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  ۳۱/۳/۸۸:       تاريخ پذيرش مقاله ۱۶/۱۲/۸۷: تاريخ دريافت مقاله   

  :چكيده  
يك پاتوژن روده اƽ در حال ظهور اسـت كـه باعـث اسـهال       Enteroaggregative Escherichia coli (EAEC) : زمينه و اهداف

ه بـراƽ    اسـت ك ـ   HeLa يـا    HEp-2 الگوƽ چسبندگي آجر مانند به سلول هـاEAEC          ƽمشخصه  . حاد و مزمن در كودكان مي شود      

 EPEC (Enteropathogenic Escherichia coli(اين چسبندگي متمـايز از الگـوƽ  . محسوب مي شود تست طلاييEAECتشخيص

  Multiplex PCR از تـست  EAECايـن مطالعـه بـراƽ تـشخيص سـويه هـاƽ       در. استDiffusly Adherent E.coli (DAEC)و

mPCR )  ( سلول استفاده شد و نتايج با تست چسبندگي بهHeLaمقايسه گرديد .  

 از نمونه مدفوع كودكان مبتلا به اسهال در مركز طبي كودكـان تهـران  جـدا و شناسـايي آنهـا      E. coliسويه هاƽ   : روش بررسي 

 ۱۷۰و    بر اساس تست چسبندگي بـه سـلول انجـام شـد               EAECغربالگرƽ اوليه سويه هاƽ     . طبق روش هاƽ استاندارد انجام گرفت     

 استفاده شد ، ايـن      mPCR از تست      EAECبراƽ تشخيص سويه هاƽ     . انتخاب شدند داشتند،  سويه كه به نوعي به سلول چسبندگي        

       ƽسه ژن پلاسميد ƽتست بر مبناaaP   ، aggR   و AA      طراحي شده است   .        ƽ از سويه ها ƽتعداد ƽسپس براmPCR    مثبت و منفي 

  . انجام گرفتHeLaتست اتصال به سلول 

  AA و aaP ، aggRژن هـا ƽ پلاسـميدƽ      .  تشخيص داده شدند   EAECبه عنوان    % ) ۶۷(  سويه   mPCR   ،۱۱۴ بر اساس     :يافته ها 

 %) ۹/۸۶ (۵۳بر اساس تست چسبندگي به سـلول        .  ديده شدند  سويه  % )۷۰ ( ۸۰و در    % ) ۴/۹۶ ( ۱۱۰، در   )% ۱۰۰ (۱۱۴به ترتيب در    

  . منفي نيز داراƽ الگوƽ چسبندگي آجرمانند بودندmPCRيه سو%) ۲/۲۷ (۳  مثبت  و mPCRسويه 

، كـه داراƽ الگـوƽ چـسبندگي آجـر ماننـد هـستند، را               EAEC قادر است اكثر سويه هـاmPCR        ƽ نتايج نشان داد كه       :نتيجه گيري 

بـه  .   تشخيص دهد    را كه الگوƽ آجر مانند را هم نشان نمي دهند،          EAECاين تست قادر است آن دسته از سويه هاƽ          . تشخيص دهد 

 باشـد و بـه ويـژه بـراƽ غربـالگرEAEC            ƽ  يك تست سريع وبا ويژگي خوب  براƽ تشخيص سويه هاmPCR              ƽنظر مي رسد كه     

  .تعداد زياد ايزوله در موارد اپيدمي مناسب مي باشد

  چسبندگي آجر مانند ،   EAEC, Multiplex PCR, HeLa cells :  كليد واژه ها

  



٢٠/  ƽشناسايي سويه هاEnteroaggregative Escherichia coli اسهالدر...  

