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评估基质辅助激光解析电离飞行时间质谱"
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#技术在尿液标本微生物快速

鉴定中的临床应用价值$方法
!

收集苏州大学附属第二医院
!$."

年
.$/.!

月住院和门诊送检的中段尿标本

进行差速离心沉淀后经
N5MPS6:\LN&

技术检测!同时进行尿常规和有形成分分析!并与传统尿培养鉴定结

果进行比较!计算质谱的鉴定率$结果
!

!.!

例尿培养阳性标本中
N5MPS6:\L N&

技术鉴定出病原菌
."9

例!总鉴定率为
174!̂

!大肠埃希菌鉴定率最高!为
7!4$̂

!其他肠杆菌科细菌&肠球菌属&非发酵菌科鉴定率

分别为
174#̂

&

""48̂

&

""41̂

!假丝酵母菌属&链球菌属&其他革兰阳性菌标本量少!鉴定率分别为
894%̂

&

8$4$̂

&

##4#̂

$其中
.#$

例标本菌落计数大于
.$

8

OL[

(

)M

!鉴定率为
7!47̂

$结论
!

N5MPS6:\LN&

技

术直接检测尿液标本中的微生物具有简单快速&准确性高等优点!可以弥补传统方法的不足!有效缩短检验时

间!优化实验室流程!准确快速地为临床提供检验结果!结合尿常规和有形成分分析等辅助手段具有较高的临

床应用价值$
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%技术是近年来新兴的细菌鉴定技术#它的
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出现在微生物实验室掀起了一场病原体鉴定的革命#

被认为是鉴定细菌最有效的方法#具有准确快速和成

本低等传统方法不可比拟的优势#尤其对于一些微需

氧菌+厌氧菌和分枝杆菌的鉴定)

.61

*

(目前#

N5MPS6

:\LN&

技术主要应用于临床各种送检标本分离培

养后单菌落的检测#本实验室利用质谱技术直接鉴定

血流感染中的病原菌取得了较好的效果#可为临床血

流感染的及时诊治提供有效可行的实验室检测手

段)

967

*

(而由于其他无菌部位的标本#如尿液+脑脊液

等因细胞或蛋白干扰#质谱直接检测受到限制(目前

临床诊断尿路感染除了结合临床表现#主要依靠传统

的尿培养及尿常规和尿液有形成分分析#尿培养细菌

鉴定耗时长#尿常规和有形成分分析通常是作为快速

筛查试验(为了能够快速准确地对中段尿进行细菌

鉴定#本文对
N5MPS6:\LN&

技术在尿液标本微生

物快速鉴定中的应用价值进行评估#现报道如下(

$

!

材料与方法

$4$

!

标本来源
!

收集
!$."

年
.$/.!

月苏州大学附

属第二医院住院和门诊送检的清洁中段尿标本(

$4/

!

仪器与试剂
!

采用无菌生理盐水+哥伦比亚血

琼脂平板+甲酸+

OTOO5

基质液+

VPO6#$

低速离心

机+

&S]N5

高速离心机+

N5MPSRC;:

'<

*>

质谱仪

$德国布鲁克公司%+

Z@;*DC+

:N

6.$$

自动化微生物鉴

定仪+

5[:S\- N5,5,6#!9$

尿常规分析仪+

[L6

.$$$C

全自动尿有形成分分析仪等(

$4'

!

方法

$4'4$

!

标本前处理
!

中段尿标本混匀后取
")M

于

无菌试管中#

%$$$>

"

)CD

离心
.$)CD

#弃上清液#加

.)M

无菌生理盐水#混匀后
8$$>

"

)CD

离心
8)CD

#吸

上清液于无菌
XZ

管中以
8$$$>

"

)CD

离心
8)CD

#弃

上清液留沉淀待用(

$4'4/

!

质谱检测
!

将
XZ

管中沉淀混匀成悬液#取

.

