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Abstract 
Aim and Background: Endometriosis is one of the major causes of decreased fertility in mares which is 
caused by various infectious agents, the most common of which is Escherichia coli. The aim of this study 
was to determine the virulence factors pattern in Escherichia coli isolated from endometriosis cases in mares. 

Materials and Methods: In this study, 136 mares with a history of infertility and pregnancy problems 
were studied in Chaharmahal and Bakhtiari province. After sampling by uterine siphoning and microbial 
culture of the samples, molecular confirmation of the isolated Escherichia coli strains and the presence of the 
most common virulence factors in these strains were used by PCR method. 

Results: From 136 studied samples, 22 (16.17%) were infected with Escherichia coli. It was recognized that 
fimH (90.9%), afa/draBC and cnf1 (72.7%) had the highest while papGIII (27.2%), and traT (18.8%) had the 
lowest distributions of virulence genes in these strains. 

Conclusions: The results of this study showed that one of the dominant bacteria causing endometriosis in 
Escherichia coli material is the presence of a variety of virulence factors in Escherichia coli strains indicating 
direct involvement of these agents in bacterial pathogenicity. 
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 مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی  مولکولی
دوره 10 - شماره -37 زمستان 1398
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 نویسنده مسئول:
 گروه میکروبیولوژی، واحد شهرکرد، دانشگاه آزاد اسلامی، شهرکرد، ایران

 hamomtaz@iaushk.ac.ir پست الکترونیکی:

           01/10/0931: دریافت تاریخ
 10/13/0931 تاریخ پذیرش:

  اشریشیاکلیهای ایزوله زایی درتعیین الگوی فاکتورهای بیماری
 های آلوده به اندومتریوز در استان چهارمحال و بختیاریمادیان جدا شده از

 *لیلا کیانی بروجنی، حسن ممتاز

 واحد شهرکرد، دانشگاه آزاد اسلامی، شهرکرد، ایرانگروه میکروبیولوژی، 

 چکیده
که  شودمختلفی ایجاد می اندومتریوز یکی از علل مهم کاهش باروری در مادیان است که توسط عوامل عفونی :و هدف سابقه

جدا شده از موارد  یاکلیشیاشر هایزولهیزایی در اعوامل بیماری یالگو نییتع. هدف از این تحقیق است اشریشیاکلیها ترین آنشایع
 .بود انیاندومتریوز در ماد

رأس مادیان دارای سابقۀ 090بر روی  اشریشیاکلیزایی باکتری جهت تعیین الگوی عوامل بیماری در این پژوهش ها:مواد و روش
اولیه اندومتریوز از تصاویر  منظور تشخیصانجام شد و بهبررسی ناباروری و مشکلات آبستنی در سطح استان چهار محال و بختیاری 

های تأیید مولکولی ایزولهها، جهت نمونهکشت میکروبی ووسیله سیفوناژ رحمی ها بهاولتراسونوگرافی استفاده شد. پس از اخذ نمونه
 شد. استفاده PCRروش  ازها زایی در این ایزولهترین عوامل بیماریحضور شایع شده وجدا  اشریشیاکلی

اکثر عوامل  ی جدا شدهها. در ایزولهبودند اشریشیاکلی( آلوده به 01/00)نمونه  22تعداد نمونه مورد مطالعه،  090از  ها:یافته
 1/12حضور  با afa/draBC, cnf1 و درصد 3/31با فراوانی   fimH هایژن کهطوری زایی جرم ردیابی شدزایی در بیماریبیماری
زایی ردیابی شده در های بیماریدرصد نادرترین ژن1/01با حضور  traT و درصد 2/21با فراوانی  PapGIII هایترین و ژنشایعدرصد 

 ها بود.این ایزوله

بوده  اشریشیاکلیباکتری  های غالب ایجاد کننده اندومتریوز در مادیانیکی از باکترینتایج این بررسی نشان داد که  :گیرینتیجه
 .استزایی باکتری گر دخالت مستقیم این عوامل در بیمارینشان اشریشیاکلیهای زایی در ایزولهحضور انواع فاکتورهای بیماری و

 مادیان، استان چهارمحال و بختیاریزایی، ، عوامل بیماریاشریشیاکلیاندومتریوز،  کلیدی: هایواژه

 
 مقدمه

نازایی  ( عفونی یکی از علل عمدهEndometritisندومتریوز )ا

نتیجه آسیب جدی در صنعت پرورش اسب  در در اسب و
وری در بار کاهش علل ترینیکی از مهم اندومتریوز .است

 ایهای چند هستهکه در حالت حاد، نفوذ سلول استمادیان 
-به .دگیرمی بر در را التهابی عامل به پاسخ در رحم اندومتر به

 هایاندومتریت درمان در عدم موفقیت نبالدبهی عمومطور 
ن مزم هایتغییر باعث و شده مزمن عفونت، و التهاب حاد،

شود تحلیل برنده، در رحم شده و اندومتریت مزمن ایجاد می
(2،0.)  
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برای مشاهده این مقاله به صورت
 آنلاین اسکن کنید

یا عفونت مخاطی دهانه  یک نوع التهاب مزمن و اندومتریوز
های دستگاه دهد برخی بیماریمیتحقیقات نشان  رحم است.

