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از سواحل منطقه  جداشده یکل یشیااشر هاییناستر بیوتیکییآنت یالگو یینو تع یلوژنتیکف یزآنال

 گناوه

 

 یدهچک

اده عضوی از خانو هاآنهستند که  گروه کلی فرم به نام هایباکتراشرشیاکلی متعلق به گروهی از 

شاخص مدفوعی برای سلامت عمومی در  عنوانبه هاسالباشند. این باکتری برای یمانتروباکتریاسه 

 بیوتیکییآنتمقاومت  یک ارگانیسم اصلی در انتشار عنوانبهاست. اشرشیاکلی  شدهگرفتهنظر 

هایی از این باکتری از یهسواست. بر همین اساس هدف از تحقیق حاضر جداسازی  شدهشناخته

گردد و  یبندطبقهژنتیکی  ازنظریله روش کلرمونت وسبهکه  استسواحل بندر گناوه و رسوبات آن 

آنزیمی جدایه ها مورد ارزیابی قرار گیرد. در تحقیق حاضر تعداد  بیوتیکی ویآنتآن الگوی  به دنبال

ی آورجمع 4031در طول خرداد تا شهریور  نمونه رسوبات بندر گناوه( 06و نمونه آب  06)ونه نم 06

نکی های مک کایطمحبر روی  هانمونهارزیابی گردید و  هانمونه شد. سپس بیشترین تعداد احتمالی

کاتالاز و اکسیداز  آزمونیزی گرم، آمرنگو ائوزین متیلن بلو کشت داده شدند و به کمک 

با استفاده  یاکلیاشرشهای یهسوفیلوژنتیک  یهاگروه یبندطبقهردشناسایی قرار گرفتند. سپس مو

بیوتیکی جدایه ها یآنتانجام شد و الگوی  TSPE4.C2 و قطعه chuA ،yjaAاز پرایمر های اختصاصی 

نمونه مربوط  5ی گردید که جداسازاشرشیاکلی  مورد 0شده،یآورجمعنمونه  06از  ارزیابی گردید.

نتایج آنتی بیوگرام تمامی جدایه ها به  بر اساسمورد مربوط به رسوبات بود.  4به آب دریا و 

ترین گروهای یعو شادرصد حساس بوده  466و سفوتاکسیم با میزان  جنتامایسن، سفتریاکسون

توان چنین نتیجه یمیق های این تحقبودند. بر اساس یافته Aو  D ،B2شده ییشناسافیلوژنتیک 

 هایبیوتیکیآنتاز این منطقه  جداشدهیاکلی اشرشهای یهسوبیوتیک بروی یآنتین مؤثرترگرفت که 

بهتر است  ی درمانیهاروشسایر  در کنارگردد یمین پیشنهاد بنابرا سفتریاکسون و سفوتاکسیم بود.

 .کلی در این منطقه استفاده شودیااشرشی ناشی از هاعفونتها در درمان بیوتیکیآنتاز این 

 

، سواحل بندر PCR تریپلکس بیوتیکی،یآنتاشریشیا کلی، الگوی مقاومت  واژگان کلیدی:

 گناوه.

 

 مقدمه

ند، اما بعضی از نیست زایماریب یاکلیاشرش هاییهسو. اغلب آیدیمفلور نرمال مجاری گوارشی بیشتر جانوران و نیز انسان به شمار  یاکلیاشرش

 هایونتعف، گاستروانتریت، مننژیت نوزادی سمی،ی سپتمانند  یارودهو خارج  یاروده هاییماریبباعث انواع  تواندیمآن  پاتوژنیک هاییهسو

در بسیاری  هضمقابلیکی از مواد غذایی با پروتئین  عنوانبهعلاوه بر این غذاهای دریایی  (.Gordon et al.,2003) شوندزخمی و ادراری 
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که د عامل عفونت گوارشی باش تواندمیمهم است که از طریق بلع غذای دریایی آلوده  هایارگانیسمو اشریشیا یکی از  آیدمیکشورها به شمار 

بر همین اساس کیفیت ماهی  .(Faber et al., 2010) استوابسته به آلودگی مدفوعی و ارتباط آن با آب  مستقیماًبروز این ارگانیسم در غذا 

