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·论著·

耐碳青霉烯类弗劳地柠檬酸杆菌的耐药基因及分子分型

林玉玲１，陈清清１，彭秡秡１，邱慧娜２，胡丽萍１，闫小利１，张建明１

（１．福建医科大学附属泉州第一医院检验科，福建 泉州　３６２０００；２．泉州市传染病防治医院检验科，福建 泉州　３６２１００）

［摘　要］　目的　分析耐碳青霉烯类弗劳地柠檬酸杆菌（ＣＲＣＦ）的检出率、分布特点、耐药机制及分子分型，为临

床治疗与防控提供理论依据。方法　分析２０２０—２０２３年福建医科大学附属泉州第一医院分离ＣＲＣＦ的药敏结

果，验证菌株耐药表型，扩增耐药基因，多位点序列分型（ＭＬＳＴ）分析菌株同源性，全基因组测序分析同时携带

犫犾犪ＶＩＭ１、犫犾犪ＮＤＭ１的ＣＦ１７菌株。结果　共检出非重复弗劳地柠檬酸杆菌１１９株，其中 ＣＲＣＦ２７株，占２２．７％。

ＣＲＣＦ主要分离自神经外科和泌尿外科，标本类型主要是中段尿；对碳青霉烯类和头孢菌素均耐药，对阿米卡星的耐

药率较低，对替加环素及多黏菌素均敏感，对其余抗菌药物的耐药率＞５０％。成功复苏的２２株ＣＲＣＦ耐药表型均阳

性，均携带耐药基因，其中１７株（７７．３％）携带单耐药基因，包括１４株犫犾犪ＮＤＭ１，２株犫犾犪ＫＰＣ２，１株犫犾犪ＮＤＭ５；５株（２２．７％）

同时携带双耐药基因，包括同时携带犫犾犪ＫＰＣ２、犫犾犪ＮＤＭ１（共３株），同时携带犫犾犪ＮＤＭ１、犫犾犪ＩＭＰ和同时携带犫犾犪ＶＩＭ１、

犫犾犪ＮＤＭ１（各１株）；共检出８个ＳＴ型，ＳＴ１１６、ＳＴ５３２分别有８、６株。ＣＦ１７为ＳＴ１１６，携带的犫犾犪ＶＩＭ１、犫犾犪ＮＤＭ１位于不

同的质粒上，分别为ＩｎｃＡ、ＩｎｃＸ３。结论　ＣＲＣＦ以多重耐药为主，主要耐药机制是携带犫犾犪ＮＤＭ１，部分菌株同时携

带双耐药基因，以ＳＴ１１６和ＳＴ５３２为主，ＣＦ１７是目前已知国内首次分离报告同时携带犫犾犪ＶＩＭ１及犫犾犪ＮＤＭ１耐药基因

的弗劳地柠檬酸杆菌。
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ａｎｄｓｔｒａｉｎｃａｒｒｙｉｎｇｂｏｔｈ犫犾犪ＶＩＭ１ａｎｄ犫犾犪ＮＤＭ１（狀＝１）．Ａｔｏｔａｌｏｆ８ＳＴｔｙｐｅｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ，ｗｉｔｈ８ａｎｄ６ｓｔｒａｉｎｓｂｅｉｎｇ
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ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ；ｃａｒｂａｐｅｎｅｍｒｅｓｉｓｔａｎｔｇｅｎｅ；ｃａｒｂａｐｅｎｅｍａｓｅ

