
书书书

［收稿日期］　２０２１－１０－２５

［基金项目］　国家科技重大专项（２０１８ＺＸ１０７１３００３－００２－００５）

［作者简介］　李春（１９７８－），男（汉族），皖长丰人，副主任技师，主要从事微生物检验与分子诊断学研究。

［通信作者］　栗薇薇　　Ｅｍａｉｌ：ｌｉｗｗ８６５３＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

犇犗犐：１０．１２１３８／犼．犻狊狊狀．１６７１－９６３８．２０２２２０４８

·论著·

安徽省临床分离致泻性大肠埃希菌主要流行基因型及同源性分析
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（１．安徽省疾病预防控制中心微生物检验室 安徽省医疗卫生重点专科病原微生物分子生物学实验室，安徽 合肥　２３０６０１；

２．阜阳市疾病预防控制中心检验科，安徽 阜阳　２３６０３０；３．马鞍山市疾病预防控制中心检验科，安徽 马鞍山　２４３０１１；

４．蚌埠市疾病预防控制中心检验科，安徽 蚌埠　２３３０００）

［摘　要］　目的　了解安徽地区临床分离致泻性大肠埃希菌（ＤＥＣ）的耐药状况、基因同源性及主要基因型。方法　

采用微量肉汤稀释法进行药物敏感性试验，采用多位点序列分型（ＭＬＳＴ）和脉冲场凝胶电泳（ＰＦＧＥ）分型进行基

因型检测和同源性分析。结果　２６８株ＤＥＣ中，５７．１％为多重耐药菌，其中肠聚集性大肠埃希菌（ＥＡＥＣ）１１８株，

肠毒素性大肠埃希菌（ＥＴＥＣ）９８株，肠致病性大肠埃希菌（ＥＰＥＣ）４７株，３种病理类型菌株对常用抗菌药物的耐

药率分别为：氨苄西林８３．９％、７３．５％、７８．７％，萘啶酸６５．３％、７５．５％、３４．０％，头孢唑林５３．４％、３５．７％、３４．０％，

四环素６１．０％、３１．６％、７４．５％，复方磺胺甲口恶唑６３．６％、２３．５％、４６．８％，氨苄西林／舒巴坦２８．０％、９．２％、

２９．８％，庆大霉素３４．７％、７．１％、３４．０％，氯霉素２２．９％、５．１％、２１．３％，环丙沙星１８．６％、４．１％、１４．９％；２株

ＥＡＥＣ和１株ＥＴＥＣ对亚胺培南耐药。５５株ＥＡＥＣ分为３５个ＳＴ型，优势基因型是ＳＴ１０（１４．５％）；５５株ＥＴＥＣ

分为１４个ＳＴ型，优势基因型是ＳＴ４８（３２．７％）和ＳＴ２１８（１６．４％）；１５株ＥＰＥＣ分为１２个ＳＴ型，优势基因型是

ＳＴ２８（１３．３％）、ＳＴ５１７（１３．３％）和ＳＴ２０８８（１３．３％）。微进化树分析结果显示：５５株ＥＴＥＣ中，马鞍山市分别有５、

３、２、２株菌１００％同源，合肥市有５株菌１００％同源；５５株ＥＡＥＣ中，阜阳市、滁州市各有２株菌１００％同源；１５株

ＥＰＥＣ中，有２组２株菌１００％同源，分离自马鞍山市。５０株ＥＡＥＣＰＦＧＥ同源性聚类分析结果为：１００％同源有

２株，分离自蚌埠市，其余菌株同源性均在９０％以下；２１株ＥＰＥＣ的基因同源性均在７５％以下；３０株ＥＴＥＣ、３株肠

侵袭性大肠埃希菌（ＥＩＥＣ）和５株ＥＴＥＣ＋ａＥＡＥＣ的基因同源性达９７．６％、９３．６％各２株，其余菌株同源性都在

９０％以下。结论　本研究发现安徽省临床分离的 ＤＥＣ耐药情况较严重，其中 ＥＡＥＣ的耐药率高于 ＥＰＥＣ和

ＥＴＥＣ，ＥＴＥＣ的耐药率在各致病型中最低。分子分型检测发现本地区临床分离的ＤＥＣ基因型较分散，在各致病

型中，ＥＴＥＣ的基因型相对集中。微进化树分析提示ＥＴＥＣ存在地区同源性感染。在分子分型技术上，ＭＬＳＴ能

区分出优势基因型和聚集性，优于ＰＦＧＥ分型。

［关　键　词］　致泻性大肠埃希菌；多重耐药；基因型；同源性
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ｓｔｒａｉｎｓｗａｓｂｅｌｏｗ９０％．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆｃｌｉｎｉｃａｌｌｙｉｓｏｌａｔｅｄＤＥＣｉｎＡｎｈｕｉＰｒｏｖｉｎｃｅｉｓｓｅ

