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چکیده
ــان عفونت‌هــای  ــواده انتروباکتریاســه، درم ــزون باکتریهــای اعضــای خان ــه مقاومــت روز اف ــا توجــه ب ــه: ب مقدم
 II و I ناشــی از آنهــا بــا مشــکل مواجــه شــده اســت. لــذا هــدف از ایــن مطالعــه شناســایی اینتگــرون هــای کلاس

ــی مربوطــه در ایزوله‌هــای بالینــی اشریشــیا کلــی و کلبســیلا پنومونیــه اســت. و کاســت‌های ژن
ــف از  ــی مختل ــای بالین ــده از نمونه‌ه ــدا ش ــه ج ــی از 500 ایزول ــی- مقطع ــه توصیف ــن مطالع روش کار: در ای
ــه اشریشــیا کلــی، در ســال 1394  ــه کلبســیلا پنومونیــه و 118 ایزول بیمارســتان‌های شــهر همــدان، 129 ایزول
جداســازی و مــورد بررســی قــرار گرفتنــد. ســپس ســویه‌های جــدا شــده بــا اســتفاده از تســت‌های بیوشــیمیایی 
ــه بعــد شناســایی اینتگــرون هــای کلاس I و II و کاســت‌های ژنــی  اســتاندارد مختلــف تأییــد شــدند. در مرحل

مربوطــه بــا اســتفاده از پرایمرهــای اختصاصــی و بــا روش PCR انجــام شــد.
یافتــه هــا: یافته‌هــای حاصــل از ایــن مطالعــه نشــان داد کــه شــیوع اینتگــرون هــای کلاس‌هــای I بــه طــور 
 I ــای کلاس ــرون ه ــی در اینتگ ــت ژن ــن کاس ــود. فراوان‌تری ــای کلاس II ب ــرون ه ــش از اینتگ ــمگیری بی چش
مربــوط بــه کاســت ژنــی aadA1 و پــس از آن dfrA7 بــه ترتیــب کــد کننــده مقاومــت بــه کانامایســین و تــری 

متوپریــم بودنــد.
ــای کلاس I در  ــرون ه ــی و اینتگ ــی بیوتیک ــاوت آنت ــالای مق ــیوع ب ــده ش ــان دهن ــج نش ــری: نتای نتیجه گی
ــت  ــی در جه ــای مقاومت ــن ژن‌ه ــایی ای ــذا شناس ــد. ل ــه می‌باش ــی و کلبســیلا پنومونی ــیا کل ــای اشریش ایزوله‌ه
اجــرای برنامــه کنتــرل عفونــت و ممانعــت از انتشــار ســویه‌های مقــاوم از اهمیــت بالایــی برخــوردار می‌باشــند.

تمامی حقوق نشر برای دانشگاه علوم پزشکی 
همدان محفوظ است.
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مقدمه
 multi drug( دارویــی  چندگانــه  مقاومــت  بــالای  مقــدار 
resistance( بــه طــور معمــول مرتبــط بــا عناصــر متحــرک ژنتیکــی 
ــد. از  ــد می‌کنن ــی را ک ــی بیوتیک ــت آنت ــای مقاوم ــه ژن‌ه ــت ک اس
ــی  ــش مهم ــا نق ــرون ه ــی، اینتگ ــرک ژنتیک ــر متح ــان عناص می
در کســب و انتشــار ژن‌هــای مقاومــت آنتــی بیوتیکــی دارنــد 
ــاص  ــی خ ــتم نوترکیب ــک سیس ــتن ی ــا داش ــا ب ــرون ه ]1[. اینتگ
بیــان  و  ورود  )site specific recombination( ســبب  مکانــی 
ــن  ــوند و بنابرای ــف می‌ش ــی )gene cassette( مختل ــت‌های ژن کاس
ــا  ــوند ]2[. باکتری‌ه ــوب می‌ش ــا محس ــترده‌ای از ژن‌ه ــع گس منب
ــوژی  ــچ اکول ــد نی ــای جدی ــب ژن‌ه ــا کس ــد ب ــتم جدی در اکوسیس
ــازش  ــرای س ــی ب ــه صفات ــز ب ــد و مجه ــترش می‌دهن ــود را گس خ
ــا چالش‌هــای محیطــی می‌شــوند. ایــن عناصــر ژنتیکــی متحــرک  ب
ــا  ــا ج ــا ترانســپوزون ه ــا و ی ــد در پلاســمیدها، کروموزوم‌ه می‌توانن
ــت‌های  ــل کاس ــه در داخ ــی را در حالیک ــای مقاومت ــد و ژن‌ه گیرن

