hvKP感染患者的临床特征及分子情况差异回顾性分析

 [摘要]  目的：调查高毒力肺炎克雷伯菌（hypervirulent variant of K. pneumoniae，hvKP）和经典肺炎克雷伯氏菌（classic Klebsiella pneumoniae，cKP）感染之间的临床特征及分子情况差异。方法：对2015年6月至2018年10月在本院接受肺炎克雷伯氏菌血流感染治疗的35位患者进行回顾性队列研究。对分离的肺炎克雷伯氏菌进行黏液丝实验以筛查hvKP。采用Mueller-Hinton琼脂上的KirbyBauer纸片扩散法进行抗菌敏感性试验，并利用PCR方法对hvKP和cKP菌株的分子特性进行了研究。结果：在分析的35株肺炎分离株中，有11株（31.4%）为hvKP，表现为4种血清型（K1、K2、K20和K57）；与cKP感染的患者相比，hvKP感染的患者往往没有潜在的疾病。hvKP感染患者中社区获得性感染（11/11，100%）人数显著多于cKP感染（8/24，33.3%）（P<0.05）；cKP感染患者对抗菌药物的耐药性明显高于hvKP感染患者；研究发现了1株产生ESBL的hvKP菌株；对于荚膜血清型，两组之间在K1、K2和其他血清型中存在显著差异（P<0.05）；pLVPK相关位点和毒力基因rmpA、iroN在两组之间存在显著差异（P<0.05）。结论：hvKP菌株很可能在临床环境中引起严重感染，并且已发现1株产生ESBL的hvKP，因而迫切需要提高临床意识和hvKP感染管理。
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Doi：

Retrospective analysis of clinical features and molecular differences in patients with hvKP infection

Abstract  Objective: To investigate the clinical characteristics and molecular differences between blood-derived hypervirulent variant of hvKP and cKP. Method: We conducted a retrospective cohort study of patients treated in the hospital for K. pneumoniae bloodstream infections between June 2015 to October 2018. The string test was performed to screen hvKP from Klebsiella pneumoniae. Antimicrobial susceptibility testing for isolated K. pneumonia was carried out by means of a KirbyBauer disk diffusion test on Mueller-Hinton agar, and the molecular characteristics of hvKP and cKP strains were studied by PCR. Result: Of the 35 strains of pneumonia analyzed, 11 (31.4%) were hvKP,, which displayed 4 serotypes (K1, K2, K20, and K57). Patients with hvKP infection tended to have no underlying diseases compared to those with cKP. More hvKP-positive patients (11/11, 100%) had community-acquired infection than did cKP-infected patients (8/24, 33.3%) (P<0.05). Resistance to tested antimicrobials was significantly greater in cKP- than in hvKP-infected patients. One ESBL-producing hvKP strains was found. For the capsular serotypes, significant differences were found in K1, K2 and non-typeable serotypes between the two groups (P<0.05). The pLVPK-related loci, repA, and iroN differed significantly between the two groups (P<0.05). Conclusion: The hvKP strain is likely to cause serious infection in the clinical environment, and one strain of ESBL-producing hvKP has been found, and thus there is an urgent need to improve clinical awareness and hvKP infection management.
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典型的肺炎克雷伯氏菌（classic Klebsiella pneumoniae，cKP）是引起医院获得性感染的主要病原体之一，尤其是在免疫功能低下的患者中，它是革兰氏阴性菌血症的第二常见原因[1]。20年前在台湾发现了一种新的肺炎克雷伯氏菌（hypervirulent variant of K. pneumoniae，hvKP）的高致病性变种，自那以后其在亚洲被频繁报道[2-3]。这种新变体与经典菌株的不同之处在于其在琼脂平板上生长菌落的外观是高粘膜粘液。因此，它也被称为高粘液性肺炎克雷伯氏菌。与cKP株相比，hvKP不仅能够在免疫功能低下的患者中引起医院感染，更重要的是，它能够在健康个体中出现危及生命的社区获得性感染[4]。此外，hvKP还具有从感染的原发部位扩散到身体其他部位的能力，这是非免疫受损宿主中肠道革兰氏阴性杆菌的一个不寻常特征[5]。最近，来自欧洲、美国和澳大利亚的hvKP感染报告越来越多[4, 6]。尽管此类病例已在世界范围内被广泛描述，但在亚洲，尤其是我国关于hvKP临床特征的报道很少。在本报告中，我们调查了11名hvKP感染患者的临床特征和分子特征。
1  资料与方法
1.1  病例资料

