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应用 犕犃犔犇犐犜犗犉犕犛快速鉴定犫犾犪犓犘犆２基因型肺炎克雷伯菌
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（蚌埠医学院第一附属医院１．重症医学科；２．检验科，安徽 蚌埠　２３３００４）

［摘　要］　目的　探讨基质辅助激光解析／电离飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）对携带犫犾犪ＫＰＣ２基因型肺炎克雷

伯菌的快速鉴定能力。方法　收集２０１８年９月—２０２０年１１月蚌埠医学院第一附属医院临床住院患者分离的肺

炎克雷伯菌，采用纸片扩散法进行药敏试验。应用聚合酶链反应（ＰＣＲ）方法筛选携带犫犾犪ＫＰＣ２基因型肺炎克雷伯

菌。ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ鉴定菌株并收集携带犫犾犪ＫＰＣ２基因型和碳青霉烯类敏感肺炎克雷伯菌（ＣＳＫＰ）的质谱图，各

自选取其中７０株菌株图谱，建立携带犫犾犪ＫＰＣ２基因型和ＣＳＫＰ的超级图库（ＳｕｐｅｒＳｐｅｃｔｒａ）。采用超级图库鉴定除

建库以外的肺炎克雷伯菌，根据耐药表型和ＰＣＲ结果，判断鉴定结果是否准确。结果　共收集２９５株肺炎克雷伯

菌，经耐药表型筛选耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌（ＣＲＫＰ）１４３株和ＣＳＫＰ１５２株。ＣＲＫＰ中鉴定出１４０株携带碳青

霉烯酶基因（１３４株检出犫犾犪ＫＰＣ２基因，３株检出犫犾犪ＫＰＣ１８基因，２株检出犫犾犪ＮＤＭ１基因，１株检出犫犾犪ＩＭＰ基因），３株不携

带碳青霉烯酶基因；其中２株同时检出犫犾犪ＫＰＣ２基因和犫犾犪ＮＤＭ１基因。根据建库要求，建立携带犫犾犪ＫＰＣ２基因型和

ＣＳＫＰ的超级图库（ＳｕｐｅｒＳｐｅｃｔｒａ）；设置ｅｒｒｏｒ值＜０．５，二者重合率达８０％；对比图发现，４１５４．４、８３１０．７、１０８８０．８、

３５７９、１００７９．３ｍ／ｚ五个峰可作为区分携带犫犾犪ＫＰＣ２基因肺炎克雷伯菌和ＣＳＫＰ的特征峰。选取除建库以外的１５５

株肺炎克雷伯菌进行验证，准确率为９２．９０％（１４４／１５５）；其中携带犫犾犪ＫＰＣ２基因肺炎克雷伯菌准确率为９４．５２％

（６９／７３），ＣＳＫＰ准确率为９１．４６％（７５／８２）。结论　通过 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ建立ＳｕｐｅｒＳｐｅｃｔｒａ，可快速预测犫犾犪ＫＰＣ２

基因型肺炎克雷伯菌，为临床ＣＲＫＰ感染的诊疗及医院感染防控提供可靠的实验室依据。

［关　键　词］　基质辅助激光解析／电离飞行时间质谱；肺炎克雷伯菌；犫犾犪ＫＰＣ２；超级图库
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狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲）ｂｙｍａｔｒｉｘａｓｓｉｓｔｅｄｌａｓｅｒｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ／ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆｆｌｉｇｈｔｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ（ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）．
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ｍａｓｅｇｅｎｅ（１３４，３，２，ａｎｄ１ｓｔｒａｉｎｓｗｅｒｅｆｏｕｎｄ犫犾犪ＫＰＣ２，犫犾犪ＫＰＣ１８，犫犾犪ＮＤＭ１ａｎｄ犫犾犪ＩＭＰｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ），３ｓｔｒａｉｎｓｄｉｄｎ’ｔ

ｈａｒｂｏｒｃａｒｂａｐｅｎｅｍａｓｅｇｅｎｅ，２ｓｔｒａｉｎｓｗｅｒｅｆｏｕｎｄｂｏｔｈ犫犾犪ＫＰＣ２ｇｅｎｅａｎｄ犫犾犪ＮＤＭ１ｇｅｎｅ．Ａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｒｅｑｕｉｒｅ
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犫犾犪ＫＰＣ２；ＳｕｐｅｒＳｐｅｃｔｒａ

