莱斯芽胞杆菌。 研究结果对南京地区宠物犬猫外耳道炎的预防与治疗具有一定的参考价值。
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　 　 犬猫外耳道炎是一种常见的犬猫外耳道包括耳廓

的炎症性疾病。 该病通常表现为犬猫耳部瘙痒红肿，
分泌黑色或棕色油性分泌物等症状， 进而影响犬猫外

耳道和鼓膜等耳部结构， 严重时会向鼓膜深处发展导

致中耳炎形成［１］。 犬猫外耳道炎的发病原因很多，
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常见并发于其他疾病的内分泌性与过敏性皮肤病、 解

剖缺陷或角化缺陷等［２］。 马拉色菌作为犬猫真菌性

外耳道炎的主要病原， 其定殖于犬猫耳道并大量繁

殖， 是真菌性外耳道炎的主要原因之一。 在犬猫外耳

道中， 马拉色菌可引起皮肤炎症与继发性细菌感染，
导致皮脂溢性皮炎与化脓性外耳炎， 真菌性外耳道炎

引起的主要症状有耳道内感染、 红斑性、 瘙痒性皮肤

损伤， 通常伴有黑色或棕色恶臭油性分泌物的

分泌［３］。
葡萄球菌属细菌作为犬猫细菌性外耳道炎的主要
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病原［４］， 主要包括金黄色葡萄球菌、 表皮葡萄球菌、
中间葡萄球菌等［５］。 除葡萄球菌属细菌外， 芽胞杆

菌、 变形杆菌、 假单胞菌、 绿脓杆菌、 链球菌等细菌

也可引起该病发生［６］。 犬猫耳道、 皮肤和黏膜中葡

萄球菌属细菌与芽胞杆菌常见， 它们均属于条件致病

菌［７］。 犬猫具有正常抵抗力的情况下， 这些条件致

病菌不会造成外耳道感染， 但当犬猫出现抵抗力下降

的情况时， 这些条件致病菌便出现异常增殖， 造成感

染。 由于犬猫外耳道炎的病原众多， 且存在地区差

异［８－９］， 因此开展区域性的病原学鉴定对该病的针对

性预防与治疗具有较高的参考价值。 目前江苏地区的

犬猫外耳道炎的病原鉴定还鲜有报道。 本研究主要对

南京地区部分外耳道炎患犬和患猫进行了病原分离和

病原形态学、 分子生物学鉴定， 初步确定了南京地区

宠物外耳道炎的主要感染因素为马拉色菌、 葡萄球菌

和芽胞杆菌等， 并确证上述菌株的进化分支， 为南京

地区宠物外耳道炎的有效诊疗提供了重要的支持。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验样本

１２ 份样本采集于前来南京农业大学教学动物医

院， 及新瑞鹏集团旗下艾贝尔宠物医院就诊的患有外

耳道炎的犬猫耳道， 患病动物常见耳道内油性分泌物

的分泌， 部分出现耳道皮肤破损、 感染， 严重病例出

现出血。 采样犬猫均为本土杂交品种， 年龄均为 １５
月龄以上， 采样时间为 ２０２２ 年 ３ 月至 １０ 月份。 使用

无菌棉拭子进行采集。 采集后将样本置于无菌、 透明

的 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管中。
１􀆰 ２　 试剂及培养基

革兰染色试剂盒、 细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒、
真菌 ＤＮＡ 提取液、 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００、 Ｄｒｅａｍ Ｔａｑ
Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、 核酸染料、 酚与氯仿异丙醇

