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【摘要】 随着COVID-19感染疫情的不断蔓延,实验室生物安全防护成为急需重视的重要问题。为响应国家号召,我们参

照国家建议和相关文件,提出本建议。从适用范围、安全原则、个人防护、标本采集、转运、处理、检验及检验后、职业暴露等

方面,对病原真菌临床检查的生物安全防护进行了建议。希望在实际工作中落实并不断完善。
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【Abstract】 With
 

the
 

outbreak
 

and
 

spread
 

of
 

the
 

COVID-19
 

infection,
 

biosafety
 

in
 

clinical
 

laboratory
 

has
 

become
 

increasing-
ly

 

important.
 

Based
 

on
 

Chinese
 

National
 

Recommendations
 

and
 

relevant
 

guidelines,
 

we
 

propose
 

this
 

document
 

about
 

biosafe-
ty

 

when
 

fungal
 

examination.
 

This
 

proposal
 

consists
 

of
 

applicability,
 

safety
 

principles,
 

personal
 

precaution,
 

specimen
 

collec-
tion,

 

specimen
 

transport,
 

specimen
 

handling,
 

analysis,
 

post-analysis
 

and
 

occupational
 

exposure,
 

and
 

gives
 

recommendations
 

on
 

biosafety
 

precaution
 

and
 

biosafety
 

protection.
 

We
 

hope
 

that
 

it
 

can
 

be
 

practically
 

implemented
 

and
 

continuously
 

improved
 

to
 

ensure
 

laboratory
 

safety.
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  2019年底开始出现于武汉的新型冠状病毒肺

炎(novel
 

coronavirus
 

pneumonia,NCP)是由严重

急性呼吸综合征冠状 病 毒2型(COVID-19)感
染所致,目前已经扩散到全国乃至国际,对我国和

全球公众健康都产生了重要影响[1]。截止2020年

2月15日,全国确诊病例68584例,疑似病例8228
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例,死亡1666例,其危害已远远超过2003年的严

重急性呼吸综合征(SARS)。在这次 COVID-19
肆虐中,院内交叉感染是非常突出的问题[2],其中

医务人员感染1716例,有6位不幸离世。目前该

病已纳入《中华人民共和国传染病防治法》规定的

乙类传染病并采取甲类传染病的防控措施。
微生物学检查在NCP患者的病原学诊断中发

挥着十分关键的作用,为了进行鉴别诊断以及排除

继发或并发真菌感染,真菌学实验室也承担着重要

的检测工作,必须保护好操作人员和环境,确保实

验室的生物安全万无一失。随着对NCP的临床特

征和演变规律的深入认识并结合对临床微生物学
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检验知识的梳理,参考相关文件[3-8],我们特提出抗

击NCP疫情形势下病原性真菌实验室检查生物安

全防护建议。

1 适用范围

供临床微生物检查实验室(包括皮肤科真菌实

验室、检验科真菌实验室等)、医疗机构科研性实验

室、基础医学实验室、动物实验室等相关人员在工

作中参考。

2 安全原则

进行必要的生物安全风险评估,基于生物安全

风险评估实施生物安全计划。避免过度防护、过度

消毒。依第二版生物安全指南[5]和病原性真菌临

床检查方法[9],确定如下原则。

2.1 对NCP确诊患者和疑似患者临床标本

按照病原微生物危害程度分类中第二类病原

微生物进行管理,应在生物安全三级实验室开展。
在生物安全二级实验室开展时,操作者须三级生物

安全防护。
开展前应由省级卫生行政部门审核后报国家

卫生健康委员会批准。可参照中华医学会检验医

学分会颁布的“2019新型冠状病毒肺炎临床实验

室生物安全防护专家共识”[8]进行生物安全风险评

估,实施生物安全计划。

2.2 对于一般患者

按试行第五版诊疗方案中确定的疑似病例、确
诊病例之外的其他患者,本建议称为一般患者[4]。
患者感染COVID-19的概率低,在对此类患者进行

标本现场采集检测或对患者其他标本检测时,须有

一级生物安全防护。

3 个人安全防护

3.1 防护用品和分级[6]

