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·检验技术与方法·

罕见豚鼠耳炎奴卡菌的鉴定及其药物敏感性分析
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（武警总医院检验科，北京１０００３９）

　　摘　要：目的　探讨罕见豚鼠耳炎奴卡菌的鉴定方法并评价其药物敏感性。方法　采用形态、生理生化表型鉴定与１６Ｓ

ｒＲＮＡ序列分析相结合的方法鉴定菌株，使用微量肉汤法检测其药物敏感性。结果　临床分离的奴卡菌被鉴定为豚鼠耳炎奴卡

菌，其对哌拉西林、红霉素、头孢他啶、头孢哌酮、庆大霉素、头孢西丁、哌拉西林／他唑巴坦耐药，万古霉素、左氧氟沙星、亚胺培南、

依替沙星、环丙沙星、阿米卡星、复方磺胺甲基异唑敏感。结论　１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析法可用以鉴定豚鼠耳炎奴卡菌，磺胺

类药物治疗有效。
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　　奴卡菌是一类广泛分布于土壤的需氧性放线菌，可引起人

类急性或慢性奴卡菌病，属于多源性感染［１］。临床感染患者标

本中分离到的奴卡菌最常见的是星形奴卡菌和巴西奴卡菌，而

罕见豚鼠耳炎奴卡菌，国内、外也罕见报道［２］。因其生化反应

不典型，临床少见，鉴定比较困难，必须结合１６ＳｒＲＮＡ基因序

列进行分析。现将本院１例豚鼠耳炎奴卡菌感染病例临床资

料、微生物特征及１６ＳｒＲＮＡ序列报告如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　患者，女，６２岁，辽宁省人；２０１２年３月因“腰

部疼痛伴右下肢疼痛６月余”就诊于本院，手术诊断“腰椎间盘

突出症”，接受手术治疗１５ｄ后康复出院。出院后２周开始发

热，体温３７．８℃，以午后发热为主，手术创口出现炎性渗出，

于当地医院抗感染治疗（第３代头孢菌素）未见好转。于７月

９日转入本院治疗。既往史：高血压２０余年，口服降压药治

疗，血压控制良好。入院时体检：体温３７℃，血压１２０ｍｍＨｇ／

７０ｍｍＨｇ。实验室检查（７月１１日），ＷＢＣ：１０．６２×１０
９／Ｌ，中

性粒细胞百分率：８２．３％，淋巴细胞百分率：１３．２％，Ｃ反应蛋

白 （Ｃｒｅａｃｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＲＰ）：３３ ｍｇ／Ｌ，红 细 胞 沉 降 率

（ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓｅｄｉｍｅｎｔａｔｉｏｎｒａｔｅ，ＥＳＲ）：５３ｍｍ／Ｌ。伤口部位取

分泌物送微生物实验室检查，同时进行３ｄ抗感染治疗（亚胺

培南），未见明显好转。

１．２　分离与鉴定　参照《临床检验操作规程》第３版中的细菌

鉴定方法，取伤口分泌物接种血平板和麦康凯培养基，３５℃培

养２４ｈ后观察菌落。根据２０１１年美国临床实验室标准化协

会（ＣｌｉｎｉｃａｌａｎｄＬａｂｏｒａｔｏｒｙＳｔａｎｄａｒｄｓＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，ＣＬＳＩ）标准，用

微量肉汤稀释法检测其药物敏感性。对菌株各项生理、生化项

目进行手工测定，每项测试均重复２次，并设置对照，部分测试

项目需延长培养时间至５ｄ，同时采用细菌微量生化鉴定管对

待测菌株进行各项生化指标的测定，以此补充并验证手工鉴定

的准确性。

１．３　核酸提取　取５０μＬ１％ Ｃｈｅｌｅｘ１００树脂悬浮液，加入

１．５ｍＬ离心管，挑取试验菌单个菌落，置入离心管混匀，制成

菌悬液。１００℃加热１０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清

液，即为试验菌基因组ＤＮＡ。

１．４　聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）的扩增

与纯化　将上述制备的试验菌基因组ＤＮＡ作为ＰＣＲ扩增的

模板，采用２５μＬ反应体系进行ＰＣＲ扩增。引物如下，１６ＳＦ：

５′ＡＧＡＧＴＴ ＴＧＡ ＴＣＣＴＧＧＣＴＣ ＡＧ３′，１６ＳＲ：５′ＡＣＧ

ＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ３′，扩增片段为１５００ｂｐ。反

应体 系：无 菌 超 纯 水 （１５μＬ），１０×ＬＡ ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ Ⅱ