ｒｉｏｕｓ，ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｒａｔｅｏｆＥＡＥＣｉｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆＥＰＥＣａｎｄＥＴＥＣ，ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｒａｔｅｏｆＥＴＥＣｉｓｔｈｅｌｏｗｅｓｔａｍｏｎｇ

ｔｈｅｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｔｙｐｅｓ．ＭｏｌｅｃｕｌａｒｔｙｐｉｎｇｄｅｔｅｃｔｉｏｎｆｏｕｎｄｔｈａｔｔｈｅｇｅｎｏｔｙｐｅｓｏｆｃｌｉｎｉｃａｌｌｙｉｓｏｌａｔｅｄＤＥＣｉｎｔｈｉｓａｒｅａａｒｅ

ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙｓｃａｔｔｅｒｅｄ，ａｍｏｎｇｔｈｅｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｔｙｐｅｓ，ｇｅｎｏｔｙｐｅｏｆＥＴＥＣｉｓｒｅｌａｔｉｖｅｌｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ．ＭＥｔｒｅｅａｎａｌｙｓｉｓ

ｓｕｇｇｅｓｔｓｔｈａｔＥＴＥＣｍａｙｈａｖｅａｒｅｇｉｏｎａｌｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．Ｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｔｙｐｉｎｇｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＭＬＳＴｃａｎｄｉｓｔｉｎ

ｇｕｉｓｈｄｏｍｉｎａｎｔｇｅｎｏｔｙｐｅａｎｄａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ，ｗｈｉｃｈｉｓｂｅｔｔｅｒｔｈａｎＰＦＧＥｔｙｐｉｎｇ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｄｉａｒｒｈｅｏｇｅｎｉｃ犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻；ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ；ｇｅｎｏｔｙｐｅ；ｈｏｍｏｌｏｇｙ

　　致泻性大肠埃希菌（ｄｉａｒｒｈｅａｇｅｎｉｃ犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪

犮狅犾犻，ＤＥＣ）仍是当前发展中国家引起急性胃肠炎的

主要病原体之一，主要通过污染的食品或饮用水进

行传播。可分为６种病理类型：肠致病性大肠埃希

菌（ＥＰＥＣ）、肠侵袭性大肠埃希菌（ＥＩＥＣ）、肠聚集性

大肠埃希菌 （ＥＡＥＣ）、弥散黏附性大肠埃希菌

（ＤＡＥＣ）、肠出血大肠埃希菌（ＥＨＥＣ）和肠毒素性

大肠埃希菌（ＥＴＥＣ）。除ＤＡＥＣ无特异的毒力基因

鉴定外，其余５种病理类型都可通过特异性毒力基

因进行鉴定分型［１２］。

ＤＥＣ在夏秋季节常引起一些散发病例，偶尔也

会发生一些聚集性病例。基因溯源在流行病学和疾

病预防控制中非常重要，其中多位点序列分型

（ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅｔｙｐｉｎｇ，ＭＬＳＴ）和脉冲场凝胶

电泳（ｐｕｌｓｅｄｆｉｅｌｄｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＰＦＧＥ）分型

是较常用的基因溯源方法。ＰＦＧＥ分型选用适当的

限制性内切酶在胶块中对整个细菌染色体进行酶

切，３６０°电泳分离，最后根据分离的条带数和大小进

行基因溯源［３］。ＭＬＳＴ是对保守基因测序分型，分

辨率高，数据重复性好，常用于细菌基因分型和进化

研究［２，４６］。

本研究主要对安徽省连续２年临床分离的ＤＥＣ

分别用ＰＦＧＥ分型和 ＭＬＳＴ进行基因同源性分析，

了解该地区ＤＥＣ各致病型主要流行的基因型及同

源性，并比对两种分型方法的优缺点。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株来源　２０１８—２０１９年安徽省９个地市

哨点医院采集的腹泻患者粪便标本分离的ＤＥＣ。

１．１．２　主要仪器和试剂　聚合酶链反应（ＰＣＲ）仪

（ＰＴＣ２００）购自美国 ＭＪ公司，凝胶成像仪 Ｇｅｌ

ＤｏｃＸＲ购自美国ＢｉｏＲａｄ公司，ＣＨＥＦＭａｐｐｅｒ型脉
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冲场凝胶电泳仪购自美国ＢｉｏＲａｄ公司。ＧｏＴａｑ?

ＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ（Ｌｏｔ：Ｍ７１２２）购于Ｐｒｏｍｅｇａ公司，

犡犫犪Ⅰ限制性内切酶购于ＴａＫａＲａ公司。

１．２　方法

１．２．１　药敏试验　采用微量肉汤稀释法进行药敏

试验，试验方法及药物的选择参照美国临床实验室

标准化协会（ＣＬＳＩ）—２０１９
［７］标准。挑取新鲜纯菌落

３～５个，用无菌水配制成０．５麦氏单位的菌悬液，吸

取６０μＬ加入１２ｍＬ肉汤管中充分混匀。向９６孔药

敏板中每孔加入１００μＬ（约５×１０
５ＣＦＵ／ｍＬ）的肉汤

菌悬液，置湿盒中３６℃培养２０ｈ
［８］。质控菌株：大

肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２和金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ

２５９２３。

１．２．２　ＭＬＳＴ　随机对２０１８年临床分离的ＤＥＣ进

行基因测序分型。根据犈．犮狅犾犻数据库提供的大肠埃

希菌 ＭＬＳＴ方案，参考数据库和文献合成引物
［８］，配

制５０μＬＰＣＲ 扩增体系：ＧｏＴａｑ
? Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ

Ｍｉｘ２μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ的上下游引物各２μＬ，无

ＲＮＡ酶水１９μＬ，ＤＮＡ模板２μＬ。ＰＣＲ扩增条件

参照文献 ［９］。收集ＰＣＲ产物，纯化后进行测序
［２］。

将基因序列导入犈．犮狅犾犻ＭＬＳＴ数据库中获得相应的

ＳＴ型，将７对管家基因序列按（犪犱犽犳狌犿Ｃ犵狔狉Ｂ犻犮犱

犿犱犺狆狌狉Ａ狉犲犮Ａ）顺序连接后，用 ＭＥＧＡｖ６．０构建微

进化树［ｍｉｎｉｍｕｍｅｖｏｌｕｔｉｏｎ（ＭＥ）ｔｒｅｅ］
［４，１０］。

１．２．３　ＰＦＧＥ分型　对２０１９年临床分离的ＤＥＣ进

行ＰＦＧＥ分型。①首先制备１％ＳｅａＫｅｍＧｏｌｄｐｌｕｇ：

调制４．０～４．５麦氏单位的菌悬液，吸取４００μＬ菌悬

液至ＥＰ管中，每管中加入４００μＬＳｅａＫｅｍＧｏｌｄ，充

分混匀后加入ｐｌｕｇ模具中，室温凝固３０ｍｉｎ；细菌

裂解，将制备好的１％ＳｅａＫｅｍＧｏｌｄｐｌｕｇ加入ＣＬＢ

裂解液中５４℃温育２ｈ；②Ｐｌｕｇ清洗：用无菌超纯水

洗２次，ＴＥ缓冲液洗４次；③ＤＮＡ酶切：取出ｐｌｕｇ，

切成约２．０ｍｍ宽的小胶条，加入２００μＬ犡犫犪Ⅰ酶切

液，３７℃水浴２ｈ；④酶切片段电泳：将酶切后的小

胶条粘贴在梳齿上，倒入１％ ＳＫＧ，待胶块凝固后

电泳［３］。Ｂｉｏｎｕｍｅｒｉｃｓ６．６软件分析。

２　结果

２．１　检出菌株情况　２０１８—２０１９年，全省９个地市

哨点医院共采集１９２０例腹泻患者粪便，分离ＤＥＣ

２６８株。病理类型为：ＥＡＥＣ１１８株（４４．０％），其中非

典型ＥＡＥＣ（ａＥＡＥＣ）８０株（２９．９％），典型ＥＡＥＣ（ｔＥ

ＡＥＣ）３８株（１４．２％）；ＥＴＥＣ９８株（３６．６％），其中

ＥＴＥＣ９２株（３４．３％），ＥＴＥＣ＋ａＥＡＥＣ６株（２．２％）；

ＥＰＥＣ４７株（１７．５％），其中非典型 ＥＰＥＣ（ａＥＰＥＣ）

４５株（１６．８％），典型 ＥＰＥＣ（ｔＥＰＥＣ）２株（０．７％）；

ＥＩＥＣ５株（１．９％）。病原菌来源地分布：马鞍山市

