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MALDI-TOF
 

MS在耐甲氧西林金黄色葡萄球菌分子分型中的
应用研究与耐药数据库构建*
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  摘 要:目的 应用基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱(MALDI-TOF
 

MS)对耐甲氧西林金黄色葡萄球

菌(MRSA)进行分子分型,研究该地区耐药情况,为疾病防治提供参考依据。方法 以该中心实验室在日常工

作中收集的98株MRSA菌株作为研究菌株,采用微量肉汤稀释法测定其对16种常用抗菌药物的敏感性;应用

实时荧光定量聚合酶链反应分析携带 mecA耐药基因情况;应用 MALDI-TOF
 

MS对菌株进行分子分型。
结果 MRSA对苯唑西林、青霉素、头孢西丁均是100.00%耐药,对红霉素、红霉素/克林霉素耐药率分别为

72.45%、76.53%。该地区98株MRSA菌株中对≥5种抗菌药物耐药的有71株,占72.45%。98株MRSA菌

株均携带有mecA耐药基因,对万古霉素、达托霉素、利奈唑胺、呋喃妥因4种抗菌药物均没有出现耐药。应用

MALDI-TOF
 

MS进行分子分型发现有流行簇的存在。MALDI-TOF
 

MS自建库和系统库分别对实验菌株进

行鉴定,自建库和系统库鉴定结果一致,二者鉴定分值比较,差异无统计学意义(P=0.976)。结论 该地区

MRSA对苯唑西林、青霉素、头孢西丁、红霉素、红霉素/克林霉素耐药性较高,对万古霉素、达托霉素、利奈唑

胺、呋喃妥因4种抗菌药物均没有出现耐药,均携带mecA耐药基因。构建该地区 MRSA自建库对提高 MAL-
DI-TOF

 

MS鉴别能力作用不大。
关键词:耐甲氧西林金黄色葡萄球菌; 基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱; 耐药性; 分子分型; 
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Abstract:Objective To

 

apply
 

matrix-assisted
 

laser
 

desorption/ionization
 

time-of-flight
 

mass
 

spectrome-
try

 

(MALDI-TOF
 

MS)
 

for
 

conducting
 

the
 

molecular
 

typing
 

of
 

methicillin-resistant
 

Staphylococcus
 

aureus
 

(MRSA),and
 

to
 

study
 

the
 

drug
 

resistance
 

situation
 

in
 

this
 

area
 

in
 

order
 

to
 

provide
 

reference
 

basis
 

for
 

disease
 

prevention
 

and
 

control.Methods A
 

total
 

of
 

98
 

strains
 

of
 

MRSA
 

collected
 

by
 

the
 

center
 

laboratory
 

in
 

daily
 

work
 

were
 

used
 

as
 

the
 

research
 

strains,and
 

their
 

sensitivity
 

to
 

16
 

commonly
 

used
 

antibiotics
 

was
 

determined
 

by
 

using
 

the
 

microbroth
 

dilution
 

method.The
 

carring
 

mecA
 

resistance
 

gene
 

situation
 

was
 

analyzed
 

by
 

the
 

real-
time

 

fluorescence
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction.The
 

molecular
 

typing
 

of
 

the
 

strains
 

was
 

performed
 

by
 

MALDI-TOF
 

MS.Results MRSA
 

was
 

100.00%
 

resistant
 

to
 

oxacillin,penicillin
 

and
 

cefoxitin.Its
 

resist-
ance

 

rates
 

to
 

erythromycin
 

and
 

erythromycin/clindamycin
 

were
 

72.45%
 

and
 

76.53%,respectively.Among
 

the
 

98
 

strains
 

of
 

MRSA
 

in
 

this
 

area,71
 

strains
 

were
 

resistant
 

to
 

≥5
 

kinds
 

of
 

antibacterial
 

drugs,accounting
 

for
 

72.45%.All
 

98
 

strains
 

of
 

MRSA
 

carried
 

the
 

mecA
 

drug
 

resistance
 

gene,and
 

had
 

no
 

resistance
 

to
 

vancomycin,
daptomycin,linezolid

 

and
 

nitrofurantoin.The
 

molecular
 

typing
 

by
 

MALDI-TOF
 

MS
 

found
 

the
 

existence
 

of
 

ep-
idemic

 

clusters.The
 

test
 

strains
 

were
 

identified
 

by
 

self-built
 

library
 

and
 

system
 

library
 

of
 

MALDI-TOF
 

MS
 

re-
spectively,the

 

