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Abstract 

 

Background and purpose: E. coli bacteria is detected by culture, serology and molecular 

methods. In molecular methods PCR products are created using little random primers. The main purpose 

of this research was to study the genetic diversity of Escherichia coli bacteria. Also, the propinquity of 

isolated bacteria with two common strains of EnteroPathogenic E. coli (St.1) and EnteroHaemorrhagic E. 

coli (St.2) was studied. 

Materials and methods: An experimental study was performed in which 50 E. coli bacteria 

were isolated from urine samples and re-identified using biochemical tests. DNA was extracted by a kit 

and PCR products were evaluated after electrophoresis. The matrix of one/zero of bands was entered in 

Excel and studied by NTSYSPC2.02 and MVSP 3.2 programs. 

Results: Eight primers were used from which 129 bands were produced. The highest number of 

bands were produced by primer 2 (n=24). We observed 42 polymorphic bands, 10 common bands in all 

primers, and 22 special bands in each primer. The largest band appeared in primer 1 (17.3 kb) and the 

smallest band was observed in primers 7 and 8 (80 bp). Based on UPGMA dendrogram pattern and PCoA 

3D ordination, four isolates including 33, 47, 48 and 50 showed relative genetic propinquity with St.1 and St.2. 

Conclusion: Drawing PCoA 3D ordination showed high genetic diversity in isolates, indicating 

different pollution centers in spreading the bacteria. Fingerprinting of isolates showed high repeatability 

in technique illustrating its high degree of accuracy and reliability. 
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 پژوهشی

جداسازي  Escherichia coli هايمطالعه تنوع ژنتيكي باكتري
 RAPD-PCRشده از نمونه هاي عفونت اداري با استفاده از 

 
       1حمزه اسدی

       2رضا یاری

 1محسن زرگر

 چكيده
باشد. در روش مولكولي های سرولوژی و ملكولي ميکشت، روش ،E. coliتشخيص باکتری  هایراه و هدف: سابقه

گردد. هدف از مطالعه حاضرر، بررسري تعرو  مي PCRبا استفاده از پرايمرهای کوچك تصادفي، اقدام به توليد محصولات 
( و .1St) EnteroPathogenic E. coli چعري  برا اسرتفاده از دو سرويه شراي باشد. همهای اشريشياکلي ميژنتيكي در باکتری

EnteroHaemorrhagic E. coli (2St.ميزان قرابت باکتری ،)گردد.های جداسازی شده با اي  دو سويه نيز مطالعه مي 

آزمايشرات های ادراری برا نمونه باکتری اشرسياکلي جدا شده از نمونه 05ی تجربي حاضر در مطالعه ها:مواد و روش

پس  PCRبا استفاده از کيت انجام شد و محصولات حاصل از  DNAعيي  هويت مجدد شدند. سپس استخراج بيوشيميايي ت
و  2.02PCNTSYSهرای وارد و سرپس برا کمرك برنامره Excelاز الكتروفورز ارزيابي شدند. ماتريس يك/صفر بانردها در 

MVSP 3.2 .مورد بررسي قرار گرفتعد 

بانرد  92برا  9ترري  تعرداد بانرد توليردی، مربروپ بره پرايمرر باند توليد شد. بري  192پرايمر،  8در مجمو  از  ها:یافته

باند اختصاصي ويژه هر يك از پرايمرها به دست آمرد.  99باند مشترک در تمام پرايمرها و  15مورف، باند پلي 29باشد. مي
 8و  7مربروپ بره پرايمرهرای  Kp 85انردازه  تري  باند بهمربوپ به پرايمر يك و کوچك Kb 3/7تري  باند به اندازه بزرگ

قرابرت  05و  28، 27، 33هرای ايزوله ،PCoAبعدی سه بعدی و الگوی رسته UPGMAباشد. براساس الگوی دندروگرام مي
 از خود نشان دادند. .2Stو  .1Stژنتيكي نسبي با دو سويه استاندارد 

تعو  ژنتيكي بالايي را از خود نشران دادنرد کره بيرانگر وجرود  ،PCoAبعدی سه بعدی ترسيم رستهها با ايزوله استنتاج:

هرا برا اير  روش، قردرت تكرارپر يری انگشت نگاری ايزوله .باشدهای مورد نظر ميتعو  مراکز آلودگي در انتشار باکتری
 .تواند درجه بالايي از اطميعان و صحت را در مورد اي  تكعيك نشان دهدبالايي را نشان داد و اي  مي

 

 ژنتيكي تعو  ،RAPD-PCR ،اشريشياکليواژه های کليدی: 
 

 مقدمه
 ،های تعفسريبعد از عفونت عفونت دستگاه ادراری

و جعسريت ترثیير تحت  که .ستهاتري  عفونتشاي جزء
 ان نسبترونت در زنرکه اي  عف به طوری ،س  قرار دارد

 اي  احتمال در کودکان هم .تر استبسيار شاي مردان  به
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 ،سررال 8 الرري 2سررعي   درعفونررت وجررود دارد، دختررران 

