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·检验技术与方法·

痰标本放置时间对培养结果的影响
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　　摘　要：目的　探讨痰标本放置时间对不同病原菌生长情况的影响。方法　随机选取２０１２年８月至２０１３年１月该院临床

各科室送检的合格痰标本１４５例，分别在放置０、１、２ｈ后进行接种培养，观察不同放置时间对各种病原菌生长的影响。结果　

１４５例标本共检出病原菌９５株，阳性率６５．５２％。与放置０ｈ比较，放置１ｈ后有３株（３．１６％）细菌生长发生了变化，其中１株肺

炎链球菌死亡，１株铜绿假单胞菌和１株金黄色葡萄球菌生长数量减少。放置２ｈ后有１８株细菌生长发生了变化，占１８．９５％；其

中２株流感嗜血杆菌死亡，占２．１１％；１株肺炎链球菌死亡，占１．０５％；４例标本细菌种类发生变化，占４．２１％，其中１例大肠埃希

菌、２例肺炎克雷伯菌和１例铜绿假单胞菌生长急剧减少，被鲍曼不动杆菌替代；１１例细菌生长数量减少，占１１．５８％。结论　随

着标本放置时间的延长，致病菌的种类和数量都可能发生变化，严重的还会导致致病菌死亡，痰标本最好在１ｈ内完成接种。
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　　感染性疾病的诊断和使用抗菌药物治疗，需要借鉴病原学

