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چکيد‌ه 

استفاده از آنتی بیوتیک‌ها در دامپزشکی باعث ظهور، شیوع و انتشار مقاومت آنتی‌بیوتیکی در باکتری‌های جدا شده از حیوانات تولید 
می‌تواند  اینتگرون  یک  کلاس  است.  ضروری  گاو  در  باکتریایی  عفونت‌های  درمان  برای  آنتی‌بیوتیک‌ها  می‌شوند.  غذایی  مواد  کننده  
ژن‌های مقاومت آنتی‌بیوتیکی را در باکتری اشریشیا کلی جدا شده از حیوانات گسترش دهد. هدف از این مطالعه بررسی الگوی مقاومت 
آنتی‌بیوتیک و تعیین میزان فراوانی کلاس یک اینتگرون درمیان سویه‌های اشریشیا کلی جدا شده از گوساله‌های مبتلا به اسهال در استان 
فارس بود. حضور عوامل بیماری‌زا مرتبط با اسهال در یک صد و بیست نمونه از 120 گوساله متفاوت مبتلا به اسهال در نقاط مختلف 
استان فارس ارزیابی شد. پس از جداسازی، اشریشیا کلی براساس خصوصیات کشت، مورفولوژی و بیوشیمیایی شناسایی شد، شیوع ژن‌های 
 Multiplex با استفاده از تکنیک )eae, Stx1, Stx2( اشریشیا کلی انتروهموراژیک )Sta, F41, K99( بیماری‌زای اشریشیا کلی انتروتوکسیژنیک
PCR بررسی شد. آزمون PCR و روش انتشار دیسک توسط 8 آنتی‌بیوتیک برای تشخیص ژن‌های بیماریزا، کلاس یک اینتگرون و الگوی 
حساسیت آنتی‌بیوتیکی انجام شد. از 120 مورد، 57 نمونه کشت مثبت برای اشریشیا کلی  بدست آمد و 35 نمونه به عنوان اشریشیا کلی 
پاتوژن شناسایی شد که شامل )36/8 درصد( 21 مورد اشریشیا کلی انتروتوکسیژنیک و )24/5 درصد( 14نمونه اشریشیا کلی انتروهموراژیک 
بودند. بیشترین میزان مقاومت در اریترومایسین )100 درصد(، پنی سیلین )100 درصد(، کوتریموکسازول )100 درصد(، تتراسایکلین )91/5 
درصد(، آمپی‌سیلین )88/5 درصد(، کلرامفنیکل )83 درصد( دیده شد، همه جدایه‌ها دارای مقاومت چندگانه دارویی بودند. بر اساس نتایج 
مطالعه مولکولی، کلاس یک اینتگرون در 48/75 درصد از نمونه‌ها یافت شد. نتایج این تحقیق نشان می‌دهد که مقاومت چندگانه دارویی 

و کلاس یک اینتگرون در اشریشیا کلی جدا شده از گوساله‌ها در استان فارس رایج هستند.   
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The usage of antimicrobial drugs in the veterinary field can cause the emergence, prevalence, and dissemination of 
antimicrobial resistance in bacteria isolated from food-producing animals. Antimicrobial drugs are essential for the 
treatment of bacterial infections in cattle. Class 1 integrons can extend antibiotic resistance genes among bacteria 
Escherichia coli  from animal.The objective of this study was to investigate the antimicrobial resistance pattern and the 
frequency class 1 integrons Escherichia coli strains isolated from diarrheic calves in Fars province. A one hundred and 
twenty samples from 120 different diarrheic calves from Fars province in Iran were screened for the presence of viru-
lence factors associated with diarrhea. Following isolation and identification of Escherichia coli  strains on the basis of 
cultural, morphological and biochemical properties, the presence of various virulence genes of ETEC (k99, F41 fimbria 
and Sta), EHEC (Stx1, Stx2 and eae) was investigated by multiplex PCR. The isolates were examined for susceptibility 
to antimicrobial agent and class 1 integrons using PCR and agar disk-diffusion method  for 8 antimicrobial agents. Out 
of 120 samples, 57 (47/5%) were found to be positive for Escherichia coli  and 35 of them identified as pathogenic 
Escherichia coli  including 21( 36/8%) and 14 (24/5%) ETEC and EHEC strains  respectively. The most antibiotic re-
sistance level was seen against erythromycin (100%), penicillin (100%) co-trimoxazole (100%), tetracycline (91/5%), 
ampicillin (88/5%) and chloramphenicol (83%). All isolates shown MDR . The study of molecular results showed that 
class 1 integron was detected in (48/75%) of isolates. Our data demonstrate the presence of MDR and class 1 integrons 
were common in Escherichia coli from calves in Fars province experiencing problems with neonatal diarrhea.

