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　　【摘要】　目的　以Ｅｔｅｓｔ法、双纸片增效法筛选产金属β内酰胺酶（ＭＢＬ）鲍曼不动杆菌（Ａｂ），为临床筛选产

ＭＢＬ菌株、探究Ａｂ耐药机制提供依据。方法　使用 ＭｉｃｒｏＳｃａｎＷａｌｋｗａｙ４０全自动微生物分析仪及 ＭｉｃｒｏＳｃａｎ

ＮｅｇａｔｉｖｅＣｏｍｂｏＰａｎｅｌＴｙｐｅ３１复合板进行菌株鉴定和药敏试验，筛选出泛耐药Ａｂ，再分别用双纸片增效法、Ｅｔｅｓｔ

法检测产 ＭＢＬ菌株。结果　从２９８株 Ａｂ中筛选出３８株泛耐药菌，经双纸片增效法筛选出 ＭＢＬ阳性１９株

（５０．０％）；Ｅｔｅｓｔ法筛选出 ＭＢＬ阳性１８株（４７．４％），两种方法阳性率差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　双纸

片增效法、Ｅｔｅｓｔ法操作简单，均可用于 ＭＢＬ表型的快速筛查；但由于Ｅｔｅｓｔ法成本昂贵，不适宜在临床实验室推

广；双纸片增效法成本低廉，适合在广大临床实验室特别是基层医院实验室推广。
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　　鲍曼不动杆菌（Ａｂ）是一种非发酵革兰阴性杆菌，它广泛

分布于水与土壤、医院环境及人体皮肤、黏膜，一般无致病性，

为条件致病菌。近几年来，随着广谱抗菌药物的大量应用及侵

入性治疗的广泛开展，使不动杆菌属引起的感染呈明显上升趋

势，并呈多重耐药甚至泛耐药，其中产金属β内酰胺酶（ＭＢＬ）

是导致Ａｂ泛耐药的重要因素之一。ＭＢＬ属于 Ａｍｂｌｅｒ分子

结构分类中的Ｂ类酶，它能水解除单环类以外的几乎所有β

内酰胺类抗菌药物，使细菌对青霉素类、头孢菌素类、碳青霉烯

类药物耐药［１］。ＭＢＬ是一类活性中心依赖金属离子的β内酰

胺酶，主要在Ｚｎ２＋ 存在下才有活性，因此利用有机络合剂与

Ｚｎ２＋络合从而使 ＭＢＬ失活导致抑菌圈增大的原理可以检测

细菌是否产 ＭＢＬ。目前 ＭＢＬ表型的检测方法主要有双纸片

增效法、双纸片协同法、Ｅｔｅｓｔ法等。本实验采用双纸片增效

法、Ｅｔｅｓｔ法筛选产 ＭＢＬ的 Ａｂ，为临床选择更广泛的筛选方

法提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株来源　来自本院２０１０年３月至２０１１年１月门诊

及住院临床各科室送检的痰液、尿液、创面分泌物等标本。

１．１．２　仪器与试剂　ＭｉｃｒｏＳｃａｎＷａｌｋｗａｙ４０全自动微生物

分析仪、ＭｉｃｒｏｓａｎＮｅｇａｔｉｖｅＣｏｍｂｏＰａｎｅｌＴｙｐｅ３１及配套试剂

（美国ＤａｄｅＢｅｈｒｉｎｇ公司），葡萄糖肉汤、ＭＨ营养琼脂、麦康

凯琼脂（杭州天和微生物试剂厂）；亚胺培南（ＩＰＭ，１０μｇ）纸片

（英国 Ｏｘｏｉｄ公司）；乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）（石家庄杰克化工

有限公司）；Ｅｔｅｓｔ试纸条（瑞典ＡＢＢｉｏｄｉｓｋ公司）。

１．２　方法

１．２．１　泛耐药 Ａｂ的筛选　使用 ＭｉｃｒｏＳｃａｎＷａｌｋｗａｙ４０全

自动微生物分析仪及其 ＭｉｃｒｏＳｃａｎＮｅｇａｔｉｖｅＣｏｍｂｏＰａｎｅｌ
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Ｔｙｐｅ３１复合板进行细菌学鉴定和药敏试验，按照美国临床实

验室标准化委员会２００５年标准
［２］判断结果。从临床各科室送

检的痰液、尿液、创面分泌物等标本中分离出Ａｂ，再从Ａｂ中筛

选出耐喹诺酮类、头孢类、碳青霉烯类等抗菌药物的泛耐药Ａｂ。

１．２．２　ＥＤＴＡ 水溶液配制　根据参考文献［３］称取 ＥＤＴＡ

１．４６ｇ溶于１０ｍＬ蒸馏水中，将ＥＤＴＡ配制成０．５ｍｍｏｌ／Ｌ水

溶液，高压灭菌后，常温保存备用。

１．２．３　产 ＭＢＬ菌株的检测　用以下两种方法从泛耐药菌株

中筛选出产 ＭＢＬ的Ａｂ。（１）双纸片增效法：将待测菌株制成

０．５麦氏单位菌液均匀涂布于９０ｍｍ ＭＨ琼脂平板上，在平

板上放置２片ＩＰＭ 纸片，２个纸片相距３０～４０ｍｍ然后在其

中１片ＩＰＭ 上加入１０μＬＥＤＴＡ溶液，３５℃孵育１８～２４ｈ观

察结果。（２）Ｅｔｅｓｔ法：用灭菌棉棒蘸取０．５麦氏单位的待检菌

液接种于 ＭＨ琼脂平板１０ｍｉｎ后于平板中央贴一条Ｅｔｅｓｔ

试纸条，置３５℃培养１６～１８ｈ观察结果。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件对数据进行配对

