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 خلاصه 
ی حدت فراواني اسررک  ه با بیماریزای آن مرتد  ها ژندارای  ای روده ی چسرردهده اشررریشرریا لي  مقدمه:

 ی چسرردهده  اشررریشرریا لي   یها جدایه حدت یها ژن. هدف از انجام این مطالعه آنالیز مولكولي باشررد  مي

 بود. جداشده از  ود ان اسهالي ای روده

با        410پس از جمع آوری  مقطعي -در این مطالعه توصررریفي  روش كار:   نمونه مدفوع از  ود ان اسرررهالي 

سک    ستفاده از ت شیمیایي   ا شیا لي   جدایه  352های بیو شری سازی و  ا ستفاده از روش مولكولي   جدا و  PCRبا ا

های   یه     CVD432, aggR ،39پرایمر ید و     EAECجدا  حدت  یها  ژنبررسررري  جداسررررازی گرد

fimA،aap ،astA ،aafA،  cdt  مولكولي به روش ای روده ی چسدهده اشریشیا لي یها جدایهدرPCR  

 انجام شد.

تایج  : نتایج  یه    39لكولي از مجموع وم روشبر طدق ن به ترتیب بیشرررترین    EAECجدا به     ،  یه مربوط   37جدا

در هیچ  cdtو ژن  aafAژن  astA،3(69/7%)ژن  aap  ،11(20/28%)ژن fimA ،35(74/89% )ژن ( 87/94%)

 یافک نشد. ها جدایهیک از 

 fimAو  aapبیشترین فراواني مربوط به ژن حدت   EAEC یها جدایهنتایج نشان داد  ه در   گیری:نتیجه

و تجمع درون سررلولي مخاطي  اتصررا ت مسررتحكم تجمعي با تری و نفو  به بافک در  ها ژنو این  باشررد مي

شكیل بیوفیلم نقش دارند    ها جدایه سدهدگي و ت ضور انواع  و در چ  یها دایهجی بیماریزا در ها ژن. از طرفي ح

EAEC  در بیماریزایي با تری اسک. ها ژننشانگر دخالک مستقیم این 

 آنالیز"، "اسررهال  ود ان"، "ی حدتها ژن"، " ای روده ی چسرردهده ریشرریا لياشرر" كلمات كلیدی:

 "مولكولي

 

 .باشديممطالعه فاقد تضاد مهافع  ینا پي نوشک:
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 مقدمه
اسهال دومین عامل مرگ و میر  ود ان در سراسر دنیا اسک. 

یكي از هفک  EAEC)1 (ای روده ی چسدهده اشریشیا لي

و  های مولد اسهال اسک اشریشیا ليپاتوتیپ شهاخته شده 

به عهوان  ETEC)2( اشریشیا ليبعد از انتروتو سیژنیک 

دومین عامل اسهال مسافرتي در  شورهای توسعه یافته و در 

عامل ایجاد اسهال حاد   EAEC.(1, 2) باشد ميحال توسعه 

و مزمن و اسهال پایدار و همچهین عامل ایجاد  اهش رشد و 

 E. coli های سویه. (3, 4) باشد ميسوء تغذیه در  ود ان 

هدی دو گروه تقسیم ب بیماریزا براساس نحوه ایجاد بیماری به

 ه قادر به ایجاد بیماری در خارج از  های سویه: شوند مي

 ه قادر به  های سویههستهد و  3ExPECدستگاه گوارش 

یكي هستهد.  4IPECایجاد بیماری در داخل دستگاه گوارش 

  لياشریشیاایجاد  ههده اسهال، گروه با تریایي از عوامل 

،  ه خود به هفک شوند ميدر نظر گرفته  DEC)5(اسهال زا

مختلف قابل تقسیم بهدی هستهد: انتروتو سیژنیک  6پاتوتیپ

، (ETEC)(ای رودهزای  تو سین) اشریشیا لي

، دو EIEC)7((ای روده)مهاجم  اشریشیا ليانتروایهویسیو 

 اشریشیا ليشیگاتو سین  9و آتیپیكال 8زیر گروه تیپیكال

)10(STEC بیماریزای  اشریشیا لي، انتروپاتوژنیک(

 اشریشیا لي، انترواگریگیتیو EPEC)11((ای روده
، دیفیوز ادهرنک EAEC)12((ای رودهی  )چسدهده

