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腹泻患者粪便病原微生物培养方法的探讨

苏加云"云南省楚雄彝族自治州广通医院检验科
!
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#

!!

"摘要#

!

目的
!

探讨腹泻患者粪便中肠道致病菌培养的方法$方法
!

粪便标本由微生物检验人员常规做粪便

性状观察和盐水涂片革兰染色或抗酸染色镜检!用
!9

血琼脂平板&中国蓝琼脂平板&

11

琼脂平板&碱性蛋白胨水增

菌液作一般细菌培养$结果
!

%$$

例腹泻患者粪便病原微生物检验诊断回顾性分析!传统培养方法分离的沙门菌

属和志贺菌属细菌已不是主要的肠道病原菌$结论
!

传统的单一使用一种
11

琼脂平板已经难以适应肠道致病菌

发生的重大变迁!用
!9

血琼脂平板&中国兰平板&

11

琼脂平板&碱性蛋白胨水增菌液对腹泻患者粪便培养!并在培

养之前!由微生物检验人员常规做大便性状观察和盐水涂片革兰染色或抗酸染色镜检!以提高病原菌的检出率$

"关键词#

!

腹泻%
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!
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!
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!
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健康人体的肠道中栖居着大量的不同种类的微生物#组成

了与人类健康极为重要的体内微生态环境
6

微生态菌膜屏障#

参与机体营养,消化,吸收及整洁肠道#维护人体生命,健康起

着极为重要的作用+感染性腹泻是各种病原体肠道感染引起

的#包括病原细菌,病毒,寄生虫,真菌等+急性感染性腹泻的

病原体以细菌居多#具有传染性的病原体易引起暴发性流行#

肠道感染引起的腹泻必须抗感染治疗#以针对病原体的抗菌治

疗最为理想)

"

*

+引起腹泻的细菌种类较多#目前认为临床常见

的病原菌有革兰阳性球菌!金黄色葡萄球菌,结核分支杆菌,蜡

样芽胞杆菌,艰难芽胞梭菌,白色念珠菌(革兰阴性杆菌!伤寒

及其他沙门菌种,志贺菌属菌种,致病大肠埃希菌)肠毒素型大

肠埃希菌$

.?.3

%,肠致病性大肠埃希菌$

.2.3

%,肠侵袭型大

肠埃希菌$

.0.3

%,肠出血型大肠埃希菌$

.(.3

%*,弧菌属菌

种,气单胞菌属菌种,类志贺邻单胞菌,小肠结肠炎耶尔森菌,

弯曲菌属菌种等)

%

*

+实验室如何对病原微生物的检出#是疾病

诊断和治疗的关健+目前部分医院检验科微生物室对粪便标

本培养仅使用
11

琼脂平板#而
11

琼脂平板中含有胆盐量较

高#有较强的抑菌能力#属于一种选择性培养基#一般情况下

11

琼脂平板用于分离沙门菌属和志贺菌属#革兰阳性球菌及

部分革兰阴性杆菌不生长)

:

*

+因此#这种传统的培养方法#已

不能满足临床+用
!9

血琼脂平板,中国兰琼脂平板,

11

琼脂

平板,碱性蛋白胨水增菌液对腹泻患者粪便标本进行培养#并

在培养之前#由微生物检验人员常规做大便性状观察和涂片镜

检#重视条件致病菌的分离鉴定#结合症状,临床资料,综合分

析处理培养结果#以提高肠道致病菌的检出率+

$

!

临床资料

$8$

!

一般资料
!

收集本院
%$$#

!

%$$'

年腹泻,大便次数增多

$每天
:

次或
:

次以上#持续时间不超过
"7C

%#粪便性状异常

$稀便,水样便#或黏液便,脓血便及血便%#伴有恶心,呕吐,食

欲不振,发热,腹 痛及全身不适等门诊,住院患者
%$$

例粪便

标本+

$8/

!

试剂与仪器
!

常用培养基!

