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  چكيده
با توجه   .باشد  مي مستقيم بر سلامت انسان      اتو آب آلوده داراي اثر    داشته  اي در زمينه بهداشت عمومي       آب نقش عمده   :سابقه و هدف  

و كـاربرد روشـهاي فنـوتيپي در     ،در كودكـان  (ETEC, EHEC, EIEC, EPEC) هـاي مولـد اسـهال    كلياشريـشيا به نقش پـر اهميـت   
باشـند؟ هـدف از ايـن        هاي مولد اسـهال مـي      E.coli كداميك از    وهاي شناسايي شده جز    E.coliال مطرح است كه     ؤآزمايشگاهها، اين س  

   .باشد هاي مولد اسهال مي كلياشريشيامطالعه شناخت وضعيت آلودگي ميكروبي آب چاه پاركهاي تهران، و تعيين انواع پاتوتايپ 
تهـران در شـرايط اسـتريل         مركـز   و  منطقـه جغرافيـايي شـمال، جنـوب، شـرق، غـرب            5 نمونه آب چاه پاركها از       165 :اهمواد و روش  

شناسي دانـشكده بهداشـت       به آزمايشگاه بخش ميكروب    E.coli هاي برداري و جهت بررسي با فيلتر غشايي و تعيين انواع پاتوتايپ           نمونه
   .منتقل گرديد

هاي آب چاه در جنوب      نمونه.  بودند E.coli  تهيه شده آلوده به    هايآباز  %) 5/54(  نمونه 90دهد كه  ج بدست آمده نشان مي    نتاي :ها يافته
 نمونه آلـوده بـه      90نشان داد كه از      PCRتكميلي با مولتي پلكس   نتايج  .  است داشتهتهران درصد آلودگي بيشتري نسبت به ساير نقاط         

E.coli   سويه   67، تنهاDEC  7/62( سـويه    42 د، كـه بـه ترتيـب       جدا ش (%EPEC  ،12    سـويه )9/17(% STEC)    يـاEHEC(، 9   سـويه 
   . شدندشناخته ETECهاي  به عنوان سويه%) 6( سويه 4 و EIECهاي  به عنوان سويه%) 4/13(

هـشداردهنده و آمـوزش      اهميت اسـتفاده از علائـم         بر  تواند ي آب چاه پاركها م    يها  مختلف در نمونه   يها حضور پاتوتايپ  :گيري  نتيجه
  .كيد نمايدأت و استفاده از پاركها يمردم بويژه كودكان به هنگام باز

  اسهال ،ژنتيكيشناسايي  كلي، روشاشريشياآب چاه،  :واژگان كليدي
 : مقاله به صورت زير استناد نماييدلطفاً به اين

Soltan Dallal MM, Sepehri S, Hosseini M,Tabatabaei Bafrouei A, Deilami Khiabani Z. Determination of genotype 
variation of Escherichia coli in well water of Tehran’s parks by Multiplex PCR. Pejouhandeh 2011;16(5):226-33. 

  

  1مقدمه
ها هستند كه در روده انـسان و         اي از باكتري   ها دسته  فرم كلي

 لذا، بسياري از شوند، ميحيوانات خونگرم به تعداد فراوان يافت 
هـاي مـدفوع     فـرم  استانداردهاي غذايي و آب را با تعيـين كلـي         

  فــرم مــدفوعي،  بــارزترين كلــي. )2 و 1 (نماينــد مــشخص مــي
                                                 

بلـوار كـشاورز، خ      ؛دكتر محمد مهدي سلطان دلال     : نويسنده مسؤول مكاتبات   *
؛ شناسـي  ب دانشكده بهداشـت، بخـش ميكـرو       ،دانشگاه علوم پزشكي تهران    آذر،   16
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كلي است كه به عنـوان بخـشي از فلـور ضـروري روده          اشريشيا

. انــسان، در حفــظ فيزيولــوژي ميزبــان ســالم نقــش دارد     
دفوع انــسان و حيوانــات كلي بــه علــت فراوانــي در مــاشريــشيا
اي  هـاي روده    و به دليل اينكه آسانتر از سـاير پـاتوژن          ،خونگرم

قابل تشخيص و تمايز است به عنوان معرف آلـودگي مـدفوعي            
 و حـضور آن در آب و مـواد غـذايي نـشاندهنده              شـده انتخاب  

آلودگي اخيـر آن نمونـه بـا مـدفوع و حـضور احتمـالي سـاير                 
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از بين عوامـل باكتريـايي      ). 3-5( باشد هاي خطرناك مي   پاتوژن
بنـدي   در اين دسته   (DEC) كلي مولد اسهال  اشريشيابيماريزا،  

اي داشته و يكي از عوامل مهم اسهال اپيـدميك و            جايگاه ويژه 
  ). 7 و 6( باشد اندميك در جهان مي

