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  西弗射盾子囊霉属子囊菌类酵母菌,其可通过有
性繁殖在子囊中产生子囊孢子,虽与孢子丝菌属和念
珠菌属同源,但二者形态与生长属性有明显区别[1]。
西弗射盾子囊霉是一种少见的机会致病真菌,目前对
其致病性的研究较少[2-3]。相关文献报道,西弗射盾
子囊霉可能为人体表面或肠道中的正常菌群,当机体
免疫力低下时,可引起甲沟、外耳道等部位的感染,严
重时可导致患者腹膜、脑膜等部位的深部感染和系统
性感染[4-5]。本文报道了1例由西弗射盾子囊霉引起
双耳疼痛、听力下降的病例,从该菌的形态学、培养鉴
定技术、药物敏感性等方面阐述现代检验技术对临床
少见病原菌菌种的鉴定和实施精准治疗的重要性。
1 病例资料

  患者,男,64岁,因“掏耳后双耳疼痛、听力下降、
流液5

 

d”就诊于本院耳鼻喉科门诊。患者双侧外耳
道充血,可见白色分泌物附着,内部结构窥视不清。
耳镜检查可见右耳道大量脓性分泌物,耳道皮肤充
血,鼓膜充血水肿,下方小穿孔可见波动,表面分泌物
附着;左耳道壁见白色霉菌附着,鼓膜充血。左耳分
泌物真菌涂片荧光染色查见菌丝(图1),故以真菌性
外耳道炎收治入院。

  注:箭头所示为真菌菌丝、孢子。

图1  左耳分泌物显微镜检查结果(荧光染色,×400)

  患者既往有高血压史,口服硝苯地平1片/天降
压治疗,自诉血压控制尚可。入院后测血压116/78

 

mm
 

Hg,根据患者既往病史诊断为高血压。患者否
认有糖尿病史,入院时查随机血糖为11.57

 

mmol/L,
完善口服葡萄糖耐量试验(OGTT)及糖化血红蛋白

等检查进一步明确诊断。OGTT提示餐后2
 

h血糖

显著升高,达糖尿病诊断标准,胰岛素及C肽释放试

验结果提示患者存在胰岛素抵抗及胰岛素释放延迟,
考虑为2型糖尿病。相关实验室检查结果:降钙素原
(PCT)0.08

 

ng/mL,白 细 胞 介 素-6(IL-6)<0.01
 

pg/mL,糖化血红蛋白6.8%,甘油三酯(TG)3.74
 

mmol/L,尿酸436
 

μmol/L,乳酸2.72
 

mmol/L,尿糖

++++,尿蛋白+。血常规、凝血功能、肝功能指标

检测未见异常。
2 病原菌培养与鉴定

2.1 菌落形态及镜下形态 将左耳分泌物接种于哥

伦比亚血琼脂培养基、嗜血杆菌巧克力琼脂选择培养

基,于35
 

℃、5%CO2 条件下培养。24
 

h后血平板可

见未溶血葡萄球菌生长,巧克力平板未见菌落生长,
将原始血平板、巧克力平板放入CO2 孵箱继续培养。
48

 

h后巧克力平板上可见2个直径约2
 

mm、表面干

燥的白色菌落生长,经革兰染色,镜下可见真、假菌丝

和孢子,菌体周围可见一层透明浅荚膜带(图2)。

图2  西弗射盾子囊霉孢子、菌丝(革兰染色,×1
 

000)

  将巧克力平板上白色小菌落转种至沙保罗平板,
原始血平板、巧克力平板继续于35

 

℃、5%
 

CO2 条件

下培养。96
 

h后血平板上可见葡萄球菌与小菌落混

合生长(图3A),巧克力平板上见毛绒状菌落生长(图
3B);24

 

h后沙保罗平板上见白色圆形菌落生长(图
3C)。将沙保罗平板继续于35

 

℃、5%
 

CO2 条件下培

养,至11
 

d时菌落逐渐变得干燥,表面可见脑回状皱

褶,菌落与培养基镶嵌,不易挑取和研磨,见图4。将

沙保罗平板培养的菌落进行革兰染色涂片、镜检,镜
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下可见革兰阳性酵母样真菌及细长菌丝,孢子呈圆形
或卵圆形,周围可见浅透明带,见图5。

