
@B?>

N

5D5D

F

A56

1

S

2

,̂56?<GM>AR>CC_5<C

#

"33/

#

"%3

&

+9&

'!

#$"9##-,

1

"%

2

R<<

N

>@'O,27?>@BG?5<76K>?Q>>7>

N

5D5D

F

ABC6>G@>?5<76

B7D6

N

>@AB?<g<B

1

S

2

,S:>

N

@<Df>@?5CY=

NN

C

#

"33/

#

+$

!

""39"$&,

1

""

2

<̀<@> 0̂,R<7?@5K=?5<7<H>

N

5D5D

F

ABCHBG?<@6?<6

N

>@A

AB?=@B?5<7B7D6?<@B

L

>

1

S

2

,;7D@<C<

L

5B

#

"33/

#

$%

&

#9+

'!

8$$98$3,

1

"8

2

0BGM>=ES*

#

OB??5S*

#

0BGM>=Ef,R<7?@5K=?5<7<H>

N

5D5D9

F

ABC6>G@>?<@

FN

@<?>576H<@6

N

>@AB?<g<BAB?=@B?5<7

1

S

2

,

5̀G@<6G:>6'>GM

#

8%%$

#

&"

&

"

'!

-9"-,

1

"$

2

R<<

N

>@'O,27?>@BG?5<76K>?Q>>7>

N

5D5D

F

ABC6>G@>?5<76

B7D6

N

>@AB?<g<B

1

S

2

,S:>

N

@<Df>@?5CY=

NN

C

#

"33/

#

+$

!

""39"$&,

1

"#

2

Y=CC5PB7:

#

f@>7>??>O

#

O5@<=B@DS,)

N

5D5D

F

A<6<A>6B@>

57P<CP>D57?M>BG

i

=565?5<7<H7>Q6

N

>@A

N

@<?>576D=@57

L

>

N

5D5D

F

ABC?@B765?

1

S

2

,;65B7S;7D@<C

#

8%%-

#

3

&

#

'!

#/$9

#3",

1

"+

2

R<M>70S

#

:<GMQ>@

L

>@*

#

)CC>@AB70;

#

>?BC,:>CB?5<79

6M5

N

K>?Q>>7?M>B66<G5B?5<7<H@B?>

N

5D5D

F

ABC

N

@<?>57

/

0)

0

Q5?M6

N

>@AB?<g<BB7D?M>K>MBP5<@B7DH=7G?5<7<H

?M>

N

@<?>57

1

S

2

,̀ <C:>

N

@<D0>P

#

8%%%

#

+&

&

8

'!

"/%9"//,

1

"&

2

*BA<7?B

L

7>(

#

*j

L

B@jR

#

OB=D@>B=C?R

#

>?BC,2D>7?5H5GB9

?5<7B7DGMB@BG?>@5gB?5<7<HI$"A

#

B7<P>C6

N

>@A

N

@<?>57

57R

F

7<A<C

L

=6A<7J>

F

&

B̀GBGBHB6G5G=CB@56

'1

S

2

,̀ <C:>9

N

@<D0>P

#

8%%"

#

+3

&

#

'!

#$"9##",

1

"-

2

_BJ>@`;

#

U5?M>@D57:

#

>̂?M>@57

L

?<7*

#

>?BC,2D>7?5H5GB9

?5<7<H

N

<6?[?@B76CB?5<7BCA<D5H5GB?5<76?MB?<GG=@D=@57

L

6

N

>@AAB?=@B?5<7=657

L

D5HH>@>7G>57?Q<9D5A>765<7BC

L

>C

>C>G?@<

N

M<@>656

1

S

2

,I@<?><A5G6

#

8%%+

#

+

&

#

'!

"%%$9"%"8,

1

"/

2

*5Se

#

UB7

L

^e

#

*5=S

#

>?BC,'@B76G@5

N

?<A>B7BC

F

656<HB

G0(;C5K@B@

F

H@<A BD=C?M=AB7>

N

5D5D

F

A56

1

S

2

,0(;

:>6

#

8%%/

#

+

&

$

'!

""+9"88,

&收稿日期!

8%"%9%#98-

'

\9_

纸片扩散法药敏试验
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!

瑶!赵
!
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浩 审校"第三军医大学军事预防医学院环境卫生教研室!重庆
!
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!关键词"

!

药敏试验&

!

纸片扩散法&

!

耐药监测

012

!

"%,$3&3

"

4
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细菌的耐药性和抗生素的合理使用是全球广泛关注的问

题)其中细菌对抗生素敏感试验&以下简称药敏试验'在延缓

和控制细菌耐药性+合理使用抗生素方面发挥着重要作用)它

能对抗生素临床治疗的效果进行预测+监测耐药量+减少治疗

错误)目前药敏试验的方法主要有!

\5@K

F

9_B=>@

法&以下简称

\9_

纸片扩散法'+稀释法+

)?>6?

