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 مبتلا به جدا شده از بيماران شيگلاهاي   سلولي سروتيپي تهاجمخاصيتبررسي 
  HEp-2كشت سلولي اسهال در 

  
، 2، سولماز اوحديان مقدم2، فرزانه امين هراتي3، دكتر عباس رحيمي فروشاني*1،2دكتر محمد مهدي سلطان دلال

 5، دكتر عبدالعزيز رستگار لاري4بهرام نيك منش

، تهران، ايران؛ انشگاه علوم پزشكي تهران د پاتوبيولوژي،گروه 2 ، تهران، ايران؛ دانشگاه علوم پزشكي تهرانژي مواد غذايي، كروبيولومركز تحقيقات مي 1
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  :مقدمه
 جزء بزرگترين اييهاي اسهالي باكتري بيماري

بر اساس برآورد  .باشند مشكلات بهداشت عمومي مي
WHO  هاي   بيليون نفر در جهان مبتلا به بيماري5/4 سالانه

 ميليون 8/1 از اين تعداد 2002شوند كه در سال  اسهالي مي
 اين درصد99و تقريبا  ه استمورد مرگ گزارش گرديد

در ميان ). 1(اند موارد در كشورهاي در حال توسعه بوده 
  وترين  پاتوژن هاي باكتريايي گونه هاي جنس شيگلا معمول

  
  مهمترين ايزوله هاي جدا شده از بيماران مبتلا به اسهال 

جهان  درصد تمامي موارد اسهال در سراسر 15 تا 5؛ باشند مي
 1/1باشد كه از اين ميان  هاي شيگلايي مرتبط مي با عفونت

دو سوم تمام اين موارد ؛ شود ميليون مورد مرگ را شامل مي
  ).3،2(دهد  ي سال رخ م5مرگ و ميرها در كودكان زير 

اي ي ـلا باكتري پاتوژن داخل سلولي گرم منفــشيگ
  ايــگونه ه .مي باشدال باسيلي در انسان ــعامل اسهاست كه 

  :چكيده
اـي روده اي     .اسهال يكي از مهمترين علل مرگ و مير كودكان در كشورهاي در حال توسعه است               :زمينه و هدف    بيماري ه

 يكي از روش هايي كـه امكـان بررسـي خاصـيت      .دن سال مي گرد   5 زير   بسياري از كودكان   مرگ   بسالانه سب 
بررسـي خاصـيت تهـاجمي       اين مطالعه    هدف از . ز كشت سلول است   تهاجمي باكتري ها را مي دهد، استفاده ا       

  .  بوده استHEp-2با استفاده از كشت سلولي  شيگلاتعدادي از سويه هاي جنس 
 بيمـار مبـتلا بـه اسـهال         280 تهيه شده از     سوآپ ركتال هاي  ،  توصيفي تحليلي در اين مطالعه     :روش بررسي 

مراجعه كننده به بيمارستان هاي     ) سهال آبكي به عنوان گروه مقايسه      بيمار با ا   140  و با اسهال خوني   بيمار 140(
شـاهد   نمونه از افراد سالم به عنوان گروه    140 قبل از دريافت آنتي بيوتيك و     ،  امام خميني و مركز طبي كودكان     

 24  آگـار تلقـيح و پـس از   XLDهكتون و در محيط هاي افتراقي و انتخابي نمونه ها    .مورد بررسي قرار گرفتند   
از نظر مورفولوژي بررسي و با استفاده از تست هاي بيوشـيميايي            ،   درجه سانتي گراد   37 ساعت انكوباسيون در  

 سوش 20از  علاوه بر ايزوله هاي آن،HEp-2   در كشت سلولي شيگلابراي بررسي خاصيت تهاجمي. شناسايي شدند
  . انجام شد CLSIي آن ها طبق دستورالعمل  همچنين الگوي مقاومت آنتي بيوتيك.استفاده گرديد كلكسيون نيز

بيشترين گونه جدا شده از بيماران،      . ، از نمونه هاي مورد بررسي جدا گرديد       %)6/8 (شيگلا سوش   36 :يافته ها 
Shigella flexneri  بررسي بر روي كشت سلولي . بودايزوله  16باHEp-2 شيگلا سوش 14نشان داد كه تنها  نيز 

 . خاصيت تهاجمي داشتند) ون كلكسي5 ايزوله و 9(
 برخلاف انتظار قابليـت حملـه و         شيگلا  تمامي ايزوله هاي    اولاً نتايج بدست آمده نشان مي دهد      :نتيجه گيري 

