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马尔尼菲青霉菌鉴定要点及该菌酵母相体外药敏分析
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［摘　要］　目的　了解马尔尼菲青霉菌（ＰＭ）鉴定要点及该菌酵母相体外药敏结果，以指导临床合理用药。

方法　收集某院２００９—２０１６年２３例ＰＭ 感染患者血或骨髓的分离株，观察其菌落形态，采用Ｅｔｅｓｔ法分析酵母

相ＰＭ对伊曲康唑、伏立康唑、两性霉素Ｂ、氟康唑的药物敏感性。结果　ＰＭ 形态：组织标本瑞氏染色直接镜检，

可见典型卵圆形或圆形有明显横隔的孢子，常位于巨噬细胞内；血培养标本革兰染色镜检，可见菌体两端钝圆略弯

曲呈腊肠样，偶有分枝状，可见有横隔。ＰＭ为双相型真菌，２８°Ｃ为菌丝相，产生红色色素扩散入培养基中；３５°Ｃ为

酵母相，并有各自典型的菌落形态特征。伊曲康唑、伏立康唑、两性霉素Ｂ、氟康唑对酵母相（３５°Ｃ）ＰＭ的最低抑菌

浓度（ＭＩＣ）范围分别为０．００２～０．０１６、０．０１２～０．１２５、０．００２～０．５００、０．５００～１６．０００μｇ／ｍＬ。结论　ＰＭ 的特征

性菌落形态，以及骨髓和外周血发现的真菌孢子对该菌有诊断价值。该菌对伊曲康唑敏感性最强，其次是伏立康

唑、两性霉素Ｂ，而氟康唑敏感性相对较弱。

［关　键　词］　马尔尼菲青霉病；马尔尼菲青霉菌；双相型；抗药性，微生物；耐药性；真菌
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［ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌ，２０１６，１５（１２）：９３４－９３８］

　　 马尔尼菲青霉菌 （犘犲狀犻犮犻犾犾犻狌犿 犿犪狉狀犲犳犳犲犻，

ＰＭ）属于青霉菌属，是青霉菌属中唯一的温度依赖

性双相菌［１－２］，既能像大多数真菌一样在常温（３０℃

以下）腐物寄生，也能在较高温度（３５℃）环境中生

长。马尔尼菲青霉病（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｏｓｉｓｍａｒｎｅｆｆｅｉ，ＰＳＭ）

病情发展快，若不及时治疗，病死率极高。随着人类

免疫缺陷病毒（ＨＩＶ）感染者日益增多，ＰＳＭ 的发病

率也逐渐增高，医务人员应对本病提高认识，做到早

诊断、早治疗。为防止ＰＭ漏检，临床上出现不明原

因发热及肝脾、淋巴结大时，应考虑ＰＭ 感染，并及

时留取标本进行涂片检查和真菌培养。近年来，一

些抗原抗体检测及聚合酶链反应（ＰＣＲ）等快速诊断

ＰＭ感染的方法相继兴起，但因特异性差，且缺乏大

样本研究，还未能进行临床推广应用，诊断仍以ＰＭ

培养为金标准。美国临床实验室标准化协会（Ｃｌｉｎｉ

ｃａｌａｎｄＬａｂｏｒａｔｏｒｙＳｔａｎｄａｒｄｓＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，ＣＬＳＩ）推荐

应用Ｅｔｅｓｔ法对双相真菌进行药物敏感试验，该方

法操作简便，可反映不同抗真菌药物对双相ＰＭ 的

体外抗菌活性。但由于国际上无双相型真菌的药敏

试验标准，建立一个简便、准确及重复性好的药敏试

验显得尤为重要。本研究分析某院分离的ＰＭ，观

察其菌落形态，分析酵母相ＰＭ的体外药敏结果，以

指导临床合理用药。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株来源　来自某院２００９—２０１６年２３例

