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هاي  و پلاسمید حدت در سویه Iهاي کلاس  بررسی فراوانی اینتگرون
  بالینی سالمونلا تیفی موریوم

  3، میترا صالحی2*، کیومرث امینی1فرناز حسنیه

  
  چکیده

سـالمونلا انتریکـا    Iسرووارهاي مشخصی از سالمونلا متعلـق بـه تحـت گونـه     
رون به همراه دیگر این اپ .کنند را حمل می SPVرون ـل اپـدت حامـپلاسمید ح

لـذا بـا توجـه بـه     . اي دارد در ایجاد حدت و مقاومت دارویی نقش عمده ها ژن
و  Iهـاي کـلاس    اهمیت موضوع، در این تحقیق به بررسـی فراوانـی اینتگـرون   

  . هاي بالینی سالمونلا تیفی موریوم پرداخته شده است پلاسمید حدت در سویه
. آوري گردید هاي سطح شهر تهران جمع از بیمارستان مدفوعی نمونه 663تعداد 

 جـنس سـالمونلا   37تعداد  ها بعد از انجام آزمایشات بیوشیمیایی بر روي نمونه
، Fli15و  ST11،ST15 سپس با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی. گردید جداسازي

Typ04 12سالمونلا،  37از مجموع ه، نوگ به ترتیب مربوط به شناسایی جنس و 
 Multiplexدر نهایت آزمایش . تیفی موریوم تائید گردید سالمونلاوان جدایه به عن

PCR  ،با استفاده از پرایمرهايInt وVirهاي کلاس  جهت بررسی حضور اینتگرون
I 4 جدایـه،  12مجمـوع  از  نتایج نشـان داد کـه  . انجام گردید و پلاسمید حدت 

داراي  %)7/41(یه جدا 5و Iداراي ژن مربوط به اینتگرون کلاس  %)3/33(جدایه 
 Iکـلاس  هاي  ي پلاسمید حدت و اینتگرونها ژنحضور . پلاسمید حدت بودند

با توجه دهد  هاي تیفی موریوم جدا شده در مطالعه حاضر نشان می در بین سویه
تواننـد مشـکلات جـدي در سـلامت      می ها این جدایه، ها ژنبه انتقال افقی این 

  .نمایند عمومی، بهداشت جامعه و درمان ایجاد
  .سالمونلا تیفی موریوم، پلاسمید حدت، اینتگرون: واژگان کلیدي

  
  2/6/92: تاریخ پذیرش    18/4/92: تاریخ دریافت

 

  مقدمه
باکتري سالمونلا یکی از اعضاء خانواده انتروباکتریاسه است کـه  

هـاي پـري تـریش دیـده      هاي گرم منفی با تاژه به صورت باسیل
هـاي قابـل    تـرین بـاکتري   کی از شایعیاین باکتري ). 1(شود  می

انتقال از حیوانات به انسان است که به دلیل تنوع مخازن حیوانی 
هاي قابل انتقال از غذا و یکی از  یکی از مهمترین عوامل بیماري

    ). 16(گردد  سوب میـمشکلات بهداشتی در سراسر جهان مح
 قم، ایران  گروه میکروبیولوژي،دانشگاه آزاد اسلامی، واحد قم،   -1

 ندانشگاه آزاد اسلامی، واحد پردیس علوم تحقیقات ساوه، گروه میکروبیولوژي، ساوه، ایراـ *2

Kamini@iau.saveh.ac.ir   
  استادیار گروه میکروب شناسی، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد تهران شمال، تهران، ایران -3

کنــد کـه بـه     هایی را در انسـان ایجـاد مـی    ـلاها بیماريسالمون
) تیفوئید یا پاراتیفوئید(اي  اشکال بالینی گاستروانتریت، تب روده

  پیدایش روز افزون مقاومت ). 6(یابند  و سپتی سمی تظاهر می
آنتی بیوتیکی به خصوص مقاومت چنـد دارویـی در سـالمونلا    

اومت آنتی میکروبـی  ـي مقها ژن. انتریکا یک نگرانی مهم است
کن است از طریق اجزا ژنتیکی متحـرك نظیـر پلاسـمیدها،    ـمم
 ـهـا گسـترش یاب   ها و اینتگرون وزوننسپترا هـا   اینتگـرون  ).7(د ن

