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چکیده

EHEC(Enterohemorragic Escherichiaاز جمله ،اشریشیاکلیپاتوتایپهاي مختلف :زمینه و هدف

coli) شیگا توکسینلیکشیایشرا.باشندمیاي اي و خارج رودهبیماریهاي رودهعامل ایجاد)STEC( به همراه ،
هدف .شوندشناخته مییافتهه اسهال در کشورهاي توسعهعنوان شایع ترین عامل ایجاد کننده بEHECهايسویه

-Multiplexژنهاي حدت در باکتري اشریشیاکلی به روشاز این مطالعه، بررسی PCRهاي جداشده از نمونه
. باشدمیهاوتیکی این نمونهبیو تعیین میزان مقاومت آنتیاسهال

مراکز اسهال انسانی از نمونه100آوري پس از جمعمقطعی، –در این مطالعه توصیفی :روش کارمواد و 
باکتري اشریشیاکلی سویه55شیمیایی انجام وبیومیکروبی و هاي کشتآزمایشتهران، شهردرمانی سرپایی

-Eو بیوتیکی به روش دیسک دیفیوژن حساسیت آنتیآزمون.گردیدها استخراج جدایهDNAهمزمانجداسازي و

test بر اساس دستورالعملCLSIهاي آماري با داده.شدهاي مختلف انجام هایی از گروهبیوتیکبا آنتیSPSS19 و با
.هاي آماري توصیفی مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتاستفاده از آزمون

%) 94(و آمپی سیلین %) 100(اریترومایسین بیوتیکهايآنتیدا شده نسبت بهاکثر اشریشیاکلی ج:هایافته
بیشترین مقاومت E-Testآزموندر.حساس بودند%) 100(آمیکاسینو %) 96(نیتروفورانتوئینمقاوم و نسبت به 

آمیکاسین بیوتیکهاي جنتامایسین و و بیشترین حساسیت به آنتی%) 100(بیوتیک اریترومایسینآنتینسبت به
و Stx2ژنواجد%)8/21(نمونه 12نمونه انسانی، 55از مجموع آزمون ملکولیبر طبق نتایج . مشاهده شد%)100(
.هستندStx1ژن حاوي)%2/7(نمونه 4

سن افراد، نوع نمونه، در مقایسه با سایر مطالعات نشان داد کهنتایج بدست آمده در این مطالعه :گیرينتیجه
هاي شناسایی و جداسازي باکتري روشدر ،فصول سال، وضعیت بهداشت فرديفیایی، نوع رژیم غذایی، محل جغرا

. دارندنقش
هاي حدت، ژنSTECاشریشیاکلی، :کلیديهايهواژ
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48 بررسی ملکولی ژنهاي حدتstx1,stx2و همکارانیوسف رمضانی...در

قدمهم
شایعترین باکتري جدا شده در آزمایشگاههاي اشریشیاکلی

تگاه مدفوع و دسهاياز نمونهمیکروب شناسی بالینی 
اي و خارج هاي رودهکه عامل اصلی عفونتاستادراري 

هاي اسهالی یکی از مهم عفونت.]2،1[باشداي میروده
باشد هر ساله تقریباً ترین عوامل مرگ و میر در کودکان می

. دهنداسهال جان خود را از دست میدو میلیون نفر در اثر
کشورهاي اکثریت موارد اسهالی حاد در کودکان ساکن در 

ي هاسویه.]4[شوددر حال توسعه مشاهده می
عنوان عامل مهم ه ب)STEC(مولد سم شیگااشریشیاکلی

که ممکن است منجر به بوده بیماري جدي گوارشی انسان
نظر ه ب. گردد)HUS(همولیتیکمیسندرم اورایجاد

STECهايعفونتهاي ناشی از پاتوتیپرسد شیوع می

)Shiga Toxin Escherichia coli(با اشریشیاکلی
که مواد غذایی میبه افزایش بوده و هنگامنشاء غذایی رو

تواند شمار می،اندکه به صورت فله تولید و توزیع شده
staتوسط ژن STسم .مبتلا نمایدرا افرادزیادي از 

باشد آنزیم گووانیلات سیکلاز میازرمزدهی شده و نوعی
دسته بندي شده که هر دو از Stbو Staبه دو نوع که

