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皮损组织不同前处理方法对海分枝杆菌培养结果的影响*
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  摘 要:目的 探讨直接接种法、研磨后消化法和消化后研磨法对海分枝杆菌培养结果的影响。方法 采

集2022年6月至2024年3月于该院皮肤科就诊的122例疑似海分枝杆菌感染患者皮损组织标本,其中浅表皮

肤型44例,皮下组织型78例。分别采用直接接种法、研磨后消化法和消化后研磨法处理标本,分析3种方法对

海分枝杆菌培养阳性检出率和污染率的影响。结果 浅表皮肤型海分枝杆菌培养的阳性检出率为47.7%
(21/44),皮下组织型培养的阳性率为67.9%(53/78)。采用研磨结合消化法处理皮肤或皮下组织标本均较直

接接种法的阳性检出率高,污染率低,差异有统计学意义(P<0.05)。浅表皮肤型标本研磨后消化法较消化后

研磨法的阳性检出率高,污染率低,差异有统计学意义(P<0.05);皮下组织型研磨后消化法较消化后研磨法阳

性检出率高,但差异无统计学意义(P>0.05)。3种前处理方法的海分枝杆菌初培养时间差异无统计学意义

(P>0.05)。结论 对皮肤组织标本采用研磨后消化的前处理方法,对皮下组织标本采用研磨后消化或消化后

研磨法的前处理方法,可明显提高海分枝杆菌培养的阳性检出率,同时降低杂菌污染率。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

effects
 

of
 

different
 

methods
 

on
 

the
 

culture
 

results
 

of
 

Mycobacterium
 

marinum,including
 

direct
 

inoculation,grinding
 

followed
 

by
 

digestion,and
 

digestion
 

followed
 

by
 

grinding.
Methods From

 

June
 

2022
 

to
 

March
 

2024,122
 

patients
 

with
 

suspected
 

Mycobacterium
 

marinum
 

infection
 

were
 

collected
 

from
 

the
 

Department
 

of
 

Dermatology
 

in
 

this
 

hospital,including
 

44
 

cases
 

with
 

superficial
 

skin
 

type
 

and
 

78
 

cases
 

with
 

subcutaneous
 

tissue
 

type.Direct
 

inoculation,grinding
 

followed
 

by
 

and
 

digestion
 

followed
 

by
 

grinding
 

were
 

used
 

respectively
 

to
 

analyze
 

the
 

effects
 

of
 

these
 

three
 

methods
 

on
 

the
 

positive
 

detection
 

rate
 

and
 

contamination
 

rate
 

of
 

Mycobacterium
 

marinum
 

culture.Results The
 

culture
 

positive
 

detection
 

rate
 

of
 

Myco-
bacterium

 

marinum
 

in
 

superficial
 

skin
 

type
 

and
 

in
 

subcutaneous
 

tissue
 

type
 

were
 

47.7%(21/44)
 

and
 

67.9%
(53/78),respectively.The

 

use
 

of
 

grinding
 

combined
 

with
 

digestion
 

method
 

for
 

processing
 

skin
 

or
 

subcutane-
ous

 

tissue
 

specimens
 

results
 

in
 

a
 

higher
 

positive
 

detection
 

rate
 

and
 

a
 

lower
 

contamination
 

rate
 

compared
 

with
 

the
 

direct
 

inoculation
 

method,with
 

statistically
 

significant
 

differences
 

(P<0.05).For
 

superficial
 

skin
 

type
 

specimens,the
 

grinding
 

followed
 

by
 

digestion
 

method
 

had
 

a
 

higher
 

positive
 

detection
 

and
 

a
 

lower
 

contamina-
tion

 

rate
 

than
 

the
 

digestion
 

followed
 

by
 

grinding
 

method,with
 

statistically
 

significant
 

differences
 

(P<0.05).
For

 

subcutaneous
 

tissue
 

samples,the
 

grinding
 

followed
 

by
 

digestion
 

method
 

had
 

a
 

higher
 

positive
 

detection
 

rate
 

compared
 

to
 

the
 

digestion
 

followed
 

by
 

grinding
 

method,but
 

the
 

difference
 

was
 

not
 

statistically
 

significant
(P>0.05).There

 

were
 

no
 

significant
 

differences
 

in
 

the
 

primary
 

culture
 

time
 

of
 

Mycobacterium
 

marinum
 

a-
mong

 

