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viªn nang vitamin A vµ nguån s÷a mÑ, chÕ ®é ¨n bæ 
sung cña trÎ. Nh÷ng trÎ em ë c¸c níc nµy thêng cã 
chÕ ®é ¨n kh«ng giµu vitamin A cã ®é kh¶ dông sinh 
häc cao, bµ mÑ thiÕu kiÕn thøc cho dÇu mì vµo trong 
b÷a ¨n cña trÎ, khÈu phÇn ¨n cña bµ mÑ mang thai 
vµ cho con bó kh«ng ®ñ vi chÊt dinh dìng, thiÕu 
®¹m, mì lµ nh÷ng chÊt cÇn thiÕt gióp cho hÊp thu vµ 
vËn chuyÓn vitamin A. KÕt qu¶ tuy kh«ng chØ ra 
nhng trong nghiªn cøu chóng t«i thÊy khÈu phÇn ¨n 
cña bµ mÑ thiÕu nguån thøc ¨n ®éng vËt, thiÕu hoa 
qu¶ mµu vµng ®á hoÆc thiÕu dÇu mì.  Trong nghiªn 
cøu nµy, c¶ hai nhãm ®Òu kh«ng cã sù kh¸c biÖt vÒ 
®iÒu kiÖn kinh tÕ-v¨n ho¸-x· héi, c¸c yÕu tè ch¨m 
sãc-nu«i dìng lµ t¬ng ®ång nhau, liÖu tr×nh bæ sung 
9 th¸ng trong 3 ®ît ®· lµm t¨ng t×nh tr¹ng vitamin A ë 
trÎ, tuy nhiªn tû lÖ nµy so víi tiªu chuÈn TCYTTG vÉn 
cßn ë møc ®é trÇm träng cã YNSKC§ [9]. Do ®iÒu 
kiÖn cã h¹n, nghiªn cøu cha ®¸nh gi¸ hµm lîng 
retinol ë nhãm trÎ can thiÖp sÏ thay ®æi nh thÕ nµo 
sau ngõng can thiÖp, liÖu kÐo dµi liÖu tr×nh bæ sung 
vitamin A h¬n n÷a cã thÓ lµm gi¶m ®îc tû lÖ thiÕu 
vitamin A hay kh«ng? Ngoµi thiÕu vitamin A trÎ cßn 
thiÕu vi chÊt dinh dìng nµo n÷a? V× vËy, cÇn cã 
nghiªn cøu dµi h¬i h¬n n÷a hoÆc nghiªn cøu bæ sung 
kÕt hîp vi chÊt dinh dìng kh¸c  gãp phÇn lµm  gi¶m 
tû lÖ thiÕu vitamin A ë trÎ nhá tuæi bó mÑ trong céng 
®ång.  

KÕt luËn 
Bæ sung sím vitamin A liÒu cao 3 th¸ng mét lÇn 

lµm t¨ng hµm lîng vitamin A lµ 0,13 mol/L, c¶i 
thiÖn râ rÖt ë nhãm trÎ thiÕu vitamin A, ®ãng gãp mét 
phÇn trong gi¶m tû lÖ thiÕu vitamin A (15%). 

KiÕn nghÞ 
Bæ sung sím vitamin A liÒu cao 3 th¸ng mét lÇn 

cho trÎ nhá nªn ¸p dông ë nh÷ng vïng thiÕu vitamin 
A phæ biÕn, ®Æc biÖt ë trÎ thiÕu vitamin A. CÇn cã 
nghiªn cøu dµi h¬n hoÆc phèi hîp víi vi chÊt dinh 
dìng kh¸c lµm  c¶i thiÖn t×nh tr¹ng vitamin A ë trÎ 
nhá.  
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X¸c ®Þnh trùc tiÕp mét sè c¨n nguyªn vi khuÈn  

