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食源性产超广谱β内酰胺酶大肠埃希菌的分布及其同源性研究
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［摘　要］　目的　了解不同食源性传播介质中产超广谱β内酰胺酶（ＥＳＢＬｓ）大肠埃希菌的分布情况及同源性。

方法　从２０１４—２０１５年韶关市不同来源的食源性样本中分离产ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌，采用脉冲场凝胶电泳（ＰＦ

ＧＥ）技术和ＢｉｏＮｕｍｅｒｉｃｓ软件对菌株进行分型。结果　３４７份不同来源的食源性样本中检出１１株致腹泻大肠埃

希菌和２９株产ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌。ＰＦＧＥ图谱分析，２９株菌可以分为２１个聚类群，其中聚类Ａ包含７株菌（Ｊ２、

Ｊ３、Ｊ４、Ｊ７、Ｊ９、Ｂ４、Ｓ３），为优势的ＰＦＧＥ带型，聚类Ｂ有２株菌（Ｊ６、Ｊ８），其余菌株带型为分散克隆。３株健康从业人

员分离菌（Ｊ２、Ｊ７、Ｊ９）相似系数为１００％，生活饮用水分离菌（Ｓ３）与腹泻患者分离菌（Ｂ４）的相似系数为９７．１％，Ｓ３

菌与４株健康从业人员分离菌（Ｊ２、Ｊ３、Ｊ７、Ｊ９）相似系数均＞９０．０％。结论　韶关市食源性产ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌在

食品、水、动物和人群中广泛分布，并可能通过食物链相互传播，应加强监测，防止进一步扩散。
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　　食源性疾病是全球高度关注的、日益严重的公共

卫生问题之一，而病原微生物是主要的病因［１］。随着

食品加工、销售的产业化与全球化，食源性疾病已突

破传统的点源暴发，呈现多地同源暴发或散发趋势。
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２００４年我国建立食源性致病菌的监测网和病原菌分