 هایممیکروارگانیسآبی جداسازی و شمارش تمامی  هایسامانهدر  بر همین اساس .استدرگیر کننده آن  هایمیکروارگانیسمدر ارتباط با  قویاً

 نبسیار مشکل بوده، بنابراین جهت مانیتور نمودن روتی هزینهکمساده و  هایروش، عدم دسترسی به زاهابیماریتنوع بالای  دلیل به زابیماری

بنابراین باور بر این است که فراوانی این گروه از  ؛شودمیشاخص مدفوعی جهت ارزیابی آلودگی آبی استفاده  هایباکتریآبی از  هایسامانه

 عنوانهب ایرودههای  مدفوعی باشد. امروزه اشریشیا کلی و انتروکوک منشأبا  زابیماری هایباکتریدر ارتباط با تراکم  تواندمی هاباکتری

 and Bartram, 2001) Fewtrell گیرندمیقرار  مورداستفادهو در مطالعات اپیدمیولوژیکی  باشندمیشاخص آلودگی آب مطرح  ترینمعمول

Edberg et al., 2000;.) باشندمیشاخص مدفوعی  هایباکتریآبی حاوی  هایمحیطبر آن است که رسوبات اطراف  مبنی هاگزارش ،

 هادریاچه(، Craig et al., 2002; Smith et al., 2008و دریاها ) جویبارهادر رسوبات  هاارگانیسم ی سالیان مختلف وجود اینط کهطوریبه

(An et al., 2002( و مناطق خلیجی )Roslev al.,2008 )اختلافات ژنتیکی فاحشی بین است که  دادهتحقیقات نشان است.  شدهگزارش

 A, B1, B2, Dرا در چهار گروه شامل  هاآن 2222و همکاران در سال  Clermontبطوریکه  وجود داردمختلف اشریشیا کلی  هایاسترین

ساده و سریع،  تیپی ژنونمود که بر اساس این روش  بندیدستهگروه  7به  تیپی ژنو ازنظررا  هاآن 2255در سال  ازآنپس.  استنموده  بندیدسته

به اهمیت این موضوع تحقیق حاضر برای اولین بار اقدام  توجه بابنابراین  ؛(Clermont et al.,2011) شوندمی بندیگروهیا پاتوتیپهای اشریش

ن نماید و با ارزیابی تعییدر منطقه  تیپی ژنو ازنظر را که وضعیت این جدایه هابه جداسازی اشریشیا کلی از مناطق آبی و رسوبی بندر گناوه پرداخته 

 بتوان هشداری به مردم منطقه داد.آن  دنبال بهو  تعیین هویت شوند زابیماری هایسویه آمدهدستبهالگوی فیلوژنتیکی جدایه های 

 

 هاروشمواد و 

دقیقه عرض  51درجه و  92دقیقه تا  51درجه و  27کشور است که در جنوب غربی و در فاصله  یهااستان ترینیجنوباستان بوشهر یکی از 

است که دارای  شدهواقعبندر گناوه در شمال غرب این استان  .دقیقه طول جغرافیایی قرار دارد 17درجه و  1دقیقه تا  11درجه و  12جغرافیایی و 

از آب دریای شهرستان گناوه و رسوبات ساحلی  ییهابخششامل  یریگنمونهمکان  بنابراین؛ (5)شکل  است فارسیجخلکیلومتر مرز آبی با  552

ناگر شبیانگر کیفیت آب در مناطق تفریحی و شنا بوده و با توجه به مناطقی که دارای بیشترین تعداد  یبردارنمونهبطوریکه  ،آن در نظر گرفته شد

 ، صورت گرفت.هستند

 

 
 .دریای شهرستان گناوه یاماهوارهتصویر  :1شکل 
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از عمقی  یبردارنمونه ینهمچن از آب صورت گرفت. کنندهاستفادهبیشترین تعداد شناگر و  دهندهنشانمتری آب که  5 – 1/5از عمق  یبردارنمونه

سانتیمتری  22 -92از عمق  هانمونهنیز صورت گرفت.  گیردیمقرار  مورداستفاده هابچهو مختص مناطقی است که توسط  پوشاندیمکه قوزک پا را 

در ظروف  مترییسانت 52-1استریل از عمق  قاشقنمونه( ساحل با استفاده از  92رسوب ) یهانمونهشدند و  ( برداشتنمونه 92)سطح آب 

