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营养肉汤培养法在新型冠状病毒肺炎并发感染 
患者其他病原菌培养中的应用

王锦萍 王军 梁连辉 陈春明 梁栋 吴玉萍

【摘要】 目的 探讨新型冠状病毒肺炎（新冠肺炎）患者并发感染时，将营养肉汤培养法应用于其他病

原菌培养的可行性。方法 收集 2020 年 1—5 月中山市第二人民医院收治的新冠肺炎并发感染患者的 89 份 

其他病原菌标本，分别使用营养肉汤微生物学培养法（营养肉汤培养组）与传统微生物学培养法（传统培养

组）进行培养，比较两种培养方法检出细菌和真菌的阳性率差异以及检出的病原菌分布。结果 标本来源

主要为肺泡灌洗液、导管尖端、伤口分泌物等，细菌培养标本 65 份，真菌培养标本 24 份。营养肉汤培养组

与传统培养组的细菌检出阳性率比较差异无统计学意义〔55.3%（36/65）比 52.3%（348/65），P＞0.05〕，一致

性优（K＝0.938）；营养肉汤培养组与传统培养组的真菌检出阳性率比较差异亦无统计学意义〔58.3%（14/24）

比 50.0%（12/24），P＞0.05〕，一致性优（K＝0.834）；营养肉汤培养组与传统培养组的细菌和真菌总检出阳

性率比较差异无统计学意义〔56.2%（50/89）比 51.7%（46/89），P＞0.05〕，一致性优（K＝0.910）。营养肉汤培

养组和传统培养组检出率最高的病原菌为嗜麦芽窄食单胞菌〔分别为 62.0%（31/50）、65.2%（30/46）〕、近光

滑假丝酵母菌〔分别为 18.0%（9/50）、17.4%（8/46）〕。结论 营养肉汤培养法可在新冠肺炎初发时期和突

发公共卫生事件的病原菌培养中使用，有助于降低检验人员培养其他病原菌时感染新冠肺炎的风险。
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【Abstract】 Objective  To explore the feasibility of using the nutrient broth culture method for other pathogens 

in coronavirus disease 2019 (COVID-19) patients with concurrent infection. Methods A total of 89 samples  

of other pathogenic bacteria in COVID-19 patients complicated with infection were collected from the Second People's 

Hospital of Zhongshan City from January to May 2020, and cultured with nutritient broth microbiology method 

(nutritient broth culture group) and traditional microbiology method (traditional culture group). The differences in the 

detection results of bacteria and fungi and the distribution of pathogens detected by the two culture methods were 

compared. Results The main sources of specimens were alveolar lavage fluid, catheter tip and wound secretion. There 

were 65 bacterial culture specimens and 24 fungal culture specimens. There was no significant difference in bacterial 

detectable rates between nutritient broth culture group and traditional culture group [55.3% (36/65) vs. 52.3% (34/65),  

P > 0.05], with excellent consistency (K = 0.938). There was no significant difference between the nutritient broth culture 

group and traditional culture group in fungal detectable rates [58.3% (14/24) vs. 50.0% (12/24), P > 0.05], with excellent 

consistency (K = 0.834). There was no significant difference in total detectable rates of bacteria and fungi between 

nutritient broth culture group and traditional culture group [56.2% (50/89) vs. 51.7% (46/89), P > 0.05], with excellent 

consistency (K = 0.910). The pathogens with the highest detectable rate nutritient broth culture and traditional culture 

groups were Stenotrophomonas paedophilia [62.0% (31/50) and 65.2% (30/46)] and Candida albicans [18.0% (9/50)  

and 17.4% (8/46)]. Conclusion The nutrient broth culture method could be used for pathogen culture in the early 

onset of COVID-19 and unexpected public health events, and reduce the inspectors' infection risk of COVID-19.
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 新型冠状病毒（2019 novel coronavirus，2019-nCoV） 