g©y tiªu ch¶y tõ ph©n b»ng pcr 
 

Lª ViÖt, NguyÔn Vò Trung 

§¹i häc Y Hµ Néi 
 

®Æt vÊn ®Ò 
Kü thuËt PCR phèi hîp víi nu«i cÊy ph©n lËp 

thêng ®îc dïng ®Ó ph¸t hiÖn c¸c vi khuÈn cã kh¶ 
n¨ng g©y tiªu ch¶y tõ c¸c bÖnh phÈm l©m sµng vµ 
cho kÕt qu¶ víi ®é nh¹y vµ ®é ®Æc hiÖu cao [3, 4, 5]. 
Tuy nhiªn, qui tr×nh nµy cÇn Ýt nhÊt 24 giê cho vi 
khuÈn mäc sau khi cÊy bÖnh phÈm trªn m«i trêng 
®Æc. Do vËy, trong hÇu hÕt c¸c trêng hîp tiªu ch¶y, 
viÖc x¸c ®Þnh c¨n nguyªn vµ quyÕt ®Þnh ph¬ng 
híng ®iÒu trÞ gÆp rÊt nhiÒu khã kh¨n. Thªm vµo ®ã, 

nhiÒu trêng hîp, bÖnh tiÕn triÓn rÊt nhanh trªn l©m 
sµng khiÕn viÖc x¸c ®Þnh sím c¨n nguyªn g©y tiªu 
ch¶y cã ý nghÜa rÊt quan träng, ®Æc biÖt ®èi víi trÎ 
em. V× vËy, viÖc ph¸t triÓn qui tr×nh PCR nh»m x¸c 
®Þnh sím c¸c c¨n nguyªn vi khuÈn trùc tiÕp tõ bÖnh 
phÈm ph©n lµ vÊn ®Ò cÊp thiÕt. T¸ch chiÕt vµ tinh 
s¹ch ADN trùc tiÕp tõ bÖnh phÈm lµ ch×a kho¸ ®èi kü 
thuËt PCR trong x¸c ®Þnh trùc tiÕp c¸c chñng vi khuÈn 
tõ bÖnh phÈm. §· cã mét sè ph¬ng ph¸p t¸ch chiÕt 
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vµ tinh s¹ch ADN trùc tiÕp tõ ph©n nh ph¬ng ph¸p 
t¸ch chiÕt dïng ethanol; ph¬ng ph¸p s¾c ký láng 
cao ¸p; ph¬ng ph¸p dïng bi thuû tinh (hoÆc bi silic) 
vµ dung dÞch chaotropic…[8, 9]. Tuy nhiªn, c¸c 
ph¬ng ph¸p nµy hoÆc lµ qu¸ phøc t¹p, hoÆc qu¸ ®¾t 
vµ chØ thùc hiÖn ®îc ë nh÷ng phßng xÐt nghiÖm 
®îc trang bÞ m¸y mãc hiÖn ®¹i. Nhãm nghiªn cøu ®· 
ph¸t triÓn thµnh c«ng kü thô©t t¸ch chiÕt ADN trùc 
tiÕp tõ ph©n ®Ó x¸c ®Þnh nhanh mét sè c¨n nguyªn vi 
khuÈn g©y tiªu ch¶y nh c¸c Escherichia coli g©y tiªu 
ch¶y (diarrheagenic Escherichia coli), Vibrio cholerae, 
Salmonella spp., shigella spp., [1, 2]. §Ó ®¸nh gi¸ kÕt 
qu¶ ¸p dông kü thô©t PCR trùc tiÕp trong x¸c ®Þnh 
mét sè c¨n nguyªn vi khuÈn g©y tiªu ch¶y tõ ph©n, 
nhãm nghiªn cøu ®· tiÕn hµnh nghiªn cøu nµy nh»m 
môc tiªu:  

X¸c ®Þnh mét sè c¨n nguyªn vi khuÈn g©y tiªu 
ch¶y b»ng kü thuËt PCR trùc tiÕp tõ ph©n. 

®èi tîng, vËt liÖu vµ ph¬ng ph¸p 
nghiªn cøu 

1. §èi tîng nghiªn cøu. 
202 bÖnh phÈm ph©n thu thËp tõ Khoa Vi sinh, 

bÖnh viÖn Saint-Paul. C¸c bÖnh phÈm nµy ®îc thu 
thËp tõ c¸c trÎ em díi 60 th¸ng tuæi bÞ tiªu ch¶y, ®Õn 
kh¸m vµ ®iÒu trÞ t¹i viÖn. 

C¸c bÖnh phÈm ph©n nµy ®îc  thu thËp kÌm 
theo c¸c th«ng tin vÒ trÎ nh tuæi, giíi, ®Æc ®iÓm ph©n 
bÞ tiªu ch¶y, sè lÇn tiªu ch¶y trong 24 giê tríc khi 
vµo viÖn. 

