
·检验技术与方法·

青霉素Ｅｔｅｓｔ法评价肺炎链球菌苯唑西林的纸片筛选试验
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　　摘　要：目的　青霉素Ｅｔｅｓｔ法评价肺炎链球菌苯唑西林的纸片筛选试验。方法　对临床分离的９６株肺炎链球菌非脑膜炎

株，用Ｅｔｅｓｔ作为测定青霉素敏感性的标准方法，评价苯唑西林的纸片筛选试验的灵敏度和特异性。结果　９６株肺炎链球菌非脑

膜炎株，用Ｅｔｅｓｔ测定青霉素敏感株（ＰＳＳＰ）为９６．９％（９３／９６），青霉素中度敏感株（ＰＩＳＰ）为３．１％（３／９６），未发现青霉素耐药株

（ＰＲＳＰ）。苯唑西林纸片法初筛出１６株ＰＳＳＰ，灵敏度为１７．２％，特异性为１００．０％。苯唑西林纸片法与Ｅｔｅｓｔ方法比较，差异有

统计学意义（χ
２＝７７，犘＜０．０１）。结论　苯唑西林纸片法作为肺炎链球菌非脑膜炎株青霉素注射剂敏感性的初筛方法灵敏度低，

大部分肺炎链球菌必须用Ｅｔｅｓｔ等 ＭＩＣ方法检测。
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　　肺炎链球菌（ＳＰ）是大叶性肺炎、脑膜炎、支气管炎的主要

病原菌之一。治疗ＳＰ感染，历史沿袭的首选药物是青霉素Ｇ。

ＣＬＳＩ
［１２］推荐用苯唑西林纸片法作为ＳＰ青霉素药敏的初筛方

法。本研究将Ｅｔｅｓｔ试条测定青霉素 ＭＩＣ作为标准方法，评价

苯唑西林纸片初筛方法的灵敏度、特异性。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　收集贵州省人民医院２０１１年１２月至２０１２

年１１月分离的９６株ＳＰ非重复临床菌株，均为非脑膜炎分离

株。其中８５株来自痰标本，８株来自分泌物标本，２株来自血

液标本，１株来自肺泡灌洗液标本。质控菌株为肺炎链球菌

ＡＴＣＣ４９６１９。

１．２　仪器与试剂　ＣＯ２ 培养箱：购自Ｔｈｅｒｍｏ公司。哥伦比

亚血平板及含５％羊血的 ＭＨ平板：购自广州迪景公司；青霉

素Ｅｔｅｓｔ试条购自：法国梅里埃公司；青霉素、苯唑西林药敏纸

片及奥普托欣纸片：购自英国ＯＸＯＩＤ公司。

１．３　方法

１．３．１　细菌培养与鉴定　按《全国检验操作规程》（第３版）进

行［３］。

１．３．２　Ｅｔｅｓｔ方法　按参考文献［３］进行操作。参照ＣＬＳＩ２０１２

年青霉素注射剂的折点［２］判断结果。对于非脑膜炎分离株，青

霉素ＭＩＣ≤２μｇ／ｍＬ为青霉素敏感肺炎链球菌（ＰＳＳＰ），ＭＩＣ＝４

μｇ／ｍＬ为青霉素中度敏感株肺炎链球菌（ＰＩＳＰ），ＭＩＣ≥８μｇ／

ｍＬ为青霉素耐药肺炎链球菌（ＰＲＳＰ）。ＰＩＳＰ与ＰＲＳＰ均为青

霉素不敏感肺炎链球菌（ＰＮＳＰ）。

１．３．３　苯唑西林纸片法初筛　按参考文献［３］进行操作。采

用ＣＬＳＩ２０１２年颁布的标准判读结果
［２］。抑菌环直径大于或

等于２０ｍｍ的ＳＰ为ＰＳＳＰ，抑菌环直径小于或等于１９ｍｍ的

ＳＰ，苯唑西林纸片法不能判断青霉素的敏感性，要根据青霉素

的Ｅｔｅｓｔ结果判断青霉素的敏感性。为便于统计，本研究将苯

唑西林抑菌环直径小于或等于１９ｍｍ分离株，按ＰＮＳＰ处理。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０进行统计分析，率的比较

采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　青霉素Ｅｔｅｓｔ结果　９６株ＳＰ非脑膜炎株青霉素 ＭＩＣ５０

为 ０．７５ μｇ／ｍＬ，ＭＩＣ９０ 为 １．５ μｇ／ｍＬ，ＰＳＳＰ 为 ９３ 株

（９６．９％），ＰＩＳＰ为３株（３．１％），ＰＲＳＰ为０株。

２．２　苯唑西林纸片初筛法与青霉素Ｅｔｅｓｔ方法比较　青霉素

Ｅｔｅｓｔ法检出９３株ＰＳＳＰ，苯唑西林纸片法初筛出其中１６株，
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灵敏度为１７．２％，特异性为１００．０％。苯唑西林纸片法与青霉

