临床实验研究
碳青霉烯耐药非产碳青霉烯酶肺炎克雷伯菌的敏感性及分子特征分析
(张黎蕾，曹小利，程莉，周万青，张之烽，沈瀚（南京大学附属鼓楼医院检验科，南京210008）
摘要：目的 分析碳青霉烯耐药非产碳青霉烯酶肺炎克雷伯菌（carbapenem resistant Klebsiella pneumoniae without producing carbapenemase，CRKPPC）的抗菌药物敏感性、β-内酰胺酶基因和外排泵基因的分布及外排泵抑制剂的抑制作用。方法 收集2012-2014年我院碳青霉烯不敏感肺炎克雷伯菌108株，用Mastdiscs® combi Carba plus纸片系统检测碳青霉烯酶表型，用微量肉汤稀释法测定CRKPPC菌株最低抑菌浓度，用PCR和DNA测序技术检测ß-内酰胺酶耐药基因包括超广谱ß-内酰胺酶（extended-spectrum beta-lactamase ESBL）和质粒介导的AmpC酶编码基因及外排泵基因acrAB-tolC、kexD、kdeA、kpnEF和kpnGH，外排泵抑制剂羰基氰化物间氯苯腙（CCCP）和利血平抑制试验分析外排泵在碳青霉烯耐药中的作用，聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）分析细菌外膜孔蛋白OmpK35和OmpK36的表达。结果  碳青霉烯不敏感肺炎克雷伯菌菌株中有26株细菌为CRKPPC；这26株细菌对ß-内酰胺类药物高度耐药，对阿米卡星和庆大霉素、左氧氟沙星和环丙沙星的耐药率均较高；但对替加环素、多黏菌素、头孢他啶/阿维巴坦和氨曲南/阿维巴坦等有很好的敏感性；blaCTX-M和blaSHV检出率依次为79.2%和65.4%；外膜孔蛋白OmpK35和OmpK36均有不同程度的缺失，缺失率分别为57.7%和19.2%；80%以上的细菌中存在acrAB-tolC、kexD、kdeA、kpnEF和kpnGH基因；CCCP对碳青霉烯类药物具有显著的抑制作用，而利血平没有明显的抑制作用。结论  替加环素、多黏菌素可以作为CRKPPC联合用药的基础药物。CRKPPC菌株中存在头孢菌素酶（AmpC）、ESBLs酶及不同程度的外膜孔蛋白OmpK35和OmpK36缺失，但外排泵对碳青霉烯的外排作用是CRKPPC对碳青霉烯耐药的主要机制，外排泵抑制剂可能在这种细菌引起的感染治疗中有重要价值。
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Susceptilibity and molecular characterization of carbapenem resistant Klebsiella pneumoniae without producing carbapenemase
ZHANG Lilei, CAO Xiaoli, CHENG Li, ZHOU Wanqing, ZHANG Zhifeng, SHEN Han(Department of Laboratory Medicine, the Affiliated Drum Tower Hospital of Nanjing University Medical School, Nanjing 210008, Jiangsu, China) 
Abstract: Objective To analyze the susceptibility and distribution of ß-lactamase encoding and efflux pump genes as well as the inhibitory effect of efflux pump inhibitors on the carbapenem resistance of the carbapenem resistant Klebsiella pneumoniae without producing carbapenemase(CRKPPC). Methods One hundred and eight strains of carbapenem non-susceptible Klebsiella pneumoniae were collected from our hospital during 2012-2014. Strain producing carbapenemase were screened by Mastdiscs® combi Carba plus disc system. For CRKPPC strains, the susceptibilities to 22 antimicrobial agents were determined by micro-dilution broth methods. PCR and DNA sequencing technology were used to analyze the prevalence of ß-lactamase encoding extended-spectrum ß-lactamase and plasmid mediated AmpC genes as well as efflux genes including acrAB-tolC, kexD, kdeA, kpnEF and kpnGH. Inhibitory experiments was implemented by using carbonylcyanide-m-chlorophenylhydrazone (CCCP) and reserpine to