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 اشریشیاکلی های بالینی  در جدایه agg)بیوفیلم) کدکننده یها  ژنشناسایی 
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  چکیده
رونی.    يله شستشو ملايم از بين نمیي وس  بهير به سطح وابسته و ناپذ  برگشت طور  بههای ميکروبي است كه  ی از سلولا  مجموعهبيوفيلم  مقدمه:

  aggRدارای ژن  EAECهیای پیاژوژن   سیويه دارد   كنن.، قرار مي ك. را ح.ت فاكتورهای از بسياری كه( pAA)اصلي پلاسمي. روی بر aggR ژن
 است     ش.ه ييای شناسا روده يماريزایب يشياكليشش دسته از اشربوده كه اين ژن در 

 پی  از كشیت و  و  ردي.یییی آوری گ معیییی جسیال   7ژیا   4با ميانگين سني  كودكاناز  م.فوعنمونه  60 ژع.اد رضدر ژحقيق حا ها: مواد و روش

 شناسايي ش.ن.   TSI ، محيطاكسي.از ،كاژالاز نظير: بيوشيميايي یها يشآزما

چنیين   هیم   مثبیت بودنی.  درصی.   8نمونیه   aggR 5 ،درص. 15نمونه  agg4A 9  ،درص. 6/11 نمونه 7در  aggAژن  های پژوهش: یافته

   بودن.  aggR، aggA ،agg4A ح.تيکي از فاكتورهای واج. ش.ه ح.اقل  ج.ا های يهدرص. سو 28مشخص ش. كه 

قه نشیان  یییی منط يین های ايزوله شی.ه در ا  شيوع بالائي در سويه aggR با دارا بودن ژن EAEC ژيپيکیال های يهسو گیری: یجهنتبحث و 

 سیويه اين باكتری، ژهيه واكسین عليیه    یها های مح.ود كردن عفونت از راه  ان. و با ژوجه به الگوی فاكتورهای ويیرولان  دارای هتروژني هستن. داده
    است پاژوژن
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 مقدمه
ژوانییايي كلییونيزه شیی.ن و  شییياكلي ياشربییاكتری 
حيیواني، انسیاني و محیيط را     هیای   يزبانمپاي.اری در 

ای شیکل   باكتری گرم منفي و ميلیه شياكلي ياشر  دارد
است كه معمولاً در روده موجودات خونگرم يافت شی.ه،  

بخشي از فلور طبيعي روده انسان طبيعتاً غيیر   عنوان  به
هیای آن   پییییروژيیییليکن برخي از س، است يماريزاب
در انسیان   ژوانن. باعی  مسیموميت غیذايي جی.ی     مي
عفونت مجاری ادراری ناشي از اين باكتری يکي   شون.
باكتريايي و دومیين عفونیت    یها  عفونت ژرين  يعشااز 

 هیا   يمارسیتان بشايع و از علل عم.ه مراجعه بيماران به 
در  ادراری يماريزایباست در ميان همه عوامل باكتريال 

، باسیيل گیرم   اشريشیياكلي بيماران سرپايي و بسیتری،  
عامیل اسیت كیه     ژرين  يعشاروده،  طبيعينفي و فلور م

شی.ه   درص. در موارد عفونت ادراری ج.ا 90ژا  75بين 
بییه دو شییکل   هییا  یبییاكتردر طبيعییت، (  1)اسییت

شییون.  بيییوفيلم   پلانکتونيییو و بيییوفيلم يافییت مییي  
هسیتن. كیه در    هیا   یباكترباكتريايي، ژجمعات پيچي.ه 

بیه سیطو     شی.ه و  يو پوشش گليکوكاليک  محصور
ای از  هیا مجموعیه   وفيلمییی .  بيیییچسبن مخاطي مي

 يرناپیذ   برگشت طور  بهميکروبي هستن. كه  یها  سلول
شستشو ملايیم از بیين    يلهوس  بهان. و  به سطح وابسته

غيیر   یهیا   سیلول رونی.  عیلاوه بیر ايین، ژمیايز       نمي
به شکل بيیوفيلم بیال ، ژیييیرات     (Planctonic)متصل
ای  كن. كه دارای پيام.های عم.ه را ايجاد ميفنوژيپي 

از قبيل افزايش مقاومت بیه عوامیل ضی.ميکروبي و از    
 درصی.  50بين نرفتن ژوسط دفاع ميزبان است  بيش از 

شیامل ژشیکيل    شی.ه   گیزار  باكتريیايي   یها  عفونت
مختلی    یهیا   در گونیه انی.  ژشیکيل بيیوفيلم     بيوفيلم
و سییودومونا  شییياكلي ياشرجملییه  از هییا  یبییاكتر

اشريشیییياكلي   (2)اسیییت شییی.ه مشیییاه.هآئروژينیییوزا 
 Enteropathogenic Escherichia)انتروپاژوژنيیو  

coli)  اشريشیییییییییياكلي انتروژوكسیییییییییي نيو ،
(Enterotoxigenic Escherichia coli) ،

 Enterohemorrhagic)اشريشياكلي انتروهموراژيیو 

Escherichia coli)يرنییت ، اشريشییياكلي ديفيییوز اده
(Diffuse-adhering Escherichia coli) ،

