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در نمونه هاي گوشت ) STEC( جدا سازي اشرشياکلي مولد شيگا توکسين
                  و بررسي ا لگوي مقاومتPCRده از تهران با روش جمع آوري ش

 آنتي بيوتيکي سويه هاي جدا شده
  ۵کتر محمد رضا زاليد ، ۴، عفت حبيبي۳ فرشته جعفري،۲، دکتر سياوش سلمانزاده اهرابي* ۱فهيمه باغباني آراني

 
 

  چکيده
، به عنوان يک پاتوژن ناشي از غذا از نظر سـلامت عمـومي   )STEC ( باکتري  اشرشياکلي مولد  توکسين شيگا  :سابقه و هدف

        مطالعـات در کـشورهاي مختلـف بيـانگر        ها و موارد تک گيـر، گـزارش شـده اسـت            در دنيا مهم بوده و در بسياري از همه گيري         
اوانـي آلـودگي نمونـه هـاي        مطالعه حاضر، با هـدف بررسـي فر       لودگي مواد غذاي با اين  پاتوژن وجود دارد        آست که احتمال     ا آن

  .ها، انجام شد هاي جدا شده وارزيابي الگوي مقاومت آنتي بيوتيکي آن ، تعيين ژنوتيب باکتريSTECگوشت در تهران با 
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 از قصابي هاي مناطق مختلف تهران در طي مدتخام نمونه گوشت در اين مطالعه توصيفي دويست و پنجاه  :ها مواد و روش

هاي معمولي  روش  ا نمونه هاي گوشت، اSTECبراي جدا سازي جمع آوري و  ۱/۳/۱۳۸۴ ت ۱/۳/۱۳۸۳ا تاريخ  يک سال
تي بيوتيکي سويه ها ب روش استاندارد انتشار ديسک .  استفاده شدPCR تشخيص ملکولي  کشت و سپس الگوي مقاومت 

  .تعيين گرديد

که از بين آنها،  سويه با موفقيت جدا شد، )١٢ (٣٠ند ولي فقط مثبت بودPCRنمونه  )%۸/۱۸(٤٧ نمونه، ٢٥٠از بين  :يافته ها

 eaeو   stx2 داراي سويه) ۳/۱۳( ٤  داشته و  stx1  وهمstx2هم ژن   )%/۷( سويه دو،  stx2سويه داراي ژن  ) ٨٠(٢٤
پنم،  ي ايم،نيسوکسا انروفل،ينس نوروفلوکسا،جنتامايسينسويه ها به  در تست مقاومت آنتي بيوتيکي همه. مثبت بودند

تي بيوتيک ها عبارت بود از . حساس بودندسفتازيديم ناليديکسيک اسيد، سيپروفلوکسازين و           :درصد مقاومت به 
 ،%٣/١٣کلروتتراسايکلين، %٦/٤٦ لانيک اسيدکلاو‐آموکسي سيلين، %۶۷سفالوتين ،%١٠٠ اريترومايسين،%١٠٠ دومايسينلن

  .%/۶تومايسين استرپ،%۱۰تتراسايکلين
 و مقاوم بودن اين باکتري با STECدهد که امکان آلوده بودن گوشت خام ب  يافته هاي اين مطالعه نشان مي :نتيجه گيري

  .شد  مي آلودگي گوشت با اين باکتري لازمجلوگيري ازمنظور ه  اقدامات پيشگيرانه بعوامل آنتي بيوتيکي  وجود دارد و

، مقاومت آنتي بيوتيکيPCR ، شت، گو STEC :ان کليديگواژ

  مقدمه
يک پاتوژن مهم  STECاشرشيا کلي مولد توکسين شيگا        

       هاي ناشـي از غـذا مـي باشـد و تـاکنون چنـدين               در بيماري 

همه گيري ناشي از غذا در سراسـر جهـان را مـرتبط بـا ايـن           

آلـودگي بـااين ارگانيـسم باعـث         ).۲و۱(باکتري دانـسته انـد      

           اسهال آبکي و خوني مي شود و ازعـوارض بعـدي عفونـت بـا              

  توان  ميآن،  O157:H7  ژه با سروتيپـويه بري ـ باکتاين

اه پژوهشگران جوان        : نويسنده مسؤول    ٭ ۱ ،محقق مرکز تحقيقات گوارش و کبد،دانشگاه علوم پزشکي شـهيد       )دانشگاه آزاد اسلامي  (کارشناس ارشد ژنتيک،عضو باش
 :پست الکترونيکي. Food bornتهران، ولنجک، بيمارستان طالقاني، مرکزتحقيقات گوارش و کبد،بخش آدرس .بهشتي
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کوليت هموراژيک و سندرم اورميک هموليتيک اشاره کرد        به  

