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 چکیده 
زای عفونی کودکان و عامل اسهال پایدار و مزمن ترین عوامل بیماریانتروپاتوژنیک اشرشیا کلای به عنوان یکی از مهمسابقه و هدف: 

کند. ژنی که برای شناسایی این است که در کودکان ایجاد اسهال می در جهان است. این ارگانیسم دارای سروتایپ های مشخصی
شود های بالینی ایران برای تشخیص این پاتوتایپ از روش سروتایپینگ استفاده مینام دارد. در آزمایشگاه eaeشود باکتری استفاده می

روش سروگروپینگ و روش  لعه با هدف مقایسهشود. این مطاولی نشان داده شده است که می تواند منجر به نتایج مثبت کاذب 
 ای.کلای انجام شد.   EPECمولکولی برای شناسایی پاتوتایپ 

نمونه کودکان مبتلا به اسهال جمع آوری شده بود بررسی  1387ایزوله ای. کلای که از تعداد  885در این مطالعه تعداد  :کار روش 
ژنیک ای. های سرولوژی بررسی شدند و شناسایی مولکولی انتروپاتوتوسط آزمون  EPECیهااز لحاظ وجود سروگروهها شد. نمونه

 های اختصاصی آن انجام شد.و پرایمر PCRبه وسیله  eaeکلای با استفاده از تشخیص ژن 

و به عنوان گونه مثبت شدند  O( توسط یکی از آنتی سرم های گروه %95/3ایزوله )  35ایزوله ای.کلای تعداد  885از میان ها: یافته
این در حالی است که با استفاده  بودند و eae( حاوی ژن %13/1مورد ) 10در نظر گرفته شدند از این تعداد، تنها  EPECمشکوک به 

حساسیت  نامیده شدند. با توجه به این اطلاعات، EPECبودند و  eaeای. کلای حاوی ژن  885( از %68/7ایزوله ) PCR 68از روش 
 بدست آمد. %9/96و  %7/14رای روش سروتایپ به ترتیب بو ویژگی 

در آزمایشگاه ها به طور روتین استفاده می شود دارای نتایج مثبت و منفی  EPECروش سروتایپینگ که برای تشخیص  گیری:نتیجه
 کاذب فراوانی است و باید ترتیبی اتخاذ شود تا روش های مولکولی مورد اعتماد جایگزین این روش شود.

 PCRواژگان کلیدی: انتروپاتوژنیک اشرشیا کلای، سروگروپینگ، 
 

 مقدمه

 

های اسهالی یکی از عوامل جهانی منجر به مرگ و میر است که بیماری

شود و بیشترین علت مرگ و سالانه باعث مرگ دو ملیون نفر در جهان می

اگر چه خیلی از   .(1)میر در میان کودکان در کشور های جهان سوم است

توانند اسهال مداوم ایجاد کنند، ژیاردیا، ها میها و انگلها، باکتریویروس

از ای. کلای و انتروپاتوژنیک  ای. کلایکریپتوسپوریوم، انترواگریگیتیو 

 .(2)مهمترین علل ایجاد اسهال هستند

ساکن روده انسان است و به عنوان فلور نرمال و بدون  اشرشیا کلای

شود، اما میتواند عامل اسهال شدید به خصوص در ضررمحسوب می

های ویرولانسشان به ها بر اساس ویژگی . ای. کلایکودکان باشد

اینویسیو انترو , (ETEC)ای. کلایهایی شامل انتروتوکسیژنیک پاتوتایپ

، (EAggEC)ای. کلای، انترواگریگیتیو (EIEC) ای.کلای

و  (EPEC)ای. کلای ، انتروپاتوژنیک (EHEC)ای.کلایانتروهموراژیک 

diffusely adherent E. coli (DAEC) (3)می باشند قابل تقسیم. 

EPEC کند و عامل اسهال در کودکان است که توکسین تولید نمی

 هایلژیون. بیماری زایی اولیه آن به علت تولید (4)تهاجمی نیست

Attaching and Effacing”“  است که باعث تخریب میکرو ویلی در

کد  LEEتوسط لوکوس A/Eشود. توانایی تولید سطح لومن روده می

ینتیمین است و است که کد کننده ا eaeژن شود. این لوکوس حاوی می

شود. از این ژن برای شناسایی تلیال میبه سلول اپی EPECاتصال  باعث

 .(5)شوداستفاده می ای. کلایی انتروپاتوژنیک مولکول

سال در  2ترین عوامل عفونی در کودکان زیر این پاتوتایپ یکی از مهم

 بر اساس اختلاف در  EPECهای در حال توسعه است است. شیوع کشور
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جمعیت مورد مطالعه، گروه سنی، معیارهای تشخیصی ، متد تشخیصی و 

