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前  言

《临床微生物检验质量与安全管理》团体标准分为以下部分：

——第1部分  总则

——第2部分  基本要求

——第3部分  检验服务

——第4部分  过程管理

——第5部分  技术管理

《临床微生物检验质量与安全管理》第5部分：技术管理包括以下部分：

	第 5-1 部分：技术管理
	荧光染色

	第 5-2 部分：技术管理
	自动化标本接种

	第 5-3 部分：技术管理
	自动化微生物鉴定

	第 5-4 部分：技术管理
	自动化微生物药敏试验

	第 5-5 部分：技术管理
	微生物质谱鉴定

	第 5-6 部分：技术管理
	微生物核酸扩增

	第 5-7 部分：技术管理
	微生物测序技术

	第 5-8 部分：技术管理
	感染免疫学检测


本文件是第5-5部分：微生物质谱鉴定

本文件按照 GB/T 1.1-2020规则起草。 

本文件由中国医院协会提出并归口。 

本文件起草单位：上海市东方医院（同济大学附属东方医院）、中国医学科学院北京协和医院、广东省中医院、浙江大学医学院附属第一医院、厦门大学附属第一医院、中山大学附属第一医院、南京大学医学院附属鼓楼医院、复旦大学附属华山医院、连云港市第二人民医院、中元汇吉生物技术股份有限公司、丹娜（天津）生物科技股份有限公司。

本标准主要起草人：吴文娟、郭建、杨启文、陈茶、杨青、徐和平、郭鹏豪、沈瀚、朱均昊、商安全、林志敏、王伟毅、王贺。

《临床微生物检验质量与安全管理》

第 5-5 部分技术管理：微生物质谱鉴定

范围

本文件规范了目前微生物质谱鉴定常用技术——基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱技术应用的通用要求、技术管理、质量管理等各要素。

本文件适用于开展此项技术的医疗机构临床微生物实验室。

规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。其中，注明日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本标准；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。 

GB/33864 质谱仪通用规范

GB/T6041 质谱分析方法通则

WS/T 640 临床微生物学检验标本的采集和转运

WS/T 805 临床微生物检验基本技术标准

WS/T 807 临床微生物培养、鉴定和药敏检测系统的性能验证

YY/T 1740.2-2021 医用质谱仪第2部分：基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱仪

JJF 1528 飞行时间质谱仪校准规范

术语与定义

下列术语和定义适用于本文件
3.1 微生物质谱鉴定（Identification of microorganisms by mass spectrometry）

是一种利用质谱技术分析微生物（细菌、真菌等）自身独特的蛋白质或核酸指纹图谱，并将其与数据库中的参考图谱进行比对，从而实现对微生物快速、准确鉴定的技术。

3.2 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） 
是一种软电离质谱分析方法，基于确定能量离子在无场飞行管中的不同飞行时间所获得的蛋白指纹图谱进行鉴定。

3.3 点样（spotting）

将待测样品转移到靶板上的过程。

3.4 靶板（target plate）

是点样操作的载体，用于基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱分析的样品载体，可采用不锈钢、塑料或硅片等材质。材质选用依据仪器推荐的技术要求。
3.5 基质（matrix）

是待测样品离子化过程中能量传递的载体，辅助增强样品对激光的吸收与电离。一般是酚酸与有机溶剂组成的溶液，具有较高的水溶性、挥发性和化学惰性。
关键要素
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要素规范
5.1 通用要求

5.1.1 管理制度：包括但不限于人员资质、环境设施、设备安装、维护校准和软件升级、操作程序、质量控制程序、安全程序、能力评估程序、性能验证方案、结果解读和报告等内容。实验室应定期评审所建立制度的适宜性、充分性及有效性。

5.1.2 人员管理

5.1.2.1 微生物质谱鉴定技术人员应具备临床检验专业资质和微生物学基础知识及专业技能。

5.1.2.2 操作人员须完成上岗培训和生物安全培训，考核合格方可获得操作授权。培训的内容包括但不限于原理方法、信息技术、仪器维护、样本前处理、仪器操作、结果分析、结果报告与解释等。

5.1.2.3 所有操作人员应定期进行能力评估及人员比对，内容应包括样本前处理、操作、鉴定结果判读、无法鉴定的原因分析和错误结果的识别和处理等，以确保所有操作者鉴定结果的一致性。

