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细菌超声分散计数仪在分枝杆菌药物敏感性

试验中的应用价值
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!摘要"

!

目的 评估细菌超声分散计数仪'简称*分散仪+)在分枝杆菌药物敏感性试验'简称*药敏试验+)中

的应用价值.方法 使用分散仪和磨菌瓶两种方法对结核分枝杆菌'

OLS

)标准株
X':QE

和
$'%

株临床分离株进

行分散处理#通过肉眼观察和抗酸染色两种方法对比这两种处理方式的分散效果,同时通过平板菌落计数和药敏

试验来评估分散仪处理对分枝杆菌的活性及药敏结果的影响.结果 '

$

)分散效果!
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株分枝杆菌临床分离株

中#

$$$

株菌落形态为粗糙型#包括
OLS(;

株#龟脓肿分枝杆菌-耻垢分枝杆菌-堪萨斯分枝杆菌等共
$'

株#经分

散仪和磨菌瓶两种方法处理后肉眼及显微镜观察#菌落呈现均匀分散的菌株分别占
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)菌株活性!上述两种方法处理后的菌悬液经
:X$%

平板和

中性罗氏培养基培养#分别于'
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).统计上述两法处理后接种在
:X$%

平板上的菌落数#分别为'
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),罗氏培养基菌落数分别为'

$:;&%%e

$&'$

)

g$%

0

<]c

"

24

和'

$;8&%%e$&:8

)

g$%

0

<]c

"

24

#差异无统计学意义'

)b$&%$

#

!

$

%&%8

).'

'

)药敏试验!分

散仪处理与磨菌瓶处理菌悬液对异烟肼-链霉素-利福平-乙胺丁醇等一线抗结核药物的药敏试验结果符合率分别

为
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,对阿米卡星-左氧氟沙星-莫西沙星-力克菲蒺-利福布汀-丙硫异烟胺-利奈唑胺等二线抗结核药物的

药敏试验结果符合率分别为
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.两种处理方法处理后的菌悬液应用
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液体比例法进行药敏试验的报告阳性时间分别为'
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).结论 在分枝杆菌药敏试验的菌悬液制备过

程中#对比传统磨菌瓶处理方法#分散仪处理能更快-更好地实现菌株分散#并且达到菌落分散和浊度检测一体化#

同时不影响菌株的活性和药敏试验结果.

!关键词"

!

分枝杆菌#结核,

!

超声处理,

!

结核#抗多种药物性
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结核分枝杆菌'

OLS

)的药物敏感性试验'简称

*药敏试验+)是耐药结核病诊断的金标准.目前在

我国各级结核病诊断实验室中#最常用的耐药检测

方法仍然是基于固体培养基培养的比例法和
O_ZL()%

的液体比例法%

$

&

#而菌悬液标本的制备是其关键步

骤%

/

&

.常用的方法是磨菌瓶法!通过振荡瓶中的玻

璃珠与菌落#从而使菌落分散#然后加入含
%&8G

L6CC-.;%

的生理盐水进行稀释#与麦氏
$

号标准比

浊管或比浊仪比浊并稀释至
$

个麦氏浊度'

O<]

)#

经稀释后接种到含药罗氏管进行耐药性检测.上述

方法虽然能使菌落分散成菌体#成功完成药敏检测#

但存在操作繁锁-耗时长-比浊粗糙#以及生物安全

风险等问题.而细菌超声分散计数仪采用超声分散

的原理使菌落分散#同时自动检测浊度#最后经人工

接种到含药培养管培养进行耐药性检测#具有操作

简单-安全-标准化#耗时短等优势.笔者分别采用

细菌超声分散计数仪 '简称*分散仪+)和传统的研

磨瓶法制备临床
OLS

菌株的菌悬液样本#以评估

分散仪在
OLS

药敏试验中的应用价值.

