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孔微量液体培养硅胶显色板对结核分枝杆菌"
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#吡嗪酰胺"

!̂ ,

#药物敏感性判断的方法!并评

价该方法临床应用价值%方法
!

以
TRO/5&(

药敏结果作为标准对照!应用硅胶显色板对
$(

株已知
!̂ ,

药敏结果
T/"

临床分

离株进行
!̂ ,

药敏检测!观察不同
L

]

值!不同接种浓度对其结果的影响!并对最佳检测条件进行探讨%最后应用硅胶显色板和
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同时对
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株未知
!̂ ,

药敏结果的
T/"

临床分离株进行检测!判断灵敏度$特异度$准确度%结果
!
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孔微量液体培

养显色板!液体培养基最佳
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]

值为
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#

)15

!最佳接种菌量为
#1)d%(

a%

H

I

(

HV
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即可报告结果%
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临界浓度
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时灵敏度达
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!特异度为
5&1$(3

!准确度为
541#%3
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临界浓度
#((

$

I
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时灵敏度均可达
5(15(3

!特异度为

5#1)53

!准确度为
5%14'3

%结论
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使用
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孔微量液体培养硅胶显色板能对
T/"

的
!̂ ,

药物敏感性进行快速鉴定!结果准确

度高!操作简便!成本低廉%
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吡嗪酰胺$

!̂ ,

%是非常重要的一线抗结核药物#能有效杀

灭巨噬细胞内的结核分枝杆菌$

T/"

%#在耐多药抗结核方案

中被推荐为最主要的药物#并建议全程使用'

%0'

(

)但近年有报

道称
T/"

对
!̂ ,

耐药率不断上升'

)

(

)由于
!̂ ,

在特定
L

]

值的酸性环境中才能表现出抗菌活性#而同样条件下
T/"

生

长不良#致使常规的罗氏药敏法较难测定
!̂ ,

耐药性#而文献

报道的一些快速
!̂ ,

耐药性检测技术存在诸多缺陷#不能精

准地进行
!̂ ,

耐药性检测'

&04

(

)本研究小组通过特制的微量

液体培养硅胶显色板来快速检测
T/"!̂ ,

耐药性#取得满意

的效果#现报道如下)

B

!

材料与方法

B1B

!

菌株来源
!

T/"

标准株$

]$2.P,/--#2#5'

%和牛分枝

杆菌$

T1K>P;<,/--%5#%(

%购自国家菌种保藏中心#

$(

株已

知结果的
T/"

临床分离株来自上海市肺科医院菌株库#已知

!̂ ,

药敏结果#

$(

株菌株中
%)

株为
!̂ ,

敏感的
T/"

菌株#

%)

株为
!̂ ,

耐药的
T/"

菌株)
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株未知药敏结果的
T/"

临床分离株#来源于上海市肺科医院结核科
#(%%

年
%a%#

月

住院患者的痰标本培养物#经菌种鉴定为
T/"

)

B1C

!

仪器与试剂
!

TRO/5&(

检测仪*

&%(%(,0%

型比浊仪购

自美国
"*

公司&

R+!05#2((

隔水式培养箱购自上海精宏实验

设备有限公司&

#'

孔培养显色培养板由上海积彩医疗器械有

限公司生产#此显色板为含变色硅橡胶及含
!̂ ,

药物的培养

板)

#'

孔显色板酸性液体培养基!液体培养基$
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%配制
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等#孔雀绿抑制非分枝杆菌微生物生长)同时配制
L

])12

*

L

])14

*

L

])15

*

L

]&1(

这
'

种不同
L

]

值的培养基)

B1D

!

检测方法

B1D1B
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微量显色板检测
!̂ ,

敏感性
!

