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  摘 要:目的 评价基质辅助激光解析电离飞行时间质谱(MALDI-TOF
 

MS)在少见诺卡菌中的鉴定价

值,提高诺卡菌感染的临床诊治率。方法 分析11例(12株)诺卡菌临床感染患者特征,以16S
 

rRNA基因测

序结果为参考标准,比较 MALDI-TOF
 

MS鉴定的准确率。结果 12株诺卡菌中10株(83.3%)准确鉴定到

种。64%(7/11)的患者有1种及以上基础疾病,以高血压、冠心病、支气管扩张症、慢性阻塞性肺疾病和糖尿病

为主。诺卡菌对复方磺胺甲噁唑的敏感率为71.43%。结论 MALDI-TOF
 

MS可对少见的诺卡菌进行快速

鉴定,当患者伴有基础疾病或使用免疫抑制剂时应考虑诺卡菌感染的可能。
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Abstract:Objective To
 

evaluate
 

the
 

identification
 

value
 

of
 

MALDI-TOF
 

MS
 

in
 

rare
 

Nocardia
 

in
 

order
 

to
 

increase
 

the
 

clinical
 

diagnostic
 

and
 

treatment
 

rate
 

of
 

Nocardia
 

infection.Methods The
 

characteristics
 

in
 

11
 

ca-
ses

 

(12
 

strains
 

)
 

of
 

Nocardia
 

clinical
 

infection
 

were
 

analyzed.With
 

the
 

16S
 

rRNA
 

gene
 

sequencing
 

results
 

as
 

the
 

reference
 

standard,the
 

accuracy
 

of
 

MALDI-TOF
 

MS
 

identification
 

was
 

compared.Results Among
 

12
 

strains
 

of
 

Nocardia,10
 

strains(83.3%)
 

were
 

accurately
 

identified
 

to
 

the
 

species
 

level.64%
 

(7/11)
 

of
 

the
 

pa-
tients

 

had
 

one
 

kind
 

or
 

more
 

underlying
 

diseases,which
 

were
 

dominated
 

by
 

hypertension,coronary
 

heart
 

dis-
ease,bronchiectasis,COPD

 

and
 

diabetes.The
 

sensitivity
 

of
 

Nocardia
 

to
 

Compound
 

Sulfamethoxazole
 

was
 

71.
43%.Conclusion MALDI-TOF

 

MS
 

can
 

rapidly
 

identify
 

rare
 

Nocardia.When
 

the
 

patients
 

are
 

accompanied
 

with
 

basic
 

diseases
 

or
 

using
 

immunosuppressive
 

agents,the
 

possibility
 

of
 

Nocardia
 

infection
 

should
 

be
 

considered.
Key

 

words:rare
 

bacteria; Nocardia; MALDI-TOF
 

MS; drug
 

sensitivity
 

test

  诺卡菌是一类需氧放线菌,革兰染色为细长丝

状、分枝明显的阳性杆菌,抗酸染色弱阳性,易引起免

疫功能低下人群感染。诺卡菌培养和鉴定比较困难,
临床分离率低。随着分子生物学技术和质谱技术的

应用,其临床分离率逐渐升高,国内诺卡菌感染病例

报道数量呈上升趋势[1-4],但由于诺卡菌感染患者的临

床表现无特异性,易被误诊为其他疾病,如结核病、真菌

感染、肿瘤等,从而延误了疾病治疗的最佳时机,甚至导

致死亡[1]。现对本院2019年6月至2021年6月分离

的诺卡菌的鉴定结果及临床感染特点进行分析。
1 材料与方法

1.1 菌株来源 将本院2019年6月至2021年6月

来源于11例患者的12株诺卡菌作为回顾性研究样

本,剔除同一患者相同部位重复菌株。校准菌株大肠

埃希菌 ATCC
 

8739,质 控 菌 株 皮 疽 诺 卡 菌 ATCC
 

3308。
1.2 仪器与试剂 VITEK

 

