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Abstract 
 

Background and purpose: The best-known groups of Escherichia coli are B2, B1, A, and D. 

Previous studies have clearly shown the difference between this group such as resistance to antibiotics, 

the growth rate, and pathogenicity. Therefore, identifying different groups of E. coli could be of great 

benefit in curing infections caused by this bacterium. There are some defects in traditional diagnosis 

methods for E. coli groups, hence, this study aimed at finding a more efficient method. 

Material and methods: To identify different E. coli groups, after surveying genomic sequence 

of 60 E. coli and their grouping which was done by silico multiplex PCR method, a polymorphic 

sequence of homoserine kinase enzyme was selected. Then, 20 unknown samples of E. coli strains were 

grouped by this sequence and multiplex PCR methods. 

Results: The 20 unknown samples of E. coli strains were grouped identically in both methods.  

Conclusion: Identification and grouping of different E. coli strains by sequencing method was 

found to be more precise than multiplex PCR method. 
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 پژوهشي

 با استفاده از تعيين ي اشرشيا كلي مختلف باكتريها سويه يگروه بند
 PCR پلكس ي آن با روش مولتسهي و مقاthrB ژن يتوال

  
        1يزيفاطمه عز

        2ي فلاحيصغر
       3ي ساماني اسدديمج
 4اني گودرزميمر 

  چكيده
 D و گـروه  A, B1, B2هـاي    گـروه Escherichia coliهـاي شـناخته شـده بـاكتري      ترين گروه  از مهم: و هدفسابقه

هـاي خـود از جملـه ميـزان مقاومـت بـه              هايي در بسياري از ويژگـي      ها داراي تفاوت   ها نشان داده اين گروه      بررسي .باشند مي
توانـد در درمـان    هـاي مختلـف آن مـي    باشند كـه در نتيجـه شناسـايي گـروه     ها، نرخ رشد و ميزان پاتوژنسيته مي       بيوتيك آنتي
 در اين بررسي سعي گرديـده بـا توجـه بـه وجـود يـك سـري                   .شوند موثر باشد   هايي كه توسط اين باكتري ايجاد مي       يبيمار

  .هاي مختلف ارائه گردد ، روشي دقيق جهت شناسايي گروهE. coliاي ـه هاي قبلي شناسايي گروه اشكالات در روش
ها توسط روش  دي آنـبن و گروه E. coliري ـه باكتـي سو60در اين مطالعه بعد از بررسي توالي كامل  :ها مواد و روش

بنـدي   مـورف از ژن هوموسـرين كينـاز جهـت گـروه             تـوالي پلـي    ، مجـازي  PCRافزارهـاي     با نـرم   PCRپلكس   مرسوم مولتي 
پلكـس    نمونه سويه باكتري فوق توسط اين روش و روش مـولتي 20د و ـاب گرديـانتخ E. coliري ـ مختلف باكتياـه سويه
PCRيين گروه شدند تع.  

 و روش تعيـين تـوالي بـه    PCR نمونه مورد بررسي در اين تحقيق توسـط دو روش مرسـوم مـولتي پلكـس                  20 :ها يافته
  .بندي گرديدند صورت صحيح و مشابه گروه

، PCRي پلكس ـولتـي نسبت به روش مـ با روش تعيين توالE. coliري ـاي مختلف باكتـه ويهـروه سـتعيين گ :استنتاج
  .باشد تر و مطمئن مي قدقي

  

  ، هوموسرين كيناز، تعيين تواليPCRبندي، مولتي پلكس   ، گروهEscherichia coli: واژه هاي كليدي
  

  مقدمه
تا  Escherichia coliهاي مختلفي از باكتري  سوش

 فيلوژنتيكي هاي بررسي  كه براساس شده است كنون شناسايي
تاكنون . )1(گيرند در چندين فيلوگروپ مختلف قرار مي     

شناسايي ) F ,E ,D ,C ,B ,B1,A I,( گروه فيلوژنتيكي 8

هـاي فيلـوژنتيكي     ترين گـرو    كه از مهم   ؛)2(گرديده است 
 ؛)3،4(باشـد   ميD  وگروهA, B1, B2هاي  گروه شناخته شده

هاي خواهري شـناخته      به عنوان گروه   B1 و   Aهاي   گروه
  ركمشت عنوان يك جد  بهB2گروه  كه شوند درحالي مي

  
 

  E-mail: fallahi.leila@gmail.com                      ي مولكولي پزشكقاتيمركز تحق،  هرمزگانيدانشگاه علوم پزشك :بندرعباس -ي فلاحيصغر :مولف مسئول

  راني هرمزگان، بندر عباس، اي دانشگاه علوم پزشك،يدانشكده علوم پزشكدانشجوي پزشكي،  .1
  راني هرمزگان، بندر عباس، اي دانشگاه علوم پزشك،ي مولكولي پزشكقاتيمركز تحق، ولكوليپزشكي مدكتراي دانشجوي  .2
  راني شهركرد، شهركرد، اي دانشگاه علوم پزشك،ي و مولكولي سلولقاتيمركز تحق. 3
  راني سبزوار، سبزوار، اي سلامت سالمندان، دانشگاه علوم پزشكقاتيمركز تحق. 4
  22/4/1393 :تاريخ تصويب            17/3/1393 :تاريخ ارجاع جهت اصلاحات           13/11/1392: تاريخ دريافت   



 
   و همكارانفاطمه عزيزي     
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 پژوهشي

ها داراي   شود كه اين گروه    ميبراي اين دو گروه شناخته      
هاي خود مانند مكان و     هايي در بسياري از ويژگي     تفاوت

 ، استفاده ازمنابع مختلف كربن براي توليـد       )5(نحوه زندگي 
هـا، نـرخ رشـد و ميـزان          بيوتيـك  نتيآت به   انرژي، مقاوم 

