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摘要　 目的　 探究直接靶板微滴法（ＤＯＴ⁃ＭＧＡ）快速检测替

加环素和多黏菌素敏感性。 方法　 共收集了 ６７ 株肺炎克雷

伯菌进行 ＤＯＴ⁃ＭＧＡ 测试，将有或没有替加环素、多黏菌素

（药物终浓度为 ２ μｇ ／ ｍｌ）的 ６ μｌ 微滴一式三份加在靶板上，
设置了 ３、４、６、８ ｈ 四个孵育时间点。 Ｂｒｕｋｅｒ Ｂｉｏｔｙｐｅｒ 软件将

测试结果判定为敏感（评分 ＜ １. ７ 分）或非敏感（评分≥１. ７
分）。 结果　 孵育 ４ ｈ 后，替加环素和多黏菌素的生长有效

率、特异度、阳性预测值均为 １００. ００％ ，分类一致率分别为

９８. １５％ 、９６. １５％ ，灵敏度分别为 ９６. ３０％ 、９２. ３１％ ，阴性预

测值分别为 ９６. ４５％ 、９２. ８６％ 。 结论　 ＤＯＴ⁃ＭＧＡ 可以快速

准确鉴别对替加环素和多黏菌素的耐药表型，与微量肉汤稀

释法比较具有良好的一致性。
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　 　 肺炎克雷伯菌是重要的院内感染病原体，其耐

药性在全球范围内不断增加，且治疗药物愈发受限，
是重大的公共卫生问题之一［１］。 替加环素和多黏

菌素是治疗这些致病菌感染的重要药物［２ － ３］。 然而

随着其在临床抗感染治疗中的逐渐使用，近年来也

不断有对其耐药的菌株被分离出来［４ － ５］。 ＣＨＩＮＥＴ
数据［６］显示，２０２１ 年肺炎克雷伯菌的替加环素耐药

率为 ４. ２％ ，中介率为 ７. ０％ ，而多黏菌素在克雷伯

菌属中的耐药率也达到 ３. ９％ 。 目前临床上常用纸

片扩散法，或基于微量肉汤稀释法来检测替加环素

和多黏菌素的敏感性，然而其操作繁琐，耗时长，可
能会延误治疗。 为了优化替加环素和多黏菌素的使

用，该研究基于基质辅助激光解吸 ／电离飞行时间质

谱（ｍａｔｒｉｘ⁃ａｓｓｉｓｔｅｄ ｌａｓｅｒ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ／ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｆ
ｆｌｉｇｈｔ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ） 技术［７ － ８］

进行直接靶板微滴生长法 （ ｄｉｒｅｃｔ⁃ｏｎ⁃ｔａｒｇｅｔ ｍｉｃｒｏ⁃
ｄｒｏｐｌｅｔ ｇｒｏｗｔｈ ａｓｓａｙ，ＤＯＴ⁃ＭＧＡ），预测替加环素和多

黏菌素的敏感性，评估数小时内快速检测肺炎克雷

伯菌耐药表型的可行性和准确性。

１　 材料与方法

１． １　 菌株来源　 共收集安徽医科大学第一附属医

院临床分离的肺炎克雷伯菌 ６７ 株，其中 ２７ 株对替

加环素耐药菌，１３ 株对多黏菌素耐药，２７ 株对两种

抗生素敏感。 所有菌株均经过 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ（德
国 Ｂｒｕｋｅｒ 公司）鉴定，确定菌种。
１． ２　 材料与试剂　 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 质谱仪，质谱样

品处理基质液及 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 靶板均购自德国

Ｂｒｕｋｅｒ 公司；替加环素、多黏菌素和 ＣＡＭＨＢ 肉汤粉

末（阳离子调节肉汤）购自北京索莱宝科技有限公

司；哥伦比亚血琼脂平板购自上海科玛嘉微生物技

术有限公司；ＡＴＣＣ２７８５３ 和 ＡＴＣＣ２５９２２ 作为微量肉

汤稀释法和 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 鉴定所用的标准菌株，
为安徽医科大学第一附属医院微生物实验室所保