７８株（２９．１％），阜阳市６２株（２３．１％），合肥市５０

株（１８．７％），蚌埠市２７株（１０．１％），淮南市１８株

（６．７％），亳州市１６株（６．０％），池州市７株（２．６％），

滁州市６株（２．２％），芜湖市４株（１．５％）。

２．２　药敏结果　２６８株ＤＥＣ中，５７．１％的菌株为

多重耐药菌，对氨苄西林、氨苄西林／舒巴坦、头孢唑

林、庆大霉素、四环素、氯霉素、萘啶酸、环丙沙星和

复方磺胺甲口恶唑的耐药率分别为７８．７％、２１．３％、

４３．７％、２４．６％、５２．６％、１６．０％、６３．４％、１３．４％、

５４．９％。２株ＥＡＥＣ和１株ＥＴＥＣ对亚胺培南耐

药。见表１。

２．３　ＭＬＳＴ结果　随机对２０１８年临床分离的１２７

株ＤＥＣ 进行 ＭＬＳＴ，共获得６０个 ＳＴ 型，其中

ＥＡＥＣ和ＥＴＥＣ少数菌株存在ＳＴ４８和ＳＴ３９４型

交叉。５５株ＥＡＥＣ分为３５个 ＳＴ型，优势基因型

是ＳＴ１０（１４．５％）；５５株ＥＴＥＣ分为１４个ＳＴ型，

优势基因型是ＳＴ４８（３２．７％）和ＳＴ２１８（１６．４％）；

１５株ＥＰＥＣ分为１２个ＳＴ型，优势基因型是ＳＴ２８、

ＳＴ５１７和 ＳＴ２０８８，各占１３．３％；２株 ＥＩＥＣ 分为

ＳＴ６和ＳＴ９９。见表２。１５株ＥＰＥＣ微进化树分析

有２组１００％同源，其中１组４株（２株分离自马鞍

山市，１株分离自合肥市，１株分离自芜湖市），另１组

２株菌分离自马鞍山市，见图１。５５株ＥＴＥＣ微进化

树分析有５组１００％同源，其中１组５株菌分离自

马鞍山市，另有２组２株菌均分离自马鞍山市，还有

１组９株菌（５株分离自合肥市，３株分离自马鞍山，

１株分离自阜阳市），见图２。５５株ＥＡＥＣ微进化树

分析有４组１００％同源，其中１组３株（２株分离自

阜阳市，１株分离自合肥市），１组２株分离自滁州

市，其余２组２株菌均分离自不同地方，见图３。

２．４　ＰＦＧＥ分型结果　２０１９年临床分离的１０９株

ＤＥＣ基因同源性聚类分析结果显示，５０株ＥＡＥＣ

（ｔＥＡＥＣ１８株，ａＥＡＥＣ３２株）中有２株１００％同源，

分离自蚌埠市，其余菌株同源性均在９０％以下，见

图４；２１株ＥＰＥＣ同源性均在７５％以下，见图５。３０

株ＥＴＥＣ、３株ＥＩＥＣ和５株ＥＴＥＣ＋ａＥＡＥＣ中，同

源性达９７．６％、９３．６％各２株，其余菌株同源性均

在９０％以下，见图６。
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表１　四种致病型ＤＥＣ对１３种抗菌药物的药敏结果［株（％）］

犜犪犫犾犲１　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆ４ｔｙｐｅｓｏｆｐａｔｈｏｇｅｎｉｃＤＥＣｔｏ１３ｋｉｎｄｓｏｆａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｓ（Ｎｏ．ｏｆ

ｉｓｏｌａｔｅｓ［％］）

抗菌药物
ＥＡＥＣ（狀＝１１８）

Ｒ Ｓ

ＥＴＥＣ（狀＝９８）

Ｒ Ｓ

ＥＰＥＣ（狀＝４７）

Ｒ Ｓ

ＥＩＥＣ（狀＝５）

Ｒ Ｓ

合计（狀＝２６８）

Ｒ Ｓ

氨苄西林 ９９（８３．９） １８（１５．３） ７２（７３．５） ２３（２３．５） ３７（７８．７） １０（２１．３） ３（６０．０） ２（４０．０） ２１１（７８．７） ５３（１９．８）

