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$之前关于表型药物敏感性试验#简称'药敏试验($

的应用及操作相关指南均针对改良罗氏培养基比例法药敏试验)液体药敏试验)

D'%%8@4?()

"

4?((

比例法药敏试
验%从未就微孔板法药敏试验进行详细描述*考虑到利用肉汤微孔板法进行药物敏感性试验的优势%基于已有的
研究基础和使用现状%
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年
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月首次发布了+优化肉汤微孔板法结核分枝杆菌复合群药敏试验方法学,

文件*笔者就该文件出台的背景)微孔板法药敏试验的优势)药物布局设计)方法学方面应考虑的事宜及对我国相
关工作的启示等进行解读%以供我国相关科研)医疗人员及厂商参考*
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#推荐并广泛应用的分子生物学耐药检
测技术如
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%线性探针检测等
解决了结核分枝杆菌!

DHR

#对利福平!

FWX

#%异烟
肼!

#Z?

#及氟喹诺酮类药物耐药性的快速检测问
题&

(
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"但毕竟检测药物种类有限(基因组测序技术
可以同时预测

DHR

对多种药物的耐药"弥补了商
品化分子生物学检测技术的不足"但是在寻找和解
释

DHR

新型突变时若没有可靠的表型药物敏感性
试验!简称)药敏试验*#结果"则仍存在挑战&
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(目
前应用的传统表型药敏试验方法是一支培养基对应
一种药品的一个浓度"且大多数药物仅基于一个临
界浓度!
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性分类(临界浓度是一个较低的浓度"但对于某些
药物如莫西沙星!
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#"建议在更高的临床折点浓
度!
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#下进一步检测其耐药性(这
里所说临界浓度指体外实验抗结核药物能抑制
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的表型野生型菌!
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#生长时的最低浓度(而临床折点浓度则是一
个高于临界浓度的最低抑菌浓度!

6'1'678'1:'M'A&>

L

<&1<@1A>7A'&1

"

D#U

#"使用该浓度将可能对治疗有
反应的菌株与可能对治疗无反应的菌株区分开来(

即在体外低浓度检测耐药但高浓度下仍敏感时意味
着患者使用更高的药物剂量可以克服在较低剂量下
观察到的耐药"该浓度的确定需要依据临床治疗结
果%

D#U

分布和药代动力学$药效学数据!包括药物
剂量#等综合确定(

D#U

指在固体培养基或液体肉
汤培养基药敏试验中"能阻止
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以上微生物生长
的抗菌剂的最低浓度(还有一个重要的概念是流行
病学临界值!
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在以前结核病实验室诊断领域未被引入"

但是在其他病原菌的药敏试验中是非常重要的概
念(现阶段结核病诊断领域的临界浓度即对应于
5U!WW

&
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(通常"当使用标准化方法测试
D#U

时"

针对
I
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会形成单个高斯分布形态"即
I
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分
布+

5U!WW

对应于
I
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分布的右端!即通常包含
++\

的
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菌株#(

肉汤微孔板法结核分枝杆菌复合群药敏试验一
般使用

+3

孔微孔板!单孔底面积约
)*]-<6

-

"加液
量不超过

-))

"
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#"根据药物在微孔板上的排列方式
和每种药物包含的浓度范围"每块微孔板可以同时
检测多种药物"相比以往的基于单支培养基的固体
和液体表型药敏试验可以减轻工作量"同时减少孵
育空间需求(并且"微孔板法可以得到每株具体的
D#U

值"区别于单纯的二分类敏感$耐药定性结果(

下面将重点针对微孔板法药敏试验的优势及优化方
法进行解读(

一%肉汤微孔板法结核分枝杆菌复合群药敏试
验介绍及优化思路

!一#方法优势
(/

识别不同水平耐药,目前抗结核治疗方案的
选择依据药物药敏试验结果!耐药和敏感#"尤其是
某些核心药物如

FWX

和氟喹诺酮类药物药敏试验
结果(因为对于大多数药物而言"传统表型药敏试
验仅检测基于临界浓度的结果!
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除外#"无法获
知耐药水平对疗效的影响(尽管已知某些突变导致
的

