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  چکیده
  کـشورهای   دراسهال یکی از علل عمده بیماری  و مـرگ ومیـر کودکـان   :  زمینه و هدف  

 یکی از پاتوژنهـای اسـهال زا سـت          EAggEC)(انترو اگریگیتیو اشرشیا کلی      .استدر حال توسعه    
هـدف ایـن    .اسـت  مـرتبط  حـال توسـعه   در هـای  کشور در خصوصه ب کودکان پایدار اسهال با که

ــی   ــه بررس ــی مطالع ــع فراوان ــویه   توزی ــان   EAggECس ــهر گرگ ــهالی ش ــوارد اس ــه در م  روش ب
PCR(Polymerase Chain Reaction)است .  

تـا خـرداد     -1384 تیرماهاز  (مدت یک سال    ه  مقطعی ب  -توصیفیمطالعه   این   :بررسیروش  
 ابتدا نمونه هـا بـر روی محـیط مـک کـانکی      .یافتبر روی موارد اسهالی شهر گرگان انجام ) 1385

بـه روش فنـل   آنهـا   DNA  انتخـاب و  E.coliکلنیهـای مـشکوک بـه      کشت داده شدند،EMBو
  .  اسایی شدندشن  PCR روش به ختصاصیاز پرایمر ا با استفاده  وکلروفرم استخراج

 سـویه  از نظـر   %4/4 نمونـه بیـست  سال ،درطـی یک ـ دست آمده ه  نمونه ب455از بین  :ایافته ه
EAggECی مثبـت در   نمونه هـا ) %85 ( موردهفده .ند مورد مرد بود8 مورد زن، 12 مثبت بود، که

 ع فراوانـی توزی ـ. قرار داشـتند زیر یک سال آنها در رده سنی % 45 که  سال بودند 5سنی زیر   محدوده  
  . بود%8/1و در بهار % 1/4در زمستان  ،%2/4در پاییز ،%3/5 در تابستانوماین ژن

 اشرشیا کلی انترواگریگیتیـو در مـوارد اسـهالی        % 4/4 توزیع فراوانی  بر اساس    :نتیجه گیری 
شهر گرگان، تو صیه می گـردد کـه بـا اسـتفاده از روشـهای مولکـولی کـه در مقایـسه بـا روشـهای                           

ت تر و ارزان تر می باشند بر شناسـایی ایـن میکروارگانیـسم تاکیـد بیـشتری صـورت                    کلاسیک راح 
  .پذیرد 

  ، گرگانPCRاشرشیاکلی انترواگریگیتیو، اسهال، : واژه های کلیدی
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  مقدمه

 اسهال یکی از علل عمده بیماری و مرگ ومیـر کودکـان           
ود تخمـین زده مـی ش ـ     ).1(اسـت  کشور های در حال توسعه       در

 6000 میلیـون کـودک در هـر سـال و روزانـه بـیش از                 2بالای  
کودک به علت اسهال در آسیا ، افریقا و آمریکـای لاتـین مـی       

تعریفی که بیشتر برای اسهال مورد استفاده قرار مـی           .)2.(میرند
 بـار   3دفـع بـیش از      آبکی شدن مدفوع و     از  است  گیرد عبارت   

ل در کـشورهای   سـا 5طور متوسط هر کودک زیـر   ه   ب .در روز 
ر  بـا  9 بار در سال، و در برخی نقـاط حتـی            3/3در حال توسعه،    

  .)3(در سال مبتلا  به اسهال می شود
ــدمیولوژیک از قبیــل عوامــل ــانیعوامــل متعــدد اپی ،  میزب

در شـیوع عوامـل بیمـاریزای    .... و محیطی،  تسهیلات بهداشتی     
  ) .4 (هستندروده ای موثر 

  اشرشـیا کلـی   نـده اسـهال     یکی از عوامـل مهـم ایجـاد کن         
  تئـودور اشـریش  1885اولین بـار در سـال     رااین باکتری.است

