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 )مقالۀ پژوهشی(

 اشریشیاكلیپاتووارهای زای های اسهالهای عامل پاتوژنیسیته در گونهشناسایی ژن

 Multiplex PCRهای بالینی به روش نمونه شده ازجدا
 

 *2، کیومرث امینی1فائزه جلالوند

 

 چکیده
شده و اي اي و خارج رودههاي رودهموجب انواع بیماري اشریشیاکلی زمینه و هدف:

. هدف از این باشدمیترین عامل اسهال کودکان در کشورهاي در حال توسعه مهم
-شده از نمونهمولد اسهال جدا اشریشیاکلیمطالعه، تعیین هویت مولكولی پاتووارهاي 

 باشد.می Multiplex PCRهاي بالینی به روش 
-از بیمارستانمدفوع اسهالی  ۀنمون 051توصیفی، تعداد  ۀدر این مطالعروش بررسی: 

 ,TSI, SIM)هاي بیوشیمیاییآزمونبا انجام آوري و جمعهاي غرب شهر تهران 

MR&VP) ،  هايشناسایی گردید. جهت شناسایی ژن اشریشیاکلینمونه  55تعداد 
افزار نرم 01 ۀنسخهاي آماري با داده اي استفاده شد.چندگانه PCRاز آزمون اتووار پ

SPSS مورد تجزیه و تحلیل  یسوال-کروسكال آماري توصیفی و با استفاده از آزمون
 قرار گرفت.

هاي مورد مطالعه در یید ژنأبالینی جهت شناسایی و ت ۀنمون 55از مجموع ها: یافته
ها شناسایی نگردید. بیشترین توزیع فراوانی یک از نمونهدر هیچ  stx1این تحقیق، ژن
به میزان  IPaHو کمترین فراوانی مربوط به ژن  درصد 27/07با  stx2مربوط به ژن 

 گزارش شده است. درصد 10/0
شده در این مطالعه يهانسبت به سایر ژن stx2بیشتر ژن  توزیع فراوانی گیری:نتیجه

با  دانست. اشریشیاکلیاصلی در ایجاد اسهال ناشی از  عنوان عاملبهتوان را میتحقیق 
ترین مدت زمان با ویژگی و حساسیت توان در کوتاهمی     Multiplex PCRروش

وجود آوردن موقع از بهو به زا پی برد و با درمان مناسبهاي بیماريبالا به حضور ژن
 .عمل آوردبه هاي انسانی جلوگیريها در جمعیتهاي مقاوم و انتقال این ژنسویه

 
  .ايچندگانه PCR زا،اسهال اشریشیاکلیکلید واژگان: 
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 مقدمه

ترین عوامل مرگ و هاي اسهالی یكی از مهمعفونت

-در کشورهاي در حال توسعه میویژه به ،میر در کودکان

اسهال جان  دو میلیون نفر در اثر حدودهر ساله  و باشد

مل باکتریایی، ادهند. از جمله عوخود را از دست می

 .زاستاسهال اشریشیاکلی

(Diarrheagenic Escherichia coli )

