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%技术在丝状真菌快速鉴定中的临床应用价值&

方法
!

对西安交通大学第一附属医院
"%!&

年
'

月至
"%!9

年
!

月分离自临床的丝状真菌进行聚合酶链式反应"

8UV

%测序鉴定与

.)T-4=365=.7

鉴定!同时回顾形态学方法鉴定结果!对丝状真菌菌种分布'标本来源进行分析!采用
0(

99

(

值一致性评价方

法对质谱鉴定与形态学方法鉴定结果进行统计分析&结果
!

本研究共包含分离自临床的丝状真菌
!%"

株!非重复分离株
0'

株&

烟曲霉
&%

株"
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%!黄曲霉
"<

株"

'!#''̂

%&标本来源主要为呼吸道标本!其中痰液
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株"
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%!支气管灌洗液
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株

"

!'#"&̂

%&

.)T-4=365=.7

技术与形态学方法鉴定结果比对!

0(
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值为
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&结论
!

.)T-4=365=.7

技术在丝状真

菌鉴定正确性与时效性优于形态学方法&
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随着丝状真菌相关侵袭性疾病的增加#快速准确的菌种水

平鉴定对于抗真菌治疗至关重要'传统的丝状真菌鉴定主要

依赖于有经验的技师采用形态学方法进行检测#虽然简便-经

济#但对技师的技术水平要求高#而且对非典型特征菌株的鉴

定较为困难'基质辅助激光解析电离飞行时间质谱$

.)T-4=

365=.7

&是新近发展用于临床微生物实验室的一种快速经

济-操作简单的病原微生物检测方法#可应用于细菌与真菌的

检验*

!="

+

'丝状真菌由于蛋白提取困难及蛋白表达易受培养条

件影响#采用
.)T-4=365=.7

技术对其进行鉴定尚未在临床

微生物实验室作为常规项目开展'本研究通过采用聚合酶链

式反应$

8UV

&测序确定种类的丝状真菌临床分离株#并采用

.)T-4=365=.7

鉴定#同时与形态学方法鉴定结果进行比

对#探讨
.)T-4=365=.7

技术对临床丝状真菌快速鉴定的临

床应用价值'现报道如下'

$

!

材料与方法

$#$

!

材料
!

分离自
"%!&

年
'

月至
"%!9

年
!

月西安交通大学

第一附属医院检验科送检的临床微生物培养标本#鉴定为丝状

真菌#保存菌株'通过实验室信息系统$

T47

&收集形态学方法

鉴定结果'

$#/

!

仪器与试剂
!

采用
\43YZ .7

全自动快速质谱微生物

检测系统$生物梅里埃#法国&-

3!%%. 8UV

仪$

X46=V)-

#美

国&-血琼脂平板$生物梅里埃#法国&-沙保弱琼脂平板$安图生

物#中国&-酵母基因组
-2)

提取试剂盒与破壁酶$天根生化

科技有限公司#中国&-

3F

R

8UV .FCDBH.?Q

$天根生化科技有

限公司#中国&'引物合成与
8UV

产物序列测定由生工生物工

程股份有限公司完成'

$#'

!

方法

$#'#$

!

培养鉴定方法
!

送检标本按检验项目接种于血琼脂平

,

&&!'

,

检验医学与临床
"%!9

年
!!

月第
!$

卷第
"!

期
!
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基金项目"西安交通大学第一附属医院基金资助项目$
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作者简介"吴友伟#女#副主任医师#主要从事临床感染方面的研究'
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通信作者#
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板或沙保弱琼脂平板#如有丝状真菌生长压片则在显微镜下观

察形态#根据菌落与镜下形态特点判定丝状真菌种类'

$#'#/

!

8UV

测序鉴定方法
!

采用沙保弱琼脂平板复苏保存

的临床菌株#按前述方法用棉签刮取菌落#进行
-2)

提取与

真菌
437

基因扩增*

'

+

'先用含有破壁酶的山梨醇缓冲液破除

细胞壁#进行酵母菌基因组
-2)

提取'提取的
-2)

进行

8UV

扩增#产物电泳后进行核酸序列测定'测序结果与
(B@=

XF@_

进行比对#确定丝状真菌种类'

$#'#'

!

.)T-4=365=.7

方法
!

采用沙保弱琼脂平板复苏保

存的临床菌株#用湿棉签刮取
!

!

",N

直径的菌落#重悬于

1%%

$

T9%̂

的乙醇中'

!%%%%H

"

N?@

离心
"N?@

#弃上清液'

加入
$%

$

T

新鲜配制的
9%̂

甲酸#混匀后加入
$%

$

T

乙腈'涡

旋混匀后#

!%%%%H

"

N?@

离心
"N?@

'取上清
"

$

T

点样于靶板

上#自然干燥后加上
!

$

TU*U)

基质'自然干燥后#采用

\43YZ .7

全自动快速质谱微生物检测系统进行检测'

$#1

!

统计学处理
!

计数资料采用例数或率进行表示#

.)T=

-4=365=.7

与形态学方法鉴定结果采用
0(

99

(

值一致性评

价方法进行鉴定正确率的一致性评价'

/

!

结
!!

果

/#$

!

丝状真菌菌种分布
!

本研究共有分离自临床的丝状真菌

!%"

株#非 重 复 分 离 株 为
0'

株'其 中 烟 曲 霉 菌
&%

株

$

<%#"$̂

&#黄 曲 霉 菌
"<

株 $

'!#''̂

&#黑 曲 霉 菌
$

株

$

$#0'̂

&#米曲霉菌
!

株$

!#"%̂

&#

)C

O

BH

E

?IIMCIB@DMIMC!

株

$

!#"%̂

&#绳状青真菌
!

株$

!#"%̂

&'

/#/

!

