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·论著·

犞犃犘患者下呼吸道分离犆犚犓犘的临床及分子生物学流行特征

刘　周，储雯雯，李　昕，汪雅婷，周　强

（安徽医科大学第二附属医院检验科，安徽 合肥　２３０６０１）

［摘　要］　目的　分析呼吸机相关肺炎（ＶＡＰ）患者下呼吸标本分离的耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌（ＣＲＫＰ）临床

特征、基因型及主要毒力因子携带情况。方法　收集２０１９年１—１２月某院ＶＡＰ患者下呼吸道标本分离的非重复

肺炎克雷伯菌（ＫＰ），比较ＣＲＫＰ组与碳青霉烯非耐药ＫＰ组（ｎＣＲＫＰ组）感染患者的临床特征及耐药性，多位点序

列分型、荚膜狑狕犻分型型别的差异，分析ＣＲＫＰ毒力因子携带情况及同源性。结果　共收集５６株ＫＰ，其中６０．７％

（３４株）为ＣＲＫＰ。ＣＲＫＰ组患者入住ＩＣＵ日数≥２０ｄ、死亡及自动出院患者的比例高于ｎＣＲＫＰ组患者（均犘＜

０．０５）。ＣＲＫＰ组菌株对常用抗菌药物耐药率高于ｎＣＲＫＰ组（均犘＜０．０５），ＣＲＫＰ主要（９７．１％）携带犫犾犪ＫＰＣ２基

因，对替加环素以外的抗菌药物耐药率高。８２．４％的ＣＲＫＰ属于ＳＴ１１型，Ｋ６４为主要荚膜型（５０．０％）；４５．４％的

ｎＣＲＫＰ属于ＳＴ１１型，荚膜型以Ｋ４７为主（４０．９％）；Ｋ６４型菌株在ＣＲＫＰ菌株中的比例高于ｎＣＲＫＰ菌株（犘＜

０．０１）。ＣＲＫＰ携带多种毒力因子，ｐＬＶＰＫｌｉｋｅ质粒介导的毒力因子狉犿狆Ａ２、犻狌犮Ａ及犻狉狅Ｎ主要由 Ｋ６４ＳＴ１１型

ＣＲＫＰ携带，且ＰＦＧＥ分析结果显示Ｋ６４ＳＴ１１型ＣＲＫＰ存在克隆传播。结论　ＶＡＰ下呼吸道标本分离的ＣＲＫＰ

呈现多重耐药，其主要分子型别为Ｋ６４ＳＴ１１型，该型ＣＲＫＰ携带多种质粒介导的毒力因子并存在克隆传播，应密

切监控其临床流行趋势。

［关　键　词］　耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌；呼吸机相关肺炎；基因型；毒力因子
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ｔｒｅｎｄｓｈｏｕｌｄｂｅｃｌｏｓｅｌｙｍｏｎｉｔｏｒｅｄ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｃａｒｂａｐｅｎｅｍｒｅｓｉｓｔａｎｔ犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲；ｖｅｎｔｉｌａｔｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｎｅｕｍｏｎｉａ；ｇｅｎｏｔｙｐｅ；ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ

ｆａｃｔｏｒ

　　随着社会人口老龄化的日益加剧，慢性疾病患

者不断增加，使得呼吸支持的临床应用日益广泛。

由于多种因素的影响，接受呼吸机治疗的临床患者

往往会继发呼吸机相关肺炎（ｖｅｎｔｉｌａｔｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄ

ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ，ＶＡＰ）
［１］。ＶＡＰ是指气管插管或气管

切开患者接受机械通气４８ｈ后或撤机拔管４８ｈ

内发生的肺炎，是重症患者常见的严重并发症，更是

常见医院获得性感染，其临床诊疗较为困难，且患者

病死率高［１２］。耐碳青霉烯类革兰阴性杆菌是ＶＡＰ

的重要病原体，其中耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌

（ｃａｒｂａｐｅｎｅｍｒｅｓｉｓｔａｎｔ 犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪 狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲，

