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  از اسهال ) EIEC(هاي اشريشياكلي مهاجم  جداسازي سويه
  )PCR(اي پليمراز با تكنيك واكنش زنجيره كودكان
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  چكيده
عامل مرگ و مير در بزرگسالان بوده و افزايش كلسترول خون زمينه ساز ابـتلاء               بيماري قلبي عروفي اولين        :           زمينه وهدف 

اي، شـيوه    هدف اصلي اين مطالعه بررسي ميزان شيوع هيپركلسترولمي و ارتبـاط آن بـا الگـوي تغذيـه                 . به اين بيماريهاست  
اي  دسته) Enteroinvasive Escherichia coli ; EIEC (هاي اشريشياكلي مهاجم سويه. هاي تن سنجي است زندگي و شاخص

بوده و به عنوان عامل اسـهال خـوني شـبه شـيگلا در كودكـان و بـالغين                   ) DEC(از پاتوتايپ هاي اشريشياكلي مولد اسهال     
آنها مشابه آنتي ژن هاي     ) O(هاي محدودي تعلق داشته و آنتي ژن هاي سوماتيك           ها به سروتايپ   اين سويه . شناخته شده اند  

  invasive plasmid) توان بـا بررسـي وجـود ژن آنتـي ژن تهـاجمي پلاسـميدي        را ميEIECهاي  سويه. شيگلاها مي باشند

antigen H ;ipaH) اي پليمراز  مولكولي واكنش زنجيره  با آزمون)PCR (از آنجايي كه در كـشور مـا   .مورد شناسايي قرار داد
سي اهميت آنها صورت نگرفته است، هـدف از ايـن مطالعـه             ها و برر   مطالعات چنداني در رابطه با تعيين فراواني اين سويه        

  . سال شهر تهران بود5 در اسهال كودكان زير PCR ها با آزمون   شناسايي اين سويه
 سـال از بيمارسـتان علـي        5كودكـان زيـر     مدفوع اسهالي مربوط بـه       نمونه   300 طي يك مطالعه توصيفي،      : بررسي روش
هـاي    شده و پس از ارسال بـه آزمايـشگاه ميكـروب شناسـي، سـويه               جمع آوري  انتهر و مركز طبي كودكان شهر       )ع(اصغر

. اشريشياكلي با كشت برروي محيط كشت هكتون انتريك آگار و انجام تست هاي بيوشـيميايي افتراقـي جداسـازي شـدند                    
د شـده  هـاي تايي ـ  كلنـي  در مـوارد   (invasive plasmid antigen H ;ipaH )وجود ژن آنتي ژن تهاجمي پلاسـميدي 

  .مورد بررسي قرار گرفت )PCR (زبا تكنيك واكنش زنجيره اي پليمرااشريشياكلي هاي  سويه
 39 نمونه اسهالي مورد بررسـي بـا اسـتفاده از روش كـشت و آزمـون هـاي بيوشـيميايي افتراقـي،                        300 از ميان    :يافته ها 

اشريـشياكلي  %) 3/2( سـويه  7 مورد مـذكور،     39از بين   .جدا سازي  شدند   )DEC(سويه اشريشياكلي مولد اسهال   %) 13(مورد
  .شناسايي شدند) PCR(اي پليمراز با استفاده از تكنيك واكنش زنجيره) ipaH) EIECحاوي ژن 

در اين مطالعه حاكي از نقش آنها به عنوان يكـي  ) EIEC( جداسازي سويه هاي اشريشياكلي مهاجم :نتيجه گيري بحث و   
براي شناسـايي دقيـق آنهـا بايـد از     . باشد  بويژه در كودكان زير يك سال در كشور ما مي  از عوامل باكتريايي در ايجاد اسهال     

 . مولكولي بهره گرفت  تكنيك هاي نوين

 )PCR( اي پليمراز ، اسهال، كودكان،واكنش زنجيره)EIEC(اشريشياكلي مهاجم:  كليديهاي هواژ
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تلال گوارشي و از عوامل رايج اسهال به عنوان يك اخ
در مرگ ومير كودكان كشورهاي درحال توسعه 

