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 و ctx-m  ،perگسترده فیط یبتالاکتامازها کنندهیدتول یکل شیااشر ،چندگانه مقاومت

veb  خام  یلبن یهافراوردهجدا شده از 
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هدف از مطالعه حاضر ارزیابی فنوتیپی و  است. عمومی در بهداشت مهم یکی از مسائلبتالاکتاماز طیف گسترده های تولید کننده آنزیمهای شیوع باکتری. چکیده

 نمونه 247 از اشرشیا کلیمنظور، برای این بود.  های لبنی خامفراوردهاز  veb و ctx-m  ،perطیف گسترده دارای بتالاکتاماز شیا کلیهای اشرجدایهژنوتیپی 

 طیف بتالاکتامازهای تولیدها، جدایهاین  بیوتیکآنتی حساسیتجداسازی و شناسایی شد. در یاسوج 1396تا  1394از سال  )شیر و پنیر( های لبنی خاموردهافر

ترین بیششناسایی شد. کلی  اشرشیا جدایه ،200 های لبنی خامفراورده نمونه 247از  ها بررسی شد.در آن veb و ctx-m  ،perهایژن گسترده و همچنین حضور

پنم بیوتیک ایمیترین میزان مقاومت نسبت به آنتیکم و( درصد 5/95)سیلین و آمپی( درصد 5/96) تتراسایکلین هایبیوتیکبه آنتیمشاهده شده مربوط مقاومت 

کننده آنزیم تولید کلی اشرشیا( درصد 43جدایه ) 86تعداد  ها مشاهده شد.بیوتیکتری از آنتیبود، همچنین مقاومت چندگانه به چهار یا تعداد بیش( درصد 5/12)

 که دهدمی نشان هایافته این .قابل شناسایی بود کلی اشرشیاجدایه  7و  0، 82به ترتیب در  vebو  ctx-m ،per هایژنو  شناسایی شد طیف گسترده بتالاکتاماز

 منتقل انسان به غذایی زنجیره طریق از توانندمی هاآن مقاومت هایژن و باشند بتالاکتام هایبیوتیکآنتی انتشار برای هاییمخزن است ممکن خام لبنی هایفراورده

 .شوند

 

  خام شیرژن،  نشده،فراوری پنیربیوتیک، باکتری، آنتی .کلیدی هایهواژ
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Abstract. The occurrence of extended-spectrum beta-lactamases-producing bacteria is an important public health 

issue. The aim of this study was to investigate phenotypic and genotypic characteristics regarding the presence of extended 

spectrum β-lactamase ctx-m, per and ver producing Escherichia coli isolated from raw dairy samples. For this purpose, 

E. coli were isolated from 247 raw dairy samples (milk and cheese) in Yasooj in 2015-2017, and the isolates were screened 

for antibiotic resistance, extended spectrum β-lactamase and the presence of ctx-m, per and ver. In total, 200 isolates were 

selected. The highest frequency of resistance in isolates was against tetracycline (96.5%) and ampicillin (95.5%) 

antibiotics and the lowest against imipenem (12.5%), In addition, multidrug resistance against four or more antibiotics 

was observed in some isolates. Extended spectrum β-lactamase resistance was detected in 86 isolates (43%) and ctx-m, 

per and ver genes were detected in 82, 0 and 7 E. coli isolates, respectively. These findings demonstrated that raw dairy 

products may be reservoirs for the dissemination of β-lactam antibiotics and that resistance genes could be transmitted to 

humans through the food chain. 
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 مقدمه   

های طیف وسیعی از عفونت( Escherichia coli) یکلاشرشیا    

انسانی و حیوانی را به خود اختصاص داده است. این میکروارگانیسم 

ها بیوتیکعددی در مقاومت به آنتیتهای مقادر به ایجاد مکانیسم

طیف گسترده  بتالاکتامازهای آنزیمهای اخیر تعداد . در دههاست

های عفونت .جدا شده از خانواده انتروباکتریاسه افزایش یافته است

ای از بتالاکتاماز طیف گستردههای دارای آنزیم کلیاشرشیا ناشی از 

بتالاکتاماز های آنزیماست.  کردهمشکلات بهداشت جهانی را ایجاد 

های بیوتیکزیادی از آنتیطیف گسترده، توانایی هیدرولیز تعداد 

 Kim etها را دارند )ها و منوباکتامبتالاکتام از قبیل سفالوسپورین

al., 2007; Schmid et al., 2013; Braun et al., 2016 .) 

چندگانه گسترده موجب ایجاد مقاومت طیف  بتالاکتامازهای آنزیم   

-منفی از قبیل انتروباکتریاسه شده است. خانواده گرمهای در باکتری

طیف گسترده شناسایی شده که  بتالاکتامازهای آنزیمهای مختلفی از 

های فاقد فعالیت طیف گسترده ای در آنزیمهای نقطهدر اثر جهش

با توانایی هیدرولیز سفوتاکسیم  CTX-Mگروه در . شوندمیایجاد 

بیش از صد تیپ  ،پنج گروه فیلوژنی از آنزیم موجود است. علاوه بر این

طیف  دارای بتالاکتاماز کلی اشرشیا شناسایی شده است. CTX-Mاز 

-وردهافرمزارع تولید کننده مواد لبنی و  حیوانات از  CTX-Mگسترده

 ,.Raveh et al) استخام جداسازی و شناسایی شده  های لبنی

2007; Snow et al., 2012.) این آنزیم تحقیقات بیانگر آن است که-

هـای ها باعث مقاومت به پنی سیلین و طیف وسیعی از سفالوسـپورین

هـایی مثـل یوتیـکبآنتیامـا بـه  .شـوندنـسل سـوم مـی

سفامایـسین و کاربـاپنم حـساس هـستند و عـواملی مثـل کلاولانات، 

-ها میتازوباکتـــام و ســـولباکتام باعـــث مهار عملکرد این آنزیم

گسترده طیف  بتالاکتامازهای آنزیم(. Rupp & Fey, 2003) شوند

هم بر روی کروموزوم باکتری و هم بر روی پلاسمید یافت شده است. 

