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جدا شده از شیگلا سونئی بررسی مولکولی ژن های مقاومت تتراسایکلین در باکتری 

بر بیان ژن مقاومت به  (Nasturtium officinal)نمونه بالینی و اثر عصاره علف چشمه 
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 خلاصه 

جـدی را در  تعفونـتهـای ناشـي از آن مـشكلا باسـیل گـرم منفـي روده ای کـه (Shigella) شیگلا: مقدمه

ـه دلیـل دوز پـايین ب شـیگلاشیوع عفونـتهـای ناشـي از  .کـشورهای پیشرفته و در حال توسعه ايجاد کرده اسـت

فـراد از ارمستقیم دن غیبیماريزايي اين باکتری و همچنین انتقال آسان آن از فـردی بـه فرد ديگر و نیز آلوده ش

اثیر و ت ,دکاناز مدفوع کو شیگلا سونئيجداسازی .  ر آسان استطريـق مـصرف مواد غذايي و آب آلوده بسیا

 و  PCRس جدا سازی مولكولي ژن های تتراسايكلین با روش مالتي پلك ,علف چشمهگیاه جداسازی عصاره 

 است. PCRتتراسايكلین باروش مالتي پلكس  مقاومت تاثیر عصاره بر بیان ژن

شده از کودکان مبتلا به اسهال پس از ايزولاسیون سويه ها بر  جدا شیگلا سونئیسوش  60تعداد  از روش کار:

 ها کلني رنگ و از نظر شكل MacConkey Agar (MAC)کشت  روی محیط های افتراقي و محیط 

استخراج شد و پس از  DNAها توسط کیت استخراج  ی هر يک از نمونه DNAابتدا  .ثبت شد و بررسي

گیاه مقاومت آنتي بیوتیكي اثر شد. برای بررسي اقدام  PCRه روش الگو ب DNAاستخراج نسبت به تكثیر 

روی غلظت های  عصاره گیاه بر MICنسبت به ژن استخراج شده مقاوم به داروی تتراسايكلین،  علف چشمه

باشند با در  مي مقاوم به تتراسیكلیناز سويه هايي که واجد ژن های  بررسي شد. شیگلا سونئیمختلف باکتری 

با  stationary lag log ساعته 18از انكوباسیون ، پس ، با استفاده دو گروه تیمار و غیر تیمارMICفتن  نظر گر

 RT-PCRسپس با استفاده از دستگاه  شد.انجام  RNAاستخراج  RNA x plusاستفاده از کیت استخراج 

ABI plus  میزان بیان ژنtet A   وtet B علف چشمهثیر عصاره گیاه در دو گروه تیمار و غیرتیمار تحت تا 

 . گرديدخوانده شد و بیان ژن تحت تاثیر تیمار، تفسیر  CTبصورت کمي )عددی( 

درصد بالايي از بیشترين مقاومت به استرپتومايسین، نالیديكسیک اسید،  سونئی شیگلاايزوله نتايج  نتایج:

. هم چنین شد% مشاهده  50% و  %8/91و  %7/86، %100، %100تتراسايكلین و آمپي سیلین و کلرامفنیكل با 

چند گانه نشان داد  PCR. نتايج شدمشاهده  %6/86و  %85بیشترين حساسیت به جنتامايسین و سیپروفلوکساسین با 

tetA (6/91% ،)ايزوله دارای ژن  tetB (5% ،)55ايزوله فقط دارای ژن  3،  شیگلا سونئيايزوله  60که، از تمامي 

درصد ارتباط معناداری بین ژنهای  5که در سطح خطای  ستزمون فیشر حاکي از آننتايج حاصل از آ بودند.

tetA ها وجود داشته استبیوتیکو مقاومت به آنتي(05/0p-value <.)   نتايج حاکي از آن بود که در سطح

-05/0p)ها وجود نداشته استبیوتیکبا مقاومت به آنتي tetBدرصد ارتباط معناداری بین ژنهای  5خطای 

value =.)  درصد ارتباط معناداری بین ژنهای مثبت و منفي کلیه  5نتايج حاکي از آن بود که در سطح خطای

  (.> 05/0p-value)ها وجود نداشته استبیوتیکژنها با مقاومت به آنتي

 در نتیجه آنكه مقاومت چندگانه در ايزوله های شیگلا به اکثر آنتي بیوتیک ها از جملهنتیجه گیری: 

تتراسايكلین، کرامفنیكل، آمپي سیلین، کوتريموکسازول، نالیديكسیک اسید و فلوروکینولون ها و هم چنین 

 نیز بیانگر میزان Fold change پارامتر سفالوسپورين های نسل سوم در نقاط مختلف جهان رو به افزايش است.

