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

MS)对链球菌属临床菌株的鉴定

能力。方法 收集2015-2019年同济大学附属东方医院临床分离的链球菌,16S
 

rRNA基因测序确定细菌种

类。采用直接涂抹法平行使用Autof
 

MS1000型质谱仪、VITEK
 

MS质谱鉴定系统及Bruker
 

Biotyper系统对

菌株进行质谱鉴定。结果 134株链球菌属细菌中,3套质谱鉴定系统对无乳链球菌、化脓链球菌、解没食子酸

链球菌、戈登链球菌及变异链球菌的准确鉴定率均为100%。
 

Bruker
 

Biotyper和Autof
 

MS1000型质谱仪对21
株停乳链球菌及14株星座链球菌未能鉴定到亚种,5株缓症链球菌鉴定为口腔链球菌,肺炎链球菌和咽峡炎链

球菌各有1株 鉴 定 错 误;Autof
 

MS1000型 质 谱 仪 鉴 定 链 球 菌 种 水 平 置 信 度 高 于 Bruker
 

Biotyper系 统。

VITEK
 

MS质谱鉴定系统可鉴定停乳链球菌的部分亚种,但14株星座链球菌未能鉴定到亚种,7株缓症链球

菌鉴定为缓症链球菌/口腔链球菌,2株咽峡炎链球菌分别鉴定为星座链球菌和肺炎链球菌。结论 3套质谱

鉴定系统对链球菌属中临床常见的无乳链球菌、化脓链球菌可准确鉴定、直接报告,但是对一些种类菌株鉴定

结果有误或不能鉴别亚种,需要DNA序列分析或结合血清学或其他补充实验来准确鉴定。
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Abstract:Objective To
 

understand
 

the
 

ability
 

of
 

matrix-assisted
 

laser
 

desorption
 

ionization
 

time
 

of
 

flight
 

mass
 

spectrometry(MALDI-TOF
 

MS)to
 

identify
 

clinical
 

strains
 

of
 

Streptococcus
 

spp..Methods The
 

clinical
 

isolates
 

of
 

Streptococcus
 

spp.from
 

Shanghai
 

East
 

Hospital
 

Affiliated
 

to
 

Tongji
 

University
 

from
 

2015
 

to
 

2019
 

were
 

collected,and
 

the
 

16S
 

rRNA
 

gene
 

was
 

sequenced
 

to
 

determine
 

the
 

identification
 

results.The
 

direct
 

smear
 

method
 

was
 

used
 

in
 

parallel
 

to
 

identify
 

the
 

strains
 

using
 

Autof
 

MS1000,VITEK
 

MS
 

and
 

Bruker
 

Biotyper
 

sys-
tems.Results Among

 

the
 

134
 

strains
 

of
 

Streptococcus
 

spp.,three
 

sets
 

of
 

the
 

MALDI-TOF-MS
 

systems
 

all
 

correctly
 

identified
 

100%
 

of
 

Streptococcus
 

agalactiae,Streptococcus
 

pyogenes,Streptococcus
 

gallolyticus,

Streptococcus
 

gordon
 

and
 

Streptococcus
 

mutans.Bruker
 

Biotyper
 

and
 

Autof
 

MS1000
 

systems
 

failed
 

to
 

identify
 

21
 

Streptococcus
 

dysgalactiae
 

strains
 

and
 

14
 

Streptococcus
 

constellatus
 

strains
 

to
 

the
 

subspecies
 

level,and
 

5
 

Streptococcus
 

mitis
 

strains
 

were
 

identified
 

as
 

Streptococcus
 

oralis,and
 

there
 

were
 

1
 

strain
 

of
 

Streptococcus
 

pneumoniae
 

and
 

1
  

strain
 

of
 

Streptococcus
 

anginosus
 

identified
 

incorrectly.The
 

level
 

of
 

confidence
 

of
 

the
 

Autof
 

MS1000
 

system
 

in
 

identifying
 

Streptococcus
 

spp.was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

Bruker
 

Biotyper
 

system.The
 

VITEK
 

MS
 

system
 

can
 

identify
 

some
 

Streptococcus
 

dysgalactiae
 

ssp.,but
 

it
 

failed
 

to
 

identify
 

14
 

Streptococcus
 

constellation
 

strains
 

to
 

the
 

subspecies
 

level.Besides,7
 

Streptococcus
 

mitis
 

strains
 

were
 

identified
 

as
 

Strepto-
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coccus
 

mitis/oralis,2
 

Streptococcus
 

anginosus
 

strains
 

were
 

identified
 

as
 

1
 

Streptococcus
 

constellatus
 

and
 

1
 

Streptococcus
 

pneumoniae
 

respectively.Conclusion The
 

three
 

sets
 

of
 

MALID-TOF
 

MS
 

systems
 

can
 

accurate-
ly

 