 طوریبه ،تری نسبت به پسران دارنداحتمال عفونت بي 

برره ايرر   ندرصررد پسرررا 1درصررد دختررران و  0تررا  3کرره 

 ،هرادرصد اي  عفونرت 80. حدود (1)شوندعفونت مبتلا مي

 ،اشريشرياکلي بره نرام ایتوسط يك باکتری طبيعري روده

خررانواده اشريشررياکلي جررز  برراکتری. ودشررايجرراد مرري

گرروه بررزرگ و  اير  خرانواده. باشردمري انتروباکترياسره

باشعد کره ای ميهای گرم معفي رودهناهمگوني از باسيل

طررور طبيعرري در روده انسرران و حيوانررات سرركونت برره

برررای ايرر  برراکتری  يهررای تشخيصررروش زا (.1)دارنررد

و  ليهای سررولوژی، کشرت سرلوتوان کشت، روشمي

 ،هررای ملكرروليروش نررام برررد. ازهررای ملكررولي را روش

PCR کرره دارای حساسرريت بررالايي نسرربت برره باشررد مرري

روش ، PCRهرایيكري از روش اسرت.های ديگر روش

RAPD–PCR باشررد کرره بررا اسررتفاده از پرايمرهررایمرري 

پرردازد. مري PCRکوچك تصادفي به توليد محصولات 

اير نشرانگرها هرايي نسربت بره سراي  روش دارای مزيرت

های تر نسبت به ساير تكعيكهزيعه کم شاملباشد که مي

هرای نمونه برداری تصادفي از بسرياری از جايگراه ديگر،

 DNA عدم نياز به اطلاعات اوليه در مرورد ردير  ژني،

همزمران  جهت ساخت و طراحي پرايمر، امكران بررسري

زيراد بررای اً نسربتهرا، سررعت چعدي  ژن در ژنوم نمونره

ررسي تعداد زياد نمونه، عدم نيراز بره کاوشرگر و مرواد ب

الگرو، امكران  DNAراديواکتيو، عدم نياز به مقدار زيراد 

های مختل  با پرايمرهای يكسان و مطالعره بررسي گونه

ترر نسربت بره سراير تعداد زيادی نمونره در مردت کوتراه

 کراربرد RAPDلي ملكرو نشانگرهای ها ذکر کرد.روش

ترروان برره بررسرري آن مرري از جملرره هدارنررد کرر فراوانرري

 یهراتهيره نقشره بررسري ژنتيرك جمعيرت، ژنوتايپيعگ،

بررسرري  تعيرري  پيوسررتگي بررا صررفات مطلررو ، ژنتيكرري،

هرای ژنوتيپ صفات کمي، کععدههای ژني کعترلجايگاه

غربرالگری  ،DNA یمختل  باکتريرايي، انگشرت نگرار

و  هرا در مردت کوتراه و شعاسرايياز نمونه تعداد بسياری

برا . (9،3)هرا اشراره کرردها در سطح سوشبررسي تفاوت

 هرایکه اشريشياکلي، يك پاتوژن شاي  عفونتتوجه به اي 

بره علرت سررعت برالای ادراری است و از سوی ديگرر، 

 Variable accessory genome نوترکيبي ژنتيكي مربروپ بره

هررای اشريشررياکلي، برررای تخمرري  رابطرره در برري  سررويه

Clonal ها، به معظور ارزيابي معب  عفونت و مسرير لهايزو

های بهداشتي، بايرد از بري  انتقال اي  پاتوژن و پيشگيری

، يررك روش تايپيعررگ سررري  انتخررا  PCRهررای روش

نيرز گفترره  Rapid کره اختصرارا ً RAPDنمرود. تكعيرك 

شود، روشي است که بره دليرل سرادگي، حساسريت، مي

 کوتراه انجرام آن، پر يری، هزيعره پرايي  و زمران انعطاف

 . (9)هرای اخيرر توجره زيرادی بره آن شرده اسرتدر سال

RAPD-PCR هرا بري  دهد چگونه انتقال سرويهنشان مي

هررايي کرره پررس از درمرران دهررد و سررويهبيمرراران رم مرري

بيوتيكي پديدار شده اند، سويه های اصلي هستعد يا آنتي

در اير  تحقير   های اکتسابي جديد هستعد.اي  که سويه

کره تراکعون در شرهر  RAPD-PCRرآنيم کره برا روش ب

بروجرد صورت نگرفته اسرت، بره بررسري ملكرولي اير  

 باکتری بپردازيم.
 

 مواد و روش ها
 05، (0،2)بر اسراس مطالعرات گ شرته در اي  مطالعه

نمونه اشريشياکلي جردا شرده از ادرار ميراني بيمراران برا 

 1معاط   هایکععده به آزمايشگاهعفونت ادراری مراجعه

، 1329شهرستان بروجرد، از شهريور تا اسرفعد سرال  9و 

 اند،بيوتيك نداشتهساعت گ شته مصرف آنتي 92که طي 

برداری و در شررايط اسرتريل بره در شرايط استريل نمونه

 آزمايشگاه ميكروبيولوژی دانشرگاه آزاد انتقرال داده شردند.

