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 چکیده

 و (HC) هموراژیک های خطرناکی همچون کولیت ( باعث بیماریSTEC)شیگاتوکسیژنیک  اشریشیاکلی های پاتوتیپ سویه

های ناشی از  های مهم در کنترل عفونت شوند. در حال حاضر، یکی از چالش در انسان می (HUS)اورمیک  همولیتیک سندرم

STECهای  ین منظور از ژنهای محیطی، غذایی و بالینی است. برای ا زا در نمونه های بیماری ، ردیابی و شناسایی به موقع سویه

stx  وeae دو پروتوکل استاندارد در اتحادیه اروپا ها در  های اختصاصی سروگروپ به همراه ژن(ISO/TS 13136)  و آمریکا

(MLG5B.05) زا و  های مهم بیماری ها و مقایسه آن با سروگروپ در پژوهش حاضر، به بررسی انواع رپلیکونشود.  استفاده می

های حدت کدشونده بر روی این  های مهم، بتوان در قدم بعدی از ژن بت پرداخته شد تا با شناسایی رپلیکونمث stx2های  سویه

جدایه  50بر این اساس، استفاده نمود.  MLG5B.05و  ISO/TS 13136های  عنوان مارکرهای جایگزین روش نوع پلاسمیدها به

STEC های مختلف حیوانی در قالب  به دست آمده از میزبانPCR  های تکی وMultiplex PCR  02ارزیابی شدند. از میان 

با  B/O( 02/11% ، )0/21با  K/B( 02/21% ، )1/00با  FIB( 02/05های ) ترتیب رپلیکون دارای پلاسمید، به STECسویه 

0/13( ، %02/0 )P  ( 02/0، ) %7/5باY  ( 02/3% ، )3/7باFIA  ( 02/3% ، )0/3باI1  ( 02/1% و )0/3باL/M  بیشترین 2/1با %

، STECزا  های بیماری قابل توجه بود، اما در مورد سویه FIBفراوانی را داشتند. در این مطالعه اگرچه فراوانی پلاسمیدهای 

واجد  stx2 + eae + ehxAدارای الگوی  STECهای  طوری که بیشترین جدایه نشان داده شد، به K/Bارتباط آنها با پلاسمید 

و تعیین محتوای ژنتیکی این پلاسمیدها جهت  stx2های ژن  ارتباط نوع پلاسمید با تحت تیپ بودند. بررسیاین رپلیکون 

 شود. ارزیابی حدت و شناسایی مارکر ژنتیکی احتمالی از محتوای پلاسمیدی پیشنهاد می

 شیگاتوکسیژنیک، پلاسمید، رپلیکون، مارکر اشریشیاکلی :کلیدیواژگان 
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 مقدمه
چند ساعت بعد از به دنیا آمدن نوزاد انسان، باکتری 

(E. coli )Escherichia coli  در مجرای گوارشی ساکن

و میزبان انسانی با  E. coliشود. پس از آن، باکتری  می

برند،  یکدیگر رابطه همزیستی که هر دو طرف سود می

نمایند. این باکتری به ندرت باعث ایجاد بیماری  برقرار می

شود، مگر آن که میزبان دارای نقص  در میزبان خود می

سیستم ایمنی یا دستگاه گوارش دچار آسیب و التهاب 

 E. coliهای  . در عین حال، تعدادی از سویه(1)باشد 

وجود دارند که با کسب عوامل حدت اختصاصی، توانایی 

اند. این  های جدید را به دست آورده ساکن شدن در جایگاه

اند،  ها که با این نواحی جدید انطباق پیدا کرده سویه

ها را در میزبان خود  توانند طیف وسیعی از بیماری می

های حدت کسب شده، اغلب بر روی  ایجاد نمایند. ویژگی

های  توانند به شکل شوند که می ژنتیکی کد می عناصر

. (3، 2)های باکتریایی منتقل گردند  مختلف به سایر سویه

آمیزی،  ور موفقیتط که به E. coliهای  آن دسته از سویه

اند،  صورت ترکیبی در خود جای داده عوامل حدت را به

شناخته  E. coliهای اختصاصی  تحت عنوان پاتوتیپ

اشریشیاکلی  ترین آنها، پاتوتیپ شوند که یکی از مهم می

باشد که توانایی ایجاد  ( میSTEC) شیگاتوکسیژنیک

هموراژیک و در موارد پیشرفت بیماری  اسهال، کولیت

که یک بیماری حاد  HUSاورمیک یا  همولیتیک سندرم

 .(1، 0)کلیوی و کشنده در انسان است را دارد 

 STECهای  سویه O157, O26, O103های  سروگروپ

زا در اتحادیه  های بیماری ترین سروگروپ عنوان شایع به

های جداشده از  که در میان سویهشوند  اروپا محسوب می

بالاترین  O157و  O26های  ، سروگروپHUSبیماران 

. همچنین بالاترین آمار بیماری و (0)فراوانی را داشتند 

، اسهال خونی و موارد HUSعفونت عوارض خطرناک )

بوده است که  STECهایی از  ( مربوط به سویهبستری شده

نتایج مطالعات  .(0) اند بوده (stx2واجد شیگاتوکسین دو )

خطرناک  های سویهدهد که بین ظهور  مختلف نشان می

STEC  و کسب پلاسمیدهای حدت توسط آنها یک رابطه

های حدت کد شونده بر روی  ژن. (7) مستقیم وجود دارد

زایی و بروز علائم  این پلاسمیدها، باعث افزایش بیماری

های شناسایی این  یکی از راهشوند.  شدید در انسان می

بتوان  باشد تا از این طریق بندی آنها می پلاسمیدها، دسته

های خطرناک  پلاسمیدهای مهم و به دنبال آن سویه

STEC را ردیابی نمود. 

