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 و اهواز یگاو عرضه شده در منطقه رهایدر شی یرسینیا انتروکولیتیکابررسی آلودگی به 

 ها جدایه بیوتیکی آنتی مقاومت ارزیابی
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 4/11/5931تاریخ پذیرش :      10/7/1395تاریخ دریافت : 

 چکیده
اهواز تهیه و در شرایط سرما به آزمایشگاه  ینمونه شیر خام گاو عرضه شده در منطقه 151ماه تعداد  6جهت مطالعه حاضر در طی مدت 

 pHبا  Tris-Buffered Peptone Waterمیلی لیتر از محیط غنی سازی  225میلی لیتر از هر نمونه شیر به داخل  25منتقل شد. مقدار 

نسبت به انجام کشت ، 21و  14، 7درجه سانتی گراد نگهداری شد و در روزهای  4هفته در دمای  3افزوده گشته و به مدت  8معادل 

ساعت گرمخانه گذاری شد. سپس  24گراد به مدت درجه سانتی 31اقدام و در دمای  CINخطی بر روی محیط کشت اختصاصی آگار 

های بیوشیمیایی اولیه در مرحله بعد جهت تشخیص قطعی از انجام برخی آزمایش و پس از انتخاب یرسینیا به های مشکوكکلونی

جدا شد.  (درصد 24) نمونه 36از  یرسینیا انتروکولیتیکااستفاده شد. در این تحقیق  16s rRNAپرایمرهای اختصاصی ژن کروموزومی 

داده شد. نتایج تست سنجش های تایید شده جهت ارزیابی حساسیت آنتی بیوتیکی، بر روی محیط جامد کشت سطحی نهایتاٌ جدایه

 17/71درصد( به جنتامایسین، )15/77ها به سیپروفلوکسین حساس بودند. پس از آن به ترتیب )اسیت نشان داد که صد در صد جدایهحس
 64/67درصد( به کانامایسین، ) 41/77درصد( به نالیدیکسیک اسید، ) 35/82درصد( به سفتازیدیم، ) 27/85درصد( به تتراسایکلین، )

ند. همچنین در هیچ درصد( به سفالوتین حساس بو71/14درصد( به آموکسی سیلین و ) 64/17درصد( به تری متوپریم سولفامتاکسازول، )

به این  یرسینیا انتروکولیتیکاهای ی بیشترین مقاومت جدایهشاهده نشد که نشان دهندهها حساسیت به اریترومایسین مکدام از جدایه

 اشد.بآنتی بیوتیک می

 PCR.، شیر خام، یرسینیا انتروکولیتیکا :واژگان کلیدی

 

 مقدمه

غذای کافی  نیتأمی مسئلهجمعیت،  روزافزونافزایش 

یکی از مسائل مهم کشورهای مختلف دنیا به  و سالم

کمبود مواد غذایی، ی مسئله. علاوه بر رودیمشمار 

عدم رعایت اصول بهداشتی در مراحل مختلف تهیه تا 

مصرف این مواد نیز موجب کاهش بیشتر مواد غذایی 

ی هافراوردهتهیه غذا و  تنهانهبنابراین گردد؛ می

آوردن مواد غذایی  کمیت، بلکه فراهم ازنظرخوراکی 

. ستسالم و بهداشتی نیز دارای اهمیت فراوان ا

یکی از عوامل مهم  زابیماریی هاسمیکروارگانیم

آلودگی و به خطر افتادن امنیت مواد غذایی 

بوده که توجه و کنترل مداوم مواد  کنندگانمصرف

 را بهبودبهداشت مواد غذایی  تواندمی جهتنیازاغذایی 

و  زابیماریببخشد. در تحقیق حاضر میکروارگانیسمی 

 مورد یرسینیا انتروکولیتیکاشایع در مواد غذایی به نام 

ی الهیمیرسینیا باکتری است. قرارگرفته ی بررس

زا،  راسپوریغ ، گرم منفی،لیکوکوباسمستقیم یا 

ی انتروباکتریاسه خانوادهی اختیاری بوده که در هوازیب

گونه  15میان  از .(Garrity et al., 2005دارد )قرار 

 زابیماریسه گونه برای انسان  شده عموماًشناخته

عامل  یرسینیا پستیساست که  شدهدادهتشخیص 

ی هاعفونتعامل  سودوتوبرکلوزیس اینیرسی طاعون،

یرسینیا ی و ورم غدد لنفاوی مزانتر و همچنین اروده

ی غذازاد بوده ارودهی هاعفونتکه عامل  انتروکولیتیکا

د باشمی هاآن ترینمهمو در بهداشت مواد غذایی 

(Barton, 2011 از .)ی این باکتری که هایژگیو

 دوچنداناهمیت شناسایی آن را در مواد غذایی 
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، قابلیت تحمل و حتی رشد در دماهای یخچالی کندمی

و یا حتی زیر صفر درجه  گرادسانتیتا صفر درجه 

( و همچنین تحمل Zadernowska, 2014سانتیگراد )