对2015年6月至2018年10月在本院接受肺炎克雷伯氏菌血流感染治疗的患者进行回顾性队列研究。根据临床微生物学部门的记录对患者进行鉴定。患者数据来自医疗记录，包括人口统计学特征、临床特征、住院时间、抗菌治疗用药、机械通气和使用侵入性设备。对每个病例进行医院和社区获得性感染之间的区分。社区获得性血流感染定义为入院后48小时内采集的血培养物中发现肺炎克杆菌。相反，医院获得性血流感染定义为住院患者入院48小时后出现菌血症，包括与医疗器械相关的感染。

1.2  细菌菌株

对35例确诊为肺炎克雷伯氏菌血流感染患者的分离株进行分析，采用常规微生物学方法鉴定肺炎克雷伯氏菌，并通过16S rRNA测序进一步确认。对所有分离物进行“黏液丝实验”测试。当细菌学接种环能够通过在琼脂板上拉伸菌落而产生长度大于5 mm的黏液丝时，试验结果为阳性[5]。肺炎克雷伯菌经阳性黏液丝实验鉴定为hvKP。

1.3  抗菌药敏感性试验

通过Mueller-Hinton琼脂上的KirbyBauer纸片扩散对分离的肺炎克雷伯氏菌进行抗菌敏感性试验（共23种抗菌剂），具体操作和结果解释参照美国临床和实验室标准协会（CLSI）建立的指南进行。所有肺炎克雷伯菌的分离株都经过筛选，并通过双纸片协同试验确认了是否产生广谱β-内酰胺酶（ESBLs）。本实验选择肺炎克氏菌ATCC 700603和金黄色葡萄球菌ATCC 25923作为对照。

1.4  荚膜多糖PCR反应

如前所述，通过PCR鉴定K1、K2、K5、K20、K54和K57荚膜血清型。通过PCR使用先前记录的引物确定编码毒力因子（rmpA、mrkD、kfuBC、fimH、uge、wabG、ureA、ycfM、entB、ybtS、iroN和allS）和pLVPK相关位点（terW–iutA–rmpA–silS）的基因存在。

1.5  统计学分析

使用SPSS 17.0分析数据。分类变量采用Fisher’s精确检验。所有统计测试均为双尾，P值<0.05认为具有统计学意义。

2  结果

2.1  hvKP鉴定及血清型

在35株肺炎克雷伯菌分离株中采用黏液丝实验用于区分的hvKP和cKP，有11株（31.4%）为hvKP，24株（68.6%）为cKP。肺炎克雷伯氏菌的血清型鉴定结果显示。共有15株（42.9%）分离株检测为K1、K2、K20或K57血清型阳性，其中8例（53.3%）显示K1血清型，4例（26.7%）分离株显示K2血清型，2例（13.3%）分离株为K20血清型阳性，1例（6.7%）为K57血清型阳性。然而，未发现K5和K54血清型。

2.2  血清型与感染部位之间的关系

与医院获得性感染患者相比，在社区获得性感染患者中，K1和K2血清型比更常见（P< 0.05）（表1）。

表1  从社区获得性或医院获得性感染分离的肺炎克雷伯菌的血清型比较

	K血清型
	社区获得性感染（n=19）
	医院获得性感染（n=16）
	P值

	K1
	7（36.8）
	1（6.3）
	<0.001

	K2
	4（21.1）
	0
	0.011

	K20
	2（10.5）
	0
	0.145

	K57
	1（5.3）
	0
	0.835

	其他血清型
	5（26.3）
	15（93.8）
	<0.001


2.3  hvKP和cKP感染患者的人口统计学和临床特征比较

在hvKP感染患者（90.9%）中，男性优势比cKP感染患者（62.5%）更为显著（P < 0.05）。两组的年龄分布无差异。hvKP感染患者中社区获得性感染（11/11，100%）人数显著多于cKP感染患者（8/24，33.3%）（P < 0.05），并且肝脓人数显著增多（54.5% vs. 0，P < 0.05）（表2）。此外，36.4%（4/11）的hvKP感染患者没有报告潜在疾病；相比之下，95.8%（23/24）的cKP感染患者报告有一种或多种潜在疾病。

表2  患者的人口统计学和临床特征

	特征
	hvKP感染组（n=11）
	cKP感染组（n=24）
	P值

	性别
	
	
	0.021

	男
	10（90.9）
	15（62.5）
	

	女
	1（9.1）
	9（37.5）
	

	年龄>60岁
	5（45.5）
	15（62.5）
	0.204

	获得感染类型
	
	
	

	社区获得性感染
	11（100）
	8（33.3）
	<0.001

	医院获得性感染
	0
	16（66.7）
	<0.001

	肝脓肿
	6（54.5）
	0
	<0.001

	菌血症
	2（18.2）
	4（16.7）
	0.935

	胆道感染
	1（9.1）
	4（16.7）
	0.740

	泌尿系感染
	1（9.1）
	0
	0.835

	腹部感染
	0
	1（4.2）
	0.747

	急性肠炎
	0
	1（4.2）
	0.747

	肾盂肾炎
	0
	1（4.2）
	0.747

	潜在的疾病
	
	
	

