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阳性血培养标本菌种快速鉴定及药敏试验方法研究
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摘要：目的 建立能快速实现阳性血培养标本菌种鉴定和药敏试验的方法，为及时诊断和治疗血流感染患者提供参考。

方法 收集2022年2—5月浙江医院住院患者血培养标本1 154份，通过改良分离胶分离法富集纯化菌体，采用VITEK
MS质谱仪和VITEK2 Compact全自动微生物系统进行菌种鉴定和药敏试验。以传统VITEK2 Compact检测法（传统法）

为标准，检验菌种鉴定和药敏试验结果的准确率。结果 1 154份血培养标本经传统法鉴定阳性 174份，阴性 980份。

对174份阳性标本采用本方法进行菌种鉴定，165份与传统法鉴定结果一致，鉴定准确率为94.83%，其中革兰阴性菌准

确率为 99.21%，革兰阳性菌准确率为 82.22%。对本方法与传统法鉴定结果相符的 158株菌进行药敏试验，准确率为

90.17%，其中革兰阴性菌准确率为 90.27%，革兰阳性菌准确率为 89.74%。传统法菌种鉴定和药敏报告总用时≥30 h，
本方法可缩短至9~18 h。结论 本方法由于减少了细菌转种培养时间，可快速实现血培养标本的菌种鉴定和药敏检测，

且准确率满足临床需求，有助于血流感染患者的快速诊断和治疗。
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Rapid bacterial identification and antimicrobial susceptibility
testing assay in positive blood cultures
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Hangzhou, Zhejiang 310013, China

Abstract: Objective To establish a rapid bacterial identification and antimicrobial susceptibility testing assay in posi⁃
tive blood cultures, so as to provide insights into timely diagnosis and treatment of bloodstream infections. Methods
A total of 1 154 blood culture samples were collected from inpatients in Zhejiang Hospital from February to May,
2022. The bacterial isolates were enriched and purified using improved separation gel method, and bacterial identifica⁃
tion and antimicrobial susceptibility tests were performed using VITEK2 mass spectrometry system and VITEK2 Com⁃
pact automated microbiology system. The accuracy of the new assay for bacterial identification and antimicrobial suscep⁃
tibility tests was evaluated with the conventional VITEK 2 compact system as the standard. Results Of 1 154 blood
culture specimens, the conventional VITEK 2 compact system detected 174 positives and 980 negatives. The new assay
and the conventional VITEK 2 compact system identified consistent bacterial isolates in 165 out of 174 positive blood
culture samples, and the accuracy of bacterial identification was 94.83% for the new assay, with a 99.21% accuracy
for identifying Gram-negative bacteria and 82.22% for Gram-positive bacteria. Antimicrobial susceptibility tests were
performed in 158 bacterial isolates, and the new assay presented a 90.17% accuracy, with a 90.27% accuracy for
Gram-negative bacteria and 89.74% for Gram-positive bacteria. The conventional VITEK 2 compact system required 30
hours and longer to complete bacterial identification and antimicrobial susceptibility tests, and the new assay required

·· 732



预防医学 2023年8月第 35 卷第8期 Prev Med, Aug. 2023, Vol. 35 No.8

9 to 18 hours. Conclusions The new rapid bacterial identification and antimicrobial susceptibility testing assay short⁃
ens the time of bacterial culture, achieves rapid bacterial identification and antimicrobial susceptibility testing in blood
culture specimens and has a high accuracy that meets clinical needs, which facilitates rapid diagnosis and treatment of
bloodstream infections.
Keywords: blood culture; bacterial identification; antimicrobial susceptibility test; VITEK mass spectrometry system;
VITEK2 Compact automated microbiology system

