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临床微生物检验基本技术标准

1 范围

本标准规定了医学实验室在临床微生物检验领域的基本技术要求。

本标准适用于开展临床微生物检验的医学实验室。

2 规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，

仅该日期对应的版本适用于本标准；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本

标准。

GB 19489 实验室生物安全通用要求

WS/T 442 临床实验室生物安全指南

WS/T 639 抗菌药物敏感性试验的技术要求

WS/T 497 侵袭性真菌病临床实验室诊断操作指南

3 术语和定义

下列术语和定义适用于本标准。

3.1

消毒 disinfection

杀灭或清除物体上活的病原微生物的方法。

3.2

灭菌 sterilization

杀灭物体上所有微生物（包括细菌芽胞在内的全部病原微生物和非病原微生物）的方法。

3.3

无菌 asepsis

指不存在活菌。

3.4

无菌操作 aseptic operation

防止微生物进入人体或无菌物品、无菌区域的操作。

3.5

接种 inoculation

将目标微生物转移至适于生长繁殖的人工培养基或活的生物体内的方法。

3.6

荧光淬灭 fluorescence quenching

指由于荧光分子与其他分子发生作用而出现的光度降低、发光时间缩短乃至停止发光的现象。

3.7
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一套血培养 a set of blood culture

从同一个穿刺点采集的血液，通常分别注入一个需氧血培养瓶和一个厌氧血培养瓶进行血培养。

3.8

微生物培养 microbial culture

利用人工培养基和适宜的培养条件（如温度、气体环境等），使微生物生长繁殖的技术。

3.9

细菌鉴定 identification of bacteria

以细菌系统分类学为原则，通过一系列的方法，将未知细菌归到一定种属的过程。

4 无菌操作及消毒灭菌技术要求

4.1 无菌操作技术要求

对各类标本进行采集、接种等过程及对已生长的微生物进行血清凝集、鉴定和药敏试验等操作时需

要进行无菌操作。无菌操作技术要求包括：

a) 接触培养标本的所有器材必须经过灭菌处理；

b) 稀释标本或制备菌液的液体必须经过灭菌处理；

c) 用于微生物培养的各类培养基在使用前应保证无菌生长；

d) 接种标本或转种菌株应将接种环(针)加热灭菌，或使用一次性无菌接种环（针）；

e) 打开容器挑取标本或培养物后，应尽快盖回盖子，防止他们被污染或造成交叉污染；

f) 用加样器和吸头从试管中吸取体液标本或菌液时，应注意加样器勿接触管壁。

4.2 消毒灭菌技术要求

临床微生物实验室常用的消毒与灭菌技术及要求见表1。

表 1 临床微生物实验室常用的消毒与灭菌技术及要求

待消毒灭菌对象 化学法消毒与灭菌技术 物理法消毒与灭菌技术

工作台面和地面

一般采用含有效氯 400 mg/L～700 mg/L 的消毒液，

作用 30 min；

经血传播病原体、结核分枝杆菌等，采用含有效氯

2000 mg/L 的消毒液，作用>60 min。

紫外灯辐照强度应不低于 70 µW/cm
2
，安装

紫外灯的数量≥1.5 W/m
3
，照射时间≥30

min。

实验室空气

无人状态下：

1）3％过氧化氢，或 5000 mg/L 过氧乙酸，或 500

mg/L 二氧化氯等喷雾；

2）15％过氧乙酸水溶液（7 mL/m
3
）或二氧化氯（10

mg/m
3
～20 mg/m

3
）或臭氧（20 mg/m

3
）熏蒸。

无人状态下，紫外灯消毒：紫外灯辐照强

度应不低于 70 µW/cm
2
，安装紫外灯的数量

≥1.5 W/m
3
，照射时间≥30 min。有人状态

下，采用循环风紫外线空气消毒器或静电

吸附式空气消毒器，遵循产品使用说明。

仪器表面、内壁 用 70％酒精擦拭（适用时）。 /

玻璃器材

玻璃器材用含有效氯 1000 mg/L 的含氯消毒剂或

70％酒精浸泡后清水冲洗，过 3 遍蒸馏水，干燥后

包装高压。

高压蒸汽灭菌：121 ℃ 15 min～30 min。

配制的培养基

/ 大部分培养基经 121 ℃ 15 min 高压蒸汽

灭菌，含葡萄糖培养基 115 ℃ 15 min；XLD

培养基经煮沸 10 min；SS 培养基煮沸 1

min～2 min；

显色培养基 100 ℃ 15 min。

检测后标本 / 高压蒸汽灭菌 121 ℃ 20 min。

培养物 / 高压蒸汽灭菌 121 ℃ 20 min。



WS/T 805—2022

3

5 标本处理及制片技术要求

5.1 标本处理的技术要求

微生物实验室根据标本类型、性状以及目标微生物种类进行标本处理的技术要求见表2。

表 2 微生物标本处理的技术要求

标本处理 技术要求

离心

对肉眼所见清亮的体液标本，使用普通离心机离心后取沉淀进行接种及涂片；对脑脊液涂片标本宜使

用细胞离心机（1500 g～2500 g,15 min）进行甩片离心；进行结核分枝杆菌培养的脑脊液标本量建议

至少在5 mL以上。

剪切 进行毛霉目真菌培养的标本，用无菌剪刀或手术刀片将组织剪成碎条状、块状或团状。

研磨
对块状组织标本，用无菌组织研磨器或研钵和杵，加入适量的生理盐水或营养肉汤进行研磨。研磨后

的组织浆液用于接种及涂片。

去污染

对可能存在目标菌之外的污染菌的标本，进行去污染处理。如从痰标本中分离军团菌可采用KCL-HCL缓

