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  بوشهر سواحل آب از شده جدا کلی اشرشیا هایجدایه شناسایی

 PCR روش با
 

 

 **2 و 7(PhD) حقيقي محمدعلي ،7(MSc) زادهعظيم مسعود ،3(PhD) بهادر عباس ،*7(MSc) رحيمي زهرا
 

 ايران بوشهر، بوشهر، پزشكي علوم دانشگاه پزشكي، دانشكده شناسي،انگل و شناسيميكروب گروه 7
 ايران ،انرته ،تهران پزشكي علوم دانشگاه پزشكي، دانشكده ،شناسيميكروب گروه 3

 ايران وشهر،ب بوشهر، پزشكي علوم دانشگاه فارس،خليج پزشكي زيست علوم پژوهشكده فارس،خليج دريايي فناوری زيست تحقيقات مرکز 2

 

 (9/3/91 مقاله: پذيرش -32/71/99 مقاله: دريافت)

 

 
 چكيده

 ،کيژنوم طالعاتم گسترش با اما .دينما حل را يکل اياشرش يصيتشخ مشكلات تمام است نتوانسته استاندارد یهاروش با صيتشخ زمينه:

 یهاهيجدا صيتشخ مطالعه نيا از هدف .باشد داشته را مشكل نيا حل یبرا يکاف توان (PCR) مرازيپل یارهيزنج واکنش رسديم نظر به

 .بود lacY و lacZ، uidA، cyd یهاژن قطعات یبرا ياختصاص یهامريپرا از استفاده و PCR روش کاربرد با يکل اياشرش يطيمح

 از شده صيتخل يژنوم DNA روی بر فوق گانهچهار یهامريپرا و PCR هایآزمايش با کلي اشرشيا ملكولي شناسايي :هاروش و مواد

 شد. نجاما کنترل عنوان به يکل اياشرش کيانتروهموراژ هایسويه و گلايش استاندارد یهاهيسو همراه به يکل اياشرش يطيمح هيداج 731

 شناسايي يشناسیباکتر استاندارد یهاروش با و یجداساز بوشهر سواحل آب از يقبل همطالع يک در استفاده مورد محيطي هایجدايه کليه

 اند.شده نگهداری 11 منفي یدما در بعدی مطالعات جهت سپس و شده

 هارچ زمانهم طوربه ديگرد مشخص .داشتند استاندارد یهاهيسو و يطيمح یهاهيجدا در را خود اهداف ييشناسا قدرت هامريپرا ها:يافته

 قدرت PCR روش نيا .دارند وجود يکل اياشرش هایسويه و هاهيجدا در فقط lacY و lacZ، uidA، cyd یهاژن به مربوط قطعه

 هسوي توانست ک،يکلاس یهاروش برخلاف و شتهدا ،کيلوژنيف جنس نيترکينزد عنوانبه ،گلايش از را يکل اياشرش یجداساز

 دهد. صيتشخ يکل اياشرش عنوان به را کيانتروهموراژ

 يکل اياشرش جداسازی و شناسايي یبرا لازم دقت lacY و lacZ، uidA، cyd یهاژن قطعات یبرا شده يطراح PCR روش ی:گيرنتيجه

 .ددگريم يمعرف يکل اياشرش صيتشخ در نانياطم قابل ملكولي روش کي عنوانبه بنابراين داشته را مشابه بسيار هایگونه از

 ازمريپل یارهيزنج واکنششناسايي مولكولي،  شاهد، سميكروارگانيم ،يکل اياشرش :یديکل واژگان
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 مقدمه

