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２０１１～２０１５年新乡医学院第一附属医院 ８４９株流感嗜血杆菌分布
特征和耐药性变迁

周艳君１，王　鹏２，李树军３

（１．新乡医学院第一附属医院检验科，河南　卫辉　４５３１００；２．新乡医学院第三附属医院输血科，河南　新乡　
４５３００３；３．新乡医学院第一附属医院ＰＩＣＵ，河南　卫辉　４５３１００）

摘要：　目的　分析新乡医学院第一附属医院２０１１～２０１５年流感嗜血杆菌的分布特征和耐药性变迁，为疾病防
治提供流行病学诊断依据。方法　对２０１１～２０１５年送检的各种临床标本进行细菌培养、菌种鉴定、β内酰胺酶检测、
血清学分型及药物敏感性试验，并用ＷＨＯＮＥＴ５．５软件进行药物敏感性统计分析。结果　２０１１～２０１５年新乡医学院
第一附属医院共分离出流感嗜血杆菌８４９株，其中在≤１岁和≥５０岁２个年龄段分离率最高，分别占４９．６％、１７．８％；
主要分布在痰液标本中，其次是血液、脑脊液、咽拭子标本；血清型以不定型流感嗜血杆菌型为主，占８５．４％。流感嗜
血杆菌对氨苄西林、复方新诺明、四环素、利福平、氯霉素的耐药率较高且处于上升趋势，２０１１～２０１５年分别为
３８．５％～７８．７％、４１．７％～８８．８％、５７．７％～８３９％、６１．４％～７２．２％、２０．０％～５１．５％；对左氧氟沙星、环丙沙星、莫西
沙星、亚胺培南、美洛配能、哌拉西林／他唑巴坦的敏感性较高，对头孢类抗生素的敏感性有所降低。结论　流感嗜血
杆菌主要来自的临床科室是小儿内科，痰液标本分离出的流感嗜血杆菌最多；应注意本地区体外抗菌药物的耐药变

迁，依据药物敏感性试验报告合理用药，加强耐药监控；左氧氟沙星、环丙沙星、莫西沙星可考虑为首选药物。
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　　流感嗜血杆菌（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ，Ｈｉ）是一
种寄居于人类上呼吸道的苛养菌，又属于条件致病

菌，可引起成人和儿童社区获得性肺炎、鼻窦炎和化

脓性中耳炎等，是目前引起细菌性肺炎最常见、最主

要的致病菌［１２］，在冬春季节感染率最高。近年来，

随着广谱抗生素的广泛应用，多重耐药率也随之增

加［３］，从而给临床的抗感染治疗带来极大困难。而

Ｈｉ对氨苄西林的耐药性呈逐年上升趋势，已引起临
床高度重视［４５］。本研究回顾性分析新乡医学院第

一附属医院２０１１～２０１５年临床分离的 Ｈｉ，根据年
龄分组、标本分组、科室分组，观察其分布特征，并对

其进行血清学分型、β内酰胺酶检测和耐药性分析，
希望能为本地区Ｈｉ感染的相关性疾病的防治提供
流行病学依据，对临床合理选择抗菌药物提供参考。

现将分析结果报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　８４９株 Ｈｉ均来源于２０１１～２０１５
年新乡医学院第一附属医院各临床科室住院患者送

检的合格痰液、血液、脑脊液、咽拭子等标本。其中

男５５８例，女２９１例；年龄１个月至７８岁，未成年人
（＜１８岁）５９６例，成年人（≥１８岁）２５３例，根据年
龄分为５组：≤１岁组、２～６岁组、７～１７岁组、１８～
４９岁组和≥５０岁组。患者临床表现为咳嗽、流涕、
发热、头疼、呕吐等，临床诊断为肺炎、毛细支气管

