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一株牛源towneri不动杆菌的分离鉴定*

王娅1,岑垚1,张琴2,邓俊良1,才冬杰1,任志华1,苟丽萍1,胡延春1,左之才1**
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【摘要】 目的 明确四川某肉牛场群发体温升高、高度呼吸困难、流涎等疾病的原因。 方法 采集患牛鼻腔拭子、血

样、病理组织等样品,通过划线法和革兰氏染色进行细菌分离培养、形态学和生化鉴定;通过PCR扩增并测定16s
 

rRNA
基因序列,再用 MEGA-X软件进行同源性分析、构建进化树,并进行药敏检测。 结果 分离到一株革兰阴性棒状杆

菌,生化特性中动力、氧化酶、硝酸盐还原为阴性,过氧化氢酶为阳性,与不动杆菌属相符合;对目的菌进行RT-PCR扩

增,得到1
 

500
 

bp目的条带,通过Blast分析,16S
 

rRNA序列与GenBank中towneri不动杆菌株的同源性均达99%,命
名为ZZC3-9;药敏试验,该菌对亚胺培南、氟苯尼考、阿米卡星、庆大霉素、卡那霉素、强力霉素、多粘菌素B高度敏感,对
阿奇霉素、头孢他啶、链霉素、亚胺培南、美罗培南、舒巴坦耐药。 结论 首次从呼吸道疾病牛分离到towneri不动杆

菌,而且能引起肉牛死亡,但该菌对其他动物是否有致病性及人类生活环境的影响有待进一步探讨。
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【Abstract】 Objective In
 

order
 

to
 

investigate
 

the
 

cause
 

of
 

beef
 

cattle
 

suffering
 

from
 

respiratory
 

syndrome
 

such
 

as
 

fe-

ver,high
 

difficulty
 

in
 

breathing
 

and
 

salivate
 

in
 

a
 

cattle
 

farm
 

in
 

Sichuan
 

Province. Methods Samples
 

of
 

Nasal
 

swab,

blood
 

and
 

pathological
 

tissue
 

from
 

diseased
 

cattle
 

were
 

collected
 

for
 

bacterial
 

isolation
 

and
 

culture
 

by
 

streaking
 

and
 

Gram
 

staining.
 

and
 

its
 

morphological
 

and
 

biochemical
 

characteristics
 

and
 

16SrRNA
 

gene
 

sequence
 

were
 

determined,homology
 

a-
nalysis

 

was
 

performed
 

using
 

the
 

software
 

MEGA-X,evolutionary
 

tree
 

was
 

constructed,and
 

drug
 

susceptibility
 

was
 

deter-
mined. Results The

 

isolates
 

were
 

gram-negative
 

Corynebacterium,its
 

biochemical
 

characteristics
 

were
 

negative
 

for
 

mo-
tivity,oxidase

 

and
 

nitrate
 

reduction,and
 

positive
 

for
 

catalase,which
 

were
 

consistent
 

with
 

acinetobacter
 

genus
 

.
 

RT
 

PCR
 

was
 

used
 

to
 

amplify
 

the
 

target
 

bacteria
 

and
 

1500bp
 

target
 

band
 

was
 

obtained.The
 

16S
 

rRNA
 

sequence
 

had
 

99%
 

similarity
 

with
 

A.
 

towneri
 

strain
 

in
 

GenBank.
 

Therefore,the
 

isolates
 

were
 

identified
 

as
 

A.
 

towneri
 

and
 

named
 

ZZC3-9.
 

Drug
 

sensi-
tivity

 

tests
 

indicate
 

that
 

the
 

isolates
 

were
 

highly
 

sensitive
 

to
 

imipenem,fluphenicol,amikacin,gentamicin,kanamycin,dox-

ycycline,polymyxin
 

B,and
 

resistant
 

to
 

azithromycin,ceftazidime,streptomycin,imipenem,meropenem,sulbactam
 

. Con-
clusion A.

 

towneri
 

was
 

isolated
 

from
 

cattle
 

with
 

respiratory
 

disease
 

for
 

the
 

first
 

time,and
 

it
 

can
 

cause
 

the
 

death
 

of
 

beef
 

cattle.
 