将待测菌株于液体培

养基培养
#

周后#用液体培养基重悬#加入玻璃珠在涡旋振荡

器上研磨
)

#

%(H;=

后静置
%(

#

%)H;=

#取上层均匀的悬浊液

用液体培养基比浊至待用)取
%H

I

"

HV

的菌液按终浓度进行

稀释#菌液终浓度为
#1)d%(

a%

*

%d%(

a%

H

I

"

HV

)

#'

孔板中

,

*

"

排控制孔不含药物#

-

*

*

排为测试孔包被了药物
!̂ ,%((

$

I

#

#((

$

I

)每株菌在
,

*

"

*

-

*

*

上下
'

孔中使用比例法进行

测试)

,

孔只加培养基不接种菌#作为阴性控制&

"

孔接种测

试孔菌量的
%(3

$

(1(#)HV

%为阳性参照孔&

-

*

*

孔接种比浊

至
%H

I

"

HV

的菌液
(1#)HV

#

'

个孔接种总量均为
%HV

)用

透明胶带将培养板封好装入一次性密封袋#置于
$2`

温箱培

养)从培养第
#

天起#每天观察硅胶颜色变化#一直观察至第

#%

天#实验结果通过比较测试孔与阳性参照孔中细菌生长速

度进行判断#判断方法是当接种了
%(3

菌量的阳性参照孔生

长时#测试孔尚未生长#说明测试菌生长被
!̂ ,

抑制#判为

!̂ ,

敏感&而当测试孔菌先于参照孔或与参照孔同时生长#说

明药物
!̂ ,

不能抑制测试菌繁殖#判断该测试菌对
!̂ ,

耐

受)结果获得时间为
)

#

#%A

#超过
#%A

不生长需重复试验)

B1D1C

!

结果观察
!

将
#'

孔
b

型板放置于自制的倒置放大镜

上#从倒置放大镜中可以观察微孔板底硅胶的颜色变化)结果

获得时间为
)

#

#%A

#超过
#%A

不生长需重复试验)

B1D1D

!

TRO/5&(

检测
!̂ ,

敏感性
!

!̂ ,

临界浓度根据试剂

盒要求设定为
%((

$

I

"

HV

#操作步骤严格按照说明书进行)结

果获得时间为
)

#

#%A

#超过
#%A

需重新试验)

B1E

!

质量控制
!

每次实验均以
]$2.P

为敏感株质控#以牛分

枝杆菌为耐药株质控#同一菌株的测试结果重复检测
$

次&对

已知结果的菌株抽取
%(3

同时进行
TRO/5&(

检测#以确保结

果的可靠性)实验时标准菌的孔底硅胶颜色由天蓝色逐渐变

黄色#肉眼可直接观察#见图
%

)

B1F

!

统计学处理
!

应用
8/,/,41(

软件进行数据处理及统

计学分析#计数资料以例数或百分率表示#组间比较采用
!

# 检

验#计量资料以
He>

表示#组间比较用
6

检验#

!

$

(1()

为差

异有统计学意义)

C

!

结
!!

果

C1B

!

最佳检测菌量的选择
!

同时进行
#1)d%(

a%

*

%d%(

a%

H

I

"

HV

两种浓度的接种菌量)

$(

株已知药敏结果的菌株显

示!接种
%d%(

a%

H

I

"

HV

浓度时
%)

株敏感株
%'A

以后方可观

察结果#平均
%)A

出结果#

%)

株耐药株结果平均天数为
%'A

&

接种
#1)d%(

a%

H

I

"

HV

#

%)

株敏感菌
2A

颜色变化#平均
%#A

出结果#

%)

株耐药菌株平均天数为
5A

)为保证实验结果#本

研究最佳检测菌量使用
#1)d%(

a%

H

I

"

HV

)

!!

注!第
%

列为牛分枝杆菌耐药株$阳性%&第
'

列为
]$2.P

为敏感

株$阴性%&第
#

*

$

*

)

*

&

列为所做菌株&

,

排为阴性对照&

"

排
%(3

对照&

-

*

*

两排分别加
%((

*

#((

$

I

!̂ ,

药)

图
%

!!

#'

孔板从放大镜中观察到的底部

C1C

!

最佳检测
L

]

值的选择
!

$(

株已知结果的菌株显示#当

L

]

$

)12

的时候#接种
%'A

以后方可观察结果#且有些菌株对

照孔无颜色变化#不见生长)当
L

]

值为
)14

#

)15

时#

&A

后#

在含药物浓度孔内菌体生长#颜色开始变化&当
L

]

%

&1(

时#

$

A

后敏感菌株
%(3

对照孔和含药孔底部硅胶颜色都开始变黄#

无法判断结果#所以为保证实验结果#本研究最佳检测
L

]

值

为
)14

#

)15

#

L

]

值过低菌株生长太慢#药敏结果时间长&

L

]

值过高#敏感菌株的含药孔颜色也发生变化#结果不正确)

L

]

值在
)14

#

)15

时#

$(

株已知
!̂ ,

药敏结果的菌株结果与

TRO/5&(

检测结果符合率为
%((3

#

%)

株敏感株平均
%#A

得

到结果#

%)

株耐药菌株平均
%(A

得到结果)见表
%

)

C1D

!