 
 
  :دمهقم

يك پاتوژن روده اƽ در حـال       ) EAEC ( اشريشياكلي انترواگرگيتيو

 كه باعث اسـهال مـزمن و حـاد در كودكـان كـشورهاƽ               استظهور  

هـاƽ  سـال ات  در مطالع ـ . )۱(شـود توسعه يافته و در حال توسعه مي      

 EAEC،  اشريـشياكلي هـاƽ مولـد اسـهال در   پاتوتايپاخير در بين    

در مطالعــه ســلمان زاده و  .)۲-۴(عامــل اصــلي اســهال بــوده اســت

   ƽبدست آمده از نمونه مـدفوع       اشريشياكلي سويه   ۲۰۰همكاران رو 

تـرين پاتوتايـپ     شـايع EAEC مشخص شد كـه كودكان در تهران    

پاتوتايــپ هــاƽ مولــد اســهال    ر بــين عامــل اســهال د  %) ۲۴(

  .)۵(  استاشريشياكليدر

  ؛مولد اسهالهاƽ سه گروه از اشريشياكلي

)EAEC( Enteroaggregative Escherichia coli  ،

)DAEC ( , Diffusly Adherent E.coli             

)EPEC( Enteropathogenic Escherichia coli ي ي توانـا

 چسبندگيالگوƽ  .  را دارند  HeLa يا   HEp-2  هاƽ اتصال به سلول  

EPEC     سبندگي موضـعي چ ـ بـه سـلول بـه صـورت ( LA) در و 

DAEC  به صورت منتـشر  DA) ( مشخـصه  . باشـد مـيEAEC 

 ƽاگرگيتيو چسبندگيالگو (AA )   ƽرو ƽبا آرايشي ماننـد آجرهـا 

 كـه هنـوز تـست طلايـي در تـشخيص ايـن              اسـت هم چيده شـده     

  .)۶-۸(شودمحسوب ميپاتوتايپ 

 به سلول    چسبندگي  ويژگي EAEC بعضي از سويه هاƽ      ل در قحدا

 .شـود كد مي  ) PAAپلاسميد   ( MDa  ۶۵-۶۰وسيله پلاسميد   ه  ب

هـاƽ  اين پلاسميد چندين فاكتور ويرولانس از جمله؛ يكـي از پيلـي      

، پـروتئين منتـشر    ) AAF/I , AAF/II , AAF/II( چـسبندگي  

 ـ      ) AaP( كننده         )Pet(  وسـيله پلاسـميد   ه  ، توكسين كد شـونده ب

   را كد )EAEC ) EAST-1   به حرارت  مقاوم۱و انتروتوكسين 

  .)۹ ،۶(كند مي

نياز به حضور يـك كمـپلكس        ) AaP( ن منتشر كننده    يترشح پروتئ 

 ـ    ABCانتقالي         .شـود  كـد مـي    PAAوسـيله پلاسـميد     ه  دارد كـه ب

در ارتبـاط بـا    ) Aatكمـپلكس  ( هاƽ كد كننده اين ترانـسپورتر       ژن

 هر دو تحت    Aat و كمپلكس    AaPپروتئين   .باشند مي AAپروب  

  .)۱۰(هستند aggR كنترل 

 اشريشياكلي از طريق جداسازEAEC   ƽ  ناشي از  تشخيص عفونت 

 يا  HEp-2هاƽ چسبندگي به سلول     از مدفوع بيماران و انجام تست     

ــروب ــاƽ پ ــروب   (DNAه ــد پ ــي ) AAمانن ــورت م ــذيردص               .پ

هاƽ ويرولانس براƽ   هاƽ مولكولي مختلفي بر اساس تكثير ژن      روش

 ƽتشخيص و خصوصيت بندEAEC يكي از  .اندشده توصيف  

  

ــاروش ــه اخيراًيه ــرحي ك ــون  مط ــده آزم  Multiplex PCR ش

mPCR ) ( از ژندر آن باشــد كــه مــيƽهــا   ƽپلاســميدaatA        

ــروب (  ــويه  aaP و AA (  ،aggRپ ــشخيص س ــراƽ ت ــاƽ  ب ه

EAEC۷(شود استفاده مي(.  