MS全自动快速微生物质

谱检测系统(法国生物梅里埃公司)、16S
 

rRNA基因

测序仪[赛音生物技术(上海)有限公司]、哥伦比亚血

琼脂平板(郑州安图公司)。
1.3 方法 将从11例患者分离到的可疑菌株利用

基质辅助激光解析电离飞行时间质谱(MALDI-TOF
 

MS)进行鉴定,同时与16S
 

rRNA 基因测序结果对

照;对其中7株菌进行肉汤稀释法药敏试验;收集确

诊患者的临床资料及实验室检查结果。(1)质谱鉴

定。选择24~72
 

h疑似菌落利用VITEK
 

MS质谱检

测系统进行鉴定,未嵌入培养基生长的菌落按一般细

菌鉴定流程操作,嵌入培养基生长的菌落按“分枝杆
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菌、诺卡菌流程”鉴定。所有菌株均涂两个点位。(2)
基因测序。将菌株送赛音生物技术(上海)有限公司

进行16S
 

rRNA基因测序。
2 结  果

2.1 临床资料 11例患者中男5例、女6例,年龄

48~80岁、平均(64.9±11.1)岁。64%(7/11)的患者

有1种及以上基础疾病,以高血压、冠心病、支气管扩

张、慢性阻塞性肺疾病(COPD)和糖尿病为主。2例

患者放弃治疗,其中患者1有肝炎、糖尿病和COPD
等基础疾病,患者9合并支气管扩张症和肺癌。2例

无基础疾病者未使用抗菌药物,病情好转。共送检标

本12份,其中呼吸道标本9份(75%,9/12),包括痰

和肺泡灌洗液各4份及1份鼻腔分泌物。见表1。

表1  11例诺卡菌感染病例临床特点

编号 性别 年龄(岁) 基础疾病 标本来源 临床表现 转归

1 男 71 有 胸腔积液 间断发热、咳嗽、咳痰、胸腔积液 放弃治疗

2 男 48 无 肺泡灌洗液 发热、咳嗽 好转

3 女 57 无 血液 左侧输卵管脓肿、宫颈息肉 好转

4 女 51 有 痰、肺泡灌洗液 反复咳嗽、咳痰、咯血 好转

5 男 64 有 创面 右小腿红肿热痛伴局部破溃、渗出 好转

6 女 61 有 肺泡灌洗液 右肺脓肿 好转

7 女 77 有 痰 咳嗽 好转

8 男 80 有 痰 重症肺炎 好转

9 男 78 有 痰 头晕伴气短、咳嗽 放弃治疗

10 女 70 无 鼻腔分泌物 鼻黏膜充血、糜烂 好转

11 女 57 无 肺泡灌洗液 咳嗽、咳痰 好转

2.2 实验室检查数据 64%的患者白细胞计数升

高,36%的患者中性粒细胞比例升高,70%的患者C
反应蛋白、超敏C反应蛋白水平升高,75%的患者降

钙素原水平升高。见表2。
表2  11例诺卡菌感染病例实验室检查结果

编号
白细胞计数

(×109/L)
中性粒细胞

比例(%)
降钙素原

(ng/mL)
C反应蛋白

(mg/L)
超敏C反应

蛋白(mg/L)

1 10.88 86.20 1.06 153.36 >5.00

2 15.36 73.70 2.66 15.60 >5.00

3 10.32 79.50 0.08 13.74 >5.00

4 5.12 65.60 0.12 <5.00 1.22

5 12.13 73.70 1.38 11.42 >5.00

6 13.97 74.90 0.07 55.88 >5.00

7 3.92 66.00 0.02 <5.00 <0.50

8 18.09 94.00 15.44 52.42 >5.00

9 16.11 84.60 0.61 208.35 >5.00

10 4.98 63.30 0.02 <5.00 0.14

11 5.23 66.30 0.03 <5.00 0.62

2.3 病原菌培养及鉴定

2.3.1 显微镜检查 诺卡菌革兰染色镜下典型形态

为成簇的细长丝状、分枝明显的阳性杆菌,见图1;弱
抗酸染色可见红色细长丝状菌体,见图2。
2.3.2 菌落形态 哥伦比亚血琼脂平板置于5%
CO2 培养箱35

 

℃培养2~7
 

d或者更长时间,可见微

黄色或白色、干燥菌落(图3)或表面褶皱/堆积卷曲、
嵌入平板生长的菌落(图4)。由于菌种不同,菌落形

态之间存在差异。

图1  革兰染色形态(×1
 

000)

图2  弱抗酸染色形态(×1
 

000)
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2.3.3 菌种鉴定 经基因测序,12株诺卡菌全部鉴

