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 چکیده

به  ETECبا اتصال  .جهان می باشد سراسرترین عوامل اسهال حاد باکتریایی در  ( از مهمETEC)شیاکلی انتروتوکسیژنیکیاشر مقدمه:

( باعث بیماری در انسان به ویژه در کودکان می شود. این ST)( و مقاوم به حرارتLT)مخاط روده و تولید انتروتوکسین های حساس به حرارت
 انجام شد. ETEC باکتریو ارزیابی مقاومت آنتی بیوتیکی  LT نیتوکستشخیص مطالعه به منظور 

کلی جمع آوری یشیاسال جهت جداسازی اشر 5نمونه مدفوع اسهالی از کودکان زیر  09تحلیلی، -در این مطالعه توصیفی مواد و روش ها:

با استفاده از  LTو حضور ژن  ETECشیاکلی با استفاده از تست های بیوشیمیایی جداسازی و میزان شیوع سویه یشد. در ابتدا سویه های اشر
 این سویه ها با روش انتشار دیسک مورد مطالعه قرار گرفت. بررسی و سپس مقاومت آنتی بیوتیکی PCRتکنیک 

 LT حاوی ژن ETECبودند. تمام سویه های  LT ژن توکسین( حاوی درصد 8)هیسو 4 ،شیاکلییجدایه اشر 59از  یافته های پژوهش:

 اکسونیسفترچنین این سویه ها نسبت به  ( مقاومت نشان دادند. همهیسو 4)نیسیجنتاما وسفکسیم  ،نسبت به آنتی بیوتیک های کوتریماکسازول
 ،تتراسایکلین ،نیتروفورانتوئین ،(درصد 55)نالیدیکسیک اسید ،سیپروفلوکسازین ،سولفامتاکسازول ،تریمتوپریم ،(درصد 099)پنمیمیا ،(درصد 099)

 ( حساسیت نشان دادند.درصد 55)نیسفالوت وهای آمپی سیلین  ( و به دیسکدرصد  59)نیکاسیآم

این  بر بنا اند. ای برخوردار بوده در این منطقه از میزان شیوع گسترده ETECنتایج این پژوهش نشان داد که سویه  بحث و نتیجه گیری:

به  بار عفونت های اسهالی را کم و الگوی مقاومت آنتی بیوتیکی می تواند و تعیین PCRدقیق ملکولی  کارگیری روش تشخیصی سریع وه ب
 میر کودکان جلوگیری نماید. مرگ و از ارتقای سلامت کمک و
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 مقدمه
باکتری های انتروپاتوژن ایجادکننده اسهال، میان  از

 ترین عامل اسهال اندمیک و اشریشیاکلی مهم
 بهداشتترین مشکل  مهمبه عنوان  واپیدمیک 

 .(0)باشد یممطرح در کشورهای درحال توسعه عمومی 
یپ دسته بندی می شود ابه چندین پاتوت شیاکلییاشر

به عنوان  (ETEC)کلییشیااشرانتروتوکسیژنیک که 
، سال 5 ریز کودکانترین عامل اسهال آبکی در  مهم

و مسافران از اهمیت ویژه ای  سال 09افراد بالای 
فاکتورهای  انتروتوکسین ها وتولید  .(5)استبرخوردار 

به عنوان فاکتورهای اختصاصی در  کلونیزاسیون
ETECشیاکلی ایجاد یاشر های گروهاز سایر  راها  ، آن

 ETEC باکتری .(4،4)سازدکننده اسهال متمایز می 
اس به ـــحسنی ـــپروتئی ینــوکسانتروتتوانایی تولید 

که به  ا بوده( را دارSTو مقاوم به حرارت) (LTحرارت)
توکسین  صورت مستقل یا توام باعث اسهال می شوند.

( در ایجاد اسهال در انسان از LTحساس به حرارت)
یک  توکسین این .(5)باشداهمیت بالایی برخوردار می 

 توکسین بوده که AB5پروتئین هتروهگزامر از خانواده 
 با .(5-5)داردبر روی پلاسمید قرار آن ه ژن تولیدکنند

طح ـــسبه  ETECال ـــاتص LT سینــتوک ترشح
باعث  و یافتهال افزایش ــای اپی تلیــــه لولـــس

 شود و سطح روده کوچک می کلونیزاسیون باکتری در
به  GM1گانگلیوزیدی  به رسپتور Bاز طریق زیر واحد 

با واسطه  های اپی تلیال روده اتصال می یابد و سلول
توکسین  A1که بخش شود  اندوسیتوز وارد سلول می

با  ریبوزیله کننده واکنش داده و ADPبا فاکتورهای 
های  را از ملکول ریبوز ADPفعالیت آنزیمی خود 

منتقل  Gsaبه  و جدا نیکوتین آمیدآدنین دی نوکلئوتید
 و یآز GTP تیــفعالکند این عمل باعث مهار  می

این فعال سازی دائمی آدنیلات سیکلاز می شود 
ح ــریک ترشــتح ،cAMPفعالیت موجب افزایش 

