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临床研究

乙二胺四乙酸纸片法检测革兰阴性杆菌产ＡｍｐＣ酶

张彩宁（广东省茂名农垦医院检验科　５２５２００）

　　【摘要】　目的　寻找一种简便、快速、有效的检测革兰阴性杆菌产ＡｍｐＣ酶的方法。方法　用 Ｍｉｃｒｏｓｃａｎ微生

物自动鉴定系统进行细菌鉴定与药敏试验，并应用乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）纸片法进行 ＡｍｐＣ酶检测。结果　在所

检测的２３１株革兰阴性杆菌产ＡｍｐＣ酶初筛试验出４５株，总检出率为１９．４％（４５／２３１），而ＥＤＴＡ纸片法菌株共２２

株，总检出率为９．６％（２２／２３１）。结论　ＥＤＴＡ纸片法用于革兰阴性杆菌产 ＡｍｐＣ酶的检测，方法简便，结果可靠，

无需特殊仪器支持，可在临床实验室推广使用。
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　　在细菌耐药酶研究机制中，革兰阴性杆菌中的 ＡｍｐＣ酶

备受临床关注，使人类对抗 ＡｍｐＣ酶的斗争更加艰难
［１］。近

年来，因ＡｍｐＣ酶导致对β内酰胺抗生素特别是头孢菌素的

高水平耐药菌株已成为医院感染的重要病原菌。高产 ＡｍｐＣ

酶的致病菌因对多种抗生素耐药，使临床抗感染治疗造成很大

困难。ＡｍｐＣ酶越来越受到人们的关注。因此，迫切需要临床

实验室快速而准确的检测出产 ＡｍｐＣ酶细菌的试验方法
［２］。

目前，国内外已报道了多种检测 ＡｍｐＣ酶的方法，如Ｃｏｕｄｒｏｎ

等提出的改良三维试验虽然准确但过程繁琐难于在临床中开

展。至今仍未建立起一种筛选和发现 ＡｍｐＣ酶的标准的表型

检测方法［３］。为此，本院采用 Ｔｒｉｓ本院ＥＤＴＡ浸润纸片法。

该法具有灵敏度高、特异性强、操作简便的优点，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　菌株　选择２００７年１０月至２００８年１０月本院５４２株临