در همكاران   و   Walkهاي   بررسي. )6(باشند پاتوژنسيته مي 
 هايي از باكتري اثبات كرده است كه اغلب سويه 2007سال 

E. coli باشند به گروه  كه قادر به تحمل محيط بيرون مي
B1  علاوه بر اين انـدازه ژنـوم نيـز در بـين        .)7( تعلق دارند 

  داراي ژنومB1و A هاي  باشد و گروه ها متغير مي اين گروه
. )8(باشـند   مـي  D و   B2هـاي    تري نسبت به گروه    كوچك
 در سال  و همكاران Johnsonانجام شده توسط مطالعات

 D و   B2هاي فيلوژنتيكي     كه گروه  نشان داده است   2001
  نسبت به دوگروه ديگـر     يتر داراي فاكتور پاتوژنسيته بيش   

 E. coliهـاي خـارج روده بـاكتري     توژنپـا . )9(باشند مي
 حالي در،  )10-11( تعلق دارند  D و   B2هاي   اغلب به گروه  

 تعلـق  B1و A  هـاي   اغلب به گروهكمنسالهاي  كه سويه
اي اغلـب    هاي پاتوژن روده    در حالي كه سويه    ،)12(دارند

  .)13( تعلق دارندD و A ،B1هاي  به گروه
 توسط  2014براساس تحقيقات انجام گرفته در سال       

Tan  ــدود ــاران ح ــاكتري 71/85 و همك ــد ب ــاي   درص   ه
E. coli     ــه ــاوم ب ــسان مق ــت ان ــده از پوس ــازي ش جداس

هـا    درصد آن57بيوتيك آمپيسيلين و كلرامفنيكل و     آنتي
هاي سولفومتوگزازول، آمپسيلين و      بيوتيك  مقاوم به آنتي  

هـاي    توانـد بيمـاري     باشند كه اين امـر مـي        تريمتوپريم مي 
ــي از ــد  ناش ــزايش ده ــسان اف ــاكتري را در ان ــن ب  .)14( اي

هاي مختلـف    ندگي سويه كبرخي از محققين پرا   چنين    هم
ــاكتري  ــين موجــودات مختلــف مــورد   E. coliب را در ب

 رژيم غـذايي ميزبـان،      به عنوان مثال  . اند بررسي قرار داده  
روي ميزان  حجم بدن ميزبان و شرايط آب و هوايي را بر         

هاي مختلف اين بـاكتري مـوثر        پراكندگي و شيوع گروه   
ــد هاعــلام نمــود ــر ايــن  .)15(ان ــر بررســي عــلاوه ب روي  ب

 پستانداران نـشان     و هاي جداسازي شده از پرندگان     سويه
 در پرنـدگان و شـيوع       B1 و   Dهـاي    داد كه شيوع گـروه    

، مخصوصا سگسانان و     در پستانداران  B1 و   Aهاي   گروه

ــا ــسB2 و Aهــاي  و شــيوع گــروه )16(گاوه ــا  ان در ان ه
  .)17(باشد تر مي بيش

ــاكتري   روده طبيعــيمعمــولا جــزء فلــور  E. coliب
باشـد و در در روده بـزرگ انـسان بـه فراوانـي يافـت                  مي
دومين باكتري از لحاظ فراواني در      به همين دليل     شود  مي

شاخص آلودگي آب شهري بـه فاضـلاب        باشد و     ميروده  
 هاي سويهب اغلزايي  لحاظ بيمارياز . )18(آيد به حساب مي

 ولـي برخـي از      باشـند  نميزا   اين باكتري در روده بيماري    
بـا    Enterotoxigenic E. coliسـويه  آن ماننـد  هاي سويه

بـا   Enteropathogenic E.coli هـاي  سـويه توليد سـم و  
 بـا  Enteroinvasive E. coli  هاي سويهآسيب مستقيم و 
ا ه ـ  بـروز اسـهال در انـسان       سـبب تواننـد     تهاجم بافتي مـي   

در خارج از روده مـثلا در   E. coli هاي گونه. )19(گردند
بــوده، و بــه عنــوان زا  ملتحمــه بيمــاريو مجــاري ادراري 

  .)18(باشد  ميهاي ادراري ترين عامل عفونت بزرگ
 در  و همكــارانClermontبـر اسـاس بررســي هـاي    

اي پليمـراز    روشي بر اساس واكـنش زنجيـره      ،  2000سال  
 ارائـه گرديـد   E. coliمختلف هاي  جهت شناسايي گروه

اي از ژن     و قطعـه   chuA، yjaAروي تكثير سـه ژن       كه بر 
TspE4.C2     پايه ريزي شده است و تفاوت در تكثير و يـا 

بنـدي   ها به عنوان ملاكي جهت گـروه       عدم تكثير اين ژن   
اكثـر  در به صـورتي كـه   ، )20(گيرد مورد استفاده قرار مي  

ژن اي از    طعـه ق)  درصـد  77حـدود    (Aسويه هاي گـروه     
yjaA هـاي ايـن      سـويه  اما دو ژن ديگر در     گردد تكثيرمي

 B1هاي متعلق به گروه      سويهدر   گردند؛ نميگروه تكثير   
 شـود و در    تكثيـر مـي    TspE4.C2 ژن   اي از  قطعهنيز فقط   

 و از ايـن  شـود  تكثيـر مـي   chuA ژن D و B2 هـاي  گـروه 
 شـوند و بـراي      تمايز داده مـي    B1 و   Aطريق از دو گروه     

 ،گردد  استفاده مي  yjaA از ژن    D و   B2 تفكيك دوگروه 
 شـود  مـي  تكثير   B2گروه  اين قطعه در    كه  به اين صورت    

