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鲍曼不动杆菌犘犈犚型超广谱β内酰胺酶耐药基因研究
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［摘　要］　目的　探讨某院产ＰＥＲ型超广谱β内酰胺酶（ＥＳＢＬｓ）鲍曼不动杆菌分子流行病学特点及耐药机制。

方法　选取该院２００９年１—５月临床分离的非重复鲍曼不动杆菌１２９株，采用ＫＢ纸片扩散法进行药敏试验，聚

合酶链反应（ＰＣＲ）扩增ＰＥＲ基因并测序，肠杆菌科基因间重复一致序列（ＥＲＩＣ）ＰＣＲ进行同源性分析。结果　７８

株鲍曼不动杆菌携带ＰＥＲ１型基因，阳性率６０．４７％（７８／１２９）。ＰＥＲ１阳性鲍曼不动杆菌对亚胺培南、美罗培南、

氨苄西林／舒巴坦、米诺环素和头孢哌酮／舒巴坦的耐药率分别为４６．１５％、４４．８７％、３８．４６％、１０．２６％和８．９７％，

对其余１０种抗菌药物的耐药率均＞６０％；ＰＥＲ１阳性菌株对头孢他啶、头孢噻肟、头孢吡肟、环丙沙星和左氧氟沙

星的耐药率明显高于ＰＥＲ１阴性菌株（均犘＜０．０５）。７８株ＰＥＲ１阳性菌株包括７型，分别为Ａ型（１株）、Ｂ型（１

株）、Ｃ型（５５株）、Ｄ型（１８株）、Ｅ型（１株）、Ｆ型（１株）、Ｇ型（１株），Ｃ和Ｄ型为主要克隆型。结论　Ｃ和Ｄ型

ＰＥＲ１阳性鲍曼不动杆菌为该院最主要的流行株。产ＰＥＲ１型ＥＳＢＬｓ鲍曼不动杆菌呈多重耐药，米诺环素、头孢

哌酮／舒巴坦可作为该院鲍曼不动杆菌感染治疗的最佳选药。

［关　键　词］　鲍曼不动杆菌；ＰＥＲ１基因；ＥＲＩＣＰＣＲ；超广谱β内酰胺酶；抗药性，微生物；多重耐药
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　　多重耐药鲍曼不动杆菌易造成医院感染发生和

流行，是临床抗感染治疗的难点［１－２］。ＰＥＲ型超广

谱β内酰胺酶（ＥＳＢＬｓ）命名源自于该型在铜绿假单

胞菌（犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪）中最早的发现者

（Ｐａｔｒｉｃｅ，Ｅｓｔｈｅｌ，ａｎｄＲｏｇｅｒ）。ＰＥＲ型ＥＳＢＬｓ属

于Ａｍｂｌｅｒ分子结构分类中的Ａ类、Ｂｕｓｈ功能分类

的２ｂｅ亚群，为丝氨酸β内酰胺酶，可水解氧亚氨基

抗菌药物，如第一～四代头孢菌素及氨曲南等，其活

性可被克拉维酸抑制，但对氯唑西林和ＥＤＴＡ不敏

感。ＰＥＲ型ＥＳＢＬｓ具有ＥＳＢＬｓ的一般特点，底物

谱广泛，往往多重耐药。研究［３］表明，ＰＥＲ型ＥＳＢＬｓ

易造成医院感染暴发流行，ＰＥＲ阳性菌株预示着不

良临床结果。本研究收集我院临床标本中分离的鲍

曼不动杆菌，初步探讨产ＰＥＲ型ＥＳＢＬｓ菌株的分

子流行病学特点及耐药机制，现将结果报告如下。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　选取本院２００９年１—５月临床分离