 و يپزشک مختلف هایجنبه از کلي اشرشيا تشخيص

 کلي اشرشيا است. مهم انسان سلامت برای محيطي

 ونخ حيوانات سایر و انسان روده غالب فلورای باکتری

 ریباکت این از زابيماری هایسویه تکوین (.1) است گرم

 کهوریطهب شده باکتری این زایيبيماری توسعة سبب

 عضيب عاملبه عنوان  بيمارستاني، هایعفونت بر علاوه

 نيز انسان ایروده خارج و ایروده هایعفونت از

 کنار در بشری جوامع گسترش .(2) است شده شناخته

 رد ویژهبه دریاها آب به هافاضلاب ورود سبب سواحل

 انسان سلامت آلودگي این و شده توسعهدرحال مناطق

 .(3) است انداخته خطر به را دریاها اکوسيستم و

 لودگيآ شاخص ترینمهم عنوانبه کلي اشرشيا شناسایي

 آب ماکوسيست مستمر پایش در بسزایي اهميت مدفوعي،

 تشخيص (.4و  3) دارد سواحل آب آلودگي مدیریت و

 هایلوله روش اساس بر آب منابع در کلي اشرشيا

 به نياز( Multiple tube fermentation) تخميری

 ليک اشرشيا به مشکوک و شده جدا هایکلني شناسایي

 استاندارد هایروش با تخميری هایلوله از

 مورد استاندارد هایروش .(5) دارد شناسيباکتری

 رشد و تکش اساس بر کلي اشرشيا تشخيص در استفاده

 و لاکتوز تخمير انتخابي، هایمحيط روی بر

 این گرچه (.6و  4، 1) است بيوشيميایي هایآزمایش

 ماا گيرندمي قرار استفاده مورد گسترده طوربه هاروش

 ورهد یين،پا اختصاصيتهایي از قبيل دارای محدودیت

 با آلودگي امکان ساعت(، 44-22) طولاني نگهداری

 هایسویه تشخيص توانایي عدم و هاباکتری سایر

 .(4و  1)باشند مي کشت غيرقابل زنده کلي اشرشيا

 هایروش در تشخيصيهای آزمایش زیاد حجم

 بآ منابع آلودگي شناسایي مستمر پایش استاندارد،

 اناطمين قابل هایروش به نياز و نموده دشوار را محيطي

 استاندارد هایروش اصول نماید.مي مطرح را سریع و

 هگون و جنس افتراق و تشخيص در بيوشيميایي

 اليتفع اساس بر کلي اشرشيا و فرمکلي هایباکتری

 توزیدازبتاگالاک و گلوکورونيداز دی -بتا نظير هایيآنزیم

 از بعضي تکوین مراحل در کهحالي در ،(2)باشد مي

 هر O157 سویه نظير کلي اشرشيا پاتوژن هایسویه

 حفظ هاآن در (uidA) گلوکورونيداز دی -بتا ژن چند

 استاندارد هایروش لذا شود.نمي بيان ژن این ولي شده

 يستندن کلي اشرشيا عنوان به سویه این شناسایي قادر به

 هایآزمایش در محدودیت وجود ليدل به .(4و  1)

 ،جنبه دو از PCR نظير ملکولي هایروش استاندارد،

دیگری  و (1) کلي اشرشيا باکتری شناسایيیکي 

 اکتریب این )پاتوتيپ( زایبيماری هایسویه شناسایي

 تکنيک یک PCR (.11و  9) اندگرفته قرار توجه مورد

 است هاميکروارگانيسم تشخيص برای سریع و پيشرفته

 رب به عنوان یک روش جایگزین، تواندمي و (6و  4، 1)

 کلي اشرشيا استاندارد تشخيص هایروش مشکلات

 گونه و جنس شناسایي در PCR کاربرد کند. غلبه

 هایباکتری یا و مدفوعي آلودگي شاخص هایباکتری

استفاده با  همکاران و (Bej) بژ توسط بار اولين فرمکلي

، 6بررسي شد ) LacZ و UidA پرایمر جفت دو از

 ژن دو این که گردید مشخص ادامه در (.12و 11

 ژن ،lacZ ژن کهطوریهب نبوده، کلي اشرشيا اختصاصي

 ليک اشرشيا بر علاوه گالاکتوزیداز، دی -بتا کننده کد

 کننده کد ژن ،uidA ژن و فرمکلي هاییباکتر تمام در

 هایسویه ازدرصد  94 در گلوکورونيداز، دی -بتا

 ،سالمونلا هایباکتری در همچنين و کلي اشرشيا

 همطالع در .(4و  1) دارد وجود فلاووباکترها ،يگلاش

 اختصاصيت افزایش برای همکاران و (Molina) مولينا

 به yaio ژن از کلي اشرشيا ژنومي و ملکولي تشخيص
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 داد نشان هاآن نتایج اما .شد استفاده lacZ ژن همراه

