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温州市临床肺炎克雷伯菌株耐药性、
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  [摘 要] 目的 了解温州市临床患者中肺炎克雷伯菌耐药情况、毒力基因情况及分子分型特征,为临床

治疗提供依据。
 

方法 收集2022—2023年4家哨点医院临床分离的55株肺炎克雷伯菌,经基质解吸时间飞行

质谱进行菌株鉴定,采用微量肉汤稀释法进行药敏试验,基于全基因组测序结果对耐药基因、毒力基因、质粒、
荚膜血清型及多位点序列分型(MLST)进行分析。

 

结果 55株肺炎克雷伯菌对氨苄西林耐药率达100.00%,
对头孢噻肟耐药率为52.73%,41.82%的菌株耐碳青霉烯类药物。携带耐药基因和毒力基因种类多样,耐碳青

霉烯酶基因检出率为36.36%(20/55),以blaKPC-2为主。耐三代头孢类基因检出率为49.09%(27/55),以

blaCTX-M型为主。毒力基因中黏液调控型基因rmpA检出率为5.45%(3/55)。质粒检出以IncFⅡ和IncR
为主,荚膜血清型以K2

 

和K47
 

型为主。MLST共有27种ST型别,优势型别为ST11型,占32.73%(18/55)。
结论 温州市临床患者中肺炎克雷伯菌耐药程度严峻,以携带blaKPC-2和blaCTX-M 耐药基因为主,且存在

多种质粒和荚膜种类的分布。分子分型结果表明这些菌株具有较高的遗传多样性,优势型别ST11型在多家医

院广泛流行和传播,需加强关注即耐药又获得高毒力的菌株出现,防止临床暴发。
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[Abstract] Objective To

 

understand
 

the
 

drug
 

resistance,virulence
 

genes
 

and
 

molecular
 

typing
 

charac-
teristics

 

of
 

Klebsiella
 

pneumoniae
 

in
 

clinical
 

patients
 

in
 

Wenzhou,and
 

to
 

provide
 

evidence
 

for
 

clinical
 

treat-
ment.Methods A

 

total
 

of
 

55
 

strains
 

of
 

Klebsiella
 

pneumoniae
 

isolated
 

from
 

four
 

sentinel
 

hospitals
 

from
 

2022
 

to
 

2023
 

were
 

collected.The
 

strains
 

were
 

identified
 

by
 

matrix
 

desorption
 

time-of-flight
 

mass
 

spectrometry,and
 

the
 

drug
 

sensitivity
 

test
 

was
 

carried
 

out
 

by
 

microbroth
 

dilution
 

method.Based
 

on
 

the
 

results
 

of
 

whole
 

genome
 

sequencing,the
 

drug
 

resistance
 

genes,virulence
 

genes,plasmids,capsular
 

serotypes
 

and
 

multilocus
 

sequence
 

typing
 

(MLST)
 

were
 

analyzed.Results The
 

resistance
 

rate
 

of
 

55
 

strains
 

of
 

Klebsiella
 

pneumoniae
 

to
 

ampicil-
lin

 

was
 

100.00%,the
 

resistance
 

rate
 

to
 

cefotaxime
 

was
 

52.73%,and
 

41.82%
 

strains
 

were
 

resistant
 

to
 

carbap-
enems.The

 

detection
 

rate
 

of
 

carbapenemase-resistant
 

genes
 

was
 

36.36%
 

(20/55),mainly
 

blaKPC-2.The
 

de-
tection

 

rate
 

of
 

third-generation
 

cephalosporin
 

resistance
 

genes
 

was
 

49.09%
 

(27/55),mainly
 

blaCTX-M
 

type.
The

 

detection
 

rate
 

of
 

mucus-regulated
 

gene
 

rmpA
 

in
 

virulence
 

genes
 

was
 

5.45%
 

(3/55).The
 

plasmids
 

were
 

mainly
 

IncFⅡ
 

and
 

IncR,and
 

the
 

capsular
 

serotypes
 

were
 

mainly
 

K2
 

and
 

K47.There
 

were
 

27
 

ST
 

types
 

in
 

MLST,and
 

the
 

dominant
 

type
 

was
 

ST11,accounting
 

for
 

32.73%
 

(18/55).Conclusion The
 

drug
 

resistance
 

of
 

Klebsiella
 

pneumoniae
 

in
 

clinical
 

patients
 

in
 

Wenzhou
 

is
 

severe,mainly
 

carrying
 

blaKPC-2
 

and
 

blaCTX-M
 

re-
sistance

 