ژنــی قــرار دارنــد جــا بــه جــا نماینــد ]3[. انتقــال افقــی اینتگــرون 
هــا بــه عنــوان موفق‌تریــن راه انتشــار ژن‌هــای مقاومــت و پیدایــش 
ــون  ــند ]4[. تاکن ــرح می‌باش ــه مط ــت چندگان ــا مقاوم ــی ب گونه‌های
9 کلاس از اینتگــرون هــا بــر اســاس تفــاوت موجــود در ژن اینتگــراز 
شناســایی شــده اســت کــه اینتگــرون هــای کلاس I و متعاقــب آن 
اینتگــرون هــای کلاس II بــه عنــوان شــایع‌ترین کلاس‌هــا در بیــن 
ــام  ــاختاری تم ــر س ــت ]5[. از نظ ــرح اس ــی مط ــای بالین ایزوله‌ه
اینتگــرون هــا از ســه جــزء اصلــی شــامل انتهــای '5 حفاظــت شــده، 
انتهــای'3 حفاظــت شــده و یــک ناحیــه مرکــزی متغیــر بیــن '5 و'3 
ــا  ــرون ه ــام اینتگ ــه '5 تم تشــکیل شــده‌اند. اجــزای ضــروری ناحی
ــاز  ــم ریکامبین ــده آنزی ــد کنن ــه ک ــراز )IntI( ک شــامل 1- ژن اینتگ
ــه  اختصاصــی محــل می‌باشــد recombination site (attI) -2 ک
ــرار  ــاورت ژن IntI ق ــوده و در مج ــی ب ــی اختصاص ــایت نوترکیب س
گرفتــه اســت 3- توالــی پروموتــور کــه بــرای بیــان ژن‌هــای موجــود 
در کاســت‌های ژنــی، ضــروری می‌باشــد. انتهــای '3 یــک اینتگــرون 
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واجــد ســه ســاختار متفــاوت اســت کــه در اینتگــرون هــای کلاس 
ــه  ــر وجــود دارد ]6[: 1- ژن qacEΔ1 ک ــه شــرح زی I ســه جــزء ب
ــی و  ــار ظرفیت ــوم چه ــات آمونی ــه ترکیب ــت ب ــده مقاوم ــد کنن ک
ــه  ــده مقاومــت ب ــه کــد کنن ــا اســت 2- ژن Sul1 ک ــت ه دزانفکتان
ــا  ــی ب ــده پروتئین‌های ــد کنن ــد. ORF5,6 -3 ک ــولفانامید می‌باش س
 II عملکــرد ناشــناخته اســت. انتهــای '3 در اینتگــرون هــای کلاس
 )res( و ژن‌هــای رزولوشــن )tni( شــامل 1- ژن‌هــای ترانسپوزیشــن
ــی  ــه پروتئین‌های ــوده ک ــن حــاوی ORFs 9 ب ــد، همچنی می‌باش
ــرون  ــای '3 در اینتگ ــد. انته ــد می‌کنن ــناخته را ک ــرد ناش ــا عملک ب
 ORF5,6-  3  Sul1-2  qaceΔ1 ژن   -1 شــامل   3 کلاس  هــای 
ــرون  ــن '5 و '3 اینتگ ــا بی ــه م ــی در ناحی ــت ژن ــد ]6[. کاس می‌باش
ــتند  ــی هس ــی متحرک ــر ژنتیک ــت‌ها، عناص ــود. کاس ــام می‌ش ادغ
ــک  ــی و ی ــی بیوتیک ــت آنت ــد ژن مقاوم ــا چن ــک ی ــامل ی ــه ش ک
توالــی attchmant site (attc) می‌باشــد کــه مــکان نوترکیبــی 
 bp 59( اختصاصــی اینتگــراز اســت و بــه عنــوان عناصــر 59 بــازی
ــی  ــت ژن ــش از 130 کاس ــوند. بی ــناخته می‌ش ــز ش element( نی
ــازی،  ــی attI و عنصــر 59 ب مقاومــت متعاقــب نوترکیبــی بیــن توال
بــه درون اینتگــرون هــا می‌توانــد وارد شــود. کاســت‌های ژنــی 
ــین،  ــامل استرپتومایس ــا ش ــک ه ــی بیوتی ــواع آنت ــه ان ــت ب مقاوم
اسپکتینومایســین، جنتامایســین و مقاومــت بــه آنتــی بیوتیــک هــای 
ــد ]7[.  ــال دهن ــد انتق ــا را می‌توانن ــم ه ــد کارباپن ــری مانن جدیدت
اینتگــرون هــای متحــرک کــه حمــل کننــده کاســت‌های مقاومــت 
ــواده  ــاً در خان ــف خصوص ــی مختل ــرم منف ــای گ ــتند در گونه‌ه هس
ــک  ــه ی ــواده انتروباکتریاس ــده‌اند. خان ــایی ش ــه شناس انتروباکتریاس
گــروه بــزرگ نامتجانــس از باســیل‌های گــرم منفــی هســتند کــه بــه 
ــتگاه ادراری  ــای دس ــا عفونت‌ه ــاط ب ــب در ارتب ــوژن غال ــوان پات عن
ــی شــایع‌ترین باســیل گــرم منفــی  مطــرح می‌باشــند. اشریشــیا کل
ــای  ــش از 80% عفونت‌ه ــل بی ــی و عام ــوارد بالین ــده از م ــدا ش ج
عفونت‌هــای  همچنیــن  و  جامعــه  از  اکتســابی  ادراری  دســتگاه 
ــم  ــن میکروارگانیس ــن ای ــد. همچنی ــتان می‌باش ــابی از بیمارس اکتس
موجــب ایجــاد بیماری‌هــای مختلفــی از جملــه سپســیس، مننژیــت 
ــورهای در  ــتروانتریت در کش ــم گاس ــل مه ــی از عوام ــوزادان و یک ن
ــوژن  ــه پات حــال توســعه محســوب می‌شــود ]8[. کلبســیلا پنومونی
ــپتی  ــه موجــب س ــی هســتند ک ــی و فرصــت طلب ــرم منف ــای گ ه
ــتگاه ادراری و  ــای دس ــت، عفونت‌ه ــوزادان، مننژی ــت ن ــمی، انتری س
ــوژن  ــوان پات ــه عن ــیلا ب ــت کلبس ــوند. اهمی ــرم می‌ش ــای ن بافت‌ه
انســانی، در ایجــاد عفونت‌هــای بیمارســتانی بــوده و بیمــاران بســتری 
ــه‌ای از  ــای زمین ــه بیماری‌ه ــا ب ــی و مبت ــتم ایمن ــص سیس ــا نق ب
اهــداف عمــده ایــن باکتــری می‌باشــد ]9[. هــدف از ایــن مطالعــه، 
شناســایی اینتگــرون هــای کلاس I و II و کاســت‌های ژنــی مربوطــه 

