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 خلاصه 

 مقدمه

های فیلوژنتیک و مقاومت آنتي بیوتیكي جدایههای بررسي شیوع، گروه مطالعه حاضرهدف از انجام 

EAEC .جدا شده از کودکان اسهالي در شهر مشهد بود 

 روش کار

سال از  10نمونه اسهال کودکان زیر  450به مدت یكسال،  حاضر مقطعي-توصیفيمطالعه در 

تخصصي کودکان در شهر مشهد جمع آوری گردید. پس از جداسازی و شناسایي اولیه های بیمارستان

های فیلوژنتیكي جدایههای شناسایي شد. گروه EAECهای جدایه PCRبا استفاده از اشریشیاکلي، 

EAEC تعیین گردید. تست حساسیت آنتي بیوتیكي  2019استفاده از روش اصلي و بهبودیافته در سال با

 آنتي بیوتیک انجام شد. 12با استفاده از روش دیسک دیفوژن آگار در مقابل 

 نتایج

تشخیص داده PCR به وسیله اشریشیاکلي جدایه  422(% 8/93از مجموع ) EAECسویه  44(% 8/9)

D(9/%40 ،)unknown(3/27 %)12 ،G(4/11 % ،)B1(1/9 % ،)F(5/4 % ،)شد. هفت فیلوگروه 

B2(5/4 % و )A(3/2 %در بین جدایه )هایEAEC ترین تنوع الگوی مقاومت آنتي شناسایي شد. بیش

بیشترین مقاومت را نسبت به آموکسي سیلین  EAECهای جدایه بود. Dبیوتیكي مربوط به فیلوگروه 

 دارای مقاومت چندگانه بودند. EAECهای جدایه %7/97نشان دادند.  %100و اریترومایسین 

 نتیجه گیری

در ارتباط  EAECهای دهد درصد قابل توجهي از موارد اسهال کودکان با سویهميمطالعه حاضر نشان 

گردد، شناسایي در اسهال و سندروم کاهش رشد کودکان پیشنهاد مي EAECاست. با توجه به نقش 

تشخیصي در موارد اسهال کودکان مورد توجه قرار گیرد. از های در آزمایشگاه EAECهای سویه

چند گانه، انجام تست آنتي بیوگرام برای درمان اسهال کودکان های طرفي، به دلیل شیوع مقاومت

 رسد.ميضروری به نظر 

 لمات کلیدیک

 ، فیلوژنتیک، مقاومت آنتي بیوتیكي، اسهال کودکان، مشهدایچسبنده روده اشریشیاکلي

 .باشداین مطالعه فاقد تضاد منافع مي پی نوشت:

 

  

mailto:askari.m@um.ac.ir
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 مقدمه

اسهالي یكي از عوامل مرگ و میر کودکان به های بیماری

میلیون مرگ و میر  5/2روند، و سالانه حدود ميشمار 

, 1)دهندميکودکان در سراسر جهان را به خود اختصاص 

اسهال حاد و  ایجاد عامل 1ایچسبنده روده اشریشیاکلي. (2

کاهش رشد و  ایجاد مزمن و اسهال پایدار و همچنین عامل

. بعد (4, 3)سوء تغذیه در کودکان تشخیص داده شده است

به عنوان دومین  )ETEC(2اشریشیاکلياز انتروتوکسیژنیک 

عامل اسهال مسافرتي در کشورهای توسعه یافته و در حال 

زا براساس بیماری E. coliهای . سویه(6, 5)باشدميتوسعه 

شوند: ميبیماری به دو گروه تقسیم بندی  ایجاد نحوه

بیماری در خارج از دستگاه  ایجاد که قادر بههای سویه

بیماری ایجادکه قادر بههای هستند و سویه 3ExPECگوارش 

باشند. یكي از عوامل مي 4IPECدر داخل دستگاه گوارش 

اسهال  اشریشیاکليکننده اسهال، گروه ایجادباکتریایي

 6شودکه به هفت پاتوتیپميدر نظر گرفته  )DEC(5زا

مختلف قابل تقسیم بندی هستند: انتروتوکسیژنیک 

، انترواینویسیو (ETEC)(ای)توکسین زای رودهاشریشیاکلي

، دو زیر گروه )EIEC(7(ای)مهاجم رودهاشریشیاکلي

، )STEC(10اشریشیاکليشیگاتوکسین  9و آتیپیكال 8تیپیكال

، )EPEC(11(ای)بیماریزای رودهلياشریشیاکانتروپاتوژنیک 

، (EAEC)(ایروده ای)چسبندهاشریشیاکليانترواگریگیتیو 

، )DAEC(12)با چسبندگي پراکنده(اشریشیاکليدیفیوز ادهرنت 

13AIEC(-7مهاجم(-)چسبندهاشریشیاکلينویزیو ایادهرنت

                                                           
1Enteroaggregative Escherichia coli(EAEC) 
2Enterotoxigenic E. coli  
3Extraintestinal pathogenic Escherichia coli 
4Intestinal Pathogenic Escherichiacoli 
5Diarrheagenic E. coli  
6Pathotypes 
7Enteroinvasive E. coli  
8Typical 
9Atypical 