Key words: Integron, Multi-drug resistance, Pathogenic Escherichia coli

مقدمه
افزایش  بهداشت جهانی،  توجه  قابل  و  از مشکلات مطرح  یکی  امروزه 
انسانی  پاتوژن‌ها در جمعیت‌های مختلف  آنتی‌بیوتیکی  شیوع مقاومت 
پاتوژنیک،  باکتری‌های  افزایش مقاومت  اصلی  و حیوانی می‌باشد. عامل 
استفاده بیش از حد آنتی‌بیوتیک‌ها است )17( استفاده از آنتی بیوتیک‌ها 
به درمان  و منجر  داشته  افزايش چشمگيری  انسان  در حيوانات همانند 
بالای  شیوع   .)7( است  شده  دام  در   عفونی  بيماري‌های  از  بسياری 
صنعت  به  را  توجهی  قابل  خسارات  ساله  همه  باکتریایی  بیماری‌های 
از  ناشی  عفونت‌های  جمله  آن  از  که  می‌کند  وارد  کشور  دامپروری 
با اسهال  اشريشيا کلی بيماري‌زا اغلب  باکتری اشریشیاکلی می‌باشد )9(. 
گوساله‌ها  نوزادی  اسهال   .)10( دارد  ارتباط  روزه  سه  دو  گوساله‌های 
)NCD( در روزهای نخستین پس از تولد یکی از  بیماری‌های شایع در 
گوساله است. اهمیت این بیماری به علت مرگ و میر گوساله و هزینه 
و  بیماری  از  پس  دام  رشد  کاهش  و سرمایه،  کار  نیروی  هزینه  درمان، 
NCD به بیماری  خسارت‌های وارده بر ارزش گوساله می‌باشد. اصطلاح 
با اسهال در گوساله‌های جوان اشاره دارد که به  پیچیده، حاد و همراه 
واسطۀ شدت‌ متفاوتی از اسهال و از دست دادن آب بدن می‌تواند کشنده 

باشد )21(. برای درمان آنتریت اشريشيا کلی انتروپاتوژنیک یا عفونت‌های 
اسهال  به  مبتلا  گوساله‌های  در  کلی  اشريشيا  منشاء  با  ثانویه  باکتریایی 
 .)5( می‌شود  میکروبی  آنتی  عوامل  خوراکی  به مصرف  توصیه  نوزادی 
آنتی‌بیوتیک‌ها،  مصرف  الگوی  از  نظر  صرف  می‌دهد  نشان  مطالعات 
باکتریایی  بین جمعیت‌های  در  آنتی‌بیوتیکی می‌توانند  مقاومت  ژن‌های 
منتقل شوند. ژن‌های مقاومت آنتی‌بیوتیکی معمولاً در عناصر ژنتیکی به 
اینتگرون‌ها عناصر ژنتیکی هستند که  اینتگرون‌‌ها وجود دارند )1(.  نام 
قادرند ژن‌های خارجی را در ساختار خود وارد کنند که اغلب این ژن‌های 
آنتی‌بیوتیکی می‌باشند )9(. هنگامی که  خارجی، کد‌کننده مقاومت‌های 
ژن‌های مقاومت بخشی از کاست‌های متحرک ژنی بوده و به‌وسیله انتقال 
افقی و با مکانیسم‌های متعددی قابل انتقال باشند، آنها به سرعت منتشر 
خواهند شد. این مکانیسم‌ها عبارتند از تحرک کاست‌ها به تنهایی توسط 
اینتگراز کدکننده اینتگرون )12(، تحرک اینتگرون‌های حاوی کاست ژنی 
به وسیله مکانیسم ترانسپوزیشن با جایگاه ویژه )8(، انتشار اینتگرون‌های 
انتنشار  و   )24(  Tn21 مانند  بزرگتر  ترانسپوزن‌های  توسط  شده  حمل 
پلاسمیدهای  توسط  باکتری‌ها  مختلف  گونه‌های  میان  در  اینتگرون‌ها 
دارويی  در مقاومت‌های  از جمله عوامل دخيل  عناصر  اين  کانجوگیتیو. 
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مؤلفه‌های  جزء  ترانسپوزون‌ها،  و  پلاسميدها  همانند  و  بوده  چندگانه 
تا‌كنون   .)18( مقاومت هستند  عوامل  انتشار  و  در کسب  ژنتيکی سيار، 
ژن  در  موجود  تفاوت‌های  اساس  بر  اینتگرون‌ها  از  کلاس  نه  از  بيش 
اينتگراز در باكتریهای گرم منفی شناسايی شده است اما تنها چهار کلاس 
اصلی در ارتباط با جدایه‌های کلینیکی مطرح می‌باشد که اینتگرون‌های 
شایع‌ترین  عنوان  به  دو  کلاس  اینتگرون‌های  آن  متعاقب  و  یک  کلاس 
کلاس‌ها در بین جدایه‌های کلینیکی مطرح می‌باشند )22(. ازآنجائی که 
بروز همزمان مقاومت به چند دارو در باکتری‌ها  با اینتگرون‌ها در ارتباط 
است )9( و همچنین  بسياری از اينتگرون‌ها دارای بيش از یک کاست ژنی 
مقاومتی هستند که اغلب توسط عناصر ژنتیکی متحرک حمل و جابه جا 
می‌شوند، این امر به انتشار گسترده عوامل مقاومت از یک سويه به سويه 
ديگر منجر می‌شود. لذا شناسایی این نوع از ژن‌های مقاومت آنتی‌‌بیوتیک 
در جهت اجرای برنامه‌های کنترل عفونت و ممانعت از انتشار سویه‌های 
از این مطالعه،  از اهمیت بالایی برخوردار می‌باشد )22(. هدف  مقاوم 
بررسی مولکولی اینتگرون‌های کلاس یک در باکتری اشریشیا کلی بيماری 
به  تا سن یک ماه مبتلا  تازه متولد شده  از گوساله‌های  زای  جدا شده 

