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法在自动化检测流感嗜血杆菌"

+,

&氨苄西林体外药物敏感性试验中的校正作

用'方法
!

采集
''-

株
+,

菌株!根据美国临床和实验室标准协会"

./01

&的判定标准!以肉汤稀释法药物敏感

性试验为参考方法!采用
!"#$%#

法(自动化微量肉汤稀释法"
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法&同时检测临床分离的
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对氨苄西林的敏

感度!观察
5

种方法药物敏感性结果的一致性!分析
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法对
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法误差的校正作用'结果
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与肉汤稀释
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法"
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法可校正
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法
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的重大误差(
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的极重大误差以

及
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的次要误差'结论
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对于
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氨苄西林药物敏感性试验!
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法可合理校正
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法所产生的部分药

物敏感性误差'如果
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法判定为氨苄西林敏感且
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流感嗜血杆菌$

+,

&是呼吸道感染的重要致病菌

之一'

&"'

(

)近年来由于抗菌药物的广泛使用#

+,

对氨

苄西林的耐药率呈明显上升趋势'

5"6

(

)因此#及时正

确地检出对氨苄西林耐药的
+,

#对预防及控制耐药株

暴发流行至关重要)临床工作中#尤其在基层医院#

基于微量肉汤稀释法的自动化微量肉汤稀释法$
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法&更为广泛地应用于
+,

的药物敏感性试验'

<")

(

)但

是#大部分
234

法试剂盒提供的药物浓度折点较少#

有的甚至仅有
&

个判读敏感的浓度孔)一旦抗菌药

物敏感+耐药判读折点发生变化#则有可能导致判读

结果错误#对临床用药产生误导'

-

(

)因此#校正
234

法在实际工作中产生检测结果的误差具有重要的

意义)

目前#虽然肉汤稀释法为药物敏感性试验的标准

参考方法#但是其操作过程繁琐#试验要求严苛#故临

床实际工作中较少应用)

!"#$%#

法与肉汤稀释法有着

较好的一致性#操作简便#技术要求相对较低)因此#

本研究拟用肉汤稀释法为参考方法#探讨在
+,

的氨

苄西林药物敏感性试验中#

!"#$%#

法对
234

法的校

正能力#以期获得切实有效的校正方法#提高自动化

药物敏感性鉴定法检测的准确性)

$

!

资料与方法

$($

!

材料来源
!

+,

来源于
'*&5X'*&6

年四川成

都+都江堰+德阳地区的
6

家医院)所有菌株的接种

和培养严格按照,全国临床检验操作规程$第
'

版&-

进行)标本采用选择性培养基#即血平板和嗜血杆菌

巧克力平板进行初步的筛选培养)之后#挑取典型的

+,

菌落进一步分离培养#并取菌落涂片并革兰染色

进行初步鉴定)然后再次用卫星试验+

#

因子+

$

因

子及
#

Y

$

因子纸片鉴定分离的流感嗜血杆菌)按

234!Z

D

?$%%,=H

鉴定"药物敏感性系统的操作规程

及所述方法进行最终的鉴定'

7":

(

)

$(/

!

主要试剂
!

嗜血杆菌巧克力平板和血平板$重

庆庞通生物技术有限公司&%药物敏感性培养基!水解

酪蛋白胨$

O+

&肉汤$英国
[Z=,L

公司&加流感嗜血杆

菌添加剂%

#

因子+

$

因子及
#

Y

$

因子纸片$英国

[Z=,L

公司&%

234

的
+,

药物敏感性试验板条$法国

4,=O\?,$JZ

公司&%

!"#$%#

的
+,

氨苄西林药物敏感性

试纸条$法国梅里埃公司&)

$('

!

方法

$('($

!

最小抑菌浓度$

O1.

&孔板制备
!

将
+3O

标

准肉汤加入孔板的第
&

%

&*

孔中#每孔加
&**

&

/

)然

后#将倍比稀释后不同浓度的氨苄西林药物溶液分别

加到灭菌的
:)

孔聚苯乙烯板中#第
&

%

7

孔加药液#

每孔
&**

&

/

%第
:

孔作为阴性对照$孔中无抗菌药物

和细菌&#第
&*

孔作为阳性对照$孔中无抗菌药物#但

有细菌&)冰冻干燥后密封#

X'* ]

以下保存备用)

整个试验过程保证无菌操作)

$('(/

!