از انجام فرآیند  پس گرفت. انجام 5931هریور خرداد تا ش یهاماهبین  باریکصبح هر دو هفته  55:92تا  52استریل در محدوده زمانی  اییشهش

 یهااز نمونهجهت جداسازی باکتری  .(Ramesh and Mathivanan, 2009) بروی یخ به آزمایشگاه منتقل شدند هانمونه یتمام ،یبردارنمونه

 درجه 97 یدماساعت انکوباسیون در  21از محیط کشت مک کانکی آگار منتقل گردید. پس  یبر رو هانمونهو  رسوب رقت سازی انجام گرفت

لای فلزی به کمک شاخص با ویژگی جلاکتوز به محیط کشت ائوزین متیلن بلوآگار منتقل گردید و کلنی های  یرکنندهتخم هاییکلنسیلسیوس 

را  شدهخالص یاکلیاشرش یهاونهنمسپس  (.5935 ،باصری و بهادرگرفت )کاتالاز و اکسیداز مورد شناسایی اولیه قرار  یهاآزمونگرم،  یزیآمرنگ

فره ایی کشت داده س صورتبههینتون آگار برده شد و با استفاده از سوآپ  -به محیط کشت مولر یکیوتیبیآنتبررسی و ارزیابی حساسیت  منظوربه

 یکروم 52) نیسیاسترپتوما یهاکیوتیبیآنتبروی  CLSI دستورالعملدیفیوژن مطابق  یهاسکیدبا استفاده از انتشار  یکیوتیبیآنت تیحساس شد.

 میسفوتاکسو  (CROگروم  یکروم 92سفتریاکسون ) ،(GMگروم  یکروم 52) نیسیجنتاما ،(AM گروم یکروم 52) نیلیسیآمپ، (S-گروم

(CTX-92 گروم یکروم) 97ساعت در محدوده دمای  21به مدت  یکیوتیبیآنت یهاسکیدهینتون آگار حاوی -انجام شد و سپس محیط مولر 

 هاسکید( و عدم تشکیل هاله )مقاوم بودن( در اطراف )حساس بودن شدهلیتشک یهاهالهقطر مدت  نیازاپسانکوبه گردید و سیلسیوس درجه 

حیط از م جداشده یهایباکترمختلف بر  یهاکیوتیبیآنت ریتأثبر این فرضیه  علاوه (.(Forbes and Sahm.‚ 2007 گرفتندمورد ارزیابی قرار 

 ارزیابی قرار گرفت و نتایج ثبت گردید. مورد 53 ویرایش SPSS افزارنرمکروسکال والیس به کمک  ینا پارامتر یهاآزمونآب و رسوب به کمک 

تعیین هویت شدند. جهت  PCRپلکس  یمالتاز روش  با استفادهفیلوژنتیک  یبندگروهتایپینگ و  منظوربه شدهییشناسا هاییزولهاکلیه  یتدرنها

دقیقه  52شده و به مدت  درآوردهسوسپانسیون  صورتبهآب مقطر استریل  یترل یکروم 212کلنی خالص از ارگانیسم در  ابتدا چند DNAاستخراج 

 دور دقیقه در 1به مدت  ازآنپسشد و دقیقه انتقال داده  1بر روی یخ به مدت  یعاًسر هانمونهقرار داده شد. سپس  یوسسلسدرجه  31در دمای 

ز سه جفت پرایمر فیلوژنتیک جدایه ها با استفاده ا یبندطبقه قرار گرفت. مورداستفادهگردید و سوپرناتنت جهت آمپلی فیکاسیون  یفوژسانتر 52222

دمایی دناتوراسیون  یهاچرخهبا  یترل یکروم 21(. آمپلی فیکاسیون در حجم 5پذیرفت )جدول  انجام chuA, yjaA TspE4C2 شامل مار کر

درجه  72در و طویل سازی نهایی  یکلس 92درجه طی  17در  یهثان 52درجه و  31ثانیه در  1دقیقه،  1به مدت  یوسسلسدرجه  31اولیه در 

 هاچاهکبرومید برده شد  حاوی اتیدیوم درصد 2ژل آگاروز  یبر رومحصول آمپلی فیکاسیون  یتدرنهادقیقه انجام گردید.  1به مدت سیلسیوس 

