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［摘　要］　目的　通过全基因组测序分析临床耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌（ＣＲＫＰ）的分子流行病学及黏菌素耐药

基因，为临床诊疗提供参考。方法　收集２０２１—２０２３年安徽省某三级甲等综合医院住院患者临床标本分离的５７

株ＣＲＫＰ，对所有菌株进行药敏试验。采用全基因测序技术分析ＣＲＫＰ菌株多位点序列分型、荚膜血清型、耐药基

因和毒力基因，并对所有菌株序列进行单核苷酸多态性分析，采用聚合酶链式反应（ＰＣＲ）方法扩增与黏菌素耐药

相关基因。结果　５７株ＣＲＫＰ对除替加环素外的１４种抗菌药物均为耐药。测序结果显示，９３．０％（５３／５７）的

ＣＲＫＰ携带犫犾犪ＫＰＣ２，ＳＴ１１型 ＣＲＫＰ菌株检出率最高（５１／５７，８９．５％）。单核苷酸多态性聚类分析表明，５７株

ＣＲＫＰ分为１１个克隆群，其中有４个克隆群均为ＳＴ１１ＫＬ６４型ＣＲＫＰ。４０株（７０．２％）ＣＲＫＰ携带多种毒力基因。

５株黏菌素耐药ＣＲＫＰ，其耐药机制是在犿犵狉Ｂ基因７０位点处插入一个ＩＳＫｐｎ２６元件。结论　ＣＲＫＰ菌株以产

ＫＰＣ２ＳＴ１１ＫＬ６４型为主要流行型，在重症监护病房有播散性流行。ＩＳＫｐｎ２６元件插入引起犿犵狉Ｂ基因突变与该

地区ＣＲＫＰ黏菌素耐药有关。
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　　肺炎克雷伯菌（犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲，ＫＰ）是

