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液体培养法检测泌尿生殖道支原体感染的准确性评价
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要"目的
!

通过液体
,

固体培养结合聚合酶链反应"

8/S

$法来评价目前临床所广泛应用的液体培养检测泌尿生殖系统支

原体感染的准确性!进一步对液体培养法检测支原体的优'缺点进行探讨!并为临床诊断泌尿生殖系统支原体感染提供更为准确

可靠的实验数据和方法%方法
!

收集临床所用液体培养法已诊断为人型支原体感染'解脲支原体感染及人型和解脲双重支原体

感染的临床标本的培养液!用准确性更高的液体
,

固体法进行传代培养!所得菌液再用
8/S

法扩增并测序!进一步鉴定菌种具体

种属!并对比两次鉴定结果是否一致%结果
!

临床上诊断为支原体属的
&#

株菌液中!在该试验中仅
!'

株确诊为支原体!

!(

株为

污染菌生长!

#'

株为阴性%结论
!

仅用液体培养法检测泌尿生殖道相关支原体感染情况!存在较高假阳性!应结合固体培养法以

及分子测序方法以提高检测准确性%

关键词"解脲支原体#

!

人型支原体#

!

固体培养法#

!

液体培养法#

!

聚合酶链反应
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支原体#又名霉形体#是目前发现的一类大小介于病毒与

细菌之间(无细胞壁(呈高度多形性(能通过滤菌器的最简单的

原核生物之一'目前已发现的寄居于人体的支原体至少
#&

种#其中
:

种为条件致病菌#而又以这
:

种中的人型支原体

$

1-

&和解脲支原体$

PP

&最为常见#能在约
:";

的性活跃人

群的泌尿生殖系统中检测到'泌尿生殖道支原体作为导致非

淋菌性尿道炎及宫颈炎的第二大致病菌#约有
!";

!

'";

的

非淋菌性尿道炎是由
PP

及
1-

感染引起'该细菌感染甚至

还可以引起宫颈炎(产后感染(自发性流产乃至不孕不育等严

重后果'故快速准确地诊断泌尿生殖道支原体感染#并对其进

行针对性抗感染治疗有很高实用价值和临床意义*

#,!

+

'现有的

支原体检测方法有培养法#血清法#生化法等#而其中的液体培

养法是一种依据
1-

分解精氨酸(

PP

分解尿素产氨导致
J

-

值上升#当在较高细菌浓度$

#"

%

!

#"

(

"

I7

&下#其代谢产物足

以使液体培养基中
J

-

值偏碱性直至其中的酚红指示剂变成

红色#从而明确存在相关支原体感染的检测方法'因此法具有

快速(敏感(经济(操作简便#同时亦能进行药敏试验检测的特

点#故而在临床上广泛应用于泌尿生殖道支原体感染的检测#

并可以联合药敏检测以指导临床用药'因此#明确此法检测支

原体的准确度#评价此法对于临床支原体感染的诊断及相应治

疗的指导意义极为重要'而目前#重庆市区尚未有对此临床诊

断方法的准确性能有较为详细的研究与评价'根据泌尿生殖

道支原体在固体培养基上形成典型煎蛋样或海胆样形态的特

性#固体培养法一直以来被认为是检测相关支原体的金标

准*

'

+

#而
25)

扩增测序法则能从基因水平进一步明确支原体

具体分型'因此#本研究采用液体培养法#固体培养法及

#&?KS5)

扩增测序法相结合的方法对其临床检测阳性的标本

加以验证#以评价目前液体培养法检测结果的准确性*

%,&

+

'

$

!

资料与方法

$$$

!

一般资料
!

临床所用支原体培养液试剂盒$

PP

"

1-

培

养鉴别定量药敏试剂盒&购自其昌达生物高科技$上海&有限公

司%本试验所用支原体液体培养基$

PP

"

1-

鉴定液体培养

基&及支原体固体培养基
):

琼脂均购自中国广东江门市凯琳

贸易有限公司%标准菌株$

)0//

&

1-

!

!'##%

#

PP

!

