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以聚合壜鏈鎖反應、細胞吸附、血球凝集試驗與
細菌團形成等方法檢測腸凝集性大腸桿菌
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摘　　要

腸凝集性大腸桿菌（Enteroaggregative Escherichia coli, EAggEC）為造成嬰兒下痢之病原性大腸桿菌之
一。體外試驗顯示腸凝集性大腸桿菌以堆疊方式附著於組織培養細胞表面，稱為凝集吸附。本研究目的係比

較聚合壜鏈鎖反應（polymerase chain reaction, PCR）、HeLa細胞吸附試驗、血球凝集試驗與細菌團形成試驗
等方法檢測EAggEC之結果。自不同下痢患者分離之340株大腸桿菌中，先經PCR篩選疑似EAggEC菌株，
再利用另外三種活性試驗法測定結果，僅3株確定為EAggEC，顯示340株收集自下痢患者臨床分離大腸桿
菌菌株中，EAggEC僅佔0.88﹪。至於PCR為負反應者，亦利用HeLa細胞吸附試驗與細菌團形成試驗方法
檢測，發現並無正反應菌株。而上述篩選方法中，以體外HeLa細胞吸附試驗結果最為明顯，其次為細菌團
形成試驗；而血球凝集試驗篩選方法所得結果，則不易判定。依本研究結果，建議在篩檢EAggEC菌株時，
先以PCR方法，再配合HeLa細胞吸附方法，應可以準確鑑定EAggEC菌株。

關鍵詞：腸凝集性大腸桿菌，聚合壜鏈鎖反應，細胞吸附，細菌團，血球凝集試驗

前　　言

腸凝集性大腸桿菌（ e n t e r o a g g r e g a t i v e
Escherichia coli, EAggEC）為開發中國家重要之病原
大腸菌，可引起人畜之持續性下痢腹瀉(1)。EAggEC
的特性分為四點：(1)不像腸毒性大腸桿菌（entero-
toxigenic E. coli, ETEC）具有複雜熱不穩定性腸毒素
(heat-labile enterotoxin, LT）或熱穩定性腸毒素
（heat-stable enterotoxin, ST）；(2)沒有和腸病原性大
腸桿菌（enteropathogenic E. coli, EPEC）相同的O:H
血清型，吸附方式非EPEC局部性吸附於HEp-2或
HeLa細胞，不具 EPEC吸附因子質體（非第 I型
EPEC）；(3)不像腸侵入性大腸桿菌（enteroinvasive
E. coli, EIEC）具有侵入上皮細胞的能力；(4)不像腸
出血性大腸桿菌（enterohemorrhagic E. coli, EHEC）
具有類志賀氏毒素的活性 (2)。在血球凝集試驗方

面，根據其對D-甘露糖的抗性與敏感性，又可分為
D-甘露糖-抗性血球凝集（D-mannose-resis tant
hemagglutination, MRHA)和D-甘露糖-敏感性血球凝
集（D-mannose-sensitive hemagglutination, MSHA）
(3)。Tzipori等人(4)以EAggEC餵食小豬，在小腸上
皮細胞上可發現緊密吸附的不正常黏液膠，經試驗

顯示為高密度EAggEC凝集形成的。將EAggEC注
入打結成環的兔子迴腸內（ ligated rabbit ileal
loops），會表現凹窪的杯狀細胞，若以過碘酸-西福
（periodic acid-Schiff）染色法可以觀察到附著性細菌
包埋在內(5)。在體外組織培養試驗，EAggEC吸附
於小腸黏膜部位 (6)。由健康成人自願受試實驗發

現，經EAggEC感染之下痢必然伴隨著大量黏液的
產生(7)，但對於產生大量黏液的機制目前還未知。

EAggEC菌株之吸附是一個相當複雜的現象，需要
許多不同的纖毛結構才能促使其在 in vitro之凝集吸
附(8)。

一般傳統檢測EAggEC的方法有：(1)生化型測
試（biochemical test）和(2)血清型鑑定（serological
characterization），此二種方法是鑑定致病性大腸桿
菌最基礎的方法。依美國食品暨藥物管理局(9)對食

