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  چكيده 
يكي از باكتري هاي ) DEC ( اسهال زا E. coli. بيماريهاي اسهالي يك مساله مهم مورد توجه سلامت عمومي است : سابقه و هدف 

 علـت متـداول   Enteroaggregative E. coli ( EAEC ). هم روده اي خصوصا در كشورهاي در حال توسـعه مـي باشـد   پاتوژن م
 و دليـل اسـهال مـزمن و    ETECباكتريايي اسهال ميان مسافران به كشورهاي در حال توسعه ، به عنوان دومين دليل متـداول بعـد از       

 به عنـوان يـك پـاتوژن        EAEC. رهاي در حال توسعه و توسعه يافته مي باشد         در كشو  HIVسوءتغذيه در كودكان و اشخاص مبتلا به        
به دليل اثرات نامطلوب اسهال خـصوصا تـداخل در رشـد كودكـان،  در برخـي مـوارد درمـان آنتـي            . روده اي نوظهور شناخته مي شود     

نطقه خاص به آنتـي بيوتيـك هـا  معلـوم            اما بدين منظور بايد مقاومت ها و حساسيت هاي سويه ها در هر م             . بيوتيكي توصيه مي شود   
  . گردد

  
 جدا شده از كودكان با بيماري اسهال ، كـه بـا             EAEC ايزوله   204در مطالعه توصيفي حاضر الگوي مقاومت آنتي بيوتيكي         : روش كار 

multiplex PCR براي ژن هاي (  طراحي شده براي اين منظورAA ، aap و aggR (    سـي قـرار   شناسايي شـده بودنـد ، مـورد برر
  .  آزمايش گرديدDisk diffusion آنتي بيوتيك مختلف  با روش 11حساسيت ايزوله ها براي . گرفت 

   
كه تمامي سويه ها به آنها حساس بودند ، در مورد بقيه آنتـي               ) NA(و ناليديكسيك اسيد     ) CIP(به جز سيپروفلوكساسين     :يافته ها 

همچنـين  .  الگوي مقاومت چندان متفـاوت نبـود         atypical و   EAEC typicalوله هاي   در ميان ايز  . بيوتيك ها مقاومت وجود دارد      
  . مشخص گرديد مقاومت به بيش از يك آنتي بيوتيك پديده غالب در ميان اين ايزوله ها است

   
با مشكل مواجـه مـي      استفاده از آنتي بيوتيك به صورت منطقي انجام نمي گيرد و اين امر درمان بيماري هاي عفوني را                   : نتيجه گيري 

  . سازد
    

 ، مقاومت آنتـي  typical EAEC ، Atypical EAEC ، آنتي بيوگرام ،  Enteroaggregative E. coli : واژگان كليدي
  بيوتيكي
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  مقدمه 

EAEC)  (Enteroaggregative E. coli  پاتوژن نوظهوري است كه  
اين پاتوژن موجب اسهال و . جزء خانواده اشريشياكلي هاي اسهال زا مي باشد 

 و مسافران به كشورهاي در حال توسعه HIVسوءتغذيه در كودكان و بيماران 
). 2(  و همكارانش براي اولين بار آن را گزارش نمودندNataro) . 1( شودمي

 HEp-2اين باكتري به صورت توده هاي آجري شكل چسبيده به سلول هاي 
 I AAF و IIديده مي شوند و علت چسبندگي تجمعي آنها و وجود فيمبريا 

مكانيسم دقيق ). 3- 5( كنترل مي شودaggRاست كه بيان آنها توسط ژن 
 داراي پلاسميد EAEC.  هنوز مشخص نمي باشد EAECيماري زايي ب

) I AAF)6 و IIبزرگي است كه برخي فاكتورهاي ويرولانس مانند فيمبرياي 
، انتروتوكسين مقاوم به حرارت ) aggR)3،فعال كننده رونويسي 

. را كد مي كند) 5 (dispersinو ) 8(pet، سيتوتوكسين ) 7(انترواگرگيتيو
 aggR بر اساس ژن CVD432)9 ( ،PCR از پروب EAECيي براي شناسا

 aap, aggR, AA بر اساس سه ژن پلاسميدي multiplex PCRو )10(
 ، سويه هاي multiplex PCRبر اساس روش . استفاده مي شود ) 11(