 اندومتریوز باشد؛تواند روی باروری تأثیرگذار ادراری اسب می
یک اصطلاح کلی است که به این عوارض اشاره دارد و عوامل 

که شامل: اندومتریوز  ؛تواند منشأ بروز آن باشدمختلفی می
-ها می. بسیاری از قارچاستقارچی و اندومتریوز باکتریایی 

ایمنی بدن اسب به خاطر واسطه ضعیف شدن سیستم توانند به
اسب را دچار مشکل کنند. ال شوند و ها، فعبیوتیکمصرف آنتی

ترین است یکی از رایج تراندومتریوز باکتریایی که شناخته شده
رود. برخی این عارضه را ری در اسب به شمار میعلل نابارو

-باروری یا عدم تحمل جنین در اسب میترین عامل نااصلی
 .(4،9،0)دانند 

های اهمیت را بعد از کولیک و بیماری رتبه سوم اندومتریوز
قبلی نشان داده است که  هایهلعاسب دارد. مطا تنفسی در

از: علل باکتریایی عفونت رحم عبارتند ترین شایع
 Streptococcus β) همولیتیکهای بتاکاسترپتوکو

hemolytic ،)پیدمیکوسازو استرپتوکوکوس 
(Streptococcus zooepidemicus ،)اشریشیاکلی 
((Escherichia coli، ساورئو وساستافیلوکوک 

Staphylococcus aureus) ،)هپنومونی کلبسیلا 
(Klebsiella pneumonia)، سودوموناس 

 سکتریوئیدبا(،  (Pseudomonas aeruginosaاآئروژینوز
 سباکتریوئید و ((Bacteroides fragilis فراژیلیس

 تئوسوپر، ((Bacteroides ureolyticus آائرئولیتیکوس
 .(0 ،4) (Proteus mirabilis) سمیرابیلی

 هاست،ترین آنیکی از مهم اشریشیاکلی میان این عوامل  از
( Virulence Factorsزایی )بیماریدلیل داشتن عوامل که به

 :از جمله

 hly ،iroN  fimH,، iuc ،fimA  ،  cbpA ، plo ، lktA ، 
MDR ،fyuA  ، ompT  ،  iha  ، lysP, iss ، icd A ، fadD ، 
clpX ،acp C،  uidA ، mdh، sfaE ، focG ، afaC ، sfaD 

، afaB ، papC ،ibeA ، kpsMTII, hra1 ،hlyE  

-دارد.که این عوامل بیماری ار توانایی ایجاد بیماری در رحم
 .(0-1مختلف دارای توزیع متفاوتی هستند)های زایی در ایزوله

نوعی باسیل گرم منفی  E. coli طور اختصاریا به اشریشیاکلی
ست که ا (Enterobacteriaceae) انتروباکتریاسهاز خانواده 

تر گرم وجود دارد. بیشن خونطور شایع در روده جانورابه
ها مانند سروتیپ ما برخی اززارند اآ، بیاشریشیاکلیهای سویه
Hv  های شوند. این سویهاسهال می غذایی وموجب مسمومیت
ها در تولید آن آزار، بخشی از فلور نرمال روده هستند.بی

زا در های بیماریاز استقرار باکتری نقش دارند و Kویتامین 
ترین عامل عفونت چنین شایعکنند. همه جلوگیری میرود

 (.3،1) ندهستدستگاه ادراری 

از موارد اندومتریوز در  E.coliلعه ضمن جداسازی در این مطا
مثلی هستند و آبستن یدکه دارای مشکلات تولهایی مادیان
روش ، بهزاییند، الگوی توزیع انواع عوامل بیماریانشده

  .شده استمولکولی بررسی 

 کار روش
 هاآوری نمونهجمع

وشوی رحم )قبل از نمونه مایع حاصل از شست 090تعداد 
-های مبتلا به مشکلات تولیدبیوتیک( از مادیانتزریق آنتی

) عدم آبستنی به دنبال کشش( با استفاده از  مثلی
لیتر در ظروف استریل میلی 21سوندرحمی، در حجم 

گیری ادرار اخذ شد. همراه هر نمونه اطلاعاتی مخصوص نمونه
نظیر سن مادیان، تعداد شکم زایمان کرده، سابقه مشکلات 

مثلی )سقط جنین، عفونت رحمی، عفونت واژن و . . . ( تولید
ها در مجاورت یخ در اسرع وقت به مرکز تحقیقات ه و نمونهتهی

 کرد منتقل گردید.میکروبیولوژی دانشگاه آزاد شهر

  اشریشیاکلیکشت و جداسازی باکتری 
 01مدت دور به 0011های مایع رحمی اخذ شده درنمونه

 TSBدقیقه سانتریفیوژ و رسوب حاصله در محیط مایع
(Tryptic Soy Broth)  درجه  91ساعت در  24مدت به

 EMBگراد کشت شد. باکتری غنی شده در محیط سانتی
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 مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی  مولکولی

(Eosin Methylene Blue) Merck, Germany))  کشت و
های لاکتوز مثبت واجد جلای سبز فلزی )متالیک( پرگنه

های بیوشیمیایی آزمون E.coliجهت تأیید هویت  انتخاب و
 Merck, Germany)) TSI (Triple نظیر کشت در محیط

Sugar Iron)،  انجام آزمایش IMViC های و اوره روی پرگنه
هایی که دارای واکنش اندول منتخب انجام گرفت.  پرگنه

مثبت، متیل رد مثبت، وژس پروسکوئر منفی و سیترات منفی 
و  TSI، واکنش اسید/ اسید در محیط IMViCدر آزمایش 

انتخاب  اشریشیاکلیهای عنوان پرگنه اوره آز منفی بودند، به
بعدی در  هایهجدا شده جهت مطالع E.coliهای شدند. ایزوله

  .(01)کشت و نگهداری شدند  TSBمحیط 

  اشریشیاکلییید قطعی أت
رشد  اشریشیاکلیهای  ژنومی از ایزوله DNAجهت استخراج 
( استفاده Boilingاز روش جوشاندن ) TSBیافته در محیط 

