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4种致泻性大肠埃希菌分子诊断方法的
评估及其在监测中的应用

黄峥许浩郭家胤黄晓兰 李颖侯琪王爱敏王传清金汇明

许学斌胡家瑜史贤明 冉陆 阚飚

·实验室研究·

【摘要】 目的评估和建立用于常规监测4种致泻性大肠埃希菌(DEc)的分子诊断方法，

并应用于上海市腹泻人群DEc的监测。方法 使用丹麦ssl分子诊断试剂盒对DEc参考菌株

进行验证试验及制定DEC．PCR诊断、分离的操作规程(DEC．PCR．SOP)，并检测2012年6—9月

上海市3家临床医院腹泻病例粪便标本。结果经26株DEC参比菌株验证，SSl分子诊断试剂

盒的特异性为100％；1887份腹泻病例标本共分离得到218株DEc(乳糖阳性18l株，乳糖阴性37

株)，其中致病性大肠埃希菌(EPEc)118株、产毒性大肠埃希菌(ETEc)90株、侵袭性大肠埃希菌

(EIEc)9株、产志贺毒素大肠埃希菌(sTEc)1株、志贺菌18株，总阳性率为11．6％；监测地区DEc

腹泻病例中以EPEc占优势，而EPEc腹泻病例中又以2岁以下婴幼儿为主；外籍DEc病例以

ETEc占优势，新生儿ETEc病例占5岁以下低年龄组腹泻病例的1／3。结论 经评估

DEC．PCR．SOP用于4种DEC常规监测的数据结果可信。国内食源性监测网络实验室应不断完

善4种DEC诊断和参比能力。

【关键词】致泻性大肠埃希菌；分子诊断；评估；监测
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September，2012．Results Specifici“of the PCR kit was 100％bY verification on the 26 DEC

reference stmjns．A total number of 2 1 8 DEC is01ates，including 1 8 1 fe加ented 1actose aJld 37

unfemented lactose were identified丘om me l 887 stool specimens of diarrllea patients，with positive

rate as 11．6％．The most common pathogen(54．1％，118／218)was enteropathogenic E co“(EPEC)，

followed bv enterotoxigenic E co如(ETEC，41．3％，90／218)，enteroinvasive E co尻(EIEC，4．1％，9／

218)and Shigatoxin．口roducing E．co屁(STEC，0．5％。l／218)in addition to 18鼽ijre朋o isolates．ETEC

dominated in diarrhea patients with foreign residency，as weU as 1／3 were perinatal stage of neonatal

ETEC of a11 diarrllea cases under the age of 5，while EPEC dominated in the Chinese diarrhea patients

especiallV among Voung kids under the age of 2． ConcIusion Data was rcliable aRer assessment on

this m01ecular diagnostics and seperation procedures used for me mmine monitoring on fourⅣpes of

DEC，while the diagnosis and reference ability of DEC regarding me labomtories net．wo幽ng on

fIood—bome Dathogens need to be built up and improved．

【】I【ey words】 Diarrheagenic Esc^er拓^如co如；Molecular diagnostics；Assessment；Monitor

