
胞，是机体受病毒感染后，由正常淋巴细胞受刺激后，向浆细胞

转化的一种病理细胞［３］，这种处于转化过程中的细胞，具有一

些新的形态学特点，如：体积变大、核大、染色质疏松，甚至会出

现模糊的核仁；胞浆变化更为显著，不仅量变多，而且常变成深

蓝色，有时有泡沫感，形似浆细胞。正常血片中偶见异型淋巴

细胞（属于Ｔ淋巴细胞在形态上的变异），健康人血片中一般

不超过２％，在病毒性感染时增多
［４］。在各种患儿发热疾病

中，异型淋巴细胞增高是病毒感染的经典标志，近年来发现异

型淋巴细胞增高可与多种病毒感染、淋巴细胞增殖性疾病有

关［５］，近几年，国内在小儿呼吸道感染疾病的血清学检测与外

周血异型淋巴细胞形态学分析等相关报道中，异型淋巴细胞检

出率以ＥＢＶ感染最高
［６］。

本组观察的３１７例发热患儿的血涂片中，出现异型淋巴细

胞１７７例（５５．８％），其中Ⅰ型异型淋巴细胞９０例（２８．４％），Ⅱ

型异型淋巴细胞６１例（１９．２％），Ⅲ型异型淋巴细胞２６例

（８．２％）。经抗病毒配合中药治疗，均痊愈出院。患儿外周血

中异型淋巴细胞的检出率无性别差异，对照组未见异型淋巴细

胞。同时，本组患儿外周血白细胞计数结果与异型淋巴细胞检

出率无相关性。这说明白细胞计数不能反映出是否有病毒感

染的存在，有必要做血涂片镜检，观察有无异型淋巴细胞的存

在。临床上最常见的患儿发热是病毒或细菌感染引起的，因

此，发热患儿进行血涂片镜检，观察外周血片中有无异型淋巴

细胞，可帮助临床医生初步判断患儿为病毒感染或细菌感染，

为临床诊断提供重要依据。

外周血细胞形态学检查对免疫力低下者的临床诊断也有

特殊的应用价值。笔者遇到过出生５８ｄ的患儿，皮下肿块，患

儿烦躁不安，血常规检查数值正常，血细胞形态学检查可见中、

晚幼粒细胞及粗大中毒颗粒，抗菌药物治疗后病情明显好转。

外周血涂片分类对于临床诊断各种发热、多种原因引起的

外周血白细胞数和量的异常、不明原因浅表淋巴结肿大等常见

疾病起着重要作用，其分类的准确与否直接影响着临床医生对

患者的诊断和治疗。在临床工作中，通过外周血涂片镜检，笔

者发现过白血病、溶血性贫血、缺铁性贫血等血液系统疾病。

为了避免误诊误治，临床上凡是患儿不明原因的发热、出血、贫

血、黄疸及某一不易控制的症状均应进行血细胞形态学检验。

血细胞形态学检验不仅能为临床提供快捷、准确的实验室诊断

依据，而且经济方便，尤其是在基层医院值得重视和推广。

血细胞形态学检查是血常规检验的重要内容，也是检验医

学技术人员必须掌握的基本功。近年来，自动化的血液分析仪

在我国已相当普及。它在一定程度上也提高了检验的精密度

和准确性。但是，他们毕竟不是在显微镜下直接观察细胞的内

部结构，如核的形状、染色质的粗细、有无核仁、胞浆着色性、浆

内颗粒性质有无内含物等区分和鉴定异常细胞的重要指标，仪

器是无法提供的。因此，血液细胞形态学检验对儿科发热疾病

的诊断、鉴别诊断非常重要，临床工作人员应加以的重视。
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·经验交流·