定到种,VITEK
 

MS质谱检测系统鉴定到种为10株

(83.3%),未鉴定到种的包括1株天美诺卡菌(错误

鉴定为亚洲诺卡菌)和1株豚鼠耳炎诺卡菌(无鉴定

值)。见表3。

图3  哥伦比亚血平板干燥菌落(3
 

d)

2.4 药敏试验 对其中7株诺卡菌进行肉汤稀释法

药敏试验,结果显示,7株诺卡菌对利奈唑胺、妥布霉

素和阿米卡星全部敏感,对复方磺胺甲噁唑的敏感率

为71.43%(5/7),对阿莫西林/克拉维酸和喹诺酮类

药物全部耐药。对头孢曲松和亚胺培南敏感率均为

57.14%(4/7)。7株诺卡菌肉汤稀释法药敏试验最低

抑菌浓度(MIC)结果见表4。

图4  哥伦比亚血平板嵌入生长菌落(5
 

d)
 

表3  VITEK
 

MS质谱鉴定与16S
 

rRNA基因测序结果

菌种 测序鉴定(n) 质谱鉴定(n) 质谱鉴定率(%)

皮疽诺卡菌
 

5 5 100.0

圣乔治教堂诺卡菌
 

2 2 100.0

巴西诺卡菌
 

1 1 100.0

脓肿诺卡菌
 

1 1 100.0

亚洲诺卡菌
 

1 1 100.0

天美诺卡菌
 

1 0 0.0

豚鼠耳炎诺卡菌
 

1 0 0.0

表4  7株诺卡菌肉汤稀释法药敏试验 MIC结果(μg/mL)
 

细菌 MNO CIP MXF CLA LNZ TOB AMK IPM CRO AMC CAZ MEM SXT TZP FOX

皮疽诺卡菌 2.0 16 16 16.0 2 1 4 32 128 64/32 64 32 16.0/304.0 256/4 128

天美诺卡菌 0.5 ≥16 16 0.5 1 1 4 1 4 ≥64/32 ≥64 1 0.5/9.5 32/4 8

脓肿诺卡菌 0.5 16 8 0.5 1 1 4 1 4 ≥64/32 64 1 0.5/9.5 32/4 8

亚洲诺卡菌 0.5 ≥16 16 0.5 1 1 4 1 4 ≥64/32 16 1 0.5/9.5 32/4 8

圣乔治教堂诺卡菌 1.0 8 4 2.0 2 1 4 8 32 16/8 64 4 1.0/19.0 256/4 128

皮疽诺卡菌 0.5 ≥16 8 0.5 1 1 4 1 4 32/16 16 1 0.5/9.5 32/4 8

豚鼠耳炎诺卡菌 0.5 16 4 0.5 1 1 4 32 128 64/32 ≥64 8 16.0/304.0 ≥256/4 128

  注:MNO为米诺环素;CIP为环丙沙星;MXF为莫西沙星;CLA为克拉霉素;LNZ为利奈唑胺;TOB为妥布霉素;AMK为阿米卡星;IPM 为

亚胺培南;CRO为头孢曲松;AMC为阿莫西林/克拉维酸;CAZ为头孢他啶;MEM为美罗培南;SXT为复方磺胺甲噁唑;TZP为哌拉西林/他唑巴

坦;FOX为头孢西丁。

2.5 治疗与转归 11例患者中2例放弃治疗;5例

应用了复方磺胺甲噁唑,好转出院;1例使用甲硝唑/
头孢西丁,好转出院;1例使用美罗培南/米诺环素,症
状缓解;2例未使用抗菌药物。
3 讨  论

 

诺卡菌生长缓慢,生化反应不活泼,菌种鉴定效

果不佳[5],对其鉴定到种水平通常难度较大。传统的

生化鉴定方法不仅费时费力,而且随着菌种分类的不
断增多,鉴定到种水平受到了很大程度限制。近年

来,MALDI-TOF
 

MS技术由于其快速、准确、灵敏、
自动化及高通量等特点,在微生物鉴定中的应用发展

迅猛[6]。本研究利用 VITEK
 

MS系统鉴定诺卡菌,
与16S

 

rRNA基因测序结果基本一致,种鉴定率为

83.3%(10/12),由于天美诺卡菌在VITEK
 

MS
 

IVD
 

V3.2版本数据库中缺乏相关数据,被错误鉴定为亚

洲诺卡菌,豚鼠耳炎诺卡菌由于菌落噬琼脂生长严

重,提取蛋白时存在琼脂干扰,导致质谱图谱分辨率

降低而无法鉴定。陈莹等[5]与王鹏等[6]报道利用

MALDI-TOF
 

MS技术可对85.1%和84.8%的诺卡
菌鉴定到种,与本研究结果接近。美国的一项研究结

果略低(76%)[7]。德国研究者则在质谱鉴定时经甲
酸和 乙 腈 处 理 后,种 鉴 定 率 从 74.4% 提 高 到

89.7%[8]。诺卡菌分类和鉴定比较复杂,虽然 MAL-
DI-TOF

 

