
广西科学院学报暋 2018,34(3):173~180
JournalofGuangxiAcademyofSciences暋 Vol.34,No.3暋August2018

DOI:10.13657/j.cnki.gxkxyxb.20180806.003
刁菁,刘洪军,盖春蕾,等.一种水产弧菌快速药敏检测方法的建立[J].广西科学院学报,2018,34(3):173飊180.
DIAOJ,LIU HJ,GAICL,etal.EstablishmentofarapidantibioticsensitivitytestingmethodforVibriospecies[J].Journalof
GuangxiAcademyofSciences,2018,34(3):173飊

暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋
暋

暋
暋

暋
暋

暋
暋

暋
暋

暋
暋

暋 暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋
暋

暋
暋

暋
暋

暋
暋

暋
暋

暋
暋

暋
暋

180.

收稿日期:2018灢05灢25
修改日期:2018飊07飊23
作者简介:刁暋菁(1981-),女,副研究员,博士,主要从事水

产动物医学研究。

*山东省重点研发计划(2016CYJS04A01飊3)和山东省海洋与

渔业科技创新计划项目(2017YY15)资助。

**通信作者:叶海斌(1976-),男,副研究员,主要从事水产

动物医学研究,E飊mail:yehaibin@263.net。
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摘要:暰目的暱实现弧菌药物敏感性的现场快速检测。暰方法暱以副溶血性弧菌、溶藻弧菌及灿烂弧菌3种弧菌

为试验菌株,在 Mueller飊Hinton(MH)培养基基础上通过添加鱼肉蛋白胨及调节无机盐离子浓度,优选弧菌的

增菌液。同时利用阿尔玛蓝作为颜色指示剂,选择11种水产常见药物并设置8个倍比稀释的浓度梯度,结合

运用海藻糖作为包被保护剂,制备弧菌快速药敏检测微孔板,板内设有药敏检测区、生长对照区及质控区。
暰结果暱利用药敏微孔板法及传统的试管稀释法分别对副溶血性弧菌、溶藻弧菌及灿烂弧菌进行药敏检测,结
果显示微孔板法测定的所有药物对3种弧菌的 MIC值与试管稀释法完全吻合。暰结论暱本研究建立的药敏微

孔板法能够实现对3种弧菌药敏特性的快速、简便、准确检测,研究结果将为水产病原微生物的现场快速选药

技术提供重要参考 暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋
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Abstract:暰Objective暱Inordertoexerteffectiveandin飊timetherapeutic measuresagainst
Vibriosis,rapidantimicrobialsusceptibilitytestingmethodswereurgentlyneededtobede灢
velopedforscientificandreasonableselectionofantibioticsintherapy.暰Methods暱TheVibiro
parahaemolyticus,V.alginolyticusandV.splendiduswereselectedasteststrains.Onthe

basis of Mueller飊Hinton (MH) medium,
enrichment broth for Vibrio species was
optimizedbyaddingfishproteinpeptoneandad灢
justingtheconcentrationoftheinorganicsalt
ion.Atthesametime,fortheconstructionof
rapidantibioticsensitivitytesting(AST)plate,
AlamarBlueandTrehingosewereemployedas
thecolorindicatorandcoatstabilizerrespective灢
ly,and11kindsofcommonusemedicinesinaq灢
uaculturewereselectedand8differentconcen灢



trationsbydoublingdilutionwereset.TherapidASTplatecontainedASTregion,growth
controlregionandqualitycontrolregion.暰Results暱TheMICdataofthe11kindsofantibiot灢
icstoVibiroparahaemolyticus,V.alginolyticusandV.splendidusobtainedbytherapid
ASTplatemethodwereinaccordancewiththeresultsacquiredbytubedilutionmethod,
whichindicatedthattherapidASTmethoddevelopedbasedoncolor飊developingwasaccurate
andfeasibleforantimicrobialsusceptibilitytesting.暰Conclusion暱TherapidASTplatemethod
establishedinthisstudycanrealizetherapid,simpleandaccuratedetectionoftheantibiotic
sensitivitycharacteristicsofthreekindsofVibriospecies,andtheresearchresultswillpro灢
videanimportantreferencefortheon飊siterapidmedicineselectiontechnologyofaquatic
pathogenicmicroorganisms.
Keywords:Vibriospecies,antibioticsensitivitytesting,AlamarBlue,microplate,rapiddetec灢
ting