 ميليون ازموارد 3-5شود سالانه  برآورد مي. باشد مي
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 دكتر محمد مهدي سلطان دلال و همكاران 
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. شود اين بيماري در سرتاسر جهان به مرگ منجر مي
 سال 5وقوع موارد مرگ و مير بويژه در كودكان زير

عوامل اتيولوژيِك اسهال شامل . باشد قابل توجه مي
ها  ها و انگل ها، باكتري يف وسيعي از ويروسط

از بين عوامل باكتريايي، اشريشياكلي ). 2و1(باشند  مي
 يكي از عوامل مهم اسهال )DEC(مولد اسهال 

 DECهاي سويه. باشد اپيدميك و اندميك در جهان مي

 براساس معيارهايي نظيرخصوصيات اپيدميولوژيك و 
ه بندي ويرولانس به شش پاتوتايپ عمده دست

  مـاجـلي مهـاكـريشيـاي اشـه هـويـس ).1(دـشون يـم
 )Enteroinvasive Escherichia coli; EIEC ( يكي از

ها بوده و به عنوان عامل ايجاد كننده  اين پاتوتايپ
اسهال خوني شبه شيگلوز در كودكان و بالغين شناخته 

بيماران داراي تب، كرامپ و مدفوع ). 3-8(اند شده
و علايم بيماري مربوط به توانايي باكتري خوني بوده 

هاي مخاط  در اتصال اختصاصي و تهاجم به سلول
باكتري از طريق اندوسيتوز وارد . باشد روده بزرگ مي

سلول ميزبان شده، واكوئل اندوسيتيك را ليز كرده و 
هاي قرمز تكثير  هاي اپيتليال و گلبول در داخل سلول

اي ديگر را نيز آلوده ه يافته، سپس منتشر شده و سلول
ها و  از نظر مكانيسم بيماريزايي، ژن). 5و1(كند مي

هاي مهاجم وجود  عوامل متعددي در اشريشيا كلي
 داراي EIECهاي يك پلاسميد بزرگ در سويه. دارد
هاي خارجي زيادي را  هايي است كه پروتئين ژن

ها  زايي اين سويه نمايد كه در بيماري رمزدهي مي
هاي خارجي مسؤل  اين پروتئين. دباشن دخيل مي

هاي اپيتليال روده  تهاجم اشريشياكلي به سلول
  . باشند مي

تهاجمي  يكي از اين ژن ها، ژن مربوط به آنتي ژن 
 )ipaH; invasive plasmid antigen(پلاسميدي

 هاي مولد اسهال باشد كه در بين اشريشياكلي مي
)DEC(ن  تنها برروي كروموزوم و پلاسميد ويرولا

ها   قرار گرفته و در شناسايي اين سويهEIECهاي سويه

هاي  از آنجايي كه سويه). 9و6و5(باشد اختصاصي مي
EIEC)  هاي اشريشياكلي مولد  و همچنين ساير سويه
زا كه به طور معمول در   غير بيماريE.coliاز ) اسهال

شوند، قابل تميز و جداسازي  مدفوع انسان يافت مي
وان تنها براساس معيارهاي ت باشند، نمي نمي

از . ها را شناسايي كرد بيوشيميايي و كشت، اين سويه
ها را به واسطه حضور  اين رو بايستي اين سويه

هاي كد كننده فاكتورهاي مربوط به ويرولانس  ژن
، )هاي غير پاتوژن وجود ندارند كه در سويه(باكتري 
 )PCR( اي پليمراز رهـنش زنجيـواك). 1(كرد شناسايي
باشد كه  ها مي هاي رايج در تشخيص ارگانيسم از روش

نتايج صحيح و قابل اعتمادي را در برداشته 
  . دهد وحساسيت و ويژگي بالايي را نشان مي
با  EIECهاي در مطالعات متعددي ماهيت سويه

