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荧光抗体法及厌氧菌培养法检出类杆菌

与梭状杆菌的质量控制

王 德旺 张稚萍 秦孝健

(第一附属医院 烧伤中心 )

提 要 本文为 1 9 8 3年 1月至 1 9 8 4年 7月 3 74例次临床标木的脆弱类杆菌
、

产黑类杆菌与核粒

梭状杆菌的荧光抗体法 ( IF A ) 与厌氧菌培养法的对比
,

并对二 法的质量控制如符合率
、

敏 感

性
、

特异性
、

预示值
、

抗血清的保存期限作了比较
。

说明二法符合率良好 ( 88
.

5一沥
`

99 夕̀ )
。

I F A

有快速诊断的优点外
,

并有下列的特点
:

1
.

I F A可检查厌氧菌培养法的质量
,

经对比
,

证明我们现用厌氧菌培养法宜于分离产黑类杆

菌
、

核粒梭状杆菌
,

不宜于分离脆弱类杆菌
,

对后一 种厌氧菌培养法有待改进
。

2
.

国外已有厌氧菌专用荧光抗体试剂出售
,

国内并无此项专用试剂
,

但
一

可自制厌氧菌抗血清
,

向北京或
_

上海生物制品研究所购买羊抗兔免疫球蛋白荧光抗体
,

可作 IF A 的间接法快速诊断之用
.

3
.

经三年来 ( 1 9 8 2一 1 9 8 3年 10 2例次
,

1 9 8 3一 1 9 8 4年的 3 7 4例次 ) 三种厌氧菌的 I F A 与厌氧菌

培养法对比
,

都证明 I F A 可提高阳性检出率
。

并对二法存在的问题略加讨论
。

关撼词 类杆菌与梭状杆菌 , 厌氧菌培养荧光抗体法 ; 质量控制

我们 自1 9 8 2年 3 一 5 月开展 脆 弱 类 杆

菌
、

产黑类杆菌的荧光抗体法 ( I F A )以来
,

对其快速性
、

敏感性
、

特异性 已有初步报道

(
’
〕

。

为了扩大厌氧菌感染的检测范围
,

从类

杆菌延伸至常见的核粒梭状杆 菌
,

本 文 为

1 9 8 3年 1 月至 1 9 8 4年 7月
,

同时用上述三种厌

氧菌的 I F A 与培养法的对比
,

共 37 4 例次
,

作远期观察
,

以便对二法的质量控制
;
抗血

清质量与保存期限作一探讨
。

表 1 37 4例次的标本来源

5A
.

尸了ūO
币̀J呼吸道烧伤实验狗

血液培养液

烧伤病人创面

病入血液培养液

痰或气管内分泌物

官颈分泌物

腹腔穿刺液

胸腔 ,, I, ,,

3 6

3 4

1 3

1 2

呼吸道烧伤实
验狗肺组织

脓液

肝或胆囊抽出液

脑内穿刺液

胃肠内容物

其他

材料与方法

1
。

标 本禾源 我室收检的厌氧菌 培 养 标

本
,

同时作 I F A法
,

选其资料完整者 37 4例 次
,

如

表 1
。

2
.

厌氛菌培养法 标本含量较多者
,

用

注射器抽取
,

针尖插灭菌橡皮塞送检 ; 若标本含量

不多者
,

均以 C O Z

瓶送检
。

其分离
,

培养
,

鉴定均

按前法 (2) 进行
。

3
,

间接荧光杭体 染色法

( 1 ) 抗血清的制备
:

脆弱类杆菌
、

产黑类杆菌的抗血清即前文当时

制作
,

加 1 /万硫柳汞防腐
,

冰箱保存
,

至今已 2 年
。

1 9 8 2年上述二菌抗血清的染色效价为 1 / 4 0
,

1 9 8 3年

1 月重测为 1 / 2 。
,

至今仍用 1 / 2 。 。

核粒梭状杆菌为正常人口腔分离所得的菌株
,

1 9 8 3年 1 月免疫家兔制成抗血清
,

其效价为 1 / 4。
。

( 2 ) 临床标本荧光抗体染色法
:

将一张玻片分为三格
,

短一 标本涂几格内
,

自

然待十
,

甲醇固定
,

P B S冲洗后
,

以脆弱类杆菌
、
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产黑类杆苗
、

核粒梭状杆菌的抗血清分别加于一格

内
,

下述染色方法
,

按 (1) 法进行
。

撼次染色时
,

均

用阳性菌种涂片对照
,

在荧光显微镜的 油 镜 下 观

察
。

阳性者
,

荧光强度应在拼以上
,

边 缘 荧 光 清

晰
,

黑心菌体
,

脆弱类杆菌为长短不一的杆菌 ; 产

黑类杆菌为球杆状
,

大小均匀 ; 核粒梭状杆菌为端

尖的梭形 长杆苗
,

片 :
·
“
录林视野的菌数

。

结果与分析

1
.

