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  “CHINET 中国细菌耐药监测网”技术方案 

（2022 年版） 

细菌性感染遍布于内、外、妇、儿等临床各科，针对病原菌正确选用抗菌药是治疗有效

的关键。进行细菌耐药监测，为临床提供合理用药依据，是世界卫生组织为遏制细菌耐药性

发生发展的战略措施。根据我国卫生部卫办医发〔2012〕84号《抗菌药临床应用管理办法》

要求，二级以上医院应当建立临床微生物室，开展细菌耐药监测工作。由于不同地区的二级

医院的科室设置、收治的感染和病种、病原菌及其对抗菌药的敏感性等与三级医院不同，因

此有必要同时对二级医院、三级医院，包括儿童医院开展细菌耐药性监测。“CHINET中国细菌

耐药监测网”从2005年建网初期的8所医院，发展目前已有71所医疗机构参与（PC端：

www.chinets.com；移动端：m.chinets.com），年监测菌株数量超过25万株。为进一步做好细

菌耐药监测工作，在历年技术方案基础上，结合当前耐药菌的发展趋势及合理用药指导原则，

整理形成“CHINET中国细菌耐药监测网”技术方案，各成员单位按此技术方案中要求的药敏试

验材料、监测方法和判断标准进行细菌耐药监测并向临床报告药敏试验结果。 

此技术方案适用范围于“CHINET中国细菌耐药监测网”和“上海市细菌真菌耐药监测网”成

员单位，各成员单位按照此监测方案，采用标准的药敏试验方法进行细菌耐药监测。 

一. 方法学     

采用纸片扩散法、自动化仪器法、肉汤微量稀释法或 E‐test，所有药敏试验方法应遵循以

下原则。 

1. 药敏试验方法必须遵循 CLSI 文件当年规定的原则和质控要求； 

2. 采用自动化仪器法的单位，须按技术方案要求补充仪器未包含的抗菌药品种； 

3. 自动化仪器药敏卡上的抗菌药浓度范围须覆盖 CLSI 抗菌药物判断标准。 

二. 抗菌药监测品种 

1． 肠杆菌目细菌：阿米卡星、庆大霉素、氨苄西林、氨苄西林/舒巴坦、哌拉西林/他唑巴坦、

头孢哌酮/舒巴坦、头孢唑啉、头孢呋辛、头孢西丁、头孢噻肟（或头孢曲松）、头孢他啶、

头孢吡肟、亚胺培南、美罗培南、环丙沙星（或左氧氟沙星）、甲氧苄啶/磺胺甲噁唑、呋

喃妥因、磷霉素、黏菌素（多黏菌素 E）或多黏菌素 B  、替加环素、头孢他啶/阿维巴坦。 

备注： 

(1) 泌尿道标本分离的大肠埃希菌需要加做磷霉素药敏试验，建议碳青霉烯类耐药菌株加

做磷霉素药敏试验； 
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(2) 黏菌素和多黏菌素 B 为等效药物，黏菌素 MIC 结果可预报多黏菌素 B 的结果；建议