 Enteroinvasive)سيو ییییینويییاشريشياكلي انترواي

Escherichia coli)  و اشريشییياكلي انترواگرگيتيییو ،
(Enteroaggregative Escherichia coli) 

های اشريشياكلي انترواگرگيتيو عامیل ايجیاد    ويهییییس
ان، یییی در كودك .ارییی اسهال حاد و مزمن و اسیهال پاي 

هییا دارای الگییوی چسییبن.گي  باشیین.  ايیین سییويه مییي
اپيتليیالي ماننی.    یهیا   سیلول بیه   اختصاصي اگرگيتيیو 

HeLa  2و-HEp   .رو اسیتفاده از    (2)هسیتنPCR  
، ژشیخيص  حی.ت میرژبط بیا    یها  حضور ژنر اسا  ب
بخش.  پاژوژنز و نحوه  را بهبود مي  EAECهای  يهسو
كامل مشیخص   طور  به  EAECهای  يهسو زايييماريب

ك.كننی.ه فاكتورهیای    یها  ژننش.ه است و بسياری از 
بیر روی پلاسیمي.     EAECهیای     سويهیییويرولان
قرار دارن.  فعاليیت   (pAA)دالتوني باكتریمگا  65-60
تورهای ويیرولان  در  یییی فاك ك.كننی.ه  یهیا   ژناكثر 
اصیلي   كنن.ه  يمژنظژوسط يو ژن  EAECهای  سويه
روی  بیر   aggR  ژن(2)شیود  كنترل مي  aggRبه نام 

كیه بسیياری    (pAA)پلاسمي. اصلي ويرولان  باكتری
كنی. قیرار دارد،      را ك. میي یییاز فاكتورهای ويرولان

 هیای   يهسیو نیام  ه بی    aggRدارای رگولون های  يهسو
EAEC   ژيپيیو(EAEC Typical) یگیذار   امییییی ن 
بیالقوه   هیای   يهسیو و اعتقاد بر اين اسیت كیه    ان.  ش.ه

  (4،4)باشیین. مییي aggRدارای ژن  EAECپییاژوژن 
 بیه ها  پاژوژيپ يناز ايو  هر يماريزاييبهای  مکانيسم

ژنتيکي ژوسط كروموزوم، پلاسمي. و يا باكتريوفیاژ   طور 
 يجادكننیی.هاهییای  شییود و هییر پاژوژيییپ ژنكیی. مییي

 ديگیر   يعبارژ  بهمخصوص به خود را دارد يا  يماريزایب
حضور يا ع.م حضور يو يا چن.ين فیاكتور ويیرولان    

 agg ژن   (5)شیود  ها میي  باع  شناسايي اين پاژوژيپ
 ييشناساای  روده يماريزایب يشياكلياشرشش دسته از 

برای انسیان بیه    ها  آنپنج گونه از  يماريزاييبكه  ش.ه 
دارای الگییوی  هییا  يهسییواثبییات رسییي.ه اسییت، ايیین  
اپيتليیالي   یهیا   سلولبه  چسبن.گي اختصاصي اگرگيتيو

ژیييرات فنوژايپي   (6-8)هستن. HEp-2و  HeLaمانن. 
اشريشیياكلي از حالیت غيیر     یهیا   سیلول باع  ژیييیر  

شیود  رشی.    میي  به حالت متصل (Planctonic)متصل
جر بیه  یییی ب منیییی پیاژوژن اغل  هیای   یباكتربيوفيلم 
و  هیا   بيوژيو  يآنتشود كه ژحمل به  هايي مي عفونت
بيوفيلم ها  ده.  ايمني ميزبان را افزايش مي یها  پاسخ
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باكتريايي متراكم و  یها  سلول يلهوس  بهژيپيو  طور  به
هي.راژییه از سییلول بییاكتری  العییاده  فییو كلاسییترهای 
و سیاختارهای سیطحي    ها  مولکول  شون.  يممشخص 

مختلیی  در ژشییکيل بيییوفيلم در اشريشییياكلي دخيییل  
و آهسته رش.  يآرام  بهها   بيوفيلم  (8،9)ان.  ش.هدانسته 
ها   های مختل  رش. و پرور  آن  كنن. و در مکان  مي

سیرايت   یهیا   عفونیت ها و   گيرد و بيماری  صورت مي
رود كیه بیرای     آهسته پيش میي  ق.ر  آنبيوفيلم   كنن.ه

 حیال  هیر   بیه كنی.     علائیم كفايیت نمیي    ،یآشکارساز
 بیه مختلی  و   یهیا   رو ژوان. به  باكتری بيوفيلم مي

عفونت و آلودگي را سیرايت   های ج.ي.،  به بافت يراحت 
غير متصل به  یها  سلولعلاوه بر اين، ژمايز   (10)ده.