-CTXطیف گسترده،  بتالاکتامازهای آنزیمگروه ترین گرچه وسیع

M  های دیگری از قبیل ولی گروهاستPER و VEB  شناسایی نیز

 .(Bonnet et al., 2004; Shaikh et al., 2015اند )شده

ها، سفالوسپورینها مخصوصا بیوتیکرویه آنتیبه دلیل مصرف بی   

ها، بتالاکتاماز طیف گسترده نه تنها از انسان کلی تولیدکنندهاشرشیا 

کننده غذا، حیوانات خانگی و غذاهای مختلف حیوانات تولیدبلکه از 

های مرتبط با بتالاکتاماز طیف . انتقال ژننیز قابل جداسازی است

گسترده از حیوان به انسان از طریق زنجیره غذایی و یا تماس 

 ;Doi et al., 2010; Geser et al., 2012)شود میمستقیم انجام 

Zamani et al., 2015; Braun et al., 2016). در کشور  از دیرباز

رغم پیشرفت علی. بود معمول سنتی های لبنیما مصرف فراورده

تکنولوژی و استفاده از تجهیزات نوین در تهیه و تولید صنعتی این 

جایگاه خاص خود را در  سنتی های لبنیفراوردهمصرف ها، وردهافر

گفتنی است که در استان کهکیلویه و  است. کردهبین مردم حفظ 

خصوص شهر یاسوج به علت بافت سنتی و عشایری ه بویر احمد و ب

فرهنگ استفاده از محصولات لبنی خام و سنتی رواج فراوانی دارد. 

خام مورد استفاده شیر  دهدکهاز سوی دیگر اطلاعات قبلی نشان می

ها به گانیسممنبع آلودگی به انواع میکروارممکن است به عنوان 

ضـرورت انجـام  . از این رومطرح باشدای های رودهخصوص باکتری

هـا در بین چنین تحقیقاتی با توجـه بـه انتـشار سـریع ایـن آنـزیم

به  کلیاشرشیا ناشی از های ها و بالا رفتن میزان عفونتارگانیسم

های بحرانو های آلودگی مواد غذایی ترین شاخصعنوان یکی از مهم

. هدف از مطالعه حاضر ارزیابی فنوتیپی و شوددرمـان احساس می

 طیف گسترده دارای بتالاکتاماز کلی اشرشیاای هجدایهژنوتیپی 

ctx-m  ،per و veb  در یاسوج بود های لبنی خامفراوردهاز . 

 

 هامواد و روش

 هامیکروارگانیسم

های نمونه فراورده 247در این مطالعه توصـیفی مقطعـی، تعداد 

 اردیبهشتلبنی خام )شیر خام و پنیر فراوری نشده( در فاصله زمانی 

 از مراکز لبنیات سنتی در یاسوج 1396 اردیبهشتتا  1394ماه 

مکانکی  ها بلافاصله بر روی محیط کشت. نمونهشدجمع آوری 

(MAC, Merck, Darmstadt, Germany ) و ائوزین متیلن بلو

کشت داده  (EMB, Merck, Darmstadt, Germany)آگار 

، ســیمون TSIهای بیوشیمیایی افتراقی نظیــر . با انجام تستندشد

، ایندول و لیــزین  MR/VP،SIM، ازســیترات، اوره

شدند. شناسایی  کلیاشرشیا های ، جدایهدکربوکــسیلاز آگــار

ای پلیمراز و پرایمر زنجیره واکنش روش از استفاده با همچنین

عمومی 16S rRNA )جدول 1( شناسایی مولکولی جدایههای 

اشرشیا کلی تایید شد )Suardana, 2014(. علاوه بر این، برای 

آزمایشهای بررسی حساسیت ضد باکتریایی از سویه استاندارد 

اشرشیا کلی ATCC 25922 به عنوان منبعی برای کنترل کیفیت 

، 700603Uکلبسیلا پنومونیه  هایباکتریاستفاده شد. از 

و اسنیتوباکتر بومانی  1125A2U آئروژینوزا دوموناسپسو

2026A2U  به عنوان کنترلبه ترتیب m-ctx، per و veb  در

آزمایشهای تعیین اشرشیا کلی تولیدکننـده بتالاکتاماز طیف 

 گسترده استفاده شد.

  دیفیوژن دیسک روش به کلی اشرشیا سنجی حساسیت آزمون

های (، از جدایه24S-100M) CLSIمطابق دستورالعمل استاندارد    

کلی و سویه استاندارد برای اطمینان از فاز لگاریتمی رشد دو  اشرشیا

 بار کشت مجدد تهیه شد و سوسپانسیون میکروبی استاندارد با غلظت

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
nb

r.
7.

1.
46

 ]
 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

42
36

33
0.