  . تهاجم يك صفت ثابتي است كه در اثر زمان از بين نمي رودتهاجم به سلول هاي اپتلييال روده را ندارند؛ ثانياً
  

 .شيگلا، م سلولي، كشت سلولي اسهال، تهاج :واژه هاي كليدي
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شيگلا از راه مدفوعي دهاني انتقال يافته و از طريق آب و 
ها بسيار  اين باكتري. شوند غذاي آلوده وارد بدن انسان مي

ها براي   عدد از آن100 تا 10باشند تاجاييكه  عفوني مي
عفونت ناشي از اين پاتوژن  ).4( استايجاد عفونت كافي 

 كه با ودمنجر به بيماري شديد و حاد التهابي روده مي ش
. اسهال آبكي همراه با ترشحات چركي مشخص مي گردد

  بيوپسي كولون از بيماران آلوده نشان از نفوذ گسترده 
از اپيتليوم كه به طور سلول هاي التهابي، ادم بافت و مناطقي 

شيگلا قادر به حمله به  . مي باشداندده ـــكامل تخريب ش
سلول هاي اپيتليال  براي به دست آوردن ورود به اپي تليوم 

ال در ـــهاي تخصصي اپيتلي ولـــ استثمار سل وكولون
عوامل چسبندگي و . )5-8(مي باشدهاي لنفاوي  فوليكول

وليد سم از مواردي هستند كه هاي ميزبان و تتهاجم به سلول
بطور كلي ). 9(باشند ها دخيل ميي باكترييزا در بيماري

هاي پاتوژن ي ارگانيسميقدرت تهاجم عبارتست از توانا
البته بايد توجه داشت كه هر ،هاي بدنجهت نفوذ در بافت

 كه گونههمان، ي را بدنبال نخواهد داشتيزا تهاجمي، بيماري
 تهاجم و. شودتهاجم حاصل نميي فقط از يزا بيماري

هايي ندهگيرها بر اين پايه است كه پاتوژنيسيته اكثر باكتري
 .ها وجود داردهاي حيواني و باكتريدر سطح برخي از سلول

هاي به سطح سلولتوانايي اتصال هاي بيماريزا ارگانيسملذا 
 .)10-12(را دارند ي يزا  بيماريايجادو هايرندهگميزبان از طريق 

هاي بسيار دقيق اي، متضمن بررسيدستيابي به چنين نتيجه
در اين زمينه، كشت . هاستي اين باكترييزا پيرامون بيماري

ي است كه يهاترين روشسلولي يكي از بهترين و جالب
ها را بسيار آسان كرده  ارگانيسميزاي مطالعه مكانيسم بيماري

عوامل حتي جداسازي، شناسائي و تعيين مقدار . است
خاصيت . هستنداتيولوژيكي نيز با اين تكنيك قابل بررسي 

 هاي بيمارياي يكي از مكانيسمهاي رودهتهاجم باكتري
ي آنهاست كه به خوبي با تكنيك كشت سلولي قابل يزا

  ).13-15( بررسي است
هــاي اپــي تليــال  بــاكتري در ســلول،در شــيگلوز

فـوذ در   مخاطي نفوذ كرده و در آنجا شروع بـه رشـد و ن            
 باعـث جراحـت و      كه در نتيجه  كند  هاي مجاور مي  سلول

هـا   به ندرت بـاكتري     و شودهاي مخاطي مي  خرابي سلول 

ها اما در ساير پاتوژن   . كنند نفوذ مي   (...)در لامينا پروپريا  
سويه هاي ويرولانت به سـادگي       مثل يرسينيا و سالمونلا،   

 بـه   اًهاي اپي تليـال مخـاط نفـوذ كـرده و سـريع            در سلول 
هاي لنفاوي آسيب رسـانده و شـروع        لامينا پروپريا و غده   
اي نمــوده و باعــث هــاي تــك هــستهبــه تكثيــر در ســلول

ــي  ــوم مـ ــشكيل گرانولـ ــوتـ ــرعكس ) 17،16(د نشـ   و بـ
حملـه بـه     ر ويرولانت قـادر بـه  ورود و        ــــموتان هاي غي  

  ) Peyer’s patches(  در پـــلاك پيـــرMســـلول هـــاي 
هـاي مهـاجم روده اي       يي بـاكتري  توانا). 18(نمي باشند   

 كـشت سـلولي بـه عنـوان      لايـه مثل شيگلا در تهـاجم بـه        
   آنهـا اسـتفاده     بيمـاري زايـي   معياري براي انـدازه گيـري       

