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某院流感嗜血杆菌耐药性及其对氨苄西林耐药机制
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［摘　要］　目的　了解流感嗜血杆菌对常用抗菌药物的耐药性及其对氨苄西林的耐药机制。方法　采用纸片扩

散法和头孢硝噻吩纸片法，对２０１２年１月１日—１２月３１日某院住院及门诊患者送检标本分离的流感嗜血杆菌耐

药性和β内酰胺酶进行检测，聚合酶链反应（ＰＣＲ）法对耐氨苄西林菌株进行犜犈犕 型和犚犗犅 型β内酰胺酶基因扩

增。结果　１００例流感嗜血杆菌感染患者，年龄段分布主要为１～１０岁，占６１．００％。流感嗜血杆菌对氨苄西林耐

药率为３５．００％（３５株），对复方磺胺甲口恶唑耐药率高，达６４．６５％；对左氧氟沙星和阿奇霉素敏感率最高，分别为

９７．９６％、９６．８４％，对环丙沙星、头孢噻肟、氯霉素、头孢呋辛和氨苄西林／舒巴坦敏感率均较高，依次为９６．９１％、

９２．７８％、８５．７１％、７７．８９％和７４．７５％。１００株流感嗜血杆菌中，２１株β内酰胺酶阳性，且均为氨苄西林耐药株。

对３５株耐氨苄西林菌株进行犜犈犕 和犚犗犅基因检测，结果２２株犜犈犕 型阳性，未检出犚犗犅阳性株。结论　流感

嗜血杆菌对复方磺胺甲口恶唑敏感率低，对其他常用抗菌药物敏感率高；流感嗜血杆菌对氨苄西林的主要耐药机制

为产ＴＥＭ型β内酰胺酶。
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　　流感嗜血杆菌引起的感染，一直都首选氨苄西

