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摘要：


National Jewish Medical and Research Center(NJC)分枝桿菌實驗室在美國為分枝桿菌檢驗重鎮，負責執行各項臨床檢驗及研究計畫，藥敏試驗執行經驗豐富，此行由該實驗室技術人員指導，觀摩學習結核菌一線藥、二線藥藥敏試驗操作流程，非典型結核菌藥敏試驗，液態培養系統運用於MIC評估，相關品管流程與經驗分享。


藥敏試驗使用液態培養可縮短報告時效，惟需注意雜菌污染或不只一種抗酸菌同時生長時，此行學習到的相關品管流程，無論應用於本局藥敏試驗確認流程或臨床實驗室作為核發報告前的確認，對於縮短報告時效並核發正確的報告，有很大的幫助。
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目的：


赴National Jewish Medical and Research Center(NJC)結核菌實驗室研習藥敏試驗檢驗方法及品管系統以應用於藥敏結果確認檢驗及標準檢驗方法之修訂及建立。

研習內容：

1. 結核菌1線藥及2線藥檢驗方法含常規檢驗方法及PZA藥敏試驗
2. 結核菌藥敏試驗快速檢驗方法
3. 非典型結核菌最低抑制濃度藥敏試驗方法
4. 前述檢驗方法之相關品管措施。
內容：
一、藥敏試驗方法
NJC提供的藥敏試驗檢驗服務整理如圖一，各方法對應之藥物品項及濃度如表一至表七。
全美各地的臨床醫師均會送檢體至NJC進行檢驗，各檢驗項目費用及送驗需知等，均可在該機構網站搜尋，搜尋網址為
http://www.nationaljewish.org/research/clinical-labs/about/learn/mycobac/index.aspx
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1、 

二、品管措施

NJC在PURITY CHECK應用於藥敏試驗結果判讀的策略如下圖二
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二、心得及建議


Middlebrook 7H11瓊脂培養方法與臺灣現行使用方法相近，標準方法已建立於本局標準操作流程中。Minimal inhibitory concentrations (MICs)方法主要用於NTM的藥敏判定，其中Rapid growers、M. avium complex、M. kansasii及M. marinum亦可見於美國Clinical and laboratory standards institute (CLSI) 出版之M24A標準操作流程中。NJC使用的藥敏測試方法及品項、濃度可由表一至表七詳見，除了Rapid growers及M tuberculosis complex之外，Slower growers主要使用Bactec460的方法，其使用的7H12培養基含C14放射物質，原理為細菌生長產生CO2，由Bactec460機器轉換判讀為Growth index (GI)，臺灣現行並無實驗室使用。在臺灣使用的液態培養系統主要使用BACTECTM MGITTM 960系統，原理為細菌生長時因消耗O2使培養基內的螢光值改變，BACTEC960機器轉換判讀為growth unit (GU)。不同的培養基選用的藥物測試濃度需經臨床測試，目前尚無相關研究探討GI與GU的相關對應，因此，如要使用BACTEC960進行MICs測試，僅能先參考CLSI建議的藥物品項及濃度。

在Rapid growers的藥敏測試，CLSI僅建議9種藥物品項，NJC則進行計20種，其使用的培養基及微量滴定法不含放射性物質，此方法可推廣於臺灣使用，惟其96 well微量滴定盤經詢問本地廠商，尚無相關技術資源如－70℃冷凍運送等，因此，相關試劑耗材需自行購買純藥配製，所幸一旦配製完成，置於－70℃保存期限可達一年，實際應用時尚稱方便。Rapid grower如M. abscessus在臨床上有其致病性，因此，實有必要應用標準化微量滴定法進行測試。

在PZA藥品的測試方面，NJC研發HSTB Agar Plates (Heifets-Sanchez TB agar)，其成份同7H11瓊脂培養基，惟其使用胎牛血清取代OADC，pH值則為6.2至6.4。目前PZA的標準法是Bactec460，本局實驗室現行使用MGIT960，NCJ經過臨床測試而使用的Bactec460法的臨界濃度為300μg/mL，但廠商建議濃度為100μg/mL，關於PZA的臨界濃度，仍需進一步研究，HSTB Agar Plates在NJC的使用時機為使用Bactec460結果有疑慮時，用不同的測試方法進行確認用。

在藥敏試驗品管方法方面，諸如培養基要注意效期，使用相關控制組菌株，藥品配製注意事項等，在臨床微生物教科書或本局出版之標準操作流程均有詳述，在此要討論的是藥敏結果確認，尤其大量使用液態培養菌液進行藥敏試驗時，核發報告前，需進行菌株確認無雜菌污染及菌株鑑定結果，實際應用於藥敏結果確認流程圖如圖三，將菌液次培養於BACTEC960，如機器顯示陽性，則次培養於Sheep Blood Agar培養48小時以確認雜菌污染，因為尚無GU與GI的相關對應文獻，因此無法直接根據BACTEC960所判讀的結果進行菌液稀釋做藥敏試驗，需按照肉眼判定菌液濁度進行稀釋。藥敏試驗報告時效為品管是否優良的監測指標之一，大量使用液態培養菌液進行藥敏試驗的目地即在於縮短報告時效。

