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摘 　 要:目的 　 了解 2019 年福建省哨点医院腹泻患者中致泻大肠埃希菌(DEC)感染状况、毒力基因携带、分子分

型及耐药情况。 方法 　 采集腹泻患者 210 份粪便标本按照 GB
 

4789. 6—2016《食品安全国家标准
 

食品微生物学检

验
 

致泻大肠埃希氏菌检验》方法分离大肠埃希菌后进行荧光聚合酶链式反应(PCR)确认,并对分离出的 DEC 进行

脉冲场凝胶电泳(PFGE)分子分型及药敏试验。 结果 　 共检出阳性菌株 32 株,检出率为 15. 2% (32 / 210),其中肠

道致病性大肠埃希菌(EPEC)占 37. 5%(12 / 32),肠道集聚性大肠埃希菌(EAEC)占 37. 5% (12 / 32),产肠毒素大肠

埃希菌( ETEC) 占 25. 0% ( 8 / 32)。 药 敏 试 验 结 果 表 明, 32 株 菌 对 氨 苄 西 林 耐 药 程 度 最 高,耐 药 率 为 78. 1%
(25 / 32),其次是四环素 和 甲 氧 苄 啶 / 磺 胺 甲 噁 唑,耐 药 率 分 别 为 62. 5% ( 20 / 32) 和 59. 4% ( 19 / 32)。 多 重 耐 药

(MDR)率为 50. 0%(16 / 32)。 PFGE 结果表明,32 株菌共分为 28 种 PFGE 带型,其中 12 株 EPEC 共分为 10 种带

型,12 株 EAEC 共分为 10 种带型,8 株 ETEC 共分为 8 种带型,其中 EPEC 聚类分析结果有两组菌株具有 100. 0%相

似带型,EAEC 有一组菌株具有 100. 0%相似带型,ETEC 聚类分析没有完全一致的带型。 结论 　 2019 年福建省哨

点医院腹泻患者 DEC 感染主要以 EPEC、EAEC 为主,菌株分型带型存在多样性,菌株耐药状况严重,且存在较高的

多重耐药率。
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Abstract:
  

Objective　 To
 

investigate
 

the
 

infectious
 

status, virulence
 

gene, molecular
 

typing
 

and
 

antibiotic
 

resistance
 

of
 

diarrheogenic
 

Escherichia
 

coli
 

( DEC) in
 

sentinel
 

hospitals
 

of
 

Fujian
 

Province
 

in
 

2019.
 

Methods　 Fluorescent
 

polymerase
 

chain
 

reaction ( PCR)
 

was
 

used
 

to
 

identify
 

210
 

fecal
 

samples
 

of
 

diarrhea
 

patients
 

after
 

isolation
 

of
 

E. coli
 

according
 

to
 

GB
 

4789. 6-2016,
 

and
 

then
 

pulsed
 

field
 

gel
 

electrophoresis ( PFGE)
 

molecular
 

traceability
 

and
 

antibiotic
 

resistance
 

test
 

were
 

conducted
 

on
 

the
 

isolated
 

DEC. Results 　 Thirty
 

two
 

strains
 

of
 

bacteria
 

were
 

detected,
 

with
 

a
 

detection
 

rate
 

of
 

15. 2%
 

(32 / 210) .
 

Among
 

them,
 

enteropathogenic
 

E. coli
 

( EPEC )
 

accounted
 

for
 

37. 5%
 

( 12 / 32) ,
 

enteroaggregative
 

E. coli
 

( EAEC)
 

for
 

37. 5%
 

(12 / 32) ,
 

and
 

enterotoxigenic
 

E. coli
 

( ETEC)
 

for
 

25. 0%
 

(8 / 32) .
 

The
 

results
  

of
 

antibiotic
 

resistance
 

test
 

showed
 

that
 

these
 

32
 

strains
 

of
 

bacteria
 

were
 

most
 

resistant
 

to
 

ampicillin,
 

with
 

a
 

resistance
 

rate
 

of
 

78. 1%
 

( 25 / 32) ,
 

followed
 

by
 

tetracycline
 

and
 

trimethoprim / sulfamethoxazole,
 

with
 

resistance
 

rates
 

of
 

62. 5%
 

( 20 / 32 )
 

and
 

59. 4%
 

(19 / 32) ,
 

respectively.
 