 و Shigella flexneriع سويه هـاي  ـــدر واق .ودـــش مي
Shigella sonnei   كه توانايي ورود به سلول هاي هـلا را

يـواني غيـر بيمـاريزا      هـاي ح   دهند در ميزبان   از دست مي  
هـاي آزمايـشي فراوانـي جهـت         سيستم). 19-20( هستند

تشخيص مراحل مختلف ويـرولانس گونـه هـاي شـيگلا           
  از جملـــه ايـــن آزمايـــشات؛ شـــوند بكـــار گرفتـــه مـــي

 Hela cell invasion assayتوجـه بـه    ؛ بـا )21( باشد مي
مطالب فوق و عدم پاسخگويي به سـوال هـايي مبنـي بـر              

 ـــگلا در ايـران  هاجمي ايزوله هاي شيوضعيت خاصيت ت 
و يا تـاثير گـذر زمـان بـر مانـدگاري خاصـيت تهـاجمي                
سوش هاي كلكـسيون و مقايـسه ايـن دو گـروه، نيـاز بـه              

لـذا  . يك مطالعه با استفاده از كشت سلولي احساس شـد         
اين مطالعه با هدف بررسي خاصيت تهاجمي سويه ها ي          

بـوده و اينكـه    HEP-2شيگلا با استفاده از كشت سـلولي     
آيا تمامي ايزوله هاي شيگلا قابليت تهاجم به سلول هاي          

  . اپيتليال را دارند يا نه، انجام شده است
 

  :روش بررسي
 مــاه از 10تحليلــي طــي  -ايــن مطالعــه توصــيفي 

.  انجـام پـذيرفت    1390 الي آبان ماه     1389بهمن ماه سال    
 280سوآپ ركتال هاي تهيه شـده از        در اين مطالعه ابتدا     

 140  و بـا اسـهال خـوني      بيمـار  140(بيمار مبتلا به اسهال     
 مراجعـه   ،)بيمار با اسهال آبكي بـه عنـوان گـروه مقايـسه           

ــه بيمارســتان هــاي امــام خمينــي و مركــز طبــي    كننــده ب
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 نمونـه از    140  قبل از دريافت آنتـي بيوتيـك و        ،كودكان
مــورد بررســي قــرار  شــاهدافــراد ســالم بــه عنــوان گــروه 

در محيط هاي افتراقـي     اين منظور نمونه ها      يبرا .گرفتند
 و ) (Hektoen Enteric Agar=HE و انتخــابي هكتــون

Xylose lysine deoxycholate (XLD)  تلقــيح و آگــار
از ،   درجه سانتي گـراد    37  ساعت انكوباسيون در   24پس از   

سپس كلني هاي مـشكوك     . شدندنظر مورفولوژي بررسي    
جهت بررسي  و  انتخابو هكتونXLD  به شيگلا در محيط

ــد   ــست هــاـي بيوشــيـميايي ماننـ     (TSI agar)نهــاـيي از تـ
Triple Sugar Iron ،Urea ،Lysine agar ،Sulfide-

Indole-Motility (SIM)،Simmons citrate  ،MR-VP  و 
تمام محيط هاي كشت    ( )22( تست سرولوژي استفاده شدند   

ــركت   ــي از ش ــركت   Merkو افتراق ــرم از ش ــي س  و آنت
Difco  سوش شيگلا از كلكسيون    20 همچنين).  تهيه شد  

جهــت بررســي خاصــيت تهــاجمي  دانــشكده بهداشــت،
عنـوان  ه  نيـز ب ـ E. coli K12از سـوش  . اسـتفاده گرديـد  

شـيگلا  از دو سـوش     و  )سوش غيـر مهـاجم    (كنترل منفي   
 كـه  IV و تايـپ  IIتايپ  )Shigella flexneri (فلكسنري

و كـشت سـلولي    )Sereny test(  بوسيله دو روش سرني
قــدرت در بخــش ميكــرب شناســي دانــشكده بهداشــت، 

عنـوان  ه  مورد تاييد قرار گرفتـه بـود، ب ـ        تهاجمي آنها قبلاً  
در تمام آزمايشات اسـتفاده     ) سوش مهاجم (كنترل مثبت   

بررسـي سـويه هـاي       لازم به ذكـر اسـت كـه جهـت            .شد
 با استفاده از كشت سلول      خاصيت تهاجمي از نظر    شيگلا

(HEp-2)روش هـاي تاييـد شــده در سـاير مطالعــات    ، از 
  .)24،23،14(استفاده شد

 از  HEp-2هـاي   در اين مطالعه براي كشت سلول     
 Minimum Essential Medium (MEM)محـــيط 

ــركت( ــا آSigma-Aldrich  ش ــاوي )مريك  )FCS(، ح
Fetal Calf Serum   به ميزان ده درصد اسـتفاده گرديـد .

