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 دهیچک

مختلف عامل  زاییبیماریسنی در جهان است. حضور فاکتورهای  هایگروهدر تمامی  هایماریب ترینشایععفونت دستگاه ادراری یکی از زمینه و هدف: 

 جداشدهوژنیک اوروپات اشریشیا کلیهای در جدایهompT  وiha  ، iroNهایژنشناسایی  منظوربهمطالعه حاضر  .استبروز عفونت دستگاه ادراری مهمی در 

 در استان کرمان انجام گردید. Multiplex-PCRبالینی با روش  هاینمونهاز 

استاندارد  هایتست گردید. پس از انجام آوریجمعشهر کرمان  هایبیمارستاننمونه ادرار از  200مقطعی تعداد -در این مطالعه توصیفی :هاو روشمواد 

 ارزیابی شدند. Multiplex-PCRروش به  زاییبیماریفاکتور  هایژنوجود  ازنظر هایهسوبیوشیمیایی و میکروبیولوژیکی، تمامی 

شترین توزیع فراوانی باشند. بیمی زمانهم صورتبه زاییبیماریدارای یک یا دو و یا هر سه ژن  هانمونه %100نشان داد که  Multiplex-PCRنتایج  :نتایج

 گزارش شد. %20به میزان  iroNو کمترین فراوانی مربوط به ژن  %7/56با  ihaمربوط به ژن 

 یفاکتورهاو  هایهسو شناسایی سریع و دقیق این ،زاییبیماریادراری در جامعه و انتشار فاکتورهای مقاومت و  هایعفونتبا توجه به شیوع  :گیرینتیجه

 .رسدمیضروری به نظر  دخیل در پاتوژنز

 

 یکل ایشی، اشر کی، اوروپاتوژنiroN،ompT ،iha :کلیدی کلمات

 

 

 

 

 

 مقدمه 
( باسیلی گرم منفی، متحرک، E. coli) کلیاشریشیا

هوازی اختیاری و بدون اسپور بوده که فلور طبیعی روده بی

(. این ارگانیسم 1و دیگر جانوران خونگرم است ) هاانسان

در  ویژهبه( UTI) یادرارعامل عفونت مجاری  ترینشایع

 80-90عامل بیش از کلی  اشریشیا. استجوان  هایخانم

-50از جامعه و  شدهکسبمجاری ادراری  هایعفونتدرصد از 

بیمارستانی است و از عوامل عمده  UTIدرصد موارد  30

 هایهزینهو  توجهقابلبستری شدن در بیمارستان با عوارض 

های دستگاه ادراری . بروز عفونتاستمراقبتی بهداشتی بالا 

نیمی از  چراکهان نسبت به مردان بیشتر است، معمولاً در زن

را تجربه  این عفونت باریکزنان در طول زندگی خود حداقل 

کنند و عود عفونت امری شایع است. آناتومی بدن زنان، می

مقاربت جنسی، سابقه خانوادگی، سن بالا، دیابت شیرین و 

عوامل خطرساز جهت ایجاد این نوع  ازجملهضعف مثانه 

 توانمی. از علائم بالینی این عفونت شوندمیمحسوب  اهعفونت

به تکرر ادرار، سوزش ادرار و وجود خون و چرک در ادرار اشاره 

کرد. شدت عفونت ادراری بستگی به عواملی مانند حساسیت 

مولد  هایسویهدر  زاییبیماریمیزبان و وجود فاکتورهای 

 هایسویه(. مطالعات نشان داده است که 2-5دارد )عفونت 

( دارای فاکتورهای UPECمولد عفونت ادراری ) کلیاشریشیا

ویرولانس متعددی هستند. از میان تمامی فاکتورهای 

S(sfa ،)(، فیمبریه pap)P در باکتری، فیمبریه زاییبیماری

(، فاکتور hly(، همولیزین )afa) یباکتر بااتصالفیمبریه مرتبط 

 fim(، فاکتور eaeباکتین )(، آئروcnf-1نکروزان سایتوتوکسیک )

 iutA و usp ،iroN ،set-1 ،astA ،ihaو فاکتورهای دیگر از قبیل 

 هایژن(. حضور 7و  6دارند ) UTIاصلی را در بروز  نقش

به  اشریشیا کلیویرولانس مذکور سبب چسبندگی و تهاجم 

اپی تلیوم مجاری ادراری و همچنین تولید سایتوکین  هایسلول

دفاعی و  هایسلولو سایر فاکتورهای التهابی، آپوپتوزیس 

کد کننده  هایژن(. بیشتر 8است )جلوگیری از فاگوسیتوز 

پژوهشیمقاله 

  