炎、鼻窦炎、扁桃体炎、菌血症、脑膜炎等。

１．２　试剂和仪器　血平板、嗜血型巧克力平板
（２５×１０３Ｕ·Ｌ－１去甲万古霉素）和普通型巧克力
平板购自郑州安图生物公司，抗菌药物纸片和测定

β内酰胺酶的头孢硝噻吩试剂购于英国 ＯＸＯＩＤ公
司，革兰染液由实验室自配（每批染液均由标准菌

株做质控），体积分数５％ＣＯ２ＣＨＰ１６０温箱购自上
海市三发科学仪器有限公司，ＢＡＣＴＥＣＦＸ自动血培
养仪购自美国ＢＤ公司。
１．３　方法
１．３．１　标本采集　所有临床标本严格按操作规范
进行采集［６］。痰液标本：取清晨漱口后第１口痰液，
置于无菌加盖广口瓶中，立即送检。咽拭子标本：漱

口后，用无菌棉签粘取咽部标本，放于无菌加盖广口

瓶中，立即送检。血液标本：在患者接受抗生素治疗

前、寒战时或发热初期采集外周静脉血，采用乙醇—

碘附—乙醇三步法消毒皮肤，按照血液与培养基

１／１０～１／５的比例采集，成人需氧瓶、厌氧瓶需接种
５～８ｍＬ血液，儿童瓶需接种１～３ｍＬ血液。脑脊
液标本：采用腰椎穿刺术无菌采集脑脊液标本，按照

实际抽取标本量选择合适的血培养瓶。所有样本送

检时间控制在２ｈ之内。
１．３．２　标本接种、分离培养　痰液和咽拭子标本：
首先进行痰涂片，经革兰染色后观察细胞及细菌种

类、数量，依据《全国临床检验操作规程（第４版）》
标准判断标本是否符合要求［７］，判断标准：每低倍

镜视野上皮细胞 ＜１０个，白细胞 ＞２５个判断为合
格。合格的痰液标本和其他类型判断无污染的标

本，采用三区分区划线法接种于血平板和嗜血型巧

克力平板，放于３５℃、体积分数５％ＣＯ２温箱培养
１８～２４ｈ。血液和脑脊液标本：直接上机培养，培养
周期为５ｄ，严格按照 ＢＡＣＴＥＣＦＸ自动血培养仪操
作说明执行。红色报警提示阳性瓶出现，查看阳性

曲线，按仪器提示取下阳性瓶，用１ｍＬ无菌注射器
抽吸培养瓶内阳性培养物，采用三区分区划线法，将

阳性培养物分别无菌转种于血平板、巧克力平板上，

然后将培养基放于３５℃、体积分数５％ＣＯ２温箱培
养１８～２４ｈ；绿色报警提示阴性，培养周期已到，直
接取下培养瓶。

１．３．３　菌落涂片及染色镜检　用接种环挑取血平
板上不生长、嗜血型巧克力平板上生长的灰色、透明

或半透明、扁平、湿润、易乳化、露滴状的细小菌落

（菌落具有刺鼻的碱味），涂抹于玻片上的生理盐水

中，自然干燥、火焰固定、革兰染色后镜检。油镜下

可见具有多形性的革兰阴性球杆菌（点状、小杆状

或细丝状），判断疑似Ｈｉ。
１．３．４　卫星试验　点种质控菌株金黄色葡萄球菌，
对上述疑似Ｈｉ的菌落进行Ⅴ因子、Ⅹ因子检测。实
验操作严格遵照《全国临床检验操作规程（第 ４
版）》［７］。

１．３．５　β内酰胺酶检测　采用英国ＯＸＯＩＤ公司提
供的头孢硝噻吩纸片显色法检测。将纸片湿润，用

接种环将被检菌置于头孢硝噻吩滤纸片上，观察纸

片颜色变化，１０ｍｉｎ内由黄色变为红色者判断为阳
性，提示此菌产生β内酰胺酶；不变色者则为阴性。
每批实验做阳性对照。实验严格按照试剂盒操作说

明书的要求执行。

１．３．６　血清学分型　根据其有无荚膜分为定型株
和不定型株，无荚膜株称为不定型 Ｈｉ（ｎｏｎｔｙｐｅａｂｌｅ
Ｈｉ，ＮＴＨｉ），有荚膜株称为定型株，根据其荚膜多糖
抗原成分及结构的不同，Ｈｉ分为 ａ、ｂ、ｃ、ｄ、ｅ、ｆ６个
血清型。试验采用玻片凝集法：先制备菌液，再取