the
 

three
 

pretreatment
 

methods
 

(P>0.05).Conclusion The
 

pretreatment
 

of
 

skin
 

tissue
 

samples
 

with
 

grinding
 

followed
 

by
 

digestion,and
 

the
 

pretreatment
 

of
 

subcutaneous
 

tissue
 

samples
 

with
 

grinding
 

followed
 

by
 

digestion
 

or
 

digestion
 

followed
 

by
 

grinding
 

can
 

significantly
 

improve
 

the
 

positive
 

rate
 

of
 

Mycobacterium
 

mari-
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num
 

culture
 

and
 

reduce
 

the
 

contamination
 

rate
 

of
 

miscellaneous
 

bacteria.
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  海分枝杆菌是一种缓慢生长型非结核分枝杆菌,
广泛存在于淡水、半咸水、咸水等水环境中,它是鱼

类、两栖类、爬行动物及人类的致病菌[1-2]。人四肢皮

肤和软组织的海分枝杆菌感染常因鱼虾刺伤、接触污

染水源或物品等而引起,临床表现包括感染区域皮肤

表面的斑块、溃疡或皮下结节、脓肿等[3-5]。皮损组织

中的海分枝杆菌分离培养是诊断海分枝杆菌感染的

重要依据,也是进行药物敏感试验的重要前提。然

而,海分枝杆菌生长缓慢,最适生长温度偏低[6],且皮

损组织结构致密不利于目的菌释放。此外,标本载菌

量少且容易被污染,导致目前临床常规的细菌培养方

式下海分枝杆菌阳性检出率低,常造成误诊、漏诊

等[7-8]。因此,本研究探讨不同标本前处理方法对皮

损组织中海分枝杆菌检出率及污染率的影响,以期为

临床微生物实验室提供参考。

1 材料与方法

1.1 标本来源 采集2022年6月至2024年3月于

本院皮肤科就诊的疑似海分枝杆菌感染患者皮损组

织。病例纳入标准:(1)有相关暴露史,如被鱼虾刺伤

或在皮肤破损处直接接触污染的水或物品;(2)临床

表现为皮肤、皮下或深部侵袭的感染病灶。排除标

准:已通过菌株鉴定明确诊断为非海分枝杆菌感染的

患者。送检组织根据皮损部位分为浅表皮肤型和皮

下组织型。浅表皮肤型临床表现为皮肤表面的斑块、
结节、溃疡等,皮损可沿淋巴管排列;皮下组织型则表

现为皮下结节、坏死、脓肿,病变甚至累及腱鞘、滑膜

及骨骼等。共纳入122例患者,其中男65例,女57
例。浅表皮肤型患者44例,皮下组织型患者78例。

1.2 仪 器 与 试 剂  VITEK
 

MS 质 谱 仪 (型 号:

VITEK
 

MS,法国生物梅里埃公司);电热恒温培养箱

(型号:DNP-9272,上海精宏实验设备有限公司);旋
转混合器(型号:XH-B/崇康付356);台式高速冷冻离

心机(型号:H2050R,湘仪离心机仪器有限公司);组
织研磨器(型号:DS1000,湖北新纵科)。氢氧化钠

(NaOH,分析纯)购自天津市永大化学试剂有限公

司;柠檬酸三钠、磷酸二氢钾、磷酸二氢钠均购自天津

市大茂化学试剂有限公司。采用氢氧化钠分析纯和

柠檬酸三钠配制4%NaOH溶液为消化液,采用磷酸

二氢钾、磷酸二氢钠配制磷酸盐缓冲液。

1.3 方法

1.3.1 标本采集及分组 采集手术切除可疑病变组

织存放于无菌无核酸的5
 

mL冻存管,标本及时送检。
按照取材部位将皮损组织分为浅表皮肤型和皮下组

织型两种类型。根据纳入和排除标准筛选的病例,剔

除同个患者重复送检的标本,将所有纳入的皮损组织

标本使用无菌手术刀及眼科剪尽量剪碎后,均分三等

份,随机分为直接接种组、研磨后消化组及消化后研

磨组3种不同标本前处理方式,所有分组的标本均在

微生物室Ⅱ级生物安全柜中进行。具体分组的前处

理方式包括:(1)直接接种法。取剪碎后组织直接接

种于哥伦比亚血平板上。(2)研磨后消化法。标本加

入适量的无菌生理盐水(0.2~0.5
 

mL)后使用组织研

磨器进行研磨(4
 

500
 

r/min,每次45
 

s,1~2次)。研

磨后组织匀浆加入4%
 

NaOH消化20
 

min(常温条件

下),4
 

000
 

r/min离心20
 

min后弃上清,留取离心浓

缩物1~2
 

mL用于接种。(3)消化后研磨法。加入

4%
 

NaOH消化20
 

min后4
 

000
 

r/min离心20
 

min
后弃上清,沉淀物再经组织研磨器研磨(4

 

