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乌龟鲍曼不动杆菌的分离鉴定及药敏试验
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摘　要：自患病乌龟肝脏中分离出１株优势菌ＤＬ０１２２１，对其进行形态学观察、生化试验、１６ＳｒＲＮＡ
基因序列分析，同时采用Ｋｒｉｂｙ－Ｂａｕｅｒ纸片扩散法进行药物敏感性试验。试验结果表明，该菌为革兰氏

阴性球杆菌，将该菌株１６ＳｒＲＮＡ序列进行同源性和系统进化树分析，发现它与鲍曼不动杆菌处于同

一群，同源性超过９８％，结合菌株形态和生化指标，确定该菌株为鲍曼不动杆菌。致病性试验结果显

示，其对乌龟具有较强的致病作用；耐药性结果显示其对头孢他啶、卡那霉素及氟罗沙星敏感，对其他

多种抗生素耐药。
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　　近年来，随着龟鳖养殖业的迅猛发展，养龟场
规模在不断扩大，龟类疾病也日益频发，其中尤以
细菌性和病毒性传染病为甚［１－３］，常发生爆发性流
行，死亡一般在１５％左右，严重的可高达８０％，甚至
全军覆灭，使养殖场遭受巨大的经济损失，严重制
约着龟鳖养殖产业的可持续发展［４］。目前鉴定病
原种类是确诊病因及对症下药的前提，但人们对龟
类疾病的研究起步较晚，基础理论研究和病原分离
方法与技术落后，多数养殖场存在盲目用药现象，
给龟类养殖户造成不必要的经济损失。

细菌病是水生动物常发病。鲍曼不动杆菌
（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ　ｂａｕｍａｎｎｉｉ）作为重要条件致病菌引
发的动物感染已被广泛报道［５－６］，也有发现不动杆

菌存在于患病的水生动物体内［７－８］，如感染鲍曼不
动杆菌株后斑点叉尾 （Ｉｃｔａｌｕｒｕｓ　ｐｕｎｃｔａｔｕｓ）死
亡［７］。本研究自患病乌龟（Ｍａｕｒｅｍｙｓ　ｎｉｇｒｉｃａｎｓ）体
内分离出致病菌，通过培养特性、生化和分子生物
学鉴定，判定分离菌为鲍曼不动杆菌；通过致病性
研究发现该菌可引起乌龟发病；同时采用 Ｋｒｉｂｙ－
Ｂａｕｅｒ纸片扩散法对分离菌株进行耐药性分析，旨
在为龟鳖的健康养殖提供参考依据，并为龟类养殖
业细菌病害的防治提供科学参考。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　病料来源
患病乌龟由海南省某龟鳖养殖场提供。病龟

腹甲和背甲均有明显的溃烂，颈部和四肢有大小不
一的白点。剖解发现，发病龟肝、脾肿大，表面出
血，质脆易碎，呈紫黑色，腹腔内有积液，恶臭。

１．１．２　主要试剂及仪器
革兰氏染色试剂（杭州微生物试剂有限公司）；

细菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒及琼脂糖凝胶ＤＮＡ
回收试剂盒［中科瑞泰（北京）生物科技有限公司］；

ＰＣＲ试剂（Ｐｒｏｍｅｇａ公司）；药敏纸片（北京天坛药
物生物技术开发公司）；生化鉴定试剂（广东环凯微
生物科技有限公司）；ＰＣＲ仪及凝胶成像分析系统
（ＢＩＯＲＡＤ公司）；冷冻高速离心机（ＥＰＰＥＮＤＯＲＦ
公司）；生物安全柜（力康发展有限公司）；引物合成
和测序均由上海生物工程技术服务有限公司完成。

１．２　方法

１．２．１　病原菌的分离纯化、镜检
病龟经低温麻痹后，体表用７５％的酒精消毒，

迅速剖检并分离肝脏，低温条件下研磨后，用无菌
生理盐水进行稀释，无菌接种于普通营养琼脂平板
上，置于２８℃恒温箱中培养１８～２４ｈ，再挑取单个



菌落于无菌条件下进行划线分离、培养，重复以上
步骤，直至菌落特征相同时，再挑取单个菌落涂片，
进行革兰氏染色并镜检，观察菌落形态及染色特
点；将单菌落分别接种于麦康凯培养基和ＳＳ琼脂
培养基进行选择性培养，观察菌落的生长情况。