، ادهرنک DAEC)13()با چسدهدگي پرا هده( اشریشیا لي

-14AIEC (8مهاجم(-)چسدهده اشریشیا ليایهویزیو 

5).EAEC  15( دارای الگوی اتصال تجمعي(AA   به

در  شک سلولي و Hela و  HEP-2تلیال  ی اپيها سلول

                                                             
1 Enteroaggregative Escherichia coli 
2Enterotoxigenic Escherichia coli 
3Extraintestinal pathogenic Escherichia coli 
4Intestinal Pathogenic Escherichia coli 
5Diarrheagenic Escherichia coli 
6Pathotypes  
7Enteroinvasive Escherichia coli 
8Typical 
9Atypical 
10Shiga toxinproducing Escherichia coli 

. اتصال و باشد مي( 16انداشته )آجر تشكیل الگوی چسدهدگي

و  اه تو سینایجاد التهاب در سطوح مخاطي روده و ترشح 

برای ایجاد  EAECمكانیسمي اسک  ه  ها تو سینسایتو

ی ها ژنتمامي این اعمال از سوی اسهال به  ار مي گیرد. 

بیماریزایي،   ه روی جزایر شود ميویرو نسي انجام 

ال های اتص فیمدریه. ها قرار دارند ترانسپوزونپلاسمید و 

-HEp  یها سلولباعث اتصال به AAF  تجمعي

وجود دارند.  ها سویهولي در تعداد  مي از  ،شوند مي2

 17پرسیندیس سطحي دیگری به نام ترشحي همچهین پروتئین

و  شود ميی پلاسمیدی  د ها ژن،  ه توس  وجود دارد

 باعث اتصا ت مستحكم تجمعي با تری و نفو  به بافک

،  ه این پروتئین در چسدهدگي و تشكیل شود ميمخاطي 

پیلي  ه توس   روموزوم  د  fimAبیوفیلم شر ک دارد. 

و باعث اتصال تجمعي درون سلولي نقش دارد و  شود مي

و Pic  یک تو سین موسیهاز به نامحساس به مانوز اسک. 

 ه  18ShET1 شیگلا انتروتو سین نتروتو سین به نامیک ا

  ه نقش شود مي د  EAEC های سویه  روموزومتوس  

 EAEC همچهین. دقیق آنها در بیماریزایي مشخص نیسک

.  ه در بیماریزایي آن نقش دارد  هد ميسه تو سین تولید 

 مقاوم به حرارت یک انتروتو سین به نام تو سین
19EAST1   پلاسمیدی به نام توسpAA  شود مي د ، 

EAST1 درصد با ژن  50از نظر ترادف پروتئیهيastA سم(

 به نام دوم تو سین ( شداهک دارد.ETECمقاوم به حرارت

ن  ه یک پروتئی شود ميد  د پلاسمیتوس   pet تو سین

حساس به حرارت و در واقع یک سیتوتو سین اسک. سومین 

تو سین، پروتئین حساس به حرارت  ه عامل با  رفتن میزان 

11Enteropathogenic Escherichia coli 
12Enteroaggregative Escherichia coli 
13Diffusely adherent Escherichia coli 
14Adherent-invasive Escherichia coli  
15Aggregative Adherence 
16Stacked-brick 
17Dispersin 
18Shigella Enterotoxin 1 
19EnteroAggregative heat-Stable Toxin 1 
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 لسیم درون سلولي شده و با این مكانیسم سدب از بین رفتن 

دارای یک تهظیم  pAA پلاسمید.شود ميپرزهای روده 

ي بیشتر  ه به طور تقرید، اسکaggR  نام  ههده به

این .  هد مي را  هترل EAEC فا تورهای بیماریزایي

 یها لولسبا تری با استفاده از فا تورهای ویرو نس خود به 

و  ها تو سینبافک مخاطي روده متصل شده و باترشح 

( 1-)جدول شود ميباعث ایجاد اسهال  ها تو سینسیتو

 به نام  aggRدارای تهظیم  ههده  EAEC. (9و10)

EAEC1 تیپیكالEAECt   نام گذاری شدند و اعتقاد بر این

جهک  .(11) بالقوه پاتوژن هستهد tEAECاسک  ه 

از دو روش فهوتیپي و ژنوتیپي استفاده مي  EAECتشخیص 

ی ها سلولگردد. در روش فهوتیپي از روش  شک سلولي)

