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环境／定植耳念珠菌的分离鉴定及药敏分析
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［摘　要］　目的　分离、鉴定重症监护病房环境及患者体表定植的耳念珠菌，并分析其药物敏感性。方法　对存

在耳念珠菌感染患者的重症监护病房内９６处环境和１４例患者体表采样及培养，培养产物经质谱、Ｖｉｔｅｋ２Ｃｏｍｐａｃｔ

全自动微生物鉴定系统鉴定，并经全基因组测序（ＷＧＳ）技术确认菌种。检测菌株最低抑菌浓度（ＭＩＣ）判断其药物

敏感性。结果　质谱鉴定出１６株耳念珠菌，其中，环境检出８株，患者体表定植８株，Ｖｉｔｅｋ２Ｃｏｍｐａｃｔ系统仅鉴定

出其中的５株。１６株环境／定植分离株经测序证实为耳念珠菌，与耳念珠菌南亚分支（Ⅰ）的基因组具有高度相似

性。１６株耳念珠菌的药敏结果基本一致，均对两性霉素和氟康唑耐药，均对５－氟胞嘧啶和伏立康唑敏感，对伊曲

康唑敏感或中介。结论　耳念珠菌感染患者可引起环境污染和其他患者体表定植，建立针对环境／定植耳念珠菌

的有效监测方法有助于开展感染控制工作。
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　　耳念珠菌（犆犪狀犱犻犱犪犪狌狉犻狊）是２００９年首次发现

于日本的真菌，能引发血液、肺部、尿道、伤口等部位

感染，多数对现有抗真菌药物耐药，感染患者的病死

率接近６８％
［１］。该菌耐盐、耐高温，可长期存在于

医院的环境、物体表面，并定植于人体皮肤表面，极易

导致免疫力低及接受侵袭性治疗的高风险人群感染，

甚至引起医院感染暴发，故被称为“超级真菌”［２３］。

耳念珠菌常规方法鉴定困难，容易漏诊，基质辅助激

光解吸电离飞行时间质谱技术（ｍａｔｒｉｘａｓｓｉｓｔｅｄｌａ

ｓｅｒｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆｆｌｉｇｈｔｍａｓｓｓｐｅｃ

ｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）可检测真菌蛋白，基

因测序技术可对核糖体内２６ＳｒＤＮＡ转录间隔区

（ｉｎｔｅｒｎａｌｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄｓｐａｃｅ，ＩＴＳ）或２８ＳｒＤＮＡ的