１０μＬＨｉ菌液于玻片上，加入等量的各型特异性抗
血清（ａ、ｂ、ｃ、ｄ、ｅ、ｆ）与之混匀，１ｍｉｎ之内，若出现肉
眼可见凝集者，即判定为相应的血清型；都不凝集

者，则判定为ＮＴＨｉ。
１．３．７　药物敏感性试验　采用 ＫｉｒｂｙＢａｕｅｒ（ＫＢ）
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法。分别在普通型巧克力平板上进行氨苄西林、复

方磺胺甲唑、头孢噻肟、左氧氟沙星等１８种抗菌
药物的敏感性试验。按美国临床实验室标准化协会

２０１４年发布的相关标准［８］判定实验结果。根据此

标准分为耐药（ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，Ｒ）、中介（ｉｎｔｅｒｍｅｄｉｕｍ，Ｉ）
和敏感（ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ，Ｓ）。
１．４　质控菌株　质控菌株为 ＨｉＡＴＣＣ４９２４７和
ＡＴＣＣ４９７６６，金黄色葡萄球菌ＡＴＣＣ２５９２３，均由河南
省临床检验中心提供。

１．５　统计学处理　应用 ＷＨＯＮＥＴ５．５和 ＳＰＳＳ
２１０软件进行统计学分析，计数资料以百分比表
示，组间比较采用 χ２检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计
学意义。

２　结果

２．１　菌株分离情况　共分离出 Ｈｉ８４９株，随着
２０１１～２０１５年各年度标本量逐年增多，临床病原菌
分离株也不断增多，Ｈｉ检出率也不断增加；２０１１～
２０１５年各年份 Ｈｉ检出率（Ｈｉ检出株数／总株数）依
次为０．３％（１４／５１４３）、１．１％（６８／６２１１）、１．８％
（１４０／７５４３）、２．２％（２１４／９７７０）、４．６％（４１３／
９０６７）。
２．２　菌株临床分布情况　临床分离的 ８４９株 Ｈｉ
中，男５５８株（６５．７％），女２９１株（３４．３％）；未成年
人（＜１８岁）５９６株（７０．２％），成年人（≥１８岁）２５３
株（２９．８％）；年龄分组：≤１岁组４２０株（４９．６％），
２～６岁组 １３１株（１５．５％），７～１７岁组 ４５株
（５１％），１８～４９岁组１０２株（１２．０％），≥５０岁组

１５１株（１７．８％）；主要集中分布在≤１岁和≥５０岁
２个年龄段；不同临床标本分布：痰液分离出８３４株
（９８２％），血液分离出８株（１．０％），脑脊液分离出５
株（０．６％），咽拭子分离出２株（０．２％），其中以痰液
标本分离率最多；不同临床科室分布：小儿内科５３９
株（６３．５％），呼吸科 ６２株（７．３％），结核科 １０６株
（１２．５％），儿科重症监护病房６２株（７３％），重症监
护病房１５株（１．７％），外科病房１２株（１．４％），其他
科室５３株（６．３％），其中小儿内科占比例最高。
２．３　Ｈｉβ内酰胺酶检出情况　对临床分离的８４９
株Ｈｉ进行 β内酰胺酶检测，其中成年人（≥１８岁）
分离株和未成年人（＜１８岁）分离株的 β内酰胺酶
检出率分别为 ２８．１％（７１／２５３）和 ４１．４％（２４７／
５９６），总检出率３７．４％（３１８／８４９）。２组 β内酰胺
酶检出率比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。所有
产酶株对氨苄西林均耐药。

