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年收集的希木龙念珠菌复合体

原始鉴定&

F'>B\AM

和
JEW\BEAM

基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱"

A<?D=$RTSAM

$鉴定结果%方法

!

收集
KU=S$G#R-"/"l-"/.

年
7"

株希木龙念珠菌和
.

株假希木龙念珠菌!所有菌株均经过分子生物学方

法进行复核鉴定确认%以复核鉴定结果作为'金标准(!评估各医院原始常规方法鉴定结果!并评估
F'>B\AM

和
JEW\BEAM

对希木龙念珠菌复合体的鉴定性能%结果
!

与分子生物学复核鉴定结果相比!希木龙念珠菌的

原始鉴定准确率为
781.L

!分别有
/.L

的菌株被显色培养!

<RJ;&

Z

'C=D!-K

!

<O=-"K

或
F'>B\-K3%

Z

&2>

错

误鉴定为奥默毕赤酵母和新型隐球菌#常规鉴定方法无法鉴定假希木龙念珠菌!其中
!

株被错误鉴定为希木龙

念珠菌#与分子生物学鉴定结果相比!

F'>B\AM=FD-1"

和
JEW\BEAMDJ.656

对希木龙念珠菌的鉴定准确率

分别为
/""1"L

和
.81.L

%

F'>B\AM=FD-1"

数据库中无假希木龙念珠菌的参考谱图!故将
.

株菌全部错误

鉴定为希木龙念珠菌!且可信度
&

6"L

%

F'>B\AM;XT

数据库中无希木龙念珠菌复合体参考谱图!故无鉴定

结果%

JEW\BEAMDJ.656

对假希木龙念珠菌的菌种鉴定准确率为
-"L

%

JEW\BEAM

自建库后对所有菌株均

能正确鉴定到种水平%结论
!

该研究率先在国内评估了
F'>B\AM

与
JEW\BEAM

鉴定希木龙念珠菌复合体的

性能!对于少见菌种的鉴定可通过增加数据库质谱谱图提高质谱的鉴定能力%
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侵袭性念珠菌病'

=K

(是住院患者最常见的真菌

病!其病死率高达
7"L

%

/$-

&

#虽然白念珠菌"光滑念珠

菌"近平滑念珠菌和热带念珠菌是引起
=K

最常见的

菌种!但一些新发和罕见的念珠菌被不断报道并有增

高趋势%

!

&

#更重要的是!少见念珠菌种往往对常用抗

真菌药物耐药!由于临床经验不足!缺乏重视!常常导

致治疗失败%

7$.

&

#随着基因测序技术和系统分类学研

究的发展!更多与疾病相关的念珠菌种被发现!真菌

的命名也在不断改变和进步!发现了许多念珠菌复合

体!如近平滑念珠菌复合体'近平滑念珠菌"似平滑念

珠菌和拟平滑念珠菌("光滑念珠菌复合体'光滑念珠

菌"

91(@*@1(*E14*3(B*B

和
91(@*@1<41;143(B*B

(等#

希木龙念珠菌复合体也是其中一种!通过核糖体转录

间区'

=RM

(测序发现!该复合体包括希木龙念珠菌"希

木龙念珠菌变种和假希木龙念珠菌'

9M@'7<'B?136U

':7(**

(!能够引起腹膜炎"骨炎和念珠菌血症等%

0$8

&

#

区分该复合体中的
!

种菌主要依赖于分子生物学方

法!如
=RM

测序"

D/

)

D-

测序和基质辅助激光解吸电

离飞行时间质谱'

A<?D=$RTSAM

(#希木龙念珠菌

表型与无名念珠菌"季也蒙念珠菌相似!因此!使用传

统的生化方法很难鉴定准确%

5

&

#商品化的表型鉴定

方法!包括
<O=-"K

和
F'>B\-K3%

Z

&2>

常常将其错

误地鉴定为奥默毕赤酵母%

5$6

&

#值得注意的是!该复

合体常常由于对两性霉素
J

和唑类高度耐药而导致

患者预后不佳!并已有对棘白菌素耐药的菌株报道!