Fold change    .میزانگروه تیمار نشده نسبت به گروه تیمار شده مي باشد Fold Change برای ژن tetA 

نسبت به گروه غیر تیمار  با عصاره گیاه علف چشمه اين ژن در گروه تیمار شده نشان مي دهدکه  -21/1برابر 

 .برابر کاهش يافته است21/1شده 

 درمان پاسخ محور، درمان ذهن خواني، مهارت اجتماعي، اوتیسم کلمات کلیدی:
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 مقدمه

شناس ژاپني اولین بار توسط میكروب يشیگلا سونئباکتری 

کشف شد. مطالعات  1898به نام کیوشي شیگا در سال 

ای از اشرشیاکلي دهد که شیگلا، زيرگونهفیلوژنتیكي نشان مي

ر های روده تكثیاست. پس از تهاجم به روده، باکتری در سلول

شود. شیگلاها، کند و موجب آسیب به بافت روده ميپیدا مي

ا ديكي بی گرم منفي و غیر متحرکي هستند که قرابت نزهاباسیل

پا ، افراد نوزادان و کودکان نو .(1)اشرشیاکلي و سالمونلا دارند 

م لائمسن ، مسافر و افراد بیمار مستعد ابتلا به شديدترين ع

 هستند. شیگلوزيس معمولاً توسط افراد S. sonneiبیماری 

با  تبطز( و مجموعه مرمبتلا به سندرم نقص ايمني اکتسابي )ايد

ايدز و همچنین مردان همجنسگرا غیر ايدز رنج مي برد. 

Shigellosis  همچنین مي تواند از طريق مبتلايان بهHIV ه ک

ز اود ، ل شقبلاً دچار شیگلوز شديدتر و طولاني تر شده اند ، منتق

هديد ، تجمله انتشار اين عفونت در خون ، که مي تواند برای فرد

 .(2)گي باشدکننده زند

در  کنترل میشود که tetمقاومت به تتراسايكلین توسط ژنهای 

مي نزيآجريان فعال دارو ، محافظت از ريبوزوم يا اصلاح داروی 

،  tet  ،tet (A)  ،tet (B)نقش دارند. در بین ژنهای مختلف 
tet (D)  ،tet (E)  وtet (G)  در باکتری های گرم منفي

ي از به تتراسايكلین مي تواند ناشمقاومت  (3)گزارش شده است

 ند،کتولید پروتئیني باشد که با ريبوزوم ارتباط برقرار مي 

تا  ست.بطوريكه سنتز پروتئین از حضور آنتي بیوتیک بي تاثیر ا

ت به که مقاوم Tetبه امروز ، شش کلاس از عوامل تعیین کننده 

ايي سناتتراسايكلین را در سطح سنتز پروتئین ارائه مي دهند، ش

  .(4)شدند

پروتئین هايي هستند که نقش  Repressor Tetپروتئین های 

مهمي در ارائه مقاومت آنتي بیوتیكي به دسته های زيادی از 

( خانواده TCگونه های باکتريايي ايفا مي کنند. تتراسايكلین )

