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摘$要!目的$了解北京市门诊腹泻病例肠致病性大肠埃希菌&B;?BC@P>?4@LB;=2940K(5’0K’+ 0"2’"7d75’分离株抗
生素敏感性情况及分子分型特征# 方法$采用微量肉汤稀释法对 &"#),&"#+ 年北京市门诊腹泻病例 7d75分离
株进行 + 类 #) 种抗生素敏感性检测# 参照 d:A<B8B?中非 T#’% 大肠埃希菌脉冲场凝胶电泳&dDS7’分型方法"对
不同区县不同采样时间分离的菌株采用随机抽样原则"对 #)" 株菌基因组经限制性内切酶 S1+ #酶切后进行分子
分型和聚类分析# 结果$&"#),&"#+ 年北京市门诊腹泻病例 7d75分离株总耐药率为 +).+^&!-#/),#’"氨苄西
林!四环素!甲氧苄啶/磺胺甲噁唑耐药率较高"分别为 ,,.)^& &-)/))!’!’)."^& &)-/),#’!)’.,^& &#"/),#’#
),# 株菌分为 &"" 种耐药谱"耐 ! 类及 ! 类以上抗生素的菌株数达 &)- 株&’)."^’"有 # 株菌对 % 类 #& 种抗生素耐
药# 常见耐药谱为萘啶酸耐药"占 ).!^&&"/),#’# 环丙沙星!萘啶酸!四环素!亚胺培南耐药率和耐药谱种类呈逐
年缓慢上升趋势# 其中 #)" 株菌共产生 #!, 种 dDS7带型"带型分布较为分散"无优势带型"菌株之间的相似系数
为 ’!.!^j#""."^# 结论$&"#),&"#+ 年北京市腹泻病例 7d75耐药情况严重"耐药谱复杂广泛"多重耐药菌株
及耐药谱种类呈逐年增多趋势# 菌株的基因型呈多态性分布#
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$$腹泻性疾病是世界范围内的一个重要的公共
卫生问题+ 感染性腹泻是引起全球 ’ 岁以下儿童死
亡的第二大原因&每年可造成约 #! 万人死亡 . #/ + 肠
致病性 大 肠埃希菌 #B;?BC@P>?4@LB;=2940K(5’0K’+
0"2’&7d75$是致泻大肠埃希菌中的一种致病类型&
是主要引起儿童特别是婴幼儿感染性腹泻的重要
致病菌之一 . &/ &常引起婴儿脱水!酸中毒&病死率
高+ &"#)"&"#+ 年北京市门诊腹泻病例病原菌监
测数据表明&7d75可导致各月份各年龄段人群发
生急性感染性腹泻&并造成慢性持续性腹泻+

为了解北京市人源性 7d75耐药特征及来源分
布&为北京市 7d75分子诊断!溯源及临床用药提供
依据&本研究基于北京市食源性疾病监测网络门诊
腹泻病例病原监测工作&对 &"#)"&"#+ 年 7d75分
离株进行抗生素敏感性分析及脉冲场凝胶电泳
#P:A<BE 3=BAE LBABAB2?C@P4@CB<=<&dDS7$分子分型+

#$材料与方法
#.#$材料
#.#.#$菌株来源

本试验所用菌株为 &"#)"&"#+ 年北京市食源性
疾病监测网络门诊腹泻病例病原监测分离的 7d75
菌株&共 ),# 株&基因鉴定结果均为 3’#7#z$和 (+(
#z$+ 药敏试验用质控菌株为大肠埃希菌 #(M55
&’-&&$+ dDS7分子量标准菌株为沙门菌#6-+#&$+
#.#.&$主要仪器与试剂

qUM7i浊度仪#法国 Q=@R|C=B:V$&去离子水系
统 #美国 R=AA=P@CB$&水浴摇床&台式高速离心机&
dDS7仪及配套设备!凝胶成像系统均购自美国
K=@*H>E+

脑心浸液培养基 #北京陆桥技术股份有限公
司$&调节阳离子浓度的营养肉汤培养液及革兰阴
性需氧菌药敏检测板 #上海星佰生物技术有限公
司 $+ FB>IBJ S@AE 琼 脂 糖 # 美 国 5>JQCBVK=@
F2=B;2BH@2IA>;E$&蛋白酶 i#德国 RBC2I$&限制性
内切酶 S1+ ##大连 M>I>C>$+
#.&$方法
#.&.#$耐药性测定

根据美国临床与实验室标准化协会#5A=;=2>A>;E
Z>Q@C>?@CGF?>;E>CE<U;<?=?:?B&5ZFU$文件 R#""*F&’.!/

推荐的药敏试验抗生素选择原则确定耐药性检测所
用的抗生素名单&采用微量肉汤稀释法测定各种抗生
素对致病菌的最低抑菌浓度 #J=;=J>A=;4=Q=?@CG
2@;2B;?C>?=@;&RU5$+ 测试的抗生素包括 + 类 #) 种&

