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   شيمقاله پژوه  مجله دانشكده پزشكي اصفهان

 12/4/90: تاريخ پذيرش         17/2/90 :تاريخ دريافت  1390 ماه چهارم شهريورهفته /148شماره /منهسال بيست و 
    

   كيانتروهموراژ يها هيسو يكيوتيب يآنت مقاومت و رولانسيو يها ژن يبررس

   Multiplex PCR روش با ساز دست همبرگر يها نمونه در يكل ايشياشر

  رازيش شهرستان در

  
  3ونيهما ميمر ،2يانتيد مانيپ ،1كارگر محمد دكتر

  
  

  خلاصه

 مانند ييها يماريب كه است انسان در ييغذا مواد ي لهيوس به شونده منتقل يها يماريب ي نندهك جاديا ياصل عوامل از يكي O157:H7 يكل اشريشيا :مقدمه

. گويند يم همبرگر يباكتر آن به همبرگر ويژه به يغذاي مواد طريق از يباكتر اين انتقال دليل به. كند يم جاديا را كيتيهمول ياورم سندرم و كيهموراژ تيكول

 .بود شيراز شهرستاندر  همبرگر يها نمونه از O157:H7 ياشريشياكل يها سويه يزا يماريب يها ماركر يشناساي و يجداساز ،پژوهش اين از هدف

 يغن از پس ها نمونه. شد انجام شيراز ي منطقه چهار از شده يآور  جمع همبرگر ي نمونه 320يرو بر يفيتوص و يمقطع صورت به پژوهش اين :ها روش

 منظور به VRBA و CT-SMAC محيط از سپس. گرفتند قرار يبررس مورد گراد سانتي ي درجه 37 يدما در ووبيوسينن واجد TSB محيط در يساز

 سرم يآنت از استفاده با. شد استفاده شده جدا يها يباكتر يبتاگلوكورونيداز فعاليت يبررس يبرا كروموآگار محيط از و لاكتوز و سوربيتول تخمير يبررس

 يكيوتيب يآنت مقاومت و Multiplex PCR از استفاده با زا يماريب يها ژن وجود تينها در. گرديد تأييد O157 ياشريشياكل يباكتر وجود ،ياختصاص

 .شد يبررس وژنيفيد سكيد روش با ها هيسو

) درصد 64/87( يباكتر 227 دتعدا نيا از كه گرديد يجداساز) درصد 93/80( يمنف سوربيتول يباكتر 259 يبررس مورد يها نمونه مجموع از :ها يافته

 همچنين. شدند ييشناسا يكل اشريشيا عنوان به) درصد 58/84( نمونه 192 ييايميوشيب يها روش كمك به سپس. داشتند را لاكتوز ريتخم ييتوانا

 يها ژن نمونه 3 در ،ييزا يماريب يها ماركر يابيارز با. بود) درصد 43/3( O157 يكل اشريشيا و) درصد 50( يمنف MUG يكل اشريشيا يجداساز ميزان

stx1 و eae، يها ژن نمونه يك در stx1، eae و stx2 ژن تنها نمونه كي در و hly ها كيوتيب يآنت اكثر به شده جدا يها هيسو يتمام. شد ييشناسا 

 .بودند مقاوم

 يغذاي مواد ساير يرو بر بيشتر مطالعات انجام همبرگر، ويژه به خام يغذاي مواد توسط آن انتقال و يباكتر اين يزاي يبيمار شدت دليل به :گيري نتيجه

  .گردد يم پيشنهاد يگوشت

  .همبرگر ،Multiplex PCR بيوتيكي، آنتي مقاومت ،ياشريشياكل انتروهموراژيك :واژگان كليدي

 
  مقدمه

ــ اشريشــيا يعــيطب ســتگاهيز ــ Esherchia coli( يكل  اي

E.coli (وجـود  بـا  .باشـد  يم ـ واناتيح و انسان ي روده 

 ـا بـودن  خطـر  يب  آن يهـا  هيسـو  از يبعض ـ يبـاكتر  ني

 اسـهال  جـاد يا باعـث  كـه  كننـد  يم ـ ديتول ييها نيتوكس

 ـتول يكل ـ يايشياشر يها يژگيو از يكي). 1( شود يم  دي

ــده ــ ي كننــــ ــ گايشــــ ــا  STEC( نيتوكســــ   يــــ

Shiga Toxigenic Escherichia coli (گايش ـ سم توليد 

 ي شـده  شناخته ي نهگو 100 از شيب نيب در. است نيتوكس

 ـدل بـه  O157:H7 ي سـويه  يبـاكتر  نيا  تي ـكول جـاد يا لي

ــهموراژ ــروه در كي ــ يايشــياشر گ ــانتروهموراژ يكل  كي

)Enterohemorrhagic Escherichia coli ايـــ EHEC (
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 مـدفوع  از 1982 سال در باكتري اين). 2- 3( گيرد مي قرار