冲液 (pH2.2)对痰标本进行1:10稀释，室温放置4 min后进行接种；分离厌氧菌（如产气荚膜梭菌或艰

难梭菌），可采用与标本等量的无水（或95％）乙醇混合标本，室温（25 ℃）放置1 h，或采用80 ℃

加热10 min后，接种至厌氧培养基。

液化
对黏稠痰，用消化液分散黏液成份。如对痰标本中的结核分枝杆菌，可采用N-乙酰-L-半胱氨酸（NALC）

及2％～4％ NaOH，作用一定时间后进行涂片及接种。

5.2 制片的技术要求

5.2.1 制片的种类与技术要求

制片宜在生物安全柜内进行并尽可能使其自然干燥，不建议加热干燥，若采用烤片机，温度宜控制

在60 ℃以下。用于检查分枝杆菌的涂片必须在Ⅱ级生物安全柜内进行。制片的种类与技术要求见表3。

表 3 制片的种类与技术要求

种类 技术要求

涂片

用拭子或接种环取干酪样、脓性或血性痰均匀涂抹于玻片上；或用滴管吸取穿刺液、脓液滴到载玻片中央，

使其均匀涂抹开；也可将采取了标本的拭子在玻片上轻柔滚动；也可用接种环取菌落在滴有生理盐水的载玻

片上研磨。制备涂片要注意：1）避免标本因留置时间过长导致杂菌过多或致病菌溶解；2）避免采用陈旧培

养物影响革兰染色的染色性；3）所形成涂膜的大小通常1 cm×2 cm，厚度以透过涂膜能辨认报纸上的文字

为宜。

悬滴
显微镜检查有鞭毛的细菌时，可采用滴管吸取粪便标本直接滴到载玻片上；或将在碱性蛋白胨水增菌培养后

的培养物滴到载玻片上。

粘片
对丝状真菌菌落，采用胶带粘性面粘取真菌菌落，然后将胶带置于已滴加乳酸酚棉蓝染液的载玻片上，用以

保持真菌特征性结构的原始位置。

压片
对浓稠或颗粒状标本，要先将其放到载玻片上，再用另一张载玻片放其上，两张载玻片对压后分开，两张载

玻片接触标本的一面均可作为压片标本。

印片
大块组织标本要先用无菌刀片切（或用无菌剪刀剪）成小组织块，再用镊子取组织放到玻片上，稍加用力使

组织在载玻片上形成印迹，去掉组织块。

5.2.2 固定

为了使标本贴紧载玻片，需进行固定，防止染色过程中脱落。可采用加热固定或使用甲醇固定。加

热固定时，载玻片要迅速通过酒精灯的外焰，来回3次；利用电热灭菌器固定时，不要将载玻片紧贴电
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热灭菌器，时间不宜超过10 s；采用甲醇固定时，将无水甲醇覆盖在已加有标本的载玻片上，待其挥发

干后即可使用。

6 染色技术要求

微生物实验室常用的染色方法、技术要求及质量控制见表4。

表 4 常用微生物染色方法、技术要求及质量控制注

染色方法 技术要求 质量控制

革兰染色

1）染色与脱色时间不宜过长或过短，以免影响染色结果；

2）不推荐对鼻拭子、咽拭子等拭子标本及血标本直接进

行涂片染色，导管不宜涂片染色。

金黄色葡萄球菌（ATCC 25923）或已知革

兰阳性菌染成紫蓝色，大肠埃希菌（ATCC

25922）或已知革兰阴性菌染成粉红色。

抗酸染色

1）采用石炭酸复红染色时，推荐加热染色，时间为 5 min；

如采取不加热染色，时间宜不低于 15 min；

2）血液及导管不宜进行抗酸染色。

龟分枝杆菌（ATCC 93326）或已灭活分枝

杆菌或已知抗酸杆菌染成红色。

弱抗酸染色
采用“1％～2％硫酸水溶液脱色 1 min～2 min 代替抗酸

染色中的“3％盐酸酒精脱色 2 min”。

诺卡菌或马红球菌属或戈登菌属或冢村

菌属标准菌株（或质控菌株或已知弱抗酸

染色细菌）染成红色。

荧光

染色

金胺(O)染

色

1）使用金胺（O）染色的时间为 15 min；

2）在暗室中镜检。

分枝杆菌标准菌株（或质控菌株或已知分

枝杆菌）呈橙黄色荧光。

真菌荧光染

色

真菌荧光染色的时间一般数秒即可，但对于指甲等厚硬组

织及黏稠标本，需先经 10％～30％ KOH 消化，再加入荧

光染色液，可适当延长染色时间。

黑曲霉菌孢子和菌丝呈蓝绿色荧光（视荧

光染液不同而不同）。

墨汁染色
1）墨汁与脑脊液标本的比例以 1:1 或 1:2 为宜；

2）加盖玻片应轻放以防止气泡产生，影响观察。

新型隐球菌具有厚荚膜，并可见芽生细

胞。

六胺银染色

1）玻片处理：甲醇固定后，自然风干，1％过碘酸滴染

10 min，流水冲洗；

2）银染 1 h～1.5 h，通常念珠菌染色 1 h 即可，疑为曲

霉菌或其他丝状真菌须适当延长染色时间（银染试剂现用

现配，只用一次）。

根据 ATCC 90028 白念珠菌着色（棕黑色）

的深浅调整染色时间。

乳酸酚棉蓝染色

1）待检物在乳酸酚棉蓝染液中应静置 5 min，以使真菌菌

丝及孢子着色；

2）对于透明菌丝的丝状真菌，采用 75％酒精进行适当稀

释可以更清晰看到产孢结构和孢子排列方式。

黑曲霉菌具有孢子和菌丝的形态，染成蓝

色。

注：使用商品化染液应遵循产品说明书。

7 显微镜检查技术要求

7.1 普通光学显微镜检查的技术要求

7.1.1 革兰染色标本的镜检要求

在进行革兰染色标本观察时，需要注意：

a) 在油镜下观察菌体形态、排列、染色性，以及细菌是否在白细胞内或白细胞周围；

b) 将血液及脑脊液培养阳性标本革兰染色镜检结果作为危急值报告；对于痰及气管抽吸物标本宜

根据低倍镜下鳞状上皮细胞数量及白细胞数量判断是否合格；未离心尿液中，若每个油镜视野看到1个

细菌，相当于尿液细菌计数105/mL；生殖道标本若见到革兰阴性双球菌，宜报告其是否位于中性粒细胞

内；

c) 若在低倍镜下发现真菌菌丝或孢子，应转换至高倍镜或油镜确认。
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7.1.2 抗酸及弱抗酸染色标本的镜检要求