identification
 

results
 

of
 

the
 

self-built
 

library
 

and
 

the
 

system
 

library
 

were
 

consistent,there
 

was
 

no
 

statis-
tically

 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

identification
 

scores
 

between
 

the
 

two
 

(P=0.976).Conclusion MRSA
 

in
 

this
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area
 

has
 

a
 

high
 

resistance
 

rate
 

to
 

oxacillin,penicillin,cefoxitin,erythromycin
 

and
 

erythromycin/clindamycin,
and

 

no
 

resistance
 

to
 

the
 

4
 

kinds
 

of
 

antibiotic
 

drugs
 

vancomycin,daptomycin,linezolid
 

and
 

nitrofurantoin.All
 

MRSA
 

strains
 

carry
 

the
 

mecA
 

resistance
 

gene.The
 

construction
 

of
 

a
 

self-built
 

library
 

for
 

MRSA
 

in
 

this
 

area
 

has
 

little
 

effect
 

on
 

improving
 

the
 

identification
 

ability
 

of
 

MALDI-TOF
 

MS.
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  金黄色葡萄球菌(SA)是一种革兰阳性球菌,是临

床化脓性感染、菌血症、感染性心内膜炎等侵袭性感

染的常见病原菌[1]。随着抗菌药物的广泛使用,使得

SA的耐药性逐渐升高,耐甲氧西林金黄色葡萄球菌

(MRSA)的检出率呈现上升趋势[2]。MRSA具有易

感性、多重耐药性及强致病性的特点,是当前最流行

的病原体之一[3]。随着国家加强抗菌药物使用管控,

MRSA检出率上升的趋势得到遏制,由2014年的

36.0%下降至2019年的30.2%,但是仍处于一个较

高的比例,多重耐药情况普遍存在[4]。构建本地区

MRSA耐药数据库,有助于了解本地 MRSA耐药情

况,为临床用药提供参考依据。基质辅助激光解吸电

离飞行时间质谱(MALDI-TOF
 

MS)因其分析迅速、
操作简单和高准确度被广大微生物实验室认可和接

受,成为微生物鉴定的一个重要补充[5]。MALDI-
TOF

 

MS在分子分型方面的研究和应用同样受到广

泛关注[6]。本研究通过 MALDI-TOF
 

MS对 MRSA
进行分子分型和分析本地区耐药情况。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 菌株来源 依托国家致病菌识别网,以本中

心实验室2018-2021年收集的本地分离的SA,采用

微量肉汤稀释法测定苯唑西林和头孢西丁最低抑菌

浓度。参照美国临床和实验室标准协会标准进行结

果判定[7],菌株对任一抗菌药物耐药即判定为 MR-
SA,最终确定98株 MRSA菌株作为研究菌株。本研

究经本中心伦理委员会审核批准(202203)。

1.1.2 试剂 血平板(广东环凯微生物科技有限公

司,批号:240305Y02);7.5%氯化钠肉汤(北京陆桥技

术股份有限公司,批号:20240423);微生物鉴定专用

基质 液 和 标 准 品 (德 国 布 鲁 克 仪 器 公 司,批 号:

6020123027/6030221010);MRSA 核酸检 测 试 剂 盒

(上海之江生物科技股份有限公司,批号:24040914/

10);革兰阳性需氧菌药敏检测板(上海星佰生物技术

有限公司,批号:L-金葡-026X);生化鉴定卡(法国生

物梅里埃公司,批号:2422541503)。所有试剂均在有

效期内使用。

1.1.3 仪器 基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱

仪(德国布鲁克仪器公司,型号:Microflex
 

LT/SH);
微生物药敏分析系统(上海星佰生物技术有限公司,

型号:BIOFOSUN
 

Ⅱ);实时荧光定量聚合酶链反应

(PCR)仪 (美 国 伯 乐 生 命 医 学 产 品 公 司,型 号:

CRX96);全自动微生物鉴定系统(法国生物梅里埃公

司,型号:VITEK
 

2
 

Compact)。

1.2 方法

1.2.1 菌株复苏 将实验室收集的 MRSA菌株接

种于7.5%氯化钠肉汤中进行增菌,然后接种于血平

板,挑取单个菌落传代纯化后经生化鉴定确认。

1.2.2 质谱聚类分析 将实验菌株进行纯培养,按
照 MALDI-TOF

 

MS使用说明采用甲酸提取法进行

样品制备,每个样品分别在3个靶位进行点样,待其

自然干燥后添加1
 

μL专用基质液,经标准品校准后

对每个靶位采集3张图谱,通过仪器分析软件进行聚

类分析。

1.2.3 质谱自建库 采用1.2.2的方法进行样品制

备,每个样品点样12个靶位,每个靶位采集3张图

谱,通过仪器分析软件建立 MRSA自建库。

1.2.4 质谱系统库与自建库的比较 将实验菌株进

行纯培养,按照 MALDI-TOF
 

MS使用说明采用拓展

涂抹法进行样品制备,每个样品点样3个靶位,用
MBT

 