EAEC به دو گروه typical )  داراي هر سه ژن ( وatypical )  داراي يك
   .)12(شده اندطبقه بندي ) يا دو ژن مذكور 

 معمولا خود محدود شونده بوده و با تجويز مايعات درمان مي EAECعفونت 
 حداقل در بعضي افراد آلوده شده مورد نياز مي EAECريشه كني . )6(شود 

باشد به اين دليل كه ارگانيسم مي تواند باعث اسهال طولاني مدت به همراه 
اسهال بلند مدت ممكن است . تغذيه نامناسب و تداخل در رشد كودكان شود

براي اين . نياز به درمان تغذيه اي علاوه بر درمان آنتي بيوتيكي داشته باشد
نشان داده شده است كه ايزوله . منظور انجام تست حساسيت توصيه مي شود

 در مكان هاي مختلف اغلب به چندين آنتي بيوتيك مقاوم EAECهاي 
ايزوله  % 71 و همكارانش گزارش كرده اند كه  Haiderبراي مثال . هستند

شان داده هاي جدا شده از كودكان داراي اسهال، مقاومت چند دارويي را ن
 و همكارانش نيز در مطالعه اي روي بيماران در كلكته هند Kahali). 13(اند

 را از نمونه تعدادي بيمار جدا كردند و در EAECكه دچار اسهال بودند ، 
مطالعات آنتي بيوگرام كه روي اين تعداد نمونه انجام شد ، مقاومت آنتي 

از آن زمان به بعد ساير ). 3(دبيوتيكي به پنج يا بيشتر آنتي بيوتيك مشاهده ش
محققين نشان دادند كه شيوع مقاومت به سولفوناميدها، تريمتوپريم ، آمپي 

 معمولا به EAEC مي باشد، ولي 50% سيلين و كلرامفنيكل بيشتر از  
 به EAECساير آنتي بيوتيك هايي كه . سيپروفلوكساسين حساس مي باشد

 ، رفاكسيمين، آموكسيسيلين آنها حساس مي باشد شامل آزيترومايسين
درمان تجربي عفونت . كلاولانيك اسيد و ناليديكسيك اسيد مي باشند /

EAECدر . )9( بر اساس حساسيت آنتي بيوتيكي  در منطقه مربوطه مي باشد
 و قرار دادن نمونه ها در دو multiplex PCRمطالعه حاضر پس از انجام 

 آنتي بيوتيك 11گروه تيپيكال و آتيپيكال ، حساسيت و مقاومت آنها به 
  .مختلف مقايسه گرديده است 

  
  رو ش كار  

 نمونه باكتري از كودكان مبتلا به اسـهال از مركـز طبـي كودكـان تهـران                  307
 بـه   K12 به عنوان كنتـرل مثبـت و         042 و   17-2ستاندارد  همراه با دو سويه ا    

پس از كشت نمونه ها در محـيط        .  عنوان كنترل منفي مورد بررسي قرار گرفت      
LB                   ، مايع و بعد از جدا كردن نمونه هاي خالص توسـط محـيط مـك كـانكي 

  . استخراج شد ) lysis alkaline(پلاسميد نمونه ها توسط روش ليز قليايي
Multiplex PCR ژن ويرولانس 3 براي AA , aggR , aap پلاسميدي به 

 تهيـه  MWGپرايمرهـا از كمپـاني    . ترتيب با پرايمرها و شرايط زير انجام شد         
  .گشته بودند

aap:  F 5'-CTT GGG TAT CAG CCT GAA 
TG-3' 

R 5'-AAC CCA TTC GGT TAG AGC 
AC-3' 
aggR:  F 5'-CTA ATT GTA CAA TCG ATG 
TA-3' 

R 5'-AGA GTC CAT CTC TTT GAT 
AAG-3' 
AA probe:  F 5'-CTG GCG AAA GAC TGT ATC 
AT-3' 

