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江西南昌市５２株假丝酵母菌血症病原真菌的鉴定及其药敏特征
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［摘　要］　目的　了解江西南昌市假丝酵母菌血症病原真菌构成及其药物敏感性。方法　收集２０１５年３—１０月

南昌某医院住院患者送检血标本分离的假丝酵母菌属真菌，扩增真菌的转录间隔间区（ＩＴＳ区）和核糖体大亚基

（２６ｒＲＮＡ、Ｄ１／Ｄ２区）对菌株进行鉴定，同时检测菌株对抗真菌药物的敏感性。结果　共收集血培养阳性标本

１３３２份，真菌阳性标本７４份，占５．５６％，其中检出假丝酵母菌属５２株，以热带假丝酵母菌为最常见（１７株，占

３２．６９％），其次是白假丝酵母菌和近平滑假丝酵母菌复合体（均为１６株，各占３０．７７％）。ＩＴＳ区和Ｄ１／Ｄ２区的鉴

定结果相同。５２株假丝酵母菌对米卡芬净、卡泊芬净均敏感，两性霉素Ｂ的流行病学折点（ＥＣＶ）结果显示，均为

野生型。热带假丝酵母菌对氟康唑和伏立康唑的耐药率分别为２９．４１％、１７．６４％，伊曲康唑和泊沙康唑的ＥＣＶ结

果显示，野生型分别占８２．３５％、９４．１２％；白假丝酵母菌对氟康唑和伏立康唑的敏感率分别为９３．７５％、８１．２５％，

伊曲康唑和泊沙康唑的ＥＣＶ显示，野生型分别占７５．００％、８１．２５％；近平滑假丝酵母菌复合体对氟康唑和伏立康

唑均敏感，伊曲康唑和泊沙康唑的ＥＣＶ结果显示，均为野生型；光滑假丝酵母菌对氟康唑均为中介，伏立康唑、伊

曲康唑和泊沙康唑的ＥＣＶ结果显示，野生型分别占６６．６７％、１００．００％、１００．００％。结论　热带假丝酵母菌为江西

南昌市假丝酵母菌血症最常见的病原真菌，其次是白假丝酵母菌和近平滑假丝酵母菌复合体，唑类和棘白菌素类

抗真菌药物和两性霉素Ｂ仍是一线抗真菌药物。

［关　键　词］　假丝酵母菌血症；分子鉴定；抗真菌药物；假丝酵母菌属
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　　近年来，随着抗菌药物、糖皮质激素、免疫抑制