ــت. ــه اس ــیلا پنومونی ــی و کلبس ــیا کل ــای اشریش در ایزوله‌ه

روش کار

جمع آوری نمونه‌ها
ــده از  ــدا ش ــه ج ــی از 500 ایزول ــی- مقطع ــه توصیف ــن مطالع در ای
نمونه‌هــای بالینــی مختلــف، از بیمارســتان‌های آموزشــی شــهر 
ــه و  ــه کلبســیلا پنومونی همــدان )ســینا، بعثــت، بهشــتی( 129 ایزول
118 ایزولــه اشریشــیا کلــی، در ســال 1394 جداســازی و مورد بررســی 
قــرار گرفتنــد )جــدول 1(. ســپس ســویه‌های جــدا شــده بــا اســتفاده 
ــت  ــرم، تس ــش گ ــامل واکن ــتاندارد ش ــمیایی اس ــت‌های بیوش از تس
 ،SIM ،TSI اکســیداز، کاتــالاز، ســیترات، تحــرک، واکنــش در محیــط
ــورد  ــت و م ــوز تعییــن هوی ــد گلوگــز و لاکت ــر قن ــد H2S، تخمی تولی
تأییــد قــرار گرفتنــد. ایزوله‌هــای تأییــد شــده، در فریــزر 70- درجــه 

ــدند ]10[. ــره ش ــدی ذخی ــات بع ــام آزمایش ــرای انج ــانتی‌گراد ب س

جدول 1: انواع نمونه های بیماران با عفونت های کلبسیلا پنومونیه و 
اشریشیا کلی

درصد بیماران )%(

پارامتراشریشیا کلی کلبسیلا پنومونیه

جنس )زن/مرد(42,3/57,726,6/72,5  

نمونه ادرار85/280

نمونه مدفوع5/317

ترشحات1/3

خلط5/3

سایر نمونه ها2/7

بررسی حساسیت آنتی بیوتیکی
 bauer( ــا روش اســتاندارد انتشــار دیســک ــرام ب ــی بیوگ تســت آنت
 Merck, Darmstadt,( و بــر روی محیط مولــر هینتون آگار )kirby
Germany( انجــام شــد. ایــن تســت بــر اســاس انتشــار در دیســک و 
طبــق دســتورالعمل کمیتــه ملــی اســتانداردهای آزمایشــگاه بالینــی 
)CLSI( ]11[ بــه وســیله 13 دیســک آنتی‌بیوتیــک مختلــف شــامل 
ــرم(،  ــم )10 میکروگ ــی پن ــرم(، ایم ــین )5 میکروگ سیپروفلوکساس
میکروگــرم(،   30( آمیکاســین  میکروگــرم(،   30( جنتامایســین 
افلوکساســین )5 میکروگــرم(، نورفلوکساســین )10 میکروگــرم(، 
ــفدیتورن  ــرم(، س ــم- سولفامتاکســازول )25 میکروگ ــو پری ــری مت ت
ــیم )30  ــرم(، سفوتاکس ــون )30 میکروگ ــرم(، سفتریکس )5 میکروگ
میکروگــرم(، ســفتازیدیم )30 میکروگــرم(، سفکســیم )5 میکروگــرم( 
 MAST و پیپراســیلین )30 میکروگــرم( خریــداری شــده ازشــرکت
انگلســتان(، رأی ایزوله‌هــای کلبســیلا پنومونیــه انجــام شــد. از 
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ATCC 25922 و کلبســیلا پنومونیــه  ایزولــه اشریشــیا کلــی 
ــی  ــد. ایزوله‌های ــتفاده ش ــرل اس ــوان کنت ــه عن ATCC 700603 ب
کــه حداقــل بــه ســه کلاس آنتــی بیوتیــک مقــاوم بودنــد، بــه عنــوان 

ــدند. ــه ش ــر گرفت ــای MDR در نظ ایزوله‌ه

DNA استخراج
DNA کروموزومــی تمــام ایزوله‌هــای جــدا شــده بــا اســتفاده 
ــه  ــد ]12[. در ادام ــتخراج گردی ــاندن )Boiling( اس از روش جوش
ــا دســتگاه اســپکتروفتومتر و ژل  ــوص DNA اســتخراج شــده ب خل

ــت. ــرار گرف ــی ق ــورد ارزیاب آگارز م

)PCR( واکنش زنجیره‌ای پلیمراز
حضــور ژن‌هــای اینتگــرون و کاســت‌های ژنــی مربوطــه در اینتگــرون 
ــا اســتفاده  ــه واســطه واکنــش PCR ب هــای کلاس I و کلاس II، ب
 PCR ــش ــدول 2(. واکن ــد )ج ــام ش ــی انج ــای اختصاص از پرایمره
 master )ــر ــامل 10 میکرولیت ــر ش ــی 25 میکرولیت ــم نهای در حج
mix شــرکت آواژن، ایــران(، 1 میکرولیتــر از هــر پرایمــر )10 
پیکومــول(، 2 میکرولیتــر DNA الگــو و 11 میکرولیتــر آب دیونیــزه 
شــده، انجــام شــد. در ادامــه واکنــش PCR در دســتگاه ترموســایکلر 
)Biorad ,US( بــا شــرایط دمایــی 5 دقیقــه واسرشــت شــدن 
ــه  ــه 35 چرخ ــیوس و در ادام ــه سلس ــای 94 درج ــی در دم ابتدای
شــامل واسرشــت شــدن در دمــای 94 درجــه سلســیوس بــه مــدت 
ــه مــدت 30  30 ثانیــه، اتصــال در دمــای 55 درجــه سلســیوس و ب
ــل شــدن  ــای intI1،intI2  و CS'3 CS'5(، طوی ــرای ژن‌ه ــه )ب ثانی
ــت  ــه و در نهای ــدت 1 دقیق ــه م ــیوس ب ــه سلس ــای 72 درج در دم
ــه مــدت 8  طویــل شــدن نهایــی در دمــای 72 درجــه سلســیوس ب
ــر روی ژل آگارز  دقیقــه انجــام شــد. در نهایــت محصــولات PCR ب
ــتگاه ژل  ــیله دس ــه وس ــورز ب ــس از الکتروف ــل و پ 1/5 درصــد منتق