However,the
 

pathogenicity
 

of
 

A.
 

towneri
 

to
 

other
 

animals
 

and
 

the
 

impact
 

of
 

human
 

living
 

environment
 

need
 

to
 

be
 

further
 

discussed.
【Key

 

words】 Cattle;Acinetobacter
 

towneri;isolation
 

and
 

identification;drug
 

sensitive
 

test

***不动杆菌是一种广泛分布在外界环境中的条件致

病菌
 [1],该菌在动物免疫力低下时引起肺炎、脑膜炎、

心内膜炎、败血症[2]等严重疾病。至今,关于不动杆菌

的相关研究主要集中在人与其他动物[3-4]的鲍曼不动

杆菌(A.
 

baumanii)、约翰不动杆菌(A.
 

johnsonii)、
醋酸钙不动杆菌(A.calcoaceticus)等病原的分离鉴

定、耐药基因等方面。如2006年引起猫坏死性筋膜炎

的[5]、2009年引起马支气管肺炎的鲍曼不动杆菌[6],

2018年,奉鉴金等[7]从呼吸道的肉牛中分离得到约翰

不动杆菌。本实验室首次从体温升高、流涎、流鼻液、
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呼吸困难等消化和呼吸道疾病症状的患牛分离得到

Acinetobacter
 

towneri,对其进行鉴定及药敏试验,为
后期的致病性实验和建立快速检测方案提供理论基

础。

材料与方法

1 材料

1.1 病料来源 四川某肉牛养殖场呈现体温升高、流
涎、流鼻液、呼吸困难等消化和呼吸道疾病等症状肉牛

36头,病牛常规药物治疗数日无效,出现死亡。死亡

牛口鼻出现细小泡沫样物,长时间不消散(图1A),肺
大量淤血(图1B),气管内大量泡沫样分泌物(图1C),
遂采集牛群的血样、病理组织样品及口鼻试子,进行细

菌的分离、培养与鉴定。

A 病牛鼻腔细小泡沫样物 B 肺大量淤血 C 气管大量泡沫

图
 

1 病牛呼吸道症状

A Small
 

foamy
 

sample
 

of
 

sick
 

cow􀆳s
 

nasal
 

cavity B Massive
 

lung
 

congestion C Lot
 

of
 

foam
 

in
 

the
 

trachea
Fig.1 Respiratory

 

symptoms
 

of
 

sick
 

cattle

1.2 主要试剂 普通琼脂培养基(NA)、血液琼脂基

础培养基、革兰染色液购于青岛海博生物技术有限公

司;细菌微量生化鉴定管购于杭州微生物试剂有限公

司;2× Master
 

Mix、16S
 

rRNA 基 因 通 用 引 物、

ddH2O、DL2000
 

DNA
 

Marker购于成都擎科梓熙生

物技术有限公司;试验用抗生素购至杭州天和微生物

试剂有限公司。

1.3 主 要 仪 器  SimpliAmpTM
 

PCR 仪(Thermo
 

Fisher)、NanoDropTM
 

One超 微 量 紫 外 分 光 光 度 计

(Thermo
 

ScientificTM)、481HP落地式恒温制冷摇床

(Thermo
 

Scientific)、ST16大容量高速冷冻离心机

(Thermo
 

Scientific)、GelDoc全自动凝胶成像系统

(Bio-Rad)、DYY-6D电泳仪(北京六一生物科技有限

公司)

2 方法

2.1 病原的分离及纯培养 取样本划线培养于普通

营养琼脂平板,37
 

℃放置12
 

h。挑取单个菌落,在普

通营养琼脂和血琼脂培养基纯化培养后,挑取单个菌

落
 

革兰染色、镜检。

2.2 生化鉴定 将分离菌接种于葡萄糖、甘露糖、乳
糖、半乳糖、棉子糖、血清菊糖、麦芽糖等生化管,37

 

℃

培养24
 

h后观察试验结果。结果判定依据《伯杰细菌

鉴定册》[8]。

2.3 16S
 

rRNA序列的测定及同源性分析 以提取

的DNA为模板,根据参考文献用16S
 

rRNA通用引

物[9](16S-F:AGAGTTTGATCCTGGCTCAG;16S-
R:TACGGCTACCTTGTTACGACTT)对菌株进行

PCR
 

扩增。

PCR反应 总 体 系 为25
 

μL,其 中 包 括2×Taq
 

Master
 

MIX
 

12.5
 

μL,上下引物各1
 

μL,ddH2O
 

8.5
 

μL,DNA模板2
 

μL。反应条件为:95
 

℃
 

5
 

min;95
 

℃
 

1
 

min,55
 

℃
 

1
 

min,72
 

℃
 

1
 

min,40个循环后72
 

℃延

伸10
 

min。

PCR扩增产物在1%琼脂糖凝胶电泳30
 

min。
将有目的条带的扩增产物送往成都擎科股份有限公司

测序。将检测结果与NCBI
 

GenBank数据库中已有序

列进行BLast比对分析,并选取GenBank中已登录的

参考菌株,利用 MEGA-X制作系统发育树,分析同源

性。

2.4 药物敏感性试验 将纯培养菌液接种于 MH琼

脂培养基,采用亚胺培南、氟苯尼考、阿奇霉素、阿米卡

星、亚胺培南、链霉素、庆大霉素、卡那霉素、强力霉素、
等药敏纸片进行药敏试验。依据CLSI

 [10]判定标准对

试验操作与结果进行判读。

结 果

1 细菌分离及形态观察、镜检结果

从样品分离得
 

革兰染色呈阴性、短杆状(图2A)。
在普通琼脂培养基上37

 

