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联合分离胶法快速

鉴定阳性血培养标本的初步研究"

钱扬会!李艳君!丁毅伟!赵强元
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要"目的
!

运用基质辅助激光解析电离飞行时间质谱"
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$联合分离胶法快速鉴定血培

养阳性标本!探讨快速鉴定法的符合率%方法
!

运用分离胶法提取阳性血培养瓶中富集的菌落!应用
83<=4$

5CQ$8e

对经前处理的血培养阳性标本进行直接鉴定!鉴定结果与传统的
Y45[]$*91!

)

@/G

全自动细菌分析

仪鉴定结果进行比较!若有不符!以
';e0#23

序列分析结果作为金标准%结果
!

在实验的
*--

株阳性血培养

标本中!革兰阳性菌的鉴定符合率达
.&+(̀

#革兰阴性菌鉴定符合率达
:(+.̀

#真菌的鉴定符合率达
*-+-̀

%

由此可见!革兰阴性菌的鉴定符合率高于革兰阳性菌!二者鉴定符合率均远高于真菌%两种及两种以上细菌混

合感染的阳性标本直接鉴定还存在一定困难!其直接鉴定方式还需进一步探讨%应用两种鉴定方法得出不同

结果的
'*

株阳性标本!

';e0#23

序列分析结果均与
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全自动细菌分析仪鉴定结果一致%结

论
!

83<=4$5CQ$8e

联合分离胶促凝管直接检测血培养阳性标本!对血流感染中主要病原菌的鉴定符合率较

高!且迅速简便!此方法可将细菌更快地鉴定到种属!使临床能够进行早期治疗!有效控制菌血症的病死率和院

内感染%
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基质辅助激光解析电离飞行时间质谱$

83<=4$

5CQ$8e

&是近年来发展起来的一种新型的软电离生

物质谱#应用于临床微生物的病原微生物鉴定'

83<=4$5CQ$8e

近期的发展主要在提高分辨率#改

善灵敏度#扩大应用范围及鉴定标志物等方面#包括

建立标准化的前处理程序和详尽全面的数据库#以及

优化分析软件'

近年来#随着创伤性诊疗技术的广泛开展及广谱

抗菌药物*激素的广泛应用#血流感染的发病率有逐

年增高趋势#而血培养被公认为是诊断败血症*菌血

症的金标准'目前本院血培养的三级报告的流程如

下!将阳性报警的标本转种并涂片进行革兰染色以确

定细菌类别#立即报告原始标本直接涂片所见阳性结

果#发出一级报告%

*%I

后测量抑菌环直径#根据
]$7

法的判定折点#口头报告直接药敏实验结果#并将分

离出的单个细菌进行鉴定和药敏#发出二级报告%

%:

I

后#报告细菌最终鉴定结果和纯菌药敏结果#发出最

终报告$三级报告&'由此可见#血培养从阳性报警开

始到最终的鉴定药敏结果至少需要
%:I

#周期长#诊

断及治疗相对滞后'如果能够从临床标本中直接检

测细菌#突破细菌培养阳性率低*培养时间长的瓶颈#

为细菌感染性疾病的诊疗提供更快*更准确的病原学

依据#将对临床及时控制细菌感染性疾病起到更大的

作用'国内外学者已尝试将质谱技术应用于临床标

本的直接检测#并取得了显著的进展'另外#

83<=4$

5CQ$8e

还大大缩短了细菌鉴定的时间#而且其成本

也较常规鉴定方法低(

'$*

)

'本研究收集了本院
*--

例

血培养阳性标本#运用
83<=4$5CQ$8e

联合分离胶

法进行快速鉴定#并与传统培养鉴定方法比较#探讨

该方法的临床实际应用价值#现报道如下'

$

!

材料与方法

$+$

!

标本
!

所有菌株均为本院
*-':

年
;E.

月由临

床血培养阳性标本分离出#共计
*--

例'其中#革兰

阳性菌
::

例#革兰阴性菌
:%

例#真菌
:

例#混合菌

*-

例'

$+/

!

方法

$+/+$

!

细菌分离及快速鉴定
!

采用
83<=4$5CQ$

8e

联合分离胶快速鉴定法#具体步骤如下!抽取阳性

血培养标本
,!<

转移至
42e[639]

1

e5.%-9̂

型

真空采血管内#混匀#室温下以
,---0

"

!"B

转速离心

'-!"B

#弃上清液'由于该真空采血管中有分离胶和

促凝剂#离心后#血培养阳性标本中大部分杂质和血

细胞被分离至分离胶下层#细菌则被富集在分离胶表

面'用经过高压处理后的无菌棉签挑取上述分离胶

表面的菌体富集物#加入至
.(̀

乙醇溶液
'+-!<

重

悬#混匀后
*-:'.X

H

离心
*!"B

#取沉淀#点样沉淀
'

#

<

至
&;

孔金属靶板#室温干燥后#

&;

孔金属靶板点

样甲酸水溶液
'

#

<

以裂解细菌菌体#待干燥后点样

乙腈
'

#

<

用以萃取菌体蛋白#进样至
83<=4$5CQ$

8e

系统中进行细菌菌种分析'实验过程按,全国临

床检验操作规程-严格执行'参数设置!线性#正离

子#蛋白峰谱范围
*---

"

*----!