肠杆菌科产碳青霉烯酶菌株的筛选方法研究

杨有琴，徐风芹

（海洋石油总医院检验科，天津３００４５２）

　　摘　要：目的　了解该院肠杆菌科细菌对碳青霉烯类抗生素的耐药情况。方法　收集该院２００９～２０１１年间分离肠杆菌科细

菌，用梅里埃药敏卡ＡＳＴＧＮ０９检出对碳青霉烯类抗生素敏感性减低的分离株２４株，并且采用纸片扩散法检测其对厄他培南、

亚胺培南、美罗培南的耐药性；再通过改良 Ｈｏｄｇｅ试验检测碳青霉烯酶。结果　２４株对碳青霉烯类抗菌药物敏感性减低的菌株

纸片扩散法检测，对厄他培南耐药１０株，敏感１４株；对美罗培南耐药１１株，敏感１３株；对亚胺培南耐药１０株，敏感１４株。通过

改良 Ｈｏｄｇｅ试验检测碳青霉烯酶２４株菌中有４株阳性。结论　改良 Ｈｏｄｇｅ试验可以有效地检测肠杆菌科细菌中的碳青霉烯

酶，是基层医院开展碳青霉烯酶检测的有效方法。

关键词：改良 Ｈｏｄｇｅ试验；　肠杆菌；　碳青霉烯酶

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．１１．０６２ 文献标识码：Ｂ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）１１１４６７０２

　　肠杆菌科细菌如肺炎克雷伯菌、大肠埃希菌是医院感染的

主要致病菌。碳青霉烯类抗菌药物是治疗肠杆菌科细菌严重

感染的最有效的β内酰胺类抗菌药物
［１］。碳青霉烯酶是可以

水解碳青霉烯类抗菌药物活性的β内酰胺酶，使碳青霉烯类抗

生素的 ＭＩＣ值升高，却未达到临床实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）

规定的耐药判定标准。２００９年ＣＬＳＩ建议用改良 Ｈｏｄｇｅ试验

（ＭＨＴ）筛选低产碳青霉烯酶肠杆科细菌
［２］。对碳青霉烯类抗

菌药物 ＭＩＣ≥２μｇ／ｍＬ的肠杆菌科细菌用 ＭＨＴ进行筛查，为

临床提供肠杆菌科细菌对碳青霉烯类抗菌药物潜在的耐药

情况。

１　材料与方法

１．１　材料　选取本院２００９～２０１１年住院患者分离的对碳青

霉烯类抗生素敏感性降低的肠杆菌科细菌，用 ＡＳＴＧＮ０９药

敏卡进行药敏检测，筛选出对亚胺培南（ＩＰＭ）、美罗培南
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（ＭＥＭ）ＭＩＣ≥２μｇ／ｍＬ的菌株，同一患者多次分离只取１株。