استادیار، گروه میکروبیولوژی، دانشکده علوم پایه، کیومرث امینی،  نویسنده مسئول: *

 :dr_kumarss_amini@yahoo.com Email  واحد ساوه، دانشگاه آزاد اسلامی، ساوه، ایران
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 اوروپاتوژنیک اشریشیاکلی زایی دربیماری ژن شناسایی

 ompTو  cnf1 ،irp2 ،ihaفاکتورهای ویرولانس از قبیل 

یل تناسلی تسه-جایگیری باکتری را در اپیتلیوم مجاری ادراری

و کد شونده توسط  Ihaکیلو دالتونی  69 ینپروتئ(. 9کند )می

نوعی فاکتور  (PAI-II) یسیتهپاتوژنمستقر در جزیره  ihaژن 

گیرنده سیدروفور  عنوانبهکه هم  استویرولانس با دو عملکرد 

ادهسین  عنوانبه( OMPغشای خارجی ) هایینپروتئو هم در 

دیگری که در غشای خارجی  ینپروتئ(. 10کند )یمایفای نقش 

که  است OmpTنوعی پروتئاز به نام  کندمیایفای نقش 

پوششی و  هایسلولکاتیونیک پپتیدهای آنتی میکروبی 

(. آهن یکی از مواد غذایی 11) یدنمایمماکروفاژها را تجزیه 

تولید ترکیبات  واسطهبه E. coli. است هایباکترمهم برای رشد 

شلاته کننده  هایینپروتئند آئروباکتین با شلاته کننده آهن مان

. گیردیم هاآنآهن موجود در بدن رقابت کرده و آهن را از 

بیش از  تاکنون. کندمیسیدروفور آئروباکتین را کد   aerژن

نوع سیدروفور شناسایی شده است. انتقال کمپلکس  500

وابسته به انرژی  کلیاشریشیاسیدروفور از غشای خارجی -فریک

( و کمپلکس PMFاز طریق نیروی محرکه پروتون ) یدشدهتول

گیرد. در شرایط انجام می TonB-ExbB-ExbD ینیپروتئ

و  کلیاشریشیاکمبود آهن سیدروفوری بنام انتروباکتین از 

چندین گونه از اعضای خانواده انتروباکتریاسه به محیط ترشح 

و  متصل شده FepAغشای خارجی بنام  ینپروتئشده که به 

 FepBگردد. آن در فضای پری پلاسمیک آزاد می یلهوسبه

-در فضای پری پلاسمیک بوده که به کمپلکس فریک ینیپروتئ

از فضای پری پلاسمیک عبور  آن راانتروباکتین متصل شده و 

موجود در غشای  ABC دهندهانتقالداده و در اختیار 

می عبور تا فعالانه از غشای سیتوپلاس گذاردیمسیتوپلاسمیک 

که شیوع فاکتورهای  دهدیم(. تحقیقات نشان 12-14کند )

با پاتوژنیسیته ادراری در ارتباط  UPEC هایسویهویرولانس در 

است؛ برای مثال در مطالعات مختلف مشاهده شده است که 

همولیزین در پیلونفریت، سیستیت و باکتریوری بدن علامت 

وجه به افزایش روزافزون بنابراین با ت؛ (15شود )یمبیشتر دیده 

و متفاوت بودن فاکتورهای  کلیاشریشیامرتبط با  هایعفونت

باکتری در مناطق مختلف دنیا، مطالعه  زاییبیماریدخیل در 

 جداشده هاییباکتردر  زاییبیماریبررسی عوامل مرتبط با 

ردیابی  منظوربه. لذا مطالعه حاضر رسدمی به نظرضروری 

(، ompT) یسلولکد کننده پروتئاز خارج  زاییماریب هایژن

 کلیاشریشیا هایسویهدر  iha( و iroN) یدروفوررسپتورس

از  آمدهدستبه( UPEC) ادراری هایعفونتاز  جداشده

 .است Multiplex-PCRشهر کرمان به روش  هایبیمارستان

 

 هامواد و روش
از  ماههششدر بازه زمانی  ،مقطعی-در این مطالعه توصیفی

نمونه  200، تعداد 1394 ماهیدابتدای مرداد لغایت انتهای 

شهر کرمان  هایبیمارستاناز  Mide-streamادرار به روش 

گردید. عفونت ادراری توسط کادر پزشکی  آوریجمع

 هایتستبیمارستان و بر پایه تظاهرات کلینیکی و تفسیر 

یک  UTIآزمایشگاهی تشخیص داده شد. معیار آزمایشگاهی 

در نظر گرفته  cfu/ml 510کشت مثبت از ارگانیسم با حداقل 

از  هرکدام، کلیاشریشیا هایسویهجداسازی  منظوربهشد. 