法以及运用全自动微生物分

析仪&

a5?>J

+

5̀G@<6GB7

+

Y>765?5?@>;:2Y

+

;'_

等'进行药敏测

试)其中由
_B=>@

和
\5@K

F

所建立的纸片琼脂扩散法#即
\9_

纸片扩散法是各国临床微生物学实验室广泛采用的药敏试验

方法1

"

2

)

早在
"33$

年美国临床实验室标准化委员会&

(RR*Y

'法

规指出#

\9_

纸片扩散法适用于快速生长的细菌#它们包括肠

杆菌科+葡萄球菌科+假单胞菌属+不动杆菌属+产单核细胞李

斯特菌和某些链球菌+流感嗜血杆菌+肺炎球菌等稍加修改也

同样适用#但对苛养菌+厌氧菌+真菌+分枝杆菌等应遵照
(R9

R*Y

的其他文件规定进行药敏试验1

8

2

)我国于
"33+

年开始

采用
(RR*Y"33$

年和
"33#

年关于药敏纸片法文件中的实验

方法#实现了国内耐药监测方法的标准化)虽然
\9_

纸片扩

散法是
U^1

推荐使用的药敏试验方法#但该方法与其他方法

相比有其自身的优点和不足)

B

!

\9_

纸片扩散法的特点

B,B

!

\9_

纸片扩散法的优点
!

药敏试验具有重复性较好+操

作简便+试验成本相对较低+结果直观+容易判读+便于基层开

展的优点)在头孢西丁纸片法检测
A>G;

基因介导的耐甲氧

西林葡萄球菌&

`:Y;

'试验中#头孢西丁纸片扩散法的特异性

优于苯唑西林纸片扩散法+苯唑西林琼脂稀释法#无假阳性出

现#与
A>G;

基因检测完全相符1

$

2

)有文献报道头孢西丁纸片

扩散试验可用于检测各种表型的
`:Y;

#尤其对低水平+异质

性耐药的
`:Y;

#其敏感性高于苯唑西林琼脂稀释法和

a2')\8

系统检测1

#

2

)进口的细菌自动快速监测仪+细菌抑菌

圈测定系统虽然仪器先进可靠#自动化程度高#但这些仪器设

备昂贵#并且需要专业技术人员操作#试验的仪器设备必须要

有专用生物试剂#价格较高#不利于基层医院使用)

B,C

!

\9_

纸片扩散法的缺点
!

\9_

纸片扩散法虽然是一种传

统+经典的药敏试验方法#但随着计算机的发展为细菌检验自

动化奠定了良好基础#全自动微生物分析仪的推广和应用#

\9

_

纸片扩散法出现药敏试验假耐药+受人为因素影响较大+试

验耗时长的缺点也渐渐体现出来#同时快速性+准确性方面存

在不足)

尽管半自动细菌鉴定和药敏分析系统有诸多优点#但是半

自动细菌鉴定和药敏分析系统是一种不连续稀释#通过检测浊

度判读药敏结果#并且对药物的选择缺乏灵活性#在检测一些

特殊菌株的耐药性时可靠性欠佳#因此目前在临床工作中尚不

能完全取代纸片扩散法)

C

!

\9_

纸片扩散法的操作技术要点

\9_

纸片扩散法受培养基的质量+细菌接种量+培养基+药

敏纸片的质量+纸片含药的准确性和均匀性等诸多因素的影响

较大1

+

2

#但是至今未对其做出明确的规范)现将纸片扩散法的

操作技术要点总结如下#为实现
\9_

纸片扩散法标准化提供

参考)

C,B

!

菌液浓度

C,B,B

!

菌液浓度判定标准
!

对于任何细菌的药敏试验#将提

,

%388

,

检验医学与临床
8%"%

年
"%

月第
-

卷第
8%

期
!

*BK >̀DRC57

!

1G?<K>@8%"%

!

a<C,-

!

(<,8%



纯的细菌配制成适当浓度是得到正确结果的基本保证)若菌

液浓度过高#会出现该菌对所有药物耐药的结果)相反#菌液

浓度过低#则会出现该菌对所有药物均敏感的结果)有文献报

道#菌液浓度越大#抑菌圈越小)原菌液和
"%

倍稀释菌液之间

相差幅度最大#约为其他浓度的
8

倍)继续稀释#抑菌圈变化

幅度变小#每差
"%

倍#抑菌圈相差约
",$AA

1

&

2

)根据
(RR*Y

法规规定#接种的菌量应稀释到浓度为
%,+

麦氏比浊管#相当

于
+X"%

-

!

/

GH=

"

A*

1

8

2

)

C,B,C

!

菌液浓度测定方法
!

