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比较3种微量肉汤稀释法检测念珠菌
对氟康唑的敏感度
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  [摘要] 目的 比较3种肉汤稀释药敏检测方法检测念珠菌对氟康唑敏感度的检测能力。方法 收集河北医

科大学第二医院临床分离的念珠菌84株,采取经典微量肉汤稀释法、ATBFUNGUS3方法和YeastOne真菌药敏

板方法检测念珠菌对氟康唑的敏感度。结果 84株念珠菌中,白念珠菌26株,热带念珠菌34株,光滑念珠菌22株

以及近平滑念珠菌2株。以经典微量肉汤稀释法为参考方法,ATBFUNGUS3方法的敏感度为87.5%,特异度为

100.0%;基本一致性为95.2%,分类一致性为92.9%;假耐药率为7.1%,假敏感率为0。YeastOne方法的敏感度

为100.0%,特异度为94.4%;基本一致性和分类一致性均为97.6%,假敏感率和假耐药率均为0。结论 YeastOne
真菌药敏板方法检测氟康唑对念珠菌活性优于ATBFUNGUS3方法。
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Comparisonofthreebrothmicrodilutionmethodsforthedetectionof
fluconazolesusceptibilityofCandida

LIUYi-xin1,ZHANGZhi-qing1,SHIDong-yan2*
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[Abstract] Objective Tocomparethreebrothdilution methodsindrugsensitivity
detectionfordetectingthesensitivityofCandidatofluconazole.Methods Atotalof84clinical
isolatesofCandidawerecollectedintheSecondHospitalofHebeiMedicalUniversity,andthe
sensitivityofCandidatofluconazolewasdetectedbyclassicalbrothmicrodilutionmethod,ATB
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FUNGUS3andSensititreYeastOnemethod.Results Amongthe84strainsofCandida,there
were26isolatesofCandidaalbicans,34ioslatesofCandidatropicalis,22isolatesofCandida
glabrataand2isolatesofCandidaparapsilosi.Theclassicalbrothmicrodilutionmethodwasused
asareferencemethod,thesensitivityofATBFUNGUSmethodwas87.5%,withaspecificityof
100.0%.Theessentialagreementwas95.2%,andthecategoricalagreementwas92.9%;The
falseresistanceratewas7.1%,whiletherewasnofalsesensitivityrate.Thesensitivityand
specificityofSensititreYeastOnemethodwere100.0% and94.4% respectively.Boththe
essentialagreementandthecategoricalagreementwere97.6%,andthefalsesensitivityrateand
thefalseresistanceratewere0.Conclusion SensititreYeastOnemethodtodetecttheeffectof
fluconazoleonCandidaactivityissuperiortothatofATBFUNGUS3.

