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Abstract  

Background & Objectives: Escherichia coli O157:H7 is one of the main foodborne pathogen that 

cause severe gastrointestinal issues and death. Cattle are the major reservoir for E. coli O157:H7. 

During the slaughtering process, E. coli O157:H7 enter to food chain. Identifying the source of 

contamination plays important role in the control of bacteria. The purpose of this study is          

molecular typing and determining of genetic relationships among E.coli O157:H7 isolates using 

RAPD-PCR technique and investigating the relationship between their genetic and antibiotic     

resistance patterns. 

Materials& methods: The Random amplified polymorphic DNA (RAPD) analysis was used to 

evaluate genetic relationship among the isolates and the results was analyzed by NTSYSpc       

software. Antibiotic susceptibility of the isolates was examined through disc diffusion method. 

Results: The most isolates showed sensitivity to seven antibiotics and resistance were observed in 

six strains. DNA fingerprinting showed 10 genetic patterns. The isolates from different sources 

were clustered based on the similarity in RAPD pattern. The strains contain different DNA pattern 

and high genetic distance, showed different patterns of antibiotic susceptibility. 

Conclusion: The genomic diversity showed distinct profiles of DNA in strains with the same clonal 

relationships and different patterns of antibiotic resistance were revealed. Therefor determining 

the clonal relationships of isolates with RAPD PCR technique, simultaneous using of antibiotic 

resistance patterns and molecular typing can be effective in detecting isolates and infection        

control. 
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 ها مجله دنیای میکروب
 1041( زمستان 35سال پانزدهم شماره چهارم )پیاپی 

 383-395صفحات 

 RAPD-PCRبا تکنیک E.coli O157:H7های تایپینگ مولکولی و تعیین روابط ژنتیکی جدایه

 ها   بیوتیکی و ژنتیکی آنو ارتباط الگوی مقاومت آنتی 
 3، الهام معظمیان0، کیوان تدین5، محمد کارگر*3، یحیی تهمتن1صدیقه مختاری

دانشیار، بخش میکروب شناسی، مؤسسه تحقیقات واکسن و سرم سازی رازی شعبه 2دانشجوی دکتری، گروه میکروبیولوژی، واحد شیراز، دانشگاه آزاد اسلامی، شیراز. ایران. ۱ 

دانشیار، بخش هوازی، مؤسسه 4استاد، گروه میکروبیولوژی، واحد جهرم، دانشگاه آزاد اسلامی، جهرم، ایران. 3شیراز، سازمان تحقیق، آموزش و ترویج کشاورزی، شیراز، ایران. 

 استادیار، گروه میکروبیولوژی، واحد شیراز، دانشگاه آزاد اسلامی، شیراز، ایران.5تحقیقات واکسن و سرم سازی رازی، سازمان تحقیق، آموزش و ترویج کشاورزی، کرج، ایران. 

 چکیده

شود. گاو مخخخ ن  های شدید گوارشی و مرگ می پاتوژن مهم غذایی است که منجر به بیماری O157:H7 اشریشیاکلی  سابقه و هدف:

شود. شناسایی منبع آلودگی نقش مهمی در کنترل باکتری ایفخا باشد و طی مراحل کشتار وارد زنجیره غذایی میاصلی این باکتری می

و   RAPD-PCRبا تخکخنخیخ   E.coli O157:H7های کند. هدف از این مطالعه، تایپینگ مولکولی و تعیین روابط ژنتیکی جدایهمی

 باشد.  ها می بیوتیکی و ژنتیکی آنبررسی ارتباط الگوی مقاومت آنتی

ردیخابخی و   استفاده شد. باندهخای حخاصخل از واکخنخش،RAPD ها از تکنی تعیین روابط ژنتیکی جدایه  منظوربهها: مواد و روش

ها بر اساس ضریب تشابه تعیین  آنالی  و ارتباط ژنتیکی جدایه NTSYSpc ترسیم شد. نتایج با نرم اف ار DNA های متعددی ازپروفایل

 .بیوتیکی با تکنی  دیس  دیفیوژن بررسی شدگردید. الگوی مقاومت آنتی

،  DNAبیوتی  حساسیت نشان دادند و در شش سویه مقاومت مشاهده شد. انخگخشخت نخگخاریها به هفت آنتیاکثر جدایه  : هایافته

هخا حخاوی بندی شدند. سخویخهخوشه RAPDها از منابع مختلف بر اساس شباهت در الگوی الگوی ژنتیکی را نشان داد. جدایه۱1

 بیوتیکی را نشان دادند.متفاوت و فاصله ژنتیکی بالا، الگوهای متفاوتی از حساسیت آنتی DNAالگوی 

های با روابط کلونال یکسان نشان داد و الگوهای متفخاوت را در سویه DNAهای متمای ی از تنوع ژنومی متعدد، پروفایلگیری: نتیجه

بیوتیکی و تایپینگ مولکولی بخا تخکخنخیخ  بیوتیکی آشکار شد. از این رو استفاده هم مان از الگوهای مقاومت آنتیاز مقاومت آنتی

RAPD-PCR ها و کنترل عفونت موثر باشدتواند در ردیابی جدایهمی. 

