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  摘 要:目的 探讨基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱(MALDI-TOF
 

MS)直接鉴定阳性厌氧血培养瓶

中细菌的可行性和准确性,评价不同前处理方法用于质谱快速鉴定的临床应用价值。方法 收集2017年8月

至2018年8月临床非重复阳性厌氧血培养瓶,经革兰染色镜检确认均有菌生长。利用分离胶促凝管法和

0.5%十二烷基硫酸钠(SDS)法处理阳性厌氧血培养瓶并用 MALDI-TOF
 

MS直接鉴定,与转种后菌落鉴定结

果相比较,分析鉴定准确率和一致性。结果 共收集阳性厌氧血培养瓶240瓶,包括单菌阳性234瓶,混合菌6
瓶,平均报阳时间为(16.87±13.12)

 

h;218瓶(90.83%)可用MALDI-TOF
 

MS直接鉴定,4瓶(1.67%)混合菌

生长仅鉴定 其 中 一 种 菌 或 无 可 靠 鉴 定 结 果。SDS法 和 分 离 胶 法 对 革 兰 阴 性 菌 的 鉴 定 准 确 率 (94.81%、
94.16%)显著高于革兰阳性菌(87.50%、81.25%),差异有统计学意义(χ2=3.96、9.53,P<0.05);SDS法和

分离胶法直接鉴定与菌落鉴定结果的一致率分别为92.31%、89.74%。SDS法前处理鉴定的准确率和鉴定分

值≥2.0的比例(94.17%、69.23%)均高于分离胶法(90.83%、65.81%);SDS法厌氧菌的鉴定分值≥2.0的比

例(83.33%)明显高于分离胶法(58.33%)。结论 
 

MALDI-TOF
 

MS可应用于临床常见厌氧血培养阳性菌的

鉴定,SDS法前处理对厌氧菌的快速鉴定有较高的准确率。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

feasibility
 

and
 

accuracy
 

of
 

matrix-assisted
 

laser
 

desorption
 

ioniza-
tion

 

time-of-flight
 

mass
 

spectrometry(MALDI-TOF
 

MS)for
 

direct
 

identification
 

of
 

bacteria
 

in
 

positive
 

anaero-
bic

 

blood
 

culture
 

bottles,and
 

to
 

evaluate
 

the
 

clinical
 

application
 

value
 

of
 

different
 

pretreatment
 

methods
 

for
 

rapid
 

identification
 

of
 

mass
 

spectrometry.Methods Clinical
 

non-repetitive
 

positive
 

anaerobic
 

blood
 

culture
 

bottles
 

were
 

collected
 

from
 

August
 

2017
 

to
 

August
 

2018,and
 

the
 

bacterial
 

growth
 

was
 

confirmed
 

by
 

gram
 

staining
 

microscopy.Positive
 

anaerobic
 

blood
 

culture
 

bottles
 

were
 

treated
 

by
 

separating
 

gel-accelerating
 

tube
 

method
 

and
 

0.5%
 

sodium
 

dodecyl
 

sulfate
 

(SDS)
 

method
 

and
 

identified
 

directly
 

by
 

MALDI-TOF
 

MS.The
 

ac-
curacy

 

and
 

consistency
 

of
 

identification
 

were
 

compared
 

with
 

the
 

results
 

of
 

colony
 

identification
 

after
 

transfec-
tion.Results A

 

total
 

of
 

240
 

bottles
 

of
 

positive
 

anaerobic
 

blood
 

culture
 

were
 

collected,including
 

234
 

bottles
 

of
 

positive
 

single
 

bacteria
 

and
 

6
 

bottles
 

of
 

mixed
 

bacteria,with
 

an
 

average
 

time
 

of(16.87±13.12)h;218
 

bottles
(90.83%)could

 

be
 

directly
 

identified
 

by
 

MALDI-TOF
 

MS,and
 

4
 

bottles(1.67%)could
 

only
 

identify
 

one
 

of
 

them
 

or
 

no
 

reliable
 

identification
 

results.The
 

accuracy
 

of
 

SDS
 

and
 

gel
 

isolation
 

for
 

the
 

identification
 

of
 

gram-
negative

 

