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·临床论著·

无菌体液感染真菌的分布及耐药性检测

茅国峰   何秋丽   沈少卿   

           
【摘要】 目的  回顾性探讨无菌体液感染常见病原性真菌的菌群分布及耐药特点，为临床真菌感

染性疾病提供病原学诊断和合理使用抗真菌药物的依据。方法  对 2012 年 1 月至 2013 年 12 月本院临

床中从无菌体液中分离的真菌菌株，采用微量稀释法和纸片扩散法检测药物敏感性情况，并对通过血

液中分离到的真菌分析，比较两种药敏方法的差异。 结果  无菌体液标本以血液感染最多见，为92例（占

46.5%），198 株真菌以白色念珠菌为主（占 65.1%），除光滑念珠菌外，分离到的其他主要真菌对

抗真菌药物显示了较好的体外活性；微量稀释法和纸片扩散法检测真菌药敏具有较好的一致性，氟康

唑和伏立康唑 kappa 值分别为 0.739 和 0.792。 结论  无菌体液中真菌感染以白色念珠菌为主，临床应

合理使用抗真菌药物；纸片扩散法可代替微量稀释法检测抗真菌药物的体外活性。
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【Abstract】 Objective   To investigate the distribution and drug resistance of fungi isolated from 
sterile body fluids infection, and to provide the basis and references for clinical treatment and the rational 
use of antifungal drugs.   Methods  Fungal strains were isolated from January 2012 to December 2013, 
antimicrobial susceptibility was determined by microdilution method and disk diffusion method, and the 
results of the two methods were compared.   Results   Blood infection was the most common source of sterile 
body fluid specimens (92 cases), accounting for 46.5%; Candida albicans was the predominant fungal (65.1% ) 
among the 198 fungal strains. All of the isolates showed good sensitivity to the antifungal drugs except for 
Candida glabrata. The results of microdilution and disk diffusion method showed good consistency, the kappa 
of fluconazole and voriconazole were 0.739 and 0.792, respectively.   Conclusions  Candida albicans was the 
predominant fungal in sterile body fluids infection, the clinical use of antifungal drugs should be reasonable. 
Disk diffusion method could replace the microdilution to detect the activity of anti-fungal agents in vitro. 
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近年来，随着广谱抗菌药物、糖皮质激素以及

免疫抑制剂等药物的大量使用，各种介入治疗和侵

袭性操作的广泛开展，无菌体液感染真菌的发病率

逐年上升，并且也产生了不同的耐药菌株。传统的

抗真菌药物因毒副作用大或抗菌谱窄，临床使用受

到限制，新型抗真菌药如伏立康唑在抗真菌治疗中

发挥了越来越重要的作用。为了更好地指导临床合

理使用抗真菌药物，本研究对临床无菌体液中分离

的真菌菌群分布及耐药状况作了检测分析，并比较

了微量稀释法和纸片扩散法两种药敏试验方法的符

合情况，现报道如下。

资料与方法

一、材料

 1. 菌株来源：对本院 2011 年 1 月至 2013 年

12 月临床送检的各种无菌体液标本，包括血液、胸

水、腹水和脑脊液等，共分离到 198 株真菌（同一

患者连续多次分离出相同真菌时，只统计 1 株）。

 2. 仪器：法国生物梅里埃公司 BacT/Alert3D
全自动血培养仪及专用培养瓶；梅里埃 VITEK-2
微生物鉴定分析系统及 YBC 鉴定卡进行鉴定。

 3. 培养基及药敏试剂盒：真菌培养采用梅里

埃公司的血平板和沙保弱平板；纸片扩散法药敏纸
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片购自英国Oxoid公司，氟康唑25 µg/片，伏利康唑

1 µg/片；微量稀释法采用法国生物梅里埃公司ATB 
Fungus 3酵母样真菌药敏试剂盒，内含不同稀释浓

度的氟康唑、伊曲康唑、氟胞嘧啶、两性霉素B和

伏立康唑5种抗真菌药物。

二、方法

1. 培养方法：血液标本 10 ml 注入普通需氧血

培养瓶内 , 在法国生物梅里埃公司 BacT/Alert3D 仪

器中培养，报警阳性，涂片见革兰阳性孢子或菌丝，

立即转种血平板、沙保弱培养基；其他标本接种于

血平板和沙保弱培养基内置 35 ℃孵箱，培养 24 ～

72 h。
2. 纸片扩散法：根据 NCCIS M44-A 方法进行。

配制 500 ml MH 琼脂，加入 10 g 葡萄糖和 50 µl 含
5 g/ml 美蓝，分装后当日使用。常规法涂布接种，

35 ℃孵育 24 h 观察结果。以氟康唑抑菌环≤ 14 mm
为耐药，15 ～ 18 mm 为剂量依赖敏感，≥ 19 mm
为敏感。伏立康唑≤ 13 mm 为耐药，14 ～ 16 mm
为剂量依赖敏感，≥ 17 mm 为敏感。