　　弗劳地柠檬酸杆菌属于革兰阴性肠杆菌目细

菌，广泛存在于水、土壤等环境及人类的肠道系统，

是人类机会致病菌，可引起腹腔感染、菌血症、肺炎、

皮肤软组织和尿路感染等［１］。抗菌药物的大量使用

导致耐碳青霉烯类弗劳地柠檬酸杆菌（ｃａｒｂａｐｅｎｅｍ

ｒｅｓｉｓｔａｎｔ犆犻狋狉狅犫犪犮狋犲狉犳狉犲狌狀犱犻犻，ＣＲＣＦ）出现，给临

床治疗带来了巨大挑战，使患者的疾病负担加重，医

院总病死率升高。既往研究［１２］多针对肺炎克雷伯

菌及大肠埃希菌，对弗劳地柠檬酸杆菌的研究报道

较少，虽然其毒力相对较低，但对于免疫低下的患

者，亦能引起严重感染。

弗劳地柠檬酸杆菌是环境常见细菌，也被认为

是抗菌药物耐药基因的重要储存库［３］，碳青霉烯耐

药基因如犫犾犪ＫＰＣ、犫犾犪ＮＤＭ可存在于质粒上，并借此在

不同菌种间传播［４］。本研究通过分析ＣＲＣＦ菌株

的分离率、耐药表型、耐药基因及分子分型，探讨其

主要耐药机制及流行病学特征，为临床合理用药及

感染防控提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株来源　２０２０—２０２３年福建医科大学附

属泉州第一医院临床分离的弗劳地柠檬酸杆菌（剔

除同一患者的重复菌株），依据药物敏感性（药敏）试

验结果收集ＣＲＣＦ菌株。对成功复苏的２２株ＣＲＣＦ

菌株进行耐药表型、耐药基因及分子分型研究。

１．１．２　仪器及试剂　Ｐｈｏｅｎｉｘ１００全自动细菌鉴定

仪及药敏系统（美国ＢＤ公司），ＭＡＬＤＩＴＯＦ微生

物质谱仪（德国布鲁克公司），ＤＹＹ６Ｃ型电泳仪（北

京六一仪器厂），凝胶成像仪（美国ＯｍｅｇａＦｌｕｏｒ公

司），梯度ＰＣＲ仪（新加坡ＰｒｏＦｌｅｘ），美罗培南、亚

胺培南纸片（英国ＯＸＯＩＤ公司），ＭＨ琼脂平板（广

州迪景微生物科技有限公司），ＰＣＲ试剂盒（厦门万

和信生物科技有限公司），引物（上海生工生物工程

有限公司），Ｅｚｕｐ柱式细菌基因组ＤＮＡ抽提试剂

盒（上海生工生物工程有限公司）。

１．２　方法

１．２．１　菌株鉴定及药敏试验　采用Ｐｈｏｅｎｉｘ１００全

自动细菌鉴定仪及药敏系统对弗劳地柠檬酸杆菌进

行鉴定及药敏试验，采用 ＭＡＬＤＩＴＯＦ微生物质谱

仪及纸片扩散法进行鉴定及药敏复核，结果判断参

照美国临床实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）２０２２年版本

标准进行折点判读，药敏试验质控菌株为大肠埃希

菌ＡＴＣＣ２５９２２。

１．２．２　耐药表型检测　采用改良碳青霉烯类失活

法 （ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｃａｒｂａｐｅｎｅｍ ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ，

ｍＣＩＭ）及ＥＤＴＡ碳青霉烯类失活法（ＥＤＴＡｍｏｄｉ

ｆｉｅｄｃａｒｂａｐｅｎｅｍｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ，ｅＣＩＭ）进行

耐药表型检测，具体参照ＣＬＳＩＭ１００Ｓ３２
［５］介绍的

步骤操作。ｍＣＩＭ试验阳性提示为产碳青霉烯酶菌

株，若ｅＣＩＭ试验阴性，则为产Ａ类丝氨酸酶菌株；若

同时ｅＣＩＭ试验阳性，则为产金属酶阳性菌株。

１．２．３　耐药基因检测　采用聚合酶链式反应

（ＰＣＲ）法检测犫犾犪ＫＰＣ、犫犾犪ＩＭＰ、犫犾犪ＮＤＭ、犫犾犪ＶＩＭ、犫犾犪ＯＸＡ４８

碳青霉烯耐药基因［６］，扩增产物送上海生工生物工

程有限公司进行测序。ＰＣＲ引物及扩增产物大小

见表１。
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表１　耐药基因扩增引物及产物大小

犜犪犫犾犲１　Ｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒａｍｐｌｉｆｙｉｎｇａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

ｇｅｎｅｓａｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓｉｚｅ

引物 序列（５’→３’）
产物大小

（ｂｐ）

ＫＰＣ Ｆ：ＣＧＴＣＴＡＧＴＴＣＴＧＣＴＧＴＣＴＴＧ ７９８

Ｒ：ＣＴＴＧＴＣＡＴＣＣＴＴＧＴＴＡＧＧＣＧ

ＮＤＭ Ｆ：ＧＧＴＴＴＧＧＣＧＡＴＣＴＧＧＴＴＴＴＣ ６２１

Ｒ：ＣＧＧＡＡＴＧＧＣＴＣＡＴＣＡＣＧＡＴＣ

ＶＩＭ Ｆ：ＧＡＴＧＧＴＧＴＴＴＧＧＴＣＧＣＡＴＡ ３９０

Ｒ：ＣＧＡＡＴＧＣＧＣＡＧＣＡＣＣＡＧ

ＩＭＰ Ｆ：ＧＧＡＡＴＡＧＡＧＴＧＧＣＴＴＡＡＹＴＣＴＣ ２３２

Ｒ：ＧＧＴＴＴＡＡＹＡＡＡＡＣＡＡＣＣＡＣＣ

ＯＸＡ４８ Ｆ：ＧＣＧＴＧＧＴＴＡＡＧＧＡＴＧＡＡＣＡＣ ４３８

Ｒ：ＣＡＴＣＡＡＧＴＴＣＡＡＣＣＣＡＡＣＣＧ

　　注：Ｙ表示胸腺嘧啶（Ｔ）或胞嘧啶（Ｃ）。

１．２．４　多位点序列分型（ＭＬＳＴ）　ＰＣＲ法扩增２２

株 ＣＲＣＦ 的 ７ 个管家基因（犪狊狆Ｃ、犮犾狆Ｘ、犳犪犱Ｄ、

犿犱犺、犪狉犮Ａ、犱狀犪Ｇ、犾狔狊Ｐ），引物设计及反应体系参照

ＰｕｂＭＬＳＴ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｍｌｓｔ．ｏｒｇ）。扩增产

物送上海生工生物工程有限公司测序，测序结果上

传ＰｕｂＭＬＳＴ数据库进行比对确定ＳＴ型，分析菌

株同源性。

１．２．５　全基因组测序　依据试剂使用说明书操作

提取细菌基因组，送上海生工生物工程有限公司进

行二代测序，结果上传ＣｅｎｔｅｒｆｏｒＧｅｎｏｍｉｃＥｐｉｄｅｍｉｏ

ｌｏｇｙ （ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｏｍｉｃｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ．ｏｒｇ／ｓｅｒ

ｖｉｃｅｓ／）对细菌的耐药基因及质粒复制子进行分析。

１．２．６　统计学方法　应用 ＷＨＯＮＥＴ５．６软件进

行数据统计分析。

２　结果

２．１　弗劳地柠檬酸杆菌药敏结果　２０２０—２０２３年

共检出非重复弗劳地柠檬酸杆菌１１９株，其中

ＣＲＣＦ菌株２７株，占２２．７％。ＣＲＣＦ对头孢菌素及

碳青霉烯类的耐药率为１００％，对阿米卡星的耐药

率＜２０％，对替加环素及多黏菌素Ｂ敏感率均为

１００％，对其余抗菌药物的耐药率＞５０％。除替加环

素、多黏菌素外，ＣＲＣＦ菌株对其余抗菌药物的耐药

率高于碳青霉烯类敏感的弗劳地柠檬酸杆菌（ｃａｒ

ｂａｐｅｎｅｍｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ犆犻狋狉狅犫犪犮狋犲狉犳狉犲狌狀犱犻犻，ＣＳＣＦ），