(Theodor Escherich) بیماریزای  های  سویه)5. (کردشناسایی
 و انــسان در گوارشــی بیماریهــای باعــث اشرشــیاکلی روده ای
 مکانیـسم  و ژنـی  آنتـی  تفاوتهای براساس که شوند می حیوانات
  :اند شده بندی تقسیم مختلف دسته 6 به ییبیماریزا

1) Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) 
2) Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) 
3) Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) 
4) Enteroinvasive Escherichia coli (EIEC) 
5) Enteroaggregative Escherichia coli (EAggEC) 
6)Enteroadherent E.coli (EAEC)یــا[ diffuse-adhering 

E.coli (DAEC)] (  6 )  
 EAggEC وسـیله چـسبیدن بـه      ه   ب 1987سال در بار اولین

  مشخـصاً بـا     و شـناخته شـد   سلولی  در کشت    HEP-2 سلولهای
خـصوص در   ه   بـین کودکـان ب ـ     ) روز 14بیش از   ( پایدار   اسهال

   EAggEC)7(. اســتکــشورهای در حــال توســعه در ارتبــاط 
ــای      ــت ه ــرای فعالی ــالقوه ب ــل ب ــوان یــک عام ــه عن ــین ب همچن

  ).8(بیوتروریستی نیز مطرح شده است
EAggEC   ــه ــه در   س ــی کندک ــد م ــسین تولی ــوع توک  ن

  :ایی آن نقش داردزبیماری
1-EAST1 EnteroAggregative heat-Stable Toxin 1)( 

 کد ast A یک پروتئین مقاوم به حرارت است که توسط ژن
سم مقاوم ( STa با ژن% 50نظر ترادف پروتئینی زا می شود و
  .)10(شباهت دارد) ETEC به حرارت

 2-pet (plasmid-encoded toxin) –    کـه یـک پـروتئین
در واقع  . حساس به حرارت است، توسط پلاسمید کد می شود        

  .)9(یک سیتوتوکسین است
 بالا رفـتن میـزان      عامل پروتئین حساس به حرارت که       -3 

سـبب از بـین رفـتن       شده و با این مکـانیزم       سلولی  کلسیم درون   
  .)10(پرزهای روده می شود

شایعترین علائم بالینی گـزارش شـده بـرای اسـهال ناشـی             
اسهال آبکی، با یا بدون خون و مخاط، دردهـای   ،  EAggECاز

  ). 8( شکمی، تهوع، استفراغ و تب پایین است
یتیـو  انتـرو اگریگ فراوانی اشرشـیاکلیهای اسـهال زا بـویژه        

در موارد اسهالی در منطقه ما مشخص نبوده و این          اشرشیا کلی   
بررسی به منظور تعیین توزیع فراوانی این ارگانیـسم بـر اسـاس              

سن و جنس در موارد اسهالی شـهر گرگـان اجـرا شـده               فصل،
 .است

  بررسیروش 
-توصیفیاین پژوهش یک مطالعه     _جمع آوری نمونه  

یمـاران اسـهالی    بر از    نف ـ 455 مونه هـای مـدفوع    ن. مقطعی است 
مراجعه کننده به مراکز درمانی و آزمایشگاههای تشخیص طبی   

 جمـع   1385 اول تابـستان   تـا    1384شهر گرگان از اول تابـستان       
هــر فــرد یــک بــرای بــه همــراه نمونــه اســهالی . آوری گردیــد

دموگرافیـک و نیــز علائـم بــالینی    اطلاعــات حـاوی  پرسـشنامه 
ــل ــشگاه میکروبی تکمی ــه آزمای ــکی   و ب ــشکده پزش ــوژی دان ول

بـا    از بررسـی ماکروسـکوپی     پـس نمونه ها   . گرگان ارسال شد  
آگـار   EMBومک کـانکی آگـار    درمحیط  روشهای استاندارد   

 ساعت پلیتها از نظر وجود     24بعد از گذشت    . ندشدکشت داده   
بررسـی و انـواع تـستهای       مورد   E.coli مشکوک به های   کلنی