5.1.2.4 应保存所有人员培训、考核和能力评估记录。

5.1.3 设施设备

5.1.3.1 仪器的选择，应符合行业标准YY/T 1740.2，性能可满足临床微生物实验室的实际需求。同时，宜配备仪器使用过程中所需要的其他配套设备。

5.1.3.2仪器配套数据库中微生物种类应包括常见需氧及兼性厌氧细菌、厌氧菌、苛养菌、分枝杆菌、酵母样真菌、丝状真菌等。商业数据库宜和质谱仪一并安装在实验室终端，应提供菌种拉丁文和中文名称。具有自建数据库功能的质谱仪，其自建库应与商业数据库独立设置。

5.1.4 生物安全

5.1.4.1 仪器应安装在生物安全Ⅱ级（BSL-2）及以上实验室内。工作环境和条件应满足制造商的要求。

5.1.4.2 实验室在开展微生物质谱鉴定前需实施风险评估，识别并确定工作流程和鉴定步骤中可能发生的化学和生物危害。

5.1.4.3 在风险评估的基础上应建立有效的安全防护策略，包括设备、化学试剂的使用，感染性病原体和被污染材料的处置等，以降低风险。

5.1.4.4 分枝杆菌或其他疑似高致病性病原体进行质谱鉴定时应采取经验证有效的生物安全控制措施。在点样分析之前，应确保菌株已经灭活。

5.2 技术管理
5.2.1 方法通则

5.2.1.1微生物质谱鉴定的检测原理是基于待测菌株特定的蛋白质指纹图谱与已知菌株构建的质谱数据库进行比对，实现对菌株的微生物种类鉴定。
5.2.1.2 样本制备过程可灭活微生物并提取蛋白。宜根据待测细菌细胞壁结构与成分的差异、菌落的特殊性（如黏液型菌落、干燥型菌落）等选择不同的标本制备方法。

5.2.1.3 鉴定结果应结合形态学和生物学特征进行审核判断，可补充生化反应、血清学或分子生物学方法进行确认，尤其是针对霍乱弧菌和沙门菌属等细菌，以及某些丝状真菌。

5.2.1.4 影响微生物质谱鉴定的主要因素包括分离培养基的种类、培养环境和培养时间的选择、前处理方法、数据库完整性、数据处理方式、交叉污染、校准和质控、结果解释和补充试验等，需进行全过程质量控制。

5.2.2 菌株准备

5.2.2.1 针对不同微生物应选择适宜其生长的培养条件，以获得高丰度蛋白表达，达到理想的鉴定效果。

5.2.2.2 宜使用非选择性培养基进行培养。通常使用固体培养基以获得纯菌落进行鉴定，如使用液体培养基则需要在分析前进行富集、洗涤或将液体培养转固体培养以确认纯度。

5.2.2.3 鉴定应采用新鲜培养的单个菌落，如果菌落很小，宜使用多个相同形态的菌落。低温保存的菌株不应直接用于鉴定，应进行传代培养以恢复其生长活性。常规细菌培养18~24h即可获得足量、新鲜的培养物。苛养菌、厌氧菌、分枝杆菌和真菌的培养条件、培养基及培养时间参考附录一。

5.2.2.4 阳性血培养增菌液应先行涂片、染色和镜检，确定为单一的形态时，可将培养液经过分离胶前处理，或4-6h培养后取菌膜进行质谱鉴定。若涂片镜检发现混合菌生长，应传代培养分纯后再做质谱鉴定。

5.2.3 检测操作

5.2.3.1 采用直接涂布法从培养基上挑取纯菌落转移至靶板时，应将菌落涂抹在靶点上形成一层均匀的薄膜，尽量覆盖整个靶点区域，涂抹的菌量宜适当。宜选用商品化的一次性点样笔/头进行涂布，以提升点样质量，使点样标准化，延长激光器使用寿命。

5.2.3.2酵母样菌落的蛋白质提取可以使用直接涂布法、靶板提取法、离心管提取法等。针对干燥型菌落，如克柔念珠菌（库德里亚兹维毕赤酵母）、皱褶念珠菌、毛孢子菌属等，宜在菌落生长早期鉴定，并使用靶板提取法进行前处理后再涂板鉴定。

5.2.3.3 分枝杆菌和诺卡菌样本处理宜采用硅珠破壁+离心管提取法；分枝杆菌液体培养阳性报警后可继续培养24h～72h，经离心去上清后，对沉淀物使用硅珠破壁+离心管提取法。

5.2.3.4 常用微生物质谱鉴定的样本处理方法见附录二。

5.2.4 结果解释报告

5.2.4.1 实验室在使用质谱鉴定时，应结合菌落特征及染色特点等基本要素，参考仪器制造商的判断标准进行报告。当获得单一的置信度高、一致性好的鉴定结果，可认为结果是可靠的；对于低置信度或无鉴定结果的情况，应检查菌株的生长特征和相关影响因素后进行重复鉴定及必要的补充试验。

