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رفسنجانکیمجله دانشگاه علوم پزش

681-688، 1397مهر ، 17دوره 

در بین Hemolysinو Necrotizing factor type 1هاي بررسی فراوانی ژن
جدا شده از بیماران بیمارستان روحانی شهرستان بابل در اشریشیاکلیهاي سویه

: یک گزارش کوتاه1396سال 
3زاده نامورابراهیمامیرمرتضی ، 2، اکرم امینی1عبانیامیرحسین ش

4/7/97پذیرش مقاله:2/7/97دریافت اصلاحیه از نویسنده:27/6/97ارسال مقاله به نویسنده جهت اصلاح:17/6/97دریافت مقاله:

چکیده
ي باکتریایی مجاري ادراري در نظر گرفته هابه عنوان یکی از عوامل اصلی عفونتکلی اشریشیادر حال حاضر: زمینه و هدف

;Necrotizing factor type 1يهاتعیین فراوانی ژنحاضر،مطالعه شود. هدف از می CNF1 وHemolysin; Hly در بین
باشد.میجدا شده از بیماران بیمارستان روحانی شهرستان بابل کلیاشریشیايهاسویه

بیوگرام انجام و مورد بررسی قرار گرفت. در ادامه تست آنتیکلیاشریشیاسویه82ی،فیتوصدر این مطالعهها:مواد و روش
DNAهاي و فراوانی ژنباکتري استخراجCNF1 وHlyگرفت.اي پلیمراز مورد ارزیابی قرار به کمک واکنش زنجیره
چنین هم. بود)درصد0پنم (و ایمی59) ددرص9/71بیوتیکی، مقاومت به اریترومایسین (در بررسی مقاومت آنتیها:یافته

بود.درصد9/32و درصد28به ترتیب Hlyو CNF1هاي و فراوانی ژندرصد7/31هاي مقاوم به چند دارو درصد سویه
دیگر بود.با مطالعات مشابه ،مطالعههاي مورد در بین سویهHlyو CNF1ي هافراوانی ژننتایج،به با توجه گیري:نتیجه

پلیمرازايهکلی، عفونت ادراري، واکنش زنجیراشریشیا: کلیديي هااژهو

پزشکی،کمیته تحقیقات دانشجویی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی بابل، بابل، ایراندانشجوي -1
شناسی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی بابل، بابل، ایرانگروه میکروبشناسی پزشکی،کارشناس ارشد میکروب-2
پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی بابل، بابل، ایرانشناسی، دانشکدهمیکروباستادیار، گروه-3

ami:ی، پست الکترونیک011- 32199936، دورنگار: 011- 32199592تلفن:  rmor t ezanamv. ar@gmai l com.

مقدمه
هاي مجاري ترین علل عفونتکلی یکی از مهماشریشیا

. علاوه بر التهاب مثانه و ]1[شود میادراري محسوب 

ها از توان به طیف وسیعی از دیگر عفونتپیلونفریت می

هاي عفونتقبیل پنومونی، استئومیلیت، سپسیس و 

هاي بیمارستانی نیز اشاره نمود. اتصال باکتري به گیرنده

ترین مرحله در کلونیزاسیون این اپیتلیال اولین و مهم

زاي گردد، لذا فاکتورهاي بیماريارگانیسم محسوب می

ها از دخیل در چسبندگی در ایجاد این نوع از عفونت

.]2[باشند میاي برخوردار اهمیت ویژه
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ها نیز از ر فاکتورهاي چسبندگی، توکسینعلاوه ب