℃培养24
 

h能产生腐败气

味,分离菌生长为乳黄色、湿润、光滑、边缘整齐直径约

为1
 

mm 的菌落(图2B);在血琼脂培养基上呈灰白

色、凸起、湿润、乳酪样且不产生溶血直径1-2
 

mm的

菌落(图2C)。

  A ZZC3-9分离菌形态 B ZZC3-9在普通琼脂培养基上的生长
形态 C ZZC3-9在血琼脂培养基上的生长形态

图
 

2 ZZC3-9
 

ZZC3-9分离株镜检及培养形态

A Morphology
 

of
 

ZZC3-9
 

isolates B Growth
 

morphology
 

of
 

ZZC3-9
 

on
 

ordinary
 

agar
 

medium C Growth
 

morphology
 

of
 

ZZC3-9
 

on
 

blood
 

agar
 

medium
Fig.2 Microscopic

 

examination
 

and
 

culture
 

morphology
of

 

ZZC3-9
 

isolates

2 生化鉴定结果

分离菌氧化酶、动力、硝酸盐还原为阴性,过氧化
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氢酶为阳性;符合《伯杰细菌鉴定册》[11]不动杆菌属细

菌的主要生化特点(表1)。

表
 

1 ZZC3-9生化鉴定结果
Table

 

1 Biochemical
 

identification
 

results
 

of
 

ZZC3-9

生化试验
biochemical

 

test

结果
Result

生化试验
biochemical

 

test

结果
Result

生化试验
biochemical

 

test

结果
Result

葡萄糖 - 山梨醇 - 精氨酸双水解酶 -
 氧化酶 - 过氧化氢酶 + 硝酸盐还原 -
 木糖 - 甘露醇 - H2S -
 蔗糖 - 侧金盏花醇 - 吲哚 -
 麦芽糖 + 水杨素 - 动力 -
乳糖 - 枸橼酸盐 - VP -
 半乳糖 - 丙二酸盐 - 明胶 -
 棉子糖 - 尿素 + 精氨酸脱羧 -
 血清菊糖 - 苯丙氨酸脱氨酶 - 鼠李糖 -
 阿拉伯糖 - DNA酶 - 氧化酶 -
  注(Notes):“+”表示阳性(Positive);“-”表示阴性(Negative)。

3 16S
 

rRNA分子鉴定及同源性分析

对分离菌进行PCR扩增,电泳检测显示有目的条

带1
 

500
 

bp
 

(图3)。将PCR产物测序得到基因序列

在NCBI
 

GenBank数据库中进行Blast分析比对,与
收录的A.towneri基因序列同源性达99%。确定为

A.towneri,命名为ZZC3-9。ZZC3-9与来源于排泄物

的中国河南株Acinetobater
 

towneri(CP046045)聚为

一支。与来源于生牛乳的中国天津株 Acinetobater
 

towneri(KC212079)和来源于牛粪便的中国南京株

Acinetobater
 

towneri(CP045129)处于不同的分支上

(图4、表2)。

表
 

2 GenBank
 

中公布的相关参考菌株信息
Table

 

2 Information
 

of
 

reference
 

strains
 

published
 

in
 

GenBank

菌株
Strain

来源
Source

登录号
Accession

分离地
separated

 

area

分离时间
separated
time

SWBY1 未知 CP026616 中国泸州 2018
WCHA55 污水 CP032286 中国成都 2018
TQ04 牛粪 CP045129 中国南京 2020

ZS207 Zloty
 

Stok
金矿的微生物垫

 CP019143 波兰 2012

HZE33-1 粪便 CP044474 中国惠州 2018
19110F47 排泄物 CP046045 中国河南 2019
QS913 未知 MK439529 中国三亚

 

2020
T-B13C 未知 KJ806489 中国厦门

 

2014
Z1516 生牛乳 KC212079 中国天津

 

2011
NF435 排泄物 KF999898 中国广州

 

2014
AQ-3 水产养殖沉积物 JF751054 中国上海

 