5.2.4.2 对有临床意义的细菌应报告到种/亚种水平。对于无菌体液来源的细菌，当复合群或属内菌株的药物敏感性一致时可报告鉴定结果至复合群或属的水平，并在报告中说明质谱检测的局限性。对于某些具有临床意义的致病菌，如志贺菌属、沙门菌属，质谱无法准确鉴别到种，应结合生化反应和血清学试验确认。

5.2.4.3 进行酵母样真菌鉴定时，应尽可能报告至种水平（如耳念珠菌、葡萄牙念珠菌等）；某些特殊酵母样菌，在无法明确鉴定至种水平时可报告至复合群或属水平，并注明鉴定的局限性。

5.2.4.4 进行丝状真菌鉴定时，对有临床意义的丝状真菌宜鉴定到种，无法鉴定到种时可报告到复合群（组）或属水平。对于数据库中不能区别的近缘物种（如米曲霉与黄曲霉，小孢根霉与少根根霉等），宜进行补充试验或结合形态学特征进一步鉴定。

5.2.4.5 实验室可根据需求自行建立质谱数据库，如针对暗色真菌、马尔尼菲篮状菌和皮肤癣菌等。

5.2.4.6 当出现置信度低的不可靠鉴定结果或无鉴定结果时，应检查是否存在菌龄过老、菌落不纯、靶点菌量过少或过多导致结晶体形成不良、真菌破壁不充分、菌株数据库未覆盖等问题。宜选用补充方法进行鉴定，如生化反应、基因测序等。

5.2.4.7 当实验室初步鉴定为高致病性微生物，如土拉弗朗西斯菌、鼻疽伯克霍尔德菌、类鼻疽伯克霍尔德菌、组织荚膜胞浆菌和布鲁菌时，应立即联系医疗机构所在地区疾控部门，确认后续样本处理流程，并按要求上报。
5.3 质量管理

5.3.1 质量控制
5.3.1.1 室内质控

5.3.1.1.1 实验室需按照制造商的推荐及相关管理指南制定质控程序。

5.3.1.1.2质控菌株可采用制造商建议的标准菌株或本实验室经测序等方法确认的临床菌株。所有质控菌株进行质控操作时需采用新鲜培养的单个菌落，推荐细菌采用血琼脂平板培养16～20h的菌落，真菌采用沙保弱琼脂培养24～48h的菌落，冻存菌株至少传代两次后使用。每次质控应用空白试剂建立阴性对照，避免试剂污染或靶板清洗不当造成的假阳性。

5.3.1.1.3 当质控结果失控时，应从各环节分析原因并予以纠正。常见原因包括：质控菌株/蛋白标准品污染、使用错误的质控菌株/蛋白标准品、使用错误的试剂、操作人员的操作失误等。应记录分析失控原因并归档。采取纠正措施后重复测定质控菌株/蛋白质控品，如结果在控，可直接进行后续检测；若仍不能纠正，应联系制造商采取相应的措施。

5.3.1.2 室间质评

5.3.1.2.1 实验室应参加由外部组织方提供的室间质评。当室间质评菌株无法覆盖某些特殊微生物时，应自行组织室间比对。室间质评或室间比对的频率至少每半年1次。

5.3.1.2.2 当出现室间质评或室间比对结果不一致时，应及时分析失控原因并纠正。所有能力验证活动的记录，包括结果反馈、纠正措施等均应保存。

5.3.2 性能验证
商品化检测系统的性能验证可参照WS/T 807执行。如果实验室采用了超出制造商推荐方法的前处理方法或变更判断标准，应进行性能确认，以确保检测系统性能满足临床应用的需求。

5.3.3 检测系统

5.3.3.1 设备校准

5.3.3.1.1 原则：MALDI-TOF质谱仪应在设备校准合格、性能验证符合要求后方可使用。在用仪器设备应实行周期校准（建议不超过1年），并保存校准报告。

5.3.3.1.2 校准方案：校准和检测项目应包含质量范围、质量准确度、质量分辨率、信噪比、质量重复性、质量稳定性等。校准不通过应暂停开展检测项目，对不符合项进行原因分析并及时纠正。校准方案制定参考JJF1528《飞行时间质谱仪校准规范》、GB_33864 《质谱仪通用规范》等文件，由制造商的专业技术人员依照方案执行。

