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  چكيده 

هدف از انجام اين تحقيق، . مقاومت سويه هاي سالمونلا انتريكا نسبت به آنتي بيوتيك ها در حال افزايش مي باشد: سابقه و هدف

 و وجود مقاومت هاي آنتي بيوتيكي در 2س  و شناسايي رابطه بين حضور اينتگرون هاي كلا2تعيين فراواني اينتگرون هاي كلاس 

  .سويه هاي سالمونلا انتريكا جدا شده از تهران مي باشد

 و مورد مطالعه قرار  جداسازي1386-88طي سال هاي ايزوله هاي سالمونلا از بيمارستان هاي مختلف شهر تهران در : روش كار

حساسيت و مقاومت آنتي بيوتيكي . و سرولوژيك تعيين هويت گرديدنداين ايزوله ها با استفاده از تست هاي بيوشيميايي . گرفتند

 توسط 2حضور اينتگرون هاي كلاس . تعيين گرديدندCLSI ايزوله هاي جداسازي شده مطابق با روش استاندارد توصيه شده از طرف 

  .  در ايزوله هاي سالمونلا مورد مطالعه قرار گرفتPCRروش 

 2واجد اينتگرون كلاس %) 5/6(از اين تعداد نه ايزوله . ه سالمونلا جداسازي و مورد مطالعه قرار گرفتند ايزول138در مجموع  :يافته ها

  .تمامي ايزوله هاي واجد اينتگرون داراي مقاومت چندگانه آنتي بيوتيكي بودند.  كيلو جفت باز بودند16/2با طول 

ين ايزوله هاي سالمونلا انتريكاي جداسازي شده از تهران وجود دارند  به ميزان بسيار كمي در ب2اينتگرون هاي كلاس  :نتيجه گيري

همچنين ميزان مقاومت آنتي بيوتيكي . ولي همين ميزان كم بيشتر از حدي است كه ساير محققين در مطالعات خود گزارش كرده اند

 شده داراي مقاومت چندگانه آنتي بيوتيكي بوده اند در بين ايزوله هاي سالمونلا بسيار بالا بوده و تعداد زيادي از ايزوله هاي جداسازي

  .كه اين مي تواند يك هشدار به جامعه بهداشتي باشد

  ، سالمونلا انتريكا، مقاومت آنتي بيوتيكي2 اينتگرون كلاس :واژگان كليدي
  

  