ــد. ــرار گرفتن ــورد بررســی ق داک م

آنالیز نرم افزاری کاست‌های ژنی
پــس از تعییــن توالــی کاســت‌های ژنــی، توالــی نوکلئوتیــدی 
ــور  ــه منظ ــتخراج و ب ــزار chromas اس ــرم اف ــط ن ــت‌ها توس کاس
ــورد  ــای موجــود در genbank م ــا توالی‌ه ــوع کاســت‌ها ب ــن ن تعیی

.)Blast( ــت ــرار گرف ــی ق ــه و ارزیاب مقایس

یافته‌ها

بررسی حساسیت آنتی بیوتیکی
مقاومــت آنتــی بیوتیکــی 247 ایزولــه کلینیکــی )118 ایزوله اشریشــیا 
کلــی و 129 ایزولــه کلبســیلا پنومونیــه( مــورد مطالعــه قــرار گرفــت 
)جدول هــای 3 و 4(. بیشــترین میــزان مقاومــت در ایزوله‌هــای 
اشریشــیا کلــی مولــد اینتگــرون بــه ترتیــب مربــوط بــه آنتــی بیوتیک 
هــای داکســی ســیکلین، نورفلوکساســین، سیپروفلوکساســین و 
کمتریــن میــزان مقاومــت مربــوط بــه آنتــی بیوتیــک های آمیکاســین 
ــد  ــای فاق ــه در ایزوله‌ه ــد در حالیک ــزارش گردی ــن گ و نیتروفورانتوئی
ــه آنتــی  ــوط ب ــه ترتیــب مرب اینتگــرون بیشــترین میــزان مقاومــت ب
بیوتیــک هــای نالیدیکســیک اســید و داکســی ســیکلین و کمتریــن 
میــزان مقاومــت مربــوط بــه آنتــی بیوتیــک هــای نیتروفورانتوئیــن و 
آمیکاســین گــزارش گردیــد. همچنیــن بیشــترین میــزان مقاومــت در 
ایزوله‌هــای کلبســیلا پنومونیــه مولــد اینتگــرون و فاقــد اینتگــرون بــه 
ــه آنتــی بیوتیــک هــای سفکســیم و ســفدیتورن و  ــوط ب ترتیــب مرب
ــای ایمــی  ــک ه ــی بیوتی ــه آنت ــوط ب ــت مرب ــزان مقاوم ــن می کمتری
ــد. 93/1 درصــد و 43/4 درصــد از  ــزارش گردی ــین گ ــم و آمیکاس پن
ــرون  ــد اینتگ ــه مول ــیلا پنومونی ــی و کلبس ــیا کل ــای اشریش ایزوله‌ه
بــه ترتیــب بــه حداقــل ســه کلاس آنتــی بیوتیکــی از خــود مقاومــت 
نشــان دادنــد و بــه عنــوان ســویه‌های MDR در نظــر گرفتــه شــدند.

جدول 2: پرایمرهای استفاده شده در این مطالعه
ReferencesAmplicon/Product Size, bp'3 to '5 ,Primer SequencesGene Targets

]13[160'3-F:CAGTGGACATAAGCCTGTTC

'3-R:CCCGACGCATAGACTGTA

intI1

]13[288'3-F:TTGCGAGTATCCATAACCTG

'3-R:TTACCTGCACTGGATTAAGC

intI2

]14[VariableF:GGCATCCAAGCAGCAAG

R: AAG CAG ACT TGA CCT GA

5CS,3CS
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جدول 3: الگوی مقاومت آنتی بیوتیکی در ایزوله‌های اشریشیا کلی

