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论　著

[摘要]　目的　比较快速直接检测方法(简称快速法)与传统检测方法(简称传统法)对血培养阳性标本进行细菌鉴

定和药敏试验的一致性及准确性。方法　采集2019－2020年解放军总医院第六医学中心门急诊及住院患者血流感染标

本，置于血培养仪中培养，血培养报警后收集血培养阳性标本，同时用快速法和传统法进行培养，培养后分别进行

细菌鉴定和药敏试验，记录并比较两种方法鉴定细菌及药敏试验的一致性。结果　共收集149例血培养阳性标本，传

统法鉴定出革兰阳性球菌79株、革兰阴性杆菌70株，快速法与传统法鉴定相符的革兰阳性球菌75株、革兰阴性杆菌

67株。两种方法鉴定的一致率为95.3%(142/149)，鉴定革兰阳性球菌、革兰阴性杆菌的一致率分别为94.9%(75/79)、

95.7%(67/70)。传统法中，76株(96.2%)革兰阳性球菌和66株(94.3%)革兰阴性杆菌可有效鉴定到种，3株(3.8%)革兰阳性

球菌和4株(5.7%)革兰阴性杆菌可有效鉴定到属；快速法中，52株(69.3%)革兰阳性球菌和63株(94.0%)革兰阴性杆菌可

有效鉴定到种，20株(26.7%)革兰阳性球菌和3株(4.5%)革兰阴性杆菌可有效鉴定到属。根据药敏试验结果判断标准，

革兰阳性球菌和革兰阴性杆菌快速法与传统法药敏试验可接受标准符合率均≥90.0%，一般错误率均≤10.0%，严重错

误率除复方新诺明外均≤3.0%，极严重错误率均≤1.5%。结论　快速法可有效缩短鉴定和药敏试验的时间且鉴定结果

准确，有助于临床医师明确诊断并及时调整治疗方案，迅速从经验性使用广谱抗菌药物转向靶向治疗，为患者提供更

加有效的治疗方案。
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[Abstract]　Objective　To compare the consistency and accuracy between rapid direct detection method (rapid method) 

and traditional detection method (traditional method) for bacterial identification and drug sensitivity test of positive blood culture 

specimens. Methods　The bloodstream infection specimens of the outpatients, emergency patients and inpatients of the Chinese 

PLA General Hospital from 2019 to 2020 were collected and placed in a blood culture apparatus. After the blood culture alarm, 

positive blood culture specimens were collected. At the same time, the rapid method and the traditional method were used for 

culture. After culture, bacteria identification and drug susceptibility test were conducted respectively, and the consistency of bacteria 

identification and drug susceptibility test between the two methods was recorded and compared. Results　Among the 149 positive 

blood specimens from patients with bloodstream infection, 79 strains of Gram-positive cocci and 70 strains of Gram-negative bacilli 

were identified by traditional method; 75 strains of Gram-positive cocci and 67 strains of Gram-negative bacilli were identified by 

the rapid method. Compared with the traditional method, the overall coincidence rate of the rapid method in identify bacteria was 

95.3%(142/149), among which the coincidence rate of Gram-positive cocci was 94.9%(75/79), and that of Gram-negative bacilli 

was 95.7%(67/70). In the traditional method, 76 strains (96.2%) of Gram-positive cocci and 66 strains (94.3%) of Gram-negative 
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bacteria can effectively identify their species; 3 strains (3.8%) of Gram-positive cocci and 4 strains (5.7%) of Gram-negative bacilli 

could effectively identify their genera. In the rapid method, 52 strains (69.3%) of Gram-positive cocci and 63 strains (94.0%) of 

Gram-negative bacilli could effectively identify their species, 20 strains (26.7%) of Gram-positive cocci and 3 strains (4.5%) of 

Gram-negative bacilli could effectively identify their genera. According to the criteria of drug sensitivity test results, the coincidence 

rates between the rapid method and the traditional method for drug sensitivity test of Gram-positive cocci and Gram-negative 

bacilli were more than or equal to 90.0%, the general error rates were less than 10.0%, the serious error rates were less than 3.0% 

except compound sulfamethoxazole, and the extremely serious error rates were less than 1.5%. Conclusion　The rapid method 

can effectively shorten the time of identification and drug sensitivity test, and the identification results are accurate. It is helpful 

for clinicians to make a clear diagnosis and adjust the treatment plan in time, quickly shift from empirical use of broad-spectrum 

antibiotics to targeted treatment, and provide more effective treatment plan for patients.
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血流感染是一种严重的全身感染性疾病，发病

