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  چكيده
توزيع سه هدف از اين مطالعه بررسي . باشدعفونت ادراري با اشريشياكولي يكي از عفونتهاي باكتريايي بسيار شايع مي :سابقه و هدف

 .بود Uropathogenic Echerichia coli(  UPEC(هاي  در عفونتstbAو پيوستگي آن با ژن  aatAو  aggR ، aap يزاژن بيماري
 1388 و 1387هاي هاي باليني غرب تهران در سال عفونت ادراري از آزمايشگاهمبتلا به از افراد E.coli نمونه 244: يسروش برر 

 ها، از نمونهDNAپس از استخراج .  بر اساس روشهاي آزمايشگاهي استاندارد انجام گرفتE.coliجداسازي باكتري  .آوري گرديدجمع
   . بررسي گرديدPCR به روش stbA و aap ، aggR ، aatA يزاهاي بيماريحضور ژن

 . مشاهده گرديدstbA نمونه ژن 14 درحالي كه در ،زا بودند نمونه فاقد اين سه ژن بيماريUPEC  ،104  نمونه244از ميان  :هايافته
 نمونه 80 و aggRژن ) درصد23( نمونه aap ،52 ژن)  درصد6/46(  نمونه94زا،  داراي ژن بيماريUPEC نمونه 140 از ميان ،علاوهه ب
هاي  نمونه حاوي ژن يا ژن140در   stbA همچنين حضور ژن. كردند را به تنهايي يا همراه با يكديگر حمل ميaatAژن )  درصد4/35(

 . نمونه مشاهده گرديد44زا پايدار نبوده و تنها در بيماري
هاي باليني  در قسمتE.coli در aatA وaggR،  aap  پلازميدي يزاهاي بيماري ابراز ژنيدهد الگون مينتايج ما نشا: گيرينتيجه

هرحال اين ه ب. اين سه ژن بيماري زا از مكان اصلي روي پلازميد خارج شده و در مكان ديگري قرار گرفته است. نمايدمختلف تغيير مي
 .شود محدود نميEAECهاي  تنها به سويهaatA و aggR , aapدهد كه هر سه ژن مطالعه نشان مي

  .pAA پلازميد  ،Uropathogenic Echerichia coliهاي دستگاه ادراري، عفونت :واژگان كليدي

  

  1مقدمه
تــرين  يكــي از شــايع(UTI) عفونــت دســتگاه ادراري ســندرم
هـاي انجـام    بررسي. باشدهاي سني مي  ها در كليه گروه   عفونت

، UTIكـه اغلـب علـت       داده  مختلف جهان نشان    شده در نقاط    
بوده كـه در بـين      ) خانواده انتروباكترياسه  (ايهاي روده باكتري
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  17/6/1389: تاريخ دريافت مقاله
  24/12/1389 :تاريخ پذيرش مقاله

هـا،  در اين عفونـت    ).1-5( باشدترين مي آنها اشرشياكلي شايع  
هاي مدفوعي در ابتداي مجراي ادراري مجتمع شـده و          باكتري

تـر سيـستم    هـاي فوقـاني   سپس از طريق اين مجرا به قـسمت       
     ادراري همچــون مثانــه و كليــه نفــوذ كــرده و عفونــت ايجــاد  

ها و تغيير مكان اي اين باكتريبا توجه به منشاء روده .نمايدمي
آنها به خارج از دستگاه گوارش ممكن است با توجه بـه تغييـر              

هـاي  هاي ژنتيكي را درميان سويه    شرايط و انتقال افقي، تفاوت    
 يهاي بيماريزا  يكي از سويه   ).5،6(  ايجاد نمايد  E.coliباكتري  
E.coli  ــوارش ــتگاه گ  EAEC (Enteroaggregative( در دس
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 مشخصات پرايمرها -1 جدول