های  ترین روش ترین و کم هزینه یکی از دقیق

 Replicon)بندی پلاسمیدها، رپلیکون تایپینگ  دسته

typing) های ژنتیکی موجود  که بر اساس تفاوتباشد  می

های  های رپلیکون و توالی های مربوط به ژن در لوکوس

نوع رپلیکون مختلف قابل  17کننده همانندسازی،  تنظیم

 به مربوط Replicon . جایگاه(0، 7)بندی است  دسته

 روش این باشد و اساس می پلاسمید همانندسازی ماشین

 دارای که پلاسمیدهایی که است استوار پدیده این بر

 مشابه رپلیکون عبارتی به یا مانندسازی مشابهه ماشین

 و همانندسازی برای آنها بین که رقابتی علت به هستند،

 و با هم توانند نمی شود، می ایجاد باکتری سلول در بقاء

 این و باشند داشته حضور باکتری یک در همزمان طور به

 چندین از پس نهایت در که گردد می باعث سازگاری عدم

 رپلیکون که پلاسمیدهایی از یکی فقط سلولی تقسیم بار

 حذف مابقی و بماند باقی باکتری سلول در دارند مشابه

 های گروه انواع به را پلاسمیدها ترتیب، بدین. (7شوند )

 نامیده Inc اختصار به که incompatibility یا ناسازگاری

 .(0کنند ) می بندی تقسیم شود می

های مهم در کنترل  در حال حاضر، یکی از چالش

، ردیابی و شناسایی به موقع STECهای ناشی از  عفونت

های محیطی، غذایی و بالینی  زا در نمونه های بیماری سویه

به همراه  eaeو  stxهای  . برای این منظور از ژن(5)است 

دو پروتکل استاندارد ها در  های اختصاصی سروگروپ ژن

و آمریکا  (ISO/TS 13136)در اتحادیه اروپا 

(MLG5B.05) روش اجرایی جهت . (16)شود  استفاده می

این  در هر دو رفرنس به STECهای  تشخیص سویه

و  (stx1/stx2)های شیگاتوکسین  صورت است که ابتدا ژن

شوند. در صورت مثبت بودن  ردیابی می (eae)اینتیمین 
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 ,O26, O103های  نمونه، مرحله بعد به ردیابی سروگروپ

O111, O145, O157  در روشISO/TS 13136  و ردیابی

 ,O26, O45, O103, O111, O121, O145های  سروگروپ

O157 ش در روMLG5B.05 از (. 16، 5شود ) پرداخته می

ها آن است که بسیاری از  معایب اصلی هر دو این پروتوکل

به علت داشتن  eaeفاقد ژن  STECهای  سویه

به علت داشتن  EPECهای پاتوتیپ  شیگاتوکسین، سویه

eae ،های  گونهE. albertii  به علت داشتن شیگاتوکسین و

ده شیگاتوکسین که همگی کنن در نهایت فاژهای آزاد حمل

های غذایی مشکوک وجود دارند منجر  در محیط و نمونه

 (stx1/stx2/eae)به ایجاد واکنش کاذب مارکرهای انتخابی 

مورد استفاده در این دو پروتوکل با عوامل ذکر شده 

. نتیجه این اتفاق، پیدایش مقدار قابل توجهی خواهد شد

های  ای از سویه های مثبت کاذب شامل مجموعه از پاسخ

زایی کم خواهد  زا یا با بیماری یا غیر بیماری STECغیر 

 (.5زا است ) بود که از نظر زمان و هزینه چالش

با توجه به این مشکل، پژوهش حاضر با هدف بررسی 

با ریسک بالای  STECهای  نوع رپلیکون پلاسمید در سویه

بیماری انجام گرفت تا با معرفی پلاسمیدهای مهم بتوان 

های حدت کدشونده بر روی آنها  از رپلیکون آنها یا ژن

عنوان مارکر جایگزین جهت ردیابی و شناسایی  به

 استفاده نمود. STECزا  های بیماری سویه

 ها روش و مواد
در این پژوهش در مجموع  بررسی: مورد های جدایه

های حیوانی شامل  مرتبط با میزبان STECجدایه  03از 

جدایه از  10جدایه از گوسفند،  22جدایه از گاو،  21

ها  جدایه از میمون استفاده گردید. این جدایه 2کبوتر و 

شناسی دانشکده  در کلکسیون آزمایشگاه میکروب

دامپزشکی دانشگاه فردوسی مشهد موجود بود که طی 

( از شهرهای مختلف 1061تا  1350سالیان گذشته )

ایران )تهران، گرمسار، دامغان، سمنان و مشهد( به دست 

جدایه، نسبت به اخذ مجموعاً  03آمده بودند. علاوه بر این 

های گاو، گوسفند و بز  نمونه مدفوعی جدید از میزبان 166

 STECهای  و اضافه کردن موارد شناسایی شده سویه

ی قبلی اقدام شد. بدین ها ( به جدایه166/33؛  33)%

 50ترتیب، در مجموع این پژوهش با مطالعه بر روی 

 32 گاو، از جدایه 31که شامل  STECتایید شده   جدایه

 2کبوتر و  از جدایه 10بز،  از جدایه 5 گوسفند، از جدایه

 جدایه از میمون بودند، انجام گردید.