اسهال می‌باشد.

مواد و روش‌ها
جمع‌آوری وشناسایی نمونه‌ها

تعداد120نمونه سواب رکتوم گوساله‌های کمتر از  يک ماه مبتلا به اسهال 
در  فارس  استان  مختلف  درمناطق  ماده  و  نر  جنس  دو  هر  به  مربوط 
حاوی  پيچ‌دار  در  لوله  درون  نمونه‌ها  تمامی  شد.  جمع‌آوری   1394 سال 
محيط محیط سه قندی آهن‌دار )‌TSB()های مدیا-هند( و در شرایط سرد 
به آزمایشگاه  منتقل گرديد. سوآب‌ها بر روی محیط ائوزین متیلن بلو 
)EMB( )مرک-آلمان( کشت و به مدت 24 ساعت در انکوباتور )جال-ایران( 
با دمای 37 درجه قرار گرفت. برای مشاهده شکل باکتری از رنگ‌آمیزی 
گرم و برای تشخیص نهایی اشریشیا کلی از تست‌های بیوشمیایی سیترات، 

اوره، SIM VP-MR و TSI استفاده گردید.

شناسائی باکتری‌های اشریشیا کلی بیماریزا
در  اسهال  عوامل  از  بیماری‌زا  کلی  اشریشیا  باکتری‌های  شناسائی  جهت 
 )1 )جدول  اختصاصی  پرایمرهای  از   ،ETEC باکتری  شامل  گوساله‌ها 
و   Stx2، Stx1 )1پرایمرهای )جدول از   EHEC باکتری  و   F41,  K99 ,Sta
 ،555 ،190، ترتیــب 314، 380  بــه  ازدیــاد قطعه‌های  بــه منظور   eae
840، جفــت‌بازی ژن‌هــای K99 ،F41 ،Stx1 ،Sta ،Stx2 ،eae با اســتفاده 
از تکنیک PCR و توسط دستگاه اپندورف ساخت کشور آلمان  استفاده 

گردید )4(. 
برنامه دمایی PCR در دستگاه ترموسیکلر شامل 25 ســیکل و دمای 94 
ثانیه و دمای 70  ثانیه، دمای 50 درجه به مدت 45  درجه به مدت 30 

درجه به مدت 90 ثانیه و دمای نهایی 70 درجه به مدت 10 دقیقه بود.

تعیین مقاومت دارویی
برای تعیین حساسیت جدایه اشریشیا کلی  نسبت به داروهای آنتی‌بیوتیکی،  
   ۱۵ )NCCLS 2003(۱۴از تست دیسک دیفیوژن به روش استاندارد کربی-بائر

استفاده شد. اساس این روش را انتشار آنتی‌بیوتیک‌ها از داخل آگاری که 
باکتری به آن تلقیح شده تشکیل می‌دهد )3( که تکرارپذیری برای تمام 
دیسک‌های آنتی‌بیوتیک در این باکتری 3 بود. نمونه‌های اشریشیا کلی در 
درجه   37 در  ساعت   5 برای   )TSB( براث  سوی  تریپتیک  کشت  محیط 
سانتي‌گراد انکوبه شد تا به غلظت 0/5 مک فارلند برسند. نیم میلی‌لیتر از 
باکتری روی پلیت‌ حاوی مولر هینتون آگار  )مرک-آلمان( ریخته و به طور 
کامل پخش شد. پس از چند دقيقه زمانی‌که که کشت باکتری جذب آگار 
شده  تهيه  آنتی‌بیوتیک  دیسک‌های  گردید،  پلیت‌ها خشک  سطح  و  شد 
اریترومایسین   ،)1/25  µg( کوتریموکسازول  شامل  پادتن طب  از شركت 
تتراسایکلین  ،)۱۰  µg( پنی‌سیلین   ،)۱۵  µg( انروفلوکساسین   ،)۱۵  µg( 

