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［摘　 要］ 　 为了解北京市宠物源细菌的抗菌药物耐药情况，２０２２ 年，笔者对北京市四个城区的四家

宠物医院的犬、猫共计 ５０ 份样本的肛拭子进行了研究。 试验对样品中的大肠杆菌和肠球菌首先进

行了分离培养和质谱鉴定，然后采用微量肉汤稀释法分析分离菌株的耐药表型。 结果共分离出大

肠杆菌 ２５ 株、肠球菌 ２５ 株（屎肠球菌 １４ 株、粪肠球菌 １１ 株）。 大肠杆菌耐药率最高的 ２ 种抗菌药

为四环素和氨苄西林，多重耐药菌占 ４４％ ；肠球菌耐药情况较严重，粪肠球菌耐药率最高的抗菌药

物为磺胺异噁唑，屎肠球菌耐药率最高的抗菌药物为磺胺异噁唑、头孢西丁和红霉素，二者多重耐

药菌占分离株总数的 １００％ 。 综上，北京地区宠物源大肠杆菌、肠球菌的耐药情况较为严峻，且多重

耐药现象突出，需要加强对宠物抗菌药使用的监督与管理。
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　 　 随着经济的发展和生活质量的提高，越来越多

的人开始饲养宠物，犬猫是占比最高的宠物类型。
《２０２１ 年中国宠物行业白皮书》数据显示，２０２１ 年

全国城镇养宠人数达到 ６８４４ 万人，饲养宠物犬、宠
物猫的数量分别为 ５４２９ 万只、５８０６ 万只。 随着宠

物数量的不断增多，宠物疾病也呈现出高发趋势，
抗菌药物的使用频率日益增多。 犬猫呼吸系统感

染、腹腔感染和泌尿系统感染等在临床上非常普

遍。 为了控制这些感染及并发症，在治疗过程中会

频繁地使用甚至过度使用抗菌药物［１ － ２］。 另外，由
于我国宠物专用药物少，且存在“人药宠物用”等违

规用药现象［３ － ４］。 这些不科学用药行为容易导致

宠物变身为一个移动的耐药细菌储存库，而宠物产

生的耐药菌一旦传播给人类，很容易发生交叉感

染，出现二次传播的风险［５］。 目前，已经有国外学

者发现犬的多重耐药细菌传播给了人［６］。 因此，开
展宠物源细菌耐药性监测对加强宠物用药管理和

保证人类身体健康具有重要的公共卫生意义。 近

年来，我国开始逐步重视宠物耐药问题，农业农村

部不仅于 ２０２２ 年分别颁布了《动物诊疗机构管理

办法》和《执业兽医和乡村兽医管理办法》规范宠

物用药行为，并于 ２０２２ 年首次将宠物源细菌耐药

性监测工作纳入全国动物源细菌耐药性监测计划，
分别对北京、上海、四川和广东四个省市首先开展

了宠物源细菌耐药性的试点监测工作，旨在加强对

宠物源细菌耐药性的跟踪监测，并掌握宠物源细菌

的耐药现状，对指导宠物行业科学用药和遏制耐药

性传播具有重要意义。 本研究首次对北京地区的

四家宠物医院进行采样，经细菌分离鉴定后进行了

耐药性分析，旨在初步了解北京地区宠物源细菌耐

药情况，为宠物临床合理用药提供一定参考。
１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 样品和菌株　 从北京市朝阳区、海淀区、丰
台区、西城区的四家宠物医院共采集 ５０ 份肛拭子

样品（其中犬 ２４ 份、猫 ２６ 份）。 质控菌株：大肠杆

菌 ＡＴＣＣ ２５９２２、肠球菌 ＡＴＣＣ ２９２１２ 由中国兽医药

品监察所安全评价室保存。
１． １． ２　 试剂与仪器　 Ａｍｉｅｓ 运送培养基、麦康凯琼

脂、普通营养琼脂、肠球菌显色培养基均购买自青

岛海博生物有限公司；革兰氏阳性需氧菌药敏板、革
兰氏阴性需氧菌药敏板购自上海星佰生物公司；甲
酸；乙腈；无水乙醇；ＣＨＣＡ 基质溶液；台式冷冻离心

机：德国 Ｓｉｇｍａ 公司；基质辅助激光解析电离飞行时

间质谱仪（Ｍａｔｒｉｘ － ａｓｓｉｓｔｅｄ ｌａｓｅｒ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ － ｏｆｆ ｆｌｉｇｈｔ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ， ＭＡＬＤＩ － ＴＯＦ
ＭＳ）：岛津公司。
１． ２　 方法