 .E.coli O157:H7بیوتیکی، ، تایپینگ مولکولی، مقاومت آنتیRAPDکلید واژه: 

 ۱41۱0۱10۱2پذیرش مقاله:                                 ۱41۱0005ویرایش مقاله:                                 ۱41۱05031دریافت مقاله: 

*( آدرس برای مکاتبه: بخش باکتری شناسی موسسه تحقیقات واکسن و سرم سازی رازی شیراز، ایخران.                          

  yahyatahamtab@yahoo.comپست الکترونی :                    11۱77۱۱7141تلفن: 

 مقدمه     

Escherichia coli O157:H7                اشریشیاکلی          های     یکی از سروتی  

 Shig toxin-producing)ی شخیخگخاتخوکسخیخن              تولید کننخده           

Escherichia coli)    های ناشی از مواد                  ( که بیماری           2و ۱باشد        می

های شخیخگخا          ( . توکسین          4و 3کند       غذایی را در انسان ایجاد می                          

ی داشتخن         شوند و به واسطه               زایی محسوب می             عامل مهم بیماری               

زایخی کخم                             ( و دوز عخفخونخت             5زایخی        فاکتورهای بیمخاری                

(C U 10-100)                                     های     ، پایداری در محیط و مقاومت بالا به روش

درمانی، خطر ب رگی بخرای سخلامختخی انسخان بخه شخمخار                                                                    

(.  تظاهرات بالینی ناشی از فعالیت این سروتیخ ،                                                و 7آیند        می  

 ( /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقوق نویسندگان محفوظ است. این مقاله با دسترسی آزاد و تحت مجوز مالکیت خخلااخانخه  
 ها منتشر شده است. هرگونه استفاده غیرتجاری فقط با استناد و ارجاع به اثر اصلی مجاز است. در فصلنامه دنیای میکروب
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اختلالات گوارشی، سندرم اورمی همولیتی ، نارسایی کلیوی و                                                      

گیرد. گاوها مخ ن مهم این پاتوتی                                   در نهایت مرگ را در بر می                        

هستند و آن را به عنوان کامنسال در سیستم گوارشی خود حمل                                                        

(. سایر نشخوارکنندگان و حیوانات اهلی از ابیخل                                              0و 7می کنند           

های دیگر این سروتخیخ                      گوسفند، ب ، ماکیان و خو  نی  حامل                                 

( و از طریق مدفوع خخود آن را در                                1و 4شوند        محسوب می        

(. در طول فرآیندهخای کشختخار در                              1و 5و 3کنند        محیط دفع می           

بندی و عرضه محصولات گوشتخی                          ها، فرایندهای بسته                  کشتارگاه        

تخوانخد وارد            های بهداشتی رعایت نشود باکتری می                                اگر پروتکل          

هخای     ی غذایی شود و هنگام مصرف گوشت و فخراورده                                       چرخه    

گوشتی به صورت نیم پ  و یا خام انسان را بخا مشخکخلات و                                                   

(. از طرفی اسختخفخاده از                        و 3اختلالات گوارشی مواجه سازد                            

تواند این باکتری را از طریخق خخا  وارد                                      کودهای حیوانی می                

های زیرزمینی و کشاورزی کند و بخاعخ  آلخودگخی آب                                             آب  

هخای     نوشیدنی و محصولات کشاورزی شود. از این رو آلودگخی                                              

غذایی از مسیرهای مهم انتقال باکتری شنخاخختخه شخده اسخت                                                                     

های مهم درمانی در مواجه با عوار                                   (.  یکی از انتخاب                 ۱1و      

هخای     باشد. در سخال            بیوتی  می         ها استفاده از آنتی                  ناشی از باکتری              

اف ایش           E.coliهای   بیوتیکی در مورد پاتوتی                        اخیر مقاومت آنتی                

(. الگوهای مقاومت بر اساس مواعیت ج رافیایی،                                             3یافته است             

مکانی و زمانی مت یر است. بنابراین پایش و آزمایش در فواصل                                                          

هخای     مداوم زمانی و مکانی اهمیت دارد. به طور کخلخی سخویخه                                               

E.coli                                                   عامل عفونت باکتریایی جدی در جوامع بهداشتی هستند

های مقاومت بخه               ی دارا بودن پلاسمیدهای حامل ژن                             و به واسطه          

بیوتیکی بسخیخار               های مختلف، الگوهای مقاومت آنتی                              بیوتی       آنتی    

متفاوت دارند. عناصر ژنتیکی متحر  از ابیخل تخرانسخپخوزون،                                                      

هخای دخخیخل در             توانند در انتقخال ژن                   اینتگرون و پلاسمید می                    

های       (. براراری ارتباط بین جدایه                           ۱3و ۱۱و 7مقاومت موثر باشند                     

منظور شناسایی منابع آلودگخی و انختخشخار                                     مختلف باکتریایی به                  

ها، می ان ت ییر باکتری در طول زمان و در نتیجه کنختخرل،                                                      پاتوژن      

بیوتیکی  کم               درمان، پیشگیری و کاهش خطرات مقاومت آنتی                                       

بندی متعددی جهخت                 های تای         ( روش     ۱3و ۱2کند       س ایی می        به  

اسخت.        ها مورد استفاده ارار گرفته                          بررسی اپیدمیولوژیکی باکتری                          

هخای     بندی فنوتیخپخی و روش                  های ادیمی براساس تای                      روش   

کخنخد.      هخا عخمخل مخی         جدید براساس ترکیبات ژنومی باکتخری                                

هخای     باکتریایی است تکنخیخ                       DNAها  هایی که اساس آن                 روش   

 Restriction fragment lengthادرتمندی هستند کخه شخامخل                      

polymorphism-polymerase (R LP) ،Pulsed-field gel 

electrophoresis  (P  E)   وamplified polymorphic DNA 

Random  (RAPD)    باشد. در تکنی                 میRAPD                ،ادرت افتراق ،

