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  摘 要:目的 评价Percoll分离法联合基质辅助激光解析电离飞行时间质谱(MALDI-TOF
 

MS)直接鉴

定血培养专性厌氧菌阳性标本中的应用价值。
 

方法 收集2018年3月至2020年9月血培养中单独厌氧瓶阳

性标本,用Percoll分离法和十二烷基硫酸钠(SDS)洗涤法两种方法对标本进行菌体富集和纯化处理,采用

MALDI-TOF
 

MS对标本进行直接鉴定,以转种后菌落鉴定结果为标准,对两种不同前处理方法的鉴定准确率

进行比较。结果 共有71份血培养专性厌氧菌阳性标本纳入研究,采用Percoll分离法处理标本,专性厌氧菌

“种”水平鉴定准确率为84.5%,其中革兰阴性菌的“种”水平鉴定准确率为80.0%,革兰阳性菌的“种”水平鉴

定准确率为87.8%。采用SDS洗涤法处理标本,专性厌氧菌的“种”水平鉴定准确率为60.6%,其中革兰阴性

菌的“种”水平鉴定准确率为46.7%,革兰阳性菌的“种”水平鉴定准确率为70.7%。与SDS洗涤法相比,采用

Percoll分离法处理标本明显提高了 MALDI-TOF
 

MS对革兰阴性菌的鉴定准确率(χ2=7.177,P=0.007)。
结论 使用Percoll分离法处理血培养专性厌氧菌阳性标本,用于 MALDI-TOF

 

MS
 

直接鉴定,可明显提高专

性厌氧菌特别是革兰阴性厌氧菌的鉴定准确率,且操作简便,成本低,适合在临床微生物实验室中应用。
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Abstract:Objective To

 

evaluate
 

the
 

application
 

value
 

of
 

Percoll
 

density
 

gradient
 

centrifugation
 

method
 

in
 

the
 

direct
 

identification
 

of
 

specific
 

anaerobes
 

positive
 

blood
 

culture
 

samples
 

by
 

matrix
 

assisted
 

laser
 

desorption
 

ionization
 

time
 

of
 

flight
 

mass
 

spectrometry
 

(MALDI-TOF
 

MS).Methods Blood
 

culture
 

samples
 

with
 

only
 

anaerobic
 

bottle
 

positive
 

were
 

included
 

in
 

the
 

study
 

from
 

March
 

2018
 

to
 

September
 

2020.Percoll
 

density
 

gra-
dient

 

centrifugation
 

method
 

and
 

sodium
 

dodecyl
 

sulfate
 

(SDS)
 

washing
 

method
 

were
 

used
 

to
 

enrich
 

and
 

purify
 

the
 

anaerobes
 

from
 

positive
 

blood
 

culture
 

respectively,both
 

followed
 

by
 

direct
 

identification
 

by
 

MALDI-TOF
 

MS.According
 

to
 

the
 

standard
 

identification
 

of
 

pure
 

colonies
 

after
 

inoculation,the
 

identification
 

accuracy
 

of
 

the
 

two
 

pretreatment
 

methods
 

were
 

then
 

compared.Results A
 

total
 

of
 

71
 

blood
 

culture
 

samples
 

with
 

specific
 

anaerobes
 

positive
 

were
 

collected.The
 

identification
 

accuracy
 

rate
 

of
 

Percoll
 

density
 

gradient
 

centrifugation
 

method
 

in
 

identification
 

of
 

anaerobes
 

in
 

species
 

level
 

was
 

84.5%,with
 

the
 

Gram-negative
 

and
 

Gram-positive
 

bacteria
 

80.0%
 

and
 

87.8%
 

respectively.The
 

identification
 

accuracy
 

rate
 

of
 

SDS
 

washing
 

method
 

in
 

identifica-
tion

 

