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ABSTRACT  
Background and Aim: Ciprofloxacin-resistant Salmonella spp. are among the most 
important causative agents of food-borne infections. The marA efflux pump in this bacterium 
plays a significant role in the development of drug resistance. The aim of this study was to 
investigate marA efflux pump gene expression in Ciprofloxacin resistant Salmonella 
enteritidis clinical strains by Real Time PCR.  
Materials and Methods: In this cross-sectional study, strains of Salmonella enteritidis were 
isolated from clinical specimens of feces using microbial methods. Antibiotic resistance of 
ciprofloxacin-resistant strains was evaluated by disk diffusion method. The presence of marA 
efflux pump in the clinical strain of Salmonella enteritidis, intermediate ciprofloxacin-
resistant, was evaluated using Cart-wheel and PCR. The results of this study were analyzed 
using SPSS 21 software and one-way ANOVA.  
Results: From the 1200 fecal clinical specimens, 60 Salmonella enteritidis were isolated. The 
highest resistance was related to 9 strains (15%) and 11 intermediate strains (18%) 
ciprofloxacin. and the least resistance was related to imipenem and chloramphenicol (100% 
sensitive). The results of cartwheel and PCR methods showed that all strains intermediate or 
resistant to ciprofloxacin had a marA efflux pump. Finally, Real-Time PCR results showed a 
significant up-regulation of marA gene in S. enteritidis strains. 
Conclusion: According to the results of Real-Time PCR, it seems that the marA efflux pump 
gene is one of the resistance agents in ciprofloxacin-resistant Salmonella enteritidis. 
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  چکیده

دهنده از راه زاي انتقال ترین عوامل عفونت یکی از مهم یتیدیسسالمونلا انترهاي مقاوم به سیپروفلوکساسین سویه: زمینه و هدف

. در این باکتري نقش بسزایی در ایجاد مقاومت به سیپروفلوکساسین دارد marAباشند، به طوري که پمپ افلاکس  یم مواد غذایی

با  مقاوم به سیپروفلوکساسین یسسالمونلا انتریتیدهاي بالینی  در سویه marAبررسی بیان ژن پمپ افلاکس  هدف از این مطالعه

  .است  Real Time PCRاستفاده از روش 

ي ها روشبالینی مدفوع با استفاده از  نمونه ازانتریتیدیس  سالمونلاهاي  یهسومقطعی، - در این مطالعه توصیفی :هامواد و روش

سپس  .ا روش دیسک دیفیوژن بررسی شدبه سیپروفلوکساسین ب هاي مقاوم یهسوبیوتیکی  یآنتشد و مقاومت ي جداسازمیکروبی 

با روش کارت ویل و  نیپروفلوکساسیس به و حدواسط مقاوم سالمونلا انتریتیدیسدر سویه بالینی  marAوجود پمپ افلاکس 

PCR هم چنین بیان ژن  .بررسی شدmarA با استفاده از روش  انتریتیدیس سالمونلاهاي در سویهReal Time PCR  مورد

و روش آماري آنالیز واریانس یک طرفه  21نسخه  SPSSدر انتها، نتایج این مطالعه با استفاده از نرم افزار . رفتبررسی قرار گ

)One-way ANNOVA (تحلیل گردید.  

 مربوط به مقاومت نیشتریبکه  شد يجداساز انتریتیدیس سالمونلا نمونه 60 بالینی مدفوع، نمونه 1200 میان از :ها یافته

 .بودند حساس )%100( کلیوکلرامفن پنم یمو کمترین مقاومت به ای%) 18(واسط  سویه حد 11و ) %15(سویه  9 نیپروفلوکساسیس

ژن پمپ  داراي ها آنتمامی  به سیپروفلوکساسین، حد واسطمقاوم و  سویه 20نشان داد که از میان  PCRنتایج روش کارت ویل و 

 افزایش مقاوم و حد واسط به سیپروفلوکساسین هايسویه در marAافلاکس  بیان ژن پمپ به دنبال آن، .بودند marAافلاکس 

  ).>P 05/0(داشته است  داريمعنی

 سالمونلا انتریتیدیس به عنوان یکی از عوامل مقاومت marAژن پمپ افلاکس  ،Real Time PCRبر پایه نتایج  :گیرينتیجه

  .مقاوم به سیپروفلوکساسین است

  marA، Real Time PCR ، پمپ افلاکس،انتریتیدیس سالمونلا :یديکلکلمات

  28/7/98:پذیرش 1/7/98: اصلاحیه نهایی 11/12/97:وصول مقاله
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  مقدمه

