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·检验技术与方法·

用纸片扩散法和微量稀释法进行药物敏感性测定的比较
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　　摘　要：目的　探讨纸片扩散法和微量稀释法用于临床常见葡萄球菌和肠杆菌的药物敏感性测定的相关性和一致性，为抗菌

药物的选用提供参考依据。方法　收集２０１１年３月至２０１２年２月临床分离的９７株葡萄球菌和８６株肠杆菌，用纸片扩散法与

微量稀释法对以上临床分离的菌株进行药物敏感性测定，分析两种方法的差异。结果　纸片扩散法和微量稀释法对葡萄球菌和

肠杆菌药物敏感性测定结果比较，差异均无统计学意义（犘＜０．０５）；但个别药物敏感性测定结果不在可接受范围内。结论　纸片

扩散法和微量稀释法用于微生物药物敏感性测定的一致性较好，应注意个别药物敏感性测定结果不在可接受范围内。
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　　临床微生物实验室的微生物药物敏感性测定报告可以指

导抗菌药物的使用，其结果的准确性非常重要。目前，一般临

床微生物实验室的微生物药物敏感性测定普遍采用的方法是

纸片扩散法和全自动或半自动仪器分析法（微量稀释法），这两

种方法的一致性如何，是值得每一个临床实验室关注的问题。

１　材料与方法

１．１　标本来源　细菌菌株分离自西安高新医院住院患者送检

的各类临床标本，包括９７株葡萄球菌和８６株肠杆菌。葡萄球

菌又包括金黄色葡萄球菌８４株、表皮葡萄球菌６株、溶血葡萄

球菌４株、中间葡萄球菌１株、人型葡萄球菌２株。肠杆菌中

有肺炎克雷伯菌２６株、大肠埃希菌６０株。本研究中的细菌经

ＶＩＴＥＫ３２全自动微生物细菌鉴定仪鉴定确认。

１．２　质控菌株　金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ２５９２３和大肠埃希菌

ＡＴＣＣ２５９２２购自卫生部临床检验中心。

１．３　仪器与试剂

１．３．１　仪器　微生物浊度比浊仪、ＶＩＴＥＫ３２全自动微生物细

菌鉴定仪由法国梅里埃生物有限公司生产。

１．３．２　药敏纸片　包括万古霉素（３０μｇ／片）、替考拉宁（３０

μｇ／片）、利奈唑胺（３０μｇ／片）、左氧氟沙星（１５μｇ／片）、红霉素

（１５μｇ／片）、克林霉素（２μｇ／片）、头孢唑啉（３０μｇ／片）、哌拉西

林／他唑巴坦（分别为１００、１０μｇ／片）、头孢哌酮／舒巴坦（分别