 ،)۳۰ µg( کلرامفنیکل ،)۵ µg( سفیکسیم ،)۱۰ µg( آمپی‌سیلین )۳۰ µg(
بر روی سطح آگار تلقيح شده قرار داده شد. پلیت‌ها برای 18ساعت در 
دمای 35 درجۀ سانتی‌گراد انکوبه گردید. نتايج بر مبنای معيارهای توصيه 
شده NCCLSI به صورت حساس، مقاوم و نیمه حساس گزارش گردید 
)15 و 14(. جدایه‌های مقاوم و با حساسیت متوسط به عنوان جدایه‌های 
غیرحساس در نظر گرفته شد. جدایه‌هایی که به سه و یا تعداد بیشتری 
از آنتی‌بیوتیک‌ها مقاوم بودند، به عنوان نمونه‌های با مقاومت چندگانه 
دارویی در نظر گرفته شدند. از بـاكتری اشریشیا کلی ATCC 25192 به 

عنوان سويه رفرانس در آنتي‌بيوگرام استفـــاده شد.

 شناسایی مولکولی ژن اینتگراز اینتگرون کلاس یک
در استخراج DNA کشت 24 ساعته از اشریشیا کلی جدا شده در محیط 
تریپتیک سوی براث )TSB( برداشته و سانتریفیوژ گردید و رسوب آن با 
استفاده از کیت تجاری استخراج )DNA (DNP TM ساخت شرکت سیناژن-
ایران مطابق پروتکل کیت استخراج گردید. کشت 24 ساعته باکتری با دور 
لیز‌کننده به رسوب  بافر  4000 به مدت 5 دقیقه سانتیرفیوژ شد. سپس 
اضافه و برای 10 دقیقه در آب در حال جوشش قرار گرفت. پس از سرد 
از محلول روئی به  با دور 10000 سانتریفیوژ، و سپس  شدن، دو دقیقه 
عنوان DNA الگو استفاده شد. برای انجام PCR، مخلوط 2/5 میکرولیتر 
بافر10،3X میلی مولار کلرید منیزیم، 0/2 میلی مول dNTPs، 1 میکرولیتر 
منطقه  ژن مکمل  سینا  توسط شرکت  تهیه شده   )22( )جدول1(  پرایمر 
اینتگرون  تشخیص  جهت  اینتگراز  کدکننده  اینتگرون   5‘ شده  حفاظت 
 DNA و 1 واحد آنزیم DNA کلاس یک استفاده شد )16(، 1 میکرولیتر
پلی‌مراز Taq  تهیه و با آب مقطر به حجم 25 میکرولیتر رسانده شد )تمام 
PCR در دستگاه  مواد از شرکت فرمنتاز تهیه شده بود(. سپس واکنش 
ترموسایکلر اپندورف با شرایط 3 دقیقه واسرشت شدن ابتدایی در دمای 
در  شدن  واسرشت  شامل  چرخه   35 ادامه  در  و  سانتی‌گراد  درجه   95
دمای 95 درجه سانتی‌گراد به مدت30 ثانیه، اتصال  در دمای 57 درجه 
سانتی‌گراد به مدت 35 ثانیه، طویل شدن در دمای 72 درجه سانتی‌گراد 
به مدت 10 دقیقه انجام شد. محصول PCR بر روی ژل آگارز 1/5 درصد 
با  رنگ‌آمیزی  از  پس  و  )کلیور-انگلستان(  الکتروفورز  )فرمنتاز-آلمان( 

اتیدیوم بروماید با دستگاه ژل کداک )اسکن-آمریکا(، عکس‌برداری شد.

آنالیز آماری
وجود  و  دارویی  چندگانه  مقاومت  با  جدایه‌های  ارتباط  آماری  بررسی 

جداسازی، شناسائی و ارزیابی مولکولی فاکتورهای ژنی   ...
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اینتگرون توسط نرم‌افزار آماری گراف پد و آزمون مربع کای و فیشرز 
مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت. مقادیر در سطح 0/05 درصد به عنوان 

شاخص معنی‌دار بودن در نظر گرفته شدند. 