bacteria(94.81%,94.16%)was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

gram-positive
 

bacteria(87.50%,
81.25%,χ2=3.96,9.53,P<0.05),and

 

the
 

coincidence
 

rates
 

of
 

SDS
 

and
 

gel
 

isolation
 

for
 

direct
 

identification
 

and
 

colony
 

identification
 

were
 

92.31%
 

and
 

89.74%,respectively.The
 

rate
 

of
 

accuracy
 

and
 

identification
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score≥2.0
 

of
 

SDS
 

pretreatment(94.17%,69.23%)was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

gel
 

separation(90.83%,65.81%);
the

 

rate
 

of
 

identification
 

score≥2.0
 

of
 

SDS
 

anaerobic
 

bacteria(83.33%)was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

gel
 

separation(58.33%).Conclusion MALDI-TOF
 

MS
 

can
 

be
 

used
 

to
 

identify
 

common
 

anaerobic
 

blood
 

culture
 

positive
 

bacteria
 

in
 

clinic.SDS
 

pretreatment
 

has
 

a
 

high
 

accuracy
 

in
 

rapid
 

identification
 

of
 

anaerobic
 

bacteria.
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spectrometry; positive
 

alarm
 

time

  血流感染是临床上重症感染性疾病之一,具有较

高的发病率和病死率[1-2]。研究报道血培养阳性病原

菌中绝大部分为兼性厌氧菌,专性厌氧菌的构成比为

1%~17%[3]。由于厌氧血培养瓶内营养成分比需氧

瓶好,资料显示在血培养双瓶报阳时厌氧瓶报阳时间

(TTP)常早于需氧瓶,而且部分兼性厌氧菌只在厌氧

血瓶内生长[3]。因此,早期、准确地鉴定阳性厌氧血

培养瓶中细菌,提高兼性及专性厌氧菌的阳性检出

率,对临床正确采取诊疗措施、降低治疗费用、挽救患

者生命等非常重要。基质辅助激光解吸电离飞行时

间质谱(MALDI-TOF
 

MS)已被报道用于直接鉴定血

培养标本中的病原菌,为临床微生物检验提供了一种

省时、有效的手段,因而成为研究热点[4-10]。本研究应

用分离胶促凝管和0.5%十二烷基硫酸钠(SDS)法联

合 MALDI-TOF
 

MS直接鉴定阳性厌氧血培养瓶中

细菌,并 与 传 统 阳 性 血 培 养 鉴 定 方 法 比 较,分 析

MALDI-TOF
 

MS直接鉴定临床厌氧血培养阳性菌

的可行性和准确性,评价不同前处理方法用于质谱快

速鉴定的临床应用价值,为临床早期、快速、准确诊治

血流感染提供依据。
1 材料和方法

1.1 标本收集 收集2017年8月至2018年8月首

都医科大学宣武医院微生物室非重复的阳性厌氧血

培养瓶240瓶,经革兰染色镜检有菌生长。剔除标准

为血培养报警阳性后涂片镜检未见到可疑菌(假
阳性)。
1.2 试剂与仪器 全自动血培养系统及其配套的含

溶血素厌氧血培养瓶,分离胶促凝管购自美国BD公

司,型号FX400;甲酸、乙腈、三氟乙酸购自美国Sig-
ma

 

Aldrich公司;IVD细菌测试标准品、基质(HC-
CA)、96孔金属靶板和Biotyper3.1鉴定分析软件及

质谱仪均购自德国Bruker公司;血琼脂平板和厌氧

血平板购自英国 OXOID公司;SDS购自美国Sigma
公司;厌氧产气袋购自法国Biomerieux公司。
1.3 方法

1.3.1 阳性血培养涂片镜检及转种后 MALDI-TOF
 

MS鉴定 血培养报阳后查看生长曲线和TTP,即刻

完成对阳性培养液的染色镜检,初步确定血培养瓶中

待测菌种类。同时转种普通血平板和厌氧血平板(厌
氧袋培养),分别在需氧和厌氧环境37

 

