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  摘 要:目的 探讨高毒力肺炎克雷伯菌的临床特征及分子流行病学研究。方法 收集2021年1-3月

该院临床分离的肺炎克雷伯菌145株,采用拉丝实验对高毒力肺炎克雷伯菌进行初筛,并将初筛阳性菌株的

DNA作为模板,分别对毒力基因peg-344、peg-589、iroB、iucA、terB、c-rmpA、p-rmpA和p-rmpA2等进行常规

PCR扩增和琼脂糖凝胶电泳,检测高毒力肺炎克雷伯菌毒力基因的携带情况,并通过 WHONET
 

5.6软件对菌

株的临床分布和耐药特征进行统计分析。结果 收集的145株菌种中初筛阳性的高毒力肺炎克雷伯菌56
 

株,
阳性率为38.62%(56/145)。56株初筛阳性菌株中,iucA基因阳性菌53株(94.64%),iroB基因阳性菌54株

(96.42%),terB基因阳性菌51株(91.07%),peg-344基因阳性菌55株(98.21%),peg-589基因阳性菌51株

(91.07%),p-rmpA基因阳性菌51株(91.07%),p-rmpA2基因阳性菌51株(91.07%),c-rmpA基因阳性菌仅

有4株(7.14%)。145株菌株标本主要分离自痰液,菌株来源最多科室是重症监护室。高毒力肺炎克雷伯菌对

11种常用抗菌药物的耐药率均显著低于经典肺炎克雷伯菌。结论 高毒力肺炎克雷伯菌的临床分布广泛,对

临床上常用的抗菌药物均较敏感,毒力基因peg-344、peg-589、iroB、iucA、terB、p-rmpA和p-rmpA2是引起高

毒力肺炎克雷伯菌的主要原因,临床应加强对高毒力肺炎克雷伯菌的检测和监控,制定合理有效的感染控制措

施,最大限度阻止高毒力肺炎克雷伯菌的播散。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

clinical
 

characteristics
 

and
 

molecular
 

epidemiology
 

of
 

hyperviru-
lent

 

Klebsiella
 

pneumoniae.Methods 145
 

strains
 

of
 

Klebsiella
 

pneumoniae
 

clinically
 

isolated
 

in
 

a
 

hospital
 

from
 

January
 

to
 

March
 

2021
 

were
 

collected,and
 

the
 

DNA
 

of
 

the
 

highly
 

virulent
 

strains
 

was
 

used
 

for
 

prelimina-
ry

 

screening,and
 

the
 

DNA
 

of
 

the
 

initially
 

screened
 

positive
 

strains
 

was
 

used
 

as
 

a
 

template
 

to
 

perform
 

routine
 

PCR
 

amplification
 

and
 

agarose
 

gel
 

electrophoresis
 

for
 

the
 

virulence
 

genes
 

peg-344,peg-589,iroB,iucA,terB,c-
rmpA,p-rmpA

 

and
 

p-rmpA2,respectively.The
 

carrying
 

of
 

virulence
 

genes
 

of
 

Klebsiella
 

hypervirulence
 

pneu-
moniae

 

was
 

detected,and
 

the
 

clinical
 

distribution
 

and
 

resistance
 

characteristics
 

of
 

strains
 

were
 

statistically
 

an-
alyzed

 

by
 

WHONET
 

5.6
 

software.Results Among
 

the
 

145
 

strains
 

collected,56
 

strains
 

of
 

hypervirulent
 

Klebsiella
 

pneumoniae
 

were
 

positive
 

for
 

preliminary
 

screening,the
 

positive
 

rate
 

was
 

38.62%
 

(56/145).A-
mong

 

the
 

56
 

positive
 

strains,53
 

strains
 

(94.64%)
 

were
 

iucA
 

gene
 

positive,54
 

strains
 

(96.42%)
 

were
 

iroB
 

gene
 

positive,51
 

strains
 

(91.07%)
 

were
 

terB
 

gene
 

positive,and
 

55
 

strains
 

(98.21%)
 

were
 

peg-344
 

gene
 

posi-
tive.There

 

were
 

51
 

strains
 

(91.07%)
 

positive
 

for
 

peg-589
 

gene,51
 

strains
 

(91.07%)
 

positive
 

for
 

p-rmpA
 

gene,51
 

strains
 

(91.07%)
 

positive
 

for
 

p-rmpA2
 

gene,and
 

only
 

4
 

strains
 

(7.14%)
 

positive
 

for
 

c-rmpA
 

gene.
The

 

