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  摘 要:目的 通过比对血培养阳性标本直接快速药敏试验(RAST)与常规药敏试验结果的符合(CA)比

例,探讨血培养RAST的临床应用价值。方法 收集2021年4月至2022年4月重庆市第九人民医院血培养

阳性标本,革兰阴性杆菌参考欧洲药敏试验委员会(EUCAST)发布的纸片法血培养阳性瓶进行RAST,革兰阳

性球菌 参 考 CLSI
 

2021
 

M100对 血 培 养 阳 性 标 本 进 行 RAST,并 将 结 果 与 常 规 药 敏 试 验 结 果 进 行 比 对。
结果 409例血培养阳性标本中分离培养出大肠埃希菌178

 

株、肺炎克雷伯菌62株、铜绿假单胞菌8株、葡萄

球菌100株和肺炎链球菌7株。RAST结果与常规药敏结果相比:肠杆菌在4、6、8
 

h
 

CA比例分别为78.8%、
90.5%、91.5%,6

 

h药敏结果CA比例优于4
 

h(P<0.05),但与8
 

h比较差异无统计学意义(P>0.05)。铜绿

假单胞菌在6、8
 

h
 

CA比例分别为80.4%、92.9%。葡萄球菌在16
 

h
 

CA比例为90.7%。肺炎链球菌在20~
24

 

h
 

CA比例为100.0%。肠杆菌CA比例最高的药物为庆大霉素,错误率为0的药物为美罗培南,严重错误率

最高的为环丙沙星;葡萄球菌CA比例最高的药物为青霉素和利奈唑胺,均为100.0%,克林霉素微小错误率较

高,为21.0%。结论 血培养RAST能够快速、准确地为临床提供初步药敏结果,指导临床目标性抗感染治疗。
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Abstract:Objective To

 

evaluate
 

the
 

clinical
 

application
 

value
 

of
 

rapid
 

antimicrobial
 

susceptibility
 

testing
 

(RAST)
 

by
 

comparing
 

the
 

categorial
 

agreement(CA)
 

of
 

results
 

of
 

rapid
 

antimicrobial
 

susceptibility
 

test
 

with
 

routine
 

susceptibility
 

test
 

of
 

positive
 

blood
 

culture.Methods Positive
 

blood
 

culture
 

specimens
 

in
 

the
 

Chongqing
 

Ninth
 

People,s
 

Hospital
 

were
 

collected
 

from
 

April
 

2021
 

to
 

April
 

2022.The
 

RAST
 

of
 

Gram-nega-
tive

 

bacilli
 

to
 

positive
 

blood
 

culture
 

was
 

referred
 

to
 

slip
 

method
 

issued
 

by
 

European
 

Committee
 

on
 

Antimicro-
bial

 

Susceptibility
 

Testing(EUCAST),the
 

RAST
 

of
 

Gram-positive
 

cocci
 

to
 

positive
 

blood
 

culture
 

was
 

referred
 

to
 

Clinical
 

and
 

Laboratory
 

Standards
 

Institute(CLSI)
 

2021
 

M100,and
 

the
 

results
 

were
 

compared
 

with
 

routine
 

susceptibility
 

test.Results A
 

total
 

of
 

178
 

strains
 

of
 

Escherichia
 

coli,62
 

strains
 

of
 

Klebsiella
 

pneumoniae,8
 

strains
 

of
 

Pseudomonas
 

aeruginosa,100
 

strains
 

of
 

staphylococcus
 

and
 

7
 

strains
 

of
 

Sresptococcus
 

pneumoniae
 

were
 

isolated
 

and
 

cultured
 

from
 

409
 

positive
 

blood
 

culture
 

specimens.Compared
 

to
 

conventional
 

drug
 

sensiti-
zation

 

results,the
 

RAST
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

CA
 

proportions
 

in
 

Enterobacteriaceae
 

were
 

78.8%,90.5%,
91.5%

 

at
 

4,6
 

and
 

8
 

hours,respectively;
 

the
 

average
 

CA
 

proportions
 

of
 

antimicrobial
 

susceptibility
 

results
 

at
 

6
 

hours
 

was
 

better
 

than
 

those
 

of
 

4
 

hours
 

(P<0.05),but
 

there
 

was
 

no
 

statistical
 

difference
 

of
 

these
 

results
 

be-
tween

 

6
 

hours
 

and
 

8
 

hours(P>0.05).The
 

CA
 

proportions
 

in
 

Pseudomonas
 

aeruginosa
 

were
 

80.4%,92.9%
 

at
 

6
 

and
 

8
 

hours,respectively.The
 

CA
 

proportion
 

in
 

staphylococcus
 

was
 

90.7%
 

at
 

16
 

hours.The
 

CA
 

proportions
 

in
 

Sresptococcus
 

pneumoniae
 

were
 

all
 

100.0%
 

from
 

20
 

hours
 

to
 

24
 

hours.The
 

antimicrobial
 

agent
 

with
 

the
 

highest
 

CA
 

proportion
 

in
 

Enterobacteriaceae
 

was
 

gentamicin,error
 

rate
 

to
 

meropenem
 

was
 

zero,and
 

the
 

high-
est

 

proportion
 

of
 

very
 

major
 

errors
 

was
 

ciprofloxacin.The
 

antimicrobial
 

agent
 

with
 

the
 

highest
 

CA
 

proportion
 

in
 

staphylococcus
 

was
 

penicillin
 

and
 

linezolid,both
 

were
 

100.0%,and
 

the
 

highest
 

minor
 

errors
 

occurred
 

in
 

clindamycin
 

with
 

21.0%.Conclusion RAST
 

can
 

provide
 

rapid
 

and
 

accurate
 

preliminary
 

susceptibility
 

results
 

and
 

guide
 

clinical
 

targeted
 

anti-infection
 

treatment.
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  血流感染主要是病原菌(包括多种细菌、真菌和