２．４　Ｈｉ血清学分型情况　８４９株Ｈｉ血清学分型结
果显示，检出ＮＴＨｉ、ａ型、ｂ型分别为７２５、１２１、３株，分
别占８５．４％、１４．３％、０．３％，其余血清型尚未检出。
２．５　Ｈｉ耐药情况　结果见表１。Ｈｉ对氨苄西林、
复方新诺明、四环素、利福平、氯霉素的耐药率较高，

并呈逐年升高趋势，２０１５年耐药率分别为７８．７％、
８８８％、８３．９％、７２．２％、５１．５％；对头孢噻肟、头孢
他啶、头孢曲松、头孢吡肟的耐药率也逐渐增高；对

抗生素左氧氟沙星、环丙沙星、莫西沙星、哌拉西林／
他唑巴坦、亚胺培南、美洛配能较为敏感，２０１５年耐
药率分别为０．９％、３．６％、４．６％、１０．８％、１４．０％、
１２．０％。

表１　流感嗜血杆菌对常规抗生素的耐药情况
Ｔａｂ．１　ＲｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆＨａｅｍｏｐｈｉｌｕｓｉｎｆｌｕｅｎｚａｅｔｏｔｈｅｒｏｕｔｉｎｅａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ

抗菌药物
２０１１年

Ｒ／％ Ｓ／％
２０１２年

Ｒ／％ Ｓ／％
２０１３年

Ｒ／％ Ｓ／％
２０１４年

Ｒ／％ Ｓ／％
２０１５年

Ｒ／％ Ｓ／％
氨苄西林 ３８．５ ５８．２ ３６．２ ５５．７ ４１．２ ５８．３ ６６．４ ３１．２ ７８．７ １５．１
左氧氟沙星 ０．０ １００．０ ４．４ ９５．６ ０．７ ９９．３ ０．５ ９９．５ ０．９ ９９．１
环丙沙星 ７．７ ９２．３ ５．９ ９４．１ ０．７ ９９．３ ０．５ ９９．５ ３．６ ９６．４
氨曲南 １４．３ ８５．７ １９．１ ７９．４ １８．４ ８１．６ ２３．４ ７６．６ ２８．０ ７１．３
头孢噻肟 ２１．４ ７８．６ ２７．９ ７２．１ ２０．４ ７９．６ ２３．４ ７６．６ ３２．０ ６８．０
头孢他啶 ７．１ ９２．９ ２３．５ ７６．５ ２１．７ ７８．３ ３２．８ ６７．２ ４２．０ ５８．０
头孢吡肟 １１．２ ８８．８ ２１．５ ７８．５ ３４．４ ６５．６ ３３．８ ６６．２ ４６．０ ５４．０
头孢曲松 １３．３ ８６．７ ２６．７ ７３．３ ２８．８ ７１．２ ３１．１ ６８．９ ４８．８ ５１．１
莫西沙星 ４．３ ９５．７ １．５ ９８．５ ０．７ ９９．３ １．１ ９８．９ ４．６ ９５．４
阿莫西林／克拉维酸 ２１．４ ７８．６ ２７．９ ７２．１ ２４．８ ７５．２ ２６．８ ７３．２ ３９．１ ６０．９
氨苄西林／舒巴坦 ２３．１ ７６．９ ２５．５ ７４．５ ２０．４ ７９．６ １８．３ ７１．７ ３０．８ ６９．２
哌拉西林／他唑巴坦 ０．０ １００．０ ０．０ １００．０ １２．４ ８７．６ １８．２ ８１．８ １０．８ ８９．２
复方新诺明 ４１．７ ５８．３ ７９．４ ２０．６ ７０．７ ２９．３ ７４．６ ２５．４ ８８．８ １１．２
氯霉素 ２０．０ ８０．０ ３５．３ ６３．２ ３８．４ ６１．４ ４７．３ ５２．７ ５１．５ ４８．５
利福平 ６１．４ ３８．６ ６０．３ ３４．９ ６３．１ ３６．２ ５３．２ ４６．８ ７２．１ ２１．６
四环素 ５７．７ ４１．７ ６１．８ ３６．８ ７９．３ ２０．７ ８４．９ １５．１ ８３．９ １５．９
亚胺培南 ０．０ １００．０ ６．２ ９３．４ ９．０ ９１．０ １２．３ ８７．７ １４．０ ８６．０
美洛配能 ０．０ １００．０ ０．０ １００．０ ５．４ ９４．６ １１．４ ８８．６ １２．０ ８８．０
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３　讨论

