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های خوراکیلاکتوکوکس نوترکیب، رویکردی جدید برای واکسن  

 علی شریفزاده۱، سارا آرتی۲*، فاطمه شایسته ۳

.ایران اسلامی، شهرکرد، آزاد دانشگاه شهرکرد، گروه دامپزشکی، واحد دانشیارمیکروبیولوژی،-1  

.کارشناس امور پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی اصفهان، ایران -۲  

 .ایران اسلامی، آزاد دانشگاه شهرکرد، واحد شناسی، زیست گروه میکروبیولوژی، دانشجوی دکترای -3
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 sa402002@gmail.com*نویسنده مسوول: 

 چکیده:

نوترکیب یا طبیعی به سطوح  هایعنوان حامل برای بیان و تحویل هدفمند مولکول ای بههای نوترکیب به طور فزایندهپروبیوتیک

وسیع را  ها در حدها نیاز به خالص سازی مولکولپروبیوتیک های تحویل با واسطهکنند. سیستمسلامت عمل می مخاطی در تغذیه و

های تجویز خوراکی میکروارگانیسم سازند. مفهوم داروی زیستی بهمخاط را ممکن می ها بهمولکول کنند و امکان تحویلرفع می

یک باکتری گرم مثبت از   لاکتوکوکوس لاکتیس.  شودمی های مختـــلف گفتهپیشگیری یا درمان بیمـــاری نوترکیب زنده برای

ها در تخمیر مواد غذایی به ویژه پنیر، ماست، کلم ترش و برای قرن لاکتوکوکوس لاکتیس .ستا های اسید لاکتیکگروه باکتری

در این مقاله  .شودبه عنوان وضعیت ایمن شناخته می شود، بنابراین به طور کلی توسط سازمان غذا و دارو مانند آن استفاده می

 ۲0۲0تا  1998مروری، مقالات مروری مربوط به لاکتوکوکوس و کاربردهای گسترده آن در مورد تولید واکسن خوراکی از سال 

 Googleو Scopus ،PubMedهای اطلاعاتی های اطلاعاتی زیر را جستجو شد. پایگاهآوری شد. بر این اساس، پایگاهجمع

Scholar.   لاکتیسلاکتوکوکوسبود.  "و واکسن لاکتوکوکوس لاکتیسایمنی، "استفاده در این مطالعه شامل  کلمات کلیدی مورد 

لاکتیس تواند به طور گسترده در صنایع غذایی استفاده شود. لاکتوکوکوسشود و میشناخته می (GRAS) طور کلی به عنوان ایمنبه

های ویروسی و باکتریایی را به عنوان یک واکسن زنده که آنتی ژن نوترکیب زنده، به عنوان یک داروی زیستی، به صورت خوراکی

 شود. کند، تجویز میبیان می

   ، واکسنلاکتوکوکوس لاکتیس ایمنی، :های کلیدیواژه
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 مقدمه

عنوان حامل  ای بههای نوترکیب به طور فزایندهپروبیوتیک

نوترکیب یا طبیعی  هایبرای بیان و تحویل هدفمند مولکول

-کنند. سیستمسلامت عمل می به سطوح مخاطی در تغذیه و

ها نیاز به خالص سازی پروبیوتیک های تحویل با واسطه

کنند و امکان تحویل وسیع را رفع می ها در حدمولکول

سازند. مفهوم داروی زیستی مخاط را ممکن می ها بهمولکول

 های نوترکیب زنده برایتجویز خوراکی میکروارگانیسم به

 شودمی های مختـــلف گفتهپیشگیری یا درمان بیمـــاری

گروه یک باکتری گرم مثبت از  لاکتوکوکوس لاکتیس(.  1)

است که قدمت طولانی در فرآوری  1های اسید لاکتیکباکتری

بفرد این  های منحصرو تولید محصولات لبنی دارد. ویژگی

باکتری، از جمله رشد سریع، تراکم بالای سلولی، قابل استفاده 

، ۲بودن در صنایع تخمیری، عدم تشکیل اجسام انکلوژن

فعالیت  ، عدم تولید اندوتوکسین، فقدان3نمایش سطحی

ترین فعالیت پروتئازی پروتئازی خارج سلولی و دارا بودن کم

تر از همه قابلیت ترشح خارج سلولی داخل سلولی، و مهم

خطر و ها، باعث شده تا به عنوان یک میزبان بیینیپروت

های نوترکیب یوکاریوتی، در ینیمناسب برای تولید پروت

لاکتوکوکوس  .(۲) تحقیقات و صنعت مورد استفاده قرار گیرد

ها در تخمیر مواد غذایی به ویژه پنیر، برای قرن لاکتیس

طور شود، بنابراین بهماست، کلم ترش و مانند آن استفاده می

                                                           
1 - Lactic Acid Bacteria (LAB) 
2 - Inclusion body 

به عنوان وضعیت ایمن شناخته  کلی توسط سازمان غذا و دارو 

یک باکتری  لاکتوکوکوس لاکتیسشود. جدا از ایجاد طعم، می

کند. کند که غذا را حفظ میتولید مینیز اسید  لاکتیکاسید

را با تولید باکتریوسین  هداریها این خاصیت نگبرخی از سویه

دهند و در نتیجه نقش آن را در صنایع غذایی افزایش می

 (.3) کنندتقویت می

لاکتیک های اسیددر طول دو دهه گذشته با ساخت باکتری

نوترکیب  هایاصلاح شده از نظر ژنتیکی یعنی تولید گونه

لاکتوباسیلوس  پلانتاروم، لاکتوباسیلوس کازیی، 

لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس، لاکتوباسیلوس دلبروکی و 

ها، به کارایی این میکروارگانیسم لاکتوباسیلوس کلاکتیس

 های مشتق از ویروس وعنوان ناقل زنده در تولید آنتی ژن

 طور کلیهای مخاطی به اثبات رسیده است. به توسعه واکسن

ن های نوترکیب در زنده ماندن و ساکن شدقابلیت پروبیوتیک

ها در تنظیم ایمنی در سطوح مخاطی میزبان و توانایی آن

ی هاژنهای قابل اعتماد برای عرصه آنتیها را به حاملآن

چنین کند. همهترولوگ از طریق مسیرهای مخاطی تبدیل می

تر زانتر با تولید ارمنتر و ایها  که مدیریت آساناین ناقل

توانند برای های سنتی دارند مینسبت به واکسن

واکسیناسیون انبوه در کشورهای حال توسعه مناسب باشند. 

ای ههر چند این استراتژی امیدوار کننده است اما هنوز چالش

 (.4ها غلبه کرد )متعددی وجود دارد که باید بر آن

3 - Surface display 
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با محصولات  لاکتیسلاکتوکوکوس رغم ارتباط مشترک علی

رفت در آن لبنی، این باکتری در ابتدا از گیاهانی که گمان می

نهفته است جدا شد و تنها پس از مصرف توسط 

نشخوارکنندگان فعال و در دستگاه گوارش تکثیر شد. 

سرچشمه  وسکه از جنس استرپتوکوک لاکتوکوکوس لاکتیس

بندی شد، طبقهلاکتوکوکوس جنس در  1985در سال  ،گرفته

لاکتیس  یگونهزیر  لاکتوکوکوس لاکتیس یهاگروهو در زیر 

بندی تقسیم  4کرموریس یگونهو  لاکتوکوکوس لاکتیس زیر 

از نظر فنوتیپی، به عنوان یک باکتری گرم مثبت، شود. می

هوازی اختیاری روده با کروی، همولاکتات، غیر اسپورزا، و بی

تا به امروز منتشر شده صدها گونه و متغیرهای زیستی که 

 (.3) شوداست طبقه بندی می

-های کافی در دسترس اسـت کـه نشـان مــیامروزه داده

هــای اســید لاکتیــک بــه ویــژه دهــد بــاکتری

ای های مناسـبی برها گزینهها و لاکتوباسیلوسلاکتوکوکوس

کارهای جدید های درمانی در ایجاد راهتحویل پروتئین

(. 5) یری و درمـان هسـتندپیشگ  

ها استفاده هایی که برای پیشگیری و کنترل پاتوژنواکسن 

های زیر واحد، ، واکسنDNAهای شوند شامل واکسنمی

های ناقل شده و همچنین واکسنهای زنده ضعیف واکسن

 یهاواکسنفعلی بر توسعه  یهایاستراتژ)حامل( هستند. 

بر اساس  هاآن. اندشدهعفونی متمرکز  یهایماریبجدید علیه 

های ایمنی زا هستند که قادر به برانگیختن شناسایی آنتی ژن

                                                           
4 - cremoris 

پاسخ ایمنی لازم برای مبارزه با پاتوژن ها و سیستم انتقال 

. مطالعه مروری حاضر با هدف معرفی باکتری (7)آنها هستند 

زا، غیر تهاجمی و ایمن غیر بیماری لاکتوکوکوس لاکتیس

های استفاده از انجام شد. علاوه بر این، مزایا و محدودیت

بررسی  لاکتوکوکوس لاکتیسهای نوترکیب مبتنی بر واکسن

 (. 6شد )

 ها:مواد و روش

 در این مقاله مروری، مقالات مروری مربوط به لاکتوکوکوس

و کاربردهای گسترده آن در مورد تولید واکسن خوراکی از 

های آوری شد. بر این اساس، پایگاهجمع ۲0۲0تا  1998سال 

، Scopusهای اطلاعاتی اطلاعاتی زیر را جستجو شد. پایگاه

PubMed وGoogle Scholar.    کلمات کلیدی مورد

 لاکتوکوکوس لاکتیسایمنی، "استفاده در این مطالعه شامل 

 بود. "و واکسن

 نتایج

 لاکتوکوکوس لاکتیس

با محصولات  لاکتوکوکوس لاکتیسرغم ارتباط مشترک علی

رفت در آن لبنی، این باکتری در ابتدا از گیاهانی که گمان می

نهفته است جدا شد و تنها پس از مصرف توسط 

نشخوارکنندگان فعال و در دستگاه گوارش تکثیر شد. 

که از جنس استرپتوکوک سرچشمه  لاکتوکوکوس لاکتیس

بندی شد، طبقهلاکتوکوکوس به جنس  1985در سال  ،گرفته

از نظر فنوتیپی، به عنوان شود. بندی میتقسیمبه سه زیرگونه 
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اکتری گرم مثبت، کروی، همولاکتات، غیر اسپورزا، و یک ب

هوازی اختیاری روده با صدها گونه و متغیرهای زیستی که بی

  (.3) شودتا به امروز منتشر شده است طبقه بندی می

هوازی اختیاری جنس لاکتوکوکوس، گرم مثبت، بی

های تولیدکننده و غیرمتحرک و جزء گروه باکتری غیراسپورزا

ها با تخمیر قند، شود. این باکتریمحسوب می اسید لاکتیک

های هتروفرمانتاتیو کنند. باکتریمی لاکتیک تولیداسید

کومنسال درجه( و غیر30حدود  مزوفیل )دمای بهینه رشد

کنند )کلنیزه سیطره پیدا نمی هستند که در دستگاه گوارش

 بنابراین خطر عوارض جانبی طی استفاده دهانی .شوند(نمی

دلیل ایمن بودن آنها کاربرد گستردهای  .دهدمی آنها را کاهش

سازمان غذا و داروی ایالات دارند. غذایی و لبنی  در صنایع

 سالم قلمداد عموماً»به عنوان  ها رامتحده آمریکا، این باکتری

-لاکتوکوکوس .است بندی کردهطبقه« (GRAS) شده

به دلیل  کهتنها به دلیل اهمیت اقتصادی، بل لاکتیس نه

سان بودن آ چون تعیین توالی کامل ژنومهای مهمی همویژگی

بسیاری از ابزارهای  و گسترش تولیدکاری ژنتیکی آن دست

متابولیسمی ساده و  ها مسیرژنتیکی در حال حاضر برای آن

پیروات از مسیر  غیرپیچیده کسب انرژی با تبدیل قندها به

ه بسوبسترا  در سطحگلیکولیتیک و از طریق فسفریلاسیون 

و میکروارگانیسم ها اسید لاکتیک باکتریعنوان بهترین عضو 

  .این گروه مشخص شده است مدل

 به طور کلی به عنوان ایمن لاکتیسلاکتوکوکوس 

(GRAS) تواند به طور گسترده در شود و میشناخته می

نوترکیب  لاکتیسلاکتوکوکوس صنایع غذایی استفاده شود. 

زنده، به عنوان یک داروی زیستی، به صورت خوراکی به عنوان 

های ویروسی و باکتریایی را بیان یک واکسن زنده که آنتی ژن

 (. 6شود )کند، تجویز میمی

در  لاکتوکوکوس لاکتیسبه غیر از عملکرد مهم آن در غذا، 

تبدیل شده  هالاکتیک اسید باکتریمهندسی ژنتیک به مدل 

یابی شده در توالی کاملاً است. عوامل متعددی از جمله ژنوم 

مگابیت بر ثانیه( و توسعه ابزارهای  ۲.3اندازه کوچک )

سازی و مهندسی ژنتیک سازگار با موفقیت مانند شبیه

های قابل تنظیم، آن را به یک مدل های بیان با گزینهسیستم

گذشته،  مطلوب تبدیل کرده است. در طی دو دهه

کاربرد خود را از مواد غذایی به یک  لاکتوکوکوس لاکتیس

کارخانه سلول میکروبی موفق تبدیل کرده است. و در بسیاری 

باسیلوس  از موارد، به عنوان یک جایگزین گرم مثبت برای

یا همتای گرم منفی  لاکتوباسیلوس پلانتارومو  سوبتی لیس

 (.3کند  )عمل می اشریشیا کلی

-تجارب مربوط به استفاده از لاکتوکوکوس مروری بر

عنوان واکسن جهت پیشگیری یا درمان  لاکتیس به

 :هابرخی بیماری

 .بیوتیک استهای میکروبی نیازمند مصرف آنتیرمان عفونتد

ها منجر بیوتیکتحقیقات نشان داده که افزایش مصرف آنتی

سوی شود و از بیوتیک میهای مقاوم به آنتیافزایش سویه به

شده توسط  های ایجاددهد که عفونتمطالعات نشان می دیگر

دسته از باکتری باعث افزایش عوارض ناشی از عفونت،  این
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های یکی از روش .شودهای درمان میو هزینه میر و مرگ

ها است از واکسن ها، استفادهبیوتیککاهش مصرف آنتی

ترکیب های نومیکروارگانیسم های مبتنی برامروزه واکسن

و به صورت تجویز خوراکی « داروی زیستی»زنده به عنوان 

 (.6) ها کاربرد دارندبیماری جهت پیشگیری یا درمان برخی

ترین وسیله برای و مناسب نیترصرفهها مقرون به واکسن

های عفونی هستند. توسعه واکسن اخیر به کنترل بیماری

یا غیرفعال های زنده های معمولی، مانند واکسنجای واکسن

های زیرواحد متشکل های کامل، بر واکسنمتشکل از پاتوژن

ها متمرکز است. به طور کلی تصور از اجزای خاص پاتوژن

های زنده تر از واکسنهای زیر واحد ایمنشود که واکسنمی

های ساخته شده از یا غیرفعال هستند، زیرا واکسن

ای زیادی هزا کامل حاوی پروتئینهای بیماریمیکروب

هستند که برای ایمنی محافظتی ضروری نیستند، اما اغلب 

پذیری خود را دارند خطر ایجاد پیامدهای آلرژیک یا واکنش

(7.)  

مصرف خوراکی  های تنفسیکنترل برخی عفونت

نوکلئوکپسید  N کننده پروتئین لاکتیس ترشحلاکتوکوکوس

بین ایمونوگلو در موش منجر به تولیدسارس کروناویروس 

و پاسخ چشمگیری  شوددر سرم میN پروتئین اختصاصی ضد

لاکتیس لاکتوکوکوس همچنین مصرف .کندایجاد می

نوعی  نوموکوکی حفاظتی Aکننده پروتئین  نوترکیب بیان

تنفسی ایجاد شده  ایمنی مخاطی مقابل عفونت نوموکوکی

 .است

واکسیناسیون یکی از موثرترین راهبردهای بهداشت عمومی 

هایی عفونی است. یکی از فناوری یهایماریببرای مبارزه با 

ها به یابد، استفاده از باکتریکه برای تولید واکسن توسعه می

های واکسن نوترکیب به ژنعنوان ناقل زنده برای تحویل آنتی

پتانسیل تولید آنتی  ییهاواکسنسیستم ایمنی است. چنین 

محافظ را در داخل بدن دارند و ساخت آن ارزان است.  یهاژن

متعدد در  یهاژنعلاوه بر این، امکان بیان همزمان آنتی 

های چند ظرفیتی تواند منجر به ایجاد واکسنها میباکتری

ها شود که نیاز به کاهش تعداد تجویز دارد. بیشتر عفونت

 دادهسطوح مخاطی تحت تأثیر قرار  فرآیندهای عفونی را در

ها را در توانند پاتوژنهای ایمنی موضعی مخاطی میو پاسخ

های باکتریایی زنده . واکسننمایندمسدود  به بدن ورود بدو

های ایمنی مخاطی و همچنین سیستمیک از توانند پاسخمی

های مخاطی، مانند تجویز خوراکی یا داخل بینی، القا کنند راه

(8.) 