آسان بودن تکنی  و آنالی  آن، مقرون به صرفه بودن در وات و                                                          

ی مناسبی برای استخفخاده                       شود تا گ ینه            تواند موجب می             ه ینه می        

(. هدف از این مطالعه تایپینگ مولکولی و تخعخیخیخن                                              ۱3باشد        

از منابع حخیخوانخی                   E.coli O157:H7های     روابط ژنتیکی جدایه                  

و     ۱203با به کارگیری الیگونوکل وتید                                 RAPDمختلف با تکنی               

 باشد.         ها می     بیوتیکی و ژنتیکی جدایه                      ارتباط الگوی مقاومت آنتی                        

 

 ها  مواد و رو           

ها از لاشه و رکختخوم                   نمونه     ها:     الف( جداسازی و شناسایی نمونه                            

حیوانات اهلی با استفاده از سوآب استریل در محیط تریپختخیخ                                                         

آوری و فورا در کنار ی  به آزمایشگخاه                                     جمع      (TSB)سوی برا         

هخا در       از نخمخونخه          E.coli O157:H7منتقل شد. جداسخازی                   

ی تحقیقات واکسن و سخرم                       آزمایشگاه میکروب شناسی موسسه                            

لیتر تریپتی               میلی      5ها در       سازی رازی شیراز انجام گرفت. نمونه                                 

ساعخت        24ی سلسیوس به مدت                 درجه      37سوی برا  در دمای                  

گذاری شد. سپ  از محیط کشت سخوربخیختخول مخ                                        گرمخانه       

 E.coliکانکی آگار و محیط آگار خوندار جخهخت جخداسخازی                                         

O157:H7                                              استفاده شد. برای افتراق این سروتی  بخه مخحخیخط

سوربیتول م  کانکی آگار سفکسیم و تلوریت پتاسیم اضخافخه                                                     

سویه از نمونه رکتوم و لاشه گاو، گوسفند و ب                                               2۱(.      ۱4و 3شد    

در م ارع و کشتارگاهای چندین شهر مختلف جداسخازی شخد.                                                   

دست آمخد.          ی جدا شده ازاوطی آبمیوه به                          ی  سویه نی  از نمونه                    

از مرک  تحقیقات واکسخن و سخرم                               EDL93ی استاندارد             سویه    

 سازی رازی شیراز تهیه و به عنوان کنترل مثبت به کار برده شد.                                                              

های جدا شده روی مخحخیخط آگخار                           سویه    :     DNAب( استخراج            

  24ی سلسیوس به مخدت                 درجه      37خوندار کشت و در دمای                      
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بخا روش           DNAگذاری شخدنخد. اسختخخخراج                   ساعت گرمخانه            

جوشاندن انجام گرفت. کلنی باکتری در محیط لوریخا بخرتخانخی                                                      

گذاری و سپ  سانتریفخوژ                       ساعت گرمخانه              24کشت و به مدت              

های باکتریخایخی               دایقه انجام شد. پلیت                      2به مدت          7111در دور        

لیتر آب مقطر استریل حل شد و سخوسخپخانسخیخون                                        میلی      ۱11در    

درجخه سخلخسخیخوس               ۱11دایقه در            21تا      ۱5حاصل به مدت             

جوشانده شد. پ  از بردن روی ی  و ایجاد شو  سخرمخایخی،                                                   

داخیخقخه         2بخه مخدت          ۱1111سوسپانسیون باکتریایی در دور                             

آوری و در دمخای                                سانتریفوژ گردید. محلول رویخی جخمخع                               

هخای مخولخکخولخی             ی سلسیوس تا زمان انجام تست                          درجه      -21

 (.       ۱و ۱5نگهداری شد              

   :E.coli O157:H7هخای شخیخگخاتخوکسخیخن              آشکارسخازی ژن            

توسط         rfO157و    stx2و   stx1های   پرایمرهای لازم در ردیابی ژن                          

ها در جدول            شرکت یوروفین ژنومی  آلمان سنت  شد، توالی آن                                           

ارا ه  شده است. سای های مورد انتظار بعد از تکثیر و انخجخام                                                            ۱

  421و      stx2برای      stx1    ،۱۱0جفت باز برای              PCR    ،555واکنش     

 (.  ۱7و  ۱و ۱5مورد انتظار بود                      rfO157برای    

برای تکثیر اطعخات                    RAPDتکنی        ج( انگشت نگاری ژنتیکی:                        

جفت بازی            ۱1با استفاده از الیگونوکل وتید                                DNAکوتاه تکراری              

  DNA(. تخکخثخیخر        ۱به عنوان پرایمر به کار برده شد   جدول                                       

میکرولیتر بافر شخامخل                       51در حجم           RAPDباکتریایی و واکنش                 

واحخد        2میکرومولار پرایخمخر،                     PCR    ،100میکرولیتر بافر                  2.5

  5و      dNTPمخولار از هخر          میلخی      ۱ت  پلیمراز،               DNAآن یم       

انجام شد. بخرنخامخه                    E.coli O157:H7ی کامل        DNAمیکرولیتر           

  3درجه سلسیوس به مخدت                      14سیکل، دمای              45جهت تکثیر           

دایقه و مرحخلخه طخویخل                      ۱درجه سانتیگراد به مدت                          3دایقه،        

داخیخقخه         2درجه سلسخیخوس بخه مخدت                      72سازی در دمای              

، محصولات          RAPDترموسیکلر تنظیم شد. بعد از انجام واکنش                                        

درصد آگارز در بافخر                      ۱02واکنش از طریق الکتروفورز روی ژل                                 

Tris-acetate-EDTA (TAE)        میکرولیختخر اتخیخدیخوم                     ۱حاوی

ولخت آشخکخار شخد.                 11ساعت در ولتاژ                 2بروماید به مدت                

دا        ی دستگاه ژل           وسیله     محصولات تحت نور ماورا  بنفش به                             

company Kodak)            )21و ۱1و ۱0،آمریکا  .) 