 و  Aهـاي    ه تفكيك گرو  .نمي شود  تكثير   D گروه   اما در 
B1 براســاس ژن TspE4.C2بــه ايــن گيــرد   صــورت مــي

اي   در واكنش زنجيره   اين قطعه  ،B1گروه  دركه  صورت  
  .)20(گردد تكثير ميپليمراز 
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هـاي   كه ميزان پاتوژنسيته و ميزبان گروه   با توجه اين  
 بيـوتيكي   چنين مقاومت آنتي  و هم E. coliمختلف باكتري 

 و هـر گـروه      )21(باشد هاي مختلف متفاوت مي    بين گروه 
تواند فاكتورهاي حدت مخصوص خـود را        باكتريايي مي 
هـاي مختلـف     روهگ ـشناسـايي   بنابراين  ،  )22(حمل نمايند 

 تواند هاي مختلف آن مي و تفكيك گروه E. coli باكتري
كــه توســط ايــن بــاكتري ايجــاد  هــايي در درمــان بيمــاري

 محـيط   آلـودگي چنين كشف منبع اصـلي       شوند و هم   مي
روشي كه به صـورت     . )23(مانند منابع آبي ضروري باشد    
 E. coliهاي مختلف باكتري  معمول براي شناسايي گروه

ــه كــار گرفتــه مــي   و همكــاران Clermontشــود روش  ب
  باشد كـه دليـل وجـود نـوتركيبي فـراوان در بـاكتري               مي

E. coli    و امكان بروز جهش در محل اتـصال آغازگرهـا
 هـم چنـين بـه دليـل         .)24(كاهد از دقت روش مذكور مي    

تشابه الگوي باندهاي حاصل از واكنش زنجيره پليمـراز،         
 از يكـديگر    D و   Eاين روش قادر به تفكيـك دو گـروه          

به اين دلايل در اين بررسـي هـدف يـافتن           . )25(باشد مين
روشــي ســريع، آســان و مطمــئن جهــت شناســايي دقيــق  

تعيين تـوالي  به وسيله  E. coliهاي مختلف باكتري  گروه
  .باشد اي پلي مورف از ژنوم اين باكتري مي ناحيه

  

  ها  روشمواد و
  ها بندي آن هاي مختلف و گروه دريافت توالي سويه

تـوالي   انجـام شـد،      1392كه در سال    طالعه  در اين م  
 پايگـاه داده  از E. Coli سويه مختلـف بـاكتري   60كامل 

ــسه  ــينموسـ ــه NCBI المللـــي بـ درس الكترونيكـــي آ بـ
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ و  گرديد   آوري جمع

ز  ا هـا  مختلـف بـاكتري   هـاي     تفكيك گـروه   جهتسپس  
افـزار    از نـرم   PCR پلكس    به وسيله روش مولتي    يكديگر
primer blast   الكترونيكـــي آدرس ايـــن موســـسه بـــا 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ 
هــا براســاس  بنــدي ســويه  گــروهبعــد از آن .شــداســتفاده 
 و همكـاران    Clermontشـاره شـده در گـزارش        الگوي ا 

بنـدي    گـروه  چنـين  هـم  .)1جـدول شـماره     (انجام گرفت   
  افــزار  هــا توســط نــرم هــاي آن هــاي مختلــف تــوالي ســويه

mega 5.05 و با روش clustal W هم رديف گرديدنـد ، 
مـورف بـه طـول     افزار بـراي نقـاط پلـي      سپس با همين نرم   

 ي ترسيم گرديد تا    جفت باز درختچه فيلوژن    1000حداكثر  
 E. Coliهاي مختلف باكتري  مورفي كه گروه منطقه پلي

 بعـد   .نمايد مشخص گـردد    را به خوبي از هم تفكيك مي      
 از  ،ناحيه مناسب براي شناسايي توالي فوق     اين  از انتخاب   

  . استفاده گرديدNCBI موسسه BLASTنرم افزار 
  

  ها بندي نمونه تعيين حجم نمونه و گروه
هــاي موجــود از نــواحي و  حاضــر نمونــهدر مطالعــه 

هـا بـه صـورتي       آوري گرديد و نمونـه     منابع مختلف جمع  
اند كه از هر گروه چنـد نمونـه در درختچـه             انتخاب شده 

چنين با توجه به در دسترس نبودن        فيلوژني ذكر شود؛ هم   
ها، از مطالعات بيوانفورماتيكي جهت حل       برخي از گروه  

 نمونه انتخاب   20موع  درمج. گرفته شد  كمك اين مشكل 
هـا در    شدند بـه صـورتي كـه نماينـدگاني از كليـه گـروه             

با اين وجود، توجـه     . درختچه فيلوژني وجود داشته باشند    
باشد كـه ايـن مطالعـه تلفيقـي از           به اين نكته ضروري مي    

 هاي آزمايـشگاهي   هاي دو روش بيوانفورماتيك و داده      داده
كننــده  كميــلهــاي بيوانفورمــاتيكي ت باشــد كــه داده مــي
هاي آزمايشگاهي هستند؛ بـه همـين دليـل نيـازي بـه              داده

هـاي   باشـد؛ زيـرا داده     استفاده از حجم بالاي نمونـه نمـي       
هاي آزمايشگاهي بوده و     بيوانفورماتيكي تاييدكننده داده  

  .گردند باعث افزايش قدرت ماركر انتخاب شده مي
  هـه به كار رفتـري كه در اين مطالعـنشانگي ـاز سوي

  
  براي هر يك از ژن ها PCRآغازگرهاي مورد استفاده در واكنش مولتي پلكس  :1جدول شماره 

  ژن مورد بررسي  توالي آغازگر فوروارد  توالي آغاز گر معكوس
5-GACGAACCA ACGGTCAGGAT-3 5-TGCCGCCAGTACC AAAGACA-3 ChuA 
5-ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC-3 5-TGAAGTGTCAGGAGACGCTG-3 YjaA 
5-CGCGCCAACAAAGTATTACG-3 5-GAGTAATGTCGGGGCATTCA-3 TspE4C2 