در  16srRNAیید قطعی باکتری از ردیابی ژن أمنظور تشد. به
ها استفاده شد. جهت ردیابی ژن فوق از زوج پرایمرهای ایزوله

 .(01)استفاده گردید  PCRزیر به روش 

16srRNAF: 5’AGAGTTTCATCMTGGCTCAG 
3’ 
16srRNAR: 5’CCGTCAATTCATTTCAGTTT 3’   
   

 

میکرولیتر  0/2میکرولیتر واجد  20در حجم  PCRواکنش 
PCR buffer 10xمول ، ا میلیMgcl2 ،001  میکرومول

dNTP Mix (Fermentas, Lithuania) ،0  میکرومول از
واحد آنزیم  R CinnaGen, Iran) ،)0و  Fزوج پرایمرهای

Taq DNA Polymerase (Fermentas, Lithuania)  4و 
مربوط به هر نمونه در دستگاه ترموسایکلر  DNAمیکرولیتر از 

(Germany  وFlexcycler .تنظیم گردید )حرارتی برنامه 

درجه  34 سیکل یک شامل مرحله این در استفاده مورد
 درجه 30 تکراری سیکل 90 دقیقه، 0 مدتبه گرادسانتی

 31 مدتبه گرادسانتی درجه 01 ثانیه، 91 مدتبه گرادسانتی

 انتهایی سیکل و ثانیه 31 مدتبه گرادسانتی درجه 12 ثانیه،

 303 قطعه بود. وجود دقیقه 01 مدت به گرادسانتی درجه 12

 وجود گر نشان واکنش این در یافته تکثیر بازی جفت

 بود. مطالعه های موردایزوله اشریشیاکلی در

  زاییهای بیماری ردیابی ژن
های  زایی در ایزولهترین عوامل بیماریجهت ردیابی شایع

 های جداشده از موارد اندومتریوز شامل ژن اشریشیاکلی
fimH, Afa/draBC, cnf1, cnf2, csgA, cvaC, fyuA, 
ibeA, iutA, KpsMTII, PAI, papC, papGII,III, 

sfa/focDE, traT های پرایمرهای نشان داده شده در از زوج
 .(00)استفاده شد  PCRروش به 0جدول 

های فوق واکنش  بسته به اندازه قطعه مربوط به هریک از ژن
PCR  واکنش جداگانه طبق اجزاء و شرایط ذکر شده در  9در

 (:00انجام شد ) 2جدول 
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 اشریشیاکلیزایی در جهت ردیابی عوامل بیماریتوالی پرایمرهای مورد استفاده  -0جدول  

 اندازه محصول

 )جفت باز(

 توالی پرایمر

(5’-3’) 

 نام ژن

101 GCTGGGCAGCAAACTGATAACTCTC 

CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG 

afa/draBC 

431 AAGATGGAGTTTCCTATGCAGGAG 

CATTCAGAGTCCTGCCCTCATTATT 

cnf1 

049 AATCTAATTAAAGAGAAC 

CATGCTTTGTATATCTA 

cnf2 

211 ACTCTGACTTGACTATTACC 

AGATGCAGTCTGGTCAAC 

csgA 

011 CACACACAAACGGGAGCTGTT 

CTTCCCGCAGCATAGTTCCAT 

cvaC 

011 TGCAGAACGGATAAGCCGTGG 

GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA 

fimH 

111 TGATTAACCCCGCGGACGGGAA 

CGCAGTAGGCACGATGTTGTA 

fyuA 

011 AGGCAGGTGTGCGCCGCGTAC 

TGGTGCTCCGGCAAACCATGC 

ibeA 

911 GGCTGGACATCATGGGAACTGG 

CGTCGGGAACGGGTAGAATCG 

iutA 

212 GCGCATTTGCTGATACTGTTG 

CATCCAGACGATAAGCATGAGCA 

KpsMT II 

391 GGACACCTGTTACAGCGCGCA 

TCGCCACCAATCACAGCCGAAC 

PAI 

921 GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG 

ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA 

papC 

0111 CTGTAATTACGGAAGTGATTTCTG 

ACTATCCGGCTCCGGATAAACCAT 

PapG II,III 

401 

 

CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC 

CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA 

 

sfa/focDE 

231 GGTGTGGTGCGATGAGCACAG 

CACGGTTCAGCCATCCCTGAG 

traT 
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 اشریشیاکلیزایی در جهت ردیابی عوامل بیماری PCRشرایط واکنش  -2جدول 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

در هر کدام از مراحل فوق از آب مقطر  PCRدر انجام آزمایش 
 اشریشیاکلیعنوان نمونه کنترل منفی و از سویه استاندارد به

ATCC 25922 استفاده شد. عنوان کنترل مثبتبه 

  الکتروفورز
های فوق از در هرکدام از روش PCRجهت ارزیابی محصول 

درصد آگاروز استفاده شد. 2روی ژل  PCRالکتروفورز محصول 
 01مدت حدود ولت به 11ها در ولتاژ ثابت الکتروفورز نمونه

دقیقه انجام گرفت. پس از انجام الکتروفورز با انتقال ژل به 
(، نتیجه Gel Documentation) دستگاه قرائت کننده ژل

 مورد بررسی قرار گرفت.