P8)

$微小

脲原体#

PP

亚型&

':""3:"

$由广东江门市凯琳贸易有限公司

提供&'标本来源!临床
&#

株阳性标本来源均取自重庆医科大

学附属第一医院生殖与不孕科(妇科#年龄
!'

!

%(

岁的中青年

女性患者的宫颈分泌物#由临床医生用咽拭子刮取少量分泌物

送检'

$$/

!

方法

$$/$$

!

质量控制
!

各取
#""

"

7

标准
1-

$

)0//

#

!'##%

&#

PP

$

P8)

#

)0//':""3:"

&转种于本次试验所需同批号液体培

养基及
):

固体培养基#并加以扩增测序鉴定菌种'证实本次

试验环境(所选材料(试剂(准确可靠'

$$/$/

!

临床液体培养法具体步骤及判断标准
!

由临床检验人

员将咽拭子洗脱于液体培养基并混匀#再于配套药敏板中每孔

先后加入
("

"

7

培养液及石蜡油
#

滴#并标明时间#其中石蜡

油用于隔绝空气'在药敏板中#有未加抗生素的上下两孔各自

作为
PP

和
1-

药敏阴性对照孔'再将液体培养基与配套药

敏板放入
':j

(

(; /U

!

培养箱中进行增菌培养#并于
!%

(

%4

)

%3&!

)

检验医学与临床
!"#:

年
3

月第
#%

卷第
#4

期
!
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D

取出以观察(记录培养液及阴性对照孔$本研究暂不记录支

原体药敏结果&颜色及透明度变化$由于支原体本身菌体小#不

易形成能改变液体透光度的絮状物或沉淀物&!培养液及阴性

对照孔
%4D

内不变色即临床诊断为阴性#表明无支原体感染%

培养基
!%D

内由黄色转变为澄清红色#同时
PP

对照孔也转

变为红色即临床诊断为
PP

阳性%培养基
!%

!

%4D

内转为红

色澄清#同时
1-

对照孔也转变为红色即临床诊断为
1-

阳

性%培养基
%4D

内转为红色澄清#同时
PP

(

1-

药敏阴性对照

孔均转变为红色即临床诊断为
1-[PP

阳性%培养基及药敏

孔无论有无颜色变化#一旦培养基变浑浊#以及仅培养基变色

而无对照孔变色或仅有对照孔变色而无培养基变色#此
'

种情

况均判定为杂菌污染'

$$/$'

!

阳性标本收集
!

收集临床上诊断为支原体阳性的液体

培养菌液$尽量在其刚由黄色转变为澄清红色时收集&#混匀后

吸取
(""

"

7

于无菌的
X8

管中并存放于
\4" j

冰箱中以

备用'

$$/$1

!

菌落液体
,

固体培养
!

将收集的菌液复温#混匀后#各

取
#""

"

7

转种于新的液体培养基中并再次混匀放入
':j

(

(; /U

!

培养箱中培养*

:

+

#分别于
#!

(

!%

(

'&

(

%4

(

:!

(

3&

(

#""

(

#!%

(

#%4D

后观察培养基颜色与澄清度变化并记录'培养
:9

仍未有颜色变化的#记录为支原体阴性'当颜色刚由黄变澄清

红时#立即从液体培养基中吸取
'"

"

7

菌液点种于固体培养基

中放入
':j

恒温(

(; /U

!

培养箱培养'

!%

!

#""D

后*

4

+

#观

察是否有菌落生成#以及菌落形态'并挑取疑似菌落再次转种

于液体培养基中培养#待颜色刚开始由黄变澄清红时即转存入

留菌管中置于
\4"j

冰箱保存*

3,##

+

'

$$/$2

!

8/S

方法
!

将留菌管取出复温#混匀#并吸取
%""

"

7

培养液用煮沸法提取
25)

*

#!,#'

+

#以
#&?KS5)

$

T)̀ 77Z

!

(,
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$

)

"

/

&
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%
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$

/

"

0

"

)

&
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&为引物进行扩增*

(

#

#%,#:

+

'扩

增产物立即送立菲生物技术有限公司进行测序分析#测序结果

经
T7).0

软件比对鉴定从而得出菌种的具体种属'

/

!