ایزوله‌های فاقد اینتگرون )n = 60(ایزوله‌های دارای اینتگرون )n = 58(آنتی بیوتیک

حساس، تعداد 
)درصد(

متوسط، تعداد 
)درصد(

مقاوم، تعداد 
)درصد(

حساس، تعداد 
)درصد(

متوسط، تعداد 
)درصد(

مقاوم، تعداد 
)درصد(

)20( 12)13/33( 8)66/67( 40)31( 18)10/35( 6)58/65( 34آمیکاسین

)43/33( 26)1/67( 1)55( 33)72/4( 042)27/6( 16سفوتاکسیم

)56/67( 034)43/33( 26)84/45( 04)15/5( 9سیپروفلوکساسین

)80( 48)1/67( 1)18/33( 11)89/65( 52)1/73( 1)8/62( 5داکسی سیکلین

)36/67( 22)1/67( 1)61/66( 37)69( 040)31( 18ایمی پنم

)81/66( 49)3/34( 2)15( 9)95( 055)5( 3نالیدیکسیک اسید

)35( 021)65( 39)86/2( 050)13/8( 8نورفلوکساسین

)53/33( 032)46/67( 28)82/7( 48)1/73( 1)15/51( 9افلوکساسین

)50( 030)50( 30)65/51( 38)1/73( 1)32/76( 19پیپراسیلین

تری متو پریم 
سولفامتاکسازول

10 )17/24(048 )82/76(21 )35(039 )65(

)55( 033)45( 27)72/4( 42)1/73( 1)25/87( 15سفتریاکسون

)51/67( 031)48/33( 29)65/5( 38)3/5( 2)31( 18سفتازیدیم

)11/67( 7)13/33( 8)75( 45)31( 18)3/5( 2)65/5( 38نیتروفورانتاتین

جدول 4: الگوی مقاومت آنتی بیوتیکی در ایزوله‌های کلبسیلا پنومونیه

ایزوله‌های فاقد اینتگرون )n = 7(ایزوله‌های دارای اینتگرون )n = 122(آنتی بیوتیک

حساس، تعداد 
)درصد(

متوسط، تعداد 
)درصد(

مقاوم، تعداد 
)درصد(

حساس، تعداد 
)درصد(

متوسط، تعداد 
)درصد(

مقاوم، تعداد 
)درصد(

)14/3( 1)14/3( 1)71/4( 5)12/3( 15)8/12( 10)79/5( 97آمیکاسین

)28/6( 02)71/4( 5)27/9( 034)72/1( 88جنتامایسین

)57/15( 04)42/85( 3)60( 073)40( 49سفکسیم

)28/6( 2)14/3( 1)57/1( 4)46/7( 57)3/3( 4)50( 61سفتازیدیم

)28/6( 2)14/3( 1)57/1( 4)27/9( 034)72/1( 88سیپروفلوکساسین

)28/6( 2)14/3( 1)57/1( 4)30/3( 037)69/7( 85نالیدیکسیک اسید

)28/6( 02)71/4( 5)35/2( 043)64/8( 79نورفلوکساسین

)14/3( 01)85/7( 6)9/8( 012)90/2( 110ایمی پنم

)42/85( 3)14/3( 1)42/85( 3)50/8( 62)3/3( 4)45/9( 56سفدیتورین

)28/6( 2)14/3( 1)57/1( 4)43/44( 053)56/56( 69تری متو پریم سولفامتاکسازول

آنالیز اینتگرون ها
در ایــن مطالعــه از 118 ایزولــه اشریشــیا کلــی و 129 ایزولــه 
ــه  ــه )47/5%( و 113 ایزول ــه ترتیــب 56 ایزول کلبســیلا پنومونیــه ب

)87/6%( مولــد اینتگــرون هــای کلاس I بودنــد. همچنیــن 5 ایزولــه 
ــد  ــرون کلاس II بودن ــد اینتگ ــه )15/5%( مول )4/2%( و 20 ایزول
)تصویــر 1(. در ایــن مطالعــه 3 ایزولــه )2/5%( و 11 ایزولــه )%8/5( 
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)bp 100( سایز مارکر :L چاهک .intI2 و intI1 تصویر 1: الکتروفورز ژل آگارز 5/1 % برای شناسایی ژن
شکل سمت چپ: چاهک 1، 2،3 و 5: نمونه‌های حامل ژن intI1.، چاهک 4: کنترل مثبت. چاهک 6: کنترل منفی. سمت راست: چاهک 1، 2،4 و 6: نمونه‌های حامل ژن 

intI2 چاهک 5: کنترل مثبت. چاهک 7: کنترل منفی. چاهک 3 و 8: سویه فاقد ژن ،.intI2

                CBA                    
)bp 100( سایز مارکر :L چاهک :I تصویر 2: الکتروفورز ژل آگارز 5/1% برای شناسایی کاست مربوطه در اینتگرون های کلاس

شــکل A، چاهک‌هــای 1،3 و 5: ســویه‌های بالینــی مولــد کاســت ژنــی بــا طــول adenyltransferase-'3 aminoglycoside( bp1000(؛ چاهک‌هــای 2 و 6: 

ــا طــول  ــا طــول adenylyltransferase-''2-aminoglycoside( bp700( و چاهــک 7: ســویه بالینــی مولــد کاســت ژنــی ب ســویه‌های بالینــی مولــد کاســت ژنــی ب

.I در اینتگــرون هــای کلاس )dihydrofolate reductase type I( bp750

ــی  ــا طــول dihydrofolate reductase type A17( bp480( و چاهــک 4: ســویه بالین ــی ب ــد کاســت ژن ــی مول ــای 1،2،3 و 5: ســویه‌های بالین شــکل B، چاهک‌ه

فاقــد مولــد کاســت ژنــی.

)adenyltransferase–chloramphenicol acetyltransferase )aminoglycoside 1500 bp چاهک 1: ســویه‌های بالینی مولد کاست ژنی با طول : C شــکل

مولــد هــر دو اینتگــرون کلاس I و II بودنــد. نتایــج حاصــل از ایــن 
ــه  ــای I ب ــای کلاس‌ه ــرون ه ــیوع اینتگ ــه ش ــان داد ک ــه نش مطالع
ــود. جهــت  ــای کلاس II ب طــور چشــمگیری بیــش از اینتگــرون ه
ــی  ــای بالین ــی ایزوله‌ه ــر روی تمام ــی، ب ــت‌های ژن ــایی کاس شناس
مولــد اینتگــرون هــای کلاس PCR ،I بــا شــرایط اســتاندارد انجــام 
شــد. از 113 ایزولــه اشریشــیا کلــی و 56 ایزولــه کلبســیلا پنومونیــه 
ــی در 41  ــت‌های ژن ــب کاس ــه ترتی ــرون کلاس I، ب ــل اینتگ حام
ســویه )73/25%( و 87 ســویه )77%( شناســایی شــد. 4 نــوع 
ــی  ــوع کاســت ژن ــی و 5 ن ــی در ایزوله‌هــای اشریشــیا کل کاســت ژن
ــی  ــن توال ــد. تعیی ــایی ش ــه شناس ــیلا پنومونی ــای کلبس در ایزوله‌ه
 aadA1 ــی ــت ژن ــه کاس ــان داد ک ــی نش ــت‌های ژن ــز کاس و آنالی
ــه ترتیــب در  ــه ب ــی و کلبســیلا پنومونی در ایزوله‌هــای اشریشــیا کل
ــی  ــت ژن ــه، کاس ــی dfrA7 در 9/6 ایزول ــت ژن ــه، کاس 30/80 ایزول
ــه یافــت  ــی dfrA17 در 3/1 ایزول ــه، کاســت ژن aadB در 7/4 ایزول
شــد. همچنیــن کاســت ژنــی ترکیبــی aadB-catB3 در 3 ایزولــه از 
ــوق نشــان داد کــه  ــج ف ــد. نتای ــه شناســایی گردی کلبســیلا پنومونی

