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  )مقالۀ پژوهشی( 

کلی جدا شده از  اشریشیا در سویه های  afaو pap ،fim ،sfaشناسایی ژنهای 

 چند گانهPCR کرمان به روش  در بیماران مبتلا به عفونت ادراری
 

 *2، کیومرث امینی 1مهدی زیدآبادی نژاد 

 

 چکیده
 مي انسان بدن در عفونت شايع عامل دومين ادراري دستگاه عفونت :زمینه و هدف

 عامل باكتري ترين شايع شياكليياشر ادراري دستگاه عفونت عوامل ميان در باشد.

 .باشد مي جنس دو هر در ادراري عفونت
 اشريشياكلينمونه ي ادراري جهت شناسايي  022در اين بررسي  :بررسیروش 

هاي بيوشيميايي استاندارد تشخيص داده آزمايشها بر اساس كشت داده شد. جدايه
 هاي هاي تأييد شده به منظور تعيين ژن استخراج شده از جدايه DNAشد و 

papEF ،fimH  ،afaBC وsfa/focDE  به روش Multiplex-PCR     
(Multiplex-polymerase chain reaction)  .مورد بررسي قرار گرفت  

هاي ادراري كشت داده از نمونه اشريشياكليدايه ي ج 112در مجموع، از  ها:یافته
درصد از  5/20هاي حدت نشان داد كه شده شناسايي گرديد. بررسي ژنوتيپي ژن

درصد  11/01با  papEFژن حدت را دارا بودند. ژن  2ها حداقل يکي از جدايه
و ژن  77/0و  52/2به ترتيب  fimHو   sfa/focDEبيشترين فراواني و ژن هاي 

afaBC (11/1 كمترين درصد ) .20/00جدايه )معادل  20درصد فراواني داشتند 
   بودند. afaBCو  papEFدرصد( واجد هر دو ژن 

  ييا   گسترده   يبهداشت   هايينگران   از ي،ادرار   دستگاه   يها عفونت گیری:نتیجه
 يجعلت تفاوت نتا    باشد.   يم     متفاوت ياييجغراف   مناطق   بر   منطبق   كه   شود   يم   محسوب 

 . باشد هانمونه يتفاوت مناطق جداساز يلبه دل توانديمطالعات م يربا سا
 

 .، عفونت مجاري ادراريبيماريزا هاي، ژناشريشياكلي :های کلیدیواژه
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 مقدمه

 مجرا اين التهابي پاسخ نوعي ادراري مجراي عفونت

 .باشد مي هاباكتري جمله از عفوني عوامل تهاجم به نسبت

 مجراي راه از هستند قادر مختلف هاي ميکروارگانيزم

 ها كليه سمت به مسيري طي با و شده مثانه وارد ادراري

 ادراري جرايم تحتاني هاي قسمت چهكنند. چنان حركت

 التهاب را عفونت شوند درگير مثانه و راه آب پيش مانند

 هنگام در درد و از سوزش بيمار و گويند)سيستيت(  مثانه

عضوي از  اشريشياكلي (.1برد)مي رنج ادرار خروج

 شدن كلونيزه توانايي كه خانواده انتروباكترياسيه مي باشد

 را وريجان و محيطي متعدد هاي گاه زيست در دوام و

 روده خارج زاي بيماري اشريشياكلي هاي سويه (.0دارد )

