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  چكيده
. است اختياري باسيلي شكل و پاتوژن بالقوه براي انسان و حيوانات هوازيگرم منفي، هوازي و بي يباكتر كيسالمونلا  :سابقه و هدف

هاي هايي با نشانه، بسته به سروتيپ و شرايط و عوامل متعدد ميزباني، بيماريجايگزين شدهداران در دستگاه گوارش مهره اين باكتري
در  يمعضل اساس كيبه عنوان  يباكتر نيدر ا يكيوتيب يكند. امروزه توسعه مقاومت چندگانه آنتايجاد مي اوتگوناگون و عوارض متف

، مقاومت داشته باشند. هدف از مطالعه حاضر نيو گسترش ا جاديدر ا يتوانند نقش مهميم نتگرونهاي. ااستمطرح  يبهداشت عموم
با روش  ينيبال يهاشده از نمونه يجداساز وميمور يفيسالمونلا ت يهاهيدر سو 3و  2، 1كلاس  يها نتگرونيحضور ا يبررس

Multiplex PCR بود. 

 يهاو با استفاده از آزمون يسطح شهر تهران جمع آور يهامارستانياز ب وميمور يفيسالمونلا ت هيجدا 60 ،مطالعه نيدر ا :يسروش برر
  . انجام گرفت int3و  int1 ،int2 يهاژن ييجهت شناسا Multiplex-PCRشدند. آزمون  دييتا ييايميوشيكشت و ب

واجد  درصد 70و  2داراي  اينتگرون كلاس  درصد 45 ،1داراي اينتگرون كلاس  درصد 85سويه سالمونلا تيفي موريوم،  60از  :هاافتهي
 . بودند 3اينتگرون كلاس 

 ينيز موارد بالشده ا يجداساز وميمور يفيسالمونلا ت يهاهيدر سو هانتگرونيا يبالا يمطالعه حاضر نشان دهنده فراوان جينتا :گيرينتيجه
ها ژن نيا يي، شناسااست يكيوتيب يآنت يهاشاخص و نشانه از كسب و گسترش مقاومت كيها به عنوان نتگرونيكه حضور ا ييبود. از آنجا

 .باشد يكيوتيب يآنت يهاو مقابله با مقاومت ييمهم در شناسا ياتژاستر كيتواند يم

  .Multiplex PCR نتگرون،يسالمونلا، ا واژگان كليدي:
  

  1مقدمه
 يهـا پـاتوژن  نيتـر از مهم يكي كايسالمونلا انتر يهاپيسروت

مـورد   هاونيليمنتقله از راه غذا هستند كه سالانه منجر به م
ــمــرگ در دن و يو هــزاران مــورد بســتر ياروده يمــاريب       اي
كـه  است سرووار  2500از  شيب يدارا يباكتر ني. اشونديم

ــه دو دســته ســرووارها ــفوئيت يب ــغ يو ســروووارها يدي  ري
                                                 

 ومرثي ـك، يآزاد اسـلام  ه،دانشـگاه يدانشكده علوم پا ،يولوژيكروبيساوه, گروه م: نويسنده مسئولآدرس 
  ينيام
)email: dr_kumarss_amini@yahoo.com  (  

  1/7/96: تاريخ دريافت مقاله
  26/9/96 :تاريخ پذيرش مقاله

ــفوئيت ــ ميتقســ يدي ــشــوند. در ميم ــغ يســرووارها اني  ري
در  ييبـالا  تي ـاز اهم سيديتيو انتر وميمور يفيت ،يديفوئيت
ــت  يكشــورها شــتريب ــر عفون ــد. اكث ــاجهــان برخوردارن  يه

مانند تخم مرغ،گوشت  ييدر اثر خوردن مواد غذا ييسالمونلا
د ن ـافت يآلوده اتفـاق م ـ  جاتيو سبز ريمرغ، گوشت قرمز، ش

 وري ـاز دام و ط يمتعدد يهاگونه وميمور يفي). سالمونلا ت1(
 يمـار ياز علائم از ب يعيوس فيكند و منجر به طيم ريرا درگ

