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实验动物支气管鲍特杆菌检测能力验证结果与分析
邢!进!冯育芳!王!洪!岳秉飞

!中国食品药品检定研究院(实验动物资源研究所(北京!"#&?&%"

摘要%目的!开展 &#"’ 年能力验证活动(评价国内实验动物检测实验室对支气管鲍特杆菌的检测能力* 方法!依

据 A>J= 相关文件(中国食品药品检定研究院作为能力验证提供者(制备含有支气管鲍特杆菌及产气巴斯德杆菌

和大肠杆菌为干扰菌的比对样品(提供给参加实验室(要求在规定时限内反馈检测结果及报告* 结果!所制备三

种样品的平均含菌量均大于 "q"#$AE];7I()’ j加速稳定性时间不少于 &# ,(符合比对要求* 全国共有 "$ 个省

市的 &B 个实验动物检测实验室参加(均按时反馈结果和报告(满意率 $$h* 结论!本次能力验证为实验动物呼吸

道细菌比对项目的进一步开展奠定了基础* 大部分参加实验室具备一致可靠的支气管鲍特杆菌检测能力*

关键词%实验动物+支气管鲍特杆菌+能力验证+中国合格评定国家认可委员会

中图分类号% d%B@))!!文献标识码% J!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#)_##)#_#B

’>C%"#4)%?%;a41**24"##?_?"’%4&#"%4#)4##?

!!能力验证!DT6W151S25+RS*912Z"是利用实验室间
比对(按照预先制定的准则评价参加者的能力* 作
为重要的外部质量评价活动(寻求并参加能力验证
是合格评定机构的责任和义务* 合格评定机构应结
合自身需求参加能力验证以证明其技术能力 , "- *

中国食品药品检定研究院!以下简称中检院"作为
A>J= 能力验证提供者!DT6W151S25+RS*912ZDT6b1,ST(
DRD"已在实验动物质量检测领域开展了包括病
毒 , &_(- ’细菌 , B_’-和遗传 , $_%-在内的多项能力验证活
动* 我们通过此前的能力验证活动积累了一些经
验(得到了全国实验动物质量检测机构的支持*
&#"’ 年(中检院依据 A>J=_KI#& #能力验证规则$
和 A>J=_KI#)#能力验证提供者认可准则$ !<=H;
<VA"’#() s&#"#" , "#-运作 ><EMA_DR_"#’.实验动物
呼吸道样品中支气管鲍特杆菌检测/的能力验证工
作* 支气管鲍特杆菌是感染实验动物的一种重要的
呼吸道病原菌 , ""- (大鼠’豚鼠和兔等易感(引起支气
管肺炎症状 , "&- (在实验用猪中是引发猪萎缩性鼻炎
的主要病原之一 , ")- * 通过对支气管鲍特杆菌的检
测能力验证(初步评价参与实验室对实验动物呼吸
道细菌的检测能力* 现将本次验证的总体情况报道
如下*

/K材料与方法

/N/K菌种
支气 管 鲍 特 杆 菌 ! %&’(!"!$$# )’&*+,-.!/"-+# "

JRAA "%)%B( 产 气 巴 斯 德 杆 菌 ! 5#."!4’!$$#
#!’&A!*!."JRAA&’$$)(大肠杆菌 !@.+,!’-+,-# +&$-"
AGAA((""# 分别购自美国模式培养物保藏中心
!JRAA"和中国医学菌种保藏中心!AGAA"(三株标
准菌株用作本次能力验证菌株(本实验室保存*
/N5K培养基及试剂

血琼脂培养基!H/16,"(MYI琼脂!北京三药科
技开发有限公司"(葡萄糖’蔗糖’三糖铁’靛基质’

尿素’半固体等生化鉴定培养基 !北京三药科技开
发有限公司"(JD<&#V生化鉴定条!梅里埃"(革兰
阴性细菌鉴定板!NM’L19S."(无菌脱纤维羊血 !北
京路桥技术股份有限公司"*

细菌保护液基础液!本院食品化妆品检定所提
供"加入 "#h无菌脱纤维羊血制成此次比对样品保
护液*

M>J提 取 试 剂 盒 ! d13ZS2 "( M>J 聚 合 酶
!RJFJKJ"(琼脂糖 !RJFJKJ"* 革兰氏染色液
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!梅里埃"+兔抗支气管鲍特杆菌免疫血清由本实验
室制备*
/N3K主要仪器

