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摘
!

要"目的
!

探讨金黄色葡萄球菌测试片在检测临床细菌感染中的应用&方法
!

以金黄色葡萄球菌%大肠埃希菌%阴沟肠

杆菌和肺炎克雷伯菌等
*2

种标准菌株测定测试片的灵敏度和特异性!对测试片检测细菌的最佳培养时间及储存稳定性进行实

验&分离培养法细菌鉴定使用全自动微生物分析仪&对测试片法和分离培养法测定临床标本的结果进行分析&结果
!

金黄色葡

萄球菌测试片对纯菌检测灵敏度为
)1be

'

%W

!与
*-

种非目的菌无交叉反应!

*-K

完成测定!

*.O

条件存放
*

周无明显影响!使

用测试片法检测临床标本结果与分离培养法一致&结论
!

金黄色葡萄球菌测试片法灵敏度高%特异性强%简单快速!在特殊条件

下可用于检测临床标本中的金黄色葡萄球菌&

关键词"金黄色葡萄球菌#

!

快速测试片#

!

细菌#

!

感染
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金黄色葡萄球菌存在于人体鼻黏膜*皮肤及肠道等部位#

是化脓性感染的常见病原菌之一#除引起疖*痈*脓肿等局部感

染#也可引起肺炎*伪膜性肠炎*心内膜炎和脓毒血症等全身感

染)金黄色葡萄球菌为侵袭性细菌#能产生肠毒素#对肠黏膜

损伤性大#所致肠炎起病急#中毒症状重#主要表现为呕吐*发

热*腹泻等#因此#金黄色葡萄球菌快速检测对临床及时诊治具

有重要意义)分离培养法鉴定金黄色葡萄球菌操作复杂#检测

周期长且需细菌检验人员#难以在实验室之外的特殊环境下进

行)用测试片法鉴定金黄色葡萄球菌操作简单#结果准确'

)#-

(

)

金黄色葡萄球菌测试片现应用于食品卫生的检测#用于临床标

本的检测尚未见报道)本研究拟在探讨金黄色葡萄球菌测试

片在检测临床标本中的应用情况#为在特殊情况下进行金黄色

葡萄球菌感染的快速检测提供帮助)

C

!

材料与方法

C,C

!

标准菌株来源
!

金黄色葡萄球菌*表皮葡萄球菌*乙型溶

血性链球菌*无乳链球菌*粪肠球菌*藤黄微球菌*大肠埃希菌*

鼠伤寒沙门菌*福氏志贺菌*阴沟肠杆菌*产气肠杆菌*阪崎肠

杆菌*肺炎克雷伯菌*弗氏柠檬酸杆菌*普通变形杆菌*奇异变

形杆菌*空肠弯曲菌*小肠结肠炎耶尔森菌*铜绿假单胞菌*鲍

曼不动杆菌*产单核细胞李斯特菌*蜡样芽孢杆菌*副溶血弧

菌*溶藻弧菌*创伤弧菌和嗜水气单胞菌#均购自北京陆桥技术

有限责任公司)

C,D

!

检测标本来源
!

检测标本来自临床#包括尿液
-/

份*腹

水
).

份*伤口分泌物
*/

份)

C,E

!

仪器与耗材
!

XT0M_*1;%

B

EH<

全自动微生物分析仪#

法国生物梅里埃公司产品)金黄色葡萄球菌测试片购自北京

陆桥技术有限责任公司$在有效期内使用&)培养基包括胰蛋

白胨大豆肉汤*脑心浸出液肉汤*布氏肉汤*血琼脂平板*巧克

力琼脂平板*胰蛋白胨大豆琼脂和
+3

氯化钠胰蛋白胨大豆琼

脂#均购自北京陆桥技术有限责任公司$在有效期内使用&)

C,H

!

方法

C,H,C

!

标准菌株复苏
!

将金黄色葡萄球菌*表皮葡萄球菌*乙

型溶血性链球菌和无乳链球菌等标准菌株按操作说明进行

复苏)

C,H,D

!

测试片定量检测
!

吸取标本
)%W

于无纺布棉垫上#

待液体吸收后#轻轻盖上薄膜并将边缘推平#将测试片正面平

放于温箱中#

+.O

培养
*-K

#观察结果)

C,H,E

!

测试片定性检测
!

揭开测试片薄膜#吸取
)%W

无菌
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生理盐水于无纺布棉垫上#待液体吸收后#接种待测标本#盖上

薄膜并将边缘推平#将测试片正面平放于温箱中#

+.O

培养
*-

K

#观察细菌生长情况)

C,H,H

!

测试片灵敏度试验
!

制备金黄色葡萄球菌新鲜菌液#

用无菌生理盐水将菌悬液浓度稀释为
)/

N.

*

)/

N2

*

)/

N6

*

)/

N5

和
)/

N$倍#分别吸取不同浓度菌悬液
),/%W

#接种测试片和

胰蛋白胨大豆琼脂平板#

+.O

培养
*-K

#观察培养结果)

C,H,I

!

测试片特异性试验
!