%

M

均匀涂布于
N&

靶板#干燥后取
.

%

M

甲酸覆盖#

再干燥后取
.

%

M

基质液覆盖#最后干燥后经
N5MPS

RC;:

'<

*>

质谱仪检测#记录结果(

$4'4'

!

革兰染色镜检
!

将
XZ

管中剩余沉淀混匀#取

适量涂片革兰染色镜检#观察镜下细菌浓度及杂质情

况并记录(

$4'41

!

尿常规和尿液有形成分分析
!

将尿标本采用

5[:S\- N5,5,6#!9$

尿常规分析仪及
[L6.$$$C

全自动尿有形成分分析仪进行尿常规和有形成分分

析#并记录结果(

$4'42

!

标本培养与鉴定
!

取
.$

%

M

尿标本于血琼脂

平板上连续划线#置
%80

+

8̂ O\

!

孵箱中过夜培养#

取培养阳性标本的菌落经
Z@;*DC+

:N

6.$$

自动化微生

物鉴定仪鉴定#鉴定仪无法鉴定的则取单菌落进行质

谱鉴定#记录结果(将直接质谱鉴定结果与培养结果

进行比较#以培养结果为标准#计算直接质谱法的鉴

定率(

/

!

结
!!

果

/4$

!

传统尿培养与直接质谱检测与尿常规和尿有形

成分分析结果比较
!

所有标本中培养阳性
!.!

例#培

养出一种菌的标本
!$.

例#直接质谱鉴定率为

194"̂

#其中大肠埃希菌检出率最高#为
7!4$̂

#培养

出两种菌的标本
..

例#直接质谱鉴定率为
7$47̂

#但

只有
!

例直接质谱鉴定出两种菌#

9

例只鉴定出其中

比例较大的细菌#另外有
!

例标本培养结果分别为副

流感嗜血杆菌和阴道加德纳菌#而直接质谱鉴定结果

相应为大肠埃希菌和普通变形杆菌#这与传统培养结

果不符#直接质谱鉴定率记为
$4$̂

#见表
.

(

表
.

!!

传统尿培养#直接质谱检测与尿常规和尿有形成分分析结果比较

菌种 培养阳性数$

&

%

N5MPS6:\LN&

鉴定率$

^

% 亚硝酸盐阳性率$

^

% 白细胞酯酶阳性率$

^

% 细菌阳性率$

^

%

大肠埃希菌
.$$ 7!4$ 194$ 9#4$ 9$4$

肠球菌属
!7 "848 !14" %147 %147

非发酵菌科
7 ""41 $4$ %%4% 1149

链球菌属
" 8$4$ $4$ %%4% 8$4$

其他肠杆菌科
%# 174# 1$4" "14" 1$4"

假丝酵母菌属
.! 894% $4$ $4$ !84$

其他革兰阳性菌
7 ##4# $4$ $4$ ##4#

混合感染
.. 7$47 8#48 #848 ""41

副流感嗜血杆菌
. $4$ $4$ $4$ $4$

阴道加德纳菌
. $4$ $4$ $4$ $4$

合计
!.! 174! 8#41 "$4# "84.

'

87"%

'

检验医学与临床
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年
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月第
.8

卷第
!#

期
!

MEHN*2O=CD

!

P*B*)H*>!$.9

!

Q;=4.8

!
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/4/

!

标本菌落数对应鉴定率统计结果
!

见表
!

(除

..

例培养出两种菌的标本及
.

例副流感嗜血杆菌和

.

例阴道加德纳菌外#其他
1

种类别均显示规律性(

即标本的菌量越多则直接质谱鉴定率越高#对于最常

引起尿路感染的大肠埃希菌和肠球菌属#若菌落计

数
%

.$

8

OL[

"

)M

#则质谱鉴定率高达
714"̂

以上(

表
!

!!

