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  摘 要:目的 通过培养法和基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱仪(MALDI-TOF
 

MS)对昆虫标本菌群

进行分析,探讨两者联合使用的价值,以及昆虫标本菌群特征和对抗菌药物的敏感性。方法 采集医院环境中

的昆虫标本,对标本进行碾磨和进行梯度稀释,然后接种于培养平板,培养、分离标本中的单个菌落,利用

MALDI-TOF
 

MS进行菌种鉴定。对分离出来的肠杆菌目细菌采用微量肉汤稀释法进行药敏试验。结果 该

研究从16只昆虫标本中共分离出104株菌,6株菌无法通过 MALDI-TOF
 

MS进行鉴定,MALDI-TOF
 

MS的

鉴定成功率为94.23%,平均鉴定分值为2.075。MALDI-TOF
 

MS成功鉴定的98株菌中,革兰阳性菌56株

(57.14%),革兰阴性菌41株(41.84%)。革兰阳性菌中,芽孢杆菌属分离率最高,共30株,占53.57%。革兰

阴性菌中以肠杆菌目细菌为主,共分离29株(70.73%),分离株对抗菌药物的敏感性较高。结论 培养组学联

合 MALDI-TOF
 

MS可以用于昆虫标本中菌株鉴定。由于昆虫的流动性,其携带的菌株可能成为临床潜在的

感染病原体。
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Abstract:Objective To

 

analyze
 

the
 

microbiota
 

of
 

insect
 

specimens
 

by
 

culture
 

method
 

and
 

matrix-assisted
 

laser
 

desorption/ionization-time
 

of
 

flight
 

mass
 

spectrometry(MALDI-TOF
 

MS),and
 

the
 

value
 

of
 

the
 

com-
bined

 

use
 

of
 

the
 

two,as
 

well
 

as
 

the
 

characteristics
 

of
 

the
 

microbiota
 

of
 

insect
 

specimens
 

and
 

their
 

susceptibility
 

to
 

antibiotics.Methods Collect
 

insect
 

specimens
 

in
 

the
 

hospital
 

environment.The
 

samples
 

were
 

milled
 

and
 

se-
rially

 

diluted,then
 

plated
 

on
 

culture
 

plates.Single
 

colonies
 

were
 

cultured
 

and
 

isolated,and
 

MALDI-TOF
 

MS
 

was
 

used
 

for
 

bacterial
 

species
 

identification.Antimicrobial
 

susceptibility
 

of
 

isolated
 

Enterobacteriaceae
 

was
 

tested
 

by
 

micro-dilution
 

method.Results In
 

this
 

study,a
 

total
 

of
 

104
 

strains
 

of
 

microbial
 

colonies
 

were
 

isola-
ted

 

from
 

16
 

insect
 

specimens,and
 

6
 

strains
 

could
 

not
 

be
 

identified
 

by
 

MALDI-TOF
 

MS.The
 

success
 

rate
 

of
 

i-
dentification

 

by
 

using
 

MALDI-TOF
 

MS
 

was
 

94.23%,and
 

the
 

average
 

identification
 

score
 

was
 

2.075.Among
 

the
 

98
 

strains
 

which
 

were
 

successfully
 

identified
 

by
 

MALDI-TOF
 

MS,56
 

strains(57.14%)
 

of
 

Gram-positive
 

strains
 

and
 

41
 

strains(41.84%)
 

of
 

Gram-negative
 

strains
 

were
 

identified.Among
 

the
 

Gram-positive
 

bacteria,

Bacillus
 

genus
 

had
 

the
 

highest
 

isolation
 

rate,with
 

a
 

total
 

of
 

30
 

strains,accounting
 

for
 

53.57%.The
 

Gram-neg-
ative

 

bacteria
 

were
 

dominated
 

by
 

Enterobacteriaceae,and
 

29
 

strains(70.73%)
 

were
 

isolated,and
 

the
 

isolates
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were
 

highly
 

sensitive
 

to
 

antibiotics.Conclusion Culturomics
 

combined
 

with
 

MALDI-TOF
 

MS
 

can
 

be
 

used
 

for
 

strain
 

identification
 

in
 

insect
 

specimens.Due
 

to
 

the
 

mobility
 

of
 

insects,the
 

strains
 

carried
 

by
 

them
 

may
 

become
 

clinical
 

potential
 

infectious
 

pathogens.
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assisted
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flight
 

