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用于临床微生物检验中常见菌鉴定的应用探讨"
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摘
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通过比较两种微生物鉴定系统基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱!
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#评价
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在临床常规分离微生物中的应用价值(方法
!

对比
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和
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系统的菌种数据库#筛选出
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菌库中新增菌种#统计该院自
$"#*

年
*

月
@4NU=+LR>@V

投入使用起至
$"#!

年
#$

月新增菌种被检出的菌株及频次#以及高置信度鉴定临床常见

致病菌的检出频次(结果
!
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较
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菌库中新增
$"*

种菌株#在
$"#*

年
*

月至

$"#!

年
#$

月临床微生物检验中共检出
$"!

次#且
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系统高置信度鉴定
2

种临床常见致病菌共

$'!

例(结论
!
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菌种数据库更大)准确度高#更能满足临床微生物检验的需求#适于更广泛地

投入到临床微生物鉴定的应用中(

关键词!基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱*

!

微生物鉴定*

!

分离鉴定

!"#

(

#"%()!)

*

.

%/001%#!,(+2#("%$"#'%"*%""!

中图法分类号!

3+((#

*

322!%*

文章编号!

#!,(+2#("

!

$"#'

$

"*+"*(2+"2

文献标识码!

4

>

@@

2153:16467F>K!#LQ"WF,76.1?04:17153:16467568864D35:0.131452141532815.6D1626

<

1532:0;:

"

.*"/03%(%

#

.*94)D'2

C

2

#

@*P/)D%

;

6,

8

#

+#"9)6,

#

!

!6

;

&<=>6,='

?

@(%,%A&(3&B'<&='<

C

#

.2,

C

%K6E%A&(@'((6

8

6

#

.2,

C

%

#

02%ID'2*!("""

#

@D%,&

$

>D;:.35:

%

"D

E

05:1/0

!

LC;Z5:A57;7G;5

XX

:/957/C1Z5:A;C8@4NU=+LR>@V0

I

07;F/19:/1/95:6CA7/1;0;

X

5+

657/C1F/96CC6

<

51/0FH

I

9CF

X

56/1

<

7EC_/1J0C8F/96CC6

<

51/0F/J;17/8/957/C10

I

07;F @4NU=+LR> @V51J

O/7;_$?CF

X

597%F0:96?;

!

LG;H597;6/5:0

X

;9/;0J575H50;C8@4NU=+LR>@V0

I

07;F51J7G;O/7;_$?CF+

X

5970

I

07;FE;6;9CF

X

56;J

#

7G;1;E0765/1086CF@4NU=+LR>@V:/H656

I

E;6;096;;1;JCA7

#

51J7G;1AFH;6

51J86;

[

A;19

I

C81;E0765/10J;7;97;J86CF @5

I

$"#*EG;1@4NU=+LR> @VE50

X

A7/1A0;7CU;9;FH;6

$"#!

#

51J7G;86;

[

A;19

I

C8J;7;97/C1C89CFFC1

X

57GC

<

;1/9H597;6/5E/7GG/

<

G9C18/J;19;E;6;9CA17;J%G0;-2:;

!

LG;6;E;6;$"*FC6;1;E0765/10/17G;@4NU=+LR>@V:/H656

I

#

9CF

X

56;JE/7GO/7;_$?CF

X

597%>6CF

@5

I

$"#*7CU;9;FH;6$"#!

#

$"!7/F;0E;6;J;7;97;J/19:/1/95:F/96CH/C:C

<

/95:;̂5F/157/C1

#

51J$'!950;0/82

_/1J0C89:/1/95:9CFFC1

X

57GC

<

;1/9H597;6/5E;6;/J;17/8/;JH

I

@4NU=+LR> @V0

I

07;F E/7GG/

<

G9C18/+

J;19;%A6452-;164

!