菌悬液制备及菌落计数
!

挑取处于对数生长

期的新鲜单克隆
+,

菌落于无菌生理盐水中#使其乳

化形成约
<^&*

)

.R_

"

K/

的菌悬液)将准备好的

<̂ &*

)

.R_

"

K/

的菌悬液#倍比稀释至终浓度为
<̂

&*

'

.R_

"

K/

%取
&**

&

/

稀释后的菌悬液至无菌空平

皿中#最后#再向空平皿中加入
&)

%

'*K/6)]

左右

的
+3O

琼脂#摇匀后制成平板)将平板置于
5-]

#

<8 .[

'

孵箱孵育
'6

%

67A

)最后#进行菌落计数#

确认
O1.

孔板内接种菌量在规定的范围内)

$('('

!

加样
!

<^&*

)

.R_

"

K/

的菌悬液制备后
&<

K,H

内#用连续加样单枪向制备好的
O1.

孔板中加入

&*

&

/

菌悬液#每孔含菌量约为
<̂ &*

6

.R_

)将孔板

置于
5-]

#

<8.[

'

孵箱孵育
&7

%

'6A

)根据美国临

床和实验室标准协会$

./01

&

'*&)

年标准'

&*

(判读并记

录药物敏感性结果)

$('(1

!

!"#$%#

法药物敏感性试验
!

挑选处于对数生

长期的新鲜单克隆
+,

菌落#将
+,

溶于
*(:8

无菌生

理盐水中#用比浊仪将菌液调整至
*(<

麦氏单位)用

无菌棉签浸入调节好的
+,

悬液#将多余
+,

悬液在管

壁上挤出#在
+3O

平板上反复涂布
5

次#每次旋转

平板
)*̀

#最后沿平板周围涂两圈#保证涂布均匀)平

板在室温下干燥
5

%

<K,H

后#将氨苄西林药物敏感性

试纸条$法国梅里埃公司&贴在
+3O

平板上#每个

+3O

平板平行贴
'

条药物敏感性纸条#确保纸条间

距满足药物敏感性试验要求#一旦贴在某一位置#不

应变动位置)

&<K,H

后#将贴有纸条的
+3O

平板置

于
5-]

#

<8.[

'

孵箱孵育
&7

%

'6A

)药物敏感性结

果判读标准依据
./01'*&)

年标准执行)

$('(2

!

234

法药物敏感性试验
!

参照
234+2!"

O[

嗜血杆菌药物敏感性试验板条的操作说明书对

氨苄西林进行药物敏感性试验#用
234

细菌鉴定和

药物敏感性仪读取结果)药物敏感性结果判读标准

依据
./01'*&)

年标准执行)具体操作步骤如下!挑

选处于对数生长期的新鲜单克隆
+,

菌落#配制成
*(<

麦氏单位菌悬液#用微量移液器移
<*

&

/

菌悬液于标

准液中#将含菌悬液的试管至震荡仪器上震荡使其充

分混合均匀#用微量移液器将
&5<

&

/

菌悬液分别加

样于
234

药物敏感性条空白对照孔及含抗菌药物药

物敏感性孔#放置
234

药物敏感性条于
5- ]

#

<8

.[

'

孵箱孵育
&7

%

'6A

#结合空白对照#根据加样孔

中是否有细菌生长判断
+,

对其敏感性#若
+,

生长判

读为耐药#无
+,

生长则判读为敏感)

$('()

!

生物学分型及
!

"

内酰胺酶检测
!

挑选处于对

数生长期的新鲜单克隆
+,

菌落#将
+,

溶于
*(:8

无

菌生理盐水中#用比浊仪将菌液调整至
5

麦氏单位)

加入
V+

鉴定条$赛默飞世尔生物有限公司&并放置

普通孵箱
5-]

孵育
6A

)通过显色反应#根据赛默飞

世尔生物有限公司细菌鉴定软件判断结果)通过吲

哚试验+尿素酶试验和鸟氨酸脱羧酶试验反应的不同

将
+,

分为
7

种$

'%(

&生物型)通过头孢硝基酚显

色反应法#检测
+,

的
!