品中致病性大腸桿菌的分離及鑑定，皆是先以預培

養及高溫選擇性培養作初步菌株的分離純化，再經

生化型和血清型試驗後才能判定。唯所需時間相當

久，且必須有已建立的致病性大腸桿菌之血清學資

料，才可確定為何種致病性之大腸桿菌(10, 11, 12, 13,

14, 15, 16)。(3)組織培養 HeLa或HEp-2細胞之吸附試
驗：致病性E. coli對細胞的吸附方式分為三型(17)，

分別為局部吸附（localized adhesion, LA）、凝集吸
附（aggregative adhesion, AA），以及擴散吸附（dif-
fuse adhesion, DA）。所謂LA為細菌先聚集成微菌落
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（microcolonies），再吸附於細胞上，屬於EPEC之特
徵，稱為第 I型EPEC；AA則以 stacked-brick方式附
著（單層）於細胞或細胞外，屬於EAggEC菌株典
型特性；DA以不規則方式吸附於細胞上，細胞附著
之蓋玻片上則無菌體吸附，屬於DAEC吸附型式。
(4)血球凝集（ hemagglutination, HA）試驗：
EAggEC會與牛血、綿羊血、人類O型血、老鼠以
及馬血反應造成血球凝集 (18, 19)。(5)細菌團形成
（bacterial clump）之檢測；Albert等人(10)在研究

EAggEC過程，發現在養菌20小時以上，在Mueller-
Hinton培養液表面之玻璃瓶會有白色薄膜的菌團形
成，是菌體與菌體之間的自凝集反應（autoaggluti-
nation, AA)。此方法亦有一些學者利用於檢測
EAggEC菌株(2, 20)。在核酸檢測技術方面，目前已

有聚合壜鏈鎖反應（polymerase chain reaction, PCR）
快速檢測方法之引子組發表，包括有Schmidt等人發
表之pCVD432/ start和pCVD432/ stop引子(20)，以及

Tsukamoto在aggR基因上設計之AggR-1/ AggR-2引
子(22)等，皆可應用於EAggEC菌株之測定；但曾發
現Schmidt等人之PCR結果與吸附試驗結果有不一
致現象(20)。

一般而言，聚合壜鏈鎖反應具有準確性高、快

速性和靈敏度高等優點；另外，有鑑於早期分類

EAggEC的條件，為具典型凝集吸附形態、血球凝
集和細菌團形成，任何不具有吸附、凝集或非典型

吸附之菌株皆非EAggEC(17)。因此，本研究目的為

先利用具快速檢測優點的PCR方法篩檢EAggEC菌
株，再以其他活性測定方法確定其EAggEC活性；
另比較PCR及EAggEC活性測定方法之可靠性及優
缺點；此外，並調查下痢患者 E. coli分離株中
EAggEC之出現率。本研究首先以一組Schmidt等人
發表之pCVD432/ start和pCVD432/ stop引子(20)應用

於三株EAggEC標準菌株及61株實驗室收集之其他
E. coli菌株進行初步檢測；再利用此引子組於340株
取自醫院下痢患者之臨床E. coli分離株進行PCR檢
測，並就其中8株PCR正反應菌株及隨機挑選之127
株PCR負反應菌株，以不同之EAggEC活性檢測方
法進行再確認工作，此些檢測方法包括組織培養之

HeLa細胞吸附、細菌團形成及血球凝集試驗。結果
發現340株臨床分離株中，僅3株確定為EAggEC，
其出現率不高，約為0.88%。

材料與方法

一、實驗材料

本研究所用菌株包括340株於1992 -1994年取自
台中榮總下痢患者之臨床檢體分離Escherichia coli
分離菌株，及64株實驗室收集的E. coli菌株，包括

三株腸凝集性大腸桿菌標準菌株（Table 1）；實驗
所用細胞株為HeLa細胞（CCRC 60005, 來源為
epithelioid carcinoma, cervix, human）。