(DEC)  ل اتیولوژیک اسهال کودکان و ترین عاممهم

جدي در بهداشت عمومی  ۀلأیک مس ۀدهندنشان

 باکتري. این (0)باشدمی       کشورهاي در حال توسعه 

-هايزینهاز جمله آد داراي فاکتورهاي حدت مهمی

ها، کپسول و ها، سایتوتوکسینآنتروتوکسین اي،فیمبریه

هاي مختلفی رمزدهی است که توسط ژنساکارید لیپوپلی

تولید سموم  ۀواسطهب ارگانیسماین  .(4-7) شوندمی

و مقاوم به حرارت  (LT)اي حساس به حرارت روده

(ST) ین دو سم یا هر دو را تولید ممكن است یكی از ا

رمزدهی  eltBو  eltAهاي توسط ژن LTسم  د.نمای

 – ADPشده و جزء سموم داخلی سلولی و ترکیبات 

. این سم از طریق (6 ،5) باشدریبوزیل ترانسفراز می

 و به فضاي خارجی باکتري ترشح IIسیستم ترشحی نوع 

از لحاظ ساختاري و عملكردي مشابه سم باکتري وبا بوده 

بندي دسته LT-IIو  LT-1دو نوع  بهو از لحاظ پادگنی 

شود. این سموم آنزیم آدنیلات سیكلاز را ریبوزیله و می

ها از یاخته منجر به ترشح یون ،نهایتدر فعال نموده و 

 STسم  .(1، 2) شوندمیزبان به فضاي خالی روده می

آنزیم گووانیلات  از رمزدهی شده و نوعی staتوسط ژن 

بندي دسته  Stbو  Staبه دو نوع  کهباشد سیكلاز می

شده که هر دو از لحاظ ساختاري و عملكردي با هم 

 Stbزایی انسان و سم در بیماري Staتفاوت دارند. سم 

 Staآنزیم حیوانات اهمیت دارد.  در ایجاد بیماري در

گووانیلات سیكلاز یاخته میزبان را فعال نموده و منجر به 

که در حالی ؛شودبه فضاي داخلی روده می هاترشح یون

Stb  باعث آزاد شدن سروتونین و پروستاگلاندینE2  از

هاي کلسیم در یاخته میزبان و افزایش مقادیر یون

ها به ترشح یون منجر به ،که در نهایتسیتوپلاسم شده 

 .(1-2) گرددمیفضاي داخلی روده و ایجاد اسهال 

جایگاه  یتوانایی تولید سم شیگا و دارا EHECپاتوتیپ 

سموم  تولید که منجر بهبوده  LEEژنی 

(Stx,Hemolysin) در  اسهال در  ایران .(01) شودمی

 6/0که در سال  بودهداراي شیوع متفاوتی  مناطق مختلف

به  7112شود که این رقم در سال میلیون گزارش می

شناسایی انواع مختلف  .(06) کاهش یافت نفر 20111

DEC هاي بیوشیمیایی، سروتایپینگ، شامل واکنش

هاي فتوتیپی براساس خصوصیات ویرولانس و سنجش

 ،باشد. از این میانهاي تشخیص مولكولی میروش

غالباً  PCRزایی اختصاصی با هاي بیماريتشخیص ژن

زیرا این روش نتایج سریع و  ،گیردمورد استفاده قرار می

 یفراوان یلدلبه .(6، 5) دهدمطمئن با حساسیت بالا می

 هايیماريب یوعو ش یاسهال يهادر نمونه یکلیشیااشر

در کودکان، نورادان و افراد با  یژهوهب یتگاستروانتر

پاتوژن  ینترشده، دانستن فراوانسرکوب یمنیا یستمس

و کنترل  یشگیريراه مقابله با آن و پ یماري،عامل مولد ب

 ینینو يهابهتواند جنیمطالعه م ینباشد. لذا ایم يضرور

هدف از این  .یدنما یاهما م يخصوص برا ینرا در ا

 اشریشیاکلیمطالعه، تعیین هویت مولكولی پاتووارهاي 

  LT ،ST ،IPaH ،stx1هاي ژنو شناسایی مولد اسهال 

 Multiplex PCRبالینی به روش هاي در نمونه stx2 و

 .بوده است

 

 روش بررسی

 مطالعات اساس توصیفی، بر -مقطعی ۀمطالع این در

 فرمول از استفاده بادرصد  15 اطمینان سطح و قبلی

n=z2P(1-P)/d2 051تعداد  ،15/1قبول  قابل خطاي و 

هاي طی ماه ،غرب تهران هاينمونه اسهالی از بیمارستان

کشت  و سپس جهتآوري جمع 0212رداد تا شهریور خ

آگار و کروم  EMBکانكی آگار، هاي مکبر روي محیط

-سانتی ۀدرج 22 دماي در و انتقال داده شد  E.coliآگار
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. بعد از ساعت انكوباسیون گردید 74مدت گراد به

ییدي تأهاي آزمون ،E.coliشناسایی حضور باکتري 

 IMViC ،TSI ((Tripleهاي شامل: تست بیوشیمیایی

Sugar Iron Agar  .جهت تشخیص نهایی انجام شد

شناسایی و  اشریشیاکلینمونه باکتري  55تعداد  ،در نهایت

هاي از کیت باکتري DNAیید گردید. براي استخراج أت

-Cinna Pure DNA KITگرم منفی سیناژن )