). در انسان در 2د (شويبدون علامت م يتا حالت حامل ديشد
محدود بـه دسـتگاه    پيسروت نيموارد عفونت در اثر ا شتريب

 يدارا افراداما در  ،دمحدود شونده استشود و خويگوارش م
كودكــان، افــراد ســالمند، در مــوارد  ،يمنــيا ســتميضــعف س
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 دي ـتوانـد تهد يم ـ يطـولان  يهاعفونت ايسالمونلوز مهاجم و 
 يكيوتي ـب يمـوارد درمـان آنت ـ   ني ـباشـد. در ا  يكننده زندگ

 ـ 3(اسـت   يضرور     در  هـا كي ـوتيب يآنت ـ هي ـرو ي). اسـتفاده ب
 جاديمنجر به ا يانسان يهايماريننده غذا و بك ديتول يهادام
).  4) شـده اسـت (  MDRمقاومت چندگانه ( يدارا يهاهيسو
گسـترش كلونـال    قي ـتوانـد از طر يمقاومت چندگانه م ـ نيا

 يك ـيعوامـل ژنت  يانتقـال افق ـ  اي ـمقـاوم بـه دارو    يهـا هيسو
سـالمونلاها   تي ـجمع انيمقاومت، در م يرمزكننده شاخصها

متحـرك از   يك ـيژنت ربه عنوان عناص هانتگرونيا. ابديانتقال 
ــطر ــتميس قي ــوترك س ــترش ا يبين ــدر گس ــت در  ني    مقاوم
بر اساس  هانتگروني). ا5دارند ( ينقش مهم ينيبال يهاهيسو

 ميكلاس مختلف تقس ـ 9به  نتگرازيژن ا يديسكانس نوكلئوت
كـه توسـط ژن    نتگرازيا كياز  هانتگرونيشوند. ساختار ايم

intI يبينوترك گاهيجا كيشود، يد مك )attI پرومـوتر   كي) و
شـود.  يم ـ ليكند، تشـك يرا كنترل م يژن يكاستها انيكه ب

 گـاه يجا كيچارچوب قرائت باز و  كي يدارا يژن يهاكاست
 يضـرور  ونينتگراس ـيكـه جهـت ا  هسـتند  ) attC( يبينوترك

    افــتي هــايژنــوم بــاكتر %9در  هــانتگــروني). ا6،7(هسـتند  
 ـيكلاس ا نيتر، فراوان1كلاس  نتگرونيشوند و ايم  ينتگرون

ــو ــاهيدر س ــال يه ــت ينيب ــ. ااس ــا   ني ــاط ب ــته در ارتب دس
و موجب مقاومـت بـه   است  Tn402و  Tn21 يهاترانسپوزون

 يبتالاكتـام شـناخته شـده، تمـام     يهـا كي ـوتيب يآنت يتمام
 ن،يفــامپير م،يمتــوپر يتــر كــل،يكلرامفن دها،يــكوزينوگليآم
 نيسينكومايو ل نيسيتومااسترپ ن،يسيفسفوما ن،يسيترومايار
 Tn7مرتبط بـا ترانسـپوزون    2كلاس  نتگروني). ا8شود (يم

امـا ژن   ،دارد 1كـلاس   نتگـرون يمشـابه ا  يو سـاختار است 
ــرازيا ــر از  نتگ ــا ا  %50آن كمت ــرازيب مشــابهت دارد و  I نتگ

 ــ ــه آنت ــوتيب يموجــب مقاومــت ب ــاكي ــر يه ــوپر يت  م،يمت
كـلاس   نتگروني. اشوديم نيسيو استرپتوتر نيسياسترپتوما

و بـا ژن   شـود يم ـ دهي ـهـا د يدر باكتر يكم زانيكه به م 3
blaGES1 هيــپنومون لايو كلبســ يشــاكلياشر يهــاهيدر ســو 

 يهاحضور ژن ي). هدف از مطالعه حاضر بررس9همراه است (
 يفــيســالمونلا ت يهــاهيدر ســو 3و  2، 1كــلاس  نتگــرونيا

-Multiplex روشبـه   ينيشده از مـوارد بـال   يجداساز وميمور

PCR بود.     
  

