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　　摘　要：目的　了解和研究低温所致奴卡菌ＲＳ变异株生物学性状的改变情况。方法　将从住院患者痰液、血液、胸腔积液

分离获得的５株奴卡菌置４℃冰箱放置４０～６０ｄ，诱导其变异，对诱导所得到ＲＳ变异株进行培养、形态染色、生化反应、药敏试

验等生物学性状观察。结果　５株奴卡菌在４℃低温下放置４０～６０ｄ均发生变异，变异株菌落发生ＲＳ变异，由干燥、白色粉末

样菌落变为黄色较湿润的光滑型菌落；菌体形态由Ｇ＋长丝状、分枝状变为Ｇ＋球杆状，抗酸染色失去原有的部分抗酸性而呈抗酸

染色阴性，除此之外，生化反应、药敏试验也发生明显改变。结论　低温下奴卡菌容易发生变异，这种变异不仅仅是表形变异，变

异株的其他生物学性状也随之发生改变。
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　　奴卡菌是临床常见的致病菌之一，可引起肺部、胸腔感染，

也可引起菌血症。有文献报道念珠菌极易发生类细菌样改

变［１３］，且变异后其他生物学性状甚至基因也随之发生类细菌

样改变［４６］，有关奴卡菌变异方面的有关研究目前尚未见有报

道，笔者通过研究发现：象念珠菌一样，奴卡菌也容易发生变

异，这种变异不仅仅是表形变异，而且其他生物学性状也随之

改变，现将低温所致奴卡菌ＲＳ变异株生物学性状改变情况报

道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　质控菌株 ＡＴＣＣ２５９２２大肠埃希菌，ＡＴＣＣ２５９２３

