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要"目的
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评价纸片扩散法与微量肉汤稀释法检测念珠菌对氟康唑和伏立康唑药物敏感性的一致率&

方法
"

针对
"!'

株侵袭性真菌感染部位分离的念珠菌!分别采用美国临床和实验室标准协会"

PLSJ

$

M$$/4"

纸片扩散法和
PLSJM".

微量肉汤稀释法进行药物敏感性检测&依据
"%!'

年颁布的
PLSJM)%

新的纸片扩散

法判定折点!以微量肉汤稀释法为标准评估纸片扩散法测定结果的分类一致率和错误率&结果
"

"

种方法检测

白念珠菌%热带念珠菌%近平滑念珠菌和光滑念珠菌氟康唑药物敏感性的一致率分别为
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(1#![
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(.#$[

和
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种方法在检测白念珠菌%热带念珠菌%近平滑念珠菌和克柔念珠菌伏立康唑敏感性的一致率分别

为
(.#)[

%

(%#"[
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和
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&结论
"

纸片扩散法检测念珠菌对氟康唑和伏立康唑的药物敏感性与微

量肉汤稀释法一致率较高!是念珠菌药物敏感性测定简便且准确性较高的检测方法!推荐在真菌实验室常规检

测或耐药监测网使用&
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随着糖皮质激素和免疫抑制剂的广泛使用#

UJN

感染的流行以及器官移植的开展等因素$侵袭性真菌

感染的发病率在逐年增加$给患者的预后和生命安全

带来很大的威胁%其中念珠菌的感染尤为引人关

注&

!/&

'

%目前$念珠菌血症已占医院血源性感染的

'[

!

!%[

$排在院内感染性疾病的第
$

位$念珠菌血

症的总体病死率高达
$%[

&

$/1

'

%感染早期选择合适的

抗真菌药物对提高患者生存率至关重要&

)

'

%不同地

区和种属的念珠菌对于不同类型抗真菌药物敏感性

存在差异$并且近年来随着抗真菌药物广泛预防性使
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用$念珠菌耐药菌株也在不断出现&

.

'

%临床实验室积

极开展抗真菌药物体外敏感性检测及参与真菌耐药

监测项目$对临床合理使用抗真菌药物具有重要的指

导意义%

目前$真菌体外药物敏感性的检测方法有多种$

包括微量肉汤稀释法#纸片扩散法及多种商品化试剂

盒$如
42IED-

9

D,&

和
Y76,7

试条等$其中美国临床

和实验室标准协会(

PLSJ

)推荐的微量肉汤稀释法为

金标准$但操作繁琐$耗时耗力$限制了其在临床中的

应用&

'

'

%

PLSJM$$

规范了纸片扩散法在测试真菌药

物敏感性中的应用$是简便#节约成本的方法$尤其适

用于大规模真菌耐药监测&

(

'

%目前$国内外基于侵袭

性感染念珠菌菌株药物敏感方法学评价较少$并且评

估均基于纸片扩散法
PLSJM$$/S&

和微量肉汤稀释

法
PLSJM"./S$

规定的折点&

!%/!!

'

%而
"%!'

年颁布的

PLSJM)%

按照不同种念珠菌更新了种特异性折点$

因此$本研究的主要目的是利用全国多中心分离的侵

袭性真菌感染念珠菌$依据
PLSJM)%

评价纸片扩散

法测试念珠菌氟康唑和伏立康唑药物敏感性与微量

肉汤稀释法的一致性&
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材料与方法
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菌株来源
"

"!'

株来源于侵袭性真菌耐药监测

网(

PUJR/OY2!%

)的念珠菌纳入评估研究$菌株分离

自
!%

家医院的深部真菌感染患者%其中白念珠菌
'!

株$热带念珠菌
$!

株$近平滑念珠菌
&'

株$光滑念珠

菌
$"

株和克柔念珠菌
!)

