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  摘 要:目的 使用临床基质辅助激光解析电离飞行时间质谱系统(Clin-TOF-Ⅱ
 

MS)联合配套预处理试

剂盒直接检测血培养阳性报警瓶中的病原菌并评估该方法的鉴定符合率。方法 收集大连医科大学附属第一

医院2019年1—5月的血培养阳性报警标本254例,在转种培养的同时,抽取报警瓶中的液体并使用血培养预

处理试剂盒富集、纯化报警瓶中的菌体,采用Clin-TOF-Ⅱ
 

MS对待测病原菌进行直接鉴定,并将直接鉴定结果

与转种培养后的菌落鉴定结果进行比较。结果 254例血培养阳性报警瓶中,237例为单一菌感染标本,17例

为混合菌感染标本。与菌落鉴定结果相比,单一菌感染标本中Clin-TOF-Ⅱ
 

MS直接检测鉴定的符合率为

86.5%(205/237),其中革兰阳性菌的符合率为81.0%(94/116),革兰阴性菌的符合率为93.9%(108/115);17
例混合菌感染标本鉴定的符合率为17.6%(3/17),有3例未鉴定出结果,其余11例混合菌感染均鉴定出其中

一种细菌。结论 Clin-TOF-Ⅱ
 

MS联合配套预处理试剂盒直接检测血培养阳性报警瓶中病原菌,可缩短病原

菌的鉴定时间,且与传统菌落鉴定方法比有较高的鉴定符合率,适合在临床微生物实验室推广应用。
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Abstract:Objective To

 

evaluate
 

the
 

consistency
 

rates
 

of
 

identifying
 

the
 

microorganisms
 

directly
 

from
 

positive
 

blood
 

culture
 

bottles
 

by
 

Clin-TOF-ⅡMS
 

combined
 

with
 

blood
 

culture
 

pretreatment
 

kit.Methods A
 

total
 

of
 

254
 

positive
 

blood
 

culture
 

bottles
 

were
 

collected
 

from
 

the
 

First
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Dalian
 

Medical
 

University
 

during
 

January
 

to
 

May
 

2019.Positive
 

cultures
 

were
 

sub-cultured
 

on
 

to
 

routing
 

plates,and
 

at
 

the
 

same
 

time,the
 

microorganisms
 

were
 

enriched
 

and
 

purified
 

by
 

blood
 

culture
 

pretreatment
 

kit.Clin-TOF-ⅡMS
 

was
 

applied
 

to
 

identify
 

the
 

microorganisms
 

and
 

the
 

results
 

were
 

compared
 

with
 

conventional
 

bacterial
 

culture.
Results The

 

254
 

positive
 

culture
 

specimens
 

included
 

237
 

of
 

single
 

bacterial
 

infection
 

specimens
 

and
 

17
 

multi-
ple

 

bacterial
 

infection
 

specimens.Compared
 

with
 

traditional
 

identification
 

results,the
 

consistency
 

rates
 

of
 

Clin-
TOF-ⅡMS

 

combined
 

with
 

blood
 

culture
 

pretreatment
 

kit
 

in
 

single
 

bacterial
 

infection
 

identification
 

were
 

86.5%
 

(205/237),which
 

of
 

Gram-negative
 

bacteria
 

was
 

93.9%
 

(108/115)
 

and
 

Gram-positive
 

bacteria
 

was
 

81.0%
 

(94/116)
 

respectively.And
 

totally
 

17.6%
 

(3/17)
 

of
 

multiple
 

bacterial
 

infections
 

were
 

identified,3
 

of
 

17
 

multiple
 

bacterial
 

infection
 

specimens
 

were
 

not
 

identified,and
 

the
 

remaining
 

11
 

multiple
 

bacterial
 

infection
 

specimens
 

were
 

identified
 

one
 

of
 

the
 

bacteria.Conclusion The
 

identification
 

time
 

of
 

microorganisms
 

in
 

posi-
tive

 

blood
 

culture
 

bottles
 

can
 

be
 

shortened
 

by
 

Clin-TOF-ⅡMS
 

combined
 

with
 

blood
 

culture
 

pretreatment
 

kit.
Compared

 

with
 

the
 

traditional
 

identification,it
 

has
 

higher
 

consistency
 

rate,and
 

recommended
 

for
 

clinical
 

mi-
crobiology

 

laboratories.
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  血液、中枢神经系统、腹膜等无菌部位的感染患

