
یی                                                                                      مجله میکروب شناسی مواد غذا

 

16 
 

در شهرستان گوسفند و مرغ  گوشتاز  انتروباکتر کلوآکهی ها جدایه در لگوی مقاومت آنتی بیوتیکیتعیین ا

 1400شهرکرد در سال 

 3، حسن ممتاز2*بخش، الهه تاج1دهکردی الهه برزم

 اسلامی، آزاد دانشگاه شهرکرد، واحد پایه، علوم دانشکده میکروبیولوژی، گروه تخصصی،دانش آموخته ی دکتری .1

 ایران شهرکرد،

 ایران شهرکرد، اسلامی، آزاد دانشگاه شهرکرد، واحد پایه، علوم دانشکده میکروبیولوژی، گروه.2

 ee_tajbakhsh@yahoo.com :پست الکترونیکی،  نویسنده مسئول(*)

  چکیده:

 به  منابع مهماز  وسفندگ شتگوو  رطیو شتگو بین ینو در ا دهبو انینسا یعفونتها لیصا ملاعواز  دهلوآ یهااغذ لمعمو رطو به

عنوان یک بیوتیکی چندگانه، عمدتاً بهبا داشتن عوامل حدت مختلف و مقاومت آنتی انتروباکتر کلوآکههای سویه .ندیآیم بحسا

به صورت تصادفی وسفند گگوشت مرغ و  384 انتروباکتر کلوآکهجداسازی  در این تحقیق. شوندمیطلب محسوب فرصتزای بیماری

بیوتیکی به روش انتشار . تعیین الگوی مقاومت آنتیو مولکولی انجام شدمیکروبی های شهرستان شهرکرد  به روشدر 1399در سال 

های بتالاکتاماز وسیع میکروتیتر پلیت استفاده شد. توانایی تولید آنزیمدیسک صورت گرفت و به منظور بررسی تولید بیوفیلم از روش 

درصد( به عنوان  51/6)نمونه  25انتروباکتر کلوآکه در  مورد بررسی،  ینمونه 384از الطیف از طریق فنوتیپی و ژنوتیپی بررسی شد. 

نمونه مربوط به گوشت  18 از این بین شدند.  دییتأنیز  ،hsp60 شناسایی شدند که در بررسی مولکولی در حضور ژن انتروباکتر کلوآکه

نسبت به بیوتیکی ترین مقاومت آنتیبیشدر بین جدایه ها  .بودندربوط به گوشت گوسفند مدرصد(  28نمونه ) 7درصد( و  72مرغ )

درصد( گزارش  8/23جدایه ) 15ترین مقاومت نسبت به نیتروفورانتئین در ایزوله ) درصد( و کم 20کوتریموکسازول و سفوتاکسیم در

مطالعه  درصد( واکنش بیوفیلم متوسط را نشان دادند. 40ایزوله ) 10درصد( واکنش بیوفیلم قوی،  60ایزوله ) 15. روش میکروتیتردر شد. 

ها سویهبالایی برخوردارند. افزایش میزان این از شیوع  نسبتاً  ESBLمولد   کلوآکهانتروباکتر  یهاهیسوحاضر حاکی از آن است که 

کارگیری عوامل ضد میکروبی جدید و محدود نمودن ها است که رفع این مشکل مستلزم بهبیوتیکناشی از تجویز غیر منطقی آنتی غالباً

 .اشدبگیری از ابزارهای کنترل عفونت میاستفاده غیرضروری از عوامل ضدمیکروبی و افزایش بهره

 بیوتیکیمقاومت آنتیگوشت گوسفند، گوشت مرغ، ، بتالاکتامازهای وسیع الطیف، انتروباکتر کلوآکه :کلیدی یهاواژه



یی                                                                                      مجله میکروب شناسی مواد غذا

 

17 
 

 مقدمه:

های گرم بزرگی از باسیل گروه  انتروباکتریاسه خانواده

دستگاه گوارش انسان و  هامنفی است که جایگاه اصلی آن

 یتساپروف یعیطب یطها در محآن .باشدحیوانات خون گرم می

از  یقسمت یزو ن شوندیم یافتها در خاک و فاضلابو هستند 

 شوندیفلور نرمال دستگاه گوارش انسان محسوب م

(Mezzatesta, et al., 2012). های گرم باسیل انتروباکترها

تا   6/0معادل  یااندازهباشند که هوازی اختیاری میمنفی و بی

 تاژک اطرافی  واسطه دارا بودن میکرومتر دارند و نیز به 2

 .(Antony and Prasad, 2011) باشدمتحرک می

در آب، خاک،  انتروباکتر های گونهمیکروارگانیسم

فاضلاب، محصولات لبنی و سبزیجات وجود دارند و قسمتی از 

زا نیستند. اگرچه فلور روده بوده و به طور معمول بیماری

کند اما به ندرت در افراد سالم ایجاد عفونت می انتروباکتر

افراد مبتلا به نقص  توانند عامل مهم مرگ و میر و بیماری درمی

کند که باعث اندوتوکسینی تولید می انتروباکتر ایمنی باشند.