见表２。

表２　ＣＳＣＦ与ＣＲＣＦ菌株对抗菌药物的药敏结果

犜犪犫犾犲２　ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆＣＳＣＦ

ａｎｄＣＲＣＦ

抗菌药物
ＣＳＣＦ（狀＝９２）

Ｓ Ｒ

ＣＲＣＦ（狀＝２７）

Ｓ Ｒ

青霉素 ３４．８ ５３．３ ０ １００

哌拉西林／他唑巴坦 ７８．３ １３．０ ０ １００

头孢噻肟 ４５．７ ４６．７ ０ １００

头孢他啶 ６０．９ ３３．７ ０ １００

头孢吡肟 ８４．８ ７．６ ０ １００

头孢哌酮／舒巴坦 ７６．１ ３．３ ０ １００

氨曲南 ６２．０ ３２．６ ３７．０ ５９．３

亚胺培南 ９５．７ ０ ０ １００

美罗培南 １００ ０ ０ １００

庆大霉素 ７９．３ ２０．７ １１．１ ８８．９

阿米卡星 ９６．７ ２．２ ７７．８ １８．５

四环素 ６２．０ ３８．０ ２５．９ ７４．１

替加环素 ９２．４ ０ １００ ０

左氧氟沙星 ６４．１ ３３．７ １１．１ ８１．５

环丙沙星 ６２．０ ３４．８ ７．４ ８５．２

复方磺胺甲口恶唑 ６８．５ ３１．５ ４８．１ ５１．９

多黏菌素Ｂ ９８．９ １．１ １００ ０

　　注：Ｓ表示敏感，Ｒ表示耐药；中介未列出。

２．２　ＣＲＣＦ菌株来源及分布　ＣＲＣＦ来源患者年

龄２５～８３岁，平均年龄（５５．４±１４．０）岁。菌株来自

１０个临床科室，其中神经外科占３７．０％（１０／２７），泌

尿外科占１４．８％（４／２７），肾内科及重症监护病房

（ＩＣＵ）均占１１．１％（３／２７），神经内科占７．４（２／２７），

其他依次为老年科、肿瘤内科、感染科、血液内科及

胃肠外科。标本类型主要为中段尿（７０．４％，１９／

２７），痰、血及胆汁各占７．４％（２／２７），其余为胸腔积

液及脓液。见表３。

２．３　ＣＲＣＦ耐药表型及基因携带情况　成功复苏

的２２株ＣＲＣＦｍＣＩＭ 试验阳性率１００％（２２株），

ｅＣＩＭ试验阳性率７７．３％（１７株），均携带碳青霉烯

耐药基因。携带单耐药基因共１７株（７７．３％），其中

犫犾犪ＮＤＭ１１４株，犫犾犪ＫＰＣ２２株，犫犾犪ＮＤＭ５１株。同时携带

双耐药基因的菌株共５株（２２．７％），其中同时携带

犫犾犪ＫＰＣ２、犫犾犪ＮＤＭ１有３株，同时携带犫犾犪ＶＩＭ１、犫犾犪ＮＤＭ１

和同时携带犫犾犪ＮＤＭ１、犫犾犪ＩＭＰ各１株。未检出犫犾犪ＯＸＡ４８

基因。２２株ＣＲＣＦ携带耐药基因情况见表３。

２．４　分子分型分析　将２２株ＣＲＣＦ的７个管家基

因测序结果上传至ＰｕｂＭＬＳＴ进行比对，共有８个
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ＳＴ型，其中８株为ＳＴ１１６，６株为ＳＴ５３２，ＳＴ１８、