引起的新型冠状病毒肺炎（新冠肺炎）自 2019 年出

现后，已在多个国家传播，构成全球范围的流行［1-2］。 

随着患者不断增多，新冠肺炎并发肺部细菌感染病

例也逐渐增多，微生物学检验标本不可灭活，且含有

高载量的 2019-nCoV，造成微生物培养检验医师感

染风险增加。本研究收集新冠肺炎并发感染患者的

细菌和真菌培养标本，采用营养肉汤培养法进行微

生物学培养，并与传统微生物培养法进行比较，旨在

减少微生物培养过程中的生物安全风险，现将结果

报告如下。

1 资料与方法 

1.1 研究对象　收集 2020 年 1—5 月本院收治的

新冠肺炎并发感染患者的 89 份细菌和真菌培养标

本，新冠肺炎病例诊断标准符合国家卫生健康委制

定发布的新冠肺炎诊疗方案［3-4］。

1.2 仪器与试剂　采用 BD Phoenix-100 全自动微

生物鉴定及药敏分析仪（美国碧迪公司 )，VITEK®R 

MS 微生物质谱检测仪和 BACT/Alert 3D 全自动血培

养仪（法国生物梅里埃公司），Thermo 371 CO2 培养

箱，Thermo Scientific 1300 系列 A2 生物安全柜（美国

赛默飞公司）。质量控制（质控）菌株为大肠埃希菌

ATCC25922，金黄色葡萄球菌 ATCC25923，铜绿假单 

胞菌 ATCC27853，白色念珠菌 ATCC90028。

1.3 研究方法

1.3.1 不同标本处理方法　① 胆汁、腹水、胸水 ：

营养肉汤培养组标本存储于梅里埃血培养瓶，传统

培养组标本存储于无菌容器 ；② 导管尖端、伤口分

泌物、中段尿 ：营养肉汤培养组标本存储于 4 mL 营

养肉汤螺旋管中，传统培养组标本存储于无菌容器，

其中中段尿需要 1 mL ；③ 肺泡灌洗液 ：营养肉汤培

养组标本存储于 4 mL 营养肉汤螺旋管，传统培养组

标本存储于无菌容器。所有标本均给予 3 层包装，

置于贴有生物安全标识的样本箱，立即送检。

1.3.2 不同标本培养方法　在生物安全柜中打开包

装，对无菌容器进行乙醇消毒。挑取黏稠肺泡灌洗液

标本进行涂片检查，紫外线照射 30 min 灭活病毒，置

于染片盒里染革兰 1 液，从生物安全柜中拿出进行

后续染色。经革兰染色后，若每个低倍视野可见上 

皮细胞＜25 个、白细胞＞10 个，则为合格标本。① 营 

养肉汤培养组：胆汁、腹水、胸水标本直接置于全自

动血培养鉴定仪培养；导管尖端、伤口分泌物、中段

尿、肺泡灌洗液标本在营养肉汤螺旋管里经 37 ℃，

18～24 h 增菌后接种于血平板、麦康凯平板、巧克力

平板和沙保罗平板。② 传统培养组：胆汁、腹水、胸

水、导管尖端、伤口分泌物标本接种于血平板、麦康

凯平板、巧克力平板、营养肉汤和沙保罗平板；中段

尿、肺泡灌洗液标本接种于血平板、麦康凯平板、嗜

血杆菌巧克力平板和沙保罗平板。

1.3.3 菌种鉴定及药敏试验　所有标本经 37 ℃，

18～24 h 分离培养后，挑选可疑菌落进行菌种鉴定

及药敏试验。结果判定按照美国临床与实验室标准

协会 2019 年第 29 版抗菌药物敏感性试验执行标准

（M100-S29）执行。

1.3.4 生物安全防护　检验人员采取三级防护措

施，穿着隔离服，佩戴 N95 口罩和双层橡胶手套。

配置负压独立实验室及外排式 A2 生物安全柜，标

本的接种、涂片、鉴别及药敏试验均尽量在生物安

全柜中操作。标本培养需要一层包装，经 75% 乙醇

消毒后移出生物安全柜，放入培养箱培养，在不影响

鉴定结果的前提下，全自动微生物鉴定仪所用鉴定

试剂在上机前须经紫外线照射 30 min 或 75% 乙醇

消毒。医疗废物须进行高压灭菌处理。

1.4 伦理学　本研究符合医学伦理学标准，并经本

院伦理审批（审批号 ：20211101），所有检测及治疗

均获得过患者或家属的知情同意。

1.5 统计学处理　采用 SPSS 16 软件进行统计分

析，计数资料以株（%）表示，采用 χ2 检验。P＜0.05

为差异有统计学意义。采用 Kappa（K）检验两种方

法的一致性，K＞0.8 说明一致性优。

2 结果 

2.1 本院收集标本来源分布及数量　共收集 89 份

待检标本。见表 1。

表 1 2020 年 1—5 月新冠肺炎并发感染患者
标本来源分布及数量

培养
类型

标本数
（份）

标本来源（份）

胆汁 腹水 胸水
导管
尖端

中段尿
伤口

分泌物
肺泡

灌洗液

细菌培养 65 1 1 2 5 3 6 47
真菌培养 24 0 0 2 1 1 2 18
总计 89 1 1 4 6 4 8 65

2.2 不同培养方法两组标本细菌和真菌培养结果

比较　营养肉汤培养组与传统培养组的细菌培养

检测结果比较差异无统计学意义（P＞0.05），K 值为

0.938，表明两种方法一致性优。营养肉汤培养组与

传统培养组的真菌培养检测结果比较差异亦无统计

学意义（P＞0.05），K 值为 0.834，表明一致性优。营
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养肉汤培养组与传统培养组的培养细菌和真菌总检