Ｄ１／Ｄ２区序列进行鉴定，故质谱和测序均能有效鉴

定耳念珠菌［４］。根据基因序列可将全球耳念珠菌分

为五大分支：南亚分支（Ⅰ）、东亚分支（Ⅱ）、南非分

支（Ⅲ）、南美分支（Ⅳ），以及近期出现的伊朗分支

（Ⅴ）
［５］。医疗机构需重视耳念珠菌的防控工作，对

其可能带来的环境污染及人员体表定植情况进行及

时准确的监测，有助于针对性采取消毒、去定植及隔

离等措施，对阻断耳念珠菌传播尤其关键。

我国２０１８在北京首次发现耳念珠菌感染病例，

近年在沈阳、厦门也有零散病例报道，研究内容主要

集中在临床分离株的耐药特点、毒力及分子分型等

方面，对耳念珠菌在环境及患者体表的存在情况及

相应消杀措施报道甚少［６１０］。某院２０２２年６月６

日于重症监护病房（ＩＣＵ）发现１例耳念珠菌血流感

染患者（１号患者），随即第一时间对耳念珠菌在病

房环境及患者体表的定植情况进行了主动筛查，启

动各项医院感染防控措施，并收到一定成效［１１］。针

对该院主动筛查中从ＩＣＵ环境和患者体表分离的

环境／定植菌株，本研究探索鉴定耳念珠菌的有效方

法，并比较其与１号患者血液中分离的耳念珠菌菌

株（临床分离株）的基因组和药敏特点，初步探讨该

院耳念珠菌的来源及同源性，以期为耳念珠菌的监

测、防控提供经验和依据。

１　材料与方法

１．１　 仪器与试剂 　 真菌鉴定采用中元汇吉

ＥＸＳ１０００质谱仪和梅里埃公司Ｖｉｔｅｋ２Ｃｏｍｐａｃｔ全

自动微生物鉴定仪；测序采用ＡＢＩ３７３０ＸＬ测序仪；

药敏分析采用迪尔细菌鉴定及药敏分析系统ＤＬ

９６Ａ及配套的ＤＬ９６ＦＵＮＧＵＳ真菌试剂板；真菌培

养采用江门市凯林贸易有限公司提供的真菌肉汤型

培养基和念珠菌属真菌显色培养基；药敏纸片由赛

默飞世尔科技有限公司提供。

１．２　标本采集及培养　６月８—１７日感染管理办

公室联合ＩＣＵ及微生物室对感染患者周围９６处环

境和１４例ＩＣＵ患者体表进行了采样及培养，环境

选择高频接触环境物体表面，包括监护仪、输液泵、

呼吸机、吊塔台面、床单元、电脑鼠标与键盘、水龙

头、地面、门把手、电源开关、空调风口、治疗车、工作

台面等，患者体表选择口腔、鼻腔、双侧腋窝、双侧腹

股沟和肛门。采集方法按《医院感染预防与控制标

准操作流程》［１２］规范操作，用无菌棉签拭子采样后置

于１～２ｍＬ生理盐水中保存，２ｈ内送至微生物室。

培养采取选择性增菌法，即将采集后的棉拭子用振荡

器震荡后加入等体积的真菌液体培养基，同时加入万

古霉素（３０μｇ／片）、亚胺培南（１０μｇ／片）药敏纸片各

１片，３７℃培养２４ｈ后３０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，取

沉淀接种于真菌显色培养基上，３７℃培养过夜。

１．３　质谱和生化鉴定　挑取真菌显色平板上奶油

色菌落，顺时针涂于靶板上相应孔位，加入１μＬ

７０％的甲酸溶液，干燥后再加入１μＬ基质溶液，再

次干燥后质谱鉴定。生化鉴定采用 Ｖｉｔｅｋ２Ｃｏｍ

ｐａｃｔ全自动微生物鉴定系统，选取质谱鉴定后的耳

念珠菌纯菌落使用无菌盐水配置浊度为３．０的菌

液，自动填充于真菌鉴定卡后上机培养４８ｈ鉴定。

１．４　测序　菌株鉴定采用ＩＴＳ测序和全基因组测

序（ＷＧＳ）。委托金域医学检验实验室提取菌株基

因组，使用通用引物ＩＴＳ１和ＩＴＳ４（ＩＴＳ１：５’ＴＣ

ＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ３’；ＩＴＳ４：５’ＴＣＣＴＣ

ＣＧＣＴＴＡＴＧＡＴＡＧＣ３’）扩增ＩＴＳ序列，扩增产物

经１％琼脂糖凝胶电泳回收目的条带，纯化产物通

过双脱氧链终止法进行测序，并与 ＮＣＢＩ数据库

ＢＬＡＳＴ比对。应用ＦａｓｔＡＮＩ工具比对分析该院所

有分离菌株与不同分支［南亚分支Ｂ８４４１（Ⅰ）、东亚

分支Ｂ１１８０９（Ⅱ）、南非分支Ｂ１１２２１（Ⅲ）、南美分支

Ｂ１１２４３（Ⅳ）、伊朗分支ＩＦＲＣ２０８７（Ⅴ）］的全基因组

序列，计算平均核苷酸相似度（ａｖｅｒａｇｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

ｉｄｅｎｔｉｔｙ，ＡＮＩ），比较菌株相似性。

１．５　药敏试验　采用最低抑菌浓度（ｍｉｎｉｍｕｍｉｎ

ｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ）法对鉴定为耳念珠菌

的菌株进行药敏检测。挑取纯培养单个菌落于稀释

液瓶内研磨至菌悬液（１个麦氏单位），用药敏液稀

释后加入药敏板相应孔位，不干胶封板后上机，３５℃

孵育２４～７２ｈ读取结果。药敏结果根据仪器自带真
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菌药敏判读标准报告，判读标准参考２０２０年美国临

床实验室标准化协会（ＣｌｉｎｉｃａｌａｎｄＬａｂｏｒａｔｏｒｙＳｔａｎ

ｄａｒｄｓＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，ＣＬＳＩ）其他念珠菌属的推荐文献
［１３］。