The
 

multiple
 

antibiotic
 

resistance
 

rate
 

was
 

50. 0% ( 16 / 32) .
 

The
 

results
  

of
 

PFGE
 

showed
 

that
 

32
 

strains
 

of
 

bacteria
 

causing
 

diarrhea
 

were
 

divided
 

into
 

28
 

PFGE
 

banding
 

patterns.
 

Among
 

them,
 

12
 

strains
 

of
 

EPEC
 

and
 

12
 

strains
 

of
 

EAEC
 

were
 

divided
 

into
 

10
 

PFGE
 

banding
 

patterns,
 

respectively,
 

and
 

8
 

strains
 

of
 

ETEC
 

were
 

divided
 

into
 

8
 

PFGE
 

banding
 

patterns.
 

The
 

results
  

of
 

cluster
 

analysis
 

showed
 

that
 

two
 

groups
 

of
 

EPEC
 

strains
 

had
 

100. 0%
 

similar
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banding
 

patterns,
 

one
 

group
 

of
 

EAEC
 

strains
 

had
 

100. 0%
 

similar
 

banding
 

patterns,
 

and
 

ETEC
 

strains
 

did
 

not
 

have
 

completely
 

consistent
 

banding
 

pattern.
 

Conclusion　 EPEC
 

and
 

EAEC
 

were
 

the
 

main
 

pathogens
 

of
 

diarrhea
 

in
 

surveillance
 

points
 

of
 

Fujian
 

Province
 

in
 

2019.
 

The
 

genetic
 

diversity
 

of
 

the
 

strains
 

showed
 

that
 

the
 

genetic
 

relationship
 

between
 

them
 

was
 

relatively
 

distant.
 

The
 

antibiotic
 

resistance
 

of
 

DEC
 

was
 

severe,
 

and
 

the
 

rate
 

of
 

multiple
 

antibiotic
 

resistance
 

was
 

high.
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　 　 致泻大肠埃希菌( DEC) 是引起腹泻的病原菌

之一,由 DEC 感染引起的腹泻不仅存在散发病例,
还经常引起聚集性食物中毒事件 [ 1] ,给公共卫生造

成极大的威胁 [ 2] ,因此长期开展哨点医院 DEC 监测

具有重大意义。 根据携带的毒力基因、致病机理和

流行病学特征,DEC 根据其携带的毒力基因通常分

为肠道致病性大肠埃希菌( enteropathogenic
 

E. coli,
EPEC) 、肠道侵袭性大肠埃希菌 ( enteroinvasive

 

E.
coli,EIEC ) 、 产肠毒素大肠埃希菌 ( enterotoxigenic

 

E. coli,ETEC) 、产志贺毒素大肠埃希菌 [ shigatoxin-
producing

 

E. coli,STEC,包括肠道出血性大肠埃希菌

( enterohemorrhagic
 

E. coli, EHEC) 和肠道集聚性大

肠埃希菌 ( enteroaggregative
 

E. coli, EAEC) ] [ 3] 。 本

研究分析 2019 年福建省哨点医院腹泻患者 DEC 感

染状况、毒力基因携带情况,并通过药敏试验分析

耐药状况及脉冲场凝胶电泳( PFGE)分子分型。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 菌株来源

2019 年 1 ~ 12 月,从福建省 5 个地市 6 家有代

表性三甲医院收集临床腹泻患者粪便标本 210 份,
分离 得 到 32 株 DEC。 标 准 菌 株: 大 肠 埃 希 菌

( ATCC
 

25922)购自北京三药,沙门菌( H9812)由中

国疾病预防控制中心赠送。
1. 1. 2　 主要仪器与试剂

VITEK
 

2
 

COMPACT(法国梅里埃) ,荧光聚合酶

链式反应( PCR) 鉴定仪、电泳仪、凝胶成像系统和

PFGE 及配套设备均购自美国 Bio-Rad。
麦康凯( MAC) 琼脂、伊红美蓝( EMB) 琼脂、三

糖铁( TSI)琼脂均购自北京陆桥,5 种 DEC 核酸多

重荧光 PCR 检测试剂盒 ( 深圳生科原) ,蛋白酶 K
(德 国 Merck ) , 限 制 性 内 切 酶 Xba

 