genes,and
 

there
 

are
 

many
 

kinds
 

of
 

plasmids
 

and
 

capsule
 

types.The
 

results
 

of
 

molecular
 

typing
 

showed
 

that
 

these
 

strains
 

had
 

high
 

genetic
 

diversity,and
 

the
 

dominant
 

type
 

ST11
 

was
 

widely
 

prevalent
 

and
 

spread
 

in
 

many
 

hospitals.It
 

is
 

necessary
 

to
 

pay
 

more
 

attention
 

to
 

the
 

emergence
 

of
 

strains
 

with
 

both
 

drug
 

re-
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sistance
 

and
 

high
 

virulence
 

to
 

prevent
 

clinical
 

outbreaks.
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words] Klebsiella
 

pneumoniae; Drug
 

resistance; Molecular
 

typing

  肺炎克雷伯菌(KP)是临床常见的革兰阴性病原

菌,能向多重耐药性(MDR)和高毒力2个方向进

化[1]。传统认为高毒力肺炎克雷伯菌(hvKP)的毒力

基因与耐药基因在基因组上没有重叠[2],但随着抗生

素的使用和耐药基因及耐药质粒的传播,2021年全国

细菌耐药监测报告显示,碳青霉烯类耐药肺炎克雷伯

菌(CRKP)检出率为11.3%,较2020年的10.9%上

升了0.4%,从2014年的6.4%上升至2021年的

11.3%,且有持续升高的趋势[3]。2015年我国首次从

血液中分离出耐碳青霉烯类高毒力肺炎克雷伯菌

(CR-hvKP)[4],随后在各个地区相继检出CR-hvKP。
由此可见,CRKP和CR-hvKP感染已成为我国严重

的公共卫生问题,给临床治疗带来极大的挑战。全基

因组测序分析技术用于耐药性或CR-hvKP株的研究

在国际上运用广泛,对KP的分型、遗传等方面的系统

研究发挥极大作用。本研究通过收集监测医院的
 

hvKP株,基于全基因组测序技术确定其分型、耐药基

因和毒力基因等分子流行特征,掌握本地区耐药性和

高毒力的流行情况,为本地临床抗感染治疗和医院内

感染控制提供依据。

1 材料方法

1.1 菌株来源 收集温州市致病菌识别网4家哨点

医院2022—2023年临床患者分离的
 

hvKP
 

55株。样

本来源包括血液、痰液、尿液、粪便、其他(脓液、穿刺

液、创面分泌物和气管吸出物)。所有样本在血平板

上分离纯化后经基质解吸时间飞行质谱(MOLDI-
TOF

 

MS,德国布鲁克公司)鉴定为肺炎克雷伯菌。

1.2 方法

1.2.1 药 物 敏 感 试 验  采 用 微 量 肉 汤 稀 释 法

(MICs)检测菌株对15种抗菌药物的敏感性。革兰阴

性需氧菌药物敏感试验板药物包括链霉素、阿米卡

星、阿奇霉素、环丙沙星、萘啶酸、复方磺胺甲噁唑、头
孢噻肟、头孢他啶、头孢他啶/阿维巴坦、氨苄西林、氨
苄西林-舒巴坦、四环素、替加环素、氯霉素、美罗培南、
厄 他 培 南、黏 菌 素。质 控 菌 株 为 大 肠 埃 希 菌

ATCC25922。药敏试验结果依据美国临床和实验室

标准协会(CLSI)判读[5],界定敏感(S)、中介(I)和耐

药(R)3种。

1.2.2 全基因组测序 细菌 DNA 由细菌基因组

DNA试剂盒提取(天根生化科技有限公司),提取后

DNA外送至杭州微数生物科技有限公司(Hangzhou
 

Digital-Micro)进行全基因组测序。采用文库制备试

剂盒制备文库,荧光计(Qubit
 

4.0)和超微量分光光度

计(NanoDrop
 

2000)进行定量和插入片段大小检测,
使用实时荧光定量聚合酶链反应(qPCR

 

)进行文库浓

度定量后在
 

Illumina
 

HiSeq
 

X平台开展全基因组测序。
通过Fast

 

QC软件进行质控和denovo拼接组装。
 

1.2.3 耐药基因、毒力基因和质粒、荚膜血清型分

析 将测序数据上传至 Pathengonwatch(
 

https://

cge.cbs.dtu.dk/services/PlasmidFinder/)获取菌株

耐药基因和质粒携带情况及荚膜血清分型。将测序

数据上传至 VFDB数据库(VFDB:database
 

search
 

(mgc.ac.cn)),获得菌株毒力基因数据。

1.2.4 多位点序列分析(MLST) 将测序结果上传

至 网 站 http://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/kleb-
siella.html获取。