病毒)大量侵入人体血液后所引起的一种全身炎症反

应综合征[1],严重者可进展为感染性休克、心力衰竭

甚至死亡[2]。目前,采集患者血液进行培养仍然是菌

血症诊断的金标准[3-4]。在血培养瓶阳性报警后采用

传统检测方法至少需要48
 

h才能获得细菌鉴定与药

敏试验结果。传统检测方法因检测时间长[5],易延误

医生对患者病情的诊治,造成患者血流感染进一步恶

化[6]。利用基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱

(MALDI-TOF
 

MS)
 

技术可直接对血培养阳性标本

进行快速鉴定且具有较高的准确性[7]。欧洲药敏试

验委员会(EUCAST)在2018年发布了纸片法血培养

阳性瓶直接快速药敏试验(RAST)的方法及折点[8],
给快速药敏试验标准化操作和结果解读提供了重要

依据。本试验中革兰阴性杆菌参考
 

EUCAST发布的

纸片法血培养阳性瓶进行RAST,革兰阳性球菌参考

2021年美国临床和实验室标准化协会(CLSI)发布的

M100文件中推荐对血培养阳性标本进行RAST[9]。
本研究拟将血培养阳性瓶RAST与常规药敏结果进

行比对,评估血培养RAST的临床应用价值,进一步

探寻能够为临床血流感染提供快速、准确药敏结果的

方法,以指导临床目标性抗感染治疗。

1 资料与方法

1.1 一般资料 收集2021年4月至2022年4月本

院血培养报阳后涂片染色镜检为单一革兰阴性杆菌

或革兰阳性球菌的标本,排除3
 

d内重复送检为同一

种细菌及混合感染的标本。

1.2 仪器与试剂 BACTEC
 

FX全自动微生物培养

系统及配套血培养瓶(美国BD公司);Vitek
 

2
 

Com-
pact

 

60全自动微生物鉴定和药敏系统及配套试剂(法
国生物梅里埃公司);血平板、巧克力平板、M-H琼脂

平板购 自 重 庆 庞 通 公 司;药 敏 纸 片 (英 国 Oxoid
公司)。

1.3 方法

1.3.1 血培养阳性标本RAST
1.3.1.1 革兰阴性杆菌血培养阳性标本RAST 参

照2018年 EUCAST 公布的纸片法血培养阳性瓶

RAST方法,从涂片为单一革兰阴性杆菌的血培养阳

性培养瓶中直接抽取100~150
 

μL培养液至直径90
 

mm的 M-H琼脂平板上,均匀涂布后贴上相应抗菌

药物纸片,药敏纸片包括哌拉西林/他唑巴坦(36
 

μg/

6
 

μg)、头孢他啶(10
 

μg)、美罗培南(10
 

μg)、亚胺培南

(10
 

μg)、环丙沙星(5
 

μg)、阿米卡星(30
 

μg)、庆大霉

素(10
 

μg)
 

、妥布霉素(10
 

μg)。35
 

℃培养4、6、8
 

h
后,分别量取抑菌圈直径,根据

 

EUCAST发布的不同

细菌在不同时间的快速药敏试验的折点判读药敏试

验结果。本实验室建立血培养快速药敏方法时按照

EUCAST规定进行快速药敏试验质控操作,且每周

常规进行标准药敏试验方法质量控制,以保证药敏试

验的试剂及标准化纸片扩散法的过程质量。质控菌

株为 大 肠 埃 希 菌 ATCC25922、铜 绿 假 单 胞 菌

ATCC27853。根据EUCAST发布的 RAST判读标

准,结果可分为敏感、耐药和技术不定区域(ATU)
 

。

ATU代表药敏试验判定结果(敏感、中介、耐药)不确

定的区域,通常为1~3
 

mm的抑制区直径范围。在

此区域中,敏感、中介、耐药的判定错误率较高。因

此,对ATU结果不建议进行敏感性判定。

1.3.1.2 革兰阳性球菌血培养阳性标本RAST 从

涂片为单一革兰阳性球菌的血培养阳性标本中抽取

100~150
 

μL培养液,葡萄球菌移至 M-H琼脂平板,
链球菌移至血 M-H 琼脂平板上,均匀涂布后贴上相

应抗菌药物纸片,药敏纸片包括左氧氟沙星(5
 

μg)、
环丙沙星(5

 

μg)、红霉素(15
 

μg)、克林霉素(2
 

μg)、四
环素(30

 

μg)、利奈唑胺(10
 

μg)、万古霉素(5
 

μg)、青
霉素(10

 