在观察抗酸染色及弱抗酸染色标本时，需要做到：

a) 观察抗酸染色标本时，要将玻片按一定方向及顺序移动，做到不漏检、不重复。连续观察300

个油镜视野未发现抗酸杆菌，方可报告抗酸染色阴性；

b）观察弱抗酸染色标本时，应注意尽可能全范围、多视野进行观察，并注意菌体的形态和排列。

7.1.3 墨汁染色标本的镜检要求

在低倍镜下寻找有荚膜的酵母细胞，找到后，转换至高倍镜下确认。具有宽厚荚膜且伴有或不伴有

出芽者为隐球菌，脑脊液中发现隐球菌需按危急值报告。治疗后菌体减少，荚膜变薄，要注意识别。

7.1.4 乳酸酚棉蓝染色标本的镜检要求

观察真菌菌丝、孢子的形态，以及菌丝与孢子的关系。注意培养基种类和丝状真菌的培养时间会影

响孢子的形成。

7.1.5 不染色标本的镜检要求

对不染色标本的显微镜检查，需要注意：

a）经阴道采样制作的湿片：注意观察白细胞、黏附细菌的鳞状上皮细胞、酵母菌和阴道滴虫等；

b）KOH湿片：注意观察真菌结构，如酵母细胞、菌丝和横隔等。

7.2 荧光显微镜检查的技术要求

荧光显微镜主要用于观察没有自发荧光、经荧光染色后能发出荧光的病原体。荧光染色后的标本要

尽快观察，避免荧光淬灭对观察结果的影响；用油镜观察标本时，采用无荧光的特殊镜油；可在高倍镜

（物镜40倍，目镜10倍）观察涂片，至少连续观察50个视野未发现抗酸杆菌，方可报告荧光染色抗酸杆

菌阴性；荧光染色观察真菌时，应注意具有不同荧光颜色和荧光强度的真菌孢子和菌丝。

7.3 暗视野显微镜检查的技术要求

在暗室内进行暗视野显微镜的观察。如无暗室，应尽可能使用遮光装置，以阻止目镜周围的光线射

入。若视场中样品与背景明暗反差不强，可调节聚光器的位置以提高照明光源的照明强度。在暗视野显

微镜下观察到运动活泼、呈穿梭状或流星状运动的细菌，应用O1群及O139群霍乱弧菌凝集血清分别做制

动试验。暗视野显微镜下观察梅毒螺旋体时，应注意寻找细长、两端尖锐、弹簧或螺旋状、折光强的菌

体，并注意其是否沿纵轴旋转并可前后运动。

8 接种技术要求

8.1 微生物不同接种方式的技术要求

微生物不同接种方式的技术要求见表5。

表 5 微生物不同接种方式的技术要求

接种方式 技术要求

平板划线法
分三区（或四区）划线，后面一区划线的起始处与前一划线有所重叠，以获得单个菌落。平板

划线时，平板宜适当倾斜，防止空气或环境微生物落入平板。

平板涂布法 用玻璃棒（或棉签）将一定量的菌液均匀密涂于平板培养基表面。

平板倾注法
先将培养基溶化并冷却至 45 ℃～50 ℃，再加入一定量标本，混匀后倾入灭菌空平板内，待凝

固后放入孵箱进行培养。

点种法
将标本或菌种采用单点或多点接种至平板或斜面培养基表面。同一块平板上仅点种来自同一患

者的标本。

穿刺法 穿刺时，接种针伸入半固体培养基，但不要触到管底。

斜面接种法 接种针穿刺至下层时勿触及管底，在斜面上接种时作蛇形划线。
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表5 微生物不同接种方式的技术要求（续）