[Keywords] candida;fluconazole;brothmicrodilutionmethod

  近年来,由于广谱抗生素和免疫抑制剂的广泛

应用,免疫缺陷病患者和老年慢性病患者的增多以

及临床上气管插管等各种侵入性操作等因素,念珠

菌感染呈现明显上升趋势,造成感染的病死率增

加[1-7],因此临床上对念珠菌感染进行合理治疗是

非常必要的。氟康唑一直被作为治疗念珠菌感染的

首选药物[8],但是近几年耐药监测数据显示其耐药

率升高[9-11],这种耐药率的升高可能与体外药敏试

验 的 检 测 方 法 学 有 关。本 研 究 比 较 了 ATB
FUNGUS3方法和YeastOne真菌药敏板方法与

经典微量肉汤稀释法3种肉汤稀释方法检测念珠菌

对氟康唑的敏感度,为实验室正确选择抗真菌药敏

试验方法提供参考依据,为临床合理应用抗真菌药

物敏感度治疗结果提供参考。

1 材 料 与 方 法

1.1材料

1.1.1 菌株来源 收集2021年11月-2022年10
月河北医科大学第二医院从临床患者的标本中分离

出的念珠菌共84株,包括白念珠菌26株,热带念珠

菌34株,光滑念珠菌22株以及近平滑念珠菌2株。

1.1.2 培养与鉴定  菌株于沙保罗琼脂培养基和

科玛嘉显色培养基中分纯,用法国梅里埃公司真菌

鉴定卡YST鉴定到种。

1.1.3 药物与药敏板 氟康唑药粉购自于上海源

叶科技有限公司,ATBFUNGUS3购自于法国梅

里埃公司,SensititreYeastOne真菌药敏板购自于

赛默飞世尔科技公司。标准菌株白念珠菌 ATCC
90028为质控菌株。

1.2 方法 
1.2.1 经典微量肉汤稀释法 按照临床和实验室

标 准 协 会 (Clinialand Laboratory Standards
Institute,CLSI)制定的酵母菌肉汤稀释法抗真菌敏

感度试验参考方法(M27)[12]操作,放入35℃恒温

培养箱中,孵育24~48h后,肉眼判断与生长对照

相比,生长抑制50%对应孔的药物浓度为 MIC值。

1.2.2 Yeast One 真 菌 药 敏 板 方 法  配 制

0.5mol/L 浓 度 的 菌 悬 液,按 照 说 明 书 要 求,取

20μL菌悬液稀释至11mL配套肉汤培养基中,混
匀后加入药敏板中,每孔100μL,用密封膜密封,放
入35℃恒温培养箱中,孵育24~48h,YeastOne
药敏板包被有适当稀释浓度的抗真菌药物和显色

剂,采用比色法判断念珠菌生长情况:抗真菌药物溶

液中念珠菌生长表现为显色生长指示剂从蓝色(阴
性)变为红色(阳性)。培养孵育后检查微孔内颜色

变化,如果生长微孔呈红色,则第1个红色孔对应的

浓度可以解释为抗菌终点;如果微孔内蓝色指示剂

颜色没有改变,则表示没有生长。第1个出现蓝色

或紫色微孔中抗真菌药物浓度即为 MIC值。

1.2.3 ATBFUNGUS3方法 按照说明书,配制

2mol/L浊度的菌悬液,取20μL稀释至10mL配

套培养基中,混匀;向每个杯状凹中加入135μL菌

悬液,在35℃恒温培养箱中培养24~48h后,通过

肉眼判读,从低浓度开始,与生长对照杯状凹比较,
记录每一个杯状凹的生长得分。评分标准如下:和
生长对照完全一样,4分;比生长对照有轻微减少,3
分;比生长对照孔明显减少,2分;非常微弱的生长,

1分;没有生长,0分。对于氟康唑,鉴于念珠菌的生

长可能存在拖尾现象,MIC对应杯的得分可以是

“2”、“1”或“0”分。

1.3 判读标准 按照CLSI颁布的 M60手册[13]判

断念珠菌对氟康唑的敏感度:敏感(susceptible,S)、
剂 量 依 赖 性 敏 感 (susceptible-dosedependent,

SDD)、耐药(resistance,R)。折点浓度见表1。
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表1 CLSIM60规定的念珠菌属MIC解释标准

Table1 MICinterpretationstandardof
CandidabyCLSIM60

(mg/L)

抗真菌药物 菌种 S SDD R

氟康唑 白念珠菌  ≤2 4 ≥8
热带念珠菌 ≤2 4 ≥8
光滑念珠菌 - ≤32 ≥64
近平滑念珠菌 ≤2 4 ≥8

1.4 统计学方法 应用SPSS25.0统计软件分析

数据。以微量肉汤稀释法为金标准,采用四格表χ2

检验计算其余2种方法的敏感度和特异度,对2种

方法与金标准方法分别进行Kappa值一致性检验,

Kappa值≤0.20表示一致性较差;0.20<Kappa
值≤0.40表示一致性一般;0.40<Kappa值≤0.60
表示一致性中等;0.60<Kappa值≤0.80表示一致

性较强;0.80<Kappa值≤1表示一致性很强。基本

一致性(essentialagreement,EA)指待测 MIC值与

参考方法 MIC值相差不超过2个稀释倍数。分类

一致性(categoricalagreement,CA)指被评估药敏

方法与参考方法判断试验结果为敏感、中介、耐药的

一致性。极严重错误(verymajorerror,VME)指将

耐药 误 判 为 敏 感,即 假 敏 感。严 重 错 误(major
error,ME)指将敏感误判为耐药,即假耐药。一般

错误(minorerror,me)指试验方法检测结果为中

介,参考方法为耐药或敏感,或者参考方法的结果为

中介,试验方法是敏感或耐药,计数资料比较采用

χ2 检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 ATBFUNGUS3方法和YeastOne真菌药敏

