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［摘　要］　为了解全国布氏菌病活疫苗生产企业活菌计数能力，２０１５年对该项目进行了能力验证

分析，每名参比企业发放布氏菌活疫苗（Ｓ２株）样品３份，要求在规定时间内对其进行活菌计数并提

交结果报告。结果显示，参比的１７家企业中，１５家结果“满意”，２家企业结果“不满意”，表明全国

大部分布氏菌病活疫苗生产企业具备可信任的布氏菌病活疫苗活菌计数检测能力。
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　　布氏菌病是一种严重威胁人类健康的动物源
性人畜共患病，进入２１世纪以来，布病疫情在我国
快速反弹，防控形势十分严峻。动物布氏菌病防治

以预防为主，因此布氏菌病疫苗质量的优劣直接影

响布氏菌病的防控效果。截至２０１２年，我国具有

布氏菌病活疫苗生产文号的企业有１４家，年产量
超过２．５亿头份［１］。为了解全国布氏菌病活疫苗

生产企业活菌计数能力，中国兽医药品监察所组织

实施了布氏菌病疫苗生产企业活菌计数项目能力

验证。
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１　材料与方法
１．１　测试样品
１．１．１　样品制备　委托生产企业制备布氏菌病活
疫苗（Ｓ２株）２４０瓶，制备方法同《中华人民共和国
兽用生物制品规程》［２］。样品密封、粘贴标签，于

－１８℃以下保存。
１．１．２　样品均匀性检验　按照 ＣＮＡＳ－ＧＬ０３：
２００６《能力验证样品均匀性和稳定性评价指南》［３］

要求进行。样品均匀性检验按５％比例从样品中随
机抽取１２瓶，每个样品分别在同一试验条件下进
行检验，重复两次。

１．１．３　样品稳定性检验　考虑到本测试样品可能
受温度影响较大，所以，稳定性检验包括静置状态

和邮寄状态。

１．１．３．１　静置状态检验　样品在 －１８℃以下保
存的稳定性检测：检测周期为２１ｄ，每隔７ｄ检测一
次，连续检测３次，每次随机检测３瓶样品。
１．１．３．２　邮寄状态检验　选择距离最远的３个实
验室分别邮寄１份样品，３瓶／份，实验室收到样品
后反馈样品状态并原样寄回，收到返回的邮寄样品

后立即开封检测。

１．１．４　样品发放　按照随机抽取样品的原则，采
用隔热泡沫塑料盒内置样品３瓶和２个生物冰袋，
最外层包装为纸箱，由 ＥＭＳ快递至各实验室，同时
将样品状态确认表、作业指导书和结果报告等文件

随样品同时邮寄。

１．２　参加单位　报名参加单位包括具有布氏菌病
活疫苗生产文号的兽用生物制品生产企业共计１７
家，各参加实验室拥有唯一性代码，结果统计中用

唯一性代码代替实验室名称，结果评价结束后发放

能力验证合格实验室证书。

１．３　试验方法　本次实验室间比对采用《中国兽
药典》活菌计数的方法［４］。

１．４　统计方法　检验项目的结果统计和分析采用
稳健统计技术［５］，测定 Ｚ比分数，一般将 Ｚ值稳健
统计结果分为：Ｚ≤ ２满意结果，２＜ Ｚ ＜３有
问题，Ｚ≥ ３不满意结果。

Ｚ比分值计算公式：Ｚ＝（Ｘ－ＸＭ）／ＮｏｒｍＩＱＲ，
式中：Ｚ为稳健比分值；Ｘ为检验数据；ＸＭ 为中位
值；ＮｏｒｍＩＱＲ为标准化四分位距，ＮｏｒｍＩＱＲ ＝
０．７４１３×四分位间距（ＩＱＲ）。
１．５　结果评价依据　本次能力验证采用综合评价
方式，既重结果，也重过程。统计结果仅作为评价

依据之一，评判依据还包括检测思路是否清晰、报

告填写是否规范、原始记录是否符合要求、检测结

果是否准确等。

２　结果与分析
２．１　样品的均匀性检验　采用单因子方差分析法
进行样品均匀性检验，结果表明：计算得到 Ｆ值 ＝
０．７５，该值小于临界值Ｆ０．０５（１１，１２）＝２．７２，表明在
０．０５的显著性水平下，该样品是均匀的。
２．２　样品的稳定性检验　采用 ｔ检验法统计分析
样品稳定性检验。静置状态检验结果表明：计算得