接种方式 技术要求

液体接种法 接种至液体培养基或血培养瓶的标本要与培养液混匀。

滚动接种法 将静脉导管在血平板上来回滚动 4 次。

自动化接种仪法
采用自动化接种仪进行接种时，需提前对痰、粪便等黏稠标本进行液化处理；导管、组织块及低

于接种仪器取得量的脑脊液等液体标本不宜进行自动化接种。

8.2 微生物接种通用的技术要求

接种临床送检的微生物标本时，应做到：

a）临床微生物标本接种应在二级生物安全柜中进行（参见GB 19489和WS/T 442）。标本接种过程

要注意无菌操作，避免培养基受到环境微生物污染；

b）实验室收到标本后应尽快接种。如果不能及时接种，应根据所培养的目标细菌选择合适的标本

存储条件，或在收集标本时，选用适当的转运培养基。避免延迟接种导致的细菌自溶或死亡，避免污染

菌过度生长掩盖致病菌，避免因标本存储不当而降低培养阳性率。

8.3 初次分离用培养基的选择及接种的技术要求

针对微生物检测项目和标本类型，应适当选择初次分离用的培养基种类，接种的技术要求见表6。

表 6 不同送检项目和标本类型所需的培养基种类与接种的技术要求

项目 标本 选择培养基种类
注

接种的技术要求

细菌需氧培养

尿液 A，B。 进行定量培养的尿液标本需要接种至血平

板（见 9.2.1）。

呼吸道标本 A，B，C+。 对痰、气管及支气管吸取物分区划线至平板

培养基；对支气管肺泡灌洗液宜进行定量接

种培养（见 9.2.2）。

粪便 常规：A，B，SS 平板/XLD 平板；

根据目标致病菌选用液相增菌培

养基。

划线法接种至常规培养基；按液体接种法接

种至液相增菌培养基，增菌后再用划线法转

种至相应固相培养基。

血液 血培养瓶，儿童患者需采用儿童

瓶。

每个穿刺点进行一套血培养；宜从不同穿刺

点进行至少两套血培养。建议每个血培养瓶

接种 8 mL～10 mL 血液，儿童血培养的接种

量宜遵循儿童采血规范。

脑脊液 A, C，脑心浸液或血培养瓶。 离心,取沉淀进行接种。若无脑心浸液肉汤，

可接种血培养瓶。

体液（胸水、腹水、

心包积液、关节液）

A，C，增菌肉汤或血培养瓶。 若直接接种血培养瓶，建议接种 8 mL～10

mL。

组织 A，B，C，增菌肉汤。 组织经研磨后取匀浆接种。难以研磨者可经

超声处理后接种。

腹透液 A，B，C。 取 50 mL 腹透液，离心后用沉渣进行接种。

导管 A。 导管长度 5 cm，在血平板上来回滚动 4次。

生殖道标本 A，B，C。 分区划线以获得单个菌落。

淋病奈瑟菌培养 生殖道标本 C+。 分区划线以获得单个菌落。

厌氧菌培养
脓肿穿刺液、膀胱穿

刺尿等 A，厌氧血平板。
分区划线以获得单个菌落。需氧及厌氧血平

板分别放于需氧和厌氧环境培养。
厌氧放线菌培养 痰、组织、穿刺液等

诺卡菌培养 各类型标本 A。 分区划线以获得单个菌落。

艰难梭菌培养
粪便 CCFA 或艰难梭菌显色培养基。 在培养基中添加抗菌素或将粪便标本与等

量无水乙醇混匀以去除粪便中的杂菌。

霍乱弧菌培养
水样或米泔样粪便 碱性蛋白胨水，TCBS 培养基。 将粪便标本按液体接种法接种至碱性蛋白

胨水；或按划线法接种至 TCBS 培养基。
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表 6 不同送检项目和标本类型所需的培养基种类与接种的技术要求（续）

项目 标本 选择培养基种类
注

接种的技术要求

无乳链球菌培养 阴道拭子、直肠拭子 A，无乳链球菌显色平板。 分区划线以获得单个菌落。

真菌培养

呼吸道标本、尿液等 含抗生素的沙保弱平板或斜面，念

珠菌显色培养板（可选）。

需要较长时间培养时，接种沙保弱斜面培养

基。

脑脊液、胸水、腹水

等

D，含抗生素的脑心浸液，念珠菌

显色培养板（可选），真菌培养瓶。

注入真菌培养瓶或离心后取沉淀进行接种。

组织 D。 将组织剪切或研磨后点种。如怀疑为毛霉目

真菌感染时，不宜研磨。

毛发、皮肤、甲标本 含抗生素的沙保弱平板。 直接点种沙保弱平板。

血液 需氧血培养瓶或真菌血培养瓶。 从不同穿刺点采样，分别注入 2个需氧血培

养瓶，或2个真菌血培养瓶，每瓶采集8 mL～

10 mL 血液。

分枝杆菌培养

痰、尿液、脑脊液等 分枝杆菌液体培养基，罗氏固体培

养基。

标本经处理（液化、离心、去污染）后接种。

血液 分枝杆菌血培养瓶。 将抽取的血液注入分枝杆菌血培养瓶。

注：A：血平板；B：中国蓝/麦康凯平板；C：不加万古霉素巧克力平板；C+：加万古霉素巧克力平板；D：含或不含抗

生素的沙保弱平板或斜面；CCFA：环丝氨酸头孢西丁果糖琼脂平板；TCBS：硫代硫酸盐柠檬酸盐胆盐蔗糖琼脂平板。

9 培养技术要求

9.1 微生物主要培养方式的技术要求

针对微生物的主要培养方式，技术要求（营养条件、气体环境、培养温度、培养时间等）见表7。

表 7 微生物主要培养方式的技术要求注1

培养方式
技术要求

营养条件（培养基） 气体环境
注 2

培养温度
注 3

培养时间
注 4

质控菌株
注 5

需氧菌培养

各种营养培养基（血

平板、巧克力平板）、

肉汤（脑心浸液）等。

空气，含 5％～10％

CO2气体。
35 ℃±2 ℃ 18 h～48 h

肺炎链球菌(α溶血

性) ATCC 49619；化

脓链球菌（β溶血

性）ATCC 19615。

苛养菌培养
各种营养培养基（血

平板、巧克力平板）。

含 5％～10％ CO2气

体。
35 ℃±2 ℃ 18 h～48 h

肺炎链球菌 ATCC

49619(血平板)；流

感嗜血杆菌 ATCC

49766(巧克力平

板)。

厌氧菌培养
注 6 厌氧血平板、厌氧菌

选择培养基。

5％ CO2、10％ H2和

85％ N2混合气体。
35 ℃±2 ℃ 48 h～72 h

溶组织梭菌 ATCC

19401 或产气荚膜

梭菌 ATCC 13124。

微需氧菌培养
专用血平板、肉汤

等。

5％ O2、10％ CO2和

85％ N2混合气体。

35 ℃±2 ℃,或

42 ℃
48 h～72 h

幽门螺杆菌 ATCC

43504。

分枝杆菌培养
罗氏固体培养基、分

枝杆菌液体培养基。

空气。

35 ℃±2 ℃ 3 d～8 w

卡介苗（BCG）菌株

或堪萨斯分枝杆

菌。

真菌培养

酵母样真菌培养 35 ℃±2 ℃ 2 d～14 d
白念珠菌ATCC

14053。

丝状真菌培养

真菌小培养

（玻片琼脂块法）

27 ℃±1 ℃，

35 ℃（双相真菌）

2 d～14 d，

或 8 w (荚膜组织胞

浆菌)

2 d～14 d

烟曲霉菌ATCC

96918。
27 ℃±1℃
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表 7 微生物主要培养方式的技术要求注 1
（续）