، از  MEM از محـيط     ml 90به اين ترتيب كه به ازاي هر        
ml 10 FCSســپس . فعــال شــده اســتفاده شــد  غيــرml 2 

   ميلــي ليتــر محلــول   1 و درصــد 10بيكربنــات ســديم  
 Sigma-Aldrichشـركت   ( استرپتومايـسين    –پني سيلين   

 ميلي ليتر گلوتامين نيز اضافه و به اين ترتيب  2و  ) مريكاآ

درصورت لزوم به همـين     . شدمحيط براي مصرف آماده     
 FCS از    درصـد  2درصـد و     5هاي  توان محيط ب مي ترتي

را نيز تهيه كرد كه بيشتر به منظور نگهداري و يا تعويض            
  .شوندمحيط كشت سلولي تهيه مي

براي تهيه محيط مخصوص رشـد داخـل سـلولي          
 ميلي 80، به ) (Intracellular growth mediumباكتري 

ي ليتر محلول آنت ميليFCS ،10 حاوي   MEMليتر محيط   
) μg/ml 300( ميلي ليتر از محلول ليزوزيم       10بيوتيك و   

اضافه شد و قبل از مصرف از نظر اسـتريل بـودن كنتـرل              
هـاي  همچنين بـراي تهبـه كـشت سـلولي، سـلول         . گرديد

HEP-2 )     هـاي  در فلاسـك  ) تهيه شده از انستيتو پاسـتورايران
مخصوص كشت سلولي كشت داده شـدند و از آنجـايي           

ول بـود، بعـد از تـشكيل يـك لايـه       كه هدف ازديـاد سـل     
ها را تريپسينيزه كرده و به منظور نگهداري        سلولي، سلول 
ــراي آزمــايش نمــايش  در فلاســك هــاي مخــصوص و ب

 به تعداد مشخصي Leighton tubes در ،قدرت تهاجمي
نحوه كار بـدين صـورت بـود كـه ابتـدا            . كشت داده شد  

ول  ميلـي ليتـر محل ـ     4-5محيط كشت را خالي كرده و با        
Dulbecco's PBSــلول ــسته و   س ــا را ش ــر  2ه ــي ليت  ميل

 دقيقــه كــه 2-3تريپــسين بــه آن اضــافه نمــوده و بعــد از 
ها در مجاورت تريپسين قـرار گرفتنـد، تريپـسين را           سلول

 37 دقيقه در اتـو  15خالي كرده و فلاسك را براي مدت   
. ها از هم جدا شـوند     درجه سانتي گراد قرار داده تا سلول      

 كامــل بــه آن MEMلــي ليتــر محــيط كــشت  مي5ســپس 
اضافه شد و به كمك يك پوار لاستيكي كـه بـه انتهـاي              

هـا را از جـدار فلاسـك        پي پت پاستور متصل بود سـلول      
هـا و   براي نگهداري سلول  . جدا و در محيط شناور شدند     

ــا جهـــت آزمايـــشات بعـــدي مقـــداري از   ازديـــاد آنهـ
ته و بـه    هاي ديگر ريخ  سوسپانسيون سلولي را در فلاسك    

 درجـه   37 اضافه نمـوده و در اتـو         MEM ميلي ليتر    5آن  
ها را با ميكروسـكوپ    سانتي گراد قرار داده و هر روز سلول       

Inverted       ساعت محـيط كـشت      48 مشاهده نموده و بعد از 
 روز يـك    2-3ها بعـد از     سلول اين. شودسلولي تعويض مي  

  .دهندلايه سلولي كامل تشكيل مي
  ، ابتــــداHEp-2هاي سلولبراي عفوني نمودن 
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 هـاي در    موجود در لوله    HEp-2هاي  محيط كشت سلول  
 را كه قبلاً تهيه شده بود خـالي كـرده           Leightonپيچ دار   
 شستشو و پـس  Earle's Saltليتر  ميلي5/1ها را با و سلول