اختصاصی  انتروباکترهای شود. علائم عفونتمیبروز توکسمی 

های گرم منفی هم وجود دارد. نبوده و در سایر باکتری

(Conly, 2012). های به علت کلنیانتروباکتر های گونه

هستند، اما با  کلبسیلا هایگونه بزرگ و موکوئیدی شبیه به

آز از هم افتراق داده ها مثل حرکت و اورهآزمونتعداد کمی از 

 جنس یطبقه بند .(Murray, et al., 2020)شوند می

گونه در  ینچند. شده است ییرمکرر دچار تغبه طور  انتروباکتر

روژنز، ئآ انتروباکتر :از جمله اندشده یفجنس دوباره تعر ینا

 کانسروجنوس، انتروباکترانتروباکتر یجنوس،آمن انتروباکتر

 ینترمدیوس،ا انتروباکتر یا،جرجوور انتروباکت ی،کووان

 مکانیسم. (Morand, et al., 2009) یرینوسپ انتروباکتر

 دخالت که با است عاملی چند و پیچیده انتروباکتر زاییبیماری

 توسعه در هاآن نقش که احتمالی، حدت عوامل از تعدادی

 چسبندگی از پس .شودنیست، ایجاد می مشخص هنوز بیماری

 شرایط در انتروباکتر هایسویه تلیال،اپی هایسلول به

 جمله از بالقوه، حدت فاکتورهای از بسیاری آزمایشگاهی

 منفذساز هایسیتوتوکسین همولیزین و-آلفا ها،انتروتوکسین

 کنندمی را تولید شیگا مانند II سم به شبیه تیول با شدهفعال

(Davin-Regli A. and Jean-Marie, 2015).  امروزه

غذایی با منشأ دامی که ممکن است حاوی  یهافرآوردهمصرف 

زیادی را برای  یهاینگرانبیوتیکی باشند،  آنتی یهامانده باقی

 تـرین خطـر باقیکنندگان ایجاد کرده است. از مهم مصرف

بیـوتیکی در مـواد غـذایی، بـروز مقاومت  آنتـی یهامانده

کنندگان  های پاتوژن در بدن مصرفدارویی در برابرباکتری

  .باشدمی



یی                                                                                      مجله میکروب شناسی مواد غذا

 

18 
 

الگوی مقاومت جا که تاکنون تحقیقی در مورد ز آنا

ز جدا شده ا انتروباکتر کلوآکهجدایه های  در آنتی بیوتیکی

صورت نگرفته  شهرستان شهرکرد درگوشت مرغ و گوسفند 

 الگوی مقاومت آنتیبه بررسی  مطالعه حاضر طراحی تا است،

شت از گوجدا شده  انتروباکتر کلوآکه یهاهیسوبیوتیکی در 

 مرغ و گوسفند پرداخته شود

 مواد و روش کار:

 جداسازی باکتری

 باشد که در یک دورهمی  مقطعی – این مطالعه از نوع توصیفی

( در شهرستان 1399تا خرداد  1398)از خرداد ماه ساله یک

 )قسمت ران( گوشت گوسفند و مرغی نمونه 384شهرکرد 

عدد  384 هانمونهبر اساس فرمول آماری زیر تعداد  انجام شد.

ترین زمان در کوتاه هانمونه . انتخاب شد 

ممکن با رعایت شرایط اسپتیک به آزمایشگاه کنترل کیفی 

. تمامی نداسلامی واحد شهرکرد انتقال داده شددانشگاه آزاد 

قرار  بررسیمورد  انتروباکتر کلوآکهها از نظر حضور نمونه

گرم از هر نمونه در شرایط استریل همگن و به 10مقدار. گرفتند

 37ساعت در دمای 24اضافه شد و پپتون واتر محیط استریل 

                                                           
1 DNPTM 

(CinnaGen)

  

لوپ گرمخانه گذاری شد. سپس توسط  گراد درجه سانتی

انتقال داده شدند و به مدت  مک کانگی آگاراستریل به محیط 

درجه سانتی  37های کشت داده شده در دمای ساعت پلیت 24

-کلنیگذاری شد. پس از گذراندن زمان فوق گرمخانه  گراد

های انتخاب و آزمون انتروباکتر کلوآکهمشکوک به  های 

جدایه  جهت تشخیص بیوشیمیاییها انجام شد. تکمیلی روی آن

های بیوشیمیایی از قبیل تولید آزمون انتروباکترکلوآکهای ه

اندول، واکنش متیل رد، ووژس پروسکائر، سیترات، تولید 

، اوره، لایزین دکربوکسیلاز، آرژینین سولفید هیدروژن

دهیدرولاز، اورنیتین دکربوکسیلاز، حرکت و تولید اسید در اثر 

 (.Shimaa, et al., 2023)تخمیر قندها انجام شد 

 تشخیص مولکولی جدایه ها 

انتروباکتر های منظور تشخیص مولکولی و تأیید جدایهبه

 DNAبا استفاده کیت استخراج  DNA، استخراج کلوآکه

و طبق دستور شرکت سازنده صورت گرفت. 1)شرکت سیناژن(

رقیق شد.  1:100، استوک تهیه شده  DNAبرای تعیین غلظت

نانومتر توسط  260و  280های موج میزان جذب نوری در طول

که جذب نوری گیری شد. در صورتیاسپکتروفوتومتر اندازه

دارای کیفیت خوبی  DNA باشد 2تا  8/1بین  280به  260
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ها، است. پس از خواندن جذب نوری نمونه PCR جهت انجام

 (.8تعیین شد ) DNA با استفاده از فرمول زیر غلظت

DNA )غلظت ng/µl) ꞊ OD 260× 50(ng/µl) × فاکتوررقت 

های رشد کلونی درانتروباکتر کلوآکه جهت تأیید قطعی وجود 

 استفاده شد  hsp60جهت ردیابی ژن PCRیافته، از آزمایش 

(Masoomiv Jahandizi, et al., 2020.) 

