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،    tet(A) تتراسايكلين ،)   sul2  ، sul3 (ي مقاومت به سولفاناميد ها ژنشناسايي 
 tet(C)    ، tet(D)    و اينتگرون intI   جداسازي شده از  اشريشياكليدر نمونه

  )Mastitis( ورم پستانهاي  نمونه
  
  

    27/12/97 :پذيرش ؛ تاريخ 22/3/97 :مقاله دريافت تاريخ

ورم پسـتان كـه   . جزء ميكروفلور طبيعي رودة انسان و تمامي حيوانات خونگرم است اشريشياكليباكتري : فاهدازمينه و  
بـوده   E.coliدام، بـاكتري   در (Mastitis)از عوامل مهـم ايجـاد ورم پسـتان    . گرددتوسط عوامل مختلف بيماريزا ايجاد مي

ي مقاومـت سـولفوناميدي،   هـا  ژنسـازي  اين مطالعـه بـا هـدف جدا   . شوده ميمحيطي شناخت هايتحت عنوان ورم پستانو
انجـام گرفتـه    Multiplex PCRروش بـه  با علائم بـاليني  جدا شده از ورم پستان  اشريشياكلياينتگرون و تتراسايكلين در 

 .است

هاي آزمون. آوري شد اي غرب استان تهران جمعشير داراي علائم ورم پستان از دامداريه ايزوله 50تعداد : كارمواد و روش
 2016 دسـتورالعمل  طبـق بيوتيكي به روش ديسك ديفيـوژن  مختلف بيوشيميايي و ميكروبي انجام و آزمون حساسيت آنتي

CLSI  وE-test استخراج پس ازجداسازي باكتري و.هاي مختلف انجام گرديداز گروههايي با آنتي بيوتيكDNA ،  حضور
  . شدبررسي  Multiplex PCRروش به مطالعهردي موها ژن

واجـد ژن  %) 64(نمونـه   32و  Sul2داراي ژن %) 2(نمونـه  1نمونـه،   50 مجموع ازهاي اين پژوهش  ساس يافتهابر: ها يافته
tetA  ژن %) 36(نمونه  11وtetC همچنين ژن . بودInt  يبيشترين مقاومت آنت وها شناسايي از نمونه% 2نمونه معادل 1در-

 % 96و بيشـترين حساسـيت بـه تتراسـايكلين      % 50و % 68بيوتيك سولتريم و كوتريموكسازول بـه ترتيـب   بيوتيك به آنتي
  .گزارش شد

جـدا شـده از ورم    هـاي  اشريشياكلياين مطالعه با ساير تحقيقات صورت گرفته نشان داد كه ژن مقاومت در مقايسه : بحث
در اين مطالعه با نتايج مطالعات سـاير محققـان در    Multiplex PCRده از روش اختلاف نتايج بدست آم. است زيادپستان 

رمطالعات سايرمحققين بيشـترموارد  د باشد،مناطق جغرافيايي  در تفاوتو نقاط مختلف دنيا ممكن است به علت منبع نمونه
  . به اسهال بررسي شده است هاي مبتلابرروي نمونه

  
  ي مقاومت سولفاناميدي، تتراسايكلينها ژنستان، ، ورم پاشريشياكلي :كلمات كليدي
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   هاي ورم پستان جداسازي شده از نمونه اشريشياكليدر نمونه   intI و اينتگرون    tet(A)    ، tet(C)    ، tet(D) تتراسايكلين ،)   sul2  ، sul3 (هاي مقاومت به سولفاناميد  شناسايي ژن  366
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 مقدمه 

 بـوده هاي مشابه تعداد زيادي گونه شامل خانواده انتروباكترياسه
روده بزرگ انسـان، حيوانـات و    كه در خاك، آب، مواد فاسد شده و

ها در فلور طبيعـي روده وجـود   اين باكتري. شوندحشرات يافت مي
 يهـا بـاكتري  .شـود اطلاق مـي هاي روده اي باسيلها به آن و داشته

هاي فرصت طلب خانواده انتروباكترياسه از قديم به دو دسته باكتري
ن روده اي ژهـاي پـاتو  باكتري .اند شدهو بيماريزاي روده اي تقسيم 

ي هـا  ژنبـوده و پـاتو   ...و  يرسـينيا و  شـيگلا ، سـالمونلا مشتمل بـر  
در ايـن بــين   .گـردد يهــا را شـامل م ـ فرصـت طلـب، سـاير جـنس    

اي كامنسـالي  هـاي روده يكي از معمـول تـرين بـاكتري    اشريشياكلي
هاي گوارشي و خـارج گوارشـي بـه    تواند عامل عفونتاست كه مي
در صنعت دامداري بـراي   ها بيوتيك آنتياستفاده مكرر از  .1شمار آيد

ــاري  ــا بيم ــارزه ب ــل   (Mastitis) ورم پســتان  مب ــور عوام باعــث ظه
مقاومـت بـه   . به دارو در ايـن صـنعت شـده اسـت     اي مقاوم بيماريز
هاي ديگر بـراي مقاومـت در    بيوتيك توانايي باكتري و ميكروب آنتي

