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  摘 要:目的 探讨湖北省肺炎克雷伯菌(KP)高毒力荚膜血清分型及碳青霉烯酶耐药基因携带情况。方

法 收集湖北省2019-2020年58家医院临床分离的疑似KP菌株,以基质辅助激光解吸飞行时间质谱仪初

筛,全自动生化鉴定仪复核鉴定。采用微量肉汤稀释法进行药敏试验,多重PCR进行高毒力荚膜血清分型,
PCR扩增法检测碳青霉烯酶耐药基因。结果 收集的326株疑似菌株均为KP,标本来源于体液(血液、胸腔积

液、脑脊液、腹水)及其他部位的KP对三代头孢菌素、碳青霉烯类抗菌药物的药敏试验结果差异无统计学意义

(P>0.05)。对碳青霉烯类抗菌药物耐药的KP检出率高达19.02%(62/326)。碳青霉烯酶耐药基因KPC检

出率为10.74%(35/326),NDM为1.23%(4/326),其中2株同时携带KPC和NDM基因。高毒力荚膜血清分

型以K2型为主,检出率为11.04%(36/326),其他检出率依次为K57型的5.21%(17/326)、K54型的1.84%
(6/326),未检出K1型。有7株高毒力荚膜型KP同时携带KPC耐药基因。结论 湖北省KP对多种抗菌药

物耐药且耐药率呈上升趋势,并出现了携带KPC耐药基因的高毒力KP,在临床诊疗中必须加强对耐碳青霉烯

类KP的监测,结合细菌耐药性合理选择抗菌药物。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

high
 

virulence
 

capsular
 

serotyping
 

and
 

the
 

carrying
 

of
 

carbapene-
mase

 

resistance
 

genes
 

of
 

Klebsiella
 

pneumoniae
 

(KP)
 

in
 

Hubei
 

province.Methods The
 

suspected
 

KP
 

strains
 

clinically
 

isolated
 

from
 

58
 

hospitals
 

in
 

Hubei
 

Province
 

from
 

2019
 

to
 

2020
 

were
 

collected,initially
 

screened
 

by
 

matrix-assisted
 

laser
 

desorption
 

time-of-flight
 

mass
 

spectrometer,and
 

rechecked
 

and
 

identified
 

by
 

automatic
 

biochemical
 

identification
 

instrument.Drug
 

susceptible
 

test
 

was
 

performed
 

by
 

micro-broth
 

dilution
 

method,
and

 

the
 

high
 

virulence
 

capsular
 

serotyping
 

was
 

performed
 

by
 

multiplex
 

PCR,and
 

carbapenemase
 

resistance
 

gene
 

was
 

detected
 

by
 

PCR
 

amplification
 

method.Results The
 

collected
 

326
 

suspected
 

strains
 

were
 

all
 

KP,
there

 

were
 

not
 

statistically
 

significant
 

differences
 

in
 

the
 

drug
 

susceptible
 

tests
 

results
 

of
 

KP
 

samples
 

from
 

body
 

fluids
 

(blood,pleural
 

effusion,cerebrospinal
 

fluid,ascites)
 

and
 

other
 

parts
 

of
 

the
 

three-generation
 

cepha-
losporins

 

and
 

carbapenems
 

(P>0.05).The
 

detection
 

rate
 

of
 

KP
 

resistance
 

to
 

carbapenems
 

was
 

as
 

high
 

as
 

19.02%
 

(62/326).The
 

detection
 

rate
 

of
 

KPC
 

of
 

carbapenemase
 

resistance
 

gene
 

was
 

10.74%
 

(35/326),and
 

NDM
 

was
 

1.23%
 

(4/326),and
 

2
 

strains
 

carried
 

both
 

KPC
 

and
 

NDM
 

genes.The
 

high
 

virulence
 

capsular
 

sero-
typing

 

was
 

mainly
 

K2
 

type,with
 

a
 

detection
 

rate
 

of
 

11.04%
 

(36/326),and
 

the
 

other
 

detection
 

rates
 

were
 

5.21%
 

(17/326)
 

of
 

K57
 

type
 

and
 

1.84%
 

(6/326)
 

