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  [摘 要] 目的 自制一种负压血培养瓶,提升临床病原微生物诊断检验功效。方法 自制的负压血培

养瓶采用100
 

mL玻璃输液瓶,由瓶体和瓶盖构成,瓶盖密封的瓶体内呈负压状态,密封瓶体内温度为-10~
65

 

℃,湿度为小于或等于85%,压力为-50~-30
 

kPa,在瓶口处设有包裹瓶口的玻璃纸,玻璃纸外面包裹纱

布,负压状态的瓶内装有30
 

mL的血培养基。血培养基配方参照《全国临床检验操作规程》第4版进行调试、消

毒、负压制备等环节,进行临床性能验证实验。结果 自制负压血培养瓶在所有菌株最低浓度级别时均培养出

阳性,阳性符合率为100%。自制负压血培养瓶检验结果与传统血培养瓶比较,差异无统计学意义(P>0.05)。
结论 自制负压血培养瓶采集血液时可与其他检验项目的负压管一起,一次穿刺,可减少二次损伤和污染,在

临床病原微生物检验中具有现实的临床价值。
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[Abstract] Objective To

 

develop
 

a
 

practical
 

negative
 

pressure
 

blood
 

culture
 

bottle,and
 

to
 

improve
 

the
 

efficacy
 

of
 

clinical
 

pathogenic
 

microorganism
 

diagnosis
 

and
 

inspection.Methods The
 

self-made
 

negative
 

pres-
sure

 

blood
 

culture
 

bottle
 

adopted
 

a
 

100
 

mL
 

glass
 

infusion
 

bottle,which
 

was
 

composed
 

of
 

a
 

bottle
 

body
 

and
 

a
 

bottle
 

cap.The
 

bottle
 

body
 

sealed
 

by
 

the
 

bottle
 

cap
 

was
 

in
 

a
 

negative
 

pressure
 

state.The
 

temperature
 

in
 

the
 

sealed
 

bottle
 

body
 

was
 

-10
 

-
 

65
 

℃,the
 

humidity
 

was
 

≤
 

85%,and
 

the
 

pressure
 

was
 

-50--30
 

kPa.There
 

was
 

cellophane
 

wrapping
 

the
 

bottle
 

mouth
 

at
 

the
 

bottle
 

mouth.The
 

outside
 

of
 

the
 

cellophane
 

was
 

wrapped
 

with
 

gauze.The
 

bottle
 

in
 

the
 

negative
 

pressure
 

state
 

was
 

provided
 

with
 

30
 

mL
 

blood
 

culture
 

medium.The
 

for-
mula

 

of
 

blood
 

culture
 

medium
 

was
 

debugged,disinfected
 

and
 

prepared
 

under
 

negative
 

pressure
 

according
 

to
 

the
 

fourth
 

edition
 

of
 

National
 

Clinical
 

Laboratory
 

Procedures,and
 

the
 

clinical
 

performance
 

was
 

verified.
Results The

 

self-made
 

negative
 

pressure
 

blood
 

culture
 

bottle
 

showed
 

positive
 

results
 

at
 

the
 

lowest
 

concentra-
tion

 

level
 

of
 

all
 

strains,with
 

a
 

positive
 

coincidence
 

rate
 

of
 

100%.There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

between
 

the
 

self-made
 

negative
 

pressure
 

blood
 

culture
 

bottle
 

and
 

the
 

traditional
 

blood
 

culture
 

bottle(P>0.05).Con-
clusion The

 

self-made
 

negative
 

pressure
 

blood
 

culture
 

bottle
 

can
 

be
 

punctured
 

once
 

together
 

with
 

the
 

nega-
tive

 

pressure
 

tubes
 

of
 

other
 

inspection
 

items,which
 

can
 

reduce
 

the
 

secondary
 

injury
 

and
 

pollution
 

rate.It
 

has
 

practical
 

clinical
 

value
 

in
 

clinical
 

pathogenic
 

microorganism
 

inspection.
[Key

 

words] Pathogenic
 

microorganism; Negative
 

pressure; Blood
 

culture
 

bottle; Microbial
 

sensi-
tivity

 

inspection

  目前,国内外用于诊断感染性病原体的血培养方

法至今仍然是直接从血中检出病原菌和进行药敏试

验的“金标准”。但国内医院血培养系统不同检测手

段的局限性,以及国内的研究现状和军队野外驻训、
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国际维和、抗震救灾等突发事件对感染性血液感染的