MIC≤2 g/mL 报告为敏感，而非中介。 

(3) 替加环素药敏试验判断标准参考标准：MIC 为敏感≤2mg/L、耐药≥8mg/L；纸片法抑菌

圈直径≥19mm 为敏感、≤14mm 为耐药）；因自动化仪器或纸片扩散法在检测替加环素

对病原菌的敏感性时可能会出现假中介和假耐药结果，在报告此结果前需采用其他方

法进行复核确认，包括肉汤微量稀释法、MTS 法和纸片扩散法（含替加环素复敏液）。 

(4) CLSI 规定头孢他啶‐阿维巴坦抑菌圈（30g/20g）直径为 20‐22 mm  的菌株，需用 MIC

试验确认，以避免报告假敏感或假耐药结果。亦可参考 EUCAST 标准，选择头孢他啶‐

阿维巴坦（10g/4g），判断标准为抑菌圈直径≥13mm 为敏感、≤12mm 为耐药。 

(5) 关于超广谱 β 内酰胺酶（Extended‐spectrum β‐lactamases, ESBLs）和碳青霉烯酶检测要

求：各实验室常规无需检测细菌是否为产 ESBL，除非基于感染控制和流行病学调查研

究目的。对于碳青霉烯类耐药菌株，应采用表型或基因型检测方法，对细菌产生的碳

青霉烯酶进行检测、报告及结果注释。 

(6) 头孢哌酮‐舒巴坦药敏试验参考标准：纸片扩散法抑菌圈直径≤15mm 耐药、16‐20mm

中介、  ≥21mm 敏感；稀释法 MIC≥64μg/ml  耐药、32μg/ml 中介、≤16 μg/ml 敏感； 

2． 沙门菌属和志贺菌属细菌：氨苄西林、氨苄西林/舒巴坦、头孢曲松、左氧氟沙星（或环

丙沙星）、甲氧苄啶/磺胺甲噁唑、氯霉素和阿奇霉素。 

备注： 

(1) ＜16 岁骨骼系统未发育完全的小儿应报头孢曲松的结果； 

(2) 注意要使用喹诺酮类药物对沙门菌属的判断标准 

(3) 阿奇霉素 CLSI 目前仅有对沙门菌伤寒血清型和副伤寒 A‐C 血清型的判断标准，和仅对

志贺菌属细菌的折点 

3． 铜绿假单胞菌：阿米卡星、庆大霉素、哌拉西林、哌拉西林/他唑巴坦、头孢哌酮/舒巴坦、

头孢他啶、头孢吡肟、氨曲南、亚胺培南、美罗培南、环丙沙星、黏菌素（多黏菌素 E）

或多黏菌素 B、头孢他啶‐阿维巴坦。 

备注： 

(1) 黏菌素和多黏菌素 B 为等效药物，黏菌素 MIC 结果可预报多黏菌素 B 的结果；建议

MIC≤2 g/mL 报告为敏感，而非中介。 

(2) 头孢哌酮‐舒巴坦药敏试验参考标准：纸片扩散法抑菌圈直径≤15mm 耐药、16‐20mm

中介、  ≥21mm 敏感；稀释法 MIC≥64μg/ml  耐药、32μg/ml 中介、≤16 μg/ml 敏感； 
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4． 不动杆菌属：阿米卡星、庆大霉素、氨苄西林/舒巴坦、哌拉西林/他唑巴坦、头孢哌酮/