 با حساسيت PCRبه كمك تست  ipaHشناسايي ژن 
 و1(و ويژگي بسيار بالا مورد تاييد واقع شده است 

اين مطالعه با هدف بررسي فراواني  ).12و11و10
سال شهر  5 در اسهال كودكان زيرEIECهاي سويه

  . انجام گرفتPCRتهران با تكنيك مولكولي 
  

   روش بررسي
از فروردين ( ماه 4دريك مطالعه توصيفي طي مدت 

 اسهال كودكان مدفوع از نمونه 300، )1387تا تيرماه
مركز طبي   و)ع( اصغراز بيمارستان علي  سال5زير 

 شده و به آزمايشگاه تهران جمع آوريكودكان شهر 
ميكروب شناسي دانشكده بهداشت دانشگاه علوم 

سپس جهت ايزوله سازي . پزشكي تهران ارسال شدند
ها بر روي محيط هكتون  هاي اشريشياكلي، نمونه سويه

پس از .  كشت داده شدند)MERCK(انتريك آگار
هاي خالص   ساعت، كلوني24ت انكوبه گذاري به مد

تخمير كننده لاكتوز كه برروي محيط هكتون انتريك 
هاي بيوشيميايي و  باشند، با تست آگار به رنگ زرد مي

اوره،  ، TSI ،MR/VP،SIM نظيرهاي افتراقي محيط

26
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  ...... جداسازي سويه هاي اشريشياكلي  
 

  1388پاييز و زمستان ) 4و3( شماره 3دوره ) پياورد سلامت(هران مجله دانشكده پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي ت
     

 دكربوكسيلاز به عنوان سيمون سيترات و ليزين
  . شريشياكلي مورد تاييد واقع شدندهاي ا سويه
 ساعت ديگر انكوبه 18هاي مشكوك حدود  كلوني

گذاري شده و در صورت تخمير لاكتوز انتخاب 
هاي لاكتوز منفي در صورتي كه  كلوني. شدند مي

توليد اندول و (خصوصيات افتراقي رايج اشريشياكلي
  . شدند را نداشتند از مطالعه حذف مي) مصرف قندها

اشريشياكلي در محيط ذخيره تاييد شده هاي  سويه
skim milk)  درجه سانتي گراد20در فريزر منهاي  (

هاي بعدي مورد استفاده  نگهداري گرديد تا در آزمايش
و انكوبه ( ساعته 24 كلوني از كشت 5-8 .قرار گيرند

هاي  سويه)  درجه سانتي گراد37گذاري شده در 
 200اشريشياكلي برروي محيط نوترينت آگار، با 

ميكروتيوب مخلوط ميكروليتر آب مقطر استريل در 
 دقيقه در آب 10شده و  سوسپانسيون حاصل به مدت 

سپس  . درجه سانتي گراد قرار گرفت100
  دقيقه با كمك اولترا10سوسپانسيون به مدت 

از مايع .  سانتريفيوژ شد12000سانتريفيوژ و در دور 
 درجه 20برداشته و در منهاي ) supernatant(رويي

به عنوان )  ميكروليتر3( آنسانتي گراد ذخيره شد تا از
DNA ي الگو در آزمونPCRاستفاده شود  .  

) 2(زير  با استفاده از جفت پرايمرهايipaHتكثير ژن 
 ژن مورد نظر با اين PCR محصول .صورت گرفت

توالي جفت پرايمر مورد .  جفت باز بود600پرايمر، 
  : PCRاستفاده در آزمون 

ipaH F:         
GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTC   
 ipaH R :        
GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC    

 ميكروليتر شامل 25  با حجم نهاييPCRواكنش 
 ميكروليتر 4حاوي ( master mixميكروليتر از 5/12

dNTP،3 ميكروليتر بافر PCR ،1 ميكروليتر MgCl2 و
 DNA Taq Polymerase (،5/2واحد آنزيم  1/0