است که  6/7تا  5بین  pHاز ی اگستردهی دامنه

ریسک آلودگی به این باکتری را در گروه زیادی از مواد 

. انسان با مصرف (Barton, 2011.)است بالابردهغذایی 

 Martínez et) انواع مواد غذایی مانند گوشت خوك

al., 2011 ها محصولات آن(، گوشت نشخوارکنندگان و

(Fukushima et al., 1997 )انیماک (Dallal et al., 

و (Xanthopoulos et al., 2010 ات جیسبز (2010

و  (Yusel and Ulosoy., 2006)محصولات لبنی 

در  (Xanthopoulos et al., 2010) غذاهای آماده 

معرض آلودگی به این باکتری و احیاناٌ بروز مسمومیت 

 حاد موارد درکه با وجود آن. باشدمیغذایی یرسینیوز 

 و یمیباکتر باعث است ممکن یتیکالوانتروک اینیرسی

ترین شود اما  انتروکولیت رایج مرگ به منجر عفونت

شود بروز را دارد و عمدتاً در کودکان کم سن دیده می

ترین گروه در برابر این باکتری که حساس

 ،انقباضات شکمی ،(Rosner et al., 2010)باشندمی

 باشد داشته وجود است ممکن زینخونریزی  و استفراغ

(Huovinen et al., 2010).  بر اساس بررسی منابع

ی غذایی هاتیمسمومی از توجه قابلیرسنیوزیس سهم 

در  که یطوربهرا در سالیان گذشته داشته است 

تحقیقات اخیر سومین عامل مهم مسمومیت غذایی در 

باشد میاروپا بعد از کمپیلو باکتر و سالمونلا 

(Yehualaeshet et al., 2013) اشاره مورد. فراوانی 

در کنار قابلیت رشد در دماهای یخچالی، این باکتری را 

که توجه هر چه بیشتر به  کندمیی اژهیوواجد موقعیت 

. با توجه به شودمیایمنی مواد غذایی  آن موجب بهبود

توضیحات فوق و نظر به آنکه تاکنون در ایران شناسایی 

در سنجش کیفیت بهداشتی مواد  یرسینیا انتروکولیتیکا

نبوده است و  اخیرا بررسی آلودگی به  موردتوجهغذایی 

این باکتری در مواد غذایی مختلف آغاز گردیده است، 

و پراکندگی آن در  یزان شیوعکمبود اطلاعات از م خلأ

 منشأمواد غذایی خام با  خصوصبهمواد غذایی مختلف 

. لذا هدف از اجرای طرح حاضر باشدمیدامی محسوس 

در شیر خام  یرسینیا انتروکولیتیکابررسی میزان حضور 

میزان  ازنظری ترروشندر منطقه اهواز است تا وضعیت 

 ارائهآلودگی شیر خام در این منطقه به این باکتری 

 نماید.

 کارمواد و روش

 هاآوری نمونهجمع

عدد نمونه شیر خام گاو  151برای تحقیق حاضر 

اهواز منطقه متفاوت از یکدیگر از مناطق مختلف 

ها در گیری نمونهآوری شد. در هر نوبت نمونهجمع

های حاوی یخ یتسی در یونولسی 45فالکون های 

 شد. سرعت به آزمایشگاه منتقل میو بهقرارگرفته 

 هاسازی و کشت نمونهآماده

محیط های شیر به از نمونه هرکدامسی از سی 25

که پس از بیرون  1سازی تریس بافر پپتون واترغنی

آمدن از یخچال به دمای محیط رسیده بود، افزوده شد 

 گرادیسانتدرجه  4هفته در دمای  3مدت  به و

نسبت به  21و  14، 7نگهداری شده و در روزهای 

طی بر روی محیط کشت اختصاصی انجام کشت خ

 حاوی ساپلمنت2نیوسینووبسفسولودین ایرگاسان 

درجه  31اقدام و در دمای ایتالیا( لیوفیلیکم، )

ساعت گرمخانه گذاری  24به مدت  گرادیسانت

 Hanifian and Khani, 2012; Yusel and)شد

Ulosoy., 2006)  های عدد از کلونی 5تا  3سپس

 5/1ی شفاف با قطر حدود تیره و حاشیه مرکز قرمز با

ی مشکوك به یرسینیا هاگنهپرعنوان به متریلیم 2تا 

کشت خالص بر روی  یانتخاب گشته و نسبت به تهیه

TSA 3،در مراحل  آنجاکه ازاقدام گشت. آلمان(  )مرك

بعدی باید آزمایش های میکروبی مختلف تشخیص 

 شدهاستخراجتفریقی بر روی این کلونی های مشکوك 

                                                        
1 .Tris-Buffered Peptone Water(TPW) 
2  . Cefsulodin-Irgasan-Novobiocin(CIN) 
3   . Tripticase Soy Agar (TSA) 
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خطی  کشت، انجام گرفتیماز محیط اختصاصی انجام 

جهت افزایش حجم باکتری و داشتن  TSAبر روی 

های بیوشیمیایی ضروری ی کافی برای آزمایشرهیذخ

ی هالیباسی مشاهدهی گرم جهت زیآمرنگ. سپس بود

 ,.Moyes et al)کوچک گرم منفی انجام گشت 

ی گرم، بر روی زیآمرنگدر مرحله  دیتائ(. پس از 2009

های بیوشیمیایی انجام های مشکوك آزمایشباکتری

 هایکشت روی محیط شامل هاگرفت. این آزمایش

کلیگر )مرك، آلمان(،  اوره ،)مرك، آلمان( سیترات

 بود. )مرك، اسپانیا( SIMو  )مرك، آلمان(1آگارآیرون 

ی سیترات توجه به عدم تجزیه آزمایش سیترات با

پس از  پذیرفت. صورت یرسینیا انتروکولیتیکاتوسط 

محیط بدون درجه سانتیگراد،  31ساعت در دمای  24

 یرسینیا انتروکولیتیکا( مشکوك به سبزرنگرنگ) تغییر

همچنین محیط اوره جهت شد. می درنظر گرفته 

کار به یرسینیا انتروکولیتیکاسنجش فعالیت اوره آزی 

 31ساعت انکوباسیون در دمای  24پس از  فته شد.رگ

ی فعالیت اوره آزی با صورتی مشاهده درجه سانتیگراد

شدن محیط همراه بوده و در غیر این صورت بدون 

محیط از  ماند.تغییر رنگ و یا به رنگ زرد باقی می

های غیر کلیگر آیرون آگار جهت تفریق باکتری

ی لاکتوز و همچنین بدون توانایی تولید رکنندهیتخم

یی هایباکتر نتیجتا .استفاده شد هایباکترگاز از سایر 

که توانایی تخمیر لاکتوز را نداشته و گاز تولید 

دار این محیط را قرمز و عمق سطح شیب ردندکینم

و ترکیبات رنگی  هارنگ. سایر ندینمایمایجاد  زردرنگ

برای این  .بود های متفرقهی باکتریدهندهنشان

 مورداستفادهدو مرحله کشت عمقی و سطحی آزمایش 

ساعت  24تا  18ی این آزمایش بین جهینتقرار گرفت. 