 ATCC انتروباکتر کلوآکهدر این تحقیق از سویه استاندارد 

های علمی و صنعتی ایران تهیه شده از مرکز پژوهش  23355

عنوان کنترل مثبت استفاده شد. توالی پرایمر مورد استفاده در به

( نشان داده شده است.  1جدول )

 انتروباکتر کلوآکه  hsp60: توالی پرایمرهای مورد استفاده جهت ردیابی ژن 1جدول 
 ژن توالی اندازه محصول دمای اتصال

58 341 F:  GGT AGA AGA AGG CGT GGT TGC 

R: ATG CAT TCG GTG GTG ATC ATC AG 
hsp60 

 

یابی ژن  هت رد هایی   PCRواکنش   hsp60ج  50در حجم ن

میلی  PCR buffer 10X  ،5/1میکرولیتر 5میکرولیتر شــامل: 

ـــی نوکلیوتیــد تری  Mgcl2 ،250مول  میکرومول دئوکس

ــفات،  میکرومول از هر یک از  dNTP ،1میکرو مول  200فس

میکرولیتر از هر نمونــه  5زوج پرایمرهــای جلویی و عقبی، 

DNA واحد آنزیم  25/1 وDNA Taq Polymerase انجام ،

ـــامل یک   hsp60ردیابی ژن . فرایند دمایی برای ردیپذیم ش

 ثانیه، 40درجه  94سیکل تکراری  5دقیقه،  4درجه  95سیکل 

 94 ســیکل تکراری 25ثانیه و   60درجه  72ثانیه،  45درجه  65

یه،  45درجه  یه،  45درجه  55ثان ی 60درجه  72ثان یه و  ک ثان

  .بوددقیقه  4درجه  72سیکل انتهایی 

                                                           
2 Kirby Bauer 

درصـــد  2در این مرحله بر روی ژل آگارز  PCR محصـــول

ــد ولت به  80ها در ولتاژ ثابت الکتروفورز نمونه. الکتروفورز ش

و از ژل حاصله در حضور  دقیقه انجام گرفت  60مدت حدوداً 

ــد و ثبت گردید. UV نور ــویربرداری ش  341وجود قطعه  تص

ـــان hsp60جفت بازی تکثیر یافته از ژن  گر در این مرحله نش

مورد آزمایش  جدایه هایدر  انتروباکتر کلوآکهوجود قطعی 

 د. بو

 بیوتیکیتعیین الگوی مقاومت آنتی

ها از روش بیوتیکها نسبت به آنتیباکتری مقاومتبرای تعیین 

 CLSI (Clinicalمطابق دستورالعمل  2بائر-کربی

Laboratory Standard Institue) 2019  .استفاده شد

بیوتیک در این آزمایش شامل: آنتیهای دیسک

، (AN 30 µg)آمیکایسین ، STX 25µg))کوتریموکسازول 

، ( CTX 30µg) سفوتاکسیم ،(FM 300µg)نیتروفورانتئین 
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و  ( CRO 30 µg) سفتریاکسون ،(CAZ 30µg) سفتازیدیم

،  (CP 5µg)سیپروفلوکساسین ،(CF 30µg)سفالوتین 

 NOR) ، نورفلوکساسین(NA30µg)نالیدیکسیک اسید 

10µg)،  تتراسایکلین(TE 30µg)پنم ، ایمی(IMP 10µg) ،

 ،(AM 10µg)سیلین آمپی ،((GM 10µgجنتامایسین 

 ازکه   (E 15µg)اریترومایسین  ،(K 30 µg)کانامایسین 

  .خریداری شدندایران -طب شرکت پادتن

 یکنندهتولید  انتروباکتر کلوآکه یهاهیسوشناسایی 

 بتا لاکتامازهای وسیع الطیف

-تولیدکننده آنزیم انتروباکتر کلوآکههای سویهمنظور بررسی به

 آزمون انجام شد. در این 3آزمون دیسک ترکیبی  ESBL های

شود توسط اسید کلاوولانیک ارزیابی می ESBLs مهار فعالیت

های حاوی سفالوسپورین به تنهایی )سفوتاکسیم، و دیسک

سفتازیدیم، سفپیم( و در ترکیب با اسید کلاوولانیک استفاده 

اطراف دیسک سفالوسپورین همراه با اسید  شود. هالهمی

کلاوولانیک با هاله اطراف دیسک سفالوسپورین به تنهایی 

 انتشاریمانند دیسک  آزمون شود. برای انجام این مقایسه می

ساعته( در سرم  24کلنی از کشت کلنی) 3الی  2عمل شد. 