observe the role of efflux pumps on the carbapenem resistance. Polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PFGE) was performed to analyze the outer membrane proteins. Results Twenty-six strains out of 108 Carbapenem non-susceptible Klebsiella pneumoniae were identified to be CRKPPC strains, which displayed quite high resistance to ß-lactam, and high resistance to amikacin, gentamicin, levofloxacin and ciprofloxacin. Very good sensitivities were observed to tigecycline, polymyxin, ceftazidime/avibatan, aztreonam/avibatan. A high prevalence of blaCTX-M and blaSHV were also displayed with the prevalent rates being 79.2% and 65.4%, respectively. The different degrees of loss of OmpK35 and OmpK36 was observed, among them, 57.7% strains lost ompK35 and 19.2% strains lost OmpK36. More than 80% strains contained efflux genes including acrAB-tolC, kexD, kdeA, kpnEF and kpnGH. Inhibitory experiments showed that CCCP displayed quite obvious inhibitory effects on the carbepenem resistance whereas no inhibitory effect were observed for reserpine. Conclusion Tigecycline and polymyxin can be used as the basis of combination drug for CRKPPC. The prevalence of AmpC, ESBLs and different degrees of loss of OmpK35 and OmpK36 among these strains were observed, but he over-expression of efflux pumps is the main mechanism of the carbapenem resistance in such strains, and efflux inhibitors may have potential value in treating infections caused by such bacteria.
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近年来，多药耐药肺炎克雷伯菌的感染率不断上升，碳青霉烯类抗菌药物是治疗该菌最有效的抗菌药物，但随着使用的增加，其耐药性也不断增加[1]。目前已知，肺炎克雷伯菌对碳青霉烯类药物的耐药机制主要包括产碳青霉烯酶、产AmpC酶和/或超广谱β-内酰胺酶（ESBLs)、外膜蛋白缺失或突变、外排泵过度表达以及青霉素结合蛋白变异等[2-3]，其中最主要的原因是产碳青霉烯酶[4]。大量的流行病学资料分析显示，肺炎克雷伯菌是碳青霉烯酶检出率最高的耐碳青霉烯类肠杆菌科细菌[4]。但碳青霉烯耐药非产碳青霉烯酶肺炎克雷伯菌(carbapenem resistant Klebsiella pneumoniae without producing carbapenemase, CRKPPC)的分子特点仍不明确；本研究旨在探讨CRKPPC的敏感性分析及分子特点分析，为临床感染的治疗和控制提供理论指导。
1. 材料和方法
1.1  菌株来源  收集我院2012-2014年碳青霉烯不敏感肺炎克雷伯菌108株，经Vitek 2.0鉴定系统或API 32E鉴定为肺炎克雷伯菌，经K-B法测定细菌对亚胺培南的敏感性，将细菌分为亚胺培南敏感（最低抑菌浓度MIC≤1 μg/mL）、耐药(MIC≥4 μg/mL)和中介(MIC=2 μg/mL)组，并选取对亚胺培南中介或耐药的肺炎克雷伯菌为研究对象。质控菌株大肠埃希菌ATCC25922购自原卫生部临床检验中心。
1.2仪器与试剂  ATB细菌鉴定仪和Vitek 2 Compact全自动细菌鉴定仪（法国生物梅里埃公司）；PCR仪、脉冲场凝胶电泳仪和凝胶成像仪（美国Bio-Rad公司）。肠杆科细菌96孔药敏板（上海博晟生物科技有限公司），Mastdiscs® combi Carba plus纸片（英国Mast公司），2×PCR Master Mix、PCR产物纯化试剂盒（北京天根公司），羰基氰化物间氯苯腙（CCCP）、琼脂糖凝胶（美国Sigma公司），reserpine（百灵威化学技术有限公司），PCR引物由上海生工公司合成。