اسهال آبکی ایجاد  کلریدسدیم در نوک ویلی ها شده و
از  ETECوسیله ه اسهال ایجاد شده ب .(8،0)شودمی 

حالت خفیف تا شدید بدون خون همراه با درد غیر 
 ،تبگاهی همراه با  استفراغ و ،طبیعی ناحیه شکمی

ساعت  04-59درد عضلانی با دوره کمون  سردرد و
سویه  جایی که آلودگی با از آن .(09،00)استهمراه 

ETEC نوزادان  ترین عامل ایجادکننده اسهال در مهم
به  حال توسعه و کشورهای در ویژه دره کودکان ب و

 یک تهدید جدی برای سلامت در کشورهای دنیاعنوان 
سازمان بهداشت  بر اساس آمار و محسوب می شود

پاتوژن روده ای دومین عامل مرگ  نیا( WHO)یجهان
 باشد و در کودکان می ها روتا ویروس پس از میر و

های  آزمایشگاه روتین در شناسایی این سویه به طور
های مناسب شناسایی  لذا روش طبی انجام نمی گیرد

درمان از اهمیت  نحوه پیشگیری و و ETECسویه 
 وکشت روش های  برخوردار است.قابل توجهی 

 یصی ازــتشخ های ترین روش متداول ازسرولوژی 
 ETEC شناسایی سویه دهه های پیشین تاکنون برای

صرف  ها مستلزم هزینه و بوده است اما چون این روش
اما ؛ دــع نمی باشنـــزمان می باشند مورد توجه واق

خصوص ه ه ملکولی بـــپیشرفت های امروزی در زمین
 دقت ودلیل ه ب یکـــدهای نوکلئــروش تکثیری اسی

زا  برای شناسایی ژن بیماری حساسیت بسیار بالا
را برای شناسایی این سویه فراهم جایگاه ویژه ای 

زایی  متاسفانه با وجود اهمیت بیماری .ساخته است
ورد ــدودی در مـــهای مح پژوهش ETECسویه 

دران انجام ـــپایش دقیق این باکتری در استان مازن
خیص ـــتشور ــبه منظاین مطالعه لذا  .شده است

تی بیوتیکی ـــآنت ــو ارزیابی مقاوم LT نیتوکس
انجام اری ــــان ســــدر شهرست ETEC ریــباکت
 شد.

 مواد و روش ها
العه ـــدر این مط :بررسی نمونه های بالینی 

با مشخصه اسهال نمونه  09تعداد مقطعی، -توصیفی
از  های التهابی ا سلولبمدفوع آبکی بدون خون 

تشخیص طبی آزمایشگاه  ه بهمراجعه کنند بیماران
 از شهر ساریهای  بیمارستان ی وـــوصـــمراکز خص
 04بهمن  ماه از 4طی  دره سال 5ماهه تا  8بچه های 

به آزمایشگاه  نمونه ها جمع آوری و 04الی فروردین 
میکروب شناسی انتقال داده شدند. برای جدایه سازی 

محیط مک کانکی  شیاکلی نمونه ها بر روی محیطیاشر
ساعت  54کشت داده شدند و پس از  EMBو 

، کلنی ها با درجه سانتی گراد 45انکوباسیون در دمای 
شامل رنگ آمیزی گرم و  روش میکروبیولوژی استاندارد
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 سیمون سیترات، از قبیلبیوشیمیایی  آزمایش های
TSI، SIM شناسایی گردیدند اوره و. 

در این مطالعه  :LT مولدETEC  سویه باکتریتهیه 
بدون کد بین المللی  LT مولد ETECاستاندارد  سویه

علوم مرکز تحقیقات میکروبیولوژی کاربردی دانشگاه  از
با استفاده از روش کشت  عج( تهیه والله)پزشکی بقیه 

ایمونولوژیکی مورد  ، تست های بیوشیمیایی ومجدد
 .تائید مجدد قرار گرفت

برای اثبات حضور ژن کدکننده  :DNAاستخراج 
ژنومی  DNAاستخراج  PCRو انجام  LT توکسین
باکتری این روش ابتدا  انجام شد. در Boilingباروش 
E.coli بلاد آگار کشت داده شد و پس از  محیط در

 منطقه اول کشت با لوپ برداشته و به ،رشد باکتری
به  جهت تکثیر گردید وقیح مایع تل LBمحیط کشت 

گراد انکوبه  سانتیدرجه  45دمای  در ساعت 08مدت 
لگاریتمی  رشدفاز به  ها رسیدن باکتری پس از. شد

از سوسپانسیون  میلی لیتر 5/0 گرمادهی متوقف و
دقیقه  5و به مدت منتقل  ml5  به میکروتیوپباکتری 
محلول  و سپس شد سانتریفیوژ  rpm4999 با دور 

 499مقدار  ،حاصلسلولی به رسوب و رویی خارج 
  با ورتکس مخلوط گردید اضافه و TE بافر از یکرولیترم

 

حمام آب جوش قرار  دقیقه در 05و سپس به مدت 
یع ما ،ســـت پس از ورتکـــنهایدر  داده شد و

الگو برای  DNA ه وـــبرداشت (Supernatant)ییرو
PCR .استفاده شد 

 :ژنومیک استخراج شده DNAاندازه گیری غلظت 
 گیری غلظت نمونه های استخراج شده، از اندازهبرای 

نانومتر  589و  509دستگاه نانودراپ و طول موج 
این منظور ابتدا با الکل نانودراپ را  بهاستفاده گردید. 