  



 
   و همكارانفاطمه عزيزي     
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 پژوهشي

هـاي بيوانفورمـاتيكي      ماه بررسـي   4است حاصل بيش از     
هاي غير دسـت ورزي شـده         مگا باز ژنوم سويه    5بر روي   
تـرين    مـي باشـد تـا بهتـرين و پليمـورف     E Coliباكتري 

ناحيه ژنوم اين باكتري جهت گروه بندي انتخـاب شـود؛           
ر ايـن قطعـه بـدون مطالعـات بيوانفورمـاتيكي و بـه              اما اگ 

گرديد نياز به حجم بـالاتري از   صورت تصادفي انتخاب مي  
بود؛ لذا در اين بررسي مطالعات بيوانفورماتيكي        نمونه مي 

. دقيق نياز به حجـم بـالاي نمونـه را مرتفـع سـاخته اسـت               
 نمونه به وسـيله بيوانفورماتيـك بـا هـر         60چنين تعداد    هم

و روش ترسـيم درختچـه    PCR مـولتي پلكـس   دو روش
انـد كـه نتـايج ايـن          مورد بررسي قـرار گرفتـه      فيلوژنتيكي

باشـد و مـوارد      بررسي تا حد زيادي با يكديگر منطبق مي       
اندكي كه اخـتلاف وجـود دارد بـه دليـل نقـص سيـستم               

تـر روش تعيـين تـوالي     و دقت بـيش PCR  مولتي پلكس
  .خته شده استباشد كه در قسمت بحث به آن پردا مي

  
  هاي مورد بررسي شناسايي گروه فيلوژني نمونه

 از ايـن    ،مورف مورد نظـر    پس از شناسايي ناحيه پلي    
   نمونـه بـاكتري     20ناحيه بـراي شناسـايي گـروه فيلـوژني          

E Coliوسـيله  ه  استفاده گرديد به اين صورت كه ابتدا ب ـ
 آغازگرهاي مورد نياز جهت تكثير اين oligo 7افزار  نرم
ه ها ب  د و بعد از استخراج ژنوم باكتري      يعه طراحي گرد  قط

  . تكثير اين قطعه صورت گرفت،وسيله روش فنول كلروفرم
سـازي در     بعـد از بهينـه     PCRبرنامه دمـايي واكـنش      

 94 دقيقه در    5شرايط آزمايشگاهي شامل واسرشت اوليه      
 درجه جهت 94 ثانيه در    45 سيكل شامل    30درجه سپس   

  درجه جهت اتصال آغازگرها و     55در   ثانيه   40واسرشت،  
  درجه جهت تكثير سپس براي تكثير نهـايي        72 ثانيه در    70

  . درجه مورد استفاده قرار گرفت94 دقيقه دماي 7
ميكروليتـر انجـام     25 در حجم نهـايي      PCRواكنش  

، X10 ميكروليتـر بـافر      5/2گرفت كه هر واكنش شـامل       
MgCl2 ميكروليتر   5/0

 ميكروليتر Mm100  ،6/0 با غلظت     
dNTP  باغلظتMm10، 20 pmol،ازهر يك از آغازگرها  

 و يك ميكروليتر از Taq polymeraseآنزيم يك واحد 

DNA  ژنـــومي كـــه بـــا آب مقطـــر دوبـــار تقطيـــر بـــه   
  آغازگرهـــاي . ميكروليتـــر رســـيد  25حجـــم نهـــايي  

 كه جهـت واكـنش   oligo 7افزار  طراحي شده توسط نرم
PCR  ه شـــامل تـــوالي   مـــورد اســـتفاده قـــرار گرفتــ ـ  

5-TCGCTTTCTTATATCTTCGGCA-3 جهــــت 
  آغـــــــــــــــازگر پيـــــــــــــــشرو و تـــــــــــــــوالي 

5-GTTGTCGTAATGAATGCTGCCG-3 جهـــت 
  .باشد آغازگر معكوس مي

 بر روي PCR فوق محصول  تكثير قطعه بعد از انجام    
مشاهده گرديـد و بعـد از اطمينـان          درصد   5/1ژل آگارز   

بـراي هـر    از تكثير قطعه مورد نظر توالي يابي قطعه فـوق           
 توسـط دسـتگاه تـوالي يـاب اتوماتيـك انجـام          ، نمونه 20

 ،هاي مورد بررسـي     سپس براي تعيين گروه نمونه     .گرفت
هـاي دريافـت شـده از         مـورد بـا نمونـه      يهـا  توالي نمونـه  

ــسه  ــرم NCBIموس ــط ن ــزار   توس ــا روش oligo 5اف  و ب
clustal Wافـزار    سپس با همين نرم؛ هم رديف گرديدند

  . ترسيم گرديدneighbor joiningي درختچه فيلوژن
  

هاي مورد بررسـي بـا روش        شناسايي گروه فيلوژني نمونه   
  PCRمولتي پلكس 

 جهت مقايسه روش ارائه شده در اين بررسي با روش         
 نمونه  20 بر اساس    ها  شناسايي گروه  ،PCRمولتي پلكس   

  ارائه شده توسـط    PCRمورد بررسي با روش مولتي پلكس       
Clermontــاي زآغا. )2(ن انجــام گرفــت و همكــارا گره

  ذكـر 1در جدول شماره بر اساس مقاله مرجع    مورد استفاده   
  شامل واسرشـت   PCR برنامه دمايي واكنش     .گرديده است 

  ثانيـه 30 سـيكل شـامل   30 درجه سپس  94 دقيقه در    5اوليه  
  درجه جهـت   55 ثانيه در    30 درجه جهت واسرشت،     94در  

