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［摘　要］　目的　采用两种不同方法分析耐碳青霉烯类肠杆菌科细菌（ＣＲＥ）对多粘菌素Ｂ的敏感性，为实验室选

择药敏方法和临床合理用药提供依据。方法　收集昆明医科大学第一附属医院２０１８年１—１２月分离的２３０株

ＣＲＥ菌株，分别采用Ｅｔｅｓｔ法和微量肉汤稀释（ＢＭＤ）法检测ＣＲＥ对多粘菌素Ｂ的敏感性，分析两种药敏方法之

间的差异性。结果　菌株主要来源以痰为主，占７０．８７％（１６３株），其次是血（３３株，１４．３５％）和分泌物（１５株，

６．５２％），病原菌分布以肺炎克雷伯菌为主（２０５株）。ＣＲＥ菌株Ｅｔｅｓｔ方法的敏感率为９６．５２％，耐药率为３．４８％；

ＢＭＤ法的敏感率为９５．６５％，耐药率为４．３５％。两种方法的基本一致率为９５．６５％，分类一致率为９９．１３％，极重

大误差为０．８７％。结论　多粘菌素Ｂ对ＣＲＥ有较好的抗菌活性，Ｅｔｅｓｔ法操作简便，和ＢＭＤ法一致性好，可应用

于临床常规药敏试验。
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　　耐碳青霉烯类肠杆菌科细菌（ｃａｒｂａｐｅｎｅｍｒｅ

ｓｉｓｔａｎｔＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ，ＣＲＥ）已成为医院获得

性感染的重要病原体，感染者病死率高，疾病负担

重，治疗方案有限，且菌株可通过质粒、整合子和插

入序列等水平播散，给临床抗感染治疗带来极大的

挑战［１３］。多粘菌素Ｂ是一种环状多肽抗生素，于

１９４７年发现，主要是多粘菌素Ｂ和Ｅ，其带正电荷

性质，与革兰阴性菌菌膜上带负电荷的磷酸基团结

合，导致脂多糖（ＬＰＳ）不稳定，改变菌膜的渗透性，

同时还能抑制重要的还原酶（如菌膜中的ＩＩ型

ＮＡＤＨ醌氧化还原酶），从而发挥抗菌作用
［４７］。多

粘菌素被广泛用于治疗革兰阴性杆菌引起的严重感

染，直到二十世纪八十年代，因其肾毒性和神经毒性

被逐渐停用，但由于ＣＲＥ菌株抗感染缺乏新的有效

抗菌药物，导致多粘菌素被重新引入临床抗感染治

疗中［８１０］，随着多粘菌素Ｂ的大量使用，世界范围内

对多粘菌素Ｂ耐药的鲍曼不动杆菌、铜绿假单胞

菌、大肠埃希菌及肺炎克雷伯菌相继出现并逐年增

多［１１１２］。鉴于临床上ＣＲＥ菌株对多粘菌素Ｂ体外

敏感性检测相关的临床研究较少，临床经验有限，迫

切需要快速、准确的药敏结果指导临床合理用药。

最低抑菌浓度（ＭＩＣ）是极有价值的药物敏感性

试验数值，为临床制定合理用药方案、调整用药方案

及实施个性化用药提供依据［１３］。临床上测定 ＭＩＣ

值的方法有琼脂稀释法、微量肉汤稀释（ｂｒｏｔｈｍｉ

ｒｏｄｉｌｕｔｉｏｎ，ＢＭＤ）法、Ｅｔｅｓｔ法以及自动化分析仪

法，其中Ｅｔｅｓｔ法是一种简便且可测定各种微生物

（包括苛养菌）体外药物敏感性的替代方法，但因其

在多粘菌素Ｂ敏感性测定方法中的应用不同导致

研究结果不同，研究［１４１６］表明其与ＢＭＤ法在 ＭＩＣ

值上保持一致，也有研究［１７］报道因药物在琼脂中扩

散不均，其结果并不十分可靠。本研究收集昆明医

科大学第一附属医院２０１８年１—１２月分离于临床

各科室患者的非重复ＣＲＥ菌株２３０株，通过比较

Ｅｔｅｓｔ法与ＢＭＤ法检测ＣＲＥ菌株对多粘菌素Ｂ

的敏感性差异，评估Ｅｔｅｓｔ法的临床应用效果，为

临床用药提供依据。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　收集２０１８年１—１２月昆明医科大

学第一附属医院临床各科室送检的非重复ＣＲＥ菌

株２３０株，药敏质控菌株大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２

购自卫生部临床检验中心。

１．２　仪器与试剂　全自动微生物鉴定与药敏分析

系统ＶＩＴＥＫ２和配套的 ＧＮ卡、ＡＳＴＧＮ１４卡均

购于法国生物梅里埃公司。插入式多粘菌素Ｂ药

敏试纸条（Ｅｔｅｓｔ法）、多粘菌素Ｂ药敏试剂板条

（ＢＭＤ法）、药敏接种培养液均由温州市康泰生物科

技有限公司提供；ＭＨ 琼脂平板购自郑州安图生物

工程股份有限公司。

１．３　方法

１．３．１　药敏试验　采用插入式Ｅｔｅｓｔ试纸条法和

微量肉汤稀释法进行 ＭＩＣ值检测，严格按照产品使

用说明书两种方法同时进行，两名专业人员同时读

取数据。

１．３．２　药敏试验结果判断　参照２０１８年欧洲临床

微生物和感染病学会药敏委员会（ＥＵＣＡＳＴ）折点

判断［１８］，质控菌株 ＡＴＣＣ２５９２２ ＭＩＣ 值范围在

（０．２５～２）μｇ／ｍＬ表明在质控范围内。试验菌株

ＭＩＣ≤２μｇ／ｍＬ判定为敏感（Ｓ），ＭＩＣ＞２μｇ／ｍＬ

判定为耐药（Ｒ）。

１．４　数据分析　ＭＩＣ值定义为在琼脂或肉汤稀释

法药物敏感性检测试验中能抑制肉眼可见的微生物

生长的最低抗菌药物浓度；以ＢＭＤ法为标准，基本

一致性（ｅｓｓｅｎｔｉａｌａｇｒｅｅｍｅｎｔ，ＥＡ）：待测 ＭＩＣ系统

与参考方法 ＭＩＣ值相差不超过１个稀释倍数；分类

一致性（ｃａｔｅｇｏｒｉｃａｌａｇｒｅｅｍｅｎｔ，ＣＡ）：被评估药敏方

法与参考方法判断试验结果为敏感、中介、耐药的一

致性；极重大误差 （ｖｅｒｙｍａｊｏｒｅｒｒｏｒ，ＶＭＥ）：将耐

药误判为敏感，即假敏感；重大误差（ｍａｊｏｒｅｒｒｏｒ，

ＭＥ）：将敏感误判为耐药，即假耐药；小误差（ｍｉｎｏｒ

ｅｒｒｏｒ；ｍＥ）：将中介判为敏感或耐药、或者将耐药或

敏感判为中介［５］。根据美国临床实验室标准化协会

（ＣＬＳＩ）要求，能接受的误差范围 ＣＡ 和 ＥＡ 均≥

９０％，ＶＭＥ≤１．５％，ＭＥ＜３％，ｍＥ≤１０％
［１９］。

２　结果

２．１　Ｅｔｅｓｔ法和ＢＭＤ法测定质控菌株大肠埃希

菌的 ＭＩＣ值　Ｅｔｅｓｔ法检测质控菌株ＡＴＣＣ２５９２２

对多粘菌素Ｂ的 ＭＩＣ为０．５μｇ／ｍＬ，ＢＭＤ法测定的

ＭＩＣ为０．２５μｇ／ｍＬ，均在质控范围内（０．２５～

２μｇ／ｍＬ）。

２．２　标本来源及病原菌分布特点　标本来源以痰

为主 （１６３ 株），占 ７０．８７％，其次 是 血 （３３ 株，

１４．３５％）和分泌物（１５株，６．５２％）；尿、引流液、脑

脊液分别占３．４８％、３．０４％、１．７４％。病原菌分布
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以肺炎克雷伯菌为主（２０５株），其次为阴沟肠杆菌

（１４株）和大肠埃希菌（７株）。

２．３　两种方法测定菌株对多粘菌素Ｂ的药敏结果

２．３．１　两种药敏试验方法检测ＣＲＥ对多粘菌素Ｂ

敏感性的差异　通过比较 Ｅｔｅｓｔ法和ＢＭＤ法，

Ｅｔｅｓｔ法敏感率较高，为９６．５２％，ＢＭＤ法耐药率

较高，占４．３５％，见表１。

表１　两种药敏试验方法检测２３０株ＣＲＥ对多粘菌素Ｂ药

敏结果［株（％）］

犜犪犫犾犲１　Ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｏｆ２３０ｓｔｒａｉｎｓｏｆＣＲＥ

ｔｏｐｏｌｙｍｙｘｉｎＢｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｔｗｏａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓ

ｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｍｅｔｈｏｄｓ（Ｎｏ．ｏｆｉｓｏｌａｔｅｓ［％］）

药敏试验方法 敏感 耐药

Ｅｔｅｓｔ法 ２２２（９６．５２） ８（３．４８）

ＢＭＤ法 ２２０（９５．６５） １０（４．３５）

２．３．２　两种药敏试验方法比较ＣＲＥ对多粘菌素Ｂ

的 ＭＩＣ值变化　经Ｅｔｅｓｔ法测得多粘菌素Ｂ的

ＭＩＣ５０、ＭＩＣ９０均为０．５μｇ／ｍＬ，ＢＭＤ法对多粘菌素

Ｂ的ＭＩＣ５０、ＭＩＣ９０为０．５、１μｇ／ｍＬ，ＭＩＣ９０值Ｅｔｅｓｔ

法的 ＭＩＣ较ＢＭＤ法低１个稀释度，药敏试验方法

的误差统计学分析以ＢＭＤ法为参考方法，两种方

法基本一致率９５．６５％，分类一致率９９．１３％，ｍＥ０，

ＭＥ０，ＶＭＥ０．８７％。见表２、图１。

表２　Ｅｔｅｓｔ法和ＢＭＤ法检测ＣＲＥ对多粘菌素Ｂ的 ＭＩＣ

比较（μｇ／ｍＬ）

犜犪犫犾犲２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｉｎｍｉｎｉｍｕｍｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

ｏｆＣＲＥｔｏｐｏｌｙｍｙｘｉｎＢｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＥｔｅｓｔｍｅｔｈｏｄ

ａｎｄＢＭＤｍｅｔｈｏｄ（μｇ／ｍＬ）

药敏方法 ＭＩＣ范围 ＭＩＣ５０ ＭＩＣ９０

Ｅｔｅｓｔ法 ０．１２５～１２８ ０．５ ０．５

ＢＭＤ法 ０．２５～１２８ ０．５ １．０

３　讨论

ＣＨＩＮＥ细菌耐药监测数据显示，近年来ＣＲＥ

菌株呈逐年增长趋势，尤其是肺炎克雷伯菌，多粘菌

素耐药的ＣＲＥ菌株引起的感染治疗选择极其有限

且病死率高，本研究中ＣＲＥ菌株对多粘菌素耐药仅

３．４８％和４．３５％，与国内其他医院耐药率４．４％

相近［２０］，耐药率尚低，两种方法ＭＩＣ５０均为０．５μｇ／ｍＬ，

ＭＩＣ９０分别为０．５、１μｇ／ｍＬ，Ｅｔｅｓｔ法最低ＭＩＣ值
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　　注：散点图结果是将Ｅｔｅｓｔ法确定的多粘菌素 ＭＩＣ值（横坐

标）与ＢＭＤ确定的 ＭＩＣ值（纵坐标）进行比较。对角黑线表示完全

一致，数字代表在每个点观察到的事件，虚线表示测试结果之间相差

一个 稀 释 度 的 ＭＩＣ 值。 水 平 和 垂 直 虚 线 表 示 耐 药 折 点

（＞２μｇ／ｍＬ）

图１　Ｅｔｅｓｔ法与ＢＭＤ确定的 ＭＩＣ散点图

犉犻犵狌狉犲１　Ｓｃａｔｔｅｒｄｉａｇｒａｍｏｆｍｉｎｉｍｕｍｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａ

ｔｉｏｎｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ Ｅｔｅｓｔ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ＢＭＤ