到的ｔ值＝１．２２，该值小于临界值 ｔ０．０５（５）＝２．５７，
表明在０．０５的显著性水平下，该样品在静置状态
下，２１ｄ内是稳定的。邮寄状态检验结果表明：计
算得到的 ｔ值 ＝０．４８，该值小于临界值 ｔ０．０５（５）＝
２．５７，表明在０．０５的显著性水平下，该样品在邮寄
状态下是稳定的。

２．３　检验结果及统计分析
２．３．１　检验结果　各参比企业均能在规定的时间
内按照《作业指导书》的检验要求，将能力验证结果

报告和原始检验记录及时反馈，汇总１７家参比企
业的检验结果见表１。

表１　参比单位检验结果汇总表

参比单位

编号

平皿菌落平均数／ＣＦＵ

１ ２ ３

０１ １８３ １７５ ２０１

０２ １２４ １１５ １２０

０３ １８４ １８７ １６０

０４ １９２ １７４ １８２

０５ １６１ １３０ １２９

０６ １１９ １１９ １２４

０７ １２４ １３９ １０９

０８ １２．８ １２．４ １４．１

０９ １０１ １０３ １００

１０ ２０４ １７０ １９５

１１ １１８ １２７ １２４

１２ １１０ １０３ １０２

１３ １７１ １６５ １４５

１４ １８３ １８２ １９７

１５ ７６００ ６８００ 无结果

１６ １３１ １３３ １４９

１７ １７６ １７７ １４９
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２．３．２　检验结果的参数及统计结果　结果统计处
理参照ＣＮＡＳ－ＧＬ０２：２０１４《能力验证结果的统计
处理和能力评价指南》［６］，检测结果中编号为０８和
１５的参比单位平皿菌落平均数出现极端值（平皿
菌落平均数大于２００ＣＦＵ或小于４０ＣＦＵ），为了避
免极端值对其他检验结果的统计分析产生影响，实

际统计中将其剔除，其余１５家参比单位给予的３
瓶样品的检测结果均参与统计分析。根据 Ｚ比分
数计算公式，统计参数值结果见表２，Ｚ比分数统计
结果见表３，各参比单位的Ｚ比分数序列图见图１。
结果表明，１５家企业的 ΙＺΙ值均≤２，统计结果为
“满意”。