剂以及医疗器械的大量使用，假丝酵母菌属已成为

医院真菌感染最主要的致病菌。假丝酵母菌属在美

国和欧洲医院感染病原菌中居第四位和第六位。全

球的假丝酵母菌血症约占假丝酵母菌感染的８０％，

其病死率高达４０％
［１８］。假丝酵母菌血症的早期诊

断和治疗对降低本病的高发病率、高病死率尤为重

要，而假丝酵母菌血症病原真菌的鉴定和药物敏感

性特征在诊断和治疗中必不可少。因此，本研究对

江西南昌市某三级医院２０１５年３—１０月住院患者

血培养标本分离的５２株假丝酵母菌血症病原真菌

进行鉴定和药敏检测，现将结果报告如下。

１　材料与方法

１．１　实验菌株　对２０１５年３—１０月南昌大学第一

附属医院所有临床科室住院患者送检血培养标本分

离的酵母样菌落真菌，转种至显色培养基，收集在显

色培养基上菌落呈白色、绿色，蓝色、紫色的菌株。

质控菌株：克柔假丝酵母菌 ＡＴＣＣ６２５８、近平滑假

丝酵母菌 ＡＴＣＣ２２０１９，由北京大学真菌和真菌病

研究中心赠送。

１．２　主要仪器和试剂　显色培养基为河南郑州博

赛生物技术股份有限公司产品，比浊仪为法国生物

梅里埃公司（ＢｉｏｍｅｒｉｅｕｘＤｅｎｓｉｍａｔ）产品，９６孔细胞

培养板为青岛阿尔发医疗器械有限公司产品，ＲＰ

ＭＩ１６４０粉（Ｇｉｂｃｏ，ＵＳＡ），ＭＯＰＳ缓冲液为沃德赛

斯生物公司产品，真菌ＤＮＡ提取试剂盒购自天根

生化科技（北京）有限公司。氟康唑、两性霉素Ｂ购

自美国ｓｉｇｍａ公司，伏立康唑、伊曲康唑购自寿光富

康制药公司，泊沙康唑、米卡芬净、卡泊芬净购自华

中海威基因科技公司。引物设计和ＤＮＡ测序均由

生工生物工程有限公司完成。

１．３　菌株培养与鉴定　将菌株转种至土豆琼脂斜

面培养基，置于３５℃孵箱培养４８ｈ，按照真菌ＤＮＡ

提取试剂盒的操作说明提取菌株ＤＮＡ，利用标准化

的分子生物学鉴定方法对菌株进行鉴定，依据文

献［１２］使用真菌ＩＴＳ区和Ｄ１／Ｄ２区的常用引物和反

应条件进行ＰＣＲ扩增，测序后对分离菌株进行鉴

定，测序结果差异≤１％则鉴定为同一菌种。

１．４　药敏试验

１．４．１　菌液制备　将受试菌在土豆琼脂平板上，

３５℃孵育２４ｈ，转种２次，挑取＞ｌｍｍ 菌落３～

５个至５ｍＬ无菌的０．８５％ＮａＣｌ溶液中，制成菌悬

液，调整浊度，经血细胞计数板计数，菌浓度为１×

１０６～５×１０
６ＣＦＵ／ｍＬ。

１．４．２　药物溶液的配制　氟康唑用无菌蒸馏水配

制成浓度为１６００μｇ／ｍＬ贮存液，卡泊芬净、米卡

芬净用无菌蒸馏水配制成浓度为８００μｇ／ｍＬ贮存

液，伊曲康唑、伏立康唑、泊沙康唑、两性霉素Ｂ用

二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）配制浓度为８００μｇ／ｍＬ的

贮存液。

１．４．３　体外抗真菌药敏板制备　用ＲＰＭＩ１６４０溶

液培养基将氟康唑贮存液稀释成（６４～０．１２５）μｇ／ｍＬ

浓度梯度，将伊曲康唑、伏立康唑、两性霉素Ｂ、泊沙

康唑、卡泊芬净、米卡芬净贮存液稀释成（１６～０．０３）

μｇ／ｍＬ浓度梯度，将上述药物溶液按浓度梯度以微

量加样器从低到高依次将药液加入无菌的９６孔板

内，每孔１００μＬ，第１１孔为菌液阳性对照，第１２孔

为空白对照，密封，－７０℃保存备用。

１．４．４　药敏试验　参考美国临床实验室标准化研

究协会（ＣＬＳＩ）Ｍ２７Ａ３方案
［３］的微量稀释法进行，

将浓度为（１×１０６～５×１０
６）ＣＦＵ／ｍＬ的菌悬液用

ＲＰＭＩ１６４０稀释１０００倍，加入制备的抗真菌药敏

板中，每孔加１００μＬ，菌液终浓度为（０．５×１０
３
～

２．５×１０３）ＣＦＵ／ｍＬ，３５℃孵箱培养２４ｈ。
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１．４．５　结果判读　参照ＣＬＳＩＭ２７Ｓ４方案
［３４］进

