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"摘要#

!

目的
!

探讨科玛嘉显色培养和
4%M.#,4\V

"简称
4%M.#,

#鉴定酵母样真菌的对比研究$方法
!

收

集该院微生物室
.#$.

&

.#$"

年无菌体液标本分离出的酵母样真菌
$.$

株!对所有菌株进行科玛嘉显色培养鉴定和

4%M.#,

鉴定$通过基因序列分析法将真菌准确鉴定到种$结果
!

显色培养基除
$"

株无法鉴定%

!

株鉴定错误外

其余菌株均鉴定正确!正确率为
7.2/7O

"

$##

'

$#!

#$

4%M.#,

除
/

株鉴定错误%

8

株无鉴定结果外其余菌株均鉴定

正确!正确率为
7.2/5O

"

$$.

'

$.$

#&其中对显色培养能鉴定菌株的正确率为
7/2"6O

"

$#"

'

$#!

#!对显色培养无法鉴

定菌株的正确率为
572."O

"

7

'

$"

#$结论
!

科玛嘉显色培养和
4%M.#,

方法对大多数临床分离菌株能够准确鉴定

到种!

4%M.#,

对少见真菌和显色不典型菌种的鉴定有待进一步验证$

"关键词#

!

酵母菌&

!

4%M.#,4\V

&

!

显色培养&

!

序列分析&

!

R04
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近年来#由于广谱抗菌药物的不规范使用,免疫抑制剂的

广泛应用#真菌引起的感染逐年上升)

$(.

*

+有报道显示白色酵

母样真菌的药物敏感性高于非白色酵母样真菌#不同菌种的酵

母样真菌对抗真菌药物的敏感性和耐药性不同#所以真菌的准

确鉴定对指导临床用药尤为重要)

"(/

*

+临床工作中常用的真菌

鉴定方法有科玛嘉显色培养法,

4%M.#,4\V

$简称
4%M.#,

%

等生化反应鉴定卡#本研究以分子生物学方法为.金标准/#对

科玛嘉显色培养和
4%M.#,

鉴定酵母样真菌的能力进行评

估)

5(6

*

+报道如下+

$

!

资料与方法

$2$

!

一般资料
!

收集该院微生物室
.#$.

年
$

月至
.#$"

年
$.

月无菌体液和血液标本中分离出的酵母样真菌共
$.$

株$已剔

除同一患者同一部位或不同部位标本反复检出的相同菌株%#

干滤纸片法
!̂#_

保存+

$2/

!

质控菌株
!

选取
"

株标准菌株作为质控菌株!白色假丝

酵母菌$

49,,7##.!

%,光滑球拟假丝酵母菌$

49,,7##"#

%,热

带假丝酵母菌$

49,,$85"

%#标准菌株均购自卫生部临床检验

中心+

$2'

!

仪器与试剂
!

-R/($#Q

低温离心机$美国赛默飞世尔科

技%#

9($##%,*

仪$美国
QA'(&D3

公司%#

Q,(T!#+

隔水式恒温

培养箱$上海博讯医疗设备厂%+

%,*

扩增试剂盒$上海生

工%#科玛嘉显色培养基$法国梅里埃%#

4%M.#,4\V

鉴定卡

$法国梅里埃%+

$21

!

真菌显色培养鉴定
!

所有菌株接种于沙氏培养基后

"5_

培养
.8:

#重复
$

次上述操作#使真菌充分复苏并分离出

单个菌落+挑取沙氏培养基上的单个菌落接种于科玛嘉显色

培养基#

"5_

培养
6.:

后判定结果$每
.8:

观察
$

次显色情

况%!绿色,翠绿色菌落为白色假丝酵母菌(蓝灰色,铁灰色菌落

为热带假丝酵母菌(粉红色模糊有微毛菌落为克柔假丝酵母

菌(紫红色光滑菌落为光滑球拟假丝酵母菌(显色不典型和白

色菌落为无法鉴定的其他假丝酵母菌+

$22

!

真菌
4%M.#,

鉴定
!