گردد. و در روش ژنوتیپي از  ( استفاده ميHEP-2 تلیال اپي

 EAECجهک شهاسایي مولكولي  PCRروش تشخیصي 

به عهوان  aggRو در برخي مطالعات ژن  شود مياستفاده 

 .(12) شود مياستفاده  EAECتوالي هدف برای تشخیص 
 

 (.13) ای روده ی چسدهده اشریشیا ليی حدت ها ژنبرخي  -1جدول

 ژن)ها( حدت                                                    نقش در پاتوژن               موقعیک                                   عملكرد

 aggRچسدهدگي                    پلاسمید                  فعال  ههده نسخه برداری از ژن)های( حدت                         

 aaf                              چسدهدگي                    پلاسمید                  فیمدریه ادهسین)اتصال تجمعي(                  

  aap                                       Dispersin  چسدهدگي                    پلاسمید                 پروتئین ترشحي 

 aatA                                      Dispersin  بیوفیلم              پلاسمید                  پروتئین ترشحي  تشكیل

 EAST1                                  astAتو سین                      پلاسمید                  انتروتو سین مقاوم به حرارت 

 fim A روموزومي             پیلي حساس به مانوز)اتصال تجمعي(                                               چسدهدگي          

 

، ای رودهی  چسدهده اشریشیا لي یكي از تهدیدات جدی

بیماریزای آن بخصوص در  ود ان و افراد دارای نقص 

ایمهي ا تسابي اسک و در این تهدید جدی فا تورهای 

 ها ژنزا نقش اساسي دارند. بخصوص ایهكه این  حدت

حدت ا ثرا پلاسمیدی هستهد و به راحتي به با تری غیر 

هاسایي  ههد. ش ميو آنها را بیماریزا  شوند ميبیماریزا مهتقل 

و جداسازی آن عوامل حدت در شهاسایي شدت بیماریزایي 

اهمیک دارد. هدف از انجام  ای روده ی چسدهده اشریشیا لي

 یها جدایهدر  حدت یها ژنمطالعه آنالیز ملكولي  این

 هالهای اس نمونهجداشده از  ای روده ی چسدهده اشریشیا لي

 .باشد مي

 روش كار

                                                             
1Typical EAEC 

نمونه  410در این مطالعه توصیفي جمع آوری نمونه:

های تخصصي  ود ان در شهر  بیمارستاناسهال  ود ان از 

 352مشهد جمع آوری گردید. پس از جداسازی و شهاسایي 

ی  جدایه PCR ،39با استفاده از اشریشیا لي، جدایه ی 

EAEC  دهده چساشریشیا لي  یها جدایهشهاسایي شد. تمام

میلي لیتری حاوی محی   2در میكروتیوب های  ای روده

BHI  20ل در دمای درصد گلیسرو 30براث استریل حاوی- 

درجه سانتیگراد جهک انجام مراحل بعدی  خیره گردید. 

شهاسي  های تشخیصي در آزمایشگاه میكروب آزمایش

 دانشكده دامپزشكي دانشگاه فردوسي مشهد انجام شدند.

 یها جدایهی حدت ها ژنشناسایی مولكولی 

 EAEC  ای روده ی چسبندهاشریشیاكلی 
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 ,fimA ی حدتها ژناز لحاظ حضور  EAEC یها جدایه

aap, astA, aafA, cdt مورد بررسي قرار گرفتهد 

 (.2)جدول

 

 fimA, aap, astA, aafA, cdtیها ژنمشخصات پرایمر های مورد استفاده برای شهاسایي  -2جدول 

اندازه ی  اتصالدمای  رفرانس

 (bp)محصول

 نام (3/به  5/) توالي هدف

14 ºC 55 242 aaF TGCGATTGCTACTTTATTAT aaF-F 

ATTGACCGTGATTGGCTTCC aaF-R 

15 ºC 55 310 aaP CTTGGGTATCAGCCT GAATG aaP-F 

AACCCATTCGGTTAGAGCAC aaP-R 
16 ºC 55 111 astA CCATCAACACAGTATATCCGA EAST11a 

GGTCGCGAGTGACGGCTTTGT EAST11b 
10 ºC58 436 fimA GCT TCG GCG TTG TCT TTA TC fimA-R 

CGG AC G GTA CGC TGT ATT TT fimA-F 

17 ºC 50 590 Cdt TAAATGGAATATAAATGTCCG cdt-R 

CGTTTCCTGCTACTGCATAAT cdt-F 

  fimA, aap, astA, aafA, cdtیها ژنجهک شهاسایي 

 2با استفاده از پرایمرهای اختصاصي جدول  PCRاز روش 

میكرولیتر بود و  PCR، 20حجم وا هش استفاده گردید. 