１．２．２　生化试验鉴定
将分离菌纯培养物进行生化试验，按文献［９］

方法进行。

１．２．３　１６ＳｒＲＮＡ的ＰＣＲ扩增及序列分析
取适量的菌液离心收集菌体，采用ＳＤＳ裂解法

提取细菌 ＤＮＡ，按文献［１０］方法进行。采用１６Ｓ
ｒＲＮＡ通用引物进行ＰＣＲ扩增，引物序列为：
上游引物：５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＡＴＧＧＣＴＣＡ

Ｇ－３′；
下游引物：５′－ＴＡＣＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣ

ＴＴ－３′。

ＰＣＲ反应体系如下：ＴａｑＭｉｘ　１２．５μＬ，去离子
水８．５μＬ，上、下游引物各１μＬ（引物浓度均为１０
ｐｍｏｌ／Ｌ），模板ＤＮＡ　２μＬ，共２５μＬ。ＰＣＲ反应程
序为：９５℃１０ｍｉｎ；９５℃３０ｓ；５４℃４５ｓ；７２℃６０
ｓ，３４个循环；７２℃１０ｍｉｎ；扩增产物依照琼脂糖凝
胶ＤＮＡ回收试剂盒对ＰＣＲ扩增产物进行切胶回
收，并送往上海生物工程技术服务有限公司测序。
分离菌的１６ＳｒＲＮＡ基因序列通过美国国立生物
技术信息中心ＮＣＢＩ的Ｂｌａｓｔ检索系统进行序列同
源性分析，并构建系统进化树。

１．２．４　人工感染试验
将分离菌稀释至密度为１．０×１０７　ｃｆｕ／ｍＬ的菌

液，腹腔注射１２只健康乌龟（１０月龄，平均体质量
为９５ｇ／只），每只０．５ｍＬ，对照组１２只乌龟注射

０．６５％等量生理盐水，观察１４ｄ，统计发病率和死
亡率。取肝脏、肾脏、脾脏组织进行细菌分离培养
和鉴定。

１．２．５　药物敏感性试验
采用世界卫生组织推荐的纸片琼脂扩散法即

Ｋｉｒｂｙ－Ｂａｒｅｒｅ法，无菌条件下，将菌液均匀涂布于ＬＢ
培养基，贴上临床常用的动物疾病治疗的药敏纸片，
将培养皿放于培养箱，３７℃培养２４ｈ后，测量各抑菌
环直径。依据说明书上“不动杆菌抑菌圈直径判断标
准”判别试验菌对所用抗生素的敏感程度。

２　结　果

２．１　细菌培养特征及形态
经分离所得的细菌，在普通营养琼脂平板培养

基上纯化培养后，呈圆形乳白色、不透明、边缘整

齐、表面圆滑湿润、中间微凸起的菌落（图１ａ）；在麦
康凯平板上生长良好，呈圆形、表面湿润光滑、淡粉
色的菌落（图１ｂ）；在ＳＳ琼脂培养基中不生长。该
菌革兰氏染色不易脱色，镜检结果显示为阴性短小
球杆菌，多成双排列，近似双球菌，有时呈丝状或链
状（图１ｃ），将分离菌命名为ＤＬ０１２２１。