检查结果，痰标本获取容易，是细菌性肺炎诊断的重要检测手

段之一，痰培养结果对指导临床治疗细菌性肺炎有重要意

义［１］。痰标本是否合格，痰标本送检时间及接种时间都严重影

响痰培养结果的阳性率和准确性。为了更好地指导临床和相

关检验人员，笔者探讨不同接种时间对各病原菌生长情况的影

响，从而更好地掌握各种病原菌接种时间，提高痰培养的临床

指导意义。

１　材料与方法

１．１　标本来源　选择２０１２年８月至２０１３年１月临床科室送

检的合格痰标本１４５例，合格痰标本的判断标准：白细胞大于

２５个／低倍视野，上皮细胞小于１０个／低倍视野，剔除每低倍

镜视野下白细胞小于２５个，鳞状上皮大于１０个的临床标本。

将标本室温放置１ｈ和２ｈ后分别再接种一次。

１．２　方法　痰标本接种血琼脂平板、巧克力琼脂平板和麦康

凯琼脂平板，同时涂片革兰染色镜检。巧克力琼脂平板和血琼

脂平板置３６℃、５％ ＣＯ２ 孵育箱培养，麦康凯琼脂平板置３６

℃普通孵育箱培养，１８～２４ｈ后观察细菌生长状况。细菌生

长量判断：１区生长（１＋），２区生长（２＋），３区生长（３＋）。

１．３　细菌鉴定　采用法国梅里埃公司的 ＶＩＴＥＫ２ＣＯＭ

ＰＡＣＴ全自动微生物分析仪，采用梅里埃公司的ＧＮ、ＧＰ、ＮＨ

鉴 定 卡 对 细 菌 进 行 鉴 定。质 控 菌 株：阴 沟 肠 杆 菌

ＡＴＣＣ７００３２３、大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２、金黄色葡萄球菌

ＡＴＣＣ２９２１３购自卫生部临检中心。

２　结　　果

２．１　标本放置时间对培养结果的影响　１４５例标本共检出病

原菌９５株，阳性率６５．５２％。与放置０ｈ比较，放置１ｈ后有３

株（３．１６％）细菌生长发生了变化，其中１株肺炎链球菌死亡，１

株铜绿假单胞菌和１株金黄色葡萄球菌生长数量减少。放置

２ｈ后有１８株细菌生长发生了变化，占１８．９５％；其中２株流

感嗜血杆菌死亡，占２．１１％；１株肺炎链球菌死亡，占１．０５％；

４例标本细菌种类发生变化，占４．２１％，其中１例大肠埃希菌、

２例肺炎克雷伯菌和１例铜绿假单胞菌生长急剧减少，被鲍曼

不动杆菌替代；１１例细菌生长数量减少，占１１．５８％，见表１。

表１　　标本放置时间对培养结果的影响

病原菌
检出数量

（狀）

放置１ｈ［狀（％）］

菌种变化 数量变化 死亡

放置２ｈ［狀（％）］

菌种变化 数量变化 死亡

铜绿假单胞菌 ２４ ０（０．００） １（４．１７） ０（０．００） １（４．１７） ２（８．３３） ０（０．００）

鲍曼不动杆菌 ２３ ０（０．００） ０（０．００） ０（０．００） ０（０．００） １（４．３５） ０（０．００）

肺炎克雷伯菌 １２ ０（０．００） ０（０．００） ０（０．００） ２（１６．６７） １（８．３３） ０（０．００）

流感嗜血杆菌 １０ ０（０．００） ０（０．００） ０（０．００） ０（０．００） ３（３０．００） ２（２０．００）

金黄色葡萄球菌 ９ ０（０．００） １（１１．１１） ０（０．００） ０（０．００） １（１１．１１） ０（０．００）

大肠埃希菌 ５ ０（０．００） ０（０．００） ０（０．００） １（２０．００） １（２０．００） ０（０．００）

肺炎链球菌 ４ ０（０．００） ０（０．００） １（２５．００） ０（０．００） ２（５０．００） １（２５．００）

嗜麦芽窄食单胞菌 ３ ０（０．００） ０（０．００） ０（０．００） ０（０．００） ０（０．００） ０（０．００）

黏质沙雷菌 ２ ０（０．００） ０（０．００） ０（０．００） ０（０．００） ０（０．００） ０（０．００）

弗氏柠檬酸杆菌 １ ０（０．００） ０（０．００） ０（０．００） ０（０．００） ０（０．００） ０（０．００）

阴沟肠杆菌 １ ０（０．００） ０（０．００） ０（０．００） ０（０．００） ０（０．００） ０（０．００）

奇异变形杆菌 １ ０（０．００） ０（０．００） ０（０．００） ０（０．００） ０（０．００） ０（０．００）

合计 ９５ ０（０．００） ２（２．１１） １（１．０５） ４（４．２１） １１（１１．５８） ３（３．１６）
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３　讨　　论

