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  چکیده 
 توانایی اتصال به سطوح میزبانی جزء اساسی ترین مراحـل در کلونیزاسـیون موفـق     :زمینه و هدف   

 ایجادکننـده عفونـت دسـتگاه ادراري داراي تعـداد زیـادي        E.coliسویه هاي   . پاتوژنهاي میکروبی می باشد   
 فیمبریه و ادهسین هـاي افیمبریـال مـی    Dr فیمبریه، FICفیمبریه، -Sفیمبریه،  -I  ،Pفیمبریه مثل فیمبریه نوع     

 ادراري در این مطالعه با هدف تعیین فراوانی ژن هاي کد کننده فیمبریه ها در اشرشیا کلی مولد عفونت. باشند
 .تهران انجام شده است

ادراري از افراد مبتلا به عفونـت دسـتگاه ادراري در طـی      نمونه363در این تحقیق : روش بررسی 
بـا اسـتفاده از روشـهاي بیوشـیمیایی     .  از آزمایشگاههاي بالینی غـرب تهـران جمـع آوري شـد       87-89سالهاي  

 ، Boiling از نمونـه هـا بـه روش     DNA از اسـتخراج     پس.  نمونه تایید گردید   200 بودن   E.coliاستاندارد  
 .  مورد بررسی قرارگرفتPCR به روش fim ,sfa ,pap ,foc ,afaحضور ژنهاي فیمبریا 

 سـویه بـه ترتیـب    200 در بـین   pap ,sfa, afa, foc, fimمیزان شیوع ژنهـاي فیمبریـه   :هایافته 
 .ین گردیدتعی%) 35,5(71، %)31(62، %)10(20، %)17(34، %)94(188

 شایعترین ژنهاي کد کننـده فیمیریـه   papوfim نتایج این مطالعه نشان داد که ژن  :نتیجه گیري   
این مـسئله مـی توانـد اطلاعـاتی در     . در اشرشیا کلی هاي جدا شده از عفونت ادراري در شهر تهران می باشد      

کارهـاي درمـانی هماننـد تولیـد      و راهUTIرابطه با اهمیت آنها درآسیب شناسی عفونـت ادراري، مـدیریت           
 .واکسن هاي نوین فراهم آورد

  عفونت ادراري ، فیمبریه،اشرشیا کلی: واژه هاي کلیدي           
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  مقدمه
 coli       .E        جـزء فلـور نرمـال دسـتگاه گـوارش انـسان و 

تري هـا   ایـن بـاک   ). 2و1(حیوانات خونگرم محسوب مـی شـود        
  E.coliمـی باشـند، چنـدین سـویه از      اگرچه معمولاٌ بـی ضـرر  

را به دست آورده اند کـه بـه   ) ژنهاي ویرولانس(عوامل ژنتیکی 
). 4و3(آنها خاصیت بیماریزایی براي انسان و حیوان می بخـشد         

ــسئول ایجــاد   ــا م ــن پاتوژنه ــوع ای ــد ن ــالینی چن ــت ب ــل عفون  مث
ــاي    ــهالی، عفونته ــک و اس ــاي انتری ــتگاه ادراري بیماریه ، دس

براساس خصوصیات بیماریزایی هر کدام از . سپسیس و مننژیت
 بـه    E.coliآنها و علائم بالینی میزبـان، سـویه هـاي بیمـاریزاي             

 ). 5(می شوند چندین گروه یا پاتوتایپ تقسیم

به وسیله ) خارج روده اي  (Extraintestinal عفونتهاي 
سـویه هـاي   )1: شـوند  ایجـاد مـی   E.coliسه پاتوتایپ مجـزا از    

UPEC(uropathogenic E.coli)     کـه عفونـت هـاي دسـتگاه 
ــد     ــی کن ــاد م ــه ایج ــسان، ســگ و گرب  ،)6و3(ادراري را در ان