انجام  ماورا بنفشدر زیر نور  از ژل یبردارعکسالکتروفورز شدند. سپس  ولت 12دقیقه با ولتاژ  11و به مدت  قرارگرفتهبه سمت قطب منفی 

 (.Abdallah et al.,2011پذیرفت و نتایج به کمک مارکرها مورد آنالیز قرار گرفت )

 

 .PCR (Clermont et al.,2007)جهت انجام  همورداستفادهای  یمرپرا .1جدول 
ChuA.1 (5'-GACGAACCA ACGGTCAGGAT-3') 
ChuA.2 (5'-TGCCGCCAGTACC AAAGACA-3'), 

279bp 

F 
R 

5 

YjaA.1 (5'-TGAAGTGTCAGGAGACGCT G-3') 
YjaA.2 (5'-ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC-3'), 

211bp 

F 
R 

2 

TspE4C2.1 (5'-GAGTAATGTCGGGGCATTCA-3') 
TspE4C2.2 (5'-CGCGCCAACAAAGTATTACG-3'), 

152bp 

F 
R 

9 
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 نتایج

بوده  جدایه از منابع آبی منطقه مذکور جداسازی گردید که متعلق به سه گروه 1 درمجموعاز تحقیق حاضر بیانگر آن است که  آمدهدستبهنتایج 

. در است A,B2,D متعلق به گروه آمدهدستبهگروه  1، 2255و همکاران در سال  Clermontبر اساس روش  شدهانجام. با توجه به آنالیز است

جفت بازی به  512و  255، 273 یهاقطعهیک از  هرکه  بوده است 3B2به و یک گروه متعلق  A0 رگروهیز دو گروه، D2گروه این میان، سه 

آنتی  آزمودناست. علاوه بر این بر اساس نتایج  شدهدادهنشان  2در شکل  شدهیابیارز yjaA, chuAو  TspE4C2 یهاژنترتیب مربوط به 

 کیوتیبیآنتبیشترین مقاومت مربوط به  (CLSI 2255) یاستانداردهاو همچنین مقایسه با  شدهییشناسا یاکلیاشرشنمونه  1از  آمدهدستبهبیوگرام 

سفوتاکسیم  جنتامایسین، سفتریاکسون و یهاکیوتیبیآنتمیزان حساسیت مربوط به  بود و از سوی دیگر بیشترین درصد 1/51با میزان  نیلیسیآمپ

 .(2جدول ) درصد بوده است 522با 

 

 
کس از مولتی پل استفادهاز آب و رسوبات به روش کلرومونت با  جداشده هاییکلتعیین فیلوژنی اشریشیا  :2شکل  

PCR . مار کر از چپ به راست:آنالیز (bp 111ستون ) گروه 11: نمونه 1(Aعدم حضور ژن ،) ، 11: نمونه 2ستون )

)گروه 12: نمونه 4ستون  (,2bp, B212 ,bp 211 ,bp 152 )گروه 11 نمونه :3ستون  D ,bp 212 ,bp 152 گروه

A,) گروه 21: نمونه 5 ستون D ,bp 212 ,bp 152 , 21: نمونه 1ستون( گروهD ,bp 212 ,bp 15). 

  

 .های آب دریا و رسوبفراوانی الگوی آنتی بیوگرام باکتری اشرشیاکلی جداشده از نمونه. درصد 2جدول 

های یزولهادرصد فراوانی، تعداد  کبیوتییآنت

 مقاوم و میانگین قطر هاله

های نسبتاً یزولهادرصد فراوانی تعداد 

 مقاوم و میانگین قطر هاله

های یزولهادرصد فراوانی تعداد 

 طر هالهحساس و میانگین ق
 (درصد 1/51) ،1/51،5 (درصد 9/19) ،9/59،1 - استرپتومایسن

 (درصد 9/19) ،7/53،1 - (درصد 1/51) ،52،5 سیلینیآمپ

 (درصد 522) ،53،1 - - جنتامایسین

 (درصد 522) ،23،1 - - سفتریاکسون

 (درصد 522) ،23،1 - - سفوتاکسیم
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 از آب آمدهدستبه هاییهجدااثر آن بر بر روی میانگین حاصل از  مختلف هایبیوتیکیآنت یرتأث :3 شکل