 عامـل عمـده اسـهال نـوزاد انـسان در            EPECاشريشيا كلـي    
 ـ     كشورهاي توسعه نيافته مـي     ه طـور روزافـزون در      باشـد امـا ب

روي  بـر EPEC  .شـود  كشورهاي توسعه يافته نيز شناسايي مي
سطح اپيتليال كلونيزه شده و اثرات بيماريزايي خود را در وهله           

كنـد و موجـب      ها اعمـال مـي     اول با اتصال به سطح انتروسيت     
ــستوپاتولوژيك مــي  ــرات هي ــشيا ).8-10(شــود  تغيي كلي اشري

ETEC    ر كـشورهاي در حـال توسـعه         شايعترين عامل اسهال د
ول بيش از يك ميليارد مـورد اسـهال در سـال            ؤباشد و مس   مي
 سال رخ   5 ميليون آن در كودكان زير       300-400كه   باشد، مي
باشـد و بـا     شايعترين عامل اسهال مـسافر مـي    ETEC. دهد مي

 LTكلونيزه شدن در روده كوچـك و ترشـح دو نـوع توكـسين    

موجـب اسـهال   ) بـه حـرارت  مقاوم (  STو) حساس به حرارت(
دهه اخير به عنوان      در EHECكلي  اشريشيا ).11-13(شود   مي

 (HC) عامل اسهال شديد خوني و همچنين كوليت هموراژيك       
بـويژه در بـين كودكـان       ) HUS(و سندرم اورميك هموراژيـك      

ــت  ــده اس ــناخته ش ــلي  . ش ــصوصيات اص ــد EHECاز خ  تولي
 ـ E.coli .باشد مي VT2 و   VT1وروتوكسين   د وروتوكـسين   مول

 تعلـق دارد كـه اغلـب در ارتبـاط بـا             O157:H7به سـروگروپ    
هـا   از ويژگـي بـارز ايـن سـويه        . باشد گيريهاي گسترده مي   همه

اهميت آنها در عوارض باليني بسيار وخـيم بـويژه در كودكـان             
قـادر بـه تهـاجم بـه         EIEC كلياشريـشيا  ).14-16( باشـد  مي

) ديـسانتري ( ل خوني اپيتليوم كولون بوده و گاهي موجب اسها      
 اين باكتري باعث ديسانتري باسـيلي مـشابه شـيگلوز           .شود مي
. باشند بيماران داراي تب، كرامپ و مدفوع خوني مي      و   گردد مي

علايم بيماري مربوط به توانايي باكتري در اتصال اختصاصي به          
  ).18 و 17( باشد هاي مخاط روده بزرگ مي سلول

كـه بـه   ( غير بيماريزا E.coli از DECهاي  از آنجايي كه سويه 
قابـل تميـز و   ) شـوند  طور معمول در مدفوع انـسان يافـت مـي        

تــوان تنهــا براســاس معيارهــاي  جداســازي نمــي باشــد، نمــي
). 20 و  19(ها را شناسايي كـرد       بيوشيميايي و كشت اين سويه    

هاي آب بـويژه آب آشـاميدني كـه توسـط            لذا در بررسي نمونه   
E.coli  توان بيماريزا بودن و يا نبودن آن را        نميشوند،    آلوده مي

هـاي   كلياشريـشيا با توجه به نقش پر اهميـت         .شناسايي نمود 
 در كودكـان  (ETEC, EHEC, EIEC, EPEC) مولـد اسـهال  

، و كاربرد روشـهاي فنـوتيپي در آزمايـشگاهها، ايـن         )22و  21(
 كداميك  وهاي شناسايي شده جز   E.coliال مطرح است كه     ؤس

 ـباشـند؟ از طرفـي       مولد اسهال مـي   هاي  E.coliاز   ا توجـه بـه     ب
ال حاضر بخشي از    خشكسالي سالهاي اخير و كمبود آب، در ح       

لعـه  لـذا ايـن مطا    . شود هاي موجود جبران مي   آب تهران از چاه   
هــاي تهــران، بــه دليــل گذشــته از شــناخت وضــعيت آب چاه

هاي مولد اسهال در     كليواع اشريشيا شناخت ميزان و وضعيت ان    
 توانــد مفيــد و پاســخگوي بــسياري از ابهامــات و آب چــاه مــي

   .الات باشدؤس
  

   و روشهامواد
چـاه   نمونه آب    165 طالعه از نوع توصيفي بوده و جمعاً      اين م 

 منطقــه 5 نمونــه از 33بــراي ايــن منظــور، . را بررســي نمــود
 مركزتهران در شـرايط      و جغرافيايي شمال، جنوب، شرق، غرب    

رسـي طبـق مراحـل زيـر بـه          برداري و جهـت بر     استريل نمونه 
شناسـي دانـشكده بهداشـت منتقـل         آزمايشگاه بخش ميكروب  