1．3 产碳青霉烯酶菌株的筛选  用Mastdiscs® combi Carba plus纸片系统[5]检测碳青霉烯酶表型。取新鲜培养的菌落配制0.5麦氏浊度单位菌液，均匀涂布于M-H平板上，待均匀吸收后，用消毒镊子取纸片A（青霉烯）、B（青霉烯+金属ß-内酰胺酶抑制剂）、C（青霉烯+KPC抑制剂）、D（青霉烯+AmpC抑制剂）、E（替莫西林+金属ß内酰胺酶）纸片均布放置于M-H平板上，37℃培养，16~20 h观察结果。结果判定：B与A抑菌圈直径差值≥5 mm，且C与A和D与A抑菌圈直径差值＜5 mm，则产金属ß-内酰胺酶；C与A抑菌圈直径差值≥5 mm，且B与A和D与A抑菌圈直径差值＜5 mm，则产KPC；A、B、C或D均无抑菌圈扩大，且E的抑菌圈直径≤10 mm，则产OXA-48型碳青霉烯酶；AmpC酶+外膜蛋白孔缺失：C与A和D与A抑菌圈直径差值均≥5 mm。其中阳性质控株为肺炎克雷伯菌ATCC BAA-1705，阴性质控株为肺炎克雷伯菌ATCC BAA-1706。
1.4药物敏感性测定  参考美国临床和实验室标准化协会（CLSI）2018年微量肉汤稀释法标准[6]，测定细菌对厄他培南、亚胺培南、美罗培南、头孢吡肟、头孢他啶、头孢噻肟、头孢呋辛、头孢唑林、头孢美唑、头孢哌酮/舒巴坦（2:1）、哌拉西林/他唑巴坦、拉氧头孢、阿米卡星、庆大霉素、呋喃妥因、复方磺胺甲噁唑、氨曲南、哌拉西林、环丙沙星、左氧氟沙星、氨曲南/阿维巴坦、替加环素、多粘菌素E、头孢他啶/阿维巴坦的MIC。结果的判定依据CLSI 2018年标准[6]；头孢哌酮/舒巴坦参照CLSI 2018年头孢哌酮标准，替加环素、多黏菌素参照Eucsat折点（www.eucast.org）。药物敏感性试验质控菌株为大肠埃希菌ATCC 25922。
1.5耐药基因的检测  采用水煮法提取细菌基因组DNA。取2 μL上清液作为PCR模板。PCR反应体系为50 μL，其中，2×PCR Master Mix为25 μL，模板DNA 2 μL，20 μmol/L上、下游引物各2 μL。参照文献，对这26株细菌使用PCR法扩增检测碳青霉烯酶基因(blaKPC、blaIMI、blaSME、blaGES、blaVIM、blaIMP、blaNDM、blaGIM和blaOXA-48)[7]，排除假阴性菌株；对于碳青霉烯酶阴性的菌株进一步检测超广谱ß-内酰胺酶（ESBL）编码基因（blaSHV、blaTEM、blaCTX-M、blaGES、blaPER和blaVEB）[8]和质粒介导的AmpC基因（blaDHA-1、blaCMY、blaFOX和blaMOX）[8]。引物序列参考文献[7-8]、产物大小及退火温度见表1。PCR反应条件：94℃10min；94℃ 40 s，退火40 s，72℃1 min，共30个循环。对于检测基因阳性的菌株送PCR产物到上海生物工程有限公司测序。测序结果使用Chromas-Pro1.7.5软件(澳大利亚Technelysium公司)进行初步分析，再使用BLAST(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)进行比对分析。
表1 耐药基因的引物序列、产物大小及退火温度