نتایج
باکتری‌های  جدایه‌   57 درصد(   47/5( در  شده،  گرفته  نمونه   120 از 
تخمیرکننده لاکتوز شناسایی شد. همه‌ی کلنی‌های تخمیرکننده لاکتوز در 
 VP و ایندل مثبت، سیترات و MR ،تست‌های بیوشیمیایی شامل ، اوره

منفی و TSI بصورت اسید/اسید همراه با تولید گاز که  تایید‌کننده باکتری 
اشریشیا کلی بود. به منظور شناسایی باکتری‌های اشریشیا کلی بیماری‌زا 
شامل سویه‌های ETEC و EHEC با استفاد از پرایمرهای اختصاصی ذکر 
شده برای تمامی نمونه‌ها تست PCR انجام گرفت. نتایج PCR برای سویه 
ETEC نشان داد که از تعداد 57 اشریشیا کلی جدا شده 16 )28 درصد( 
نه   ،STa فاکتور  دارای  )21 درصد(  F41، 12 جدایه  فاکتور  دارای  جدایه 
جدایه )15/7 درصد( K99 و نه جدایه )15/7 درصد( دارای این سه ژن با 
هم بودند )شکل 1(. نتایج PCR  برای سویه EHEC نشان داد که از 133 

منبع
PCR اندازه محصول

)bp( 
عامل بیماریزا- توالی پرایمر)5’-3’(

)4(314
TATTATCTTAGGTGGTATGG

GGTATCCTTTAGCAGCAGTATTTC
F5(K99)

)4(431
GCATCAGCGGCAGTATCT

GTCCCTAGCTCAGTATTATCACCT
F41

)4(380
GCTAATGTTGGCAATTTTTATTTCTGTA

AGGATTACAACAAAGTTCACAGCAGTAA
STa

)4(478
 GTGCCTGTTACTGGGTTTTTCTTC

AGGGGTCGATATCTCTGTCC
Stx2

)4(190
 TTCGCTCTGCAATAGGTA

TTCCCCAGTTCAATGTAAGAT
Stx1

)4(555
 CCGGAATTCGGGATCGATTACCGTCAT

CCCAAGCTTTTATTTATCAGCCTTAATCTC
EaeA

)16(491
TGCGGGTYAARGATBTKGATTT*

CARCACATGCGTRTARAT
Intg

PCR جدول 1 -توالی الیگونوکلئوتیدی پرایمرهای اختصاصی مورد استفاده در       

B=C or G or T , K=G or T, R=A or G , Y = C or T * 
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 EHEC-ETEC جدول2- فراوانی  سویه های

جدول3- مقایسه الگوی مقاومت آنتی بیوتیکی در جدایه‌های واجد اینتگرون کلاس یک و جدایه‌های فاقد اینتگرون

سویهفاکتور حدتتعداد باکتری جدا شده)درصد(کل)درصد(

21)36/8(

12)21(STa

ETEC
9)15/7(99K

16)28(F 41

9)15/7(STa99K-41 F-

14)24/5(

5)8/7(Stx1

EHEC

6)10/5(Stx2

9)15/7(eae

1)1/7(Stx1- Stx2

1)1/7(eae - Stx1- Stx2

22)38/6(--)%( Others* 

دیسک  آنتی بیوتیک
جدایه های فاقد اینتگرونجدایه های واجد اینتگرون کلاس 1

مقدارpکل مقاومت
تعداد )درصد( نمونه های مقاومتعداد )درصد( نمونه های مقاوم

*0/0182≤)100(35)34/%(18)48/57%(17پنی سیلین

0/1018≤)88/5(31)51/38(18)37/11(13آمپی سیلین

058≤)91/5(32)45/75(16)45/75(16تتراسیکلین

*0/0182≤)100(35)51/34%(18)48/57%(17اریترومایسین

0/1257≤)43(15)25/8(9)17/2(6انروفلوکساسین

0/072≤)11/5(4)5/75(2)5/75(2سفیکسیم

*0/0556≤)83(29)45/79(16)37/20(13کلرامفنیکل

*0/0182≤)100(35)51/34%(18)48/57%(17کوتریموکسازول

Others )درصد(*: منظور سایر باکتری ها به غیر از دو گروه ذکر شده در جدول می باشد.

*رابطه بین دیسک‌های آنتی‌بیوتیک و اینتگرون کلاس1 از لحاظ آماری معنی‌دار است.

مقادیر در سطح p≥0/05 به عنوان شاخص معنی‌دار بودن در نظر گرفته شدند
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شکل 2- جدایه‌ مقاوم به  4 آنتی‌بیوتیک در تست آنتی‌بیوگرام به روش دیسک ديفيوژن. 