  مواد و روشها
شده از  يجداساز ينمونه سالمونلا 60تعداد  ،مطالعه نيدر ا

شهر تهران در سه ماه اول سال  يهامارستانياز ب ينيموارد بال
 دييتا ييايميوشيب يهاو با استفاده از تست يآورجمع 1395
شده با  يجداساز يسالمونلا ياهنمونه نگيپي. سروتاشدند

 يرو ونيناسيآگلوتبا روش  H و O يسرم ها ياستفاده از آنت
داخل لوله طبق دستورالعمل شركت  ونيناسيلام و آگلوت

  .صورت گرفت (Difco, Detroit)  سازنده
 يكيژنت ريمركز ذخا يتجار تيبا استفاده از ك DNA استخراج

انجام شد. جهت  تيمطابق دستورالعمل ارائه شده توسط ك
استفاده  int3و  int1 ،int2 يمرهاياز پرا ها،نتگرونيا ييشناسا
 ييجهت شناسا Multiplex PCR). آزمون 1) (جدول 10شد (

 25در حجم  شيها انجام گرفت. آزمانمونه يها بر روژن نيا
از  μmol250 م،يزيمن ديكلر mM5/1شامل  ،تريكروليم

dNTP ،μmol4  واحد از  1و  رهامياز پرا كياز هرTaq يپل 
نانو گرم) انجام  10الگو (با غلظت  DNA تريكروليم 5مراز و 

شرح بود:  نيبد PCR يبرا يحرارت كليس طيشد. شرا
 35 قه،يدق 3به مدت گراد انتيدرجه س 95در  هيواسرشت اول

به گراد انتيسدرجه  95واسرشت در  هركدام شامل كليس
 1به مدت گراد انتيسه درج 54اتصال در  قه،يدق 1مدت 

 قهيدق 1به مدت گراد انتيسدرجه  72مرحله بسط در  قه،يدق
 قهيدق 5به مدت گراد انتيسدرجه  72در  ييبسط نها زيو ن

درصد الكتروفورز  5/1در ژل آگارز  PCRانجام شد. محصولات 
 UVشدند و تحت نور   يزيرنگ آم ديبروما وميديبا ات دند،ش

   . شدند يمشاهده و مستند ساز

  
 هاپرايمرهاي مورد استفاده در اين مطالعه جهت شناسايي اينتگرون .1جدول 

)3′به  5′توالي (  )bpاندازه محصول (  ژن 
160  F-CAGTGGACATAAGCCTGTTC  

R-CCCGAGGCATAGACTGTA  
Int1 

788 F-CACGGATATGCGACAAAAAGGT  
R-GTAGCAAACGAGTGACGAAATG  

Int2  

979 F-GCCTCCGGCAGCGACTTTCAG  
R-ACGGATCTGCCAAACCTGAC  

Int3  
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  هايافته

نمونـه بـه    60هـر   ييايميوش ـيكشـت و ب  يهابر اساس آزمون
نشـان داد   نگيپيسـروتا  جيعنوان سالمونلا شناخته شدند. نتـا 

متعلق  وميمور يفيو سرووار ت B يها به گروه سرمنمونه يتمام
 51شـد،  مشـخص   PCRپلكس  يآزمون مولت جيبودند.  در نتا

) %45( ونــهنم  27، 1كــلاس  ننتگــرويا  ي) دارا%85نمونــه (
 نتگـرون يا ي) دارا%70نمونـه (  42و  2كلاس  نتگرونيا يدارا

  ).5تا  1هاي شكلبودند ( 3كلاس 

 
 .براي شناسايي ژن هاي مورد مطالعه M-PCRنتايج واكنش  .1شكل 

، كنترل مثبت، كنترل منفي، bp100 به ترتيب از چپ به راست ماركر 
با  bp 160  ،int2با طول  int1حاوي ژن  1- 12جداسازي شده  نمونه
 .استقابل مشاهده  bp979 با طول int3و  bp 788طول 

 
بـراي شناسـايي ژن هـاي مـورد      M-PCRنتـايج واكـنش    .2شكل 
، كنتـرل مثبـت،   bp100 به ترتيب از چپ بـه راسـت مـاركر     .مطالعه