出阳性率比较差异无统计学意义（P＞0.05），K 值为

0.910，表明两种方法一致性优。因此，营养肉汤培

养法与传统培养法的检出结果一致性较高，可认为

营养肉汤培养法可靠。见表 2。

从而达到降低微生物培养风险的目的。

 比较不同微生物培养方法所得病原菌检出结

果，营养肉汤培养组和传统培养组检出率差异无统

计学意义，两种方法一致性优。可见营养肉汤法与

传统培养法的病原体检出情况基本一致，而且对于

目标菌株的鉴定结果也几乎一致，产生的差异主要

为 1 份导管尖端标本和 3 份肺泡灌洗液标本的随

机样本误差。导管尖端、伤口分泌物、中段尿标本

置于营养肉汤中送检，马上置于 37 ℃培养箱孵育

12～24 h 再转种，此方法与传统培养法比较，理论上

更容易保存菌种并培养出目标菌种，但因为本研究

样本量较少，缺乏理论支持，暂作为一致结论。对肺

泡灌洗液标本采用营养肉汤培养法是首次使用，传

统培养法 3 例阴性结果可能由检验人员对阳性目标

菌株的判断差异引起，而肺泡灌洗液的细菌培养和

真菌培养标本量比其他类型标本多，且肺泡灌洗液

标本检测对检验人员的微生物学检验技术要求较

高，需要区分污染菌、定植菌、咽部正常菌群和条件

致病菌等，由此产生人为随机误差的可能性较大。

使用两种培养方法对胆汁、腹水、胸水标本的检测

结果一致，因此不做讨论。

 从生物安全角度来看，营养肉汤培养法与传统

培养法相比能降低病毒载量，减少检验医师职业暴

露的风险。在微生物标本的送检过程中，可能存在

各类无菌容器标本泄漏的问题，虽然可以重新采集

标本，但无疑会增加采样人员和检验人员的感染风

险。无论是对盛放肺泡灌洗液的支纤瓶还是采集难

度较高的胆汁、腹水、胸水标本，传统培养法的流程

是临床医生采集后将标本放入无菌容器 3 层包装立

即送检，运送过程中标本有泄露风险，但通常由检验

人员接收标本后，进入微生物实验室开始检测时才

能发现标本泄露问题，继而通知临床科室标本污染，

需要重取送检。营养肉汤培养法相对传统培养法可

以很好地解决部分人为造成的标本泄漏问题，采用

螺旋口营养肉汤管代替传统的支纤瓶，不需人工封

口，能减少带有开放性接口的支纤瓶泄漏问题 ；胆

汁、腹水、胸水标本直接由临床医生抽取后置入血

培养瓶送检，由全自动血培养仪 24 h 不间断检测数

据，减少人工操作步骤，从而减少人为操作不当导致

的污染和标本泄漏问题，同时可在最短时间内发现

阳性结果，在保证检验结果准确的同时降低采样人

员和检验人员的感染风险。对于新冠肺炎患者，特

别是重症和危重症患者，减少重新取样次数还能减

表 3 2020 年 1—5 月新冠肺炎并发感染患者
标本检出病原菌种类及构成比

病原菌名称
营养肉汤培养组 传统培养组

株数（株） 构成比（%） 株数（株）构成比（%）

嗜麦芽窄食单胞菌 31 62.0 30 65.2
表皮葡萄球菌 2 4.0 1 2.2
溶血葡萄球菌 1 2.0 1 2.2
链球菌 2 4.0 2 4.3
白色假丝酵母菌 3 6.0 2 4.3
近光滑假丝酵母菌 9 18.0 8 17.4
马尔尼菲篮状菌 2 4.0 2 4.3
总计 50 100.0 46 100.0

