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内分泌科住院患者多重耐药菌感染及抗生素使用情况
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【摘要】　目的　分析内分泌科住院患者多重耐药菌感染及抗生素使用情况，指导临床抗感染防控。　方法　收集

２０１５２０１８年本院内分泌科就诊的患者临床资料。采用全自动细菌分析系统对病原菌类型进行鉴定，同时采用该系统对

病原菌进行药敏试验。采用ＰＣＲ扩增检测主要多重耐药菌的耐药基因。　结果　从多重耐药菌感染患者中分离８５株

多重耐药菌，革兰阴性菌６０株，其中大肠埃希菌３４株，肺炎克雷伯菌１７株，鲍曼不动杆菌９株。革兰阳性菌２５株，其

中金黄色葡萄球菌１６株，溶血葡萄球菌９株。２０１５年未检出多重耐药菌，２０１６２０１８年分离菌株分别为１８、３０和３７株。

从尿液、痰液、血液以及伤口分泌物中分离的多重耐药菌分别为４０、２４、１３和８株，占４７．０６％、２８．２４％、１５．２９％和

９．４１％。大肠埃希菌中ＩｎｔＩ１基因、Ｉ类整合子、遗传标记基因、ａｃｒａ基因、ａｃｒｂ基因的阳性检出率分别为２３．５３％、

７３．５３％、５０．００％、５５．８８％和４７．０６％。金黄色葡萄球菌中 ｍｅｃＡ、ｑａｃＡ、ｅｒｍＣ、ｑａｃＡ＋ｅｒｍＣ、ｍｅｃＡ＋ｑａｃＡ＋ｅｒｍＣ、

ｉｃａＡ、ｉｃａＤ基因的阳性检出率分别为５０．００％、６２．５０％、４３．７５％、１２．５０％、３７．５０％、４３．７５％和３１．２５％。２０１５２０１８年

多重耐药菌总感染率为５．８８％，各年份多重耐药菌感染率为０．００％、６．１９％、５．６０％和８．７２％。　结论　２０１６２０１８年

患者感染多重耐药菌呈整体增多趋势，并且感染主要发生在患者尿液样本。积极监测多重耐药菌中耐药基因分布情况，

对控制多重耐药菌流行传播具有重要意义。
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　　医院内分泌科患者病情严重，多数患者治疗采取