C¸c bÖnh phÈm nµy ®· ®îc tiÕn hµnh nhuém soi, 
nu«i cÊy, ph©n lËp vi khuÈn theo thêng qui t¹i khoa Vi 
sinh bÖnh viÖn Saint-Paul. Sè lîng ph©n cßn thõa (Ýt 
nhÊt lµ 1g) ®îc gi÷ ë 4-80C tríc khi ®îc chuyÓn vÒ 
Khoa XÐt nghiÖm, ViÖn CBTN-N§QG ®Ó ph©n tÝch. 

2. Vật liệu nghiªn cứu 
- Chñng vi khuÈn lµm chøng d¬ng: 
+ C¸c chñng DEC do GS Andrej Weitraub, ViÖn 

Karolinska Thôy §iÓn cung cÊp:  
DEC Chñng chuÈn Gen ®Ých 

ETEC ATCC 35401 eltB, estA 
EHEC ATCC 43890 vt1, eaeA 
EHEC ATCC 43889 vt2, eaeA 
EPEC ATCC 43887 eaeA, bfpA 
EIEC ATCC 43893 ial 
EAEC 97R* Cã plasmid pCVD432 
 
+ Chñng V. cholerae 245P ph©n lËp tõ bÖnh nh©n 

bÞ tiªu ch¶y cÊp nguy hiÓm th¸ng 12  n¨m 2007 t¹i 
ViÖn C¸c bÖnh TruyÒn nhiÔm vµ NhiÖt ®íi Quèc gia 
(CBTN-N§QG). 

+ Chñng S. typhi 165M ph©n lËp tõ m¸u cña bÖnh 
nh©n bÞ th¬ng hµn ®iÒu trÞ t¹i ViÖn CBTN-N§QG 
n¨m 2007. 

- Chñng vi khuÈn lµm chøng ©m lµ E. coli ATCC 
11775 kh«ng mang gen ®éc lùc do GS Andrej 
Weitraub, ViÖn Karolinska Thôy §iÓn cung cÊp. 

- CÆp måi (primer) ®Æc hiÖu cho c¸c DEC 
(Invitrogen-Mü). 

 
 

Primer Gen ®Ých Sè truy cËp trung ng©n hµng gen Tr×nh tù S¶n phÈm (bp) 
5’TCTCTATGTGCATACGGAGC3’ LT eltB S60731 

5’CCATACTGATTGCCGCAAT3’ 
322 

5’GCTAAACCAGTAG
AGGTCTTCAAAA3’ ST estA M34916 

5’CCCGGTACAG
AGCAGGATTACAACA3’ 

147 

5’GAAGAGTCCGTGGGATTACG3’ VT1 vt1 AF461172 
5’AGCGATGCAGCTATTAATAA3’ 

130 

5’ACCGTTTTTCAGATTTTG
ACACATA3’ 

VT2 vt2 AY143337 
5’TACACAGGAGCAGTTTCAGACAGT3’ 

298 

5’CACACGAATAAACTGACTAAAATG3’ 

eae eaeA AE005595 
5’AAAAACGCTGACCCGCACCTAAAT3’ 

376 

5’CTGGTAGGTATGGTGAGG3’ 

SHIG ial [4] 
5’CCAGGCCAACAATTATTTCC3’ 

320 

5’TTCTTGGTGCTTGCGTGTCTTTT3’ 

bfpA bfpA U27184 
5’TTTTGTTTGTTGTATCTTTGTAA3’ 

367 

5’CTGGCGAAAGACTGTATCAT3’ 

EA pCVD X81423 
5’CAATGTATAGAAATCCGCTGTT3’ 

630 

OMPCF Tr×nh tù ®Æc [3, 6 ] 5' ATC GCT GAC TTA TGC AAT CG 3' 204 
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OMPCR trng gièng 5' CGG GTT GCG TTA TAG GTC TG 3' 

ctxB2 
ctxB3 

ctxB [5 ] 5' GAT ACA CAT AAT AGA ATT AAG GAT G 3' 
5' GGT TGC TTC TCA TCATCG AAC CAC 3' 

460 

 
 
 
 