ＳＴ１０７各 ２株，ＳＴ１１８、ＳＴ１２９、ＳＴ２５７、ＳＴ３２８ 各

１株。ＳＴ５３２是本实验室检出的新ＳＴ型，见表３。

表３　２２株ＣＲＣＦ的耐药基因型及ＳＴ型

犜犪犫犾犲３　ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅｓｔｙｐｅｓａｎｄＳＴｔｙｐｅｓ

ｏｆ２２ＣＲＣＦｓｔｒａｉｎｓ

菌株编号 耐药基因 ＳＴ型 标本来源科室 标本

ＣＦ１ ＮＤＭ１ ５３２ 感染科 中段尿

ＣＦ２ ＮＤＭ１ ２５７ 神经外科 痰

ＣＦ３ ＮＤＭ１ １１６ 泌尿外科 脓液

ＣＦ４ ＮＤＭ５ １２９ 泌尿外科 中段尿

ＣＦ５ ＮＤＭ１ ５３２ 神经外科 中段尿

ＣＦ６ ＮＤＭ１ １８ 神经外科 中段尿

ＣＦ７ ＫＰＣ２、ＮＤＭ１ １１６ 神经外科 中段尿

ＣＦ８ ＮＤＭ１ ５３２ 神经外科 中段尿

ＣＦ９ ＮＤＭ１ １１８ 神经内科 中段尿

ＣＦ１０ ＮＤＭ１ １１６ 神经外科 中段尿

ＣＦ１１ ＫＰＣ２、ＮＤＭ１ １１６ 神经外科 中段尿

ＣＦ１２ ＮＤＭ１ １１６ 神经外科 中段尿

ＣＦ１３ ＮＤＭ１ １８ 泌尿外科 中段尿

ＣＦ１４ ＫＰＣ２ １１６ 肾内科 静脉全血

ＣＦ１５ ＫＰＣ２ １０７ ＩＣＵ 胆汁

ＣＦ１６ ＮＤＭ１ １１６ 老年病科 中段尿

ＣＦ１７ ＶＩＭ１、ＮＤＭ１ １１６ ＩＣＵ 胸腔积液

ＣＦ１８ ＫＰＣ２、ＮＤＭ１ １０７ 肾内科 中段尿

ＣＦ１９ ＮＤＭ１ ５３２ 血液内科 中段尿

ＣＦ２０ ＩＭＰ、ＮＤＭ１ ５３２ ＩＣＵ 痰

ＣＦ２１ ＮＤＭ１ ３２８ 泌尿外科 中段尿

ＣＦ２２ ＮＤＭ１ ５３２ 神经外科 中段尿

２．５　ＣＦ１７菌株全基因组序列分析　全基因组测序

分析显示，ＣＦ１７菌株同时携带的β内酰胺酶耐药

基 因 有 犫犾犪ＣＭＹ１３５、犫犾犪ＳＨＶ１２、犫犾犪ＯＸＡ１、犫犾犪ＶＩＭ１ 及

犫犾犪ＮＤＭ１等。犫犾犪ＶＩＭ１、犫犾犪ＮＤＭ１位于不同的质粒上，分

别为质粒ＩｎｃＡ、ＩｎｃＸ３。该菌株全基因组上传到

ＮＣＢＩ，登录号为ＣＰ１５０６２７。

３　讨论

弗劳地柠檬酸杆菌广泛存在于自然环境中，可

引起人类和动物感染，带来伤害和高病死率［７８］，

而ＣＲＣＦ感染使治疗更加复杂。２０２０—２０２３年该

院分离的ＣＲＣＦ检出率高达２２．７％（２７／１１９），高

于２０１４—２０１９年全国细菌耐药监测网
［９］报道的

５．４％～６．９％，与重庆某院报道的２３．２％接近
［１０］。

本次分离的菌株主要来自神经外科、泌尿外科，标本

类型以中段尿为主。

本研究中，多数ＣＲＣＦ菌株多重耐药，与ＣＳＣＦ

相比，其对氨基糖苷类、喹诺酮类及磺胺类等抗菌药

物表现出更高的耐药率，这使得临床抗感染治疗的

选择更少；对阿米卡星的耐药率较低（１８．５％），对多

黏菌素及替加环素的敏感率为１００％，与既往报道
［１１］

相似。但多黏菌素的肾毒性及神经毒性较大，限制

了其在临床的使用，替加环素可作为基础，联合其他

药物治疗耐碳青霉类烯肠杆菌目细菌感染，对于产

丝氨酸酶的菌株感染优先选择头孢他啶／阿维巴坦，

对于产金属酶或双酶的菌株感染，可考虑氨曲南联