株%

:#;

"

质控菌株
"

纸片扩散法和微量肉汤稀释法使用

的质 控 菌 株 均 为
42PP""%!(

近 平 滑 念 珠 菌#

42PP(%%"'

白念珠菌和
42PP)1"'

克柔念珠菌&

'/(

'

%

:#<
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方法

:#<#:

"

菌株鉴定
"

所有菌株经科马嘉显色培养基传

代培养进行初步鉴定$后采用
?0O4

内转录间隔区

(

J2S

)序列测定的方法准确鉴定到种%

:#<#;

"

纸片扩散法
"

纸片扩散法操作按照
PLSJ
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文件测定氟康唑#伏立康唑的药物敏感性&

(

'
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在药物敏感培养基上分别贴氟康唑(

"1

)

9

)及伏立康

唑(

!

)

9

)药物敏感纸片$

&1j

孵育
"$5

%纸片扩散法

的判定折点参考
PLSJM)%

$具体如下$白念珠菌#热

带念珠菌和近平滑念珠菌$氟康唑!敏感
%
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$剂

量依赖性敏感
!$

!

!)::

$耐药
(
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*伏立康唑!

敏感
%
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$中介
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!
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$耐药
(
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%光滑

念珠菌$氟康唑!剂量依赖性敏感
%

!1::

$耐药
(
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%克柔念珠菌$伏立康唑!敏感
%
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微量肉汤稀释法
"

微量肉汤稀释法严格按照

PLSJM".

操作$抗真菌药物浓度范围!氟康 唑
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%药物敏感结果判定!根据
PLSJM)%

进行判

定$对于白念珠菌#热带念珠菌和近平滑念珠菌$氟康

唑!敏感
(
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%光滑念珠菌$氟康唑!剂量依赖性敏感
(
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)
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$耐药
%
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%克柔念珠菌$

伏立康唑!敏感
(

%#1%%

)
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$剂量依赖怀敏感
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$耐药
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统计学处理
"

统计微量肉汤稀释法和纸片扩散

法
"

种方法分类一致率$一致率指的是微量肉汤稀释

法和纸片扩散法的判定结果一致(均为敏感#中介或

耐药)的菌株占总测定株数的比率%显著错误$即微

量肉汤稀释法为耐药$纸片扩散法敏感*大错误$即微

量肉汤稀释法为敏感$纸片扩散法测试为耐药*小错

误$即其中一种方法为中介或剂量依赖性敏感$另外

一种方法测试结果为敏感或耐药%

;

"

结
""

果

;#:

"

纸片扩散法和微量肉汤稀释法的质控菌株结果

均在控$测试菌株的总体比较结果见表
!

%

表
!

""

"!'

株念珠菌对氟康唑和伏立康唑的微量肉汤稀释法和纸片扩散法药物敏感结果$
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菌种
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药物
药物敏感

试验方法

敏感性判定&
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续表
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株念珠菌对氟康唑和伏立康唑的微量肉汤稀释法和纸片扩散法药物敏感结果$
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[
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菌种
&

药物
药物敏感

试验方法

敏感性判定&

&

(

[

)'

敏感
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剂量依赖性

敏感"中介
耐药
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一致率

(
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错误&
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(

[

)'

显著错误 大错误 小错误

伏立康唑 微量肉汤稀释法
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光滑念珠菌
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伏立康唑 微量肉汤稀释法

纸片扩散法

克柔念珠菌
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氟康唑 微量肉汤稀释法

纸片扩散法

伏立康唑 微量肉汤稀释法
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纸片扩散法
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种药物敏感方法检测氟康唑的一致率
"

"

种

方法检测白念珠菌#热带念珠菌#近平滑念珠菌和光

滑念珠菌氟康唑药物敏感性的一致率分别为
(.#)[

#

(1#![

#

(.#$[

和
(%#1[

$克柔念珠菌无氟康唑判定

折点无法统计%白念珠菌中有
!

株耐药株(

'#%%%

)

9

"

:L

)纸片扩散法测试为敏感(

""::

)$另有
!