子分型监测网络，对主要食源性致病菌开展主动监测

及溯源，应对日益严峻的食源性疾病，但该监测体系

还不完善，纳入监测的致病菌比较局限，赵怀龙等［２］

认为应扩大食源性病原菌检测的种类，提高实验室检

测能力，健全我国食源性疾病监测网络和报告体系，

使监测数据真实反映我国食源性疾病的现状。大肠

埃希菌（犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻）是人和动物肠道中的正常菌

群，是重要的肠道指示菌和条件致病菌，其中产超广

谱β内酰胺酶（ｅｘｔｅｎｄｅｄｓｐｅｃｔｒｕｍβｌａｃｔａｍａｓｅｓ，ＥＳ

ＢＬｓ）大肠埃希菌越来越受到关注。本文以食源性产

ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌为切入点，研究其在不同食源性传

播介质中的分布，并应用脉冲场凝胶电泳（ｐｕｌｓｅｄ

ｆｉｅｌｄｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＰＦＧＥ）技术对分离株进行分

子分型及同源性分析，初步建立韶关市食源性产ＥＳ

ＢＬｓ大肠埃希菌的ＰＦＧＥ分子分型数据库，有利于韶

关市开展食源性传染病的溯源及其聚集性识别。

１　材料与方法

１．１　标本来源　食品：韶关市疾病预防控制中心依

据２０１４年和２０１５年《韶关市食品安全风险因素评价

专项监测工作方案》，采集生肉类、熟食类、水（海）产

类、蔬菜类等标本共１００份。生活饮用水：２０１４—

２０１５年自来水厂入厂水、井水、山泉水、水库水等生

活饮用水源水共６０份，其中４５份标本由韶关市疾病

预防控制中心采集送检。食源性动物：采集２０１４—

２０１５年韶关市区家禽家畜批发市场和近郊３个养殖

场的鸡、鸭、猪等粪便或肛拭子共５７份标本。健康从

业人群：采集２０１５年韶关市食品和公共场所从业人

员常规体检肛拭子标本５０份，由市区某医院体检科

采样送检。腹泻患者：２０１４—２０１５年临床肠道感染

性疾病患者粪便或肛拭子８０份，由韶关市各医院、市

疾病预防控制中心提供。对照标本：１２株来自珠海

某医院临床腹泻患者的产ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌。

１．２　主要试剂与仪器　麦康凯琼脂培养基、ＭＨ

琼脂培养基、乳糖蛋白胨水均购自杭州天和微生物

试剂有限公司，大肠埃希菌诊断血清购自宁波天润

生物药业有限公司，ＥＳＢＬｓ确证试验抗生素纸片为

英国ＯＸＯＩＤ公司产品，限制性内切酶ＸｂａⅠ为美

国Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品，蛋白酶为美国 ＭＥＲＣＫ公司

产品。自动细菌鉴定及药敏测定系统购自法国生物

梅里埃公司，脉冲场凝胶电泳仪及凝胶成像系统购

自美国ＢｉｏＲａｄ公司。

１．３　方法

１．３．１　大肠埃希菌的分离鉴定　依据《感染性腹泻

的诊断标准及处理原则》、《食品卫生微生物学检

验》、《生活饮用水卫生标准检验方法》及《广东省疾

控系统２０１３年食源性致病菌监测检验方法》对各类

标本进行分离、培养和鉴定。

１．３．２　产ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌的检测　经自动细菌

鉴定及药敏分析仪初筛产ＥＳＢＬｓ的菌株，参照美国

临床实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）推荐的方法进行产

ＥＳＢＬｓ菌株的确证试验：采用头孢他啶（３０μｇ）及

头孢他啶／克拉维酸（３０μｇ／１０μｇ）组合，头孢噻肟

（３０μｇ）及头孢噻肟／克拉维酸（３０μｇ／１０μｇ）组合，

当任何一种复合物纸片抑菌圈直径大于或等于其单

独药敏纸片抑菌圈直径５ｍｍ，可确证产 ＥＳＢＬｓ。

质控菌株为大肠埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２。

１．３．３　ＰＦＧＥ　将检出的产ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌及

珠海市提供的对照菌株送至广东省疾病预防控制中

心进行ＰＦＧＥ分子分型，操作参照美国疾病控制与

预防中心ＰｕｌｓｅＮｅｔ试验方法，采用Ｂｉｏｎｕｍｅｒｉｃｓ软

件对图谱进行分析。采用Ｔｅｎｏｖｅｒ等
［３］提出的判定

标准：当菌株ＰＦＧＥ条带型别完全相同时，可判定

为相同型别；当条带型别相差２～３个条带时，判定

为密切相关；当条带型别相差４～６个条带时，判定

为可能相似；当条带型别相差７个条带及以上时，则

可判定为不同菌株。系统根据指纹图谱将每个条带

转换为二进制数据，按公式计算出相似性系数（Ｓｓｍ

＝２×Ｗ／（ａ＋ｂ），Ｗ：两菌株共有条带数；ａ：Ａ菌条

带数；ｂ：Ｂ菌条带数），相似性系数越大菌株间亲缘

关系越近，公式换算后可将相似系数＞９０％的菌株

判定为密切相关。

２　结果

２．１　培养鉴定结果　各类标本共检出大肠埃希菌

１４７株，经血清分型鉴定出致腹泻大肠埃希菌１１株，

其中生活饮用水中检出４株，分别为２株肠毒素型

大肠 埃 希 菌 （ＥＴＥＣ）Ｏ７８Ｋ８０ 和 ２ 株 ＥＴＥＣ

Ｏ２５Ｋ１９；腹泻患者中检出６株，分别为肠致病性大

肠埃希菌（ＥＰＥＣ）Ｏ１４２Ｋ８６和ＥＰＥＣＯ１２５Ｋ７０、肠

侵袭 性 大 肠 埃 希 菌 （ＥＩＥＣ）Ｏ１３６Ｋ７８ 和 ＥＩＥＣ

Ｏ１２４Ｋ７２、ＥＴＥＣ Ｏ８Ｋ４０（Ａ）Ｋ４７（Ａ）和 ＥＴＥＣ

Ｏ２５Ｋ１９（Ｌ）；食源性动物（鸭）中检出１株 ＥＰＥＣ

Ｏ８６Ｋ６１Ｋ６２，其余均为非致腹泻大肠埃希菌。经

ＥＳＢＬｓ确证试验１４７株大肠埃希菌，产ＥＳＢＬｓ菌株
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２９株，腹泻患者标本中检出的１株ＥＰＥＣ和１株 ＥＴＥＣ同时产ＥＳＢＬｓ。见表１～２。