合头孢他啶／阿维巴坦［１２］。

不同地区不同菌种间流行的碳青霉烯酶基因存

在一定差异［１３１４］，我国弗劳地柠檬酸杆菌以犫犾犪ＮＤＭ１

为主要流行的耐药基因，本研究结果与其相似，但

２０１５—２０１７年全球范围内则以犫犾犪ＫＰＣ２、犫犾犪ＶＩＭ 和

犫犾犪ＩＭＰ为主
［１５］。既往文献［４，１６］报道ＣＲＣＦ同时携带

犫犾犪ＮＤＭ１和犫犾犪ＫＰＣ２两个耐药基因，大部分存在于两个

不同的质粒上，亦有少数存在于同一个质粒的报道。

本研究共检出 ３ 株 ＣＲＣＦ 同时携带犫犾犪ＮＤＭ１和

犫犾犪ＫＰＣ２，其质粒特征有待进一步研究，其中２株属于

ＳＴ１１６，来自神经外科的不同患者，１株ＳＴ１０７，来

自肾内科患者。国内报道的 ＣＲＣＦ 菌株携带的

犫犾犪ＮＤＭ１主要位于３３．３～５４．７ｋｂ大小的质粒上，并

可通过质粒在不同菌种间进行水平转移，犫犾犪ＫＰＣ２可

能通过转座酶插入其他转座子，使犫犾犪ＫＰＣ２在细菌间

进行转移［１７１８］。犫犾犪ＩＭＰ、犫犾犪ＶＩＭ均属于Ｂ类金属碳青

霉烯酶，最早在铜绿假单胞菌中被发现，并在铜绿假

单胞菌、肠杆菌目细菌及鲍曼不动杆菌中流行，但国

内两者的报道［１９２０］较少。同时携带两个碳青霉烯耐

药基因的报道很少，Ｑｉａｏ等
［２０］首次报道了１株弗劳

地柠檬酸杆菌同时携带犫犾犪ＩＭＰ４、犫犾犪ＯＸＡ１和犫犾犪ＮＤＭ１

３种基因共存于可转移的杂交质粒上，并携带有许

多其他耐药基因及插入序列。同时携带犫犾犪ＮＤＭ１和

犫犾犪ＶＩＭ１的弗劳地柠檬酸杆菌在国外少见报道，

犫犾犪ＮＤＭ１可通过接合试验转移成功，犫犾犪ＶＩＭ１接合试验

失败，但可通过电转导转入受体菌［２１２２］。本研究检

出ＣＦ１７同时携带犫犾犪ＮＤＭ１和犫犾犪ＶＩＭ，属于ＳＴ１１６，目

前国内尚未见报道，其耐药基因位于ＩｎｃＡ及ＩｎｃＸ３

两个不同质粒上，质粒传播功能仍有待进一步探讨。

ＣＦ２０同时携带犫犾犪ＮＤＭ１和犫犾犪ＩＭＰ，属于ＳＴ５３２，为新
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ＳＴ型。ＣＦ１７和ＣＦ２０虽然属于不同ＳＴ型，但均分

离自ＩＣＵ。ＩＣＵ患者病情严重、病程长、抗菌药物

使用强度大，检出的耐药基因很可能存在于质粒上，

能够在菌种间传播，故应警惕携带多种耐药基因的

菌株，对其加强监测及感染防控。

ＭＬＳＴ分析显示共８个ＳＴ型，主要以ＳＴ１１６

和ＳＴ５３２为主，ＳＴ５３２是该院检出的新ＳＴ型。两

个ＳＴ型均从神经外科、泌尿外科、肾内科及ＩＣＵ中

检出，说明这两个克隆株在医院内可能存在克隆传

播现象。其他ＳＴ型菌株呈散在流行，未发现存在

克隆传播。

综上所述，ＣＲＣＦ在弗劳地柠檬酸杆菌中的比

例较高，多呈多重耐药，以携带犫犾犪ＮＤＭ１为主，有些菌

株携带双碳青霉烯耐药基因，增加了临床治疗难度，

同时可能通过质粒传播耐药基因，因此，临床应高度

重视ＣＲＣＦ的检测，为临床合理使用抗菌药物提供

依据。

利益冲突：所有作者均声明不存在利益冲突。
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