 بر اساس   EAECهاƽ  سويه) ۲۰۰۵(در مطالعه بوذرƽ و همکاران       

ــون  ــدند  mPCRآزم ــسيم ش ــک نق ــک و آتيپي ــروه تيپي ــه دو گ             . ب

 را بـا  aaP, aggR , AAهاƽ تيپيک هر سـه ژن پلاسـميدƽ   سويه

هـاƽ آتيپيـک از     سويه، در حالي که      دارند   PAAهم روƽ پلاسميد    

  .)۱۱( را دارندژنيک يا دو ، ها ژن دستهاين

 بـراƽ تـشخيص     mPCRهدف از اين مطالعـه اسـتفاده از آزمـون            

 با تست چسبندگي به سـلول       آن و مقايسه نتايج     EAECهاƽ  سويه

HeLa بود .  

  

  :مواد و روش ها 

از نمونه مدفوع کودکان مبتلا به اسهال در مرکز طبي کودکان تهـران             

 HeLa cell  آنها در تـست  چسبندگيکه( اشريشياکلي سويه ۱۷۰

adherence     ايـن . مـورد مطالعـه قـرار گرفتنـد       ) تعيين شـده بـود          

 آگـار بـه صـورت    LB (Luria Broth)ها در محيط کـشت  سويه

Slant مطالعــه بيــشتر در يخچــال ƽکــشت داده شــد و بــرا )˚c۴( 

  .نگهدارƽ شدند

Multiplex PCR:  

 پلاسـميدƽ از طريـق پروتکـل ليـز قليـايي انجـام             DNAتخليص   

 از aaP  , aggR  AA ,براƽ تکثير سه ژن پلاسميدƽ .)۱۲(گرفت

 و همکارانش استفاده شد     Cernaپرايمرهاƽ شرح داده شده توسط      

  ).۱جدول ()۷(

mPCR  در حجم نهاييlµ۲۵  شـامل ؛ lµ۲ DNA ، ƽپلاسـميد  

lµ ۵/۲ 10 بـــــــــافرX PCR) Kiagene(،lµ  ۵/۱ mgcl2،     

µmol ۲۰۰  يک از     از هر dNTPs ، pmol ۲۰    جفت پرايمر AA 

،pmol ۱۵ جفت پرايمر aggR،  pmol ۱۰ جفت پرايمر aaP و 

  .صورت گرفت )KiaGen ( پليمراز Taqيک واحد آنزيم 

 ۲ به مـدت     c ۹۵˚ شامل؛ يک حرارت اوليه      mPCRبرنامه واکنش   

 c ۵۰˚  دقيقـه ،   ۱ به مدت    c ۹۴˚ سيکل متشکل از     ۳۰ سپس   ،دقيقه

     ين و يـک مرحلـه پايـا       ، دقيقـه  ۱ به مـدت     c ۷۲˚ ، دقيقه ۱به مدت   

˚c ۷۲    واکنش  .  دقيقه بود  ۸ به مدتPCR     در دسـتگاه ترموسـيکلر    

 )eppendorf ( از سويه استاندارد . انجام گرفتEAEC 042 به 

  بـه عنـوان کنتـرل      ۱۲Kاشريـشياکلي عنوان کنترل مثبت و از سـويه        
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الکتروفـورز   % ۵/۱ در ژل آگـارز      PCRمحصول   .شداستفاده   منفي

 ،mg/ml ۱ محلول اتيديوم برومايد   با بعد از رنگ آميزƽ ژل       .گرديد

مــشاهده و از آن  ) BioDoc( ژل توســط دســتگاه ترانــسلوميناتور 

  .کس تهيه شدع

  :HeLaمطالعه چسبندگي سويه هاƽ باکتريايي به سلول 

  ƽسـويه  ۶۱برا mPCR EAEC     اشريـشياکلي  سـويه    ۱۱ مثبـت و 

mPCR    منفي تست چـسبندگي بـه سـلول  HeLa  انجـام گرفـت .