و انخگخشخت    rfO157و stx2و  stx1های  پرایمرهای ردیابی ژن:  ۱جدول 

 .DNAنگاری 

 

 پرایمر

 توالی پرایمر

 5        ’3)’ 

 

 منبع

  forward Reverse 

  
Rfb 

(O157P) 

C T AT AT TT A TT  A ATT  TT  CATTACT  ۱7 

Stx1 TTC CTCT CAATA   TA TTCCCCA TTCAAT TAA  AT ۱  

Stx2  T CCT TTACT   TTTTTCTTC A    TC ATATCTCT TCC ۱  

۱203 

 اولیگومر

                                                                                   
 C ATCCCCA     

21 

اطعات تخکخثخیخر و  : DNAد( آنالی  و انگشت نگاری الگوهای 

آشکار شده از محصول با وزن مولخکخولخی بخالا بخه پخایخیخن 

ی سروتی  ها حضور گیری و باندهای ایجاد شده در همه اندازه

و عدم حضور بخانخد “  ۱” و غیاب شدند. حضور باند به صورت 

مشخخخگ گخردیخد. نختخایخج وارد اکسخل                   “  1” به صخورت 

  Microsoft Office 2018 شد و به صورت دندروگرام توسخط )

تخرسخیخم و  UP MAو با روش   NTSYS-pc 2.10نرم اف ار 

های مختلف بر اساس می ان حساسیخت در الخگخوی سروتی 

RAPD هخای با استفاده از پرایمر اولیگونوکل وتیدی در خخوشخه

 متعددی وااع شدند. 

بیوتی   تست حساسیت آنتی بیوتیکی:ه( سنجش حساسیت آنتی

توسط روش دیس  دیفیوژن انجام شد. مطابق بخا پخروتخکخل  

ی استانداردهای آزمخایشخگخاهخی کخلخیخنخیخکخی          موسسه 212۱

CLSI    Clinical and Laboratory Standard Institute بخخا )

هخای بیوتخیخ ، دیسخ های مختلف آنتیاز کلاساندکی ت ییر 

میکروگرم( نخوروفخلخوکسخاسخیخن           31بیوتی  سفالکسین   آنتی

میکروگرم(، لینکواسپکتخیخن،  ۱1میکروگرم(، توبرامایسین   ۱1  

مخیخکخروگخرم( و  ۱5میکروگرم(، آزیترومایسین   ۱1پنم  ایمی

مخیخکخروگخرم( مخورد آزمخایخش اخرار              31سیلیخن  داکسی

 .  (2۱و22  گرفت

 

 نتایج 

سروتی  که همگی دارای ی  یا هر دو توکسخیخن بخودنخد  22

هخای هایی که از منابع و مکخانمورد آزمایش ارار گرفتند. نمونه
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متفاوتی جداسازی شدند در ی  خوشه کنار هم ارار گرفتند و 

هخایخی آننشان دادند. همچنین   DNA% در الگوی ۱11شباهت 

های یکسان جداسازی شخده بخود الخگخوی که از منابع و مکان

های مج ا متفاوت را آشکار ساختند و در خوشه RAPDژنتیکی 

 الف(. ۱از هم ارار گرفتند  شکل 

های مختخفخاوت بیوتی  از خانوادهآنتی 7ها به حساسیت جدایه

ها به داکسخی سخیخلخیخن و ی جدایهمورد هدف وااع شد. همه

نورفلوکساسین حساس بودند و همگی به سفالکسین مقخاومخت 

بیوتیکی حساسیخت گروه آنتی 7جدایه نسبت به   ۱نشان دادند. 