سرازی برا تثييد تشخيص و خرالصهای فوق جهت نمونه

های بيوشيميايي استاندارد، مرورد تعيري  روشاستفاده از 

هرای جدايره (.1)تصويرشماره  قرار گرفتعدهويت مجدد 

کشت داده شرد و پرس از  روی محيط مولر هيعتون آگار

 گراد،درجه سانتي 37ساعت انكوباسيون در دمای  92-18

يح شد و سپس بره تلق LBچعد کلعي از باکتری به محيط 

اسرراس  برررگرر اری شرردند. سرراعت گرمخانرره 92مرردت 
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 پژوهشی

 )سرررريعاکلون(  DNAاسررررتخراج  کيررررت دسررررتورالعمل

(Cat No. PR881613،) 15ها را بره مردت  ميكروتيو 

رويري را مراي  داديرم،قرار  g7055 با سانتريفيوژرددقيقه 

کرردام از  دور ريخترره و برره هررر رسررو  برراکتریاز  کرراملاً

ميكروليترر  0ميكروليتر بافر پروتئراز و  155 ،ها ميكروتيو

سرپس ورتكرس کررده و در  شرد.از آنزيم پروتئاز اضرافه 

دقيقه قررار داده و  35به مدت  سانتي گراد درجه 00دمای 

 .انجام شد دستورالعمل کيتادامه کار براساس 
 

 

 
 تشررخيص برراکتری اشريشررياکلي بررا اسررتفاده از  :1تصوور ش اوو     

 شيمياييهای بيو محيط
 

در روش ژل  ژنوميررررك: DNAبررسرررري کمرررري 

در ژل آگررارز  DNAاز نمونرره  lµ0الكتروفررورز، مقرردار 

درصد بارگ اری شد و در ميدان الكتريكي با ولتراژ  7/5

، Doc-UVI، الكتروفورز شد و با اسرتفاده از دسرتگاه 85

عكرس برررداری شرده و مررورد بررسري قرررار گرفررت. در 

آ   ml9با  DNAنمونه از  lµ 15طي  سعجي نيز روش 

مقطر دو بار تقطير، مخلوپ شرده و جر   نروری در دو 

نانومتر خوانده شد. بهتري  کيفيت  985و  965طول موج 

DNA  8/1تررا  6/1برري   985/965دارای جرر   نرروری 

 خواهد بود.

OD optimum: 1.8 ≥  ≥ 1.6 

هرررا دو روش فررروق انجرررام بررررای تمرررامي نمونررره

اسرتخراج شرده برا اسررتفاده از  DNA كثيررت .(6)پر يرفت

 90، حجم PCRهر واکع   برای RAPD-PCRواکع  

ميكروليتر در نظر گرفته شد کره در آن حجرم، مخلروپ 

اسرتخراج شرده بره ععروان  DNAميكروليترر و  93اصلي 

DNA  ميكروليتر اضافه گرديد. ترکيرب  9الگو به مقدار

برای هر  ميكروليتری 90مواد لازم در قالب يك واکع  

  باشد:مي 1شماره نمونه طب  جدول 
 

 مقدار و غلظت اجزای واکع  :1جدول ا     
 

مقدار مورد نياز برای حجم 

 µl 90کل 
 اجزای واکع  غلظت محلول ذخيره

µl 13 - O2Steriled ddH 

µl 0/9 X 15 PCR buffer 

µl 0/1 mM 05 2MgCl 

µl 0/5 mM  15 dNTP 

µl 0 µl 15 Primer 

µl 0/5 µl/U 0 Taq polymerase 

µl 9 - DNA 

 

 از روش مخلرررروپ اصررررلي  PCRبرررررای انجررررام 

(master mix)   اسررتفاده کرررديم. بررا ايرر  روش از تلرر

شدن مواد جلوگيری شده، دقرت عمرل افرزاي  يافتره و 

کعد و در نتيجره امكران موارد انتقال مواد کاه  پيدا مي

وپ اصرلي، تر خواهد بود. بررای تهيره مخلرآلودگي، کم

هرا بره عرلاوه حجم کل آن با در نظر گرفت  تعداد نمونه

تر )جهت تثمي  مقادير اتلاف شده در يك واکع  بي 

هعگام توزي (، محاسبه شد. پس از اضافه کردن هر يك 

ها را ورتكس کرده تا کاملاً مخلوپ از مواد واکع ، آن

شوند که اير  حجرم نهرايي، مخلروپ اصرلي را تشركيل 

 ميكروليترری 9/5برای هر نمونه، يك ميكروتيرو   دهد.مي

ميكروليترر از مخلروپ  93در نظر گرفته شد و بره ميرزان 

ميكروليتر از نمونره  9ها اضافه گرديد. سپس اصلي به آن

DNA  استخراج شده طب  شماره مربوپ به هر نمونه، بره

هرای آمراده جهرت انجرام ها اضرافه شرد. اير  ويرالويال

 Ependorfگاه ترموسرايكلر مردل ، به دسرتPCRواکع  

معتقل شده و طب  برنامه داده شده به آن، تغييرات دمايي 

هردف  DNAبه معظور تكثيرر  PCRجهت انجام مراحل 

زماني برای همه ايزوله مانعد  -برنامه دمايي انجام گرفت.