 ليک اشرشيا انتروهموراژیک پاتوتيپ در yaio ژن که

(O157:H7) شناسایي روش این با و نداشته وجود 

 بنابراین .(4) نبود پذیرامکان آب در مهم پاتوتيپ این

 (Horakova) هوراکاوا توسط انجام شده تحقيقات در

که  cydاز ژن  uidAو  lacZعلاوه بر ژن  همکاران و

 شد. استفاده ،استکمپلکس  bdکد کننده سيتوکروم 

های یباکتردر سایر  cyd ژن داد نشان هاآن نتایج

باکتر يتروس ،سالمونلا ،سراشيا مارسسنسی نظير اروده

نيز  روتلا و یرسينيا پستيس، يلا پنمونيهکلبس ،فروندی

 صتشخي برای لازم اختصاصيت وجود دارد بنابراین

هوراکاوا و همکاران  (.6و  1) ندارد را کلي اشرشيا

 در ليک اشرشيا شناسایي اختصاصيت افزایش منظوربه

 را پرمئاز، لاکتوز کننده کد ،lacY ژن دیگری همطالع

 ژن هرچند .(1) کردند اضافه قبل ژن سه ةمجموع به

lacY ندهتخميرکن منفي گرم هایباکتری سایر در نيز 

 هک داد نشان هاآن مطالعات نتایج اما دارد وجود لاکتوز

 و lacZ، uidA، cyd ژن 4 همزمان حضور آزمایش

lacY شناسایي برای لازم اعتبار و اختصاصيت 

 و محيطي مختلف هایسویه تمامي در کلي اشرشيا

 کهوریطهب دارد را مشابه هایباکتری سایر از کلينيکي

 وژیکيفيزیول نظر از که شيگلا و کلي اشرشيا دتوانمي

اق را افتر دارند هم با نزدیکي خویشاوندی ژنتيکي و

 در PCR روش با کلي اشرشيا تشخيص .(13) دهد

 دهقان است. شدهگزارش ایران در قبلي مطالعات طي

 و ابطحي و uidA و lacZ ژن دو از همکاران و

 شناسایي برای 16SrRNA ژن از همکاران

 هاآن نتایج (.15و  14) کردند استفاده کلي اشرشيا

 کافي اختصاصيت از هاروش این که دهدمي نشان

 رسای و آب هاینمونه در کلي اشرشيا شناسایي برای

  باشندنمي برخوردار هانمونه

 (.15و  1)

 از استفاده با PCR کاربرد حاضر مطالعه از هدف

 و lacZ، uidA، cyd هایژن اختصاصي پرایمرهای

lacY يکل اشرشيا محيطي هایجدایه تشخيص برای 
 نتایج با آن مقایسه و بوشهر سواحل آب از شده جدا

 د.بو شناسيباکتری استاندارد روش با تشخيص

 

 هاروش و مواد

 مطالعه نوع

 مقطعي نوع از و تحليلي توصيفي مطالعه این

(Cross sectional) يتحقيقات قوانين با مطابق و بوده 

 پژوهش: در اخلاق کد با بوشهر پزشکي علوم دانشگاه

132.1394IR.BPUMS.REC. هایسال فاصله در 

 شد. انجام 1395 تا 1394
 

  باکتری هایسويهآوری جمع

 مطالعه یک در که کلي اشرشيا محيطي جدایه 121 از

 ندبود شده جدا بوشهر سواحل مختلف مناطق از قبلي

 زمان از کلي اشرشيا محيطي هایجدایه شد. استفاده

 بانک در گرادسانتي درجه -21 دمای در جداسازی

 يپزشک دانشکده شناسيميکروب گروه يکروبيم

 هایآزمایش انجام جهت بوشهر يپزشک علوم دانشگاه

 کلينيکي هایسویه از .اندشده نگهداری بعدی

 (،G4S42، G4S45) کلي اشرشيا انتروهموراژیک

 سونئي شيگلا و ATCC12022 فلکسنری شيگلا

ATCC 9290 گردید. استفاده کنترل عنوانبه 

 

