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%摘要&

!

目的
!

探讨微孔板变色硅胶显色法快速检测利福平"

.)S

#耐药结核分枝杆菌"

R<J

#的临床应用

价值$方法
!

对江苏省南通市第六人民医院结核病实验室保存的
"9

株
R<J

临床分离株用微孔板变色硅胶显

色法检测
.)S

耐药性!并与
J?C,ECR;)<=N9

作比较$再对
69

份临床涂阳痰标本使用微孔板变色硅胶显色法

与
J?C,ECR;)<=N9

同时进行
.)S

药敏检测!并比较检测结果的灵敏度%特异度%准确度$结果
!

微孔板变色硅

胶显色法最佳接种菌量为
!9

X%

I

]

(

IW

%检测最佳时间为
7

!

!91

%

.)S

的最低抑菌浓度"

R)-

#判断界值为
!>99

'

]

(

IW

$以
J?C,ECR;)<=N9

检测法为金标准!微孔板变色硅胶显色法对涂阳痰标本
.)S

药敏检测灵敏度达

=6>!/B

!特异度为
!99B

!准确度为
=7>%7B

$结论
!

微孔板变色硅胶显色法可直接检测痰标本中
R<J

对

.)S

的药物敏感性$
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结核病是中国政府重点控制的三大传染病之一#

特别是耐药结核分枝杆菌&

R<J

'的流行#已成为困扰

公共卫生的最大问题$

!$/

%

"其中耐利福平&

.)S

'的

R<J

尤其受到格外重视#这是因为
.)S

是现代结核

病化疗的一线最主要药物#也是公认缩短结核病疗程

和提高治愈率的最关键药物"如果能及早发现耐

.)S

的
R<J

#及时更改抗结核治疗方案#将提高结核

病治愈率(避免无效用药和减少耐多药
R<J

形成$

%

%

"

R<J

药物敏感性检测金标准为罗氏培养及比例法药

敏#但因其需耗时间为
6

!

8

周#不能满足实际需要"

而目前一些
R<J

快速药敏检测技术 如
J?C,EC

R;)<=N9

(基因检测技术(微量液体最低抑菌浓度

/!=!

重庆医学
/9!8

年
"

月第
67

卷第
!6

期

&

基金项目#国家十二五结核重大专项项目&

/9!%_b!999%99!$99%

'"

!

作者简介#陈俊林&

!=79X

'#主任医师#本科#主要从事结核病的诊

治研究"

!

$

!

通信作者#
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'技术等存在设备和试剂昂贵或操作要求高#判

读结果易受到主观影响$

6$"

%

#不能推广应用于基层实

验室"由本课题组研制一款
R<J

药敏检测新型实用

产品111

/6

孔微量液体培养硅胶显色板#即将进行产

业化"本实验利用该新型产品除对
R<J

临床分离株

进行了
.)S

药物敏感性测试#还尝试对涂阳痰标本的

.)S

药物敏感性进行了检测#进一步缩短了报告时

间#现报道如下"

!

!

材料与方法

!>!

!

材料

!>!>!

!

菌 株 来 源
!

R<J

标 准 菌 株
O%7.F

&

:<--/7/=6

'和牛分枝杆菌&

R>a@FA+:<--!=/!9

'

购自国家菌种保藏中心#

"9

株
R<J

临床分离株来自

江苏省南通市第六人民医院结核科
/9!%

年
"

月至

/9!"

年
!

月住院肺结核患者的痰标本培养物#经菌种

鉴定为
R<J

"

69

例涂阳痰标本来源于该院结核科

/9!"

年
!

月至
/9!N

年
!

月住院复治涂阳肺结核患

者#痰抗酸杆菌菌量分级)按萎
$

尼染色镜检结果菌量

分级标准以
!

j

(

/

j

(

%

j

(

6

j记录$

N

%

"

!>!>#

!

试剂与仪器设备
!

.)S

购自美国
SĜH?

公

司+

J?C,ECR;)<

检测仪(

N!9!9:$!

型比浊仪#购自

美国
J*

公司+

;'($=/799

隔水式培养箱#购自上海

精宏实验设备有限公司+对硝基苯甲酸&

('J

'购自美

国
&A

]

I?

公司+

/6

孔变色硅胶培养板#由上海积彩医

疗器械有限公司提供+微孔板检测仪购自东乐自然基

因生命科学公司"

!>!>"

!

试剂配置
!

液体培养基配制参见文献$

7

%的

方法#以
7O=

培养基为基础液#辅以牛血清清蛋白#葡

萄糖等#孔雀绿抑制非分枝杆菌微生物生长"药物配

制)

.)S

现用二甲基甲酰胺&

*RS

'溶解配制成
!9

I

]

*

IW

#再用液体培养基进行稀释#终浓度为
9>/"

!