Compass系统采集数据,每个靶位采集1张图

谱。通过系统库和自建库分别对采集数据进行分析。

1.2.5 MRSA耐药基因检测 根据核酸检测试剂盒

说明书,采用实时荧光定量PCR对98株菌株进行耐

药基因(mecA基因)、SA核酸检测。

1.2.6 药敏试验 根据2022版《国家致病菌识别网

实验室监测技术手册》,采用微量肉汤稀释法对16种

临床常用抗菌药物进行耐药检测:苯唑西林、克林霉

素、四环素、红霉素、庆大霉素、左氧氟沙星、万古霉

素、替考拉宁、利福平、复方磺胺甲噁唑、达托霉素、青
霉素、红霉素/克林霉素、利奈唑胺、头孢西丁、呋喃妥

因。根据药敏检测板说明书进行试验,判读最低抑菌

浓度,参照美国临床和实验室标准协会标准对结果进

行判定[7]。

1.3 统计学处理 采用SPSS25.0统计软件分析数

据。计数资料以例数、百分率表示;正态分布的计量资

料以x±s表示,2个库鉴定分值比较采用配对t检验。
检验水准α=0.05,以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 聚类分析结果 对 MRSA菌株进行聚类分析,
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从聚类图可以看出,98株 MRSA 在差异水平距离

1
 

000的时候可以分为2个分类簇,二者亲缘关系较

远,属于不同的来源。第1个分类簇均为2018年分

离收集的菌株,分类簇内菌株亲缘关系较近,提示可

能存在相同的来源。第2个分类簇包含2018-2021
年分离收集的菌株,没有明显聚类性。聚类分析结果

提示,2018-2021年本地区 MRSA呈现多流行株态

势,其中2018年出现亲缘关系较近的特定流行株短

暂流行的情况。见图1。
2.2 MRSA自建库 从98株 MRSA菌株中随机选

取49株进行聚类分析,以差异水平距离100作为标

准,把49株菌株分成17个分类簇。每个分类簇随机

选取其中1株菌株共17株菌株用于构建自建库。见

图2。

  注:横坐标为菌株间的差异水平距离;纵坐标为参与聚类的菌株编号。

图1  98株 MRSA菌株聚类分析情况

  注:横坐标为参与聚类的菌株编号;纵坐标为菌株间的差异水平距离。

图2  49株 MRSA菌株聚类分析情况

  通过剩余的49株菌株对自建库和系统库鉴定能

力进行比较,147个鉴定结果中分值≥2.000的有146
个,<2.000 的 有 1 个,自 建 库 的 鉴 定 分 值 为

(2.354
 

8±0.135
 

2)分,系 统 库 的 鉴 定 分 值 为

(2.354
 

9±0.119
 

1)分,自建库和系统库鉴定分值比

较,差异无统计学意义(t=0.031,P=0.976)。

2.3 mecA耐药基因检测结果 98株菌株经实时荧

光定量PCR检测,mecA 耐药基因和SA 核酸均为

阳性。

2.4 耐药结果 药敏试验结果显示,98株 MRSA菌

株对苯唑西林、青霉素和头孢西丁均是100.00%耐药,
对红霉素、红霉素/克林霉素耐药率分别为72.45%和

76.53%,对万古霉素、达托霉素、利奈唑胺、呋喃妥因敏

感性高(98.98%或100.00%)。见表1。

  MRSA多重耐药情况明显,98株 MRSA菌株对

16种抗菌药物共产生15种耐药谱。以同时耐苯唑西
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林-红霉素-克林霉素-青霉素-红霉素/克林霉素-头孢

西丁的菌株最多,占21.43%;对≥5种抗菌药物耐药

的菌株有71株,占72.45%。见表2。
表1  98株 MRSA菌株对16种抗菌药物的药敏

   试验结果[n(%)]

抗菌药物 耐药 中介 敏感

苯唑西林 98(100.00) 0(0.00) 0(0.00)

红霉素 71(72.45) 2(2.04) 25(25.51)

克林霉素 55(56.12) 0(0.00) 43(43.88)

左氧氟沙星 24(24.49) 2(2.04) 72(73.47)

四环素 35(35.71) 4(4.08) 59(60.21)

庆大霉素 21(21.43) 0(0.00) 77(78.57)

万古霉素 0(0.00) 1(1.02) 97(98.98)

续表1  98株 MRSA菌株对16种抗菌药物的药敏

   试验结果[n(%)]