افتراقی شامل مک  هاییطمحمجزا بر روی  طورهب هانمونه

کانکی، بلاد آگار و ائوزین متیلن بلو آگار )مرک، آلمان( کشت 

استاندارد بیوشیمیایی و  هایتستداده شد. همچنین از 

گرم، تست کاتالاز، اکسیداز و  یزیآمرنگمیکروبیولوژی نظیر 

، TSI، SIM، MR-VPافتراقی مانند  هاییطمحاستفاده از 

 توالی اولیگونوکلئوتیدی پرایمرهای مورد استفاده -1جدول 
 

 ژن (5ʹ→3ʹ) نوکلئوتیدی سکانس (bpمحصول ) اندازه

827 F:5ʹ - CTGGCGGAGGCTCTGAGATCA-3ʹ 
R: 5ʹ -TCCTTAAGCTCCCGCGGCTGA-3ʹ 

iha 
 

665 F: 5ʹ -AAGTCAAAGCAGGGGTTGCCCG-3ʹ 
R:5ʹ - GACGCCGACATTAAGACGCAG-3ʹ 

iroN 
 

559 F: 5ʹ -ATCTAGCCGAAGAAGGAGGC-3ʹ 
R:5ʹ - CCCGGGTCATAGTGTTCATC-3ʹ 

ompT 
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، تست تخمیر قندها و S2Hسیمون سیترات، اوره آز، تولید 

 کلیاشریشیااحیای نیترات استفاده شد. از سویه رفرنس 

ATCC 25922 گردیدکنترل کیفی استفاده  عنوانبه. 

ژنومی  DNA، استخراج Multiplex-PCRانجام  منظوربه

)مرک،  ساعته در محیط لوریا برتانی براث 24از کشت  هایهسو

درجه سلسیوس استفاده شد. استخراج طبق  37آلمان( در 

-Cinna Pure DNA KIT)دستورالعمل کیت استخراج سیناژن 

PR881613)  هایژن)البرز، ایران( انجام گردید. برای تکثیرiha 

 ،iroN  وompT  اختصاصی الیگونوکلئوتیدی  هاییتوالاز

و تهیه شده از شرکت سیناکلون  1پرایمرهای موجود در جدول 

درجه  یدتائ(. جهت 1شد )جدول استفاده )تهران، ایران( 

 ,Bio-Rad) یوفتومترباز دستگاه  شدهاستخراج DNAخلوص 

USA .واکنش یتدرنها( استفاده گردید ،Multiplex-PCR  به

 PCR masterمیکرولیتر  5/5میکرولیتر شامل  25حجم نهایی 

mix 5X ان( حاوی )سیناکلون، ایرTaq DNA polymerase 

)U/µl 0.05( ، 2MgCl(mM ) وmM)0.4dNTPs ( ،8.0 

میکرومولار  8/0میکرولیتر از هر یک از پرایمرها به غلظت 

( و نانوگرم 10الگو ) DNAمیکرولیتر از  0.6)سیناکلون، ایران(، 

میکرولیتر آب دیونیزه استریل با استفاده از گرادیانت  1/14

زیر  صورتبهسیکل  30)اپندورف، آلمان( برای  ترموسایکلر

درجه سلسیوس  95انجام گرفت؛ مرحله واسرشتگی در دمای 

درجه  58ثانیه، مرحله اتصال پرایمرها در  45به مدت 

درجه  72ثانیه و مرحله طویل سازی در  60سلسیوس به مدت 

-Mثانیه. در پایان، محصولات واکنش  75سلسیوس به مدت 

PCR 1رز در ژل آگا% ( حاوی ژل ردBiotium Co. USA در )

آنالیز  ATCC 25922 اشریشیا کلیمقایسه با سویه استاندار 

 گردید.