آنها برابر گسترده ای از آنتي بیوتیک ها است که باکتری ها در 

معمولاً با اتصال به ريبوزوم باکتری و  TCاند.  شدهمقاوم 

متوقف کردن سنتز پروتئین ، باکتری ها را از بین مي برد. بیان 

تنظیم مي شود.  tetRتوسط سرکوبگر  TCژنهای مقاومت 

tetR  سرکوب کننده بیانtetA  پروتئین غشايي است که ،

، با اتصال  TCباعث مي شود مواد سمي برای باکتری ها مانند 

 . (5)، خارج شود tetA عملگر

ه قبل از اتصال ب TC ،tetAدر باکتريهای مقاوم در برابر 

 TetRخارج مي شود، زيرا عمل سرکوبگر  TCريبوزوم ، از

 tetAژن  .متوقف مي شود TetRبه  TCبا اتصال  TetAروی 

 pBR322پرکاربرد  E. coliهمچنین در وکتور کلونینگ 

 يكلیناسانوتیپ مقاومت به تتروجود دارد که در آن اغلب با نام ف

 ،tetR  مورد استفاده قرار مي گیرد تا باTetR (6)شوداشتباه ن 

ین يک پروتئ Tet (A)پروتئین مقاومت در برابر تتراسايكلین 

جريان تتراسايكلین است که به عنوان يک ماده ضد فلزی 

 .(7, 8)+ عمل مي کند Hتتراسايكلین / 

  Nasturtium officinale نام علمي  گیاه چشمه آب با 

های متر با برگسانتي 60تا  10بوها به ارتفاع گیاهي از تیره شب

ای کوچک سفید و های خوشهکوچک به رنگ سبز تیره و گل

های کوچک های خزنده است که از نقاط مختلف آن ريشهساقه

ها ها و باتلاقشود و معمولاً در کنار جویو سفید خارج مي

لسیم و اسید گیاه مقدار قابل توجهي آهن، کرويد. اين مي

آهن قابل جذب  .های ث و آ داردفولیک و کمي هم ويتامین

از اسفناج هم بیشتر است و به همین جهت  گیاه چشمه آب

 گیاه چشمه آبخوني مؤثر باشد. کلسیم تواند در بهبود کممي

 .(9)نیز بیشتر از شیر و ويتامین ث آن از پرتقال بیشتر است

برای علف چشمه اثر مدر و اشتها آور قايل  17و  16قرون  در

بودند. از اواخر قرن نوزدهم، از علف چشمه به عنوان تصفیه 

کننده خون، رفع بیماری های ريه، سل، بیماری های معدی، 

گیاه علف چشمه دارای  .زردی و غیره استفاده به عمل مي آمد

قويت کننده عمل اثر اشتهاآوری است و بعنوان محرک اشتها و ت

هضم مي باشد. افزودن پودر خشک گیاه علف چشمه که حاوی 

میلي گرم و فلاونوئید  130/107کاروتنوئید لوتئین در حدود 

میلي گرم مي باشد، دارای خاصیت ضد باکتريايي  82کوئرستین 

و ضد قارچي است که قادرند دستگاه گوارش را تبديل به 

هضم شده مورد نیاز  محیطي مناسب برای جذب مواد مغذی



 
 بالینی و بررسی مولکولی ژن های مقاومت تتراسایکلین در باکتری شیگلا سونئی جدا شده از نمونه -2342 

 و  همكارانکوفه احمدزاده ش                                                                                    Real time- PCR بر بیان ژن مقاومت به روش (Nasturtium officinal) اثر عصاره علف چشمه 

 

برای رشد کند. کوئرستین سبب بهبود ضريب تبديل مواد غذايي 

 .(10)مي گردد

 و Bکوئرستین سبب افزايش تحريک ماکروفاژها و لنفوسیتهای 

د هبوبافزايش بیان اينترفرون گاما مي گردد. لوتئین از طريق 

ب و تولید سايتوکین ها سب 2کمكي  نوع  Tعملكرد سلولهای 

نتي به تحريک آنتي ژن و تولید آ Bش پاسخ لنفوسیتهای افزاي

شود.  مي Tبادی در پاسخ به آنتي ژنهای وابسته به لنفوسیتهای 

بنابراين مصرف پودرخشک علف چشمه به دلیل داشتن آنتي 

ین وتئلاکسیدانها به خصوص فلاوونوئید کوئرستین و کاروتنوئید 

مشخص شده  سبب بهبود پاسخ های ايمني هومورال مي شود.

ن فرواست که کوئرستین بطور معني داری سبب بیان تولید اينتر

را تحريک مي  2و نوع  1کمكي نوع  Tگامای مشتق شده از 

کند. از طرفي کوئرستین در شرايط آزمايشگاهي تولید 

آلفا و  –ور (، فاکتور نكروز کننده تومIL-2) 2اينترلوکین 

دهد و ته ای افزايش ميبتا را در سلولهای تک هس 1-اينترلوکین

 .(11)شودمي Pدر نتیجه سبب افزايش پاسخ به فیتوهماگلوتینین 

 روش کار

روش تحقیقي مورد استفاده از نوع تحقیق بنیادی بوده و به 

در اين  تحقیقي ارائه و غیر مروری مي باشد. –صورت پژوهشي 

جدا شده از  شیگلا سونئينمونه مورد بررسي  60مطالعه از تعداد 

 کودکان مبتلا به اسهال طي آزمايش و تشخیص پزشک

که اسهال آنها حاوی شیگلا سونئي بود نمونه جمع  کودکان

 .آوری شد

ها توسط  ی هر يک از نمونه DNAابتدا :  DNAاستخراج 

شرکت سینا کلون  جداسازی   DNAکیت ستوني  استخراج 

الگو به روش  DNAنموده  پس از استخراج نسبت به تكثیر 

PCR  شد. پس از اطمینان از تكثیر محصول اقدامPCR  و

 .(1)تشكیل باندهای اختصاصي، نتايج پردازش شد

و جداسازی هم زمان ژن    Multiplex PCRآزمون 

برای  :tet(B) و  tet (A)های مقاومت به تتراسایکلین 

ژنـوم بـاکتری بـه   (PCR)انجـام واکـنش زنجیـره پلیمـراز 

تخراج مي شود. به منظور تكثیر ژن های اس  Boilingروش 

tet(A)  و tet(B) در طي فرآيند PCR استفاده از دو  با

جفـت پرايمـر يونیورسـال، بـه جهـت اطمینـان از عملكرد 

اختصاصـي ايـن پرايمرهـا از برنامـه ايـن پرايمرهـا از برنامـه 

BLAST  درNCBI  استفاده مي شود. پرايمر جهت ساخت به

 .(12)كاپو زيست سفارش داده شدشرکت ت

عبارتند PCRبرنامه دمایی زمانی برای انجام آزمون  

درجه سلسیوس، به مدت  95دمای دناتوراسیون اولیه:  از:

درجه سلسیوس به مدت  95دقیقه، دمای دناتوراسیون ثانويه، 10

و  دقیقه 1درجه سلسیوس به مدت  62ثانیه، و دمای اتصال  30

 45. اين آزمون درثانیه 60درجه به مدت  72دمای بازآرايي 

 .(13)بار تكرار شد 3چرخه انجام شد و هر آزمون 

 PCRبرنامه تنظیم درجه حرارت و زمان برای انجام مراحل  .2جدول                                          

 تعداد سیكل زمان)ثانیه( دما)درجه سیلسیوس( مرحله

 - 600 95 واسرشت اولیه

 - 30 95 اسرشتو

 - 60 62 اتصال

 45 60 72 بازآرايي)گسترش(

 (14). پرايمر های مورد استفاده در اين مطالعه 3جدول 

 ژن (5’به3(’پرايمر  الي الیگونوکلئوتیدی تو اندازه

210 GCT ACA TCC TGC TTG CCT TC  
CAT AGA TCG CCG TGA AGA GG  

tet(A) 

147 TTG GTT AGG GGC AAG TTT TG  GTA ATG GGC CAA TAA 

CAC CG 
tet(B) 
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معادل نیم  شیگلا سونئیتعیین سوسپانسیون میکروبی 

 هدف از تهیه نیم مک فارلند، جهت استاندارد مک فارلند:

ات ولفسکردن تلقیح برای آزمايشات میكروبي بايد از استاندارد 

یه رای تهب د.باريوم برابر با استاندارد نیم مک فارلند استفاده گرد

ا مي هساعته از باکتری  24سوسپانسیون میكروبي  نیاز به کشت 

ه محیط بقبل از انجام آزمايش از کشت ذخیره  24باشد. بنابراين 

 24کشت شیب دار آگار مغذی تلقیح مي گردد و به مدت 

. شددرجه سانتي گراد گرمخانه گذاری  37ساعت در دمای 

سوسپانسیون سپس سطح محیط کشت با محلول سالین شسته و 

رلند نانومتر با میزان جذب محلول نیم مک فا 530در طول موج 

 اویحد. به عبارت ديگر سیوسپانسون تولیدی بايستي يتهیه گرد

 .(15)باشد 5/1×810

برای اين تحقیق  تهیه گیاه چشمه آب و عصاره گیری:

 برگ و گل علف چشمه در اوايل فصل بهار از مناطق يیلاقي

 ابتدا برای خشک شدن در محیط شد.آوری  اطراف تهران جمع

 درجه پهن شده و سپس آسیاب گرديده و با 25سايه و دمای 

ار روش خیساندن در حلال يا ماسراسیون مورد عصاره گیری قر

 گرفت. 

 شیگلا سونئیگیاه چشمه آب و تیمار  MICتعیین 

برای تعیین حداقل غلظت مهار کننده برای عصاره  توسط آن :

. برای تهیه سوسپانسیون ت سازی انجام گرفترقچشمه آب 

ساعته سويه مورد نظر پنج کلني توسط  24میكروبي از کشت 

آنس استريل در نزديكي شعله برداشته و به داخل لوله حاوی 

درجه  37سرم فیزيولوژی استريل برده و سپس داخل انكوباتور 

 در نهايت غلظت اولین لوله ای که .شدسانتي گراد قرار داده 

فاقد کدورت بود به عنوان حداقل غلظت ممانعت کننده منظور 

مي گردد. در ادامه برای بررسي مقاومت آنتي بیوتیكي گیاه 

چشمه آب نسبت به ژن استخراج شده مقاوم به داروی 

روی غلظت های  عصاره گیاه نام برده بر MICتتراسايكلین ، 

 .(16)بررسي مي شود شیگلا سونئيمختلف باکتری 

Real-Time PCR 

با در  بودنداز سويه هايي که واجد ژن های مقاوم به تتراسیكلین 

، با استفاده دو گروه تیمار و غیر تیمار، پس از MICنظر گرفتن 

با استفاده از کیت  stationary lag logساعته  18انكوباسیون 

انجام و سپس با  RNAاستخراج  RNA x plusاستخراج 

و اطمینان  ODب نوری و گرفتن دستگاه اسپكتروفتومتری جذ

طبق  cDNA، در ادامه با استفاده از کیت RNAاز حضور 

ساخته مي شود .سپس با  RNAمكمل از  DNAپروتكل،  

 tetمیزان بیان ژن    RT-PCR ABI plusاستفاده از دستگاه 

A   وtet B  در دو گروه تیمار و غیرتیمار تحت تاثیر عصاره

خوانده شده، اعداد  CTعددی( گیاه چشمه آب بصورت کمي )

 .(17)دوارد فرمول و بیان ژن تحت تاثیر تیمار تفسیر مي گرد

 تجزیه و تحلیل داده ها

وارد شده و جهت  SPSS version 21اطلاعات در نرم افزار 

 Mannتجزيه و تحلیل داده ها از آزمون های آماری   

whitney U test ( و نیز آنالیز واريانسANOVA با )

Tukey’s multiple comparison test  .استفاده شد

 ± Meanانحراف از معیار  ±اطلاعات به صورت میانگین 

standard deviation (SD)  نشان داده شد و سطح معني

 در نظر گرفته شد. ≥P 05/0داری نیز 

 

 نتایج

 نتایج کشت، جداسازی و تعیین هویت باکتری ها

کودکان پسردارای اسهال ) نمونه از  165نمونه شامل   300از بین

 نمونه از کودکان دختر 135ايزوله( و  40 شیگلا مشكوک به

ايزوله( از نمونه های  20شیگلا  مشكوک بهدارای اسهال )

