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弯曲菌广泛分布于各种温血动物体内#其中以家禽)家畜)

野禽的带菌量多#人主要通过食用被其污染的食物及其制品和

水源患病*

"

+

,弯曲菌病是一种引起以急性腹泻为主要症状的

感染性疾病#也可引起肠道外感染#表现为全身中毒症状#如高

热)皮肤黏膜淤斑等#出现败血症*

#4&

+

,弯曲菌病在出现发热之

前#甚至在没有进行抗生素治疗的情况下#病情常可能出现缓

解*

6

+

,近年来#弯曲菌感染率在世界各地普遍呈上升趋势#对

公共卫生安全构成严重威胁#其中引起人类致病最多的是空肠

弯曲菌和大肠弯曲菌#由大肠弯曲菌引起的人类血液感染的报

道甚少#桂林地区未见报道,本科室于
#'"6

年
<

月从
"

例肝

硬化失代偿期发热的乙肝患者血液中分离培养出
"

株大肠弯

曲菌#进行形态学和生化鉴定#并进行相关药敏分析#现将研究

结果报道如下,

$

!

资料与方法

$$$

!

一般资料
!

患者#男性#

6#

岁#农民,入院前无诱因解黄

色稀水样便#每日
&

次#无黏液)脓血及里急后重感,入院诊

断!慢性乙肝#肝硬化失代偿期#发热原因待查,入院查体!体

温
&<$UW

#慢性肝病面容#下腹部压痛#腹部)双下肢可见散在

米粒大小出血点#压之不褪色#肝脾肋下触及不满意#移动性浊

音阳性#肠鸣音稍活跃#双下肢中度凹陷性浮肿,红细胞计数

#$;&̂ "'

"#

"

-

#白细胞计数
U$'#̂ "'

<

"

-

#淋巴细胞计数
'$"#̂

"'

<

"

-

)中性粒细胞计数
'$U7^"'

<

"

-

#总蛋白
7;$7

,

"

-

#清蛋

白
#'$'

,

"

-

#

)

反应蛋白
&7$7;3

,

"

-

,

)=

示肝硬化)脾大)腹

水大量,腹水李凡他试验阳性#一般细菌培养无细菌生长,无

菌采集静脉血行细菌培养,

$$/

!

仪器与试剂
!

法国梅里埃
ZBF=

"

/-(1=&a

全自动血培

养仪及配套成人需氧血培养瓶$批号
"'&U"7;

&%法国梅里埃

*+=(T#)>3

G

BFA

及配套
S0

试卡$

#'"6'<#6/

&%

Z/

)

!/)

)

)/

)

!0

平皿购自郑州安图生物%药敏纸片购自英国
[Q>8J

公司,

$$'

!

方法
!

无菌采集静脉血进行培养#

6;E

阳性报警#取阳

性培养物行革兰染色#同时转种后于
#7

)

&%

)

6#W )[

#

罐中培

养
#6

"

%#E

,取菌落进行革兰染色)生化鉴定及琼脂扩散法药

敏#各纸片间中心距离)距平皿外缘距离均按美国临床和实验

室标准协会第四版规定,

/

!

结
!!

果

/$$

!

分离培养
!

弯曲菌为微需氧菌#生长条件较苛刻#最佳气

体环境为含
7: [

#

)

"': )[

#

及
U7: S

#

,

#7W

环境下无菌

生长#

6#W

环境下血平板上可见灰白)光滑)湿润)扁平边缘不

整齐的沿接种线蔓延生长的菌落#

&% W

环境下菌落生长较

6#W

生长慢,镜下见革兰阴性杆菌#菌体细长弯曲#呈多形

性!逗点形)弧形)

.

形)海鸥展翅形等,取陈旧培养物行革兰

染色可见部分菌体呈现球形及长丝形,

/$/

!

生化试验
!

该菌氧化酶)触酶)硝酸盐还原试验阳性#硫

化氢试验)尿素酶试验阴性#水解醋酸吲哚酚#不水解马尿酸#

不发酵糖类,

/$'

!