板方法与微量肉汤稀释法的一致性

2.1.1 ATBFUNGUS3方法 与经典微量肉汤稀

释法结果比较,ATBFUNGUS3方法检测84株念

珠菌对氟康唑的敏感度为87.5%(42/48),特异度为

100.0%(36/36),Kappa值为0.857(0.748~0.966),
一致性很强,见表2。

2.1.2 YeastOne真菌药敏板方法 与微量肉汤稀

释法结果比较,YeastOne方法检测84株念珠菌对

氟康 唑 的 敏 感 度 为100.0%(48/48),特 异 度 为

94.4%(34/36),Kappa值为0.951(0.884~1.018),
一致性很强。见表3。

2.2 三种方法检测念珠菌对氟康唑敏感度结果对

比 对84株菌株进行药敏检测,以经典微量肉汤稀

释法为参考,ATBFUNGUS3方法的EA为95.2%
(80/84),CA 为92.9%(78/84),出现 VME0例,

ME6 例,me10 例。YeastOne方 法 的 EA 为

97.6%(82/84),CA 为 97.6% (82/84),未 发 生

VME及 ME,me3例。以上结果表明 YeastOne
优于ATBFUNGUS3。见表4。

表2 ATBFUNGUS3与微量肉汤稀释法结果比较

Table2 ComparisonbetweenATBFUNGUS3
andbrothmicrodilutionmethod

(n=84,株数)

ATBFUNGUS3法
微量肉汤稀释法

SDD/S R
合计

SDD/S 42 0 42
R 6 36 42

合计 48 36 84
敏感度 87.5%
特异度 100.0%
Kappa值 0.857
P 值 <0.001

表3 YeastOne与微量肉汤稀释法结果比较

Table3 ComparisonofresultsbetweenYeastOnemethod
andbrothmicrodilutionmethod

(n=84,株数)

YeastOne法
微量肉汤稀释法

SDD/S R
合计

SDD/S 48 2 50
R 0 34 34

合计 48 36 84
敏感度 100.0%
特异度 94.4%
Kappa值 0.951
P 值 <0.001

表4 ATBFUNGUS3方法、YeastOne方法和经典微量肉汤稀释法结果比较

Table4 ComparisonofresultsofATBFUNGUS3method,YeastOnemethodandclassicalbrothmicrodilutionmethod
(n=84,株数,%)

药敏方法  EA CA VME ME me

ATBFUNGUS3法 80(95.2) 78(92.9) 0(0.0) 6(7.1) 10(11.9)

YeastOne法   82(97.6) 82(97.6) 0(0.0) 0(0.0) 3(3.6)

2.3 三种方法检测不同种念珠菌对氟康唑的敏感

度结果 不同肉汤稀释法检测不同种念珠菌的耐药

性,结果显示,白念珠菌和热带念珠菌应用 ATB

FUNGUS方法检出氟康唑耐药率高于经典微量肉

汤稀释法,YeastOne方法检出氟康唑耐药率与经

典微量肉汤稀释法基本一致。光滑念珠菌应用
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ATBFUNGUS3方法和YeastOne方法检出氟康 唑耐药率均与经典微量肉汤稀释法一致,见表5。
表5 三种方法检测不同种念珠菌对氟康唑的耐药率结果

Table5 Resultsofthreemethodstodetecttheresistantrateofdifferentcandidaspeciestofluconazole
(株数,%)

方法    白念珠菌(n=26) 光滑念珠菌(n=34) 热带念珠菌(n=22) 近平滑念珠菌(n=2)

微量肉汤稀释法  6(23.1) 15(44.1) 13(59.1) 2(100.0)

ATBFUNGUS3法 10(38.5) 15(44.1) 15(68.2) 2(100.0)