قرائت  درجه سانتیگراد 31و نگهداری در  پس از تلقیح

نتایج کاذبی در دلیل این امر امکان به دست آمدن  .شد

ی زمانی بود. همچنین جهت سنجش بازهخارج از این 

                                                        
1  . Kligler Iron Agar (KIA)  

استفاده شد. در این  SIMتحرك یرسینیا از محیط 

 در دمای اتاق قرار دادهآزمایش، باکتری پس از کشت 

یی که در دمای اتاق هایباکترساعت  24و پس از  شد

و حالت کدورت و  شدهخارجی کشت محور اصلاز 

پراکنده شدن را پیدا کردند را متحرك و آن دسته که 

-ه گرفتاین ویژگی را نشان ندادند غیرمتحرك در نظر 

در دمای اتاق  یرسینیا انتروکولیتیکا کهییازآنجاشدند. 

درجه سانتی گراد  37متحرك و در دمای انکوباسیون 

 (Zadernowska, 2014) باشدغیر متحرك می

 یرسینیا انتروکولیتیکایی که مشکوك به هایباکتر

بودند از سایر باکتری های متفرقه تفکیک داده شدند. 

های بیوشیمیایی، یی که در مرحله آزمایشهایباکتر

را از خود  یرسینیا انتروکولیتیکاهای مشکوك به ویژگی

نهایی مورد سنجش مولکولی و دییتانشان دادند، جهت 

PCR  .قرار گرفتند 

 PCR روش

 DNAاستخراج 

از روش  DNAدر این تحقیق جهت جداسازی :

که مقدار زیادی از  صورتنیبدجوشانیدن استفاده شد. 

ی آنس سوزنی در لهیوسبهکلونی هر ایزوله، 

آب  تریلکرویم 111سی حاوی سی 5/1های وبیتکرویم

شود. سپس این  ژنوهممقطر استریل حل شد تا کاملاً 

 قرارها در آب جوش به مدت ده دقیقه  وبیتکرویم

 12111داده شدند. متعاقب آن میکروتیوب ها  با دور 

 61دقیقه سانتریفیوژ شده و در مرحله بعد  5به مدت 

از مایع رویی یا سطحی توسط سمپلر  تریلکرویم 71تا 

برداشته شد و به میکروتیوب استریل دیگری انتقال 

  DNAیوب حاویی، میکروتگذاربرچسبیافت. پس از 

انتقال داده شده و تا زمان  21به فریزر منفی 

 نگهداری می شد.  PCRانجام

 PCRروش انجام 

 16SrRNAدر حضور زوج پرایمرهای  PCRآزمایش 

های ( در حجم1)جدول یرسینیا انتروکولیتیکاباکتری 
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 DNAمیکرولیتر از  5میکرولیتر که شامل  25