 و  Craviotoبراƽ تست چسبندگي از روش شرح داده شده توسط          

به طور خلاصه ابتدا لامل هاƽ اسـتريل  . )۱۳(همکارانش استفاده شد  

 .گذاشـته شـدند    ) Greiner(  خانـه    ۶هـاƽ پليـت     در كف چاهك  

ــلول  ــپس س ــاƽ س ــيط HeLaه ــن  RPMI در مح ــل اي            در داخ

 حـدود   HeLa لايـه    تـک هـاƽ   ها كشت داده شدند تا سلول     چاهك

 با محيط  RPMIسپس محيط کشت. ها را بپوشانندسطح لامل% ۷۰

DMEM ƽ۱ دارا %D  -ــانوز  از  lµ ۵۰ جــايگزين شــده و   م

 ۳ پليـت بـه مـدت        .به هر چاهـک اضـافه شـد       ها   سويه LBکشت  

ها توسط بـافر     سلول ƽپس از شستشو  .  انکوبه شد  c ۳۷˚ساعت در   

PBS 1Xباها ، سلول ml ۱اسيد اسـتيک  - اتانول۱ به ۳لول  از مح

 رنـگ   ml ۱هـا توسـط      ميـزƽ سـلول   آبعد از رنـگ     . فيکس شدند 

ــر روƽ لام  لامــل،گيمــسا هــا توســط هــا فــيکس شــده و لامهــا ب

 EAECاز سـويه اسـتاندارد   . ميکروسکوپ نورƽ مـشاهده شـدند  

 بـه عنـوان     K ۱۲اشريشياکلي به عنوان کنترل مثبت و از سويه         042

 .اده شدکنترل منفي استف

  

  
  
  
  
  

  هاƽ ويرولانس پلاسميدƽ پرايمرهاƽ مورد استفاده براƽ ژن:  ۱جدول 

 ژن   توالي پرايمر )bp( هانداز

۳۱۰ F 5'-CTT GGG TAT CAG CCT GAA TG-3' 
R 5'-AAC CCA TTC GGT TAG AGC AC-3' 

aap 

۴۵۷ F 5'-CTA ATT GTA CAA TCG ATG TA-3' 
R 5'-AGA GTC CAT CTC TTT GAT AAG-3' 

aggR 

۶۲۹ F 5'-CTG GCG AAA GAC TGT ATC AT-3' 
R 5'-CAA TGT ATA GAA ATC CGC TGT T-3' 

AatA 

  

  

  

  :هايافته

 
Multiplex PCR:  

به % ) ۶۷(  سويه   ۱۱۴اشريشياکلي   سويه   ۱۷۰ از   mPCRبر اساس   

  مذکور  سويه ۱۱۴در بين    ). ۱شکل  (  شناخته شدند    EAECعنوان  

  EAEC داراƽ هــر سـه ژن بــوده و بـه عنــوان    %)۶۹( سـويه  ۷۹، 

هر کدام يـک     % )  ۳۱(  سويه ديگر    ۳۵. تيپيک در نظر گرفته شدند    

ر ونظ ـم آتيپيـک    EAEC بـه عنـوان      کهيا دو ژن پلاسميدƽ داشتند      

 سـويه   ۱۱۴ در تمام    aaPها به ترتيب ژن      از نظر فراواني ژن   . شدند

  ۸۰ در AA ژن و % ) ۴/۹۶(  سويه ۱۱۰ در aggR، ژن  % ) ۱۰۰( 

  .وجود داشت % ) ۷۰( سويه 

  

 ƽچسبندگي سويه هاmPCR مثبت و منفي به سلول HeLa: 

