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基质辅助激光解析电离飞行时间质谱在血培养阳性

标本鉴定方面的应用进展

赵冠华!张霄霄!汪定成!董
!

轲 综述!张惠中#审校"第四军医大学唐都医院检验科!西安
%!&&#"

$

!!

"关键词#

!

基质辅助激光解析电离飞行时间质谱#

!

血培养#

!

鉴定

!"#

!

$%&'()(

"

*

&+,,-&$)./0(122&/%$2&$3&%)(

文献标志码$

.

文章编号$

!'%"/*)++

"

"&!+

$

!(/"(&!/&)

!!

如今#随着抗菌药物特别是广谱抗菌药物的广泛应用#细

菌耐药问题已逐渐成为全球性问题*怎样及时而有效地选择

抗菌药物成为临床医生面临的一个难题*特别是在菌血症或

是脓毒症等严重感染患者中#早期选用敏感抗菌药物可以有效

降低病死率/

!

0

*但传统的细菌鉴定多采用手工法#依靠形态

学)革兰染色镜检和生物化学反应#速度慢#不能满足临床诊断

和治疗的需要*近年来新发展起来的基质辅助激光解析电离

飞行时间质谱$

Y.QMU/0XG Y[

&为细菌鉴定带来了新的进

展#特别是
Y.QMU/0XGY[

技术对血培养阳性标本直接鉴定

的应用#可以将原有血培养阳性标本的鉴定时间由
")

!

)(9

缩短为几十分钟$含标本预处理所用的时间&#为临床用药提供

了更及时的指导*本文就
Y.QMU/0XGY[

在血培养阳性标

本鉴定方面取得的进展予以综述*

$

!

Y.QMU/0XGY[

技术直接鉴定血培养标本

$$$

!

细菌的鉴定
!

临床上送检的血培养标本多来自血液或是

无菌部位的体液#培养阳性一般意味着患者感染严重#需要及

-

!&("

-

检验医学与临床
"&!+

年
*

月第
!"

卷第
!(

期
!

Q8:Y4-W=<3

!

[4

@

74>:45"&!+

!

T1=$!"

!

\1$!(



时治疗*但是微生物实验室常规采用的传统手工方法或是借

助半自动仪器#都需要
")

!

)(9

才能对病原菌进行鉴定#影响

临床及时选用有效的抗菌药物*

Q8[;1=8

和
S812=7

/

"

0首先在
"&&*

年提出用三氟乙酸或蚁

酸裂解菌体蛋白质的方式直接检测血培养阳性的标本*在使

用三氟乙酸处理后#对于
+'"

例只包含一种病原菌的血培养阳

性标本#有
#%&

例$

'',

&可以被正确识别*但是对草绿色链球

菌的鉴别能力较差#大多不能鉴定#鉴定出的
!

例也被证明是

假阳性*而对于
""

例含有两种或两种以上不同的细菌的阳性

血培养标本#有
!(

例标本鉴定出了一种细菌#

"

例标本不能鉴

别#另外
"

例标本鉴别错误*

随后#大量的研究表明#

Y.QMU/0XG Y[

可以直接对血

培养标本进行鉴定#从而省去了转种于培养基上孵育的时间*

S1>451/̀ 1>4F

等/

#

0和
Y44C

等/

)

0均认为
Y.QMU/0XGY[

对

革兰阴性细菌的鉴别能力远远强于对革兰阳性菌的鉴别能力*

S1>451/̀ 1>4F

等/

#

0采用
Y.QMU/0XGY[

对
#")

例单一菌血

症血培养阳性标本进行鉴定#其中革兰阴性菌
"+%

株#革兰阳

性菌
'%

株*

Y.QMU/0XG Y[

可以直接鉴定肠杆菌的有

*%$%,

#非发酵革兰阴性杆菌的有
%+,

#金黄色葡萄球菌的有

%+$(,

#凝固酶阴性葡萄球菌$

W\[

&和肠球菌的有
'#$#,

*

Y44C

等/

)

0认为对于含有单种细菌标本的革兰阳性菌#

[4

@

6</

7

B@

45

试剂盒和使用皂角苷处理在种的水平可以正确鉴定

+(,

和
+",

的细菌*对革兰阴性菌#

Y.QMU/0XGY[

的
[4

@

/

6<7

B@

45

试剂盒和皂角苷的方法分别可以在
("$+,

和
*&,

的水

平正确鉴定到种*

针对文献报道的
Y.QMU/0XGY[

对葡萄球菌和链球菌

的鉴定可信度较差的问题#多个研究也已经进行了探索*

M2/

@

137

等/

+

0

)