بيوتيك وقتي ايجـاد   بيوتيك است و مقاومت به آنتي اثرات آنتي برابر 
كـم كنـد يـا     كند كـه اثـر دارو را    اي تغيير  گونه هشود كه باكتري ب مي

مانـد و   در اين حالت باكتري تغييريافته زنـده مـي   .كاملاً از بين ببرد
استفاده از هـر مـاده   . كند مي هاي جديدي به سيستم بدن وارد  آسيب

-تواند ايجاد مقاومت در جمعيـت ميكروارگانيسـم  ضد ميكروبي مي

هـاي مقـاوم را   ي مقاوم و بـاكتري ها ژن هاي هدف كند و در نهايت 
ي مقـاوم بـراي انتقـال از هـيچ     هـا  ژناز آن جايي كـه   .2ايجاد نمايد

كننـد،   و اكولوژيـك و جغرافيـايي تبعيـت نمـي     الگوي فيزيولوژيك 
سبب ايجـاد مقاومـت در    ممكن است  ها بيوتيك آنتياستفاده زياد از 

 فـاكتور  انتقـال  . شـود ) هـاي انسـاني  از جمله بيمـاري ( موارد ديگر 
اثبات به و هاي مشابه و حتي غير مشابه ديده شده  بين گونه مقاومت
هاي مقاوم  گونه با انتقال اين فاكتور تعداد  ترتيببدين . است رسيده
ژنتيكي متحركـي   عناصرها  اينتگرون .3يابد بيوتيك افزايش ميبه آنتي

هـا   ها و ترانسپوزون كروموزوم ،هستند كه با قرارگيري در پلاسميدها
حمـل و  هاي ژني قرار دارند  در داخل كاست كه ي مقاومتي راها ژن

 ههـا بـه عنـوان موفـق تـرين را      انتقال افقي اينتگرون. كنند جابجا مي
هـاي مقاومـت چندگانـه     ي مقـاومتي و پيـدايش گونـه   هـا  ژنانتشار 

)Multi Drug Resistance (ي ها ژنبا توجه به اينكه  .شوند مطرح مي

توانند از يك سويه بـه   ها قرار دارند و مي مقاومت بر روي اينتگرون
ر منتقل شوند لذا اين امـر اهميـت شناسـايي ايـن نـوع از      سويه ديگ

هـا  مقاومـت بـه سـولفاناميد    .4نمايند ي مقاومتي را ضروري ميها ژن
شود كد مي Sul3و  Sul2 و Sul1 به صورت Sulمعمولا توسط سه ژن 

مطالعات انجام . بندياكه اين سه ژن معمولا توسط پلاسميد انتقال مي
 در روش .اسـت Sul1 بيشـتر از  Sul2ع ژن دهد كه شيوشده نشان مي

M-PCR    به دليل استفاده از چند آغازگر توانايي ازديـاد و شناسـايي
صـرفه جـويي در   . چندين ژن به صورت همزمان با هم وجـود دارد 

هـاي  و ويژگي و حساسيت با كاهش زمـان بررسـي   PCRمواد لازم 
 ژنتيكي و الگوهاي مورد نيـاز بـا چنـد جفـت آغـازگر بـه صـورت       

عمومي و اختصاصي و با قابليت اعتماد و سرعت بالا براي شناسايي 
هـدف از ايـن    .رودبـه كـار مـي    اشريشـياكلي مولكولي پاتووارهاي 

بيوتيـك توليـد شـده    تيني مقاومت به آها ژنبررسي حضور  مطالعه 
بررســي  كــه بــاجداشــده از ورم پســتان بـوده   اشريشــياكليتوسـط  

مت سولفوناميدي و تتراسايكلين جداسازي همزمان جنس و ژن مقاو
 Multiplexشده از ورم پستان با علايم بـا روش   ايزولهاشريشياكلي 

PCR تشخيص و جداسازي هـم زمـان ژن   در همين راستا  .باشدمي
عامـل   اشريشياكلياينتگرون مقاومت سولفوناميدي و تتراسايكلين و 

حـائز   بسـيار  هـاي مشـابه جهـاني   ورم پستان و مقايسه آن با نمونـه 
 پزشـكان در تشـخيص  دامپزشـكان و  كمك به كه اهميت است چرا 

سريع آزمايشگاهي و جلوگيري از ضرر و زيـان اقتصـادي ناشـي از    
  .ستاهبيماريمقاومتهاي دارويي در درمان 

  
  ها مواد و روش

اي مقطعي است كه به روش توصيفي تحليلي اين تحقيق مطالعه
ــا معيــار آزمايشــگاهي ع. شــدطراحــي و اجــرا  لائــم ورم پســتان ب

هايي كم در محيط  شامل يك كشت مثبت با تعداد كلني اشريشياكلي
نمونـه از شـير دامهـاي     200در اين پژوهش تعـداد   .باشد كشت مي

آوري و مبتلا به ورم پستان از گاوداريهاي منطقه غرب تهـران جمـع  
در نهايت با انجام كشت و جداسـازي و  . به آزمايشگاه منتقل گرديد