    ميكروليتر از آب coral load ،5ميكروليتر از 
 ميكروليتر از 3،)شركت كياژن( DNase freeمقطر

DNA ميكروليتر از هر يك از پرايمرها1ي الگو و  
  .بود) فوروارد و ريورز(
  در دستگاه ترموسايكلر ipaH مراحل برنامه تكثير ژن 
)PaQlab(شامل واسرشت اوليه  )denaturation( در 

ك دقيقه، و پس از آن  درجه سانتي گراد به مدت ي94
 درجه 95 چرخه شامل سه مرحله انكوباسيون در 35

 )annealing(سانتي گراد به مدت يك دقيقه، اتصال 
  درجه  سانتي گراد به مدت يك دقيقه و بسط62در

)extension( دقيقه 1گراد به مدت   درجه سانتي72 در 
 درجه سانتي 72و سپس يك مرحله بسط نهايي در 

  . دقيقه انجام گرفت7 گراد به مدت
به منظور اطمينان از صحت روند كار و مواد واكنشگر 

 Shigella ، از سويه استانداردPCRو نيز بررسي ويژگي

sonnei  ATCC 9290  ) حاوي ژنipaH ( به عنوان
كنترل مثبت و از آب مقطر استريل براي كنترل منفي 

  .استفاده شد
رز برروي  با الكتروفوPCR ميكروليتر از محصول 5

 ميكروليتر رنگ اتيديوم برومايد 5حاوي % 1ژل آگارز 
 و با EDTA) TBE (X5/0-در بافر تريس بورات

تعيين هويت .  ولت آشكارسازي شد80جريان
باندهاي حاصل به كمك مقايسه با ماركر وزن 

  . يك كيلوباز انجام شد) Ladder(مولكولي
تهيه عكس از ژل با استفاده از دستگاه ترانس 

  GelDoc 1000 fluorescent imaging ( يلوميناتورا

Bio-Rad ,system ( در مجاورت نور ماوراي بنفش
   ).1تصوير ( صورت گرفت

سرتاسر نقاط دنيا  از آنجايي كه مطالعات گذشته در
هاي اشريشاكلي   درصدي سويه10-40حاكي از شيوع 

سال  5 در اسهال كودكان زير)DEC( مولد اسهال
 اين مطالعه جهت تعيين حجم باشند، در مي

با پيش بيني شيوع (گيري از معادله زير استفاده و  نمونه
 نمونه مدفوع 300تا ) DCEهاي   درصدي سويه25

   :جمع آوري شد

27 
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    n = (t)2(p)(q)   =   (1.96)2( 0.25 )( 0.75)  = 288 
               d2                                  ( 0.05)2        

هاي بدست آمده از تست آماري  براي تحليل داده
  .خاصي استفاده نشد

  
  يافته ها
 نمونه اسهالي مورد بررسي با استفاده از 300 از ميان 

 39هاي بيوشيميايي افتراقي،  روش كشت و آزمون
 )DEC(سويه اشريشياكلي مولد اسهال %)13(مورد

 7 جدا شده،  DEC مورد 39از بين  .جداسازي  شدند
با استفاده   ipaHاشريشياكلي حاوي ژن %) 9/17(ويهس

 به عنوان )PCR(اي پليمراز از تكنيك واكنش زنجيره
  . مورد تاييد واقع شدندEIECهاي  سويه

 از كودكان يك سال و زير EIECهاي  تمامي سويه
 سويه متعلق 4 سويه، 7از اين . يك سال جدا شدند
دختر  سويه متعلق به كودكان 3به كودكان پسر و

 مورد اسهال خوني مشاهده 7 مورد از اين 5در . بودند
 مورد مربوط به كودكان پسر و يك مورد 4شد كه 

  .)1جدول (مربوط به كودكان دختر بود
  

  
  

  ipaH (600bp) ژن PCR الكتروفورز محصول-1تصوير
  

، ladder(bp 1000(  ماركر وزن مولكولي Mشماره
 P Shigella sonneiشماره   كنترل منفي، Nشماره 