DHR

耐药为低水平耐药"但多数情况下基因型
药敏试验也仅报告敏感或耐药二分类结果"临床也
仅依据该结果制定相应的治疗方案(尽管
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已更新了线性探针技术的结果解读和报告"但在临
床系统并未进行更新&
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(而微孔板法可以包含数量
不等的高于临界浓度的多个浓度"可以区分低水平
和高水平耐药"进一步告知临床医师是使用标准的
药物剂量还是需要提高药物剂量来治疗感染
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轻微升高
DHR

菌株的患者(同时"通过积累数据
还可以为其他药敏试验方法是否需要设置高于
5U!WW

的折点!即临床折点#提供更多的证据(而
这些都是以往基于耐药$敏感的二分类结果的表型
药敏试验无法获得的(
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解释并发现某些不稳定结果及不一致结果,

多数情况下耐药
DHR

菌株的
D#U

值升高较明显"

但对于部分抗结核药物因某些耐药机制!如某些
!
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临界突变引起的
FWX

耐药#导致的耐药
DHR

的
D#U

仅轻微升高&
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"致其
D#U

分布与敏感菌株
的

D#U

分布重叠较多"意味着选定的临界浓度与这
些耐药机制引起的耐药菌株

D#U

分布会发生交叉(

对此类菌株如果仅依据单一的临界浓度检测耐药与
敏感二分类结果"重复性必然会差(减少这种将耐
药误分类为敏感的最佳方法是通过减少

D#U

检测
技术不确定性来消除或最小化

D#U

分布之间的重
叠程度(因

5U!WW

或临界浓度的设置是抑制
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的
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菌株"所以理论上当耐药菌株在全部菌株
中占比接近

(\

时"现有表型药敏试验方法的阳性
预测值会很差"因为这

(\

的敏感菌株会由于不可
避免的技术层面的不确定性被错误分类为耐药(某
种程度上"可以获得具体

D#U

值的微孔板法将能够
识别这种随机的错误导致的耐药结果"即当

D#U

值
升高仅高于

5U!WW

一个浓度时出现此类错误的概
率会较大"而对于

D#U

值高于
5U!WW

两个浓度的
菌株"则不太可能发生此类错误(对于某些基因型
和表型药敏试验不一致结果"也可以通过具体的
D#U

值解释(

!二#方法设计需考虑的问题
(/

现行使用的微孔板法存在的问题,技术专家
小组对现有的商品化微孔板或定制微孔板的现状尤
其是存在的问题进行了汇总(全球应用最多的是自
-)()

年开始商业化的称为
"@10'A'A>@
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或
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的微孔板!简称)

D̂ U!HR

*#(

该商品在我国也已经获得批准使用(除了
D̂ U!HR

微孔板外"还分析了另外
G

种主要用于科研用途的
由美国
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公司提供的定制板"包含需
要冷冻储存及干燥形式的两类微孔板"药品涵盖
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种(欧洲抗菌药物敏感试验委员会!
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#则推荐了非商品化微孔板法的
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标准参考方法(
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在
+3

孔微孔板中固定
(-

种冻干的
一线和二线抗结核药物"但不包含

S

组和
R

组中的
重要药物"因此"无法界定更新的准广泛或广泛耐药
结核病(此外"也没有明确界定临界浓度"从而无法
给出敏感或耐药分类结果(某些药品的浓度范围设
置也不合理"无法确保使用质控菌株

?]4FJ

获得
可靠的质控结果"且

D̂ U!HR

说明书中的质控浓
度范围与美国临床和实验室标准协会!
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#制定的标准
也不相同&

3

'

(

除了药物及浓度外"药粉在几种微孔板的存在
形式!干燥或冷冻#%培养基的成分%接种菌悬液的配
制流程及浓度%是否使用

U!

