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【摘要】 目的评价基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱(matrix assistedlaserdesorptionionisation

tjme ofnightmass spectmmetry，MALDI—TOF—MS)技术检测临床常见革兰阴性杆菌的临床应用价值。方

法 1665株革兰阴性杆菌经VITEK2 Compact鉴定到属和种，采用MALDI—TOF—MS对1665株革兰阴

性杆菌进行种属检测，并计算鉴定正确率。结果 1665株菌包括27个菌属，73个菌种。主要革兰阴性

杆菌菌属鉴定整体正确率为95．7％，菌种整体正确率为85．5％。其中菌属鉴定正确率最高的是布鲁菌属

和沙门菌属，正确率均为100．O％；菌种鉴定正确率最高的为危险罗尔斯顿菌和摩氏摩根菌，正确率均为

100，O％。结论MALDI—TOF—MS技术鉴定细菌快速、准确、方便，且成本低，适用于临床实验室的快速

鉴定诊断。
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The research on rapid identincation of gram—negative bacteria by matrix assisted laser desorption ion-

ization time of flight m嬲s spectrometry

BA0 Chun—mei，CHEN Su—ming，CUI En—bo，et a1．The Center of Clinical LaboIatory，Medical of 302 Hos—

pital of PLA，Beijing 100039，China

【Abstract】 objective To evaluate the clinical value of matrix assisted laser desorption ionization time

of night mass spectmmetry(MALDI—TOF—MS)in detecting clinical common gram—negative bacte“a．Methods

1665 strains gram—negative bacterium were detected by VITEK2 Compact，and the MALDI—TOF—MS was used

to detecting the genus and species of gram—negative bacte而a．And then the identification accuracV was calcu—

lated．Results 1665 strains gram—negative bacterium including 27 genus and 73 species．The genus overall

accumcy of main gram—negative was 95．7％，and the species was 85．5％．The highest accuracy of genus was

B，讹eZfⅡand|s出，no凡eZZⅡ (100．0％)．The highest accumcy of specie8 was R(出tonin i凡sidi05Ⅱand胁‘g勰eZZ。
morgⅡ凡西 (100．0％)．Conclusion MALDI—TOF—MS is fast，accuracy，convenience and low cost in bacterial

detection．It，S applicable fbr mpid diagnosis of clinical labomtory identification．

【Key words】 MALDI—TOF—MS；Identi6cation；Bacteria，gram—negative

细菌性感染由于起病急、病情重而受到普遍重

视，细菌耐药性的迅速上升使临床医生越来越依赖

病原学检测的结果。因此，病原学的快速准确鉴定成

为临床提高抢救成功率的关键，也是处理突发公共

卫生事件和军事战备的必要条件。而由于细菌的生

长特性，使其培养和鉴定的速度受到限制，多年来业

内一直在探索细菌的快速鉴定方法。

基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱(matriX

assisted laser desorption ionisation time of flight mass

spectmmetry，MALDI—TOF—MS)技术是近几年快速

发展起来的应用于细菌快速检测的一项技术。其基

本原理为将样品与过量的基质溶液点加在样品板

上，溶剂挥发后形成样品与基质的共结晶，利用激光

作为能量来源辐射共结晶体，基质分子吸收能量与

样品解吸附并使样品电离，经过飞行时间检测器，将

不同质荷比的离子分开，形成细菌特异性的质谱图。

用标准菌株或来源分型明确的菌株建立细菌质谱图

库，相关软件将待测细菌质谱图与标准细菌库进行

比较，可以确定细菌的种属。传统的方法鉴别细菌和

真菌往往需要较长的时问(>24 h)和复杂的程序，不
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利于细菌和真菌的快速鉴定，MALDI—TOF—MS技术