پرايمرهای  بهيعه سازی و اجرا شد. 9برنامه جدول شماره 

و  )mers 10(وتراه بروده استفاده شده در اير  تكعيرك ک

 صورتکه به (3)جدول شمارهتصادفي دارندهمگي توالي

 ايران خريداری شدند. -ليوفيليزه از شرکت سيعاکلون
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زماني بهيعه شده پرايمرها در واکع   -برنامه دمايي :2جدول ا     
RAPD-PCR 

 

 نام مرحله )0(Cدما  زمان )دقيقه( تكرار سيكل
1 3 26 Initial Denaturation 

22 
1 22 Denaturation 

1 36 Annealing 

1 79 Extension 

1 0 79 Final Extension 

 
 RAPDترادف پرايمرهای مورداستفاده در واکع   :3جدول ا     

 ترادف شماره
1 3'-AAGAGCCCGT-5' 
9 3'-CCGCAGCCAA-5' 
0 3'-GTGGATGCGA-5' 
6 3'-CAATGCGTCT-5' 
7 3'-AGAAGCGATG-5' 
8 3'-TGCCGAGCTC-5' 
2 3'-GTGATCGCAG-5' 
15 3'-CCGAATTCCC-5' 

 
ميكروليترر از امپليكرون  0 روش انجام الكتروفرورز:

با يك ميكروليتر لوديعگ بافر مخلوپ و محلول حاصرل 

 هررا بارگرر اری شرردند. در چاهررك اول داخررل چاهررك

DNA Marker هرا اضرافه هرا سراير نمونرهو بقيه چاهك

نك را بسته و به معب  جريان بررق وصرل گرديد. در  تا

گرديد. ولتاژ مورد استفاده برای الكتروفورز با توجره بره 

شود. بهتري  شرايط بري  فاصله بي  دو الكترود تعيي  مي

مترر فاصرله بري  الكترودهرا ولت به ازای هر سانتي 0تا  1

دقيقره(،  35باشد. پس از زمان معي  )معمرولاً حردود مي

  ريان برق خاموش و ژل خارج گرديد.دستگاه تثمي  ج

پس از اتمام الكتروفورز، ژل را  ها:وارد کردن داده

قررار  UV(Gel doc)در آورده و بر روی صفحه دستگاه 

ضم  عبور از ژل، باعث نمايان شدن  UVداده شد. اشعه 

 شود، سپس از باندها عكس گرفته شردمي DNAباندهای 

افرزار مي و نيرز نررمو با محاسبات چشر( 9)تصوير شماره 

Band Leader 3 اندازه باندها با توجه به اندازه باندهای ،

 SPSSو  Excelافرزار محاسبه شده در نررم DNAمارکر 

وارد شد. سپس حضور يا عدم حضور هر باند بررای هرر 

وارد برنامه شده و از آن  5و  1ايزوله به صورت ماتريس 

 بررررای ترسررريم درخت ررره هرررای ژنوتايپيعرررگ توسرررط

NTSYSpc  وMVSP 3.2 .استفاده گرديد 
 

 یافته ها
 16نفررر ) 8درصررد( مبتلايرران مونررث و  82نفررر ) 29

)تصروير  RAPDدرصد( م کر بودند. با توجه به الگوی 

پرايمر مورد استفاده، تعرداد کرل الگروی  8، از (3شماره 

ايزولره و سرويه اسرتاندارد برره  09بانرد توسرط  29بانردی 

وری است در تحقير  حاضرر از دست آمد )لازم به يادآ

 95کعترل مثبت و معفي استفاده نشده است(. از اي  ميان، 

ترري  بانرد باشرعد کره برزرگمورف مريالگوی باند پلي

بررود.  Kb3/7 توليرردی، توسررط پرايمررر يررك برره ميررزان 

 8و  7به پرايمرهای  bp85تري  الگوی باندی با کوچك

ها يك نرو  اختصاص داشت. تعداد باندهايي که ويژه تع

پرايمر بوده و در ساير پرايمرها اي  الگوی بانردی اراهر 

باشد. تعداد باند مشرترک کره در همره باند مي 99نشده، 

باشرد کره در الگروی بانرد مري 15پرايمرها حضور دارد، 

RAPD باشعد. در تحقي  حاضرر برا اسرتفاده مشخص مي 

هرا ، دندروگرامMVSP 3.2و  NTSYSpc هایاز برنامه

و نمررودار )سرره بعرردی بانرردها بعرردی دو بعرردی و سررتهو ر

 .دست آمده ب (9 و 1شماره 
 

                         L 

 
 

 15)امپليكون های( حاصل از تكثير با کمك پرايمر شماره  PCRنمونه ژل الكتروفورز محصول  :2تصر ش ا     

0333 

0033 

0333 

033 

033 

033 
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 پژوهشی

دو خوشه  UPGMA ،دندروگرامتوجه به نمودار  با

( و .1Stشكيل شده است کره در خوشره برالايي )اصلي ت

(2St.قرار گرفته اند و نزديك تري  ايزوله ) ها به هرم دو

هستعد که در يك خوشه قرار گرفتره و برا  15و  2ايزوله 

  فل  مشخص شده است.