10). EAEC 14دارای الگوی اتصال تجمعي)AA(   به

در کشت سلولي و Hela و  HEP-2اپي تلیال های سلول

 . اتصال وباشدمي( 15انباشته تشكیل الگوی چسبندگي)آجر

و ها التهاب در سطوح مخاطي روده و ترشح توکسینایجاد 

ایجاد  برای EAECاست که ميمكانیسها سایتوتوکسین

های این اعمال از سوی ژن ميتماگیرد. مياسهال به کار 

زایي، بیماری جزایر شود که رویميویرولانسي انجام 

اتصال های فیمبریه. قرار دارندها پلاسمید و ترانسپوزون

 شوند،ميHEp-2 های باعث اتصال به سلول AAF تجمعي

 وجود دارند. همچنین پروتئینها از سویه ميولي در تعداد ک

، که وجود دارد 16دیسپرسین سطحي دیگری به نام ترشحي

باعث اتصالات شود و ميپلاسمیدی کد های توسط ژن

 ، کهشودميمخاطي  مستحكم تجمعي باکتری و نفوذ به بافت

پروتئین در چسبندگي و تشكیل بیوفیلم شرکت دارد.  این

 و یک انتروتوکسین به نامPic  یک توکسین موسیناز به نام

 کروموزومکه توسط  171ShET شیگلا انتروتوکسین

آنها در دقیق  که نقش شودميکد  EAECهای سویه

سه توکسین تولید EAEC همچنین. بیماریزایي مشخص نیست

یک انتروتوکسین به کند که در بیماریزایي آن نقش دارد. مي

پلاسمیدی به توسط  181EASTمقاوم به حرارت نام توکسین

 50از نظر ترادف پروتئیني EAST1 شود، ميکد  pAAنام 

 ارد.( شباهت دETEC)سم مقاوم به حرارتSTaدرصد با ژن 

شود ميد کد پلاسمیتوسط  pet توکسین به نام دوم توکسین

که یک پروتئین حساس به حرارت و در واقع یک 

1 0Shiga toxinproducing E. coli  
1 1Enteropathogenic E. coli  
1 2Diffusely adherent E. coli  
1 3Adherent-invasive E. coli 
1 4Aggregative Adherence  
1 5Stacked-brick  
1 6Dispersin 
1 7Shigella Enterotoxin 1 
1 8EnteroAggregative heat-Stable Toxin1 
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سیتوتوکسین است. سومین توکسین، پروتئین حساس به 

حرارت که عامل بالا رفتن میزان کلسیم درون سلولي شده و 

شود. ميمكانیسم سبب از بین رفتن پرزهای روده این  با

که ، است aggR نام دارای یک تنظیم کننده به pAA پلاسمید

 را کنترلEAEC  به طور تقریبي بیشتر فاکتورهای بیماریزایي

این باکتری با استفاده از فاکتورهای ویرولانس خود . کندمي

ترشح  بافت مخاطي روده متصل شده و باهای به سلول

. (11شود)ميباعث ایجاد اسهال ها و سیتوتوکسینها توکسین

EAEC دارای ژن تنظیم کننده های aggRاشریشیاکلي 

شوند و مينام گذاری  1tEAECتیپیكال  ایچسبنده روده

بالقوه پاتوژن  tEAECهای است که سویهاین  اعتقاد بر

از دو روش فنوتیپي و  EAECجهت تشخیص . (12)هستند

گردد. در روش فنوتیپي از روش کشت ميژنوتیپي استفاده 

گردد. و در مي( استفاده HEP-2اپي تلیال های سلولي)سلول

جهت شناسایي  PCRروش ژنوتیپي از روش تشخیصي 

 .(13)شودمياستفاده  EAECشاخص های ژن

نشان  اشریشیاکليفیلوژنتیكي بر روی باکتری های بررسي

 این باکتری را براساس حضورهای توان جدایهميدادند که 

 ,A, B1به چهار فیلوگروه  TspE4.C2, yjaA, chuAژن های

B2, D از نظر خصوصیاتها فیلوگروهاین  .(14)تقسیم نمود 

 زیست محیطي، سرعت رشد، توانایي متفاوت در استفاده از

از یكدیگر ها قندها و الگوی مقاومت نسبت به آنتي بیوتیک

بیشتر های . به منظور تعیین فیلوگروه(16, 15)متمایز هستند

و  Clermont، 2013در سال  Clade I و  F, E , Cشامل

 . در(17)را به سه ژن قبلي اضافه کردند arpAهمكاران ژن 

 ميیابي اطلاعات ژنو، با بررسي کل ژنوم و توالي2019سال 

فیلوگروه  B2و  Fهای نتیجه رسیدند که بین فیلوگروهاین  به

 .(18)قرار دارد  Gجدید

                                                           
1Typical EAEC 

 بیماری اسهال در ایجاددر EAECبا توجه به اهمیت بالای 

های و بیمارستانها کودکان و عدم شناسایي آن در آزمایشگاه

و پاتوتیپ کمتر مورد توجه قرار گرفته است این  کشور،

این  . دردر مورد آن اندک است همه گیری شناسي اطلاعات

ک پاتوتیپ برای نخستین بار طي یاین  مطالعه میزان شیوع

تواند اهمیت ميسال در مشهد مورد بررسي قرار گرفت، که 

ه پاتوتیپ را در کودکان بیش از پیش مورد توجاین  تشخیص

قرار دهد. همچنین با توجه به گسترش روزافزون مقاومت 

طالعه مفیلوژنتیک، در های آنتي بیوتیكي و ارتباط آن با گروه

با استفاده از آخرین  EAECهای جدایههای حاضر فیلوگروه

( 2019و همكاران) Clermontروش پیشنهاده شده توسط 

 مورد بررسي و مقایسه قرار گرفت.

 روش کار

 450مقطعي -مطالعه توصیفياین  در جمع آوری نمونه:

اه سال به مدت یكسال)از مهرم 10نمونه اسهال کودکان زیر 

بیمارستان)های( تخصصي ( از 1399تا شهریورماه 1398

تشخیصي های کودکان در مشهد جمع آوری شدند. آزمایش

 در آزمایشگاه میكروب شناسي دانشكده دامپزشكي دانشگاه

 فردوسي مشهد انجام شدند.

