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一种用于细菌药物敏感试验的快速纸片扩散法的建立
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２，胡志方１

（韶关市中医院：１．检验科；２．内科三区，广东韶关５１２０３１）

　　摘　要：目的　建立一种快速纸片扩散（ＫＢ）法用于细菌药物敏感试验（ＡＳＴ）。方法　快速ＫＢ法是在低倍镜下快速观测

抑菌环直径并获得ＡＳＴ结果的ＫＢ法，快速ＫＢ法和ＫＢ法不同在于在不同时间点检测细菌抑菌环直径，比较两种方法对金黄

色葡萄球菌、其他葡萄球菌、大肠埃希菌、肠杆菌科其他细菌、铜绿假单胞菌和其他非发酵菌的抑菌环直径平均检出时间，各观测

时间抑菌环直径检出率。计算快速ＫＢ法、ＫＢ法与标准ＫＢ法的符合率并进行比较。结果　快速ＫＢ法与ＫＢ法对６种细菌

（菌龄相同）抑菌环直径平均检出时间比较差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。两种方法对大于或等于７２ｈ菌龄的６种细菌抑菌环

直径平均检出时间均大于菌龄小于或等于４８ｈ的细菌，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。同种方法对６种小于或等于４８ｈ菌龄的

不同细菌抑菌环直径平均检出时间比较差异均有统计学意义（犘＜０．０５），同种方法对６种大于或等于７２ｈ菌龄的不同细菌抑菌

环直径平均检出时间比较差异均无统计学意义（犘＞０．０５）。快速ＫＢ法与标准ＫＢ法对抑菌环直径检测的符合率为８８．８９％～

１００．００％，ＫＢ法与标准ＫＢ法符合率为１００．００％。结论　快速ＫＢ法获得ＡＳＴ时间比自动细菌鉴定仪和标准ＫＢ法均快，标

准ＫＢ法进行ＡＳＴ，无需等待１８～２４ｈ观测抑菌环直径，只要肉眼可见抑菌环，即可测试其直径而获得ＡＳＴ结果。
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　　细菌药物敏感试验（ＡＳＴ）是细菌对抗菌药物敏感度的体

外试验，在细菌对抗菌药物的敏感度、临床抗菌治疗和细菌耐

药性变迁的研究中具有重要意义。虽然目前许多三级甲等医

院配制了自动细菌鉴定仪，但是由于其价格昂贵，二级甲等及

以下级别医院的临床细菌实验室（以下简称细菌室）仍然采用

纸片扩散（ＫＢ）法，该方法通常需要１８～２４ｈ才能获得 ＡＳＴ

结果，为了较快地获得ＡＳＴ结果，满足临床尤其是重症和多重

感染患者的需求，本研究建立了快速 ＫＢ法。现将研究结果

报道如下。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　８６５株细菌全部分离自２０１３年１月至２０１４

年９月本院门诊和住院患者的血液、痰液、粪便、尿液、咽拭纸、

分泌物、白带、脓液等标本。其中金黄色葡萄球菌１０９株，其他

葡萄球菌２１８株，大肠埃希菌１３９株，肠杆菌科其他细菌３０２

株，铜绿假单胞菌２６株，其他非发酵菌７１株。

１．２　仪器与试剂　细菌鉴定采用珠海迪尔生物工程有限公司

生产的ＤＬ９６Ⅱ型自动细菌测定系统进行。ＡＳＴ纸片由杭州

天和微生物试剂有限公司生产，在有效期内使用。水解酪蛋白

（ＭＨ）琼脂为杭州天和微生物试剂有限公司生产，平板制作

按其说明书执行。

１．３　检测方法　快速ＫＢ法ＡＳＴ按照相关文献的ＫＢ法进

行［１］，采用直接配制菌悬液，与ＫＢ法不同之处在于对抑菌环

观察和测量的时间，用于 ＡＳＴ的菌株菌龄为２４、４８、７２、９６ｈ

及大于或等于１２０ｈ。对抑菌环直径观测从１ｈ开始，用低倍
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镜（１００倍）每隔０．５ｈ观察，并测量和记录抑菌环直径（能够观