具有快速鉴定、灵敏准确、简便低耗的特点，对微生

物的快速鉴别有重要意义。本文研究对临床分离的

常见革兰阴性杆菌采用MALDI—TOF—MS技术进行

鉴定并评价其临床应用效果。

1材料与方法

1。1 菌株来源 收集分离自我院2002年至2011

年住院患者标本的革兰阴性杆菌1554株，以及11

株标准菌株，共计1665株。标准菌株购于北京天坛

菌种管理中心。所有菌株均已经过VITEK2微生物

鉴定仪鉴定到属和种，沙门菌鉴定到血清型。

1．2仪器与试剂 细菌鉴定采用法国梅里埃生物

公司生产的VITEK2 Compact全自动微生物分析仪，

MALDI Bio—typer型质谱仪为美国Bruker Daltonics

公司产品。菌株处理试剂包括甲酸、乙腈、三氟乙酸、

无水乙醇，均由美国Fisher公司提供。BTS标准品、

基质d一氰基一4一对羟基肉桂酸(仪一cyano一4一hvdr0X．

vcinnamic acid，HCCA)由德国Bruker公司提供。

1．3菌株处理①在基质和BTS标准品中分别加

入200斗l和100斗l的标准溶液(50％乙腈+2．5％三

氟乙酸+47．5％超纯水的混合溶液)，超声震荡混匀，

一20℃保存备用。②固定灭活：在1．5 ml的Eppendorf

管中加入300斗l纯净水，用无菌牙签挑取5 mg菌

落样品加入Eppendorf管中，充分混匀后再加入900

¨l无水乙醇，再次混匀后，10 000 r／min离心2 min，

弃去上清，尽量去除乙醇和水。⑧蛋白溶出：在弃去

上清的Eppendorf管中加入50斗l的70％甲酸，充分

混匀，再加入50 m纯乙腈，充分混匀，10 000 r／min

离心2 min，吸取上清点靶。④点靶：先点l¨l上清，

待干后再点1¨l基质，每个菌在靶位上排列4个

点，BTS标准品1吵l放在96孑L靶的任一位置，待干

后再点1“l基质，干燥后上机。⑤采集数据：放入已

点好样品和校准品的靶板，打开nexControl，校准仪

器，选择数据采集方法，调好仪器参数，采用氮基光

源，波长为337 nm，线性阳离子检测模式，加速电压

为15 000 V，延迟时间为300 ns，激光强度为2500

nm，每个样本设激光随机射击40个点，每次射击50

次，质荷比的采集范围为相对分子质量O．1x103～30×

103。点击Start按钮，采集标准品数据进行仪器校

准。然后编辑自动采集方法，点击stan按钮，采集细

菌的样品数据并保存。

1。4种属判断标准参照仪器说明书，根据细菌鉴

定的得分范围确定接受程度，得分2．3～3．0为完全可

靠地鉴定到种的水平；得分2．0～2．2为可靠鉴定到属

的水平，有可能鉴定到种的水平；得分1．7—1．9为有

可能鉴定到属的水平。

2结果

2．1 主要革兰阴性杆菌种属鉴定整体情况 主要

革兰阴性菌共计13个菌属，1611株菌，菌属鉴定的

整体正确率为95。7％，菌种正确率85．5％。其他菌属

包括单胞菌属、色杆菌属、罗尔斯顿菌属、博德特菌

等，因菌属种类较多，且每个菌属株数较少，故在此

未做统计。经鉴定的所有菌属中，正确率最高的是布

鲁菌属和沙门菌属，属鉴定正确率均为100．0％；最

低的是弧菌属，属鉴定正确率为．81．8％。各菌属中，

种鉴定正确率最高的是布鲁菌属，正确率为

100．0％；最低的是沙门菌属，种鉴定正确率是0．0％。

见表1。

表1 MAIDI—TOF—MS技术鉴定主要革兰阴性杆菌

不同菌属、种的情况[n(％)]

2．2 MALDI—TOF—MS技术鉴定较好的革兰阴性杆

菌菌种情况 1665株革兰阴性杆菌鉴定正确率较

好的菌种中，最高为危险罗尔斯顿菌和摩氏摩根菌，

鉴定正确率均为100．0％；最低的是产气肠杆菌，鉴

定正确率为76．9％。见表2。

3讨论

MALDI—TOF—MS技术在欧洲及美国的临床实

验室应用较多，并体现了较好的优越性。因为此技术

的特殊原理，使细菌经过基质充分处理后，细胞内的

蛋白成分能够被更好地释放出来，待这些溶剂挥发

后，蛋白分子和其他细胞组分与基质形成基质结晶，

通过有效的电离而获得清晰的指纹图谱⋯。不仅适用

于培养阳性的革兰阳性细菌和革兰阴性细菌的快速
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表2 MALDI—TOF—MS技术鉴定较好的

革兰阴性杆菌菌种情况[n(％)]

鉴定，也可用于一些难培养的细菌和慢生长细菌如

支原体、厌氧菌、丝状真菌、结核分枝杆菌的快速鉴

定，文献[2卅报道MALDI—TOF—MS的应用也较传统

的生化反应有更好的可靠性。目前，MALDI—TOF—

MS技术直接鉴定阳性培养瓶或标本的报道n8】也在

增加。

MALDI Bio—typer质谱库中目前储存的2000种

的细菌，涵盖了临床分离的常见细菌，由于靶板可以

重复使用，耗材费用较低，有利于临床推广使用。本

文研究结果提示，MALDI—TOF—MS鉴定革兰阴性杆

菌有较快的速度(3—5 min)和较高的正确率，菌属鉴

定正确率为95．7％，菌种鉴定正确率为85．5％。不同

菌属及同一菌属的不同菌种鉴定正确率不同，布鲁

菌属、沙门菌属、埃希菌属和气单胞菌属在菌属水平

的鉴定正确率在96．5％以上；而摩氏摩根菌、大肠埃

希菌、铜绿假单胞菌、黏质沙雷菌、不动杆菌基因种

3型和弗劳地枸橼酸杆菌则有较高(88．2％～100．0％)

的菌种鉴定正确率，与Carbonnelle等p峙艮道用Bio—

typer质谱仪鉴定临床细菌的鉴定正确率在属和种

的水平分别为94．9％和83．4％，以及Alvarez—Buylla

的研究”01提示Bio—typer鉴定不动杆菌属中的鲍曼

不动杆菌效果较好而其他菌种有待于分子生物学鉴

定的情况相似。未鉴定出来的菌种包括沙门菌各血

清型、霍乱弧菌、聚团肠杆菌、紫色色杆菌、缺陷短波

单胞菌、产吲哚金黄杆菌。部分原因为指纹图谱库数

据不全，没有该菌的图谱；其他原因尚需在以后的工

作中逐渐分析和总结。针对腹泻病原菌鉴定效果不

理想是由于菌种库数据不全面的问题所致，我院已

补充建立了宋内志贺菌的菌种库并经验证取得较好

的效果⋯，12J。对于临床实验室常见的分离株而质谱仪

尚未涵盖的菌种，本实验室进一步设计并建立质谱

库，扩大质谱技术在我国临床细菌诊断中的实用性。

以上结果表明，MALDI—TOF—MS用于临床微生

物的鉴定具有快速、准确、方便、低成本的优越性，较

传统的鉴定方法快16—18 h，为细菌性感染患者，特

别是重症患者的救治争取到宝贵的时间，具有很好

的应用前景，适合临床实验室的快速诊断，更适合突

发疫情及军事战备，具有较好的发展前景。
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