نسخبخت بخه   ECsedR4بیوتی  در نشان دادند. مقاومت به آنتی

 جدا شده از بطری آبمخیخوه(  ECsedR20ی توبرامایسین، جدایه

نسبت به لینکومایسین و آزیترومایسین آشکار شد. این جدایه از 

هخا منطقه ج رافیایی و منبع متفاوتی نسبت به سخایخر جخدایخه

مخقخاومخت بخه  ECsedR19ی جداسازی شد. همچنین جدایه

بیوتی  آزیترومایسین توبرامایسین را نشان داد و مقاومت به آنتی

مشاهده شخد.  ECsedR21ی و توبرامایسین به وضوح در جدایه

مقاومت به توبرامایسخیخن  ECsedR22و  ECsedR18های جدایه

 .ج(.۱.ب و ۱پنم را نشان دادند  شکل و ایمی

% در ی  خوشه ارار گرفتند که  11جدایه با ضریب تشابه  ۱5 

های جداسازی متفاوتی با هم داشتنخد وهخمخگخی منابع و مکان

بیوتی  را نشخان آنتی 7ها الگوی حساسیت یکسان نسبت به  آن

 .ب(.۱. الف و ۱دادند  شکل 

بنخدی در ی  خوشه دسته  ECsedR15و ECsedR4های جدایه

بخیخوتخیخ  مخربخوط بخه شدند و تفاوت الگوی مقاومت آنتخی

 .ج(. ۱.ب و ۱توبرامایسین در این دو متفاوت بود  شکل 

ECsedR20 ،ECsedR19 ،ECsedR18 وECsedR22  شباهخت ،

ها داشتخنخد و در کمتری نسبت به سایر جدایه RAPDالگوی 

ی ت  عضوی ارار گرفتند. الگوی مقاومخت های جداگانهخوشه

هخا ی ذکر شده متفاوت از سایر جدایهجدایه 5بیوتیکی این آنتی

طوری که می ان شبخاهخت .ج( به۱.ب و ۱نشان داده شد  شکل 

ECsedR18 ،3۱ کمترین ضریب  تشابه و سپخ %ECsedR21  

با ضریب تشابه کمتخر  ECsedR22%، 51با ضریب تشابه حدود 

% را 1 ضریب تشابه حدود   ECsedR20و  ECsedR19%،  از 

ها نشان دادند. بیشترین میخ ان شخبخاهخت نسبت به سایر خوشه

% گخ ارش شخد 11با ضریب تشابه   IIو  Iهایمربوط به خوشه

همگی الگوی حساسیت و مقاومخت  ECsedR4ی که بج  سویه

%  11( بخراسخاس تشخابخه I- VIIIخوشخه   0جدایه در  22بندی خوشه E.coli O157:H7. های بندی ژنتیکی جدایهالف. دندروگرام حاصل از دسته: ۱شکل 

هایی با ضریب تشابه کمتر و فاصخلخه بیوتیکی در خوشهبیوتی . تفاوت در حساسیت آنتیآنتی 7ها  به .  ب. حساسیت جدایهRAPDبراساس الگوی ژنوتاپینگ 

هایی با ضریب تشابه کمتر نسبت به سخایخر بیوتیکی جدایهج. الگوهای مقاومت آنتی.(  IIی در خوشه ECsedR4وVIII،VII ، VI،Vهای  ژنتیکی بیشتر در خوشه

 ها.جدایه
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بیوتیکی یکسانی را نشان دادند. از ژنوتایپینگ مخولخکخولخی آنتی

 RAPD ،0و آنخالخیخ   DNAها با انگشت نگاری الگویجدایه

بیوتخیخ  الگوی مقاومت آنتی 5% و 11خوشه مج ا با خط برش

 .الف (.۱ایجاد شد   شکل

 