分别为 #*内酰胺类的氨苄西林#(Rd$!氨苄西林/舒
巴坦#(RF$!头孢唑林#5D_$!头孢他啶#5(_$!头孢

噻肟#5Mc$!头孢西丁#5Dc$!亚胺培南#UdR$&氨基
糖苷类的庆大霉素#S78$&大环内酯类的阿奇霉素
#(_R$&四环素类的四环素#M7M$&酰胺醇类的氯霉
素#56Z$&喹诺酮类的萘啶酸#8(Z$&氟喹诺酮类的
环丙沙星#5Ud$&以及磺胺类的甲氧苄啶/磺胺甲噁
唑#FcM$+ 根据 5ZFU的相应解释标准.!/获得敏感
#F$!中介#U$和耐药#H$的结果+
#.&.&$dDS7分型

对不同区县不同采样时间分离的菌株采用随
机抽样原则&选取 #)" 株菌进行分子分型和聚类分
析+ 参照国际食源性致病菌分子分型监测网络
#d:A<B8B?$中非 T#’% dDS7分型的标准操作方法
进行 . )/ + 主要试验参数如下%细菌悬液浓度用
Q=@R|C=B:V麦氏比浊仪调至 )." j).&’使用限制性
内切酶 S1+ ##’" Y$&!% k酶切 & 4’电泳参数为
,.%,j!’.!+ <&#+ 4’电泳后使用 SBAHBE 染色&纯水
脱色&读取电泳图谱’沙门菌标准菌株#6-+#&$作为
分子量标准+ dDS7图像录入 K=@8:JBC=2<#q%.,$
软件&对电泳图像进行数据分析&构建聚类树状图+

&$结果
&.#$7d75总体耐药情况

对 &"#)"&"#+ 年北京市门诊腹泻病例病原监
测中分离到的 ),# 株 7d75进行抗生素敏感性试
验+ 结果显示&),# 株试验菌株中&%" 株菌对测试的
#) 种抗生素全部敏感+ 其他 !-# 株菌均对 # 种或
多种抗生素表现出不同程度的耐药&耐药率为
+).+^# !-#/),# $+ 其中 (Rd!M7M! FcM!5D_和
8(Z的耐药率较高&分别为 ,,.)^ # &-)/))! $!
’)."^#&)-/),#$!)’.,^# &#"/),#$!)).-^# #--/
))!$和 )#.,^##-&/),#$&见表 #+

表 #$&"#)"&"#+ 年北京市 7d75抗生素敏感性结果
M>QAB#$(;?=Q=@?=2<:<2BP?=Q=A=?G@37d75<?C>=;<

=; KB=0=;LE:C=;L&"#)*&"#+
抗生素 耐药率 /̂ 中介率 /̂ 敏感率 /̂

(Rd ,,.) #&-)/))!$ ).# ##+/))!$ &-., ##!#/))!$

(RF !&.# ##)&/))!$ &,." ###’/))!$ )&." ##+,/))!$

5D_ )).- ##--/))!$ &).+ ###"/))!$ !".& ##!)/))!$

5Mc &).! ###&/),#$ #.’ #%/),#$ %).& #!)&/),#$

5Dc ).# ##-/),#$ !.! ##’/),#$ -&., #)&%/),#$

5(_ ).% #&#/))!$ %.- #!’/))!$ +%.) #!+%/))!$

56Z ##.% #’)/),#$ ’.& #&)/),#$ +!.# #!+!/),#$

5Ud ##.’ #’!/),#$ &.) ###/),#$ +,.# #!-%/),#$

S78 &#.% ##""/),#$ &., ##&/),#$ %’.% #!)-/),#$

UdR #., #%/))!$ &.! ##"/))!$ -,.& #)&,/))!$

8(Z )#., ##-&/),#$ "." #"/),#$ ’+.) #&,-/),#$

M7M ’)." #&)-/),#$ &.+ ##!/),#$ )!.& ##--/),#$

FcM )’., #&#"/),#$ "." #"/),#$ ’).) #&’#/),#$

(_R &).) ##"+/))!$ "." #"/))!$ %’., #!!’/))!$
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$$对抗生素耐药谱进行初步分析发现& ),# 株
7d75分离菌株共获得 &"" 种耐药谱+ 耐 ! 类抗生
素的菌株数最多##-.#^&++/),#$&其次为耐 # 类抗
生素的菌株##+.&^&+)/),#$&再次是耐 ) 类抗生素
$$$

的菌株##!.&^&,#/),#$+ 耐 ! 类及 ! 类以上抗生
素的菌株总数达 &)- 株#’)."^$&其中有 # 株菌对
% 类 #& 种抗生素耐药&见表 &+