ATCC 9290  )1-7، و شماره هاي)كنترل مثبت 
  EIECهاي باليني  نمونه

  
 . از مدفوع آنها جدا شدEIEC مشخصات مربوط به كودكاني كه سويه هاي  :1جدول 

                                                                                                             
  
 
 
 
 
 
  
 
 
  
  

  بحث 
توان اظهار داشت كه   با توجه به نتايج اين مطالعه مي

 به عنوان يكي از )EIEC( هاي مهاجم اشريشياكلي
كتريايي ايجاد كننده اسهال كودكان در كشور عوامل با

  هاي  ما مطرح بوده و براي شناسايي آنها بايد از تكنيك

  
بدليل عدم وجود .  بهره گرفتDNAجديد و مبتني بر 

هاي تشخيصي مناسب جهت شناسايي دقيق  تكنيك
ها، تمايز آنها از ميكروفلور غير بيماريزاي  اين سويه

ه كافي به آنها و از طرفي مدفوع و در نتيجه عدم توج
ايجاد اسهال خوني بويژه در طيف سني كودكان، 

  وجود اسهال خوني  سن بيمار  جنس بيمار
  +   سال1  دختر
  +   سال1  پسر
  -  سال1  دختر
  +   ماه11  پسر

  +   ماه9  پسر

  -   سال1  دختر
  +   سال1  پسر

    ipaH  

M     N      P      1     2      3      4       5     6     7

600bp          
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شناسايي آنها در موارد اسهال باكتريايي در جهت 
  ).5و1(باشد درمان بموقع و مناسب حايز اهميت مي

هاي چنداني در مورد  از آنجايي كه در كشور ما داده
ها وجود ندارد، مطالعه حاضر با هدف  اين سويه
 5ها در اسهال كودكان زير  اواني اين سويهبررسي فر

 و مركز )ع( بيمارستان علي اصغرسال مراجعه كننده به
  . انجام گرفتتهرانطبي كودكان شهر 

 در اسهال EIECهاي  در مطالعه حاضر فراواني سويه
ها از  تمامي اين سويه. مشاهده شد% 3/2كودكان 

ل كوكان يك سال و زير يك سال جدا شدند كه به دلي
ها در اين طيف سني  ماهيت تهاجمي اين سويه
در . تواند نگران كننده باشد حساس و آسيب پذير، مي

-78(يك مطالعه قبلي توسط جواد زاده و همكاران 
 سال در 6 در اسهال كودكان زير EIECشيوع  )1377

اين اختلاف در ). 13(گزارش گرديد% 13شهر زاهدان 
جه اختلاف در مكان و تواند در نتي ها مي فراواني سويه

سال و احتمالا 10زمان مطالعه باشد كه پس از گذشت
با رعايت بيشتر اصول بهداشتي، كاهش قابل توجهي 

علاوه بر اين، . شود ها مشاهده مي در شيوع اين سويه
تواند تا حدي ناشي از  هاي مذكور مي تفاوت
با اين . هاي تشخيصي مورد استفاده نيز باشد تكنيك

ها بايستي در كشور ما به عنوان  اين سويهحال هنوز 
در برخي از . عامل ايجاد اسهال مدنظر قرار گيرند

كشورهاي درحال توسعه وحتي توسعه يافته كه اسهال 
بويژه در كودكان به عنوان يك مشكل رايج بهداشتي 

 EIECهاي  هاي تشخيصي سويه شود، تست تلقي مي
فاده قرار در كنار ساير عوامل باكتريايي مورد است

  .گيرند مي
، شيوع )2007(در تايوان  Ji-Rong Yangدر مطالعه 

EIECدر ). 11(گزارش شد% 20 در اسهال كودكان
در ) 2004( و همكاران  Katia R.S Arandaمقابل،

موارد اسهال % 3/1يك مطالعه در برزيل، تنها در 
  ).2( شناسايي كردندPCR را با تكنيك EIECكودكان، 