图１　分离菌形态

ａ，普通营养琼脂平板生长菌落；ｂ，麦康凯平

板生长菌落；ｃ，分离菌革兰氏染色观察．

２．２　生化特性鉴定
对分离到的革兰氏阴性菌进行生化鉴定，结果

见表１。根据以上形态学观察和生化鉴定结果，参
照《常见细菌系统鉴定手册》［１１］，初步鉴定该菌为鲍
曼不动杆菌。

表１　分离菌株的生化鉴定结果

生化项目 结果 生化项目 结果

乳糖

葡糖糖

果糖

蔗糖

木糖

麦芽糖

半乳糖

蜜二糖

＋

＋

－

－

＋

－

＋

＋

触酶

氧化酶

吲哚

肌醇

七叶苷

尿素酶

明胶

柠檬酸盐

＋

－

－

－

－

－

－

＋

２．３　回归感染试验
经纯培养的分离菌悬液腹腔注射乌龟后，试验

组在接种后第４ｄ出现精神萎靡，食欲减退等症状，

注射７ｄ累计死亡率为４２％。死亡的乌龟症状与
自然病例相似。对照组在整个试验期间未出现异
常。从人工感染发病的龟体肝脏中，均分离到与自
然发病分离菌相同的细菌。

２．４　１６ＳｒＲＮＡ序列分析
分离菌１６ＳｒＲＮＡ　ＰＣＲ扩增结果见图２，产物

经凝胶回收提纯后测序。测序结果显示，分离菌株

１６ＳｒＲＮＡ基因序列长度为１４１６ｂｐ。同源性分析
结果显示，分离菌与多数鲍曼不动杆菌菌株同源性
超过９９％，与斑点叉尾 鲍曼不动杆菌株的同源性
为９８．７％；而与醋酸钙不动杆菌（Ａ．ｃａｌｃｏａｃｅｔｉｃ－
ｕｓ）、琼氏不动杆菌（Ａ．ｊｕｎｉｉ）、约翰逊不动杆菌（Ａ．
ｊｏｈｎｓｏｎｉｉ）、溶血不动杆菌（Ａ．ｈａｅｍｏｌｙｔｉｕｓ）及沃氏
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不动 杆 菌 （Ａ．ｌｗｏｆｆｉｉ）同 源 性 分 别 为 ９７％、

９７．４％、９６％、９７％和９５．７％。分离菌株ＤＬ０１２２１
的１６ＳｒＲＮＡ序列构建的系统进化树见图３，结果
显示本试验分离菌株ＤＬ０１２２１处于鲍曼不动杆菌
群内，其中与法国和印度分离菌亲缘关系最近，与
中国斑点叉尾 分离菌亲缘关系较远。

图２　分离菌株ＤＬ０１２２１的１６ＳｒＲＮＡ基因ＰＣＲ扩增结果

Ｍ．ＤＮＡ标准ＤＬ２０００；１．分离

图３　分离菌株ＤＬ０１２２１的１６ＳｒＲＮＡ基因系统进化树

２．５　药敏试验结果
用１５种药物敏感试纸对鲍曼不动杆菌ＤＬ０１２２１

进行药敏试验，结果发现，对头孢噻肟、头孢噻吩、头
孢曲松、庆大霉素、妥布霉素、克林霉素、克拉霉素及
四环素等７种药物具有耐药性；对头孢他啶、卡那霉
素及氟罗沙星敏感；对阿米卡星、环丙沙星、诺氟沙
星、左氟沙星、链霉素等中度敏感；抗菌药纸片种类、
含药量、抑菌圈直径及判断结果见表２。

表２　药敏试验结果

抗菌药物
纸片规格

μｇ／片

试验菌抑菌

圈直径／ｍｍ
结果

头孢噻吩 ３０　 ６ Ｒ
头孢他啶 ３０　 ２１ Ｓ
头孢噻肟 ３０　 １１ Ｒ
头孢曲松 ３０　 １２ Ｒ
庆大霉素 １０　 １１ Ｒ
卡那霉素 １０　 ２４ Ｓ
妥布霉素 １０　 ９ Ｒ
链 霉 素 １０　 １４ Ｉ
克林霉素 ２　 ６ Ｒ
克拉霉素 １５　 ６ Ｒ
四 环 素 ３０　 ９ Ｒ
环丙沙星 ５　 １８ Ｉ
氟罗沙星 ５　 ２７ Ｓ
诺氟沙星 ５　 １８ Ｉ
阿米卡星 ３０　 １６ Ｉ
左氟沙星 ５　 １６ Ｉ