℃培养24~
48

 

h至生长单个菌落。以1
 

μL加样枪头挑取单个菌

落点靶,室温干燥后加入70%甲酸1
 

μL,室温干燥后

加入1
 

μL基质溶液覆盖,室温晾干后将靶板放到质

谱仪,应用Biotyper3.1软件鉴定。质谱鉴定参数为

线性、正离子、蛋白峰峰谱范围2
 

000~20
 

000
 

m/z,
激光解吸每孔240次。
1.3.2 分离胶促凝管法和0.5%

 

SDS法 MALDI-
TOF

 

MS直接鉴定 将涂片镜检阳性的血培养瓶混

匀后,根据文献[7-10]中分离胶法和SDS法处理流

程,富集获得阳性厌氧血培养瓶中的细菌沉淀。分离

胶法和SDS法前处理流程:用无菌注射器抽取阳性厌

氧血培养瓶内溶液4
 

mL至分离胶促凝管或4
 

mL含

0.5%SDS的离心管,室温下4
 

000
 

r/min离心5
 

min
弃上清。分离胶上层边缘的灰白色沉淀或SDS离心

后的沉淀中加入无菌水1
 

mL混匀后移至1.5
 

mL小

型离心管,12
 

000
 

r/min离心2
 

min,弃上清,重复洗

涤2次至清亮。沉淀加入300
 

μL无菌生理盐水和

900
 

μL无水乙醇混匀,12
 

000
 

r/min离心2
 

min后弃

上清。加入50
 

μL
 

70%甲酸和50
 

μL乙腈混匀后

13
 

000
 

r/min离心2
 

min,取上清(菌体蛋白)1
 

μL点

靶,进行质谱鉴定。每1标本涂抹2个靶位,鉴定结

果不一致时重复1次记录结果。
1.3.3 质谱鉴定评分标准 鉴定结果包括鉴定到种

或属、鉴定出两种或两种以上菌、频谱错误、无鉴定结

果、谱峰不足等情况。本研究参考文献自建了 MAL-
DI-TOF

 

MS鉴定结果判读标准[10]:分值>2.0或

1.7~2.0且均为同种菌记录为种水平;分值1.7~
2.0或≥1.6且有两种以上菌记录为属水平;分值<
1.6或存在多种不同菌记录为无法准确鉴定。
1.4 统计学处理 采用SPSS19.0软件进行数据统

计分析。符合正态分布的计量资料用
 

x±s表示,采
用配对资料t检验,所涉及的鉴定率等计数资料以百

分率表示,统计分析采用χ2 检验或Fisher确切概率

检验或非参数检验,P<0.05表示差异有统计学

意义。
2 结  果

2.1 厌氧血培养的TTP 共收集阳性厌氧血培养瓶

240瓶,患者年龄17~95岁,平均(60.11±17.93)岁,
男性 138 例,女 性 102 例;主 要 分 布 在 急 诊 科

(24.17%,58/240)、普外ICU(16.67%,40/240)、普
外科(7.92%,19/240)、神经内科(6.25%,15/240)和
骨科病房(5.42%,13/240)。240瓶阳性厌氧血培养

瓶包括单一菌阳性234瓶,混合菌生长6瓶,TTP为

3.34~114.40
 

h,平均 TTP为(16.87±13.12)h,其
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中革兰阳性菌和革兰 阴 性 菌 的 平 均 TTP分 别 为

(22.05±14.11)h和(14.00±11.43)h,混合菌的平均

TTP为(12.42±1.69)h。
2.2 分离胶促凝管法和0.5%

 

SDS法 MALDI-TOF
 

MS鉴定结果 218瓶(90.83%)厌氧血培养瓶中细

菌可用 MALDI-TOF
 

MS直接鉴定,4瓶(1.67%)混
合菌生长无可靠鉴定结果。SDS法前处理鉴定的准

确率(94.17%,226/240)高于分离胶法(90.83%,
218/240),两种前处理方法对革兰阴性菌的鉴定准确

率(94.81%,146/154和94.16%,145/154)显著高于

革兰阳性菌(87.5%,70/80和81.25%,65/80),差异

有统计学意义(χ2=3.96、9.53,P<0.05);SDS法和

分离胶法单一菌质谱鉴定与菌落鉴定结果的一致率

分别为92.31%(216/234)和89.74%(210/234)。分

离胶法和SDS法直接鉴定革兰阴性杆菌和革兰阳性

菌的准确率差异无统计学意义(P>0.05);分离胶法

和SDS法均可鉴定厌氧菌(脆弱/多形拟杆菌,产气荚

膜梭菌等)。见表1。

表1  分离胶促凝管法和0.5%
 

SDS法单一菌 MALDI-TOF
 

MS鉴定结果[n(%)]