 ، در حررالات دو بعرردی و PCoAبراسرراس الگرروی 

سرره بعرردی بررا ضرررايب مختلرر  شرراهد قرابررت ژنتيكرري 

 هرررای برررا ايزولررره .2Stو  .1Stندارد هرررای اسرررتاسرررويه

98، 39 ،33، 20 ،26 ،27 ،22 ،32 ،22 ،05 ،21 ، 

باشرريم و در سرروی ديگررر مرري 28و  25 ،36 ،32، 37 ،23

 هررا سرراير ايزولرره بعرردی، شرراهد قرابررت ژنتيكرريرسررته

 باشررريم کررره بيرررانگر آن اسرررت کررره برررا يكرررديگر مررري

 ای براکتریهرهای مورد مطالعه از ساير گرروهاحتمالاً ايزوله

 .EHEC2(St(و  .St)EPEC1(اشريشررررياکلي برررره جررررز 

 مويررد  PCoAهررای الگرروی چعرري  دادهباشررعد. هررممرري

پرايمرر  8مجمرو   UPGMAنتايج خوشه بعدی با روش 

 در الگررروی  33و  05، 28، 27هرررای باشرررد. نمونرررهمررري

  .2Stو  .1Stدر نزديكرري نمونرره اسررتاندارد  دنرردروگرام

ان گفت احتمالاً خويشراوندی توقرار گرفته است که مي

وجرود  EHECو  EPECهرا و تری بري  اير  نمونرهبي 

 دارد.

 
 

ايزولره و  05باندهای توليدی توسرط  RAPDالگوی  :3تصر ش ا     

 با استفاده از هشت پرايمر تصادفي .2stو  .1stنمونه های استاندارد 

 

 
 

 Li & Nei ضريب  مجمو  هشت پرايمر و UPGMAدندروگرام : 1ن ردا  ا     
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 مجمو  هشت پرايمر PCoAرسته بعدی سه بعدی  :2ن ردا  ا     

 

 بحث
های تعفسري، عفونت دستگاه ادراری بعد از عفونت

باشرد. هرای باکتريرايي در انسران مريترري  عفونرتشاي 

عفونت دسرتگاه ادراری يرك عفونرت مجررای ادراری، 

ی اصرلي دسرتگاه باشد که ساختارهاها ميمثانه و يا کليه

. اي  عفونت اغلرب عفونرت بالارونرده (7)ادراری هستعد

کعد و سرپس باشد، به طوری که پيشابراه را آلوده ميمي

کعرد و ايجراد التهرا  مثانره به سرمت مثانره حرکرت مري

گويعرد. در برخري مروارد، کعد که به آن سيسيت مريمي

شود که برا درد پهلرو، ترب، عفونت باعث پيلونفريت مي

اي  عفونت در تمام افراد  .(8)و  و استفراغ همراه استته

شود؛ اما مياز نوزادان تا افراد پير و در هر دو جعس ديده 

چعري  در هرم تر است.در زنان نسبت به مردان بيماری شاي 

سالگي، در بيماران گيرنرده کليره و  05مردان بعد از س  

های ساختاری يا فيزيولوژيرك در افراد دارای ناهعجاری

هرا برخري از خرانمتری دارد. دستگاه ادراری، شيو  بي 

را تجربه نكععد،  ندرت يا هرگز اي  عفونتممك  است به

اما برخي ديگر ممك  است چعدي  برار مبرتلا شروند، ترا 

درصد زنان به طور مكرر بره عفونرت  35تا  95جايي که 

م احتمررال ايرر  شرروند. در کودکرران هررادراری مبررتلا مرري

 8تا  2عفونت وجود دارد. دختران به خصوص بي  سعي  

ترری نسربت بره پسرران دارنرد، سال احتمال عفونت بي 

درصد پسررها بره  1درصد دختران و  0تا  3طوری که به

هرای براکتریترري  . شراي (2)شرونداي  عفونت مبتلا مري

کلبسريلا،  هرا،عامل عفونت مجاری ادراری اسرتافيلوکوک

وموناس، انتروبررراکتر، سررريتروباکتر، پروتئررروس و سرررود

درصرد عفونرت  80ترا  85باشعد. حردود اشريشياکلي مي

. (15)شروددستگاه ادراری توسط اشريشياکلي ايجراد مري

توانرد برر شرود، مريمطالعات اپيدميوژيكي که انجام مري

اسررراس خصوصررريات فعررروتيپي يرررا ژنررروتيپي بررراکتری 

)بيوشريمايي و  اشريشياکلي باشرد. خصوصريات فعروتيپي

توانعد با تغيير شرايط خارجي، مرحله رشد آنتي ژن(، مي

هررای ژنتيكرري تصررادفي تغييررر پيرردا کععررد، لرر ا و جهرر 

های فعوتيپي، گاه معجرر بره اخر  نترايج استفاده از آزمون

شررود. رديررابي اشريشررياکلي، در نمونرره هررای کرراذ  مرري

ل و های استاندارد فعوتيپي نيز کاری مشركباليعي با روش

های فعوتيپي حساسيت باشد. از طرفي روشوقت گير مي

و قررردرت تشرررخيص و افترررراق لازم بررررای مطالعرررات 

هررای اخيررر اپيرردميولوژيك را ندارنررد. بعررابراي  در سررال

های تشخيصي زود بازده بر پايره ژنوتيرپ براکتری روش

هرای که بسريار دقير  و حسراس بروده و نسربت بره روش

 گيرنرد،تغييرات محيطي قرار ميتر تحت تثیير فعوتيپي کم

 های ملكولي، قدرت تشخيصروش .(11)رواج يافته است

های فعوتيپي دارند و تكرارپ يری بالاتری نسبت به تست

های ها در تعيي  تفاوتو اي  پيشرفت به دليل توانايي آن

ژنررومي کوچررك و یبررات ملكررولي بررالا در مقايسرره بررا 
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 پژوهشی