 5/1میکرولیتر مستر میکس حاوی  21استخراج شده، 

، Rو  Fمیکرولیتر از هر کدام از پرایمر های

میکرولیتر آب  5/6و  1میکرولیتر از مستر پایه5/12

مقطر استریل، انجام شد. ضمنا به عنوان تهیه نمونه 

استخراج  DNAمیکرولیتر  5کنترل مثبت به جای 

باکتری  DNAاز میکرولیتر  5ی باکتری مشکوك، شده

تأیید شده توسط سازمان  یرسینیا انتروکولیتیکا

میکرولیتر  21های علمی صنعتی ایران به  پژوهش

مستر میکس اضافه گردید و برای تهیه نمونه کنترل 

ی  استخراج شده DNAمیکرولیتر  5منفی نیز به جای 

 21میکرولیتر آب مقطر به  5باکتری مشکوك، 

 اضافه گردید و درون دستگاهمسترمیکس  میکرولیتر از

  .(2قرار گرفتند )جدول ترمال سایکلر

 PCRبرنامه حرارتی

از دستگاه ترمال سایکلر  PCRبرای تنظیم برنامه 

Bioer) چین( استفاده شد. برنامه تکثیر ژن شامل سه ،

در  (Denaturing)بخش بود، بخش اول دناتوره شدن

از هم  DNAگراد که طی آن دو رشته درجه سانتی 74

دقیقه در نظر گرفته شد،  3باز می شوند که به مدت 

مرحله  3سیکل بود که هر سیکل  35بخش دوم شامل 

 74( در (Denaturingشدنداشت: مرحله اول دناتوره 

ثانیه، مرحله دوم اتصال  45درجه سانتی گراد به مدت 

( مرحله مهم و حساسی می (Annealingپرایمرها 

باشد که طی آن آغازگرها به توالی مکمل خود در نمونه 

DNA  الگو می چسپند، دمای این مرحله بسته به

محتوای نوکلئوتیدی پرایمرها متغیر می باشدکه در 

جهت  Annealingمورد پرایمرهای این تحقیق دمای 

درجه سانتی گراد به  62اتصال پرایمرها به ژن دمای 

ثانیه در نظر گرفته شد، مرحله سوم سنتز  45 مدت

Extension))  درجه سانتی گراد  72بود که در دمای

در این مرحله با اضافه نمودن  Taqانجام شد و آنزیم 

                                                        
1. Master mix ampliqon(taq 2x master mix red) 

نوکلئوتیدها به انتهای آغازگرها، با توجه به ردیف 

الگو، باعث تکثیر قطعه مورد نظر  DNAنوکلئوتیدی 

ت یک دقیقه در نظر گرفته شد که در این مطالعه به مد

 72بود که در  Final Extensionشد. بخش سوم 

درجه سانتی گراد انجام شد تا در طی آن قطعاتی که 

جا نشده اند، کامل گردند که در این به طور کامل سنتز

مربوط به  PCRدقیقه در نظر گرفته شد. محصولات  5

 با الکتروفورز در ژل آگارز بررسی 16SrRNAتکثیر 

د. در صورت فراهم بودن شرایط مناسب وتکثیر ش

مربوط به  bp330موفق، قطعه ای به طول 

  PCRبررسی محصول  یافت.یر میتکث  16SrRNAژن

برای بررسی و مشاهده  با الکتروفورز در ژل آگارز

درصد  5/1 (ایران -سیناژن)از ژل آگارز  PCRمحصول 

 استفاده گردید. پس از شفاف شدن آگارز و رسیدن

 Safeدرجه سانتی گراد،  51دمای محلول به حدود 

Stain (ایران -سیناژن)  میکرولیتر در  5/2به مقدار

لیتر به آگارز اضافه گردید  پس از برداشتن میلی111

های ژل به وجود آمد و های مخصوص، چاهکشانه

ی بارگذاری گردید. ژل در تانک مخصوص آماده

حدی که لایه ی  الکتروفورز گذاشته شده و تانک تا

 TAEی نازکی از بافر روی ژل پوشانیده شود به وسیله

1X 2 .میکرولیتر از محصول 11سپس  پر شدPCR  در

 های ایجاد شده در ژل بارگذاری شده،هرکدام از چاهک

جهت اطمینان از صحت طول قطعات  نیهمچن

، در یک یا دو چاهک نیز لدر یا مارکر رشدهیتکث

 3به حجم  (ایران -ژنسینا) bp111مولکولی 

میکرولیتر اضافه گشت. پس از پایان الکتروفورز، 

 در دستگاه ترانس لومیناتور ژل شدهکیتفکباندهای 

KIAGEN)- )قرارداده شده و با تابش نور  ایرانUV 

صحت  نظر از DNA یرشدهیتکث قطعات بر روی ژل،

طول قطعه، با مارکر مولکولی و همچنین کنترل مثبت 

 مورد مقایسه قرار گرفتند.

                                                        
2   . Tris Acetate EDTA 
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 (Ye et al., 2014) یرسینیا انتروکولیتیکاتوالی پرایمرهای استفاده شده جهت تشخیص  -1 جدول .

 محصولاندازه  توالی پرایمر

 AAT ACC GCA TAA CGT CTT CG پیشرو
331bp 

 CTT CTT CTG CGA GTA ACG TC معکوس

 

 PCRاجزای واکنش  -2 جدول

 PCRاجزای واکنش 

 استخراج شده از باکتری مشکوك DNAمیکرولیتر  5

 Fمیکرولیتر پرایمر  5/1

 Rمیکرولیتر پرایمر  5/1

 میکرولیتر مستر پایه 5/12

 اب مقطر استریل میکرولیتر 5/6

 میکرولیتر 25حجم کل: 

 آنتی بیوگرام

سنجش حساسیت آنتی بیوتیکی  در این تحقیق برای

ها از روش دیسک دیفیوژن آگار و مطابق با جدایه

ی موسسه استاندارد شدههیتوصهای استاندارد

 Bryanاستفاده شد ) CLSIآزمایشگاهی و کلینیکی 

et al., 2013ور از محیط کشت مولر (. بدین منظ

به استفاده شد. ابتدا نسبت هینتون آگار )مرك، آلمان( 

(. (McFarland,1907مک فارلند اقدام شد  5/1تهیه 

هایی از کشت ی لوپ استریل، پرگنهلهیوسبهسپس 

یرسینیا های ساعته هر یک از جدایه 24خالص 

در سرم فیزیولوژی استریل  و برداشته انتروکولیتیکا

تلقیح شده و با مقایسه سوسپانسیون باکتریایی حاصل 

مک فارلند، مقدار کدورت  5/1 ی کدورتلولهبا 

طور با کمک سواب، بهتشخیص داده می شد.  ازیموردن

ی سطح محیط مولر هینتون آگار در داخل همهکامل 

پلیت کشت داده می شد. اندکی پس از خشک شدن 

)شرکت های آنتی بیوتیکی محیط کشت، دیسکسطح 

 5/1ی بافاصلهبا پنس استریل ایران( -پادتن طب

متر از یکدیگر سانتی 4/2ی پلیت و وارهیدمتر از سانتی

در محیط گذاشته می شد. در این تحقیق برای هر 

در دو  کیوتیبیآنتجدایه مجموعاٌ از ده نوع دیسکت 

 دیسکت( استفاده شد 5متری )هر پلیت پلیت ده سانتی

ی هاسکیدپس از قرار دادن در هرپلیت پنج دیسک(. )

درجه سانتی گراد  31آنتی بیوتیکی، پلیت ها در دمای 

ساعت نتایج حاصله  24انکوباتور گذاری شده و پس از 

 مورد بررسی قرار گرفت. 

 نتایج

های شیرخام گاو عرضه شده در سطح آلودگی نمونه

 انتروکولیتیکایرسینیا شهر اهواز به 

نمونه ی شیر خام گاو عرضه  151در تحقیق حاضر از 

شده در سطح شهر اهواز نمونه گیری به عمل آمد که 

پس از انجام کشت میکروبی و تست های بیوشیمیایی 

کلنی که معادل  171در مجموع  ،کلنی 1811از حدود 

های مورد آزمایش بوده مشکوك به درصد کلنی 61/11

 171تشخیص داده شدند. این وکولیتیکایرسینیا انتر

درصد  34نمونه مختلف و معادل  51کلنی مربوط به 

ی ها بودند که جهت تایید نهایی به مرحلهکل نمونه

PCR .پس از انجام  وارد شدندPCR  برای موارد

های درصد کل کلنی 27/4کلنی معادل  77مشکوك، 

تایید  یرسینیا انتروکولیتیکامورد آزمایش، به عنوان 

ی مختلف نمونه 36کلنی از  77این  (.1شدند ) شکل 

دست آمد شد بهها را شامل میدرصد کل نمونه 24که 

فوق  یرسینیا انتروکولیتیکای جدایه 77و از ( 3)جدول 

 6/2و  7/27، 5/67جدایه معادل  2و  23، 52الذکر، 
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 7و  14، 21ها به ترتیب در روزهای درصد کل جدایه

های شیر خام در محیط غنی کننده نمونهغنی سازی 

  (.4تریس بافرپپتون واتر جداشدند )جدول 

 

 

 

 

 

 PCRمثبت در روش کشت میکروبی و  یرسینیا انتروکولیتیکاموارد  -3 جدول

 PCRروش  روش کشت تعداد نمونه ی کل

 درصد تعداد درصد تعداد 

151 51 34 36 24 

 

 در روزهای مختلف کشت میکروبی یرسینیا انتروکولیتیکاوضعیت جداسازی  -4 جدول

 روز بیست و یکم روز چهاردهم روز هفت هاجدایهتعداد 

 درصد عدد درصد عدد درصد ع 
 5/67 52 7/27 23 6/2 2 عدد 77

       