	毒力基因
	引物序列（5ˊ-3ˊ）
	产物

大小

（bp）
	退火温度（℃）

	blaGES
	AGTCGGCTAGACCGGAAAG TTTGTCCGTGCTCAGGAT
	399
	57

	blaPER
	GCTCCGATAATGAAAGCGT TTCGGCTTGACTCGGCTGA
	520
	63

	blaVEB
	CATTTCCCGATGCAAAGCGT
CGAAGTTTCTTTGGACTCTG
	648
	63

	blaACC
	CACCTCCAGCGACTTGTTAC GTTAGCCAGCATCACGATCC
	346
	63

	blaFOX
	CTACAGTGCGGGTGGTTT

 CTATTTGCGGCCAGGTGA
	162
	54.4

	blaMOX
	GCAACAACGACAATCCATCCT GGGATAGGCGTAACTCTCCCAA
	895
	60

	blaDHA
	TGATGGCACAGCAGGATATTC GCTTTGACTCTTTCGGTATTCG
	997
	60

	blaCIT
	CGAAGAGGCAATGACCAGAC ACGGACAGGGTTAGGATAGY
	538
	63

	blaEBC
	CGGTAAAGCCGATGTTGCG AGCCTAACCCCTGATACA
	683
	63

	blaSHV
	AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC ATCCCGCAGATAAATCACCAC
	713
	60