（２．５μＬ），ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ（各１．２５ｍｍｏｌ／Ｌ）４μＬ，１６ＳｒＲＮＡ

引物Ｆ（１０μｍｏｌ／Ｌ）及引物Ｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，ＴａＫａＲａＬＡ

犜犪狇（５Ｕ／μＬ）０．２５μＬ，基因组ＤＮＡ２μＬ。循环参数：９４℃预

变性５ｍｉｎ，９４℃变性３０，ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，３０

个循环；７２℃补充延伸５ｍｉｎ。

１．５　琼脂糖凝胶电泳　扩增反应完毕后，行琼脂糖凝胶电泳，
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通过凝胶成像分析系统照相并观察。

１．６　测序与序列分析　将扩增成功的ＰＣＲ产物送北京天一

辉远生物科技有限责任公司纯化并测序。登陆 ＧｅｎＢａｎｋ

（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｅｎｂａｎｋ）和核糖体工程数据

库（ｈｔｔｐ：／／ｒｄｐ．ｃｍｅ．ｍｓｕ．ｅｄｕ／ｉｎｄｅｘ．ｊｓｐ），将测得的试验菌株

１６ＳｒＲＮＡ基因序列与基因库中已注册的核酸序列进行比对，

同时使用ＥｚＴａｘｏｎｓｅｒｖｅｒ２．１进行比对分析，然后从比对结果

中选取相关种属的模式菌株和非模式菌株的序列，通过 Ｍｅｇａ

４软件进行多序列匹配分析，采用邻位相连法构建系统发育

树，所建发育树各分支的置信度由Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ进行１０００次循

环检验。

２　结　　果

２．１　临床治疗过程与结果　此患者自２０１２年３月手术后４

周出现发热、感染症状，经验抗感染治疗未见好转。继续分泌

物送检细菌培养为阴沟肠杆菌，给予注射亚胺培南西司他丁及

对症治疗后仍然持续发热，全身症状和白细胞升高亦未得到明

显控制，入本院后继续经验性采用亚胺培南治疗，伤口局部取

分泌细菌检验，第１次报告近平滑念珠菌和棒状杆菌，采取伏

立康唑抗真菌治疗，效果不满意，临床考虑污染；第２次培养出

类似棒状杆菌的阳性杆菌，怀疑放线菌，并通报临床，给予大剂

量青霉素治疗，加左氧氟沙星静脉治疗，全身症状有所改善，但

体温和白细胞升高控制不满意；第３次培养经１６ＳｒＲＮＡ鉴定

为豚鼠耳炎奴卡菌，调整抗菌药，口服大剂量磺胺甲基异唑

１个月后，全身自觉症状明显好转，创口逐步愈合，体温和白细

胞计数恢复正常，观察数日后出院，随访无复发或并发症。

２．２　细菌表型特征　３５℃培养２４ｈ后，在血平板上可见细小

菌落，麦康凯培养基上未见生长，涂片革兰染色后见阳性杆菌，

呈分枝状，继续培养４８ｈ，麦康凯培养基可见细小、干燥、微黄

色的菌落，革兰染色后大部分呈球杆状，形态不规则，大小不

一，呈丝状和球杆状，着色不均匀，快速抗酸染色可见少数阳

性。培养７ｄ后，菌落变黄，表面呈现皱褶状，并形成气生菌

丝，有泥土气味，镶嵌于琼脂内，整个菌落不易乳化，且再次行

革兰涂片染色，细菌呈球形或杆状，少数呈丝状，细菌编号为

ＷＪ２０１００。

２．３　生化鉴定结果　采用丙氨酸苯丙氨酸脯氨酸芳胺酶

（ＡｌａＰｈｅＰｒｏＡｒｙｌａｍｉｄａｓｅ，ＡＰＰＡ）、Ｄ麦芽糖、尿素酶、酪氨酸

芳胺酶、Ｌ脯氨酸芳胺酶、棉子糖、鼠李糖、前列腺素Ｄ、碱性磷

酸酶、吲哚产生、蔗糖、丙二酸盐、侧金盏花发酵、Ｄ山梨醇、酯

酶、磷酸酶、βＤ半乳糖苷酶、α葡萄糖苷酶等检测鉴定，显示

豚鼠耳炎奴卡菌不液化明胶，０．４％明胶液基阴性，胨化牛乳阴

性，不分解酪蛋白和酪氨酸，能分解黄嘌呤，５０℃８ｈ耐力实验

阳性，鉴定结果见表１。