 2 پرایمر،میكرومو ر  5/0غلظک و حجم اجزای آن شامل 

 Master mix PCR میكرولیتر  DNA ،10میكرولیتر 

2X رنامه ب تا حجم وا هش بود. آب مقطر)سیها لون ایران( و

درجه سانتي گراد  94 1ی دمایي عدارت بود از: واسرشک اولیه

درجه  94 2سیكل دمایي شامل واسرشک 30دقیقه، 3برای 

 60برای  بسته به هر پرایمر 3ثانیه، اتصال 30سانتي گراد برای 

 45درجه سانتي گراد برای  72 4ثانیه و در نهایک گسترش

درجه سانتي  572ثانیه، پس از اتمام سیكل ها گسترش نهایي

ن مرحله ی گسترش نهایي در نظر دقیقه به عهوا 7گراد برای 

با الكتروفورز  PCRگرفته شد. آشكار سازی محصول 

                                                             
1Initial denaturation 
2Denaturation 
3Annealing 

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

 .)ساخک ایران( انجام شد و رنگ آمیزی با گرین ویوور

  

4Extension 
5Final extension 
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 تایجن
ی حدت ها ژنجهت شناسایی  PCRنتایج آزمایش 

 EAEC یها جدایهدر 
بیشترین فراواني  EAEC یها جدایهنتایج نشان داد  ه در 

aap (74/89% )و  fimA (87/94%)37ژن حدت .مربوط به

 باعث تجمع داخل سلولي fimAبود  ه عملكرد ژن  35

ی  روموزومي  د ها ژنتوس   )پیلي اتصال تجمعي(

 سطحي به نام ترشحي پروتئین aapو عملكرد ژن  شود مي

ی پلاسمیدی  د ها ژن ه توس   شود مينامیده  1دیسپرسین

باعث اتصا ت مستحكم تجمعي با تری و نفو  و  شود مي

 ه این پروتئین در چسدهدگي و  شود ميمخاطي  به بافک

ی ها ژنر یشترین فراواني سایبتشكیل بیوفیلم شر ک دارد. 

و ژن  astA (20/28%)11 ،aafA (69/7%)3به ترتیب حدت 

 (.4-یافک نشد )جدول EAEC یها جدایهدر  cdtحدت 

 

 EAEC یها جدایهی حدت در ها ژنتوزیع فراواني  -4جدول 

ژن  عملكرد اسهالي یها جدایه جمع

 حدت
 EAEC-آتیپیكال

 (6)تعداد=

 EAEC -تیپیكال

 (33)تعداد=

 تعداد درصد تعداد درصد تعداد درصد

 aap دیسپرسین پروتئین ترشحي 33 100 2 33/33 35 74/89

 EAST1 astAانتروتو سین مقاوم به حرارت  9 27/27 2 33/33 11 20/28

 aafA (فیمدریه ادهسین)اتصال تجمعي 3 09/9 0 0 3 69/7

 Cdt پروتئین ترشحي 0 0 0 0 0 0

 fimA پیلي )اتصال تجمعي( 33 100 4 67/66 37 87/94

 

 EAECی حدت ها ژنالگوی ژني  -5جدول 

 الگوی ژني اسهالي  یها جدایه (39=دجمع)تعدا

 -EAECآتیپیكال

 (6)تعداد=

 EAEC -تیپیكال

 (38)تعداد=

 تعداد تعداد تعداد

 ی حدتها ژنبدون  0 1 1

3 0 3 Aap 

3 3 0 fimA 

21 0 21 fimA, aap 

2 1 1 aap, astA 

3 0 3 aap, astA, fimA 

                                                             
1 Dispersin 
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1 0 1 aap, astA, aafA 

2 0 2 aap, astA, aafA , fimA, 

1 0 1 aap, astA,cnf, tos, fimA 

را نشان  EAEC حدتی ها ژنالگوی ژني  5جدول

 ,fimAدارای الگوی ژني  ها جدایه ه بیشترین  دهد مي

aap تری تجمعي با .  ه باعث اتصا ت مستحكم باشد مي

 ه باعث تخریب و آسیب  شود ميمخاطي  و نفو  به بافک

 گردد. ميبافک مخاطي و بیماریزایي 

 