多重耐药菌株给临床治疗带来巨大挑战%

0

!

/"

&

!因此!对

该菌种准确鉴定具有重要的临床意义#

$

!

资料与方法

$1$

!

菌株来源及鉴定
!

选取我国多中心侵袭性真菌

监测项目中国医院侵袭性真菌监测网'

KU=S$G#R

(

-"/"l-"/.

年连续
0

年收集的酵母菌#在中心实验

室!所有菌株均在沙保弱培养基上进行复活"传代及

分纯#菌株使用
=RM

测序及
F'>B\ AM

方法复核鉴

定#收集希木龙念珠菌复合体
7.

株!其中
7"

株希木

龙念珠菌!

.

株假希木龙念珠菌!无希木龙念珠菌变

种#

0516L

'

!/

)

7.

(的菌株分离自血液!

/!1!L

'

0

)

7.

(分离自脑脊液#

$1%

!

试剂与仪器
!

法国生物梅里埃公司的
A<?D=$

RTSAM

'

F'>B\AM

(及配套的
F'>B\AM$KUK<

基

质"

8"L

甲酸和靶板!德国
JEW\BE

公司的
A'2E3̀(B*

A<?D=$RTS

质谱仪'

JEW\BEAM.656

(!色谱纯乙

腈"甲酸"无水乙醇'美国
M'

,

%&

公司(!真菌培养所用

沙保弱平皿'英国
T*'CB

公司("念珠菌显色平皿'法

国
KU;TA&

,

&E

科玛嘉公司(!传统表型鉴定试剂

<RJ;&

Z

'C=D!-K

!

<O=-"K

和
F'>B\-K3%

Z

&2>

'法

国生物梅里埃公司(和
<J=!8!"N?

一代测序仪'美国

<J=

公司(等#

$1&

!

方法

$1&1$

!

原始鉴定
!

7.

株希木龙念珠菌复合体在原

单位进行了原始鉴定!初步鉴定方法包括$显色培养

基!

<RJ;&

Z

'C=D!-K

!

<O=-"K

和
F'>B\-K3%

Z

&2>

#

初步鉴定结果与中心实验室分子生物学鉴定结果进

行对比分析#

$1&1%

!

F'>B\AM

鉴定
!

挑取单个菌落均匀涂布在

靶板上!校准位置涂培养
-7H

的新鲜大肠埃希菌

<RKK58!6

菌落!在涂布菌株干燥前!滴加
/

&

?

甲

酸!待干燥后加入
/

&

?KUK<

基质!完全干燥后放入

机器采集峰图!分别使用
=+F'>E3D'&

,

+3:':

'

=FD

(

A]?<

数据库
Y-1"

和
;B:B&E2HX:BT+(

)

'

;XT

(

M<;<A=M

数据库
Y71/"

中的峰图比对得出鉴定结果

及鉴定率!具体操作遵照仪器使用说明#

=FD

判定标

准$可信度为绿色方框'可信度
0"1"L

'

6616L

(的为

鉴定至种水平!黄色三角的为低分辨率!红色圆圈的

为无鉴定结果#

;XT

结果标识$深绿色'可信度

6616L

(!浅绿色'可信度
6"1"L

'$

6616L

(!黄色'可

信度
5"1"L

'$

6"1"L

(!白色'可信度
8.1"L

'$

5"1"L

(和红色'结果有冲突)低分辨(#

$1&1&

!

JEW\BEAM

鉴定
!

操作过程与
F'>B\AM

类

似!但无固定校准位点#数据库为
J'3>

)Z

BE!1/

'

DJ

.656

(#判定标准$鉴定分值
'

-1"

为鉴定至种水平!