者病死率较高,预后差[1-4]。其中,血流感染的病死率

为30%~50%[3],及时、合理地使用抗菌药物对病原

菌进行针对性的治疗对改善患者预后具有重要的作

用。目前,传统培养法仍然是诊断血流感染的“金标

准”,然而该方法耗时长,从血培养瓶报警到得到最终

的鉴定结果需要16~48
 

h。基质辅助激光解析电离

飞行时间质谱(MALDI-TOF
 

MS)能直接检测血培养

阳性报警瓶中的病原菌,具有快速、准确等优点,已成

为国内 外 研 究 的 一 大 热 点。与 传 统 培 养 法 比 较,
MALDI-TOF

 

MS直接鉴定血培养阳性报警瓶中病

原菌有利于感染患者得到更早、更有效的治疗[5]。
临床基质辅助激光解析电离飞行时间质谱系统

(Clin-TOF-ⅡMS)是我国自主研发的质谱仪,已通过

国家食品药品监督管理局(SFDA)、美国食品药品监

督管理局(FDA)认证,可用于临床病原微生物的鉴

定[6-7],已报道的血培养阳性报警瓶的前处理方法有

很多,且阳性报警瓶的前处理过程对鉴定结果的准确

性至关重要[8-9]。本研究采用Clin-TOF-Ⅱ
 

MS联合

配套预处理试剂盒(中国毅新博创)直接检测血培养

阳性报警瓶中的病原菌,并对其鉴定符合率进行评

估,以期为今后临床使用提供一定参考。
1 资料与方法

1.1 一般资料 收集2019年1—5月本院血培养阳

性报警标本254例(包括外周血标本156例,其他体

液标本98例),其中单一菌感染标本237例,混合菌

感染标本(分离≥2种菌)17例。
1.2 仪器与试剂 血培养预处理试剂盒(中国毅新

博创公司),飞行时间质谱微生物标本处理试剂盒(中
国毅新博创公司),BACTEC

 

FX全自动血培养仪(美
国BD公司),高速离心机(美国Thermo公司),Clin-
TOF-Ⅱ

 

MS(中国毅新博创公司),MicroScan
 

Walk-
Away

 

96
 

Plus全自动细菌鉴定/药敏分析仪(德国贝

克曼库尔特公司),BACTECTM 血培养树脂需氧瓶、含
溶血素厌氧瓶(美国BD公司),API细菌鉴定系统(法
国bioMerieux公司)。
1.3 方法

1.3.1 血培养阳性报警瓶中病原菌的富集与提纯 
使用飞行时间质谱微生物标本处理试剂盒富集与提

纯血培养阳性报警瓶中的病原菌(裂解法)。第1步:
从血培养阳性报警瓶中抽取标本200

 

μL转移到Ep-
pendorf离心管,然后加入40

 

μL组分Ⅰ混匀,室温放

置8
 

min;第2步:加入组分Ⅱ1
 

000
 

μL混匀后300×g
离心3

 

min,取上清液转移至新的1.5
 

mL
 

Eppendorf
离心管中,13

 

000×g离心3
 

min沉淀细菌,弃上清

液,然后再加入1
 

000
 

μL组分Ⅱ,洗涤后,13
 

000×g

离心3
 

min,彻底去除上清液;第3步:加入40
 

μL组

分Ⅲ,涡旋振荡30
 

s,静置5
 

min后,13
 

000×g离心

1
 

min后备用。
1.3.2 血培养阳性报警瓶中病原菌的Clin-TOF-Ⅱ

 