结
!!

果

/$$

!

液体转种培养结果
!

临床确诊为支原体感染阳性的
&#

株菌液中#经第一次转种液体培养#有
#'

株在培养
:9

后仍无

颜色变化#判断为支原体阴性$阳性!明确有支原体感染%阴性!

无支原体感染&'余
%4

株在
%4D

内均有颜色变化'其中
#'

株为红色浑浊#判定为杂菌污染'另
'(

株经
):

培养基培养
(

9

后#形成海胆样或油煎蛋样或非典型菌落#这些菌株后经提

取
25)

进行扩增(比对后#证实其中
!'

株为支原体属#

#!

株

为其他菌属'

本试验中#临床证实为阳性的
&#

株标本中#仅
!'

株经鉴

定确证为支原体阳性'其临床鉴定特异性仅为
!'

"

&#

'表明

液体培养鉴定支原体虽然敏感性高#但同时假阳性也较高#而

造成液体培养法高假阳性率的原因可能是!$

#

&尽管液体培养

基内有一定抗菌药物和抗真菌的药物#但因人体生殖道菌群结

构复杂多样#且随着抗菌药物的滥用#产生越来越多耐药性菌

属#而目前现有的液体培养基中所含抗菌药物或抗真菌药物不

能完全覆盖#从而使其抑菌效果不佳#干扰结果%$

!

&许多非支

原体细菌也会含有某些能分解尿素(精氨酸的物质#从而导致

J

-

值升高#培养基变色#或是某些微生物代谢过程中产生能

使液体
J

-

值升高的产物或本身产红色代谢物#均能使培养基

变色影响判断*

#4

+

%$

'

&当微生物菌含量过高#或是液体培养基

中的抗生素随着时间推移或其他因素导致效价下降#从而致使

杂菌生长影响结果判读%$

%

&液体培养法主要依靠检验人员肉

眼鉴别#主观性强#易出现随意误差'

本试验中#临床
#'

株菌株诊断有支原体感染#而经再次转

种却无颜色变化#可能与以下几种原因有关!$

#

&

PP

在液体培

养基中大多在
&

!

!%D

生长变红#

1-

在液体培养基中大多在

#!

!

:!D

生长变红#但临床仍有一定数量支原体生长高峰时

间超过上述范围#因而对于确定最佳收集时间进行标本采集及

转种存在一定难度'当液体培养液明显变红时提示
J

-

值已

明显上升'同时#随着时间延长#培养液中营养物质锐减#支原

体在不适宜的
J

-

及缺乏营养物质的情况下会出现死亡'而

依据液体培养法的鉴定原理#只有成活的支原体才能导致液体

变色#以上情况均有可能导致收集不到满意的转种液#从而导

致再次转种失败%$

!

&可由于人为判读导致诊断失误可能#而误

判为阳性%$

'

&在较低浓度细菌$

#"

!

!

#"

'

"

I7

&的液体培养基

中#液体仍呈黄色#无明显变色%$

%

&经临床经验发现#

PP

菌株

本身多次转种后#存活率明显降低'但现阶段尚无明确的相关

报告予以证实'本研究主要为证实液体培养法的临床实用性#

而出现此种情况#表明液体培养法的重复性差#已再无用固体

培养基转种(鉴定意义'见图
#

'

!!

注!

)

为未变色的液体培养基%

T

为刚开始变色的液体培养基

图
#

!!

液体培养基的变色情况

/$/

!

固体培养特异性较高
!

本试验发生颜色变化的
%4

株菌

株中#有
#'

株为红色浑浊#可判定为杂菌污染经
):

培养基培

养
(9

后#取菌落行革兰染色涂片后#经显微镜下观察#进一步

证实为
%

株真菌#

3

株革兰阴性球菌'另
'(

株经
):

培养基培

养
(

天后#形成海胆样或油煎蛋样或非典型菌落#后经
8/S

法

扩增并测序鉴定后证实为粪肠球菌
!