 غلظت بر حسب پيكومول )bp(طول قطعه تكثير شده  )3َ به5َاز ( توالي پرايمر ژن

aap CTT GGG TAT CAG CCT GAA TGََََ       F  

AAC CCA TTC GGT TAG AGC AC           R 

310 10 

aggR F    CTA ATT GTA CAA TCG ATG TA 

R    AGA GTC CAT CTC TTT GAT AAG 

457 15 

aatA F    CTG GCG AAA GAC TGT ATC AT  

R    CAATGT ATA GAA ATC CGC TGT T 

629 20 

StbA F    CAAACCTGGCTATTGCTC  

R    ATCCACTATTACATCATCGAAC 

200 10 

F: forward ،R : reverse 

E.coli گـردد باشد كه منجر به اسهال شـديد و پايـدار مـي          مي 
هاي فيمبريا،  همچون ژن  EAEC يزاهاي بيماري اكثر ژن ). 7(

 55989 بـر روي پلاسـميد       aatA و   aggR  ،aap،  انتروتوكسين
ميزان حضور اين پلازميد در     . اندگرفتهقرار  ) pAA(جفت بازي   

 aapژن  . باشـد  درصد مي  100 تا   50 بين   EAEC هايباكتري
نمايد كه يك كپـسول      را توليد مي   anti-aggregationپروتئين  

دهـد و منجـر بـه       پرتئيني را در سـطح بـاكتري تـشكيل مـي          
 يك پروتئين غشايي    aatAژن  . گرددپراكنده سازي باكتري مي   

-aatنمايد كـه بخـشي از سيـستم انتقـال دهنـده             را توليد مي  

PABCE  زا از  هـاي بيمـاري   باشد كه در جابجايي پروتئين      مي
 يك فعال كننده رونويسي     aggRژن  .  ضروري است  aapجمله  

با توجـه   ). 8-10( نمايدزا را توليد مي   براي چندين ژن بيماري   
ين هاي زياد بر روي اين پلاسميد حضور ا       به حضور ترانسپوزون  

درعـوض ژن    .ها رابطه مستقيمي با حضور پلاسـميد نـدارد        ژن
stbA) Stable plasmid inheritance protein A ( يكي ديگر از
باشد كه نقـشي در بيمـاري       مي pAA هاي واقع بر پلاسميد   ژن
محصول اين ژن پروتئيني است كه براي توارث ). 8( ي ندارديزا

هـاي دختـري     سلول هاي اندك در  پلاسميدهاي با تعداد نسخه   
بنابراين حفظ ايـن ژن در انتقـال پلاسـميد بـه            . ضروري است 

تـوان   دختري لازم است و در نتيجه ايـن گونـه مـي            يهاسلول
استدلال نمود كه حضور آن رابطه مستقيم با حـضور پلازميـد            

زا و پيوسـتگي آنهـا   در اينجا ما توزيع اين سه ژن بيماري      . دارد
 .نمـاييم  بررسي مـي   UPEC هاينت در عفو  pAAرا با پلازميد    

 PCRحضور ايـن چهـار ژن از طريـق تكنيـك            ،  در اين مطالعه  
  .مورد ارزيابي قرار گرفته است

  
  مواد و روشها

  در طـي يـك   Uropathogenic Echerichia coli نمونـه 244
  وEMBپـــس از كـــشت در محـــيط ) 1388-1387(ســـال 

ادراري بـا  هـاي افـراد مبـتلا بـه عفونـت       از نمونـه آگارخونـدار 
بـالاترين  ( ليتـر  در هر ميلي   100000<) CFU (كلونيشمارش  

جداشده و   E.coliهايسپس سويه. آوري شدجمع) حد عفونت
و كيـت تجـاري      IMVICهاي بيوشـيميايي    با استفاده از تست   

API (Rapid 20E,Biomerieux,USA))  ــتورالعمل ــق دس طب
 .تائيد شد) شركت سازنده

از  Boiling م بـا اسـتفاده از روش      تـا  DNA ،در مرحله بعـدي   
 يزاجهـت تكثيـر سـه ژن بيمـاري        . ها استخراج گرديد  باكتري
aggR  ،aap   و aatA   كار گرفتـه شـده توسـط       ه   از پرايمرهاي ب