使用分光光度计测定新鲜培养物

菌悬液的吸光度来确定菌液浓度是最为精确的方法#国家细菌

耐药性监测网的三级甲等医院的微生物实验室绝大多数用此

方法来确定药敏试验的菌液浓度#部分中+小实验室则采用麦

氏比浊法)使用自配麦氏比浊管的实验室#应注意经常更换新

的比浊管)在使用分光光度计测定时检测波长的选择上#截至

目前#国内外的相关报道尚不多见)有研究分别作
#%+

+

#+%

+

#38

+

+"%

+

+#%

+

&8%

+

&3%7A-

个波长的测定#发现其中
&8%7A

对细菌有较大吸收#而对细菌外的成分无吸收#或者很低吸收#

是易于观察生长菌与被抑菌的代表指标1

-

2

)本实验室对大肠

埃希菌的标准菌株进行药物敏感试验分别作
#3%

+

&%%

+

&8%7A

$

个波长的测定#以及后续药敏试验#结果一致)

C,C

!

细菌接种量
!

细菌接种量是药敏试验结果产生较大偏差

的原因之一#余修中1

/

2在
\9_

纸片扩散法药敏试验菌液量的

规范研究中提出固定接种
%,$+A*

菌液量的规范)到目前为

止#

(RR*Y

推荐使用的仍是采用无菌棉拭子蘸取菌液#在管壁

上挤压去掉多余菌液#用棉拭子涂布整个
9̀̂

培养基表面#

对接种菌量未做客观要求)鉴于上述情况#建议在进行药敏试

验用棉拭子涂布时#尽量保证选用同一品牌+大小相同的棉拭

子#以减少误差)

C,D

!

培养基

C,D,B

!

培养基的种类
!

进行细菌药敏试验所用的培养基种类

较多)在大多数情况下#采用
U^1

统一要求的
9̀̂

培养基

进行的药敏试验效果较好)张彩芳和张爱君1

&

2研究表明#选国

产和进口的共
+

种琼脂#均表现出琼脂浓度越大+抑菌圈直径

越小的相同规律)有研究证明
$

种不同
9̀̂

培养基进行纸片

扩散法#实验结果相同)

C,D,C

!

培养基的质量
!

目前临床多用
#AA

厚平板#允许
b"

AA

误差#如此控制平板厚度即可满足试验要求)有研究证

明#平板每增厚或减薄
"AA

#抑菌圈相应减小或增大
%,-

AA

1

&

2

)也有报道提出在选择培养基时#应注意以下
&

个影响

药敏试验条件的因素!

9̀̂

培养基配方+国产琼脂粉或进口琼

脂粉+琼脂浓度
",%.

!

8,%.

+

N

^-,#

左右+平皿直径
3%

AA

+

#AA

厚平板+允许
b"AA

误差)

C,K

!

药敏纸片
!

药敏纸片有自制和成品两种#自制纸片时应

选用优质纸片#用打孔机&或打孔器'打成直径为
&,%%

!

&,$+

AA

的圆纸片#纸片的厚度要求在
"AA

左右#纸片的厚度过

厚或过薄+直径过大或过小均将影响药物的扩散速度和细菌的

生长#从而影响药敏试验的结果)

在实际操作中#有两个现象容易忽视#一是纸片吸药液往

往不完全#使纸片的药物含量不够(另一个是有些药物在药敏

片干燥过程中#药效有所损失)可以通过选择稍厚的滤纸#用

"%%

片纸片吸干
"A*

液体的方法来解决)对干燥过程中容易

失效的药物应采取现场制作#即将配制好的药液用微量加样器

取
"%%

#

*

加入
"%

片备用纸片浸泡#浸泡后马上用于抑菌试

验#以减少药敏试验误差#能真实反映药物对致病菌的作用)

D

!

总
!!

结

\9_

纸片扩散法药敏试验在细菌学研究与临床细菌学试

验中都是重要而常用的试验技术之一)综合近年研究结果有

如下发现)

D,B

!

\9_

纸片扩散法具有操作简便+重复性较好+试验成本相

对较低+结果直观容易判读+便于向中小城市和边远地区普及

的优点)

D,C

!

\9_

纸片扩散法是一种定性的药敏试验方法#在判定细

菌最小抑菌浓度方面准确性不高(与全自动微生物分析仪相

比#耗时长#准确性偏低#存在假耐药的问题)

D,D

!

试验过程受培养基的质量+细菌接种量+培养基+药敏纸

片的质量+纸片含药的准确性和均匀性等诸多因素的影响较

大#目前尚未规范其影响因素#为了减少各种因素的影响#在实

行方法的标准化方面有很多问题有待解决)建议制定统一标

准#采取必要的控制措施#以统一试验材料#固定试验条件#减

少试验误差#提高
\9_

纸片扩散法结果的准确率)

D,K

!

由于纸片扩散法判断标准以大约
/%.

抑制区判读为测

量边界#存在一定主观性#对于少数纸片扩散法中介或耐药#而

对肉汤稀释法敏感或中介的结果应进一步检测
2̀R

#以确保

结果的准确性1

3

2

)
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