一种临床上常见的革兰阴性条件病原菌，可感染人

类和多种家畜，是医疗保健相关感染和新生儿败血

症的主要病原菌［１］。在健康人群中，ＫＰ主要定植

于胃肠道，口咽部浓度较低［２］。在免疫功能低下或

免疫缺陷的患者中，ＫＰ可侵入血液或组织并引起

多种感染，包括尿路感染、菌血症、肺炎和肝脓肿［３］。

此外，ＫＰ是呼吸机相关肺炎（ｖｅｎｔｉｌａｔｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄ

ｐｎｅｕｍｏｎｉａ，ＶＡＰ）和重症监护病房（ｉｎｔｅｎｓｉｖｅｃａｒｅ

ｕｎｉｔ，ＩＣＵ）获得性肺炎的主要病原体
［４］，因此 ＫＰ

受到广泛关注。

碳青霉烯类药物被认为是治疗严重ＫＰ感染的

有效抗生素。然而，耐碳青霉烯类肺炎克雷伯（ｃａｒ

ｂａｐｅｎｅｍｒｅｓｉｓｔａｎｔ犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲，ＣＲＫＰ）因

其快速传播而被认为是一个重大的公共卫生问题［５］。

２０２２年我国 ＫＰ对亚胺培南和美罗培南的平均耐

药率分别为２２．６％、２４．２％，犫犾犪ＫＰＣ和犫犾犪ＮＤＭ编码的

ＫＰ碳青霉烯酶（ＫＰＣ）和新德里金属β内酰胺酶

（ＮＤＭ）是全球大多数国家导致 ＫＰ耐碳青霉烯类

药物的最常见因素，而苯唑西林酶－４８（ｏｘａｃｉｌｌｉ

ｎａｓｅ４８）在非洲最常见
［６８］。此外，美国和中国均有

报道，犫犾犪ＫＰＣ和犫犾犪ＮＤＭ在ＫＰ中共存
［９１０］。虽然黏菌

素被认为是治疗临床多重耐药ＫＰ感染的最后一道

防线，但黏菌素耐药已成为世界范围内的一个重要

问题［１１］。已有研究［１２］报道，ＫＰ对黏菌素耐药，其

耐药性是通过遗传变异介导的相关染色体突变。鉴

于多重耐药菌感染临床治疗的障碍和对公共卫生的

负面影响，了解ＫＰ的全基因组特征有助于更全面

地评估其风险［１３］。

全基因组测序技术现已广泛应用于细菌学

研究［１４］。细菌基因组的功能注释可以在遗传水平

上产生丰富的数据［１５］。该技术在监测病原菌基因

组进化和研究致病机制方面发挥着积极作用。本研

究对安徽某省级三级甲等综合医院２０２１—２０２３年

临床分离ＣＲＫＰ菌株全基因组进行测序，分析菌株

克隆关系、耐药性和毒力基因分布，以期为制定控制

ＣＲＫＰ传播的有效策略和降低医院重症感染发病率

提供重要依据。

１　对象与方法

１．１　研究对象　收集２０２１年１月１日—２０２３年

１２月３１日安徽省某三级甲等综合医院住院患者临

床标本分离的非重复ＫＰ１０２２株，对所有ＫＰ临床

分离株进行传代培养，通过药敏试验筛选出５７株

ＣＲＫＰ作为研究对象。以上菌株均在－８０℃保存。

１．２　研究方法

１．２．１　细菌鉴定及药敏试验　所有ＫＰ均采用德

国布鲁克基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱

（ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）仪鉴定。使用美国ＢＤＰｈｏｅｎｉｘ

Ｍ５０全自动微生物药物敏感性分析仪及配套药敏

卡分析各种抗菌药物的最低抑菌浓度（ｍｉｎｉｍｕｍｉｎ

ｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ）。质控菌株为 ＫＰ

ＡＴＣＣ７００６０３和ＫＰＡＴＣＣＢＡＡ１７０５。药敏试验

结果参照２０２３年美国临床实验室标准化协会

（ＣＬＳＩ）Ｍ１００文件进行判读。替加环素药敏结果

的判读按照美国食品药品监督管理局（Ｆｏｏｄａｎｄ

ＤｒｕｇＡｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，ＦＤＡ）指南：ＭＩＣ≤２μｇ／ｍＬ，

敏感；４μｇ／ｍＬ，中介；≥８μｇ／ｍＬ，耐药。黏菌素药

敏结果判读按照欧洲药敏试验委员会（Ｅｕｒｏｐｅａｎ

Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅｏｎ ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌＳｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ Ｔｅｓ

ｔｉｎｇ，ＥＵＣＡＳＴ）指南（第１０版）：ＭＩＣ＞２μｇ／ｍＬ，

耐药；≤２μｇ／ｍＬ，敏感。

１．２．２　拉丝试验　拉丝试验用于识别ＫＰ高黏液

性表型［１６］。将接种 ＫＰ菌株的哥伦比亚血琼脂培

养皿置于３７℃培养２４ｈ后，使用一次性接种环拉伸

ＫＰ菌落的黏液线。如果黏液线长度＞５ｍｍ，则为

拉丝试验阳性。

１．２．３　细菌全基因组测序、组装和注释　对收集的

ＣＲＫＰ临床分离株进行全基因组测序。将ＣＲＫＰ

的单菌落置于卢尼亚－贝尔塔尼（ＬｕｒｉａＢｅｒｔａｎｉ，

ＬＢ）肉汤中，３７°Ｃ摇动过夜。采用经少量修饰的十

六烷基三甲基溴化铵 （ｃｅｔｙｌｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｕｍ

ｂｒｏｍｉｄｅ，ＣＴＡＢ）方法提取基因组 ＤＮＡ
［１７］，使用

ＴｒｕＳｅｑＤＮＡ样品制备试剂盒（Ｉｌｌｕｍｉｎａ，美国）和模

板制备试剂盒（ＰａｃｉｆｉｃＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，美国）测定ＤＮＡ
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的浓度、质量和完整性，并生成测序文库。随后，由

