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مقدمه
هـاي بیمـاري تـرین شـایع ازیکی)UTI(ادراريدستگاهعفونت

بـاکتري کنـد. مـی بـروز سـنین تمـام درکـه اسـت باکتریاییعفونی
ــیاکل ــارجیاشریش ــلايرودهخ ــلیعام ــد50-80اص ــاازدرص نی

نـوع دومینشیوعمیزاننظرازادراريعفونت).1-3(تسهاعفونت
ازبیشـتر بسـیار مؤنـث جـنس درآنبـروز کهبودهباکتریالعفونت

شـود؛ یمشروعهمثانعفونتبابیمارياین).5و4(تمذکراسجنس
بـه منجـر اسـت ممکـن سـرانجام ویابدمیتوسعهاهکلیهبهاغلباما

عفونـت مولـد یاشریشـیاکل هـاي سـویه ).6(گـردد يکلیـو نارسایی
هـــايســـویهاز)UPECیوروپاتوژنیـــک(یاشریشـــیاکلیـــاادراري

افقـی انتقالروشبهجدیدویریولانسعواملکسببازاغیربیماري
DNAسـطح درواقـع پاتوژنیـک) (جزایريهاخوشهوسیلهبهاغلب

هـاي نـدام ادررابیمـاري ایجـاد توانـایی پلاسـمیدي یاکروموزومی
ازمهمـی ویرولانسعواملهاسویهاین).7-9(دارندايودهرخارج
ــه ــینجمل ــاادهس ,fimH(ه pap, sfa/foc،(ــیدروفورها وiroN(س
iucD(هاسیتوتوکسینو)cnf1(وپیشـرفت بـه کـه کنندمیحملرا

هـاي سـویه اتصـال توانـایی ).11و10(دکن ـمیکمکبیماريتوسعه
UPECکـه اسـت یعـوامل تـرین مهـم ازیکـی میزبـان هـاي بافـت به

بـه ونمـوده تسـهیل ادراريمجـاري دررابـاکتري اینکلونیزاسیون
بتواندوکردهتحملراادرارفشاريجریانتادهدمیاجازهباکتري

جـذب بـراي (fimH)نادهسی).12(دکنحملهپوششیهايسلولبه
).14و13(تاســلازممثانــهپوششــیهــايســلولداخــلبــهبــاکتري

اسـت آهـن کنندهشلاتهباکتریاییعامل)iroNوiucD(ئروباکتینآ
زابیمـاري عامـل ایـن وشـود مـی دیـده یاشریشـیاکل بـاکتري درکه
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ــاکتري ــادرراب ــاســازدمــیق ــازمــوردآهــنبتوانــدت درراخــودنی
).15(دآوردسـت هب ـادراريدسـتگاه ماننـد آهنازفقیرهايمحیط

باعثقرمزهايگلبولپلاسماییغشايبتخریبا)hlyA(همولیزین
درزایـی، بیمـاري بـر علاوهفعالیتاین.شودمیهاسلولاینتخریب
برايشرایطبهبودوآهنتظغلافزایشموجبآهنکمبودشرایط

استدادهنشانفیلوژنتیکمطالعات).17و16(دشومیباکتريرشد
قـرار DوA،B1،B2اصلیگروهچهاردریاشریشیاکلباکتريکه
دراساسـاً زابیمـاري ايرودهخـارج هـاي سویهمیانایندرگیرد.می

متعلـق کومنسـال هايسویهوDگروهدرکمترمقداربهوB2گروه
مارکرسهتوسطفیلوژنتیکیآنالیز).19و18(هستندB1وAگروهبه

)آهـن انتقالنیپروتئکردنکديبراي(ضرورchuAهايژنشامل
درهناشـناخت فعالیـت بـا یپروتئین ـکـردن (کدyjaAو)21و20و18(

ــدا ــايابتـ ــوالییشناسـ ــاکتريیتـ ــیاکلبـ ــکو)K-12یاشریشـ یـ
هـاي ژنتوزیـع ).18(دشـو مـی انجـام TSPE4.C2نامبهDNAقطعه