توان میشوند که میزایی محسوب ترین عوامل بیماريمهم

HlyوCNF1(Cytotoxic necrotizing factor type 1)به 

(Hemolysin) اشاره نمود. فاکتورCNF1 یک توکسین

ها است که توانایی توکسینABاز نوع کیلو دالتونی115

GTPaseاز Rhoعال گلوتامین از خانوادهکاتالیز جایگاه ف

با Cnf1کلی حاوي ژن هاي اشریشیا. اکثر سویه]3[را دارد 

پتانسیل تولید فاکتور سایتوتوکسیک نکروزان فاکتور نوع 

و Rho GTPases ،RhoA ،Rac1یک باعث فعالیت مداوم 

Cdc42هاي مذکور در ایجاد خواهند شد، از این رو سویه

اري پایدار، التهاب حاد پروستات و افزایش هاي ادرعفونت

ت سزایی را خواهند داشها سهم بهسطح پلی مورفونوکلئر

]4.[

یک پروتئین حساس به پروتئین بوده که Hlyتوکسین 

ي مختلف هاعملکرد آن ایجاد منافذ متعدد در غشاء سلول

. ]5[ها است هاي پستانداران به خصوص اریتروسیتسلول

هاي ي مذکور در ایجاد التهابهال ژنهاي حامسویه

که کنند، به طوريمیءرا ایفامیمجاري ادراري نقش مه

باشد میها ترین علائم بالینی این سویهالتهاب مثانه از مهم

هاي . توکسین حاصل از این ژن در تخریب سلول]6[

هاي ایمنی، القاء آپوپتوز مخاطی، کاهش اثر دهی سلول

هاي کلیوي و افزایش ها و سلولوتروفیل، نTهاي لنفوسیت

دسترسی به مواد مغذي میزبان نقش قابل توجهی را ایفاء 

.]7[کند می

به وضوح Hlyو CNF1ي هاکه اهمیت ژناز آن جایی

شود لذا هدف از انجام این طرح تعیین فراوانی میدیده 

اشریشیاکلی جدا يهادر بین سویهHlyو CNF1ي هاژن

اران بیمارستان روحانی شهرستان بابل در سال شده از بیم

باشد.می1396

هامواد و روش
مقطعی، طی مدت شش ماه - در این مطالعه توصیفی

) با مراجعه به آزمایشگاه 1396الی آبان 1396(خرداد ماه 

هايبیمارستان آیت االله روحانی شهر بابل سویه

سی آوري و به آزمایشگاه میکروب شناجمعکلیااشریشی

چنین این همدانشگاه علوم پزشکی بابل ارسال گردید. 

مطالعه داراي کد اخلاق از دانشگاه علوم پزشکی بابل به 

باشد.میMUBABOL.HRI.REC.1395.248شماره 

ها ابتدا بر روي محیط مک گانکی آگار (مرك، آلمان) سویه

آمیزي هایی از قبیل رنگکشت و سپس به کمک تست

Triple Sugar Ironکشت در محیط گرم تست اندول، 

(مرك، آلمان)، سیمون سیترات (مرك، آلمان)، تست 

حرکت (مرك، آلمان) و تست اوره (مرك، آلمان) مورد 

Brainها در محیط بررسی قرار گرفتند. در ادامه سویه

Heart Infusion 20درصد گلیسرول در دماي 15حاوي -

. ]1[درجه سانتی گراد ذخیره شدند 

بیوتیکی به روش دیسک دیفیوژن و مقاومت آنتیتست

15بیوتیکی اریترومایسین (هاي آنتیبا استفاده از دیسک

میکروگرم)، سیپرو10میکروگرم)، توبرامایسین (

میکروگرم)، 10میکروگرم)، جنتامایسین (5فلوکساسین (

300میکروگرم)، نیتروفورانتوئین (5اوفلوکساسین (

5میکروگرم)، لووفلوکساسین (10(پنممیمیکروگرم)، ای

25/1-75/23سولفامتاکسازول (-میکروگرم) و تریمتوپریم
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) طبق معیارهاي موسسه Himedia-Indiaمیکروگرم)، (

. ]8[استاندارد بالینی و آزمایشگاهی انجام گردید 

باکتري با استفاده از کیت تجاري (یکتا DNAدر ادامه 

رکت سازنده استخراج و تجهیز، ایران) بر اساس پروتکل ش

) با استفاده از پرایمرهاي PCRپلیمراز (ايهواکنش زنجیر

). 1اختصاصی انجام گرفت (جدول 

کلی جدا شده از بیماران ي اشریشیاهايهادر ایزولهHlyو CNF1ي هاپرایمرهاي استفاده شده جهت بررسی ژن- 1جدول 
1396بیمارستان روحانی شهرستان بابل در سال 