ليتـر   ميلـي 5/1از چند دقيقه آن را خـالي نمـوده و بـه آن       
 واقـع همـان محـيط       محيط مخصوص اين مرحلـه كـه در       

MEM           بدون آنتي بيوتيك حاوي بـاكتري اسـت اضـافه 
 سـاعت در    3ها را بطور افقي به مدت       نموده و سپس لوله   

 3در طـول    .  درجه سـانتي گـراد قـرار داده شـدند          37اتو  
هاي مهاجم با استفاده از قـدرت تهـاجمي         ساعت باكتري 

 سـاعت، محـيط   3شـوند و پـس از    ها مي خود وارد سلول  
ها زردرنگ شده   لولي را كه در اثر رشد باكتري      كشت س 

 بـه  Earle's saltها چندين بـار بـا   بود دور ريخته و سلول
  .آرامي شستشو شدند

هـا، پـس از     براي مرحله رشد داخل سـلولي بـاكتري       
ــا HEp-2هــاي شستــشوي ســلول ، يكبــار Earle's salt ب

 ميلي ليتر محيط مخصوص مرحله  5/1ها را با    ديگر سلول 
 ميلـي   5/1يعني محيط رشد داخـل سـلولي شـسته و           دوم  

 اضافه نموده و    HEp-2هاي  ليتر از محيط فوق را به سلول      
 درجـه   37 سـاعت در     4هـا را بطـور افقـي بـه مـدت            لوله

در طــول ايــن مــدت . ســانتي گــراد قــرار داده مــي شــوند
هـاي  هاي مهاجم كـه در مرحلـه اول وارد سـلول          باكتري
HEp-2 لولي شروع به تكثير نموده     اند بطور داخل س    شده

بهتـر اسـت هـر سـاعت        . نماينـد و فضاي سلولي را پر مي     
هـاي  تغيير رنگ محيط كشت را كه نشانه رشـد بـاكتري          

درصـورت تغييـر رنـگ      . خارج سلولي است كنترل نمود    
 ميلـي  5/1 بار و هر بار بوسيله   3ها را   محيط، دوباره سلول  

 5/1هـا  لول شستشو داده و سـپس بـه س ـ  Earle's saltليتر 
 4پـس از  . ليتـر محـيط رشـد داخـل سـلولي اضـافه شـد           ميلي

هـا را  ساعت، محيط كشت سلولي را دور ريخته و سـلول         
 بـه آرامـي شـسته و بـدين ترتيـب      Dulbecco's PBS با  بار3

  آمـاده رنـگ آميـزي        HEp-2هـاي   لامل هاي حاوي سـلول    
 نيـز پـس از      HEp-2هـاي   بـراي رنـگ آميـزي سـلول       . شدند

هــاي ، بــه ســلولPBS بــا HEp-2هــاي ســلولشستــشوي 
 5 ميلي ليتـر متـانول اضـافه نمـوده و بعـد از مـدت                 1مذكور  

 حاوي لامـل را تكـان داده        Leightonدقيقه، آهسته لوله    

كه لامل از جاي خود جدا گـردد و در متـانول             طوريه  ب
شناور شـود و بـه آرامـي لامـل را بـه سـمت دهانـه لولـه                   

پــنس كوچــك لامــل در هـدايت نمــوده و بوســيله يــك  
ظرف مخصوص رنگ آميزي قرار داده و روي لامل بـه           

 رقيـق شـده     10 بـه    2مقدار كافي رنگ گيمسا بـا نـسبت         
 دقيقــه، بوســيله آب مقطــر 20بعــد از مــدت . اضــافه شــد

 ثانيه بوسيله پنس،    10-20رنگ گيمسا را شسته و پس از        
 گزيلـل   –هاي استن   لامل را به ترتيب و سريع در محلول       

برده و لامل ها روي يـك       و گزيلل خالص فرو     ) 67/33(
بهتر است  . شوند مونته مي  Entellanلام حاوي چند قطره     
 اضافه را پاك نموده و بعد   Entellanبوسيله يك سواب،    
هـا را در زيـر ميكروسـكوپ بررسـي          از چند سـاعت لام    

ذ در پايان مـوارد مثبـت بـر اسـاس مـشاهدات نفـو             . نمود
 30-70++ ،  10-30+ ل، به صورت    باكتري به درون سلو   

  . يادداشت شدند70-100+++ و 
  

 :يافته ها

بيماران مبتلا به اسـهال     ، شامل    نمونه 420بررسي  
و افـراد   )  نمونـه  140(، اسـهال خـوني      ) نمونه 140(آبكي  