U)。35
 

℃培养16~24
 

h后量取抑菌环直

径。参考CLSI
 

2021
 

M100葡萄球菌(16~18
 

h,空
气)和肺炎链球菌(20~24

 

h,CO2)纸片扩散法抑菌圈

折点进行药敏结果判读(敏感、中介、耐药)。质控方

法参照CLSI
 

2021
  

M100每周常规进行标准药敏方法

质 量 控 制。 质 控 菌 株 为 金 黄 色 葡 萄 球 菌

ATCC25923、肺炎链球菌ATCC49619。

1.3.2 血培养阳性标本常规鉴定及药敏试验 当血

培养仪提示阳性报警后,取出阳性瓶进行革兰染色并

转种至血平板、巧克力平板,35
 

℃培养18~24
 

h,挑选

单个菌落,制备成0.5个麦氏浊度单位菌悬液。革兰

阴性杆菌、革兰阳性球菌均采用Vitek
 

2
 

Compact
 

60
全自动细菌鉴定分析仪进行细菌鉴定及药敏试验。
参照梅里埃公司给出的Vitek

 

2
 

Compact全自动微生

物分析系统SOP,质控频率为每周一次。质控菌株为

霍氏 肠 杆 菌 ATCC700323、嗜 麦 芽 窄 食 单 胞 菌

ATCC1766、铅黄肠球菌ATCC700327、腐生葡萄球菌

ATCCBAA750、大肠埃希菌
 

ATCC25922、铜绿假单

胞菌 ATCC27853、金黄色葡萄球菌 ATCC29213、粪
肠球菌ATCC29212、肺炎链球菌ATCC49619。

1.3.3 药敏结果比较 比对RAST结果与常规药敏

结果的一致性,判断标准如下。(1)符合(CA):常规

药敏结果为敏感(或耐药),RAST结果为敏感(或耐

药)。(2)错误(Er)
 

:常规药敏结果与RAST结果不

一致。包括①严重错误(VME),假敏感,即常规药敏

结果为耐药,RAST结果为敏感;②重大错误(ME),
假耐药,即常规药敏结果为敏感,RAST结果为耐药;

③微小错误(mE),常规药敏结果为中介,RAST结果
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为敏感或耐药。ATU结果不判读、不比较。

1.4 统计学处理 用SPSS22.0软件进行数据分析。
计数资料以例数、百分率表示,组间比较采用χ2 检

验。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 血培养阳性标本分离的病原菌 共收集409例

血 培 养 阳 性 标 本,其 中 革 兰 阴 性 杆 菌 275 例

(67.2%),革兰阳性球菌134例(32.8%);标本来源

于男性211例(51.6%)、女性198例(48.4%);70岁

及以上患者202例(49.4%)。分离率居前3位的细

菌分别为大肠埃希菌(43.5%)、凝固酶阴性葡萄球菌

(15.6%)、肺炎克雷伯菌(15.2%)。见表1。

2.2 肠杆菌RAST结果与常规药敏结果对比 本试

验共收集到178株大肠埃希菌并对其进行RAST。7
种药物中:4

 

h不可测量率最高的为哌拉西林/他唑巴

坦(12.4%),最低的为美罗培南(4.5%);6
 

h不可测

量率除哌拉西林/他唑巴坦为0.6%外,其余6种药物

均降为0.0%;8
 

h时全部药物均可测量。7种药物中

4、6、8
 

h
 

ATU比例最高的分别为哌拉西林/他唑巴坦

(24.2%)、妥布霉素(17.4%)、妥布霉素(16.9%),最
低分别为庆大霉素(3.9%)、阿米卡星(1.1%)、阿米

卡星(1.1%)。6
 

h时7种药物不可测量率和ATU比

例均较4
 

h明显下降,其中下降最明显的是哌拉西林/
他唑巴坦,6

 

h不可测量率较4
 

h下降了11.8%,

ATU比例下降了14.6%,但8
 

h时7种药物不可测

量率和ATU比例与6
 

h时变化不大。
 

RAST结果与

常规药敏结果相比:7种药物中4、6、8
 

h
 

CA比例最高

的均为庆大霉素,4、6、8
 

h
 

CA比例最低的分别为哌拉

西林/他唑巴坦、妥布霉素、妥布霉素;6
 

h所有抗菌药

物CA比例均高于4
 

h,差异均有统计学意义(P<
0.05),但与8

 

h所有抗菌药物CA比例相比,差异无

统计学意义(P>0.05);4、6、8
 

h
 

VME比例最高的均

为环丙沙星,分别为2.8%、3.4%、3.4%;美罗培南

VME、ME、mE三者比例均为0.0%;庆大霉素、阿米

卡星、哌 拉 西 林/他 唑 巴 坦 这 3 种 抗 菌 药 物 均 无

VME。见表2。

  本试验总共收集到62株肺炎克雷伯菌并对其进

行了RAST。7种药物中:4
 

h不可测量率最高的为环

丙沙星(6.5%)、哌拉西林/他唑巴坦(6.5%),6
 

h除1
株菌因生长不良无法测量外其他菌株所有药物均可

测量。7种药物中4、6、8
 

h
 

ATU比例最高的分别为

哌拉西林/他唑巴坦(16.1%)、环丙沙星(8.1%)、环
丙沙星(8.1%)。庆大霉素4、6、8

 

h均无ATU。7种

药物不可测量率和ATU比例在6
 

h时均较4
 

h时明

显下降,但在8
 

h时与6
 

h时变化不大。
 

RAST结果与

常规药敏结果相比:7种药物中4、6、8
 

h
 

CA比例最高

的均为庆大霉素,CA比例最低的均为环丙沙星;6
 

h
所有抗菌药物的CA比例均高于4

 

h
 

,差异有统计学

意义(P<0.05),但与8
 

h
 

CA比例差异无统计学意义

(P>0.05);4、6、8
 

h
 

VME比例最高的均为环丙沙

星;美罗培南、头孢他啶、阿米卡星、妥布霉素这4种

药物均无VME、ME、mE。肺炎克雷伯菌4、6、8
 

h的

药敏结果CA比例分别为85.0%、94.2%,96.3%。
见表3。

表1  血培养阳性标本分离的病原菌

病原菌 n 构成比(%)