  .گرديد
  :مرحله اول

هـاي آب چـاه بـه روش        كلي از نمونـه   اشريـشيا  جداسازي   -1
  )23(فيلتراسيون 

و شـد   ابتدا ظـرف حـاوي نمونـه خـوب تكـان داده             : روز اول 
cc 250 واتمن نمونه در شرايط استريل از فيلتر       از  mm 47  بـا 

سپس با استفاده از پـنس      .  ميكرومتر عبور داده شد    45/0سايز  
كانكي آگـار    استريل، فيلتر بر روي سطح پليت حاوي محيط مك        

 oC 37  سـاعت در دمـاي  24- 48و پليت بـه مـدت   شد قرار داده 
  .گرماگذاري گرديد

 هـاي مـورد    پس از طي مدت زمان ذكر شـده، پرگنـه         : روز دوم 
 3- 5 سـپس  .گرديد آب گزارش cc100   و درشدهنظر شمارش 

كـانكي آگـار جهـت انجـام        پرگنه از هر پليت بر روي محيط مك       
 ساعت در دمـاي     24ها به مدت      و پليت  شدتست افتراقي خالص    

oC 37گرماگذاري شدند .  
هـاي مـورد نظـر       سازي، بـراي پرگنـه     پس از خالص  : روز سوم 

  و  اوره، سـيمون سـيترات     ،LD  ،TSI  ،SIM (هاي افتراقي  تست
MRVP (انجام شد.  

 وجود يا عـدم     ،هاي افتراقي  با توجه به نتايج تست    : روز چهارم 
هاي مربـوط بـه      سپس پرگنه . گرديد كلي تعيين اشريشياوجود  
و ) TSB(بـراث    سوي كيز  در تريپتي  – 80در   E.coliهاي   ايزوله

غني شده با گليسرول نگهداري شـدند، تـا    skim milkمحيط 
 تكثيـر بـا     جهـت  ( DNAستخراج  در مراحل بعدي به منظور ا     

  .مورد استفاده قرار گيرند)  PCR روش
  :مرحله دوم

  )E.coli:) 21هاي  از سويه DNA استخراج -2-1
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 DNAبــا كيــت اســتخراج  DNAدر ايــن مطالعــه اســتخراج 
توليـدي شـركت     آوران فـن  ژنومي خريداري شده از شركت ژن     

BIONEER  بـر در اين روش پس از كشت نمونه        .  انجام گرفت 
 20و   oC 37روي محيط كشت مـولر هينتـون آگـار در دمـاي             

 با استفاده از لوپ E.coliپرگنه تك  8-10گذاري، ساعت انكوبه
 ميكروليتــر آب مقطــر دوبــار تقطيــر 200و در شــد برداشــته 

 و با ورتكس با دور     گرديد مخلوط   cc 5/1 هاي ديونيزه در تيوب  
ورالعمل  براسـاس دسـت    شد؛ سـپس   هزار به خوبي همگن      3-2

  .صورت گرفت DNA استخراج ،كيت
تـوان   محلول ژنومي كه به ايـن صـورت حاصـل شـده را مـي              

 oC 4 مورد استفاده قـرار داد و يـا در   PCR در واكنش  مستقيماً

براي ذخيره طولاني مدت    . براي آزمايشهاي بعدي ذخيره نمود    
نگهداري نمود چـرا كـه       - oC 20بايستي محلول استخراج را در      

  . در معرض هيدروليز اسيدي قرار گيردDNA ممكن است
هـاي مـورد     جهـت بـسط ژن    :  انتخاب جفـت پرايمرهـا     -2-2

پرايمر اختصاصي  چهار جفت)  eae،stx1/2 ،elt ،ipaH( مطالعه
 بـر   سو براي هر ژن يك پرايمـر فـوروارد و يـك پرايمـر ريـور               

اساس مقالات و منابع موجود انتخاب گرديد و هومولوژي توالي          
در اين مطالعـه بـراي      . قرار گرفت   مورد بررسي  BLAST آنها با 

نـشان   )آوران فن ژن(هاي ويرولان از جفت پرايمرهاي       تكثير ژن 
  . استفاده شد1داده شده در جدول 

  

  هاي مختلف پاتوتايپ هاي ويرولان پرايمرهاي مورد استفاده براي تكثير ژن: 1جدول
  ژن هدف  (bp)سايز  سكانس پرايمر  پاتوتايپ
EPEC  CTGAACGGCGATTACGCGAA  

CGAGACGATACGATCCAG  
91  eae F  

eae R  
EHEC  GAGCGAAATAATTTATATGTG                  

TGATGATGGCAATTCAGTAT  
518  stx1/stx2 F  

stx1/stx2 R  
EIEC  GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTC 

 GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC  
600  ipaH F   

ipaH R  
ETEC  GGCGACAGATTATACCGTGC                    

 CGGTCTCTATATTCCCTGTT  
450  elt F  

elt R  
 
 2-3- E.coli    در هر سري آزمايش به     : شاهد يا نمونه كنترل

منظور اطمينان از صحت روند كـار و مـواد واكنـشگر از سـويه               
بـراي كنتـرل    . استاندارد به عنوان كنترل مثبت اسـتفاده شـد        