鉴 定 及 药 敏
!

鉴 定 结 果 为 大 肠 弯 曲 菌#编 码 为

';''''#"#'

#鉴定率为
<<:

,药敏结果!对庆大霉素)红霉素)四

环素)克林霉素)头孢他啶)头孢噻肟)头孢哌酮)环丙沙星)左氧

氟沙星耐药#仅对氨苄青霉素)复方磺胺甲唑)氯霉素敏感,

'

!

讨
!!

论

弯曲菌病为动物源性疾病#感染的动物通常无明显症状#

但可长期向外界排菌#从而引起人类感染*

7

+

,发展中国家由于

卫生条件有限#水源性传播最多见#河水)溪水)山泉)井水中均

可分离出弯曲菌,阳成波等*

;

+曾报道南京市场销售的鸡肉)牛

奶)牛奶制品及井水存在不同程度空肠弯曲菌感染#如果加工

不当或饮食习惯不卫生#会对消费者的健康构成潜在威胁,

据美国国家食品网的监测#弯曲菌是发病率最高的病原

菌#是全球范围内胃肠炎的主要病因#世界卫生组织已将弯曲

菌肠炎列为最常见的肠道传染病之一,林玫等*

%

+已研究证实

广西腹泻患者中弯曲菌已成为重要的病原菌之一,本病例患

者曾无诱因解黄色稀水样便#每日
&

次#机体免疫功能严重受

损#体质较差$清蛋白低下&#常有发热现象#未进行抗感染治疗

体温也可正常,说明本病例患者感染大肠弯曲菌与免疫功能

低下密切相关#与肝病无直接因果关系,

近年来#弯曲菌对抗生素的耐药性明显增加,其中耐氟喹

诺酮类弯曲菌增加尤为明显#弯曲菌对氨苄西林普遍耐受,

#'

世纪
%'

年代初#国内外均报道红霉素)庆大霉素对弯曲菌有很

强的抑菌活性#并一致公认红霉素为治疗弯曲菌肠炎首选药

物,

#'

世纪
U'

年代#仅阿根廷报道了一株耐红霉素弯曲

菌*

U

+

,随着抗生素的使用#不同国家不同地区弯曲菌对红霉素

出现了不同程度耐药#而现在#南美)亚洲)非洲等许多国家均

发现耐红霉素菌株#且数量增长迅速,许海燕等*

<

+曾报道空肠

弯曲菌对氨基糖苷类)大环内酯类)青霉素类抗生素较为敏感#

而对头孢菌素类)喹诺酮类)磺胺类和四环素类抗生素产生了

较强的耐药性,侯凤琴等*

"'

+经研究报道弯曲菌对头孢类)复

方磺胺甲唑)四环素)喹诺酮类的耐药率较高#对红霉素)氯

霉素)克林霉素耐药率低于
"':

,本病例中分离培养的大肠

弯曲菌药敏试验与以上两则报道有所差异#说明弯曲菌的药物

敏感性不断变化#且存在地域间差异#这提示临床应用抗生素

防治弯曲菌病时#必须结合药敏试验结果选择高敏药物或联合

用药才能起到预期的效果,

随着家庭饲养宠物的增加#人与动物的亲近及人类食用多

种生肉制品#都大大增加了人感染弯曲菌的风险,弯曲菌广泛

存在于自然界#大肠弯曲菌和空肠弯曲菌引起的感染多为散

发#偶有爆发的报道*
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,弯曲菌病起病隐匿)症状不典型#往

-
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检验医学与临床
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往由于检验水平有限#诊断不明确导致误诊或延误治疗,探索

弯曲菌的快速检测方法及对不同来源的菌株进行亲缘性分析#

识别爆发流行#为疾病的诊断)控制以及弯曲菌病分子流行病

学研究具有十分重要的意义,各国$特别是发展中国家&建立

和完善对弯曲菌的监测系统#加强各国之间的技术交流与合作

也迫在眉睫,
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"关键词#
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外周血淋巴细胞#

!

染色体#

!

分裂相#

!