 اعصاب سيستم خون، مانند هايي محل در توانند مي اي

 بيماري سبب و شده كلونيزه ادراري سيستم و مركزي،

 عامل هاي سويه ترين شايعUPEC هاي  شوند. سويه

 I تيپ داراي ها سويه اين (.2هستند) انساندر  بيماري

 واژن مخاطي نسج به چسبيدن به ستند كه غالبأفيمبريه ه

چسبنده در سويه  عوامل. دارند تمايل ادراري مجاري و

 Iتيپ  Pپيلي ، Drخانواده ، Sپيلي  شامل UPEC هاي

 با ارتباط در تر بيشفيمبريه  Iهستند كه تيپ  فيمبريه

 بيان براياست.  حامل هاي سويه توسط سيستيت ايجاد

قرار   fimژنيدسته  در كه ژن 0 فيمبريه، حداقل I تيپ

 براي fimH اند كه داده نشان ، نياز است. مطالعاتدارند

است  لازم مثانه تليال اپي سلول داخل به باكتري جذب

(2). E.coli و گوارش انسان دستگاه نرمال فلور جزء 

 باكتري اين. (6و  5د )شو مي محسوب خونگرم حيوانات

 از سويه چندين شند،با مي ضرر بي معمولاٌ اگرچه ها

E.coli دست به را( ويرولانس ژنهاي) ژنتيکي عوامل 

 و انسان براي زايي بيماري خاصيت آنها به كه اند آورده

 چند ايجاد مسئول پاتوژنها اين (.1و  7بخشد ) مي حيوان

 اسهالي، و انتريک بيماريهاي مثل باليني عفونت نوع

هستند.  مننژيت و سپسيس ،ادرار دستگاه عفونتهاي

 و آنها به از كدام هر زايي براساس خصوصيات بيماري

به  E.coli زاي بيماري هاي سويه ميزبان، باليني علائم

 UPEC (.0شوند ) مي تقسيم پاتوتايپ يا گروه چندين

 در كشورهاي (UTI) ادراري عفونت دستگاه اوليه عامل

ترين  رايج UTI  .(12و  10، 11، 12است ) يافته توسعه

 ايالات در (.12شود )مي محسوب انسان عفوني يهايبيمار

 هزينه دلار ميليون 6/1هر ساله  (USA)آمريکا  متحده

شود  مي زده تخمين گردد. مي هاعفونت اين درمان صرف

 خود زندگي دوره طول در بالغ سالم زنان از  ٪ 22-52كه 

 بيماري (. اين15كنند) مي تجربه را UTIبار  يک حداقل

 اغلب با اما شود مي شروع مثانه عفونت با لاٌمعمو عفوني

 ممکن سرانجام و كند مي پيدا توسعه ها گرفتن كليه فرا

 راه هم خون به حتي و شود كليوي به نارسايي منجر است

 دار عفونت علائم ايجاد براي  UPECتوانايي (.12يابد )

 ويرولانسمي عامل نوع دو وجود دليل به ادراري دستگاه

يمبريه، ف -Sفيمبريه،  -I ،Pنوع  ها)فيمبريه نادهسي باشد:

F1C- فاكتور هموليزين، مانند يمبريه و ...( و توكسينف 

 داراي UPEC (.17و  16، 12تومور( ) نکروز دهنده

 به كه فيمبريه، يا پيلي نام به هستند اتصالي فاكتورهاي

 را عفونت موفقيت آميزي طور به تا دهد مي اجازه آنها

 هستند فيمبريالي ژنهاي آنتي ها ادهسين (.12كنند ) آغاز

متصل  موكوس روده به تا سازند مي قادر را باكتري كه

مي  UPEC در موجود معمول هاي ادهسين از (.11شود)

 F1Cفيمبريا،  S، 1نوع  فيمبريا ،فيمبريا Pتوان به 

 Drادهسين شامل كهDr  (10 )ادهسين خانواده وفيمبريا 

 اين(. 02برد ) نام باشد،مي  لفيمبريا هاي ادهسينو  

 afa ,foc ,sfa ,fimژنهاي توسط ترتيب، به ،هاهفيمبري

,pap  (. در 01)شوندمي كدUPEC ،1 نوع فيمبريا 

 خانواده اعضاي از تعدادي. است حدت عامل مهمترين

 به 1 نوع فيمبريه .كنند مي توليد را ژن اين انتروباكترياسه

 شودمي بيان E.coli هاي سويه ٪02از  بيش وسيله
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 جامعه، در ادراري عفونت شيوع به توجه با (.00)

 موقع به درمان و تشخيص غربالگري، انجام ضرورت

 دليل اين به باشد. مي برخوردار بالايي اهميت از بيماران

 جبران مشکلات عفونت، اين درمان در انگاري سهل با كه

. داد اهدخو رخ او خانواده و بيمار براي آينده در ناپذيري

، papشناسايي ژنهاي  هدف با حاضر تحقيق بنابراين

fim ،sfa وafa  جدا شده از بيماران مبتلا  اشريشياكلي

چند PCR استان كرمان به روش در به عفونت ادراري 

 گانه صورت پذيرفته است.