PR881613آزمون  ۀ( استفاده گردید. برنام

Multiplex-PCRۀدرج 15دناتوراسیون اولیه  ۀ: مرحل 

 15دناتوراسیون  ۀدقیقه، مرحل 01مدت گراد بهسانتی

 ۀدرج 51اتصال  ۀانیه، مرحلث 41مدت گراد بهسانتی ۀدرج

-سانتی ۀدرج 27بسط  ۀدقیقه، مرحل 0مدت د بهگراسانتی

بسط  ۀسیكل(، مرحل 41دقیقه )تعداد  7ت مدگراد به

باشد. دقیقه می 01مدت گراد بهسانتی ۀدرج 27نهایی 

ذکر  0پرایمرهاي مورد استفاده در این آزمون در جدول 

شده جهت انجام هاي استفاده. مخلوط(00) شده است

 05/06باشد: آب مقطر به این شرح می M-PCRآزمون 

 7به میزان  1X.PCR Bufferمیكرولیتر، 

 dNTP) میكرولیتر، 2/1به میزان   MgCl2میكرولیتر،

mix (5Mm  میكرولیتر، پرایمرهاي مورد  2/1به میزان

 Taqمیكرولیتر، آنزیم 6/1کدام  استفاده هر

Polymerase   میكرولیتر، نمونه  75/1به میزانDNA 

 میكرولیتر تهیه گردید. 75میكرولیتر در حجم نهایی  4

 TECHNEدر دستگاه  Multiplex-PCRآزمون 

ها بر روي ژل صول نمونهانجام شد. جهت بررسی مح

آمیزي در و بعد از رنگ انتقال داده شددرصد  0آگارز 

 رفت. مورد بررسی قرار گ BIORADدستگاه ژل داک 

 

 هایافته
 ۀنمون 55دست آمده از مجموع با توجه به نتایج به

هاي مورد مطالعه در این یید ژنأبالینی جهت شناسایی و ت

ها شناسایی یک از نمونهدر هیچ  stx1هايتحقیق، ژن

با  stx2بیشترین توزیع فراوانی مربوط به ژن  .نگردید

بوده و کمترین فراوانی مربوط به ژن درصد  27/07

IPaH  همچنین  گزارش شده است. درصد 10/0به میزان

ژن  ها، دونمونه از مجموع نمونه 5در این مطالعه در 

stx2  وST نمونه نیز ژن 4و در  ردیابیمان زطور همبه-

گردید.  شناساییطور همزمان به IpaHو  stx2 ،STهاي 

طور همزمان بهstx2 و LTهاي نمونه نیز ژن 4در 

به تنهایی  LTتنها در یک نمونه ژن  .شناسایی شدند

 شناسایی گردید.

 
 شخصات پرایمرهای مورد استفاده: م9جدول 

 پرایمر (to 3 5)توالی پرایمر ژن هدف (bp)طول باند 

451 LT  GGCGACAGATTATACCGTGC 

CGGTCTCTATATTCCCTGTT 
LTf 
LTr 

011 ST  ATTTTTMTTTCTGTATTRTCTT 

CACCCGGTACARGCAGGATT 
STf 

STr 
611 ipaH GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTC 

GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC 
IpaH1 

IpaH2 
011 Stx1 ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC 

AGAACGCCCACTGAGATCATC 
Stx1f 

Stx1r 
755 Stx2 GGCACTGTCTGAAACTGCTCC 

TCGCCAGTTATCTGACATTCTG 
Stx2f 

Stx2r 
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 Multiplex-PCRهای مورد مطالعه با روش توزیع فراوانی ژن :9نمودار 

 

 
 

 ST (912حاوی ژن  92شماره  ۀ(، کنترل مثبت، کنترل منفی، نمون bp 02) از چپ: مارکر بر روی ژل M-PCRنتایج  :9 شکل

bp و )stx2 (000 bpنمون ،)دارای ژن  2 شماره ۀstx2 (000 bp و ژن )IpaH  (222 bp) دباشمی. 