ＣＲＫＰ）是重要组成之一
［２４］。ＣＲＫＰ不仅呈现出多

重耐药，近年来更进化出携带ｐＬＶＰＫｌｉｋｅ毒力质

粒的耐碳青霉烯类高毒力肺炎克雷伯菌（ｃａｒｂａｐｅｎ

ｅｍｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｈｙｐｅｒｖｉｒｕｌｅｎｔ犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪．狆狀犲狌犿狅狀犻

犪犲，ＣＲｈｖＫＰ），严重威胁医院感染的防控效果
［５］。

目前，新型冠状病毒全球蔓延，患者感染后主要受累

器官是肺，病情危重时大多需接受机械通气治疗［６］。

为提高救治成功率，预防多重耐药菌导致的 ＶＡＰ

是临床诊疗及医院感染防控中一项重要工作。因

此，收集２０１９年１—１２月某地区省级综合性三甲医

院ＶＡＰ患者下呼吸道标本分离的ＣＲＫＰ菌株，分析

其感染与耐药情况、基因分型及毒力因子特征，为其

医院感染防控提供实验室循证依据。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　２０１９年１—１２月某地区某三甲医

院ＶＡＰ患者下呼吸道合格标本分离的非重复肺炎

克雷伯菌（ＫＰ），共计７５株。

１．２　临床资料的收集　ＶＡＰ诊断标准按照《中国

成人医院获得性肺炎与呼吸机相关肺炎诊断和治疗

指南（２０１８版）》
［２］进行。剔除机械通气之前已发生

肺部感染者，机械通气治疗４８ｈ内出院或４８ｈ内

死亡以及临床资料不完整患者分离的菌株。最终纳

入本研究共计５６株 ＫＰ。收集患者的基本临床资

料，包括性别、年龄、基础疾病、机械通气时间、入住

ＩＣＵ时间及临床转归。本研究通过该院伦理委员

会审查同意。

１．３　菌株鉴定及药敏试验　采用 ＭｉｃｒｏｆｌｅｘＬＴ型

质谱仪（德国ＢＲＵＫＥＲ公司）进行菌株鉴定。阿米

卡星、氨苄西林／舒巴坦、氨曲南、厄他培南、环丙沙

星、哌拉西林／他唑巴坦、庆大霉素、头孢曲松、头孢

他啶、头孢吡肟、妥布霉素、亚胺培南及左氧氟沙星

采 用 ＶＩＴＥＫ ２ Ｃｏｍｐａｃｔ 型 分 析 仪 （法 国

ＢｉｏＭéｒｉｅｕｘ公司）进行药敏检测；美罗培南及头孢

哌酮／舒巴坦采用纸片扩散法进行药敏检测，纸片为

美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司产品。替加环素（美国Ｐｆｉ

ｚｅｒ公司）应用微量肉汤稀释法进行药敏检测，结果

按ＥＵＣＡＳＴ标准（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｕｃａｓｔ．ｏｒｇ）判定，

其他药敏结果按美国临床实验室标准化协会

（ＣＬＳＩ）２０１９版标准判定
［７］。将对亚胺培南、美罗

培南及厄他培南三者任意一种耐药的 ＫＰ定义为

ＣＲＫＰ
［７］，对上述三种药物均不耐药的 ＫＰ定义为

碳青 霉 烯 非 耐 药 ＫＰ（ｎｏｎｃａｒｂａｐｅｎｅｍｒｅｓｉｓｔａｎｔ

ＫＰ，ｎＣＲＫＰ）。

１．４　碳青霉烯酶表型及耐药基因检测　采用改良

碳青霉烯灭活试验（ｍＣＩＭ）及ＥＤＴＡ改良灭活试

验（ｅＣＩＭ）检测碳青霉烯酶表型
［７］。煮沸法提取

ＣＲＫＰ菌株ＤＮＡ模板，聚合酶链反应（ＰＣＲ）检测

常见 碳 青 霉 烯 酶 基 因 犫犾犪ＫＰＣ２、犫犾犪ＮＤＭ１、犫犾犪ＩＭＰ、

犫犾犪ＶＩＭ、犫犾犪ＯＸＡ４８，引物序列及扩增条件参照文献［８］。

扩增产物用含ＥＢ（０．２μｇ／ｍＬ）１％琼脂糖凝胶电泳

后，凝胶成像观察结果。阳性产物送ＳａｎｇｏｎＢｉｏ

ｔｅｃｈ公司进行测序，测序结果在ＧｅｎＢａｎｋ数据库中

比对查询。

１．５　荚膜狑狕犻分型及毒力基因检测　煮沸法提取

待测ＫＰ菌株ＤＮＡ模板，ＰＣＲ扩增狑狕犻基因，引物
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序列及扩增条件参考文献［９］。扩增产物送Ｓａｎｇｏｎ

