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嗜血杆菌的分离及耐药性分析

肖启国（湖南省衡阳市中心医院检验科　４２１００１）

　　【摘要】　目的　了解衡阳市中心医院２０１０年１０月至２０１１年１１月嗜血杆菌的分离率、产酶率，并对其耐药性

进行分析，指导临床合理用药，控制嗜血杆菌的流行。方法　用嗜血杆菌选择性培养基对来自不同科室的６０７份临

床标本（痰、咽拭子、支气管分泌物）进行分离培养，用卫星现象鉴定流感嗜血杆菌（ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ，Ｈｉ）与副

流感嗜血杆菌（Ｈ．ｐａｒａｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ，Ｈｐ）、头孢硝基噻吩纸片进行β内酰胺酶测定，采用琼脂纸片扩散（ＫＢ）法检测

Ｈｉ和 Ｈｐ对１０种抗菌药物的耐药性。结果　共分离培养出嗜血杆菌１３６株，检出率为２２．４％（１３６／６０７），其中流

感嗜血杆菌３１株，检出率为５．１％（３１／６０７），副流感嗜血杆菌１０５株，检出率为１７．３％（１０５／６０７）；各科室中以呼吸

内科检出率最高，检出率为９．７％（５９／６０７），其次为儿科和心内科，分别为２．６％、２．８％。１３６株嗜血杆菌对青霉素

普遍耐药，耐药率高达９０．４％，对洛美沙星和氧氟沙星的耐药率较高，分别是６８．４％、４８．５％，对头孢噻肟、头孢他

啶、头孢呋肟的耐药率分别是９．６％、１１．８％、２２．１％，对四环素类如：四环素、强力霉素的耐药率分别为３８．２％、

８．８％，对壮观霉素、头孢曲松全部敏感，共检出产β内酰胺酶菌株３２株，产酶率为２３．５％（３２／１３６）。结论　该院呼

吸道嗜血杆菌感染以副流感嗜血杆菌为主，以呼吸内科感染最为严重，其次为儿科和心内科，临床上治疗嗜血杆菌

感染的有效药物是头孢曲松、壮观霉素。
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　　流感嗜血杆菌（Ｈｉ）是呼吸道感染的常见病原菌之一，常

引起小儿肺炎、老年人继发性感染、化脓性脑膜炎、肺脓肿、亚

急性心内膜炎、败血症等侵袭性感染。近年来，细菌耐药性的

问题已经引起全球医药界的共同关注，如何防止耐药菌的产生

以及控制耐药菌的扩散与流行成为研究的焦点。国内外的大

量文献报道表明［１６］，随着嗜血杆菌专用分离培养基的应用，使

得嗜血杆菌的分离率有了很大的提高，为临床诊断疾病提供了

依据。然而，由于抗菌药物的滥用，嗜血杆菌的耐药现象日趋

严重，并且耐药率正以较快速度上升，给临床治疗嗜血杆菌感

染性疾病带来较大困难。国内许多地区如浙江、深圳、上海、北

京等的研究报道都显示［７１２］，嗜血杆菌对以往首选的治疗药物

如氨苄西林、第１代头孢菌素、环丙沙星、复方新诺明等产生严

重耐药，而产生β内酰胺酶是嗜血杆菌的主要耐药机制。为了

解本院嗜血杆菌的耐药性，指导临床合理用药，作者对２０１０年

１０月至２０１１年１１月本院住院患者６０７份标本（痰、咽拭子、支

气管分泌物）进行检测，共分离到１３６株嗜血杆菌，并对其进行
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了β内酰胺酶的测定和１０种抗菌药物耐药性分析，现报道如