测抑菌环直径的最早时间即为快速ＫＢ法），至肉眼能够观察

到抑菌环为止（ＫＢ法），之后每２ｈ观察并测量和记录抑菌环

直径，至１２ｈ止，１８～２４ｈ（生长较慢的细菌则适当延长）最终

观察并测量和记录抑菌环直径（标准ＫＢ法）。

１．４　结果判断　根据抑菌环直径将 ＡＳＴ结果判断为敏感

（Ｓ）、中介（Ｉ）和耐药（Ｒ），执行试剂生产厂家提供的“产品使用

说明书”的判断标准。

１．５　质量控制　质控菌株为金黄色葡萄球菌ＡＴＣＣ２５９２３、大

肠埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２、铜绿假单胞菌 ＡＴＣＣ２７８５３，为杭州天

和微生物试剂有限公司生产。质控方法按照文献［１］介绍的方

法进行。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行处理数据及

统计学分析，计量资料以狓±狊表示，差异比较采用方差分析，

以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　两种方法比较　快速ＫＢ法与ＫＢ法对６种细菌（菌龄

相同）抑菌环直径平均检出时间比较差异均有统计学意义

（犘＜０．０５）。见表１。

２．２　两种菌龄的细菌比较　两种方法对大于或等于７２ｈ菌

龄的６种细菌抑菌环直径平均检出时间均大于菌龄小于或等

于４８ｈ的细菌，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。见表１。

２．３　不同菌种比较　同种方法对６种小于或等于４８ｈ菌龄

的不同细菌抑菌环直径平均检出时间比较差异均有统计学意

义（犘＜０．０５），同种方法对６种大于或等于７２ｈ菌龄的不同细

菌抑菌环直径平均检出时间比较差异均无统计学意义（犘＞

０．０５）。见表１。

２．４　两种方法与标准 ＫＢ法的符合率比较　与标准 ＫＢ法

抑菌环直径的符合率，≤４８ｈ菌龄的快速ＫＢ法，金黄色葡萄

球菌观测时间２ｈ为９０．９１％，其他葡萄球菌观测时间２ｈ为

８８．８９％，２．５ｈ为９５．００％，大肠埃希菌观测时间２．５ｈ为

９４．７４％，肠杆菌科其他细菌观测时间２．５ｈ为９６．７７％，铜绿

假单胞菌观测时间４ｈ为７５．００％，６种细菌其他观测时间均

为１００．００％。≥７２ｈ菌龄的快速 ＫＢ法，６种细菌所有观测

时间均为１００．００％。≤４８ｈ和大于或等于７２ｈ菌龄的 ＫＢ

法与标准ＫＢ法抑菌环直径符合率，６种细菌各观测时间均为

１００．００％。

表１　　快速ＫＢ法和ＫＢ法对不同菌龄的６种细菌抑菌环直径平均检出时间比较（狓±狊，ｈ）

病原菌
≤４８ｈ菌龄

狀 快速ＫＢ法 ＫＢ法
犉 犘

≥７２ｈ菌龄

狀 快速ＫＢ法 ＫＢ法
犉 犘

金黄色葡萄球菌 ８４ ３．０８±０．７６ ４．４８±０．９８ １０７．０４ ＜０．０５ ２５ ３．４６±０．７３ ５．０２±１．０９ ３５．３５ ＜０．０５

其他葡萄球菌 １６９ ３．５６±０．８９ ５．０６±１．２０ １７０．３６ ＜０．０５ ４９ ４．０５±０．８６ ５．６２±１．０３ ６７．０８ ＜０．０５

大肠埃希菌 １０６ ３．２７±０．７８ ４．６７±１．０１ １２７．５６ ＜０．０５ ３３ ３．７７±０．８６ ５．２０±１．１１ ３４．２３ ＜０．０５

肠杆菌科其他细菌 ２２４ ３．５８±０．９８ ５．０９±１．０９ ２３７．７０ ＜０．０５ ７８ ４．０８±１．０６ ５．６５±１．１９ ７５．７１ ＜０．０５

铜绿假单胞菌 ２１ ３．９０±０．９６ ５．４５±１．０１ ２５．９８ ＜０．０５ ５ ４．２０±１．１５ ５．８０±１．０４ ５．３３ ＜０．０５

其他非发酵菌 ５６ ４．１０±０．８５ ５．５１±１．０５ ６１．００ ＜０．０５ １５ ４．１３±０．９２ ５．６０±１．０４ １６．８１ ＜０．０５

犉 － １１．５９ ９．３４ － － － ２．１９ １．９０ － －

犘 － ＜０．０５ ＜０．０５ － － － ＞０．０５ ＞０．０５ － －

　　：与大于或等于７２ｈ菌龄的细菌比较；－：无数据。

３　讨　　论

　　ＡＳＴ的试验方法目前有稀释法和扩散法。１９８８年 Ｂｉ

ｏｄｉｓｋ（Ｓｗｅｄｅｎ）公司推出了ＥＴｅｓｔ药敏方法，已被世界同行公

认为第二金标准的药敏方法，这种方法是药敏试验方法的一大

变革，但这种方法仅仅是扩散法和稀释法两种方法结合的产

物，对结果判读仍需通过肉眼观察抑菌圈直径来进行［２］。稀释

法准确，但ＫＢ法也有较好的准确度，且操作简便，目前仍然

是细菌室最常用的ＡＳＴ方法之一。

目前自动细菌鉴定仪在三级甲等医院已得到广泛应用，但

是二级甲等医院及以下级别医院配置极少，ＫＢ法仍然是这些