　　近年来，耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌（ｃａｒｂａｐｅ

ｎｅｍｓｒｅｓｉｓｔａｎｔ犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲，ＣＲＫＰ）在临

床的检出率呈增长趋势，尤其在重症医学科，ＣＲＫＰ

多为泛耐药菌株，治疗药物选择困难，且易引起医院

感染的暴发流行，给临床诊疗及医院感染防控带来

巨大的风险与挑战［１２］。快速、准确检测ＣＲＫＰ对

临床重症感染患者的快速诊断，及时治疗，以及减少

医院感染风险，减少患者住院费用，降低感染患者病

死率等具有重要意义。ＣＲＫＰ菌株的检测常见方法

有耐药表型检测、免疫学方法检测碳青霉烯酶以及

分子生物学方法检测碳青霉烯酶基因等［３］，但上述

方法存在检测时间长、试验条件要求高、检测费用昂

贵等不足。基质辅助激光解析／电离飞行时间质谱

（ｍａｔｒｉｘａｓｓｉｓｔｅｄｌａｓｅｒｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ／ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆ

ｆｌｉｇｈｔｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＭＡＬＤＩＴＯＦ ＭＳ）通过

鉴定微生物的蛋白图谱，为临床菌株的快速鉴别提

供强有力的技术支持［４］。有研究［５６］表明，ＭＡＬＤＩ

ＴＯＦＭＳ可用于快速鉴别耐药菌，如耐甲氧西林金

黄色葡萄球菌（ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔ犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊

犪狌狉犲狌狊，ＭＲＳＡ）和耐万古霉素肠球菌（ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ

ｒｅｓｉｓｔａｎｔ犈狀狋犲狉狅犮狅犮犮狌狊，ＶＲＥ）。ＣＲＫＰ最主要的耐

药机制是产生由犫犾犪ＫＰＣ、犫犾犪ＩＭＰ、犫犾犪ＮＤＭ１、犫犾犪ＶＩＭ 和

犫犾犪ＯＸＡ４８基因等介导的碳青霉烯酶，其中我国主要的

流行株为犫犾犪ＫＰＣ２型
［７］。ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ快速检测

ＣＲＫＰ的相关研究较少，大多应用ＢｉｏＴｙｐｅｒ软件进

行图谱分析［８］。本研究以ＰＣＲ方法为“金标准”
［９］，

应用 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ和ＳＡＲＡＭＩＳ软件建立耐

药型和敏感型２种超级图库（ＳｕｐｅｒＳｐｅｃｔｒａ），用于

快速鉴定携带犫犾犪ＫＰＣ２基因型肺炎克雷伯菌。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株来源　收集２０１８年９月—２０２０年１１