mass
 

spec-
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environment

  昆虫作为地球上数量最多且分布最广的动物群

体[1-2],除存在大量肠道菌群外[3-4],其身体外露部分

也携带着多种病原体[5],可成为细菌和其他病原体的

有效载体[2,6]。昆虫具有很强的流动性,它们可以接

触到人类粪便、垃圾、开放性伤口或受污染的医疗器

械,是连接医院内外感染区和未感染区的重要媒

介[7]。尽管医院环境和其他医疗保健机构对昆虫实

施了控制措施,但据报道,昆虫在医院病房中持续存

在[8-10]。BOIOCCHI等[2]在 英 国7家 医 院 共 收 集

19
 

937只昆虫,以双翅目为主,从双翅目昆虫中共鉴

定出82株细菌,对其中68株细菌进行了药敏试验,

52.9%的细菌表现出对至少一类抗菌药物耐药[2]。

HEIDEN等[11]研究了某三级医院的蝇类发现,有一

半蝇类携带强毒性的多重耐药病原体。因此,对医院

环境中昆虫携带的微生物进行分析和研究,会为疾病

的防控提供新思路。
目前对昆虫肠道菌群进行研究的常用组学技术

包括培养组学、宏基因组学、蛋白质组学以及代谢组

学[12],培养组学基于培养条件的多样性,尽可能地模

仿细菌所处的自然环境,以获取培养物[13]。不同于传

统细菌培养的方法,培养组学可以联合基质辅助激光

解吸电离飞行时间质谱仪(MALDI-TOF
 

MS)技术进

行细菌鉴定[14]。MALDI-TOF
 

MS是通过细菌、真菌

的特征性蛋白图谱对目标微生物进行鉴定,因其耗材

低廉、处理流程简单、耗时短且准确性高的特点而被

广泛使用,LUO等[15]研究表明 MALDI-TOF-MS的

鉴定准确率达到95%以上。在国际上有关于医院环

境中昆虫标本菌群分析的报道,但是国内相关报道较

少,本研究采用培养组学联合 MALDI-TOF
 

MS技术

对医院环境中昆虫标本的菌群进行分析,旨在阐明其

分布特征、耐药性及培养组学联合 MALDI-TOF
 

MS
技术对昆虫标本菌群分析的实用性。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂 主要仪器包括T214电子分析天

平、GHP-9080培养箱、Hfsafe-1800TE生物安全柜、

Microflex
 

LT/SH型质谱仪(德国布鲁克公司)。主

要的耗材和试剂包括TSA琼脂培养基(北京陆桥技

术有限责任公司)、中国蓝平板(温州市康泰生物科技

有限公司)、HCCA基质(德国Bruker公司)、生理盐

水(国药集团容生制药有限公司),细菌基因组DNA

提取试剂盒(离心柱型,天根生物科技有限公司),革
兰阴性需氧菌药敏检测板(上海星佰生物技术有限

公司)。

1.2 方法

1.2.1 标本采集 采样地点为某医院院内和医院周

边环境,取样后装入无菌痰杯中,立即送往实验室

检测。

1.2.2 标本处理 (1)取昆虫标本一个,加入无菌管

中,用千分之一天平称重,记录昆虫名称和重量。(2)
加入标本10倍重量或不少于1

 

mL的生理盐水,磨碎

样品;用生理盐水稀释至10-6 稀释度;将原液至10-6

稀释度的梯度稀释液分别用消毒后的L型玻璃棒涂

布于胰蛋白胨大豆琼脂平板和中国蓝平板,每个梯度

的稀释液涂布2块平板,37
 

℃需氧培养24~48
 

h;(3)
取原液0.5

 

mL,3
 

000×g离心10
 

min,弃去上清后,
加入1

 

mL
 

75%乙醇,重悬,室温放置5
 

min,3
 

000×g
离心10

 

min,弃去上清。加入生理盐水0.5
 

mL,重
悬;用生理盐水将原液稀释至10-6 稀释度;将原液至

10-6 稀释度的梯度稀释液分别用消毒后的L型玻璃

棒涂布于TSA平板,每个梯度的稀释液涂布2块平

板,37
 

℃需氧培养24~48
 

h。随后对平板上所有生长

的菌落进行 MALDI-TOF
 

MS鉴定。

1.2.3 MALDI-TOF
 

MS鉴定 先采用甲酸直接涂

抹法对菌株进行鉴定,无法鉴定的菌株采用甲酸/乙

腈萃取法重新进行 MALDI-TOF
 

MS鉴定。(1)甲酸

直接涂抹法:挑取TSA琼脂培养基和中国蓝平板上

的菌落涂布于 MALDI-TOF
 

MS
 

靶板上,加入甲酸(1
 

μL/孔),自然晾干后,在靶孔加1
 

μL/孔的α-氰基-4-
羟基肉桂酸(HCCA)基质溶液,晾干后,将靶板放回

机器对菌株种属进行鉴定,质荷比(m/z)为2
 

000~
20

 