存。
１． ３　 微量肉汤稀释法测定最低抑菌浓度（ｍｉｎｉｍａｌ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ） 　 通过微量肉汤稀

释法测定替加环素的 ＭＩＣ。 根据美国食品药品管理

局临床折点，解释替加环素敏感性（ＭＩＣ≥８ ｍｇ ／ Ｌ
为耐药，ＭＩＣ ＝ ４ ｍｇ ／ Ｌ 为中介，ＭＩＣ≤２ ｍｇ ／ Ｌ 为敏

感），ＡＴＣＣ２５９２２ 作为参考菌株；根据欧洲抗菌药敏

感性试验委员会临床折点，解释多黏菌素敏感性

（ＭＩＣ≥４ ｍｇ ／ Ｌ 为耐药，ＭＩＣ≤２ ｍｇ ／ Ｌ 为敏感），
ＡＴＣＣ２７８５３ 和 ＡＴＣＣ２５９２２ 作为参考菌株。
１． ４　 ＤＯＴ⁃ＭＧＡ　 在 ９６ 孔微量滴定板孔中先加入

１００ μｌ 菌液，后加入 １００ μｌ 的 ＭＨ 肉汤（含或不含

抗生素，其终浓度为 ２ μｇ ／ ｍｌ），不含抗生素的孔用

作该样品的生长对照孔。 然后取 ６ μｌ 混合液微滴

转移到 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 靶板孔上，一式三份进行，３
个孔含有抗生素，另外 ３ 个孔不含抗生素。 将接种
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好的靶板放入塑料运输盒中，在盒底部加入 ４ ｍｌ 去
离子水，用作湿盒。 置于温箱中于（３５ ± １）℃ 分别

孵育 ３、４、６、８ ｈ 后，使用无尘纸将肉汤从靶板上移

除。 待靶板上剩余菌液完全干燥后，加入 １ μｌ 基质

液覆盖靶点，手动收集 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ 质谱光谱，并由

ＭＡＬＤＩ Ｂｉｏｔｙｐｅｒ ３ 软件（Ｂｒｕｋｅｒ Ｄａｌｔｏｎｉｋ）评估。
预实验中随机选取 １３ 株敏感和 １３ 株耐药的细

菌，分别设置了 ３、４、６ 和 ８ ｈ 的孵育时间后，对所有

菌株进行 ＤＯＴ⁃ＭＧＡ 进行检测。
在生长对照鉴定得分≥１. ７ 分的情况下，该组

测试判定为有效。 含有替加环素或多黏菌素的样

本，成功鉴定（得分≥１. ７ 分）被解释为非敏感（中介

或耐药）结果 ＮＳ （ｎｏ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ），而鉴定失败（得
分 ＜ １. ７ 分）定义为敏感 Ｓ （ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ）。
１． ５　 数据处理　 ＤＯＴ⁃ＭＧＡ 的最终结果分别与微量