月蚌埠医学院第一附属医院临床住院患者分离自

痰、血、尿及胸腔积液等标本的肺炎克雷伯菌，排除

同一患者相同部位检出的重复菌株。质控菌株：大

肠埃希菌 ＡＴＣＣ８７３９、大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２、

肺炎克雷伯菌 ＡＴＣＣＢＡＡ１７０５（犫犾犪ＫＰＣ２阳性）、

ＡＴＣＣＢＡＡ１７０６（犫犾犪ＫＰＣ２阴性）。菌株均保存于该

院微生物实验室。

１．１．２　试剂及仪器　ＭＨ 平板、哥伦比亚血琼脂

平板购自合肥天达试剂公司；ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ质

谱仪、４８孔靶板及ＣＨＣＡ基质液购自法国生物梅

里埃公司；基因组ＤＮＡ提取试剂盒购自北京Ｔｉａｎ

ｇｅｎ有限公司；美罗培南（１０μｇ）和亚胺培南（１０μｇ）

药敏卡片购自英国Ｏｘｏｉｄ公司；ＰＣＲ试剂盒购自日

本Ｔａｋａｒａ公司。
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１．２　方法

１．２．１　菌株培养与种属鉴定　采用三区划线，接种

收集的菌株，在（３６±１）℃培养箱中培养１８～２４ｈ。

挑取单一菌落，应用甲酸萃取法［８］进行处理，ＭＡＬ

ＤＩＴＯＦＭＳ鉴定菌株，每个菌株两个靶点，图谱由

自带的ＲＵＯ系统比对获取。

１．２．２　耐药表型检测　采用ＫＢ法检测菌株耐药

性，结果参照２０２０版美国临床和实验室标准协会

（ＣＬＳＩ）Ｍ１００３０ｔｈ药敏标准执行。

１．２．３　耐药基因检测　从耐药表型检测获得的

ＣＲＫＰ菌株中，挑取单一菌落，接种于３ｍＬ液体肉

汤培养基中，进行过夜培养；将培养菌液参照说明

书，应用ＤＮＡ提取试剂盒，从中获得基因组ＤＮＡ

（ＯＤ２６０／ＯＤ２８０为１．７～１．９）；根据犫犾犪ＫＰＣ２基因特异

引物（见表１），对基因组ＤＮＡ进行聚合酶链反应

（ＰＣＲ）扩增，扩增阳性产物送至测序公司进行基因

测序，结果与美国国立生物技术信息中心（ＮＣＢＩ）

ＧｅｎＢａｎｋ数据库对比确认。

表１　耐药基因ＰＣＲ扩增引物序列及产物大小

犜犪犫犾犲１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄｓｉｚｅｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｒｅ

ｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅｓ

基因 引物序列（５’—３’）
产物大小

（ｂｐ）

犫犾犪ＫＰＣ２ Ｆ：ＡＴＧＴＣＡＣＴＧＴＡＴＣＧＣＣＧＴＣＴＡ

Ｒ：ＴＴＡＣＴＧＣＣＣＧＴＴＧＡＣＧＣＣＣＡＡ ６３８

犫犾犪ＮＤＭ１ Ｆ：ＡＴＧＧＡＡＴＴＧＣＣＣＡＡＴＡＴＴＡＴＧＣＡＣＣＣ

Ｒ：ＧＴＣＡＧＣＧＣＡＧＣＴＴＧＴＣＧＧＣＣＡＴＧＣＧ ４７５

犫犾犪ＩＭＰ Ｆ：ＣＴＡＣＣＧＣＡＧＣＡＧＡＧＴＣＴＴＴＧ

Ｒ：ＡＡＣＣＡＧＴＴＴＴＧＣＣＴＴＡＣＣＡＴ ５８７

犫犾犪ＯＸＡ４８ Ｆ：ＧＣＧＴＧＧＴＴＡＡＧＧＡＴＧＡＡＣＡＣ

Ｒ：ＣＡＴＣＡＡＧＴＴＣＡＡＣＣＣＡＡＣＣＧ ７２２

１．２．４　耐药型和敏感型超级图库的建立　选取７０

株肺炎克雷伯菌，参照１．２．１方法提取检出犫犾犪ＫＰＣ２

基因型肺炎克雷伯菌菌体蛋白，并进行图谱采集。结

果以置信区间为衡量标准（置信区间为７５％～９９．９％

表示结果可信，＜７５％表示结果不可信）。将收集的

图谱保存至一个文件夹中，去除较大差异的图谱（确

认Ｔａｘｏｎｏｍｙ＞８０％），峰的质量（ｄａｔａｃｏｕｎｔ）为８０

～２３０；选择质谱峰度相同的最特异的峰，确保每种

质量峰至少８０％的菌株拥有，最终保留３５～４９个

峰（目标３９～４１），与数据库进行比对，确定权重，建

立携带犫犾犪ＫＰＣ基因型肺炎克雷伯菌的ＳｕｐｅｒＳｐｅｃ

ｔｒａ，用于下一步的验证。碳青霉烯类敏感肺炎克雷

伯菌（ｃａｒｂａｐｅｎｅｍｓｅｎｓｉｔｉｖｅ犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻

犪犲，ＣＳＫＰ）ＳｕｐｅｒＳｐｅｃｔｒａ的建立方法同上，激活

后用于验证。

１．２．５　ＳｕｐｅｒＳｐｅｃｔｒａ验证　根据１．２．１的方法，

选择除建库以外的肺炎克雷伯菌，利用 ＭＡＬＤＩ

ＴＯＦＭＳ收集图谱，应用新建的ＳｕｐｅｒＳｐｅｃｔｒａ验证

是否耐药；以ＫＢ法和ＰＣＲ结果作为鉴定标准。

２　结果

２．１　耐药表型及基因型分布　共收集２９５株肺炎

克雷伯菌，经耐药表型筛选ＣＲＫＰ１４３株和ＣＳＫＰ

１５２株；ＣＲＫＰ菌株中检出携带碳青霉烯酶基因１４０

株，经测序鉴定为携带犫犾犪ＫＰＣ２基因１３４株，携带

犫犾犪ＫＰＣ１８基因３株，携带犫犾犪ＮＤＭ１基因２株，携带犫犾犪ＩＭＰ

基因１株，未鉴定出犫犾犪ＯＸＡ４８基因；其中２株同时检

出犫犾犪ＫＰＣ２和犫犾犪ＮＤＭ１基因。质控菌株 ＡＴＣＣＢＡＡ

１７０５携带犫犾犪ＫＰＣ２基因。部分菌株ＰＣＲ结果见图１。
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Ｍ：２０００ｂｐＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１～６泳道：ＣＲＫＰ菌株。