  注:A为血平板培养结果;B为巧克力平板培养结果;C为沙保罗

平板培养结果。
图3  病原菌培养结果

图4  沙保罗平板培养11
 

d结果

图5  沙保罗平板培养11
 

d后菌落镜下形态

(革兰染色,×1
 

000)

2.2 菌种鉴定

2.2.1 基质辅助激光解析电离飞行时间质谱技术
(MALDI-TOF

 

MS)鉴定 取沙保罗平板上培养的纯
菌落,将其点在质谱靶板上,加1

 

μL
 

70%甲酸溶液进
行蛋白裂解,干燥后加1

 

μL
 

CHCA基质液充分混匀,
静置、干燥后在质谱仪上进行鉴定。质谱鉴定结果为
西弗射盾子囊霉(置信度75分)。
2.2.2 Vitek

 

2
 

Compact全自动微生物分析系统及
配套 YST鉴定卡鉴定 取沙保罗平板上培养的菌
落,用0.45%NaCl溶液中配制成2.0麦氏浊度的菌
悬液,采用Vitek

 

YST卡进行鉴定,鉴定结果为西弗
射盾子囊霉,可信度为93.0%。
2.2.3 16S

 

DNA 测序 采用EasyPure􀆿
 

Genomic
 

DNA
 

Kit试剂盒提取分离菌株的DNA。使用真菌通
用引物ITS1

 

5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3',ITS4
 

5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'进行PCR扩增。
PCR反应体系为50

 

μL,包括2×PCR
 

Mix
 

25
 

μL,
上、下游引物各2

 

μL,DNA模板2
 

μL,ddH2O
 

19
 

μL。
阳性产物送重庆默赛乐生物技术有限公司测序,测序

结果经http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed网

站BALST比对,同源性为99.74%。
2.3 药敏试验 采用Sensititre

 

YeastOne进行真菌

药敏试验,取沙保罗平板上的菌落制备成为0.5麦氏

浊度的菌悬液,取20
 

μL菌悬液加入真菌药敏液中混

匀,试剂板每孔加入混匀后的真菌药敏液100
 

μL,密
封后于35

 

℃孵育48
 

h后测得体外最低抑菌浓度
(MIC)分别为阿尼芬净0.03

 

mg/L、米卡芬净0.03
 

mg/L、卡泊芬净0.03
 

mg/L、5-氟胞嘧啶
 

2
 

mg/L、泊
沙康唑

 

0.25
 

mg/L、伏立康唑
 

0.12
 

mg/L、伊曲康唑

0.5
 

mg/L、氟康唑32
 

mg/L、两性霉素B
 

2
 

mg/L。参照

美国临床实验室标准化协会(CLSI)
 

M60S2、CLSI
 

M59
和欧洲药敏试验委员会(EUCAST)

 

Version
 

9.0中念珠

菌药敏试验结果判定规则,该菌对氟康唑耐药。
3 治  疗

  给予患者外耳道耵聍冲洗,萘替芬酮康唑乳膏外

用,口服抗菌药物伊曲康唑胶囊0.2
 

g/d,微波治疗2
次/天,每次10

 

min。同时给予二甲双胍缓释片0.5
 

g
 

2次/天及达格列净片10
 

mg
 

1次/天联合降血糖治

疗。治疗12
 

d后,患者双耳无明显流液,听力较前提

高,双耳疼痛明显好转,外耳道通畅,充血好转,水肿

吸收,双耳未见异常分泌物。
4 讨  论

西弗射盾子囊霉属于酵母菌亚门、酵母菌纲、酵
母菌目、酵母菌科,需与念珠菌、隐球菌鉴别。本例患

者左耳分泌物直接涂片查见菌丝,根据涂片中菌丝、
孢子的形态特点,可大致对真菌种属进行区分,可为

临床经验性用药提供重要参考。标本直接涂片法经

济易行,在快速识别真菌感染中具有重要价值。白假

丝酵母菌在科玛嘉显示平板上呈翠绿色,生长速度明

显快于西弗射盾子囊霉,菌落呈光滑奶油样,延长培

养时间不能形成脑回状菌落。西弗射盾子囊霉在科

玛嘉显色平板上形成中心蓝色、边缘白色的脑回状菌

落。镜下白假丝酵母菌呈椭圆形,菌丝为假菌丝,墨汁

染色无透明带,而西弗射盾子囊霉革兰染色可见厚壁孢

子、芽生孢子,可见真菌丝和假菌丝,墨汁染色可见一层

透明浅荚膜带,与新型隐球菌的厚荚膜有明显差别。
本病例采用病原菌培养、涂片染色及传统的生化

反应完成了菌株鉴定,同时采用质谱技术(MALDI-
TOF

 