اسهال بر های نمونه: اشریشیاکلیکشت و جداسازی 

کشت داده  2روی محیط انتخابي و افتراقي مک کانگي اگار

 37ساعت در دمای  24انكوباسیون به مدت شدند، و پس از 

لاکتوز مثبت)صورتي رنگ( های درجه سانتي گراد، پرگنه

که از  جداسازی گردید، اشریشیاکليهای جدایه تأییدبرای 

ي اکلیشیاشرجدایه  422نمونه مورد بررسي تعداد  450میان 

بیوشیمیایي افتراقي های به دست آمد و با انجام تست

2Mac Conkey agar 
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رون ای، )تریپل شوگر1MR/VPرد/وژپروسكوئر(مانند)متیل 

، سیمون سیترات 3SIM، )سولفید اندول موتیلیتي(2TSIآگار(

های . تمام جدایه(19)نهایي قرار گرفت تأییدو اوره آز مورد 

میلي لیتری حاوی محیط  2های در میكروتیوباشریشیاکلي 

BHI  20درصد گلیسرول در دمای  30براث استریل حاوی- 

 درجه سانتیگراد جهت انجام مراحل بعدی ذخیره گردید.

چندگانه  PCRو انجام آزمون  DNAاستخراج 

 EAEC : DNAجهت غربالگری و شناسایی مولکولی

روش جوشاندن استخراج کمک با  اشریشیاکليهای جدایه

های جدایهمي، تماDNAپس از استخراج . (20د)یگرد

و با استفاده از  4چندگانهPCR با استفاده از روشاشریشیاکلي 

 1مندرج در جدول aggR, PCVD432پرایمرهای اختصاصي 

 گرفتند. مورد بررسي قرار EAECهای جهت شناسایي سویه

 

 و فیلوگروه ها EAECهای پرایمرهای مرتبط با شناسایي جدایه .1جدول 

 زمانTa (’3به’5)توالي از چپ به راست  جفت پرایمر سری رفرانس
غلظت 

 پرایمر

(µM) 

اندازه 

 محصول

(bp) 

 EAEC هایاختصاصي برای شناسایي مولكولي سویه هایپرایمر

Toma 

et al. 

(2003) 

شناسایي 

EAEC 

Muliplex 

PCR 

aggR 
GTATACACAAAAGAAGGAAGC 
ACAGAATCGTCAGCATCAGC °C 65  

ثانیه60  
4/0  

254 

Ronal 

(2002) CVD432 AGACTCTGGCGAAAGACTGTATC 
ATGGCTGTCTGTAATAGATGAGAAC 

194 

 (17()2013و همكاران) clermontارائه شده توسط  A, B1, B2, D, C, E هایپرایمرهای مرتبط به فیلوگروه

Clermont 
et 

al.(2013) 

 

 

PCR 

 چهارگانه

chuA 
ATGGTACCGGACGAACCAAC 

TGCCGCCAGTACCAAAGACA 
°C59 

ثانیه 20  

 

1 288 

yjaA CAAACGTGAAGTGTCAGGAG 

AATGCGTTCCTCAACCTGTG 
1 211 

tspE4.C2 CACTATTCGTAAGGTCATCC 

AGTTTATCGCTGCGGGTCGC 
1 152 

arpA AACGCTATTCGCCAGCTTGC 

TCTCCCCATACCGTACGCTA 
5/0  400 

 E arpA.gE GATTCCATCTTGTCAAAATATGCCگروه 

GAAAAGAAAAAGAATTCCCAAGAG 

°C 75  

ثانیه 20  
1 301 

 C trpAgpC AGTTTTATGCCCAGTGCGAGگروه

TCTGCGCCGGTCACGCCC 

°C59 

ثانیه 20  
1 219 

 (18()2019و همكاران) clermontو کنترل داخلي ارائه شده توسط  F, G هایپرایمرهای مرتبط به فیلوگروه

Clermont 
et al. 

(2019) 

PCR 
ybgD 

TATGCGGCTGATGAAGGATC 

GTTGACTAAGCGCAGGTCGA 
°C59 

ثانیه 20  
75/0  

177 

cfaB CTAACGTTGATGCTGCTCTG 

TGCTAACTACGCCACGGTAG 
384 

 trpBA کنترل داخلي
CGGCGATAAAGACATCTTCAC 

GCAACGCGGCCTGGCGGAAG 
489 

 

                                                           
1Methyl Red/Voges Proskauer 
2Triple Suger Iron Agar 

3Sulfide Indol Motility Agar 
4Multiplex PCR 
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میكرولیتر شامل  20چندگانه در حجم  PCR واکنش