3. ATB Fungus 3 方法：严格按生产厂家说明书

操作和判定结果。

4. 质量控制：标准菌株白念珠菌（ATCC 
90028）和近平滑念珠菌（ATCC 22019）均由我国

卫生部临床检验中心提供。

三、统计学处理

采用 WHONET 5.4 软件进行数据分析。SPSS 
19.0 软件进行统计学处理，计算符合率时，以 ATB 
Fungus 3 法和纸片扩散法比较，结果完全一致（即

两种方法所测结果同为敏感、剂量依赖敏感或耐药）

时判为符合。判断 kappa 值的意义时，以 kappa
值 0.4 ～ 0.75 提示有中度至高度一致性；kappa ＞ 

0.75 时，提示一致性好。

结    果

一、真菌感染在各病区的分布

198 株分离真菌来自医院住院及门急诊患者，

科室分布依次为重症监护病房（intensive care unit，
ICU）65 例（32.8%）、肝胆外科 35 例（17.7%）、

胃肠外科 30 例（15.2%）、心胸外科 25 例（12.6%）、

肾脏内科 18例（9.1%）和肿瘤放疗科 11例（5.6%），

其余病例分布在急诊病房、泌尿外科、肛肠外科和

呼吸内科等。

二、样本种类

198 株分离自无菌体液的真菌主要来自血液标

本（92 株），占 46.5%；其次为胸水和腹水，各占

20.2% 和 16.7%，标本的构成情况详见表 1。
三、真菌种类

所有自无菌体液中分离的 198 株真菌中，以白

念珠菌所占比例最高，为 65.1%，其次为热带念珠

菌和光滑念珠菌各占 11.1% 和 7.1%。另外，发现

罗伦特隐球菌 2 株，季也蒙念珠菌 2 株，阿萨希毛

孢子菌 1 株，土生隐球菌 1 株等较为少见的菌株感

染，详见表 2。
四、ATB 法检测真菌的耐药率

检出率最高的 3 种真菌中，大部分抗真菌药物

对病原菌具有较好的体外活性，敏感性可达 80% 以

上，而光滑念珠菌对氟康唑的敏感性仅为 57.1%，

详见表 3。
五、两种方法测定氟康唑和伏立康唑对血液中

92 株真菌的药敏试验结果

ATB Fungus 法和纸片扩散法检测氟康唑药敏

表 1  临床真菌标本来源与构成比

样本种类 真菌株数 构成比（%）

血液 92 46.5
胸水 40 20.2
腹水 33 16.7
胆汁 18 9.1
伤口渗出液 10 5.0
脑脊液 3 1.5
其他 2 1.0

表 2  真菌菌种分布与构成比

种类 真菌株数 构成比（%）
白色念珠菌 129 65.1
热带念珠菌 22 11.1
光滑念珠菌 14 7.1
近平滑念珠菌 10 5.1
无名念珠菌 7 3.5
克柔念珠菌 6 3.0
其他 10 5.1

表 3   5 种抗真菌药物对 165 株常见念珠菌的 ATB 测定结果（%）

抗真菌药物
白色念珠菌（n = 129） 热带念珠菌（n = 22） 光滑念珠菌（n = 14）

S I/SDD R S I/SDD R S I/SDD   R
氟康唑 99.2 0.8 0.0 81.8 13.6 4.6 57.1 35.8 7.1
伏立康唑 100.0 0.0 0.0 86.3 9.1 4.6 85.7 14.3 0.0
伊曲康唑 99.2 0.8 0.0 81.8 9.1 9.1 50.0 42.9 7.1
5- 氟胞嘧啶 100.0 0.0 0.0 100.0 0.0 0.0 100 0.0 0.0
两性霉素 B 100.0 0.0 0.0 100.0 0.0 0.0 100 0.0 0.0
     注：S 为敏感，I 为中介，SDD 为剂量依赖敏感，R 为耐药
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结果比较，两种方法总符合率为 94.57%，对所得