丝状真菌标本类型分布
!

分离自临床的丝状真菌患者标

本类型主要为呼吸道标本'

<0

株为痰液标本#其中烟曲霉菌

'1

株#黄曲霉菌
"'

株#黑曲霉菌
'

株#米曲霉菌
!

株#

)C

O

BH

E

?I=

IMCIB@DMIMC!

株#绳状青霉菌
!

株%

!!

株为支气管灌洗液标本#

其中烟曲霉菌
0

株#黄曲霉菌
'

株%

"

株为分泌物标本#其中烟

曲霉菌
!

株#黑曲霉菌
!

株%

!

株为房水标本#为烟曲霉菌%

!

株

为导管标本#为烟曲霉菌'

/#'

!

丝状真菌标本鉴定结果
!

分离自临床的丝状真菌分别采

用
.)T-4=365=.7

技术与形态学方法进行鉴定#鉴定结果均

与
8UV

测序鉴定结果比对'鉴定结果一致认为鉴定正确#未

鉴定到种或鉴定结果不一致则认为鉴定错误'采用
0(

99

(

值

一致性评价方法计算#观察一致性为
%#<100

#机遇一致性为

%#<$1$

#

0(

99

(

值为
%#!$!%

'见表
!

'

表
!

!!

丝状真菌标本鉴定结果正确性比较(

+

$

^

%)

菌种
.)T-4=365=.7

鉴定正确

形态学方法

鉴定正确

烟曲霉菌
&%

$

!%%#%%

&

$&

$

1%#%%

&

黄曲霉菌
"<

$

!%%#%%

&

0

$

'%#99

&

黑曲霉菌
!

$

"&#%%

&

'

$

9&#%%

&

米曲霉菌
%

$

%#%%

&

%

$

%#%%

&

)C

O

BH

E

?IIMCIB@DMIMC %

$

%#%%

&

%

$

%#%%

&

绳状青霉菌
%

$

%#%%

&

%

$

%#%%

&

合计
99

$

1"#90

&

&<

$

<9#$9

&

/#1

!

丝状真菌鉴定方法比较
!

分离自临床的丝状真菌鉴定方

法主要包括形态学方法鉴定-

.)T-4=365=.7

与
8UV

测序

技术#对每种方法的优劣进行比较#得出结论!

.)T-4=365=

.7

技术需要特殊仪器#所需时间少#可自动判读结果#操作方

法简单#对检测人员技术水平要求低#单次检测成本相对较低%

形态学方法鉴定不需要特殊仪器#所需时间较少#需人工判读

结果#操作方法复杂#对检测人员技术水平要求高#单次检测成

本最低%

8UV

测序需要特殊仪器#所需时间长#需人工判读结

果#操作方法较复杂#对检测人员技术水平要求较高#单次检测

成本高'

'

!

讨
!!

论

!!

.)T-4=365=.7

技术原理是样品与基质形成共结晶状

体后#使用一定强度的激光照射使基质与样品之间发生电荷转

移#样品分子电离后在电场作用下通过飞行管道#飞行时间决

定了离子的质量电荷比'测得的多肽或蛋白质按相对分子质

量排列形成特异的蛋白质峰图#通过与蛋白质指纹图谱比对获

得微生物的鉴定结果'目前#

.)T-4=365=.7

技术不仅可应

用于微生物的检测#还可用于对阳性血培养的检测#未来也可

用于流行病学-耐药性与临床标本的直接检测*

$

+

'

.)T-4=

365=.7

技术的微生物检测主要用于细菌与酵母菌#丝状真菌

由于其结构复杂#需对标本进行前处理-提取蛋白后才能进行

鉴定'本研究采用
.)T-4=365=.7

技术对分离自临床的
0'

株非重复分离株进行检测#并与传统形态学方法鉴定结果进行

比对#评价
.)T-4=365=.7

技术在丝状真菌鉴定中的应用价

值#同时获得
.)T-4=365=.7

鉴定丝状真菌培养条件与菌株

前处理的经验'

!!

由于西安交通大学第一附属医院地处西北#每年冬季分离

自临床的丝状真菌相对较多#且绝大多数为呼吸道标本#本研

究从
"%!&

年
'

月至
"%!9

年
!

月共收集非重复的曲霉菌
0"

株#青霉菌
!

株'其中烟曲霉菌达到
<%#"$̂

#黄曲霉菌为

'!#''̂

'

<0

株分离自痰液标本#

!!

株分离自支气管灌洗液#

提示丝状真菌感染以曲霉菌为主#并多引起呼吸道感染'

!!

有学者采用
.)T-4=365=.7

技术对丝状真菌进行鉴定#

其中
0&#<̂

的菌株得到正确鉴定#形态学方法检测则仅有

<!#&̂

的菌株能够正确鉴定到种#提示
.)T-4=365=.7

技术

在丝状真菌鉴定方面优于形态学方法*

&

+

'本研究对所有菌株

进行
8UV

测序鉴定#获得菌种分类#并采用
.)T-4=365=.7

技术进行鉴定#同时回顾形态学方法鉴定结果#均与
8UV

测序

鉴定结果进行比对'

.)T-4=365=.7

技术正确鉴定
99

株

$

1"#90̂

&#形态学方法仅为
&<

株$

<9#$9̂

&'采用
0(

99

(

值

一致性评价方法#结果表明两者一致性较差$

0(

99

(:%#!$!

%

&#提示
.)T-4=365=.7

技术在丝状真菌鉴定正确性方面优

于形态学方法'

!!

有学者利用
.)T-4=365=.7

技术检测
$$

株曲霉菌#成

功鉴定
'<

株$

0!#0̂

&'若仅计算数据库中所包含菌株#则

!%%̂

曲霉菌可被准确鉴定*
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步开展脑局部
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