000。(2)甲酸/乙腈萃取法:取待测微生物标本转

移至盛有300
 

μL超纯水的EP管中,用移液器反复吹

打,涡旋至少1
 

min,在管中形成均匀的菌悬液;加入

900
 

μL无水乙醇,涡旋至少1
 

min,13
 

000
 

r/min离心

2
 

min,弃上清,重复离心一次,去乙醇溶液;加入50
 

μL70%甲酸溶液,反复吹打,涡旋混匀,加入50
 

μL乙

腈,用移液器反复吹打混匀;13
 

000
 

r/min离心2
 

min,取上清1
 

μL至 MALDI-TOF
 

MS靶板上,晾干

后,覆盖1
 

μL
 

HCCA基质溶液,晾干后,通过质谱仪

鉴定,m/z为2
 

000~20
 

000。
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1.2.4 全基因组测序 MALDI-TOF
 

MS无法鉴定

的菌株参照试剂盒说明书提取基因组DNA后送至北

京诺禾致源公司测序,使用二代测序平台Illumina
 

Hiseq
 

2000、PE150开展全基因组测序分析。

1.2.5 药敏试验 采用微量肉汤稀释法对临床常见

肠杆菌目分离株进行抗菌药物的药敏试验;根据革兰

阴性需氧菌药敏检测板说明书进行操作,质控菌株为

大肠埃希菌ATCC25922,根据2021年美国临床实验

室标准化委员会(CLSI)的相应标准判读结果[16]。

2 结  果

2.1 昆虫类别 共采集昆虫标本16只,包括瓢虫、
天牛、蚂蚁、非洲蜂、黄胡蜂、金牛、蟋蟀、蜘蛛、长脚盲

蛛、草蛉、蚊子、长脚蚊、枯叶蛾、飞蛾、粉蝶和棕静螳,
以非叮咬类昆虫为主,见表1。

2.2 从昆虫标本分离得到菌株的数量及分布 从16
只昆虫标本共分离得到104株菌,其中6株(5.77%)
无法通过 MALDI-TOF

 