 
 
 

- Sinh phÈm, ho¸ chÊt 
+ Níc khö ion, PCR master mix (Epicentre-§øc).  
+  Th¹ch agarose dïng trong ®iÖn di (BBL, Mü). 
+  TAE (Tris Acetate EDTA), Ethilium bromide 

dïng ®Ó nhuém gel. 
+  PBS (Phosphate Buffer Saline). 
- Dông cô vµ m¸y mãc 
+ M¸y ®iÒu nhiÖt tù ®éng GenAmp PCR system 

9700 AB (Applied Biosystem, Mü). 
+ M¸y ly t©m l¹nh, bé ®iÖn di ngang Horizon#58 

(Gibco-BRL cña Mü). 
+  M¸y soi vµ chôp gel (Geldoc) (Biorad Mü). 
3. Phương ph¸p nghiªn cøu. 
- T¸ch ADN trùc tiÕp tõ ph©n  
Kü thuËt t¸ch ADN trùc tiÕp tõ ph©n ®îc thùc 

hiÖn theo qui tr×nh ®· ®îc m« t¶ tríc ®©y [1, 2 ]. 
-  Ch¹y PCR víi c¸c cÆp måi ®Æc hiÖu ph¸t hiÖn 

DEC, Shigella spp., Salmonella., V. cholerae theo qui 
tr×nh ®· ®îc m« t¶ tríc ®©y [ 1, 2, 7]. 

-  Ph©n tÝch sè liÖu 
C¸c sè liÖu ®îc qu¶n lý vµ ph©n tÝch b»ng thèng 

kª y häc.  Test 2 ®îc sö dông ®Ó ®¸nh gi¸ sù kh¸c 
biÖt gi÷a hai tû lÖ. Gi¸ trÞ p < 0,05 ®îc coi lµ sù kh¸c 
biÖt cã ý nghÜa thèng kª. 

kÕt qu¶ nghiªn cøu 
1. Ph©n bè nhãm tuæi cña c¸c trÎ bÞ tiªu ch¶y. 
B¶ng 1. Ph©n bè nhãm tuæi. 
 

Nhãm tuæi (th¸ng) n % 
0-12 93 46,0 
13-24 71 35,1 
25-36 23 11,4 
37-48 12 5,9 
49-60 3 1,5 

 

KÕt qu¶ ë B¶ng 1 cho thÊy, phÇn lín c¸c mÉu 
ph©n thu thËp ®îc tõ c¸c trÎ díi 24 th¸ng tuæi bÞ 
tiªu ch¶y, 164 trêng hîp (81,1%). Tû lÖ nµy cao nhÊt 
ë nhãm trÎ díi 12 th¸ng tuæi, chiÕm 46%. 

2.  KÕt qu¶ ph¸t hiÖn mét sè c¨n nguyªn g©y 
tiªu ch¶y. 

Trong sè 202 bÖnh phÈm ph©n tiªu ch¶y, 14 
trêng hîp (6,93%) cã 1 trong c¸c c¨n nguyªn vi 
khuÈn g©y tiªu ch¶y (DEC hoÆc Salmonella spp.,). 

B¶ng 2. Ph©n bè c¸c c¨n nguyªn g©y tiªu ch¶y 
ph¸t hiÖn ®îc b»ng PCR: 

 
C¨n nguyªn n % 

EAEC 7 3,5 
EPEC 3 1,5 
ETEC 1 0,5 

Salmonella spp. 3 1,5 
Kh«ng ph¸t hiÖn ®îc 188 93,1 

Tæng sè 202 100 
 
KÕt qu¶ nu«i cÊy ph©n lËp t¹i Khoa Vi sinh bÖnh 

viÖn Saint-Paul ®èi víi 202 mÉu bÖnh phÈm trªn ®Òu 
cho kÕt qu¶ ©m tÝnh.  

B¶ng 3. Liªn quan vÒ ph©n bè mét sè c¨n nguyªn 
g©y tiªu ch¶y víi nhãm tuæi: 

 
KÕt qu¶ PCR  

Cã  Vi khuÈn Kh«ng cã vi khuÈn 
Tæng 

sè 
p 

≤ 24 th¸ng 9 155 164 
> 24 th¸ng 5 33 38 

>0,05 

Tæng sè 14 188 202  
 
KÕt qu¶ ë B¶ng trªn cho thÊy, kh«ng cã sù kh¸c 

biÖt gi÷a tû lÖ ph©n lËp c¸c c¨n nguyªn vi khuÈn g©y 
tiªu ch¶y ë 2 nhãm trÎ díi 24 vµ trªn 24 th¸ng tuæi. 