为７５、３０μｇ／片）、美罗培南（１０μｇ／片）、亚胺培南（１０μｇ／片）、

头孢吡肟（３０μｇ／片）、头孢他啶（３０μｇ／片）、环丙沙星（５μｇ／

片）、阿米卡星（３０μｇ／片），所有药敏纸片均由英国ＯＸＯＩＤ公

司生产，试验期间所有药敏纸片均在有效期内。

１．３．３　培养基　纸片扩散法所用的水解酪蛋白琼脂（ＭＨＡ）

由北京奥博星生物技术有限责任公司生产。微量稀释法革兰

阳性葡萄球菌所用的ＤＬ９６ＳＴＡＰＨ和革兰阴性菌所用的ＤＬ

９６Ｅ，均来自珠海迪尔生物工程有限公司。试验期间所有药敏

板卡的使用均在厂家注明的产品有效期内。

１．４　方法

１．４．１　纸片扩散法　参照美国临床实验室标准化研究所

（ＣＬＳＩ）标准文件中需氧菌的纸片法药物敏感性测定
［１］，同时

以质控菌株作为对照，并根据２０１０年ＣＬＳＩ的判断标准判读结

果并记录。

１．４．２　微量稀释法　严格按照珠海迪尔生物工程有限公司说

明书操作，药物敏感性测定结果由计算机打印。全部质控结果

均在ＣＬＳＩ标准 Ｍ１００Ｓ１８的可接受质控范围内
［２］。

１．４．３　纸片扩散法与微量稀释法的比较　参照ＣＬＳＩＭ２３

Ａ２
［３］文件计算标准一致率（ＣＡ）、微小错误率（ＭＩＥ）、重大错误

率（ＭＥ）、非常重大错误率（ＶＭＥ）。ＶＭＥ≥１．５％，ＭＥ≥３％

或者 ＭＩＥ≥１０％为不可接受的结果。ＣＡ以纸片扩散法为参

考 方 法 进 行 计 算， 计 算 公 式 为 ＣＡ ＝
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和参考方法判定结果解释符合的检测数量

总检测数量 ×１００％。ＭＩＥ 计

算公式为 ＭＩＥ＝
一般错误的检测数量

总检测数量 ×１００％，一般错误是指

参考方法的结果为敏感（Ｓ）或耐药（Ｒ），实验方法的结果为中

介（Ｉ），或者参考方法为Ｉ，实验方法为Ｓ或Ｒ。ＭＥ计算公式

为 ＭＥ＝
严重错误的检测数量

总检测数量 ×１００％，严重错误指参考方法

为 Ｓ 实 验 方 法 为 Ｒ。ＶＭＥ 计 算 公 式 为 ＶＭＥ ＝

极严重错误的检测数量

总检测数量 ×１００％，极严重错误指参考方法为Ｒ，

实验方法为Ｓ。２种方法的微生物药物敏感性测定结果依据

ＣＬＳＩ（Ｍ２Ａ９，２００６）标准
［４］进行判断。

１．５　统计学处理　采用 ＷＨＯＮＥＴ５．６统计分析软件，计数

资料以率表示，率的比较用χ
２ 检验，犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　质控结果　微量稀释法检测最低抑菌浓度（μｇ／ｍＬ），纸

