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株为假阴性+玻片法为强阳性+
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全自

动分析仪鉴定
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株为金黄色葡萄球菌#与
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葡萄球

菌凝固酶试验玻片法结果最佳判读标准*以
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内血浆中呈不可磨散的明显团块状凝集%液面清亮%在无菌生理盐
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一'近年来%致病性凝固酶阴性葡萄球菌的检出率

也在逐渐上升!

%
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'血浆凝固酶检测%一直是鉴定金

黄色葡萄球菌的重要试验'葡萄球菌凝固酶试验方

法有
)

种%其中血浆凝固酶试验玻片法因操作简单%

结果直观即读%目前常被一些实验室所采用'但在

日常工作中及卫生部反馈全国微生物检验质控结果

评论中%可以看到有些实验室因血浆凝固酶试验结

果判定错误而导致细菌鉴定错误的事例'本实验室

结合自身工作中的一些模糊概念重新探讨%进一步

明确血浆凝固酶试验玻片法的最佳判读标准%旨在

提高凝固酶阳性金黄色葡萄球菌检出率的准确性%

避免错误引导临床对抗菌药物的选用'

A

!

材料与方法

%-%

!

材料

%-%-%

!

实验菌株来源
!

自本院及中南大学湘雅二

医院临床送检的血&伤口分泌物&前列腺液&尿&脓拭

子等标本中分离获得
*"

株葡萄球菌属细菌'

%-%-!

!

质控菌株
!

金黄色葡萄球菌
6D@@!+'!&

%

购自卫生部临床检验中心'
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!

仪器与试剂
!

C1D!L"

'

微生物鉴定仪&

2F1

鉴定卡&乳胶凝集法快速检测金黄色葡萄球菌#

?&%,.P

?4$
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$试剂%均购自法国生物梅里埃公司'

%-%-)
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!ED6"L!

抗凝人血浆
!

取自当日临床标本'
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方法
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细菌培养与鉴定
!

各类标本按常规接种%置

&+T

培养
%#

#

!)*

%涂片染色为革兰阳性球菌'经

触酶&血浆凝固酶试验初步确定为葡萄球菌+再经

C1D!L"

'

全自动微生物分析系统鉴定到种'
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血浆凝固酶试验玻片法
!

按(全国临床检验

操作规程)

!

!

"要求操作与判定结果*在
%"3

内血浆

凝集%呈明显团块状%液体清亮者为强阳性%用0

--

1

表示+在
%"3

内血浆凝固%呈粗大颗粒状或大絮片状%

液体清亮者为阳性%用 0

-

1表示+在
%"3

内血浆凝

固%呈细颗粒或明显絮片状%液体清亮或乳浊者为阴

性'以上试验均用无菌生理盐水作阴性对照'

%-!-&
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血浆凝固酶试验试管法
!

按(全国临床检验

操作规程)

!
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"要求操作与判定结果'
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按说明书操作'
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葡萄球菌凝固酶基因检测
!

采用聚合酶链

反应 #

F@A

$法检测%引物参照
2.)Q$)N

公布的血

浆凝固酶序列设计*上游引物为
+V$22@2DD6"

66D62662D22DD@D2$6626D@@6$&V

+下

游引 物 为
+V$ @D@DDDDDD@2@DD2D2@D"

D@6@$DDDDD@D$&V

%由上海生工生物工程技

术有限公司合成'从过夜纯培养物中提取
EJ6

%

F@A

扩增*

')T)"3

%

(!T)"3

%

*!T)"3

%共
&+

个

循环+取扩增产物
%+

$

0

加至
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琼脂糖凝胶中

电泳
!"#%)

%溴乙锭染色%紫外灯下观察+在
)+"7

9

处出现荧光区带为阳性结果'
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阳性对照
!

每种方法均以金黄色葡萄球菌
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标准菌株作阳性对照'
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结果
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各种方法检测结果
!

*"

株葡萄球菌属细菌
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?&%,.P?4$

9

*F&(3

与
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法相对应的
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性+试管法检测与前
!