表１　　豚鼠耳炎奴卡菌的生化反应鉴定结果

生化鉴定 结果 生化鉴定 结果 生化鉴定 结果

ＡＰＰＡ 阳性 鼠李糖 阳性 侧金盏花发酵 阴性

Ｄ麦芽糖 阳性 前列腺素Ｄ 阳性 Ｄ山梨醇 阴性

尿素酶 阳性 碱性磷酸酶 阳性 酯酶 阴性

酪氨酸芳胺酶 阳性 吲哚产生 阳性 磷酸酶 阴性

Ｌ脯氨酸芳胺酶 阳性 蔗糖 阴性 βＤ半乳糖苷酶 阴性

棉子糖 阳性 丙二酸盐 阴性 α葡萄糖苷酶 阴性

２．４　药物敏感性检测结果　对哌拉西林、红霉素、头孢他啶、

头孢哌酮、庆大霉素、头孢西丁、哌拉西林／他唑巴坦均耐药，对

万古霉素、左氧佛沙星、亚胺培南、复方磺胺甲基异唑、依替

沙星、环丙沙星、阿米卡星均敏感。

２．５　１６ＳｒＲＮＡ基因测序结果　ＰＣＲ扩增得到的１５００ｂｐ

１６ＳｒＲＮＡ 序列与 ＧｅｎＢａｎｋ和核糖体工程数据库的序列进行

比对，显示其与豚鼠耳炎奴卡菌的同源性为９９．８％。

３　讨　　论

奴卡菌隶属于细菌域、放线菌纲、放线菌亚纲、放线菌目、

棒杆菌亚目、奴卡菌科，目前属内有８９种。奴卡菌病是由奴卡

菌属引起的局限性或播散性、恶急性或慢性化脓性疾病；奴卡

菌分布世界各地，动物亦可被感染，中国各地亦有报告。病原

和流行病学显示，本病可由星形奴卡氏菌、巴西奴卡菌或豚鼠

奴卡菌引起，病菌为需氧菌，存在于土壤。带菌的灰尘、土壤或

食物通过呼吸道、皮肤或消化道进入人体，然后局限于某一器

官或组织，或经血液循环播散至脑、肾或其他器官。本病的发

生和传播途径与机体的抵抗力有密切关系。从皮肤侵入者，常

呈局限性，可表现为足菌肿型或皮肤脓肿型，很少呈血源性扩

散。不少学者认为奴卡菌，特别是星形奴卡氏菌，也是一种条

件致病菌，本菌可自土壤中分离，经皮肤或呼吸道感染，然后直

接向周围组织蔓延。中年患者多见，男性多于女性，组织损伤

多为本病致病条件之一［３］。

病理变化主要表现为化脓性肉芽肿样，脓肿中央内可找到

颗粒，周围有时存在菌鞘，其外中性粒细胞、淋巴细胞、异物巨

细胞及浆细胞浸润，血管及其周围具有增殖现象［２，４］。皮下组

织的病变与其他器官相似，于脓肿中央见有液化性坏死，中间

为大量中性粒细胞浸润，周围则有成纤维细胞增生。星形奴卡

菌是一种机会致病菌，主要通过呼吸道入侵肺部，引起化脓性

炎症与坏死，症状类似肺结核，也可以引起动物的感染［５］。巴

西奴卡菌可通过损伤皮肤而侵犯皮下组织，产生慢性化脓性肉

芽肿。而此次分离的豚鼠耳炎奴卡菌较为少见，化脓性肉芽肿

是其感染的典型表现。此菌生成缓慢，临床症状不典型，培养

时间较长，与星形奴卡菌和巴西奴卡菌难以区分，诺卡菌属鉴

定方法复杂，涉及乙酰胺水解、微生物敏感性试验、利用碳水化

合物产酸、七叶苷水解、明胶液化、硝酸盐还原、氨基酸和核酸

底物水解及温度耐受实验等。目前１６ＳｒＲＮＡ 是鉴定豚鼠奴

卡菌最可靠的方法。

该患者多次培养未检出豚鼠耳炎奴卡菌，可能与临床医师

取材部位不准确或培养时间不够有关。该菌通过形态学和生

化反应途径进行鉴定较为困难，１６ＳｒＲＮＡ是鉴定豚鼠奴卡菌

最有效的方法。磺胺类药物对本病具有特效，但每日剂量需达

６～１０ｇ，并需应用３～６个月以上，可并用磺胺增效剂，急性期

可加用链霉素（１～２ｇ／ｄ），脑部感染者可加用环丝氨酸，其他

药物选择包括阿米卡星、米诺环素和利奈唑胺等。此外，必要

时对脓肿行切开引流及对症支持治疗也很重要。一般来说，奴

卡菌病局限者预后佳，播散型者预后差，特别是累及中枢神经

系统、耐药菌感染及延误诊断者，病死率高。本例患者为创口

感染，经治疗后痊愈，预后良好。因此，早期正确诊断病原菌对

本病的预后具有关键作用。
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检测，平均血小板计数分别为（１３３９．０±１２７．０）×１０９／Ｌ、