R 5'-CAA TGT ATA GAA ATC CGC 
TGT T-3' 

 dNTP 2 ميكرومـول ،  MgCl2  5/1ميكروليتـر ،     PCR 10X  5/2بـافر  
ــر     ــت پرايم ــه جف ــول ، س ــدام  reverse و forwardميكروم ــر ك  5/1 از ه

 10 ميكروليتــر ،آب مقطــر  Taq DNA polymerase 1ميكرومــول ، 
 PCR،   C°95، 2برنامـه  .  ميكروليتر استفاده شد 2 الگو DNAميكروليتر و 

 يـك  C°72 يـك دقيقـه ،   C°50 يك دقيقه ، C °94دقيقه براي يك چرخه ،
  .  پاياني هشت دقيقه تعيين گرديد C°72دقيقه براي سي چرخه و 

عله ، يك لوپ برداشـته و در لولـه    ، در كنار شLBاز نمونه كشت داده شده در  
سپس محتويات ايـن لولـه روي پليـت         .  آب مقطر استريل ، رقيق شد        ml 5با  

LB                   جامد ريخته شده و پس از اينكه تمام سطح آن با مـايع پوشـيده شـد، بـا 
پليـت هـا بـا در نيمـه بـاز در            . سمپلر مايع اضافي برداشته و دور ريختـه شـد           

سـپس ديـسك هـاي مربـوط بـه آنتـي            .  شوند   انكوباتور گذاشته شد تا خشك    
 سـاعت   18بيوتيك هاي مختلف روي پليت قرار گرفتند و در انكوباتور به مدت             

در اطراف نمونه هاي حساس به آنتي بيوتيك يك هاله روشن كـه       . انكوبه شدند 
  .  عدم رشد باكتري را نشان مي دهد مشاهده مي شد 

  محــصول شــركت ليــست ديــسك هــاي آنتــي بيوتيــك مــصرف شــده ، * 
BioMerieux و غلظت آنها به شرح زير مي باشد :  

Chloramphenicol ( C )30 μg, Ceftizoxim (CF) 30 μg, 
Ciprofloxacin (CIP) 5 μg, Cephalothin ( CT ) 30 μg, 
Gentamycin ( GM ) 10 μg, Kanamycin ( K ) 30 μg, 
Nalidixic Acid ( NA ) 30 μg, Sulfamethaxazol 
trimethoprim ( SXT )*, Tetracyclin ( TE ) 30 μg, 
Stereptomycin ( S ) 10 μg, Ampicillin ( AM ) 10 μg 

* sxt         از دو آنتي بيوتيك تشكيل شده است  .sulfamethaxazol     با غلظـت 
gμ 75/23 و trimethoprim  با غلظت μg 25/1 .   
  

  يافته ها 
پلاسـميد روي ژل     ،   ليز قليـايي  پس از انجام مراحل تخليص پلاسميد به روش         

الكتروفورز گرديد تا از وجود و كيفيت پلاسميد استخراج شده اطمينان حاصـل             
  ) . 1شكل (شود

-2 براي پلاسميد سـويه      PCR   ، PCRبراي اطمينان از صحت شرايط و مواد        
 بـه   aap و   AA   ، aggR به عنوان كنترل مثبت ، با هر كدام از پرايمرهاي            17

 سـپس   . )2شـكل   ( دوتايي آنها و هـر سـه بـا هـم انجـام شـد               تنهايي ، تركيب  
multiplex PCR  5/1% براي نمونه هاي ديگر انجام گرديد و نتـايج روي ژل 

 را دارا   aggR و   AA   ، aapنمونه هايي كه هر سـه ژن         ).3شكل  (مشاهده شد 
 تيپيكـال و آنهـايي كـه يـك يـا دو ژن را            EAECبودند در گروه باكتري هاي      

 نمونـه از    299. آتيپيكال قـرار داده شـدند      EAECوه باكتري هاي    دارند در گر  
 خـالص تـشخيص   E. coli نمونه اي كه با استفاده از محيط مك كـانكي  307