 بهبود بیماری روده ملتهب

 بیماری روده ملتهب یک بیماری مزمن است که به دو شکل

 مختلف تحت عنوان کراون یا کولیت همراه با زخم شناخته

 شود. تورم مخاط روده باعث به وجود آمدن این دو شکلمی

 یهادگاهیدشود. در مورد تکوین این بیماری بیماری می

فرضیه، بروز تورم روده ناشی  وجود دارد. بر اساس یک مختلفی

به هم خوردن ترکیب میکروبی روده است که باعث ایجاد و  از

. شودپاسخ ایمنی شدید روده و التهاب مخاطی می القای

 کندیمفرضیه دیگر به بروز پاسخ اولیه سیستم ایمنی اشاره 
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سپس ترکیب میکروبی شود و منجر به التهاب اولیه می که

شود. پاسخ ایمنی شدیدتر ایجاد می خورده و روده به هم

استفاده از داروهای ضدالتهاب و یا استفاده از داروهای 

های قدیمی بهبود علائم کننده سیستم ایمنی از روشتضعیف

این بیماری هستند. به هر حال اثرات جانبی و اثربخش نبودن 

های جدید به روشها باعث شده است که نیاز این گونه درمان

 درمان احساس شود.  

-لاکتوکوکوس لاکتیس، کارخانه سلولی تولید پروتیین

 های هترولوگ

 یهانیپروتئبرای بیان  یاگستردهاز این باکتری به طور 

های پیشگیری هترولوگ به عنوان کاندید دارو یا واکسن

توان آن را جایگزین و حتی می شودیمکننده استفاده 

های بیانی پرکاربرد دیگر از جمله مناسبی برای سیستم

 (۲)  دانست اشریشیا کلی همتای گرم منفی آن یعنی

های یک گروه ناهمگن از باکتری های اسید لاکتیکباکتری

ها نقش مهمی در حفظ برخی از سویهو  گرم مثبت هستند

کنند و اثرات مفیدی دارند. چنین هموستاز روده ایفا می

شوند هایی به بازار عرضه میهایی به عنوان پروبیوتیکسویه

کننده صرفهای مفیدی برای مویژگیشود دارای می که اذعان

-های پروبیوتیک و ظرفیت آنهستند. وضعیت ایمنی، فعالیت

این باکتری (GIT) از عبور از دستگاه گوارشبقا پس ها برای 

های لکوله کاندیدای عالی برای هدف قرار دادن موها را ب

کند. در واقع، قدرت و ویژگی رمانی مخاطی تبدیل مید

های های مزمن و عفونتهای درمانی برای بیماریپروتئین

از همه،  ترمهممخاطی افزایش داد. از راه  توانمخاطی را می

های تواند عوارض جانبی بالقوه مرتبط با مسیراین رویکرد می

هایی کاهش تجویز چنین پروتئینرا با سیستمیک کلاسیک 

سال گذشته، تعداد زیادی از مزایای سلامتی  ۲0دهد. در طول 

ها و نوترکیب به ویژه لاکتوکوکسهای اسید لاکتیک باکتری

 (.9ها، به وضوح نشان داده شده است )لاکتوباسیل

شناخت های زیادی از سه دهه اخیر برای مطالعه و تلاش

های لاکتیک اسید به منظور خصوصیات ژنتیکی باکتری

یابی به محصولات صنعتی بهتر انجام شده است. امروزه دست

های ترین کارخانهلاکتوکوکوس لاکتیس به یکی از مناسب

سلولی بیان و ترشح پروتیین هترولوگ تبدیل شده است. یکی 

در این  از دلایل کاربرد وسیع این باکتری، ترسح پروتیین

لاکتوکوکوس سازی آسان پروتیین است. باکتری و خالص

میزبان کارایی برای تولید پروتیین نوترکیبی جهت  لاکتیس

 (. 6مقاصد درمانی است )

 بحث و نتیجه گیری

مستقیمی ایجاد ی غیرهاها از طریق مکانیسماثرات پروبیوتیک

تولید های تواند ناشی از آزاد شدن متابولیتمی شود کهمی

بر روی  ریتأثراه های هضم شده ب یا از شده توسط پروبیوتیک

در روده میزبان و تنظیم تولید های موجود سایر میکروب

ها در پروبیوتیک ریتأث ها باشد. بهترینها توسط آنمتابولیت

تجویز با واکسن آنفلوانزا گزارش شده است که این اثر به 

ایمنی سلولی یا تی  خبادی، تنظیم پاسواسطه تنظیم آنتی

ها ها به دنبال تجویز واکسن آنفلوانزا توسط پروبیوتیکسل
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ها بر فعالیت . مطالعاتی به بررسی نقش پروبیوتیک. بوده است

بادی به آنتی های ی طبیعی کشنده علاوه بر پاسخهاسلول

اند. این مطالعات به نقش این دنبال تجویز واکسن پرداخته

-(. ناقل6) اندی ناشی از واکسن تاکید داشتهها در ایمنسلول

های توانند جایگزینهای مبتنی بر لاکتوکوکی نوترکیب می

های سویه ضعیف شده باشند. علاوه بر مطلوبی برای واکسن

های تولیدی، ها را در مقایسه با سایر سیستمتوان آناین، می

نسانی عنوان میزبانی مناسب و ایمن برای تولید محصولات ا به

در نظر گرفت. همچنین پتانسیل بالایی برای تزریق واکسن 

های مخاطی برای پیشگیری یا دارد، به ویژه از طریق روش

ها. علاوه بر این، لاکتوکوکوس لاکتیس درمان برخی بیماری

ترین گیاهان سلولی برای بیان و ترشح یکی از مناسب

ه گسترده های هترولوگ است. یکی از دلایل استفادپروتئین

-از این باکتری، ترشح سریع پروتئین در این باکتری و خالص

لاکتوکوکوس پذیر پروتیین است. علاوه بر این، سازی امکان

های نوترکیب یک میزبان کارآمد برای تولید پروتئین لاکتیس

 (.6برای اهداف درمانی است )

شده یا های ضعیفهای زنده ممکن است پاتوژنواکسن

ها از یک ناقل )پاتوژن ناقل زنده باشند که در آن هایواکسن

ژن ضعیف شده یا ارگانیسم مشترک( برای تحویل یک آنتی

 شود که به طور مؤثر نوعی واکسن زیرخارجی استفاده می

های زنده دارای مزایای کلیدی هستند زیرا واحد است. واکسن

صوص کنند و پاسخ ایمنی مخها را تقلید میمسیر ورود پاتوژن

های زنده کنند. واکسنبه محل عفونت طبیعی را تحریک می

تواند های مخاطی تجویز کرد که میتوان از طریق راهرا می

تر تهاجمی باشد. با تکثیر، های تزریق تزریقی کمنسبت به راه

-های اپیحتی به میزان محدود، اغلب درون سلولی در سلول

، مسیرهای (APCژن  )دهنده آنتیهای ارائهتلیال یا سلول

ترشح شوند که منجر به پاسخ ذاتی موضعی ایجاد می

های عرضه سلولکه  یی شدههاها و سایتوکینکموکاین

را  Tهای ها و در نهایت سلول، نوتروفیلآنتی ژن یکننده

 ایمنی پاسخ القای. کنندمی جذببرای ایجاد ایمنی تطبیقی 

 مهاجرت به منجر تواندمی مخاطی سطح یک در مخاطی

 (. 11)شود دورتر مخاطی نقاط سایر به ایمنی یهاسلول

توانند مصونیت مخاطی ها به چند دلیل اصلی میلاکتوکوک

ترشحی( و ایمنی سیستمیک را القا کنند، در  IgA)ترشح 

تلیوم روده برابر شرایط اسیدی معده مقاومت کنند، به اپی

یک ادجوانت تقویت متصل شوند و پاسخ ایمنی را به عنوان 

ها، تحمل کنند. علاوه بر این، پاسخ ایمنی ضعیف در برابر آن

تر، آن را به تر به آنها، همچنین عوارض جانبی کمایمنی کم

گزینه مناسبی از ناقلان زنده در ایمونوتراپی و 

های ها، ناقلکند. با این ویژگیایمونوپروفیلاکسی تبدیل می

ها جایگزین مناسبی برای تریمبتنی بر لاکتیک اسید باک

های های ضعیف شده میکروارگانیسمها برای سویهواکسن

 ها و میکرو ذرات هستند.زا، لیپوزومبیماری

تواند نیاز به سرنگ ها میتجویز مخاطی و بدون سوزن واکسن

را با هزینه اضافی ذاتی و خطر انتقال بیماری کاهش دهد و 

های نتیجه پوشش برنامهباعث افزایش انطباق و در 
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های باکتریایی زنده از واکسیناسیون شود. . اولین ناقل

زا مانند شیگلا، سالمونلا، لیستریا های بیماریمیکروارگانیسم

یافته اند. در این موارد، جهشو مایکوباکتریوم مشتق شده

زا باقی زا نیستند، اما ایمنیشده پایدار که دیگر بیماری ضعیف

ای که در ، ابتدا باید انتخاب یا ساخته شوند، مرحلهمانندمی

های بر است. بعلاوه، سویهکننده و زمانبسیاری از موارد خسته

مانده را حفظ شده که سطح حدت باقیزای ضعیفبیماری

کنند، بعید است برای واکسیناسیون افراد دارای قابلیت می

ران دچار نقص ایمنی جزئی، مانند نوزادان، افراد مسن یا بیما

  (.8ایمنی مناسب باشند )

لاکتوکوک نوترکیب به عنوان میزبان ایمن برای تولید 

محصول مورد نظر، غذا یا سایر مصارف انسانی نسبت به سایر 

تر است. با این حال، استفاده از چنین تولید ایمن یهاستمیس

های اصلاح شده ژنتیکی مستلزم مطالعات میکروارگانیسم

کنترل شده گسترده و ارزیابی مناسب عملکرد و بالینی و 

 (.6ایمنی این گونه داروها به ویژه برای انسان است )

 های اسید لاکتیک یک راه حل ابتکاری، استفاده از باکتری

دارند، به این معنی که   GRASاست که به اصطلاح وضعیت

ها برای انسان و زا هستند و کاربرد آنها غیر بیماریآن

در  ساکاریدها خطر است. عدم وجود لیپوپلیت بیحیوانا

ها یک مزیت بزرگ است که خطر شوک دیواره سلولی آن

برد. علاوه بر این، صنایع غذایی اندوتوکسیک را از بین می

تجربه طولانی و موفقی در تولید در مقیاس بزرگ و ذخیره

سازی و نگهتواند آمادهها دارد که میسازی ایمن این باکتری

 (.11داری واکسن بالقوه را ساده کند )
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 ABSTRACT 

Recombinant probiotics are increasingly acting as carriers for the expression and targeted delivery 

of recombinant or natural molecules to mucosal surfaces in nutrition and health. Probiotics-

mediated delivery systems eliminate the need to purify molecules to a large extent and make it 

possible to deliver molecules to the mucosa. The concept of biological medicine is the oral 

administration of living recombinant microorganisms for the prevention or treatment of various 

diseases. Lactococcus lactis is a gram-positive bacterium from the group of lactic acid bacteria. 

Lactococcus lactis has been used for centuries in food fermentation, especially cheese, yogurt, 

sauerkraut and the like. Therefore, it is generally recognized as a safe situation by the Food and 

Drug Organization. In this review article, review articles related to lactococcus and its wide 

application in oral vaccine production from 1998 to 2020 were collected. Accordingly, the 

following databases were searched. Scopus, PubMed and Google Scholar databases. The keywords 

used in this study included "immunity, Lactococcus lactis and vaccine". Lactococcus lactis is 

generally recognized as safe and can be widely used in the food industry. Live recombinant 

Lactococcus lactis, as a biological drug, is administered orally as a live vaccine that expresses viral 

and bacterial antigens. 

Key Words: Immunity, Lactococcus Lactis, Vaccine 
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استان خوزستاندر  شدهعرضهدر گوشت مرغ و بلدرچین  سالمونلا انتریتیدیسبررسی آلودگی   

 * ۲ این، مهلا الهی ۲ یشهرک، حسین خدابنده 1 یمتقزهرا 

 رانیا ،شهرکرد شهرکرد، واحد آزاد اسلامی، دانشگاه دامپزشکی، دانشکده دکتری بهداشت مواد غذایی، یدانشجو .1

 رانیا ،شهرکرد شهرکرد، واحد مرکز تحقیقات تغذیه و محصولات ارگانیک، دانشگاه آزاد اسلامی، .۲

 رانیا ،شهرکرد شهرکرد، واحد تحقیقات تغذیه و محصولات ارگانیک، دانشگاه آزاد اسلامی، مرکز .3

mahlaelahinia@gmail.com :نویسنده مسئول* 

 

 چکیده

 تب اسهال، با که است غذایی مواد از ناشی یهایماریب نیترعیشا از یکی و جادشدهیا سالمونلا جنس یهایباکتر توسط سالمونلوز،

 سالمونلا شایع های سروتیپ شناسایی و جداسازی منظوربه مطالعه این. شودیم همراهی مرگ، حتی و شکم دردهای تهوع، خفیف،

 از نمونه گوشت بلدرچین 50و  مرغنمونه گوشت  50شامل  گوشت نمونه 100 منظور این به. شد انجام بلدرچین و مرغ گوشت در

 یارهیزنج واکنش روش با ژنوم، استخراج و سالمونلا جداسازی و کشت از پس و یآورجمع سطح استان خوزستان در مراکز توزیع

 با. بودند آلوده سالمونلا انتریتیدیس یگونه به نمونه 100 مجموع از مورد 5 که داد نشان نتایج .گرفت قرار یموردبررس مراز پلی

 منظوربه استان دامپزشکی اداره مسئولین سمت از بیشتر تدابیر و یادوره میکروبی یهاآزمون و هانظارت اعمال حاصل، نتایج به توجه

 .است اهمیت حائز بسیار میکروبی آلودگی میزان کاهش

 

 ، گوشت مرغ، گوشت بلدرچینسالمونلا انتریتیدیس: کلمات کلیدی
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مقدمه

 علوم در گرفتهانجام یهاشرفتیپ اخیر با توجه به یهاسال در

 از منتقله یهایماریب هم هنوز، غذایی مواد یفناّور و پزشکی

 انسان سلامت برای عمده یک مشکل عنوانبه غذا طریق

 از زئونوز بیماری سالمونلوزیس (۲،1) .شوندیم محسوب

 گستردگی از و است جهان در غذایی یهاعفونت نیترعیشا

 را زیادی خسارات و بوده برخوردار جهان یکشورها در بالایی

 وارد انسانی جوامع به اقتصادی و مختلف بهداشتی ابعاد در

 مختلف های سروتیپ لهیوسبه بیماری این (.3،۲) کندیم

. شودیم ایجاد از خانواده آنتروباکتریاسه سالمونلا باکتری

 و منفی گرم کوتاه، یالهیم اجرام سالمونلا جنس یهایباکتر

 دارای کپسول، فاقد که هستند میکرون ۲-5/4ی اندازهبه

 پولوروم سالمونلا و گالیناروم سالمونلا استثناء)به یاطراف تاژک

. باشندیم فیمبریه یا خار دارای اغلب و اند غیرمتحرک که

 موجودات از وسیعی طیف در عفونت ایجاد به قادر سالمونلا

 بیوشیمیایی ازنظرو  باشندیم پرندگان و انسان ازجمله زنده

 این یبندطبقه .(4هستند ) متنوع بسیار سرولوژیکی و

 گونهکی یجابه چراکه است، پیچیده هاسمیکروارگانیم

. دهدیم تشکیل را مختلف یهاگونه از یامجموعه مشخص

 نوع اپیدمیولوژی، اساس بر توانیم را جنس این اعضای

 یهاژنیآنت ساختار و بیوشیمیایی یهاواکنش میزبان،

O,Vi,H در عفونت. (۲کرد ) یبندطبقه وجود صورت در 

 یهاسندرم .افتدیم اتفاق آلوده غذای مصرف متعاقب انسان

 تب اصلی گروه دو به سالمونلاها، توسط جادشدهیا بالینی

 تقریباً  .شوندیم تقسیم تیفوئیدی غیر سالمونلوز و تیفوئید

 جدا حیوانی یهارده بیشتر از یدیفوئیت ریغ سالمونلاهای

 منشأ نیترمهم هاآن یهافرآورده و ماکیان که شوندیم

 حساببه ایران آندمیک بیماری از و بوده انسانی عفونت

 و سالمونلا سروتیپ به انسان در بیماری علائم (.6،5) ندیآیم

 مسمومیت صورتبه تواندیم و داشته بستگی میزبان شرایط

 بروز سمی سپتی گاهی و تیفوئید تب گاستروانتریت، غذایی،

 مبتلایان شدن تلف باعث شدید آلودگی صورت در حتی و کند

 غذایی مواد بالای آلودگی شده انجام مطالعات (7،3) .بشود نیز

 در میکروارگانیسم این به را گوشتی محصولات بخصوص و

 مربوط مورد اولین (1-3) .است داده نشان ایران مختلف نقاط

 در گارتنر توسط سالمونلا از ناشی غذایی مسمومیت وقوع به

 یهافرآورده و گوشت (9،8) .شد گزارش 1888 سال در آلمان

 انسان به آلودگی انتقال منابع از یکی مرغ گوشت بخصوص آن

 آلودگی میزان تعیین که آنجایی از بنابراین .شوندیم محسوب

 مسئولین تواندیم سالمونلا به شده عرضه و بلدرچین مرغ

 در و کنترلی و پیشگیرانه یهابرنامه اعمال در را بهداشتی

 کند، یاری پاتوژن این به غذایی مواد آلودگی کاهش نهایت

 در سالمونلا به آلودگی فراوانی بررسی هدف با مطالعه این

 استان مصرف بازار شده در عرضه گوشت مرغ و بلدرچین

 .انجام گرفت خوزستان

 مواد و روش کار

 نمونه گیری

بلدرچین تازه نمونه  50نمونه مرغ و  50تعداد  دراین مطالعه

از مراکز مجاز توزیع کننده محصولات گوشتی در استان 

و سنگدان  کبد از قسمت ران، هانمونهخوزستان تهیه شد. 