１． ２． １　 样品采集　 采集北京市四个城区四家宠物

医院中犬猫的肛拭子样品，立即放入无菌 Ａｍｉｅｓ 运

送培养基中保存，低温运送至实验室。
１． ２． ２　 细菌分离　 将保存在 Ａｍｉｅｓ 运送培养基中

的样品分别在麦康凯培养基和肠球菌显色培养基

划线，置于 ３７ ℃恒温培养箱中培养 １８ ～ ２４ ｈ。 挑

取麦康凯培养基上单个桃红色或红色菌落和肠球

菌显色培养基上的红色或紫色的单个菌落（疑似肠

球菌）再次在麦康凯培养基和肠球菌显色培养基上

划线进行二次纯化。
将质控菌株大肠杆菌：ＡＴＣＣ２５９２２、肠球菌：

ＡＴＣＣ２９２１２ 复苏，在普通养琼脂上划线，３７ ℃恒温
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培养 １８ ～ ２４ ｈ。
１． ２． ３　 ＭＡＬＤＩ － ＴＯＦ ＭＳ 鉴定　 样品前期处理：挑
取纯化后的疑似单菌落在营养琼脂上划线，３７ ℃
培养 １８ ｈ。 用一次性无菌接种环挑取适量样品于

１． ５ ｍＬ 离心管中，加入 ９００ μＬ 无水乙醇、３００ μＬ
纯水混匀，１２０００ ｒｐｍ ／ ｍｉｎ，离心 ２ ｍｉｎ，弃去上清

液，向沉淀中加入 ５０ μＬ ７０％甲酸，混匀，再加入 ５０
μＬ 乙腈，混匀，１２０００ ｒｐｍ ／ ｍｉｎ，离心 ２ ｍｉｎ，保留上

清液。 质控菌株 ＡＴＣＣ２５９２２、ＡＴＣＣ２９２１２ 的处理

方法同上。
点样：先在干净的靶板样品孔中点 １ μＬ 上清

液，放干后再点 ２ μＬＣＨＣＡ 基质溶液，待其晾干后

送入上样系统。
ＭＡＬＤＩ － ＴＯＦ 鉴定：选择仪器运行模式 Ｌｉｎｅａｒ＿

ｓａｒａｍｉｓ，设置扫描范围为 ２０００ ～ ２００００，激光频率为

２０，激光能量为 ６６，采集谱图数 Ｐｒｏｆｉｌｅｓ １００，ｓｈｏｔ ２，
Ｂｌａｎｋ １５００，ＰμＬｓｅｄ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ８３３０；利用 Ａｕｔｏ ｑｕａｌ⁃
ｉｔｙ 自动获得谱图。 设置好参数后开始采集质控菌

株 ＡＴＣＣ２５９２２ 的数据进行校准，校准完成后进行

样品数据的采集。
数据的处理：将导出格式为 ｔｘｔ 的数据拷贝到

数据库电脑的鉴定软件中自动读取数据并进行

鉴定。
１． ２． ４　 药敏试验　 采用微量肉汤法测定不同抗菌

药物对大肠杆菌、肠球菌的最小抑菌浓度（Ｍｉｎｉｍａｌ

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ）。 挑取 ２ ～ ３ 个单菌落

置 ２ ｍＬ 灭菌生理盐水中，用 ０． ５ 麦氏比浊管进行

比浊，调制菌液浓度为 １． ５ × １０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ 左右。 取

１２ ｍＬ 的营养肉汤培养液倒入加样槽中，从加样槽

中吸取药敏培养液 １００ μＬ 加入阴性对照孔中。 再

取上述菌液 ６０ μＬ 加入药敏培养液中混匀进行稀

释，用排枪吸取稀释液 １００ μＬ 加入 ９６ 孔微量药敏

板条中。 将加样完成后的药敏板条放入恒温培养

箱 ３７ ℃培养 １６ ～ ２０ ｈ。 在阴性对照孔清澈，阳性

对照孔混浊以及质控菌株 ＭＩＣ 值符合规定范围的

前提下，参照美国临床实验室标准化委员会（Ｃｌｉｎｉ⁃
ｃａｌ ａｎｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｓｔａｎｄａｒｄｓ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ，ＣＬＳＩ）标准对