NJC的實驗室在美國為結核菌檢驗的參考實驗室，其藥敏試驗檢驗流程特別注重菌株鑑定及純菌的確認，臺灣亦有使用液態培養的趨勢，此行學習到的相關品管流程，無論應用於本局藥敏試驗確認流程或臨床實驗室作為核發報告前的確認，對於縮短報告時效並核發正確的報告，有很大的幫助。
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圖三、使用MGIT960於藥敏測試時的流程
表一、INDIRECT DRUG SUSCEPTIBILITY TEST IN 7H11 AGAR PLATES for M. TUBERCULOSIS COMPLEX
	Plate No.
	#1
	#2
	#3
	#4

	I
	Control
	INH 0.2
	INH 1.0
	RMP 1.0

	II
	Control
	SM 2.0
	SM 4.0
	EMB 7.5

	III
	Control
	CM 10.0
	KM 6.0
	AK 6.0

	IV
	Control
	ETA 10.0
	CS 60.0
	PAS 8.0


表二、RAPID RADIOMETRIC (BACTEC™ 460) for M. TUBERCULOSIS COMPLEX
	
	Critical concentrations µg/ml

	Drug
	Currently in the BACTEC® manual
	NJC Protocol

	Isoniazid
	0.1
	0.1

	Streptomycin
	2.0
	4.0

	Rifampin
	2.0
	0.5

	Ethambutol
	2.5
	4.0

	Ethionamide
	—
	2.5

	Kanamycin
	—
	5.0

	Capreomycin
	—
	5.0

	Cycloserine
	—
	*

	Amikacin
	—
	4.0

	Rifabutin
	—
	0.12

	Ofloxacin
	—
	2.0

	Ciprofloxacin
	—
	2.0

	Thiacetazone 

(no longer tested)
	—
	3.0 

	PAS
	—
	*


表三、RADIOMETRIC MICS for M. TUBERCULOSIS COMPLEX
	Drug
	Concentration (µg/ml)

	Ofloxacin
	4.0, 2.0, 1.0

	Ciprofloxacin
	4.0, 2.0, 1.0

	Aminoglycosides
	8.0, 4.0, 2.0

	Capreomycin
	8.0, 4.0, 2.0

	Clofazimine
	0.25, 0.12, 0.06

	Rifampin
	8.0, 2.0, 0.5

	Rifabutin
	0.5, 0.25, 0.12

	Rifapentine
	0.5

	Ethionamide
	4.0, 2.0, 1.0

	Ethambutol
	8.0, 4.0, 2.0

	Augmentin
	16/8, 8/4, 4/2

	Thiacetazone
	1.2 (no longer tested)

	Isoniazid
	2.5, 0.5, 0.1

	Clarithromycin
	32.0, 8.0, 4.0 (at pH 7.4)

	Azithromycin
	256.0, 32.0 (at pH 7.4)

	Linezolid
	16.0, 8.0, 4.0


表四、RADIOMETRIC MICS for M. AVIUM COMPLEX
	8 Drug Package
	12 Drug Package

	Drug
	Conc. Test
	Drug
	Conc. Test

	Amikacin
	2.0, 4.0, 8.0
	Same as pkg. Of 8 with addition of:

	Ciprofloxacin
	1.0, 2.0, 4.0
	Cycloserine
	4.0, 8.0, 16.0

	Clarithromycin
	2.0, 8.0, 32.0
	Kanamycin
	2.0, 4.0, 8.0

	Clofazamine
	0.06, 0.12, 0.25
	Ethionamide
	1.0, 2.0, 4.0

	Ethambutol
	2.0, 4.0, 8.0
	Amikacin
	2.0, 4.0, 8.0, 16.0

	Rifabutin
	0.12, 0.25, 0.5
	Moxifloxacin
	0.5, 1.0, 2.0, 4.0

	Rifampin
	0.5, 2.0, 8.0
	Thiacetazone no longer in panel

	Drug
	Conc. Test
	

	Streptomycin
	2.0, 4.0, 8.0
	


表五、DRUG SUSCEPTIBILITY TESTING FOR SLOW GROWERS (EXCEPT M. AVIUM COMPLEX)

	SPECIES
	Agar proportion
	BACTEC MIC(quantitative)
	BACTEC qualitative

	M. asiaticum
	
	12 Drug Package
	

	M. gastri
	ˇ
	
	

	M. gordonae
	ˇ
	CLR, CIP, RBT
	

	M. haemophilum
	
	12 Drug Package + combination
	

	M. kansasii
	ˇ
	CLR, CIP, RBT
	

	M. malmoense
	ˇ
	
	

	M. marinum
	ˇ
	trimethoprim/sulfa ,DOXI
	

	M. nonchromogenicum
	ˇ
	
	

	M. paratuberculosis
	
	
	4 drugs

	M. scrofulaceum
	
	12 Drug Package +combination
	

	M. shimoidei
	ˇ
	
	

	M. simiae
	
	12 Drug Package
	

	M. szulgai
	ˇ
	
	

	M. terrae
	ˇ
	
	

	M. triviale
	ˇ
	
	