مـورد  (منفي از آب مقطر دو بار تقطير ديونيزه اسـتريل شـده             
، رقيـق   DNAاستفاده در تمام مراحل كار از جملـه اسـتخراج           

اسـتفاده شـد تـا اطمينـان        ...) و   PCRپرايمر، واكـنش     يساز
از  براي كنترل مثبـت   . بيشتري از صحت آزمايش حاصل گردد     

هـاي    حـاوي ژن E.coli ATCC 35218هـاي اسـتاندارد،    سويه
stx1 و stx2 ،E.coli ATCC 7852  حـاوي ژن eae،Shigella 

sonnei ATCC 9290  حـاوي ژن ipaH ايزولـه بـاليني     و يـك
ETEC اوي ژن    حelt.  ،  هاي مـورد مطالعـه بودنـد        كه حاوي ژن

   .استفاده شد
جهـت يكنواخـت    :  آماده نمودن مخلوط اصلي واكـنش      -2-4

نمودن شرايط آزمايش و براي كاهش دفعات استفاده از سمپلر          
ــوب  ــودن درب تي ــسته نم ــاز و ب ــا و و ب ــودگي در  ه ــال آل انتق

 PCR Mixture هاي مورد آزمايش، مخلوط اصلي واكنش نمونه
در ابتدا حجم هر واكنش مشخص گرديد كـه         . از قبل تهيه شد   

 بـراي   Uniplexواكـنش   (در اين آزمايش حجم واكنش نهـايي        
set ميكروليتر در نظر گرفته شد، چرا كـه بهتـرين   25)  نمودن 

سـپس تعـداد    . گيـرد  تبادل حرارتي در ايـن حجـم انجـام مـي          
ب يـك نمونـه     ها همراه با كنترل منفي و مثبت با احتسا         نمونه

 جفت يا   4(به دليل تعداد زياد پرايمرها      . بيشتر محاسبه گرديد  

همچنين ناهماهنگ بودن دماي ذوب آنهـا، در ابتـدا        و  )  عدد 8
 نمودن كار بـراي هـر سـويه اسـتاندارد يـك واكـنش               setبراي  

Uniplex              انجام گرفت تا از وجود ژن مورد نظر در اين سـويه و 
 ـ         ه منظـور تـشخيص ايـن ژن،        همچنين مراحـل و شـرايط كـار ب

 ipa Hو stx1/2 ،eaeAسپس سه ژن . اطمينان كافي حاصل شود
در يـك   ( نيز در يك واكنش جداگانـه        eltدر يك واكنش و ژن      

  . مورد برررسي قرار گرفتند) Uniplexواكنش 
 مربـوط بـه     DNAهـاي    نمونه : PCR روش كار آزمون     -2-5

ــويه ــاليني و  سـ ــاي بـ ــويهDNAهـ ــتاندارد  سـ ــاي اسـ  در هـ
هاي جداگانه و از هـر كـدام در چنـد ميكروتيـوب              ميكروتيوب

بـه  ) آب شـدن  ( تقسيم شد تا در موقع كار با آنها فرايند دفريز         
هـاي   تيوب. الگو كاهش نيابد يDNAيي آحداقل رسيده و كار
، آب مقطــر ديــونيزه اســتريل و    PCRمربــوط بــه كيــت  

 از بـود، ه  رقيق شـد كه قبلاً هاي مربوط به پرايمرها  ميكروتيوب
پـس از ذوب شـدن      .  شـوند  ذوب تـا     شـد  يخچال بيرون آورده  
مواد واكنش با در نظر گرفتن       مخلوطي از    ،تمامي مواد مصرفي  

   .تهيه شدغلظت نهايي هر يك از مواد 
  كه قبلاً  cc 2/0 پس از محاسبه مواد واكنشگر، مواد در تيوب       

ريختـه و در نهايـت      بـود   شماره نمونه برروي آن نوشـته شـده         
در هـر يـك از      .  ميكروليتـر رسـانده شـد      25حجم مخلوط بـه     

 ميكروليتـر   Mastermix  ،5/2 ميكروليتر از    5/12ها ابتدا    تيوب
ــر از 3 و coral loadاز  ــوDNA ميكروليت ــه شــد ي الگ . ريخت
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كرده و به هر يـك       spin ثانيه مخلوط را     5-10سپس به مدت    
 هـر يـك از       ميكروليتر از  1 ميكروليتر آب مقطر و      5ها   از تيوب 

 ثانيـه   5 در نهايت مخلـوط آمـاده مجـدداً       . پرايمرها اضافه شد  
spin ها به دستگاه ترمـال سـايكلر       سپس نمونه . شد )PeQlab (