 

  بررسی روش
( cross-sectionalمقطعی ) -این مطالعه توصیفی

نمونه  022تعداد  1949از اردیبهشت لغایت مهر سال 

تصادفی از افراد مبتلا به عفونت  "ادراری به صورت کاملا

بیمارستان باهنر و سیدالشهدا کرمان در دستگاه ادراری از 

آوری  جمعظروف مخصوص جمع آوری ادرار و استریل 

یا بیشتر از باکتری به عنوان  124گردید. نمونه های دارای 

نمونه ها بر روی محیط  عفونت ادراری در نظر گرفته شد.

ائوزین متیلن بلو آگار)مرک، آلمان( کشت داده و به 

آزمایشگاه میکروب شناسی دانشگاه آزاد اسلامی واحد 

ها با استفاده از تست های ساوه منتقل شدند. تمامی نمونه

استاندارد بیوشیمیایی و میکروبیولوژیکی نظیر اکسیداز، 

، اوره آز، TSIش احیای نیترات، سیمون سیترات، واکن

و لیزین دکربوکسیلاز )مرک،  MR/VPاندول، حرکت، 

آلمان( تعیین هویت شدند. جدایه های تعیین هویت شده 

()مرک، آلمان( BHIمغز آگار)-در محیط عصاره قلب

درجه سلسیوس -12% گلیسرول کشت و در 14حاوی 

نگهداری شدند تا در مراحل بعدی کار مورد استفاده قرار 

 (.09-09) گیرند

  DNAاستخراج 

ژنومی  DNAابتدا  هدف؛به منظور تکثیر ژنهای 

 CinnaPure-DNAسویه ها با استفاده از کیت )

(Cell culture, Tissues, Gram negative 

Bacteria and CSF  سیناکلون، ایران( استخراج(

استخراج شده  DNAگردید. جهت تایید درجه خلوص 

( استفاده گردید. Bio-Rad, USAاز دستگاه بیوفتومتر)

در استفاده از آغازگرهای موجود توالی الیگونوکلئوتیدی 

 BLAST(. پس از 11()1)جدول استفاده شد جدول یک

، واکنش NCBIآغازگرهای انتخاب شده در سایت 

Multiplex-PCR  میکرولیتر شامل  04به حجم نهایی

)سیناکلون،  PCR master mix 5Xمیکرولیتر  4/4

 Taq DNA polymerase (0.05ایران( حاوی

U/µl) ،MgCl2 (3 mM و )dNTPs (0.4mM) ،1 

 8/2میکرولیتر از هر یک از پرایمرها به غلظت 

نانو گرم( و  12الگو ) DNAمیکرولیتر از  1میکرومولار، 

میکرولیتر آب دوبار تقطیر استریل با استفاده از  4/12

ل سیک 99گرادیانت ترموسایکلر)اپندورف، آلمان( برای 

به صورت زیر انجام گرفت؛ مرحله واسرشتگی در دمای 

ثانیه، مرحله اتصال  02درجه سلسیوس به مدت  44

ثانیه و  02درجه سلسیوس به مدت  44پرایمرها در 

 44درجه سلسیوس به مدت  10مرحله طویل سازی در 

در ژل  M-PCRثانیه. در پایان، محصولات واکنش 

( در µg/ml 0.5% حاوی اتیدیوم بروماید )1آگارز 

 ATCC 04409 اشریشیاکلیمقایسه با سویه استاندار 

 (.11) الکتروفورز گردید
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 (71) توالی الیگونوکلیوتئیدی استفاده شده در این تحقیق به عنوان پرایمر :1جدول 

 پرایمر (5→ʹ2ʹتوالي پرايمر ) (bp)اندازه محصول

226 1:GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGC G Pap 

2: ATA TCC TTT CTG CAG GGA TGC 

AATA 

212 1:CTCCG GAGAACTGGGTGCATCTTAC Sfa 
2:CGG AGGAGT AA TTA CA AACCTGGCA 

752 1:GCTGGGCAGCAAACTGATAACTCTC afa 
2:CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG 

222 1: GTT GTT CTG TCG GCT CTG TC Fim 
2: TAA ATG TCG CAC CAT CCA G 

 

 

 یافته ها
ی اخذ شده از بیماران مبتلا به عفونت نمونه 022از 

جداسازی و مورد تأیید  اشریشیاکلی 112مجاری ادراری، 

جدایه  09نتایج آنالیز مولکولی نشان داد که . ندقرار گرفت

( دارای ژن %49/9جدایه ) pap ،4( دارای ژن 81/01%)

sfa ،9 ( دارای ژن %11/0جدایه نیز )fimH  جدایه  1و

( %24/04جدایه ) 90بودند.   afa( دارای ژن های81/1%)

 1در شکل بودند.  afaBCو  papEFواجد هر دو ژن 

  نتایج آنالیز مولکولی نشان داده شده است.