行，７种抗真菌药物对酵母菌的最小抑菌浓度

（ＭＩＣ）的结果判读标准为：唑类和棘白菌素类抗真

菌药物以抑制５０％以上判读，两性霉素Ｂ以抑制

１００％判读。流行病学折点（ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃａｌｃｕｔｏｆｆ

ｖａｌｕｅ，ＥＣＶ）是指用于区分非野生型菌株和野生型

菌株的 ＭＩＣ阈值，其结果判读标准与 ＭＩＣ的判读

标准一致［５，９１０］，伊曲康唑、泊沙康唑和两性霉素Ｂ

无推荐的折点，对上述三种抗真菌药物使用ＥＣＶ

判读。７种抗真菌药物的 ＭＩＣ或ＥＣＶ的判断分界

值参照ＣＬＳＩＭ２７Ｓ４和相关文献
［４５］。

２　结果

２．１　假丝酵母菌血症病原真菌构成情况　２０１５年

３—１０月共收集血培养阳性标本１３３２份，真菌阳性

标本７４份，占５．５６％，其中检出假丝酵母菌属

５２株。５２株假丝酵母菌属中以热带假丝酵母菌为

最常见，为１７株（占３２．６９％），其次是白假丝酵母

菌和近平滑假丝酵母菌复合体，均为１６株（各占

３０．７７％），近平滑假丝酵母菌复合体包括２株拟平

滑假丝酵母菌和１４株近平滑假丝酵母菌，光滑假丝

酵母菌为３株（占５．７７％）。见表１。

表１　假丝酵母菌血症病原真菌构成情况

犜犪犫犾犲１　Ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｆｕｎｇｉｃａｕｓｉｎｇｃａｎｄｉｄｅｍｉａ

真菌 菌株数 构成比（％）

热带假丝酵母菌 １７ ３２．６９

白假丝酵母菌 １６ ３０．７７

近平滑假丝酵母菌复合体 １６ ３０．７７

光滑假丝酵母菌 ３ ５．７７

合计 ５２ １００．００

２．２　菌株鉴定结果　利用ＩＴＳ区和Ｄ１／Ｄ２区对

５２株假丝酵母菌进行鉴定，ＩＴＳ区和Ｄ１／Ｄ２区的鉴

定结果相同。

２．３　药敏试验结果　５２株假丝酵母菌对米卡芬

净、卡泊芬净均敏感，两性霉素Ｂ的 ＥＣＶ 结果显

示，均为野生型。热带假丝酵母菌：对氟康唑和伏立

康唑的耐药率分别为２９．４１％、１７．６４％，伊曲康唑

和泊沙康唑的ＥＣＶ结果显示 ，野生型分别占

８２．３５％、９４．１２％；白假丝酵母菌：对氟康唑和伏立

康唑的敏感率分别为９３．７５％、８１．２５％，伊曲康唑

和泊沙康唑的ＥＣＶ显示，野生型分别占７５．００％、

８１．２５％；近平滑假丝酵母菌复合体：对氟康唑和伏

立康唑均敏感，伊曲康唑和泊沙康唑的ＥＣＶ结果

显示，均为野生型；光滑假丝酵母菌：对氟康唑均为

中介，伏立康唑、伊曲康唑和泊沙康唑的ＥＣＶ结果

显示，野生型分别占６６．６７％、１００．００％、１００．００％。

见表２。

３　讨论

在正常情况下，假丝酵母菌为人体的正常定植

菌株之一，当人体的免疫力低下或处于抑制状态时，

正常菌群可转变为致病菌，引起人体的皮肤黏膜、口

腔等部位的真菌感染，甚至引起血液、肝、肾等部位

的侵袭性感染。文献［１１１２］报道，假丝酵母菌属在医

院的真菌感染中居首位。

ＩＴＳ区和Ｄ１／Ｄ２区为酵母样真菌常用的鉴定

和分类区域，ＩＴＳ区和Ｄ１／Ｄ２区还有相似的种内变

异，一般选择任意一区对酵母样真菌进行鉴定［１２］。

如果待测菌株两个区的鉴定结果不同，且 Ｄ１／Ｄ２区

＞１％的突变时，通常认为此株待测菌株是一个新

种［１］。本研究为保证鉴定结果的准确性，运用了

ＩＴＳ区和Ｄ１／Ｄ２区对５２株假丝酵母菌进行鉴定，

ＩＴＳ区和Ｄ１／Ｄ２区的鉴定结果相同，未发现新的酵

母样菌种。

本组研究结果显示，真菌血症的发病率为

５．５６％，高于江苏某医院的２．１６％
［１３］，但与本院之

前报道的真菌发病率一致［１４］。收集的５２株假丝酵

母菌，热带假丝酵母菌所占比率最高（３２．６９％），其

次为白假丝酵母菌和近平滑假丝酵母菌复合体，各

占３０．７７％，与之前报道文献的菌株分布相似
［６］。

研究［１３，１５］报道，白假丝酵母菌为假丝酵母菌血症

中最主要的致病真菌，其次是近平滑假丝酵母菌

复合体和热带假丝酵母菌，与本研究的结果不同，

主要原因可能是假丝酵母菌属的菌种构成情况呈

地域性分布，以及抗真菌药物对假丝酵母菌属的

选择性作用。
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表２　假丝酵母菌血症患者分离真菌的药敏结果以及流行病学折点（％）