 بحث

ی میلیخاردهخا انسخان در گاو و سایر حیوانات اهلی منبع ت ذیه

توانند مخ ن عوامل عفونی شوند اما میسراسر دنیا محسوب می

سال از  35(. اگرچه حدود 23و7بیوتیکی باشند  و مقاومت آنتی

گذرد اما هنوز با منشا  غذایی می E.coli O157:H7اولین شیوع 

ی شیگاتوکسخیخن های تولید کنندهاشرشیاکلیپیشگیری و کنترل 

(STEC) ی آن، با منشا گخاو بخه دلخیخل شخیخوع گسختخرده

زایخی و زایخی مختخعخدد، بخیخمخاریحضورفاکتورهای بیمخاری

های پایداری و بقا، مشکل است وکنترل را تحت تاثیخر  مکانیسم

زایی و تخنخوع دهد.  بنابراین وجود فاکتورهای بیماریارار می

عخنخوان بخه  E.coli O157:H7هایژنتیکی چشمگیر میان سویه

کند ی  چالش مهم مخحخسخوب ای که انسان را درگیر میسویه

 (.24و7شود   می

ی کخلخونخال نگاری باکتریایی و شناسایی رابطخهتکنی  انگشت

طورگسترده در بررسی و دسختخه به RAPDها با تکنی  جدایه

عنوان اب ار کخارآمخدی در افختخراق های اپیدمیولوژیکی بهبندی

ها کاربرد دارد. این روش تایپینگ مولکولی میخ ان کلونال پاتوژن

های باند حخاصخل از ها را بر اساس الگویتنوع میان سروتی 

دهخد. در ها نشان میی کوتاه میان جدایههای تکرارشوندهتوالی

هخا،  ی حاضر، براساس الگوهای باند ایجاد شده در جدایهمطالعه

هخای وااخع در پروفایل ژنی ایجاد شد. جدایخه ۱1خوشه و  0

داشتند و  RAPDضریب تشابه صد در صد در الگوی   Iخوشه

 اند. رسد از ی  کلون یکسان منشا گرفتهبه نظر می

ها با وجود اینکه از مخنخابخع و سایر جدایه  IIجدایه در خوشه 2

یکسان جداسازی شده بودند ولی در الگوی ژنتیکخی تخفخاوت 

بندی  های مج ایی از هم دستهداشتند و بر همین اساس درخوشه

ی ایجاد پلی مورفیسم و موتاسیون در شدند. این امر بیان کننده

( . بنابراین تنوع ژنتیکی به می انخی در 25ها است  ژنوم باکتری

بیوتیکی را آید که مقاومت آنتیوجود میبه O157های سروتی 

ای که توسط سخواردانخا ها متمای  سازد. در مطالعهدر این جدایه

(Suardana)  انجام شد با بکارگیخری   21۱3و همکاران در سال

که از مخدفخوع گخاو،  E.coli O157:H7های پرایمر جدایه ۱1

از هم  RAPDجوجه و گوشت جداسازی شده بود را با تکنی  

افتراق دادند و باندهای پلی مورفی متعددی توسط این پرایمرها 

(.  2ایجاد شد که بخوبی جدایه ها از هم متخمخایخ  شخدنخد  

با استفاده  211۱در سال  (Hilton)و هیلتون   (Hopkin)هوپکین

های مولد شیگا اشریشیاکلیهای متعددی در پروفایل RAPDاز 

های مشابه تمای  ایجاد شخد. توکسین مشاهده کردند و بین سویه

ها نشان دادند که این تکنی  با بکارگیری پرایمرهای مناسب آن

روشی آسان و کارآمد برای تایپینگ مخولخکخولخی مخحخسخوب     

 (. ۱0شود   می

در مخرکخ    211و همکاران در سال   (Vidovic)وایدووی 

بخرای  ۱203تحقیقات دانشگاه ساسکاچوای کانادا، از پرایمخر 

جدا شده از مدفوع گخاو و  E. coli O157ی جدایه ۱14افتراق 

بخنخدی خوشه دسختخه 3ها در خورا  دام استفاده کردند جدایه

 RAPD ،31شدند. براساس تعداد و الگوی باندهای حاصل از 

 0(. در مطالعه حاضر تخرسخیخم 21پروفایل مختلف ایجاد شد  

جدایه، تا یدی بخر اخدرت  22پروفایل ژنی برای  ۱1خوشه و 

و نمایانگر تخنخوع  RAPDافتراق پرایمر استفاده شده با تکنی  

باشد که با نتایج مطالعات محقخقخان ژنتیکی بالا در این سویه می

 ذکر شده مطابقت دارد. 

ها با استفاده از پرایمرها باندهای متفاوتخی را دلیل اینکه جدایه

تواند عخدم کنند میها را تکثیر نمیکنند یا برخی توالیایجاد می

و یا تکثیر تعخداد مخحخدودی از  DNAوجود توالی مکمل در 

ها با سای  متفاوت باشد، در حالی که برخی پخرایخمخرهخا توالی

های مختلف ژنوم را تکثیر دهند. بنابراین بین ممکن است مکان

(. نتایج تحقخیخقخات ویخلخیخامخ  5شود  ها تمای  ایجاد میسویه

(Williams) و رادو(Radu)  کند که ادرتبیان میRAPD PCR 

های متعدد، وابسته به انتخخخاب در ایجاد تمای  و ایجاد پروفایل

سخازد و باشد که تنوع ژنتیکی را آشکار مخیپرایمر مناسب می

ها ها موثر اسخت. در پخهوهخش نهایتا در شناسایی منبع جدایه



 صدیقه مختاری و همکاران.بیوتیکی. مقاومت آنتی  RAPD E.coli O157:H7تایپینگ مولکولی روابط ژنتیکی .۱41۱ها، سال پان دهم شماره چهارم زمستان  دنیای میکروب

 