ＰＭ感染患者血或骨髓的分离株。

１．１．２　培养基　沙保罗琼脂平板购自杭州天和微

生物试剂有限公司，真菌药敏培养基购自江门市凯

林贸易有限公司。

１．１．３　试验药物　Ｅｔｅｓｔ抗真菌试纸条购自郑州

安图生物工程股份有限公司，包括伊曲康唑（ｉｔｒａｃｏｎ

ａｚｏｌｅ，Ｉｔ）、伏立康唑 （ｖｏｒｉｃｏｎａｚｏｌｅ，Ｖｏ）、两性霉素Ｂ

（ａｍｐｈｏｔｅｒｉｃｉｎ，Ａｐ）、氟康唑（ｆｌｕｃｏｎａｚｏｌｅ，Ｆｌ）４种药物，

除氟康唑起始浓度为２５６μｇ／ｍＬ外，其余３种药物均

为３２μｇ／ｍＬ。终末浓度均为０．００２μｇ／ｍＬ。

１．１．４　仪器　ＢａｃＴ／ＡＬＥＲＴ３Ｄ血培养仪、麦氏比

浊仪均为法国生物梅里埃公司产品。

１．２　方法

１．２．１　样本采集　采集患者血５～１０ｍＬ或骨髓２

～３ｍＬ接种于与ＢａｃＴ／ＡＬＥＲＴ３Ｄ血培养仪配套

的ＢａｃＴ／ＡＬＥＲＴ血培养瓶进行血培养。

１．２．２　涂片镜检　取患者组织或骨髓直接涂片，标

本血培养报阳后菌液涂片，镜检并分别进行瑞氏染

色及革兰染色，显微镜下观察菌体的形态特征。

１．２．３　真菌学检查　血培养报阳后，分别接种２个

沙保罗琼脂平板，分别置于２８℃和３５℃培养，观察

各培养物在不同温度下的菌落形态特点。

１．２．４　ＰＭ 鉴定标准　（１）温度依赖性双相菌，

２８℃培养呈菌丝相，３５℃培养呈酵母相。（２）在沙保

罗培养基上，２８℃培养第２天可见较小菌落，并在培

养基中可见水溶性红色色素，第３天菌落较大并出

现白色绒毛状，培养基中可见明显的水溶性玫瑰红

色，第５天整个平皿均呈玫瑰红色，菌落较大呈黄褐

色、白色绒毛状；３５℃培养于第３天出现酵母样菌

落，无色素及绒毛状，５ｄ后较成熟菌落有脑回样皱

褶。（３）２８℃涂片革兰染色呈典型的帚状枝；３５℃涂

片革兰染色呈长形酵母样孢子，孢子中间可见分隔

为腊肠型细胞，可见少量的菌丝。ＰＭ 的孢子与组

织胞浆菌孢子容易混淆，但ＰＭ常有横隔，不出芽。

１．２．５　药敏试验

１．２．５．１　菌液制备　用无菌棉拭子蘸取３５℃培养的

ＰＭ菌落置于加有１ｍＬ生理盐水的无菌试管中，在麦

氏比浊仪上，以０．５麦氏单位为标准，调整菌液浊度。

１．２．５．２　Ｅｔｅｓｔ法　无菌操作下，用无菌棉拭子将

制备好的菌悬液均匀涂布至真菌药敏培养基上，待平

板表面干后，用无菌镊子将上述４种Ｅｔｅｓｔ抗真菌试

纸条分别置于培养基平板上，置于３５℃温箱培养。

１．２．５．３　最低抑菌浓度（ｍｉｎｉｍｕｍｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎ

ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ）判定　按ＣＬＳＩ推荐的方法，于接

种后每２４ｈ观察１次，其中伊曲康唑、伏立康唑、氟

康唑４８ｈ读取结果，两性霉素Ｂ２４ｈ或４８ｈ读取

结果均可。

１．２．５．４　药敏折点
［３－５］

　伊曲康唑（Ｓ：ＭＩＣ≤

０．１２５μｇ／ｍＬ；Ｒ：ＭＩＣ≥１μｇ／ｍＬ）；伏立康唑（Ｓ：

ＭＩＣ≤１μｇ／ｍＬ）；两性霉素Ｂ（Ｓ：ＭＩＣ≤１μｇ／ｍＬ；

Ｒ：ＭＩＣ≥４μｇ／ｍＬ）；氟康唑（Ｓ：ＭＩＣ≤８μｇ／ｍＬ；Ｒ：

ＭＩＣ≥６４μｇ／ｍＬ）。
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１．２．６　试验质控　近平滑假丝酵母菌（犆犪狀犱犻犱犪