بـا طـول    int1حـاوي ژن   13- 24جداسازي شده  كنترل منفي، نمونه
bp 160  ،int2  بــا طــولbp 788  وint3 بــا طــول bp979  قابــل

  .استمشاهده 

  

براي شناسايي ژن هاي مورد  M-PCRنتايج واكنش  .3 شكل
، كنترل مثبت، bp100 به ترتيب از چپ به راست ماركر  .مطالعه

با طول  int1حاوي ژن  25- 36جداسازي شده  كنترل منفي، نمونه
bp 160  ،int2  با طولbp 788  وint3 با طول bp979  قابل

  .استمشاهده 
   
   

  

براي شناسايي ژن هاي مورد  M-PCRنتايج واكنش  .4 شكل
، كنترل مثبت، bp100 مطالعه، به ترتيب از چپ به راست ماركر 

با طول  int1حاوي ژن  37- 48جداسازي شده  كنترل منفي، نمونه
bp 160 ،int2  با طولbp 788  وint3 با طول bp979 قابل 

  .استمشاهده 
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هـاي مـورد   بـراي شناسـايي ژن   M-PCRنتايج واكـنش   .5 شكل

، كنتـرل مثبـت،   bp100 مطالعه، به ترتيب از چپ به راست مـاركر  
با طـول   int1حاوي ژن  49-60جداسازي شده  كنترل منفي، نمونه

bp 160  ،int2   با طـولbp 788  وint3   بـا طـول bp979   قابـل
  .استمشاهده 

  
  بحث
تـرين عوامـل مسـموميت    غير تيفوئيدي از مهـم  لاهايسالمون
سرووارهاي تيفـي   سالمونلا. در بين سرووارهاي هستندغذايي 

  اي برخوردارند. موريوم و انتريتيديس از اهميت ويژه
دهد سـرووار تيفـي موريـوم    نتايج تحقيقات در ايران نشان مي

وارد يكي از شايع ترين سرووارهاي ايجاد كننده سالمونلوز در م
هـاي واجـد مقاومـت چندگانـه آنتـي      . اخيرا سويهاستانساني 

هـاي حاصـل از   بيوتيكي سبب بروز مشكلاتي در درمان عفونت
مقاومت به مواد ضد ميكروبي  ).11،12اين باكتري شده است (

معمولا با پلاسميدهاي قابل انتقال و اينتگرونها كه ممكن است 
. توانـايي  اسـت همـراه   روي كروموزوم يا پلاسميد قرار بگيرنـد 

هاي ژني مقاومـت آنتـي   ها در به دام انداختن كاستاينتگرون
نتـي بيـوتيكي در   آبيوتيكي، منجر به گسترش بيشتر مقاومت 

-مي سالمونلاهاي گرم منفي از جمله هاي باليني باكتريسويه

تيفــي  ســالمونلانمونــه  60در مطالعــه حاضــر از  ).13شــود (
 int2داراي ژن  int1 ،45%داراي ژن  %85موريوم مورد بررسي، 

بودند كـه از فراوانـي بـالايي برخـوردار      int3داراي ژن  %75و 
ــد. ــاران بودن ــاجبخش و همك ــه ت ، 2012در ســال  شدر مطالع

 ســالمونلايهــاي در ســويه 3و  2، 1هــاي كــلاس اينتگــرون
بيمارستان مختلف در تهران مورد برررسي  6جداسازي شده از 

 %32سـويه مـورد بررسـي     71اين مطالعـه از   قرار گرفتند. در

 2داراي اينتگــرون كــلاس  %13و  1داراي اينتگــرون كــلاس 
نبودنـد   3ها داراي اينتگرون كلاس بودند اما هيچكدام از سويه

)14.( Essen-Zandbergen  به بررسي حضـور  2007در سال ،
سـويه   234در  3و كـلاس   2، كـلاس  1هاي كلاس اينتگرون

داسازي شده از كشـور هلنـد پرداختنـد. در ايـن     ج سالمونلاي
داراي  %1و  1هـا داراي اينتگـرون كـلاس    سويه %43 ،مطالعه