فیزیولوژی استریل حل شد و بعد از مقایسه با محلول استاندارد 

فارلند، بر روی محیط مولرهینتون آگار کشت انجام مک 5/0

میکروگرم( به  30) (CAZ)یک دیسک سفتازیدیم شد. از 

                                                           
3 -Combination Disk Test (CDT) 

تنهایی و یک دیسک سفتازیدیم در ترکیب با اسید 

میکروگرم( و دیسک  10/30) (CAC)کلاوولانیک 

اسید در کنار دیسک میکروگرم(  30) (CTX)سفوتاکسیم 

 . شداستفاده میکروگرم(  10/30) (CAC)کلاوولانیک 

. شدندگرمخانه گذاری  گراددرجه سانتی 37ها در دمای پلیت

طر قساعت بررسی شدند و  24تا  18های باکتریایی بعد از کشت

سپورین همراه و بدون های سفالوعدم رشد اطراف دیسک هاله

-صورتی در .شد گیری و با هم مقایسهاندازه کلاوولانیکاسید

ر طر هاله عدم رشد باکتری اطراف هر دیسک به تنهایی دکه ق

عنوان تر بود بهمتر یا بیشمیلی 5مقایسه با دیسک ترکیبی خود 

از الطیف در نظر گرفته شد. تولیدکننده بتالاکتاماز وسیع سویه

 کلبسیلا پنومونیهو  ATCC 25922 اشریشیاکلیسویه 

ATCC700603 های علمی و تهیه شده از مرکز پژوهش

بیوگرام و دیسک های آنتیجهت کنترل روشصنعتی ایران 

 (.Torshizi, et al., 2011) ترکیبی استفاده شد

 آزمایش تشکیل بیوفیلم با روش میکروتیتر پلیت

 96روش میکروتیتر پلیت از  توانایی تشکیل بیوفیلمبرای بررسی 

از  ملکاابتدا یک لوپ  برای این منظور. شدای استفاده خانه

تلقیح TSB محیط  لیترمیلی 5کلنی باکتری به یک لوله حاوی 
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گراد درجه سانتی 37ساعت در دمای  24تا  18مدت شد و به

لیتر از سوسپانسیون میلی 1 سپسشدند.  گرمخانه گذاری

 TSBلیتر محیط استریل میلی 10باکتری  به لوله آزمایش حاوی 

میکرولیتر از این  200گلوکز( تلقیح گردید. سپس  25/0)حاوی 

های میکروتیتر پلیت ریخته شد. در محیط در داخل چاهک

و از  ریخته شد TSBچاهک شاهد فقط محیط کشت استریل 

تهیه شده از  ATCC 1705 کلبسیلا پنومونیهاستاندارد  سویه

کنترل مثبت عنوان بههای علمی و صنعتی ایران مرکز پژوهش

میکرولیتر  200ها وشوی میکروپلیت. بعد از شستاستفاده شد

به  گرمخانه گذاریو  شددرصد افزوده  9/0کریستال ویوله 

 سپسگراد صورت گرفت. درجه سانتی 37دقیقه در  15مدت 

بار با  3ها وشوی چاهکها خالی و شستمحتوی داخل چاهک

میکرولیتر اتانول  200سرم فیزیولوژی استریل انجام شد. سپس 

ها تثبیت گردند. ها اضافه گردید تا سلولدرصد به چاهک 95

ها تخلیه شدند و در دقیقه، محتویات چاهک 15بعد از گذشت 

ها خشک شد. سپس جذب نوری دمای آزمایشگاه سطح پلیت

نانومتر توسط  630های رنگ شده با کریستال ویوله در چاهک

، ساخت کشور آمریکا ( BioTeK) دستگاه قرائت کننده الایزا

در سه گروه قوی، متوسط و  ODکه بر اساس خوانده شد. 

 4ODcکه  جدایه هاییکه طوریبندی شدند. بهضعیف طبقه

< OD 2 کهعنوان بیوفیلم قوی، در صورتیبهODc < OD 

≤ 4ODc عنوان بیوفیلم متوسط و داشتند بهOD ≤ 2ODc 

بیوفیلم منفی عنوان به  OD ≤ ODcعنوان بیوفیلم ضعیف و به

 (.Torshizi, et al., 2011) شدند.نظر گرفته در 

 ،M-CTXbla  هایجهت ردیابی ژن PCRواکنش 

 TEMbla وSHVbla 

با استفاده از پرایمرهای  blaهای ژنردیابی برای  PCRواکنش 

 .(Rizi, et al., 2016) انجام شد.( 4نشان داده شده در جدول )

 SHVblaو M-CTXbla،  TEMblaهای پرایمرهای مورد استفاده برای ردیابی ژن: 4جدول 

ی محصول اندازه ('3-'5)توالی پرایمر  ژن  

(bp) 

 دمای اتصال

SHVbla F: ATGCGTTATATTCGCCTGTG 

R: TGCTTTGTTATTCGGGCCAA 
747 65 

M-CTXbla F: ATGTGCAGCACCAGTAAAGTGATGGC 

R: TGGGTAAAGTAAGTGACCAGAATCAGCGG 
593 65 

TEMbla F:TCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGA 

R: ACGCTCACCGGCTCCAGATTTAT 
445 65 
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ــــامــل:  50در حجم نهــایی   PCRواکنش   5میکرولیتر ش