１．２　仪器与试剂　ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动微生物鉴定仪、

ＧＮ０９鉴定卡和 ＡＳＴＧＮ０９药敏卡为法国生物梅里埃产品；

ＭＨ琼脂、厄他培南、亚胺培南和美罗培南纸片为天津金章公

司产品。质控菌株：大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２、肺炎克雷伯菌

ＡＴＣＣ１３８８３和阴沟肠杆菌ＡＴＣＣ１３０４７。

１．３　方法

１．３．１　药物敏感试验　采用ＫＢ法测定菌株对厄他培南、亚

胺培南和美罗培南的敏感性。取０．５麦氏单位的菌液，均匀涂

布于 ＭＨ琼脂平板上，待室温干燥３～５ｍｉｎ后贴亚胺培南、美

罗培南和厄他培南纸片，各纸片中心大于２４ｍｍ，纸片距离平

板边缘应大于１５ｍｍ，置３５℃孵育１６～１８ｈ后读取结果。判

断标准参照ＣＬＳＩ２０１０年标准。

１．３．２　改良 Ｈｏｄｇｅ试验（ＭＨＴ）　ＭＨＴ操作步骤参照美国

ＣＬＳＩ推 荐 方 法
［２］。使 用 无 菌 生 理 盐 水 将 大 肠 埃 希 菌

ＡＴＣＣ２５９２２菌悬液浊度调至０．５麦氏单位并进行１∶１０稀

释，将菌液涂布在 ＭＨ琼脂平板上，干燥３～１０ｍｉｎ，在平板中

心贴１０μｇ厄他培南纸片，用１０μＬ接种环挑取３～５个待测

分离菌株从纸片的边缘画线到平板的边缘，３５℃过夜培养。

若出现矢状生长为碳青霉烯酶表型阳性。以大肠埃希菌

ＡＴＣＣ２５９２２为指示菌株，肺炎克雷伯菌 ＡＴＣＣ１３８８３和阴沟

肠杆菌ＡＴＣＣ１３０４７作为阴性对照。

２　结　　果

２４株对碳青霉烯类抗生素敏感性减低的菌株，经纸片扩

散法检测对３种碳青霉烯类抗生素纸片的敏感性，结果如下：

对厄他培南耐药１０株，敏感１４株；对美罗培南耐药１１株，敏

感１３株；对亚胺培南耐药１０株，敏感１４株。通过改良 Ｈｏｄｇｅ

试验（ＭＨＴ）检测碳青霉烯酶２４株菌中有４株阳性，１９株阴

性，阳性率为１．６７％。

３　讨　　论

随着抗菌药物的大量使用，临床对各类抗生素耐药的菌株

迅速增多。碳青霉烯类抗菌药物有较强的抗菌作用，抗菌谱广

泛及对β内酰胺酶稳定性高，对肺炎克雷伯菌、产ＥＳＢＬｓ大肠

埃希菌有高度抗菌作用［３６］，已成为临床治疗肠杆菌科细菌引

起的严重感染的首选药物。但近年来相继发现了对碳青霉烯

类抗菌药物耐药的肠杆菌科细菌，肠杆菌科细菌产生碳青霉烯

酶是其对碳青霉烯类抗菌药物耐药的主要机制［７８］。

单纯产碳青霉烯酶的菌株，可能对碳青霉烯类抗生素表现

为敏感性减低，并不显示耐药。因此，仅依靠自动仪的药敏结

果或者纸片法的结果来判断是否产碳青霉烯酶，是不可靠的，

容易造成漏检。因此，ＣＬＳＩ推荐用改良 Ｈｏｄｇｅ试验（ＭＨＴ）

来检测肠杆菌科细菌中的碳青霉烯酶。该方法操作简便，敏感

性高，能同时检测ＫＰＣ型碳青霉烯酶菌株对各种抗生素的敏

感性，并能根据ＣＬＳＩ新标准判读结果，适合一般实验室用于

肠杆菌科细菌中碳青霉烯酶的常规筛查。２０１０年ＣＬＳＩ对肠

杆菌科细菌对碳青霉烯类药物折点进行了修订，修改后，耐药

范围能更好地覆盖 ＭＩＣ值较低的产酶菌株。

菌株对厄他培南的敏感性下降是产 ＫＰＣ酶的敏感标

志［９］。Ｈｏｄｇｅ试验主要用于筛查 ＫＰＣ型碳青霉烯酶，耐碳青

霉烯酶的肠杆菌科细菌中，一部分是由于外膜孔道蛋白缺失引

起的，这类菌株如果获得质粒介导的碳青霉烯酶，就会对碳青

霉烯类抗生素产生高水平耐药，而 ＭＨＴ出现阴性；如果菌株

高产ＡｍｐＣ酶或产ＣＴＸＭ，可能会出现 ＭＨＴ假阳性的结果。

不同的检测方法对碳青霉烯酶检出率存在很大差异，这是由于

不同的药敏试验方法接种的细菌量不同，提高接种量可以造成

假阳性率升高，即产碳青霉烯酶菌株存在明显的接种效应［１１］。

本次实验中的４例 ＭＨＴ阳性的细菌，３例来源于重症

ＩＣＵ，１例来源于呼吸科病房，均为老年病患，平均年龄６７．５

岁。２例为肿瘤晚期患者，１例老年慢性肺气肿合并感染患者，

１例血液病患者，经由外院治疗后转入本院。显示这类患者通

常有基础病，自身免疫力下降，住院时间长，使用抗生素频率

高，种类多，有些患者多次在不同医院住院治疗，易于造成耐药

菌株的携带和传播。这类患者是医院感染的高危人群，应采取

严格消毒隔离措施，控制多重耐药菌株的传播。

厄他培南是检测产ＫＰＣ型碳青霉烯酶菌株的最好药物，

由于本实验室使用的梅里埃ＡＳＴＧＮ０９药敏卡不包含厄他培

南，因此，笔者对多药耐药的肠杆菌科菌株进行了厄他培南的

ＫＢ法药敏检测，以防造成产ＫＰＣ型碳青霉烯酶菌株的漏检。

对于亚胺培南、美罗培南敏感和厄他培南耐药的菌株，再通过

改良 Ｈｏｄｇｅ试验检测其是否产生碳青霉烯酶，为临床医生选