生物安全柜 !R8ST76=51S291W15J&"’恒温培养
箱!R8ST76=51S291W15YST398ST7"’全自动细菌鉴定仪
!NMD86S21/_"##’梅里埃 L<RVF& A67:359"’冷冻
离心机!YS99158"’冻干机!I3P56256"*
/N2K菌株的培养与鉴定

三株验证用菌种分别划线接种于血琼脂平皿
!Bh脱纤维羊血"复苏(至 )? j培养 &( 8* 挑取初
代培养物中单个菌落再分别转种于血琼脂平皿(相
同条件培养后备用*

根据伯杰氏系统细菌学手册 , "(-和国家标准 , "B-

对三株验证用标准菌株进行生化鉴定*
同时提取三种菌株的基因组 M>J(扩增其 "?=

TM>J, "?- (经测序后与 QS2P32. 数据库比对(验证菌
株的准确性*
/NOK样品制备

将支气管鲍特杆菌’产气巴斯德杆菌和大肠杆
菌分别用无菌生理盐水制成菌悬液(与保护液按 " s
"# 比例均匀混合(制成 " 份阳性和 & 份阴性样品*
样品中菌含量约为 "#’AE];7I* 三种样品分装于
螺口 "CB 7I无菌冻存管中(冷冻干燥(最终每管内
固体含量约为 B#i"&# 7Z;管* 三种能力验证样品
通过.国家认证认可监督管理委员会实验室能力验
证平台/ ! 899:%;;2O+e45253452;O3P;12,S/4a*:"随机分
组编号(每组 ) 管样品(包含 " 管阳性和 & 管阴性样
品(即包括支气管鲍特杆菌!阳性"’产气巴斯德杆
菌!干扰阴性"和大肠杆菌各 " 管* 实验室无法通
过样品编号识别组别(可防止实验室间对结果的相
互自行比对*
/N4K样品检验
/N4N/!均匀性检验%在已制备的三种样品中分别随
机抽取 "# 管样品进行均匀性检验(每管样品重复测
试 & 次* 参照作业指导书和国家标准(在样品管中
加入 B## !I灭菌水(充分混匀* 取 "# !I样品悬液
用灭菌生理盐水 "# 倍梯度稀释至 "#@?(取稀释至
"#@B和 "#@?的样品液各 "## !I均匀涂布于血琼脂
平皿* )? j培养 &( 8(观察并计算菌落数*
/N4N5!稳定性检验%设置五个温度条件 ! )’ j’
&) j室温’( j’@&# j和@$# j"(每种温度放置
&# 组样品(检测样品在各温度下的稳定性* )’ j和
&) j室温中样品每天取样(( j中样品每 ) 天取样(

@&# j中样品每周取样(@$# j中样品每月取样*
参照作业指导书和国家标准(将样品管中加入
B## !I无菌水(用 "# !I接种环接种一满环菌液涂
布于血琼脂和 MYI琼脂上()? j培养 &( 8(观察是
否有足量的可见典型菌落生长*
/N4N3!样品中杂菌的鉴定%制备样品所用组分未经
过灭菌处理(除比对用标准菌株外(其中可能含有其
他环境中的细菌* 将空白细菌保护液接种于血琼脂
平皿()? j培养 &( 8(对生长出的杂菌进行鉴定*
/NPK样品的包装和运输

"CB 7I螺口样品管外层用封口袋包装(置于适
宜大小的干冰泡沫箱中(冷链快递至参加实验室*
/N1K参加实验室

全国共 &B 家实验室报名参加本次能力验证计
划(均如期反馈结果* 其中各级实验动物检测机构
"? 家(省级疾病预防控制中心实验室 " 家(药检系
统实验室 " 家(科研院校实验室 ? 家(企业实验室 "
家* 实验室所在地区分布见表 "*

表 /K参加实验室所在地区分布

@%J:-/K?-)#(&(TW%GF#R#W%F#&) :%J(G%F(G#-S

省;市 数量!家" 省;市 数量!家"

北京 ) 吉林 "

广东 & 江苏 )

上海 & 江西 "

重庆 " 山东 "

黑龙江 " 陕西 "

河北 " 四川 )

河南 " 新疆 "

湖北 " 浙江 "

辽宁 "