Ｂｉｏｔｅｃｈ公司测序后，登录 Ｗｅｂ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／

ｂｉｇｓｄｂ．ｐａｓｔｅｕｒ．ｆｒ／ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ／）比对狑狕犻型及相应

荚膜血清型。扩增９种主要毒力因子（包括狉犿狆Ａ、

狉犿狆Ａ２、犻狌犮Ａ、犻狉狅Ｎ、犲狀狋Ｂ、犿犪犵Ａ、犿狉犽Ｄ、犓犳狌 及

狔犫狋犛），引物序列及扩增条件参考文献［１０１１］进行。

扩增产物用含ＥＢ（０．２μｇ／ｍＬ）１％琼脂糖凝胶电

泳，凝胶成像观察结果。挑选代表性阳性结果送

ＳａｎｇｏｎＢｉｏｔｅｃｈ公司测序，比对确认后作为阳性

对照。

１．６　多位点序列分型　参照多位点序列分型

（ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅｔｙｐｉｎｇ，ＭＬＳＴ）网 站 （ｈｔ

ｔｐｓ：／／ｂｉｇｓｄｂ．ｐａｓｔｅｕｒ．ｆｒ／ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ／ｐｒｉｍｅｒｓ＿ｕｓｅｄ．

ｈｔｍｌ）推荐序列合成７对管家基因检测ＰＣＲ引物。

扩增条件参考文献［８］。ＰＣＲ产物送ＳａｎｇｏｎＢｉｏ

ｔｅｃｈ公司测序，登录 Ｗｅｂ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｂｉｇｓｄｂ．

ｐａｓｔｅｕｒ．ｆｒ／ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ／）比对序列，明确待测菌株ＳＴ

型。按照犵犪狆Ａ犻狀犳Ｂ犿犱犺狆犵犻狆犺狅Ｅ狉狆狅Ｂ狋狅狀Ｂ顺

序整理等位基因，并根据等位基因差异，将ＳＴ型分

为单位点变异型（ｓｉｎｇｌｅｌｏｃｕｓｖａｒｉａｎｔｓ，ＳＬＶｓ）、双

位点变异型（ｄｏｕｂｌｅｌｏｃｕｓｖａｒｉａｎｔｓ，ＤＬＶｓ）及三位

点 变 异 型 （ｔｒｉｐｌｅｌｏｃｕｓｖａｒｉａｎｔｓ，ＴＬＶｓ）。应 用

ＧｌｏｂａｌｏｐｔｉｍａｌｅＢＵＲＳＴ（ｇｏｅＢＵＲＳＴ）软件分析各

ＳＴ间的进化发育关系并构建最小生成树，确定ＳＴ

型中的 ｇｒｏｕｐｆｏｕｎｄｅｒ及 ｓｕｂｇｒｏｕｐｆｏｕｎｄｅｒ，将

ｇｒｏｕｐｆｏｕｎｄｅｒ及其ＳＬＶｓ（两种及以上）定义为克隆

群（ｃｌｏｎａｌｃｏｍｐｌｅｘ，ＣＣ）
［１２］。

１．７　脉冲场凝胶电泳（ＰＦＧＥ）　待测ＣＲＫＰ菌株

接种于２ｍＬＬＢ肉汤管，３７℃震荡培养４ｈ，离心后

用ＥＣ液混匀。加入等体积２％低熔点琼脂糖凝胶，

混匀后注入模具制成胶块。胶块置蛋白酶 Ｋ 于

５０℃水浴过夜后，１×ＴＥ清洗４～６次。胶块切至

５ｍｍ大小后ＸｂａＩ酶３７℃酶切４ｈ。电泳条件为：

０．５×ＴＢＥ、１４℃、６Ｖ／ｃｍ、线性梯度５～３５ｓ、２２ｈ。

染色成像后使用ＢｉｏＮｕｍｅｒｉｃｓ软件分析。ＰＦＧＥ图

谱相似性 ＞９０％ 定义为同一分型 （Ｐｕｌｓｏｔｙｐｅ，

ＰＴ）
［１３］。

１．８　统计分析　药敏检测结果应用 ＷＨＯＮＥＴ５．６

软件进行分析，其他统计应用ＳＰＳＳ２１．０软件进

行。ＳｈａｐｉｒｏＷｉｌｋ方法进行正态性检验，正态分布