 50هـاي بعـدي ذكـر شـده تعـداد       ها مطابق بخـش ايي نمونهشناس
هاي ورم پسـتان جهـت   جداسازي شده از نمونه اشريشياكليباكتري 

  . انجام آزمونهاي بعدي مورد استفاده قرار گرفت
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  E.coli بيوشيميايي جهت تشخيص باكتريهاي  تست
آوري براي تأييد نهايي پس از كشت شير بعد از جمعهاي  نمونه

آگار تشـخيص   EMBبلاد آگار، مك كانكي آگار و هاي  حيطروي م
ميكـروب شناسـي شـامل تسـت     هـاي   با روش اشريشياكليباكتري 

، TSI ، SIMافتراقي ماننـد  هاي  كاتالاز و اكسيداز و استفاده از محيط
MRVP هـاي   ، سيمون سيترات، اوره آگار، نيترات آگار، و نيز تسـت

 ـ  دها و اسـتفاده از آمينواسـيدها،   تكميلي بيوشيميايي مانند تخميـر قن
  .5ميكروب شناسي انجام گرفت يول تشخيصاطبق جد

  
  )كربي بائر(آنتي بيوگرام به روش ديسك ديفيوژن 

مقداري از كلوني باكتري را بوسـيله آنـس برداشـته و در سـرم     
فيزيولوژي استريل حل كرديم تـا بـه كـدورت مناسـب و برابـر بـا       

بعد از تهيه محلول هموژن با سـوآب   .شوداستاندارد نيم مك فارلند 
استريل آن را به محيط كشت مولر هينتون آگار انتقال داده و به طور 

بعـد از كشـت،   . شـد كامل بوسيله سوآب بـر روي محـيط، كشـت    
، تتراسـايكلين،  بيوتيـك  هـاي آنتـي   ديسـك ( بيوتيكهاي آنتيديسك

سـون،  اكسي تتراسايكلين، جنتامايسـين، سيپروفلوكساسـين، سفترياك  
بر روي محيط كشـت   ) آموكسي سيلين، كوتريموكسازول، سولتريم

درجـه   37بعد از قرار دادن ديسك ها، پليت در دماي . گرديد منتقل
ساعت زير نور چـراغ بررسـي    18 -24، انكوبه و بعد از گراد سانتي
سپس قطر هاله عدم رشد را با خط كش اندازه گيري كرده و با . شد

ديسك ها، گزارش تست آنتي بيـوگرام بـراي    توجه به جدول همراه
، مقـاوم،  (Susceptible)به صورت حسـاس   ها بيوتيك آنتيهريك از 

(Resistant)  و يا نيمه حساس(Intermediate)  5گرديدگزارش.  
  

   E.testروش 
هاي اشريشياكلي جدا شـده  اين روش بر روي تعدادي از نمونه

حـداقل غلظـت   . گرفت از شير گاوهاي مبتلا به ورم پستان صورت
بــر روي   E.testبــه روش   (MIC)مهــار كننــده رشــد بــاكتري    

در ايـن روش بـراي   . 6ي مورد نظر صـورت پـذيرفت  ها بيوتيك آنتي
از نـوع نـواري    جنتامايسـين و سيپروفلوكساسـين  ي هـا  بيوتيك آنتي

(Strip) 7شد استفاده.  

Gentamicin (GEN) : Concentration  g =  

240,120,60,30,10,5,0.1,0.01 

Ciprofloxacin EzyMIC Strip (CIP)= (0.002-32) 
mcg

ml  
در اين روش پس از تهيه سوسپانسيون باكتريايي بـه روش نـيم   
مك فارلند آن را روي پليت مولر هينتون آگار منتقل نموده و سـپس  

بود بر روي آگار  بيوتيك نتيآي را كه هركدام معرف يك نوع ينوارها
درجه منطقـه عـدم    37ساعت انكوباسيون در  24قرار داده و پس از 

سپس وضـعيت حساسـيت،   . رشدي بصورت مثلثي شكل ايجاد شد
مـذكور  ي هـا  بيوتيـك  آنتـي مقاومت و حدواسط باكتريهاي نسبت به 

  .مشخص گرديد
  

  )پرايمرها(آغازگرها 
عامل مـوثر بـر رانـدمان و     پرايمر اليگونوكلئوتيدي اساسي ترين

طراحي دقيـق پرايمـر بـراي    . باشد مي PCRاختصاصي شدن واكنش 
بدست آوردن محصولات مورد نظر در مقادير مطلوب و جلـوگيري  

 M 1- 1/0معمولاً. غير اختصاصي ضروري استهاي  از تكثير توالي
  .10-8باشد مي پرايمر در هر واكنش مورد نياز

شـركت  اسـتخراج   ز كيـت تجـاري  با اسـتفاده ا  DNAاستخراج 
 .گرديـد مطابق دستورالعمل ارائه شـده توسـط كيـت انجـام     سيناژن 

كلريـد منيـزيم،    mM5/1ميكروليتر كـه شـامل   25آزمايش در حجم 
μmol 250  ازdNTP ،μmol 4/0   ــاي ــك از پرايمرهــ ــر يــ از هــ