زیرگونه انتریکا سرووار انتریتیدیس یکی از  سالمونلا انتریکا

دهنده از راه مواد غذایی است زاي انتقالهاي بیماريباکتري

 ).1(ینولون مقاوم شده استهاي کوئیراً به اغلب درماناخکه 

هوازي  یبیک باکتري گرم منفی  سالمونلا انتریتیدیس

کننده اختیاري بوده که به عنوان یکی از عوامل مهم ایجاد

 آمار طبق بر). 1(شودگاستروانتریت در نظر گرفته می

 زیر سالمونلاانتریکا ،1990 الس از جهانی بهداشت سازمان

 عامل ترینشایع عنوان به یدیسانتریت سروتایپ انتریکا گونه

 و مطرح سرتاسر جهان در سالمونلایی گاستروانتریت

 هايبیماري ).2(گردید موریوم تیفی سالمونلا جایگزین

 است شایع مسن و بالغ افراد و درکودکان سالمونلا از ناشی

-می رخ دنیا در سالمونلوز بیماري مورد هامیلیون سالانه و

 و باشد می مطرح بیماري یک نایرا در سالمونلوز .دهد

 هاي گونه برخی شیوع مورد در محدود هرچند گزارشاتی

سیاري از کشورها ب). 2(به ثبت رسیده است کشور در آن

هاي مرتبط با جداسازي سالمونلاهاي مقاوم به چند طغیان

ظهور . ها و خوك گزارش کرده انددارو را از ماکیان، دام

هم در  انتریتیدیس سالمونلا هاي دارویی در باکتريمقاومت

 مسئلهانسان و هم در حیوانات گزارش شده است و این 

. شود یمیکی از مشکلات سلامت عمومی محسوب  عنوان به

هاي چندگانه داراي مقاومت سالمونلا انتریتیدیسهاي سویه

، به اند کردهاي را در درمان ایجاد  یدهعددارویی مشکلات 

بیوتیکی در این  یآنتهاي ومتطوري که یکی از دلایل مقا

-سویه). 3(ها است بیوتیک یآنترویه از  یبباکتري استفاده 

هاي ترین سویههاي مقاوم به سیپروفلوکساسین از جمله مهم

باشند که به می سالمونلا انتریتیدیسبیوتیک مقاوم به آنتی

. ها در حال مقاوم شدن هستندتدریج به تمامی آنتی بیوتیک

جویز سیپروفلوکساسین جهت درمان عفونت ناشی به دنبال ت

از این باکتري، مقاومت به این آنتی بیوتیک نیز رخ داده 

ي که در برخی از موارد میزان مقاومت به طور به است،

هاي مختلفی کلی مکانیسم طور به). 4(رسیده است% 100

- به آنتی سالمونلا انتریتیدیسهاي شدن سویهجهت مقاوم

ها ممانعت از تجمع  یسممکانارد که یکی از بیوتیک وجود د

-پمپ .استهاي افلاکس دارو درون سلول به وسیله سیستم

ها را به محیط بیوتیکهاي افلاکس مواد سمی مانند آنتی

هاي افلاکس یکی از کنند و دارا بودن پمپ یمخارج پمپ 

ها بیوتیک یآنتهاي این باکتري براي مقاوم شدن به توانایی

هاي افلاکس باکتریایی بر اساس کلی پمپ طور به. است

- پمپ). 5(شوند به پنج دسته تقسیم میاي توالی اسید آمینه

ي در ارتباط با مؤثر طور بههاي افلاکس از نظر بالینی 

 Nodulation Divisionي پمپ افلاکس ها گروه

(RND) Resistance )مقاومت گذاريگره  میتقس (

در  ژي نیرو محرکه پروتونباشند که با آزادسازي انرمی

سیستم افلاکس . بیوتیک نقش دارندکردن آنتیخارج

RND هاي مهم افلاکس در باکتري یکی از سیستم

که پمپ افلاکس  استسالمونلا انتریتیدیس 

)marA)(Multiple antibiotic resistance factor 

A( هاي مهم این خانواده است و مطالعات یکی از پمپ

تواند به نواحی  یم marAه پمپ افلاکس دهد ک یمنشان 

خاصی از پروموتر ژن پمپ افلاکس 

)acrAB(Acriflavin resistance AB  که یکی از

، متصل شده و استهاي افلاکس سالمونلا ین پمپتر مهم

مطالعات ). 6(را افزایش دهد acrABتوانند بیان ژن  یم

تواند باعث می marAدهد که افزایش بیان ژن نشان می

هاي فلورئوکوئینولون مانند بیوتیک یآنتمقاومت به 

 سالمونلا انتریتیدیسهاي بالینی سیپروفلوکساسین در سویه

پمپ  يها در زمینه بررسی بیان ژن زیادي مطالعات. )6(شود

انجام گرفته  سالمونلا انتریتیدیسهاي افلاکس در سویه

 يها ، بیان ژن)2013(و همکارانش  Ferrari. )6،7،8(است

مرتبط با  ramAو  marA ،soxS ،acrBپمپ افلاکس 

سالمونلا هاي را در سویهAcrAB-TolC پمپ افلاکس 

نتایج این مطالعه نشان داد که . مورد مطالعه قرار دادند انتریکا

هاي نالیدیکسیک اسید، ژن بیوتیک یمقاوم به آنت هاي یهسو
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را بیان  AcrAB-TolCپمپ افلاکس مرتبط با 