I ( 美 国 New
 

England
 

Biolabs ) , Seakem
 

Gold 琼 脂 糖 ( 瑞 士

Lonza) ,GN 生化鉴定卡(法国梅里埃) ,96 孔药敏板

(美国赛默飞世尔) ,所有试剂均在有效期内。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 菌株生化试验及毒力基因鉴定

按照 GB
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食品

微生物学检验
 

致泻大肠埃希氏菌检验》 [ 3] ,210 份粪

便标本分别直接划线至 EMB 和 MAC 琼脂上,挑取 10
个以上可疑菌落穿刺于 TSI 斜面,挑取 TSI 底层产酸

的菌落,经 VITEK
 

2
 

COMPACT 进行生化鉴定为大肠

埃希菌。 采用水煮法获得核酸,进一步参照试剂盒方

法,采用荧光 PCR 鉴定仪检测毒力基因。
1. 2. 2　 药敏试验

检出的 DEC 参照《 2017 年国家食源性疾病监

测工作手册》 [ 4] ,用 96 孔药敏板进行耐药分析。
1. 2. 3　 PFGE 分型

参照美国疾病预防控制中心公布的 PFGE 标准

操作规程 [ 5] ,对分离到的 DEC 进行 PFGE 分子分

型。 以沙门菌( H9812) 作为 Marker,使用限制性内

切酶 Xba
 

I(50
 

U) ,37
 

℃ 酶切 2
 

h。 电泳参数:最小

分子量为 50
 

kb,最大分子量为 400
 

kb,初始切换时

间为 6. 76
 

s,最终切换时间为 35. 38
 

s,电压为 6
 

V,
夹角为 120°,运行时间为 18. 5

 

h。 电泳结束后使用

3×工作液浓度的 GelRed 染料染色 15
 

min,于超纯水

中脱色 30
 

min 后使用 Gel
 

DocXR+凝胶成像系统读取

并保存图谱,使用 BioNumerics
 

7. 6 软件进行聚类分

析,相似系数设置为 Dice 系数,优化 1. 5%,容忍度

1. 5%,聚类方法选用非加权组平均(UPGMA)法。
1. 3　 统计学分析

用 SPSS
 

17. 0 软件进行统计学分析。 率的比较

用 χ2 或 Fisher 确切概率值检验,以 P< 0. 05 为差异

有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 总体检出情况

210 份粪便标本通过实验室分离鉴定,DEC 检

出率为 15. 2%(32 / 210) ,每份检出的标本均分离出

1 株 DEC。 其中南平市检出 10 株,福州市检出 12
株,龙岩市检出 10 株。
2. 2　 DEC 毒力基因分型

32 株 DEC 中,EPEC 占 37. 5% ( 12 / 32) ,EAEC
占 37. 5%(12 / 32) ,其中非典型 EAEC 共 8 株,典型

EAEC 共 4 株,ETEC 占 25. 0%(8 / 32) 。 具体毒力基

因分型见表 1。
2. 3　 耐药状况

32 株 DEC 对氨苄西林耐药程度最高,耐药率

为 78. 1% ( 25 / 32) ,其次为四环素和甲氧苄啶 / 磺
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　 　 　 　 表 1　 32 株 DEC 毒力基因分布情况