-

孵育也不完全相同(

-/

药品数量设置需要考虑的问题,基于药物浓
度范围的需求%各组药物重要性%同类药物中共同耐
药机制及交叉耐药的情况"文件提出了优化的同一
微孔板的药品数量上限(鉴于其他细菌病原体的质
控浓度范围通常包括

]

#

E

个浓度"假设质控范围的
上限对应于所有药物的临界浓度"这意味着至少需
要
G

#

3

个浓度才能确保质控菌株
?]4FJ

浓度范围
符合这一通用标准"即包括质控范围下限以下的一
个浓度和临界浓度以上的一个浓度(

技术专家小组承认对于大多数抗结核药物而
言"细分药物的耐药水平在现阶段更多的是科研用
途而非临床诊断"因此"不应为了刻意引入额外的高
于临界浓度的临床折点而舍弃其他药物(但是对于
以下这些药物的临床折点的作用已被

=?!

承认
或将在近期进行推荐"因此应该纳入(如左氧氟沙
星!
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#应至少包含临界浓度!
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#以上的两个
浓度"以便作为

DK9

高浓度耐药检测的替代(再如
#Z?

"目前利用基因型方法依据不同的耐药基因及
位点的突变可以进行耐药水平的区分"但表型药敏
试验并未设置临床折点(如果要推荐一个浓度用于
区分仅有

%&'(

启动子区域突变的低水平耐药和其
他突变导致的高水平耐药"其临床折点可能需要设
置在高于临界浓度!
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#三个浓度的位置
!如
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#(而如果认为
)*+,"](GH

突变的菌株
也有可能获益于高剂量

#Z?

治疗"那么还需要增加
额外更高的浓度(高剂量

FWX

治疗也在评估中"对
于临界

!

"

#$

耐药导致的轻微的
D#U

水平增高"增
加

FWX

剂量可能有效(虽然这项评估结果预期短
期内无法获得"但是包含

5U!WW

之上
]

#

E

个浓度
有助于日常收集数据以便获得更多的证据(另外"

如果卡那霉素!
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#作为阿米卡星!

S6

#的替代"那
么̀

6

需要包含
5U!WW

之上的一个临床折点浓度(

经过分析各种药物的特征"结合最新的结核病
治疗指南及药物分组"在文件中列出了纳入优化后
的微孔板的药物优先级别"分为非常高%高%中等%

低%极低
G

个级别,!

(

#

E

种一线药物除了乙胺丁醇
为高外"其他均为非常高级别"但须注意吡嗪酰胺药
敏试验由于需要酸性培养基"因此不适合纳入同一
微孔板(!

-

#

S

组药物中
NK9

$

DK9

%贝达喹啉
!

R%

P

#%利奈唑胺!

NC%

#均为非常高级别"同时提出
NK9

耐药检测可作为
DK9

耐药检测的替代(!

]

#

R

组药物中氯法齐明!

UKC

#属于非常高级别"环丝氨酸
!

U0

#为高级别"特立齐酮!

H>%

#耐药检测可以使用
U0

作为替代(!

E

#

U

组药物中仅有德拉玛尼!

$86

#

是最高级别"乙硫异烟胺!

5A&

#为高&同时替代丙硫
异烟胺!

XA&

#的耐药检测'"

S6

中等且推荐由̀
6

的耐药检测替代"链霉素!

"6

#%对氨基水杨酸
!

XS"

#%亚胺培南
2

西司他丁!

#6

I

2U81

#和美罗培南
!

D

I

6

#均为低优先级别(!

G

#其他组别药物中普瑞
玛尼!

XD$

#为非常高优先级别"但目前并未建立相
应的方法"利福喷丁耐药检测可以由

FWX

替代"而
利福布汀是极低级别"氧氟沙星等同于

NK9

"

6̀

可
以作为

S6

的替代"卷曲霉素不需要纳入(

综合以上各个药品优先级别及替代检测药品"

同时考虑判读结果时读板的简便性"认为一块
+3

孔
微孔板上最多能包含

(-

种药品"分别是
FWX

%

#Z?

