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

MS)检测肺炎克雷伯菌的蛋白,
探索利用质谱检测肺炎克雷伯菌的耐药性。方法 收集首都医科大学附属北京天坛医院临床分离的具有不同

耐药基因的肺炎克雷伯菌17株及野生型肺炎克雷伯菌11株,使用恒温微流控芯片法和 MALDI-TOF
 

MS分

别进行肺炎克雷伯菌的耐药基因检测及蛋白检测,以获得具有特定耐药基因的特征蛋白指纹图谱。结果 分

析菌株的基因型与蛋白指纹图谱,4
 

518
 

m/z可能与blaKPC 基因型有关,灵敏度和特异度分别为75.00%(8/12)
和100.00%(5/5);6

 

152
 

m/z可能与blaCTX-M-9 基因型有关,灵敏度和特异度分别为70.00%(7/10)和71.43%
(5/7)。

 

结论 应用 MALDI-TOF
 

MS可以对肺炎克雷伯菌的耐药性进行初步探索,未来可以辅助临床微生物

的耐药性检测。
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Abstract:Objective To

 

detect
 

the
 

resistance
 

protein
 

of
 

Klebsiella
 

pneumoniae
 

by
 

matrix-assisted
 

laser
 

de-
sorption/ionization

 

time-of-flight
 

mass
 

spectrometry
 

(MALDI-TOF
 

MS),and
 

to
 

explore
 

the
 

drug
 

resistance
 

of
 

Klebsiella
 

pneumoniae
 

by
 

mass
 

spectrometry.Methods 17
 

strains
 

of
 

Klebsiella
 

pneumoniae
 

and
 

11
 

strains
 

of
 

wild
 

type
 

Klebsiella
 

pneumoniae
 

with
 

different
 

drug
 

resistance
 

genes
 

isolated
 

from
 

Beijing
 

Tiantan
 

Hospital
 

affiliated
 

to
 

Capital
 

Medical
 

University
 

were
 

collected.The
 

microfluidic
 

chip
 

method
 

and
 

MALDI-TOF
 

MS
 

were
 

used
 

to
 

achieve
 

drug
 

resistance
 

gene
 

detection
 

and
 

protein
 

detection
 

of
 

Klebsiella
 

pneumoniae
 

to
 

obtain
 

a
 

characteristic
 

protein
 

fingerprint
 

of
 

a
 

specific
 

drug
 

resistance
 

gene.Results The
 

genotype
 

and
 

protein
 

finger-
print

 

of
 

the
 

strain
 

were
 

analyzed.4
 

518
 

m/z
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

blaKPC genotype.The
 

sensitivity
 

and
 

specific-
ity

 

were
 

75.00%(8/12)
 

and
 

100.00%(5/5),respectively.6
 

152
 

m/z
 

may
 

The
 

sensitivity
 

and
 

specificity
 

were
 

70.00%(7/10)
 

and
 

71.43%(5/7),respectively,associated
 

with
 

the
 

blaCTX-M-9 genotype.Conclusion MALDI-
TOF

 

MS
 

can
 

be
 

used
 

to
 

explore
 

the
 

drug
 

resistance
 

of
 

Klebsiella
 

pneumoniae,and
 

it
 

can
 

assist
 

the
 

detection
 

of
 

antimicrobial
 

sensitivity
 

test
 

of
 

the
 

microorganisms
 

in
 

the
 

future.
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  肺炎克雷伯菌是肠杆菌科常见的致病菌[1],目前

其耐药形势越来越严峻,对各类抗菌药物耐药率在逐

年上升[1-2]。因此,及时、快速地进行肺炎克雷伯菌的

药敏试验对指导临床抗菌药物的使用和控制院内耐
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药菌株的播散均具有重要意义[3]。目前,临床实验室