混合物、 溶菌酶、 甘油购自北京索莱宝科技有限公

司； Ｄｉｆｆ－ｑｕｉｃｋ 染色液、 乳酸酚棉兰染色液、 氢氧化

钾溶液、 乙醇购自国药集团药物股份有限公司。 试验

中所有用水均为二级水。
胰蛋白胨琼脂培养基， 胰蛋白胨肉汤培养基， 改

良 Ｄｉｘｏｎ 琼脂培养基， ＳＤＡ 葡萄糖肉汤培养基， ＳＤＢ
葡萄糖琼脂培养基均购置于北京索莱宝科技有限

公司。
固体培养基均需 １２１ ℃高压蒸汽灭菌 ３０ ｍｉｎ， 蒸

汽灭菌结束后稍稍冷却， 降到 ５０ ℃左右时， 无菌倒

平板， 倒入每个培养皿约 ５ ｍＬ， 放入 ４ ℃冰箱备用。
所有液体培养基， １２１ ℃高压蒸汽灭菌 ３０ ｍｉｎ， 蒸汽

灭菌结束后稍稍冷却， 放入 ４ ℃冰箱备用。

１􀆰 ３　 样本采集

样品采集利用无菌棉拭子进行， 将无菌棉拭子伸

入患病动物外耳道内， 轻轻旋转并刮擦外耳道皮肤后

将棉签取出。 将取样的棉拭子轻轻压在干净的载玻片

表面来回旋转， 使耳分泌物均匀地分布在载玻片表

面。 采样过程为避免外源菌污染， 采样过程迅速， 器

具用品均为一次性无菌用品， 或高压后器具。 载玻片

提前进行高压蒸汽灭菌。 待玻片样本干燥后分别进行

Ｄｉｆｆ－ｑｕｉｃｋ 染色和革兰染色， 染好后静置， 待玻片干

燥后镜检观察。 操作时分别对左右耳进行采样并

观察。
１􀆰 ４　 细菌分离纯化培养

首先将采样的棉拭子均匀涂布至胰蛋白胨平板表

面。 ３７ ℃静置培养 ２４ ｈ 后， 进行菌落形态观察， 对

边缘整齐的单菌落进行挑取， 加入到 １０ ｍＬ 胰蛋白胨

肉汤培养基中， ３７ ℃振荡培养 ２４ ｈ 后， 用移液枪吸

取 ０􀆰 １ ｍＬ 菌液滴入到胰蛋白胨琼脂平板上， 再用无

菌接种环进行胰蛋白胨琼脂平板划线纯化。 将分离出

的细菌菌株按 Ｍ１、 Ｍ２……次序命名， 分离时间为

２０２２ 年 ３—１０ 月。
１􀆰 ５　 真菌分离纯化培养

首先将采样的棉拭子均匀涂布至 Ｄｉｘｏｎ 培养基表

面， 若出现不能立即接种的情况， 则将样品放入无菌

试管中， 置于－４ ℃冰箱中， 并于 ２４ ｈ 内进行接种。
接种结束后将平板用封口膜封闭并倒置， 放于霉菌箱

培养箱， ２８ ℃培养， 待长出明显菌落后用一次性消

毒棉签挑取单菌落至另一空白 Ｄｉｘｏｎ 培养基进行纯化

培养， 每日观察菌落生长形态并做好时间记录。 将分

离出的真菌菌株按 ２３Ｎ、 ２４Ｎ……次序命名， 分离时

间为 ２０２２ 年 ３—１０ 月。
１􀆰 ６　 分离菌革兰染色与 Ｄｉｆｆ－ｑｕｉｃｋ 染色

对细菌使用革兰染色法进行染色观察。 若油镜视

野下观察到细菌数量超过 ５ 个， 即可诊断为细菌感

染。 镜检下， 革兰阳性菌染色结果为蓝紫色， 革兰阴

性菌染色结果为红色。
对真菌使用 Ｄｉｆｆ－ｑｕｉｃｋ 染色试剂进行染色观察。

若高倍镜视野下观察到形似花生的菌群数量超过 ５ 个

即可怀疑为马拉色菌感染。
１􀆰 ７　 分子生物学鉴定

将分离纯化完成的菌种按 １ ∶ １ 的比例保存于事

先配置好的甘油生理盐溶液中， 交由北京擎科生物科

技有限公司基于 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 第二代高通量测序技术对

１６Ｓ ｒＤＮＡ ／ １８Ｓ ｒＤＮＡ ／ ＩＴＳ 等基因进行测序， 测序后得

到的结果在 ＮＣＢＩ 上进行 ＢＬＡＳＴ， 再利用 ＭＥＧＡ ７􀆰 ０
软件构建系统发育树： 使用 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ 法， 所

选模型为 Ｋｉｍｕｒａ ２－ｐａｒａｍｅｔｅｒ ｍｏｄｅｌ， Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 重复次
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数设置为 １ ０００ 次。