资料以狓±狊表示。两组定量数据均数比较采用狋

检验，两组样本率间的比较采用卡方检验，以犘≤

０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　临床基本特征　本研究５６株 ＫＰ中，ＣＲＫＰ

３４株（６０．７％，ＣＲＫＰ组），ｎＣＲＫＰ２２株（３９．３％，

ｎＣＲＫＰ组）。ＣＲＫＰ组患者以男性为主（７０．６％），

平均年龄（６２．３±１６．４）岁。ＣＲＫＰ组患者所在临床

科室包括：综合重症监护病房 Ａ（ＩＣＵ＿Ａ，１３株，

３８．２％）、呼 吸 重 症 监 护 病 房 （ＩＣＵ ＿Ｒ，８株，

２３．５％）、综合重症监护病房 Ｂ（ＩＣＵ＿Ｂ，６株，

１７．６％），神经外科（３株，８．８％）、急诊重症监护病

房（ＩＣＵ＿Ｅ，２株，５．９％）及呼吸内科和骨科（各１株，

２．９％）。与ｎＣＲＫＰ组相比，ＣＲＫＰ组患者在年龄、

性别、接受外科手术、机械通气时间及基础疾病方面

差异均无统计学意义。但ＣＲＫＰ组入住ＩＣＵ日数

≥２０ｄ比例高于ｎＣＲＫＰ组，同时死亡及自动出院

患者的比例高于ｎＣＲＫＰ组（均犘＜０．０５），治疗病

情好转比例低于ｎＣＲＫＰ组（犘＜０．０１）。见表１。

表１　ＣＲＫＰ及ｎＣＲＫＰ组ＶＡＰ患者临床基本特征

犜犪犫犾犲１　ＢａｓｉｃｃｌｉｎｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆＶＡＰｐａｔｉｅｎｔｓｉｎ

ＣＲＫＰａｎｄｎＣＲＫＰｇｒｏｕｐｓ

基本特征
ＣＲＫＰ组

（狀＝３４）

ｎＣＲＫＰ组

（狀＝２２） χ
２／狋 犘

年龄（岁，狓±狊） ６２．３±１６．４６２．０±１３．９０．０５９ ０．９５３

性别 ［例 （％）］

　男性 ２４（７０．６） １７（７７．３） ０．３０４ ０．５８１

　女性 １０（２９．４） ５（２２．７）

外科手术 ［例（％）］ ２１（６１．８） １２（５４．５） ０．２８８ ０．５９２

入住ＩＣＵ日数≥２０ｄ

［例（％）］

２４（７０．６） ９（４０．９） ４．８６１ ０．０２７

机械通气日数≥７ｄ

［例（％）］

２５（７３．５） １２（５４．５） ２．１４７ ０．１４３

基础疾病 ［例（％）］

　颅脑外伤及神经系统疾病 １３（３８．２） １１（５０．０） ０．７５５ ０．３８５

　慢性肺部疾病 ５（１４．７） ３（１３．６） ０．０１２ ０．９１１

　糖尿病 ３（８．８） ２（９．１） ０．００１ ０．９７３

　恶性肿瘤 １（２．９） ３（１３．６） ２．３０４ ０．１２９

　其他疾病 ５（１４．７） ３（１３．６） ０．０１２ ０．９１１

临床转归 ［例（％）］

　好转 ６（１７．６） １５（６８．２）１４．５５４ ＜０．００１

　自动出院 １７（５０．０） ５（２２．７） ４．１６５ ０．０４１

　死亡 １１（３２．４） ２（９．１） ４．０５５ ０．０４４

　　注：包括胰腺炎、多发伤、上消化道出血、消化道穿孔、心血管

疾病、高血压及慢性肾病。
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２．２　药敏试验及耐药检测结果　体外药敏试验结