 سـپس  .ی صورت گرفـت   بیوشیمیایی برای شناسایی اشرشیا کل    
  .شدند انتقال داده TSB  محیطبه DNA برای استخراج

  اسـتاندارد روش فنـل کلروفـرم  بـه   _DNA اسـتخراج 

DNA   به اختصاردر ایـن     . مورد استفاده قرار گرفت    و استخراج 
برای لیز باکتری و سپس      K ازنو پروتئی  SDS ،ز لی بافر از   روش

بـرای   TE بـافر و   از فنل کلروفرم، کلروفرم، اتانل خالص سـرد       
استخراج شده بـرای    DNA).11(استفاده شد  DNA استخراج
ــا زمــان اجــرای    PCR انجــام ــرار گرفــت و ت مــورد اســتفاده ق

  . درجه سانتیگراد نگهداری شد20آزمایش در منهای 
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 میکرولیتر از µl5/2، 5/1  (10x)بافراز   مخلوطی_ PCR روش
)Mgcl2(25Mmol،dNTPs(10Mmol) lµ5/0، lµ5/0از 

 نمونه از lµ 1 و Taq(5u) lµ2/0، (20Pmol)١و٢پرايمرهای
DNA  25به حجم آب مقطر استخراج شده را با 

   .میکرولیتررساندیم 
ــی  ــیا کل ــویه اشرش ــده از    ATCC 35401 از س ــه ش تهی

 و از   اسـتفاده شـد     کنتـرل مثبـت    به عنـوان  انستیتو پاستور تهران    
 PCRروتکـل     پ.آب مقطر برای کنتـرل منفـی اسـتفاده گردیـد          

 ، دقیقـه  4 بـه مـدت    C o96شامل مراحل دناتوراسیون اولیه در
 oC 55 ثانیه،20 به مدت oC94 سیکل شامل انکوباسیون در 30

نهـایی    Extention سپس  ثانیه،10 برای oC70 ثانیه و20برای 
در ایـن پـژوهش     . بـود  دقیقـه    7 درجه سانتیگراد به مدت      72در

   ).1جـدول (رد استفاده قـرار گرفـت     پرایمرها با توالیهای زیر مو    
 میکرولیتـر از  10 الکتروفـورز بـا   PCR آشکار سازی محـصول   

و رنگ آمیزی بـا اتیـدیوم برومایـد         % 2بر روی ژل آگاروز     آن  
  )1شکل . (انجام گرفت

  
  

٢  
  _ EAggEC 630 bp سویه PCR الکتروفورز محصول -1شکل 

 M : نمونه مثبت بیمار_3 کنترل مثبت _2 کنترل منفی _1مارکر   
  
  

  
  
  

  

  یافته ها  
 نفر مذکر   255 نمونه اسهالی مورد بررسی ،     455 از میان        

 66ز یـک مـاه تـا        آنهـا ا   نفر مونث بودند، محدوده سنی       200و  
  . بود متغیر)سال میانگین07/5±8(سال 

به منظور دست یافتن بـه الگـوی شـیوع بـاکتری در منطقـه در                
ف ـبتلا به اسهال به گروههای سنی مختل ـ      موارد اسهالی، افراد م   

  سال12از  الاترـال و ب  ـ س 12-6ال ، ـ س 5-2ال ،   ـکسـر از ی  ـمتـک
  .تقسیم گردیدند

 . ســال قــرار داشــتند5-2 ســنی محــدودهاکثــر بیمــاران در 
در فـصل تابـستان و کمتـرین        %) 3/45(بیشترین میزان مراجعین    

  .در فصل بهار بوده است) 1/12(%آن 
ازبیماران ، حـاوی ژنـوم     نفر%) 4/4(20دفوع  نمونه های م  
%) 60(مـورد   12 بـود، ازاین میـان   EAggEC پـلاسـمید سـویـه 

محدوده سنی   در%)85(  نفر 17پسر و نیز  %) 40( مورد   8دختر و   
کودکان زیر یـک سـال       آنها را %45 سال قرار داشتند که      5زیر  