)۳.( 

  شناسايي شده است کهE.coli  بيش از صد سروتيپ از  

        توانايي توليد شيگا توکسين را داشته و داراي يکي از

 هايي از يا هر دو آنها و يا واريانتstx2   ياstx1  هاي ژن

stx2 ليزوژنيک  هستند که محل اين ژنها بر روي باکتريوفاژ

علاوه بر توليد توکسين، ديگر فاکتور ويرولانس . باشد مي

 با وزن ملکولي Intimin ، پروتئيني به نام STECمرتبط با

94-KDaست که  و موجود در غشاي خارجي باکتري ا

مسئول چسبندگي به سلولهاي اپيتليوم روده مي باشد و 

    .)۴(   رمز مي شودeaeتوسط ژن 

آلودگي انسان با اين باکتري از طريق مصرف مواد غذايي و              

و  )٥( آب آلوده يا انتقال شخص به شخص صورت مـي گيـرد  

 در چنــدين مــاده غــذايي از جملــه STECتــاکنون حــضور 

        .)۷و۶( ي گــزارش شــده اســتگوشــت قرمــز و گوشــت مــاه

 در کشورهاي پيشرفته، مطالعـات زيـادي انجـام          هک در حالي 

است در مـورد وضـعيت ايـن بـاکتري در کـشورهاي در          شده

        .حال توسـعه، اطلاعـات در مـورد بـسيار محـدود مـي باشـد               

از سوي ديگر با توجه به اينکه يکي از روشهاي درماني بـراي             

و ) ۸( ها مي باشد  تجويز آنتي بيوتيک   ري،آلودگي با اين باکت   

مقاومت باکتريها به عوامل آنتـي بيـوتيکي در حـال افـزايش             

   روزافزون است، بررسي حساسيت آنتـي بيـوتيکي سـويه هـا            

  . به منظور به تعيين راهکارهاي درماني مناسب، لازم مي باشد

بر اين اسـاس، مطالعـه حاضـر بـا هـدف تعيـين فراوانـي                    

نمونه هاي گوشت جمع آوري شـده در تهـران بـا            آلودگي در   

      باکتري اشرشيا کلي مولـد شـيگا توکـسين، تعيـين ژنوتيـپ            

ها و نيز بررسي الگوي مقاومت آنتي بيوتيکي سويه هـاي            آن

  . جدا شده انجام شده است

  مواد و روشها 

  جاه نمونه گوشت ـ دويست و پن،فيـه توصيـدر اين مطالع     

ــدت   ــي م ــز در ط ــاريخ  قرم ــال از ت ــک س ــا ۱/۳/۱۳۸۳ي  ت

  با رعايت توزيـع متناسـب تعـداد نمونـه در پـنج       ۱/۳/۱۳۸۴

جنـوب شـهر تهـران، از        و منطقه شمال، غرب، شـرق، مرکـز      

قصابي هاي اين مناطق به طـور تـصادفي جمـع آوري و ايـن               

ها به صـورت تکـه اي و چـرخ کـرده             نمونه برداري از گوشت   

روي يـخ نگهـداري و بـه    نمونه هاي تهيه شده  . صورت گرفت 

ــدند  ــال داده ش ــشگاه انتق ــه در ۲۵. آزماي ــر نمون ــرم از ه          گ

ml ۲۲۵غنــــي کننــــده   محــــيطEC-brothحــــاوي            

 قرار داده شده و بـا       (100mg/ml)آنتي بيوتيک نووبيوسين    

 ۲۰سپس به مـدت     .  هموژنيزه گرديد  Stomacherدستگاه  

غني شده   ز محيط اµg۱۰۰.  انکوبه شد۳۷ °ساعت دردماي

EC-broth         کلريد سديم  (پس از انکوباسيون در پپتون واتر

رقيق شده و بعد روي محيط مک کـانکي         ) تريپتون% ۱و  % ۵