  .، برنامه مورد نظر وارد شده و دستگاه روشن شدشدهمنتقل 
ايــن : ladderســازي مــاركر انــدازه مولكــولي يــا   آمــاده-2-6

ت تهيه شده و پس از رقيـق        ماركرها در وزنهاي مولكولي متفاو    
. شـود  نمودن و اضافه نمودن رنگ مخصوص به آن استفاده مي         

بـه  ( بـا اسـتفاده از آب مقطـر اسـتريل          ladderدر اين مطالعه    
: رنگ : ميكروليتر به ترتيب از آب مقطر استريل       5:5:20 نسبت
 ladder ميكروليتـر از     5در هنگام الكتروفورز    . رقيق شد ) ماركر

  . شدloadكي از چاهكها رقيق شده در ي
 ميكروليتــر از محــصول PCR :5الكتروفــورز محــصول  -2-6

PCR   ميكروليتـر   5حـاوي   % 1روي ژل آگـارز       با الكتروفورز بر 
) EDTA) TBE-رنگ اتيديوم برومايـد در بـافر تـريس بـورات          

X5/0     دو چاهـك بـه     .  ولـت آشكارسـازي شـد      80 و با جريان
اختـصاص   ladderبه نمونه كنترل مثبت و منفي و يك چاهك      

 هـاي بـاليني،    نمونه(ها   نمودن تمامي نمونه   loadپس از   . يافت
ــي و   ــت و منف ــرل مثب ــسته ) ladderكنت ــانكر ب ــددرب ت ،  ش
 power supplyدسـتگاه   تـانكر بـه   الكترودهاي مثبت و منفي

 80روي   به آرامي بـر   ولتاژ  .  و دستگاه روشن شد    گرديدمتصل  
   .گرديد الكتروفورز  دقيقه ژل90 و به مدت شدتنظيم 

 محـصول و آنـاليز نتـايج ژل         DNA مشاهده بانـدهاي     -2-7
تعيين هويت باندهاي حاصل به كمـك مقايـسه بـا           : الكتروفورز

تهيـه  . يك كيلوبـاز انجـام شـد      ) Ladder( ماركر وزن مولكولي  
 Bio-Rad) از دستگاه ترانس ايلوميناتورعكس از ژل با استفاده 

Gel Doc™1000 fluorescent imaging system) در مجاورت 
  .نور ماوراي بنفش صورت گرفت

  
  ها يافته
مـورد   نمونه آب چاه پارك از منـاطق مختلـف تهـران             165

طبـق  %) 5/54(نمونـه    90بررسي قرار گرفت كه از اين ميان،      

ملـي ايـران بـه      و اسـتاندارد    ) ISO )23المللي  استاندارد بين 
نتايج بدسـت آمـده   . بودغير قابل مصرف ) 24 (1011 شماره

هـاي آب چـاه در جنـوب تهـران از            دهد كـه نمونـه     نشان مي 
بـوده  برخـوردار   درصد آلودگي بيشتري نسبت به ساير نقـاط         

آزمون كاي دو نشان داد بين مناطق مختلف شـهري از       . است
داري  هاي غير قابـل مـصرف اخـتلاف معنـي     نظر درصد نمونه  

هاي غير قابل    ونهبا توجه به درصد نم    ). >p 06/0( دارد   وجود
 كـه منطقـه شـمال و غـرب داراي           شـود  مصرف مشاهده مـي   

آلودگي كمتري نـسبت بـه منـاطق جنـوب و شـرق هـستند               
   ).2جدول (

 نمونــه آلــوده بــه 90از نــشان داد كــه  PCRمــولتي پلكــس 
E.coli   سويه   67، تنهاDEC     سـويه   42  جدا شد، كه به ترتيب 

)7/62 (%EPEC ،12 ــويه ــا (STEC %)9/17( س  EHEC(، 9 ي
بـه  %) 6( سـويه    4 و   EIECهاي   به عنوان سويه  %) 4/13(سويه  

  ).1 و شكل 3جدول  ( شدندشناخته ETECهاي  عنوان سويه

 
  بحث

رغم پيشرفت سـريع در علـم و توسـعه بهداشـت،             عليامروزه  
 رنـج  Water- borneجامعه مدرن هنـوز از شـيوع بيماريهـاي    

كي مفيد براي اكثريت تواند تكني ميMF  روش .)2 و 1 (برد مي
 اســتفاده از ايــن روش ).23( آزمايــشگاههاي كيفــي آب باشــد

توانند در طـي يـك       هاي بسياري مي    نمونه  و ،است ساده   نسبتاً
 توسـط يـك     )با توجـه بـه تجهيـزات محـدود آزمايـشگاه           (روز

  .دنتكنسين با آموزش مقدماتي و پايه مورد آزمايش قرار گير
هـاي روش فيلتراسـيون      زيـابي  تغييرات زيادي در ار    همچنين