درجـه جهـت تكثيـر       72 ثانيـه در     30اتصال آغازگرها و    
 درجـه مـورد     94 دقيقـه دمـاي      7سپس براي تكثير نهايي     

  .استفاده قرار گرفت
ميكروليتـر انجـام    25 در حجم نهـايي  PCRواكنش 

، X10 ميكروليتـر بـافر      5/2گرفت كه هر واكنش شـامل       
ــر  5/0 MgCl2ميكروليتــ

ــت   ــا غلظــ  Mm100 ،5/0  بــ



  
 

106  1393مرداد  ، 115 ، شماره رمبيست و چها دوره                                                               مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                    

از هر يك Mm10،20  pmolبا غلظت  dNTPميكروليتر 
 و Taq polymerase آنــزيم  يــك واحــد آغازگرهــا،از

بـار    ژنومي كه بـا آب مقطـر دو        DNAيك ميكروليتر از    
پـس از انجـام   . ميكروليتر رسـيد  25تقطير به حجم نهايي 

آگـارز  ژل   برروي   هاي مورد بررسي    نمونه PCRواكنش  
  . مورد بررسي قرار گرفت5/1

  

  يافته ها
 NCBIسه   نمونه دريافت شده از موس ـ     60از بررسي   

 ، مجـازي PCRوهاي بانـدينگ در واكـنش   گو بررسي ال 
 A ،17هـا بـه گـروه      عدد از نمونه12مشخص گرديد كه  

 عـدد بـه     15 و   B2 عـدد بـه گـروه        B1  ،16عدد به گروه    
در درختچــه ). 2جــدول شــماره ( تعلــق دارنــد Dگــروه 

هاي اشاره شده به خـوبي       فيلوژنتيكي رسم شده نيز گروه    
 4  از  بـه غيـر    .)1 شـماره    تـصوير  (نـد ا  شدهاز هم تفكيك    

 PCRبنـدي حاصـل از واكـنش       ها كه گروه   عدد از نمونه  
بندي فيلوژنتيكي حاصل از بررسي توالي       مجازي با گروه  

هـا در هـر      باشد، ساير نمونـه    قطعه پلي مورف متفاوت مي    
 .اند هاي يكسان قرار گرفته     درگروه ،بندي دو روش گروه  

 كــه جــزء Eكي گــروه چنــين در درختچــه فيلــوژنتي هــم
باشـد    مـي E. Coliتر شناخته شده بـاكتري   هاي كم گروه

هـايي از   ها تفكيك شـده اسـت و نمونـه    نيز از ساير گروه   
 D در گـروه     PCRاين گروه كه به اشتباه توسط واكنش        

 Dهـاي گـروه      هقرار داده شـده بودنـد بـه خـوبي از نمون ـ           
يكي هـاي فيلـوژنت    البتـه سـاير گـروه     . اند تفكيك گرديده 

 اين درختچه از يكـديگر تفكيـك        نيز در  F و   C  ،Eمانند  
هـا ماننـد شـدت       گروههاي اين    اند اما به دليل شباهت     شده

 جـزء  اها ر  اصلي، آن هاي شناخته شده   زايي با گروه   بيماري
 Fكه گـروه      هاي اصلي محسوب نموديم به صورتي      گروه

 محسوب  B1 درگروه اصلي  C وگروه   B2درگروه اصلي   
با بررسي توالي مورد استفاده در ايـن تحقيـق       . اند گرديده

 مربوطه به ژن     مشخص گرديد كه توالي    blastافزار   با نرم 
  بــا } homoserine kinase (thrB){ هوموســرين كينــاز

E value باشد  مي0/0 برابر.  

هاي  و نمونه  NCBIرفته شده از موسسه     گهاي   نمونه :2جدول شماره   
  مورد بررسي در اين تحقيق

  گروه  )gi(شماره   ديفر ژن ها
Chu  Yja Tsp 1 545778205 A منفي  مثبت  منفي  

2  383101383 A منفي  مثبت  منفي  
3  359330873 A منفي  مثبت  منفي  
4  315134697 A منفي  مثبت  منفي  
5  238859724 A منفي  منفي  منفي  
6  169887498 A منفي  مثبت  منفي  
7  85674274 A منفي  مثبت  منفي  
8  238899406 A منفي  مثبت  منفي  
9  388476123 A منفي  منفي  منفي  