سـپس  .   انکوبـه گرديـد     ۳۷ °آگار برده و يـک روز دردمـاي         

مقداري از باکتري موجود در ناحيه اوليه کـشت روي محـيط            

 بـا روش     از آن  DNAمک کانکي آگار را برداشته و استخراج        

  . جوشاندن انجام شد

هاي   با پرايمرهاي اختصاصي ژن    PCRدو واکنش متمايز        

stx1   ،stx2        محـصول   ). ۹(براي هر نمونه انجـام شـدPCR 

                    الکتروفـــــرز شـــــده و ســـــپس % ۳/۱روي ژل آگـــــارز 

                           .يوم برمايـــــد رنـــــگ آميـــــزي گرديـــــدبـــــا اتيـــــد

  بعنوان کنتـرل مثبـت   EDL933 Escherichia coliاز 

 مؤثر هاي سپس براي تعيين کلون.  استفاده گرديدPCR در

 DNA هاي بعـدي روي      PCR اوليه،   PCRمثبت شدن    در

استخراج شده از کشت خالص حاصـل از کلـوني هـاي اوليـه              

در مرحله بعد سويه هـاي بدسـت آمـده توسـط      . انجام گرفت 

بـراي  .  تاييد شـدند   E.coliهاي بيوشيميايي به عنوان      تست

 روي  PCR در سويه هاي جداشـده،       eaeتعيين وضعيت ژن    

و  هاي هدف، توالي پرايمرهـا     ژن). ۱۰( اين ژن هم انجام شد    

     . آورده شده است۱  شمارهطول قطعه تکثير شده در جدول

  ده ـبدست آم STEC ن حساسيت سويه هاي ـبراي تعيي    



  ١٠٩/  فهيمه باغبانی آرانی و همکاران                                                                      ۱۳۸۶خرداد و تير  , ۵۶، پي در پي ۲شماره

ت به داروهاي آنتي بيوتيک، روش ديسک ديفوزيـون بـر           نسب

  و بـرروي محـيط آگـار دار        Kirby-bauerاساس استاندارد   

براي اين منظور، مقداري از     ). ۱۱ (مولر هينتون صورت گرفت   

کلني باکتري از کشت خالص روي محيط مـک کـانکي آگـار             

 سـاعت در    ۴ تـا    ۲ شده و به مـدت       TSBوارد محيط کشت    

مشاهده يک کدورت واضح منطبق با  کـدورت       تا   ۳۷ °دماي  

هالـه   پس از آن قطر.  مک فارلند، انکوبه گرديد  ۵/۰ استاندارد

  با استفاده از اندازه گيري شده و متر عدم رشد برحسب ميلي

، ميزان حساسيت باکتري نسبت     NCCLS جدول استاندارد 

نيمـه حـساس و مقـاوم        به آنتي بيوتيک به صورت حـساس،      

 بعنوان کنترل کيفـي  E.coli ATCC25222. گزارش شد

کـار  ه  ديسک هاي آنتي بيوتيکي ب    . گرديد ها استفاده  ديسک

ــد از   ــارت بودن ــه عب ــسين، استرپت :رفت ــسينلناووماي ، دوماي

ــسا  ــسين، نوروفلوکــ ــجنتامايــ ــساســ ين، سين، انروفلوکــ

ايمـي پـنم،     سيلين کلاولانيک اسيد،   اريترومايسين، آموکسي 

ــايکلين،  ــايکلين، تتراسـ ــيد،  کلروتتراسـ ــسيک اسـ  ناليديکـ

  .ين، سفتازيديم و سفالوتينسسيپروفلوکسا

نـسخه    SPSS سپس اطلاعات حاصله  توسط  نـرم افـزار            

 با استفاده از تست مربع کاي يا دقيـق فيـشر تجزيـه و               ۵/۱۱

      از نظــر آمــاري  ۰۵/۰ کمتــر از P-valueتحليــل شــد و  

 .دار تلقي گرديد معني

  