氨苄西林／舒巴坦 ３３（２８．０） ３８（３２．２） ９（９．２） ５３（５４．１） １４（２９．８） １９（４０．４） １（２０．０） ３（６０．０） ５７（２１．３）１１３（４２．２）

头孢唑林 ６３（５３．４） ３５（２９．７） ３５（３５．７） ３９（３９．８） １６（３４．０） １６（３４．０） ３（６０．０） ２（４０．０） １１７（４３．７） ９２（３４．３）

头孢噻肟 ４８（４０．７） ６８（５７．６） ２７（２７．６） ６９（７０．４） ９（１９．１） ３６（７６．６） ３（６０．０） ２（４０．０） ８７（３２．５）１７５（６５．３）

头孢他啶 １８（１５．２） ９４（７９．７） ６（６．１） ８９（９０．８） ２（４．３） ４１（８７．２） １（２０．０） ４（８０．０） ２７（１０．１）２２８（８５．１）

头孢西丁 １４（１１．９）１００（８４．７） ５（５．１） ９２（９３．９） ４（８．５） ４１（８７．２） １（２０．０） ４（８０．０） ２４（９．０） ２３７（８８．４）

亚胺培南 ２（１．７） １１４（９６．６） １（１．０） ９７（９９．０） ０（０．０） ４６（９７．９） ０（０．０） ５（１００．０） 　３（１．１） ２６２（９７．８）

庆大霉素 ４１（３４．７） ７２（６１．０） ７（７．１） ８６（８７．８） １６（３４．０） ３０（６３．８） ２（４０．０） ３（６０．０） ６６（２４．６）１９１（７１．３）

四环素 ７２（６１．０） ４５（３８．１） ３１（３１．６） ６６（６７．３） ３５（７４．５） １１（２３．４） ３（６０．０） ２（４０．０） １４１（５２．６）１２４（４６．３）

氯霉素 ２７（２２．９） ７９（６６．９） ５（５．１） ８７（８８．８） １０（２１．３） ３６（７６．６） １（２０．０） ３（６０．０） ４３（１６．０）２０５（７６．５）

萘啶酸 ７７（６５．３） ４１（３４．７） ７４（７５．５） ２４（２４．５） １６（３４．０） ３１（６６．０） ３（６０．０） ２（４０．０） １７０（６３．４） ９８（３６．６）

环丙沙星 ２２（１８．６） ９０（７６．３） ４（４．１） ９１（９２．９） ７（１４．９） ４０（８５．１） ３（６０．０） ２（４０．０） ３６（１３．４）２２３（８３．２）

复方磺胺甲口恶唑 ７５（６３．６） ４３（３６．４） ２３（２３．５） ７５（７６．５） ２２（４６．８） ２５（５３．２） ３（６０．０） ２（４０．０） １２３（５４．９）１４５（５４．１）

　　注：Ｒ为耐药，Ｓ为敏感；中介结果未列出。

表２　主要致病型ＤＥＣ的 ＭＬＳＴ结果

犜犪犫犾犲２　ＭＬＳＴｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍａｉｎｐａｔｈｏｇｅｎｉｃＤＥＣ

ＳＴ型 菌株数 比率（％）

ＥＡＥＣ（狀＝５５）

　ＳＴ１０ ８ １４．５

　ＳＴ３４ ３ ５．５

ＥＴＥＣ（狀＝５５）

　ＳＴ４８ １８ ３２．７

　ＳＴ２１８ ９ １６．４

　ＳＴ１４９１ ７ １２．７

ＥＰＥＣ（狀＝１５）

　ＳＴ２８ ２ １３．３

　ＳＴ５１７ ２ １３．３

　ＳＴ２０８８ ２ １３．３
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　　注：２０１９年安徽地区分离的５０株ＥＡＥＣ与数据库中２０１４年已上传的１０株ＥＡＥＣ聚类分析；ＦｕｙａｎｇＣｉｔｙ为阜阳市，Ｆｕ