种方法相对应的
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株为阳
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株为假阴性+
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全自动分析仪鉴定
+(

株为金黄色葡萄球菌#与
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法同$'见图
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检测阳性菌株的
F@A

结果
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血浆凝固酶试验玻片法
!

*"

株葡萄球菌属细

菌中的
+(

株
F@A

阳性者%血浆凝固酶试验玻片法

强阳性#

--

$%大部分在
+3

内就有明显粗颗粒凝

集%见图
!

+而另
%)

株菌在
%"3

内血浆凝固%呈粗颗

粒或明显大絮片状%液体清亮%判为阳性%经

C1D!L"

'

全自动细菌分析仪鉴定为溶血性葡萄球

菌'此
%)

株溶血性葡萄球菌在血平板上也呈
"

溶

血+而在做玻片法凝集试验时%也有边研磨边呈较清

晰的粗颗粒或明显大絮片状凝集%见图
&

'如果以

其溶血状况貌似%又未准确掌握玻片法凝集试验的

判断标准%就易得出错误结果'通过此次试验%我们

认识到*葡萄球菌凝固酶试验玻片法应0

--

1#如

图
!

$才可判为阳性!

&

"

+0

-

1#如图
&

$判为阴性'

图
!

!

血浆凝固酶试验玻片法凝固酶阳性

C'
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0"#B

!

@5$

'

(&$3.

9

53%4%<.O%4*3&%,.#.4*5,5+

9

&$3#$/5"

$

'

(&$3.4.34

图
&

!

血浆凝固酶试验玻片法凝固酶阴性

C'
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0"#D

!

@5$

'

(&$3.).

'

$4%<.O%4*3&%,.#.4*5,5+

9

&$3#$

/5$

'

(&$3.4.34

D

!

讨论

作为金黄色葡萄球菌鉴定的重要试验///血浆

凝固酶检测一直沿用至今%经典方法为试管法&玻片

法'有些文献资料中对玻片法凝集试验以粗大颗粒

或明显凝集者为判断标准%但也有学者认为金黄色

葡萄球菌在血浆中本来就研磨不开有碍观察!

&

"

'本

实验结果显示%试管法准确度较玻片法高%但有假阴

性+玻片法以粗大颗粒状或明显大絮片状为标准%假

阳性率#

!"-""G

$高%且高于其他文献!

)

"

'抗凝剂种

类与质量&实验温度&血浆纯度&时间以及人为的判

断误差%直接影响玻片法结果判读的准确性'使用

玻片法检测的关键在于准确掌握判断结果的标准'

本实验中%我们将细菌鉴定到种%观察&比较并

确立血浆凝固酶试验玻片法凝集程度最佳标准'

?&%,.P?4$

9

*F&(3

检测是采用由人类纤维蛋白原和

单克隆抗体致敏的蓝色乳胶颗粒%其同时可检测出

凝集因子&蛋白
6

以及结合在金黄色葡萄球菌特殊

面结构上的群特异性抗原+此方法操作简便%结果快

速&准确%敏感性和特异性高!

+

"

%值得推广'

F@A

法

受条件限制%暂时很难普及'试管法虽较可靠%但因

操作繁琐%观察时间长%临床很难用于常规检测'而

玻片法因操作简便&快速&结果即得&价廉等优点%常

被实验室采用%且日常工作中常将玻片法作为快速

筛检金黄色葡萄球菌的重要依据!

&

"

'准确判断玻片

法凝固酶试验的结果%至关重要'如果误将凝固酶

阴性葡萄球菌鉴定为金黄色葡萄球菌%将导致鉴定

准确性降低'更为重要的是金黄色葡萄球菌与凝固

酶阴性葡萄球菌对苯唑西林耐药折点不同%如果将

凝固酶阴性葡萄球菌错判为金黄色葡萄球菌甚至

BA?6

%将使患者失去对多种抗菌药物的选择而延

误治疗%也可能为该患者今后必需的治疗带来易耐

药的影响'若将金黄色葡萄球菌错判为凝固酶阴性

葡萄球菌%那将给患者带来不堪设想的严重后果!

(

"

'

因此%最常做的&认为最简单而又至关重要的试验%

我们不能忽视其判断标准'
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