1.2.5 全基因组单核苷酸多态性分析 将测序数据

上传至Pathengonwatch(
 

https://cge.cbs.dtu.dk/

services/PlasmidFinder/)获 取 以 单 核 苷 酸 多 态 性

(SNP)构建的系统发育进化树。

1.3 统计学处理 应用SPSS22.0统计软件进行数

据分析,定量资料以率表示,采用χ2 检验,检验水准

α=0.05,采用χ2 分割法对3种菌株携带质粒构成情

况进行两两比较。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 病例信息 55株hvKP来自4家哨点医院的临

床患者,样本类型分别为痰液20份(36.3%),血液13
份(23.63%),尿液9份(16.36%),粪便3份(5.45%),
其他来源10份(5.50%)。患者年龄1~96岁,超过

50.0%年龄大于60岁,1~20岁占5.45%,40~<50岁

占3.64%,50~<60岁 占9.09%,60~<70岁 占

14.55%,70~<80岁 占36.66%,80~<90岁 占

23.64%,≥90岁占7.27%。患者中女20例,男35例。

2.2 药物敏感试验 55株hvKP对青霉素类抗菌药

物氨苄西林的耐药率达100.00%,对同类型药物氨苄

西林-舒巴坦达56.36%。对环丙沙星和萘啶酸的耐

药率分别为50.91%、49.09%。对碳青霉烯类药物的

耐药率达41.82%,其中美罗培南耐药率为40.00%,
厄他培南耐药率为41.82%。对第三代头孢菌素药物

的耐药率最高的为头孢噻肟(52.73%),其中耐碳青

霉烯类药物的菌株同时耐第三代头孢菌素。

2.3 耐药基因 经基因测序分析,55株
 

hvKP共携

带10类65种耐药基因。其中耐碳青霉烯酶基因检

出率为36.36%(20/55),blaKPC-2检出率为34.55%
(19/55),blaNDM-1检出率为1.82%(1/55)。耐三

代头孢类基因检出率为49.09%(27/55),以blaCTX-
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M型为主。
表1  55株hvKP对15种抗菌药物的耐药率情况

抗菌药物 耐药株数
 

(n) 耐药率(%)

氨基糖苷类

 链霉素(STR) 13 23.64

 阿米卡星(AMI) 17 30.91

喹诺酮类

 环丙沙星(CIP) 28 50.91

 萘啶酸(NAL) 27 49.09

磺胺类

 复方磺胺甲噁唑(SXT) 20 36.36

头孢菌素类

 头孢噻肟(CTX) 29 52.73

 头孢他啶(CTZ) 26 47.27

 头孢他啶/阿维巴坦(CZA) 4 7.27

续表1  55株hvKP对15种抗菌药物的耐药率情况

抗菌药物 耐药株数
 

(n) 耐药率(%)

青霉素类

 氨苄西林(AMP) 55 100.00

 氨苄西林-舒巴坦(AMS) 31 56.36

四环素类

 四环素(TET) 19 34.55

氯霉素类

 氯霉素(CPL) 21 38.18

碳青霉烯类

 美罗培南(MEM) 22 40.00

 厄他培南(ETP) 23 41.82

多肽类

 黏菌素(CT
 

) 2 3.64

表2  55株肺炎克雷伯菌耐药基因携带情况

抗菌药物类型 耐药基因 检出菌株数(n) 检出率(%)

氨基糖苷类
aac(3)-Ⅱd、aac(6')-Ⅰb-cr、aadA、aadA16、aadA2、aadA22、aadA5、aadA8b、aph(3')-Ⅱb、aph3-Ⅰa、rmtB、strA、

strB
32 58.18

碳青霉烯类 KPC-2、NDM-1 20 36.36

三代头孢类 CTX-M-15、CTX-M-3、CTX-M-65、SHV-12 27 49.09

氟喹诺酮类 GyrA-83A、GyrA-83F、GyrA-83I、GyrA-87A、GyrA-87G、ParC-80I、ParC-80R、qnrB1、qnrB2、qnrB6、qnrS1 33 60.00

磷霉素类 FosA3 1 1.82

青霉素类
DHA-1、LAP-2、OXA-1、OXA-10、OXA-846、PDC-11、SHV-1、SHV-11、SHV-187、SHV-207、SHV-220、

SHV-225、SHV-27、SHV-28、SHV-36、TEM-1D
55 100.00

氯霉素类 CatB4、catB3、catII.2、catB7、floR、cmlA5 20 36.36

磺胺类 sul1、sul2、sul3 24 43.64

四环素类 tet(A) 15 27.27

甲氧苄啶类 dfrA1、dfrA12、dfrA14、dfrA17、dfrA27 18 32.73

2.4 毒力分子特征 经基因测序分析,55株
 

hvKP
检出454种毒力基因。与毒力相关的黏液调控型基

因rmpA检出率为5.45%。主要毒力基因携带情况

见表3。
表3  55株hvKP毒力基因携带情况

毒力因子 相关基因 菌株数(n) 检出率(%)

