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 اشریشیاکلیباکتري  EPECو  EAECهاي تعیین هویت مولکولی پاتوتیپ
و  Multiplex PCRبا روش از شیر گاوهاي مبتلا به ورم پستان جدا شده 

 E.testآنتی بیوتیکی به روش دیسک دیفیوژن و روش   تعیین مقاومت
  2*، کیومرث امینی1فردناهید سلیمانی

  
  چکیده

E.coli هاي ی بیشتر جانوران و نیز انسان است. اغلب سویهگیاي نرمال مجاري گوارش
E.coli هاي پاتوژنیک  سویه زا نیستند، اما برخی بیماريE.coli توانند باعث بروز  می

بیوتیکی در درمان  اي شوند. مقاومت آنتیاي و خارج رودههاي رودهانواعی از بیماري
ي ها ژنرسی میزان فراوانی باشد. هدف از این مطالعه، برها حائز اهمیت می بیماري

جدا شده از  اشریشیاکلیبیوتیکی  آنتی و مقاومت EAEC ،EPECهاي پاتوتیپ
هاي مختلف بیوشیمیایی آزمون  ،نمونه 50آوري  باشد. پس از جمعهاي دامی می نمونه

بیوتیکی به روش دیسک دیفیوژن بر اساس حساسیت آنتی و میکروبی انجام و آزمون
هاي مختلف انجام گردید. هایی از گروهبا آنتی بیوتیک  E-testو CLSIدستورالعمل 

جدا شده  E.coliاکثر  استفاده شد. Multiplex PCRها از آزمون جهت شناسایی پاتوتیپ
%) مقاوم و نسبت به آمیکاسین 93%) و آمپی سیلین (100نسبت به اریترومایسین (

ها به چند  همچنین بسیاري از سویه %) حساس بودند،96%) و نیتروفورانتوئین (100(
%) 8نمونه ( 4نمونه شیر دام،  50بر روي  Multiplex PCRدارو مقاومت داشتند. نتایج 

-M) بودند. علت اختلاف نتایج بدست آمده از روش EPEC(پاتوتیپ  bfPAداراي ژن 

PCR ت در این مطالعه با نتایج مطالعات سایر محققان در نقاط مختلف دنیا ممکن اس
- هاي شیر ورمهاي جدا شده از نمونهبه علت منبع نمونه باشد، در این مطالعه سویه

پستان مورد بررسی قرار گرفته است، در حالیکه در مطالعات سایر محققین بیشتر موارد 
هاي مبتلا به اسهال خونی بررسی انجام شده است. البته تفاوت در بر روي نمونه

  باشد.در مناطق جغرافیایی  تواند به علت تفاوتهاي جداشده از شیر مینمونه
  E-test ،EPEC  ،Multiplex PCRبیوگرام، آنتی : اشریشیاکلی، کلیدي واژگان

 
  18/2/94تاریخ پذیرش:     20/10/93تاریخ دریافت: 

  

  مقدمه
زا  ورم پستان بیماري است که توسط عوامل مختلف بیماري

زا موجود در شیر با  گردد. اگرچه عوامل بیماريایجاد می
  روند، اما برخی عوامل با تولیدیون از بین مـزاسیـوریـاستـپ
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ورم  ند.باش میتوکسین در شیر خطر بالقوه براي سلامتی جامعه 
پستان از نظر اقتصادي بزرگترین مشکل در صنعت دامپروري به 

هاي مادي از قبیل، کاهش تولید، تلفات  جهت ایجاد خسارت
دام، عدم مصرف شیر به علت مصرف مداوم آنتی بیوتیک و 

. جنس اشریشیا )6و  19(رآورد شده استهاي درمان بهرینه
د. باش می اشریشیاکلیشامل هفت گونه است، مهمترین گونه آن 

این گونه داراي فاکتورهاي حدت مهمی است که توسط 
هاي شوند، از جمله آدزیني مختلفی رمزدهی میها ژن

ها، کپسول و  ها، سایتوتوکسیناي، انتروتوکسین فیمبریه
. از عوامل مهم ایجاد ورم پستان )15(اشدبساکارید می لیپوپلی

هاي بوده و تحت عنوان ورم پستان  E.coliدام، باکتري  در
. از خصوصیات اعضاء پاتوتیپ )7(شودمحیطی شناخته می

EPEC در اپی  شناسیآسیبایجاد ضایعات  اشریشیاکلی باکتري
هاي روده کوچک میزبان متصل باشد که به یاختهتلیوم روده می