"

T

#激光解析每孔

至少
*%-

次'应用
83<=47"1G

P)

?0,

鉴定分析软件

显示前
'-

位鉴定结果'单菌株血流感染记录质谱评

分第一位的细菌菌种'复数菌血流感染时#镜检发现

存在不同种细菌感染#例如革兰阴性菌混合革兰阳性

菌感染时#分别在革兰阴性菌和革兰阳性菌库中分析

质谱图#记录排名首位且质谱评分大于
'+.

分的鉴定

结果%镜检存在同属的复数菌时#在相应的革兰阴性

菌或革兰阳性菌库中分析#记录首位和第
*

位且质谱

评分大于
'+.

分的鉴定结果'

$+/+/

!

细菌分离及传统鉴定
!

细菌的分离提纯标本

分别接种于血琼脂*麦康凯平板培养基中#置于含有

(̀ 9C

*

的
,(\

孵箱中孵育
*%I

后#挑取培养基上

生长的菌落制备成细菌悬液上机鉴定'细菌鉴定使

用法国生物梅里埃公司
Y45[]$*91!

)

@/G

全自动细

菌鉴定及药敏分析仪及配套鉴定和药敏卡'所有菌

株的分离培养严格按照,全国临床检验操作规程-

进行'

$+/+'

!

质控菌株
!

采用金黄色葡萄球菌
3599

*(&*,

%大肠埃希菌
3599*(&**

%克柔假丝酵母菌

3599;*(:

'

/

!

结
!!

果

/+$

!

单种细菌感染鉴定结果
!

血培养阳性标本分别

应用分离胶联合
83<=4$5CQ$8e

法与
Y45[]$*

91!

)

@/G

全自动细菌鉴定与药敏分析仪比较鉴定结

果#当两种方法结果不一致时#应用
';e0#23

序列分

析结果作为金标准'将鉴定到菌种的菌株数与菌株

总数的比值作为细菌鉴定的符合率'在
:%

株革兰阴

性菌中#正确鉴定
.*

株#正确鉴定的菌株质谱评分均

在
'+.

分以上#有
'*

株革兰阴性菌未鉴定出或鉴定

错误'经计算革兰阴性菌快速鉴定法符合率为

:(+.̀

#见表
'

'

表
'

!!

革兰阴性菌快速鉴定法符合率

菌名 菌株数$

)

& 总株数$

)

& 符合率$

`

&

大肠埃希菌
,- ,- '--+--

肺炎克雷伯菌
*; *: &*+:;

不动杆菌属
* % (-+--

产酸克雷伯菌
% % '--+--

克氏库克菌
* * '--+--

黏质沙雷菌
* * '--+--

阴沟肠杆菌
* * '--+--

少动鞘氨醇单胞菌
* * '--+--

铜绿假单胞菌
* * '--+--

唐菖蒲伯克霍尔德菌
- * -+--

嗜麦芽窄食单胞菌
- * -+--

布鲁氏菌
- * -+--

克氏柠檬酸杆菌
- * -+--

合计
.* :% :(+.-

/+/

!

革兰阳性菌的快速鉴定法符合率
!

在
::

株革

+

.&''

+
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年
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卷第
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期
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兰阳性菌中#正确鉴定
.-

株#正确鉴定的菌株质谱评

分均在
'+.

分以上#有
':

株革兰阳性菌未鉴定出或

鉴定错误'经计算革兰阳性菌快速鉴定法诊断率为

.&+(̀

'见表
*

'

表
*

!!

革兰阳性菌的快速鉴定法符合率

菌名 菌株数$

)

& 总株数$

)

& 符合率$

`

&

金黄色葡萄球菌
% % '--+-

头葡萄球菌
'% '% '--+-

表葡萄球菌
'- '- '--+-

溶血葡萄球菌
; ; '--+-

人葡萄球菌
': ': '--+-

屎肠球菌
: : '--+-

粪肠球菌
% % '--+-

科氏葡萄球菌解脲亚种
* * '--+-

沃氏葡萄球菌
* * '--+-

路登葡萄球菌
* * '--+-

非发酵棒状杆菌
- * -+-

球形赖氨酸杆菌
- * -+-

佩滕科费尔葡萄球菌
- * -+-

无枝菌酸棒杆菌
- % -+-

中间链球菌
- * -+-

藤黄微球菌
- ; -+-

合计
.- :: .&+(

/+'

!

