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［摘　要］　目的　了解云南省艾滋病患者分离新生隐球菌的药物敏感性情况。方法　采用比色微量稀释法，对

２００７年８月—２０１８年７月云南省传染病医院住院艾滋病患者标本分离的３０４株新生隐球菌进行药敏试验，检测６种

常用抗隐球菌药物的敏感性。结果　药敏结果显示：两性霉素Ｂ、５氟胞嘧啶、氟康唑、伏立康唑、伊曲康唑及泊沙

康唑 ＭＩＣ５０分别为１、２、４、０．０３、０．０６、０．１２μｇ／ｍＬ，ＭＩＣ９０分别为１、４、８、０．０６、０．１２、０．２５μｇ／ｍＬ，几何均数分别为

０．７５、２．３２、３．２８、０．０３９、０．０５３、０．０９μｇ／ｍＬ。在６种抗真菌药物中，新生隐球菌对伏立康唑和两性霉素Ｂ的耐药

率为１．３２％，５氟胞嘧啶的耐药率为０．３３％，未发现对伊曲康唑和氟康唑产生耐药的菌株。结论　云南省艾滋病

患者分离的新生隐球菌对不同药物敏感性有差异，可为临床选药提供参考。
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　　截至２０１７年底，云南省累计报告存活人类免疫