باشند. از خصوصیات و قادر به تولید سموم شیگا نمیشده 
توان به عدم توانایی آنها در تولید و ترشح می EAECپاتوتیپ 
هاي هلا  و همچنین اتصال آنها به سلول STو  LTسموم 

بصورت تهاجمی اشاره نمود. مکانیسم ایجاد اسهال در پاتوتیپ 
EAEC ات مؤثر باشد به این ترتیب که ترکیب خیلی پیچیده می

در محو ریزپرزها و برهم زدن تنظیم  IIIسیستم ترشحی نوع 
باشد دخالت  تبادلات یونی که باعث کاهش جذب آب می

اي عفونی، ـهاريـبیم. یکی از مسائل مهم در درمان )17(دارند
  ها بیوتیکآنتی   به  ت ـنسب  بیماریزا   هايباکتري   مقاومت
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جمله نوع میکروارگانیسم  ر ازباشد، که در آن چندین فاکتومی
زا، محل میکروب در داخل بدن، توزیع میکروارگانیسم  عفونت

در بدن، غلظت دارو در محل عفونت و وضعیت ایمنی بیمار 
. مقاومت )10و  20(گذارند می دخالت داشته و بر یکدیگر تأثیر

باشد. ها به دو صورت ذاتی و اکتسابی میبیوتیکدر برابر آنتی
- مت ذاتی، سلول طبیعی و یا وحشی قادر به مهار آنتیدر مقاو

ها بوده و منشاء کروموزومی دارد. در حالی که مقاومت بیوتیک
هاي حساس و طبیعی در  اکتسابی در اثر قرار گرفتن جمعیت

هاي حساس به مقاوم معرض عوامل مختلف و تبدیل سویه
قاوم هاي م. این مطالعه با هدف تعیین سویه)3(شود ناشی می
ي موثر در ایجاد مقاومت در ها ژنو شناسایی  E.coliباکتري 

  هاي جداسازي شده از ورم پستان انجام گردید.بین نمونه
  

  مواد وروش کار
هاي مبتلا به ورم پستان که عامل  نمونه از شیر دام 50تعداد 

آوري و بود جمع E.coliاصلی ایجاد کننده عفونت، باکتري 
هاي ها را بر روي محیطشد. این نمونهبه آزمایشگاه منتقل 

بلاد آگار، مک کانکی آگار، ائوزین متیلن بلوآگار و کروم 
سانتیگراد به مدت   درجه 37کشت داده شد و در   E.coli آگار
تایید  گردیدند. بعد از شناسایی و گذاريگرمخانهساعت  24

) IMViC ،TSI( هاي بیوشیمیاییآزمون E.coliحضور باکتري 
هاي تشخیص نهایی انجام شد. بعد از تعیین هویت گونه جهت

هاي بیوشیمیایی، جهت انجام آزمون  با آزمون E.coliباکتري 
 (Disk diffusion) وژنـوگرام از روش دیسک دیفیـبی یـآنت

 و بر طبق )Kirby-Bauer( به روش کربی بائر
 CLSI(Clinical and Laboratory Standardsدستورالعمل

institute) جهت انجام این مطالعه )8(استفاده گردید .
بیوتیک سپفیم، نیتروفورانتوئین، سفتریاکسون، هاي آنتی دیسک

اریترومایسین، آمیکاسین،  کسیک اسید،سفکسیم، نالید
 سیلین از شرکتروفلوکساسین، آمپیجنتامایسین، سیپ

HIMEDIAHimedia Laboratories Pvt.Limited-INDIA) (
هت بررسی کنترل کیفی آزمایشات از سویه تهیه گردید. ج

) به عنوان کنترل مثبت  ATCC) 25922 اشریشیاکلی استاندارد
همچنین جهت انجام آزمایش تعیین حداقل استفاده شد. 

 MIC  )Minimum inhibitoryغلظت ممانعت از رشد 

concentration(  از روشE.test(Epsilometer test)  استفاده
بیوتیکهاي آمیکاسین، آمپی سیلین، با آنتی گردید. این آزمایش

نالیدکسیک اریترومایسین، جنتامایسین، سیپروفلوکساسین، 
 (HIMEDIAPvt.Limited-INDIAاسید تهیه شده از شرکت

Himedia Laboratories انجام شد. در این مطالعه از نوارهاي (
E.test   هاي مختلف آماده تجاري بر حسب میکروگرم رقتبا
هاي گرم  از کیت باکتري DNAه گردید. براي استخراج استفاد