ــي  ــاي  ژناختصاص ــدت و ه ــد از 5/1ح ــراز و  Taqواح ــي م  5پل
شـرايط  . الگـو انجـام شـد   ) نانو گـرم  10(با غلظت  DNAميكروليتر

 94واسرشـت اوليـه در   : بدين شرح بـود  PCRسيكل حرارتي براي 
: سـيكل هركـدام شـامل    25دقيقـه،   5بـه مـدت    گـراد  سـانتي درجه 

 55ثانيـه، اتصـال در    40به مدت  گراد سانتيدرجه  94واسرشت در 
درجـه   72ثانيـه، مرحلـه بسـط در     40بـه مـدت    گـراد  سانتيدرجه 
درجــه  72ثانيــه و نيــز بســط نهــايي در  60بــه مــدت  گــراد يســانت
  .دقيقه انجام شد 5گراد به مدت  سانتي
  

  PCRسازي  بهينه
مناسـب مـواد واكنشـگر و    هـاي   بهينه سازي يعني تعيين غلظت

جهت به دست آوردن محصـول   (Ta)دماي مناسب اتصال پرايمرها 
PCR 10و8است مناسب.  
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   (Multiplex-polymerase chain reaction)    11مولتي پلكس پي سي آر جهت انجام د استفادهتوالي پرايمرهاي مور :1 جدول
  جدول پرايمرهاي مورد استفاده

 نام پرايمر  (’to 3 ’5) توالي پرايمر  ژن هدف  (bp)اندازه باند 

293  Sul   F= 5 -GCGCTCAAGGCAGATGGCATT-3  Sul2 -f  
  Sul  R= 5- GCGTTTGATACCGGCACCCGT-3  Sul2 -r  

128  Sul   TCC GTT CAG CGA ATT GGT GCA G  Sul3 -f  
  Sul   TTC GTT CAC GCC TTA CAC CAG C  Sul3 -r  

210  tet(A) GCT ACA TCC TGC TTG CCT TC tet(A)-f 

  tet(A) CAT AGA TCG CCG TGA AGA GG tet(A)-r 

418  tet(C) CTT GAG AGC CTT CAA CCC AG tet(C)-f 

  tet(C) ATG GTC GTC ATC TAC CTG CC tet(C)-r 

787  tet(D) AAA CCA TTA CGG CAT TCT GC tet(D)-f 

  tet(D) GAC CGG ATA CAC CAT CCA TC tet(D)-r 

898  Int  F= 5- GCCACTGCGCCGTTACCACC-3 Int 1-f  

  Int  R= 5-GGCCGAGCAGATCCTGCACG-3 Int 1-r  

 
  
  
  

  الكتروفورز
شي استاندارد براي بررسي و تفكيـك  الكتروفورز ژل آگارز، رو

را  DNAتوانايي جداسازي قطعات  ، PCR حاصل از DNAقطعات 
ژل توسط رنگ آميـزي  در  DNAموقعيت و محل قطعات . استدار

هاي پايين محلول رنـگ اريتـروژل و مشـاهده مسـتقيم آن     با غلظت
  . شود مي تحت تأثير تابش نور ماوراي بنفش تشخيص داده

  
  نتايج

بعد از كشـت  : جداشدههاي  هاي بيوشيميايي سويهتست نتايج
هاي بر اساس آزمون E.coliآوري شده، باكتري هاي جمعدادن نمونه

بـه  هـا   نتـايج ايـن تسـت   . جداسازي گرديـد  شناسايي وبيوشيميايي 
 MRمنفـي، نيتـرات مثبـت،    SH2سيترات منفي، توليد : قرارزير است

مثبت، دآميناسيون فينل آلانـين  منفي، اوره آزمنفي، اندول  VPمثبت، 
جلاي فلـزي   كلني با EMBها روي محيط تمام سويه. باشد مي منفي

  .نمايدايجاد مي

-به منظور بررسي مقاومـت : يبيوتيك هاي آنتي بررسي مقاومت

ها، آنتي بيوگرام بـا روش ديسـك ديفيـوژن    بيوتيكي سويههاي آنتي
به آنتـي  ها  ه سويهانجام شد و ميزان درصد حساسيت و مقاومت كلي

قابـل   2نتـايج در جـدول    .بيوتيك هاي مورد نظر مشـخص گرديـد  
همانگونه كه قابل مشـاهده اسـت بيشـترين مقاومـت     . مشاهده است

و % 68سولتريم به ميـزان   بيوتيك آنتيها نسبت به ي سويهبيوتيك آنتي
% 4بيوتيك تتراسـايكلين  ي نسبت به آنتيبيوتيك آنتيكمترين مقاومت 

ــيو بي ــزان شــترين حساســيت آنت ــه مي ــوتيكي ب ــه % 96بي نســبت ب
  .تتراسايكلين گزارش شد

بررســي مقاومــت چندگانــه بــه     2مطــابق نتــايج جــدول   
ي مصـرفي نشـان داد كـه بـالاترين ميـزان مقاومـت       هـا  بيوتيك آنتي

