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ＥＤＴＡ纸片增效试验检测鲍曼不动杆菌金属β内酰胺酶
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　　摘　要：目的　探讨金属β内酰胺酶（ＭＢＬ）检测方法，为临床合理选择抗菌药物提供确切的依据。方法　收集１０４株耐亚胺

培南鲍曼不动杆菌（ＣＲＡＢ），以乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）纸片增效法检测 ＭＢＬ表型，并与聚合酶链反应（ＰＣＲ）检测 ＭＢＬ基因结果

进行比较。结果　应用ＰＣＲ方法，在１０４株受试菌中检出 ＭＢＬ基因阳性菌２１株；ＥＤＴＡ纸片增效法检测出２４株阳性菌株，对

比ＰＣＲ实验结果，该方法的敏感度９５．２％，特异度９５．１％。结论　ＥＤＴＡ纸片增效法检测鲍曼不动杆菌的 ＭＢＬ方法简便、结果

可靠、成本低廉，适合于基层医院临床微生物学实验室对产 ＭＢＬ鲍曼不动杆菌的初步鉴定。
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　　鲍曼不动杆菌是临床常见的条件致病菌之一。近年来随

着碳青霉烯类药物的广泛使用，碳青霉烯类耐药鲍曼不动杆菌

（ＣＲＡＢ）的分离率逐年增高
［１２］，产金属β内酰胺酶（ＭＢＬ）是

鲍曼不动杆菌耐碳青霉烯类抗菌药物主要的耐药机制之一。

因此快速、准确地检测产 ＭＢＬ的鲍曼不动杆菌对于临床治疗

和控制感染播散有重要的意义。目前 ＭＢＬ表型的检测方法

国内外已有较多报道［３６］，本研究采用ＥＤＴＡ纸片增效法筛选

产 ＭＢＬ的鲍曼不动杆菌，并与聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增 ＭＢＬ

基因结果进行比较，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　收集２０１０年１月至２０１２年１２月从昆山市

中医院与昆山市第一人民医院两所三级医院门诊和住院患者

中分离出的非重复、耐亚胺培南鲍曼不动杆菌１０４株，采集的

标本包括痰液、创面分泌物、血液、渗出液、支气管灌洗液等。

质控菌株为铜绿假单胞菌（ＡＴＣＣ２７８５３）。

１．２　仪器与试剂　ＰｏｗｅｒｐａｃＢａｓｉｃ基础电泳仪及ＧｅｌＤｏｃｓｙｓ

ｔｅｍ全自动凝胶成像系统为ＢｉｏＲａｄ产品，亚胺培南纸片（１０

μｇ，ＩＭＰ）购自英国 Ｏｘｏｉｄ公司，ＭＨ（ＭｕｅｌｌｅｒＨｉｎｔｏｎ）培养基

购自广州迪景微生物科技有限公司，分析纯ＥＤＴＡ购自上海

试剂总厂。

１．３　引物系列　根据参考文献［７］设计针对ＩＭＰ１及 ＶＩＭ１

的引物，由上海生工合成，金属酶ＩＭＰ１引物序列为５′ＴＧＡ

ＧＣＡＡＧＴＴＡＴＣＴＧＴＡＴＴＣ３′；５′ＴＴＡＧＴＴＧＣＴＴＧＧ

ＴＴＴＴＧＡＴＧ３′；金属酶 ＶＩＭ１引物序列为５′ＴＴＡＴＧＧ

ＡＧＣＡＧＣＡＡＣＣＧＡＴＧＴ３′；５′ＣＡＡＡＡＧＴＣＣＣＧＣＴＣＣ

ＡＡＣＧＡ３′；ＳａｎＰｒｅｐ柱式ＰＣＲ产物纯化试剂盒购自上海生

工生物公司，由上海生工生物公司进行核酸测序。

１．４　方法

１．４．１　金属酶基因的检测　模板采用煮沸法制备。ＰＣＲ反

应体系２５μＬ，包括上下游引物各１μＬ，２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒ

Ｍｉｘ１２．５μＬ，ＤＮＡ模板２．０μＬ，Ｗａｔｅｒ，ｎｕｃｌｅａｓｅｆｒｅｅ８．５μＬ。

ＰＣＲ反应条件为９５℃预变性５ｍｉｎ，９５℃变性３０ｓ，５２℃退

火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共３０个循环；最后７２℃延伸１０

ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增产物用２．０％凝胶电泳，紫外灯下观察结果，并

于凝胶成像系统上拍照。ＰＣＲ产物的纯化和测序：ＰＣＲ扩增

产物用ＰＣＲ产物纯化试剂盒（上海生工生物公司）纯化，由上

海生工公司完成测序，结果在 Ｇｅｎｂａｎｋ数据库中进行序列比

对分析。

１．４．２　金属酶表型筛选试验　ＥＤＴＡＮａ２ 先配成０．５ｍｏｌ／Ｌ

的水溶液，再以ＮａＯＨ调ｐＨ值至８．０，高压灭菌后４℃冷藏

备用，临用前于室温放置大于３０ｍｉｎ。初筛试验时
［６］，先按照

标准纸片扩散法药敏试验操作规程，将待测菌株制成０．５麦氏
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单位菌液均匀涂布于９０ｍｍＭＨ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４μＬＥＤＴＡ溶液（７５０μｇ），３５℃ 孵育１８～２４ｈ