舒巴坦、头孢他啶、头孢吡肟、亚胺培南、美罗培南、环丙沙星或左氧氟沙星、甲氧苄啶

/磺胺甲噁唑、米诺环素、黏菌素（多黏菌素 E）或多黏菌素 B、替加环素。 

备注： 

(1) 黏菌素和多黏菌素 B 为等效药物，黏菌素 MIC 结果可预报多黏菌素 B 的结果；建议

MIC≤2 g/mL 报告为敏感，而非中介。 

(2) 替加环素药敏试验判断标准参考标准：MIC 法≤2mg/L 敏感、R≥8mg/L 耐药；纸片法抑

菌圈直径≥16mm 敏感、≤12mm 耐药）。 

(3) 头孢哌酮‐舒巴坦药敏试验参考标准：纸片扩散法抑菌圈直径≤15mm 耐药、16‐20mm

中介、  ≥21mm 敏感；稀释法 MIC≥64μg/ml  耐药、32μg/ml 中介、≤16 μg/ml 敏感。 

5． 嗜麦芽窄食单胞菌：头孢他啶、甲氧苄啶/磺胺甲噁唑、左氧氟沙星、米诺环素、氯霉素。 

6． 洋葱伯克霍尔德菌：头孢他啶、美罗培南、甲氧苄啶/磺胺甲噁唑、米诺环素、氯霉素、

左氧氟沙星。 

7． 其他非肠杆菌目细菌：阿米卡星、庆大霉素、哌拉西林/他唑巴坦、头孢哌酮/舒巴坦、头

孢噻肟（或头孢曲松）、头孢他啶、头孢吡肟、氨曲南、亚胺培南、美罗培南、环丙沙星、

甲氧苄啶/磺胺甲噁唑、氯霉素、黏菌素（多黏菌素 E）或多黏菌素 B。 

备注： 

(1) 此类细菌指的是除包括铜绿假单胞菌之外的假单胞菌属、和除不动杆菌属、嗜麦芽窄

食单胞菌和洋葱伯克霍尔德菌复合群的其他非苛养、葡萄糖不发酵革兰阴性菌； 

(2) 头孢哌酮‐舒巴坦药敏试验参考标准：纸片扩散法抑菌圈直径≤15mm 耐药、16‐20mm

中介、≥21mm 敏感；稀释法 MIC≥64μg/ml  耐药、32μg/ml 中介、≤16 μg/ml 敏感； 

8． 流感嗜血杆菌和副流感嗜血杆菌：氨苄西林、氨苄西林/舒巴坦（或阿莫西林/克拉维酸）、

头孢呋辛、头孢曲松（或头孢噻肟）、甲氧苄啶/磺胺甲噁唑、左氧氟沙星（或莫西沙星）、

阿奇霉素和氯霉素。 

备注： 

(1) 药敏试验受条件限制的单位，须用产色头孢菌素法（头孢硝噻吩）检测 β‐内酰胺酶，

菌株保存后统一运送至中心实验室进行抗菌药敏感性试验；β‐内酰胺酶阴性但氨苄西

林耐药株亦需统一运送至中心实验室进行复核确认。 

(2) 罕见耐药菌株，如头孢曲松或头孢噻肟耐药菌株和氟喹诺酮类耐药菌株等，需进行菌

种复核鉴定及药敏试验以确认。如确认需将菌株保存后统一运送至中心实验室进行复
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核确认。             

9． 卡他莫拉菌：阿莫西林‐克拉维酸、头孢呋辛、头孢曲松（或头孢噻肟）、甲氧苄啶/磺胺

甲噁唑、左氧氟沙星、阿奇霉素、克林霉素、氯霉素。 

备注：   

(1) 药敏试验受条件限制的单位，须如嗜血杆菌属一样采用用产色头孢菌素法（头孢硝噻

吩）检测 β‐内酰胺酶，菌株保存后统一运送至中心实验室进行抗菌药敏感性试验； 

10. 淋病奈瑟菌属：青霉素、头孢曲松、头孢克肟、四环素、环丙沙星、大观霉素。 

备注： 

(1) 无需常规药敏试验，但在治疗失败时应考虑进行药敏试验。 

11. 脑膜炎奈瑟球菌：青霉素、头孢曲松或头孢噻肟、美罗培南、阿奇霉素、米诺环素、环丙

沙星、氯霉素、利福平 

备注： 

⑴ 分离到此菌株应按生物安全条例立即送上级 CDC 临床微生物实验 

12. 葡萄球菌属：庆大霉素、青霉素、头孢西丁（或苯唑西林）、甲氧苄啶/磺胺甲噁唑、红霉

素、克林霉素（含 D 试验）、万古霉素、利奈唑胺、左氧氟沙星和利福平。 

备注： 

(1) 青霉素抑菌圈直径≥29mm 或 MIC≤0.12g/mL 时，报告结果前需进行青霉素酶诱导试

验； 

(2) 不同葡萄球菌属细菌检测甲氧西林耐药菌株时，需选择合适的检测方法（表 2）。 

(3) 万古霉素对葡萄球菌属的药敏需采用稀释法测定 MIC； 

(4) 对于万古霉素、利奈唑胺不敏感的菌株需重复鉴定和药敏试验，不敏感菌株需统一运

送至中心实验室进行复核确认。 

(5) 对红霉素耐药，且对克林霉素敏感或中介的菌株，报告克林霉素结果前需采用纸片扩

散法进行“D”试验或稀释法检测克林霉素诱导耐药性，根据检测结果报告克林霉素药

敏试验结果。 

13. 肠球菌属：庆大霉素（120μg/片）、氨苄西林、左氧氟沙星、万古霉素、利奈唑胺、呋喃

妥因和磷霉素。 

备注： 

(1) 除高浓度庆大霉素和链霉素外，该属细菌不适宜进行对氨基糖苷类、头孢菌素类、克

林霉素和甲氧苄啶/磺胺甲噁唑体外药敏试验。虽然它们中的某些菌株可表现体外药敏
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试验时的敏感性，但在临床上并不有效，故不应该向临床报吿敏感。 