0暋引言

暋暋暰研究意义暱近年来随着水产养殖业的快速发

展,水产养殖动物病害问题也日益突出,其中细菌性

疾病已在世界范围内对渔业经济造成巨大的损

失[1飊3]。弧菌是一大群菌体短小、极生鞭毛、能运动、
无芽胞的短杆状弯曲成弧形的革兰氏阴性菌,隶属

于弧菌科弧菌属[4]。弧菌广泛分布于自然界,以水

体中分布居多。大量研究表明,多种弧菌可引起海

水养殖鱼类、贝类及甲壳类等经济动物的流行性和

暴发性死亡,主要包括副溶血弧菌、灿烂弧菌、鳗弧

菌、溶藻弧菌、哈维氏弧菌等。弧菌病给水产养殖业

造成巨大经济损失,并且该病还会导致野生海水鱼

类、贝类及甲壳类的死亡,进而威胁海洋自然生物资

源[5飊8]。因此,对该疾病的预防与控制研究一直备受

国内外研究人员的关注,是海水养殖动物病害的主

要研究领域之一。目前,在水产养殖生产过程中,抗
生素的使用仍是解决水产养殖动物弧菌病的重要手

段,它能在短期内起到良好的治疗效果,极大地降低

养殖业的经济损失,但由于抗生素在疾病防治上的

广泛和长期使用,耐药性弧菌的种类及数量不断攀

升[9飊11]。近年来,抗药性弧菌菌株不断地被分离出

来,在这种情况下如果无选择地盲目使用抗生素,不
但得不到理想的治疗效果,反而会使得菌株的耐药

性进一步加剧,从而给水产养殖业甚至人类生命健

康安全带来更为严重的危害[12]。因此,为有针对性

地使用抗生素药物以达到理想的治疗效果,对病原

微生物开展抗生素敏感试验,以获知菌株的耐药特

性,对于指导临床科学、合理、准确用药,避免疾病的

暴发流行及微生物耐药性加剧起着关键性的作用。
暰前人研究进展暱目前,在水产细菌病防治领域,药敏

检测方法主要采用 K飊B纸片法与肉汤稀释法,其中

K飊B纸片法一般须由具备专业知识的人员在实验室

条件下操作完成,步骤繁琐且无法获得药物的最小

抑菌浓度(MIC)值[13]。常规的肉汤稀释法虽然可

以测定药物的 MIC值,但是实验周期长,对结果判

读不够直观[14]。因此,以上两种方法都不适合在水

产养殖生产中推广应用。暰本研究切入点暱以阿尔玛

蓝染料作为颜色指示剂,以海藻糖为包被保护剂,制
备获得弧菌快速药敏检测微孔板,在对检测各项参

数优选的基础上,通过观测药敏检测微孔板内测试

孔的颜色差异变化,实现对药物 MIC值的直观判

定。暰拟解决的关键问题暱研究结果将为水产病原微

生物的现场快速选药技术提供重要参考。

1暋材料与方法

1.1暋材料

1.1.1暋菌株

暋暋副溶血弧菌菌株 VP飊3(大菱鲆致病菌)、溶藻弧

菌菌株 VA飊1(牙鲆致病菌)及灿烂弧菌菌株 VS飊1
(刺参致病菌)由本实验室分离保存。

1.1.2暋试剂和耗材

暋暋培养基购自北京陆桥技术有限责任公司和上海

生工生物工程公司,抗生素(USP级)购自上海源叶

生物科技有限公司,阿尔玛蓝和96孔细胞培养板购

自美国 ThermoFisher公司。

1.2暋方法

1.2.1暋增菌液筛选

暋暋为实现弧菌快速生长以缩短药敏检测过程,在

Mueller飊Hinton(MH)培养基配方的基础上,对其进

行改良以制成增菌液,改良配方为 MH0(牛肉浸粉

6g、可溶性淀粉1.5g、酪蛋白水解物17.5g、NaCl
15g、2.8 mgCaCl2、4 mg MgCl2、蒸馏水 1L)、

MH1(在配方 MH0的基础上加上 10% 鱼汤)和
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MH2(在配方 MH0的基础上加上10g鱼肉蛋白