 

 
، 91، شاهد مثبت، شاهد منفی، چاهک bp 55به ترتیب از چپ به راست: نشانگر  (Multiplex-PCR)نتیجه آزمایش  :7شکل 

 papجدایه های مثبت از نظر وچود ژن  71و  73، 77، چاهک های safو  papای مثبت از نظر وچود ژن های جدایه ه 75و  91

 می باشد.
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 بحث

عفونت مجاری ادراری یکی از شایعترین بیماری 

ترین عامل های با منشاء باکتریال در انسان می باشد. شایع

جود بوده، که با و   E.coliاتیولوژیک این بیماری باکتری 

های مختلف دخالت کننده در ایجاد ها و توکسینآنتی ژن

های عفونت، مهمترین عامل ویرولانس در سویه

در  (.00باشد )می Pفیمبریه  شیاکلییاشریوروپاتوژنیک 

 اشریشیاکلیهای بیماری زای بین عوامل حدت در جدایه

ها از اهمیت ویژه ای های ادراری، فیمبریهاز موارد عفونت

عنوان یکی از فیمبریه های به  Pدارند. فیمبریه برخور

مقاوم به مانوز است که بیشترین نقش را در ایجاد عفونت 

در مطالعه حاضر،  (.01-08های ادراری داشته است)

های حدت به ترین ژنبه عنوان یکی از مهم Pفیمبریه 

درصد شناسایی گردید. با توجه به اینکه  81/01میزان 

ترین عوامل به عنوان یکی از مهم حضور این فیمبریه

ی ادراری انسان محسوب خطر در بروز عفونت بالا رونده

های زیادی در کشورهای مختلف در گردد، گزارشمی

 Sدر بررسی حاضر فیمبریه  (.04این زمینه وجود دارد )

به عنوان یکی از عوامل آدهزینی مورد بررسی قرار گرفت 

گردید. فراوانی ژن  درصد گزارش 49/9و فراوانی آن 

afa  درصد شناسایی شد. بر  81/1در مطالعه حاضر

درصد از جدایه ها واجد  0/90اساس نتایج این تحقیق 

ژن های حدت بودند. فرشاد و همکاران گزارش کردند 

درصد  pap 0/92های فیمبریه که در جهرم فراوانی ژن

 sfa (14/18است و شیوع بیشتری نسبت به فیمبریه 

در مطالعه دیگری که در شهر  (.92دارد)درصد( 

و همکاران انجام شد،  Tibaسائوپائولو برزیل توسط 

 sfaD/EدرصدpapE/F (1/90  ،)های فراوانی ژن

درصد( برآورده شده  0/0) afaB/Cدرصد( و  8/01)

های بررسی شده در مطالعه حاضر، فراوانی ژن (.91است)

نشان همکاران و  Arisoyهمخوانی بیشتری با یافته های 

های ادراری رسد ابتلا به عفونت(. به نظر می90)می دهد 

بود، در  اشریشیاکلیی آن ایجاد کنندهبیمارستانی که عامل 

جنس مؤنث با طول دوره ی بستری و مدت زمان استفاده 

 (.19از سوند اداری مرتبط است )

Blanco  و همکاران در پژوهشی که در ارتباط با

به  اشریشیاکلیحدت یوروپاتوژنیک  جداسازی ژن های

وسیله آزمایش زنجیره ای پلیمراز با استفاده از روش های 

بالاترین درصد را در  papو  sfa ،afaفنوتیپ ژن های 

عربی و همکاران  (.99عفونت های ادراری نشان دادند )

در پژوهشی بر روی ژنوتیپ فیمبریه مشترک در عفونت 

 اشریشیاکلیویه باکتری س 999از  اشریشیاکلیادراری 

 afaو  sfa ،papهای فیمبریه ایزوله شده، توزیع ژن

ادراری بعد از بیشترین فراوانی را در تولید عفونت 

 921درصد ) 1/81داشتند که به ترتیب  PCRآزمایش 

 41درصد ) 0/10مورد( و  119درصد) 4/09مورد(، 

 به طور کلی می توان نتیجه گرفت (.99مورد( می باشند )