V<=<;

和
O8

B

68==85

/

'

0以及
Q1

@

4F

等/

%

0使用
Y.QMU/

0XGY[

针对特定细菌的鉴别进行了研究*

M2

@

137

等/

+

0对临

床分离的
"&

种
"#)

株
W\[

用
Y.QMU/0XG/Y[

)

Z9143<C

和

TU0RV/"

三种系统分别鉴定#鉴定的总体正确率分别为

*#$",

)

%+$',

和
%+$",

*

V<=<;

和
O8

B

68==85

/

'

0认为对于研究

中
'*

例患者的
*'

个含革兰阳性球菌的血培养阳性标本#

Y.QMU/0XGY[

可以对金黄色葡萄球菌鉴定到属和种的水

平为
!&&,

#对
W\[

鉴定到属和种的水平为
*'$',

*

Q1

@

4F

等/

%

0比较了
Y.QMU/0XGY[

和
.ZU"&

系统对草绿色链球菌

的鉴别能力#对
!")

例含草绿色链球菌的血培养阳性标本进行

鉴定后发现#

.ZU"&

系统和
Y.QMU/0XG

系统鉴定到种的准

确性分别为
'&$+,

和
%#$),

#鉴定到属的准确性分别为
%&,

和
*)$#,

*

K2674643

等/

(

0和
O466

等/

*

0则分别对
Y.QMU/0XG Y[

鉴

别厌氧菌和空肠弯曲菌属的情况作了研究*

K2674643

等/

(

0对

!#

个属$主要是拟杆菌属)梭状芽孢杆菌)梭杆菌属)乳杆菌

属)韦荣菌属)痤疮丙酸杆菌等&

#*

个种的
!"&

例含厌氧菌的

标本进行了鉴定#

Y.QMU/0XGY[

可以准确鉴定到种的水平

分别为
%&

例$

+($#,

&和
'&

例$

+&,

&*

O466

等/

*

0用传统方法)

分子生物学方法$实时
ZWS

测序&和
Y.QMU/0XGY[

方法对

!&&%

例含空肠弯曲菌的临床标本进行鉴定#并把分子生物学

方法作为金标准*

Y.QMU/0XG Y[

方法鉴定空肠弯曲杆菌

空肠亚种的准确性为
**$),

#空肠弯曲杆菌空肠亚种以外的

空肠弯曲菌的准确性达到了
!&&,

*

对于不同研究中#

Y.QMU/0XGY[

方法对细菌鉴定准确

率不同的原因#目前尚缺乏明确的观点*有文献认为不同的仪

器和系统也可能对
Y.QMU/0XG Y[

的鉴别能力产生影响*

W943

等/

!&

0对法国生物梅里埃
T<74PY[UTM

和布鲁克道尔顿

的
Y<;51?=4CQ0O<17

B@

45

两种系统直接鉴定血培养阳性标本

的情况进行比较#两种系统都联合应用
[4

@

6<7

B@

45

试剂盒#对

于
!(!

例单一病原菌的血培养阳性标本#

O<17

B@

45

系统和

T<74PY[UTM

系统分别鉴定到种属的水平为
!%%

株$

*%$(,

&

和
!'%

株$

*"$#,

&*通过两个系统对病原菌的鉴定#作者认为

O<17

B@

45

系统比
T<74PY[UTM

系统有更准确的鉴定能力$

K]

&$&!'

&*

现有的文献表明#

Y.QMU/0XG Y[

技术可以快速)准确

地对血培养阳性标本进行直接鉴定#为临床的诊治提供快速)

可靠的依据*各个研究间
Y.QMU/0XGY[

技术对血培养阳

性标本直接进行鉴定的准确性不同是由多种因素引起的#如样

本量的大小)研究中各种病原菌所占的比例)预处理试剂和程

序的差别)使用不同的系统等*另外#许多试验只对限定的一

种或多种病原菌进行鉴定#缺少盲法也会对结果产生不同程度

的影响*

$$/

!

真菌的鉴别
!

由于免疫抑制剂的大量使用和临床收治危

重患者的增多#真菌感染在临床送检标本中也不断增加*

Y.QMU/0XGY[

技术的不断发展也实现了直接对血培养阳

性标本中真菌的鉴定*

Y85<38;9/Z875<;4

等/

!!

0较早尝试直接

从阳性血培养标本中鉴定酵母菌#以减少
!

!

#-

转种培养时

间对临床调整治疗带来的不利影响*

Y85<38;9/Z875<;4

等/

!!