 : SXT،سفیکسیم :CFM ،پنی سیلین :P ،اریترومایسین :E ،تتراسایکلین : TE ،آمپی سیلین :AM

کوتریموکسازول، C: کلرامفنیکل، ENR: انروفلوکساسین.

شکل 3- نتايج PCR  ژن اينتگراز کلاس یک. ستون M  : مارکر به قدرت تفکيک bp 100؛ ستون -c :کنترل منفی آزمون PCR )واکنش بدون DNA الگو(؛ ستون 

+ c: نمونه کنترل مثبت از نظر حضور ژن int1؛ ستون 1 تا11  یازده نمونه مثبت برای ژن اینتگراز کلاس یک 
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eae، پنج  اشریشیا کلی جدا شده نه جدایه )15/7 درصد( دارای فاکتور 
جدایه )8/7 درصد( دارای فاکتور، Stx1 شش جدایه )10/5 درصد( دارای 
 Stx1 و Stx2 یک جدایه )1/7 درصد( دارای هر دو فاکتور ،Stx2 فاکتور
به طور همزمان، یک جدایه )1/7 درصد( دارای هر سه فاکتور به طور 
همزمان با هم بودند. در نهایت از 57 نمونه بدست آمده 21 جدایه )36/8 
درصد( مربوط به گروه ETEC و 14جدایه )24/5 درصد( مربوط به گروه 
EHEC بودند. ضمنادر 22 نمونه )61/4 درصد( هیچ باکتری مربوط به دو 

گروه فوق یافت نشد )جدول2(.
الگوی  داد تمامی جدايه‌ها  نشان  آنتي‌بيوگرام  از تست  يافته‌های حاصل 
اشریشیا  درصد   100 که  نحوی  به   )2 )شکل  دارند  چندگانه  مقاومت 
 91/5 کوتریموکسازول،  پنی‌سیلین،  اریترومایسین،  به  جداشده  کلی‌های 
درصد به تتراسيکلين، 88/5 درصد به آمپي‌سيلين، 83 درصد کلرامفنیکل، 
بودند  مقاوم  سفیکسیم  به  درصد   11/5 و  انروفلوکساسين  درصد   43
ارتباط  آنتی‌بیوتیک‌ها و تعداد جدایه‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌های مقاوم  بین تعداد  )نمودار 1(. 
آماری معنی‌داری به دست آمد )P ≥ 0/0033( به این طریق که با افزایش 
تعداد آنتی‌بیوتیک‌های مقاوم تعداد باکتری‌ها نیز افزایش یافت. با انجام 
آزمون PCR و با استفاده از پرایمرهای اختصاصی ژن اینتگراز کلاس یک 
بر روی 35 جدایه اشریشیا کلی دارای مقاومت چندگانه، در مجموع، 17 
جدایه   18 و  مثبت  اينتگراز  ژن  وجود  لحاظ  از  درصد(   48/75( جدایه 
)51/43 درصد( فاقد این ژن بود )شکل 3(. براساس نتایج آزمون آماری 
مربع کای، بین نمونه‌های دارای مقاومت چندگانه و ژن اینتگرون کلاس 

 . )P ≥ 0/0011( یک ارتباط آماری معنی‌داری به دست آمد

کلرامفنیکل،  اریترومایسین،  پنی‌سیلین،  به  مقاومت  آماری  اختلاف 
کوتریموکسازول در جدایه‌های واجد اینتگرون کلاس یک و فاقد اینتگرون  
معنی‌دار بود )p > 0/05(، در حالیکه این تفاوت نسبت به آمپی‌سیلین و 
انروفلوکساسین مشاهده نگردید )p < 0/05(. مقادیر P کمتر از 0/05 در 

جدول 3 محاسبه شده است )جدول3(.

بحث و نتیجه‌گیری
افزايش مقاومت دارويی در عوامل ايجاد‌كننده عفونی درگیر در اسهال 
استفاده  پيدايش مقاومت،  بزرگی است و علت اصلی  گوساله‌ها معضل 
نامناسب و بی رويه آنتي‌بيوتيك‌ها مي‌باشد. بر اساس آمار موجود، لزوم 
استفاده از آنتي‌بيوتيك‌ها در انسان در 20 تا 50 درصد موارد مورد ترديد 
دام غيرضروری  در  آنتي‌بيوتيك‌ها  از  استفاده  موارد  درصد   80 تا   40 و 
مي‌باشد. هرگونه استفاده از آنتي‌بيوتيك‌ها در انسان و حيوانات مي‌تواند 