%

5DR

%

NK9

%

R%

P

%

NC%

%

UKC

%

U0

%

$86

%

5A&

%

XD$

%

6̀

(文中后续还列出每种药品在结核病治疗中的
作用及地位"同时也指明了其药敏试验存在的问题
和特点"并解释了采用某些药品替代另一种药品药
敏试验的可行性及理由"但也指出了这种替代性方
法存在潜在问题和风险(

]/

药物位置布局及浓度设置的考虑问题,文件
推荐了临时的药物及浓度布局框架"但须注意这仅
是现阶段临时推荐"仍然需要更多研究验证(现阶
段推荐的药物位置布局及浓度设置主要从以下几方
面考虑,!

(

#平衡对照孔放在左上角的好处及风险
后"将阴性和

-

个阳性对照生长放在最左上角(

!

-

#

+3

孔微孔板每列设置一个药品"以尽量减少结
果判读时的错误(!

]

#对于重要性相对低的药品如
5DR

%

5A&

"将其安排在微孔板的最外侧"因为如果
孵育过程中由于液体蒸发而影响结果判读时"相对
其他药品来说这两个药品重要性要低一些(!

E

#与
其他成熟的表型药敏试验方法比"目前对于微孔板
法的很多药物的

5U!WW

仍缺乏全面和系统的评
估(考虑到现阶段各微孔板法的多样性"文件提出
需要着重考虑的因素包括,

$

尽可能考虑到药物分
组及共同的耐药机制"如

NK9

的
5U!WW

仅用于定

&

]E3

&
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义检测
NK9

耐药和低水平
DK9

耐药"而临床折点仅
作为

DK9

高水平耐药检测的替代(

6̀

的
5U!WW

为
E6

B

$

N

"但仅作为参考"临床已很少应用̀
6

"

,6

B

$

N

的临床折点浓度将用作
S6

耐药性检测的
替代(

%

新型药物的
5U!WW

值并不完全确定(

R%

P

的
5U!WW

目前也有不同的观点"如
)*(-G6

B

$

N

和
)*-G6

B

$

N

(而对于
NC%

"冷冻药物微孔板的
5U!WW

为
-6

B

$

N

"但
(6

B

$

N

似乎更适合干燥的药
物微孔板(

NC%

的
?]4FJ

的质控范围也需要更多
研究"因其似乎比临床菌株更加耐药(

UKC

%

U0

的
5U!WW

目前也不是十分确定(考虑到
$86

的
I

=H

的
D#U

分布
"

)*)),6

B

$

N

"其目前的临界浓
度

)*(-G6

B

$

N

似乎太高"因此"为了更好定义
I

=H

的
D#U

分布下限并设置质控范围$目标"微孔
板需要包括低至至少

)*))-6

B

$

N

的浓度(可以预
期的是"一旦确定了质控范围的下限"

$86

的浓度
范围也将被重新优化(!

G

#虽然
XD$

的优先级别
非常高"但迄今为止对该药品仅在

DV#H+3)

系统
中进行了系统检测(目前建议的浓度范围仅作为评
估在冻干药粉微孔板方法中与

DV#H

相比是否匹
配及在多大程度上偏移的初始浓度范围(因此"现
阶段尚无推荐的临界浓度(!

3

#对于
R%

P

和
UKC

包
含了

5U!WW

之上的
-

个或
]

个浓度以促进对
=C-./0

突变菌株的解释(先前的研究对
I

=H

分
布进行建模时"未排除

=C-./0

突变菌株"而
=C-./0

突变导致
66

I

NG266

I

"G

外排泵的高表
达"如果泵是有活性的"表型非野生型菌株的

D#U

分布将会与
I

=H

分布的右端重叠"从而可能导致
高估

I

=H

的
D#U

分布的第
++

百分位的浓度(

!三#方法学及结果判读优化考虑事宜
(/

方法学方面,文件中通过对现有商品化微孔
板及其他方法的回顾发现方法学多种多样(因此"

提出几项非常细节的措施以确保高质量检测,!

(

#推
荐药物采用干燥而非冷冻形式"减少运输对于冷链
的需求(!