از آب  DNAتمیز و سپس با توجه به روش استخراج 
برای صفر  بافر شاهدعنوان  به TE بافرمقطر و یا 

کردن دستگاه نانودراپ استفاده شد. یک میکرولیتر از 
غلظت آن در طول و  را برداشتهنمونه استخراج شده 

 .رار گرفتمورد بررسی ق نانومتر 589و  509موج 
 PCRجهت انجام واکنش  :پرایمرهای مورد استفاده

قسمت میانی ژن که از اختصاصی پرایمراز یک جفت 
به عنوان ژن  ETEC از سویه LT کدکننده توکسین

( طراحی شده 05همکاران) وتوسط اسفندیاری هدف 
بود استفاده و به شرکت تکاپوزیست جهت سنتز 

ات مربوط به ـــــاطلاع ؛ کهدــــسفارش داده ش
آمده  0 شماره دولـــج در رهای مورد استفادهـــپرایم
 است.

 
 اطلاعات مربوط به پرایمرهای مورد استفاده .1شماره جدول 

 (bpمحصول) اندازه تعداد توکلئوتید توالی نوکلئوتید پرایمر

Forward ATGCCCAGAGGGCATAATGAG 50 باز  

505 Reverse GATATATTGTGCTCAGATTCTGGG 54 باز 

 

 
: PCRواکنش با توکسین  LTژن تکثیر  جدا سازی و

میکرولیتر  55حجم نهایی  در PCRاجزای واکنش 
از آنزیم  میکرولیتر 5/9 ،الگو DNA تریکرولیم 0شامل 

Taq DNA polymerase (U/µl5)، 0  میکرولیتر از
میکرولیتر از مخلوط  pmol/ µl09، 0  هر پرایمر

dNTP، 5/5 بافر  تریکرولیمPCR، 0  میکرولیتر
MgCl2 (59  ،)میکرولیتر آب مقطر  05میلی مولار

 45 در PCRواکنش . مخلوط شدند یکدیگر استریل با

جهت  .گرفتانجام  5 شماره جدولمطابق با  سیکل
محصولات  از کرولیتریم PCR، 5بررسی محصول 

محلول لودینگ  ک میکرولیترــــهمراه ی واکنش به
درصد  5ژل اگاروز ک های ـــــدورن چاه

عد از ـــب PCRحصول ـــد. مـــورز شــــتروفـــالک
ویری ـــتص اهده وــــمش UVنور روفورز زیر ـــالکت

تهیه  تــــژل داکگاه ــــفاده از دستـــاز ژل با است
 گردید.
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 LTژن برای تکثیر  PCRواکنش  نحوه اجرای .2 شماره جدول

 

 

 

 

 

 

 به منظور :تعیین میزان اختصاصی بودن واکنش
ژنوم  استفاده از با تعیین اختصاصیت این واکنش

خانواده انتروباکتریاسه  های باکتریدیگر تخلیص شده 
 ،Pesudomonase aeruginosa،Klebsiella شامل 

Salmonella، Shigellae dysenteriae  واکنش
PCR  پس از انجام واکنش محصول با انجام شد که

 درصد مورد ارزیابی قرار گرفت. 5 ژل آگاروز
از با استفاده  PCRتعیین میزان حساسیت واکنش  

DNA به منظور تعیین حداقل غلظت  :ژنومیDNA 
که می تواند توسط این روش شناسایی  ETECژنومی 

به  شده و قیرق TE (PH=8)گردد، ژنوم باکتری با بافر
مورد استفاده قرار  PCRعنوان الگو جهت واکنش 

در  5محصول واکنش توسط ژل آگاروز  سپس گرفت
 صد الکتروفورز گردید.

در پایان این مطالعه  :بیوتیکی سنجش مقاومت آنتی
 ETEC یهاسویه  حساسیت آنتی بیوتیکی مقاومت و

 با PCRش ـــواکن ل ازـمثبت حاص نیتوکس LT مولد

روی محیط مولر  دیسک دیفیوژن بر روش استفاده از
شرکت پادتن )یکیوتیبآنتی  های دیسک با آگار هینتون

متوپریم، تری ،ایمیپنم ،ونـــریاکســـفتس( شامل طب
 ،نالیدیکسیک اسید ،سیپروفلوکسازین ،سولفامتاکسازول
 ،آمپی سیلین ،آمیکاسین ،تتراسایکلین ،نیتروفورانتوئین

نتامایسین ــسیم و جــسفک ،کوتریماکسازول ،سفالوتین
 مورد بررسی قرار گرفت.