500
 

r/min,
每次45

 

s,1~2次),研磨后匀浆直接用于接种。

1.3.2 标本接种与培养 将由以上不同前处理方式

处理的标本分别接种于血平板上,每份标本平行接种

3个平板,32
 

℃普通培养箱进行培养。任何一种前处

理方法培养出阳性结果即认定该标本培养阳性。

1.3.3 观察结果及判定 所有平板接种后连续观察

4周。前2周每日观察菌落生长情况,第3周开始每

周观察并记录菌落生长情况。从接种日算起,将首次

观察到培养基平板有海分枝杆菌菌落生长所需的时

间确定为初期生长时间,结果判定为阳性;连续观察4
周仍未见菌落生长的或其他污染菌生长,判定为阴

性。同一份标本的一个或多个接种血平板上生长可

疑菌落,经鉴定为海分枝杆菌时,判定为检出。检出

率计算公式:阳性检出率=(阳性份数/标本总数)×
100%。以标本的份数为计算单位,同一份标本的2
个或3个接种血平板污染时认为是污染,若只有单个

接种血平板污染则不认为是污染。污染率计算公式:
污染率=(污染份数/标本总数)×100%。

1.3.4 菌落鉴定 所有有菌落生长的平板上,挑取

可疑单个菌落,均匀涂布于靶板。自然干燥后,加入

1
 

μL基质液,采用VITEK
 

MS质谱仪进行菌种鉴定。
根据鉴定结果,若菌种为海分枝杆菌,则判定为检出,
若菌种鉴定为非海分枝杆菌,则判定为污染。

1.4 统计学处理 采用SPSS23.0统计软件进行分

析,计数资料采用χ2 检验进行分析,非正态分布的计

量资料采用 Kruskal-Wallis秩和检验进行分析。以

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 基本情况 浅表皮肤型及皮下组织型患者临床

特征比较,见表1。浅表皮肤型患者临床表现为皮肤
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表面的斑块、结节、溃疡等,皮损可沿淋巴管排列(图
1);皮下组织型则表现为皮下结节、坏死、脓肿,病变

甚至累及腱鞘、滑膜及骨骼等(图2)。

表1  浅表皮肤型与皮下组织型患者临床特征比较

临床特征 浅表皮肤型(n=44) 皮下组织型(n=78)

性别[n(%)]̀

 男 25(56.82) 40(51.28)

 女 19(43.18) 38(48.72)