 4/0میكرولیتر) 5/0آماده مصرف،  1مسترمیكس10

 2، 3و ریوریس 2میكرومول( از هر کدام پرایمرهای فوروارد

میكرولیتر آب مقطر دیونیزه  6الگو و  DNAمیكرولیتر از 

)کلكسیون آزمایشگاه EAECانجام شد. از سویه بالیني 

ی میكروب شناسي( به عنوان کنترل مثبت استفاده شد. برنامه

درجه سانتي گراد  94 4دمایي عبارت بود از: واسرشت اولیه

درجه  94 5سیكل دمایي شامل واسرشت 30دقیقه، 3برای 

درجه سانتي گراد برای  56 6ثانیه، اتصال 30سانتي گراد برای 

 45درجه سانتي گراد برای  72 7ثانیه و در نهایت گسترش 60

درجه سانتي  872گسترش نهایيها ثانیه، پس از اتمام سیكل

گسترش نهایي در نظر ی دقیقه به عنوان مرحله 7گراد برای 

با الكتروفورز  PCRگرفته شد. آشكار سازی محصول 

 %5/1میكرولیتر از آن بر روی ژل آگاروز  12. صورت گرفت

 ران( انجام شد.ایو رنگ آمیزی با گرین ویوور)ساخت

 :EAECهای فیلوژنتیکی جدایههای تعیین گروه

پلیمراز چهارگانه  ایبا استفاده از واکنش زنجیره

Quadruplex PCR و با استفاده از پرایمرهای مورد استفاده 

( گروه بندی 1()جدول 2013و همكاران ) Clermontتوسط 

مورد شناسایي قرار  A, B1, B2, D, C, E, Fفیلوژنتیكي 

گانه پلیمراز چند ای. با استفاده از واکنش زنجیره(17)گرفت

و با استفاده از پرایمرهای ارائه شده روش جدید 

 و فیلوگروه جدید B2و  Fهای ( فیلوگروه1()جدول 2019)

G (18)ایز گردید از یكدیگر متم. 

                                                           
1Mastermix 
2Forward 
3Reverse 
4Initial denaturation 
5Denaturation 
6Annealing 
7Extension 

تعیین حساسیت آنتي تعیین حساسیت آنتی بیوتیکی: 

صورت  9بائر-با روش کربي EAECهای بیوتیكي جدایه

 (،µ30آنتي بیوتیكي مختلف، آزترونام)های . دیسک(21)پذیرفت

(، µ10(، کلستین)µ23,75/1,25(، کوتریموکسازول)µ30سفازولین)

(، µ30(، کلرامفنیكل)µ30(، تتراسایكلین)µ5سیپروفلوکساسین)

(، µ5(، انروفلوکساسین)µ15(، اریترومایسین)µ10جنتامایسین)

  Mast()ساخت شرکتµ30( و سفتریاکسون )µ30آموکسي سیلین)

ارائه شده های انگلستان( استفاده شد. نتایج با استاندارد

، مورد بررسي و  2021WHONETنرم افزار 10CLSI)2021(در

 13و نیمه حساس 12، مقاوم11صورت حساسمقایسه قرار گرفت و به 

 گزارش گردید.

فزار اتجزیه و تحلیل آماری به واسطه نرم  تجزیه و تحلیل آماری:

SPSS  و آزمون آماری  21نسخهChi Square وMann-whitney 

test  05/0و میزان معني داری) %95با سطح اطمینان<(P  انجام

 پذیرفت.

 نتایج

برحسب فصل،  EAECهای بررسی فراوانی جدایه

نمونه اسهال، براساس نتایج  450از مجموع  سن و جنس:

 اشریشیاکليجدایه  422(% 8/93)ایمویک، های آزمایش

ی با استفاده از پرایمرها PCRشناسایي گردید. طبق نتایج 

 EAECجدایه  aggR, PCVD432(8/9 %)44اختصاصي 

 aggRنمونه دارای ژن  38(. 1جداسازی گردید)شكل

 بودند. EAECآتیپیكال  aggRنمونه فاقد  6و  EAECتیپیكال 

، کودکان EAECبه جهت دست یافتن به الگوی سني شیوع 

سال  2-5مبتلا به اسهال به سه گروه سني مختلف زیر یكسال، 

8Final extension 
9Kirby-Bauer 
1 0Clinical laboratory standard institute 
1 1Sensitive 
1 2Resistance 
1 3Intermediate 
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در نمونه   EAECسال تقسیم گردیدند. توزیع فراواني 6-10و 

از اسهال کودکان بر حسب فصل ، سن و جنس بررسي شد.

 نظر آنالیز آماری اختلاف معني داری بین توزیع فراواني 

EAEC(.2برحسب جنس، سن و فصل مشاهده نشد)جدول 

 

 

، جهت شناسایي Multiplex PCRژل الكتروفورز محصول . 1شكل 

 ياسهال ازکودکان جداشدهي اکلیشیاشردر CVD432 ,aggRهای ژن

 نمونه کنترل منفي،از سمت چپ نخستین چاهک مارکر، دومین چاهک .

 های بعدی جدایههای سومین چاهک نمونه کنترل مثبت و چاهک

EAECاسهاليهای از نمونه 

 

در نمونه اسهال کودکان  EAECتوزیع فراواني .2جدول

 زیر ده سال برحسب فصل، سن و جنس
EAEC 

 عوامل مورد بررسي
مجموع 

 هایجدایه

 اشریشیاکلي

 هایجدایه

EAEC 

 )درصد(تعداد

5(6%/4) بهار فصل  (6/%93)73  

15(12%) تابستان  (0/%88)110  

11(9%/2) پاییز  (8/%90)108  

13(10%/2) زمستان  (8/%89)115  

21(12%/1) 1 سن  (9/%87)152  

2-5  (2/%9)15  ) 8/%90)148  

6-10  (%7)8  ) %93)106  

24(9%/2) مذکر جنس  (8/%90)238  

20(10%/6) مونث  ) 4/%89)168  

 