با افزايش مقاومت ميكروبی همراه باشد )7(.
ساختارهای  طريق  از  آنتي‌بيوتيكی  مقاومت  ژن‌های  گسترش  امروزه 
اينتگرونی با ايجاد مقاومت‌های آنتي‌بيوتيكی چندگانه، به مشكل مهمی 
این  است.  تبديل شده  باکتری‌ها  انواع  از  عفونت‌های حاصل  درمان  در 
و  آنتی‌بیوتیکی  مقاومت  انتقال  در  مهمی  بسیار  نقش  ژنتیکی  عناصر 
گسترش جدایه‌هایی با مقاومت چند گانه دارویی در میان نمونه‌های مورد 
مطالعه دارد و احتمالاً می‌تواند این مقاومت را به باکتری‌های گرم منفی 
با شکست مواجه  را  بیماری‌های عفونی  انتقال دهد و درمان  نیز  دیگر 
کند )19(.  این مطالعه که بر روی اشریشیا کلی جدا شده از گوساله‌های 

 .MDR‌ نمودار1- ميزان حساسیت آنتی بيوتيكی نسبت به آنتی بيوتيك‌های مختلف در جدایه‌های

حساس: نمونه‌های حساس به آنتی‌بیوتیک؛حد‌واسط: نمونه‌های با حساسیت متوسط به آنتی‌بیوتیک؛ مقاوم: نمونه‌های مقاوم به آنتی بیوتیک
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اینتگرون‌های  بطوری‌که  است  گسترده  بسیار  آنتی‌بیوتیک  ترکیبات  به 
کلاس یک به طور وسیعی در بین باکتری اشریشیا کلی بيماري‌زای جداشده 
از گوساله‌ها در استان فارس گسترش دارد و حضور این اینتگرون‌ها در 

اشریشیا کلی با مقاومت چندگانه پادزیستی در آن باکتری ارتباط دارد. 
به  پاسخ  در  نقص  با  بيوتيك‌ها،  آنتی  مقابل  در  باكتری‌ها  شدن  مقاوم 
درمان همراه است كه مي‌تواند باعث افزايش خطر مرگ و مير، طولانی 
از  استفاده  شود.  درمانی  هزينه‌های  افزايش  و  بيماري‌ها  دوره  شدن 
است،  مهم  درمان،  موارد  در  خصوص  به  دامپزشكي،  در  آنتي‌بيوتيك‌ها 
از آنتي‌بيوتيك‌ها، اين داروها  از استفاده زياد  با توجه به عوارض ناشی 
بايد به طرز صحيحی مورد استفاده قرار بگيرند كه كمترین خطر را برای 
سلامت حيوان و سلامت عموم ايجاد كند. به دليل اهميت موضوع پيشنهاد 
کاست‌های  دقیق  شناسایی  برای  بیشتری  مولکولی  پژوهش‌های  مي‌شود 
ژنی مقاومت بر روی اینتگرون کلاس یک انجام شود. بررسی کلاس‌های 
اينتگرون‌ها  انواع  برای  بيوتيکی  آنتی  مقاومت  ميزان  و  دیگراینتگرون 

تعیین شود.

پاورقی‌ها
1 - Enterotoxigenic
2 - Enterohemorrhagic
3 - Multi drag resistance
4 - Neonatal calf diarrhea
5  - Tryptic soy broth
6  - Hi media- India
7  - Mecrk, Germany
8  - Jall Company, Iran
9  - Sulfor-Indol_ Motility
10  - Metyle Red- Voges   Proskauer
11  - Triple Sugar Iron Agar
12  - Germany –Ependrof
13  - Disc diffusion method
14  - Kirby- Bauey
15  - National Committee for Clinical Laboratory Standards
16  - Mac, Farland
17  - Muller-Hinton agar
18  - Sensitive
19  - Resistance
20  - Intermediate
21  - Germany- Fermentas
22  - Cleaver, UK
23  - Kodak gel
24  - Scan-USA
25  - GraphPad
26  - Sing

 منابع مورد استفاده
1. Aarestrup, F. M. 1999. Association between the consumption 

مبتلا به اسهال صورت گرفته، تمامی جدایه‌ها )100 درصد( دارای مقاومت 
این  بودند.  آنتی‌بیوتیک‌ها  از  بیشتری  تعداد  یا  و   4 به  دارویی  چندگانه 
نتایج با مطالعات یعقوب‌زاده و همکاران در سال 1390، که از190 نمونه 
اشریشیاکلی جداشده از مدفوع گاو ميش در آذربایجان غربی، 100 درصد 