@4NU=+LR>@V0765/1J575H50;/0FC6;599A657;51J:56

<

;

#

EG/9G951F;;77G;1;;J0C8

9:/1/95:F/96CH/C:C

<

/95:;̂5F/157/C1

#

51J/00A/75H:;8C6E/J;65

XX

:/957/C1/19:/1/95:F/96CH/5:/J;17/8/957/C1%

H0

=

I6.?;

%

@4NU=+LR>@V

*

!

F/96CC6

<

51/0F/J;17/8/957/C1

*

!

/0C:57;JF/96CC6

<

51/0F0

!!

对临床致病细菌进行快速且准确的鉴定和诊断

并监测其流行情况!及时向临床提供治疗方案和控制

感染!是临床微生物检验的首要任务#目前病原菌鉴

定方法大致可以分为两个大类(表型鉴定法和基因型

鉴定法!前者作为微生物鉴定的传统手段目前应用较

为广泛#传统微生物鉴定方法主要是建立在形态学"

生态学"细胞生理学和生物化学水平上!临床以应用
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全自动微生物分析系统&简称
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'最为常见!但
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X
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存在操作

相对繁琐和检测周期长等缺陷$

#

%

#而基因型鉴定法

通过分子生物学方法将细菌的检测与鉴定引入核酸

和蛋白质等大分子水平!具有重大意义!但同样有检

测时间长"成本高"检测效率不高等缺点#

基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱&
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'是近年来迅速发展壮大起来的一种新型软

电离质谱技术!用于分析非挥发性生物大分子!目前在

各个领域应用广泛#尤其在菌株鉴定方面!与
O/7;_$
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相比较!
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盖较广"准确度高"高通量"易于操作和重复性好等优

点#遵义医学院附属医院临床微生物实验室于
$"#*

年

引入
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全自动快速微生物质谱检测系

统&法国梅里埃'#本文通过比对
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和
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系统的菌种库!筛选出
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菌库中新增的菌种!并统计临床微生物检验中临

床样本自
$"#*

年
*

月
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投入使用起

至
$"#!

年
#$

月新增菌种被检测出的频次及
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快速鉴定临床常见菌的种类及数量!探讨
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在常见菌鉴定方面的临床应用价

值!现报道如下#

$

!

资料与方法

$%$

!

一般资料
!

本研究所有样本均来自遵义医学院

附属医院临床微生物实验室自
$"#*

年
*

月至
$"#!

年

#$

月临床分离菌株应用
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的检测结果!

其中同一患者重复分离出同一菌株不重复计入#

$%%

!

仪器与试剂
!
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&法国生物梅里

埃'!
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&

O$%"

'及
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系

统&

O,%"#

'菌种对照库!检测靶板!基质液为
'

+

氰基
+

2+

羟基肉桂酸&

?D?4

'#

$%&

!

方法
!

按照-全国临床检验操作规程.要求进行

菌株的分离培养!分别采用
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和
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系统对临床常规分离菌株进行鉴

定#比对
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和
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系统

的菌种库!筛选出
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菌种数据库较
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菌种数据库新增的菌种!统计遵义医

学院附属医院临床微生物实验室自
$"#*

年
*

月
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投入使用起至
$"#!

年
#$

月该新增菌种中

被检出的菌株及频次!以及高置信度鉴定临床常见致病

菌的检出频次!剔除同一患者重复分离的菌株#

%

!

结
!!

果

%%$

!

新增菌种
!
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菌种对照库相对
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系统菌种对照库共新增了
$"*

种菌

种!其中同属新增数量超过
*

种的菌株包括乳杆菌

属"酵母菌属"分枝杆菌属"青霉菌属"放线菌属"曲霉

菌属"双歧杆菌属"梭菌属"单胞菌属"葡萄球菌属"镰

刀菌属!见表
#

#

表
#

!!

菌种对照库新增数量较多菌种

菌种 数量&

,

'

乳杆菌属
$#

酵母菌属
#'

分枝杆菌属
##

青霉菌属
#"

放线菌属
*

曲霉菌属
'

双歧杆菌属
*

梭菌属
!