      (MENEC) در ایجــاد مننژیــت نــوزاديئولســویه هــاي مــس)2
سویه هایی کـه سـپتی سـمی را در انـسان و حیـوان            )3 ، )7و3( 

  ).9و8(ایجاد می کنند
UPEC    ــه ــل اولی ــتگاه   عام ــت دس  رد) UTI(ادراري عفون

 جـــزء UTI). 11و10و9و6 (کــشورهاي توســـعه یافتـــه اســـت 
در ). 12(رایجترین بیماریهاي عفونی انسان محسوب مـی شـود    

 دلار هزینـه  میلیـون  6/1هر ساله  ) (USAایالات متحده آمریکا  
تخمـین زده مـی شـود    .  می گردد  صرف درمان این عفونت ها    

بـالغ در طــول دوره زنــدگی خــود  از زنــان ســالم % 40-50کـه  
این بیماري عفـونی    ). 13( را تجربه می کنند    UTIحداقل یکبار   

معمولاٌ با عفونت مثانه شروع می شود اما اغلـب بـا فـرا گـرفتن             
کلیه ها توسعه پیدا می کند و سـرانجام ممکـن اسـت منجـر بـه              

  ).11(نارسایی کلیوي شود و حتی به خون هم راه یابد
ــایی     ــتگاه    UPECتوان ــم دار دس ــت علائ ــراي ایجــاد عفون ب

: ادراري بــه دلیــل وجــود دو نــوع عامــل ویــرولانس مــی باشــد 
-F1Cفیمبریـه،   -Sفیمبریـه، -I   ،Pمثل فیمبریه نوع    (ادهسین ها   
مثــل همــولیزین، فــاکتور نکــروز (و توکــسین هــا... )فیمبریــه و

  ).15و14و11) (دهنده تومور
  
  

  
  

 مـی  UTIولین مرحله   اتصال به اپی تلیوم دستگاه ادراري ا      
باشــد و ایــن باعــث مــی شــود تــا بــاکتري نــسبت بــه نیروهــاي   

و ایــن موضــوع ) 5(هیــدرودینامیک جریــان ادرار مقــاوم باشــد
باعث افزایش یافتن توانایی آنها براي تکثیر و تهـاجم بـه بافـت           

  ).14و12 (کلیوي می گردد
UPEC           داراي فاکتورهـاي اتـصالی هـستند بـه نـام پیلـی یـا 

یه، که به آنها اجازه می دهد تـا بـه طـور موفقیـت آمیـزي       فیمبر
ادهسین ها آنتـی ژنهـاي فیمبریـالی       ). 12(کنند  عفونت را آغاز    

هستند که باکتري را قادر می سازند تا به موکوس روده متـصل        
 می توان  UPECاز ادهسین هاي معمول موجود در ). 16(شود
 فیمبریـا و خـانواده   F1C فیمبریا، S ، 1 فیمبریا، فیمبریا نوع Pبه

 وادهـــسین هـــاي Drکـــه شـــامل ادهـــسین ) Dr) 17ادهـــسین 
ایـن فیمبریاهـا، بـه ترتیـب،     ).18(افیمبریال مـی باشـد، نـام بـرد          

در ). 19(کد می شـوند  afa ,foc ,sfa ,fim ,papتوسط ژنهاي 
UPEC تعدادي از  . مهمترین عامل حدت است1، فیمبریا نوع 

. ســه ایــن ژن را تولیــد مــی کننــداعــضاي خــانواده  انتروباکتریا
بیان می   E.coliسویه هاي % 90 به وسیله بیش از     1فیمبریه نوع   

این فیمبریه اتصال به گلیکـوپروتئین هـاي ترشـح شـده و          . شود
گلیکوپروتئین هاي مانوزیله شده اي را که به سلول متصل شده   

 فیمبریـه؛ ضــمائم هتروپلـی مریــک   -P.انـد وســاطت مـی کنــد  
بیـرون زده   E.coliنندي هستند که از سطح سلول  سخت میله ما  