 محيطي هایجدايه هويت تعيين بيوشيميايي روش

 کلي اشرشيا

 توسط قبلاً محيطي هایجدایه شناسایي و جداسازی

 شده امانج بوشهر پزشکي دانشکده شناسيميکروب گروه
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 استاندارد هایروش از تشخيص مراحل طي در .است

 اکتریاسهانتروب خانواده شناسایي به مربوط شناسيباکتری

 و ONPG اکسيداز، هایآزمایش گرم، آميزیرنگ شامل

 سيمون ،TSI آزمایشگاهي هایمحيط روی بر کشت

 و مواد )کليه شد استفاده اوره، ،SIM رد، متيل سيترات،

  (.Merck شرکت از کشت هایمحيط
 

 ژنومي DNA آنزيمي استخراج

هر یک از  مجزای هایکلني ازیک کشت شبانه 

 انتروهموراژیک استاندارد هایسویه و محيطي هایجدایه

 دمای رد مایع نوترینت محيط وندر شيگلا و کلي اشرشيا

 RPM211 شيکر با سرعت گرادسانتي درجه 32

(Round per minute) از هاباکتری ژنوم شد. تهيه 

 گاریتميل رشد فاز در آمدهدستبه ميکروبي سوسپانسيون

 يباکتریای ژنوم استخراج کيت دستورالعمل اساس بر

 گردید. استخراجساخت کره  Gene All شرکت
 

 الكتروفورز در ژل آگارز

 هر در DNA آنزیمي تخليص بازدهي بررسي برای

 مراحل شد. استفادهاز روش الکتروفورز  جدایه

 هایغلظت با (Invitrogen) آگارز ژل در الکتروفورز

 ،TAE بافر از استفاده با و درصد( 5/2 الي 1) متفاوت

 کره(، ساخت DS1000) DNA فلورسينه ایمن رنگ

 و DNA (SMOBiO-DM1100 ملکولي هایمارکر

SMOBiO--DM2300 و اتاق دمای در کره( ساخت 

 روش با الکتروفورز نتایجسپس  شد. انجام 25 ولتاژ

 دستگاه کمک با UV نور تحت برداریعکس

Gel doc ((BioDuc-It شرکت ساخت BIO-RAD 

 گردید. ثبت بعدی آناليزهای برای و ذخيره
 

  پرايمرها یباز رديف و بيوانفورماتيک آناليز

 کی هر پليمریزاسيون از حاصل محصولات وزن و ترادف

 توسط سفارش، از قبل شده انتخاب پرایمرهای از

 بلاست پرایمر خط بر افزارنرم
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast) شبکه در NCBI ت.گرف قرار اوليه بينيپيش مورد 

 دهد.مي نشان را پرایمرها از یک هر ترادف 1 جدول

 از استفاده و PCR روش با پرایمرها اختصاصيت

 شد. آزمایش هدف هایژن برای کنترل هایسویه

 

 

 

 

 

 

 
 

 PCR آزمايش

  یيدما شيب PCR استفاده از با ابتدا

(Temprature gradiant PCR)، مناسب دمای 

 جدول) گردید انتخاب پرایمرها (Anealing) آنيلينگ

گرهای موجود با استفاده از واکنش PCR آزمایش (.1

 بار دو حداقل باميکروليتر و  25در حجم  2جدول در 

 سه در DNA یزاسيونمريپل واکنش شد. انجام تکرار

 T100 مدل یکلرترموسا دستگاه توسط متوالي برنامه

 اول برنامه در .یدگرد اجرا BIO-RAD شرکت ساخت

 يقهدق 5 مدت به گرادسانتي درجه 94 یدما در هانمونه

 اشرشياکليهای محيطي ( توالي پرايمرهای مورد استفاده جهت تشخيص ملكولي سويه7جدول 
 پرایمر ′5-′3توالي پرایمر  Annealing(C0)دمای  بهينه ((PCR bpمحصول 