肉汤稀释法的结果进行比较，按照如下公式计算有

效率、敏感度、特异度、阴性预测值、阳性预测值及分

类一致率（ｃａｔｅｇｏｒｉｃａｌ ａｇｒｅｅｍｅｎｔ，ＣＡ）。 ＣＡ 即被评估

方法的结果与微量肉汤稀释法药敏结果一致的菌株

所占百分比。 见表 １。

表 １　 ＤＯＴ⁃ＭＧＡ 数据处理

ＤＯＴ⁃ＭＧＡ
微量肉汤稀释法

非敏感（ＮＳ） 敏感（Ｓ）
合计

非敏感（ＮＳ） ａ ｂ ａ ＋ ｂ
敏感（Ｓ） ｃ ｄ ｃ ＋ ｄ
合计 ａ ＋ ｃ ｂ ＋ ｄ ａ ＋ ｂ ＋ ｃ ＋ ｄ

　 　 灵敏度 ＝ ａ ／ （ ａ ＋ ｃ）；特异度 ＝ ｄ ／ （ｂ ＋ ｄ）；阳性预测值 ＝ ａ ／ （ ａ ＋
ｂ）；阴性预测值 ＝ ｄ ／ （ｃ ＋ ｄ）

２　 结果

　 　 研究［７，９］报道中显示，ＤＯＴ⁃ＭＧＡ 试验以 ６ μｌ 液
滴培养可以获得最佳检测性能。 在本研究前期实验

中以 ４、６、８ μｌ 作为比较，发现液滴体积过小，小于 ４
μｌ 细菌生长状态不佳，超过 ６ μｌ 则容易溢出靶板

孔，造成交叉污染，６ μｌ 可以很好的固定在孔内，获

得最佳的生长状态，于是后续实验均采用 ６ μｌ 的体

积来摸索最佳孵育时间。
２． １ 　 替加环素的 ＤＯＴ⁃ＭＧＡ 结果 　 替加环素

ＤＯＴ⁃ＭＧＡ 预实验结果显示，培养 ３ ｈ 后，细菌生长

的有效率为 ８８. ４６％ ，ＣＡ 为 ７３. ９１％ ，细菌生长状态

不好，不能被正确检测。 而 ４ ｈ 后，细菌生长的有效

率为 １００. ００％ ，ＣＡ 为 ９６. １５％ ，其灵敏度、特异度、
阳性 预 测 值 和 阴 性 预 测 值 分 别 为 ９２. ３１％ 、
１００. ００％ 、１００. ００％ 、９２. ８６％ ，已达到最佳状态，随
着时间延长到 ６ ｈ 和 ８ ｈ，检测性能未能得到明显的

提高。 扩大菌株量，对所收集到的 ５４ 株菌株，以 ６
μｌ 液滴，孵育 ４ ｈ 后，经过 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ 质谱仪检测，
与微量肉汤稀释法对比后，只有 １ 株菌存在中介判

断为敏感，存在微小误差，其他结果均一致。 ＤＯＴ⁃
ＭＧＡ 的有效率、ＣＡ、灵敏度、特异度、阳性预测值和

阴性预测值分别为 １００. ００％ 、９８. １５％ 、９６. ３０％ 、
１００. ００％ 、１００. ００％ 、９６. ４５％ ，与微量肉汤稀释法的

结果具有良好的一致性。 见表 ２。
２． ２　 多黏菌素的 ＤＯＴ⁃ＭＧＡ 结果　 本研究共收集

到 １３ 株多黏菌素不敏感的菌株，又随机选取了 １３
株多黏菌素敏感的菌株进行 ＤＯＴ⁃ＭＧＡ 实验，在 ３ ｈ
孵育时间下生长有效率为 ９２. １５％ ，而 ４、６、８ ｈ 孵育

时间下，生长对照孔均能有效鉴定出，生长有效率为

１００. ００％ ，而在孵育 ４ ｈ 后，ＤＯＴ⁃ＭＧＡ 的鉴定性能

达到最佳，其 ＣＡ、灵敏度、特异度、阳性预测值和阴

性预 测 值 分 别 为 ９６. １５％ 、 ９２. ３１％ 、 １００. ００％ 、
１００. ００％ 、９２. ８６％ ，孵育时间延长到 ６ ｈ 和 ８ ｈ，检
测性能与 ４ ｈ 的结果一致。 见表 ３。