狆犪狉犪狆狊犻犾狅狊犻狊，Ｃｐ）ＡＴＣＣ２２０１９为质控菌株
［６］，购于

Ｍｅｃｃｏｎｔｉ公司（卢森堡）。质控结果伊曲康唑为

０．１２μｇ／ｍＬ（允许范围０．０６４～０．２５μｇ／ｍＬ）；伏立

康唑为０．０６４μｇ／ｍＬ（允许范围０．０６～０．２５μｇ／ｍＬ）；

两性 霉 素 Ｂ 为 ０．５μｇ／ｍＬ （允 许 范 围 ０．２５～

１．００μｇ／ｍＬ）；氟康唑为４μｇ／ｍＬ（允许范围２．０～

８．０μｇ／ｍＬ）。

２　结果

２．１　组织及外周血（骨髓）中ＰＭ 形态　组织标本

瑞氏染色直接镜检，可见典型卵圆形或圆形有明显

横隔的孢子，常位于巨噬细胞内。血培养标本革兰

染色镜检，可见菌体两端钝圆略弯曲呈腊肠样，偶有

分枝状，可见有横隔。见图１～２。

图１　组织直接镜检ＰＭ形态 （瑞氏染色，１００×）

犉犻犵狌狉犲１　Ｄｉｒｅｃｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｆｏｒｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆ

ＰＭｆｒｏｍｔｉｓｓｕｅ（Ｗｒｉｇｈｔ’ｓｓｔａｉｎｉｎｇ，１００×）

图２　血培养镜检ＰＭ形态（革兰染色，１００×）

犉犻犵狌狉犲２　 ＭｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＰＭ

ｆｒｏｍｂｌｏｏｄｃｕｌｔｕｒｅ（Ｇｒａｍｓｔａｉｎｉｎｇ，１００×）

２．２　真菌培养特征

２．２．１　菌落特征　２８℃培养呈菌丝相，沙保罗培养

基上２～３ｄ产生菌落，呈淡灰褐色膜样或淡黄色绒

状，直径约５ｍｍ，并产生红色色素，扩散入培养基

中；５～７ｄ变为浅黄色绒状，可见菌落表面干燥粗

糙，中央区隆起，随着时间的延长，色素进一步加深，

可弥散到整个培养基。见图３。３５℃沙保罗培养基

上呈酵母相生长，生长较２８℃缓慢，３～４ｄ可见圆

形、灰白色、表面光滑湿润、边缘整齐的酵母样菌落，

无色素生成；６～８ｄ菌落直径约３～５ｍｍ，呈淡灰

褐色或奶酪色模样，继续培养后菌落明显增大，边缘

可出现褶皱，中心较湿润，表面光滑。有些菌落可从

酵母样向菌丝相转变，可出现灰白色绒毛状菌落及

产生红色色素。见图４。

图３　２８°Ｃ培养ＰＭ菌落特征

犉犻犵狌狉犲３　ＣｏｌｏｎｙｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆＰＭｃｕｌｔｕｒｅｄａｔ２８°Ｃ

图４　３５°Ｃ培养ＰＭ菌落特征

犉犻犵狌狉犲４　ＣｏｌｏｎｙｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆＰＭｃｕｌｔｕｒｅｄａｔ３５°Ｃ

２．２．２　显微镜下菌体特征　挑取２８℃培养菌落，

涂片置于高倍镜下观察，镜下可见有分枝、分隔无色

透明的菌丝，可见帚状枝，双轮或单轮生，梗基上有

３～６个瓶梗，分生孢子卵圆形或圆形，直径２～

３μｍ，有明显的孢子间连体。见图５。３５℃培养菌

落显微镜下可见圆形或卵圆形、大小轻度不一，直径

约３μｍ的酵母样菌体，混有少许短菌丝，菌体表面

光滑，无色透明。有些菌体处在增殖活跃期，可见菌

体变长，两端钝圆略弯曲呈腊肠样，少数可见有横

隔。见图６。
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图５　２８°ＣＰＭ培养物镜下特点（棉兰染色，１００×）