革兰阳性球菌 134 32.8

 金黄色葡萄球菌 36 8.8

 凝固酶阴性葡萄球菌 64 15.6

 肺炎链球菌 7 1.7

 其余链球菌 20 4.9

 粪肠球菌 3 0.7

 屎肠球菌 4 1.0

革兰阴性杆菌 275 67.2

 大肠埃希菌 178 43.5

 肺炎克雷伯菌 62 15.2

 铜绿假单胞菌 8 2.0

 其他 27 6.6

合计 409 100.0

表2  大肠埃希菌RAST药敏结果与常规药敏结果一致性比较[n或n(%)]

抗菌药物 n 时间(h) 敏感 耐药 ATU 不可测量 CA VME ME mE

环丙沙星 178 4 79 74 15(8.4) 10(5.6) 136(76.4) 5(2.8) 2(1.1) 10(5.6)

6 94 78 6(3.4) 0(0.0) 152(85.4)a 6(3.4) 1(0.6) 13(7.3)

8 94 78 6(3.4) 0(0.0) 152(85.4) 6(3.4) 1(0.6) 13(7.3)

美罗培南 178 4 145 1 24(13.5) 8(4.5) 146(82.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

6 169 1 8(4.5) 0(0.0) 170(95.5)a 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

8 170 1 7(3.9) 0(0.0) 171(96.1) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

头孢他啶 178 4 117 28 22(12.4) 11(6.2) 135(75.8) 1(0.6) 8(4.5) 1(0.6)

6 133 31 14(7.9) 0(0.0) 151(84.8)a 1(0.6) 11(6.2) 1(0.6)
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续表2  大肠埃希菌RAST药敏结果与常规药敏结果一致性比较[n或n(%)]

抗菌药物 n 时间(h) 敏感 耐药 ATU 不可测量 CA VME ME mE

8 134 31 13(7.3) 0(0.0) 152(85.4) 1(0.6) 11(6.2) 1(0.6)

庆大霉素 178 4 107 54 7(3.9) 10(5.6) 160(89.9) 0(0.0) 1(0.6) 0(0.0)

6 119 56 3(1.7) 0(0.0) 175(98.3)a 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

8 119 56 3(1.7) 0(0.0) 175(98.3) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

阿米卡星 178 4 153 5 10(5.6) 10(5.6) 153(86.0) 0(0.0) 4(2.2) 1(0.6)

6 174 2 2(1.1) 0(0.0) 174(97.8)a 0(0.0) 1(0.6) 1(0.6)

8 174 2 2(1.1) 0(0.0) 174(97.8) 0(0.0) 1(0.6) 1(0.6)

哌拉西林/他唑巴坦 178 4 109 4 43(24.2) 22(12.4) 110(61.8) 0(0.0) 3(1.7) 0(0.0)

6 157 3 17(9.6) 1(0.6) 158(88.8)a 0(0.0) 2(1.1) 0(0.0)

8 163 3 12(6.7) 0(0.0) 164(92.1) 0(0.0) 2(1.1) 0(0.0)

妥布霉素 178 4 110 20 38(21.3) 10(5.6) 115(64.6) 1(0.6) 2(1.1) 12(6.7)

6 124 23 31(17.4) 0(0.0) 131(73.6)a 1(0.6) 0(0.0) 15(8.4)

8 124 24 30(16.9) 0(0.0) 131(73.6) 1(0.6) 0(0.0) 16(9.0)

  注:与同一药物4
 

h时比较,aP<0.05。

表3  肺炎克雷伯菌RAST药敏结果与常规药敏结果一致性比较[n或n(%)]

抗菌药物 n 时间(h) 敏感 耐药 ATU 不可测量 CA VME ME mE

环丙沙星 62 4 40 9 9(14.5) 4(6.5) 46(74.2) 1(1.6) 1(1.6) 1(1.6)

6 49 7 5(8.1) 1(1.6) 53(85.5)a 1(1.6) 1(1.6) 1(1.6)

8 50 7 5(8.1) 0(0.0) 53(85.5) 1(1.6) 1(1.6) 2(3.2)

美罗培南 62 4 49 4 6(9.7) 3(4.8) 53(85.5) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

6 54 4 3(4.8) 1(1.6) 58(93.5)a 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

8 56 4 2(3.2) 0(0.0) 60(96.8) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

头孢他啶 62 4 47 6 6(9.7) 3(4.8) 53(85.5) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

6 54 6 1(1.6) 1(1.6) 60(96.8)a 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

8 55 6 1(1.6) 0(0.0) 61(98.4) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

庆大霉素 62 4 54 5 0(0.0) 3(4.8) 58(93.5) 0(0.0) 1(1.6) 0(0.0)

6 57 4 0(0.0) 1(1.6) 61(98.4)a 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

8 58 4 0(0.0) 0(0.0) 62(100.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

阿米卡星 62 4 51 4 4(6.5) 3(4.8) 55(88.7) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