نسـبت بـه دو دارو و سـه دارو    ) Multi Drug Resistance(چندگانه 
ي مصرفي بيشترين ميزان مقاومت ها بيوتيك آنتيدر بين . مشاهده شد

سولتريم گزارش شده است كـه خـود دليـل بـر     /كوتريموكسازول به
  .باشدمي مراكز پرورشبروز پديده مقاومت در 
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  ي مختلف با روش ديسك ديفيوژن برحسب تعداد و درصدها بيوتيك آنتيهاي دامي نسبت به  جدول ميزان حساسيت جدايه :2جدول
 (%)يزان مقاومت م  بيوتيك آنتينوع 

Resistance  
 (%)حساسيت متوسط

Intermediate  
 (%)ميزان حساسيت 

Sensitive 
  )74( 37  )8( 4  )18( 9  جنتامايسين
  )92( 47  )2( 1  )6( 3  سفترياكسون

  )78( 39  -  )22( 11  سيلينآمپي
  )50( 25  -  )50( 25  كوتريموكسازول

  )30( 15  )2( 1  )68( 34  سولتريم
  )96( 48  -  )4( 2  تتراسايكلين

  )90( 45  -  )10( 5  تتراسايكليناكسي
  )92( 47  -  )6( 3  سيپروفلوكساسين

  

  
  ها بيوتيك آنتيها نسبت به توزيع فراواني مقاومت و حساسيت سويه :1نمودار 

  

  
  انكوباسيون نمونه اي از نتايج تست آنتي بيوگرام به روش ديسك ديفيوژن بر روي محيط مولر هينتون آگار پس از :1شكل 



   هاي ورم پستان جداسازي شده از نمونه اشريشياكليدر نمونه   intI و اينتگرون    tet(A)    ، tet(C)    ، tet(D) تتراسايكلين ،)   sul2  ، sul3 (هاي مقاومت به سولفاناميد  شناسايي ژن  370

  376 تا 365 ؛4، شماره 8؛ دوره 1398 پاييز نشريه علمي پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي البرز،

  ي جنتامايسين و ها بيوتيك آنتينسبت به  اشريشياكليهاي منتخب  ي جدايهبيوتيك آنتينتايج تست حساسيت : 3جدول 
 E-test سيپروفلوكساسين به روش

  GM  CP  شماره نمونه
1 2µg- 25 mm  25µg- 22 mm  
2  2µg- 22 mm  15µg- 22 mm 

10  2µg- 22 mm  10µg- 22 mm 

14  5µg- 11 mm  25µg- 22 mm 

16  50µg- 11 mm  R  
25  R  R  
30  R  R  
45 2µg- 20 mm  25µg- 22 mm 

  
  

  E-testي به روش بيوتيك آنتينتايج آزمون حساسيت 
ــيت   ــت حساس ــيتس ــوتيك آنت ــه روش بي ــراي  E-testي ب  2ب

سيپروفلوكساســين و جنتامايســين بــر روي برخــي از  بيوتيــك آنتــي
ايـن تسـت بـر اسـاس     انجـام  . هاي منتخب صـورت گرفـت   جدايه

و به عنـوان كنتـرل نيـز از سـويه      )7(بوده  CLSIپروتكل استاندارد 
كمتـرين ميـزان غلظـت داروهـاي مـورد       .استاندارد استفاده گرديـد 

ميكروگـرم و   2استفاده مربـوط بـه داروي جنتامايسـين بـا غلظـت      
 50جنتامايسين با غلظت  بيوتيك آنتيبيشترين ميزان غلظت موثره را 

  . از خود بروز دادند اشريشياكليهاي م در بين نمونهميكروگر
  

نتــايج حاصــل از آزمــون مولكــولي بــا اســتفاده از      
  Multiplex PCRروش

ــه  ــن مطالع  tetA,tetC,tetD  ،Sul3 ،Sul2 ،Intجفــت ژن 5در اي
نمونـه شـير جداشـده از     50از مجمـوع  . مورد بررسي قرار گرفـت 

در آنهـا بـه    شريشـياكلي اهاي ورم پستاني كه وجـود بـاكتري   نمونه
، ژن tetA 64%ژن: بـه ترتيـب   ها ژناثبات رسيده بود، ميزان فراواني 

tetC 36% و ژن ،Int  وtetD 2 %ي هـا  ژنولـي  . بودSul2 و Sul3  در
  .رديابي نگرديدها  هيچ يك از نمونه

  
  

  ي مورد بررسي در اين مطالعهها ژنفراواني  :4جدول 
  درصد  تعداد  ژن

Sul2 1  2  
Sul3 0  0  
tetA 32  64  
tetC 18  36  
tetD 1  2  

Int 1  2  
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  مورد مطالعهي ها ژنتوزيع فراواني  :2 نمودار

  
 -ي تتراسـايكلين هـا  ژنچاهـك دوم كنتـرل مثبـت     – Ladder 100bp: از راست بـه چـپ    :ها ژنجهت تعيين  M-PCRنتايج آزمون  :1شكل 

فاقـد هـر نـوع ژن مقاومـت بـه      15-20و  11و  10چاهـك شـماره   هاي  نمونه.  18-34ه شمارهاي  نمونه 4-20چاهك  -چاهك سوم كنترل منفي
  .باشند مي تتراسايكلين