هاي ، بیان ژن)2015(و همکارانش  Blair ).7(کنند یم

نتایج این . را مورد مطالعه قرار دادند RNDپمپ افلاکس 

در اثر  RNDمطالعه نشان داد که بیان ژن پمپ افلاکس 

هاي پمپ مهارکننده .یابدکاهش می acrشدن ژن غیرفعال

با  ).8(دهداهش میکهاي پمپ افلاکس را افلاکس بیان ژن

زاي  یماريبهاي هاي دارویی در سویهقاومتتوجه به بروز م

 marAو از آنجا که پمپ افلاکس  سالمونلا انتریتیدیس

سالمونلا هاي بالینی یکی از فاکتورهاي مهم در سویه

 مطالعه نیا جینتا استبه سیپروفلوکساسین  مقاوم انتریتیدیس

 و باشد تیاهم حائز یدرمان و یقاتیتحق مراکز يبرا تواند یم

 قرار استفاده مورد درمان، و يریشگیپ هاي يراتژاست در

هدف از این مطالعه بررسی بیان پمپ افلاکس  .ردیگ

marA مقاوم به  سالمونلا انتریتیدیسهاي در سویه

ي مدفوع از ها نمونهشده از سیپروفلوکساسین جداسازي

  .استهر تهران شي ها مارستانیب

  

  هامواد و روش

سالمونلا  هاي باکتریاییزولهگیري، کشت و تشخیص اینمونه

  انتریتیدیس

 6حدوداً  یدر فاصله زمان ،مقطعی- توصیفیمطالعه  نیا در

 1200تعداد از  1395 سال ماهآبان تا ماهبهشتیاردماه از 

ي امام هامارستانیب از به سالمونلا مشکوكمدفوع  نمونه

از  تهران شهرریعتی و مرکز طبی کودکان ش، )ره(خمینی

 طیمح 2سوآپ در  2ها در نمونه. شدسازي داج بیماران

 به مربوط که یخط فرمهمراه  به Carry-Blair یانتقال

 سلامت مرجع شگاهیآزما به بوده ماریب يفرد اطلاعات

. شدندمنتقل  تهران یپزشک علوم دانشگاه بهداشت دانشکده

هاي بر اساس تستسالمونلا انتریتیدیس هاي  یهسوشناسایی 

 یدتائ براي. و سرولوژیک انجام گرفتشناسی میکروب

 کشت سالمونلا، از محیط گونه و جنس یصتشخ یپیفنوت

 MAC، XLD یط انتخابیمح و Fسلنیت کننده غنی

 ییایمیوشیب يهاپس از انجام آزمون. شد داده آگارکشت

-هیجدا يبر رو سالمونلا یدجهت جداسازي و تائ نظر مورد

 اسهیانتروباکتر يگالر يها تست ،مالونات( مشکوك يها

-Urease,lysin decarbocylase، MR (ي ها تست

VP، SIM، TSA، Simmon citrate agar( استفاده 

 لاکتوز: ییایمیوشیب يهایژگیو با شدهجدا زولهیا و شده

 مثبت، نیزیل ونیلاسیدکربوکس واکنش مثبت، حرکت ،یمنف

ان عنو به مثبت رد لیمت و یمنف اوره زیدرولیه مثبت، تراتیس

. )9(گردید یم قلمداد سالمونلا جنس به متعلق زولهیا کی

است هاي مورد استفاده از شرکت مرك بوده  یطمحتمامی 

)Merck,Germany(.  آزمون سروتایپینگ جهت سپس

با آنتی سرم اختصاصی  Hو  O يها ژنمشخص نمودن آنتی

 ,Staten Serum Institut)مربوطه انجام گردید 

Copenhagen, Denmark).   

-بیوتیکی ایزوله ها نسبت به آنتیبررسی حساسیت آنتی

  هابیوتیک

، سالمونلا انتریتیدیسهاي ید سویهتائپس از شناسایی و 

هاي مختلف با روش بیوتیکها نسبت به آنتیحساسیت سویه

 2017CLSI دیسک دیفیوژن بر اساس استاندارد

(Clinical and Laboratory Standards 
Institute) حساسیت ). 10(رد بررسی قرار گرفتمو

هاي آنتی  یسکدنسبت به  سالمونلا انتریتیدیسهاي ایزوله

 5( نیپروفلوکساسی، س)کروگرمیم 30( میدیتازسف بیوتیکی

، )کروگرمیم10( نیسیسترپتوما، ا)کروگرمیم

 نیکلیتتراسا، )کروگرمیم 5( میمتوپریتر/سولفومتاکسازول

 میسفوتاکس ،)کروگرمیم 30( اکسونیسفتر، )کروگرمیم 30(

 نیلیسیآموکس، )یکروگرمم 10( پنم یمیا، )یکروگرمم 30(

 10( مروپنم و) کروگرمیم 30( کلیکلرامفن، )یکروگرمم 10(

 هینتون مولر کشت طیمحدر ) MAST, UK() کروگرمیم

لازم به  ).11(بررسی شد (Merck-Germany) آگار

استاندارد ها، از سویه  یشآزماذکر است در تمامی انجام 
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و  از مرکز ملی ذخایر ژنتیکی 13076ATCCسالمونلا 