های جدید، طبق  های اخذشده مربوط به جدایه نمونه

منابع استاندارد با استفاده از سوآپ استریل از مدفوع 

های حیوانی اخذ شد و سپس داخل لوله فالکن  میزبان

همراه با سرم فیزیولوژی و یخ جهت کشت و بررسی 

خصوصیات میکروسکوپی، ماکروسکوپی و بیوشیمیایی به 

ی دانشکده دامپزشکی دانشگاه آزمایشگاه میکروبیولوژ

. هر نمونه بر روی (12، 11)فردوسی منتقل گردیدند 

کانکی آگار کشت داده شد و پس از  محیط مک

های  ساعت، کلونی 20به مدت  C°37گذاری در  گرمخانه

های مشکوک  رشد کرده مورد بررسی قرار گرفتند. کلونی

یص، با استفاده )لاکتوز مثبت با اندازه متوسط( جهت تشخ

های بیوشیمیایی مورد بررسی  آمیزی گرم و تست از رنگ

 .(12)قرار گرفتند 

 کشت با همراه جدید های جدایه هویت تعیین

 جهت میکروبی کلکسیون های جدایه مجدد

های جدید، پس از  در مورد جدایهDNA:  استخراج

بررسی خصوصیات ماکروسکوپی، میکروسکوپی و 

کانکی  بیوشیمیایی آنها، موارد تایید شده از محیط مک

ساعت  20آگار منتقل شدند. پس از  LBآگار به محیط 

ها انجام  جدایه DNAاستخراج  C°37گذاری در  گرمخانه

آزمایشگاه های موجود در کلکسیون  گرفت. در مورد جدایه

 BHIها در محیط  شناسی، ابتدا تمامی جدایه میکروب

ساعت  20به مدت  C°37براث کشت و در دمای 

ها در  گذاری شدند. در مرحله بعد تمامی جدایه گرمخانه

ساعت  20آگار کشت داده شدند و پس از  LBمحیط 

آنها انجام  DNAاستخراج  C°37گذاری در  گرمخانه

ها به روش جوشاندن انجام  یهجدا DNAگرفت. استخراج 

 .(13)شد 
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 جدید های در جدایه STEC های سویه شناسایی

جهت شناسایی  کلکسیون: های جدایه مجدد بررسی و

به دست آمده از  E. coliهای  در نمونه STECپاتوتیپ 

های  های جدید و همچنین بررسی مجدد سویه جدایه

بودن  STECکلکسیون میکروبی به منظور تأیید قطعی 

های  جهت ردیابی ژن Multiplex PCRآنها، یک واکنش 

(، اینتیمین stx1, stx2) 2و نوع  1نوع  شیگاتوکسین

(eae( و همچنین انتروهمولیزین )ehxA انجام گردید )

لازم به ذکر است که برای ردیابی  (.1)جدول 

های اخذ شده از کبوتر، از پرایمر  شیگاتوکسین در نمونه

های  )مختص به سویه stx2fاختصاصی شیگاتوکسین نوع 

STEC  کبوتری است( در طی یک مرحله واکنش جداگانه

PCR  دستورالعمل انجام  (.1تکی استفاده شد )جدول

و  Paton  1998مطالعاتبر اساس  PCRهای  واکنش

Schmidt 2000  (11، 10)اجرا شد. 

 

Primer name Sequence (5'-3' direction) Amplicon size (bp) Annealing Tem/Time1 Reference 

Virulence markers     

stx1 ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC 180 65°C, 63°C, 59°C/ 60S2 (14) 

 AGAACGCCCACTGAGATCATC    

stx2 GGCACTGTCTCTCTGAAACTGCTCC 255   

 TCGCCAGTTATCTGACATTCTG    

stx2f AGATTGGGCGTCATTCACTGGTTG 428 56°C/ 60S (15) 

 TACTTTAATGGCCGCCCTGTCTCC    

eae GACCCGGCACAAGCATAAGC 384 65°C, 63°C, 59°C/ 60S2 (14) 

 CCACCTGCAGCAACAAGAGG    

ehxA GCATCATCAAGCGTACGTTCC 534   
1 Annealing Temperature and Duration 
2 Touchdown PCR 

 

پس از  :STEC های جدایه سروگروپ تعیین

، بررسی نوع سروگروپ STECهای  شناسایی قطعی سویه

آنها انجام شد. لازم به ذکر است که سروگروپ تعدادی از 

های کبوتری  های کلکسیون میکروبی از جمله سویه سویه

(O128, O63, O75) ( 3در مطالعه قبلی تعیین شده بود .)

 برای صرفاً سروگروپ تعیین حاضر مطالعه در در نتیجه

 های سویه از دسته آن و( جدایه 33) جدید های جدایه

و  O80نظر  از آنها سروگروپ که میکروبی کلکسیون

O146 شد انجام بود، نامشص. 

زا  سروگروپ مهم بیماری 13بر این اساس، شناسایی 

با استفاده از  O91و  O5های  به اضافه سروگروپ

تکی طبق  PCRو  Multiplex PCRهای  واکنش

(. 2رفرنس انجام شد )جدول  مقالات دستورالعمل

 های مورد بررسی شامل موارد زیر بودند: روگروپس

O5, O26, O45, O55, O80, O91, O103, O104, 

O111, O113, O121, O128, O145, O146, O157 

برای  Multiplex PCRپنل اول: یک مرحله واکنش 

 های زیر انجام شد: شناسایی سروگروپ

O26, O45, O103, O111, O113, O121, O145 

میکرولیتر انجام شد که در آن از  21واکنش در حجم 

میکرولیتر  1/12میکرولیتر آب مقطر استریل،  5/3

 2X Hot Start Taq Master)استارت  هات مسترمیکس

Mix Amplicon)  حاویmM 1/1 MgCl2 0/6، مقدار 

 reverseو  forwardمیکرولیتر از هر یک از پرایمرهای 

ولیتر )معادل میکر 3میکرولیتر( و در نهایت  0/1)مجموع: 