0

先将白色念珠菌接种于血培养瓶#再用
Y.QMU/0XGY[

对标

本进行分析#以建立质谱指纹数据库*最后用单独的模拟血液

培养阳性的
#'

个标本$属于
'

个菌种&进行验证#初步证实了

方法的可行性*

随后有文献报道#

Y.QMU/0XGY[

可以很好地对含真菌

的血培养阳性标本进行鉴别*

c83

等/

!"

0对
)"

例含单种酵母

菌的血培养阳性标本进行了鉴定#认为
Y.QMU

的
O<17

B@

45

系

统加上应用
[4

@

6<7

B@

45

标本处理程序可以正确识别
)"

例标本

到种的水平#包括
"(

株$

''$%,

&白色念珠菌)

(

株$

!*,

&近平

滑念珠菌#

+

株$

!!$*,

&热带念珠菌和
!

株$

"$),

&新型隐球

菌*除此之外#还摸索出了血培养中酵母的直接检测低限为

+$*̂ !&

+

WGL

"

>Q

$种内变异系数为
!$(,

!

#$',

#种间变异

系数为
"$*,

&*

[

@

832

等/

!#

0对罗马的
"

个生物实验室进行的

观察性研究表明#

Y.QMUO<17

B@

455

系统可以对血培养阳性标

本中的酵母菌直接在种的水平鉴定#研究中
Y.QMU/0XGY[

正确鉴定了
!*+

株白色念珠菌中的
!(%

株$

*+$*,

&#

!)(

株非

白色念珠菌中的
!"(

株$

('$+,

&*

c8>83

等/

!)

0将
Y.QMU/

0XGY[

与常规方法联合自动化
T<74P"c[0

板进行对比#对

"(!

例血培养阳性的念珠菌进行鉴定#发现
Y.QMU/0XGY[

可以在种的水平
!&&,

正确鉴定
"(!

株临床分离的念珠菌*

有文献报道#

Y.QMU/0XGY[

对临床标本中丝状真菌的

鉴别正确率达到
(+$*,

/

!+

0

*但对于
Y.QMU/0XGY[

直接鉴

定血培养阳性标本中的丝状真菌#目前文献报道的相对较少#

这可能是由于血培养阳性标本中分离的丝状真菌数量和种类

较少#缺乏相关的研究造成的*

/

!

直接检测细菌的耐药性

!!

Y.QMU/0XGY[

技术应用于临床病原菌的检测后#不能

对病原菌进行药敏检测成为其明显的不足*但随后不断有文

献报道通过各种改良方法直接对病原菌进行药敏测定*目前#

对血培养阳性细菌直接进行耐药性的鉴定主要集中在
$

/

内酰

胺酶活性和对碳青霉烯类抗菌药物的耐药性检测*

\42>8<45

等/

!'

0将氨苄西林作为耐
$

/

内酰胺酶活性大肠杆菌菌株的替代

-

"&("

-

检验医学与临床
"&!+

年
*

月第
!"

卷第
!(

期
!
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!
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!
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!
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指标#通过将血培养阳性标本中的菌液与氨苄西林培养液共同

培养后#用
Y.QMU/0XGY[

区分耐氨苄西林的大肠杆菌#精

度高达
!&&,

#这种方法也得到了认可*

[

@

85:<45

等/

!%

0通过将

血培养阳性标本中的少量菌液$

!>Q

&经过
[4

@

6<7

B@

45

配套试

剂盒处理后#与相应的抗菌药物培养液$大肠杆菌用氨苄西林)

肺炎克雷伯菌用厄他培南&共同培养
#9

#通过质谱仪测定两种

细菌的峰值并与标准对比来判断其
$

/

内酰胺酶活性*

XA<831

等/

!(

0对
!)!

例$

!#

例菌血症)

!"(

例接种了临床分离菌&血培

养阳性的标本进行了研究#通过使用抗菌药物头孢噻肟)头孢

他啶来判断细菌
$

/

内酰胺酶的活性#研究中添加了克拉维酸以

排除非耐药机制的存在*通过测量峰谱#对血培养肠杆菌科细

菌中
R[OQ

检测的灵敏度高达
**,

*

W85A8=9846

等/

!*

0对
!&&

例随机选择的血培养阳性标本进行检测#发现在与抗菌药物共

同孵育
)9

后#可以检测
"*

例碳青霉烯类耐药标本中的
"!

例#正确率达
%"$),

#特别是对于
VZW/"

基因和
[ZY/!