در ايــن .  قـرار گرفتنـد  multiplex PCRداده شـده بودنـد، مـورد آزمــايش    
 95و ) 24(% نمونــه هــا آتيپيكــال 71، ) 44(% نمونــه تيپيكــال 133آزمــايش 

  ) . 1جدول (ه ها نيز بودندنمون )32(%
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   نمونه پلاسميدها.1شكل 

  

  
 17-2سويه رفرانس   براي Multiplex PCR  انجام .2شكل

EAECبا تركيب هاي مختلف پرايمري :  
                 aggR با پرايمر PCRنتيجه  : 1چاهك 
   aap با پرايمر PCR  نتيجه  : 2چاهك 
                     AA با پرايمر PCRنتيجه  : 3چاهك 
  aap و aggR با دو پرايمر PCRنتيجه  : 4چاهك 
     aggR و AAايمر  با دو پرPCRنتيجه  : 5چاهك 

  aap و AA با دو پرايمر PCRنتيجه  : 6 چاهك 
   با هر سه پرايمر                PCRنتيجه  : 7چاهك 

  bp100ماركر  : 8 چاهك 
  

  
  EAEC براي نمونه هاي multiplex PCR انجام . 3شكل 

                       bp 50ماركر  : 1چاهك 
  17-2نمونه كنترل مثبت  : 2 چاهك 
  نمونه هاي تيپيكال         : 5 و 3 چاهك 
  نمونه هاي منفي  : 8 ، 7 ، 4 چاهك 
  نمونه هاي آتيپيكال : 12 ، 11 ، 10 ، 9 ، 6چاهك 

  
  multiplex PCR نتيجه . 1جدول 

  EAEC multiplex PCR  تعداد نمونه
aap    aggR    AA  

133 ( %44 ) Typical +          +          + 
54 ( %18 ) Atypical +          +           - 
17 ( %6 )  +           -           - 

95 ( %32 ) - -            -           -  
   سويه299: تعداد كل 

  
سويه هاي تيپيكال و آتيپيكال از لحـاظ مقاومـت بـه آنتـي بيوتيـك هـاي              

بيشترين درصد مقاومت به آمپي سـيلين       . مختلف تفاوتي نشان نمي دهند      
(AM)                   و بيشترين حساسيت در بـين سـويه هـا بـه آنتـي بيوتيـك هـاي 

ــسين (NA)ناليديكــسيك اســيد   و سيپروفلوكــساسين (GM) ، جنتاماي
(CIP) 2جدول ( ديده شد . (  

سويه هاي تيپيكال و آتيپيكال مورد آزمـايش الگوهـاي مقاومـت بـه آنتـي              
ين سويه هـا  ا. بيوتيك متفاوت با درصدهاي مختلفي را از خود نشان دادند          

از اين نظر هتروژن هستند و در اكثر موارد الگوي مقاومـت بـه چنـد آنتـي            
  ) . 4 و 3جداول ( بيوتيك در ميان سويه ها شايع مي باشد

  
   درصد مقاومت نمونه ها به آنتي بيوتيك ها.2جدول 

  
  typicalالگوي كلي مقاومت نمونه هاي .3جدول

  رديف CIP GM SXT AM K CT C S CF NA Te  درصد

13      +  +        +  +      1  
13        +          +      2  

3/9      +  +      +  +  +    +  3  
3/9      +  +        +  +    +  4  
4/7        +                5  
5/5      +  +  +    +  +  +    +  6  
7/3      +  +    +  +  +  +    +  7  
7/3      +  +      +  +  +      8  
7/3        +      +  +        9  
7/3      +  +              +  10  
8/1      +  +    +    +  +      11  
8/1      +  +      +    +    +  12  
8/1      +  +  +  +  +    +    +  13  
8/1      +  +          +    +  14  
8/1      +  +          +      15  
8/1        +      +  +  +    +  16  
8/1      +  +  +    +  +      +  17  
8/1        +      +  +      +  18  
8/1      +  +        +      +  19  
8/1      +  +  +            +  20  
8/1      +  +      +        +  21  
8/1      +  +      +          22  
8/1      +  +    +  +        +  23  
8/1      +  +    +          +  24  
8/1      +  +    +  +    +    +  25  