 تجزیه و تحلیل آماری
صل از انجام آزمایش و تعیین ارتباط بین جهت آنالیز نتایج حا
-و حضور انواع عوامل بیماری اشریشیاکلیفراوانی آلودگی به 

 SPSS ver. 21افزار آماری های جداشده از نرم زایی در ایزوله
های آماری مربع کای و دقیق فیشر در سطح اطمینان مدلو 

 درصد استفاده گردید.  30

 هایافته
های مبتلا به رحمی اخذ شده از اسبنمونه ترشحات  090از 

درصد( 1/00نمونه ) 22اندومتریوز بالینی وتحت بالینی تعداد

 PCRشرایط 
 میکرولیتر( 05)حجم=

 نام ژن برنامه حرارتی

PCR buffer 10X =0 میکرولیتر 
Mgcl2 =0/0 مولمیلی 

dNTP mix  =211 میکرومول 
 میکرومول 0/1مربوط به ژن =  Rو  Fپرایمر

 واحد 20/0مراز = آنزیم پلی
DNA  =4 میکرولیتر 

 سیکل 0
 دقیقه 4      ----------

 سیکل 91
 ثانیه 01      ----------
 ثانیه 01      ----------
 ثانیه 40     ----------

 سیکل 0
 دقیقه 1     ----------

 
 
 
 

afaldraBC , Cnd1 , CSgA , 
CVaC , iutA , fyu A 

 
 
 

PCR buffer 10X  =0 میکرولیتر 
Mgcl2 =2 مولمیلی 

dNTP mix  =001 میکرومول 
 میکرومول10/1مربوط به ژن =  Rو  Fپرایمر

 واحد 20/0مراز = آنزیم پلی
DNA  =4 میکرولیتر 

 سیکل 0
 دقیقه 0      ----------

 سیکل 94
 ثانیه 01      ----------
 ثانیه 11      ----------
 ثانیه 00     ----------

 سیکل 0
 دقیقه 01     ----------

Cnfz 
kpSMTIT 

PAI 
PaPC 

PCR buffer 10X  =0 میکرولیتر 
Mgcl2 =2 میلی مول 

dNTP mix  =211 میکرومول 
 میکرومول 0/1مربوط به ژن =  Rو  Fپرایمر

 واحد 0/0مراز = آنزیم پلی
DNA  =4 میکرولیتر 

 سیکل 0
 دقیقه 4      ----------

 سیکل 94
 ثانیه 01      ----------
 ثانیه 40      ----------
 ثانیه 01    ----------

 سیکل 0
 دقیقه 01     ----------

fim H 
ibe A 

papG   ̂    ̂ 
spal fac DE 

tra T 
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های جدا شده در کشت بودند. ایزوله اشریشیاکلیآلوده به 
 PCRها به روش در آن 16srRNAمیکروبی با ردیابی ژن 

( نشان 0) شکلتأیید شدند که ژل حاصل از ردیابی این ژن در 
 داده شده است.

 

 
جداشده از موارد عفونت  اشریشیاکلیهای  در ایزوله 16srRNAمربوط به ردیابی ژن  PCRژل حاصل از الکتروفورز محصول  -0 شکل

-1های  = نمونه کنترل مثبت، ستونPC= نمونه کنترل منفی، ستون NP، ستون DNAکیلو بازی  0=مارکر M)ستون  رحمی در مادیان

 (.16srRNAمربوط به ژن  DNAجفت بازی  303های مورد مطالعه واجد قطعه  = نمونه13

 

های کد کننده ترین ژنهای جدا شده حضور شایعدر ایزوله
آورده  9زایی ارزیابی شد که نتایج در جدول فاکتورهای بیماری

 .شده است

 های غلظت در نظر مورد دارو تحقیق این از دیگر بخشی در
 و سینه، پروستات سرطانی سلولی های رده روی بر مختلف
 و 011 ،011 ،01 مختلف  غلظت 4 با لنفوبلاستی لوسومی

تیمار  سنتزی پیریدوپیریمیدین هایترکیب از مولار نانو 0111
 کهزمانی ها سلول آمدن رو و دفریز از بعد گردیدند، و بررسی

 شدند، داده پاساژ ها سلول رسید درصد 11 به سلولی تراکم
 هر در سلول هزار 21الی  01 سلول مشخصی مقدار سپس
 12 و 41 ،24 زمانی های بازه اساس بر 30 پلیت از چاهک
 کشت MTT تست برای خانه 30 پلیت های چاهک در ساعت

 گردید، اضافه هاپلیت به نظر مورد هایترکیب سپس شد، داده
 طول در هاسلول نوری جذب مقدار مشخص زمانی بازه از بعد
 دستبه هایداده آنالیز شد، سپس خوانده نانومتر 011 موج
 تفاوت تعیین جهت گزارش گردید، SPSS16 افزارنرم با آمده
 تست آن متعاقب و طرفه یک واریانس آنالیز از هامیانگین بین

در  P value<10/1 داری بودناستفاده و سطح معنی توکی
 که دارو از غلظتی گیری اندازه برای چنینهم نظر گرفته شد،

از  بعد ،(IC50 شاخص) روند می بین از هاسلول درصد 01
 آن جذب مقدار گیریو اندازه هاسلول کردن تیمار از مراحل

 غلظت، برحسب سلولی رشد مهار درصد خطی منحنی رسم با
 خط، معادله در دادن قرار با مبدأ از عرض و شیب تعیین
 (2)فرمول  اساس بر( IC50) کشندگی درصد 01 غلظت

 22گونه که در جدول فوق مشهود است، همان .گردیدمحاسبه
زایی مورد مطالعه واجد اکثر عوامل بیماری اشریشیاکلیایزوله 

 درصد و  3/31با فراوانی  fimHهای بوده و در این میان ژن
afa/draBC, cnf1ها و ترین ژندرصدی شایع 1/12فراوانی  با