胨)。为测定不同增菌液配方对副溶血弧菌菌株

VP飊3、溶藻弧菌菌株 VA飊1及灿烂弧菌菌株 VS飊1
的增殖效果,分别吸取1mL过夜培养的3种菌液

转入100mLMH0、MH1和 MH2中,混合均匀后,
置于28曟摇床180r/min振荡培养,每隔2h取样

一次,于600nm 波长下测定 OD 值,以培养基作为

空白对照,绘制不同细菌在不同培养基中的生长

曲线。

1.2.2暋常用抗菌药物的配制

暋暋依据水产常用药物种类和禁用药物目录,确定

检测药物的种类为氨苄青霉素、氟苯尼考、链霉素、
阿米卡星、四环素、土霉素、强力霉素、多粘菌素 B、
沙拉沙星、恩诺沙星、利福平,共11种。根据不同药

物的特性分别采用不同的溶剂准确配制成浓度为

5.12mg/mL、3.2mg/mL、6.4mg/mL、10.24mg/

mL、1.6mg/mL、1.6mg/mL、1.6mg/mL、2.56
mg/mL、6.4mg/mL、6.4mg/mL、6.4mg/mL的

抗菌药物储液,其中氨苄青霉素、硫酸链霉素、阿米

卡星、盐酸土霉素、盐酸强力霉素、盐酸四环素、多粘

菌素B用超纯水配制;氟苯尼考、利福平用甲醇溶

解,超纯水稀释配制;沙拉沙星和恩诺沙星用0.1
mol/L的 NaOH 溶解,超纯水稀释配制。配制好的

药物储液经 0.22毺m 滤膜过滤 后,置 于 -20曟
保存。

1.2.3暋药敏检测微孔板的制备

暋暋水产弧菌药敏检测板选用96孔无菌微孔板,共
有8行(A-H)12列(1-12),根据用途不同分为3
个区域:药敏检测区(A1:H11)、生长指示区(A12:

D12)、质控区(E12:H12),其中药敏检测区每一列

微孔底部包被有不同种类浓度呈倍比稀释的抗菌药

物(图1)。具体制备方法如下:将1.2.2节所述配

制好的药物10倍稀释;用超纯水配置1mg/mL的

海藻糖,用0.22毺m 滤膜过滤;将配制好的海藻糖

溶液分别与以上不同浓度的药物1︰1混合,然后

分别取不同浓度的药物混合液20毺L与10毺L阿尔

玛蓝混合均匀,对应地加入检测板的检测区内(A1:

H11),作为包被含有药物和显色指示剂的检测孔;
在生长对照区(A12:D12)及质控区(E12:H12)内加

入以无菌超纯水与海藻糖溶液1︰1混合液20毺L
和10毺L阿尔玛蓝;将微孔板置于无菌超净台内室

温阴干,最终获得药敏检测微孔板,4曟保存备用。

图1暋药敏检测微孔板内药物种类及包被量示意图

暋暋Fig.1暋Schematicdiagramoftheantibioticsensitivitytestingplatewithdifferentantibioticspeciesandcontents

1.2.4暋快速药敏检测

暋暋从固体培养基平板上分别挑取副溶血弧菌菌株

VP飊3、溶藻弧菌菌株 VA飊1及灿烂弧菌菌株 VS飊1
单菌落,将其接种于增菌液 MH2培养基中,置于
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28曟培养箱中震荡培养(转速120r/min)至肉眼可

见浑浊;将增菌液用检测培养液 MH0调整浓度至

0.5麦氏比浊标准,再稀释1500倍,使菌体浓度达

到1暳105CFU/mL;将稀释好的菌液分别加入微孔

检测板的药敏检测区及生长对照区,每孔100毺L,
质控区内的每孔加入100毺L检测培养液,然后置于

28曟培养箱中静置避光培养6~10h,取出药敏检

测微孔板肉眼观察记录各微孔内的颜色变化情况。

1.2.5暋结果判定

暋暋根据药敏检测微孔板内的颜色变化情况对药敏

结果进行判读,判读标准如下:

暋暋a.若质控区颜色呈蓝色,则试验有效,可以继续

进行判读;若呈粉红色,则试验无效,需重新进行

检测。

暋暋b.若生长指示区呈粉色,则可以继续进行 MIC
判读;若生长指示区呈蓝色则需将检测板置于28曟
培养箱内继续培养,至颜色变为粉红色后,再进行

MIC判读。

暋暋c.若质控区呈蓝色,生长指示区由蓝色变为粉

色时,则判读各列不同药物对菌体的 MIC,其中每

列中与粉色微孔相邻的蓝色(或蓝紫色)孔所对应的

药敏包被浓度即为该药物对待测弧菌的 MIC。

1.2.6暋利用常规试管稀释法测定3种弧菌的药物

敏感性

暋暋在无菌透明试管中分别接种1mL浓度为1暳
105CFU/mL的3种弧菌菌液,分别在每个试管中

加入以上11种8个浓度梯度的抗菌药物,终浓度与

微孔板检测法相同,每个药物浓度处理设置3个重

复,置于28曟培养箱中静置培养,肉眼观察至试管

出现明显浊度,且浊度不再变化,记录结果,以肉眼

观察未出现浑浊现象的试管对应的最小药物浓度为

MIC。

2暋结果与分析

2.1暋不同增菌液对3种弧菌增殖效果的影响

暋暋通过副溶血弧菌菌株VP飊3、溶藻弧菌菌株VA飊
1及灿烂弧菌菌株 VS飊1在增菌液 MH0、MH1和

MH2内的生长曲线情况(图2~4),可以看出改良

后的 MH1和 MH2增菌效果均优于 MH0,不仅能

够缩短3种菌株的生长延滞期,使细菌在8h内进

入指数生长期,且最终生物量也显著高于 MH0。由

于鱼肉蛋白胨获取方便,因此将 MH2作为药敏快

速检测方法的增菌培养基;为避免添加鱼肉蛋白胨

对药敏检测结果的干扰,以 MH0作为药敏检测培

养基。

图2暋不同培养基条件下副溶血弧菌菌株 VP飊3的生长曲线

暋暋Fig.2暋ThegrowthcurvesofV.parahemolyticusstrain

VP飊3inthreedifferentculturemedia

图3暋不同培养基条件下溶藻弧菌菌株 VA飊1的生长曲线

暋暋Fig.3暋ThegrowthcurvesofV.alginolyticusstrain

VA飊1inthreedifferentculturemedia

图4暋不同培养基条件下灿烂弧菌菌株 VS飊1的生长曲线

暋暋Fig.4暋ThegrowthcurvesofV.splendidusstrainVS飊
1inthreedifferentculturemedia
2.2暋药敏检测微孔板法测定3种弧菌对11种药物

的敏感性

暋暋利用包被显色指示剂的药敏微孔板检测发现,
培养一定时间后(副溶血弧菌菌株 VP飊3为6h、溶
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藻弧菌菌株 VA飊1为6h,灿烂弧菌菌株 VS飊1为8
h)生长对照区孔内颜色变粉色,药敏检测区孔内颜

色各不相同,反映不同药物不同浓度对3种弧菌生

长的抑制作用不同(图5~7)。以每列中与粉色微

孔相邻的蓝色(或蓝紫色)孔所对应的药敏包被浓度

即为 MIC,结果显示,氨苄青霉素、氟苯尼考、阿米

卡星、四环素、土霉素、强力霉素、多粘菌素B、链霉

素、沙拉沙星、恩诺沙星、利福平对副溶血弧菌的

暋暋图5暋利用阿尔玛蓝为指示剂的快速药敏检测法对副
溶血弧菌菌株 VP飊3的药敏检测结果

暋 暋 Fig.5暋 Theresultofantibioticsensitivity ofV.
parahemolyticusstrainVP飊3byrapid AST methodusing
AlamarBlueascolorindicator

暋暋图6暋利用阿尔玛蓝为指示剂的快速药敏检测法对溶
藻弧菌菌株 VA飊1的药敏检测结果

暋 暋 Fig.6暋 Theresultofantibioticsensitivity ofV.
alginolyticusstrain VA飊1 byrapid AST method using
AlamarBlueascolorindicator