Table
 

1　 Distribution
 

of
 

virulence
 

genes
 

of
 

32
 

strains
 

of
 

DEC

菌株类型 菌株数
毒力基因

stx1 stx2 eae pic aggR astA estIb eIt
非典型 EAEC

典型 EAEC

EPEC

ETEC

8 - - - - - + - -
1 - - - - + - - -
3 - - - + + - - -

12 - - + - - - - -
6 - - - - - - + -
2 - - - - - - - +

胺甲噁唑,耐药率为分别 62. 5% ( 20 / 32) 和 59. 4%
(19 / 32) ,见表 2。

32 株 DEC 中,其中 16 株菌株存在多重耐药

( MDR ) 情 况, 多 重 耐 药 率 为 50. 0% ( 16 / 32 ) 。
EPEC、EAEC 和 ETEC 的多重耐药率分别为 66. 7%
(8 / 12) 、58. 3%(7 / 12)和 12. 5%(1 / 8) ,差异无统计

学意义(F = 6. 025,P>0. 05) ,具体耐药情况见表 3。
2. 4　 PFGE 分型

32 株 DEC 通过 PFGE 分型共分为 28 种带型,
基因图谱相似度为 61. 1% ~ 100. 0%。 12 株 EPEC
共分为 10 种带型,相似度为 62. 4% ~ 100. 0%,其中

F007 与 F009、A002 与 A003 两组均有 100. 0%相似

的基因带型,且每组 DEC 菌株携带相同毒力基因,
见图 1。 12 株 EAEC 共分为 10 种带型,相似度为

　 　 　 　

表 2　 32 株 DEC 对抗生素耐药状况

Table
 

2　 Antibiotic
 

resistance
 

of
 

32
 

strains
 

of
 

DEC

抗生素
耐药菌株数

( % )
中介菌株数

( % )
敏感菌株数

( % )

氨苄西林 25 ( 78. 1) 0 ( 0. 0) 7 ( 21. 9)
氨苄西林 / 舒巴坦 6 ( 18. 8) 12 ( 37. 5) 14 ( 43. 8)
头孢唑林 8 ( 25. 0) 14 ( 43. 8) 10 ( 31. 3)

头孢噻肟 6 ( 18. 8) 0 ( 0. 0) 26 ( 81. 3)
头孢西丁 0 ( 0. 0) 0 ( 0. 0) 32 ( 100. 0)
头孢他啶 0 ( 0. 0) 2 ( 6. 3) 30 ( 93. 8)
亚胺培南 2 ( 6. 3) 0 ( 0. 0) 30 ( 93. 8)
庆大霉素 3 ( 9. 4) 0 ( 0. 0) 29 ( 90. 6)
四环素 20 ( 62. 5) 0 ( 0. 0) 12 ( 37. 5)
萘啶酸 17 ( 53. 1) 0 ( 0. 0) 15 ( 46. 9)
环丙沙星 3 ( 9. 4) 0 ( 0. 0) 29 ( 90. 6)
氯霉素 8 ( 25. 0) 4 ( 12. 5) 20 ( 62. 5)
甲氧苄啶 / 磺胺甲噁唑 19 ( 59. 4) 0 ( 0. 0) 13 ( 40. 6)

表 3　 EPEC、EAEC 及 ETEC 对抗生素耐药状况

Table
 

3　 Antibiotic
 

resistance
 

of
 

EPEC,
 

EAEC,
 

ETEC

抗生素
EPEC( n = 12) EAEC( n = 12) ETEC( n = 8)