مدفوع اسهالي بستری در بیمارستان مرکز طبي کودکان در 
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 و  همكارانکوفه احمدزاده ش                                                                                    Real time- PCR بر بیان ژن مقاومت به روش (Nasturtium officinal) اثر عصاره علف چشمه 

 

 ايزوله 60از  شیگلاتهران جمع آوری شدند.  به عبارتي شیوع 

ان) بیمارستان مرکز طبي کودکان تهران( طبق مطالعه ما در اير

ايزوله مربوط به کودکان در محدوده  43درصد مي باشد.  16/5

 12تا  2ايزوله مربوط به کودکان  17سال و  2سني بین يک تا 

 سال بودند. 

نمونه ها کشت داده شدند و کلني های مشكوک با آزمايشات 

فتند و سپس باکتری شناسي و بیوشیمیايي مورد بررسي قرار گر

از آنتي سرم های اختصاصي  سونئي شیگلابرای تعیین گونه 

 سونئي شیگلاايزوله  60گونه ها استفاده شد. در مجموع 

 شناسايي شد که در نمودار زير گزارش گرديده است. 

 

 

 جدا شده بر حسب جنسیت سونئي شیگلا. درصد گونه های مختلف 1نمودار

 

 

 

         

 

 

 

 

 جدا شده بر حسب سن کودکان سونئي شیگلاد گونه های مختلف . درص2نمودار

 نتایج تست آنتی بیوگرام

آنتي بیوگرام )تعیین حساسیت يا مقاومت  تست ،در اين تحقیق

نسبت به آنتي بیوتیک ها( در مورد سويه های جداسازی شده بر 

انجام شد. آنتي ( Kirby-Bauer)کربي بائر  اساس روش

، کلرامفنیكل، آمپي سیلینسي شامل بیوتیک های مورد برر

کسازول، وسولفامت –استرپتومايسین، تتراسايكلین، تری متوپريم 

نتايج  بود. جنتامايسین و نالیديكسیک اسیدسیپروفلوکساسین، 

 شده است.گزارش  1 به دست آمده در جدولآنتي بیوگرام 

         

     

   

       

        

   

67%
33%
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 سكهای آنتي بیوتیكيآنتي بیوگرام مورد بررسي بر روی دينتايج به دست آمده  -1جدول 

 نتایج آنتی بیوگرام

 )%( سونئی شیگلا
 ماده ضد میکروبی

R I S 

55 (8/91) 
1 

(6/1) 

4 

(6/6) 
 

 آمپی سیلین

52 

(7/86) 

2 

(3/3) 

6 

(10) 
 تتراسیکلین

37 

(7/61) 

5 

(3/8) 

18 

(30) 
 کسازولوتسولفام-تریمتوپریم

60 

(100) 

0 

(0) 

0 

(0) 
 استرپتومایسین

30 

(50) 

5 

(3/8) 

15 

(25) 
 کلرامفنیکل

0 

(0) 

9 

(15) 

51 

(85) 
 جنتامایسین

0 

(0) 

8 

(4/13) 

52 

(6/86) 
 سیپروفلوکساسین

60 

(100) 
 نالیدیکسیک اسید 0 0

 

 60مشاهده مي شود، در مجموع 2همان طوری که در جدول

درصد بالايي از بیشترين مقاومت به  سونئي شیگلاايزوله 

اسید، تتراسايكلین و آمپي سیلین و  استرپتومايسین، نالیديكسیک

%  قابل  50% و  %8/91و  %7/86، %100، %100کلرامفنیكل با 

مشاهده است. هم چنین بیشترين حساسیت مربوط به جنتامايسین 

 مشاهده گرديد.  %6/86و  %85و سیپروفلوکساسین با 

 

 
  سونئي جداسازی شدهتوزيع فراواني آنتي بیوتیكهای مقاوم در نمونه های شیگلا .3نمودار
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 و  همكارانکوفه احمدزاده ش                                                                                    Real time- PCR بر بیان ژن مقاومت به روش (Nasturtium officinal) اثر عصاره علف چشمه 

 

 

شیگلا  زولهيا 60 يند گانه نشان داد که، از تمامچ PCR جينتا

 یدارا زولهيا tetB (5%،) 55ژن  یفقط دارا زولهيا 3 ، سونئي

 (، بودند. 6/91%) tetAژن 

 شیگلا سونئيهای در میان ايزوله tetهای میزان فراواني ژن . 2جدول 

 (bp)سايز محصول  های حاوی ژند )درصد( ايزولهتعدا ژن مقاومت به تتراسايكلین

Atet 
(6/91 )55 210 

Btet
 

0 659 

 

 

 نئيشیگلا سو هاینمونه PCR  ،12-1کنترل  ،ي، کنترل مثبت، کنترل منف bp 100چپ به راست، نشانگر  از بیز، به ترتوژل آگار یبر رو PCRمحصول   .1شکل 

 bp 210با طول باند  tetAواجد  ژن  1-12چاهک شماره  ،بالیني هایجداشده از نمونه

 

