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探讨用分离胶采血管联合基质辅助激光解析电离飞行时间质谱系统"

WU3/̀ +(E

$快速鉴定血培养阳性菌的

方法&方法
!

收集
"&!F

年
#

"

!&

月广州医科大学附属第一医院
,J.3

%
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血培养仪报阳性!且直接涂片染色为革兰阴性

菌的血培养标本
F&

例!通过分离胶采血管直接从血培养瓶中提取细菌!采用
WU3/̀ +(E

对细菌进行快速鉴定#同时用常规方法

对细菌进行转种培养及鉴定!比较该方法的鉴定符合率&结果
!

F&

例血培养阳性的革兰阴性菌中!

"!

例鉴定不出细菌名!

"'

例鉴

定出细菌名!阳性率
FB$&Y

!与常规鉴定方法阳性正确率为
'%$%Y

#分离胶联合
WU3/̀+(E

较常规法提前近
"CL

&结论
!

采用分离

胶集菌联合
WU3̀ /+(E

鉴定细菌的方法!对血培养阳性革兰阴性菌的鉴定符合率高!可以大大缩短鉴定的时间!方法快速'简便&

关键词"分离胶采血管#
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质谱鉴定系统#
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血流感染是临床上重症感染性疾病之一#致死率高#快速

诊断是控制感染+降低病死率的关键'而传统的微生物鉴定方

法主要包括培养和生化试验等#需要的时间长+鉴定范围窄#影

响了病原微生物鉴定的速度和准确性'基质辅助激光解析电

离飞行时间质谱$

(*A)U+3\G(E

&是近些年发展起来的一种

新型的细菌鉴定技术'随着技术不断改进和数据库完善#

(*A)U+3\G(E

已可在细菌不经过前处理的情况下直接检

测细菌#因而被认为是鉴定细菌最有效的方法)

!

*

'法国生物梅

里埃公司的质谱系统
WU3/̀ +(E

是利用
(*A)U+3\G

质谱

技术来分析检测菌株蛋白组成成分#获得特征性的峰谱#与数

据库中细菌图谱进行比较#能够吻合即可作出判断#从而快速

鉴定细菌'本研究对全自动血培养仪报阳的直接涂片镜检为

革兰阴性菌的标本#采用分离胶采血管直接分离收集细菌#用

WU3/̀ +(E

质谱仪对待检菌进行鉴定%同时以常规方法对血

培养阳性标本进行培养及鉴定#比较两者鉴定结果一致性%以

探讨该快速检测方法的可行性'

A

!

材料和方法

A$A

!

标本来源
!

收集
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年
#

"

!&

月广州医科大学附属第

一医院
,J.3

"

*A/53#)

全自动培养仪报阳的血培养标本
F&

例#且瓶中培养液直接涂片染色镜检为革兰阴性菌$需氧或厌

氧菌&#并于当天完成分离胶提菌及
WU3/̀ +(E

直接鉴定'同

一患者的需氧培养瓶和厌氧培养瓶也算入其中'

A$B

!

仪器和试剂
!

,J.3

"

*A/53#)

全自动血培养仪+血培养

瓶+哥伦比亚血琼脂平板+质谱样品处理基质溶液+

WU3/̀ +(E

)E

靶板+

WU3/̀ +(E

质谱系统+

WU3/̀ "

全血自动细菌鉴定

系统+

(eA*

实验室全自动工作站购于生物梅里埃中国有限

公司%分离胶采血管购自
,)

公司%

FC!F)

高速台式离心机购

于
/

00

9=M-<P

公司%一次性接种环购于
4\2*7

公司%质谱校

准参考菌株
*344BH#'

大肠埃希菌由本院微生物室保存'所

有试剂均在有效期内'

A$C

!

方法

A$C$A

!

收集并确认血培养阳性标本
!

当
,J.3

"

*A/53#)

全

自动血培养仪报警#立即取出阳性需氧或厌氧培养瓶#从瓶中

抽取培养液直接涂片染色镜检#确定有革兰阴性杆菌生长的为

阳性标本#排除假阳性'血培养瓶为加入碳粒的中和抗菌药物

瓶或是不含碳粒的普通瓶'
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月第
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A$C$B

!

分离胶采血管初步处理标本
!

将血培养瓶摇匀#用无

菌注射器吸取
#6A

培养液#并注入到分离胶采血管内#室温

下#

#&&&<

"

61=

离心
"61=

#通过离心能将碳粉及大部分红细

胞分离到分离胶下层#而细菌则离心至分离胶上层沉淀及上清

液中#将离心后的上清液转移至
/2

管'

A$C$C

!