گـروه چهاراینبهمتعلقايرودهخارجهايسویهزابیماريمختلف
عوامـل ژنـی درصـد بـه راجـع مطالعاتیاگرچه).15(تاسمتفاوت

شـده انجـام ایـران درادراريعفونـت مولـد اشریشیاکلیویرولانس
بنـدي گـروه بـه مربـوط هـاي ایزولـه بـین هاژناینفراوانیاما؛است

بـه مطالعـه ایـن لـذا اسـت. گرفتـه قرارتوجهموردکمترفیلوژنتیکی
بـاط ارتوویـرولانس عوامـل کدکننـده هايژنفراوانیتعیینمنظور

بیمـاران ازشـده جـدا هـاي اشریشـیاکلی درفیلوژنتیکیگروهباآنها
شد.انجامادراريعفونتبهمبتلا

بررسیروش
ایزولـه 100يرویمقطع ـصورتبهیلیتحلیفیتوصمطالعهاین

عفونـت بـه مبـتلا بیمـاران ادرارنمونـه 185ازشدهجدایاشریشیاکل
مراجعـه بیمـاران وسیسـتان همنطق ـهـاي بیمارستاندريبسترادراري

1392مـاه آذرتـا مـاه مردادیط ـزابـل شـهر هاياهآزمایشگبهکننده
شد.انجام

ظـرف دروهی ـتهادرارجریـان میـانی قسـمت ازادرارهايهنمون
هـاي محیطرويبراستانداردلوپازاستفادهباوآوريجمعاستریل

بـه گـراد یانتس ـدرجـه 37يدمادرEMBویکیمکانرخونداآگار
ودی ـگردشـمارش هـا یکلن ـسپسشد.دادهکشتساعت24مدت

؛بـود 105ازبـیش یـا برابرآنهاکردهرشدکلنیتعدادکههاییهنمون

هـاي آزمـایش سـپس شـد. تلقیمثبتادراريعفونتبهابتلانظراز
آز،اورهاینـدول، ،حرکـت قنـدها، تخمیراکسیداز،مانندبیوشیمیایی

درد.ی ـگردانجـام سیتراتسیمونوMR،VP،H2Sترات،نیاحیاي
شد.جدایاشریشیاکلایزوله100تعدادنهایت

روشبـــهیاشریشـــیاکلهـــايایزولـــهژنـــومیDNAاســـتخراج
محـیط ازباکتريکلنیچندتعدادکهيطوربهشد.انجامجوشاندن

ومنتقـل LBبـراث محـیط لیتـر میلی5حاويلولهبهکییمکانجامد
شد.ينگهدارگرادیسانتدرجه37دمايدرساعت18-24مدتبه

سانتریفوژدقیقهدر5000دورباباکتريهايسلولحاويلولهسپس
حلدرصدکیPBSمحلوللیترمیلییکباحاصلهرسوبد.یگرد

محلـول بـا دوبـار وشـد منتقـل لیتريمیلی5/1هايمیکروتیوببهو
PBSبـه میکرولیتـر 200نهایـت در.شـد دادهشستشويدرصدکی

15مـدت بـه هامیکروتیوبکردن،ورتکسازپسواضافهرسوب
سـپس گرفت.قرارگراد)یسانتدرجه100(جوشماريبندردقیقه

سـانتریفوژ دقیقـه دردور13000بـا دقیقـه 3مدتبههامیکروتیوب
شواکـن انجـام يبـرا باکتريژنومیDNAحاويروییمحلولشد.

PCRوجــودشــد.اســتفادهDNAازاســتفادهبــارویــیمــایعدر
د.گردیبررسیnm260درجذببررسیباواسپکتروفتومتر

،fimH(حـدت عوامـل کدکننـده هـاي ژنوجـود شناساییبراي
iucD،iroNوhlyA(ــهدر ــايایزولـ ــیاکلهـ ــدهیاشریشـ ازجداشـ

شـد. هاسـتفاد Multiplex-PCRتکنیـک وکی ـجـدول پرایمرهاي
انجــاماپنــدورفترموســایکلردســتگاهازاســتفادهبــاPCRواکــنش
Masterآنـزیم PCRفراینـد انجـام يبـرا گردیـد.  Mix RED از×2
DNAازمیکرولیتـر 2واکنشایندرشد.خریداريپیشگامشرکت

