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&&!摘&要"&目的&了解从呼吸道感染患儿分离出的流感嗜血杆菌血清分型及其对氨苄西林耐药性' 方法&

流感嗜血杆菌的鉴定采用5因子&`因子和5k̀ 因子试验&血清分型采用玻片凝集法&

(

内酰胺酶检测采用头孢

硝噻酚法&药敏试验采用纸片扩散法和 P̂-.D-法' 结果&#$$> 年 !# 月至 #$$A 年 A 月共分离到的流感嗜血杆菌

!=# 株&其中男性患儿 !$: 株&占 A!7$H&女性患儿 @@ 株&占 #%7$H' 血清分型显示不可分型流感嗜血杆菌 !@: 株&

占 %A7@H&可分型流感嗜血杆菌 @ 株&占 #7>H#可分型菌株中&3&2&.&F型各 ! 株&无 R&E型菌株发现' "@ 株菌株

$##7@H% 产生
(

内酰胺酶' !=# 株流感嗜血杆菌中&全部菌株成功完成药敏试验&!!" 株菌株$A@7"H%对氨苄西

林敏感#!@! 株菌株用 P̂-.D-法检验了最低抑菌浓度$9['%&氨苄西林9['

=$

为 $7#=

&

?_/\&9['

%$

为 !#

&

?_/\' 结

论& 该研究中流感嗜血杆菌分离株以不可分型菌株占绝对优势&A@7"H流感嗜血杆菌对氨苄西林敏感'
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&&流感嗜血杆菌$'26A9?/+C.H+3BC.63J26& B)%是

引起我国儿童呼吸道感染最常见的病原菌&除此之

外它还可引起儿童败血症&脑膜炎等严重疾病' 根

据细菌细胞壁外荚膜多糖的有无&流感嗜血杆菌可

分有荚膜的可分型和无荚膜的不能分型两类' 可分

型流感嗜血杆菌中&根据荚膜多糖抗原成份的不同

又可分 3&R&E&2&.&F> 个血清型&不同的型别引起

的常见疾病种类不同' 此外&临床上该菌对历史沿

袭药物氨苄西林的耐药率呈上升趋势&氨苄西林的

耐药株已遍及全球&但不同地区的耐药率存在较大

(A!#(
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差异' 为了解杭州地区儿童分离的流感嗜血杆菌血

清分型及其对氨苄西林耐药情况&本研究对 #$$> 年

!# 月至 #$$A 年 A 月临床标本中分离的流感嗜血杆

菌进行研究'

$H材料和方法

$7$H材料

菌株为 #$$> 年 !# 月至 #$$A 年 A 月从浙江大

学医学院附属儿童医院呼吸道感染儿童中分离出的

!=# 株流感嗜血杆菌' 其中 # 株来自咽拭子培养&

其余 !=$ 株均来自痰液培养'

流感嗜血杆菌荚膜型特异性抗血清-c [̂ĥ 8.

为日本生研株式会社产品&生产番号为 #$A$!>' 流

感嗜血杆菌专用巧克力培养基)'.F)*3D.纸片均为

法国 R),9}4).N公司产品#嗜血杆菌药敏基础琼脂&

嗜血杆菌药敏用生长因子 cK!=: $̂8<b及氯化血

红素%和标准抗生素纸片氨苄西林$<9& !$

&

?%均

为英国 VN,)2 公司产品' 氨苄西林浓度梯度条

$<9& $7$!> I#=>

&

?_/\%购自瑞典 <aa),b)DS

公司'

$7!H方法

!

菌株的鉴定*根据菌落的形态和革兰染色特

点对嗜血杆菌进行初步筛选&用 5因子&`因子和

5k̀ 因子试验鉴定流感嗜血杆菌'

"

血清分型*

采用玻片凝集法' 标准菌株 <T''@%#@A $8型%&

<T''%$$> $3型%& <T''!$#!! $ R 型 %& <T''%$$A

$E型%&<T''%$$:$2 型% <T'':!@#$.型%&<T''%:""

$F型%为质控菌株&购自美国 <T''菌种管理中心'

#(

内酰胺酶试验的操作和结果判断完全按照产品

说明进行'

$

药敏试验*药敏培养基的配制按照

#$$A 年8''\c 的指南和产品说明进行配制!!"