诊疗较困难。当前,国内医院血培养瓶大多数采用美

国BD
 

公司和法国梅里埃公司生产的全自动血液培养

系统配套产品,由于设备和配套耗材价格昂贵的原

因,小医院仍然采用传统手工血培养瓶,采集2次以

上血液进行培养,导致检验试剂成本、人力成本、耗材

成本及污染率等升高。据统计,新生儿血流感染是由

于病原体侵入患儿血液所引起的全身感染性疾病,是
新生儿死亡的重要原因之一[1]。新生儿复数菌血流

感染与多方面因素有关,临床防治应从其主要相关危

险因素入手,减少采集血液培养困惑,减少医院内感

染的发生,合理使用抗菌药物,关注早产儿与危重患

儿救治是减少新生儿复数菌血流感染的主要措施[2]。
由于采集的血液被污染的因素有很多种,如住院时间

延长、药物成本增加等,从而引起假阳性血培养率达

0.6%~6.0%[3]。受污染的血液培养对就诊患者有

两方面的影响:(1)临床治疗时间、疗效等;(2)经济方

面的支出增加。为有效控制血培养被污染,比较好的

方法是监测和反馈污染率,如采用干预方法,污染率

大约减少了50%[4]。KELLY等[5]通过研究污染率

减少的简单信息干预的效果评估发现,干预前血培养

污染率为2.59%,干预后为2.23%。不同地区血培

养病原菌分布情况的差异可能与不同地区儿童常见

疾病类型、细菌流行种类,以及抗菌药物的使用种类、
强度等有关,这也为该地区医疗机构合理使用抗菌药

物提供了借鉴[6]。为减少血培养污染,医疗工作者近

年来在这方面做了很多的努力。主观方面包括防止

人员将外源细菌带入血培养瓶和加强对采血者的培

训;客观方面包括采用降低阳性血液培养中病原体污

染物的方法。本研究旨在实现立足血培养瓶国产化

并提高检验效率、减少不必要的一些步骤,从而避免

污染,降低耗材和人力成本,提升临床病原微生物诊

断的检验功效。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 材料 瓶体、培养基、瓶盖、玻璃纸、纱布、细
线等。自制负压血培养瓶构造体包括瓶体和瓶盖,瓶
内温度为-10~65

 

℃,湿度为小于或等于85%,压力为

-50~-30
 

kPa,在瓶口处有包裹瓶口的玻璃纸,玻璃

纸外面包裹纱布,瓶内有血培养基,容量为30
 

mL。自

制负压血培养瓶结构示意图和剖析图见图1。

1.1.2 血培养基配方 包括胰蛋白胨0.15
 

g、酪蛋

白胨0.45
 

g、牛肉膏0.09
 

g、氯化钠0.15
 

g、葡萄糖

0.01
 

g、枸橼酸钠0.09
 

g、七水硫酸镁0.15
 

g、0.5%
对氨基苯甲酸

 

1
 

mL、酵母浸液2
 

mL、酚红0.4%
 

0.5
 

mL、肌醇0.01
 

g、甘油0.5
 

mL、非离子活性剂1
 

mL、

盐酸吡哆醛0.01
 

g、含铁的柠檬酸铵0.01
 

g、磷酸钾

0.03
 

g、非离子吸附树脂1.00
 

g、阳离子交换树脂

1.00
 

g、精氨酸0.05
 

g、重碳酸钠0.03
 

g等。

  注:A.示意图;B.剖析图;1.瓶体;2.培养基;3.瓶盖;4.玻璃纸;

5.纱布;6.细线。

图1  自制负压血培养瓶结构示意图和剖析图

1.2 方法

1.2.1 自制负压血培养瓶的制备

1.2.1.1 准备实验材料 用医院常用的100
 

mL玻

璃输液瓶,瓶子和瓶盖清洗干净,高温121
 

℃消毒

5
 

min后备用。

1.2.1.2 实验方法 (1)除对氨基苯甲酸、硫酸镁、
酚红外所有血培养基的配方物质均称好,煮化充分溶

解后调整pH为7.4±0.5;加酚红前必须调整好pH;
(2)在无菌条件下加入硫酸镁、对氨基苯甲酸;(3)余
量为蒸馏水补充至30

 

mL。血培养基pH 为7.4±
0.5,121

 