 كوليـت  بـه  آلـوده،  همبرگـر  خـوردن  اثـر  بر كه بيمار دو

). 4( گرديــد يجداســاز بودنــد شــده مبــتلا راژيــكهمو

 اسـهال،  شـامل  بـاكتري  اين توسط شده ايجاد هاي بيماري

 Hemorrhagic colitis( هموراژيك كوليت خوني، اسهال

ــ ــيتوپني ترومبوتيــــك ،)HC ايــ ــورا ترومبوســ  پورپــ

)Thrombotic thrombocytopenic purpura ـ   ،)TTP اي

ــندرم ــ ســــ ــتيهمول  ياورمــــ ــا  HUS( كيــــ   يــــ

Hemolytic uremic syndrome (ــوارد در و ــديد م  ش

 گاوسـانان  ژهي ـو بـه  اهلـي  حيوانـات ). 5( باشد مي مرگ

 حيوانـات  ساير اما. هستند باكتري اين مخزن نيتر اصلي

 پرنـدگان  و گربـه  سـگ،  بز، خوك، گوسفند، مانند اهلي

 انتقـال ). 2 ،6( شـوند  آلوده هيسو نيا با است ممكن نيز

 محصولات ژهيو به غذايي مواد يآلودگ طريق از عفونت

 محصـولات  يناكـاف  پخـت  اغلـب . دهد مي رخ گوشتي

 به باكتري اين انتقال اصلي منشأ همبرگر ژهيو به گوشتي

 كشـتار  يط ـ توانـد  مـي  گوشـت  يآلودگ. باشد يم انسان

 بـاكتري  گوشـت،  كردن چرخ زمان در و دهد رخ آلوده

 يهـا  گوشـت . شـود  پراكنده آن سراسر در كامل طور به

 در). 7- 8( دارنـد  طبيعـي  اي مزه و بو ظاهر، رنگ، آلوده

 خشـك  گوشـت  بـه  تـوان  مـي  عفونـت  منابع ديگر ميان

 غيــر شــير و ميــوه آب كــاهو، خــوك، يــا گــاو ي شــده

 فـرد  انتقـال  ،آن بـر  علاوه). 1- 2( نمود اشاره پاستوريزه

 ـ آلـوده  آب مصـرف  طريق از انتقال همچنين و فرد به  اي

 ـن ها آب نيا در كردن شنا  بـروز  سـبب  اسـت  ممكـن  زي

 تعــداد اگرچــه). 2 ،7( شــوند يبــاكتر نيــا بــا عفونــت

 مشـخص  انسـان  در بيمـاري  ايجـاد  براي لازم ارگانيسم

 ـا پـايين  بسيار عفوني دوز دليل به اما نيست،  يبـاكتر  ني

 يآسـان  بـه  آن انتقـال  امكـان ) بـاكتري  صد چند تا صد(

 يتگوش ـ يها فراورده و گوشت كامل پخت. دارد وجود

 طريق از باكتري اين انتقال مانع تواند مي همبرگر ژهيو به

 مهـم  هـاي  شـاخص  از يك ـي). 7- 8( شود انسان به غذا

 دليـل  بـه  كـه  است وروتوكسين باكتري اين ييزا بيماري

ــر ــيتو اث ــيك س ــر آن توكس ــلول ي رده روي ب    ورو يس

)cell Vero (توكسـين  ايـن . اسـت  معـروف  نـام  اين به 

). 9( كنـد  خنثي را شيگا توكسين ضد بادي آنتي تواند مي

 بـا  بـاكتري  ايـن  وروتوكسين ساختماني شباهت دليل به

يـا   SLT( نيتوكس ـ گايش ـ با مشابه را آن توكسين، شيگا

Shiga like toxin (نامند يم .E.coli O157:H7 نـوع  دو 

 توليـــد) stx2( SLT2 و )SLT1 )stx1 توكســـين گايشـــ

 و نيتوكس ـ نوع دو نيا از يكي ها هيسو از يبرخ .كند مي

 ،10( كننـد  يم ـ ديتول را نيتوكس نوع دو هر گريد يبرخ

 انتروهمـوليزين  يبـاكتر  زايي بيماري عوامل ديگر از). 3

hly ژنـي  ي مجموعـه  ي وسـيله  به كه است hlyABCD 

ــن. شــود مــي كــد  و Beutin توســط كــه همــوليزين اي

 از ياريبس ـ ي لهيوس ـ بـه  اسـت،  شـده  كشـف  همكاران

 آن ياصــل نقـش  و شـود  يمــ توليـد  STEC هـاي  سـويه 

 اثـرات  ديتشـد  ديشـا  اي و التهابي هايفرايند در دخالت

 stx1 بـه  نسبت stx2. باشد يم LPS و STX ييزا يماريب

 HUS ي كننده جاديا EHEC هاي سويه با يبيشتر ارتباط

 روي بــر توكســين يهــا رنــدهيگ وجــود ليــدل بــه. دارد

 توانـد  مـي  ليـه ك بـه  نيگاتوكسيش انتشار كليه، هاي سلول

). 3( باشـد  كليـه  همـوراژي  و كليـوي  حـاد  نقص عامل

 از درصـد  4/2 تـا  0/ 6 حدود كه است شده زده تخمين

 خـوني  اسـهال  موارد از درصد 36 تا 15 و اسهال موارد

 بــا. باشــند مــي E.coli O157:H7 ي هيســو بــه مربــوط

 اسـت  شده داده نشان كايآمر در شده انجام يها پژوهش

 پيـدا  ديـاليز  بـه  نيـاز  HUS بـه  تلايـان مب درصـد  50 كه

 ميـر  و مـرگ  ميزان اخير ي دهه دو طي چند هر. كنند مي

 كـاهش  درصـد  10 بـه  درصـد  50 از HUS بـه  مبتلايان
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 بازمانـدگان  از توجهي قابل تعداد حال اين با است يافته