Cerna و همكــارانش در Multiplex-PCR8(  اســتفاده شــد .(
هاي طراحي شده به كمك      با استفاده از پرايمر    stbAتكثير ژن   

 .Gene Runner) GenBank accession noافـــزار نـــرم

CU928159 (طور مجزا اجرا گرديده ب ) 1جدول.(    
 واحد 2 ميكروليترشامل 50 درحجم Multiplex-PCRواكنش 
مولار  ميلي50(مولار بافر آنزيم  ميليTaq ،1آنزيم 

 مولارميلي pH=8.3(، 2 (تريس مولارميلي 10 كلريدپتاسيم،
 پيكومول هر يك از dNTPs،10  رمولا ميلي8/0 كلريد منيزيم،

تكثير با .  انجام شدDNA نانوگرم 200سه جفت پرايمر و 
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 20 برخي از نمونه ها، خط PCRحصول  م19-1خطوط %. 2 بر روي ژل آگاروز UPECهاي  در نمونهstbAنتيجه تكثير ژن   - 2شكل 
 . جفت بازي100 نشانگر اندازه 21كنترل منفي و خط 

طبق برنامه ) Eppendorf, Germany( ترموسيكلر دستگاه
دور  40 ،گراددرجه سانتي 95 دقيقه در 4دناتوراسيون اوليه 

 ثانيه 35 ،گراددرجه سانتي 95  ثانيه در دماي45 شامل تكرار
درجه  72 ثانيه در دماي 45 ،گراده سانتيدرج 57 در دماي

درجه  72 دماي اي در دقيقه5 گسترش نهايي وگراد سانتي
 stbA براي تكثير ژن PCRواكنش . صورت گرفت گرادسانتي

 ميلي Taq ،5/0 واحد آنزيم 1 ميكروليتر شامل 25در حجم 
 ميلي مولار 10 پتاسيم، مولار كلريدميلي 50(آنزيم  مولار بافر

ميلي  4/0 منيزيم، كلريد ميلي مولار pH=8.3(، 2 (يستر
 DNA نانوگرم 200 پيكومول پرايمر و dNTPs، 10  مولار
ترموسيكلر طبق برنامه دناتوراسيون  تكثير با دستگاه .شد انجام
شامل   دور تكرار 40 ،گراددرجه سانتي 95  دقيقه در5 اوليه
نيه در دماي ثا 35 ،گراددرجه سانتي 95  ثانيه در دماي35
 گراددرجه سانتي 72 ثانيه در دماي 35 ،گراددرجه سانتي 52
 گراد درجه سانتي72 دماي اي در دقيقه5گسترش نهايي  و

، از الكتروفورز بر  PCRجهت بررسي محصول  .صورت گرفت
به منظور تاييد قطعات .  استفاده گرديد درصد2روي ژل آگارز 

  Blast Toolد و توسط  تعيين توالي شPCRتكثيري محصول 
 .مقايسه و تاييد گرديد

  
  هايافته

  از بيماران مبتلا به عفونت       E.coliنمونه     244،  در اين تحقيق  
-نتايج تكثير سـه ژن بيمـاري      . ادراري مورد بررسي قرار گرفت    

 نمـايش   1 ها در شـكل    برخي از نمونه   aatA و   aggR  ،aapي  زا

هـا در  خـي از نمونـه  برstbA  نتيجه تكثيـر ژن . داده شده است
  .نمايش داده شده است  2شكل 

  

 
 بر aatA و aggR ،aap يهاي بيماريزاژن  نتيجه تكثير - 1شكل 

 جدا شده از  E.coli نمونه هاي 7 تا 1خطوط  %.2روي ژل آگاروز 
 . جفت بازي100 نشانگر اندازه 9 كنترل منفي و خط 8بيمار، خط 

  
 هيچ يـك از ايـن سـه          نمونه UPEC  ،104  نمونه 244از ميان   

 نمونه آنها حاوي ژن     14 در حالي كه     ،زا را نداشتند  ژن بيماري 
stbA نمونـه    140 از ميـان     ،عـلاوه ه  ب . بودند UPEC   داراي ژن 