标本菌落计数对应鉴定率统计

菌种
菌落计数

$

OL[

"

)M

%

培养阳性

菌株数$

&

%

直接质谱

鉴定数$

&

%

区间检出率

$

^

%

大肠埃希菌
%

.$

8

9! 9$ 714"

.$

#

!

.$

8

." .# 9148

$

.$

#

! $ $4$

肠球菌属
%

.$

8

.! .! .$$4$

.$

#

!

.$

8

.. " 8#48

$

.$

#

" . ."41

非发酵菌科
%

.$

8

" " .$$4$

.$

#

!

.$

8

! $ $4$

$

.$

#

. $ $4$

链球菌属
%

.$

8

# % 184$

.$

#

!

.$

8

. $ $4$

$

.$

#

. $ $4$

其他肠杆菌科
%

.$

8

!1 !% 984!

.$

#

!

.$

8

1 8 1.4#

$

.$

#

$ $ $4$

假丝酵母菌属
%

.$

8

" # ""41

.$

#

!

.$

8

# ! 8$4$

$

.$

#

! . 8$4$

其他革兰阳性菌
%

.$

8

% ! ""41

.$

#

!

.$

8

# . !84$

$

.$

#

! $ $4$

/4'

!

质谱中不同鉴定分值含义
!

$4$$$

!

.4"77

没有

可信的鉴定结果#

%

.4"77

!

.4777

鉴定到属的水

平#

%

.4777

!

!4!77

鉴定到种的水平#

%

!4777

!

%4$$$

完全可靠地鉴定到种的水平(本研究各种细菌

质谱分值分布见表
%

(对于大肠埃希菌#除了
!

例培

养结果为大肠埃希菌而直接质谱分别鉴定为阴沟肠

杆菌和肺炎克雷伯菌以外#当直接质谱分值
(

.48

时

就已经和传统培养结果一致#说明对于大肠埃希菌直

接质谱鉴定分值
(

.48

时可信度已经较高#由此可见

尿液直接质谱鉴定对大肠埃希菌的鉴定尤为可靠#其

次为其他肠杆菌科和肠球菌属#质谱分值
(

.41

的比

例分别为
1149̂

+

8147̂

(此外#

..

例混合感染标本

中质谱鉴定出
.$

例#鉴定率达
7$47̂

#但是仅
!

例两

种菌均鉴定出#且质谱结果分值均小于
.41

#可信度不

高#其他
9

例则是菌种所占比例较高的被鉴定出#质

谱结果分值
(

.41

的比例为
9148̂

#其中如若菌种所

占比例相同#则肠杆菌科细菌和肠球菌属优先被检

出#非发酵菌科如铜绿假单胞菌则不能被检出(

表
%

!!

质谱鉴定结果准确性统计

菌种 质谱结果分值区间 株数 比率$

^

%

大肠埃希菌
(

.48 9" 7%48

$

.48 " "48

肠球菌属
(

.41 .. 8147

$

.41 9 #!4.

非发酵菌科
(

.41 . ."41

$

.41 8 9%4%

链球菌属
(

.41 $ $4$

$

.41 % .$$4$

其他肠杆菌科
(

.41 !. 1149

$

.41 " !!4!

假丝酵母菌属
(

.41 . .#4%

$

.41 " 9841

其他革兰阳性菌
(

.41 $ $4$

$

.41 # .$$4$

'

!

讨
!!

论

!!

比较尿常规和有形成分分析结果发现#亚硝酸

盐+白细胞酯酶+细菌三者总体阳性率均不及
N5M6

PS6:\LN&

的鉴定率#由此可见
N5MPS6:\L N&

鉴定的优势#快速+准确率又高(鉴定出的大肠埃希

菌和其他肠杆菌科细菌与亚硝酸盐+白细胞酯酶+细

菌这三者有一定相关性#符合率达
1$4"̂

!