بافراوانی  traTدرصد و  12/22با فراوانی  papGIII هایژن
زایی ردیابی شده در های بیماریدرصد نادرترین ژن01/01

 های مورد مطالعه بودند. ایزوله

در تجزیه و تحلیل آماری نتایج حاصل از جدول فوق، اختلاف 
 cvaC ،,KpsMTIIهای  داری بین حضور ژنآماری معنی

,fyuA، traT ,ibeA ,PAI، PapGIII, Sfa/focDE  با
 fimH , PapC  afa/draBC, Cnf1, iutA, csgAهای  ژن

 ( مشاهده شد. p= 0. 038درصد ) 30در سطح اطمینان 

زایی مورد های بیماری ژل حاصل از ردیابی تعدادی از ژن
 آورده شده است. 9و  2های مطالعه در شکل

 

 

 

1000 
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 PCRهای رحمی در مادیان بر مبنی نتایج حاصل از های اشریشیاکلی جدا شده از موارد عفونتهای بیماری زایی در ایزولهتوزیع ژن -9جدول 
N

o. Isolates
 

K
psM

T II
 

PA
I

 ibeA
 papC
 PapG

 II
 PapG

 III
 

Sfa/
 focD

E
 

traT
 afa/
 draB

C
 

C
nf1

 C
nf2

 csgA
 cvaC
 iutA
 fyuA
 fim

H
 

1 - + - - - - + - - + - + - + - + 
2 - + - + - - + + + + + + - - - + 
3 - - + - - - - - + - + - - + - + 
4 + - - + - + - - + + - + + + + + 
0 - - + - + - + - - + - + + - - + 
6 + + - + - + - + + + + - + + + + 
7 - - - + - + - - + + + + - + + + 
8 - + - - - - - + - + - - - + - + 
9 - - + + + - + - + - - + + - - + 
15 + - + - + - + - + + - + - + - + 
11 - - - + + - - - + + - + - + - + 
12 + - - - - - + - - + - + - - + + 
13 - + - + + - - - + + + - + - - + 
14 - - + - - - - - + - + - + + + + 
10 + - - + - - + - - + - - - + - - 
16 - - + + + + - + + + - + + + - + 
17 - + - - + - - - + + + + + + + + 
18 - - - + + - - - + - + - - - - + 
19 - - - - - + - - - + - + - + - + 
25 - + + + - - - - + - + - - + - + 
21 + - - + + - + - + - + + - - - + 
22 - - - + + - - - + + - + - - - + 

Total 0 1 1 09 01 0 1 4 00 00 01 04 1 04 0 21 

 

 

 

  

 
جداشده از  اشریشیاکلیهای  زایی در ایزولههای بیماری مربوط به ردیابی تعدادی از ژن PCRژل حاصل از الکتروفورز محصول  -2شکل

های مورد = نمونه0-2های = نمونه کنترل منفی، ستون0، ستون DNAجفت بازی  011= مارکر Mموارد عفونت رحمی در مادیان )ستون 
جفت  011، قطعه fimHمربوط به ژن  DNAجفت بازی  011، قطعه ibeAمربوط به ژن  DNAجفت بازی  011مطالعه واجد قطعه 

 (PAIمربوط به ژن  DNAجفت بازی  391، قطعه cvaCمربوط به ژن  DNAبازی 
 

500 

200 
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جفت بازی(،  391)قطعه  PAIجفت بازی(،  049)قطعه  cnf2 های مربوط به ژن PCRژل حاصل از الکتروفورز محصول  -9 شکل
papC  جفت بازی( و 921)قطعه kpsMTII  جفت بازی(، ستون  212)قطعهM جفت بازی  011= مارکرDNA،  کنترل 0ستون =

 منفی
 

در مادیان رابطه  E.coliمیزان بروز اندومتریوز ناشی از 
نمونه  01که در تعداد طوریمستقیمی با سن مادیان دارد؛ به

های مورد بررسی که سن نمونه ترشحات رحمی مادیان 090از 
 00مشاهده نشد. در  E.coliسال داشتند، آلودگی به  0زیر 

درصد( آلوده به  1/01نمونه ) 1سال  1تا  0مادیان با سن بین 
E.coli 04سال از  1تر از هایی با سن بیشبودند. در مادیان 

 .Eدرصد( واجد 1/21نمونه ) 00نمونه مبتلا به اندومتریوز 
coli   بودند. این نتایج نشان دهندۀ آن است که میزان مبتلا

با سن بالا، به اندومتریوز ناشی از  هایشدن مادیان
دست های جوان است. نتایج بهتر از مادیان، بیشاشریشیاکلی

 مشهود است: 4آمده در جدول 
 

 های رحمی بر حسب سنهای مبتلا به عفونتدر مادیان E.coliفراوانی آلودگی با   -4جدول 
 )سال(گروه های سنی  تعداد نمونه تعداد موارد مثبت

- 0 9-2 
- 0 4-9 
- 0 0-4 
9 23 0-0 
4 90 1-0 
 1بالای  04 00
 جمع کل 090 22

 
در تجزیه وتحلیل اطلاعات حاصل از جدول فوق با مدل آماری 

های داری بین فراوانی عفونتدقیق فیشر، اختلاف آماری معنی
سایر سال با  1در گروه سنی بالای  E.coliرحمی ناشی از 

های مورد مطالعه در سطح اطمینان های سنی در مادیانگروه
 . =P) 103/1)  درصد مشاهده شد 30

 بحث
هر ساله مزرعه داران پرورش اسب و اسب دارها با مسئله مهم 

ها در سال قبل رو برو هستند. و هزینه بر حامله نشدن مادیان
گیری استراتژیک فروش سریع شدت بر روند تصمیماین امر به