犉犻犵狌狉犲５　ＭｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆＰＭｃｕｌｔｕｒｅｄａｔ２８°Ｃ

（Ｍｅｄａｎｓｔａｉｎｉｎｇ，１００×）

图６　３５°ＣＰＭ培养物镜下特点 （棉兰染色，１００×）

犉犻犵狌狉犲６　ＭｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆＰＭｃｕｌｔｕｒｅｄａｔ３５°Ｃ

（Ｍｅｄａｎｓｔａｉｎｉｎｇ，１００×）

２．３　药敏结果　参照酵母相真菌的药敏折点，对伊

曲康唑、伏立康唑、两性霉素Ｂ均敏感，敏感率达

１００％，对氟康唑有５株为中介，敏感率为７８．２６％。

４种抗真菌药物中，以伊曲康唑 ＭＩＣ最低，其次是

伏立康唑、两性霉素Ｂ，而氟康唑敏感性相对较弱。

４种药物对各菌株的 ＭＩＣ见表１。

３　讨论

对于发热时间较长且原因不明，肝脾淋巴结大，

有坏死性丘疹的患者，尤其有广东、广西、湖南等地

居住史的患者，应警惕ＰＳＭ。由于ＰＭ 侵犯部位广

泛，临床表现复杂多样，无特异性，常伴发于其他疾

病，因此可能被更严重疾病的症状所掩盖，其中病变

局限于肺者，临床表现似肺结核，极易误诊，本研究

即有病例为此类情况。２３例患者中，１６例确诊为艾

滋病未报告ＰＭ 就已出院；１例结核感染并免疫缺

陷患儿在使用两性霉素Ｂ后发热症状有所控制，但

最终因严重脓毒血症而抢救无效死亡；１例免疫缺

陷患儿在培养出ＰＭ 时使用氟康唑后体温较前降

低，因重度免疫缺陷治疗２ｄ后要求出院；３例怀疑

为真菌感染的患者最初使用伏立康唑治疗时感染控

表１　４种药物对２３株酵母相（３５℃）ＰＭ的 ＭＩＣ（μｇ／ｍＬ）

犜犪犫犾犲１　ＭＩＣｓｏｆｆｏｕｒｋｉｎｄｓｏｆａｎｔｉｆｕｎｇａｌａｇｅｎｔｓｔｏ２３ｉｓｏ

ｌａｔｅｓｏｆＰＭｉｎｙｅａｓｔｐｈａｓｅ（３５°Ｃ）（μｇ／ｍＬ）

菌株编号 伊曲康唑 伏立康唑 两性霉素Ｂ 氟康唑

１ ０．００８ ０．０２３ ０．５００ ２．０００

２ ０．００８ ０．０１２ ０．０１６ １．０００

３ ０．００２ ０．０２３ ０．０４８ １６．０００

４ ０．０１６ ０．１２５ ０．０３２ ８．０００

５ ０．００３ ０．０１２ ０．０６４ ８．０００

６ ０．００４ ０．０２３ ０．００２ ４．０００

７ ０．００２ ０．０２３ ０．０５０ ８．０００

８ ０．００４ ０．１２５ ０．０３２ ３．０００

９ ０．００２ ０．０２３ ０．０３２ １．５００

１０ ０．００２ ０．０１２ ０．０１６ １．０００

１１ ０．００６ ０．０１６ ０．０６４ １６．０００

１２ ０．０１６ ０．０２３ ０．０６４ ８．０００

１３ ０．００４ ０．１２５ ０．００２ ０．５００

１４ ０．０１６ ０．０２３ ０．５００ ８．０００

１５ ０．００６ ０．０１６ ０．０６４ １６．０００

１６ ０．００４ ０．０２３ ０．０３２ ４．０００

１７ ０．００４ ０．０１６ ０．０５０ ４．０００

１８ ０．００８ ０．０１６ ０．０３２ ８．０００

１９ ０．００６ ０．０１６ ０．０６４ １６．０００

