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细菌快速药敏试验方法研究进展

李
!

珍 综述!李从荣#审校"武汉大学人民医院检验科
!

-3((/(

#

!!

"关键词#

!

细菌&

!

快速检测&

!

抗菌药物&

!

药敏试验

!"#

!

$%&'()(

"

*

&+,,-&$)./0(122&/%$)&%3&%2)

文献标志码$

$

文章编号$

'/0)&1-22

"

)('/

#

(.&''-)&(3

!!

抗菌药物的发现与使用#是人类医学史上重要的里程碑*

药敏试验是指在体外测定病原菌对某种抗菌药物的敏感或耐

受程度#以指导临床合理选用抗菌药物的微生物学试验*然

而#随着多重耐药菌在世界范围内的播散#细菌耐药情况日趋

严重#准确且快速的抗菌药物敏感性试验结果对于指导治疗临

床各种类型细菌感染显得更加重要+

'

,

*目前#在常规的临床微

生物工作中#药敏试验多采用稀释法)纸片法和
Q&:5@:

法等#这

些方法均需经过较长的孵育时间#在这段时间内#临床医生根

据当地流行病学情况采用经验性用药治疗患者感染*因此#快

速抗菌药物敏感性试验是实验室快速提供科学)准确的抗菌药

物活性信息的重要前提#也是临床实施有效用药治疗的保障*

现将近年来针对细菌性病原体兴起的快速药敏试验方法最新

研究进展作如下综述*

$

!

分子生物学技术

$K$

!

聚合酶链反应$

UO#

%技术
!

UO#

技术包括普通
UO#

和

实时定量
UO#

#其根据
*T$

热变性原理#通过控制温度来控

制双链的解聚和结合*

UO#

技术可灵活)快速)同时检测临床

标本中多种病原菌和已确定病原菌中的耐药基因+

)

,

*现在已

有许多商品化仪器利用
UO#

技术通过检测
C5<$

和$或%

C5<O

基因的存在来鉴定耐甲氧西林金黄色葡萄球菌$

P#L$

%#如运

用实时荧光定量
UO#

原理检测
C5<$

和
C5<O

基因的全自动

检测分析系统
Y

7

59:P#L$]5>3

*有研究表明#

Y

7

59:P#L$

]5>3

可以在非常短的时间内$

2.C!>

%完成
P#L$

分析#灵敏

度和特异度分别为
12K0W

和
'((K(W

+

3

,

#而
R*&P=6P#L$

Y"=@@=

H

整 个 检 测 过 程 用 时 较 长#约
')( C!>

#灵 敏 度

$

.0K2W

%和特异度$

10K'W

%与
Y

7

59:P#L$]5>3

相比略显

逊色*此外#

UO#

技术也已用于万古霉素耐药相关的
E=>$

和

E=>R

基因的检测#如肠球菌的耐药性检测+

-&2

,

#不同的研究其

灵敏度和特异度不同*当然#近几年检测革兰阴性菌耐药基因

的方法研究也越来越多#尤其是检测编码碳青霉烯酶+

/

,

)

$C

7

O

+

0

,

)广谱
%

&

内酰胺酶及超广谱
%

&

内酰胺酶$

QLR,@

%

+

/

#

.

,

等酶基因的方法*这些方法的主要优点在于它们可以在相对

短的时间内#有时甚至可以直接用临床标本即可完成检测*然

而#耐药基因的出现不总与耐药表型一致#

UO#

技术检测耐药

基因易产生假阴性结果#故不能检测新的或不典型的耐药机

制#特别是在革兰阴性菌中存在的碳青霉烯酶#因其不断出现

新的突变#此法可能不能准确检测耐药性而导致一个耐药菌株

被不恰当地分类为敏感株*此外#这些方法不能提供对于指导

临床治疗有用的最低抑菌浓度$

P+O

%值*

除了用
UO#

技术检测与耐药相关的基因以外#最近又有

一种利用实时定量
UO#

法可准确定量标本中特殊核酸的拷贝

数的特点来测量细菌生长量的方法#以此来判断药敏结果#这

给临床微生物药敏试验提供了新的思路*这种方法通过在非

常短的时间内$约
/;

%监测分离菌株在抗菌药物存在情况下细

菌基因组
*T$

拷贝数变化#可以区分耐药株与敏感株*如

)('3

年西班牙学者针对鲍曼不动杆菌中高度保守序列
4C

7

$

基因#用实时定量
UO#

法检测临床分离的鲍曼不动杆菌对亚

胺培南)环丙沙星和多粘菌素的耐药性+

1

,

*这种方法也被用于

血培养阳性标本病原菌及其药敏的快速检测+

'(

,

*相对于上文

描述的检测耐药基因的方法#此法有一个优势#即不依赖于细

菌耐药机制#且可以通过检测在抗菌药物存在情况下细菌的生

长情况间接测量耐药表型*但这种方法也存在缺陷!即它需要

先培养分纯#不能直接检测临床标本*

$K/

!

