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ß 临床微生物实验室是以诊断，预防，质量感染性疾病或

评估健康提供信息为目的，对标本进行微生物学检验，

并提供微生物学检查的咨询性服务。微生物检验结果必

须具有高度的准确性，可靠性及重复性。为实现此目标，

必须实施全面地质量控制，包括对检验人员进行评估，

建立质量控制文件，对标本质量进行评估，对试剂，培

养基，仪器设备进行监测，对检测结果和结果的临床应

用进行评估，并参加室间质量质评。



临床微生物
室参加室间
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卫计委临检中心

省临检中心

市临检中心

其他机构组织

合格：该项目的测定成绩≥80%

不合格：该项目的测定成绩<80%

注意：若失控，应将调查所有失控原因及相
关纠正措施，并做好记录，上报科质量控制
小组和科主任，由科主任签字后，质控结果
归档保存。

合格证书



室间质评

ß 积极参加

ß 接收标本应有检查、登记并正确保存

ß 未接到标本时或标本有破损或错误时应及

时与组织者联系

ß 质评标本检测应用常规方法

ß 反馈信息应进行评估、总结与改进



能力验证/室间质评要求

ß 1、应按照CNAS-RL02《能力验证规则》的要求参加相应的能力

验证/室间质评。

ß 2、应使用相同的检测系统检测质控样本与患者样本；应由从

事常规检验工作的人员实施能力验证/室间质评样品的检测；应

有禁止与其他实验室核对能力验证/室间质评检测结果的规定；

应能提供参加能力验证/室间质评的结果和证书。实验室应对

“不满意”和“不合格”的能力验证/室间质评结果进行分析并采取

纠正措施，并记录。

ß 3、实验室负责人或指定负责人应监控能力验证/室间质量评价

活动的结果，并在结果报告上签字。



能力验证/室间质评要求

ß 4、对没有开展能力验证/室间质评的项目，应至少每6个月进

行一次性能评估，方法包括：与参考实验室或其它实验室分割

标本检测；与本实验室建立的已经获得证实的方法分割标本检

测；分析纯物质、地方数据库或临床证实资料；或其它适宜的

和规定的方法。实验室选择的进行性能评估的标本的检测内容

应与患者标本一致。

ß 5、应制定人员比对的程序，规定由多个人员进行的手工检验

项目验证的方法和判断标准。应至少每年进行工作人员的能力

比对，至少包括显微镜检查、培养结果判读、抑菌圈测量、结

果报告。



ß 一．检验人员的评估

ß 二．质量控制文件

ß 三．标本质量控制

ß 四．仪器设备质量控制

ß 五．培养基质量控制

ß 六．试剂的质量控制

ß 七．药物敏感试验质量控制

ß 八．分析后质量控制(结果报告要求)
ß 九．分析后标本的处置



人员要求

ß 1.资质：必须具有相关的教育背景；每年接受专业技术和

知识培训；熟悉微生物实验室操作流程及生物安全等知识；

2.能力：包括对微生物检验分析前，分析中，分析后特定

阶段的专业经历和熟练操作技术；

3.培训：制定培训计划，组织新员工培训，老员工的再培

训；鼓励学习和掌握新理论，新技术，提高专业技术水平；

4.评估：要进行定期的考核，测试检验人员的检验能力及

操作熟练程度；结合参加外部能力验证等活动，建立人员

绩效制度；应建立检验人员档案；



人员要求（ISO15189）

ß 有颜色视觉障碍的人员不应从事涉及到辨色的微生物学

检验。

ß 临床微生物学实验室负责人至少应具有以下资格：中级

技术职称，医学、医学检验专业背景，或相关专业背景

经过医学检验培训，3年临床微生物工作经验。

ß 认可的授权签字人应至少具有中级以上专业技术职称，

从事申请认可授权签字领域专业技术工作至少3年。



人员要求（ISO15189）

ß 应每年对各级工作人员制定培训计划并进行微生物专业技术及知识培

训、质量保证/质量管理培训、客户服务培训、安全培训、继续教育

培训。

ß 应制定员工能力评审的内容和方法，每年评审员工的工作能力；对新

进员工在最初2个月内应至少进行2次能力评审（间隔为30天），保

存评审记录。当职责变更时，或离岗6个月以上再上岗时，或政策、

程序、技术有变更时，应对员工进行再培训和再评审。没有通过评审

的人员需经再培训和再评审，合格后才可继续上岗，并记录。

ß 应提供工作人员对患者隐私及结果保密的声明及签字。



质量控制文件

ß 质量控制操作手册（SOP）是质量控制的重要环节之一

ß 临床微生物检验SOP至少应包括以下内容：①标本采集，

运送与处理；②标本检验流程；③检验方法与质控方法

（微生物分离，培养，鉴定与药物敏感试验）；④临床

意义；⑤报告方式；⑥仪器操作手册；⑦试剂质量鉴定；

⑧质量控制；⑨其他各项制度（生物安全，标本管理制

度等）；⑩参考文献。





操作手册 ( 作业指导书 )