مرغ و بلدرچین اخذ و هر نمونه در کیسه پلاستیکی جداگانه 

مرکز تحقیقات بسته بندی شده و در کنار یخ به آزمایشگاه 

شهرکرد انتقال داده  مواد غذایی دانشگاه آزاد اسلامی واحد

 شد.

 جداسازی باکتری

به مدت  F تهیه شده در محیط غنی کننده سلنیت یهانمونه

درجه سانتیگراد کشت داده شد و بعد از  37ساعت در  ۲4

و  (MC)رشد، در دو محیط افتراقی مک کانکی آگار 

های  پرگنه د.کشت داده شدن (SS) آگار شیگلا -لاسالمون

با مرکز سیاه  بی رنگ یهایکلنکه را  لامشکوک به سالمون

و کشت در  IMViCروش  اید تشخیص بیجهت تأ .هستند

مورد ارزیابی قرار  Iron Lysin Agar ، اوره وTSI محیط

 (.10)گرفتند. 
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 (PCRپلیمراز ) یارهیزنجو واکنش  DNAاستخراج 

 روش از مطالعه مورد یهایباکتر از DNA استخراج منظور به

 کشت از میکرولیتر ۲5 منظور این برای. شد استفاده جوشاندن

 میکرولیتر 500 با مغز قلب مایع محیط در باکتری شبه یک

 دقیقه 1 از پس و شد جوشانده دقیقه 1۲ مدت به مقطر آب

 عنوان به رویی مایع دقیقه، دور در 10000 در سانتریفیوژ

 استفاده با ،DNA استخراج از بعد .شد استفاده DNA منبع

 srRNA 16ژن  به مربوط شده طراحی پرایمرهای زوج از

 هازولهیا قطعی تشخیص ،(1جدول ) سیدیتیانتر سالمونلا

 ۲5 یینها حجم در ژن هر برای PCRواکنش  .شد انجام

 میکرولیتر، یک شده استخراج DNAاز  ترمتشکلیکرولیم

PCR buffer 10x(5/۲ تریکرولیم)،Mix dNTP (5/0 

 (تریکرولیم mM50( )75/0) mM10)، Mgcl2( )تریکرولیم

 ۲/0 آنزیم ،(تریکرولیم 3/0) R و F یمرهایازپرا هرکدام

 5/19و  Smar Taq DNA Polymerase (تریکرولیم

 .شد انجام PCRواکنش . گرفت مقطرصورت آب تریکرولیم

 srRNA16 ژن تکثیر برای پلیمراز زنجیره واکنش برنامه

 درجه 95در  اولیه دناتوراسیون دقیقه 5. بود شرح بدین

در  دناتوراسیون) کلیس 35 طی تلامحصو سپس سلسیوس،

 درجه 58در  اتصال ،هیثان 30 یبرا سلسیوس درجه 35

 سلسیوس درجه 7۲ در گسترش و دقیقه 8 برای سلسیوس

 واکنش تلاازمحصو میکرولیتر 4. یافتند تکثیر (هیثان 30 یبرا

 سپس و شده درصدالکتروفورز ۲آگارز  ژل در پلیمراز زنجیره

 .شدند مشاهده DNA safe stain آمیزی بارنگ

 سالمونلا انتریتیدیس srRNA16توالی پرایمرهای مربوط به ردیابی ژن : 1جدول 

 (5′-۳′) مریپراتوالی  ژن
محصول  اندازه

(bp) 
 مرجع

 دمای اتصال

 ها پرایمر

16srRNA 
S1:GCCGTACACGACCTTATAGA 

S4: ACCGTACACGACCTTATAGA 
۲50 11 58 

 

 هانمونه: نتایح بدست آمده از کشت میکروبی و بررسی مولکولی ۲جدول 

 PCRمثبت در  یهانمونهتعداد  مثبت در کشت یهانمونهتعداد  هانمونهتعداد  نوع نمونه

 درصد( 1۲) 6 50 مرغ
 ،سالمونلا انتریتیدیسدرصد(  8) 4

 دیگر یهاگونهدرصد(  4) ۲

 درصد( 4) ۲ 50 بلدرچین
 ،سالمونلا انتریتیدیسدرصد(  ۲)1

 دیگر یهاگونهدرصد(  ۲)1
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 ۲، چاهک شماره bp100مارکر  1ز چاهک شماره بر روی ژل آگار PCR: نتایج حاصل از الکتروفورز محصولات 1شماره نصویر 

 انتریتیدیسسالمونلا ی مثبت هانمونه 4و  3شماره  یهاچاهککنترل منفی و 

 بحث

 راه از منتقله پاتوژن های نیترعیشا از یکی سالمونلا باکتری

. دینمایم بیماری ایجاد حیوان و انسان در که است غذایی مواد

 اندشده معرفی سالمونلا اصلی منبع آلوده، گوشتی محصولات

 33 تا 16 بر بالغ سالیانه جهانی، بهداشت سازمان گزارش به و

 سالمونلا از ناشی مرگ هزار 600 تا 500 و بیمار مورد میلیون

 بهداشتی بزرگ معضل یک عنوان به مسئله این. افتد می اتفاق

 .باشدیم مطرح ما کشور ازجمله توسعه درحال درکشورهای

نمونه مرغ و  50شامل  گوشت نمونه 100 از حاضر مطالعه در

درصد( مربوط به  5مورد ) 5 بررسی، موردنمونه بلدرچین  50

 تحقیق در که درحالی. شد شناسایی سالمونلا انتریتیدیس

 برر منظور به ۲01۲ در همکاران و نصرتی توسط شده انجام

 و تیفی تیفی موریوم، سالمونلا های سروتیپ شیوع سی

 مفید بیمارستان درمانی مرکز در غذایی مواد در انتریتیدیس

 .گردید گزارشدرصد  8/8 سالمونلا به گاو گوشت آلودگی

 همکاران و دلال سلطان توسط شده انجام پژوهش در. (1۲)

 8/47 گرفت، صورت قرمز و مرغ گوشت یهانمونه روی که

 یهانمونه از درصد 8/۲8 و مرغ گوشت یهانمونه از درصد

 سروتیپ بررسی این در. بودند آلوده سالمونلا به قرمز گوشت

سالمونلا  ودرصد(  9/54) تامپسون سالمونلا به مربوط غالب

 انجام تحقیق در (13) .است بوده درصد( 8/9) سیدیتیانتر

 نمونه ۲70 روی بر که همکاران و چادهاری توسط شده

 به آلودگیدرصد(  7/13) نمونه 37 در گرفت، صورت گوشت

 بهدرصد(  13/35) نمونه 13 که گردید گزارش سالمونلا

 تایفی سالمونلا به آلودگی نمونه ۲4 در و انتریتیدیسسالمونلا 

در مطالعه دیگر توسط یوسفی  (14) .گردید گزارش موریوم

 شهر در فروش آماده و پرکنده یهامرغ از نمونه 140 تعداد

 آزمایش مورد سالمونلا یهاگونه انواع جداسازی جهت همدان

 یهامرغ را عدد 70 تعداد این از که گرفتند قرار میکروبی

. دادندیم تشکیل تازه یهامرغ را دیگر عدد 70 و منجمد

 از (درصد 6/8) مورد 1۲ برداشته ماهیچه و پوست از هانمونه

 میزان. شدند داده تشخیص آلوده شده آزمایش یهامرغ

 نیترعیشا و بود منجمد از بیش تازهی هامرغ در آلودگی

سالمونلا  و تیفی موریوم سالمونلا شده جدا یهاگونه

 .(15) بودند انتریتیدیس

 مرغ یلاشه در سالمونلا یهاگونه شیوع میزان تایلند، در

 یمطالعه در و است شده گزارش (16درصد ) 3/8 معادل

 فرآوری مرغ تخم نمونه 40 و مرغ بافت نمونه 1۲1 از دیگری

 در که یامطالعه در(. 17) شد جدا سالمونلا مورد 7 شده،

 ۲0) مورد 5 در سالمونلا یهاگونه گرفت، انجام مصر کشور

 (درصد 36) مورد 9 زده، یخ شده چرخ گاو گوشت از (درصد

 یهانمونه از (درصد 5۲) مورد 13 و شده منجمد مرغ پای از

 که دادند نشان قبلی مطالعات( 18) گردید جدا منجمد فیله

 نیترعیشا تیفی موریوم سالمونلا و سالمونلا انتریتیدیس

 بیماری باعث انسان در که هستند سالمونلا های سروتیپ

 (.19) شوندیم

 برداری نمونه طیور گوشت ۲68 از ویتنام شمالی استان سه در

 سالمونلا نظر از درصد 9/4۲ نمونه 115 که است شده انجام
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  مثبت

 بررسی این در شده جدا سالمونلاهای نیترعیشا. اندبوده

 سالمونلا سالمونلا تیفی موریوم، آناتوم، سالمونلا سرووارهای

 1/9، درصد 8/15 ترتیب به ،سالمونلا انتریتیدیس و ردینگ

 آنتی مقاوت بیشترین. اندبوده درصد ۲/6، درصد 5/7، درصد

 سولفامیدها، درصد 5/58 تتراسیکلین به نسبت بیوتیکی

 8/39 سیلین آمپی، درصد 3/47 استرپتومایسین، درصد 1/58

 درصد 8/۲7 نالیدیکسیکو  درصد 3/37 کلرآمفینکل، درصد

 نسبت ها جدایه از کدام هیچ تحقیق این در. است شده گزارش

 (۲0) .اندنداده نشان مقاومت سفتازیدیم به

 نتیجه گیری

 ناشی یهایماریب شیوع یهاعلت نیترمهم از یکی سالمونلا

 انسان از جداشده سروتیپ نیترمهم. است جهان در غذا از

 کنترل بنابراین،. است انتریتیدیس و موریوم تیفیسالمونلا 

 از سالمونلوز. دارد خاصی اهمیت غذایی مواد میکروبی

 و باشدیم دام و انسان بین مشترک عفونی یهایماریب

 یهادهه در مخصوصاً حیوان، و انسان بین آن شیوع افزایش

 از جلوگیری برای. دینمایم دوچندان را بیماری اهمیت اخیر،

 .است موردنیاز نظارتی یهابرنامه سالمونلا، آلودگی

 تشکر و قدر دانی

از جناب آقای دکتر منوچهر  ی حاضر،مطالعهنویسندگان 

شهرکی مسئول محترم مرکز تحقیقات تغذیه و  یمؤمن

غذاهای ارگانیک و کنترل کیفی مواد غذایی دانشگاه آزاد 

 اسلامی واحد شهرکرد کمال تشکر را دارند.

 منافع تعارض

 بین نویسندگان هیچ تعارضی وجود ندارد.
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Investigation of Salmonella enteritidis contamination in chicken and quail 

meat sold in Khuzestan province 
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Abstract 

Salmonellosis is caused by Salmonella bacteria and is one of the most common food-borne diseases that is 

accompanied by diarrhea, mild fever, nausea, abdominal pain and even death. This study was conducted in 

order to isolate and identify common Salmonella serotypes in chicken and quail meat. For this purpose, 100 

meat samples, including 50 chicken meat and 50 quail meat samples, were collected from distribution 

centers in Khuzestan province and after cultivation and isolation of salmonella and genome extraction, they 

were analyzed by polymerase chain reaction method. The results showed that 5 out of 100 samples were 

infected with Salmonella enteritidis. According to the results, it is very important to apply periodic microbial 

monitoring and tests and more measures from the officials of the provincial veterinary department in order 

to reduce the amount of microbial contamination. 

 

Key words: Salmonella enteritidis, chicken meat, quail meat 
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 ویبریو در ماهیان عرضه شده در بازار شهرستان شهرکرد یهاگونهبررسی آلودگی 

 3، مجید اسماعیلی*۲فرشته صالحیان دهکردی ،1مهران خلیلی دهکردی

 کارشناس ارشد صنایع غذایی، مسئول فنی کارخانه آب معدنی نوشین گوار دیمه کوهرنگ، شهرکرد، ایران .1

 کارشناس صنایع غذایی، هیات مدیره انحمن صنفی مسئولین فنی صنایع غذایی آرایشی و بهداشتی، شهرکرد،ایران.۲

 ی، کارشناس آزمایشگاه کنترل کیفیت  معاونت غذا و دارو، شهرکرد، ایرانژولوکارشناس ارشد میکروبی.3

  yahoo.com67Salehian_f@مکاتبه با نویسنده:

 چکیده:

منجر به انتقال عوامل  تواندیمدارد. مصرف غذاهای دریایی  یاژهیوامروزه مصرف غذاهای دریایی در بین مصرف کنندگان جایگاه 

ویبریو هستند که به طور طبیعی در  یهاگونه هایباکتراولیه یا ثانویه باشد، از جمله مهمترین این  منشأبیماری زا باکتریایی با 

ویبریو در  یهاگونهغذایی ناشی از  یهاتیمسموم. هرساله موارد  زیادی از شوندیمآبی و در بدن موجودات آبزی یافت  یهاطیمح

ویبریو عرضه شده در  یهاگونهخام به  یهایماه. هدف از این تحقیق بررسی میزان آلودگی گرددیممورد مصرف گزارش  یهایماه

فروشگاه عرضه ماهی و آبزیان در شهرستان شهرکرد تهیه  30نمونه ماهی از  50. در این پژوهش تعداد باشدیمشهرستان شهرکرد 

 نیترمهمحقیقات تغذیه و محصولات ارگانیک دانشگاه آزاد اسلامی واحد شهرکرد مورد بررسی قرار گرفت. از شد و سپس در مرکز ت

و  ویبریو آلجینولیتیکوس  ویبریو میمیکوسبه ویبریو پاراهمولیتیکوس، ویبریو کلرا، ویبریو ولنیفیکوس،  توانیمبررسی شده  یهاگونه

قطعه( آلوده  ۲0مطالعه شده ) یهانمونهدرصد از گوشت  40وجود پرگنه های رشد کرده ، سپس بر اساس وجود یا عدم اشاره نمود. 