319 55 ATC GGC GAA ATT CCA TAC CTG 
GTT CTG CGA CGC TCA CAC C 

UidA F 
UidA R 

463 55 
ACC AGA CCC AGC ACC AGA TAA G 
GCA CCT ACG ATG TTT TTG ACC A 

LacY F 
LacY R 

265 54 ATG AAA GCT GGC TAC AGG AAG GCC 
GGT TTA TGC AGC AAC GAG ACG TCA 

LacZ F 
LacZ R 

393 54 CCG TAT CAT GGT GGC GTG TGG 
GCC GGC TGA GTA GTC GTG GAA G 

Cyd F 
Cyd R 

(1) Reference  R: Reverse primer.                          F: Forward primer 
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 یدما از يمتوال يکلس 31 دوم برنامه در و گرفتند قرار

 22 و یمرپرا هر یبرا ياختصاص Anealing یدما ،94

 .یدگرد اجرا ثانيه 31 مدت به یک هر گرادسانتي درجه

 يقهدق 5 مدت به گرادسانتي درجه 22 یدما یانپا در

، محصولات واکنش PCRپس از خاتمه  ید.گرد اضافه

درصد بررسي  5/2با روش الکتروفورز در ژل اگارز 

اده از استفبا  از الکتروفورز نتایج حاصلسپس  .شدند

Gel doc (BioDoc-It )توسط دستگاه  UVنور 

عکس برداری و برای  BIO-RADساخت شرکت 

 آناليزهای بعدی ثبت گردید.

 

 های مورد نيازو حجم PCRگرهای ( واکنش3 جدول

گرهاواکنش شرکت سازنده غلظت حجم به ميكرو ليتر  

9 X2 ( آمپليکونAmplicon) Master Mix Red 

1 p mol/µl 11 ( ماکروژینMacrogen) Primer forward 
1 p mol/µl 11 ( ماکروژینMacrogen) Primer reverse 
 Genomic extracted DNA (Gene-Allکيت ژین آل ) 211/1 2
 Sterile injection distilled water دارو پخش - 12

 

 هاافتهي
 

 هدف هایژن برای پرايمرها اختصاصيت

 پرایمرهای از هریک کاربرد با PCR آزمایش در

 مشخص LacY و LacZ، UidA، Cyd چهارگانه

 هدف هایژن شناسایي قدرتاین پرایمرها  که گردید

 کنترل هایسویه از شده استخراج ژنومي DNA در

 وزن با PCR محصولات و (1 )شکل داشته را مثبت

 دستبه نتایج .(1 جدول) کردند توليد بينيپيش قابل

 هایژن PCR پاسخ الگوی داد نشان همچنين آمده

lacZ، uidA، cyd و lacY با را کلي اشرشيا تواندمي 

 يگلاش از زیاد فيزیولوژیکي و ژنتيکي شباهت وجود

 1 شکل در شده ارایه نتایج مطابق دهد. تشخيص

 و شيگلا هایسویه تمامي در cyd و uidA هایژن

ها در تمام سویه lacZژن  باشند.مي مثبت کلي اشرشيا

تنها در  lacYدر حالي که ژن  شيگلا فلکسنریبجز 

 ثبتم پاسخ الگویدر نتيجه، مشاهده شد.  اشرشيا کلي

 مشاهده شد کلي اشرشيا باکتری در فقط ژن چهار هر

 (.1 )شکل

 

 

 
 

 

 
 

 :2 ي،منف : کنترلDM2300 ،1 يمارکر ملکول :Mهای کنترل. سویهدر  LacYو LacZ ،UidA ،Cydپرایمرهای تشخيصي،  ( اختصاصيت1 شکل

 شيگلا فلکسنری: 5(، ATCC9290) شيگلا سونئي: 4 (،G4S45) کلي اشرشيا: انتروهموراژیک 3 (،G4S42) کلي اشرشياانتروهموراژیک 

(ATCC12022.) 
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 روش با کلي اشرشيا محيطي هایجدايه تشخيص
PCR 

