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【摘要】 淋病奈瑟球菌 （淋球菌 ）对抗菌药物耐药已成为全球重要的公共卫生问题之一 ，因此 ，开展

对淋球菌临床分离株的药物敏感性检测及耐药性监测至关重要 。 中国疾病预防控制中心性病控制中心

在 2007 年制定了 《淋球菌耐药监测实施指南 》，现行的 2019 年版指南是根据 WHO 淋球菌耐药监测指南
以及美国临床和实验室标准研究所 （CLSI）的标准和最新研究进展进行了修订 ，并首次引入微量肉汤稀

释法 。 该版指南详述了每种药物敏感性检测方法的实验流程 、结果解释标准和注意事项 。 该指南将会根

据最新的技术研究进展定期更新 。
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【Abstract】 Gonococcal antimicrobial resistance has become an important public health problem worldwide， and
it is crucial to monitor the antimicrobial susceptibility of N. gonorrhoea. In 2007， the first edition of guidelines for
antimicrobial susceptibility testing of gonorrhea was formulated by National Center for STD Control， China CDC. The
current 2019 edition of the guideline is revised on the basis of WHO guideline， standard from Clinical and Laboratory
Standards Institute （CLSI） and the latest research results. In the 2019 edition， microdilution method is introduced for
the first time. The procedures， results interpretation criteria and points for attention for each method are detailed in
this version of guidelines. This guideline will be updated regularly according to the latest technical advantages.
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淋病奈瑟球菌（淋球菌）药物敏感性检测的方法主要有

定性检测和定量检测两大类。 定性检测包括纸片扩散法；定量

检测包括琼脂稀释法、梯度扩散法（E-test）和微量肉汤稀释法。

一、纸片扩散法

纸片扩散法又称 Kirby-Baure 纸片扩散法（K-B 法），该方

法操作简单，适合临床分离单个菌株对多种不同抗菌药物的

敏感性检测，指导临床用药。

此外，该检测结果与临床治疗的关系包括敏感、中介和

耐药。

（1）敏感表示感染可以使用推荐剂量（常规剂量）的该抗

菌药物进行治疗，失败的可能性小于 5%，禁忌证除外。

（2） 中介表示药物浓度在生理性浓集部位具有治疗效
果，或高于常规剂量也可有临床疗效。

（3） 耐药是指常规剂量抗菌药物不能抑制被测菌的生
长，其临床疗效并不可靠，临床治疗的失败率大于 15%。

纸片扩散法是将 1.5×108 CFU/mL 接种平板 [Mueller-
Hinton（MH）琼脂基础培养基+5%的脱纤维羊血；或 GC 琼脂
基础培养基+1%生长添加剂或+10%脱纤维羊血 ]后，贴加纸

片， 经 （36±1） ℃、（5±1）% CO2、70%~80%湿度环境中培养
16~20 h 后，测量抑菌圈直径（非抑菌环径）。参照美国临床和
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实验室标准研究所（CLSI）M100 淋球菌抑菌圈直径解释标准
和相对应折点值判断敏感、中介和耐药 [1]。

检测过程中需注意以下几点：

（1）菌悬液应在 15 min 内使用。

（2）纸片必须放置在有干燥剂的容器内低温保存，只拿

出少量放 4 ℃备日常工作用。 装纸片的容器从冰箱取出后，

必须室温放置 10 min 以上才可打开，以防止潮解。

（3）纸片一旦贴上培养基表面后就不可再移动，每张纸

片的间距不小于 24 mm， 纸片中心距平皿的边缘不小于

15 mm。 直径为 90 mm 的平板所贴纸片不多于 4 张，若同时

贴头孢菌素类的则不多于 3 张。 直径为 150 mm 的平板所贴
纸片不多于 9 张。

（4）在透明抑菌环内有明显单个菌落，都应重新鉴定并

重复试验。

（5）使用标准菌株作对照，只有当标准菌株的药敏结果

在受控范围内时，检测结果才有效；若发现标准菌株的药敏

结果不在受控范围，应认真分析原因后重新检测。

二、琼脂稀释法

琼脂稀释法是淋球菌药物敏感性检测的金标准，可以准

确测定抗菌药物的最低抑菌浓度（MIC）值，并可作为其他测

定方法的参比法 [2-3]，主要用于我国的淋球菌耐药监测项目。

但该方法操作较为耗时繁琐，不用于临床样本的常规检测。

琼脂稀释法是先将抗菌药物以倍比稀释的方法加入到

培养基 （GC 基础培养基+1% Kellogg’s 生长添加剂或 1%
IsovitaleX/Vitox 或 10%脱纤维羊血）中后，将待测菌接种于含

不同浓度的抗菌药物培养基上（每个待测菌接种至培养基表

面的菌量为 104 CFU）， 置于 （36±1）℃、（5±1）% CO2、70%~
80%湿度环境中培养 16~20 h，在适宜的光线下，观察对照培

养基上的菌落生长情况。 如对照培养基上菌落未生长，则本

批实验结果无效；对照培养基上生长良好，则观察含抗菌药

物的培养基上菌落生长状况：接种点内有 1 个以上菌落或呈
菌苔状为生长； 接种点内无任何菌落或呈薄雾印迹为无生

长。 此外，记录结果时先记录参考菌株的 MIC 值，参考菌株

MIC 值在标准 MIC 值范围内或在标准 MIC 值±1 个浓度梯度
范围内表明本次试验有效；参考菌株 MIC 值超出上述范围则
表明本次试验无效，需重新测定 MIC 值。 根据 WHO 西太区
淋球菌抗菌药物敏感性的判断标准对待测菌株进行耐药结