"

内酰胺酶)将头孢硝基酚纸

片用无菌水湿润#涂适量
+,

于湿润的纸片上)

&*

K,H

后观察纸片颜色#若纸片显示红色#

!

"

内酰胺酶为

阳性%若纸片不变色#

!

"

内酰胺酶则为阴性)

$('(.

!

药物敏感性质控
!

依据
./01'*&)

年标准#

肉汤稀释法检测
+,

$

23..6:'6-

&对氨苄西林的
O1.

*
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检验医学与临床
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年
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卷第
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期
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F
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值为
'

%

7

&

I

"

K/

%

!"#$%#

法检测
+,

$

23..6:'6-

&对

氨苄西林的
O1.

值为
'

%

7

&

I

"

K/

%

234

法检测标准

+,

$

23..6:'6-

&对氨苄西林的
O1.

值为
'

%

7

&

I

"

K/

%每次实验质控菌株的
O1.

值在以上范围内#才能

记录试验结果)

$('(3

!

体外药物敏感性方法结果的一致性分析
!

本

研究以肉汤稀释法为参考方法#分析
!"#$%#

法和

234

法的体外药物敏感性试验法与该标准的一致

性)观察指标如下!一致率#为
!"#$%#

法+

234

法与

肉汤稀释法在体外测试所得敏感$

0

&+中介$

1

&+耐药

$

;

&结果一致的例数除以总例数%极重大误差率#为

!"#$%#

法或
234

法的结果为
0

而肉汤稀释法结果为

;

的例数除以肉汤稀释法结果为
;

的例数%重大误差

率#为肉汤稀释法为
0

而其他方法结果为
;

的例数除

以肉汤稀释法结果为
0

的例数%次要误差率#为肉汤

稀释法结果为
;

或
0

而其他方法结果为
1

的例数加

上肉汤稀释法结果为
1

而其他方法结果为
;

或
0

的

例数除以总例数)

$(1

!

统计学处理
!

应用
0a00&:(*

对数据进行分析)

计数资料采用百分数表示#组间比较采用
!

' 检验)

其中#样本量小于
6*

或有格子的期望频数小于
&

时#

采用
R,%A$?

精确概率法)运用
bC

DD

C

检验进行方法

的一致性分析$

bC

DD

C

%

*(-<

#一致性好%

bC

DD

C

%

*(6

且
bC

DD

C

$

*(-<

#一致性一般%

bC

DD

C

$

*(6

#一致性较

差&%以线性回归检验肉汤稀释法与
!"#$%#O1.

值的

相关性)以
!

$

*(*<

为差异有统计学意义)

/

!

结
!!

果

/($

!

234

法+

!"#$%#

法与肉汤稀释法的药物敏感性

结果一致性比较
!

检测
''-

株
+,

对氨苄西林的药物

敏感性结果!

0

#

<*

株%

1

#

&:

株%

;

#

&<7

株)

!"#$%#

法药

物敏感性结果!

0

#

)7

株%

1

#

5-

株%

;

#

&''

株)

234

法

药物敏感性结果!

0

#

)5

株%

1

#

*

株%

;

#

&)6

株)统计结

果显示#肉汤稀释法与
!"#$%#

法的
O1.

值呈正相关

$

@9*()&'

&)

!"#$%#

法与肉汤稀释法检测结果的一致

性一般$

bC

DD

C9*(6)*

&#一致率为
-*(678

%

234

法

与肉汤稀释法检测结果的一致性较差$

bC

DD

C9

*(5'5

&#一致率为
-*(678

)将两种方法结合可将检

测的一致率提高至
7-()-8

#显著高于单独的
!"#$%#

法或
234

法$

!

'

9'*('6-

#

!

$

*(**&

&)结果误差方

面#

234

法的重大误差率$

6'(*8

&显著高于
!"#$%#

法$

)(*8

&#差异有统计学意义$

!9*(**'

&%

!"#$%#

法

的次要误差率显著高于
234

法#差异有统计学意义

$

!