℃消毒15
 

min后备用。

1.2.1.3 瓶子制成负压状态 负压的压力控制为

-50~-30
 

kPa,用2层玻璃纸包裹后再包裹纱布,
用细线固定后制成负压血培养基。

1.2.2 采用本院临床常见血培养微生物进行留样验

证 将留样菌株从-80
 

℃低温冰箱取出后接种于相

应平板上(血平板、巧克力平板、沙保弱平板),于

35
 

℃、5%二氧化碳环境下过夜培养,且所有菌株传代

2次以确定为纯培养并经质谱验证。见表1。
表1  本院临床常见血培养微生物构成情况

病原菌名称 n 构成比(%)

金黄色葡萄球菌 3 30.0

大肠埃希菌 2 20.0

白色念珠菌 1 10.0

脆弱拟杆菌 1 10.0

肺炎链球菌 3 30.0

合计 10 100.0
 

1.2.3 无菌实验 参照《中华人民共和国药典》2005
年版的无菌检查方法[7]。采用薄膜过滤法,将自制负

压血培养瓶中的培养基过滤,冲洗(冲洗液为pH
 

7.0
氯化钠-蛋白胨缓冲液),冲洗量为每张膜400

 

mL,冲
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洗50
 

mL,每次抽干,以大肠埃希菌为阳性对照菌。
培养条件为硫乙醇酸盐流体培养基桶30~35

 

℃培

养,真菌培养基23~28
 

℃培养。各管置于规定的温

度培养5
 

d,逐日记录结果。

1.2.4 有菌试验 采用表面菌落计数法进行有菌试

验,用无菌棉签将自制负压血培养瓶中的培养基涂抹

在营养琼脂表面,采用平板菌落计数法统计菌落数

目。根据微生物在固体培养基上所形成的一个菌落

是由一个单细胞繁殖而成的现象进行的,也就是说一

个菌落即代表一个单细胞。计数时先将待测样品进

行一系列稀释,再取一定量的稀释菌液接种到培养皿

中,使其均匀分布于平皿中的培养基内,经培养后由

单个细胞生长繁殖形成菌落,即可换算出样品中的含

菌数。这种计数法的优点是能测出样品中的活菌数。

1.2.5 性能验证 根据中国合格评定国家认可委员

会分布的《医学实验室质量和能力认可准则》(CNAS-
CLO2

 

CNAS-CLO2:2012)[8]和《医学实验室质量和

能力认可准则在临床微生物学检验领域的应用说明》
(CNAS-CLO2-A005:2018)[9]中有关血培养临床微生

物检验程序要求进行负压培养瓶的性能验证。(1)模
拟临床血流感染患者的细菌含量,挑取留样菌株单个

菌落并用生理盐水配制成0.5麦氏单位(0.5麦氏单

位=1.5×10
 

CFU/mL)的菌悬液,其理论浓度为1×
106~5×106

 

CFU/mL[3];(2)取0.2
 

mL菌悬液于

1.8
 

mL无菌生理盐水中10倍稀释为1×105~5×
105

 

CFU/mL,同法继续分别稀释为1×104~5×104、

1×103~5×
 

103、1×102~5×102
 

CFU/mL,以1×
102~5×102

 

CFU/mL为最低检出限;(3)随机分别取

1
 

mL 浓 度 为1×102~1×105
 

CFU/mL 接 种 于

Bactec9120血培养瓶、传统手工血培养瓶和自制负压

血培养瓶中,置于37
 

℃孵箱,分别按细菌特点进行需

氧、厌氧、真菌及苛氧菌培养。

1.2.6 临床验证 血培养基配方参照《全国临床检

验操作规程》第4版进行调试、消毒、负压制备等环

节,进行临床性能验证实验。选取本院就诊患者210
例作为临床患者血培养标本,选取本院住院患者618
例作为比对验证血培养标本,患者必须签署本研究知

情同意书后建档,然后进入研究流程。临床护士根据

医生申请检验项目,与其他检验采集真空管一样,一
次性消毒,逐次采集血样,包括自制负压血培养瓶,根
据瓶上标注儿童瓶“5

 

mL”、成人瓶
 

“8
 

mL”刻度进行

血量采集。按正常检验培养流程进行试验。

1.3 统计学处理 应用SPSS21.0统计软件进行数

据分析,计数资料以率或构成比表示,采用χ2 检验;3
种血培养瓶对不同浓度标准菌株检出时间比较进行

单因素和多因素非条件logistic回归模型分析,采用

相关系数(R)表示培养瓶检出细菌的相关性。P<
0.05表示差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 无菌试验结果 接种阳性对照菌(大肠埃希菌)
的培养基呈现生长;自制负压血培养瓶无细菌和真菌