果判断 [3]。

检测过程中需注意的是 [4]：

（1）抗菌药物制备时要参考抗菌药物粉的纯度，计算时

要按照实际有效重量进行配制。 有些抗菌药物不稳定（如青

霉素），抗菌药物培养基尽量新鲜配制，配制后尽快使用。

（2）抗菌药物溶解时，不同抗菌药物使用的溶剂会有所

不同，配制后的保存方式也会不同，如保存温度、是否需要避

光等，要按照试剂生产商的说明操作。

（3）培养基中加抗菌药物时，要保证培养基温度已降至

50 ℃左右，以免高温导致抗菌药物效价降低。

（4）配置的药敏板一旦凝固，则立即用塑料袋包好并放

置于4 ℃保存，其有效性可维持 2 周。配置药敏板的同时需准

备不含抗菌药物的平板用做阴性对照。

（5）接种菌液前要确保培养基表面干燥，可以将打开培

养皿盖的培养基倒置于培养箱中 15~30 min 预温烘干。

（6）接种时从空白对照培养基开始，从低浓度向高浓度

接种菌液，全部接种完成后，要再接种一块空白对照培养基，

以保证整个实验没有污染。

三、梯度扩散法（E-test）
E-test 结合了琼脂稀释法和纸片扩散法特点， 通过一个

含有梯度抗菌药物的塑料薄条构成。 当 E-test 试剂条被放在
一个已涂抹淋球菌 （菌液浓度 108 CFU/mL） 的琼脂培养基
（GC 基础培养基+1% Kellogg’s 生长添加剂或 1% IsovitaleX/
Vitox）时，其载体上的抗生素迅速地释放入琼脂介质，从而在

试条下方建立了一个抗菌药物浓度的连续梯度， 经过孵育

后， 即可见一个以测试条为中心的对称的椭圆形抑菌环，抑

菌环与测试条交叉点上的浓度示数即为 MIC 值。如果抑菌环

与测试条交点位于两个示值之间，则读取高浓度的示值。 当

淋球菌沿试条生长即无椭圆形抑菌圈时，E-test 试验值为大
于最大浓度（>），当抑菌圈延伸至试条下方，与试条无交点

时，E-test 试验值为小于最小浓度（<）。 如果抑菌环形状不规
则或抑菌环不明显，导致无法读数，则实验结果无效。 记录结

果时先记录参考菌株的 MIC 值 ， 参考菌株 MIC 值在标准
MIC 值范围内或在标准 MIC 值±1 个浓度梯度范围内表明本
次试验有效；参考菌株 MIC 值超出上述范围则表明本次试验
无效，需重新测定 MIC 值。 待测菌株根据 WHO 西太区淋球
菌抗菌药物敏感性的判断标准进行耐药结果判断 [3]。

由于 E-test 梯度的稳定性与精确性，所测定的 MIC 值与
琼脂稀释法比对后证实具有较好的重现性，在性病检测实验

室中可以替代琼脂稀释法进行淋球菌药敏测定。

检测过程中需注意的是：

（1）培养后培养基上要见到足够的菌落生长以及清晰的
抑菌环边缘才可进行读数，菌落太稀少或有污染菌落不可进

行读数；

（2）若两边交点的数值之差大于 1 个稀释度以上，则需

重复试验；

（3） 打开包装的 E-test 试纸条应存储在带干燥剂的密封
容器中。

四、微量肉汤稀释法

该方法通过利用微孔板中一定浓度的抗菌药物与含有

菌株的培养液进行梯度稀释，经适温培养后，以肉眼观察无

细菌生长的微孔中所含的最低药物浓度为 MIC。
微量肉汤稀释法快速简便，已广泛用于临床微生物的药

物敏感性检测 [4]，但淋球菌属于苛养菌，淋球菌药物敏感性的

微量肉汤稀释法还处于评估阶段，还未有商品化检测试剂盒。
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检测过程中需注意的是：

（1）药敏微孔板应保存在-20 ℃，不可反复冻融，否则抗

菌药物的活性会降低；

（2） 微量稀释试验存在一个跳孔现象时应读最高的
MIC，出现多个跳孔的药物时需重复测定，不可勉强判定；

（3）对于特殊菌株出现的药敏结果，建议通过琼脂稀释

法进行结果复测；

（4）微孔板置放时，不可超过 5 个叠起；

（5）目前还没有淋球菌微量稀释法的判断标准，主要参

考 WHO 琼脂稀释法的判断标准。

五、产青霉素酶淋球菌的检测

淋球菌可通过质粒介导产生青霉素酶（β-内酰胺酶），使

青霉素类失去活性，这一类淋球菌被称为 PPNG。 目前，青霉

素已不用于我国淋病的治疗，PPNG 的鉴定仅用于我国的淋
球菌耐药监测项目。 常用的 PPNG 检测方法包括头孢硝噻吩
显色法、碘量法或纸片酸度法等 [3]。 头孢硝噻吩显色法是利用

β-内酰胺酶水解头孢硝噻吩结构上的 β-内酰胺环，从而使头

孢硝噻吩纸片（或滴有头孢硝噻吩水溶液的菌体）颜色由黄

变红这一原理来完成。后两种方法均是利用 β-内酰胺酶能裂
解青霉素的 β-内酰胺环形成青霉噻唑酸，与底物产生颜色反

应这类原理来进行的。

检测过程中需要注意的是：

（1）少数产青霉素酶的菌株变色反应较慢，可能会超过

1 min；
（2）由于青霉素容易分解，配制的青霉素溶液可分装于

试管中，在低温（-20℃）冰箱保存；

（3）碘量法中碘溶液需实验前 1 h 内新鲜配制，其中碘试

剂需避光保存。
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