株#大肠杆菌
#

株#假单

胞菌
&

株#红球菌
#

株#乳酸菌
!

株#支原体属
!'

株#故固体培

养法检测支原体特异性为
!'

"

'(

#较液体培养法特异性高'

从固体培养结果可知#较液体培养法#固体培养法特异性

进一步提高#但仍有一定假阳性'造成这种现象的原因可能

是!$

#

&固体培养基上#

PP

和
1-

菌落的形态多为油煎蛋样或

海胆样等典型性#且固体培养对
PP

和
1-

破坏较小#即使存

在轻度污染#也不会对
PP

和
1-

的观察和生长造成影响*

#3

+

%

$

!

&菌体含量较少#加之固体培养基随着时间变化而致水分流

失或抑制杂菌能力减弱#仍有可能导致试验结果不准确#特异

性及敏感性降低*

!"

+

%$

'

&微生物界#仍有少量菌种仅靠显微镜

下菌落形态差异难与支原体属相鉴别#从而造成假阳性%$

%

&尽

管
):

固体培养基为选择性培养基#但仍有和液体培养基一样

无法完全抑制所有其他非支原体微生物生长的缺陷%$

(

&当存

)

(3&!

)
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在杂菌生长时#由于营养物质的争夺#有可能使杂菌呈优势生

长#而支原体本身因营养物质的缺乏而无法生长形成菌落%$

&

&

此种方法仍以检验人员人为判定为主#人为误差不能避免'见

图
!

'

!!

注!

)

为
1D

在
):

培养基上形成的菌落形态$煎荷包蛋样&%

T

为

PP

在
):

培养基上形成的菌落形态$黑色海胆样&

图
!

!!

培养基上形成的菌落形态

/$'

!

'

种鉴定方法对于支原体分型鉴定的差异
!

本次收集的

&#

株阳性标本中!临床诊断为
PP

的有
!"

株#但经
8/S

法确

定为
PP

类仅
4

株#余下
#!

种经鉴定确证为
1-

#两种方法分

型结果不符%临床诊断为
1-

的菌株共
!

株#而经本次试验鉴

定确为
1-

#结果相符%临床诊断为混合感染的菌株经本次试

验方法鉴定仅为
1-

菌株'造成此误差的原因可能是!$

#

&在

临床鉴定中#将液体培养
!%D

内由黄色变为澄清红色的菌株

均归为
PP

#而
!%

!

%4D

内发生颜色变化的菌株归为
1-

#但

此时间段并不能涵盖所有支原体最佳生长时间范围%$

!

&仅靠

颜色变化指示
8-

值变化的生化鉴别方式太过单一#人为误差

不可避免%$

'

&本次实验中#由于临床鉴定为
1-

的菌株数偏

小#暂不能明确液体培养法对于鉴定
1-

的可靠性是否优于

对
PP

型的鉴别'本试验在一定程度上也可反映出目前临床

上液体培养法依靠
!%

(

%4D

节点出现的颜色变化#以及单纯的

生化反应来鉴定支原体种类#其准确度较差'

本研究中#有
'(

株经
):

培养基培养
(

天后#形成了海胆

样或油煎蛋样或非典型菌落#后经
8/S

法扩增并测序鉴定后

证实为支原体属仅
!'

株#余为杂菌'出现此结果的可能性为!

$

#

&仍有少量菌种仅靠显微镜下菌落形态差异难与支原体属相

鉴别%$

!

&此种方法仍以检验人员人为判定为主#对检验人员有

较高要求'

'

!

讨
!!

论

!!

本试验中#经临床所用液体培养法判断为支原体阳性的

&#

株菌中#仅
!'

株确证为支原体菌株#说明单纯的液体培养

法检测支原体存在很高的假阳性'由前分析可知#这可能是由

于液体培养发本身的检测原理太过单一#人为鉴别主观性强易

造成误差以及液体培养基本身的条件限制所致'

从本试验及以往研究结果中不难看出#

'

种检测方法各有

其优缺点!$

#

&液体培养法有其快速(经济(敏感(操作简便的优

势#但如前分析#其同时存在假阳性高#准确性差的缺点'同时

此法只能针对尚有活性支原体进行检测#从而对临床标本的采

集(送检均有较高要求'而液体培养法重复性差#并在标本中

混有产酸微生物能对
J

-

值的改变产生干扰#或是转种时间不

佳的情况下#均会导致假阴性可能'$

!