ｎａｎＣｏｕｎｔｙ为阜南县，ＨｅｆｅｉＣｉｔｙ为合肥市，ＢｅｎｇｂｕＣｉｔｙ为蚌埠市，Ｍａ’ａｎｓｈａｎＣｉｔｙ为马鞍山市，ＨｕａｉｎａｎＣｉｔｙ为淮南市，

ＢｏｚｈｏｕＣｉｔｙ为亳州市，Ｌｕ’ａｎＣｉｔｙ为六安市。

图４　６０株ＥＡＥＣ的ＰＦＧＥ同源性聚类图

犉犻犵狌狉犲４　ＰＦＧＥｈｏｍｏｌｏｇｙｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇｄｉａｇｒａｍｏｆ６０ＥＡＥＣｓｔｒａｉｎｓ
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　　注：２０１９年安徽地区分离的２１株ＥＰＥＣ与数据库中２０１３—２０１４年已上传的１３株ＥＰＥＣ聚类分析；ＦｕｙａｎｇＣｉｔｙ为阜阳

市，ＦｕｎａｎＣｏｕｎｔｙ为阜南县，ＨｅｆｅｉＣｉｔｙ为合肥市，ＢｅｎｇｂｕＣｉｔｙ为蚌埠市，Ｍａ’ａｎｓｈａｎＣｉｔｙ为马鞍山市，ＨｕａｉｎａｎＣｉｔｙ为淮南

市，ＢｏｚｈｏｕＣｉｔｙ为亳州市。

图５　３４株ＥＰＥＣ的ＰＦＧＥ同源性聚类图

犉犻犵狌狉犲５　ＰＦＧＥｈｏｍｏｌｏｇｙｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇｄｉａｇｒａｍｏｆ３４ＥＰＥＣｓｔｒａｉｎｓ
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　　注：２０１９年安徽地区分离的３０株ＥＴＥＣ、３株ＥＩＥＣ、５株ＥＴＥＣ＋ａＥＡＥＣ与数据库中２０１３年上传的４株ＥＴＥＣ和１株

ＥＩＥＣ聚类分析；ＦｕｙａｎｇＣｉｔｙ为阜阳市，ＦｕｎａｎＣｏｕｎｔｙ为阜南县，ＨｅｆｅｉＣｉｔｙ为合肥市，ＢｅｎｇｂｕＣｉｔｙ为蚌埠市，Ｍａ’ａｎｓｈａｎ

Ｃｉｔｙ为马鞍山市，ＨｕａｉｎａｎＣｉｔｙ为淮南市，ＢｏｚｈｏｕＣｉｔｙ为亳州市。

图６　４３株ＥＴＥＣ和ＥＩＥＣ的ＰＦＧＥ同源性聚类图

犉犻犵狌狉犲６　ＰＦＧＥｈｏｍｏｌｏｇｙｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇｄｉａｇｒａｍｏｆ４３ＥＴＥＣａｎｄＥＩＥＣｓｔｒａｉｎｓ

３　讨论

本研究资料显示，安徽地区流行的ＤＥＣ存在４

种优势毒株，其中以ＥＡＥＣ为主，占４４．０％，其次是

ＥＴＥＣ（３６．６％）、ＥＰＥＣ（１７．５％）和ＥＩＥＣ（１．９％），

未从患者粪便中检测出ＥＨＥＣ，提示本地区流行的

ＤＥＣ主要是ＥＡＥＣ、ＥＴＥＣ和ＥＰＥＣ，与张子科等
［１１］

统计的结果基本相吻合。

药敏试验结果显示，临床分离的ＤＥＣ毒株多重

耐药菌检出率高达５７．１％，对氨苄西林、萘啶酸和

头孢唑林的耐药率较高，耐药情况较严重，较之前的

药敏监测结果略有升高［１２］，与相关研究［１３１４］报道的

结果近似，提示我国多省份ＤＥＣ的耐药情况较严重。

本研究发现ＥＡＥＣ对头孢唑林和头孢他啶的耐药率

分别为５３．４％、１５．２％，明显高于ＥＴＥＣ的３５．７％、

６．１％，以及ＥＰＥＣ的３４．０％、４．３％。ＥＰＥＣ对萘啶

酸和头孢噻肟的耐药率分别为３４．０％、１９．１％，明显
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低于ＥＡＥＣ的６５．３％、４０．７％，以及ＥＴＥＣ的７５．５％、