MS鉴定,其余鉴定结果均在

可信范围内。所有昆虫标本中,非洲蜂和粉蝶分离到

的菌株较多,分别为14株和15株;分离株数为6~<
10种的昆虫标本包括瓢虫、黄胡蜂、金牛、蟋蟀、草蛉、
长脚蚊、飞蛾和枯叶蛾;含菌量较低(<6株)的是蚂蚁

和蜘蛛,从长脚盲蛛标本中未分离到菌株。经过乙醇

处理后,共分离菌株8株,均为芽孢杆菌。见表1。

MALDI-TOF
 

MS鉴定的98株菌中,57.14%
(56/98)为革兰阳性菌,41.84%(41/98)为革兰阴性

菌,1.02%(1/98)为真菌(葡萄牙棒孢酵母菌,检出于

金牛标本)。革兰阳性菌中芽孢杆菌属为分离率最高

的菌属,占53.57%(30/56),分离自粉蝶、棕静螳和蚂

蚁标本;凝固酶阴性葡萄球菌占12.50%(7/56),多分

离自膜翅目类昆虫;肠球菌属占8.93%(5/56),分离

自天牛、金牛、蟋蟀、蚊子和粉蝶标本。革兰阴性菌中

以肠杆菌目细菌为主,占70.73%(29/41),分离自非

洲蜂标本的比例最高,部分肠杆菌目细菌分离株见图

1;非发酵菌占21.95%(9/41)。

2.3 MALDI-TOF
 

MS菌株鉴定分值 98株菌中

MALDI-TOF
 

MS平均鉴定分值为2.075,最高鉴定

分值为2.522,最低鉴定分值为1.714,鉴定分值高于

2.000共63株,占64.29%,革兰阴性菌平均鉴定分

值为2.151,革兰阳性菌平均鉴定分值为2.027,革兰

阴性菌鉴定分值略高于革兰阳性菌。

2.4 无法鉴定的菌株采用甲酸/乙腈萃取法重新鉴

定的情况 从草岭和蚊子标本中各分离了1株无法

鉴定的菌株,均在复苏过程中死亡,故无法进一步地

鉴定。对其他4株无法鉴定的菌株采用甲酸/乙腈萃

取法重新进行 MALDI-TOF
 

MS鉴定,鉴定分值均在

1.6以下,无法鉴定至种属,见表2。

表1  昆虫类别及菌株分离情况

编号 昆虫名称 目 分离菌株(n) MALDI-TOF
 

MS无法鉴定菌株(n) 75%乙醇处理后分离到的细菌

1 瓢虫 鞘翅目 6 0 -

2 天牛 鞘翅目 5 1 -

3 蚂蚁 膜翅目 4 0 -

4 非洲蜂 膜翅目 14 0 枯草芽孢杆菌、副短短芽孢杆菌

5 黄胡蜂 膜翅目 9 1 -

6 金牛 半翅目 6 0 -

7 蟋蟀 直翅目 6 0 蜡样芽孢杆菌

8 蜘蛛 蜘蛛目 2 0 -

9 长脚盲蛛 蜘蛛目 0 0 -

10 草蛉 脉翅目 6 1# -

11 蚊子 双翅目 5 1# -

12 长脚蚊 双翅目 7 1 -

13 枯叶蛾 鳞翅目 6 0 -

14 飞蛾 鳞翅目 8 1 环状芽孢杆菌、短小芽孢杆菌

15 粉蝶 鳞翅目 15 0 类芽孢杆菌属、草根类芽孢杆菌属

16 棕静螳 螳螂目 5 0 Fictibacillus
 

arsenicus

  注:-表示75%乙醇处理后无菌生长;#表示菌株在复苏后未见生长。

2.5 全基因组测序鉴定 无法鉴定的菌株通过全基

因组测序鉴定为塔斯曼尼亚欧文菌、牛类芽孢杆菌、
Paenibacillus

 

aquistagni和藤黄微球菌。

2.6 药敏试验 对肠杆菌目细菌进行抗菌药物的敏
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感性试验,昆虫来源的肠杆菌目细菌对抗菌药物敏感

性较高,仅3株菌对头孢唑啉耐药,6株菌对四环素耐

药,1株菌对复方磺胺甲噁唑耐药,其他菌株对检测的

药物均敏感,见图1。

表2  昆虫标本中无法鉴定菌株两次鉴定的分值及测序鉴定的结果

无法鉴定菌株的标本来源 甲酸直接涂抹法分值 甲酸/乙腈萃取法分值 全基因组测序鉴定

天牛 1.624 1.508 塔斯曼尼亚欧文菌

飞蛾 1.520 1.418 牛类芽孢杆菌

长脚蚊 1.399 1.492 Paenibacillus
 

aquistagni

黄胡峰 1.488 0.000 藤黄微球菌

  注:AMP为氨苄西林;AMS为氨苄西林/舒巴坦;CFZ为头孢唑啉;CTX为头孢噻肟;CFX为头孢西丁;CAZ为头孢他啶;IPM 为亚胺培南;

GEN为庆大霉素;TET为四环素;CIP为环丙沙星;SXT为复方磺胺甲噁唑;CHL为氯霉素;白色块表示敏感;灰色块表示耐药;*表示天然耐药。

图1  肠杆菌目细菌的药敏试验结果

3 讨  论

  在微生物鉴定方面,传统鉴定方法,如依靠菌落

形态和生化反应的鉴定方法,因其特异性低、鉴定细

菌种类有限等缺点不能完全满足临床实际需要,虽然

16S
 

RNA 基因测序分析技术、基因芯片分析技术、

PCR技术能够成为手工鉴定方法的替代方法,但其操

作复杂、耗时长且试验成本较高,而MALDI-TOF
 

MS
技术与常规生化方法和其他替代方法相比,具有方

便、快速、准确等优点,在常规工作流程中,MALDI-
TOF

 

MS可以使微生物鉴定时间缩短1
 

d左右,同时

由于改进了微生物菌落样品的制备方法,其鉴定的准

确性和速度得到进一步提高[17]。MALDI-TOF
 

MS
质谱鉴定系统的可靠性通过0~3的鉴定分值来确

定,分值<1.700被认为是不可靠的鉴定结果,分值为

1.700~<2.000可以鉴定为属的水平,分值>2.000
可以鉴定为种的水平[18]。本研究通过 MALDI-TOF

 

MS对从昆虫标本中分离的104株菌进行鉴定,98株

菌的鉴 定 分 值 均 在1.700以 上,平 均 鉴 定 分 值 为

2.075,属于可靠的鉴定结果,鉴定效率达94.23%,与

MARKO等[18]的鉴定结果相当。
在应用 MALDI-TOF

 