/18

#

鉴定分值
$

-1"

为鉴定至属水平!鉴定分值
$

/18

的为无准确鉴定结果#由于一些菌株鉴定结果欠

*

7-"!
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佳!故拟通过自建库提高鉴定能力!分别选择
/

株希

木龙念珠菌'

/-UN705

(和
/

株假希木龙念珠菌

'

/-OX76/

(建立数据库!菌株采用
JEW\BEAM

推荐的

乙醇
$

甲酸
$

乙腈提取法!每株菌点
5

个靶位!每个靶点

采集
!

张谱图!

-7

张峰图汇总为一个主要谱文件

'

AMO

(置于数据库中#其余
7!

株菌与自建库进行结

果比对#

%

!

结
!!

果

%1$1$

!

希木龙念珠菌原始鉴定结果
!

与分子生物学

鉴定结果比较!希木龙念珠菌菌种鉴定准确率为

781.L

'

/6

)

7"

(!

/

株鉴定到菌属水平!

-"

株'

."L

!

-"

)

7"

(鉴定错误!其中
0

株鉴定为奥默毕赤酵母!

0

株

鉴定为新型隐球菌!见表
/

#

%1$1%

!

假希木龙念珠菌原始鉴定结果
!

与分子生物

学鉴定结果相比!常规鉴定方法无法鉴定假希木龙念

珠菌#其中
/

株鉴定为希木龙念珠菌!其余
-

株分别

鉴定为新型隐球菌和热带念珠菌!见表
/

#

表
/

!!

希木龙念珠菌复合体原始鉴定错误菌株

分子生物学鉴定结果 原始鉴定结果 菌株%

(

'

L

(&

希木龙念珠菌 奥默毕赤酵母
0

'

/.1"

(

希木龙念珠菌 新型隐球菌
0

'

/.1"

(

希木龙念珠菌 光滑念珠菌
.

'

/-1.

(

希木龙念珠菌 克柔念珠菌
/

'

-1.

(

希木龙念珠菌 念珠菌属
/

'

-1.

(

希木龙念珠菌 葡萄牙念珠菌
/

'

-10

(

希木龙念珠菌 清酒念珠菌
/

'

-18

(

假希木龙念珠菌 希木龙念珠菌
!

'

0"1"

(

假希木龙念珠菌 新型隐球菌
/

'

-"1"

(

假希木龙念珠菌 热带念珠菌
/

'

-"1"

(

%1%

!

A<?D=$RTSAM

鉴定

%1%1$

!

希木龙念珠菌鉴定结果
!

与分子生物学鉴定

结果相比!

F'>B\AM=FD-1"

对希木龙念珠菌的鉴定

准确率为
/""1"L

!见表
-

#而
F'>B\AM;XT

数据

库中无希木龙念珠菌!故无鉴定结果#

JEW\BEAMDJ

.656

对希木龙念珠菌的菌种鉴定准确率为
.81.L

'

-!

)

7"

(!菌属鉴定准确率为
-81.L

'

//

)

7"

(!

/.1"L

'

0

)

7"

(菌株鉴定结果为希木龙念珠菌!但鉴定分值
$

/18"

#见表
-

#菌株
/-UN705

自建库!其余
!6

株菌

质谱谱图与自建库比对!结果显示所有菌株均正确鉴

定到种水平#

表
-

!!

希木龙念珠菌
A<?D=$RTSAM

鉴定结果

F'>B\AM=FD-1"

可信度
(

'

L

(

JEW\BEAMDJ.656

鉴定分值
(

'

L

(

JEW\BEAM

自建库

鉴定分值
(

'

L

(

6616L

'

/""L !5

'

6.

(

'

-1""" -!

'

.81.

(

'

-1""" !6

'

/""

(

661"L

'

6615L -

'

.

(

/18""

'

/1666 //

'

-81.

(

l l

!

l l

$

/18"" 0

'

/.

(

l l

!!

注$

l

表示无数据

%1%1%

!