های مولکولی )شناسایی ژن ... متفاوت است بر اساس روش

درصد از اسهال فصلی کودکان در  5-10عامل  EPECاینتیمین(

های در حال توسعه است. وقتی از روش های شناسایی بر اساس کشور

 EPECشود، تخمین شیوع ویژگی اتصال سلولی و یا سروتایپ استفاده می

امروزه  .(2)بالاتر می رود %10-20با تنوع زیادی در مطالعات تا میانگین 

 ها ویرولانس اختصاصی است بر اساس وجود ژن EPECشناسایی 

 .(6)بود O:Hبر اساس تشخیص سروتایپی  EPECها تشخیص برای سال

های روش EPECدر طی دو دهه اخیر با شناسایی مکانیسم پاتوژنز 

های های ویرولانس جایگزین روششناسایی مولکولی از طریق شناسایی ژن

 EPECفنوتیپی شده است است و با گسترش این روش ها سویه های 

های کلاسیک نیز قرار نمی یافت شده است که در تقسیم بندی سروگروپ

 .(8, 7)گیرند

این مطالعه با هدف تعیین حساسیت و ویژگی روش سروتایپینگ در 

 انجام شد.  ای. کلایمقایسه با روش مولکولی در شناسایی انتروپاتوژنیک 

 

 روش کار

از کودکان بستری شده در  E.coliی جمع آوری شده نمونه 885تعداد 

از  اشریشیا کلیاین تعداد تهران در این مطالعه استفاده شد.  سه بیمارستان

سویه های به دست آمدند.  91-89های نمونه مدفوعی و طی سال 1387

ل شامل تست اکسیداز، با استفاده از تستهای بیوشیمیایی متداو ای.کلای

ها در محیط  تایید شد. این ایزوله MR-VPاوره، سیترات، حرکت، اندول، 

 30ساعت و اضافه کردن  16کشت داده شده و بعد از مدت  LBمایع 

 درصد گلیسرول در فریزر برای انجام مطالعات بعدی نگه داری شدند. 

لی والان جدا شده با استفاده از آنتی سرم پ ای. کلاینمونه  885

  ای. کلایهای )خریداری شده از شرکت بهار افشان( آزمایش شد. نمونه

 

ساعت انکوبه  24کشت داده شده اند و بعد از مدت  NAروی محیط 

درجه برای انجام سروتایپ آماده شدند. به این صورت  37گذاری در دمای 

نی از که یک قطره از آنتی سرم روی یک لام تمیز قرار داده شده و یک کل

واکنش مثبت بر اساس رویت یک رسوب باکتری به آرامی در آن حل شد. 

قابل مشاهده در نتیجه آگلوتیناسیون بین آنتی ژن های شیری رنگ 

موجود در سطح باکتری و آنتی سرم های اضافه شده بر روی لام می 

اگر واکنش منفی گزارش شد این روش برای سه پلی والان دیگر . (9)باشد

شود و اگر برای هر چهار پلی والان منفی شود، نمونه این تکرار می

سروتایپ منفی خواهد بود. نمونه های مثبت از لحاظ سروتایپ به عنوان 

می شود و سویه مورد در نظر گرفته  ای. کلایژنیک مشکوک به انتروپاتو

 گیرد.نظر از لحاظ داشتن ژن ویرولانس مورد بررسی قرار می

DNA های ایزوله شده با روش جوشاندن استخراج شدند.  اشریشیا کلای

روی محیط  C° 37ساعت در دمای  18-24ها به مدت  ای.کلایابتدا 

از سوسپانسیون باکتری در  lµ200نوترینت آگار کشت داده شد. سپس 

دقیقه در  10ب مقطر قابل تزریق در میکروتیوپ تهیه شده و به مدت آ

C°95  دقیقه با دور 10جوشانده شد. پس از سانتریفوژ به مدت 

rpm10000،lµ 100  از محلول رویی به عنوانDNA  الگو به میکروتیوپ

داری برای آزمایشات بعدی نگه -C°20جدیدی انتقال یافت و در دمای 

 شد.

با استفاده از پرایمر های اختصاصی این ژن مورد بررسی  eaeتشخیص ژن 

و  1stxهای قرار گرفتند. سویه ها هم چنین از نظر دارا بودن و یا نبودن ژن

2stx   لیست پرایمر ای. کلای بررسی شدند. برای تفکیک انتروهموراژیک

از ایزوله استاندارد  های استفاده شده در جدول یک نشان داده شده است.

EPEC آمده بود به عنوان کنترل که در مطالعات قبلی به دست

به عنوان کنترل منفی  ATCC 25922و از ای. کلای  (10)مثبت

 استفاده شد.