Masterازمیکرولیتر5/12الگو Mix RED ازمیکرولیتـر کیو×2
بـا رامیکرولیتـر) درمولپیکوReverse)20وForwardپرایمرهاي

بـه تقطیـر دوبـار مقطرآببانهاییحجمومینمودمخلوطیکدیگر
واجـد PCRهـاي سـیکل اجرایـی برنامـه شـد. رساندهمیکرولیتر25

.بودزیرمراحل
بـه گـراد سـانتی درجـه 94دراولیـه (denaturation)واسرشتگی

ــدت ــه5م ــپسودقیق ــیکل35س ــرس ــتکثی ــتگیاملش درواسرش
پرایمرهـــااتصـــالوثانیـــه30مـــدتبـــهگـــرادســـانتیدرجـــه94

)(annealingــه ــوDNAب ــه95درالگ ــرادســانتیدرج ــهگ ــدتب م
استفادهموردپرایمرهايتوالی:1جدول

ژن )3به5(رپرایمتوالی (bp)اندازه

hlyA
F- GTTAGCGGGTGTCACCAGAAAT

R- GTGTGATTACCCTGCCGTCTTT
1361

iroN
F- CGGTTCCTGGCACGAATATCAT

R- TTTTGGGATTTCCCCAACCTGG
1048

iucD
F- ATGGCATCACTGCCGATTCTTT

R- AGTGAGTTAAAGCAGCAGCCTC
534

fimH
F- ATTCCTCACAATCAGCGCACTT

R- ATCAGCAGTACAGCAAACAGGG
170
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درجــه72در(extension)الگــورشــتهشــدنطویــلوثانیــه50
final)نهـایی شدنطویلوثانیه70مدتبهگرادسانتی extension)

ازپـس شـد. انجـام گـراد سـانتی درجه72ايدمدردقیقه7مدتبه
زآگــارژلدرواکــنشمحصــولاتازمیکرولیتــر5واکــنشانجــام

وشـد الکتروفـورز 75ولتـاژ ریتـاث تحـت دقیقه40مدتبهدرصد2
Ladderنشانگرازاستفادهباشدهتکثیرقطعات دی ـگردارزیابی100
ک).ی(شکل

بـا شـده آوريجمـع یلاشریشـیاک هـاي ایزولـه یتیکفیلوژنعیینت
وClermontتوســط2000ســالدرشــدهذکــرروشازاســتفاده
هـاي ایزولـه ژنومیDNAاستخراجازپس).18(دشانجامهمکاران

وchuA،yjaAمـارکر هـاي ژنحضـور عدمیاحضور،یاشریشیاکل
پرایمرهـاي وTriple-PCRتکنیـک ازاسـتفاده بـا TspE4.C2قطعه

سـیکل یکصورتبهTriple-PCRبرنامه.شدارزیابیکیجدول
ــه94 ــانتدرج ــرادیس ــهگ ــدتب ــ5م ــیکل30ه،دقیق ــه94س درج

،ثانیـه 30مدتبهگرادسانتیدرجه55،ثانیه30مدتبهگرادسانتی
درجـه 72سـیکل یـک وثانیـه 30مـدت بـه گـراد سـانتی درجه72

.دیگردانجامدقیقه7مدتبهگرادسانتی
بانـدهاي وجـود عـدم یـا وجـود براسـاس یلوژنتیکیفبنديگروه

).18(شدانجامریزشرحهبفوقهايژنتکثیري
)TspE4.C2±وB2+),chuA+yjaAگروه
)TspE4.C2±وD+),chuA-yjaAگروه
)TspE4.C2و+B1)-,chuA±yjaAگروه
)TspE4.C2-وA)-,chuA±yjaAگروه
قی ـدقآزمـون وSPSS-15يآمـار افـزار نـرم ازاستفادهباهاداده