 ی پژوهشیافته ها
مایع  LBتری در محیط ــــشت باکـــپس از ک

داد مشخص باکتری تحت ـــسوسپانسیون حاوی تع
 وزومی قرار گرفت وـــکروم DNAازی ـــسجدا
راج شده بر روی ـــــاستخ DNAس کیفیت ــــسپ

مان ــه .د بررسی شدــــدرص 5اروز ــــژل آگ
مشاهده می شود  0شماره  لـــشک ور که درــــط

DNA  استخراج شده عاری ازRNA از  بوده و
وردار ـــــبرخ PCRی جهت انجام ـــت مناسبـــکیفی

 می باشد.
 
 

 
 ETECاستخراج شده سویه  DNAژل الکتروفورز مربوط به . 1شماره  شکل 

 ETECسویه  استخراج شده ژنومی DNA (2ستون  منفیکنترل ) 1ستون  

 

 مرحله )سانتی گراد(درجه حرات زمان تعداد سیکل

 0 دناتوره شدن اولیه 05 دقیقه 5 سیکل 0

 
 سیکل 44

 دقیقه 0
 ثانیه 45
 دقیقه 0

05 
04 
55 

 دناتوره شدن ثانویه
 اتصال
 تکثیر

 
5 

 4 تکثیر نهایی 55 دقیقه 5 سیکل 0
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ژنومیک  DNA با PCRواکنش  :PCRواکنش 
پرایمرهای اختصاصی  با ETEC استخراج شده سویه

به عنوان یک  LTژن که در این واکنش  انجام گرفت
انتخاب شد.  ETECهدف برای تشخیص باکتری 

مورد  PCRواکنش شرایط مختلفی برای بهینه سازی 
که شامل دماهای مختلف اتصال  گرفتند آزمون قرار

های  گراد(، غلظت درجه سانتی 04 تا 55آغازگرها)

ت های ــو غلظ dNTPsیزان ـــ، مMgCl2 مختلف
توانستیم  متفاوتی از آغازگرها بود. با توجه به این موارد

دست آوریم که منجر به ه بشرایط مطلوب واکنش را 
ژن مورد نظر گردید. قطعه مذکور  bp505 تکثیر قطعه

بر روی ژل آگارز الکتروفورز شده و سپس با اتیدیوم 
بروماید رنگ آمیزی شد و با دستگاه ژل داکیومنت 

 .(5 شماره شکل)دیگردمشاهده 
 

 
 ltژن  PCRژل آگاروز مربوط به محصول  .2شماره  شکل

 DNA (100 bp)اندازه  نشانگر 1ستون 

 ltژن  PCRمحصول  2ستون  
 

تائید  پس از: PCRمیزان اختصاصی بودن واکنش 
اختصاصی بودن میزان  ،برای بررسی PCRمحصولات 

 ازفاده ـــبا استش ـــواکن ،آغازگرهای طراحی شده
 روباکتریاسه مانندـــانواده آنتـــخ های باکتری

 سسودوموناریه و ـسانتـــ، شیگلا دیسالمونلایلا، کلبس

شماره  همان طور که در شکلانجام گرفت.  ینوزاآئروژ
طعه ـــق مربوط به 5 فیردغیر از ه ب دیده می شود 4

bp 505 ژن  حاویLT ها منفی بودند  تمامی واکنش
نظر ت مورد ـــاختصاصی بودن تس این دلیلی برکه 

 می باشد.
  
 

 
 با استفاده از باکتری های مختلف PCRواکنش  تاختصاصیژل آگاروز مربوط به  .3شماره  شکل

  ،ETECسویه  2ستون  DNA (100 bp DNA Ladder،)  اندازه نشانگر)1ستون 

  آئروژینوزا، سسودومونا 4ستون  ،کلبسیلا پنومونیه 3ستون 

 شیگلا دیسانتریه 6ستون  ،سالمونلاتیفی 5ستون 
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تهیه رقت از  پس از: PCRمیزان حساسیت واکنش 
کرولیتر واکنش یم نانوگرم در 58غلظت  با ETECژنوم 

 شماره شکل درها همان طور که  رقت برای هریک از
ژنومیک  DNAاز  09-5  شود تا رقت مشاهده می 4

 DNAکه غلطت  . با توجه به این(0ستون انجام شد)
بوده  کرولیتریم نانوگرم در 58نمونه اولیه  ژنومیک در

 لیتروکریم در گوگرمیپ 8/5برابر پس حساسیت واکنش 
 د.خواهد بو

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 ETEC ژنومی DNAحسب میزان غلطت  تعیین حساسیت برمربوط به  آگاروزژل  .4شماره  شکل

 می باشد  11-7 تا 11-1 های رقت 8تا  2 ستون ، DNA(100 bp)  اندازه نشانگر 1ستون 

 .کرولیتر می باشدیم پیکوگرم در 8/7 برابر DNAت ظغلکه در رقت انتهایی 

 
نمونه مدفوع اسهالی مورد  09در این مطالعه از 

کلی جدا گردید. از یشیاجدایه با هویت اشر 59بررسی، 
حاوی ژن  (درصد 8)سویه 4شیاکلی، یجدایه اشر 59