表１　不同来源标本检出大肠埃希菌情况

犜犪犫犾犲１　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ犈．犮狅犾犻ｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｏｕｒｃｅｓｏｆｓｐｅｃｉｍｅｎｓ

标本来源 标本数（份） 大肠埃希菌株数 检出率（％） 致腹泻大肠埃希菌株数（％） 产ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌株数（％）

食品 １００ １４ １４．００ ０（０．００） ０（０．００）

生活饮用水源水 ６０ ２０ ３３．３３ ４（２０．００） ３（１５．００）

食源性动物 ５７ ３５ ６１．４０ １（２．８６） ８（２２．８６）

健康从业人员 ５０ ３２ ６４．００ ０（０．００） ９（２８．１３）

腹泻患者 ８０ ４６ ５７．５０ ６（１３．０４） ９（１９．５７）

合计 ３４７ １４７ ４２．３６ １１（７．４８） ２９（１９．７３）

　　：其中１株为鸡场工作人员伤口分泌物检出菌

表２　２９株产ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌的标本信息

犜犪犫犾犲２　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｓｐｅｃｉｍｅｎｓｏｆ２９ＥＳＢＬｓｐｒｏｄｕｃｉｎｇ犈．犮狅犾犻ｓｔｒａｉｎｓ

标本编号 标本类型 标本来源 采样时间 血清分型

Ｓ１ 井水 某家禽养殖场 ２０１５－０４－２５ 非致腹泻大肠埃希菌

Ｓ２ 井水 三鸟批发市场 ２０１４－０１－０８ 非致腹泻大肠埃希菌

Ｓ３ 山泉水 芙蓉山 ２０１５－０５－２１ 非致腹泻大肠埃希菌

Ｄ１ 肛拭子 鸡 ２０１５－０５－０８ 非致腹泻大肠埃希菌

Ｄ２ 肛拭子 鸡 ２０１５－０５－１３ 非致腹泻大肠埃希菌

Ｄ３ 肛拭子 鸡 ２０１５－０５－１３ 非致腹泻大肠埃希菌

Ｄ４ 肛拭子 鸡 ２０１５－０６－０３ 非致腹泻大肠埃希菌

Ｄ５ 肛拭子 鸡 ２０１５－０６－０３ 非致腹泻大肠埃希菌

Ｄ６ 肛拭子 鸡 ２０１５－０７－２１ 非致腹泻大肠埃希菌

Ｄ７ 肛拭子 鸡 ２０１５－０７－２１ 非致腹泻大肠埃希菌

Ｄ８ 粪便 猪 ２０１５－０７－２１ 非致腹泻大肠埃希菌

Ｊ１ 伤口分泌物 家禽养殖人员 ２０１５－０５－０８ 非致腹泻大肠埃希菌

Ｊ２ 粪便 健康从业人员 ２０１５－０７－２３ 非致腹泻大肠埃希菌

Ｊ３ 粪便 健康从业人员 ２０１５－０７－２３ 非致腹泻大肠埃希菌

Ｊ４ 粪便 健康从业人员 ２０１５－０７－２３ 非致腹泻大肠埃希菌

Ｊ５ 粪便 健康从业人员 ２０１５－０７－２３ 非致腹泻大肠埃希菌

Ｊ６ 粪便 健康从业人员 ２０１５－０７－２３ 非致腹泻大肠埃希菌

Ｊ７ 粪便 健康从业人员 ２０１５－０７－２３ 非致腹泻大肠埃希菌