شد.یتلقداریمعن05/0ازکمترریمقادشدند.لیتحلوهیتجزشریف

زآگارژلالکتروفورزتصویر:1شکل
Mمثبتهايایزوله،يبازجفت100مارکر

TspE4.C2وchuA،yjaAهايژنبراي

هایافته
ایزولـه 100نمیـا درfimHوhlyA،iroN،iucDهايژنریمقاد

درصد95ودرصد69درصد،29درصد،32ترتیببهیاشریشیاکل
درصـد بیشـترین fimHژنبررسـی مـورد هـاي سـویه بینشد.نییتع

آئروبـاکتین کدکننـده هـاي ژنوداداختصـاص خـود بـه رافراوانی
)iucD(،سیدروفوررسپتور)iroN(همولیزینو)hlyA(درترتیببه

.گرفتندرارقبعديهايرده
گـروه دردرصـد 17شدهآوريجمعیاشریشیاکلایزوله100از

A،6گروهدردرصدB1،55گـروه دردرصدB2دردرصـد 22و
.گرفتندقرارDگروه

بـه مربـوط ویریـولانس عوامـل کدکنندههايژنتوزیعبیشترین
ــه ــود.B2گــروههــايایزول وhlyA،iroN،iucDهــايژندرصــدب
fimHگروههايایزولهبیندرB2 86/75درصـد، 25/90ترتیـب بـه

).2(جدولشدمشاهدهدرصد9/57ودرصد66/66درصد،
ژنبجـز شـد؛ مشـاهده فیلـوژنی هـاي گـروه تمـام درژنیتوزیع

hlyAگروهدرکهA ژندرصـد میـزان د.ی ـنگردمشـاهدهfimHدر
بهDوA،B1،B2فیلوژنیهايگروهبهمربوطهايایزولهتمامبین

ژنفراوانیبود.درصد22ودرصد55درصد،6درصد،12ترتیب
hlyAگروههايایزولهدرB2هـاي گـروه هـاي ایزولهسایربهنسبت

).>0002/0P()2(جدولبودبالاترفیلوژنی
بحث

یکـی حداقلیاشریشیاکليهاایزولهازدرصد95مطالعهنیادر
میـزان بودنـد. داراراویریـولانس عوامـل کدکننـده هايژنانواعاز

،)iucD(آئروبـاکتین ویریـولانس عوامـل کدکننـده هـاي ژندرصد
هـــايایزولـــهبـــیندر)hlyA(همـــولیزینو)iroN(ســـیدروفور

ایـن کهبوددرصد32ودرصد29درصد،69ترتیببهیاشریشیاکل
Rijavecو)22(همکـاران وTarchounaاتمطالع ـجینتـا بـا ریمقاد

ندارد.مطابقت)23(
ــهدر يهـــاایزولـــهازدرصـــد95درfimHژنحاضـــرمطالعـ

مطالعاتباکهگردیدمشاهدهادراريهايعفونتمولدیاشریشیاکل
د.دارمطابقـت )10(همکـاران وممتـاز و)24(همکـاران وکریمیان
وکریمیـان مطالعـه نتایجازکمترحاضرمطالعهدرhlyAژنفراوانی

بـود. )25(یشیقراماموفرشادمطالعهنتایجازبیشترو)24(همکاران
ذکرهاایزولهجغرافیاییمحلوتعداددرتفاوتتوانمیراآندلیل
کرد.

فیلوژنتیکیهايگروهبهمتعلقهايایزولهدرحدتعاملکدکنندههايژنتوزیع:2جدول
Phy. gp (No.) hlyA (32) iroN (29) iucD (69) fimH (95)

A (17) 0 3 11 12
B1 (6) 1 2 2 6
B2 (55) 29 22 46 55
D (22) 2 2 10 22



95/راشکیاحمددکترويعبدحسینعلی

)54پیدر(پی2شماره/17دوره/1394تابستان/گرگانپزشکیعلومدانشگاهعلمیمجله

بهیاشریشیاکلهايایزولهفیلوژنتیکیهايگروهحاضرمطالعهدر
ودرصــد)55(B2درصــد)،6(B1درصــد)،A)17گــروهبیــترت
D)22(مطالعــاتنتــایجبــهنزدیــکتقریبــاًکــهشــدنیــیتعدرصــد