材料和方法

$+

菌株来源!实验中所用的
OLS

标准菌株

X':QE

和
$'%

株分枝杆菌临床分离株均由广州市

胸科医院检验科实验室提供.

/+

主要仪器与试剂!'

$

)仪器!细菌超声分散计

数仪'超声功率为
$(\

,广东体必康生物科技有限

公司生产)-

':h

恒温培养箱-

0h

冰箱-生物安全

柜-奥林巴斯光学显微镜-

1

TT

C-!"5U

微量移液器-

SJ()%

全自动快速分枝杆菌培养仪.'

/

)试剂耗

材!磨菌瓶-直径
(92

平板-平板封口膜-

:X(

培养

基-

:X$%

培养基-罗氏中性培养基-接种环-生理盐

水-

%&8G L6CC-.;%

生理盐水-

$&8241

TT

C-!"5U

管-超声分散专用试管-载玻片-镜油-

S3,"

抗酸染

色液.

'+

分散仪分散效果试验!

X':QE

标准株和
$'%

株分枝杆菌临床分离株均采用接种环挑取罗氏培养

基内菌落约一环#放入预先加有
/24

生理盐水的超

声分散专用试管中#然后将该试管放入分散仪中进

行超声分散!超声
8,

#间隔
8,

#持续
$2#-

.根据仪

器提示加入相应体积稀释液#将菌悬液稀释至

$O<]

'

$2

7

"

24

).取同浓度磨菌瓶研磨的菌悬液

样本#肉眼观察对比这两种不同方式处理后菌悬液

的分散效果.用生理盐水将分散仪和研磨瓶分别处

理制备的
$O<]

菌悬液进行
$%

倍梯度稀释#直至

$%

d0

2

7

"

24

#然后各取
%&$24

菌液进行抗酸染色.

根据肉眼观察和显微镜观察两种方法来评价不同处

理方式的分散效果.

0+

分散仪分散后菌株活性试验!分散仪和磨菌

瓶均对
X':QE

标准株和
$'%

株分枝杆菌临床分离

株进行分散处理#制备浊度为
$O<]

的菌悬液样

本#再用生理盐水对菌悬液进行
$%

倍梯度稀释#直

至
$%

d'

2

7

"

24

#然后分别取
$%%

)

4

菌悬液接种至

:X$%

固体培养基平板和中性罗氏培养基上.接种

时用接种环将菌液均匀涂布于平板和罗氏培养基

$

0)(

$

中国防痨杂志
/%$)

年
$$

月第
';

卷第
$$

期
!
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#

D"EC2BC5/%$)

#

F"4&';

#

D"+$$



上#最后将两种培养基置于
':h

恒温培养箱中培

养.培养过程中定期观察菌落生长状态#待
$0!

菌

落生长至合适大小时进行菌落计数#并统计分析

结果.

8+

分散仪对药敏试验结果的影响!分散仪和磨

菌瓶均对
X':QE

标准株和
$'%

株分枝杆菌临床分

离株进行分散处理#参照文献%

'

&进行药敏试验#以

评估两种分散处理方法对分枝杆菌药敏试验结果的

影响.一线药物'异烟肼-利福平-链霉素-乙胺丁

醇)的药敏试验采用
O_ZL()%

法#待仪器自动报

告结果时#记录报阳时间并分析结果,二线药物'阿

米卡星-左氧氟沙星-莫西沙星-力克菲蒺-利福布

汀-丙硫异烟胺-利奈唑胺)采用传统固体比例法进

?

!分散仪分散'抗酸染色
g$%%%

),

S

!研磨瓶分散'抗酸染色
g$%%%

)

图
>

!

不同分散方式处理后的结核分枝杆菌
X':QE

标准株菌悬液抗酸染色镜检结果

行药敏试验#于
'%!

时统计菌落数

并分析结果.