金黄色葡萄球菌，ＡＴＣＣ２７８５３铜绿假单胞菌。实验菌株选取

２０１１年９月至２０１３年３月从本院患者的痰液、血液、胸腔积

液中共检出５株非重复计数的奴卡菌。药敏纸片 ＯＸＯＩＤ药

敏纸片。普通血液琼脂培养基、ＭＨ 培养基，购买 ＯＸＯＩＤ商

品干粉，按照说明配制使用。

１．２　方法　将临床患者的痰液、胸腔积液和血液标本，接种于

血液琼脂培养基及沙氏培养基，对疑似奴卡菌进行革兰染色、

抗酸染色及生化鉴定，证实５株菌均为奴卡菌，将奴卡菌置４

℃冰箱放置４０～６０ｄ，观察菌落形态、革兰染色、生化反应、药

敏试验等生物学性状。

２　结　　果

２．１　菌落形态和革兰染色结果　将奴卡菌置４℃放置４０～

６０ｄ，发现白色粉末状菌落部分变异为黄色、较干燥、椭圆形、

边沿不整、突起较坚硬的硫磺颗粒状菌落，将黄色硫磺颗粒状

变异菌落传血平皿得到黄色、中圆、突起、光滑、湿润、边沿较整

齐的光滑型菌落，变异株涂片革兰染色呈 Ｇ＋球菌状，且失去

奴卡菌固有的部分抗酸性而变为抗酸染色阴性。

表１　　奴卡菌及ＲＳ变异株生化结果

生化项目 奴卡菌 奴卡菌ＲＳ变异株

硝酸盐还原 ＋ －

吡嗪胺酶 － ＋

焦谷氨酸芳胺酶 － ＋

碱性磷酸酶 ＋ ＋

α葡萄糖苷酶 ＋ ＋

七叶灵水解 － ＋

明胶水解 － ＋

其他ＡＰＩ棒杆菌生化项目 － －

２．２　生化试验和药敏结果　奴卡菌Ｒ型与Ｓ型变异菌生化

反应有较大差异，２０项生化反应中有７项生化项目分别为阳

性，共同阳性项目２项，另有５项生化项目发生改变，见表１。

奴卡菌ＲＳ变异株不仅仅生化反应发生改变且药敏试验也随

之改变，在进行的药物敏感试验中，２２项药敏试验结果有１３

项明显改变，９种药物对奴卡菌Ｒ型无抑菌作用，见表２。

表２　　奴卡菌及ＲＳ变异株药敏结果（抑菌环直径 ｍｍ）

药物 奴卡菌 奴卡菌ＲＳ变异株

庆大霉素 ２８ ＞３５

红霉素 １５ ２６

头孢西丁 ２０ ＞３５

头孢哌酮／舒巴坦、青霉素、头孢西林、

哌拉西林／他唑巴坦、氨苄西林／舒巴坦、

克林霉素、左氧氟沙星、头孢唑林、环丙

沙星

７ ＞３５

替考拉宁、复方新诺明、利奈唑胺、莫西

沙星、氯霉素、利福平 、四环素、头孢吡

肟、亚胺培南

＞３５ ＞３５

３　讨　　论

奴卡菌是一群需氧放线菌、革兰染色阳性的长丝状分枝

菌，抗酸染色部分阳性。该菌属广泛分布于土壤中，不属于人

体的正常菌群，主要通过呼吸道吸入或创口侵入机体，大部分

感染者有基础疾病，尤其是免疫力低下的感染者［７］，如 ＡＩＤＳ、

恶性肿瘤患者，长期应用肾上腺皮质激素、免疫抑制剂和广谱

抗生素的患者以及严重肺部疾病的患者，可引起原发性化脓性

感染，局灶性或播散性感染。近年来，随着疾病结构的改变，在

免疫功能低下或缺损的疾病如慢性肉芽肿性疾病、白血病、淋

巴瘤、艾滋病（ＣＤ４＜２５０／μＬ）、接受细胞毒药物化疗或长期大

量使用免疫抑制剂等患者中，奴卡菌病的发病率有所增加。有

关奴卡菌致病性、耐药性的报道较多，尚未见有关该菌变异方

面的报道。本研究对低温致奴卡菌ＲＳ变异株的生物学性状

进行研究，发现奴卡菌发生ＲＳ变异后，其他生物学性状也相

应发生改变，菌体形态由 Ｇ＋长分枝状变为 Ｇ＋球杆状且抗酸

性消失，２０项生化反应中有７项分别为阳性，共同阳性项目２

项，另有５项生化项目发生改变。对抗菌药物敏感性改变尤为
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明显，２２项药敏试验结果有１３项明显改变，９种药物对奴卡菌

Ｒ型 无抑菌环，而奴卡菌变异株Ｓ型均有较大的抑菌环，纵观

药敏实验结果，发现奴卡菌对抗菌药物敏感性较差，而变异株

敏感很好。导致变异株生物学性状改变的机制是什么；药物、

生长环境、营养条件能否引起其变异；这种变异对奴卡菌病的

诊断、治疗影响如何等这些问题尚待进一步研究。
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青岛部分老年患者呼吸道流感嗜血杆菌感染及耐药分析
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　　摘　要：目的　了解山东省青岛部分老年患者呼吸道感染中临床分离流感嗜血杆菌的耐药性，为临床合理用药提供依据。方

法　用手工法和 ＭｉｃＳＣＡＮ４半自动细菌鉴定分析仪，ＨＮＩＤ鉴定板对分离培养的１１９株流感嗜血杆菌进行菌种鉴定。用纸片琼

脂扩散（ＫＢ）法进行药敏试验，采用头孢硝噻吩纸片法进行β内酰胺酶检测。结果　临床分离流感嗜血杆菌１１９株，β内酰胺酶

株产酶率为３６．１％。药敏结果显示对美罗培南、头孢呋辛、头孢噻肟的耐药率较低，均小于５％，是治疗流感嗜血杆菌的首选药

物。结论　青岛部分老年患者呼吸道流感嗜血杆菌感染可选美罗培南、头孢呋辛、头孢噻肟作为治疗流感嗜血杆菌的首选药物。

关键词：流感嗜血杆菌；　药物耐受性；　呼吸道感染；　β内酰胺酶
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　　流感嗜血杆菌是革兰阴性小杆菌，属苛养性细菌，是口腔、