表２　参比单位检验结果稳健统计参数
统计参数 布氏菌活疫苗

结果总数 ４５

中位值（ＸＭ） １０．１６１

下四分位值（Ｑ１） １０．０７９

上四分位值（Ｑ３） １０．２４８

四分位距（ＩＱＲ） ０．１６９

标准化四分位距（ＮｏｒｍＩＱＲ） ０．１２５

稳健变异系数（ＣＶ％） １．２３０

极大值 １０．３１０

极小值 １０．０００

变动范围 ０．３１０

图１　活菌计数结果Ｚ比分数序列图

表３　参比单位布氏菌病活疫苗检验结果对数和Ｚ比分数统计结果

参比单位编号
瓶号１ 瓶号２ 瓶号３

检测值 Ｚ值 检测值 Ｚ值 检测值 Ｚ值

０１ １０．２６２ ０．８０８ １０．２４３ ０．６５６ １０．３０３ １．１３６

０２ １０．０９３ －０．５４４ １０．０６１ －０．８００ １０．０７９ －０．６５６

０３ １０．２６５ ０．８３２ １０．２７２ ０．８８８ １０．２０４ ０．３４４

０４ １０．２８３ ０．９７６ １０．２４１ ０．６４０ １０．２６０ ０．７９２

０５ １０．２０７ ０．３６８ １０．１１４ －０．３７６ １０．１１１ －０．４００

０６ １０．０７６ －０．６８０ １０．０７６ －０．６８０ １０．０９３ －０．５４４

０７ １０．０９３ －０．５４４ １０．１４３ －０．１４４ １０．０３７ －０．９９２

０９ １０．００４ －１．２５６ １０．０１３ －１．１８４ １０．０００ －１．２８８

１０ １０．３１０ １．１９２ １０．２３０ ０．５５２ １０．２９０ １．０３２

１１ １０．０７２ －０．７１２ １０．１０４ －０．４５６ １０．０９３ －０．５４４

１２ １０．０４１ －０．９６ １０．０１３ －１．１８４ １０．００９ －１．２１６

１３ １０．２３３ ０．５７６ １０．２１７ ０．４４８ １０．１６１ ０

１４ １０．２６２ ０．８０８ １０．２６０ ０．７９２ １０．２９４ １．０６４

１６ １０．１１７ －０．３５２ １０．１２４ －０．２９６ １０．１７３ ０．０９６

１７ １０．２４６ ０．６８ １０．２４８ ０．６９６ １０．１７３ ０．０９６

　表中的“检测值”为检验结果对数值
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２．３．２　综合评价结果　对原始检验记录，检验报告
和统计结果的进行综合分析后认为：１５／１７家参比企
业能够按照《中国兽药典》和《作业指导书》的规定完

成检验，结果满意。但是，仍发现存在的一些问题

（表４），经过综合评价后，１５家企业在本次能力验证
中获“满意”结果，２家企业获“不满意”结果。

表４　综合评价存在的问题汇总表

存在的问题 问题企业数 占百分比／％

平皿菌落数超过《中国兽药典》三部规定 ３ １７．６

培养时间未按《中国兽药典》三部规定 ４ ２３．５

原始检验记录信息不完整 ３ １７．６

检验方法未按企业操作规程执行 ６ ３５．２

没有头份数计算公式 １２ ７０．６

３　讨 论

本次能力验证的样品为活微生物，考虑到其特

殊性质，样品稳定性检验中增加邮寄状态的稳定性

检验。样品邮寄正值夏季气温较高，三个地点的邮

寄天数为３～５ｄ，邮寄过程中样品的活菌数虽有一
定下降，但是经过统计学分析，不同邮寄地点和邮

寄天数的样品检测结果差异并不显著，说明采用隔

热泡沫塑料盒内置样品和生物冰袋，外层包装为纸

箱，由ＥＭＳ快递至各实验室的方法可行。
本次能力验证的结果评价采用综合评价的

方式，目的是在对结果数据进行科学统计分析的

基础上，全面考察企业布氏菌病活疫苗活菌计数项

目的检测能力。通过综合评价的方式，我们发现布

病活疫苗在活菌计数的质量控制过程中存在一些

问题，例如①不能有效控制菌落计数的稀释度。
３／１７（１７．６％）家企业存在布病活疫苗活菌计数的
平皿菌落数超过《中国兽药典》规定（＞２００
ＣＦＵ／个）导致单个平皿菌落数过多，无法计数。
②未严格执行企业内部操作规程中规定的培养时
间进行检验。由于布氏菌菌落特性是生长缓慢，培

养时间应至少７２ｈ以上否则无法用肉眼清晰辨认
菌落，４／１７（２３．５％）家企业培养时间仅为４８ｈ左
右。③相关检验记录不完整，检验信息无法溯源。

如原始检验记录中缺失培养基种类，名称和批次、

稀释液种类和批次、稀释过程等相关信息。又如，

检验中发现６／１７（３５．２％）家企业检验报告中试验
步骤十分简单，反映出检验人员在检验过程中未按

照企业操作规程执行，或是企业制定操作规程不够

详细。④原始检验报告中没有明确注释头份数的
计算过程和公式，头份数的计算结果对于指导临床

用药至关重要，如果头份数计算偏大，疫苗无法达

到免疫效果；反之，头份数计算偏小，疫苗安全性存

在隐患。本次能力验证中发现，１２／１７（７０．６％）家
企业未能在原始检验报告中清晰注释头份数的计

算过程和公式，如果头份数结果错误，将无法确定

是否由计算过程导致。由于不同企业和不同批次

的半成品加入稀释液的数量不同和稀释的方法也

不同，应将各种变量（平板菌落数的平均数、溶解液

量、稀释倍数和平皿滴加菌液量）代入头份数计算

公式，从而得出的布病活疫苗头份数更为科学准

确。由此可见，仅仅将活菌计数统计结果作为细菌

活疫苗活菌计数能力验证的评价依据尚不够全面，

需采用综合评价的方式，客观、具体的反映出企业

检验能力和质量控制中存在的问题。如何制定更

科学、合理的综合评价方式，是我们今后组织能力

验证活动中需要进一步思考的问题。
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