 :EAECهای فیلوژنتیکی جدایههای ارزیابی گروه

نشان داد  EAECهای فیلوژنتیكي جدایههای ارزیابي گروه

که به ترتیب بیشترین میزان فراواني مربوط به فیلوگروه 

D(9/40%)18 ،unknown(3/%27)12 ،G(4/%11)5 ،

B1(1/9%)4 ،F(5/4)%2 ،B2(5/4)%2 وA(3/2)%2 

الگوی مقاومت آنتي بیوتیكي  27(. در مجموع 2بود)شكل

چندگانه در هفت گروه فیلوژنتیكي شناسایي گردیدکه 

بیشترین تنوع الگوی مقاومت آنتي بیوتیكي مربوط به 

دارای مقاومت  EAECهای جدایه %7/97بود. Dفیلوگروه 

 (.3چندگانه بودند)جدول

 EAECهای جدایهها پروفایل مقاومت آنتي بیوتیكي و الگوی توزیع در فیلوگروه .3جدول 

 الگوی مقاومت آنتي بیوتیكي

 
 مجموع فیلوگروپ )تعداد(

ERY, AMX F(1) 1 

ERY, CZO,AMX, CRO B1(1) 1 

ERY,TCY, CZO, AMX D(1) 1 

ERY, SXT, CZO, AMX Unknown(1) 1 

ERY, TCY, CZO, AMX, CRO D(1) 1 

ERY, TCY, SXT, CZO, AMX B1(1), D(1) 1 

ERY, SXT, CZO, AMX, CRO Unknown(2), D(1) 2 

ERY, TCY, SXT, CZO, CRO Unknown(1) 1 

ERY, SXT,CIP, CZO, AMX, CRO D(1) 1 

ERY, TCY, SXT, CZO, AMX, CRO Unknown(1), A(1) 2 
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ERY, TCY, SXT, CIP, GEN, AMX B2(1) 1 

ERY, TCY, CIP, CZO, AMX, CRO D(1) 1 

ENR, ERY, TCY, SXT, CZO, AMX Unknown(1) 1 

ERY, TCY, SXT,CZO, GEN, AMX, CRO D(1) 1 

ANC, ERY, SXT, CZO,GEN, AMX, CRO B2(1) 1 

ANC, ERY,TCY, SXT,CZO, AMX, CRO B1(1), Unknown(1) 2 

CHL, ERY, TCY, SXT,CIP, CZO, AMX, CRO G(1) 1 

ANC,ERY, TCY, SXT,CIP, CZO, AMX, CRO G(1), D(1) 2 

ENR, ERY,TCY, SXT,CIP, CZO, AMX, CRO Unknown(1),F(1) 2 

ENR, ERY, TCY, SXT,CIP, CZO, GEN, AMX, CRO D(1) 1 

ANC, ERY, TCY, SXT,CIP, CZO,GEN, AMX, CRO G(1),D(1) 2 

ANC, ENR, ERY, TCY, SXT,CIP, CZO, AMX, CRO Unknown(1), G(2) 3 

ANC, ENR, ERY, TCY, SXT,CIP, CZO, AMX, CRO Unknown(1) 1 

ANC, CHL, ENR, ERY, SXT,CIP, CZO, GEN, AMX, CRO D(4) 4 

ANC, ENR, ERY, TCY, SXT,CIP, CZO, GEN, AMX, CRO B(1), Unknown(1), D(2) 4 

ANC,COL,ENR, ERY, TCY, SXT, CIP, CZO, AMX, CRO Unknown(1) 1 

ANC, CHL, ENR, ERY, TCY, SXT,CIP, CZO, GEN, AMX, CRO D(2) 2 

 

و  Clermontبه روش  EAECهای مختلف جدایههای فیلوگروههای ، جهت شناسایي ژنQuadroplex PCR. *ژل الكتروفورز محصول 2شكل 

و  8، 6و چاهک  Eیا  Dفیلوگروه  9و  5، 3، چاهک B2فیلوگروه  7و  4، 2، چاهک Fفیلوگروه  1جفت بازی، چاهک  100مارکر  M(، 2013همكاران)

 Unknown(17 .)فیلوگروه  10

  M(،2019و همكاران) Clermontبه روش  EAECهای جدایه G, Fهای ، جهت شناسایي فیلوگروهMultiplex PCR**ژل الكتروفورز محصول 

 F(18.)فیلوگروه  4، چاهک Gفیلوگروه  5و  2جفت بازی، چاهک  100مارکر 

 

فیلوژنتیک و مقاومت آنتي های مقایسه گروه 4در جدول

بیوتیكي مورد بررسي و تحلیل قرار گرفت و از نظر آماری 

بررسي شد که ها مقایسه مقاومت آنتي بیوتیكي بین فیلوگروه

دو فیلوگروه مختلف انجام شد. و  21در مجموع مقایسه بین 

های در مقایسه با گروه Dدر نهایت از نظر آماری، فیلوگروه 

B2(003/ p= ،)F(003/ p= مقاومت بیشتری رانسبت به )

B1(025/ p= )و  Gسفازولین نشان داد. و بین دو فیلوگروه 

یوتیک در آنتي ب Gمقاومت گروه فیلوژنتیک 

سیپروفلوکساسین به صورت معني داری مقاومت بیشتری 

با  unknownمشاهده شد. همچنیندر مقایسه گروه

و  =014/0p)سفازولین B2های فیلوگروه

و  =014/0p)سفازولینp ،)F=005/0جنتامایسین
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( ارتباط معني داری وجود داشت =p /014کوتریموکسازول

مذکور از های بیوتیكيدر مقایسه با آنتي unknownو گروه 

 مقاومت بیشتری برخوردار بود.