MS进行细菌鉴定的过程

中,常用的操作方法是直接挑取菌落涂布于靶板上,
滴加甲酸后进行鉴定,这种方法操作简单、快速,可以

高精度地进行细菌鉴定[17]。但是革兰阳性细菌由于

细胞壁结构的原因,细胞中蛋白质暴露不彻底,也会

采用甲酸/乙腈萃取法。LEE等[19]的研究表明,甲
酸/乙腈法的鉴定结果优于单独甲酸法的鉴定结果。
本研究中对直接甲酸法无法鉴定的4株菌,采用甲
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酸/乙腈萃取法重新进行鉴定,但是仍然无法给出可

靠的鉴定结果,其可能原因为该质谱仪菌库中无此细

菌或者是细胞中的蛋白质仍然无法彻底暴露,造成该

4株菌无法鉴定。通过全基因组测序技术鉴定的塔斯

曼尼亚欧文菌,该菌为革兰阴性,兼性厌氧,氧化酶阴

性,过氧化氢酶阳性,GEIDER等[20]于2006年首次从

果树中分离出来;牛类芽孢杆菌为革兰阳性,过氧化

氢酶阳性,需氧或兼性厌氧,属于芽孢杆菌属,GAO
等[21]2016年报道从牦牛乳分离得到;Paenibacillus

 

aquistagni为革兰阳性,氧化酶阳性,过氧化氢酶阳

性,兼性厌氧,SIMON等[22]2017年报道从工业废水

中分离得到。
目前,国内外已经对医院昆虫及其传播病原体的

潜力进行了研究,但是,大多数研究中的昆虫主要集

中在一个类型,特别是对爬行昆虫的研究较多,例如

蟑螂或蚂蚁[23-24]。本研究中,除采集了蚂蚁之外,在
医院环境中同时采集了瓢虫、天牛、非洲蜂、黄胡蜂、
金牛、蟋蟀、蜘蛛、长脚盲蛛、草蛉、长脚蚊、枯叶蛾、飞
蛾、粉蝶、棕静螳等昆虫,涉及鞘翅目、膜翅目、半翅

目、直翅目、蜘蛛目、脉翅目、双翅目、鳞翅目、螳螂目。
所有分离株中革兰阳性菌56株(57.14%),革兰阴性

菌共41株(41.84%),与 KAPPEL等[7]的研究中分

离到的优势菌一致,但不同的是,本研究中革兰阴性

菌的分离率高于该研究。BOIOCCHI等[2]也报道肠

杆菌目细菌为昆虫标本中的优势菌。本研究中的肠

杆菌目细菌的耐药率较低,这与文献[2]的报道有所

差异,可能是由于地理环境和采样环境的不同所造成

的。本研究分离到的革兰阳性菌中,芽孢杆菌为优势

菌,这与之前报道一致[2]。在所有昆虫中,膜翅目中

的非洲蜂和鳞翅目中的粉蝶分离的细菌最多,分别为

14株和15株。非洲蜂中的优势菌株为革兰阴性菌,
共9株,主要为肠杆菌目细菌;粉蝶中有11株为芽孢

杆菌,但是仍然有阴沟肠杆菌、克罗诺杆菌属、解鸟氨

酸克雷伯杆菌及粪肠球菌等临床常见致病菌。在医

院环境中须注重这两类昆虫的防护,避免其携带的菌

株在医院传播。
本研究中所采集的16只昆虫,经过乙醇处理后,

有5只昆虫有菌生长,分别是非洲蜂、蟋蟀、飞蛾、粉
蝶和棕静螳,其生长的菌株均为芽孢杆菌属,无肠杆

菌目细菌或葡萄球菌属细菌生长。本研究表明75%
乙醇可以杀灭大部分昆虫标本中的细菌,特别是革兰

阴性菌和除芽孢杆菌外的革兰阳性菌,在医院环境中

可以作为常规消毒产品使用。
综上所述,培养组学联合 MALDI-TOF

 

MS鉴定

系统能够高效地对医院环境中的昆虫标本所携带的

菌株进行种属鉴定,虽然在所有菌株中革兰阳性菌为

优势菌株,但是昆虫标本中分离到的临床常见革兰阴

性菌也应该引起重视,其可能成为潜在的病原菌。所

以在医院环境中,应该采取合适的防护措施,避免昆

虫流动。同时本研究也为临床感染风险评估和预防

控制策略提供了新思路。
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