مادیان و یا صبر و تلاش دوباره برای آبستن کردن مادیان در 
ثیرگذار است و اندومتریوز یعنی التهاب رحم أسال جاری ت

 .استها ترین علت حامله نشدن مادیانترین و اصلیمهم

ها اندومتریوز در نتیجه ضعف رحم در پاکسازی میکروارگانیسم
التهاب رحم منجر به خسارات اقتصادی در است که با ایجاد 

 . (02)شود صنعت اسب می

علل بروز ای در سراسر دنیا بر روی مهم و گسترده هایهمطالع
ها و عوامل میکروبی مولد آن انجام شده و در اندومتریوز مادیان

-معمول پلیطور بههای رحم حال انجام است. اتیولوژی عفونت
هوازی( است. های هوازی وبیمیکروبیال )میکروارگانیسم

50
0 

200 

1000 



30

 مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی  مولکولی

های گرم مثبت، های دخیل عموما شامل کوکسیارگانیسم
ها شامل منفیگرم ، A, Bهای گروه سترپتوکوکا

، آنیسریاگونوره، انتروباکتر، کلامیدیا، کلبسیلا، اشریشیاکلی
و  آپلاسما اوره، مایکوپلاسماها و سایر موارد مانند هوازیبی

 . (09) است توبرکلوزیس مایکوباکتریوم

که با  استاز علل اصلی ایجاد اندومتریوز  اشریشیاکلیباکتری 
زایی خود بیماری (LPS)ساکاریدی تولید اندوتوکسین لیپوپلی

 Toll-Likeکه توسط رسپتورهای  LPSکند. را اعمال می
شوند باعث ترشح های اندومتریوم رحم شناسایی میسلول

ضد میکروبی های های شیمیایی و پپتیدها، واسطهسایتوکاین
 (.09شوند )می

بسیارمحدودی در خصوص نقش عوامل باکتریایی  هایهمطالع
های تولیدمثلی مادیان در ایران انجام شده در ایجاد عفونت

 اشریشیاکلیاست در مطالعه حاضر سعی شد ضمن جداسازی 
عنوان یکی از عوامل شایع اندومتریوز از ترشحات رحمی به

چهارمحال و بختیاری، الگوی حضور عوامل های استان مادیان
 زایی در ایزوله های جدا شده مورد بررسی قرار گیرد. بیماری

سواپ اخذ شده از ترشحات  090در مطالعه حاضر از جمع 
 22های مبتلا به مشکلات تولید مثلی، تعداد رحمی مادیان
 بودند. اشریشیاکلینمونه آلوده به 

درصد از  1/03(، 2100)و همکاران  Benkoدر مطالعه  
های مورد های اخذ شده از ترشحات رحمی مادیانسواپ

های مطالعه در اولین استروس بعد از زایمان، آلوده به پاتوژن
های مثبت درصد از سواپ1/23رحمی بودند که در این میان 

سواپ آلوده  911های ساپروفیت بودند. از واجد میکروارگانیسم
های بتا استرپتوکوکدرصد واجد  4/41به عوامل پاتوژن، 

بودند  اشریشیاکلیها آلوده به درصد از آن 4/21همولیتیک و 
(04  .) 

و همکاران در  Albihnای دیگر در سوئد که توسط در مطالعه
س مادیان مبتلا به مشکلات أر 293انجام شد از  2119سال 

س آلوده به عوامل پاتوژن رحمی بودند که أر 002تولیدمثلی، 
 استرپتوکوکایزوله  90، اشریشیاکلیایزوله  014در این میان 

 (.     00ایزوله عوامل قارچی جدا شد) 00بتا همولیتیک و 

 MacKintosh ( 2109و همکاران )گاو  یتجار مزرعه 9 رد
 دهی،ریششروع دوره  در ،هلشتاین یریش گاو 910 ازشیری 

اخذ و حضور  رحم سوابروز اول دوره شیردهی   1 تا 0
 E. coli و E. coli ، Trueperella pyogenesهای اکتریب

VF سویه 41 مجموع در. ارزیابی نمودند VF از استفاده با 
 .E وعیش شناسایی شد. ویواکتیراد پروب ونیداسیبریه روش
coli ، T. pyogenes و E. coli VF 00 و 94 ،42 بیترتبه 

 .(00) بود درصد

 Hurtgen 021درصد از  01رحم  0312همکاران در سال  و 
گاو غیر آبستن مورد مطالعه را مبتلا به اندومتریوز تشخیص 

گیری، تلقیح مصنوعی، دادند. عوامل باکتریایی در اثر جفت
های متعدد پس از زایش از طریق مهبل و در نتیجه دستکاری

چنین از طریق جریان خون به رحم افراد غیرمسئول و هم
شوند. عوامل مستعدکنندۀ ه و باعث ایجاد اندومتریوز میرسید

زایی، جفت ماندگی و فصل نیز در ایجاد مختلفی نظیر سخت
طور مثال زایمان در زمستان و بهار اندومتریوز دخالت دارند. به

 . (0)دهد میزان اندومتریوز را افزایش می

LeBlance  و Causey  خود  هایهدر مطالع 2113در سال
در زمینه ارزیابی اولتراسونوگرافی مایع رحم به این نتیجه 

متر در سانتی 2رسیدند که حضور میزان مایع با عمق بالای 
طی زمان فحلی نشانگر حساسیت حیوان است. که این مقدار 

