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重复片段引物 PCR用于鲍曼不动杆菌分型研究
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　　提　要:目的　运用重复片段引物 PCR的分析方法对鲍曼不动杆菌进行分子分型研究。方法　选用肠杆菌科基因间的的重

复序列(ERIC)为引物进行 PCR扩增 ,对 22 株鲍曼不动杆菌进行分型研究 , 并与生物学分型及抗生素耐药结果进行比较。结果　经
重复片段引物 PCR的方法 , 分离出 6种不同基因型的鲍曼不动杆菌 ,而生物学分型只有 2 种 ,且与抗生素谱较为相关。结论　该方

法简便易行 ,且重复性好 , 适合于医院感染流行病学研究。
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Typing of Acinetobacter baumannii with enterbacterial repetitive intergenic consensus PCR
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　　Abstract:Objective　To type bacteria Acinetobacter baumannii by enterbacter repetitive intergenic consensus PCR(ERIC-PCR)and apply

the results in the clinical strain identification and epidemiology investigation.Methods　With ERIC sequence as a primer , DNA products clinically

isolated from 22 strains of Acinetobacter baumannii by Rep-PCR was analyzed , and compared with the antibiotic susceptibility spectrums and the re-

sults of conventional biotyping.Results　With aid of ERIC-PCR , the 22 strains of the bacterium were divided into 6 profiles , which were correlated

to the antibiotic susceptibility spectrums.But biotyping methods only got 2 profiles.Conclusion　The method is practical and repetitive for molecu-

lar epidemology research in nosocomial infection.
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　　鲍曼不动杆菌是常见的院内感染菌株 ,常引起医
源性的伤口 、泌尿道 、呼吸道等感染

[ 1 , 2]
。特别是近年

来大量抗生素的使用 ,使其耐药性不断增加 。由于这
些菌株大多呈多重耐药 ,给临床治疗带来很大困难。
同时 ,也易引起医院感染的爆发。因此 ,对鲍曼不动杆
菌进行分子流行病学研究具有重要意义 。目前运用较
多的方法是进行随机扩增 DNA 多态性(RAPD)分型 ,
但该方法重复性较差 ,结果常不理想

[ 3]
。为此 ,我们选

择了肠杆菌科基因间的重复序列(ERIC)为引物进行
PCR扩增 ,并对鲍曼不动杆菌进行了分型研究 ,现报告
如下 。

1　材料和方法

1.1　材料
1.1.1　菌株　　收集 2000 年 1月-2001 年 6月从本院临床患

者痰液 、尿液 、分泌物等中分离的鲍曼不动杆菌。质控参考菌

株:大肠埃希菌 ATCC25922、铜绿假单胞菌ATCC27853。
1.1.2　药敏纸片　　哌拉西林(PIP)、头孢他啶(CRO)、亚胺配

能(IPM)、环丙沙星(CIP)、阿米卡星(AMK)北京天坛生物制品
公司提供。
1.1.3　主要试剂　　根据文献合成 ERIC2 引物[ 4] , 序列为:5′-

AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGG G-3′、 dNTP、 Taq DNA
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聚合酶 、PCR反应配套试剂及 DNA Marker(pUC Mix Marker 8)均
由上海 Sangon 生物工程有限公司提供。

1.1.4　主要仪器　　PCR扩增仪(美国 PE2400)、凝胶成像系
统(美国 Bio Rad)。

1.2　方法
1.2.1　菌株鉴定　　按《全国临床检验操作规程》(第 2 版)进
行。

1.2.2　药敏试验　　按美国临床实验室标准化委员会(NC-
CLS)2000 年版推荐标准 , 纸片扩散法。

1.2.3　生物学分型　　参照 Bouvet和Grimont提供的方法进行

生物学分型。其分型依据是根据鲍曼不动杆菌对乙酰丙酸 、柠
檬酸 、L-苯丙氨酸 、L-酒石酸 、4-对羟苯甲酸 5 种碳水化合物同

化作用结果 ,将鲍曼不动杆菌分为 19 种生物型[5] 。
1.2.4　DNA制备　　取少量菌落 , 悬于 50 μl无菌水中 , 95 ℃

水浴 15 min , 置冰浴 , 10 000 r min离心 20 s , 取上清备用[ 6] 。
1.2.5　反应体系　　总体积 50 μl , 其中 10×PCR缓冲液 5.0

μl , MgCl2 2.5 mmol L , dNTP200μmol L, 引物 2 mmol L , DNA 模

板 3μl , Taq 酶 2.5U。
1.2.6　扩增条件　　94 ℃预变性 5 min , 然后 94 ℃变性 1

min , 40 ℃退火 1 min , 72 ℃延伸2 min , 进行 35个循环 , 72 ℃延
伸 8 min 后结束反应。

1.2.7　产物检测　　PCR产物在 2.0%琼脂糖凝胶中 , 电压 5

V cm , 电泳90 min 后用凝胶成像仪观察结果。

2　结果

2.1　鲍曼不动杆菌生物学分型和抗生素敏感性
　　临床共分离 22 株鲍曼不动杆菌 ,其生物学分型和抗生素
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敏感性结果见表 1。