缺陷病毒（ＨＩＶ）感染者和艾滋病患者９８８７８例，居

全国前五。隐球菌性脑膜炎常感染免疫力低下人

群，尤其是艾滋病患者，其抗真菌治疗效果差，是艾

滋病患者死亡的主要原因之一［１］。在较长的抗真菌

治疗过程中（平均周期为１２个月），隐球菌对抗真菌

药物会产生耐药，从而导致治疗失败［２］。因此，临床

治疗需要实验室的体外药物敏感性报告作为依据。

不同地区药敏折点是有差异的［３］，目前，云南地区新

生隐球菌常用药物药敏折点情况未见报道。对本院

２００７年８月—２０１８年７月艾滋病患者标本中分离

的新生隐球菌菌株进行药物敏感性检测，并分析其

报告，以期为本地区新生隐球菌的药物敏感性折点

建立提供数据。

１　对象与方法

１．１　菌株来源　３０４株新生隐球菌全部分离自云

南省传染病医院住院艾滋病患者标本，患者来自云

南省的１６个地州市。同一患者相同标本分离的新

生隐球菌均进行药敏检测，经比较检测结果相同，仅

纳入一次检测结果进行统计分析，同一患者不同标

本分离的新生隐球菌均纳入研究。质控菌株为克柔

假丝酵母菌 ＡＴＣＣ６２５８ 和近平滑假丝酵母菌

ＡＴＣＣ２２０１９。

１．２　菌株培养及复核鉴定　将－８０℃保存的临床

分离的新生隐球菌菌株置于２０℃复苏２４ｈ，使其恢

复繁殖活力。在无菌条件下，将其转种至沙保罗

（ＳＧＣ）培养基上，２５℃孵育培养４８～７２ｈ，形成肉眼

可见的菌落，然后进行菌种复核鉴定。复核鉴定由

本院微生物室工作人员参照全国临床检验操作规程

第四版要求［４］，即根据菌落生长特征、镜下形态以及

生化反应，结合ＶＩＴＥＫ２ＹＳＴ卡进行菌种鉴定。

１．３　药敏试验　 采用ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司的真菌

药敏板进行药敏试验，即比色微量稀释法，每块药敏

板都包被有适当稀释浓度的抗真菌药物和显色剂。

在药敏板中，各抗真菌药物及浓度范围分别为５氟胞

嘧啶０．０６～６４μｇ／ｍＬ，泊沙康唑０．００８～８μｇ／ｍＬ，

伏立康唑０．００８～８μｇ／ｍＬ，伊曲康唑０．０１５～

１６μｇ／ｍＬ，氟康唑０．０１２～２５６μｇ／ｍＬ，两性霉素Ｂ

０．１２～８μｇ／ｍＬ。实验严格按照试剂盒说明书加样

后，在非ＣＯ２培养箱培养７２ｈ读取结果。根据颜色

改变目视观察抑制微生物生长的抗真菌药物的最

低抑菌浓度 （ｍｉｎｉｍｕｍｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，

ＭＩＣ）。实验同时检测克柔假丝酵母菌ＡＴＣＣ６２５８

和近平滑假丝酵母菌ＡＴＣＣ２２０１９进行质量控制。

１．４　结果判读　药物敏感性判断参照全国临床检

验操作规程第四版［４］推荐的假丝酵母菌药物敏感性

判断标准。

１．５　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１９．０统计软件对

６种抗真菌药物的 ＭＩＣ５０、ＭＩＣ９０和 ＭＩＣ 几何均数

进行分析。

２　结果

２．１　标本来源　共收集２００７年８月—２０１８年７月

云南省传染病医院住院艾滋病患者标本分离的新生

隐球菌３０４株，标本来源见表１。骨髓中检出隐球

菌的１１例患者中，在治疗的不同时期，有５例曾在

患者血液中检出，２例曾在患者脑脊液中检出，

４例仅在骨髓中检出。

表１　３０４株新生隐球菌标本来源分布

犜犪犫犾犲１　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｓｐｅｃｉｍｅｎｓｏｕｒｃｅｓｏｆ３０４ｓｔｒａｉｎｓｏｆ

犆．狀犲狅犳狅狉犿犪狀狊

标本类型 分离株数 构成比（％）

脑脊液 １９２ ６３．１６

血 ９６ ３１．５８

骨髓 １１ ３．６２

胸腔积液 ３ ０．９８

痰 １ ０．３３

组织 １ ０．３３

２．２　抗真菌药物的敏感性

２．２．１　６ 种常用抗真菌药物对新生隐球菌的

ＭＩＣ值　药敏试验结果显示，３０４株新生隐球菌对唑

类抗真菌药物（除氟康唑外）ＭＩＣ均＜１μｇ／ｍＬ，多烯

类的两性霉素ＢＭＩＣ≤４μｇ／ｍＬ，氟康唑及５氟胞

嘧啶的ＭＩＣ≤３２μｇ／ｍＬ。见表２。

２．２．２　５种抗真菌药物对新生隐球菌的敏感性

分析　未发现对伊曲康唑和氟康唑耐药的菌株。

详见表３。
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表２　６种抗真菌药物对新生隐球菌的 ＭＩＣ值（μｇ／ｍＬ）

犜犪犫犾犲２　ＭＩＣｖａｌｕｅｓｏｆ６ｋｉｎｄｓｏｆａｎｔｉｆｕｎｇａｌａｇｅｎｔｓａｇａｉｎｓｔ

犆．狀犲狅犳狅狉犿犪狀狊（μｇ／ｍＬ）

抗真菌药物 ＭＩＣ范围 ＭＩＣ５０ ＭＩＣ９０ ＭＩＣ几何均数

５氟胞嘧啶 ０．５～３２ ２ ４ ２．３２

泊沙康唑 ０．０１５～０．５ ０．１２ ０．２５ ０．０９

伏立康唑 ０．００８～０．２５ ０．０３ ０．０６ ０．０３９

伊曲康唑 ＜０．０１５～０．５ ０．０６ ０．１２ ０．０５３

氟康唑 ０．１２～３２ ４ ８ ３．２８

两性霉素Ｂ ０．１２～４ １ １ ０．７５

表３　３０４株新生隐球菌对５种抗真菌药物的药敏结果［％（株）］

犜犪犫犾犲３　Ａｎｔｉｆｕｎｇａｌｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｏｆ３０４ｓｔｒａｉｎｓｏｆ犆．狀犲狅