林进行治疗。但是，随着抗菌药物的大量使用，对氨

苄西林耐药的流感嗜血杆菌不断出现。流感嗜血杆

菌对β内酰胺类抗生素耐药的主要机制为β内酰胺

酶的产生和青霉素结合蛋白的改变。目前，已知的

β内酰胺酶主要有 ＴＥＭ 型和ＲＯＢ型。为探讨流

感嗜血杆菌对氨苄西林的耐药机制，笔者对本院

２０１２年分离的流感嗜血杆菌进行药敏试验，并对氨

苄西林耐药株进行犜犈犕 和犚犗犅 基因检测。

１　材料与方法

１．１　研究对象　２０１２年１月１日—１２月３１日本

院住院及门诊患者送检标本中分离的流感嗜血杆菌

１００株，剔除来自同一患者相同部位的分离菌株。

１．２　材料　氨苄西林、氨苄西林／舒巴坦、头孢呋辛、

头孢噻肟、环丙沙星、左氧氟沙星、复方磺胺甲口恶唑、

阿奇霉素、氯霉素、头孢硝噻吩纸片、流感嗜血杆菌

药敏培养基和营养添加剂ＳＲ１５８，均为英国ＯＸＯＩＤ

公司产品。

１．３　药敏试验方法　采用纸片扩散法进行药物敏

感性试验，结果按美国临床实验室标准化协会

（ＣＬＳＩ）２０１２ 年标准判断。质控菌株为 ＡＴＣＣ

４９２４７，每周做１次室内质控。β内酰胺酶检测采用

头孢硝噻吩纸片法检测。

１．４　细菌 ＤＮＡ 模板的制备　采用煮沸法提取

ＤＮＡ。取一环流感嗜血杆菌混匀于１００μＬ蒸馏水中，

制备悬液。１００℃水浴中煮沸１０ｍｉｎ，１００００ｒ／ｍｉｎ

离心１０ｍｉｎ，取上清液，－２０℃保存。

１．５　β内酰胺酶基因检测　β内酰胺酶基因检测

引物设计参考相关文献［１］，见表１。ＰＣＲ反应体系

总体积５０μＬ，包括１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ４μＬ，１０×

ｂｕｆｆｅｒ５μＬ，犜犪狇ＤＮＡ聚合酶０．２５μＬ，上、下游引

物各１μＬ，模板 ＤＮＡ４μＬ，ｄｄＨ２Ｏ３４．７５μＬ。

ＰＣＲ 反应条件：９５°Ｃ 预变性５ ｍｉｎ，９５°Ｃ 变性

１ｍｉｎ，５３°Ｃ退火１ｍｉｎ，７２°Ｃ延伸１ｍｉｎ，共３５个循

环，最后７２°Ｃ延伸１０ｍｉｎ。

１．６　琼脂糖凝胶电泳　取ＰＣＲ产物５μＬ与１μＬ

含溴酚兰的Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ点样液混匀，加到含

ＧｅｌＲｅｄ核酸染料的１．０％琼脂糖凝胶点样孔中，

１００Ｖ电泳３０ｍｉｎ后，在紫外灯下观察结果，并保存

凝胶成像。

表１　β内酰胺酶犜犈犕 及犚犗犅 基因引物

犜犪犫犾犲１　Ｐｒｉｍｅｒｓｏｆ犜犈犕ａｎｄ犚犗犅ｇｅｎｅｓｏｆβｌａｃｔａｍａｓｅ

名称 序列（５′－３′） 产物长度（ｂｐ）

犜犈犕Ｆｏｒｗａｒｄ ＧＡＧＴＡＴＴＣＡＡＣＡＴＴＴＣＣＧＴＧＴＣ ８２８

犜犈犕Ｒｅｖｅｒｓｅ ＴＡＡＴＣＡＧＴＧＡＧＧＣＡＣＣＴＡＴＣＴＣ

犚犗犅Ｆｏｒｗａｒｄ ＣＧＴＴＴＡＴＧＴＡＴＧＧＧＡＴＡＣＡＧＡＡ １８５

犚犗犅Ｒｅｖｅｒｓｅ ＧＧＧＴＴＡＣＧＴＴＡＴＣＧＣＣＴＡＡＴＴ

１．７　统计学分析　应用 ＷＨＯＮＥＴ５．６软件进行

药敏数据分析。

２　结果

２．１　流感嗜血杆菌感染患者年龄分布　１００例流

感嗜血杆菌感染患者，年龄段分布主要为１～１０岁，

占６１．００％。见图１。
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图１　流感嗜血杆菌感染患者年龄分布

犉犻犵狌狉犲１　Ａｇｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ犎．犻狀

犳犾狌犲狀狕犪犲

２．２　流感嗜血杆菌对常用抗菌药物药敏结果　流

感嗜血杆菌对氨苄西林耐药率为３５．００％，对复方

磺胺甲口恶唑耐药率高，达６４．６５％；对头孢噻肟、环

丙沙星、左氧氟沙星、阿奇霉素、氯霉素、头孢呋辛和

氨苄西林／舒巴坦的敏感率高（均＞７０％）。见表２。
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２．３　流感嗜血杆菌主要耐药表型分布　流感嗜血

杆菌最常见的耐药表型为仅复方磺胺甲口恶唑耐药型

（对其余５种药物敏感），占２３．００％；其次为全部敏

感型（氯霉素除外，未进行测试），占２２．００％。见

表３。

２．４　β内酰胺酶检测　１００株流感嗜血杆菌中，

２１株β内酰胺酶阳性，且均为对氨苄西林耐药株。

２．５　犜犈犕 和犚犗犅 基因检测　共３５株菌耐氨苄

西林，对其进行 犜犈犕 和犚犗犅 基因检测，２２株

犜犈犕 型阳性，未检出犚犗犅阳性株。见图２。

表２　流感嗜血杆菌对常用抗菌药物的药敏结果（％）

犜犪犫犾犲２　Ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｏｆ犎．犻狀犳犾狌犲狀狕犪犲ｔｏｃｏｍｍｏｎｌｙｕｓｅｄ

ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｓ（％）

抗菌药物 株数 耐药 中介 敏感 非敏感

氨苄西林 １００ ３５．００ ６．００ ６４．００ －

氨苄西林／舒巴坦 ９９ ２５．２５ ０ ７４．７５ －

头孢呋辛 ９５ １８．９５ ３．１６ ７７．８９ －

头孢噻肟 ９７ － － ９２．７８ ７．２２

环丙沙星 ９７ － － ９６．９１ ３．０９

左氧氟沙星 ９８ － － ９７．９６ ２．０４

复方磺胺甲口恶唑 ９９ ６４．６５ ３．０３ ３２．３２ －

阿奇霉素 ９５ － － ９６．８４ ３．１６

氯霉素 ９８ １１．２３ ３．０６ ８５．７１ －

　　注：对头孢噻肟、环丙沙星、左氧氟沙星和阿奇霉素，ＣＬＳＩ仅有

敏感和非敏感折点

表３　流感嗜血杆菌主要耐药表型分布

犜犪犫犾犲３　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｍａｊｏｒｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓｏｆ犎．犻狀犳犾狌犲狀狕犪犲

耐药表型

氨苄西林 头孢呋辛 复方磺胺甲口恶唑 头孢噻肟 环丙沙星 氯霉素
菌株数量 ％

敏感 敏感 耐药 敏感 敏感 敏感 ２３ ２３．００

敏感 敏感 敏感 敏感 敏感 － ２２ ２２．００

耐药 敏感 耐药 敏感 敏感 敏感 １５ １５．００

耐药 敏感 耐药 敏感 敏感 耐药 ８ ８．００

耐药 耐药 耐药 敏感 敏感 敏感 ７ ７．００

耐药 耐药 敏感 敏感 敏感 敏感 ５ ５．００

耐药 敏感 敏感 敏感 敏感 敏感 ４ ４．００

耐药 耐药 耐药 耐药 敏感 敏感 ３ ３．００

敏感 耐药 耐药 敏感 敏感 敏感 ３ ３．００

耐药 耐药 耐药 敏感 敏感 耐药 ３ ３．００

耐药 耐药 敏感 耐药 敏感 敏感 ２ ２．００

敏感 敏感 耐药 敏感 敏感 耐药 ２ ２．００

敏感 敏感 耐药 敏感 耐药 敏感 ２ ２．００

耐药 敏感 耐药 耐药 敏感 敏感 １ １．００

　　－：表示未测试该药物

! " # $ % & ' ( ) !* !! !" + !# !$ !%!& !' !( !) "* "! "" "#"$

+ "% "&"' "( ") #* #! #" ###$ #% , #& #'

Ｍ为ＤＬ１０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ（由ＤＡＮ片段１０００、７００、５００、４００、３００、２００、１００ｂｐ组成），编号１—３５为３５株耐氨苄西林菌株，３６为

犜犈犕 基因阳性对照（８２８ｂｐ），３７为犚犗犅基因阳性对照（１８５ｂｐ）

图２　耐氨苄西林菌株犜犈犕１和犚犗犅１基因扩增产物电泳图

犉犻犵狌狉犲２　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆ犜犈犕１ａｎｄ犚犗犅１ｉｎａｍｐｉｃｉｌｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔｓｔｒａｉｎｓ

３　讨论

本次采用纸片扩散法对流感嗜血杆菌进行药敏

试验，数据显示：流感嗜血杆菌对头孢噻肟、环丙沙

星、左氧氟沙星、阿奇霉素和氯霉素的敏感率较高，

均＞８０．００％；对头孢呋辛和氨苄西林／舒巴坦敏感

率亦较高，分别为７７．８９％和７４．７５％；仅对复方磺

胺甲口恶唑耐药率高，为６４．６５％。耐氨苄西林的流

感嗜血杆菌检出率为３５．００％。中国ＣＨＩＮＥＴ细
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菌耐药性监测网２０１３年数据分析９６８株流感嗜血