13
99

.7
.1

.1
.3

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

de
a1

0.
kh

u.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

1-
05

 ]
 

                               2 / 9

http://dx.doi.org/10.29252/nbr.7.1.46
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.24236330.1399.7.1.1.3
https://ndea10.khu.ac.ir/nbr/article-1-2931-en.html


                                                                 Nova Biologica Reperta 7(1): 46-54 (2020)( 1399) 46-54: 1، شماره 7های نوین در علوم زیستی، جلد یافته

 

48 48/  

 

 پلیمراز. ایزنجیره واکنش برای شده استفاده اولیگونوکلئوتید پرایمرهای -1 جدول

Table 1. Oligonucleotide primers used for PCR. 
 

 یا یرهاندازه محصول واکنش زنج سکونس پرایمر ('3→'5) منابع

 (pb) یمرازپل

 ژن

Suardana, 2014 Forward: AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 

Reverse: GGTTACCTTGTTACGACTT 

1380  rRNA 

Edelstein et al., 2003 Forward: TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA 

Reverse: CGATATCGTTGGTGGTGCCATA 

544 ctx-m 

Jiang et al., 2006 Forward: AATTTGGGCTTAGGGCAGAA 

Reverse: ATGAATGTCATTATAAAAGC 

933 per 

Jiang et al., 2006 Forward: CGACTTCCATTTCCCGATGC 

Reverse: GGACTCTGCAACAAATACGC 

642 veb 

 

 شد. تهیه فیزیولوژی سرم در (CFU/ml 810× 5-1 (نیم مک فارلند

ازمحیط کشت نوترینت میلی لیتر  2به  کلنی از باکتری 2-3حدود 

 یک بار شستشو داده شد.سپس  شد.ورتکس  وستریل اضافه براث ا

( در UNICO 2150-UV, USAبا استفاده از اسپکتروفتومتر )

سلول  1-5  ×810حدود ها در نانومتر تراکم سلول 630طول موج 

مک فارلند  نیمباکتریایی در میلی لیتر برای دستیابی به غلظت 

پس از تهیه سوسپانسیون  .شدتنظیم و با روش ویبل کانت تایید 

 9میکرولیتر از سوسپانسیون در سطح پلیت  100 ،کلی اشرشیا

 ,MHA) متری حاوی محیط کشت مولر هینتون آگارسانتی

Merck, Darmstadt, Germany)  و به پخش به صورت چمنی

دقیقه در زیر هود میکروبیولوژی خشک شد. سپس  15مدت 

 10) آمپی سیلین بتالاکتام: هایآنتی بیوتیکهای دیسک

 پنمایمی، (دیسکمیکـروگرم/ 30) ونامئآزتر (،دیسک/میکـروگرم

(، دیسک/میکـروگرم 30سفالوتین ) (،دیسک/میکـروگرم 10)

 30) (، سفتازیدیمدیسک/میکـروگرم 30) سفوکسیتین

سفپیم  (،دیسک/میکـروگرم 30) (، سفوتاکسیمدیسک/میکـروگرم

های کوئینولون: ، آنتی بیوتیک(دیسکمیکـروگرم/ 30)

 5سیپروفلوکساسین ) (،دیسکمیکـروگرم/ 30) نالیدیکسیک اسید،

 جنتامایسینآنتی بیوتیک آمینوگلیکوزید: (، دیسک/میکـروگرم

 –آنتی بیوتیک سولفانامید: تری متوپریم(، دیسک/میکـروگرم 10)

بیوتیک آنتی و (دیسکمیکـروگرم/ 25سولفامتوکسازول )

 HiMedia)( دیسکمیکـروگرم/ 30) تتراسایکلین: تتراسایکلین

Laboratories, Mumbai, India ) از  سانتیمتر 5/2-3به فاصله

درجه  37ساعت در  24ها به مدت قرار داده شدند. پلیت یکدیگر

انکوبه شدند و سپس قطرهاله ممانعت از رشد در اطراف  گرادسانتی

 از کش میلیمتری مورد بررسی قرار گرفت.دیسک به وسیله خط

سپس با جدول  شد. استفاده منفی کنترل عنوان به خالی دیسک

حساس بر حدواسط و استاندارد مقایسه و نتایج به صورت مقاوم، 

 تکرار 3 صورت به هاآزمایش. شدثبت  CLSIاساس استاندارد 

 .شد تکرار بار 2 و گرفت انجام تکنیکی

 بتالاکتامازتولیدکننـده کلی  اشرشیافنوتیپی آزمون تاییدی 

 به روش دیسک ترکیبی طیف گسترده

طیف  بتالاکتاماز های تولیدکننـدهبرای شناسایی فنوتیپی جدایه

دستورالعمل  کلی مقاوم از اشرشیااز شناسایی و تایید  پس گسترده

مطابق دستورالعمل، سوسپانسیون  .شداستفاده  CLSIاستانداد 

کامـل  معادل نیم مک فارلند تهیه و پس از پخـش کـردن

 مطابق، MHAسوسپانـسیون میکروبـی بـر روی محیط کشت 

ترکیبی تکی و های دیسک CLSIدستورالعمل استانداد 

سفوتاکسیم/کلاولانات (، دیسکمیکـروگرم/ 30سفوتاکسیم )

(، دیسکمیکـروگرم/ 30)سفتازیدیم  (،دیسکمیکروگـرم/ 30/10)

بر روی محیط  (دیسکمیکروگـرم/ 30/10)سفتازیدیم/کلاولانات 

 ,HiMedia Laboratories, Mumbai) کشت قرار گرفتند

India.)  سانتیدرجه  37انکوباسیون در دمای ساعت  24پـس از-

متر توسط خط کش رشد بر حسب میلیقطرهاله ممانعت از  گراد

. اختلاف قطر هاله ممانعت از رشد بین دو دیسک شدگیری اندازه

 جدایه عنوان به ≥ 5 ،کلاولاناتبیوتیکی حاوی یا بدون آنتی

 Rawat) درنظرگرفته شد طیف گسترده بتالاکتاماز تولیدکننـده

24S-100MCLSI ; 2010Nair, & .) 