２　结果

２．１　环境／定植耳念珠菌检出情况　根据质谱鉴定

结果，主动筛查共检出耳念珠菌１６株，包括环境来

源８株，患者体表来源８株。环境中耳念珠菌检出

率为８．３％（８／９６），主要集中在１号患者（耳念珠菌

感染者）和与其相邻的２号、３号患者的床单元及周

围仪器和环境中。１４例患者中，７例患者（５０．０％）

体表检出耳念珠菌，除了１号患者，其余患者体表耳

念珠菌均以定植方式存在，并未引起感染，主要检出

部位集中在腋窝、腹股沟及鼻腔，口腔及肛门均未检

出。见表１。耳念珠菌在真菌显色培养基上呈奶油

或粉色光滑菌落（图１Ａ），镜下为卵圆形或长圆形酵

母孢子（图１Ｂ）。

表１　环境／定植的耳念珠菌检出情况

犜犪犫犾犲１　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ／ｃｏｌｏｎｉｚｅｄ犆．犪狌狉犻狊

检出序号 来源 命名 采样点

１ 环境 ＴＬＥ１ １号患者床栏、按钮

２ 环境 ＴＬＥ２ １号患者吊塔台面

３ 环境 ＴＬＥ３ １号患者输液泵按钮

４ 环境 ＴＬＥ４ ２号患者床单、枕套

５ 环境 ＴＬＥ５ ２号患者床输液泵

６ 环境 ＴＬＥ６ ２号患者心电监护仪、呼吸机显示屏

７ 环境 ＴＬＥ７ ３号患者空气消毒机表面

８ 环境 ＴＬＥ８ ３号患者床地面

检出序号 来源 命名 采样点

９ 患者体表 ＴＬＣ１ １号患者鼻腔

１０ 患者体表 ＴＬＣ２ ２号患者双腋窝

１１ 患者体表 ＴＬＣ３ ３号患者鼻腔

１２ 患者体表 ＴＬＣ４ ４号患者双侧腹股沟

１３ 患者体表 ＴＬＣ５ ５号患者腋下

１４ 患者体表 ＴＬＣ６ ５号患者腹股沟

１５ 患者体表 ＴＬＣ７ ６号患者腋下

１６ 患者体表 ＴＬＣ８ ７号患者腹股沟

! "

图１　耳念珠菌菌落（Ａ）及镜下形态（Ｂ）

犉犻犵狌狉犲１　Ｃｏｌｏｎｙ（Ａ）ａｎｄｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ（Ｂ）ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆ犆．犪狌狉犻狊

２．２　质谱及生化鉴定结果　质谱鉴定出１６株耳念

珠菌，得分值均＞２，显示鉴定效果可信。１６株环

境／定植耳念珠菌及临床分离株的质谱峰形高度相

似，其中２１个峰具有完全相同的质荷比。比较耳念

珠菌与其他种属念珠菌的鉴定峰形发现，耳念珠菌

与希木龙念珠菌、克柔念珠菌、白念珠菌和热带念珠

菌差异明显，见图２。Ｖｉｔｅｋ２Ｃｏｍｐａｃｔ系统鉴定上

述１６株耳念珠菌，仅５株被鉴定为耳念珠菌，５株

被鉴定为希木龙念珠菌，另外６株未鉴定出菌种。

２．３　ＩＴＳ序列和全基因组比对结果　１６株耳念珠

菌分离株ＩＴＳ区域经扩增后可见单一清晰目的条

带，扩增产物序列经ＢＬＡＳＴ比对，与韩国分离耳

念珠菌（ＧｅｎＢａｎｋ登录号 ＭＫ２９４５８３．１）、印度分离

耳念珠菌（ＧｅｎＢａｎｋ登录号 ＫＣ６９２０４９．１）、中国北

京分离耳念珠菌（ＧｅｎＢａｎｋ登录号 ＭＨ１６１３４１．１／

ＢＪＣＡ００１）相似性为１００％。ＷＧＳ结果显示，包括

１号患者血液中分离株在内的１７株耳念珠菌基因

组与南亚分离株 Ｂ８４４１（Ⅰ）基因组相似性均＞
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９９．９７％，与 东 亚 分 支 Ｂ１１８０９（Ⅱ）、南 非 分 支