 23( نمونــه aap ،52 ژن)  درصــد6/46(  نمونــه94زا، بيمــاري
 را بـه    aatAژن  )  درصـد  4/35( نمونـه    80 و   aggRژن  ) درصد

). 2 جـدول ( كردنـد ديگـر حمـل مـي     تنهايي يا همـراه بـا ژن        
 نمونـه هـر سـه ژن         18 تنهـا    ، نمونـه  140همچنين در ميـان     

aggR  ،aap   و aatA  همچنـين  . كردنـد زمـان حمـل مـي      را هم
 زاهاي بيمـاري   نمونه حاوي ژن يا ژن     140در   stbA حضور ژن 

  ).2 جدول(  نمونه واجد اين ژن بودند44پايدار نبوده و تنها 
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 aggR ،aap، aatAهاي ر يا عدم حضور ژن نتايج حضو-2 جدول

 ).PCR) 244=nاز طريق  UPECدر  stbAو 

  stab aggR aap aatA هاتعداد نمونه  

(+)104/14 )_(  )_(  )_(  104  

(+)26/6 )_(  (+) )_(  26  

(+)18/8 (+) )_(  )_(  18  

(+)28/4 )_(  )_(  (+) 28  

(+)16/2 (+) (+) )_(  16  

(+)34/12 )_(  (+) )(+ 34  

(+)18/12 (+) (+) (+) 18  

  ژنجمع تعداد هر 80 94 52 

 226= پاتوژن

                              
  بحث
  به عنوان عامل اسـهال و      EAECهاي پاتوژن اشرشياكلي    سويه

UPEC         به عنوان عامل عفونت دستگاه ادراري عوامل بيمـاري-

 ـ     ه دارنـد همـرا ه زاي مشتركي از جمله چسبندگي فيمبريه را ب
ــاي در ســويه ).1( ، kps ،afa،sfa ،auf ،papهــاي ژن،UPECه

usp ،ireA ،prs ،aer ،cnf  وhlyهـــاي شـــركت  از جملـــه ژن
، aap، aatA هاي و ژنUPECهاي ي سويهيزاكننده در بيماري

aggc  ،agg3c  ،aggR  ،eae  ،ehly  ،iha  ،irp2  ،lpfA  ،pet  ،pic ،
pils  ،shf   وastA  هاي  زاي سويه ريهاي بيما  جزء ژنEAEC  به 

 و همكـارانش   Abeدر تحقيقـات  ). 11، 2-4( آينـد شمار مـي 
 ممكـن اسـت بـه طـور         UPECهـاي   سـويه  نشان داده شد كه   

 را داشـته باشـد كـه از         EAECهاي  اكتسابي خصوصيات سويه  
-ها در بين اين دوسويه مـي      اين طريق به اشتراك برخي از ژن      

وهمكـارانش مـشخص    Cerna در تحقيقـات  ).1( توان پي بـرد 
 ) درصـد  86( 24  بررسـي شـده،    EAECسويه  28گرديد كه از    

 سويه داراي هـر     23( هاي پلازميدي مورد نظر بودند    داراي ژن 
يك سويه تنها     بودند و  aap و   aatA  ،aggRسه ژن پلاسميدي    

 PCR  ،23 ژن شناسايي شده توسـط       70از . بود aapحاوي ژن   
و ) AA (aatAژن  ) صد در 8/32( aggR  ،23ژن   ) درصد 8/32(

 و Gadsden در مطالعات). 8(  بودندaapژن )  درصد4/34( 24
بر خلاف UPEC  هايكه سويه نشان داده شد) 12( همكارانش

EAEC  هاي فاقد ژن aatA  ،aggR   و aap در حـالي    ،باشـند  مي 
، UPEC نمونـه    244دهد كه از    كه نتايج مطالعات ما نشان مي     

 حـاوي يـك، دو يـا هـر سـه ژن              هـا نمونه)  درصد 4/57( 140
aatA ،aggR و aap مـــورد ژن 226 بودنـــد و در مجمـــوع از 