（１５３６．０±１１０．０）×１０９／Ｌ及（１３６７．０±１７８．０）×１０９／Ｌ，犆犞

值分别为９．５、７．２及１３．０。单份或双份血小板样本以１∶１与

１∶３稀释后检测血小板计数的差异及１∶３与１∶７稀释后检

测的差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。

机采血小板采集后留样前，室温下静置０、３０、６０、９０、

１２０ｍｉｎ进行检测（１∶３ 稀释），平均血小板计数分别为

（１２５５．０±９１．０）×１０９／Ｌ、（１３４４．０±９５．０）×１０９／Ｌ、

（１５６７．０±１０８．０）×１０９／Ｌ、（１５６０．０±１０９．０）×１０９／Ｌ 及

（１６０１．０±１０２．０）×１０９／Ｌ，犆犞值分别为７．３、７．１、６．９、７．０及

６．４，静置０、３０ｍｉｎ检测的血小板计数与静置６０、９０、１２０ｍｉｎ

的检测值的差异有统计学意义（犘＜０．０５），而静置６０、９０、

１２０ｍｉｎ检测的血小板计数之间的差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。

３　讨　　论

血小板输注是现代医学的一个重要治疗手段。研究发现，

临床血小板输注无效的发生率为３７．２５％。在影响血小板输

注疗效的因素中，容易被忽视的是血小板制剂本身的质量问

题，如血小板数量不足（机采血小板的平均计数合格率为

８０．３９％）等
［４］。为保证机采血小板制品的质量，需要围绕机采

血小板采集前、中、后的各个环节做好相关工作，如采集前献血

者的把关［５］、采集中仪器参数的设置［６］、采集后细菌监测及保

存运输［７］等，但保证机采血小板计数结果的准确性，机采血小

板自采集后到检测“前过程”的质量控制显得十分重要，“前过

程”主要包括留样方法、静置时间和稀释度等。

从本研究结果来看，笔者采用的“留样方法”（摇匀、灌满、

回输、留样）保证了用于检测的“样本袋”与用于临床的“贮存

袋”的血小板计数一致，样本袋的血小板计数能真实反映贮存

袋的血小板数量。

在血液抗凝的情况下，血小板离体后，其形态立即发生变

化，形成血小板可逆聚集体，随着时间延长，这种假性聚集会发

生解聚［８］，血小板的这种特性要求其采集后应进行适当时间的

静置。机采血小板采集后立即检测或静置３０ｍｉｎ后检测与静

置６０、９０、１２０ｍｉｎ后再取样检测的血小板计数的差异有统计

学意义（犘＜０．０５），静置６０、９０、１２０ｍｉｎ后再取样检测的血小

板计数的差异无统计学意义（犘＞０．０５），说明机采血小板采集

后应在室温条件下静置６０～１２０ｍｉｎ后再进行取样检测，过早

检测可能导致血小板计数的不准确。

由于机采血小板的浓度高，其计数常会超过血细胞分析仪

检测的线性范围上限，因此，其直接检测的结果不可信，必须对

血小板样本稀释后再进行检测，但稀释度越高，相对误差越大。

对于机采单份或双份血小板样本以１∶１和１∶３稀释后检测

结果的差异显著，以１∶３和１∶７稀释后的检测结果也有显著

性差异，且对于机采单份或双份血小板样本以１∶３稀释后检

测结果的犆犞均为较小值，故采集后的机采血小板制品应按

１∶３稀释后再进行检测为宜。

总之，准确计算采集后血小板制品中的血小板是机采血小

板制品质量保证的基础［９］。血站对采集后的血小板制品无论

实行每月抽检监测或对每袋血小板制品进行检测的做法，都应

注重“机采血小板自采集后至检测前过程的质量控制”，对采集

后的血小板制品在室温下静置６０～１２０ｍｉｎ后采用规范的留

样方法进行留样，再进行１∶３稀释后上机检测，从而保证机采

血小板计数的准确性，确保每一袋发往临床的机采血小板制品

均符合“国标”（每袋血小板计数不低于２．５×１０１１／Ｌ）的质量要

求，从而保证患者的治疗效果。
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