 نارسـايي  شـامل  مـي يدا نـاتواني  از) درصـد  30 حدود(

 رنج عصبي هاي تيناراح و بالا خون فشار كليوي، مزمن

 ـا يزندگ ليدل به). 11( برند مي  ي روده در سـم يارگان ني

 ي هيته فرايند هنگام در يريشگيپ به توجه سالم، يها دام

 ـ. اسـت  يضرور گوشت  وعيش ـ بـه  توجـه  بـا  نيهمچن

 ـا ي گسـترده   يآلــودگ و مزرعـه  وانـات يح در يبـاكتر  ني

 ـتكن از اسـتفاده  ،يگوشت محصولات  يص ـيتشخ يهـا  كي

ــر ــاسح و عيس ــد س ــا روش مانن ــرولوژ يه  و يكيس

ــول ــ يمولكـ ــد يمـ ــه توانـ ــخ بـ ــت صيتشـ   عفونـ

E.coli O157:H7 كــه نيــا وجــود بــا. ديــنما كمــك 

ــا ژن ــم stx2 و hly، eae، stx1 يه ــر مه ــا ژن نيت  يه

 هسـتند،  EHEC يهـا  هيسو ي شده شناخته يزا يماريب

ــا ــارز ام ــه يابي ــا جداگان ــا ژن ني ــا ه ــتكن ب  PCR كي

)polymerase chain reaction (ــر اريبســ ــهيهز پ  و ن

 و Multiplex PCR روش از استفاده با لذا. است بر زمان

 تـوان  يم همزمان طور به مختلف يمرهايپرا يريكارگ به

ــا ــا ژن نيـ ــخ را هـ ــران در. داد صيتشـ ــات ايـ  مطالعـ

ــدميولوژيكي ــام اپيـ ــده انجـ ــر شـ ــاكتري روي بـ    بـ

E.coli O157:H7 خـلاف  بـر  غذايي مواد هاي نمونه در 

ــ ــاي هنمون ــدفوع ه ــواني م ــيار حي ــدود بس ــت مح . اس

 بـر  را مطالعـاتي  باغباني و جمشيدي مانند پژوهشگراني

 گوشـت  هـاي  نمونه در PCR روش با باكتري اين روي

 هــاي ژن همزمــان بررســي تــاكنون امــا انــد، داده انجــام

ــاري ــه در آن زاي بيم ــورد ي منطق ــژوهش م ــر پ  روي ب

 كـه  اين به وجهت با. است نشده انجام همبرگر هاي نمونه

 ايـن  بـا  آلـودگي  انتقـال  منابع ترين مهم از يكي همبرگر

 بزرگـي  شهر سطح در غذايي ي ماده اين و است باكتري

 آلـودگي  ميزان شناسايي دارد، بالايي مصرف شيراز مانند

ــا از هــدف. دارد ضــرورت آن در ــژوهش، ني ــا پ  شيپ

 يهـا  نمونـه  از شـده  جـدا  E.coli O157:H7 يها هيسو

 يزا يمـار يب يهـا  ژن نيـي تع و رازيش ـ هرستانش همبرگر

hly، eae، stx1 و stx2 پروتكـل  كي ـ شـنهاد يپ منظور به 

   .بود يصنعت قاتيتحق و استاندارد ي اداره به مدون

  

  ها روش

 از پـس  يفيتوص ـ و يمقطع ـ صـورت  بـه  پـژوهش  نيا

 نمونـه  320 يرو بـر  نمونـه  قبول قابل حجم ي محاسبه

ــته ســاز دســت همبرگــر  يهــا فــود فســت از شــده هي

 غـرب،  يياي ـجغراف ي منطقه 4) يا رهيزنج يها رستوران(

. شـد  انجـام 1387 سـال  در شيراز جنوب و شمال شرق،

 و يريگ نمونه زمان ،ييايجغراف محل به مربوط اطلاعات

. دي ـگرد ثبـت  يم ـيتنظ ي نامه پرسش در ينگهدار يدما

 كـروب يم شگاهيآزما به سرد ي رهيزنج تيرعا با ها نمونه

 و شدند منتقل جهرم واحد ياسلام آزاد دانشگاه يشناس

 قرار شيآزما مورد سرعت به شگاهيآزما به انتقال از پس

  . گرفتند

 از نمونـه  گـرم  25 ،يساز يغن منظور به: يساز يغن

) مركـز  و راست چپ، ن،ييپا بالا،( همبرگر ي نقطه پنج

 طيمح ـ تـر يل يل ـيم 225 در كشـت  از پـس  و يجداساز

 ـ يسـو  كازيپتيتر  ـته) TSB( راثب  شـركت  از شـده  هي

 ـته نيوس ـينووب تـر يل در گـرم  يليم 20 يحاو فكويد  هي

 24 مـدت  بـه  و شـد  داده كشت گمايس شركت از شده

 خانـه  گـرم  گـراد  يسـانت  ي درجـه  37 يدمـا  در ساعت

  ).10( ديگرد يگذار

 يرو بر شده يغن يها نمونه تمام: يباكتر يجداساز

 ـته )SMAC( آگار يكانك مك توليسورب طيمح  شـده  هي

 ميكس ـيسف تريل در گرم يليم 05/0 يحاو مرك شركت از

)Oxoid (ــيم 5/2 و ــرم يل ــريل در گ ــتلور ت ــ تي  ميپتاس

)Oxoid (ســـاعت 24 از پـــس و شـــدند داده كشـــت 
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 گـراد،  يسـانت  ي درجـه  37 يدمـا  در يگـذار  خانـه  گرم