 بتالاکتامازدکننـده تولیکلی  اشرشیاژنوتیپی آزمون تاییدی 

 veb و ctx-m، perهای ژنبا استفاده از  طیف گسترده

طیف  بتالاکتاماز تولیدکننـدهکلی  اشرشیاژنوتیپی تایید برای 

 توسط روش جوشاندن انجام گرفت DNA استخراج، گسترده

(Holoda et al., 2005) . بعد از استخراجDNA کیفیت و کمیت ،

آن با استفاده از اسپکتروفتومتری و ژل آگاروز مورد بررسی قرار گرفت. 

تکثیر  1 جدول با استفاده از پرایمرهای veb و ctx-m، perهای ژن

 Taqمیکرولیتر بافر  5شامل  مراز ای پلیزنجیره . هر واکنشندشد

X10 (Taq buffer, Fermentas, Waltham, MA, USA)، 
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 .پلیمراز ایزنجیره واکنش برای تکثیر شرایط -2 جدول

Table 2. Amplification conditions for PCR. 

 

 ,dNTP, Fermentas)مولارمیلی dNTP 10 میکرولیتر 1

Waltham, MA, USA)  ،5/0  میکرولیتر از هر یک از پرایمرهای

 میکرولیتر آنزیم 5/0  ،(Bioneer, Koreaدست )و پایین بالادست

Taq DNAپلیمراز(Taq DNA polymerase, Fermentas, 

Waltham, MA, USA) ، 1 میکرولیتر DNA مناسب و مقدار 

شرایط  میکرولیتر آماده شد. 25تا حجم دیونیزه )سیناژن، ایران(  آب

 ,Eppendorf) رکلدر دستگاه ترموسای 2جدول تکثیر مطابق 

Germany)  .تکنیکی تکرار 3 صورت به هاآزمایشانجام پذیرفت 

ای پلیمراز واکنش زنجیره. محصول شد تکرار بار 2 و گرفت انجام

 تصویرساز ژل داکبا استفاده از بر روی ژل آگاروز الکتروفورز شد. 

(Bio-Rad, USA تصویر ژل آگاروز ثبت )شد.  

 طرح مطالعه و آنالیز آماری

این مطالعه توصـیفی مقطعـی به صورت طرح کاملا تصادفی و  

. شد تکرار بار 2 و گرفت انجام تکنیکی تکرار 3 صورت به هاآزمایش

یک طرفه نتایج حاصل از مطالعه، با استفاده از آزمون آنالیز واریانس 

 ,.SPSS Inc) 15نسخه  SPSSافزار آماری با استفاده نرم

) Chicago, IL .0.05 ارزش تجزیه و تحلیل شد< P  به عنوان

همچنین برای تعیین ارتباط  .شد نظر گرفته سطح معنی داری در

 .شدها از تست آماری مجذور کای استفاده بین گروه
 

 یجنتا   

نمونه شیر  113شامل نمونه شیر خام  168نمونه شیر خام ) 247از    

نمونه پنیر  79نشده )فراوری نمونه شیر گوسفندی( و پنیر  55گاوی و 

نمونه پنیر گوسفندی(،  25نمونه پنیر گاوی و  54شامل نشده فراوری 

 63( از شیر خام و درصد 5/68جدایه ) 137، کلی اشرشیا جدایه 200

 .شد( از پنیر فرآوری نشده جداسازی و شناسایی درصد 5/31جدایه )

در این مطالعه  16S rRNAکلی با استفاده از ژن  اشرشیاهای جدایه

کلی با شماره  اشرشیا(. توالی ژن دو سویه از A 1تایید شد )شکل 

 به ترتیب برای سویه  MN186856و  MN186855دستیابی 

1-Alizadeh-Khodavandi coli Escherichia  جدا شده از شیر(

 Alizadeh-Khodavandi coli Escherichia-2خام گاوی( و 

 )جدا شده از پنیر فرآوری نشده گاوی( در بانک جهانی ژن ثبت شد.

کلی به روش  اشرشیا حساسیت سنجینتایج حاصل از آزمون 

 دیسک دیفیوژن 

کلی  اشرشیاهای بیوتیکی در بین جدایهالگوی حساسیت آنتی   

نشان  3وری نشده در جدول اهای لبنی شیر و پنیر فردر فراورده

از آزمون بیوتیکی حاصل نتایج مقاومت آنتیداده شده است. 

