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质粒Ⅰ型β内酰胺酶检测方法的研究

张　杨（泰山医学院附属新泰医院，山东新泰　２７１２００）

　　【摘要】　目的　探讨质粒介导的Ⅰ型β内酰胺酶（ＡｍｐＣｓ）的检测方法。方法　用直接法、间接Ⅰ法和间接Ⅱ

法对１０５３株细菌进行了质粒ＡｍｐＣｓ检测，并对结果进行了比较。结果　共检出阳性菌１５６株，可疑菌１３株，直接

法检出率最低，间接Ⅰ法和间接Ⅱ法的检出率相近，在部分可疑结果的判断上，间接Ⅰ法不如间接Ⅱ法。结论　间

接Ⅱ法操作方便，可避免一些不良因素的影响，准确性和特异性高，可在临床上推广应用。
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　　质粒介导的Ⅰ型β内酰胺酶（ＡｍｐＣｓ），系基因转移到质

粒使之成为ＡｍｐＣ酶，这种新的耐药表型因其较快的传播速

度和较强的耐药性［１２］，引起人们的高度关注。而在临床常规

药敏中发现，质粒ＡｍｐＣｓ对β内酰胺类药物的表型有时并不

一定耐药［３］。所以该酶的实验室检测，对防止误导临床用药，

防止诱导产生更多的产酶菌株，是十分必要的。头孢西丁

（ＦＯＸ）三相试验是检测质粒 ＡｍｐＣｓ的良好方法
［４５］。文献报

道ＦＯＸ三相试验检测质粒 ＡｍｐＣｓ分直接法和间接法
［６］。作

者在实际工作中对间接法进行了改造，并与直接法和文献报道

的间接法进行比较，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　试验菌株　从临床标本中检出革兰阴性杆菌１０５３

株，其中ＦＯＸ抑菌环在１８ｍｍ以上（包含１８ｍｍ）６８５株，＜１８

ｍｍ３６８株。将ＦＯＸ抑菌环直径小于１８ｍｍ的菌株分为４

组：＜３ｍｍ６７株，３～＜１８ｍｍ９８株，８～＜１３ｍｍ１０３株，１３

～＜１８ｍｍ１００株。以大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２为不产酶对

照组。

１．１．２　试剂　ＦＯＸ纸片（每片３０μｇ）和 ＭＨ琼脂，由杭州天

和微生物试剂有限公司提供。

１．２　方法

１．２．１　直接法　将试验菌株制成浊度为０．５麦氏单位的菌悬

液，用无菌棉棒均匀涂布于 ＭＨ平板上。将３５ｍｍ长的双面

刀片经火焰消毒后，在已生长试验菌株的血平板上轻压，使刀

刃均匀地沾上试验菌。然后将刀刃向下垂直插入已涂布试验

菌株的 ＭＨ平板上，轻轻拔出刀片，使切线口自然闭合。刀口

沾菌量不宜过多，以免溢出琼脂表面。随后在距切割线３ｍｍ

处贴上ＦＯＸ纸片，将 ＭＨ平板３５℃孵育过夜。

１．２．２　间接Ⅰ法　将大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２制成浊度为

０．５麦氏单位的菌悬液，均匀涂布于 ＭＨ平板上，其他操作同

直接法。

１．２．３　间接Ⅱ法　操作程序同间接Ⅰ法，只是用刀片作试验

菌株切线时，切线的一端以ＦＯＸ纸片为起点，呈放射状。切线

的近端距离ＦＯＸ纸片边缘１～２ｍｍ（平均１．５ｍｍ）为宜。

　　注：阳性显示切线处抑菌环明显缩小变形。

图１　直接法和间接Ⅰ法ＡｍｐＣｓ阳性结果

　　注：阴性显示切线处抑菌环无任何变化。

图２　直接法和间接Ⅰ法ＡｍｐＣｓ阴性结果

１．２．４　结果判断　直接法和间接Ⅰ法 ＡｍｐＣｓ阳性及阴性结

果如图１、２所示。间接Ⅱ法ＡｍｐＣｓ阳性及阴性结果如图３、４
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所示。在切线与抑菌环相交处，有明显的抑菌环缩小或凹陷变