片扩散法检测抑菌环的直径长度（ｍｍ），每批实验均设有质控

菌株。金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ２５９２３，大肠杆菌 ＡＴＣＣ２５９２２，

在ＣＬＳＩ标准下全部质控结果均在可接受指控范围内。见附

表１、２（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

２．２　纸片扩散法和微量稀释法的比较　用两种方法对９７株

葡萄球菌进行药物敏感性测定的结果，差异无统计学意义

（犘＞０．０５），见表１。两种法对８６株肠杆菌进行药物敏感性测

定结果，差异无统计学意义（犘＞０．０５），见表２。

表１　　两种方法对９７株葡萄球菌进行药物敏感性测定的结果［狀（％）］

抗菌药物
纸片扩散法

Ｓ Ｉ Ｒ

微量稀释法

Ｓ Ｉ Ｒ

万古霉素 ９１（９３．８２） ５（５．１５） １（１．０３） ９３（９５．８７） ３（３．１０） １（１．０３）

替考拉宁 ９２（９４．８５） ４（４．１２） １（１．０３） ９４（９６．９１） ３（３．０９） ０（０．００）

左氧氟沙星 ５１（５２．５８） ４（４．１２） ４２（４３．３０） ４７（４８．４５） ４（４．１２） ４６（４７．４３）

利奈唑胺 ９５（９７．９４） ２（２．０６） ０（０．００） ９１（９３．８２） ５（５．１５） １（１．０３）

红霉素 １０（１０．３１） ７（７．２２） ８０（８２．４７） １０（１０．３１） ６（６．１４） ８１（８３．５１）

克林霉素 ３６（３７．１２） ４（４．１２） ５７（５８．７６） ３７（３８．１４） ４（４．１２） ５６（５７．７４）

头孢唑啉 ４７（４８．４５） ３（３．１０） ４７（４８．４５） ４２（４３．３０） ２（２．０６） ５３（５４．６４）

表２　　两种方法对８６株肠杆菌进行药物敏感性测定的结果［狀（％）］

抗菌药物
纸片扩散法

Ｓ Ｉ Ｒ

微量稀释法

Ｓ Ｉ Ｒ

哌拉西林／他唑巴坦 ７２（８３．７２） ３（３．４９） １１（１２．７９） ７２（８３．７２） ３（３．４９） １１（１２．７９）

头孢哌酮／舒巴坦 ７０（８１．４０） １１（１２．７９） ５（５．８１） ６９（８０．２４） １２（１３．９５） ５（５．８１）

美罗培南 ８４（９７．６８） １（１．１６） １（１．１６） ８１（９４．１９） ５（５．８１） ０（０．００）

亚胺培南 ８３（９６．５２） ２（２．３２） １（１．１６） ８３（９６．５１） ３（３．４９） ０（０．００）

头孢吡肟 ４４（５１．１６） ５（５．８１） ３７（４３．０３） ４７（５４．６５） ３（３．４９） ３６（４１．８６）

环丙沙星 ５０（５８．１４） ６（６．９８） ３０（３４．８８） ５０（５８．１４） ３（３．４９） ３３（３８．３７）

头孢他啶 ５２（６０．４７） ４（４．６５） ３０（３４．８８） ４９（５６．９８） ３（３．４９） ３４（３９．５３）

阿米卡星 ７１（８２．５６） ３（３．４８） １２（１３．９６） ７０（８１．４０） ５（５．８１） １１（１２．７９）

表３　　两种方法对９７株葡萄球菌的微生物药物敏感性

　　　测定结果的比较［狀（％）］

抗菌药物 ＣＡ ＭＩＥ ＭＥ ＶＭＥ

万古霉素 ８７（８９．６９） ８（８．２５） １（１．０３） １（１．０３）

替考拉宁 ８９（９１．７５） ７（７．２２） ０（０．００） １（１．０３）

左氧氟沙星 ８５（８７．６３） ８（８．２５） ４（４．１２） ０（０．００）

利奈唑胺 ８９（９１．７５） ７（７．２２） １（１．０３） ０（０．００）

红霉素 ８２（８４．５４） １１（１１．３４） １（１．０３） ３（３．０９）

克林霉素 ７８（８０．４１） ８（８．２５） ５（５．１５） ６（６．１９）

头孢唑啉 ８９（９１．７６） ５（５．１５） ３（３．０９） ０（０．００）

２．３　两种方法用于９７株葡萄球菌药物敏感性测定的比较　

葡萄球菌对万古霉素、替考拉宁、利奈唑胺、头孢唑啉的敏感性

的测定，两种方法的差异均在可接受范围内，一致性较好；对左

氧氟沙星（ＭＥ＝４．１２％）、红霉素（ＭＩＥ＝１１．３４％、ＶＭＥ＝

３．０９％）、克林霉素（ＭＥ＝５．１５％、ＶＭＥ＝６．１９％）的敏感性的

测定，两种方法的差异在不可接受范围，一致性稍差。见表３。

２．４　两种方法用于９７株葡萄球菌药物敏感性测定的比较　

肠杆菌对哌拉西林／他唑巴坦、美罗培南、亚胺培南、头孢吡肟、

阿米卡星的敏感性的测定，两种方法的差异在可接受范围，一

致性较好；对头孢哌酮／舒巴坦（ＭＩＥ＝１２．８０％）、头孢他啶

（ＭＥ＝４．６５％）、环丙沙星（ＭＥ＝４．６５％）的敏感性的测定，两

种方法的差异在不可接受范围，一致性稍差。见表４。
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表４　　两种方法对８６株肠杆菌的微生物药物敏感性