MS技术可以将最常见的诺卡菌准确鉴定至
种或复合物水平,但其局限性是系统数据库不完善,
对于不常 见 菌 种,仍 需 通 过 基 因 测 序 鉴 定。由 于

16S
 

rRNA 基 因 测 序 技 术 复 杂 且 难 以 常 规 开 展,
CONVILLE等[9]建议使用更多的 MALDI-TOF

 

MS
系统,作为第1步鉴定方法,验证最常见的诺卡菌种,
以减少需要基因测序或转送到参考实验室进行鉴定
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的菌株数量。随着细菌分离种类的增多,数据库的不

断更新,未来 MALDI-TOF
 

MS技术对于少见菌的鉴

定准确率将提高。
    

不同国家和地区诺卡菌菌种分布有所不同。美

国和澳大利亚最常见分离菌种为新诺卡菌,法国和泰

国为皮疽诺卡菌,我国的北京和河北地区报道以圣乔

治教 堂 诺 卡 菌 最 常 见[5]。本 研 究 以 皮 疽 诺 卡 菌

(41.7%,5/12)最 多,其 次 为 圣 乔 治 教 堂 诺 卡 菌

(16.7%,2/12),与 HUANG等[10]报道结果基本一

致。由于国内与国外文献关于诺卡菌报道的样本量

偏少,菌种分布的差异可能还需进一步研究、证实。
不同诺卡菌的感染部位和感染途径有所差异,如

脓肿诺卡菌、皮疽诺卡菌和盖尔森基兴诺卡菌主要造

成肺部感染和播散性感染,巴西诺卡菌则常引起皮肤

感染[2]。本研究1例腿部感染患者即由巴西诺卡菌

引起。肺是诺卡菌最常侵犯的器官,可导致肺诺卡菌

病[11]。本研究12株诺卡菌以呼吸道标本占比最高,
为75%(9/12)。本研究1株天美诺卡菌分离自肺泡

灌洗液,该菌是2007年在日本新发现的菌种,目前仅

有4例报道[12-13]。
文献[14]报道,诺卡菌感染者中,免疫功能低下

者较非免疫功能低下者病情更重,病死率更高,但二

者临床表现无差异。本研究中64%(7/11)的患者有

1种及以上基础疾病。2例放弃治疗者为典型的免疫

功能低 下 人 群,其 中 患 者1患 有 肝 炎、糖 尿 病 和

COPD,患者9患有支气管扩张症和肺癌,且二者年龄

均超过70岁。2例无基础疾病者未使用抗菌药物,其
中1例经鼻息肉摘除术后,通过盐水冲洗、雾化治疗

后好转出院,随访治疗效果较好,考虑与局部病灶未

扩散,手术治疗效果较好及患者无基础疾病有关。另

1例仅针对呼吸道症状对症治疗后出院,不排除标本

污染或者定植可能。
目前,治疗诺卡菌感染首选使用磺胺类药物,但

本 研 究 中 诺 卡 菌 对 复 方 磺 胺 甲 噁 唑 的 耐 药 率 为

28.57%,高于黄磊等[15]的报道,不同于文献[16]报道

的全部敏感,应引起重视。
综上所述,本院分离的诺卡菌以皮疽诺卡菌为

主,肺部感染为主要感染方式,患者多患有1种及以

上基础疾病,所以当临床使用常见抗菌药物效果不

佳,患者伴有基础疾病或使用免疫抑制剂时应考虑诺

卡菌感染的可能。MALDI-TOF
 

MS技术可对临床

少见的诺卡菌进行快速鉴定,实验室应逐步开展诺卡

菌药敏试验,为临床合理用药提供可靠依据。
志谢:本研究16S

 

rRNA基因测序及诺卡菌药敏

试验均由上海市东方医院检验科郭建老师支持完成!
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