秋水仙素
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年#

!>>IE?BJ

等建立了一套比较完整的外周血体外

培养和染色体制备方法#该技术能够清晰的显示染色体数目和

结构上的变化#对于常见遗传性疾病的快速诊断#提高人口素

质具有十分重要的作用#对我国优生优育工作意义重大*

"

+

,但

该技术对细胞的培养时间较长#使得实验易受温度)

G

0

)溶血

和凝血等因素影响而导致失败*

#

+

,为了临床上能高效)快速)

准确地诊断遗传性疾病#有学者已经报道了该技术的一些心得

体会*

&47

+

,本研究立足于获得高质量的人外周血染色体标本和

提高实验教学的可操作性#对该技术的
6

个影响因素进行了优

化#现将研究结果报道如下,

$

!

资料与方法

$$$

!

一般资料
!

随机选取
U

名健康男性和
U

名健康女性进行

外周血采集#使用肝素抗凝,

$$/

!

仪器与试剂
!

培养箱#光学显微镜#香柏油#乙醇灯#离心

机#恒温培养箱#人外周血淋巴细胞培养液$湖南湘雅基因技术

有限公司&#秋水仙素$

#'

!

,

"

3-

&#低渗液$

'$'%73>D

"

-

氯化

钾溶液&#固定液$甲醇
5

冰醋酸
\&5"

&#

b8?3@B

染液#

7''

e

"

3-

肝素,

$$'

!

方法

$$'$$

!

实验方法
!

采血!采用
"'3-

一次性注射器吸取少量

肝素润湿针管#将多余肝素排出,接种!在无菌条件下#用注射

器针头刺透培养瓶橡皮塞#向培养瓶内注入成年男子全血
#;

滴#或成年女子全血
#U

滴#轻轻摇匀,培养!将培养瓶放入

&%W

恒温培养箱内培养
%#E

*

;

+

,细胞同步化!外周血淋巴细

胞培养
;U

"

%'E

后#用
73-

注射器针头加入
7

滴
#'

!

,

"

3-

秋水仙素#然后接着培养
&

"

6E

*

;

+

,细胞收集!从培养箱拿出

培养瓶#摇匀之后直接倒入
"'3-

刻度离心管#以
#'''I

"

389

离心
"'389

,低渗!弃上清#用注射器加入
U3-&%W

水浴的

低渗液#混匀后
&%W

恒温水浴
&'389

*

;

+

,预固定!低渗结束

后#立即加入
"3-

固定液#混匀之后以
#'''I

"

389

离心
"'

389

,固定!弃上清#加入
U3-

固定液#混匀后室温固定
&'

389

#然后以
#'''I

"

389

离心
"'389

#弃上清,再固定!加入
U

3-

固定液#用吸管吹打#充分混匀后室温静置
&'389

或过夜,

滴片!再次以
#'''I

"

389

离心
"'389

#弃上清#然后每个离心

管里加入
7

"

;

滴新鲜配制的固定液#吹打混匀制成细胞悬液,

将细胞悬液
&

滴#滴到冰冻的载玻片上#滴片高度
&'F3

#随即

吹开#酒精灯上烘干#贴标签,染色!用
"5"'b8?3@B

染液

&%W

条件下染色
"'389

#自来水冲洗#晾干后镜检*

;

+

,

$$'$/

!

实验原理
!

培养!人外周血淋巴细胞在体外培养
%#E

#

大部分淋巴细胞处于增殖周期内,同步化!培养期间#利用秋

水仙素对细胞进行同步化处理#使大部分细胞都停滞在有丝分

裂的中期,低渗!淋巴细胞经低渗液处理#会吸水而胀破#释放

出染色体,固定!利用低渗液对染色体进行固定#有助于维持

其完整的形态,染色!利用
b8?3@B

染液对染色体进行着色#便

于显微镜下观察,

$$'$'

!

关键因素优化
!

通过文献资料和笔者长期的实验经验#

本研究选取了
6

个影响实验结果的关键因素进行条件优化#分

别对秋水仙素加入时间)低渗时间)固定时间和染色时间设定梯
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