MS直接鉴定 取2
 

μL处理后菌液点样至靶板的孔

位上,室温干燥后覆盖2
 

μL基质液于样品上,室温干

燥后使用Clin-TOF-Ⅱ
 

MS进行检测,采集蛋白质指

纹图谱,运用软件进行数据分析和比对,进行结果鉴

定。根据产品说明,鉴定结果以置信度分数来判读:
置信度≥25分,表示结果可信;置信度为20~<25
分,表示该置信度下的鉴定结果需通过其他试验或者

根据经验来选出最终鉴定结果;置信度<20分,表示

该置信度下的鉴定结果不可靠。鉴定软件中每个数

据会产生10个鉴定结果,以置信度分数最高且排名

第一结果为准。
1.3.3 血培养阳性报警瓶中病原菌的菌落鉴定 血

培养瓶阳性报警后,涂片革兰染色并且转种培养,培
养24~48

 

h后,挑取纯菌落分别使用Clin-TOF-Ⅱ
 

MS和MicroScan
 

WalkAway
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Plus全自动细菌鉴

定/药敏分析仪进行鉴定,若疑似为厌氧菌时,使用

API细菌鉴定系统进行鉴定。当两种仪器鉴定结果

不一致时采用API细菌鉴定系统进行确认。
1.4 统计学处理 使用SPSS22.0软件进行统计学

分析。血培养阳性报警瓶Clin-TOF-Ⅱ
 

MS直接鉴定

与菌落鉴定的鉴定分值的比较使用秩和检验(Mann-
Whitney检验),以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 血培养阳性报警瓶单一菌感染标本Clin-TOF-
Ⅱ

 

MS直接鉴定结果 在237个单一菌感染标本中,
Clin-TOF-Ⅱ

 

MS直接鉴定结果与菌落鉴定结果的符

合率为86.5%(205/237),其中革兰阳性菌的符合率

为81.0%(94/116),革兰阴性菌的符合率为93.9%
(108/115)。具体结果见表1。

表1  单一菌感染标本Clin-TOF-Ⅱ
 

MS直接鉴定结果

细菌 n
未鉴定出

(n)
鉴定错误

(n)
符合例数

(n)
符合率

(%)

革兰阴性菌 115 6 1 108 93.9

肠杆菌科 77 2 1 74 96.1

大肠埃希菌 35 1 0 34 97.1

肺炎克雷伯菌 31 1 0 30 96.8

产酸克雷伯菌 2 0 0 2 100.0

产气肠杆菌 3 0 1 2 66.7

阴沟肠杆菌种复合体 3 0 0 3 100.0

奇异变形杆菌 2 0 0 2 100.0

弗劳地枸橼酸杆菌 1 0 0 1 100.0
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续表1  单一菌感染标本Clin-TOF-Ⅱ
 

MS直接鉴定结果

细菌 n
未鉴定出

(n)
鉴定错误

(n)
符合例数

(n)
符合率

(%)