	无
	4（36.4）
	1（4.2）
	<0.001

	糖尿病
	3（27.3）
	5（20.8）
	0.758

	胆道疾病
	1（9.1）
	3（12.5）
	0.864

	心脏病
	0
	2（8.3）
	0.301

	中枢神经系统疾病
	0
	2（8.3）
	0.301

	酒精性肝硬化
	1（9.1）
	1（4.2）
	0.926

	血液病
	0
	1（4.2）
	0.747

	肺部感染
	1（9.1）
	2（8.3）
	0.984

	癌症
	1（4.5）
	7（29.2）
	0.046

	使用侵入性装置
	3（27.3）
	15（62.5）
	<0.001

	结局
	
	
	

	出院
	8（72.7）
	19（79.2）
	0.784

	死亡
	0
	4（16.7）
	0.254

	失去跟进
	3（27.3）
	1（4.2）
	0.096


2.4  药敏试验

与cKP感染组相比，hvKP感染组对氨苄西林舒巴坦、阿莫西林克拉维酸、替卡西林克拉维酸、哌拉西林他唑巴坦、头孢呋辛、头孢他啶、头孢曲松、头孢噻肟、头孢吡肟、氨曲南、环丙沙星、左氧氟沙星、四环素、庆大霉素、妥布霉素、甲氧苄啶磺胺甲恶唑敏感率显著提高（P<0.05）。此外，共有13株（13/35，37.1%）分离物产ESBLs，产ESBLs的cKP菌株的比例显著高于hvKP菌株（50%与9.1%，P < 0.001）。 见表3。

表3  hvKP与cKP的药敏差异

	药物
	hvKP感染组（n=11）
	cKP感染组（n=24）
	P值

	哌拉西林
	5（45.5）
	9（37.5）
	0.434

	氨苄西林舒巴坦
	8（72.7）
	10（41.7）
	0.022

	阿莫西林克拉维酸
	10（90.9）
	14（58.3）
	0.011

	替卡西林克拉维酸
	10（90.9）
	11（45.8）
	0.002

	哌拉西林他唑巴坦
	10（90.9）
	17（70.8）
	0.028

	头孢唑啉
	5（45.5）
	8（33.3）
	0.596

	头孢西丁
	9（81.8）
	14（58.3）
	0.104

	头孢呋辛
	9（81.8）
	10（41.7）
	0.004

	头孢他啶
	10（90.9）
	12（50.0）
	0.002

	头孢曲松
	10（90.9）
	12（50.0）
	0.002

	头孢噻肟
	10（90.9）
	15（62.5）
	0.015

	头孢吡肟
	11（100）
	19（79.2）
	0.047

	氨曲南
	10（90.9）
	14（58.3）
	0.015

	美罗培南
	11（100）
	23（95.8）
	0.967

	亚胺培南
	11（100）
	23（95.8）
	0.967

	环丙沙星
	10（90.9）
	12（50.0）
	0.002

	左氧氟沙星
	10（90.9）
	13（54.2）
	0.006

	四环素
	9（81.8）
	12（50.0）
	0.009

	米诺环素
	8（72.7）
	12（50.0）
	0.067

	庆大霉素
	11（100）
	16（66.7）
	0.001

	妥布霉素
	11（100）
	16（66.7）
	0.001

	阿米卡星
	11（100）
	20（83.4）
	0.083

	甲氧苄啶磺胺甲恶唑
	10（90.9）
	13（54.2）
	0.005

	ESBLs
	1（9.1）
	12（50.0）
	0.001


2.5  分子特征

对于荚膜血清型，两组之间在K1、K2和其他血清型中存在显著差异（P<0.05）。毒力基因uge、wabG、fimH、entB、ybtS、kfuBC、mrkD、ycfM、ureA和allS在两组中平均分布，而pLVPK相关位点、rmpA和iroN在两组之间存在显著差异（P<0.05）（表4）。

表4  hvKP组和cKP组之间的分子特征比较

	
	hvKP感染组（n=11）
	cKP感染组（n=24）
	P值

	K血清型
	
	
	