 :هامقاومت آنتی بیوتیکی جدایه

به ترتیب بیشترین مقاومت را به آموکسي  EAECهای جدایه

، 42%(5/95، سفازولین)44(%100سیلین و اریترومایسین)

، 37(%1/84، سفتری آکسون)39%(6/88کوتریموکسازول)

، 26(%1/59، سیپروفلوکساسین)32%(7/72تتراسایكلین)

نشان دادند و  19(2/43، انروفلوکساسین)22(%50آزترونام)

(، %3/2)1کمترین مقاومت در مقابل کلستین

مشاهده  16(%4/36و جنتامایسین) 7%(9/15کلرامفنیكل)

آنالیز آماری ارتباط معني داری بین جنس و  (.1شد)نمودار

سفازولین، سفتری اکسون و های مقاومت آنتي بیوتیكي

سفازولین، های جنتامایسین نشان داد و مقاومت آنتي بیوتیكي

سفتری اکسون و جنتامایسین در جنس مذکر بیشتر از جنس 

 مونث بود.

 

 EAECهای فیلوژنتیک جدایههای توزیع مقاومت آنتي بیوتیكي در بین گروه -4جدول

 آنتي بیوتیک فیلوژنتیک هایگروه

A 

(3/2%)1n= 

F 

(5/4%)2n= 

B2 

(5/4%)2n= 

B1 

(1/9%)4n= 

G 

(4/11%)5n= 

Unknown 

(3/27%)12n= 

D 

(9/40%)18n= 

 آموکسي سیلین 18(100%) 12(100%) 5(100%) 4(100%) 2(100%) 2(100%) 1(100%)

 اریترومایسین 18(100%) 12(100%) 5(100%) 4(100%) 2(100%) 2(100%) 1(100%)

 سفازولین 18(100%) 12(100%) 5(100%) 4(100%) 1(50%) 1(50%) 1(100%)

 کوتریموکسازول %15(3/83) 12(100%) 5(100%) 3(75%) 2(100%) 1(50%) 1(100%)

 سفتری آکسون %16(9/88) %10(3/83) 5(100%) 3(75%) 1(50%) 1(50%) 1(100%)

 تتراسایكلین %12(7/66) 9(75%) 5(100%) 3(75%) 1(50%) 1(50%) 1(100%)

 آزترونام %10(5/55) %5(7/41) 4(80%) 2(50%) 1(50%) 0 0

 سیپروفلوکساسین %13(2/72) %5(7/41) 5(100%) 1(25%) 1(50%) 1(50%) 0

 جنتامایسین %11(1/61) %1(3/8) 1(20%) 1(25%) 2(100%) 0 0

 انروفلوکساسین 9(50%) 6(50%) 2(40%) 1(25%) 0 1(50%) 0

 کلرامفنیكل %6(3/33) 0 1(20%) 0 0 0 0

 کلستین 0 1(3/8%) 0 0 0 0 0

 

از کودکان  EAECجدایه  44.فراواني مقاومت آنتي بیوتیكي 1نمودار

 اسهالي

 بحث

اسهال حاد و مزمن  ایجاد باعث ایچسبنده روده اشریشیاکلي

شود و همچنین با سندروم کاهش رشد و سوء ميکودکان 

 که به علت ضعفتغذیه در کودکان در ارتباط است 

نادیده گرفته  بالینيهای آزمایشگاهتشخیصي در های روش

نمونه اسهال کودکان زیر  450د. در مطالعه حاضر از شومي

جداسازی شد.   EAECیجدایه 44%(8/9سال) 10

0

50

100

150

ي 
کس

مو
آ

…

سی
مای

رو
ریت

ا
ن 

ن 
ولی

فاز
س

مو
تری

کو
…

ی 
فتر

س
… كل

سای
ترا

ت
ن  

ی
روف

سیپ
لو

…

ام  
رون

آزت
ین

یس
اما

جنت
وک

وفل
انر

سا
…

یك
مفن

لرا
ک

ل  
ن  

ستی
کل

مقاوم

نیمه حساس 

حساس 



 

 و همكار ایمان پناه زکیه                                                           در کودکان اسهالي EAEC های فیلوژنتیک و الگوی مقاومت آنتي بیوتیكيشیوع گروه -1970

نمونه  200( در تهران از 2003زاده احرابي و همكاران)سلمان

 EAECجدایه  48(%24سال، ) 5کودکان مبتلا به اسهال زیر 

( در 2007. علیزاده و همكاران)سال(22)گزارش کردند

پاتوتیپ  10(%7نمونه بیماران مبتلا به اسهال، ) 144همدان از 

EAEC محمدزاده و (23)را شناسایي کردند .

ایزوله  6%(28/4در ) aggR( در تهران ژن 2016همكاران)سال

. (11)نمونه بیماران مبتلا به اسهال شناسایي کردند 165از 

مورد  455( در گرگان از بین 2008باقری و همكاران)سال

را جداسازی کردند که  EAEC ایزوله 20 %(4/4اسهالي، )

از آنها در ميمورد مرد بودند. در حدود نی 8مورد زن و  12

رده سني زیر یک سال قرار داشتند و از نظر توزیع فراواني بر 

ارتباط معني داری  EAECاساس فصل، جنس و سن با 

گزارش نشد که نتایج مطالعه با مطالعه حاضر همخواني کامل 

مطالعه و سایر مطالعات انجام شده نشان این  . نتایج(24)دارد

بل توجهي در ارتباط از اهمیت قا EAECهای دهد سویهمي

با اسهال عفوني برخوردار است و با توجه به فراواني قابل 

اسهال کودکان زیر های در نمونه EAECهای توجه جدایه

در  EAECهای گردد شناسایي سویهميیكسال پیشنهاد 

تشخیصي در موارد اسهال، بویژه در کودکان های آزمایشگاه

 گیرد.زیر یكسال مورد توجه قرار 

های مولكولي جهت تشخیص سویههای ترین شاخصمهم

EAEC  در مطالعات مختلف شناسایي دو ژن پلاسمیدی

CVD432 وaggR (. در مطالعه حاضر جهت 25باشد)مي

استفاده  aggRو  CVD432های از ژن EAECشناسایي 

بود. aggR مورد دارای ژن  EAEC ،38جدایه  44گردید. از 

زوله ای140( در همدان از2010همكاران)سال اصلاني و 

سال مبتلا به اسهال  12از کودکان زیر  اشریشیاکلي

مورد  11جداسازی کردند که  EAECسویه  %15(7/10)

که در سال  ای. همچنین در مطالعه(26)بودaggR دارای ژن 

سویه  35%(6/55در عربستان انجام پذیرفت. از ) 2020

EAEC( ،3/54)%19  جدایه دارای ژنaggR (در 27بود.)