２　 结果

２􀆰 １　 临床病例

样品采自于患外耳道炎的动物的患病耳道， 患病

动物常见耳道内黑色或棕色恶臭油性分泌物、 并出现

瘙痒症状， 部分病例还可出现耳道皮肤破损、 感染，

严重病例出现出血。
２􀆰 ２　 细菌性外耳炎病例革兰染色

对犬猫外耳道炎病例的耳部油性分泌物玻片样本

进行染色后直接镜检， 部分细菌性外耳炎病例经革兰

染色后， 镜检下可见呈深蓝色的球菌 （图 １Ａ）、 杆

菌 （图 １Ｂ） 或球菌杆菌混合 （图 １Ｃ） 感染。

Ａ． 革兰阳性球菌样本； Ｂ． 革兰阳性杆菌样本； Ｃ． 革兰阳性球菌和杆菌混合样本。

图 １　 病例耳分泌物样本革兰染色结果

２􀆰 ３　 真菌性外耳炎病例

经 Ｄｉｆｆ－ｑｕｉｃｋ 染色后， 真菌性外耳炎病例样本镜

检下可观察到着色较深并大量形似花生的疑似马拉色

菌 （图 ２）。

图 ２　 真菌性外耳炎病例 Ｄｉｆｆ－ｑｕｉｃｋ 染色结果

２􀆰 ４　 细菌菌株分离纯化

对犬猫外耳道炎病例的耳部油性分泌物样品进行

细菌分离纯化， １２ 份样品中 ７ 份分离出细菌病原，
其分离出样品中共有球菌 ５ 株 （Ｍ１， Ｍ３， Ｍ５， Ｍ６，
Ｍ７） 与杆菌 ５ 株 （Ｍ２， Ｍ４， Ｍ８， Ｍ９， Ｍ１０）， 如图

３ 所示， 通过形态学观察， 球菌菌落形态为乳白色、
圆形、 光滑、 不透明、 边缘整齐； 杆菌菌落形态为半

透明、 形状不规则、 不光滑、 边缘不整齐。 部分菌株

形态如图 ３ 所示。
本试验对分离纯化好的菌株进行革兰染色， 油镜

镜检染色结果如图 ４ 所示， 革兰染色结果部分呈蓝紫

色 （革兰阳性）， 部分呈红色 （革兰阴性）； 菌体形

态部分呈球形， 部分呈短杆形。

Ａ． Ｍ１ 球菌菌落； Ｂ． Ｍ２ 杆菌菌落； Ｃ． Ｍ５ 球菌和 Ｍ１０ 杆菌菌落；
Ｄ． Ｍ１ 球菌菌落放大图； Ｅ． Ｍ２ 杆菌菌落放大图。

图 ３　 细菌分离株菌落形态
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Ａ． Ｍ１ 杆菌革兰染色结果； Ｂ． Ｍ１ 球菌革兰染色结果。

图 ４　 部分分离株革兰染色结果

２􀆰 ５　 真菌菌株分离纯化

对犬猫外耳道炎病例的耳部油性分泌物样品进行

真菌菌株分离纯化， 真菌在培养 ２ 周后进行观察。 纯

化培养结果显示， 真菌菌落为乳白色、 圆形、 不透

明、 边缘整齐的大型菌落 （图 ５）。 对上述真菌进行

Ｄｉｆｆ－ｑｕｉｃｋ， 油镜镜检显示染色呈蓝紫色， 菌体形态

呈椭圆形似花生 （图 ６）。
２􀆰 ６　 细菌测序、 同源性分析和遗传进化分析结果

５ 株球菌形态十分相似， 差异不大， 选取 ３Ｍ１ 进

行了测序； ５ 株杆菌形态也十分相似， 差异不明显，
选取了 Ｍ２ 进行了测序。 对纯化菌的基因片段进行扩

增后测序， 将测序所得的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 结果在 ＮＣＢＩ 上

进行 ＢＬＡＳＴ， 经测序后得到的结果在 ＮＣＢＩ 上进行

ＢＬＡＳＴ， 结果如下： 分离株 Ｍ１ 的测序结果与伪中间

型 葡 萄 球 菌 （ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｐｓｅｕｄｉｎｔｅｒｍｅｄｉｕｓ ） 的

ＣＰ０３９７４７􀆰 １、 ＣＰ０３９７４６􀆰 １、 ＣＰ０３９７４５􀆰 １ 相似性达到

１００％。 Ｍ２ 测序结果与贝莱斯芽胞杆菌 （ Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ）的 ＣＰ０５４７１４􀆰 １、ＣＰ０５３３７７􀆰 １、ＣＰ０５１０１１􀆰 １ 相