of
 

K54
 

type.K1
 

type
 

was
 

not
 

detected.Seven
 

strains
 

KP
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with
 

high
 

virulence
 

capsular
 

also
 

carried
 

KPC
 

resistance
 

genes.Conclusion KP
 

in
 

Hubei
 

Province
 

is
 

resistant
 

to
 

many
 

kinds
 

of
 

antibiotics,and
 

the
 

drug
 

resistance
 

rate
 

is
 

on
 

the
 

rise,and
 

highly
 

virulent
 

KP
 

carrying
 

KPC
 

drug
 

resistance
 

genes
 

has
 

emerged.In
 

clinical
 

diagnosis
 

and
 

treatment,it
 

is
 

necessary
 

to
 

strengthen
 

the
 

moni-
toring

 

of
 

carbapenem-resistant
 

KP,and
 

rationally
 

select
 

antibiotics
 

in
 

combination
 

with
 

bacterial
 

resistance.
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  肺炎克雷伯菌(KP)为革兰阴性杆菌,属肠杆菌

科,常存在于人体的上呼吸道和肠道中。当机体免疫

力降低时,KP可引起人体肺部、泌尿系统甚至血流感

染。KP是临床上最常见的条件致病菌之一,也是检

出率最高的耐碳青霉烯类肠杆菌科细菌[1]。为了解

湖北省近两年来 KP 的 耐 药 情 况,本 研 究 通 过 对

2019-2020年湖北省国家致病菌识别网哨点监测医

院系统收集的临床分离KP菌株进行药物敏感性、常
见荚膜血清分型、碳青霉烯酶耐药基因的分布特点等

进行分析研究,以期为临床KP感染治疗提供依据,并
监测KP耐药发展趋势。
1 材料与方法

1.1 材料 以2019-2020年湖北省国家致病菌识

别网58家哨点监测医院系统收集的临床分离的326
株KP菌株为研究对象。
1.2 仪器和试剂 法国梅里埃公司 Vitek

 

MS基质

辅助激光解吸飞行时间质谱仪(MALDI-TOF
 

MS)、
Vitek

 

2
 

Compact生 化 鉴 定 仪,美 国 Bio-Rad公 司

PCR仪、电泳仪、凝胶成像仪,德国凯杰QIAxcel
 

Ad-
vanced毛细管电泳仪,美国BD公司BD

 

M50全自动

生化药敏鉴定仪。青岛海博公司麦康凯(MAC)培养

基、脑心浸液琼脂(BHA)培养基,法国梅里埃公司质

谱α-氰基-4-羟基肉桂酸(CHCA)试剂盒,美国BD公

司革兰阴性需氧菌药敏检测板,宝生物工程(大连)有
限公司 Mg2+Free

 

Taq酶、DL2000
 

Marker、DL1000
 

Marker。以上均在有效期内使用。
1.3 方法

1.3.1 菌株鉴定 以 MALDI-TOF
 

MS进行菌株鉴

定,从磁珠管中复苏KP接种至 MAC培养基平板上,
37

 

℃培养24
 

h。然后挑取单个形态颜色符合的菌落,
划线接种至 BHA 平板上,37

 

℃纯培养24
 

h。从

BHA平板上挑取单个菌落涂在靶板的点位中,加
2

 

μL
 

CHCA基质,待干燥后放入 MALDI-TOF
 

MS
仪器获取细菌特征性的蛋白质量图谱,比对后获取鉴

定结果。对质谱鉴定不确定结果用生化鉴定仪进行

复核确认。
1.3.2 药敏试验 采用微量肉汤稀释法进行药敏试

验。将KP菌株转种BHA平板,37
 

℃培养16
 

h后混

悬于0.85%氯化钠溶液中制成0.5麦氏单位悬液,取
25

 

μL
 

0.5麦氏浊度菌悬液至药敏培养液中,混匀后

滴加一滴药敏指示剂,小心颠倒混匀后倒入药敏板

中。将制备好的药敏板放入BD
 

M50全自动生化药

敏鉴定仪中,培养12~18
 

h后系统自动判定药敏结

果。依据美国临床实验室标准化研究所(CLSI)2020
年出版的 M100抗微生物药物敏感性试验标准(第30
版)[2]中的折点值对药敏试验结果进行判定。
1.3.3 高毒力荚膜血清分型及碳青霉烯酶耐药基因