 نمونه معادل 46در مطالعه حاضر ذکر است کهشایان 

ها در فصل سرد )زمستان( گیریدرصد نمونه 66/31

درصد کل  14/63 نمونه معادل 27 انجام گرفت و از

یرسینیا های بررسی شده در فصل سرد، نمونه

 114به همین ترتیب جداسازی شد.  انتروکولیتیکا

ها نیز در فصل گیریدرصد نمونه 33/67نمونه معادل 

 نمونه معادل 7 گرم )بهار و تابستان( صورت گرفت و

های بررسی شده در فصل گرم درصد از کل نمونه 73/6

 (.5بودند )جدول  یرسینیا انتروکولیتیکاآلوده به 

 

 

 در فصول سرد و گرم یرسینیا انتروکولیتیکاوضعیت جداسازی  -5 جدول

 تعداد و درصد جداسازی در فصل تعداد و درصد نمونه در فصل فصول نمونه گیری

 14/63 27 66/31 46 سرد

 73/6 7 33/67 114 گرم

به همراه باندهای کنترل مثبت و منفی. ستون اول  یرسینیا انتروکولیتیکاو آشکار شدن باندهای اختصاصی   PCRالکتروفورز محصول .1شکل

با وزن مولکولی یرسینیا انتروکولیتیکا واجد ژن  7و  6های ، همچنین ستون111bpکنترل مثبت، ستون سوم کنترل منفی، ستون دوم مارکر مولکولی 

331bp ،های غیر اختصاصیها ژنی ستونبقیه 
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 هابیوتیکنسبی و مقاوم به آنتیدرصد جدایه های حساس، حساس  -6 جدول

 های مقاومدرصد جدایه های با حساسیت نسبیدرصد جدایه های حساسجدایهدرصد  هابیوتیکآنتی

 - - %111 سیپروفلوکسین

 %74/2 - %15/77 جنتامایسین

 %82/8 - %17/71 تتراسایکلین

 %76/11 %74/2 %27/85 سفتازیدیم
 %64/17 - %35/82 نالیدیکسیک اسید

 %76/11 %82/8 %41/77 کانامایسین

 %52/23 %82/8 %64/67 تری متوپریم سولفامتاکسازول

 %35/82 - %64/17 سیلینآموکسی
 %41/77 %88/5 %7/14 سفالوتین

 %15/77 %74/2 - اریترومایسین
 

یرسینیا های یکی جدایهسنجش حساسیت آنتی بیوت

 بیوگرام()آنتیانتروکولیتیکا

بر  یرسینیا انتروکولیتیکاهای سنجش حساسیت جدایه

آنتی 11ک مختلف انجام گرفت. این بیوتیآنتی 11روی 

د ن1بیوتیک شامل نالیدیکسیک اسی ، 2، سفالوتی

م ن3سفتازیدی ن4، آموکسی سیلی ، 5، کانامایسی

ن ن6سیپروفلوکسی ن7، اریترومایسی ، 8، جنتامایسی

بودند.  11و تریمتوپریم سولفامتاکسازول 7تتراسایکلین

نتایج آزمایش سنجش حساسیت آنتی بیوتیکی در 

باشد. لازم به ذکر است که قابل مشاهده می 6جدول 

یت نسبی بررسی میزان حساسیت، مقاومت و حساس

صورت  CLSIها توسط جدول بیوتیکها به آنتیجدایه

 گرفت.

 بحث

 یرسینیا انتروکولیتیکابه میزان آلودگی شیر خام 

ی نمونه 151در تحقیق حاضر مشخص شد که از میان 

 36از سطح شهر اهواز  شدهیآورجمعشیر خام گاو 

                                                        
1. Nalidixic acid(NA) 
2. Cephalothin(CF) 
3. Ceftazidime(CAZ) 
4. Amoxicillin(AMX) 
5. Kanamycin(K) 
6. Ciprofloxacin(CIP) 
7. Erythromycin(E) 

8. Gentamicin(GM) 
9. Tetracycline(TE) 
10. Trimethoperim Sulfametaxasole(SXT) 

بودند.  یرسینیا انتروکولیتیکادرصد( آلوده به  24نمونه )

ی پیشین هاگزارشاین مقدار جداسازی بسیار بیشتر از 

 یرسینیا به آلودگی شده تائید موارد از میزان

 از 1375 سال در ایران بوده است. در انتروکولیتیکا

 از 1386 سال در درصد، 66/2مدفوع  نمونه 311 میان

 مرغ، گوشت نمونه 121 و قرمز گوشت نمونه 121 میان

درصد آلودگی به   8/15 و درصد 3/13 ترتیب به

-Soltan) است شدهگزارش یرسینیا انتروکولیتیکا

Dallal et al., 2004) 

همچنین در تحقیقی که ممتاز و همکاران روی 

ی لبنی خام و پاستوریزه انجام دادند از میان هافرآورده

ی لبنی هافرآوردهاز  شدهیآورجمعی نمونه 411

 چهارمحالی خوزستان، هااستاندر سطح  شدهعرضه

درصد( با  5/1نمونه معادل با ) 6بختیاری و فارس، 

 یرسینیا انتروکولیتیکای آلوده به شناسیباکترروش 

درصد( از شیر خام  5باکتری ) 3بودند که در این میان 

 1درصد( از نمونه بستنی سنتی و  11باکتری ) 2گاو، 

درصد( از نمونه پنیر محلی جدا شد  3/3باکتری )

که در  دیگری در تحقیقی (.1371ممتاز و همکاران، )

 ریشی نمونه 446ورامین ایران صورت گرفت از مجموع 

ی هاسالدر بالک تانک در خلال  شدهیآورجمع خام

 عدد 27ی مختلف یرسینیا در هاگونه، 2111تا  2118

عدد  27یافت شد. از این  هانمونهدرصد( از این  5/6)
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عدد نیز  1عدد شیر گوسفند و  5عدد از شیر گاو،  23