 پـائیز،   فراوانی این ژنوم در فـصول تابـستان،       .  تشکیل می دادند  
     مـی باشـد   % 8/1و% 1/4،  %2/4،  %3/5زمستان وبهـار بـه ترتیـب        

با توجه به نتایج به دست آمده، در تابستان بیشترین          ) 2جدول  ( 
  .شیوع این ژن را شاهد هستیم

بارزترین نشانه های بالینی در بین افـراد مبـتلا بـه اسـهال                
: ند از عبارت بود   انترواگریگیتیو کولیسط سویه های اشرشیا   تو

 5%)25( اسـتفراغ  مـورد ،  10 %)50( دلپیچـه  مورد،12%)60(تــب
ــورد، ــوع  م ــرگیجه 2%)10( ته ــورد و س ــورد1%)5(  م ــی . م ول

با سایر افراد مبـتلا  EaggEC فراوانی این علائم در افراد مبتلا به
بررسـی یافتـه    )  3جـدول   .(به اسهال تفاوت معنی داری نداشت     

اسـت کـه در     آن بیـانگر در ایـن پـژوهش   های ماکروسـکوپی 
فرم  در اکثر موارد EAggEC  اسهالی ناشی از سویهنمونه های

 .بودنـد  قهـوه ای      از نظر رنگ نیز زرد یـا       وو آبکی   مدفوع شل   
  ، در هیچ کدام از%)15( نمونه خون دیده شد3فقط در 

   
  

 
  

  

  

Reffrence Amplicon 
Size(bp) 

Primer Pairs 
5'__ 3'  

Target  Category 

12  
  

630 CTGGCGAAAGACTGTATCAT  
CAATGTATAGAAATCCGCTGTT  

a-  EAggEC  

1000  
 

600 
500 

  
 

250 
 
  

a-Primers amplify a fragment of the plasmid pCVD 432 

3   2 1     M     

  مورد استفادههایتوالی و سایز پرایمر:1جدول

630 bp  

١٠/ 



  
    

 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  

  
  

 EAggEC نمونه های مــدفوع افــرادی کـه در آن ژنـوم    
نتـایج ارائـه نـشده      .( یافت نشد   شیگلا وسالمونلا  وجود داشت ،    

  )است
  حثب

   اسهال زا  E.coli این تحقیق نشان داد که سهم باکتری

  در مبتلایان به اسهال حاد، در شهر گرگان اگریگیتیو انترو    

  
  
  

   مثبت  منفی

 تعداد) درصد( تعداد) درصد (

 EAggEC ژنوم
  

 عوامل مورد بررسی

 بهار  1)8/1(% 54)2/98(%

 تابستان  11)3/5(% 196)7/94(%

 پاییز  4)2/4(% 92)%8/95(

 زمستان  4)1/4(% 94)9/95(%

 فصل
Pvalue =0.7 

 

%)3/25(110 %)45(9  ≤1 

%)4/49(215 %)40(8  5-2 

%)9/15(69  %)10(2 12-6 

%)4/9(41 %)5(1  ≥12 

  سن
Pvalue =0.26 

  247)8/56(% مذکر
  

%)2/43(188  

%)40(8  
  

 مونث  12)60(%

  جنس
Pvalue =0.1  

  علائم  سرگیجه  تهوع  استفراغ  دل پیچه  تب
ژنوم    

EAggEC 
  ندارد  دارد  ندارد  دارد  ندارد  دارد  ندارد  دارد  ندارد  رددا

 
  مثبت

12 
%)60(  

8 
%)40(  

10 
%)50( 

 
  

10  
%)50( 

 
  

5  
%)25( 

  

15  
%)75( 

  

2  
%)10( 

  

18 
%)90( 

  

1  
%)5( 

  

19 
%)95( 

  

 
  منفی
  

285 
)5/65(% 

  

150 
%)5/34(  

270  
%)62( 

 
  

165 
%)38( 

  