 یهافرآورده و ماهی توزیع و تهیه مراکز در بهداشت رعایت عدم کننده دییتأ هانمونه در ویبریو یهاگونه بالای فراوانیو بودند. به ویبری

 .نیست برخوردار مناسبی بهداشت از ماهی توزیع و نقل و حمل نحوه و آوری عمل یهاگاهیجا رسدیم تظر به .است آن

 ویبریو، ماهی، بیماری مشترک، شهرستان شهرکرد کلمات کلیدی:
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 مقدمه: 

از گذشته تا امروز گروه عوامل بیماری زای غذازاد 

(Foodborne pathogens  ) در جهت ایمنی و سلامت غذا

موضوع تحقیقات زیادی بوده است. مصرف ماهیان و سایر 

آبزیان دریایی بعد از گوشت قرمز و طیور دومین منبع 

ی جانوری و جایگاه مناسبی در تغذیه مصرف کنندگان پروتئین

غذایی یکی  یهاتیمسمومدر جهان است. با این حال شیوع 

مخاطرات و مسائل در مبحث سلامت غذایی در  نیترمهماز 

غذایی که  از طریق  یهاتیمسموم. دیآیمجهان به شمار 

در طیف  شودیممصرف ماهی یا سایر آبزیان به انسان منتقل 

. در باشندیمگرم مثبت و منفی  یهایباکتروسیعی از 

ویبریو، لیستریا،  یهاجنسبه  توانیم هایباکترمطالعات 

 هایآلودگآئروموناس و کلستریدیوم اشاره کرد. شدت و نوع 

ارتباط زیادی بین عادت غذایی مصرف کننده و گونه ماهیان 

 یهایباکتراء منش(. 1یا آبزیان مورد مصرف غذایی دارد)

عوامل بیماریزای اولیه یا ثانویه باشد که  تواندیممنتقله 

باکتری بیماریزای ماهی یا پاتوژنهای ثانویه باشند در  توانندیم

برخی از کشورها مانند ژاپن، ماهی منبع اصلی پروتئین 

به آلودگی  توانیمعمده آبزیان  یهایآلودگاز جمله  باشدیم

. خانواده ویبریوناسه جنس ویبریو اشاره کرد یهایباکتربا 

ویبریو، آئروموناس، پلیزوموناس و  یهاجنسشامل 

گرم منفی، بی  یهایباکترفتوباکتریوم است. جنس ویبریو 

هوازی اختیاری، متحرک و خمیده شکل دارای یک تاژک 

آبی بخصوص نواحی ساحلی  در  یهاطیمحقطبی هستند در 

 ۲-4در حضور  هایباکتراین . ندشویمشور یافت  یهاآب

درصد نمک را  8درصد نمک به خوبی رشد نموده و تا غلظت 

پس از ورود با عبور از سد  هایباکتر(. ۲) کنندیمنیز تحمل 

دیواره روده چسبیده و با  دفاعی اسید معده، به بخش مخاطی

ئمی همچون اسهال، با علا یارودهتکثیر باعث ایجاد عفونت 

آبکی ، استفراغ شدید و در برخی موارد فرورفتگی دفع مدفوع 

 یهادرمانیان نیاز به لا. مبتشوندیمدر ناحیه گونه و چشم 

سریع با جایگزینی آب و الکترولیت از دست رفته، به همراه 

یبریوها عمدتاً (. و3)آنتی بیوتیک جهت کنترل بیماری دارند

لذا  ندشویمبطور طبیعی فلور آب یا موجودات آبزی محسوب 

جنس ویبریو  .بسادگی صورت پذیرد تواندیمانتقال به انسان 

گونه از آنها دارای قابلیت  1۲که  باشدیمگونه  36خود شامل 

معروف آن  یهاگونه. از جمله باشدیمزایی در انسان  بیماری

به ویبریو کلرا، ویبریو پاراهمولیتیکوس، ویبریو  توانیم

 و  ویبریو آلجینولیتیکوس ویبریو میمیکوس ،ولینفیکوس

آلودگی با این باکتری در آمریکا  ۲011اشاره نمود . در سال 

نفر به  500بیماری منتج گردید که در مورد  80000به 

  (.4)نفر به مرگ منجر گردید 100بستری و 

هدف از این پژوهش بررسی میزان آلودگی ماهیان در مرحله 

 ترعیسرشناسایی  یهاروشتوزیع ) ماهیان خام ( و معرفی 

 .باشدیممولکولی 

 مواد و روش کار: 

، در بازه زمانی تصادفی یاخوشهبه صورت  هانمونهجمع آوری 

 30ماهی خام عرضه شده در نوع  ۲0، از140۲زمستان 

صورت  شهرکرد شهرستانفروشگاه عرضه کننده ماهی خام در 

عاتی همچون تاریخ و لا، اطهانمونهپذیرفت . در مورد همه 

زمان نمونه برداری، دمای نمونه، نوع ماهی و محل نمونه 

به سرعت و ظرف کمتر از سه ساعت  هانمونهبرداری ثبت و 

ماهی از هر دو نوع آزاد و  یهانمونهبه آزمایشگاه انتقال یافت. 

 پرورشی عرضه شده تهیه گردید. 

پس از انتقال به آزمایشگاه ، با رعایت اصول نمونه  هانمونه

برداشته و پس از  هانمونه محوطه بطنیبرداری استریل از 

همگن شده را  یهانمونهگرم از  ۲5، هانمونههمگن کردن 

 5/3میلی لیتر از محلول  ۲۲5توزین و در مرحله اول، در 

درجه سانتی  4۲ساعت در انکوباتور  6نمک به مدت  درصد

یک میلی لیتر  راد گرمخانه گذاری گردید . در مرحله دوم، گ

 یهالولهمرحله قبل برداشته و با تلقیح در 10¯¹از رقت 

مرک، )میلی لیتر محیط کشت آب پپتونه  9آزمایش حاوی 

 18به مدت  هالولهتهیه و این 10  -6تا  10¯²یهارقت (آلمان
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گذاری  درجه سانتی گراد گرمخانه 4۲ساعت در انکوباتور 

گردیدند . در مرحله آخر کشت میکروبی بااستفاده از روش 

 در محیط کشت انتخابی کشت سطحی، از سه رقت آخر

TCBS( مرک ، آلمان)  استفاده و سپس پرگنه ها شمارش

گردید . پرگنه های ویبریو در سطح این محیط به رنگ زرد تا 

. پرگنه های گونه  دیگردیمخاکستری مشاهده 

. پرگنه های ایجاد  باشدیمتیکوس سبز تا آبی رنگ پاراهمولی

مرک، )شده پس از شمارش به محیط کشت آگار خوندار 

انتقال  PCR به جهت ماندگاری تا زمان فرایند (آلمان

کشت میکروبی در مورد نمونه  یهاطیمحباروری (. 5)یافت

مرکز ملی  ( ATCC 17802) کنترل مثبت باکتری ویبریو

  .گردید دییتأزیستی ایران ذخایر ژنتیکی و 

 : DNA استخراج

شناسایی شده در محیط  یهایباکتردر این مرحله از همه 

، دیگردیمکه در محیط ژلوز خون دار نگهداری  TCBS جامد

. دیگردیمکشت  )مرک، آلمان )Broth LB در محیط کشت

  DNA، )سیناژن، ایران(در این مرحله ابتدا با استفاده از کیت 

براساس دستورالعمل   DNAاستخراج گردید. برای استخراج 

 DNA  شرکت سازنده کیت اقدام گردید. غلظت وکیفیت

 (ND-1000Peqlab)  پ شده با استفاده از نانودرا استخراج

های استخراج شده تا زمان DNA ت. مورد ارزیابی قرارگرف

 .درجه سانتیگراد نگهداری شدند۲0 منفی مصرف در فریزر

 Nested PCR:آزمایش

، یک مرحله برای  PCR در این تحقیق دو مرحله از فرایند

و مرحله دوم با استفاده از محصول  هایباکترتعیین جنس 

برای (Nested PCR ) یاانهیآشمرحله اول آزمایش پلیمراز 

انجام گردید . در این آزمایش در مرحله اول  هاگونهتعیین 

عنوان الگو برای ه قطعات بزرگتری تولید و سپس این قطعات ب

. با انجام این روش حساسیت و  رودیممرحله دوم بکار 

افزایش پیدا  یاملاحظهاختصاصیت آزمایش به طور قابل 

 یهاکلیسپرایمرها و طراحی   . پس از آماده سازیکندیم

در مورد   PCR  انجام گردید. آزمون PCR فرایند حرارتی،

 یهاژنجنس با استفاده از جفت پرایمر اختصاصی  دییتأ

RNA  ریبوزومی صورت پذیرفت. پرایمرها توسط شرکت

گردیدند. توالی پرایمرهای مورد  سنتز)تهران، ایران(سیناژن 

 1استفاده و اندازه تقریبی محصول به دست آمده در جدول 

برای استفاده از پرایمرها، ابتدا پرایمرهای مورد   )6(آمده است 

استفاده طبق دستور العمل شرکت سازنده رقیق واستفاده 

، از مستر های  PCR فراینددر نهایت جهت انجام  .گردید

سیناژن استفاده گردید .  شرکت  (Master Mix )تجاری 

، dNTP، بافر،  PCRاز این مسترها شامل ) µl 5/7  مقدار

mgcl2  ،Taq polymerase  وLoading buffer باشدیم 

 و D.Wاز   µl 1 R primer , 5/3و   F primerاز  µl( با 

µl ۲ زا   DNA  در  هاوبیتدر یک تیوب مخلوط و سپس

قرار داده شد. به جهت  (اپندروف،آلمان)ادستگاه ترموسایکر

میمیکوس و  یهاگونهنداشتن کنترل مثبت در مورد 

 ATCC ) پاراهمولیتیکوساز گونه  صرفاًولنیفیکوس، 

عنوان کنترل مثبت استفاده ه جهاد دانشگاهی ب (17802

گردید . کلیه مراحل فوق در مورد نمونه کنترل مثبت نیز 

رل منفی نیز از آب مقطر تزریقی انجام و در مورد نمونه کنت

در مورد جنس  PCR یهاچرخه .استفاده گردید DNA بجای

درجه  95در ( واسرشتگی)شامل مراحل دناتوراسیون اولیه 

چرخه شامل دناتوراسیون  30دقیقه، و  5سانتیگراد به مدت 

ثانیه، اتصال پرایمرها در  40درجه سانتیگراد به مدت  9۲در 

درجه  7۲دقیقه و امتداد در  1به مدت  درجه سانتیگراد 60

 7۲دقیقه بود. در نهایت امتداد نهایی در  1سانتیگراد به مدت 

  .(6)دقیقه انجام گرفت 7درجه سانتیگراد به مدت 
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  ویبریو ی ها وگونه جنس پرایمرهای توالی 1جدول

 نام باکتری ژن مربوطه (bp)پهنای باند توالی و جهت پرایمر

F - CGGTGAAATGCGTAGAGA- 

R -TTACTAGCGATTCCGAGTTC- 
663 V.16S All Vibrio spp 

F -GTCTTAAAGCGGTTGCTGC- 

R-CGCTTCAAGTGCTGCTGGTAGAAG 
410 Vv.hsp V. vulnificus 

F- GCAGCTGATCAAAACGTTGAGT- 

R- ATTATCGATCGTGCCACTCAC- 
897 Vp.flaE V. parahaemolyticus 

F- CATTCGGTTCTTTCGCTGAT- 

R-GAAGTGTTAGTGATTGCTAGAGAT 
121 Vm.sodB V. mimicus 

F- AAGACCTCAACTGGCGGTA 

R-GAAGTGTTAGTGATCGCCAGAGT 
248 Vc.sodB V. cholera 

F- GAGAACCCGACAGAAGCGAAG 

R- CCTAGTGCGGTGATCAGTGTTG’ 
337 gyrB V.alginolyticus 

ت لامنظور مشخص کردن اندازه محصو ، بهPCR پس از انجام

ت روی لاتولیدشده، ازروش الکتروفورز استفاده شده و محصو

منتقل و به همراه  ژل آگارز یک درصد حاوی اتیدیوم بروماید

دقیقه الکتروفورز  30ولت به مدت  90در   DNAمارکرهای

حاصل از تکثیرژن های مختلف گردیدند. اندازه باندهای 

-SM0241  بااستفاده از مارکرهای

Fermentase,Germany)  100bp ( تصویر . تعیین گردید(

  (۲و1شماره

 
 ی مثبت ویبریوهانمونه 6و  4،3،۲، 5کنترل منفی، چاهک 1، چاهک شماره bp100مربوط به مارکر  M: چاهک شماره 1تصویر شماره

 
 ی مثبت ویبریو پاراهمولیتیکوسهانمونه 6و  4،3،۲، 5کنترل منفی، چاهک 1، چاهک شماره bp100مربوط به مارکر  M: چاهک شماره 1تصویر شماره
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 ی مثبت ویبریووالنیفیکوسهانمونه4تا  ۲ی هاچاهک، 100کنترل منفی  1،چاهک شماره bpمربوط به مارکر  M: چاهک ۲تصویر شماره

 

 ی ویبریوهاگونهی مثبت هانمونه: تعداد و درصد ۲جدول

ویبریو  نمونه

 والنیفیکوس

ویبریو 

 پاراهمولیتیکوس

ویبریو 

 آلجینولیتیکوس

 یهانمونه

 منفی

تعداد کل 

 نمونه

 10 6( %60) 0 3( %30) 1( %10) ماهی قزل آلا

 3 ۲( %66.6) 1( %33.3) 1( %33.3) 0 ماهی قباد

شیرنیزه دم 

 سیاه

0 0  (50% )1 (50% )1 ۲ 

 5 ۲( %40) 1( %۲0) 3( %60) 1( %۲0) شاه ماهی

 5 3( %60) ۲( %40) ۲( %40) 0 شوریده

 ۲ 1( %50) 1( %50) 1( %50) 0 شانگ صورتی

 ۲ 1( %50) 1( %50) 1( %50) 0 صارم یا صافی

 ۲ 1( %50) 1( %50) 0 0 سکین

 5 3( %60) 1( %10) ۲( %40) 0 شیر

 4 3( %75) 1(%۲5) 0 0 زبان

 3 ۲( %66.6) 1( %33.3) 1( %33.3) 0 سرخو چمن

 ۲ 1( %50) 0 1( %50) 1( %50) صبیتی

 5 4( %80) 1( %10) 0 0 حلوا سیاه

 50 30 11(%۲۲) 15(%30) 3(%6) جمع
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 بحث و نتیجه گیری:

بر اساس نتایجی که داخل کشور توسط کریمی علویجه و 

انجام شده است از میان ویبریو  1399شریف زاده در سال  

 یهانمونهآلودگی به گونه های جداشده میزان

پاراهمولیتیکوس، کلرا، میمیکوس و ولنیفیکوس به ترتیب 

(.  همچنین مطالعات 7درصد تعیین گردید) 30و  35،۲0،15

مله مشابه دیگری نیز در این زمینه در کشور صورت گرفته از ج

 فراوانی آلودگی به گونه 1388نتیجه تحقیق جلالی در سال 

رصد د 4/۲و  5/1را ب ترتیب  هاگونهپاراهمولیتیکوس و سایر 

 (. 8گزارش نمود )

 در ویبریو یهاگونه برخی که است آن از حاکی هایبررس

قدرت تحمل   و داشته اندمیک حضور  شکل به مناطق خاصی

جزو فلور میکروبی  تا شده سبب باکتری این در نمک یبالا

 (. 9شور باشد) یهاآب

طبق بررسی دیگر جهت جلوگیری از افزایش جمعیت ویبریو 

از برداشت رعایت شرایط بهداشتی مزرعه اهمیت خاصی  پیش

دارد لذا اولین قدم در تولید محصول سالم رعایت مدیریت 

بهداشتی در پرورش یا صید است. همچنین استفاده از آب 

تمیز برای شستشو و نگهداری در دمای پایین در حین حمل 

ارد. بسیار زیادی بر بار میکروبی فراورده د ریتأثو نقل نیز 

درجه منجر  ۲-4براساس گزارشات موجود نگهداری در دمای 

 .(10به کاهش بار میکروبی خواهد شد)

بررسی دیگری در تایلند نیز نشان داد که میزان شیع  

ویبریو کلرا و ویبریو پاراهمولیتیکوس در غذاهای  یهاگونه

(. در 11درصد بوده است) 80و درصد  100دریایی به ترتیب 

نیز بر اساس بررسی مشابه فراوانی  هاگونهخصوص فراوانی 

درصد ویبریو  7درصد ویبریوپاراهمولیتیکوس،  3۲آلودگی، 

درصد ولنیفیکوس در ماهی گزارش  39آلجینولیتیکوس و   

 (. 1۲شده است)

 درصد ۲/۲9در تحقیق دیگر نیز در بین موارد ماهی آلوده، 

درصد گونه هاروی و  9/۲1اراهمولیتیکوس، ویبریوپ

 درصد 17درصد گونه انگوایلاریوم و  75/9آلجینولیتیکوس، 

صفرپور نیز در تحقیق   (.13نمونه ناشناس گزلرش گردید)

ویبریو  هاگونهنمونه، فراوانی آلودگی به  ۲00مشابهی از بین 

ن درصد و میزا ۲1و  5و گونه پاراهمولیتیکوس را به ترتیب 

 (.14درصد گزارش نمود)  5/34ودگی به جنس را آل

نیز با نتایج  هاگونهفراوانی آلودگی در مورد  نسبتاًهرچند که  

 سایر محققین همخوانی دارد ولی تفاوت فراوانی آلودگی در

 شودلایلی از جمله نوع نمونه، ر تواندیمتحقیقات متفاوت 

طقه ایش، منپرورش، گونه ویبریو، تعداد نمونه، روش انجام آزم

 جغرافیایی، فصل و نوع روش آزمایش کشت یا مولکولی باشد.

از روش  هاگونهاز آنجا که در این تحقیق برای شناسایی 

غیرفعال  یهانمونهملکولی استفاده گردید، امکان مثبت شدن 

تایج منجر به بالاتر بودن ن تواندیمدور از انتظار نبود که 

 ی از محققین باشد.تحقیق حاضر نسبت به نتایج برخ

 قدردانی و تشکر

 تحقیقات مرکزمسئول محترم  از حاضر بررسی نویسندگان

 هدانشگا غذایی مواد کیفی کنترل و تغذیه و غذاهای ارگانیک

جناب آقای دکتر منوچهر مؤمنی  شهرکرد واحد اسلامی آزاد

 .دارند را قدردانی و تشکر کمال ،شهرکی

 :منافع تعارض

 .ندارد وجود تعارضی هیچ نویسندگان بین
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Abstract: 

Today, consumption of seafood has a special place among consumers. Consumption of seafood can 

lead to the transmission of bacterial pathogens of primary or secondary origin, among the most 

important of these bacteria are Vibrio species that are naturally found in aquatic environments and in 

the bodies of aquatic organisms. Every year, many cases of food poisoning caused by Vibrio species 

are reported in consumed fish. The purpose of this research is to investigate the level of Vibrio 

contamination of raw fish sold in Shahrekord city. In this research, 50 fish samples were prepared from 

30 fish and aquatic supply stores in Shahrekord city and then analyzed at the Nutrition and Organic 

Products Research Center of Islamic Azad University, Shahrekord branch. Vibrio parahaemolyticus, 

Vibrio cholerae, Vibrio vulnificus, Vibrio mimicus and Vibrio alginolyticus can be mentioned among 

the most important species investigated. Then, based on the presence or absence of grown spores, 40% 

of the meat of the studied samples (20 pieces) were infected with Vibrio. The high abundance of Vibrio 

species in the samples confirms the lack of hygiene in the fish and its products preparation and 

distribution centers. It seems that the processing stations and the method of transporting and distributing 

fish do not have proper hygiene. 