 جداشدهی گونهاز شیر بز جداسازی شد. بیشترین 

ها و یهجدادرصد  5/65بود که  انتروکولیتیکایرسینیا 

 Jamali et) شدیمرا شامل  هانمونهدرصد کل  22/4

al., 2015 .) ی در استان چهارمحال امطالعهدر

در  یرسینیا انتروکولیتیکابختیاری فراوانی حضور 

ی شیر هانمونهدرصد و در  3، ی شیر خامهانمونه

 ,.Sharifzadeh et al) شددرصد گزارش  1پاستوریزه، 

نیز جهت تعیین  (2012) و همکارانحنیفیان  (.2004

نمونه  554 ،زا ی بیمارییرسینیا انتروکولیتیکاشیوع 

نمونه پنیر سنتی جمع  211شیرخام و  354شامل 

مختلف آذربایجان شرقی در طی  آوری شده از مناطق

را مورد آزمایش قرار دادند و  2111تا  2118های سال

 62/7ها که شامل درصد از کل نمونه 66/8نتیجتا در 

درصد پنیرهای  5/11های شیر خام و درصد از نمونه

 یرسینیا انتروکولیتیکاحاصل از شیرخام بود، ژن 

شناسایی شد .این تحقیق  PCR زا توسط روش بیماری

پس از   PCRبرتری و قدرت بیشتر شناسایی توسط

ایسه با روش رایج سازی را در مقیک دوره پیش غنی

یی از اقصی نقاط هاگزارشعلاوه بر آن .کشت نشان داد

صورت دنیا نیز وجود دارد که موافق نتایج تحقیقات 

( 1989و همکاران ) . دیویدسونباشدیم گرفته در ایران

و  کمپیلو باکترژژونی ،لیستریا منوسیتوژنزحضور 

را در فصول سرد و گرم سال  یرسینیا انتروکولیتیکا

نمونه  256کانادا در شیر خام بررسی کردند. از میان 

شیر خام که از دو ماه سرد سال و دو ماه گرم سال 

از  یرسینیا انتروکولیتیکادرصد  7/2ی شد، آورجمع

شناسایی شد. درصد کم جداسازی عوامل فوق  هانمونه

در مورد ی قطعی ریگجهینت هرگونهدر این تحقیق مانع 

 نیا باها شد فصول بر تغییرات جمعیت پاتوژن ریتأث

در فصول سرد  یرسینیا انتروکولیتیکاجداسازی  وجود

ی دورهدر طی  همچنین .شداعلام  ترمحتملسال 

ی غذایی نمونه 751در ترکیه از  سالهکی

عدد از  151 هرکه  هافروشگاهاز سطح  شدهیآورجمع

 مربوط به یک گروه غذایی شامل پنیر فتا، هانمونهاین 

 مرغ و گوشت تکه شده بودند، ران ی،بستن خام، ریش

ی یرسینیا تحقیقی به عمل هاگونهبررسی حضور  جهت

های گونه ازلحاظدرصد(  6/7) نمونه 57 جتاًینتآمد. 

 4/2) هاآنعدد از  18مختلف یرسینیا مثبت بودند و 

 زایماریبی انتروکولیتیکایرسینیا درصد از کل( نیز 

به  زایماریبتشخیص داده شدند. این جدایه های 

ترتیب در پنیرفتا، بستنی، ران مرغ، گوشت تکه شده و 

 Guven et)عدد گزارش شد  2و  4، 2، 4، 6: خام ریش

al., 2010).  خام ریشی نمونه 51از همچنین 

 1تنها  Beni-Suefی شهر هافروشگاهاز  شدهیآورجمع

 بود انتروکولیتیکا یرسینیا آلوده به (درصد 2نمونه )

(El-Kholy., 1990 .)ی مختلفی هاتحقیق وجود نیا با

مشابه با تحقیق حاضر، شیوع بالای این باکتری در شیر 

در کشور فرانسه  خام گاو را گزارش نموده است.

 ریش از انتروکولیتیکا یرسینیا جداسازی جهت تحقیقی

 منظوربه انجام گرفت. هافروشگاهدر  شدهعرضه خام

 4در دمای  یخچال در یسازیغن روش جداسازی از سه

 و 1شدهاصلاح راپاپورت محیط در یسازیغن درجه،

 ساکاروز، حاوی سنتتیک محیط در یسازیغن

 سیلین استفاده شد. دروآمپی آزاید سدیم آمینومتان،

 نمونه 61 شدهیآورجمعی نمونه 75از  مطالعه این

 یرسینیا واجد شدهشیآزما یهانمونه از درصد( 33/81)

در  (Vidon and Delmas, 1981) بود انتروکولیتیکا

ی شیر خام و نمونه 227کشور مراکش از مجموع 

عدد  11های مختلف یرسینیا از محصولات لبنی، گونه

 21درصد(، یک عدد از  6/36) ی شیر خامنمونه 31از 

ی نمونه 63عدد از  15درصد(،  5) زهیپاستورنمونه شیر 

 74عدد از  7درصد(،  8/23) یریتخمشیرهای سنتی 

ی نمونه 21درصد( و یک عدد از  4/7) ریپنی نمونه

یرسینیا درصد( جداسازی شد. شیوع  5) یبستن

درصد گزارش شد  6/6 هانمونهدر تمام  انتروکولیتیکا

                                                        
1   . Modified Rappaport 
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(Hamama et al., 1992 .) (2116)و همکاران یوسل 

نمونه لبنیاتی شامل پنیر و شیر خام را از  211تعداد 

و  اشرشیاکلیی یرسینیا و هاگونهآنکارا جهت بررسی 

نمونه  111ی کردند. از آورجمع هافرمهمچنین کلی 

درصد آلوده به یرسینیا بودند. همچنین از  55شیر خام، 

 نمونه آلودگی یرسینایی 14نمونه پنیر نیز  111

گونه یرسینا  نیترعیشا یرسینیا انتروکولیتیکاداشتند. 