 و طول قطعه تکثير شده  هدف، توالي پرايمرهاژنهاي ‐۱جدول

 ژن هدف (’3-’5) توالي پرايمر  PCR (bp)  طول محصول

٨٩٤ 
CAGTTAATGTGGTGGCGAG 
CTGCTAATAGTTCTGCGCTC stx1

٤٧٨ 
CTTCGGTATCCTATTCCCGG 
GGATGCATCTCTGGTCATG stx2

٦٢٩ 
TGCGGCACAACAGGCGGCA 
CGGTCGCCGCACCAGGATC eae 

  
 يافته ها

%) ۸/۱۸( ۴۷ نمونه گوشت گاو مورد آزمايش ۲۵۰از      

 ۳۰اما در اين مطالعه تنها . مثبت بودPCR  نمونه در تست

 در STECفراواني  .قيت خالص گرديدسويه با موف%) ۱۲(

 ۱نمونه هاي گوشت در مناطق مختلف تهران در نمودار 

 مرکز رکه بيشترين فراواني د بطوري. استنشان داده شده 

اما . ديده شد%) ۸/۱۲( ترين فراواني در شرق و کم%) ۵/۲۵(

در گوشت و منطقه STEC رابطه معني داري بين فراواني

  در STEC د حضورـدرص. د نداشتجمع آوري نمونه ها  وجو

  

  

  

  

  

  

 در نمونه هاي گوشت در مناطق STECفراواني  ‐۱نمودار 

  ۱/۳/۱۳۸۴ تا ۱/۳/۱۳۸۳مختلف تهران در فاصله زماني 
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و در گوشت تکه اي  %۹/۱۸) ۶۴/۳۱( گوشت چرخ کرده

نشان داد رابطه  بود که اين نتايج% ۶/۱۸) ۸۶/۱۶(

معني داري بين نوع گوشت و فراواني اين باکتري در آن 

  .وجود ندارد

        

 .در صد بودن صد  اريترومايسيو دومايسينلناومقاومت به     

        ،استرپتومايسينکه مقاومت نسبي به  در حالي

 لروتتراسايکلين ،سفالوتينلانيک اسيد، کلاو‐آموکسي سيلين

الگوي مقاومت چندگانه هم . هم مشاهده شد و تتراسايکلين

       ۶به % ۳/۳که  در بين سويه ها وجود داشت بطوري

       ۴به % ۳۰ آنتي بيوتيک و۵به % ۸/۱۸ آنتي بيوتيک،

  .آنتي بيوتيک مقاوم بودند

 STEC الگوي حساسيت آنتي بيوتيکي سويه هاي ‐۲جدول

              انجداشده از نمونه هاي گوشت درمناطق مختلف تهر

  ۱/۳/۱۳۸۴ تا ۱/۳/۱۳۸۳در فاصله زماني 

 آنتي بيوتيک   حساس نيمه حساس     مقاوم

٦/٦%  ١٠%  ٤/٨٣%  استرپتومايسين 

١٠٠% دومايسينلناو ‐ ‐   

‐ ‐ ١٠٠%  جنتامايسين 

‐ ‐ ١٠٠%  نوروفلوکسازين 

‐ ‐ ١٠٠%  انروفلوکسازين 

١٠٠%  اريترومايسين ‐ ‐ 

٧/٤٦%  ٦/٦%  ٧/٤٦% و آموکسي کلاوک   

‐ ‐ ١٠٠%  ناليديکسيک اسيد 

‐ ‐ ١٠٠%  سيپروفلوکسازين 

‐ ‐ ١٠٠%  ايمي پنم 

٣/١٣%  ٤/٢٣%  ٣/٦٣%  کلروتتراسايکلين 

۱۰%  ‐ ۹۰%  تتراسايکلين 

‐ ‐ ١٠٠%  سفتازيديم 

۶۷%  ‐ ۳۳%  سفالوتين 

  