145
 

strains
 

were
 

mainly
 

isolated
 

from
 

sputum,and
 

most
 

of
 

them
 

came
 

from
 

intensive
 

care
 

unit.The
 

re-
sistance

 

rate
 

of
 

hypervirulent
 

Klebsiella
 

pneumoniae
 

to
 

11
 

commonly
 

used
 

antibiotics
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

classical
 

Klebsiella
 

pneumoniae.Conclusion The
 

clinical
 

distribution
 

of
 

Klebsiella
 

pneumoniae
 

is
 

widely
 

distributed,and
 

the
 

antibacterial
 

drugs
 

commonly
 

used
 

in
 

clinical
 

practice
 

are
 

more
 

sensitive,the
 

viru-
lence

 

genes
 

peg-344,peg-589,iroB,iucA,terB,p-rmpA
 

and
 

p-rmpA2
 

are
 

the
 

main
 

causes
 

of
 

the
 

high
 

virulence
 

of
 

Klebsiella
 

pneumoniae,and
 

the
 

clinical
 

department
 

should
 

strengthen
 

the
 

detection
 

and
 

monitoring
 

of
 

Kleb-
siella

 

pneumoniae
 

with
 

high
 

virulence,and
 

formulate
 

reasonable
 

and
 

effective
 

infection
 

control
 

measures
 

to
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prevent
 

the
 

spread
 

of
 

Klebsiella
 

pneumoniae
 

with
 

high
 

virulence
 

to
 

the
 

greatest
 

extent.
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  肺炎克雷伯菌是医院及社区感染的重要条件致

病菌,也是我国肠杆科细菌中排名第二的条件致病

菌,近年来耐药性也不断上升[1]。在20世纪90年

代,有研究报道了一种独特的社区获得性、组织侵袭

性肺炎克雷伯菌感染的临床综合征,主要表现为化脓

性肝脓肿,感染灶可出现在多个部位并可能发生转移

性传播[2],临床上,该菌相比于经典肺炎克雷伯菌,感
染性更强、转移程度更高、预后也较差,因此将其定义

为高毒力肺炎克雷伯菌。高毒力肺炎克雷伯菌感染

特征是其主要是社区获得性的,能感染任何年龄的健

康个体,对抗菌药物敏感,且倾向于在感染后发生转

移[3],肺炎克雷伯菌在高毒力和多重耐药基因上并没

有重叠[4],即高毒力不一定高耐药。但随着抗菌药物

的广泛使用及耐药质粒的传播,高毒力肺炎克雷伯菌

耐药性不断提高,逐渐出现了碳青霉烯的耐药株,给
临床治疗带来了极大的挑战,相关数据显示高毒力肺

炎克雷伯菌可能正在逐渐代替经典肺炎克雷伯菌成

为临床主要的致病类型[5]。因此,亟待进一步提高治

疗质量,快速做出诊断,为临床治疗提供帮助,现报道

如下。
1 材料与方法

1.1 标本来源 收集2021年1—3月本院住院及门

诊132名患者临床分离的肺炎克雷伯菌145株,根据

临床资料剔除同一患者同一部位菌种,其中高毒力肺

炎克雷伯菌56株,经典肺炎克雷伯菌89株。患者主

要为 中 老 年 人,50 岁 以 上 患 者 人 数 116 人 (占
80.0%),最小患者年龄为11岁。
1.2 仪器与试剂 台式高速冷冻离心机(Thermo

 

Fisher
 

Scientific公司,型号ST8R)、IKA干浴锅、混
匀器 (型 号 Votex3)、赛 多 利 斯 电 子 天 秤 (型 号

BSA223S)、
 

PCR仪(Applied
 

Biosystems公司,型号

2720)、BIO-RAD化学发光成像系统(型号ChemiDoc
 

XRS+)、BIO-RAD电泳仪。引物由北京六合华大基

因有限公司合成,其他试剂包括核酸染料(北京鼎盛

生物有限公司)、BBI琼脂糖粉、DL2000
 

DNA
 

标志

物、GoTaq
 

Green
 

Master
 

Mix、无菌水。
1.3 方法

1.3.1 细菌核酸提取 145株细菌转种血平板,
37

 

℃培养24
 

h后,选取拉丝试验阳性的菌种;即用接

种环在血平板上垂直向上挑起1~2个菌苔,若有拉

丝,其拉丝长度≥5
 

mm 的菌种为拉丝试验阳性[6]。
本实验提取核酸的方法是煮沸法。用接种环刮取1~
2环菌苔加入约150

 