似性达到 １００％。 如图 ７ 所示 Ｍ１ 与伪中间型葡萄球

菌处于同一发育分支； 如图 ８ 所示， 分离株 Ｍ２ 与贝

拉斯芽胞杆菌处于同一发育分支。 以测序形态为参

照， 按照形态学方法鉴定接下来的分离菌株， 分别为

４ 株葡萄球菌， ４ 株芽胞杆菌。

图 ５　 ２７Ｎ 真菌分离株菌落形态

图 ６　 ２７Ｎ 分离株 Ｄｉｆｆ－ｑｕｉｃｋ 染色结果

图 ７　 分离株 Ｍ１ 系统发育树
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图 ８　 分离株 Ｍ２ 系统发育树

２􀆰 ７　 真菌测序、 同源性分析和遗传进化分析结果

对纯化菌的基因片段进行扩增后测序， 之后将测

序所得的 １８Ｓ ｒＤＮＡ 结果在 ＮＣＢＩ 上进行 ＢＬＡＳＴ， 结

果如下： 分离株 ２７Ｎ 的测序结果与厚皮马拉色菌

（Ｍａｌａｓｓｅｚｉａ ｐａｃｈｙｄｅｒｍａｔｉｓ）的 ＭＷ８７４２９５􀆰 １、ＫＹ１０４１４８􀆰 １

和 ＬＣ３１７６３３􀆰 １ 相 似 性 分 别 达 到 １００％、 ９９􀆰 ４８％、
９９􀆰 １％。 如图 ９ 所示 ２７Ｎ 与厚皮马拉色菌处于同一发

育分支。 同样， 按照此方法鉴定接下来的分离菌株，
同为 ５ 株厚皮马拉色菌。

图 ９　 分离株 ２７Ｎ 系统发育树

３　 讨论

犬猫外耳道炎作为小动物临床上常见的炎症性疾

病， 可分为细菌性与真菌性。 该病会引起犬猫外耳道

瘙痒、 耳部皮肤破损、 出血、 耳道内皮肤出现破损和

感染， 严重可出现耳血肿， 外耳道炎会对犬猫的外耳

道、 耳廓和鼓膜产生影响， 若症状严重不及时治疗可

导致中耳炎的发生。 细菌性外耳道炎是由多种细菌导

致的， 包括葡萄球菌、 变形杆菌、 假单胞菌、 链球菌

及芽胞杆菌。 真菌性外耳道炎多由马拉色菌、 念珠

菌、 隐球菌及酵母菌引起［３］， 其中马拉色菌属真菌

多为主要病原。 病原的确定是开展犬猫外耳道炎治疗

的关键。 本研究首先利用细菌培养进行初步鉴定， 该

法通过对菌落进行形态学观察可以大致对菌落进行判
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断， 但由于真菌自身也具有可变异性且易污染， 因此

准确性有待提高［１］。 进一步采用临床上常用的 Ｄｉｆｆ－
ｑｕｉｃｋ 染色法与革兰染色法来鉴定外耳道炎病原

菌［１０］。 上述两种方法具有简便快捷的特点， 能对病

原菌种类做出初步判断， 但由于染色过程中样本容易

被污染， 若要准确地鉴定出病原菌种类需要进一步的

检查［１１］。 分子生物学鉴定病原具有特异性强、 灵敏

度高的特点［１２］。 本研究采用 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因序列鉴定

细菌， ＩＴＳ 鉴定真菌， 序列结果在 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中

进行相似对比、 同源性分析和遗传进化分析， 即可准

确地诊断出外耳道炎病原菌的种类［１３］。
本研究利用微生物涂布分离法对南京地区的犬猫

细菌性、 真菌性外耳道炎病原进行分离纯化， 并通过

核酸测序对纯化的病原进行了鉴定。 在犬猫真菌性外

耳道炎病原分离中， 发现采样的病例中真菌性病原主

要为马拉色菌， 并未分离出许多文献提及的念珠菌与

隐球菌［１４］。 在犬猫细菌性外耳道炎病原分离中， 发

现采样的病例中主要病原为葡萄球菌与芽胞杆菌， 也

并未分离出文献中提及的变形杆菌、 假单胞菌与链球

菌［１５］。 猜测可能是由于各地气候的不同导致此结果，
可能也与温度和湿度有一定的关系。 另外， 不同菌株

在不同地区的流行性也不一致。
犬猫外耳道炎病因复杂， 准确地鉴定外耳道炎病

原菌对于预防控制犬猫外耳道炎以及制定有效的抗菌

治疗方案至关重要。 本研究对南京地区的细菌性和真

菌性外耳道炎进行了病原学鉴定， 为南京地区犬猫外

耳道炎的临床防治提供了重要的参考。
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