生长。见表2。
表2  无菌试验结果

项目 培养1
 

d 培养2
 

d 培养3
 

d 培养4
 

d 培养5
 

d
 

大肠埃希菌 + + + + +

无菌检查(细菌培养基) - - - - -

无菌检查(真菌培养基) - - - - -

  注:-为无细菌生长;+为有细菌生长。

2.2 3种血培养瓶有菌试验结果及最低检测浓度、最
低检出时间比较 3种血培养瓶有菌试验及最低检测

浓度见表3。自制负压血培养瓶在所有菌株的最低浓

度级别时均培养出阳性,阳性符合率为100%。3种

血培养瓶最低检出时间比较,差异有统计学意义(P<
0.05)。见表4。

表3  3种血培养瓶有菌试验及最低检测浓度

病原菌名称
最低检测浓度(CFU/mL)

×104 ×103 ×102 ×101 ×100
R P

金黄色葡萄球菌

 Bactec9120血培养瓶 10.73 14.06 17.31 19.81 24.67 -0.995 <0.001

 传统手工血培养瓶 10.56 15.06 19.37 28.83 30.11 -0.848 0.075

 自制负压血培养瓶 10.56 13.06 17.31 20.14 28.63 -0.966 0.008

大肠埃希菌

 Bactec9120血培养瓶 10.02 13.47 17.03 21.88 20.13 -0.997 <0.001

 传统手工血培养瓶 13.56 14.06 17.06 23.33 24.09 -0.878 0.069

 自制负压血培养瓶 10.50 13.00 16.08 21.32 22.66 -0.987 0.002
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续表3  3种血培养瓶有菌试验及最低检测浓度

病原菌名称
最低检测浓度(CFU/mL)

×104 ×103 ×102 ×101 ×100
R P

白色念珠菌

 Bactec9120血培养瓶 10.00 14.17 17.93 21.82 24.33 -0.997 <0.001

 传统手工血培养瓶 14.50 16.50 19.54 23.81 24.81 -0.838 0.077

 自制负压血培养瓶 13.00 16.08 18.13 17.09 18.13 -0.967 0.007

脆弱拟杆菌

 Bactec9120血培养瓶 8.33 10.23 18.34 19.99 25.03 -0.933 <0.001

 传统手工血培养瓶 7.26 11.45 19.25 20.13 30.33 -0.872 0.067

 自制负压血培养瓶 8.32 10.74 18.66 20.32 29.22 -0.927 0.004

肺炎链球菌

 Bactec9120血培养瓶 9.54 12.34 17.09 21.65 30.46 -0.986 <0.001

 传统手工血培养瓶 9.72 13.09 18.23 21.43 31.64 -0.899 0.035

 自制负压血培养瓶 8.66 12.78 18.67 22.80 29.45 -0.867 0.012

表4  3种血培养瓶最低检出时间比较

病原菌名称
检出时间

(h)
Bactec9120
血培养瓶

传统手工

血培养瓶

自制负压

血培养瓶

金黄色葡萄球菌 12 + - +

24 + + +

48 + + +

大肠埃希菌 12 + - +

24 + + +

48 + + +

铜绿假单胞菌 12 + - +

24 + + +

48 + + +

白色念珠菌 24 + - +

48 + + +

72 + + +

脆弱拟杆菌 12 + - +

24 + + +

48 + + +

肺炎链球菌 12 + - +

24 + + +

48 + + +

  注:-为无细菌生长;+为有细菌生长。

2.3 临 床 患 者 血 培 养 标 本 检 验 结 果 比 较  
Bactec9120血培养瓶检出细菌10种,阳性患者28
例;传统手工血培养瓶检出细菌11种,阳性患者29
例;自制负压血培养瓶检出细菌10种,阳性患者28
例。见表5。

2.4 比 对 验 证 血 培 养 标 本 检 验 结 果 比 较  

Bactec9120血培养瓶、传统手工血培养瓶、自制负压

血培养瓶分别检出49例(7.93%)、44例(7.12%)、50
例(8.09%)。三者阳性率比较,差异无统计学意义

(P>0.05)。见表6。
表5  临床患者血培养标本检验结果比较[n(%),n=210]