!9

血琼脂平板,中国兰琼脂

平板,

11

琼脂平板$硫代硫酸盐,枸橼酸盐,胆盐,蔗糖琼脂平

板%,沙保罗琼脂平板$均由郑州安图绿科生物工程有限公司生

产%,碱性蛋白胨水增菌液$自配%(诊断血清!沙门菌属诊断血

清,志贺菌属诊断血清,致病大肠埃希菌诊断血清$多种%,

b"

诊断血清,

b":'

诊断血清$卫生部兰州生物制品研究所%+普

通培养箱,

3b

%

培养箱,生物显微镜,细菌微量鉴定管$杭州天

和微生物试剂有限公司%+

$8'

!

标本采集
!

采集时间!腹泻患者应在急性期#并尽可能在

用药之前#伤寒患者在发病
%

周以后+采集方法!$

"

%自然排便

采集法#自然排便后#挑取有性状异常部位的粪便
%

!

:

=

#液状

粪便则取絮状物盛于无菌的容器内或置于保存液或增菌液中

送检($

%

%直肠拭子法!对难以获得粪便或排便困难的患者及婴

幼儿#可采用直肠拭子方法采集标本#标本采集后插入灭菌试

管内送检+

-

7%'

-

检验医学与临床
%$""

年
7

月第
#

卷第
#

期
!

/GMWDC3LIB

!

-

S

EIL%$""

!

*@L8#

!

,@8#



$81

!

涂片
!

结合症状,临床资料,粪便性状#分别作如下处理#

$

"

%霍乱弧菌!

2

染色检查#标本为米泔样便#取新鲜标本涂片

%

张#用乙醇或甲醇固定#分别作革兰染色及
"

!

"$

稀释的石炭

酸复红染色#用油镜检查#观察有无呈鱼群样排列杆状或弧形

革兰阴性杆菌(

3

悬滴$压滴%检查!取粪便制成悬滴$压滴%标

本#检查细菌的动力#霍乱弧菌古典生物型和
.L6?@E

生物型均

呈穿梭状运动#在悬滴涂片中加入
b"

群霍乱弧菌诊断血清

后#在显微镜下观察#若原运动活泼的现象停止#为制动试验阳

性#可初步报告为.疑似
b"

群霍乱弧菌/($

%

%葡萄球菌!疑似

葡萄球菌引起的伪膜性肠炎患者#可取水样便或肠黏膜样物涂

片#革兰染色后镜检#当见有革兰阴性杆菌明显减少#革兰阳性

球菌大量散在或成堆$葡萄状%排列#可提示诊断($

:

%艰难芽胞

梭菌!取患者新鲜粪便涂片#革兰染色后镜检可见大量革兰阳

性粗大球菌#无荚膜#卵圆形芽胞位于菌体一端#可提示诊断(

$

7

%空肠弯曲菌!将粪便涂片作革兰染色#镜检可见细小,长而

弯曲,呈
1

形或螺旋形,海鸥状的革兰阴性弧菌#可作初步报告

.疑似弯曲菌/($

!

%念珠菌!将粪便制成压滴标本#用高倍镜观

察时可见光亮的卵圆形孢子或假菌丝#涂片革兰染色可见革兰

阳性球菌瓜子形状的孢子或假菌丝#若仅见到孢子则报.找到

革兰阳性球菌卵圆形芽生真菌孢子/#同时还有假菌丝则可报

告.检出念珠菌/($

5

%结核分支杆菌!将粪便涂片经抗酸染色#

在淡蓝色背景下#抗酸杆菌呈红色#杆状,分支状,串珠状,

*

形

等#菌体细长或稍弯曲#两端钝圆#其他细菌和细胞呈蓝色+

$82

!

培养
!

$

"

%一般细菌培养!用无菌棉签多部位采集标本#

在
!9

血琼脂平板,中国蓝琼脂平板,

11

琼脂平板上接种第一

区#然后用接种环进行四区划线#因肠道标本含菌量大#每划完

一区后先灼烧接种环后再划下一区#以求分离出单个菌落+置

:&`

培养
%7H

#观察结果#如粪便外观正常#有
%

种以上肠道

正常菌群生长#则报告.肠道正常菌群生长/(如为异常粪便#乳

糖不发酵菌落#为条件致病菌的#做纯培养,鉴定并报告+$

%

%

致病大肠埃希菌!取样分别接种于中国蓝琼脂平板,

!9

血琼脂

平板,

11

琼脂平板#经
:&`

培养
"#

!