年龄(x±s,岁) 46.11±13.80 54.99±10.92

外伤史 44例均为鱼刺伤
67例为鱼刺伤,5例虾蟹刺伤,3例为伤口接触鱼塘水,3例被鱼塘

里物体刺伤

病程 2周至36个月,中位病程6个月 5
 

d至12个月,中位病程2个月

临床表现
以皮肤斑块为主,可伴糜烂、溃疡或沿淋巴管

排列
以皮下结节、脓肿为主

标本性状 质地致密、坚硬 质地疏松、柔软

  注:A为皮肤斑块;B为淋巴管型,皮损沿淋巴管线状排列。

图1  浅表皮肤型病例

2.2 抗酸染色镜检及培养结果 临床标本抗酸染色

镜检:可见抗酸阳性,菌体粗大、长短不一、不同形态

的分枝杆菌,可见Y型分枝,部分菌体可见一至数个

深染颗粒(图3A)。临床标本接种于血平板上,32
 

℃
下孵育培养,第7天至第13天可见灰白色、凸起、表

面稍干燥粗糙、不溶血的菌落(图3B);菌落直接抗酸

染色镜 检 可 见 抗 酸 阳 性 分 枝 杆 菌(图 3C),采 用

VITEK
 

MS质谱仪进行细菌鉴定,鉴定结果为海分枝

杆菌。

  注:A为皮下脓肿;B为肌腱周围包绕异常增生组织。

图2  皮下组织型比例

  注:A为皮下组织型的坏死组织直接抗酸染色镜检(×1
 

000);B为血平板上菌落形态(32
 

℃,血培养第9天);C为血平板上菌落抗酸染色镜下

形态(×1
 

000)。

图3  海分枝杆菌菌落形态及镜下形态

2.3 同种类型组织标本不同标本前处理海分枝杆菌

检出情况 浅表皮肤型及皮下组织型标本3种前处

理方法的海分枝杆菌的检出情况见表2。浅表皮肤型

标本中,直接接种法的阳性检出率为6.8%(3/44),先

研磨后消化法的检出率为47.7%(21/44),先消化后

研磨法的检出率为27.3%(12/44),先研磨后消化法

的检出率显著高于直接接种法和先消化后研磨法,差
异有统计学意义(P<0.05)。在污染率方面,浅表皮
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肤型标本采用直接接种法的污染率高达95.5%(42/

44),而先研磨后消化法与先消化后研磨法的污染率

分别为15.9%(7/44)和59.1%(26/44),先研磨后消

化法污染率明显低于直接接种和先消化后研磨法,差
异有统计学意义(P<0.05)。皮下组织型标本直接接

种法的阳性检出率为37.2%(29/78),先研磨后消化

法检出率为66.7%(52/78),先消化后研磨法检出率

59.0%(46/78)。先研磨后消化法和先消化后研磨法

的阳性率均显著高于直接接种法(66.7%
 

vs.
 

37.2%
和59.0%

 

vs.
 

37.2%),差异有统计学意义(P<
0.05),而先研磨后消化法和先消化后研磨法差异无

统计学意义(P>0.05)。在污染率方面,先研磨后消

化法 和 先 消 化 后 研 磨 法 分 别 为 8.9% (7/78)和

19.2%(15/78),均显著低于直接接种法[47.4%(37/

78)],差异有统计学意义(P<0.05)。先研磨后消化

法的阳性检出率略高于先消化后研磨法(66.7%
 

vs.
 

59.0%),但差异无统计学意义(P>0.05);同样,先研

磨后消化法的污染率低于消化后研磨法(8.9%
 

vs.
 

19.2%),差异无统计学意义(P>0.05)。因此,在标

本前处理方面,先研磨后消化标本在提高检出率和降

低污染率方面均优于其他两种方法。

2.4 不同类型组织标本海分枝杆菌的总检出率 皮

下组织型的总检出率[(67.9%(53/78)]高于浅表皮

肤型[47.7%(21/44)],差 异 有 统 计 学 意 义(P<
0.05)。

2.5 组织标本不同前处理方法处理后的海分枝杆菌

的初生长时间 由于3组不同处理方法的初生长时

间数据呈非正态分布,故采用成组设计的多个标本秩

和检验进行统计分析,Kruskal-Wallis检验结果显示,

3种不同处理方法的海分枝杆菌初生长时间差异无统

计学意义(H=2.58,P=0.28)。见表2。
表2  组织标本不同处理方法处理后的海分枝

   杆菌初生长时间

组别
不同初生长时间的菌株数量(株)

3
 

d 1周 2周 3周 4周

初生长时间

(x±s,d)