高速离心收集细菌
!

先将
/2

管离心#

F&&&<

"

61=

离

心
F61=

#弃去
/2

管中的上清液%再加入
"&&

$

A

生理盐水于

/2

管中#混匀#

B&&&<

"

61=

离心
F61=

#最后弃去上清液#得到

沉淀物备用'

A$C$D

!

质谱鉴定
!

用
!

$

A

一次性接种环轻轻刮取
/2

管上

层细菌少量#点样在金属靶板的样品孔中#后加入
!

$

A

质谱样

品处理基质溶液覆盖样品#室温待干后将靶板放到
WU3/̀ +

(E

质谱仪进行鉴定'当涂抹细菌时做到尽量薄+均匀#每个

样品双孔检测#每次取培养
!F

"

!BL

的
*344BH#'

校准菌株

纯菌点样于靶板质控孔'

A$C$E

!

常规培养鉴定
!

将
,J.3

"

*A/53#)

全自动血培养仪

报阳的血培养瓶取出#从瓶中抽取培养液直接涂片革兰染色镜

检#同时取少量培养液接种于血琼脂平板#需氧或厌氧环境中

孵育
!B

"

"CL

后#挑取平板上的纯菌落#调菌液浊度后选用

D7

卡#放到
WU3/̀ "

系统进行鉴定'鉴定结果以常规培养

鉴定方法的结果为准'

A$C$I

!

质谱鉴定结果及比较分析
!

WU3/̀ +(E

质谱系统的

鉴定结果包括能够鉴定到种或属+频谱错误+无鉴定结果+波峰

不足等情况'能鉴定到种或属的结果为阳性#其他情况为结果

阴性'将该方法与常规培养鉴定方法比较#计算阳性正确率#

阳性正确率为该实验方法鉴定结果阳性的标本数与常规培养

方法的鉴定结果相一致的概率'

B

!

结
!!

果

B$A

!

分离胶采集管联合
WU3/̀ +(E

质谱检测结果
!

F&

例血

液培养阳性的革兰阴性菌标本检测结果见表
!

'从表
!

可见#

血流感染革兰阴性菌标本中需氧菌占
'BY

$

C'

"

F&

&#厌氧菌只

占
"Y

$

!

"

F&

&%需氧菌中大肠埃希菌最为常见#占
H&Y

$

#F

"

F&

&#其次是鲍曼不动杆菌'本实验方法直接检测大肠埃希菌

和肺炎克雷伯菌的鉴定效果较差#检出率低#出现鉴定不出

$

C"$&Y

&及鉴定错误$

"$&Y

&的结果'

B$B

!

快速法与常规培养鉴定方法结果比较
!

与常规培养鉴定

方法比较结果见表
!

'

F&

株革兰阴性菌的种类分为
B

种#除常

见菌外还包括不常见的沙门伤寒菌+胎儿弯曲菌胎儿亚种及厌

氧菌类腐败梭菌#分离胶采集管联合
WU3/̀ +(E

质谱检测对

这些不常见菌的鉴定结果与常规方法结果一致#符合率达

!&&Y

'而对常见的大肠埃希菌的鉴定#其符合率却较低'

本实验方法从培养液注入分离胶采集管开始到
WU3/̀ +

(E

质谱检测出结果所需时间在
"L

内#而用常规培养鉴定方

法鉴定出结果所需时间平均为
"C

"

CBL

'

表
!

!!

分离胶采集管联合
WU3/̀ +(E

质谱检测结果

细菌名称
(

鉴定到种或属$

(

& 鉴定错误$

(

& 鉴定不出$

(

& 检出率$

Y

& 阳性正确率$

Y

&

大肠埃希菌
#F !% ! !B CB$% 'C$!

铜绿假单胞菌
# " & ! %%$% !&&$&

鲍曼不动杆菌
% F & ! B#$# !&&$&

肺炎克雷伯菌
! & & ! &$& &$&

嗜麦芽窄食单胞菌
! ! & & !&&$& !&&$&

沙门伤寒菌
" " & & !&&$& !&&$&

胎儿弯曲菌胎儿亚种
! ! & & !&&$& !&&$&

厌氧菌类腐败梭菌
! ! & & !&&$& !&&$&

总计
F& "B ! "! FB$& '%$%

C

!

讨
!!