	blaCTX
	TGCAGAACGGATAAGCCGTGG

GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA
	508
	63

	blaTEM
	GCAACAGCAACGCTGGTTGCATCAT

AGAGAGAGCCACTCTTATACGGACA
	783
	60

	kpnG
	CATAGGATCCATGAGTGCAAATGCGGAGAGCCAAACC

ATTACTCGAGTTATCCGGCGTTGGCCTGAATGATCTC
	750
	55

	kdeA
	GTTGTTCCCGTTATGTCTGGTGC

CCAGCAGCCACTGTAAAAACATGC
	170 


	53



	kexD
	ACCGGTTGCGCAATACCCTGA

CGTAATTGACGCCATCCCTG
	184 


	53



	kpnE
	ATTGCTGAAATTACCGGCAC

AAATACCGATCCCTTCCCAC
	172 


	51



	acrA
	GTCCTCAGGTCAGTGGCATTA

ATTGCTCTGCTGCGCCGTT
	257 


	50




1.6外排泵抑制剂试验  用琼脂稀释法测定外排泵抑制剂羰基氰化物间氯苯腙（CCCP）（50 μg/mL）和利血平(30 μg/mL)通过影响外排泵的表达而对碳青霉烯敏感性的影响。配制含有连续稀释的亚胺培南、美罗培南、厄他培南的M-H培养基，其中加入50 μg/mL CCCP或30 μg/mL利血平。取新鲜培养的细菌菌落，以5×104 CFU/mL的量接种到M-H平板上。结果判定：在利血平和CCCP存在或不存在的情况下，MIC有至少4倍的变化表示外排泵试验阳性。
1.7主要外排泵基因的检测  参照文献[9-10]，对这26株细菌使用PCR法扩增检测外排泵基因acrAB-tolC、kexD、kdeA、kpnEF和kpnGH。上述引物序列、产物大小及退火温度见表1。PCR反应体系为50 μL，包括2×PCR Master Mix为25 μL，DNA模板2 μL，上、下游引物各2 μL。PCR扩增产物经测序后确定为检测基因的菌株为本实验的阳性对照菌株。
1.8 外膜蛋白的检测丢失  取新鲜培养的肺炎克雷伯菌单个菌落接种于5 mL LB肉汤中，35℃振荡过夜培养后，再接种于200 mL LB肉汤中，35 ℃振荡培养5h后，于4 ℃ 4 000(g离心5 min后，弃上清，沉淀使用50 mmol/L磷酸盐缓冲溶液(pH 7.0)洗涤3次，在冰浴条件下进行超声破壁，为了除去未破碎的细菌，以4 000(g离心30 min，然后将上清液以25 000(g再离心30 min。用缓冲液重悬浮沉淀，并加入苯甲基磺酰基。对制备好的肺炎克雷伯菌外膜蛋白，通过SDS-PAGE对外膜蛋白进行电泳，凝胶浓度为12.0％，并用考马斯亮蓝R250染色30 min。肺炎克雷伯菌ATCC 700603菌株在SDS-PAGE中作为OmpK35和OmpK36的阳性对照。
2 结果
2.1 CRKPPC菌株的确定  经碳青霉烯类药物（亚胺培南、美罗培南和厄他培南）敏感性测试，碳青霉烯酶表型筛选联合PCR及DNA测序技术发现，108株细菌中，有26株细菌虽然不产碳青霉烯酶，但却对碳青霉烯类抗菌药物耐药。26株CRKPPC分别来自血液7份、痰液8份、腹水3份、分泌物3份、胆汁2份、尿液2份、咽拭子1份。
2.2 药物敏感性  所有菌株对ß-内酰胺类药物均耐药，对替加环素、多黏菌素和氨曲南/阿维巴坦的敏感性为100%，对头孢他啶/阿维巴坦的敏感性为95.8%；对氨曲南和呋喃妥因的耐药率为95.8%，对左氧氟沙星和环丙沙星的耐药率分别为83.3%和87.5%，对庆大霉素和阿米卡星的耐药率分别为83.3%和79.2%；对复方磺胺甲噁唑的耐药率为54.2%。
2.3 耐药基因的分布  部分耐药基因电泳图谱见图1。blaCTX-M在26株CRKPPC中最为流行，流行率为79.2%。其中，18株携带blaCTX-M-14，1株携带blaCTX-M-15，1株携带blaCTX-M-142；26株细菌检出17个blaSHV，其中，8个blaSHV-12，4个blaSHV-31，2个blaSHV-1，1个blaSHV-1；20株细菌携带blaTEM-1b；3株细菌携带blaDHA-1。其中，两种或以上的细菌分布见表2。
表2  基因在菌株之间共同存在的情况

	 耐药基因
	数目

	blaSHV-12 , blaCTX-M-14
	7

	blaDHA-1, blaCTX-M-14
	2

	blaSHV-31, blaCTX-M-14
	3

	blaTEM-1, blaCTX-M
	16

	blaTEM-1, blaCTX-M, blaSHV-12
	5


2.4  外排泵基因的分布  部分外排泵基因电泳图谱见图1。26株细菌中，80%以上的细菌均含有AcrAB-TolC、KexD、KdeA、KpnEF和KpnGH外排泵，其流行率依次为80.8%、96.2%、92.3%、80.8%和84.6%。
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注：M，500bp DNA marker；1，kdeA基因PCR扩增产物；2，kdeA基因阳性对照；3，kdeA基因阴性对照；4，kexD基因PCR扩增产物；5，kexD基因阳性对照；6，kexD基因阴性对照；7，acrA基因PCR扩增产物；8，acrA基因阳性对照；9，acrA基因阴性对照；10，kpnE基因PCR扩增产物；11，kpnE基因的阳性对照；9，kpnE基因阴性对照。
图1  耐药基因PCR扩增产物琼脂糖凝胶电泳

2.5  外排泵抑制剂  羰基氰化物间氯苯腙的抑制实验显示，CCCP可以显著抑制26株细菌的外排泵对亚胺培南、美罗培南和厄他培南的排出，导致其MIC明显降低。利血平的抑制实验显示，26株细菌中，只有利血平只显著抑制了1株细菌的亚胺培南的排出，导致其敏感性显著降低，其余未见明显差异。
2.6 外膜蛋白组分分析  外膜蛋白SDS-PAGE电泳分析显示，26株细菌有不同程度的OmpK35和OmpK36的缺失。其中，15株细菌的OmpK35蛋白条带的缺失，5株细菌的OmpK36蛋白条带的缺失。见图2。
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注：M，Marker；C，肺炎克雷伯菌ATCC 700603菌株；1-8，实验菌株。
图2外膜蛋白电泳SDS-PAGE图谱