(2) 对万古霉素或利奈唑胺不敏感的菌株需重复菌种鉴定和药敏试验，包括 MIC 测定

（E‐test 或标准肉汤微量稀释法）以及耐药基因分子分型，亦可将菌株统一运送至中

心实验室统一进行复核确认。 

(3) 呋喃妥因和磷霉素药敏试验报告仅限于泌尿道标本分离的粪肠球菌。 

14. 肺炎链球菌：青霉素（苯唑西林 1g /片）  、阿莫西林‐克拉维酸、头孢噻肟、头孢曲松、

美罗培南、红霉素、克林霉素（含 D 试验）、甲氧苄啶/磺胺甲噁唑、左氧氟沙星或莫西沙

星、万古霉素、利奈唑胺、氯霉素、利福平。 

备注： 

(1) 当  1g /片苯唑西林的抑菌圈直径≥20mm 时报告该菌对青霉素敏感，若≤19mm 时，需

测定青霉素 MIC 值； 

(2) 分离自脑脊液的肺炎链球菌，应同时采用稀释法或 Etest 测定青霉素、头孢噻肟、头

孢曲松和美罗培南以及万古霉素等抗生素的 MIC 值。 

15. β‐溶血性链球菌：青霉素、头孢曲松、红霉素、克林霉素（含 D 试验）、万古霉素、利奈

唑胺、左氧氟沙星、氯霉素 

备注： 

(1) β‐溶血包括具有 A（化脓链球菌）、C  或 G  群抗原形成较大菌落的化脓性链球菌和具

有 B  群（无乳链球菌）抗原的菌株。 

(2) 对来自围产期妇女阴道分泌物的 B  群（无乳链球菌）要求进行“D 试验”，并将“D 试验”

结果报告临床。 

16. 草绿色链球菌：青霉素、头孢曲松、万古霉素、利奈唑胺、红霉素、克林霉素、左氧氟沙

星、氯霉素 

备注： 

(1) 具有 A、C、F  或 G  群抗原（咽峡炎链球菌，以前称为米勒链球菌）形成较小菌落 β‐

溶血的菌株被考虑分到草绿色菌群，应使用草绿色菌群解释标准；草绿色菌群也包括

缓症链球菌、口腔链球菌、血液链球菌、唾液链球菌、中间型链球菌、星座链球菌、

变异链球菌和牛链球菌； 

(2) 对分离自血液与正常无菌部位（如，脑脊液、血液、骨）的草绿色链球菌，应该用

MIC  法测试氨苄西林和青霉素的 MIC 值。 
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三. 监测菌种要求 

1．需监测的主要临床分离菌（表 1），必须鉴定到种； 

2．葡萄球菌属细菌必须明确属甲氧西林（苯唑西林）耐药或敏感的属性； 

3．大肠埃希菌、肺炎克雷伯菌、产酸克雷伯菌和奇异变形杆菌应明确头孢曲松或头孢噻

肟的敏感性； 

4．肺炎链球菌须明确其对青霉素的敏感性； 

5．结核分枝杆菌和厌氧菌暂时不列入细菌耐药监测范围 

表 1.  建议监测的细菌 

英文名称  中文名称 

Acinetobacter spp.  不动杆菌属 

Burkholderia cepacia  洋葱伯克霍尔德菌 

Citrobacter spp.  枸橼酸杆菌属 

Enterobacter spp.  肠杆菌属 

Enterococcus spp.  肠球菌属 

Escherichia coli  大肠埃希菌 

Haemophilus influenzae  流感嗜血杆菌 

Haemophilus parainfluenzae  副流感嗜血杆菌 

Klebsiella spp.  克雷伯菌属 

Morexella catarrhalis  卡他莫拉菌 

Morganella spp.  摩根菌属 

Neisseria gonorrhoeae  淋病奈瑟菌 

Neisseria menigitidis  脑膜炎奈瑟菌 

Proteus spp.  变形杆菌属 

Providencia spp.  普罗威登菌属 

Pseudomonas aeruginosa  铜绿假单胞菌 

Salmonella spp.  沙门菌属 

Serratia spp.  沙雷菌属 

Shigella spp.  志贺菌属 

Staphylococcus aureus  金黄色葡萄球菌 

Staphylococcus coagulase negative  凝固酶阴性葡萄球菌（血液等无菌部位） 

Staphylococcus saprophyticus (urine)  腐生葡萄球菌（尿液） 

Stenotrophomonas maltophilia  嗜麦芽窄食单胞菌 

Streptococcus pneumoniae    肺炎链球菌 

S.treptococcus β‐hemolytic group  β‐溶血性链球菌 

S.treptococcus viridans group  草绿色链球菌（血液等无菌部位） 
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四. 特殊耐药菌检测要求（不包含分子生物学检测方法） 