که بر طبق مطالعات انجام شده و مقایسه آن با نتایج این 

در جدایه ها بیشترین درصد را  papپژوهش، میزان ژن 

 و fimHی فیمبریه به خود اختصاص داده اند و ژن ها

sfa .مطالعه  سپس در رتبه های بعدی قرار گرفته اند

 فراوانی روی توزیع 42توسط ناظمی و همکاران در سال 

 بیماران از جداشده E.coliدر  فیمبریه نندهک کد ژنهای

ادراری صورت گرفت. میزان  عفونت دستگاه به مبتلا

  foc, (11٪ ،)afa, (12٪ ،)papشیوع ژن های فیمبریه 

 ( تعیین گردید. نتایج91٪) ,fim  (49٪ ،)sfa (  و94٪)

 ژنهای شایعترینfim و   papژن که داد نشان مطالعه این

 عفونت از شده جدا اشریشیاکلی رفیمیریه د کننده کد

باشد که با این پژوهش که ژن  می تهران شهر در ادراری

papEF  بیشترین درصد فراوانی را به خود اختصاص داد

و  papدر بیشتر مطالعات، ژن های . (94) هم خوانی دارد

sfa باشند و مقایسه مطالعات پیشین دارای ترکیب ژنی می

که بیشترین عفونت ادراری در  ی اخیر نشان داد با مطالعه

زنان وجود دارد و بیشترین فراوانی مربوط به ژن های 

pap  وsfa باشد. مؤثرترین ژن در ایجاد عفونت می
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باشد. با توجه به این که حدود یک می papادراری ژن 

سوم از جدایه ها در این بررسی دارای ژن های فیمبریه 

و سپس  papفراوانی مربوط به ژن ای بودند و بیشترین 

sfa ی می باشد، نیاز به مطالعات بیشتری در زمینه

ای در عفونت های ادراری انسان های فیمبریهشناسایی ژن

ضروری به نظر می رسد، دو سوم از جدایه ها بدون اینکه 

  دارای ژن فیمبریه ای باشند قابلیت ایجاد بیماری را دارند.

 

 گیرینتیجه

 بهداشتی هاینگرانی از ادراری، دستگاه ایهعفونت

 مناطق بر منطبق که شودمی محسوب ییگسترده

 دستگاه باکتریایی هایعفونت .باشدمی جغرافیایی متفاوت

 درمان برابر در مقاوم های گونه ی توسعه با همراه ادراری

با  .شوند می یافت سنی گروه های تمام در بیوتیکی آنتی

های مجاری ادراری و ی عفونتتوجه به شیوع بالا

ها، بررسی افزایش بروز پدیده مقاومت در این ایزوله

ای و مداوم میزان مقاومت و مکانیسم ایجاد مقاومت دوره

ترین گزینه درمانی تواند در انتخاب مناسبدر باکتریها می

 موثر باشد. 
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Abstract 
Background and Objective: Urinary tract infection is the 

second most common infection in the human body. Among the 

causes of urinary tract infections, E. coli is one of the most 

common urinary tract pathogens in both genders. 

Subjects and Methods: In this study, 200 urine samples to 

detect E. coli were cultured. Isolates were identified by standard 

biochemical tests and DNA extracted from isolates confirmed to 

determine the genes papEF, fimH, afaBC and sfa/focDE by 

Multiplex-PCR (Multiplex-polymerase chain reaction) method. 

Results: In total, 110 E. coli strains from urine samples cultured 

were identified. The genotype virulence genes showed that 42.5 

% of the isolates at least one of the four acuity type gene. 

PapEF gene with 21.81 % was the most frequent gene. While 

sfa and focDE genes had 4.54 and 2.77 % frequencies 

respectively. Thirty two samples (29.09%) had both fimH and 

afaBC genes. 

Conclusion: Urinary tract infections are considered as a 

widespread health concern that is consistent with different 

geographic regions. The reason for the difference in results with 

other studies can be due to the difference in sample isolation 

regions. 

 

Keywords: Eschreshia coli, Virulence genes, Urinary tract 

infection. 
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