结果进行 kappa 一致性检验，取 95%CI，kappa = 
0.739，见表 4。按照同样方法，测得两种方法检测

伏立康唑总符合率为 95.65%，kappa = 0.792。

讨    论

真菌大多是健康人体表、上呼吸道、胃肠道及

阴道的定植菌之一。健康人体对真菌有极强的免疫

力，只有在人体免疫功能降低时才能致病，如长期

使用广谱抗菌药物、免疫抑制剂、肾上腺皮质激素，

放疗、化疗，各种恶性肿瘤、艾滋病、糖尿病及导

管插管和器官移植等新技术的开展，可诱发各种真

菌感染性疾病
[1]
。而无菌体液中真菌感染对临床的

诊断和治疗具有非常重要的意义。

本研究中，自无菌体液中分离到的 198 株真菌

中，有 65 株（32.8%）来自 ICU，显著高于其他病

房。长期入住 ICU 的危重症患者多有长期卧床、年

龄大且经常接受多种侵袭性操作，特别是中心静脉

插管（central venous catheterization，CVC）破坏

皮肤黏膜屏障防御功能的完整性，致使真菌寄植

在CVC，形成静脉导管相关性真菌败血症
[2]
。另外，

外科患者真菌感染率也不容忽视，易感因素可能与

人工机械通气、使用≥ 2 种抗菌药物、留置导尿和

全胃肠外营养等有关
[3]
。

血流感染包括真菌性血流感染一直为临床所

重视，可导致患者住院时间延长、成本上升、病死

率增加。真菌菌血症确诊依靠血培养，但基于单

菌落的生化特征鉴定耗时长，早期诊断困难。有

文献报道，住院患者的真菌血流感染的发病率达

17.2%[4]
。本研究 198 株真菌有近半数（46.5%）真

菌感染来自血液，这可能与真菌菌血症患者大都存

在严重基础疾病如实体恶性肿瘤、脑出血或严重颅

脑损伤及多种易患因素有关
[1]
。当人体免疫功能降

低时，正常菌群被杀灭或抑制，而原处于少数劣势

的菌群或外来耐药菌趁机大量繁殖而致病，终致菌

群失调，易发生真菌二重感染。

本研究结果显示，无菌体液感染真菌以白色念

珠菌为主（占 65.1%），其次为热带念珠菌和光滑

念珠菌，白色念珠菌的比例远远高于文献
[1]
的报

道，提示本院无菌体液中真菌感染仍以白色念珠菌

占主导地位，而热带念珠菌和光滑念珠菌的构成与

文献
[5]
的报道存在较大差异。白念珠菌是目前临床

常见的条件致病真菌之一，患者在机体免疫力低下

时容易感染，其主要原因是白色念珠菌可产生高分

子的强毒素或低分子毒素，另外白色念珠菌的菌丝

对人体的皮肤和黏膜等部位具有较强的黏附力及对

人体免疫功能的抑制作用均增强了白色念珠菌的致

病性。

同时，本研究使用微量稀释法对检出率最高

的 3 种真菌进行了药物敏感性试验，结果显示，大

部分抗真菌药物对常见病原真菌具有较好的体外活

性，敏感性达到了 80% 以上。氟康唑最常用于深

部真菌感染易感患者的经验性抗真菌治疗，但随着

唑类抗真菌药物的不合理使用，临床出现越来越多

耐唑类抗真菌药物的菌株
[6]
，其中唑类抗真菌药物

的靶酶编码基因 ERG11 的突变和过度表达是白色

念珠菌产生耐药性的重要原因
[7]
。本研究唑类抗真

菌药物对白色念珠菌的敏感性高达 99% 以上，与

文献报道一致
[8]
；但光滑念珠菌对氟康唑和伊曲康

唑的敏感率仅为 57.1% 和 50.0%，敏感率均低于文

献
[1]
报道。由于光滑念珠菌对唑类抗真菌药物的

最低抑菌浓度值较其他念珠菌更高，且某些光滑念

珠菌对部分抗真菌药物存在固有的耐药率，给临床

治疗造成了很大的困难。导致临床光滑念珠菌对唑

类抗真菌药物耐药的机制主要有：①抗真菌药物靶

酶的变化，即通过上调 ERG11 mRNA 表达，引起

14a- 去甲基酶表达增多
[9]
；②药物外排蛋白的高表

达，光滑念珠菌对氟康唑耐药性的形成与 CDR1、
CDR2 基因的高表达有关

[10]
；③作用靶标 Fskl、

Fsk2 发生点突变
[11]
；④生物膜的形成

[12]
。但光滑

念珠菌耐药的形成是一个多个因素相互作用的复杂

过程，单个耐药基因或单一耐药机制均不能完全解

释光滑念珠菌的所有耐药现象。 
念珠菌药敏试验的经典方法是采用 CLSI 

M27-A 的微量稀释法，但操作比较繁琐，纸片扩散

法是一种操作方便适合常规应用的体外实验方法。

本研究对血液中分离到的 92 株真菌分别采用 ATB

表 4   两种方法测定氟康唑对血液中 92 株真菌药敏结果的比较（株）

ATB Fungus 法 纸片扩散法
合计S I/SDD R

S 80 1 0 83
I/SDD 1 3 1 5
R 1 0 5 4
合计 82 4 6 92

      注：S 为敏感，I 为中介，SDD 为剂量依赖敏感，R 为耐药
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微量稀释法和纸片扩散法进行了药敏检测，结果显

示这两种方法对氟康唑和伏立康唑的药敏结果具有

较好的一致性（kappa 值分别为 0.739 和 0.792），

该结果和文献
[8]
报道相符合，提示这两种抗菌药的

体外活性可用纸片扩散法获得可靠结果。

综上所述，无菌体液中真菌感染主要以白色

念珠菌为主，并对常用抗真菌药物具有较好的敏感

性，但因真菌感染的患者通常病情复杂且免疫功能

低下，抗真菌药物可选择范围有限，因此，临床和

微生物实验室都应重视真菌耐药性监测。
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