های لبنی خام به در کل فراوردهکلی  اشرشیا حساسیت سنجی

سیلین، های تتراسایکلین، آمپیبیوتیکترتیب شامل آنتی

سولفامتوکسازول، -متوپریمتری، ونامئآزتر، جنتامایسین، سفالوتین

، سیپروفلوکساسین، سفتازیدیم، نالیدیکسیک اسید ،سفپیم

تایج حاصل از ارزیابی بود. ن پنمایمیو  سفوکسیتین، سفوتاکسیم

کلی  اشرشیاهای جدایهنشان داد که های لبنی خام در فراورده

 5/96) تتراسایکلین هایبیوتیکترین مقاومت مربوط به آنتیبیش

ترین میزان مقاومت را کم و( درصد 5/95)و آمپی سیلین ( درصد

( از خود نشان دادند. درصد 5/12پنم )بیوتیک ایمینسبت به آنتی

-جمع کلی اشرشیاهای جدایههمچنین نتایج نشان داد که مقاومت 

ترین آوری شده از شیر خام و پنیر فراوری نشده نیز مشابه بود. بیش

سیلین به آمپی تتراسایکلین وبیوتیک آنتیمربوط به مقاومت 

ترین کمو  2/95درصد،  8/96و  درصد 6/95درصد،  4/96ترتیب 

 7/11به ترتیب  پنمبیوتیک ایمیمیزان مقاومت را نسبت به آنتی

-در میان آنتی ،علاوه بر ایناند. نشان داده درصد 3/14و  درصد

-وط به آنتیترین مقاومت مربهای سفالوسپورین، بیشبیوتیک

های لبنی خام در کل فراورده( درصد 5/94بیوتیک سفالوتین )

( و پنیر فراوری نشده درصد 4/96شد که در شیر خام )مشاهده 

ترین مقاومت هایی که بیش( نیز مشابه بود. جدایهدرصد 5/90)

جدایه  200پنم حساسیت نشان دادند. از میان نشان دادند به ایمی

 200خام تعداد های لبنی آوری شده از فراوردهجمع کلی اشرشیا

ها تر از آنتی بیوتیکدرصد( مقاومت چندگانه به چهار یا بیش 100)

 (.2از خود نشان دادند )شکل 

 مرحله برنامه واسرشت شدن اتصال پرایمرها سازیطویل تعداد چرخه

 مرحله اول گراد(دما )درجه سانتی 94 - - 1

 زمان )ثانیه( 120 - -

30 72 51 (ctx-m ،)55  (per  وveb) 94 مرحله دوم گراد(دما )درجه سانتی 

30 (ctx-m ،)45  (per  وveb) 30 25 (ctx-m ،)15  (per  وveb) )زمان )ثانیه 

 مرحله سوم گراد(دما )درجه سانتی - - 72 1

 زمان )ثانیه( - - 600 
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 .A در ژل آگاروز. های لبنی خامجدا شده از فراورده کلی اشرشیا veb و rRNA ، ctx-m ،perهایلکتروفورز محصول واکنش زنجیره ای پلیمراز ژنا -1شکل 

و  کنترل منفی  :4و  3(، ATCC 700603 کلبسیلا پنومونیه) m-ctxژن  کنترل مثبت: 2: مارکر، B. 1. کلی اشرشیا هایتایید شناسایی جدایه: 2-5: مارکر، 1

 کلی اشرشیاهای جدایه: 3و  1125A2U ،2 آئروژینوزا پسودوموناس per ژن: C. 1 .کلی اشرشیا جدایه در m-ctxژن : m-ctx  ،5فاقد  کلی اشرشیا جدایه

 .های لبنی خامجدا شده از فراورده کلی اشرشیادر  vebژن : 2: مارکر، 1د: : مارکر. per ،4 فاقد ژن
Fig. 1. Gel electrophoresis of PCR products of rRNA, ctx-m, per and veb genes in E. coli isolated from raw dairy products. 

A. 1: DNA ladder, 2-5: E. coli isolates. B. 1: DNA ladder, 2: ctx-m positive control (Klebsiella pneumoniae ATCC 

700603), 3,4: Negative control and E. coli isolate without ctx-m , 5: ctx-m gene in E. coli. C. 1: per gene in Pseudomonas 

aeruginosa U2A1125, 2,3: E. coli isolates without per,4: DNA ladder. D. 1: DNA ladder, veb gene in E. coli isolated 

from raw dairy products. 

 

 .های لبنی خاموردهافرکل در  کلی اشرشیا هایجدایهقاومت آنتی بیوتیکی در الگوی م -3جدول 

Table 3. Antibiotic resistance pattern of E. coli isolated from raw dairy products. 
 

         

 حساس بیوتیک/ الگوی مقاومتآنتی

 تعداد )درصد(

 حدواسط

 تعداد )درصد(

 مقاوم

 تعداد )درصد(

ورده اکل فر 

 لبنی

 فراوری پنیر خام شیر

 نشده

ورده اکل فر

 لبنی

 فراوری پنیر خام شیر

 نشده

 فراوری پنیر خام شیر لبنیورده اکل فر

 نشده

 8 آمپی سیلین

(4) 

5 

(7/3) 

3 

(8/4) 

1 

(5/0) 

1 

(73/0) 

0 

(0) 

191 

(5/95) 

131 

(6/95) 

60 

(2/95) 

 36 ونامئآزتر

(18) 

25 

(2/18) 

11 

(5/17) 

11 

(5/5) 

11 

(8) 

0 

(0) 

153 

(5/76) 

101 

(7/73) 

52 

(5/82) 

 147 پنمایمی

(5/73) 

100 

(73) 

47 

(6/74) 

28 

(14) 

21 

(3/15) 

7 

(1/11) 