 اشرشـیاکلی %  70اند و نشان داده شـده اسـت کـه در بیـشتر از             
ــک حــضور دارد   فیمبریــه بــه وســیله   F1C).20(پیلونفریتوژنی

ــر    focکلاســتر ژن  ــصالی غی ــاکتور ات ــود، یــک ف  کــد مــی ش
 E.coliاز %  14هماگلوتینه کننـده اسـت کـه بـه وسـیله تقریبـاٌ              

ــت دســتگاه ادراري و  ایجــاد ک ــده عفون از   ســویه هــاي % 7نن
این فیمبریه از نظر ژنتیکی مشابه .  بیان می شود   E.coliمدفوعی  

S     فیمبریه است اما از نظراختصاصیت رسپتورها شان با یکدیگر 
فیمبریـه بـه رسـپتورهاي حـاوي بخـش هـاي       - S).21(متفاوتند

کننـده   ایجـاد  E.coliقندي اسید سیالیک متصل می شـود و در   
افیمبریال ادهسین هـا،     ).17(سیستیس و پیلونفریت حضور دارد    

  ایی با دیگرـمیـیـوشـیـوژي و بـولـورفـات مـوصیـصـظر خـاز ن
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کـد مـی گردنـد و      afaتفـاوت دارنـد و توسـط ژن           ها ادهسین
نــشان داده شــده اســت کــه در ایجــاد عفونــت دســتگاه ادراري 

  ).11(داراي نقش می باشند
ه شـیوع عفونـت ادراري در جامعـه، ضـرورت        با توجه ب  

انجام غربالگري، تشخیص و درمان به موقع بیمـاران از اهمیـت           
به این دلیل که بـا سـهل انگـاري در    . بالایی برخوردار می باشد 

درمان این عفونت، مشکلات جبـران ناپـذیري در آینـده بـراي          
بنـابراین تحقیـق حاضـر بـا       . بیمار و خـانواده او رخ خواهـد داد        

هدف بررسی میزان شیوع ژنهاي فیمبریا، که جزء عوامل اولیـه          
براي اتصال باکتري در دستگاه ادراري و ایجاد عفونت دستگاه   

بــا دانــستن . مــی باشــند، صــورت پذیرفتــه اســت) UTI(ادراري
میـزان شــیوع ایـن ژنهــا در جامعـه و بــا توجـه بــه نقـش مهــم و      

حی واکـسن  ضروري آنها در ایجاد عفونت می توان به فکرطرا      
  . افتادUPECهایی علیه این فیمبریه در باکتري 

  روش بررسی 
 فرد مشکوك به عفونت دستگاه ادراري که در 363  از       

 به چندین آزمایشگاه واقع در غرب 1387-89طی سالهاي 
تهران مراجعه نموده بودند، خواسته شد که طبق دستور العمل 

ی و خشک کردن، نمونه استاندارد پس از شستشوي اندام تناسل
  ،E.coliسپس به منظور جداسازي  . جمع آوري گردد

هاي کشت  هرکدام از نمونه ها به طور مجزا در محیط
 کشت داده شدند و با تست هاي EMBمکانکی، بلادآگار و 

کشت ادرار . ییوشیمیایی استاندارد مورد آنالیز قرار گرفتند
 در محیط کشت  cfu/ml  105زمانی مورد توجه بود که تعداد

پس از انجام این کار مشخص گردید ). 22(رشد کرده باشد
 این DNAسپس .  می باشدE.coli نمونه حاوي باکتري200که 

 استخراج گردید، بدین Boilingباکتري ها با استفاده از روش 
صورت که مقداري کلونی از این باکتري برداشته شد و در 

جوشانیده شد  C 95° ه در دقیق5آب دیونیزه وارد و به مدت 
  -20 الگو در DNAو پس از سانتریفوژ، محلول رویی به عنوان 