真菌的快速鉴定法符合率
!

在
'-

株真菌标本

中#仅正确鉴定出
*

株#其他
:

株真菌标本检测不出#

质谱评分在
'+.

分之下#真菌的快速鉴定法符合率为

*-+-̀

'见表
,

'

表
,

!!

真菌的快速鉴定法符合率

菌名 菌株数$

)

& 总株数$

)

& 符合率$

`

&

白色假丝酵母菌
* % (-+-

热带假丝酵母菌
- % -+-

克柔假丝酵母菌
- * -+-

合计
* '- *-+-

/+1

!

两种及两种以上混合菌感染鉴定结果
!

对于混

合菌感染的标本#本研究做了
'-

例实验#将混合感染

的血培养阳性标本直接应用分离胶联合
83<=4$

5CQ$8e

快速法进行鉴定#鉴定结果见表
%

'

/+2

!

两种鉴定方法的一致性
!

应用两种鉴定方法得

出不同结果的
'*

株阳性标本#

';e0#23

序列分析结

果均与
Y45[]$*91!

)

@/G

全自动细菌分析仪鉴定结

果一致'

表
%

!!

混合菌快速鉴定法符合率

革兰染色
Y45[]$*91!

)

@/G

阴性菌库 阳性菌库

革兰阴性杆菌混合革兰阳性球菌 少动鞘氨醇单胞菌表皮葡萄球菌 均未测出 均未测出

铜绿假单胞菌%粪肠球菌 均未测出 均未测出

黏质沙雷菌%表皮葡萄球菌 均未测出 均未测出

弗氏柠檬酸杆菌%屎肠球菌 弗氏柠檬酸杆菌 屎肠球菌

大肠埃希菌%屎肠球菌 均未测出 屎肠球菌

铜绿假单胞菌%金黄色葡萄球菌 均未测出 金黄色葡萄球菌

两种革兰阴性杆菌混合 大肠埃希菌%奇异变形杆菌 均未测出
E

两种革兰阳性球菌混合 人葡萄球菌%溶血性葡萄球菌
E

均未测出

!!

注!

E

表示未检测

'

!

讨
!!

论

!!

近年来由于静脉导管留置*机械通气*肠外给药

等侵入性设备及治疗的广泛应用#免疫抑制剂及大量

抗菌药物的滥用#血流感染的发病率逐年上升'因此

快速鉴定血流感染细菌菌种#指导临床用药刻不容

缓'传统的微生物鉴定流程通常是将血培养标本转

种于培养基中#经
':

"

*%I

后#获得单个菌落#再应用

类如
Y45[]$*91!

)

@/G

全自动微生物分析仪及其配

套的革兰阴性菌"革兰阳性菌鉴定卡进行鉴定和药敏

实验#需
*

"

,N

才能得到结果'对生长缓慢的微生物

还需额外时间#或应用
69#

测序等分子鉴定手段'

近年来#有不少的研究应用
83<=4$5CQ$8e

直接鉴

定临床微生物标本#取得明显进展的是从血培养阳性

标本中直接鉴定细菌和酵母样真菌(

,

)

'

83<=4$

5CQ$8e

仪器主要由基质辅助激光解吸离子源

$

83<=4

&和飞行时间质量检测器$

5CQ

&两部分组

成'

83<=4

的原理是用一定强度的激光照射标本与

基质形成的共结晶薄膜#基质从激光中吸收能量而汽

化#并迅速降解#使标本分解吸附#基质和标本之间发

生电荷转移从而使标本分子发生电离%

5CQ

的原理是

带有电荷的标本分子在电场作用下加速飞过飞行管

道#因为离子的质荷比与离子的飞行时间呈正比#所

以不同质量的离子因达到检测器的飞行时间不同而

被检测#以离子峰为纵坐标*离子质荷比为横坐标形

成特征性的质量图谱'将不同种属微生物经
83<$

=4$5CQ

分析所形成的质量图谱与数据库中的参考图

谱进行比较#从而实现对目标微生物或菌株的区分和

鉴定'有文献研究表明#有效的抗菌药物治疗每延迟

'I

#感染性休克患者出现低血压后的存活率平均下降

.+;̀

(

%

)

'因此本文通过应用分离胶法联合
83<=4$

5CQ$8e

直接鉴定血培养阳性标本这一快速法指导

临床更早用药#对于控制菌血症十分有效'

由于血培养瓶中干扰因素较多#多项研究均对阳

性血培养瓶内的培养液进入质谱分析前的预处理流

程进行了探索#从而为后续质谱鉴定提供高纯度和高

含量的菌体蛋白'目前预处理方式有如下几种!$

'

&

+

:&''

+
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试剂盒法(

(

)

'运用德国
70OW?0=@LG1B"W

公司厂商推

荐的
e?