致泻大肠埃希菌(diarrheagenic E co尻，DEc)引

发的肠道感染在肠道病原谱中所占比重已超过志

贺菌和沙门菌，成为婴幼儿和成人腹泻重要致病

菌n'2I。依据DEC毒力因子、致病机制及遗传学特

性，可分为肠致病性大肠埃希菌(EPEC)、肠产毒性

大肠埃希菌(ETEc)、肠侵袭性大肠埃希菌(EIEc)、

肠出血性大肠埃希菌(EHEC)和肠聚集性大肠埃希

菌(EAEc)n，3。。其中EHEC广泛存在养殖奶牛、肉牛

肠道，易直接或间接污染食物，导致食源性暴发¨，“。

如EHEC 0157：H7、EHEC 0111和特殊变异耐药型

大肠埃希菌0104：H4在美国、日本和欧洲引发重大

食源性突发事件。为掌握上海地区不同腹泻人群中

DEc所占比重，有必要建立快速可靠的分子生物学

和病原学诊断方法，为此本研究选择wH0的DEC

参比实验室已获得应用和评估的丹麦ssI常规4种

DEc分子诊断试剂盒哺1，通过检测2012年6—9月上

海市3家临床医院腹泻病例粪便标本，以验证及制

定DEC—PCR诊断、分离的操作规程(DEC—PCR—

SOP)。

材料与方法

1．标本和菌株来源：在参与上海市食源性感染

性疾病监测网络哨点的9家公共卫生实验室和28家

临床实验室中，选择具有典型代表的3家临床医院

作为监测哨点医院。1887份腹泻病例粪便标本来

自2012年6—9月监测哨点的上海复旦大学附属儿

科医院(1222份)、长宁区中心医院(374份)和上海

和睦家医院(291份)。26株DEC参考菌株(包含有

不同毒力基因EPEC、ETEC、EIEC和EHEC菌株)由

上海市疾病预防控制中心微生物实验室提供。

2．试剂和仪器：包括肠道专用分离琼脂平板和

DEC多重PCR诊断试剂盒(丹麦SSI)；肠道双支糖

综合鉴别管、麦康凯琼脂平板和哥伦比亚琼脂基础

斜面(上海市疾病预防控制中心试剂供应中心)；志

贺菌分型血清24种(日本生研公司)；扩增仪(美国

伯乐公司)、电泳仪、水平电泳槽、凝胶成像仪(上海

复日科技公司)。所有试剂均按照说明书要求保存

并在有效期内使用。

3．菌株验证方法：按照DEc—PcR诊断试剂盒说

明书要求对26株参比菌株进行基因扩增、电泳和诊

断，验证试剂盒的特异性。

4．DEC—PCR—SOP：本研究建立的DEC—PCR—

SOP是将PcR多重基因筛选混合样品与单菌落基

因复核结合后建立的基于常规分离技术的组合方

法，4种DEC的单纯检测和分离的周期为1～2 d，若

临床实验室需加做抗生素敏感试验则需要2。3 d完

成。对粪便肛拭子标本直接划线接种ssI肠道菌分

离平板，36℃过夜培养，任意选择5个单个菌落(菌

落特征为乳糖阳性或阴性、边缘光滑或不光滑的中

等大小菌落)进行菌落编号后，以无菌操作方式各挑

取半个菌落混合成1个待检样品，按照说明书要求

依次进行DNA抽提、扩增、电泳后判读结果。若混

合样结果为除J卵基因外任一或多个靶基因阳性

者，则重新取对应分离平板上的5个标记菌落进行

单独定位的复核鉴定，获得相匹配的阳性结果后再

纯化原始菌落，用于生化鉴别试验(切口圳j日性者需要

使用肠道双支糖综合鉴别管区别志贺菌和大肠埃希

菌的生化特征)、乳糖发酵试验、抗生素敏感性试验

和菌株的保存等。

结 果

1．参比菌株验证：26株DEC参考菌株按照上述

步骤操作后的扩增产物条带与目的基因的长度相

符，条带间的区分度好，试剂盒内提供的两组阳性对

照在预期位置能同时扩增出4种DEC所有对应靶基

因产物(部分参考菌株的电泳图谱见图1)，证明该

DEC—PCR试剂盒具有100％的特异性(表1)。

2．DEC—PCR—sOP的应用：1887份腹泻病例粪
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便标本共分离218株DEC(乳糖阳性181株、乳糖阴

性37株)，总阳性率为11．6％，6—9月阳性率分别为

8．2％(29／352)、12．6％(50／397)、12．6％(8l／642)、

11．7％(58／496)。其中EPEC 118株(乳糖阳性86株，

乳糖阴性32株)占54．1％；ETEC 90株(乳糖阳性89

株，乳糖阴性1株)占41．3％，其中62株(68．9％)产生

1种耐热肠毒素es诅，21株(23．3％)产生另1种不耐

热肠毒素e如，7株(7．8％)同时产生es组和e如两种肠

毒素。：印日阳性结果27株，经生化初筛证实：EIEC

9株(乳糖阳性5株，乳糖阴性4株)占4．1％，其余18

株生化和血清证实15株宋内志贺菌、3株福氏志贺

菌；STEC 1株(0．5％)，乳糖阳性，产生秽纨1毒素。

500 bD

000 bD

500 bo

100 bo

，6S

¨nll

：盘2
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¨j，
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注：1为DNAMafker；2为SHCE5：EPEC(eⅡe)；3为sHCEl0：

EHEC(t，缸J、e口e)；4为SHCEll：EHEC(优石2、e口P)；5为SHCEl2：

E腿C("纰J、e伽、"“2)；6为sHcE3：ETEc(e如)；7为阴性对照：
ATCC25922(J6S)；8为SHCEl：ETEC(∞以)；9为SHCE2：ETEC