 منظور به. ديگرد يساز خالص يمنف توليسورب يها يكلن

 ـارز  يهــا يبــاكتر تيــهو نيـي تع و لاكتــوز ريــتخم يابي

 آگــار ليــبا رد ولــتيو يهــا طيمحــ شــده، يجداســاز

)VRBA (آگار بلو لنيمت نيائوز و )EMB (از شده هيته 

 ـ. گرفـت  قـرار  اسـتفاده  مورد مرك شركت  بـه  نيهمچن

 ـبتاگلوكورون تيفعال يبررس منظور  يهـا  يبـاكتر  ،يدازي

 آگـار  كرومـو  طيمح يرو بر E.coli عنوان به شده ديتأئ

 كشـت  ايمـد  يها شركت از شده هيته O157 يصاصاخت

 ي درجـه  37 يدمـا  در سـاعت  24 مـدت  به و شد داده

 ). 5 ،10(  ديگرد يگذار خانه گرم گراد يسانت

 ـتأ منظور به: پيسروتا نييتع  ـ يينهـا  ديي  يهـا  يكلن

ــورب ــ توليس ــبتاگلوكورون و يمنف ــ دازي  تســت از ،يمنف

ــا ونيناســيآگلوت ــ ب  هــارب( O157 ياختصاصــ ســرم يآنت

  ).11( شد استفاده) افشان

 ـب يآنت مقاومت: يكيوتيب يآنت مقاومت يبررس  يكيوتي

 سـك يد اسـتاندارد  روش بـا  شـده،  يجداساز يها هيسو

 مـولر  كشـت  طيمح يرو بر) Diffusion disk( وژنيفيد

 از اسـتفاده  بـا  مـرك  شـركت  از شـده  هيته آگار نتونيه

   نيليســـ يپنـــ يكيوتيـــب يآنتـــ يهـــا  يهـــا ســـكيد

ــرميم 10( ــ ،)كروگــ ــرميم 30( نيكليتتراســ  ،)كروگــ

ــ ــ يآمپـ ــرميم 10( نيليسـ ــر ،)كروگـ ــوپر يتـ - ميمتـ

 30( نيســيكاناما ،)كروگــرميم 25( سولفامتوكســازول

 نيسفالكســ ،)كروگــرميم 30( كــليكلرامفن ،)كروگــرميم

ــرميم 30( ــيجنتاما ،)كروگـ  و) كروگـــرميم 10( نيسـ

 پـادتن  شـركت  سـاخت ) كروگـرم يم 15( نيسيترومايار

  ). 12( ديگرد امانج طب،

 استفاده با DNA استخراج: زا يماريب يها ژن يابيارز

 يبـرا  .دي ـگرد انجام) ناژنيس شركت( ™DNP تيك از

ــا ژن همزمــــان يابيــــرد ــاريب يهــ    روش از زا، يمــ

Multiplex PCR شـده  يمعرف ـ يمرهايپرا از استفاده با 

). 13( شـد  اسـتفاده  2007 سـال  در Santaniello توسط

 10 حـاوي  و ميكروليتـر  PCR، 50 نشواك ـ نهايي حجم

 MgCl2، 2/0 كرومــــوليم Tris-HCL، 3 كرومـــول يم

 ميآنـز  واحد KCl، 1 كروموليم dNTPs، 10 كروموليم

DNA مرازيپل Taq، 20 مرهـا يپرا از كي هر از ولمكويپ 

 از اســتفاده بــا PCR. شــد انجــام DNA تــريكروليم 4 و

 95 حـرارت  طيشـرا  بـا ) Techne( كلريترموسا دستگاه

 ،)ييابتـدا  يسـاز  واسرشت( قهيدق 3 گراد يسانت ي درجه

 58 ،)يسـاز  واسرشت( هيثان 20 گراد يسانت ي درجه 95

ــه ــانت ي درج ــراد يس ــثان 40 گ ــريپرا اتصــال( هي  72 ،)م

 ـثان 90 گـراد  يسانت ي درجه  72 و) مـر يپرا گسـترش ( هي

 انجـام  )يينهـا  گسـترش ( قـه يدق 5 گـراد  يسانت ي درجه

 ـنها در. دگردي  بـر  PCR محصـول  از ميكروليتـر  10 تي

 منتقـل  ديبروما وميديات واجد درصد 5/1 آگاروز ژل يرو

 نـاتور يلوم تـرانس  دسـتگاه  توسـط  الكتروفـورز  از پس و

 از مثبـت  كنتـرل  عنـوان  بـه . گرفـت  قـرار  يبررس ـ مورد

 كنتـرل  عنـوان  به و O157:H7يكل ايشياشر 933J ي هيسو

 ).14( شد استفاده K12 E.coli ي هيسو از يمنف

 SPSS افـزار  نرم از استفاده با آمده دست به جينتا زيآنال

 و )version 13, SPSS Inc., Chicago, IL( 13 ي نسـخه 

2 آزمون
χ مقـدار . شـد  انجـام  شـر يف قيدق آزمون و P 

   .شد گرفته نظر در دار يمعن 05/0 از كمتر

  