 ،lacZ، uidA هایژن قطعات برای PCR آزمایش نتایج

cyd و lacY روی بر DNA از شده تخليص ژنومي 

 ثبتم کنترل هایسویه ،کلي اشرشيا محيطي جدایه 121

 مورد هایجدایه تمامي که داد نشان منفي کنترل و

 عنوان به و بوده هدف هایژن دارای آزمایش

 PCR پاسخ نتایج 2 شکل شدند. شناسایي کلي اشرشيا

 در منفي و مثبت هایکنترل کنار در را مذکور هایژن

 دهد.مي نشان را بررسي مورد هایجدایه از بعضي

 هایآزمایش نتایج با گانه 4 هایژن با PCR تشخيص

 .بود هماهنگ محيطي هایجدایه روی بر بيوشيميایي

 

 

 

 

 

 
 

: 1های شماره چاهک .کلي اشرشياهای محيطي تشخيص جدایه یبرا LacYو LacZ ،UidA ،Cydپرایمرهای با  PCRمحصول  الکتروفورز( 2 شکل

 : جدایه محيطي 5 کلي اشرشيا: جدایه محيطي 4 ( به عنوان کنترل مثبت،G4S42) کلي اشرشيا: انترو هموراژیک 3: کنترل منفي، DM 2300، 2مارکر 

برای تمامي پرایمرهای  PCRهمانند سویه کنترل مثبت دارای پاسخ مثبت  کلي اشرشياهای محيطي . جدایه231 کلي اشرشيا: جدایه محيطي 6 111کلي اشرشيا

 تشخيصي هستند.
 

 بحث
 هر (Gene horizontal transferژن) افقي انتقال پدیده

 جدید هایگونه و هاسویه تکوین و تکامل سبب چند

 هجنب از هم تشخيص، در نيز را مشکلاتي ولي گرددمي

 ای فرمکلي هایجنس دیگر از کلي اشرشيا شناسایي

 جنبه از هم و شيگلا نظير آن با منشأ هم هایباکتری

 یگریکد از کلي اشرشيا زایبيماری هایسویه شناسایي

 ابعاد زا اشرشيا کلي باکتری تشخيص است. کرده ایجاد

 همراه هب ژنتيکي تبادلات اما است اهميت حایز مختلفي

 زا بسياری در اشرشيا کلي ضروری هایژن شدن حفظ

 شابه،م هایباکتریسایر  و هافرمکلي در بویژه هاباکتری

 شناسایي .(4) است کرده دشوار و پيچيده را تشخيص

 از انواعي ایجاد توانایي که اشرشيا کلي هایپاتوتيپ

 دارند را انسان در ایروده خارج و ایروده هایبيماری

 تحقيقات و( 1) بوده اهميت حایز از لحاظ کلينيکي،

 هاینمونه در هاآن ملکولي شناسایي برای متعددی

 ستا شده انجام توسعه حال در مناطق در بویژه کلينيکي

 هافرمکلي حضور تشخيص این، بر علاوه (.11و  9)

 اشتبهد محيطي، زیست هایجنبه از اشرشيا کلي بویژه

 يماقل به توجه با باشد.مي اهميت دارای غذایي مواد و آب

 در محيطي آب هایزیستگاه وجود و مرطوب و گرم

 ایشپ جهت اشرشيا کلي تشخيص بوشهر، بندر منطقه

 اربسي ساحل هایآب و شرب آب کيفي کنترل مستمر

رشيا اش و هافرمکليافتراق  و تشخيص است. اهميت حائز

 لاکتوز تخمير بر مبتني استاندارد هایروش بر اساس کلي

 نایيتواهيچکدام اما باشد،مي بيوشيميایي هایآزمایش و

 ندارد را ليک اشرشيا تشخيصي ابعاد تمامي به گویيپاسخ

 وه برعلا کلي اشرشيا اوليه تشخيص بنابراین .(4و  1)

 يشناسای شاخص عنوان بهاین ميکروارگانيزم  مطالعات

 هایپاتوتيپ شناسایي در ،غذایي مواد و آب آلودگي

تاکنون  .(16) است ویژه اهميت داراینيز  زایبيمار

 اندشده معرفي PCR مبنای بر مختلفي ملکولي هایروش
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 و نسج اعتمادقابلبر تشخيص سریع و  سعي همگي که