表 2 不同培养方法两组细菌及真菌检测结果比较

培养
类型

标本数
（份）

营养肉汤培养组 传统培养组

阳性菌株
（株）

阳性率
（%）

阳性菌株
（株）

阳性率
（%）

细菌培养 65 36 55.3 34 52.3
真菌培养 24 14 58.3 12 50.0
总计 89 50 56.2 46 51.7

2.3 微生物鉴定　经全自动微生物鉴定及药敏分

析仪和微生物质谱检测仪检测，营养肉汤培养组与

传统培养组检出的主要病原菌分布基本相同，检

出率最高的病原菌为嗜麦芽窄食单胞菌〔分别为

62.0%（31/50）、65.2%（30/46）〕和近光滑假丝酵母菌

〔分别为 18.0%（9/50）、17.4%（8/46）〕。见表 3。

3 讨论 

 2019-nCoV 是一种直径为 60～140 nm 的 β 属

冠状病毒，病毒颗粒有包膜，呈圆形、椭圆形或多形

型，以呼吸道飞沫、密切接触和气溶胶为主要传播

途径［5-6］。有研究报道，2019-nCoV 可经冷链传播［7］， 

气溶胶传播途径亦备受关注。新冠肺炎疫情期间，

医院检验科在工作流程、人员配置、后勤保障等方

面都需要采取应对措施，在最大限度保障检验医师

安全的前提下高效地完成病原体检测工作［8］。微

生物实验室通常为密闭空间，检验人员处理新冠

肺炎患者体液标本时除密切接触外，还会产生高浓

度气溶胶。细菌或真菌培养时间为 3～7 d，培养过

程不可灭活标本或病毒，大大增加了检验人员感染

2019-nCoV 的可能性，营养肉汤培养法在采样时可

减少采集量，且培养前灭活病毒，能减少病毒载量，
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少患者痛苦，因此营养肉汤培养法优势明显。

 营养肉汤培养法对标本量无要求，只需少量标

本即可进行培养，且培养时只需接种增菌后的营养

肉汤即可，因此能降低后续培养及鉴定过程中培养

皿及菌种携带的病毒载量。有研究显示，2019-nCoV 

在体外可存活 4～6 h，附着于新冠肺炎患者分泌物

上则可存活 4～5 d［9］。2019-nCoV 颗粒直径约为

0.06～0.20 nm，真菌颗粒直径约为 2.5～60.0 nm，球

菌颗粒直径约为 0.4～1.2 nm，杆菌颗粒直径约为

0.3～4.0 nm［10］，因此微生物学培养的菌株可以成为

携带 2019-nCoV 的微生物气溶胶，减少标本量可以

从源头上减少病毒载量。

 采用营养肉汤培养法时，实验室接收标本后可

以保留最后一层包装，于培养箱中 37 ℃静置培养

12～24 h，操作时能减少气溶胶产生。有研究表明，

高浓度 2019-nCoV 在 35～40 ℃条件下可在 1 d 内

完全失去活性，当超过 40 ℃时只能存活 6 h［11-12］。

本研究中营养肉汤培养法的培养时间虽然有时未达

到 24 h，但也起到有效降低 2019-nCoV 活性的作用。

虽然随着病毒的变异，温度对其影响可能变小，但只

要控制好培养时间就能起到减毒的作用。

 目前认为 2019-nCoV 疫苗可有效预防新冠肺

炎，但“疫苗后时代”还可能产生不可预知的问题。

最早于 2020 年 10 月在印度发现的德尔塔（Delta）

变异株是 2019-nCoV 的变异毒株之一，其在 2021 年 

5 月 21 日后从境外输入至我国广东省，并引发了局

部聚集性疫情［13］，2019-nCoV Delta 变异株的平均

潜伏期约为 4.4 d，较原始毒株缩短了 1～2 d，具有

较快的传播速率［14-15］。已接种疫苗的健康人群仍

然有感染 2019-nCoV Delta 变异株的风险，且无症状

感染者的比例有所降低［16-17］。2021 年 11 月 9 日， 

南 非 再 次 分 离 出 2019-nCoV 新 变 异 株 奥 密 克 戎

（Omicron），此变异株是否比 Delta 变异株有更强的

传播力和竞争优势，以及是否对现有疫苗产生免疫

逃逸，尚有待进一步的研究。

 随着新冠肺炎在全球的大范围流行，可预测还

会出现更多新变异株，抗 2019-nCoV 特效药的临床

应用可能需要更长的时间，感染控制仍是目前疫情

防控的重中之重，生物安全防控还是可控制的手段，

营养肉汤培养法从生物安全角度来说，适合在新冠

肺炎时期和其他突发公共卫生事件中应急使用，既

能保证培养效果，同时可降低相关人员的感染风险。
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