下。

１　材料与方法

１．１　标本来源　用一次性无菌痰杯及无菌试管收集本院

２０１０年１０月至２０１１年１１月各科室呼吸道感染住院患者的

痰标本、咽拭子以及用纤维支气管镜取出的支气管分泌物，患

者年龄为６个月至８５岁。

１．２　仪器与试剂　细菌培养箱，生物安全柜，Ｈｅ选择培养基，

ＭＨ琼脂平板，血平板，中国蓝平板，痰消化液（１％胰酶溶液，

ｐＨ７．６），１０种抗菌药物药敏纸片（青霉素、壮观霉素、头孢曲

松、头孢他啶、头孢噻肟、头孢呋肟、氧氟沙星、洛美沙星、四环

素、强力霉素均为ＯＸＯＩＤ公司产品），棉拭子，试管，一次性痰

杯，头孢硝基噻吩纸片（ＯＸＯＩＤ公司产品）。

１．３　方法

１．３．１　痰标本的预处理　在痰标本中加入等量的消化液，置

３７℃温箱，将痰液消化１０ｍｉｎ。

１．３．２　痰培养　将咽拭子及处理后的痰标本接种于 Ｈｅ选择

培养基、血平板及中国蓝平板，置于３５℃培养箱孵育１８～２４

ｈ，Ｈｅ选择培养基需置于５％ＣＯ２ 温箱培养。

１．３．３　镜检　取无色透明或半透明、湿润、扁平、边缘整齐的

菌落涂片，革兰染色，镜检为革兰阴性短小杆菌。

１．３．４　纯培养　取单个菌落进行纯培养。

１．３．５　鉴定　卫星试验。

原理：流感嗜血杆菌生长需要Ⅹ因子和Ⅴ因子，副流感嗜

血杆菌只需要Ⅴ因子，血平板本身含有Ⅹ因子，Ⅴ因子处于抑

制状态，而金黄色葡萄球菌能合成较多的Ⅴ因子，所以两菌共

同培养于血平板上时，金黄色葡萄球菌可以促进流感嗜血杆菌

的生长。

方法：将待测菌分别密集划线接种于血平板和 ＭＨ 平

板，再将金黄色葡萄球菌与嗜血杆菌作垂直划线置于５％ＣＯ２

温箱，３５℃孵育１８～２４ｈ后观察结果。

结果判断：在金黄色葡萄球菌附近的嗜血杆菌菌落较大，

较远处菌落较小甚至无菌生长，若只在血平板上卫星试验阳性

的则为流感嗜血杆菌，在血平板和 ＭＨ平板上卫星试验均阳

性为副流感嗜血杆菌。

１．３．６　药敏试验　用琼脂纸片扩散（ＫＢ）法检测嗜血杆菌对

青霉素、壮观霉素、头孢噻肟、头孢曲松等１０种抗菌药物的耐

药性。全部试验过程用 Ｈｉ标准菌株 ＡＴＣＣ４９２４７进行质控。

用精确度为１的游标卡尺量取抑菌圈直径，参照美国临床实验

室标准化研究所（ＣＬＳＩ）标准判读结果确定药物敏感性。

１．３．７　β内酰胺酶的测定　原理及方法：头孢硝基噻吩显色

反应法。用接种环挑取待测菌株于商品化头孢硝基噻吩滤纸

片上，于１０ｍｉｎ内由黄色转变为红色即为阳性结果，提示产色

头孢菌素β内酰胺环被酶打开。

２　结　　果

２．１　嗜血杆菌的分离率　从６０７例痰及咽拭子标本中分离到