图１　犫犾犪ＫＰＣ２基因扩增电泳图

犉犻犵狌狉犲１　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍａｐｏｆ犫犾犪ＫＰＣ２ｇｅｎｅ

２．２　ＳｕｐｅｒＳｐｅｃｔｒａ结果

２．２．１　携带犫犾犪ＫＰＣ２基因肺炎克雷伯菌的超级图库

　以ＰＣＲ为标准，选取其中携带犫犾犪ＫＰＣ２基因的肺

炎克雷伯菌７０株，并加入ＡＴＣＣＢＡＡ１７０５，共７１

株ＣＲＫＰ建立ＳｕｐｅｒＳｐｅｃｔｒａ；菌株 Ｔａｘｏｎｏｍｙ均

＞８０％，收集最特异的４０个特异峰，确定权重为

２８，获得携带犫犾犪ＫＰＣ２基因肺炎克雷伯菌的Ｓｕｐｅｒ

Ｓｐｅｃｔｒａ，见图２。

２．２．２　ＣＳＫＰ的超级图库　选取ＣＳＫＰ７０株，加

入ＡＴＣＣＢＡＡ１７０６，共７１株，确定权重为２８，建立
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ＳｕｐｅｒＳｐｅｃｔｒａ，图谱见图３。

２．２．３　ＳｕｐｅｒＳｐｅｃｔｒａ比较　设置ｅｒｒｏｒ值＜０．０５，

二者的图谱重合率为８０％，见图４。比较发现，

４１５４．４、８３１０．７、１０８８０．８ｍ／ｚ是携带犫犾犪ＫＰＣ２基因

肺炎克雷伯菌的特征峰，３５７９、１００７９．３ｍ／ｚ是

ＣＳＫＰ的特征峰。上述５个峰可作为区分携带

犫犾犪ＫＰＣ２基因肺炎克雷伯菌和ＣＳＫＰ的特征峰。

! "#$%$

&
'
$
$
%
(

)
(
&
&
%
$

)
*
+
"

)
,
!
-
%
.

)
,
$
(
/
.

&
(
,
&
%
,

&
(
$
&
%
&

&
(
.
$
%
*

&
!
)
.
%
"

&
!
!
0
%
!

&
!
$
0
%
.

$
(
&
)
%
$

$
0
)
.
%
,

$
&
0
)
%
!

$
!
"
$

$
$
(
0
%
"

&
&
)
,

&
$
*
.
%
&

&
&
(
.
%
)

$ ),(%,

! (*0%.

* ".(%!

* ),$%.

! !&)%*

* ),$%.

! !0$%&

! "*!%!

, )(0%!

, )!(

,
,
!
!
%
&

,
,
.
.
%
"

.
(
)
.
%
.

.
(
.
$
%
"

.
0
.
)
%
&

. &!.%(

. $&(%.

. $0"%$

(0 ",!%&

(0 ,,0%,

(( &&.%$

1233

!

145

"

图２　携带犫犾犪ＫＰＣ２基因肺炎克雷伯菌的ＳｕｐｅｒＳｐｅｃｔｒａ图谱
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图３　ＣＳＫＰＳｕｐｅｒＳｐｅｃｔｒａ图谱

犉犻犵狌狉犲３　ＳｕｐｅｒＳｐｅｃｔｒａｍａｐｏｆＣＳＫＰ
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图４　携带犫犾犪ＫＰＣ２基因肺炎克雷伯菌和ＣＳＫＰ的ＳｕｐｅｒＳｐｅｃｔｒａ对比图
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２．３　验证结果　将除建库以外的１５５株肺炎克雷