 بحث

عامل ایجاد اسهال حاد و  ای رودهی  چسدهدهاشریشیا لي  

مزمن و اسهال پایدار و همچهین عامل ایجاد  اهش رشد و 

. عوامل زیادی در بیماریزایي باشد ميسوء تغذیه در  ود ان 

ی حدت ها ژنآن دخیل اسک.  ه یكي از عوامل حضور 

اسک  ه باعث افزایش شدت بیماری و تهدیدی جدی برای 

آنالیز .در این مطالعه شوند ميسلامک افراد در جامعه 

مورد  EAEC یها جدایهی حدت در ها ژنمولكولي برخي 

بررسي قرار گرقک و نتایج نشان داد  ه بیشترین فراواني 

aap (74/89% )و  fimA (87/94%)37ژن حدت  .مربوط به

 ی حدت  به ترتیبها ژند و بیشترین فراواني سایر بو 35

astA (20/28%)11 ،aafA (69/7%)3  و ژن حدتcdt  در

 يمولكول یزمورد آنال در .یافک نشد EAEC یها جدایه

در نمونه  ای رودهی  چسدهده اشریشیا ليحدت   یها ژن

در مطالعه ی  و نداردوجود  يگزارش یراندر ا ياسهال یها

جهک  1401در سال  مجاور و همكارانش ه جمشیدیان 

نک مرغ و عفو شترجدا شده از  اشریشیا ليبررسي شیوع 

در  astAادراری انسان انجام دادند میزان فراواني ژن 

 UPEC 20% های سویهو در  APEC 66/16% های سویه

به  2016شكوهي و همكاران در سال  (.18گزارش شد)

 astA, tsh, iss ، cvaA/B  یها ژنبررسي میزان شیوع 

جدایه بدسک آمده از عفونک ادراری پرداختهد. نتایج  100در 

 astA 29%حاصل از مطالعه نشان داد  ه میزان فراواني ژن 

در تهران به  2014(. مشایخي و همكاران در سال 19بود)

  astA, tsh, iss, irp2, vatی حدت ها ژنبررسي شیوع 
بیمار مدتلا به عفونک ادراری پرداختهد. نتایج حاصل  121در 

 (.20بود) astA 6%از مطالعه نشان داد  ه میزان فراواني ژن 

 

 نتیجه گیری

بیشترین فراواني  EAEC یها جدایهنتایج نشان داد  ه در 

در  ها ژنو این  باشد مي fimAو  aapمربوط به ژن حدت 

و مخاطي  نفو  به بافکاتصا ت مستحكم تجمعي با تری و 

و در چسدهدگي و تشكیل  ها جدایهتجمع درون سلولي 

ي و بافک مخاطباعث تخریب و آسیب  بیوفیلم نقش دارند

ریزا ی بیماها ژنو از طرفي حضور انواع  بیماریزایي مي گردد

ر د ها ژننشانگر دخالک مستقیم این  EAEC یها جدایهدر 

 بیماریزایي با تری اسک.

 

 قدردانیتشكر و 

بدیهوسیله از عزیزاني  ه در انجام آزمایشات همكاری 

  ردند،  مال تشكر را دارم.
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 Abstract 
Background: Enteroaggregative Escherichia coli has many virulence genes 

that are related to its pathogenicity. The main purpose of this study was the 

molecular analysis of virulence genes of Enteroaggregative Escherichia coli 

isolates isolated from diarrhea children. 

Materials and Methods: In this cross-sectional descriptive study, after 

collecting 410 stool samples from diarrheic children, 352 Escherichia coli 

isolates were isolated using biochemical tests, and 39 EAEC isolates were 

isolated using the molecular PCR method and CVD432, aggR primers, and 

virulence genes were investigated. fimA, aap, astA, aafA, cdt primers in 

Enteroaggregative Escherichia coli isolates was performed by molecular PCR 

method. 
Results: According to the results of the molecular method, out of a total of 39 

EAEC isolates,  the most isolates related to 37 (94.87%) fimA gene, 35 

(89.74%) aap gene, 11 (20.28%) astA gene, 3 (69 (7%) aafA gene and cdt 

gene were not found in any of the isolates. 

Conclusion: The results showed that in EAEC isolates, the most frequent 

virulence genes are related to aap and fimA, and these genes play a role in 

bacterial aggregation and penetration into mucous tissue and intracellular 

accumulation of isolates, and in adhesion and biofilm formation. On the 

other hand, the presence of various pathogenic genes in EAEC isolates 

indicates the direct involvement of these genes in bacterial pathogenicity. 

Keywords: “EAEC”, “virulence genes”, “Children's diarrhea”, “Molecular 

Analyze” 
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