Sannes26(همکارانو(،Clermontهمکـاران و)و)15Bashirو
وKilicو)27(همکـاران وعلیزادهمطالعاتباوبود)11(همکاران

Basustaoglu)28(تفـاوت علـل ازیکـی تـوان مـی شـت. داتفاوت
منطقهبودنمتفاوتخاطربهرافوقمطالعهدوباحاضرمطالعهنتایج

کرد.عنوانهاایزولهتعداددرتفاوتومطالعهموردجغرافیایی
ــهدر ــرمطالع ــامدرfimHژنحاض ــهتم ــاينمون ــوطه ــهمرب ب
هـاي مولکـول حضـور شد.مشاهدهDوB1،B2فیلوژنیهايگروه

تــرینمهــمادراريعفونــتمولــدیاشریشــیاکلبــاکتريدرادهســین
1نـوع فیمبریـا زایـی بیمارينقشاما؛استآنزاییبیماريشاخص

)fim(تاســـنامشــخص انســان در)ژنفراوانـــیقایســه م).30و29
يهـا گـروه بـه مربـوط هـاي ایزولـه در)hlyA(همـولیزین کدکننـده 

بـه مربوطهايلهایزودرژناینفراوانیکهدهدمینشانفیلوژنتیکی
تحقیقـات اسـت. هـا گـروه سایرازبیشتريدارمعنیطوربهB2گروه

هـاي عفونـت مولـد هـاي ایزولهدرژناینحضوردادهنشانمختلف
توانـایی شیافـزا ومثانـه مخاطیسدازآنهابهترعبورباعثادراري

درhlyAژنفراوانـی نوعت).31و29(دشومیسیستیتادایجدرآنها
درتفـاوت دلیـل بـه اسـت ممکـن فیلـوژنتیکی هايگروههايایزوله

بررسـی موردهايسویهژنتیکیتنوعومطالعهموردبیمارانجمعیت
د.باش

گیرينتیجه
زیـادي گسـترش B2گروههايایزولهبیندرویرولانسهايژن
دارد.فیلوژنتیکیهايگروهسایربهنسبت

قدردانیوتشکر
اخـذ يبـرا عبـدي ینعلیحس ـنامهانیپاازیبخشحاصلمقالهنیا

ــژنترشــتهدرارشــدیکارشناســدرجــه ــلدانشــگاهازکی ــود.زاب ب
ــد ــنیب ــاتازلهیوس ــانودیاس ــکدهکارکن ــکدانش ــروهویدامپزش گ

بـراي رالازمامکاناتکهزابلدانشگاهعلومدانشکدهیشناسستیز
م.یینمایمسپاسگزاري؛نمودندفراهمقیتحقنیاانجام
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Abstract
Background and Objective: Uropathogenic strains of Escherichia coli (UPEC) are the most common
cause of urinary tract infections. UPEC strains possess an arsenal of virulence factors including fimH,
iucD, iroN and hlyA which increase their ability to cause urinary tract infections. This study was done to
determine the relationship between phylogenetic group and distribution of virulence genes of Escherichia
coli isolated from patients with urinary tract infection.

Methods: This descriptive - analytic study was performed on 100 isolates Escherichia coli which
collected from patients with UTIs. DNA was extracted from all isolates by the boiling method and
subsequently DNA was used to determine the presence of genes encoding virulence factors by Multiplex-
PCR. In addition, determination of phylogenetic group, A, B1, B2 and D, was performed by
determination of present or absent of of yjaA and chuA genes and DNA fragment TSPE4.C2 using Triple-
PCR.

Results: The frequency of virulence factors, fimH, iucD, iroN and hlyA were 95%, 69%, 29% and 32%,
respectively. In all isolates, the frequency of phylogeny of groups A, B1, B2 and D were 17%, 6%, 55%
and 22%, respectively. A significant correlation was found between the presence of virulence encoding
genes and the B2 phylogenetic group (P<0.05).

Conclusion: Virulence genes were common in phylogenetic group B2 isolates among all phylogenetic
groups.

Keywords: Infection, Urinary tract, Escherichia coli, Virulence genes, Phylogenetic group
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