伯菌作为验证菌株，以 ＫＢ法和ＰＣＲ作为参考标

准，验证携带犫犾犪ＫＰＣ２基因肺炎克雷伯菌和ＣＳＫＰ的

ＳｕｐｅｒＳｐｅｃｔｒａ图库的准确性，见表２。携带犫犾犪ＫＰＣ２

基因肺炎克雷伯菌准确率９４．５２％（６９／７３），ＣＳＫＰ

准确率９１．４６％（７５／８２），新建的ＳｕｐｅｒＳｐｅｃｔｒａ鉴

定肺炎克雷伯菌是否对碳青霉烯类抗生素耐药的准

确率为９２．９０％（１４４／１５５）。

表２　ＳｕｐｅｒＳｐｅｃｔｒａ图库验证结果

犜犪犫犾犲２　ＶａｌｉｄａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓＳｕｐｅｒＳｐｅｃｔｒａ

ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ

鉴定结果
可信区间（％） 株数 比率（％）

ＣＲＫＰ（７３株）

　ＣＲＫＰ ７５．００～８０．００ ３ ４．１１

　ＣＲＫＰ ８０．００～９０．００ ４ ５．４８

　ＣＲＫＰ ９０．００～９９．９０ ３ ４．１１

　ＣＲＫＰ ９９．９０ ５９ ８０．８２

　ＣＳＫＰ ９９．９０ ２ ２．７４

　未鉴定为ＣＲＫＰ

　或ＣＳＫＰ

９９．９０ ２ ２．７４

ＣＳＫＰ（８２株）

　ＣＳＫＰ ７５．００～８０．００ ２ ２．４４

　ＣＳＫＰ ８０．００～９０．００ ３ ３．６６

　ＣＳＫＰ ９０．００～９９．９０ ５ ６．１０

　ＣＳＫＰ ９９．９０ ６５ ７９．２６

　ＣＲＫＰ ９９．９０ ５ ６．１０

　未鉴定为ＣＲＫＰ

　或ＣＳＫＰ

９９．９０ ２ ２．４４

３　讨论

ＣＲＫＰ是医院感染的重要致病菌，感染治疗困

难，患者病死率高，同时容易在医院内传播引起医院

感染［１０］。而检测ＣＲＫＰ的传统方法耗时长，分子检

测手段灵敏度和特异度高，但是对试验环境以及人

员要求较高，且价格昂贵。因此，快速诊断ＣＲＫＰ

有利于临床早期正确选择抗菌药物，降低患者病死

率，建立一种快速、简便且价格较低的ＣＲＫＰ检测

方法尤为重要。

ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ是近年来广泛应用于临床的

快速鉴定病原菌的新方法。研究［１１１２］显示 ＭＡＬＤＩ

ＴＯＦＭＳ在快速鉴别病原菌的同时可用于ＣＲＫＰ

的检测，通过检测菌株与碳青酶烯类抗生素作用一

段时间后的水解产物，或者直接检测菌株的碳青霉

烯酶质谱特征峰来判断ＣＲＫＰ。还有研究
［１３］采用

直接靶板微滴生长法评估菌株对碳青酶烯类抗生素

的最小抑菌浓度（ＭＩＣ）值从而鉴别ＣＲＫＰ。其中直

接检测碳青霉烯酶的质谱特征峰最为便捷。ＭＡＬ

ＤＩＴＯＦＭＳ快速鉴定微生物主要是ＢｉｏＴｙｐｅｒ和

ＳＡＲＡＭＩＳ两种主要系统，其中 ＢｉｏＴｙｐｅｒ检测

ＣＲＫＰ的方法多用于科研
［１１，１４］，需要通过两组数据

的聚类分析和主成分分析，根据多菌株或多样本获

得验证结果，操作繁琐，易导致容错率降低。而本次

研究以鉴定单一菌株为目的，适合临床某一种菌株

或亚种的初筛。本研究通过初筛出携带犫犾犪ＫＰＣ２肺

炎克雷伯菌，作为建立ＳｕｐｅｒＳｐｅｃｔｒａ图库的试验菌

株，能够鉴定大多数ＣＲＫＰ，可作为临床第一步快速

筛选耐药菌株的有效手段。通过采用 ＭＡＬＤＩ

ＴＯＦ ＭＳＲＵＯ 系统和 ＳＡＲＡＭＩＳ软件，对携带

犫犾犪ＫＰＣ２基因的肺炎克雷伯菌和ＣＳＫＰ进行对比分

析，发现区别两者的特征峰。与常规鉴定仪相比，通

过质谱比对特征峰，可在５～１０ｍｉｎ内快速初筛，具

有时间短、高通量、准确性高、特异性高等优点，并且

采用单一菌株，弥补了时效长、准确性低、操作繁琐