ng 366 از نمونه )DNA .استخراج شده استفاده گردید 

عنوان کنترل مثبت  های کلکسیون میکروبی به از سویه

و از آب مقطر استریل )حاوی مسترمیکس و پرایمرها( 

 عنوان کنترل منفی استفاده شد. به

برای  Multiplex PCRپنل دوم: یک مرحله واکنش 

 نجام شد:های زیر ا شناسایی سروگروپ

 O55, O91 

 STECپرایمرهای مورد استفاده جهت شناسایی پاتوتیپ  -1جدول 
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میکرولیتر انجام شد که در آن از  26واکنش در حجم 

میکرولیتر  16میکرولیتر آب مقطر استریل،  5/1

 2X Hot Start Taq Master)استارت  هات  مسترمیکس

Mix Amplicon)  حاویmM 1/1 MgCl2 0/6، مقدار 

 reverseو  forwardمیکرولیتر از هر یک از پرایمرهای 

میکرولیتر  1/2میکرولیتر( و در نهایت  0/1)مجموع: 

استخراج شده استفاده  DNA( از نمونه ng 216)معادل 

 گردید.

عنوان کنترل مثبت  های کلکسیون میکروبی به از سویه

و از آب مقطر استریل )حاوی مسترمیکس و پرایمرها( 

 عنوان کنترل منفی استفاده شد. به

 PCRوسیله واکنش  مانده به های باقی سایر سروگروپ

صورت جداگانه مورد ارزیابی قرار گرفتند که شامل  تکی به

 :موارد زیر هستند

O5, O80, O104, O128, O146, O157 
صورت جداگانه  ها، به برای هر کدام از این سروگروپ

 1میکرولیتر انجام شد که در آن از  10واکنش در حجم 

 میکرولیتر مسترمیکس 0آب مقطر استریل، میکرولیتر 

 2X Hot Start Taq Master Mix)استارت  هات

Amplicon)  حاویmM 1/1 MgCl2 1/6، مقدار 

 reverseو  forwardمیکرولیتر از هر یک از پرایمرهای 

میکرولیتر )معادل  2میکرولیتر( و در نهایت  1)مجموع: 

ng 266 از نمونه )DNA ه گردید.استخراج شده استفاد 

عنوان کنترل مثبت  های کلکسیون میکروبی به از سویه

و از آب مقطر استریل )حاوی مسترمیکس و پرایمرها( 

 عنوان کنترل منفی استفاده شد. به

 

Primer name Sequence (5'-3' direction) Amplicon size (bp) Annealing Tem/Time1 
Reference 

Serogroups     

O5 CTTATCCGATTAATGGCTTC 144 50°C/ 50S (16) 

 TAGTCGATTTGCTTTTATGG    

O26 CAATGGGCGGAAATTTTAGA 155 56°C/ 60S (17) 

 ATAATTTTCTCTGCCGTCGC    

O45 TGCAGTAACCTGCACGGGCG 238   

 AGCAGGCACAACAGCCACTACT    

O55 TCCTTATTTGTGTCGGGGG 207 54°C/ 60S (18) 

 CCAGGAAAGCTGCCAATTATC    

O80 TGAGAGCCAAGATCCAAGCA 158 55°C/ 30S (19) 

 TGGGCCATATTCGAAGTTTGAA    

O91 TTGCATCTGGCGCAATAAACACGG 616 54°C/ 60S (17) 

 ACACCATCCCAAATACCTGCTTGC    

O103 TTGGAGCGTTAACTGGACCT 321 56°C/ 60S  

 GCTCCCGAGCACGTATAAAG    

O104 TGAACTGATTTTTAGGATGG 351 55°C/ 60S  

 AGAACCTCACTCAAATTATG    

O111 TGTTTCTTCGATGTTGCGAG 438 56°C/ 60S  

 GCAAGGGACATAAGAAGCCA    

O113 TGCCATAATTCAGAGGGTGAC 514   

 AACAAAGCTAATTGTGGCCG    

O121 TCCAACAATTGGTCGTGAAA 628   

 AGAAAGTGTGAAATGCCCGT    

O128 ATGATTTCTTACGGAGTGC 782 50°C/ 30S (19) 

 STECهای  های جدایه پرایمرهای مورد استفاده جهت تعیین سروگروپ -2جدول 
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 CTCTAACCTAATCCCTCCC    

O145 TTCATTGTTTTGCTTGCTCG 750 56°C/ 60S  

 GGCAAGCTTTGGAAATGAAA    

O146 ATTCGGGTAACGACCCTGTGTTGA 378 50°C/ 30S (20) 

 
AGACTGCTAATGCAAGGAACATG

G 
   

O157 TCGAGGTACCTGAATCTTTCCTTCTGT 894 56°C/ 60S (17) 

 ACCAGTCTTGGTGCTGCTCTGACA    

1 Annealing Temperature and Duration 

 

های  تیپ رپلیکون پلاسمید در جدایه تعیین

STEC:  جهت مشخص کردن تیپ رپلیکون پلاسمید بر

از سه مرحله  (7)و همکاران  Johnsonطبق مطالعه 

در قالب سه پنل استفاده شد.  Multiplex PCRواکنش 

رپلیکون مورد بررسی قرار گرفتند که  17بدین ترتیب 

 شامل موارد زیر بودند:

B/O, FIC, A/C, P, T, K/B, W, FIIA, FIA, FIB, 

Y, I1, Frep, X, HI1, N, HI2, L/M  

 

 

Primer name Sequence (5'-3' direction) Amplicon size (bp) Annealing Tem/Time1 Reference 

Plasmid replicon types     

Panel 1     

B/O-F GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC 159 60°C/ 30S (7) 

B/O-R TCTGCGTTCCGCCAAGTTCGA    

FIC-F GTGAACTGGCAGATGAGGAAGG 262   

FIC-R TTCTCCTCGTCGCCAAACTAGAT    

A/C-F GAGAACCAAAGACAAAGACCTGGA 465   

A/C-R ACGACAAACCTGAATTGCCTCCTT    

P-F CTATGGCCCTGCAAACGCGCCAGAAA 534   

P-R TCACGCGCCAGGGCGCAGCC    

T-F TTGGCCTGTTTGTGCCTAAACCAT 750   

T-R CGTTGATTACACTTAGCTTTGGAC    

Panel 2     

K/B-F GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC 160 60°C/ 30S (7) 

K/B-R TCTTTCACGAGCCCGCCAAA    

W-F CCTAAGAACAACAAAGCCCCCG 242   

W-R GGTGCGCGGCATAGAACCGT    

FIIA-F CTGTCGTAAGCTGATGGC 270   

FIIA-R CTCTGCCACAAACTTCAGC    

FIA-F CCATGCTGGTTCTAGAGAAGGTG 462   

FIA-R GTATATCCTTACTGGCTTCCGCAG    

FIB-F GGAGTTCTGACACACGATTTTCTG 702   

FIB-R CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT    

Y-F AATTCAAACAACACTGTGCAGCCTG 765   

Y-R GCGAGAATGGACGATTACAAAACTTT    

 شناسایی رپلیکون پلاسمیدهاپرایمرهای مورد استفاده جهت  -3جدول 
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Panel 3     

I1-F CGAAAGCCGGACGGCAGAA 139 60°C/ 30S (7) 

I1-R TCGTCGTTCCGCCAAGTTCGT    

Frep-F TGATCGTTTAAGGAATTTTG 270   

Frep-R GAAGATCAGTCACACCATCC    

X-F 
AACCTTAGAGGCTATTTAAGTT-

GCTGAT 
376   

X-R 
TGAGAG-

TCAATTTTTATCTCATGTTTTAGC 
   

HI1-F GGAGCGATGGATTACTTCAGTAC 471   

HI1-R TGCCGTTTCACCTCGTGAGTA    

N-F GTCTAACGAGCTTACCGAAG 559   

N-R GTTTCAACTCTGCCAAGTTC    

HI2-F TTTCTCCTGAGTCACCTGTTAACAC 644   

HI2-R GGCTCACTACCGTTGTCATCCT    

L/M-F GGATGAAAACTATCAGCATCTGAAG 785   

L/M-R CTGCAGGGGCGATTCTTTAGG    

1 Annealing Temperature and Duration 

برای  Multiplex PCRشرایط انجام  پنل اول:

 :B/O, FIC, A/C, P, Tهای  شناسایی رپلیکون

میکرولیتر انجام شد که در آن از  21واکنش در حجم 

میکرولیتر  1/12میکرولیتر آب مقطر استریل،  1/0

 2X Hot Start Taq Master)استارت  هات مسترمیکس

Mix Amplicon)  حاویmM 1/1 MgCl2 3/6، مقدار 

 reverseو  forwardمیکرولیتر از هر یک از پرایمرهای 

میکرولیتر )معادل  3میکرولیتر( و در نهایت  3ع: )مجمو

ng 366 از نمونه )DNA .استخراج شده استفاده گردید 

عنوان کنترل مثبت  های کلکسیون میکروبی به از سویه

و از آب مقطر استریل )حاوی مسترمیکس و پرایمرها( 

 عنوان کنترل منفی استفاده شد. به

برای  Multiplex PCRشرایط انجام  پنل دوم:

 :K/B, W, FIIA, FIA, FIB, Yهای  شناسایی رپلیکون

میکرولیتر انجام شد که در آن از  21واکنش در حجم 

میکرولیتر  1/12میکرولیتر آب مقطر استریل،  5/1

 2X Hot Start Taq Master)استارت  هات مسترمیکس

Mix Amplicon)  حاویmM 1/1 MgCl2 3/6، مقدار 

 reverseو  forwardمیکرولیتر از هر یک از پرایمرهای 

میکرولیتر )معادل  3میکرولیتر( و در نهایت  0/3)مجموع: 

ng 366 از نمونه )DNA .استخراج شده استفاده گردید 

عنوان کنترل مثبت  های کلکسیون میکروبی به از سویه

( و از آب مقطر استریل )حاوی مسترمیکس و پرایمرها

 عنوان کنترل منفی استفاده شد. به

برای  Multiplex PCRشرایط انجام  پنل سوم:

 :I1, Frep, X, HI1, N, HI2, L/Mهای  شناسایی رپلیکون

میکرولیتر انجام شد که در آن از  21واکنش در حجم 

میکرولیتر  1/12میکرولیتر آب مقطر استریل،  3/1

 2X Hot Start Taq Master)استارت  هات مسترمیکس

Mix Amplicon)  حاویmM 1/1 MgCl2 3/6، مقدار 

 reverseو  forwardمیکرولیتر از هر یک از پرایمرهای 

میکرولیتر )معادل  3میکرولیتر( و در نهایت  2/0)مجموع: 

ng 366 از نمونه )DNA .استخراج شده استفاده گردید 

عنوان کنترل مثبت  های کلکسیون میکروبی به از سویه

مقطر استریل )حاوی مسترمیکس و پرایمرها( و از آب 

 عنوان کنترل منفی استفاده شد. به

 جنتای
 stx1, stx2, stx2f, eae, ehxAهای  پراکندگی ژن

بررسی  STECسویه  50در میان  :STECهای  در سویه

 بدین شرح بود: (stx)های شیگاتوکسین  شده، فراوانی ژن
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جدایه؛  20بودند شامل  stx1هایی که فقط دارای  سویه