 سويه فقط ژن%) ۸۰ (۲۴ سويه جداشده، ۳۰ز بين اين ا     

stx2 سويه هر دو ژن %) ۷/۶( ۲که  حالي در , داشتندرا 

stx2 وstx1  زمان حاوي سويه هم هم%) ۳/۱۳( ۴ را دارا و

تعيين ميزان  يي بيوگرام براـآنت. دـبودنeae و stx2ژنهاي 

     STEC حساسيت و مقاومت آنتي بيوتيکي سويه هاي

   . گرديده ارائه۲ صورت گرفت که نتايج آن در جدولجدا شده

 بحث
هاي ناشي از غذا يکي از مسايل عمده بهداشتي  بيماري   

         STECکشورهاي جهان بوده و در اين ميان اکثردر 

         به عنوان يکي از عوامل مهم بيماريزاي ناشي از غذا در

 .وب مي شودمحس  و حتي در موارد تک گيرها همه گيري

هاي تشخيص و شناسايي صحيح و دقيق اين  روشلذا 

هم در منابع غذايي داراي اهميت  باکتري هم در بيماران و

با توجه به دقت کم و زمان بر بودن روش هاي . باشد ويژه مي

 امروزه PCRويژه ه لکولي بوروش هاي م شناسايي کلاسيک،

 STECکه شناسايي  طوريه در حال گسترش مي باشد ب

هاي بيماريزا با روش   از طريق تکثير ژنمواد غذايي در

PCR ۱۲‐۱۴ (درچندين مطالعه گزارش شده است .(  

در STEC  براي بررسي حضور PCRدر اين مطالعه    

بدون مرحله  PCR. نمونه هاي گوشت گاو استفاده شد

      هاي موجود اعم از تمام باکتري کشت و غني سازي،

تواند شناسايي کند بنابراين عدم   هم ميباکتري هاي مرده را

در تمايز قائل شدن بين سلول زنده و مرده  PCRتوانايي 

 باشد که در روش تشخيصيمي تواند نقطه ضعفي براي اين 

بعد از  PCR اين مطالعه براي غلبه بر اين مساله، تست

در نتيجه نتايج بدست  مرحله کشت و غني سازي انجام شد و

توانايي که   استحضور باکتري زندهه دهند نشان آمده،

  .بيماريزايي دارد
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ويژه گوشت و ه در مواد غذايي ب STEC بررسي وجود    

اما در  .سته در چندين کشور انجام شده استمحصولات واب

 با اين اولين مطالعه است کهبر اساس اطلاعات موجود ايران 

 STECميزان آلودگي آن با   بر روي گوشت گاو واين روش

 نمونه مورد ۱۵۸۴از  %۳/۰در دانمارک  .انجام مي گردد

و ميزان ) ۱۵( آلوده بود  O157:H7  E.coliآزمايش با

 نمونه مطالعه ۲۱۱در سويس در بين  STECآلودگي با 

% ۵/۳در آرژانتين هم ). ۱۶( گزارش شده است% ۸/۲ شده

 .)۱۷( نشان داده شده است O157:H7 E.coliهآلودگي ب

       يي اهمچنين در مطالعه اي در هند که روش شناس

 ,گزارش شده STECآلودگي با % ۵۰,بود PCRرفته  کاره ب

). ۱۳( رديده استخالص گ%) ۶/۳(هر چند فقط چهار سويه 

نمونه ها براي % ۸/۱۸اين در حالي است که در مطالعه حاضر 

  مثبت بودند که اين مقدار آلودگي زياد بوده و  STEC حضور

دهنده عدم رعايت اصول بهداشتي در زنجيره توليد و  نشان

 ضرورت انجامباشد و  توزيع اين ماده غذايي در تهران مي

جلوگيري از آلودگي گوشت گاو اقدامات پيشگيرانه به منظور 

  .کند  را بيان ميبا اين باکتري

   