 كنی.   يمی شکل بيوفيلم بال ، ژیييرات فنوژايپي را ايجاد 
ای از قبيل افزايش مقاومیت   عم.ه يام.هایپكه دارای 

به عوامل ض. ميکروبیي و از بیين رفیتن ژوسیط دفیاع      
وژايپي باعی  ژیييیر    یییی ميزبان است  ايین ژیييیرات فن  

اشريشياكلي از حالت پلانکتیوني بیه شیيوه     یها  سلول
 كیه  يین ا از  پی    (11)شیود   يمی زن.گي ب.ون ژحرک 

 خصوصیاً  هیا   ونتیییی عفاهميت بيوفيلم هیا در ايجیاد   
بيمارستاني مشخص گردي.، ژحقيیق روی   یها  عفونت
اروئي بيوفيلم ها افیزايش پيی.ا   د یها  مقاومتمکانيسم 

مقیيم   هیای   یبیاكتر ژاكنون درباره علل مقاومیت  د  كر
است: ال ( فنوژيیپ   ش.ه  ارائهبيوفيلم چهار دليل اصلي 

ژطبيقي: فنوژيپ مقاوم در بيوفيلم ژطابق پيی.ا نمیوده و   
  رود  ينمی از بیين   بيوژيیو   يآنتو ژوسط  مان.  يمباقي 

بع. از م.ژي فنوژيپ مقاوم، نوع غالب خواه. بود  ح.  
 های  یباكتردرص.  10درص. ژا  1/0كه ح.ود  زنن.  يم

قطیع   بيوژيیو   يآنتی اني كه یییزم  بيوفيلم مقاوم باشن.
رش. مج.د كرده و فعاليت خیود را   ها  یباكتر گردد  يم

و بیه   دهنی.   يمی آغاز نموده و يو بيوفيلم ژازه ژشکيل 
  (12)كننیی.  يمییپيیی.ا  ضییرورتهمییين دليییل بيمییاری 
، pHچیون   هم يان. كه عوامل دانشمن.ان پيشنهاد كرده

دو ظرفيتیي   هیای   يونكاژهي.راژاسيون سطح و غلظت 
هیای اسیي.ی و    فعاليت بيوساي.ها را از محيط ژوان.  يم
های عميیق بيیوفيلم ژحیت     هوازی موجود در لايه بي
 ژعيیين  مطالعیه،  ايین  از هی.    (14،14)قرار دهی.  يرثاژ

 اشريشیياكلي  هیای  يلم در ايزولیه فبيیو  یها  ژنحضور 

 Multiplex رو  به باليني های نمونه در اسهال مول.

PCR است بوده  

 ها روش و مواد
 هیییییییای  نمونه ژحليلي -ژوصيفي مطالعه اين در
 كودكان از شی.ه   یآور  جمع مورد 60عي به ژع.اد م.فو

 گرفتن.  قرار يبررسی  موردسال  7ژا  4با ميانگين سني 
 به بلير كری انتقالي محيط يلهوس  به م.فوع های نمونه

 گردي.  منتقل شناسیییي  يکییرو  م ژحقيقاژي آزمايشگاه
ييی. وجیود   ابیرای ژ   ژعيين هويیت بیاكتری   ج.اسازی و

هیا بیر روی    اشريشياكلي و ج.اسیازی بیاكتری، نمونیه   
 كیانکي آگیار    های انتخابي و افتراقي مانن. میو   محيط

  ECC  ، ان(ییییی)مییرک، آلم EMB ، )مییرک، آلمییان( 
( E.coli Chrome Agar )  )كشیت  ، )هايمی.يا، هنی.ی

 انکوبه گراد  يسانتدرجه  47ساعت در دمای  24داده و 
شناسايي حضور  جهت  یگرمخانه گذاربع. از  شون.  مي

بيوشيميايي شامل:  يي.یاژهای  ، آزمونE.coli باكتری 
 IMViC ، TSI  (  (Triple Sugar Iron  یهیا   آزمیون 

Agar    )هت ژشخيص نهیايي انجیام   ییج، )مرک، آلمان
  (15)گردد  يم

های بيوشيميايي جهت ژشیخيص بیاكتری    آزمون 
E.coli :ايي پی  از كشیت روی   یییی . نهییی ييابرای ژ
 آگیار و  EMBبلاد آگار و مو كانکي آگار  های  يطمح

ECC  وE.coli chrome Agar  ژشییخيص بییاكتری
شیامل   شناسیي   يکیرو  م یهیا   رو اشريشياكلي بیا  

 هیای   يطمحی كاژیالاز و اكسیي.از و اسیتفاده از     آزمودن
، سيمون سیيترات،  TSI ،SIM ،MRVPافتراقي مانن. 

ژکميلییي  یهیا   آزمیون اوره آگیار، نيتیرات آگیار، و نيییز    
بيوشيميايي مانن. ژخمير قن.ها و استفاده از آمينواسي.ها، 

انجیام گرفیت     شناسیي   يکرو مطبق ج.ول ژشخيص 
لاكتوز مثبت و بر  های پرگنه ضمناً بر روی مو كانکي

لاكتیوز مثبیت بیه همیراه      های پرگنهنيز  EMBروی 
  ECCهای آبي بر روی محيط جلای فلزی و نيز كلني

  شی.  بررسیي  Chrome Agar شیياكلي ياشرو محیيط  
كشیت   های  يطمحج.اسازی ش.ه در  های  يهسوسپ  
TSA و نيییز  گییراد  يسییانتدرجییه  4در دمییایTSB 

ژا زمیان   گراد  يسانت درجه -20گليسيرين دار در دمای 
    (15)انجام آزمايش نگه.اری ش.
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 ها نمونه :يي. بيوشيميايي اشريشياكلياج.اسازی و ژ
كشیت داده   دار  خیون ابت.ا در محيط مو كانکي و آگار 