288 

الگوهای ژنتیکی متنخوعخی در  ۱203حاضر با بکارگیری پرایمر 

بیوتیکی متمخایخ ی ایجاد شد. مقاومت آنتی  O157هایسروتی 

هایی که تفاوت بیشتری در الگوی ژنتیکخی داشختخنخد در جدایه

مشاهده گردید که  در شناسایی منبع، مکان ج رافیایی و روابخط 

های باکتریایی به منظور کنختخرل شخیخوع و ژنتیکی میان جدایه

(.  در تحقیق 20و27باشد  بیوتی  مناسب، مفید میانتخاب آنتی

و استفاده  RAPDکارگیری تکنی  سعادتیان و همکاران نی  با به

هخای از پرایمر اولیگونوکل وتیدی، تنوع ژنتیکی مخیخان جخدایخه

بیوتیکی  ی آن تفاوت در الگوی مقاومت آنتیکلبسیلا و در نتیجه

بخا  RAPDمشاهده شد که با نتایج تحقیق حاضر مبنی بر کاربرد 

انتخاب پرایمر مناسب در تعیین تنوع ژنتیکی و تنخوع الخگخوی 

(. در تخحخقخیخق 21خخوانخی دارد  هخا هخممقاومت جدایخه

، 211۱و همکاران سال  (Chansiripornchai)چانسایریپورنچای 

مربوط بخه  RAPDهای کارگیری دو پرایمر و آنالی  پروفایلبا به

ی جخ خرافخیخایخی دست آمده از مرغ در دو منطقهی بهجدایه 55

مشاهخده  RAPDنوع الگوی  51متفاوت از هم  تایلند و سو د( 

ها آشکار شد و توانستند ارتباط ژنتیکی چشمگیری را میان سویه

و همکاران   (Nielsen)ی دیگری که نیلسن(. در مطالعه31کنند  

های عفونی دانمار  انجام در مرک  کنترل بیماری 21۱4در سال 

های ادراری و مدفوعی دادند توانستند ارتباط ژنتیکی میان جدایه

مشاهده کنند و به ایخن نختخیخجخه  RAPDهای با آنالی  پروفایل

های جدا شخده از رسیدند که الگوهای ژنتیکی حاصل از سویه

های موجود در فلور بیماران مبتلا به عفونت ادراری مشابه سویه

ها تخمین زده شخد و بنابراین ارتباطی ژنتیکی میان آنمدفوع 

ی مدفوعی منجر به درگیخری سخیخسختخم عنوان گردید که سویه

 (.  3۱ادراری شده است  

و همکاران  در  (adel )توسط فادل  21۱7ای که سال در مطالعه

گخونخه  4ای از نمونخه روده۱77ی مصر انجام شد اسماعیلیه

های جداسازی شده از این STECآوری و ی وحشی جمع پرنده

بندی شدند. نختخایخج با دو پرایمر تی  RAPDها با تکنی  نمونه

هتروژنوس هستند  STECهای ها نشان داد که جدایهپهوهش آن

های ناهمگن و متنوعی را نشان دادند. بخه بدین معنا که پروفایل

خوشه  31های حاصل از کاربرد ی  پرایمر طوری که آنالی  داده

ها ارتباط و خوشه ایجاد شد. نتایج مطالعه آن 27و پرایمر دیگر 

ها در منابع مختلف را بخه وضخوح نشخان      تنوع ژنتیکی جدایه

های جدا شده از (. در مطالعه حاضر ارتباط ژنتیکی سویه5داد  

بخا دو   Iیهای ج رافیایی و منابع مختلف در خخوشخهمکان

درصد و تنوع ژنتخیخکخی  ۱11با  ضریب تشابه  RAPDپروفایل 

ها بخوبی نشخان داده شخده های وااع در سایر خوشهدر جدایه

 است. 

ها در مقابل این سویه در انسان  به دلیخل بیوتی اثر بخشی آنتی

ها بح  برانگی  و مخورد تخوافخق تحری  ترشح شیگاتوکسین

بخیخوتخیخکخی گسختخرده در مخقخابخل نیست اما مقاومت آنتخی

ی شیگا توکسین جدا شده از گاو و های تولید کننده اشریشیاکلی

هخا در کخنختخرل تواند استفاده از آنتی بخیخوتخیخ انسان نی  می

های ناشی از آن در انسان را محدود کخنخد. اگخر چخه  عفونت

در گخاو اسختخفخاده  STECها برای از بین بخردن بیوتی  آنتی

های مقاومخت بخه ها و وجود ژنشوند، تنوع زیاد این سویه نمی

بیخوتخیخ  ی انتخاب آنتیتواند پروسهمی STECبیوتی  در آنتی

بیوتیکی کخمخ  مناسب را مشکل و یا به اف ایش مقاومت آنتی

 (.  7کند  

تخوانخد ها و عناصر ژنتیکی متحر  میرسد وجود ژنبه نظر می

رو در مطالعات انجخام ها منتقل شود. از اینبه آسانی میان جدایه

به اسپکتینومایسین و اشریشیاکلی شده توسط محققان مقاومت 

ترکیبات آن تا ید و علت آن وجود ی  کاست ژنی عنوان شخده 

ها از جمله نورفلوکساسین در اثخر است. مقاومت به فلوروکینون

( و مخقخاومخت بخه  gyr Aموتاسیون کرومخوزومخی  در ژن

هخای ها بخاطر وجخود ژنبیوتی ها و سایر آنتیسفالوسپورین

(.  چندیخن ۱۱دهد  بیوتی   بتالاکتاماز( رخ میمقاومت به آنتی

پخنخم تخرشخح بیوتی  از ابیل آزیترومخایسخیخن و ایخمخیآنتی

کند بنابراین در ی باکتری را تحری  نمیشیگاتوکسین از سویه

های ناشی از آن از جمخلخه و بیماری STECدرمان مراحل اولیه 

 (. 7پیشنهاد شده است   (HUS)سندروم اورمی همولیتی  

هخای مخخختخلخف مطالعه بر روی مقاومت در مقخابخل کخلاس

هخا، هخا، سخفخالخوسخپخوریخنبیوتیکی از جمله کخاربخاپخنخم آنتی

ها در مناطق مختلخف ها، آمینوگلیکوزیدها و بتالاکتام تتراسیکلین
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های جدا شده از حیوان و  STECانجام و مقاومت چند دارویی

(. در مطالعات بخودنخدو خرفخر 32و۱۱انسان گ ارش شده است  

(Bodendoerfer ) های و همکاران  جدایهE.coli  کخامخنخسخال

ی (. در مخطخالخعخه2۱اند  مقاومت به توبرامایسین را نشان داده

مشاهده شخد  O157جدایه  5حاضر مقاومت به توبرامایسین در 

ی دیخگخر جدایه ۱7که با نتایج تحقیق بودندو رفر مطابقت دارد. 

 به توبرامایسین حساسیت نشان دادند. 