 شـناخته   EAEC مثبت کـه بـه عنـوان         mPCR سويه   ۶۱از ميان     

 ۸ و AAچــسبندگي داراƽ الگــوƽ  % ) ۹/۸۶(  ســويه ۵۳شــدند ، 

 ). ۲شكل  (  به سلول نداشتند     چسبندگيهيچ گونه    % )۱/۱۳( سويه  

        سـويه ۳منفـي  mPCR  اشريـشياکلي  سـويه  ۱۱ن در بـين  همچنـي 

 )۲/۲۷ ( %    ƽالگو ƽچسبندگيدارا AA  سويه   ۸ بوده و  )۸/۷۲ ( % 

  . به سلول نداشتند چسبندگيهيچ گونه

  



٢٢/  ƽشناسايي سويه هاEnteroaggregative Escherichia coli اسهالدر...  

 
 

 

    

 

  
  ، چاهک دوم مربوط بهbp۵۰ چاهک اول مربوط به مارکر  .   EAEC براƽ تعدادƽ ار سويه هاmPCRƽ آزمون:   ۱شكل 

    مربوط به۱۰ و ۷ ،۶ ، ۴چاهک ها۱۲K .  ƽ ، چاهک سوم مربوط به سويه کنترل منفي042 کنترل مثبت سويه

 ƽسويه هاEAEC ƽ۹ و ۸ ،۵ تيپيک و چاهک هاƽمربوط به سويه ها  EAECآتيپيک مي باشند   

 
 
 
 
 

 
  هاƽ سويهالگوƽ اتصال آجرمانند  )  HeLa ،  )A  به سلول EAECهاƽ  الگوƽ اتصال سويه :۲شکل 

EAEC به سلول HeLa )  B ( سويه ƽهاEAECفاقد اتصال به سلول   
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  : بحث
  