上海生物技术公司使用ＩｌｌｕｍｉｎａＮｏｖａＳｅｑ６０００平

台进行基因组测序。使用 ＡｄａｐｔｅｒＲｅｍｏｖａｌ
［１８］和

ＳＯＡＰｅｃ
［１９］去除适配器污染和数据过滤后进行数据

组装。过滤后的读数由ＳＰＡｄｅｓ
［２０］和 Ａ５ｍｉｓｅｑ

［２１］

组装以构建支架和重叠群。

１．２．４　测序结果分析　将测序结果上传至相关网

站进行分析。使用ＲｅｓＦｉｎｄｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｎｅｐｉ．ｆｏｏｄ．

ｄｔｕ．ｄｋ／ｒｅｓｆｉｎｄｅｒ）鉴定耐药基因，应用 ｈｔｔｐｓ：／／

ｃｇｅ．ｆｏｏｄ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＭＬＳＴ／分析多位点序列

分型（ＭｕｌｔｉｌｏｃｕｓＳｅｑｕｅｎｃｅＴｙｐｉｎｇ，ＭＬＳＴ）。使用

ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｇｃ．ａｃ．ｃｎ／ｃｇｉｂｉｎ／ＶＦｓ／ｖ５／ｍａｉｎ．ｃｇｉ

在线数据库分析相关毒力基因，并将携带两种以上

毒力基因的ＣＲＫＰ定义为耐碳青霉烯类高毒力肺

炎克雷伯菌 （ｃａｒｂａｐｅｎｅｍｒｅｓｉｓｔａｎｔｈｙｐｅｒｖｉｒｕｌｅｎｔ

犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲，ＣＲｈｖＫＰ）。

１．２．５　单核苷酸多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙ

ｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）分析　将所有菌株序列提交ＣＳＩ

Ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ （ｈｔｔｐｓ：／／ｃｇｅ．ｆｏｏｄ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／

ＣＳＩＰｈｙｌｏｇｅｎｙ／）进行ＳＮＰ分析。将分析结果导入

ＦｉｇＴｒｅｅ１．４．３软件（ｈｔｔｐ：／／ｔｒｅｅ．ｂｉｏ．ｅｄ．ａｃ．ｕｋ／

ｓｏｆｔｗａｒｅ／ｆｉｆｉｇｔｒｅｅ／）生成最大似然树，根据近与远

的关系对菌株进行分组。进化树使用ｉＴＯＬ
［２２］（ｈｔ

ｔｐｓ：／／ｉｔｏｌ．ｅｍｂｌ．ｄｅ）美化加工。

１．２．６　黏菌素耐药相关基因检测和分析　检测

ＣＲＫＰ菌株质粒介导的黏菌素耐药基因犿犮狉１～９，以

及染色体介导的双组分系统（狆犺狅Ｐ／Ｑ和狆犿狉Ａ／Ｂ）、

犿犵狉Ｂ基因。采用聚合酶链式反应（ＰＣＲ）扩增黏菌

素耐药相关基因［２３２５］（见表１）。ＰＣＲ扩增产物经琼

脂糖凝胶电泳显示并送到生工生物工程（上海）股份

有限公司测序，测序结果随后使用国家生物信息中

心网站上的基本局部比对搜索工具（ｂｌａＳＴ）程序进

行分析，插入序列（ｉｎｓｅｒｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅ，ＩＳ）通过ＩＳ

ｆｉｎｄｅｒ网站进行评估。

表１　黏菌素耐药相关基因引物序列及扩增产物大小

犜犪犫犾犲１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｃｏｌｉｓｔｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓａｎｄｓｉｚｅｏｆａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｒｏｄｕｃｔｓ

基因 序列（５’－３’）

产物

大小

（ｂｐ）

参考

文献

犿犮狉１ ＡＧＴＣＣＧＴＴＴＧＴＴＣＴＴＧＴＧＧＣ ３２０ ［２３］

ＡＧＡＴＣＣＴＴＧＧＴＣＴＣＧＧＣＴＴＧ

犿犮狉２ ＡＧＣＣＧＡＧＴＣＴＡＡＧＧＡＣＴＴＧＡＴＧＡＡＴＴＴＧ ５７６ ［２３］

ＧＣＧＧＴＡＴＣＧＡＣＡＴＣＡＴＡＧＴＣＡＴＣＴＴＧ

犿犮狉３ ＡＡＡＴＡＡＡＡＡＴＴＧＴＴＣＣＧＣＴＴＡＴＧ ９２９ ［２３］

ＡＡＴＧＧＡＧＡＴＣＣＣＣＧＴＴＴＴＴ

犿犮狉４ ＡＡＴＴＧＴＣＧＴＧＧＧＡＡＡＡＧＣＣＧＣ １０６２ ［２３］

ＣＴＧＣＴＧＡＣＴＧＧＧＣＴＡＴＴＡＣＣＧＴＣＡＴ

犿犮狉５ ＧＴＧＡＡＡＣＡＧＧＴＧＡＴＣＧＴＧＡＣＴＴＡＣＣＧ ２７１ ［２３］

ＣＧＴＧＣＴＴＴＡＣＡＣＣＧＡＴＣＡＴＧＴＧＣＴ

犿犮狉６ ＡＣＴＧＡＣＣＡＡＧＣＣＧＡＧＴＣＴＡＡＧ ２５９ ［２３］

ＧＣＡＴＣＡＣＧＧＧＡＴＴＧＡＣＡＴＡＧＣ

犿犮狉７ ＧＣＧＡＣＣＴＣＣＴＡＣＣＴＧＡＡＴＧ ３４５ ［２３］

ＣＣＣＴＴＴＧＧＣＧＡＣＧＡＣＴＴＴＧ

基因 序列（５’－３’）

产物

大小

（ｂｐ）

参考

文献

犿犮狉８ ＴＴＧＴＣＧＴＣＧＴＧＧＧＣＧＡＡＡＣ ５１４ ［２３］

ＣＴＧＴＣＧＣＡＡＧＴＴＧＧＧＣＴＡＡＡＧ

犿犮狉９ ＣＧＧＣＧＡＡＣＴＡＣＧＣＴＴＡＣＡＧ ４６５ ［２３］

ＣＧＣＡＣＡＧＴＴＴＣＧＧＧＴＴＡＴＣＡＣ

狆犺狅Ｐ ＡＴＴＧＡＡＧＡＧＧＴＴＧＣＣＧＣＣＣＧＣ １３６ ［２４］

ＧＣＴＴＧＡＴＣＧＧＣＴＧＧＴＣＡＴＴＣＡＣＣ

狆犺狅Ｑ ＡＴＡＴＧＣＴＧＧＣＧＡＧＡＴＧＧＧＡＡＡＡＣＧＧ １３８ ［２４］

ＣＣＡＧＣＣＡＧＧＧＡＡＣＡＴＣＡＣＧＣＴ

狆犿狉Ａ ＴＡＣＧＣＣＧＡＡＡＧＡＧＴＡＴＧＣＣＣ １７０ ［２４］

ＧＧＡＴＣＣＧＣＧＡＴＴＴＧＣＣＡＡＴＣ

狆犿狉Ｂ ＴＧＣＣＡＧＣＴＧＡＴＡＡＧＣＧＴＣＴＴ ９５ ［２４］

ＴＴＣＴＧＧＴＴＧＴＴＧＴＧＣＣＣＴＴＣ

犿犵狉Ｂ ＡＡＧＧＣＧＴＴＣＡＴＴＣＴＡＣＣＡＣＣ ２５３ ［２５］

ＴＴＡＡＧＡＡＧＧＣＣＧＴＧＣＴＡＴＣＣ

２　结果

２．１　ＣＲＫＰ感染患者临床特征　临床分离的５７株

ＣＲＫＰ，患者主要为男性（７１．９％），年龄≥６０岁的患

者占５６．１％，其中≥７５岁的患者占２２．８％，中位年

龄６６岁。ＣＲＫＰ感染患者主要来自ＩＣＵ（５２．６％）

和呼吸内科（２１．１％）。标本来源以呼吸道和血标本

为主，分别占５６．１％、２４．６％。ＣＲＫＰ患者的人口

和临床统计学特征见表２。
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表２　ＣＲＫＰ患者的人口和临床统计学特征

犜犪犫犾犲２　Ｄｅｍｏｇｒａｐｈｉｃａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｓｔａｔｉｓｔｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆ

ＣＲＫＰｐａｔｉｅｎｔｓ

临床特征 例数（狀＝５７） 百分比（％）

年龄≥６０岁 ３２ ５６．１

性别

　男性 ４１ ７１．９

　女性 １６ ２８．１

标本类型

　痰 ２２ ３８．６

　血 １４ ２４．６

　气管抽吸物 ６ １０．５

　腹腔积液／腹腔引流液 ６ １０．５

　支气管肺泡灌洗液 ４ ７．０

　尿 ３ ５．３

　穿刺液 ２ ３．５

病房

　ＩＣＵ ３０ ５２．６

　呼吸内科 １２ ２１．１

　感染病科 ４ ７．０

　神经外科 ４ ７．０

　血液内科 ３ ５．３

　肾脏内科 ２ ３．５

　其他病房 ２ ３．５

基础疾病

　呼吸系统疾病 ３２ ５６．１

　消化系统疾病 ８ １４．０

　神经系统疾病 ５ ８．８

　肿瘤 ４ ７．０

　血液病 ３ ５．３

　心血管疾病 ２ ３．５

　泌尿系统疾病 ２ ３．５

　其他疾病 １ １．８

２．２　ＣＲＫＰ菌株耐药表型分析　５７株ＣＲＫＰ对多

种抗菌药物耐药，所有菌株对碳青霉烯类、β内酰胺

类抗生素以及头孢哌酮／舒巴坦耐药，对环丙沙星和

左氧氟沙星耐药率分别为９１．２％、８７．７％，对妥布

霉素和阿米卡星的耐药率分别为２１．２％、１５．８％。

见表３、４。

表３　５７株ＣＲＫＰ药敏试验结果［株（％）］

犜犪犫犾犲３　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆ５７

ＣＲＫＰｓｔｒａｉｎｓ（Ｎｏ．ｏｆｉｓｏｌａｔｅｓ［％］）

抗菌药物 Ｒ Ｉ Ｓ

哌拉西林他／唑巴坦 ４５（７８．９） ５（８．８） ７（１２．３）

头孢他啶 ５７（１００） ０（０） ０（０）

头孢曲松 ５７（１００） ０（０） ０（０）

头孢吡肟 ５７（１００） ０（０） ０（０）

头孢哌酮／舒巴坦 ５７（１００） ０（０） ０（０）

氨曲南 ４（７．０） ０（０） ５３（９３．０）

厄他培南 ５７（１００） ０（０） ０（０）

亚胺培南 ５７（１００） ０（０） ０（０）

美罗培南 ５７（１００） ０（０） ０（０）

妥布霉素 １２（２１．１） ０（０） ４５（７８．９）

阿米卡星 ９（１５．８） ０（０） ４８（８４．２）

替加环素 ０（０） ０（０） ５７（１００）

环丙沙星 ５２（９１．２） １（１．８） ４（７．０）

左氧氟沙星 ５０（８７．７） ０（０） ７（１２．３）

黏菌素 ５（８．８） ０（０） ５２（９１．２）

　　注：Ｒ为耐药；Ｓ为敏感；Ｉ为中介。

表４　５株黏菌素耐药ＣＲＫＰ的 ＭＩＣ值（μｇ／ｍＬ）

犜犪犫犾犲４　ＭＩＣｖａｌｕｅｓｏｆ５ｃｏｌｉｓｔｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔＣＲＫＰｓｔｒａｉｎｓ