زیستی ایران به عنوان کنترل مثبت مقاوم به سیپروفلوکساسین 

 .استفاده شد) marAحاوي ژن (

با روش کارت  marAبررسی فنوتیپی وجود پمپ افلاکس 

  ویل

هاي  به منظور بررسی فنوتیپی وجود پمپ افلاکس در ایزوله

از روش آگار حاوي اتیدیوم بروماید  یتیدیس،سالمونلا انتر

 پمپ داراي هايیهسو .استفاده شد) روش کارت ویل(

 از خارج به بروماید اتیدیوم کردنپمپ توانایی افلاکس

 هاییآن و تیره رنگ به تست در بنابراین؛ دارند را سلول

 داخل به بروماید اتیدیوم هستند، افلاکس پمپ فاقد که

 .شوندمی مشاهده) روشن( فلوروسنت و کرده نفوذ سلول

سالمونلا هاي مقاوم به سیپروفلوکساسین  در ابتدا سویه

هاي نوترینت آگار حاوي  روي پلیت س،انتریتیدی

میلی  5/2 تا 25/0از (بروماید  اتیدیوم هاي متفاوت غلظت

به صورت یک خط از مرکز محیط کشت به ) گرم برلیتر

ساعت در  24ها به مدت  پلیت. سمت کنار کشت داده شدند

گراد انکوبه شدند و در نهایت میزان درجه سانتی 37دماي 

- فلورسنت هر ایزوله با استفاده از دستگاه ژل داك اندازه

هایی که خاصیت فلورسنت ندارند، داراي  سویه. گیري شد

هایی که خاصیت فلورسنت  پمپ افلاکس بودند و سویه

  ).12(دارند، فاقد پمپ افلاکس بودند

  DNAاستخراج 

. انجام شد) فنل کلروفرم(به روش دستی  DNAاستخراج 

هاي  يباکترخلاصه، به رسوب تهیه شده از کشت  طور به

میکرولیتر بافر لیز  600مقاوم به سیپروفلوکساسین، به ترتیب 

)mM 50Tris-Hcl, pH7.4; EDTA ،13  میکرولیتر

ن میکرولیتر پروتئی SDS25%( ،3(سدیم دودسیل سولفات 

درجه  60اضافه نموده و آن را در دماي ) K )mg/ml20از 

به دنبال آن . دهیمگراد به مدت یک ساعت قرار میسانتی

به (ایزوآمیل الکل  –کلروفرم  - میکرولیتر محلول فنل 600

رنگ  یريشفاز  افزاییم تا یک یم) تهیه شده 1:24:25نسبت 

ت به مد rpm 13000 سپس با دور. یکنواخت تشکیل شود

را به لوله ) فاز آبی(دقیقه سانتریفیوژ کرده و فاز بالایی  5

تکرار شده و  دو باراین مرحله . کنیم یمهاي جدید منتقل 

، هم حجم فاز آبی اتانول سرد و DNAبه منظور رسوب 

اضافه ) 1M(یتر استات سدیم لیکروم 1/0خالص به همراه 

 درجه - 20ساعت در دماي  2کنیم و آن را به مدت می

سانتریفیوژ  بعد از آن، لوله مورد را. دهیمگراد قرار میسانتی

نموده و رسوب حاصله را پس از ) دور 13000دقیقه  5(

مورد  DNAکردن در بافر به عنوان کردن و حلخشک

دهیم و در نهایت براي تائید صحت استخراج استفاده قرار می

  ).13(استفاده شد% 1ژنوم از الکتروفورز ژل آگاروز 

   marAبراي ژن پمپ افلاکس  PCRواکنش 

 marAبه منظور وجود ژن پمپ افلاکس  PCRواکنش 

سالمونلا هاي مقاوم به سیپروفلوکساسین در ایزوله

در  PCRي که واکنش طور به ،انجام گرفت انتریتیدیس

 DNAاز  یترلیکروم 1یتر شامل لیکروم 25حجم نهایی 

 یکروم 5/0 ،)رمنانوگ 100( استخراج شده به عنوان الگو

 4/0(یتر از پرایمر برگشت لیکروم 5/0رفت،  پرایمر از یترل

 sina) از مسترمیکس یترلیکروم 5/12، )میلی مولار

gen,iran) )x1( ،5/10 بار دو آب از مقطر یترلیکروم 

براي ژن  PCRدر ادامه واکنش . تقطیر انجام گرفت

marA با ) 1جدول( با استفاده از پرایمرهاي رفت و برگشت

سیکل انجام  35در طی ) 2جدول (برنامه دمایی مناسب 

- می bp 150با اندازه PCRگردید که انتظار محصول 

  ).14(رفت

هاي بالینی  در سویه marAبررسی بیان ژن پمپ افلاکس 

  سالمونلا انتریتیدیس

بر  (sina gen,iran)با استفاده ترایزول  RNAاستخراج 

س جهت تعیین غلظت و سپ. طبق دستورالعمل انجام گرفت

با استفاده از   RNAاز ODاستخراج شده  RNAکیفیت 