病原菌名称
Bactec9120
血培养瓶

传统手工

血培养瓶

自制负压

血培养瓶

金黄色葡萄球菌 6(2.86) 6(2.86) 6(2.86)

表皮葡萄球菌 4(1.90) 4(1.90) 4(1.90)

凝固酶阴性葡萄球菌 2(0.95) 2(0.95) 2(0.95)

大肠埃希菌 2(0.95) 2(0.95) 2(0.95)

肺炎克雷伯菌 2(0.95) 2(0.95) 2(0.95)

伤寒沙门菌 2(0.95) 2(0.95) 2(0.95)

铜绿假单胞菌 2(0.95) 2(0.95) 2(0.95)

洛菲不动杆菌 4(1.90) 3(1.43) 4(1.90)

粪肠球菌 2(0.95) 2(0.95) 2(0.95)

甲型链球菌 2(0.95) 2(0.95) 2(0.95)

芽孢杆菌 0 2(0.95) 0

合计 28(13.33) 29(13.81) 28(13.33)

表6  比对验证血培养标本检验结果比较(n=618)

血培养瓶名称 阳性数(n) 阳性率(%)

Bactec9120血培养瓶 49 7.93

传统手工血培养瓶 44 7.12

自制负压血培养瓶 50 8.09

3 讨  论

感染性疾病主要由传统的、寄生虫病及各种机会

性感染性疾病组成的生物病原体侵入机体引起的疾
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病[10]。感染性疾病是导致人们身体不健康或亚健康

的因素之一[11-13]。血培养是采集患者血液标本并接

种到培养瓶中的病原微生物,是诊断菌血症和真菌血

症的基本方法[14]。血流感染、感染性心内膜炎及临床

不明原因感染等疾病的诊断可通过血培养的检验技

术来实现[15]。因此,血培养检验在血流感染和脓毒症

确诊,尤其是在诊治中具有举足轻重的作用[16]。
 

一般的其他就诊患者在住院期间如发生血流感

染会导致住院时间延长、治疗费用增加、治疗康复也

可能达不到预期效果[17]。血培养在临床及时诊断血

流感染和用药方面具有非常重要的指导意义[18]。本

研究自制的负压血培养瓶采集血液时与其他检验项

目的负压管一起,一次穿刺,减少二次损伤和降低污

染率,在临床病原微生物检验中具有现实的临床价

值,分别接种1×102~1×105
 

CFU/mL金黄色葡萄

球菌、大肠埃希菌和铜绿假单胞菌3种标准参考质控

菌株于Bactec9120血培养瓶、传统手工血培养瓶和自

制负压血培养瓶中进行性能比对实验,阳性符合率为

100%。
 

对成年人来说,根据国际惯例,一般的操作是在

较短时间内连续采血,采血量为16~30
 

mL,每瓶血

培养需要的血液为8~10
 

mL[19]。血培养的阳性率与

血培养瓶的数量和采血量频次等多因素相关[20]。血

培养组合的多次检出率是与血培养采样次数的增加

呈一定比例关系[21],血量为2~30
 

mL血培养的病原

菌阳性率增减与血量增减是一致的[22]。血培养仍然

是菌血症检验的“金标准”,而临床微生物实验室血培

养是用传统的培养模式,即通过肉眼观察培养液浑

浊、溶血、菌膜及指示剂是否因产酸变色等情况提示

有菌生长,从而产生不利因素[23]。因此,需研究生产

一种负压血培养瓶来解决这个问题。本研究对618
例临床患者的3种培养瓶阳性检出率比较发现,差异

无统计学意义(P>0.05)。这种在血培养技术中革命

性的变革,显著减轻了实验室的工作量,并可使血培

养报告时间比手工瓶提前。虽然血培养仪有诸多优

点,是今后的发展方向,但进口血培养仪及相应的血

培养瓶价格非常昂贵,目前,国内仅部分大医院使用,
且从国内情况看其对需氧菌的检出效果并不明显。
近年来,国外已证实Bactec、Bact/Alert等市场较广使

用的血培养仪仍存在某些漏检(主要是铜绿假单胞菌

和白色念珠菌等专性需氧菌),且原因至今尚未完全

查明。本研究自制的负压血培养瓶,为提高病原微生

物检验效率,减少不必要的一些步骤,从而避免污染,
降低耗材和人力成本,提升临床病原微生物诊断检验

功效,具有重要的临床价值,值得推广应用。
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