 بيمـار   36 نشان داد كـه      ) نمونه 140 (شاهدسالم به عنوان    
ه از ايـن    در اثر شيگلا مبتلا بـه اسـهال بودنـد؛ ك ـ          %) 6/8(

 %)8/3( مـورد    16اسهال خوني و     %)8/4( مورد   20تعداد  
يك از افـراد سـالم كـه بـه            در هيچ  .اسهال آبكي داشتند  

عنوان گروه شاهد مورد بررسي قـرار گرفتنـد شـيگلايي           
فراوانـي  نتايج بدسـت آمـده نـشان داد كـه           . جدا نگرديد 

 در جـنس    HEp-2ايزوله هاي شـيگلا مهـاجم بـه سـلول           
ــذكر ــث 6 %)9/42( م ــورد 8%)1/57( و در جــنس مون  م

بـه  از نظر سني بالاترين ميزان تهـاجم شـيگلا          . بوده است 
 مــورد 6 ســال بــا 10 الــي 1در رده ســني  HEp-2ســلول 

 بـه    سـال  10 سـال و   1 و در مراحل بعد صفر الي        %)9/42(
 قرار  %)4/21( مورد   3 و   %)7/35( مورد   5 به ترتيب با     بالا

  .داشته است
 20 سـوش و از ميـان        9وله شيگلا،    ايز 36از ميان   

   ســـوش خاصـــيت تهـــاجمي بـــه 5ســـوش كلكـــسيون، 
  ).1جدول شماره ( را داشتند HEp-2سلول هاي 
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   هاي مهاجم شيگلا  توزيع فراواني سوش   :1شماره  جدول  
  بر حسب ايزوله و كلكسيون                  

اعداد داخل پرانترز نشان دهنده موارد مثيت با خاصيت تهـاجمي           
  .مي باشند

  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
   هـاي   مراحل تهاجم شـيگلا بـه سـلول        :1تصوير شماره   

                   HEp-2 ساعته1 پس از انكوباسيون   
  . قابل مشاهده مي باشد به داخل سلولشيگلاورود 

  
هاي شيگلا بايد گفت كـه زمـان        مورد سوش  در

ها به داخـل  ساعته براي ورود اين ارگانيسم  1انكوباسيون  
 مـا تجربيـات  . )1تـصوير شـماره   (دنباش ـسلول مناسب مي  

لا قـدرت رپليكاسـيون داخـل سـلولي         نشان داد كه شـيگ    
 3در انتهـاي   دارد و قادر به تخريـب لايـن سـلولي         خوبي

  ).2تصوير شماره (ساعت زمان انكوباسيون مي باشد 

  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  

   HEp-2مراحل تهاجم شيگلا به سلول هاي  :2تصوير شماره 
   ساعته3پس از انكوباسيون كامل                   

  .وسط شيگلا قابل مشاهده مي باشد تتخريب لاين سلولي 
  
  

هـاي  امروزه توجه و اهميت به اسـهال و بـاكتري         
باشد و در اين ميان     پاتوژن عامل آن در حال گسترش مي      

هـاي تـشخيص خـصوصيت تهــاجمي در    ررسي روشــ ـب
هــا در بــسياري از نقــاط دنيــا در حــال مطالعــه و  بــاكتري

تيكي هاي فاگوسـي  شيگلا غشاي واكوئل   .باشدتحقيق مي 
 ؛كنـد  را به سرعت ليـز مـي        است كه آن را به دام انداخته     

. شـود بنابراين اين باكتري در سيتوپلاسم سـلول آزاد مـي         
 ي پليمريزه كردن اكتين را نيـز      ياز طرفي اين باكتري توانا    

 براحتـي مـي توانـد از سـلولي بـه سـلول ديگـر                لذا ؛دارد
 تــاكنون مكانيــسم مولكــولي ايــن    ).25( منتقــل شــود 

ها به خوبي مشخص نشده اسـت بـا ايـن حـال در              شواكن
برخــي مطالعــات بــر روي برخــي از گونــه هــاي شــيگلا  
تحقيقات گسترده اي صورت گرفته است به عنوان مثال،         

 كـه شـيگلا فلكـسنري قـادر اسـت توليـد          ه اند متوجه شد 
هـاي  نترفرون را در فيبروبلاست سـلول     يمقدار زيادي از ا   

ها، تحريـك   اجم باكتري موجود در لاين سلولي مورد ته     
هـاي  تواند به سلول  بخوبي مي ؛ همچنين اين گونه     )26 (كند