犜犪犫犾犲２　ＡｎｔｉｆｕｎｇａｌｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓａｎｄＥＣＶｏｆｆｕｎｇｉｆｒｏｍｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｃａｎｄｉｄｅｍｉａ（％）

菌株 抗真菌药物 敏感率 中介 耐药率
ＥＣＶ

野生型 非野生型

热带假丝酵母菌 氟康唑 ５２．９４ １７．６５ ２９．４１ － －

伏立康唑 ４１．１８ ４１．１８ １７．６４ － －

伊曲康唑 － － － ８２．３５ １７．６５

泊沙康唑 － － － ９４．１２ ５．８８

卡泊芬净 １００．００ ０．００ ０．００ － －

米卡芬净 １００．００ ０．００ ０．００ － －

两性霉素Ｂ － － － １００．００ ０．００

白假丝酵母菌 氟康唑 ９３．７５ ０．００ ６．２５ － －

伏立康唑 ８１．２５ １２．５０ ６．２５ － －

伊曲康唑 － － － ７５．００ ２５．００

泊沙康唑 － － － ８１．２５ １８．７５

卡泊芬净 １００．００ ０．００ ０．００ － －

米卡芬净 １００．００ ０．００ ０．００ － －

两性霉素Ｂ － － － １００．００ ０．００

近平滑假丝酵母菌复合体 氟康唑 １００．００ ０．００ ０．００ － －

伏立康唑 １００．００ ０．００ ０．００ － －

伊曲康唑 － － １００．００ ０．００

泊沙康唑 － － １００．００ ０．００

卡泊芬净 １００．００ ０．００ ０．００ － －

米卡芬净 １００．００ ０．００ ０．００ － －

两性霉素Ｂ － － － １００．００ ０．００

光滑假丝酵母菌 氟康唑 ０．００ １００．００ ０．００ － －

伏立康唑 － － － ６６．６７ ３３．３３

伊曲康唑 － － １００．００ ０．００

泊沙康唑 － － － １００．００ ０．００

卡泊芬净 １００．００ ０．００ ０．００ － －

米卡芬净 １００．００ ０．００ ０．００ － －

两性霉素Ｂ － － － １００．００ ０．００

　　本研究中白假丝酵母菌对伊曲康唑的耐药率最

高，其次是泊沙康唑、氟康唑和伏立康唑。热带假丝

酵母菌对氟康唑和伊曲康唑的抗真菌药物的耐药率

比其他菌株高。白假丝酵母菌和热带假丝酵母菌对

氟康唑的耐药率，以及伊曲康唑非野生型所占比例

均高于文献［１５１６］报道，可能是因为唑类药物的副作

用相对较小。本院临床科室对氟康唑和伊曲康唑的

使用时间较长，使用量较多，使用的适应证范围较广

（包括浅部和深部的感染），从而导致诱导性耐药。

本研究发现２株对多种唑类药物耐药菌株（白假丝

酵母菌和热带假丝酵母菌各１株），但这两株菌对泊

沙康唑的敏感性较好。分析患者临床资料，发现其

住院期间较长时间使用过伊曲康唑，而未使用泊沙

康唑，耐药菌株的产生可能与使用抗真菌药物的诱

导有关。但假丝酵母菌对棘白菌素类药物的敏感性

均为１００．００％，表明棘白菌素类和多烯类抗真菌药

物仍为较好的一线抗真菌药物。本院临床医生在用

唑类药物预防和治疗假丝酵母菌血症应更规范，尤

其对热带假丝酵母菌和白假丝酵母菌引起的

菌血症。

本研究首次调查江西南昌市假丝酵母菌血症病

原真菌的鉴定和药物敏感性，有助于了解江西南昌

市假丝酵母菌血症病原真菌的流行病学情况，为预

防假丝酵母菌血症的发生、暴发，以及治疗有着重要

的意义。但本研究的调查时间短，收集的菌株数量

较少，后续研究将延长收集时间，增加菌株数量，完

善江西省南昌市的假丝酵母菌血症的流行病学

调查。
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