基因

所编码耐药性的菌株#达到
!&&,

*而对于
XI./"#

基因编码

的鲍曼不动杆菌菌株虽然不能在第
!

天发现#但可以对其转种

培养的菌株全部正确检测*

'

!

Y.QMU/0XGY[

技术对临床指导意义的研究

!!

Y.QMU/0XGY[

技术对于临床病原菌鉴定的重要性就

在于可以及早对细菌进行鉴定#指导临床的用药*但是由于目

前推广的主要是对病原菌种类进行鉴别#不能直接进行药物敏

感试验*对检测结果的提速对于临床指导的重要性尚存在一

些疑问*部分文献针对
Y.QMU/0XGY[

的引入是否可以缩

短经验性广谱抗菌药物的持续时间和是否有利于更快治疗患

者进行了相关研究*

=̀836

等/

"&

0研究了实验室引入
Y.QMU/

0XGY[

前后两个阶段的情况并进行了分析*引入前有
)"

例

患者的
'&

例血培养阳性标本纳入了分析#引入后有
+%

例患者

的
(&

例血培养阳性标本纳入了分析*通过分析细菌鉴定对临

床用药的影响后发现#多数患者开始经验性治疗时使用一种广

谱抗菌药物#使用
Y.QMU/0XGY[

进行细菌鉴定后#发送的

报告缩短了感染患者的广谱抗菌药物治疗时间#与革兰阴性菌

相比#革兰阳性菌缩短的时间更明显$从
!($'9

减少到
!&$+

9

&*同时#

Y.QMU/0XGY[

的使用#也能够更快地判断血培

养阳性是否只是一种污染#从而终止非必要的治疗*

H1-<8/

>137

等/

"!

0通过对
%#

例连续血培养阳性的患者用药情况进行

分析后得出结论#

Y.QMU/0XGY[

对病原菌的鉴定结果可以

使多达
"*,

的患者用药得到调整#因此可以作为临床诊治的

有效辅助诊断技术*

W=45;

等/

""

0对革兰阴性菌的菌血症患者

进行了前瞻性的研究#认为对于超广谱
$

/

内酰胺酶$

R[OQ

&和

多重耐药低流行的革兰阴性菌的地区#

Y.QMU/0XGY[

对血

培养阳性的革兰阴性菌血症的鉴定可以使多达
#+$!,

$

%!

"

"&"

&的患者用药得到调整*

总的来说#这种与临床相关的研究有很大实用价值#对

Y.QMU/0XGY[

的推广使用也更有说服力*但目前相关研

究还比较少#降低了其证据的支持力*与之相比#大规模多中

心的临床研究#特别是包含治疗费用)住院时间等综合因素的

研究#更有指导性*

1

!

Y.QMU/0XGY[

相关的探索性研究

1$$

!

预处理方法的比较
!

各篇文献所报道的对血培养阳性标

本直接鉴别的正确鉴别能力不同#可能与血培养阳性标本预处

理方法不同相关*

[8??457

等/

"#

0评估了分析前差速离心)

!&,

烷基硫酸钠$

[M[

&和
[4

@

6<7

B@

45

试剂盒
#

种预处理方法处理血

培养阳性标本对于
Y.QMU/0XGY[

鉴定细菌的影响*鉴定

属和种的临界值分别取系统规定的分数
!$%&&

!

!$***

和大于

或等于
"$&

*通过差速离心处理的
%*

例血培养阳性标本鉴定

到属和种的水平正确例数分别为
+!

例$

'+,

&和
#)

例$

)#,

&*

用
[M[

和
[4

@

6<7

B@

45

试剂处理的
!&!

例标本鉴定到属的水平

均为
%%

例$

%',

&#鉴定到种的水平分别为
)*

例$

)*,

&和
+)

例$

+),

&*

1$/

!

混合菌鉴定
!

Y.QMU/0XGY[

应用于临床细菌的鉴别

以来#大量的文献都表明这种技术尚不能用于混合细菌的鉴

定*而
a43F4=

等/

")

0则在研究中使用新的方法和计算程序为

实时检测混合细菌标本提供了可能*其先制备了不同比率的

细菌混合物#使用
Y.QMU/0XGY[

$

O<17

B@

45"$&

&软件分析*

同时#用一种新的程序比对混合细菌的质谱图#建立混合细菌

相关数据库#一些两种细菌混合生长的标本#包括人工制备和

血培养得到的标本#在使用新建立的混合菌的数据库和计算程

序后#可以被正确鉴别*这项研究提出了应用新的计算程序和

新的数据库直接检测混合感染的血培养标本的新思路*

1$'

!

