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!摘!要"!为比较检验员活菌计数能力及常量法和微量法在活菌计数应用中是否存在差异!3 名检

验员于同时&同环境中对同一细菌培养物采用常量法和微量法进行活菌计数!采用稳健统计方法对

不同人员相同方法的计数结果进行统计!将检验结果分为)满意*&)可疑*和)不满意*'采用 3检验

法对使用不同方法对同一样品的计数结果进行统计!将结果分为)差异显著*和)差异不显著*% 稳

健统计方法表明!用常量法进行检测!有 5 名检验员的检验结果全部满意!而微量法的结果中只有 "

名检验员获得了全部满意的结果'3检验法表明常量法和微量法之间存在显著差异% 稳健统计方法

及3检验法统计结果显示!不能用微量法代替常量法进行检验!个别检验员的活菌计数能力有待进

一步提高%

!关键词"!活菌计数'能力比对'稳健统计方法'3检验法
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!!活菌计数不仅是兽用生物制品检验中的一个

重要检验参数!而且在临床微生物检验中也会经常

用到& 为全面了解各检验员活菌计数的能力!促进

各检验员提高细菌计数结果的准确性和有效性!探

究方法间的结果差异!寻求更简便)准确的计数方

法!提高检验水平!中国兽医药品监察所组织 3 名

检验员开展了细菌活菌计数人员比对及方法比对

活动!以期为兽用生物制品行业开展能力比对活动

提供有益的参考&

CD材料与方法

$0$!样品的制备!制备大肠杆菌菌液)多杀性巴氏

杆菌菌液及丹毒杆菌菌液!并制备普通琼脂平皿)含

#0$h裂解血细胞全血及 &h胎牛血清马丁琼脂平

皿)含 $#h胎牛血清马丁琼脂平皿各 &3付!待用&

$0"!比对的方法!常量稀释法$吸取 $ JH菌液!

用适宜的稀释液以 $ JHi1 JH的方式连续 $# 倍

梯度稀释 5 管!取第 5 管稀释液以 " JHi& JH的

方式进行 % 倍稀释!取稀释后的菌液 #0$ JH接种

适宜的琼脂培养基平板!% 平板*样& 轻轻转动平

板!使菌液在琼脂表面散布均匀& %5 (%' e培养

适宜时间&

微量稀释法$吸取 $##

!

H菌液!用适宜的稀释

液以 $##

!

Hi1##

!

H的方式连续 $# 倍梯度稀释 5

管!取第 5管稀释液以 "##

!

Hi&##

!

H的方式进行

%倍稀释!取稀释后的菌液 $##

!

H接种适宜的琼脂

培养基平板!%平板*样& 轻轻转动平板!使菌液在琼

脂表面散布均匀& %5 (%' e培养适宜时间&

$0%!结果的处理及评价方法的确立

$0%0$!人员比对!根据/A24 -6H#"$"##5 .能力

验证结果的统计处理和能力评价指南/

*$+中稳健统

计方法!测定8比分值!用于分析各检验员在总体

检测结果中所处的位置& 8比分值采用 D)D

:

)

O),AUR+来确定*"+

&

8比分值计算公式$8o"D-D

:

#*O),AUR+!

式中$8为稳健比分值%D为检验数据%D

:

为中位

值%O),A UR+为标准化四分位距!O),A UR+o

#0'&$% B四分位间距"EP!#&

判定标准为$282

#

" 为满意结果%" s282

s% 时! 表示结果可疑%282

%

% 为不满意结果&

$0%0"!方法比对!3检验是数理统计中一种检验

平均值的检验方法!可用于检查分析方法或操作过

程是否存在较大的系统误差& 首先根据检验数据

求出平均值Q及样本标准偏差 C!将有关数据代入

计算公式中计算3值& 其次!根据选定的显著性水准

#

o#0#)及 47值!由3分布表查得3临界值& 最后!

将计算得到的3值与查表得到的3临界值比较!如果

前者小于后者!则认为二者之间无显著性差异*%+

&

3值计算公式*&+
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式中$Q

$

-第一次检验测量数据的平均值% Q

"

-第

二次检验测量数据的平均值%9

$

-第一次检验测量

数据的标准偏差%9

"

-第二次检验测量数据的标准

偏差%'

$

-第一次检验测量的测量次数%'

"

-第二

次检验测量的测量次数&

(#"(



!"#$%!&'"&#$$1 (""*张 媛!等 中国兽药杂志

ED结果与分析

"0$!样品均匀性保证!每个参比人员在相同环境

下从同一细菌培养瓶中吸取菌液!同时进行操作!