هـاي   فـرم  هـا، كلـي    فـرم  هاي مربـوط بـه كلـي       غشايي در تست  
 انجام گرفتـه اسـت كـه تعـدادي از آنهـا در              E.coliمدفوعي و   

د نشـو  ها استفاده مي   آزمايشهاي غذاهايي نظير شير و نوشيدني     
اي ه ـآب  و  آب چـاه،   ، آشـاميدني  اما اكثـر آنهـا بـراي آنـاليز آب         

   .)26 و 25 (شوند محيطي استفاده مي
   

  
  هاي آب چاه از نظر قابليت مصرف  وضعيت توزيع نمونه-2جدول

 

   قابل مصرف  غير قابل مصرف فرم مدفوعي حضوركلي
(%) (%)   مناطق جغرافيايي   تعداد  تعداد

  شمال  13) 4/39(  20) 6/60(
  جنوب  24) 7/72(  9) 3/27 (
  شرق  20) 6/60(  13) 4/39(

  15) 5/45(  18 )5/54(  غرب
  18 )5/54(  15) 5/45(  مركز
  90 )5/54(  75 )5/45 (  جمع
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  به تفكيك مناطق جغرافيايي DECهاي  توزيع فراواني مطلق و نسبي پاتوتايپ - 3جدول 

  

  
  

  )bp 600( ipaH و) stx1/2) bp 518( ،eae )bp 917هاي   ژنPCR  الكتروفورز محصول-1تصوير
  E.coli ATCC 35218 ATCC 7852،higella sonnei ATCC ،9290 ي استانداردها  سويه:8، شماره ladder(Kb 1(  ماركر وزن مولكولي:9 شماره

E.coli داراي هر سه ژن 8 سويه كنترل شماره. كنترل منفي :15 كنترل مثبت، شماره و stx1/2 ،eaeو   ipaHهاي   نمونه:11 و 5، 1هاي  شماره. باشد مي
همانطور كه در تصوير . EIECهاي باليني   نمونه:14 و 6، 3هاي   و شمارهEHECي باليني ها  نمونه:13 و 12، 10، 7، 4، 2 هاي ، شمارهEPECباليني 

  . قرار گرفتندEHECهاي   بودند و در گروه سويهstx1/2   وeaeهمزمان داراي دو ژن ) 7  و4هاي شماره  نمونه( دو سويه است،الكتروفورز مشخص 
  

هـاي  كارهـاي آب چاههـاي پ      نمونه% 5/54نتايج ما نشان داد     
 .كلي آلوده و غير قابل مـصرف بودنـد        اشريشياتهران به باكتري    

كمترين ميزان آلـودگي مربـوط بـه منطقـه شـمال تهـران بـا                
و بيشترين ميزان آلـودگي مربـوط بـه منطقـه جنـوب             % 4/39

اين نتايج اهميت توجه داشتن بـه منـابع         . بود% 7/72تهران با   
 سـازد زيـرا    را مـشخص مـي    آب زيرزميني بخصوص در پاركهـا       

ها از آب پارك بـه عنـوان آب شـرب و يـا               ممكن است خانواده  
  .شستن و پختن مواد غذايي استفاده نمايند

باشـد و    هاي آب آسان نمي     از نمونه  DECهاي   شناسايي سويه 
ــر . محــدوديتهايي در روشــهاي تشخيــصي وجــود دارد  در اكث

مولـد اسـهال     E.coliهـاي    آزمايشگاهها جهت شناسايي سـويه    
(DEC)     با اين حال، اين    . شود  از آزمونهاي فنوتيپي استفاده مي

گونه روشها به تنهايي جهت تشخيص هويت و شناسايي انـواع           
 ). 28 و 27 (باشند  كافي نميDECهاي  پاتوتايپ

 پاتوتايپ    

  E.coli                پاتوتايپ 
  

EPEC EHEC EIEC ETEC جمع  
  مناطق جغرافيايي  

  منطقه شمال  7  0  0  2  5
  منطقه جنوب  21  2  4  3  12
  منطقه غرب  9  0  0  1  8

  11  1  1  2  7  منطقه شرق
  19  1  4  4  10  منطقه مركز

  67  4  9  12  42  جمع

      1    2    3    4   5   6   7   8   9  10  11  12  13  14  15  

eae 
917bp

كـه در كودكـان سـبب        E.coli در اين مطالعه چهار
ه با اسـتفاد  . شوند مورد شناسايي قرار گرفت      مي (DEC)اسهال  

  DECاز چهار جفت پرايمر مربوط به چهـار پاتوتايـپ مختلـف             
(ETEC, EHEC, EIEC, EPEC)    در يـك واكـنشPCR  بـه ،