ــه  ــوط ب ــای کلاس I مرب ــرون ه ــی در اینتگ ــن کاســت ژن فراوان‌تری
کاســت ژنــی aadA1 و پــس از آن dfrA7 بــه ترتیــب کــد کننــده 

ــر 2(. ــد )تصوی ــم بودن ــری متوپری ــه کانامایســین و ت مقاومــت ب

بحث
در حــال حاضــر اســتفاده بیــش از حــد و خودســرانه از آنتــی 
بیوتیــک هــا یکــی از دلایــل مهــم شــیوع مقاومــت آنتــی بیوتیکــی 
ــش  ــر، نق ــال‌های اخی ــد. در س ــان می‌باش ــف جه ــق مختل در مناط
اینتگــرون هــا بــه عنــوان عناصــر ژنتیکــی متحــرک در انتقــال افقــی 
ــر از  ــن عناص ــت. ای ــده اس ــخص ش ــی مش ــی بیوتیک ــت آنت مقاوم
جملــه فاکتورهــای دخیــل در توســعه مقاومت‌هــای چندگانــه بــوده 
و هماننــد پلاســمیدها و ترانســپوزون هــا جــزء مؤلفه‌هــای ژنتیکــی 
در کســب و انتشــار عوامــل مقاومــت از یــک ســویه بــه ســویه دیگــر 
محســوب می‌شــود. ایــن امــر منجــر بــه انتشــار مقاومــت چندگانــه 
ــان  ــر جه ــی در سرتاس ــدی درمان ــکلات ج ــی و مش ــی بیوتیک آنت
گردیــده اســت. بــه واســطه اهمیــت باکتری‌هــای کلبســیلا پنومونیــه 
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و اشریشــیا کلــی در ایجــاد عفونت‌هــای مختلــف، بــه بررســی میــزان 
 II و I ــای کلاس ــرون ه ــی اینتگ ــی و فراوان ــی بیوتیک ــت آنت مقاوم
ــه  ــویه‌ها پرداخت ــته از س ــن دس ــه در ای ــی مربوط ــت‌های ژن و کاس
شــد. مطالعــه حاضــر بــر روی 129 ایزولــه کلبســیلا پنومونیــه و 118 
ایزولــه اشریشــیا کلــی جــدا شــده از بیمارســتان‌های شــهر همــدان 

انجــام گرفــت.
طبــق نتایــج بــه دســت آمــده، مقاومــت بالایــی بــه آنتــی بیوتیــک 
هــای داکســی ســیکلین )89/65%(، سیپروفلوکساســین )%84/45(، 
و   )%81/66( اســید  نالیدیکســیک   ،)%86/25( نورفلوکساســین 
ــی  ــی و آنت ــیا کل ــای اشریش ــیکلین )80%( در ایزوله‌ه ــی س داکس
در   )%50/8( ســفدیتورن  و   )%60( سفکســیم  هــای  بیوتیــک 
ــه  ــه‌ای ک ــد. در مطالع ــزارش ش ــه گ ــیلا پنومونی ــای کلبس ایزوله‌ه
ــورت  ــراق ص ــال 2011 در ع ــکاران در س ــط Charrakh و هم توس
ــین  ــیلین، اریترومایس ــی س ــه آموکس ــی ب ــت بالای ــت، مقاوم گرف
در   %63/1 و   %56/2  ،%100 بــا  ترتیــب  بــه  تتراســیکلین  و 
ایزوله‌هــای کلبســیلا پنومونیــه بــه دســت آمــد ]15[. در مطالعــه‌ای 
کــه توســط Mathai و همکارانــش در ســال 2004 صــورت گرفــت، 
ــیلین،  ــی س ــه آمپ ــی را نســبت ب ــی بیوتیک ــت آنت ــترین مقاوم بیش
ــه  ــد ]16[. در مطالع ــان می‌ده ــیکلین نش ــازول و تتراس کوتریموکس
دیگــری کــه در ســال 2006 در اســلووانیا توســط Rajavec صــورت 
گرفــت، بیشــترین مقاومــت نســبت بــه آمپی ســیلین، تتراســیکلین و 
کلرامفنیــکل در ایزوله‌هــای کلبســیلا پنومونیــه بــود ]17[ همچنیــن 
در مطالعــه‌ای کــه در ســال 2013 در کشــور هنــد توســط Sharya و 
همــکاران انجــام شــد، بیشــترین میــزان مقاومــت بــه ترتیــب نســبت 
بــه آنتــی بیوتیــک هــای نالیدیکســیک اســید )45%(، تتراســیکلین 
)37%( و آمپــی ســیلین )37%( در ایزوله‌هــای اشریشــیا کلــی 
گــزارش شــد ]18[. در مطالعــه دیگــری کــه در ســال 2008 توســط 
ــه  ــت ب ــد مقاوم ــد، درص ــام ش ــران انج ــکاران در ته ــی و هم اصلان
آنتــی بیوتیــک هــای تتراســیکلین، آمپــی ســیلین و استرپتومایســین 
ــه ترتیــب 63%، 62% و 56% گــزارش گردیــد ]19[. کــه بیانگــر  ب
شــیوع بســیار بــالای مقاومــت آنتــی بیوتیکــی در کشــور مــا و ســایر 
ــیوع  ــده، ش ــت آم ــه دس ــج ب ــق نتای ــد. طب ــان می‌باش ــاط جه نق
بالایــی از اینتگــرون هــای کلاس I، در ایزوله‌هــای مذکــور گــزارش 
ــالای مقاومــت آنتــی بیوتیکــی در  شــد کــه بیانگــر شــیوع بســیار ب
ــویه‌های  ــه س ــد ک ــاهده گردی ــن مش ــد. همچنی ــا می‌باش ــور م کش
مولــد اینتگــرون هــا بیشــتر در ارتبــاط بــا مقاومــت آنتــی بیوتیکــی 
ــد  ــا چن ــال 1999 تنه ــا س ــم ت ــی دانی ــه م ــور ک ــان ط ــد. هم بودن
گــزارش در مــورد اینتگــرون هــا وجــود داشــت، امــا بعــد از مطالعــات 
ــن  ــه ای ــت، ب ــورت پذیرف ــا ص ــرون ه ــورد اینتگ ــه در م ــادی ک زی
ــاد در سرتاســر  ــه احتمــال زی نتیجــه رســیدند کــه اینتگــرون هــا ب
جهــان، بــه ویــژه در میــان خانــواده انتروباکتریاســه مشــترک اســت 