6 56 4 1(1.6) 1(1.6) 60(96.8)a 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

8 57 4 1(1.6) 0(0.0) 61(98.4) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

哌拉西林/他唑巴坦 62 4 42 6 10(16.1) 4(6.5) 47(75.8) 0(0.0) 1(1.6) 0(0.0)

6 51 6 4(6.5) 1(1.6) 56(90.3)a 0(0.0) 1(1.6) 0(0.0)

8 54 6 2(3.2) 0(0.0) 59(95.2) 0(0.0) 1(1.6) 0(0.0)

妥布霉素 62 4 52 5 2(3.2) 3(4.8) 57(92.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

6 56 5 0(0.0) 1(1.6) 61(98.4)a 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

8 57 5 0(0.0) 0(0.0) 62(100.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

  注:与同一药物4
 

h时比较,aP<0.05。

  240株肠杆菌RAST结果与常规药敏结果显示,

7种药物中4、6、8
 

h
 

CA比例最高的药物为均为庆大

霉素,分别为90.8%、98.3%、98.8%,仅在4
 

h出现

了2例 ME,其余判读时间均无VME、ME、mE;4、6、

8
 

h
 

CA比例最低的药物分别为哌拉西林/他唑巴坦

(65.4%)、妥布霉素(80.0%)、妥布霉素(80.4%);4、

6、8
 

h
 

VME 比 例 最 高 的 均 为 环 丙 沙 星,分 别 为

2.5%、2.9%、2.9%;4、6、8
 

h
 

ME比例最高的药物均
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为头孢他啶,分别为3.3%、4.6%、4.6%;4、6、8
 

h
 

mE
比例最高的药物均为妥布霉素,分别为5.0%、6.3%、

6.7%;4、6、8
 

h错 误 率 最 低 的 药 物 为 美 罗 培 南,

VME、ME、mE比例均为0.0%。哌拉西林/他唑巴

坦在4
 

h不可测量率最高(10.8%)、ATU比例最高

(22.1%),6
 

h不可测量率降至0.8%,但在7种药物

中仍是最高,8
 

h不可测量率降至0.0%。见表4。肠

杆菌在4、6、8
 

h
 

CA 比例分别为78.8%、90.5%、

91.5%,6
 

h药敏结果CA比例优于4
 

h(P<0.05),与
8

 

h果CA比例差异无统计学意义(P>0.05)。见表5。
另外本试验共获取了5株CRE,均在4

 

h可测量

7种药物且无ATU。RAST结果与常规药敏结果相

比:7种药物的CA比例均为100.0%,无VME、ME、

mE。见表6。

表4  肠杆菌RAST药敏结果与常规药敏结果一致性比较[n或n(%)]

抗菌药物 n 时间(h) 敏感 耐药 ATU 不可测量 CA VME ME mE

环丙沙星 240 4 119 83 24(10.0) 14(5.8) 182(75.8) 6(2.5) 3(1.3) 11(4.6)

6 143 85 11(4.6) 1(0.4) 205(85.4) 7(2.9) 2(0.8) 14(5.8)

8 144 85 11(4.6) 0(0.0) 205(85.4) 7(2.9) 2(0.8) 15(6.3)

美罗培南 240 4 194 5 30(12.5) 11(4.6) 199(82.9) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

6 223 5 11(4.6) 1(0.4) 228(95.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

8 226 5 9(3.8) 0(0.0) 231(96.3) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

头孢他啶 240 4 164 34 28(11.6) 14(5.8) 188(78.3) 1(0.4) 8(3.3) 1(0.4)

6 187 37 15(6.3) 1(0.4) 211(87.9) 1(0.4) 11(4.6) 1(0.4)

8 189 37 14(5.8) 0(0.0) 213(88.8) 1(0.4) 11(4.6) 1(0.4)

庆大霉素 240 4 161 59 7(2.9) 13(5.4) 218(90.8) 0(0.0) 2(0.8) 0(0.0)

6 176 60 3(1.3) 1(0.4) 236(98.3) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

8 177 60 3(1.3) 0(0.0) 237(98.8) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

阿米卡星 240 4 204 9 14(5.8) 13(5.4) 208(86.7) 0(0.0) 4(1.7) 1(0.4)

6 230 6 3(1.3) 1(0.4) 234(97.5) 0(0.0) 1(0.4) 1(0.4)

8 231 6 3(1.3) 0(0.0) 235(97.9) 0(0.0) 1(0.4) 1(0.4)

哌拉西林/他唑巴坦 240
  

4 151 10 53(22.1) 26(10.8) 157(65.4) 0(0.0) 4(1.7) 0(0.0)

6 208 9 21(8.8) 2(0.8) 214(89.2) 0(0.0) 3(1.3) 0(0.0)

8 217 9 14(5.8) 0(0.0) 223(92.9) 0(0.0) 3(1.3) 0(0.0)

妥布霉素 240 4 162 25 40(16.7) 13(5.4) 172(71.7) 1(0.4) 2(0.8) 12(5.0)

6 180 28 31(12.9) 1(0.4) 192(80.0) 1(0.4) 0(0.0) 15(6.3)

8 181 29 30(12.5) 0(0.0) 193(80.4) 1(0.4) 0(0.0) 16(6.7)

表5  肠杆菌各判读时间药敏结果比较[n(%)]