续表
#

!!

菌种对照库新增数量较多菌种

菌种 数量&

,

'

单胞菌属
,

葡萄球菌属
*

镰刀菌属
*

合计
#"#

%%%

!

新增菌种检出频次
!

$"#*

年
*

月至
$"#!

年
#$

月的临床分离菌株中新增菌种共检出
$"!

次!包括革

兰阴性菌
,'

次!革兰阳性菌
##2

次!真菌类
)

次!分

枝杆菌
*

次#见表
$

#

表
$

!!

新增菌种检出频次

菌种 菌株 频次&

,

'

革兰阴性 微黄奈瑟菌"

#(

沃克曼柠檬酸杆菌
($

生痰二氧化碳嗜纤维菌
(

变形肥杆菌
$

埃氏拟杆菌
*

维龙假单胞菌
2

豪泽变形杆菌
#

革兰阳性 短稳杆菌"

#(

惰性乳杆菌
*

卷曲乳杆菌
*

布氏乳杆菌
'

德氏乳杆菌
(

混淆魏斯氏菌
$

多毛棒状杆菌
#*

苏黎世放线菌
(

龋齿放线菌
$

龋齿罗斯菌
(

丙酮丁醇梭菌
#

真菌 霍尔姆假丝酵母菌"

(

诺维吉假丝酵母菌
$

弯曲隐球菌"

(

土生隐球菌
#

分枝杆菌 堪萨斯分枝杆菌"

(

耻垢分枝杆菌
$

合计
$"!

!!

注(

"表示致病菌或条件致病菌

%%&

!

较高的鉴定置信度
!
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对来自

临床常见致病菌中奈瑟菌"沙门菌"肺炎链球菌"单增

李斯特菌等的鉴定优于传统鉴定方法$

$

%

!鉴定率可达

到
))S

以上#遵义医学院附属医院临床微生物实验

室
$"#*

年
*

月至
$"#!

年
#$

月使用
@4NU=+LR>

@V

鉴定以上致病菌的频次为肺炎链球菌
#*2

次!沙

门菌群
!*

次!淋病奈瑟菌
2!

次!单增李斯特菌
$#

次!共
$'!

次#见表
(

#

)

*(*

)

国际检验医学杂志
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年
(

月第
()

卷第
*

期
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表
(

!!

2

种鉴定置信度达
))S

以上的常见致病菌

菌种 标本来源 数量&

,

' 检测置信度均值&

S

'

肺炎链球菌 痰液
#*2 ))%)

沙门菌群 粪便
!* ))%'

淋病奈瑟菌 尿道分泌物
2! ))%)

单增李斯特菌 粪便"静脉血
$# ))%)

&

!

讨
!!

论

!!

目前
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全自动微生物分析系统在

临床微生物实验室应用广泛!主要用于临床病原微生

物标本的检测及药敏鉴定#但
O/7;_$?CF

X

597

全自

动微生物分析系统存在菌种对照菌库不全"一次性可

检测的标本数量少等缺点$

(

%

+检测标本时需调配固定

浓度菌液&

"%*

麦氏单位'!若有菌落较小或难以挑取

的标本!如淋病奈瑟菌"肺炎链球菌等!则会增加菌液

配制的难度和时间!从而影响结果发出#现今临床微

生物实验室日均标本接收量不断增长!菌种鉴定需求

扩大!应用
O/7;_$?CF

X

597

全自动微生物分析仪检

测到未知菌种!或遇到菌落不纯"生化反应结果不符

等问题时!则需对鉴定的结果进行复查!加大了操作

人员工作量!更重要的是延长了报告发出时间#

@4NU=+LR>@V

是利用激光照射标本!使待检

标本与基质液
?D?4

形成共结晶薄膜&基质*标本结

晶'!基质从激光中吸收能量使标本解吸!标本分子发

生电离+形成的离子在仪器的电场作用下加速飞过飞

行通道!离子的质荷比与飞行时间呈正比!通过计算

到达检测器的飞行时间而测出质荷比!再通过专用软

件分析比较!与数据库中的肽指纹图谱进行比对!从

而得出所需的鉴定结果$

2

%

#而在疾病诊断与发生"发

展的研究中!