)+

质量控制!采用
X':QE

标准

菌株作为分散仪和磨菌瓶处理的分

散菌落#菌悬液接种
:X$%

平板及罗

氏培养基用以验证处理后菌悬液的

活性#接种含药培养基以验证药敏

试验的准确性#并以其结果作为本

研究的质量控制.

:+

统计学分析!采用
RMRR$(&%

软件进行分析.应用卡方检验对分

散仪和磨菌瓶处理后菌悬液均匀的菌株百分率进行

比较,对两法处理后接种培养基的菌落数和报告阳

性时间进行
)

检验#以
!

#

%&%8

为差异有统计学意

义,对两法处理后的菌液药敏培养结果进行一致性

检验'

_$

88

$

检验)#

_$

88

$

%

%&:8

认为两者一致性

较好.

结
!!

果

$+

分散效果!应用分散仪和磨菌瓶两种处理方

式对
$'%

株分枝杆菌临床分离株及
X':QE

标准株

进行处理#肉眼观察结果表明#分散仪分散的菌液更

均匀#无明显大的菌落颗粒,而磨菌瓶研磨处理后的

菌液中存在明显较大的菌落颗粒#见图
$

.

抗酸染色镜检结果表明#分散仪分散后的菌悬

液菌体分散得更均匀#无明显的菌体聚集现象#而研

磨瓶处理后的菌悬液存在明显的菌体聚集现象#见

图
/

.

$'%

株临床分离株中#有
$$$

株菌落形态呈粗

糙型#包括
OLS(;

株#龟脓肿分枝杆菌-耻垢分枝

杆菌-堪萨斯分枝杆菌等共
$'

株,在分散仪和磨菌

$

号和
/

号管均为磨菌瓶处理后的菌悬液,

'

号管为分散仪分散后

的菌悬液

图
9

!

磨菌瓶和分散仪处理后菌悬液分散效果的比较

瓶处理后肉眼及镜下所见的菌落呈现均匀分散的菌

株分别占
(0&8(G

'

$%8

"

$$$

)和
)%&')G

'

):

"

$$$

)#

差异有统计学意义'

"

/

b':&/;

#

!

#

%&%8

).

$(

株菌

落形态呈光滑湿润型的分枝杆菌经上述两种方法处

理后肉眼及显微镜所见的菌落全部呈均匀分散.

/+

菌株活性验证!将分散仪和磨菌瓶分别处理

后的
$'%

株临床分枝杆菌分离株菌悬液接种在

:X$%

米氏平板和罗氏培养基上#分别于'

$/&$%e

$&;8

)

!

和'

$$&8%e/&%8

)

!

长出中等大小菌落#两

处理方法的报告阳性时间差异无统计学意义'

)b

$&'%

#

!

$

%&%8

).统计上述两法处理后接种在

:X$%

平板上的菌落数#分别为'

/$8&%%e%&(8

)

g

$%

0

<]c

"

24

和'

/%:&%%e$&$%

)

g$%

0

<]c

"

24

#差

异无统计学意义'

)b%&('

#

!

$

%&%8

),罗氏培养基

菌落数分别为'

$:;&%%e$&'$

)

g$%

0

<]c

"

24

和

'

$;8&%%e$&:8

)

g$%

0

<]c

"

24

#差异无统计学意义

'

)b$&%$

#

!

$

%&%8

).

'+

药敏试验结果!通过分散仪和磨菌瓶这两种

处理方式完成对
OLS

标准菌株
X':QE

和分枝杆

菌临床分离株的菌悬液制备#然后进行药敏试验.