结果进行判定。
２　 结果与分析

２． １　 菌株鉴定结果　 针对四家宠物医院样品采集

的 ５０ 份样品（犬 ２４ 份、猫 ２６ 份），将棉签拭子样本

分别在麦康凯培养基和肠球菌显色培养基上划线

过夜培养。 大肠杆菌典型菌落呈鲜桃红色或微红

色，菌落中心呈深桃红色、扁平、边缘整齐，表面光

滑湿润，不透明的的圆形大菌落；肠球菌典型菌落

为红色至紫色，边缘整齐，表面湿润的针尖样菌落。
针对上述疑似大肠杆菌或肠球菌进行 ＭＡＬＤＩ －
ＴＯＦ ＭＳ 鉴定，鉴定出大肠杆菌 ２５ 株，肠球菌 ２５ 株

（粪肠球菌 １１ 株，屎肠球菌 １４ 株），部分 ＭＳ 鉴定

图谱如图 １ 所示。

图 １　 （ａ） 大肠杆菌 ＭＡＬＤＩ － ＴＯＦ ＭＳ 鉴定图　 图 １（ｂ） 屎肠球菌 ＭＡＬＤＩ － ＴＯＦ ＭＳ 鉴定图

Ｆｉｇ １　 （ａ） ＭＡＬＤＩ －ＴＯＦ ＭＳ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ　 Ｆｉｇｕｒｅ １（ｂ） ＭＡＬＤＩ －ＴＯＦ ＭＳ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃｉｕｍ

２． ２　 药敏试验结果

２． ２． １ 　 大肠杆菌药敏试验结果　 对 ２５ 株大肠杆

菌进行 ８ 类（１６ 种）抗菌药物的药物敏感性试验，
抗菌药物耐药率如图 ２（ ａ）。 结果表明，宠物源大

·２２·
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肠杆菌分离株对四环素的耐药率最高，为 １００％ ；其
次是氨苄西林，耐药率高达 ６０％ ；对磺胺异噁唑、甲
氧苄啶 ／磺胺甲噁唑、恩诺沙星、庆大霉素、头孢噻

呋、氟苯尼考、氧氟沙星中度耐药；对阿莫西林 ／克
拉维酸、大观霉素、头孢他啶相对敏感；仅对美罗培

南和粘菌素全部敏感。 由于安普霉素和乙酰甲喹

两种抗菌药物目前尚无耐药折点，故分析他们的耐

药性情况需通过 ＭＩＣ 分布图如图 ２（ｂ），ＭＩＣ 分布

图显示安普霉素和乙酰甲喹的 ＭＩＣ 分布整体相对

集中。

图 ２　 （ａ）宠物源大肠杆菌对抗菌药物耐药率

Ｆｉｇ ２　 （ａ） Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｒａｔｅ ｏｆ ｐｅｔ － ｄｅｒｉｖｅｄ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ

图 ２　 （ｂ）安普霉素、乙酰甲喹 ＭＩＣ 分布

Ｆｉｇ ２　 （ｂ） ＭＩＣ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ａｍｐｒａｍｙｃｉｎ ａｎｄ ａｃｅｔｏｑｕｉｎｅ

·３２·
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２． ２． ２　 肠球菌药敏试验结果　 对 ２５ 株肠球菌（屎
肠球菌 １４ 株、粪肠球菌 １１ 株）进行 １１ 类（１８ 种）
抗菌药物的药物敏感性试验，抗菌药物耐药率如图

３。 结果表明，屎肠球菌对红霉素、头孢西丁和磺胺

异噁唑的耐药率最高，为 １００％ ；其次是克林霉素，
耐药率高达 ９２． ８６％ ；对泰妙菌素、氧氟沙星、头孢

噻呋、替米考星、四环素耐药严重，耐药率均超过

５０％ ；对青霉素、阿莫西林 ／克拉维酸、庆大霉素、恩
诺沙星、多西环素中度耐药；对甲氧苄啶 ／磺胺甲噁

唑和氟苯尼考相对敏感；仅对万古霉素和利奈唑胺

全部敏感。 而粪肠球菌耐药情况和屎肠球菌则不

太相同，粪肠球菌对磺胺异噁唑的耐药率最高，为
１００％ ；其次是克林霉素、头孢噻呋、头孢西丁、泰妙

菌素四种抗菌药物，耐药率均为 ８１． ８２％ ；对红霉

素、氧氟沙星、替米考星、庆大霉素和四环素耐药严

重；对甲氧苄啶 ／磺胺甲噁唑和多西环素相对敏感；
对青霉素、阿莫西林 ／克拉维酸、氟苯尼考和利奈唑

胺四种抗菌药物全部敏感。

图 ３　 宠物源肠球菌对抗菌药物耐药率

Ｆｉｇ ３　 Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｒａｔｅ ｏｆ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｏｆ ｐｅｔ ｏｒｉｇｉｎ ｔｏ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ

２． ３　 多重耐药性分析

２． ３． １　 宠物源大肠杆菌多重耐药性分析　 宠物源

大肠杆菌多重耐药分布情况见图 ４。 针对 ７ 类抗菌

药物，多重耐药菌株（耐 ３ 类及以上药物）共 １１ 株，
占大肠杆菌分离株的 ４４％ ；其中 ３ 重的耐药菌株所

占比例最高，５ 重的耐药菌株比例最小，未检测到

对 ７ 类抗菌药物全部耐药的菌株。
２． ３． ２　 宠物源肠球菌多重耐药性分析 　 针对 １１

类 １８ 种抗菌药物，宠物源肠球菌多重耐药情况

较为严重，多重耐药菌株占肠球菌分离株总数的

１００％ 。 如图 ５ 所示，屎肠球菌和粪肠球菌分离

株中均存在多重耐药现象；屎肠球菌 ４ 重耐药菌

株占比最小，而粪肠球菌耐 ４ 重耐药菌株和 ５ 重

耐药菌株所占比例最小，均为 ９ ． ０９％ ；屎肠球菌

和粪肠球菌耐 ８ 类抗菌药物所占比例最高，且二

者未检测到对 １１ 类抗菌药物全部耐药的菌株。

·４２·
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图 ４　 宠物源大肠杆菌多重耐药分布

Ｆｉｇ ４　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ

ｐｅｔ － ｄｅｒｉｖｅｄ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ

图 ５　 宠物源肠球菌多重耐药分布

Ｆｉｇ ５　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ

ｐｅｔ － ｄｅｒｉｖｅｄ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ

３　 讨　 论

宠物源细菌耐药现象日益严重，近年来从宠物

中分离出多重耐药菌的报道越来越多，由于宠物与

人类的亲密关系，这些耐药菌携带的耐药基因可以

很容易在人类和动物之间进行水平传播［７ － ８］。 宠

物耐药菌的产生和流行受到国内外的广泛关

注［９ － １１］。 据《２０２１ 年中国宠物医疗白皮书》数据显

示，养宠用户主要集中在沿海和中部地区，接近

２５％的宠物用户位于北上广地区。 其中北京在宠

物市场规模中占 ８． ５％ 的比重，饲养的宠物数量也

最多，因此，选择北京地区开展监测具有较高的研

究价值。
我国部分地区开展了针对宠物源细菌的耐药

性研究，包括吉林、广州和石河子等［１０ － １２］。 本研究

中北京地区宠物源大肠杆菌分离株对氨苄西林、氧
氟沙星的耐药率与石河子地区报道的宠物源大肠

杆菌的耐药率相近［１０］；对庆大霉素、头孢他啶和甲

氧苄啶 ／磺胺甲噁唑的耐药率则与广州地区健康动

物体内分离出来的大肠杆菌的耐药率相近［１２］。 与

石河子地区和广州地区相比，北京地区宠物源大肠

杆菌对四环素的耐药率高于这两个地区，而对恩诺

沙星和氟苯尼考的耐药率与这两个地区又不相同。
此外，宠物源分离菌株对于同一类的抗菌药物的耐

药率也存在一定的差异，如磺胺异噁唑和甲氧苄

啶 ／磺胺甲噁唑，这可能与临床宠物医生的用药习

惯与用药频率有关。
已有研究指出，不同种类的肠球菌对同种类的

抗菌药物会有不同的耐药表现［１３ － １４］。 本研究对 ２
种肠球菌进行的药敏试验分析发现，受试肠球菌除

对万古霉素和利奈唑胺的药敏试验结果无差异外，
对其他抗菌药物的药敏试验结果均有差异。 万古

霉素作为治疗革兰氏阳性菌的“最后一道防线”，对
于治疗肠球菌感染具有重要意义。 由于抗菌药物

的滥用，已经出现了耐万古霉素肠球菌（Ｖａｎｃｏｍｙ⁃
ｃｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ，ＶＲＥ），ＶＲＥ 的出现不仅会

造成严重的经济损失，而且还会威胁公共健康。 本

研究中虽未发现耐万古霉素的肠球菌，但对其耐药

性的监测需持续关注。
本研究对大肠杆菌、肠球菌进行不同种类抗菌

药物的药敏试验，发现多重耐药现象较为普遍，其
中 ３ 重耐药大肠杆菌和 ８ 重耐药的肠球菌最多。
提示宠物源细菌的耐药问题日趋严重。

综上，北京地区宠物源细菌耐药情况比较严

峻，耐药谱种类多样，多重耐药现象严重。 因此，对
宠物源细菌的耐药性问题进行预防和控制已经刻

·５２·
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不容缓，必须持续加强对宠物源细菌耐药性的日常

监测和抗菌药物的使用监管。
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