率较高，可导致机体多器官功能障碍，严重者发生

休克甚至死亡[1]。血流感染患者的预后与有效的抗

生素治疗起始时间有关，若在感染初期开始治疗，

存活率为79.9%，每推迟1h存活率将降低7.6%[2]；而

由于缺乏快速的细菌鉴定和药物敏感性信息，临床

医师常采取经验性广谱抗生素治疗，若药物选择不

恰当，会降低生存率乃至出现较高的病死率[3]。因

此，快速检测血流感染中的病原菌(如细菌和真菌

等)以降低微生物的抗药性，以及为临床提供快速

和准确的抗菌药物敏感性试验结果，是临床微生物

实验室需要解决的重要问题[4-5]。本研究对血培养

阳性标本行MALDI-TOF MS鉴定和VITEK 2 Compact
药敏试验，比较快速直接检测方法(简称快速法)与
传统检测方法(简称传统法)的一致性及准确性，以

期对血流感染病原体快速鉴定及药敏试验的方法学

做出评价。

1　材料与方法

1.1　标本及其来源　采集2019－2020年解放军总

医院第六医学中心门急诊及住院患者的血流感染标

本，按照《临床微生物实验室血培养操作规范卫生

行业标准(WS/T503-2017)》进行血培养采集标准操

作，送至检验科，置于血培养仪中培养，待血培养

报警后收集阳性标本。

1 . 2　主要试剂及仪器　血琼脂培养基、麦康凯

琼脂培养基(郑州安图生物工程股份有限公司)；
HB&L微生物培养仪(意大利Alifax HB&L公司)；基

质辅助激光解吸电离飞行时间质谱仪(MALDI-TOF 
MS)(美国Bruker-Daltonik公司)；VITEK 2 Compact型
全自动微生物鉴定和药敏系统(法国梅里埃公司)。
1.3　快速法与传统法鉴定试验