های نسخل اول از  ی حاضر مقاومت به سفالسپوریندر مطالعه

ها مشاهخده شخد. نختخایخج ی جدایهجمله سفالکسین برای همه

حاصل از تحقیق بودندو رفر و همکاران، حضور ژن مقاومت به 

ها را تا ید کرد. همچنخیخن  بتالاکتاماز و مقاومت به سفالوسپورین

و همکاران شواهدی مبنی بر مقاومت    (Marialouis)ماریالو ی 

E.coli ها مشاهده کردند کخه بخا بیوتی نسبت به این دسته آنتی

خخوانخی نتایج مطالعه حاضر مبنی بر مقاومت به  سفالکسین هخم

 (.33دارد  

بخیخوتخیخ  و آنخالخیخ  در مطالعه حاضر الگوهای مقاومت آنتی

نشان داد که الگوی ژنتخیخکخی مختخفخاوت  RAPDهای  پروفایل

بیوتیکی متمای ی را آشکار سخازد. تواند الگوی مقاومت آنتی می

شباهت ژنتیکی و الگوی حسخاسخیخت   Iی به طوری که خوشه

هخایخی بیوتیکی کاملا مشابهی با هم داشتند. همچنین جدایخهآنتی

بیوتی  مخقخاومخت داشختخنخد، در که نسبت به دو یا چند آنتی

های مج ایی از سایرین به صورت ت  عضو ارار گرفتند.  خوشه

و همکخاران در سخال  (Cobbaut)ی کابوت اگر چه در مطالعه

و الخگخوی   P  Eالگوی ژنوتایپینگ حاصل ازتکنیخ  21۱۱

( ولی در تحخقخیخق 34بیوتیکی ارتباطی نشان نداد  مقاومت آنتی

انجام گرفت آنالیخ   ۱114و همکارانش  که در سال   (Kim)کیم

  ۱7نشان داد که از مجمخوع  R LPنتایج ژنوتایپینگ با روش 

بیوتی  مقاومت نشان دادند که ایخن آنتی 3جدایه به  ۱3جدایه، 

 (.   35کلون متفاوت وااع شده بودند   1ها در جدایه

 E.coliی نمونه 71، 21۱1در مطالعه فاضل و همکاران در سال 

انجام شد. در بخررسخی   RAPDجداسازی و ژنوتایپینگ توسط

ها به لینکخومخایسخیخن بیوتی  اکثر جدایهتست حساسیت به آنتی

خخوشخه  4ها بخه جدایه RAPDمقاوم بودند. بر اساس الگوی 

ها نشان داد که الگوی ژنخوتخایخپخیخنخگ و تقسیم شدند. بررسی

بیوتی  در شهرهای مختلف ارتخبخاط مشخابخهخی مقاومت آنتی

های کامنسال در ی  خوشخه اخرار داشتند. همچنین اکثر جدایه

ها حساسخیخت بخه ی حاضر همه نمونه(. در مطالعه 3گرفتند  

هخای لینکومایسین نشان دادند و الگوی حساسیت در جخدایخه

هخا بخه شهرهای مختلف تقریبا یکسان بود. اگر چه همه جدایه

در مطالعه ما حساس به لیخنخکخومخایسخیخن  ECsedR20استثنای 

های مختلف الگوی مشخابخهخی از بودند ولی در منابع و مکان

 حساسیت را نشان دادند. 

 2112و همکاران در سال  (Khan)ای که توسط خان در مطالعه

 STEC ،7هخای ی هند انجام گرفت، آنالیخ  سخویخهدر کلکته

کلاستر مهم را آشکار کرد. آنالی  ژنتیکی بیانگر ارتخبخاط مخیخان 

بخنخدی های انسانی و حیوانی بود به طوری کخه خخوشخهجدایه

 ۱5هخا را نشخان داد. از ی تکاملی بخیخن آنها رابطه سویه

بیوتی ، عموما بیشترین مقاومت به آمخپخی سخیخلخیخن و  آنتی

هخا     تتراسیکلین مشاهده شد و الگوی مقخاومخت بخیخن سخویخه

ی           ی حخاضخر حسخاسخیخت هخمخهمتفاوت بود. در مطخالخعخه

هخا( مشخاهخده    سیلین  از کلاس تتراسیکلیخن ها به داکسیجدایه

تخوانخد در مخنخاطخق      شد که این تفاوت الگوی مقاومخت مخی

مختلف متفاوت باشد. مشابه تخحخقخیخقخات انخجخام گخرفختخه،          

انخجخام          RAPDها توسخط تخکخنخیخ  بندی سایر باکتریتی 

ی اولخوبخرود    (. از جخمخلخه در مخطخالخعخه 37  شده است 

(Oluborode)  ۱0جخدایخه بخالخیخنخی و  31، 21۱0در سال         

در نیجریه جداسخازی و سودوموناس ا روژینوزا جدایه محیطی 

هخای حخاصخل از          هخا بخا آنخالخیخ  دادهروابط کلونال جدایخه

RAPD  .جدایخه  40خوشه  برای  0پروفایل و  37مشخگ شد

هخای ترسیم شد. می ان تنوع ژنتخیخکخی زیخاد مخیخان جخدایخه

هایی که  دارای مخقخاومخت بخه چخنخد سودوموناس ا روژینوزا

بیوتی  بودند گ ارش شده است. با این وجخود بخه نخظخر  آنتی

های ژنتیکی و الگوهای حساسیخت  رسد ارتباطی بین پروفایل می

ها وجود ندارد، زیرا هیچ ارتخبخاطخی بخیخن  بیوتیکی جدایه آنتی

بیوتیکی مشخاهخده  های ژنتیکی و الگوهای مقاومت آنتی پروفایل

 (.30نشد  
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 گیرینتیجه

های حاصخل های پهوهش حاضر روابط ژنتیکی میان جدایهیافته

هخا را آشخکخار سخاخخت از منابع مختلف و ارتباط کلونال آن

هایی با منبع یکسان و تخفخاوت در همچنین تنوع ژنتیکی جدایه

بیوتیکی متمای ی را نشخان الگوی ژنتیکی، الگوی مقاومت آنتی

های ی  رو تعیین الگوی ژنتیکی و پایش مداوم جدایهاینداد. از

های مختلف در کنترل سویه با فواصل زمانی کم از منابع و مکان

و پیشگیری از تظاهرات بالینی موثر است. با توجه به ت یخیخر و 

، تعخیخیخن روابخط E.coli O157:H7های تنوع ژنتیکی سروتی 

و   RAPD PCRها  با تکنخیخ کلونال و منبع ج رافیایی جدایه

بیوتیکی و تایخپخیخنخگ زمان از الگوهای مقاومت آنتیاستفاده هم

های درمان و کنختخرل تواند در انتخاب کارامد روشمولکولی می

 عفونت موثر باشد. 
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