64株菌種來源包括美國馬里蘭大學醫學院疫苗
發展中心（Center for Vaccine Development, CVD,
University of Maryland School of Medicine,
Baltimore），美國菌種保存中心（American Type
Culture Collection, ATCC, Rockville, MD, U.S.A.），
美國農業部（United State Department of Agriculture,
USDA, U.S.A.），世界衛生組織（World Health
Organization, WHO）， 加 拿 大 蒙 特 婁 大 學
（University of Montreal, Canada）以及台中榮民總醫
院（Taichung Veterans General Hospital, TVGH,
Taichung, Taiwan），食品工業發展研究所菌種保存及
研究中心（Culture Collection and Research Center,
CCRC, Hsin-Chu, Taiwan），衛生署疾病防治中心
（Center for Disease Control, CDC, Taipei, Taiwan）。

二、實驗方法

灱菌體培養

將一白金耳量之目標大腸桿菌接入 3 mL Luria
broth（yeast extract 5 g, tryptone 10 g, NaCl 5 g及H2O
1000 mL），於 37℃培養 8小時，細菌生長至對數
期，取1 mL菌液作10倍連續稀釋後，取1 mL的適
當稀釋液塗抹於Luria agar，作為菌數計算或暫時保
存，以及後續 PCR、吸附試驗和血球凝集試驗之
用。

牞聚合壜鏈鎖反應（polymerase chain reaction, PCR）

參考Schmidt等人(20)之方法行之。使用PCR引
子組為根據 S c h m i d t 等人針對 E A g g E C 質體
pCVD432上某區域定序 765-bp EAggEC probe
（EMBL database library accession number X81423），
所設計之 pCVD432/ start和 pCVD432/ stop引子組
(20)；其序列為 pCVD432/ start： 5’-CTGGC-
GAAAGACTGTATCAT-3’， pCVD432/ stop： 5’-
CAATGTATAGAAATCCGCTGTT-3’（展陽公司）。
目標菌株從 -70˚C甘油保存瓶取一白金耳接入3 mL
Luria-Bertani broth (LB)，培養8小時後，取100 µL
菌液加入1.5 mL離心管，再加入900 µL無菌水成為
菌體懸浮液。取10 µL（約105菌量）菌體懸浮液，

放入 0.5 mL微量離心管。首先加入配製好的 30 µL
的PCR緩衝液（4/3×buffer），再加一滴礦物油覆蓋
反應液表面後，將離心管置入 PCR熱循環器，於
94˚C加熱30分鐘將菌體分解（lysis）；接著降溫至
80˚C，添加 10 µL 1×PCR緩衝液（含 0.4單位之
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Prozyme DNA polymerase），使反應液總體積為 50
µL（Mg2+離子終濃度1.5 mM），且各組引子濃度皆
為 1 pmole/µL，開始進行 PCR反應。 PCR條件為
94˚C下維持40秒，53˚C維持1分鐘，72˚C維持1分
鐘，進行30個循環後，以72˚C維持2分鐘。所有過
程皆以程式連結，分析時取10 µL反應產物，以2%
瓊脂糖於1×TAE緩衝液中進行電泳分析，經溴化乙
錠（ethidium bromide） 染色，以紫外線觀察後拍
照。

犴吸附試驗

依據Benjamin等人(22)之方法加以修飾。從液態

氮保存筒取HeLa細胞保存瓶，回溫後，倒入角形培
養皿內，取 10 mL新鮮minimum essential medium
alpha medium（α-MEM, GibcoBRL）（含青黴素-鏈
黴素）培養液加入角形培養皿，於37˚C、5%CO2氣

體培養16小時。
將培養完成的HeLa細胞之角形培養皿，倒掉舊

的培養液，以 1×PBS緩衝液清洗角形培養皿兩次
後，加入 1×胰蛋白壜 /乙二胺四乙酸 (1×t rypsin/
EDTA)進行消化。加入40 mL新鮮α-MEM（含青黴
素-鏈黴素）培養液。搖勻後，取一24孔洞培養盤，
每個孔洞加入0.5 mL細胞懸浮液，於37˚C、5%CO2

氣體培養16小時。
再將舊培養液吸出，每個孔洞加入 0.5 mL的

1×PBS緩衝液，重複清洗三次。加入0.5 mL新鮮α-
MEM（含 0.5%甘露糖，但不含青黴素-鏈黴素）培
養液，以及 20 µL上述實驗方法灱之目標菌液（約
106菌量），於37℃、5%CO2氣體培養2小時。
吸出舊培養液，每個孔洞加入0.5 mL的1×PBS