 
 

 

 لعه. پرایمرهای مورد استفاده در این مطا1جدول 

 

 رفرنس سایز باند تکثیری ('3-'5) توالی پرایمر نام پرایمر

Eae-F 

Eae-R 

TGCGGCACAACAGGCGGCGA 

CGGTCGCCGCACCAGGATTC 
422 (10 ) 

stx1-F 

stx1-R 

CAGTTAATGTGGTGGCGAAG 

CAGTTAATGTGGTGGCGAAG 
894 (11 ) 

stx2-F 

stx2-R 

CTTCGGTATCCTATTCCCGG 

GGATGCATCTCTGGTCATTG 
478 (11 ) 

 

 

PCR میکرولیتر  5املـشمیکرولیتر 25نهایی  حجم در DNA استخراج

، PCR 10X افرـــــــــب میکرولیتر MgCl2  ،2/5/ میکرولیتر 6، شده

میکرولیتر  dNTP ،25/0میکرولیتر  3/0، پلیمراز Taq آنزیم واحد یک

میکرولیتر آب مقطر انجام شد. مرحله  9/15جفت پرایمر و 

Denaturation گراد و به مدت ده دقیقه درجه سانتی 94ای اولیه با دم

عدد و شامل مرحله  30انجام گرفت. تعداد سیکل واکنش 

Denaturation  مرحله دقیقه،  1ثانویه به مدتAnnealing دمای در 

 به سانتیگراد درجه stxو  eae های درجه به ترتیب برای ژن 55و  53

 به سانتیگراد درجه 72 دمای درExtension  مرحله دقیقه و 1مدت

درجه  72 دمای در نهایی Extension. در نظر گرفته شد دقیقه 1مدت

 گرفت.  انجام دقیقه 6 مدت به سانتیگراد
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 یافته ها 

سرم آنتی 4( جز یکی از 95/3ایزوله  )% 35تعداد E.coliایزوله  885از 

به طور مجزا از نتیجه ای. کلای های پلی والان مورد استفاده بودند . نمونه

 سروتایپینگ با روش شناسایی مولکولی بررسی شدند. بدین منظور از

PCR  و پرایمر اختصاصی مربوط به ژنeae  استفاده شد. این ژن جهت

اتصال باکتری به سلول اپی تلیال روده و ایجاد بیماری ضروری است. از 

 ( حاوی ژن ویرولانس%68/7) نمونه 68تعداد ای.کلای ایزوله  885تعداد 

 

 

 eae بودند و باندbp  422  برای تمام ایزوله های+eae  .مشاهده شد

برای ایزوله های مثبت و منفی و  PCRشکل یک نشان دهنده نتیجه 

ها  در تمام ایزوله 2stxو  1stxبرای ژن  PCRسویه کنترل است. نتیجه 

ایزوله هم با روش سروتایپ و هم با  10(. تنها 2منفی گزارش شد)شکل

شناسایی شد. با توجه به اطلاعات به  EPECروش مولکولی به عنوان 

،حساسیت  (12)و همکاران Parikhوش معرفی شده توسط دست آمده و ر

درصد محاسبه  9/96و  7/14و ویژگی روش سروگروپینگ به ترتیب برابر 

 (.  2شد)جدول 

 

 لای براساس نتیجه آزمایش مولکولی و سروتایپنیگ . توزیع نمونه های ای.ک2جدول 

 

 
 1شکل

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 2شکل

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  وجود بیماری بر اساس تست مولکولی عدم وجود بیماری بر اساس تست مولکولی

25 

 
10 

 
 تعداد ایزوله های مثبت

792 

 

58 

 
 تعداد ایزوله های منفی

  4              3               2             1 
 

1000bp 422bp 

              5        4       3        2         1 
 

894bp 

 
478 bp 
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نمونه جدا شده از بیمار.  4: کنترل مثبت. چاهک شماره 3. چاهک شماره (E.coli ATCC 25922): کنترل منفی2. چاهک شماره eaeژن  PCR. 1شکل 

 .1Kbمارکر  1چاهک شماره 

، E.coli ATCC 25922): کنترل منفی 3(، چاهک شماره EHEC)دو سویه  stx1: کنترل مثبت 4و2شماره چاهک. stx2و  stx1ژنهای  PCR. 2شکل

 .1Kbمارکر  1، چاهک شماره stx2: کنترل مثبت 5چاهک شماره 

 
 بحث

ایزوله به ترتیب تنها   58و 25ای.کلای نمونه  885در این مطالعه از تعداد 

ایزوله با  10توسط روش سروتایپینگ و مولکولی مثبت شناخته شدند. تنها 

استفاده از هر دو روش سرولوژیک و مولکولی مثبت بوده اند. بدین معنی 

 ای. کلایک که با روش های سرولوژی نه تنها میزان واقعی انتروپاتوژنی

دهد و شناسایی نمی شود بلکه تعداد زیادی نتایج مثبت کاذب را نشان می

ایزوله( از تعداد کل واقعی  68ایزوله از  10)%7/14تنها میزان 

 25)% 82/2ها مشخص میشوند. به عبارت دیگر ای.کلای  انتروپاتوژنیک

ای. ژتیک ایزوله( باکتری های مشکوک به عنوان انتروپاتو 885ایزوله از 
اند. با توجه با روش سروتایپینگ از لحاظ ژنتیکی منفی گزارش شدهکلای 