1. 苯唑西林耐药葡萄球菌:  按以下表2方法测定葡萄球菌属对甲氧西林的敏感性。   

表 2.  检测葡萄球菌属对甲氧西林（苯唑西林）耐药性的方法 

微生物 

检测甲氧西林（苯唑西林）耐药葡萄球菌属的方法 

头孢西丁 MIC  头孢西丁纸片扩散法 苯唑西林 MIC 苯唑西林纸片扩散法  苯唑西林盐琼脂

金黄色葡萄球菌 
是 

（16‐20 h） 

是 

（16‐18 h） 

是 

（24 h） 
否 

是 

（24 h） 

路邓葡萄球菌 
是 

（16‐20 h） 

是 

（16‐18 h） 

是 

（24 h） 
否  否 

表皮葡萄球菌  否 
是 

（24 h） 

是 

（24 h） 

是 

（16‐18 h） 
否 

假中间葡萄球菌  否  否 
是 

（24 h） 

是 

（16‐18 h） 
否 

施氏葡萄球菌  否  否 
是 

（24 h） 

是 

（16‐18 h） 
否 

其他葡萄球菌（除外上述菌
种） 

否 
是 a 

（24 h） 

是 a 

（24 h） 
否  否 

a由归类于葡萄球菌属（上表中未列出或未鉴定到种水平）引起严重感染的菌株，苯唑西林MIC为1‐2 

g/mL时，建议检测mecA或PBP2a，因为这些是检测甲氧西林（苯唑西林）耐药性最可靠的方法（见

2021年M100 31th  表2C  葡萄球菌属注释[18]）。  最近的数据表明，头孢西丁纸片扩散试验可能不能可

靠地适用于“属于葡萄球菌属（以上表中未列出或未鉴定到种水平）”  的所有菌种（如溶血葡萄球菌）。 

2. 葡萄球菌青霉素酶诱导试验   

青霉素抑菌圈直径为≥29mm或MIC值为≤0.125µg/ml的菌株，需进行青霉素酶诱导试验。

具体操作：将受试菌用无菌接种环在MH药敏平板上均匀按4区划线，在第1区和第2区的交界

处贴上10µg/片的青霉素纸片。33℃～37℃孵育16h～18h后，如抑菌圈边缘清晰锐利（cliff现

象）”，或边缘有菌苔堆积者为β内酰胺酶产生株；亦可进行头孢硝噻吩试验显示红色，即为

诱导酶试验阳性。如果抑菌圈边缘如沙滩样，头孢硝噻吩试验不显示颜色变化者，即为诱导

酶阴性。诱导酶试验阳性者，即使青霉素体外试验敏感也要修正报告为耐药。 

3. 万古霉素和利奈唑胺耐药革兰阳性球菌   

对万古霉素或利奈唑胺等不敏感的革兰阳性球菌，需重复菌株的鉴定和采用稀释法进行

药敏试验（含Etest），对万古霉素耐药菌株需增加利奈唑胺或替考拉宁稀释法药敏，或分子生

物学检测耐药基因。如果确认为耐药者需保存，集中送中心实验室进行复核确认。 

4. 青霉素不敏感肺炎链球菌     

按CLSI的要求，以1µg/片苯唑西林纸片药敏试验预测青霉素的敏感性；若苯唑西林抑菌圈

直径≥20mm者即为青霉素敏感菌株（PSSP），抑菌圈直径≤19mm者需采用稀释法或Etest获得

青霉素的MIC值，根据MIC值判断菌株对青霉素的敏感性（表3）。 
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表3.  肺炎链球菌青霉素敏感性的判断标准 