緩衝液清洗三次後，加入200 µL之10%福馬林，以
每分鐘100轉之轉速搖晃固定15-20分鐘，吸出福馬

林。加入 0.5 mL的 1×PBS緩衝液清洗三次；加入
200 µL結晶紫（crystal violet）染色5分鐘，於倒立
式相位差顯微鏡（Nikon ECLIPSE TE300）下觀察。

犵血球凝集試驗

依據Yamamoto等人(17)測試血球凝集試驗之方

法行之。取 1 mL新鮮抽取的O型人血液，加入 50
mL的1×PBS緩衝液或50 mL含2%（wt/vol）D-甘露
糖之PBS緩衝液，使其成為2%（vol/vol）血球懸浮
液。取1 mL上述實驗方法灱之目標菌於1.5 mL微量
離心管，每分鐘 5000轉之轉速，離心 5分鐘，倒去
上清液，以1 mL之PBS緩衝液將其懸浮後，進行二
倍的連續稀釋。於24孔洞培養盤中，加入100 µL連
續稀釋的目標菌懸浮液與 100 µL之 2%紅血球懸浮
液，均勻混合，將培養盤靜置於37˚C下20分鐘，於
顯微鏡下觀察並判斷血球凝集力價（titer），力價為
菌液以兩倍連續稀釋後，能使血球懸浮液凝集之“最
高稀釋倍數”。若加入D-甘露糖後不影響凝集的稱為
D-甘露糖-抗性血球凝集（D-mannose-resis tant
hemagglutination, MRHA），影響凝集的則為D-甘露
糖-敏感性血球凝集（D-mannose-sensitivity hemag-
glutination, MSHA）。

玎細胞團試驗

採用Albert等人(10)之試驗方法。菌體培養於 3
mL LB培 養 基 8小 時 後 ， 取 一 白 金 耳 劃 於
MacConkey agar，隔夜培養。挑單一菌落接入2 mL
Mueller-Hinton培養液，於 37˚C下培養 20小時，觀
察試管管壁是否有細菌團形成。

結果與討論

Table 1. Escherichia coli strains used in this study

Strains Strain No, sourcea and toxin type

Non-pathogenic E.coli strains E2(ATCC 25922), E3(ATCC 11775).
Enterotoxigenic E.coli (ETEC) ETEC01(ATCC 35401, LTIh+STIh), 02(ATCC 43886, LTIh), 03(ATCC 43896, STI), 04(ATCC

33849, LTI), 05(ATCC 31618, STI), 06(WHO 103, STI), 07(WHO 110, LTI+STI), 08(WHO
112, LTI), 09(WHO 117, LTI), EWD299(ATCC 37128, LTIp).

Shiga-toxin producing E.coli (STEC) and 01(CCRC 14824, O157:H7, SLTI+SLTII), 02(CCRC 14825, O157:H7, SLTII), 03(CCRC
enterohemorrhagic E.coli (EHEC) 13084, O157:H7, verocytotoxin), 04(CCRC 13086, O157:H7, verocytotoxin), 05(ATCC 35350,

cytotoxic activity), 07(ATCC 43890, O157:H7 SLTI), 08(ATCC 43894,O157:H7, SLTI+SLTII),
10(USDA45750, O157:H7), 11(USDA 45753, O157:H7, SLTI), 12(USDA 45756, O157:H7,
SLTI+SLTII), 13(USDAMF1847, O157:H7, SLTI+SLTII), 14-16(USDA, O157:H7), 17(NLFD
I20), 18(NQS 317), 19-32(CCRC, O157:H7, VT), 37-48(USDA).

Enteroinvasive E.coli (EIEC) 01(CVD, O28ac:H-, ipaH, ial) 02(CVD, O124:H-, ipaH, ial), 03(CVD, O143:H-, ipaH, ial),
04(CVD, O164:H-, ipaH, ial), 05(ATCC 43893, O124: NM, ipaH, ial).