STEC ًهر . به عوامل آنتي بيوتيکي حساس مي باشدعموما 

  چند گزارشات در رابطه با مقاومت اين باکتري نسبت به

اي جداشده از انسان و حيوانات  هدر سويه ها آنتي بيوتيک

در يک مطالعه در اسپانيا در . )۲۰و۱۹( در حال افزايش است

جداشده از منابع انساني،  STEC که بر روي ۲۰۰۵ال س

سويه ها به % ۳۲ ,انجام شده بود حيواني و مواد غذايي

 در .)۲۱(به استرپتومايسين مقاوم بودند % ۲۹ تتراسايکلين و

 STEC  سويه۶۳، از ۲۰۰۲بررسي ديگري در هند در سال 

و %) ۸/۲۳(مورد آزمايش مقاومت به تتراسايکلين 

که مقاومت به اين )  ۲۰(ديده شد %) ۳/۱۴(ين استرپتومايس

      .ودش  ميآنتي بيوتيک در اين مطالعه هم مشاهدهدو 

هاي  گر اين است که در اين مطالعه سوشنکته قابل ذکر دي

STEC  علاوه بر تتراسايکلين به مشتق آن يعني

اين  بنابر.ندکلروتتراسايکلين هم مقاومت نشان داده ا

     ي تواند جايگزين مناسبي براي اين تتراسايکلين نمکلرو

 .در انسان و حيوان باشد STECآنتي بيوتيک در عفونت با 

که  STECهاي ناشي از  با توجه به داروي انتخابي عفونت

ها، ماکروليدها و  عمدتاً شامل داروهايي از گروه کينولون

در اين مطالعه حساسيت , )٢١( سفالوسپورين ها مي باشد

ها  شده نسبت به اين گروه از آنتي بيوتيک داباکتري هاي ج

 ،ينسنوروفلوکساها  نيز بررسي شد که از گروه کينولون

، ناليديکسيک اسيد و سيپروفلوکساسين مورد ينسانروفلوکسا

هاي جدا شده به اين   تمامي سوشکهآزمايش قرار گرفتند 

به  %۱۰۰ مقاومت . حساس بودندها آنتي بيوتيک

 گروه ماکروليدها مي باشد نکته قابل واريترومايسين که جز

. توجهي است که در برنامه درماني بايد مورد توجه قرار گيرد

نتايج نشان مي دهد حساسيت به سفتازيديم از گروه 

% ۶۴که ميزان مقاومت در حالي, بوده% ۱۰۰ها  سفالوسپورين

  هاست ورينـعضو ديگر گروه سفالوسپنسبت به سفالوتين که 

در اين مطالعه سويه هاي جداشده داراي ژنوتيپ هاي    

در ميان %) ۸۰( فاکتور بيماريزاي غالب stx2 مختلفي بودند و

در بررسي ديگري که سلمانزاده اهرابي و  .سويه ها بود

ودکان  بر روي نمونه هاي اسهال ک۲۰۰۵همکاران در سال 

بيشترين فراواني را نشان %) stx2 )۸۳  در تهران انجام دادند

 STECبنابراين  ژنوتيپ غالب در بين سويه هاي ) ۱۸( داد

   )هم نمونه هاي اسهال و هم گوشت گاو(دراين منطقه 
stx2 نکته جالب توجه اين است که در اين مطالعه . باشد مي

 همچنين و STEC ۳/۱۳% سويه هاي بينeae  فراواني ژن

در نمونه هاي اسهالي مطالعه شده توسط سلمانزاده اهرابي و 

که ) ۱۸( بودند eae سويه ها حاوي ژن% ۲۳  نيزهمکاران

 پايين اين ژن تواند نشاندهنده فراواني نسبتاً اين مطلب مي

از طرفي . در اين منطقه باشد STECدر سويه هاي 

احتمال وجود ديگر , eaeفاقد  STEC جداسازي سويه هاي

  .عوامل چسبندگي را تقويت ميکند
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 الگوي مقاومت .ملاحظه مي باشدوجود داشت که قابل 

 در هايي که عموماً ويژه نسبت به آنتي بيوتيکه ب –چندگانه 

جه محققين قرار  مورد تو اخيراً‐شود پزشکي استفاده مي

که ) ۲۲‐۲۴ (گرفته و در چندين مطالعه گزارش شده است

به طور . هستيمله اي أدر اين مطالعه هم ما شاهد چنين مس

کلي نتايج بدست آمده و مشاهده مقاومت نسبي در بين 

  از از يک طرف احتياط در استفاده سوش هاي جدا شده،

 از طرف ديگر ها را در حيوانات گوشزد ميکند و بيوتيک آنتي

ويژه روي بيماران و همچنين انجام ه لزوم مطالعات بيشتر ب

    آزمون حساسيت آنتي بيوتيکي قبل از درمان را پيشنهاد

  .کند مي

  تشکر و قدرداني
 نويسندگان از کليه افرادي که در طول انجام اين پژوهش     

ما را ياري دادند بويژه آقاي دکترحميد محقق شلماني وآقاي 

نظرات حسين دبيري که در تدوين مقاله از تردک

       قدرداني ارزشمندشان استفاده شد، صميمانه تشکر و

  .نمايند مي
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