Ｈｉ是一类无芽孢、无
"

毛，呈球杆状、长杆状、

丝状、点粒状等多形性的革兰阴性短小杆菌，１８９２
年，波兰细菌学家 Ｐｆｅｉｆｆｅｒ首次分离出此菌，之后在
世界范围内，Ｈｉ被不断检出。Ｈｉ的主要传播方式是
空气传播、飞沫传播、密切接触，通常可引起肺炎、中

耳炎、会厌炎、扁桃体炎、败血症、化脓性脑膜炎等的

原发和继发性感染，在我国主要以肺炎和扁桃体炎

多见。有报道显示，Ｈｉ在健康者上呼吸道的定植率
可达５０％［９］。因此，要想查清是定植还是感染，必

须对下呼吸道标本进行严格镜检，以判断标本是否

符合要求［１０］。患者抵抗力下降时，尤其是合并慢性

支气管炎、慢性阻塞性肺病等基础性疾病时，Ｈｉ将
移位侵入到下呼吸道，从而加重基础疾病的病情。

标本送检时应注意，Ｈｉ很脆弱，离体后容易死亡，因
此，留取标本后应立即送检，及时接种；分离培养时

应选用专用的嗜血型巧克力培养基，Ｈｉ属于苛养
菌，需在体积分数５％的ＣＯ２环境下才能生长良好，
注意观察 ＣＯ２罐的压力情况，保证生长所需的营
养；药物敏感性试验时应严格按照操作规程试验，依

据最新美国临床实验室标准化协会发布的判断标准

报告各种抗生素的敏感性和耐药性。

本研究结果显示，２０１１～２０１５年 Ｈｉ的检出株、
检出率逐年增多，尤其是２０１４、２０１５年，其在临床病
原菌分离株中所占比例也逐年增高。从发病年龄来

看，Ｈｉ主要集中在小儿（≤１岁组４２０株，４９．６％）
和老年人（≥５０岁组１５１株，１７．８％），此种群体机
体抵抗力差。作为条件致病菌（正常情况下其存在

于人的上呼吸道、胃肠道和泌尿生殖道，不引起任何

感染），在适当条件下（如病毒感染或免疫力下降

时）会侵入到呼吸道黏膜、血液、脑脊液，从而引起

相应部位的感染并出现一系列临床症状，应引起临

床和检验部门的高度重视。本研究检出的 ８４９株
Ｈｉ，主要来自痰液标本（８３４株，占９８．２％），与文献
报道一致［１１１２］。从检出科室观察，以小儿内科为

主，占６３．５％，其次结核内科，占１２．５％。查阅临床
资料证实，病原菌检出结果与患者实际感染状况相

符。由于其在结核科的检出率增高，因此，除了重视

儿科患者外，应加强结核科患者Ｈｉ的培养。
血清学分型是研究 Ｈｉ致病性和流行病学的重

要基础，其中Ｈｉｂ型是目前公认为毒力最强、危害最
大的一型。随着 Ｈｉｂ型疫苗在全球覆盖率的增加，
Ｈｉｂ型的感染率显著下降，其他各型逐渐上升［１３］。

国内不同地区、不同人群分离出的血清型存在差

异［１４１５］。本研究分离出 ＮＴＨｉ、Ｈｉａ、Ｈｉｂ血清型分别

为７２５、１２１、３株，ＮＴＨｉ型最多，占８５．４％，也要重视
Ｈｉａ、Ｈｉｂ型感染。报道显示，Ｈｉｂ疫苗使用前，Ｈｉ引
起的感染较为严重，病死率高，几乎所有死亡病例为