Staسم . لحاظ ساختاري و عملکردي با هم تفاوت دارند

در ایجاد بیماري Stbدر بیماریزایی انسان و سم 
آنزیم گووانیلات سیکلاز Sta. درحیوانات اهمیت دارد

به هایاخته میزبان را فعال نموده و منجر به ترشح یون
باعث آزاد Stbدر حالیکه،شودفضاي داخلی روده می

از یاخته میزبان و E2شدن سروتونین و پروستاگلاندین 
که در افزایش مقادیر یونهاي کلسیم در سیتوپلاسم شده 

ترشح یونها به فضاي داخلی روده و ایجاد نهایت منجر به
STECبسیاري از بیماران آلوده با . ]1[گردد میاسهال 

رخی ظرف یک تا دو ابتدا از اسهال آبکی رنج برده، اما در ب
روز منجر به بروز اسهال خونی و کولیت هموراژیک 

منجر به که STECبیماري اسهالی وابسته به .گرددمی
يبستگی به عملکرد بین باکترکه شود خطرناك میموارد 

ي هاآب، غذاي گوشتی، انواع فرآوردهداشته وو میزبان 
ري به عنوان مخزن این باکت، آب میوه و ماست میدا

نشخوارکنندگان به ویژه گاو و گوسفند نیز از . باشندمی
رسد که میبه نظر . باشندمیEHECمخازن طبیعی 

در سالهاي اخیر در ایران افزایش EHECي هاحضور سویه

.]4،3[داشته و نباید به سادگی به فراموشی سپرده شود 
داراي شیوع متفاوتی در مناطق مختلفایراناسهال در

شود که این رقم میلیون گزارش می6/1در سال کهبوده
شناسایی .]24[کاهش یافتنفر71000به 2003در سال 

هاي بیوشیمیایی، شامل واکنشDECانواع مختلف 
هاي فتوتیپی براساس خصوصیات سروتایپینگ، سنجش

از این . باشدویرولانس و روشهاي تشخیص مولکولی می
غالباً PCRاختصاصی با زایی تشخیص ژنهاي بیماري،میان

زیرا این روش نتایج سریع و ،گیردمورد استفاده قرار می
موارد عفونت بدون . ]21[دهدمطمئن با حساسیت بالا می

O157اشریشیاکلیعلامت با  :H7ها، میدر موارد اپید
یکی از مسائل مهم در .]6،5[غالباً قابل تشخیص است 

کتریهاي پاتوژن نسبت درمان بیماریهاي عفونی، مقاومت با
-مقاومت دارویی مفهوم پیچیده. باشدها میبه آنتی بیوتیک

اي است که در آن چندین فاکتور از جمله نوع 
زا، محل باکتري در داخل بدن، میکروارگانیسم عفونت

توزیع میکروارگانیسم در بدن، غلظت دارو در محل عفونت 
ر تأثیرو وضعیت ایمنی بیمار دخالت داشته و بر یکدیگ

هدف از این مطالعه بررسی و تعیین ژنهاي .]8[گذارند می
-MultiPlexبه روشاشریشیاکلیباکتري حدت PCR در
آوري شده از مراکز درمانی جمعهاي اسهالی انسانی نمونه

بیوتیکی این و تعیین مقاومت آنتیدر شهر تهرانسرپایی 
.بوده استهانمونه

کارروش 
قبلیمطالعاتاساسبر،مقطعی-صیفیتومطالعهایندر
تعداد ،05/0قبول قابلخطايو،%95اطمینانسطحو

و با در نظر علائم بالینیبابیماران نمونه اسهالی از 100
1393تا شهریوراز فروردینکهگرفتن ملاحظات اخلاقی، 

مراجعه نموده بودند،مراکز درمانی سرپایی شهر تهرانبه 
.شدشناسی منتقل آزمایشگاه میکروببهجمع آوري و 

ها نمونهو جداسازي باکتري، اشریشیاکلیراي تأیید وجود ب
کانکی آگار، مکانتخابی و افتراقی مانندهايمحیطبر روي 
EMB ،ECC)E.coli Chrome Agar( کشت داده و

بعد . درجه سانتیگراد انکوبه شدند37در دماي ساعت 24
،E.coliسایی حضور باکتري شناجهتانکوباسیوناز 