identify
 

Streptococcus
 

agalactiae
 

and
 

Streptococcus
 

pyogenes,and
 

their
 

identification
 

results
 

can
 

be
 

reported
 

directly.Gene
 

sequencing,serological
 

or
 

other
 

supplementary
 

experiments
 

are
 

in
 

need
 

for
 

confirming
 

the
 

iden-
fitication

 

results
 

of
 

other
 

Streptococcus
 

spp.
Key

 

words:matrix-assisted
 

laser
 

desorption
 

ionization
 

time
 

of
 

flight
 

mass
 

spectrometr; Streptococcus
 

spp.; 16S
 

rRNA

  链球菌属是临床常见的重要致病菌,根据在哥伦

比亚血琼脂平板上生长时的溶血情况,可分为α溶血

链球菌、β溶血链球菌和γ溶血链球菌。肺炎链球菌

属于草绿色链球菌群中的α溶血链球菌,由于与缓症

链球菌、口腔链球菌等同属于缓症链球菌群,这些菌

在进化关系上紧密,许多表型和分子特征相似,导致

临床难以鉴定。目前,国内绝大多数临床微生物实验

室链球菌属菌种的鉴定仍然基于微生物生物化学反

应原理及 VITEK
 

2
 

Compact的进行鉴定,常出现

误判[1]。

20世纪80年代末,基质辅助激光解吸电离飞行

时间质谱(MALDI-TOP
 

MS)技术的出现,给临床微

生物检验领域的发展打开了新的局面,通常只需要几

分钟,可实现微生物的快速鉴定[2-5],大大缩短了检测

时间。质谱鉴定方法与传统生化鉴定方法相比具有

简便、快速、准确等优点,大大提高了临床实验室工作

对感染性疾病的诊断效率,为疾病诊断和及时治疗提

供了更准确的实验室依据。为了评估 MALDI-TOF
 

MS对链 球 菌 属 临 床 菌 株 的 鉴 定 能 力,本 研 究 对

VITEK
 

MS 系 统、Bruker
 

Biotyper系 统 及 Autof
 

MS1000型质谱仪临床分离链球菌属细菌的鉴定能力

进行比对分析。现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 菌株来源:研究菌株为2015年1月

至2019年8月同济大学附属东方医院临床分离的

134株链球菌,覆盖13个种。另外,本研究纳入了

Autof
 

MS1000型质谱仪校准菌株ATCC
 

25922大肠

埃希菌;VITEK
 

MS质谱鉴定系统校准菌株 ATCC
 

8379大 肠 埃 希 菌;Bruker
 

Biotyper系 统 校 准 菌 株

ATCC
 

25922大 肠 埃 希 菌,并 使 用 临 床 常 用 菌 株

ATCC
 

49619肺炎链球菌作为质控菌株,质控菌株均

购自上海市临检中心。

1.2 试剂与仪器 哥伦比亚血平板购自中国上海科

玛嘉公司;基因组提取试剂盒购自中国天根生化科技

有限公司;PCR仪器购自美国Bio-Rad公司;MALDI-
TOF

 

MS使用基质分别购自法国生物梅里埃公司、德
国布鲁克道尔顿公司及河南郑州安图公司,按照各自

试剂配制要求进行配制;Autof
 

MS1000型质谱仪购

自中国安图生物公司;VITEK
 

MS质谱鉴定系统购自

法国梅里埃公司;Bruker
 

Biotyper系统购自德国布鲁

克公司。

1.3 方法

1.3.1 复苏培养 所有入组菌株转种哥伦比亚血平

板35
  

℃,5%CO2 培养箱中孵育24
 

h,进行复苏后,挑
取单菌落再次转种于哥伦比亚血平板进行纯培养

35
  

℃,5%CO2 孵育24
 

h。

1.3.2 研究设计 采用直接涂抹法平行使用3套质

谱系统对研究菌株进行菌种鉴定。即取少量纯培养

菌直接涂抹于靶板,滴加1
 

μL甲酸待干后,再滴加

1
 

μL基质液,干燥后上机采集图谱并鉴定分析。使用

16S
 

rRNA基因片段测序比对的方法鉴定各菌种。取

生长良好链球菌菌株按照基因组提取试剂盒操作步

骤提取基因组。PCR扩增各菌种的16S
 

rRNA基因,

50
 

μL反应体系为:脱氧核苷酸
 

5
 

μL,引物Primer
 

F
 

1
 

μL,引物Primer
 

1
 

μL
 

DNA模板提取液
 

5
 

μL,2×
PCR

 