 0و جنسیت دختر  ( بادرصد 0مورد) 4که  LTتوکسین 
 شکل)تـــاسبوده  ت پسرـــ( با جنسیدرصــد 5)مورد

 .(5 شماره
  

 
 ltنمونه های بالینی آلوده به ژن مربوط به تصویر ژل آگاروز  .5شماره  شکل

  5 تا 3ستون ، کنترل مثبت 2ستون  DNA (100 bp،) اندازه نشانگر 1ستون 

 از نمونه های بالینی مثبت LT ژن PCRمحصول 

 
بر روی سویه های نتایج تعیین مقاومت آنتی بیوتیکی 

ایزوله  4نشان داد که از  LT مثبت حاوی ژن توکسین
 ،نسبت به کوتریماکسازولحاصله تمامی جدایه ها 

. تمام سویه های سفکسیم و جنتامایسین مقاوم بودند
ETEC  ژن حاویLT  نسبت به آنتی بیوتیک های

( و درصد 099سفکسیم) ،(درصد 099)ماکسازولیکوتر
چنین این  هم ( مقاوم بوده اند.درصد 099)نیسیجنتاما

 پنمیمیا ،(درصد 099)اکسونیسفترنسبت به  سویه ها
 ،(درصد 55سولفامتاکسازول) ،متوپریمتری (درصد 099)

 55نالیدیکسیک اسید  ،(درصد 55)نیپروفلوکسازیس
 59)نیکلیتتراسا ،(درصد 59)نیتروفورانتوئین ،درصد
 نیلیسهای آمپی  ( دیسکدرصد 59آمیکاسین) ،(درصد

حساسیت نشان  (درصد 55)نیسفالوت و( درصد 55)
 (.0 شماره نمودار و 0 شماره شکل)ندداد
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 توکسین LTسبت به سویه های مثبت حاوی ژن بیوتیکی ن های آنتی حساسیت دیسک .6شماره  شکل 

 

 

 
 نمونه های بالینیشیاکلی انتروتوکسیژنیک جدا شده از یحساسیت آنتی بیوتیکی اشر مقاومت و یالگو .1 نمودار شماره

 

 

 و نتیجه گیری بحث
اسهال کلی از عوامل اصلی یشیاانتروتوکسیژنیک اشر

عمده ترین مشکلات بهداشتی جوامع  و یکی ازعفونی 
شمار می آید که هر ساله سبب مرگ ه سطح جهان ب در

 سال در 5ویژه کودکان کمتر از ه تعداد زیادی از مردم ب
 از طریق اسهالمی شود.  در حال توسعه کشورهای

 ،ها ویروسمیکروارگانیسم ها شامل  طیف وسیعی از
عوامل ایجادکننده  .ایجاد می شودها  ها و انگل باکتری
به گونه ای  در کشورهای مختلف متغییر است.اسهال 
ترین  ها از مهم کشورهای توسعه یافته ویروس که در

سویه که  حالی در ،بیماری اسهالی بوده عوامل ایجاد
 باکتریایی روده های پاتوژنکه از  ETEC یاکلیشیاشر

ترین سویه مولد اسهال  مهم یکی از حساب می آیده ب
در سراسر مسافرین مناطق گرمسیری و اندمیک در 

باعث ایجاد  ETECآلودگی به  .(04باشد)می دنیا 

 هفتهیک  در افراد شده و دوره آن تقریباًاسهال آبکی 
 55حداقل از طریق  ETECابتدا . در عفونت، باشد می

به اپی تلیوم  فیمبریهو فاکتور کلونیزاسیون مختلف 
 ممکن ETEC پاتوتایپ .می شوندروده کوچک متصل 

و  LT ،ST-P ها شامل انتروتوکسین است یک یا تمام
ST-H  انتروتوکسین با اتصال به رسپتور  .کنندرا بیان

مخصوص در سطح اپی تلیال باعث ایجاد تغییراتی در 
باعث مهار جذب سدیم و و  ها می شوند این سلول

مانع از ترشح آب به لومن روده  وتحریک ترشح کلر 
شوند.  موجب ایجاد اسهال آبکی می کوچک شده و

از  زاسیونـــتورهای کلونیـــفاک ها و ینـــانتروتوکس
هستند که  ETEC فاکتورهای ویرولانس اختصاصی در

شیاکلی ایجادکننده یای اشر گروهه سایر ازرا ها  آن
یک  LT نیانتروتوکس .(0)می سازداسهال متمایز 

است که از لحاظ ساختاری  AB5مولکول هتروهگزامر 
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مشابه با توکسین آن درصد اسیدهای آمینه  85 تقریباً
با  B. از طریق زیر واحد می باشدویبریو کلرا 