 6/46 (94 نمونـه،    244 در تمامي    PCRشناسايي شده توسط    
 80 و   aggRمـورد ژن    )  درصـد  23 (aap  ،52 مورد ژن ) درصد

 در تحقيقـات  . كردند را حمل مي   aatAمورد ژن   )  درصد 4/35(
Monteiroــارانش ــشا) 13(  و همك ــه ژن ن ــد ك  aapن داده ش

شود كه تا حدودي بـا نتـايج         نمي EAECهاي  منحصر به سويه  
همچنين در ايـن مطالعـه بـه منظـور تعيـين          . ما مطابقت دارد  

ــا كمــك stbA از ژن تثبيــت كننــده pAAحــضور پلازميــد   ب
رسد آنچه جالب توجه به نظر مي     .  استفاده گرديد  PCRتكنيك  

 86از  (aatAو  aggR،aap  هـاي پلازميـدي   ژنيتغييـر الگـو  
 پـس از تغييـر مكـان آنهـا از روده بـه              ،) درصد 4/57 به   درصد

دهد با  همچنين اين مطالعه نشان مي    . باشددستگاه ادراري مي  
ها، آنها از پلازميد خارج شـده       توجه به پلازميدي بودن اين ژن     

احتمالا درون ژنوم بـاكتري يـا       ( و در مكان ديگري قرار گرفته     
هـا بـا پلازميـد      و پيوسـتگي ايـن ژن     ) اي ديگر حتي پلازميده 

pAA       طوري كه از ميـان     ه   ب . به ميزان زيادي از بين رفته است
 نمونـه   44 تنها   aatA و   aggR  ،aapهاي   نمونه حاوي ژن   140

هـاي  نمونـه فاقـد ژن    14  بودند و همچنـين در     stbAداراي ژن   
aggR  ،aap   و aatA   ژنstbA  ـ.  يافت گرديد  هـر حـال ايـن      ه  ب
 و  aatA و   aggR  ،aapدهـد كـه هـر سـه ژن          ه نشان مي  مطالع

- محـدود نمـي  EAECهاي  تنها به سويهpAA حتي پلازميد 

شـمار  هاي بـي  اين استدلال با توجه به وجود ترانسپوزون      . شود
بر روي اين پلازميد و ساير قطعات ژنتيكي و همچنين كـاهش            

 نهمـا . رسـد  تغيير الگو ژني منطقي به نظر مي        و فشار تكاملي 
سـازي  هـا در پراكنـده    طور كه در مقدمه ذكر گرديـد ايـن ژن         

و فعال  ) aatA( زاهاي بيماري درانتقال پروتئين  ،)aap( باكتري
ــاتوژنكننــده رونويــسي ژن ــاكتري) aggR( هــاي پ  هــايدر ب

)EAEC (Enteroaggregative E.coli كــه منجــر بــه اســهال 
ور ايـن    حـض  يمشاهده درصد بالا  . شوند، نقش دارند  شديد مي 

ها نه تنهـا  دهد كه اين ژننشان ميUPEC  هايها در سويهژن
هـا   بلكه در پاتوژنز ساير سـويه      ، نبوده EAECهاي  خاص سويه 

بنـابر ايـن بـا      . نيز نقـش دارنـد    ) هاي ديگر القاء بيماري   مسير(
هاي پاتوژن اصـلي كـه در چنـدين         شناسايي هر چه بيشتر ژن    

راهكارهـاي درمـاني     توانيزايي نقش دارند، م   مسير در بيماري  
ايـن مطالعـه    . را براي هـدف قـرار داد      ) همچون توليد واكسن  (

هـاي  هـاي پـاتوژن در سـويه      اولين گزارش از بررسـي ايـن ژن       
UPEC  ها بـا پلازميـد     طور وضعيت پيوستگي اين ژن      و همين

pAAباشد مي. 
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ما را يـاري   اين پروژه يبدين وسيله از كليه كساني كه در اجرا      تشكر و قدرداني 
   .نمودند، كمال تشكر را داريم
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