.  نگهداري شدPCRسانتی گراد به منظور انجام واکنش 
با استفاده از  fim ,pap ,sfa ,foc ,afaآشکار سازي ژن هاي 

پرایمرهاي مورد نیاز، براي . انجام شد single-PCRتکنیک 
  تنها مورد استثنا پرایمر . ها طراحی گردیداین ژنناحیه ادهسینی 

 
 

  
  

 بود که با توجه به واریانت هاي مختلفی که papبه ژن مربوط 
، براي ناحیه مربوط )17(ناحیه ادهسینی این ژن دارا می باشد

 single-PCR در هر واکنش .همین ژن طراحی شد Usherبه 
ی اجراء روي نمونه هاي مورد نظر به همراه کنترل مثبت و منف

 سیناژن شرکتآنزیم ها و مواد شیمیایی مورد نیاز توسط . شد
 ,Eppendrof(تکثیر در یک ترمال سایکلر. فراهم گردید

Germany ( صورت 2بر طبق روش ارائه شده در جدول 
سایز قطعات تکثیر شده مورد نظر با الکتروفورز در ژل . گرفت
 bp 100(یبا استفاده از یک سایز مارکر اختصاص% 2آگارز 

DNA ladder, MBI, Fermentas, Lithuania( مورد بررسی 
 .قرار گرفتند

 یافته ها 
 نمونـه  363      پس از تست هاي بیوشـیمیایی بـر روي تمـامی            

 مـی   E.coli نمونـه حـاوي  200ادراري، مشخص گردیـد کـه   
ــا انجــام واکــنش   . باشــند ــر روي PCRســپس ب ــاي DNA ب  ه

 مـــشخص گردیـــد کـــه اســتخراج شـــده از ایـــن نمونـــه هـــا، 
ــویه188  31 (%sfa+ ،34)17 (%foc+، 71(fim+ ، 62%)94(ســـ

)5/35 (%pap+   20 و)10(%afa+ به طور جالـب تـوجهی      . بودند
از نمونه هاي مورد بررسی فاقـد هـر    % 5/1مشخص شد که تنها     

از طرفـی مـشخص شـد     . گونه ادهسین روي سطح خود هـستند      
 مثبـت  fimور ژن  نمونه از نظـر حـض   188 نمونه، 200که از بین    

 و مـابقی  fim سویه تنهـا داراي ژن  96می باشند که در این بین      
 pap ,sfa ,focعلاوه بر این ژن داراي حداقل یکـی از ژنهـاي   

,afa در ایـن مطالعـه مـشخص شـد کـه ژن       . هـستندsfa 62 در 
بـه  %) 14(28 نمونـه مثبـت،      62از بـین    . وجود دارد %) 31(نمونه

داراي اپران %) 5/15 (31 و sfaوpap طور همزمان داراي اپران 
sfa وafa  نتیجه این مطالعه نشان داد که در بین سویه      . می باشند 

 بیشترین درصـد آمـاري را بـه       fimهاي مورد بررسی شیوع ژن      
خود اختصاص داده است و در باقی سویه ها کـه فاقـد ایـن ژن       

  . نسبت به دیگر ژن ها بالاتر استsfaمی باشند، شیوع ژن 
 بـراي تعیـین     PCR ژنها، محـصول     تکثیرظور تأیید صحت    به من 

پـس  .گردیـد   کره جنوبی ارسال  Macrogeneتوالی به شرکت    
ــوالی  ــازي ت ــف س ــوط در  از ردی ــایت nBlast مرب ، NCBI، س

  .صحت قطعه مورد نظر تأیید گردید
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 ژن