نره هرای باکتريرايي های فعوتيپي بررای همران گوپروفايل

، نقر  PCRهای مبتعي برر است. در دو دهه اخير، روش

هرای انرد. روشمهمي در تايپيعگ باکتريرايي ايفرا کررده

ملكولي از نظر قردرت تشرخيص، سرهولت اجررا، ميرزان 

بازده، سرعت، هزيعره و پارامترهرای ديگرر بسريار متعرو  

 هرایهستعد. انتخا  يك تكعيك ملكولي بر خرلاف روش

يپي، بهتر است با در نظر گرفت  اي  پارامترهرا انجرام فعوت

های مختل  ملكولي از جملره هيبريداسريون شود. روش

DNA،  تعيي  درصدG+C  ،در ژنومRFLPبررسي تروالي ، 

16SrRNA  وRAPD-PCR  برررای ارزيررابي ژنوتايپيعررگ 

 . (8)هررا وجررود داردبعرردی ژنوتايپيعررگ برراکتریو طبقرره

 رکيبي ژنتيكرري مربرروپ بررهبرره علررت سرررعت بررالای نرروت

Variable accessory genome ای رررههرررر  سويرردر بي

هرا، بره ايزولره Clonal اشريشياکلي، برای تخمري  رابطره

معظور ارزيابي معب  عفونت و مسير انتقال اير  پراتوژن و 

، PCRهرای پيشگيری های بهداشرتي، بايرد از بري  روش

تكعيرك . (19)يك روش تايپيعرگ سرري  انتخرا  نمرود

RAPD  ً که اختصارا Rapid شرود، روشري نيز گفته مري

پر يری، است که به دليرل سرادگي، حساسريت، انعطراف

هرای اخيرر هزيعه پايي  و زمان کوتراه انجرام آن در سرال

نشران  RAPD-PCR. (9)توجه زيادی بره آن شرده اسرت

دهرد و ها بي  بيماران رم ميدهد چگونه انتقال سويهمي

 انرد،بيوتيكي پديردار شردهاز درمان آنتي هايي که پسسويه

هرای اکتسرابي های اصلي هستعد يرا اير  کره سرويهسويه

  جديد هستعد.

هسرتعد،  PCRهرای همان واکرع  RAPDواکع  

هرايي از ، ترواليRAPDبا اير  تفراوت کره در تكعيرك 

DNA شوند که در اصل برای محق  ناشعاخته، تكثير مي

عمررولي، يررك جفررت م PCRيععرري تصررادفي هسررتعد. در 

، چعردي  RAPDشود، اما در تكعيرك پرايمر استفاده مي

شرود. کپي از يرك پرايمرر برا همران تروالي اسرتفاده مري

 اسررتفاده از يررك تررك پرايمررر، معجررر برره تكثيررر چعرردي  

، که بره صرورت تصرادفي در ميران ژنروم DNA قطعه از

شرود. پرايمرهرای اسرتفاده شرده در اير  اند، مريپراکعده

و ترروالي تصررادفي  )mers)19-8کوترراه برروده تكعيررك، 

. از ديگر مزايرای اير  روش، عردم نيراز بره (13،12)دارند

ارگانيسرم  DNAدان  اختصاصي قبلي در مرورد تروالي 

هدف جهت طراحي و ساخت پرايمر است که نسبت بره 

تری باند نشان داده و انجام آن ، تعداد بي PFGEروش 

ايي  و زمران انجرام آن تر اسرت، هزيعره پرتر و سري ساده

کوتاه بوده و نيازی به کاوشگر و مواد راديواکتيو ندارد، 

 ترریای بي قدرت افتراق بي  سويه PFGEنسبت به روش 

بره ععروان الگرو   Whole genomeدارد. در اي  تكعيرك

 گيرد، عدم نياز به مراحل بلاتيعگ يرا هيبريداسريون،قرار مي

نرررانوگرم( و  90ترررا  0) DNAنيررراز بررره ميرررزان کمررري 

تكرارپرر يری بررالا دارد )کرره در تحقيرر  حاضررر ايرر  

تكرارپ يری با دو پرايمر استفاده شرده در تحقير  مرورد 

هرا در آزماي  قرار گرفت و نتايجي کره از بانردهای آن

شد، بره صرورت قابرل قبرولي دفعات مختل  حاصل مي

برررای نخسررتي  بررار در شهرسررتان  (.9،10)شررباهت داشررتعد

هررای برررای ايزولرره RAPD-PCRكعيررك ت 5 بروجرررد،

های ادراری بره کرار اشريشيا اکلای جدا شده از عفونت

 PCRگرفترره شررد و شرررايط واکررع  ايرر  نررو  خرراص 

امرا نترايج تحقير  حاضرر از استانداردسازی و بهيعه شرد. 