基因芯片法
!

基因芯片技术是同时将大量的探针分子固

定到固相支持物上#借助核酸分子特异性杂交配对的特性对

*T$

样品的序列信息进行高效的解读和分析*从
)(

世纪
1(

年代开始#国外就有利用基因芯片技术鉴定细菌的报道#现今

已经有大量研究报道用这种方法检测细菌菌株中大量耐药基

因#如革兰阴性菌中的
%

&

内酰胺酶基因+

''

,

*利用这种快速)特

异)高通量技术检测细菌耐药性#可以在
'

个工作日内提供报

告*

T==@

等+

')

,报道运用基因芯片技术在一次试验中可以检

测大量不同的耐药基因#这一点与只能检测少量基因的
UO#

技术不同*因此#基因芯片非常适于检测有大量明确的耐药机

制或同一机制的多种变体的细菌$如在革兰阴性菌中的
%

&

内酰

胺酶%的耐药性*然而#同上文描述的方法类似#从基因芯片上

获得的数据可能不总与表型耐药一致#且此方法不能提供

P+O

值*除此之外#这种方法在检测含有新的或非特异性耐

药基因的菌株的耐药性时具有局限性*

$K'

!

全基因组测序法
!

全基因组测序是对未知基因组序列的

物种进行个体的基因组测序*随着
*T$

测序技术的进步#人

们可以极快的速度完成整个细菌基因组的测序#再加上生物信

息学工具快速地收集和分析这些测序得到的海量数据#全基因

-

)-''

-

检验医学与临床
)('/

年
-

月第
'3

卷第
.

期
!

,=IP5DO8!>

!

$

7

9!8)('/

!

S48K'3

!

T4K.



组测序技术已可检测细菌对抗菌药物的耐药性*现在已有许

多研究报道利用全基因组测序技术描述抗菌药物耐药性决定

基因特点+

'3

,

*这些研究多为描述目的耐药表型的概况#如

b=>J=9!

等+

'-

,用全基因组测序技术描述
-

种细菌$共
)((

株分

离株%对多种抗菌药的物耐药情况#所得结果与用表型敏感性

试验相比有高度一致性$

11K0-W

%*但全基因组测序所需的前

处理繁琐#成本高#实用性较低#不适于临床应用*同上文所

述#全基因组测序技术依赖于耐药性的基因决定子的确定#不

能检测新的或非特异性耐药机制#也不能提供
P+O

值*

分子生物学方法在药敏试验快速检测方面的应用渐渐地

从学术研究转向实验诊断和床边检测#是目前研究最多)应用

最广泛的快速药敏方法*这些方法在检测抗菌药物耐药性方

面的优势主要有以下两方面!一是与表型方法相比#分子生物

学方法可以在较短时间内得出结果(二是有些方法可以直接从

临床标本中检测抗菌药物耐药性#不需花费不必要的培养时

间+

'2

,

*这有利于临床医生在适当的时间用适当的抗菌药物治

疗患者#也有助于抗菌药物的使用管理*

/

!

基质辅助激光解吸&电离飞行时间质谱%

P$,*+&"VcPL

(

技术

!!

P$,*+&"VcPL

是近年来发展起来的一种新型的软电

离生物质谱#其基本原理是根据样品与共结晶经过激光照射后

形成的分子通过真空管所需的飞行时间来鉴别分子*与
UO#

技术类似#

P$,*+&"VcPL

最初用于临床微生物实验室鉴定

病原体#但最近已有研究报道用
P$,*+&"VcPL

检测细菌耐

药性*使用
P$,*+&"VcPL

检测耐药性最常见的是用全细

胞或粗提物区分耐药和敏感株的光谱*如对万古霉素耐药

$

E=>R

基因阳性%与敏感$

E=>R

基因阴性%的屎肠球菌之间指

纹差异+

'/

,

*但是到目前为止还没有发现任何可信模式可以鉴

定大肠埃希菌)肺炎克雷伯菌和铜绿假单胞菌临床分离株
%

&

内

酰胺酶耐药性+

'0

,

*有一些研究者认为
P#L$

与甲氧西林敏

感的金黄色葡萄球菌之间光谱的区别是由于耐药株与敏感株

之间克隆的不同造成的+

'.