论

菌血症和败血症是严重危及患者生命的疾病#传统的培养

鉴定方法耗时长#无法满足临床急诊所需#如何对血培养阳性

标本进行快速+准确的菌种鉴定成为重中之重'国内外不少学

者为此不断进行实验#以攻克这一难题#使致病菌在短时间内

鉴定出来成为了可能'根据不同细菌所特有的蛋白#应用

(*A)U+3\G(E

使细胞表面蛋白质形成不同的模式峰#与人

类病原体数据库中的蛋白质指纹图谱进行比较#从而对该微生

物的类别进行鉴定#这是一种与传统鉴定方法完全不同的新型

鉴定手段)

"

*

'生物梅里埃公司的
WU3/̀ +(E

就是基于
(*A+

)U+3\G

原理运用于微生物鉴定的全自动质谱系统#在
"&!"

年通过国家食品药品监督管理局的批准后#标志了
WU3/̀ +

(E

将真正进入临床微生物诊断'

与传统的生化及表型鉴定方法对比#

WU3/̀ +(E

具有操

作简单+快速+自动化程度高+高通量的特点)

#

*

'

WU3/̀ +(E

既可以对临床标本分离出的纯菌落进行检测#也可以对临床上

未经分离培养的标本进行直接检测)

C

*

'由于血培养标本中碳

粒+血细胞等有形成分的存在#影响直接用阳性标本作细菌鉴

定的效果及判定'本研究采用含分离胶的采血管处理阳性标

本#离心后得到无血细胞的菌液'分离胶分离血液标本主要是

因为碳粒和血细胞的比重大#经离心后处于下层#而血清及细

菌比重较分离胶小#处于上层)

F

*

#经离心后细菌在上层血清及

血清与分离胶的交界处#为细菌的提取提供了条件'对于离心

的速度#如果离心力过低#作用于分离胶的力较弱#使分离胶返

转性不佳#可出现纤维蛋白凝状物停留在血清中或胶体层中'

相反#如果离心时间过长#在分离胶凝聚体中由于氢键被切断

后再难以形成网状结构#而失去触变性)

%

*

'

本研究分离胶采集管联合
WU3/̀ +(E

质谱快速检测方法

有以下优点!$

!

&速度快'血液经无菌注射器抽离后注入到分

离胶采血管中#低速离心后再经两次高速离心便可收集病原

体#然后直接对沉淀物中的病原菌进行鉴定#病原菌的鉴定结

果在
"L

内便可得到#所需时间远远小于传统分离纯化菌落再

鉴定的方法$

"C

"

CBL

&'$

"

&成本低'所需试剂在各大医院普

遍使用#标本处理中所需仪器仅为离心机#试剂成本比
WU3/̀

"

鉴定卡成本低'$

#

&步骤简单'只需经抽提+

#

次离心便可进

行快速鉴定#比其他预处理提取细菌蛋白方法简单快速'但此

方法也有不足!$

!

&菌量少'血培养阳性标本中病原菌数量相

对较少#无法获得足量的单一细菌用于
WU3/̀ +(E

质谱的鉴

定#导致
WU3/̀ +(E

质谱无法鉴定或正确检出率过低#因此需

尽可能地收集上层血清及沉淀#为鉴定提供更多的细菌'$

"

&

(

"H&"

(
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标本杂质多'部分血培养中的血液标本溶血#血液标本经分离

胶分离后有破碎红细胞+蛋白质+碳粉等杂质#会干扰
WU3/̀ +

(E

质谱鉴定细菌#对
WU3/̀ +(E

质谱直接鉴定细菌造成一

定的难度#故需对
/2

管中的沉淀进行
!

"

"

次洗涤#尽可能地

把破碎红细胞+蛋白质+碳粉等杂质去除#但洗涤次数不宜过

多#这样会造成沉淀物中的细菌丢失#从而影响标本中的菌量'

本实验研究结果提示临床标本应在报阳后的
!"L

内即当

天完成检测#确保细菌有足够的活力和浓度'本次实验在
F&

例革兰阴性菌中#大肠埃希菌检出率低#有鉴定不出$

C"$&Y

&

及鉴定错误$

"$&Y

&的结果#这可能与血培养瓶中菌量较少或

报阳后超过一定时间才处理有关'而肺炎克雷伯菌的鉴定效

果差#可能与荚膜有关'陈峰等)