临床菌株的
!̂ ,

药敏检测结果
!
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株
T/"

临床分离

株#

TRO/5&(

药敏检测敏感株
)'

株#耐药
''

株&以
TRO/5&(

药敏结果为标准#见表
#

#

!̂ ,

临界浓度
%((

$

I

"

H

I

$最佳

TO-

%时灵敏度均可达
5)1)(3

#特异度分别为
5&1$(3

#准确

度为
541#%3

$

!

#

7&1&$

#

!

%

(1()

%&

TO-#((

$

I

"

H

I

时灵敏度

均可达
5(15(3

#特异度分别为
5#1)53

#准确度为
5%14'3

$

!

#

7&1#)

#

!

%

(1()

)微孔板显色法检测结果同
TRO/5&(

药

敏法高度一致)见表
#

)

表
%

!!

$(

株已知结果的
T/"

菌株检测结果

TRO/5&(

药敏结果 菌株数$

0

%

L

]

值
微孔显色板法出结果的天数$

A
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$
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表
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微孔板显色法与
TRO/5&(

药敏结果比较

TO-

耐药界值$

&

$
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"

H

I

% 药敏结果
TRO/5&(

药敏结果$

0

%
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灵敏度$

3

% 特异度$

3

% 准确度$
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%

%(( . '# # 5)1)( 5&1$( 541#%
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报告时间比较
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株未知药敏结果的
T/"

临床菌株#

微量药敏检测中
)

#

2A

时
2

株生长#

4

#

%(A

时
'$

株生长#

%%

#

%'A

时
'&

株生长#

%4A%

株#

#(A%

株#平均$

%%1)#e

$1#$

%

A

&

TRO/5&(

出现阳性最早
)A

#最晚
%4A

#

)

#

2A

有
#4

株#

4

#

%(A

有
')

株#

%%

#

%'A

有
%$

株#

%)

#

%4A

有
#

株#平均

$

%(1)2e#1$%

%

A

)微孔板显色法检测时间稍长于
TRO/5&(

药敏法#但差异无统计学意义$

67$1)4

#

!

%

(1()

%)

D

!

讨
!!

论

!!

已公开报道的检测
!̂ ,

耐药性的方法主要有快速培养仪

检测法*绝对浓度法*基因检测等技术)基因检测技术快速#但

需要专门仪器#实验要求较高#操作繁琐#且耐
!̂ ,

结核分枝

杆菌可能存在多个未知的基因突变位点#导致突变检出率偏

低#对耐
!̂ ,

株存在漏检可能'

%(0%%

(

)

TRO/5&(

培养仪作为世

界卫生组织推荐方法之一'

%#0%$

(

#检测
!̂ ,

耐药菌快速*可靠性

高#但因其需要专用培养基及配套试剂#费用较高#限制了它的

推广应用)本研究小组结合现有国内外
!̂ ,

药敏检测技

术'

%'0%&

(

#利用变色硅橡胶具有高活性吸附性能及易深加工等

特点'

%2

(

#经过反复比较和测试#在常用微孔培养板底部通过特

殊工艺固定固载特殊指示剂的变色硅橡胶$指示剂为对二甲酚

蓝%#变色硅橡胶对
-\

#

浓度敏感#颜色能随孔内
-\

#

浓度变

化发生改变#变色硅橡胶颜色变化直接显示孔内微生物生长及

代谢状态)优点是在一个微孔内紧密连接了两个不同的反应

体系#即将指示剂完全隔离在另一个反应体系内#克服了既往

指示剂直接加入培养基中可能导致结核分枝杆菌生长环境改

变并影响结果判断#完美地解决结核分枝杆菌生长环境和指示

剂相互影响的难题)使用这一方法可以精准调节微量液体培

养基的
L

]

值*菌液浓度*药物浓度#通过对各关节要素进行研

究观察#对
$(

株已知
!̂ ,

结果的实验室培养结核分枝杆菌株

测试#并与
TRO/5&(

检测药物敏感结果进行比较#结果符合

率为
%((3

&最佳菌量接种在
#1)d%(

a%

H

I

"