  
چاهـك   -ي تتراسـايكلين هـا  ژنچاهك دوم كنترل مثبـت   – Ladder 100bp: از چپ به راست : ها ژنجهت تعيين  M-PCRنتايج آزمون  :2شكل 

  .باشند فاقد هر نوع ژن مقاومت به تتراسايكلين مي 10و  9هاي چاهك شماره  نمونه.  1-17هاي شماره  نمونه 4-20چاهك  -سوم كنترل منفي
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  بحث
بـوده و   E.coliاز عوامل مهم ايجاد ورم پسـتان در دام، بـاكتري   

ورم پسـتان   .شـود هاي محيطي شـناخته مـي  تحت عنوان ورم پستان
كـه   دارد )دام( ارتباط نزديكـي بـا وضـعيت ميزبـان     E.coliناشي از 

. باشـد هـا مـي  تحت تاثير عملكـرد دفـاع سـلولي توسـط نوتروفيـل     
-ها به دو صورت ذاتي و اكتسـابي مـي  بيوتيكمقاومت در برابر آنتي

-آنتي در مقاومت ذاتي، سلول طبيعي و يا وحشي قادر به مهار. باشد

در حـالي كـه مقاومـت    . ها بوده و منشـاء كرومـوزومي دارد  بيوتيك
هاي حساس و طبيعي در معرض گرفتن جمعيتاكتسابي در اثر قرار 

 .12شودهاي حساس به مقاوم ناشي ميعوامل مختلف و تبديل سويه
و هـا   با بررسي بـر روي اينتگـرون   2008و همكاران در سال  ايرفان

ي مشاهده كردنـد كـه انتقـال    بيوتيك آنتيدر بروز مقاومت ها  نقش آن
 ـها  مقاومتي در باكتريي ها ژن هـا   ه نـام اينتگـرون  توسط عناصري ب

ژنتيكي متحركي هستند كه بـا  هاي  المنتها  اينتگرون .شود مي انجام
ي هـا  ژنهـا   و ترانسـپوزون هـا   كرومـوزوم  ،قرارگيري در پلاسميدها

ژني قرار دارند حمل و هاي  مقاومتي را در حالي كه در داخل كاست
 هرابـه عنـوان موفـق تـرين     هـا   انتقال افقي اينتگرون. كنند مي جابجا
مقاومـت چنـد گانـه    هـاي   مقاومتي و پيـدايش گونـه  ي ها ژنانتشار 

)MDR (مقاومت بـر روي  ي ها ژنبا توجه به اينكه  .شوند مي مطرح
توانند از يك سويه به سويه ديگر منتقـل   مي قرار دارند وها  اينتگرون

مقـاومتي را  ي هـا  ژنشوند لذا اين امر اهميت شناسايي اين نـوع از  
به بررسي  2009و همكاران در سال  فرج نيا. 14و13ندنماي مي ضروري

ي اشريشـياكلي در نمونـه كشـت ادرار    بيـوتيك  آنتـي الگوي مقاومت 
هـاي  نتايج اين مطالعـه نشـان از افـزايش مقاومـت سـويه     . پرداختند

سيلين و تتراسايكلين دارد  بيوتيكهاي آمپي اشريشياكلي نسبت به آنتي
لذا توصـيه  . بيوتيكها باشد ن آنتيرويه اي كه شايد علت آن مصرف بي

بيوتيكها خودداري گردد و توليد  شود از استفاده غيرضروري آنتي مي
تـر مـورد   بيوتيكهاي موثرتر و مقـرون بـه صـرفه    نسلهاي جديد آنتي

sul2بــا رديــابي ژن   برخــي محققــين  .16و15يــردتوجــه قرارگ
در  

راري مراجعه ادهاي  شده از بيماران مبتلا به عفونتجدا اشريشياكلي 
كننده به مراكز كلينيكي شهر خوي به اين نتيجه رسيدند كـه از كـل   

مقاوم به كوتريموكسازول بودنـد  ) درصد 71(ايزوله  71ايزوله  100
ايـن ژن در   .مشـاهده شـد  ها  از آن) % 80(ايزوله  57در  sul2كه ژن 

 مقاوم به سولفوناميدها كه هاله عدم رشد را تشكيل ندادههاي  ايزوله
بودند به طـور   sul2كه داراي ژن هايي  در ايزوله .بودند وجود داشت

سيلين و سيپروفلوكساسين مقاومـت  آمپيي ها بيوتيك آنتيهمزمان به 
كسـازول بـه   موكوتري بيوتيـك  آنتـي  بـراي  MBCو  MIC. ديده شد
اي  در مطالعه .17آمدليتر به دست ميگروگرم در ميلي 32و  16ترتيب 

ــه  ــال Schwaigerك ــايج آن را  2009 س ــان  منت ــود در مي ــر نم نتش
 بــا در خـوك  tetAهـاي انسـاني و حيــواني انجـام شـده، ژن     ايزولـه 