  مقدمه

ظهور و گسترش مقاومت هاي آنتي بيوتيكي در باكتري ها به يك مشكل 

مقاومت هاي آنتي بيوتيكي مي تواند از طريق ). 1(جهاني تبديل شده است

موتاسيون هاي نقطه اي در ژنوم باكتري ها، كاهش نفوذ آنتي بيوتيك ها از 

ديواره سلولي، غير فعـال سازي آنزيماتيك آنتي بيوتيك ها، مكانيسم 

Efflux pump براي خارج كردن آنتي بيوتيك ها، تغيير جايگاه هدف 

له انتقال افقي عناصر ژنتيكي كه حاوي ژن هاي آنتي بيوتيك و يا بوسي

گسترش مقاومت هاي آنتي ). 2(مقاومت آنتي بيوتيكي مي باشند، رخ دهد

بيوتيكي از طريق انتقال افقي ژن ها، منجر به ظهور سريع مقاومت هاي 

كسب ژن هاي مقاومت آنتي . آنتي بيوتيكي در بين باكتري ها شده است

ق عناصر ژنتيكي متحرك به مانند پلاسميد ها، بيوتيكي مي تواند از طري

  ).3(ترانسپوزون ها و اينتگرون ها صورت بپذيرد

مقاومت سويه هاي سالمونلا انتريكا نسبت به تركيبات ضد ميكروبي در 

حال افزايش مي باشد و يكي از علل اين افزايش ناشي از حمل و انتقال 

تار هاي اينتگروني افقي ژن هاي مقاومت آنتي بيوتيكي از طريق ساخ

 بطور گسترده در بين باكتري هاي 2 و 1اينتگرون هاي كلاس ). 4(است

گرم منفي از جمله سروتيپ هاي مختلف سالمونلا انتريكا مشاهده شده 

  ).6 و 5(اند

اينتگرون ها عناصر ژنتيكي مي باشند كه توانايي وارد كردن ژن هاي 

در ساختار خود ) تيك، خارجي را، مثل ژن مقاومت نسبت به آنتي بيو

تمام اينتگرون هايي كه تا به امروز شناسايي شده اند داراي سه . دارند

  :عنصر ضروري زير  براي وارد كردن ژن هاي خارجي مي باشند
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اين اينتگراز متعلق به .  كه آنزيم اينتگراز را كد مي كندintIژن ) الف(

ريكامبيناز مي باشد و سبب وارد شدن ژن خارجي به - خانواده تيروزين

 كه محل قرار گيري ژن attI site ) ب(ساختار اينتگرون مي شود، 

 Pc) ج(شد و ژن هاي مقاومت در اين مكان وارد مي شوند و خارجي مي با

كه پروموتور مي باشد و محل شروع صحيح رونويسي را براي آنزيم 

رونويسي مشخص مي كند و سبب بيان صحيح ژن هاي وارد شده در 

بر اساس توالي كد كننده آنزيم اينتگراز ). 7(ساختار اينتگرون مي شود 

اين اينتگرون هاي در . رون ها شناسايي شده اندتاكنون پنج كلاس از اينتگ

  ).7(گسترش مقاومت هاي آنتي بيوتيكي در بين باكتري ها نقش دارند

از آنجائيكه در تحقيقات انجام شده، بروز همزمان مقاومت به چند دارو در 

) 8و5و2(باكتري هاي روده اي با وجود اينتگرون ها در ارتباط بوده است 

 و 2اين تحقيق، تعيين فراواني اينتگرون هاي كلاس لذا هدف از انجام 

 و وجود مقاومت هاي 2شناسايي رابطه بين حضور اينتگرون هاي كلاس 

آنتي بيوتيكي چندگانه سويه هاي سالمونلا انتريكا جدا شده از تهران مي 

  .باشد

  