) استفاده Cinna Pure DNA KIT-PR881613( منفی سیناژن
مرحله دناتوراسیون ، Multiplex-PCRگردید. برنامه آزمون 

دقیقه، مرحله دناتوراسیون  5سانتیگراد به مدت  درجه 95اولیه 
درجه  58ثانیه، مرحله اتصال  40سانتیگراد به مدت  درجه 95

سانتیگراد به  درجه 72دقیقه، مرحله بسط  1سانتیگراد به مدت 
درجه  72سیکل)، مرحله بسط نهایی  40دقیقه (تعداد  2مدت 

دقیقه بوده است. پرایمرهاي مورد استفاده  7سانتیگراد به مدت 
هاي ). مخلوط5ذکر شده است ( 1در این آزمون در جدول 

د: آب باش میاین شرح  استفاده شده جهت انجام واکنش به
 25/1به میزان  1X. PCR bufferمیکرولیتر، 8/16مقطر 

 dNTP mix( میکرولیتر، 25/1به میزان  MgCl2 میکرولیتر،

(5Mm  میکرولیتر، پرایمرهاي مورد استفاده هرکدام  2/0به میزان
میکرولیتر،  1/0به میزان   Taq polymeraseمیکرولیتر، آنزیم 5/1

میکرولیتر تهیه  25یکرولیتر در حجم نهایی م DNA 5/2نمونه 
انجام  TECHNEدر دستگاه  Multiplex-PCRگردید. آزمون 

ها بر روي نمونه Multiplex-PCRشد. جهت بررسی محصول 
آمیزي در دستگاه % انتقال داده شده و بعد از رنگ1ژل آگارز 
هاي آماري با مورد بررسی قرار گرفت. داده BIORADژل داك 

 (version 13, SPSS Inc., Chicago, IL)نسخه SPSSفزار ا نرم
هاي آماري توصیفی مورد تجزیه و تحلیل و با استفاده از آزمون

      قرار گرفت.
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  )Multiplex-PCR )5توالی پرایمرهاي مورد استفاده جهت انجام  -1جدول
  

 جدول پرایمرهاي مورد استفاده

(’to 3 ’5) ژن هدف    PCR(bp)محصول  پرایمر توالی  نام پرایمر 

917 eae CTGAACGGCGATTACGCGAA eae1 
917 eae CCAGACGATACGATCCAG(12) eae2 

326 bfPA AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC BFP1 

326 bfPA GCCGCTTTATCCAACCTGGTA(5) BFP2 
630 CVD432 CTGGCGAAAGACTGTATCAT EAEC1 

630 CVD432 CAATGTATAGAAATCCGCTGTT(15) EAEC2 

 
جتاین  

بیوگرام  ها، آنتیبیوتیکی سویه هاي آنتیبه منظور بررسی مقاومت
با روش دیسک دیفیوژن انجام شد و میزان درصد حساسیت و 

هاي مورد نظر مشخص بیوتیک ها به آنتیمقاومت کلیه سویه
نمونه انجام گرفت. میزان  50گردید. این تحقیق بر روي 

کهاي مورد استفاده در بیوتیهاي مختلف به آنتیحساسیت سویه
ها ذکر شده است. بیشترین مقاوت آنتی بیوتیکی سویه 2جدول 

% و کمترین 100نسبت به آنتی بیوتیک اریترومایسین به میزان 
ها به آنتی بیوتیک آمیکاسین مقاومت آنتی بیوتیکی سویه

بیوتیکی با  گزارش شد. نتایج حاصل از بررسی مقاومت آنتی
ذکر گردیده است.   3ها در جدول ونهبر روي نم E-Testروش

در این آزمون بیشترین مقاومت نسبت به آنتی بیوتیک 
). نتایج حاصل از شناسایی 1اریترومایسین مشاهده شد (نگاره

با استفاده از روش  EPECو  EAECهاي  مولکولی پاتوتیپ
Multiplex PCR  عنوان شده است. ژن  4در جدولCVD432 

هاي درنمونه EAECربوط به پاتوتیپ جفت باز م 630به وزن 
با قطعه به وزن  bFPAدامی شناسایی نگردید. نتیجه تأیید ژن 

 4نمونه هاي دامی، در  EPECجفت باز مربوط به پاتوتیپ  326
ها را % کل جدایه8) شناسایی گردید که  bFPA( نمونه این ژن

جفت باز در هیچ  917به وزن  eaeژن  همچنینشود. شامل می
  ).2ها مشاهده نگردید (نگارهاز نمونهیک 