５岁以下儿童，严重威胁少年儿童的健康［１６１７］。Ｈｉｂ
型疫苗对其他各型无交叉免疫作用，对于 Ｈｉｂ的预
防主要依赖化学预防，研究新型、稳定、高效、多价疫

苗已成为预防Ｈｉ感染的一项重要任务。
本研究对Ｈｉ的耐药性研究结果显示，Ｈｉ对氨

苄西林、复方新诺明、四环素、利福平、氯霉素的耐药

率较高，不作为本地区常规选择用药，到２０１５年分
别升为 ７８．７％、８８．８％、８３．９％、７２．２％、５１．５％。
β内酰胺类抗菌药物（如阿莫西林和氨苄西林）是
治疗Ｈｉ感染的首选药物，疗效较好，由于临床长期、
大量应用，导致耐药株出现，１９７２年检出第１例氨
苄西林耐药株，随后在全球不断被检出［１８２０］。国内

各地区耐药率不一，差异较大［２１２３］。主要耐药机制

是产生 β内酰胺酶后破坏抗生素的结构，使其失
活；产生大量青霉素结合蛋白，降低抗生素的亲和力

以及依靠菌膜的特性降低药物的通透性，改变抗生

素作用的靶点，抑制菌膜与药物的结合［２４］。本研究

Ｈｉ对氨苄西林的耐药率由２０１１年的３８．５％升高到
２０１５年的７８．７％，与其他报道差别不大［２５２６］，引起

关注和深思。ＺＨＵ等［２７］报道北京地区Ｈｉ对氨苄西
林敏感率由２０００年的９６％降至２０１２年的６１％的
同时，但产 β内酰胺酶率由４％上升至３１％，虽为
不同地区，本组结果（总产酶率 ３７．４％）与之较一
致。由β内酰胺酶所致，氨苄西林／舒巴坦的耐药
率由２３．１％增至３０．８％，比报道高［２７］。磺胺类药

物（如复方新诺明）主要是通过改变甲氧苄啶与二

氢叶酸还原酶的亲和力而发生耐药，过去曾广泛应

用于Ｈｉ的治疗，大量应用后耐药率会增高，本研究
应用复方新诺明耐药率高达 ８８．８％，比报道的
高［２８］。氯霉素具有很好的穿透力，是治疗 Ｈｉ所致
脑膜炎的首选药物，本报道其耐药率达５１．５％，在
呼吸道疾病检出时，临床用药应谨慎。左氧氟沙星、

环丙沙星、莫西沙星、哌拉西林／他唑巴坦、亚胺培
南、美洛配能作为敏感性较高（敏感性在８０％以上）
的药物，可为临床选用，尤其是左氧氟沙星、环丙沙

星、莫西沙星，敏感性在９０％以上，可首先考虑；而
哌拉西林／他唑巴坦、亚胺培南、美洛配能的耐药率
分别由２０１１年的０．０％升高到２０１５年的１０．８％、
１４．０％、１２．０％，应引起重视。

本研究回顾性分析了新乡医学院第一附属医院

２０１１～２０１５年 Ｈｉ的临床分布、流行趋势、耐药性变
迁，随着年份的增加，Ｈｉ所占的临床分离株比例越
来越高，对抗生素的耐药率也逐渐增高，将慢慢成为
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肺炎、扁桃体炎等的主要致病原因，临床应重视 Ｈｉ
的培养，避免漏检，找出真正致病原因。同时，应掌

握其耐药变化，依据患者药物敏感性试验报告，合理

用药，避免盲目用药或滥用药物［２９］。５ａ的耐药变
迁数据可为豫北地区 Ｈｉ感染的防治提供流行病学
资料。
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