细菌
4

 

h
 

CA VME ME 可测量

6
 

h

CA VME ME 可测量

8
 

h

CA VME ME 可测量

大肠埃希菌 955(76.6) 7(0.6)20(1.6)1
 

165(93.5) 1
 

111(89.2) 8(0.6) 15(1.2)1
 

245(99.9) 1
 

119(89.8) 8(0.6) 15(1.2)1
 

246(100.0)

肺炎克雷伯菌 369(85.0) 1(0.2) 3(0.7) 411(94.7) 409(94.2) 1(0.2) 2(0.5) 427(98.4) 418(96.3) 1(0.2) 2(0.5) 434(100.0)

合计 1
 

324(78.8) 8(0.5)23(1.4)1
 

576(93.8) 1
 

520(90.5)a 9(0.5) 17(1.0)1
 

672(99.5) 1
 

537(91.5) 9(0.5) 17(1.0)1
 

680(100.0)

  注:与同一细菌4
 

h时比较,aP<0.05。

表6  CRE
 

RAST药敏结果与常规药敏结果一致性比较[n或n(%)]

抗菌药物 n 时间(h) 敏感 耐药 ATU 不可测量 CA VME ME mE

环丙沙星 5 4 0 5 0(0.0) 0(0.0) 5(100.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

6 0 5 0(0.0) 0(0.0) 5(100.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

8 0 5 0(0.0) 0(0.0) 5(100.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
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续表6  CRE
 

RAST药敏结果与常规药敏结果一致性比较[n或n(%)]

抗菌药物 n 时间(h) 敏感 耐药 ATU 不可测量 CA VME ME mE

美罗培南 5 4 0 5 0(0.0) 0(0.0) 5(100.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

6 0 5 0(0.0) 0(0.0) 5(100.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

8 0 5 0(0.0) 0(0.0) 5(100.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

头孢他啶 5 4 0 5 0(0.0) 0(0.0) 5(100.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

6 0 5 0(0.0) 0(0.0) 5(100.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

8 0 5 0(0.0) 0(0.0) 5(100.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

庆大霉素 5 4 2 3 0(0.0) 0(0.0) 5(100.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

6 2 3 0(0.0) 0(0.0) 5(100.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

8 2 3 0(0.0) 0(0.0) 5(100.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

阿米卡星 5 4 2 3 0(0.0) 0(0.0) 5(100.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

6 2 3 0(0.0) 0(0.0) 5(100.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

8 2 3 0(0.0) 0(0.0) 5(100.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

哌拉西林/他唑巴坦 5 4 0 5 0(0.0) 0(0.0) 5(100.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

6 0 5 0(0.0) 0(0.0) 5(100.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

8 0 5 0(0.0) 0(0.0) 5(100.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

妥布霉素 5 4 2 3 0(0.0) 0(0.0) 5(100.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

6 2 3 0(0.0) 0(0.0) 5(100.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

8 2 3 0(0.0) 0(0.0) 5(100.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

2.3 铜绿假单胞菌RAST结果与常规药敏结果对

比 本试验总共获得8株铜绿假单胞菌,除1株6
 

h
生长不良,1株头孢他啶、哌拉西林/他唑巴坦6

 

h抑

菌圈边缘模糊不可测量外,其余均可测量,在6、8
 

h可

测量率分别为83.9%、100.0%。RAST结果与常规

药敏结果相比:环丙沙星、美罗培南、亚胺培南、庆大

霉素、妥 布 霉 素 6、8
 

h
 

CA 比 例 最 高,均 分 别 为

87.5%、100.0%,哌拉西林/他唑巴坦CA比例最低,
仅有50.0%、62.5%;8

 

h所有抗菌药物的CA比例均

高于6
 

h
 

,但差异无统计学意义(P>0.05);7种药物

6、8
 

h
 

均无 VME、ME、mE。见表7。铜绿假单胞菌

RAST结果与常规药敏结果相比,在6、8
 

h
 

CA比例

分别为80.4%、92.9%。

2.4 葡萄球菌 RAST 结果及与常规药敏结果对

比 本试验总共收集到100株葡萄球菌并对其进行

RAST,7 种 药 物 在 16
 

h 均 可 测 量,可 测 量 率 为

100.0%。RAST结果与常规药敏结果相比:CA比例

最高的为利奈唑胺和青霉素,均为100.0%,最低的为

克林霉素(77.0%);7种药物均无VME,但克林霉素

mE比例较高,为21.0%。葡萄球菌在16
 

h
 

CA比例

为90.7%,ME比例为1.3%,mE比例为8.0%,无

VME。见表8。

2.5 肺炎链球菌 RAST 结果与常规药敏结果对

比 本试验总共收集到7株肺炎链球菌并对其进行

RAST,6种药物在20~24
 

h均可测量。RAST结果

与常规 药 敏 结 果 相 比:6种 药 物 的 CA 比 例 均 为

100.0%,均无VME、ME、mE。见表9。

表7  铜绿假单胞菌RAST药敏结果与常规药敏结果一致性比较[n或n(%)]

抗菌药物 n 时间(h) 敏感 耐药 ATU 不可测量 CA VME ME mE

环丙沙星 8 6 7 0 0(0.0) 1(12.5) 7(87.5) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

8 8 0 0(0.0) 0(0.0) 8(100.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

美罗培南 8 6 7 0 0(0.0) 1(12.5) 7(87.5) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

8 8 0 0(0.0) 0(0.0) 8(100.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

亚胺培南 8 6 7 0 0(0.0) 1(12.5) 7(87.5) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