细菌 n
分离胶法

鉴定正确 鉴定错误 未鉴定出

SDS法

鉴定正确 鉴定错误 未鉴定出

G+菌 80 65(81.25) 4(5.00) 11(13.75) 70(87.50) 2(2.50) 8(10.00)

 金黄色葡萄球菌 10 10(100.00) 0(0.00) 0(0.00) 10(100.00) 0(0.00) 0(0.00)

 人葡萄球菌 9 7(77.78) 1(11.11) 1(11.11) 7(77.78) 0(0.00) 2(22.22)

 溶血葡萄球菌 7 6(85.71) 0(0.00) 1(14.29) 6(85.71) 0(0.00) 1(14.29)

 表皮葡萄球菌 28 21(75.00) 3(10.71) 4(14.29) 23(82.14) 2(7.14) 3(10.71)

 路邓葡萄球菌 1 1(100.00) 0(0.00) 0(0.00) 1(100.00) 0(0.00) 0(0.00)

 屎肠球菌 11 9(81.82) 0(0.00) 2(18.18) 10(90.91) 0(0.00) 1(9.09)

 粪肠球菌 6 6(100.00) 0(0.00) 0(0.00) 6(100.00) 0(0.00) 0(0.00)

 肺炎链球菌 2 1(50.00) 0(0.00) 1(50.00) 2(100.00) 0(0.00) 0(0.00)

 咽峡炎链球菌 3 1(33.33) 0(0.00) 2(66.67) 2(66.67) 0(0.00) 1(33.33)

 单核李斯特菌 3 3(100.00) 0(0.00) 0(0.00) 3(100.00) 0(0.00) 0(0.00)

G-菌 154 14(94.16) 0(0.00) 9(5.84) 14(94.81) 0(0.00) 8(5.19)

 大肠埃希菌 91 86(94.51) 0(0.00) 5(5.49) 87(95.60) 0(0.00) 4(4.40)

 肺炎克雷伯菌 34 31(91.18) 0(0.00) 3(8.82) 31(91.18) 0(0.00) 3(8.82)

 阴沟肠杆菌 3 3(100.00) 0(0.00) 0(0.00) 3(100.00) 0(0.00) 0(0.00)

 粘质沙雷菌 2 2(100.00) 0(0.00) 0(0.00) 2(100.00) 0(0.00) 0(0.00)

 产酸克雷伯菌 3 3(100.00) 0(0.00) 0(0.00) 3(100.00) 0(0.00) 0(0.00)

 沙门菌 3 3(100.00) 0(0.00) 0(0.00) 3(100.00) 0(0.00) 0(0.00)

 产气肠杆菌 3 2(66.67) 0(0.00) 1(33.33) 2(66.67) 0(0.00) 1(33.33)

 鲍曼不动杆菌 3 3(100.00) 0(0.00) 0(0.00) 3(100.00) 0(0.00) 0(0.00)

 阴道阿托波菌 1 1(100.00) 0(0.00) 0(0.00) 1(100.00) 0(0.00) 0(0.00)

 双路普雷沃菌 2 2(100.00) 0(0.00) 0(0.00) 2(100.00) 0(0.00) 0(0.00)

 脆弱/多形拟杆菌 8 8(100.00) 0(0.00) 0(0.00) 8(100.00) 0(0.00) 0(0.00)

 产气荚膜梭菌 1 1(100.00) 0(0.00) 0(0.00) 1(100.00) 0(0.00) 0(0.00)

  

2.3 两种前处理方法的鉴定分值 分离胶法和SDS
法鉴定分值>2.0分者分别占65.81%和69.23%,
1.6~2.0分者分别占23.93%和23.08%,<1.6分