Bµn luËn 
Cã nhiÒu t¸c nh©n vi sinh vËt g©y tiªu ch¶y nh vi 

khuÈn, vi rót, ký sinh trïng. Trong ®ã, c¸c c¨n nguyªn 
vi khuÈn ®ãng vai trß quan träng. Mét sè vi khuÈn hay 
g©y tiªu ch¶y thêng gÆp lµ Salmonella spp; Shigella 
spp; Escherichia coli g©y tiªu ch¶y (Diarrheagenic 
Escherichia coli-DEC). §Æc biÖt gÇn ®©y, vai trß cña 
DEC ®ang thu hót ®îc sù quan t©m cña c¸c b¸c sÜ 
l©m sµng vµ c¸c nhµ vi sinh. 

Cã nhiÒu ph¬ng ph¸p x¸c ®Þnh c¸c c¨n nguyªn 
vi khuÈn g©y tiªu ch¶y: Ph¬ng ph¸p ®Þnh danh kinh 
®iÓn sö dông c¸c tÝnh chÊt sinh vËt hãa häc vµ ngng 
kÕt víi kh¸ng huyÕt thanh ®Æc hiÖu; Ph¬ng ph¸p thö 
nghiÖm trªn ®éng vËt thÝ nghiÖm; Ph¬ng ph¸p miÔn 
dÞch; Ph¬ng ph¸p sö dông kü thuËt nu«i cÊy trªn tÕ 
bµo; C¸c ph¬ng ph¸p sö dông kü thuËt sinh häc 
ph©n tö nh lai ADN, ph¶n øng khuyÕch ®¹i gen - 
Polymerase Chain Reaction (PCR). Trong sè c¸c 
ph¬ng ph¸p trªn, PCR rÊt hay ®îc dïng v× kü thuËt 
nµy cã ®é nh¹y vµ ®é ®Æc hiÖu rÊt cao  [2, 3, 7]. Tuy 
nhiªn cho tíi nay, phÇn lín c¸c qui tr×nh sö dông PCR 
®Ó x¸c ®Þnh c¸c vi khuÈn nãi chung vµ vi khuÈn g©y 
tiªu ch¶y nãi riªng, ®Òu th«ng qua bíc cÊy bÖnh 
phÈm ph©n trªn c¸c m«i trêng ®Æc, råi tiÕn hµnh 
chän lùa c¸c khuÈn l¹c ®Ó t¸ch chiÕt ADN cña vi 
khuÈn cho ph¶n øng PCR. Nh vËy, cÇn Ýt nhÊt 24-30 
giê ®Ó ph¸t hiÖn ®îc sù cã mÆt cña vi khuÈn g©y tiªu 
ch¶y trong ph©n [7]. KÕt qu¶ nghiªn cøu tríc ®©y 
cho thÊy viÖc x¸c ®Þnh nhanh mét sè c¨n nguyªn vi 
khuÈn g©y tiªu ch¶y tõ phÇn cã thÓ thùc hiÖn ®îc 
b»ng c¸ch sö dông kü thô©t t¸ch chiÕt ADN trùc tiÕp 
tõ ph©n. Trong nghiªn cøu nµy, khi ph©n tÝch 202 
mÉu ph©n tõ trÎ bÞ tiªu ch¶y, tû lÖ ph¸t hiÖn DEC vµ 
Salmonella spp., lµ 6,9%. Trong khi ®ã, sö dông kü 
thuËt nu«i cÊy, ph©n lËp th«ng thêng kh«ng ph¸t 
hiÖn ®îc mét trêng hîp nµo. §iÒu nµy cã thÓ do 
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viÖc sö dông kh¸ng sinh cho trÎ tríc khi ®Õn viÖn, 
hoÆc sè lîng vi khuÈn thÊp trong bÖnh phÈm, hoÆc 
do ®iÒu kiÖn nu«i cÊy, ph©n lËp cßn h¹n chÕ. KÕt qu¶ 
nghiªn cøu chøng tá viÖc sö dông PCR sö dông ADN 
t¸ch trùc tiÕp tõ ph©n cã hiÖu qu¶ trong viÖc x¸c ®Þnh 
mét sè c¨n nguyªn g©y tiªu ch¶y. MÆc dï tû lÖ ph¸t 
hiÖn DEC vµ Salmonella spp., lµ 6,9%, thÊp h¬n so 
víi mét sè nghiªn cøu kh¸c sö dông kü thô©t nu«i cÊy 
vi khuÈn trªn m«i trêng ®Æc sau ®ã t¸ch ADN tõ c¸c 
khuÈn l¹c [7]. Trong nghiªn cøu nµy, chóng t«i chØ ®èi 
chiÕu kÕt qu¶ PCR víi kÕt qu¶ nu«i cÊy, ph©n lËp cña 
khoa Vi sinh, bÖnh viÖn Saint-Paul. Nhãm nghiªn cøu 
kh«ng cã ®iÒu kiÖn nu«i cÊy l¹i c¸c bÖnh phÈm nµy 
vµ t¸ch ADN tõ khuÈn l¹c nh nh÷ng nghiªn cøu 
tríc ®©y. Do vËy, cã thÓ cã mét sè trêng hîp cßn bÞ 
bá sãt.  