!N

'

]

*

IW

+

('J

用液体培养基稀释至终浓度为
899

'

]

*

IW

"

!>#

!

方法

!>#>!

!

微孔板变色硅胶显色法检测药敏试验

!>#>!>!

!

微孔板变色硅胶显色法检测
R<J

临床分

离株对
.)S

的敏感性
!

将
R<J

临床分离株于液体

培养基培养
/

周后#用液体培养基重悬#磨菌
"

!

!9

IA0

后静置
!"IA0

#取上层均匀的悬浊液用液体培养

基比浊至待用"取适量
!>99I

]

*

IW

的菌液按终浓

度要求进行稀释#使液体培养基中菌体的终浓度分别

为
!9>99

X!

I

]

*

IW

(

!9>99

X/

I

]

*

IW

(

!9>99

X%

I

]

*

IW

和
!9>99

X6

I

]

*

IW

"

/6

孔微孔板中设定阳性对

照孔(阴性对照孔(测试孔"阳性对照孔加不含
.)S

培养基(接种不同浓度的菌液
9>69IW

+阴性对照孔

加不含
.)S

培养基(不接种菌#作为阴性控制+测试孔

中加入
9>69IW

不同浓度含
.)S

培养基#再分别接种

不同浓度的菌液
9>69IW

"用透明胶带将培养板封

好装入一次性密封袋#置于
%7m

温箱培养"从培养

第
/

天起#每天观察微孔板底硅胶颜色是否由天蓝色

逐渐变黄色#最多观察
/!1

"实验结果通过比较测试

孔与阳性对照孔中菌株生长速度进行判断"判断方

法是当阳性对照孔生长时#测试孔尚未生长#说明测

试孔
R<J

生长被药物抑制#判为敏感+而当测试孔

R<J

先于对照孔或与对照孔同时生长#说明药物不

能抑制测试菌株繁殖#判断该测试孔对
.)S

耐受"结

果判断时间为
"

!

!"1

#超过
/!1

不生长需重复实验"

质量控制)每次实验均以
O%7.F

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"结果观察)将
/6

孔微孔板放置于自制的倒

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&空白板#图
!

'+

J!

(

-!

(

*!

(

J6

微孔板底

硅胶的颜色由天蓝色逐渐变黄色#提示
R<J

生长&图

/

'%或者通过微孔板检测仪进行检测#观察并记录结

果"

R)-

定义为微孔板底含指示剂天蓝色硅胶完全

没有发生颜色改变的最小药物浓度"

图
!

!!

/6

孔微孔板正置于放大镜支架上

图
/

!!

/6

孔板从放大镜中观察到的底部图!测试后"

!>#>!>#

!

微孔板变色硅胶显色法检测涂阳痰标本

.)S

敏感性
!

加设
('J

含药孔#将痰标本液化去污

染处理后的沉淀#用液体培养基洗涤
/

遍#用
">99

IW

液体培养基重悬"参照
!>/>!>!

流程向阳性对照

孔(测试孔(

('J

含药孔各加入
9>69IW

标本沉淀悬

浊液#再进行培养观察#最多观察
"91

"若对照孔内

有细菌生长#

('J

含药孔无细菌生长#则说明该标本

中为
R<J

+若对照孔内有细菌生长#

('J

含药孔有细

菌生长#则说明标本中为非
R<J

"

!>#>#

!

J?C,ECR;)<=N9

培养及药敏试验

%!=!

重庆医学
/9!8

年
"

月第
67

卷第
!6

期



!>#>#>!

!

R<J

临床分离株培养
!

经前处理后使用

J?C,ECR;)<=N9

操作系统进行
R<J

液体培养#取阳

性第
%

!

"

天培养管#无菌吸取
!>99IW

阳性肉汤至
6

IW

无菌生理盐水中#作为稀释菌液#再以此稀释菌液

!n!99

稀释作为对照菌液#分别以无菌方法加入

"99>99

'

W

对照菌液和稀释菌液于
J?C,ECR;)<=N9

对照管和加有
.)S

的药物培养管中颠倒混匀&培养基

的药物浓度为
!>99

'

]

*

IW

'"放入
J?C,ECR;)<=N9

培养箱中#仪器会在
!"1

之内会自动报告敏感与耐药

结果"质量控制)每次药敏试验均采用
O%7.F

标准

株作为阳性参照#以质控药敏检测结果"

!>#>#>#

!

涂阳痰标本培养
!

