
作者简介!姜清明#男#副主任技师#主要从事临床微生物研究)

!论
!!

著!

)

株抗酸阳性丙酸杆菌的分离和鉴定

姜清明)

!屈平华K

!陈
!

茶K

!陈默蕊+

"

)4

粤北第二人民医院检验科!广东韶关
5)K*K,

&

K4

广东省中医院检验医学部!广东广州
5)***F

&

+4

南方医科大学附属潮州市中心医院检验实验中心!广东潮州
5K)***

#

!!

摘
!

要"目的
!

对
)

株乳腺脓肿标本分离的缓慢生长革兰阳性抗酸杆菌进行菌种鉴定$方法
!

采用细菌的
)F!

核糖体核糖

核酸"

A/E<

#基因测序分析!结合细菌的菌体形态'生长特征'

<-3K*<

和手工生化实验进行菌种鉴定$结果
!

该菌为厌氧的'无

芽孢'直或弯曲的多形性杆菌!革兰和抗酸染色为阳性$血平板培养
5N

形成直径大于
K%%

'米黄色'圆形'光滑'突起'边缘整

齐'

&

溶血性菌落$但
)F!A/E<

基因测序分析发现!该菌与贪婪丙酸杆菌的同源性为
)**;

!

<-3K*<

生化编码为
88+F5*FK

!

-̂

试验的阳性!符合贪婪丙酸杆菌的特征$结论
!

该乳腺脓肿的病原菌为贪婪丙酸杆菌!其抗酸染色阳性!为国内首次报道$

关键词"丙酸杆菌&

!

抗酸性&

!

细菌鉴定&
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抗酸阳性杆菌通常指的是结核分枝杆菌和其他一些非结

核分枝杆菌$

ELY

%#其广泛存在于水*空气*土壤等医院相关

环境中#可引起肺结核*麻风*导管相关性血流感染*伤口感染)

抗酸阳性杆菌的典型特征是菌体含有大量脂质#主要为分枝菌

酸#革兰染色时结合结晶紫的能力差#甚至不着色#但采用抗酸

染色时#其与石炭酸复红结合牢固#能抵抗酸性乙醇的脱色作

用#并保持复红的颜色)除分枝杆菌外#一些诺卡菌属和棒状

杆菌属细菌#以及其他一些放线菌也具有弱抗酸性#但较为少

见)

K*))

年#从
)

例分枝杆菌培养的乳腺分泌物标本中检出
)

例抗酸阳性细菌#最初错误鉴定为快生长分枝杆菌#后经

)F!A/E<

基因测序#确定为贪婪丙酸杆菌#报道如下)

C

!

资料与方法

C4C

!

一般资料
!

门诊患者#男#

+,

岁#左乳腺表层溃疡和深部

蜂窝性组织炎#脓肿体积为$

+H+HK45

%

S%

#穿刺有脓液)微

生物检查!脓液直接涂片发现抗酸阳性杆菌&细菌培养和分枝

杆菌培养均检出无芽孢*直或弯曲的*多形性的抗酸阳性杆菌#

最初误报为快生长分枝杆菌)临床治疗采用脓腔引流和头孢

西丁抗感染治疗#预后不详)

C4D

!

仪器与试剂
!

L=IF**

基因扩增仪$珠海黑马公司%&恒

温金属浴器$杭州博日公司%&快速革兰染色液和抗酸染液

$

1#@C

%&

<-3K*<

鉴定试条$法国梅里埃%&

=6"?@"

纸条$安徽淮

北宏远%&

-A?%&O=OL#

V

酶体系$大连
L#Z#A#

公司%&细菌
)F!

A/E<

基因扩增通用引物
K(Q

$

5\6<7<7LLL7<L..L77

.L.<76+\

%与
)8IKA

$

5\677LL<..LL7LL<.7<.LL6

+\

%由上海英韦创津广州公司合成)

C4E

!

细菌培养和形态学观察
!

伤口分泌物标本分区划线接种

血平板*普通巧克力*麦康凯平板#置于含
5;

二氧化碳的培养

箱中
+5`

恒温孵育#每天观察平板的生长状态)按常规的细

菌检验方法#进行革兰染色和抗酸染色#油镜下观察其菌体形

态照相记录)

C4F

!

)F!A/E<

基因扩增及测序鉴定
!

采用碱裂解法提取细

菌的基因组
:E<

)细菌
)F!A/E<

基因的
-./

扩增条件参

考文献'

)

()扩增产物经电泳检测后送与上海英韦创津广州公

司进行扩增产物的纯化及基因测序)获得的
)F!A/E<

基因

序列在
E.13

的
7?'1#'Z

库中进行
1B#@"

同源性比对初步确定

其分类位置)

C4G

!

生化鉴定
!

生化鉴定包括
<-3K*<

鉴定*伏
6

普$

-̂

%实

验和厌氧生长实验等#主要参考试剂说明书进行)

D

!

结
!!

果

D4C

!

细菌培养结果
!

分离到
)

种革兰阳性杆菌#菌体呈杆状

或弧状&其生长速度缓慢#初次培养
5N

在血平板上可形成直

径大于
K%%

*米黄色*圆形*光滑*突起*边缘整齐*

&

溶血性菌

+

I)K)

+

国际检验医学杂志
K*)F

年
5

月第
+(

卷第
I

期
!

3'"XG#PY?N

!
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!

ĈB4+(

!

EC4I



落&麦康凯平板上不生长&抗酸染色阳性见图
)

$见,国际检验

医学杂志-网站主页.论文附件/%)

D4D

!

)F!A/E<

基因测序鉴定及结果分析
!

扩增得到
)F!