ــرولانس  ــان فاكتورهــاي وي ــه ترتيــب ژن( طــور همزم  هــاي ب
eae،stx1/2 ،ipaH   و elt (          آنها مـورد بررسـي و شناسـايي قـرار

 جهت شناسايي همزمان MPCR كردن تست set upبا . گرفت
 روش حـساسي    ،DECي ويرولانس چهار پاتوتايپ شـايع       ها ژن

جويي در وقـت و هزينـه آزمايـشگاهي،     طراحي شد كه با صرفه  
ر ايـن   البتـه د  . تـر شـود    هاي پـاتوژن سـاده     تشخيص اين سويه  

 PCR به علت اختلاف در دماي اتصال، در يك واكـنش            تحقيق
بـه طـور همزمـان و ژن        ) eae,stx1/2,ipaH(سه ژن ويرولانس    

elt در واكنشي مجزا مورد آزمون قرار گرفتند .  

ipaH  stx1/2
600bp

518bp  
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 EPEC  گانه تهـران 5از مناطق شايعترين پاتوتايپ جدا شده 
 در  . بودنـد  eaeداراي ژن   %) 7/62( سويه   42اي كه    بود به گونه  

 داراي ژن  %)9/17(  سـويه  12 بـا    EHEC مرحله بعد پاتوتايـپ   
stx1/2  داراي ژن   %) 4/13( سـويه    9. شناخته شدipaH   ،بـوده 

 و eltداراي ژن %) 6( سـويه  4 و EIECمتعلق به پاتوتايـپ   ذال
  . بودندETEC  متعلق به پاتوتايپ

برخلاف مطالعات متعدد باليني، مطالعـات زيـادي در جهـان           
هـاي محيطـي      نمونه در DECهاي   جهت بررسي فراواني سويه   

كه بيشتر منـابع آب توسـط        اما از آنجايي  . صورت نگرفته است  
د، لذا بررسي نتـايج  نشو آلوده ميDEC هاي سويهافراد مبتلا به 

تواند اهميت موضـوع را      هاي باليني مي   محققين ديگر در زمينه   
  ). 10 و 6(مشخص نمايد 

 عامل عمده اسهال نوزاد انسان      EPEC  مختلف هاي پسروگرو
 ـ           در  يدر كشورهاي توسعه نيافته مي باشند اما به طور روزافزون

عفونت ناشـي از    . شوند ايي مي كشورهاي توسعه يافته نيز شناس    
EPEC ًدر ارتباط با اسهال پايدار و مـزمن در كودكـان             معمولا 

 الگـوي   معمـولاً  ).29( باشـد  مي بويژه طيف سني زير يك سال     
  ايجادكننـده اسـهال در     EPECهاي   توزيع جغرافيايي سروتايپ  

از اين رو بايستي به منظور كنتـرل        . استسرتاسر دنيا متفاوت    
هاي شايع در هـر      ها، سروتايپ   ناشي از اين سويه    دقيق بيماري 

  خود مطالعهسلطان دلال در    . منطقه مورد شناسايي قرار گيرند    
 را  O26,O55,O119,O127,O111هـاي    سروتيپ) 99-1998(

 در اسهال كودكان زير EPECهاي  به عنوان شايعترين سروتيپ   
 مطالعـه ر   د .)30( نمـود    سال جنـوب شـهر تهـران گـزارش         2

بــه  هــاي جــدا شــده ســويه%) 50حــدود ( بيــشترينز، فاگونــد
در مطالعـه    .)31( تعلـق داشـتند      O25,O111,O119سروگروه  

 مربوط به سروگروه    جدا شده  EPEC بيشترين سروگروه حاضر  
IV )O20,O114( در مطالعات قبلي ما كه بر روي كودكان      .بود 

 IV  متعلق به  هگرووبيشترين سر  مبتلا به اسهال انجام پذيرفت    
)O20,O114(  اســت، كــه بــا نتــايج محيطــي مــا كــاملاًبــوده 

 با توجه به مطالعات متعـددي كـه قـبلاً         ). 32( همپوشاني دارد 
هـاي   صورت گرفتـه اسـت، در شـيوع سـروگروهها و سـروتيپ            

EPEC در  .در منــاطق جغرافيــايي مختلــف، تنــوع وجــود دارد
 EPEC%) 7/62( مـورد    42 نمونـه آب چـاه،       165مطالعه ما از    

 تيپيك تاكنون از حيوانـات جـدا        EPECهاي   سويه. رديدجدا گ 
رسـد تنهـا مخـزن زنـده ايـن           نشده است، از اين رو به نظر مي       

از آنجايي كه شاخصهاي ويرولانس     . باشد ها انسان مي   ارگانيسم
EPEC  ًشـود    پيـشنهاد مـي    ،باشـد   ناشناخته مي   آتيپيك نسبتا

ــدميولوژيك،    ــات اپي ــت تحقيق ــكجه ــاعي  واكولوژي  –اجتم
هاي نوظهـور، مطالعـات مولكـولي        اقتصادي راجع به اين سويه    