检测 采用煮沸法提取菌株DNA,扩增4种高毒力

荚膜 血 清 分 型 基 因 (Wzy-K1、Wzy-K2、Wzy-K54、
Wzy-K57)及2种耐药基因(KPC、NDM)。采用多重

PCR检测高毒力荚膜血清分型,反应体系包括4种正

反向 引 物 (1.0
 

μmol/L)各 0.5
 

μL、MgCl2 (25
 

mmol/L)3.0
 

μL、Taq酶(5
 

U/μL)0.4
 

μL、dNTPs
(2.5

 

mmol/L)2
 

μL、10×Taq
 

Buffer
 

2.5
 

μL、PCR级

纯水8.1
 

μL、DNA模板5
 

μL,扩增条件:95
 

℃预变性

15
 

min;94
 

℃变性30
 

s,58
 

℃退火90
 

s,72
 

℃延伸90
 

s,35个循环;72
 

℃总延伸10
 

min。采用PCR检测碳

青霉烯酶耐药基因 KPC、NDM,检测 KPC的反应体

系包括正反向引物(10
 

μmol/L)各1.0
 

μL、MgCl2(25
 

mmol/L)3.0
 

μL、Taq酶(5
 

U/μL)0.4
 

μL、dNTPs
(2.5

 

mmol/L)2
 

μL、10×Taq
 

Buffer
 

2.5
 

μL、PCR级

纯水10.1
 

μL、DNA模板5
 

μL,检测NDM 的反应体

系包括正反向引物(10
 

μmol/L)各1.0
 

μL、MgCl2(25
 

mmol/L)3.0
 

μL、Taq酶(5
 

U/μ
 

L)0.25
 

μL、dNTPs
(2.5

 

mmol/L)2
 

μL、10×Taq
 

Buffer
 

2.5
 

μL、PCR级

纯水10.25
 

μL、DNA模板5
 

μL。KPC及NDM基因

的扩增条件:95
 

℃预变性10
 

min;94
 

℃变性30
 

s,
52

 

℃退火40
 

s,72
 

℃延伸50
 

s,36个循环;72
 

℃总延

伸5
 

min。荚膜血清分型基因及碳青霉烯酶耐药基因

的引物序列[3-4]见表1,PCR产物经毛细管电泳后,挑
取阳性PCR扩增产物进行测序。引物序列合成及扩

增产物测序由武汉天一辉远科技有限公司完成。测

序结果采用GenBank
 

BLAST比对确定KP亚型。

表1  高毒力荚膜血清分型基因及碳青霉烯酶耐药基因的PCR扩增引物

基因 正向引物(5'-3') 反向引物(5'-3') 产物大小(bp)

Wzy-K1 GGTGCTCTTTACATCATTGC GCAATGGCCATTTGCGTTAG 1
 

283

Wzy-K2 GACCCGATATTCATACTTGACAGAG CTGAAGTAAAATCGTAAATAGATGGC 641

Wzy-K54 CATTAGCTCAGTGGTTGGCT GCTTGACAAACACCATAGCAG 881
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续表1  高毒力荚膜血清分型基因及碳青霉烯酶耐药基因的PCR扩增引物

基因 正向引物(5'-3') 反向引物(5'-3') 产物大小(bp)

Wzy-K57 CTCAGGGCTAGAAGTGTCAT CACTAACCCAGAAAGTCGAG 1
 

037

KPC CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG CTTGTCATCCTTGTTAGGCG 798

NDM GGTTTGGCGATCTGGTTTTC CGGAATGGCTCATCACGATC 621

1.4 统计学处理 采用SPSS18.0统计软件对数据

进行处理。计数资料以例数、率表示,比较采用χ2 检

验或Fisher确切概率法。以P<0.05为差异有统计

学意义。
2 结  果

2.1 菌株复核鉴定结果 326株菌株复苏后经鉴定

均为KP,其中42株分离于体液,包括血液35株

(83.33%),胸 腔 积 液 3 株 (7.14%)、胆 汁 2 株

(4.76%),脑脊液1株(2.38%),腹水1株(2.38%);
其余的284株分离于其他部位,来源于痰液、鼻咽拭

子、支 气 管 肺 泡 灌 洗 液 等 呼 吸 道 标 本 193 株

(67.96%),尿液标本45株(15.85%),伤口分泌物标

本26株(9.15%),粪便、肛拭子等肠道标本20株

(7.04%)。
2.2 药敏试验结果 326株 KP菌株中,对氨苄西

林-舒巴坦耐药142株(43.56%),对氨曲南耐药121
株(37.12%),对头孢他啶耐药113株(34.66%),对
头孢噻肟耐药153株(46.93%),对美罗培南耐药60
株(18.40%),对亚胺培南耐药56株(17.18%),对厄