 

 نتایج
، SIM، سیترات، TSI ،KIAنتایج مطالعات اکسیداز، 

MRVPادرار  هاینمونهبر روی  ، لیزین دکربوکسیلاز

نمونه ادرار  200نشان داد که از مجموع  آمدهدستبه

بودند. آزمون  E.coliنمونه آلوده به  60تعداد  شدهیآورجمع

Multiplex-PCR  60بر روی  زاییبیماری هایژنبرای بررسی 

 %100انجام گرفت و نتایج نشان داد که  اشریشیا کلیجدایه 

 صورتبه زاییبیماریدارای یک یا دو و یا هر سه ژن  هانمونه

(. بیشترین توزیع فراوانی مربوط به 1)شکل  باشندیم زمانهم

به  iroNو کمترین فراوانی مربوط به ژن  %7/56با  ihaژن 

 (.2جدول است )گزارش شده  %20میزان 
 

 و نتیجه گیری بحث
در تمامی  UTIدرصد موارد  80عامل بیش از  کلی اشریشیا

از موارد  آمدهدستبه هاییزولهاسنی است. بیشتر  یهارده

 هایژن، واجد اشریشیا کلیادراری ناشی از  هایعفونت

که توانایی  گرددیمو تصور  باشندیممختلفی  زاییبیماری

، وابسته به کلی اشریشیا هاییزولهابالقوه برای پاتوژنیک بودن 

(. لذا، شناخت بهتر از 17است )حضور عناصر ویرولانس 

خصوصیات ویرولانس ارگانیسم مهاجم به پزشک این امکان را 

درمان مناسب را  که روند پیشرفت عفونت در میزبان و دهدیم

 هایژنجداسازی  مطالعه پیش رودر کند.  بینییشپ

اوروپاتوژنیک  اشریشیا کلی در ihaو  iroN, ompT زاییبیماری

 تحت مطالعه یهاژنتوزیع فراوانی  -2جدول 
 

 تعداد کل سویه تعداد )%( ژن هدف
ompT iroN iha  

(3/23%)14  (20%)12  (7/56%)34 60 

 

 

 

مارکر  :Mچپ . به ترتیب از یموردبررس هایژننتیجه تکثیر  -1شکل 

(، )+( Fermentas, GmbH, Germany. 100-3000 bpجفت بازی ) 100

 Klebsiella) یمنف( کنترل -(، )E. coli ATCC 25922کنترل مثبت )

pneumoniae ATCC 13883 ،)هاینمونه 24الی  13 یهاچاهک 

به ترتیب نشانگر  bp 827و  bp، bp665 559 یباندهان، ااز بیمار اخذشده

 .است ihaو  ompT ،iroN هایژنتکثیر 
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 اوروپاتوژنیک اشریشیاکلی زایی دربیماری ژن شناسایی

داد که نتایج نشان  انجام گرفت. Multiplex PCRبا روش

 iroNو  ihaبیشترین و کمترین فراوانی به ترتیب مربوط به ژن 

 2012. در سال است( سویه %20)12( و %7/56) 34با 

 UPEC هایسویهبر روی  بامطالعه( 18)کریمیان و همکاران 

به ترتیب برابر  ihaو  ompT هایژنفراوانی  نشان دادند که

مغایرت دارد و دلیل  حاضر بامطالعهکه  است %88/17و  87/4%

باشد.  یریگنمونهد در سال و محل اخذ توانمیاین تضاد 

 هایژنشیوع  2004همچنین سانس و همکاران در سال 

ompT  وiha (19کردند )گزارش  %51و  %25 را به ترتیب برابر .

 ihaو  ompT هایژندر مطالعه ممتاز و همکاران نیز پراکندگی 
 بامطالعه یباًتقرگزارش گردید که  %14و  %62 به ترتیب برابر

با  1392مکاران در سال عبدی و ه(. 20دارد )حاضر همخوانی 

کد کننده فاکتورهای  هایژنبررسی رابطه فیلوژنی و توزیع 

از دستگاه تناسلی زنان  جداشده E.coli هاییزولهادر  زایماریب

 و fimH, iucD, iroN هایژناعلام نمودند که میزان شیوع 

hlyA  که  است %17و  31 ،37 ،71به ترتیبfimH، iucD  و

iroN در  زایماریب هایژن ترینشایعE.coli (. 21باشند )می

نمونه )ادرار در مقابل نمونه  منشأ یجهدرنتعلت این تفاوت 

( در 22همکاران ). در تحقیق صفرپور و استدستگاه تناسلی( 

های ایزوله زاییبیماریبا عنوان ردیابی فاکتورهای  1392سال 

E.coli نی دستگاه های سوآب قسمت فوقایوروپاتوژنیک از نمونه

 اشریشیاحاوی  هانمونه %57/18تناسلی زنان نازا دریافتند که 
مثبتی در زنان سالم وجود  E.coliبود و هیچ نمونه  کلی