مقاومـت در   بـه عنـوان فراوانتـرين ژن        tetBبيشترين فراوانـي و ژن 
ي مقاومــت بــه هــا ژنســاير . انســاني گــزارش گرديــدهــاي  نمونــه

ين ميزان همچنين بيشتر. گزارش شده است %7تتراسايكلين كمتر از 
در % sulII )40ي سـولفاناميد مربـوط بـه ژن   هـا  ژنبروز مقاومت در 

 .18مشـاهده شـد  ) انسـاني هـاي   در نمونـه  %62حيواني و هاي  نمونه
Lanz  گزارش نمودند كه بيشـترين ميـزان    2003و همكاران در سال

انساني و دامـي جداسـازي شـده     اشريشياكليهاي مقاومت در نمونه
. مشاهده گرديد (sulII)و سولفاناميد ) (tetA, tetBي ها ژنمربوط به 

-بيشتر در نمونـه  1به اينتگرون كلاس  مقاومتهمچنين ميزان بروز 

و همكـاران   Bryan .19مشاهده گرديد sulIهاي مقاوم به سولفاناميد 
ــا بررســي توزيــع فراوانــي  2004در ســال  ــه هــا ژنب ي مقاومــت ب

به اين نتيجه رسيدند كه از  دامي و انسانيهاي  تتراسايكلين در نمونه
جداسـازي شـده از انسـان، جوجـه،      اشريشـياكلي نمونه  1263بين 

% 31بوقلمون، گوسفند، گاو، بز، سـگ، گربـه، اسـب؛ غـاز و آهـو،      
بيشترين مقاومت مشاهده شـده  . ها به تتراسايكلين مقاوم بودندنمونه

 همچنين. هاي جوجه، خوك و بوقلمون گزارش گرديددر بين نمونه
نهاي مقاوم به ژبيشترين مقاومت در بين ،  Multiplex-PCRبا روش 

گـزارش  % tetB 63و ژن % 35به ميـزان   tetA تتراسايكلين نسبت به
با بررسي مقاومت به سـولفوناميدها   1992سال  در Rubin .20گرديد

ي دسـتگاه ادراري بـه   ها ژنبه اين نتيجه رسيد كه ميزان مقاومت پاتو
ر سطح جهان درحال افزايش است كه هدف اصـلي  د ها بيوتيك آنتي

بدست آوردن اطلاعاتي در زمينـه الگوهـاي مقاومـت اشريشـياكلي     
مرتبط به عفونت دستگاه ادراري و باكتريمي مربوط به اشريشـياكلي  

مقاومت كلي كه وجود دارد بـه صـورت زيـر    . باشد مي در دانمارك
متـوپريم   تري ،%7تا  صفرمتي سيلين  ،%47تا  20آمپي سيلين : است 

 .%3تا  0ين وئو نيتروفورانت% 47تا  22سولفامتوكسازول  ،%28تا  10
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در مطالعه نوزادان از بـدو   2003و همكاران در سال  Moland .22و21
باكتريهاي مقاوم در نوزاد و والدين بـا   PFGEالگوي مقايسه تولد و 

كـه   اسـت  نتيجه آزمون در هردو منبـع مشـابه بـوده    دريافتند كههم 
در مطالعات قبلي . نده اتوان نتيجه گرفت از يك كلون منشأ گرفت مي

هم وجود دو ژن مقاومت به تتراسايكلين در يك سويه مشاهده شده 
كدام از اين مطالعات ماننـد ايـن مطالعـه همراهـي ژن      در هيچ. است

 .24و23مشـاهده نشـده اسـت    A-Dمقاومت بـه تتراسـايكلين از نـوع    
Scheutz  افزايش مقاومت اظهار كردند كه  2012در سال و همكاران

بويژه عوامـل مسـبب ورم    ها ژندارويي در سالهاي اخير در بين پاتو
هاي مقـاوم،   پستان معضل بزرگي است كه دليل اصلي پيدايش سويه

انتشار عوامل مقـاومتي   ،)MDR(هاي مقاوم به چند دارو  بويژه سويه
درمـان  مـاني و شكسـت   هاي در هاي حساس، افزايش هزينه به سويه

)Drug therapeutic failure -DTF(،  هـاي اخيـر   در سـال  .باشـد  مـي
متوپريم بـراي   تري استفاده از داروهاي ضدميكروبي سولفوناميدها و

هـاي ورم پسـتاني در اكثـر مـزارع پـرورش درحـال       درمان عفونـت 
افزايش است واستفاده بيش از حد مجاز اين داروها منجر بـه ايجـاد   

و همكـاران در   Atsumi .25تو ناموفق بودن درمان شده اس مقاومت
شـامل؛   sulي پلاسـميدي  هـا  ژنكد شدن بيان كردند كه  2010سال 
sul1  ،sul2  وsul3  گـردد سبب بروز مقاومت به سولفوناميدها مـي .
هيدرو پتـروآت سـنتتاز باكتريـايي حاصـل از كـد شـدن         دي  آنزيم
دهـد   از خـود نشـان مـي    PABAور شباهت كمي را بـه  كي مذها ژن