در سطح اپی تلیال روده متصل  GM-1گانگلیوزیدهای 
شده و با واسطه آندوسیتوز وارد سلول می شود. زیر 

دارای فعالیت توکسیک بوده و با فاکتورهای  Aواحد 
ADP  ریبوزیله کننده واکنش داده و با فعالیت آنزیمی
کند که این  منتقل می Gsaریبوز را به  ADPخود 

 دائمی و فعالیت یآز GTP تیفعالعمل موجب مهار 
، مهار جذب cAMPافزایش  آدنیلات سیکلاز و متعاقباً

های راسی ویلی  از سلولسدیم و تحریک ترشح کلرید 
جایی که  از آن .(04،05)گرددایجاد اسهال می  و

عامل ایجادکننده  نیتر مهم ETECسویه  آلودگی با
 کشورهای در ویژه دره کودکان ب نوزادان و اسهال در

یک تهدید جدی برای سلامت به عنوان  حال توسعه و
لذا  .محسوب می شود حتی پیشرفته در کشورهای دنیا،

 نحوه پیشگیری و و ETECهای شناسایی سویه  روش
تا به  درمان از اهمیت قابل توجهی برخوردار است.

شامل روش های کشت های متعددی  روش امروز
جهت شناسایی   PCRسرولوژی و مولکولی کلاسیک،

LT کشت  .استفاده می شودیا ژن مربوط به آن  و
شناسایی توکسین  چه از حساسیت بالایی در سلولی اگر

برخوردار می باشد اما مانند روش کشت سنتی دارای 
ن بود وقت گیر آهسته و که می توان بهاست معایبی 

در ای خاص ـــه هارتـــربه و مـــنیاز به تج ،آن
آن به  علاوه بر و ؛این روش اشاره نمود سازیاستاندارد

ت ــصوص جهــــامکاناتی نظیر آنتی توکسین مخ
در چند سال گذشته  سازی آزمایش نیاز دارد. خنثی
آنتی بادی های مونوکلونال یا  استفاده از با الایزا روش

عنوان ه ب Affinityپلی کلونال تخلیص شده با روش 
برای شناسائی توکسین این لیگاندهای دریافت کننده 

در نمونه های مدفوع طراحی  LT نیتوکسمستقیم 
شده که این روش نیز دارای نقش بالقوه ای در 

بوده چرا که می تواند حضور  LT توکسینتشخیص 
که این  رغم این علی را تشخیص دهد. LTتوکسین 

آزمایشگاهی قابل  در هر آزمایش بسیار سریع بوده و
شود  مشخص می از یک روز کمتر نتیجه آن در انجام و

ای ــــادی هــی بـــدلیل نیاز به آنته با این وجود ب
 صرف هزینه زیاد پلی کلونال ضد توکسین و مونوو

ن یچه محقق اگر استفاده چندانی از این روش نمی شود.
ب اییکی پس از دیگری سعی در برطرف نمودن مع

ی تلاش برای ــول نده امودـــن یاد شدههای  روش
ی از معایب ــآن برخ دیدی که درــــهای ج روش
ده باشد و یا نسبت به ـــرف شـــهای قبلی برط روش
سرعت عمل بیشتری  حساسیت و های قبل از روش

 .(00)استبرخوردار باشد، پیوسته مد نظر محققین بوده 
صورت های اخیر با توجه به پیشرفت های  در سال

های شناسایی  یکی از روش ،گرفته در زمینه ملکولی
است که این روش  PCRملکولی  روش ETECسویه 

برای شناسایی ژن  حساسیت بسیار بالایی از دقت و
لانگ و همکاران در  زا بر خوردار می باشد. بیماری
 0005در سال اومیارا و همکاران  و (05)0004سال 

این  (05)0404سال  ، اسفندیاری و همکاران در(08)
 . همدادند انجام روی نمونه های انسانی بر را تحقیقات

چنین آزمایشاتی روی نمونه های گوساله برای 
و  Kauraشناسایی این باکتری صورت گرفته است، 

و همکاران در  Sharma ،(00) 0000همکاران در سال 
 الــــدر س کارانــو هم  Wani،(59) 5994 سال

و همکاران در  Rajkhowaچنین  هم ( و50)5994
استفاده  با (54)0480 در سال پورتقی ،(55)5998سال 

که برای ژن  اختصاصیهای رپرایم و PCR از روش
LT طراحی شده بود توانستند توکسین LT  در را

روش از ما در این تحقیق شناسایی نمایند.گوساله 
PCR اصیـــع و اختصــایی سریــــناســـجهت ش 

به عنوان یک روش شناسایی روتین  ETEC  ویهــــس
جهت راه اندازی این روش اولین اقدام  .استفاده نمودیم

که بدین منظور چندین فاکتور  بود DNAجداسازی 
برای انتخاب متد استخراج مد نظر قرار گرفت از جمله 

مدت زمان  ،سمیت مواد ،متد تیحساس ،حجم نمونه
 ،در دسترس ووسایل اختصاصی مورد نیاز  استخراج و