'

9&*(*&7

#

!9*(**'

&%二者的极重大误差率差异

无统计学意义$

!

'

9*()*6

#

!9*(65-

&#见表
&

)

表
&

!!

!"#$%#

法#

234

法与肉汤稀释法药物敏感性结果一致性的比较$

)9''-

%

药物种类 方法 结果
肉汤稀释法$

)

&

0 1 ;

结果解释'

8

$

)

"

)

&(

一致率 次要误差率 重大误差率 极重大误差率

氨苄西林
!"#$%#

法
0 5: - '' -*(67

$

&)*

"

''-

&

&7(<*

$

6'

"

''-

&

)(**

$

5

"

<*

&

&5(:'

$

''

"

&<7

&

1 7 - ''

; 5 < &&6

234

法
0 ': - '- -*(67

$

&)*

"

''-

&

7(5-

$

&:

"

''-

&

6'(**

$

'&

"

<*

&

&-(*:

$

'-

"

&<7

&

1 * * *

; '& &' &5&

! *(**' *(**' *(65-

/(/

!

!"#$%#

法对
234

法产生的重大误差结果的校

正
!

总体上#

234

法有
-&(658

$

&<

"

'&

&的重大误差

率可被
!"#$%#

法校正)被校正的菌株中#

!

"

内酰胺酶

阴性菌株占
:5(558

$

&6

"

&<

&%而未被校正的菌株中#

!

"

内酰胺酶阴性占
))()-8

$

6

"

)

&#二者结果差异无统

计学意义$

!9*(&76

&)从生物学分型来看#校正和未

校正菌株以
'

型和
)

型为主#且差异无统计学意义

$

!9*('::

&)

/('

!

!"#$%#

法对
234

法产生的极重大误差结果的

校正
!

234

法有
)'(:)8

$

&-

"

'-

&的极重大误差可被

!"#$%#

法校正)被校正的菌株中#

!

"

内酰胺酶阳性菌

株占
-*(<:8

$

&'

"

&-

&#显著高于未被校正的菌株$

&

"

&*

&$

!9*(**6

&)从生物学分型来看#校正和未校正

菌株以
'

型和
)

型为主#且差异无统计学意义$

!9

&(***

&)

/(1

!

!"#$%#

法对
234

产生的次要误差结果的校

正
!

234

法有
)(768

的次要误差可被
!"#$%#

法校

正)共有
&:

株经肉汤稀释法测定为药物敏感性
1

#其

中
-

株的
234

结果可被
!"#$%#

法校正)未被校正的

菌株中#

<

株被
!"#$%#

法判定为
;

#

-

株为
0

%而
234

法判定为
;

的则为
:

株#

0

的为
5

株)从生物学分型

来看#被校正菌株中的
'

型菌株所占比例'

-&(658

$

<

"

-

&(显著高于未校正
'

型菌株'

&)()-8

$

'

"

&'

&(#

差异有统计学意义$

!9*(*5-

&)校正和未校正菌株

间
!

"

内酰胺酶差异无统计学意义$

!9*(')5

&)

'

!

讨
!!

论

!!

临床工作中#由于大多自动化药物敏感性鉴定试

剂厂家提供的反应孔内抗菌药物浓度是固定的#同一

*

&5*'

*

检验医学与临床
'*&7

年
-

月第
&<

卷第
&6

期
!

/C>O$L.E,H

!

TJE

F

'*&7

!

U=E(&<

!

V=(&6



种抗菌药物包括
&

个低浓度孔$用于
0

的判读&和
&

个高浓度孔$用于耐
;

的判读&#有的仅有
&

个判读
0

的浓度孔#甚至与
./01O&**"0')

文件推荐的抗菌药

物折点不一致#这都暴露出
234

法在实际应用的缺

陷)本研究
234

法结果显示#

+,

对氨苄西林药物敏

感性结果的准确性上确实存在不足#可能对临床治疗

产生误导)比如#

234

法判定为氨苄西林
;

的菌株

中有
6'(**8

$

'&

"

<*

&会带来重大误差#判定为氨苄西

林
0

的菌株中有
&-(*:8

$

'-

"

&<7

&会带来极重大误

差)目前#

234

法联合其他药物敏感性方法纠正其

对
+,

的药物敏感性结果的参考文献较少)本研究以

肉汤稀释法为参考方法#初步探讨
!"#$%#

法对
234

法药物敏感性结果的校正作用)

结果显示#与肉汤稀释法相比#

!"#$%#

法和
234

法的一致率均为
-*(678

#两者联合可将检测的一致

率提高至
7-()-8

#显著高于
234

法$

!