 روش اب ملکولي شناسایي اند.داشته کلي اشرشيا گونه

PCR ژن 2 کاربرد اساس بر (uidA، lacZ) ژن 3 و 

(cyd ،uidA ،lacZ )تشخيص برای کافي دقت 

 هایاسخپ تشکيل به منجر همگي و نداشته را کلي اشرشيا

 تواندمي قبيل اشتباه در تشخيص این (6) شدندمي کاذب

 هایباکتری در هدف هایژن شدگيحفاظت دليل به

 کنزدی خویشاوندی و متابوليسمي شباهت یا و دیگر

  (.13) باشد شيگلا با کلي اشرشيا

کد کننده  lacZ، ژن حاضر مطالعههای بر اساس یافته

ای هآنزیم بتاگالاکتوزیداز که از بارزترین ویژگي

شيگلا های باشد در سویهفرم ميهای کليباکتری
 uidA(. همچنين ژن 1نيز مشاهده شد )شکل  سونئي

کد کننده آنزیم بتاگلوکورونيداز که از صفات ویژه 

های در سویه شود،فرض مي اشرشيا کليباکتری 

شکل ) حضور داشت شيگلا فلکسنریو  شيگلا سونئي

 ژن دو نبودن اختصاصي مطالعهاین  نتایجبنابراین . (1

uidA و lacZ رده ک تأیيد را کلي اشرشيا تشخيص در

( 11و  6، 1) برخي مطالعات دیگر نتایج با همسوو 

 تنهایي به ژن 2 این زمان هم استفاده که داد نشان

 cyd ژن ندارد. را کلي اشرشيا دقيق تشخيص قدرت

 از یکي عنوانبه bd هایسيتوکروم کمپلکس کننده کد

 بر علاوه نيز تنفسي زنجيره اکسيداز آنزیم دو

 خانواده هایباکتری سایر در کلي اشرشيا

 در(. 1است ) شده گزارش شيگلا نظير انتروباکتریاسه

 شيگلا هایسویه در ژن این وجودنيز  حاضر مطالعه

 از استفاده که داد نشان فلکسنری شيگلا و سونئي

 برای کافي توان cyd ،uidA ،lacZ ژن سه ترکيب

 پرمئاز آنزیم (.1 )شکل ندارد را کلي اشرشيا شناسایي

 که است کلي اشرشيا در lacY ژن اختصاصي محصول

 ارد.د نقشباکتری  سلولي غشای از لاکتوز انتقال در

 هایژن همراه به lacYاز ژن  همکاران وهوراکاوا 

lacZ، uidA و cyd  به منظور افزایش دقت تشخيص

ابه نظير های مشاز باکتری اشرشيا کليو افتراق باکتری 

 که داد نشانمذکور  همطالع نتایج کردند. استفاده شيگلا

 lacZ، uidA، cyd ژن 4 بر مبتني PCR روش طراحي

 محيطي هایجدایه تشخيص برای لازم دقت از lacY و

 هایجدایه تواندمي و بوده (1) برخوردار کلينيکي و

 نظير همشاب هایباکتری سایر از را کلي اشرشيا مختلف

مشابه  نتایج نيز حاضر مطالعهدر  کند. شناسایي شيگلا

های در سویه lacYو به دليل فقدان ژن حاصل شد 

 ژن این اختصاصيت، شيگلا فلکسنریو  شيگلا سونئي

 در (.1 )شکل ه شدداد نشان کلي اشرشيا باکتری در

 در lacY ژن عدم حضور به نيز دیگر مطالعاتبرخي 

 شارها دیسنتری شيگلا و فلکسنری شيگلا هایگونه

نای بر مب حاضربر اساس نتایج مطالعة  .(12) است شده

 lacY و lacZ، uidA، cyd ژن 4 از همزمان استفاده

 محيطي جدایه 121 و استاندارد هایسویه روی بر

مشخص  بوشهر سواحل آب از شده جدا کلي اشرشيا

 زا قطعاتي برای شده برده کار به پرایمرهای که شد

 هایجایگاه توانندمي اختصاصي طوربه گانه 4 هایژن

 در نتيجه،  .(2 )شکل کنند شناسایي را خود هدف

 کافي توان ژن 4 هر برای PCR مثبت پاسخ الگوی

 ليک اشرشيا مختلف هایجدایه صحيح تشخيص برای

 توسط ایران در ملکولي هایروش کاربرد دارد. را

 دقت (14و  15) همکاران و دهقان همچنين و ابطحي

 را اذبک منفي و مثبت پاسخ از جلوگيری برای کافي

 پرایمر 4 این از استفاده حاضر ةمطالع نتایج نداشتند.

 آینده در کلي اشرشيا هایجدایه تشخيص برای را