H

*的研究表明
WU3/̀ +(E

可

以直接鉴定血培养阳性的标本#但亦存在革兰阳性细菌的鉴定

率比革兰阴性细菌低%荚膜细菌如肺炎链球菌+流感嗜血杆菌

和肺炎克雷伯菌的鉴定率比其他无荚膜细菌低%细菌量不足或

混合感染时鉴定率低%培养物其他成分严重影响结果分析等问

题'由于本研究只收集了革兰阴性菌进行检测#而且样本量较

少#结果容易出现偏差'有待进一步加大样本量检测#获得更

多的数据结果'

现阶段利用分离胶联合
WU3/̀ +(E

直接对报阳的血培养

标本进行鉴定还存在的问题#比如革兰阳性菌+真菌的检测阳

性率和符合率如何#比如检出率不高#对混合菌鉴定能力不足

等'但本实验方法操作简单+快速#把传统分纯培养鉴定时间

由
"C

"

CBL

大大缩短到
"L

内#为患者进行早期+有效的治疗

提供的捷径#减少患者病死率#且成本低)

B

*

#实用性强#适合在

临床微生物实验室中推广应用'

参考文献

)

!

*

)Oh

#

eJ=

?

5

#

DO-h

#

9;J>$UM9=;1P1.J;1-=-P:;J

0

L

S

>-.-.+

.O:JO<9O:J=MM9;9<61=J;1-=-P1;:69;L1.1>>1=<9:1:;J=.9

K

S

6J;<1N+J::1:;9M>J:9< M9:-<

0

;1-=

"

1-=1XJ;1-= ;169+-P+

P>1

?

L;6J:::

0

9.;<-69;<

S

)

V

*

$*=J>4L96

#

"&&"

#

HC

$

"!

&!

FCBH+FC'!$

)

"

* 邓间开#江凌晓#车小燕
$

基质辅助激光解吸电离飞行时

间质谱在微生物检测中的应用进展)

V

*

$

广东医学#

"&!C

#

#F

$

%

&!

'FH+'%&$

)

#

*

G-;L9<

?

1>*

#

J̀:1=J;LJ=W

#

@

S

6J=V

#

9;J>$5J

0

1M1M9=;1P1+

.J;1-=-PKJ.;9<1JJ=M

S

9J:;:P<-6

0

-:1;1Q9K>--M.O>;O<9

K-;;>9:K

S

O:1=

?

JA

S

:1:+G1>;<J;1-=69;L-MJ=M (*A)U+

3\G 6J:::

0

9.;<O6J=J>

S

:1:R1;LE*5*(UEMJ;JKJ:9

)

V

*

$V4>1=(1.<-K1->

#

"&!#

#

F!

$

#

&!

B&F+B&'$

)

C

* 陈欢欢#文怡#刘根焰#等
$

血培养阳性标本直接细菌鉴定

和药敏中应用分离胶试管的方法探讨)

V

*

$

实用临床医药

杂志#

"&!!

#

!F

$

!F

&!

!F%+!FH$

)

F

* 赵立飞#徐建华#解传芬#等
$

临床应用分离胶采血管需注

意的问题)

V

*

$

临床检验杂志#

"&!"

#

#&

$

H

&!

FC#+FCF$

)

%

*

4L9=V@

#

@-2A

#

R̀J=DE

#

9;J>$)1<9.;KJ.;9<1J>1M9=;1P1+

.J;1-=1=

0

-:1;1Q9K>--M.O>;O<9:K

S

O:9-P;R-.-669<.1J>

6J;<1N+J::1:;9M>J:9<M9:-<

0

;1-=1-=1XJ;1-=+;169-PP>1

?

L;

6J:::

0

9.;<-69;<

S

:

S

:;96:

)

V

*

$V4>1=(1.<-K1->

#

"&!#

#

F!

$

%

&!

!H##+!H#'$

)

H

* 陈峰#李媛睿#黄甫昱婵#等
$

分离胶促凝管联合
(*A)U

3\G+(E

直接检测血培养阳性细菌)

V

*

$

检验医学#

"&!F

#

#&

$

"

&!

!!#+!"!$

$收稿日期!

"&!%+&F+"H

!

修回日期!

"&!%+&%+!H

&

$上接第
"&H&

页&

引入荧光探针等报告分子#简化检测流程%$

#

&采用了生物素
+

链酶亲和素系统提高检测灵敏度'总之#

E25

生物传感器结

合
245

扩增展现了一个新的分子检测工具#可以高通量特异

性检测呼吸道病毒#提高疾病的临床诊断敏感性#从而有效控

制呼吸道病毒的感染和治疗的效果'

参考文献

)

!