配制所有菌株的菌悬液$

.2#SDE

%#

取
$##

)

-

菌悬液至
4%M, S;3A=I

培养基#混均后加入

4%M.#,

真菌鉴定试剂条#

.7_

培养
8!

&

6.:

后与阴性孔对

照#阅读生化谱+生化谱输入
4%M.#,"2#

系统进行结果判读!

鉴定百分率
&

!#O

且
9

&

#

为.可接受的鉴定/#鉴定百分率
$

!#O

为.无鉴定结果/+

$2)

!

分子生物学鉴定
!

采用直接煮沸法提取真菌
R04

#选取

真菌通用引物
M9+$

,

M9+8

进行
%,*

扩增)

5(6

*

+

%,*

体系为
/#

)

-

!

%,*SD>@;&./

)

-

#模板
R04.

)

-

#上,下游引物各
.

)

-

#

无菌双蒸水至
/#

)

-

+

%,*

扩增条件!

78_

预变性
/IAG

(

78

_

变性
"#>

#

/5_

退火
"#>

#

6._

延伸
5#>

#

"/

个循环(最后

6._

延伸
!IAG

+

R04

扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检测后送

上海生工测序#测序结果提交
);GQDGN

数据库进行序列分析#

从而将所有菌株准确鉴定到种+

/

!

结
!!

果

/2$

!

质量控制
!

"

株标准菌株白色假丝酵母菌$

49,,

7##.!

%,光滑球拟假丝酵母菌$

49,,7##"#

%,热带假丝酵母菌

$

49,,$85"

%通过科玛嘉显色培养,

4%M.#,

,基因序列分析法

均能准确鉴定至种+见图
$

+

/2/

!

显色培养鉴定结果
!

显色培养基仅能鉴定
8

种常见的酵

母样真菌#有
$"

株无法鉴定#鉴定率为
!72.5O

$

$#!

"

$.$

%#与

国内有关文献报道一致)

!

*

+其中
$#!

株菌株的鉴定结果中有

!

株与基因序列分析结果不符#正确率为
7.2/7O

$

$##

"

$#!

%+

/2'

!

4%M.#,

鉴定结果
!

$"

株显色无法鉴定菌株经
4%M.#,

鉴定#除
$

株近平滑假丝酵母菌和
.

株葡萄牙假丝酵母菌鉴定

错误,

$

株白色假丝酵母菌无鉴定结果外#其余菌株均鉴定正

确#正确率为
572."O

$

7

"

$"

%+

$#!

株显色鉴定至种菌株经

4%M.#,

鉴定#除
$

株白色假丝酵母菌和
$

株热带假丝酵母菌

鉴定错误,

$

株季也蒙假丝酵母菌和
.

株热带假丝酵母菌无鉴

定结果外#其余菌株均鉴定正确#正确率为
7/2"6O

$

$#"

"

$#!

%+

4%M.#,

的总正确率为
7.2/5O

$

$$.

"

$.$

%#接近国内相

-

.#5$

-

检验医学与临床
.#$/

年
5

月第
$.

卷第
$$

期
!
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!

T=G;.#$/

!

U'F2$.
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+见表
$

+

!!

注!

$

表示白色假丝酵母菌$

49,,7##.!

%(

.

表示热带假丝酵母

菌$

49,,$85"

%(

"

表示光滑球拟假丝酵母菌$

49,,7##"#

%+

图
$

!

标准菌株显色结果

表
$

!

$.$

株真菌基因序列分析与表型鉴定结果比较

基因序列分析 显色培养鉴定
4%M.#,

鉴定

白色假丝酵母菌$

/!

% 白色假丝酵母菌 白色假丝酵母菌

白色假丝酵母菌$

$

% 无法鉴定 无法鉴定

白色假丝酵母菌$

$

% 白色假丝酵母菌 新型隐球菌

光滑球拟假丝酵母菌$

8#

% 光滑球拟假丝酵母菌 光滑球拟假丝酵母菌

光滑球拟假丝酵母菌$

.

% 无法鉴定 光滑球拟假丝酵母菌

热带假丝酵母菌$

.