制备金黄色葡萄球菌*表皮葡萄

球菌*乙型溶血性链球菌和无乳链球菌等
*2

种标准菌株新鲜

菌液#用无菌生理盐水稀释成
)/

N.倍菌悬液#分别吸取不同标

准菌株菌悬液
),/%W

接种测试片#

+.O

培养
*-K

#观察细菌

生长情况)

C,H,J

!

标本接种
!

根据不同标本选择最佳接种方法#

+.O

培

养
*-K

)$

)

&测试片直接接种标本!对于液体标本$尿液*腹水*

脑脊液&#直接接种标本
)%W

%$

*

&测试片加无菌生理盐水再接

种标本!对于拭子取样标本#先将测试片加无菌生理盐水
)

%W

#再接种标本%$

+

&标本经倍比稀释再接种!对于定量实验或

标本中细菌数多#应将标本作
)/

倍倍比稀释再接种)

C,H,K

!

测试片最佳培养时间观察试验
!

将测试片接种金黄色

葡萄球菌后#在
+.O

温箱分别培养
).

*

)5

*

*-

和
+/K

#观察细

菌生长情况#选择最佳培养时间)

C,H,L

!

测试片稳定性试验
!

将测试片完整包装分别存放在

-O

冰箱*

*.O

室温和
+.O

孵箱
+

个不同温度下#每
6>

检测

)

次#共检测
*

次)

C,H,M

!

细菌鉴定
!

将临床标本分别接种测试片*血琼脂平板

或胰蛋白胨大豆琼脂平板#

+.O

培养
*-K

#血琼脂平板或胰蛋

白胨大豆琼脂平板生长的细菌#使用全自动微生物分析仪

鉴定)

C,H,CN

!

测试片结果判定
!

测试片出现蓝绿色菌落为金黄色

葡萄球菌#为阳性结果%测试片为无色或未见蓝绿色菌落为阴

性结果)如果尿液中金黄色葡萄球菌数大于或等于
)/

-

1be

"

%W

#可诊断泌尿道感染)如伤口分泌物中金黄色葡萄球菌数

大于或等于
)/

+

1be

"

%W

#表明伤口可能发生细菌感染)对于

特殊体液标本$如腹水*脑脊液*关节液&#如测试片上有细菌生

长#则表明相应部位可能有细菌感染)

D

!

结
!!

果

D,C

!

测试片灵敏度试验
!

金黄色葡萄球菌测试片对其纯菌液

检测下限为
)1be

"

%W

#当临床标本中金黄色葡萄球菌为大于

或等于
)1be

"

%W

时#测试片即可显示阳性结果#见表
)

)

表
)

!!

金黄色葡萄球菌测试片灵敏度试验结果#

1be

%

%W

$

菌液稀释度 平皿计数法 测试片法

)/

N.

2+ 2)

)/

N2

-- -*

)/

N6

)6 )$

)/

N5

)/ 6

)/

N$

* )

D,D

!

测试片特异性试验
!

在被检测的
*2

种细菌中#除金黄色

葡萄球菌呈蓝绿色菌落#表皮葡萄球菌呈黑色菌落外#其余
*-

种非目的菌$粪肠球菌*藤黄微球菌*无乳链球菌*乙型溶血性

链球菌*大肠埃希菌*产气肠杆菌*阴沟肠杆菌*阪崎肠杆菌*弗

氏柠檬酸杆菌*肺炎克雷伯菌*普通变形杆菌*奇异变形杆菌*

鼠伤寒沙门菌*福氏志贺菌*空肠弯曲菌*小肠结肠炎耶尔森

菌*鲍曼不动杆菌*铜绿假单胞菌*副溶血弧菌*溶藻弧菌*创伤

弧菌*嗜水气单胞菌*产单核细胞李斯特菌*蜡样芽孢杆菌&在

测试片上均不生长)

D,E

!

细菌复活试验
!

将测试片上的蓝绿色菌落接种到血琼脂

平板上#

+.O

培养
*-K

#细菌生长良好)表明测试片上生长的

细菌可以保留菌种#进一步做细菌药敏试验及流行病学调查)

D,H

!

最佳培养时间试验
!

培养
*-K

后观察结果比较好#见

表
*

)

表
*

!!

不同培养时间金黄色葡萄球菌在测试片上的检出率

培养时间$

K

& 检出例数$

+

& 检出率$

3

&

). / /,/

)5 * )/,/

*- */ )//,/

+/ */ )//,/

D,I

!

测试片储存稳定性试验
!

金黄色葡萄球菌均能在培养

*-K

后出结果#与
-O

存放检测菌落数符合率在
$*3

以上#见

表
+

)

表
+

!!

不同存放时间和温度对测试片检测结果的影响

存放时间

$

@

&

存放温度

$

O

&

检测结果

$

1be

"

%W

&

与
-O

检测的符合率

$

3

&

6 - *,2Y)/

2

N

*. *,.Y)/

2

$2,*

+. *,-Y)/

2

$*,+

)- - 2,*Y)/

6

N

*. 2,/Y)/

6

$2,5

+. 2,)Y)/

6

$5,-

!!