-

#使用
_

形底微孔板便于缩短阅读时
间"微孔板材质应由聚苯乙烯制成"以确保

R%

P

和
UKC

可以准确测试"并且其表面应未经处理(不同
类型的聚苯乙烯可能会影响一些药物的

D#U

"故更
换微孔板供应商也应受到监控(!

]

#微孔板应覆盖
半渗透密封膜"以提高生物安全性并最大限度地减
少蒸发(!

E

#设置
(

个阴性生长对照孔及
-

个阳性
对照孔!分别是

())\

和
(\

的接种菌悬液#(从视
觉上突出显示这

]

个孔!例如用不同颜色圈画出#将
最大限度地减少加液错误(在微孔板上显示每列药
品的缩写名称可以最大限度地减少主观读板错误(

最后"在板上标记临界浓度或临床折点有助于将注

意力集中在这些阈值附近的孔的生长"当然这也可
能导致一些偏倚(!

G

#微孔板法使用的
4?+2!S$U

培养基不得含有孔雀绿"培养基严禁包括丙氨酸"因
为会干扰

U0

抗菌活性(也不能使用吐温
2,)

"会影
响

D#U

值(当前使用的甘油可继续应用"但需要继
续研究不包括丙酮酸时对于非洲分枝杆菌和动物适
应性的结核分枝杆菌复合群其他成员生长的影响(

!

3

#某些药品必须使用二甲基亚砜!

$D"!

#来制备
储存液和随后的稀释液"确保药品不发生沉淀!如
R%

P

和
UKC

#(考虑到移液器头并不是聚苯乙烯材
质"故药品稀释步骤的多少可能也会产生影响(

!

4

#使用符合国际标准化组织要求的浓度!即基于
(6

B

$

N

的
-

倍稀释系列#"并且必须能够使用
?]4FJ

进行质控测试来定义质控范围和目标(

!

,

#与比例法相比"微孔板法更容易出现接种菌悬液
量的波动"可采取一系列措施来减少这种波动(如
使用校准的浊度仪制备

)*G

麦氏浊度菌悬液"每次
或定期进行细菌单克隆计数"制备菌悬液后应进行
沉淀并将上清转移至新管再比浊"以减少大块菌落
的干扰"减少生物安全风险(!

+

#由新鲜
DV#H

阳
性培养物进行微孔板法的方法尚未成熟"使得微孔
板法常规临床的应用价值受到限制!因需要在固体
培养基上进行长时间的传代培养"从而更加延长结
果报告时间#(!

()

#如果按照
UN"#

要求使用
U!

-

将会阻碍该方法推广使用"因为大多数基层实验室
不具备

U!

-

气体"因此"微孔板法应在普通空气环
境孵育下进行更多的验证(未使用

U!

-

可能会导
致部分菌株在第

-(

天没有显示出足够的生长"但通
过与

(\

生长对照进行比较"将会减少出现假阴性
结果(!

((

#接种后第
-

或第
]

天应检查微孔板是否
被快速生长的微生物污染"以避免不必要的延误(

-/

结果判读,关于结果判读"虽然
=?!

目前
将

D#U

定义为)在固体培养基或肉汤稀释药敏试验
中"能够阻止

++\

以上微生物生长的抗菌剂的最低
浓度*(但其他大多数病原菌定义为抑制肉眼所有
可见生长的最低浓度!以下称为)视觉临界比例*#"

而且所有美国
H:@>6&W'0:@>

公司生产的微孔板"

5_US"H

推荐的参考方法及其他病原体的微孔板
均以后者为准(因为即使在孵育结束时添加染料通
过显色法判读"也无法用肉眼对

(\

的生长程度进
行准确界定(此外"出于生物安全考虑"应避免使用
显色法"因为需要二次打开培养阳性的板子(另外"