@4NU=+LR>@V

在生物标志物的发掘

和鉴定$

*

%

"病原微生物的鉴定和分型$

!

%

"靶蛋白的组

织定位$

,

%等方面都有了初步研究结果#

与
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不同!
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全

自动微生物分析仪是通过传统的细菌生化反应得出

鉴定结果!检测前需要调配固定浓度的较纯菌液!操

作因人而异!鉴定卡耗材较多且同步还需进行致病菌

毒力实验等辅助分析方法进行鉴定#而
@4NU=+

LR>@V

鉴定一个标本平均耗时较短!一次性可对

#)$

个标本进行检测!操作简单&检测时可将标本直接

涂抹于靶点上!与基质液进行反应'"只需要单个菌落

标本就可以进行检测#对引起大叶性肺炎"淋病"食

物中毒"败血症等疾病的肺炎链球菌"奈瑟菌"沙门

菌"单增李斯特菌等临床常见致病菌的鉴定置信度可

达到
))%'S

以上!真正达到了快捷"高通量和高精准

的检测要求#更重要的是!
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现有菌

种对照库相对
O/7;_$?CF

X

597

系统菌种对照库新增

了
$"*

种菌株!包括许多不常见的非致病菌"条件致

病菌及致病菌!而这类微生物在
O/7;_$?CF

X

597

系

统菌种数据库中无法查到!若临床标本中含有此类细

菌则不能得到准确的鉴定结果!从而影响报告的发出

和精准的抗感染治疗#根据
@4NU=+LR> @V

检测

出的
$"!

例新增菌种分析!发现其中微黄奈瑟菌"短

稳杆菌等为条件致病菌!短稳杆菌主要来源于患者的

痰液标本!容易在老人或小孩免疫力低下时发生感染

导致急性炎症+而堪萨斯分枝杆菌是毒力最强的非结

核分枝杆菌!是肺部非结核分枝杆菌感染的最常见病

原菌#本次统计新增菌种中条件致病菌的检出率为

#,%"S

!因此!应用
@4NU=+LR> @V

能够对其进行

准确鉴定十分关键#目前!

@4NU=+LR> @V

菌种对

照库正在不断更新扩大!对检测更多的新增菌种带来

的方便也是传统检测方法无法达到的#周宋元等$

'

%

在研究中发现对于非发酵菌
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鉴定

结果与
#!V63P4

序列分析符合率高!可以提高临床

对少见非发酵菌鉴定的准确率#
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在对非肠杆菌科革兰阴性杆菌"葡

萄球菌"链球菌"肠球菌及芽孢杆菌的鉴定均超过
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!表现出优异的鉴定水平#这一点也

得到了王冰等$

#"

%的证实#另外统计期间内对于临床

常见致病菌中奈瑟菌"沙门菌"肺炎链球菌"单增李斯

特菌等共
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例临床样本的鉴定置信度均值均达到
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以上!进一步说明
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对临床常

见致 病 菌的 鉴定 优于传 统鉴 定方 法#近 年 来!
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%应用
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直接从阳性血培养鉴定!大大缩短

了鉴定菌血症*败血症病原菌的时间#

综上所述!
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具有菌种对照库大!

鉴定准确度高!标本检测通量高等优点!与
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相比更能满足临床微生物检验诊断的需求!

极大地提高了微生物鉴定和感染性疾病的诊断水平#

随着
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菌种数据库的不断更新扩大!
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更适于广泛地投入到临床微生物鉴

定应用中#
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