of
 

anaerobes
 

in
 

species
 

level
 

was
 

60.6%,with
 

the
 

Gram-negative
 

and
 

Gram-positive
 

bacteria
 

46.7%
 

and
 

70.7%
 

respectively.Compared
 

with
 

the
 

SDS
 

washing
 

method,the
 

way
 

of
 

Percoll
 

density
 

gradient
 

centrifuga-
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tion
 

method
 

to
 

treat
 

the
 

samples
 

significantly
 

improved
 

the
 

identification
 

accuracy
 

of
 

Gram-negative
 

bacteria
 

by
 

MALDI-TOF
 

MS
 

(χ2=7.177,P=0.007).Conclusion Using
 

Percoll
 

density
 

gradient
 

centrifugation
 

method
 

to
 

treat
 

specific
 

anaerobes
 

positive
 

blood
 

culture
 

samples
 

for
 

direct
 

identification
 

by
 

MALDI-TOF
 

MS
 

can
 

significantly
 

improve
 

the
 

identification
 

accuracy
 

of
 

specific
 

anaerobes,especially
 

Gram-negative
 

anaerobic
 

bacteria.It
 

has
 

the
 

advantages
 

of
 

simple
 

operation
 

and
 

low
 

cost.It
 

is
 

suitable
 

for
 

application
 

in
 

clinical
 

microbi-
ology

 

laboratories.
Key

 

words:sodium
 

dodecyl
 

sulfate; cell
 

separation
 

solution; matrix
 

assisted
 

laser
 

desorption
 

ionization
 

time
 

of
 

flight
 

mass
 

spectrometry; blood
 

culture; anaerobes

  厌氧菌广泛分布于人体皮肤及各种腔道的深部

黏膜表面,在机体免疫力受损、深部组织损伤或者需

氧菌感染等情况下,会诱发感染。厌氧菌所致的血流

感染约占临床血流感染的1%~17%,并且具有较高

的致死率[1-2]。对厌氧菌及时准确的鉴定对优化抗菌

药物治疗、改善患者预后至关重要,但传统的厌氧菌

鉴定方法所需时间至少为48
 

h,严重阻碍了临床对感

染的控制和治疗。基质辅助激光解析电离飞行时间

质谱(MALDI-TOF
 

MS)是近年发展起来的一种细菌

鉴定技术,不仅可对纯培养的菌落进行鉴定,还可对

培养呈阳性的血液、尿液等体液标本进行直接鉴定,
明显缩短了鉴定时间。但目前,应用 MALDI-TOF

 

MS对血培养阳性标本进行直接检测的文献主要涉及

各种需氧菌、兼性厌氧菌和真菌的检测[3-6],很少涉及

专性厌氧菌的检测[1-2,7]。本实验室采用细胞分离液

(Percoll液)密度梯度离心的方法(简称Percoll分离

法)分离、富集专性厌氧菌用于 MALDI-TOF
 

MS的

直接检测,并与十二烷基硫酸钠(SDS)洗涤法进行比

较分析,旨在对两种不同前处理方法的鉴定准确率进

行比较。现报道如下。
1 材料与方法

1.1 材料来源 收集2018年3月至2020年9月中

国康复研究中心北京博爱医院和首都医科大学附属

北京佑安医院血培养单独厌氧瓶阳性的标本。同一

患者送检多套标本则只选择最早报阳的厌氧瓶。本

研究仅汇总了经鉴定为专性厌氧菌的检测结果。
1.1.2 仪器与试剂 MicroflexTM

 

MALDI-TOF
 

MS
仪和Biotyper

 

3.1鉴定分析软件、基质液、甲酸、96孔

金属靶板均购自德国Bruker
 

Daltonik公司;BACTE-
CTM

 

FX血培养仪及配套培养瓶购自美国BD公司;
0.05%SDS溶液购自美国Sigma公司;Percoll细胞

分离液购自北京索莱宝科技有限公司。
1.2 方法

1.2.1 菌种鉴定 血培养标本培养报阳后立即取出

厌氧菌培养瓶,染色镜检,同时进行MALDI-TOF
 

MS
直接检测和传统的培养鉴定流程。
1.2.2 Percoll分离法 在王瑞霞等[8]方法的基础上

进行了相应的改进。抽取3
 

mL培养瓶内容物和3
 

mL生理盐水移入15
 

mL离心管混匀,1
 

000
 

r/min离

心10
 

min,移上清液(含待测菌)至另一离心管内,

5
 

000
 

r/min,离心5
 

min,弃上清液,加超纯水0.4
 

mL,转移到5
 

mL离心管中(事先加入2
 

mL
 

Percoll
液,体积比Percoll∶NaCl=3∶7),5

 