 شیب   يوبه م.ت  گراد  يسانتدرجه  47ش. و در دمای 
اشريشياكلي در محيط مو كیانکي    انکوبه ش.ن.  كلني

اسیت  بعی. از    رنی    يصیورژ به دليیل ژخميیر لاكتیوز    
لاكتیوز مثبیت از محیيط میو      های  يكلونانکوباسيون 

ژوسیط   ها  یباكترمنتقل ش. و  EMBكانکي به محيط 
( بییرای شناسییايي IMViC)بيوشییيميايي یهییا  آزمییون

قیرار گرفیت، كیه در صیورت      يبررس مورداشريشياكلي 
اول)انی.ول و متيیل رد( و منفیي     آزمونمثبت بودن دو 

قطعي صیورت   ي.ژائکائر و سيترات( بودن ژست)ووژپرس
  (16)گرفت

 :EAEC)بیاكتری)  بيیوژيکي   يآنتی بررسي مقاومت 
-Kirby ديفيیوژن برای انجام آزمايش از رو  ديسو 

Bauer   .سییاعته از  24ابتیی.ا كشیت ژیازه     اسیتفاده شی
آگار ژهيه و سپ   مولر هينتونباكتری در محيط كشت 

بیا حیل   بر سطح محيط كشت  ش.ه ظاهر های  يكلناز 
ليتییر سییرم  نمییودن دو ژییا سییه پرگنییه در يییو ميلییي 

معادل اسیتان.ارد نیيم    يسوسپانسيونفيزيولوژی سترون 
1مو فارلن.)

 cfu ml
- 1085/1    ژهيه شی.  سیپ  بیا )
 محیيط  یبیر رو از هیر بیاكتری    سیترون كمو سوآپ 

MHA 5متیراكم كشیت داده شی.  پی  از      صورت  به 
 هیا   یبیاكتر دقيقه كه رطوبیت ناشیي از سوسپانسیيون    

 نظیر  میورد  بيوژيو  يآنت های  يسودجذ  محيط ش.، 
برای هر باكتری به كمیو پین  اسیتريل بیا رعايیت      
فاصله هر ديسو از ديگری و نسبت به لبیه پليیت بیر    

حیاوی   هیای   يیت پلقرار داده شی.    MHAروی محيط 
درجیه سیانتي گیراد     47ساعت در  24باكتری به م.ت 
ع.م  یها  هالهم.ت  ينا از  پ ش.ن.   یگرمخانه گذار

 هیا   بيوژيو  يآنتو با ج.ول استان.ارد  يریگ  ان.ازهرش. 
  (17،18)ش.ن. بررسي
بیییا رو   EAEC)بررسیییي ژشیییکيل بيیییوفيلم) 

بیا   EAEC)بررسي ژشیکيل بيیوفيلم)   ميکروژيتر پليت:
رو  ميکروژيتر پليیت بیا اسیتفاده از رو  اژصیال بیه      

  (22)انجام ش. (Crystal Violet; CV)كريستال ويوله
يیو   نخستبرای بررسي ژشکيل بيوفيلم اين باكتری، 
 ليتیر   يليم 5لوپ از كلني باكتری را به يو لوله حاوی 

 24ژیا   18ژلقيح و اين لوله به می.ت   (LB)لوريا برژاني

شی.    یگذارگرما گراد  يسانتدرجه  47ساعت در دمای 
 1،  هیا   یبیاكتر بع. از گذشت اين م.ت و فعال شی.ن  

 لولیه از سوسپانسيون بیاكتری برداشیته و بیه     ليتر  يليم
ژلقیيح   LBمحيط استريل  ليتر  يليم 10حاوی  يشآزما 

 ليتیری   يلیي م 10از محیيط   يترليکروم 200ش.  سپ  
ميکروژيتیر پليیت ريختیه     یها  چاهوبرداشته و داخل 

 LBش.  در چاهو شاه. فقط محیيط كشیت اسیتريل    
 در  پليیت گذاشیته شی. و    يحاز ژلقی قرار داده ش.  بع. 
 گراد  يسانتدرجه  47ساعت در  24گرماگذاری به م.ت 

بع. از گذشت اين م.ت، محتوی داخیل   صورت گرفت 
بیار بیا    4 هیا   چاهیو خالي ش. و شستشوی  ها  چاهو

 شی.ت   بیه  هیا   يتپلسرم فيزيولوژی استريل انجام ش.  
غير متصل حذ  شیون.    یها  سلولژکان داده ش.ن. ژا 

 هیا   چاهیو بیه   درص. 96اژانول  يترليکروم 200سپ  
ژثبيت گردنی.  بعی. از گذشیت     ها  سلولاضافه گردي. ژا 

ژخليیه شی. و در دمیای     ها  چاهو ياتمحتودقيقه،  15
خشیو گرديی.  سیپ  هیر      هیا   يتپلآزمايشگاه سطح 
 2از كريسییتال ويولییه   يتییرليکروم 200چاهییو را بییا  

دقيقه،  5دقيقه رن  ش.  بع. از  5به م.ت  (CVدرص.)
 200شسته شی. و بیا    يآرام  بهبا آ  شهری  ها  چاهو
حیلال پیر    عنیوان   به درص. 44اسي. استيو  يترليکروم