هـا اينتگـرون   كـدام از سـويه  اما هيچ ،بودند 2اينتگرون كلاس 
 ش، ازو همكاران Ahmed). در مطالعه 15را نداشتند ( 3كلاس 

اد جداسازي شده از مـوارد بـاليني، مـو    سالمونلايجدايه  105
و  1ها داراي اينتگرون كـلاس  نمونه %4/11غذايي و محيطي، 

). در مطالعـه  16بودند ( 2نمونه داراي اينتگرون كلاس  2تنها 
انجام  2006در سال  شو همكاران Antunesمشابهي كه توسط 

جدايـه   154مـورد بررسـي،    سـالمونلاي نمونـه   1183شد، از 
جدايـه   88ان بودنـد كـه از ايـن مي ـ    1داراي اينتگرون كلاس 

جدايـه   84متعلق به سرووار تيفي موريـوم بودنـد و همچنـين    
و  Mahero). در مطالعـه  17بودنـد (  2داراي اينتگرون كـلاس  

جداسـازي   سـالمونلاي سـرووارهاي   2013در سال  شهمكاران
-شده از موارد باليني دامي و انساني از لحاظ حضور اينتگـرون 

 %7/20تنــد كــه مــورد بررســي قــرار گرف 2و  1هــاي كــلاس 
نمونـه   3و  1هاي مورد مطالعه واجـد اينتگـرون كـلاس    سويه

و  Correaدر مطالعــه ). 18بودنــد ( 2داراي اينتگــرون كــلاس 
جداسـازي   سـالمونلاي نمونـه   36، 2014در سـال   شهمكاران

هـا  شده از موارد باليني و محيطي از لحـاظ حضـور اينتگـرون   
هـا  جدايـه  %1/86 ،همورد بررسي قرار گرفتنـد. در ايـن مطالع ـ  

داراي ژن اينتگـــرون  %3/8و  1داراي ژن اينتگـــرون كـــلاس 
تيفـي موريـوم    سـالمونلا جدايه  4از  ،بودند. به علاوه 2كلاس 

). 19بودنـد (  1جدايه داراي اينتگـرون كـلاس    3مورد بررسي 
هاي به بررسي حضور اينتگرون 1392رنجبر و ناغوني در سال 

ــلاس  ــاي   1ك ــويه ه ــالموندر س ــده از   لايس ــازي ش جداس
ايزولـه   138هاي شهر تهران پرداختنـد. از مجمـوع   بيمارستان
هـا داراي اينتگـرون   جدايه %1/39 ،جداسازي شده سالمونلاي

بودند كه از بين سرووارهاي مورد بررسي، سرووارهاي  1كلاس 
اينفنتيس و تيفي موريوم بيش از ساير سرووارها داراي اين ژن 

 ).20بودند (

 104بــر روي  شو همكــاران Ebnerاي كــه توســط لعــهدر مطا
 %8/30متعلق به سرووارهاي مختلف انجام شد،  سالمونلاسويه 
 %37بودند كه از اين ميـان   1ها داراي اينتگرون كلاس جدايه
). رجـايي و  21ها متعلق به سرووار تيفي موريوم بودنـد ( جدايه
اي ه ـبـه بررسـي حضـور اينتگـرون     2014در سال  شهمكاران
جداسـازي شـده از مـوارد     سالمونلايدر سرووارهاي  2كلاس 
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سـويه متعلـق بـه     84باليني پرداختنـد. در ايـن مطالعـه كـه     

داراي  %7/16سرووارهاي تيفي و غير تيفي بودند، در مجمـوع  
متعلق به سـرووار   %6بودند كه از اين ميان  2اينتگرون كلاس 

). در مطالعـه  22(متعلق به ساير سرووارها بودند  %8/8تيفي و 
هاي بـاليني،  بر روي نمونه 1393در سال  شحسنيه و همكاران

جدايـه   12كه از ايـن ميـان   شد جداسازي  سالمونلانمونه  37
جدايـه   4متعلق به سرووار تيفي موريوم بود كه از ايـن تعـداد   