取液化去污染后的标本

悬液
9>"9IW

接种于
J?C,ECR;)<=N9

培养检测管

中#参照
!>/>/>!

流程进行培养及
.)S

药敏检测"

!>"

!

统计学分析
!

使用
&(&&!%>9

统计软件分析#计

数资料采用
!

/ 检验#以
%

"

9>9"

为差异有统计学意

义"根据受试者工作特征&

.Y-

'曲线分析#使用

RE1C?GE

软件计算
.)S

区分耐药和敏感菌株的最佳

阈值"

#

!

结
!!

果

#>!

!

临床分离菌株检测结果

#>!>!

!

最佳检测菌量的选择
!

以
J?C,ECR;)<=N9

药敏结果为标准#当加入孔内
R<J

菌株量终浓度为

!9>99

X!

I

]

*

IW

(

!9>99

X/

I

]

*

IW

时#

"9

株已知药敏

结果的菌株显示)无论是耐药菌株还是敏感菌株#接

种
/1

后在各药物浓度测试孔内可见微孔板底硅胶的

颜色由天蓝色逐渐变黄色#至
71

后阳性对照孔可观

察到微孔板底硅胶的颜色由天蓝色逐渐变黄色#提示

有
R<J

生长+接种
!9>99

X%

I

]

*

IW

浓度
7

!

!91

时

="B

耐药菌测试孔和对照孔可观察到微孔板底硅胶

的颜色由天蓝色逐渐变黄色#敏感菌株测试孔孔底硅

胶颜色无改变+当菌量
!9>99

X6

I

]

*

IW

时#

!91

内对

照孔无肉眼可见菌体生长出现#

89B

耐药菌测试孔和

%9B

对照孔
!61

后可以观察到微孔板底硅胶的颜色

改变"基本确定本研究最佳检测菌量终浓度为

!9>99

X%

I

]

*

IW

"

#>!>#

!

临床分离菌株的药敏检测结果
!

微孔板变色

硅胶显色法与
J?C,ECR;)<=N9

药敏结果比较#

"9

株

R<J

临床分离株经过微孔板变色硅胶显色法与

J?C,ECR;)<=N9

检测药敏结果&表
!

'"两法检测

.)S

药敏结果相符
6=

株#不符
!

株"以
J?C,EC

R;)<=N9

药敏结果为标准#微孔板变色硅胶显色法

检测
.)S

灵敏度达
=6>!/B

#特异度为
!99B

#准确度

为
=7>6%B

#同
J?C,ECR;)<=N9

高度一致&符合率

=8>99B

'#差异无统计学意义&

!

/

M9>=/

#

%

#

9>9"

'"

#>!>"

!

最佳药敏结果报告时间比较
!

以
J?C,EC

R;)<=N9

药敏报告时间为参照#从菌液加入含
.)S

药物培养板开始计时#

J?C,ECR;)<=N9

药敏报告时

间为
6

!

!%1

#平均
7>791

"微孔板变色硅胶显色法

检测时间
6

!

!"1

#平均
8>/91

"微孔板变色硅胶显

色法检测时间稍长于
J?C,ECR;)<=N9

药敏报告时

间#但二者比较差异无统计学意义&

%

#

9>9"

'#见

表
/

"

表
!

!!

两种方法检测
.)S

药敏结果!

&

"

J?C,ECR;)<=N9

微孔板变色硅胶药敏

耐药 敏感
合计

耐药
/% 9 /%

敏感
! /N /7

合计
/6 /N "9

表
/

!!

二者检测
.)S

药敏报告时间比较%

&M"9

'

&

!

B

"&

报告时间&

1

' 微孔板变色硅胶
J?C,ECR;)<=N9

药敏

!

!"

% 9 9

%

!"

" /

&

6>99

'

/

&

6>99

'

"

!"

7 7

&

!6>99

'

=

&

!8>99

'

7

!"

= /9

&

69>99

'

/%

&

6N>99

'

=

!"

!! !%

&

/N>99

'

!!

&

//>99

'

!!

!"

!% "

&

!9>99

'

6

&

8>99

'

!%

!"

!" /

&

6>99

'

!

&

/>99

'

!"

!"

!7 !

&

/>99

'

9

!7

!"

/9 9 9

%

/! 9 9

#>!>$

!

最佳药物敏感性判断界值的选择
!

根据
"9

株
J?C,ECR;)<=N9

药敏检测结果#在最佳检测菌量

终浓度为
!9>99

X%

I

]

*

IW

条件下#微孔板变色硅胶

显色法检测
R<J

临床分离株的
R)-

分布为
9>/"

'

]

*

IW!8

株#

9>"9

'

]

*

IW8

株#

!>99

'

]

*

IW!