,

*使用
P$,*+&"VcPL

鉴定耐药

菌株最大的优势在于这种方法相当快速并高度自动化*然而#

与分子生物学技术类似#用这种方法得到的结果可能不总是直

接与表型耐药相关#且菌株间与耐药性不相关的差别可使结果

的解释复杂化*因此#也有一些研究用
P$,*+&"VcPL

检测

抗菌药物的水解产物#即检测与细菌共同孵育时#抗菌药物的

水解作用*现在已有大量研究报道描述用这种方法检测多种

细菌
%

&

内酰胺酶活性#

,=@@5995

等+

'1

,研究表明#

P$,*+&"Vc

PL

法检 测
%

&

内 酰 胺 酶 活 性 的 灵 敏 度 和 特 异 度 均 可 达

'((K(W

#且每个测试的花费低于
(K'(

美元*这种方法简单)

快速)准度高#可高度标准化#检测活性时无需考虑酶的种类#

适于临床开展#但此法尚不能提供
P+O

值*

'

!

微流控技术

!!

微流控技术又称1芯片上的实验室2#是根据不同原理#如

电化学)磁场和光学等#运用极小的反应和分析体积$皮升%#将

多种功能$包括细菌培养)核酸杂交与扩增及细胞裂解等%合并

到
'

个芯片上的技术*近年来有研究运用微流控设备快速检

测抗菌药物耐药性*

O;4!

等+

)(

,用显微镜追踪在抗菌药物存在

情况下#细菌在由微流体琼脂糖组成的通道中单个细胞的生长

情况#这种方法用仅仅
3

!

-;

即可得到近似
P+O

值*也有研

究报道#在
'/L9#T$

水平定量测量细菌在抗菌药物存在时的

生长情况+

)'

,

#此方法可以在
3K2;

内直接用患者尿液检测并

得出结果#这与标准的抗菌药物敏感性试验方法的一致性达

1-W

*我国唐艳等+

))

,开发了一种微流控
7

X

传感器#它可用

于检测在抗菌药物存在情况下由于细菌生长代谢物的积累导

致培养基
7

X

的改变#用这种方法#细菌在纳升规模的培养基

内的生长曲线可以在短短
);

内产生*微流控技术检测分析

所需的分析体积非常小#测试中所用的芯片可以被并入便携式

设备#用于床边药敏试验开展(它可以高度自动化)标准化#可

以非常快速地提供药敏结果(此外#许多情况下#微流体设备直

接测量细菌在抗菌药物存在时的生长情况#这使得所得的结果

可能与耐药表型相关#适于检测耐药机制尚不明确的细菌耐药

性*但目前该技术对于
P+O

值的判定还未建立相关标准*

1

!

其
!!

他

!!

除了上文提到的目前研究较多的方法外#液态芯片技术

法+

)3

,

)荧光原位杂交技术+

)-

,

)流式细胞荧光法+

)2

,

#及以溶解细

胞为基础的方法+

)/

,等#这些方法从不同角度#利用形态学或生

物学等技术原理等#旨在缩短药敏试验时间#这里便不再赘述*

2

!

展望与未来

!!

近年来#大量研究报道表明#多重耐药菌感染率与耐药率

逐年增高#为了控制多重耐药菌株的产生与传播#减少细菌病

原体耐药性分析所必需的时间#快速药敏试验方法是未来微生

物实验研究的趋势*而近几年分子诊断和人类基因组计划极

大地推动了分子生物学技术的革新与发展#

P$,*+&"VcPL

技术作为常规细菌鉴定系统已渐渐投入临床使用#微流控技术

的兴起更是为快速药敏试验方法的研究提供更广泛的研究思

路#快速)灵敏)准确)高度自动化等是未来微生物检验发展的

方向*这里描述的所有方法都旨在减少检测细菌病原体耐药

性所必需的时间(然而#许多情况下这些方法是否有足够的敏

感性和特异性仍待确定*除此之外#对于上述所提的多数方法

必须解决的问题是必须符合
c*$

或其他相关组织所要求的标

准#以及如何检测未知或非特异的耐药机制*
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