25 

(5/12) 

16 

(7/11) 

9 

(3/14) 

 10 سفالوتین

(5) 

4 

(9/2) 

6 

(5/9) 

1 

(5/0) 

1 

(73/0) 

0 

(0) 

189 

(5/94) 

132 

(4/96) 

57 

(5/90) 

 124 سفوکسیتین

(62) 

81 

(1/59) 

43 

(3/68) 

20 

(10) 

18 

(1/13) 

2 

(2/3) 

56 

(28) 

38 

(7/27) 

18 

(6/28) 

 58 سفتازیدیم

(29) 

36 

(3/26) 

22 

(9/34) 

41 

(5/20) 

24 

(5/17) 

17 

(27) 

101 

(5/50) 

77 

(2/56) 

24 

(1/38) 

 89 سفوتاکسیم

(5/44) 

70 

(1/51) 

19 

(2/30) 

27 

(5/13) 

17 

(4/12) 

10 

(9/15) 

84 

(42) 

50 

(5/36) 

34 

(54) 

 51 سفپیم

(5/25) 

35 

(6/25) 

16 

(4/25) 

10 

(5) 

5 

(7/3) 

5 

(9/7) 

139 

(5/69) 

97 

(8/70) 

42 

(7/66) 

 58 نالیدیکسیک اسید

(29) 

35 

(6/25) 

23 

(5/36) 

15 

(5/7) 

12 

(8/8) 

3 

(8/4) 

127 

(5/63) 

90 

(7/65) 

37 

(7/58) 

 98 سیپروفلوکساسین

(49) 

55 

(1/40) 

43 

(3/68) 

15 

(5/7) 

9 

(6/6) 

6 

(5/9) 

87 

(5/43) 

73 

(3/53) 

14 

(2/22) 

 18 جنتامایسین

(9) 

4 

(9/2) 

14 

(2/22) 

28 

(14) 

18 

(1/13) 

10 

(9/15) 

154 

(77) 

115 

(9/83) 

39 

(9/61) 

 50 سولفامتوکسازول-متوپریمتری

(25) 

14 

(2/10) 

36 

(1/57) 

8 

(4) 

6 

(4/4) 

2 

(2/3) 

142 

(71) 

117 

(4/85) 

25 

(7/39) 

 6 تتراسایکلین

(3) 

4 

(9/2) 

2 

(2/3) 

1 

(5/0) 

1 

(73/0) 

0 

(0) 

193 

(5/96) 

132 

(4/96) 

61 

(8/96) 
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 خام. لبنی هایوردهاجدا شده از فر کلی اشرشیاچندتایی درصد مقاومت  -2شکل 

Fig. 2. The percentage of multidrug resistance of E. coli isolates, isolated from raw dairy products. 

 

کلی تولیدکننـده  اشرشیافنوتیپی نتایج حاصل از آزمون تاییدی 

 به روش دیسک ترکیبی طیف گسترده بتالاکتاماز

کلی تولیدکننـده  اشرشیاآزمون تاییدی فنوتیپی نتایج حاصل از 

نشان داد که  به روش دیسک ترکیبی طیف گسترده بتالاکتاماز

کلی تولید  اشرشیاجدایه  200( از درصد 43جدایه ) 86تعداد 

( درصد 57جدایه ) 114 و گستردهطیف  کننده آنزیم بتالاکتاماز

 (.4)جدول  طیف گسترده نبودند قادر به تولید آنزیم بتالاکتاماز

تولیدکننـده  کلی اشرشیاآزمون تاییدی ژنوتیپی نتایج حاصل از 

 و ctx-m ،perهای ژنبا استفاده از از  طیف گسترده بتالاکتاماز
veb 

تولیدکننـده کلی  اشرشیاژنوتیپی آزمون تاییدی نتایج حاصل از    

کلی  اشرشیاهای که جدایهنشان داد  طیف گسترده بتالاکتاماز

 و ctx-mهای ژنهای لبنی خام دارای راوردهجمع آوری شده از ف
veb ها ژن بودند در حالی که در هیچ یک از جدایهper  مشاهده

جدایه  86از نتایج حاکی از آن است که  (.D-B 1شکل نشد )

و  ctx-mجدایه ژن  82در  طیف گسترده تولیدکننـده بتالاکتاماز
علاوه بر این نتایج نشان داد که  شدمشاهده  veb جدایه ژن 7در 

 . (4بودند )جدول  veb و ctx-mدو ژن تنها سه جدایه دارای هر 

های حساسیت سنجی، ی حاصل از آزمونهاتجزیه و تحلیل داده   

 تولیدکلی  اشرشیاهای جدایهنشان داد که  فنوتیپی و ژنوتیپی

در برابر مقاومت بالاتری  طیف گسترده بتالاکتامازکننده 

 سیلینآمپی (،5/96، تتراسایکلین ))درصد 100 (سفالوتین

های تمام جدایه (.P ≤ 0.05) درصد( دارند 9/84و سفپیم )( 3/95)

حساس پنم به ایمی طیف گسترده بتالاکتاماز کلی مولد اشرشیا

 هایدر الگوی مقاومت جدایه (P ≥ 0.05)تفاوت معناداری  بودند.