试剂的质量控制

ß 1.染色液质控：细菌室常用染色液是革兰染色液和抗酸

染色液。

a. 商品化染色液应具备品牌、试剂名称、批号、存放条

件、失效期等说明，并向客户提供质量保证书。

b. 每周应用金黄色葡萄球菌(ATCC 25923), 大肠埃希菌

(ATCC25922), 结核分枝杆菌H37Ra(ATCC 25177)分别对

革兰染色液、抗酸染色液进行室内质控。过期的染色液

不应再使用。



试剂的质量控制

ß 2.常用生化试剂质控。随着细菌鉴定仪和快

速微量生化鉴定板条的普及, 实验室常用生

化试剂种类日趋减少，应注意试剂贮存时

避光、冷藏等要求, 保证试剂的稳定性, 不

要使用过期试剂。



试剂的质量控制

ß 3.诊断血清质控

a. 诊断血清应从有资质的生产单位购买。

b. 验收时必须注意生产批号、血清效价、透明度与色泽。

c. 初次使用时应注意工作浓度并与原用的诊断血清对照

比较后再用于患者标本的测试。

d. 试验中应注意无菌操作, 避免细菌污染。

e. 要经常检查贮存在4 °C 冰箱中的各种血清, 若发现混

浊, 出现絮状, 应停止使用。



试剂质量验证

ß 新批号及每一货次的试剂使用前，应通过直接分析参考物质、

新旧批号平行实验或常规质控等方法进行验证，并记录；

ß 新批号及每一货次的试剂、纸片，如吲哚试剂，杆菌肽，奥普

托辛，X、V、XV 因子纸片等应使用阴性和阳性质控物进行验证；

ß 新批号及每一货次的药敏试验纸片使用前应以标准菌株进行验

证；

ß 新批号及每一货次的染色剂（革兰染色、特殊染色和荧光染

色），应用已知阳性和阴性（适用时）的质控菌株进行验证；





培养基质量控制

ß 目前实验室多采用商业化的培养基，需要提供质量保证书。

ß 自制培养基需要记录其配置的过程：

- 如名称、配置数量、配置日期、灭菌记录等

ß 培养基外观良好（平滑、水分适宜、无污染、适当的颜色和厚

度，试管培养基湿度适宜），新批号及每一货次的商品或自配

培养基应检测相应的性能，包括无菌试验、生长试验或与旧批

号平行试验、生长抑制试验（适用时）、生化反应（适用时）

等，应以质控菌株进行验证。





设施和环境条件

ß 实验室应有足够的办公、文字处理、培养基制备、实验

工作空间。宜有适当的水池、排水管道、电源插座、通

风设施、通讯设备。

ß 应定期根据工作流程及性质实施安全风险评估，根据生

物安全理论和技术的新进展制定、修订相应的生物安全

操作和防护规程并进行培训，以减小职业暴露的危险。

当工作流程及性质发生变动时，应及时实施再评估。



设施和环境条件

ß 至少应规定如下安全要求：

ß （a）不同控制区域的防护措施及合适的警告；

ß （b）已知或有潜在经空气、气溶胶传播危险的标本或病原体在

生物安全柜内操作；

ß （c）标本安全运送及处理，如工作人员接种疫苗，戴手套和进

行呼吸道防护（适用时），确保容器密封性，嗅平板时的潜在

危害及其防护等；

ß （d）渗漏标本的处理措施；

ß （e）工作环境及设备的消毒措施。



设施和环境条件

ß 实验室内照明宜充足，避免阳光直射及反射，

如果可能，可在实验室内不同区域设置照明控

制，以满足不同实验的需要。应有可靠的电力

供应和应急照明。

ß 应制定生物安全事故和危险品、危险设施等意

外事故的预防措施和应急预案，并对全体人员

进行培训。



仪器设备质量控制

ß 制定仪器设备的作业指导书和检定校准计划。列出

仪器设备的清单，并指定专人进行负责，仪器档案

应该包含以下内容：①仪器名称，编号，型号，制

造商，启用日期；②常规校准方法和期限（每天，

每周，每月还是每季）；③常规维护保养日期（按

制造商的推荐意见）；④完整仪器的使用，维修和

保养记录；⑤仪器只要不报废，维修记录均应保存。



 实验室设备要求

ß 设备配置应与实验室服务相适应。生物安全柜

的类型和安装应满足工作要求；孵育箱的数量