犳狅狉犿犪狀狊ｔｏ５ａｎｔｉｆｕｎｇａｌａｇｅｎｔｓ （％［Ｎｏ．ｏｆｉｓｏ

ｌａｔｅｓ］）

抗真菌药物 敏感 剂量依赖性敏感 耐药

５氟胞嘧啶 ９５．３９（２９０） ４．２８（１３） ０．３３（１）

伏立康唑 ９８．６８（３００） ０．０（０） １．３２（４）

伊曲康唑 ９９．６７（３０３） ０．３３（１） ０．００（０）

氟康唑 ９７．０４（２９５） ２．９６（９） ０．００（０）

两性霉素Ｂ ９８．６８（３００） ０．０（０） １．３２（４）

　　注：泊沙康唑由于无体外药敏试验解释，在此不进行判断

３　讨论

新生隐球菌属条件致病菌，随呼吸经肺部侵入

人体，由血液播撒至脑及脑膜，也可侵犯皮肤、骨和

关节。该菌的发病与免疫力低下，尤其是ＨＩＶ感染

有密切的关系。本研究中，检出新生隐球菌的标本

类型以脑脊液和血液为主，占９４．７３％，其次为骨髓

（１１例，占３．６２％）。据报道，新生隐球菌在广西
［５］、

云南［６］以及长沙［７］地区艾滋病患者骨髓标本中的检

出率为２％～２．６５％，与本研究结果基本一致。而

在非艾滋病患者中［８１０］尚无骨髓检出新生隐球菌的

报道，可能与艾滋病患者免疫力低下，新生隐球菌更

易侵犯骨髓所致，提示艾滋病患者可联合采集脑脊

液、血液和骨髓标本进行培养，以提高新生隐球菌的

检出率。

在艾滋病合并隐球菌性脑膜炎的患者中，治疗

初始阶段就使用两性霉素Ｂ的患者，较初始时不使

用此药治疗的患者死亡风险更低［１１］。因此在艾滋

病合并隐球菌感染的临床路径中，治疗首选药物推

荐两性霉素Ｂ和５氟胞嘧啶
［２］。本研究中两性霉

素Ｂ对３０４株新生隐球菌的 ＭＩＣ 范围为０．１２～

４μｇ／ｍＬ，ＭＩＣ５０ 和 几 何 均 数 （１ μｇ／ｍＬ 和

０．７５μｇ／ｍＬ）均高于国内外的部分小样本文献
［１２１５］

报道，如华东地区（９６株，ＭＩＣ５０为０．２５μｇ／ｍＬ，几

何均数为０．３０２μｇ／ｍＬ）
［９］，上海（３５株，ＭＩＣ５０为

０．１２５μｇ／ｍＬ，几何均数为０．２６μｇ／ｍＬ）
［１６］，美国

和日本（２６株，ＭＩＣ５０为０．０６２５μｇ／ｍＬ）
［１７］。本研

究的结果与国内［７８］和国外［１０，１８１９］等检测样本量均

大于１００株的ＭＩＣ５０和几何均数结果较一致。Ｅｓｐｉｎｅｌ

Ｉｎｇｒｏｆｆ等
［２０］对全球３５９０株新生隐球菌进行药敏

研究，结果显示，两性霉素Ｂ的ＭＩＣ为２μｇ／ｍＬ的菌

株占０．９５％（３４株），ＭＩＣ为４的菌株占０．０８４％

（３株），与本次研究结果相近，提示扩大新生隐球菌

药敏实验的样本量，能更全面地反映新生隐球菌对

抗真菌药物的敏感性。在本研究中，有４株新生隐

球菌两性霉素Ｂ的 ＭＩＣ≥２μｇ／ｍＬ，其中有１株为

４μｇ／ｍＬ，属罕见情况，因此对此４株菌抗真菌药物

药物敏感性进行了复检，复检与初检结果一致。出

现此种情况可能与艾滋病患者播散性新生隐球菌的

复发率高，反复使用两性霉素Ｂ治疗有关，提示高

耐药株出现可能是无药物选择压力下的一种宿主

反应［３］。

在本研究中，氟康唑、５氟胞嘧啶、伏立康唑、泊

沙康唑和伊曲康唑的 ＭＩＣ５０、ＭＩＣ９０和几何均数均稍

低于非 ＨＩＶ 感染性新生隐球菌有关研究
［８９］结果，

与亚洲多中心的研究［２１］结果一致，氟康唑、５氟胞

嘧啶、伏立康唑、泊沙康唑和伊曲康唑对艾滋病患者

分离的新生隐球菌菌株的 ＭＩＣ值与非艾滋病患者

分离的菌株差异无统计学意义，但是艾滋病患者

ＭＩＣ几何均数均小于非艾滋病患者。

本次研究以假丝酵母菌临床菌株体外药敏试验

解释为药敏折点，对新生隐球菌进行判断，５种抗隐

球菌药物敏感率均达到９５％ 以上，伊曲康唑最敏

感，敏感率达到９９％ 以上，远高于相关文献
［３，７，９，２１］

报道。
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