، IMViCتستهاي : شاملبیوشیمیاییتاییدي هاي آزمون
TSI)(Triple Sugar Iron Agar نهایی جهت تشخیص
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49)1(8؛ دوره95سالکی خراسان شمالی                مجله دانشگاه علوم پزش
اشریشیاکلی پاتوژن ایزوله 55در نهایت وانجام شد

- جهت انجام آزمون آنتی.]15[شناسایی و تایید گردید

به (Disk diffusion)بیوگرام از روش دیسک دیفیوژن 
CLSI(Clinicalروش کربی بائر و بر طبق دستورالعمل 

and Laboratory Standards institute) استفاده گردید
تعدادي از کلونی باکتري را بوسیله آنس برداشته و . ]11[

در سرم فیزیولوژي استریل حل نموده تا برابر با کدورت 
مولر سپس بر روي محیط . استاندارد نیم مک فارلند گردد

دیسک هاي آنتی بیوتیک با هینتون آگار کشت داده و
فاصله استاندارد بر روي محیط کشت قرار داده و در دماي 

ساعت نتایج قرائت 24درجه انکوبه گردیده و بعد از 37
-آنتیهايجهت انجام این مطالعه دیسک. ]11[گردید 

300(، نیتروفورانتوئین)میکروگرم30(سفپیمبیوتیک 
5(، سفکسیم)میکروگرم30(، سفتریاکسون)گرممیکرو

،)میکروگرم30(کسیک اسید، نالید)میکروگرم
، )میکروگرم30(، آمیکاسین)میکروگرم15(اریترومایسین
5(، سیپروفلوکساسین)میکروگرم10(جنتامایسین

از شرکت )میکروگرم10(سیلین، آمپی)میکروگرم
HIMEDIAHimedia Laboratories Pvt.Limited-

INDIA) (جهت بررسی کنترل کیفی . تهیه گردید
ATCCاشریشیاکلیآزمایشات از سویه استاندارد 35218

.به عنوان کنترل مثبت استفاده شد
جهت انجام آزمایش تعیین حداقل غلظت ممانعت از رشد 

MIC)Minimum inhibitory concentration( از
. ستفاده گردیداE.test(Epsilometer test)روش 
-آنتی) strips(نوارهاي آنتی بیوتیکیبا E.testآزمایش

سیلین، اریترومایسین، بیوتیکهاي آمیکاسین، آمپی
جنتامایسین، سیپروفلوکساسین، نالیدکسیک اسید تهیه 

(HIMEDIAPvt.Limited-INDIAشده از شرکت 

Himedia Laboratories(در این مطالعه از . انجام شد
هاي مختلف بر حسب میکروگرم با رقتE.testنوارهاي
. شداستفاده 

مرکز ملی تجاريکیتطبق دستورالعملDNAاستخراج 
. گردیدانجام) MBK0041(ذخایر ژنتیکی و زیستی ایران 

مرحله دناتوراسیون اولیه :Multiplex-PCRبرنامه آزمون 
دقیقه، مرحله دناتوراسیون 5درجه سانتیگراد به مدت 94
55ثانیه، مرحله اتصال 40درجه سانتیگراد به مدت 94

درجه 72دقیقه، مرحله بسط 1درجه سانتیگراد به مدت 

، مرحله )سیکل35تعداد (دقیقه 1سانتیگراد به مدت 
- دقیقه می10درجه سانتیگراد به مدت 72بسط نهایی 

1پرایمرهاي مورد استفاده در این آزمون در جدول . باشد
استفاده جهت ترکیبات مورد مخلوط.]16[ذکر شده است 

7/12آب مقطر : شاملMultiplex-PCRانجام واکنش
2به میزان 10X. PCR bufferمیکرولیتر، 

MgCl2میکرولیتر، 1.5mM میکرولیتر، 5/0به میزان
)dNTP mix (5Mm میکرولیتر، پرایمرهاي 5/0به میزان

0.5 µM ر، آنزیممیکرولیت5/0مورد استفاده هرکدام
2.5unitTaq polymerase میکرولیتر، 3/0به میزان

میکرولیتر 20میکرولیتر در حجم نهایی DNA3نمونه 
Multiplex-PCRبعد از انجام آزمون . ]16[تهیه گردید

ها بر در دستگاه ترموسایکلر جهت بررسی محصول نمونه
اتیدیوم برومایدانتقال داده شده و با % 1روي ژل آگارز 

