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快速检测技术在感染性疾病
诊治中的作用

温州医科大学附属第一医院
温州医科大学检验医学院 生命科学院

周铁丽

� 形态学检查

� 病原菌分离培养和药敏试验

� 抗原、抗体、代谢产物检测

� 基因检测：PCR、测序等

� 蛋白分析：质谱技术

……

感染性疾病诊断的实验室手段
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传统微生物实验室鉴定及药敏流程

疑难菌、慢生长菌……

---报告速度

---指导药物选择

---结果评价

……

传统细菌培养鉴定和药敏试验

---如何正确界定分离自带常居菌部位

标本中的细菌，到底定植菌还是感染菌？

---如何正确界定分离自无菌部位标本

中的细菌到底是感染菌还是污染菌？

细菌培养结果意义评价问题 临床微生物鉴定方法学的演化

形态学
传统的生化反应测试管

快速测试(血清 , 免疫）

商品化手工鉴定条

自动化鉴定系统

分子测序

质谱分析
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形态学检查

感染标志物检测

3

迅速了解临床标本中有无细菌及大致的数量，根

据其形态、结构和染色性大致决定其种属。

可为细菌进一步鉴定提供依据

验证培养物是否纯种

标本合格与否的判定

界定标本中的细菌为感染/污染、定植

有少数细菌可根据形态学的检查得出初步诊断

细菌形态学检查的意义
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直接显微镜检测
病原体 推荐染色方法

普通细菌 革兰染色

真菌 10%KOH、棉酚兰

新型隐球菌 墨汁染色

结核分枝杆菌 抗酸染色 、荧光染色

奴卡菌 弱抗酸染色

细胞壁缺陷菌（支原体） 吖啶橙染色

卡氏肺孢子菌 六胺银染色

疟原虫 吉姆萨染色

肠道寄生虫 碘染色

涂片检查在血培养中的价值

�初报

�预报

�最后报告
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常用的非培养感染标志物
广泛的感染标志物
� 白细胞计数与分类
� 血沉
� C-反应蛋白（CRP）
� 白介素-6

……

相对特异的感染标志物
� 临床常见细菌感染的标志物
� 真菌感染的标志物

……
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临床常见细菌感染标志物

降钙素原检测 内毒素检测

18

PCT与其它感染性指标的比较
� PCT 和WBC :特异性高

全身性感染既可导致白细胞升高, 也可以引

起白细胞减少。

� PCT 和CRP：灵敏度好

PCT可在感染后2个小时后检测；CRP在炎症过

程开始8～12h 后，才能从血清中检测出。

� PCT 和IL- 1、IL- 6、TNF- α:稳定性好

PCT 的半衰期较长( 20～24h) ；IL半衰期很

短( 数分钟至几小时)。
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细菌内毒素
�革兰阴性菌细胞壁上的一种脂多糖（LPS）

和蛋白的复合物，细菌死亡或自溶后释放

�进入机体将会出现发热、血压降低、寒颤、

引起DIC、内毒素败血症等一系列临床反应

�内毒素水平不仅可用于感染类别

的鉴别诊断，也可用于感染控制

和病情转归的参数。
Wenen LIU 20

临床常用真菌感染标志物

G试验
GM试验

隐球菌荚膜多
糖抗原

GM试验与G试验
�GM试验:血浆、血清、BAL、胸水、CSF，检测半乳

甘露聚糖，诊断是否曲霉菌感染。假阳性反应可

以在青霉菌属中出现；部分含青霉烷砜衍生物的

抗菌药物可以诱发阳性反应。

�G试验:检测1-3-ß-D-葡聚糖，诊断是否真菌感染

，但不能区别是曲菌或酵母样真菌；对隐球菌、

接合菌、毛霉、根霉呈阴性反应。

G试验的临床意义

---当真菌进入人体血液或深部组织后，经吞噬细胞

的吞噬、消化，（1-3）-β-D葡聚糖可从胞壁中释放出

来，从而使血液及其他体液中（1-3）-β-D葡聚糖含量

增高；在浅部真菌感染中，（1-3）-β-D葡聚糖未被释

放出来，故在体液中含量不高。

---G试验先于临床诊断平均4天提供临床深部真菌感

染依据，提高深部真菌感染的早期诊断。

---评价疗效：应用抗真菌药物后，定期检测血浆中

葡聚糖浓度变化，评价选用药物的有效性。

G试验检测范围
� 检测底物： (1,3)-β-D –葡聚糖

� 诊断：侵袭性真菌病（IFD）

� 检测频率：2次/周

� 真菌细胞壁成分：念珠菌，曲霉，镰刀菌，

毛孢子菌，卡氏肺孢子菌，支顶孢属，酵母

菌属

� 不能检测：接合菌（毛霉、根霉）、隐球菌 �23

曲霉菌半乳甘露聚糖（GM）

� 曲霉菌细胞壁上一种多聚糖抗原

� 可以从血清、脑脊液、胸水、BALF检测到

� 方法：ELISA

– 最低检测1ng/ul

– 灵敏度：50%～90 %；特异性：80%～90%

大于100ng/ul即可考虑侵袭性肺曲霉菌病
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GM试验的应用