در دمیای   ها  يتپلدقيقه انکوباسيون  15ش.ن. و بع. از 
  رنی   یهیا   چاهیو جذ  نوری  گراد  يسانتدرجه  47
نانومتر ژوسیط دسیتگاه    492با كريستال ويوله در  ش.ه

ELISA plate reader  .(19)خوان.ه ش  
اسییتخرا   :Multiplex-PCR و   DNA اسییتخرا  

 DNA    سییيناكلون طبییق دسییتورالعمل كيییت ژجییاری
(EX6011)  در  اسیتفاده  مورد  پرايمرهای گرفتانجام
  مخلیو     اسیت  ش.ه ذكر 1 شماره اين آزمون در ج.ول 

جهیییت انجیییام واكییینش  اسیییتفاده میییوردژركيبیییات 
 Multiplex-PCR    يتیر ليکروم 7/12مقطر  شامل: آ ،
  10X. PCR buffer   يتیر ليکروم 2به ميزان،MgCl2 

1.5 mM     يترلکروییییيم 5/0به ميزان( ، dNTP mix 

  (5 Mm      پرايمرهیای  يترلکرویییییی يم 5/0بیه ميیزان ،
µM     5/0 آنیزيم يترليکروم 5/0ك.ام  هر استفاده مورد ، 

 2.5 unit    Taq polymerase    4/0يزان ییییییییی به م 
در حجیم نهیايي    يتیر ليکروم DNA  4 ، نمونه يترليکروم
 گردد   ژهيه مي يترليکروم 20
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 واسرشیت  مرحله :Multiplex-PCR آزمون برنامه
 مرحلیه  دقيقیه،  1 می.ت  بیه  گراد  يسانت درجه 95 اوليه

 ثانيیه،  40 می.ت  بیه  گیراد   يسیانت  درجیه  95 واسرشت
 دقيقه، 1 م.ت به گراد  يسانت درجه 58 چسبي.ن مرحله
 دقيقیه  2 می.ت  بیه  گیراد   يسانت درجه 72 بسط مرحله
 درجیه  72 هاييیییی ن بسیط  مرحلیه  ،(چرخیه  40 ژع.اد)
بعی. از انجیام     هسیت  دقيقیه  10 می.ت  به گراد  يسانت

در دسییتگاه ژرموسییايکلر    Multiplex-PCR آزمییون 
 1بیر روی ژل آگیارز    هیا   نمونهجهت بررسي محصول 

 برومايی.   .يومییییی ياژو بیا   .هییییی ش  دادهانتقال  درص.
 وردیییییمو سییپ  در دسییتگاه ژل داک  يییزیآم  رنیی 
 1 شمییییاره .ولیییییج گيییرد  قییرار مییي يیییییبررس

ان یییی را نش طالعهیییدر اين م استفاده موردپرايمرهای 
  (20)ده. مي

 
 .Multiplex-PCR (32)جهت آزمون  استفاده موردهای  پرایمر .1شماره  جدول

 پرايمر ('3–'5) ژوالي پرايمر (bp)طول محصول

408 ACGCAGAGTTGCCTGATAAAG aggR-F 

408 ATACAGAATCGTCAGCATCAGC aggR-R 

411 

411 
TCC ATT ATG TCA GGC TGC AA agg4A-F 

GGC GTT AAC GTC TGA TTT CC agg4A-R 

220 TCT ATC TRG GGG GGC TAA CGC T aggA-F 

20 ACC TGT TCC CCA TAA CCA GAC C aggA-R 

 

 پژوهش های یافته
ده. كه در اين منطقیه   نتايج اين مطالعه نشان مي

هییای   پیاژوژن  ژرين  يعشااز  يکي EAEC های  يهسو
 ژن  PCR  در .گردنیییی ای محیییییسو  مییییي روده

pCVD432  هی.  جهیت    ينژیر   معمیول  عنیوان   به
 هیای   يهسیو باش.   مي ها  يهسومولکولي اين  ييشناسا

بیا دارا   EAECژيپيکیال  های  يهسو EAECژيپيکیال 
ايزوله ش.ه  های  يهسوي در يشيوع بالا  aggRبودن ژن

ان. و بیا ژوجیه بیه الگیوی      منطقه را نشان داده يندر ا
 .تن.یییتروژني هسیییییفاكتورهای ويیرولان  دارای ه

 agg4A9  ،درصیی. 6/11ونه یییییینم 7در  aggAژن 
درصیی.  8مونه ییییییین aggR5  ،درصییییی. 15نمونییه 

درصی.   28خص ش. كه ییییچنين مش هم  مثبت بودن.
يکییي از . یییییییواجحیی.اقل  شیی.ه جیی.ا هییای  يهسییو

 aggR،aggA  ،agg4A .تیییییحای ییییییییفاكتوره
 بودن. 

   
 

 
 کنترل مثبت ، چاهک دوم: Ladder 100bp چاهک اول از چپ به راست: Multiplex PCR آزمون  نتایج . 1 شماره تصویر

 چاهک -کنترل منفیچاهک سوم:  -- bp (aggA 330 باند  ،203bp   aggR باند-(agg4A)111باند

 بالینی مثبت 32-23های  تا پانزدهم شامل نمونهچهارم 

 

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
sj

im
u.