در  ش). همچنين برومنـد و همكـاران  23بودند ( int1داراي ژن 
هاي كلاس در نتايج تحقيق خود بر روي اينتگرون 2015سال 

ها به نمونه %100دند كه كرگزارش  هموفيلوس آنفلوآنزا 2و  1
بـه كلرامفنيكـل و تتراسـايكلين مقـاوم      %95كليندامايسين و 

هـا واجـد ژن مقاومـت اينتگـرون     ولي هيچ يك از نمونـه  ،بوده
ــد 2و  1كــلاس  ــه  12ز در هــر چنــد ژن اينتگــرا ،نبودن نمون

بـه   ش). در نتايج تحقيق رجـايي و همكـاران  24د (ششناسايي 
هاي واجد ژن اينتگرون اين نكته نيز اشاره شده است كه نمونه

متوپريم بيوتيكهاي تريموجب انتقال مقاومت به آنتي 2كلاس 
). در مطالعه اخير كه بـر روي  22د (نشوو آمينوگليكوزيدها مي

از  %85كـه  شـد  انجـام شـد مشـخص     تيفي موريـوم  سالمونلا
واجـد ژن   %75و  int2داراي ژن  int1 ،45%ها داراي ژن نمونه
int3    گزارش شدند. مقايسه مطالعه حاضر با مطالعـه رجـايي و

هـاي  هـاي مختلـف ژن  ساير محققين در مورد حضـور كـلاس  
هـاي  هـا در نمونـه  اينتگرون و گزارش فراوانـي بـالاي ايـن ژن   

-انتقال عوامل مقاومـت  نسـبت بـه آنتـي     باليني نشان دهنده

كـه  اسـت  بيوتيكهاي مختلف در سطح جامعه و مراكز درماني 
اندازد. مصطفي در نهايت روند درماني بيماران را به مخاطره مي

به ارتباط وجود مقاومت چندگانـه   2015در سال  شو همكاران
  2و  1بــا ژنهــاي اينتگــرون كــلاس  اســتاف اورئــوسبــاكتري 
دنـد كـه   كرنها در نتـايج تحقيقـات خـود گـزارش     آ. پرداختند

از  %6/72هـا داراي مقاومـت چندگانـه بـوده و     از نمونه 4/78%
جداسازي شده از موارد باليني داراي  استاف اورئوسهاي نمونه

 2ن اينتگـرون كـلاس   واجد ژ %2/35و  1ژن اينتگرون كلاس 
   .)25بودند (

، 1هاي كـلاس  بالاي اينتگروننتايج مطالعه حاضر نشان دهنده فراواني 
جداسـازي شـده از مـوارد     سالمونلا تيفـي موريـوم  هاي در سويه 3و  2

هـا نقـش مهمـي در ايجـاد و انتقـال      باليني بود. از آنجايي كه اينتگرون
 ـمقاومت آنتـي بيـوتيكي دار   هـا از مراحـل لازم و   د، بررسـي اينتگـرون  ن

هـاي  راي مقاومـت ضروري در جلوگيري از به وجود آمدن سويه هاي دا
. به علاوه  در نتايج ايـن مطالعـه نشـان داده شـد     استچندگانه دارويي 
نسبت بـه سـاير مطالعـات از فراوانـي بيشـتري        3و  2اينتگرون كلاس 

برخوردار بودند و با توجه به كافي نبودن مطالعات انجام شـده در مـورد   
-ز به بررسـي هاي سالمونلا، نياشيوع اين دو كلاس اينتگروني در جدايه

  است.هاي بيشتري در اين مورد 
  

  قدرداني و تشكر
ــد ــگزار ه، نگارن ــكر و سپاس ــال تش ــان   يكم ــود را از كاركن خ

پاسارگاد و پژوهش دانشگاه  يولوژيكروبيم يپژوهش شگاهيآزما
مقاله مسـتخرج   نيا نيهمچن .دارديآزاد سواحد ساوه اعلام م

ــاز پا ــرح    اني ــد ط ــا ك ــه ب ــوب  6233050794113نام مص
سـاوه   يدانشگاه آزاد اسـلام  يپزوهش يدر شورا 30/06/1394
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