Key words: Vibrio, Fish, Common disease, Shahrekord city 
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جدا شده از موارد عفونت ادراری در  اشریشیا کلیی  هاهیسودر  sulهای بررسی فراوانی ژن

 دشهرستان شهرکر

 *۳، حسین خدابنده شهرکی۲، مریم رئیسی۱مهناز شماعی

 .ایران شهرکرد، اسلامی، آزاد دانشگاه شهرکرد، واحد میکروبیولوژی، ارشد کارشناسی دانشجوی. 1

 .ایران شهرکرد، شهرکرد، واحد اسلامی، آزاد دانشگاه نخبگان، و جوان پژوهشگران باشگاه. ۲

 .واحد شهرکرد، شهرکرد، ایران ،دانشگاه آزاد اسلامی، علوم پایه، دانشکده میکروبیولوژیدانشجوی دکتری . 3

 Hossein.khodabandeh.sh@gmail.com*نویسنده مسئول: 

 

 چکیده

 یهاعفونتعامل  نیترمهم عنوانبه اشریشیاکلیو  گرددیمعفونی محسوب  یهایماریب نیترعیشاادراری یکی از  یهاعفونت

 یهاعفونتجدا شده از موارد  اشریشیاکلیدر باکتری  sul یهاژنبررسی فراوانی  باهدف. این تحقیق باشدیمادراری مطرح 

 از و شد تهیه استریل صورتبه هامونهنصورت گرفت.  139۲توصیفی در سال  - یمقطع صورتبهدستگاه ادراری در شهرکرد 

 انجام دیفیوژن روش دیسک با میکروبی حساسیت بررسی. گرفتند قرار بررسی مورد و کشت ادرار، کامل یهاشیآزما لحاظ

 آمدهدستبه نتایج و گرفت صورت اختصاصی پرایمرهای حضور در PCR واکنش sul هایژن ردیابی منظوربه همچنین. گرفت

 به مقاومت( درصد53/51) ایزوله 67 در بررسی مورد اشریشیاکلی ایزوله 130 از تحقیق این در .شد واقع لیوتحلهیتجز مورد

 گزارش درصد47/4 و درصد۲۲/55 ،درصد89/۲0 ترتیب به sul3 و sul2, sul1 یهاژن فراوانی. گردید مشاهده کسازولوکوتریم

 مشاهده آماری داریمعن رابطه sul یهاژن و سولفونامید به مقاومت بین اسکوار کای آزمون با آماری لیوتحلهیتجز در. گردید

 آن علت که دارند بالایی مقاومت نامیدهاوسولف به نسبت اشریشیاکلی یهازولهیا که دهدیم نشان مطالعه این گردید. نتایج

 . باشد هاکیوتیبیآنت این هیرویب مصرف تواندیم

 یکیوتیبیآنتهای دستگاه ادراری، مقاومت ، سولفونامیدها، عفونتکلیاشریشیا  واژگان کلیدی:
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 مقدمه

 نیترمهمادراری اگر چه یکی از  دستگاه عفونت

است ولی یکی از  درمانقابل یراحتبه است که ییهایماریب

 بیمارستانی است که عمدتاً زنان، یهاعفونت نیترعیشا

(. 1-4) دهدیمقرار  ریتأثتحتمسن را  افراد و کودکان

که  دهدیممطالعات انجام شده در جوامع مختلف نشان 

عوامل اتیولوژیک  نیترعیشا عنوانبهگرم منفی  یهالیباس

 اشریشیاکلی هاآنمجاری ادراری بوده و در بین  یهاعفونت

 ادراری است دستگاه درصد موارد عفونت 75-90عامل اولیه 

دستگاه ادراری ایجاد شده توسط  یهاعفونت(. 6،5،۲)

شامل طیف وسیعی از اختلالات از جمله  اشریشیاکلی

 التهاب مثانه، التهاب و عفونت میزنای و عفونت کلیه هستند

مقاومت توسط انتقال افقی، در حال  یهاژن(. کسب 8،7)

مقاوم  یهاهیسورا در گسترش  یاعمدهحاضر نقش 

 یهاژناز  یتوجهقابلچون بخش  کندیمبازی  ییچنددارو

کونژوگاتیو، ترانسپوزون ها، توالی  مقاومت در پلاسمیدهای

 . برای درمان عفونتاندشدهها واقع  الحاقی و اینتگرون

 صورتبهکسازول وادراری از تری متوپریم و سولفامت دستگاه

 عنوانبه (. سولفونامیدها9-11) شودیمترکیبی استفاده 

به  عفونت درمان برای یکروبیضدم مهم بسیار عامل یک

و وجود مقاومت به  اندشدهیبندطبقه اشریشیاکلی

 منجر به شکست در درمان عفونت تواندیمسولفانامیدها 

مقاومت در برابر  اشریشیاکلیادراری شود. در  دستگاه

 سنتتاز دی هیدروپتروآتسولفانامیدها اغلب مربوط به ژن 

(DHPS)5 (. در حال حاضر سه 14-1۲) در اینتگرون است

( مسئول sul3و  sul1 ،sul2)DHPSنوع مختلف از ژن 

 sul1مقاومت در برابر سولفانامیدها شناخته شده است. ژن 

به طور انحصاری در پلاسمیدهای بزرگ کونژوگاتیو و 

( 16،15) واقع شده است 1اینتگرون کلاس  3انتهای َ

معمولاً در پلاسمیدهای متعلق به  sul2ژن  کهیدرحال

و یا در پلاسمیدهایی به نام پلاسمیدهای  IncQخانواده 

pBP1  (. ساختمان پلاسمید حامل 17اند )شدهواقعsul3 

و  su1 یهاژن (.18) شناخته نشده است یخوببههنوز 

sul2  شیوع بیشتری نسبت به ژنsul3 (. ۲0،19،16) دارند

 صورتبه یکیوتیبیآنت یهامقاومتاین که بروز  بهباتوجه

                                                           
5 . dihydropteroate synthase(DHPS) 

بزرگ  معضلمختلف، به یک  یهایباکترروزافزون در میان 

سلامت همگانی تبدیل شده بنابراین بررسی  بادررابطه

جدا شده از  اشریشیاکلیدر باکتری  sul یهاژنفراوانی 

دستگاه ادراری در شهرستان شهرکرد  یهاعفونتموارد 

 حائز اهمیت است. 

  هاروشمواد و 

 اشریشیاکلیو جداسازی  یریگنمونه

 رادرا تکنیک طریق از و بیمار توسط نمونه سی سی 10 تا 5

 پس بلافاصله و گردیده آوری جمع استریل درظروف وسط

 و کشت انجام جهت ادرار هاینمونه گیری، نمونه از

 مورد باکتری نوع تشخیص جهت بیوشیمیایی هایآزمون

  .گرفتند قرار بررسی

 محضبه استریل هایبطری در شده گرفته میانی ادرار نمونه

 با و بوده کمی کشت. شدمی کشت آزمایشگاه به رسیدن

 ازنمونه لیتر، میلی 01/0 کالیبره لوپ از استفاده

 محیط برروی استریل درشرایط نشده ادرارسانتریفوژ

 روش به کشت انجام از پس. شد داده کشت آگار مکانکی

 ساعت 18-۲4 مدت به شده داده کشت هایمحیط خطی،

. شدند گرماخانه گذاری گراد سانتی درجه 37 دمای در

 هاپلیت در رشدی انکوباسیون ساعت ۲4 مدت در چه چنان

 درصورت و گذاری گرماخانه دیگر ساعت۲4 ،شدینم دیده

 مدت از بعد. شدمی ثبت منفی کشت عنوان به رشد، عدم

 یترل میلی در کرده رشد هایباکتری کل تعداد انکوباسیون

 حیطم در شده ظاهر هایکلنی تعداد کردن ضرب از را ادرار

 از منفی گرم هایباسیل و آورده دست به 100 در آگار بلاد

 مورد آلمان( )مرک، EMB محیط در مورفولوژی نظر

 (.۲1) گرفتند قرار بررسی

 تیهو نییتع مثبت، UTI هاینمونه شدنمشخص از پس

ر نظی) بیوشیمیایی هایآزمون توسط اشریشیاکلی یترکبا

 PCR آزمون ،اوره، لیزین دکربوکسیلاز( وIMVICتست 

 (.۲۲) پذیرفت صورت مولکولی تشخیص جهت

 آزمایشات مولکولی

 DNA استخراج

 sulهای تشخیص قطعی و بررسی فراوانی ژن منظوربه     

های با روش جوشاندن بر روی کلنی DNAمراحل استخراج 
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این منظور کشت یک شبه رشد کرده، صورت گرفت. برای 

منبع  عنوانبهآلمان(،  ،مرک) باکتری در محیط پپتون واتر

قرار گرفت. برای این  مورداستفاده، DNAبرای استخراج 

ماکرولیتر از محیط پپتون واتر که حاوی باکتری  1۲0کار 

های کشت مورد بررسی بود )هر نمونه در محیط افتهیرشد

 ،کرولیتر آب مقطر استریلمی 500به شکل جداگانه(، را با 

دقیقه در بشر حاوی آب جوش،  10مخلوط و به مدت 

استخراج شده  DNAجوشانده شد. جهت ارزیابی کیفیت 

از روش الکتروفورز روی ژل آگاروز  موردمطالعههای از نمونه

استخراج  DNAمیکرولیتر از  5استفاده شد. بدین منظور 

 منظوربهردید. آگاروز الکتروفورز گ درصد1شده روی ژل 

تخلیص شده از دستگاه بایوفوتومتر  DNA یسنجتیکم

در نمونه در  DNAمیزان  یریگاندازهاستفاده شد و با 

موجود در نمونه  DNAنانومتر میزان  ۲80 ینور موجطول

که دارای کیفیت مناسب  ییهاDNAتعیین گردید. نمونه 

نانوگرم بودند جهت مراحل بعدی و  50و کمیتی معادل 

 انتخاب گردیدند.  PCRانجام آزمایش 

 PCRها با استفاده از آزمون زولهیتأیید ا

مرهای یبا استفاده از زوج پرا DNAبعد از استخراج    

 1که در جدول  16srRNAمربوط به ردیابی ژن 

تشخیص  منظوربه PCRاست، آزمایش  شدهدادهنشان

 Accupower PCRبا استفاده از کیت  اشریشیاکلیقطعی 

PreMix (در حجم نهایی  ساخت )میکرولیتر با  ۲0بیونیر

میکرولیتر از  5و  Rو  Fمیکرولیتر از پرایمرهای  1افزودن 

DNA  میکرولیتر آب مقطر به محتویات کیت  14الگو و

Accupower PCR PreMix ام گرفت. ترکیبات انج

 (.۲3نشان داده شده است ) ۲موجود در کیت در جدول 

 اشریشیا کلیهایایزوله در 16srRNA.توالی پرایمرهای مربوط به ردیابی ژن 1جدول 

 (bp) اندازه محصول (۵َ-۳َتوالی پرایمر ) ژن

16srRNA 16S-F, GCGGACGGGTGAGTAATGT 
16S-B, TCATCCTCTCAGACCAGCTA 

200 

 

 مدت به درجه 94با برنامه حرارتی  16srRNAژن  تکثیر

 درجه 55 ثانیه، 45 درجه 94 تکراری سیکل 30دقیقه، 5

 7۲ انتهایی سیکل یک و ثانیه 60 درجه 7۲ و ثانیه 60

 بازی جفت ۲00 باند مشاهده دقیقه انجام گرفت و 5 درجه

  (.۲3)است  این تست بودن مثبت دهندهنشان

 Accupower PCR PreMix.اجزای کیت ۲جدول 
Component 20 μl Reaction 

Taq DNA Polymerase 1 U 

Each dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTp) 250 μM 

Tris-HCl (pH=9) mM10 

KCl 30 mM 

MgCl2 1.5 mM 

Stabilizer and tracking  

 

 هایایزوله در sul3 و sul1، sul2 هایژن شناسایی

 اشریشیاکلی

 و sul1، sul2 هایژن ردیابی منظوربه PCR آزمایش   

sul3 کیت از استفاده با Accupower PCR PreMix در 

 از میکرولیتر 3 افزودن با میکرولیتر ۲0 نهایی حجم

 13 و الگو DNA از میکرولیتر R ،5و  Fپرایمرهای 

 این. گرفت انجام کیت محتویات به مقطر آب میکرولیتر

 بیوتیک آنتی به نسبت که هاییایزوله روی بر آزمون

 هایژن گرفت. تکثیر صورت بودند مقاوم کوتریماکسازول

sul1، sul2 و  sul3  5 مدت به درجه 95با برنامه حرارتی 

 60 درجه 65 ثانیه، 60 درجه 94 تکراری سیکل 30 دقیقه،

 درجه 7۲ انتهایی سیکل یک و ثانیه 60 درجه 7۲ و ثانیه
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 نشان بازی جفت 433 باند مشاهده دقیقه انجام گرفت و 7

 دهنده نشان بازی جفت ۲93 باند ،sul1 ژن وجود دهنده

 وجود دهنده نشان بازی جفت 750 باند و sul2 ژن وجود

 (.۲4،۲3باشد )می sul3 ژن

 sul 3و  sul 1 ،sul 2 هایتوالی پرایمرهای مورد استفاده برای تشخیص ژن .3ل جدو

 منبع

اندازة 

محصول 

)bp( 

Annealing 

temp (0C) 
 ژن (۵َ-۳َتوالی پرایمر )

(۲4) 433 65 
F: CGGCGTGGGCTACCTGAACG 

R: GCCGATCGCGTGAAGTTCCG 
Sul 1 

(۲4) ۲93 65 
F: GCGCTCAAGGCAGATGGCATT 

R: GCGTTTGATACCGGCACCCGT 
Sul 2 

(۲۳) 750 65 
F: GCCTATGCATCTACACAATC 

R: TGAGAAATGGACAATGTCCG 
Sul 3 

 

 طعهق وجود دییتأ منظوربه ،PCR آزمایشات انجام از بعد

 واجد آگارز درصد۲ ژل روی PCR شده، محصول تکثیر

 100 مارکر حضور در ولت 90 ثابت ولتاژ در بروماید اتیدیوم

 با نتیجه و الکتروفورز( آلمان فرمنتاز،) DNA بازی جفت

 مورد( انگلستان، یووی تک) ژل از ربرداریتصو دستگاه

 گرفت. قرار بررسی

 آزمایش آنتی بیوگرام

 هاکیوتیبیآنت به نسبت هاباکتری حساسیت تعیین برای   

 )شرکتCLSI دستورالعمل برطبق بائر - یکرب روش از

 استاندارد سویه از تحقیق این در. شد استفاده( طب پادتن

 مثبت کنترل عنوانبه ATCC 25922 یاکلیشیاشر

: شامل آزمایش این در کیوتیبیآنت هایدیسک .شد استفاده

 ،(SXT()سولفامتوکسازول-تری متوپریم)کسازولوکوتریم

 ،(CRO30)سفتریاکسون ،(AM30)آمیکاسین

 ،(CF30)سفالوتین ،(FM300)نیتروفورانتوئین

 ،(NOR)نورفلوکساسین ،(NA30)اسید نالیدیکسیک

 ،(IPM10)پنمیمی، ا(TE30)تتراسایکلین

 مورداستفاده طب، ایران( )پادتن (GM10جنتامایسین)

 دستورالعمل طبق بیوگرام آنتی انجام برای .گرفتند قرار

CLSI 3 3  به و برداشته را موردنظر یباکتر از کلنی 4تا 

 در ساعت 3تا  1مدت  به و داده انتقال TSB محیط

 مک نیم معادل کدورتی تا داده قرار درجه 37انکوباتور 

 از استریل سوآپ از استفاده با سپس شود حاصل فارلند

 مولر محیط روی بر فشرده صورتبه و برداشته باکتری

 حفظ با موردنظر هایدیسک و شد انجام کشت هینتون

 ساعت ۲4 از پس. شد داده قرار آن روی فاصله

 اندازه اساس بر ،گرادیسانت درجه 37 در یگذارخانهگرم

 طب پادتن شرکت جدول بر اساس ،از رشد ممانعت یهاله

 (.۲5) شد ثبت نتایج

 تجزیه و تحلیل آماری

 با sul3 و sul1، sul2 هایژن ارزیابی از حاصل نتایج  

 با و کای اسکوار و دقیق فیشر مربع آزمون از استفاده

 .دگرفتن قرار ارزیابی مورد 19 شماره SPSS افزارنرم

 

 نتایج 

بیوشیمیایی  هاییتست از اشریشیاکلی شناسایی منظوربه

 شدهدادهنشان 4 جدول در گردید که نتایج آن استفاده

 است.
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 شهرکرد در ادراری عفونت جدا شده از موارد اشریشیاکلی یهازولهیابیوشیمیایی  یهاتست. نتایج 4جدول 

 نوع باکتری
 نوع تست

 لیزین دکربوکسیلاز اوره S2H سیترات ووژس پروسکوئر متیل رد تولید اندول

 - - - - - + + اشریشیا کلی

 

 مقاومت الگوی تعیین جهت بیوگرام در آزمایش آنتی

 یهاکیوتیبیآنت از کلی اشریشیا هایایزوله یکیوتیبیآنت

 شد استفاده انسان در ادراری یهاعفونت درمان در معمول

است در هر  شدهدادهنشان  5 جدول در که گونههمان که

دو جنس مرد و زن به ترتیب بیشترین مقاومت 

آمیکاسین با  کیوتیبیآنتنسبت به  هازولهیا یکیوتیبیآنت

 و کمترین مقاومت درصد33/66و  درصد75فراوانی  

 کیوتیبیآنت به نسبت هازولهیا یکیوتیبیآنت

در جنس مرد و کاملًا  درصد89/6نیتروفورانتوئین با فراوانی 

 حساس در جنس زن مشاهده شد. 