 Mgcl2 ،250میلی مول  PCR buffer 10X  ،5/1میکرولیتر

میکرو مول  200میکرومول دئوکســی نوکلیوتید تری فســفات، 

dNTP ،1  میکرومول از هر یک از زوج پرایمرهای جلویی و

واحـد آنزیم  25/1و  DNAمیکرولیتر از هر نمونـه  5عقبی، 

DNA Taq Polymerase جام مایی ردیپذیم، ان ند د . فرای

ــیکل  ــامل یک س ــیکل تکراری  10دقیقه،  5درجه  94ش  94س

جه  یه،  45در جه  65ثان یه،  45در جه  72ثان یه و  90در  25ثان

رجه د 72ثانیه،  45درجه  55ثانیه،  45درجه  94سیکل تکراری 

 .انجام شد  دقیقه 5درجه  72ثانیه و یک سیکل انتهایی  90

ـــول  15 جهت انجام الکتروفورز   3  با PCRمیکرولیتراز محص

قل  هک ژل منت چا به  گذاری مخلوط و  بار بافر  میکرولیتراز 

 1جفت بازی یا  DNA 100ها از مارکر گردید. به همراه نمونه

کیلو بازی )فرمنتاس لیتوانی( جهت تعیین وزن باند موردنظر در 

به علت داشــتن  DNAهای الکتروفورز اســتفاده شــد. مولکول

قطب مثبت حرکت فسفات که دارای بار منفی است، به سمت 

ـــانگرکنند. رنگ می ـــده همراه  نش به  DNAنیز خود باردار ش

 کند.سمت قطب مثبت حرکت می

 نتایج:

بیوشیمیایی  هایگوشت و انجام آزمون های پس از کشت نمونه

شناسایی  انتروباکتر کلوآکهبه عنوان  درصد( 51/6) جدایه 25

 دییتأنیز ، hsp60 حضور ژن وشدند که در بررسی مولکولی 

 72)نمونه مربوط به گوشت مرغ  18که  (.1)شکل  شدند

-وسفند میگربوط به گوشت مدرصد(  28) نمونه 7و درصد( 

 .باشد

 

 
-: کنترل مثبت، ستون2 رل منفی، ستون: کنت1مارکر، ستون  M: ستون انتروباکتر کلوآکه جدایه های  hsp60الکتروفورز ژن : 1شکل 

 مثبت  یهانمونه:  5تا  3های 
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 جدایه هایبیوتیکی در نتایج مربوط به مقاومت آنتی

 انتروباکتر کلوآکه
انتروباکتر  های جدایهبیوتیکی حساسیت و مقاومت آنتی

 کوتریموکسازول، هایبیوتیکآنتی نسبت به کلوآکه

، سفتازیدیم، سفوتاکسیم نیتروفورانتئین، آمیکایسین،

اسید،  نالیدیکسیک، سیپروفلوکساسین، ، سفالوتینسفتریاکسون

-، آمپیپنم، جنتامایسیننورفلوکساسین، تتراسایکلین، ایمی

با  سیلین، کانامایسین و اریترومایسین مورد بررسی قرار گرفت.

بیوتیکی ترین مقاومت آنتیبیشدست آمده بهنتایج توجه به 

 80 )جدایه  20در و سفوتاکسیم کوتریموکسازولنسبت به 

جدایه  15ترین مقاومت نسبت به نیتروفورانتئین در درصد( و کم

 . (5)جدول  شد مشاهده درصد(  8/23)

 جدا شده از گوشت مرغ و گوسفند انتروباکتر کلوآکه جدایه هاینتایج مقاومت آنتی بیوتیکی در  : 5جدول 

 آنتی بیوتیک
 

 حساس نیمه حساس مقاوم

 درصد تعداد درصد تعداد درصد تعداد

 4 1 16 4 80 20 کوتریموکسازول

 8 2 12 3 80 20 سفوتاکسیم

 20 5 8 2 72 18 سفتریکسون

 20 5 12 3 68 17 آمپی سیلین

 16 4 16 4 68 17 تتراسایکلین

 12 3 28 7 60 15 آمیکایسین

 20 5 16 4 64 16 انامایسینک

 24 6 20 5 56 14 اریترومایسین

 28 7 16 4 56 14 جنتامایسین

 40 10 12 3 48 12 نالیدیکسیک اسید

 36 9 16 4 48 12 سیپروفلوکساسین

 40 10 20 5 40 10 نورفلوکساسین

 44 11 16 4 40 10 سفتازیدیم

 48 12 16 4 36 9 سفالوتین

 60 15 20 5 20 5 ایمی پنم

نتایج مربوط به آزمایش تشکیل بیوفیلم با روش 

 میکروتیترپلیت

براساس  انتروباکتر کلوآکهجدایه  25روش میکروتیتر پلیت در 

OD 15بندی شدند. در سه گروه قوی، متوسط و ضعیف طبقه 

تولید درصد(  40) جدایه 10بیوفیلم قوی،  درصد( 60)جدایه 

کدام از در هیچ عدم تولید بیوفیلم بیوفیلم متوسط را نشان دادند.