MIX
 

25
 

μL。16S
 

rRNA-F:AGA
 

GTT
 

TGA
 

TCC
 

TGG
 

CTC
 

AG,16S
 

rRNA-R
 

GGT
 

TAC
 

CTT
 

GTT
 

ACG
 

ACT
 

T,扩增片段1
 

500
 

bp。扩增参数:

94
  

℃变性1
 

min,55
  

℃退火1
 

min,72
  

℃延伸1
 

min
循环30次,最后72

  

℃延伸5
 

min,凝胶电泳后,在

1
 

500
 

bp出现条带的送至中国上海赛音生物有限公

司进行测序,测序结果上传数据库(http://blast.nc-
bi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)比对,确定菌种类型[6-7]。
以PCR扩增产物对16S

 

rRNA基因测序作为鉴定结

果“金标准”,评价3套质谱系统鉴定结果的准确性。

1.3.3 结果判定 根据产品使用说明,Autof
 

MS
 

1000型质谱仪分值9.5~10.0为种水平置信,可能的

亚种;分值9.0~<9.5为种水平置信;分值6.0~<
9.0为属水平置信;<6.0为不可置信。VITEK

 

MS
质谱鉴定系统使用百分比(可信值)作为标本图谱与

标准图谱一致性的判断标准,一致性60.0%~99.9%
表示可信的鉴定结果;若一致性<60.0%,即无法给

出可靠的鉴定结果;Bruker
 

Biotyper系统分值2.3~
3.0为高置信的种水平鉴定;

 

2.0~<2.3为确定的属

水平鉴定,可能的种水平鉴定;分值1.7~<2.0为可

能的属水平鉴定;分值0.0~<1.7为不可靠的鉴定。
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2 结  果