1.3.1　快速法鉴定试验　取2 ml血培养阳性标本置

于1.5 ml无菌EP管中，然后从EP管中取10 μl菌液转

种于2 ml HB&L细菌分析仪培养液瓶中，置于HB&L
微生物培养仪中进行继代培养，当菌液浓度达到

1.5麦氏浓度后，取1 ml阳性菌液置于1.5 ml无菌EP
管中，13 000 r/min离心3 min，制备沉淀物。平行

制备2份沉淀物，利用MALDI-TOF MS鉴定细菌。

1.3.2　传统法鉴定试验　将收集的血培养阳性标

本进行传统法培养，接种于血平板培养基、麦康

凯培养基，35 ℃培养24 h后，挑取单个菌落，利用

MALDI-TOF MS鉴定细菌。

1.4　快速法与传统法药敏试验

1.4.1　快速法药敏试验　当上述阳性菌液浓度达

到1.5麦氏浓度后，取1 ml置于1.5 ml无菌EP管中，

13 000 r/min离心2 min，制备沉淀物。平行制备2份
沉淀物，利用VITEK 2 Compact全自动微生物分析

系统进行药敏试验。

1.4.2　传统法药敏试验　选择培养皿上的待测菌

落，利用VITEK 2 Compact全自动微生物分析系统

进行药敏试验；如需K-B药敏试验，参照美国临床

实验室标准化协会(CLSI)标准进行。快速法与传统

法药敏试验判断折点均参照CLSI M100-S29文件。

1.5　快速法与传统法鉴定试验和药敏试验结果判

读标准　MALDI-TOF MS细菌鉴定结果判读：鉴定

得分≥2.000分表示准确鉴定到种，1.700~1.999分表

示准确鉴定到属，<1.700分表示鉴定结果不可靠。

参照ISO20776-2文件判断快速法与传统法药敏试验

结果的符合率和错误率，当比对结果完全满足可接

受标准时，则为可接受(表1)。
1.6　统计学处理　采用Whonet 5.6及Excel软件进行

统计分析。计数资料以率(%)表示。

2　结　　果

2 . 1　快速法与传统法鉴定结果一致率分析　共

收集血培养阳性标本149例。如表2所示，传统法

鉴定出革兰阳性球菌79株、革兰阴性杆菌70株。

快速法与传统法鉴定相符的革兰阳性球菌75株、

革兰阴性杆菌6 7株。两种方法鉴定的一致率为

95.3%(142/149)，鉴定革兰阳性球菌、革兰阴性杆

菌的一致率分别为94.9%(75/79)、95.7%(67/709)。
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表1　快速法与传统法药敏试验结果判断标准

Tab.1　Judgment criteria for the results of drug sensitivity test 

of rapid method and traditional method
名称 快速法 传统法 可接受标准

CA

S S

CA≥90.0%R R

I I

MIE
I R/S

MIE≤10.0%
R/S I

ME R S ME≤3.0%

VME S R VME≤1.5%

　　CA . 标准符合；S. 敏感；R . 耐药；I.  中介；MIE. 一般错

误；ME. 严重错误；VME. 极严重错误

表2　血培养阳性标本快速法与传统法鉴定一致率分析

Tab.2　Analysis of the consistency rate of rapid method and 

traditional method in identification of positive blood culture 

specimen
病原菌 传统法(株) 快速法(株) 一致率(%)

革兰阳性球菌 79 75 94.9

葡萄球菌 65 61 93.8

肠球菌 12 12 100.0

链球菌 2 2 100.0

革兰阴性杆菌 70 67 95.7

肠杆菌科 63 63 100.0

非发酵菌 7 4 57.1

合计 149 142 95.3

表3　快速法与传统法鉴定革兰阳性球菌的准确性分析[株(%)]

Tab.3　Accuracy analysis of rapid method and traditional method in identification of Gram-positive cocci [n(%)]

革兰阳性球菌
2.300~3.000分 2.000~2.299分 1.700~1.999分 <1.700分

传统法 快速法 传统法 快速法 传统法 快速法 传统法 快速法

金黄色葡萄球菌 7(8.9) 2(2.7) 7(8.9) 10(13.3) 0 1(1.3) 0 0

头葡萄球菌 1(1.3) 1(1.3) 6(7.6) 5(6.7) 0 0 0 0

孔氏葡萄球菌 0 0 0 0 1(1.3) 0 0 1(1.3)

佩滕科夫葡萄球菌 0 0 1(1.3) 1(1.3) 0 0 0 0

科氏葡萄球菌 0 0 1(1.3) 0 0 0 0 0

溶血葡萄球菌 0 0 6(7.6) 1(1.3) 1(1.3) 5(6.7) 0 1(1.3)

人葡萄球菌 4(5.1) 4(5.3) 14(17.7) 6(8.0) 1(1.3) 9(12.0) 0 0

表皮葡萄球菌 1(1.3) 0 14(17.7) 9(12.0) 0 4(5.3) 0 1(1.3)

无乳链球菌 1(1.3) 0 1(1.3) 2(2.7) 0 0 0 0

粪肠球菌 0 1(1.3) 5(6.3) 3(4.0) 0 1(1.3) 0 0

屎肠球菌 2(2.5) 2(2.7) 5(6.3) 5(6.7) 0 0 0 0

合计 16(20.3) 10(13.3) 60(75.9) 42(56.0) 3(3.8) 20(26.7) 0 3(4.0)

2 . 2 　快速法与传统法鉴定革兰阳性球菌的准

确性分析　如表3所示，1 4 9例血培养阳性标本

中，传统法鉴定出革兰阳性球菌7 9株，其中7 6
株(包括2.300~3.000分16株、2.000~2.299分60株)
鉴定到种，占9 6 . 2 % ( 7 6 / 7 9 )；3株鉴定到属，占