方法学  脑膜炎来源的肺炎链球菌  除脑膜炎来源的其他肺炎链球菌 

1µg/片苯唑西林 
抑菌圈≥20mm  PSSP  抑菌圈≥20mm  PSSP 

抑菌圈≤19mm  必须用青霉素E‐试验或稀释法再次试验和确认 

青霉素稀释法或Etest 

MIC值≤0.06µg/ml  PSSP  MIC值≤2µg/ml  PSSP 

无  无  MIC值= 4µg/ml  PISP 

MIC值≥0.125µg/ml  PRSP  MIC值≥8µg/ml  PRSP 

5. B群（无乳链球菌）  “D试验”   

诱导型克林霉素耐药葡萄球菌中较为多见，在链球菌属细菌中亦有报道。D‐试验采用纸

片法原理检测确认革兰阳性菌存在的诱导型克林霉素耐药性。将 0.5 麦氏浊度的受试菌菌液

均匀涂布於 MH 药敏平板，稍晾干；将 15µg/片的红霉素的纸片和 2µg/片克林霉素的纸片贴

于上述平板中；如测试葡萄球菌属，两纸片间距 15mm‐26mm；如测试肺炎链球菌和‐溶血链

球菌，两纸片间距 12mm。孵育过夜。如红霉素耐药，且邻近红霉素纸片侧的克林霉素出现

似英文字母 D 字形的抑菌环，即为 D 试验阳性；则提示受试菌为诱导型克林霉素耐药株；反

之为 D 试验为阴性。对分离自围产期妇女阴道分泌物的 B  群（无乳链球菌）进行“D 试验”，

其临床意义在于有些围产期妇女如对青霉素严重过敏，不能采用 β‐内酰胺类治疗，此可考虑

采用克林霉素。但是如果受试菌株为诱导型克林霉素耐药者，而在不进行 D‐试验的情况下报

告克林霉素敏感，将可能导致治疗失败。 

6. 碳青霉烯类耐药革兰阴性杆菌 

包括碳青霉烯类耐药的肠杆菌目细菌、碳青霉烯类耐药铜绿假单胞菌和鲍曼不动杆菌等，

凡药敏试验结果确认为碳青霉烯类耐药的菌株，建议补充替加环素（铜绿假单胞菌除外）、多

黏菌素和头孢他啶‐阿维巴坦（鲍曼不动杆菌除外）药敏试验，必要时进行联合药敏试验，以

筛选有效的联合治疗方案。对于碳青霉烯类耐药肠杆菌目细菌，应进行碳青霉烯酶的检测并

报告。                                                                     

7. 黏菌素（或多黏菌素B）药敏试验判断标准 

目前 CLSI 建立了肠杆菌目、铜绿假单胞菌和不动杆菌属黏菌素和多黏菌素 B 判断标准。

过去五年，新抗菌药物尤其是针对碳青霉烯类耐药肠杆菌目细菌和多重耐药铜绿假单胞菌所

致感染的药物不断被批准上市。然而，这些昂贵的新药在许多国家无法获得，且这些新药对

产金属酶菌株和多重耐药鲍曼不动杆菌无效。因此，全球仍需要多黏菌素用于临床治疗此类

耐药菌所致感染。虽然 CLSI 自 2020年起更改了多黏菌素药敏试验报告规则，仅可报告“中介”
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和“耐药”，无“敏感”分类，但由于目前我国很多新抗菌药物无法获得，多黏菌素是仅有的对

碳青霉烯类耐药革兰阴性杆菌具有抗菌活性的药物之一，建议临床微生物实验室参考“多黏菌

素药物敏感性检测及临床解读专家共识”报告多黏菌素药敏试验结果（表 4）。 

表 4.  多黏菌素 E 和多黏菌素 B 药敏试验解释和推荐 MIC 判断标准 

菌种 
解释分类和 MIC 折点（µg/mL）† 

注释 
敏感  耐药 

肠杆菌目细菌*  ≤2  ≥4  按 CLSI 要求附加注释 

铜绿假单胞菌  ≤2  ≥4  按 CLSI 要求附加注释 

鲍曼不动杆菌  ≤2  ≥4  按 CLSI 要求附加注释 

*：在肠杆菌目中摩根菌科（包括变形杆菌属、摩根菌属、普罗威登菌属）和黏质沙雷菌等对

多黏菌素天然耐药，无需测试多黏菌素的敏感性； 

†：必须使用可靠的方法检测多黏菌素的 MIC。多黏菌素 E 和多黏菌素 B 的药物敏感性结果等

效，可相互推导，即一种药物可推导另一种药物的敏感性； 

8. 替加环素药敏试验规范及判断标准 

替加环素是甘氨酰环素类抗菌药，体外抗菌活性强、抗菌谱广；文献报道其对多重耐药

革兰阳性球菌和革兰阴性杆菌（铜绿假单胞菌除外）均具有良好的抗菌活性。研究显示，实

验室采用自动化仪器或纸片法测定细菌对替加环素的敏感性时，可能会出现假中介或耐药结

果，需采用标准的肉汤微量稀释法或替加环素 MTS 法进行复核确认（敏感结果可直接报告）。

但由于绝大多数实验室难以开展标准的肉汤微量稀释法，加之替加环素 MTS 条价格较高，导

致无法常规开展对“中介”或“耐药”菌株的复核。建议可采用含复敏液替加环素纸片方法，对

自动化仪器或常规纸片法显示为中介或耐药的菌株进行复核，操作方法如下。 

(1) 操作方法同 CLSI 推荐的纸片扩散法，但需在替加环素纸片上滴加 6  l 替加环素复敏

液（此浓度的复敏液对革兰阴性杆菌无抑菌活性），过夜孵育后量取抑菌圈直径，按

判断标准判断敏感、中介或耐药（图 1）。 

 

 

 

 

 