血流感染是病原微生物进入血液后引起的一种全

身感染性疾病，有研究发现抗生素治疗每延迟 1 h，
血流感染患者存活率平均下降 7.6%［1-3］。血培养是

目前诊断血流感染金标准［4］，其中病原菌的快速鉴

定对早期血流感染的诊治至关重要，但阳性血培养标

本传统方法需转种培养生长后再进行菌种鉴定和药敏

试验，报告时间长达 36~48 h［5］。研究发现阳性血培

养细菌经分离纯化后直接进行质谱鉴定，可使鉴定

时间缩短至 1~2 h［6］，而直接进行准确质谱鉴定的

关键在于对病原菌进行高效分离和纯化。病原菌分

离和纯化方法主要有去污剂选择裂解法、分离胶分

离法、滤膜过滤法和短时液相培养法等［7］，其中分

离胶分离法因操作简便、成本低廉，逐渐得到临床实

验室的关注［8］。

VITEK2 Compact 全自动微生物鉴定及药敏分析

系统是临床微生物实验室广泛应用的一种菌种鉴定和

药敏检测系统，检测结果稳定可靠，但对上机检测的

细菌有较高的纯度和浓度要求。本研究通过改良分离

胶分离法富集纯化阳性血培养细菌，使活菌浓度符合

VITEK2 Compact 系统检测要求，联用 VITEK MS 质

谱仪和 VITEK2 Compact 全自动微生物系统，建立适

合临床微生物实验室的阳性血培养菌种快速鉴定和药

敏检测方法，为血流感染患者的及时诊断和治疗提供

参考。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂

Bact/ALERT 3D 全自动血培养仪及配套血培养瓶

（法 国 生 物 梅 里 埃 公 司 ， 批 号 ： 0001057906、
001057556）；VITEK2 Compact 全自动微生物鉴定及

药敏分析仪，配套细菌鉴定、药敏卡（法国生物梅里

埃公司，数据库版本 8.01）；VITEK MS 质谱仪及样

品处理基质液（法国生物梅里埃公司，数据库版本

3.2）；二氧化碳及普通培养箱（赛默飞世尔科技有限

公司）；Microfuge@22R Centrifuge 高速低温离心机

（美国贝克曼库尔特公司）；Baso 2005-1 低速离心机

（中国台湾贝索企业有限公司）；真空分离胶促凝管

（浙江康是医疗器械有限公司）。哥伦比亚血琼脂及营

养琼脂培养基（贝瑞特生物技术有限责任公司）；样

本稀释液（法国生物梅里埃公司）。

1.2 方法

1.2.1 标本来源

收集 2022 年 2—5 月浙江医院住院患者血培养

标本 1 154 份。研究通过浙江医院伦理委员会审查，

审批号：2022 临审第（96K）号。

1.2.2 细菌富集纯化

采用改良分离胶分离法富集纯化菌体。从血培养

阳性瓶中抽取 4.0 mL 标本至真空分离胶促凝管，

1 240×g 离心 10 min，弃上清液。促凝管中加入

1 000 μL 样本稀释液，轻微上下颠倒混匀后转移至

1.5 mL 无菌 EP 管中，15 000×g 离心 3 min 后弃上

清液。随后向 EP 管中加入 500 μL 样本稀释液，移

液枪轻吹沉淀物斜面上的少量红细胞层悬浮并用枪头

吸干，再加入 1 000 μL 样本稀释液吹打混匀后重复

离心 1 次，弃上清液，如上 2 次洗涤后得到的沉淀

物为较纯的灰白色菌泥。

1.2.3 活菌量检测

采用平板菌落计数法检测血培养阳性瓶菌体浓

度。血培养仪器报警阳性后立即将报警瓶取出，轻轻

颠倒混匀，取 4.0 mL 标本注入分离胶促凝管。另取

9 支无菌 EP 管，每管加入 900 μL 样本稀释液。从

分离胶促凝管中吸取 100 μL 血培养阳性标本加入第

1 支 EP 管中，并依次倍比稀释，稀释倍数为 101~
109 倍。混匀后每管吸取 10 μL 菌悬液点种至营养琼

脂平板，每管至少重复 3 个点样。（35±1）℃孵育

18~24 h，计算菌落数。经分离胶促凝管离心富集、

洗涤纯化后的细菌采用上述步骤计算活菌浓度。

1.2.4 菌种质谱鉴定

按照实验室 VITEK MS 质谱仪标准操作规程，

取少量菌泥涂片、革兰染色，同时取 1.0 μL 菌泥均

匀涂抹在 VITEK MS 质谱仪靶板孔上，每个样本涂 3