مطالعه حاضر و سایر مطالعات مذکور به جزء مطالعه 

از ژن  EAECمحمدزاده و همكاران جهت تشخیص 

CVD432  استفاده گردید. در مطالعه محمدزاده و همكاران

رسد به ميپایین بود که به نظر  EAECدرصد جداسازی 

 EAECشخیصجهت ت CVD432خاطر عدم استفاده از ژن

باشد. در مطالعه حاضر و دو مطالعه اخیر از هر دو ژن مي

CVD432  وaggR مطالعات درصد این  استفاده گردید. در

مشاهده شد. در نتیجه طبق  aggRپایین جداسازی براساس ژن 

ارجح  CVD432ژن  EAECمطالعات انجام شده در شناسایي 

 رسد.ميبه نظر  aggRتر از 

در سایر کشورها به  EAECنتایج مختلفي در مورد شیوع 

( در برزیل 2013همكاران)سال و  Limaدست آمده است. 

 زوله ای41نمونه کودکان درگیر با اسهال،  83از

EAEC(28)شناسایي کردند . Ali ( در 2014و همكاران)سال

  EAECسویه 19%(7/30کودک مبتلا به اسهال، ) 62مصر از 

( در 2020و همكاران)  Elhadi.(29)جداسازی کردند

از بیماران مبتلا به اسهال  اشریشیاکليزوله ای63عربستان از 

. در مطالعات (27)شناسایي کردند EAECمورد  %35(6/55)

 EAECهای سایر کشورها درصد قابل توجهي از سویه

سویه در موارد این  گزارش شد که حاکي از اهمیت بالایي

 باشد.مياسهالي بخصوص موارد اسهالي کودکان 

دارد.  ایزیر ساختارهای فیلوژنتیكي گسترده اشریشیاکلي

 ایبیماریزای خارج رودههای سویه F ،B2 ،Dهای فیلوگروه

مسئول بیماریزای شدید های گیرند و سویهميرا در بر 

مانند سندرم همولیتیک و اورمیک و اسهال خوني  ایروده

به نقش زمینه ژنتیک این  باشد ومي Gمتعلق به فیلوگروه 

را ها کند و نیاز به شناسایي فیلوگروهميبیماریزای اشاره 
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، یک یا Gفیلوگروه های در صد سویه 70نماید. ميتوجیه 

 درصد 53کنند و ميچند ژن مقاومت آنتي بیوتیكي را کد 

مقاومت آنتي بیوتیكي چند گانه  Gفیلوگروه های از سویه

های (. به طور کلي اطلاعات اندکي درمورد گروه18دارند)