素Ｅｔｅｓｔ方法比较，差异有统计学意义（χ
２＝７７，犘＜０．０１）。见

表１。

表１　　苯唑西林纸片法与青霉素Ｅｔｅｓｔ方法比较（狀）

Ｅｔｅｓｔ方法
苯唑西林纸片法

ＰＳＳＰ ＰＮＳＰ

合计

ＰＳＳＰ １６ ７７ ９３

ＰＮＳＰ ０ ３ ３

３　讨　　论

ＳＰ是儿童感染性疾病，尤其是小儿肺炎的常见病原菌，治

疗ＳＰ感染，历史沿袭的首选药物是青霉素Ｇ。２００８年，ＣＬＳＩ

对ＳＰ非脑膜炎株的青霉素折点值进行了重大调整，这种调整

使ＳＰ非脑膜炎株对青霉素的敏感率大幅度提高
［４７］。折点改

变后，ＰＳＳＰ菌株明显增多，ＰＩＳＰ和ＰＲＳＰ明显减少
［４７］。美国

ＣＤＣ对６４２３株ＳＰ非脑膜炎株进行研究，发现折点修改后

ＰＳＳＰ从７４．７％上升为９３．２％，ＰＩＳＰ从１５．０％下降为５．６％，

ＰＲＳＰ从１０．３％下降为１．２％
［４］。本研究中，９６株ＳＰ非脑膜

炎株中，ＰＳＳＰ高达９３株（９６．９％），与其他报道的９３．２％
［４］、

９２．２
［５］接近，比浙江报道的８５．９％和８５．５％高

［６］。青霉素仍

能作为治疗ＳＰ非脑膜炎株感染的首选药物。对ＳＰ引起的呼

吸道感染等颅外感染性疾病，青霉素Ｇ仍是一价廉而有效的

一线药物。

ＣＬＳＩ
［１２］认为可用苯唑西林纸片法筛选ＳＰ青霉素的敏感

性。苯唑西林抑菌环直径大于或等于２０ｍｍ，提示ＳＰ对青霉

素敏感；苯唑西林抑菌环直径小于或等于１９ｍｍ，提示ＳＰ对

青霉素可能耐药、敏感或中介，需用 ＭＩＣ方法判断ＳＰ对青霉

素的敏感性。２００８年青霉素折点值的重大调整导致ＳＰ的耐

药性结果判读发生根本改变［４７］，也使得苯唑西林对ＳＰ非脑

膜炎株青霉素注射剂筛选的灵敏度大大降低。本研究中，苯唑

西林对ＳＰ非脑膜炎株ＰＳＳＰ筛选的灵敏度只有１７．２％（１６／

９３），８２．８％（７７／９３）的ＳＰ非脑膜炎株ＰＳＳＰ不能通过苯唑西

林纸片法筛选出来，只能通过 ＭＩＣ方法进行检测。因此，实验

室使用苯唑西林筛选ＰＳＳＰ时，对于苯唑西林抑菌环直径小于

或等于１９ｍｍ的ＳＰ，检测青霉素的 ＭＩＣ至关重要。Ｅｔｅｓｔ方

法操作简单、结果稳定、便于阅读，是检测ＳＰ青霉素 ＭＩＣ的较

好方法。
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增为阴性，推测是其他β内酰胺酶产生的结果
［６］。近年来有学

者利用新的 ＡｍｐＣ 酶抑制剂，如 Ｒｏ４８１２２０、ＬＮ２１２８ 和

Ｓｙｎ２１９０等，检测质粒型ＡｍｐＣ酶，其准确性都比较高，但这些

酶抑制剂在临床比较难获得。本试验通过苯基代硼酸对

ＡｍｐＣ酶的抑制作用对肺炎克雷伯菌质粒介导 ＡｍｐＣ酶进行

检测，ＦＯＸ／ＦＯＸ＋ＰＢＡ纸片组合的特异性和敏感性都比较

高，而ＣＴＴ／ＣＴＴ＋ＰＢＡ纸片组合检测率比较低，而且双纸片

抑制增效试验操作简便，速度快很适用于临床肺炎克雷伯菌质

粒介导ＡｍｐＣ酶的检测。

可见，对于临床微生物工作者来说，要想正确指导临床有

效用药，单单从体外药敏结果判断诱导型 ＡｍｐＣ酶的耐药性

是比较困难的，应该综合考虑到酶的水解特性、诱导剂以及接

种物效应等的影响。目前，临床微生物工作者面临着许多困

难。一方面，肺炎克雷伯菌质粒介导 ＡｍｐＣ酶的不断增加，势

必影响到临床抗感染的疗效。另一方面，临床实验室在ＡｍｐＣ

酶检测方法的建立以及对产酶菌株复杂的耐药性认识相对不

够，导致不能给临床提供及时、有效的指导。以新 ＡｍｐＣ酶抑

制剂为基础建立的检测方法可能成为检测 ＡｍｐＣ酶的新方

向，临床微生物学工作者应加强这方面研究探讨，进一步应用

到其他肠杆菌科ＡｍｐＣ酶的检测。
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