他培南耐药62株(19.02%)。标本来源于体液及其

他部位的KP对三代头孢菌素类、碳青霉烯类抗菌药

物的药敏试验结果比较,差异无统计学意义(P>
0.05),见表2。产超广谱β-内酰胺酶的菌株182株

(55.83%);对碳青霉烯类抗菌药物耐药的菌株检出

率高达19.02%(62/326),其中有4株分离于血液、1
株分离于腹水。

表2  326株KP的药敏试验结果[n(%)]

抗菌药物

敏感

体液

(42株)
其他部位

(284株)

中介

体液

(42株)
其他部位

(284株)

耐药

体液

(42株)
其他部位

(284株)

χ2 P

氨苄西林-舒巴坦 23(54.76) 130(45.77) 3(7.14) 28(9.86) 16(38.10) 126(44.37) 1.244
 

0.537

氨曲南 29(69.05) 161(56.69) 0(0.00) 15(5.28) 13(30.95) 108(38.03) 3.671
 

0.160
 

头孢他啶 29(69.05) 163(57.39) 3(7.14) 18(6.34) 10(23.81) 103(36.27) 2.519
 

0.284
 

头孢噻肟 27(64.29) 141(49.65) 0(0.00) 5(1.76) 15(35.71) 138(48.59) 2.897* 0.244

美罗培南 37(88.10) 228(80.28) 0(0.00) 1(0.35) 5(11.90) 55(19.37) 1.854*
 

0.383

亚胺培南 36(85.71) 231(81.34) 1(2.38) 2(0.70) 5(11.90) 51(17.96) 2.400* 0.277

厄他培南 38(90.48) 226(79.58) 0(0.00) 0(0.00) 4(9.52) 58(20.42) 2.822
 

0.093
 

  注:*表示采用Fisher确切概率法。

2.3 高毒力荚膜血清分型及碳青霉烯酶耐药基因检

测 高毒力荚膜血清分型以 K2为主,K2检出率为

11.04%(36/326),K54检出率为1.84%(6/326),
K57检出率为5.21%(17/326),见图1。碳青霉烯酶

耐药基因KPC的检出率为10.74%(35/326),NDM
检出率为1.23%(4/326),见图2。碳青霉烯酶耐药

基因KPC阳性产物经测序验证后均为KPC-2亚型,
NDM阳性产物经测序验证后均为NDM-1亚型。其

中,有5株高毒力荚膜血清分型为K2的菌株同时携

带有KPC基因、有2株高毒力荚膜血清分型为 K54
的菌株同时携带有KPC基因,见表3。另有2株菌株

同时携带KPC及NDM碳青霉烯酶耐药基因。

  注:01~12代表泳道编号;泳道01、泳道08、泳道09依次为K2、K54、K57阳性扩增产物,泳道12为 Marker。

图1  高毒力荚膜血清分型毛细管电泳结果
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表3  不同高毒力荚膜血清分型KP菌株携带碳青霉烯酶耐药基因检测结果

序号
标本

分类

荚膜血

清分型
KPC NDM

MIC(μg/mL)