ژنپرایمرسایز(bp)منبع

]9[693
F:5′- TTATATAGTCGTCAAGATGGA-3′

CNF1
R:5′- CACTAAGCTTTACAATATTGA-3′

]9[565
F:5′- AGATTCTTGGGCATGTATCCT-3′

Hly
R:5′- TTGCTTTGCAGACTGTAGTGT-3′

میکرولیتر در 25ها حجم نهایی براي هر یک از واکنش

رنامه شامل دناتوراسیون اولیه در دماي نظر گرفته شد. ب

سیکل که 35دقیقه و 4درجه سانتی گراد به مدت 94

94هر سیکل شامل سه مرحله دناتوراسیون در دماي 

annealingثانیه، دماي 45درجه سانتی گراد به مدت 

و 57به ترتیب در دماي HlyوCNF1جهت تکثیر ژن 

ه، و مرحله ثانی45درجه سانتی گراد به مدت 60

extension درجه سانتی گراد به مدت یک 72در دماي

دقیقه انجام 5گراد به مدت درجه سانتی72دقیقه و نهایتاً 

و پس از اتمام واکنش، محصول واکنش با استفاده از ژل 

درصد و با استفاده از دستگاه مورد بررسی قرار 1آگارز 

گرفت.

نتایج

آوري شده از جمعیکلاشریشیاسویه 82از مجموع 

6/42آزمایشگاه بیمارستان آیت االله روحانی شهر بابل، 

ها به ترتیب از جنس مذکر و سویهدرصد4/57و درصد

مونث ایزوله گردید. در روش دیسک دیفیوژن آگار مقاومت 

2/51(جنتامایسین ،59)درصد9/71(به اریترومایسین 

، 45)درصد8/54(، سیپروفلوکساسین 42)درصد

7/9(، نیتروفورانتوئین 25)درصد4/30(اوفلوکساسین 

- متوپریم، تري27)درصد9/32(، توبرامایسین 8)درصد

، لووفلوکساسین 57) درصد5/69سولفامتوکسازول (

گزارش شد. در )درصد0(پنم میو ای11)درصد4/13(

هاي مقاوم به هاي مورد مطالعه فراوانی سویهبین ایزوله

چنین درصد به دست آمد. همدرصد7/31چند دارو 

در روش مولکولی به ترتیب Hlyو CNF1هاي فراوانی ژن

تعیین گردید. تصاویر مربوط به درصد9/32و درصد28

PCRي هاژنCNF1 وHly آورده شده 2و 1در شکل

است.
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-هاي اشریشیادر بین ایزولهCNF1مربوط به ژن PCR-1شکل 

1396در سال یمارستان روحانی شهرستان بابلکلی جدا شده از ب
، 7، 6، 5، 4، 3، 2شماره ،bp DNA size marker 100-1شماره 

CNF1هاي داراي ژن سویه9و 8

کلی هاي اشریشیادر بین ایزولهHlyمربوط به ژن PCR-2شکل 
1396جدا شده از بیمارستان روحانی شهرستان بابل در سال 

کنترل منفی، 2، شماره DNA size marker100 bp: 1شماره 
Hlyهاي داراي ژن سویه9و 8، 6، 5، 4، 3شماره 

بحث
که وجود فاکتورهاي متعدد در ظهور از آن جایی

زایی بسیار مشهود ي داراي پتانسیل بالاي بیماريهاسویه

است، لذا ارزیابی ژنتیکی و بررسی میزان مقاومت چنین 

. انتشار ]10[باشد مییی برخوردار هایی از اهمیت بالاسویه

تواند منجر به میدر مراکز درمانی هااین سویه

، بنابراین تشخیص سریع و کنترل این ]10[گردد میاپید

گردد. میهاي درمانی محسوب ترین استراتژيموارد از مهم

در مطالعه حاضر بیشترین میزان مقاومت به اریترومایسین 

کسازول اختصاص یافت، در حالی سولفامتو- و تري متوپریم

پنم قابل که درصد حساسیت به نیتروفورانتوئین و ایمی

هاي مقاوم به چند توجه بود، اما با این وجود شیوع سویه

شود، زیرا در مطالعات میمحسوب میدارو زنگ خطر مه

شود که ممکن است ناشی از میمشابه نتایج متفاوتی دیده 

ها و یا رعایت انتشار سویههاي درمانی مختلف، سیاست

اصول بهداشتی در مراکز مختلف درمانی باشد. در مطالعه 

و فراوانی ژن درصدCNF128حاضر درصد فراوانی ژن 

Hly9/32حالی است که در گزارش گردید. این دردرصد

در تونس میزان فراوانی ژن و همکارانTarchounaمطالعه 

Hly وCNF1 در ]11[اعلام شددرصد3و 19به ترتیب .