2.1 16S
 

rRNA及质谱鉴定结果 通过PCR扩增

16S
 

rRNA基因,测序比对临床分离的链球菌株。3
套质谱鉴定系统对无乳链球菌、化脓链球菌、解没食

子酸链球菌、戈登链球菌及变异链球菌的准确鉴定率

均为100%。见表1。

2.2 VITEK
 

MS质谱鉴定系统鉴定结果 检出率为

94.03%(126/134),准确率为89.55%(120/134),其
中14株星座链球菌未能鉴定到亚种,7株缓症链球菌

鉴定为缓症链球菌/口腔链球菌,1株肺炎链球菌鉴定

为解没食子酸链球菌,1株咽峡炎链球菌鉴定为血链

球菌,1株马肠链球菌鉴定为婴儿链球菌,2株咽峡炎

链球菌分别鉴定为星座链球菌和肺炎链球菌,1株唾

液链球菌鉴定为前庭链球菌。见表1。

表1  16S
 

rRNA基因测序和3种质谱方法对链球菌鉴定结果

16S
 

rRNA

菌种名 n

Autof
 

MS1000

菌种名 n

VITEK
 

MS

菌种名 n

Bruker
 

Biotyper

菌种名 n

无乳链球菌 22 无乳链球菌 22 无乳链球菌 22 无乳链球菌 22

停乳链球菌 停乳链球菌 21 停乳链球菌 停乳链球菌 21

停乳链球菌似马亚种 21 停乳链球菌似马亚种 9

停乳链球菌停乳亚种 9

化脓链球菌 6 化脓链球菌 6 化脓链球菌 6 化脓链球菌 6

星座链球菌 2 星座链球菌 16 星座链球菌 17 星座链球菌 16

星座链球菌星座亚种 14

缓症链球菌 7 缓症链球菌 2 缓症链球菌/

口腔链球菌 7 缓症链球菌 2

口腔链球菌 5 口腔链球菌 5

唾液链球菌 5 唾液链球菌 5 唾液链球菌 3 唾液链球菌 5

前庭链球菌 1

嗜热链球菌 1

肺炎链球菌 19 肺炎链球菌 18 肺炎链球菌 15 肺炎链球菌 18

咽峡炎链球菌 32 咽峡炎链球菌 31 咽峡炎链球菌 29 咽峡炎链球菌 31

血链球菌 1 血链球菌 1 血链球菌 1

戈登链球菌 2 戈登链球菌 2 戈登链球菌 2 戈登链球菌 2

解没食子酸链球菌 1 解没食子酸链球菌 2 解没食子酸链球菌 2 解没食子酸链球菌 2

马肠链球菌 1 马肠链球菌 1 婴儿链球菌 1 马肠链球菌 1

变异链球菌 1 变异链球菌 1 变异链球菌 1 变异链球菌 1

中间链球菌 1 中间链球菌 1 中间链球菌 中间链球菌 1

2.3 Autof
 

MS1000型质谱仪鉴定结果 检出率为

100.00%(134/134),准确率为94.78%(127/134),其
中21株停乳链球菌及14株星座链球菌未能鉴定到

亚种,5株缓症链球菌鉴定为口腔链球菌,1株肺炎链

球菌鉴定为解没食子酸链球菌,1株咽峡炎链球菌鉴

定为血链球菌。见表1。

2.4 Bruker
 

Biotyper系统鉴 定 结 果 检 出 率 为

100.00%(134/134),准确率为94.78%(127/134),其
中21株停乳链球菌和14株星座链球菌未能鉴定到

亚种,5株缓症链球菌鉴定为口腔链球菌,1株肺炎链

球菌鉴定为解没食子酸链球菌,1株咽峡炎链球菌鉴

定为血链球菌。见表1。

2.5 检测系统间比较 由于Autof
 

MS1000型质谱

仪和Bruker
 

Biotyper系统的检出率和准确率相近,故
对2套系统的鉴定得分进一步研究,结果显示Autof

 

MS1000型质谱仪可鉴定至种水平置信及可能的亚种

占94.03%,鉴定至种水平置信占0.75%,误鉴定占

5.22%;Bruker
 

Biotyper系统可鉴定至高置信的种水

平占38.06%,鉴定至确定的属水平鉴定及可能的种

水平鉴定占55.22%,鉴定至可能的属水平鉴定占

1.50%,误鉴定占5.22%。Autof
 

MS1000型质谱仪

准确鉴定链球菌种水平能力明显高于Bruker
 

Bioty-

per系统,而这2种检测系统均不能鉴定停乳链球菌

亚种,VITEK
 

MS质谱可鉴别停乳链球菌停乳亚种和
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似马亚种。见表2。

表2  Autof
 

MS1000及Bruker
 

Biotyper检测分值比较

细菌类型 n

Autof
 

MS1000

准确鉴定(n)

9.5~10.0 9.0~<9.5 6.0~<9.5

无鉴定(n)

0~<6.0
误鉴定(n) 准确性(%)

Bruker
 

Biotyper

准确鉴定(n)

2.3~<3.0 2.0~<2.3 1.7~<2.0

无鉴定(n)

0~<1.7
误鉴定(n) 准确性(%)