株

耐药菌(

!)#%%%

)

9

"

:L

)纸片扩散法测定为中介

(

!$::

)%

!

株近平滑念珠菌氟康唑中介株(

$#%%%

)

9

"

:L

)纸片扩散法测定为敏感(

"&::

)%

"

株热带

念珠菌中介株纸片扩散法检测为敏感%

"

株光滑念珠

菌剂量依赖性敏感株检测为耐药$

"

株耐药株检测为

剂量依赖性敏感%白念珠菌#热带念珠菌和近平滑念

珠菌具体检测的氟康唑纸片直径和最低抑菌浓度

(

MJP

)值对应关系散点图见图
!

%

图
!

""

白念珠菌(热带念珠菌和近平滑念珠菌氟康唑

纸片直径和
MJP

值比较散点图
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种方法检测伏立康唑的一致率
"

"

种方法检

测白念珠菌#热带念珠菌#近平滑念珠菌和克柔念珠

菌伏立康唑药物敏感性的一致率分别为
(.#)[

#

(%#"[

#

(.#$[

和
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%白念珠菌中有
!

株耐药株
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)$另

有
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)
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)纸片扩散法测定为敏感

(
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!

株近平滑念珠菌氟康唑耐药株(

!#%%%

)

9

"

:L

)纸片扩散法测定为敏感(

"%::

)%

&

株热带

念珠菌中介株纸片扩散法测定为敏感$

!

株中介株纸

片扩散法测定为耐药%

!

株克柔念珠菌敏感株(

%#"1%

)

9

"

:L

)纸片扩散法检测为中介(

!$::

)$

!

株中介株

(

!#%%%

)

9

"

:L

)纸片扩散法检测为敏感(

!'::

)$

!

株中介株(

%#1%%

)

9

"

:L

)纸片扩散法检测为耐药(

!%

::

)%白念珠菌#热带念珠菌和近平滑念珠菌伏立康

唑具体检测纸片直径和
MJP

值对应关系散点图见

图
"

%

图
"

""

白念珠菌(热带念珠菌和近平滑念珠菌伏立康唑纸片

直径和
MJP

值比较散点图
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讨
""

论

""

随着念珠菌感染患者逐年增多$抗真菌药物尤其

是氟康唑和伏立康唑作为临床治疗真菌感染的常见

药物$被广泛应用于临床$但近年来出现对唑类药物

不敏感的菌株&

!&

'

%临床实验室真菌药物敏感性试验

对于指导临床治疗具有重要价值%另外$真菌耐药监

测网检测真菌整体耐药性为了解真菌耐药性的改变

+
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及经验使用抗真菌药物提供重要数据支撑&

!$

'

%纸片

扩散法是检测念珠菌药物敏感性较为简便低成本的

方法$其与微量肉汤稀释法的一致性既往有相关评

价$是基于
PLSJM$$

制订的折点或其他参考文献进

行的分类一致率评价&

!1/!'

'

%

"%!'

年新颁布的
PLSJ

M)%

文件对不同念珠菌制订了种特异性折点$因此$

本研究主要基于全国多中心收集的侵袭性感染念珠

菌$依据
PLSJM)%

更新的种特异性折点进行
"

种检

测方法测试氟康唑和伏立康唑一致性的比较%

本评估结果显示$除克柔念珠菌对伏立康唑#光

滑念珠菌对氟康唑的一致性稍低$其余药物菌株组合

的一致性均超过
(1#%[

%仅
&

个药物菌种组合出现

显著错误$其余
!)