个重复孔，每孔加 1.0 μL 质谱样品处理基质液，待

干燥后进行质谱鉴定。若染色结果为革兰阳性菌，则

在每孔加基质液处理前，先加 0.5 μL 甲酸预处理。

1.2.5 快速药敏试验

按照实验室 VITEK2 Compact 系统标准操作规

·· 733



预防医学 2023年8月第 35 卷第8期 Prev Med, Aug. 2023, Vol. 35 No.8

程，取少量 1.2.2 中得到的菌泥制备 0.50~0.63 麦氏

浊度菌悬液（0.50 麦氏浊度=1.5×108 CFU/mL）。采用

VITEK2 Compact 系统进行药敏试验，包括阿莫西林

克拉维酸、哌拉西林他唑巴坦、头孢西丁、头孢呋

辛、头孢他啶、头孢曲松、头孢哌酮舒巴坦、头孢吡

肟、厄他培南、亚胺培南、美罗培南、阿米卡星、左

氧氟沙星、替加环素、复方新诺明、青霉素、氨苄西

林、苯唑西林、庆大霉素、莫西沙星、红霉素、克林

霉素、力奈唑胺、达托霉素、替考拉宁、万古霉素和

利福平等 27 种临床常用抗生素。

1.2.6 方法准确性评价

传统 VITEK2 Compact 检测方法（以下简称传统

法），即按照本实验室血培养标准操作规程取 100~
200 μL 血培养瓶中阳性培养液转种至哥伦比亚血琼

脂培养基，经 35 ℃孵育过夜，挑取培养基上的菌落

制备成 0.50~0.63 麦氏浊度菌悬液，采用 VITEK2
Compact 系统同时进行菌种鉴定和药敏试验。1 154
份血培养标本采用传统法检测，阳性血培养标本 174
份，均为单一细菌感染；阴性血培养标本 980 份，

培养 7 d 后经细菌涂片、转种培养结果呈阴性。以传

统法检测结果为标准，检验本方法的准确性：阳性血

培养菌种鉴定准确率（%） =（准确鉴定菌种株数/阳
性血培养总株数） ×100%；药敏检测准确率（%） =
（某项药敏检测结果与传统法完全一致的份数/该项药

敏检测总份数）×100%；阴性血培养标本鉴定准确率

（%） = （准确鉴定血培养阴性份数/阴性血培养总份

数）×100%。

2 结 果

2.1 菌种鉴定结果

本方法鉴定临床 1 154 份血培养标本，得到阴性

结果 979 份，阳性结果 175 份（1 份阴性标本被鉴

定为奇异变形杆菌），阴性标本鉴定准确率为 99.90%
（979/980）。对 174 份真阳性标本进行菌种鉴定，质

谱分析上清液杂峰明显减少，细菌纯化程度较好，

见图 1。1 株大肠埃希菌、4 株凝固酶阴性葡萄球

菌、1 株星座链球菌、2 株解没食子酸链球菌和 1
株鸟肠球菌采用本方法鉴定未能获得准确结果；其

余 165 株菌种鉴定结果均与传统法一致。菌种鉴定

准确率为 94.83% （165/174），其中革兰阴性菌鉴定

准确率为 99.21%（125/126），革兰阳性菌为 82.22%
（37/45）。
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注：A为含革兰阳性菌的血培养需氧瓶中培养物；B为含革兰阳性菌的血培养厌氧瓶中培养物；C为含革兰阴性菌的血培养需氧瓶中培养物；

D为含革兰阴性菌的血培养厌氧瓶中培养物。

图 1 4 种血培养标本菌种鉴定质谱峰图

Figure 1 Mass spectrogram for bacterial identification in four types of blood culture specimens

2.2 药敏试验结果

对与传统法鉴定结果相符的 158 株菌（1 株脆

弱拟杆菌、1 株星座链球菌、2 株缓症链球菌、1 株

微生子梭杆菌和 2 株地衣芽孢杆菌未做药敏试验）

进行药敏试验，准确率为 90.17%；其中革兰阴性菌

准确率为 90.27%，革兰阳性菌准确率为 89.74%。

见表 1、表 2。
2.3 本方法与传统法用时比较
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表 1 革兰阴性菌药敏试验结果

Table 1 Antimicrobial susceptibility testing for Gram-negative
bacterial isolates