  

هاي  بیوتیک هاي جداسازي شده به آنتیمیزان حساسیت سویه  -2جدول
  مختلف با روش دیسک دیفیوژن

  
میزان 

 مقاومت(%)

میزان 
 متوسط(%)

میزان 
 حساسیت(%)

 نوع آنتی بیوتیک

 نیتروفورانتوئین 96 - 4

 اریترومایسین - - 100

 آمیکاسین 100 - -

 سفپیم 23 7 70

 نالیدکسیک اسید 27 - 73

 آمپی سیلین 4 3 93

 سیپروفلوکساسین 60 - 40

 سفتریاکسون 43 - 57

 سفکسیم 44 3 53

 جنتامایسین 67 17 16

  
بیوتیکی باکتري اشریشیا  نتایج حاصل از بررسی مقاومت آنتی - 3جدول 

  بر حسب درصد  E-Testکلی با روش
  

 مقاوم (درصد) د)حساس (درص نوع آنتی بیوتیک

 20 80 سیپروفلوکساسین

 100 - نالیدکسیک اسید

 - 100 جنتامایسین

 - 100 آمیکاسین
 100 - آمپی سیلین

 100 - اریترومایسین
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نواري با   E-Testبه روش  MICنتیجه آزمون تعیین  -1نگاره 

  بیوتیک نالیدکسیک اسید آنتی
  

  ي مورد نظر بر حسب درصدها ژنهاي حاوي تعداد نمونه - 4جدول 
  

  ژن مورد نظر
 CVD432  هامجموع نمونه

eae  
 bFPA اینتیمینوتئین پر

 4 - - نمونه 50

  

    
  بر روي ژل آگارز PCRالکتروفورز محصول  -2نگاره 

ـ کنترل Ladder 100 bp 3ـ 2و  1: از سمت چپ Multiplex PCR نتایج
هاي مجهول  نمونه 10تا  6ـ سویه استاندارد 5ـ کنترل منفی 4مثبت 

eae:917bp, vfpA:326bp, CVD432:630bp    
  بحث

 مورد مطالعه وسیعی قرار E.coliدر طول یکصد سال گذشته 
گرفته است بطوري که در حال حاضر مشخص شده است که 

د و حضور باش میاین ارگانیسم بطور طبیعی بر روي زمین 
، E.coliهمیشگی در فلور طبیعی مدفوع باعث شده است که 

طلب مطرح شود و توانایی ایجاد فرصت بیماریزايبعنوان یک 
غیر از هاي خطرناکی را در صورت جایگزین شدن بهعفونت

زا  ي بیماريها ژن. تشخیص )12(دباش میمحل طبیعی خود دارا 
گیرد، زیرا غالباً مورد استفاده قرار می PCRبه طور اختصاصی با 

 .)18(دهد اسیت بالا میاین روش نتایج سریع و مطمئن با حس
ارتباط نزدیکی با وضعیت میزبان  E.coliورم پستان ناشی از 

ها دارد که تحت تاثیر عملکرد دفاع سلولی توسط نوتروفیل
که نقش حفاظتی  E.coli. واکسن موثر براي کنترل )7(دباش می

 1379 زاده و عقیلی در سال . همت)11(دباش می E.coli J5دارد 
پستان، عوامل  هاي ایجاد کننده ورم وي باکتريدر بررسی بر ر

هاي کلرامفنیکل،  بیوتیکورم پستان محیطی را به ترتیب به آنتی
. در )2( انروفلوکساسین و جنتامایسین حساس گزارش نمودند

در دامداریهاي  1391تحقیقات دانشور و همکاران در سال 
 اطراف شهرستان گرمسار، میزان حساسیت به جنتامایسن

در  .)1( %) اعلام گردید88/88( سفتریاکسون%) و 59/92(
بیوتیکی نسبت به  مطالعه حاضر بیشترین میزان مقاومت آنتی

%) و کمترین مقاومت 93%) و آمپی سیلین (100اریترومایسین (
%) و آمیکاسین بود. امروزه افزایش 4مربوط به نیتروفورانتوئین (

ی است که در اثر ها یک معضل جهانبیوتیکمقاومت به آنتی
مصرف بی رویه و روزافزون داروها بوده و متأسفانه کشور ما 

توانند ها به راحتی میهم از این قاعده مستثنی نیست. باکتري
ي مقاومتی که بر روي عناصر متحرك ژنتیکی (پلاسمیدها، ها ژن