择抗生素提供参考，为院内感染提供警示。本医院为基层医

院，不具备ＰＣＲ检测碳青霉烯酶基因的条件。经 ＭＨＴ筛选

出的阳性菌株，以及潜在产碳青霉烯酶的肠杆菌科细菌，可以

送二级实验室进一步用基因检测法确认。

参考文献

［１］ ＲａｈａｌＪＪ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆｃａｒｂａｐｅｎｅｍｓｉｎｉｎｉｔｉａｌｔｈｅｒａｐｙｆｏｒｓｅｒｉｏｕｓ

Ｇｒａｍｎｅｇａｔｉｖｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＣｒｉｔＣａｒｅ，２００８，１２（Ｓｕｐｐｌ４）：Ｓ５．

［２］ＣＬＳＩ．Ｍ１００Ｓ１９Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｓｔａｎｄａｒｄｓｆｏｒａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓｃｅｐ

ｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇ；１９ｔｈｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎａｌｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ［Ｓ］．Ｗａｙｎｅ，ＰＡ：

ＣＬＳＩ，２００９．

［３］ 蒯守刚，邵海枫，王卫萍，等．耐碳青酶烯类肠杆菌科细菌的耐药

机制研究［Ｊ］．中华医院感染学杂志，２０１０，２０（２２）：３４４１３４４４．

［４］ 关静，霍艳艳，祝春艳．口服碳青霉烯类抗生素的研究进展［Ｊ］．科

技成果纵横，２００１（３）：５６５７．

［５］ 郑韧．碳青霉烯类抗生素临床应用［Ｊ］．浙江中西医结合杂志，

２００９，１９（４）：２４８２４９．

［６］ 周鹏，洪云月，孙渊．碳青霉烯类药物安全性与细菌耐药性研究进

展［Ｊ］．医药导报，２０１０，２９（６）：７５０７５４．

［７］ 陆坚．碳青霉烯酶研究进展［Ｊ］．国外医学：流行病学传染病学分

册，２００３，３０（１）：１４１７．

［８］ 陆坚，唐英春．细菌对β内酰胺类抗生素耐药的热点问题［Ｊ］．国

外医学：内科学分册，２００３，３０（９）：３６９３７２．

［９］ ＮｏｒｄｍａｎｎＰ，ＣｕｚｏｎＧ，ＮａａｓＴ．ＴｈｅｒｅａｌｔｈｒｅａｔｏｆＫｌｅｂｓｉｅｌｌａ

ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅｃａｒｂａｐｅｎｅｍａｓｅｐｒｏｄｕｃｉｎｇｂａｃｔｅｒｉａ［Ｊ］．ＬａｎｃｅｔＩｎｆｅｃｔ

Ｄｉｓ，２００９，９（４）：２２８２３６．

［１０］ＰａｓｔｅｒａｎＦ，ＭｅｎｄｅｚＴ，ＲａｐｏｐｏｒｔＭ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇｆａｌｓｅｐｏｓｉ

ｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔｓｏｂｔａｉｎｅｄｗｉｔｈｔｈｅＨｏｄｇｅａｎｄＭａｓｕｄａａｓｓａｙｓｆｏｒｄｅｔｅｃ

ｔｉｏｎｏｆｃｌａｓｓＡｃａｒｂａｐｅｎｅｍａｓｅｉｎｓｐｅｃｉｅｓｏｆＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅｂｙ

ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｉｎｇｂｏｒｏｎｉｃａｃｉｄ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０１０，４８（４）：

１３２３１３３２．

［１１］ＡｎｄｅｒｓｏｎＫＦ，ＬｏｎｓｗａｙＤＲ，ＲａｓｈｅｅｄＪＫ，ｅｔａｌ．Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆ

ｍｅｔｈｏｄｓｔｏｉｄｅｎｔｉｆｙｔｈｅＫｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅｃａｒｂａｐｅｎｅｍａｓｅｉｎ

Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００７，４５（８）：２７２３２７２５．

（收稿日期：２０１３０２１２）

·８６４１· 国际检验医学杂志２０１３年６月第３４卷第１１期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｎｅ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１１