Ｊ８ 粪便 健康从业人员 ２０１５－０７－２３ 非致腹泻大肠埃希菌

Ｊ９ 粪便 健康从业人员 ２０１５－０７－２３ 非致腹泻大肠埃希菌

Ｂ１ 粪便 腹泻患者 ２０１４－０６－１５ 非致腹泻大肠埃希菌

Ｂ２ 粪便 腹泻患者 ２０１４－０６－１５ 非致腹泻大肠埃希菌

Ｂ３ 粪便 腹泻患者 ２０１４－０６－２４ ＥＰＥＣＯ１４２Ｋ８６

Ｂ４ 粪便 腹泻患者 ２０１５－０６－２３ 非致腹泻大肠埃希菌

Ｂ５ 粪便 腹泻患者 ２０１５－０６－２７ 非致腹泻大肠埃希菌

Ｂ６ 粪便 腹泻患者 ２０１５－０７－２１ 非致腹泻大肠埃希菌

Ｂ７ 粪便 腹泻患者 ２０１５－０７－２２ 非致腹泻大肠埃希菌

Ｂ８ 粪便 腹泻患者 ２０１５－０７－２２ ＥＴＥＣＯ８Ｋ４０（Ａ）Ｋ４７（Ａ）

Ｂ９ 肛拭子 腹泻患者 ２０１５－０４－２５ 非致腹泻大肠埃希菌

２．２　产ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌ＰＦＧＥ分型　对ＰＦＧＥ

图谱进行聚类分析，２９株菌可以分为２１个聚类群，

其中聚类Ａ包含７株菌（Ｊ２、Ｊ３、Ｊ４、Ｊ７、Ｊ９、Ｂ４、Ｓ３），为

优势的ＰＦＧＥ带型，聚类Ｂ有２株菌（Ｊ６、Ｊ８），其余菌

株带型为分散克隆。见图１～２。３株健康从业人员

分离菌（Ｊ２、Ｊ７、Ｊ９）间的相似系数为１００％，生活饮用

水分离菌（Ｓ３）与腹泻患者分离菌（Ｂ４）的相似系数高

达９７．１％，生活饮用水分离菌（Ｓ３）与４株健康从业人

员分离菌（Ｊ２、Ｊ３、Ｊ７、Ｊ９）、腹泻患者分离菌（Ｂ４）与健康

从业人员分离菌（Ｊ２、Ｊ７、Ｊ９）相似系数均＞９０．０％。韶

关市与珠海市腹泻患者标本共分离产ＥＳＢＬｓ大肠埃

希菌株２１株，分为１９种不同的ＰＦＧＥ带型，珠海市患

者标本两组分离菌（ＺＨ１与ＺＨ１０，ＺＨ７与ＺＨ８）的带

型相同，其余菌株的相似系数均＜９０％。见图３。
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图１　韶关市食源性产ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌ＰＦＧＥ分型图
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　　 图２　韶关市食源性产ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌ＰＦＧＥ图谱的聚类分析图
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　　注：Ｂ１～Ｂ９为韶关市腹泻患者检出菌株；ＺＨ１～ＺＨ１２为珠海市腹泻患者检出菌株

图３　珠海市与韶关市患者分离的产ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌ＰＦＧＥ图谱聚类分析图
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３　讨论