%7H

#挑取发酵乳糖的菌

落穿刺接种三糖铁 $

Y0-

%#尿素
Q

动力
Q

靛基质 $

aW0

%培养

基进行初步生化鉴定#并进行血清学分型+$

:

%霍乱弧菌!将标

本接种于碱性蛋白胨水增菌液培养#

:&`

培养
5

!

#H

呈均匀

混浊生长#表面有菌膜#转种
?3)1

#

:&`

培养
"5

!

"#H

#挑取

黄色可疑菌落进行相关生化试验及血清学
b"

,

b":'

鉴定+

$

7

%副溶血弧菌!将标本接种于碱性蛋白胨水增菌液#

!9

血琼

脂平板#增菌后转种
?3)1

,

11

琼脂平板
:&̀

培养
"#

!

%7H

#

挑取可疑菌落接种
Y0-

,

aW0

培养基及作耐盐试验进行鉴定+

$

!

%小肠结肠炎耶尔森菌!将标本接种
!9

血琼脂平板,中国兰

平板,

11

琼脂平板#分别置
%%

!

%!`

及
:!`

培养
7#H

#椐据

溶血,菌落情况#挑取可疑菌落接种
Y0-

和
W0a

培养基进行

鉴定+$

5

%艰难芽胞梭菌!将粪便标本接种
!9

血琼脂平板,中

国兰平板#作厌氧培养
7#H

#挑取可疑菌落进行鉴定+$

&

%念珠

菌!将标本接种含氯霉素的沙保罗琼脂平板和
!9

血琼脂平

板#中国兰平板#置
%!

!

:$`

和
:&`

培养
%7

!

7#H

#取培养物

进一步鉴定+

/

!

结
!!

果

传统方法粪便标本微生物培养#是椐据
11

平板上的细菌

不发酵乳糖,菌落呈不透明或透明,无色或中央黑色的菌落性

状#以检出沙门菌属和志贺菌属#对其他的肠道致病菌则可能

被漏检(改用
!9

血琼脂平板,中国兰平板,

11

琼脂平板,碱性

蛋白胨水增菌液,

?3)1

#并在培养之前#由微生物检验人员常

规做大便性状观察和涂片镜检#并填写在检验单相应的空格

里#结合症状,临床资料,综合分析处理培养结果#重视条件致

病菌#可提高肠道致病菌的检出+

'

!

讨
!!

论

'8$

!

正常情况下#肠道中有多种细菌寄生#包括大量的厌氧菌

属,肠球菌属#大肠埃希菌#肠杆菌属,变形杆菌属,粪产碱杆菌

等各种正常菌群#含菌量甚多#仅以染色性和形态无法分辨是

否为病原菌#因此#粪便标本一般不作涂片检查+只有怀疑霍

乱弧菌及菌群失调所致腹泻时#才作涂片镜检)

7

*

+但通过对

%$$

例腹泻患者粪便培养前的涂片镜检#发现涂片镜检对一些

营养要求较高或难以培养的细菌#实验室条件又不完善时#对

分析培养结果很有帮助+需注意的是难辨芽胞梭菌属于厌氧

菌,空肠弯曲菌属于微需氧菌#结核分枝杆菌生长缓慢#需要特

殊培养基#且难于培养+开放性肺结核患者的粪便涂片检查往

往出现阳性结果#可能由于吞食了含有结核分枝杆菌的痰液所

致#细菌学涂片检查对诊断肠结核有一定意义+念珠菌属粪便

制成压滴标本#用高倍镜观察时可发现光亮的卵圆形孢子或假

菌丝+因此#对于这类有形态特征的细菌作相应的涂片及染色

是必要的+

'8/

!