شیگلا  هاینمونه PCR  ،24-13کنترل  ،ي، کنترل مثبت، کنترل منف bp 100چپ به راست، نشانگر  از بیز، به ترتوژل آگار یبر رو PCRمحصول    .2شکل 

 tetBواجد ژن 20و چاهک شماره  bp  210با طول باند  tetAواجد  ژن  24-20، 18-16، 13،14چاهک شماره  ، لینيبا هایجداشده از نمونه سونئي
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ح تايج حاصل از آزمون دقیق فیشر حاکي از آن بود که در سطن -

ه و مقاومت ب tetAدرصد ارتباط معناداری بین ژنهای  5خطای 

 (.> 05/0p-valueها وجود داشته است )بیوتیکآنتي

نتايج حاصل از آزمون دقیق فیشر حاکي از آن بود که در سطح  -

با مقاومت به  tetBدرصد ارتباط معناداری بین ژنهای  5خطای 

 (.= 05/0p-valueها وجود نداشته است )بیوتیکآنتي

نتايج حاصل از آزمون دقیق فیشر حاکي از آن بود که در سطح  -

ین ژنهای مثبت و منفي کلیه درصد ارتباط معناداری ب 5خطای 

-05/0pها وجود نداشته است)بیوتیکژنها با مقاومت به آانتي

value <.) 

 

 
 tetA  ژن مربوط به تتراسايكلین  Real Time PCنتايج منحني تكثیر .  3شکل 

 

 tetB  ژن مربوط به تتراسايكلین   Real Time PCنتايج منحني تكثیر   .4شکل 
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 و  همكارانکوفه احمدزاده ش                                                                                    Real time- PCR بر بیان ژن مقاومت به روش (Nasturtium officinal) اثر عصاره علف چشمه 

 

  Fold change نیز بیانگر میزان Fold change پارامتر

 گروه تیمار نشده نسبت به گروه تیمار شده مي باشد. میزان

Fold Change برای ژن tetA  که بیانگر اين  -21/1برابر

است که اين ژن در گروه تیمار شده نسبت به گروه غیر تیمار 

 .برابر کاهش يافته است21/1شده 

 بحث 

ماني علف چشمه را به علت آن که سابقا بر اثر مصارف در

ترتیزک  شباهت ظاهری برگ آن با بعضي از گیاهان مانند

شتباه مي ها، با آنها ا ترتیزک جويباری باتلاقي ها، خاکشیرها و

 نچهآنمي توان در آثار قدما به طور مشخص پیدا نمود ولي  شد

خلط  که مسلم است آن است که سقراط مصرف آن را به عنوان

در (Dioscoride)  آور توصیه نموده بود و ديوسكوريدس

 متهایقس استفاده ازقرن اول میلادی، برای آن اثر مدر قائل بود. 

مختلف گیاه، روش مصرف، موقعیت جغرافیايي محل رويش 

 ییرگیاه، شرايط رشد و زمان برداشت گیاه مي تواند موجب تغ

حقیق ج تنها شود. نتايدر ترکیبات شیمیايي و فعالیت بیولوژيک آ

نشان داد که مصرف پودر خشک گیاه علف چشمه 

(Nasturtium officinale L. سبب بهبود پاسخ های ايمني )

اولیه و ثانويه همورال مي شود. فلاونوئید کوئرستین و 

 کاروتنوئید لوتئین موجود در علف چشمه دارای اثر تقويت

ه از عصار  %1 کننده پاسخ های سیستم ايمني هستند. افزودن

 علف چشمه در جیره غذايي ماهي قزل آلا سبب افزايش غلظت

 ايمونوگلبولین موجود در پلاسما و افزايش فعالیت سیستم

 .(18)کمپلمان مي شود

و  Antoinette B. Hartmanدر مطالعه انجام شده توسط 

در خصوص توزيع تعیین کننده  2003همكارانش در سال 

، مجموعه ای از  Shigellaدر جنس مقاومت به تتراسايكلین 

از انواع مكان های  Shigellaايزوله بالیني از گونه  577

جغرافیايي برای شناسايي گونه های مقاوم به تتراسايكلین که  

به اين نتیجه رسیدند که توزيع عوامل تعیین  ,غربال شده بودند

کننده مقاومت به تتراسايكلین  و پروفايلهای مقاومت باعث 

رش کلونال و هم انتقال افقي در انتشار عوامل تعیین کننده گست

مقاومت خاص تتراسايكلین در اين جمعیت نقش داشته و 

استفاده از اين پارامترها را به عنوان ابزاری اپیدمیولوژيک برای 

 .(19)دنبال کردن انتقال نشان داده است

و همكارانش پروفايل  M.P.A. Penatti 2007در سال 

 30گونه شیگلا ) 60ه آنتي بیوتیک و ساختار کلوني مقاومت ب

S. flexneri  30و S. sonnei جدا شده از موارد شیگلوز را )

در شهرهای مختلف در محدوده کلانشهر کامپیناس ، ايالت 

 سائوپائولو ، برزيل را بررسي کردند و به اين نتیجه رسیدند که

سیار مقاوم ب S. sonneiو  S. flexneriبسیاری از گونه های 

موارد ، نسبت به  ٪83,3در  S. flexneriبودند. سويه های 

،  ٪70,0آمپي سیلین مقاوم بودند ، کلرامفنیكل در 

و  ٪80,0، سولفامتوکسازول در  ٪86,7استرپتومايسین در 

، و در عین حال تعداد کمتری از سويه ها  ٪80,0تتراسايكلین در 

 .S(. گونه های ٪10,0( و سولفاتريم )٪3,3به سفالوتین )