مورد و در  27بودند شامل  stx2هایی که فقط دارای  سویه

را (stx1 + stx2) هایی که هر دو شیگاتوکسین  نهایت سویه

، این ژن stx2fدر رابطه با  جدایه بودند. 21داشتند شامل 

سویه  10کبوتری یافت شد که  STECهای  تنها در سویه

سویه  50همچنین در میان  شد. را شامل می  جدایه 50از 

STEC  ،جدایه دارای ژن  32بررسی شدهeae  جدایه  02و

 بودند. ehxAدارای ژن 

های شناسایی شده در  فراوانی سروگروپ

مورد مطالعه،  STECسویه  50از میان  :STECهای  سویه

 O5% ، 10/13با  O113 (13/96)های  ترتیب سروگروپ به

 O128% ، 16/12با  O103 (12/96)%، 10/13با  (13/96)

با  O91 (3/96)% ، 26/1با  O26 (5/96)% ، 37/5با  (9/96)

12/3 ، %O111 (3/96)  12/3با ، %O63 (3/96)  12/3با %

 ،O75 (3/96)  12/3با ، %O128 (2/96)  60/2با ، %O80 

% ، بیشترین 60/2با  O157 (2/96)% و 60/2با  (2/96)

، STECجدایه  20درصد فراوانی را داشتند. در رابطه با 

زا  سروگروپ آنها در میان پانزده سروگروپ مهم بیماری

 مورد مطالعه نبود و در نتیجه ردیابی نشد.

مقدار فراوانی انواع رپلیکون پلاسمیدها در 

 STECسویه  02در مجموع از میان  :STECهای  سویه

با  FIB (69/82)های  ترتیب رپلیکون سمید، بهدارای پلا

10/00 ، %K/B (21/82)  06/21با ، %B/O (11/82)  با

01/13 ، %P (8/82)  71/5با%  ،Y (6/82)  31/7با ، %FIA 

با  L/M (1/82)% و 01/3با  I1 (3/82)% ، 01/3با  (3/82)

% بیشترین فراوانی را داشتند )لازم به ذکر است که 21/1

ز پلاسمیدها دارای بیش از یک نوع رپلیکون تعدادی ا

 بودند(.

مورد  FIB  ،21جدایه دارای رپلیکون 05در میان 

بودند. در رابطه با  stx2%( دارای تنها ژن 23/30)

%( 10/17مورد ) 12جدایه،  21، از میان  K/Bرپلیکون

 0، از میان Pبودند. در مورد رپلیکون stx2دارای تنها ژن 

بودند. در  stx2%( دارای تنها ژن 16/02مورد ) 1جدایه، 

%( دارای 00/00مورد ) Y  ،0جدایه دارای رپلیکون 0میان 

جدایه  L/M  ،1 بودند. در مورد رپلیکون stx2تنها ژن 

بود.  stx2( دارای تنها ژن 166مربوط به این رپلیکون )%

، مورد I1و  B/O  ،FIAهای در نهایت، در ارتباط با رپلیکون

باشد، مشاهده نگردید  stx2مثبتی که دارای تنها ژن 

 (.1)نمودار 

جدایه دارای  21، در بین این  FIBدر رابطه با رپلیکون

stx2، 10 %( دارای ژن 72مورد )eae بودند که الگویstx2 

+ eae + ehxA ( 10/2نیز در میان )از آنها 11/11 %

جدایه  12ن ، در میا K/Bشناسایی شد. در مورد رپلیکون

بودند که الگوی  eae( دارای ژن 21مورد )% stx2 ،3دارای 

stx2 + eae + ehxA  جدایه شناسایی  3نیز در یک مورد از

 1، هر Pدر رپلیکون stx2جدایه دارای  1شد. در میان 

 Yبودند. در رابطه با رپلیکون eae( دارای ژن 166مورد )%

( 166مورد )% 0هر  ،stx2جدایه دارای  0، در بین این 

 + stx2 + eaeبودند. با این حال، الگوی  eaeدارای ژن 

ehxA های  های مربوط به رپلیکون در جدایهP  وY 

جدایه  L/M  ،1 مشاهده نشد. در نهایت، در مورد رپلیکون

 (.1نبود )جدول  eaeمربوط به آن دارای ژن 

جدایه دارای  05از لحاظ سروگروپ، در میان 

با  O5  (11/69)های ترتیب سروگروپ به،  FIBرپلیکون

50/11 ، %(8/69) O103  (6/69)% ، 15/11با O113  با

05/0 ، %(6/69) O128  (4/69)% ، 05/0با O26  75/1با %

بیشترین فراوانی را دارا بودند.  2/%05با  O157 (2/69)و 

ترتیب  ، به K/Bجدایه دارای رپلیکون 21در میان 

با  O5  (7/21)، 33/%33با  O113  (7/21)های سروگروپ

% بیشترین فراوانی را 20/10با  O128 (3/21)% و 33/33

،  B/Oجدایه دارای رپلیکون 11دارا بودند. در میان 

 (3/11)% و10/10با  O5  (6/11)های ترتیب سروگروپ به

O91  0% بیشترین فراوانی را دارا بودند. در میان 27/27با 

% 21با  O103 (2/8)وپ ، سروگرPجدایه دارای رپلیکون 

جدایه دارای  0بیشترین فراوانی را دارا بود. در میان 

% بیشترین 33/33با  O103  (2/6) ، سروگروپ Yرپلیکون

،  FIAجدایه دارای رپلیکون 3فراوانی را دارا بود. در میان 
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تعلق داشتند.  O91  (%100 ,3/3)سویه به سروگروپ 3هر 