/N0K检测方法和报告
本次能力验证未规定测试方法(可参考标准中

的检测方法 , ")("B- * 要求在收到样品后 "# 个工作日
内反馈结果(并在规定期限内提交完整的检测报告*
/N/6K结果评价原则

本次计划中(每个实验室得到 ) 份样本() 份样
本的测定结果与标准结果完全一致时(即判定为满
意结果+任何 " 份样品的测定结果与标准结果不一
致时(即判定为不满意结果+实验室如未按时限反馈
结果(亦判定为不满意结果*

5K结果

5N/K菌株鉴定
三株验证用菌株的菌落和菌体形态均符合各

0")0
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自特征* 支气管鲍特杆菌在血琼脂上形成 " 77
左右’灰白色’长时间培养可见轻微 #溶血的菌
落+革兰氏阴性短杆菌+在 MYI培养基上能够生
长(形成约 & 77无色半透明菌落* 大肠杆菌在血
琼脂上形成 "i"CB 77左右(灰白色略扁的菌落(
不溶血+革兰氏阴性小杆菌(两端钝圆浓染+在
MYI培养基上形成粉红色中等大小菌落* 产气巴
斯德杆菌在血琼脂上形成 "CB 77左右(灰白色圆

润的菌落(不溶血+革兰氏染色阴性小杆菌(两极
钝圆浓染+在 MYI培养基上生长(形成粉红色中等
菌落*

采用国家标准中的鉴定方法’JD<&#V’NM和
L19S. 细菌鉴定仪的鉴定结果准确’一致* 血清凝集
实验仅支气管鲍特杆菌与诊断血清发生凝集* "?=
TM>J序列比对结果与设定菌株相符* 鉴定结果见
表 &*

表 5K三种菌株鉴定结果
@%J:-5KCH-&F#T#R%F#(&G-S+:F(TF"G--F-SF-HSFG%#&S

鉴定项目

<,S291W1539162 19S7

支气管鲍特杆菌

JRAA"%)%B

%8)’&*+,-.!/"-+#

产气巴斯德杆菌

JRAA&’$$)

58#!’&A!*!.

大肠杆菌

AGAA((""#

@8+&$-
MYI生长 o o o

血平皿溶血 [ ) )

半固体 [ ) o

葡萄糖 ) o o

蔗糖 ) o )

靛基质 ) ) o

尿素 o ) )

硫化氢 ) ) )

葡萄糖产气 ) o o

三糖铁!斜面;底层" F;F J;J J;J

血清平板凝集试验 o ) )
JD<&#V结果码 #&""##(B" "&"B&&?"’ ’"#(B’&B’
NMD86S21/_"## 鉴定 ( ( (
L<RVF& A67:359鉴定 ( ( (
"?= TM>J测序比对的 QS2P32. 编号 YV%?B$#’C" >Kf""$’(?C" AD#"’((?C"

!!注%J产酸!黄色" (F产碱!红色" +[弱反应

>69S% J% 351, !+SOO6-" + F% 3O.3O12S!TS," + [% -S3. TS359162

5N5K均匀性
三种样品在血琼脂平皿上的菌落数均达到 "q

"#’ 以上的预期指标(满足均匀性要求* 见表 )*

表 3K三种样品均匀性验证结果
@%J:-3K@"-"(9()-&-#F$ X-G#T#R%F#(&G-S+:FS

(TF"G--U#&HS(TS%9W:-S

测试管序号
样品中细菌浓度!AE];7I"

支气管鲍特杆菌 产气巴斯德杆菌 大肠杆菌
" $C&%q"#’ (C&(q"#’ ’C##q"#’

& ?C’?q"#’ )C)?q"#’ "C"?q"#$

) $C"#q"#’ ?C)#q"#’ "C#(q"#$

( "C)’q"#$ BC"#q"#’ "C((q"#$

B "C"#q"#$ "C&’q"#$ &C(?q"#$

? %CB%q"#’ "C$#q"#$ "C’&q"#$

’ &C%$q"#$ ’C?#q"#’ &C$(q"#$

$ "C)#q"#$ (C%#q"#’ &C?Bq"#$

% "C&%q"#$ &C"’q"#$ "C)&q"#$

"# "C"’q"#$ &C"(q"#$ $C##q"#’