耐药 敏感 中介 耐药 中介 敏感 耐药 中介 敏感

氨苄西林 9 ( 75. 0) 0 ( 0. 0) 3 ( 25. 0) 11 ( 91. 7) 0 ( 0. 0) 1 ( 8. 3) 5 ( 62. 5) 0 ( 0. 0) 3 ( 37. 5)
氨苄西林 / 舒巴坦 2 ( 16. 7) 2 ( 16. 7) 8 ( 66. 7) 3 ( 25. 0) 7 ( 58. 3) 2 ( 16. 7) 1 ( 12. 5) 3 ( 37. 5) 4 ( 50. 0)
头孢唑林 5 ( 41. 7) 2 ( 16. 7) 5 ( 41. 7) 1 ( 8. 3) 7 ( 58. 3) 4 ( 33. 3) 2 ( 25. 0) 5 ( 62. 5) 1 ( 12. 5)
头孢噻肟 4 ( 33. 3) 0 ( 0. 0) 8 ( 66. 7) 0 ( 0. 0) 0 ( 0. 0) 12 ( 100. 0) 0 ( 0. 0) 0 ( 0. 0) 8 ( 100. 0)
头孢西丁 0 ( 0. 0) 0 ( 0. 0) 12 ( 100. 0) 0 ( 0. 0) 0 ( 0. 0) 12 ( 100. 0) 0 ( 0. 0) 0 ( 0. 0) 8 ( 100. 0)
头孢他啶 0 ( 0. 0) 1 ( 8. 3) 11 ( 91. 7) 0 ( 0. 0) 1 ( 8. 3) 11 ( 91. 7) 0 ( 0. 0) 0 ( 0. 0) 8 ( 100. 0)
亚胺培南 0 ( 0. 0) 0 ( 0. 0) 12 ( 100. 0) 2 ( 16. 7) 0 ( 0. 0) 10 ( 83. 3) 0 ( 0. 0) 0 ( 0. 0) 8 ( 100. 0)
庆大霉素 1 ( 8. 3) 0 ( 0. 0) 11 ( 91. 7) 2 ( 16. 7) 0 ( 0. 0) 10 ( 83. 3) 0 ( 0. 0) 0 ( 0. 0) 8 ( 100. 0)
四环素 8 ( 66. 7) 0 ( 0. 0) 4 ( 33. 3) 8 ( 66. 7) 0 ( 0. 0) 4 ( 33. 3) 4 ( 50. 0) 0 ( 0. 0) 4 ( 50. 0)
萘啶酸 3 ( 25. 0) 0 ( 0. 0) 9 ( 75. 0) 10 ( 83. 3) 0 ( 0. 0) 2 ( 16. 7) 4 ( 50. 0) 0 ( 0. 0) 4 ( 50. 0)
环丙沙星 1 ( 8. 3) 0 ( 0. 0) 11 ( 91. 7) 2 ( 16. 7) 0 ( 0. 0) 10 ( 83. 3) 0 ( 0. 0) 0 ( 0. 0) 8 ( 100. 0)
氯霉素 3 ( 25. 0) 2 ( 16. 7) 7 ( 58. 3) 5 ( 41. 7) 0 ( 0. 0) 7 ( 58. 3) 0 ( 0. 0) 2 ( 25. 0) 6 ( 75. 0)
甲氧苄啶 / 磺胺甲噁唑 7 ( 58. 3) 0 ( 0. 0) 5 ( 41. 7) 10 ( 83. 3) 0 ( 0. 0) 2 ( 16. 7) 2 ( 25. 0) 0 ( 0. 0) 6 ( 75. 0)
注:括号前数字为菌株数,括号中数字为相应占比

59. 5% ~ 100. 0%,其中 A099 与 A118、A049 与 A050
两组菌株存在 100. 0% 相似的基因带型,且两组菌

株携带相同的毒力基因,见图 2。 8 株 ETEC 共分为

8 种带型,相似度为 68. 5% ~ 93. 8%,未出现带型一

致的菌株,见图 3。

3　 讨论

3. 1　 检测分析

通过分析 2019 年福建省监测哨点医院 210 份

粪便标本中 DEC 污染状况,发现腹泻患者主要以

EPEC 和 EAEC 感染为主,但是 ETEC 感染也较为突

出,与深圳市 [ 6] 调查结果 ( 主要以 ETEC 为主) 不

同,与安徽省调查结果 [ 7] 也存在差异,但总体感染

状况与全国调查结果 [ 8] 一致。 本研究显示,2019 年

福建 省 哨 点 医 院 并 未 检 出 EIEC 和 STEC ( 包 括

EHEC) ,一方面可能因为开展监测时间不长,样本

量偏少,存在一定程度上的偏差;另一方面由于有

些 STEC 在临床上引起人类出血性结肠炎( HC) 或
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图 1　 12 株 EPEC 聚类分析情况

Figure
 

1　 Cluster
 

analysis
 

of
 

12
 

EPEC
 

strains

图 2　 12 株 EAEC 聚类分析情况

Figure
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图 3　 8 株 ETEC 聚类分析
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strains