سویه به  3، هر  I1جدایه دارای رپلیکون 3در میان 

تعلق داشتند. در نهایت، در  O26  (%100 ,3/3)سروگروپ

، این  L/Mجدایه دارای رپلیکون 1مورد سروگروپ 

سروگروپ جزء موارد مورد مطالعه نبود و بنابراین 

 (.2شناسایی نشد )نمودار 

 

 

 

Replicon 
stx2 

(n = 45)1 

stx2 + eae 

(n = 21)2 
stx2 + eae + ehxA 

(n = 3)3 

Important serogroups 

(n = 19)4 

FIB (n = 69) 
25/69, 36.2% 18/25, 27% 2/18, 11.1% 14/69, 20.2% (O103 = 8, O26 = 4, O157 = 

2) 

K/B (n = 21) 12/21, 57.1% 3/12, 72% 1/3, 33.3% 0 

B/O (n = 11) 0 0 0 0 

P (n = 8) 5/8, 62.5% 5/5, 100% 0 2/8, 25% (O103 = 2) 

Y (n = 6) 4/6, 66.6% 4/4, 100% 0 2/6, 33.3% (O103 = 2) 

FIA (n = 3) 0 0 0 0 

I1 (n = 3) 0 0 0 3/3, 100% (O26 = 3) 

L/M (n = 1) 1/1, 100% 0 0 0 

1 stx2 = 27; stx2f = 18. 
2 stx2 + eae = 4; stx2f + eae = 17. 
3 stx2 + eae + ehxA = 3; stx2f + eae + ehxA = 0. 
4 Important serogroups are: O103 (n = 12), O26 (n = 5), O157 (n = 2). 

 

  

 

 

بر اساس عوامل حدت )شیگاتوکسین تیپ دو، اینتیمین،  STECهای  های پلاسمید شناسایی شده در سویه توزیع انواع رپلیکون– 4جدول 

 (O103, O26, O157)زا  های مهم بیماری انتروهمولیزین( و همچنین سروگروپ

 

 (n = 45)بودند  stx2که واجد تنها  STECهایی از  سویه رپلیکون پلاسمیدها درمیزان فراوانی انواع  -1نمودار 
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 گیری و نتیجه بحث
 STECهای  دو دستورالعمل رفرنس برای ردیابی سویه

 ISO/TS)وجود دارد که پروتوکل اول در اتحادیه اروپا 

اجرا  (MLG5B.05)و پروتوکل دوم در آمریکا  (13136

ویژه  شود. در حال حاضر استفاده از هر دو پروتوکل به می

(. به 22، 21های غذایی با چالش همراه است ) در نمونه

این جهت که ممکن است هر کدام از مارکرهای 

stx1/stx2/eae های  در دو یا تعداد بیشتری از ارگانیسم

موجود در نمونه مورد بررسی وجود داشته باشند که هیچ 

(. در نتیجه 20، 23ندارند ) STECهای  طی با سویهارتبا

شناسایی و جایگزین کردن مارکرهای جدید با هدف به 

تواند از نظر  های مثبت کاذب می حداقل رساندن پاسخ

ویژه اگر مارکرهای  زمانی و مالی بسیار ارزشمند باشد، به

زای  های به شدت بیماری جدید توانایی شناسایی سویه

STEC  ایجاد که باعثHUS شوند را داشته  در انسان می

 (.21باشند )

های  مطالعه حاضر با هدف بررسی نوع رپلیکون در سویه

ها با نوع ‎انجام گرفت تا ارتباط این سویه STECزا  بیماری

کننده مورد بررسی قرار گیرد. در صورتی  پلاسمید حمل

های خطرناک در ارتباط  که نوع خاصی از رپلیکون با سویه

های  توان در قدم بعدی نسبت به شناسایی ژن باشد، می

حدت حمل شونده توسط آن پلاسمید اقدام نمود. در 

شونده توسط آن پلاسمید دارای  های حمل صورتی که ژن

زایی نیز در ارتباط  یکون مشخص باشند و با بیماریرپل

عنوان یک مارکر  توان از رپلیکون آن پلاسمید به باشند، می

 STECزا  های به شدت بیماری احتمالی برای ردیابی سویه

استفاده نمود. در این راستا، بررسی نتایج نشان داد که 

های  بالاترین فراوانی را در میان سویه FIBرپلیکون 

STEC  مورد مطالعه دارد. همراستا با این پژوهش، در

های  در سویه FIBمطالعات دیگر نیز به فراوانی رپلیکون 

STEC  رسد که  . به نظر می(27، 20)اشاره شده است

بلکه در سایر ، STECنه تنها در پاتوتیپ  FIBرپلیکون 

نیز از فراوانی بالایی برخوردار است و  E. coliهای  پاتوتیپ

شناخته  E. coliترین رپلیکون پلاسمید در  عنوان شایع به

 ،STECزا  های بیماری . اما در ارتباط با سویه(7)شود  می

تنها ارتباط آنها با رپلیکون پلاسمید مربوط به رپلیکون 

K/B  های  % جدایه17بوده است کهSTEC  واجد این

د و همچنین بیشترین بودن stx2رپلیکون، دارای 

 stx2 + eae + ehxAدارای الگوی  STECهای  جدایه

ای به ارتباط  دارای این رپلیکون بودند. در مطالعه

بالینی  E. coliهای  با جدایه K/Bپلاسمیدهای با رپلیکون 

تواند حائز  بیوتیک اشاره شده است که می مقاوم به آنتی

 STEC (n = 19)زا  های مهم بیماری در سروگروپرپلیکون پلاسمیدها میزان فراوانی انواع  -2نمودار 
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نیز، ارتباط آن با  I1. در مورد رپلیکون (20)اهمیت باشد 