ها) قرار دارد را از یک باکتري به  ها و اینتگرون ترانسپوزون
ها بیوتیک. از طرفی استفاده از آنتی)10(نتقال دهندباکتري دیگر ا

هایی که در بدن در تغذیه دام باعث شده که حتی باکتري
 بصورت فلور طبیعی حضور دارند نیز به داروها مقاوم شده و

هاي مقاوم به دارو در جامعه باشند. مخزنی براي انتشار سویه
عمده، یعنی بیوتیکی باید دو فاکتور جهت کاهش مقاومت آنتی

ها و سهولت گسترش ژن بیوتیکرویه از آنتیاستفاده بی
هاي متمادي  مقاومت را در نظر داشت. اگرچه این مسئله سال

وجود دارد، اما هنوز این بحران جدي گرفته نشده و چگونگی 
رسانی انتشار این پدیده و تأثیر استفاده ناصحیح از داروها اطلاع

ت متقابل رشد سریع، تراکم بالاي شود. اثرادقیق انجام نمی
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سلول ها، روند ژنتیکی موتاسیون، انتخاب طبیعی و نیز توان 
ها در تبادل ژنتیکی سبب سازش و تنوع در حدي بالاي باکتري

ها در محیط شود، به همین جهت سازش باکتريغیر معمول می
بیوتیک، در ایجاد مقاومت بسیار سریع اتفاق حاوي آنتی

و همکاران بیشترین فراوانی مربوط  Liraدر مطالعه  .)9(افتد می
به میزان  ، همچنین در این مطالعه stx1بوده نه  stx2ي ها ژنبه 
ولی  .)13(مثبت گزارش گردید CVD419 ها با% از نمونه 7/72

Sandhu بر این امر تکیه دارد که میزان جداسازي  و همکاران
در سال  Osek. )18(بیشتر است  STECهاي از سویه stx1ژن 

آوري شده در هاي شیر جمعگزارش نمود که در نمونه 2002
هاي سویه % مربوط به8/55لهستان بیشترین فراوانی به میزان 

STEC  با حضور ژنeae 16(دباش می( .Willshaw  به همراه
 29نمونه دامی، در 48از بین  1992همکاران در تحقیقات سال 

مثبت گزارش  CVD419 روب، پO157غیر  STECنمونه دامی 
، در 2013و همکاران در سال  Mohammadi. )20(گردید

در شیر  EPECبراي شناسایی پاتوتیپ  PCRکرمانشاه، از روش 
 eaeAخام استفاده کردند. در این روش با مطالعه ژن هاي هدف 

استفاده  EPECبراي شناسایی پاتوتیپ  Stx1, Stx2و سپس 
ي ها ژن%) داراي 25/8نمونه ( 17 نمونه، 206کردند. از مجموع 

Stx1 ,Stx2 + eaeA  پاتوتیپ)EPEC14() بودند( .Alikhani  و
در ایران، در طی مطالعه اي با استفاده از  2006همکاران در سال 

ترین عامل جدا شده  به نتایج زیر دست یافتند: شایع PCRروش 
تولیدکننده شیگاتوکسین،  E.coliبود و سپس   EPECپاتوتیپ 

و همکاران در  Andrade. )4(شیگلا، سالمونلا و آئروموناس 
نمونه دامی، با  156در برزیل به مطالعه بر روي  2012سال 

پرداختند. در نتایج تحقیقات  Multiplex PCRاستفاده از روش 
ي بیماریزاي شناسایی شده در نمونه هاي دامی ها ژن فراوانی

، 3/24 (%eae، (Stx1 %)8/82مبتلا به اسهال خونی برابر با: (
)4/11 (%F42) ،10 (%F5) ،28/4 (%Sta) ،4 (%Stx2 گزارش ،

 MultiPlex PCR. در تحقیقات ما با استفاده از روش )5(گردید
بر  EPECو  EAECهاي  جهت شناسایی مولکولی پاتوتیپ

) EPEC(پاتوتیپ  bfPAنمونه داراي ژن  4 نمونه شیر، 50روي 
در این  M-PCRمده از روش بودند. تفاوت نتایج بدست آ

مطالعه با مطالعات محققین دیگر در نقاط مختلف دنیا مربوط به 
که دلایلی براي این  دباش می eaeو  CVD432ي ها ژنشناسایی 

موضوع وجود دارد: یکی از این دلایل ممکن است به علت 
منبع نمونه و منطقه جغرافیایی باشد که در این مطالعه، 

  مورد بررسی قرار گرفته است. هاي شیر گاو نمونه
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