در دستگاه ژل داك مورد بررسی قرار و سپسآمیزيرنگ
و با استفاده از SPSS19افزار هاي آماري با نرمداده. گرفت
مورد تجزیه و تحلیل من ویتنیهاي آماري توصیفیآزمون

.قرار گرفت
هایافته

ایزوله جداسازي شده از بیماران 55این تحقیق بر روي 
میزان حساسیت . انجام گرفتبا علائم بالینی داراي اسهال 

بیوتیکهاي مورد استفاده در هاي مختلف به آنتیسویه
میزان بیشترین مطابق جدول . ذکر شده است2جدول 

ها نسبت به آنتی بیوتیک ت آنتی بیوتیکی سویهممقاو
94،درصد100ترتیب به سیلینو آمپیاریترومایسین 

داراي (ا هکمترین مقاومت آنتی بیوتیکی سویهدرصد و 
به آنتی بیوتیک ) بیشترین حساسیت آنتی بیوتیکی

گزارش درصد 96درصد و نیتروفورانتوئین 100آمیکاسین 
اي جداسازي شده سویهسویه 55در بین همچنین .شد

اي که به کل سویهیا داروها مقاوم و تمامیکه به 
این تحقیق یافت در داروهاي مورد استفاده حساس باشند، 

1هاي این تحقیق که در نمودار طبق یافته.نگردید
مشخص شده است بیشترین میزان مقاومت چندگانه 

5بیوتیکهاي مورد استفاده نسبت به دارویی در برابر آنتی
ها درصد نمونه60بیوتیک به طور همزمان در آنتی

کمترین غلظت تایج حاصل از بررسین. شناسایی گردید
ها در بر روي نمونهE-Testبا روشMICممانعت از رشد 
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50 بررسی ملکولی ژنهاي حدتstx1,stx2و همکارانیوسف رمضانی...در

Multiplex-PCRهاي مورد استفاده جهت آزمون پرایمر:1جدول

پرایمر('3–'5)توالی پرایمر ژن هدف(bp)طول محصول 
210Stx1TGTAACTGGAAAGGTGGAGTATACASLT1-F

210Stx1GCTATTCTGAGTCAACGAAAAATAACSLT1-R

484
484

Stx2

Stx2

GTTTTTCTTCGGTATCCTATTCCSLT11-F

GATGCATCTCTGGTCATTGTATTACSLT11-R

هاي جداسازي شده به آنتی بیوتیکهاي مختلف با روش دیسک دیفیوژنمیزان حساسیت سویه: 2جدول
(%)میزان مقاومت 

Resistance

(%)حساسیت متوسط
Intermediate

(%)میزان حساسیت 
Sensitive

بیوتیکتیآننوع 

نیتروفورانتوئین4-96
اریترومایسین--100

آمیکاسین100--
سفپیم70723
نالیدکسیک اسید75-25
آمپی سیلین9433
سیپروفلوکساسین40-60
سفتریاکسون58-42

سفکسیم33/5333/334/43
جنتامایسین171667
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51)1(8؛ دوره95سالکی خراسان شمالی        مجله دانشگاه علوم پزش

بیوتیکهاي مختلفمورد مطالعه نسبت به آنتیهاينتایج مقاومت چند گانه در بین سویه: 1نمودار 

نتایج حاصل از بررسی مقاومت آنتی بیوتیکی باکتري: 3جدول 
بر حسب درصدE-Testبا روشاشریشیاکلی

)درصد(مقاوم )درصد(حساس بیوتیکنوع آنتی
9010سیپروفلوکساسین
2179نالیدکسیک اسید

-100جنتامایسین
-100آمیکاسین

4060آمپی سیلین
100-اریترومایسین
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52 بررسی ملکولی ژنهاي حدتstx1,stx2و همکارانیوسف رمضانی...در

نالیدکسیک اسیدنواري با آنتی بیوتیک E-Testبه روش MICنتیجه آزمون تعیین : 1شکل 

فراوانی ژنهاي مورد مطالعه:4جدول 
ژن هدفتعداد ژندرصد

2/74Stx1

8/21%12Stx2

هاي ، کنترل مثبت، نمونهbp50مارکر : ستبه ترتیب از چپ به راMultiplex PCRنتایج :2شکل
Stx1واجد ژن29شماره  bp210واجد ژن28، 24هاي شماره ، نمونهStx2bp484
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53)1(8؛ دوره95سالکی خراسان شمالی        مجله دانشگاه علوم پزش
بیشترین ،آزمونایندر. ذکر گردیده است3جدول 