های نمونهدر  طیف گسترده مولد بتالاکتاماز کلی اشرشیا مقاوم

 (.5)جدول  نگردیدوری نشده مشاهده اشیر خام و پنیر فر

 

 بحث   
های ژنوتیپی جدایهارزیابی فنوتیپی و برای مطالعه حاضر    

-فراوردهاز  گستردهطیف  بتالاکتاماز کننده تولید کلی اشرشیا

 امروزه. در یاسوج طراحی شده است های لبنی خام

عدیده در  یک مشکل عنوان طیف گسترده به بتالاکتامازهای

جهان مطرح است.  سراسر در مرکز بالینی انسانی و حیوانی

بین  طیف گسترده در بتالاکتامازهای حاوی کلی اشرشیا شیوع

های گرم منفی به خصوص خانواده میکروارگانیسم

و در مختلف جغرافیایی سراسر جهان در مناطق  انتروباکتریاسه

 ;Edelstein et al., 2003)است  های مختلف متفاوتنمونه

Doi et al., 2010; Zamani et al., 2015; Braun et al., 

های نتایج حاصل از مطالعه حاضر نشان داد که نمونه (.2016

آوری شده در طی دو سال حاوی های لبنی خام جمعفراورده

بیوتیک آنتی 13ها نسبت به کلی بود. این جدایه اشرشیاباکتری 

 به نسبت مقاومت مورد مطالعه الگوی مقاومت متفاوتی داشتند.

 درصد 5/96 ترتیب به هاجدایه کل سیلین درو آمپی تتراسایکلین

 5/12 پنمایمی به نسبت مقاومت در حالی که. درصد بود 5/95 و

های مقاوم به این آنتی بیوتیک تر جدایهشیوع کم دلیلدرصد بود. 

 100 ممکن است عدم رواج مصرف آن در کشور باشد. علاوه بر این،

لبنی  هایآوری شده از فراوردهجمع کلی اشرشیاهای درصد جدایه

 هابیوتیکآنتیتری از بیشمقاومت چندگانه به چهار یا تعداد خام 
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 .های لبنی خاموردهافردر  گسترده طیف بتالاکتاماز تولیدکننـده کلی اشرشیا ژنوتیپیفنوتیپی و  نتایج -4جدول 

Table 4. Phenotype and genotype results of E. coli producing extended-spectrum β-lactamases in raw dairy products. 
 

یورده لبناکل فر لیک اشرشیا یهایهجدا خام یرش  نشده یورافر یرپن   

 32 54 86 گسترده یفبتالاکتاماز ط یمآنز کننده یدتول

ctx-m 82 50 32 

per 0 0 0 

veb 7 6 1 

 

 .های لبنی خاموردهادر فر گسترده طیف بتالاکتاماز تولیدکننـده کلی اشرشیا هایجدایهبیوتیکی در الگوی مقاومت آنتی -5جدول 

Table 5. Antibiotic resistance pattern of E. coli producing extended-spectrum β-lactamases in raw dairy products. 

 حساس بیوتیک/ الگوی مقاومتآنتی

 تعداد )درصد(

 حدواسط

 )درصد(تعداد 

 مقاوم

 تعداد )درصد(

کل فرآورده  

 لبنی

ورده اکل فر پنیر شیر

 لبنی

ورده اکل فر پنیر شیر

 لبنی

 پنیر شیر

 4 سیلینآمپی

(7/4) 

2 

(7/3) 

2 

(2/6) 

0 

(0) 

0 

(0) 

0 

(0) 

82 

(3/95) 

52 

(3/96) 

30 

(8/93) 

 12 ونامئآزتر

(14) 

4 

(4/7) 

8 

(25) 

11 

(8/12) 

11 

(4/20) 

0 

(0) 

63 

(3/73) 

39 

(2/72) 

24 

(75) 

 86 پنمایمی

(100) 

54 

(100) 

32 

(100) 

0 

(0) 

0 

(0) 

0 

(0) 

0 

(0) 

0 

(0) 

0 

(0) 

 0 سفالوتین

(0) 

0 

(0) 

0 

(0) 

0 

(0) 

0 

(0) 

0 

(0) 

86 

(100) 

54 

(100) 

32 

(100) 

 35 سفوکسیتین

(7/40) 

19 

(2/35) 

16 

(50) 

11 

(8/12) 

10 

(5/18) 

1 

(1/3) 

40 

(5/46) 

25 

(3/46) 

15 

(9/46) 

 24 سفتازیدیم

(28) 

15 

(8/27) 

9 

(1/28) 

13 

(15) 

8 

(8/14) 

5 

(6/15) 

49 

(57) 

31 

(4/57) 

18 

(3/56) 

 25 سفوتاکسیم

(1/29) 

16 

(6/29) 

9 

(1/28) 

14 

(3/16) 

9 

(7/16) 

5 

(6/15) 

47 

(7/54) 

29 

(7/53) 

18 

(3/56) 

 7 سفپیم

(1/8) 

4 

(4/7) 

3 

(4/9) 

6 

(7) 

3 

(6/5) 

3 

(4/9) 

73 

(9/84) 

47 

(87) 

26 

(3/81) 

 23 نالیدیکسیک اسید

(7/26) 

13 

(1/24) 

10 

(3/31) 

9 

(5/10) 

7 

(13) 

2 

(3/6) 

54 

(8/62) 

34 

(63) 

20 

(5/62) 

 24 سیپروفلوکساسین

(28) 

15 

(8/27) 

9 

(1/28) 

12 

(14) 

8 

(8/14) 

4 

(5/12) 

50 

(58) 

31 

(4/57) 

19 

(4/59) 

