
象。晚幼红细胞含有细胞核 ,不被溶血素破坏 ,体积

>35 fl ,仪器也就把它误当作WBC 计数 ,从而得到

了错误的计数结果。此时按常规稀释再用仪器计数

也不能消除 ,人工计数即可避免此类问题[ 4] 。

本文结果显示此类病例仪器法和显微镜法的测

定结果差异有显著性(P<0.01),在WBC 分类中仪

器的淋巴细胞百分率明显高于显微镜法 。其干扰时

直方图特点是:晚幼红细胞干扰直方图为一单峰 ,峰

值约在 35 f l左右 ,红系参数异常 。涂片染色镜检:

血片中存在大量的晚幼红细胞 6例 。晚幼红细胞不

被溶血剂破坏 ,误当作WBC 计数 ,证实直方图中异

常峰为晚幼红细胞干扰[ 5] 。血小板干扰直方图为

双峰 ,在 35 fl左右出现异常峰值 。涂片染色镜检:

血片中存在大量的巨血小板 2 例 , 血小板聚集

18例 ,证实在 35 fl左右出现异常峰值是由于以上

干扰所致 ,而另一峰为白细胞峰 。由此可见 ,晚幼红

细胞 、血小板聚集或巨血小板是干扰血液分析仪计

数白细胞的主要原因 。对于这类问题只要复片镜

检 、人工计数即可得到真实的各项WBC 参数 ,消除

各方面的影响 ,为临床诊疗提供准确的数据。
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下呼吸道感染标本流感嗜血杆菌分离鉴定及药敏分析

郝维敏

[ 摘要] 目的:分离鉴定下呼吸道感染标本流感嗜血杆菌并行药敏分析 ,为临床选用抗生素治疗提供依据。方法:用改良哥伦

比亚巧克力琼脂(ICCA)法 , 分离流感嗜血杆菌 ,对阳性者再做 β-内酰胺酶试验。以 K-B 法进行药敏检测。结果:67 例下呼吸

道感染的患者标本中分离出流感嗜血杆菌 24例 , 阳性率 35.8%。其中 β-内酰胺酶试验阳性者 3例 , 阳性率 12.5%。结论:亚

胺培南 、阿莫西林-克拉维酸对此菌的抗菌活性较高 ,敏感率达 100%,而红霉素 、复方磺胺甲口恶唑等抗菌活性较低。

[ 关键词] 流感嗜血杆菌;鉴定;微生物敏感试验;呼吸道感染

[ 中国图书资料分类法分类号] R 378.41　　　[文献标识码] A

　　流感嗜血杆菌(Haemophilus , Hi)是一大群无

动力 、无芽胞 、呈球杆状 、杆状或长丝状等多形性的

革兰阴性杆菌。根据其荚膜多糖的抗原性 ,将流感

嗜血杆菌分为六型(a～ f),其中 b型致病力最强 ,其

荚膜抗原为多聚核糖核醇型磷酸盐(polyriboseribi tol

·phosphate;PRP)[ 1] ,主要存在于上呼吸道中 ,因它

的生长需要 V 和 X因子 ,故临床对其检出率较低 。

近年来 ,国内外流感嗜血杆菌感染发病呈上升趋势 ,

且耐药率 、耐药范围有所增加。20 世纪 60 ～ 70 年

代 ,氨苄西林为治疗 Hi的首选药物 , 用量大 , 范围

广。但随着产 β-内酰胺酶的菌株不断增加 ,氨苄西

林耐药菌株随之出现 ,并逐渐增加 ,给治疗带来一定

的困难 ,因此在全球范围内引起关注 。现将从下呼

吸道感染的标本中分离出的 Hi进行药敏分析 。

1　材料与方法

1.1　分离与鉴定　(1)标本收集:2002年 11月 ～

2003年 10月本院门诊就诊患有下呼吸道感染者

67例 ,且未用过抗生素。采取自然咯痰法 ,清晨留

取标本 ,咳痰于无菌具塞玻璃瓶中 ,收集后立即送

检 。67 例患者中 , 男 36 例 , 女 31 例;年龄 4 ～

83岁 。(2)培养基:改良哥伦比亚琼脂(ICCA)按量

称取哥伦比亚琼脂粉 、胰蛋白粉 、淀粉 、酵母粉 、琼脂

粉 ,加热溶解 ,高压灭菌后冷却加脱纤维羊血和万古

霉素 , 制成含万古霉素的巧克力平板。质控菌

ATCC49249及 A TCC49766 。(3)检测方法:标本接

种于上述平板 ,常规培养 8 ～ 12 h 后 , 挑取可疑菌
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落 ,革兰染色镜检。如为G-小杆菌 ,再做V 因子 、X