探索最小鉴别浓度
!

Y8<45

等/

"+

0通过在血培养瓶中接种

细菌或酵母的方法探索
Y.QMU/0XGY[

可以直接鉴定血培

养标本中的最低浓度*使用
Y.QMU/0XGY[

质谱仪联合
O</

17

B@

45

软件对标本进行鉴定#可以鉴别浓度为
!&

%

WGL

"

>Q

或

以上的标本*对于不同种类的细菌$大肠杆菌)革兰阴性非发

酵菌)葡萄球菌)肠球菌)链球菌)嗜血杆菌&均能可靠鉴定*先

前文献报道的不能检测酵母菌的情况在研究中显示可以鉴定*

在某些情况下#甚至有可能在血培养阳性报警
!

!

"9

前准确

鉴定#显示出较高的灵敏度*但在大多数情况下#混合培养的

病原菌仍然不能鉴别或只有一种鉴别结果*

1$1

!

比较延迟检测的影响
!

[;9<4??45

等/

"'

0采用
Y.QMU/

0XGY[

联合
[4

@

6<7

B@

45

试剂盒通过延迟对血培养阳性标本

处理的办法#模拟在室温条件下可否将标本送到另一个实验室

进行检测*试验表明#延迟对血培养阳性标本的处理没有影响

[4

@

6<7

B@

45

提取标本或
Y.QMU/0XGY[

对血培养阳性标本直

接鉴定的准确性*研究表明在临床上#可以在室温下将标本送

到另外的实验室进行检测*

2

!

前景与展望

!!

作为一种新兴的诊断方法#

Y.QMU/0XGY[

技术在国外

正在推广#而在国内的应用还不是非常广泛*从文献报道的情

况来看#对各种标本的预处理和操作程序缺乏统一的规范#对

菌种鉴定的准确性缺乏统一的意见*像其他新兴的诊断技术

一样#

Y.QMU/0XGY[

不能完全取代手工方法和传统技术对

于病原菌的鉴定*特别是在直接鉴定血培养阳性标本方面#其

准确性和可靠性还需要临床检验工作的进一步验证*但是#这

项技术对于病原菌鉴定的发展意义重大*直接鉴定血培养阳

性标本带来的时间效益已是不争的事实#对于临床治疗的重要

性和带来的经济效益已在研究之中*对于临床上遇到的一些

苛养菌或是罕见的致病菌#

Y.QMU/0XGY[

的引入可以方便

快捷地进行鉴定*如
H1==45

等/

"%

0在
"&!!

年报道了
!

例软弱

贫养菌导致的心内膜炎#此后#陆续有文献报道了类鼻疽伯克

菌/

"(

0

)纽氏放线菌/

"*

0

)涅斯捷连科菌/

#&

0

)香港鸥杆菌/

#!

0

)贪铜

菌/

#"

0等导致的菌血症*这对在临床工作中一些常规方法不能

鉴定的病原菌标本提供了新的思路*目前#

Y.QMU/0XGY[

在细菌耐药性直接检测的功能已经崭露头角#对混合细菌的检

测也有望成为现实*相信随着数据库的不断完善)软件的不断

更新)影响因素的不断明确#

Y.QMU/0XGY[

可以为临床提

供更快)更准的信息#为临床医疗提供参考*
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能力和素养#如终身学习能力)分析问题和临床推理能力)批判

性思维能力)沟通交流能力)信息管理能力以及团队合作能力

等/

#

0

*这为今后临床工作奠定坚实的基础*

ZOQ

教学耗费时间多这是普遍存在的情况#在学生和教

师上课前的准备#以及病例设计和问题设计上#各个环节均会

影响授课时间#只有合理地掌控好各环节才能够将效率最大

化#这对教师来说也是一个挑战/

*

0

*同时#在联合教学中#教师

经验不足#缺少引导%部分学生过于功利#只关心考试成绩#未

能积极投入病例讨论之中%缺乏联合教学对应教材%教学资源

配置不足等这些都直接影响学生学习态度和学习效果*

总之#联合教学作为一种新型的教学方法#与传统教学相

比得到了学生的认可#让学生在学习上有了更大的收获*联合

教学不仅注重学生独立解决问题的能力#调动学生的主动性和

能动性#着重培养学生的团队合作能力和创新意识#同时#也是

对教师提出更高的要求#有利于加强教师的综合素质#对培养

更多的高素质医学人才奠定基础*联合教学在我国依旧处于

初期阶段#还有很多不足#还需有在今后实践中不断探索和

改进*
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