图 1.  纸片扩散法检测肺炎克雷伯菌对替加环素的敏感性 

A. 含替加环素复敏液纸片（22mm,  敏感）；B.不含替加环素复敏液纸片（18mm,  中介）； 

A B
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9. 头孢他啶‐阿维巴坦药敏试验规范及判断标准 

体外药敏试验结果显示，头孢他啶‐阿维巴坦对产A类丝氨酸碳青霉烯酶（以KPC酶为主）

和D类丝氨酸碳青霉烯酶（以OXA‐48酶为主）菌株具有高度抗菌活性，为治疗上述耐药细菌所

致感染的有效抗菌药物之一。目前，CLSI制定了头孢他啶‐阿维巴坦对肠杆菌目细菌和铜绿假

单胞菌的药敏试验判断标准，并特别指出如头孢他啶‐阿维巴坦对肠杆菌目细菌的抑菌圈直径

为20‐22mm时，应采用MIC法确认，以避免报告假敏感或假耐药结果。研究显示，采用头孢他

啶‐阿维巴坦纸片扩散法药敏试验测定细菌对该β内酰胺类‐酶抑制剂合剂的敏感性时，可能会

出现假耐药现象，其中细菌接种菌量过高以及抑菌圈直径是否精确测量是重要影响因素。在

阅读头孢他啶‐阿维巴坦抑菌圈直径时，建议忽略抑菌圈内薄雾状生长，但抑菌圈内散在菌落

需视为生长（图2）。 

 

 

 

 

 

 

 

图2.  头孢他啶‐阿维巴坦对肺炎克雷伯菌抑菌圈直径测量 

左：忽略薄雾状生长；A和B抑菌圈内散在菌落视为生长 

10. 肠杆菌目细菌中碳青霉烯酶的检测方法 

产生碳青霉烯酶是肠杆菌目细菌对碳青霉烯类耐药最主要的机制。碳青霉烯酶可直接水

解破坏包括碳青霉烯类在内的 β 内酰胺类抗菌药（氨曲南对金属酶稳定除外）。由于碳青霉烯

酶基因大多位于可移动基因元件上，导致其很容易在不同肠杆菌目细菌以及其他革兰阴性杆

菌间转移，在短时间内可导致大范围的流行播散。目前我国临床分离的 CRE 菌株主要产生 A

类 KPC型碳青霉烯酶、B类NDM型金属酶和D类OXA‐48型碳青霉烯酶（如OXA‐181和OXA‐232

型碳青霉烯酶）等。 

目前实验室检测碳青霉烯酶的方法众多，不同方法各具特色。主要包括改良 Hodge 试验

（因存在假阳性和假阴性结果，2018 年 CLSI 文件已取消该方法用于碳青霉烯酶的检测）、

Carba_NP试验、改良碳青霉烯灭活试验（Modified carbapenem Inactivation Method, mCIM）、

酶抑制剂增强试验、免疫金标试验以及分子生物学方法等。本研究推荐可采用酶抑制剂增强

试验检测肠杆菌目细菌产生的碳青霉烯酶 
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(1) 酶抑制剂增强试验：采用 3‐氨基苯硼酸和 EDTA 联合酶抑制剂增强试验法检测肠杆菌目细