107 
%)6/24(  

328 
%)4/75(  

125 
%)7/28(  

310  
%)3/71(  

34  
%)8/7(  

401 
%)2/92(  

 
  جمع
  

297 
%)3/65( 

158 
%)7/34(  

280 
%)5/61( 

 
  

175 
%)5/38( 

 
  

112 
%)6/24(  

343 
%)4/75(  

127 
%)9/27(  

328 
%)1/72(  

35  
%)7/7(  

420 
%)3/92(  

Pvalue 
  

3/0  4/0  5/0  06/0  5/0  

  سن و جنس ،فصل مدفوع بیماران مورد مطالعه بر حسب شرشیا کلی انترواگریگیتیو در توزیع فراوانی ا– 2جدول 
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  در کودکان با اسـهال EAggEC  در حالی که شیوع. است%4/4
  بوده% 7/2و در انگلستان  %2، در سوئد )13% (1 حـاد درفنلانـد 

   در شـهر هـمدان  1382مطـالـعه ای در  تابسـتــان). 14-12( است 
  تایــوان از و در%) 7(بیـمـار 10مورد اسهالی، 144  نشـان دادکه از 

   13 سال ،5جـدا شـده ازکودکان اسهالی زیر   E.coliسـوش 150
  ).15،16(ودند ب EAggEC مبتلا به%)7/8(بیمار



 ..اشرشیا کلی انترو اگریگیتیو در مواردتوزیع فراوانی 

  1387بهار وتابستان ) 1شماره(مجله علوم آزمایشگاهی، دوره دوم     
 

  
در مطالعـه ای در    اسـهال حـاد   بـا در کودکـان  EAggEC  شیوع

نتـایج   همچنـین  .)17(ه اسـت     درصد گزارش شـد    2/10سوئیس ، 
 سـال  12متر از ـ کودک ک ـ2100  در تایلند بر روی        که عاتیطالم

 سـال   5 کـودک زیـر      280یا بـر روی     ـانزان ــاد و در ت   ـهال ح ـبا اس 
 دـدرصــ6/14 و 2/10ازیـ بــه ترتیــب  جداســ اســتشــدهانجــام 

EAggEC  هـایی در تهـران    بررسی. )1و18( د ـان می دهـرا نش
 اسـهالی بـا روش       نمونـه  1085 بـر روی     2005 تا 2003در سالهای   

افراد واجد سویه مورد نظـر بودنـد        % 3/16که،  مولکولی نشان داد  
  شـیوع  ،یک بررسی درشهر ورامین طی یک سـال       همچنین  ).19(

16 %EAggEC,   از طرفی در مطالعـاتی کـه در         ).20 (را نشان داد 
 این میـزان بـه       برزیل صورت گرفت   کشورهای گابن، مکزیک و   

کـه حکایـت از شـیوع        د گـزارش شـد     درص 20 و   20،  38رتیب  ت
 م در کــشورهای در حــال توســعه داردسبیــشتر ایــن میکروارگانیــ

ایــن مطالعــات نــشان مــی دهــد کــه توزیــع ســویه  . )23و22و20(
در شـهر    و    بـوده  انترواگریگیتیو در نقاط مختلف جهـان متفـاوت       

بهداشـتی   وجود تفاوت های . پایین استشیوع آنمیزان گرگان 
اجتماعی، اقتـصادی و موقعیـت جغرافیـایی از         ، فرهنگی، شرایط    

یکـی  ). 4(دلایل این تفاوت در نقاط مختلف دنیا می تواند باشـد     
هنــوز اخــتلاف  EAggEC  از نکــاتی کــه در مــورد بیمــاریزایی

نظردر آن  وجود دارد، وجود سویه هایی است که منجر به بـروز              
ز بیماری نمی شوند، عده ای از محققین معتقدنـد ممکـن اسـت ا             

از % 51،  مـثلاً در مکزیـک    . افراد سالم نیز این باکتری جـدا شـود        
 از افـراد    5%افراد اسهالی به این باکتری آلـوده بـوده، در مقابـل،               