以保证比对样品均一)比对条件一致&

"0"!各检验员活菌计算结果及统计分析

"0"0$!人员比对结果及统计分析!根据 X比分值

计算公式!计算各参数值"常量法结果见表 $)微量

法结果见表 %#及各参比人员每种样品测定结果的

8值"常量法结果见表 ")微量法结果见表 &#& 结

果显示!用常量法进行活菌计数!#5 号参比人员

对大肠杆菌菌液和多杀性巴氏杆菌菌液检验结果

282为 "01)) 和 "05"%!表示结果,可疑-!对丹

毒杆菌菌液检验结果282为 %0)"%!结果,不满

意-%#% 号参比人员对多杀性巴氏杆菌菌液检验

结果,可疑-!出现正偏差%其余 5 位参比人员用

常量法对 % 种样品的检测结果282均
#

"!为

,满意-结果& 用微量法进行活菌计数!只有两名

检验员对 % 种样品的检验结果均为,满意-!其余

5 名检验员均对 $ 种或 " 种样品出现了,可疑-或

,不满意-的检验结果& 从8比分值序列图"图 $)

图 "#可以更清楚地看出各参比人员之间检测结

果的比较情况&

图 CD常量法活菌计数结果3比分序列图

图 ED微量法活菌计数结果3比分序列图

表 CD参比人员常量法检测结果和3比分值统计处理结果

参比人

员编号

大肠杆菌菌液

检测值 8值

多杀性巴氏杆菌菌液

检测值 8值

丹毒杆菌菌液

检测值 8值

#$ 10"'1 -$0"#) 301)& # 10&1$ -#0$)1

#" 10"'1 -$0"#) 303&) -$0'3' 10&&' -$0$)1

#% 10%13 $0)## 10#'1 "0#&1 10)53 $0)1$

#& 10%"" -#0""' 301#% -#03%5 10&%$ -$0)"%

#) 10%&" #0""' 301)& # 10)%$ #0')#

#5 10&5" "01)) 10$$& "05"% 105)% %0)"%

#' 10%#$ -#0'#) 301)& # 10)#) #0$)1

#3 10%&" #0""' 301#% -#03%5 10&1$ -#0$)1

注$检测值为检测结果的对数值&

表 ED参比人员常量法检测稳健统计参数

统计参数
大肠杆菌

菌液

多杀性巴氏

杆菌菌液

丹毒杆菌

菌液

结果总数 3 3 3

中位值 10%%" 301)& 10&13

下四分位值"P$# 10"15 301#% 10&3#

上四分位值"P%# 10%)5 3013) 10)&#

四分位距"EP!# #0#5# #0#3" #0#5#

标准化四分位距"OEP!# #0#&& #0#5$ #0#&&

稳健变异系数"(=*h# #0&'$ #053$ #0&5%

极大值 10&5" 10$$& 105)%

极小值 10"'1 303&) 10&%$

变动范围 #0$3% #0"51 #0"""

表 GD参比人员微量法检测结果和3比分值统计处理结果

参比人

员编号

大肠杆菌菌液

检测值 8值

多杀性巴氏杆菌菌液

检测值 8值

丹毒杆菌菌液

检测值 8值

#$ 10"'1 #0)&) 301)& "0))# 10%3# #

#" 10")) -#0)&) 301#% # 10%3# #

#% 10"'1 #0)&) 301)& "0))# 10%&" -"0###

#& 10")) -#0)&) 301#% # 10&%$ "053&

#) 10"'1 #0)&) 301#% # 10%13 #01&'

#5 10%&" %0&#1 301#% # 10)$1 '0%$5

#' 10"#& -"035& 30''3 -50")# 10%3# #

#3 10"%# -$053" 303&) -"01## 10%3# #

注$检测值为检测结果的对数值&

"0"0"!方法比对结果及统计分析!结果如表 )