医院细菌室的ＡＳＴ方法。自动细菌鉴定仪最快可在６～８ｈ

获得ＡＳＴ结果，但通常会超过该时间，ＫＢ法则需要１８～２４ｈ

甚至更长时间，而快速地获得 ＡＳＴ结果对临床抗感染治疗十

分重要，尤其对多重感染和重症感染患者，甚至对挽救感染性

疾病患者的生命具有关键作用，如果能够创建一种快速 ＫＢ

法，无疑对ＡＳＴ意义重大。

本研究建立的快速 ＫＢ法对６种细菌（菌龄小于或等于

４８ｈ，菌龄大于或等于７２ｈ）抑菌环直径平均检出时间明显早

于ＫＢ法，差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。表明快速ＫＢ法

获得ＡＳＴ结果的时间快于ＫＢ法，两者均快于自动细菌鉴定

仪和标准ＫＢ法。

两种方法对大于或等于７２ｈ菌龄的６种细菌抑菌环直径

平均检出时间均大于菌龄小于或等于４８ｈ的细菌。这可能是

菌龄越大细菌生长越慢所致，抑菌环的形成快慢与菌龄呈反

比，与细菌生长速度呈正比。这提示用于 ＡＳＴ的菌龄应以小

于或等于４８ｈ为宜。

６种小于或等于４８ｈ菌龄的细菌抑菌环直径平均检出时

间，在两种方法中比较差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。菌种

的不同，因为生长速度不同，抑菌环直径平均检出时间也不同，

提示抑菌环直径获得时间的快慢由细菌生长速度决定。６种

大于或等于７２ｈ菌龄的细菌抑菌环直径平均检出时间，在两

种方法中比较差异均无统计学意义（犘＞０．０５）。这可能是因

为菌龄老化，各种细菌生长均变缓慢，其生长旺盛期接近所致。

本研究进一步探索发现，快速 ＫＢ法与标准 ＫＢ法的抑

菌环直径高度符合，判断结果也高度一致，结果可靠。≤４８ｈ

和大于或等于７２ｈ菌龄的ＫＢ法与标准ＫＢ法抑菌环直径符

合率，６种细菌各观测时间均为１００．００％，表明ＫＢ法与标准

ＫＢ法的抑菌环直径完全符合，判断结果也完全一致。提示标

准ＫＢ法进行ＡＳＴ时，无需等待１８～２４ｈ观测抑菌环直径，

只要肉眼可见抑菌环，就可观测其直径而尽早获得ＡＳＴ结果。

·６６１· 国际检验医学杂志２０１５年１月第３６卷第２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１５，Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．２



有文献报道了“快速抗菌药物敏感试验方法的建立”，该方

法通过测定６ｈ时水解酪蛋白（ＭＨ）液体培养基中蛋白质水

平变化得到ＡＳＴ结果
［３］，虽然快速（６ｈ时获得ＡＳＴ结果），但

试验方法操作繁琐。也有文献报道了“用显色半固体进行快速

细菌药敏试验的方法”，结果显示，氯化三苯甲基四氮唑（ＴＴＣ）

显色半固体琼脂法与 ＫＢ法同时测定细菌药物敏感度的比

较，两种药敏方法敏感度完全相同或基本相同的合计有５０９

例，占９６．４％，标准菌株用ＴＴＣ显色半固体琼脂法和 ＫＢ法

进行药敏试验的结果比较，两者药敏抑菌环直径毫米数比较差

异无统计学意义（犘＞０．０５），同时结果显示在３ｈ内有９６．８％

的菌株可得出 ＡＳＴ结果，５ｈ１００．０％的菌株可得出 ＡＳＴ结

果，但该试验方法操作也较繁琐［４］。另有文献报道了“一种新

的细菌药敏试验方法的探讨”［５］，该方法与文献［４］报道的方法

基本一致，结果也近似。文献［６］报道了一种改进的快速 ＫＢ

圆盘敏感度测试法，该方法使用四唑染料的衍生物来增强细菌

生长区和抑制区之间的抑菌圈轮廓，６～７ｈ可获得ＡＳＴ结果，

该方法简单，但其获得ＡＳＴ结果的时间长于本研究的快速Ｋ

Ｂ法。ＫＢ法ＡＳＴ除了可用于细菌外，还可用于酵母菌
［７］、真

菌［５］，也可用于耐甲氧西林金黄色葡萄球菌的检测［８］。

细菌的耐药性日趋严重，已经成为医学界的重大难题，加

强细菌耐药性的监测已经迫在眉睫。相关文献报道，金黄色葡

萄球菌耐药率最高的前４位抗菌药物为青霉素Ｇ（８７．３２％）、

红霉素（８７．３２％）、苯唑西林（８０．２８％）、阿奇霉素（７６．０６％），

都大于７６％
［９］。大量文献报道金黄色葡萄球菌有很高的耐药

率［１０１１］。相关研究显示，多种细菌有很广的耐药谱和很高的

耐药率［１２］。这些应引起医学界的高度重视。

综上所述，快速 ＫＢ法快速而准确，获得 ＡＳＴ结果的时

间，快速ＫＢ法比细菌自动鉴定仪快数小时，比标准ＫＢ法快

许多，ＫＢ法虽然较快速ＫＢ法慢，但也比细菌自动鉴定仪快

１ｈ以上，比标准ＫＢ法快许多。标准ＫＢ法进行 ＡＳＴ，无需

等待１８～２４ｈ观测抑菌环直径获得ＡＳＴ结果，只要肉眼可见

抑菌环，即可测试其直径。
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