بسياری جهات با مطالعات قبل از آن همسرويي دارد کره 

در اير  نشاندهعده توانايي و قدرت اي  روش اسرت کره 

 مطالعرره  درهررا مختصررراً اشرراره مرري شررود. جررا برره آن

Abou-Dobara  نمونه جردا  32، 9515و همكاران در سال

هررای ادراری بررا اسررتفاده از تكعيررك شررده از عفونررت

RAPD-PCR  بررسي شد که بزرگ تري  بانرد توليردی

Kb578/1  و کوچك تري  بانردbp985 شرد و  گرزارش

 Lobos 9558سال در  .(9)الگوی باندی به دست آمد 17

هررای ادراری، نمونرره جرردا شررده از عفونررت Padilla 26و 

و اوتيتيس را مورد بررسي قرار دادند. در اي   سپتي سمي

اسررتفاده گرديررد. نتررايج  3Hو   2Hتحقيرر  از دو پرايمررر

ترا  bp055باندهايي در محدوده  2Hنشان داد که پرايمر 

Kb0/2  3و پرايمرررH  در محرردودهbp055  ترراKb6  دارد

. در (2)مشراهده شرد RAPDپروفايرل  26که در مجمو  
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 2و همكررراران برررا اسرررتفاده از  Khaldoon، 9558سرررال 

الگوی متفاوت را بره دسرت آوردنرد. تعرداد  06پرايمر، 

باند بود که در دو شاخه  25کل باندهای به دست آمده، 

  .(16)اصلي مشاهده شد

Kawamori ای برررر رویو همكررراران در مطالعررره 

  بانررررد بررررا وزن ملكررررولي 12-92هررررا، اوروپرررراتوژن

bp3555-055 (17)برررره دسررررت آوردنررررد .Ejrnaes  و

سويه اشريشيا کلي  106ای بر روی همكاران نيز با مطالعه

 bp05 باند با وزن ملكولي 15-10عامل عفونت ادراری، 

و  Kilic، 9552در سرال  (.1)به دسرت آوردنرد Kb9/1تا 

هرای کلي جدا شرده از مررغسويه اشريشيا 28همكاران، 

مورد آزمراي  قررار  RAPD-PCRخانگي را با تكعيك 

الگوی بانردی متفراوت را نشران داد کره  2دادند. نتايج، 

هررای حرراکي از هتروژنيسرريتي بزرگرري در برري  سررويه

، 9553در سرال  (.0)هرا بروداشريشياکلي جدا شده از مرغ

Wan  و همكررراران برررا روشRAPD-PCR ،38  سرررويه

توژنيررك جرردا شررده از بيمرراران اسررهالي را مررورد انتروپا

بررسي قررار دادنرد. دنردروگرام مشراهده شرده از نترايج 

RAPD-PCR خوشررره مجرررزا قررررار  9هرررا را در جدايررره

که نتايج حاصل از مطالعات فروق، هرم چعران  (18)دادند

که گفته شد، با نتايج تخقي  حاضر همخواني قابل قبولي 

ت  چگونگي و چرايي اي  تواند يافهدف بعدی مي دارد.

باشرد.  .2Stو  .1Stها و نمونره اسرتاندارد ارتباپ بي  نمونه

های اختصاصي دو ژن  PCRبرای اي  معظور مي توان از

 سويه استاندارد و پعجاه ايزوله مورد بررسي استفاده کرد.

باتوجره بره گيرری کررد کره توان نتيجرهدر پايان مي

هرا برا اير  روش، نتايج تحقير ، انگشرت نگراری ايزولره

توانرد قدرت تكرارپ يری بالايي را نشران داد و اير  مري

درجرره بررالايي از اطميعرران و صررحت را در مررورد ايرر  

هرای ملكرولي، روش تكعيك نشران دهرد. در بري  روش

RAPD-PCR روش قابل اعتمادی است که برا صرحت ،

بعدی و تعيي  آميزی، در طبقهبسيار بالا و به طور موفقيت

 هرا،ها از جمله قارچت ژنتيكي بسياری از ارگانيسمارتباطا

های باکتريايي گرم مثبرت و ها و انواعي از گونهويروس

  تواند مورد استفاده قرار گيرد.گرم معفي مي
 

 سپاسگزاری
های همكراران و نويسعدگان از زحمات و راهعمائي

اسرراتيد محترررم دانشررگاه آزاد اسررلامي واحررد بروجرررد، 

و بيمارستان امام خميعي )ره( دس قريب آقای مهعجعا  

ودکترشررهيدچمران شهرسررتان بروجرررد سرررکار خررانم 

چعي  خانم حراجي غلامري هم افتخاری و نجمه جودکي

واحررد قررم، صررميمانه تشرركر و  از دانشررگاه آزاد اسررلامي

 نمايعد.قدرداني مي
 

References 

1. Ejrnaes K, Sandvang D, Lundgren B, Ferry 

S, Holm S, Monsen T, et al. Pulsed-field gel 

electrophoresis typing of Escherichia coli 

strains from samples collected before and 

after pivmecillinam or placebo treatment of 

uncomplicated community-acquired urinary 

tract infection in women. J clin microbiol 

2006; 44(5): 1776-1781. 