 . (09)دهد بالای مایع، میزان آبستنی را کاهش می

Barbary  با  2100و همکارانش در تحقیق خود در سال
مثلی مادیان تولیدی با سابقه خوب تولید 01مطالعه روی 

قبلی، پس از انجام اولتراسونوگرافی )برای سال جاری تولید( 
 01اندومتریوز هستند. تعداد دریافتند که مستعد ابتلا به 

آوری و مورد ارزیابی قرار ها جمعسواپ رحمی از این مادیان
ها مورد شناسایی قرار گرفتند های باکتریایی آنگرفت و ایزوله

 :(9)ها به شرح زیر بود که فراوانی پاتوژن

 E. coli =3 ( 01ایزوله  ،)درصدStaphylococcus aureus =
ایزوله  Klebsiella pneumoniae =9درصد(،  1/21ایزوله ) 0
= هر Citrobacter freundii, Streptococciدرصد(،  1/00)

 درصد(. 0/00ایزوله ) 2کدام 
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های و همکارانش بین سال  Santosای که  توسطدر مطالعه
در دانشگاه مونترآل کانادا و وزارت کشاورزی و  2100-2102

مزرعه  0رأس مادیان از  431دامپروری آن کشور برروی تعداد 
ود های موجهای مختلف باکتریانجام شد، دریافتند که گونه

در  اشریشیاکلیزایی در رحم مادیان به اضافه عوامل بیماری
هفته اول پس از زایمان به تخمین رسیک ابتلا به اندومتریوز 

های آنان کند. یافتهبعد از زایمان کمک می 4و 9و  2در هفته 
ترین درصد( شایع 0/02نمونه ) 200را با فراوانی  اشریشیاکلی

-در مادیان معرفی کرد و باکتری عامل ایجاد کننده اندومتریوز
درصد( و  91در نمونه )043 پیوژنز تروپرلاهای دیگر از جمله: 

-درصد(  با فراوانی کم 09نمونه ) 01در  نکروفرم فوزوباکتریوم
 .(01)تری یافت شدند 

Madoz  202با بررسی بر روی  2104و همکارانش در سال 
درصد،  20با شیوع  اشریشیاکلیرأس مادیان دریافتند که 

های با سابقه عامل اصلی در ایجاد اندومتریوز در مادیان
با فراوانی  پیوژنز تروپرلامشکلات ناباروری است و پس از آن 

 .(01)درصد یافت شد  01

های تولیدمثل ناشی از تفاوت در میزان شیوع عفونت
-مشابه ذکر شده می هایهدر مطالعه ما با مطالع اشریشیاکلی

گیری،سن و گیری از رحم، فصل نمونهتواند به زمان نمونه
های مورد مطالعه، موقعیت جغرافیایی تعداد زایمان مادیان

و امروزه با مربوط باشد سطح بهداشت هر منطقه ها و دام
ها ورعایت اصول صحیح داریپیشرفت سطح  بهداشت اسب

نگهداری اسب، شیوع عوامل محیطی مولد اندومتریوز از جمله 
 کاهش یافته است.  اشریشیاکلی

دلیل در مورد اکثر عوامل عفونی به موازات افزایش سن دام به
عوامل عفونی، فراوانی آلودگی با عوامل تر با مواجهه بیش

یابد. در مطالعه حاضر نیز این یافته به اثبات پاتوژن افزایش می
سال آۀودگی رحم با  0-2گروه سنی  9که در رسید طوری
های مسن با سن یافت نشد در حالی که مادیان اشریشیاکلی

را نشان  اشریشیاکلیترین میزان آلودگی با سال بیش 1بالای 
 دادند.

در حیوانات مبتلا  اشریشیاکلیهای متفاوت اختصاصی از گروه
 E.coliها از اند که این سویههای رحم شناسایی شدهبه عفونت

 E.coliای متفاوت هستند. پاتوژن مولد اسهال یا خارج روده
های اپیتلیال واسترومای برای سلول  (EnPEC)پاتوژن اندومتر

جدا شده  اشریشیاکلیبه  تری نسبتزایی بیشبیماری اندومتر
از رحم حیوانات بدون التهاب دارد. مطالعه حاضر با هدف 

در بروز  اشریشیاکلیزایی تعیین فراوانی عوامل بیماری
ها با سابقه ناباروری انجام شد. در این اندومتریوز در مادیان

بی زایی جرم ردیازایی در بیماریمطالعه اکثر عوامل بیماری
درصد،  3/31با فراوانی  fimHهای که ژنطوریشد. به

afa/draBC, Cnf1  درصد و  1/12با فراوانیpapC  با فراوانی
فراوانی  با PapGIIIهای ترین شیوع و ژندرصد بیش 03
ترین فراوانی رو درصد کم 01با فراوانی  traTدرصد و  1/22

های در ایزولهزایی شامل شدند. حضور انواع فاکتورهای بیماری
-گر دخالت مستقیم این عوامل در بیمارینشان اشریشیاکلی

زایی زایی باکتری بوده ولازم است جهت شناسایی بیماری
زایی مورد ارزیابی قرار توزیع حضور عوامل بیماری اشریشیاکلی

 گیرد. 