 
 .باشدینمموجود  هادادهبین  دارییمعنحروف مشترک تفاوت *

 

 از رسوبات آمدهدستبه یهاهیجدامختلف بر روی میانگین حاصل از اثر آن بر  یهاکیوتیبیآنت ریتأث :4شکل 

 
 باشد.ینمموجود  هادادهبین  دارییمعنحروف مشترک تفاوت *

 

 گیرییجهنتبحث و 

. پذیردیمو پروتوزواها صورت  هایروسو، هایباکترشامل  زایماریب هاییکروارگانیسمممیزان بالایی از انواع  به دنبالسطحی  یهاآبآلودگی 

 هاییطحمز طریق فاضلاب، رانش خاک و سطح به که ا باشدیممدفوع انسان و حیوانات خونگرم  زایماریب هاییکروارگانیسمماصلی این  منشأ
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 هایمارییب سازینهزم تواندیمآن به انسان  در منابع آبی و انتقال هایسمارگانحضور این  ین( بنابراQuattara et al.,2011) گردندیمآبی منتقل 

اکولوژیکی و  نشانگر جایگاه خاص تواندیمکه هر یک شوند یم یبنددستهاشریشیا کلی در چهار گروه فیلوژنتیکی  هاییناسترمختلفی باشد. 

 زایماریباپیدمیولوژی عامل  و بینییشپدر درک،  تواندیم یبندطبقهبنابراین علم به این ؛ (et al.,2007 Walkباشد ) یماریروند بتمایل آن به 

 یارودهج خار هاییماریبهایی را که باعث پاتوتیپ B2 گروهو  ها بوده جز انتروپاتوژن D هاییناسترتحقیقات نشان داده است که کمک نماید. 

 گروه در یزن شوندیماشریشیا کلی که باعث مننژیت نوزادی و سپتی سمی  هاییناستر(. Sabarinath et al., 2011) یردگ یدربرم شوندیم

B2 و D حضور  که در سه گروه مهم قرار دارند توجه به شدهییشناسا هاییهسواز تحقیق حاضر و  آمدهدستبهبنابراین با توجه به نتایج ؛ باشندیم

-Bingen) دینآ حساببهادراری نیز  یهادر عفونتعامل  ینترمهم عنوانبه توانندیمچنانکه  ،باشدیمدر منطقه حاضر حائز اهمیت  هایسمارگاناین 

Bidois et al., 2002 از طرف دیگر ضمن تحقیقی که .)Quattara بر بستر رودخانه ایی شدلت  2221تا  2227 یهاسالمکاران طی و ه

 بیانگر آن بود که باکتری در مناطق آبی و رسوبی جداسازیکلی  یشیاحضور اشربر روی  شدهانجامفرانسه و رسوبات اطراف انجام دادند و مقایسه 

ختلف م هاییناستردر تحقیق حاضر رسوبات حاصله فاقد  کهیدرحالکمتر از رسوبی بوده است  مراتببهاما میزان آن در بخش آبی  ،شده بود

و همکاران نیز به وجود این ارگانیسم در مناطق  Fujiokaاست که  توجهقابلآبی است.  یهانمونهمتعلق به  هایناکثر استراشریشیا بوده است و 

در حضور این  مؤثررا  ماوراءبنفشر و مد، بارش و نور زون جعواملی چ هاآنبودند و  کردهاشارهنیمه گرمسیری و شرایط آب و هوایی معتدل 

در مناطق گرمسیری و نیمه  هاآن(. همچنین سایر محققین به حضور Fujioka et al.,1981) دانستندیمپاتوژن  هاییباکترارگانیسم و سایر 

آلوده باشد و با خروج  یهاخاکحضور این ارگانیسم در  جهت سازیینهزم تواندیم ( کهDesmarais et al., 2002بودند ) کردهاشارهگرمسیری 

 McLellan) یدماناز سیستم گوارشی فرد و ایجاد تغییراتی در فیزیولوژی خود مانند تحمل مواد مغذی ناکافی، دمای بالا و نور توانایی بقا را کسب 

et al., 2010 ن باشد.بر آ ییدیتأ تواندیمحاضر نیز در ارتباط است و  یقدر تحق کارشدهبا توجه به منطقه جغرافیایی  ذکرشده( که شرایط 