非发酵菌 35 4 0 31 88.6

铜绿假单胞菌 18 2 0 16 88.9

鲍曼不动杆菌种复合体 10 1 0 9 90.0

皮氏罗尔斯顿菌 2 0 0 2 100.0

洋葱伯克霍尔德菌 3 1 0 2 66.7

嗜麦芽窄食单胞菌 2 0 0 2 100.0

革兰阴性厌氧菌 3 0 0 3 100.0

脆弱拟杆菌 2 0 0 2 100.0

小韦荣球菌 1 0 0 1 100.0

革兰阳性菌 116 14 8 94 81.0

葡萄球菌属 55 3 5 47 85.5

金黄色葡萄球菌 13 0 1 12 92.3

表皮葡萄球菌 22 0 2 20 90.9

溶血葡萄球菌 7 0 1 6 85.7

人葡萄球菌 3 0 1 2 66.7

头状葡萄球菌 2 0 0 2 100.0

木糖葡萄球菌 4 1 0 3 75.0

里昂葡萄球菌 1 0 0 1 100.0

沃氏葡萄球菌 1 1 0 0 0.0

巴氏葡萄球菌 2 1 0 1 50.0

肠球菌属 41 3 1 37 90.2

屎肠球菌 19 1 1 17 89.5

粪肠球菌 22 2 0 20 90.9

链球菌属 15 4 2 9 60.0

缓症链球菌 2 1 1 0 0.0

停乳链球菌 4 0 0 4 100.0

咽峡炎链球菌 3 2 1 0 0.0

嵴链球菌 2 1 0 1 50.0

无乳链球菌 4 0 0 4 100.0

革兰阳性厌氧菌 1 0 0 1 100.0

痤疮丙酸杆菌 1 0 0 1 100.0

革兰阳性杆菌 4 4 0 0 0.0

纹带棒状杆菌 2 2 0 0 0.0

杰氏棒状杆菌 2 2 0 0 0.0

念珠菌属 6 2 1 3 50.0

近平滑假丝酵母菌 4 1 1 2 50.0

白色假丝酵母菌 1 0 0 1 100.0

热带假丝酵母菌 1 1 0 0 0.0

合计 237 22 10 205 0.8

2.2 血培养阳性报警瓶Clin-TOF-Ⅱ
 

MS直接鉴定

与菌落鉴定的鉴定分值 血培养阳性报警瓶内细菌

富集后使用Clin-TOF-Ⅱ
 

MS进行直接鉴定,鉴定分

值的P25、P50 和P75 为27、40和60。将血培养阳性

瓶转种于血和巧克力平板或厌氧平板,恒温箱孵育,
培养24~48

 

h后,挑取纯菌落使用Clin-TOF-Ⅱ
 

MS
鉴定,鉴定分值的P25、P50 和P75 为46、65和87。研

究结果表明,转种培养后菌落鉴定的鉴定分值要高于

直接鉴定,差异有统计学意义(Z=-8.571,P<
0.001)。
2.3 混合菌感染标本Clin-TOF-Ⅱ

 

MS直接鉴定结

果 17例混合菌感染标本鉴定的符合率为17.6%
(3/17),有3例未鉴定出结果,其余11例混合菌感染

标本均鉴定出其中一种结果。见表2。
表2  混合菌感染标本菌落鉴定结果及Clin-TOF-Ⅱ

 

MS
   直接鉴定结果

菌落鉴定结果 n
Clin-TOF-Ⅱ

 

MS
直接鉴定结果

肺炎克雷伯菌,大肠埃希菌 2 肺炎克雷伯菌,大肠埃希菌

金黄色葡萄球菌,屎肠球菌 1 金黄色葡萄球菌,屎肠球菌

肺炎克雷伯菌,大肠埃希菌,粪肠球菌 1 肺炎克雷伯菌

肺炎克雷伯菌,大肠埃希菌 4 大肠埃希菌

金黄色葡萄球菌,鲍曼不动杆菌 1 金黄色葡萄球菌

金黄色葡萄球菌,表皮葡萄球菌 1 金黄色葡萄球菌

大肠埃希菌,屎肠球菌 2 大肠埃希菌

鲍曼不动杆菌,铜绿假单胞菌 2 鲍曼不动杆菌

表皮葡萄球菌,杰氏棒状杆菌 1 未鉴出

屎肠球菌,杰氏棒状杆菌 1 未鉴出

表皮葡萄球菌,近平滑假丝酵母菌 1 未鉴出

3 讨  论

  MALDI-TOF
 

MS直接检测血培养阳性报警瓶

中病原菌能够极大地缩短病原菌的鉴定时间[10-11]。
近年来,国内外很多学者都对 MALDI-TOF

 