对肺炎克雷伯菌的耐药性监测仍以纸片扩散法和微

量肉汤稀释法为主。由于其原理是基于微生物的代

谢反应,虽能基本满足临床需求,但是传统的药敏试

验方法耗时较长,阻碍了临床的精准用药[4]。基质辅

助激光解析电离飞行时间质谱
 

(MALDI-TOF
 

MS)
是近年来用于微生物鉴定的有效工具,因具有快速、
简便等优点使其在临床微生物鉴定方面得到广泛应

用[3],其在微生物耐药性监测方面也有了一定的报

道,利用MALDI-TOF
 

MS进行药敏试验可以提前24
 

h完成药敏试验且花费较低[5]。因此,为解决肺炎克

雷伯菌感染的耐药时效性问题,弥补单一方法的片面

性和传统方法人工操作繁琐、耗时长等不足,本实验

利用 MALDI-TOF
 

MS分别对比不同耐药表型及基

因型的肺炎克雷伯菌进行检测,寻找具有特定耐药基

因的特征蛋白的指纹图谱,以达到能够快速对耐药肺

炎克雷伯菌进行药敏实验的目的,本研究针对临床上

最广泛的基因型作为研究对象,对 MALDI-TOF
 

MS
在肺炎克雷伯菌药敏试验的应用方面做出了探索性

研究。
1 材料与方法

1.1 菌株来源 收集2018年3-9月首都医科大学

附属北京天坛医院微生物实验室临床标本分离得到

的肺炎克雷伯菌,其中包含不同耐药机制的肺炎克雷

伯菌17株及野生型肺炎克雷伯菌11株。
1.2 仪器与试剂 VITEK

 

MS
 

(生物梅里埃公司,法
国)、CO2 孵 育 培 养 箱(热 电 公 司,美 国)、Phoenix

 

9240全自动培养系统(碧迪公司,美国),CapitalBio
 

RTisochip-A恒温扩增检测仪(北京博奥生物有限公

司,中国),VITEK
 

MS靶板(生物梅里埃,法国)、
VITEK-MS

 

CHCA基质液(生物梅里埃,法国)、哥伦

比亚血平皿(天津市金章科技发展有限公司,中国)、
一次性接种环(科藩公司,意大利)、QIAGEN

 

DNA
 

Kit试剂盒(凯杰公司,德国)、恒温扩增试剂(北京博

奥生物有限公司,中国)。
1.3 菌株培养和鉴定 将利用纸片法保存的菌种

从-80
 

℃冰箱中取出,倒入营养肉汤,置于35
 

℃孵育

培养箱中恒温培养16~24
 

h后,转种于哥伦比亚血

平皿上,再于35
 

℃孵育培养箱中恒温培养16~24
 

h。
采用SARAMIS

 

RUO模式菌株进行鉴定,确认其为

肺炎克雷伯菌。
1.4 耐药基因检测 采用微流控芯片对细菌的耐药

基因 进 行 检 测,此 项 技 术 基 于 环 介 导 等 温 扩 增

(LAMP)技术进行微生物耐药基因的测定,具体操作

方法为抽取100
 

μL脑脊液细菌培养阳性培养液,置
于1.5

 

mL无菌离心管中,37
 

℃、12
 

000
 

r/min离心5
 

min,弃去上清,提取细菌的核酸。吸取26
 

μL恒温扩

增试剂,加入准备好的200
 

μL离心管中,加入26
 

μL
被检核酸样品,轻摇使其充分混合均匀,离心至管底。

吸取50
 

μL上述配制好的核酸扩增反应体系,加入到

芯片主通道中,待其充满芯片主通道即停止加样,用
封口膜封闭出样口。将加样后的芯片固定在低速离

心机上,以6
 

000
 

r/min离心30
 

s后取下。置于Cap-
italBio

 

RTisochip-A恒温扩增检测仪上进行检测。50
 

min后得到检测结果。如果样本测试没有结果或产

生一个错误,或测试后没有残留DNA,标本在初始测

试24
 

h内 重 新 测 试。测 试 的 基 因 型 包 括 blaKPC,

blaSHV,blaTEM,blaCTX-M-9,ompK35和aadA1[6],其中,
耐药基因的序列采用芯片自身的引物序列完成。
1.5 MALDI-TOF

 

MS检测方法建立 以CHCA基

质液为基准,参数设置:扫描范围200~2
 

000
 

m/z,激
光打点次数100,激光强度32

 

A,以212.03和379.09
 

m/z为基峰建立方法;2
 

000~20
 

000
 

m/z范围以

SARAMIS
 

RUO模式自带鉴定参考方法为准。
1.6 MALDI-TOF

 