� 诊断：侵袭性曲霉感染（IA）

� 检测底物：半乳甘露聚糖

曲霉细胞壁成分

曲丝在组织中生长时释放

热稳定

可溶性：serum, BAL, CSF

� 检测频率：2次/周

�25
26

隐球菌荚膜多糖抗原检测
检测循环夹膜抗原，诊断是否新生隐球菌感染。

敏感性和特异性高

最有价值和应用最广的免疫学方法

抗原滴度与疾病转归呈正相关

可指导治疗与判断预后

方法包括乳胶凝集试验、酶联免疫吸附试验、单

克隆抗体法

27

李娟等，四川大学学报（医学版），2010,41（6）：1074-107 

168 例患者中隐球菌抗原乳胶凝集法检测阳

性19 例，18 例为隐球菌脑膜炎, 1 例为病

毒性脑膜炎。

墨汁染色涂片：敏感性61.1%，特异性100%, 

脑脊液真菌培养：敏感性38.9%，特异性

100% 。

脑脊液隐球菌抗原检测：敏感性

100%( 18/18) ，特异性99.3%( 149/ 150) 。

乳胶凝集试验对隐球菌脑膜炎的诊断价值

2017/6/16 28

PCT，内毒素检测
G试验，GM试验，隐球菌抗原等

�早期诊断

�快速诊断

�指导用药

�评价效果

�动态观察

血清学鉴定
�试剂（诊断血清）：含抗体

�检测对象：特异性抗原

�方法：直接凝集试验（玻片法）、荚膜肿胀试验

伤寒杆菌诊断血清
（含抗伤寒沙门菌抗体）

+  待检测细菌 细菌凝集

玻片凝集试验：阳性

报告：检出伤寒沙门菌

血清学诊断
�试剂：含已知抗原

�检测目的：检测待检者血清中有无相应的抗体

�方法：玻片或试管凝集试验、沉淀试验、补体结

合试验和冷凝集试验。

�应用：作为某些病原菌感染的辅助诊断。
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分子生物学技术

质谱技术

3

细菌分子生物学检测
�常用技术

核酸杂交
核酸扩增技术

�主要应用
菌种鉴定
细菌耐药基因检测
菌株同源性分析

基因芯片（microarray chip） 2株产NDM1鲍曼不动杆菌为同一克隆型

温医附一院鲍曼不动杆菌

温附一15株肺克PFGE

为同一克隆型
35

分子微生物诊断结果的解释

� 分子诊断及其结果与传统的培养和血清学及其结果
具有不同的含义
◦ 微生物培养阳性清楚地的表示活的微生物的存在
◦ 特异微生物的抗体的滴度上升表示感染后的反应

� 核酸探针或扩增过程决定是否有特殊的病原菌的特
异的核酸序列（DNA或RNA）存在于标本中

� 耐药基因检测和耐药的关系
……
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MALDI-TOF 微生物质谱仪
在鉴定某些重要微生物中的优势

酵母菌

传统方法 �比较难以确定及耗时

非常简单从培养基挑选菌落(MALDI-TOF MS)

分枝杆菌

生长时间：不同菌种,时间不同

使用MALDI-TOF MS:更快，更便宜的分子方法

阳性血培养瓶

传统方法：传代 + 检测 � 鉴定结果需要最短24小时后

MALDI-TOF MS:鉴定病原至少快1天
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� 速度

平均1分钟完成1-2菌株鉴定

� 菌谱

>1000种（包含丝状真菌、厌氧菌、奴卡
氏菌、分支杆菌等等）

� 成本

¥ 5-20 /测试

质谱临床微生物检测应用的几个要素
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质谱鉴定的样本要求

菌落

临床标本

尿液样本 脑脊液 血培养阳性瓶……

39

MALDI-TOF MS用于临床样本直接检测
需要考虑的因素

样本中细菌的量

MALDI-TOF MS 技术对置于靶板上的细菌的最低检测限

约为( 1x104 )～( 1x106 ) cfu /mL。血培养阳性报警瓶及

似泌尿系统感染的中段尿中的病原菌数往往达不到此要求，

首先必须富集细菌。

样本的质

由于血液和血培养瓶中的大分子成分如血及血红蛋白和其

它蛋白成分、尿液中的白细胞等有机成分会干扰细菌的谱峰

，所以直接检测前需要采取预处理措施去除这些干扰因素。

� 成本、流程、时效
� 不会受血培养系统的影响
� 同时达到增菌和减少血液成分干扰的目的
� 成本低，易于操作
� 提升了鉴定分数，使鉴定结果更可信

41
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短暂孵育后直接鉴定，具有更大优势

革兰阳性球菌平均鉴定到种所需要的孵育时间是5.9 h，
革兰阴性杆菌平均鉴定到种所需要的孵育时间是2 h。

MALDI-TOF 在临床微生物其他领域的应用

� MALDI-TOF进行细菌耐药性分析

MRSA、ESBLS、CRE等

� MALDI-TOF进行分型和毒力研究

对沙门菌、大肠埃希菌、霍乱弧菌和副溶血性

弧菌等多血清型细菌进行鉴定和分类也有初步应用

金黄色葡萄球菌毒力因子杀白细胞素的检测

42
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案例分享

44

总 结
---常规检测方法：微生物学方法速度慢，受敏感

性、特异性限制，不易早期诊断，并且不易提供病

原体分型方面的信息。

---多种方法联合可提高感染性疾病病原学诊断！

---微生物检验结果需结合实验室和临床资料综合

分析评估。