37 4 例次厌氛菌培 养法 与荧光杭体

法 的结果
,

如表 2
。

表 2 仄氧菌培养法与 IF A 的 结果

I F A

厌氧菌培养法
月危弱类杆菌 产黑类杆菌

十 ~

核粒梭状杆菌
+ 一

l
qé

In
ù11

1
八6一尸 今口Ot̀OOq山

遗 5

共 计

符合率 ( % ) 8 8
。

5 0

6 2

8 9
。

8准

} 1

1 0

2 I

冲

3 4 8

3 5 3

9 5
。

9 9

2
。

二法 性能的 比较

自1 9 8 0年至今
.

我们所用厌氧菌培养法

是相同的
,

为 了说明其性能
,

将所得结果
,

以符合率 (见 表 2 )
、

敏感性
、

特异性
、

阳

性预示值
、

阴性预示值的五项质量控制指标

列于表 3
。

其计算方法 (3) 如下
:

表 3 I F A 与仄乳菌培 养法 性能 的

比 较 ( %
,

3 7 4例次 )

脆弱类杆菌 产黑类杆菌 核粒梭状杆菌

二法符合率 ( % ) 二 二法都阳性次数
二法都阴性次数

十

/
总

敏感性

特异性

阳性预示值

阴性预示值

d嫂
。

4 0

8 9
。
5 9

9
。

5 2

9 8
。
4 9

了6
。
0 9

9 1
。

7 7

5 6
。

4 5

g G
。

叹7

6 8
。

7 5

9 7
。

2 0

5 2
.

3 8

9 8
。

8 6

次数 X 1 0 O

敏感性 ( % ) 二荧光阳性而培养也阳性

次数 / 培养阳性总次数 X 1 00

特异性 ( % )
二
荧光阴性而培养阴性次

数 / 培养阴性总次数 X 1 00

阳性预示值 ( % )
=
荧光 阳性而培养阳

性次数 / 荧光阳性总次数 欠 1 00

阴性预示值 ( % ) = 荧光阴性而培养阴

性次数 /荧光阴性总次数 x 100

由表 2 可见符合率在 8 8
.

5一 95
.

99 % 之

间
,

说明二法符合率 良好
。

因 IF A 有快速之

效
,

有诊断价值
。

其详细二法性能与质量控

制
,

容下文讨论
。

论 论

I F A 法与气相色谱法是克服厌氧菌培养

鉴定时间过长 ( 约一周以上 ) 的二种快速诊

断法
。

气相 色谱法用于标本厌氧菌代谢产物

有机酸的测定
,

以决定其感染存在的诊 断价

值
,

仍有争论
; 用于菌株分纯后的鉴定

,

但

还要配合其他鉴定法如形态学
,

生化反应
,

抗菌谱而进行
。

I F A 法是建立在厌氧菌抗原

性上的检查法
,

具有高度的特异性
,

而侮种

厌氧菌需要一种相应抗 血清
,

此为本法使用

范围受到限制的原因
。

根据三年来我们开展

I F A 法与厌氧菌培养法对比
,

除有快速诊断

优点外
,

并有下列优点
:

]
。

IR 、法 可检查仄氧菌培养法 的 质量

由于厌氧菌对氧的敏感性与复杂的营养

要求
,

其培养法的阳性率受许多因素的影响

(l)
。

在培养基方面
:

当初步分离时
,

就有许



128

多不同选择培养基
,

使用这些选择培养基的

目的是抑制需氧菌
,

便 犷分离厌氧菌
。

至 日

前为止
,

尚无理想的培养基
,

有的实验室主

张一份标本至少接种 5 种 以上不同厌氧平板

(峨 ) ,

这一工作量是很大的
。

以卡那霉素
、

万古

霉素平板为例
,

虽抑制大部份的需氧菌
,

也抑

制一部份厌氧菌
,

卡那霉素就有抑制梭状杆

菌的作用
,

万古霉素有抑制厌氧性球菌的作

用
。

为此
,

我们采用厌氧平板上 不 加 抑 制

剂
,

仅在密集接种区贴上丁胺卡那霉素 ( 10

林g ) 及灭滴灵 ( 10 件g ) 纸片各一张
,

前者以

便抑制需氧菌
,

可在抑菌区内挑取厌氧菌菌

落
; 后者有抑制厌氧菌的作用

,

使厌氧菌与

需氧菌落易于识别
。

并把孵育 时 间 延 至 7

天
,

这样使产黑类杆菌的黑色菌 落 易 于 观

察
。

从表 3 的三种厌氧菌的阳性预示值看
,

以产黑类杆菌为最高 ( 5 6
.

4 5 % )
,

核 粒梭

状杆菌次之 ( 5 2
.

3 8% )
,

脆弱类杆菌 最 低

( 仅 9
.

52 % )
,

这说明我们所用培养法
,

宜

于分离产黑类杆菌与核粒梭状杆菌
,

不宜于

分离脆弱类杆菌
。

阳性预示值低
,

可能是培养

基未加选择抑菌剂
,

使脆弱类杆菌为需氧菌

掩盖的可能性更大
。

是否应加用其他选择培

养基
,

如类杆菌胆汁七叶树普庆大霉素培养

基 (’)
,

以便分离脆弱类杆菌是有 考 虑 必 要

的
。

而 I F A的阴性预示值较高 ( 96
.

4 7一 9 8
.

8 6

% )
,

说明 IF A阴性更为可靠
,

与W il l 报告

阴性预示值 ( 75 ~ 92 % ) 二种抗血清质量 比

较 (` )
,

说明我们所用 I F A 抗血清的质量是不

差的
。

2
.

仄氛菌的 I F A 法

在国外间接法与直接法均有报告
,

并有

直接法的商品匣出售
,

如 F l u o r e t e c F
,

M

就可作脆弱类杆菌
、

产黑类杆菌的检出
,

也

有质量控制的对 比报告
。

国内日前尚无此等

生物试剂出售
,

但 上海
,

北京生物制品研究

所均有羊抗兔免疫球蛋 自荧光抗体出售
,

只

要自制各种厌氧菌抗血清
,

即可供间接法应

用
,

尤其各实验室可使用木地常见菌株 制作

抗血清
。

经我们使用气年来的远期观察
,

二

法符 合率在此三种仄氧菌在 8 8
.

5一 9 5
.

9 9 %

之间
,

特异性在 8 9
.

59 一 9了
.

2 0% 之间
,

敏感

性在 4 4
。

4一 7 6
.

0 9之间
。

W
a s h i n g t o n

编著临

床微生物学实验方法中 ( “ ) ,

己将脆弱类杆菌

的 IF A 法列为常规检查法
,

这说明在标本直

接涂片或菌株鉴定上都有使用价值
。

在 I F A 特异性方而
,

有用已知菌株交叉

染色
,

比较抗血清的质显 (
`
)

,

我们在三年中

发现非特异性荧 光可出现 于抗血清稀释度不

高时
,

如染色效价为 1 / 4 0或 1 / 2 0
,

若用 1/ 5

时
,

则梭状芽 latJ 杆菌与链球菌培养阳性的标

本
,

也有交叉荧光
,

但这些
一

}1三特异性荧光
,

可用稀释法或从形态学
_

_

仁与以上三种厌氧菌

加 以区别
。

根据三年来的经验
,

自制抗血清 4 ℃ 冰

箱保存
,

染色效价自 1 / 4 0降至 1 / 2 0
,

敏感性

与特异性稍有变 化
,

但尚可使用
。

3
.

二 法总 阳 性率的 比较

将三年来
,

我们所作厌氧菌 培 养 法 与

I F A结果的阳性率比较
, 1 9 8 2 年 培 养 法 为

1 0
.

7% ( 1 1 / 1 0 2 )
,

IF A为 2 5
.

5 % ( 2 6 / 1 0 2 )
,

P < 0
.

0 0 1 ; t 98 3年一 1 9 8 4年培养法为 1 5
.

2%

( 5 7 / 3 7理)
,

JF A 为 2 0
.

8 5% ( 7 8 / 3 7 4 )
,

P < 0
.

0 5 ,

可见 IFA 的阳性率均高于培养法
,

说明 I F A法可提高阳性检出率
。
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