药物治疗方式，但由于患者抵抗力差、基础疾病多，特

别是糖尿病患者，很容易发生感染，并且由于治疗中不

断地使用抗菌药物，使得患者感染类型主要为多重耐

药菌感染［１］。一旦护理管理措施不当，患者感染多重

耐药菌风险增加，因此，做好临床护理工作也十分重

要。目前多重耐药菌的耐药机制主要包括病原菌产生

钝化酶，如氨基糖苷钝化酶；病原菌体内药物治疗靶位

改变；病原菌胞膜通透性改变；以及细菌自身抵抗系统

增强等［２］；然而，目前也有研究认为，由于条件致病菌

长期与抗生素接触，细菌体内整合子使病原菌体内极

易残留耐药基因，而与病原菌本身基因结合，加速耐药

基因在病原菌之间相互交换，耐药基因长期存留于菌

体，形成多重耐药病原菌［３］。因此，积极监测内分泌科

住院患者多重耐药菌感染情况，并对主要多重耐药流

行菌的Ｉ类整合子分布情况，以及临床治疗中抗生素

使用情况进行检测，对于临床感染防控具有重要意义。

材料与方法

１　临床资料

收集２０１５２０１８年本院内分泌科就诊的患者临床

资料，共１４１１例，其中男性患者７５４例，女性患者６５７

例；患者年龄在２４～７９岁。纳入标准：骨质疏松、痛

风、糖尿病、脂质代谢紊乱、甲状腺患者等；排除标准：

伴有精神系统疾病的患者。

２　主要试剂与仪器

ＶＩＴＥＫ２全自动细菌分析系统购买自法国生物

梅里埃公司；ＤＮＡ提取试剂盒、Ｔａｑ聚合酶、蛋白酶Ｋ

购买自大连宝生物；ＰＣＲ扩增仪购买自德国Ｂｉｏｍｅｔｒａ

公司；电泳仪购买自上海天能公司；凝胶成像系统购买

自美国ＢｉｏＲａｄ公司；其他试剂购买自美国普洛麦格

生物技术有限公司。

３　病原菌鉴定及药敏试验

按《全国临床检验操作规程》，收集内分泌科住院

患者尿液、痰液、血液、伤口分泌物样本。采用血琼脂、

巧克力平板、麦康凯平板等培养样本中病原菌。采用

法国生物梅里埃ＶＩＴＥＫ２全自动细菌分析系统对病

原菌类型进行鉴定，同时采用该系统对病原菌进行药

敏试验。病原菌鉴定采用革兰阴性菌卡（ＧＰＩ）、革兰

阳性菌鉴定卡（ＧＮＩ＋），药敏试验采用 ＡＳＴＧＮ１３

卡。质控菌株为大肠埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２和肺炎克雷

伯菌ＡＴＣＣ７００６０３。以病原菌对３种及以上药物耐药

的病原菌记为多重耐药菌（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，

ＭＤＲ）。

４　多重耐药大肠埃希菌耐药基因检测

采用细菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒提取多重耐药

大肠埃希菌基因组 ＤＮＡ，ＰＣＲ扩增引物见下表１。

ＰＣＲ扩增反应体系：ＤＮＡ 模板３μｌ，上下游引物各

１．５μｌ，ＰｒｅｍｉｘＴａｑ２０μｌ，ｄｄＨ２Ｏ补至５０μｌ。扩增条

件为：９２℃预变性２ｍｉｎ，９２℃变性１５ｓ，６５℃退火

３０ｓ，７２℃延伸６０ｓ，共３５个循环，然后７２℃延伸７

ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经１．５％琼脂糖进行电泳，采用凝胶

成像仪拍照记录结果。同时，取纯化后ＰＣＲ扩增产物

送至上海生工生物技术公司测序。

表１　犘犆犚扩增引物

犜犪犫犾犲１　犜犺犲狆狉犻犿犲狉狊犳狅狉犘犆犚犪犿狆犾犻犮犪狋犻狅狀

基因

Ｇｅｎｅｓ

引物序列（５→３）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

产物长度

Ｌｅｎｇｔｈ（ｂｐ）