8 8 0 0(0.0) 0(0.0) 8(100.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

头孢他啶 8 6 4 2 0(0.0) 2(25.0) 6(75.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
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续表7  铜绿假单胞菌RAST药敏结果与常规药敏结果一致性比较[n或n(%)]

抗菌药物 n 时间(h) 敏感 耐药 ATU 不可测量 CA VME ME mE

8 5 2 1(12.5) 0(0.0) 7(87.5) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

哌拉西林/他唑巴坦 8 6 4 0 2(25.0) 2(25.0) 4(50.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

8 5 0 3(37.5) 0(0.0) 5(62.5) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

庆大霉素 8 6 7 0 0(0.0) 1(12.5) 7(87.5) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

8 8 0 0(0.0) 0(0.0) 8(100.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

妥布霉素 8 6 7 0 0(0.0) 1(12.5) 7(87.5) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

8 8 0 0(0.0) 0(0.0) 8(100.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

表8  葡萄球菌RAST药敏结果与常规药敏结果一致性比较[n或n(%)]

抗菌药物 n 时间(h) 敏感 耐药 中介 不可测量 CA VME ME mE

左氧氟沙星 100 16 52 39 9 0(0.0) 90(90.0) 0(0.0) 2(2.0) 8(8.0)

环丙沙星 100 16 44 43 13 0(0.0) 85(85.0) 0(0.0) 2(2.0) 13(13.0)

红霉素 100 16 22 69 9 0(0.0) 89(89.0) 0(0.0) 1(1.0) 10(10.0)

克林霉素 100 16 24 55 21 0(0.0) 77(77.0) 0(0.0) 2(2.0) 21(21.0)

四环素 100 16 73 22 5 0(0.0) 94(94.0) 0(0.0) 2(2.0) 4(4.0)

利奈唑胺 100 16 100 0 0 0(0.0) 100(100.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

青霉素 100 16 6 94 0 0(0.0) 100(100.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

表9  肺炎链球菌RAST药敏结果与常规药敏结果一致性比较[n或n(%)]

抗菌药物 n 时间(h) 敏感 耐药 中介 不可测量 CA VME ME mE

左氧氟沙星 7 20~24 7 0 0 0(0.0) 7(100.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

红霉素 7 20~24 0 7 0 0(0.0) 7(100.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

克林霉素 7 20~24 1 6 0 0(0.0) 7(100.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

四环素 7 20~24 0 6 1 0(0.0) 7(100.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

利奈唑胺 7 20~24 7 0 0 0(0.0) 7(100.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

万古霉素 7 20~24 7 0 0 0(0.0) 7(100.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

3 讨  论

  血流感染的有效治疗依赖于早期目标性抗感染

治疗,而目标性抗感染治疗极大程度地依赖于及时、
准确的微生物药敏结果。随着 MALDI-TOF技术在

临床微生物领域的应用,微生物鉴定比传统生化鉴定

能够提前24
 

h完成。目前,快速获得血培养病原菌药

敏结果的方法众多,某些学者将阳性血培养液预处理

后制备成菌悬液,使用自动化仪器或纸片扩散法进行

药敏试验[10],此法耗时相对较长,操作过程烦琐,反复

的离心、洗涤更易产生气溶胶增加生物安全风险且无

规范化折点来判断药敏结果;KIM 等[11]用直接涂片

检查分析不同抗菌药物条件下细菌形态的变化,可在

6
 

h内检测细菌的耐药性,该方法较为复杂、烦琐,不
易常 规 操 作;谷 钰 峰 等[12]将 MALDI-TOF

 

MS与

FCM联合对细菌耐药基因进行快速检测,可在3
 

h内

检测细菌药物敏感性,但此法所需仪器价格昂贵,不
适合一般实验室推广;还有学者利用DNA微阵列、数

字PCR、二代高通量测序等分子生物学手段快速检测

细菌的耐药基因[13],但检测价格昂贵,不易常规检测。

2018
 

年11月EUCAST
 

发布了纸片法血培养阳性

RAST方法及折点,该方法简单、成本低、耗时短,易
于实验室常规开展及标准化,具有普遍适用性,在一

定程度上可弥补上述各方法存在的缺陷。
本试验参考EUCAST阳性血培养液 RAST方

法,对收集到的275株革兰阴性杆菌进行分析。试验

发现肠杆菌在4
 

h时大部分抑菌圈直径可测量,大肠

埃希菌平均4
 

h可测量率为93.5%,肺炎克雷伯菌为

94.7%略高于前者。除1株肺炎克雷伯菌因生长不

良6
 

h无法测量外,其余239株菌株6
 

h均可测量,8
 

h
 

240株菌株全部可测量。这也与现有研究结果一

致[14]。RAST结果与常规药敏结果相比:大肠埃希菌

4、6、8
 

h的药敏结果CA比例分别为76.6%、89.2%、

89.8%。肺炎克雷伯菌4、6、8
 

h的药敏结果CA比例

分别为85.0%、94.2%,96.3%,每个判读时间的药敏
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结果CA比例均高于大肠埃希菌。这可能与大肠埃