出血性腹泻,并可进一步发展为溶血性尿毒综合征

( HUS) [ 3] ,因此患者在就诊时容易排除腹泻引起的

疾病,导致漏检。 本研究中 DEC 检出率为 15. 2%,

其中南平市和龙岩市分离菌株均为 10 株,且均以

EPEC 为主,福州市阳性菌株为 12 株,以 EAEC 为

主,这与杨劲松等 [ 9] 2010—2012 年在南平延平区腹

泻患者中调查 DEC 以 EPEC 为主的结果基本一致。

与我国其他省市检出率比较,本研究中 DEC 检出率

稍高于 2010—2015 年深圳市 ( 9. 3%) [ 6] 及 2015—

2017 年河南省 ( 5. 2%) [ 10] 的检测结果,明显低于

2010 年贵阳市的检测结果 ( 34. 65%) [ 11] 。 综上数

据表明,福建省哨点医院腹泻患者中 DEC 的感染存

在普遍性,但不同地区优势菌存在差异,可能由于

各地区饮食习惯、经济条件、环境卫生等存在差异,

导致不同区域的检出率与优势菌群不一致。 本研

究存在一定的局限性,仅监测 5 个地市哨点医院,并

未覆盖全省,其代表性可能不足,尽管如此,还是能

在一定程度上反映福建省腹泻患者中 DEC 感染状
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况,为今后对腹泻患者检测分析 DEC 提供参考

依据。

3. 2　 药敏状况分析

对 32 株 DEC 进行药敏试验,结果显示对氨苄

西林耐药程度最高,耐药率高达 78. 1%,其次为四

环素和 甲 氧 苄 啶 / 磺 胺 甲 噁 唑。 多 重 耐 药 率 为

50. 0%,最多对 9 种抗生素耐药。 综上数据表明,随

着抗生素的广泛使用,福建省哨点医院腹泻患者中

DEC 耐药情况严重,且存在多重耐药,应提高警惕。

32 株 DEC 只对头孢西丁的敏感率为 100. 0%,可以

为临床用药提供适当参考。

3. 3　 PFGE 分析

PFGE 作为细菌分子分型的金标准被广泛应

用,尤其在食物中毒事件中,能够准确有效溯源传

染源 [ 12] ,同时也能够区分散发病例中细菌表型是否

一致,为疾病暴发主动监测提供手段,从而达到预

警效果。 32 株 DEC 通过 PFGE 分型呈现 28 种带

型,表明 2019 年腹泻患者中 DEC 的 PFGE 带型呈

现高度多态性。 通过分别对 EAEC、 EPEC 进行聚

类,共发现四组 100. 0% 相似的带型,其中 A002 和

A003 两株菌通过网络追踪,发现分离自同一家庭,

两名患者为夫妻关系,发病当天中午外出吃自助

餐,晚上出现腹痛腹泻症状,表明有可疑食物引起

食物中毒,但由于没有聚集性暴发且没有及时去餐

厅调查取样,无法追踪具体导致该起食物中毒事件

的可疑食物,无法形成完整的证据链。 但也表明,

食品在制作、运输的过程中极其容易被致病菌污

染,虽然表面感官正常,但致病菌的繁殖已经导致

食品腐坏,因此,食品安全监管部门应加强对餐饮

企业的环境卫生管理,并对从业人员进行相应健康

教育宣教,从而建立一个健康良好的餐饮环境,避

免食物中毒的再次发生。 PFGE 除对菌株溯源外,

还能对继发性感染患者分离出的菌株分析判断是

复发还是新菌株引发的再次感染,菌株编号为 A049

与 A050、A099 与 A118 的菌株分别分离自同一街

道,时间分别为 6 月和 9 月,经调查,四位患者均有

外出就餐史,提示某些 DEC 型别可能在特定的环境

中持续存在,应加强主动监测,防止聚集性疾病暴

发。 ETEC 带型呈现多态性,没有表型一致的基因

带型,但基因带型相似度均高于 50%,同样不能放

松警惕。
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