تولید بیوفیلم نتایج  ( 3در نمودار ) مشاهده نگردید. جدایه ها

جدا شده از گوشت کوسفند و انتروباکتر کلوآکه  جدایه های 

 .مرغ آورده شده است
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 بر اساس بیوفیلمانتروباکتر کلوآکه  جدایه های بیوتیکی در مقاومت آنتی: 2نمودار 

های بیوتیکبراساس آزمون دقیق فیشر بین مقاومت به آنتی

و   سفوتاکسیم، تتراسایکلین، آمیکایسین کوتریموکسازول،

مشاهده بیوفیلم رابطه آماری معناداری  تولیدسیپروفلوکساسین با 

 تولیدو ها بیوتیکآنتیمقاومت با سایر اما بین (p <0.05) شد

 .مشاهده نشدبیوفیلم رابطه آماری معناداری 

 40) جدایه 10 بررسی مورد انتروباکتر کلوآکه جدایه 25از 

درصد( در بررسی فنوتیپی مولد بتالاکتامازهای وسیع الطیف 

درصد(  50) جدایه  5تشخیص داده شدند. در بررسی مولکولی 

 TEMbla درصد( دارای ژن 40) جدایه M-CTXbla ،4 دارای ژن

 بودند.  SHVblaدرصد( دارای ژن  03) جدایه  3و 

 بحث

غذایی با منشأ دامی که ممکن  یهافرآوردهامروزه مصرف 

های بیوتیکی باشند، نگرانیآنتی یهاماندهیباقاست حاوی 

-مصرف بیکنندگان ایجاد کرده است.  زیادی را برای مصرف

ها و عدم رعایـت نکـات ضـروری در بیوتیکرویه آنتی

ها مانده آنها و باقیها و مرغداریدر دامداری هاآناسـتفاده از 

دامـی سـبب  منشأمـواد غـذایی بـا  شـیرو سـایر در گوشـت،

 ایجـاد خطرهای قابل توجه برای مصرف کنندگان خواهـد شـد

(Gracey, and Gollins 1992).  نتایج حاصله از مطالعات

هـایی صـورت گرفتـه طـی سـی سال اخیر در کشور ضـرورت

ار دامـی آشـک منشأرا در جهـت کنتـرل کیفیت مواد غذایی بـا 

بیـوتیکی در اغلب . مشاهده آلودگی به بقایای آنتـیسازدیم

های مصرفی های صورت گرفته روی شیر و لبنیات، اندامبررسی

ها از چون کبـد و کلیـه و گوشـت در برخی از استانطیور هم
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-جمله نکات قابل توجه در تهدیـد سلامت غذایی کشور می

های مقاومت وجود. (Msgari Abasi, et al., 2009)باشد. 

های نگرانی از یکی های بیمارستانیپاتوژن در بیوتیکیآنتی

-آنتی به است. مقاومت علم پزشکی اساسی و بزرگ

 بین تنها نه های مقاومباکتری و گسترش های جدیدبیوتیک

 از جامعه افراد بین در بلکه در بیمارستان بستری بیماران

بسیاری (. et al.,  Yelin ,2019.)است  این معضل پیامدهای

شایع  ی انتروباکتریاسه از عواملهای خانوادهاز باکتری

ها بیوتیکآنتی گسترده مصرف و بوده های ادراریعفونت

شده  هاباکتری این در بیوتیکیهای آنتیمقاومت باعث افزایش

و  سیلینآمپی ها )مثلبتالاکتام به هاآن مقاومت است که

مثل  دیگر هایبیوتیکآنتی سایر زنی سفوتاکسیم( و

دنیا  مناطق از بسیاری در سولفونامیدها و کوتریموکسازول

های بیوتیکبرخی از آنتی (.,.Yang, et al)است  شده گزارش

ها )مثل اکسی تتراسایکلین :رایج در دامپزشکی عبارتند از

ها، سیلینپنی(، تتراسایکلین، کلرتتراسایکلین، داکسی سایکلین

 آمینوگلیکوزیدها ،(…ماکرولیدها )تایلوزین، تیل مایکوزین و 

 مطالعات ....( مثل نئومایسین، کانامایسین، استرپتومایسین و

 ها،بیوتیکآنتی الگوی مصرف از نظر صرف دهدنشان می

توانند در ایجاد مقاومت بیوتیکی میآنتی های مقاومتژن

 های اخیرسال داشته باشند. درها نقش بیوتیکها به آنتیباکتری

 از جمله های مختلفبیوتیکآنتی از وسیعی طیف از استفاده

 تدابیر ها ازآمینوگلیکوزید ها وکینولون ها،سفالوسپورین

 افراد در های عفونیبیماری کنترل منظوربه درمانی مناسب

 داروهای از زیاد استفاده دلیلباشد و بهمختلف می

های ژن و های مقاومانتشار کلون و شیوع میکروبی،آنتی

 است. بنابراین، بررسی یافته ها افزایشبیمارستان در مقاومت

 رسدنظر میبهضروری  هایباکتر مقاومت ضدمیکروبی الگوی

(Jay James, et al., 2000).  