（μｇ／ｍＬ）

抗菌药物 ＫＰ０２ ＫＰ１７ ＫＰ２０ ＫＰ４６ ＫＰ４７

哌拉西林／他唑巴坦 ≥１２８ ≥１２８ ≥１２８ ≥１２８ ≥１２８

头孢他啶 ≥６４ ≥６４ ≥６４ ≥６４ ≥６４

头孢曲松 ≥６４ ≥６４ ≥６４ ≥６４ ≥６４

头孢吡肟 ≥３２ ≥３２ ≥３２ ≥３２ ≥３２

头孢哌酮／舒巴坦 ≥６４ ≥６４ ≥６４ ≥６４ ≥６４

氨曲南 ≥１６ ≥１６ ≥１６ ≥１６ ≥１６

厄他培南 ≥８ ≥８ ≥８ ≥８ ≥８

亚胺培南 ≥１６ ≥１６ ≥１６ ≥１６ ≥１６

美洛培南 ≥１６ ≥１６ ≥１６ ≥１６ ≥１６

妥布霉素 ≤１ ≥１６ ≥１６ ≥１６ ≥１６

阿米卡星 ≤２ ≥６４ ≥６４ ≥６４ ≥６４

替加环素 １ １ １ １ １

环丙沙星 ≥４ ≥４ ≥４ ≥４ ≥４

左氧氟沙星 ≥８ ≥８ ≥８ ≥８ ≥８

黏菌素 １６ ３２ ８ １６ １６
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２．３　ＣＲＫＰ单核苷酸多态性分析　全基因组测序

和核心基因组系统发育分析结果显示，５７株菌株以

ＳＴ１１型ＣＲＫＰ菌株为主（５１株，８９．５％），分别是

ＳＴ１１ＫＬ６４、ＳＴ１１ＫＬ４７、ＳＴ１１ＫＬ３０。其中ＳＴ１１

ＫＬ６４型 ＣＲＫＰ形成 Ｂ、Ｄ、Ｅ、Ｆ四个克隆群，从

２０２１年１２月—２０２３年８月由外科ＩＣＵ、内科ＩＣＵ

和神经外科等科室检出。１３ 株 ＳＴ１１ＫＬ４７ 型

ＣＲＫＰ形成克隆群 Ａ，该克隆群菌株均是２０２１年

３—５月从外科ＩＣＵ患者标本中分离。同时还发现

其他ＳＴ型别呈散在分布。见图１。

２．４　ＣＲＫＰ耐药和毒力基因分布情况　５７株

ＣＲＫＰ均携带碳青霉烯类耐药基因，以携带犫犾犪ＫＰＣ２

（５３／５７，９３．０％）最为常见，其次是犫犾犪ＮＤＭ１（７．０％，

４／５７）。此外，５３株（９３．０％）ＣＲＫＰ菌株携带５种

以上耐药基因。菌株犻狌犮Ａ、犻狉狅Ｎ、狉犿狆Ａ和狉犿狆Ａ２

毒力基因检测显示，４０株（７０．２％）携带两种及以上

毒力基因，均为ＣＲＨｖＫＰ，其中４株携带４种毒力

基因。见图２。
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的单核苷酸多态性，基因组簇和分型用不同的颜色表示。

图１　ＣＲＫＰ分离株的核心基因组系统发育、ＳＴ型和荚膜

型分布

犉犻犵狌狉犲１　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｃｏｒｅｇｅｎｏｍｅｐｈｙｌｏｇｅｎｙ，ＳＴａｎｄ

ｃａｐｓｕｌｅｔｙｐｅｓｏｆＣＲＫＰｓｔｒａｉｎｓ

!"#$

!"%&

!"%'

!"%(

!"%)

!"%*

!"#+

!",,

!",&

!",(

!",+

!"-,

!"-.

!"-&

!"-(

!"-)

!"-+

!".-

!"..

!".&

!".(

!".+

!"&%

!"&,

!"&-

!"&&

!"&'

!"&(

!"&+

!"'%

!"',

!"'.

!"''

!"'(

!"')

!",-

!",.

!",)

!"-%

!"--

!"-'

!".%

!".,

!".)

!"&)

!"&*

!"'-

!"'&

!"%-

!"%.

!",%

!",'

!",*

!"-*

!".'

!".*

!"&.

!

"

#

/

0

1

!

,

!

"

#

!

"

2

!

-

!

"

#

3

4

5

!

$

-

!

"

#

2

6

7

!

1

!

(

'

!

"

#

3

4

5

!

,

,

$

%

&

8

#

#

'

9

-

(

)

$

3

,

:

;

<

9

!

*

.

=

:

;

<

9

!

*

)

:

"

>

<

2

!

*

%

=

?

9

"

!

-

*

+

"

-

!