)KM 6/0~ .( مشخص شده كه محصول ژنsul2   توانايي تشـخيص
همچنـين  . دارد) Inhibitor(را از بازدارنده  PABAسوبستراي نرمال 

 sul1بيشــتر از ژن  sul2مطالعــات نشــان داده اســت كــه شــيوع ژن  
بر روي كلاس يك اينتگـرون قـرار دارد، امـا     sul1ژن  .27و26باشد مي
هـا  بـر روي كـلاس سـه اينتگـرون    ) MBLs( متالوبتالاكتامازي ها ژن

مقاومت به سولفوناميدها معمولا توسط سـه ژن   .28و27گيرندجاي مي
Sul به صورتSul1  وSul2 وSul3 شود كه اين سه ژن معمـولا  كد مي

هـاي   مطالعات انجام شـده در نمونـه  . يابندتوسط پلاسميد انتقال مي
نتـايج   .اسـت  Sul1بيشـتر از   Sul2ع ژن دهد كه شيوانساني نشان مي

ي هـا  ژندر تحقيقات ما نشان داد كه توزيع  Multiplex-PCRآزمون 
Sul2  وInt1  2به ترتيب برابر)%N=1 ( 2و)%N=1 (همچنين . باشد مي
همانطور كه محـرز  . ها رديابي نگرديد در هيچ يك از ايزوله Sul3ژن 
بـا   عـرض كـه هـم   بوده  Sul3بيشتر از ژن  Sul2 باشد فراواني ژن مي

ــه ــاز، مطالع ــال    ممت ــاران در س ــردي و همك ــفرپور دهك  1393ص
تحقيقات اخير نشان داده است كه روند بروز مقاومت بـا   .29باشد مي

در . ي رو به رشـد اسـت  بيوتيك آنتيي دخيل در مقاومت ها ژنانتقال 
بـوده   sul2كـه واجـد ژن   %) 2(پژوهش اخير نيز رديابي يك ايزولـه  

ي مقاومـت بـه   هـا  ژنشيوع بيشتر اين ژن نسـبت بـه سـاير     دليل بر
   .سولفوناميدها دارد

  
 گيرينتيجه

بـا سـاير تحقيقـات صـورت گرفتـه      و مقايسه اين مطالعه  نتيجه
جدا شده از ورم پستان  هاي اشريشياكلينشان داد كه ژن مقاومت در 

-Mعلت اختلاف نتايج بدسـت آمـده از روش   . است در حد زيادي

PCR ين مطالعه با نتايج مطالعات ساير محققان در نقاط مختلف در ا
 و شـرايط و منـاطق جغرافيـايي    دنيا ممكن است به علت منبع نمونه

) شير(هاي دامي  هاي جدا شده از نمونه باشد كه در اين مطالعه سويه
كه مطالعات سـاير محققـين    مورد بررسي قرار گرفته است، در حالي

هاي مبتلا به اسهال خوني انجام شـده   ونهبيشتر موارد بر روي نمدر 
  . است

  
  و سپاسگزاري تشكر

پايان نامـه دوره كارشناسـي ارشـد بـاكتري      اقتباس ازاين مقاله 
 بدينوسيله از. باشدواحد رودهن مي دانشگاه آزاد اسلاميدر  شناسي
تـامين آتيـه   شـركت  دامپزشكي آتيـه متعلـق بـه    آزمايشگاه  مسئولين

عزيزانـي كـه در انجـام ايـن فعاليـت علمـي        كليـه و  سلامت البـرز 
  .گرددراهنمايي مفيد و ارزنده داشتند قدرداني و تشكر مي
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Background and Aims: Escherichia coli is a natural microflora of the human heart and 
all the warm animals. Mastitis is a disease caused by various pathogens. One of the 
important factors in the production of mastitis in the livestock is E. coli and is known as 
peripheral mastitis. The aim of this study was to isolate sulfonamide, integron and 
tetracycline resistance genes in E.coli isolated from mastitis with clinical symptoms using 
Multiplex PCR. 
Materials and Methods: 50 milk isolates with mastitis symptoms were collected from 
livestock farms in west of Tehran. Biochemical and microbial tests were performed and 
antibiotic susceptibility test using disc diffusion method was performed according to CLSI 
2016 and E-test with antibiotics of different groups. After isolating the bacteria and 
extracting DNA, the presence of the genes was investigated by Multiplex PCR. 
Results: Based on the findings of this study, out of a total of 50 samples, 1 sample (2%) 
had Sul2 gene and 32 samples (64%) had the tetA gene and 11 samples (36%) of the tetc 
gene. Also Int gene was detected in 1 sample of 2% of the samples and the highest 
antibiotic resistance to the antibiotic sultrim and cotrimoxazole were 68% and 50%, 
respectively, and the highest sensitivity to tetracycline was 96%. 
Conclusion: Comparison of this study with other studies has shown that the resistance 
gene in E.coli isolated from mastitis is high. The difference between the results of the M-
PCR method in this study and the results of studies by other researchers in different parts 
of the world may be due to the source of the sample, while in studies of other researchers, 
most cases have been studied on samples of blood diarrhea. Another reason for the 
difference is the difference in geographical areas. 
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