 جدا شده از موارد عفونت ادراری در شهرکرد در دو جنس زن و مرد اشریشیا کلیهای : مقاومت آنتی بیوتیکی ایزوله5جدول 

 کیوتیبیآنت
 جنسیت

p-value 
 درصد 101زن =N درصد =N ۲9مرد

 384/0 درصد33/66 67 درصد۲1 75 (AM) آمیکاسین

 115/0 درصد47/5۲ 53 درصد۲0 96/68 (TE) تتراسایکلین

 نالیدیکسیک اسید

(NA) 
17 6۲/58% 51 49/50% 44/0 

 کوتریموکسازول

(SXT) 
19 51/65% 48 5۲/47% 087/0 

 سیپروفلوکساسین

(CP) 
1۲ 37/41% 36 64/35% 573/0 

 07/0 درصد15 7/%51 35 3/33 (CF) سفالوتین

 001/0 درصد66/33 34 درصد۲0 96/68 (NOR) نورفلوکساسین

 16۲/0 درصد75/۲4 ۲5 درصد11 93/37 (CRO) سفتریاکسون

AN 7 13/۲4878/0 درصد77/۲۲ ۲3 درصد 

 031/0 درصد81/18 19 درصد11 93/37 (IMP) پنمیمیا

 033/0 درصد86/13 14 درصد9 03/31 (GM) جنتامایسین

 *048/0 درصد0 0 درصد۲ 89/6 (FM) نیتروفورانتوئین

 * آزمون دقیق فیشر

 تشخیص منظوربه PCR آزمون انجام از پس تحقیق این در

 ،16SrRNA ژن توالی حضور و اشریشیاکلی باکتری قطعی

 مثبت بازی جفت ۲00 باند داشتن با هانمونه تمامی

 .است شدهدادهنشان 1 شکل در نتایج. شدند داده تشخیص
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: کنترل منفی، ستون 5فرمنتاز، ستون جفت بازی  100: مارکر 6: ستون 16srRNAژن  PCR. الکتروفورز محصول 1شکل 

 های مثبتجفت بازی مربوط به نمونه ۲00باند  3و  ۲، 1های : کنترل مثبت، ستون4

نشان داده شده است  ۲و شکل  6که در جدول  طورهمان

 اختصاصی پرایمرهای حضور در PCR آزمون انجام از پس

در  sul1 هایژن سولفونامید به مقاوم ایزوله 67 از

ایزوله  37(درصد۲۲/55در ) sul2ایزوله،  14(درصد89/۲0)

  .گردید مشاهده ایزوله 3(درصد47/4در ) sul3 و

 مقاوم به سولفونامیدها اشریشیا کلیدر  sul3 و sul1، sul2 هایفراوانی ژن: 6جدول 

 No. of isolates with genes 

Strain 

Charachteristic 
Sul 1 Sul 2 Sul 3 

Sul 1 

Sul 2 

Sul 1 

Sul 3 

Sul 1 

sul 2 

Sul 3 

Sulfonamide 

Resistance 

N=67 

14 

20.89% 

37 

55.22

% 

3 

4.47% 

8 

11.94% 

2 

2.98% 

3 

4.47% 

 

 19شماره  SPSS افزارنرم با آماری لیوتحلهیتجز در

 آنتی و جنسیت بین مربع کای آزمون از استفاده

نالیدیکسیک اسید،  های آمیکاسین، تتراسایکلین،بیوتیک

کوتریماکسازول، سیپروفلوکساسین، سفالوتین، 

 مشاهده داری معنی آماری سفتریاکسون، آمیکاسین رابطه

 آنتی و جنسیت بین اما(. P-value> 0/05) نگردید

 جنتامایسین رابطههای نورفلوکساسین، ایمی پنم، بیوتیک

 هم  (.P-value < 0/05) گردید مشاهده دار معنی آماری

 و جنسیت بین نیز فیشر دقیق آزمون از استفاده با چنین

 داری معنی آماری بیوتیک نیتروفورانتوئین رابطه آنتی

 در تحقیق این در(. P-value < 0/05) گردید مشاهده

 بین مربع کای آزمون از استفاده با آماری تحلیل و تجزیه

 دار معنی رابطه sul هایژن و سولفونامیدها به مقاومت

 (.P-value < 0/05) گردید مشاهده

 بحث 

 باکتری در sul یهاژن فراوانی بررسی باهدفمطالعه حاضر 

 ادراری دستگاه یهاعفونت موارد از شده جدا اشریشیاکلی

 شهرکرد با دو روش آنتی بیوگرام و مولکولی شهرستان در

(PCR .انجام گرفت )هایژن نقش بهباتوجه sul ایجاد در 

 در بارنیاول برای حاضر مطالعه سولفونامیدها به مقاومت

 به مبتلا بیمار 130 از. گرفت انجام شهرکرد شهرستان

 به مقاومت( درصد 53/51) ایزوله 67 در ادراری عفونت

 بررسی مورد مرد نفر ۲9 از. گردید مشاهده کوتریموکسازول

 در بررسی مورد زن نفر 101 از و( درصد51/65) نفر 19 در

 مشاهده کوتریموکسازول به مقاومت( درصد5۲/47) نفر 48

 در زنان نقش که گرددمی مشخص بیترتنیابه. گردید

 .باشدمی مردان از بیشتر ادراری هایعفونت ایجاد
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، میزان مقاومت آبادخرمدر مطالعه محمدی و همکاران در 

در مطالعه (. ۲6گزارش شد) درصد4/98 نیلیسیآمپبه 

انجام شده توسط صفار و همکاران در ساری، این میزان 

در این مطالعه  (.۲7)گزارش شده است درصد100-80

آنتی بیوتیک های  به نسبت اشریشیاکلی حساسیت

کوتریماکسازول، جنتامایسین، نیتروفورانتوئین و 

، درصد31/8۲ ،درصد47/48نالیدیکسیک اسید به ترتیب 

که  یامطالعهبود ولی در  درصد70/47و  درصد47/98

توسط براتی و همکاران انجام شد، حساسیت نسبت به 

کوتریماکسازول، جنتامایسین، آمپی سیلین، 

نیتروفورانتوئین و نالیدکسیک اسید را به ترتیب 

و  درصد5/7۲، درصد9/8، درصد3/40، درصد1/48

ر این مطالعه مقاومت د (.۲8)گزارش نمودند درصد3/55

نسبت به آنتی بیوتیک سیپروفلوکساسین  اشریشیاکلی

در حالی که در بررسی که محمدی مهر و  درصد9۲/36

 همکاران در تهران انجام دادند، مقاومت نسبت به

، جنتامایسین و نیتروفورانتوئین در سیپروفلوکساسین

 درصد77/۲7، درصد33/58به ترتیب  اشریشیاکلیباکتری 

شریفی که توسط  یامطالعهدر  (.۲9)گزارش شد 88/13و 

و همکاران در شهر خوی صورت گرفت، میزان  یزدی

گزارش  درصد6۲/59مقاومت به کوتریماکسازول را 

 اشریشیاکلیدر مطالعه حاضر میزان مقاومت  (.30)کردند

نسبت به آنتی بیوتیک های آمیکاسین، تتراسایکلین، ایمی 

، درصد67پنم، سفالوتین و سفتریاکسون به ترتیب 

 درصد69/۲7و  درصد46/38، درصد07/۲3، درصد56

 اشریشیاکلیبرآورد گردید در حالی که میزان مقاومت 

نسبت به آنتی بیوتیک های سفتریاکسون در مطالعه 

، درصد4/66آمیکاسین ، درصد71مهاجری و همکاران 

در مطالعه  (.31گزارش شده است )  درصد7/9تتراسایکلین 

انجام گرفته توسط مدنی و همکاران میزان مقاومت 

 درصد۲/88نسبت به آنتی بیوتیک  ایمی پنم  اشریشیاکلی

 (.3۲)برآورد گردید

 در sul3  و sul1 ،sul2 یهاژن فراوانی تحقیق این در

 درصد89/۲0 ترتیب کوتریموکسازول به به مقاوم هایایزوله

و  sul1 هایژن. گردید گزارش درصد47/4 و درصد۲۲/55

sul2 هایژن ،(درصد94/11) ایزوله 8 در زمان هم طور به 

sul1 و sul3 های ژن و( درصد98/۲) ایزوله ۲ در زمان هم

sul1،sul2  و sul3 ( درصد47/4) ایزوله 3 در زمان هم

 .گردیدند گزارش

 ۲00۲در سال  همکاران و  Kerrn مشابهی مطالعه در

 از شده جدا اشریشیاکلی ایزوله 107 در را sul1 ژن فراوانی

 و درصد 30/۲8دانمارک در ادراری هایعفونت موارد

 این در (.۲3)کردند برآورد درصد46/50 را sul2 ژن فراوانی

 در زمان هم sul2 و sul1 هایژن فراوانی تحقیق

 خوانی هم حاضر تحقیق با که کردند برآورد درصد69/18

 دارد.

 ایی مطالعه در ۲009در سال  همکاران و Beanچنین  هم 

 موارد از شده جدا اشریشیاکلی ایزوله 391 روی بر که

 دادند، انجام لندن رویال بیمارستان در ادراری هایعفونت

 sul2 ژن فراوانی و درصد 5/45 را سولفونامیدها به مقاومت

 کهکردند گزارش درصد81 مقاوم اشریشیاکلی هایایزوله در

 باشدمی برخوردار بالاتری فراوانی از ما تحقیق به نسبت

(33.) 

 منظوربه توسط نوروزی و همکاران که شده انجام تحقیق در

 از شده جدا اشریشیاکلی هایباکتری در sul2 ژن ردیابی

 شهر کلینیکی مراکز به کنندهمراجعه ادراری عفونت موارد

 به مقاومت گرفت، انجام بیمار 300 روی بر خوی

 درصدsul2، 80ژن  فراوانی و درصد71 کوتریموکسازول

 بالاتری فراوانی از ما تحقیق به نسبت که گردید گزارش

 .(34) باشدمی برخوردار

و همکاران که   Hammerumدر مطالعه انجام شده توسط 

مقاوم به سولفونامیدها  اشریشیاکلیایزوله  199بر روی 

. (35)گزارش گردید درصدsul2 81انجام شد، فراوانی ژن 

Koljalg   جدا شده از  اشریشیاکلیایزوله  78به بررسی

کودکان مبتلا به عفونت مجاری ادراری پرداختند که میزان 

گزارش کردند. در  درصد40مقاومت به کوتریموکسازول را 

های مقاوم به یزولهدر ا sul2این تحقیق فراوانی ژن 

 .(36) گزارش گردید درصد40کوتریموکسازول 

Al-Agamy  کیوتیبیآنتمیزان مقاومت به 

جدا شده از  اشریشیاکلیایزوله  100کوتریموکسازول را در 

گزارش کرد و فراوانی ژن  درصد6۲موارد عفونت ادراری را 

sul2 درصد36/86های مقاوم به کوتریماکسازول در ایزوله 
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گردد که در . به این ترتیب مشخص می(37)گزارش گردید

تمامی تحقیقات انجام شده توسط محقیقین مختلف ژن 

sul2 های نسبت به ژنsul1  وsul3  از فراوانی بالاتری

 باشد. برخوردار می

 منظوربهو همکاران   Hoaدر تحقیق انجام شده توسط 

مزارع  های جدا شده از استخرهایبررسی مقاومت باکتری

های کشاورزی نسبت به سولفونامیدها و بررسی فراوانی ژن

sul1،sul2  وsul3  درصد86.5مقاومت به سولفامتازین 

. در این تحقیق در این تحقیق فراوانی (38) گزارش گردید

، درصد50به ترتیب  sul3و  sul1،sul2های ژن

 گزارش گردید. درصد17/4و  درصد17/۲1

کسازول و انتقال وکوتریم کیوتیبیآنتاز  هیرویباستفاده 

ها باعث افزایش مقاومت نسبت به افقی آن در بین باکتری

نتایج  کهیطوربههای محیطی گشته سولفونامیدها در نمونه

بررسی  منظوربهو همکاران که   Hoaحاصل از تحقیق 

در استخرهای پرورش  sul3و  sul1،sul2های فراوانی ژن

در استخرهای  sul1ماهی و میگو صورت گرفت، فراوانی ژن 

گزارش  درصد33و  درصد57پرورش ماهی و میگو به ترتیب 

در استخرهای پرورش ماهی و میگو به  sul2گردید. فراوانی 

در  sul3درصد و فراوانی ژن  19درصد و  51ترتیب 

 رصد ود14استخرهای پرورش ماهی و میگو به ترتیب 

و همکاران  Byrne-Bailey.(39) گزارش گردید درصد6

های مقاومت به سولفاکلروپیرادازین و فراوانی ژن

sul1،sul2  وsul3  در خاک مزارع کشاورزی انگلستان را

مورد بررسی قرار دادند. در این تحقیق مشخص گردید که 

 درصد9و  درصد18، درصد۲3ها به ترتیب فراوانی این ژن

 .(40) باشدمی

 یریگجهینت

 با آن مقایسه و حاضر مطالعه از حاصل نتایج مجموع در

 دهدیم نشان جهان و ایران در شده انجام تحقیقات سایر

 یهاعفونتجدا شده از  اشرشیاکلی یهازولهیااکثر  که

 درمان در معمول یهاکیوتیبیآنت به ادراری نسبت

 یتوجهقابل بخش هستند و چون مقاوم ادراری یهاعفونت

 ترانسپوزون کونژوگاتیو، پلاسمیدهای در مقاومت یهاژن از

 از استفاده لذا اندشده واقع ها اینتگرون و الحاقی توالی ها،

 یهاژن سریع ردیابی جهت PCR نظیر مولکولی روش

 نظر به ضروری هایباکتر در یکیوتیبیآنت مقاومت کدکننده

 دقیق انتخاب در تواندیم کار این از حاصل نتایج و رسیده

 گسترش از جلوگیری و درمان در مناسب کیوتیبیآنت

 شایانی کمک هایباکتر در یکیوتیبیآنت یهامقاومت بیشتر

 .نماید
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Abstract 

Urinary tract infections is one of the most common infectious diseases and E. coli is one of urinary tract 

infection the most important factor. The purpose of this investigation is prevalence of sul genes in E.coli 

isolated from urinary tract infectious in Shahrekord to form cross-sectional in 2013. Samples was 

prepared as sterile and in terms of urine tests, cultures and was studied. Investigation antimicrobial 

susceptibility was performed by disk diffusion method. As well as, for tracing Sul gene PCR reaction 

was performed in the presence of specific primers and the results was analyzed. In this study of 130 E. 

coli isolates studied 67 isolates (53/51%) resistance to co-trimoxazol was observed. The frequency of 

genes sul1, sul2 and sul3 was respectively 20/89%, 55/22% and 4/47%. In statistical analysis with chi-

square test between to resistance sulfonamides and sul genes significant correlation was observed. The 

results showed that E. coli isolates are high resistant to sulfonamides that may be the indiscriminate use 

of these antibiotics. 