	M. xenopi
	ˇ
	
	


表六、MICROTITER MICS FOR RAPID GROWERS
	MICRG  MICROTITER MICS

	AK  AMIKACIN
	GAT  GATIFLOXACIN

	<=8, 16
	SUSCEPTIBLE
	<=0.5, 1
	SUSCEPTIBLE

	32
	INTERMEDIATE
	2
	INTERMEDIATE

	>=64
	RESISTANT
	>=4
	RESISTANT

	
	
	
	

	KM  KANAMYCIN
	MIN  MINOCYCLINE

	<= 8, 16
	SUSCEPTIBLE
	<1
	SUSCEPTIBLE

	32
	INTERMEDIATE
	2, 4, 8
	INTERMEDIATE

	>= 64
	RESISTANT
	>8
	RESISTANT

	
	
	
	

	TOB  TOBRAMYCIN
	MXF MOXIFLOXACIN

	<=2, 4
	SUSCEPTIBLE
	<=0.5, 1
	SUSCEPTIBLE

	8
	INTERMEDIATE
	2
	INTERMEDIATE

	>=16
	RESISTANT
	>=4
	RESISTANT

	
	
	
	

	GM  GENTAMYCIN
	TGC TIGECYCLINE

	<=2, 4
	SUSCEPTIBLE
	<=4
	SUSCEPTIBLE

	8
	INTERMEDIATE
	>=8
	RESISTANT

	>=16
	RESISTANT
	
	

	
	
	CLA CLARITHROMYCIN

	FOX  CEFOXITIN
	<=0.25, 0.5, 1, 2
	SUSCEPTIBLE

	<=16
	SUSCEPTIBLE
	4, 8
	INTERMEDIATE

	32, 64
	INTERMEDIATE
	16, >=32
	RESISTANT

	>=128
	RESISTANT
	
	

	
	
	AZI  AZITHROMYCIN

	AXO  CEFTRIAXONE
	<=16, 32
	SUSCEPTIBLE

	<=8
	SUSCEPTIBLE
	64
	INTERMEDIATE

	16, 32
	INTERMEDIATE
	128, >=256
	RESISTANT

	>=64
	RESISTANT
	
	

	
	
	AUG AUGMENTIN

	FEP  CEFEPIME
	<=4/2, 8/4 
	SUSCEPTIBLE

	<=4, 8
	SUSCEPTIBLE
	16/8
	INTERMEDIATE

	16
	INTERMEDIATE
	>=32/16
	RESISTANT

	FEP  CEFEPIME
	

	>=32
	RESISTANT
	

	

	
	SXT TRIMETHOPRIM/SULFAMETHOXAZOLE

	FOT  CEFOTAXIME
	<=0.5/9.5, 1/19, 2/38
	SUSCEPTIBLE

	<=8
	SUSCEPTIBLE
	>-4/76
	RESISTANT

	16, 32
	INTERMEDIATE
	
	

	>=64
	RESISTANT
	LZD LINEZOLID

	
	
	<=1, 2, 4
	SUSCEPTIBLE

	IMI  IMIPENEM
	8
	INTERMEDIATE

	<=2, 4
	SUSCEPTIBLE
	>=16
	RESISTANT

	8
	INTERMEDIATE
	
	

	>=16
	RESISTANT
	
	

	
	
	
	

	CIP CIPROFLOXACIN
	

	<=1 
	SUSCEPTIBLE
	
	

	2
	INTERMEDIATE
	
	

	4, >=8
	RESISTANT
	
	

	
	
	
	

	DOX  DOXYCYCLINE
	

	<=1
	SUSCEPTIBLE
	
	

	2, 8
	INTERMEDIATE
	
	

	>8
	RESISTANT
	
	


表七、RADIOMETRIC PYRAZINAMIDE TEST
	Interpretation
	MIC pH 6.0

	Susceptible
	Up to 300

	Resistant
	>900
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由Bactec460機器的Growth index (GI)值，判斷是否有雜菌污染，與7H11生長情形綜合判斷





次培養於Bactec460 7H12液態培養基





綜合判斷菌種鑑定菌名是否正確對應於應進行的藥敏試驗方法及品項(如圖一)
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在解剖顯微鏡判讀及判斷是否有mix culture或污染，並與7H12的GI值綜合判斷





次培養於Middlrbrook 7H11瓊脂培養基，分別培養於37℃、32℃及42℃溫箱
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使用接種針在解剖顯微鏡下進行挑菌次培養
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次培養於Mueller-Hinton


液態培養基
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綜合判斷菌種鑑定菌名是否正確對應於應進行的藥敏試驗方法及品項(如圖一)
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圖一、NJC藥敏試驗方法及流程





Pure culture





Mix culture





使用接種針在解剖顯微鏡下進行挑菌次培養





次培養於Sheep blood agar，37℃培養48小時，並與7H11生長情形綜合判斷





次培養於Bactec960液態培養基





在解剖顯微鏡判讀及判斷是否有mix culture或污染





次培養於Middlrbrook 7H11瓊脂培養基，分別培養於37℃、32℃及42℃溫箱





培養陽性菌株(固態或液態)
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