27
.2

.7
3 

] 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 s
jim

u.
m

ed
ila

m
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-0
5-

17
 ]

 

                             5 / 10

http://dx.doi.org/10.29252/sjimu.27.2.73
https://sjimu.medilam.ac.ir/article-1-4781-en.html


 کیومرث امینی و همکاران -...های بالینی  در جدایه agg))بیوفیلم کنندهکدی ها  ژنشناسایی 

37 
 

 
 111باند مثبت کنترل: دوم چاهک ، Ladder 100bp اول چاهک: راست به چپ از Multiplex PCR  آزمون نتایج.  1 شماره تصویر

(agg4A)-203 باندbp aggR،  330باند bp (aggA -شامل پانزدهم تا چهارم چاهک-منفی کنترل: سوم چاهک  

 مثبت بالینی 14-30 های نمونه

 
نتايج  بررسي ژشکيل بيوفيلم بیه رو  ميکروژيتیر   

 16 مطالعیییه میییوردنمونیییه  60از ميیییان  پليیییت:
 طیور   به( ژوان ژشکيل بيوفيلم را درص. 7/26)نییییمونه

هیا ژوانیايي    از ايزولیه  يیو   يچهی انی. و   متوسط داشته
 ان.)جی.ول  قیوی ن.اشیته   صیورت   بهژشکيل بيوفيلم را 

 (   2 شماره
 

 تشکیل بیوفیلم برحسب جداسازی شدههای  توزیع ایزوله .2شماره  جدول 

 برحسب ژع.اد و درص. ميزان ژشکيل بيوفيلم ژع.اد منبع نمونه ردي 

 ژشکيل بيوفيلم قوی ژشکيل بيوفيلم متوسط ژشکيل بيوفيلم ضعي  ملع.م ژشکيل بيوفي

 - %(7/26) 16 %(20) 12 %(4/54) 42 60                          باليني                    1

 

 گیرینتیجه و بحث
اسهال در  ايران در منیاطق مختلی  دارای شیيوع    

گیزار   ابتلا ميليون  6/1 سال هرمتفاوژي بوده كه در 
نفیر   71000بیه   2004شود كه اين رقیم در سیال    مي

و اين موضوع با مصیر  میواد پروژنينیي     يافت كاهش
و همکاران  Makled  (20)گوشتي در ارژبا  بوده است

نمونییه از كشییت بییاكتری  100ژعیی.اد  ي كییهدر ژحقيقیی
 گاه ادراریییییییییبيمییاران مشییکوک بییه عفونییت دست

(UTI) یهیا   ژسیت گرديی.  بیا اسیتفاده از     یآور  جمع 
گردي.   ي.ژائنمونه  70بودن  E.coli بيوشيميايي مت.اول

 يشیییياكلياشر بیییاكتری بيیییوژيکي  يآنتیییمقاومیییت 
 میورد  Kirby-Bauer بیا اسیتفاده از رو    يوروپاژوژن
قرار گرفت  ژشکيل بيوفيلم اين باكتری با رو   يبررس

بررسیي اژصیال    منظیور   بیه ميکروژيترپليت بررسي ش.  
هي.روفوبيسییيتي، رو  هيیی.روكربن بییاكتری و ميییزان 

با استفاده از  DNA اكتان استفاده ش.  پ  از استخرا 
 بیه رو   sfa و pap یهیا   ژنكيت استخرا ، حضور 

Multiplex PCR 100از مجموع  .گرفت يبررس مورد 

بيوشیيميايي   یهیا   رو به كمیو   يبررس موردنمونه 
يوروپیاژوژن   يشیياكلي اشر عنیوان   بیه نمونه  70مت.اول 

شناسايي ش.ن.  نتايج نشان دادن كیه ايین بیاكتری بیا     
ژوانیايي ژشیکيل بيیوفيلم را     درص. 24هي.روفوبيسيتي 

قی.رت   درصی.  86ژشیکيل بيیوفيلم    يزاننظر م ازدارد  
 درصی.  2/11 و متوسیط  قی.رت  درصی.  8/2بسيار كم، 
 اسا  بر چنين هم  دادن. نشان بالا بسيار ق.رت دارای
بیر   Multiplex PCR آزمیايش  از آم.ه  دست  به نتايج
كه بالاژرين ق.رت ژشکيل بيوفيلم را  یا  نمونه 10روی 
نمونیه   pap ،7 ژن واج.( درص. 100نمونه) 10 داشتن.،

  بیه  نيیز ( درص. 70نمونه) 7و sfa  ژن واج.( درص. 70)
نتیايج ايین    .بودن.sfa  و pap ژن دارای زمان  هم طور

 ژیرين   يعشیا  sfa و pap یها  ژنمطالعه نشان داد كه 
از  ش.ه ج.اهای  اشريشياكلي های ك.كنن.ه پيلي در ژن

بیه اژصیال ايین     ژواننی.   يمی عفونت ادراری هستن. كه 
ميزباني و ژشکيل بيیوفيلم هیای    یها  بافتباكتری به 
 ژحقيقاتدر   (21،22)كمو كنن. بيوژيو  يآنتمقاوم به 

 انجیام ها  كه بر روی همين سويه 2001بع.ی در سال 
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بیا پیرو     هیا   يهسیو درص. اين  9/46است فقط  گرفته 
اگر رو    واكنش دادن. EAEC های  يهسواختصاصي 