و همکاران که در شیراز صورت گرفت، Asadiمطالعه 

. از ]12[گزارش گردید درصدHly3/23فراوانی ژن 

در آفریقاي جنوبی فراوانی ژن و همکارش Galaneطرفی 

CNF1 در مطالعه ]13[گزارش کردند درصد2/2را .

Farshad و همکاران فراوانی ژنHly وCNF1 به ترتیب

.]14[ارزیابی شد درصد9/22و درصد5/13

هاي و همکارانش نشان داد که سویهMariniمطالعه 

در ایجاد ايهتوانایی بالقوHlyو CNF1هاي حاوي ژن

دارند Helaهاي عوارض سایتوتوکسیک بر روي سلول

. با توجه به تحقیقات انجام شده اولین مرحله براي ]15[

هاي سنگفرشی ه دیواره سلولزایی اتصال باکتري ببیماري

باشد که فیمبریه و فاکتورهاي اتصالی میمجاري ادراري 

مینقش کلیدي را بر عهده دارند. همچنین ارتباط مستقی

هاي پیچیده ادراري و حضور بین پیلونفریت، عفونت
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هاي کد کننده فاکتورهاي چسبندگی گزارش گردیده، ژن

تواند در درمان میهاي مذکور لذا تشخیص سریع ایزوله

. ]15[سزایی داشته باشد ها سهم بهاین سویه

چنین درصد زا و همبیماريهايتفاوت در فراوانی ژن

بیوتیکی در مطالعات مختلف ممکن است به مقاومت آنتی

چنین پراکندگی هاي مورد مطالعه و همعلت تعداد سویه

هاد ها در مناطق مختلف جغرافیایی باشد، لذا پیشنسویه

هاي بیشتري مورد شود در مطالعات آتی تعداد سویهمی

بررسی قرار گیرد.

گیرينتیجه
در CNF1و Hlyهاي مطالعه اخیر نشان داد فراوانی ژن

کلی یوروپاتوژن جدا شده از هاي اشریشیابین ایزوله

28و درصد9/32بیماران دچار عفونت ادراري به ترتیب 

خوانی ا مقالات مشابه همباشدکه تا حدودي بمیدرصد

ي مقاوم به چند داروي هادارد. از طرفی ظهور سویه

تواند میزاي دستگاه ادراري نیز کلی بیمارياشریشیا

ها محسوب شود.تهدیدي جدي در درمان این نوع از سویه

تشکر و قدردانی
این مقاله حاصل طرح دانشجویی است، لذا نویسندگان مقاله 

چنین ند که از معاونت محترم پژوهشی و همدانبرخود لازم می
ي آیت االله روحانی و جناب آقاي هاپرسنل آزمایشگاه بیمارستان

.هاي انجام گرفته تشکر و قدردانی نمایندباقري جهت همکاري
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Frequency of Necrotizing Factor Type 1 and Hemolysin Genes Among

Escherichia coli Strains Isolated from Hospitalized Patients of Rouhani

Hospital in Babol, IRAN in 2017: A Short Report

A. Shabani1, A. Amini2, A. Ebrahimzadeh Namvar3
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Background and Objectives: Currently, Escherichia coli is considered as one of the main causes of bacterial

urinary tract infections. The aim of this study was evaluating the frequency of necrotizing factor type 1 (CNF1)

and hemolysin (Hly) genes among E. coli strains isolated from hospitalized patients of Rouhani Hospital in

Babol city.

Materials and Methods: In this descriptive study, a total of 82 E. coli strains were evaluated. Thereafter,

antibiogram test was performed and DNA of the bacteria was extracted and the frequency of CNF1 and Hly

genes was determined by the help of polymerase chain reaction.

Results: With antibiotic susceptibility testing, resistance to Erythromycin and Imipenem was reported 59

(71.9%) and 0%, respectively. Also, the percentage of multi drug resistant strains was 31.7%. The frequency of

CNF1 and Hly genes was reported as 28% and 32.9%, respectively.

Conclusion: According to the results, the frequency of CNF1 and Hly genes among the studied strains was

similar to some related studies.
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