5.3.3.2 日常校准

5.3.3.2.1 校准原则：建议在进行每批次样本鉴定前，首先使用校准品对仪器进行校准，选取的校准品的分子量范围应覆盖MALDI-TOF质谱仪质量检测范围的60%以上。宜使用ATCC标准菌株（如大肠埃希菌ATCC8739）、细菌检测标准品（bacteria test standard，BTS）或制造商建议的标准菌株。

5.3.3.2.2 不同质谱系统的校准品选择及操作程序应参照制造商的说明书。校准通过并确认质控合格，方可进行样本鉴定。如校准失败，不应进行样本鉴定。

5.3.3.2.3 仪器日常/周期维护

应定期进行规范的预防性维护，包括清洁保养（舱门密封圈、离子源、防尘网等）、检查（激光器能量、真空度等）和定期更换质谱试剂、靶板耗材等，保证仪器处于良好的工作状态。此外，可要求制造商及时进行软件的升级和数据库的更新。

5.3.4 自建数据库

5.3.4.1 建库规则

5.3.4.1.1 实验室可根据工作需要建立自建数据库以补充和完善现有资源，从而提升MALDI-TOF MS鉴定的准确性和覆盖范围。

5.3.4.1.2 选择有代表性的菌株，包括标准菌株（尽量包含模式菌株）和/或经过生化、分子方法等获得明确分类学结果的临床分离菌株，以确保数据库的准确性和追溯性。每种菌应尽可能收集不同来源、不同亚型的同种菌株，使数据库更具全面性和代表性，需要一定的样本积累和迭代来优化自建库的性能。

5.3.4.1.3 培养条件及样本前处理：建库应以获得高质量、可重复的谱图为原则选择前处理方法。

5.3.4.1.4 谱图采集：在使用校准品对仪器进行校准之后，采集合格的建库数据。每组数据包含至少3个靶点的24张高质量、一致性好的谱图。

5.3.4.1.5 谱图入库：将建库谱图通过软件进行入库，应选择合适的参数，输入正确的溯源信息包括菌株拉丁名、中文名和ID号等，创建包含所有必要相关信息的参考谱图文件。

5.3.4.2 自建数据库评价

5.3.4.2.1 有效性验证：自建数据库完成后，应对新增菌种做有效性验证，至少包括：

1）同一菌株不同传代次数培养物，使用不同培养基、不同培养条件或不同前处理方法时的鉴定有效性。

2）同菌种不同菌株的鉴定有效性验证。选择10株以上经参比方法（如分子测序）确认的菌株，在与菌株建库相同的条件下，每株重复点靶3次进行鉴定，符合率应不低于90%。

5.3.4.2.2 特异性验证：选用与新建库中菌种亲缘关系相近的菌种进行特异性验证：

1）宜选择10株以上未纳入数据库的、经过参比方法验证的、同属不同种的菌株，对自建库进行验证，应无法获得符合建库株种置信水平要求的鉴定结果，特异性为100%。

2）对于部分近缘种（特别是某些复合群里的近缘种），质谱的鉴定有一定的局限性，无法有效区分。实验室宜依据临床实际需求，在自建库的时候以复合群/属的名称入库，或者以“/”的组合形式将质谱鉴别无法区别的菌种合并入库，例如鸟-胞内分枝杆菌复合群、黄曲霉/米曲霉。如需区分到种，则应考虑结合其他方法学进行进一步区分。