最常见的耐药谱为 8(Z#).!^&&"/),#$&其次
$$$

表 &$&"#)"&"#+ 年北京市 7d75抗生素耐药情况
M>QAB&$(;?=Q=@?=2CB<=<?>;2B@37d75=; KB=0=;LE:C=;L&"#)*&"#+

耐药种
类数

&"#)# )b#+$ &"#’# )b&)$ &"#,# )b#&+$ &"#%# )b#)#$ &"#+# )b#’"$ 合计# )b),#$

菌株数
占比
/̂ 菌株数

占比
/̂ 菌株数

占比
/̂ 菌株数

占比
/̂ 菌株数

占比
/̂ 菌株数

占比
/̂

" , !!.! # ).& &" #’., &# #).- && #).% %" #’.&
# ! #,.% ! #&.’ && #%.& !% &,.& #- #&.% +) #+.&
& & ##.# - !%.’ #+ #).# #) -.- #’ #"." ’+ #&.,
! ! #,.% ) #,.% #- #).+ &, #+.) !, &)." ++ #-.#
) ! #,.% & +.! #+ #).# #- #!.’ #- #&.% ,# #!.&
’ " "." ! #&.’ #! #".& #& +.’ &# #)." )- #".,
, # ’., # ).& + ,.! - ,.) - ,." &+ ,.#
% " "." # ).& + ,.! ! &.# - ,." &# ).,
+ " "." " "." & #., " "." " "." & ".)

为 (Rd!(Rd*5D_*5Mc*M7M*FcM!8(Z*M7M&分别占
&.+^# #!/),#$! &."^# -/),#$和 &."^# -/),# $+
排名前 #) 位的常见 7d75耐药谱见表 !+

&.&$历年耐药变化趋势

分别计算 &"#)"&"#+ 年 #) 种抗生素的耐药率
#表 )$&并进行耐药趋势分析+ 5Ud!M7M耐药率分
别由 &"#) 年的 ’.,^##/#+$!’"."^#-/#+$缓慢上
升至 &"#+ 年的 #).%^#&&/#’"$!,!.!^#-’/#’"$+
UdR由 &"#’ 年全部敏感缓慢上升至 &"#+ 年耐药率
!.!^# ’/#’"$+ 8(Z耐药率由 &"#) 年的 #,.%^
#!/#+$缓慢上升至 &"#% 年的 )’.)^#,)/#)#$+

分别统计 &"#)"&"#+ 年的耐药谱&结果表明
’ 年来北京市门诊腹泻病例 7d75分离株的耐药谱
种类逐年增多&分别为 ##!&"!%"!%’ 和 -# 种+ 耐 !
类及 ! 类以上抗生素的多重耐药菌株所占比例分别
$$$

表 !$&"#)"&"#+ 年北京市 7d75常见耐药谱及菌株

分布#)b),#$

M>QAB!$5@JJ@; EC:LCB<=<?>;2B<PB2?C:J<>;E <?C>=;

E=<?C=Q:?=@; @37d75=; KB=0=;LE:C=;L&"#)*&"#+
耐药谱 耐药菌株数 占比 /̂
8(Z &" ).!
(Rd #! &.+
(Rd*5D_*5Mc*M7M*FcM - &."
8(Z*M7M - &."
5D_ + #.%
M7M + #.%
(Rd*(RF*S78*8(Z*M7M*FcM*(_R % #.’
(Rd*(RF*M7M*FcM , #.!
(Rd*S78*M7M , #.!
(Rd*(RF*5D_*5Mc*8(Z*M7M*FcM ’ #.#
(Rd*5D_ ’ #.#
(Rd*5D_*5Mc ’ #.#
(Rd*5D_*5Mc*8(Z*M7M*FcM ’ #.#
56Z*M7M*FcM ’ #.#