及错误鉴定者分别占10.26%和7.69%。SDS法鉴

定革兰阳性菌、革兰阴性菌和厌氧菌得分>2.0的比

率均高 于 分 离 胶 法(62.50%,71.83%,83.33%;
60.00%,69.72%,58.33%);1.6~2.0分时分离胶法

鉴定革兰阴性菌和厌氧菌高于 SDS法(23.94%,
41.67%;22.54%,16.67%)。见表2。

2.4 混合菌的鉴定 本研究共有6瓶阳性瓶为复合

菌,分别为金黄色葡萄球菌+屎肠球菌、大肠埃希菌

+屎肠球菌、弗劳地枸橼酸杆菌+屎肠球菌、肺炎克

雷伯菌+阴沟肠杆菌、肺炎克雷伯菌+粪肠球菌、肺
炎克雷伯菌+乳酸乳球菌。其中,分离胶法鉴定出2
瓶混合菌,3瓶仅检出了其中一种菌,1瓶无可靠鉴定

结果;SDS法鉴定出3瓶复数菌,3瓶仅鉴定出其中一

种菌。见表3。
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表2  分离胶促凝管法和0.5%
 

SDS法单一菌 MALDI-TOF
 

MS鉴定分值[n(%)]

细菌 n
分离胶法

>2.0分 1.6~2.0分 <1.6分 错误

SDS法

>2.0分 1.6~2.0分 <1.6分 错误

G+菌 80 48(60.00) 17(21.25) 11(13.75) 4(5.00) 50(62.50) 20(25.00) 8(10.00) 2(2.50)

G-菌 142 99(69.72) 34(23.94) 9(6.34) 0(0.00) 102(71.83) 32(22.54) 8(5.63) 0(0.00)

厌氧菌 12 7(58.33) 5(41.67) 0(0.00) 0(0.00) 10(83.33) 2(16.67) 0(0.00) 0(0.00)

合计 234 154(65.81) 56(23.93) 20(8.55) 4(1.71) 162(69.23) 54(23.08) 16(6.84) 2(0.85)

  
表3  分离胶促凝管法和0.5%

 

SDS法 MALDI-TOF
 

MS鉴定混合菌结果

混合菌 分离胶法 0.5%SDS法

金黄色葡萄球菌+屎肠球菌 金黄色葡萄球菌+屎肠球菌 金黄色葡萄球菌+屎肠球菌

大肠埃希菌+屎肠球菌 大肠埃希菌 大肠埃希菌

弗劳地枸橼酸杆菌+屎肠球菌 弗劳地枸橼酸杆菌 弗劳地枸橼酸杆菌

肺炎克雷伯菌+阴沟肠杆菌 肺炎克雷伯菌 肺炎克雷伯菌+阴沟肠杆菌

肺炎克雷伯菌+粪肠球菌 肺炎克雷伯菌+粪肠球菌 肺炎克雷伯菌+粪肠球菌

肺炎克雷伯菌+乳酸乳球菌 无鉴定结果 乳酸乳球菌

  

3 讨  论

目前,国内外已有较多报道利用 MALDI-TOF
 

MS直接鉴定阳性血培养瓶中微生物的方法,富集菌

的前处理方法包括分离胶促凝管法、皂素法、SDS法、
预培养后鉴定商品化方法,各种方法均有各自特点和

较好的鉴定结果[4-15]。亦有利用质谱技术进行厌氧菌

鉴定的文献报道和评估 MALDI-TOF
 

MS鉴定灵敏

度的报道(可检测100
 

CFU/mL)[16-18]。血流感染诊

治的关键是早期准确的病原学诊断,文献报道厌氧血

培养瓶的TTP多早于需氧瓶,且大部分血流感染病

原菌为兼性厌氧菌,且厌氧菌引起血流感染有增加趋

势,但由于厌氧菌生长缓慢且生长条件苛刻,传统的

生化鉴定易出错或鉴定率低,鉴定时间长,结果不可

靠[3]。因此,快速鉴定阳性厌氧血瓶中微生物,对临

床早期的抗菌药物治疗有较大意义。而 MALDI-
TOF

 

MS在快速鉴定病原菌方面体现了很大的优势,
能显著缩短鉴定时间,本研究在涂片镜检确定有菌基

础上应用分离胶法和0.5%SDS前处理方法进行质谱

的直接鉴定,并参照之前报道自建了质谱鉴定评分,
分析 MALDI-TOF

 