抗菌药物 耐药 中介 敏感

替考拉宁 1(1.02) 2(2.04) 95(96.94)

利福平 2(2.04) 14(14.29) 82(83.67)

复方磺胺甲噁唑 1(1.02) 0(0.00) 97(98.98)

达托霉素 0(0.00) 0(0.00) 98(100.00)

青霉素 98(100.00) 0(0.00) 0(0.00)

红霉素/克林霉素 75(76.53) 0(0.00) 23(23.47)

利奈唑胺 0(0.00) 0(0.00) 98(100.00)

头孢西丁 98(100.00) 0(0.00) 0(0.00)

呋喃妥因 0(0.00) 0(0.00) 98(100.00)

表2  98株 MRSA对16种抗菌药物的耐药谱

抗菌药物耐药数量 耐药谱 菌株数 构成比(%)

3 苯唑西林-青霉素-头孢西丁 18 18.37

4 苯唑西林-左氧氟沙星-青霉素-头孢西丁 2 2.04

4 苯唑西林-利福平-青霉素-头孢西丁 1 1.02

4 苯唑西林-四环素-青霉素-头孢西丁 2 2.04

4 苯唑西林-青霉素-红霉素/克林霉素-头孢西丁 4 4.08

5 苯唑西林-红霉素-青霉素-红霉素/克林霉素-头孢西丁 13 13.27

6 苯唑西林-红霉素-利福平-青霉素-红霉素/克林霉素-头孢西丁 1 1.02

6 苯唑西林-红霉素-克林霉素-青霉素-红霉素/克林霉素-头孢西丁 21 21.43

7 苯唑西林-红霉素-克林霉素-四环素-青霉素-红霉素/克林霉素-头孢西丁 13 13.27

7 苯唑西林-红霉素-左氧氟沙星-复方磺胺甲噁唑-青霉素-红霉素/克林霉素-头孢西丁 1 1.02

7 苯唑西林-红霉素-克林霉素-左氧氟沙星-青霉素-红霉素/克林霉素-头孢西丁 1 1.02

8 苯唑西林-红霉素-克林霉素-四环素-庆大霉素-青霉素-红霉素/克林霉素-头孢西丁 1 1.02

8 苯唑西林-红霉素-克林霉素-左氧氟沙星-庆大霉素-青霉素-红霉素/克林霉素-头孢西丁 1 1.02

9 苯唑西林-红霉素-左氧氟沙星-四环素-庆大霉素-替考拉宁-青霉素-红霉素/克林霉素-头孢西丁 1 1.02

9 苯唑西林-红霉素-克林霉素-左氧氟沙星-四环素-庆大霉素-青霉素-红霉素/克林霉素-头孢西丁 18 18.37

3 讨  论

MALDI-TOF
 

MS是通过检测并生成病原菌特

异性的蛋白质图谱,应用分析软件与系统图谱库进行

对比,最终获得鉴定结果[8]。病原菌由于受当地环境

条件及生活习惯的影响,各地方菌株图谱有其地方特

色,存在一定差异。数据库中谱图库并不能客观代表

不同地区分离的典型菌株。适当增加质谱系统中本

地区分离菌株的图谱,可以提升其鉴定能力。张启龙

等[9]开展相关研究,证实菌株图谱具有地域性差异。
部分研究通过扩展

 

MALDI-TOF
 

MS
 

谱库,分别纳入

百日咳鲍特菌[10]、非结核分枝杆菌[11]、致病丝状真

菌[12]的本地菌株,并完成相应病原体的自建库构建,
显著提高了质谱对上述难鉴定病原体的检出率[10-12]。

在 MALDI-TOF
 

MS常规使用中,MRSA鉴定分

值较高,鉴定难度不大。这是由于 MRSA生物特性

比较稳定,生长要求不高,常规培养就可以获得典型

菌落,比较容易获取特征性图谱。MALDI-TOF
 

MS
系统库是根据全球范围内的典型菌株进行建库,本研

究中系统库和自建库对相同图谱数据进行分析,二者

鉴定分值比较,差异无统计学意义(P=0.976),说明

本地区菌株没有出现明显变异。MRSA通过常规拓

展涂抹法就可以得出较高的鉴定分值,增加本地区

MRSA菌株对提高 MALDI-TOF
 

MS鉴别能力作用

不大。菌株的数量和收集的范围是影响自建库鉴定

效果的重要因素,由于本研究收集的菌株数量有限,
均来源于临床监测,来源比较单一。今后将继续收集

临床监测、食源性检测、产品检测等多种来源的菌株,
进一步提升自建库的鉴定能力。

近年来 MALDI-TOF
 

MS在分子分型应用研究

方面开展比较广泛。如:张杰等[13]应用MALDI-TOF
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MS与传统脉冲场凝胶电泳方法对临床分离的肺炎克