100(آنتی بیوتیک اریترومایسینمقاومت نسبت به
بیوتیکهاي شترین حساسیت به آنتیو بی) درصد

و لیتر میکروگرم بر میلی1/0به میزان جنتامایسین 
55میکروگرم بر میلی لیتر در هر 4به میزان آمیکاسین 

آزمون نتایج ).1شکل(مشاهده شد ) درصد100(نمونه 
بیشترین میزان نشان داد که 4ملکولی مطابق جدول 

داسازي شده از جیاشریشیاکلژنهاي حدت در فراوانی
بوده درصد8/21با Stx2مربوط به ژن هاي اسهال نمونه
مورد بررسی هاژنیک ازهیچ نمونه نیز 3در . است

به Stx2و Stx1ژنهاي در یک نمونه . اسایی نگردیدنش
با توجه به میزان کم شیوع . گردیدردیابی طور همزمان 

- ژنهاي حدت ارتباط معناداري با میزان حساسیت آنتی

ها داشته است که در بروز عوامل بیماریزا بیوتیکی نمونه
نتیجه آزمون با ). P value>05/0(تاثیر گذاشته است
Multiplex-PCRقابل 2با ژنهاي مورد نظردر شکل

.استمشاهده
بحث 

هاي این تحقیق بیشترین میزان مقاومت طبق یافته
ایی ها شناسدرصد نمونه60چندگانه به طور همزمان در 

- هاي چندگانه دارویی در بین سویهبروز مقاومت.گردید

تواند در می،هاي ایجاد کننده بیماریهاي عفونی خطرناك
و انتقال در بین باکتریهاي بیماریزا هاي مقاومایجاد سویه

همچنین بررسی ژنهاي . هاي انسانی موثر باشدجمعیتدر
روز بوحدت نشان داد که وجود عوامل حدت در باکتري 

هاي جداسازي شده علائم بالینی با میزان حساسیت سویه
ارتباط تواند میبیوتیکهاي مورد استفادهنسبت به آنتی

بیماریهاي ایجاد شده توسط باکتري . داشته باشد
خونی، اسهال، کولیت شامل اسهالاشریشیاکلی

هموراژیک، ترمبوتیک ترومبوسیتوپنی پورپورآ، سندرم 
و میر ارتباط ر موارد شدید مرگاورمی همولتیک و د

نزدیک با عوامل حدت این باکتري و میزان شیوع آنها 
صورت ذاتی و 2ها به بیوتیکمقاومت در برابر آنتی.دارد

در مقاومت ذاتی سلول طبیعی و یا . باشداکتسابی می
که وحشی قادر به مهار آنتی بیوتیک ها بوده در حالی

گرفتن جمعیت هاي حساس مقاومت اکتسابی در اثر قرار 
و طبیعی در معرض عوامل مختلف و سویه هاي حساس 

و همکاران در 1نتودیاس.]4[شودبه مقاوم ناشی می
اشریشیاکلینمونه ادرار در برزیل، 188مطالعه اي بر روي 

موارد جدا و بیشترین میزان مقاومت را درصد26را از 
.]12[ند گزارش نمود)درصد27(نسبت به آمپی سیلین 

نمونه 68اي بر روي و همکاران در مطالعه2تامبرکار
59را از اشریشیاکلی، 2006ادراري در هند در سال 

موارد جدا کردند و بیشترین میزان مقاومت را درصد 
91(و کوتریماکسازول ) درصد87(نسبت به آمپی سیلین 

و کمترین مقاومت را نسبت به نیتروفورانتوئین ) درصد
و 3تانخیوالهدر مطالعه . ]13[گزارش کردند) صددر29(

، بیشترین مقاومت 2004در اشریشیاکلیهمکاران بر روي 
و آمپی سیلین ) درصد82(نسبت به کوتریموکسازول 