果显示，ＣＲＫＰ组菌株对常用抗菌药物耐药率高于

ｎＣＲＫＰ组（均犘＜０．０５）。ＣＲＫＰ对头孢菌素类及

碳青霉烯类抗生素的耐药率均为１００．０％，仅对氨

曲南耐药率为９７．１％，对环丙沙星及左氧氟沙星耐

药率均为９４．１％；对阿米卡星、妥布霉素及庆大霉

素的耐药率分别为７０．６％、９４．１％、９４．１％。未检

出耐替加环素的菌株。见表２。经 ｍＣＩＭ 和ｅＣＩＭ

检测，９７．１％（３３株）ＣＲＫＰ菌株 ｍＣＩＭ 试验为阳

性，２．９％（１株）菌株ｅＣＩＭ 为阳性。ＰＣＲ检测表

明，ｍＣＩＭ阳性菌株均携带犫犾犪ＫＰＣ２，ｅＣＩＭ 阳性株携

带犫犾犪ＮＤＭ１。

表２　ＣＲＫＰ组及ｎＣＲＫＰ组菌株对抗菌药物耐药率（％）

犜犪犫犾犲２　ＲｅｓｉｓｔａｎｃｅｒａｔｅｓｏｆＣＲＫＰａｎｄｎＣＲＫＰｉｓｏｌａｔｅｓｔｏ

ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｓ（％）

抗菌药物
ＣＲＫＰ组

（狀＝３４）

ｎＣＲＫＰ组

（狀＝２２） χ
２ 犘

氨苄西林／舒巴坦 １００．０ ４０．９ ２６．１７ ＜０．００１

哌拉西林／他唑巴坦 １００．０ ４．５ ５１．９３ ＜０．００１

头孢曲松 １００．０ ３６．４ ２８．８５ ＜０．００１

头孢他啶 １００．０ １３．６ ４４．４４ ＜０．００１

头孢吡肟 １００．０ １３．６ ４４．４４ ＜０．００１

头孢哌酮／舒巴坦 １００．０ ９．１ ４８．０８ ＜０．００１

氨曲南 ９７．１ ３１．８ ２７．８６ ＜０．００１

亚胺培南 １００．０ ０．０ ５６．００ ＜０．００１

美罗培南 １００．０ ０．０ ５６．００ ＜０．００１

厄他培南 １００．０ ０．０ ５６．００ ＜０．００１

阿米卡星 ７０．６ ４．５ ２３．５７ ＜０．００１

庆大霉素 ９４．１ ３１．８ ２７．８６ ＜０．００１

妥布霉素 ９４．１ １８．２ ３３．５５ ＜０．００１

替加环素 ０．０ ０．０ － －

环丙沙星 ９４．１ １８．２ ３３．５５ ＜０．００１

左氧氟沙星 ９４．１ １３．６ ３６．９１ ＜０．００１

２．３　ＭＬＳＴ及ＰＦＧＥ分型　ＭＬＳＴ结果显示，３４

株 ＣＲＫＰ菌株共分为６个 ＳＴ 型，主要为 ＳＴ１１

（８２．４％）；２２株ｎＣＲＫＰ菌株分为８个ＳＴ型，主要

为ＳＴ１１（４５．４％）。见表３。ＧｏｅＢＵＲＳＴ 分析可

见，ＣＲＫＰ菌株中，ＳＴ１１及ＳＴ１５均为ｓｕｂｇｒｏｕｐ

ｆｏｕｎｄｅｒ，ＳＴ３４０为ＳＴ１１的ＳＬＶｓ，ＳＴ１４为ＳＴ１５的

ＳＬＶｓ，且ＳＴ１５为ＳＴ１１的ＴＬＶｓ；ｎＣＲＫＰ菌株中，

ＳＴ２３为 ｇｒｏｕｐｆｏｕｎｄｅｒ，ＳＴ２１８ 与 ＳＴ１２６５ 均为

ＳＴ２３的 ＳＬＶｓ，ＳＴ１１１ 和 ＳＴ４１２ 均 为 ＳＴ２３ 的

ＴＬＶｓ。ＳＴ２３和ＳＴ２１８、ＳＴ１２６５共同构成 ＣＣ２３。

见图１。进一步通过ＰＦＧＥ分析显示，３４株ＣＲＫＰ

分为２６个ＰＴ型，其中 ＰＴ０５、ＰＴ１５、ＰＴ１６、ＰＴ１８