AcrAB acrA、acrB 36 65.45
Ent

 

siderophore ent 30 54.55
Yersiniabactin ybt 34 64.82
Aerobactin iuc 22 40.00
Salmochelin iro 2 3.64
Type

 

3
 

fimbriae mrkD 44 80.00
Hypermucoidy RmpA 3 5.45
Colibactin clb 6 10.90

2.5 质粒携带情况和荚膜血清型 55株hvKP共检

出15种质粒,其中产碳青霉烯酶的菌株检出10种质

粒,耐三代头孢菌素菌株检出12种质粒,不耐药的菌

株检出8种质粒。采用χ2 检验比较三者所携带质粒

的构成情况,三者差异有统计学意义(P<0.001);两
两比较结果显示,耐碳青霉烯类药物菌株及耐三代头

孢菌素菌株的质粒携带情况和不耐药菌株差异有统

计学意义(P<0.001);未发现耐碳青霉烯类药物菌株

和耐三代头孢菌素菌株质粒携带情况差异有统计学

意义(P<0.05)。见表4。55株肺炎克雷伯菌的荚膜

血清 型 共 分14种,其 中 K2
 

和 K47 型 占 比 最 多

(16%),其次为K64型(13%)。
2.6 MLST分型 55株hvKP株经分析共有27种

ST型,其中从1岁女婴和50岁男性患者中检出2株

新ST型,分别为ST
 

6415型和ST
 

6853型。27种

ST型别中优势型别为ST11型,占32.73%(18/55)。
其次为ST23型,占7.27%(4/55)。耐碳青霉烯类药

物的菌株ST型主要由5种ST型构成,主要为ST11
型(18株),检出的18株ST11型来自3家不同医院,
均携带KPC-2和CTX-M耐药基因,荚膜血清型主要

为K64型和K47型。耐三代头孢菌素类药物的菌株
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由10种不同的ST型别构成,携带CTX-M 基因的菌

株以ST11型和ST15型为主。见图1。
2.7 全基因组单核苷酸多态性分析 基于55株

hvKP系统发育树如图2所示,可分成4个clades。医

院A和医院B存在的ST型和荚膜血清型呈高度多

样,占比最多的K2型主要流行于医院A和B。而医

院C和医院D集中流行ST11型,荚膜血清型主要为

K47和K64。

图1  55株hvKP
 

ST型别及耐药类型和携带基因类型

  注:-表示无此项。

图2  55株hvKP系统发育进化树

表4  55株hvKP质粒携带情况(n)

质粒家族
耐碳青霉烯类

药物菌株(n=23)
耐三代头孢类

药物菌株(n=29)
不耐药菌株

(n=26)

IncFⅡ 20 20 5

IncR 20 21 3

ColRNAⅠ 18 18 -

repB 12 13 6

IncFIB 5 10 10

IncⅠ1-Ⅰ 5 5 -

IncHⅠ2/2A 2 2 -

IncU 1 1 1

IncM2 1 1 -

Col(MG828) - - 1

IncHⅠ1B - - 7

IncL - 2 -

IncFIA(pBK30683) - 1 -

Col(pHAD28) - - 2

Col440Ⅱ 1 1 -

  注:-表示无此项;与耐三代头孢类药物菌株比较,χ2=3.59,a

P=0.971;与不耐药菌株比较,χ2=42.98,bP<0.001;与不耐药菌株

比较,χ2=38.67,cP<0.001。

3 讨  论

  hvKP感染后,临床上常用的药物包括美罗培南

等碳青霉烯类药物和头孢噻肟、头孢他啶等头孢类抗

菌药物,随着药物的使用和菌株耐药性的增加,hvKP
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对碳青霉烯类药物和三代头孢药物的耐药性已经成

为影响全球的公共卫生问题[6]。本研究收集了4家

哨点医院55株不同临床样本类型的hvKP,检测出

CRKP
 

23株、CTXKP
 

29株。其中从痰液中 CRKP
和CTXKP的检出率高于其他临床样本类型,分别为

60.87%(14/23)和48.28%(14/29)。粪便和尿液中

CRKP的检出率一致(13.04%)略高于血液(8.70%),
而粪便和血液中CTXKP的检出率一致(10.34%)低
于尿液(24.14%)的检出率。说明目前痰液是CRKP
主要检出的样本类型,这与宁波地区和内蒙古地区的