的非重复鲍曼不动杆菌１２９株，菌株均采用ＶＩＴＥＫ２

型全自动微生物鉴定仪ＧＮ鉴定卡进行鉴定。药敏

质控菌株为 ＡＴＣＣ２７８５３、ＡＴＣＣ２５９２２和 ＡＴＣＣ

３５２１８，均购自卫生部临床检验中心。产ＰＥＲ１型

ＥＳＢＬｓ标准菌株由上海华山医院蒋晓飞教授惠赠。

质粒标准菌株ＮＣＴＣ５０１９２、ＮＣＴＣ５０１９３由英国伯

明翰大学医学院ＰｅｔｅｒＨａｗｋｅｙ教授馈赠。

１．２　主要试剂及仪器　ＤＮＡ提取试剂、质粒碱裂

解法提取试剂盒和聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增试剂盒

购自天根生化科技（北京）有限公司，引物由上海生

工生物技术有限公司合成；ＶＩＴＥＫ２型全自动微生

物鉴定仪购自法国生物梅里埃公司，药敏纸片均为

英国Ｏｘｏｉｄ公司产品；ＡＢＩ２７２０基因扩增仪购自美

国ＡＢＩ公司；采用英潍捷基（上海）生物技术有限公

司ＡＢＩ３７３０测序仪对ＰＣＲ产物进行测序。

１．３　方法

１．３．１　药敏试验　根据美国临床实验室标准化研

究所（ＣＬＳＩ）
［４］２０１２年标准，采用ＫＢ纸片扩散法

进行药敏试验。药敏纸片包括哌拉西林、哌拉西林／

他唑巴坦、氨苄西林／舒巴坦、头孢他啶、头孢噻肟、

头孢吡肟、头孢哌酮／舒巴坦、亚胺培南、美罗培南、

庆大霉素、妥布霉素、阿米卡星、环丙沙星、左氧氟沙

星和米诺环素１５种。

１．３．２　ＰＥＲ型ＥＳＢＬｓ基因检测　采用煮沸法提

取基因组ＤＮＡ。参照文献［５－６］设计引物，扩增

ＰＥＲ型ＥＳＢＬｓ基因，反应体系和反应条件见参考

文献［５－６］。扩增产物９２７ｋｂ。

１．３．３　同源性分析　采用肠杆菌基因间一致重复

序列（ＥＲＩＣ）ＰＣＲ法进行同源性分析。参照文献

［７］设计引物：ＥＲＩＣ１：５′ＡＴＧＴＡＡＧＣＴＣＣＴＧＧＧ

ＧＡＴＴＣＡＣ３′；ＥＲＩＣ２：５′ＡＡＧＴＡＡＧＴＧＡＣＴＧＧＧ

ＧＴＧＡＧＣＧ３′。反应体系：反应总体积为２５μＬ，包

括１μＬＤＮＡ模板，１２．５μＬＭａｓｔｅｒＭｉｘ，引物各１

μＬ（浓度为１００ｐｍｏｌ／μＬ），灭菌ＤＤＷ９．５μＬ。反

应条件为：９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ、５０℃退

火３０ｓ、７２℃延伸４５ｓ，３０个循环；最后７２℃延伸７

ｍｉｎ。ＰＣＲ产物以１．２％琼脂糖电泳分离，凝胶成

像后，应用ＢｉｏＮｕｍｅｒｉｃｓＶ５．０１，选择ＵＰＧＭＡ（ｕｎ

ｗｅｉｇｈｔｅｄｐａｉｒｇｒｏｕｐｍｅｔｈｏｄｕｓｉｎｇａｒｉｔｈｍｅｔｉｃａｖｅｒ

ａｇｅｓ）方法
［８］，对图谱进行分析。

１．３．４　ＰＣＲ扩增产物测序　从每组ＥＲＩＣＰＣＲ分

型中，各随机抽取１株ＰＥＲ１型ＥＳＢＬｓ阳性菌株

的ＰＣＲ产物进行正反双向测序；采用ＢＬＡＳＴ进行

序列比对，确定基因型。

２　结果

２．１　ＰＥＲ型ＥＳＢＬｓ基因ＰＣＲ扩增结果　１２９株

鲍曼不动杆菌中，７８株ＰＥＲ１型基因扩增阳性，阳

性率为６０．４７％。ＰＣＲ扩增产物电泳图见图１。

２．２　鲍曼不动杆菌对常用抗菌药物的耐药率　

ＰＥＲ１阳性鲍曼不动杆菌对亚胺培南、美罗培南、

氨苄西林／舒巴坦、米诺环素和头孢哌酮／舒巴坦的

耐药率分别为４６．１５％、４４．８７％、３８．４６％、１０．２６％

和８．９７％，对其余１０种抗菌药物的耐药率均

＞６０％；ＰＥＲ１阳性菌株对头孢他啶、头孢噻肟、头

孢吡肟、环丙沙星和左氧氟沙星的耐药率明显高于

ＰＥＲ１阴性菌株（均犘＜０．０５）。见表１。
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图１　鲍曼不动杆菌ＰＥＲ１基因ＰＣＲ扩增产物电泳图

犉犻犵狌狉犲１　ＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｏｆＰＥＲ１ｇｅｎｅｏｆ犃．犫犪狌犿犪狀狀犻犻

表１　 鲍曼不动杆菌对１５种抗菌药物的耐药率（％，耐药株数）

犜犪犫犾犲１　Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｒａｔｅｓｏｆ犃．犫犪狌犿犪狀狀犻犻ｔｏ１５ｋｉｎｄｓｏｆａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｓ（％，Ｎｏ．ｏｆｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｉｓｏｌａｔｅｓ）

　　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔ ＰＥＲ１ｐｏｓｉｔｉｖｅｓｔｒａｉｎ（狀＝７８） ＰＥＲ１ｎｅｇａｔｉｖｅｓｔｒａｉｎ（狀＝５１）

Ｐｉｐｅｒａｃｉｌｌｉｎ ８４．６２（６６） ７０．５９（３６）

Ｐｉｐｅｒａｃｉｌｌｉｎ／ｔａｚｏｂａｃｔａｍ ６１．５４（４８） ６０．７８（３１）

Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ／ｓｕｌｂａｃｔａｍ ３８．４６（３０） ３３．３３（１７）

Ｃｅｆｔａｚｉｄｉｍｅ ８５．９０（６７） ５２．９４（２７）

Ｃｅｆｏｔａｘｉｍｅ ９７．４４（７６） ６４．７１（３３）

Ｃｅｆｅｐｉｍｅ ７４．３６（５８） ４５．１０（２３）

Ｃｅｆｏｐｅｒａｚｏｎｅ／ｓｕｌｂａｃｔａｍ ８．９７（７） ５．８８（３）

Ｉｍｉｐｅｎｅｍ ４６．１５（３６） ４５．１０（２３）

Ｍｅｒｏｐｅｎｅｍ ４４．８７（３５） ４３．１４（２２）

Ｇｅｎｔａｍｙｃｉｎ ７１．７９（５６） ７０．５９（３６）

Ｔｏｂｒａｍｙｃｉｎ ７９．４９（６２） ６４．７１（３３）

Ａｍｉｋａｃｉｎ ７０．５１（５５） ５４．９０（２８）

Ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ８７．１８（６８） ５４．９０（２８）

Ｌｅｖｏｆｌｏｘａｃｉｎ ６１．５４（４８） ４３．１４（２２）

Ｍｉｎｏｃｙｃｌｉｎｅ １０．２６（８） １１．７６（６）

　　：Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｒａｔｅ，ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ａｌｌ犘＜０．０５）

２．３　同源性分析　经ＥＲＩＣＰＣＲ凝胶成像分析，

７８株 ＰＥＲ１阳性菌株分为７型，分别为 Ａ 型

（１株）、Ｂ型（１株）、Ｃ型（Ｃ型３０株，Ｃ’型２５株）、Ｄ

型（１８株）、Ｅ型（１株）、Ｆ型（１株）、Ｇ型（１株）。相

似度值＞８０％，则为同一亚型；Ｃ’与Ｃ相似度值为

９０．９％，代表同一克隆株，见图２。
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图２　ＰＥＲ１阳性鲍曼不动杆菌基因型聚类图
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２．４　基因测序结果　７株ＰＥＲ１阳性菌株编码的