MIC分别为3.2毺g/ml、0.1毺g/mL、12.8毺g/mL、

0灡05毺g/mL、0灡05毺g/mL、0.1毺g/mL、3.2毺g/

mL、0.4毺g/mL、0.2毺g/mL、0.2毺g/mL、0.1毺g/

mL;对溶藻弧菌的 MIC分别为12.8毺g/mL、0.2

毺g/mL、12.8毺g/mL、0灡05毺g/mL、0.1毺g/mL、

0灡05毺g/mL、6.4毺g/mL、0.4毺g/mL、0.2毺g/mL、

0.2毺g/mL、0.4毺g/mL;对灿烂弧菌的 MIC分别

为1.6毺g/mL、0.2毺g/mL、25.6毺g/mL、0.1毺g/

mL、0.1毺g/mL、0.05毺g/mL、0.8毺g/mL、0.8毺g/

mL、0.4毺g/mL、0.4毺g/mL、0.8毺g/mL。

暋暋图7暋利用阿尔玛蓝为指示剂的快速药敏检测法对灿

烂弧菌菌株 VS飊1的药敏检测结果

暋 暋 Fig.7暋 Theresultofantibioticsensitivity ofV.
splendidusstrainVS飊1byrapidASTmethodusingAlamar
Blueascolorindicator

2.3暋常规试管稀释法测定3种弧菌对11种药物的

敏感性

暋暋通过观察试管稀释法测定 MIC的结果显示,各
试管的浊度需要在28曟培养24h后才能趋于稳定,
具体记录结果如表1~3所示(药物浓度设置与图1
所示一致),以肉眼无法观察到明显浑浊试管中药物

的最低浓度为 MIC,结果发现试管法所测定的检测

结果与显色法检测结果完全吻合。

表1暋试管稀释法测定11种药物梯度稀释浓度对副溶血弧菌菌株VP飊3的生长影响

Table1暋TheantibioticsensitivityofV.parahemolyticusstrainVP飊3against11differentantibioticsbytubedilutionmethod

不同稀释度
Different
dilutions

试管内溶解的药物种类
Differentantibioticsintubes

氨苄青
霉素
Ampicil灢
lin

氟苯
尼考
Florfen灢
icol

阿米
卡星
Amika灢
cin

四环素
Tetracy灢
cline

土霉素
Oxytet灢
racycline

强力
霉素
Doxy灢
cycline

多粘菌
素B
Poly灢
myxinB

链霉素
Strepto灢
mycin

沙拉
沙星
Sara灢
floxacin

恩诺
沙星
Enro灢
floxacin

利福平
Rifam灢
picin

A O O O O O O O O O O O
B O O O O O O O O O O O
C O O O O O O O O O O O
D O O O O O O O O O O O
E O O T O O O T O O O O
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续表1
Continueontable1

不同稀释度
Different
dilutions

试管内溶解的药物种类
Differentantibioticsintubes

氨苄青
霉素
Ampicil灢
lin

氟苯
尼考
Florfen灢
icol

阿米
卡星
Amika灢
cin

四环素
Tetracy灢
cline

土霉素
Oxytet灢
racycline

强力
霉素
Doxy灢
cycline

多粘菌
素B
Poly灢
myxinB

链霉素
Strepto灢
mycin

沙拉
沙星
Sara灢
floxacin

恩诺
沙星
Enro灢
floxacin

利福平
Rifam灢
picin

F T O T O O T T T O O O

G T T T T T T T T T T O

H T T T T T T T T T T T

注:“O暠代表试管观察结果为澄清,“T暠代表试管观察结果为浑浊,“A-H暠字母代表与图1示意图相对应的不同药物包被浓度

Note:"O"indicatesthetubeistransparent,"T"indicatesthetubeisturbid,"A-H"indicatesdifferentantibioticsconcentrationsinoculatedac灢
cordingwithFig.1

表2暋试管稀释法测定11种药物梯度稀释浓度对溶藻弧菌菌株VA飊1的生长影响

Table2暋TheantibioticsensitivityofV.alginolyticusstrainVA飊1against11differentantibioticsbytubedilutionmethod