MS检测
 

 将全部的17株耐药

肺炎克雷伯菌及11株敏感菌使用一次性接种环分别

涂于靶板上,同时以 ATCC
 

8739大肠埃希菌为质控

菌种,检测点及质控点均加入饱和CHCA基质液1
 

μL,待靶板晾干后应用 MALDI-TOF
 

MS
 

RUO模式

对菌株200~2
 

000
 

m/z范围进行检测。重复上述步

骤,对菌株2
 

000~20
 

000
 

m/z范围进行检测,将Shi-
madzu

 

Biotech
 

MALDI-MS软件上得到的峰图使用

SARAMIS
 

Premium软件进行评分。重复上述检测,
直至SARAMIS

 

Premium软件对所有菌株的峰图评

分得到90%以上,收集得到的峰图数据。
2 结  果

2.1 肺炎克雷伯菌耐药基因结果 17株耐药肺炎克

雷伯菌的基因型微流控芯片检测示意图见图1,检测

基因型见表1。
2.2 MALDI-TOF

 

MS结果 使用Shimadzu
 

Bio-
tech

 

MALDI-MS软件分析11株敏感菌200~2
 

000、
2

 

000~20
 

000
 

m/z的质谱峰图,其中在200~2
 

000
 

m/z范围共筛选出63个峰,2
 

000~20
 

000
 

m/z范围

共筛选出83个峰,合计共146个峰。以±0.05%为

偏差范围,在偏差范围以内视为同一峰,依次分析每

株耐药菌的质谱峰图,弃去同一离子峰,只记录不同

离子峰。记录完成后将敏感菌与耐药菌进行对比,在
200~2

 

000及2
 

000~20
 

000
 

m/z范围区间内筛选出

耐药菌具有的离子峰,同时在敏感菌中不存在的峰,
采用灵敏度进行表征,计算方式:灵敏度=耐药株具

有某离子峰数目/耐药菌的总数目,结果显示,在524
 

m/z,728
 

m/z的区分灵敏度最高,均达到76.47%。
将耐药菌根据不同基因型进行分组比 对,筛 选 出

blaKPC 基因型、blaCTX-M-9 基因型及其他基因型可能存

在的特异峰,采用灵敏度与特异度表征,其中灵敏

度=具备某基因型且具有某离子峰数目/具有某耐药

基因的总数目,特异度=不具备某基因且不具备某离

子峰数目/不具备某耐药基因的总数目),见表2。
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表1  耐药肺炎克雷伯菌基因型

菌种名称 碳青霉烯相关基因 ESBLs相关基因 膜孔蛋白相关基因 氨基糖苷相关基因

肺炎克雷伯菌3 blaKPC blaSHV blaTEM - ompK35 aadA1
肺炎克雷伯菌19 blaKPC blaSHV blaTEM blaCTX-M-9 ompK35 aadA1
肺炎克雷伯菌20 - blaSHV - - ompK35 -
肺炎克雷伯菌23 - blaSHV blaTEM - ompK35 -
肺炎克雷伯菌121 - blaSHV blaTEM blaCTX-M-9 ompK35 aadA1
肺炎克雷伯菌135 - - - - - -
肺炎克雷伯菌173 blaKPC blaSHV blaTEM blaCTX-M-9 ompK35 -
肺炎克雷伯菌175 blaKPC blaSHV blaTEM blaCTX-M-9 ompK35 -
肺炎克雷伯菌181 blaKPC blaSHV blaTEM blaCTX-M-9 ompK35 -
肺炎克雷伯菌195 blaKPC blaSHV blaTEM blaCTX-M-9 ompK35 aadA1
肺炎克雷伯菌209 - blaSHV - - ompK35
肺炎克雷伯菌214 blaKPC blaSHV - - ompK35 aadA1
肺炎克雷伯菌231 blaKPC blaSHV - blaCTX-M-9 ompK35 -
肺炎克雷伯菌234 blaKPC blaSHV blaTEM blaCTX-M-9 ompK35 -
肺炎克雷伯菌238 blaKPC blaSHV - - ompK35 -
肺炎克雷伯菌255 blaKPC blaSHV blaTEM blaCTX-M-9 ompK35 -
肺炎克雷伯菌386 blaKPC blaSHV blaTEM blaCTX-M-9 ompK35 -