2. Abou-Dobara MI, Deyab MA, Elsawy EM, 

Mohamed HH. Antibiotic susceptibility and 

genotype patterns of Escherichia coli, 

Klebsiella pneumoniae and Pseudomonas 

aeruginosa isolated from urinary tract 

infected patients. Pol J Microbiol 2010; 

59(3): 207-212. 

3. Aishah N. Random Amplified Polymorphic 

DNA-PCR polymerase chain reaction 

[RAPD-PCR] fingerprinting of Escherichia 

coli O157:H7. Institute of biological sciecces 

faculty of science university Malaya. (2008). 

4. Lobos O, Padilla C. Phenotypic characterization 

and genomic DNA polymorphisms of 

Escherichia coli strains isolated as the sole 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jm

um
s.

m
az

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
1-

03
 ]

 

                             9 / 10

http://jmums.mazums.ac.ir/article-1-7229-fa.html


   
 و همکاران  حمزه اسدی     

 433        4311اسفند ،  431، شماره بيست و پنجمدوره                                                                   مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                    

 پژوهشی

micro-organism from vaginal infections. 

Microbiology 2009; 155(pt 3): 825-830. 

5. Kilic A, Muz A, Ertas HB, Ozbey G. 

Random amplified polymorphic DNA 

(RAPD) analysis of Escherichia coli isolated 

from chickens. Saglık Bilimleri Veteriner 

Dergisi, Fırat Üniversitesi 2009; 23(1): 1-4. 

6. Stephenson FH. Calculations for Molecular 

Biology and Biotechnology: A Guide to 

Mathematics in the Laboratory. 2nd ed. 

London: London Academic; 2010. 

7. Haider G, Zehra N, Munir AA, Haider A. 

Risk factors of urinary tract infection in 

pregnancy. J Pak Med Assoc 2010; 60(3): 

213-216. 

8. Meyrier A, Guibert J. Diagnosis and drug 

treatment of acute pyelonephritis. Drugs 

1992; 44(3): 356-367. 

9. Foxman B, Barlow R, D'Arcy H, Gillespie B, 

Sobel JD. Urinary tract infection: self-

reported incidence and associated costs. 

Annals of epidemiology 2000; 10(8): 509-515. 

10. Verweij-van Vught AM, Van den Bosch JF, 

Namavar F, Sparrius M, MacLaren DM. K 

antigens of Escherichia coli and virulence in 

urinary-tract infection: studies in a mouse 

model. J Med Microbiol 1983; 16(2): 147-155. 

11. Eftekhar F, Khodadad A, Henry D, Speert 

DP. Isolation and genetic fingerprinting of 

Pseudomonas aeruginosa from Iranian 

patients with cystic fibrosis using RAPD-

PCR. Iranian Journal of Biotechnology (IJB) 

2003; 1(2): 95-100. 

12. Thangaraj M, Prem V, Ramesh T, Lipton AP. 

RAPD fingerprinting and demonstration of 

genetic variation in three pathogens isolated 

from mangrove environment. Asian J. 

Biotechnol 2011; 3(3): 269-274. 

13. Williams JG, Hanafey MK, Antoni Rafalski 

JA, Tingey SV. Genetic analysis using 

random amplified polymorphic DNA 

markers. Methods Enzymol 1993; 218: 704-

740. 

14. Wilson BA, Salyers AA, Whitt DD, Winkler 

ME. Bacterial pathogenesis: A molecular 

approach. 3rd ed. Washington, DC: Amer 

Society for Microbiology (ASM); 2011. 

15. Willey JM, Sherwood L, Woolverton CJ, 

Prescott LM. Prescott, Harley, and Klein's 

microbiology. 7th ed. New York: McGraw-

Hill Higher Education; 2008. 

16. AL-Darahi KF, Mahdi LK, AL-Naib KT, 

Jubreal J. Molecular characterization of E. coli 

O157:H7 strains using Random Amplified 

Polymorphic DNA [RAPD]. Journal Dohuk 

University 2008; 11(1): 198-205. 

17. Kawamori F, Hiroi M, Harada T, Ohata K, 

Sugiyama K, Masuda T, et al. Molecular 

typing of Japanese Escherichia coli O157: H7 

isolates from clinical specimens by multilocus 

variable-number tandem repeat analysis and 

PFGE. J Med Microbiol 2008; 57(pt 1): 58-63. 

18. Wan KF, Radu S, Cheah YK, Benjamin PG, 

Ling CM, Hon SF, et al. Antibiotic 

resistance, plasmid profile and RAPD-PCR 

analysis of Enteropathogenic Escherichia 

coli (EPEC) clinical isolates. Southeast Asian 

J Trop Med Public Health 2003; 34(3): 620-

626. 

 
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jm

um
s.

m
az

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
1-

03
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            10 / 10

http://jmums.mazums.ac.ir/article-1-7229-fa.html
http://www.tcpdf.org