１３６株嗜血杆菌，分离率为２２．４％，其中流感嗜血杆菌３１株，

分离率为５．１％，副流感嗜血杆菌为１０５株，分离率为１７．３％，

嗜血杆菌的分离率以呼吸内科（９．７％）最高，其次为心内科

（２．８％）和儿科（２．６％），各科室嗜血杆菌的分离率详情见

表１。

２．２　１３６株嗜血杆菌药敏结果　见表２。

２．３　β内酰胺酶检测的结果　１３６株嗜血杆菌中３２株β内酰

胺酶阳性，产酶率为２３．５％。

表１　各科室嗜血杆菌的分离率［狀（％）］

科室 流感嗜血杆菌 副流感嗜血杆菌 总分离率（％）

呼吸内科 １４（２．３） ４５（７．４） ９．７

儿科 ８（１．３） ８（１．３） ２．６

心内科 ４（０．７） １３（２．１） ２．８

风湿科 ２（０．３） １１（１．８） ２．２

其他科室 ３（０．５） ２８（４．６） ５．１

合计 ３１（５．１） １０５（１７．３） ２２．４

表２　１３６株嗜血杆菌对１０种抗菌药物的耐药性

抗菌药物
流感嗜血杆菌

Ｒ Ｉ Ｓ 耐药率（％）

副流感嗜血杆菌

Ｒ Ｉ Ｓ 耐药率（％）
总耐药率（％）

青霉素 ２４ ５ ２ ２１．３ ７０ ２４ １１ ６９．１ ９０．４

壮观霉素 ０ ０ ３１ ０．０ ０ ０ １０５ ０．０ ０．０

头孢噻肟 １ ０ ３０ ０．８ １２ ０ ９３ ８８．０ ９．６

头孢曲松 ０ ０ ３１ ０．０ ０ ０ １０５ ０．０ ０．０

头孢他啶 ２ ０ ３９ １．５ １４ ０ ９１ １０．３ １１．８

头孢呋肟 ３ ４ ２４ ５．２ １１ １２ ８２ １６．９ ２２．１

洛美沙星 １８ ０ １３ １３．２ ７５ ０ ３０ ５５．２ ６８．４

氧氟沙星 １０ ０ ２１ ７．３ ５６ ０ ４９ ４１．２ ４８．５

四环素 １２ １ １８ ９．５ ３７ ２６ ６ ２８．７ ３８．２

强力霉素 ０ ４ ２７ ２．９ ２ ６ ９７ ５．９ ８．８

　　注：Ｒ表示耐药，Ｉ表示中介，Ｓ表示敏感，为了便于统计，将中介（Ｉ）归于耐药（Ｒ）统计耐药率。

３　讨　　论

嗜血杆菌主要寄居于人类上呼吸道黏膜，在呼吸道感染中

占有极为重要的地位。嗜血杆菌常引起下呼吸道感染、肺炎、

鼻炎、咽炎、亚急性心内膜炎等严重疾病，特别是流感嗜血杆菌

致病性最强，其所致疾病分为两类：即原发感染和继发感染，前

者主要属于外源性感染，通过呼吸道传播，常见于儿童，后者主

要由寄居于上呼吸道的无荚膜菌株所致，多见于老人，两类感

染均可引起呼吸道本身的疾病，也可引起其他部位感染，如菌
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血症、脑膜炎、脓毒症等。