表 )$&"#)"&"#+ 年北京市 7d75各年耐药率#^$

M>QAB)$(;;:>AEC:LCB<=<?>;2BC>?B@37d75=; KB=0=;LE:C=;L&"#)*&"#+
抗生素 &"#) &"#’ &"#, &"#% &"#+

(Rd " +!.! #&"/&)$ ,!.! #+#/#&+$ ,#." #+,/#)#$ %#.! ##"%/#’"$

(RF " &-.& #%/&)$ ’,.! #%&/#&+$ &).# #!)/#)#$ #-.! #&-/#’"$

5D_ " )’.+ ###/&)$ !-.+ #’#/#&+$ )%.’ #,%/#)#$ ),.% #%"/#’"$

5Mc ##.# #&/#+$ !!.! #+/&)$ &#.# #&%/#&+$ &%.% #!-/#)#$ &)." #!,/#’"$

5Dc "." #"/#+$ "." #"/&)$ %.+ ##"/#&+$ &.# #!/#)#$ )." #,/#’"$

5(_ " "." #"/&)$ ’.’ #%/#&+$ ’." #%/#)#$ ).% #%/#’"$

56Z !!.! #,/#+$ ).& ##/&)$ #&.’ ##,/#&+$ -.& ##!/#)#$ #&." ##+/#’"$

5Ud ’., ##/#+$ ).& ##/&)$ #".- ##)/#&+$ #"., ##’/#)#$ #).% #&&/#’"$

S78 !!.! #,/#+$ &-.& #%/&)$ &!.) #!"/#&+$ #,.! #&!/#)#$ &&.% #!)/#’"$

UdR " "." #"/&)$ "." #"/#&+$ #.) #&/#)#$ !.! #’/#’"$

8(Z #,.% #!/#+$ &-.& #%/&)$ )).’ #’%/#&+$ )’.) #,)/#)#$ )".% #,#/#’"$

M7M ’"." #-/#+$ )’.+ ###/&)$ ’!.- #,-/#&+$ ),.# #,’/#)#$ ,!.! #-’/#’"$
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&.!$dDS7分型与聚类结果

随机选取的 #)" 株 7d75基因组经 S1+#酶切后
进行 dDS7分子分型和聚类分析&菌株均产生较好的
酶切效果&条带清晰!分布均匀+ 采用 K=@8:JBC=2<软
件对电泳条带进行聚类分析后&#)" 株菌共分为
#!,种不同的带型&除有 ) 种 dDS7带型分别包含
&株菌外&其余菌株均为独特的带型&相似度为
’!.!^j#""." +̂ dDS7型别分散&无优势带型+

!$讨论
本研究结果表明&&"#)"&"#+ 年北京市 7d75中

(Rd的耐药率最高#,,.) $̂&其次为 M7M#’)." $̂!
FcM#)’., $̂!5D_#)).- $̂和 8(Z#)#., $̂+ 细菌
耐药是目前人类面临的重要问题&其中 #*内酰胺类抗
生素耐药是关注和研究的焦点之一+ 本研究中耐药
率较高的 (Rd和 5D_同属于 #*内酰胺类+ 相关菌
株耐药机制需要进一步深入研究+

8(Z作为第一代喹诺酮类药物&于 &" 世纪," 年
代广泛用于临床和养殖业&其耐药率日益增高+ 本研
究试验菌株的常见耐药谱分析结果显示&位居首位的
是仅对 8(Z耐药+ 同时&本研究对 &"#)"&"#+ 年历
年抗生素耐药性趋势分析结果显示&5Ud!8(Z!M7M!
UdR耐药率呈逐年缓慢上升趋势+ 这与临床治疗大
肠埃希菌所致腹泻常用药物有一定的相关性+ &"#)
年发布的第一份全球耐药报告显示耐 5Ud大肠埃希
菌已成为重要的食源性致病菌&对人类产生巨大的健
康风险和疾病负担.’/ + 本研究检出多株 5Ud多重耐
药菌株&且UdR耐药率逐年上升&与其具有复杂!可传
播的喹诺酮耐药机制相关.,/ +

本研究中 ),# 株菌共包含 &"" 种耐药谱&耐
! 类及 ! 类以上抗生素的菌株占 ’)."^&其中有 #
株菌对 % 类 #& 种抗生素耐药+ 耐抗生素的种类和
耐药谱种类逐年增多&表明北京市人源性 7d75的
耐药情况严重+ 这些多重耐药菌株一旦引起人群
感染&若不能及时采取针对性治疗措施&极可能加
重医疗负担或导致死亡率增高&提示临床抗生素的
选择应以药物敏感性试验为依据+

dDS7分子溯源通过对 dDS7图谱进行分子分
型和聚类分析&可用于识别聚集性病例&被广泛应
用于追踪病原菌所致传染病的暴发流行!识别散在
暴发病例的传染源&从而有效预防和控制疫情 . %*-/ +
本研究对不同区县不同采样时间分离的菌株采用
随机抽样原则&选取 #)" 株菌进行了 dDS7试验&以

初步了解北京市门诊腹泻病例 7d75分离株的 dDS7
带型分布情况&并掌握北京市 7d75优势带型&用于
今后及时发现散发及疫情溯源分析+ 结果显示&
#)" 株 7d75菌株经S1+#酶切后共产生 #!,种dDS7
带型&表明北京市 7d75菌株基因型呈现高度多态
性&与我国和其他国家的情况类似.#"*##/ +

本研究初步掌握了北京市 7d75菌株的耐药特
征和 dDS7分子特征型别&可用于快速有效地开展
腹泻病例 7d75监测!及时识别暴发!追踪传染源&
为 7d75病原学研究提供了基础数据&对于 7d75
所致感染性腹泻的预防!诊断和治疗&降低北京市
居民 7d75健康风险&以及维护首都公共卫生和健
康具有重要意义+
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