Enteropathogenic E.coli (EPEC) 01(CVD, O119, FAS+,EAF+, aeA+), 02(CVD, O127:H6, FAS+,EAF+, aeA+), 03(CVD, O128,
FAS+,EAF+, aeA+), 04((NQS 315).

Enteroaggregative E. coli (EAggEC) 17-2(CVD, O3: H2, EAST), 042(CVD,O44: H18, EAST), Agg01(CVD, O86: H2).
340 clinical isolates of E. coli TVGH
a Definition of strain sources, such as ATCC, CVD, WHO, CCRC, UM, USDA, CDC, and TVGH, are described in Material and Methods.
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PCR產物片段，菌株編號分別為123, Agg02, Agg03
和Agg04。上述經PCR初步認定為EAggEC之五株
大腸桿菌菌株和三株標準菌進一步利用三種傳統檢

測方法，包括細胞吸附試驗、血球凝集與細菌團形

成試驗方法，確認是否具有EAggEC之活性。

二、吸附試驗

進行HeLa細胞之吸附試驗結果顯示，所收集之
E.coli菌株且PCR為正反應之菌株中，包括編號17-
2、042、Agg01之三株標準菌株及Agg02、Agg03
與Agg04之臨床分離株皆有典型的凝集吸附形態，
即菌體會兩兩排列或規則排列成直線，或以“疊磚結
構”（stacked-brick）吸附於HeLa細胞表面與玻片
上，其中又以 17-2、 042（Figure 1A）、Agg02和

Figure 1. Adhesion test for Escherichia coli (A)042, and (B)T09 using HeLa cells. Experimental conditions were described in Methods. 400x.

(B)(A)

Figure 2. Hemagglutination test of EAggEC strains (A) Strain Agg01 without D-mannose and (B) Strain 123 with D-mannose. Experimental con-
ditions were as described in Methods. A phase contrast microscope (80x) was used.

(A) (B)

一、EAggEC PCR引子組及EAggEC之篩檢

根據學者 Schmidt等人(20)針對EAggEC設計之
pCVD432/ start和pCVD432/ stop引子組，首先以3
株取自美國馬里蘭大學醫學院疫苗發展中心提供之

EAggEC標準菌測試，結果編號 17-2, 042及Agg01
之三株標準菌株皆產生預期之 630 bp PCR產物片
段。再以相同PCR引子組針對本研究室收集之61株
不同病原性及非病原性E. coli菌株（Table 1）進行
EAggEC篩選，發現其中一株腸毒素型大腸桿菌
（Enterotoxigenic E. coli, ETEC）T09為正反應，疑似
腸凝集性大腸桿菌；而其餘 ETEC, EHEC, EIEC,
EPEC及非病原性大腸桿菌，皆為負反應。將此引子
組利用於 340株收集自台中榮總之臨床分離大腸桿
菌菌株之篩檢，發現有 4株菌株產生預期之 630 bp
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Agg04四個菌株最為明顯。但其他二株PCR正反應
之大腸桿菌菌株，編號T09（Figure 1B）及123，則
在HeLa細胞與玻片上都無凝集吸附形態。本試驗顯
示，由美國馬里蘭大學醫學院疫苗發展中心所得

EAggEC標準菌株，包括 17-2（O3:H2）、 042
（O44:H18）及Agg01（O86:H27），皆具明顯的HeLa
細胞凝集吸附型態，而由台中榮總獲得之 340株E.
coli臨床菌株，雖有 4株是 PCR正反應，但僅三株
Agg02、 03及 04，對HeLa細胞具吸附現象，其發
生率不高，為3/ 340(約0.88%)。此外，典型的凝集
吸附形態只有在EAggEC才會發現，其他E. coli菌
株，包括ETEC, EPEC, EHEC和EIEC等，均不會有
此吸附現象(2)。

三、血球凝集試驗

Qadri等人(23)發表有關EAggEC血球凝集特性
中，使用 6種不同來源的紅血球，包括天竺鼠、小
白鼠、大白鼠、人類O型血、綿羊和牛。發現大多
數 E A g g E C菌株屬於 D -甘露糖 -抗性血球凝集
(MRHA)，其表示添加D-甘露糖有促進血球凝集表
現，但不代表每種血球對菌體皆是屬於MRHA；亦
發現綿羊和牛之紅血球與少數EAggEC作用時，添
加D-甘露糖對凝集是抑制作用即MSHA。作者更嘗
試其他不同添加物質作為 EAggEC的分類，包括
mucin, fetuin, α1-glycoprotein, N-acetylneuramin-lac-
tose和N-acetylneuraminic acid，但大部分為抑制血
球凝集作用，無法歸類出相關性。Nataro等人(24)利