  
  
  
  
  

آنتي 
  بيوتيك

Te N
A 

CF S C C
T 

K A
M 

SXT G
M 

CIP 

typical 57  0  55  54  43  13  14  10
0  

57  0  0  

atypic
al 

53  0  52  52  48  17  15  10
0  

63  0  0  
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 atypical   الگوي كلي مقاومت نمونه هاي.4جدول 

  رديف CIP GM SXT AM K CT C S CF NA Te  درصد

33        +          +      1  
3/8      +  +      +  +  +      2  
3/8      +  +              +  3  
5/5      +  +        +  +    +  4  
5/5      +  +        +        5  

5/5      +  +                6  
5/5      +  +      +  +  +    +  7  
8/2        +                8  
8/2      +  +    +    +        9  
8/2      +  +    +          +  10  
8/2        +    +            11  
8/2        +    +          +  12  
8/2      +  +      +          13  
8/2      +  +      +    +      14  
8/2      +  +  +  +  +  +  +    +  15  

8/2      +  +        +  +      16  
8/2        +          +    +  17  

  بحث
EAEC               به عنوان عامل اسـهال حـاد و مـزمن در كودكـان و مـسافران در 

كشورهاي در حال توسعه و حتي توسعه يافته ، به وسيله الگوي چسبندگي        
 كه همانند آجرهاي روي هم مي باشد ،    HEp-2خاص خود به سلول هاي      

از آنجا كه اين آزمايش نياز بـه مهـارت و امكانـات             ). 14(ايي مي شود  شناس
خاص دارد ، هميشه تمايل تشخيص اوليه بر پايه حضور فاكتورهاي بيماري 

 PCRدر ميــان روش هــاي مختلــف ماننــد روش. زا وجــود داشــته اســت 

Tsukamoto(1996)) 10 ( بــــر پايــــه ژنaggRو يــــا روش PCR 
Sarantuya(2004)) 15 ( ستفاده از ژن هاي     با اaggR   و astA   روش ، 

multiplex PCR Cerna(2003)) 11(   كه بر پايه سـه ژن پلاسـميدي
aap ، aggR و AA مــي باشــد يــك تــست مولكــولي ســريع و يكــي از  

  .  مي باشد EAECحساس ترين روشهاي تشخيص 
 بر روي نمونه هاي ايراني ، multiplex PCRدر اين مطالعه پس از انجام 

تنها دو ژن   % 18در  .  نمونه ها هر سه ژن مورد مطالعه ديده شدند           %44در  
 Cerna(11)درحاليكـه در مطالعـه      . حداقل يك ژن ديده شـد       % 70و در   

هيچ كدام داراي دو ژن با هم نبوده        . نمونه ها داراي هر سه ژن بودند        % 82
اينكه پراكنـدگي بيـشتري در الگـوي        . حداقل داراي يك ژن بودند      % 86و  

 نمونه هاي ايراني ديده مي شود ، مي تواند نشان دهنده هتروژنيسيتي             ژني
  . بيشتر اين نمونه ها باشد 

 آنتـي بيوتيـك مختلـف    11 با EAECدر بررسي آنتي بيوگرام نمونه هاي    
چه در نمونه هاي تيپيكال و چه در نمونه هاي آتيپيكال طيـف وسـيعي از                

لگـوي ثابـت مقـاومتي      مقاومت ها و حساسيت هـا مـشاهده شـده و كـلا ا             
 مـي   EAECمشاهده نگرديد كه نشان دهنده هتروژن بودن ايزولـه هـاي            

). 3(  نيز در آزمايشات خود به اين نتيجه رسيده بـود             Kahaliقبلا  . باشد  
در بررسي هاي انجام شده در بيشتر موارد الگوي مقاومـت بـه چنـد آنتـي                 

وهـا را يـادآور     بيوتيك مشاهده شد كه لزوم مديريت صحيح در مـصرف دار          
نيز بـه ايـن مـساله       ) 13( و همكارانش    Haider،  ) Kahali) 3. مي شود   

  . اشاره كرده اند
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