 یکشورهادر برخی از  هاآنزیادی بوده و در دهه اخیر مصرف  اییهتغذانواع مختلف ماهیان دارای ارزش  یژهوبهاز طرف دیگر غذاهای دریایی  

مصرف  از (Feldhusen, 2000) ناشی هاییماریبافزایش مصرف ماهیان، میزان  موازاتبهایران رو به افزایش بوده است. البته  ازجملهجهان 

وز، ویبریوز و ، لیسترییگلوزش از وقوع سالمونلوز، زیادی هاگزارش ینهمچن .است یافتهیشافزانیز  زایماریبدر اثر آلودگی به عوامل  هافرآوردهاین 

 یژهوبهدر اثر مصرف غذاهای دریایی  یکل( Hosseini and Cheraghali, 2004) یاکلیاشرشناشی از استافیلوکوک ارئوس و  یهاعفونت

 یهااسفنجقادر به جداسازی ویبریو از  5932و همکاران نیز در سال  زادهحسنکه طوریهب .داردو میگوی آلوده در ایران وجود  یدود ماهیان شور،

و  زادهحسن) معرفی گردید گونه غالب در منطقه مذکور عنوانبهریو آلجینولیتیکوس شهید حقانی بندرعباس شدند و ویب از اسکله شدهیآورجمع

و  یاکلیشرشانظیر سالمونلا،  زایماریب هایییباکترامکان آلودگی آب به  زیستیطمحبه منابع آبی  هافاضلاب یابیراههمچنین (. 5939همکاران 

ماهی شور و دودی از اهمیت زیادی برخوردار  نظیر مدفوعی در غذاهای دریایی یهافرمکلیآلودگی به  که سازدیماستافیلوکوک آرئوس را فراهم 

 زایماریب هاییباکتربه  یپرورش( Sindayiaga and Debevere, 989) که آلودگی ماهیان دهدیم نشان شدهانجامو سایر مطالعات  است

 .بیش از ماهیان دریایی است

ل به مصرفی توسط مردم جامعه است که برای نی ییمواد غذاکشور اطمینان از سلامت  در هروظایف مسئولین بهداشتی  ینترمهمبنابراین یکی از 

و  یانآبز( Iwamoto et al., 2010) متعددی در ارتباط با آلودگی یهاگزارشکه طوریه. بگرددیممختلفی استفاده  یهاروشاین هدف از 

 شده است یدتائوراژیک و انترواگریگاتیو ثبت و اشریشیا کلی هم هاییباکترحضور 

 کهیدرحالدرصد حساس بوده و این  522جنتامایسین، سفتریاکسون و سفوتاکسیم  هایبیوتیکیآنتنسبت به  آمدهدستبه هاییهسودیگر  از طرف

خانواده آنتروباکتریاسه به عوامل  هاییباکترمقاومت  .باشدیم درصد 1/51با میزان  نیلیسیآمپ کیوتیبیآنتاست که بیشترین مقاومت مربوط به 

ضد میکروبی  مواجه با عوامل یجهدرنتمقاومت اکتسابی  مقاومت ذاتی و اکتسابی، بسیار متغیر است. هاییسممکانضد میکروبی مختلف به علت 
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که یکی از  باشندیم مقاوم هابیوتیکیآنتنسبت به  عموماً روندیمبه شمار  زایماریب هاییباکتر ینترمهمو این خانواده که جز  آیدیم به دست

 ,.Gengoue et al.‚ 2006; Walsh et al) در پزشکی و حوزه دامداری است که اغلب باعث هابیوتیکیآنتآن سو استفاده از  یهاعلت

 گرددیمکروموزومی  یهاجهشفنوتیپی ونیز  ییراتتغ( 2005

 یهاگروهو  استمنطقه مورد ارزیابی در بخشی از سال موردتوجه گردشگران زیادی  کهییازآنجااساس با توجه به اهمیت موضوع و  ینبر هم

در  توانیمو  توجه به این اقلیم و حفاظت آن بسیار مهم بوده ،ایی در این منطقه به اثبات رسیده است روده یرغروده ایی و  هاییماریبمختلف 

 .مختلف سال پرداخت یهازماندر  هایهجدااین  بیوتیکییآنتتحقیقات بعدی به تعیین توزیع فراوانی و الگوی 
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