 280به  260نسبت جذب  .دستگاه نانودراپ خوانده شد

دهد  یمنسبت به آلودگی پروتئین نشان  را RNA خلوص
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که نشان 230به  260همچنین نسبت . بود 2که در محدوده 

بات هایی از قبیل فنل و سایر ترکی یآلودگدهنده وجود 

براي تمامی نمونه 2/2تا  2هنگام استخراج است در محدوده 

که فاقد  RNAها به دست آمد که غلظت خوبی از 

بود به دست  cDNAو مناسب براي سنتز  آلودگی پروتئین

 Quantiبا استفاده از کیت cDNAدر ادامه، سنتز . آمد

Tect Reverse Transcription kit 
)Takara,Japan (در انتها، غلظت . انجام گرفت

cDNA شدند هاي استخراج توسط نانودراپ تعیین غلظت

به منظور بررسی ارزیابی بیان ژن ). نانوگرم 150 تا 100(

کمی  Real Time PCRاز روش  marAپمپ افلاکس 

Quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR)  با

استفاده مسترمیکس حاوي سایبرگرین 

)Ampliqon,Denmark (مواد مورد . انجام گرفت

یتر از لیکروم 5یتر شامل لیکروم 25استفاده در حجم نهایی 

cDNA  یتر پرایمر رفت و لیکروم 5/0نانوگرم،  5با غلظت

 15/0غلظت از پرایمر برگشت با  یتر پرایمرلیکروم 5/0

یتر از مسترمیکس حاوي سایبر لیکروم 5/12و مولار  یکروم

استرالیا انجام   Corbettبود که در دستگاه ) x 1(گرین 

جدول (طبق  qPCRبرنامه دمایی مورد استفاده در . گرفت

درجه  95دقیقه،  5گراد به مدت  یسانتدرجه  95شامل  )3

ثانیه و  30گراد  یسانتدرجه  60ثانیه، دماي  30گراد  یسانت

. سیکل انجام شد 40ثانیه بود که در  30 گراد یسانتدرجه  72

 موردکنترل داخلی  نعنوا به S rRNA16 ین ژن چن هم

 marAدر انتها بیان نسبی ژن ). 15(قرار گرفت استفاده

لازم به ذکر است . محاسبه گردید ΔΔCтتوسط روش 

 -/marA F 5پرایمرهاي مورد استفاده در این قسمت

GACCCGGACGTTCAAAAACTAT -3’  با

 -’marAR-5باز و  22

TCGCCATGCATATTGGTGAT -3’   20با 

 -’16SrRNAF5باز و همچنین

CGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAA-3’  با

  -’16S rRNA-R5باز و   23

CCGCTGGCAACAAAGGATAA-3’     با طول

  .باز بود 20

  تجزیه و تحلیل آماري

 SPSSمطالعه با استفاده از نرم افزار  نیا يآمار محاسبه

 در Real Time PCR يهاو داده دیانجام گرد 21نسخه 

 زیآنال با )house keeping  S rRNA)16با ژن  سهیمقا

با  و زیآنال) One way ANOVA(طرفه  کی انسیوار

و هم  گرفت قرار یبررس مورد RESTاستفاده از نرم افزار 

دار در نظر قرار گرفته یمعن ياز نظر آمار >P 05/0 نیچن

   .شد
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   marAپرایمر مورد استفاده براي ژن . 1جدول 

                               انداره قطعه                 نام ژن  )3به  5(پرایمر 

F  GACCCGGACGTTCAAAAACTA T 
 R TCGCCA TGCATATTGGTGAT   

MarA  22 باز  

 باز 20                                       

   PCRبرنامه دمایی مورد استفاده در . 2جدول 

  زمان   )گرادسانتی(دما   نام مرحله

  دقیقه Initial Denaturation(  95  5(واسرشتگی اولیه 

  ثانیه Denaturation(  95  30(واسرشتگی 

  ثانیه Annealing(  55  30(الگو  DNAاتصال پرایمرها به 

  ثانیه Extension(  72   30(شدن رشته الگو طویل

 
  Real Time PCRبرنامه دمایی مورد استفاده در . 3جدول 

  زمان   )گرادسانتی(دما   نام مرحله

  دقیقه Initial Denaturation(  95  5(اولیه  واسرشتگی

  ثانیه Denaturation(  95  30(واسرشتگی 

  ثانیه Annealing(  60  30(الگو  DNAاتصال پرایمرها به 

  ثانیه Extension(  72   30(شدن رشته الگو طویل

  