注：ＣＬＳＩ药敏试验纸片法判定标准：Ｓ，敏感；Ｉ，中介；Ｒ，耐药．

３　讨　论

目前，随着龟养殖业的快速发展，龟的养殖规
模在不断扩大，但水质恶化、养殖密度过高等原因
导致龟鳖疾病发生也日益频繁，严重影响了龟鳖养
殖产业的可持续发展［４］。龟类疾病大多由细菌、真
菌和病毒感染引起，而细菌感染引起的疾病是水生
动物的常发传染病［１２－２２］，在龟鳖养殖业中也属于高
发和频发疾病［４］，特别是近年来，龟鳖的细菌性疾
病呈现了爆发流行之势。鲍曼不动杆菌是奈瑟氏
球菌科不动杆菌属中的一种革兰阴性球杆菌，该菌
对人和动物是一种常见的条件性致病菌，能通过多
种方式感染人体使其患病，最常见的是引起人的肺
炎、败血症、脑膜炎、骨髓炎等［２３］。该菌感染动物可
引起新生驹患败血症，牛患乳腺炎，鲡患败血症，水
牛感染后会流产等［２４］，目前有发现不动杆菌存在于
患病的水生动物体内［７－８，２５］。本研究自患病乌龟体
内分离出致病菌，通过形态学和生化特性初步鉴定
为鲍曼不动杆菌。该菌革兰氏染色不易脱色，与其
他研究报道的鲍曼不动杆菌脱色不易的结果相似，
但是具体原因尚不明确，猜测可能与该菌的细胞壁
有关［７－８，２０］。本研究基于１６ＳｒＲＮＡ序列进行了不
动杆菌属的系统发育分析，发现本试验分离菌
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ＤＬ０１２２１落于鲍曼不动杆菌群，与其他鲍曼不动杆
菌同源性超过９８％，确定该菌株为鲍曼不动杆菌。
通过动物回归试验证实，该分离株可感染龟，并导
致其发病。
近年来，随着广谱抗生素在临床上的广泛使

用，多重耐药的鲍曼不动杆菌逐渐增多，严重威胁
着人类健康［２６］。鲍曼不动杆菌在临床上的研究受
到国内外的广泛关注，但作为龟类的病原菌，尚未
见报道。本研究从患病乌龟体内分离的鲍曼不动
杆菌ＤＬ０１２２１进行药敏试验，发现分离到的菌株耐
药性与陆文浩等［８］报道的鱼源鲍曼不动杆菌菌株

的耐药性有一定差异，如本分离鲍曼不动杆菌

ＤＬ０１２２１对头孢他啶、卡那霉素及氟罗沙星等抗生
素敏感；对阿米卡星、环丙沙星、诺氟沙星、左氟沙
星、链霉素等抗生素中度敏感；对头孢噻肟、头孢噻
吩、头孢曲松、庆大霉素、妥布霉素、克林霉素、克拉
霉素及四环素等抗生素具有较强耐药性，而鱼源的
鲍曼不动杆菌对妥布霉素、庆大霉素、左氟沙星和
链霉素高度敏感，对四环素中度敏感，对头孢他啶、
头孢噻肟等产生耐药。这也符合不同报道中提到
的国内不同地区分离的鲍曼不动杆菌的耐药性有

一定差异［８，２７］。可能原因为菌株所处的环境和当地
的用药习惯不同而导致同种菌对同种抗生素表现

出不同的耐药性。
随着龟类疾病的高发，养殖场为追求暂时的经

济效益，滥用化学药物或盲目加大药物的使用剂
量，使许多致病菌产生抗药性，治疗困难。鲍曼不
动杆菌不但影响人类健康，对龟鳖动物的潜在威胁
也逐渐暴露出来，而且鲍曼不动杆菌对多种抗生素
具有天然耐药性，临床上治疗较为困难。因此，关
注药物残留对水源的影响，不仅是实施龟鳖健康养
殖的有效措施，而且对人类的健康具有促进意义。
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