هيبري.يزاسيون در اين مورد میلاک قیرار گيیرد ميیزان     
درص. خواه. بود كه نزديیو بیه    15ژا  12شيوع ح.ود 
در ايین مطالعیه    EAEC های  يهوییییسميزان فراواني 

در منییاطق  EAEC هییای  يهسییو  فراوانییي باشیی.  يمیی
كیه   طیوری ه مختل  جیرافيايي بسيار متفاوت است  بی 

درصی.، برزيیل    20درص.، هن.  44فراواني آن در شيلي 
 5/6درص.، استراليا  12درص.، سوئ.  2درص.، آلمان  69

درص. و افريقیای   4/47درص.، ژاپن  49درص.، نيجريه 
شيوع كمتر در  دهن.ه درص. است كه نشان6/19جنوبي 

، ژوسیعه   حال دركشورهای صنعتي نسبت به كشورهای 
 ج.اشی.ه  های  يهسودرص.  28در اين مطالعه   باش. مي

، aggR ،aggAح.اقل يکي از فاكتورهیای ويیرولان    
agg4A  .را دارا بودنaggA   درصی.،  6/11 نمونه 7در 
agg4A 9  درص. 15نمونه،  aggR5   درصی.   8نمونیه

و همکیاران در بررسیي   Jiang  از طرفیي  مثبت بودنی.  
دارای اسییهال مسییافرژي مشییاه.ه  يکییاييآمربيمییاران 
از اين بيمیاران   ش.ه ج.ا EAEC های  يهسوكردن.، در 

از سیییاير  aggRيوع ژن ییییییش aggAپییی  از ژن 
چنیين مشیاه.ه    هم  فاكتورهای ويرولان  بيشتر است

و اينترفرون گاما  8های اينترلوكين  كردن. كه سيتوكين
دارای   EAECهیای   يهسییو مبتلابیه در می.فوع افییراد  

 مبتلابیه بسيار بالاژر از افرادی است كه  aggRرگولون 
باشین.    مي  aggRفاق. ژن EAEC های  يهسوعفونت 

 EAEC هیای   يهسوبه همين جهت پيشنهاد كردن. كه 
.ام از اين یییك يا هر  aafAو  aggRدو ژن  هر دارای
از  .(24)باشین.   يمی های پاژوژن  سويه ييژنها  به ها  ژن
سییويه ( درصیی. 8/10)15اسییهال  مبتلابییهبيمییار  140
ايزوله گردي.  ژن   pCVD432دارای ژن شياكلي ياشر

aggR   ييشناسییاسییويه  (درصیی. 4/74)سییويه 11در 
 4 و 4 بیه ژرژيیب در    aafAو aggA یهیا   ژنگردي.  

 astAژن سیويه و 9 در  aapايزولیه وجیود داشیت  ژن

مثبیت گیزار  گرديی.  چنی.ين ژركيیب       سییويه  7در  
 هیای   يهسیو های ژنتيکیي در بیين    مختل  از شاخص

EAEC   خص گرديیی. كیییه  ییییی مشیاه.ه شی. و میش
 درص. 4/54با  aap-aggRالگوهای ژنومي  ژرين  يعشا
 و  Lewis  بودنیی. درصیی. 7/26بییا   aafA-aggRو

 در را بیاكتری  بيیوفيلم  نقیش  2005 سیال  در همکاران
 و داده قیرار  آزمیايش  میورد  ايمنیي،  سيستم از حفاظت
 حفیی  ژوانییايييییايي باكتربيییوفيلم  كییه شیی. مشییخص
 و نیوروزی   (24،25)را دارد ماكروفیاژ  برابیر  در ارگانيسم
 ژشیکيل  ژوانیايي  مقايسیه  بیا  2010سیال   در همکاران
 ESBLغير و ESBL ي.كنن.هژول های  يهسو در بيوفيلم

 ESBLهای سويه در بيوفيلم ژولي. ميزان كه داد نشان

 سیبب  امیر  ايین  كیه  بیوده  بيشیتر شياكلي ياشر باكتری
 ژییوان افییزايش نتيجییه در و بییاكتری مقاومییت افییزايش

 2004 سیییال در  (26)شیییود  يمییی آن يمیییاريزاييب
Faurschou دادنی.  انجیام  كیه  ژحقيقي در همکاران و 
 هیای  موژانیت  در بيیوفيلم  ژشیکيل  كه نمودن. گزار 
 ايین  در فیلاژل  و پيلي بودن دارا لحاظ بهشياكلي ياشر
 نقیش  بيیوفيلم  ابتی.ايي  ژشیکيل  در اجیزا  اين ،ها  يهسو

 لميوفيی در ژوسیعه ب  ژواننی.   يم يمضما اين  ولي ن.اشته
  (27)باشیین. ثرومییشیی.ه  زهيكلییون ضییعدر مو یبییاكتر

Ponnusamy  كییه بییا  یا  مطالعییهدر  2012در سییال
 درصی.  60همکاران انجام دادنی. گیزار  نمودنی. كیه     