 13 جنتامایسین

(1/15) 

4 

(4/7) 

9 

(1/28) 

10 

(6/11) 

10 

(5/18) 

0 

(0) 

63 

(3/73) 

40 

(1/74) 

23 

(9/71) 

 21 سولفامتوکسازول-متوپریمتری

(4/24) 

12 

(2/22) 

9 

(1/28) 

7 

(1/8) 

5 

(3/9) 

2 

(3/6) 

58 

(4/67) 

37 

(5/68) 

21 

(6/65) 

 3 تتراسایکلین

(5/3) 

1 

(9/1) 

2 

(2/6) 

0 

(0) 

0 

(0) 

0 

(0) 

83 

(5/96) 

53 

(1/98) 

30 

(8/93) 

 های تولیدکننده بتالاکتامازهایاصولا باکتری را از خود نشان دادند.

 ها،بیوتیکآنتیبه موجب ایجاد مقاومت چندگانه طیف گسترده 

 Edelstein et)اند شده درمانعدیده در  و مشکلات درمانی شکست

al., 2003; Snow et al., 2012; Schmid et al., 2013; Braun 

et al., 2016.)  تولید کننده  کلی اشرشیامطالعات نشان داده که

حیوانات تولید کننده مواد لبنی و از  طیف گسترده بتالاکتامازهای

 ,.Raveh et al., 2007; Snow et al)اند شده نیز جدالبنیات خام 

2012; Vrabec et al., 2015; Kürekci et al., 2016.) پژوهشگران 

 درصد( 94) جدایه 47 اشریشیا کلی، جدایه 50 که از بیان کردند

 ترینبیش دادند و نشان بیوتیک مقاومتآنتی چند یا یک به نسبت

 تتراسایکلین درصد( و 85/80) کلیندامایسین به نسبت مقاومت

  .(Bonyadian et al., 2013) درصد( بود 65/27)

 طیف از مطالعه حاضر نشان داد که آنزیم بتالاکتاماز نتایج حاصل   

های زیادی شناسایی شد، در حالی که دو در جدایه ctx-m گسترده

کم و یا هیچ یک از  به ترتیب در تعداد per و vebگروه دیگر شامل 

 Skočková et) توسطمطالعه انجام شده  درها مشاهده شد. جدایه

al., 2015)  طیف  کننده بتالاکتامازهایتولید کلی اشرشیاشیوع

شد. نتایج حاکی از  گسترده از شیر خام در جمهوری چک بررسی

تتراسایکلین،  هایبیوتیکآنتیکلی به  اشرشیاهای جدایهمقاومت 

بتالاکتام وکوئینولون و مقاومت چندگانه بود. علاوه بر این، ژن مقاومت 
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ctx-m طیف گسترده  بتالاکتامازهایهای تولیدکننده در جدایه

 بتالاکتامازهای کنندهتولید کلی اشرشیاپژوهشگران مشاهده شد. 

کردند های پنیر سورک سنتی ترکیه جدا از نمونه را طیف گسترده

(Kürekci et al., 2016)های بیوتیکت به آنتیها نسبه. این جدای

 25) سولفامتوکسازول –تری متوپریمدرصد(،  7/41تتراسایکلین )

درصد(  7/16درصد( و کلرامفنیکل ) 25درصد(، داکسی سایکلین )

 تعداد شناسایی و جداسازی مذکور مطالعه مقاومت نشان دادند. در

 ctx-m گسترده طیف بتالاکتامازهای کننده تولید کلی اشرشیا زیاد
 ملاحظه قابل انتقال آلودگی منبع تواندمی ترکیه سنتی سورک پنیر از

  .باشد هاانسان برای

ها در علوم بیوتیکرویه آنتیمطالعات نشان داده که مصرف بی   

-های مقاوم به آنتیپزشکی و علوم دامی موجب گسترش باکتری

کننده  ها تولیدهای مختلف شده است. مقاومت باکتریبیوتیک

 مصرف در تهدید بزرگ یک عنوان بهطیف گسترده  بتالاکتاماز

های مرتبط با بتالاکتاماز انتقال ژن. رودمیشمار  به هابیوتیکآنتی

طیف گسترده از حیوان به انسان از طریق زنجیره غذایی و یا تماس 

-وردهافرمطالعه حاضر حاکی از آن است که  .شودمستقیم انجام می

وری نشده( باید به عنوان منابع اهای لبنی خام )شیر خام و پنیر فر

طیف گسترده  بتالاکتامازلید کننده کلی تو اشرشیاژنتیکی انتقال 

 پنیر و خام شیر فراوان مصرف و عرضه به توجه با در نظر گرفته شوند.

 که دهدمی نشان ی حاضرهایافته یاسوج، شهر در نشده وریافر

-بیوتیکآنتی انتشار برای مخازنی است ممکن خام لبنی هایفراورده

دارویی  مقاومتمولد  هایژن . از سویی دیگرباشند بتالاکتام های

در سلامتی و  پتانسیل انتقال به انسان را خواهند داشت که این امر

  بهداشت مردم مصرف کننده حائز اهمیت فراوان خواهد بود.

 

 سپاسگزاری   

 اسلامی آزاد دانشگاه حمایت مالی مسئولین نویسندگان از   

 همکاری دلیل به یاسوج سنتی لبنیات مراکز گچساران و واحد

 دارند. را امتنان کمال گیرینمونه فرایند و اولیه اطلاعات آوریجمع در
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