های  روش و بررسی مقالات با توجه به این موارد و
پرداختیم تا با استفاده از  DNAموجود برای استخراج 

بهینه  مقرون به صرفه طراحی و آن روشی ساده و
آسان ، به عنوان روشی ساده Boilingکه روش  نماییم

نتایج مطالعه حاضر  رار گرفت.قارزان مورد استفاده  و
با شیاکلی یبا هویت اشرنمونه بالینی  59از  کهنشان داد 

شناسایی  ETEC (درصد 8)مورد 4در  LTردیابی ژن 
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 0 با جنسیت دختر و (درصد 0مورد) 4 ؛ کهگردید
همکاران  جعفری و .بود جنسیت پسر با (درصد 5مورد)

 را ETEC هیسومیزان شیوع ( 54) 5994سال  در
همکاران در نیکاراگوئه  ( و55)Vilchez و درصد 5/05

 در ETECعفونت شیوع  5990 تا 5995های  در سال
نشان دادند که  گزارش نموده و درصد 5/59نوزادان را 

داری ارتباط معنا ایجاد اسهال و ETEC به ءبین ابتلا
 (50)5995همکاران در سال  و Nessa وجود دارد.

به اسهال  کودکان مبتلا در ETEC هیسومیزان شیوع 
 نمود. گزارش درصد 4/54کشور بنگلادش را  در

 (55)5998سال  همکاران در و Amisanoگزارش 
اعلام درصد  5/9را  LTزای  میزان شیوع ژن بیماری

( 58) 5990سال  همکاران در و Arifمطالعه  .نمودند
را  سال 5در کودکان زیر  ETECشیوع که  عراق در
نتایج مطالعات مختلف بیانگر  .نشان داد درصد 5/09

در کشورهای مختلف  ETECآنست که میزان شیوع 
به نوع پرایمر  متغییر می باشد. این اختلاف احتمالاً

و اقلیم کار رفته، روش مولکولی ه ی بــاصـــاختص
باشد. و رعایت بهداشت عمومی ارتباط داشته جغرافیایی 

چند در این مطالعه تعداد محدودی از نمونه ها  هر
بررسی شده است لذا برای دستیابی به نتایج صحیح تر 
نیاز است تا به طور گسترده در نقاط مختلف کشور 

اصل قضاوت مطالعات صورت گیرد تا بتوان از نتایج ح
 ltصحیح تری در مورد میزان شیوع ژن بیماری زای 

نتایج نشان می دهد که روش های مولکولی  ارائه نمود.
نسبت به روش های  PCRهمانند استفاده از تکنیک 

ریع تر ـــیق تر و ســــکشت و سنتی در تشخیص دق
 می باشد.
برای مقابله با سویه های سال است که  59به نزدیک 

ETEC سیکلین  سیــــدوکوتیک های ـــاز آنتی بی
استفاده می شود که  سولفامتوکسـازول-و تریمتـوپریم

این باکتری ها نسبت به این آنتی بیوتیک ها مقاومت 
اما مقاومت آنتی بیوتیکی این سویه ها ؛ نشان دادند

باعث شد تا از داروهای جدیدتری بر علیه این سویه 
نسبت به  ETECهای  برخی سویه ؛ کهاستفاده شود

نیز مقاومت نشان دادند. پژوهش های اخیر  این داروها
با مقاومت چندگانه  ETECدر ایران سویه های 

سال  جداسازی گردید. مطالعه کارگر و همکاران در

 ETECهــای  تمــامی ســویهکه  نشان داد 0405
هــای  بــه آنتــی بیوتیــکده ـــازی شـــداســــج

نیتروفورانتوئین حساس و  کلرامفنیکــل، آمیکاسین و
. نسبت به پنـی سـیلین و ماکرولیدها مقاومت داشتند

چنین نتایج آزمون حساسیت آنتی بیوتیکی نشان  هم
می دهد که سویه های جداسازی شده مقاومت چند 

 4/50گروه آنتی بیوتیکی به ترتیب  0 و 5، 4دارویی به 
در  .(50داشتند) درصد 4/04 و درصد 4/04، درصد

انجام بنگلادش  هند و در 5995مطالعه ای که در سال 
دارای  ETECشد نشان می دهد که سویه های 

حاکی از مقاومت چند  نتایج باشد. مقاومت چندگانه می
 سیلین، یــــآمپ ترومایسین،ـــت به اریـــدارویی نسب
یلین ــی ســـین، داکســــاسترپتومایس تتراسیکلین،

 5904مطالعه کلانتر و همکاران در سال  .(49باشد)می 
کلی جداسازی یشیانشان می دهد که سویه های اشر

یوتیک های ــــت به آنتی بـــان نسبــشده از کودک
تتراسایکلین، کلرامفنیکل، آمپی سیلین و سفکسیم به 

درصد مقاومت نشان  0/55و  4/50، 0/88، 5/80ترتیب 
سویه های  نشان داد کهمطالعه نتایج این اما  .(40دادند)