假希木龙念珠菌鉴定结果
!

由于
F'>B\AM

=FD-1"

数据库中不含假希木龙念珠菌!故无法正确

鉴定#

.

株假希木龙念珠菌全部错误鉴定为希木龙念

珠菌!且可信度
&

6"L

#

F'>B\AM;XT

数据库中无

假希木龙念珠菌!故无鉴定结果#

JEW\BE AMDJ

.656

对假希木龙念珠菌的菌种鉴定准确率为
-"1"L

!

菌属鉴定准确率为
5"1"L

!结果均为假希木龙念珠

菌#菌株
/-OX76/

自建库!其余
7

株菌与自建库比

对!结果显示所有菌株均正确鉴定到种水平#

&

!

讨
!!

论

!!

随着
=K

在院内感染的发病率不断上升以及致病

菌菌种谱的变化!在临床工作中准确鉴定菌种并分析

其流行病学特征日益重要#希木龙念珠菌复合体是

引起人类感染的少见念珠菌种#

/657

年首次从肾衰

竭患者血中分离!该患者用两性霉素
J

和氟胞嘧啶治

疗失败后死亡%

//

&

#此后!不断有希木龙念珠菌感染的

报道!包括皮肤感染和侵袭性感染%

0

&

#在
<;R#A=M

全球真菌监测项目
/"1.

年的研究中!希木龙念珠菌

的分离率
$

"1"/L

!其中
//1/L

的菌株对氟康唑和伏

立康唑耐药%

/-

&

#

-"/-

年
K#GD#4<M$JX#GT

等%

8

&

利用
=RM

测序!发现希木龙念珠菌复合体包括
!

种

菌!并且结果显示希木龙念珠菌与假希木龙念珠菌和

耳念珠菌'

91(@*@11'4*B

(难以区分#耳念珠菌是引

起全球健康威胁的新发多重耐药念珠菌!引起多个国

家住院患者严重感染%

/!

&

#

-"/8

年
!

月
/0

日!美国疾

病控制与预防中心'

KDK

(报道
.!

名患者感染耳念珠

菌!其呈现多重耐药的特征!造成的医院感染暴发引

起关注!病死率高达
0"L

%

/7

&

#我国于
-"/5

年
.

月首

次报道了耳念珠菌感染病例%

/.

&

#耳念珠菌常常被

F'>B\-K3%

Z

&2>

等传统方法错误鉴定为希木龙念珠

菌%

/0

&

!二者系统发育和表型接近且均为多重耐药菌!

因此!念珠菌菌种准确快速鉴定十分重要#目前!大

多数的希木龙念珠菌报道来自巴西!包括
-

个当地的

流行病学研究%

0

!

/"

&

#虽然希木龙念珠菌复合体分离率

低!但对唑类和两性霉素
J

的耐药率高#笔者前期研

究结果表明!收集的所有希木龙念珠菌复合体'

!/

株(

对氟康唑和两性霉素
J

耐药%

6

&

!与之前巴西的研究结

果一致%

0

&

#假希木龙念珠菌对两性霉素
J

的最小抑

菌浓度高于希木龙念珠菌%

6

&

!因此!有必要对希木龙

念珠菌复合体中的菌种进行区分#希木龙念珠菌复

合体准确的菌种鉴定依赖于分子生物学!传统方法常

常将其鉴定错误#

=RM

测序视为酵母菌鉴定的-金标准.!但其操作

复杂费时#

A<?D=$RTSAM

能够准确快速鉴定临床

常见酵母菌!其鉴定准确率除受前处理"技术操作等

影响外!主要依赖于质谱菌种鉴定数据库%

/8

&

#因此!

数据库中图谱的质量"数量都将直接影响鉴定的成功

率与准确率#本研究表明
-

种
A<?D=$RTS AM

系

统均能较好鉴定希木龙念珠菌!但对假希木龙念珠菌

*

.-"!