Bui Thi Thu Hien  8/0 و همكاران در ويتنام در % 
را نشان  EIEC  سال، 5موارد اسهال كودكان زير 

 در EIECهاي تفاوت در گزارش سويه). 12(دادند
مطالعات مختلف، حاكي از توزيع جغرافيايي متنوع 

. باشد هاي مختلف مي ها و مكان ها در زمان اين سويه
اج آنچه از نتايج مطالعات در سرتاسر جهان استنت

در ايجاد اسهال  EIECهاي شود اين است كه سويه مي
كودكان نقش داشته و لازم است تا در كنار ساير 

هاي تشخيصي دقيق براي آنها  عوامل باكتريايي، تست
  .طراحي و به كار گرفته شود

  
   نتيجه گيري

هاي اشريشياكلي  با توجه به ماهيت بيماريزاي سويه
يجاد اسهال خوني  و اهميت آنها در ا)EIEC(مهاجم 

در كودكان بايستي براي شناسايي دقيق و تمييز آنها از 
مولكولي مبتني  هاي نوين فلور طبيعي روده از تكنيك

بر ماركرهاي ژنتيكي بهره گرفت، چرا كه به علت 
ها در بسياري از خصوصيات با  شباهت اين سويه

و نيز عدم  )E.coli(هاي كومنسال اشريشياكلي سويه
هاي تشخيصي مناسب در آزمايشگاه ها،  وجود تست
جداسازي اين . مانند ها اغلب از نظر دور مي اين سويه

ها در اين مطالعه حاكي از نقش آنها به عنوان  سويه
در ايجاد اسهال بويژه در   يكي از عوامل باكتريايي

  . باشد كودكان زير يك سال در كشور ما مي
  

  و قدردانيتشكر 
از معاونت تا بدينوسيله  ننددا مجريان طرح لازم مي

علوم پزشكي تهران كه  دانشگاه محترم پژوهشي
هاي طرح را فراهم نمودند صميمانه سپاسگزاري  هزينه

 اين مقاله نتيجه بخشي از طرح اً ضمن.و قدرداني شود
خدمات  تحقيقاتي مصوب دانشگاه علوم پزشكي و

مورخ  7749بهداشتي درماني تهران به شماره قرارداد 
   . باشد مي 10/11/1387
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Abstract 
 

Background and Aim: Enteroinvasive Escherichia coli (EIEC) strains 
include a group of diarrheagenic Escherichia coli (DEC) and are known 
to cause shigellosis-like symptoms in both adults and children. They 
belong to a limited number of serotypes and their somatic (O) antigens 
are identical with, or related to, certain Shigella antigens. EIEC strains 
are confirmed by demonstration of invasiveness by polymerase chain 
reaction (PCR) for detection of the ipaH (invasive plasmid antigen H)  
gene that is specific for these strains among DEC.Since in our 
country,Iran study for detection of  these strains. hasnot been carried out 
therefore the aim of this study was detection of EIEC in diarrheal under 5 
year old children in Tehran. 
Materials and Methods: During the descriptive study,300stool 
samples were collected from children with diarrhea in Ali Asghar 
Hospital and children medicinal center of Tehran during 4 months 
(April-Jul 2008). E.coli species were isolated by standard bacteriological 
and biochemical tests. Presence of invasive plasmid antigen H (ipaH) 
gene in confirmed colonies was investigated by PCR technique. 
Results: Among 300 stool specimens studied using culture method and 
biochemical tests,39(13%) E.coli species were isolated. Among these 39 
strains,7(2.3%) strains containing ipaH gene (EIEC) were detected by 
PCR technique. 
Discussion and Conclusion: Enteroinvasive Escherichia coli (EIEC) 
in our country, Iran, may be as bacterial pathogen causing childhood 
diarrhea. Therefore we should apply new techniques for investigation of 
these strains. 
 
Key words: Enteroinvasive Escherichia coli(EIEC), Diarrhea, Children, 
Polymerase Chain Reaction(PCR) 
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