&用

纸片扩散法检测流感嗜血杆菌对氨苄西林的敏感

性&同时用 P̂-.D-法检测氨苄西林的最低抑菌浓度&

P̂-.D-法的操作和结果判读完全按照产品说明进

行' 流感嗜血杆菌标准株 <T''@%#@A 作为质量控

制株贯穿始终'

!H结果

!7$H一般资料

!=# 株流感嗜血杆菌感染患儿的年龄分布范围

为 !: 天至 !" 岁&平均年龄为 !@ 月' 流感嗜血杆菌

感染者中男性患儿的构成比为 A!7$H&明显高于女

性患儿中的 #%7$H#不同年龄组中& C! 岁组的构成

比最高&达 A"7$H&高于 ! I" 岁组和 ]" 岁组' 不

同年龄)性别组中流感嗜血杆菌的菌株数见表 !'

!7!H血清分型

!=# 株流感嗜血杆菌中不可分型菌株 !@: 株&

占 %A7@H&其中因自凝无法分型 " 株& .&F交叉凝集

! 株#可分型菌株 @ 株&占 #7>H&分别为 3&2&.&F型

各 ! 株&无 R&E型菌株发现' !=# 株流感嗜血杆菌

的血清分型情况见表 #'

&&表 $H不同年龄(性别组中流感嗜血杆菌的菌株数

项目 流感嗜血杆菌菌株数 构成比$H%

性别

&男 !$: A!7$

&女 @@ #%7$

年龄

& C! 岁 !!! A"7$

&! I" 岁 #@ !=7:

& ]" 岁 !A !!7#

&&表 !H$(! 株流感嗜血杆菌的血清分型情况

血清分型 株数
百分比$H%

占总株数 占分型株数

不能分型 !@> %A7@ _

可分型 @ #7> !$$

&&3 ! $7A #=

&&R $ $ $

&&E $ $ $

&&2 ! $7A #=

&&. ! $7A #=

&&F ! $7A #=

!7%H药敏结果分析

!=# 株流感嗜血杆菌中&全部菌株成功完成药

敏试验&对氨苄西林敏感 !!" 株&占 A@7"H&中介株

= 株&占 "7"H&耐药株 "@ 株&占 ##7@H' !@: 株不

可分型流感嗜血杆菌菌株中&"" 株菌株$##7#H%对

氨苄西林耐药#@ 株可分型流感嗜血杆菌菌株中&!

株$3型%对氨苄西林耐药'

检测氨苄西林对 !@! 株菌株的最低抑菌浓度

$9['%&其范围为 $7>@ I #=>

&

?_/\' 9['

=$

为

$7#=

&

?_/\&9['

%$

为 !#

&

?_/\' !@! 株菌株中&

!$= 株$A@7=H%对氨苄西林敏感&"$ 株$#!7"H%对

氨苄西林耐药&> 株$@7"H%为中介株' !@! 株流感

嗜血杆菌对氨苄西林的最低抑菌浓度 $9['% 分布

见图 !'

(:!#(
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图 $H$I$ 株流感嗜血杆菌对氨苄西林的最低抑菌浓度 $@PD% 分布

!LIH

!

内酰胺酶检测

!=# 株流感嗜血杆菌中 "@ 株产生
(

内酰胺酶&

占 ##7@H' "@ 株对氨苄西林耐药的流感嗜血杆菌

中 "# 株产生
(

内酰胺酶&占 %@7#H&# 株为
(

内酰

胺酶阴性株'

%H讨论

本研究对 !=# 株流感嗜血杆菌临床株血清分型

显示&不可分型流感嗜血杆菌 !@: 株&占 %A7@H&而

可分型株优势型菌株不明显&未分离到 R 型和 E型

株' 此血清型分布与本课题组 #$$@)#$$= 年对本地

区菌株的研究报道结果不同!!&#"