因子利用试验 , 然后用 APINH 条鉴定至种 。

APINH条由梅里埃公司提供 , V 、X 因子纸片由

OXOID公司提供。(4)β-内酰胺酶试验:用色原纸

片法将 Nitrolef in纸片用无菌生理盐水浸湿 ,涂上菌

落 ,观其颜色变化 ,1 min 内纸片变红为 β-内酰胺酶

阳性 ,否则为阴性。

1.2　药敏试验

1.2.1　培养基　嗜血杆菌专用培养基 。其成分有:

牛肉浸液 、酸性酪蛋白分解物 、淀粉 、琼脂 、酵母浸

液 、正铁血红素和辅酶 I 。以上试剂由 OXOID公司

提供 。

1.2.2　方法　采用世界卫生组织推荐的 K-B法 ,

24 h 后量取抑菌圈直径 ,根据抑菌圈直径的大小判

断结果。

2　结果

　　分离鉴定结果见表 1;药敏结果见表 2。

表 1　Hi分离及 β-内酰胺酶试验结果

实验名称 标本数(例) 阳性数(例) 阳性率(%)

Hi分离 67 24 35.8

β-内酰胺酶试验 24 3 12.5

表 2　24 株 Hi对 10 种抗生素敏感性测定结果

抗菌药物 敏感株 敏感率(%) 耐药株 耐药率(%)

氨苄西林 21 87.5 3 12.5

头孢呋新 23 95.8 1 4.2

头孢唑林 22 91.7 2 8.3

头孢噻肟 23 95.8 1 4.2

氯霉素 21 87.5 3 12.5

红霉素 14 58.3 10 41.7

复方磺胺甲口恶唑 9 37.5 15 62.5

环丙沙星 22 91.7 2 8.3

亚胺培南 24 100.0 0 0.0

阿莫西林-克拉维酸 24 100.0 0 0.0

3　讨论

　　Hi 为临床上常见的病原菌 ,主要存在于呼吸

道。近年来发现与多种感染有关 ,主要有急性咽炎 、

喉炎 、气管炎 、肺炎 、中耳炎 、脑膜炎 、心包炎及骨髓

炎等 ,在引起肺炎的革兰阴性菌中本菌占第三位 。

但因其营养要求特殊 ,且需要 X 、V 因子才能生长 ,

再加上技术上的问题 ,分离率一直不高[ 2] 。使用传

统的巧克力琼脂平板 ,由于杂菌多 ,很难观察。加入

万古霉素后 ,可抑制杂菌生长 ,使阳性率有所提高。

方正等[ 3]在巧克力平板的第二区以倒三角形的形

式贴上万古霉素 V(30 mg)、杆菌肽 B(10 mg)及克

林霉素 C(2 mg),间距1.5 ～ 2 cm ,简称 ICCA-VBC。

此法选择性高 ,生长的菌落易鉴别 ,大大提高了分离

的阳性率。

本组研究药敏结果可见 , Hi 的耐药率普遍较

低 ,但对氨苄西林的耐药率却逐年增加 ,耐药主要集

中在 β-内酰胺酶阳性菌株上 。1974 年分离出产

TEM-1 β-内酰胺酶的氨苄西林耐药菌株 。TEM-1

型酶是 β-内酰胺酶的基本组成部分 ,所占比例大 ,为

胞外酶。该酶对青霉素 、氨苄西林和色原性先锋霉

素具有很强的基质亲和性 ,所以大多数产酶菌对氨

苄西林的最小抑制浓度(MIC)>8.0 μg/ml , 而非

产酶菌对氨苄西林的耐药率极低 。因此临床分离后

的菌株作 β-内酰胺酶的检测有其重要意义 。少数 β-

内酰胺酶阴性的菌株对其耐药是由于青霉素结合珠

蛋白的改变引起的 。Hi的另一个耐药为氯霉素乙

酰转移酶(CA T)。产生CAT 的菌株并不多见 ,大多

数 CAT 阳性菌株对氯霉素的 MIC >8.0 μg/ml ,而

CAT 阴性菌株极少对其耐药 ,一般不作此酶的测定。

本实验结果显示 , Hi对红霉素 、复方磺胺甲口恶

唑的敏感率较低 ,与 70年代相比 ,敏感率下降 50%

以上 。有报道[ 4]红霉素与单一磺胺类药物对此菌

无抗菌活性 ,必须引起临床重视。而对三代头孢菌

素 ———头孢噻肟 、头孢呋新 、头孢唑林等和环丙沙星

的敏感率都较高 ,在 90%以上 ,这些药的抗菌活性

是肯定的 ,而对亚胺培南 、阿莫西林-克拉维酸的敏

感率为 100%。但有学者在一次 1 910 株嗜血杆菌

研究中发现13株(0.7%)对阿莫西林-克拉维酸耐

药 ,也应引起注意 。因此 ,临床应根据实验检测结果

合理选用抗生素。
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