抗生素

超广谱β内酰胺酶

阿莫西林克拉维酸

哌拉西林他唑巴坦

头孢西丁

头孢呋辛

头孢呋辛酯

头孢他啶

头孢曲松

头孢哌酮舒巴坦

头孢吡肟

厄他培南

亚胺培南

美罗培南

阿米卡星

左氧氟沙星

替加环素

复方新诺明

合计

检测

株数

90
108
120
101
112
112
123
108
124
123
107
122
14

121
124
128
123

1 860

与传统法结

果一致株数

78
87

111
98
91
90

118
101
116
118
102
106
14

120
104
108
117

1 679

准确率/%

86.67
80.56
92.50
97.03
81.25
80.36
95.93
93.52
93.55
95.93
95.33
86.89

100.00
99.17
83.87
84.37
95.12
90.27

158 份标本从血培养仪器报警阳性起，本方法的

菌种鉴定时长为 50~60 min，传统法为≥30 h；最终

报告时长传统法平均为 30.0～36.4 h，本方法可缩短

为 9.0～18.0 h。见表 3。
3 讨 论

本研究采用改良过的分离胶分离法富集纯化菌

体，通过优化转速、时间和洗涤方法等参数，无需经

乙醇沉淀菌体蛋白、甲酸/乙腈溶解提取［8］或反复多

次离心洗涤［9］等过程，不仅操作简单省时，还能较

好保持细菌活性［10］，活菌浓度可达到 VITEK2 Com⁃
pact 系统对富集纯化细菌直接进行药敏试验的要求。

改良分离胶分离法得到的细菌纯化物可直接进行

菌种鉴定，鉴定结果准确率较高，为 94.83%。阴性

血培养标本鉴定准确率为 99.90%，仅 1 份阴性血培

养标本被鉴定为奇异变形杆菌，可能原因是质谱仪靶

板污染。若待鉴定菌为革兰阳性菌，该菌涂质谱靶板

孔后先加甲酸预处理，鉴定准确率会大大提高。有 1
株大肠埃希菌和 8 株革兰阳性球菌未能准确获得鉴

定结果，可能原因是靶板或纯化物被污染，提示在实

表 2 革兰阳性菌药敏试验结果

Table 2 Antimicrobial susceptibility testing for Gram-positive
bacterial isolates

抗生素

青霉素

氨苄西林

苯唑西林

头孢西丁

庆大霉素

左氧氟沙星

莫西沙星

诱导克林霉素耐

药试验

耐甲氧西林葡萄

球菌

红霉素

克林霉素

利奈唑胺

达托霉素

替考拉宁

万古霉素

替加环素

利福平

复方新诺明

合计

检测株数

27
11
24
23
23
33
23
21

23

23
23
32
28
28
34
31
22
23

429

与传统法结

果一致株数

26
11
23
23
20
31
23
20

23

20
21
31
27
5
28
31
22
23

385

准确率/%

96.30
100.00
95.83

100.00
86.96
93.94

100.00
95.24

100.00

86.96
91.30
96.88
96.43
17.86
82.35

100.00
100.00
100.00
89.74

表 3 158 份临床阳性血培养标本传统法和本方法用时比较

Table 3 Comparison of the duration for bacterial identification
and antimicrobial susceptibility testing between the conventional

VITEK 2 compact system and the new assay in 158 positive
blood culture specimens

菌种

革兰阴性菌

大肠埃希菌（n=46）
肺炎克雷伯菌（n=42）
其他肠杆菌科（n=23）
鲍曼不动杆菌（n=3）
铜绿假单胞菌（n=4）
其他非发酵菌（n=6）

革兰阳性菌

其他葡萄球菌（n=17）
肠球菌属（n=8）
金黄色葡萄球菌（n=5）
链球菌属（n=4）

传统法用时/h

30.2±2.0
30.3±1.3
32.5±1.8
30.0±2.3
33.5±2.2
35.8±2.3

32.1±1.7
30.9±2.5
36.4±1.4
31.5±1.6

本方法用时/h

10.7±1.9
10.8±1.3
13.0±1.6
9.6±0.4

13.9±1.4
15.8±1.8

12.4±2.7
10.7±0.3
18.0±1.3
9.0±0.4
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际操作过程中靶板的清洁和无菌操作至关重要。日常

工作中，和涂片染色、转种培养相比，本方法对由于

环境改变、电子噪音、血量过多或患者存在高白细胞

或高红细胞状态引起仪器假阳性报警的确认也具有一

定价值。

传统法最终报告时间为 36~48 h，难以满足血流

感染患者的快速诊治要求。国内外虽已有快速药敏检

测方法的报道，如分子方法检测耐药基因和基于

MALDI-TOF MS 技术的直接靶板微滴生长法等［11］，

但这些方法多因应用范围局限、价格昂贵、操作复杂

和可靠性差等问题，并未在普通临床实验室普及应

用。本研究在细菌富集纯化后直接采用 VITEK2
Compact 系统进行药敏试验，准确率为 90.17%，与

相关文献报道［12］基本一致，一些关键抗生素如头孢

他啶、头孢曲松、头孢哌酮舒巴坦、哌拉西林他唑巴

坦、美罗培南、青霉素、氨苄西林、苯唑西林、头孢

西丁和利奈唑胺的准确率均超过 90%，可满足临床

应用需求。

本研究采用改良分离胶分离法富集纯化细菌，联

用 VITEK MS 质谱仪和 VITEK2 Compact 系统可减少

阳性血培养细菌转种培养时间，最终报告时间缩短至

9~18 h（传统法至少 30 h），其中细菌鉴定时间缩短

至 1 h 以内，实现了对血培养标本的快速鉴定和药敏

检测，准确性较高，有助于血流感染患者的快速诊断

和治疗。本方法虽然较传统法更加高效，但仍存在真

菌鉴定准确率低、不能有效鉴定 2 种及以上病原菌

同时引起的血流感染等问题。今后将继续对现有技术

平台进一步优化，探寻更加精确、高效的菌种鉴定和

药敏检测新技术。
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