平均值 "C&Bq"#$ "C#Bq"#$ "C?"q"#$

5N3K稳定性
三种样品在不同存放温度下定期取样(所制备

样品在 )’ j条件下可稳定存放 &# ,(&) j室温下
可稳定存放 (# ,( (j下至少可稳定存放 ?# ,(
@&# j下至少可稳定存放 "$# ,(@$# j条件下至少
可稳定存放 &(# ,*
5N2K杂菌鉴定

空白细菌保护液经培养后(在血琼脂上可见有
两种杂菌生长(一种为 " 77左右白色菌落(不易乳
化+革兰氏阳性短杆菌(呈梭形* 另一种为 " 77左
右黄色菌落(革兰氏阳性双球菌* 经 NM细菌鉴定
仪鉴定(分别为格氏乳球菌! ?#+"&+&++4.A#’=-!#!"和
变异库克菌!>&+4’-# =#’-#*."*
5NOK结果反馈

根据结果评定标准(获满意结果的实验室 &&

个(占参加单位的 $$h+不满意结果有 ) 个(占参加
单位的 "&h* 不满意结果中(两个实验室漏检阳性

0&)0
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样本结果(结果全部为阴性+另一个实验室将阴性干
扰样品检为阳性*

3K讨论

3N/K方法的选择
在依据国家标准检测支气管鲍特杆菌时(血琼

脂上初代菌落的 #溶血现象常不甚明显(因此初代
培养时以培养至 (# 8 以上为宜* 在初代培养时(同
时接种 MYI琼脂平皿有助于可疑菌落的筛选* 采
用培养法时(根据 A>J=_AI#%, "’-要求需对购置的或
自制的培养基进行质量控制* 即用标准菌株验证相
关培养基和试剂的有效性(避免培养基和试剂原因
导致的培养和鉴定失败*

如不采用国家标准中的分离培养方法(DAK方
法可以快速得出结果 , "$_&#- * DAK方法已经写入猪
病检测的行业标准(用于检测传染性萎缩性鼻炎中
支气管鲍特杆菌的诊断 , ")- (效果优于分离培养
法 , &"- * 本次能力验证参加实验室主要采用的仍是
分离培养和生化鉴定的方法* 两个实验室采用了
DAK方法(且其中一个为荧光定量 DAK方法(均获
得了准确的结果*
3N5K不满意结果原因分析

通过查验不满意实验室原始记录和报告(检测
错误的主要原因可能为操作时污染’可疑菌挑取错
误’生化鉴定错误和原始记录记录不祥等几个方面*
对样品的检测操作应在生物安全柜中操作(避免各
种污染引入* 处理样品时(应分装保留部分样品以
备复检* 熟知阳性菌落的形态和特征对挑取可疑菌
至关重要(根据血琼脂和 MYI琼脂培养基中的特征
形态(充分挑取足够数量的可疑菌落(可以避免漏
检* 对于可疑菌的生化鉴定(本次比对中有 "% 家单
位采用的是手工生化检测(其中 % 家实验室在原始
记录中未注明所使用生化试剂的品牌或来源(使用
质量不稳定的生化试剂很可能误导检测结果的判
断* 有三个实验室采用自动生化鉴定仪(一个采用
梅里埃 JD<生化鉴定条(结果均准确* 与此前能力
验证情况相似(相比纯手工生化鉴定(采用自动细菌
鉴定仪或鉴定条可以获得更准确’稳定的结果* 值
得注意的是支气管鲍特杆菌检测可能得出动力阴性
的结果* 主要原因是支气管鲍特杆菌在半固体培养
基中延穿刺线生长缓慢(培养至 ’ , 比较稳妥 , &&- *
原始记录是反映实验结果的第一手资料(是对检测

活动的客观反映(有助于检测结果的追溯* 原始记
录不详或者错误(可直接导致错误结论*
3N3K总结

一次能力验证的结果只能证明参加者在本次能
力验证活动的情况(不能说明其正常的检测水平(只
有持续参加同一项目的能力验证活动(其总体结果
才能反映实验室的检测能力状况 , "- * 截止到本次
能力验证(连续参加 ( 次及以上的有 "( 家单位(表
明实验动物细菌能力验证活动已经得到了全国业内
的认可*

本次验证中出现一例样品管破碎情况* 经确认
后对样品进行了补寄* 样品破碎原因可能是由于干
冰致使样品管变脆后受挤压导致* 提示对样品管的
材质应有更高的要求(也督促我们进一步完善和改
进实验动物能力验证计划(努力提高能力验证样品
的质量(促进实验动物质量检测事业更好发展*
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