گوشت مورد  ینمونه 384نتایج مطالعه حاضر نشان داد که از 

باشند. می انتروباکتر کلوآکه آلوده به نمونه  25، تعداد بررسی

 28نمونه ) 7درصد( و  72نمونه مربوط به گوشت مرغ ) 18که 

بیشترین مقاومت  باشد. ربوط به گوشت گوسفند میمدرصد( 

 80بیوتیکی نسبت به کوتریموکسازول و سفوتاکسیم )آنتی

 20بیوتیکی نسبت به ایمی پنم )درصد( و کمترین مقاومت آنتی

 گزارش گردید. درصد(

تواندبه علت بافت علت آلودگی کمتر در گوشت قرمز می

مخصوص آن باشد که بعد از مرگ حیوان حالت اسیدی پیدا 

های انجام شود. زیرا طبق بررسیمی pHگند و باعث کاهش می

پایین هستند  pHهایی که دارای ها بر روی گوشتشده، باکتری

 (.Jay James, et al., 2000)کنند به کندی رشد می
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غذاهای حیوانی منبع مهمی برای تغذیه برای بسیاری از مردم در 

ها ممکن است چندین خطر سراسر جهان هستند، اما مصرف آن

سلامتی داشته باشد. این موضوع، ایمنی غذاهای حیوانی  برای

دهد و یکی از های اجتماعی قرار میرا در خط مقدم نگرانی

برای تولیدکنندگان مواد غذایی است. های فعلی و مداوم چالش

 یخانوادههای یکی از این خطرات  برای سلامتی باکتری

باشند که به طور طبیعی در دستگاه گوارش انتروباکتریاسه می

ه تنها باعث فساد ها ناین باکتری .کنندپستانداران زندگی می

شوند، بلکه خطر میکروبیولوژیکی برای مصرف مواد غذایی می

مصرف گوشت خام یا نیم پز و محصولات . کنندگان نیز دارند

غذایی با آلودگی متقاطع باعث افزایش عفونت انسانی در 

 یخانوادههای باکتری شود.اعضای  این خانواده می

های شاخص برای کیفیت عنوان باکتریانتروباکتریاسه همیشه به

به  ی، میکروبیولوژیکی غذا و سطح بهداشت فرآیندهای تولید

 ,.Jay James, et al) اندبودهدلیل این خطرات مورد نیاز 

2000.) 

 274و همکاران که بر روی  Edrisدر تحقیق انجام شده توسط 

، شیرخرگوش، ، گوشت گاو، مرغنمونه غذای حیوانی شامل: 

به منظور  هاکره و تخم مرغ جمع آوری شده از سوپرمارکت

نروباکتریاسه ها انجام شد. در این تحقیق نجداسازی ا

درصد(  4/11از بیشترین فراوانی )پسودوموناس آئروژینوزا 

خرگوش، کره و ت برخوردار بود که بیشترین آلودگی درگوش

انتروباکتر در این تحقیق شیوع شیر گزارش گردیده است. 

گزارش گردید که نسبت به تحقیق ما  (درصد 27/7)کلوآکه 

کمترین فراوانی متعلق به  باشد.کمتری برخوردار میاز فراوانی 

در این تحقیق بیشترین مقاومت  باشد.می پروتئوس میرابیلیس

و  کلاولانیک اسید-بیوتیکی به آموکسی سیلینآنتی

که در تحقیق در حالی .شددرصد( گزارش  100وروکسیم  )سف

 80) مما بیشترین مقاومت به کوتریموکسازول و سفوتاکسی

  .(Edris, et al., 2023) درصد( گزارش شده است

نوع  7و همکاران بر روی  Haryaniدر تحقیقی که توسط 

نمونه آلودگی به  6غذای خیابانی در مالزی صورت گرفت، در 

انتروباکتر کلوآکه گزارش شد. در این تحقیق بیشترین مقاومت 

مت درصد(گزارش شد. مقاو 71/85نسبت به استرپتومایسین )

درصد( و و مقاومت نسبت به  86.42نسبت به تتراسایکلین )

 Hayrani, et)   درصد( گزارش شد 28.57سفوروکسیم )

al., 2008). 

ها دارد. باکتریحدت توانایی تشکیل بیوفیلم نقش مهمی در 

های از یک طرف باعث محافظت میکروارگانیسمبیوفیلم 

مبادله مواد ژنتیکی شود و از طرف دیگر باعث تشکیل دهنده می
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یی که توانایی تشکیل بیوفیلم دارند نسبت به هاباکتریباشد. می

و از  مقاومت زیادی دارند شرایط نامساعد محیطی و بیوسایدها

و از  کنندطرف دیگر در بیوفیلم مواد را نگهداری و تغلیظ می

. در یک بیوفیلم نمایندمواد متابولیکی یکدیگر مصرف میِ

ب مواد آلی و تغذیه کمتر از زمانی باشد که ممکن است جذ

ها بیشتر ولی پایداری ژنتیکی در آن باشندمیها آزاد باکتری

ها بادیها، آنتیبیوتیکبیوفیلم باکتری را در برابر آنتی. باشدمی

بیوفیلم باکتریایی،  د.نمایهای فاگوسیتوز مقاوم میو سلول

دار کننده بر سطوح جانهای چسبنده و رشد از باکتری یاجامعه

. در استساکاریدی جان محصور در یک ماتریکس پلییا بی

ها اغلب در ارتباط نزدیکی با سطوح طبیعت میکروارگانیسم

های نرم کنند که این سطوح ممکن است بافتجامد رشد می

زنده و یا سطوح غیر زنده، مواد غوطه ور و یا ذرات خاک باشد. 