氨苄西林-舒巴坦 氨曲南 头孢他啶 头孢噻肟 美罗培南 亚胺培南 厄他培南

1 痰 K54 + - >32/16 >16 >16 >16 >8 >8 >8

2 痰 K2 + - >32/16 >16 >16 >16 >8 >8 >8

3 痰 K2 + - >32/16 >16 >16 >16 >8 >8 >8

4 痰 K2 + - >32/16 >16 >16 >16 >8 >8 >8

5 痰 K2 + - >32/16 >16 >16 >16 >8 >8 >8

6 血 K2 + - >32/16 >16 >16 >16 >8 >8 >8

7 血 K54 + - >32/16 >16 >16 >16 >8 >8 >8

  注:01~07代表泳道编号;图 A为碳青霉烯酶 KPC耐药基因(泳
道01为KPC阳性扩增产物,泳道05为 Marker);图B为碳青霉烯酶

NDM耐药基因(泳道01为NDM阳性扩增产物,泳道04为 Marker)。

图2  碳青霉烯酶耐药基因KPC、NDM毛细管电泳结果

3 讨  论

本研究通过对湖北省2019-2020年不同医院收

集的KP进行分析发现,其对多种抗菌药物耐药,对头

孢噻肟、头孢他啶耐药率分别为46.93%(153/326)、
34.66%(113/326),耐 碳 青 霉 烯 类 肺 炎 克 雷 伯 菌

(CRKP)的检出率高达19.02%(62/326),头孢噻肟

耐药率和CRKP检出率均高于2019年全国细菌耐药

监测报告中的31.6%和12.4%[5],表明KP对各种药

物耐药率呈上升趋势,在临床诊疗中必须结合当地的

细菌耐药性合理选择头孢类抗菌药物。
近年来KP引起的血流感染发生率居高不下,位

居革兰阴性菌血流感染的第2位[6]。特别是CRKP
引起的血流感染治疗困难、病死率高[7],更需要引起

重视,减少血流感染CRKP病例的产生。其他体液如

脑脊液、胸腔积液、腹水中分离出KP与其引起血流感

染类似,多见于免疫力低下或有基础疾病患者。本研

究对分离自血液、脑脊液、胸腔积液、腹水等体液中的

KP与分离自其他部位的耐药分布情况进行了比较,
结果显示,标本来源于体液及其他部位的KP对三代

头孢菌素类、碳青霉烯类抗菌药物的耐药性差异无统

计学意义(P>0.05)。
KP在临床上带来的挑战主要有两方面:耐药和

毒力。就耐药而言,碳青霉烯类药物是治疗KP感染

的最后策略,随着碳青霉烯类药物的普遍使用,CRKP
检出率日益增高。本研究中的CRKP检出率要略低

于与郭玲等[8]的24.3%,这可能与样本量的多少和地

域间的差别有关。碳青霉烯酶耐药基因 KPC在 KP
菌株中的检出率与以往报道研究基本一致[9],本研究

中KPC基因全部为KPC-2亚型,表明KPC-2亚型是

湖北省主要的碳青霉烯酶耐药基因。耐药基因的获

得主要有两种方式,一是通过突变获得,二是通过菌

株内部的可移动遗传元件进行水平转移,如转座子、
可移动元件等[10]。KPC基因是通过质粒介导的耐药

基因,含有一个完整的转座子,可以在相同的宿主间

进行质粒转移,也可以以整个质粒水平转移的方式在

不同细菌间传播[11]。有研究表明,KP的 KPC耐药

基因是同一质粒水平传播引起的[12],可能造成耐药基

因播散引起的医院感染暴发。为了防止耐药基因的

相互传播,在临床用药上合理谨慎选择抗菌药物是非

常有必要的。在毒力方面,主要问题是高毒力KP的

存在,其一般呈现出毒力高、耐药率低的特点,不仅可

以导致严重的肝脓肿、菌血症,并且致病部位可以转

移到神经系统、眼部和肺部[13-14]。通常采用拉丝试验

来判断KP菌株是否为高毒力 KP[15],拉丝试验中对

结果的判定受试验操作人员主观影响较大,而拉丝与

否与荚膜多糖分泌息息相关。目前可以检出的荚膜

血清分型超过78个,最常见的血清分型是 K2、K1。
而造成严重感染的高毒力KP其荚膜血清分型大部分

也都是K2与K1,原因可能与K2、K1型的 KP所分

泌的荚膜多糖成分能够抵抗吞噬细胞的吞噬能力有

关。虽然高毒力KP多呈现出耐药率低的特点,但已

有研究报道高毒力KP正在通过质粒介导的耐药基因

转移从而获得耐药性基因[16],本研究中也同时发现

K2、K54型高毒力KP携带KPC耐药基因,对于这一

部分菌株本课题组后续还需进行进一步的深入研究,
进一步从分子层面上研究KPC耐药基因的传播情况
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和高毒力KP的致病机制。
CRKP作为携带碳青霉烯酶耐药基因的超级细

菌,检出率日益增高,本研究中发现了2株同时携带

KPC和NDM耐药基因的KP,均为痰液标本,且这2
株KP对氨苄西林-舒巴坦、亚胺培南、氨曲南等均耐

药,提示携带多个耐药基因的KP已在多个地区之间

播散,预防多重耐药菌的形成及播散已经迫在眉睫。
综上所述,湖北省KP对大多抗菌药物耐药且耐

药率呈上升趋势,并出现了携带 KPC耐药基因的高

毒力KP,在临床诊疗中必须加强对CRKP的监测,结
合细菌耐药性合理选择抗菌药物。
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