YeastOne法    5(19.2) 15(44.1) 12(54.5) 2(100.0)

3 讨  论

念珠菌是一种常见的机会致病菌,最常见的念

珠菌为白念珠菌,其次为光滑念珠菌、热带念珠菌及

近平滑念珠菌等非白念株菌。近年国内外研究显

示,白念珠菌的分离率呈现下降趋势,而光滑念珠菌

等 非 白 念 珠 菌 的 分 离 率 则 呈 现 不 同 程 度 的 上

升[14-20]。而且,非白念珠菌对唑类药物,尤其是氟

康唑的敏感度呈下降趋势[19-26]。因此临床实验室

应开展抗真菌药敏试验检测不同念珠菌对唑类药物

的抗真菌活性。
经典微量肉汤稀释法是真菌药敏试验方法,其

优点是有明确操作规范和判读标准,但需要试验人

员自行配制肉汤及药物溶液,操作较为复杂,不利于

实验 室 日 常 应 用 于 抗 真 菌 药 敏 试 验[12]。ATB
FUNGUS3和YeastOne真菌药敏板均为商品化

产品,操作相对简便,实验室应用广泛,商品化药敏

试验平板虽然操作简单,但是结果判读各有自己的

特色。抗真菌药敏试验的结果判读一直是实验室工

作中面对的最大难题,受到人员人为因素影响比较

大,因此实验将ATBFUNGUS3和YEASTONE
真菌药敏板和标准微量肉汤稀释法进行比较,以期

了解目前临床最常用的商品化抗真菌药敏平板的敏

感度及特异度,为临床实验室准确检测抗真菌药物

的敏感度提供必要的参考。
本研究选择临床常见的白色念珠菌、热带念珠

菌、光滑念珠菌,近平滑念珠菌为实验菌株,选择临

床常用肉汤稀释方法经典微量肉汤稀释法、ATB
FUNGUS3和YeastOne法作为目标方法,比较3
种肉汤稀释法检测念珠菌对氟康唑的敏感度。以经

典微量肉汤稀释法为参考标准,氟康唑的药敏试验

结果显示,ATBFUNGUS3方法敏感度和为特异

度分别为87.5%和100.0%,但是会出现假耐药现

象,发生率为7.1%。应用不同肉汤稀释法检测不同

种念珠菌的耐药性结果显示,白念珠菌和热带念珠

菌应用ATBFUNGUS方法检出氟康唑耐药率高

于经典微量肉汤稀释法。造成此现象的可能原因为

这两种念珠菌容易出现拖尾现象[27],受人为因素影

响致判读终点偏大。因此在临床实际操作中,为减

少此种情况出现的概率,应严格掌握抗真菌药敏试

验的判读标准,为了避免阅读误差,可以多人对结果

进行判读,并让经验丰富的工作者参与其中。

YeastOne方法的敏感度和特异度为100.0%
和94.4%,无假耐药和假敏感的情况出现。应用不

同肉汤稀释法检测不同种念珠菌的耐药性结果显

示,YeastOne方法检出氟康唑耐药率与经典微量

肉汤稀释法基本一致。由于YeastOne方法是根据

颜色变化判读结果,因此颜色的变化受到菌液纯度,
培养时间的影响较大,应注意生长微孔颜色变化,准
确判断抗菌终点,避免过早判读。已经报道的抗真

菌药敏试验方法学比较研究报道较少,此研究结果

与其他研究结果一致[28],说明YeastOne方法有较

好的一致性。
综上所述,ATBFUNGUS3方法和YeastOne

方法与经典微量肉汤稀释法均表现出了较好的一致

性,其中白念珠菌和热带念珠菌生长的拖尾现象可

能对肉眼判读浊度确定终点的ATBFUNGUS3方

法产生影响,导致假耐药结果的出现。相比之下

YeastOne方法表现出了更好的敏感度和特异度。
实验室在选择不同的抗真菌药敏试验方法时应严格

按说明书操作,仔细研读结果,以免造成假敏感或假

耐药,更好地为临床提供准确的结果。本研究的不

足之处是研究菌株较少,可能存在一定偏差。
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