5.3.4.3 自建库应用管理

  实验室自建数据库通过性能评价后可临床应用，日常质量控制和质量保证方案同商品化数据库。

附录一、微生物质谱鉴定培养条件、培养基、样本处理方法
	微生物分类
	培养条件
	培养基
	样本处理方法

	普通细菌
	35±2℃，18~72h
	CBA/CHOC/MAC
	直接涂布法

靶板提取法

	酵母样真菌
	35±2℃，18~72h
	SDA
	靶板提取法

	分枝杆菌（固体培养基）
	35±2℃

快生长菌：3~7d

慢生长菌：7~28d
	罗氏培养基
	硅珠破壁+离心管提取法

	分枝杆菌（液体培养基）
	35±2℃

仪器报阳后继续24~72h
	MGIT
	硅珠破壁+离心管提取法

	奴卡氏菌
	35±2℃，24~72h
	BCYE
	硅珠破壁+离心管提取法

	支原体
	35±2℃，2~7d
	CBA
	直接涂布法

靶板提取法

	布鲁菌
	35±2℃，48~96h
	CBA
	灭活+直接涂布法

	曲霉属
	35±2℃，24~48h
	SDA/PDA
	双甲酸夹心法

丝状真菌分散法

	镰刀菌属
	35±2℃，48~72h
	SDA/PDA
	超声、冻融+离心管提取法

	毛霉目
	35±2℃，24h
	SDA/PDA
	双甲酸夹心法

	赛多孢属
	35±2℃，2～7d
	SDA/PDA
	双甲酸夹心法

	双相真菌
	35±2℃，3~5d
	SDA/PDA/BHI
	乙醇灭活+离心管提取法

	暗色真菌
	35±2℃，2～7d
	SDA/PDA
	超声、冻融+离心管提取法

	皮肤癣菌
	28℃±2℃，3～5d
	SDA/PDA
	超声、冻融+离心管提取法


注：哥伦比亚血琼脂（Columbia Blood Agar，CBA） ；麦康凯琼脂（MacConkey Agar，MAC）；巧克力琼脂（Chocolate Agar，CHOC）；活性碳酵母浸膏琼脂平板（Buffered Charcoal Yeast Extract Agar，BCYE）；罗氏培养基（Lowenstein-Jensen Medium）；沙保弱琼脂（Sabouraud Dextrose Agar，SDA）；葡萄糖马铃薯琼脂（Potato Dextrose Agar，PDA）；脑心浸液肉汤培养基（Brain-Heart Infusion Broth，BHI）分枝杆菌培养管 （Mycobacteria Growth Indicator Tube，MGIT）。

附录二：常用样本处理方法
实验人员工作时应佩戴口罩、手套，穿着工作服，做好个人防护。在鉴定高致病性或疑似高致病性病原菌时，应使用已验证有效的灭活方法，充分灭活后再提取蛋白。可通过热灭活（如在95°C孵育30min以上）和/或机械破坏步骤（如在乙醇存在的情况下用玻璃珠震荡或涡旋）进行灭活。

直接涂布法（Direct Colony Transfer Method）：

挑取单个菌落，均匀涂抹在靶板的靶点内，使样本在靶点上形成一层薄膜；覆盖1l基质溶液，干燥后上机检测。

靶板提取法（On-Target Extraction Method）：

挑取单个菌落，均匀涂抹在靶板的靶点内，使样本在靶点上形成一层薄膜；取1l 70%甲酸覆盖靶点；干燥后覆盖1l基质溶液，干燥后上机检测。

离心管提取法（Tube Extraction Method）：

在1.5ml EP管中加入300L无菌水，挑取适量菌体于离心管中充分混匀，再加入900l无水乙醇，用涡旋振荡器混匀；12000rpm离心2min，弃上清，待其干燥；加入50l 70%甲酸，混匀后再加入等体积乙腈，充分混匀后12000rpm离心2min；取1l上清液滴加至靶板的靶点中，干燥后覆盖1l基质溶液，干燥后上机检测。

双甲酸夹心法（FA Sandwich Method）：

在靶点上滴加1l 70%甲酸溶液；刮取培养基上适量菌体，将菌体分散到滴加有甲酸的靶点上，反复涂抹、研磨、分散均匀，直至形成一层薄膜；待干燥后再次滴加1l 70%甲酸溶液；干燥后覆盖1l基质溶液，干燥后上机检测。

硅珠破壁+离心管提取法：

在1.5ml EP管中加⼊300µl纯水，挑取新鲜菌落菌体分散到纯水中，加⼊900µl无水乙醇，静置至少10min；12000rpm离心2min，弃上清，待其干燥；加入50l 70%甲酸，并加⼊适量硅珠/氧化锆珠，使用均质仪震荡3min或者涡旋震荡15min；再加入50l乙腈，充分混匀后12000rpm离心2min；取1l上清液滴加至靶板的靶点中，干燥后覆盖1l基质溶液，干燥后上机检测。

丝状真菌分散法

在1.5ml EP管中加⼊200µl 70%甲酸和200µl乙腈混匀；将取样棉签浸⼊EP管中浸湿；使用棉签刮取琼脂上新鲜菌落菌体，涮⼊EP管提取液中，反复几次直至溶液浑浊；涡旋混匀后滴加1μl悬浊液至靶点，干燥后覆盖1l基质溶液，干燥后上机检测。

黏液型菌株处理方法：

（1）用接种环将黏液性细菌菌落混合均匀，再挑取目的样品进行点板；

（2）用棉签轻轻拂去菌落表面黏液，再挑取部分下层样品进行点板；

（3）用接种环挑取分纯菌落到装有300μl去离子水的EP管中，充分分散清洗，10000~13000rpm，离心2min，弃上清，取沉淀点板。
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