3.8%(3/79)。快速法鉴定出革兰阳性球菌75株，

其中52株(包括2.300~3.000分10株、2.000~2.299
分42株)鉴定到种，占69.3%(52/75)；20株鉴定到

属，占2 6 . 7 % ( 2 0 / 7 5 )；3株鉴定结果不可靠，占

4.0%(3/75)。
2 . 3 　快速法与传统法鉴定革兰阴性杆菌的准

确性分析　如表4所示，1 4 9例血培养阳性标本

中，传统法鉴定出革兰阴性杆菌7 0株，其中6 6
株(包括2.300~3.000分29株、2.000~2.999分37株)
鉴定到种，占9 4 . 3 % ( 6 6 / 7 0 )；4株鉴定到属，占

5.7%(4/70)。快速法鉴定出革兰阴性杆菌67株，其

中63株(包括2.300~3.000分30株、2.000~2.999分33
株)鉴定到种，占94.0%(63/67)；3株鉴定到属，占

4.5%(3/67)；1株鉴定结果不可靠，占1.5%(1/67)。
2.4　革兰阳性球菌快速法与传统法药敏试验结果

的符合率和错误率分析　传统法共分离出79株革兰

阳性球菌，按照葡萄球菌、肠球菌、链球菌药敏试

验结果符合率统计，环丙沙星、莫西沙星、呋喃妥

因、利福平4种药物的一般错误率均≤10.0%。氯林

霉素、四环素、复方新诺明出现严重错误，其中氯

林霉素、四环素严重错误率均<3.0%，复方新诺明

严重错误率为3.1%。诱导性克林霉素出现极严重错

误，极严重错误率为1.5%(表5)。
2.5　革兰阴性杆菌快速法与传统法药敏试验结果

的符合率和错误率分析　传统法共分离出70株革兰

阴性杆菌，根据革兰阴性杆菌药物药敏试验结果

符合率统计，氨苄青霉素/舒巴坦、头孢哌酮/舒巴

坦、头孢吡肟、米诺环素、替加环素、美罗培南、

阿米卡星、环丙沙星、左氧氟沙星的一般错误率

均≤10%，未出现严重错误和极严重错误，所有药

物均符合快速法和传统法的药敏试验结果判断标准

(表6)。
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表4　快速法与传统法鉴定革兰阴性杆菌的准确性分析[株(%)]

Tab.4　Accuracy analysis of rapid method and traditional method in identification of Gram-negative bacilli [n(%)]

革兰阴性杆菌
2.300~3.000分 2.000~2.299分 1.700~1.999分 <1.700分

传统法 快速法 传统法 快速法 传统法 快速法 传统法 快速法

解鸟氨酸拉乌尔菌 1(1.4) 1(1.5) 0 0 0 0 0 0

肺炎克雷伯菌 14(20.0) 13(19.4) 13(18.6) 13(19.4) 0 1(1.5) 0 0

阴沟肠杆菌 0 0 1(1.4) 1(1.5) 1(1.4) 0 0 1(1.5)

黄褐假单胞菌 0 0 1(1.4) 0 0 1(1.5) 0 0

黏质沙雷菌 0 0 1(1.4) 1(1.5) 0 0 0 0

鲍曼不动杆菌 0 1(1.5) 1(1.4) 0 0 0 0 0

产气肠杆菌 2(2.9) 2(3.0) 4(5.7) 4(6.0) 1(1.4) 1(1.5) 0 0

大肠埃希菌 11(15.7) 13(19.4) 13(18.6) 13(19.4) 2(2.9) 0 0 0

铜绿假单胞菌 0 0 1(1.4) 0 0 0 0 0

洋葱伯克霍尔德菌 1(1.4) 0 2(2.9) 1(1.5) 0 0 0 0

合计 29(41.4) 30(44.8) 37(52.9) 33(49.3) 4(5.7) 3(4.5) 0 1(1.5)

表5　革兰阳性球菌快速法与传统法药敏试验结果的符合

率和错误率分析[株(%)]

Tab.5　Analysis of coincidence rate and error rate of rapid 

method and traditional method in drug sensitivity test of Gram-

positive cocci [n(%)]
抗菌药物 MIE ME VME CA

头孢西丁 0 0 0 65(100.0)

青霉素 0 0 0 79(100.0)

氨苄西林 0 0 0 14(100.0)

苯唑西林 0 0 0 65(100.0)

高水平庆大霉素 0 0 0 2(100.0)

高水平链霉素 0 0 0 2(100.0)