等不足，对疾病诊疗及感染防控具有重要意义。本

试验通过比较携带犫犾犪ＫＰＣ２基因型肺炎克雷伯菌和

ＣＳＫＰ的超级图库，发现４１５４．４、８３１０．７、１０８８０．８

ｍ／ｚ是携带犫犾犪ＫＰＣ２基因型肺炎克雷伯菌的特征峰，

３５７９、１００７９．３ｍ／ｚ是ＣＳＫＰ的特征峰，这５个特

征可以作为该院快速筛查肺炎克雷伯菌的有效工

具。经过临床菌株的验证准确率为９２．９０％，其中携

带犫犾犪ＫＰＣ２基因的肺炎克雷伯菌准确率为９４．５２％，

ＣＳＫＰ准确率为９１．４６％。

研究显示［９，１５］，不同地区碳青霉烯酶基因型分

布虽有所差异，但是ＫＰＣ２型仍是多地区最常见的

碳青霉烯酶。国外研究［１６１７］显示，携带犫犾犪ＫＰＣ２基因

型肺炎克雷伯菌的特征峰１１１０９ｍ／ｚ，位于编码

ＰＫＰＱＩＬｐ０１９蛋白的质粒上，但该质粒仅在研究区

域内流行，在其他不携带该质粒的区域内尚未检测

出该特征峰，表明菌株的遗传背景不同，其特征峰大

多不尽相同。该院近３年检出的ＣＲＫＰ菌株也以

携带ＫＰＣ２基因型为主，其他常见碳青霉烯酶基因

·１２２·中国感染控制杂志２０２２年３月第２１卷第３期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ２１Ｎｏ３Ｍａｒ２０２２



型检出率均较低，产 ＫＰＣ２型碳青霉烯酶作为

ＣＲＫＰ菌株的主要耐药机制，且种类较为单一。依

据是否存在４１５４．４、８３１０．７、１０８８０．８ｍ／ｚ三个特

征峰，对于本地区快速筛选携带犫犾犪ＫＰＣ２基因型肺炎

克雷伯菌具有一定的临床应用价值。试验通过分析

特征峰之间的差异，快速筛选耐药菌株，进行溯源性

分析，判断医院内或者本地区是否存在暴发流行，具

有快速、简便、经济、实用性强等优势，在区域流行病

学研究中具有一定的应用价值。

本研究中有４株肺炎克雷伯菌经过质谱分析，

未获得鉴定结果。耐药表型分析显示为２株耐药和

２株敏感，２ 株耐药菌株经质谱分析，未出现

４１５４．４、８３１０．７、１０８８０．８ｍ／ｚ特征峰，根据测序

结果发现，这２株耐药菌株同时携带犫犾犪ＫＰＣ２基因和

犫犾犪ＮＤＭ１基因，两种基因之间可能存在部分干扰，导

致编码蛋白出现不稳定性，干扰菌株的蛋白质表达

丰度；除蛋白表达水平外，ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ鉴定结

果受到临床菌株来源、抗菌药物选择压力、试验室环

境、操作者操作娴熟水平及待测菌株活性等因素制

约；菌体可能存在不表达或表达过度，导致ＳＡＲＡ

ＭＩＳ软件分析菌体的准确性不高。本次验证试验

中有２株ＣＲＫＰ，使用质谱超级图库分析，鉴定为

ＣＳＫＰ；５株ＣＳＫＰ鉴定为ＣＲＫＰ。可能由于基因的

遗传背景不同，使菌株蛋白表达存在差异，影响验证

结果。本次试验样本数量有限，后期需要扩大试验

菌株，根据ＣＲＫＰ的耐药机制，丰富ＣＲＫＰ的特征

峰，提高验证的准确率。

综上所述，通过严格构建携带犫犾犪ＫＰＣ２基因型肺

炎克雷伯菌和 ＣＳＫＰ的超级图谱库，建立一种快

速、准确、灵敏的初筛方法用于ＣＲＫＰ的鉴定，有助

于在区域流行病学研究中有效快速鉴定携带

犫犾犪ＫＰＣ２基因型肺炎克雷伯菌，以降低其流行和暴发

的风险。在后续研究中，可进一步扩展该区域的图

谱库，严格遵循要求，尽可能选取更多具有代表性的

图谱，纳入携带犫犾犪ＫＰＣ２基因型肺炎克雷伯菌的超级

图谱库中。

利益冲突：所有作者均声明不存在利益冲突。
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