ＩｎｔＩ１基因
Ｆ：ＴＴＣＧＴＧＡＴＧＣＣＴＧＣＴＴＧＴ

Ｒ：ＣＧＣＣＣＡＧＣＴＴＣＴＧＴＡＴＧＧ
４０７

Ｉ类整合子可变区
Ｆ：ＧＧＣＡＴＣＣＡＡＧＣＡＧＣＡＡＧ

Ｒ：ＡＡＧＣＡＧＡＣＴＴＧＡＣＣＴＧＡ
不定

遗传标记基因
Ｆ：ＴＡＧＣＧＡＧＧＧＣＴＴＴＡＣＣＴＡＡＧ

Ｒ：ＡＴＴＣＡＧＡＡＴＧＣＣＧＡＡＣＡＣＣＧ
２９９

ａｃｒａ
Ｆ：ＣＣＴＣＡＡＧＴＴＡＧＣＧＧＧＡＴＴＡＴ

Ｒ：ＡＣＣＧＴＣＣＴＧＣＧＧＧＡＡＣＴＴＡＡ
５６７

ａｃｒｂ
Ｆ：ＧＴＧＧＧＴＧＡＴＧＴＴＣＡＧＴＴＧ

Ｒ：ＣＧＴＴＴＴＡＡＣＣＡＣＴＴＣＧＴＧＡ
５１６

５　多重耐药金黄色葡萄球菌耐药基因检测

采用细菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒提取多重耐药

金黄色葡萄球菌ＤＮＡ，ＰＣＲ扩增引物见表２。扩增反

应体系：ＤＮＡ模板２μｌ、上下游引物各０．５μｌ，Ｐｒｅｍｉｘ

Ｔａｑ２０μｌ，ｄｄＨ２Ｏ补至２５μｌ。扩增条件为：９４℃预

变性３ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸

６０ｓ，共３０个循环，然后７２℃延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物

经１．５％琼脂糖进行电泳，采用凝胶成像仪拍照记录

结果。

表２　犘犆犚扩增引物

犜犪犫犾犲２　犜犺犲狆狉犻犿犲狉狊犳狅狉犘犆犚犪犿狆犾犻犮犪狋犻狅狀

基因

Ｇｅｎｅｓ

引物序列（５→３）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

产物长度

Ｌｅｎｇｔｈ（ｂｐ）

ｍｅｃＡ
Ｐ１：ＡＡＡＡＴＣＧＡＴＧＧＴＡＡＡＧＧＴＴＧＧＣ

Ｐ２：ＡＧＴＴＣＴＧＣＡＧＴＡＣＣＧＧＡＴＴＴＧＣ
１６２

ｑａｃＡ
Ｐ１：ＧＣＴＧＣＡＴＴＴＴＡＴＧＡＣＡＡＴＧＴＴＴＧ

Ｐ２：ＡＡＴＣＣＣＡＣＣＴＡＣＴＡＡＡＧＣＡＧ
６２９

ｅｒｍＣ
Ｐ１：ＡＧＴＡＣＡＧＡＧＴＡＡＴＴＴＣＧ

Ｐ２：ＡＡＴＣＣＴＧＣＡＴＧＴＴＴＴＡＡＧＣ
５２０

ｉｃａＡ
Ｐ１：ＴＣＴＣＴＴＧＣＡＧＧＡＧＣＡＡＴＣＡＡ

Ｐ２：ＴＣＡＧＧＣＡＣＴＡＡＣＡＴＣＣＡＧＣＡ
１９８

ｉｃａＤ
Ｐ１：ＡＴＧＧＴＣＡＡＧＣＣＣＡＧＡＣＡＧＡＧ

Ｐ２：ＣＧＴＧＴＴＴＴＣＡＡＣＡＴＴＴＡＡＴＧＣＡ
１９７

结　果

１　多重耐药菌感染情况

分离８５株多药耐药菌株，其中有２株菌分离自双

重感染患者。从内分泌科住院患者中分离的多重耐药

菌以革兰阴性菌为主，共６０株，其中大肠埃希菌３４
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株，肺炎克雷伯菌１７株，鲍曼不动杆菌９株。革兰阳

性菌２５株，其中金黄色葡萄球菌１６株，溶血葡萄球菌

９株。

２　多重耐药菌的样本来源

２０１５年未检出多重耐药菌，２０１６２０１８年分离菌

株分别为１８、３０和３７株，占２１．１８％、３５．２９％和

４３．５３％。２０１５２０１８年从尿液、痰液、血液以及伤口

分泌物中分离的多重耐药菌菌株分别为４０、２４、１３和

８株，分别占４７．０６％、２８．２４％、１５．２９％和９．４１％（表

３）。２０１６２０１８年分离多重耐药菌呈整体增多趋势。

表３　多重耐药菌感染样本分布

犜犪犫犾犲３　犜犺犲狊犪犿狆犾犲狊犱犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狅犳犿狌犾狋犻犱狉狌犵狉犲狊犻狊狋犪狀狋犫犪犮狋犲狉犻犪