  ها افتهي

 منـاطق  از همبرگـر  ي نمونه 320 تعداد پژوهش نيا در

 از. گرفـت  قـرار  مطالعه مورد شيراز ييايغرافج مختلف

 93/80( نمونـه  259 از يبررس مورد يها نمونه مجموع

 ـ CT-SMAC طيمح در ،)درصد  توليسـورب  يهـا  يكلن

 93/23( نمونه 62 تعداد نيا از .ديگرد يجداساز يمنف
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 ـناح به مربوط) درصد  03/27( نمونـه  70 شـمال،  ي هي

 41/27( مونـه ن 71 جنـوب،  ي هيناح به مربوط) درصد

 ـناح به مربوط) درصد  62/21( نمونـه  55 و شـرق  ي هي

 از اسـتفاده  بـا . بـود  جنـوب  ي هيناح به مربوط) درصد

2 آزمون
χ يمنف ـ توليسورب يها نمونه نيب شد مشخص 

 وجـود  يدار يمعن ـ ي رابطـه  يبـردار  نمونـه  ي هيناح و

  ). P=  507/0( نداشت

 از ،ياختصاص ـ يهـا  طيمح ـ يرو بـر  كشت از پس

) درصد 58/84( نمونه 192 ،مثبت لاكتوز ي نمونه 227

E.coli 1 نمودار( شد يجداساز.(  

  

  
   به مشكوك يها يباكتر نسبت و يفراوان عيتوز. 1 نمودار

E.coli O157:H7 ييايميوشيب يها تست اساس بر  

  

 MUG بتاگلوكورونيــداز E.coli نمونــه 96 تعــداد از

 ـ از اسـتفاده  بـا  يمنف  11 ،يكتربـا  ياختصاص ـ سـرم  يآنت

 يجداسـاز ) درصـد  E.coli O157:H7 )46/11 يبـاكتر 

 بـه  مربـوط ) درصـد  09/9( نمونـه  1 تعـداد  نيا از. شد

 بــه مربــوط) درصــد 18/18( نمونــه 2 شــمال، ي هيــناح

 بـه  مربـوط ) درصـد  63/63( نمونـه  7 جنـوب،  ي  هيناح

 بــه مربــوط) درصــد 90/9( نمونــه 1 و شــرق ي هيــناح

ــناح ــوب ي هي ــهر جن ــ ش ــود رازيش ــ. ب ــاز نيب   يجداس

E.coli O157:H7 ي رابطــه يبــردار نمونــه ي هيــناح و 

  ). P= 029/0( داشت وجود يدار يمعن

 ـارز از پس  يـي زا يمـار يب يماركرهـا  يمولكـول  يابي

 eae، 1 و stx1 يهـا  ژن يدارا نمونـه  3 كه شد مشخص

ــه ــه يدارا نمون ــ و stx2 و stx1، eae ژن س ــه كي  نمون

  ).1 شكل( بودند hly ژن يدارا
  
  

  
8  7  6  5  4  3  2  1  

   روش با شده نييتع يزا يماريب يها ژن شينما. 1 شكل

Multiplex PCR آگاروز ژل يرو بر ياختصاص يمرهايپرا توسط .

 ،stx1 )(614 bp، stx2 )(779 bp يها ژن يدارا مثبت كنترل

eaeA)(890 bp )1(، 100 ماركر bp )2(، يمنف كنترل )ي نمونه ،)3 

 و) 5( يمنف ي نمونه ،)eaeA )4 و stx1، stx2 يها ژن يدارا مثبت

  ).8 و eaeA )6، 7 و stx1 يها ژن يدارا مثبت يها نمونه

  
  

ــا ــل جينت ــ از حاص ــ يبررس ــو 11 تيحساس   هيس

E.coli O157:H7 ــر در ــ براب ــوتيب يآنت ــورد يهــا كي  م

 در هـا  يبـاكتر  يتمـام  مقاومـت  ي دهنـده  نشان ،يبررس

 و نيســيندامايكل ن،يليســ يپنــ يهــا كيــوتيب يآنتــ برابــر

  ). 2 نمودار( بود نيليس يآمپ
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  رازيش در همبرگر يها نمونه از شده يجداساز E.coli O157:H7 يها هيسو در ها كيوتيب يآنت به تيحساس يالگو. 2 نمودار

  