和种类应满足诊断需要（如特殊温度范围和气

体要求）；应贮存与诊断相配套的质控物，以

便在染色、试剂、试验、鉴定系统和抗菌药物

敏感性试验中使用；无菌体液的显微镜检查应

配备细胞离心机。



 实验室设备要求

ß 设备校准、维护及性能等应符合如下要求：

ß （a）自动化鉴定仪、血培养仪的校准应满足制造商建

议；

ß （b）每6个月进行检定或校准的设备至少应包括浊度仪；

ß （c）每12个月进行检定或校准的设备至少应包括：生

物安全柜（高效过滤器、气流、负压等参数）、CO2浓

度检测仪、细胞离心机、压力灭菌器、游标卡尺、培养

箱、温度计、移液器、微量滴定管或自动分配器；



 实验室设备要求

ß （d）应保存仪器功能监测记录的设备至少应包括：温度依赖设

施（冰箱、孵育箱、水浴箱、加热块等每日记录温度）、CO2

培养箱（每日记录CO2浓度）、超净工作台（定期做无菌试

验）、压力灭菌器（至少每个灭菌包外贴化学指示胶带、内置

化学指示卡，定期进行生物监测）；

ß （e） 应制定预防性维护计划并记录的设备至少应包括：生物

安全柜；CO2培养箱、自动化鉴定仪、血培养仪、压力灭菌器、

超净工作台、显微镜和离心机。



 实验室设备要求

ß 所有试剂应标注或能追溯的信息包括：名称、浓度或滴度，存

放条件，失效期。若试剂启封，改变了有效期和储存条件，应

记录新的有效期。试剂的储存条件应遵循生产商的建议，并在

标明的有效期内使用。

ß 培养基标签应包含生产日期（批号）、保质期（或失效期），

适用时包括配方、质量控制、贮存条件等信息。

ß 药敏用标准菌株种类和数量应满足实验室工作要求，并保存其

来源、传代等记录，并有证据表明标准菌株性能满足要求。



 实验室设备要求

ß 如果设备故障影响了方法学性能，在设备

修复、校准后，实验室应对设备性能进行

验证，例如检测质控菌株或已知结果的标

本。











标本质量控制

ß 建立样本采集和运送标准操作手册（SOP），制定

从检测申请，样本收集开始到发出检测结果报告为

止的全过程的操作和管理程序。

ß 实验室应负责向采集和运送标本的医院相关人员提

供指导手册，并且要定期对相关的人员进行培训。

同时，实验室应持续监测样本采集和运送过程。并

且对标本质量进行评估，对于不合格样本拒收。



正确的微生物标本采集和运送，是准确的病原学诊断的前提

ß 标本采集、运送是分析前质量控制的重要部分。

实验室必须制定标本采集和运送手册发布给临床。



除通用要求外微生物标本的采集及运送指南，还应包括以下内容：

ß （a）不同部位标本的采集方法。如：明确说明并执行血培养标本采

集的消毒技术、合适的标本量。诊断成人不明原因发热、血流细菌感

染时宜在不同部位抽血2套，每套2瓶（需氧、厌氧各一瓶）；

ß （b）合格的标本类型、送检次数、标本量。如：痰标本直接显微镜

检查找结核杆菌或结核杆菌培养，应送检三份痰标本。最好至少连续

3日，采集每日清晨第一口痰；

ß （c）明确规定需要尽快运送的标本；

ß （d）合适的运送培养基；

ß （e）延迟运送时，标本的保存方法；

ß （f）安全运送标本的方法（如：密封容器、无标本外漏等）；

ß （g）标本标识。



标本接收标准的制定

ß 如无肉眼可见的渗漏、合适的标本类型/量、正确

的保存、预防拭子干燥、适当的运送培养基等。

宜评估标本的合格性并反馈评估结果。不合格的

标本（如：痰标本等）宜尽快通知医生、护士或

患者（门诊），以便重新采集。



细菌培养和鉴定程序应满足如下要求

ß A、所选择的涂片、染色技术、培养基应能从标本中分离、识别相应的病原菌；

鉴定方法应符合要求（如：通过血清学、革兰染色、菌落形态、生长条件、

代谢反应、生化和酶活性、抗菌药物耐药性谱等特性鉴定）；应有处理组织

标本的能力；

ß B、应明确伤口标本培养程序，深部伤口感染应至少包括标本采集、需氧菌及