&华春珍等!#"发现

临床株不可分型株分别占 >!7%H):$7AH&而可分

型株一直以 2型为主&提示不可分型株在临床感染

中的比例逐渐增加&而在不同时期流行的荚膜型别

亦发生变异' 研究表明&R型流感嗜血杆菌$B)R%是

引起 = 岁以下婴幼儿肺炎&脑膜炎&会厌炎和蜂窝组

织炎等侵入性感染发病和致死的重要病原菌!"&@"

'

在发达国家&由于B)R结合疫苗$荚膜多糖类疫苗%

的推广使用&使 B)R 的发病率大大降低' 而与此同

时&由于B)R结合疫苗的预防作用是针对含有特异

性荚膜的血清型&它对 8TB)无预防作用&由于水平

转移)期相变换)噬菌体等作用&8TB)已拥有了侵袭

性荚膜型 B)R 的相关毒力因子&其致病力较 B)R 疫

苗投用前大大增强!=&>"

' 因此&针对本地区的 B)血

清型结果以不可分型株为主以及 R&E型已极少见这

一现状&提示对于流感嗜血杆菌感染的预防&研制针

对无荚膜新型多价菌苗是科研工作的重点' 本次研

究中&还发现流感嗜血杆菌男性患儿的构成比高于

女性患儿&提示男性较易受流感嗜血杆菌感染' 在

用玻片凝集法进行血清分型时有可能发生对多种抗

血清交叉凝集或菌株自凝而不能正确分型的现象&

本研究中以3&R)E)2).)F型标准菌株为质控菌株贯

穿始终&虽有 ! 株发生.)F交叉凝集&但凝集强度存

在明显差异&说明本研究应用的抗血清分型率高'

研究中另有 " 株菌株因在生理盐水中自凝无法分型

而被归类为不能分型株&该现象不能通过改善分型

血清本身质量解决&因此有必要开展血清分型联合

荚膜基因检测的方法进行综合分型!A"

'

随着广谱抗生素的广泛应用&流感嗜血杆菌对

氨苄西林的耐药率各国逐渐上升&在北美!:"

&#$H

I@$H的流感嗜血杆菌对氨苄西林耐药&而我国&不

同城市或地区耐药率在 @7:H I":H

!%&!$"

&例如北

京 !@7"H

!!!"

)苏州 !A7:H

!!#"

)上海!!""

#$7@H)成

都!!@"

"!7@H&与本次研究的结果基本一致' 本次

研究中&A@7"H的流感嗜血杆菌对氨苄西林敏感&从

氨苄西林9['的分布来看&大多数是敏感株&提示

本地区流感嗜血杆菌对氨苄西林仍保持较高的敏感

性' B)对氨苄西林的主要耐药机制是
(

内酰胺酶

的产生&包括 T̂9P! 和KVaP! 两种酶!!="

&根据姜敏

等报道!!>&!A"我国呼吸道感染患儿鼻咽部携带的 B)

对氨苄西林耐药机制&主要是 T̂9P! 型
(

内酰胺酶

的产生' 本次研究所有菌株中仅有 ##7@H菌株产

生
(

内酰胺酶&低于本地区临床株的 #A7@H的研究

报道!#"

'

(

内酰胺酶阴性的耐药菌株$

(

P63E-3/3DP

*.?3-)Q.3*2 3/0)E)66)*P4.D)D-3*-&a\8<K%&本组资料

中有 # 株&在所有分离菌株中所占比例约!7"H&但

最近西班牙报道已达到 =7=H

!!:"

&日本达"7@H

!!%"

&

上海&温州等地报道!!>&#$"有 !$H的菌株为 a\8<K&

(%!#(
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提示a\8<K在本地区临床株中不常见' a\8<K的

耐药机制与细菌细胞壁上青霉素结合蛋白突变导致

与氨苄西林的亲和力下降有关&因 a\8<K的产生

是由于细菌细胞壁上一种或多种青霉素结合蛋白发

生改变所致&因此这些菌株也可对其他
(

内酰胺类

抗生素表现一定抵抗性' 所以了解本地区流感嗜血

杆菌耐药情况)产酶情况及其机制&指导临床合理使

用抗生素以及研究开发新型抗生素均具有十分重要

的意义!#!&##"
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