μL无菌水中,混匀,100
 

℃煮沸

10
 

min,及时取出,在12
 

000
 

r/min,4
 

℃离心10
 

min,
分离取出上清,提取的核酸-20

 

℃保存备用。
1.3.2 细菌核酸扩增 本实验采用PCR对细菌核

酸进行扩增。PCR设置条件:95
 

℃预变性2
 

min,
72

 

℃变性15
 

s,55
 

℃退火15
 

s,30次循环,72
 

℃延伸

5
 

min,4
 

℃保持。PCR反应体系:总体积25.0
 

μL,
2×TaqFrogga

 

Mix
 

12.5
 

μL,上游引物1.0
 

μL,下游

引物1.0
 

μL,DNA模板1.5
 

μL,无菌水9.0
 

μL。本

实验各引物、产物长度和PCR条件见表1。
1.3.3 琼脂糖凝胶电泳 缓冲液为0.5×TBE,琼脂

凝胶配比为0.5
 

g琼脂糖粉加入到50
 

mL预配缓冲

液,在微波炉中加热,每分钟旋转1次,直至琼脂糖完

全溶解。冷却一段时间后向其中加入核酸染料0.5
 

μL,轻轻混匀,避免产生气泡。冷却至60
 

℃,准备好

凝胶托盘以倒入凝胶,使其在凝固前不会流出,将梳

子置于凹槽中,并将托盘置于平坦水平位置。慢慢倒

入琼脂糖溶液,使其均匀地分布在托盘内,在室温下

固化。取出梳子,将凝胶转移到电泳槽,加入0.5×
TBE缓冲液,直到凝胶被缓冲液覆盖。用移液枪将扩

增产物及 DNA
 

标志物加入孔中,上样量均为0.5
 

μL,盖上电泳槽盖,连接电源,调整电压120
 

V,电泳时

间为30
 

min。电泳完毕将凝胶转移至凝胶成像仪,获
取凝胶图像,DNA

 

标志物及阳性样本可显示有亮带。

表1  各基因引物、产物大小、PCR反应条件

基因 引物 扩增产物大小(bp) 退火温度(℃) 延长时间(s)

iucA F1:AATCAATGGCTATTCCCGCTG

R1:CGCTTCACTTCTTTCACTGACAGG 239 59 30
 

iroB F1:ATCTCATCATCTACCCTCCGCTC

R1:GGTTCGCCGTCGTTTTCAA 235 59 30
 

terB F1:
 

TATCGCTGTTGCCAGTGAC

R1:CGGACAGCACTCTTCTCATC 288 59 30
 

peg-344 F1:CTTGAAACTATCCCTCCAGTC

R1:CCAGCGAAAGAATAACCCC 508 53 40
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续表1  各基因引物、产物大小、PCR反应条件

基因 引物 扩增产物大小(bp) 退火温度(℃) 延长时间(s)