床分离革兰阴性杆菌。从中随机选２３１例，研究革兰阴性杆菌

产ＡｍｐＣ酶情况。经 Ｍｉｃｒｏｓｃａｎ微生物自动鉴定系统鉴定菌

种，其中鲍曼不动杆菌６８株，大肠埃希菌６３株，肺炎克雷伯菌

５２株，阴沟肠杆菌４０株，弗劳地枸橼酸杆菌株５和产气肠杆

菌３株。

标准菌株 ：阴沟肠杆菌标准菌株 Ｅ．ｃｌｏａｃａｅ０２９Ｍ（高产

ＡｍｐＣ酶）为阳性对照，肺炎克雷伯菌ＡＴＣＣ７００６０３（产ＥＳＢＬｓ

酶）和铜绿假单胞菌 ＡＴＣＣ２７５８３ 为阴性对照，大肠埃希

ＡＴＣＣ２５９２２作为背影菌。

１．２　抗生素和化学试剂　头孢西丁（ＦＯＸ，３０μｇ／片）药敏纸

片为英国Ｏｘｏｉｄ公司产品，按要求经室内质控合格后应用，Ｍ

Ｈ培养琼脂于粉购自杭州天和微生物有限公司，ＴｒｉｓＥＤＴＡ。

１．３　方法

１．３．１　菌株的种属鉴定和药敏筛选　以 Ｍｉｃｒｏｓｃａｎｗａｌｋｗａｙ

４０全自动细菌鉴定及药敏测试结果为依据。

１．３．２　Ａｍｐｃ初筛试验　利用 ＡｍｐＣ酶对抗生素耐药的性

质，如利用头孢西丁（ｃｅｆｏｘｉｔｉｎ，ＦＯＸ）作为酶解底物，筛选耐药

菌。方法是根据临床试验室标准化机构（Ｃｌｉｎｉｃａｌｌａｂｏｒａｔｏｒｙ

ＳｔａｎｄａｒｄｓＩｎｓｉｔｕｔｅ，ＣＬＳＩ）推荐的 ＫＢ法进行药敏试验，抑菌

圈小于或等于１８ｍｍ或 ＭＩＣ＞１６ｇ／ｍＬ的细菌提示有 ＡｍｐＣ

酶。在２３１株血标本来源的细菌中，将初筛阳性的４５株作为

本实验所选用的菌株。

１．３．３　ＥＤＴＡ纸片法
［４］是检测 ＡｍｐＣ酶　该试验 ＴｒｉｓＥＤ

ＴＡ可渗透至菌细胞内，促使β内酰胺酶释放外部环境，通过

对头孢菌素的水解作用，判断细菌是否具有ＡｍｐＣ酶。ＡｍｐＣ

纸片的制备：将ｐＨ 值８．０的１００×三羟甲基氨基甲烷 Ｔｒｉｓ

ＥＤＴＡ于生理盐水１∶１混合后，取２０μＬ加至无菌纸片上，干

燥，贮于２～８℃备用。其方法是按照ＣＬＳＩ标准 ＫＢ法将菌

株接种法，将大肠埃希氏 ＡＴＣＣ２５９２２制成０．５麦氏单位菌悬

液，用棉棒涂布于 ＭＨ作为背影菌。

分别取ＦＯＸ（３０）纸片，和蘸取少许待测菌落的ＥＤＴＡ纸

片贴在 ＭＨ琼脂平皿上，３５℃培养１６～２４ｈ观察结果。若出

现抑制区凹陷或扁平，为ＡｍｐＣ酶阳性。若抑制区不变形，表

示不产ＡｍｐＣ酶。

１．３．４　统计学处理 　应用 ＷＨＯＮＥＴ５．３软件进行统计分

析，率的比较用χ
２ 验，其他用狋检验。

２　结　　果

２．１　ＡｍｐＣ酶初筛试验结果　血培养标本分离出的２３１株病

原菌中，初筛试验阳性４５株，阳性率为１９．４％ 。其中鲍曼不

动杆菌１５株，阳性率２２％（１５／６８），大肠埃希菌１３株，阳性率

为２０．６％（１３／６３），肺炎克雷伯菌８株，阳性率为１５．４％（８／

５２），阴沟肠杆菌７株，阳性率为１７．５％（７／４０），弗劳地枸橼酸

杆菌１株和产气肠杆菌１株，阳性率为２０％（１／５）和３３．３％

（１／３）。

２．２　ＥＤＴＡ纸片法实验结果　２３１株革兰阴性杆菌中，经初

筛试验筛选出符合ＡｍｐＣ酶表型筛选条件的菌株共４５株，经

ＥＤＴＡ确认产ＡｍｐＣ酶菌株２２株，ＡｍｐＣ酶检出率为９．６％，

其中鲍曼不动杆菌（９株）最多，其次为大肠埃希菌（６株）；初筛
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与确诊总符合率为４８．９％，其中阴沟肠杆菌、鲍曼不动杆菌、

大肠埃希菌确诊符合率均大于或等于４０％　见表１。

表１　革兰阴性杆菌ＡｍｐＣ酶初筛与ＥＤＴＡ确诊试验符合率

细菌种类 初筛菌株数
ＥＤＴＡ试验

阳性菌株数

确认符合率

（％）

阴沟肠杆菌 ７ ３ ４２．８

鲍曼不动杆菌 １５ ９ ６０

大肠埃希菌 １３ ６ ４６．１

肺炎克雷伯菌 ８ ３ ３７．５

产气肠杆菌 １ １ １００

弗劳地枸橼酸杆菌 １ ０ ０

２．３　革兰阴性杆菌 ＡｍｐＣ酶初筛与ＥＤＴＡ纸片法比较结果

　２３１株细菌中，１８６株初筛实验与 ＥＤＴＡ纸片法实验均阴

性，２２株两种方法均阳性，２３株菌初筛实验阳性，但ＥＤＴＡ纸

片法试验阴性。两种检测方法阳性符合率为４８．９％，阴性符

合率为１００％，总符合率为７６．４％，见表２。

表２　革兰阴性杆菌ＡｍｐＣ酶初筛与ＥＤＴＡ纸片法比较（狀）

初筛实验
ＥＤＴＡ纸片法

阳性 阴性

阳性 ２２ ２３

阴性 ０ １８６

３　讨　　论

细菌耐药性已成为全球性的问题，其中由革兰阴性杆菌引

起的耐药性在临床中占有越来越重要的地位，一旦这类细菌由

于某种机制而产生了大量由染色体或质粒介导的β内酰胺酶

（青霉素酶，头孢菌素酶，碳青霉烯酶等），则可使抗生素失

活［５］。ＡｍｐＣ酶是由革兰阴性杆菌染色体或质粒介导产生的

一类β内酰胺酶，属 Ａｍｂｌｅｒ分类中Ｃ类酶，Ｂｕｓｈ分类中工类

酶，能水解第３代头孢菌素，不被β内酰胺酶抑制剂所抑制。

ＡｍｐＣβ内酰胺酶是由ＡｍｐＣ基因编码的具有丝氨酸活性中

心的头孢菌素酶，主要是由肠杆菌属、不动杆菌属、枸橼酸杆菌

属、摩根摩根菌属等革兰阴性杆菌产生［６］。总之，随着产

ＡｍｐＣ酶的细菌的日益增多，其多药耐药机制严重影响各类抗

菌药物的治疗，给临床抗感染带来很大困难，因此，在临床上检

测细菌ＡｍｐＣ酶非常必要 。

本试验中，经初筛试验筛选出符合 ＡｍｐＣ酶表型筛选条

件菌株共４５株，经ＥＤＴＡ纸片法实验产 ＡｍｐＣ酶菌株有２２

株，检出率为９．６％，这一结果与罗兰等
［７］报道基本符合。在

２３１株革兰阴性杆菌中，ＥＤＴＡ纸片法试验中阳性菌株共２２

株，总检出率为９．８％（２２／２３１），以鲍曼不动杆菌检出率最高，

其次是大肠埃希菌。两种检测方法阳性符合率为４８．９％，阴

性符合率为１００％，总符合率为７６．４％。

检测ＡｍｐＣ酶的方法很多，每种方法各有利弊，各实验室

应根据各自的情况选择检测的方法，尽可能为临床抗生素的使

用提供参考。头孢西丁筛选试验操作简便，但特异性差，只能

作为初筛试验。表型筛选试验操作简单、快速，可作为临床实

验室常规ＡｍｐＣ酶的筛选方法。但表型筛选试验的缺点为药

敏结果易受其他因素影响。同时细菌耐药机制也日益复杂和

多样化。细菌细胞膜通透性的改变以及其他β内酰胺酶的存

在都会对药敏结果产生影响［８］。以 ＥＤＴＡ 纸片法来检测

ＡｍｐＣ酶的方法，操作简便、快速经济，结果基本可靠，可在各

级临床微生物实验室推广使用。而对 ＡｍｐＣ酶特性，产酶基

因的结构和功能进行更深人的研究，掌握其分子生物学检测方

法，将为发现新的耐药菌，监测细菌耐药性变迁，控制耐药菌的

传播，以及指导临床抗生素的应用提供更有效的思路和手段。
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