Ｂ１１２２１（Ⅲ）、南美分支Ｂ１１２４３（Ⅳ），以及伊朗分支

ＩＦＲＣ２０８７（Ⅴ）的相似性≤９９．６０％，进一步证实该

院分离的耳念珠菌属于南亚分支。

２．４　药敏结果　１６株环境／定植耳念珠菌及临床

分离株药敏结果相似，均对５－氟胞嘧啶和伏立康

唑均敏感，均对两性霉素和氟康唑均耐药。２株环

境株和５株定植株对伊曲康唑中介，呈药物剂量依

赖性，余１０株均敏感。见表２。

! """ #" """ $! %""

耳念珠菌

希木龙念珠菌

克柔念珠菌

白念珠菌

热带念珠菌

$&"

"&'

"&(

%&)

%&*

%

强
度

质荷比

图２　不同念珠菌质谱鉴定峰型

犉犻犵狌狉犲２　Ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙｐｅａｋｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ犆．犪狌狉犻狊

表２　１７株耳念珠菌对不同抗真菌药物的 ＭＩＣ值（μｇ／ｍＬ）

犜犪犫犾犲２　ＭＩＣｖａｌｕｅｓｏｆ１７犆．犪狌狉犻狊ｓｔｒａｉｎｓａｇａｉｎｓｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ａｎｔｉｆｕｎｇａｌａｇｅｎｔｓ（μｇ／ｍＬ）

菌株

命名

５－氟

胞嘧啶

两性

霉素

氟

康唑

伊曲

康唑

伏立

康唑

ＴＬＥ１ ≤４ ８ ≥１２８ ≤０．１２５ １

ＴＬＥ２ ≤４ ８ ≥１２８ ≤０．１２５ １

ＴＬＥ３ ≤４ ８ ≥１２８ ≤０．１２５ １

ＴＬＥ４ ≤４ ８ ≥１２８ ≤０．１２５ １

ＴＬＥ５ ≤４ ８ ≥１２８ ≤０．１２５ １

ＴＬＥ６ ≤４ ８ ≥１２８ ０．５ １

ＴＬＥ７ ≤４ ８ ≥１２８ ≤０．１２５ １

ＴＬＥ８ ≤４ ８ ≥１２８ ０．５ １

ＴＬＣ１ ≤４ ８ ≥１２８ ０．５ １

ＴＬＣ２ ≤４ ８ ≥１２８ ≤０．１２５ １

ＴＬＣ３ ≤４ ８ ≥１２８ ≤０．１２５ １

ＴＬＣ４ ≤４ ８ ≥１２８ ０．５ １

ＴＬＣ５ ≤４ ８ ≥１２８ ０．５ １

ＴＬＣ６ ≤４ ８ ≥１２８ ０．５ １

ＴＬＣ７ ≤４ ８ ≥１２８ ０．５ １

ＴＬＣ８ ≤４ ８ ≥１２８ ≤０．１２５ １

临床分离株 ≤４ ８ ≥１２８ ≤０．１２５ １

　　注：表示菌株对伊曲康唑剂量依赖性。

３　讨论

耳念珠菌对多种抗真菌药物耐药，且极易对患

者周围环境、医务人员高频接触的物体表面，公共医

疗器械，以及患者体表等造成污染［１４］，增加住院患

者感染的风险，给医疗机构带来严峻挑战。及时准

确地筛查耳念珠菌存在的病区环境，对可能感染／定

植的患者进行病原监测，及早确定耳念珠菌存在，并

采取隔离、消毒、去定植等措施，可有效阻断其传播。

然而，由于环境和体表定植微生物复杂多样，且耳念

珠菌用常规检测方法不易检出，从环境和患者体表分

离、鉴定耳念珠菌具有一定难度。美国一项研究［１５］

收集了２０１６年６月—２０１８年６月纽约市各医疗单

位的５４０株临床分离株、１１０３５份患者监测标本和

３６７２份环境监测标本，其中，对环境标本采用选择

性培养和实时ＰＣＲ检测两种方法进行监测。与金

标准培养法相比，实时ＰＣＲ检测的诊断准确度、灵

敏度和特异度分别为９８．３６％、９３．３２％和９８．３８％，

是较为理想的快速筛查方法。本研究最初采取直接

培养法，即将标本直接接种于真菌显色平板，但真菌

生长比例较低，平板通常会被更具生存优势的肺炎
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克雷伯菌等覆盖，导致耳念珠菌检出率低下；另一方