 هنـوز تـست     HeLa يـا    HEp-2 هـاƽ آزمون چسبندگي به سـلول    

تـست چـسبندگي بـه سـلول        . است EAECطلايي براƽ تشخيص    

نجام مـي شـود و نيـاز بـه مهـارت و             اهاƽ مرجع   تنها در آزمايشگاه  

 از  بنابراين، اسـتفاده  . استمچنين وقت گير    وسايل خاص داشته و ه    

  .استهاƽ آسان و سريع براƽ تشخيص اين باکترƽ ضرورƽ روش

 ۱۰۰ در aaP ژن     : در مطالعه ما از لحاظ فراواني ژن ها بـه ترتيـب           

هـا    سـويه  درصـد  ۷۰ در   AAدرصد، ژن    ۴/۹۶ در   ggRدرصد، ژن   

هـاƽ  ويه روƽ س  )۲۰۰۵(در مطالعه بوذرƽ و همکاران      .وجود داشت 

EAEC     ƽکه الگـو AA        را داشـتند، ژن aaP   ژن  درصـد  ۷۷ در ،

aggR     و ژن    درصد ۶۶ در AA   ها ديـده شـده      سويه درصد ۵۸ در

 در مقايـسه    اخيـر هاƽ ويرولانس در مطالعـه      فراواني ژن . )۱۱(است  

هـاƽ  ابتدا سويه حاضر در مطالعهزيرا. کمتر مي باشدحاضر مطالعهبا 

EAEC            ƽبر اساس چسبندگي به سلول شناسايي شده و سپس بـرا 

          ولي بـا ايـن حـال ترتيـب فراوانـي           . گذاشته شده است   mPCRآنها

  .است ها در هر دو مطالعه يکيژن

 کـه هماننـد مطالعـه مـا ابتـدا از      Amidous samineدر مطالعـه   

mPCR         ƽتـشخيص سـويه هـا ƽبرا EAEC       اسـتفاده شـده، ژن 

aaP ــد ۹۴ در ــد ۷۹ در  aggR، ژن درص  ۶۹ در AA و ژن درص

 و Kahaliدر مطالعــه . )۱۴( هــا ديــده شــده اســت ســويهدرصــد

 ) درصـد  ۷۶( بيشترين فراواني    aaPهمکاران مشخص شده که ژن      

  .)۹( بوده است) درصد aggR ) ۳/۶۵را داشته و بعد از آن ژن 

منفـي داراmPCR  ƽ  از سـويه هـاƽ   ددرص ـ ۲/۲۷در مطالعـه مـا    

  هـم Ana Carolina در مطالعـه  . بوده اندAAالگوƽ چسبندگي 

 AA منفـي داراƽ الگـوƽ چـسبندگي         mPCRهاƽ   سويه درصد۴۰

  و   درصـد  ۱۴ و همکـاران     Cernaهمچنين در مطالعه     .)۲(بوده اند 

هـاƽ  داراƽ     از سـويه   درصـد  ۹/۱۸در مطالعه بـوذرƽ و همکـاران          

ايـن   .)۱۱, ۷( منفي بوده اندmPCR  نظر آزمون از  AAچسبندگي  

 کـه الگـوEAEC   ƽهـاƽ  دهد که تعـدادƽ از سـويه    نتايج نشان مي  

 mPCR را دارند فاقد سـه ژن پلاسـميدƽ بـوده و           AAچسبندگي  

  .قادر به شناسايي آنها نمي باشد

  

 مثبت داراƽ الگوmPCR    ƽهاƽ   از سويه  رصدد ۹/۸۶در مطالعه ما    

-هـيچ )  درصـد  ۱/۱۳( ، اما بقيه   يا آجر مانند بودند    AAچسبندگي  

مطالعه ما مطابق با مطالعه     .  نداشتند HeLaگونه چسبندگي به سلول     

Kahali   از   درصد ۱/۸۵باشد که در آن      و همکاران مي     ƽسويه هـا

mPCR        چـسبندگي ƽالگـو ƽمثبت دارا AA  ۹/۱۴(ه  بقي ـ بـوده و 

ولـي در   . )۹(  بـوده انـد     HeLa فاقد چسبندگي بـه سـلول        )درصد

 مثبـت الگـوmPCR   ƽ تمام سويه هـاAna Carolina  ƽمطالعه 

ــتندAAچــسبندگي  ــروه EAEC  چــون.)۲( را داش ــر  يــک گ غي

ي کـه الگـوƽ چـسبندگي       يهـا  تمام سويه  است) هتروژن(يکنواخت  

AA   دهند، پلاسميد    را نشان ميPAA   امـر  ايـن   . کنندمي را حمل ن

هـاƽ موجـود بـر روƽ        کـه ژن   ،  mPCRشود که آزمـون     باعث مي 

هـا  سـويه دسـته از  دهد، براƽ ايـن     را هدف قرار مي     مذکور پلاسميد

  .)۱۵(منفي باشد

  

ƽنتيجه گير:  

 EAEC به سلول براƽ تـشخيص   چسبندگيبا توجه به اينكه تست      

هـاƽ مرجـع انجـام      نياز به مهارت خاص داشته و تنها در آزمايشگاه        

شود، لذا استفاده ازيك تست سريع و با ويژگي خوب مي توانـد             مي

نتايج بدست آمده در اين . در تشخيص اين باكترƽ كمك كننده باشد     

 را  EAECهـاƽ    قادر است اكثر سويه    mPCR كه   مطالعه نشان داد  

ها به دليل نداشتن پلاسـميد از  اگرچه تعدادƽ از سويه   . شناسايي كند 

 mPCRرسد كـه  در كل به نظر مي    . باشند  منفي مي   mPCRلحاظ  

     ƽتشخيص سويه ها ƽبراEAEC          يك تـست سـريع وبـا ويژگـي 

ر خوب است و به خصوص براƽ غربالگرƽ تعـداد زيـاد  ايزولـه د              

  .باشدمواقع اپيدمي مناسب مي

  

   :تقدير و تشکر

                ƽامير دشتي که ما را در انجام اين مطالعـه يـار ƽبدين وسيله از آقا

 .نمودند تشکر مي نماييم
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