ETEC  آنتی بیوتیک های  به نسبتجداسازی شده
 ،(درصد 89)پنمــــیمـــیا ،(دـــدرص 85)اکسونیسفتر

 ،(درصد 89سازول)ــــاکـــامتـــسولف میوپرــــمتیتر
 59نالیدیکسیک اسید) ،(درصد 55)نیپروفلوکسازیس

 59)نیکلیتتراسا ،(درصد 08)نیتروفورانتوئین ،(درصد
 و درصد( 54)نیلیسآمپی  ،(درصد 40آمیکاسین) ،(درصد
نسبت به  اما مقاومت داشته است. درصد( 54)نیسفالوت

 سفکسیم و ،سازولـــاکـــکوتریم آنتی بیوتیک های
نتایج این مطالعه با  مقاوم بوده اند. کاملاًجنتامایسین 

اوت ـــادی متفـــمطالعات دیگر محققان تا حدود زی
این تفاوت ممکن است به الگوی مصرف  ؛ کهمی باشد

آنتی بیوتیک ها در نقاط مختلف کشور و جهان ارتباط 
به عنوان  رواین مسائل می تواند از اینداشته باشد. 

 در ETECیک زنگ خطر در مورد شیوع سویه های 
 کشور در نظر گرفته شود.

شیاکلی یاین مطالعه نشان می دهد که سویه های اشر
ایجاد اسهال  انتروتوکسیژنیک در انتشار مقاومت و

و باید در  بسیار با اهمیت هستندسال  5کودکان زیر 
ها به این مهم توجه  درمان عفونت های ناشی از آن

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
sj

im
u.

26
.1

.1
64

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 s

jim
u.

m
ed

ila
m

.a
c.

ir
 o

n 
20

25
-1

2-
20

 ]
 

                             9 / 12

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vilchez%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19369525
http://dx.doi.org/10.29252/sjimu.26.1.164
https://sjimu.medilam.ac.ir/article-1-3680-en.html


 اسماعیل فتاحی و همکاران-...و ارزیابی مقاومت آنتی بیوتیکی  حساس به حرارت تشخیص توکسین

411 
 

چنین  داشت تا این فرآیند به حداقل کاهش یابد. هم
این مطالعه نشان داد با توجه به تنوع در الگوی مقاومت 

زایش روز افزون مقاومت این اف آنتی بیوتیکی و
های رایج بایستی در  پاتوتایپ نسبت به آنتی بیوتیک

 و به منظور درمان ها دقت و این آنتی بیوتیک مصرف
جلوگیری از گسترش اسهال ناشی از این سویه های 
مقاوم در کودکان انجام آنتی بیوگرام قبل از تجویز آنتی 

 بیوتیک انجام گیرد.

 سپاسگزاری
از پایان نامه خانم فاطمه مدانلو دانشجوی  این مقاله

گاه آزاد اسلامی واحد ــــد دانشــــکارشناسی ارش
اونت پژوهشی ــــ. لذا از معدــــمی باشآیت ا... آملی 

لی و ــــلامی واحد آیت ا... آمــــگاه آزاد اســــدانش
ش ــــام پژوهــــسانی که در انجـــمامی کــــت

ی ــــدرانــــشکر و قــــودند تــــکاری نمــــهم
 می گردد.
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Abstract 

 

Introduction: Enterotoxigenic Escherichia 

coli (ETEC) is the most important agent 

which causes acute bacterial diarrhea 

throughout the world. ETEC binds to the 

intestinal mucosa and produce heat-labile 

enterotoxin (LT) and heat-stable toxin (ST), 
causinh disease in humans, especially in 

children. The present study was done for 

detection of heat-labile toxin and evaluation 

of antibiotic resistance in ETEC. 

 
Materials & Methods: In this cross-

sectional study, 90 stool samples for the 

isolation of Escherichia coli in children 

below 5 years-old were collected. At first, 

strains of E. coli, using biochemical tests, 

were isolated and the prevalence of ETEC 

strains and presence of gene LT toxin was, 

using PCR technique, investigated. Then, 

antibiotic sensitivity was studied by disk 

diffusion method. 

 

Findings: Out of the 50 Escherichia coli 

isolates, 4 strains (8%) were containing LT 

toxin gene. All the strains ETEC containing 

LT toxin were quite resistant to antibiotics 

cotrimoxazole, cefixime, gentamicin 

(100%). Also, these strains proved to be 

sensitive to ceftriaxone, imipenem (100%), 

trimethoprim- sulfamethoxazole, 

ciprofloxacin, nalidixic acid, nitrofurantoin, 

tetracycline, amikacin (50%), ampicillin 

(25%), cefalotin (25%). 
 

Discussion & Conclusions: The results 

showed that ETEC strain in the area of the 

outbreak is widespread. Therefore, 

application of rapid diagnostic techniques 

and precise molecular PCR and antibiotic 

resistance pattern can reduce diarrheal 

infections and help health promotion to 

prevent child deaths. 

 

Keywords: Enterotoxigenic Escherichia 

coli, diarrhea, antibiotic resistance, PCR 
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