医用外科口罩(YY0469-2011)、医用防护口罩

(GB19083-2010)、N95(美 国 NIOSH42CF
 

R84-
1995)[下文包括 KN95(GB2626-2019)]、防护服

(GB
 

19082-2003或2009)、隔离衣、工作服、乳胶手

套、医用防护帽、护目镜(GB/T
 

14866)、鞋套。
一级生物安全防护:医用外科口罩、乳胶手套、

工作服,加手卫生,可戴医用防护帽。
二级生物安全防护:医用防护口罩或 N95口

罩、乳胶手套、工作服外隔离衣、医用防护帽,加手

卫生。必要时(比如有喷溅风险)可加护目镜。
三级生物安全防护:医用防护口罩或 N95、单

或双层医用防护帽、面屏、护目镜、双层乳胶手套

(条件许可,可以不同颜色)、工作服外防护服、鞋
套,加手卫生。必要时双层口罩(外医用防护口罩,
内N95)。

防护底线:必须要有医用口罩、工作服、手套。
佩戴注意事项:医用外科口罩佩戴时,双手沿

鼻压紧贴合。所有口罩戴上后确认密封;摘下时不

要触碰正面。手套佩戴前须确认气密性。防护服

穿脱符合规范。脱去之前全身喷雾消毒(有效氯浓

度500~1000
 

mg/L消毒液或75%乙醇),按标准

流程依次脱个人生物安全防护装备,污染面切勿接

触内部衣物,手不接触外表面[10]。

3.2 用品和消毒

消毒 对于确诊和疑似患者,建议用涉 及

NCP的专用标本转运箱,要求正规、密封良好、有
生物安全标识、方便、坚固、防水、防破损。转运箱

定期清洁消毒(有效氯浓度500
 

mg/L消毒液或

75%乙醇)。较长期保存之前,从医院之外送回后,
须进行清洁消毒(有效氯浓度500

 

mg/L消毒液或

75%乙醇)。转运箱一般不进入隔离病房;如果是

从隔离病房内取出,需要内部和外部清洁消毒(有
效氯浓度1000

 

mg/L消毒液或75%乙醇)。
密封标本袋,要求透明、有生物安全标识。
生物安全柜 需采用二级生物安全柜。生物

安全柜须年检合格、性能验证通过、运行期间性能

指标符合要求。实验室具备良好规范操作,并执行

每日功能监测、清洁消毒等。生物安全柜以紫外杀

菌灯消毒为主。也可以用75%乙醇消毒(不建议

含氯消毒剂),消毒后建议清水擦拭。
紫外线杀菌灯 符合国家标准[11]。定期检测

性能、完整记录、累积使用不超过规定时限。每次

消毒时间大于30
 

min。注意有效消毒距离。实验

室内消毒,必要时可以采用移动式紫外线杀菌灯,
以避免层高导致无效。

消毒液 每天实验前后要对实验室桌面、台面

及地面消毒,使用1000
 

mg/L有效氯的消毒液进

行。消毒液新鲜配置,有效时间不超过24
 

h。清洁

区可以使用500
 

mg/L有效氯的消毒液。建议进

行浓度测试。

3.3 环境

浅部真菌检验实验区须符合二级生物安全实
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验室规范。深部真菌检测符合二级或三级生物安