10  85674274 A منفي  مثبت  منفي  
11  383390031 A منفي  منفي  منفي  
12  313848522 A منفي  منفي  منفي  
13  296142109 B1 مثبت  منفي  منفي  
14  257757386 B1 مثبت  منفي  منفي  
15  253972022 B1 مثبت  منفي  منفي  
16  157065147 B1 مثبت  مثبت  منفي  
17  254160123 B1 مثبت  منفي  منفي  
18  218350208 B1 مثبت  منفي  منفي  
19  544200787 B1 مثبت  منفي  منفي  
20  383403426 B1 مثبت  منفي  منفي  
21  315059226 B1 مثبت  منفي  منفي  
22  257762509 B1 مثبت  منفي  منفي  
23  218359353 B1 مثبت  منفي  منفي  
24  157076741 B1 مثبت  منفي  منفي  
25  209910450 B1 مثبت  منفي  منفي  
26  157154711 B1 مثبت  منفي  منفي  
27  209917191 B1 مثبت  منفي  منفي  
28  218693476 B1 مثبت  منفي  منفي  
29  215485161 B1 مثبت  مثبت  منفي  
30  110341805 B2 مثبت  مثبت  مثبت  
31  281177210 B2 مثبت  مثبت  مثبت  
32  355423321 B2 مثبت  مثبت  مثبت  
33  355418401 B2 مثبت  مثبت  مثبت  
34  307551844 B2 مثبت  مثبت  مثبت  
35  294489418 B2 منفي  مثبت  مثبت  
36  218363708 B2 مثبت  مثبت  مثبت  
37  544340954 B2 مثبت  مثبت  مثبت  
38  115511419 B2 منفي  مثبت  مثبت  
39  91070629 B2 مثبت  مثبت  مثبت  
40  215263233 B2 مثبت  مثبت  مثبت  
41  312944605 B2 مثبت  مثبت  مثبت  
42  349736152 B2 مثبت  مثبت  مثبت  
43  218368405 B2 مثبت  مثبت  مثبت  
44  170517292 B2 مثبت  مثبت  مثبت  
45  218430358 D منفي  منفي  مثبت  
46  309700213 D منفي  منفي  مثبت  
47  257751862 D منفي  منفي  مثبت  
48  218703261 D منفي  منفي  ثبتم  
49  284919779 D منفي  منفي  مثبت  
50  332341332 D منفي  منفي  مثبت  
51  386794017 D منفي  منفي  مثبت  
52  374356928 D منفي  منفي  مثبت  
53  290760697 D منفي  منفي  مثبت  
54  218363708 D منفي  منفي  مثبت  
55  209157093 D منفي  منفي  مثبت  
56  47118301 D منفي  منفي  مثبت  
57  56384585 D مثبت  منفي  مثبت  
58  47118301 D منفي  منفي  مثبت  
59  254791136 D منفي  منفي  مثبت  
60  209395693 D منفي  منفي  مثبت  
  منفي  منفي  منفي A  مطالعه حاضر  61
  منفي  مثبت  منفي A  حاضر مطالعه  62
  منفي  منفي  منفي A  مطالعه حاضر  63
  فيمن  مثبت  منفي A  مطالعه حاضر  64
  منفي  مثبت  منفي A  مطالعه حاضر  65
  منفي  مثبت  منفي A  مطالعه حاضر  66
  منفي  مثبت  منفي A  مطالعه حاضر  67
  منفي  مثبت  منفي A  مطالعه حاضر  68
  منفي  مثبت  منفي A  مطالعه حاضر  69
  مثبت  منفي  منفي B1  مطالعه حاضر  70
  منفي  منفي  مثبت D  مطالعه حاضر 71
  منفي  منفي  تمثب D  مطالعه حاضر  72
  منفي  منفي  مثبت D  مطالعه حاضر  73
  مثبت  منفي  منفي B1  مطالعه حاضر  74
  مثبت  منفي  منفي B1  مطالعه حاضر  75
  مثبت  مثبت  مثبت B2  مطالعه حاضر  76
  مثبت  مثبت  مثبت B2  مطالعه حاضر  77
  مثبت  منفي  منفي B1  مطالعه حاضر  78
  مثبت  مثبت  مثبت B2  مطالعه حاضر  79
  مثبت  مثبت  مثبت B2  لعه حاضرمطا  80

  

شماره اختصاصي هر نمونه در پايگاه اطلاعـاتي    : شماره اختصاص يافته به هر نمونه، ستون دوم       : ستون اول 
  TspE4.C2 و chuA ،yjaAنتايج حاصل از تكثير ژن هاي : 5 تا 4، ستون )gi(موسسه 
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 پژوهشي

  
  

  .thrB رسم شده بر اساس توالي ژن njدرختچه  :1 شماره تصوير
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 E. Coli نمونـه بـاكتري   20بندي  در اين بررسي گروه
 و رسـم درختچـه      PCRبندي توسط    نيز با دو روش گروه    

الگـوي بانـدينگ    . فيلوژنتيكي مورد بررسي قرار گرفـت     
 قابـل   2 شـماره    تصوير در   PCR نمونه در واكنش     20اين  

 عـدد از    PCR 9باشـد كـه براسـاس واكـنش          مشاهده مي 
 ،  B2ها به گـروه       عدد از نمونه   ارچه ،Aها به گروه     نمونه

 . تعلـق داشـند    D و سه عدد به گروه       B1چهار عدد به گروه     
بنـدي   پس از تعيين توالي و رسم درختچـه توسـط گـروه           

  .باشد ها در هر دو روش مشابه يكديگر مي اين نمونه
 PCRپلكـس   وسيله روش مولتيه گروه تعيين شده ب  

  نمونه 20 ( است قبل از شماره دسترسي هر نمونه ذكر شده       
گرفته شده از بانك جهاني     هاي   و توالي تعيين توالي شده    

 به صورت يـك درخچـه   شدن MULTIALIGN بعد از
  ).اند فيلوژنيكي نشان داده شده

  

  

  بحث
دورش مختلــف بــراي تعيــين   در ايــن بررســي از  

 .هاي بـاكتري اشرشـياكلي اسـتفاده گرديـده اسـت           گروه
باشد در سـال   ه ميروش اول كه روش مرسوم تعيين گرو     

بـر  كـه    و همكاران ارائه گرديد      Clermont توسط   2000
زمـان سـه قطعـه ژنـومي در يـك واكـنش              پايه تكثير هم  

باشـد و روش دوم گـروه بنـدي           مـي  PCRپلكـس    مولتي
 thrBمـورف از ژن      اي پلـي   براساس اختلاف در توالي قطعه    

كه تكثير سـه قطعـه       در روش اول به دليل اين     . )2(باشد مي
زمان صورت بگيرد يـافتن غلظـت بهينـه مـواد و             ايد هم ب

 .باشد چنين دماي مناسب در هر ازمايشگاه زمان بر مي         هم

 به دليل وجود رقابت بين پرايمرها بـراي اتـصال           از طرفي 
ــه تــوالي   و وجــود اخــتلاف در دماهــاي اتــصال  DNAب