و کمترین مقاومت نسبت به ) درصد9/79(
3/41(زوکسیم و سفتی) درصد38(نیتروفورانتوئین 

- سلیمانیايلعهاخیراً طی مطا. ]14[گزارش شد) درصد

هاي با بررسی بر روي نمونه1393و همکاران در سال فرد
بیوتیکی بیشترین میزان مقاومت آنتی، ادرارياشریشیاکلی

و آمپی سیلین ) درصد100(نسبت به اریترومایسین 
و کمترین مقاومت مربوط به ) درصد3/93(

در تحقیق .]23[گزارش شد) درصد3(نیتروفورانتوئین 
ت آنتی بیوتیکی نسبت به ممقاومیزان بیشترین حاضر 

100ترتیب به سیلینو آمپیآنتی بیوتیک اریترومایسین 
بیشترین حساسیت آنتی بیوتیکی به درصد و 94درصد، 

96درصد و نیتروفورانتوئین 100آنتی بیوتیک آمیکاسین 
جداسازي شده هايسویهدر بین . گزارش شددرصد 

در حساس باشند، یاروها مقاوم و داتمامیاي که به سویه
مقایسه نتایج تحقیقات حاضر با .این تحقیق یافت نگردید

دهد که مقاومت به اریترومایسین و سایرین نشان می
سیلین در اکثر این مطالعات یکسان بوده و تفاوت در آمپی

دلیل این امر ناشی از بروز . باشدمیزان شیوع آن می
بیوتیکهاي مورد نظر به ین آنتیگیر نسبت به امقاومت همه

و بروز ژنهاي مقاومتاین داروهادلیل مصرف بیش از حد
و همکاران بوذري. باشدمیهاو انتقال به سایر سویه

سیلین، و بیشترین به آمپیرا بیشترین درصد مقاومت 

1 - DiasNeto
2- Tamberkar
3 -Tankhiwale
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54 بررسی ملکولی ژنهاي حدتstx1,stx2و همکارانیوسف رمضانی...در
هاي نالیدکسیک اسید، بیوتیکآنتیرا بهحساسیت 

در . ]7[ش نمودند جنتامایسین و سیپروفلوکساسین گزار
به عنوان مقاوم نالیدکسیک اسیدمطالعه ما صورتی که در 

ناشی از تواند ، که این اختلاف میگزارش شده است
یا سابقه برداري ومناطق جغرافیایی نمونهدرتفاوت 

هاي ناشی از این استفاده از این دارو جهت درمان عفونت
ها ت در سویهکه منجر به بروز پدیده مقاومباشدباکتري

بیوتیکها در ها نسبت به آنتیحساسیت سویه. شده است
تفاوت داشته و E-Testگذاري و نوارهايروش دیسک

گذاري مقاوم بیوتیکهایی که در روش دیسکبعضاً آنتی
E-Testسیلین در روش اند مانند آمپیگزارش شده

- برخی از آنتی.ولی در غلظتهاي بالا گزارش شد،حساس

یکها نیز مانند اریترومایسین و نالیدکسیک اسید در هر بیوت
دلیل این امر با میزان ،اندها مقاوم بودهدو روش به سویه

با کاغذ آغشته شده E-Testغلظت دارویی که در روش
تهاي مختلفی از دارو با باکتري ظمرتبط بوده و غلاست 

تاثیرگذاري بیشتري نسبت به قدرت داراي کهمواجه شده 
.باشدمی،اري که تنها در یک رقت استذگوش دیسکر

در مطالعه سلیمانی فرد بر روي اشریشیاکلی جداشده از 
بیشترین مقاومت E-Testش هاي ادراري به رونمونه

]23[نسبت به آنتی بیوتیک اریترومایسین مشاهده شد 

که با نتیجه مطالعه حاضر علیرغم تفاوت در نوع نمونه 
. مشابهت دارد

در EHECشناسایی پاتوتیپ در زمینهمختلفیالعاتمط
نقاط مختلف دنیا و ایران بعمل آمده است که نشان دهنده 

اشریشیاکلیهاي اهمیت این عوامل در بیماریزایی سویه
هاي انتروهموراژیک و باشد، بویژه آنکه اکثر جدایهمی

در انسان از جمله وروتوکسیژنیک مسئول بیماریهاي مهمی
همولیتیک و کولیت خونریزي دهنده اورمیسندرم 

که داشتهباشند و به میزان قابل توجهی در دامها وجود می
.باشندمطرح میانتقال به انسانجهتمخزنبه عنوان