 

  بحث
در این مطالعه  Stx2با توجه به فراوانی بیشتر ژن 

عنوان عامل اصلی توان آن را بهها، مینسبت به سایر ژن

هاي بیماريدانست.  اشریشیاکلیدر ایجاد اسهال ناشی از 

خونی،  شامل اسهال اشریشیاکلیشده توسط باکتري ایجاد

کولیت هموراژیک، ترمبوتیک ترومبوسیتوپنی اسهال، 

پورپورآ، سندرم اورمی همولتیک و در موارد شدید مرگ 

زا و مرگ و میر در باشد. اسهال یكی از عوامل بیماريمی

 شودسال در جهان سوم محسوب می 5میان کودکان زیر 

در اسپانیا از  7112در سال ( Balancoبالانكو )  (.7)

 Stx1هاي منظور بررسی ژنبه Multiplex PCRروش 

 د کهکرنمود و گزارش استفاده  hlyAو  Stx2، eaeAو 

 55شناسایی شده در  STECسویه  214از مجموع 

 71و در  eaeدرصد  6، در Stx2و  Stx1درصد ژن 

 Stx1مشاهده گردید. فراوانی بالاي ژن  hlyAدرصد ژن 

که در صورتی. (07) استبوده در این مطالعه قابل توجه 

فوق با نتایج تحقیق حاضر از نظر توزیع  نتایج مطالعۀ

هاي مورد مطالعه کاملاً متفاوت بوده و فراوانی ژن

در باشد. می Stx2بیشترین میزان فراوانی متعلق به ژن 

7/27 % 

3/63 % 

1/8 % 

0% 

12/72 % 

0

1

2

3

4

5

6

7

8

LT ST IPaH stx1  stx2

 تعداد
 سویه
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 ، تعداد7112در سال   و همكاران  (Byrneبیرنه ) تحقیق

و  hlyو  eaeA،  Stx1هاي داراي ژنهمزمان سویه  00

سویه  2و  hlyو  Stx2 ،  eaeAهاي ژنواجد سویه  5

 .(02)اند بوده  eaeAو  Stx1، Stx2هاي ژنداراي هم 

، از 7112و همكاران در تانزانیا در سال ( Moyoمویو )

هاي منظور شناسایی پاتوتیپبه M-PCRروش 

EAEC ،EPEC ،ETEC ،EIEC  وEHEC  استفاده

 EAECعنوان پاتوتیپ بهها از سویهدرصد  6/04کردند. 

شدند.  شناسایی EPECعنوان پاتوتیپ به درصد 6/4 و

شناسایی  ETECعنوان پاتوتیپ ها بهاز سویه درصد 6/2

 هاي مربوط بهبودند، و ژن Stlbیا  Stlaحامل ژن  که

(Stx1,Stx2) EHEC  وEIEC ها کدام از نمونهدر هیچ

عنوان تیپیک به EPECتیپیک و  EAECمشاهده نشد. 