２０ ０．００４ ０．１２５ ０．０３２ ３．０００

２１ ０．００２ ０．０２３ ０．０５０ ８．０００

２２ ０．００２ ０．０１２ ０．０１６ １．０００

２３ ０．００６ ０．０１６ ０．０６４ １６．０００

制，待最终确诊为艾滋病并培养出ＰＭ 时已转院；１

例培养出ＰＭ 后使用两性霉素Ｂ的患者治疗效果

佳，但出现消化道不良反应，确诊艾滋病后即转院治

疗；１例怀疑为 ＨＩＶ并真菌感染的患者使用氟康唑

时感染控制，但未报告培养出ＰＭ 就已转院。使用

了伏立康唑、两性霉素Ｂ及氟康唑的患者感染发热

症状得到控制，最终治疗有效，但最终因原发病转院

或者死亡。

ＰＳＭ诊断较困难，需经标本直接涂片染色（除

本文中用到的革兰和瑞氏染色外还可以结合 ＨＥ、

ＰＡＳ和ＰＡＳＭ 染色）以及分离培养出ＰＭ 方能确

诊［７］。ＰＭ为深部条件致病菌，因菌株间的个体差

异以及耐药性等因素，其对各种抗真菌药物的敏感

性不一致，因而进行体外抗真菌药敏试验是必需的。

由于人体温度一般为３７℃左右，对３５℃酵母相ＰＭ

进行体外药敏试验更有利于为临床感染ＰＭ患者的

用药提供参考。若有可能，可以对ＰＭ２５℃菌丝相

进行体外药敏试验，并比较两种不同温度相之间是

否存在差异。本研究根据ＣＬＳＩ制定的 Ｍ２７Ａ３方

案，采用Ｅｔｅｓｔ法对３５℃酵母相ＰＭ 进行药敏测

试。目前认为，Ｅｔｅｓｔ法可以作为标准化液基稀释

法的一种替代方法［８－９］，国外有文献［３］报道该法与
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微量稀释法具有良好的一致性。《桑福德抗微生物

治疗指南》（第４４版）指出，ＰＳＭ 抗菌药物治疗首选

两性霉素Ｂ，后续伊曲康唑口服治疗，ＨＩＶ感染者

需长期使用。目前，临床多采用两性霉素Ｂ控制症

状后改用伊曲康唑继续治疗的联合用药方法［１０－１２］。

Ｍ２７Ａ２
［１３］和 Ｍ３８Ａ

［１４］中受试的抗真菌药物在原

有两性霉素Ｂ、５氟胞嘧啶、伊曲康唑、氟康唑基础

上增加了伏立康唑、泊沙康唑、雷夫康唑。本研究选

用伊曲康唑、伏立康唑、两性霉素Ｂ、氟康唑４种临

床较常用的抗酵母样真菌药物，发现在酵母相ＰＭ

抗真菌药敏检测中，以伊曲康唑敏感性最强，其次是

伏立康唑、两性霉素Ｂ，而氟康唑敏感性相对较弱，

结论与国内文献［１５－１８］报道基本一致，其中本研究伊

曲康唑敏感性稍高于伏立康唑，与韦高等［１５］报道不

一致，可能系地区差异所致。临床上发现对于酵母

样真菌，两性霉素Ｂ的敏感性高于伊曲康唑及伏立

康唑，与我们所做体外药敏试验有所不同，可能与两

性霉素Ｂ副作用较大，临床使用较伊曲康唑及伏立

康唑少有关。

目前，实施双相性真菌的标准化药敏试验较困

难，各实验室均在积极探索能被广泛接受的方法。

本研究采用Ｅｔｅｓｔ法测试双相性真菌药物敏感性

试验，操作相对简便，结果易于判读，可以作为实验

室的常规方法。实验室进行抗真菌药物敏感试验能

为临床合理使用抗真菌药物提供参考依据，所以我

们应不断寻求更有效、更科学的方法。
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