Ｈｉ是 儿 童 急 性 呼 吸 道 感 染 重 要 的 细 菌 性 病 原。

Ｐｅｃｈｅｒｅ
［１３］指出：在发展中国家细菌性肺炎较单纯病毒性肺炎

常见。最近几年引起儿童呼吸道感染、鼻窦炎、角膜炎都有上

升趋势，Ｔａｍａｒｇｏ等
［１４］１９９０～２００２年对９３８株Ｈｉ的耐药性研

究认为 Ｈｉ对氨苄西林耐药呈上升趋势，为４０．７％～５４．８％。

１９９９年的ＳＥＮＴＲＹ抗菌药物耐药监测结果显示：对氨苄西林

耐药菌株最低抑菌浓度（ＭＩＣ）≥４μｇ／ｍＬ在美国为３１．５％，

加拿大２７．０％，亚太地区１６％～２０％，拉丁美洲１２．５％，欧洲

１１．８％
［１５］。氨苄西林是治疗 Ｈｉ感染的首选药。本组青霉素

耐药率高达９０．４％，明显高于国内以往报道以及欧洲、北美、

东南亚等一些国家和地区的报道。

近几年，世界各地耐氨苄西林的 Ｈｉ发生率呈上升趋势，

在北美２０．０％～４０．０％的 Ｈｉ对氨苄西林耐药，中国不同城市

或地区耐药率也在４．０％～３３．０％不等
［１６］。据报道，美国 Ｈｉ

产β内酰胺酶阳性率为３４．５％、法国２９．３％、英国２１．２％、中

国香港２０．２％、中国不同地区 Ｈｉ产β内酰胺酶阳性率有一定

差别，在１５．４％～２３．０％不等。耐药菌株中，以β内酰胺酶阳

性为主，说明产β内酰胺酶是 Ｈｉ的主要耐药机制。早在１９８８

年Ｇｕｔｍａｗｎ等
［１７］提出 Ｈｉ对氨苄西林、阿莫西林的耐药主要

机制是产β内酰胺酶，以质粒介导的ＴＥＭ１型酶为主，很少是

ＲＯＢ型。

随着新技术、新疗法的开展，各种精密仪器的采用，介入性

检查与治疗的不断增多，使院内感染不断增加。为了把院内感

染的发病率降至最低水平，医护人员必须树立高度的责任心，

加强无菌观念，重视对病区环境清洁、消毒工作及医疗用具的

灭菌消毒和对患者的保护性措施。同时，在医护人员和患者之

间加强医院感染知识的教育和普及，提高医院内各方面人员对

医院感染的认识，尽可能适应控制和降低医院感染率的要求。

嗜血杆菌的抗菌药物耐药性已越来越引起人们的重视。本文

对１３６株嗜血杆菌进行β内酰胺酶的检测，有２３．５％的阳性

率，与国外有关嗜血杆菌β内酰胺酶产生率３４％～３６％的报

道相近［１８１９］。根据药敏试验结果，青霉素、头孢呋肟、洛美沙

星的耐药率分别是９０．４％、２２．１％、６８．４％，必须引起临床的

重视。抗菌药物的广泛应用是造成细菌耐药的重要原因，临床

要注意新耐药菌株可能引起的继发感染，正确合理使用抗菌药

物，尽可能减少抗菌药物的应用，减少细菌耐药性的产生。

本实验采用 Ｈｅ选择培养基，极大提高了分离率，本组实

验嗜血杆菌的检出率为２２．４％，其中以副流感嗜血杆菌为主，

占１７．３％，表明本院嗜血杆菌感染以副流感嗜血杆菌为主。

同时在各科室中以呼吸内科、儿科、心内科的检出率居前三位，

分别为９．７％、２．６％、２．８％，表明本院嗜血杆菌主要引起呼吸

系统疾病，其中以老年人和小儿多见，而亚急性心内膜炎以老

年人多见，常由继发性感染引起，应引起临床医生的重视。嗜

血杆菌耐药性监测对于临床呼吸道感染和继发其他部位感染

性疾病的治疗非常重要，长期以来，嗜血杆菌感染以氨苄青霉

素、头孢呋肟、洛美沙星等作为首选药物，但近年来，由于抗菌

药物的滥用，产生了极大的耐药性，本组实验中，青霉素、头孢

呋肟、洛美沙星的耐药率分别是９０．４％、２２．１％、６８．４％。表

明此３种药物已不适用为首选，产β内酰胺酶是嗜血杆菌耐药

的主要机制，主要是由质粒介导的 ＴＥＭ１型或其他少见的

ＲＯＢ１型的β内酰胺酶引起。另外还有由染色体介导的青霉

素结合蛋白的改变和细胞膜对抗菌药物通透性的改变引起，本

院结果显示，产酶率有上升的趋势，所检出的１３６株嗜血杆菌

中有３２株β内酰胺酶阳性，产酶率２３．５％，β内酰胺酶阳性可

预测该菌对青霉素、氨苄西林、阿莫西林耐药。本院嗜血杆菌

对头孢曲松、壮观霉素的敏感率为１００％，同时对头孢噻肟、强

力霉素的耐药率也较低，因此，根据本实验研究结果建议临床

治疗嗜血杆菌感染性疾病应以头孢曲松和壮观霉素为首选药

物，同时配以头孢噻肟和强力霉素进行治疗。
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表５　Ｄ试验结果和可能的基因型［狀（％）］