  رو ش كار

اين تحقيق، يك مطالعه توصيفي بوده و جامعه آماري آن را نمونه هاي 

ست آمده از بيماران مراجعه كننده به مركز طبي كودكان و بيمارستان بد

  . تشكيل مي دهند1386-88در طي سال هاي ) عج(بقيه االله 

نمونه هاي باليني از جمله مدفوع و خون از بيماران مشكوك به عفونت با 

نمونه مدفوع بيماران بلافاصله پس از نمونه گيري . سالمونلا گرفته مي شد

 6نمونه ها به مدت حداكثر .  منتقل مي گرديدF كشت سلنيت به محيط

به محيط هاي كشت  سپس. ساعت در اين محيط نگهداري مي شدند

 24 انتقال يافته و به مدت (SS) شيگلا آگار –انتخابي به مانند سالمونلا 

  .  درجه سلسيوس قرار داده مي شدند37ساعت در دماي 

 هاي دي فازيك كشت داده شده و نمونه هاي خون نيز ابتدا در محيط

در روز بعد كلوني هاي . سپس به محيط هاي انتخابي انتقال داده مي شدند

مشكوك به سالمونلا جداسازي مي شدند و سپس توسط تست هاي 

 Triple sugar ironبيوشيميايي استاندارد نظير انتقال بر روي محيط 

(TSI) agar ،Simmons’ citrate agar اوره و ،MRVP broth و 

پس از انجام آزمون هاي افتراقي . غيره مورد شناسايي قرار مي گرفتند

مذكور آزمون سروتايپينگ با آنتي سرم هاي ساخت شركت بهار افشان و 

  .كوشا فراور گيتي انجام مي پذيرفت

بدين منظور از باكتري مورد آزمايش سوسپانسيون يكنواختي در سرم 

ا يك قطره از سوسپانسون را با يك قطره آنتي فيزيولوژي تهيه كرديم و ابتد

ايجاد آگلوتيناسيون قابل مشاهده . سرم روي لام شيشه اي مخلوط كرديم

  .با چشم غير مسلح پس از يك تا دو دقيقه تست مثبت را نشان مي دهد

ديسك هاي آنتي بيوتيكي مورد استفاده در اين تحقيق شامل آنتي بيوتيك 

 10(CF     µg)سفالوتين  ) µg 10 AM(هاي آمپي سيلين 

، ايميپنم ) µg 30 ،CAZ(، سفتازيديم  ) µg 30، CRO(سفترياكسون 

)µg 10 ،IPM(  جنتامايسين ،)µg  10 ،GM  ( سيپروفلوكساسين)µg 

5 ،CP ( تتراسايكلين ،)µg 30 ،TE( داكسي سايكلين ،)µg 30 ،D( ،

 + µg 25/1(تري متوپريم -سولفامتاكسازول و )µg30 ،C(كلرامفنيكل 

75/23 SXT  (آزمون آنتي بيوگرام با استفاده از سوسپانسيون . بودند

باكتري در سرم فيزيولوژي و مقايسه كدورت آن با استاندارد نيم مك 

كدورت لوله نيم مك فارلند برابر، كدورت تعداد (فارلند انجام گرديد 

CFU ml تقريبي 
-1

10
ده سوسپانسيون تهيه ش).  سلول مي باشد5/1×8

به وسيله سواب استريل پنبه اي بر روي محيط مولر هينتون آگار ساخت 

كارخانه مرك آلمان به صورت متراكم كشت داده شد، سپس ديسك هاي 

محيط ها به . آنتي بيوتيكي با پنس استريل در سطح محيط قرار گرفتند

 درجه سلسيوس در انكوباتور قرار داده 37 ساعت در دماي 18- 24مدت 

پس قطر منطقه ممانعت از رشد به وسيله خط كش اندازه گيري س. شدند

 CLSIشد و مقاومت و يا حساسيت باكتري با استفاده از جدول استاندارد 

در اين مطالعه از ميكروارگانيسم اشرشيا كلي ). 9(مشخص گرديد 

ATCC 25922به عنوان كنترل در انجام آزمايش استفاده شد .  

ايزوآميليك -كلروفرم-با استفاده از روش فنلژنوم ايزوله هاي سالمونلا 

 با 2الكل استخراج شدند و براي بررسي حضور اينتگرون هاي كلاس 

پرايمر هاي مورد استفاده .  مورد مطالعه قرار گرفتندPCRاستفاده از روش 

شرايط تكثير ژن مورد .  نمايش داده شده اند1در اين مطالعه در جدول 

توصيه شده توسط ساير محققين در دستگاه نظر با استفاده از شرايط 

Mastercycler gradient ساخت شركت Eppendorf صورت 

 بعد از رنگ آميزي ژل ها توسط PCRتمام محصولات ). 12و11(پذيرفت 

  . ايتيديوم برمايد مورد بررسي قرار گرفتند

   پرايمر هاي مورد استفاده در اين مطالعه.1جدول 

  يافته ها

يه سالمونلا انتريكا در اين تحقيق جداسازي و مورد  سو138در مجموع 

 9/52( مورد 73از كل بيماران تشخيص داده شده، . مطالعه قرار گرفتند

%) 85(درصد بالايي . مؤنث بودند)  درصد1/47( مورد 65مذكر و ) درصد

  .از نمونه ها مدفوعي و بقيه مربوط به خون بودند

 54سالمونلا نشان داد كه بررسي هاي سرولوژيك با آنتي سرم هاي 

متعلق به %) 4/17 (24 سالمونلا، Cايزوله ها متعلق به سروگروه %) 1/39(

 سالمونلا و بقيه Dمتعلق به سروگروه %) 3/41 (57 سالمونلا، Bسروگروه 

 85حدود .  بودندG و Eمتعلق به ساير سروگروه هاي سالمونلا از جمله 

داسازي شده حداقل به يك آنتي درصد از سويه هاي سالمونلا انتريكا ج

از سويه ها داراي مقاومت چندگانه % 68بيوتيك مقاومت نشان دادند و 

  .آنتي بيوتيكي بودند

  