peg-589 F1:TGAACCCCTGAAGGTCTATC

R2:GTGATGAATAAACTACTGCGGC 236 55 30
 

p-rmpA F:GAGTAGTTAATAAATCAATAGCAAT

R:CAGTAGGCATTGCAGCA 332 50 40
 

p-rmpA2 F:GTGCAATAAGGATGTTACATTA

R:GGATGCCCTCCTCCTG 430 50 40
 

c-rmpA F:GTAATAGAGATATAAATATCATATTGA

R:CATCTTTCATCAACCATTTC 588 50 60

1.4 统计学处理 采用 WHONET
 

5.6软件对菌株

的临床分布和耐药特征进行统计分析。

2 结  果

2.1 高毒力肺炎克雷伯菌毒力基因阳性率比较 收

集的145株菌种中初筛阳性的高毒力肺炎克雷伯菌

56
 

株,阳性率为38.62%(56/145),经典肺炎克雷伯

菌89株经典肺炎克雷伯菌,阳性率为61.38%(89/

145)。对56株初筛阳性的高毒力肺炎克雷伯菌核酸

扩增和凝胶电泳,检测结果显示,56株初筛阳性菌株

中,iucA基因阳性菌53株(94.64%),iroB基因阳性

菌 54 株 (96.42%),terB 基 因 阳 性 菌 51 株

(91.07%),peg-344基 因 阳 性 菌55株(98.21%),

peg-589基因阳性菌51株(91.07%),p-rmpA基因阳

性菌51株(91.07%),p-rmpA2基因阳性菌51株

(91.07%),c-rmpA基因阳性菌仅有4株(7.14%)。
除c-rmpA外,其余高毒力肺炎克雷伯菌毒力基因阳

性 率 均 在 90% 以 上,peg-344 阳 性 率 最 高,为

98.21%。同一基因两种引物的结果相关性也较为明

显,见图1。

图1  高毒力肺炎克雷伯菌毒力基因阳性率比较

2.2 菌株标本来源 145株菌株标本主要分离自痰

液91株,其次为尿液15株、血液12株、分泌物8株、
脓液7株、灌洗液6株、胆汁3株、腹水2株、脑脊

液1株。

2.3 菌株感染患者年龄段分布 145株菌株感染患

者年龄分布依次为11~<20岁
 

1人(占0.69%),
20~<30岁6人(占4.14%),30~<40岁8人(占
5.51%),40~<50岁14人(占9.66%),50~<60岁

35人(占24.14%),60~<70岁44人(占30.34%),
70~<80岁27人(占18.62%),80~<90岁5人(占
3.45%),≥90岁5人(占3.45%),其中60~<70岁

患者人数最多,11~<20岁患者人数最少,50岁以上

患者人数明显增多。
2.4 菌株来源科室分布情况 145株菌株来源于24
个科室,菌株来源最多科室是重症监护室,其次是神

经外科、神内科监护室和胸外科。见表2。
表2  菌株来源科室分布情况

科室 菌株(n) 占比(%)

重症监护室 41 28.28

神经外科 23 15.86

神内科监护室 12 8.28

胸外科 12 8.28

肝胆外科 9 6.21

呼吸内科 9 6.21

创伤外科 6 4.14

肿瘤科 6 4.14

耳喉外科二 3 2.07

泌尿外科 3 2.07

心外科重症病房 2 1.38

呼吸科重症病房 2 1.38

颌面头颈外科门诊 2 1.38

急诊内科 2 1.38

神经内科 2 1.38

肾脏内科 2 1.38

心内科 2 1.38

体检中心病房 1 0.69

妇科 1 0.69

脊柱外科 1 0.69

皮肤科 1 0.69

胃结肠直肠肛门外科 1 0.69

消化内科 1 0.69

血液科 1 0.69
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2.5 经典肺炎克雷伯菌与高毒力肺炎克雷伯菌耐药

率比较 89株经典肺炎克雷伯菌与56株高毒力肺炎

克雷伯菌耐药性分析见表3。克雷伯菌属对氨苄西林

和替卡西林天然耐药,因此未在表3中列出。
表3  经典肺炎克雷伯菌与高毒力肺炎克雷伯菌耐药率

   比较[n(%)]

抗菌药物
高毒力肺炎克

雷伯菌(n=56)
经典肺炎克雷伯菌

(n=89)

环丙沙星 8(14.3) 34(38.2)

头孢曲松 11(19.6) 40(44.9)

庆大霉素 8(14.3) 28(31.5)

氨曲南 8(14.3) 28(31.5)

左氧氟沙星 8(14.3) 26(29.2)

头孢他啶 10(17.9) 28(31.5)

头孢吡肟 6(10.7) 38(42.7)

头孢替坦 10(17.9) 44(49.4)

哌拉西林/他唑巴坦 7(12.5) 32(36.0)

亚胺培南 2(3.6) 24(27.0)

阿米卡星 2(3.6) 18(20.2)