ترین عامل اسهال خونی در کودکان تانزانیا شناسایی شایع

با  7107و همكاران در سال ( Shettyشتی ). (6)گردید 

زا  اسهال اشریشیاکلی هايپاتوتیپبررسی میزان فراوانی 

مربوط  DECبه این نتیجه رسیدند که بیشترین فراوانی 

 ،EAECدرصد فراوانی و  4/01آتیپیكال با  EPEC به

STEC  سلطان دلال و (. 02) بوددرصد فراوانی  4/2با

-Mدر ایران، با استفاده از روش  7101همكاران در سال 

PCR هاي منظور شناسایی سویهبهSTEC ،EPEC ،

EIEC در کودکان مبتلا به اسهال خونی، EPEC  را در

 را در EIECو  درصد 75را در  STECدرصد،  6/55

 محمدي .(02) جداسازي نمودندها از نمونه درصد 4/01

 PCRبا روش  ، در کرمانشاه7102و همكاران در سال 

هاي ژن ،در شیر خام EPECشناسایی پاتوتیپ  جهت

eaeA  و سپسStx1, Stx2 گذاري نموده و به را هدف

-واجد ژن (درصد 75/1نمونه ) 02 این نتیجه رسیدند که

که با رسد نظر میبه .(04) بودند Stx2 + eaeA هاي 

نتایج آن با  ها و مقایسۀتوجه به نتایج عبیري و توزیع ژن

ند در انتقال توامواد غذایی می ،تحقیقات حاضر

کودکان نقش مهمی در وص خصزا بهاسهال اشریشیاکلی

طی نیز  0211کارگر و همكاران در سال د. ایفا نمایرا 

،  hlyو  Stx1  ،Stx2  ،eaeAهاي اي بر روي ژنمطالعه

 0و  eaeAو  Stx1هاي سویه داراي مخلوطی از ژن 2

و  eaeAو  Stx2و  Stx1هاي سویه داراي مخلوطی از ژن

ما که بر  ۀدر مطالع(. 05) بود hlyسویه نیز داراي ژن  0

هاي مبتلا به اسهال انجام گرفت، میزان روي نمونه

وهش فقط ژژن بررسی گردید. در نتایج پ 5جداسازي هر 

که توسط  stx2ژن شناسایی شد. ژن  5نمونه این  04در 

شود بیشترین فراوانی به تولید می STECاشریشیاکلی 

مشاهده شد. فراوانی بالاتر این ژن  درصد 27/07میزان 

ما با سایر مطالعات  ۀمطالع هاي موردنسبت به سایر ژن

 ۀمنطقکه تفاوت  استید این نكته ؤخوانی داشته و مهم

باشد. البته توزیع جغرافیایی در توزیع ژن کمتر دخیل می

شده در این تحقیق نسبت به سایر هاي مطالعهفراوانی ژن

باشد. تر میمطالعات کشورهاي آمریكایی و اروپایی پایین

مهم باشد که  ۀاین نكت ۀتواند دربرگیرندمی دلیل این امر

توزیع  انجام مطالعات پیوسته و هدفدار این کشورها در

باشد. در میگذار ثیرأوانی و اعلام ارقام صحیح آماري تفرا

دي براي شناسایی که در ایران، مطالعات زیاصورتی

 M-PCRبا استفاده از  E.coliهاي  مولكولی پاتوتیپ

تواند دلیلی بر وجود صورت نگرفته است که این خود می

 اختلاف بین نتایج باشد. 

 

 گیرینتیجه

-جغرافیایی و زمان نمونه مناطقرسد که نظر میبه

ثیرگذار بر روي میزان أاز عوامل ت از بیماران یكی برداري

 اشریشیاکلیهاي حدت باکتري شناسایی ژنجداسازي و 

 تواندهاي هدف میعنوان ژنبه و پاتووار عامل اسهال

بیشتر در این مورد بر روند  بررسی و مطالعۀ باشد. مطرح

 باشد.ثر میهاي کنترلی مؤبرنامهیري و اجراي پیشگ
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Abstract 
Background and Objectives: Escherichia coli causes intestinal 

and extra intestinal diseases and is a major cause of diarrhea in 

children in developing countries. The aim of this study was to 

determine the molecular identity of pathogenic E.coli isolated 

from clinical samples by the Multiplex PCR. 

Subjects and Methods: In this cross-sectional study 150 stool 

samples collected from hospitals in West Tehran and 

biochemical tests (TSI, SIM, MR&VP) were used to identify    

E. coli species. Identification of genes pathovar diarrheal was 

carried out by use of multiplex PCR assay. Statistical data was 

performed with SPSS version 19, using (kruskal–Wallis one-

way analysis of variance)  descriptive statistical analysis  .  

Results: A total of 55 of isolated clinical samples were identify 

as E. coli.  Gene stx1 was not identified in any of the samples. 

Among the identified genes, the highest frequency of 

responsible gene was stx2 with 12.72% and the lowest was for 

IPaH gene with 1.81%. 

Conclusion: Frequency more Stx2 than other genes gene studied 

in this research can be seen as a major factor  in causing diarrhea 

caused by E. coli  .   Multiplex PCR method can be in the shortest 

period of time  with high specificity and sensitivity to the 

presence of disease-causing genes discovered and be  prevented 

With appropriate and timely treatment of the creation of 

resistant strains and  transmission of these genes in the human 

population.  
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