  4که در مطالعه ما نشان داد     ). 24(ناقل این باکتری بودند     نیز  سالم  
ــاران   ــورد از بیمــ ــر مــ ــلاوه بــ ــومعــ ــویه EAggEC  ژنــ ، ســ

ولـی در بقیـه     ) نتایج ارائـه نـشده       (نیز یافت شد  انتروتوکسیژنیک  
  .   عفونت با سایر پاتوژنها مشاهده نگردید،موارد

 5از لحاظ سنی بیشترین شیوع ایـن سـویه در کودکـان زیـر               
%) 45( بیشترین آمار  کودکان زیر یکسال  سال بود که در بین آنها       

ای آمـاری   ـیز ه ـ ـظر آنال ـ ـا از ن ـ  ـد، ام ـ ـاص دادن ـ ـرا به خود اختص   
 تایلنـد، بیـشترین فراوانـی       در. نی داری مشاهده نـشد    تلاف مع ـاخ

،  )18 (گزارش شـد  %) 5/37(سالـکـر ی ـان زی ـودکـ در ک  بیماری
در نیجریـه و کلکتـه نیـز        . بـسیار نزدیـک اسـت     اـمج  ــایـتـکه به ن  

 سال اجرا شده بود کـه بیـشترین    5 کودکان زیر    بر روی مطالعاتی  
 3 مـاه و زیـر       5بـالای    به ترتیب مربوط به کودکان       توزیع فراوانی 

  ).26و25(سال  بوده است 

  
 نــشان مــی دهندکــه، تفاوتهــای صــورت گرفتــهمطالعــات 

بین گروههای سنی مختلف وجود      EAggEC زیادی در شیوع  
  . دارد
 2 ماه تـا     6در گابن نیز محدوده سنی نمونه های مثبت بین                
 تفـاوت معنـی     ،بررسی ما مشابه سـایر تحقیقـات      ). 21 (بودسال  
بــین دو جــنس مــرد و زن نــشان  EAggEC  در توزیــع راداری
بـا ایـن    اگرچـه در ایـن مطالعـه  دختـران بـیش از پـسران                . نداد

ــاری  ــد بیمـ ــر بودنـ ــیوع   .درگیـ ــشترین شـ ــی  بیـ ــیا کلـ اشرشـ
 در فصل تابستان دیده شد که با مطالعه صـورت           انترواگریگیتیو

   ).15(گرفته در همدان همخوانی دارد 
 در این مطالعه بـه ترتیـب، تـب، دل           ینیعلائم بال ین  زترراب

 در  ، کـه   شل و آبکـی    همچنین نوع مدفوع  . ستفراغ بود پیچه و ا  
در ورامـین بیـشترین     . شـد  مـشاهده نیز در آن     خون   موارد% 15

علائم رایج ضعف و دردشکم بود و بعـد از آن تـب ، تهـوع و                 
آبکـی و در    % 56نوع اسهال نیز در     . استفراغ آمار بالایی داشتند   

ونزوئلا اجـرا    در مطالعه ای هم که در     ). 21( نیز خونی بود   11%
  ).27(ین علائم، مربوط به استفراغ و تب بودبارزترشد، 

 همچنین در سوئیس، استفراغ در بیش از نیمـی از مبتلایـان بـه             

EAggEC  17(مشاهده شد .(  
  نتیجه گیری

بر اساس یافته های این تحقیق مشخص گردید که اشرشیا          
از موارد اسهالی در شهر گرگان       % 4/4یگیتیو در   کلی انترواگر 

 سـال    5وجود دارد، شـیوع آن در تابـستان و در کودکـان زیـر               
به همین دلیل پیـشنهاد مـی شـود پزشـکان و بـویژه              . بیشتر است 

 PCR مسئولین آزمایـشگاهها نـسبت بـه تـشخیص آن بـا روش            

بویژه در مواردی که عامل بیماریزای دیگـری جـدا نمـی شـود             
  . بیشتری مبذول دارندتوجه
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