توان در فلور مدفوعی طیف را میStxمولد شیاکلییاشر
، ، گربهوسیعی از حیوانات شامل گاو، گوسفند، بز و خوك

رسد نظر میه ب.مرغان دریایی یافتو ، جوجهسگ
که بودهگاو ،مهمترین گونه حیوانی آلوده کننده انسان

عمل کرده و آلودگی را از STECبعنوان مخزن تقویت 
هاي گوشتی و لبنیات آلوده با تماس وردهآطریق فر

و 1خان.]17،9[دهندمستقیم به انسان انتقال می
را با استفاده از ،STECهاي سویه2002همکاران در سال 

جمع نمونه62از مجموع ، کهبررسی کردندPCRروش 
گوشت ،انسان، گاو(هايشامل نمونهآوري شده مختلف

ژنحاوي درصد Stx2 ،5/36ژنواجددرصد19) گاو 
Stx1و 2بلانکو.]19[درصد هر دو ژن را داشتند5/44و

وStx1به منظور بررسی ژنهاي 2003همکاران در سال 
Stx2روش ازهاي مدفوعی انسان در نمونهMultiplex

PCRدرصد55ه و مشخص گردید کهاستفاده کرد
درصدStx2،42ژن درصدStx1،3واجد ژن ها نمونه

,Stx1هردو ژنداراي  Stx2فراوانی بالاي ژن.باشندمی
Stxو 3مویو.]20[در این مطالعه قابل توجه است

به M-PCR، از روش 2007در سال همکاران در تانزانیا
، EAEC ،EPEC ،ETECمنظور شناسایی پاتوتیپ هاي 

EIEC وEHECاز درصد9/22در . استفاده کردند
. تشخیص داده شداشریشیاکلیکودکان مبتلا به  اسهال 

در EIECو EHEC (Stx1 and Stx2)ژنهاي مربوط به 
و همکاران کارگر. ]21[ها مشاهده نشدهیچ کدام از نمونه

هاي بر روي ژنکهايدر ایران، طی مطالعه1390در سال 
Stx1 ،Stx2 ،eaeA وhlyاند عنوان نمودند کهانجام داده

سویه 1و eaeAو Stx1سویه داراي مخلوطی از ژنهاي 3
بود eaeAو Stx2و Stx1داراي مخلوطی از ژنهاي 

وي بر ر2004طی بررسی سال و همکاران 4کاگنی.]22[
اعلام ،Multiplex PCRنمونه گوشت و همبرگر به روش 

41که بوده E.coli o157:H7نمونه داراي43نمودند 
- مهمتساري.]17[بودندStx2و Stx1نمونه واجد ژن

بررسی بر روي گوشتهاي در2009و همکاران سال 5اوغلو
E.coliتازه گاو از نظر وجود  O157:H7 گزارش در ترکیه

E.coliها آلوده به نمونهدرصد79/0کهنمودند

O157:H7 ژنهاينمونه 2در بوده کهStx1 وStx2 در
شناسایی گردیدMultiplex PCRها به روشاین نمونه

در تحقیقات خود که طی فصول مختلف 6بارکوسی.]9[

1 -Khan
2 -Blanco
3- moyo
4 -Cagney
5- Sarimehmetoglu
6 -Barkocy
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55)1(8؛ دوره95سالمجله دانشگاه علوم پزشکی خراسان شمالی                 
هاي مدفوع انسانی انجام داد مشخص سال بر روي نمونه

در فصل Stx2وStx1ي نمود که میزان جداسازي ژنها
نسبت به سایر فصول بیشتر بوده که ) درصد51(تابستان 

مقایسه تحقیق حاضر با سایر تحقیقات . ]10[بوده است
صورت گرفته موید این مطلب است که میزان شیوع ژن 

Stxبالا بوده، و در این میان هاي اسهالیدر بین نمونه
نی اسهال ارتباط که با بروز علائم بالیStx2فراوانی ژن 

در پژوهش اخیر نیز . باشدمستقیم دارد کاملا منطقی می
به طور همزمان مورد مطالعهژنهايازدر یک نمونهتنها 

همچنین.شناسایی گردیدStx2وStx1عوامل حدت 
کمترین میزان شیوع فراوانی هریک از ژنها با نتایج سایر 