% 光滑球拟假丝酵母菌 无法鉴定

热带假丝酵母菌$

$

% 热带假丝酵母菌 无名假丝酵母菌

近平滑假丝酵母菌$

5

% 无法鉴定 近平滑假丝酵母菌

近平滑假丝酵母菌$

$

% 无法鉴定 无名假丝酵母菌

近平滑假丝酵母菌$

$

% 光滑球拟假丝酵母菌 近平滑假丝酵母菌

葡萄牙假丝酵母菌$

$

% 光滑球拟假丝酵母菌 葡萄牙假丝酵母菌

葡萄牙假丝酵母菌$

$

% 热带假丝酵母菌 葡萄牙假丝酵母菌

葡萄牙假丝酵母菌$

$

% 无法鉴定 浅白隐球菌

葡萄牙假丝酵母菌$

$

% 无法鉴定 新型隐球菌

季也蒙假丝酵母菌$

$

% 光滑球拟假丝酵母菌 无法鉴定

季也蒙假丝酵母菌$

$

% 无法鉴定 季也蒙假丝酵母菌

阿萨希丝孢酵母$

$

% 白色假丝酵母菌 阿萨希丝孢酵母

奥默毕赤酵母$

$

% 热带假丝酵母菌 奥默毕赤酵母

!!

注!括号内为菌株数+

'

!

讨
!!

论

本研究以分子生物学方法鉴定结果为金标准#对科玛嘉显

色培养和
4%M.#,

的鉴定能力进行评估+从菌种库中选取的

少见菌种的菌株比例常较临床分离菌株高#这与临床实际情况

不符+本研究菌株收集
.#$.

年
$

月至
.#$"

年
$.

月临床无菌

体液和血液标本中分离出的不同患者的全部酵母样真菌#在菌

种构成上与临床符合#因此得出的结果更能反映显色培养和

4%M.#,

在临床应用中的价值+

显色培养基鉴定结果显示#

!

株菌株显色培养错误鉴定#

显色培养可鉴定菌种内的
.

株常见菌株无法鉴定#可能原因!

$

$

%个人颜色辨别能力不同+如蓝灰色,蓝紫色,紫红色辨别的

差异+$

.

%常见菌株在科玛嘉显色培养基上显色不典型+如本

组显白色的白色假丝酵母菌和显橘红色的光滑球拟假丝酵母

菌#这
.

株菌株在显色培养基可鉴定至菌种#但显色培养基均

无法鉴定+$

"

%少见菌株显出与常见菌株相似的颜色+如
$

株

葡萄假丝酵母菌和
$

株季也蒙假丝酵母菌均显示紫红色#易错

误鉴定为光滑球拟假丝酵母菌(

$

株阿萨希丝孢酵母显出绿

色#易错误鉴定为白色假丝酵母菌+

4%M.#,

鉴定结果表明#

有
7

株菌株鉴定错误或无鉴定结果#其中包括
5

株常见菌株$

.

株白色假丝酵母菌,

"

株热带假丝酵母菌和
$

株近平滑假丝酵

母菌%#原因可能为!$

$

%广谱抗菌药物,免疫抑制剂的应用使菌

株的生化反应不再典型+$

.

%菌株的生长状态不同#生化反应

结果不同+科玛嘉显色培养基鉴定正确率为
7.2/7O

#

4%M.#,

鉴定酵母样真菌的总正确率为
7.2/5O

#说明科玛嘉显色培养

基和
4%M.#,

能够将大多数临床分离菌株准确鉴定到种+但

是临床工作中对显色培养可以鉴定的菌株不再进行
4%M.#,

的鉴定#所以应该更加注重
4%M.#,

对显色无法鉴定菌株的鉴

定能力的评估+本研究中显色无法鉴定的
$"

株菌株经

4%M.#,

鉴定#

"

株鉴定错误#

$

株无鉴定结果#鉴定正确率仅为

572."O

$

7

"

$"

%#低于
4%M.#,

的总鉴定正确率+但本研究中

显色无法鉴定菌株标本量少#所以
4%M.#,

对临床分离的显色

无法鉴定的少见真菌和显色不典型菌株的鉴定能力有待进一

步验证+
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