标本

Ｓａｍｐｌｅｓ

多重耐药分离株数

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｉｓｏｌａｔｅｓ

２０１６年 ２０１７年 ２０１８年 合计Ｔｏｔａｌ

尿液 ７ １３ ２０ ４０

痰液 ６ １０ ８ ２４

血液 ２ ５ ６ １３

伤口分泌物 ３ ２ ３ ８

合计Ｔｏｔａｌ １８ ３０ ３７ ８５

３　多重耐药大肠埃希菌犐类整合子检测

３４株多重耐药大肠埃希菌中，ＩｎｔＩ１基因、Ｉ类整

合子、遗传标记基因、ａｃｒａ基因、ａｃｒｂ基因阳性菌株数

分别为８、２５、１７、１９和１６株，阳性率分别为２３．５３％、

７３．５３％、５０．００％、５５．８８％、４７．０６％。Ｉ类整合子和

外排泵基因的高检出率可能与大肠埃希菌的多重耐药

性有关。

４　多重耐药金黄色葡萄球菌耐药基因检测

１６株多重耐药金黄色葡萄球菌中，各耐药基因

ｍｅｃＡ、ｑａｃＡ、ｅｒｍＣ、ｑａｃＡ＋ ｅｒｍＣ、ｍｅｃＡ＋ ｑａｃＡ＋

ｅｒｍＣ、ｉｃａＡ、ｉｃａＤ的阳性菌株数分别为８、１０、７、２、６、７

和５株，阳性率分别为５０．００％、６２．５０％、４３．７５％、

１２．５０％、３７．５０％、４３．７５％和３１．２５％。各耐药基因

的高检出率与菌株多药耐药特性有关。

讨　论

内分泌科患者内激素分泌过剩或者不足，扰乱患

者内分泌功能，因而多数患者需要长期使用药物治疗。

同时，患者免疫力低、住院时间长，更容易发生医院感

染。感染患者病情加重，不仅增加治疗费用、延长住院

时间，长期的抗菌药物使用还可能造成多重耐药菌的

流行传播［４］。目前，病原微生物的耐药问题已经成为

严重的公共卫生问题。抗生素的大量甚至过度使用，

导致耐药问题不断加剧，反之，临床治疗中患者可选用

药物越来越少，对于耐药菌引发的感染患者缺乏有效

药物，患者病情无法得到控制，对患者人身健康和生命

安全造成严重威胁［５］。随着抗菌药物的广泛使用，多

重耐药菌感染在住院患者中占比逐年增高，本研究中

调查内分泌住院患者多重耐药菌感染结果也整体呈现

出逐年增多的趋势。医院感染是多重耐药菌的主要感

染来源，甚至可能发生多重耐药菌的医院暴发性流

行［６］。并且，内分泌科住院患者常伴有内分泌紊乱、免

疫力低下的体征，使得病原菌感染发生可能性增加，使

得内分泌科住院患者成为多重耐药菌的易感人群［７］。

医院内分泌科糖尿病患者居多，患者由于高血糖

内环境，有利于病原菌侵入和定植。特别是尿液，尿液

中糖组分是病原菌的碳源，尿蛋白可以作为氮源，导致

内分泌科住院患者的尿液样本中病原菌检出率较

高［８］。本研究调查的内分泌科住院患者感染的多重耐

药菌类型以革兰阴性菌为主，其中多重耐药大肠埃希

菌居多。大肠埃希菌作为革兰阴性菌，是临床常见条

件致病菌，对于医院内分泌科患者，大肠埃希菌容易引

发泌尿道感染。随着临床治疗中广谱药物的广泛使

用，大肠埃希菌耐药率不断提高，多重耐药大肠埃希菌

日益流行。因此，监测Ｉ类整合子在多重耐药大肠埃

希菌中的分布情况，对于控制多重耐药菌的流行传播

具有重要意义［９］。本研究从内分泌科住院患者中分离

多种多重耐药菌株，其中以大肠埃希菌居多。监测４

株多重耐药大肠埃希菌的耐药基因发现，遗传标记基

因（ＱａｃＥ△１ｓｕｌｌ基因）、Ｉ类整合子以及ＩｎｔＩ１基因检

出的阳性率较高。整合子是一种可移动的基因元件，