所示&

表 HD参比人员微量法检测稳健统计参数

统计参数
大肠杆菌

菌液

多杀性巴氏

杆菌菌液

丹毒杆菌

菌液

结果总数 3 3 3

中位值 10"5' 301#% 10%3#

下四分位值"P$# 10"&1 30331 10%3#

上四分位值"P%# 10"'1 301$5 10&#5

四分位距"EP!# #0#%# #0#"' #0#"5

标准化四分位距"OEP!# #0#"" #0#"# #0#$1

稳健变异系数"(=*h# #0"%' #0"") #0"#%

极大值 10%&" 301)& 10)$1

极小值 10"#& 30''3 10%&"

变动范围 #0$%3 #0$'5 #0$''

($"(
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表 ID三种样品两种方法活菌计数结果及统计分析

编号

活菌计数结果"实际检测结果的对数值#

大肠杆菌菌液

常量法 微量法

多杀性巴氏杆菌菌液

常量法 微量法

丹毒杆菌菌液

常量法 微量法

#$ 10"'1 10"'1 301)& 301)& 10&1$ 10%3#

#" 10"'1 10")) 303&) 301#% 10&&' 10%3#

#% 10%13 10"'1 10#'1 301)& 10)53 10%&"

#& 10%"" 10")) 301#% 301#% 10&%$ 10&%$

#) 10%&" 10"'1 301)& 301#% 10)%$ 10%13

#5 10&5" 10%&" 10$$& 301#% 105)% 10)$1

#' 10%#$ 10"#& 301)& 30''3 10)#) 10%3#

#3 10%&" 10"%# 301#% 303&) 10&1$ 10%3#

总平均值 10%&$ 10"5) 3015% 3031% 10)$) 10&#$

标准差 #0#5% #0#&$ #0#1$ #0#)3 #0#'$ #0#)&

3值 * "035# * $03%) * %05$1

!!每种样品均由 3 名参比人员在相同条件下!分

别采用常量法和微量法进行测试& % 种样品的自由

度7均 o'

$

i'

"

-" o$&!经查 3值表!3临界值均为

3

#"#)

"$&# o""$&)& 多杀性巴氏杆菌菌液测定的

3值为$"3%) s3临界值!这表明在
#

o#0#) 显著性

水平时!两种方法的检测结果差异不显著& 大肠杆

菌菌液和丹毒杆菌菌液测定的3值分别为 "035# 和

%05$1!均大于 3临界值!这表明在
#

o#0#) 显著性

水平时!两种方法的检测结果差异显著&

GD讨D论

比对试验是评价检验人员检测能力与检验方

法可靠性的一种有效手段& 活菌计数结果不仅是

判断兽用生物制品质量是否合格的一个重要参数!

也是临床微生物检验的重要参考信息& 由于影响

检验员检测结果的因素是多方面的!不同人员对同

一样品在同一时间)同一环境下的检测数据也可能

不尽相同!对于活菌附加量少的产品!不同检验人

员给予的检验结论会出现合格与不合格质的区别&

适当开展人员检测能力比对活动能够帮助检验员

发现工作中存在的误差!并采取相应的措施提高检

验质量!从而达到不同检验人员检验质量相同!是

实验室质量管理体系中质量保证的重要环节&

此次活动发现 % 种样品用常量法的检验结果

均比用微量法的检验结果偏高!这可能是由于在用

常量法进行检验时!吸管内的液体不是自然下流!

而是将吸管内的菌液"包括管尖残留的菌液#全部

打入的原因& 另外!多杀性巴氏杆菌菌液浓度低于

大肠杆菌菌液和丹毒杆菌菌液!采用常量法和微量

法对低浓度菌液进行活菌计数结果差异不显著!对

高浓度菌液进行计数结果差异显著& 在本次比对

中对 % 种菌液进行活菌计数!常量法有 5 人结果

282均
#

"!而微量法只有 " 人结果282均
#

"&

用微量法进行检验!人员之间的差异更大!可能的

原因包括部分检验员的移液器使用方法不规范!部

分移液器未经标化!存在误差& 建议使用统一移液

器及吸头!统一操作手法及细节!规范移液器使用

方法!以减少人为偏差&

由于暂无第三种方法验证!本次比对未能确定

采用常量法还是微量法进行活菌计数更接近待测

样品的真实值!需要更多的测试数据来反映两种方

法的系统误差& 在今后的工作中应建立标准操作

规程!统一操作细节!规范操作手法!开展长期的)

多次的比对活动!获取更多实验数据来比较常量法

和微量法的优劣&
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