个药物菌种组合均为小错误$无大

错误出现%光滑念珠菌对氟康唑的
"

种方法药物敏

感结果一致率偏低$这在既往研究中也有报道$如

3R4LLY0

等&

!1

'使用旧折点评估纸片扩散法中$光滑

念珠菌对氟康唑一致率为
.!#.[

$明显低于白念珠菌

(

((#)[

)#热带念珠菌(

(.#([

)和近平滑念珠菌

(

(&#&[

)%而本研究中虽然光滑念珠菌对氟康唑的

一致率低于其他种$但也高达
(%#1[

$这与光滑念珠

菌纸片扩散法新折点与微量肉汤稀释法二者相关性

更高有关%另外$本研究中克柔念珠菌对伏立康唑的

敏感性在
"

种方法中的一致率偏低$这在既往研究中

报道较少%

本研究基于最新
PLSJM)%

文件规范的纸片扩

散法折点进行评估结果显示$纸片扩散法与微量肉汤

稀释法一致率较高$结果可靠%全球侵袭性耐药监测

网如
402YMJS

和中国侵袭性真菌耐药监测网

(

PUJR/OY2

)均采用纸片扩散法测试真菌药物敏感

性&

.

$

!$

$

!(

'

%

PUJR/OY2

连续
1

年多中心的数据显示

白念珠菌氟康唑耐药率为
%#1[

$与
402YMJS

结果

相近(

!#$[

)

&

$

$

!(

'

%而国内单中心报道普遍偏高$如在

某医院报道中白念珠菌对氟康唑的耐药率高达

1(#'[

$显著高于真菌耐药监测网整体水平$推测可

能是实验人员药物敏感读数偏大$尤其是念珠菌药物

敏感的拖尾现象容易导致人员将敏感菌株判定为耐

药&

"%

'

%纸片扩散法药物敏感试验中唑类药物须以菌

落生长明显抑制处为测量边界$忽略边缘小菌落或抑

菌环内生长的菌落%因此$纸片扩散法测试结果的正

确读取是报告准确真菌敏感性结果的重要保证%

=

"

结
""

论

""

纸片扩散法药物敏感试验方法在真菌药物敏感

检测中$因操作方便#成本较低#结果与微量肉汤稀释

法一致率高$易于在临床真菌实验室开展$也可作为

真菌耐药监测的重要方法%但需要注意的是$读取药

物敏感结果人员需要进行培训$避免将敏感结果判定

为耐药%

参考文献

&

!

'

4O2JOZ0JS

$

OYI\LZOJM

$

M4̀ OJP

$

67=8#2?6-;,

+-756

>

A,7:A?76:;+=

9

-A,+,AEA

>>

A?7D-+,7+<+-@=,+@6ED-/

9

=8+-E6<7+A-,+-

>

=7+6-7,B+754JWS4?67?A,

>

6<7+@6,7D;

F

AE!

$

)&%=D7A

>

,+6,

>

6?EA?:6;C67B66-!('$=-;"%%"

&

K

'

#

4:KP8+-3=75A8

$

"%%(

$

!&"

(

"

)!

""!/"".#

&

"

'

_ZO2ZQJ4OOJSW3

$

M400_ 4

$

340_IK

$

67=8#

3?A,

>

6<7+@6,D?@6+88=-<6EA?+-@=,+@6ED-

9

=8+-E6<7+A-,+-56:/

=7A

>

A+67+<,76:<6887?=-,

>

8=-7?6<+

>

+6-7,

$

"%%!f"%%)

!

A@6?/

@+6BAE7562?=-,

>

8=-7/4,,A<+=76;+-E6<7+A-,D?@6+88=-<6-67/

BA?̂

(

204OSOY2

)

;=7=C=,6

&

K

'

#P8+-J-E6<7W+,

$

"%!%

$

1%

(

'

)!

!%(!/!!%%#

&

&

'

3R4LLY0 M 4

$

WJY_YM4WK#Y

>

+;6:+A8A

9F

AE+-@=/

,+@6<=-;+;+=,+,

!

=

>

6?,+,76-7

>

DC8+<56=875

>

?AC86:

&

K

'

#

P8+-M+<?AC+A806@

$

"%%.

$

"%

(

!

)!

!&&/!)&#

&

$

'

TJS3LJÒ UZRRU
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