HT-29در يــك  ).27(  حملــه كنــد و در آن تكثيــر يابــد

  كلكسيون  ايزوله  شيگلاهاي گونه 

  شيگلا ديسانتري
)S. dysenteriae(  

)2 (2  0  

  شيگلا سونئي
 )S. sonnei.(  

)3 (9  )1 (2  

  بويديشيگلا 
) S. boydii(  

)2 (9  )0 (1  

  شيگلا فلكسنري
) S. flexneri(  

)2 (16  )4 (17  
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  و Henle 407 دانشگاه ميشيگان نيز سـلول هـاي   بررسي در
HeLa   ــان ــوان ميزب ــه عن ــاي  ب ــسانتري ه ــيگلا دي ــسش ه مقاي

 تهاجم بـدون     ل و يي اتصا آگرديدند و نشان داده شد كه كار      
 بيـشتر از سـلول هـاي    Henle 407هاي  سانتريفيوژ، در سلول

Helaــود ــه ).28( ه اســت ب ــيگلا  اگرچ ــاجم ش ــدرت ته ق
هـاي   بطور معمول با سـلول     شيگلا فلكسنري ديسانتري و   

  اما ثابت شده است كه،گيرد هلا مورد ارزيابي قرار مي

 جهت ارزيـابي اتـصال و تهـاجم    Henle 407هاي  لوسل
همچنـين تحقيقـات     .باشـند   اين دو سويه مفيـدتر مـي       در

نشان داده انـد كـه قـدرت اتـصال و تهـاجم گونـه هـاي                 
 گردد  مهار مي Aهاي پايين ايمنوگلوبولين شيگلا با غلظت

هـر دو   از  ، شـيگلا    نتايج ايـن مطالعـه    اساس   بر). 31-29(
 مطلبي كـه در     د و بوها  قادر به نفوذ به داخل سلول       گروه  

 هـاي د توجه واقع شد اين بود كه اكثر سـوش         طول كار مور  
شــيگلا در مرحلــه دوم انكوباســيون يعنــي مرحلــه تكثيــر 
داخل سلولي از خود قدرت تخريب لايـن سـلولي نـشان            

،ابتدا HEp- 2هاي اين مطلب از آنجا نتيجه شد كه سلول. ندداد
تنها در يـك مرحلـه انكوباسـيون يعنـي مرحلـه ورود بـه               

 و  ه شـدند  روارگانيـسم قـرار داد    سلول، مورد تهـاجم ميك    
 سـاعت متوقـف و      3ها را در پايان     تهاجم شيگلا به سلول   

 تهيـه   1تـصوير شـماره     آميزي و مونته كـردن آن       با رنگ 
سپس همين سـوش يكبـار ديگـر در معـرض سـلول             . شد

HEp-2   تـا مرحلـه     يافـت بار اجازه     ولي اين  گرفت، قرار 
قيـه مراحـل،    دوم انكوباسيون نيز كامل شود و بـا انجـام ب          

مقايـسه ايـن دو تـصوير،       . گرديـد  تهيـه    2تصوير شـماره    
هــاي شــيگلا را ســوشتــك لايــه اي خاصــيت تخريــب 

  .دهدبخوبي نشان مي
 HEp-2نتايج مـا همچنـين نـشان داد كـه سـلول             

، Hmle و  Helaهماننــد ســاير ســلول هــاي ديگــر ماننــد
  قابليت تهاجمي شيگلا را بخوبي نـشان مـي دهـد و بيـان              

 ساعته، بـراي تخريـب كامـل        7د كه زمان انكوباسيون     مي دار 
.  مـي كنـد    لايه هاي سلولي توسط سويه هاي شيگلا كفايت       

ســلولي اخـتلاف قـدرت عفونــت زايـي شــيگلا در لايـن     
HEp-2ها باشد مي تواند ناشي از ژن هاي كد شونده آن .  