طوح جامد منجر به تشکیل بیوفیلم ارتباط و پیوستگی با س

 .(Kadouri, et al., 2005) گرددمیکروبی می

دارد از جمله ها باکتریتشکیل بیوفیلم منافع زیادی برای  

ها در برابر سیستم ایمنی میزبان، مقاومت در برابر حفاظت آن

ها، حفظ و نگهداری محیط ها و ضدعفونی کنندهبیوتیکآنتی

مناسب برای رشد و بقاء میکروارگانیسم، فیزیکی شیمیایی 

کنند در شرایط نامساعد محیطی مقاومت  توانندمیها بنابراین آن

ها بیوتیکی بیوفیلم باکتریبا توجه به مقاومت آنتی و زنده بمانند.

نسبت به حالت پلانکتونیک، این مسئله اهمیت بررسی و 

ئله را در تشخیص بیوفیلم در عفونت ایجاد شده و لحاظ این مس

 .(Davey, et al., 2000) دهددرمان نشان می

ایزوله  25منظور بررسی تشکیل بیوفیلم در تحقیق حاضر به

در سه  ODجدا شده از گوشت، که براساس  انتروباکتر کلوآکه

 60ایزوله ) 15بندی شدند. گروه قوی، متوسط و ضعیف طبقه

واکنش درصد(  40ایزوله ) 10درصد( واکنش بیوفیلم قوی، 

کدام واکنش بیوفیلم منفی در هیچ بیوفیلم متوسط را نشان دادند.

بین در تجزیه و تحلیل آماری  ها مشاهده نگردید.از ایزوله

سفوتاکسیم،  کوتریموکسازول،های بیوتیکمقاومت به آنتی

بیوفیلم سیپروفلوکساسین با واکنش و   تتراسایکلین، آمیکایسین

در تحقیق انجام شده  ده گردید.مشاهرابطه آماری معناداری 

توانایی  (Edris et al., 2023) و همکاران Edrisتوسط 

 14/57) کلوآکه انتروباکتر یهازولهیا تشکیل بیوفیلم قوی در

درصد(  86/42درصد( و توانایی تشکیل بیوفیلم متوسط )

-با نتایج حاصل از تحقیق ما مشابه می باًیتقرگزارش کردید که 

های خانواده های بتالاکتاماز توسط باکتریآنزیمتولید  .باشد

انتروباکتریاسه یکی از مشکلات بهداشتی و درمانی در سرار 

ها در نواحی جغرافیایی مختلف و جهان است. شیوع این آنزیم
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-Mehrang, et al., 2008; Al)کند با زمان تغییر می

Zahrani, et al., 2005; Knothe, et al., 1983). 

گیرینتیجه  

الطیف در دو دهه اخیر افزایش بتالاکتامازهای وسیع

فعال سازی  ها به علت غیر. این باکتریاندداشتهای ملاحظهقابل

ویژة نسل سوم طیف وسیعی از داروهای بتالاکتام به

ها، مشکلات فراوانی را برای درمان ها و مونوباکتامسفالوسپورین

رسد که نظر میها بهشار این باکتریاند. پیدایش و انتایجاد کرده

الطیف باشد ناشی از استفادة گسترده داروهای بتالاکتام وسیع غالباً

های که امروزه شاهد افزایش روزافزون باکتریطوریبه

های تولیدکننده ارگانیسمهستیم.   ESBLتولیدکنندة

الطیف از لحاظ بالینی بسیار با اهمیت بتالاکتامازهای وسیع

ای از خود نشان هستند، زیرا الگوی مقاومت دارویی گسترده

 .دهندمی

 تشکر و قدردانی
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Determining antibiotic resistance pattern in Enterobacter cloacae strains isolated from 

checken and sheep meat in Shahrekord city  

Abstract 

Usually, contaminated food is one of the main causes of human infections, and in this case, poultry meat 

and sheep are considered as the main causes. Enterobacter cloacae strains, having different virulence 

factors and multiple antibiotic resistance are mainly considered as an opportunistic pathogen. In this 

research, the isolation of Enterobacter cloacae from chicken and sheep meat samples in Shahrekord in 2019 

was done by microbial and molecular methods. Antibiotic resistance pattern was determined by disc 

diffusion method and microtitre plate method was used to check biofilm production. The ability to produce 

broad-spectrum β-lactamase enzymes was investigated through phenotypic and genotypic methods. Out of 

384 examined samples, Enterobacter cloacae were identified in 25 samples (6.51%) which also confirmed 

in the presence of the hsp60 in molecular analysis. Among these, 18 samples were related to chicken meat 

(72%) and 7 samples (28%) were related to sheep meat. The highest antibiotic resistance to cotrimoxazole 

and cefotaxime was reported in 20 isolates (80%) and the lowest resistance to nitrofuranthein was reported 

in 15 isolates (23.8%). In microtiter method. 15 isolates (60%) showed strong biofilm reaction, 10 isolates 

(40%) showed moderate biofilm reaction. The present study indicates that ESBL-producing Enterobacter 

cloacae strains have a relatively high prevalence. The increase in the number of these strains is often caused 

by the irrational prescription of antibiotics, which requires the use of new antimicrobial agents, limiting the 

unnecessary use of antimicrobial agents, and increasing the use of infection control tools. 

 Key words: Antibiotic resistance, Checken, Enterobacter cloacae, ESBL, Sheep. 

 

 

 