培养方式
技术要求

营养条件（培养基） 气体环境
注 2

培养温度
注 3

培养时间
注 4

质控菌株
注 5

2 d～14 d

支原体培养 肺炎支原体培养 35 ℃±2 ℃ 4 d～20 d
解脲支原体 ATCC

27815（血清III型）

泌尿生殖道支原体

培养
35 ℃±2 ℃

注1：病毒培养可选用鸡胚培养、组织或细胞培养等，根据拟培养病毒的生长特性确定，必要时送专门的病毒实验室。

注2：表中空气指普通大气环境；

注3：根据目标菌的生长特点，选择适宜的培养温度；

注4：根据目标菌的生长特点，可适当延长培养时间（如诺卡菌的培养时间为5天）；

注5：可采用标准菌株、质控菌株或临床分离菌株；

注6：厌氧菌培养宜采用从封闭腔隙或深层组织如脓肿穿刺液、蜂窝织炎深处组织等获取的标本。

9.2 微生物定量培养技术要求

9.2.1 尿液定量培养的技术要求

对尿液标本进行定量培养，应做到：

a) 采用中段尿、膀胱穿刺尿、导管直接导出的尿液或夹住导尿管远端从导尿管穿刺出来的尿液进

行定量培养，不可使用导管导出至尿袋中的尿液进行定量培养；

b) 采用血平板进行尿液定量培养；

c) 使用定量接种环取混匀但未离心的尿液标本时应见接种环内有尿液形成的薄膜；

d）接种环在血平板上不可重复划线，避免菌落重叠导致计数不准；

e) 接种好的平板放入含5％～10％的CO2孵箱，35 ℃±2 ℃培养24 h，观察并进行菌落计数。若无

菌生长，应继续培养至48 h观察并计数，报告计数单位为每毫升菌落形成单位（Colony forming units

per milliliter，CFU/mL）。

9.2.2 支气管肺泡灌洗液定量培养的技术要求

对支气管肺泡灌洗液标本进行定量培养，应做到：

a) 采用血平板及巧克力平板进行呼吸道标本的定量培养；

b) 将支气管肺泡灌洗液震荡混匀，用加样器或定量接种环进行接种，采用L型玻璃棒或接种环进行

均匀涂布；

c) 将接种好的血平板和巧克力平板放入含5％～10％ CO2的孵箱，35 ℃±2 ℃培养,24 h后，观察

并进行菌落计数。若无菌生长，则继续培养至48 h或更长时间后观察并计数，报告计数单位为“CFU/mL”。

10 鉴定技术要求

10.1 微生物鉴定通用的技术要求

不管采用何种方法，当进行微生物鉴定时，需要注意：

a) 选择可疑致病菌的纯培养物进行鉴定；

b) 尽可能将病原菌鉴定到种(或属)，可采用一种或多种鉴定方法。若实验室不具备对特殊重要致

病菌的鉴定能力,应将其送至有能力鉴定的实验室或所属的临床检验中心进一步鉴定；

c）当鉴定发现具有生物安全危害的病原菌时（如炭疽杆菌、O1群或O139型霍乱弧菌、布鲁杆菌等）

应及时上报当地疾病控制中心进行确认；

d）对明确鉴定的、有临床意义的致病菌按照相关指南进行药物敏感试验（参见WS/T 639和WS/T 497）。

10.2 手工法鉴定的技术要求
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常用手工法鉴定试验的技术要点与要求见表8，开展手工法鉴定时应当注意：