肠道内有大量不同种类的微生物#粪便标本培养时#使用

选择性
11

培养基#可能使得部分肠道致病菌培养不出而漏检#

因此#实验室人员应根据患者临床症状,粪便性状,涂片镜检等

信息#选用培养基+

!9

血琼脂平板不含任何抑菌剂#革兰阳

性菌和革兰阴性菌在条件适宜时生长较好#虽然细菌生长较

杂#但致病菌漏检概率可减低#并可观察菌落及其溶血性状#对

细菌的初步鉴定有一定的帮助(

11

琼脂平板,中国兰平板#属

于选择性培养基#这种抑菌能力强,弱配对互补#对肠道致病菌

的检出是有益的(碱性蛋白胨水增菌液#

?3)1

是用于霍乱弧

菌和副溶血弧菌的培养#椐据患者临床症状,体征及粪便性状

选用+

'8'

!

金黄色葡萄球菌,蜡样芽胞杆菌,白色念珠菌在
11

平板

上不生长#因此若分离粪便中的致病菌时#未能提供适宜的培

养基及必要条件#培养阴性结果不应报告.无致病菌/或.未检

出致病菌/#而应以分离目的菌种的方式报告+金黄色葡萄球

菌引起的食物中毒是由于摄入含有葡萄球菌肠毒素的食物所

致+因为被污染的食物在加热后葡萄球菌可能因死亡而培养

为阴性#但肠毒素受热后其毒力并不被破坏#该病的诊断主要

依靠检测粪便及食物中的肠毒素+

'81

!

志贺菌属是肠杆菌科中引起人类感染性腹泻的病原菌之

一+菌痢以结肠的化脓性溃疡为基本病理变化#故急性期患者

粪便中带有脓血#慢性和治疗后的患者粪便带黏液+志贺菌很

少进入血流#临床上常常以粪便和肛拭子作分离培养+

'82

!

沙门菌属细菌在自然界中广泛存在#是肠杆菌科细菌中

最复杂的菌属#现已达
%%$$

种以上的血清型#一些血清型对

人致病#临床上表现为
:

种类型!肠热症,败血症和食物中

毒)

!

*

+食源性疾病是指通过摄食而进入人体的病源物质所引

起的疾病#通常是指感染性或中毒性疾病#每年因食用不洁食

物引起的食源性疾病屡见报道)

5

*

+沙门菌是重要的肠道病源

菌#在世界各地引起食源性疾病的沙门菌的血清型很多#一般

以鼠伤寒,肠炎沙门菌为主)

&

*

+

'8)

!

b"

群霍乱弧菌包括霍乱弧菌古典生物型与埃尔托生物

型#二者均可引起霍乱+非
b"

群霍乱弧菌引起的感染性腹

泻#自
"''%

年
"$

月起分离到的非
b"

群霍乱弧菌比
b"

霍乱

弧菌多#因此近年来也不断被人们所关注#有$下转第
'%&

页%

-

!%'

-

检验医学与临床
%$""

年
7

月第
#

卷第
#

期
!

/GMWDC3LIB

!

-

S

EIL%$""

!

*@L8#

!

,@8#



检结果不一致#在基层没有尿液沉渣分析仪的情况下#即使尿

液干化学法检测阴性#也不可忽视尿液沉渣的检测 )

%

*

+

'8$

!

干化学法检测尿液隐血和与
4)3

的关系
!

干化学法测

定细胞既可测定完整的
4)3

又可检测游离血红蛋白及有过氧

化酶作用的其他物质$如肌红蛋白,菌尿%

)

:

*

+尿液的新鲜程

度#肾脏或泌尿道疾病患者尿液中
4)3

破坏释放出血红蛋白#

造成所谓
4)3

干化学法检查.假阳性/现象+另外#尿试纸浸

取尿液时间过长均可导致假阳性+还有干化学法检测的原理

是呈色反应#尿液标本如果含有干扰呈色反应的物质可使结果

呈现假阳性或者假阴性#如
*IF3

可以使结果呈现假阴性#所以

当尿液分析仪报告阴性和微量的标本时#一般可以省略镜检+

如尿液分析仪报告阳性结果时#须镜检+并要结合临床具体情

况综合分析#找出引起尿液
4)3

阳性的真正原因+

'8/

!