用血球凝集試驗檢測EAggEC，表示其特異性只達
88%。因此，血球凝集試驗並不能完全作為菌株確
認，不過，會產生血球凝集之菌株必為EAggEC。
本研究為進一步了解不同EAggEC檢測方法之

結果有何差異？即對上述以PCR及HeLa細胞吸附方
法判定為EAggEC的菌株進行血球凝集試驗。結果
如Table 2所示，所採用為O型人血，菌體經連續稀
釋後再與血球懸浮液混合，發現前述PCR正反應之

標準EAggEC菌株17-2在加或不加D-甘露糖下，稀
釋 4倍之菌液與人血混合，還可觀察到血球凝集現
象，故其血球凝集力價為 4；菌株Agg01（Figure
2A）和Agg04之血球凝集力價為 2；菌株Agg02之
血球凝集力價為 1；Agg03在加D-甘露糖之血球凝
集力價為小於 1，而不加D-甘露糖之血球凝集力價
為1，由此可知Agg03可能屬於D-甘露糖-敏感性血
球凝集菌株； 042在加D-甘露糖之血球凝集力價為
1，不加D-甘露糖之血球凝集力價為小於 1；但對
HeLa細胞無吸附現象之菌株 123（Figure 2B）和
T09，無論加或不加D-甘露糖，皆不產生凝集現
象，其血球凝集力價為小於 1。由於血球凝集現象
之發生與菌液濃度密切相關，且各菌株之血球凝集

力價不同，因此，以血球凝集試驗方法判斷腸凝集

性大腸桿菌菌株較為不易。

四、細菌團形成試驗

將PCR正反應之疑似EAggEC菌株，包括HeLa
細胞吸附及不具吸附現象之大腸桿菌菌株經細菌團

形成試驗後，結果如Figure 3所示。所有對HeLa細

Figure 3. Clump formation test for seven strains Escherichia coli. Tube
A~G represent the results of clump formation test for strain 042, 17-2,
Agg02, Agg03, Agg04, 123, and T09, respectively. Strains in A~E
tubes show positive results while strains in tubes F and G show negative
results.

Table 2. Detection of EAggEC-like E. coli cells via different methods

Bacterial strains PCR Clump formation Hemagglutination Adhesion test

mannose no-mannose

No. 17-2 ＋ ＋ ＋4 ＋4 AAa

No. 042 ＋ ＋ 1 ＜1 AA
Agg01 ＋ ＋ ＋2 ＋2 AA
Agg02 ＋ ＋ ＋1 ＋1 AA
Agg03 ＋ ＋ ＜1 ＋1 AA
Agg04 ＋ ＋ ＋2 ＋2 AA

ETEC 09 ＋ － ＜1 ＜1 －

No. 123 ＋ － ＜1 ＜1 －

127 VGH strainsb －127 －127 NDc ND －127
a AA: aggregative adherence.
b 127 VGH strains:127 clinical isolates randomly selected from 340 TDGH strains described in Materials.
c ND: not detection.

�
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胞具AA吸附現象之菌株，皆在試管管壁上都有薄
層細菌團的形成，尤其是標準菌株 042所形成之細
菌團，於管壁上形成相當明顯的一層。而兩株對

HeLa細胞不具吸附作用，但PCR為正反應之大腸桿
菌菌株，123及T09，則在管壁上無細菌團的形成。
此鑑定方法為Albert等人(10)在研究EAggEC過

程，發現菌體在Mueller-Hinton培養基培養 20小時
以上，於培養液表面之玻璃瓶會有白色薄膜的菌團

形成，是菌體與菌體之間的自凝集反應（autoagglu-
tination, AA）。Albert等人(10)並證明41株EAggEC在
經組織培養和 DNA探針檢測無誤後，發現全部都有
細菌團形成；而61株非EAggEC則無此現象，表示
此法的特異性為 100﹪正確率。本研究前述之 8株
PCR正反應菌株（Table 1），其細菌團形成試驗結果
與吸附試驗之結果一致。