  注:-表示未检测出该基因

图1  肺炎克雷伯菌的基因型微流控芯片检测

表2  不同耐药基因型的特异峰

基因型 峰值(m/z) 灵敏度(%) 特异度(%)

blaKPC 367 66.67 80.00

882 83.33 60.00

4
 

518 75.00 100.00

6
 

152 66.67 60.00

6
 

594 66.67 60.00

6
 

840 75.00 60.00
blaCTX-M-9 367 60.00 57.14

898 70.00 57.14

938 60.00 57.14

4
 

518 80.00 85.71

6
 

153 70.00 71.43
blaSHV 728 81.25 100.00

882 75.00 100.00

898 62.50 100.00

938 56.25 100.00

2
 

957 56.25 100.00

4
 

518 56.25 100.00

6
 

152 56.25 100.00

6
 

840 68.75 100.00

ompK35 728 81.25 100.00

882 75.00 100.00

898 62.50 100.00

续表2  不同耐药基因型的特异峰

基因型 峰值(m/z) 灵敏度(%) 特异度(%)

938 56.25 100.00

2
 

957 56.25 100.00

4
 

518 56.25 100.00

6
 

152 56.25 100.00

6
 

840 68.75 100.00
blaTEM 5

 

923 54.55 83.33

6
 

152 63.64 66.67

7
 

430 90.91 50.00

aadA1 4
 

924 60.00 75.00

3 讨  论

  肺炎克雷伯菌是临床肠杆菌科细菌重症感染的

重要细菌之一[7],由于近年来肺炎克雷伯菌的耐药率

逐年增加,从而导致临床治疗遇到困难。耐药基因的

检测可以解决时间长的问题,且可以实施精准用药,
目前检测肺炎克雷伯菌耐药基因的方法主要以多重

PCR为主,操作较为繁琐且假阳性率高,在临床微生

物实验室开展难度较大[8]。MALDI-TOF
 

MS目前在

临床微生物实验室已经成为病原菌鉴定的常规方法,
具有快速、简便等特点。通过SARAMIS

 

Premium软

件中质量图谱与自带数据库的比对,可获得细菌的种

属信息,分别对比具有不同耐药基因的微生物质谱数

据,可以获取具有特定耐药基因的特定蛋白峰,进而

提供药敏数据[9]。
本研究对比blaKPC 基因型与无blaKPC 基因型的

菌株,分析发现4
 

518
 

m/z的峰可能作为blaKPC 基因

型对应的特异峰,其灵敏度可达到75.00%(8/12),且
在非blaKPC 基因型的耐药菌中均未发现此峰,因此认

为此峰可能与肺炎克雷伯菌对碳青霉烯类抗菌药物
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耐药关系密切。有研究报道[3],通过肉眼观察特异峰

4
 

521
 

m/z存在与否对ST11型产blaKPC 肺炎克雷伯

菌进行鉴别的特异度为95.20%,灵敏度为96.90%。
由于可能存在校准差异与峰形位移等,可以将4

 

521
 

m/z与本实验中得到4
 

518
 

m/z视为同一个峰。但由

于本实验没有针对blaKPC 基因型进行进一步分型,因
此4

 