ط به ژن تحقیقات منطبق بوده و کمترین فراوانی مربو
stx1در مجموع نتایج بدست آمده از این . بوده است

با نتایج EHECتحقیقات در مورد ژنهاي حدت درپاتوتیپ
تفاوت . تحقیقات سایر پژوهشگران همخوانی داشته است

تواند به سن افراد، در میزان فراوانی با سایر محققین می
هاينوع نمونه، محل جغرافیایی، نوع رژیم غذایی، روش

شناسایی و جداسازي باکتري، وضعیت بهداشت فردي و 
چند در ، هر]9[حتی فصول سال نیز ارتباط داشته باشد 

برداري بیشتر این تحقیق همکاریهاي لازم در جهت نمونه
ها صورت نگرفته است، ولی با تحلیل و افزایش تعداد نمونه

گردد که عدم رعایت بهداشت و این نتایج مشخص می
ري این قضیه صدمات جبران ناپذیري را به ساده انگا

.کندهاي انسانی وارد میجمعیت
گیرينتیجه

کنندههاي تولیداز زمانی که نحوه بیماریزایی سویه
هاي مشابه شیگا و عوامل اتصال دهنده آنها به توکسین

هاي متنوعی براي روشاز ،مشخص گردیدهاي روده سلول
ژه آنکه محققین در پی بویشده،شناسایی آنها استفاده 

غذاهاي ها و مخصوصاًدر انواع مختلف داماین ژنهاردیابی 
هاي روشبا به کارگیري از اینرو.باشندمیبا منشاء دامی

و صرف زمان کمتر جهت حساسیت بیشتردارايجدید که 
توان می،روشهاي نوین ملکولی، از جملهدنباشمیتشخیص 

و EHECو STECماریزاي هاي بیبررسی وجود جدایهبه 
با .هاي بالینی اقدام نموددر نمونهعوامل حدت آنها

مان کوتاه و با دقت زمی توان در Multiplex PCRروش
بیشتر حضور ژنهاي بیماریزا را شناسایی و با درمان مناسب 

هاي انسانی و حیوانی از انتقال این ژنها در جمعیت
.جلوگیري به عمل آورد

نیتشکر و قدردا
)62330507922005شماره کد (پایان نامه نگارندة این

کمال تشکر و سپاسگزاري خود را از کارکنان آزمایشگاه 
پژوهشی میکروبیولوژي پاسارگاد بویژه جناب آقاي دکتر 
کیومرث امینی که در انجام مراحل عملی این تحقیق یاري 

هايو تلاشهمچنین از زحمات.داردنمودند اعلام می
مختاري تشکر و علیرضادکترآقايجنابریغدبی

.گرددقدردانی می
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Abstract

Background and Objectives: Pathotypes of Escherichia coli, including EHEC
(Enterohemorragic Escherichia coli) are an important cause of enteric disease and
extra-intestinal. Shiga toxin E.coli (STEC), along with EHEC strains are known as the
most common cause of diarrhea in developing countries. The purpose of this study
was to evaluate the virulence genes in E.coli strain by Multiplex-PCR method isolated
from diarrhea and determine antibiotic resistance.
Materials and Methods: In this cross-sectional study, after collecting 100 samples
of human diarrhea of outpatient treatment centers in Tehran, culture and biochemical
tests and 55 strains of Escherichia coli strains isolated and at the same time was
extracted DNA. Antimicrobial susceptibility testing was performed by disk diffusion
and E-test method based on CLSI guidelines with antibiotics from various groups.
Statistical data were analyzed with SPSS version 19, using descriptive statistics.
Results: Most E.coli isolates resistant to antibiotics Erythromycin (100%) and
Ampicillin (94%) and were sensitive to Nitrofurantoin (96%) Amikacin (100%). The
test E-Test greatest Resistance to antibiotics erythromycin (100%) and the most
sensitivity was observed to antibiotics Gentamycin and Amikacin (100%). According
to the results of molecular analysis of 55 human samples, was identified in 12 samples
(21/8%) Stx2 gene and 4 sample (7/2%) Stx1 gene.
Conclusion: The results obtained in this study compared to other studies showed
that involved age, sample type, geographic location, type of diet, personal hygiene,
seasons, identification and isolation procedures.
Keywords: Escherichia coli, STEC, virulence genes
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