3 讨  论

  高毒力肺炎克雷伯菌已经被报道多年,但高毒力

肺炎克雷伯菌并无统一明确的定义,在对其进行划分

时也有多种不同的分类方法,目前分类方法如下:(1)
基于临床特征的分类,即造成严重感染如肝脓肿、脑
膜炎、肺炎等;(2)基于细菌学表型的分类,高毒力肺

炎克雷伯菌的细菌学特征之一是其具有高黏液表

型[7],这种特征表现在拉丝试验阳性,即用用接种环

竖直向上轻轻挑起单个菌落,若挑起的黏液丝长度≥
 

5
 

mm,则为拉丝试验阳性,称其为具有高黏液表型,
在血琼脂平板上,高毒力肺炎克雷伯菌通常呈高黏稠

性,并与邻近菌株相互融合[8],但其在发病率低的地

区,高黏液表型的特异性并不高,因此学者们更多地

把它作为一种初筛方法,也是最为简便的方法;(3)基
于细菌标志物的定义,研究发现高毒力肺炎克雷伯菌

存在一种毒力质粒
 

PLVPK,可编码一系列毒力相关

因子,缺乏该质粒可导致高毒力肺炎克雷伯菌菌株毒

力降低[9],可用于分类高毒力肺炎克雷伯菌,但对于

怎么进行分类,用哪些毒力基因进行分类,尚无明确

定义,不过针对此分类,可以用于研究快速检测高毒

力肺炎克雷伯菌核酸的方法,可以不需借助临床特征

判断是否是高毒力肺炎克雷伯菌,应用范围较广[10]。
目前研究发现,高毒力肺炎克雷伯菌相对于经典

肺炎克雷伯菌,具有更强的毒力和致病力,高毒力肺

炎克雷伯菌在全球范围内都有病例出现[11]。冯相铭

等[12]对广东省102株肺炎克雷伯菌临床分离株病原

特征分析发现,47.06%为高毒力肺炎克雷伯菌。有

研究报道,导致患者血流感染、肺部感染及腹腔感染

的230株肺炎克雷伯菌的多中心研究发现,37.8%为

高毒力肺炎克雷伯菌[13]。本院初筛阳性的高毒力肺

炎克雷伯菌56
 

株,阳性率为38.62%,与上述报道比

例吻合。

89株经典肺炎克雷伯菌与56株高毒力肺炎克雷

伯菌耐药性分析结果显示,两者对β-内酰胺类、喹诺

酮类、氨基糖苷类耐药性较高;具体比较而言,氨基糖

苷类(庆大霉素)的耐药率(14.6%
 

vs.
 

31.5%);喹诺

酮类(左氧氟沙星)的耐药率(14.3%
 

vs.
 

29.2%);头
孢类的耐药率[头孢他啶(17.9%

 

vs.
 

31.5%)、头孢

曲松(19.6%
 

vs.
 

44.9%)、头孢吡肟(10.7%
 

vs.
 

42.7%)]。高毒力肺炎克雷伯菌与经典肺炎克雷伯

菌对碳青霉烯类(亚胺培南)抗菌药物较为敏感,耐药

率分别为3.6%和27.0%,可以看出此类抗菌药物高

毒力肺炎克雷伯菌耐药率明显较低。2021年全国细

菌耐药监测网数据显示肺炎克雷伯菌对亚胺培南耐

药率为23.4%[14],与此数据比较,本院肺炎克雷伯菌

对亚胺培南的耐药率17.9%(26/145)低于相关报道

结果,这与本院结合病情合理利用抗菌药物,以及采

取限制超广谱抗菌药物的经验用药等策略有关。
本研究结果显示,50岁以上患者人数明显增多,

可以认为中老年人更容易感染肺炎克雷伯菌,而且菌

株来源最多科室是重症监护室,肺炎克雷伯菌在重症

患者中更为常见,可能与患者收治时间长、病情危重,
抗菌药物使用的剂量较大相关;而患者标本的采集部

位,62.76%来自痰液,痰液是相对简便的采集标本的

方式,对于细菌检查十分重要,痰液标本占比较高也

说明与肺炎克雷伯菌定植呼吸道有关[15]。
虽然有研究表明,肺炎克雷伯菌多重耐药与高毒

力并不存在联系,即高毒力肺炎克雷伯菌虽然具有高

致病力但对抗菌药物的耐药性并不高,推测有可能是

因高毒力肺炎克雷伯菌菌株不能获得相关的耐药质

粒,或者某些耐药基因在菌株转变为高毒力菌株过程

中丢失[16];经典肺炎克雷伯菌致病力相对不高,但因

其耐药基因携带率高使得对抗菌药物敏感的概率增

加,但随着抗菌药物的不断使用和耐药质粒的传播,
高毒力肺炎克雷伯菌的耐药性不断提高,多重耐药在

高毒力肺炎克雷伯菌中也有病例出现。有研究报道,
碳青霉烯类抗菌药物是临床治疗多重耐药菌的重要

手段,但随着抗菌药物的不合理使用,肺炎克雷伯菌

对多种抗菌药物均出现了耐药[17]。因此,如何应对耐

药性的提高,提高治疗质量和效率,如何合理的用药,
对临床已经成为新的挑战。由于本研究的菌株数并

不大,所得结果可能存在局限性和偶然性,后续可以

收集更多样本进行进一步研究,也可以据毒力基因的

检测对现有检测方法做出改进,提供更快速灵敏的检
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测方式。
综上所述,高毒力肺炎克雷伯菌在本院肺炎克雷

伯菌的中比例并不低,数据也提示50岁以上中老年

人感染肺炎克雷伯菌概率更大,并且重症患者中分离

出的肺炎克雷伯菌比例较高,因此及时就诊治疗是预

防高毒力肺炎克雷伯菌感染转移、病情加剧的重要

方式。
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