518
 

m/z特异峰的灵敏度只达到75%。即便如

此,此峰在临床快速鉴定产碳青霉烯酶型肺炎克雷伯

菌仍有巨大应用潜力。
对比blaCTX-M-9 基因型与无blaKPC 基因型的肺炎

克雷伯菌,其中4
 

518
 

m/z的灵敏度为80.00%(8/
10),特异度为85.70%(6/7),其灵敏度与特异度相较

其他特异峰均较好,但通过耐药基因检测结果发现,
具有blaCTX-M-9 基因型及具有blaKPC 基因型的菌株高

度重合,因此认为4
 

518
 

m/z应与blaKPC 基因关联更

密切而与blaCTX-M-9 基因型关系不大。同时,6
 

152
 

m/z特 异 峰 的 灵 敏 度 为 70% (7/10),特 异 度 为

71.43%(5/7),其可能与blaCTX-M-9 基因型存在一定关

联。但唯一1株只具有blaCTX-M-9 但不具有blaKPC 基

因的121号肺炎克雷伯菌不具有6
 

152
 

m/z特异峰,
因此其与blaCTX-M-9 基因的关联无法确定。因此需增

加样本量对其进行检测,才能进一步探讨两者间的关

系。同时,将具有blaTEM 基因型与无blaTEM 基因型的

菌株进行对比,7
 

430
 

m/z的特异峰虽然灵敏度高达

90.91%,但特异度只有50.00%,因此认为其可能与

肺炎克雷伯菌存在耐药本身有关。
从基因测序结果来看,只有135号肺炎克雷伯菌

的基因中不存在blaSHV 和ompK35,其余全部菌株中

均存在这两个基因型,导致这两种基因型的阴性株过

少。因此,即使在此基因型的对比分析中存在灵敏度

高达81.25%的728
 

m/z的峰,也不能排除是否是由

于个体差异或者是随机误差导致的。且即使特异峰

的结果具有一定意义,也无法确定其 与 blaSHV 或

ompK35基因型其中哪一种基因型有关,或是两种基

因型共同作用的结果[10-11]。因此此特异峰在本实验

中不具有临床意义。在今后的研究中仍需对这两个

基因型进行进一步研究。
有报道称,日本学者发现产blaKPC 型碳青霉烯酶

肺炎克雷伯菌的特异峰11
 

109
 

m/z,该特异峰的本质

为PKPQIL-p019蛋白,编码该蛋白的基因与blaKPC
毗邻位于PKPQIL型质粒的 Tn4401转座子内[12]。
然而该质粒仅仅在日本流行,在其他地区流行的不携

带该质粒的产碳青霉烯酶型肺炎克雷伯菌无法检测

到该特异峰[13]。在本实验中获得的鉴定图谱中亦未

发现11
 

109
 

m/z的特异峰。据此推测,对于遗传背景

不同、同源性相差较大的菌株,其特异峰应也不尽相

同,且其他基因型,其他耐药机制的耐药菌应都有一

定地区差异性。因此,在此次试验中检测的北京天坛

医院的28株肺炎克雷伯菌,说明其可能在本地区流

行病学中具有一定临床意义。这也从侧面说明了

MALDI-TOF
 

MS检测在区域流行病学里对流行病

病原菌的研究中拥有良好的应用前景。
本实验一共纳入了首都医科大学附属北京天坛

医院的耐药菌17株,敏感菌11株,对其中存在的多

种基因型均分别进行了比对,但实验仍具有一定局限

性:(1)样本总量过少,某一基因型的耐药菌及无某一

基因型的耐药菌株过少,结果可能在一定程度上反映

了相对应的耐药机制,但仍不可避免的具有一定不可

控性。blaSHV 和ompK35基因型由于阴性对照过少

无法得出结论,其余基因型由于阳性标本数量过少而

无法得出结论,因此在今后的研究中将进一步增加样

本量。(2)临床难以得到单一基因型的耐药肺炎克雷

伯菌。复合耐药基因之间可能存在相互干扰,转录产

生的蛋白之间有可能会发生反应,从而产生新的特征

峰,但由于缺乏单一耐药基因的菌株,从而难以确定

特征峰到底是由于几种基因共同存在而产生的还是

仅与其中某单一基因型有关。(3)MALDI-TOF
 

MS
方法无法定量检测。某些基因型导致的耐药可能是

高表达和低表达的关系,并不是“有或无”,但由于

MALDI-TOF
 

MS的工作原理,峰的高低只是相较于

参比峰的比值,并不是该细菌内此物质的绝对值多

少,所以此类耐药机制的基因型可能用此方法难以

检测。
综上所述,通过本研究表明使用 MALDI-TOF

 

MS来快速鉴定肺炎克雷伯菌耐药方式是实际可行

的,且找到了如blaKPC 与blaCTX-M-9 的质谱相关蛋白。
通过检测耐药肺炎克雷伯菌存在的特异峰来快速辨

明其耐药机制,具有快速、简便、经济且适用性强等优

点,对指导临床用药和流行病学分析具有重要意义。
4 结  论

  本研究显示,利用 MALDI-TOF
 

MS对具有不同

耐药基因型的肺炎克雷伯菌进行耐药性的预测具有

一定的可行性,尤其是对于产碳青霉烯酶及ESBLs
相关基因,灵敏度与特异度均维持在较高的水准,值
得进行深入研究。
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