*

国际检验医学杂志
-"/5

年
/-

月第
!6

卷第
-7

期
!

=+>4?&@ABC

!
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!
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!
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的鉴定能力有待进一步提高#由于病原微生物分布

流行情况不同!并且数据库中常缺乏少见菌种的参考

谱图!因此!实验室可在原有数据库基础上补充建立

高质量的本地病原菌的质谱指纹图谱库!从而提高质

谱的应用和鉴定成功率#

'

!

结
!!

论

!!

希木龙念珠菌复合体的准确鉴定对临床治疗十

分重要!主要依赖于分子生物学方法#本研究率先在

国内全面评估了
F'>B\AM

与
JEW\BEAM

鉴定希木龙

念珠菌复合体的性能!对于少见菌种的鉴定可通过增

加数据库质谱谱图提高质谱的鉴定能力#
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È3%>HB2H'+&H3:

Z

'>&('+Y&:'YB

Ẁ+

,

&(:WEYB'((&+2B+B>

'

KU=S$G#R

(

:>WC

)

%

4

&

14K('+A'$

2E3@'3(

!

-"/5

!

.0

'

8

($

B"".88$""./51

%

7

&

KU#GMK

!

A<;;=TRRD

!

O?<]ST;D#I

!

B>&(1K&+$

C'C&B%'&a'>HW+23%%3+K&+C'C&:

Z

B2'B:

$

Z

EBC':

Z

3:'+

,

&̀2>3E:

!

3W>23%B

!

&+>'̀W+

,

&(:W:2B

Z

>'@'('>

)

!

&+C'%

Z

('2&$

>'3+:̀3E%&+&

,

B%B+>

%

4

&

1K('+A'2E3@'3(=+̀B2>

!

-""6

!

/.

'

8

($

00-$0061

%

.

&

S=MU#; A K

!

U<PQ=GMG4

!

M<GI?<;DD

!

B>&(1

P3E(Ca'CBB%BE

,

B+2B3̀ EB:':>&+2B>3&+>'̀W+

,

&(CEW

,

:

2H&((B+

,

B:HW%&+HB&(>H&+C 3̀3C:B2WE'>

)

%

4

&

1M2'B+2B

!

-"/5

!

!0"

'

0!6"

($

8!6$87-1

%

0

&

;<ATM?M

!

S=IX#=;#DT$K<;F<?UT A U

!

J<;J#$

DT?M

!

B>&(1K&+C'C&H&B%W(3+''23%

Z

(B*

$

:

Z

B2'B:'CB+>'$

'̀2&>'3+&+C&+>'̀W+

,

&(:W:2B

Z

>'@'('>

)Z

E3̀'(B:3̀ 2('+'2&('$

:3(&>B:̀E3%JE&b'(

%

4

&

14<+>'%'2E3@KHB%3>HBE

!

-"/.

!

8"

'

/

($

///$//.1

%

8

&

K#GD#4<M$JX#GT #

!

QT?#KQ< <

!

<?<MR;X#]$

=̂_X=#;DT <

!

B>&(1;B2(&::'̀'2&>'3+3̀ >HBK&+C'C&

H&B%W(3+''23%

Z

(B*&:K&+C'C&H&B%W(3+''

'

K1H&B%W(3$

+''

,

E3W

Z0

(!

K1CW3@W:H&B%W(3+'':

Z

1+3Y1

'

K1H&B%W(3$

+''

,

E3W

Z(

(!

&+CK1H&B%W(3+''Y&E1YW(+BE&Y&E1+3Y1

$

>HEBB%W(>'EB:':>&+>HW%&+

Z

&>H3

,

B+'2

)

B&:>:

%

4

&

14K('+

A'2E3@'3(

!

-"/-

!

."

'

//

($

!07/$!0./1

%

5

&

;TD#;T?

!

KX#GK<$#MR;#??< A

!

KT;DTJ<M

!

B>

&(1RE&+:'B+> Ẁ+
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