000
 

r/min离心

5
 

min,弃去上清液,余下液体转移至2
 

mL平底
 

EP
管,13

 

000
 

r/min离心2
 

min,弃上清液,超纯水重复

洗涤2次至清亮。
1.2.3 SDS洗涤法 在 MENGLAN等[3]方法的基

础上进行了一定的修改。抽取3
 

mL培养瓶内容物和

3
 

mL生理盐水移入15
 

mL离心管混匀,1
 

000
 

r/min
离心10

 

min,移上清液(含待测菌)至另一离心管内,
加入1

 

mL
 

0.05%
 

SDS溶液,颠倒混匀,5
 

000
 

r/min,
离心5

 

min,弃上清液,加超纯水1.5
 

mL混匀后移至

2
 

mL平底
 

EP管,13
 

000
 

r/min离心2
 

min,弃上清

液,重复洗涤2次,尽量排干多余水分。
1.2.4 直接鉴定 吸取1

 

μL富集的菌体涂布于96
孔金属靶板上,室温干燥;加入70%甲酸1

 

μL,室温

干燥;加基质液1
 

μL覆盖,室温干燥,将靶板放到

MALDI-TOF
 

MS质谱仪上,应用Biotyper
 

3.1鉴定

分析软件进行鉴定,记录鉴定结果和分值。
 

1.2.5 传统培养鉴定 将报阳标本转种至血琼脂平

板和麦康凯琼脂平板上,厌氧环境,35
 

℃孵育24~
48

 

h。获得纯菌落后,用 MALDI-TOF
 

MS进行鉴

定。分值量化判定结果:评分≥2.0鉴定到“种”;
1.7≤评分<2.0鉴定到“属”;评分<1.7则未鉴

定出。
1.3 统计学处理 使用SPSS

 

17.0软件进行统计分

析,计数资料以频数或百分率表示,组间比较采用χ2

检验,以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 患者一般资料和菌株传统鉴定方法结果 研究

期间共有578瓶血培养厌氧瓶阳性,经鉴定其中81
瓶为单一菌种的专性厌氧菌,由于9份标本所得纯菌

落不能被仪器准确鉴定而被舍弃,最终共有71份标

本纳入了研究,其中50份来自首都医科大学附属北

京佑安医院,21份来自中国康复研究中心北京博爱医

院。菌株来源的患者中男51例(71.8%),女20例

(28.2%);年龄5~82岁,平均(55.7±15.3)岁。患

者原发病依次为乙型肝炎肝硬化16例(22.5%),肝
癌14例(19.7%),其他系统肿瘤11例(15.5%),酒
精性 肝 硬 化 6 例(8.5%),丙 型 肝 炎 肝 硬 化 5 例
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(7.0%),肝脓肿5例(7.0%),原发性胆汁性肝硬化3
例(4.2%),胰 腺 炎 2 例(2.8%),高 位 截 瘫 2 例

(2.8%),产后感染2例(2.8%),其他5例(7.0%)。
71株菌株中革兰阴性菌30株(42.3%),包括阴性杆

菌26株,阴性球菌4株;革兰阳性菌41株(57.7%),
包括阳性杆菌30株,阳性球菌11株。
2.2 经Percoll分离法和SDS洗涤法处理后标本

MALDI-TOF
 

MS鉴定结果的比较 使用Percoll分

离法处理标本,“种”水平鉴定准确率为84.5%,其中

革兰阴性菌的“种”水平鉴定准确率为80.0%,革兰阳

性菌的“种”水平鉴定准确率为87.8%。使用SDS洗

涤法处理标本,“种”水平鉴定准确率为60.6%,其中

革兰阴性菌的“种”水平鉴定准确率为46.7%,革兰阳

性菌的“种”水平鉴定准确率为70.7%。见表1。
2.3 经Percoll分离法和SDS洗涤法处理后标本

MALDI-TOF
 

MS鉴定 各 类 病 原 菌 结 果 比 较 与

SDS洗涤法相比,采用 Percoll分离法处理标本后

MALDI-TOF
 

MS对革兰阴性杆菌的鉴定准确率明

显增加(80.0%
 

vs.46.7%,χ2=7.177,P=0.007),
特别是脆弱拟杆菌“种”水平鉴定准确率由45.5%提

高到100.0%。但两种处理方法对普雷沃菌“属”水平

的细菌鉴定准确率均不高。见表2。
表1  经Percoll分离法和SDS洗涤法处理后标本

   MALDI-TOF
 

MS鉴定结果的比较[n(%)]