N

!无数据)

D,J

!

临床标本检测试验
!

测试片法与分离培养法的阳性结果

一致#见表
-

)

表
-

!!

测试片法与分离培养法检测临床标本结果比较#

+

$

临床标本
+

测试片法阳性数 培养法阳性数

尿液
-/ ). ).

腹水
). 2 2

伤口分泌物
*/ )* )*

E

!

讨
!!

论

传统分离培养法细菌鉴定需要对标本进行培养#待分离出

纯菌落后#才能进行细菌鉴定#虽然此方法经典*可靠#但操作

复杂*时间长#且需要在有条件的实验室和细菌检验人员才能

开展'

.#6

(

)显色培养基是利用细菌产生的特异酶与相应底物

$由产色基团和细菌可代谢物质组成&反应而显色#直接观察菌

落颜色进行鉴定'

5#$

(

#但仍需配制培养基和高压灭菌#也不适合

在野外和舰船上开展)测试片法鉴定细菌是以纸片*无纺布或

冷水可凝胶等替代琼脂作为载体#采用选择性培养基和特异性

的酶显色剂作为主要原料#制成的一次性细菌快速鉴定产

品'

)/

(

)它是在分离培养法和显色培养基的基础上发展而来的

一项新技术#与分离培养法相比#测试片法克服了分离培养法

在细菌培养*分离*鉴定等操作中比较复杂$下转第
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本院检出的奇异变形杆菌的
MPRW9

基因型以
10̀ #!

型为主#

(%

B

1

酶的基因型以
1!a

型为主)

整合子是细菌中的一种可移动性基因元件#在耐药基因的

水平转移中起到了至关重要的作用)分析的
*/

株奇异变形杆

菌中
)$

株扩增出
$

类整合子#阳性率$

$.3

&明显高于文献'

6

(

+5,23

的报道)整合的耐药基因产物可导致奇异变形杆菌对

氯霉素*三甲氧苄啶*红霉素*链霉素和壮观霉素的耐药)

药敏试验结果提示美罗培南*阿米卡星*氨曲南*阿莫西

林"克拉维酸*哌拉西林"他唑巴坦和头孢他啶可作为对奇异变

形杆菌感染治疗的首选用药或经验用药)

)2

株菌对亚胺培南

耐药#与文献'

5

(报道的主要因产碳青霉烯酶所致耐药的原因

不同#均未检出碳青霉烯酶和金属酶#可能与其他机制有关#有

待进一步研究)

按
5/3

的相似度为标准'

$

(

#

"b]M

聚类分析中的三个
"b#

]M

型别的
)

!

)*

号菌株判为同一菌株来源%通过临床调查#分

离出奇异变形杆菌的这些病患均有住过该病区
T1e

病房的经

历#而该
T1e

病房因危重患者多#床位之间的距离未达到一米

以上的要求#加之可能的其他感染控制措施的不到位#造成了

此次奇异变形杆菌的院内感染)

此次研究结果揭示本院神经内科病区出现奇异变形杆菌

的院内感染%均为产
MPRW9

株#其中
PPRW

菌占
./3

#携带的

耐药基因型为
10̀ #!#)-

和
1!a#*

%

$

类整合子的携带率高

达
$.3

%美罗培南*氨曲南*阿米卡星*头孢他啶和加酶抑制剂

的抗菌药物可作为首选用药或经验用药%本院分离的耐亚胺培

南株与
_"1

和
!RW9

无关%临床科室应加强院内感染控制措

施的落实#避免或减少院内感染的发生)
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的缺点#只需加样培养
*-K

#直接观察菌落颜色#即可对细菌作

出鉴定#不需配制培养基#操作简单#便于携带#检测时间短#非

检验人员均可操作#特别适合在舰船远航及野外环境等特殊情

况下开展)但细菌测试片法也存在一定不足#如测试片加样后

马上盖上薄膜#液体易溢出%测试片种类比较少#只能检测十几

种常见细菌%对于一些混合细菌感染的标本#使用一种测试片

不能同时检测和鉴定多种病原菌等)

金黄色葡萄球菌测试片具有良好的特异性#在被测定的

*2

种细菌中#除金黄色葡萄球菌呈蓝绿色菌落*表皮葡萄球菌

呈黑色菌落外#其余
*-

种非目的菌均不生长)金黄色葡萄球

菌测试片灵敏度高#对纯菌的检测灵敏度可达
)1be

"

%W

#对

菌落数目在
)

!

$

个范围内的菌液#测试片法与平皿法一样均

能检测出来)对于一些无菌部位的体液标本#如腹水*脑脊液*

关节液等#其检出阳性结果具有一定临床意义)用测试片法与

培养法同时检测临床标本
6.

份#其检测结果一致)测试片在

短时间使用和运输中#无需采取特殊保存措施)因此#在一些

特殊情况下#如野外环境训练*抢险救灾开展医疗服务#舰船远

航进行卫勤保障#发生食物中毒后指导突发事件的处理等#金

黄色葡萄球菌测试片都具有重要的应用价值)
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