MS)鉴定菌株,两种方法鉴定结果一致,且后者

的报告时间较前者缩短24
 

h。最后采用16S
 

DNA测

序分析,证实此菌株为西弗射盾子囊霉,进一步验证

了各种鉴定技术结果的一致性。近年来,各种少见致

病菌或新的菌种被检出和发现,不但需要微生物检验

人员不断深入了解和研究菌株的生物学特性与致病

性,同时也需要充分应用新的检测手段,协助临床对

疾病实现快速诊治。
西弗射盾子囊霉检出率较低,目前尚未建立该菌

的 MIC标准,实验室大多参照念珠菌的判定标准[2]。
西弗射盾子囊霉菌落干燥,且镶嵌在平板里,菌落不

易挑取和混匀,因此实施药敏鉴定时需将菌落研磨后
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调整菌悬液浓度。西弗射盾子囊霉对抗真菌药物的
耐药性较高,主要表现为对氟康唑耐药,本例患者检
出的菌株对氟康唑耐药,与相关文献报道一致[6-7]。
研究表明,真菌耐药机制主要与膜通透性降低、细胞
壁合成障碍等相关[8-9],西弗射盾子囊酶的耐药机制
是否与已知的耐药机制一致尚需进一步研究。近年
来侵袭性真菌的耐药率逐年上升,对少见菌株进行快
速、准确地鉴定及药敏试验,对临床精准抗真菌治疗
具有重要意义。

西弗射盾子囊霉是一种条件致病真菌,在免疫力
正常的个体中极少致病或仅出现浅表感染。随着激
素及其他免疫抑制剂类药物的广泛使用,西弗射盾子
囊霉等少见真菌引起的感染逐年增多,尤其是合并恶
性肿瘤、糖尿病、粒细胞减少症等基础疾病的患者,可
能出现 深 部 感 染,甚 至 系 统 性 感 染,导 致 严 重 后
果[10-11]。目前报道显示,西弗射盾子囊霉浅表感染以
耳部、皮肤、足部等较为常见,深部感染及系统性感染
以腹膜、脑膜等最为常见[12-14]。该菌可导致新生儿血
流感染,慢性阻塞性肺疾病患者肺部感染,免疫功能
低下患者血流和中心静脉感染等。在一项针对慢性
腹泻患者的研究中发现,该菌可加重身体衰弱、免疫
功能低下、幼儿及老年人等免疫功能低下人群腹泻的
严重程度,导致严重脱水、营养不良,甚至休克。西弗
射盾子囊霉可引起肿瘤患者和粒细胞减少患者发生
播散性念珠菌病这一严重并发症,可引发患者发生脓
毒血症、多器官功能衰竭,甚至死亡。本例患者入院
随机血糖检测结果为11.57

 

mmol/L,结合OGTT等
相关检测结果,符合2型糖尿病的诊断,属于西弗射
盾子囊霉感染的高危人群。西弗射盾子囊霉相关的
慢性化脓性中耳炎常表现为耳道流脓,脓液呈黄色略
带臭味,常伴耳鸣,甚至引起听力下降,严重影响患者
的生活质量。本病例中患者年龄>60岁,随着年龄的
增长,皮肤黏膜屏障功能下降,免疫及其调节功能减
低,易出现感染等其他并发症[15]。因此,须尽快明确
病原菌,根据药敏试验结果开展精准治疗,降低严重
系统性感染的发生风险。

综上所述,对发生浅表感染的老年糖尿病患者进
行病原学检测时应考虑少见真菌感染的可能。本研
究通过镜下形态、菌落形态、生化反应初步识别病原
菌,结合先进的检测技术快速鉴定病原菌并进行药敏
试验,为临床早期开展精准治疗提供重要依据。同
时,抗菌药物的敏感性降低不可避免,积极开展药敏
试验,对发现和了解耐药性的传播以及降低耐药率也
具有重要意义[16]。因此实验室应综合利用多种检测
方法,提高对少见病原菌的鉴定能力。
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