به طور اختصاصي در دسترس  EAECهای فیلوژنتیک سویه

تا  Gانجام شده، فیلوگروه های است و بر اساس بررسي

برای مورد بررسي قرار نگرفته است. ها سویهاین  کنون در

اولین بار در مطالعه حاضر مورد بررسي قرار گرفت. درصد 

قابل توجهي در مطالعه گزارش شد. و از طرفي یكي از 

معایب اصلي روش تعیین فیلوگروه وجود گروهي از 

است که قابل دسته بندی  اشریشیاکليهای جدایه

این  یا ناشناخته هستند( و unknownباشند)اصطلاحاً مين

را به خود  %3/27مطالعه درصد قابل توجهي ن ای میزان در

اختصاص داده است. در مطالعه حاضر به ترتیب بیشترین 

، D(9/40)%18میزان فراواني مربوط به فیلوگروه 

unknown(3/27)%12 ،G(4/11)%5 ،B1(1/9)%4 ،

F(5/4)%2 ،B2(5/4)%2  وA(3/2)%2  27بود. در مجموع 

الگوی مقاومت آنتي بیوتیكي چندگانه در هفت گروه 

فیلوژنتیكي شناسایي گردید که بیشترین تنوع الگوی 

بود. در مقایسه Dمقاومت آنتي بیوتیكي مربوط به فیلوگروه 

ارتباط معني داری با مقاومت آنتي بیوتیكي ها فیلوگروه

( 2015و همكاران) Mosquitoنشان داده شد. در تنها مطالعه 

اسهال  اشریشیاکليهای به منظور ارتباط دادن بین فیلوگروه

از موارد  EAECزوله ای70زا با مقاومت آنتي بیوتیک 

اسهالي شناسایي کردند که به ترتیب به 

D(4/41%،)A (6/28% ،)B1(20% ،) B2(10% )فیلوژنتیک

این  بیشترین فراواني فیلوژنتیكي در D. (31)تعلق داشت

 دادکه با نتایج مطالعه حاضر مطابقت دارد.ميمطالعه را نشان 

به ترتیب بیشترین  EAECهای حاضر جدایهی در مطالعه

، %100مقاومت را به آموکسي سیلین و اریترومایسین 

، سفتری آکسون %6/88، کوتریموکسازول %5/95سفازولین 

، %1/59، سیپروفلوکساسین %7/72% ، تتراسایكلین 1/84

، و کمترین مقاومت را به کلستین %50آزترونام 

، %4/36، جنتامایسین %9/15%،کلرامفنیكل 3/2

ها جدایه %7/97نشان دادند. و  %2/43وانروفلوکساسین 

EAEC  باشند و مقاومت آنتي ميدارای مقاومت چندگانه

سفازولین، سفتری اکسون و جنتامایسین در های بیوتیكي

از جنس مونث بود. اصلاني و  جنس مذکر بیشتر

( بیشترین مقاومت آنتي بیوتیكي به آمپي 2010همكاران)سال 

و کمترین مقاومت را به آنتي  %100سیلین و اریترومایسین 

نشان   %0بیوتیكي انروفلوکساسین و سیپروفلوکساسین 

های دهد که جدایهميحاضر نشان ی . مطالعه(26)دادند

EAEC سیپروفلوکساسین و های کنسبت به آنتي بیوتی

تواند هشداری باشد ميانروفلوکساسین مقاومت پیدا کردند 

که در تجویز آنتي بیوتیكي دقت بیشتر به کار رود و قبل از 

تجویز آنتي بیوتیک تست حساسیت آنتي بیوگرام انجام 

مطالعه مقاومت آنتي بیوتیكي این  گیرد. همچنین، در

در سایر کشورها مورد بررسي قرار  EAECهای جدایه

( به منظور بررسي مقاومت 2020و همكاران)  Elhadiگرفت.

از بیماران مبتلا به اسهال  EAECهای آنتي بیوتیكي جدایه

بیشترین مقاومت آنتي بیوتیكي را نسبت به تتراسایكلین 

% و کمترین مقاومت انتي بیوتیكي را نسبت به آمیكاسین 6/68

( در سال 2021و همكاران) Modgil. (27)دندگزارش دا 0%

بیشترین مقاومت آنتي بیوتیكي را نسبت به آمپي سیلین  2021

%(، 5/72(، سیپروفلوکساسین و کوتریموکسازول )87%)

،( نشان دادند. 8/54%( و لوفلوکساسین)1/66سفتری آکسون)

مقاومت چندگانه دارویي  EAECهای % جدایه8/73
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های قایسه، مقاومت آنتي بیوتیكي سویه. در م(32)داشتند

EAEC  در سایر کشورها با مطالعه حاضر تفاوت دارد که

این  تواند حاکي از تفاوت جغرافیایي و اپیدمیولوژیمي

و  EAECهای باشد. بنابر فراواني بالای مقاومت سویهها سویه

تنوع آنها لازم است که در هر منطقه مقاومت آنتي بیوتیكي 

 جهت درمان موثر بررسي شود.

 

 نتیجه گیری

پاتوتیپ در کودکان زیر یک سال این  با توجه به شیوع بالای

و نقش آن در سندروم کاهش رشد کودکان، پیشنهاد 

گردد، غربالگری سالانه کودکاني که از کاهش رشد رنج مي

در هر منطقه مورد  EAECجام گیرد و فراواني برند انمي

مساله به ویژه در کودکان زیر یک این  بررسي قرار گیرد. که

سال حائز اهمیت است. یكي از معایب اصلي روش تعیین 

است که قابل  EAECهای فیلوگروه وجود گروهي از جدایه

یا ناشناخته  unknownباشند )اصطلاحاً ميدسته بندی ن

 %3/27مطالعه درصد قابل توجهي این  میزان دراین  هستند( و

  مشكلاین  را به خود اختصاص داده است. برای حل

Clermont تكنیک  2013و همكارانش در سالMLST  را

چند های از طرفي، به دلیل شیوع بالای مقاومت پیشنهاد دادند.

، انجام تست آنتي بیوگرام برای EAECهای گانه در سویه

 رسد.ميهال کودکان ضروری به نظر درمان اس
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بدینوسیله از عزیزاني که در جهت هماهنگي و جمع آوری 

ما را یاری نمودند سپاسگزاری مطالعه این  نمونه در انجام

 شود.مي
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 Abstract 
Introduction 

Purpose of this study was to investigate of prevalence, phylogenetic groups 

and antibiotic resistance pattern EAEC isolated from diarrheic children in 

Mashhad city. 

Material and Method 

This cross-sectional study conducted for one year. In total, 450 diarrhea 

samples of children under 10 years of age were collected from children's 

specialized hospital in Mashhad. After isolation of Escherichia coli, EAEC 

isolates were identified by PCR molcular method. Phylogenetic groups of 

EAEC isolates were determined using the original and updated 2019 method. 

Antimicrobial susceptibility test was performed using disc diffusion 

methods(Kirby-Bauer method) against 12 antibiotics. 

Results 

44(9.8%) EAEC isolates were identified from 422(93.8%) Escherichia coli 

isolates by PCR. Seven phylogroups including D(40.9%), unknown(27.3%), 

G(11.4%), B1(9.1%), F(4.5%), B2(4.5%) and A(2.3%) were detected among 

EAEC isolates.The highest diversity of antibiotic resistance patterns was 

related to Phylogroup D. EAEC isolates showed the highest resistance to 

amoxicillin and erythromycin 100%. Overall, 97.7% of EAEC isolates were 

with multiple drug resistance(MDR). 

Conclusion 

The present study showed a significant presence of EAEC strains. 

Considering the role of EAEC in chronic diarrhea and growth retardation 

syndrome in children, it is suggested that the identification of EAEC strains 

to be considered in diagnostic laboratories in cases of children’s diarrhea. on 

the other hand, due to the high prevalence of multiple resistances, antibiogram 

test is required to treat diarrhea in children. 
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