  .سالمونلا انتریتیدیس حد واسطهاي بالینی مقاوم به سیپروفلوکساسین و  یهسوالگوي مقاومت میکروبی . 4جدول 

 شماره نمونه

 

 

 سفتازیدیم

 

   

     

 سفوتاکسیم

 

 

 تتراسایکلین سفتریاکسون  استرپتومایسن 

                   

 مروپنم آموکسی سیلین تریمتوپریم            

 

 ایمیپنم کلرامفنیکل

 

 سیپروفلوکساسین

 
CAZ 

 

CTX 

 

S 

 

CRO 

 

T 

 

TS     

 

A 

 

MEM 

 

C 

 

IMI 

 

CIP 

 

 نیمه حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس 2

 نیمه حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس 3

 نیمه حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس 4

 مقاوم حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس نیمه حساس حساس حساس 5

6 

مه نی

 نیمه حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس

 مقاوم حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس 9
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نیمه حساس  حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس 13  

 نیمه حساس حساس حساس حساس مقاوم مقاوم مقاوم حساس حساس حساس حساس 14

 نیمه حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس 15

 مقاوم حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس 16

 مقاوم حساس حساس حساس مقاوم مقاوم مقاوم حساس حساس حساس حساس 19

نیمه حساس  حساس حساس حساس حساس مقاوم مقاوم حساس مقاوم حساس حساس 22  

 نیمه حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس 28

 مقاوم حساس حساس حساس مقاوم مقاوم حساس مقاوم مقاوم مقاوم مقاوم 31

 مقاوم حساس حساس حساس مقاوم مقاوم حساس حساس حساس حساس حساس 32

 نیمه حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس 33

 مقاوم حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس 38

 نیمه حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس 40

 مقاوم حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس 41

 مقاوم حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس حساس 66
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 هایافته