 ینا مطلوب سرعت و دقت اساس بر کند.مي پيشنهاد

 مطالعه در کلي اشرشيا شناسایي در ملکولي روش

 اب روش این رسدمي نظر به مطالعات، دیگر و حاضر
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 آزمایشگاهي کارهای حجم و زمان مدت کردن کم

 در يکل اشرشيا هایآلودگي پایش برای مناسب يروش

 واندبت و باشد محيطي هایآب قبيل از مختلف منابع

 گسترش از پيشگيری مدیریت و ریزیبرنامه در

 .واقع شود مفيد آبي هایاکوسيستم آلودگي

 

 گيرینتيجه

 ،LacZ، UidA پرایمرهای بکارگيری با PCR روش

Cyd و LacY باکتری تشخيص برای کافي دقت 

 ونهگ ترینشبيه از را آن تواندمي و دارد را کلي اشرشيا

 این رب علاوه کند. شناسایي شيگلا یعني خود به نزدیک

 هایروش که را کلي اشرشيا انتروهموراژیک سویه

ا ب نبودند آن گونه و جنس شناسایي به قادر کلاسيک

علاوه بر این، روش  .باشداین روش قابل شناسایي مي

 به عنوان یک روش تشخيصي سریع و تواندمي مذکور

 انعنوبه کلي اشرشيا مستمر پایشبه منظور  يقدق

 ویژهبه مختلف هاینمونه در مدفوعي آلودگي شاخص

 در کلي اشرشيا شمارش کمي هایروش کنار در

 باشد. مفيد آب هاینمونه

 انيدقدر و سپاس

 انمخ ارشد کارشناسي نامه پایان از شده منتج مقاله این

 علوم دانشگاه حمایت با که باشدمي رحيمي زهرا

 گرفته صورت 94-3-125 مالي کد با بوشهر پزشکي

 حترمم مسئولين از وسيلهبدین مقاله نویسندگان است.

 و تقدیر امکانات تهيه و طرح بودجه تأمين جهت به

 نمایند.مي قدرداني
 

 منافع تضاد

  بيان نویسندگان توسط منافع تعارض گونههيچ

 است. نشده
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Abstract 

 
 

Background: Standard methods of identification have not been able to solve all issues concerning E. coli. 

With the development of genomic studies, PCR appears promising to deal with the shortcomings. This study 

aimed to utilize PCR with specific primers for lacZ, uidA, cyd, and lacY gene segments to identify  

environmental E. coli isolates. 

Materials and methods: PCR and the aforementioned four primers were used for molecular identification 

of E. coli on purified genome DNA from 120 environmental E. coli isolates, standard strains of Shigella, 

and Enterohaemorrhagic E. coli strain as controls. All environmental E. coli isolates were isolated from 

Bushehr coastal areas and identified in a previous study by standard bacteriological methods and then  

preserved in -70 ˚C for further studies. 

Results: The primers successfully showed their ability to identify the targets in environmental isolates and 

standard strains. It is shown that the four PCR fragments related to lacZ, uidA, cyd, and lacY genes were 

observed only for E. coli isolates and strains. 

Conclusion: PCR method proved capable to distinguish E. coli from Shigella as the most phylogenetically 

related genus and contrary to the classical methods, it could detect enterohaemorrhagic strains as  

Escherichia coli. 
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