'

9'*('6-

#

!

$

*(**&

&%

234

法的重大误差率$

6'(*8

&显著高于

!"#$%#

法$

)(*8

&$

R,%A$?

的精确检验#

!9*(**'

&)

!"#$%#

法 可 校 正
234

法
-&(658

的 重 大 误 差+

)'(:)8

的极重大误差以及
)(768

的次要误差)统计

学分析表明#如果
234

法判定为氨苄西林敏感的菌

株#一定要做
!

"

内酰胺酶分析#对于
!

"

内酰胺酶阳性

菌株建议采用
!"#$%#

法进行校正#而且
7*(*8

$

&'

"

&<

&的结果最终可被确认)

被肉汤稀释法判定为
1

的
&:

株菌株中#

234

法

判定为
;

的占
)5('8

$

&'

"

&:

&#而
!"#$%#

法判定为
;

的仅占
')(58

$

<

"

&:

&#二者结果差异有统计学意义

$

!

$

*(*<

&)这说明#在氨苄西林药物敏感性试验中#

!"#$%#

法更容易将
+,

中介菌株的药物敏感性表型判

定为
0

)这可能是
!"#$%#

法能够将
234

法产生重大

误差中
!

"

内酰胺酶阳性的耐药菌株校正为
0

的

原因'

&&

(

)

目前#临床实验室对
+,

的药物敏感性检测主要

采用纸片扩散法#该方法简单易行#但需批量配制
+,

专用的药物敏感性平板#比较适合标本量大的医院#

否则平板容易失效#影响实验结果)虽然
234

法有

一些不足#但是其操作方便#有效期更长#现在在基层

医院的应用较为普遍'

&'"&5

(

)结果表明#与肉汤稀释法

相比#

!"#$%#

法和
234

法的一致率均为
-*(678

#二

者的极重大误差率差异无统计学意义$

!

'

9*()*6

#

!9*(65-

&#这说明
234

法的结果较为可信#而且不

同生物学分型菌株之间的药物敏感性结果差异无统

计学意义$

!

&

*(*<

&#故药物敏感性试验中可不进行

菌株的生物学分型)但是#

234

法的重大误差率

$

6'(*8

&显著高于
!"#$%#

法$

)(*8

&#故进一步统计

分析了两种方法的重大误差率#并得出以下结论#如

果
234

法判定为氨苄西林敏感且
!

"

内酰胺酶阳性的

菌株#建议采用
!"#$%#

法进行校正)

参考文献

'

&

(

0[VcT+

#

+_+b

#

.+_Vcd;(.=KKJH,#

F

"2B

e

J,?$L

D

H$JK=H,C,H#A$2%,C"aCB,G,B?$

I

,=H

'

T

(

(0$K,H;$%

D

,?

.?,#.C?$O$L

#

'*&)

#

5-

$

)

&!

75:"7<6(

'

'

( 赵春江#张菲菲#王占伟#等
('*&'

年中国成人社区获得性

呼吸道感染主要致病菌耐药性的多中心研究'

T

(

(

中华结

核和呼吸杂志#

'*&<

#

57

$

&

&!

&7"''(

'

5

(

/!032;1!0

#

0!U!;1VT2

#

U!;4;_c+ + 2(2H#,"

K,B?=>,CE?$%,%#CHB$CK=H

ID

C#A=

I

$H,B>CB#$?,C,H0=J#A"

$C%#2%,C

'

T

(

(0=J#A$C%#2%,CHT3?=

D

O$LaJ>E,B+$CE#A

#

'*&'

#

65

$

'

&!