  
  )5   / به3/( توالی پرایمر

  
 )bp(طول قطعه تکثیر شده

  
 رفرنس

Fim GTT GTT CTG TCG GCT CTG TC  
TAA ATG TCG CAC CAT CCA G 

 این مطالعه 400

Sfa CCG TAA AGA TGT CTG CGA G  
AGC AAG TCT GGC AAC GAG 

 این مطالعه 100

Afa GCT GGG CAG CAA ACT GAT AAC TCT C  
CAT CAA GCT GTT TGT TCG TCC GCC G 

750 15 

Foc GGT GGA ACC GCA GAA AAT AC  
GAA CTG TTG GGG AAA GAG TG 

388 23 

pap GAC GGC TGT ACT GCA GGG TGT GGC G  
ATA TCC TTT CTG CAG GGA TGC AAT A 

328 15 

  در اشرشیا کلی هاي جدا شده از عفونت ادراري در تهرانهاي مورد نظر توالی پرایمرهاي ژن. 1جدول 

Primer(pmol) Total volume DMSO each of the four 
dNTPs(mM) 

MgCl2(mM) template DNA(μl) Genes  
 

10 25 - 0.4 2 3 fim 
10 25 - 0.4 2 3 sfa 

20 25 - 0.2 2.3 3 afa 

100 30 5% 0.2 2 5 foc 

20 25 - 0.2 1.5 1 pap 

 

  در اشرشیا کلی هاي جدا شده از عفونت ادراري در تهرانهاي مورد نظر ژن PCRمقدار مواد مورد استفاده براي . 2جدول 
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 می باشند و afa ،fim ،foc ،pap ،sfa به ترتیب مربوط به ژنهاي 5 تا 1خطوط . سینتیجه تکثیر ژنهاي مورد برر. 1تصویر 

 . جفت بازي را نشان می دهد100تصویر سمت چپ سایز مارکر 

 

Virulence factor gene  Number of positive isolates(%) 

fim 188(94%) 

sfa 62(31%) 

afa 20(10%) 

foc 34(17%) 

pap 71(35.5%) 

 

 در اشرشیا کلی PCR از طریق fim ، foc،  pap ، sfa ،afaنتایج حضور ژنهاي . 3جدول
  هاي جدا شده از عفونت ادرار در شهر تهران
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   بحث
کننده عفونت  به عنوان یک عامل ایجاد اشرشیا کلی     

در اکثر موارد . دستگاه ادراري در انسان محسوب می شود
کلونهاي یوروپاتوژنیک در مدفوع وجود دارند و تصور می 
گردد که توانایی بالقوه براي پاتوژنیک بودن سویه هاي 

E.coli وابسته به حضور فاکتورهاي ویرولانس باشد ،) 
ن مرحله  در دانشمندان بر این باورند که اولی). 25و24و19

ایجاد عفونت دستگاه ادراري، اتصال باکتري به یورواپیتلیوم 
در موارد زیادي نشان داده شد که فیمبریه واسطه این . می باشد

  UPECرداز ادهسین هاي معمول موجود ). 13(اتصال است
 فیمبریا و F1C فیمبریا، S ، 1 فیمبریا، فیمبریا نوعPمیتوان به

 وادهسین هاي Drشامل ادهسین  که Drخانواده ادهسین 
در مطالعه حاضر ما از یک ). 19(افیمبریال میباشد، نام برد

 E.coliروش ژنوتیپی براي مطالعه حضور ژنهاي ویرولانس 
 یک روش ژنوتیپی خیلی PCR. یوروپاتوژنیک استفاده کردیم

اختصاصی، قدرتمند و موثر می باشد که براي آشکار سازي 
هسین و دیگر فاکتورهاي ویرولانسی که اپرانهاي کد کننده اد

.  اثر بگذارند، استفاده می شودUTIمی توانند روي ویرولانس 
  ما در این مطالعه دریافتیم که شیوع ژنهاي ویرولانس فیمبریا 

foc  ,afa ,sfa ,pap ,fim   ،31، %5/35، %94به ترتیب% ،
این یافته ها با نتایج به دست آمده از . می باشد% 17، 5/26%

