
·检验技术与方法·

国产微量肉汤稀释法药敏试剂检测常见多重耐药菌

范　虹，李彦锋

（四川省乐山市中医医院检验科，四川乐山６１４０００）

　　摘　要：目的　观察一种国产自动化微量肉汤稀释法药敏试剂检测常见多重耐药菌的准确性和实用性。方法　采用珠海迪

尔生物有限公司生产的细菌测定系统微量肉汤稀释法（ＭＩＣ法）药敏试剂与纸片扩散法（ＫＢ法）药敏试剂同时对葡萄球菌、大肠

埃希氏菌和肺炎克伯菌的耐药性菌进行检测。结果　６３株葡萄球菌中耐甲氧西林的葡萄球菌（ＭＲＳ）检测 ＭＩＣ法阳性３７株、阴

性２６株，ＫＢ法阳性３７株、阴性２６株；４５株葡萄球菌中红霉素诱导克林霉素耐药检测 ＭＩＣ法阳性１９株、阴性２６株，ＫＢ法阳

性２０株、阴性２５株；４２株大肠埃希氏菌中产超广谱β内酰胺酶（ＥＳＢＬｓ）检测 ＭＩＣ法阳性３０株、阴性１２株，ＫＢ法阳性３０株、阴

性１２株；５３株肺炎克雷伯菌中产ＥＳＢＬｓ检测 ＭＩＣ法阳性２０株、阴性３３株，ＫＢ法阳性２０株、阴性３３株。结论　该自动化细菌

ＭＩＣ法药敏试剂与经典药敏ＫＢ法比较对常见多重耐药菌检测结果一致。

关键词：微量肉汤稀释法；　纸片扩散法；　耐甲氧西林葡萄球菌；　诱导性克林霉素耐药葡萄球菌；　产超广谱β内酰胺酶

的大肠埃希菌；　产超广谱β内酰胺酶的肺炎克雷伯菌
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　　多重耐药菌医院感染已成为日渐严重的问题，直接影响着