形，均提示为头孢西丁失活，为头孢西丁三相试验阳性。与切

线相交处抑菌环无改变为阴性。

　　注：阳性显示抑菌环与切线相交处发生凹陷。

图３　间接Ⅱ法ＡｍｐＣｓ阳性结果

　　注：阴性显示抑菌环与切线相交处无任何变化。

图４　间接Ⅱ法ＡｍｐＣｓ阴性结果

２　结　　果

２．１　１０５３株试验菌中，头孢西丁三相试验阳性１５６株，总阳

性率为１４．８％（１５６／１０５３）；１３株可疑。ＡｍｐＣｓ阳性及可疑株

主要分布于ＦＯＸ抑菌环直径小于１８ｍｍ的菌株中。结果见

表１。

表１　１０５３株细菌质粒ＡｍｐＣｓ的筛选结果

ＦＯＸ抑菌环

直径（ｍｍ）

被检菌

株数

ＡｍｐＣｓ阳性

菌株数（％）

结果可疑

菌株数（％）

＜１８ ３６８ １５６（４２．４） １０（２．７）

≥１８ ６８５ ０（０．０） ３（０．４）

２．２　头孢西丁三相试验阳性菌株与ＦＯＸ抑菌环直径的关系

见表２。从表２看出，随ＦＯＸ抑菌环直径减小ＡｍｐＣｓ检出率

呈增加趋势，抑菌环越小检出率越高。各组之间的 ＡｍｐＣｓ阳

性检出率差异有统计学意义（χ
２＝１９．１９，犘＜０．０５）。

２．３　３种方法共检出阳性菌株１５６株，可疑菌株１３株。其中

以间接Ⅱ法检出的阳性菌最多，可疑菌株和结果不能判定菌株

最少；直接法检出的阳性菌最少，可疑菌株和结果不能判定菌

株最多。间接Ⅰ法检出阳性、可疑和结果不能判定菌株与间接

Ⅱ法相近。结果见表３。

２．４　在１５６株ＡｍｐＣｓ阳性菌株中，抑菌环直径小于７ｍｍ有

８８株，占５６．４％（８８／１５６），用直接法检测时结果不易确定，必

要时需用间接法进行复检。

表２　质粒ＡｍｐＣｓ阳性株与ＦＯＸ抑菌环直径的关系

抑菌环直径（ｍｍ） 总株数 ＡｍｐＣｓ阳性株数（％）ＡｍｐＣｓ可疑株数（％） χ
２值（阳性株） 犘值（阳性株）

＜３ ６７ ３９（５８．２） ０（０．０） － －

３～＜８ ９８ ４９（５０．０） １（１．０２） ０．８３ａ ＞０．５

８～＜１３ １０３ ４１（３９．８） ３（２．９） ３．８９ａ，１．３９ｂ ＜０．０５ａ，＞０．５ｂ

１３～＜１８ １００ ２７（２７．０） ６（６．０） １０．３９ａ，６．６４ｂ，２．０４ｃ ＜０．０５ａ
，ｂ，＞０．５ｃ

　　注：ａ与直径＜３ｍｍ组比较；ｂ与直径３～＜８ｍｍ组比较；ｃ与直径８～＜１３ｍｍ组比较。－表示无数据。

表３　３种方法对１５６株阳性及１３株可疑菌（共１６９株）的检测结果及总检出率［狀（％）］

方法
检出阳性和

可疑菌株数

ＡｍｐＣｓ阳性

菌株数

ＡｍｐＣｓ可疑

菌株数

结果不能判定

菌株数 χ
２值（阳性株） 犘值（阳性株）

直接法 １２４（１１．８） １１５（１０．９） ９（０．９） ４５（４．３） － －

间接Ⅰ法 １６１（１５．３） １５５（１４．７） ６（０．６） ８（０．８） ４．６５ａ ＜０．０５ａ

间接Ⅱ法 １６６（１５．８） １６２（１５．４） ４（０．４） ３（０．３） ６．２１ａ，０．３９ｂ ＜０．０５ａ，＞０．５ｂ

　　注：ａ与直接法比较，ｂ与间接Ⅰ法比较。－表示无数据。

３　讨　　论

３．１　用３种方法对１０５３株细菌进行了质粒ＡｍｐＣｓ检测，共

有１５６株菌阳性，１３株菌可疑。总阳性率为１４．８％（１５６／

１０５３），ＦＯＸ抑菌环直径小于１８ｍｍ菌株的阳性率为４２．４％

（１５６／３６８）。在ＦＯＸ抑菌环直径大于或等于１８ｍｍ 的菌株

中，未检出质粒ＡｍｐＣｓ阳性株，有３株可疑菌株，是酶低产量

株还是方法学缺陷引起的，有待于用分子生物学的方法做深入

分析。检测结果显示，对ＦＯＸ抑菌环直径小于１８ｍｍ的菌株

进行质粒ＡｍｐＣｓ检测是十分必要的。