研究一致[7-8]。本研究中,23例感染CRKP患者与28
例感染CTXKP患者均大于50岁,提示医院需注意

对年长患者区域的感染控制,同时注意在年长患者中

的抗生素滥用情况。
据全国耐药细菌网统计,2014—2021年我国肺炎

克雷伯菌对碳青霉烯类药物的耐药率一直呈上升趋

势,2022年第一次出现下降趋势,但全国平均水平仍

处于10%,浙 江 省 平 均 水 平 略 高 于 全 国 水 平,为
11.4%。另一方面,三代头孢菌素耐药肺炎克雷伯则

呈现逐年下降的趋势,但在2022年全国平均耐药率

仍为27.7%,浙江省平均耐药率略低于全国水平

(26.0%)[3]。本研究中,耐碳青霉烯类药物菌株检出

率和耐三代头孢药物菌株检出率明显高于全国和浙

江省平均水平,并且对青霉素类、氯霉素、四环素类药

物均具有耐药性,说明本地区院内肺炎克雷伯菌耐碳

青霉烯类药物和三代头孢类药物的情况严重,且存在

多重耐药的情况,耐药形式严峻。这提示院内需加强

耐药菌的控制,防止院内耐药菌的暴发和流行。
碳青霉烯类药物耐药主要由blaKPC、blaNMD、

blaIMP基因产生[9],耐三代头孢以产生耐药基因则

与blaCTX-M、blaTEM 等基因有关[10-11]。本研究中

CRKP与CTXKP以携带blaKPC和blaCTX-M基因

为主,23株CRKP
 

中有19株携带 KPC-2基因,1株

携带 NDM-1基因。29株 CTXKP中有27株携带

CTX-M基因。提示在本研究中的4家哨点医院,耐
碳青霉烯类肺炎克雷伯菌主要由blaKPC-2流行引

起,这与其中一家哨点医院2020年的研究数据一

致[12]。而 对 三 代 头 孢 类 药 物 的 耐 药 性 主 要 由 于

blaCTX-M耐药基因的存在,这些耐药基因流行特征

与南京[13]、江苏[14]等地报道的一致。blaKPC基因可

通过IncFⅡk、IncFIBK、IncR
 

等多种质粒在菌株间进

行传递[15],本研究中耐碳青霉烯类药物分离株和耐三

代头孢菌素分离株与其余菌株相比携带质粒情况有

明显差异,其中大部分携带blaKPC分离株和携带

blaCTX-M分离株存在ColRNAI质粒,IncR和IncF
Ⅱk质粒次之,这与其他研究基本一致[16-17]。
hvKP的高毒力主要与毒力基因和荚膜类型相

关,研究表明,K1、K2、K28、K47、K63等荚膜类型与

rmpA、iucABCD等毒力基因同时存在是导致hvKP
产生高毒力的主要因素[18]。本研究菌株以 K2

 

和

K47
 

型占比最多。最开始在亚洲发现CR-hvKP时,
KP依旧对抗菌药物保持药物敏感性[19],但近几年耐

碳青霉烯类药物的高毒力菌株不断被报道,已成为急

需关注的公共卫生问题[20-21]。本研究发现,携带rm-
pA毒力基因的菌株有3株,但未检出携带rmpA基

因的产碳青霉烯酶菌株。
在我国高毒力菌株以产 KPC-2的ST11型为

主[21],且有报道表明,K64-ST11型耐药高毒力菌株
 

在2015—2017年间普遍存在[10]。院感暴发也与耐药

性高毒力株的存在有关[22],尤其以产KPC-2型ST11
的耐碳青霉烯类KP为主[23]。本研究发现,携带高毒

力基因rmpA 的hvKP分别为 K25-ST17型、K39-
ST5型和K1-ST23型,其中2株均出现在医院B。同

源性分析可以发现,CRKP菌株以ST11型为主,且聚

集发生在医院C和医院D,提示2家医院间存在耐药

菌株的转移,且医院内存在暴发的可能性,应警惕耐

药菌株的蔓延。
综上所述,温州市临床患者中hvKP耐药程度严

峻,尤以耐碳青霉烯类药物和耐三代头孢药物为主。
菌株主要携带blaKPC-2和blaCTX-M 耐药基因,In-
cFⅡ、IncR和ColRNAI质粒,荚膜类型以K2

 

和K47
居多。分子分型结果表明菌株具有较高的遗传多样

性,优势型别ST11型在多家医院广泛流行和传播,应
采取预防措施,合理用药,降低医院内感染发生率。
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