不同稀释度
Different
dilutions

试管内溶解的药物种类
Differentantibioticsintubes

氨苄青
霉素
Ampicil灢
lin

氟苯
尼考
Florfen灢
icol

阿米
卡星
Amika灢
cin

四环素
Tetracy灢
cline

土霉素
Oxytet灢
racycline

强力
霉素
Doxy灢
cycline

多粘菌
素B
Poly灢
myxinB

链霉素
Strepto灢
mycin

沙拉
沙星
Sara灢
floxacin

恩诺
沙星
Enro灢
floxacin

利福平
Rifam灢
picin

A O O O O O O O O O O O

B O O O O O O O O O O O

C O O O O O O O O O O O

D T O O O O O T O O O O

E T O T O O O T O O O O

F T T T O T O T T O O T

G T T T T T T T T T T T

H T T T T T T T T T T T

注:“O暠代表试管观察结果为澄清,“T暠代表试管观察结果为浑浊,“A-H暠字母代表与图1示意图相对应的不同药物包被浓度

Note:"O"indicatesthetubeistransparent,"T"indicatesthetubeisturbid,"A-H"indicatesdifferentantibioticsconcentrationsinoculatedac灢
cordingwithFig.1

表3暋试管稀释法测定11种药物梯度稀释浓度对灿烂弧菌菌株VS飊1的生长影响

Table3暋TheantibioticsensitivityofV.splendidusstrainVS飊1against11differentantibioticsbytubedilutionmethod

不同稀释度
Different
dilutions

试管内溶解的药物种类
Differentantibioticsintubes

氨苄青
霉素
Ampicil灢
lin

氟苯
尼考
Florfen灢
icol

阿米
卡星
Amika灢
cin

四环素
Tetracy灢
cline

土霉素
Oxytet灢
racycline

强力
霉素
Doxy灢
cycline

多粘菌
素B
Poly灢
myxinB

链霉素
Strepto灢
mycin

沙拉
沙星
Sara灢
floxacin

恩诺
沙星
Enro灢
floxacin

利福平
Rifam灢
picin

A O O O O O O O O O O O
B O O O O O O O O O O O
C O O O O O O O O O O O
D O O T O O O O O O O O
E O O T O O O O T O O T
F O T T T T O O T T T T
G T T T T T T T T T T T
H T T T T T T T T T T T

注:“O暠代表试管观察结果为澄清,“T暠代表试管观察结果为浑浊,“A-H暠字母代表与图1示意图相对应的不同药物包被浓度

Note:"O"indicatesthetubeistransparent,"T"indicatesthetubeisturbid,"A-H"indicatesdifferentantibioticsconcentrationsinoculatedac灢
cordingwithFig.1
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3暋讨论