MS直接鉴定临床厌氧血培养阳

性菌的可行性和准确性,为临床对症治疗提供依据。
本研究共收集阳性厌氧血培养瓶240瓶,通过分

析TTP可见,厌氧血培养瓶的TTP最短为3.34
 

h,最
长为114.40

 

h,平均TTP为(16.87±13.12)
 

h;革兰阴

性菌(14.00±11.43)
 

h和混合菌(12.42±1.69)h的平

均TTP明显短于革兰阳性菌(22.05±14.11)h,与文献

报道一致[1,3]。由此可见,利用质谱直接鉴定可显著

缩短报告时间,在报阳后2
 

h左右即可为临床提供初

步鉴定结果,为临床及时抗感染治疗争取宝贵时间。
本研究通过两种不同预处理方法结合 MALDI-TOF

 

MS直接鉴定结果显示分离胶法和SDS法与纯培养

鉴定的符合率差异无统计学意义,均可用于阳性厌氧

瓶中微生物的直接鉴定。分离胶法和SDS法在鉴定

革兰阴性杆菌显示了较高的准确率(>94%),且对临

床常见革兰阴性细菌可准确鉴定到种,显示该两种方

法对于革兰阴性菌引起的败血症有更高的可信度,临
床可根据血培养直接鉴定结果,结合本机构的耐药性

监测数据,及时给予患者针对性治疗可大大减少危重

患者的病死率。对厌氧菌的鉴定,两种前处理方法均

可鉴定,且SDS法的鉴定准确率(>2.0分)明显高于

分离胶法,提示采用0.5%
 

SDS法对标本进行预处理,
可达到更高的检出率和更佳的鉴定结果,与文献报道一

致[7,10]。革兰阳性菌的鉴定中SDS法(87.50%)前处

理的检出率略高于分离胶法(81.25%),二者均可用

于阳性血培养瓶的直接鉴定,对金黄色葡萄球菌的鉴

定有较好结果(100.00%),而鉴定其他葡萄球菌属

(表皮葡萄球菌、人葡萄球菌和溶血葡萄球菌等)的准

确率相对较低,可能与其细胞壁中肽聚糖含量多而厚

难以裂解出蛋白、以及某些残留的血液蛋白可能干扰

质谱峰有关;鉴定链球菌的准确率,SDS法较分离胶

法鉴定率明显增高(P<0.05),但两种前处理方法均

未得到较好的鉴定结果(33%~66%),可能与链球菌

各菌种之间表型及蛋白相似性较高及质谱数据库图

谱相对不足有关,与之前文献报道相似,用纯菌落鉴

定有时亦难以区分(如肺炎链球菌、缓症链球菌、口腔

链球菌等),需加做试验进行确认[1,8,10]。另外,研究

显示质谱对混合感染样本的直接检测,有2瓶分别经

SDS法和分离胶法处理后质谱直接鉴定(金黄色葡萄

球菌+屎肠球菌和肺炎克雷伯菌+粪肠球菌),分离

胶法有3瓶仅检出了其中一种菌,1瓶无确切鉴定结

果,SDS法亦有3瓶仅检出一种菌,与以往文献的报

道类似,可能与两种菌在血培养瓶中的不同比例混合
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有关[7,19]。文献认为多种菌不同比例混合时质谱能同

时检测到两种菌(1∶1或1∶2)或只有优势菌被检出

(1∶9比例混合)或无法准确鉴定(同一数量级的多种

细菌可互相干扰质谱峰图)[19]。本研究中复数菌的例

数和混合菌种类型较少(6例),还需更多的研究数据

来证明或使用模拟标本来验证。
4 结  论

本研究利用分离胶促凝管法和0.5%
 

SDS前处

理方法联合 MALDI-TOF
 

MS鉴定阳性厌氧血培养

瓶中的常见菌和厌氧菌,具有快速准确、成本低廉、可
行性高的特点,是实验室鉴定阳性血培养中病原菌的

一个早期可行的检测手段,SDS前处理法较分离胶法

对厌氧菌的鉴定有更高的准确率,适合临床微生物实

验室作为难鉴定或重症患者快速鉴定的应用。
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