咽峡炎链球菌 32 31 0 0 0 1 96.87 13 17 1 0 1 96.87

无乳链球菌 22 22 0 0 0 0 100.00 12 10 0 0 0 100.00

停乳链球菌 21 21 0 0 0 0 100.00 1 19 1 0 0 100.00

肺炎链球菌 19 18 0 0 0 1 94.74 17 1 0 0 1 94.74

星座链球菌 16 16 0 0 0 0 100.00 2 14 0 0 0 100.00

缓症链球菌 7 2 0 0 0 5 28.57 0 2 0 0 5 28.57

化脓链球菌 6 6 0 0 0 0 100.00 4 2 0 0 0 100.00

唾液链球菌 5 5 0 0 0 0 100.00 0 5 0 0 0 100.00

戈登链球菌 2 1 1 0 0 0 100.00 0 2 0 0 0 100.00

变异链球菌 1 1 0 0 0 0 100.00 0 1 0 0 0 100.00

解没食子酸链球菌 1 1 0 0 0 0 100.00 1 0 0 0 0 100.00

马肠链球菌 1 1 0 0 0 0 100.00 0 1 0 0 0 100.00

中间链球菌 1 1 0 0 0 0 100.00 1 0 0 0 0 100.00

合计 134 126 1 0 0 7 - 51 74 2 0 7 -

置信水平准确性(%)- 94.03 0.75 - - 5.22 - 38.06 55.22 1.50 - 5.22 -

  注:-表示此项无数据。

3 讨  论

MALDI-TOF
 

MS
 

技术能够检测蛋白质、核酸等

生物大分子,自该技术出现至今,其在医学、生物领域

的应用愈加广泛[8-9]。在医学上,MALDI-TOF
 

MS因

其操作简便、快速等优点,可协助临床医生进行快速

诊断与治疗,优化患者预后[10-11]。
临床中肺炎链球菌和无乳链球菌是常见的致病

菌,肺炎链球菌能引起包括肺炎在内的菌血症、脑膜

炎和急性中耳炎等疾病,无乳链球菌是能引起孕妇产

褥期脓毒血症和新生儿脑膜炎的一个重要原因,可引

起产后感染、菌血症、心内膜炎、皮肤和软组织感染及

骨髓炎。因此,能准确鉴定对诊断具有重要意义[12-13]。
传统链球菌鉴定方法为根据菌落形态和溶血情况进行

初筛,再进行生化反应、杆菌肽试验、CAMP试验、API
 

20
 

Strep或VITEK
 

2等细菌鉴定仪器确定菌种种类,
但这些方法有时难以将菌种准确区分,且耗时长[14-15]。
通过将上述这些方法及测序方法与 MALDI-TOF

 

MS
进行比较,不少研究证明后者在链球菌鉴定方面具有较

高的一致性和应用价值[16-22]。
随着不同质谱系统的出现,对其进行系统间的链

球菌属鉴定能力评估也显得愈加重要。国内外分别

有研究报道,VITEK
 

MS对链球菌的鉴定能力稍强于

Bruker
 

Biotyper[23-24]。在前人研究基础上,本研究使

用16S
 

rRNA测序鉴定134株链球菌结果为“金标

准”,评 估 VITEK
 

MS、Bruker
 

Biotyper和 Autof
 

MS1000质谱鉴定系统对链球菌属的鉴定能力。与前

人研究相似,3套质谱系统均能很好地鉴定化脓链球

菌和 无 乳 链 球 菌 等 大 部 分 链 球 菌 菌 种 (准 确 率

100.00%)。其 次,已 有 报 道 说 明 VITEK
 

MS 和

Bruker
 

Biotyper系统易将缓症链球菌鉴定为缓症链

球菌/口腔链球菌,且对肺炎链球菌鉴定准确率有待

提高,本研究也得出相似结果,并显示Autof
 

MS1000
也存在相似的问题(本研究中3套质谱系统对肺炎链

球菌准确率分别94.73%、78.94%、94.73%)。这提

示有待寻找这些链球菌种中更多的质谱特异峰,来进

一步提高鉴定的准确率[20]。
同时,本研究显示,3套质谱系统仍然存在无法鉴

定或不能准确区分亚种的情况,如 VITEK
 

MS质谱

鉴定系统有5.97%菌株无法鉴定,3套系统均无法鉴

定星座链球菌星座亚种,Autof
 

MS1000型质谱仪及

Bruker
 

Biotyper系统无法鉴定停乳链球菌似马亚种、

VITEK
 

MS质谱鉴定系统将21株停乳链球菌似马亚

种中9株鉴定为停乳链球菌停乳亚种且有3株无鉴

定结果。MALDI-TOF
 

MS鉴定的覆盖率和准确率

依赖于较完善的质谱菌种鉴定数据库的建立,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[25-26]。笔者建议3套质谱系统在数据库更新建

库时,入组更多的星座链球菌及停乳链球菌不同亚

种,以优化数据库,提高鉴定成功率与准确率,更好地

服务于临床。
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当然,本研究亦存在不足之处,即菌种数量分布

不均匀,后续可进行多中心实验,扩大标本量,进行进

一步研究。

4 结  论

综上所述,链球菌是临床重要的病原菌,本研究

结果 显 示 VITEK
 

MS、Bruker
 

Biotyper和 Autof
 

MS1000对无乳链球菌、化脓链球菌可准确鉴定、直接

报告;但是对一些种类菌株鉴定结果有误或不能鉴别

亚种,需要DNA序列分析或结合血清学或其他补充

实验来准确鉴定。同时,有待对某些链球菌菌种亚种

的质谱数据库进行优化补充,探索更多的菌种特异性

质谱峰,以进一步提高鉴定成功率和准确率。
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