 جـزء ميكروارگانيـسم هـايي اسـت كـه           شيگلا فلكسنري 

. ي هـستند  ـــ ـل هـاي غيرفاگوسيت   وـــ ـقادر به ورود به سل    
 نيز جزء اين دسته از سلول ها بـوده و           HEp-2سلول هاي   

ما نيز در اين تحقيق از اين سلول ها به جاي سـلول هـاي               
Hela           استفاده نموديم تا شرايط مطلـوب جهـت مـشاهده 

اهميـت  . خاصيت تهاجمي اين باكتري را بررسـي نمـاييم    
هينه شـده و كامـل   اين بررسي در واقع ارايه يك الگوي ب 

براي مطالعات بعدي در زمينه خصوصيات تهـاجمي ايـن          
باكتري مي باشد و پروتكل نهايي كه در ايـن مطالعـه بـه              
ــرين نتيجــه را در مــشاهده تهــاجم ايــن   آن رســيده و بهت
ــاي     ــاوت ه ــاكي از تف ــع ح ــم در واق ــه اي ــاكتري گرفت ب
مولكولي بين سويه اي در تهاجم مي باشد و نشان از ايـن             

ب دارد كه اين تفاوت هاي فنوتـايپي منـشا ژنوتـايپي       مطل
 .دارند كه مطالعات بيشتر در آينده، در اين زمينه را مي طلبد

مطالعات قبلي نشان داده اند كه براي بيان اپتيمال         
، نيـاز اسـت     HEp-2فنوتيپ تهاجمي بر روي سلول هاي       

 درجـه رشـد   37 در ، قـبلاً شيگلا فلكسنري تا ايزوله هاي
 نحوه انتقـال   شند، كه اين مطلب  مي تواند بيانگركرده با

در سـاير مطالعـات نيـز خاصـيت         . اين بـاكتري نيـز باشـد      
 HEp-2 بـر روي سـلول هـاي         شيگلا فلكـسنري  تهاجمي  

كه ايـن بـاكتري      جايي مورد بررسي قرار گرفته است، تا     
در برخي بررسي ها به عنوان كنترل مثبـت بـراي بررسـي          

 ول هـاي مـذكور بـه كـار        خاصيت تهاجمي بـر روي سـل      
  ). 33،32(گرفته شده است 

تمامي اين مشاهدات از نظـر شـناخت نحـوه تهـاجم            
اين باكتري و آسيب رساني به سلول ها اهميـت داشـته و چـه               
بسا راهگشايي جهـت ارايـه يكـسري دسـتورالعمل هـا بـراي              

از طريـق شـناخت دقيـق راه        (اقدامات درماني و يا پيـشگيري       
 .باشد) انتقال

  

  : جه گيرينتي
 كه با وجود پر هزينه      نتايج بدست آمده نشان داد    

و وقت گير بـودن تكنيـك كـشت سـلول، ايـن روش از               
ي خاصــيت تهــاجم يهــاي قابــل اطمينــان در شناســاروش
 .مي باشداي  رودههايپاتوژن

  

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

  1392 بهمن و اسفند/ 6، شماره 15 دوره/ مجله دانشگاه علوم پزشكي شهركرد
  

 106

  :  و قدردانيتشكر
اين مقاله نتيجـه طـرح تحقيقـاتي مـصوب دانـشگاه علـوم        

 قــرارداد  درمــاني تهــران بــه شــمارهپزشــكي و خــدمات بهداشــتي 
  دگان ـوسيله نويسنـ كه بدين مي باشد24/11/89مورخ  11821

  

  
معاونت پژوهشي دانشگاه جهت تقبل هزينه هاي طرح، تـشكر و            از

  .قدرداني مي نمايند
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Background and aims: Diarrhea is one of the most prevalent cause of children`s death in 
developing countries. Gastrointestinal diseases are the cause of much death among the children 
under the age of 5 every year. In this study the invasiveness character of Shigella strains was 
investigated by HEp-2cell cell culture technique.  
Methods: In this descriptive study, 280 rectal swabs (140 with dysentery and 140 watery 
diarrhea) from patients suffering from diarrhea before using any antibiotic and 140 from healthy 
people as control group were collected. These specimens were cultured in Hektoen and XLD 
agar as selective and differential media, then after 24 hours incubation in 37˚C their morphology 
were studied and finally the isolates were confirmed with biochemical tests. Shigella spp strains 
consist of 20 collection strains were used for consideration of invasiveness in Shigella. 
Antibiotic typing also performed according to CLSI instructions. 
Results: Thirty six strains of Shigella (8.6%) were isolated from thesamples under the study. 
Most strains isolated from patients, were Shigella flexneri isolated with 16. Our study on HEp-2 
cell cultures showed that only 14 (9 isolates, 5 collections) had invasive properties of Shigella 
strains. 
Conclusion: The results show that firstly all Shigella isolates are not capable of invading 
intestinal epithelial cells; Secondly invasion is not a constant attitude and it would not go away 
by time. 
 
Keywords: Cell invasion, Cell culture, Diarrhea, Shigella. 

www.sid.ir