 3قابل توجه بود، به نحوی که هر  O26سروگروپ مهم 

بودند.  O26متعلق به سروگروپ  I1جدایه دارای رپلیکون 

دهد که  با این حال، بررسی مطالعات دیگر نشان می

های  همچنان از نظر فراوانی در سویه FIBرپلیکون 

. (25)در رتبه اول قرار دارد  STECزا و بالینی  بیماری

 FIBاز جمله رپلیکون  Fهای خانواده  طور کلی رپلیکون به

ای حضور دارند و  های روده طور قابل توجهی در باکتری به

بیوتیک  های حدت و مقاومت به آنتی با فراهم کردن ژن

 (.36شوند ) زایی باکتری می باعث افزایش بیماری

ترین نوع رپلیکون  تنها از نظر فراوانی مهم FIBرپلیکون 

شود، با این  محسوب می STECهای خطرناک  در سویه

های  گیری در مورد اختصاصی بودن برای سویه حال نتیجه

عنوان مارکر نیاز به بررسی  و کاربرد آن به STECخطرناک 

، STECهای  ای از جدایه بیشتر این رپلیکون در مجموعه

ای مهم به دست آمده از بیماران با ه ویژه سروگروپ به

آنها مشخص  stx2علائم شدید دارد که تحت تیپ ژن 

به دست  FIBباشد. همچنین لازم است که پلاسمیدهای 

آمده از این بیماران، از منظر محتوای ژنی به دقت بررسی 

های حدت مسئول  شوند تا اطمینان حاصل کرد که ژن

کد  FIBرپلیکون  تشدید بیماری بر روی پلاسمیدهای با

شوند. در نهایت لازم است که پراکندگی این رپلیکون  می

و نیز  STECزا  زا و غیر بیماری های کمتر بیماری در سویه

بررسی شود تا مطمئن شد که  E. coliهای دیگر  پاتوتیپ

پلاسمیدهای مربوط به این نوع رپلیکون اختصاصی 

رابطه با هستند. در  STECزا  های به شدت بیماری سویه

نیز، از آنجایی که پلاسمیدهای واجد این  K/Bرپلیکون 

های خطرناک مورد مطالعه شناسایی  رپلیکون در سویه

 STECهای  شدند، بررسی اختصاصیت آنها در سویه

جداشده از بیماران با علائم شدید و همچنین بررسی 

 گردد. پیشنهاد می stx2تحت تیپ ژن ارتباط آن با 

گیری پایانی، این مطالعه نشان داد که  عنوان نتیجه به

ترین نوع پلاسمید در  مهم K/Bپلاسمیدهای با رپلیکون 

با ریسک بالای بیماری محسوب  STECهای  سویه

های حدت کدشونده بر روی  شوند که بیانگر اهمیت ژن می

 باشد. زایی می این نوع پلاسمید و نقش آنها در بیماری

های آزمایشگاه  وسیله از کلیه تکنسین ینبد :سپاسگزاری

دانشکده دامپزشکی دانشگاه فردوسی مشهد  اشریشیاکلی

که ما را در انجام این پژوهش یاری کردند، قدردانی 

شود. پژوهش حاضر در قالب رساله دکتری به شماره  می

 انجام گرفته است. 17255
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Summary 

 

Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) strains are responsible for severe human diseases, such as 

hemorrhagic colitis (HC) and hemolytic-uremic syndrome (HUS). Controlling infections associated with STEC 

poses a significant challenge, particularly in the timely tracking and identification of pathogenic strains in envi-

ronmental, food, and clinical samples. Currently, the detection protocols in the European Union (ISO/TS 13136) 

and the United States (MLG5B.05) rely on the genes stx and eae, along with specific serogroup-associated 

genes. Here, we investigated various replicons and compared them with major pathogenic serogroups and stx2-

positive strains to identify crucial replicons that can potentially harbor virulence genes, overcoming the limita-

tions of ISO/TS 13136 and MLG5B.05 methodologies by focusing on the virulence genes encoded on these 

plasmids as alternative markers. Ninety-six STEC isolates from various animal hosts were subjected to single 

and multiplex PCR assays. Among the 82 STEC strains carrying plasmids, the prevalence of different replicons, 

including FIB (69/82, 84.1%), K/B (21/82, 25.6%), B/O (11/82, 13.4%), P (8/82, 9.8%), Y (6/82, 7.3%), FIA 

(3/82, 3.7%), I1 (3/82, 3.7%), and L/M (1/82, 1.2%), was determined. While the frequency of FIB plasmids was 

notable, an association between pathogenic STEC strains and K/B plasmids was observed. Most STEC isolates 

carrying the stx2 + eae + ehxA gene pattern were associated with K/B replicon. The study suggests examining 

the correlation between plasmid types and stx2 gene subtypes and determining the genetic content of these 

plasmids to assess virulence and identify potential genetic markers. 
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