希菌培养早期生长不良抑菌圈边缘模糊不清被忽略

有关。RAST结果与常规药敏结果相比:本试验肠杆

菌4、6、8
 

h的平均药敏结果CA比例分别为78.8%、

90.5%、91.5%。肠杆菌6
 

h时CA比例>90%,明显

优于4
 

h,差异有统计学意义(P<0.05),但与8
 

h相

比,差异无统计学意义(P>0.05),提示6
 

h判读肠杆

菌整体抗菌谱在准确性和时间上具有优势。本试验

还收集到了5株CRE,均在4
 

h可测量全部药物且无

ATU,RAST结果与常规药敏结果相比:CA比例均

为100.0%,无VME、ME、mE。这意味着实验室4
 

h
可向临床提供初步的目标性抗感染治疗方案,为CRE
的治疗和危重症患者的救治赢得了宝贵的时间。本

试验中的8株铜绿假单胞菌,在6、8
 

h可测量率分别

为83.9%、100.0%,药敏结果 CA 比例分别为80.
4%、92.9%。虽然8

 

h
 

CA比例>90%且明显高于6
 

h,但8
 

h是否在判断铜绿假单胞整体抗菌谱在准确性

和时间上更具有优势仍需更大量的数据支持。
 

本试验结果显示不同药物在不同时间点判读时

不可测量率及药敏结果CA比例有所差别。RAST
结果与常规药敏结果相比:肠杆菌CA比例最高的药

物为庆大霉素,4、6、8
 

h的CA比例分别为90.8%、

98.3%、98.8%,仅在4
 

h出现了2例 ME,其余判读

时间均无VME、ME、mE;VME最高的药物为环丙沙

星,4、6、8
 

h的 VME 比 例 分 别 为2.5%、2.9%、

2.9%。ME最高的药物为头孢他啶,4、6、8
 

h的 ME
比例分别为3.3%、4.6%、4.6%。mE最高的药物为

妥布霉素,4、6、8
 

h的 mE比例分别为5.0%、6.3%、

6.7%。哌拉西林/他唑巴坦在4
 

h不可测量率最高

10.8%,ATU最高22.1%,CA最低65.4%;6
 

h不可

测量率降低到0.8%,ATU 降至8.8%,CA上升到

89.2%。哌拉西林/他唑巴坦同样也是铜绿假单胞菌

抗菌谱中不可测量率最高、ATU比例最高、CA比例

最低的 药 物。这 可 能 与 哌 拉 西 林/他 唑 巴 坦 药 物

ATU范围跨度太大,导致有一部分结果落在ATU范

围内无法判读从而降低了CA比例。本试验中无论

是肠杆菌还是非发酵菌,美罗培南错误率均为0.0%,
即无VME、ME、mE。

 

本试验100株葡萄球菌RAST折点的判读参照

CLSI
 

2021
 

M100,判断时间为16~20
 

h。试验中100
株葡萄球菌整体抗菌谱在16

 

h均可测量,药敏结果

CA比例为90.7%,无 VME,ME比例为1.3%,mE
比例为8.0%。其中青霉素和利奈唑胺的CA比例均

为100.0%,无VME、ME、mE。当常规药敏试验青霉

素 MIC≤0.12
 

μg/mL时,需进行青霉素边缘试验,而
后再与RAST结果进行比对。本试验中有4株葡萄

球菌在进行青霉素边缘实验修正结果为R后与直接

快速药敏结果符合。葡萄球菌中CA比例最低,mE
比例 最 高 的 均 为 克 林 霉 素,比 例 分 别 为77.0%、

21.0%。这可能与克林霉素RAST结果为中介的比

例(21%)最高有关。中介结果中有47.6%的抑菌圈

直径为20
 

mm,正好在中介与敏感的折点交界处。人

为的测量和判读习惯及抑菌圈边缘稍微不清晰都可

能导致测量结果1
 

mm的误差。这可能就是克林霉

素中介结果判读过多、mE比例较高的主要原因。在

葡萄球菌RAST中共发现24例诱导克林霉素耐药试

验阳性,将结果修订为耐药后与常规药敏结果均符

合。本试验未将万古霉素纳入葡萄球菌RAST抗菌

谱内,这也是本试验的不足之处。根据 CLSI
 

2021
 

M100要求在测定所有葡萄球菌对万古霉素的敏感性

应执行 MIC法。纸片法无法区分万古霉素敏感与中

介的金黄色葡萄球菌。对于金黄色葡萄球菌外的葡

萄球菌,纸片扩散法也无法区分敏感、中介、耐药。另

外,本试验还收集到了7株肺炎链球菌,因生长要求

比较严格,需在CO2 环境下培养20~24
 

h。RAST结

果显示6种抗菌药物在20~24
 

h均可测量,CA
 

比例

均为100.0%,无VME、ME、mE。
综上所述,血培养RAST能够为临床提供较为快

速、准确的药敏结果,这对于临床血流感染治疗有非

常重要的指导意义[15]。肠杆菌在RAST6
 

h就可获得

较为准确的结果,葡萄球菌则需要16
 

h。耐碳青霉烯

肠杆菌、铜绿假单胞菌、肺炎链球菌则分别在RAST
 

4、8、20~24
 

h获得较为准确的结果,CRE和肺炎链

球菌两者的CA比例更是达到了100.0%,但这三个

时间段是否能够成为RAST结果报告时间还需更大

量的数据支持。总的来说,RAST比常规药敏方法节

省了1~2
 

d时间,为临床危重症患者的救治提供了宝

贵的时间,同时临床医生可以将 RAST结果作为参

考,及时给患者使用和调整抗菌药物,降低患者病死

率和避免抗菌药物的滥用造成细菌耐药性的变异。
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