را بـه   هـا  ژنعناصر ژنتیکی هستند کـه توانـایی تسـخیر کـردن     
هـاي   اینتگـرون ). 9(دارنـد   ي نوترکیبی اختصاصی مکـان  وسیله

کشـورها، در  ها در بسـیاري از   اینتگرونترین نوع  شایع Iکلاس 
هـا   ایـن اینتگـرون  ). 11(ند باش میسرووارهاي مختلف سالمونلا 
و یک قطعـه حفاظـت    (CS'5) 5' شامل یک قطعه حفاظت شده

حـاوي ژن کـد کننـده آنـزیم      CS'5 .باشـند  مـی  (CS'3) 3' شده
در ) attI1(است و همچنـین سـایت نـوترکیبی     Iاینتگراز کلاس 

اسـت کـه    qacEΔ1 شـامل یـک ژن   CS'3. قرار دارد این ناحیه
کنـد و ژن دیگـر    گانه آمونیوم را اعطا می 4مقاومت به ترکیبات 

د که مقاومت بـه سـولفونامیدها را ایجـاد    باش می sulIاین ناحیه 
ي هـا  ژنها بـا عناصـر متحـرك و     اینتگرونارتباط ). 9( نماید می

تري ها ـر بین باکمقاومت منجر به گسترش و انتشار سریع آنها د
 ــک ق ــی بیوتیـرض آنتـی که در معـط هایـدر محی  ،دـرار دارن

در سـرووارهاي متعــددي از  پلاسـمید حــدت   ).18(گــردد  مـی 
این اپرون که در حدود . استSPV سالمونلا انتریکا حامل اپرون

میزبـان   در برابـر در حدت باکتري  مهمی کیلو باز است نقش 8
   spvA ،spvB ،spvC  ،spvDژن  5ون از این اپر). 4(کند  ایفا می
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در تقویـت و افـزایش گسـترش     که تشکیل شده است spvRو 
اي ه ـ در گونـه  spvي هـا  ژن ).18(ن نقش دارد پاتوژ سیستمیک

ولی در تحـت  ندارند  رحضو (S. Bongori)سالمونلا بونگوري 
ــاي   ــه ه ــخص   I ،II ،IIIa ،IV ،VIIگون ــا مش ــالمونلا انتریک س

هاي اخیر نشـان داده اسـت کـه     لتحقیقات در سا ).12(اند  شده
. توانند شکل بگیرنـد  س نیز میـویرولانـ   پلاسمیدهاي مقاومت

اینها پلاسمیدهاي هیبریدي هستند کـه حامـل عوامـل مـوثر در     
  ).8، 13و17(باشند مقاومت و ویرولانس یا بیماریزایی می

از لذا با توجه به اهمیت موضوع در مطالعـه حاضـر بـا اسـتفاده     
ي حـدت و  هـا  ژنبه بررسـی حضـور    Multiplex PCRروش 

در سـویه هـاي بـالینی سـالمونلا تیفـی       Iهاي کـلاس   اینتگرون
  .موریوم به طور همزمان پرداخته شده است

  
  مواد و روش کار

از مدفوع بیماران در مراکـز درمـانی سـطح    نمونه  663تعداد 
ه پس هاي مدفوع بلافاصل نمونه. شهر تهران جداسازي گردید

 راپــاپورت واســیلیادیسگیــري بــه محــیط کشــت  از نمونــه
(Rappaport Vasiliadis)   ــگاه ــه آزمایش ــد و ب ــل گردی منتق

سـاعت   24سـپس بعـد از   . شناسی انتقال داده شـد  میکروب
-انکوباسیون به محیط هاي کشت انتخـابی ماننـد سـالمونلا   

ساعت در  24انتقال داده شد و به مدت ) آگارss(شیگلا آگار 
هـاي   سپس کلـونی . گراد قرار داده شد درجه سانتی 37اي دم

هـاي   جداسازي و جهت انجـام تسـت  ، مشکوك به سالمونلا
-TSI ،SIM ،MRبیوشیمایی استاندارد نظیر سیمون سیترات، 