و  %7/14به این اطلاعات حساسیت و ویژگی برای روش سروتایپ به ترتیب 

دهنده ضعیف بودن عملکرد تست سروتایپ ( که نشان2است)شکل  9/96%

باعث  برای تمایز مثبت های واقعی از مثبت های کاذب است و در نهایت

 شود.ایجاد نتایج غیر قابل اعتماد می

ای که نتایج ( ایزوله%5/28) 35ایزوله از 10در مطالعه حاضرتنها تعداد 

بودند و به عنوان پاتوژن  eaeسروتایپ مثبت داشتند حاوی ژن ویرولانس 

شناخته شده اند. عدم وجود ژن های ویرولانس در سروتایپ های کلاسیک 

EPEC (15-13, 9)ر نیز مشاهده شده است در مطالعات دیگ. 

پاتوژن در دیگر ای.کلای نامناسب بودن تست سروتایپینگ در تشخیص 

در  vidottoه است. در مقاله هایی که توسطنقاط جهان نیز مطرح شد

به چاپ  2001در سال  Eklundو  2009در سال  fujioka، 2000سال 

رسیده است بیان شده است که روش سروتایپ به تنهایی برای تشخیص 

های اسهالی ناکافی است و سروتایپ های جدید دیگری هم برای ای. کلای 

تایپ های کلاسیک قرار این باکتری شناسایی شده است که جز سرو

گیرند و در نتیجه روش سروتایپ تنها برای سروگروپ های مشخصی نمی

. این مسئله در سویه هایی که در ایران نیز (17, 16, 7)کارآمد است

جداسازی میشوند دیده شده است. در مطالعه بوذری و همکاران که درسال 

به چاپ رسیده است، از روش شناسایی مولکولی برای تشخیص  2011

EPEC  ی به دست سویه ها %8/9بهره گرفته شد و نشان داده شد که

 .(18)آمده با آنتی سرم های موجود غیر قابل تیپ بندی می باشند

های عنوان شده در خصوص سیستم تشخیص پاتوژن تا براساس گزارش 

وتایپ طبقه بندی سر Oتوسط گروه ای.کلای  انتروپاتوژنیک 2011سال 

های شد. این روش بسیار مشکل آفرین بود. برای مثال بعضی از سویهمی

گرفتند و برعکس بعضی قرار می EPECدر گروه ای.کلای انترواگریگیتیو 

گرفتند و به عنوان قرار نمی Oدر سروگروپ  eaeهای حاوی ژن از سویه

non-EPEC شدند. سویه های غیر پاتوژن شناخته میO1  وO18  هم

EPEC های عفونی این سازمان جهانی بیماری. (19)شدندگزارش می

که از این پس ژن موضوع را مورد بررسی قرار دادند و نتیجه این شد 

به عنوان نشانگر پاتوژن اولیه برای  Oاینتیمین جایگزین سروتایپ گروه 

این در حالی است که در  .(20)باشد  2012از سال  EPECهای سویه

آزمایشگاه های بالینی در ایران سروتایپینگ روش اصلی شناسایی 

ین روش به است و ایزوله های مثبت شده با اای. کلای  انتروپاتوژنیک

به پزشک گزارش می شوند و در نتیجه  ای. کلایعنوان انتروپاتوژنیک 

تشخیص نادرست، آنتی بیوتیک های نامناسب برای بیمار تجویز می شود 

ها و از تواند به عنوان یکی از علل مصرف بی رویه آنتی بیوتیککه می

 . (21)عوامل مقاومت بالای باکتری های کامنسال باشد

 گیرینتیجه

به این ترتیب در کشور ما نیز باید تدبیری اندیشیده شود تا روشهای 

 تر و با دقت بیشتری هستند جایگزین روشمولکولی که بسیار سریع

ب فراوانی را سروتایپینگ که از دقت کمی برخوردار است و نتایج مثبت کاذ

نشان میدهد، شود. بدین ترتیب با بالارفتن صحت نتیجه آزمایش از مصرف 

شود و از انتقال افقی ژن های مقاومت بی رویه آنتی بیوتیک جلوگیری می

  و در نتیجه بروز مقاومت در باکتری ها جلوگیری میگردد.

 

 تشکر و قدردانی

اه تربیت مدرس انجام این پژوهش با حمایت مالی معاونت پژوهشی دانشگ

 گردد.گرفت که بدین وسیله قدردانی می
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