和ＰＴ２０型菌株分别为２、３、４、２、２株，且ＰＴ１５及

ＰＴ１６型克隆株主要分布在ＩＣＵ＿Ａ病区。见图２。

表３　ＣＲＫＰ组及ｎＣＲＫＰ组菌株 ＭＬＳＴ结果

犜犪犫犾犲３　ＭＬＳＴｒｅｓｕｌｔｓｏｆＣＲＫＰａｎｄｎＣＲＫＰｉｓｏｌａｔｅｓ

ＭＬＳＴ
ＣＲＫＰ组（狀＝３４）

株数 构成比（％）

ｎＣＲＫＰ组（狀＝２２）

株数 构成比（％）

ＳＴ１１ ２８ ８２．４ １０ ４５．５

ＳＴ１５ ２ ５．９ ４ １８．２

ＳＴ１４ １ ２．９ ０ ０．０

ＳＴ１４７ １ ２．９ ０ ０．０

ＳＴ２９０ １ ２．９ ０ ０．０

ＳＴ３４０ １ ２．９ ０ ０．０

ＳＴ４１２ ０ ０．０ ２ ９．１

ＳＴ１１１ ０ ０．０ ２ ９．１

ＳＴ２３ ０ ０．０ １ ４．５

ＳＴ６５ ０ ０．０ １ ４．５

ＳＴ２１８ ０ ０．０ １ ４．５

ＳＴ１２６５ ０ ０．０ １ ４．５
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　　注：每个节点代表一个ＳＴ型，节点大小与该ＳＴ型菌株数量成

正比。黄色节点为ｇｒｏｕｐｆｏｕｎｄｅｒ，绿色节点为ｓｕｂｇｒｏｕｐｆｏｕｎｄｅｒ，紫

色节点为ｃｏｍｍｏｎｎｏｄｅ。节点间蓝色连线提示两ＳＴ型为ＳＬＶｓ、黑

色连线提示为ＤＬＶｓ、灰色连线提示为 ＴＬＶｓ、无连线提示该ＳＴ型

与其他型差异大于３个位点。

图１　ＣＲＫＰ 菌株（Ａ）及 ｎＣＲＫＰ菌株（Ｂ）ＳＴ 型的ｇｏｅ

ＢＵＲＳＴ分析图

犉犻犵狌狉犲１　ＧｏｅＢＵＲＳＴａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｅｑｕｅｎｃｅｔｙｐｅｏｆＣＲＫＰ

ａｎｄｎＣＲＫＰｉｓｏｌａｔｅｓ
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２．４　荚膜狑狕犻分型及毒力因子分析　荚膜狑狕犻分

型可见，ＣＲＫＰ菌株共分为５种荚膜型，以 Ｋ６４型

为主（５０．０％），其次为Ｋ４７型（３８．３％）；ｎＣＲＫＰ菌

株则分为７种，以Ｋ４７为主（４０．９％）。Ｋ６４型菌株

在ＣＲＫＰ菌株中的比例高于ｎＣＲＫＰ菌株（犘＜

０．０１），且ＰＴ０５、ＰＴ１５及ＰＴ１６型ＣＲＫＰ菌株荚膜

均属于Ｋ６４型。毒力因子检测结果显示，ＣＲＫＰ菌

株携带多种毒力因子，其中ｐＬＶＰＫｌｉｋｅ质粒介导

的毒力因子狉犿狆Ａ、狉犿狆Ａ２、犻狌犮Ａ及犻狉狅Ｎ检出率分

别为１７．６％、４４．１％、４４．１％及４７．１％，而狉犿狆Ａ２、

犻狌犮Ａ及犻狉狅Ｎ的检出率高于ｎＣＲＫＰ菌株（均犘＜

０．０５），上述质粒介导的毒力因子主要由 Ｋ６４ＳＴ１１

型ＣＲＫＰ菌株携带。见表４、图２。
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　　注：Ｃａｒｂａ为ｃａｒｂａｐｅｎｅｍａｓｅ；ＮＤ为ｎｏｄｅｔｅｃｔｉｏｎ；Ｎｅｕｒｏ为ｎｅｕｒｏｓｕｒｇｅｒｙ；Ｏｒｔｈ为ｏｒｔｈｏｐｅｄｉｃｓ；ｐＬＶ为ｐＬＶＰＫｌｉｋｅｐｌａｓｍｉｄ；ＰＴ为