sonnei ( و 100,0به طور عمده در برابر سولفامتوکسازول ))

( ٪6,7( و ، تا حدی کمتر ، به آمپي سیلین )٪7/96تتراسايكلین )

 .(20)( مقاوم بودند٪7/26و استرپتومايسین )

و همكارانش بروز سويه های  Joan R. Davies 2009در سال

دن را ا شده در منطقه لنجد S. Sonneiمقاوم به آنتي بیوتیكي 

ز ا اهسويه  مورد بررسي قرار دادند و به اين نتیجه رسیدند که

اوم مق نظر قدرت انتقال مقاومت به بیشتر در برابر سولفونامید

 رابراما مقاومت در ب بودند و اين مقاومت قابل انتقال بود.

مت قاوماسترپتومايسین قابل حمل و کمتر متداول بود و اغلب با 

 ین درايكلنسبت سويه های مقاوم به تتراس اسايكلین همراه بود.تتر

 در مقاومت نوسان بود، اما اين مقاومت همیشه منتقل مي شود.

 .(21)برابر آنتي بیوتیک های ديگر بسیار نادر بود

دکتر امیني و همكاران ژنهای مقاومت به  2016در سال 

ل ا اسهاتتراسايكلین در شیگلا سونئي جدا شده از کودکان ب

يي ،شناسا Multiplex PCRباکتريايي حاد با استفاده از روش 

ار و الگوهای مقاومت آنتي بیوتیكي آنها را مورد بررسي قر

ي در ممكن است نقش tetAژن  دادند و به اين نتیجه رسیدند که

ت ظارنفشار مقاومت تتراسايكلین ايفا کند. لذا به طور کلي ، 

ي عناصر مقاومت آنتي بیوتیك مستمر برای جلوگیری از شیوع

 .(14)ضروری است
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 توسط شادی شاهسون و 2016در مطالعه ای ديگر که در سال 

همكارانش روی الگوی مقاومت آنتي بیوتیكي و مقاومت به 

ق شد تحقی ,تتراسايكلین و آزيترومايسین در جدايه های شیگلا 

 و به اين نتیجه رسیدند که حداقل غلظت بازدارندگي برای

ه درصد ب 16جدايه شیگلا  50راسايكلین و آزيترومايسین تت

درصد به عنوان شیگلا سونئي  84عنوان شیگلا فلكسنری و 

 .(22)شناسايي شدند

توسط نوبخت و  2017که در سال ای مرتبط در مطالعه 

 Shigella flexneriهمكارانش  در مورد شناسايي مولكولي 

یكروبي در خصوص حساسیت ضد م Shigella sonneiو 

( CLSIطبق دستورالعمل های انستیتوی بالیني و آزمايشگاهي )

. انجام .. در برابر مینوسیكلین ، تتراسايكلین ، داکسي سايكلین و

ه نشان داد که مقاومت تتراسايكلین با واسطه جريان ب ,شد

شد ، با tetBمي تواند مربوط به  S. flexneriتتراسايكلین در 

مرتبط  tetAمي تواند با بیان  S. sonneiاما مقاومت در 

 .(22)باشد

و همكارانش، شیوع رايج ترين  2018María J.Ponsدر سال

مكانیسم های مولكولي درگیر در مقاومت به تتراسايكلین و 

( در Incهمچنین ارتباط آنها با گروه های ناسازگاری پلاسمید )