ــی متحــرک باعــث ایجــاد مقاومــت در  ــا داشــتن کاســت‌های ژن و ب
برابــر آنتــی بیوتیــک هــای جدیدتــری می‌شــوند. فراوانــی اینتگــرون 
هــای کلاس I و II در تحقیــق حاضــر در ایزوله‌هــای کلبســیلا 
ــیا  ــای اشریش ــب 87/6% و 15/5% و در ایزوله‌ه ــه ترتی ــه ب پنومونی
کلــی یــه ترتیــب 47/5% و 4/2% بــه دســت آمــد. بیشــترین 
ــور  ــای مذک ــی ایزوله‌ه ــه در تمام ــی مربوط ــت‌های ژن ــی کاس فراوان
ــه استرپتومایســین گــزارش شــد.  ــرای مقاومــت ب کاســت aadA1 ب
در مطالعــه‌ای کــه Ibrahim و همــکاران در ســال 2011 در مالــزی 
ــای  ــرون ه ــد، اینتگ ــام دادن ــه انج ــه انتروباکتریاس روی 160 ایزول
ــد ]20[. در  ــزارش ش ــب 57/3% و 3/8% گ ــه ترتی کلاس I و II ب
ســال Janes ،2005 و همــکاران شــیوع ژن intI1 را در ایزوله‌هــای 
ــج  ــا نتای ــه ب ــد ]21[ ک ــزارش گردن ــه را 73% گ ــیلا پنومونی کلبس
ــط  ــه توس ــری ک ــی دیگ ــی دارد. در بررس ــر همخوان ــه حاض مطالع
Salimizand و همــکاران در ســال 2009 انجــام شــد، از 23 ایزولــه 
ــت‌های  ــای کلاس I، کاس ــرون ه ــد اینتگ ــه مول ــیلا پنومونی کلبس
ژنــی aacA4 ،5-arr و aadA5-dfrA17 بــه عنــوان شــایع‌ترین 
کاســت‌ها گــزارش شــدند ]13[. در مطالعــه Su و همــکاران در ســال 
2006 اینتگــرون هــای کلاس I و II بــه ترتیــب در 85/6% و %3/6 
ــی  ــت ژن ــدند. 6 کاس ــایی ش ــی شناس ــیا کل ــویه‌های اشریش از س
ــوط  ــی مرب ــن کاســت‌های ژن ــه فراوان‌تری ــد ک ــزارش ش ــاوت گ متف
ــن  ــل از ای ــج حاص ــه نتای ــد ]14[، ک ــای dfr و aad بودن ــه ژن‌ه ب
مطالعــه بــا مطالعــه حاضــر همخوانــی دارد. در بررســی مشــابهی کــه 
در ســال 2010 در برزیــل توســط Lopes و همــکاران انجــام شــد، 
اینتگــرون هــای کلاس I در 7 ایزوله اشریشــیا کلی شناســایی شــدند 
 dfr22 2 و-blaoxa ،aadA1 ــی ــت‌های ژن ــد کاس ــه واج و 3 ایزول
ــا،  ــه آمینوگلیگوزیده ــت ب ــده مقاوم ــب کدکنن ــه ترتی ــه ب ــد ک بودن
بتالاکتــام هــا و تــری متوپریــم بودنــد ]Li .]22 و همــکاران در ســال 
2011 نشــان دادنــد کــه از 176 ایزولــه کلبســیلا پنومونیــه، 51/1 % 
ــان ســویه‌های  ــن می ــه از ای ــد. ک ــد ژن intI1 بودن ــه( مول )40 ایزول
ــد. 10  ــی بودن ــت‌های ژن ــل کاس ــه حام ــت، 19 ایزول ــراز مثب اینتگ
ــترین  ــد. بیش ــایی ش ــاوت شناس ــدازه متف ــا ان ــی ب ــت ژن ــوع کاس ن
 aadA و dfrA فراوانــی کاســت ژنــی مربــوط بــه کاســت‌های
ــی orf6-dfrA1 در %13/6 )24  ــت شــد. شــیوع کاســت ترکیب یاف
ــه دســت  ــه دســت آمــد ]23[. مقایســه نتایــج ب ــه( ایزوله‌هــا ب ایزول
ــق  ــتر مناط ــا در بیش ــن ژن‌ه ــیوع ای ــه ش ــد ک ــان می‌ده ــده نش آم
ــت  ــش مقاوم ــه افزای ــدار ب ــک هش ــه ی ــد ک ــالا می‌باش ــورمان ب کش
ــط Zeighami و  ــه توس ــری ک ــه دیگ ــد. در مطالع ــان می‌ده را نش
همــکاران در ســال 2013 در شــهر زنجــان انجــام شــد، 200 ایزولــه 
اشریشــیا کلــی و 149 ایزولــه کلبســیلا پنومونیــه از نمونه‌هــای 
بالینــی جــدا شــدند. شــیوع اینتگــرون هــای کلاس I در ایزوله‌هــای 
ــب در  ــه ترتی ــد ESBL ب ــه مول ــی و کلبســیلا پنومونی اشریشــیا کل
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ــه )79/3%( گــزارش شــد. شــیوع  ــه )78/8%( و 46 ایزول 52 ایزول
ــب در 3  ــه ترتی ــور ب ــویه‌های مزب ــای کلاس II در س ــرون ه اینتگ
ــن  ــد. در ای ــزارش گردی ــه )43/1%( گ ــه )4/5%( و 25 ایزول ایزول
ــیا  ــویه‌های اشریش ــر دو س ــی در ه ــت ژن ــایع‌ترین کاس ــه ش مطالع
)کــد کننــده   dfrA پنومونیــه، کاســت‌های  و کلبســیلا  کلــی 
ــه  ــت ب ــده مقاوم ــد کنن ــم( و aad )ک ــری متوپری ــه ت ــت ب مقاوم
آمینوگلیکوزیدهــا( بودنــد کــه بــا مطالعــه مــا همخوانــی دارد ]24[. 
نتایــج ایــن مطالعــه بــا گزارش‌هــای مشــابه در سرتاســر جهــان در 
ــن انتروباکتریاســه و  ــی aadA و dfrA در بی ــورد کاســت‌های ژن م
 dfrA ــی ــت‌های ژن ــت. کاس ــو اس ــت همس ــرم مثب ــویه‌های گ س
ــد  ــم و استرپتومایســین را ک ــو پری ــری مت ــه ت ــت ب و aadA مقاوم
ــری  ــتفاده از ت ــل اس ــه دلی ــی dfrA ب ــت ژن ــیوع کاس ــد. ش می‌کن
متوپریــم بــه عنــوان خــط اول درمــان UTI در کلینیک‌هــا اســت، 
ــده  ــس کنن ــت منعک ــن اس ــی aadA ممک ــت ژن ــیوع کاس ــا ش ام
ــی  ــد ژنتیک ــل پیون ــه دلی ــت ب ــای مقاوم ــان ژن‌ه ــال همزم انتق