هـا تكثيـر     هـا برخـي از ژن      ممكن است در برخي از نمونه     
بب بروز خطا در تشخيص گروه صـحيح         و س  )26(نگردند
 اما در روش تعيين توالي به دليل تكثيـر يـه قطعـه              .گردند

 ايـن مـشكل عـدم       ،منحصر به فرد با دماي اتـصال معلـوم        
از ديگـر مـشگلات گـروه اول        . تكثير قطعه وجود نـدارد    

ــروه    ــك گ ــاتواني در تفكي ــروه Eن ــديگر D و گ  از يك
 ل دارا بـودن الگـوي   ها به دلي   باشد كه هر دوي اين گروه      مي

 امـا   )27(شوند باندي يكسان جزه يك گروه محصوب مي      
مـورف بـودن قطعـه       در روش تعيين تـوالي بـه دليـل پلـي          

ــر شــده گــروه  ــاي  تكثي ــه خــوبي از يكــديگر  D و Eه  ب
اشــكال ديگــر روش اول در نبــود . گردنــد تفكيــك مــي

باشد كه امكان دارد يك نمونه بـه دليـل           كنترل مثبت مي  
 يا اشتباهات سهوي هـيچ      PCRمراحل گذاشتن   اشتباه در   

 بـه    نمونـه  شـود ايـن     كه سـبب مـي     )28(باندي نشان ندهد  
 اما در روش تعيين توالي به       ؛ قرار گيرد  Aاشتباه در گروه    

و سپس تعيين گيرد كه تكثير بايد حتما صورت      دليل اين 
  .شود توالي گردد از بروز اين گونه خطاها جلوگيري مي

هـاي گرفتـه شـده از پايگـاه          مونهبراي تعيين گروه ن   
 گرفت  مجازي انجامPCR ازتكنيك NCBIاي موسسه  داده

 بنـدي   گـروه  thrBكه بعد از رسم درختچه توسط قطعه ژن         
دو روش   هـا در هـر      عدد از آن   4ها به غير از      تمامي نمونه 

دهنده صـحت اسـتفاده از تـوالي ژن          يكسان بود كه نشان   
thrBي هاي باكتر ه  در تعيين گروE. coliالبتـه  . باشـد   مي

  ي ژن ـن توالـتعييد كه ـباش توجه به اين نكته ضروري مي
  

  
  

   كنترل منفيN، لدر L:. نمونه مورد بررسي10الگوي حاصل از واكنش در  :2  شمارهتصوير



 
   و همكارانفاطمه عزيزي     
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thrB   هاي مختلف بـاكتري مناسـب        جهت تفكيك گروه
 تعيين توالي جهـت   واستفاده نتايج حاصل از اين      باشد   مي

 هـاي ديگـر و     بررسي روابط فيلوژنتيكي نيازمنـد بررسـي      
اي   نمونه 4. باشد يابي نواحي ديگر نيز مي     يلاستفاده از توا  

 هـاي  د شامل نمونـه   نباش كه در دو روش داراي اختلاف مي      
شـماره  ، نمونه   383390031 با شماره دسترسي     11شماره  

 بـا   29شـماره   ، نمونه   313848522 با شماره دسترسي     12
 با شماره 45شماره  و نمونه 215485161ه دسترسي شمار

 12 و   11 ههاي شمار  نمونه. باشند  مي 218430358دسترسي  
 قرار گرفتند ولي    A درگروه   PCRبندي با روش     گروهدر

انـد،   گرفتـه   قـرار  B1در درختچه رسم گرديده درگـروه       
 TspE4C2 تكثيـر ژن     ،PCRتفاوت اين گـروه در روش       

 70 از آن جــايي كــه بــيش ازباشــد و   مــيB1در گــروه 
 را نيز دارا مي باشـند       YjaA ژن   Aهاي گروه     سويه درصد

 TspE4C2توان به اين نتيجه رسيد كه عدم تكثيـر ژن         مي
به دلايلي مانند از دست رفتن جايگاه اتـصال آغازگرهـا            

باشـد كـه     مـي اي و يا نـوتركيبي       هاي نقطه  به دليل جهش  
 در گـروه    PCRش  سبب شده اين نمونه بـه اشـتباه در رو         

B1در روش مبتنــي بــر 29نمونــه .  قــرار بگيــرد PCR در 
 قرار گرفته ولي در روش تعيين توالي در گروه         B1گروه  

B2    رسـد عـدم تكثيـر ژن        كه به نظر مي   است   قرار گرفته
ChuA             به دلايل ذكر شده سبب گرديده تا اين نمونـه بـه 

 45 نمونـه بعـدي نمونـه        . قـرار بگيـرد    B1اشتباه در گروه    
  قرار گرفتـه D  درگروهPCRباشد كه در روش مبتني بر       مي

  در. اسـت قرار گرفتهB2 اما در روش تعيين توالي در گروه 
 YjaAد عـدم تكثيـر ژن       سر مورد اين نمونه نيز به نظر مي      

  . قرار بگيردDسبب شده تا اين نمونه به اشتباه در گروه 
بنـدي   ه هاي انـدكي در جهـت گـرو        تا كنون بررسي  

 با استفاده از تعيين توالي صورت گرفتـه  E. Coliري باكت
ــت ــال   .اس ــوان مث ــه عن ــك   ب ــراي تفكي ــاكتريب ــاي  ب ه

Salmonella, Shigella  و باكتريEscherichia coli از 
 كــه در ايــن شــده اســت اســتفاده gyrBتعيــين تــوالي ژن 

روش با وجود تعيين روابط فيلوژنتيكي اين سه بـاكتري،          
 از يكـديگر  E. Coliباكتري هاي مختلف  تفكيك گروه

ــشده اســت  ــن حــال . )29(انجــام ن ــا اي ــيب ــا بررس ــاي   ب ه
 را جهت تعيين برخـي  16S-23S rRNA ناحيه ،فيلوژنتيكي