鼻咽部的正常菌群，也是重要的机会致病菌，是健康人鼻咽部

常见菌之一，引起感染的机会与机体的免疫有关。当老年人机

体免疫力下降时，可引起局部和侵入性感染如中耳炎、会厌炎、

脑膜炎和支气管炎、肺炎及其他呼吸道疾病［１］。由于老年人的

生理特点，该菌引起的在老年人呼吸道感染发病中占重要地

位。因此，对老年人呼吸道流感嗜血杆菌的感染及耐药情况进

行分析，为临床治疗提供实验室的依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２００９年１０月至２０１２年９月自青岛市中心医

院、青岛市肿瘤医院、青岛市职业病防治院、四方区及李沧区周

边的社区医院采集５６８２份门诊及住院呼吸道感染老年患者

的痰液和咽拭子标本，共检出１１９株，其中痰液标本５４１６份，

检出流感嗜血杆菌１１６株，咽拭子标本２６６份，检出流感嗜血

杆菌３株，患者年龄６０～９９岁，剔除同一患者同一部位分离的

重复菌株。

１．２　抗菌药敏纸片　氨苄西林、头孢噻肟、阿奇霉素、氯霉素、

头孢呋辛、左氧氟沙星、美罗培南、复方磺胺甲唑、阿莫西林

克拉维酸抗菌药敏纸片均为英国 ＯＸＯＩＤ公司产品。头孢硝

噻吩纸片为法国生物梅里埃公司产品。

１．３　培养基　哥伦比亚琼脂、流感嗜血杆菌药敏试验培养基

（ＨＴＭ）和营养补充剂ＳＲＯ１５８Ｅ均为英国ＯＸＯＩＤ公司产品。

１．４　方法

１．４．１　痰标本质量控制　痰标本留取晨痰，患者清晨漱口后

深部咳痰，留取于无菌痰杯内，立即送检，对排痰困难或机械通

气的患者采用一次性吸痰管或纤维支气管镜从气道内吸痰留

取，直接涂片革兰染色镜检，白细胞大于２５个／低倍视野，上皮

细胞小于１０个／低倍视野，为合格痰培养标本。

１．４．２　咽拭子标本　清晨漱口后，将咽拭子在咽后壁或悬雍

垂后侧涂抹数次，勿接触口腔和舌黏膜，立即送检接种，经培养

后为优势菌或纯培养，考虑为呼吸道感染的病原菌。

１．４．３　嗜血杆菌分离及鉴定　根据《临床检验操作规程》第３

版［２］的要求，取临床送检的合格标本立即接种在巧克力平皿及

血平皿上，在５％～１０％ＣＯ２ 环境中３５℃培养１８～２４ｈ，挑取

在血平皿上不生长，巧克力平皿上生长的表面光滑、细小、透明

或半透明、有光泽似露滴状的菌落，进行革兰染色，镜检为革兰

阴性小杆菌（多形性）。然后将该菌与金葡菌 ＡＴＣＣ２５９２３共

同接种在羊血平皿及ＭＨ平皿上，观察有无“卫星现象”，如血

平皿上卫星试验阳性，ＭＨ平皿上卫星试验阴性者，为流感嗜

血杆菌。再将纯分的革兰阴性杆菌用 ＭｉｃＳＣＡＮ４半自动细菌

鉴定分析仪，ＨＮＩＤ鉴定板进行菌种鉴定。

１．４．４　抗菌药物敏感性试验　采用纸片扩散法（ＫｒｉｂｙＢａｕｅｒ

法），以 ＨＴＭ琼脂为培养基，并根据ＣＬＳＩ２００９年标准判定结

果。质控菌株为流感嗜血杆菌ＡＴＣＣ４９２４７。

１．４．５　β内酰胺酶检测试验　采用头孢硝噻吩纸片法，按照

说明书操作，纸片变红表示β内酰胺酶试验阳性，不变色为阴

性。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０统计学软件进行处理。所

有数据均采用χ
２ 检验对各组数据进行统计学分析，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　呼吸道感染患者流感嗜血杆菌的分离情况　５６８２份呼

吸道感染老年患者的痰液及咽拭子标本中共分离出流感嗜血

杆菌１１９株，检出率为２．０９％，痰液标本１１６株占９７．５％，咽

拭子３株占２．５％。１１９株流感嗜血杆菌，其中住院患者分离

出１１４株，占９５．８％，门诊患者分离出５株，占４．２％。这与门
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