)

A"G

P)

?0

配套试剂盒或
8e]

试剂盒#但是其

成本较高#随阳性血培养标本量的剧增#将其应用到

临床不切实际'$

*

&将阳性血培养进行短时间$

'

"

%

I

&的固相培养(

;

)

'成本支出较低#但鉴定时长相对延

后#未达到快速鉴定的目的'$

,

&其他方法如细胞溶

解过滤方法*实验室内部方法优化#操作都较繁

琐(

.$:

)

'本研究采用的分离胶促凝管预处理方法#与

以上几种预处理方法相比#存在以下优点和缺点'优

点!$

'

&成本较低*实用性强#只需要真空采血管和低

速离心机'$

*

&检测快速#周转时间短#使用离心富菌

方式从血培养瓶中提取病原菌需
'(

分钟"标本$

e?

)

$

A"G

P)

?0W"G

法
%-

分钟"标本%

8e]

试剂盒法
,-

分钟"

标本&#成批处理标本时节约时间'$

,

&安全性能高#

没有过多的转移*洗涤等工序#不容易引起气溶胶等

生物安全风险'$

%

&应用质谱的鉴定方式可鉴定范围

广#质谱数据库中储存了超过
**--

种微生物的特征

指纹图谱'缺点是纯度不佳'

根据原国家卫生部全国细菌耐药监测网
*-''E

*-'*

年血流感染细菌耐药监测报告显示#我国主要城

市三级甲等医院血流感染病原菌最常见细菌依次为

大肠埃希菌$

*,+-̀

&*凝固酶阴性葡萄球菌$

'*+,̀

&*

金黄色葡萄球菌$

''+%̀

&*肺炎克雷伯菌$

''+,̀

&*肠

球菌属$

'-+*̀

&*铜绿假单胞菌$

.+*̀

&及鲍曼不动杆

菌$

;+(̀

&

(

&

)

'根据本实验研究结果可知#所统计
':-

例单菌株血流感染标本中#分离率较高的细菌依次为凝

固酶阴性葡萄球菌$

*;+;̀

&*大肠埃希菌$

';+.̀

&*肺

炎克雷伯菌$

'%+%̀

&*肠球菌属$

;+.̀

&*金黄色葡萄球

菌$

*+*̀

&*铜绿假单胞菌$

'+'̀

&及鲍曼不动杆菌

$

'+'̀

&#上述细菌构成血流感染的主要细菌种类'

本院
*-':

年
;E.

月所分离的病原菌种类与全国耐

药监测网所报道的存在一定差异#但从鉴定结果来

看#分离胶促凝管联合
83<=4$5CQ$8e

法对于鉴定

血流感染的主要细菌鉴定符合率较高'革兰阳性菌

的鉴定符合率达
.&+(̀

%革兰阴性菌鉴定符合率达

:(+.̀

#革兰阴性菌鉴定符合率略高于革兰阳性菌#

但是对于酵母样真菌的鉴定符合率较低#仅有

*-+-̀

#为此#对于酵母样真菌感染标本的前处理方

式上#还需要进行探索和改进'对于混合菌感染标

本#分离胶促凝管联合
83<=4$5CQ$8e

法直接鉴定

符合率也较低#分析导致这种结果的原因可能有!$

'

&

质谱峰的同源性使两种细菌互相影响#当两种混合菌

感染同为革兰阴性杆菌或革兰阳性球菌时#均检测不

出%$

*

&

%

例革兰阴性杆菌混合革兰阳性球菌感染的标

本之中#革兰阳性球菌均被检测出#且质谱评分在
*+-

分以上'涂片镜检血培养标本#发现革兰阳性球菌菌

量显著大于革兰阴性杆菌#因此本研究中
%

例革兰阴

性杆菌混合革兰阳性球菌#革兰阳性球菌更容易被鉴

定出来'当然#应用分离胶促凝管联合
83<=4$

5CQ$8e

法直接鉴定混合菌感染的阳性标本#方法还

不够成熟#还需进一步实验和研究'

综上所述#分离胶促凝管联合
83<=4$5CQ$8e

鉴定符合率较高#且方便快速#但与传统常规的转种

培养鉴定方法相比仍然存在不足之处#所以在实际工

作中并不能彻底排除常规的转种培养方法#而应将两

种方法互相配合#在更快指导临床用药的同时给予临

床最可靠的鉴定结果'
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