&

):

固体培养法较于

液体培养法#有更好的抗污染能力#特异性更高#并且能形成单

个菌落#因而对于支原体的纯化及下一步研究非常有利'但临

床上仍有不典型的支原体菌落*

!#,!!

+存在的可能性#同时如本

试验可知#固体培养基内所含抗菌药物仍不能覆盖所有杂菌#

尚有一定其他菌种菌落形态可对支原体判断造成干扰#而支原

体本身菌落小#需靠显微镜观察#甚至个别不典型菌落可能被

作为培养基渣子而忽略'因而对于临床检验人员对支原体的

形态鉴别能力及临床实践经验有较高的要求#初级人员难以快

速掌握辨别并加以区分#进而导致假阴性%同样#此种方法是需

有活性支原体接至固体培养基#因而对于标本本身也有与液体

培养法一样的高要求!接种时间过长易致假阴性(接种时间过

短则可能导致没有在支原体的最佳生长期#菌量太少#阳性率

偏低'$

'

&

8/S

是一种体外扩增
25)

片段的方法#经由特异

的引物进行引导#可在极短时间内使极微量的核酸片段成几何

倍数扩增#并能将支原体进行进一步分型#具有简便快速(特异

性强(灵敏度高(并能更加准确指导临床治疗及科研研究的优

势#也因此哪怕极少量的核苷酸片段都有可能造成污染#从而

影响实验结果'此法还对实验室的配制(检验人员操作技术及

理论知识均有更高的要求#加之泌尿生殖道支原体本身属于条

件致病菌#在健康人体中都有可能存在少量寄生情况#而仅为

携带者#并不一定致病更无须治疗'而此法由于其敏感性极

高#有可能将健康带菌者也归为患者一类#进而导致误诊误治#

加深抗菌药物滥用的危害#因而不适于临床大范围的健康筛

查'且此法不能同时做药敏实验#因而无法指导临床合理使用

抗菌药物%同时#此方法仍存在花费较高#程序繁琐等问题尚待

解决'

根据以往文献可知#临床泌尿生殖道支原体感染中#以

PP

的感染率较高*

!'

+

#而本研究却是
1-

感染率高于
PP

的

感染率#虽然有可能是由于本实验所测定菌株较少#但也不能

排除支原体感染的型别有地域差异的可能性'此现象可以作

为重庆市以后相关支原体型别鉴定的一种研究方向'

在以往的试验研究中#一方面对于液体培养法检测泌尿生

殖道支原体感染的准确性的评价多单纯依赖于固体培养法#或

是仅运用
8/S

鉴定验证#而很少通过两种检测手段加以结合

的方式进行验证*

!%

+

'而本研究将两者实验方法结合#使两种

方法优势互补#从而使验证法本身的准确性大大提高#对于评

价及检测液体培养法结果的准确度更有说服力和可靠度%另一

方面#在此之前#重庆范围内尚未对用于临床上的检测泌尿生

殖道支原体的试验方法的可靠性进行专业的评价研究#而本试

验的出现弥补了这方面的缺憾#同时对于重庆范围内在此方向

的临床和实验探讨上有一定开创性和借鉴意义'

综上所述#在未来临床发展中#对于支原体感染的检测应

该是将快速(经济(敏感度较高但假阳性率也高(重复性差的液

体培养法与更准确但假阴性率相对较高且较为繁复(耗时的固

体培养法相结合以实现优势互补#进而提高准确率'同时

8/S

的加入将更能保证菌种分型鉴定的准确性'因此#应改

变单靠液体培养法诊断支原体的方法#而选用联合液体及固体

培养法#必要时联合
8/S

的手段以准确鉴定支原体具体种属#

从而进一步准确指导临床诊断和治疗'
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