ｍｅｔｈｏｄ

为０．１２５μｇ／ｍＬ，ＢＭＤ法最低 ＭＩＣ值为０．２５μｇ／ｍＬ，

Ｅｔｅｓｔ法的敏感率为９６．５２％，ＢＭＤ法的敏感率为

９５．６５％，表明多粘菌素Ｂ对ＣＲＥ菌株有很好的抗

菌活性，故在临床ＣＲＥ抗感染治疗中，可经验性选

择使用。

多粘菌素Ｂ的体外药敏试验存在诸多挑战，缺

乏可靠的药敏试验参考方法，多粘菌素存在多组分

构成问题，在琼脂中扩散不良，还有其阳离子的吸附

性质、异抗性的出现及培养基贮藏的影响等［１１］，故

目前对多粘菌素敏感性试验方法还未在国际上达成

共识。ＥＵＣＡＳＴ推荐使用ＢＭＤ法测定多粘菌素

的 ＭＩＣ值，并制定了粘菌素药敏结果的折点判读标

准。目前多粘菌素Ｂ体外敏感性试验可采用琼脂

扩散法、ＢＭＤ法、Ｅｔｅｓｔ法和自动化分析法检测，

研究［２１］表明琼脂扩散法与ＢＭＤ法一致性良好，但

两种方法均操作复杂，不适合临床实验室常规实施；

另一个问题是多粘菌素Ｂ容易吸附到聚苯乙烯中，

本次试验菌株有１２７株ＢＭＤ测定的 ＭＩＣ值较

Ｅｔｅｓｔ高１个稀释度，考虑该试验结果出现原因为

多粘菌素Ｂ对塑料的吸附导致在微孔中分配的药

物实际浓度低于标准浓度。Ｅｔｅｓｔ法是近年来研究

的新型方法，以其操作简便、结果可靠的优势已被越
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来越多应用于苛养菌、真菌以及多重耐药菌 ＭＩＣ值

的测定，本试验使用的药敏纸条又称为梳齿状药敏

试纸条，为插入式Ｅｔｅｓｔ试纸条，是我国自主设计、

专利生产的梯度浓度药敏试条，通过将含有黏附作

用的缓释剂将抗菌药物附着在梳状药敏试条的梳齿

下部，结合了稀释法和扩散法的原理和特点，定量检

测细菌对药物的敏感性，插入式Ｅｔｅｓｔ试纸条不会

产生平放式Ｅｔｅｓｔ试纸条会产生的气泡等干扰因

素，插入琼脂后近乎一条直线，在读取抑菌圈椭圆的

边与试纸条相交点时更直观，在操作上更简便［２２］。

本试验结果显示Ｅｔｅｓｔ法和ＢＭＤ的基本一致率为

９５．６５％，分类一致率高达９９．１３％，与各项研究结

果显示Ｅｔｅｓｔ法和参考方法ＢＭＤ之间存在良好的

相关性一致［１４］，故临床实验室可考虑采用Ｅｔｅｓｔ法

进行多粘菌素Ｂ的常规敏感性检测。

本研究有３株ＣＲＥ敏感菌株，ＢＭＤ法出现了

跳孔现象，３株前后孔表现一致，查阅相关文献，导

致此现象的原因可能是污染，以及多粘菌素Ｂ异质

性耐药的出现［２３］。异质性耐药是指在体外药敏试

验中，发现细菌的大部分亚群属于敏感，但有一小部

分亚群出现耐药，作为一种独特的耐药现象，已经成

为抗菌治疗的新挑战。针对多粘菌素Ｂ的异质性

耐药问题，可以通过加大剂量和联合用药来解决异

质性耐药的问题，达到临床治疗效果。本研究中

ＶＭＥ为０．８７％，ＣＬＳＩ能接受的误差范围为 ＶＭＥ

≤１．５％，仍在可控范围内。分析出现“假敏感”现象

的原因可能是人员操作差异，避免此类误差的方法

是规范操作。本次试验ＢＭＤ法检测出１０株耐药

菌株，其中２株与Ｅｔｅｓｔ结果不符，其原因尚不明。

综上所述，ＣＲＥ对多粘菌素Ｂ有较好的抗菌活

性，是抗感染治疗的重要药物，ＢＭＤ法目前是检测

多粘菌素Ｂ体外药物敏感性的推荐方法，但是其操

作较为繁琐且对药物及培养基要求较高，本研究表

明Ｅｔｅｓｔ法和ＢＭＤ法在０．２５～１μｇ／ｍＬ时一致性

良好，试验中使用的垂直插入式Ｅｔｅｓｔ试纸条较传

统的Ｅｔｅｓｔ平放试纸条有一定优势，一定程度上解

决了药物在琼脂中难扩散及多粘菌素Ｂ对塑料的

吸附问题的缺点，Ｅｔｅｓｔ法操作简便，和ＢＭＤ法一

致性好，可以应用于临床常规药敏试验，同时ＢＭＤ

法需规范试剂厂家生产规格。
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