9#4$̂

#

准确性较高#因此#尿常规和有形成分分析可以作为

辅助检测手段共同服务于临床#其他菌属和假丝酵母

菌属数量少#阳性率不高#不可信(

在
N5MPS6:\LN&

检测的同时对差速离心获

取的沉淀进行革兰染色镜检发现#差速离心法并不能

完全保证病原菌与细胞和杂蛋白等彻底分离#带有杂

质的标本悬液可能造成质谱分值降低#鉴定不出或菌

种错判(目前临床引起尿路感染的病原菌相对比较

单一#以大肠埃希菌和肠球菌属为主#而采用
N5M6

PS6:\LN&

技术快速鉴定尿标本中的微生物时大肠

埃希菌鉴定率高达
7!4$̂

#体现了较高的临床应用价

值)

.$6..

*

(此外#可通过增加差速离心次数和甲酸乙腈

萃取步骤#结合革兰染色涂片镜检及尿常规和有形成

分中亚硝酸盐+白细胞酯酶+细菌等其他辅助手段来

提高鉴定率#以实现
N5MPS6:\LN&

技术快速鉴定

尿液中微生物的临床应用(

本研究发现#除
..

例培养出两种菌的标本#以及

.

例副流感嗜血杆菌和
.

例阴道加德纳菌外#其他
1

种菌种类别均显示出规律性!即标本的菌量越多则

N5MPS6:\LN&

鉴定率越高(分析原因可能是!菌

'
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量多很大程度上消除了标本制备过程中病原体丢失

的影响#且缓冲了杂质干扰#对于
N5MPS6:\L N&

未检出且涂片菌量少+杂质多的标本#可重复提纯处

理或增加差速离心的标本量#或尝试通过其他检测手

段给出鉴定结果(另外
!

例培养结果分别为副流感

嗜血杆菌和阴道加德纳菌的标本
N5MPS6:\L N&

鉴定结果相应为大肠埃希菌和普通变形杆菌#二者差

别很大#本研究在沉渣革兰染色时发现这
!

例标本杂

质均较多#分析原因可能是其本身菌体形态的特殊

性#均是革兰阴性小杆菌#菌体小#不易与杂质分离#

从而导致
N5MPS6:\LN&

无法鉴定或误判(

在质谱法中#

N&

分值为可信程度分值小于
.41

表示鉴定结果不可靠#分值大于或等于
.41

表示鉴定

结果可信(本研究发现#大肠埃希菌不仅鉴定率较

高#且
N&

分值大于或等于
.48

的时候鉴定结果已与

培养结果一致#体现了较高的鉴定率和准确率#其次

是其他肠杆菌科细菌和肠球菌属(非发酵菌科+链球

菌属+假丝酵母菌属和其他革兰阳性菌的
N&

分值绝

大部分小于
.41

#且部分结果与培养结果存在差异#可

信度降低#由此可见#混合感染方面质谱直接检测尿

标本存在欠缺#大部分情况下只能鉴定出比例较高的

菌种(本研究在沉渣镜检中发现#非发酵菌比如铜绿

假单胞菌镜下涂片不均一#细菌大多聚集成团#可能

跟其鞭毛结构有关#涂靶板时不易均匀散开#从而影

响质谱的鉴定#同样的情况在肠杆菌科中的变形杆菌

属也有体现(

综上所述#与传统尿培养比较#采用中段尿差速

离心后的沉淀经
N5MPS6:\L N&

技术直接鉴定的

方法具有简单快速+成本低+准确率高等优点#结合其

他辅助方法$如尿常规和有形成分分析等手段%#可极

大提高
N5MPS6:\L N&

技术快速鉴定尿标本微生

物的临床应用价值(另外#

N5MPS6:\L N&

技术也

在不断发展和完善#比如扩大标准质谱图库#研究开

发耐药性检测模式)

.!6.#

*

#应用质谱技术直接检测尿标

本有不容小觑的应用前景#还需要不断探索和完善(
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