HV

#

L

]

值应该调

整在
)14

#

)15

#

2

#

%'A

即可观察结果)菌量太低#检测时间

会延长&

L

]

值太低导致判断结果时间推迟#

L

]

值过高又影响

!̂ ,

杀菌活性)进一步对
54

株
T/"

临床分离菌株进行
!̂ ,

敏感性试验#并同时进行
TRO/5&(

法药物试验#最终检测结

果显示#用该方法在最佳接种条件
TO-%((

$

I

"

H

I

和
TO-

#((

$

I

"

H

I

时灵敏度*特异度和准确度均达到理想结果#提示

微量液体培养硅胶显色法已达到临床检测
!̂ ,

敏感性试验

要求)

本研究选用
TRO/5&(

药敏体系作为对照标准'

%4

(

#以

%(3

对照生长为结果观察的终止点#

TO-5&(

的结果判读也是

比较含药孔与
%(3

对照孔中菌量的差异)优点是以
%(3

对照

生长决定药敏观察时间降低药敏检测中可能的假敏感结果&结

果判读比较的是含药孔与
%(3

对照孔中菌量的差异#减少只

有
%((3

对照孔是结果观察的主观性)但是
TRO/5&(

是通过

仪器读 取
%(3

对 照 管 与 对 照 管 的
Rb

值#所 以 有
#

株

TRO/5&(

药敏结果为耐药而微量硅胶显色法出现敏感的结

果#可能与人眼观察灵敏度达不到有关#菌株的活性菌含量也

直接影响结果的准确性)

微量液体培养硅胶显色法也存在一些不足之处#首先#在

结果观察上虽然颜色变化较简便#但仍然需要有经验的人员进

行判断#且存在一定的主观性&其次#由于进行活菌操作#需在

符合生物安全的实验室中进行&是否能对患者痰标本直接进行

检测还需要大规模实验数据验证)

微量液体培养硅胶显色法目前仅国内少数几家结核实验

室在不断地进行优化试验#相关实验数据分析显示利用该方法

检测
!̂ ,

药物敏感性#不仅时间短#而且不需要昂贵的仪器设

备#仅凭肉眼就可判断结果#真正达到准确*快速*低成本和操

作简单的优点#可以满足临床需求#丰富了临床实验室检测

T/"

对
!̂ ,

敏感性的方法#成为替代
TRO/5&(

的
!̂ ,

药敏

检测的潜在方法#具有良好的推广应用前景)
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水平由高到低依次为急性肝炎组*

-]"

组*肝细胞癌组*肝

硬化组)

-]"

患者血清补体
-$

下降的原因可能为!$

%

%

-]"

导致机体免疫功能紊乱#体内形成大量抗原抗体复合物#激活

补体系统#使
-$

被大量消耗&$

#

%补体
-$

是在肝脏合成的#

-]"

患者的肝脏组织受病毒感染#从而使肝细胞合成补体
-$

能力下降&$

$

%

-]"

可能会引起补体旁路激活途径中的
-$K

灭

活因子即
&

因子的减少#使血清中补体
-$

大量消耗'

%'

(

)在本

研究中好转组患者和恶化组患者的
]"W0*+,

无明显差异)

曾有研究报道#不同程度
-]"

患者在受抗病毒治疗后#

]"W0

*+,

无明显差异#可能与患者对抗病毒药物的反应性不同有

关'

%)

(

)

]"W0*+,

载量的高低能反映病毒的复制水平#但其

复制并不总伴有肝损伤#它的变化可能是病毒本身的因素#也

可能是众多因素影响的综合结果'
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(

)

]"W0*+,

值的高低难

以判断机体的免疫状况#其值的高低是机体免疫防御与病毒复

制之间此消彼长的结果)

综上所述#

-]"

患者外周血中的补体
-$

水平#似乎更能

反映肝功能损伤的情况#相比
/

淋巴细胞亚群*补体
-'

和

]"W0*+,

具有更好的敏感性#对判断机体免疫防御与病毒复

制之间此消彼长的状态具有更高的参考价值)而且#补体
-$

检测在许多基层医院均可开展#且价格相对较低#可作为指导

-]"

抗病毒治疗的参考指标之一)
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