 لميوفيی ب .يی ژول يبررسی  میورد  ياكليشی ياشر یها نمونه
 نيدر بی  بيوژيیو   يآنتی قاومت یییبروز م زانينموده و م
 ريی از گیروه غ  شیتر يب مراژب  به لميوفيواج. ب یها  گروه
و همکیاران،   كرمعليدر مطالعه   (28)باش.  يم يلميوفيب

يییا  ييژنهیا   بیه  aggR دارای ژن EAEC هیای   يهسیو 
فاكتورهای ويیرولان    ك.كنن.ه یها  ژنهمراه با ساير 

چنين  با ژشکيل بيوفيلم داشتن.  هم های  يوستپارژبا  
 irp2 ها  ژندارای   aggRهايي كه علاوه بر ژن  سويه

astA ,aaP  و pet.بيییوفيلم بيشییتری ژوليیی. هسییتن ،
ين پيشینهاد  ققمشاه.ات اين محكردن.  با ژوجه به اين 

كردن. كه ژولي. بيوفيلم باع  كلونيزاسيون می.اوم ايین   
ارژبیا  نزديکیي بیا      شیود   يمدر روده انسان  ها  يهسو

ايین    ژحیت ژنظیيم آن دارد   یها  ژنو   aggRرگولون
بيشییترين فراوانییي را در ميییان    agg4Aمطالعییه ژن 

 هییای  يهسییودر  شیی.ه  يبررسییفاكتورهییای ويییرولان  
EAEC  و همکیاران بیا   كرمعلیي    داشتن. ش.ه  يبررس
گیزار    2004در سیال   ياكليشی ياشر یبیر رو  يبررس

 ,aap, aatAح.ت  یها  ژنبا  لميوفيب .ينمودن. كه ژول

aggR, astA, irp2, pet, set1A    میرژبط بیوده و در
بیوده   شتريب ها  ژن نيا يفراوان لميوفيواج. ب یها  نمونه
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 aggRت كنتیرل ژن  ییژح لميوفيییییب يلکیییییو ژش
در  2000و همکیاران در سیال    Maule  (29)باشی.  يم

ش.ه از سیطو    ج.ا O157 ياكليشياشر یبر رو يبررس
سیطو    یبیر رو  ژوانی.   يم یباكتر نيعنوان نمود كه ا

 نيراه از بی  نيروز زن.ه مان.ه و بهتیر  60ژا  لياست یفلز
و  ميسی.  تيی پوكلرياسیتفاده از ه  هیا   یباكتر نيبردن ا
و همکاران در سال  TSAI  (29)باش.  يم يونيمواد كاژ
 شی.ه  يی. ژول ينمونه پودر ماه یبر رو قيدر ژحق 2002
 هیا   نمونیه  درصی.  70گزار  نمودن. كه  ها  كارخانهدر 

ع.م  دهن.ه  نشانبوده كه  ياكليشياشر یآلوده به باكتر
بیودن سیطح آمیوز      نييپیا  ،يمسائل به.اشت تيرعا

كه در حفی  و   .يژول يمسائل فن تيكارگران و ع.م رعا
 ی.ییيدر كارخانه و سطو  ژول يماريزاب های  يهسو یبقا

بیا دارا بیودن    EAEC ژيپيکیال های  يهسو  نقش دارن.
در های ايزولیه شی.ه    ي در سويهيشيوع بالا aggR ژن
انیی. و بییا ژوجییه بییه الگییوی   منطقییه نشییان داده يیینا

از   (40)فاكتورهای ويیرولان  دارای هتروژني هسیتن. 
اين باكتری، ژهيیه   یها  عفونت مح.ود كردنهای  راه

  است پاژوژن سويهواكسن عليه 

 سپاسگزاری
ارشی.   كارشناسیي  نامیه   يانپا حاصل الهییییمق اين

آزمايشیگاه   كاركنیان  از مقالیه  اين نويسن.گان باش.   يم
سیيرجان   واحی.  اسیلامي  آزاد دانشگاه شناسي  يکرو م

كمیال   ژحقيیق  ايین  انجیام  شیرايط  نمودن فراهم برای
 .نماين.  يم را ق.رداني و ژشکر

 IR.IAUS.REC.1397.016: ك. اخلا 
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Abstract 

Introduction: Biofilm is a collection of 

microbial cells that are irreversibly 

suppressed and mildly washed away. The 

aggR gene is located on the main plasmid 

(pAA), which codes for many actuator 

factors. The pathogen strains of EAEC have 

an aggR gene, the gene has been identified 

in six classes of pathogenic E. coli. 

 

Materials & Methods: In the present study, 

60 stool samples from children with an 

average age of 4 to 7 years were collected 

and after biochemical examinations such as 

catalase, oxidase, and TSI environment 

were identified. Ethics code: 

IR.IAUS.REC.1397.016 

 

Finding: The aggA gene was in 7 samples 

11.6%, agg4A 9 samples 15%, aggR 5 

positive 8%. It was also found that 28% of 

isolated isolates had at least one of the 

factors of aggressiveness, aggR, aggA, and 

agg4A. 

  

Discussion & Conclusions: The typical 

EAEC strains have a high prevalence of 

aggR genes in isolates isolated in this 

region and are heterozygous according to 

the pattern of virulence factors. By limiting 

the infections of this bacterium, it is a 

vaccine against a strain of the pathogen. 

 

Keywords: Escherichia coli, Multiplex- 

PCR, AggR, AggA, Biofilm 
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