大肠埃希菌是国际公认的卫生监测指示菌，主

要经食物传播，近年该菌引起的食源性疾病在世界

范围内呈上升趋势［４］。韶关市多年监测数据［５］表

明，致腹泻大肠埃希菌是引发当地肠道传染病暴发

的主要病原菌，占病原体的５９．７９％。食品、生活饮

用水、食源性动物、食品加工与公共场所从业人员是

食源性疾病的主要传播介质。本研究监测了上述传

播介质中大肠埃希菌的携带情况，共检出１４７株大

肠埃希菌，从生活饮用水、食源性动物和腹泻患者标

本中检出１１株致腹泻大肠埃希菌，血清型比较分

散，无聚集。此外，从生活饮用水、食源性动物、健康

从业人员和腹泻患者标本中检出产ＥＳＢＬｓ大肠埃

希菌２９株，其中腹泻患者分离的２株致腹泻大肠埃

希菌同时产ＥＳＢＬｓ，本研究显示韶关市食源性疾病

传播介质中，致腹泻大肠埃希菌和产ＥＳＢＬｓ大肠埃

希菌呈一定比例分布。大肠埃希菌是耐药基因的重

要储存库，在耐药基因的传播中发挥重要作用，食

源性产ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌可通过食物链进入人体，

一旦在肠道中定植，其耐药基因可在不同菌株之间

传播，临床治疗非常困难，造成的危害不亚于由致病

菌引起的暴发性疾病。

ＰＦＧＥ具有对肠道致病菌的分型能力强，易于

分析和标准化等优点，被誉为细菌分子分型技术的

“金标准”［６］。通过对ＰＦＧＥ图谱进行分析，能识别

不同来源菌株间的亲缘关系。目前已被广泛应用于

食源性疾病溯源、传染病的流行监测、病原菌耐药性

研究等方面［７８］。本研究应用ＰＦＧＥ技术对２９株食

源性产 ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌进行分子分型，按照

９０％的相似度分为２１个聚类群，大部分菌株呈散发

克隆分布，目前未出现大规模的流行克隆。值得关

注的是，聚类 Ａ群中包含了７株分离菌，多于其他

聚类群，为韶关市食源性产ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌的主

要流行型别，其中５株菌分离于食品加工或公共场

所健康从业人员，编号Ｊ２、Ｊ７、Ｊ９三株分离菌带型相

同，提示在本市健康从业人员间存在着相同克隆，一

旦带菌者严重聚集或通过食品加工环节传播该菌，

可能会引起疾病的暴发。山泉水分离菌（Ｓ３）与腹

泻患者分离菌（Ｂ４）、４株健康从业人员分离菌（Ｊ２、

Ｊ３、Ｊ７、Ｊ９）的相似性系数均＞９０．０％。山泉水于

２０１５年５月采自本市市中心某山上，该采水点为市

民私自开发引流，无任何消毒处理设施，在同年６月
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获得患者分离菌，同年７月获得健康从业人员分离

菌，上述标本的采样时间虽不同，但患者和健康从业

人员的居住和工作地点与水源为同一片区，菌株间

表现出高度的相似性，怀疑这几株菌的分离人群可

能饮用受污染的水源或食用被水源污染的食物，提

示产ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌可能在环境、水、食品和人

中相互传播。因此，通过对环境、水、食品和从业人

员的主动监测，有利于查找感染性事件发生的传染

源和传播途径，指导采取正确的防治措施。

本研究未发现产ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌在不同种

群间（即鸡与猪、鸡与鸭、鸡与人、猪与人）存在克隆

性的传播，与佟盼盼［９］的研究结果一致，但带菌动物

的粪便有可能通过污染水源、食物或食品加工环节

而感染人体，对人体健康存在潜在的威胁，应加强主

动监测。另外，韶关市与珠海市两地的孤立病例呈

散发分布，与临床研究［１０１１］结果一致，认为外源性感

染或社区感染是孤立病例产ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌感

染的主要途径，张帅［１２］推测，食品也可能是肠外致

腹泻大肠埃希菌致病的传播媒介。

由于食源性标本的种类多，来源范围广，本研究

在标本类型和数量的设计上存在一定的局限性，另

外，本研究的病例是分散型病例，缺乏完整的流行病

学资料，仅以ＰＦＧＥ溯源识别菌株的亲缘关系，无

法确认病例的感染是否经食物链导致，需在日后进

一步的研究中加以改善。

韶关市食源性产 ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌在食品、

水、动物和人群中广泛分布，ＰＦＧＥ分型结果提示韶

关市食源性产ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌可能通过食物链

相互传播，应加强监测，防止进一步扩散。ＰＦＧＥ可

分析病例、可疑食品及污染环节中病原菌间的遗传

相关性，起到明确诊断及早期预警作用，建议韶关市

疾病防控部门尽早将ＰＦＧＥ技术应用于食源性致

病菌的分析研究，建立以ＰＦＧＥ技术为核心的食源

性疾病监测溯源网络，为本市的食源性疾病和传染

病的防控提供技术保障。
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