綜上所述，目前確認EAggEC菌株活性之方法
包括有細胞吸附試驗、血球凝集試驗和細菌團形成

試驗等；而其中以HeLa細胞吸附試驗最容易判斷、
準確性高，但實驗過程最為繁雜，並需以顯微鏡觀

察，成本高；血球凝集試驗之結果則不易判斷，但

實驗過程較為簡單，成本較為便宜；細菌團形成試

驗亦容易判斷，實驗過程只需在Mueller-Hinton培養
液培養20小時後觀察試管壁即可，成本低，但所費
時間較長。反觀PCR方法之優點為特異性高、靈敏
度高以及實驗過程快速，但在最近發展出的檢測

EAggEC之PCR方法而言，依本研究使用Schmidt等
人(20)發展之引子之實驗結果觀之；對EAggEC之判
定，會有無EAggEC活性誤判為EAggEC菌株之結
果發生。為了解 PCR為負反應之菌株中，有無具
EAggEC活性菌株的可能，本研究進一步將340株臨
床菌株中， PCR為負反應之菌株，隨機挑選 127
株，利用HeLa細胞吸附試驗與細菌團形成試驗方法
檢測，結果所有菌株皆為負反應（Table 2），此表示
PCR為負反應之菌株，不致有具EAggEC活性，可
排除錯誤負反應的可能性。此外，本研究結果亦顯

示在造成下痢患者的臨床檢體分離之大腸桿菌中，

其腸凝集性大腸桿菌所佔比例為 3/ 340，約為
0.88%，比例甚低。在巴西，曾有報告證實高達68%
的持續性下痢案例和EAggEC有關(25)；Gonzalez等
人(26)曾針對委內瑞拉國家之513位感染下痢嬰兒，
發現在下痢病人中有 26.9%為EAggEC感染所致。
Vila等人(27)研究西班牙兒童腹瀉中，顯示在 115位
腹瀉兒童中，受EAggEC感染者佔3.5%。因此，不
同地區之腹瀉病例中， EAggEC的發生率並不相
同。本研究之目的，為有鑑於近年來PCR技術的廣
泛應用，先利用文獻上發表 PCR之快速方法篩檢
EAggEC菌株，並根據早期分類EAggEC之其他活性
測定方法確定EAggEC活性；此外，亦比較EAggEC
活性測定方法之優缺點及下痢患者E. coli分離株中

EAggEC之出現率。建議在篩檢EAggEC菌株時，先
以PCR快速篩檢正反應之菌株，再配合細胞吸附方
法，應可以準確篩檢出EAggEC菌株；或另行設計
特異性高之PCR引子組，以準確區分不具EAggEC
活性之菌株。
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ABSTRACT

Enteroaggregative Escherichia coli (EAggEC) is one of the pathogenic E. coli strains which may cause diarrhoea. In vitro studies have
shown that EAggEC strains could establish a “stacked-brick” like adherence pattern on the surface of tissue culture cells and such a pat-
tern is termed as aggregative adherence (AA). The purpose of this study is to compare the methods of polymerase chain reaction (PCR),
HeLa cell adhesion, hemagglutination, and bacteria clumping tests for the specific detection of EAggEC suspected strains. This study iso-
lated 340 E. coli strains from clinical samples of diarrhea cases which were firstly screened with the PCR method for the presence of sus-
pected EaggEC strains. Strains of negative PCR results were also confirmed with HeLa cell adhesion and bacteria clumping tests for the
EAggEC activity. Results showed that of these 340 clinical isolates, only three are EAggEC strains. Thus, EAggEC strains accounted for
0.88% in total strains. Also, for the above described methods, the in vitro HeLa cells adhesion test gave the clearest results followed by the
bacteria clumping test. The hemagglutination tests might generate ambiguous results. 

Key words: Enteroaggregative E. coli, polymerase chain reaction, cell adhesion, bacteria clumping, hemagglutination
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