هـاي  ازي و بررسـی الگـوي مقاومـت میکروبـی سـویه     جداس

نمونــه  1200مطالعــه، از میــان  در ایــن ســالمونلا انتریتیــدیس

ســویه ســالمونلا  60مــدفوع مشــکوك بــه ســالمونلا، تعــداد  

ــد  ــازي گردی ــه . جداس ــابی در ادام ــويارزی ــت  الگ مقاوم

سـالمونلا انتریتیـدیس بـا اسـتفاده از      هـاي بیوتیکی سویه یآنت

از  نتـایج نشـان داد کـه   . انجام گرفت سک دیفیوژنروش دی

مقاومـت نسـبت    بیشترین سالمونلا انتریتیدیسسویه  60میان 

ــه ــا  ب ــه ) درصــد 33(ســویه  20سیپروفلوکساســین ب مقــاوم ب

 11مقـاوم و  ) درصد 15(سویه  9سیپروفلوکساسین بودند که 

بودنـد و  ) Intermediate(حـد واسـط   ) درصـد  18(سویه 

 100(ن مقاومــت بــه کلرامفنیکــل و ایمــی پــنم کمتــرین میــزا

  ).3جدول (حساس بودند  )درصد

بررسی وجود پمپ افلاکس توسط تست کارت ویلـدر ایـن   

 حـد واسـط  مقـاوم و   سالمونلا انتریتیـدیس هاي مطالعه، سویه

بـه سیپروفلوکساســین جهــت بررســی وجــود پمــپ افلاکــس  

. توسط تست روش کـارت ویـل مـورد مطالعـه قـرار گرفتنـد      

هـاي مقـاوم   نتایج تست کارت ویل نشان داد که تمامی سویه

ــطو  ــس    حــد واس ــپ افلاک ــین داراي پم ــه سیپروفلوکساس ب

marA  ،هاي داراي پمپ افلاکـس،   یهسوکه  يطور بههستند

-کنند؛ ولی سویهاتیدیوم بروماید را به سمت بیرون پمپ می

هاي فاقـد پمـپ افلاکـس ایـن توانـایی را ندارنـد و اتیـدیوم        

شـود و از خـود خاصـیت    ماید در داخـل سـلول وارد مـی   برو

  ).1شکل (فلورئوسنت دارند 

ــایج  ــودر  marAژن  PCRنتــ ــه    یهســ ــاوم بــ ــاي مقــ هــ

به منظور بررسی وجود ژن پمـپ افلاکـس    سیپروفلوکساسین

marA جداسـازي شـده،    سالمونلا انتریتیدیسهاي در سویه

وجـود  از پرایمرهاي اختصاصی این ژن استفاده شد و انتظـار  

جفــت بــاز وجــود داشــت کــه در ژل الکتروفــورز   150بانــد 

ــامی ســویه marAژن . مشــاهده شــد ــه  در تم ــاوم ب ــاي مق ه

داري و ارتبـاط معنـی  ) نمونـه  20(سیپروفلوکساسین دیده شد 

و مقاومت به سیپروفلوکساسین در بین  marAبین وجود ژن 

  ).˂P.05/0(ها وجود داشت سویه

-بـــه مقـــاوم  هـــايویهدر ســـ marAژن بیـــان بررســـی 

در ایـن   سالمونلا انتریتیـدیس هاي سویهدر  سیپروفلوکساسین

توسـط روش   marAپمـپ افلاکـس    ژن ینسـب بیان ، مطالعه

Real Time PCR   کمـی)qRT-PCR(    مـورد مطالعـه

تکثیر اختصاصـی قطعـات ژنـی مـورد     ). 2شکل (قرار گرفت 

 شـدن آغازگرهـا و عـدم تکثیـر قطعـات غیـر      نظر، عدم جفت

. اختصاصی بـراي ژن بـا اسـتفاده از منحنـی ذوب تعیـین شـد      

هــاي  یهســودر تمــامی  marAنتــایج نشــان داد کــه بیــان ژن 

از نظـر آمـاري    داشـتند و  افـزایش  به سیپروفلوکساسین مقاوم

 S بــا بیــان ژن  marAبــین بیــان ژن  داريتفــاوت معنــی

rRNA16 05/0(وجود داشتP<.(  
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هاي فاقد هاي فاقد پمپ افلاکس فلوروسانس و سویهسویه. یل به منظور تعیین وجود پمپ افلاکسنتایج تست کارت و. 1شکل 

 .باشند یمپمپ افلاکس فاقد فلورئوسنس 

  

  

  هاي مختلف سالمونلا مقاوم به سیپروفلوکساسیندر سویه marAنمودار بیان ژن  .2شکل 

به صورت چند برابر شدن . دهدو اعداد محور افقی شماره سویه ها را نشان می) Fold expression(دهند اعداد محور عمودي میزان بیان ژن را نشان می

).=P  ،:**01/0 P  ، ***001/0P  : 3  n 05/0(*:. شده استبیان S  rRNA 16  بیان در مقایسه با ژن کنترل



 ...بررسی بیان ژن پمپ   24

1399 خرداد و تیر/  پنجمدوره بیست و / مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان   

 