由于人口老龄化加剧、慢性基础疾病增加、侵入性操作增

多、免疫抑制剂应用增加及广谱抗菌药物的不合理使用，呼吸

道感染的发生明显增加［２］。对医院２０１２年标本构成分析显

示，痰标本占４７．０２％，位居第１位，本文主要研究临床标本到

达检验科后工作人员对标本处理及时性对病原菌检出结果的

影响。经对１４５份痰标本进行分时段接种检测结果显示在呼

吸道感染中以革兰阴性杆菌感染居多，其中铜绿假单胞菌最

多，其次为鲍曼不动杆菌，大多数为条件致病菌。２ｈ分时段

接种对照研究的方法使笔者大致了解了时间对流感嗜血杆菌、

肺炎链球菌具有致死性影响，１０株流感嗜血杆菌中２０．００％在

２ｈ内死亡，３０．００％菌落随接种时间延长明显减少；肺炎链球

菌也有２５．００％死亡，５０．００％出现菌落随接种时间延长明显

减少的现象。同时也有４份临床标本在随接种时间的延长出

现了新菌落，１１份标本菌落生长明显减弱或被其他菌落抑制。

嗜麦芽窄食单胞菌、黏质沙雷菌、弗氏柠檬酸杆菌、阴沟肠杆菌

和奇异变形杆菌未检出生长变化，可能与检出数量少有关。通

过对结果的分析显示，痰培养结果准确性与是否及时接种密切

相关，若延迟接种会影响病原菌的判断以致影响最终药敏鉴定

的真实性，误导临床治疗。因此为了保证临床结果的准确性与

真实性，正确指导临床治疗，检验人员应该对所接收的标本及

时处理，最好在３０ｍｉｎ内，最长不超过１ｈ方能取得较好的培

养结果。

痰培养作为呼吸道感染性疾病诊断重要手段之一，影响其

结果准确性的因素众多，包括痰标本的正确采集、及时运送、正

确接种、培养和鉴定采用的方法等［３５］，对于检验人员本身能控

制的因素主要为对标本进行正确和及时的处理。为提高痰培

养的准确性，缩短标本放置时间将对培养结果真实性至关重

要，微生物检验人员应高度重视。
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·检验技术与方法·

聚合酶链反应法检测肝病患者血中纳米细菌的价值评估

郭桂林

（安徽省濉溪县人民医院检验科，安徽濉溪２３５１００）

　　摘　要：目的　对比ＰＣＲ和ＥＬＡＳＡ法检测肝病患者血中纳米细菌（ＮＢ）感染率，评价ＰＣＲ法的应用价值。方法　选取该院

２０１１年６月至２０１２年６月肝病科住院肝病患者１２５例，其中慢性乙型肝炎４５例，慢性丙型肝炎３６，肝炎肝硬化患者２４例，肝癌

（ＨＣＣ）患者２０例，肝病组分为慢性乙型肝炎、慢性丙型肝炎、肝炎肝硬化及肝癌四个亚组，同期健康对照４０例。应用ＰＣＲ及

ＥＬＡＳＡ法检测各组血清中ＮＢ，并用投射电镜扫描鉴定，对比两检验方法检测的阳性率，符合率等。结果　两种检测方法均提示

肝病患者ＮＢ感染率高于健康人。ＥＬｌＳＡ法与ＰＣＲ法阳性率比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　慢性肝病和肝癌患者

血液中ＮＢ感染率高于健康人，ＰＣＲ法对ＮＢ的检测是一可靠的检测方法。

关键词：聚合酶链反应；　酶联免疫吸附测定；　纳米细菌

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．１６．０４７ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）１６２１５８０２

　　纳米细菌（ＮＢ）是由芬兰科学家发现的微小细菌，现已知

它可感染人类、牛和其他哺乳动物，是一种人兽共患的致病

原［１］。研究表明ＮＢ与人类的结石、关节炎、动脉粥样硬化、皮

肤病、肿瘤及其他人体组织内病理性钙化和硬化的发生发展密

切相关［２］。国外学者已在健康人血清中，肾结石患者的血液、

尿液和结石、风湿性关节炎滑膜液及肝病血清中发现了

ＮＢ
［３］。慢性肝病是我国常见病和多发病，患者多免疫力低下，

易并发多种感染，有研究提示肝病的发展与 ＮＢ相关
［４］。ＮＢ

的检测可采用细菌培养、免疫组化、电镜、钙染色等方法，但以

上各法均繁琐费时，因此探讨简易方便的ＮＢ的检测方法是医

学界的课题之一，笔者应用ＰＣＲ及ＥＬＩＳＡ法检测肝病患者血

中ＮＢ，并应用投射电镜扫描鉴定，对比两检验方法的优劣。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取本院２０１１年６月至２０１２年６月肝病科

住院肝病患者１２５例，其中慢性乙型肝炎４５例，慢性丙型肝炎

３６，肝炎肝硬化患者２４例，肝癌（ＨＣＣ）患者２０例，年龄１６～

８０岁，男７１例，女５４例，肝病组分为慢性乙型肝炎、慢性丙型

肝炎、肝炎肝硬化和肝癌四个亚组，选取同期健康对照４０例，

年龄１８～８０岁，男２１例，女１９例。

１．２　仪器与试剂　鼠抗 ＮＢ单克隆抗体（８Ｄ１０）购于芬兰

ＮａｎｏｂａｃＯＹ公司；生物素化羊抗鼠ＩｇＧ、ＡＢＣ试剂盒、ＤＡＢ显

色试剂盒、ＤＮＡ样品处理试剂盒及阳性对照购于武汉博士德

公司，日本ＪＥＯＬ公司ＪＥＭ１２３０型透射电镜。ＲＰＭＩ１６４０细

胞培养基为 Ｇｉｂｃｏ公司产品，γ射线照射过的胎牛血清购自

Ｓｉｇｍａ公司，滤膜为上海兴亚净化材料厂生产的滤器与０．４５

μｍ和０．２μｍ滤膜，细胞培养实验中所用无热源注射器和细

胞培养板为Ｓｉｇｍａ公司产品；北京第六仪器厂ＰＥ５７００型ＰＣＲ

仪、１６５５０５１低压电源电泳仪。

１．３　方法

１．３．１　ＥＬＡＳＡ法　严格按照试剂盒说明书进行操作。

１．３．２　ＰＣＲ法　将１０μＬ血清样本加入装有１０μＬ颗粒的

ＰＣＲ反应管中，并加入５０μＬ裂解液，混合均匀。振荡３０ｓ，室
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