هـاي تيپيـك و      وسيعتري صورت گيرد و به منظور تمايز سويه       
بـه طـور   ) bfpو eae (ل ؤوهـاي مـس   آتيپيك، بررسي وجود ژن

  .)32 و 21-26 (همزمان در مطالعات بعدي مد نظر قرار گيرد
يي  در منـابع حيـواني و غـذا        STEC/EHCEدر اكثر كشورها    

هـاي   اما تنها برخي از سـروتايپ     . گيرند مورد شناسايي قرار مي   
شناخته شده در حيوانـات بعنـوان عوامـل بيمـاري در انـسان               

هـاي   هـا داراي ژن    تنها برخي از اين سروتايپ    . شوند معرفي مي 
 مولد اسهال EHECهاي  كننده فاكتورهاي ويرولانس سويه بيان

هـاي   اردي كـه سـويه    در برخي از مـو    . باشند  مي HUSخوني و   
STEC/EHCE  وجـود خـون در اسـهال و علايـم           ،اند  جدا شده 

در برخي مطالعات، عفونتهاي    . اسهال خوني مشاهده شده است    
 در موارد اسهال اسپوراديك، بدون خون، بويژه        STECناشي از   

ــزارش شــده اســت  ــان گ ــا  ا. در نوجوان ــن رو لازم اســت ت ز اي
 جهت شناسايي آنها در     هاي مولكولي و سرولوژيك دقيقي    آزمون

  ).16-18( دسترس باشد
كلي اشريـشيا  رسد   با توجه به نتايج مطالعه حاضر به نظر مي        

تواند به عنـوان يكـي از        مي) STEC( توليدكننده شيگاتوكسين 
عوامل باكتريايي متـداول در آلـودگي منـابع آب در كـشور مـا        

هـاي   مطرح باشد كه بايستي بـراي شناسـايي آنهـا از تكنيـك            
هـاي   شناسـايي سـويه  .  بهـره گرفـت  DNAيد و مبتني بـر      جد

STEC  توانـد حـايز     هاي آب به چند دليـل ذيـل مـي           در نمونه
هـاي بيمـاريزاي      پيـدايش سـروتايپ    -1: اهميت زيـادي باشـد    

هـا بـه     جديد و در راسـتاي آن مقاومـت روزافـزون ايـن سـويه             
هــاي   عــدم وجــود تكنيــك-2هــاي كلاســيك،  بيوتيــك آنتــي

هـاي    و متداول جهت شناسايي دقيق سـويه       تشخيصي مناسب 
كننده توكسين شيگا و تمايز آنهـا از ميكروفلـور طبيعـي            توليد

 ايجـاد طيـف     -3آب و در نتيجه عـدم توجـه كـافي بـه آنهـا،               
اي از بيماريها و عفونتهـا و پيـشرفت آنهـا بـه عـوارض         گسترده

شديد سندرم اورميك هموليتيك، كـم خـوني، نارسـايي حـاد            
 ). 33(  مرگكليوي و حتي

 EIECهاي   هاي آب، فراواني سويه     نمونه ، در در مطالعه حاضر  
با توجه به نتايج اين     . است بوده% ETEC 6هاي     سويه و% 4/13

 هـاي مهـاجم    كلياشريـشيا  توان اظهار داشـت كـه        مطالعه مي 
)EIEC (          نيز به عنوان يكي از عوامل باكتريايي آلودگي آب چاه

ــر   ــوده و ب ــا مطــرح ب ــشور م ــد از  در ك ــا باي ــايي آنه اي شناس
  .  بهره گرفتDNAهاي جديد و مبتني بر  تكنيك

  

  گيري نتيجه
هاي تشخيصي مناسب جهت شناسايي  بدليل عدم وجود تكنيك

تمايز آنها از ميكروفلور غير بيماريزاي آب       عدم  ها،   دقيق اين سويه  
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 و از طرفي مصرف آب آلوده و    ،و در نتيجه عدم توجه كافي به آنها         تشكر و قدرداني
هـاي    اسهال خوني بويژه در كودكان، شناسايي آنها در نمونه         ايجاد

ــژه   ــت وي ــا از اهمي ــاه پاركه ــت  آب چ ــوردار اس ــضور  .اي برخ ح
  بـر  توانـد  هاي آب چاه پاركهـا مـي       هاي مختلف در نمونه    پاتوتايپ

دهنـده و آمـوزش مـردم بـويژه          اهميت استفاده از علائم هـشدار     
   .تأكيد نمايدا كودكان به هنگام بازي و استفاده از پاركه

اين مقاله نتيجه طرح تحقيقاتي مصوب دانشگاه علوم پزشـكي          
 مـورخ  8761و خدمات بهداشتي درماني تهران به شماره قرارداد   

 .باشد  مي27/8/1388
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