菌中的碳青霉烯酶，操作简单，结果容易阅读，简要操作步骤如下。 

1) 制备试剂：甲液：3‐氨基苯硼酸溶液（APB）（30mg/mL）；乙液：EDTA 溶液（0.1mol/L）。

其中 APB 为 A 类丝氨酸型碳青霉烯酶抑制剂，EDTA 为金属酶抑制剂。 

2) 实验步骤：按 CLSI 推荐的纸片扩散法进行。将待测菌调制成 0.5 麦氏浊度菌悬液，均

匀涂布于 MH 琼脂平板上，随后贴 4 张碳青霉烯类抗菌药物纸片（一般为亚胺培南或

美罗培南）于琼脂表面。一张纸片不加任何液体，一张纸片滴加 APB 溶液（终浓度

300 g/片，初始浓度为 30 mg/mL 的溶液可滴加 10 L）、一张纸片 EDTA 溶液（终浓

度 292 g/片，初始浓度 0.1 mol/L 的溶液可滴加 10 L）、最后一张同时滴加 APB 溶液

（终浓度 300 g/片）和 EDTA 溶液（终浓度 292 g/片）。过夜孵育后量取纸片抑菌圈

直径。 

3) 结果判断：结果判读如下（图 3）：添加 APB 溶液的亚胺培南纸片抑菌圈直径与单

药纸片相差≥5  mm，即可判断该受试菌株产 A 类碳青霉烯酶（图 1A）；添加 EDTA

溶液的亚胺培南纸片抑菌圈直径与单药纸片相差≥5 mm，即可判断该受试菌株产生 B

类碳青霉烯酶（图 1B）；如仅同时添加 APB 和 EDTA 的亚胺培南纸片抑菌圈直径与

单药纸片相差  ≥5  mm，可判断该受试菌株同时产 A 类碳青霉烯酶和 B 类金属 β 内酰

胺酶（图 1C）；如含酶抑制剂的亚胺培南纸片抑菌圈直径与单药相差均＜5 mm，可

判断该菌不产 A 类或 B 类碳青霉烯酶，其耐药机制可能为产生 OXA‐48 型碳青霉烯酶，

或产生 ESBL 和/或 AmpC 酶合并膜孔蛋白的下调或缺失。 

 

 

 

 

 

 

图 3.  碳青霉烯酶抑制剂增强试验检测 A  类和 B  类碳青霉烯酶 

A：产 A 类碳青霉烯酶；B：产 B 类金属‐内酰胺酶；C：同时产 A 类碳青霉烯酶和 B

类金属‐内酰胺酶 

(2) 酶免疫层析技术快速检测碳青霉烯酶（金标法） 

1) 本方法采用抗原抗体结合技术，可在 15 分钟内快速检测碳青霉烯酶并进行分型，包

括 KPC、NDM、OXA‐48、IMP 和 VIM 型碳青霉烯酶结果准确，与测序方法相比，准确
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率达 95%以上。 

2) 操作步骤（不同产品操作步骤有所差异）：往试管中滴加 10 滴细菌裂解液，之后挑取

一接种环（10 l）新鲜纯培养菌落于裂解液中（仔细研磨使细菌混悬于液体中），轻

轻混匀后滴加 3‐4 滴裂解后的菌液于样品孔中，等待 15 分钟，根据出现的红色线条

所在位置判断该菌所产碳青霉烯酶种类（图 4 和图 5）。 

 

 

 

 

 

图 4.  免疫金标快速检测碳青霉烯酶操作步骤 

 

 

 

 

 

图 5.  免疫金标快速检测碳青霉烯酶结果阅读 

（参考样式，不同产品结果阅读方式有所差异，请参考产品说明书内容描述） 

(3)   报告 

表型或基因型检测碳青霉烯酶结果报告格式，可参考表 5。 

表 5.  碳青霉烯酶检测结果报告及解释 

检测方法  结果报告  结果解释 

表型检测 

A类丝氨酸碳青
霉烯酶阳性 

以 KPC 型碳青霉烯酶为主，该酶活性可被阿维巴坦抑制；产酶菌株通
常仅对替加环素、多黏菌素或头孢他啶‐阿维巴坦敏感 

B类金属 β内酰
胺酶阳性 

以 NDM 型金属酶为主，该酶活性不能被阿维巴坦抑制；产酶菌株通 
常仅对替加环素和多黏菌素敏感，少数菌株对氨曲南敏感 

D类丝氨酸碳青
霉烯酶阳性 

以 OXA‐48 型碳青霉烯酶为主（包括 OXA‐181 和 OXA‐232），常见于儿
童患者分离的肺炎克雷伯菌，该酶活性可被阿维巴坦抑制。产酶菌 
株通常仅对替加环素、多黏菌素或头孢他啶‐阿维巴坦敏感 

基因型检
测 

KPC、SME、IMI、
NMC、  GES

A 类碳青霉烯酶，其活性可被阿维巴坦抑制，产酶菌株通常仅对替 
加环素、黏菌素、头孢他啶‐阿维巴坦敏感

NDM 、 IMP 、
VIM、GIM、SPM 

B 类金属内酰胺酶，其活性不能被阿维巴坦抑制，产酶菌株通常仅
对替加环素和多黏菌素敏感，少数菌株对氨曲南敏感 

OXA‐48 
D 类碳青霉烯酶，其活性可被阿维巴坦抑制。产酶菌株通常仅对替 
加环素、多黏菌素或头孢他啶‐阿维巴坦敏感 

KPC NDM OXA‐48 IMP VIM
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注：采用 mCIM、酶抑制剂增强试验和酶免疫层析技术，某些 KPC 型碳青霉烯酶新基因亚型

可出现假阴性结果。 
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