a) 利用手工法进行鉴定时，应选择合适的鉴定试验；

b）根据菌落形态、革兰染色性、手工生化反应（如葡萄糖发酵、氧化酶、触酶等）试验将待测细

菌初步分类；

c）进行生化鉴定试验时，应挑取纯菌落，进行触酶试验时，不要取到血平板上的琼脂，进行氧化

酶试验时，不要用在含有染料的培养基（如麦康凯平板、中国蓝平板）上或含有葡萄糖的培养基上生长

的菌落；

d) 注意培养时间对鉴定试验结果的影响。如芽管试验因孵育时间超过3 h,非白念珠菌会出现假阳

性；

e) 手工法鉴定时，应同时设立阳性和阴性质控对照。

表 8 常用手工法鉴定试验的技术要点、要求和应用范围

试验名称 技术要点及要求 应用举例
注 1

氧化酶试验

纸片法：取菌落至加有氧化酶试剂的滤纸片上，观察纸片颜色变

化；平板法：将氧化酶试剂直接滴到平板中的菌落上，观察菌落

颜色变化。在 10 s～30 s 或 30 s～60 s 出现蓝色至紫色变化者

为阳性或弱阳性；60 s 内没有颜色变化为阴性。

肠杆菌目细菌为阴性；弯曲菌、非发酵

菌（除不动杆菌、嗜麦芽窄食单胞菌及

个别假单胞菌外）为阳性。巴斯德菌为

弱阳性。

吲哚试验

挑取纯培养物接种蛋白胨液体培养基，于 35℃～37 ℃培养 1 d～

2 d，沿管壁加入 Kovac 氏试剂 0.5 mL，在两种液面接触处出现

红色为阳性，无色为阴性。

普通变形杆菌、大肠埃希菌为阳性；奇

异变形杆菌、沙门菌为阴性。

脲酶试验
采用纸片法、琼脂或肉汤培养基法检测细菌产生的脲酶。如酚红

指示剂由黄色变为红色为脲酶试验阳性。

变形杆菌属、耶尔森菌属、幽门螺杆菌、

新型隐球菌及格特隐球菌为阳性；布鲁

杆菌显示快速阳性。

双糖铁试验

用接种针挑取纯培养物，穿刺至双糖铁琼脂底部以上 5 mm 处，然

后在斜面上蛇形划线，于 35 ℃～37 ℃培养 18 h～24 h，观察斜

面和管底的颜色变化。

大肠埃希菌：斜面黄色/底部黄色、产

气；志贺菌：斜面红色/底部黄色；产

硫化氢的沙门菌：斜面红色/底部黑色。

动力试验

半固体法：用接种针挑取纯培养物，垂直穿刺入半固体培养基内，

35 ℃～37 ℃培养 18 h～24 h。若穿刺线清晰未扩散为动力阴性；

若穿刺线模糊或有扩散生长的痕迹，则动力阳性。

悬滴法：将细菌悬液滴于盖玻片中央，翻转，置于凹玻片的凹窝

中央，直接放在显微镜下观察细菌形态和运动。

大肠埃希菌、变形杆菌为阳性；志贺菌

为阴性。

DNA 酶试验

将新鲜培养的待检菌涂抹至含有指示剂及 DNA 的培养基中，经

22 ℃～25 ℃培养 24 h～72 h 后观察培养基的颜色变化，或在不

含有指示剂的培养基中加入1 mol/L盐酸后观察菌苔周围的晕圈。

培养基改变颜色（或形成晕圈）为 DNA 酶试验阳性。

金黄色葡萄球菌、卡他莫拉菌、沙雷菌

和嗜麦芽窄食单胞菌为阳性；大肠埃希

菌和表皮葡萄球菌为阴性。

触酶试验

先取 18 h～24 h 培养的纯菌落至玻片，再滴加 3％ H2O2（鉴定厌

氧菌时采用 15％ H2O2），观察气泡的形成。立即见气泡为阳性，

无气泡或 20 s 后形成少数气泡为阴性。

葡萄球菌、微球菌及芽胞杆菌属为阳

性；链球菌、肠球菌及梭状芽胞杆菌属

为阴性。

凝固酶试验

玻片法（检测结合型凝固酶）：将待检菌与生理盐水混匀，20 s

内无自凝，则取兔血浆（或 EDTA 抗凝的健康体检人群混合血浆）

至菌液中，若 10 s 内出现凝集为阳性。

试管法（检测结合型及游离型凝固酶）：取单个菌落加入 EDTA

抗凝的经 1:4 稀释的血浆管中，35℃ 4 h 或 25 ℃ 24 h 血浆凝

固为阳性。

金黄色葡萄球菌玻片法及试管法均为

阳性；路邓葡萄球菌、施氏葡萄球菌玻

片法阳性但试管法阴性；中间葡萄球菌

玻片法及试管法均可阳性。

CAMP 试验
注 2

先将金黄色葡萄球菌 ATCC25923 直线接种至血平板中央，再将待

检菌与此接种线垂直划线（不能触及金葡菌的接种线），置于

35 ℃±2 ℃ CO2孵箱中培养 24 h。在金葡菌与待检菌的交叉处

出现明显箭头型或方型溶血增强现象为阳性。

无乳链球菌为阳性，化脓性链球菌为阴

性。产单核细胞李斯特菌及马红球菌也

为阳性。
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表 8 常用手工法鉴定试验的技术要点、要求和应用范围（续）