ردیابی شده  زاییبیماری هایژنترین نداشت. همچنین فراوان

 ihaو  iroN هایژنبرای  %53/84 و %76/97به ترتیب برابر 
، یریگنمونهنوع و محل  یجهدرنتد توانمیبود. علت این اختلاف 

سال انجام مطالعه، اختلافات جغرافیایی و سطح بهداشت دو 

. احمد راشکی در باشدمنطقه )بابل در مقابل کرمان( مرتبط 

و  زایماریبهای در پژوهشی با عنوان بررسی فاکتور 2014سال 

 یبر روشده از واژن جدا اشریشیا کلیمقاومت ضد میکروبی 

ایزوله شده از زنان باردار و غیر باردار  E.coliونه واژنی نم 132

بیشترین  ompT 45%و  fimH 71%های سال ژن 55تا  18بین 

 2000 (. جیمز و همکاران در سال23اند )فراوانی را داشته

شده از بیماران جدااشریشیا کلی  نمونه 67تحقیقی بر روی 

مبتلا به اوروسپسیس انجام داده و به این نتیجه رسیدند که 

بودند که  ironدارای ژن  هاآن %39و  ihaدارای ژن  هاآن 55%

(. این 24در تکامل نژادی و مقاومت ضد میکروبی نقش دارند )

میزان شیوع با میزان فراوانی این دو ژن در مطالعه ما منطبق 

بیشتر بوده  Jamesدر تحقیق  iroNنی ژن بوده هرچند فراوا

با مطالعات  شدهارائهیکی دیگر از اختلافات نتایج مطالعه است. 

بالینی و یا منطقه  هاینمونهد در تعداد و نوع توانمیپیشین 

و  یریگنمونهو فصول سال  ذکرشدهجغرافیایی در بین مطالعات 

 باشد. هایزولهاحتی گروه فیلوژنتیکی و سروگروپ 

، UTIمطالعه حاضر نشان داد که ادرار بیماران مبتلا به 

با فاکتورهای  اشریشیاکلی هایسویهمنبع بالقوه انتشار 

د باشد. لذا با توجه به شیوع عفونت توانمیمختلف  زاییبیماری

، شکست زاییبیماریانتشار فاکتورهای مقاومت و  ،ادراری

مانند پیلونفریت،  هاعفونتدرمانی و عواقب ناشی از این 

 هایهسوشناسایی سریع و دقیق این  سیستیت و پروستاتیت

 .رسدمیضروری به نظر 
 

 یو قدردان تشکر

که  از کارکنان آزمایشگاه پژوهشی میکروبیولوژی پاسارگاد

تشکر و در انجام مراحل عملی این تحقیق یاری نمودند 

 گردد.قدردانی می
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Abstract 
 

Background & Objectives: Urinary tract infection caused by E. coli is one of the most common illnesses 

in all age groups worldwide. Presence of virulence genes is a key factor in bacterial pathogens in 

uroepithelial cells. The present study was performed to detect iha, iroN, ompT genes in the 

Uropathogenic E.coli isolates from clinical samples using multiplex-PCR method in Kerman. 

Materials & Methods: In this descriptive cross-sectional study, 200 samples of patients with urinary 

tract infections in Kerman hospitals were collected. After biochemical and microbiological tests, all 

strains were tested with regard to the presence of iha, iroN, and ompT genes using multiplex-PCR 

method. 

Results: The results of Multiplex-PCR showed that all specimens had one, two, or three virulence genes 

simultaneously. The highest and lowest frequency distribution of genes was related to iha (56.7%) and 

iroN (20%) respectively. 

Conclusion: According to the prevalence of urinary tract infection in the community and distribution of 

resistance and virulence factors, the fast and accurate detection of the strains and virulence genes is 

necessary. 
 

Keywords: Uropathogenic, iha, iroN, ompT, E. coli 
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