* 吴茜#倪林仙#李杨芳#等
$

急性下呼吸道感染患儿病毒病

原学分析)

V

*

$

中国实用儿科杂志#

"&&H

#

""

$

!"

&!

'#B+'#'$

)

"

* 张雪清#胡骏#宁小晓#等
$"C"F

例小儿呼吸道感染
H

种常

见病毒检出情况分析)

V

*

$

检验医学#

"&!#

#

"B

$

H

&!

%&"+

%&F$

)

#

* 张蓉芳
$

急性呼吸道感染患儿呼吸道病毒分子流行病学

和临床特征的研究)

)

*

$

兰州!兰州大学#

"&!!$

)

C

*

4J

S?

1>>5A

#

,>J1<D/

#

(1>>=9<2*$*<9Q19R-=Q1<J>K1-+

:9=:-<:;-M9;9.;LO6J=

0

J;L-

?

9=:

)

V

*

$*=J>4L16 *.;J

#

"&!&

#

%B!

$

!

"

"

&!

B+!F$

)

F

*

1̀9Q1;:3

#

WJ=D969=,

#

WJ=E;<1

I0

)

#

9;J>$7*E,*1:-+

;L9<6J>9=X

S

6J;1.1=Q1;<-=O.>91.J.1MJ6

0

>1P1.J;1-=-

0

;1+

61X9MP-<;L9M1J

?

=-:1:-P@UW+!1=P9.;1-=

)

V

*

$VW1<->

(9;L-M:

#

!''!

#

#F

$

#

&!

"H#+"B%$

)

%

*

D-OQ9JW

#

@-d94@

#

U==1:,A$D9=-;

S0

1=

?

-PL9

0

J;1;1:/

Q1<O:1=.>1=1.J>:

0

9.169=:K

S

<9:;<1.;1-=9=M-=O.>9J:9J+

=J>

S

:1:

)

V

*

$VW1<->(9;L-M:

#

!''B

#

H&

$

!

&!

H!+HB$

)

H

* 廖冰洁#周迎春#李翠#等
$

呼吸道病原体
U

?

(

抗体联合检

测在呼吸道感染诊断中的应用)

V

*

$

国际检验医学杂志#

"&!C

#

#F

$

!&

&!

!##'+!#C&$

)

B

*

,--=*4

#

G<9=.L*(

#

G>961=

?

)(

#

9;J>$)9;9.;1-=-P1=+

P>O9=XJJ:OK;

S0

9:1=.-66O=1;

S

+KJ:9M:O<Q91>>J=.9

)

V

*

$V

(9MW1<->

#

"&&!

#

%F

$

!

&!

!%#+!H&$

)

'

* 姚亚萍#徐冉行#吕棠山
$

呼吸道病原体多重实时荧光定

量
245

的检测)

V

*

$

中华医院感染学杂志#

"&!&

#

"&

$

C

&!

F'"+F'C$

)

!&

*方健#王静宇#宋海燕#等
$!F

种呼吸道病原体的实时荧

光定量
245

检测方法的建立及应用)

V

*

$

解放军医学杂

志#

"&!&

#

#F

$

!&

&!

!"FC+!"FH$

)

!!

*孙秋香#史蕾#顾大勇
$E25

传感技术在呼吸道病毒检测

中的应用)

V

*

$

中国卫生检验杂志#

"&!"

#

""

$

"

&!

C&%+C&B$

)

!"

*

A1Og

#

E-=

?

)

#

hLJ=

?

i

#

9;J>$*=-

0

;1.J>:O<PJ.9

0

>J:6-=

<9:-=J=.9K1-:9=:-<P-<M9;9<61=J;1-=-P;9;J=O:;-N1=

)

V

*

$3J>J=;J

#

"&&C

#

%"

$

C

&!

HH#+HH'$

)

!#

*

/>=1P<-/(

#

*:L:L1*(

#

4--

0

9<5V

#

9;J>$(O>;1

0

>9N245

!

-

0

;161XJ;1-=J=MJ

00

>1.J;1-=1=M1J

?

=-:;1.Q1<->-

?S

)

V

*

$4>1=

(1.<-K1->59Q

#

"&&&

#

!#

$

C

&!

FF'+FH&$

$收稿日期!

"&!%+&!+"&

!

修回日期!

"&!%+&F+&F

&

(

#H&"

(

国际检验医学杂志
"&!%

年
B

月第
#H

卷第
!F

期
!

U=;VAJK(9M

!

*O

?

O:;"&!%

!

W->$#H

!

7-$!F