３　 讨论

　 　 目前，微量肉汤稀释法是抗菌药物敏感性实验

的金标准［１０］。 临床常用的 ＶＩＴＥＫ ２ Ｃｏｍｐａｃｔ 全自

动微生物分析系统是基于该方法进行药物 ＭＩＣ 值

的检测，但其结果通常不能在同一天内获得，从而可

能延误有效的治疗，微生物的快速药敏检测仍然是

表 ２　 ＤＯＴ⁃ＭＧ 对替加环素非敏感菌株的鉴定性能

孵育时间 有效率（％ ） ＣＡ（％ ） 灵敏度（％ ） 特异度（％ ） 阳性预测值（％ ） 阴性预测值（％ ） 菌株数

３ ｈ（１３ＮＳ，１３Ｓ） ８８． ４６ ７３． ９１ ４５． ４５ １００． ００ １００． ００ ６６． ６７ ６（ＶＭＥ）
４ ｈ（１３ＮＳ，１３Ｓ） １００． ００ ９６． １５ ９２． ３１ １００． ００ １００． ００ ９２． ８６ １（ＶＭＥ）
６ ｈ（１３ＮＳ，１３Ｓ） １００． ００ ９６． ００ １００． ００ ９２． ３１ ９２． ８６ ９２． ３１ １（ＭＥ ／ ｍＥ）
８ ｈ（１３ＮＳ，１３Ｓ） ９６． １５ ９６． ００ １００． ００ ９２． ３１ ９２． ３１ １００． ００ １（ＭＥ ／ ｍＥ）
４ ｈ（２７ＮＳ，２７Ｓ） １００． ００ ９８． １５ ９６． ３０ １００． ００ １００． ００ ９６． ４５ １（ｍＥ）

　 　 ＮＳ：替加环素耐药或中介的菌株；Ｓ：替加环素敏感的菌株；ＶＭＥ：非常重大误差，将耐药误判为敏感，即不能检出耐药；ＭＥ：重大误差，将敏

感误判为耐药，即假耐药；ｍＥ：微小误差，将中介报告为敏感或耐药，将敏感或耐药判断为中介
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表 ３　 靶板微滴生长法对多黏菌素非敏感菌株的鉴定性能

孵育时间 有效率（％ ） ＣＡ（％ ） 灵敏度（％ ） 特异度（％ ） 阳性预测值（％ ） 阴性预测值（％ ） 菌株数

３ ｈ（１３ＮＳ，１３Ｓ） ９６． １５ ８８． ００ ６９． ２３ １００． ００ １００． ００ ８１． ２５ ３（ＶＭＥ）
４ ｈ（１３ＮＳ，１３Ｓ） １００． ００ ９６． １５ ９２． ３１ １００． ００ １００． ００ ９２． ８６ １（ＶＭＥ）
６ ｈ（１３ＮＳ，１３Ｓ） １００． ００ ９６． １５ ９２． ３１ １００． ００ １００． ００ ９２． ８６ １（ＶＭＥ）
８ ｈ（１３ＮＳ，１３Ｓ） １００． ００ ９６． １５ ９２． ３１ １００． ００ １００． ００ ９２． ８６ １（ＶＭＥ）

　 　 ＮＳ：替加环素耐药或中介的菌株；Ｓ：替加环素敏感的菌株；ＶＭＥ：非常重大误差，将耐药误判为敏感，即不能检出耐药；ＭＥ：重大误差，将敏

感误判为耐药，即假耐药；ｍＥ：微小误差，将中介报告为敏感或耐药，将敏感或耐药判断为中介

急需解决的问题。 ＤＯＴ⁃ＭＧＡ 是基于微量肉汤稀释

法原理，利用 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 仪器具有更高的检测

性能，缩短常规肉汤稀释法的孵育时间，从而达到快

速检测的效果，且与肉眼观察结果比较，既可以排除

主观因素的干扰，也可以提高其准确性和灵敏度，这
一方法受到了人们的广泛关注［１１ － １４］。 有学者将美

罗培南与肺炎克雷伯菌和肠杆菌共同孵育，利用

ＤＯＴ⁃ＭＧＡ 在 ４ ｈ 内实现快速检出该菌对碳青霉烯

酶的非敏感性和碳青霉烯酶的分型［１５ － １６］。 本研究

收集了临床分离的 ２７ 株替加环素不敏感的菌株和

１３ 株多黏菌素不敏感的菌株，探究 ＤＯＴ⁃ＭＧＡ 对替

加环素和多黏菌素耐药的肺炎克雷伯菌的表型检测

性能。 结果显示，在与替加环素、多黏菌素共同孵育

４ ｈ 后，大部分肺炎克雷伯菌便可以被 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ
ＭＳ 仪检测出，其抗生素敏感性的结果与肉汤稀释法