医疗质量和患者安全。而准确、简便的检测是否为多重耐药细

菌，为临床提供正确的抗感染治疗依据、为多重耐药菌的医院

感染控制等，起着十分重要的作用。目前越来越多的国产微生

物自动化仪器问世，细菌鉴定加药敏一体化的试剂盒操作方

便、价格比进口试剂占有明显优势。因此，为了解该类试剂的

可靠性，本实验观察一种国产 ＭＩＣ法鉴定药敏板检测耐甲氧

西林的葡萄球菌（ＭＲＳ）、红霉素诱导克林霉素耐药的葡萄球

菌、产超广谱β内酰胺酶（ＥＳＢＬｓ）的大肠埃希菌和肺炎克雷伯

菌与ＣＬＳＩ推荐的ＫＢ法（表型确认法）比较，对比结果相关性

很好。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　本院２０１２年１月至２０１２年１２月住院和门

诊患者的各种培养标本。

１．２　培养基　郑州安图血琼脂平板、麦康凯琼脂平扳和Ｏｘ

ｏｉｄＭＨ琼脂平板。

１．３　试剂　珠海迪尔ＤＬ９６ＳＴＡＰＨ葡萄球菌鉴定药敏试剂

盒、ＤＬ９６Ｅ肠杆菌科细菌鉴定药敏试剂盒；杭州天和生物试剂

有限公司的红霉素、克林霉素、头孢西丁、头孢他啶、头孢他啶／

棒酸、头孢塞肟、头孢塞肟／棒酸等药敏纸片。

１．４　检测方法　细菌鉴定和药敏按试剂盒说明书操作；葡萄

球菌、大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌耐药性 ＫＢ法表型确认检

测操作按临床和实验室标准化机构（ＣＬＳＩ）２００９年版标准操

作：（１）ＭＲＳ检测用头孢西丁纸片检测 ｍｃｃＡ基因介导的苯唑

西林耐药葡萄球菌，判断标准为金黄色葡萄球菌抑菌环直径小

于或等于２１ｍｍ为 ｍｃｃＡ阳性、凝固酶阴性葡萄球菌抑菌环

直径小于或等于２４ｍｍ为ｍｃｃＡ阳性；（２）葡萄球菌中红霉素

诱导性克林霉素耐药检测用红霉素纸片和克林霉素纸片贴于

涂有被检菌液的 ＭＨ琼脂表面，相距１５～２６ｍｍ，红霉素耐药

时，临近红霉素抑菌圈一侧克林霉素抑菌圈出现“截平”现象为

阳性；（３）产ＥＳＢＬｓ的大肠埃希氏菌和肺炎克雷伯菌用头孢他

啶、头孢他啶／棒酸、头孢噻肟、头孢噻肟／棒酸两组药敏纸片进

行表型确证试验，对两组中任何一个药物，在加棒酸后抑菌环

与不加棒酸的抑菌环直径相比，增大大于或等于５ｍｍ时为

ＥＳＢＬｓ阳性。

１．５　质控菌株　金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ２５９２３、ＡＴＣＣ４３３００

ｍｃｃＡ 阳 性；大 肠 埃 希 菌 ＡＴＣＣ２５９２２、肺 炎 克 雷 伯 菌

ＡＴＣＣ７００６０３。

２　结　　果

２．１　两种方法检测 ＭＲＳ结果比较　见表１。

表１　　６３株葡萄球菌 ＭＩＣ法和ＫＢ法 ＭＲＳ检测结果（狀）

检测方法 ＭＩ法（＋） ＭＩＣ法（－） 合计

ＫＢ法（＋） ３７ ０ ３７

ＫＢ法（－） ０ ２６ ２６

２．２　两种方法检测葡萄球菌中红霉素诱导性克林霉素耐药结

果比较　见表２。

表２　　４５株葡萄球菌 ＭＩＣ法和ＫＢ法（Ｄ试验）

　　　检测结果（狀）

检测方法 ＭＩ法（＋） ＭＩＣ法（－） 合计

ＫＢ法（＋） １９ ０ １９

ＫＢ法（－） １ ２５ ２６

２．３　两种方法检测大肠埃希菌产ＥＳＢＬｓ的比较　见表３。

表３　　４２株大肠埃希菌 ＭＩＣ法和ＫＢ法

　　ＥＳＢＬｓ检测结果（狀）

检测方法 ＭＩ法（＋） ＭＩＣ法（－） 合计

ＫＢ法（＋） ３０ ０ ３０

ＫＢ法（－） ０ １２ １２

２．４　两种方法检测肺炎克雷伯菌产ＥＳＢＬｓ的比较　见表４。

表４　　５３株肺炎克雷伯菌 ＭＩＣ法和ＫＢ法

　　　ＥＳＢＬｓ检测结果

检测方法 ＭＩ法（＋） ＭＩＣ法（－） 合计

ＫＢ法（＋） ２０ ０ ２０

ＫＢ法（－） ０ ３３ ３３
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３　讨　　论

临床实验室需要检测的多重耐药菌（ＭＤＲＯ）主要是获得

性耐药菌［１］，而此类耐药菌的耐药生理化学机制有以下几点：

（１）灭活酶和纯化酶的产生；（２）抗菌药物渗透障碍；（３）药物作

用的靶位改变；（４）代谢途径改变等
［２］。目前，葡萄球菌对青霉

素和大环内酯类抗菌药物具有５０％以上的耐药率
［３］。已经可

以肯定的是，新抗菌药物的开发无法跟上细菌耐药进化的步

伐。因此合理使用现有抗菌药物，控制细菌耐药的传播就成为

解决细菌耐药问题的关键［４］。

日常细菌耐药性监测工作中需要一种简便、实用的检测多