آن‌ها دارای مقاومت چند گانه دارویی بودند، مطابقت دارد )23(. 
هدف از اين مطالعه بررسی نقش اينتگرون‌ها در نمونه‌های با مقاومت 
کلی  اشریشیا  جدایه‌های  از  دوم  یک  حدود  بود.  آنتي‌بيوتيكی  چندگانه 
نیز  اینتگرون کلاس یک بودند. سینگ و همکاران در سال 2005  دارای 
مقاومت  ويژگی  با  بيماران  از  جدا‌شده  گونه‌های  غالب  کردند  گزارش 
چندگانه متعلق به كلاس یک هستند كه بر روی پلاسميد و يا ترانسپوزون 
بررسی  به   2005 سال  در  دو  دیگر  مطالعه‌ای  در    .)18( دارند  قرار 
کلی  اشریشیا  نمونه‌های  بین  در  یک  کلاس  اینتگرون  فراوانی  مولکولی 
جمع‌آوری شده از گوساله‌های مبتلا به اسهال در چین پرداخت پرداخت 
و  حاضر  مطالعه  نتایج   .)6( بودند.  اینتگرون  ژن  دارای  درصد    59 که 
که  است  نگران‌کننده  واقعیت  این  نشان‌گر  شده  انجام  مطالعات  سایر 
از  جدا‌شده  کلیهای  بین ‌اشریشیا  در  طورگسترده‌ای  به  اینتگرون‌ها 
حال  در  روز  به  روز  و  می‌شود  یافت  دامپزشکی  و  پزشکی  نمونه‌های 
دلیل  به  دامی  در نمونه‌های  به خصوص  آنها  پراکندگی  افزایش هستند، 

سوء مصرف بیشتر آنتی‌بیوتیک وسیع‌تر می‌باشد )15 و 13 و 11 و 2(.
و  کوتریموکسازول  پنی‌سیلین،  اریترومایسین،  به  مقاومت  که  آنجا  از 
کلرامفنیکل در جدایه‌های اینتگرون کلاس یک و جدایه‌های  فاقد اینتگرون 
در تحقیق حاضر با هم متفاوت و دارای اختلاف معنی‌داری بودند، می‌‌توان 
این گونه نتیجه‌گیری نمود که احتمالاً همراه بودن اینتگرون‌های کلاس یک 
شده  جداسازی  نمونه‌های  در  آنتی‌بیوتیک‌ها  این  به  نسبت  مقاومت  و 
اشریشیا  اینتگرونی شناخته شده در  ارتباط است. در بین کلاس‌های  در 
که  می‌کند،  را حمل  مقاومت  میزان  بیشترین  یک  اینتگرون کلاس  کلی، 
است  آنتی‌بیوتیکی  مقاومت  انتقال  و  رخداد  عوامل  مهم‌ترین  از  یکی 
اشریشیا  در جدایه‌های  ایجاد شده  این کلاس مسئول مقاومت‌های   .)2(
کلی جمع‌آوری شده از حیوانات با منشاء غذایی است )19(. کلاس یک 
بهترین نمونه مشخص شده در اینتگرون‌ها است که تا به حال در نمونه‌های 
باسیل‌های گرم منفی گزارش شده است )2(. شیوع   کلینیکی و محیطی 
اینتگرون کلاس یک در جدایه‌های اشریشیا کلی در اروپا، آمریکا، آفریقا، 

آسیا وهمچنین چین، سودان و ایران گزارش شده است )7(.
در مجموع 48/75 درصد جدایه‌ها از لحاظ وجود ژن اینتگراز مثبت بود 
بیشترین )45 درصد( میزان  آنتی‌بیوتیک  به هفت  که جدایه‌های مقاوم 
مقاومت چندگانه را به خود اختصاص داده‌اند. فراوانی ژن اینتگرون در 
این جدایه‌ها 43/8 درصد بود. به عبارتی کمتر از نیمی از نمونه‌های مقاوم 
به هفت آنتی‌بیوتیک دارای این ژن بودند. از طرفی 51/43 درصد همین 
جدایه‌ها که فاقد این ژن بودند نیز مقاومت نشان دادند. با توجه به این 
پادزیست‌های  جزء  تحقیق  این  در  رفته  کار  به  آنتی‌بیوتیک  که هشت 
مقاومت  ژن‌های  گرفت  نتیجه  می‌توان  هستند،  دامپزشکی  در  رایج 
جمله  از  قدیمی‌تر  ژنتیکی  عناصر  دیگر  روی  بر  آنتی‌بیوتیک‌ها  این  به 
وجود  آنتی‌بیوتیکی  چندگانه  مقاومت  با  پلاسمیدهای  یا  و  ترانسپوزون 

دارد )24، 20 و 15(.
بطور کلی نتايج حاصل از تحقيق حاضر نشان  ‌داد طیف و میزان مقاومت 
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