２７．６％。ＥＴＥＣ对四环素、复方磺胺甲口恶唑、氨苄西

林／舒巴坦、庆大霉素、氯霉素和环丙沙星的耐药率

分别 为 ３１．６％、２３．５％、９．２％、７．１％、５．１％、

４．１％，明显低于ＥＡＥＣ和ＥＰＥＣ对上述抗菌药物的

耐药率。提示尽管本地区流行ＤＥＣ的耐药情况较严

重，但不同菌株型的耐药情况存在差异，ＥＡＥＣ对大

部分抗菌药物的耐药率高于ＥＰＥＣ和ＥＴＥＣ，ＥＡＥＣ

耐药状况较重，ＥＴＥＣ耐药状况较轻。

２０１９年复旦大学附属华山医院的监测数据
［１５］

显示，耐碳青霉烯类肠杆菌目细菌（ＣＲＥ）检出率为

２０．４％，肺炎克雷伯菌中耐碳青霉烯类菌株检出率

为４２．９％，临床耐药菌株尤其是ＣＲＥ呈增长趋势。

但ＤＥＣ中近年才检出ＣＲＥ，本研究在２０１３—２０１８

年的监测数据中均未发现耐碳青霉烯类 ＤＥＣ，仅

２０１９年发现２株ＥＡＥＣ和１株ＥＴＥＣ对亚胺培南耐

药，后续将对其耐药机制和传播机制进行研究。

ＭＬＳＴ结果显示，１２７株ＤＥＣ共检出６０个ＳＴ

型，呈高度多态性。其中５５株ＥＡＥＣ分为３５个

ＳＴ型，以ＳＴ１０（１４．５％）和ＳＴ３４（５．５％）略占优势，

与 Ｏｋｅｋｅ等
［１６］报道 Ｎｉｇｅｒｉａ临床分离的１２６株

ＥＡＥＣ多达９６种ＳＴ型的多态性分布相近。微进

化树分析显示，有少数菌株呈１００％同源，但空间分

布广泛，提示无聚集性感染。５０株ＥＡＥＣ的ＰＦＧＥ

同源性聚类分析仅有２株出现１００％同源性，分离

自蚌埠市，其余菌株的同源性均小于９０％。同样提

示ＥＡＥＣ高度多态性分布，无聚集性感染。Ｌｉ等
［５］

报道深圳地区分离的ＥＴＥＣ基因型较分散，ＳＴ２１８

为相对优势基因型，本研究中５５株ＥＴＥＣ分为１４

个ＳＴ 型，优势基因型是 ＳＴ４８（３２．７％）、ＳＴ２１８

（１６．４％）和ＳＴ１４９１（１２．７％），说明本地区临床分离

的ＥＴＥＣ基因型较集中，ＳＴ４８为主要优势基因型，

提示不同地区 ＥＴＥＣ基因型存在差异性。５５株

ＥＴＥＣ微进化树分析发现有多达５组１００％同源，

其中有多株菌分离自马鞍市，提示存在地区聚集性

感染的可能性，但流行病学调查未发现暴发或聚集

性病例。研究发现同源性感染存在时间差异，因此

未出现聚集性病例，可能与菌株的克隆传播有关。

３０株ＥＴＥＣＰＦＧＥ同源性聚类分析发现，同源性达

９７．６％、９３．６％各２株，其余菌株同源性在９０％以

下。１５株ＥＰＥＣ分为１２个ＳＴ型，呈多态性分布，

其中以ＳＴ２８（１３．３％）、ＳＴ５１７（１３．３％）和ＳＴ２０８８

（１３．３％）略占优势。１５株ＥＰＥＣ微进化树分析显

示，少数菌株呈１００％同源性，空间分布广泛，提示

无聚集性病例出现。２１株ＥＰＥＣＰＦＧＥ同源性聚

类分析显示同源性均在７５％以下。

ＰＦＧＥ和 ＭＬＳＴ同为两种分子分型方法，两者

各有优缺点，可以互为补充用于致病菌的分型和基

因溯源分析。从本研究分型结果看，两者作用相同，

均可用于分析致病菌的同源性，并且两种分型方法

获得的结果也近似。但 ＭＬＳＴ是通过基因测序，其

准确度要高于ＰＦＧＥ法，在本研究中 ＭＬＳＴ法对

ＥＴＥＣ同源性的判断要比ＰＦＧＥ法更精准。但ＰＦ

ＧＥ法的优势是普及程度高，可用于大范围多样本

的分析判断。
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