2011
S-X2D 未知 KJ806429 中国厦门 2014

CULSSDVK_20202 皮肤 MT037172 印度 2020

4 药物敏感试验

分离菌株药敏试验结果见表3,ZZC3-9对亚胺培

南、氟苯尼考、阿米卡星、庆大霉素、卡那霉素、强力霉

素、多粘菌素B高度敏感,对阿奇霉素、头孢他啶、链

霉素、亚胺培南、美罗培南、舒巴坦耐药。

  M DL2000
 

DNA
 

Marker 1 阴性对照 2、3 ZZC3-9扩增产
物的PCR产物

图
 

3 ZZC3-916S
 

RT-
 

PCR鉴定结果

M DL2000
 

DNA
 

Marker 1 Negative
 

control 2,3 PCR
 

products
 

of
 

ZZC3-9
Fig.3 The

 

identification
 

of
 

RT-PCR
 

about
 

ZZC3-916S

图
 

4 ZZC3-9系统发育树

Fig.4 Phylogenetic
 

evolutionary
 

tree
 

of
 

ZZC3-9

表
 

3 ZZC3-9药敏试验结果

Table
 

3 Drug
 

susceptibility
 

test
 

results
 

of
 

ZZC3-9
药物名称
Drugname

抑菌环直径/
mminhibition

 

zone
 

diameter(mm)
药敏试验结果
Result

亚胺培南IMI 18 R
阿奇霉素AEI 12 R
红霉素ERY 22 I
氟苯尼考FFC 25 S
头孢他啶CAZ 17 R
链霉素STR 9 R
阿米卡星AMI 21 S
庆大霉素GEN 22 S
美罗培南 MER 15 R
卡那霉素KAN 22 S
强力霉素DOX 23 S
头孢噻肟CTX 20 I
舒巴坦SUL 14 R
头孢曲松钠CEF 18 I
头孢吡肟FEP 21 I
多粘菌素B

 

AER 15 S
  注(Notes):S,高度敏感(Sensitive);I,中度敏感(Intermediate

 

sen-
sitivity);R,耐药(Resistant)。

讨 论

本实验从患有呼吸道疾病肉牛鼻腔拭子中分离得
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到A.towneri(ZZC3-9)葡萄糖、蔗糖为阴性,与疑似

患有醋酸钙不动杆菌的病死牛肺脏组织进行病原分离

的醋酸钙不动杆菌[3]以及从奶牛乳房炎中分离出的鲍

曼不动杆菌[11]的生化试验结果存在差异,该两株菌葡

萄糖、蔗糖为阳性;但除此以外其他生化试验结果如氧

化酶阴性、过氧化酶阳性、动力阴性、硝酸盐试验阴性

与牛源醋酸钙不动杆菌和奶牛源鲍曼不动杆菌一致,
符合不动杆菌属的生化特性。这说明不同来源的不动

杆菌生化试验结果存在一定的差异,造成该现象的原

因是该菌为了适应生存环境而发生了改变,这种变化

对菌株本身致病性或耐药性是否产生影响尚不可知。
其次,ZZC3-9的生化试验结果除麦芽糖、尿素呈阳性,
其余均呈阴性,说明该菌生化特性尤为不活泼,可通过

利用的营养物质少,从而满足自身生长繁殖,由此推测

这可能是其适应能力强,感染范围广的重要原因之一。
不动杆菌种属众多[12],之前常用Vitek

 

2
 

system、

API与Phoenix等方法通过表型进行鉴别不同种属的

不动杆菌效果大多不能令人满意[13],因此目前实验室

常用16S
 

rRNA比对分析进行基因鉴定。本研究通过

对ZZC3-9进行16S
 

rRNA 序列及其同源性分析发

现:该优势菌株与来源于排泄物的中国河南株 A.
 

towneri(CP046045)同源性最近,相似率高达99%。
由ZZC3-9的药物敏感性试验结果可知,该分离菌对

阿奇霉素、头孢他啶、链霉素、亚胺培南、美罗培南、舒
巴坦显著耐药,其中亚胺培南、美罗培南均属于碳青霉

烯类药物,产生该现象的原因可能与不动杆菌可以产

生碳青霉烯酶如D类苯唑西林酶[14]和B类金属β-内
酰胺酶[15-16],破坏了碳青霉烯类药物中的β-内酰胺环

从而达到对其耐药。由于有关A.towneri的耐药研

究较少,该类菌株的具体耐药性特点还有待进一步研

究。
本实验从患有呼吸道疾病的肉牛鼻腔拭子中获得

一株优势菌株ZZC3-9,经经对分离株的染色形态、生
化试验、16S

 

rRNA测序,确定该菌为A.towneri。该

菌对碳青霉烯类的亚胺培南、美罗培南耐药。该菌可

能为引起肉牛呼吸道感染发病,甚至引起死亡的主要

病菌或继发性感染菌,应引起高度重视。
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