全实验室规范。
核酸检测(如PCR)则必须具备相应资质、且

实验室环境符合分子生物学实验室基本要求。
实验室严格管理,分区到位。除实验室人员和

保洁等相关人员外,禁止无关人员进入。相关物品

分区放置,按时更换。清洁区和实验 区 按 常 规

消毒。

3.4 个人

具备相应工作资质、岗位能力认可。接受专业

培训,掌握相应技术规范、操作规程、生物安全防护

知识和实际操作技能,并考核合格。接受COVID-
19相关微生物学、感染病学、流行病学、感染控制

学等培训,并考核合格。掌握正确地洗手时机;正
确行手卫生(七步洗手法)。不随意触摸面部皮肤、
眼睛、鼻孔等黏膜相关部位。建议剪短长发。禁止

佩戴饰物。生活区内,遵守纪律,注意防护,避免聚

集。禁止泄露患者隐私。
 

健康的心理,树立正确理念,对疾病有科学正

确的理解,避免恐慌焦虑,不轻信未经科学证实言

论。科学地做好防护,积极乐观地开展工作。

4 标本采集、转运、接收、检测和检测后

4.1 浅部真菌标本采集检测

指对怀疑有浅部真菌感染的皮肤及附属器标

本的真菌检测。
一般患者[9]对这些患者进行标本现场采集检

测时,须有一级生物安全防护;要求门诊就诊或病

房住院患者须正确佩戴医用外科口罩或 N95口

罩;操作者要佩戴医用外科口罩、乳胶手套、工作

服、医用防护帽;操作过程要严格规范,取材时用一

次性取材器械,在对患者皮损消毒及取材过程中,
尽量不与患者接触;取材后标本先用20%KOH浸

泡并在酒精灯上稍加热以溶解角质细胞,同时也可

起到对微生物的灭活作用,然后可直接盖上盖破片

在显微镜下观察,也可加入荧光染料后盖上盖玻片

进行显微镜下观察;建议真菌涂片镜检时采用荧光

染色,易于发现真菌成分。显微镜下可观察到真菌

菌丝或孢子[9]。

NCP疑似患者 不建议进入隔离区进行标本

现场采集及检测;如必须检测时,检验人员须三级

生物安全防护;标本采集及检测所用物品,如显微

镜等,检测完成后不能立即带出隔离区,必须经专

业人员消毒后才可。

NCP确诊患者 不建议进行皮肤等浅部真菌

检测。

4.2 深部真菌标本采集和检测

包括痰液、支气管肺泡灌洗液及其它气道分

泌物、血液、脑脊液、尿液、胸腔积液、心包积液、
腹腔积液、关节液、腹透液标本以及皮肤或内脏组

织等。
标本采集转运 一般患者:参考国家标准[12-14]

进行标本采集和转运。标本采集需把握好时间,采
集时间最好在病程早期、急性期,且必须在使用抗

菌药物之前采集,确保病原菌的检出;采集时严格

无菌操作要求,避免正常菌群的污染,同时采集者

需做好相应防护;用于真菌学检测的标本量应多于

用于细菌学检测的标本,应置于无菌,防漏,带有螺

旋盖的密闭容器中尽快送检;若不能及时送检,非
无菌部位标本需要4℃保存,无菌部位标本室温保

存。如果标本量过少,液体(<1
 

mL)或组织(<1
 

cm3)应在30
 

min内送到实验室。一些深部真菌血

清学试验如:G或GM 试验的血液标本,采集标本

时需避免对检测产生影响,建议使用去热源无抗凝

剂采血管,一些特殊患者如透析患者、使用静脉营

养患者、严重黄疸患者等不建议做G试验。确诊

或疑似患者:标本的采集和转运除参考上述两个标

准外,所有标本还应遵循有关原则[8]进行预处理。
标本检测 一般患者:深部真菌标本痰、便等

进行显微镜观察前,建议将标本用紫外线照射30
 

min,然后56℃灭活30
 

min后进行;一些特殊标本

如:支气管肺泡灌洗液、脑脊液等,要先进行离心,
用离心沉淀物进行真菌镜检和培养;上清液可以进

行GM试验或新型隐球菌荚膜抗原试验;真菌培

养的标本不能56℃灭活处理;真菌培养应在生物

安全Ⅱ级实验室开展,接种操作在二级生物安全柜

中进行,28±2℃培养至少1周。G试验、GM 试验

和新型隐球菌荚膜抗原测定在血清检测前可56℃
灭活30

 

min后在二级生物安全柜中进行[9]。对疑

似患者:在没有确诊前不建议对有菌体液及开放体

液进行检测;对于血液、脑脊液等无菌标本进检测

时建议在三级生物安全实验室进行检验人员须三

级生物安全防护。对确诊患者:不建议对有菌体液

及开放体液进行检测。尽量减少不利于防护和消

毒的检测,尽量使用全自动检测仪器,减少手工操

作。
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5 职业暴露的处理

对于一般患者标本污染生物安全柜的操作台

造成局部污染,先使用新鲜配制的5500
 

mg/L有

效氯含量的消毒液消毒30
 

min,再用紫外线灯消

毒60
 

min。
对于确诊和疑似患者标本造成的实验室污染,

要保持实验室空间密闭,禁止不相关人员出入。使

用浸透5500
 

mg/L有效氯含量的消毒液的纱布覆

盖污染区30
 

min。然后使用高锰酸钾甲醛,对实

验室空间进行熏蒸消毒。

6 小  结

为应对新型冠状病毒肺炎疫情的不断蔓延的

严峻形势,本文响应国家号召,参照国家的有关建

议和相关文件,从适用范围、安全原则、个人防护、
标本采集、转运、处理、检验及检验后、职业暴露等

方面,对病原真菌临床检查的生物安全防护进行了

建议,希望有益于病原真菌临床实验室检查工作的

开展,并在实际工作中不断完善。
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