ها، فاکتورهای ویرولانس از جمله چسبنده اشریشیاکلی
های . ژناستآهن را دارا  های جذبها و سیستمتوکسین

ویرولانس بر روی عناصر ژنتیکی متحرک و یا در نواحی خاصی 
شوند، قرار دارند. زایی نامیده میاز کروموزوم که جزایر بیماری

های ناشی دنبال ورود باکتری، یکی از عوامل مهم در عفونتبه
های گرم منفی، چسبیدن و سایر باکتری اشریشیاکلیاز 

؛ که با دخالت عوامل استسطح سلول میزبان باکتری به 
 ,fimH, afa/draBC, PapCفیمبریه از جمله محصولات ژن 

PapGII,  شود. بنابراین مهار اتصال باکتری، انجام می
. در مطالعه ما فراوانی استراهکاری مناسب جهت مهار عفونت 

جدا شده از  اشریشیاکلیایزوله  22های ذکر شده در حضور ژن
درصد،  1/12درصد،  3/31ترتیب ها بهاندومتریوز در مادیان

ترین عنوان شایعها بهدرصد بود و این ژن 03درصد و  4/40
 زایی شناسایی شدند.عوامل بیماری

و همکارانش در   Kasseقبلی از جمله  هایهاین یافته با مطالع
راستا است. در این مطالعه با بررسی بر روی هم 2100سال 
 یبرخ و E. coli کهمادیان  تولیدی، مشخص شد  910تعداد 

عامل  9و  هستند مرتبطاندومتریوز  با آنزایی عوامل بیماری از
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 مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی  مولکولی

 ,fimH (89%)ترین فراوانی را داشتند. زایی زیر بیشبیماری
hlyE (87%), iss (70%) (03).  

Dascanio با تعیین عوامل  2104و همکارانش در سال
های جدا شده از رحم در ایزوله اشریشیاکلیزایی بیماری

ها در هفته اول بعد از زایمان به این نتیجه رسید که مادیان
با فراوانی  papC, afa/draBC papGII,عوامل بیماری زایی 

-ترین و شناخته شدهدرصد رایج 40درصد و 03درصد،  10
زایی در بروز اندومتریت هستند که به ترین عوامل بیماری

 00نتایج پژوهش حاضر بسیار نزدیک است. در این مطالعه 
ترین بودند و مهم اشریشیاکلیها آلوده به درصد از مادیان

با   fimHها ژن،زایی ردیابی شده در این ایزولهعوامل بیماری
 .(02)درصد بود  13فراوانی 

Bicalho انجام  2101ای که درسالو همکارانش در مطالعه
زایی بررسی شده در دادند، دریافتند که از بین عوامل بیماری

 درصد، 31با فراوانی  fimHزایی عامل بیماری 9 اشریشیاکلی
hlyE  درصد و  11با فراوانیiss,  درصد شایع 14با فراوانی-

 ,sfaهایزایی بودند و ژنترین عوامل دخیل در بیماری
papGIII   های درصد نادرترین ژن 90درصد و  22با فراوانی

 . (4) زایی شناسایی شده بودندبیماری

غذایی مورد نیاز باکتری جهت رشد در  ترین عواملاز اصلی
های پاتوژن با دارا بودن باکتری لایه اندومتر رحم، آهن است و

عوامل جذب کننده آهن یا تولید سیدروفور، آهن مورد نیاز 
های دخیل در جذب کنند. از جمله ژنخود را تأمین می

که با  است ,iutA, ibeA, fyuA هایآهن، ژن هایترکیب
های درصد در ایزوله 2/21درصد و  04درصد،  92فراوانی 

های مورد مطالعه در این جدا شده از مادیان اشریشیاکلی
خود  هایهو همکاران در مطالعBicalho بررسی ردیابی شدند. 

 fyuAو فراوانی ژن  ددرص 1را حدود   ibeAمیزان حضور ژن 
درصد گزارش کردند که با نتایج مطالعه حاضر متفاوت  01را 

 .(4)است 
نشان دهنده   CsgAدرصدی ژن  01در مطالعه حاضر حضور 

 اشریشیاکلیعنوان یک عامل ویرولانس مهم دخالت این ژن به
  Causeyو  LeBlancکه با مطالعه  استدر ایجاد اندومتریوز 

های مبتلا به مشکلات که بر روی مادیان 2101در سال 
انجام دادند و میزان حضور  اشریشیاکلیتولیدمثلی ناشی از 

 . (09) استراستا درصد گزارش کردند، هم 09این ژن را 

 گیرینتیجه
در مجموع نتایج حاصل از مطالعه حاضر نشانگر اهمیت بالای 

زایی آن در ایجاد اولیه و عوامل مختلف بیماری اشریشیاکلی
و همین موضوع کمک زیادی به  استاندومتریوز در مادیان 

کند زیرا نحوه مقابله و یا پیشگیری از این بیماری می
رویکرد بسیار توانند دامپزشکان و دامپروران و اسبدارها می

مؤثرتری در برخورد با اندومتریوز و مشکل عدم باروری و یا 
ناپذیر ناشی از اندومتریوزیس مشکلات حاملگی و تلفات جبران

 داشته باشند. 

-های رحمی بعد از زایش و زیانبا توجه به شیوع بالای عفونت
های دقیق و در کارگیری روشهای اقتصادی ناشی از آن، به

ها اربردی برای تشخیص زود هنگام این عفونتعین حال ک
عنوان یک به  PCR استفاده از آزمایشامری ضروری است لذا 

زایی های بیماریآزمایش دقیق و حساس جهت ردیابی ژن
ریزی های پاتوژن و برنامهتواند در شناسایی سریع باکتریمی

صحیح جهت کنترل موارد اندومتریوز در اسب و مدیریت 
                        ها مفید باشد. داریبصحیح اس

 سپاسگزاری
 حمایت و تحت ارشد کارشناسی نامه پایان از برگرفته مقاله این

 افرادی تمامیو از  استآزاد شهرکرد  دانشگاه پژوهشی معاونت
-می را قدردانی و تشکر کمال رساندند یاری پژوهش این در که

 نمایند. 
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