$

8)(

$
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年
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结果表明#分散仪处理与磨菌瓶处理比较#对于异烟

肼-链霉素-利福平-乙胺丁醇等一线抗结核药物的

药敏试验结果符合率分别为
$%%&%%G

'

$'%

"

$'%

)-

(%&%%G

'

$$:

"

$'%

)-

()&$8G

'

$/8

"

$'%

)-

(;&0)G

'

$/;

"

$'%

)#

_$

88

$

值分别为
$&%%

-

%&:'

-

%&;;

-

%&(%

#见表
$

,对阿米卡星-左氧氟沙星-莫西沙星-

力克菲蒺-利福布汀-丙硫异烟胺-利奈唑胺等二线

抗结核药物的药敏试验结果符合率分别为
(;&0)G

'

$/;

"

$'%

)-

(;&0)G

'

$/;

"

$'%

)-

(;&0)G

'

$/;

"

$'%

)-

(;&0)G

'

$/;

"

$'%

)-

(;&0)G

'

$/;

"

$'%

)-

(;&0)G

'

$/;

"

$'%

)-

((&/'G

'

$/(

"

$'%

)#

_$

88

$

值分别为

%&:0

-

%&;8

-

%&:(

-

%&;8

-

%&;(

-

%&($

-

$&%%

#见表
/

.

同时#以上两种处理方法处理后的菌悬液应用

O_ZL()%

液体比例法进行药敏试验的报告阳性时

间分别为'

;&(%e%&(:

)

!

和'

(&'%e$&/'

)

!

#差异

无统计学意义'

)b$&%/

#

!

$

%&%8

).

讨
!!

论

超声波是一种频率高于
/%%%%X̂

的声波#已

广泛用于诊断学-治疗学-工程学-生物学等领域#并

取得巨大的成就.本研究所用的细菌超声分散计数

仪以液体为媒介#通过超声波在液体中的*空化+作

用#将液体中聚集成团的菌落进行分散和解团聚#从

而达到分散细菌的作用.小功率的超声有分散作用

而无损于细菌体#但大功率的超声可使细菌及细胞

破碎.笔者从分散仪对分枝杆菌的分散效果-细菌

活性和耐药性的影响等方面探讨其在分枝杆菌处理

过程中的应用价值.

分散仪对试管内菌落超声
8,

#间隔
8,

#持续

$2#-

#与传统磨菌瓶分散处理方式相比#分散仪对

菌落形态为粗糙型的分枝杆菌处理具有明显的分散

效果#能均匀分散的菌株占
(0&8(G

#大于磨菌瓶处

理的
)%&')G

,在菌株活力方面#两法处理后接种在

:X$%

和罗氏培养基上的菌落数相接近#菌落的生

长时间也没有差异,两法处理后所做的
$$

种药物的

耐药性检测结果一致性也很好.研究表明#分散仪

不但可以很好地分散分枝杆菌#而且对细菌没有造

成损伤#对菌株的活性和耐药性无明显影响#同时操

作更简便#自动分散#同步实现分散浊度#整个分散

过程在密闭空间内完成#给操作人员提供更好的安

全保障.

分子检测方法是目前在临床
OLS

耐药检测中

比较流行的检测方法%

0.)

&

.该方法的主要优点是快

速-方便.但还存在一些缺点#如检测敏感度低#不

能同时检测多种耐药突变基因等.传统的
OLS

药

敏试验技术成熟#能全面检测出针对多种不同药物

具有耐药性的菌株#但该方法操作复杂#操作环境相

对开放#实验过程中产生的气溶胶对操作人员的生

命安全存在潜在威胁#且实验周期较长#通常
0

(

;

周才能得到结果.在传统药敏试验的前期菌悬液

制备阶段#通过分散仪来代替传统磨菌瓶研磨处理#

更能保证安全-高效和标准化的操作#使实验过程更

加规范化和系统化.

表
9

!

分散仪和磨菌瓶处理菌悬液进行一线抗结核药物药敏试验结果的比较'株)

分散仪

处理组

磨菌瓶处理组

异烟肼 链霉素 利福平 乙胺丁醇

敏感 耐药 合计 敏感 耐药 合计 敏感 耐药 合计 敏感 耐药 合计

敏感
$%' % $%' (/ ) (; $%% / $%/ $$8 $ $$)

耐药
% /: /: : /8 '/ ' /8 /; $ $' $0

合计
$%' /: $'% (( '$ $'% $%' /: $'% $$) $0 $'%

表
>

!