A/E<

基因的全序列#大小约
)5**P

2

)

-./

产物送与上海英

韦创津广州公司进行测序#由获得的毛细管电泳峰谱来看#其

基因序列的荧光峰图正常#无杂带*无背景信号干扰见图
K

$见

,国际检验医学杂志-网站主页.论文附件/%)以
:E< Y<E

软件对基因序列的拼接#得到
)+I8P

2

的有效序列#以
1B#@"

$

TTT4'SP&4$&%4'&$4

D

CM

"

PB#@"

%的
)F!A/E<

序列库$细菌和

真菌%进行分析#显示与贪婪丙酸杆菌
:!Y8I*)

$核酸登录号

E/)),F8(

%相似率为
)**;

#与丙酸丙酸杆菌
:!Y8++*(

$核

酸登录号
E/*K5K((

%相似率为
II48;

#与丙酸杆菌属其他种

的相似度则均低于
II4*;

)按
.G!3YY6),

通用解释标准#

可初步鉴定为贪婪丙酸杆菌'

K

(

#但需进一步排除丙酸丙酸

杆菌)

D4E

!

生化实验结果和分析
!

分离株为兼性厌氧菌#其在厌氧

环境中生长优于需氧环境#且
-̂

试验阳性#符合丙酸杆菌的

特征)采用
<-3K*<

试验#分离株吲哚实验阴性*脲酶阴性*

葡萄糖发酵实验阳性*甘露醇发酵实验阴性*乳糖发酵实验阴

性*蔗糖发酵实验阳性*麦芽糖发酵实验阳性*柳醇发酵实验阳

性*木糖发酵实验阴性*阿拉伯糖发酵实验阴性*明胶液化实验

阳性*七叶灵水解实验阳性*甘油发酵实验阳性*纤维二糖发酵

实验阴性*甘露糖发酵实验阳性*松三糖发酵实验阴性*棉子糖

发酵实验阴性*山梨醇发酵实验阴性*海藻糖发酵实验阳性*触

酶实验阳性#生化编码为
88+F5*FK

)分离株与相关菌种生化

实验的比较见表
)

)其中.

i

/为阳性*.

e

/为阴性*.

^

/为可

变*.

E:

/为未检测#相关菌株的试验资料来自参考文献'

+

()

表
)

!!

分离株与丙酸杆菌相关菌种的生理生化特征比较

菌名
七叶灵

水解

明胶

液化
触酶 吲哚

硝酸盐

还原

蔗糖

发酵

分离株
i i i e e i

贪婪丙酸杆菌
i i i e e i

丙酸丙酸杆菌
e ^ e e i i

痤疮丙酸杆菌
e i ^ i i e

产酸丙酸杆菌
e e e e e i

产丙酸丙酸杆菌
i e ^ e i i

澳大利亚丙酸杆菌
i e e e i e

环已脂酸丙酸杆菌
i e e e e i

费氏丙酸杆菌
i e i e ^ e

颗粒丙酸杆菌
e e i e e i

詹氏丙酸杆菌
i e ^ e e i

微需氧丙酸杆菌
e E: e E: i E:

特氏丙酸杆菌
i e i e e i

E
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讨
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论

丙酸杆菌是一类厌氧的*不产生芽孢的革兰阳性杆菌#正

常存在于人体皮肤表面)该菌营养类型为异养厌氧型#但可以

耐受微量氧气#由于可发酵糖类产生乳酸和转化为丙酸#故命

名为丙酸杆菌'

8

(

#

-̂

实验阳性是该菌的一个重要特征)临床

上#丙酸杆菌主要引起痤疮和术后感染'

5

(

&近年来#有多例贪婪

丙酸杆菌引起乳腺炎的临床报告'

F6,

(

)在本例研究中#分离株

为兼性厌氧革兰阳性杆菌#

-̂

试验阳性#符合丙酸杆菌的特

点#

<-3K*<

生化实验结果与贪婪丙酸杆菌一致#且
)F!

A/E<

基因与贪婪丙酸杆菌相似率为
)**;

#故可以确定为贪

婪丙酸杆菌)

目前还没有丙酸杆菌抗酸阳性的相关报道)就抗酸染色

的原理来看#该脓液标本直接涂片抗酸阳性#可能与皮肤皮脂

腺的油脂环境和丙酸杆菌致病特性有关)有研究发现#痤疮丙

酸杆菌分泌的磷脂酶可以将人体皮脂中的三酰甘油降解为游

离脂肪酸#使其黏附在细胞表面#并具有以下作用!$

)

%营养作

用&$

K

%生物被膜保护作用&$

+

%在皮肤毛囊中的黏附和泊位作

用)因此#痤疮丙酸杆菌的脂肪酸被膜#可能是其与石炭酸复

红牢固结合而不被酸性乙醇脱色的主要原因'

I6)*

(

)从已有的

文献资料来看#丙酸杆菌可通过菌体形态和革兰染色的着色情

况*血平板溶血*厌氧生长*

-̂

试验等与其他抗酸阳性的分枝

杆菌和诺卡菌进行区分!$

)

%丙酸杆菌为革兰阳性杆菌#菌体微

弯曲&诺卡菌亦为革兰阳性杆菌#菌体可见分枝&分枝杆菌为着

色不良的革兰阳性杆菌)$

K

%丙酸杆菌可发酵葡萄糖产生丙酸

$因故而命名为丙酸杆菌%#其
-̂

实验阳性#而分枝杆菌和诺

卡菌的
-̂

实验为阴性)$

+

%丙酸杆菌为厌氧菌#而分枝杆菌

和诺卡菌为严格需氧菌)$

8

%丙酸杆菌在血平板上通常可形成

&

溶血#分枝杆菌和诺卡菌在血平板上通常不溶血)
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