庆大霉素 0 0 0 65(100.0)

环丙沙星 1(1.3) 0 0 79(98.7)

左氧氟沙星 0 0 0 79(100.0)

莫西沙星 1(1.3) 0 0 79(98.7)

诱导性克林霉素 0 0 1(1.5) 65(98.5)

红霉素 0 0 0 79(100.0)

氯林霉素 0 1(1.3) 0 79(98.7)

奎奴普丁/达福普汀 0 0 0 79(100.0)

利奈唑胺 0 0 0 79(100.0)

替考拉宁 0 0 0 79(100.0)

万古霉素 0 0 0 79(100.0)

四环素 0 1(1.3) 0 79(98.7)

替加环素 0 0 0 79(100.0)

呋喃妥因 3(3.8) 0 0 79(96.2)

利福平 1 0 0 65(98.5)

复方新诺明 0 2(3.1) 0 65(96.9)

　　MIE. 一般错误；ME. 严重错误；VME. 极严重错误；CA. 标

准符合

表6　革兰阴性杆菌快速法与传统法药敏试验结果的符合

率和错误率分析[株(%)]

Tab.6　Analysis of coincidence rate and error rate of rapid 

method and traditional method in drug sensitivity test of Gram-

negative bacilli [n(%)]
抗菌药物 MIE ME VME CA

氨苄西林 0 0 0 33(100.0)

氨苄青霉素/舒巴坦 1(3.0) 0 0 33(97.0)

哌拉西林 0 0 0 33(100.0)

头孢唑啉 0 0 0 33(100.0)

头孢呋辛 0 0 0 33(100.0)

头孢呋新酯 0 0 0 33(100.0)

头孢替坦 0 0 0 33(100.0)

头孢曲松 0 0 0 33(100.0)

庆大霉素 0 0 0 33(100.0)

呋喃妥因 0 0 0 33(100.0)

替卡西林/克拉维酸 0 0 0 37(100.0)

头孢哌酮/舒巴坦 1(2.7) 0 0 37(97.3)

头孢吡肟 1(2.7) 0 0 37(97.3)

强力霉素 0 0 0 37(100.0)

米诺环素 2(5.4) 0 0 37(94.6)

替加环素 1(2.7) 0 0 37(97.3)

多黏菌素 0 0 0 37(100.0)

哌拉西林/他唑巴坦 0 0 0 70(100.0)

氨曲南 0 0 0 70(100.0)

亚胺培南 0 0 0 70(100.0)

美罗培南 1(1.4) 0 0 70(98.6)

阿米卡星 2(2.9) 0 0 70(97.1)

妥布霉素 0 0 0 70(100.0)

环丙沙星 1(1.4) 0 0 70(98.6)

左氧氟沙星 1(1.4) 0 0 70(98.6)

复方新诺明 0 0 0 70(100.0)

　　MIE. 一般错误；ME. 严重错误；VME. 极严重错误；CA. 标

准符合
3　讨　　论

血流感染引起的脓毒症是住院患者尤其是重症

监护室患者死亡的主要原因之一[6-7]。血培养是诊

断血流感染的“金标准”，也是血流感染不可替代

的确诊试验方法。近年来，细菌的多重耐药有上升

趋势[8-10]，且仅少数新开发的抗生素被纳入临床治

疗中[11-12]。因此，血培养阳性样品的快速鉴定和药

敏试验尤为重要。
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本研究结果显示，快速法与传统法鉴定的一