ــد. ــت dfrA و aadA باش کاس

نتیجه گیری
مقایســه نتایــج مطالعــه حاضــر نشــان دهنــده آن اســت کــه میــزان 
ــه شــده از  شــیوع اینتگــرون هــای کلاس I و II در ســویه‌های ایزول

کشــورهای مختلــف و همچنیــن در یــک کشــور از یــک بیمارســتان 
بــا بیمارســتان دیگــر متفــاوت می‌باشــد، کــه ایــن امــر بســتگی بــه 
ــاران  ــان بیم ــوه درم ــه و نح ــت در آن منطق ــرل عفون ــتم کنت سیس
ــی در  ــای متفاوت ــک فاکتوره ــن ریس ــتان دارد. همچنی آن بیمارس
ــد  ــت دارن ــا دخال ــن ژن‌ه ــد ای ــای مول ــزان باکتری‌ه ــش می افزای
ــدت  ــودن م ــی ب ــه طولان ــوان ب ــا می‌ت ــن فاکتوره ــه ای ــه از جمل ک
ــش از  ــرف بی ــتان، مص ــاران در بیمارس ــدن بیم ــتری ش ــان بس زم
ــوم(،  ــل س ــپورین‌های نس ــه سفالوس ــا )از جمل ــدازه آنتی‌بیوتیک‌ه ان
اســتفاده از کاتترهــای عروقــی و ادراری، نگــه‌داری طولانــی مــدت در 
بخــش مراقبــت ویــژه، ســابقه جراحــی قبلــی و کاربــرد غیــر منطقــی 

ــرد. ــاره ک ــی اش ــد میکروب ــای ض ــی درمان‌ه و ناکاف

سپاسگزاری
ــماره 9312186757  ــه ش ــی ب ــرح تحقیقات ــل ط ــه حاص ــن مقال ای
ــرم پژوهشــی دانشــگاه  ــت محت ــی معاون ــت مال ــا حمای ــه ب اســت ک
علــوم پزشــکی همــدان بــه انجــام رســیده اســت. نویســندگان مراتــب 

ــد. ــراز می‌دارن ــت اب ــن معاون ــی خــود را از ای تشــکر و قدردان

تضاد منافع
نتایج این مطالعه با منافع نویسندگان در تضاد نمی‌باشد.
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Abstract
Introduction: Due to the increasing trend of antibiotic resistance in the Enterobacteriaceae 
family, treatment of infections caused by these bacteria has been difficult. The aim of this 
study was to identify of class I and II integrons and associated gene cassettes in clinical 
isolates of Escherichia coli and Klebsiella pneumonia.
Methods: In this cross-sectional study, of 500 strains isolated from clinical samples of 
hospitals in Hamadan, Iran, in 129  ,2015 K. pneumoniae and 118 E. coli isolates were 
isolated and examined. Then, the isolates were verified by standard biochemical methods 
and PCR was performed on class I and II integron genes using specific primers.
Results: The results of this study showed that the prevalence of class I integrons was more 
than class II integrons. The most frequent class I integron gene cassettes were aadA1 and 
dfrA7 respectively, which are resistance encoding genes for kanamycin and trimethoprim.
Conclusions: The result of this study indicated a high prevalence of class I integrons in 
E. coli and K. pneumonia isolates. Thus, the identification of these resistance genes for 
infection control programs and to prevent the spread of resistant strains is very important.
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