  

دماي ذوب  منبع

 )سلسيوس(

ناحيه 

 هدف

نام پرايمر  ترادف سكانس پرايمر(´3→´5)

 ها

)10( 85 5′-CGGGATCCCGGACGGCATGCACGATTTGTA-3′ hep74 

)10( 6/65 

ناحيه 

متغيير 

اينتگرون 

 2كلاس 

5′-GATGCCATCGCAAGTACGAG-3′ hep51 
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به داكسي % 4/67 ايزوله 93آزمون حساسيت آنتي بيوتيكي نشان داد كه 

به % 3/20 ايزوله 28به تتراسايكلين، % 7/50 ايزوله 70سايكلين، 

 ايزوله 18به آمپي سيلين، % 16 ايزوله 22تري متوپريم، - سولفامتاكسازول

ه ب%) 3/4( ايزوله 6به سفتازيديم، %) 3/4( ايزوله 6به كلرامفنيكل، % 13

هيچكدام از . به سفالوتين مقاوم بودند%) 3/4( ايزوله 6سفترياكسون، 

ايزوله ها نسبت به جنتامايسين، ايميپنم و سيپروفلوكساسين مقاومتي 

 كيلو 16/2 با طول 2واجد اينتگرون كلاس %) 5/6(نه ايزوله . نشان ندادند

 6(يس  در دو سروتيپ اينفنت2اينتگرون كلاس ). 1شكل . (جفت باز بودند

تمامي ايزوله هاي واجد . يافت شدند)  مورد3(و تيفي موريوم ) مورد

  .اينتگرون داراي مقاومت چندگانه آنتي بيوتيكي بودند

  

  
 در نمونه 2 جهت تشخيص اينتگرون هاي كلاس PCR آزمايش .1شكل 

و ) 1-9ستون ها  (2نمونه هاي مثبت واجد اينتگرون كلاس . هاي باليني

مربوط به يكي از ايزوله هاي باليني فاقد اينتگرون كلاس  10ستون شماره 

 (bp 100) مربوط به ماركر مولكول Mستون ). نمونه منفي( مي باشد 2

  .مي باشد

  

  بحث

امروزه گسترش ژن هاي مقاومت آنتي بيوتيكي از طريق ساختار هاي 

اينتگروني به يك مشكل مهم در درمان عفونت هاي حاصل از باكتري هاي 

همچنين ظهور مقاومت هاي آنتي بيوتيكي . ي زا تبديل شده استبيمار

چندگانه به يك پديده معمول در كشور هاي در حال توسعه تبديل گشته 

  ).13و11(است

در طي چند دهه گذشته سروتيپ هاي مختلف سالمونلا بطور فزاينده اي 

و ظهور مقاومت ) 14(نسبت به آنتي بيوتيك هاي رايج مقاوم شده اند

گانه آنتي بيوتيكي در سالمونلا نسبت به آنتي بيوتيك هاي مؤثر، به چند

يك مسئله بهداشتي نگران كننده براي مسئولين بهداشتي در كشورهاي 

  ).15(در حال توسعه مبدل گرديده است

  

  