Keywords: Antibiotic resistance, E. coli, Sulfonamides, Urinary tract infection 
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مقاوم به  پنومونیه کلبسیلا یهاهیسودر  Iاینتگرون کلاس  ژن و sulهای بررسی ارتباط بین ژن

 سولفونامیدها جدا شده از موارد کلینیکی در شهرستان شهرکرد

 *4حسین خدابنده شهرکی ، ۳جمشید علی بابایی شهرکی، ۲، مریم رئیسی ۱ مرضیه فارسی نژاد

 .شهرکرد، ایران شهرکرد، واحد ،اسلامی آزاد دانشگاه شناسی، زیست گروه میکروبیولوژی، ارشد ی.کارشناس1

 ایران شهرکرد، شهرکرد، واحد اسلامی، آزاد دانشگاه نخبگان، و جوان پژوهشگران . باشگاه۲
 .رانی، واحد اراک، اراک، ااسلامی ارشد، دانشگاه آزاد یدانش آموخته کارشناس. 3

 .واحد شهرکرد، شهرکرد، ایران ،اسلامی دانشگاه آزاد، علوم پایه، دانشکده میکروبیولوژیدانشجوی دکتری  .4

 Hossein.khodabandeh.sh@gmail.comنویسنده مسئول: * 

 چکیده

چند مقاومتی  یکی از عوامل مهم اینتگرونکسب . مقاومت ضدمیکروبی به یک مشکل عمومی در سراسر جهان تبدیل شده است

و  sulهای و بررسی ارتباط بین ژن sulهای فراوانی ژن بررسیاست. هدف از این مطالعه های گرم منفی در میکروارگانیسم

  نامیدها جدا شده از موارد کلینیکی در شهرکردامقاوم به سولف پنومونیه کلبسیلاهای در ایزوله Iاینتگرون کلاس 

جدا شده از موارد کلینیکی در شهرکرد، به روش  کلبسیلا پنومونیهایزوله  90در این مطالعه مقاومت آنتی بیوتیکی باشد. می

انتشار دیسک مورد بررسی قرار گرفت. به منظور بررسی مقاومت به سولفانامیدها از آنتی بیوتیک کوتریموکسازول استفاده گردید. 

 PCRنجام آزمون پس از اپرداخته شد.  intIو  sul1 ،sul2 ،sul3های ژن با استفاده از پرایمرهای اختصاصی به ردیابیسپس 

 Sul3(، ژن درصد60/60ایزوله ) ۲0در  sul2 (، ژندرصد45/45ایزوله ) 15در  sul1 ایزوله مقاوم به کوتریموکسازول ژن 33از 
ارتباط آماری  sul1و  intI یهاژن . در تجزیه و تحلیل آماری بینیافت شدایزوله  ۲7در  intI ژنو  (درصد06/6ایزوله ) ۲در 

و افزایش  اینتگرونکه یک ارتباط قوی بین حمل  دهدیماز این مطالعه نشان تایج به دست آمده ن .معنی داری مشاهده گردید

 . های مختلف آنتی بیوتیکی وجود داردمقاومت به تعدادی از کلاس

 آنتی بیوتیکی، مقاومت چندگانه کلبسیلا پنومونیهدها، ، سولفونامیاینتگرون واژگان کلیدی:
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 مقدمه

 یهایماریب نیترعیشا از یکی ادراری دستگاه یهاعفونت 

 و مرگ با اغلب که است شده گزارش بیمارستان در عفونی

 غالب پاتوژن (.۲،1) است همراه توجهی قابل میر

 افزایش حال، این با. است اشریشیاکلی ادراری، یهاعفونت

 گرم و پنومونیه کلبسیلا مانند انتروباکتریاسه دیگر

 سودوموناس و اسینتوباکتر مانند غیرمخمری یهایمنف

 است شده گزارش ادراری عفونت علل عنوان به آئروژینوزا

 (TMP-SMX) سولفامتوکسازول-متوپریم تری (.5،4،3)

 برای کارآمد های بیوتیک آنتی عنوان به دهه چندین برای

 دربا این حال . (6) شده است استفاده ادراری عفونت درمان

 TMP-SMX برابر در مقاومت کشورها وجود از بسیاری

 منجر ادراری عفونت موارد در درمان شکست به تواندیم

 (.۲) شود

گرم  یهالیباسمقاومت به سولفانامیدها در  یطورکلبه

 دی هیدروپتروآت سنتتازمنفی ناشی از دستیابی به ژن 

(DHPS در اینتگرون است که توسط داروها مهار )شودینم 

، DHPS(sul1. در حال حاضر سه نوع مختلف از ژن (6)

sul2  وsul3 مسئول مقاومت در برابر سولفانامیدها )

به طور انحصاری در  sul1شناخته شده است. ژن 

کلاس  اینتگرون 3پلاسمیدهای بزرگ کونژوگاتیو و انتهای َ

معمولاً در  sul2ژن  کهیدرحال. (8،7) واقع شده است 1

و یا در پلاسمیدهایی  IncQپلاسمیدهای متعلق به خانواده 

(. ساختمان 9) اندشدهواقع  pBP1به نام پلاسمیدهای 

 شناخته نشده است یخوببههنوز  sul3پلاسمید حامل 

شیوع بیشتری نسبت به ژن  sul2و  su1 یها. ژن(10)

sul3 کیدفولیاس(. تری متوپریم، سنتز 1۲،11،7) دارند 

ردوکتاز  فولات درویهباکتریایی را توسط مهار دی 

(DHFR ،)که باعث کاهش کاتالیز  دهدیمقرار  ریتأثتحت

. تری (6) شودیمدی هیدروفولات به تتراهیدروفولات 

مقاومتی متعددی از جمله:  یهاسمیمکانمتوپریم دارای 

افلوکس، به طور  یهاپمپ، یرینفوذپذگسترش موانع 

هدف غیرحساس، جهش  DHFR یهامیآنزطبیعی وجود 

هدف و بدست آوردن  یهامیآنزو تغییرات تنظیمی در 

(. در میان 6) باشدیمهدف مقاوم در برابر دارو   یهامیآنز

شده  یکدگذار DHFR یهاانتیوار آوردندستبهآنها، 

 یترمقاومتمکانیسم  نیترعیشا، dfr یهاژنتوسط 

متوپریم است که منجر به مقاومت در سطح بالا برای 

(. در حال حاضر بیش از 13) شودیممختلف  یهایباکتر

مختلف شناخته شده است که معمولاً در کاست  dfrژن  30

در بین  (.14،13) شوندیمژنی اینتگرون ها یافت 

از  Iاینتگرون کلاس شناخته شده،  اینتگرونیهای کلاس

های مقاومت دارویی برخوردار اهمیت بالایی در انتقال ژن

 ژن دارایخود  5در سمت َ اینتگرون این (.15) است

 3باشد و در سمت َمی attIو توالی ( intI) اینتگراز کدکننده

این  بهباتوجهباشد. می sulIو  qacEΔ یهاژن دارای خود

روزافزون در  صورتبه یکیوتیبیآنت یهامقاومتکه بروز 

 بادررابطهبزرگ  معضلمختلف، به یک  یهایباکترمیان 

بررسی فراوانی سلامت همگانی تبدیل شده بنابراین مطالعه 

اینتگرون و  sulهای و بررسی ارتباط بین ژن sulهای ژن
مقاوم به  پنومونیه کلبسیلاهای در ایزوله Iکلاس 

شهرستان نامیدها جدا شده از موارد کلینیکی در اسولف

 .است اهمیت حائز شهرکرد

  هاروشمواد و 
 مطالعه این درکلبسیلا پنومونیهو جداسازی  یریگنمونه

 ترشحات ادرار، شامل نمونه 5000 بین از توصیفی-مقطعی

 کشت نمونه و ریه ترشحات زخم، ترشحات چشم، چرکی

 طبی تشخیص هایآزمایشگاه به کننده مراجعه افراد خون از

 هاجر، و کاشانی اله آیت بیمارستان پاستور، الزهرا، المهدی،

 پنومونیه کلبسیلا باکتری از ایزوله 90 تعداد 139۲ سال در

 آن در که ایپرسشنامه نمونه، تهیه هنگام گردید. در جدا

. گردید تهیه کند،می مشخص را عفونت نوع و جنس سن،

 عنوان به PTCC1290 پنومونیه کلبسیلا از تحقیق این در

 باکتری، شناسایی منظور به .گردید استفاده مثبت کنترل

 سالمونلا آگار، بلاد هایمحیط روی بر نظر مورد نمونه

 رشد هایکلنی. شد داده کشت آگار کانکیمک و آگار شیگلا

 بیوشیمیایی هایتست و گرم آمیزی رنگ نظر از یافته

 مک ،TSI محیط در قندها تخمیر چگونگی شامل افتراقی

 آمینة اسید آگار، دکربوکسیلاسیون شیگلا سالمونلا کانکی،

 اندول، تولید ،(LIA) آگار آیرون لیزین محیط در لیزین

 MRVP محیط در ، واکنشSIM محیط در حرکت عدم

broth، بررسی  آگار اوره و سیترات سیمون محیط در رشد

 شناسایی استاندارد جداول از استفادهبا  نتایج نهایت در و

 اشتد وجود تشخیص در مشکلاتی که مورادی در. گردیدند

 شد استفاده )بیومریو، فرانسه( API هایمحیط کیت از

(16).  

 آزمایشات مولکولی
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 DNA استخراج

 مقاومت هایژن فراوانی بررسی و قطعی تشخیص منظوربه

 بر جوشاندن روش با DNA استخراج مراحل یکیوتیبیآنت

 منظور این برای. گرفت صورت کرده، رشد هایکلنی روی

 آلمان( )مرک، واتر پپتون محیط در باکتری شبه یک کشت

 رقرا مورداستفاده ،DNA استخراج برای منبع عنوانبه

 واتر پپتون محیط از ماکرولیتر 1۲0کار  این برای. گرفت

 مورد کشت هایمحیط در افتهیرشد باکتری حاوی که

 500 با را ،(جداگانه شکل به نمونه هر) بود بررسی

 دقیقه 10 مدت به و مخلوط ،استریل مقطر آب میکرولیتر

 از تحقیق این در. شد جوشانده جوش، آب حاوی بشر در

 .شد دهاستفا استاندارد سویه عنوانبه پنومونیه کلبسیلا

 PCR از آزمون استفاده با هازولهیا تأیید

 مربوط مرهاییپرا زوج از استفاده با DNA استخراج از بعد

 شده داده نشان 1 جدول که در 16srRNA ژن ردیابی به

 کلبسیلا قطعی تشخیص منظور به PCR است، آزمایش
 Accupower PCR PreMix کیت از استفاده با پنومونیه

 ۲ افزودن با میکرولیتر ۲0 نهایی حجم در)بیونیر( 

 DNA از میکرولیتر 5 و R و F پرایمرهای از میکرولیتر

 کیت انجام محتویات به مقطر آب میکرولیتر 13 و الگو

 داده نشان ۲ جدول در کیت در موجود ترکیبات. گرفت

(.17) است شده

 

 پنومونیه کلبسیلاهای ایزوله در 16srRNA.توالی پرایمرهای مربوط به ردیابی ژن1جدول 
 (bpاندازه محصول ) (5َ-3َ)مر یپرا یتوال ژن

16srRNA 
F ATT TGA AGA GGT TGC AAA CGA T 

R TTC ACT CTG AAG TTT TCT TGT TT C 
130 

 مدت به درجه 94با برنامه حرارتی  16srRNAژن  تکثیر

 درجه 68 ثانیه، 30 درجه 94 تکراری سیکل 30دقیقه، 5

 7۲ انتهایی سیکل یک و ثانیه 60 درجه 7۲ و ثانیه 60

 بازی جفت 130 باند مشاهده دقیقه انجام گرفت و 5 درجه

 است. این تست بودن مثبت دهندهنشان

 AccupowerPCRPreMix.اجزای کیت ۲جدول 
Component 20 μl Reaction 

Taq DNA Polymerase 1 U 

Each dNTP ( dATP, dCTP, dGTP, dTTp) 250 μM 

Tris-HCl (pH=9)  mM10 

KCl 30 mM 

MgCl2 1.5 mM 

Stabilizer and tracking  

 هایایزوله در sul3 و sul1، sul2 هایژن شناسایی

 کلبسیلا پنومونیه

 sul3 و sul1، sul2 هایژن ردیابی منظوربه PCR آزمایش

 از میکرولیتر 5/1 افزودن با میکرولیتر ۲0 نهایی حجم در

 5/13 و الگو DNA از میکرولیتر R ،5و  Fپرایمرهای 

 این. گرفت کیت انجام محتویات به مقطر آب میکرولیتر

 بیوتیک آنتی به نسبت که هاییایزوله روی بر آزمون

 هایژن گرفت. تکثیر صورت بودند مقاوم کوتریموکسازول

sul1، sul2 و  sul3  5 مدت به درجه 95برنامه حرارتی با 

 60 درجه 65 ثانیه، 60 درجه 94 تکراری سیکل 30 دقیقه،

 درجه 7۲ انتهایی سیکل یک و ثانیه 60 درجه 7۲ و ثانیه

 نشان بازی جفت 433 باند مشاهده دقیقه انجام گرفت و 7

 دهنده نشان بازی جفت ۲93 باند ،sul1 ژن وجود دهنده

 وجود دهنده نشان بازی جفت 750 باند و sul2 ژن وجود

 (.18،17) باشدمی sul3 ژن
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  sul 3و  sul 1 ،sul 2 هایتوالی پرایمرهای مورد استفاده برای تشخیص ژن .3ل جدو
Reference Size of 

product (bp) 

Annealing 

temp (0C) 

Sequence (5’–3’) Gene 

2 433 65 F: CGGCGTGGGCTACCTGAACG 

R: GCCGATCGCGTGAAGTTCCG 

Sul 1 

2 293 65 F: GCGCTCAAGGCAGATGGCATT 

R: GCGTTTGATACCGGCACCCGT 

Sul 2 

25 750 65 F: GCCTATGCATCTACACAATC 
R: TGAGAAATGGACAATGTCCG 

Sul 3 

25 160 53 F: CAGTGGACATAAGCCTGTTC 

R: CCCGAGGCATAGACTGTA 

IntI 

 

 پنومونیه کلبسیلا یهازولهیا در intIژن  ردیابی
 حضور در sul ژن واجد هایایزوله شناسایی از پس

 داده نشان 3جدول  در که intI ژن اختصاصی پرایمرهای

 حجم در intIژن  تکثیر برای PCR واکنش است، شده

 ایپرایمره از میکرولیتر 1 افزودن با میکرولیتر ۲0 نهایی

F، R از میکرولیتر 5 و DNA آب میکرولیتر 14 و الگو 

 Accupower PCR PreMix کیت محتویات به مقطر

 هب درجه 95 حرارتی با برنامه intIتکثیر ژن . گرفت انجام

 58 ثانیه، 60 درجه 94 تکراری سیکل 30 دقیقه،3 مدت

 انتهایی سیکل یک و ثانیه 60 درجه 7۲ و ثانیه 60 درجه

 جفت 160 باند دقیقه انجام گرفت و مشاهده 5 درجه 7۲

 مانجا از بعد .است تست بودن مثبت دهندهنشان بازی

شده،  تکثیر قطعه وجود تأیید منظور به ،PCR آزمایشات

 اتیدیوم واجد آگاروز درصد۲ ژل روی PCR محصول

 جفت 100 مارکر حضور در ولت 90 ثابت ولتاژ در بروماید

 اهدستگ با نتیجه و الکتروفورز( آلمان فرمنتاز،) DNA بازی

 ارقر بررسی مورد( انگلستان، یووی تک) ژل از بردار تصویر

 گرفت.