病原菌种类 n
Percoll分离法

“种”水平 “属”水平

SDS洗涤法

“种”水平 “属”水平

革兰阴性菌 30 24(80.0) 3(10.0) 14(46.7) 9(30.8)

革兰阳性菌 41 36(87.8) 2(4.9) 29(70.7) 4(9.8)

合计 71 60(84.5) 5(7.0) 43(60.6) 13(18.3)

表2  经Percoll分离法和SDS洗涤法处理后标本 MALDI-TOF
 

MS鉴定各类病原菌结果比较[n或n(%)]

病原菌名称 n
Percoll分离法

“种”水平 “属”水平 未鉴定

SDS洗涤法

“种”水平 “属”水平 未鉴定

革兰阴性杆菌 26 20(76.9) 3(11.5) 3(11.5) 12(46.1) 8(30.8) 6(23.1)

 脆弱拟杆菌 11 11 - - 5 3 3

 多形拟杆菌 1 1 - - - 1 -

 卵形拟杆菌 1 1 - - - 1 -

 普通拟杆菌 1 1 - - 1 - -

 迪氏副拟杆 3 2 1 - 2 1 -

 约氏副拟杆菌
 

2 - 1 1 - 1 1

 小克里斯滕森氏菌 1 1 - - 1 - -

 溃疡梭杆菌 1 1 - - 1 - -

 坏死梭杆菌 1 1 - - 1 - -

 颊普雷沃菌 2 - 1 1 - 1 1

 中间普雷沃菌 1 1 - - 1 - -

 变黑普雷沃菌 1 - - 1 - - 1

革兰阴性球菌 4 4(100.0) 0(0.0) 0(0.0) 2(50.0) 1(25.0) 1(25.0)

 非典型韦荣球菌 1 1 - 1 - -

 罗格斯韦荣球菌 1 1 - - - 1 -

 小韦荣球菌 2 2 - - 1 - 1

革兰阳性杆菌 30 27(90.0) 1(3.3) 2(6.7) 22(73.3) 3(10.0) 5(16.7)

 产气荚膜梭菌 5 5 - - 5 - -

 艰难梭菌 3 3 - - 3 - -

 痤疮丙酸杆菌 8 8 - - 6 1 1

 颗粒丙酸杆菌 2 2 - - 2 - -

 迟缓埃格特菌 2 1 - 1 - - 2

 长双歧杆菌 2 2 - - - 1 1

 短双岐杆菌 1 1 - - 1 - -

 假小链双歧杆菌 2 1 1 - 1 1 -

 裂陌生菌 1 - - 1 - - 1
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续表2  经Percoll分离法和SDS洗涤法处理后标本 MALDI-TOF
 

MS鉴定各类病原菌结果比较[n或n(%)]

细菌名称 n
Percoll分离法

“种”水平 “属”水平 未鉴定

SDS洗涤法

“种”水平 “属”水平 未鉴定

 共生梭菌 1 1 - - 1 - -

 多枝梭菌 1 1 - - 1 - -

 哈氏梭菌 1 1 - - 1 - -

 盖亨氏菌 1 1 - - 1 - -

革兰阳性球菌 11 9(81.8) 1(9.1) 1(9.1) 7(63.6) 1(9.1) 3(27.3)

 大芬戈尔德菌 3 3 - - 3 - -

 微小微单胞菌 3 3 - - 2 - 1

 解糖葡萄球菌 3 3 - - 2 - 1

 第八厌氧球菌 2 - 1 1 - 1 1

  注:-表示无数据。

3 讨  论

专性厌氧菌对培养及鉴定条件的要求十分苛

刻[9]。传统的生化鉴定技术因受多种因素的影响在

厌氧菌的鉴定中鉴定率较低,鉴定周期较长,不能满

足临床的要求[10-11]。MALDI-TOF
 

MS是近年来新

兴的微生物鉴定技术,能快速、准确地鉴定多种临床

常见的血培养专性厌氧菌。MALDI-TOF
 

MS用于

血培养厌氧菌阳性标本的直接鉴定也有相关文献

报道[1-2,7]。
影响 MALDI-TOF

 