相比具有较高的一致性，替加环素和多黏菌素的生

长有效率均为 １００. ００％ ， ＣＡ 分别为 ９８. １５％ 和

９６. １５％ 。 在替加环素 ＤＯＴ⁃ＭＧＡ 实验中，５４ 株菌中

有 １ 株菌（ＭＩＣ ＝ ４ μｇ ／ ｍｌ，Ｉ）由中介误判为敏感，存
在微小误差，多黏菌素 ＤＯＴ⁃ＭＧＡ 实验中，２６ 株菌有

１ 株菌（ＭＩＣ ＝ ４ μｇ ／ ｍｌ，Ｒ）由耐药误判为敏感，存在

非常重大误差，这可能是因为该菌 ＭＩＣ 值与选取的

折点药物浓度相近（２ μｇ ／ ｍｌ），而配置过程中存在

认为误差引起。
ＤＯＴ⁃ＭＧＡ 也同样可以推广到许多不同的微生

物和抗生素检测中，Ｉｄｅｌｅｖｉｃｈ ｅｔ ａｌ［１７］ 评估了 ＤＯＴ⁃
ＭＧＡ 检测头孢呋辛、厄他培南、环丙沙星、左氧氟沙

星、庆大霉素等多种抗生素的性能。 但 ＤＯＴ⁃ＭＧＡ
检测需要优化抗生素 － 生物体组合条件，摸索最适

孵育时间以获得最佳检测性能。 在本研究中，孵育

时间为 ３ ｈ 时，部分细菌生长控制无法检测出，这可

能是孵育时间过短，细菌含量低，细菌黏液性高，从
而光谱较差，仪器无法检测出。 而无抗生素孵育组，
尽管生长控制孔已达到了仪器的检测限，但加药后

偶尔也有几个替加环素或多黏菌素耐药的菌株生长

仍未达到检测要求，这主要与微生物自身的生长状

况有关，生长缓慢的细菌需要更长的时间来与抗生

素竞争，而过长的孵育时间也会导致细菌过度生长，
并可能产生其他杂菌，从而无法做出准确的判断。
适当的孵育时间应允许可以成功检测的细菌生长控

制，同时可以准确表征细菌对抗生素的易感性。 本

研究中替加环素 ＤＯＴ⁃ＭＧＡ 组，有一株菌在两次 ４ ｈ
孵育鉴定中，一次未检出，一次可以正确预测，这个

误差可能受操作过程中吸水纸吸取液滴不当或靶板

清洁程度等多种因素的影响。 因此，在摸索多种抗

生素 －细菌组合的最佳检测条件后，开发出一种含

有固定含量抗生素的一次性靶板，改进弃去液滴的

方式，规范操作流程，从而减小实验中的误差，更好

用于临床药物敏感性的检测。
本研究仅对替加环素和多黏菌素这两种药物进

行评估，研究表明 ＤＯＴ⁃ＭＧＡ 法可以在 ４ ｈ 孵育后检

测对替加环素、多黏菌素敏感和不敏感的菌株，未对

其他抗生素进行评估，但其他抗生素尤其是碳青霉

烯类药物的检测先前已有报道，Ｉｄｅｌｅｖｉｃｈ ｅｔ ａｌ 验证

了多种抗生素在孵育 ４ ｈ 后便可获得最佳检测性

能［１７］。 替加环素、多黏菌素耐药的菌株难以收集，
实验中的菌株量有限，仍需扩大样本量和细菌种类

进一步验证。 其中 Ｈｏｒｓｅｍａｎ ｅｔ ａｌ［１１］ 的研究也表明

ＤＯＴ⁃ＭＧＡ 法在金黄色葡萄球菌、肠球菌、大肠杆菌

和肺炎克雷伯菌四种常见病原菌的药敏鉴定中同样

具有很高的准确性。 ＤＯＴ⁃ＭＧＡ 方法在其他不同菌

种的药物敏感性检测中可能也具有很大的潜能。
综上所述，ＤＯＴ⁃ＭＧＡ 方法可以快速鉴别替加环

素和多黏菌素的敏感性，并可能用于不同菌种、不同

抗生素敏感性的鉴别，这为临床微生物抗生素快速

检测提供新的思路，对临床多重耐药菌的抗感染治

疗具有重大意义。
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