染料测试的是代谢活动"与观察生长比较"染料不一
定产生与视觉判读生长可比的结果(

当然"对于
DHR

来说"选择
(\

的临界比例仍
有其作用"如为了增加重复性"且这个临界比例代表

&
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低于这个界值的耐药菌株占比与临床治疗效果不存
在相关性"但是同时技术专家组也承认至少对于新
药来说"没有明确的证据表明更低比例耐药菌占比
用该药物治疗时有反应"而高于

(\

则是治疗无反
应(尽管

(\

的临界比例看起来具有任意性"且没
有明确的临床证据表明

(\

是最佳临界比例"但技
术专家小组同意微孔板法需要有一个约

(\

耐药比
例的检测限(为了达到这一目的"推荐了

5_US"H

微孔板法中的关于读取
D#U

的方法"使用浊度计进
行菌悬液的准确定量"确保

(\

生长对照能在
-(%

内生长(此举主要目的是尽量减少接种量的不确定
性"并确保仅在生长对照足够时读板以检测低频率
异质性耐药(此外"大家一致认为应该在

(\

和
())\

对照孔阳性但阴性对照不生长时的最早的时
间点读板(具体来说"建议在第

4

%

(E

和
-(

天"而不
是美国

H:@>6&W'0:@>

公司目前推荐的第
()

天和第
-(

天的组合"因考虑到如果周末无法判读结果"原
定的第

()

天读板可能会因为延迟影响结果的判读(

选择最早时间点读板是为了尽量减小理论上设定的
(\

比例和实际视觉临界比例的差异引起的
D#U

偏
移的样本比例(这一点很重要"因为结核分枝杆菌
复合群的表型药敏试验都是从包含多个菌落的具有
异质性的阳性培养物而不是从纯化的单一的菌落中
进行的(

二%微孔板微量肉汤稀释法药敏试验在我国应
用现状及建议

该文件认为除吡嗪酰胺外"所有关键的抗结核
药物都可以排列在一个

+3

孔板上"同时满足必要的
质控要求(但还存在一系列悬而未决的问题"包括
替代药物检测的准确性等(技术专家组认为按照目
前的共识而设计的微孔板法并经过持续的验证后"

与其他方法一样基于对所有可用证据的全面综合和
评估"证明该方法能够有效检测出最重要的抗结核
药物与临床显著相关的耐药性后"微孔板法可以得
到

=?!

的认可(

虽然目前微孔板法并未经
=?!

推荐"但微孔
板法已在包括我国在内的许多地区使用(目前我国
应用的

DHR

耐药性检测商品化产品主要来自于
E

个厂商"除了
D̂ U!HR

板是进口商品外"其余
]

种均为国内产品(通过查阅分析其操作说明"

E

种
商品包含药物种类差异很大"浓度范围设置更是不
尽相同"操作方法包括读板及结果报告也都不同(

结合
-)-(

年我国表型药敏试验熟练度测试中使用
微孔板法的实验室的测试结果"发现大多数实验室
使用不同的微孔板产品在熟练度测试的药物显示了

较好的结果"即耐药$敏感检出结果与标准结果的一
致率较高(但是考虑到熟练度测试的菌株选取的是
D#U

值低的敏感株和
D#U

值高的耐药菌株"不存
在

D#U

的重叠"因此"在检测临床分离菌株"尤其是
某些临界突变导致耐药的菌株时"可能会发生漏检
或误判(其次"熟练度测试菌株中对于新药的耐药
菌株非常少"高一致率可能掩盖由于浓度范围不适
宜引起的潜在问题(

鉴于目前我国仍缺乏微孔板法标准化的方法"

因此"建议我国首先对现有商品化产品进行系统的
评估"并且评估时应选取有代表性的菌株和病例进
行多中心评估(其次"建立国内的微孔板法标准化
指南或者共识"参与制定人员应包含实验室及临床
方面的专家(再次"厂商进行产品设计时宜参考
=?!

优化原则"同时也要参考我国临床需要"并根
据治疗药物的更新"对商品的上市后使用情况进行
随访评估(最后"更重要的是我国科研及医疗工作
者和厂商应积极协作产出自主的产品"并为全球提
供科学%系统的中国证据(
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