杆菌对氨苄西林的耐药率为３９．３０％
［２］。２０１０年中

国ＣＨＩＮＥＴ耐药性监测结果显示，流感嗜血杆菌对

复方磺胺甲口恶唑的耐药率较高，达６４．５０％，对头孢

噻肟、阿莫西林／克拉维酸、阿奇霉素以及头孢呋辛

的耐药率均＜１０％
［３］。卫生部全国细菌耐药性监测

网２０１０年中南地区监测结果显示，耐氨苄西林流感

嗜血杆菌检出率为４６．３０％，对复方磺胺甲口恶唑耐

药率最高，为５８．９０％，对头孢呋辛、头孢曲松、头孢

噻肟、氯霉素和左氧氟沙星的敏感率较高，均＞

７０％
［４］。２００８年湖北省细菌耐药性监测结果显示，

耐氨苄西林流感嗜血杆菌检出率为４３．１０％，流感

嗜血杆 菌 除 对 复 方 磺 胺 甲口恶 唑 耐 药 率 较 高

（５６．６０％），对头孢噻肟、环丙沙星、左氧氟沙星、阿

奇霉素、氯霉素、头孢呋辛和氨苄西林／舒巴坦的敏

感率均较高，均＞７０％
［５］。本院２０１２年流感嗜血杆

菌的药敏结果与上述文献报道的数据一致，对复方

磺胺甲口恶唑耐药率高，对头孢噻肟、环丙沙星、左氧

氟沙星、阿奇霉素、氯霉素、头孢呋辛和氨苄西林／舒

巴坦的敏感率高。

本次选择氨苄西林、头孢呋辛、复方磺胺甲口恶唑、

头孢噻肟、环丙沙星和氯霉素用于流感嗜血杆菌的

耐药表型分析，耐药表型中抗菌药物按此顺序排列。

结果显示，最常见的耐药表型为仅复方磺胺甲口恶唑

耐药型和全部敏感型（氯霉素除外，未进行测试）。

本院分离的流感嗜血杆菌除对复方磺胺甲口恶唑耐药

率较高外，对其他常用抗菌药物依然保持着较高的

敏感性。但随着β内酰胺类药物的大量使用，出现

了多重耐药菌株。对３类及３类以上抗菌药物同时

耐药的菌株称为多重耐药株（ＭＤＲ），对除多粘菌素

和替加环素以外的抗菌药物均耐药的菌株称为泛耐

药菌株（ＸＤＲ），对能得到的、有潜在抗菌活性的药

物均耐药的菌株称为全耐药菌株（ＰＤＲ）
［６］。由于本

院未进行多粘菌素的药敏试验，替加环素也只是少

量使用，所以本研究仅能分析多重耐药株。耐药表

型分析，结果显示 ＭＤＲ占２４．００％，主要是对复方

磺胺甲口恶唑、氨苄西林和头孢类药物的联合耐药。

ＭＤＲ的出现给临床治疗带来极大困难，临床医生

应根据药敏结果合理选用抗菌药物，避免滥用药物。

对喹诺酮类药物耐药的菌株较少，仅２株对环丙沙

星耐药。分析原因，发现分离的流感嗜血杆菌主要

来自儿童（１～１０岁儿童占６１％），可能与喹诺酮类

药物在儿童中限制使用有关。

长期以来，氨苄西林一直作为治疗流感嗜血杆

菌感染的首选药物。但随着氨苄西林等β内酰胺类

抗生素的应用，耐药菌株开始出现。编码β内酰胺

酶的基因主要存在于质粒ＤＮＡ上，少部分存在于

染色体ＤＮＡ上。质粒介导的耐药基因有两种，分

别是在１９７２年和１９８１年命名的犜犈犕 型和犚犗犅

型［７］。我们对２０１２年本院分离的３５株耐氨苄西林

流感嗜血杆菌进行犜犈犕 和犚犗犅 基因检测，发现２２

株产ＴＥＭ型β内酰胺酶，未检测到产ＲＯＢ型β内

酰胺酶。用头孢硝噻吩纸片法检测流感嗜血杆菌产

β内酰胺酶情况，发现２１株β内酰胺酶检测阳性。

１株菌β内酰胺酶为阴性，但犜犈犕 基因检测呈阳

性。分析出现此差异的原因可能是该菌株产β内酰

胺酶量很少，常规方法（如头孢硝噻吩纸片法）难以

检测出。说明本院流感嗜血杆菌产β内酰胺酶主要

是ＴＥＭ型。研究
［１，８］显示，绝大部分流感嗜血杆菌

对氨苄西林耐药是由于产ＴＥＭ 型β内酰胺酶。除

产生β内酰胺酶外，流感嗜血杆菌对氨苄西林耐药

的另一机制是青霉素结合蛋白基因突变。此类菌株

在临床上被称为β内酰胺酶阴性氨苄西林耐药株

（ＢＬＮＡＲ）。本次检测筛选出１３株ＢＬＮＡＲ，关于

其耐药机制及同源性分析，有待于进一步的研究。
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