基因序列与Ｚ２１９５７（ＧｅｎＢａｎｋ登录号）同源性为

１００％。

３　讨论

本院临床分离的７８株ＰＥＲ１阳性鲍曼不动杆

菌对多种抗菌药物耐药严重，除对米诺环素和头孢

哌酮／舒巴坦的敏感率较高，对亚胺培南、美罗培南、

氨苄西林／舒巴坦保持一定的活性外，对其余１０种

抗菌药物耐药率均＞６０％。ＰＥＲ１阳性菌株对头

孢他啶、头孢噻肟、头孢吡肟、环丙沙星和左氧氟沙

星的耐药率明显高于ＰＥＲ１阴性菌株（均犘＜

０．０５）。ＰＥＲ１阳性菌株对第三、四代头孢菌素的

耐药率都高于ＰＥＲ１阴性菌株，这与ＰＥＲ１基因

分子结构密切相关［９］。根据本组药敏结果，对于本

院多重耐药鲍曼不动杆菌感染患者，宜采用头孢哌

酮／舒巴坦联合米诺环素治疗。

本组１２９株鲍曼不动杆菌中，７８株产ＰＥＲ１型

ＥＳＢＬｓ，阳性率高达６０．４７％（７８／１２９），在国内外罕

见［１０－１２］。本组未检出产ＰＥＲ２型ＥＳＢＬｓ阳性菌

株，ＰＥＲ２型ＥＳＢＬｓ现仅在南北美洲检出
［１３－１４］，其

他地区尚未见报道。

经聚类分析，７８株产ＰＥＲ１型ＥＳＢＬｓ鲍曼不

动杆菌分为７型，其中５５株属于Ｃ型，１８株为Ｄ

型，剩余５株分别为独立型（Ａ、Ｂ、Ｅ、Ｆ、Ｇ型各１

株），Ｃ和Ｄ型克隆株为本院最主要的流行株。临

床资料显示，同一病区相邻病床均为同一Ｃ型克隆

株感染。Ｃ型克隆最先分离自重症监护室（ＩＣＵ）一

名脑外伤患者支气管分泌物，随后广泛播散到本院

各个科室，引起医院内大范围流行，其播散时间横跨

整个研究阶段。而Ｄ型克隆最先于１月１９日分离

自ＩＣＵ一名脑外伤患者的痰液，２月８日在同一科

室另一名脑外伤患者的痰液中又分离到此克隆株，２

月１５日波及到神经内科，随后到神经外科、儿科、呼

吸科和烧伤科，播散时间也横跨整个研究阶段。Ａ、

Ｂ、Ｅ、Ｆ和Ｇ型克隆均为散发菌株。研究
［８，１５］表明，

ＰＥＲ１可位于复合转座子上，可经克隆、质粒传播；

Ⅰ类整合子可以促使ＰＥＲ１在菌株间的扩散。本

研究中ＰＥＲ１基因是否位于转座子或整合子等可

移动元件上，有待进一步研究。

ＰＣＲ扩增阳性产物纯化后双向测序，经

ＢＬＡＳＴ比对分析表明，７株ＰＥＲ１型阳性菌株编

码的基因序列与Ｚ２１９５７同源性达１００％，均为

ＰＥＲ１型ＥＳＢＬｓ基因。目前，已发现７类ＰＥＲ型

ＥＳＢＬｓ
［１６］。ＰＥＲ３、ＰＥＲ４、ＰＥＲ５ 和 ＰＥＲ７ 是

ＰＥＲ１点突变的衍生物；ＰＥＲ２和ＰＥＲ６相差２２

个氨基酸，与ＰＥＲ１具有８５％的氨基酸同源性
［１７］。

有学者报道［１８］，在２株豚鼠气单胞菌中发现ＰＥＲ３

型ＥＳＢＬｓ，经Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交证实，此基因可位于染

色体和质粒上。ＰＥＲ型ＥＳＢＬｓ的分型虽远不及

ＴＥＭ、ＳＨＶ、ＯＸＡ等其他型ＥＳＢＬｓ丰富，但由于其

耐药谱广泛，往往呈多重耐药，会导致临床经验用药

治疗失败，应引起广大医务工作者的重视。
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·学术动态·

２００８—２０１２年中国手足口病流行病学特征（摘要）

易盼盼　译，吴安华　校

（中南大学湘雅医院，湖南 长沙　４１０００８）

　　背景　手足口病是一种常见的由肠道病毒引起

的儿童传染病。这一疾病在亚洲东部及东南部地区

已经造成越来越沉重的社会负担。为更好地利用疫

苗接种或其他预防措施，笔者在加强监督的同时分

析了我国手足口病的流行病学特点。

方法　调查２００８年１月１日—２０１２年１２月

３１日上报中国疾病预防控制中心的所有手足口病

病例，采集其流行病学、临床以及实验室数据，并收

集气候、地理及人口方面的相关信息。所有的数据

均按年龄、疾病严重程度、实验室确诊与否、肠道病

毒血清型指标进行分层分析。

结果　２００８年１月１日—２０１２年１２月３１日

间，监测系统共有７２０００９２例疑似手足口病患者，

其中实验室确诊２６７９４２例（３．７％），死亡２４５７例

（０．０３％）。２０１０—２０１２年，每年手足口病的发病率

为１．２例／１０００人年。１２～２３月龄小儿的发病率

及病死率最高，经统计，２０１２年此年龄段的疾病发

生率为３８．２例／１０００人年，死亡率为１．５例／

１０００００人年；从起病到确诊的时间平均为１．５ｄ

（ＩＱＲ０．５～２．５），起病至死亡的时间平均为３．５ｄ

（ＩＱＲ２．５～４．５）；出现心肺疾病或神经系统疾病等

并发症的病例数绝对值为８２４８６（即危重率为

１．１％），其中２４５７例死亡（病死率为３．０％）。实验

室确诊的死亡人数为１７３７人，其中１６１７人（９３％）

与肠道病毒７１型有关。在中国北方地区，手足口病

的发病高峰为每年６月；而在南方地区，有２个高

峰，分别为每年５月及每年９～１０月。另外，发现地

理差异与气候、人口因素的关系不大（相关系数分别

为８％～２３％，３％～１９％）。

结论　该研究分析了中国手足口病的流行病学

特点，是至今为止最大的关于该疾病的人群研究。

手足口病已经给我们的社会带来了各方面的压力，

因此在制定未来的防控措施时需高度重视这一现

状。目前还有其他的流行病学及血清学方面的研究

在进行，旨在明确我国手足口病的传播动力学及免

疫学模型，优化疾病防控措施。
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