"

#

6

@

1

!

,

0

*

+

"

,

'

,

$

9

,

&

'

,

$

9

,

-

,

-

*

9

.

&

.

&

A

9

B

3

C

<

D

E

F

6

G

H

C

/

+

0

9

/

$

-

/

$

%

1

9

$

%

1

9

-

%

2

$

8

I

J

C

>

C

D

K

E

36,,!!?&)

36,,!!?(&

其他
36H

无相关基因

耐药基因

毒力基因

拉丝试验阳性

%2$8

基因突变

图２　５７株ＣＲＫＰ检出耐药和毒力基因分布情况

犉犻犵狌狉犲２　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｎｄｖｉｒｕｌｅｎｃｅｇｅｎｅｓｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎ５７ＣＲＫＰｓｔｒａｉｎｓ

·１４·中国感染控制杂志２０２５年１月第２４卷第１期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ２４Ｎｏ１Ｊａｎ２０２５



２．５　黏菌素耐药相关基因的分子分析　４０株ＣＲ

ｈｖＫＰ中，５株对黏菌素耐药。为探讨潜在的黏菌素

耐药机制，研究分析狆犿狉Ａ、狆犿狉Ｂ、狆犺狅Ｐ、狆犺狅Ｑ和

犿犵狉Ｂ基因的核苷酸序列，并与质控菌株ＫＰＡＴＣＣ

７００６０３和１株黏菌素敏感 ＫＰ临床菌株的基因序

列进行比较，均未发现 犿犮狉１～９阳性和狆犿狉Ａ、

狆犿狉Ｂ、狆犺狅Ｐ、狆犺狅Ｑ相关基因突变，但５株黏菌素耐

药ＣＲｈｖＫＰ犿犵狉Ｂ基因均被插入相同的１２００ｂｐ

的ＩＳＫｐｎ２６序列，且均是插在相同的位置，即犿犵狉Ｂ

基因序列的６９和７０个核苷酸之间，并且方向相同。

见图３。
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　　注：（ａ）为野生型菌株的犿犵狉Ｂ基因；（ｂ）为黏菌素耐药菌株中的完整犿犵狉Ｂ基因，＋７０位插入ＩＳＫｐｎ２６序列；与插入序列

相对应的左倒置重复序列和右倒重复序列分别表示为ＩＲＲ和ＩＲＬ，并用左右反向重复三角形表示。

图３　犿犵狉Ｂ基因插入序列示意图

犉犻犵狌狉犲３　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅｉｎｓｅｒｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆ犿犵狉Ｂｇｅｎｅ