	K1
	5（45.5）
	3（12.5）
	0.018

	K2
	4（36.4）
	0
	0.003

	K20
	0
	2（8.3）
	0.157

	K57
	1（9.1）
	0
	0.835

	其他血清型
	1（9.1）
	19（79.2）
	<0.001

	毒力基因
	
	
	

	pLVPK相关位点
	6（54.5）
	0
	<0.001

	rmpA
	6（54.5）
	0
	<0.001

	uge
	11（100）
	24（100）
	-

	wabG
	11（100）
	24（100）
	-

	fimH
	11（100）
	24（100）
	-

	entB
	11（100）
	24（100）
	-

	iroN
	6（54.5）
	0
	<0.001

	ybtS
	4（36.4）
	17（70.8）
	0.214

	kfuBC
	0
	0
	-

	mrkD
	11（100）
	21（87.5）
	1.000

	ycfM
	11（100）
	24（100）
	-

	ureA
	11（100）
	24（100）
	-

	allS
	3（27.3）
	0
	0.104

	blaKPC
	11（100）
	24（100）
	-


3  讨论

cKP是一种重要的病原菌，可引起包括肺炎、菌血症、败血症、化脓性感染和尿路感染等多种感染，这些都可能发生在社区或医院环境中[7]。1986年，在台湾发现了一种新的超强毒性临床变种hvKP，继而在美国、阿根廷、韩国和澳大利亚越来越多地报道了hvKP菌株[8-9]。hvKP可能引起侵袭性临床综合征（定义为感染），表现为社区获得性肝脓肿，有或无肝外并发症，如眼内炎和坏死性筋膜炎[10]。此外，hvKP感染可在宿主不受损的情况下转移扩散。在细菌表型特征方面，hvKP分离株不同于经典菌株，因为在琼脂平板上生长的菌落出现了高粘液粘性，这对侵袭性感染中肺炎克雷伯菌的毒力有显著影响，并且是hvKP存在的重要指标[11]。

在这项研究中，我们在31.4%（11/35）的肺炎克雷伯菌感染患者中发现了hvKP。此外，hvKP更常见于社区获得性感染，特别是在没有已知潜在疾病的患者中，表明这种菌株可能在社区获得性感染中发挥重要作用。迄今为止，hvKP感染主要在亚洲人群中报告。尽管最近我国其他地区有一项类似的研究报告[12-13]，但与目前的报告不同，关于hvKP血流感染特征的信息很少。更重要的是，我们发现了1种产生ESBL的hvKP菌株。迄今为止，对于hvKP菌株的耐药性也很少被报道。记录hvKP分离株对我国临床医生开展感染管理非常有用，因为在西方国家hvKP感染的报告已越来越频繁。

肺炎克雷伯氏菌是被包囊的，至今已鉴定存在至少78种荚膜多糖血清型[14]。荚膜是重要的毒力因子，并且一些荚膜型，特别是K1、K2、K5、K16、K20、K54、K57和KN1，被认为是肺炎克雷伯菌的超毒力变体[14]。K1和K2是台湾、韩国和我国大陆报道hvKP的最常见血清型[15-16]。在这项研究中，我们确定了4种hvKP血清型（K1、K2、K20和K57），这与之前台湾的报道一致[15]。然而，本研究的分离株中没有一个对K5或K54呈阳性，与前人研究相一致[15]。此外，研究还注意到K1血清型不仅与肝脓肿相关，还与社区获得性肺炎相关，与先前研究一致[16]。最重要的是，在本研究中，hvKP能够在非免疫功能低下的宿主中引起严重感染，因为54.5%（6/11）的肝脓肿患者没有潜在的疾病。

hvKP在临床上应重点关注，因为它会引起严重的感染，因此在临床上应该优先考虑。本研究结果也表明，hvKP比cKP更容易引起肝脓肿和侵入性感染，尤其是对于没有报告潜在疾病的患者，以及感染前未住院的患者。调查显示，pLVPK相关位点（terW-iutA–rmpA–silS）与脓肿形成和K1、K2血清型菌株的流行显著相关[17-18]。本研究中，cKP感染组中未发现pLVPK相关位点，而hvKP感染组在超过一半的患者中发现了pLVPK相关位点，证实了上述研究观点。其他基因，如囊膜基因wabG和uge，1型和3型菌毛基因fimH和mrkD，也被报道与毒力相关[19]，但本研究在hvKP和cKP菌株之间没有观察到这些基因表达的差异。此外，本研究发现毒力基因rmpA和iroN在hvKP中比在cKP中更普遍。repA和iroN基因均属于调节基因，能够产生异羟肟酸类铁载体，可竞争获取血液中的铁离子[20]，表明hvKP较cKP的铁获得能力较强，进一步反应了hvKP具有较强的毒力。

综上所述，本研究显示了hvKP和cKP感染之间的临床和分子差异，由于本研究所用的分析方法是回顾性，并且仅在一家医院进行，因此，还需要进一步通过大型前瞻性多中心研究来证实我们的发现。鉴于hvKP菌株更可能在临床环境中引起严重感染，例如肝脓肿和败血症，因此迫切需要提高临床意识和hvKP感染管理。
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