可以将多个耐药基因整合在一株病原菌中，并且可以

介导耐药基因在染色体、质粒之间的移动，使得病原菌

获得多种耐药性，导致多重耐药菌株的流行传播［１０１１］。

因此，Ｉ类整合子的高检出率与大肠埃希菌临床分离

株的多重耐药性关系密切。此外，ＡｃｒＡＢＴｏｌＣ蛋白

是大肠埃希菌多药耐药排外系统中常见的外排泵，由

ａｃｒａ／ａｃｒｂ基因编码，该基因存在可以使细菌对多种抗

菌药物产生耐药性，如红霉素、氯霉素、四环素等。因

而，本研究检出的ａｃｒａ／ａｃｒｂ基因也是导致大肠埃希菌

产生多药耐药特性的原因。

金黄色葡萄球菌存在多种耐药机制，由于菌株中

存在多个耐药基因导致多药耐药金黄色葡萄球菌的流

行传播。菌体染色体中的ｍｅｃＡ基因是病原菌对β内

酰胺类抗菌药物耐药的主要原因，该基因可以编码青

霉素结合蛋白ＰＢＰ２ａ，它可以代替正常ＰＢＰｓ发挥作

用，使药物失去活性，发展成为耐药菌株［１２］；同时，在

金黄色葡萄球菌中ｑａｃＡ基因的高检出率，与菌株对

喹诺酮类抗菌药物密切相关；而ｅｒｍＣ基因检出与金

黄色葡萄球菌对 ＭＬＳＢ类抗菌药物耐药性有关，因而

ｑａｃＡ＋ｅｒｍＣ和ｍｅｃＡ＋ｑａｃＡ＋ｅｒｍＣ多基因检出情

况直接导致了金黄色葡萄球菌对多种药物产生了耐药

性，促进了多药耐药株的流行传播。另外，ｉｃａＡ基因
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是葡萄球菌形成生物膜的主要调节因子，ｉｃａＤ基因对

于黏质物产生有重要作用。一般来说，ｉｃａＡ基因阳性

检出的菌株会形成较强的生物膜，而ｉｃａＤ基因会促进

生物膜黏性，因而，金黄色葡萄球菌中ｉｃａＡ和ｉｃａＤ基

因检出会加剧金黄色葡萄球菌耐药程度。临床抗感染

治疗过程中，应积极监测此类基因，减少生物膜形成，

控制多药耐药性发展。

２０１５２０１８年间，本院内分泌科住院患者抗生素

使用率较低，抗生素使用基本合理。从内分泌科住院

患者多重耐药菌感染数与抗生素使用情况的变化趋势

可以看出，多重耐药菌感染患者的感染率随着抗生素

使用率的增多而增多，临床应给予重视。减少交叉用

药，积极监测患者感染病原菌谱及临床分离病原菌株

的耐药性，减少多重耐药菌的流行传播［１３］。此外，

２０１８年出现２例多重耐药菌双重感染患者，临床应给

予高度重视。在后续的临床治疗中仍应高度重视抗生

素合理使用情况，积极总结经验，加强住院患者抗生素

类药物使用的监督工作，建立抗生素合理使用的长效

机制。内分泌科住院患者由于自身具有基础性疾病，

医院消毒隔离、卫生隔离措施不到位，会导致多重耐药

菌感染风险增大［１４１５］。因此，临床治疗中，应该增强医

务人员医院感染防控意识，保证抗感染防控措施落实

到位，可以明显降低多重耐药菌感染及流行传播。积

极做好预防措施，早发现、早治疗，可能有效避免多重

耐药菌医院感染的大规模爆发。内分泌科住院患者，

在临床治疗中还应积极指导患者营养进食，制定个人

膳食计划，有助于增强患者机体免疫力和抵抗力［１６］。

综上所述，通过分析内分泌科住院患者多重耐药

菌感染情况及抗生素使用情况，可以指导临床治疗过

程中药物使用，减少医院环境中多重耐药菌株流行，改

善临床患者治疗进程。
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