厌氧菌的培养及鉴定。如果不具备厌氧培养条件，则应有程序表明，标本置

合格的运送系统迅速送有条件的实验室。应有适当的方法检测苛养菌（如放

线菌，快速生长的分枝杆菌等）；

ß C、厌氧菌培养时间与标本类型、诊断有关，在第一次培养评估之前应有足够

的培养时间（至少48小时）。应有合适的液体培养基，有合适的鉴定方法

（适用时）。

ß D、除通用内容外，检验程序还应包括适宜的培养环境和足够的培养时间；初

次分离用非选择性培养基的平板直径应不小于9cm，应只接种一份标本。



细菌抗菌药物敏感性试验程序应满足如下要求

ß A、应制定常规药敏试验方法（纸片扩散法、琼脂稀释法、微量肉汤

稀释法、E试验或其他）的操作程序（含各类病原体和/或标本的检测

药物、质控标准、结果解释等）；

ß B、抗菌药物敏感性试验方法包括纸片扩散法、稀释法（琼脂稀释法、

肉汤稀释法）、浓度梯度扩散法（E试验）或自动化仪器检测；实验

室应提供与服务相适应的抗菌药物敏感性试验；

ß C、抗菌药物敏感性试验方法及结果判断至少应遵循上一年的标准。

ß D、应按优先顺序依次选择标准菌株、质控菌株或其它已知菌株对商

业鉴定系统（包括自动、半自动、手工）每种板（条/卡/管）的鉴定

/药敏结果符合性进行验证。



其它培养要求

ß 分枝杆菌标本应置密闭的防渗漏容器内；某些标本（如：

尿液、脑脊液）抗酸染色应浓缩，所有标本培养前应浓

缩。应以密闭试管置密封的离心架内离心。

ß 真菌培养宜使用含和不含抗菌药物的两类培养基。如果

在室温下培养，应每天监测并记录室温（22℃-26℃）。

经空气传播有高度感染性的真菌标本、含菌丝体的真菌

应在生物安全柜内处理。若采用平皿培养，应封盖。



对我国法定传染病病原微生物的检验程序应满足如下要求

ß 1、检验程序应至少符合中华人民共和国卫生

行业标准；

ß 2、当培养过程中发现人间传染的高致病性病

原微生物（依据«人间传染的病原微生物名录»）

时，应按相关法规要求进行处理，或送至相应

级别的生物安全实验室进行检验。



检验程序的质量保证

ß 1、使用中的染色剂（革兰染色、特殊染色和荧光染色），至

少每周（若频率小于每周1次，则实验当日）用已知阳性和阴

性（适用时）的质控菌株检测染色程序；

ß 2、凝固酶、过氧化氢酶、氧化酶、β内酰胺酶，实验当日应做

阴性和阳性质控，商业头孢菌素试剂的β内酰胺酶试验可遵循

制造商的建议。诊断性抗血清试剂，实验当日至少应做多价血

清阴性和阳性质控。定性试验试剂每次检测时应至少包括阳性

和阴性质控菌株或样本。不含内质控的直接抗原检测试剂，实

验当日应检测阳性和阴性质控；



检验程序的质量保证

ß 3、实验室采用的抗菌药物敏感性试验方法应以标准菌株连续

检测20－30天，每一组药物/细菌超出参考范围（抑菌圈直径

或MIC）的频率应小于1/20或2/30。此后，应每周使用标准菌

株进行质控。若检测频率小于每周1次，则每个检测日应进行

质控。采用自动或半自动仪器检测MIC时，应按照制造商的要

求进行质控。应保存抗菌药物敏感性试验资料（细菌耐药监测

信息），并至少每年向临床医师报告（一般为每季度）。

ß 4、厌氧菌应以有效的方法检测厌氧培养环境（如以亚甲兰试

条、厌氧菌或适当的程序检测厌氧系统的厌氧条件）。



检验程序的质量保证

ß 5、分枝杆菌抗酸染色应在实验当日用适当的阴性

和阳性质控验证（结核分枝杆菌H37Ra(ATCC 
25177) ）；荧光染色应每次实验以阴性和阳性质控

验证。

ß 6、真菌直接染色（如：PAS，吉姆萨染色，墨汁染

色）检查患者标本时，应在实验当日做阴性和阳性

质控（某些染色如吉姆萨染色，玻片本身作为阴性

质控。KOH制备的玻片不需要质控）。



结果报告要求

ß 分析后质量控制主要包括报告的核对和审核，危急

值及分级报告，报告结果的保存并加强与临床的沟

通交流。

ß 1.在发出报告前确保所有室内质控在控。检验结果