  بحث

هاي  یهسوبیوتیکی  یآنتدر این مطالعه میزان مقاومت 

پمپ و هم چنین میزان بیان ژن  سانتریتیدی سالمونلا

هاي مقاوم به سیپروفلوکساسین در سویه marAافلاکس 

نتایج این مطالعه نشان داد که از . مورد مطالعه قرار گرفت

سویه  20جداسازي شده،  انتریکا سالمونلاسویه  60میان 

با توجه به این نتایج، درمان . مقاوم به سیپروفلوکساسین بودند

-هاي ناشی از این ارگانیسم امري نگرانو کنترل عفونت

هم چنین، با توجه به اثرات جانبی . رسدکننده به نظر می

بیوتیک ایمی پنم و مروپنم، این دارو براي درمان آنتی

مطالعات مختلف در دنیا . یستنهاي سالمونلا مناسب عفونت

هاي سالمونلا به  یهسوبر روي بررسی میزان مقاومت 

عبدالهی و ). 11(انجام شده استسیپروفلوکساسین 

 انتریکا سالمونلا، میزان مقاومت دارویی )1390(همکارانش 

ي بالینی مختلف را مورد مطالعه قرار ها نمونهجداسازي از 

هیچ مقاومتی نسبت به نتایج این مطالعه نشان داد که  .دادند

رنجبر و . )16(ایمی پنم و سیپروفلوکساسین وجود نداشت

سالمونلا بیوتیکی  یآنت، الگوي مقاومت )1388(همکارانش 

هاي بالینی را مورد جداسازي شده از نمونهتیفی موریوم 

کدام از هیچنتایج این مطالعه نشان داد که . مطالعه نشان دادند

ها نسبت به سیپروفلوکساسین، سفتریاکسون و ایزوله

با مقایسه نتایج این . )17(جنتامایسین مقاومتی نشان ندادند

توان به این نتیجه رسید که میزان  یمالعه و سایر مطالعات مط

هاي سالمونلا در حال  یهسومقاومت به سیپروفلوکساسین در 

هاي مختلفی از میزان مقاومت به افزایش است و گزارش

 متفاوتیکی از دلایل میزان . سیپروفلوکساسین وجود دارد

رخی از ها در ببیوتیکرویه آنتی یبمقاومت به دلیل مصرف 

در ادامه، میزان وجود ژن پمپ افلاکس . استکشورها 

marA هاي مقاوم به سیپروفلوکساسین و بیان آن در سویه

نتایج مطالعه حاضر نشان داد که . مورد مطالعه قرار گرفت

به هاي مقاوم در تمامی سویه marAبیان ژن 

از نظر آماري تفاوت  داشتند و افزایش سیپروفلوکساسین

 s 16 rRNA با بیان ژن marAبین بیان ژن  يدارمعنی

  .وجود داشت

 هیسو 52 در را افلاکس يها پمپ یپژوهش در

 با نیپروفلوکساسیس به مقاوماورئوس  لوکوکوسیاستاف

 نیا جینتا. قراردادند مطالعه مورد دیبروما ومیدیات از استفاده

 در را یمهم نقش افلاکس يهاپمپ که داد نشان مطالعه

- يرو که یقیتحق یط .)18(دارد هاکیوتیبیآنت به مقاومت

- يباکتر در افلاکس يها پمپ يها ژن انیب

 quantitative Realروش با اورئوس لوکوکوسیاستاف

time PCR سمیمکان شتریبدادند که  نشان،  دادند انجام  -

 يها پمپ يها ژن انیب در رییتغ از ییدارو مقاومت

 و norA سافلاک پمپ يها ژن ازجمله ییدارو افلاکس

norB در %12 تا افلاکس پمپ هايژن میزان بیان. است 

یابد که با مطالعه ما  می افزایش ها بیوتیک آنتی حضور

  .)19(تشدا همخوانی

Goli ژن انی ـب يروکـه   یپژوهش ـ یط) 2018( و همکاران-

ــا ــس يهــاپمــپ يه ــودومونوس هــاي یهدر ســو افلاک  س

 بـه  منجر ها ژن نیا انیب شیافزا دادند نشان داشتند نوزایائروژ

 روشرا بـه   موضـوع  نی ـا و گـردد یم ییدارو مقاومت جادیا

quantitative Real time PCR نی ـانمودند و  یبررس 

ژن عنـوان   انی ـب شیافـزا  یبررس جهت روش نیبهتر را روش

ــد ــا   نمودن ــه م ــه در مطالع ــس  ژن ک ــپ افلاک در  marAپم

  ).20(ته استشدا بیان شیافزا مقاوم هاي یهسو

 عملکـرد  و بیـان  یبررس عنوان با ایران در گرید یپژوهش در

 در دارو چنـد  بـه  مقـاوم  هـاي ایزولـه  افلاکـس  هـاي پمپ ژن

 Real-time PCR روش به رکلونالیغ بومانی اسینتوباکتر

 مختلـف  هـاي  بیوتیـک  یآنت ـ برابـر  در مقاومت میزان تفاوت

 در) 2014(و همکــاران  Pourmand). 21(دشــ داده نشــان

 لوکوکوسیاستاف   norAپمپ افلاکس ژن وجود يا مطالعه

ــوس ــب و اورئــ ــو در را آن انیــ ــاهیســ ــاوم يهــ ــه  مقــ -بــ

ــیس ــا نیپروفلوکساس ــورد Real Time PCRروش  ب  م

 norAداد کـه ژن   نشـان مطالعه  نیا جینتا. دادند قرار یبررس
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 و داردوجود  نیپروفلوکساسیبه س مقاوم يها هیسو یتمام رد

 نولونیدروکوئیــه هگــزا دیوســایبدر مجــاورت  آن ژن انیــب

   ).22(ابدییم شیافزا

 

  گیري نتیجه

کلی، با مقایسه نتایج مطالعه ما و سایر محققان  صورت به

 پمپ افلاکس marAتوان به این نتیجه رسید که ژن  یم

سالمونلا  زایی در باکتري یماريبي مهم ها یسممکانیکی از 

که در ایجاد مقاومت باکتري به  استانتریتیدیس 

توان با مهار این  یمنقش مهمی دارد که  سیپروفلوکساسین

باکتري  بیوتیکی یآنتژن سبب کاهش حساسیت مقاومت 

  .شود

  تشکر و قدردانی

است  31320شماره این مطالعه بخشی از طرح تحقیقاتی به 

معاونت محترم پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی تهران که از 

-، کمال سپاساستکه حامی مالی این طرح تحقیقاتی 

این مطالعه حاصل بخشی از  .گزاري و تشکر را داریم

نامه دانشجویی خانم مرجان خسروانی در دانشگاه آزاد  پایان

وسیله از تلاش همکاران  که بدین استاسلامی واحد شیراز 

دانشکده - شناسی دانشگاه تهرانکروبآزمایشگاه می

در انجام این پروژه همکاري  که یکسانبهداشت و تمام 

 .نماییم اند، تشکر و قدردانی می نموده
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