观察结果。

１．５　判断标准　加了ＥＤＴＡ的ＩＰＭ 纸片产生的抑菌圈比单

纯的ＩＰＭ纸片产生的抑菌圈直径大于或等于７ｍｍ为产金属

酶株［５］。

２　结　　果

２．１　金属酶基因型检测　应用ＰＣＲ法，在１０４株对碳青霉烯

类抗菌药物耐药的鲍曼不动杆菌中检出ＩＭＰｌ型金属酶阳性

株２１株，且各ＰＣＲ产物电泳条带位置皆完全一致，未检出

ＶＩＭ１型金属酶阳性株。随机选择部分ＩＭＰｌ阳性株经标准

产物纯化后送上海生工公司完成测序，测序结果与ｂｌａＩＭＰ１

基因序列完全一致，从而证实为为ＩＭＰ１型金属酶。部分电

泳图见图１。

　　Ｍ：ＤＮＡ标记物；１、２、５、６、７、１０、１１、１３：扩增出７４０ｂｐ的产物。

图１　　ＩＭＰ型碳青霉烯酶电泳图

２．２　ＥＤＴＡ纸片增效法　从临床分离的１０４株待测菌中，

ＥＤＴＡ纸片增效试验阳性２４株，加ＥＤＴＡ后抑菌圈直径比不

加ＥＤＴＡ≥７ｍｍ，提示有可能产生金属酶见图２（见《国际检验

医学杂志》网站主页“论文附件”）。

２．３　表型初筛试验的结果与ＰＣＲ结果的比较　应用ＰＣＲ方

法，在１０４株受试菌中检出 ＭＢＬ基因阳性菌２１株；ＥＤＴＡ纸

片增效法检测出２４株阳性菌株，其中有４株ＰＣＲ结果为阴

性。对比ＰＣＲ实验结果，该方法的敏感度为９５．２％，特异度

为９５．１％，提示本法与ＰＣＲ法有较好的相关性。

３　讨　　论

　　ＭＢＬ是一类需要金属离子协助才能发挥催化活性的一类

广谱β内酰胺酶，具有广泛水解包括碳青霉烯类在内的β内酰

胺类抗菌药物的能力，而且对常用的β内酰胺酶抑制剂如克拉

维酸、舒巴坦、他唑巴坦敏感度差。产 ＭＢＬ的鲍曼不动杆菌

能水解包括第三、第四代头孢菌素类及碳青霉烯类抗菌药物，

比非产酶碳青霉烯耐药菌株多重耐药情况更加严重，对临床抗

感染治疗构成严重的威胁［８］。因此，亟须一种简单而准确地检

测产 ＭＢＬ菌株的方法。

目前国内外利用ＰＣＲ技术检测 ＭＢＬ被认为是最为准确

的方法［９］。可产生 ＭＢＬ的基因有多种，ＰＣＲ法通常一种引物

只能检测到一种产 ＭＢＬ的基因，导致该技术检测的 ＭＢＬ比

较单一，且其步骤繁琐、价格昂贵，不适合在临床微生物实验室

用作常规检验。ＥＤＴＡ纸片增效法是利用金属离子螯合剂

ＥＤＴＡ可去除锌离子以灭活酶的活性，导致试验中出现抑菌环

扩大的现象来检测 ＭＢＬ，据国内文献［１０１１］报道ＥＤＴＡ纸片

增效法检测 ＭＢＬ的准确率较高，均在９０％以上。

本研究根据参考文献［６，１２］选择ＥＤＴＡ实验浓度为７５０

μｇ／４μＬ，从１０４株待测菌种筛选出 ＭＢＬ表型阳性菌共２４株

（阳性率为２３．０％）。该２４株菌株经ＰＣＲ法证实其中２０株

ＭＢＬ基因阳性，且均为ＩＭＰⅠ型 ＭＢＬ。ＭＢＬ阳性的菌株抑

菌圈直径扩大７～１２ｍｍ（平均８．３８ｍｍ），ＭＢＬ阴性的菌株抑

菌圈直径则扩大１～６ｍｍ（平均４．２５ｍｍ）。

本研究结果提示本法与ＰＣＲ法有较好的相关性，敏感度

为９５．２％，特异度为９５．１％；４株ＰＣＲ法阴性而ＥＤＴＡ纸片

增效法检测阳性，可能是由于ＰＣＲ法通常一种引物只能检测

到一种产 ＭＢＬ的基因，而可产生 ＭＢＬ的基因有多种；分析１

株ＰＣＲ法检测 ＭＢＬ基因阳性而 ＥＤＴＡ纸片增效法阴性的

菌，可能与菌株虽然携带有基因但其所产生酶的量相对较少

有关。

总之，本研究认为 ＥＤＴＡ纸片增效法操作简便、敏感度

高，对检测鲍曼不动杆菌中产 ＭＢＬ的菌株具有较好的特异

度。可作为 ＭＢＬ的初筛方法在临床微生物室日常工作中

开展。
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