面，可能由于耳念珠菌在抗菌药物的筛选作用下生

存优势增加，选择性增菌法具有更高的检出率，更适

用于ＩＣＵ复杂环境的标本检测。但选择性增菌法

具有耗时长、成本高的局限性，后期应探索快速筛查

方法如实时ＰＣＲ检测等。

本研究最初针对１号患者以及临近的２、３号患

者的环境及体表进行了筛查，发现１号患者鼻腔、床

单元、床边仪器均检出耳念珠菌，２、３号患者未感染

耳念珠菌，但病床周围环境及患者体表有耳念珠菌

检出（２号患者双腋窝，３号患者鼻腔），提示可能存

在耳念珠菌的接触性传播。为避免耳念珠菌在病房

中暴发，对病房中所有患者体表进行主动筛查后发

现另外４例患者体表也有耳念珠菌定植。腹股沟和

腋窝耳念珠菌检出率较高，可能因其潮湿较适合耳

念珠菌生长，但耳念珠菌定植部位与感染关系还有

待进一步探讨。考虑到ＩＣＵ患者长期卧床，定植的

耳念珠菌可随皮肤细胞脱落散布于床单元及周围环

境，易带来传播风险，早期根据监测结果采取积极去

定植及消杀措施，可有效阻断耳念珠菌传播。

常规真菌鉴定方法无法有效识别耳念珠菌。国

内实验室多采用基于生化反应的鉴定系统，对耳念

珠菌鉴定率不高，易误判为希木龙念珠菌或假希木

龙念珠菌。该院实验室已常规开展质谱用于微生物

鉴定，对包括希木龙念珠菌在内的多种酵母菌有良

好的区分效果，而 Ｖｉｔｅｋ２Ｃｏｍｐａｃｔ鉴定系统鉴定

耳念珠菌效果不佳，提示如用生化方法鉴定出希木

龙念珠菌时应考虑进一步排除耳念珠菌的可能。

基因测序是鉴定病原体的可靠方法。ＩＴＳ序列

检测不仅可以鉴定耳念珠菌，还可与ＧｅｎＢａｎｋ数据

库中耳念珠菌任一分支基因序列比对，相似性＞９８％

则可初步考虑为同一种属［１６］。本研究中，１６株环

境／定植株及临床分离株的ＩＴＳ序列经ＢＬＡＳＴ比

对，与来自韩国、印度、中国北京的菌株相似性

１００％，可确认为耳念珠菌。韩国、印度及北京菌株均

属南亚分支（Ⅰ），基于ＩＴＳ序列的初步分析推断该院

菌株可能属于南亚分支（Ⅰ）。为进一步研究，将所有

菌株行 ＷＧＳ后与其他五种分支耳念珠菌基因组比

对，显示该院分离的耳念珠菌临床株和环境／定植株

高度同源，且与南亚分支相似性最高（Ⅰ），与南非分

支（Ⅲ）、东亚分支（Ⅱ）、南美分支（Ⅳ）、伊朗分支

（Ⅴ）的相似性逐级递减，故应均属于南亚分支（Ⅰ）。

我国发现的耳念珠菌大多数仅对氟康唑耐药，

少数对两性霉素Ｂ和棘白菌素 ＭＩＣ较高
［１７］。该院

临床分离株和环境／定植分离株药敏特点相似，对两

性霉素Ｂ和氟康唑均耐药，与国内其他耳念珠菌不

同；对伊曲康唑敏感，部分中介，具有一定剂量依赖

性。该差别可能与菌株的适应性进化相关［１８］，后续

可通过分析耐药基因进一步阐明不同耐药表型的差

异原因。此外，我国大多数机构尚未开展棘白菌素

的药敏试验，缺少棘白菌素作用效果的试验依据，且

目前仍没有专门针对耳念珠菌的药敏判读标准，这

些都有待进一步发展。

综上所述，本研究建立了环境／定植来源耳念珠

菌的监测方法，发现耳念珠菌易定植于感染患者及

临近患者的腹股沟、腋窝和鼻腔中，患者床单元及周

边环境也容易出现耳念珠菌污染，为耳念珠菌医院

感染目标性监控指明了方向。初步探讨了该院耳念

珠菌的耐药性特点及基因组特征，推断菌株为同一

来源，为更好控制传染源、切断传播链提供了实验室

依据。下一步应建立耳念珠菌的快速筛查方法，针

对 ＷＧＳ结果对其耐药性和同源性深入分析，为耳

念珠菌的医院感染防控提供技术支持。
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