57<"6''(

'

6

(

R2;;!//dT

#

R/2OO;b

#

02d!;+0

#

$#CE(.$G#="

>,

D

?=E$CB#,@,#

F

C

I

C,H%#=@$?)*

#

*** BE,H,BCE>CB#$?,CE

D

C#A=

I

$H%,%=EC#$L,H !J?=

D

$

#

3J?S$

F

#

CHL1%?C$EG?=K

'**<#='*&*

'

T

(

(2H#,K,B?=>2

I

$H#%.A$K=#A$?

#

'*&6

#

<7

$

-

&!

577'"5777(

'

<

( 胡祝富#黄永禄#徐志江#等
(234

嗜血杆菌药敏试验和

肉汤稀释法检测流感嗜血杆菌药物敏感性的比较'

T

(

(

检

验医学#

'**:

#

'6

$

&*

&!

-&7"-'*(

'

)

( 俞增仙#董春富
(

评价
234

嗜血菌属药敏试验条用于流

感嗜血菌药敏试验的可行性'

T

(

(

中华医院感染学杂志#

'*&*

#

'*

$

'

&!

':'"':5(

'

-

( 肖亚雄#彭宇生#王鹏#等
(23403;!a<

对肺炎链球菌

药敏试验结果判读的缺陷性分析'

T

(

(

检验医学与临床#

'*&<

#

&'

$

-

&!

:&<":&)(

'

7

(

312Vc

#

f+2Vc/

#

/1O

#

$#CE(c$H=#

FD

,BBAC?CB#$?,%"

#,B%=G +C$K=

D

A,EJ%,HGEJ$HMC$,%=EC#$%G?=K

D

$L,C#?,B

D

H$JK=H,C

D

C#,$H#%,H.A$H

I

LJB,#

F

#

0,BAJCH

#

.A,HC

'

T

(

(T

O,B?=>,=E

#

'**:

#

6-

$

6

&!

6:6"6:-(

'

:

(

312Vcf

#

f+2Vc/T

#

Q2Vcg/

#

$#CE(;C

D

,LL$#$B"

#,=H=G+C$K=

D

A,EJ%,HGEJ$HMC$CHL+C$K=

D

A,EJ%

D

C?C,H"

GEJ$HMC$,HHC%=

D

AC?

F

H

I

$CE%NC>%>

F

KJE#,

D

E$Za.;

'

T

(

(

4,=K$L!H@,?=H0B,

#

'*&'

#

'<

$

5

&!

5)-"5-&(

'

&*

(

.E,H,BCECHL/C>=?C#=?

F

0#CHLC?L%1H%#,#J#$

$

./01

&

(a$?"

G=?KCHB$%#CHLC?L%G=?CH#,K,B?=>,CE%J%B$

D

#,>,E,#

F

#$%"

#,H

I

!

O&**"0')

'

0

(

(QC

F

H$

#

a2

#

_02

!

./01

#

'*&)(

'

&*

(孙宏莉#胡继红#罗燕萍#等
('*&<

年全国
U13!b"'

细菌

药敏检测系统药敏试验结果准确性调查研究'

T

(

(

中华医

院感染学杂志#

'*&)

#

')

$

&*

&!

'&)&"'&)<(

'

&'

(陈文伟#黄良珍#彭钢文
(5

种方法检测白假丝酵母菌对

氟康唑+伏立康唑的敏感性对比'

T

(

(

实用检验医师杂志#

'*&)

#

7

$

6

&!

'*'"'*<(

'

&5

(肖亚雄#何林波#蒋国丹#等
(

假单胞菌和非发酵菌药敏试

剂盒
234a0!

在临床药敏实验中的缺陷分析'

T

(

(

检验

医学与临床#

'*&)

#

&5

$

&7

&!

')6*"')6'(

$收稿日期!

'*&7"*&"&&

!!

修回日期!

'*&7"*5"&'

&

*

'5*'

*

检验医学与临床
'*&7

年
-

月第
&<

卷第
&6

期
!

/C>O$L.E,H

!

TJE

F

'*&7

!

U=E(&<

!

V=(&6