MS直接

检测血培养阳性报警瓶中病原菌进行了探索,目前在

我国临床上推广的主要有Biotyper
 

MS和Vitek
 

MS
两大质谱系统,而这些研究也几乎都基于这两大质谱

系统,目前将国产质谱系统用于血培养阳性报警瓶中

病原菌直接检测的研究较少。随着MALDI-TOF
 

MS
逐渐在临床广泛应用,国产设备亦受到越来越多的关

注。本研究使用我国自主研发的Clin-TOF-Ⅱ
 

MS联

合配套预处理试剂盒直接检测血培养阳性报警瓶中

病原菌,评估其鉴定符合率。
本研究使用Clin-TOF-Ⅱ

 

MS联合配套预处理试

剂盒对单一菌感染标本的鉴定符合率较高,其中革兰

阴性菌的鉴定符合率为93.9%(108/115),革兰阳性

菌的符合率为81.0%(94/116),临床常见的革兰阴性

菌、葡萄球菌属、肠球菌属的鉴定符合率均可达85%
以上。李媛睿等[12]应用 MALDI

 

SepsityperTM
 

Kit联

合 MicroflexTM
 

LT型质谱仪直接鉴定血培养标本,结
果显示单种菌中革兰阴性菌的种、属水平符合率分别

为75.4%(132/175)、77.7%(136/175),革兰阳性菌

的种、属水平符合率分别为70.9%(178/251)、74.9%
(188/251)。段达荣等[13]使用 VITEK

 

MS质谱仪直

接对血培养阳性标本细菌进行鉴定,结果显示单种菌
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中革兰阴性菌的种、属水平符合率分别为80.3%
(114/142)、70.9%(83/117)。本研究结果提示,Clin-
TOF-Ⅱ

 

MS联合配套预处理试剂盒对阳性血培养报

警瓶中病原菌的鉴定能力并不低于上述两大质谱

系统。
有文献表明,MALDI-TOF

 

MS对链球菌属、革
兰阳性杆菌、念珠菌属及一些少见菌的鉴定符合率不

高[14-15],这与本研究结果一致。这可能由以下原因导

致:(1)由于革兰阳性菌细胞壁结构相对较厚,不易裂

解,或者由于细菌生长缓慢,菌体形态较小等,导致提

取的核糖体蛋白浓度不够;(2)核糖体蛋白高度相似,
特征性峰谱较少,质谱难以区分,比如肺炎链球菌、缓
症链球菌和唾液链球菌等[16];(3)某些标本中红细胞

和白细胞的数量过多,使得在预处理过程中细胞裂解

不充分,干扰了鉴定结果[12]。除此以外,Clin-TOF-Ⅱ
 

MS本身的数据库并不完善也是影响其鉴定符合率的

因素之一,可以通过不断完善数据库以及建立自建库

等方法来提高其符合率。研究发现,Clin-TOF-Ⅱ
 

MS
直接鉴定血培养阳性报警瓶中病原菌的鉴定分值低

于菌落鉴定结果,这可能是因为直接鉴定时血红蛋白

的水平较高,在质谱检测时会产生强烈的信号及峰值

从而对目的菌株的鉴定形成干扰[12]。
研究中还有17例混合菌感染标本,Clin-TOF-Ⅱ

 

MS联合配套预处理试剂盒直接鉴定的符合率仅为

17.6%(3/17),有3例未鉴定出结果,其余11例混合

菌感染标本均鉴定出其中一种结果。这说明虽然该

方法具有简便、准确、快速等优点,但仍不能完全取代

传统的培养法,因此,当血培养阳性报警瓶病原菌经

过涂片、革兰染色确定为混合菌时,则应转种培养分

纯后再进行鉴定,以免漏检阳性标本。
4 结  论

  综上所述,与传统的菌落鉴定方法相比,使用

Clin-TOF-Ⅱ
 

MS联合配套预处理试剂盒检测血培养

阳性报警瓶中的病原菌符合率较高,且可缩短鉴定时

间,适合在临床微生物室推广应用。
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