2.2　鲍曼不动杆菌的基因分型
　　重复片段引物PCR(Rep-PCR)将 22株鲍曼不动杆菌分成 6

个基因型 ,见表 1 ,以 C 型和 F 型的菌株最多 , 从其条带数目来

看分别为 6、3条且位置均相同 ,分别属于同一基因型(C 型和 F

型)。而另 5株菌其基因型各不相同 ,条带数为2～ 5条 ,见图 1。

表 1　22株鲍曼不动杆菌分型及抗生素敏感性

Tab 1　Typing and antibiotic susceptibili ty spectrum of 22 strains

of Acinetobacter baumannii

Antimicrobial susceptibility testing
NO Botyping Pep-PCR
Stains PIP CRO IPM CIP AMK typing
1 S S S R S 1 A

2 S S S R R 1 A
3 S S S S S 1 B
4 R R S R R 1 C

5 R R S R R 1 C
6 R R S R R 1 C

7 R S S R R 1 C
8 R R S R R 1 C
9 R R S R R 1 C

10 R R S R R 1 C
11 S S S R S 1 C
12 R R S R S 1 D

13 S S S S S 9 E
14 R R S S R 9 F
15 R R S S S 9 F

16 R R S S S 9 F
17 R R S S S 9 F
18 R R S S S 9 F

19 R R S S R 9 F
20 R R S R R 9 F
21 R R S S R 9 F

22 R S S S S 9 F

R:resistance;S:susceptibi li ty

图 1　22株鲍曼不动杆菌 Rep-PCR电泳结果

Fig 1　Rep-PCR electrophoresis of 22 strains of Acinetobacter baumannii

3　讨论

　　鲍曼不动杆菌常用的分型方法较多 ,如药敏表型 、
生物学分型 、基因分型技术等 。从表 1 中可以看出

Rep-PCR将22株鲍曼不动杆菌分成 6个基因型 ,而生
物学分型只有 2种类型。基因型相同 ,生物学分型相
同;而生物学分型相同 ,基因型却不同 。另外 ,抗生素
敏感性特征可知:Rep-PCR分型率高于生物学分型和
菌株表现型;菌株表现型相同 , 基因型可不同;基因型

相同 ,表现型也可不同 ,但却有一定相关性 ,如基因 C

型菌株药敏表现为对亚胺配能的敏感和其它药物的耐

受 ,而 F 型则表现以亚胺配能 、环丙沙星 、阿米卡星敏
感为主 。从基因图谱来看 ,C型的条带多于 F 型 ,是否
与其耐药基因成份如质粒 、转座子等的获得有关尚需
进一步证实。
　　目前 ,报道有关鲍曼不动杆菌的基因分型方法多
以随机引物 PCR(RAPD)为主

[ 1]
。但传统的 RAPD一

般都采用经过选择的短引物 ,在低退火温度下与模板
进行随机扩增 ,由此产生的非特异性扩增带较多 ,影响
了结果的分析;此外 RAPD分析中缺乏重复性和标准

化也是目前报道最多的问题
[ 3]
。Rep-PCR是通过 PCR

扩增细菌基因重复 DNA 片段来获得菌株特异性图谱

的方法 ,肠杆菌科基因间重复序列(ERIC)是其常用的
一类引物 ,其长度为 126bp ,位于染色体上非编码转录
区 ,包含一段高度保守的中央倒置重复区和位于细菌
基因外区域 ,由于不同细菌 ERIC 在基因中的位置不

同 ,所以分型效果好 ,其分辩力较随机引物 PCR 、核糖
体分型等强 ,与 PFGE具有高度相关性

[ 3]
。试验表明 ,

该方法较为简便 ,重复性较好 ,无需特殊仪器和试剂 ,
是医院感染分子流行病学中较理想的分析方法。鲍曼
不动杆菌是一种常见的条件致病菌 , 它既可以为人体
所携带 , 也可广泛存在于环境和物体表面 , 近年来其
耐药现象越来越严重 , 特别是对 β-内酰胺类抗生素耐
药率己达 60%以上 。鲍曼不动杆菌是医院感染的主
要病原菌之一 ,极易引起医院感染的爆发

[ 7]
。本研究

发现在调查期内可能存在鲍曼不动杆菌爆发 ,爆发菌
株为 C 型 、F 型菌株其传染可能与病房环境 、治疗器
械 、医护人员手部等有关 ,应加以重视。
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