干化学法检测尿
[)3

与沉渣镜检法的关系
!

干化学模

块中检测
[)3

只属于间接反应#具有中性粒细胞浆中酯酶反

应的特异性#其颜色深浅与中性粒细胞的多少呈比例关系#但

它不与淋巴细胞,单核细胞起反应#故某些以淋巴细胞,单核细

胞感染为主的疾病可以出现尿检与临床不符的现象)

765

*

+本实

验观测到
!#

例标本#

[)3

试纸模块阴性而镜检阳性的现象#

约占总标本的
"$8$9

#若不镜检#易造成漏检+此外#

[)3

的

影响因素较多#在
&#5

份标本中#共检测到
%5

例干化学阳性#

镜检阴性的标本约占总标本的
"%8&9

+尿液白细胞出现假阳

性的原因可能是!$

"

%由于尿液在膀胱贮存时间过长或标本放

置时间过长#导致
[)3

破坏#酯酶释放到尿液中#造成干化学

阳性#镜检阴性($

%

%尿液中污染甲醛或高浓度胆红素或使用某

些药物$如呋喃啶%时#可产生假阳性($

:

%女性分泌物污染#含

有大量扁平上皮细胞,小圆上皮细胞,鳞状上皮细胞污染可造

成干化学法呈阳性而镜检呈阴性+尿液
[)3

出现假阴性的

原因可能是!$

"

%温度偏低($

%

%高比重尿,高糖尿($

:

%尿液中含

有某些大剂量药物$如头孢氨苄,先锋霉素%($

7

%大量尿蛋白

$清蛋白大于
!

=

"

/

%和胆红素($

!

%尿液中
[)3

是以淋巴细胞

为主($

5

%尿液大量脓细胞时#可使结果偏低或出现假阴性+

所以日常工作中必须结合临床综合分析#并正确理解干化

学和沉渣镜检结果间的矛盾+特别对女性人群建议采用新标

准#即尿液
[)3

正常范围$尿沉渣计数板%

$

!

#

个"
(2

#红细

胞正常范围
$

!

:

个"
(2

)

56#

*

+

综上所述#尿液干化学分析法在检测尿液白细胞,红细胞

时作为过筛试验是一种简便快捷的好方法#但无法替代沉渣镜

检法+两种方法相互补充#做到不误诊,不漏诊#为临床提供及

时准确的数据+
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的学者认为非
b"

群霍乱弧菌有引起霍乱大流行的潜在可能+

因此#应重视非
b"

群霍乱弧菌的培养及检测+

'8.

!

大肠埃希菌虽是肠道内正常菌群之一#在机体抵抗力降

低或发生定位转移时可造成感染#近年来由于广谱抗菌药物广

泛应用和细菌耐药因子相互传递#耐药菌株明显增加#在临床

上由大肠埃希菌所致的感染有所上升#并给治疗带来困难+致

腹泻性大肠埃希菌种类很多#在发达国家或发展中国家均为腹

泻的重要病原+在国内#其微生物学诊断技术长期滞后#常规

应用的细菌培养和鉴定手段难以鉴别多种致腹泻性大肠埃希

菌#故国内大多数腹泻患者的病原尚不能明确#尤其是儿童腹

泻的病原)

#

*

+因此#实验室检验人员应该高度重视致病性大肠

埃希菌的检测+

长期以来#粪便标本细菌学检验主要是以分离沙门菌属和

志贺菌属细菌为目的+但随着新的病原菌不断被发现以及各

种因素造成菌群失调引起的腹泻不断增多#传统的粪便细菌学

检验方法和内容已不能满足现代医学诊治的要求#通过用
!9

血琼脂平板,中国蓝平板,

11

琼脂平板,碱性蛋白胨水增菌液

培养#且培养之前#由微生物检验人员常规做大便性状观察和

涂片镜检#并填写在相应的检验栏#结合症状,临床资料,综合

分析处理培养结果#可提高肠道致病菌的检出#为临床提供真

实可靠的病原学诊断依据+
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