雷伯菌进行同源性分析,2种方法之间有一定差异。
冯秀娟等[14]应用 MALDI-TOF

 

MS与16SrRNA对

桶装水中分离的铜绿假单胞菌进行同源性分析,2种

方法分析结果存在差异。但是在部分沙门菌、副溶血

性弧菌引起的食源性事件中能够获得与脉冲场凝胶

电泳方法、血清学分型一致的同源性分析结果[15-16],
具体原因有待进一步研究。本研究中,通过 MALDI-
TOF

 

MS对菌株进行聚类分析,发现2018年有聚类

情况。本研究作为一个回顾性分析,提示2018年本

地区可能存在 MRSA特定流行株,有共同感染来源,
由于缺乏菌株病例的具体临床信息,无法进一步分析

不同菌株之间是否存在流行病学关联性。提示今后

开展相关工作时,要完善菌株病例的具体临床信息,
加强实验的时效性,及时开展聚类分析,针对检测结

果开展调查研究,及时发现菌株间关联性,切断疾病

传播途 径,更 好 地 验 证 聚 类 分 析 的 准 确 性。通 过

MALDI-TOF
 

MS对临床菌株进行聚类分析,比传统

脉冲场凝胶电泳、基因组测序等方法更加快捷、简单,
有利于临床、日常监测中快速发现疫情、聚集性病例,
对疾病治疗、医院感染快速防控的提升具有良好的应

用前景。

MALDI-TOF
 

MS以其快速、准确、成本低的特

点在医院临床鉴定中广泛使用。在聚类分析方面,由
于缺乏标准化的样本处理流程、聚类算法等参数设

置、数据分析等,从而影响到蛋白质质量峰的稳定性

和特异性。目前不同仪器、不同地区聚类分析数据无

法合并分析,因此不能实现脉冲场凝胶电泳、基因组

测序的大范围数据分析,缺乏对实验结果进行同源性

分析的规范化评价指标。本研究认为今后做好质量

控制,确立菌株的培养条件,建立标准操作规程,有助

于结果的稳定性和准确性。本研究将继续收集菌株

数据建立并完善相关数据库,最终实现 MALDI-TOF
 

MS分型标准化。同时与多种分型方法深入比较,不
断研究和补充,为同源性分析的最优方案提供更多实

验依据。

MRSA感染传统上以医院获得性 MRSA为主,
主要感染老年人及免疫力低下、血液透析、手术、长期

住院、长期使用抗菌药物治疗、经皮穿刺置管的患者。

20世纪90年代中期,出现了社区获得性 MRSA,其
毒性更强,主要感染健康、相对年轻且无医疗保健机

构接触史的人群。MRSA耐药性强、致病力高,导致

临床治疗 MRSA感染困难,患者预后差,可显著延长

患者住院时间并增加病死率[17]。了解本地区 MRSA
药敏情况,可为 MRSA感染患者治疗提供参考依据。
本研究 MRSA耐药情况与国内多数研究情况基本一

致[18-22],没有出现异常耐药情况。
研究报道,MRSA

 

的耐药性主要源于水平基因转

移获得的葡萄球菌染色体 mec盒[23],携带 mecA耐

药基因是 MRSA耐药的主要原因[24-26]。只有极少部

分 MRSA没有携带 mecA耐药基因,叶千红等[27]研

究显示存在不携带 mecA耐药基因的情况。本研究

分析的MRSA菌株均为mecA耐药基因引起的耐药,
说明本地区 MRSA对β-内酰胺类药物耐药机制是由

于mecA耐药基因引起。通过研究了解本地区 MR-
SA耐药机制,有利于后续检测、耐药分析、临床治

疗等。
本研究结果显示,本地区分离的98株 MRSA菌

株对苯唑西林、青霉素、头孢西丁、红霉素、红霉素/克

林霉素耐药性较高,对≥5种抗菌药物耐药的有71
株,占72.45%。对万古霉素、达托霉素、利奈唑胺、呋
喃妥因有非常高的敏感性,临床上治疗 MRSA感染

可选择这4种抗菌药物进行组合治疗。应用 MAL-
DI-TOF

 

MS对 MRSA菌株进行分子分型可以发现

有流行簇的存在,流行簇内流行病学关联性有待进一

步研究。在后续研究中将扩大菌株收集的数量和范

围,进一步完善耐药数据库的构建和 MALDI-TOF
 

MS分子分型标准化流程的制订。
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