３　讨论

ＣＲＫＰ对全世界公共卫生安全构成重大威胁，

了解本地ＣＲＫＰ克隆株流行病学数据，对于制定和

评估相关临床治疗方案必不可少。本研究前瞻性调

查２０２１—２０２３年安徽某三级甲等教学医院收集的

５７株ＣＲＫＰ菌株，报告其分子流行特征和相关基

因分布。本研究中，患者年龄≥６０岁者占５６．１％，

≥７５岁以上的患者占２２．８％，可能与老年患者免疫

功能下降有关。耐药表型结果显示，ＣＲＫＰ对碳青

霉烯类、头孢菌素和氟喹诺酮类药物的耐药率较高，

对替加环素和黏菌素的耐药率较低。

ＭＬＳＴ是一种基于核苷酸序列分型的方法，可

以表明细菌之间的遗传关系［２６］，了解ＣＲＫＰ菌株的

进化起源和传播。本研究中，ＳＴ１１仍是最常见序

列类型，占８９．５％（５１／５７），表明ＳＴ１１型产ＫＰＣ２

ＫＰ克隆正在以惊人的速度传播
［２７］。同时菌株携带

４个具有代表性毒力基因，检测显示，４０株产ＫＰＣ

２的ＣＲＫＰ（４０／５７，７０．２％）携带多个毒力基因，与

华中地区三级甲等医院发现５９．３％（８３株）的

ＣＲＫＰ分离株携带狉犿狆Ａ、狉犿狆Ａ２、犻狉狅Ｎ 和犻狌犮Ａ

４个毒力基因的研究
［２８］结果基本一致。目前，此４种

毒力基因在产 ＫＰＣ２ＳＴ１１型ＣＲＫＰ菌株中高检

出比例存在的机制尚不清楚，需要进一步研究。

本研究通过 ＭＬＳＴ和荚膜型检测，４０株ＣＲ

ＨｖＫＰ出现了以ＳＴ１１ＫＬ６４（３１／４０，７７．５％）为主

和ＳＴ１１ＫＬ４７（７／４０，１７．５％）为主的两类克隆群。

其中与ＳＴ１１ＫＬ４７型ＣＲＨｖＫＰ相比，ＳＴ１１ＫＬ６４

型ＣＲＨｖＫＰ携带的耐药基因和毒力基因更丰富，

表明两种发育不同序列可能已经形成。通过系统发

育树分析，ＳＴ１１ＫＬ４７型和ＳＴ１ＫＬ６４型ＣＲＫＰ流

行的科室涉及外科ＩＣＵ、内科ＩＣＵ和神经外科等高

风险科室，已成为医院传播的主要流行菌株。尤其

ＳＴ１１ＫＬ６４型ＣＲＫＰ在无症状ＣＲＫＰ携带者检出

极高，是导致患者发生ＣＲＫＰ感染的主要型别
［２９］，

应是临床感染防控的重点监测对象。除此之外，本

研究检出 ２ 株产 ＫＰＣ２ 的 ＳＴ１１ＫＬ３０ 型 ＣＲ

ＨｖＫＰ，而该类型ＣＲＨｖＫＰ尚未被报道，表明ＣＲ

ＨｖＫＰ进化的多样性。

对５株黏菌素耐药ＣＲＫＰ的分子机制进行研

究，发现菌株特异性犿犵狉Ｂ基因被破坏性插入ＩＳＫ

ｐｎ２６元件，该元件已被证实因其插入犿犵狉Ｂ序列是

ＫＰ黏菌素耐药的普遍机制
［３０３１］。本研究中５株菌

的感染者也存在长时间使用黏菌素的治疗过程，具

有ＩＳＫｐｎ２６插入序列的５株菌被分为３个不同的
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克隆群（Ａ、Ｆ、Ｋ），由此推测ＩＳＫｐｎ２６插入元件可能

具有水平和克隆双重遗传传播模式。Ｚｈｕ等
［３２］研

究指出，ＩＳ元件的插入位点以＋７４位点为优先插入

点，与本研究中发现的插入位置为＋７０位点有所区

别，说明ＩＳ元件插入犿犵狉Ｂ基因的位点具有可变性。

本研究的关键发现是ＩＳ元件在ＳＴ１１ＣＲＫＰ

菌株的犿犵狉Ｂ基因失活或突变中的普遍作用。此前

有文献［３３］报道ＩＳｋｐｎ１４对犿犵狉Ｂ基因的插入失活

并证明插入序列起源于含有碳青霉烯酶基因的质

粒，特别是犫犾犪ＫＰＣ２，这也表明ＩＳ元件可能在介导耐

药中起作用。迫切需要进一步的研究来阐明病原体

从多重耐药病原体升级为泛耐药表型的机制［３４３５］。

当然本研究样本量非常有限，未来需要更大规模或

多中心的研究成果来支持上述结果。

综上所述，ＳＴ１１ＫＬ６４ＣＲＨｖＫＰ已成为最普

遍的高毒力ＣＲＫＰ，该菌在医院环境中有较高的适

应性，可以造成医院感染的传播，感染防控人员需要

对此引起足够的重视。同时在黏菌素的压力下，会

进一步导致ＣＲＫＰ对黏菌素耐药。由于黏菌素是

治疗多重耐药菌感染的最后一道防线，一旦对黏菌

素耐药的ＣＲＨｖＫＰ在医院环境中大量扩散，将会

对临床造成威胁。因此，临床需要采取感染控制措

施和使用更严格的政策控制此类病原菌的传播，预

防和控制耐黏菌素ＫＰ的传播。

利益冲突：所有作者均声明不存在利益冲突。
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