直接接种法 0 12 20 0 0 8.00±1.14

研磨后消化法 0 16 57 0 0 8.34±1.07

消化后研磨法 0 20 38 0 0 8.12±1.03

3 讨  论

  海分枝杆菌是一种重要的人鱼共患致病菌,属于

光产色缓慢生长型非结核分枝杆菌[9],它能在所有适

合分枝杆菌生长的培养基中生长[10],其中最常用的是

罗氏培养基。本研究在临床实践中发现,海分枝杆菌

在哥伦比亚血平板中能生长,且其初生长时间与罗氏

培养基相比无明显差异,且哥伦比亚血平板在临床更

易获得。海分枝杆菌的初生长较为缓慢,初代培养通

常需要1~2周,其最适生长温度为30~33
 

℃[11],这
与一般细菌不同。因此,在临床实践中,培养时间不

足或在35
 

℃的常规培养条件下,均易导致海分枝杆

菌培养被误判为阴性而被丢弃,造成临床的漏诊或误

诊。尽管分子生物学诊断的灵敏性和特异性都很

高[12],但由于海分枝杆菌试剂盒研发较少、实验条件

要求高及费用昂贵,这些因素限制了其在临床上的应

用。目前,分离培养仍然是临床上最常用,也是检测

非结核分枝杆菌最灵敏的技术之一[13]。培养出的菌

种是后续进行药物敏感性试验、分枝杆菌菌种鉴定、
基因分型及各种基础研究的前提,因此,提高培养方

法的诊断效率具有重要现实意义。
海分 枝 杆 菌 感 染 在 人 群 中 的 发 病 率 相 对 较

低[14-18],并且通常以散发病例形式出现[19-21]。近年

来,在沿海和湖泊地区出现了聚集性发病现象。人们

常因鱼虾刺伤或有创皮肤接触污染水源或物品而感

染海分枝杆菌,临床表现多样,常见于四肢,尤其是

手、上肢,包括皮肤丘疹、斑块、溃疡或皮下结节、坏
死、脓肿等。在某些情况下,皮损沿淋巴管呈线状排

列;而在侵袭型病例中,可能累及滑膜、腱鞘、肌腱、骨
关节等[4-5,22-23]。对于那些表现为皮肤表面斑块、溃疡

的病例,病变通常较为局限,患者免疫功能往往较好。
然而,由于组织标本致密,不易释放目的菌,细菌载量

低且易受表皮正常菌群污染,导致培养阳性率较低。
相比之下,皮下异常增生或坏死组织来源的标本较为

疏松,细菌载量高,不易污染,因此培养阳性率相对较

高。本研究中,浅表皮肤型的总阳性率为47.7%,皮
下组织型的培养阳性率为67.9%。本研究依据临床

皮损及送检组织标本的特点,将标本分为浅表皮肤型

和皮下组织型两组,以比较不同前处理方式对二者培

养阳性率的影响,目前尚鲜见类似的研究报道。
为了提高培养阳性率,可以根据送检组织的致密

性以及被污染的可能性,选择适宜的前处理方法,如
研磨、消化、研磨后消化或者消化后研磨等。研磨的

目的是通过物理方法释放目标菌,而消化的作用则包

括化学去污以去除其他细菌的污染,以及消化纤维蛋

白来释放目标菌。本研究旨在探讨研磨结合消化与

直接接种法的对比结果,以及研磨和消化的先后顺序

对培养结果的影响。有研究发现,对于皮下组织型标

本,研磨后消化法和消化后研磨法相比直接接种法能

显著提高阳性检出率,差异有统计学意义(P<0.05);
尽管研磨后消化法的阳性检出率略高于消化后研磨

法,但差异并无统计学意义(P>0.05);对于浅表皮肤

型标本,研磨后消化和消化后研磨法相比直接接种法

同样能显著提高阳性检出率,研磨后消化法相比消化

后研磨法能更明显地提高阳性检出率,差异均有统计

学意义(P<0.05)。分析可能的原因是,皮肤斑块中
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的海分枝杆菌含菌量较低,而污染菌含菌量较多且复

杂,未经过研磨的消化主要作用于斑块表面,可能导

致包裹在组织内的污染菌消化不彻底。通过研磨释

放出来后,这些污染菌可能导致污染概率增高。而先

研磨后消化则有利于释放污染菌,提高消化效率。对

于皮下组织型的标本,海分枝杆菌含菌量较高,污染

菌含菌量较少,且多数来源于外伤口或因取材操作导

致其附着于组织标本表面,这些污染菌容易被消化去

除。因此,对于皮下组织型标本,研磨后消化法和消

化后研磨法的培养阳性率差异不大。
综上所述,针对临床送检的不同性状标本,需要

采取不同的标本前处理方法。对于浅表皮肤型标本,
建议先进行研磨后消化;而对于皮下组织型标本,采
用研磨后消化法或消化后研磨法均能有效提高培养

阳性率。本研究的标本前处理方法,可为微生物实验

室技术人员在培养海分枝杆菌时提供参考依据。然

而,仍然有部分皮损组织标本或者活力较差的菌未能

培养出来,有可能与培养基的营养条件、碱浓度和消

化时间有关,本研究使用的是血平板、4%
 

NaOH、消
化20

 

min,具体原因有待进一步研究。灵敏度较高的

分子生物学靶向扩增或测序诊断也是未来研究的

方向。
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