 .)30(نـد ا ه مناسب معرفي نمودE. Coliهاي باكتري  گروه
تر جهت بررسي روابط فيلـوژنتيكي       كه از اين روش بيش    

 2011ر سال   د. گردد هاي مختلف استفاده مي    بين باكتري 
 تعيين توالي چندين ژن مختلـف را  شو همكارSims نيز 

 E. Coliهـاي بـاكتري    بنـدي سـويه   جهـت برسـي گـروه   
پيشنهاد كردند كه بررسي چندين ژن مختلف زمان بـر و           

. )28(باشد پلي مورف مي  هزينه برتر از بررسي يك توالي       
 و همكـاران بـا اسـتفاده از         Clermont نيـز    2013در سال   
ــوالي  ــابي تـ ــه مختلـــف و13يـ ــم قطعـ ــين روش   هـ چنـ
هـاي مختلـف      اقدام به شناسايي گروه    PCRپلكس   مولتي

 در برخــي از كــه از يكــديگر نمودنــد E. Coli بــاكتري
 .)2(ها بين دو روش شناسايي اختلاف وجود داشت         نمونه

 و  Olivier توسـط    2014در بررسي ديگري كه در سـال        
هـاي    تكثير آللهمكاران انجام گرفت با استفاده از روش      

 زير گـروه از گـروه       9 توانستند   PCRاخصاصي به وسيله    
B2  بـاكتري E. Coli   در  . )31( را از هـم تفكيـك نماينـد

هـاي     توانـسته زيرگـروه    thrBمطالعه حاضر نيز توالي ژن      
اين گروه را از يكديگر تفكيـك نمايـد و عـلاوه بـر آن               

  .ها را نيز از هم تفكيك نمايد ساير گروه
باشـد    نبود كنترل مثبت ميPCR نقايص روشيكي از  

بنـدي   هـا را گـروه      نمونـه  PCRو در مقالاتي كه به روش       
اند؛ كه اين مورد     اي نكرده  اند به كنترل مثبت اشاره     كرده
هاي مطالعـه حاضـر باشـد؛ بـا ايـن       تواند از محدوديت   مي

حال در اين تحقيق به دليل منطبق بودن الگوهـاي بانـدها            
هـا، نيـازي     يابي نمونه  چنين توالي  ني و هم  با الگوهاي جها  

چنين زمان بر بودن و هزينـه        هم. باشد به كنترل مثبت نمي   
هـاي مطالعـه     بر بـودن روش تعيـين تـوالي از محـدوديت          

حاضــر اســت ولــي ذكــر ايــن نكتــه ضــروري اســت كــه 
باشند  سرعت درحال بهبود مي    هاي تعيين توالي به    تكنيك

ــسه ــي فراو  و موس ــين الملل ــاي ب ــال بررســي  ه ــي در ح ان
 تـر نمـودن   يابي جهت ارزان تر و سريع      هاي توالي  تكنيك
باشند به صورتي كه امكان تعيين توالي ژنوم تمـام           آن مي 
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افراد فراهم گردد؛ بنابراين هنگامي كه بتـوان بـه سـرعت       
يـابي يـك     تمام ژنوم يك فرد را توالي يابي نمـود تـوالي          
  .واهد بودقطعه كوچك بسيار سريع و كم هزينه تر خ

  CLSIدر انتها ذكر اين نكته حائز اهميت است كـه 
بيوتيـك مـشابهي را پيـشنهاد      آنتـي ،هـا  بـراي همـه گـروه   

بنـــا بـــر دلايلـــي ماننـــد حـــساسيت بـــه ؛ امـــا كنـــد مـــي
هـاي معرفـي شـده و يـا در دسـترس نبـودن               بيوتيك آنتي
ــي ــه آنتــي  آنت ــاز ب بيوتيــك جديــد احــساس   بيوتيــك، ني
بيوتيـك جديـد،     ي استفاده از آنتـي    گردد؛ بنابراين برا   مي

 CLSIاز طرفي بنابر توصـيه      . باشيم بندي مي  نيازمند گروه 
تـوان، از   در شرايط عادي درمـان و در مراحـل اوليـه مـي     

هاي پيشنهاد شده جهت درمان استفاده نمود        بيوتيك آنتي
تر بيماري كـه نيـاز بـه تعيـين گـروه         اما در شرايط پيچيده   

 چنين هم. تعيين توالي ارجعيت دارد   باشد، روش    باكتري مي 
توان در ايـن     نتايج اين مقاله تنها جنبه درماني ندارد و مي        

 نيـاز   بررسي از ماركر پيشنهاد شده جهت اهداف ديگر كه        

هـاي    نظير دستورزيE. Coliبندي دقيق باكتري  به گروه
هـاي   ژنتيكي جهت توليد داروهاي نوتركيب عليه گـروه       

  . دارد استفاده نمودE. Coliمختلف باكتري 
 E. Coliسويه مختلف باكتري  تعيين گروهدر مجموع 

، PCRپلكـس    با روش تعيين توالي نسبت به روش مولتي       
هاي تعيين گـروه بـه       از مزيت  باشد و  تر و مطمئن مي    دقيق

 در تفكيــك تــوان بــه دقــت بــالا روش تعيــين تــوالي مــي
هـــاي مختلـــف از يكـــديگر و تفكيـــك كـــردن  گـــروه
هـا مخـصوصا     از ساير باكتريE. Coli باكتري هاي سويه
  .هاي باكتري سالمونلا اشاره نمود سويه

  

  سپاسگزاري
از مركز تحقيقات پزشكي مولكولي دانـشگاه علـوم         
پزشكي هرمزگان به خاطر ايجاد زمينه اجراي اين تحقيق         

  .در آزمايشگاه آن مركز تشكر و قدرداني مي گردد
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