MS直接鉴定准确率的关键

因素是血培养瓶的种类和对菌液的预处理方法。与

需氧培养瓶不同,临床常用的厌氧瓶含有溶血素,能
充分破坏血细胞,可减少血细胞对直接鉴定的影响。
ALMUHAYAWI等[2]用去离子水直接洗涤血培养阳

性标本用于 MALDI-TOF
 

MS的厌氧菌鉴定,但由于

培养瓶中其他干扰物质的存在,其“属”水平鉴定准确

率仅为76%左右。而采用目前常用于需氧瓶预处理

的方法如Sepsityper试剂盒、分离胶促凝管、皂素溶

解、滤膜吸附和SDS洗涤等方法来处理厌氧菌标本其

鉴定准确率明显低于需氧菌。JEVERICA等[1]采用

Sepsityper试剂盒直接鉴定厌氧菌,其鉴定准确率仅

为56.3%,采用皂素溶解洗涤法则其鉴定准确率为

84.9%。王军杰等[12]采用分离胶促凝管法,对厌氧菌

的鉴定准确率为66.7%,明显低于对需氧瓶中细菌的

鉴定准确率。国外的研究者更倾向于采用SDS洗涤

法来处理血培养阳性标本用于 MALDI-TOF
 

MS的

直接鉴定[13]。SDS是一种温和去污剂,能够辅助纯化

菌体,去除干扰因素,提高直接鉴定细菌的准确率[13]。
有研究发现,采用SDS洗涤法处理血培养阳性标本用

于鉴定厌氧瓶中细菌,其准确率明显高于分离胶促凝

管法[6,14]。本研究采用SDS洗涤法处理的标本用于

MALDI-TOF
 

MS 直 接 检 测,其 鉴 定 准 确 率 仅 为

62.5%。而且,在研究过程中笔者发现,尽管使用了

较低浓度(0.05%)的SDS溶液来处理标本,SDS仍会

对部分革兰阴性菌的形态产生影响,特别是脆弱拟杆

菌在SDS的作用下会出现“黏液化”现象,从而聚集成

团,严重影响细菌鉴定的准确性。周春妹等[5]也发

现,在使用SDS溶液洗涤后革兰阴性菌的鉴定准确率

由92.3%下降至85.3%。这可能与细菌的细胞壁结

构差异有关,与革兰阳性菌相比,革兰阴性菌的细胞

壁更薄,并含有较多的脂类和蛋白,可能更容易被

SDS所破坏。
 

Percoll是一种包有乙烯吡咯烷酮的硅胶颗粒,不
穿透生物膜,对细胞无毒害作用,常用于实验室中细

胞、细菌和病毒的分离[8,15]。本研究采用Percoll∶
NaCl=3∶7的比例配制的Percoll液来分离、纯化厌

氧菌用于 MALDI-TOF
 

MS的直接鉴定,鉴定准确率

为84.7%,明显高于SDS洗涤法,且高于JEVERICA
等[1]Sepsityper试剂盒法结果,但与该研究的皂素溶

解洗涤法结果相近。而在本研究脆弱拟杆菌的鉴定

中,采用Percoll分离法时,其鉴定准确率更是由SDS
洗涤法的45.5%提高到100.0%。但与SDS洗涤法

相比,Percoll分离法要增加洗涤过程,相对增加了实

验的繁复性,而且在洗涤过程中会造成部分菌体的丢

失,使最终获得的菌量少于SDS洗涤法。
综上 所 述,采 用 Percoll分 离 法 联 合 MALDI-

TOF
 

MS直接鉴定血培养专性厌氧阳性标本,具有操

作简单、结果准确、缩短鉴定结果报告周期等优势,特
别是Percoll分离法对提高 MALDI-TOF

 

MS
 

在革兰

阴性厌氧菌的鉴定准确率中有较大帮助,值得在临床

微生物实验室推广。
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