(∞以)；10为SHCE9：ETEC(esH、e如)；1l为SHCE2：EIEC(如口Ⅳ)；12

为SHCE4：EIEC(加。日)；13为SHCEl7(口缸J、e∞)；14和15分别为两

组阳性对照：口执J、e∞4、毗2、J醪和∞￡A、e如、如胡、J卵

图1 DEc参比菌株分子诊断电泳图谱

3．哨点医院DEC监测：复旦大学附属儿科医院

实验室检测腹泻患儿粪便标本1222份共分离DEC

114株，总阳性率为9．3％，6—9月阳性率分别为

8．0％(17／212)、10．5％(23／219)、8．6％(37／432)、10．3％

(37／359)，其中EPEc 74株、ETEC 37株、EIEC 2株、

STEC 1株；上海和睦家医院实验室检测腹泻患者粪

便标本291份共分离DEC 47株，总阳性率为16．2％，

6—9月阳性率分别为11．1％(7／54)、13．0％(9／69)、

19．6％(18／92)、18．4％(14／76)，其中EPEC 20株、

ETEC 26株、EIEC 1株；长宁区中心医院实验室检测

腹泻患者粪便标本374份共分离DEC 57株，总阳性

率为15．2％，6—9月阳性率分别为7．0％(6／86)、

16．5％(18／109)、22．0％(26／118)、11．5％(7／61)，其中
EPEC 24株、ETEC 27株、EIEC 6株。

4．不同国籍DEC腹泻病例检测结果比较：1596

份中国籍腹泻病例标本共分离出171株DEC，阳性

率为10．7％。其中EPEC 98株(57．3％)；ETEC 64株

(37．4％)，其中从1例14月龄女婴标本中同时分离到

2株不同类型的ETEc(1株e如阳性和1株e如、∞诅均

阳性)；EIEC 8株(4．7％)；STEC 1株(0．6％)。291份

表1 26株DEC参比菌株经DEc．PcR验证后对应的靶基因

外籍腹泻病例标本共分离出47株DEc，阳性率为

16．2％。其中EPEC 20株(42．6％)；ETEC 26株

(55．3％)，其中19株(73．1％)∞纠阳性，5株(19．2％)

e庇阳性，2株(7．7％)es纠和e此均阳性，并从1名55岁

男性病例标本同时分离到2株不同类型的ETEc(1

株e血阳性和1株e缸、es讲均阳性)；EIEC 1株(2．1％)。

5．EPEC和ETEC腹泻病例特征及菌株乳糖表

型特征：EPEC病例共118例，男性(72例)多于女性

(46例)，<1岁病例(53例)明显多于其他年龄组，86

例为乳糖发酵表型。中国籍EPEC病例98例，男性

(63例)多于女性(35例)，<1岁病例(47例)明显多

于其他年龄组，7 1例为乳糖发酵表型汐h籍EPEc病

例20例(男性9例、女性11例)，各年龄组间差异较

小，15例为乳糖发酵表型。<5岁低龄组EPEc病例

74例(男性51例、女性23例)，42例为3～23月龄，

明显高于其他年龄组，55例为乳糖发酵表型。

ETEc病例共88例(男性47例、女性4l例)，18。59

岁44例明显高于其他年龄组，87例为乳糖发酵表

型。中国籍ETEc病例63例(男性29例、女性34
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例)，<1岁和18～59岁病例分别为17和22例，62例

为乳糖发酵表型；外籍ETEc病例25例(男性18

例、女性7例)，18～59岁22例占绝对优势，所有病

例均为乳糖发酵表型；<5岁低龄组ETEc病例36

例(男性20例、女性16例)，<28日龄新生儿、3～

23月龄和>4岁的病例分别有12、10、9例，有35例

为乳糖发酵表型。

讨 论

目前国内对DEC的检测主要按标本类型不同

由传染病实验室和食品检验实验室，分别依据卫生

部感染性腹泻标准和食品微生物检验标准完成，方

法间原理不一、实验室各成体系、互不参比。本研究

采用DEc—PcR．sOP对4种常见DEC腹泻标本检测

表明，可在l～3 d内完成常规性报告，除准确度和特

异性高外，还可对所有ipo日基因阳性菌株通过简易

生化和血清学试验甄别宋内和福氏志贺菌。218株

DEc的乳糖发酵试验提示，除1株ETEC为乳糖阴

性外，其他3种DEc也多数发酵乳糖，虽为无关致病

因子，但对DEC—PCR—sOP的建立、实施和培训有重

要意义，即DEc无法使用传统选择性定位培养基筛

选符合概率特征的典型菌落。

本研究在腹泻病流行季节对上海市3家有代表

性的哨点医院不同人群开展DEC监测，表明EPEC

是当地低龄组人群主要腹泻病原，其中<1岁组病

例数比1～4岁组高3倍，男性病例多于女性；其次为

18～59岁者，60％～80％的感染因素疑有不洁饮食

史。中外籍EPEc病例的年龄和性别构成无较大差

异，推测感染因素为环境或食品交叉污染造成的散

发病例。本次分离的ETEC有3种类型，其中以产

es诅的ETEC占优势，病例的年龄和性别构成与

EPEC感染相似，以18～59岁病例占多数，ETEc当

地病例(22／63)和外籍病例(22／25)均符合“旅游者腹

泻”病原检测的定义，属经口传播的食源性疾病n1。

但新生儿病例中ETEc感染例数(12／36)高于EPEc

感染例数(5／74)，但其感染源和传播途径尚不明

确。此外本次监测到9例(株)EIEc感染，提示该菌

可能与志贺菌传播机制相似，主要以社区范围传播，

其易感性低于志贺菌。本次监测仅从1例幼儿病例

中分离到1株STEC(毗J)，提示该菌可能在当地人
群中感染率低，亦或未发生sTEc生态入侵事件。

本次监测未针对EAEC或者肠黏附陛大肠埃希

菌(DAEC)的靶基因。主要是目前国内外的研究尚

未明确EAEC与急性腹泻问的因果关系，且其多种

致病因子与其他DEC共有，目前也缺少简单可行的

分子诊断方法阳’⋯。相对此次检测的4种DEC而言，

EAEc和DAEC是非专一性肠道病原菌，因欧洲的

DT0104食源性暴发菌株曾经携带AggR毒力因子，

在实验室追溯传染源的检测中备受重视，因此应建

立针对肠道DEC和肠外致病大肠埃希菌(ExPEc)

感染的分子诊断技术网络实验室n 0I。
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