试验名称 技术要点及要求 应用举例
注 1

胆盐溶菌

试验
注 3

试管法：在已加有 1麦氏单位待检菌悬液的 2个试管（各约 0.25

mL）中分别加 0.25 mL 胆盐试剂及 0.25 mL 生理盐水，35 ℃孵育

3 h,加胆盐试剂的试管中菌液变为清亮视为阳性。

平板法：将胆盐试剂滴到经 18 h～24 h 培养的待检菌落上，盖上

盖子，菌落面朝上，置 35 ℃±2 ℃孵育 15 min～30 min.菌落被

溶解留下α溶血区或菌落变扁平为胆盐溶菌试验阳性。

肺炎链球菌胆盐溶菌为阳性；其他α溶

血性链球菌为阴性。

卫星试验

将 0.5 麦氏浓度菌液均匀涂布于胰蛋白酶大豆琼脂平板，贴上Ⅴ、

Ⅹ和Ⅴ+Ⅹ因子纸片，在含 5％ CO2气体环境 35 ℃培养 20 h～24

h。如果待检菌在纸片周围生长，而远离纸片处生长菌落越小或不

生长，即卫星现象。

流感嗜血杆菌需要Ⅴ+Ⅹ因子；副流感

嗜血杆菌仅需要Ⅴ因子。

拉丝试验
将待检菌加到已有 4％ NaOH（或 4％ KOH）的载玻片上，混匀后

用接种环向上拉起，可见明显拉丝者为阳性。

革兰阴性细菌为阳性；革兰阳性细菌为

阴性。

奥普托欣

敏感试验
注 4

将具有α溶血性的链球菌菌株密集划线接种至 5％羊血平板上，

再贴含 5 µg、直径为 6 mm 的奥普托欣纸片，置 5％～10％ CO2

孵箱中35 ℃±2 ℃培养18 h～24 h。纸片周围抑菌圈直径≥14 mm

为敏感，＜14 mm 为中介，纸片周围无抑菌圈为耐药。

肺炎链球菌对奥普托欣敏感；其他α溶

血性链球菌对奥普托欣耐药。

杆菌肽

抑菌试验

将含0.04 U的杆菌肽纸片贴到已按药敏试验方法接种有待检菌的

MH（或血琼脂）平板上，于 35 ℃±2 ℃孵箱中培养 18 h～24 h。

抑菌圈直径 6 mm 为耐药；≥10 mm 为敏感；7 mm～10 mm 需要重

复试验。

A群链球菌对杆菌肽敏感，其他链球菌

对杆菌肽耐药；金黄色葡萄球菌对杆菌

肽耐药；微球菌和罗斯菌对杆菌肽敏

感。

新生霉素

敏感试验

将含5 µg的新生霉素纸片贴到已按药敏试验方法接种有待检菌的

MH（或血琼脂）平板上，于 35 ℃±2 ℃孵箱中培养 18 h～24 h。

抑菌圈直径＞16 mm（或≥12 mm）为敏感；≤16 mm（或＜12 mm）

为耐药。

腐生葡萄球菌表现为耐药。

芽管形成

试验

将1个酵母样真菌菌落加入盛有小牛（或其他动物）血清的试管中，

35 ℃±2 ℃培养2 h～3 h，取生长的酵母菌液滴到载玻片上，盖

上盖玻片，高倍镜下若见到至少5个芽管（即芽生孢子从母细胞向

外生长出来的管状结构），为阳性。

白念珠菌和都柏林念珠菌为阳性；热带

念珠菌为阴性。

厚膜孢子

形成试验

将酵母菌纯培养物接种在 1％ Tween-80 玉米淀粉培养基中，

25 ℃～30 ℃培养 72 h，取生长的酵母菌涂在载玻片上，盖上盖

玻片，在高倍镜下观察。特征性的厚膜孢子为大而壁厚、位于菌

丝末端的圆形孢子。

白念珠菌厚膜孢子一般呈单个；都柏林

念珠菌厚膜孢子呈双生或簇生；其他念

珠菌无厚膜孢子或厚膜孢子位于菌丝

中间。

注1：此列中的细菌或真菌指标准菌株或经过鉴定确认的菌株。

注2：其他链球菌可见溶血增强现象（如火柴棍状）；

注3：试管法较平板法更为敏感；极个别肺炎链球菌菌株由于失去了荚膜，不被胆盐溶解；陈旧培养物因为肺炎链球菌

自溶导致结果不可信；

注4：少数肺炎链球菌对奥普托欣呈中介或耐药，需要进行胆盐溶菌试验。

10.3 微生物分析仪鉴定的技术要求

采用自动化微生物鉴定仪进行病原菌鉴定时，需要注意：

a) 根据手工法初步分类选择相应的鉴定卡，切忌不进行初步分类直接使用鉴定卡进行鉴定；

b) 仪器提示需增加补充试验时，应按要求增加相应试验；

c) 每一批鉴定卡应按要求进行质控，使用前检查包装是否有破损，是否在有效期内；

d) 根据制造商对于鉴定数据库的更新要求，定时更新微生物鉴定系统的数据库。

10.4 质谱仪器法鉴定的技术要求

采用质谱仪进行病原菌鉴定时，需要注意：

a) 待鉴定菌的培养时间应足够，以满足其达到所需的量和菌株生长状态的要求；

b) 对待鉴定菌进行恰当的破壁和蛋白提取处理；
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c) 靶板涂抹应均匀且厚度适中；

d) 不同的样本应使用不同的基质和配制溶剂，应避免基质液被污染，基质液应加适当量，并与样

本形成均匀共结晶；

e) 应知晓所用质谱系统数据库能够覆盖的菌属种类及局限性，能够识别并采取措施避免质谱仪可

能出现的错误鉴定。如将志贺菌属错误鉴定为大肠埃希菌，将肺炎链球菌错误鉴定为缓症链球菌群，将

多糖奈瑟菌错误鉴定为脑膜炎奈瑟菌。

10.5 血清凝集法鉴定的技术要求

开展血清凝集试验进行病原菌鉴定时，需要注意：

a) 应同时做生理盐水对照和阳性质控；

b) 应先用多价血清再用分型的因子血清做凝集试验；

c) 当生化反应结果与多价血清凝集试验结果不一致时，应考虑特殊表面抗原的存在。如生化反应

符合沙门菌，但A-F多价血清不凝集，应考虑是否存在Vi抗原；又如生化反应符合志贺菌，而与4种多价

血清不凝集，应考虑K抗原存在。可将新制成的菌悬液放入沸水浴中加热15 min～30 min，冷却后再次

做凝集试验；

d) 注意商品化血清试剂盒的局限性。若不能分型，需要用其他血清试剂盒或其他方法来分型。

11 分子检测技术要求

微生物分子诊断包括以核酸扩增为核心的荧光定量PCR、巢式PCR、多重PCR、逆转录PCR、数字PCR、

等温扩增检测，以核酸杂交为核心的基因芯片检测，以及以测序为核心的扩增子测序、宏基因组测序、

全基因组测序检测等。不需要单独进行核酸提取的快速即时检测技术能做到样本进、结果出，已应用于

微生物检测。用于微生物分子检测的技术类型和特点见表9。分子诊断技术因其高灵敏性的特点，需要

特别注意避免污染。主要的技术要求有：

a) 基因扩增实验室需要进行严格的物理分隔，设置不同工作区。各区所用的器材(如移液器和吸头)