致率为95.3%，鉴定革兰阳性球菌、革兰阴性杆菌

的一致率分别为94.9%和95.7%，均高于血清分离胶

法MALDI-TOF MS直接鉴定，如马坚等[13]的研究中

革兰阳性球菌和革兰阴性杆菌的鉴定一致率分别为

64.1%和35.9%，而李聪等[14]的研究中分别为52.9%
和88.4%，Gu等[15]的研究中分别为71.0%和74.0%，

分析其原因可能为快速法仅吸取10 µl样本，可减少

血培养液中血液细胞、纤维等成分的干扰。本研究

发现，快速法与传统法鉴定肠杆菌科具有很好的一

致性，其中肺炎克雷伯菌、大肠埃希菌、产气肠杆

菌、黏质沙雷菌、阴沟肠杆菌能够全部被鉴定出，

但1株铜绿假单胞菌和2株洋葱伯克霍尔德菌等革兰

阴性杆菌未鉴定出，金黄色葡萄球菌、头葡萄球

菌、科氏葡萄球菌、表皮葡萄球菌等革兰阳性球

菌各1株未鉴定出。分析其原因可能是由于非发酵

菌代谢较慢，获取的菌液沉淀不足以达到MALDI-
TOF MS分析的阈值，从而影响了鉴定结果，后期

应加大样本量进一步分析。

本研究采用MALDI-TOF MS鉴定病原菌，共分

为2.300~3.000、2.000~2.299、1.700~1.999、<1.700 
4个分值段，一般认为分值≥2.000分为鉴定到种，

1.700~1.999分为鉴定到属，<1.700分为鉴定结果不

可靠。快速法鉴定革兰阳性球菌≥1.700分72株，占

91.1%(72/79)，鉴定革兰阴性杆菌≥1.700分66株，

占94.3%(66/70)，菌属鉴定率达90.0%以上。传统法

与快速法鉴定的分值主要集中在2.000~2.299分，其

中传统法鉴定出的革兰阳性球菌占75.9%(60/79)，
快速法鉴定出的革兰阳性球菌占56.0%(42/75)，
且快速法鉴定分值在 2 . 3 0 0 ~ 3 . 0 0 0 分占比达

13.3%(10/75)。本研究还发现，传统法未见鉴定分

值<1.700分的菌株，但快速法中革兰阳性球菌鉴定

分值<1.700分占4.0%(3/75)，革兰阴性球菌鉴定分

值<1.700分占1.5%(1/67)。有学者建议在不影响准

确性的情况下，鉴定分值最低可降至1.4分 [16-18]。 
因此，快速法可快速获得细菌鉴定结果，直接为临

床医师提供参考意见，必要时可针对目标菌经验用

药，尽早为患者提供有效治疗。

目前，传统法血培养报阳后，进行细菌药物敏

感试验用时长，通常需要48~72 h才可获得准确结

果，难以满足临床及时获取感染病原菌及其药敏试

验结果的需求。而快速法可缩短药敏试验时间，且

能提供准确的药敏试验结果。本研究发现，革兰阴

性杆菌药敏试验中，美罗培南、环丙沙星、左氧氟

沙星、头孢哌酮/舒巴坦、头孢吡肟、替加环素、

阿米卡星、氨苄西林/舒巴坦、米诺环素的药敏结

果标准符合率≥90%、一般错误率≤10%，未出现

严重错误和极严重错误；革兰阳性球菌药敏试验

中，氯林霉素、四环素出现严重错误，诱导性克林

霉素出现极严重错误，但均符合标准，值得注意的

是复方新诺明药敏结果出现严重错误，严重错误率

为3.1%，超出标准，后期应加大样本量进一步分析

原因。该结果与Barnini等[17]的研究一致：革兰阴性

杆菌和革兰阳性球菌在所有药物检测中的准确性可

达90%以上。本研究采用HB&L微生物培养仪联合

MALDI-TOF MS及VITEK 2 Compact仪器进行细菌

鉴定和药敏试验，可有效缩短菌株鉴定及药敏试验

的时间，且能达到一定的准确性。值得注意的是，

本研究对于鉴定时间未进行具体分析，且测试的菌

株数量较少，后续仍需收集更多临床标本进一步评

估。

综上所述，本研究采用HB&L微生物培养仪对

快速培养阳性标本行直接鉴定和药敏试验，突破传

统培养后应用单个菌落进行菌种鉴定和药敏试验的

局限，避免了血培养阳性标本血液直接鉴定时血细

胞引起的干扰，且可节省约24 h的培养时间，缩短

了检测周转时间，具有一定的技术创新性，可为临

床血流感染的及时诊断和治疗提供实验室依据，具

有较高的临床应用价值。该方法可帮助临床医师及

时明确血流感染的病原菌，使医师从经验性使用广

谱抗菌药物快速转变为有针对性的靶向治疗，降低

了药物毒性、耐药性和医疗成本，从而提高临床抗

感染治疗的效果。
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