درصد از  3/47از  کهیطوربهبود  هانمونهدر این 

ی هانمونهدرصد از  7/35ی شیر خام آلوده و هانمونه

 جداشدهی یرسینیای هاگونهپنیر آلوده جدا شد. سایر 

درصد(  4/21درصد و  31) یرسینیا فردریکسنیشامل 

 درصد و صفر درصد(، 7/12) کریستنسنی یرسینیا

درصد( و  1/7درصد و  2/7) یرسینیا اینترمدیا

درصد( به  7/35 ودرصد  8/1یرسینیاهای غیرمعمول )

 Yusel and) ترتیب در شیر خام و پنیر بودند

Ulosoy., 2006). تفاوت در میزان شیوع در گزارش-

های تواند دلایل مختلفی از قبیل روشهای مختلف می

های متفاوت غنی سازی و جداسازی، محیط کشت

متفاوت به کاررفته و همچنین تفاوت فرهنگ و آداب و 

رسوم غذایی و نحوه فراوری غذا در هر منطقه داشته 

های موجود اکثر گزارش برخلافدر تحقیق حاضر  باشد.

از شیوع  یرسینیا انتروکولیتیکادر کشورمان آلودگی به 

یرسینیا  کهییازآنجابالاتری برخوردار بوده است. 

باشد نرمال فلور دستگاه گوارشی گاو می انتروکولیتیکا

ی آلودگی مدفوعی دهندهتواند نشاناین شیوع بالا می

های بهداشتی در منطقه توجهی به کنترلو بی خام ریش

از هنگام دوشش شیر خام تا انتقال آن به مراکز 

های ی یا بازار مصرف باشد. کمبود دامداریرآوجمع

ی اهواز و دوشش شیر به شکل سنتی صنعتی در منطقه

تواند عامل افزایش آلودگی شیرخام و دستی احتمالا می

یرسینیا به مدفوع حیوانات و متعاقبا موجب شیوع بالاتر 

در شیر خام گردد. موافق با این فرضیه  انتروکولیتیکا

یرسینیا صد بالای شیوع و همکاران دریوسل 

های در تحقیق خود را در شیوه انتروکولیتیکا

آوری شیرخام در ترکیه غیربهداشتی و سنتی جمع

گفتنی  (.Yusel and Ulosoy,2006)  گزارش نمودند

در رشد  یرسینیا انتروکولیتیکااست به دلیل ماهیت 

نمودن در دماهای یخچالی عملیات سرد کردن شیرهای 

چندانی در  ریتأثپس از دوشش نیز  شدهیآورجمع

یرسینیا بهبود کیفیت شیر خام اولیه از حیث 

از سوی دیگر برخلاف  .نخواهد داشت انتروکولیتیکا

در مناطق  یرسینیا انتروکولیتیکاهایی که شیوع گزارش

سردسیر را مورد توجه قرار داده بود با وجود اقلیم گرم 

آلودگی می تواند  ی مورد مطالعه، شیوع بالایمنطقه

یرسینیا های خاصی از دلالت بر مقاومت دمایی سوش

و پاگان داشته باشد. موافق با این فرضیه  انتروکولیتیکا

را  یرسینیا انتروکولیتیکای شش سویه (1999) همکاران

ند که باکتری در هر میلی لیتر تلقیح نمود 11به مقدار 

اسیون به پاستوریزاز  ها بعدپس از آزمایش مجدد آن

برابر پاستوریزاسیون ای سه سویه در طور غیر منتطره

رغم با این حال در تحقیق حاضر نیز علیمقاوم بودند. 

در طول مدت  یرسینیا انتروکولیتیکاجداسازی مستمر 

ها تحقیق، با پیشروی به سمت فصول گرم تعداد جدایه

کاهش محسوسی داشت. عامل دیگر بالا بودن درصد 

-توان عدم تفکیک سویهتحقیق فعلی را میشیوع در 

-زا  و گزارش آلودگی همهزا از غیر بیماریهای بیماری

دانست. شایان توجه  یرسینیا انتروکولیتیکاهای ی سویه

های محققین، به که بر اساس گزارشاست با وجود آن 

-زا درصد بالایی از جدایههای بیماریرسد سویهنظر می

شوند، اما از را شامل نمی ولیتیکایرسینیا انتروکهای 

-زا بودن سویه، غیربیماریآنجایی که تحقیقات مختلف

را که تا امروز بی خطر یرسینیا انتروکولیتیکا هایی از 

، از این رو مورد چالش قرار داده است شدندشناخته می

 یرسینیا انتروکولیتیکاهای ی سویهبررسی فراوانی کلیه

 رسد. نظر مینیز حایز اهمیت به 
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 یرسینیا انتروکولیتیکای کیوتیبیآنتسنجش حساسیت 

 یرسینیا انتروکولیتیکاهای در تحقیق حاضر جدایه

به ترتیب در  بیشترین مقاومت را به اریترومایسین و

سیلین و سفالوتین و تری تر به آموکسیسطوح پایین

علاوه به ترتیب متوپریم سولفامتاکسازول نشان دادند. به

بیشترین حساسیت به سیپروفلوکسین، جنتامایسین، 

تتراسایکلین، سفتازیدیم، نالیدیکسیک اسید، 

کانامایسین، تری متوپریم سولفامتاکسازول، آموکسی 

سیلین و سفالوتین اختصاص داشت. مشابه نتایج 

 (2016) و همکارانیه تحقیق حاضر در تحقیقی که 

در  روکولیتیکایرسینیا انتروی جداسازی 

 58ی خرد در چین انجام دادند از هایفروشهیاغذ

های ی جدایههمه، جداشدهی یرسینیا انتروکولیتیکا

به کانامایسین و سولفانامیدها  یرسینیا انتروکولیتیکا

ژن بتالاکتاماز را بیان  هاهیسوحساس بودند. اکثر 

 77به ترتیب در  blaBو  blaAو حضور  کردندیم

درصد جدایه ها مشاهده شد. همچنین  111درصد و 

درصد(، تری  4/71) نیسفالوتبسیاری از جدایه ها به 

 نیلیسیآمپدرصد( و  3/77متوپریم سولفامتاکسازول )

همچنین در تحقیقاتی که  درصد( مقاوم بودند. 4/71)