3.1暋微孔板药敏快速检测方法的优势

暋暋通过在养殖现场对分离的致病菌进行快速药敏

检测,可及时准确指导药物使用,对疾病的防控具有

重要的现实意义。传统的纸片扩散法(K飊B法,定性

测定)及稀释法(肉汤和琼脂,定量测定)测定方法步

骤繁琐、所需时间长,检测人员需掌握相应的微生物

学操作技术。而目前法国梅里埃 ATBExpression
及美国 BiologVitek系列等自动细菌鉴定/药敏分

析仪虽能够实现快速细菌鉴定及药敏分析的目的,
但是仪器及相关试剂价格昂贵,且需要专业人员操

作使用,仅限于实验室使用,难以在养殖一线推广应

用。为实现养殖现场的快速药敏检测,本研究以阿

尔玛蓝染料作为颜色指示剂,以海藻糖为包被保护

剂,制备弧菌快速药敏检测微孔板,操作方法简便、
能够在8h以内通过观测药敏检测微孔板内测试孔

的颜色差异变化,实现对药物 MIC值的直观判定,
且对3种弧菌药敏检测结果与试管稀释法保持一

致,说明本研究的快速药敏检测方法切实可行。

3.2暋药敏快速检测培养基的选择

暋暋Mueller飊Hinton(MH)培养基是美国国家临床

实验室标准委员会采用的需氧菌及兼性厌氧菌药敏

试验标准培养基,其营养成分好,绝大多数致病菌在

MH 培养基中生长良好,且对各种抗生素的抑制成

分含量低,用于药物敏感试验重复性比其他培养基

好,因此将 MH 肉汤培养基作为药敏检测基础培养

基[15]。为实现细菌快速生长以缩短药敏检测过程,
依据海水致病菌的生长需求,以 MH 培养基配方为

基础,对其进行改良。通过实验发现改良后的 MH1
和 MH2增菌效果均优于 MH0。由于鱼肉蛋白胨

有商品化的产品获得比较容易,因此将 MH2作为

药敏快速检测方法的增菌培养基;同时,为避免添加

鱼肉蛋白胨对药敏检测结果的干扰,仍以 MH0作

为药敏检测基础培养基。

3.3暋药敏检测指示剂的选择

暋暋为实现对药敏结果的直观判读,本研究选用阿

尔玛蓝作为氧化/还原指示染料,该染料对细胞安

全、无毒,广泛应用于细胞增殖代谢、药物细胞毒性

作用的体外测定以及病原微生物的快速检测与鉴定

等研究[16飊18]。基于氧化/还原反应原理,当细菌生长

增殖时,由于细菌细胞内生化反应产生的还原力可

将阿尔玛蓝染料发生还原,从而使其由无荧光的靛

青蓝转变成有荧光的粉红色。阿尔玛蓝反应的最终

产物不需要添加特殊溶剂溶解,操作步骤简便,不会

产生因溶解不充分导致的检测误差;灵敏度高、变色

反应快、凭肉眼极易分辨颜色变化,特别适于细菌生

长快速检测,而且对细菌毒性小,可实时监测细菌的

增殖动态,使药敏检测更为简便和快捷。

3.4暋药敏检测微孔板法的影响因素

暋暋本研究将试管稀释法与基于颜色判定的快速药

敏检测进行对比,检测结果显示两种方法检测结果

完全一致,说明本研究建立的弧菌快速药敏检测方

法准确可行。但是,本研究仅在细菌接种后短时间

(8h)内进行药敏对比试验,由于微孔板培养条件与

试管培养条件存在一定差异,尤其是溶氧效率,是限

制静止培养条件下好氧菌生长的重要影响因素[19]。
一般在高比面积的培养模式下外界向培养基内溶解

氧气的效率越高,越利于细菌的快速增殖,因而随着

培养时间的延长,不同培养模式下的药敏检测结果

也有可能存在一定差异[20]。

暋暋另外,药敏检测接种浓度的选择对于快速药敏

检测结果的准确性和实用性十分重要,接菌浓度过

高,细菌即使受到药物作用增殖受到抑制,高浓度细

菌在经过一段时间的生理代谢活动后产生的还原力

也能使阿尔玛蓝指示剂发生颜色变化,从而使检测

结果失真;如果接菌浓度过低又将会大大延长药敏

检测的时间跨度,使快速药敏检测失去意义。本研

究经过初筛选定1暳105 CFU/mL 的菌液接种浓

度,对比试管稀释法结果,很好地保证结果的准确、
可靠。但是不同种弧菌的生长、代谢特性会存在一

定差异,本研究建立的药敏快速检测方法虽然证实

其可应用于副溶血弧菌、溶藻弧菌及灿烂弧菌,然而

其是否适用于其他不同种弧菌还有待进一步验证。
在实际应用中,在参考本研究方法测得的药物 MIC
值基础上,还应该综合考虑不同养殖动物的体重及

其对不同药物的代谢动力学规律进行科学合理

给药。

4暋结论

暋暋随着水产病原弧菌耐药性日益加重的现状,建
立可应用于水产养殖现场使用的快速药敏检测技

术,以科学、合理、及时地筛选、使用抗菌药物达到有

效治疗的目的,对于弧菌病的防控具有重要的现实

意义[21]。本研究构建了弧菌的快速药敏检测方法

并开展3种弧菌药敏的对比检测,结果显示其准确

可行,该结果将为今后开发简便、快捷、敏感、高效的

水产病原细菌药敏检测产品提供基础资料和参考。
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