的审核：检测项目与申请单内容是否一致；细菌的

分离和鉴定流程是否符合标准；鉴定的细菌和临床

标本是否相符；细菌的耐药情况是否合理；此次结

果与近期测定结果不符。



结果报告要求

ß 2.异常检验结果的审核：对检验过程进行审核，如

标本编号是否正确、结果录入是否准确；细菌鉴定

结果与药敏实验果相矛盾；此次结果与近期测定结

果不符；是否存在标本采集、运输及保存中问题，

应该加以注明，并及时与临床联系；如对以上情况

无法确认，应对标本进行必要的复检，所有重复或

特殊处理均应在备注栏中标明。



结果报告要求

ß 3.危急值报告至少包括：血培养阳性的结果；脑脊液的

病原学检查（镜检及培养）；国家规定立即上报的法定

传染病；如发现炭疽芽孢杆菌、鼠疫耶尔森氏菌等，应

立即报告给公共卫生机构。

ß 4、血液、脑脊液标本的培养鉴定应及时发送分级报告，

如标本直接涂片或湿片直接镜检、培养结果的判读等阳

性发现。其它无菌部位来源标本宜报告直接涂片镜检的

阳性结果。



结果报告要求

ß 5.血培养的分级报告。一级报告：血液骨髓标本培养瓶

发现报警后，立即涂片做革兰染色，将涂片结果电话通

知临床医生，并询问医生用药情况；二级报告：报告直

接药敏结果及初步鉴定结果；三级报告：书面报告细菌

鉴定结果（种属）、正式药敏试验、结果解释或建议等。

ß 6、应在收到样品24小时内报告分枝杆菌抗酸或荧光染

色结果。



结果报告要求

ß 7.报告结果应保留所有检验申请单及检验流程单备查，

检验申请单及检验流程单保留2年，原始结果的电子数

据在指定电脑中保存。

ß 8.加强与临床沟通交流，提高自身能力，加强与临床医

师、护士的沟通交流，做好标本的质量控制。加强与临

床医生联系，提供良好的解释和咨询服务。使临床医生

能正确理解和解释报告并用于临床诊治。加强与临床医

生联系，倾听意见和建议。



分析后标本的处置

ß 已经检测完的标本盖回塞子，每天的标本统一放入

注明当天日期的袋子里，血液标本 4~8℃冰库保存 

2 周，其他标本 4~8℃冰库保存 1 周。

ß 对于超过保存期微生物所有的标本，由生物安全员、

或指定人员对其进行高压灭菌后，放入医用垃圾桶

中，再由环卫部门定期上门接收统一处理。



规范化操作：

是我们微生物检验质量的保障



下呼吸道感染常规细菌培养的操作规范

1 范围
本标准规定了下呼吸道感染常规细菌培养
的操作规范。

本标准适用于医疗机构微生物实验室。

前 言
本标准按照GB/T1.1 2009给出的规则起草。
本标准起草单位：
卫生部临床检验中心、陕西省人民医院、
安徽省立医院、北京医院、北京大学人民
医院、中国医学科学院北京协和医院、首
都医科大学附属北京友谊医院、解放军总
医院、浙江省温州医科大学附属第二医院。
本标准主要起草人：胡继红、任健康、马
筱玲、胡云建、王辉、徐英春、苏建荣、
罗燕萍、李向阳。





操作规范内容

ß 标本采集

ß 标本运送

ß 筛选并拒收的标本

ß 标本处理基本要求

ß 接种和培养

ß 标本涂片及革兰染色

ß 显微镜观察革兰染色结果



血培养规范化操作



血样采集和培养瓶接种 

ß 采血时间和套数

3.2.1 采血时间

宜在寒战或高热高峰前后采集，用抗菌药物之前采集。

3.2.2 血培养套数

应同时采集 2～3 套血培养， 2d～5 d 内无需重复采集血培养。只有在怀疑感染性心内

膜炎或其它

血管内感染（如导管相关性感染）时，才有必要间隔多次采集血培养。 对于新生儿，

采集一瓶儿童需氧

瓶，宜同时做尿液和脑脊液培养。

3.3 采血量

成人每瓶采血量 8 mL～10 mL，儿童 1 mL～5 mL，但不应超过患儿总血量的 1%。血

液和肉汤之比

为 1： 5～1： 10。 新生儿 0.5mL。 



尿路感染实验室操作规范





细菌性腹泻的临床实验室诊断操作规范 





         谢谢！