آنها عنوان .  مطابقت دارد2008ریبریو و همکارانش در سال 
 نمونه، 162 در بین fim،pap ،sfa  ،afaکردند که شیوع ژنهاي 

در مطالعه . می باشد% 2/6، %8/27، %7/32، %5/97به ترتیب 
در دانشگاه  2007اي که توسط لان و همکارانش در سال 

 به مقدار Iمیشیگان انجام شد، مشخص گردید که فیمبریه نوع 
زیادي در طول عفونت دستگاه ادراري بیان می گردد که این 
بیان می تواند منجر به کاهش حرکت در این باکتري گردد و 

 24این موضوع به عنوان یک عامل مهم در عفونت، بویژه در 
). 25(نه، تلقی می گرددساعت از زمان کلونیزاسیون در مثا

 مثبت، داراي fimH سویه 90بعلاوه ما مشاهده کردیم که 
این نتیجه . می باشند pap,sfa,foc,afaحداقل یکی از ژنهاي 

 2005با نتیجه ارائه شده توسط جانسون و همکارانش در سال 
  در ارتباط   fimHآنها عنوان کرده بودند که ).26(مطابقت دارد

  

  
  

 E.coli  سویه161 آریسوي. فیمبریه می باشد-Sو فیمبریه -Pبا 
% 58/ 4 جدا کرد و دریافت کهUTIرا که از کودکان مبتلا به 

: از سویه ها حداقل داراي یکی از ژنهاي ویرولانس می باشند
 به ترتیب hly, sfa, cnf-I, papمشخص شد که شیوع ژنهاي 

ه به این و با توج%  24/1، %21/6، %94/9، %98/22برابر است با 
 ایجاد E.coli در بین سویه هاي papموضوع که شیوع ژن 

کننده سیستیس پایین می باشد در نتیجه اکثر افراد مورد مطالعه 
 ).7(در این تحقیق مبتلا به سیستیس بوده اند

 UPECاین مطالعه اهمیت وجود این ژنها را در سویه هاي 
ها در با دانستن نقش مهم و کلیدي این ژن. نشان می دهد

ویرولانس سویه هاي ایجاد کننده دستگاه ادراري و با وجود 
 بر جامعه و UTIهزینه هاي زیادي که هر ساله براي درمان 

خانواده تحمیل می شود می توانیم به فکر طراحی واکسن علیه 
 ژن 5در این تحقیق بطور همزمان حضور . این بیماري باشیم

جایی که اولین مرحله از آن. فیمبریه مورد بررسی قرار گرفت
براي ایجاد عفونت اتصال باکتري می باشد و فیمبریه نقش مهم 
و کلیدي را براي اتصال فراهم می کند در نتیجه اهمیت و 

در این مطالعه . ضرورت انجام این تحقیق مشخص می شود
 در بین افراد مورد مطالعه sfaو fimمشخص گردید که ژن 

 اختصاص می دهند و این بیشترین درصد آماري را به خود
موضوع می تواند به عنوان یک نقطه عطفی باشد تا در 
مطالعات بعدي به فکر طراحی واکسن ترکیبی علیه این دو 
فیمبریه باشیم تا بدین طریق بتوانیم از ایجاد این عفونت در 

براي دستیابی به اطلاعات جامع و . جامعه پیشگیري کنیم
ود که در تحقیقات دیگر حضور ارزیابی دقیقتر پیشنهاد می ش

دیگر عوامل ویرولانس مثل توکسین ها، سیستم هاي جمع 
نیز همراه با فیمبریه مورد بررسی قرار بگیرد تا ... کننده آهن و 

بتوان مقایسه اي بین این فاکتورها انجام داد اما با توجه به این 
موضوع که اتصال اولین مرحله براي ایجاد عفونت می باشد ما 

ر تحقیق خود به طور کامل حضور ژنهاي دخیل در اتصال را د
  .مورد بررسی قرار دادیم
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