株#

/>99

'

]

*

IW7

株#

6>99

'

]

*

IW!%

株#

8>99

'

]

*

IW%

株#

!N>99

'

]

*

IW9

株"经
RE1C?GC

分析
.Y-

曲线下

面积 为 &

:2-

'

9>="9

(灵 敏 度
=">N!B

(特 异 度

==>!/B

"

#>#

!

涂阳痰标本检测结果

#>#>!

!

二者检测涂阳痰标本
.)S

药敏结果
!

69

例

涂阳痰标本经过
J?C,ECR;)<=N9

培养及药敏检测敏

感株
/!

例#耐药
!7

例#培养阴性
!

例#鉴定为非
R<J

!

例+微孔板变色硅胶显色法检测结果为敏感株
//

例#耐药
!N

例#培养阴性
!

例#非
R<J!

例"两种药

敏方法结果相符合
%8

株#不符合
!

株#符合率为

=7>66B

&

%8

*

%=

'+灵敏度为
=6>!/B

&

!N

*

!7

'#特异度

为
!99B

&

/!

*

/!

'#准确度为
=7>%7B

&

%7

*

%8

'#两种方

法检测结果比较差异无统计学意义&

!

/

M9>=9

#

%

#

9>9"

'"

#>#>#

!

微孔板变色硅胶直接检测涂阳痰标本
.)S

药

敏时间
!

从处理后的标本加培养板或培养管开始计

时#

J?C,ECR;)<=N9

药敏报告时间为
!9

!

/71

#平均

6!=!
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"
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表
%

!!

微孔板变色硅胶显色法直接检测涂阳痰标本
.)S

药敏时间!

1

"

分级
& !

!

/ %

!

6 "

!

N 7

!

8 =

!

!9 !!

!

!/ !%

!

!6 !"

!

!N !7

!

/9

%

/!

中位数&范围#

1

'

!

j

!/ 9 9 9 9 9 ! ! ! ! 7 /6>!9

&

!!

!

6/

'

/

j

!/ 9 9 9 9 ! ! / ! ! N !8>/9

&

=

!

%%

'

%

j

!9 9 9 9 ! ! / / 9 ! % !N>/9

&

7

!

/6

'

6

j

" 9 9 9 ! ! ! 9 9 ! ! !!>N9

&

7

!

//

'

!=1

"微孔板变色硅胶显色法检测时间
8

!

6/1

#平均

/91

#痰涂阳标本检测时随标本中菌量的增多而减少#

使用微孔板检测仪观察同一份标本在阳性对照孔(测

试孔最佳报告时间和硅胶颜色改变的差异#可初步判

断痰标本中
R<J

异质性耐药"而微孔板变色硅胶显

色法检测时间稍长于
J?C,ECR;)<=N9

药敏报告时

间#但差异无统计学意义&

%

#

9>9"

'"微孔板变色硅

胶显色法直接检测涂阳痰标本
.)S

药敏时间#见

表
%

"

"

!

讨
!!

论

!!

基于耐药结核病特别是耐
.)S

流行现状#开发

R<J

快速药敏检测技术显得迫切而重要"目前

R<J

表型快速药敏检测技术如
J?C,ECR;)<=N9

(微

量液体
R)-

(药物敏感度检测技术&

RY*&

'(液体变

色培养等开始应用于一些较大型医疗机构#但因为存

在设备(试剂昂贵或操作要求较高$

8$!9

%

#很难推广应

用"而一些成熟的基因检测技术基于
(-.$*':

为

基础#如高分辨率熔解曲线技术(

b

U

E5,R<J

*

.)S

技

术(基因芯片技术等虽然快速(高效#但很难覆盖所有

的基因突变位点(不能区别活菌及死菌(不能判断异

质性耐药(不能检测
R)-

即不能鉴别低浓度耐药还

是高浓度耐药$

!!$!%

%

#实际使用受到限制"

本研究团队综合考虑了现有检测技术的优缺点#

设计制造出一新型快速
R<J

药敏诊断产品#即含变

色硅胶的微孔板"其基本设计原理为
R<J

生长过程

中会产生
-Y

/

#

-Y

/

能和酸碱指示剂发生反应导致指

示剂颜色改变来间接判读
R<J

生长繁殖能力"既往

一些检测产品往往直接将指示剂加入培养基中$

!6

%

#可

能导致结核杆菌生长环境改变并影响结果判断#为彻

底解决这一难题#本课题组利用硅胶具有固载酸碱指

示剂离子和吸收
-Y

/

的性能$

!"