ｐｕｌｓｏｔｙｐｅ；Ｒｅｓｐ为ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｍｅｄｉｃｉｎｅ；ＳＴ为ｓｅｑｕｅｎｃｅｔｙｐｅ；ＶＦ为ｖｉｒｕｌｅｎｃｅｆａｃｔｏｒ； Ｄａｔｅ中日期格式为 ＭＭＤＤ。

图２　ＣＲＫＰ菌株ＰＦＧＥ聚类分析图

犉犻犵狌狉犲２　ＰＦＧＥｃｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓｏｎＣＲＫＰｉｓｏｌａｔｅｓ
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表４　ＣＲＫＰ及ｎＣＲＫＰ菌株荚膜分型及毒力因子检测结果

犜犪犫犾犲４　Ｃａｐｓｕｌａｒｓｅｒｏｔｙｐｅａｎｄｖｉｒｕｌｅｎｃｅｆａｃｔｏｒａｎａｌｙｓｉｓｏｎ

ＣＲＫＰａｎｄｎＣＲＫＰｉｓｏｌａｔｅｓ

项目
ＣＲＫＰ

（狀＝３４）

ｎＣＲＫＰ

（狀＝２２） χ
２ 犘

荚膜分型 ［株（％）］

　Ｋ１ ０（０．０） ２（９．１） ３．２０５ ０．０７３

　Ｋ２ １（２．９） １（４．５） ０．１００ ０．７５２

　Ｋ１９ ２（５．９） ４（１８．２） ２．１１２ ０．１４６

　Ｋ２１ １（２．９） ３（１３．６） ２．３０４ ０．１２９

　Ｋ２７ ０（０．０） １（４．５） １．５７４ ０．２１０

　Ｋ４７ １３（３８．３） ９（４０．９） ０．０４０ ０．８４１

　Ｋ６４ １７（５０．０） ２（９．１） ９．９７２ ０．００２

毒力因子［株（％）］

　ｒｍｐ犃 ６（１７．６） ４（１８．２） ０．００３ ０．９５９

　ｒｍｐ犃２ １５（４４．１） ４（１８．２） ４．００８ ０．０４５

　犻狌犮犃 １５（４４．１） ４（１８．２） ４．００８ ０．０４５

　犻狉狅犖 １６（４７．１） ４（１８．２） ４．８５１ ０．０２８

　犲狀狋犅 ３３（９７．１）２２（１００．０） ０．６５９ ０．４１７

　犿犪犵犃 ０（０．０） ２（９．１） ３．２０５ ０．０７３

　犿狉犽犇 ３０（８８．２） ２１（９５．５） ０．８５６ ０．３５５

　犓犳狌 １９（５５．９） １０（４５．５） ０．５８２ ０．４４６

　狔犫狋犛 １８（５２．９） ９（４０．９） ０．７７４ ０．３７９

　　注：由ｐＬＶＰＫｌｉｋｅ质粒介导的毒力因子。

３　讨论

作为临床常见条件致病菌，ＫＰ易于获得外源

耐药基因并出现耐药表型，是医院感染重点防控的

多重耐药菌。根据全国细菌耐药监测网统计

数据［１４］显示，我国ＣＲＫＰ检出率逐年攀升，从２０１３

年的４．９％上升至２０１８年的１０．１％，临床流行趋势

十分严峻。本研究５６株ＫＰ中，ＣＲＫＰ的比率高达

６０．７％，与感染患者均存在ＩＣＵ住院史有关。与我

国某三甲医院２０１８年ＩＣＵＣＲＫＰ临床分离率为

６３．７％，且主要来源于呼吸道标本的研究
［１５］结果基

本一致。本组资料中ＣＲＫＰ组患者入住ＩＣＵ日数