重耐药菌的实验方法。ＫＢ法是 ＷＨＯ推荐的方法，其目的在

于技术的简单和可重复性［５］，ＫＢ法还可察觉异型耐药菌株和

污染菌株［６］，是比较经典的手工药敏试验方法，但目前不能完

全自动化操作，工作量大时手工操作费工费时，而且仅对生长

较快的细菌，ＫＢ法药敏试验已经标准化了
［６］，但适用范围有

限。ＭＩＣ法是近年来临床微生物实验室应用较多的抗菌药物

体外药敏试验方法，其优点是一块板可同时测定多种抗菌药

物，但 ＭＩＣ法试剂成本昂贵。本实验所用的国产自动化细菌

测定系统仪器和试剂成本远低于进口仪器，其鉴定药敏试剂板

可用于临床５００多种病原菌的鉴定和抗菌药物 ＭＩＣ半定量分

析，基本能满足常见的细菌鉴定和药敏试验，其药敏板的设置

和配置的报告软件根据ＣＬＳＩ标准进行设计，细菌鉴定和药敏

试验报告中可同时报告是否有常见 ＭＤＲＯ菌株的检测结果，

不需再用 ＫＢ法确认；该系统还配有 ＷＨＯＮＥＴ功能，可与

ＷＨＯ推荐的细菌耐性统计 ＷＨＯＮＥＴ软件连接，根据用户的

需求，可将检验结果直接导入 ＷＨＯＮＥＴ系统，不需要重新输

入，利用 ＷＨＯＮＥＴ软件可及时对日常细菌耐药性监测数据

进行回顾性分析，可持续改进药敏实验的质量，保证实验数据

的可靠性［７］。

综上所述，该国产自动化细菌测定系统 ＭＩＣ法对葡萄球

菌、大肠埃希菌和肺炎克伯菌等 ＭＤＲＯ检测结果与ＫＢ法基

本一致，并且操作方便，成本较低，结果可靠，特别适合中小型

医院。
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３种提取丙型肝炎病毒ＲＮＡ方法的比较

张宝华１，王　红
２，陈　坤

１

（１．南京军区福州总医院二部检验科，福建福州３５０００３；２．北京总参管理保障部北极寺门诊部，北京１００１９１）

　　摘　要：目的　比较３种核酸提取方法提取血清丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）ＲＮＡ的效率及抗干扰能力。方法　收集３３６例丙型

肝炎伴高脂血症、高胆红素血症或高免疫球蛋白血症患者血清，采用Ｔｒｉｚｏｌ氯仿法、异硫氰酸胍法和固相吸附法提取血清中病毒

ＲＮＡ。以ＨＣＶＲＮＡ荧光定量ＰＣＲ检测结果评价不同提取方法对ＨＣＶ检出率的影响。结果　在高脂血症、高胆红素血症和高

免疫球蛋白血症情况下，利用固相吸附法提取的ＲＮＡ模板，定量ＰＣＲ反应的 ＨＣＶ检出率均为最高（犘＜０．０５）。结论　提取血

清 ＨＣＶＲＮＡ以固相吸附法为佳。

关键词：丙型肝炎病毒；　ＲＮＡ提取；　聚合酶链反应
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　　丙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＣｖｉｒｕｓ，ＨＣＶ）是单股正链ＲＮＡ

病毒，属于黄病毒科嗜肝病毒属［１］。ＨＣＶ是非甲非乙型肝炎

中导致慢性肝病的主要原因，全球约有１．７亿人感染
［２］。

ＨＣＶ主要经血液和血制品传播，因此，筛查血液及其制品中的

ＨＣＶ可有效降低 ＨＣＶ的传播概率。本文通过 Ｔｒｉｚｏｌ氯仿、

异硫氰酸胍、固相吸附法３种核酸提取方法对已经确认高血

脂、高胆红素和高免疫球蛋白丙型肝炎阳性患者血清进行病毒

ＲＮＡ提取，最后对病毒 ＲＮＡ荧光定量检测来比较３种方法

的检出率。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集临床送检的 ＨＣＶ阳性血清，经荧光定

量ＰＣＲ和酶联免疫测定均符合实验的阳性标本。其中，高血

脂样本１５８例，高胆红素样本１０７例，高免疫球蛋白样本

７１例。

１．２　试剂　Ｔｒｉｚｏｌ购于Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，异硫氰酸胍购自南京

探求生物技术有限公司，氯仿、无水乙醇、异丙醇等购于西陇化

工公司，用于固相吸附的二氧化硅颗粒购买于西格玛奥德里奇

（上海）贸易有限公司，ＨＣＶＲＮＡ试剂盒，英科新创（厦门）生

物公司生产，仪器为厦门安普利生物公司生产的全自动医用

ＰＣＲ分析系统型号 Ｇｅｎｅｌｉｇｈｔ９８００（试剂为该公司的配套试

剂）。

１．３　方法

１．３．１　ＲＮＡ提取方法　（１）Ｔｒｉｚｏｌ氯仿法：严格参照Ｉｎｖｉｔｒｏ

ｇｅｎ公司试剂盒说明书进行操作。（２）异硫氰酸胍法：取５０μＬ
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