مجموعه ای از گونه های شیگلا است که باعث اسهال مسافرتي 

ي شود را مورد بررسي قرار دادند و به اين نتیجه رسیدند که م

 .Sو  S. Sonneiبین  tet (B)و  tet (A)شیوع ژنهای 

flexneri  متفاوت است. علاوه بر اين ، شیوع گروه های

متفاوت است. با  S. sonneiو  S. Flexneriپلاسمید دار در 

 .(23)اين حال هیچ ارتباطي بین اين دو پديده يافت نشد

 نتیجه گیری

مقاوم در  يژن یهاگسترش کاست لیامروزه به دل در نتیجه

 افتهي شيشدت افزابه  کیوتیبيآنت نيمقاومت به ا شیگلا سونئي

توانند بر  يمقاومت چندگانه م یژن ها نكهياست. با توجه به ا

منتقل  زین گريد یها هيو به سو رندیقرار گ ها نتگرونيا یرو

 یریجلوگ یبرا ها نتگرونيا یو غربالگر يياساشن نيشوند بنابرا

 ييمقاومت چندگانه دارو یدارا یها هياز به وجود آمدن سو

 يكیوتیب يمقاومت آنت یالگو نییباشد. با تع يم یضرورلازم و 

به  ازیکه ن يمناسب در مواقع یها کیوتیب يو استفاده از آنت

به  یریجلوگ يكیوتیب يتوان از مقاومت آنت يم زیدرمان باشد ن

 تیجمع نیمقاوم در جامعه در ب یها هيآورد و از انتشار سوعمل 

و عدم بروز  يممانعت کرد. جهت درمان قطع يانسان یها

 يمقاومت یالگو نییپاتوژن، تع هاهيروزافزون در سو یهامقاومت

 است. یروند مقاومت ضرور یریگیپ یها براآن MIC يو حت

یوع مقاومت به صورت فنوتیپي گزارشات نشان مي دهد ش 

بیشتر شده است که  شیگلانسبت به تتراسايكلین در ايزوله های 

مطالعه ما نیز همین نتايج را نشان مي دهد. هم چنین نتايج مطالعه 

ما نشان مي دهد که مقاومت چندگانه در ايزوله های شیگلا به 

پي اکثر آنتي بیوتیک ها از جمله تتراسايكلین، کرامفنیكل، آم

سیلین، کوتريموکسازول، نالیديكسیک اسید و فلوروکینولون ها 

و هم چنین سفالوسپورين های نسل سوم در نقاط مختلف جهان 

 نیز بیانگر میزان Fold change پارامتر رو به افزايش است.

Fold change    گروه تیمار نشده نسبت به گروه تیمار شده

 -21/1برابر  tetA برای ژن Fold Change مي باشد. میزان

با عصاره گیاه  اين ژن در گروه تیمار شده نشان مي دهدکه 

برابر کاهش 21/1نسبت به گروه غیر تیمار شده  علف چشمه

 .يافته است

 تشکر و قدردانی 

اين مقاله که استخراج از پايان نامه کارشناسي ارشد با کد  

 بوده حاصل فعالیت آزمايشگاهي میكروبیولوژی 99104300687

و قارچ شناسي است. بدينوسیله از کارشناس ارشد میكروب 

شناسي آقای مجید صادق پور و کلیه عزيزاني که در انجام اين 

فعالیت علمي راهنمايي مفید و ارزنده داشتند قدرداني و تشكر 

 گردد.مي
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 Abstract 
Introduction: Shigella is a gram-negative intestinal bacillus whose 

infections have caused serious problems in developed and developing 

countries. The prevalence of Shigella infections is very low due to the low 

dose of pathogenicity of this bacterium as well as its easy transmission from 

one person to another and also the indirect contamination of people through 

the consumption of contaminated food and water. Objective of isolation of 

Shigella sonnei from children's feces, Effect and isolation of spring grass 

extract, Molecular isolation of tetracycline genes by multiplex PCR, Effect 

of extract on tetracycline gene expression by multiplex PCR. 
Methods: Out of 60 Shigella sonnei strains isolated from children with 

diarrhea after isolation of strains on different media and MacConkey Agar 

(MAC) medium in terms of shape and color of colonies were examined and 

recorded. First, the DNA of each sample was extracted by a DNA extraction 

kit, and after extraction, the DNA of the template was amplified by PCR. To 

investigate the effect of antibiotic resistance of spring grass to the extracted 

gene resistant to tetracycline, MIC of plant extract on different 

concentrations of Shigella sonnei was investigated. Strains with tetracycline-

resistant genes were treated with MIC, using both treatment and non-

treatment groups, and after incubation for 18 hours, stationary lag log was 

performed using RNA extraction kit x plus RNA extraction. Then, using 

RT-PCR ABI plus device, the expression of tet A and tet B genes in the 

treated and untreated groups under the influence of spring grass extract was 

read quantitatively (numerically) CT and the expression of the gene under 

the influence of treatment was interpreted.  

Results: Shigella sonnei isolated results showed a high percentage of the 

highest resistance to streptomycin, Nalidixic acid, tetracycline and 

ampicillin and chloramphenicol with 100%, 100%, 86.7%, 91.8% and 50%. 

Also, the highest sensitivity to gentamicin and ciprofloxacin was observed 

with 85% and 86.6%, respectively. Multiple PCR results showed that out of 

all 60 Shigella sonnei isolates, 3 isolates had only tetB gene (5%) and 55 

isolates had tetA gene (91.6%). 

Conclusion: The results of Fisher test indicate that there was a significant 

relationship between tetA genes and antibiotic resistance at 5% error level 

(p-value <0.05). The results showed that at the 5% error level there was no 

significant relationship between tetB genes and antibiotic resistance (p-value 

= 0.05). The results showed that at the 5% error level, there was no 

significant relationship between positive and negative genes of all genes 

with antibiotic resistance (p-value <0.05). 

Key words: Shigella sonnei, spring grass plant, aqueous extract, tetracycline 

resistance gene, PCR 
 

 
 

 