分散仪和磨菌瓶处理菌悬液进行二线抗结核药物药敏试验结果的比较'株)

分散仪

处理组

磨菌瓶处理组

阿米卡星 左氧氟沙星 莫西沙星 力克菲蒺 利福布汀 丙硫异烟胺 利奈唑胺

敏感 耐药 合计 敏感 耐药 合计 敏感 耐药 合计 敏感 耐药 合计 敏感 耐药 合计 敏感 耐药 合计 敏感 耐药 合计

敏感
$/0 $ $/8 $/% $ $/$ $// $ $/' $/% $ $/$ $$) $ $$: $$' $ $$0 $/( $ $'%

耐药
$ 0 8 $ ; ( $ ) : $ ; ( $ $/ $' $ $8 $) % % %

合计
$/8 8 $'% $/$ ( $'% $/' : $'% $/$ ( $'% $$: $' $'% $$0 $) $'% $/( $ $'%

$

))(

$
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'本文编辑!李敬文)

&中国防痨杂志'与&结核病与肺部健康杂志'征订启事

/%$8

年
;

月#中国防痨协会选举产生了第十一届理事

会#刘剑君理事长担任2中国防痨杂志3期刊社总负责人#成

诗明秘书长担任2中国防痨杂志3期刊社副社长,随后于
$/

月#2中国防痨杂志3第九届编辑委员会和2结核病与肺部健

康杂志3第二届编辑委员会正式成立.中国防痨协会聘任肖

和平教授为2中国防痨杂志3第九届编辑委员会主编,聘任唐

神结教授为2结核病与肺部健康杂志3第二届编辑委员会主

编,聘任薛爱华编审为两刊常务副主编#兼两刊编辑部主任,

聘任范永德副编审为两刊编委会委员#2中国防痨杂志3期刊

社办公室主任兼2结核病与肺部健康杂志3编辑部副主任,聘

任李敬文编辑为两刊编委会委员#兼2中国防痨杂志3编辑部

副主任.

2中国防痨杂志3'月刊#主编!肖和平)为中国科协主管-

中国防痨协会主办-2中国防痨杂志3期刊社出版的国内外公

开发行的高级学术期刊#是我国惟一的结核病防治专业的中

央性高级科技核心期刊#

/%$)

年中国科学技术信息研究所

公布的核心影响因子为
$+)%'

#在
$(;8

种科技核心期刊中

排名第
)'

位.2结核病与肺部健康杂志3'季刊#主编!唐神

结)是中国科协主管-中国防痨协会主办-2中国防痨杂志3期

刊社出版的中央性高级学术期刊#被2中国核心期刊'遴选)

数据库3收录#

/%$)

年中国科学技术信息研究所公布的扩展

影响因子为
$+800

#是我国新兴的以报道结核病和肺部疾病

预防与控制-诊断与治疗-基础研究-健康教育为主的中央性

高级学术期刊.

自
/%$)

年始#中国防痨协会决定不再大批量为团体会

员和个人会员赠送2中国防痨杂志3和2结核病与肺部健康杂

志3#希望相关单位及专家积极订阅两刊.同时#为方便广大

读者-作者能够更好地浏览和收藏杂志#现推出2中国防痨杂

志3和2结核病与肺部健康杂志3合订本#合订本均采用精装

本#烫金题字#装订精美.订购者请速与编辑部联系#数量有

限#订完为止.征订单可在2中国防痨杂志3或2结核病与肺

部健康杂志3网站下载#网址为
=@@

T

!""

666+̂

7

U4̂̂ +9-

,

=@@

T

!""

666+

*

@B4=+9-

.订购电话!

%$%.)//8:8;:

#
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箱
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邮局汇款 银行汇款 支付宝
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