表型

红霉素 克林霉素 Ｄ试验
可能的基因型 ＭＲＳＡ ＭＳＳＡ 合计

敏感 敏感 － 无 ９（９．５） ３４１（４６．０） ３５０（４１．９）

耐药 敏感 ＋ ｅｒｍ诱导 ３５（３６．８） ２７１（３６．６） ３０６（３６．６）

耐药 敏感 － ｍｓｒＡ ２（２．１） ４（０．５） ６（０．７）

耐药 耐药 － ｅｒｍ结构 ４９（５１．６） １２５（１６．９） １７４（２０．８）

　　注：进行Ｄ试验的细菌９９株为２００８年的ＳＡＵ，７３７株为２００９～２０１０年的ＳＡＵ。

３　讨　　论

３．１　表１显示，在２００６～２０１０年间儿童感染的ＳＡＵ中 ＭＲ

ＳＡ的检出率为１０．０％，远远低于李美忠等
［２］和魏旭和周强［３］

报道的成人６３．９％和６２．６％的结果，与邓秋连等
［４］报道的儿

童检出率较接近。５年中呈现出逐年递增稳步上升的趋势，为

了扼制 ＭＲＳＡ的快速增长，在分离出 ＭＲＳＡ的临床科室，应

加强消毒隔离，防止局部蔓延。

３．２　本资料提示，血液科和急救科患儿是 ＭＲＳＡ感染的危险

人群，多重耐药的 ＭＲＳＡ主要集中在急救科、呼吸科和新生儿

科。儿科医生应重视这一点，对这类患者应加强隔离，严格消

毒，并且注意临床标本的早期微生物培养，以便尽早监测 ＭＲ

ＳＡ，合理使用抗菌药物，控制 ＭＲＳＡ的扩散。外科病房 ＭＲ

ＳＡ的检出数已超过呼吸科，提示外科医生应加强围术期的合

理用药。耳鼻喉科患儿 ＭＲＳＡ的检出基本上代表了社区
［５］

ＭＲＳＡ的检出情况，提示社区 ＭＲＳＡ的检出已达到一定水平。

３．３　表４显示，儿童感染ＳＡＵ耐药主要集中在青霉素类、红

霉素、克林霉素，ＭＲＳＡ的耐药也表现在这些抗菌药物上，利

福平的耐药率低，万古霉素和利奈唑胺无耐药，喹诺酮类、庆大

霉素的耐药率较低。ＣＬＳＩ提示，ＭＳＳＡ对β内酰胺酶稳定的

青霉素类、相关的头孢菌素类、β内酰胺酶抑制剂复合物和碳

青霉烯类敏感，而 ＭＲＳＡ对所有青霉素类、头孢菌素类、β内

酰胺酶抑制剂复合物和碳青霉烯类，可在体外显示活性，但临

床上治疗无效。因此，在进行药敏试验时，作者取消了对头孢

菌素类、β内酰胺酶抑制剂复合物和碳青霉烯类的测定。临床

上对 ＭＳＳＡ的治疗可选择合适的头孢菌素类、β内酰胺酶抑制

剂复合物，而对 ＭＲＳＡ的治疗才需考虑选用万古霉素或利奈

唑胺。可见，早期微生物培养尽早测定 ＭＲＳＡ的重要性。

３．４　ＳＡＵ对大环内酯类抗菌药物的耐药机制有能量依赖的

主动泵出和核糖体靶位改变。前者由 ｍｓｒＡ基因编码，对大环

内酯及链阳霉素类药物耐药；后者与ｅｒｍ基因有关，由ｅｒｍ基

因编码产生的红霉素核糖体甲基化酶导致２３ＳｒＲＮＡ甲基

化，降低了抗菌药物与核糖体结合而耐药。由ｅｒｍ基因介导

的耐药有诱导型和结构型两种。诱导型表现为对红霉素耐药

而对克林霉素敏感 ，必须借助Ｄ试验，Ｄ试验测出阳性后修正

报告克林霉素耐药，结构型表现为对这两种抗菌药物都耐药。

本资料中，ＭＲＳＡ菌株Ｄ试验阳性（即诱导型耐药）占３６．８％，

而结构型耐药占５１．６％，由 ｍｓｒＡ 基因编码的耐药仅占２．

１％，与文献［４］报道有明显不同，可能是地域差异所致。表５

提示 ＭＳＳＡ主要表现为对红霉素和克林霉素都敏感，其耐药

表现为结构型低于诱导型。可见由 ｍｓｒＡ基因编码的红霉素

耐药在本地区很少发生，红霉素耐药的 ＭＲＳＡ对克林霉素耐

药以ｅｒｍ结构型多于诱导型耐药，而在 ＭＳＳＡ中则相反。检

测Ｄ试验，弥补了克林霉素药敏表型之不足，可帮助临床医生

正确使用克林霉素以避免因不恰当使用而导致的治疗失败。

随着广谱、超广谱抗菌药物的不断应用，ＭＲＳＡ的检出也

将日趋严重，所以临床医生应尽力控制 ＭＲＳＡ医院感染相关

危险因素［６］，积极采取相应的预防措施，及早送检各种标本进

行微生物培养，了解细菌的耐药机制，正确选用抗菌药物，加强

对 ＭＲＳＡ感染患儿的消毒隔离，这样既可有效地治疗患者，又

可延缓细菌耐药性的产生。
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