≥２０ｄ的比例高于ｎＣＲＫＰ组，进一步提示ＩＣＵ是

ＣＲＫＰ流行播散的重点科室。

入住ＩＣＵ患者大多患有严重基础疾病，一旦继

发ＣＲＫＰ感染，往往预后不良。研究
［１６］表明，感染

ＣＲＫＰ患者病死率远高于感染非耐药株患者。本研

究中，ＣＲＫＰ组与ｎＣＲＫＰ组ＶＡＰ患者在年龄、性

别及基础疾病种类方面差异均无统计学意义，但其

死亡及自动出院患者比例远高于ｎＣＲＫＰ组。其

ＣＲＫＰ菌株呈现多重耐药表型，对除替加环素之外

的所有临床常用抗菌药物耐药率均高于７０％；所有

菌株均产碳青霉烯酶，且以ＫＰＣ２为主。ＫＰＣ２属

于Ａ类丝氨酸β内酰胺酶，其临床流行范围最广

泛，通 常 由 质粒 携带 在肠杆 菌目 细菌 间 水 平

传播［１７］。此类质粒常同时携带多种耐药基因，导致

ＣＲＫＰ菌株表现为多重耐药，给临床抗感染治疗带

来极大挑战［１７］。因此，严格落实医院感染防控措

施，预防 ＶＡＰ患者发生 ＣＲＫＰ感染更显得尤为

重要。

ＳＴ１１型是中国大陆地区ＣＲＫＰ的主要流行克

隆群，占比在６０％以上
［１７］。比较基因组学研究［１８］

表明，由于包括荚膜多糖合成位点在内的基因组片

段发生的重组，导致该型出现不同的进化分支，从而

呈现不同的荚膜分型。本研究中，ＳＴ１１型ＣＲＫＰ

菌株共分成Ｋ６４和 Ｋ４７两种荚膜型，以 Ｋ６４型为

主，且Ｋ６４型ＣＲＫＰ的构成比高于ｎＣＲＫＰ组（犘＜

０．０５）。２０１３—２０１７年浙江地区一项回顾性研究发

现，Ｋ６４ＳＴ１１型ＣＲＫＰ在２０１６年取代了 Ｋ４７型，

成为主要流行亚克隆。通过毒力因子检测发现，

ＣＲＫＰ菌株携带的毒力因子比例较高，且其中

狉犿狆Ａ２、犻狌犮Ａ及犻狉狅Ｎ检出率高于ｎＣＲＫＰ菌株
［１９］。

上述三种毒力因子均由ｐＬＶＰＫｌｉｋｅ毒力质粒携

带，是 ＣＲｈｖＫＰ 的 重 要 分 子 标 志
［５］。而 携 带

ｐＬＶＰＫｌｉｋｅ质粒的 Ｋ６４型亚克隆，更易于在医院

环境中存活［１９］。本研究ＰＦＧＥ分型结果显示，出现

３例以上克隆传播的ＰＴ１５和ＰＴ１６型，均属于Ｋ６４

型ＳＴ１１ＣＲＫＰ，提示该亚克隆在医院环境中具有

较强的定植及播撒能力，可能与携带ｐＬＶＰＫｌｉｋｅ

质粒后毒力增强相关。另一方面，由于本研究纳入

研究的菌株及病例数量较少，且菌株来源为单中心，

研究结果存在一定的局限性。后续将继续扩充研究

中心并增加菌株数量，系统分析携带ｐＬＶＰＫｌｉｋｅ

质粒与ＣＲＫＰ菌株医院内定植播撒之间的关联性。

综上所述，本研究结果显示，Ｋ６４ＳＴ１１ 型

ＣＲＫＰ是临床ＶＡＰ患者下呼吸道分离ＣＲＫＰ重要

分子亚克隆。不仅表现为多重耐药，而且携带大量

由ｐＬＶＰＫｌｉｋｅ质粒介导的毒力因子。与对照组相

比，ＣＲＫＰ组患者临床预后不佳。应加强临床、实验

室及感染管理部门的协作，密切监控Ｋ６４型ＳＴ１１

ＣＲＫＰ菌株亚克隆的流行趋势，防控其导致的医院

感染事件发生。
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