　　测定结果的比较［狀（％）］

抗菌药物 ＣＡ ＭＩＥ ＭＥ ＶＭＥ

哌拉西林／他唑巴坦 ７８（９０．７１） ６（６．９７） １（１．１６） １（１．１６）

头孢哌酮／舒巴坦 ７３（８４．８８）１１（１２．８０） １（１．１６） １（１．１６）

美罗培南 ８１（９４．１７） ４（４．６５） ０（０．００） １（１．１６）

亚胺培南 ８０（９０．０３） ５（５．８１） ０（０．００） １（１．１６）

头孢吡肟 ７６（８８．３７） ８（９．３１） ２（２．３２） ０（０．００）

头孢他啶 ７５（８７．２１） ７（８．１４） ４（４．６５） ０（０．００）

环丙沙星 ７２（８３．７３） ９（１０．４６） ４（４．６５） １（１．１６）

阿米卡星 ７６（８８．３７） ８（９．３１） ２（２．３２） ０（０．００）

３　讨　　论

目前临床微生物实验室的微生物药物敏感性测定普遍采

用纸片扩散法［５］和全自动或半自动仪器分析法（微量稀释

法）［６］，这就面临着两种方法结果的一致性问题以及药物敏感

性测定报告和耐药监测数据是否可以通用的问题。因此，分析

两种方法的相关性，对于提高报告结果的准确性和可靠性非常

重要［７８］。

纸片扩散法是 ＷＨＯ推荐使用的微生物药物敏感性测定

方法［９］，其特点是方法易被掌握，操作较简单，测定的药物可随

临床需要而调整，易检测出个别特殊耐药株［１０１１］。更重要的

是，纸片扩散法微生物药物敏感性测定已有一套完整的质量控

制体系，结果比较可靠，是目前微生物实验室最常用方法。全

自动或半自动仪器分析法是一种微量肉汤稀释法［１２１３］，通过

检测浓度来判读结果，但它仅检测两个临界浓度，不属于连续

完整地稀释法，不能精确测得药物最低抑菌浓度，属于定性筛

选试验，而且仪器法操作更容易受实验体系中液体量、药量、接

种菌量、读数以及药敏板卡中抗菌药物药物浓度分布等因素的

影响［１４］。微生物药物敏感性测定的药物都是板卡固定模式，

无法个性化地满足每个医院临床实际需要，检测一些特殊耐药

菌株的耐药性有困难。另外药敏板卡耗费高，药物敏感性测定

结果完全依赖仪器判读，室内质量控制难以落实到实际工作

中［１５１６］。

２０１１年本院分离出的致病菌中，所占比例排列前３位的

依次是：金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、肺炎克雷伯杆菌，占全

部致病菌总数的５３．５８％。其中耐甲氧西林金黄色葡萄球菌

占５４．５４％，产超广谱β类酰胺酶大肠埃希菌占５３．０８％，产超

广谱β类酰胺酶肺炎克雷伯菌占３４．４５％。比较前３位致病

菌纸片扩散法和微量稀释法的药物敏感性测定结果，为临床提

供及时、准确的抗菌药物选择依据显得尤为重要。

本研究表明，纸片扩散法和微量稀释法用于菌株对万古霉

素、替考拉宁、利奈唑胺、头孢唑啉、哌拉西林／他唑巴坦、美罗

培南、亚胺培南、头孢吡肟、阿米卡星敏感性检测的一致性较

好。但是，ＭＥ（反映菌株对该药物的假耐药率）：头孢他啶为

４．６５％，环丙沙星为４．６５％，左氧氟沙星为４．１２％，克林霉素

为５．１５％；ＶＭＥ（反映菌株对该药物的假敏感率）：红霉素为

３．０９％，克 林 霉 素 为 ６．１９％；ＭＩＥ：头 孢 哌 酮／舒 巴 坦 为

１２．８０％，不在可接受范围之内。

每个临床微生物实验室都应该结合自己实验室的具体情

况做不同药物敏感性测定方法的比对试验，以保证报告的一致

性、可靠性及准确。
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