  بحث

E.coli O157:H7 ــ ــاتوژن كي ــان پ ــوم يانس ــه موس  ب

 گوشـت  كـردن  آلـوده  ييتوانا نيبنابرا و است گاوسانان

 بـدون  نينـاقل  گاوسـانان  درصد 30 حدود. دارد را قرمز

 بـه  يگـاو  أمنش ـ با ييغذاها. هستند يباكتر نيا علامت

 مـوارد  ياصـل  عامـل  همبرگر و كرده چرخ گوشت ژهيو

 يطـور  به ؛هستند پاتوژن نيا يها يريگ همه و ريگ تك

 ـا مصـرف  علت به ها يريگ همه درصد 75 حدود كه  ني

 دسـت  بـه  اطلاعـات ). 8 ،15( باشـد  يم محصولات نوع

 كـه  است نيا ي دهنده نشان مختلف يكشورها در آمده

 و باشد يم يجهان مشكل كي E.coli O157:H7 يباكتر

ــم ــ گوشــت در آن وعيشــ زاني ــا 1/0 نيب درصــد  76 ت

  ). 10( است شده گزارش

Nart دادند نشان 2008 سال پژوهش در همكاران و 

 ـيم در كامنسـال  يبـاكتر  كي E.coli O157:H7 كه  انزب

 ـدل بـه  كه شده جاديا يمخاط بيتخر و ستين يگاو  لي

 منجـر  دهـد  يم يرو ركتوم يانتها در هيسو نيا استقرار

 ـيا پاسـخ  يالقـا  به  ـتول و يذات ـ يمن  يهـا  يبـاد  يآنت ـ دي

  ). 16( شود يم يمخاط ياختصاص

Brashears كــايآمر در ،1995 ســال در همكــاران و 

 از شـده  گرفتـه  يهـا  نمونـه  ازدرصد  63 كه دادند نشان

. دارند يآلودگ E.coli O157:H7 يباكتر به گاوها آخور

 ـن 2002 سال در شده ادي نيمحقق  از كـه  دادنـد  نشـان  زي

 ودرصـد   2/24 يريش ـ يگاوها ينگهدار مركز 91 انيم

ــرآور محــل 97 از ــ محصــولات يف ــتيا 19 در يلبن  ال

ــف ــم مختل ــودگ زاني ــا يآل  E.coli O157:H7، 9/30 ب

 ـ. )17( باشد يمدرصد   بـا  كـه  شـد  داده نشـان  نيهمچن

 زاني ـم يريش ـ يگاوهـا  از يباكتر كم ريمقاد دفع وجود

 فصـول  در ژهي ـو به ،يبررس مورد مناطق اغلب در وعيش

 قابـل  شـده  گرفتـه  ريش ـ از تازه جوان يگاوها و تر گرم

   ).10( باشد يم توجه

ــترك در ــال در هي ــاكتر ،2006 س ــياشر يب ــ ايش  يكل

O157:H7 يگاوهـــا) درصـــد 6/13( نمونـــه 77 از 

 ـا از. دي ـگرد يجداساز ها كشتارگاه  هيسـو  66 تعـداد  ني

 مربـوط  گريد مورد 11 و O157:H7 پيسروت به مربوط

  ).18( بود) O157:NM( متحرك ريغ يها هيسو به
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ــ ــاران و يديجمش ــا در همك ــا راني ــع ب  يآور جم