از ايزوله هاي سالمونلا %) 68(نتايج ما حاكي از اين بود كه ميزان بالاي 

ه آنتي بيوتيكي بودند، و اين بيش از ميزاني انتريكا داراي مقاومت چندگان

مطالعاتي كه در . بود كه ساير محققين در مطالعات خود گزارش داده بودند

كشور هاي كره جنوبي و پرتغال انجام گرفته بودند به ترتيب ميزان مقاومت 

  ).16و5(گزارش كردند% 21و % 9/65چندگانه آنتي بيوتيكي را 

نشان داد كه جنتامايسين، ايميپنم و نتايج تست حساسيت دارويي 

سيپروفلوكساسين آنتي بيوتيك هاي حساس نسبت به سالمونلا هاي مورد 

 را دارا بودند و در صورتيكه (In vitro)مطالعه در شرايط آزمايشگاه 

انديكاسيون دارويي وجود داشته باشد، اين آنتي بيوتيك ها قابليت استفاده 

از اين بين . اين باكتري ها را خواهند داشتدر درمان عفونت هاي ناشي از 

سيپروفلوكساسين آنتي بيوتيكي است كه امروزه به طور گسترده در درمان 

فونت هاي حاصل از سالمونلا مورد استفاده قرار مي گيرد و نتايج حاصل ع

از اين تحقيق نشان از اثر بخشي خوب اين آنتي بيوتيك بر روي ايزوله 

  .ي جداسازي شده از تهران را مي دهدهاي سالمونلا انتريكا

اينتگرون ها يكي از راه هاي گسترش مقاومت هاي چندگانه آنتي بيوتيكي 

از %) 5/6( ايزوله 9 در 2در تحقيق حاضر، اينتگرون كلاس  ).17(هستند

در مطالعات قبلي نيز كه .  ايزوله سالمونلا مورد شناسايي قرار گرفتند138

رفته است، ميزان حضور اينتگرون هاي كلاس در نقاط ديگر دنيا صورت گ

جين و همكاران در مطالعه ي كه .  كمتر از اين مطالعه گزارش شده است2

 ايزوله سالمونلا در هونگ كونگ انجام دادند، 834 بر روي 2009در سال 

 بودند، و در 1واجد اينتگرون كلاس % 13 ايزوله يعني 105دريافتند كه 

  ).18( را گزارش نكردند2ضور اينتگرون كلاس هيچ يك از ايزوله ها، ح

 2تاكنون فقط شش ژن مقاومت مختلف در رابطه با اينتگرون هاي كلاس 

 ژن 80مورد شناسايي قرار گرفته اند و اين درحالي است كه بيش از 

 مورد شناسايي قرار گرفته اند 1مختلف مقاومت براي اينتگرون هاي كلاس 

تيك هاي مختلف را به باكتري ها اعطا مي كه مقاومت نسبت به آنتي بيو

اين كاهش در تنوع ممكن است به دليل اين حقيقت ). 20و19و7(كنند

 داراي 2باشد كه ژن كد كننده آنزيم اينتگراز در اينتگرون كلاس 

 مي باشد و اين پديده سبب توليد 179 در كدون Nonsenseموتاسيون 

 بسيار اختصاصي intI2گر از طرفي دي). 21و7(پروتئيني ناقص مي شود 

 در وارد كردن ژن خارجي به ساختار اينتگروني در intI1تر و محدود تر از 

  ).21( عمل مي كندattIناحيه 

  

  نتيجه گيري

 به ميزان بسيار كمي در 2يافته هاي ما نشان داد كه اينتگرون هاي كلاس 

دارند ولي بين ايزوله هاي سالمونلا انتريكاي جداسازي شده از تهران وجود 

همين ميزان كم بيشتر از ميزاني است كه ساير محققين در مطالعات خود 

همچنين ميزان مقاومت آنتي بيوتيكي در بين ايزوله هاي . گزارش كرده اند

سالمونلا بسيار بالا بوده و تعداد زيادي از ايزوله هاي جداسازي شده داراي 

مي تواند يك هشدار به مقاومت چندگانه آنتي بيوتيكي بوده اند كه اين 

مراقبت و نظارت بر روي مقاومت هاي آنتي . جامعه بهداشتي ما باشد

بيوتيكي شامل، غربالگري اينتگرون ها بعنوان يك شاخص و نشانه از كسب 

و گسترش مقاومت هاي آنتي بيوتيكي، مي تواند بعنوان يك استراتژي مهم 

  .ميكروارگانيسم ها باشددر مقابله با مقاومت هاي آنتي بيوتيكي در اين 
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