3 讨论
目前，肺炎克雷伯菌对多种抗菌药物的耐药性不断增强，使得临床治疗面临着极大的挑战。大量的研究都集中在产碳青霉烯酶的肺炎克雷伯菌上，而关于CRKPPC研究数据有限。本研究发现，和产碳青霉烯肺炎克雷伯菌一样，CRKPPC也对多种抗菌药物耐药，对临床的抗感染治疗面临着严峻挑战[11]。所幸现在替加环素、多黏菌素的敏感性很好，可以作为联合用药的基础药物，而头孢他啶/阿维巴坦、氨曲南/阿维巴坦现在在国内未上市，治疗仍受限。

有研究报道，外排泵的过表达、外膜蛋白的通透性下降联合ß-内酰胺酶基因的产生等因素也是导致肺炎克雷伯菌对碳青霉烯耐药的一个重要原因[2-3]。本研究重点分析了目前比较流行的耐药基因的分布情况，发现blaCTX-M、blaSHV和blaTEM等酶在不产碳青霉烯酶中流行，依据文献报道[3]，其可能也在肺炎克雷伯菌对碳青霉烯的耐药中有着一定的作用。

此外，研究报道，外膜孔蛋白缺失或减少造成抗生素进入细菌细胞内的量大减与ß-内酰胺类抗生素的耐药有关[2]。目前公开报道的与肺炎克雷伯菌耐药性有关的孔道蛋白有OmpK35和OmpK36等。本研究发现，这些菌株存在着OmpK35和OmpK36不同程度的缺失或表达降低，可导致细菌对头孢菌素及碳青霉烯类抗生素的敏感性降低；而AmpC酶或ESBLs酶在该类菌株中的流行，可明显提高细菌对碳青霉烯类抗生素的耐药水平。
再者，抗菌药物的大量使用使得细菌的主动外排系统活性增强[12]。目前已知，肺炎克雷伯菌中与碳青霉烯耐药相关的外排泵有AcrAB-TolC、KexD、KdeA、KpnEF和KpnGH等[13]。本研究发现，26株不含碳青霉烯酶的肺炎克雷伯菌中，80%以上的细菌含有上述外排泵。而CCCP抑制实验结果发现，外排泵机制在CRKPPC对碳青霉烯耐药可能起着关键的作用，原因在于CCCP是很强的解偶联剂，通过质子的传递破坏电化学梯度，可以显著降低耐药菌的MIC值[13]。遗憾的是，CCCP是非特异的外排泵抑制剂，不能确定外排泵的种类，而且由于其毒性作用较大，目前还没有临床应用的相关报道[14]。利血平抑制试验的结果表明，利血平对于这种细菌的外排泵没有显著的抑菌效果，究其原因，利血平是一种吲哚型生物碱，作为泵抑制剂，其本身也是某些外排泵的底物，可与抗菌药物竞争结合细菌外排泵蛋白，从而产生对外排抗菌药物产生抑制作用，但神经毒性限制了临床应用。本研究中，虽然利血平在该细菌的碳青霉烯的外排抑制中没有明显作用，但CCCP对外排泵的显著抑制则表明，外排泵对碳青霉烯类抗生素的外排是CRKPPC对碳青霉烯耐药可能起着关键的作用。

总之，CRKPPC对替加环素、多黏菌素等有很好的敏感性，可以作为联合用药的基础药物。虽然，CRKPPC菌株中也存在AmpC酶、ESBLs酶及不同程度的外膜孔蛋白OmpK35和OmpK36缺失，但外排泵的高度流行及外排泵抑制剂的显著效果表明，外排泵对碳青霉烯的外排是该类细菌对碳青霉烯耐药的主要机制，外排泵抑制剂可能在这种细菌引起的感染治疗中有重要价值。
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