不可混用。工作流程和空气流向按照单一方向进行（如试剂贮存和准备区→样品制备区→扩增区→扩增

产物分析区）；如使用全自动扩增检测仪，区域可适当合并；

b）用于分子检测的标本宜单独送检，并注意避免污染。不能及时进行检测的标本需要进行适当保

存；

c) 对提取的核酸，宜采取适当的方法确认核酸片段的完整性、核酸的产率及核酸的纯度；

d）核酸扩增管在检测后应保持密闭，防止产物逸出及扩散；

e) 工作结束后应立即对工作区进行清洁，必要时进行消毒及去污染；

f) 根据所用试剂的检测能力，进行定性或定量结果报告。

表 9 用于微生物分子检测的技术类型和技术特点

技术类型 代表技术 技术特点

核酸扩增

荧光定量 PCR

需要进行核酸提取

高精度、可定量、敏感度高，需防止假阳性。

巢式 PCR 二次扩增，提高敏感性和特异性。

多重 PCR 多靶标检测。

逆转录 PCR 先将 RNA 逆转录为 DNA，再进行 PCR 扩增。操作时

应防 RNA 降解。

数字 PCR 绝对定量。

等温扩增 简单、快速，特异性高。

基因芯片 核酸杂交 高通量，高灵敏度。

基因测序

扩增子测序

宏基因组测序

全基因组测序

可以检测未知序列，对难培养、慢生长，不明病

原菌感染的检测有优势。

即时检测（point of care，POCT）
不需要单独的核酸提取

步骤

安全、简单、快速。样本进，结果出。减少中间

环节产生的误差和污染。
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12 免疫学检测技术要求

针对不同微生物，采取的免疫学检测方法各异。如胶体金免疫层析法检测嗜肺军团菌（抗原）、肺

炎链球菌（抗原）、幽门螺杆菌（抗原）、布鲁杆菌（抗体）及隐球菌（抗原），免疫荧光法检测艰难

梭菌（毒素），酶联免疫吸附试验检测真菌（半乳甘露聚糖），分光光度法检测革兰阴性菌（脂多糖内

毒素）及真菌{（1-3）-β-D 葡聚糖}等。各免疫学方法的检测敏感性与技术特点有所不同。主要技术

要求包括：

a) 选择适宜的标本类型进行相关微生物的免疫学检测；

b) 设置与检测方法相适应的质控及对照；

c) 分析可能影响结果的因素及临床意义；

d) 了解不同免疫学检测方法的敏感性和特异性；

e) 根据所用试剂的检测能力，进行定性或定量结果报告。

针对细菌及真菌（成分），目前临床微生物实验室进行免疫学检测的标本类型、检测方法和技术特

点见表10。

表 10 针对细菌及真菌进行微生物免疫学检测的标本类型、检测方法及技术特点

细菌或真菌（成分） 标本 检测方法 技术特点

嗜肺军团菌

（LP1 型抗原）
尿液 胶体金免疫层析法

单份检测、操作简单、快速，灵敏度、特异度较高，肉

眼判读结果。只能检测 LP1 型嗜肺军团菌，对于其他 14

种血清型嗜肺军团菌无法检测。

肺炎链球菌

（抗原）
尿液/脑脊液 胶体金免疫层析法

单份检测、操作简单、快速，灵敏度、特异度较高、肉

眼判读结果，48 h 内接种过肺炎链球菌疫苗可能会产生

假阳性结果。

幽门螺杆菌

（抗原）
粪便 胶体金免疫层析法

单份检测、操作简单、快速，灵敏度、特异度较高、肉

眼判读结果。

布鲁杆菌

（IgG 抗体）
血液 胶体金免疫层析法

定性检测、单份检测、操作简单、快速，灵敏度、特异

度较高，肉眼判读结果。

新型隐球菌及格特隐球菌

（荚膜抗原）
血液/脑脊液 胶体金免疫层析法

单份检测、操作简单、快速，灵敏度、特异度较高，肉

眼判读结果。

艰难梭菌

（毒素 A/B）
粪便 免疫荧光法

两步酶免夹心法及终点荧光检测技术，半定量检测艰难

梭菌毒素 A/B，具有特异度、灵敏度均较高的特性。

真菌

（半乳甘露聚糖）

血液/肺泡灌

洗液
酶联免疫吸附试验

又称 GM 实验。用特异性抗体检测目标抗原，经酶标抗

体包被后在特定波长测定吸光度，实现对真菌半乳甘露

聚糖定量检测。

革兰阴性菌

（脂多糖内毒素）
血液 分光光度法 定量测定血液中脂多糖含量。

真菌

{（1-3）-β-D 葡聚糖}
血液 分光光度法 又称 G实验。定量测定血液中（1-3）-β-D 葡聚糖含量。

13 质量保证

13.1 质量管理通用的技术要求

临床微生物实验室的质量管理，至少应涵盖：

a）临床微生物检验人员、设备、设施、试剂、耗材、环境等的质量和数量应符合相关规定，满足

所提供服务的需要。PCR实验室需通过资质认证。实验室应进行相应的性能验证及质量控制，并保存记

录；
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b）实验室应遵循法规以及行业标准、规范、指南；制定包括检验前、中、后全过程的标准化操作

规程，定期审核、修订实验方法，并让员工易于获得；

c）应定期进行人员能力评估。由多名专业人员实施的手工检验项目应定期进行人员能力比对；

d）制定质量改进目标，如血培养标本质量改进目标。

13.2 微生物检验过程质量保证的技术要求

13.2.1 检验前的技术要求

13.2.1.1 标本选择、采集、储存和运送

临床微生物实验室应明确以下与标本送检相关的内容：

a）规定用于检测的标本种类和标本采集的时间；

b）规定并提供采集标本的方法和容器；

c）规定标本采集后的储存及运送要求，包括温度和时限；

d）制定并提供规范的申请单。

13.2.1.2 标本接收

实验室应制定标本接收和拒收标准。拒收时立即反馈，以便必要时重新采集。

13.2.1.3 周转时间

应告知临床医生标本到达实验室至发出报告的时间。

13.2.2 检验中的技术要求

13.2.2.1 标本质量评估

实验室应评估标本质量，退检不合格标本。特殊情况需要检测不合格标本时，应在报告单中说明。

13.2.2.2 检验方法

采用不同检验方法进行临床微生物实验检验前，应明确：

a) 未经修改的已确认的检验方法（也称为检验程序，已确认的检验方法包括经国家卫生管理部门

批准的体外诊断医疗器械使用说明书中的方法，或国家、地区法规规定的方法，或公认的标准、文献中

的方法）在性能验证满足要求后，可用于患者标本检测；

b) 经修改的已确认的检验方法或实验室自建方法，在性能确认满足要求后，方可用于患者标本检

测。

13.2.2.3 结果准确性评价

对临床微生物检验结果进行准确性评价，需要做到：

a) 通过参加室间质量评价或实验室间比对活动评价检验结果的准确性。不能进行室间质量评价或

实验室间比对时应通过临床评估来评价检验结果的准确性。实验室应保留原始记录和结果；

b) 检验结果准确性评价应由从事常规工作的人员使用与患者标本相同的检验方法进行。不可与其

他实验室核对开展能力验证的检测结果。

13.2.3 检验后的技术要求

13.2.3.1 结果报告

对临床微生物检验结果进行报告，需要注意：

a）结果报告内容应与检验目的一致；

b）按确定的“危急值”清单，及时报告危急值结果，保留报告记录；

c）宜将药敏试验结果分组选择性报告；

d）应向临床提供联系方式以便其对可疑结果进行确认，并进行相关咨询。
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13.2.3.2 菌种保存

实验室应保存开展室内质量控制及性能验证所需的菌株。

13.2.3.3 标本保存与废弃处置

实验室应规定对检测后标本的保存时间及处置方式。
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