%

#将精选的酸碱指示

剂离子&对二甲酚蓝离子液体'通过特殊工艺固载到

透明
J

型硅胶中#再将若干量成品塑形在
/6

孔微孔

板底部"实际检测过程中#微孔板内如果有
R<J

生

长#产生的
-Y

/

就被硅胶吸收并与其中酸碱指示剂发

生反应导致硅胶颜色改变#肉眼就能观察结果"且经

过特殊处理
J

型硅胶具有低表面张力和低表面能优

点$

!N

%

#有疏水(防粘等各项优异性能#防止了培养基中

液体和固载在硅胶中的指示剂逆向流动+

J

型硅胶具

有的惰性特点保证了
R<J

生长环境稳定"

本实验组首先利用该产品对
R<J

临床分离菌株

进行
.)S

药敏测试#这是因为
R<J

临床分离菌株是

具有繁殖能力强的优势菌群(容易定量并能保证实验

结果判读"通过对
"9

株
R<J

临床分离株药敏测试

并与
J?C,ECR;)<=N9

标准药敏体系作对比$

!7$!8

%

#本

研究小组发现)该产品检测最佳观察时间为
7

!

!91

+

最佳接种菌量为
!9>99

X%

I

]

*

IW

#菌量太高因影响杀

菌效果易造成假阳性#菌量太低#会延长观察时间+确

定
.)S

最佳
R)-

判断界值为
!>99

'

]

*

IW

#因为在该

R)-

判断界值下#所检测药敏结果敏感性和特异性与

J?C,ECR;)<=N9

结果高度一致#证明微孔板变色硅

胶显色法性能可靠+通过
.Y-

曲线分析#提示
="B

以

上的特异度#说明利用该产品测得
R)-

值可以有效

地判断出
R<J

对
.)S

敏感株和耐药株#能获得较为

详细的菌株耐药数据"

因为利用
R<J

临床分离菌株进行检测#必然需

要先将临床标本适当处理后进行培养#再将培养到的

较纯化的优势菌进行下一步检测#这就需要耗费较长

时间#难以满足临床需要"本实验组利用变色硅胶微

孔板对涂阳痰标本直接进行
.)S

药敏检测#结果发

现)&

!

'

R)-

判断界值仍然为
!>99

'

]

*

IW

#因为在该

R)-

判断界值下#所检测药敏结果敏感性和特异性与

J?C,ECR;)<=N9

结果高度一致#均达到
=">9B

左右#

能满足对临床痰标本直接检测实验要求"&

/

'最佳接

种标本为近
!

个月未接受抗结核治疗且分级计数
%

j

(

6

j痰标本#经过换算
6

j痰标本经过适当处理检测终

浓度可达到或接近
!9>99

X%

I

]

*

IW

#即达到最佳检测

菌量$

!=

%

"而分级计数
!

j或已经过半月以上抗结核治

疗涂阳痰标本#

R<J

活力较弱或较少#观察时间会明

显延长#对此类标本最好采用集菌方法"&

%

'痰标本

中存在
R<J

异质性耐药时#在最佳报告时间和硅胶

颜色改变存在一定差异#肉眼判断困难#使用微孔板

检测仪更能提高分辨率"通过对比结果如果提示

R<J

异质性耐药#可考虑通过检测结核
.':

(

*':

联合结核培养等进一步明确诊断$

/9$/!

%

"直接检测涂

阳痰标本
.)S

药物敏感性进行了有益尝试#进一步缩

短了报告时间#提高了检出效率#但尚需要大样本测

试才能确定相关检测标准"本课题组为测试
R<J

药

物敏感性专门研发的这一产品#综合考虑了硅胶负载

技术(硅胶孔径分布对
-Y

/

吸附性能(酸碱指示剂负

"!=!
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年
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载量及变色灵敏度(

R<J

在对数繁殖时产生
-Y

/

的

能力等量效关系#并对疏水性能(温度(酸碱度(惰性(

-Y

/

吸附性能进行了测试#达到直接检测痰标本中

R<J

的药敏要求#较其他的
R<J

表型药敏检测系统

具有明显的性价比优势#能克服常用
R<J

分子药敏

技术的一些不确定性弱点"

微孔板变色硅胶显色板这一新型
R<J

药敏诊断

产品目前还在多家协作单位不断测试并进一步完善

产品过程中#但该产品技术原理明确(具有成本低(准

确(快速(操作简单等优点#具有良好的推广应用前

景#向基层结核病防治机构推广使用的前景值得

期待"
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A0/9!"

)

S5@I1A?

]

0@+A+,@,\E1E,EC,A@0@DÎG,A5E+A+,?0,
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