资料χ
２ 检验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　泛耐药Ａｂ的筛选结果　细菌学鉴定检测出２９８株 Ａｂ，

经药敏试验筛选出３８株（１２．８％）泛耐药 Ａｂ。３８株泛耐药

Ａｂ除对米诺环素敏感外，对其余药物全部耐药。

２．２　ＭＢＬ的检测结果　双纸片法：（１）用游标卡尺分别测量

２个纸片的抑菌环直径，若ＩＰＭ加ＥＤＴＡ（ＩＰＩ）直径与ＩＰＭ 不

加ＥＤＴＡ（ＩＰ）直径之差大于或等于５ｍｍ
［４］则判为 ＭＢＬ阳性

（图１），该法筛选出产 ＭＢＬ的 Ａｂ１９株（５０．０％）。（２）Ｅｔｅｓｔ

法：若ＩＰＩ的最小抑菌浓度（ＭＩＣ）的比ＩＰ的 ＭＩＣ值降低３个

或３个以上对倍稀释度或者ＩＰ／ＩＰＩ≥８，则报告试验阳性；另外

在两种药物梯度之间的空白区出现协同抑菌圈或是未加螯合

剂的一端的椭圆形抑菌圈尾部变形，亦判定为 ＭＢＬ阳性
［５６］

（图２），该法筛选出产 ＭＢＬ的 Ａｂ１８株（４７．４％）。两种方法

同时阳性１６株，双纸片增效法阳性Ｅｔｅｓｔ法阴性３株，Ｅｔｅｓｔ

法阳性双纸片增效法阴性２株，两种方法检验结果比较差异无

统计学意义（犘＞０．０５）。

　　Ａ：阳性；Ｂ：阴性。

图１　双纸片法检测结果

　　Ａ：阳性；Ｂ：阴性。

图２　Ｅｔｅｓｔ法检测结果

３　讨　　论

Ａｂ是医院感染的重要病原菌，随着近年来广谱抗菌药

物、免疫抑制剂、肿瘤化疗等药物的广泛使用，Ａｂ引起的呼吸

道、泌尿道感染日益突出，给临床治疗带来极大困难［７８］。特别

是泛耐药菌株引起的暴发感染和医院获得性感染的发生，已引

起临床医生和微生物学工作者对泛耐药Ａｂ的广泛关注。

Ａｂ的耐药机制非常复杂，包括产生多种β内酰胺酶、氨基

糖苷类药物修饰酶、外膜蛋白的丢失或膜孔蛋白的缺损、青霉

素结合蛋白的改变和泵出机制等，其中以产β内酰胺酶为主要

机制［９１０］。按照Ａｍｂｌｅｒ分类方法，β内酰胺酶分为 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ

４类。Ａ类酶包括多种质粒编码的青霉素酶，活性部位为丝氨

酸残基，主要是超广谱酶；Ｂ类酶由染色体或质粒编码，酶活性

位点为２价金属阳离子，故又被称为 ＭＢＬ；Ｃ类酶主要指染色

体编码的头孢菌素酶，活性部位为丝氨酸残基，其产生与诱导

剂有关；Ｄ类酶又称为ＯＸＡ型（水解苯唑西林）β内酰胺酶。Ｂ

类酶即 ＭＢＬ，是一类活性中心依赖金属离子的β内酰胺酶，主

要在Ｚｎ２＋存在下才有活性，能被ＥＤＴＡ 等有机络合剂抑制。

因此，利用有机络合剂与Ｚｎ２＋络合从而使 ＭＢＬ失活导致抑菌

圈增大的原理可以检测细菌是否产 ＭＢＬ。国内外已有较多关

于 ＭＢＬ检测方法的报道，但目前仍没有推荐方法。

本试验收集的２９８株 Ａｂ中，经药敏试验筛选得到３８株

泛耐药 Ａｂ，经双纸片增效法检测有１９株（５０．０％）Ａｂ产

ＭＢＬ；经Ｅｔｅｓｔ法检测有１８株（４７．４％）Ａｂ产 ＭＢＬ，两种方法

同时阳性１６株（４２．１％）。检测结果表明，两种方法阳性率差

异无统计学意义（犘＞０．０５）。由于本实验两种方法使用的底

物和抑制剂均相同，筛选出的菌株本应一一对应，但实验结果

中有３株双纸片增效法检测阳性而Ｅｔｅｓｔ法检测阴性，２株Ｅ

ｔｅｓｔ法检测阳性而双纸片增效法检测阴性。分析其可能的原

因是，实验过程中存在操作误差或结果判读时受主观因素影响

致结果出现偏差。另外，两种方法筛选 ＭＢＬ为阴性的泛耐药

菌株其泛耐药的原因可能是存在其他耐药机制。

本实验表明，两种方法均可用于 Ａｂ产 ＭＢＬ表型的快速

筛查。Ｅｔｅｓｔ试纸条结合了纸片扩散法和琼脂稀释法的优点，

基本不受接种量和预培养的影响，其适合于需氧菌、厌氧菌的

染色体或质粒编码的各种 ＭＢＬ，但由于Ｅｔｅｓｔ法成本昂贵，限

制了其在临床实验室的广泛应用。双纸片增效法作为临床筛选

ＭＢＬ表型的常规方法，具备快速、操作简便等优点，同时成本低

廉，适合在广大临床实验室特别是在广大基层医院实验室推广。

如果要进一步确定 ＭＢＬ的基因型，可采用聚合酶链反应等其他

分子生物学方法证实，但对于一般实验室来讲操作复杂且费时，

不宜常规开展。检测Ａｂ产 ＭＢＬ及其耐药机制的研究，有助于

临床选药以及为Ａｂ感染的流行病学调查提供依据。
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续表２　血液科患者Ｇ
＋球菌主要抗菌药物的耐药结果（％）

抗菌药物
金黄色葡萄球菌

耐药 中介

溶血葡萄球菌

耐药 中介

表皮葡萄球菌

耐药 中介

粪肠球菌

耐药 中介

屎肠球菌

耐药 中介

利福平 １９．６ ０．０ ７．２ ０．０ ４３．５ ０．０ ７８．９ １４．７ ９３．０ ０．８

复方磺胺甲恶唑 ２３．３ ０．０ ６５．２ ０．０ ８９．４ ０．０ ３３．７ ０．０ ５５．１ ０．０

四环素 ４３．２ ４．５ ３３．８ １．５ ５０．０ １０．９ ７８．９ ２．１ ６０．９ ５．５

利奈唑胺 ０．０ ０．０ ０．０ ０．０ ０．０ ０．０ ０．０ ０．０ ０．０ ０．０

替考拉宁 ０．０ ０．０ ０．０ ０．０ ０．０ ０．０ ０．０ ０．０ ０．０ ０．０

万古霉素 ０．０ ０．０ ０．０ ０．０ ０．０ ０．０ ０．９ ０．０ １．５ ０．０

　　注：－表示无数据。

３　讨　　论

本院近５年血液科患者分离病原菌的分布特征与本院往

年资料及其他医院报道的资料基本一致［２４］。分离病原菌种类

较多，常见的病原菌为肠杆菌科（大肠埃希菌和肺炎克雷伯

菌）、非发酵Ｇ－杆菌（铜绿假单胞菌和鲍曼不动杆菌）、肠球菌

属（粪肠球菌和屎肠球菌）、葡萄球菌属（金黄色葡萄球菌、溶血

葡萄球菌、表皮葡萄球菌）。血液科患者由于病情多数较重，故

败血症、肺部感染、泌尿系统感染患者较多，血液、痰液、尿液等

不同标本分离病原菌的种类及构成比差别较大，临床经验用药

时应根据不同感染部位合理选择抗菌药物［５７］。

Ｇ－杆菌耐药率较低的为亚胺培南、美罗培南、阿米卡星、

头孢哌酮／舒巴坦、哌拉西林／他唑巴坦和头孢他啶［２４］。肠杆

菌科细菌对碳青霉烯类抗菌药物耐药率仍然非常低，但大肠埃

希菌、肺炎克雷伯菌、阴沟肠杆菌、产气肠杆菌中均发现耐药菌

株，对这些超级细菌应高度重视，对患者应做好隔离，以防扩

散。非发酵Ｇ－杆菌耐药率普遍较高，提示临床应重视病原菌

培养鉴定和药敏试验结果，合理选用抗菌药物。

Ｇ＋球菌中一直以葡萄球菌属和肠球菌属为主，葡萄球菌

属对万古霉素、替考拉宁和利奈唑胺的敏感率均为１００．０％，

对其他药物的耐药率均较高；肠球菌属对替考拉宁和利奈唑胺

的敏感率均为１００．０％。念珠菌属对临床常用抗真菌药物两

性霉素 Ｂ、５氟胞嘧啶、氟康唑和伊曲康唑耐药率均低于

７．０％。

本院近５年血液科患者分离大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌

产ＥＳＢＬｓ比例、非发酵Ｇ－杆菌泛耐药菌比例和葡萄球菌甲氧

西林耐药率均居高不下，已经发现耐碳青霉烯类肠杆菌和耐万

古霉素的肠球菌。临床医生应重视病原菌培养鉴定和药敏试

验结果，合理选用抗菌药物，对感染多重耐药菌或泛耐药菌的

患者应做好隔离，以防扩散［８９］。
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