 آزمایش آنتی بیوگرام

 از هاکیوتیبیآنت به نسبت هاباکتری حساسیت تعیین برای

 )پادتن NCCLSدستورالعمل  برطبق بائر - یکرب روش

 کلبسیلا استاندارد سویه از تحقیق این در. شد استفاده( طب
 .شد استفاده مثبت کنترل عنوانبه PTCC1290 پنومونیه

: شامل آزمایش این در کیوتیبیآنت هایدیسک

( سولفامتوکسازول -م متوپریتری) کوتریموکسازول

(SXT)، نیلیسیآموکس (AMX)، 

 ،(FM300)نیتروفورانتئین ،(CRO30)سفتریاکسون

 ،(NA30)اسید نالیدیکسیک ،(CF30)سفالوتین

 پنمیمیا ،(TE30)تتراسایکلین ،(NOR)نورفلوکساسین

PM))، (جنتامایسینGM10)، کانامایسین(AN )و 

 مورداستفاده طب، ایران( )پادتن( CP)سیپروفلوکساسین

 دستورالعمل طبق بیوگرام آنتی انجام برای .گرفتند قرار

NCCLS3 به و برداشته را نظر وردم یباکتر از کلنی 4 تا 

 در ساعت 3تا  1مدت  به و داده انتقال TSB محیط

 مک نیم معادل تا کدورتی داده قرار درجه 37انکوباتور 

 از استریل سوآپ از استفاده با سپس شود حاصل فارلند

 مولر محیط روی بر فشرده صورتبه و برداشته باکتری

 حفظ با موردنظر هایدیسک و شد انجام کشت هینتون

 ساعت ۲4 از پس. شد داده قرار آن روی فاصله

 اندازه اساس بر ،گرادیسانت درجه 37 در یگذارخانهگرم

 طب پادتن شرکت جدول بر اساس ،از رشد ممانعت یهاله

 (.19) شد ثبت نتایج

 آماری لیوتحلهیتجز

و  sul3 و sul1، sul2 هایژن ارزیابی از حاصل نتایج

وار کای اسک مربع آزمون از استفاده با Iهای کلاس اینتگرون

 رزیابیا مورد 19 شماره SPSS افزارنرم با و و دقیق فیشر

 .گرفتند قرار

نظیر  هاییتست از کلی اشریشیا شناسایی منظوربهنتایج 

IMViC ،S2H، گردید  استفاده دکربوکسیلاز لیزین اوره و

است: شدهدادهنشان 4 جدول در که نتایج آن
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 جدا شده از موارد کلینیکی پنومونیه کلبسیلاهای ایزولهبیوشیمیایی  یهاتست. نتایج 4جدول 
 نوع تست نوع باکتری

 لیزین دکربوکسیلاز اوره H2S سیترات ووژس پروسکوئر متیل رد تولید اندول

کلبسیلا 

 پنومونیه
- - + + + + + 

 مقاومت الگوی تعیین جهت بیوگرام در آزمایش آنتی

 از پنومونیه کلبسیلا هایایزوله یکیوتیبیآنت

 انسانی یهاعفونت درمان در معمول یهاکیوتیبیآنت

 شدهدادهنشان  5 جدول در که گونههمان که شد استفاده

 نیلیسیآموکس به نسبت مقاومت است بیشترین

 درصد4/4 پنمیمیا به نسبت مقاومت کمترین و درصد8/97

 ایزوله 33 در کوتریموکسازول به مقاومت. است شده گزارش

 پنومونیه کلبسیلا ایزوله 90 از. گردید گزارش( درصد36/7)

 بیش به مقاومت ایزوله 71 در تحقیق این در بررسی مورد

گردید. مشاهده کیوتیبیآنت ۲ از

 

 جدا شده از موارد کلینیکی پنومونیه کلبسیلا های: مقاومت آنتی بیوتیکی ایزوله5جدول 
تعداد  

مقاومت 

 چندگانه

یکیوتیبیمقاومت آنت  

۲ایزوله   7 IPM / FEP / CP/ CRO / AN / GM 

۳ایزوله   11 FM , IPM , FEP, TE , SXT, CP , CRO , CF, NOR , 

AN , GM 
4ایزوله   7 AM , FEP, K , CRO , CF, AN , GM 

5ایزوله   4 AM , TE , SXT, CF, 

6ایزوله   9 FM , AM , FEP, K , CRO , CF, NOR , AN , GM 

7ایزوله   6 FM / AM/ CRO / CF / AN / GM 

8ایزوله   9 K / FEP / FM / AM / CRO / CF / AN / GM / NOR 

9ایزوله   1 NA , IPM , FEP, TE , SXT, CP , K , CRO , CF, NOR , 

AN , GM 

۱0ایزوله   7 FM   / AM  /  K / CRO / CF   / GM   / SXT 

۱۱ایزوله   5 FM   / AM   / CF   / TE   / NOR 

۱۲ایزوله   7 K   / AM   / CF   / CRO   / GM   / FEP   / AN 

۱۳ایزوله   3 TE   / AM   / CF 

۱4ایزوله   8 FM , AM , FEP, TE , K , CRO , CF, NOR , AN , GM 

۱5ایزوله   ۲ FM , NA , IPM , FEP, SXT, CP , CRO , NOR , AN , 

GM 

۱6ایزوله   7 CF/K/AM/GM/CRO/FEP/AN 

۱7ایزوله   13 FM, AM , NA , IPM , FEP, TE , CP , K , CRO , CF, 

NOR , AN , GM 

۱8ایزوله   10 FM//CF/K/AM/GM/CRO/FEP/AN/TE/NA 

۱9ایزوله   4 AM/TE/NA/SXT 

۲0ایزوله   3 AM/FM/SXT 

۲۱ایزوله   5 AM/K/SXT/TE/NA 

۲۲ایزوله   8 FM/AM/SXT/TE/NA/NOR/CF/CRO 

۲۳ایزوله   8 FEP/FM/AM/SXT/TE/NA/CF/CRO 

۲4ایزوله   3 K/FM/AM 

۲5ایزوله   4 K/AM/SXT/NA 
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۲6ایزوله   7 K/AM/FEP/CF/CRO/GM/AN 

۲7ایزوله   7 AM/FEP/CF/CRO/FM/SXT/NA 

۲8ایزوله   7 AM/FEP/CF/CRO/FM/SXT/NA 

۲9ایزوله   4 AM/CF/SXT/TE 

۳0ایزوله   8 AM/CF/K/AN/FEP/CRO/GM/NOR 

۳۱ایزوله   9 K/AM/FM/CF/AN/FEP/CRO/GM/SXT 

۳۲ایزوله   8 K/AM/CF/AN/FEP/CRO/GM/SXT 

۳۳ایزوله   7 K/AM/CF/AN/FEP/CRO/GM 

۳4 زولهیا  9 K/AM/CF/AN/FEP/CRO/GM/TE/NOR 

۳5ایزوله   8 K/AM/CF/AN/FEP/CRO/GM/SXT 

۳6ایزوله   10 NA/K/TE/AM/CF/FEP/CRO/NOR/IPM/CP 

۳7ایزوله   9 NA/K/TE/AM/CF/CRO/NOR/CP/SXT 

۳8ایزوله   4 AM/NA/K/FM 

۳9ایزوله   4 AM/K/TE/SXT 

40ایزوله   4 AM/K/TE/FM 

4۱ایزوله   4   AM/FM/SXT/AN 

4۲ایزوله   3 TE/AM/FM 

4۳ایزوله   9 FM/K/AM/AN/CF/CRO/NOR/FEP/GM 

44ایزوله   4 AM/AN/TE/SXT 

45ایزوله   6 TE/CF/AM/AN/SXT/NA 

46ایزوله   3 FM/TE/AM 

47ایزوله   4 TE/AM/NA/SXT 

48ایزوله   8 TE/AM/SXT/K/FM/CRO/CF/FEP 

49ایزوله   3 AM/SXT/CF 

50ایزوله   4 TE/AM/FM/NA 

5۱ایزوله   8 K/CF/TE/AM/CRO/FEP/AN/GM 

5۲ایزوله   4 K/AM/AN/FM 

5۳ایزوله   11 K/AM/NA/CF/TE/CRO/FEP/SXT/IPM/CP/NOR 

54ایزوله   8 AN/K/AM/CF/TE/CRO/FEP/GM 

55ایزوله   5 FM/AM/TE/FEP/NA 

56ایزوله   6 CF/AM/NA/AN/CP/NOR 

57ایزوله   4 TE/AM/FM/SXT 

58ایزوله   10 K/CP/NOR/TE/AM/SXT/CF/NA/CRO/IPM 

59ایزوله   6 K/TE/FM/AM/SXT/NA 

60ایزوله   9 CF/K/TE/FM/AM/AN/FEP/CRO/GM 

6۱ایزوله   5 CF/TE/FM/AM/SXT 

6۲ایزوله   8 TE/AM/AN/K/CF/FEP/CRO/GM 

6۳ایزوله   5 AM/K/CF/FEP/CRO 

64ایزوله   5 AM/K/CF/CRO/SXT 

65ایزوله   7 K/AM/CF/CRO/FEP/AN/GM 

66ایزوله   5 AM/CF/CRO/TE/SXT 

67ایزوله   3 AM/TE/SXT 
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68ایزوله   3 AM/FM/SXT 

69ایزوله   7 K/AM/CF/CRO/FEP/AN/GM 

70ایزوله   6 AM/CF/CRO/FEP/FM/SXT 

7۱ایزوله   4 AM/CF/SXT/TE 

 ،16SrRNA ژن توالی حضور و پنومونیه کلبسیلا باکتری قطعی تشخیص منظوربه PCR آزمون انجام از پس تحقیق این در

 .است شدهدادهنشان 1 شکل در نتایج. شدند داده تشخیص مثبت بازی جفت 130 باند داشتن با هانمونه تمامی

 

 ستون مثبت، کنترل 1 ستون فرمنتاز، بازی جفت 100 مارکر: M ستون :کلبسیلا پنومونیهباکتری  16srRNAژن  PCR. الکتروفورز محصول 1شکل 

 مثبت یهانمونه 4 و 3 یهاستون منفی، کنترل:  ۲

نشان داده شده است  ۲و شکل  6همان طور که در جدول 

 اختصاصی پرایمرهای حضور در PCR آزمون انجام از پس

در  sul1 هایژن سولفونامید، به مقاوم ایزوله 33 از

ایزوله  ۲0(درصد60/60در ) sul2ایزوله،  15(درصد45/45)

 .گردید مشاهده ایزوله ۲(درصد06/6در ) sul3 و

 مقاوم به سولفونامیدهاکلبسیلا پنومونیه در  sul 3و  sul 1،sul 2های فراوانی ژن: 6جدول 

 
 No. of isolates with genes 

Strain Charachteristic Sul 1 Sul 2 Sul 3 Sul 1 

Sul 2 
Sul 1 

Sul 3 

Sul 1 

sul 2 

Sul 3 

Sulfonamide Resistance 

N=33 

15 

45.45% 

20 
60. 60% 

2 

6. 06% 

2 

6. 06% 

1 

3. 03% 

- 

0% 

 

 
 جفت 433 باند: ۲ ستون فرمنتاز، بازی جفت 100 مارکر: M : ستون sul1, 2, 3هایژن  PCRژل حاصل از الکتروفورزمحصولات. ۲شکل 

 ،Sul 3 ژن به مربوط بازی جفت 750 باند: 4 ستون ،Sul2 ژن به مربوط بازی جفت ۲93 باند: 3 ستون ،Sul1 ژن به مربوط بازی

 sul3 و sul1 یهاژن به مربوط باندهای :7 ستون ، sul2 و sul1 یهاژن به مربوط باندهای: 6 و 5 یهاستون

نشان داده شده است  3و شکل  7که در جدول  طورهمان

 به مقاوم ایزوله 33 از PCR آزمون انجام از پس

 در. گردید مشاهده ایزوله ۲7 در intIژن  کوتریموکسازول

 intI وجود بین کای مربع آزمون با آماری تحلیل و تجزیه
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 گردید مشاهده داری معنی آماری ارتباط sul1 و

(pvalue<0. 05.) 

ژن  فراوانی: 7 جدول intI سولفونامیدها به مقاوم هایایزوله در   

 No. of isolates with genes 

Strain Charachteristic Sul 1 

+ 
Int 1 

Sul 2 

+ 
Int 1 

Sul 3 

+ 
Int 1 

Sulfonamide Resistance 

N=33 

22 
66. 66% 

3 

15. 15% 

2 

6. 06% 

 
 intIژن  بازی جفت 160 باند 1،۲،3 یهاستون فرمنتاز، بازی جفت 100 مارکر: 1 : ستونintIژن  PCR محصول الکتروفورز از حاصل . ژل3شکل 

 بحث 
 ارتباط بررسی و sul هایژن فراوانی باهدفمطالعه حاضر 

 کلبسیلا هایایزوله در I کلاس اینتگرون و sul هایژن بین

 کلینیکی موارد از شده جدا سولفانامیدها به مقاوم پنومونیه

 شهرکرد با دو روش آنتی بیوگرام و مولکولی شهرستان در

(PCR انجام گرفت. از )ترشحات ادرار، نمونه شامل 5000 

 کشت نمونه و ریه ترشحات زخم، ترشحات چشم، چرکی

 به انسانی، مقاومت یهاعفونت به مبتلا بیماران خون

گردید  گزارش( درصد36/7) ایزوله 33 در کسازولوکوتریم

 این در بررسی مورد پنومونیه کلبسیلا ایزوله 90 از که

 کیوتیبیآنت ۲ از بیش به مقاومت ایزوله 71 تحقیق در

 به نسبت مقاومت گردید که بیشترین مشاهده

 به نسبت مقاومت کمترین و (درصد8/97) نیلیسیآموکس

 .است شده گزارش (درصد4/4) پنمیمیا

 در sul3 و sul1 ،sul2 هایژن فراوانی تحقیق این در

ترتیب در  کوتریموکسازول به به مقاوم هایایزوله

 ایزوله و ۲0(درصد60/60ایزوله، ) 15(درصد45/45)

که  یامطالعهدر  .گردید مشاهده ایزوله ۲(درصد06/6)

میزان شیوع گرفت صورت و همکاران Sallenتوسط 

 درصد59 انتروباکتریاسههای خانواده ها در باکتریاینتگرون

و  Iهای کلاس اینتگرونین ئشیوع پا .(۲0) برآورد گردید
II  در گزارش Farshad   در ، باشدقابل توجه میوهمکاران

جدا شده اشریشیا کلی های این تحقیق که بر روی باکتری

های بیمارستانی در کودکان شیراز صورت از موارد عفونت

ها ( از ایزولهدرصد ۲5/6در ) Iاینتگرون کلاس گرفت، شیوع 

ها درصد( ازایزوله 41/10در ) IIکلاس  اینتگرونو شیوع 

در این مطالعه ارتباط معنی داری بین  .(۲1) دگزارش گردی

نتگرون ایبیوتیک کوتریموکسازول و حضور مقاومت به آنتی
 در مطالعه انجام شده توسط .مشاهده گردید Iکلاس 

اشریشیا های در باکتری اینتگرونشیوع  اسلامی و همکاران
های دستگاه مقاوم به چند دارو، جدا شده از عفونتکلی 

دراین (. ۲۲) درصد گزارش گردید 5/۲0ادراری کودکان 

و مقاومت به  اینتگرونمطالعه ارتباط معنی داری بین 

جنتامایسین، نورفلوکساسین، سفالوتین و نالیدیکسیک 

 . اسید مشاهده شد

در تحقیق انجام شده توسط رنجبران و همکاران مقاومت 

بیوتیک یتبه آن کلبسیلا پنومونیههای ایزوله

، Iاینتگرون کلاس و فراوانی  درصد 70کوتریموکسازول 

 ق ارتباط. در این تحقی(۲3) برآورد گردید درصد90

مقاومت  و Iکلاس  نتگرونیا حضور نیب یداریمعن

ن، سفوتاکسیم، یسیسازول، جنتاماکمویوترک یکیوتیبیآنت

 مطالعه در. مشاهده گردید لاوک یسکآمو و سفتازیدیم

Zhao درصد49و  کلبسیلاهای از ایزوله درصد70 و همکاران 

 بودند Iلاسک نتگرونیادارای  اشریشیاکلیهای از ایزوله

 حضور نیب یداریمعن در این تحقیق ارتباط(. ۲4)

 یهاکیوتیبیآنت نسبت به مقاومت و نتگرونیا
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 و میدیسازول، سفتازکمویوترکن، یسین، توبرامایسیجنتاما

 .گزارش گردید میسکوتاسف

 یریگجهینت
بررسی ارتباط که در  است داده نشان مطالعه این نتیجه در

 پنومونیه کلبسیلاهای در ایزوله intI و sulهای بین ژن

، فراوانی موارد کلینیکی جدا شده ازمقاوم به سولفانامیدهای 

، ۲۲(درصد66/66) sul1+intI به ترتیب هاژناین 

sul2+intI (15/15درصد)و  3sul3+intI (06/6درصد)۲ 

 PCRنتایج بدست آمده از آزمون  بهباتوجهمشاهده شد که 

آماری نشان  لیوتحلهیتجزحاصل از  یهایبررسو همچنین 

 کلبسیلا هایایزوله sul یهاژنو  intIکه بین  دهدیم
وجود  یداریمعن ارتباط سولفانامیدها به مقاوم پنومونیه

ها در اغلب نقاط اینتگرونگزارشات حاکی از وجود دارد. 

مشخص  آمدهدستبهنتایج  بهباتوجهباشد و دنیا می

و افزایش  اینتگرونگردد که یک ارتباط قوی بین حمل می

 یکیوتیبیآنتهای مختلف مقاومت به تعدادی از کلاس

روی ر های مقاومت باین ژن بهباتوجهوجود دارد. 

توانند از یک سویه به سویه دیگر می و ها قرار دارنداینتگرون

های منتقل شوند و مقاومت را در بیمارستان یا دیگر محیط

اهمیت شناسایی این نوع  درمانی منتشر نمایند لذا این امر

کرده و تعیین  دوچندانرا  یکیوتیبیآنت مقاومتهای از ژن

های کنترل عفونت و ها جهت اجرای برنامهشیوع این ژن

و ممانعت از انتشار  یکیوتیبیآنتاومت هم چنین مق

نماید. های ناشی از این ارگانیسم را ضروری میعفونت
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Abstract 

Antimicrobial resistance is a common problem throughout the world. Acquire integrons is one One of 

the main causes multi- resistance in gram-negative microorganisms. The purpose of this study, 

Investigate the frequency of genes sul and investigate  the relationship between genes sul and  Class I 

integrons in Klebsiella pneumoniae isolates resistant to sulfonamides isolated from clinical cases in 

Shahrekord. In this study, antibiotic resistance 90 isolates of Klebsiella pneumoniae isolated from 

clinical cases of Shahrekord,disk diffusion method was performed. In order to investigate resistance to 

sulfonamides of the antibiotic cotrimoxazole was used. Then using specific primers was performed 

tracing genes sul1, sul2 and sul3 and intI. After PCR reaction of 33 isolates resistant to trimethoprim-

sulfamethoxazole sul1 gene in 15 isolates (45/45%), sul2 gene in 20 isolates (60/60%), gene Sul3 in 2 

isolates (6/06%) and the gene intI 27 isolates was found. The statistical analysis between genes sul1and 

IntI significant relationship was observed. The results of this study show that is a strong correlation 

between carry integrons and increased resistance to a number of different classes of antibiotics. 

Keywords: Integron, Klebsiella pneumonia, Multi-resistance antibiotics, Sulfonamides  
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