VÒ ph©n bè c¸c c¨n nguyªn g©y tiªu ch¶y, EAEC 
vµ EPEC lµ hai c¨n nguyªn gÆp víi tû lÖ cao h¬n 
trong sè c¸c lo¹i DEC. §iÒu nµy còng phï hîp víi kÕt 
qu¶ cña c¸c nghiªn cøu tríc ®©y. Trong nghiªn cøu 
nµy, chóng t«i ®· x¸c ®Þnh ®îc 3 chñng Salmonella, 
tuy nhiªn b»ng kü thô©t PCR ®ang sö dông, chóng t«i 
kh«ng thÓ x¸c ®Þnh ®îc ë møc loµi. PhÇn lín c¸c 
c¨n nguyªn vi khuÈn ph¸t hiÖn ®îc ë nhãm trÎ díi 
24 th¸ng tuæi, ®iÒu nµy còng phï hîp víi c¸c nghiªn 
cøu tríc ®©y. Tuy nhiªn, do sè lîng bÖnh phÈm 
ph©n ®îc x¸c ®Þnh cã DEC vµ Salmonella spp., cßn 
Ýt (14 chñng) nªn chóng t«i kh«ng thÊy cã sù kh¸c 
biÖt vÒ ph©n bè cña c¸c c¨n nguyªn g©y vi khuÈn g©y 
tiªu ch¶y ë 2 nhãm tuæi.  

KÕt luËn 
Kü thuËt PCR sö dông ADN t¸ch chiÕt trùc tiÕp tõ 

ph©n cho phÐp ph¸t hiÖn ®îc mét sè vi khuÈn g©y 
tiªu ch¶y mµ b»ng kü thô©t nu«i cÊy, ph©n lËp th«ng 
thêng kh«ng ph¸t hiÖn ®îc. 

ViÖc ¸p dông réng r·i kü thô©t nµy ë mét sè phßng 
xÐt nghiÖm vi sinh cã ®Çy ®ñ trang thiÕt bÞ gãp phÇn 
ph¸t hiÖn sím vµ t¨ng tû lÖ ph¸t hiÖn mét sè c¨n 
nguyªn vi khuÈn gãp phÇn quan träng trong chÈn 
®o¸n vµ ®iÒu trÞ. 

Summary 
PCR-based technique using DNA directly 

extracted from fecal samples of 202 children with 
diarrhea from Saint-Paul hospital has been used to 

detect common bacteria causing dirrhea. The results 
showed that the prevalence of enteric pathogens was 
6.9% while there was no bacteria detected by 
conventional techniques. Detected bacteria were 
EAEC, EPEC, ETEC, and Salmonella spp., with 
higher prevalence in EAEC, EPEC and Salmonella. 
The higher prevalence has been seen in children 
under 24 months of age. There was no significant 
difference in terms of detection prevalence in two 
groups of age. This study showed the effectiveness of 
direct PCR in detection of bacteria causing diarrhea. 
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