３．２　在检出的１５６株 ＡｍｐＣｓ阳性菌株中，随ＦＯＸ抑菌环直

径减小ＡｍｐＣｓ阳性株检出率增加（表２），将ＦＯＸ抑菌环直径

小于１８ｍｍ的菌株分成４组，４组的总体检出率差异有统计学

意义（χ
２＝１９．１９，犘＜０．０５）。并且以抑菌环直径１３～＜１８

ｍｍ组与３ｍｍ以下组和３～８ｍｍ组的统计学差异最大（χ
２

值分别为１０．３９、６．６４，犘＜０．０５），提示ＦＯＸ抑菌环直径越小，

菌株产 ＡｍｐＣｓ的概率越大，所以对这些菌株进行 ＡｍｐＣｓ筛

选是十分必要的。

３．３　３种检测方法中，直接法检出率最低，并有较多菌株的试

验结果不能判定，直接法和间接Ⅰ、Ⅱ法检出率差异有统计学

意义（χ
２＝４．６５和６．２１，犘＜０．０５）。间接Ⅰ法和间接Ⅱ法对

阳性菌株的检出率相近，两者检出率差异无统计学意义（χ
２＝

０．３９，犘＞０．５），但在少数可疑结果的判断上，间接Ⅰ法不如间
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接Ⅱ法。

３．４　在１５６株阳性菌中，抑菌环小于７ｍｍ 的有８８株，占

５６．４％（８８／１５６），这部分菌株用直接法往往因抑菌环直径太小

而影响结果观察，须借助间接法才能获得最终结果。这也是直

接法阳性检出率偏低和部分结果不能判定的主要原因之一。

在试验过程中发现间接Ⅰ法受 ＭＨ 琼脂存放时间的影响较

大，存放时间越长水分丢失越多，会使切割线不易自然合拢而

影响药物扩散，易出现假阳性。间接Ⅱ法则有效避免了这种因

素的影响，提高了试验的准确性。在试验过程中就发现有３株

间接Ⅰ法阳性而间接Ⅱ法阴性的标本，用新制备的 ＭＨ琼脂

进行复检，证实为假阳性。

３．５　在操作过程中，间接Ⅰ法要注意切线离ＦＯＸ纸片不能太

远，一般以２．５～３．５ｍｍ（平均３ｍｍ）为宜
［７］，否则会引起抑菌

环变形不明显，将阳性菌株判为可疑，可疑菌株则会漏检。这

也是间接Ⅰ法阳性检出率较间接Ⅱ法略低，可疑菌株及结果不

能判定菌株较间接Ⅱ法高的主要原因。间接Ⅱ法切线距ＦＯＸ

纸片１～２ｍｍ（平均１．５ｍｍ）为宜，保证有较长一段试验菌切

线在抑菌环内，使阳性结果更易观察。由于间接Ⅱ法操作更方

便、影响因素较少、结果易判断、检出率较高，所以是一种比较

理想的筛选方法。

另外，国内外文献报道，即使抑菌环发生细微的变形，也要

考虑质粒 ＡｍｐＣｓ的可能，这部分菌株可能是质粒 ＡｍｐＣｓ的

低产量株［８９］，应引起关注。
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严重的甚至是终末期的疾病改变了正常的红细胞表面的抗原；

或分泌了某种物质吸附于红细胞表面；或多次反复输同种异体

血，导致血浆中的蛋白质（包括Ｉｇ、补体）等非特异性地吸附到

红细胞表面，使患者的红细胞被致敏，而微柱凝胶试验法的柱

中试剂内含有抗ＩｇＧ、Ｃ３的溶液，它可以与人红细胞上的ＩｇＧ

及补体结合，在体外发生凝集。也有学者认为其主要原因是红

细胞表面发生了一些变化，在红细胞表面存在药物抗体吸附，

血浆蛋白比值倒置引起的蛋白吸附，或是在长期疾病治疗状态

下改变了正常的红细胞表面表达，使得在试验室配血过程中与

试剂中含有抗ＩｇＧ、Ｃ３溶液发生反应
［１１］。

总之，次侧凝集这类患者并发症多，病情严重，病死率高。

次侧凝集可以作为一个危险的指标，提示患者病情预后不良。

所以，当遇到配血次侧有凝集时，要结合临床综合分析，引起重

视，对并发症及早干涉，以降低病死率。
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