در کشور ایتالیا روی خوك  (2013)و همکارانبوناردی 

یرسینیا و  یرسینیا انتروکولیتیکااسازی جهت جد

یرسینیا انجام دادند جدایه های  سودوتوبرکلوزیس

را جهت سنجش  O:3/4ی هیسواز  انتروکولیتیکا

ی بررسی نمودند که حساسیت کیوتیبیآنتحساسیت 

 سیلین، کلاولانیک اسید،ها به آموکسیی جدایههمه

و موروپنم و جنتامایسین گزارش  ارتاپنم ،میدیسفتاز

درصد به سفاتوکسیم،  5/74شد. همچنین حساسیت 

درصد به  2/78درصد به کانامایسین و  1/87

تتراسایکلین مشاهده شد. بیشترین مقاومت به ترتیب 

درصد(،  111) نیلیسیآمپی هاکیوتیبیآنتبه 

 2/78) نیسیاسترپتومادرصد( و  2/78) دیسولفانام

اختلاف نتایج مقاومت آنتی  ص داشت.درصد( اختصا

این یرسینیا انتروکولیتیکای  هایبیوتیکی در جدایه

دهد که تحقیق در مقایسه با مطالعات دیگر نشان می

تواند تحت تأثیر الگوی مقاومت آنتی بیوتیکی می

های باکتریایی شایع در ، بیماریی جغرافیاییمنطقه

، فرهنگ استفاده از دارو و به ویژه آنتی بیوتیک، منطقه

همچنین نوع و نحوه فراوری و مصرف مواد غذایی قرار 

در یرسینیا انتروکولیتیکا گیرد. چرا که احتمال حضور 

لبنی و گوشتی بیشتر  یمحصولات خام و فراوری نشده

وه بر این، از محصولات پخته و فراوری شده است. علا

یرسینیا مختلف  هایاحتمالا مقاومت سویه

متفاوت بوده و این امر منجر به انتروکولیتیکا با یکدیگر 

-بیوتیک خاص بر روی سویهعدم تاثیر یکسان یک آنتی

های در تحقیق حاضر جدایه گردد.های مختلف می

بیشترین مقاومت را به  یرسینیا انتروکولیتیکا

جایی که ترکیبات دادند. از آن اریترومایسین نشان

بیوتیکی متنوعی برای جلوگیری از عفونت آنتی

گیرند، ها مورد استفاده قرار میوتحریک رشد در دام

هایی از قبیل توان مقاومت بالا به آنتی بیوتیکمی

و  های آنرا ناشی از مصرف بی رویهاریترومایسین 

تفاده مداوم های موتان باکتریایی به علت اسایجاد سویه

ها در گذشته یا حال در درمان از این آنتی بیوتیک

های عفونی و نیز احتمالا استفاده از دوز بیماری

های بیوتیکسب آنها در درمان دانست. از آنتینامنا

-مقاوم در این تحقیق سولفامتوکسازول تریمتوپریم می

های سولفونامیدی است، بیوتیکباشد که از دسته آنتی

ده که ایجاد مقاومت در برابر سولفونامیدها زیاد گفته ش

ترین است و انتقال مقاومت از طریق پلاسمید، رایج

هایی که به یک سولفونامید مقاوم روش است. باکتری

شدند در برابر تمامی سولفونامیدها معمولا مقاومت پیدا 

های مقاوم از طرق مختلفی همچون . باکتری1کنندمی

پذیری دارو به ، کاهش نفوذPABA2افزایش تولید 

داخل سلول باکتری، کاهش تمایل سولفونامید به آنزیم 

                                                        
1.Cross-resistance 
2. Para amino benzoic acid 
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دی هیدروپتروات سنتتاز و افزایش تولید آنزیم با اثرات 

 کنند.سولفونامیدها مقابله می

 گیرینتیجه

های شیر از نمونه یرسینیا انتروکولیتیکاشیوع بالای 

-یر خام میاهواز نشان داد که مصرف ش خام در منطقه

تواند احتمالا با ریسک ابتلا به یرسینیوزیس ارتباط 

های مقاوم مستقیم داشته باشد. همچنین حضور سویه

بیوتیک این باکتری نیز احتمال بروز بیماری را به آنتی

تواند افزایش دهد. از این رو بررسی میزان شیوع می

به منظور اطلاع از  به یرسینیا انتروکولیتیکا آلودگی

-ضعیت اپیدمیولوژیکی این باکتری و توسعه استراتژیو

-های مناسب کنترلی و تعیین الگوی حساسیت آنتی

های ها برای  جلوگیری از گسترش سویهبیوتیکی آن

بیوتیک و انتقال آنها به زنجیره غذایی مقاوم به آنتی

 باشد.انسان ضروری می

 سپاسگزاری

 سال پژوهانه طریق از حاضر انجام مطالعه هایهزینه

 که است شده تامین اهواز چمران شهید دانشگاه 1374

 دانشگاه پژوهشی معاونت حوزه از بدینوسیله

  .نماید می سپاسگزاری
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Abstract 

Totally 150 samples of cow milk were collected in Ahvaz within 6 months. The collected 

samples were sent to the lab in cool conditions. The amount of 25 ml of each sample was 

added to 225 ml of Tris-Buffered Peptone Water with pH=8 as enrichment medium and stored 

at 4°C for three weeks. Then in 7th, 14th and 21th days of storage, one loopful equal to 10 µL 

of enriched broth were streaked out in plates of Cefsulodin-Irgasan-Novobiocin agar 

contained supplement and incubated at 30°C for 24 hours. Then 3 to 5 colonies of typical 

bull's-eye appearance with 0.5-2 mm diameter with a deep red center and sharp border 

surrounded by a translucent zone were selected as suspect to Yersinia enterocolitica and 

cultured in TSA medium. After gram staining and observe gram negative rod and also 

implement some biochemical tests in next step due to absolute identification, specific primers 

for 16srRNA were used. Boiling method was used to extract DNA. The isolation of Yersinia 

entroclitica was confirmed from 36 samples (24%) of milks. The confirmed isolates due to 

antibiogram were spread out in agar culture and the antibiotic susceptibility was surveyed 

with utilization of antibiotic discs and CLSI tables. The results showed that the sensitivity to 

Ciprofloaxin, Gentamicin, Tetracycline, Ceftazidime, Nalidixic Acid, Kanamycin, 

Trimethoprim Sulfametaxazole, Amoxicillin and Cephalotin were 100%, 97.05%, 91.17%, 

85.29%, 82.35%, 79.41%, 67,64%, 17.64% and 14.7% respectively. None of the isolates were 

susceptible to Erythromycin which shows that the isolates have the most resistance against 

this antibiotic.  
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