 يهـا  ماه در كرده چرخ گوشت نمونه صد  كي يتصادف

 ـت و خرداد  ي هعرض ـ يهـا  اهفروشـگ  از 1384 سـال  ري

 ـارز و مشهد شهرستان سطح در گوشت  روش بـا  يابي

PCR، پيســروت عنــوان بــه را نمونــه كيــ O157:H7 

  ).19( كردند ييشناسا

Alam و Zurek منظـور  به كا،يآمر در 2004 سال در 

 O157:H7 يكل ـ ايش ـياشر يباكتر ياكولوژ بهتر يبررس

 مـورد  يخـانگ  يهـا  مگس با را آن ارتباط و وعيش زانيم

 2 از يخــانگ مگــس 3440 تعــداد. دادنــد قــرار مطالعــه

. دي ـگرد يآور جمـع  مـاه  4 مـدت  يط ـ يگاودار مزرعه

 ـا بـا  يآلـودگ  نظر از ها نمونه  يتمام  يبررس ـ يبـاكتر  ني

 يآور جمـع  يهـا  مگـس  در يبـاكتر  وعيش زانيم. شدند

 ـترت به دام يغذا ينگهدار يها محل و آخور از شده  بي

 نيهمچنــ. شــد زده نيتخمــدرصــد  4/1 ودرصــد  9/2

 ـ آلـوده  يهـا  مگـس  در يآلـودگ  زانيم    تـا  3 × 105 نيب

105 × 5/1CFU  روش با. ديگرد گزارش PCR يها ژن 

 O157:H7 يكل ايشياشر يباكتر در fliC و stx، eae 1 و 2

 ـترت بـه  مثبـت  جينتـا  و شد يجداساز  ،درصـد  4/90 بي

 تيــجمع. ديــگرد گــزارشدرصــد  100 ودرصــد  2/92

 ـ عنـوان  به گاو پرورش مزارع در ها مگس اديز اريبس  كي

ــل ــم عام ــار مه ــياشر انتش ــ ايش ــ در O157:H7 يكل  نيب

 ). 20( شود يم محسوب ها آن يزندگ طيمح و واناتيح

Blanco از 2003 ســـال در اياســـپان در همكـــاران و 

 و stx1يهـا  ژن يبررس ـ منظور به Multiplex PCR روش

stx2 از و PCR يهـا  ژن جداگانـه  يابي ـرد يبرا eaeA و 

hlyA ــتفاده ــد اس ــوع از. كردن ــو 384 مجم  STEC هيس

 ژن درصـد  3 در ،stx1 ژن درصـد  55 در شده، ييشناسا

stx2، يها ژن درصد 42 در stx1 و stx2، ژن درصـد  6 در 

eae ژن درصد 28 در و hlyA  ـ. دي ـگرد مشـاهده   يفراوان

  ).21( است توجه قابل مطالعه نيا در stx1 ژن يبالا

ــ در ــاران و Byrne يبررس ــال در همك  در 2003 س

 شـده،  يجداساز E.coli O157:H7 هيسو 57 از كا،يامر

 هيســو hly، 11 و stx1، stx2، eaeA يهــا ژن هيســو 38

 stx2، eaeA يها ژن هيسو hly، 5 و stx1، eaeA يها ژن

ــو 3 و hly و ــم هيس  را eaeA و stx1، stx2 يهــا ژن ه

 ). 7( داشتند

 شـد  ييشناسـا  كه يا گسترده وعيش نياول فرانسه در

 كـرده  چرخ گوشت در O157:H7 با ارتباط در مورد 69

 ياصـل  ي  همشخص ـ و افتـاد  اتفـاق  2005 سال در كه بود

STEC ــرتبط ــا م ــاريب ب ــتول يم ــا نيگاتوكســيش دي    يه

stx1 ،stx2  ــهيوارو ــا ت ــود stx2 يه ــايد. ب ــ ش  از يبعض

 از شـده  جـدا  STEC يهـا  هيسو با ارتباط در يها تهيوار

 خـوك  و) stx2d( گوسـفند  ماننـد  ياختصاص يها زبانيم

)stx2e(، اساس بر. دارند انسان يبرا يكمتر ييزا يماريب 

 ســـندرم بـــا STEC يهـــا هيســـو ارتبـــاط و وعيشـــ

 5 بــه را هــا آن همكــاران، و Pradel ك،يــتيهمول ياورمــ

  ). 22( كردند يبند طبقه) E تا A( پيسروپاتوت

 از ،2005 سـال  در پاكسـتان  در ديگـري  پژوهش در

 در ،Multiplex PCR بـا  يبررس ـ مورد كودك 200 انيم

 ژن دو هـر  اي ـ كي ـ يدارا) درصـد  11( نفر 22 مجموع

 ـ كـه  يطـور  بـه  ؛بودنـد  نيتوكس گايش  مـاران يب يفراوان

 گـزارش ) درصد 1/57( هم با stx2 و stx1 يها ژن يدارا

 8/42 يفراوان با بيترت به زين hly و eae يها ژن. ديگرد

 ).11( ديگرد گزارش درصد 4/21 و درصد

 روش از جهـرم  در 1384 سال در همكاران و كارگر

PCR 17 از كه كردند استفاده نيگاتوكسيش يابيرد يبرا 

 ـ در تنهـا  سرم يآنت با مثبت نمونه  گايش ـ ژن هيسـو  كي

  ). 23( نمودند مشاهده را stx2 نيتوكس

Uhlich بــه گيــري همــه دو امريكــا رد همكــاران و 
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ــفنا مصــرف علــت ــاهوي و جاس ــوده ك ــا آل ــاكتري ب    ب

E.coli O157:H7 ــزارش را ــد گ ــويه. نمودن ــاي س  ه

 ژنتيكـي  ارتبـاط  هـا  گيـري  همـه  اين در شده جداسازي

 هـا  سويه تمام ،PCR انجام از پس و داشته هم با نزديكي

 ،stx1 هـاي  ژن از يكـي  و hly، eae، wyz هاي ژن  يدارا

stx2 24( بودند ها آن دوي هر يا و .(  

ــا ــا در مـ ــژوهش، نيـ ــا پـ ــتفاده بـ    روش از اسـ

Multiplex PCR ـ با شده دييتأ يها نمونه در   سـرم  يآنت

ــ ــا ژن ،ياختصاصــ  در را hly و stx1، stx2 eaeA يهــ

ــو ــا هيس ــاز يه ــده يجداس ــخ ش ــداد صيتش  در. مي

 و stx1 يهـا  ژن يدارا هيسـو  سـه  شده جدا يها يباكتر

eaeA يهـا  ژن يدارا هيسو كي و stx1، stx2 و eaeA و 

و  Byrne جينتـا  بـا  كـه  بود hly ژن يدارا زين هيسو كي

 ي دهنـده  نشـان  جينتا نيا. شتدا مطابقت) 7(همكاران 

 يهـا  نمونـه  از شـده  يجداسـاز  يها هيسو يكيژنت تنوع

 يقبل ـ يها پژوهش در نيهمچن. بود ما كشور در همبرگر

 ييغـذا  يها نمونه و) 11( يكينيكل يها نمونه يرو بر ما

ــطح در )10 ،23 ،25–26( ــتان سـ ــارس اسـ  hly ژن فـ

 ـا در امـا  بـود،  نشده مشاهده  مـاركر  4 هـر  پـژوهش  ني

  . ديگرد يجداساز يباكتر ييزا يماريب

 بر توصيفي يامطالعه در همكاران و يباغبان

 مناطق هاي قصابي از خام گوشت يها نمونه يرو

 250 بين از 1384 و 1383 يها سال يط تهران مختلف

 روش با را E.coli O157:H7 يباكتر نمونه 18 ،نمونه

PCR آنتيبيوتيكي مقاومت تست در. كردند ييشناسا 

 ،ين،نوروفلوكساس ،جنتامايسين به ها سويه تمام

 ،اسيد ناليديكسيك ،ايميپنم ن،يكساسانروفلو

  ). 27( بودند حساس سفتازيديم و سيپروفلوكسازين

 به شده جدا يها هيسو يتمام پژوهش نيا در

 نيليس يآمپ و نيسيندامايكل ن،يليس يپن يها كيوتيب يآنت

 ميمتوپر يتر ن،يسيجنتاما يها كيوتيب يآنت به و مقاومت

 تيحساس كليكلرامفن و نيسيكاناما سولفامتوكسازول،

 به نسبت شده جدا يها هيسو تيحساس. داشتند

 ميمتوپر يتر به تيحساس و يباغبان جينتا با نيسيجنتاما

 در ما يقبل پژوهش با كليكلرامفن و سولفامتوكسازول

  .داشت مطابقت) 28( مرودشت

 در يباكتر نيا روز 50 از شيب يبقا به توجه با

 بدون نيناقل بدن در زين و رودخانه ،يشهر آب مخازن

 ناقل يها گوساله از آن انتقال خطر ،)گوساله( علامت

 باعث تواند يم جهينت در. دارد وجود سالم واناتيح به

 و يگوشت محصولات رينظ يمدا ييغذا مواد يآلودگ

 كاهش بر كه ييها روش نيبنابرا ).10( شود زين اتيلبن

 يوانيح يغذاها در E.coli O157:H7 يباكتر تيجمع

 دارند، ديتأك انسان ييغذا ي رهيزنج به ورود از قبل

 فايا يانسان يها يماريب كاهش در را  يمهم نقش

  ).8( كنند يم

 در گوساله گوشت نزايم شيافزا با كه رسد يم نظر به

   به يآلودگ زانيم ران،يا در همبرگر يها نمونه

E.coli O157:H7 شيافزا به توجه با. شود شتريب زين 

 انجام شده، جدا E.coli O157:H7 موارد روزافزون

 يدارا مناطق در ژهيو به يبهداشت قيدق يها كنترل

 كه ييجا آن از نيهمچن. است يضرور وعيش ي سابقه

 ها گوساله انيم در كيزوتياپ عفونت جاديا امكان

 فرايند كنترل دارد، وجود) يباكتر ياصل مخزن واناتيح(

 با يستيبا ،يگوشت محصولات يبند بسته و ديتول ه،يته

 نيتدو ،يطرف از. شود انجام يشتريب دقت و حوصله

 به مشترك يها پروتكل ي هيارا و شيپا يها برنامه

 سازمان ،يصنعت قاتيتحق و استاندارد ي اداره ي لهيوس

 در يثرؤم نقش تواند يم كشور، بهداشت و يدامپزشك

 .باشد داشته يباكتر نيا وعيش از يريگ شيپ و كنترل
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  يقدردان و تشكر

 ـپا از يبخش حاضر ي مقاله  ارشـد  يكارشناس ـ ي نامـه  اني

ــگاه ــلام آزاد دانش ــد  ياس ــرم واح ــه جه ــماره ب  ي ش

 لهيوس ـ نيبـد  مقاله سندگانينو. بود 19330507862001

 يپژوهش ـ معاونـت  از را خـود  تشكر و قدرداني مراتب

 هـاي  حمايـت  دليل به جهرم واحد ياسلام آزاد دانشگاه

 . دارند مي اعلام پژوهش نيا انجام در اجرايي و يمال
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Evolution of Virulence Genes and Antibiotic Resistance of  

Enterohemorrhagic Escherichia coli Isolated from Hamburger by  

Multiplex PCR in Shiraz 
 

Mohammad Kargar PhD1, Peyman Dianati MSc2, Maryam Homayoon MSc3 

 
Abstract 

Background: Escherichia coli O157:H7 have emerged as pathogens that can cause food-borne infec-
tions and severe illnesses in humans, such as hemorrhagic colitis (HC), hemolytic uremic syndrome 
(HUS). Since this bacterium is transferred by the foodstuff, especially hamburger it is called "ham-
burger bacteria". The aim of this study was isolation and identification of E.coli O157:H7 from ham-
burger samples in Shiraz, Isfahan.  

Methods: In this cross- sectional study, 320 samples of Hamburger were collected and enriched in 
TSB with novobiocin medium in 37ºC temperature. Fermentation of sorbitol and lactose and activities 
of β-glucoronidase of separated bacteria were examined by using the SMAC and VRBA media and 
choromoagar medium. Then the existence of E.coli O157:H7 was confirmed with the specific antise-
rum. At the end existence of virulence genes and antibiotic resistance strains were tested with multip-
lex PCR and disk diffusion methods. 

Findings: Out of all examined samples, 259 (80.93%) sorbitol negative bacteria were separated. From 
which 227 (87.64%) had ability of lactose fermentation. Then by using biochemical tests, 192 samples 
(84.58%) were identified as E.coli. Also the rate of recognition of MUG negative and E.coli O157:H7 
were 50.00% and 3.43% respectively. By evaluation of virulence markers, eae and stx1 genes were 
identified in 3 samples and eae, stx1 and stx2 identified in 1 sample. Also in 1 sample only hly gene 
was detected. All isolated strains were resistant to most antibiotics.  

Conclusion: Since this bacterium is an high risk pathogene and hamburger was a common 
source in recent outbreak, monitoring of all kinds of meat products is recommended. 

Keywords: Enterohemorrhagic Escherichia coli, Antibiotic Resistance, Multiplex PCR, Hamburger. 
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