VP جدا شـده بـا    باکتري. و اوره مورد شناسایی قرار گرفت
مثبـت، حرکـت    H2Sهاي بیوشیمیایی لاکتـوز منفـی،    ویژگی
سیترات مثبت، متیل رد مثبت، هیدرولیز اوره منفی بـه  مثبت، 

. متعلق به جـنس سـالمونلا تعیـین گردیـد     جدایهن یک عنوا
 PCRتیفـی موریـوم ازروش   تاییـد سـالمونلا   سپس جهـت  

 ، ST11،ST15 چندگانه با استفاده از پرایمرهـاي اختصاصـی  
Fli15 و Typ04 گونـه جنس و به ترتیب مربوط به شناسایی 

ژنوم سالمونلا بـا اسـتفاده از    روش براي این. دیداستفاده گر
بعد از . ژنومی باکتري استخراج گردید DNAکیت استخراج 
 ،تیفـی موریـوم  جـنس و گونـه   و تائیـد   PCRانجام واکنش 

ــون  ــراي بررســی حضــور   Multiplex PCRآزم ــا ژنب ي ه
ــه  Iهــاي کــلاس  پلاســمید حــدت و اینتگــرون ــار گرفت بک

تکثیـر یافتـه    DNAارسازي سپس جهت آشک. )1جدول (شد
اســتفاده % 8/0هــا بــر روي ژل آگــارز  از الکتروفــورز نمونــه

  .گردید

  
  ).10(و پلاسمید حدت  Iپرایمرهاي مربوط به شناسایی اینتگرون هاي کلاس  - 1جدول 

  
 پرایمر نام ژن هدف  )53(توالی پرایمر  )PCR )bpمحصول 

584 ACCCGCCCTCTGGATCAAGTCAAG 
CAAATCACGGGCCACGCTGTATC flost (florfenicol) FloF 

FloR 

392 GGGGCGGAAATACCATCTACA 
GCGCCCAGGCTAACACG  spvC (virulence) VirF 

VirR 

321 CGCGGCCCGATTTTCTCTGGA 
AATGCGGGGATCTGGGCGACAAG  invA (invasion) InvF 

InvR 

265 GCCCTCCCGCACGATGAT 
ATTGGCGGCCTTGCTGTTCTTCTA int (integron) IntF 

IntR 
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میکرولیتر شامل  50در حجم نهایی  Multiplex PCRواکنش 
میکرولیتــر،  MgCl2 (5میلـی مـولار    15حـاوي  ( PCRبـافر  

dNTPs 4  ،واحـد   1میکرولیتر از هر پرایمـر،   5/0میکرولیتر
میکرولیتــر و آب مقطــر  1الگـو   DNAپلیمــراز،  Taqآنـزیم  
 Multiplex PCRبرنامـه  از  .انجام شدمیکرولیتر   36استریل 

درجه سانتی گراد به مدت  94شامل دناتوراسیون اولیه در  که
درجه سـانتی   94سیکل، دناتوراسیون در  1ثانیه با تکرار  90

سیکل، اتصال پرایمرهاي  30ثانیه با تکرار  45گراد به مدت 
سیکل،  30ثانیه با تکرار  45درجه سانتی گراد به مدت  60در 

ثانیـه بـا    90د به مـدت  درجه سانتی گرا 72بسط ابتدایی در 
درجه سانتی گـراد بـه    72سیکل و تکثیر نهایی در  30تکرار 
از سـویه   .اسـتفاده گردیـد  سـیکل   1دقیقه با تکـرار   3مدت 

کلکسیون میکروبی دانشگاه  تیفی موریوم موجود در استاندارد
کنتـرل مثبـت اسـتفاده     به عنوان  14028ATCCآزاد ساوه با 

  .گردید

  نتایج
م آزمایشات بیوشیمیایی و مولکولی بر روي نمونه انجابعد از 

 جدایـه  37، نمونـه  663از مجمـوع   ، هاي بالینی جدا شـده 
و بـا اسـتفاده از     داده شـد  سـالمونلا تشـخیص   مشکوك به 

ــه 37از مجمــوع  ، Multiplex PCRواکــنش  جــنس  جدای
 12از ایـن   .تاییـد گردیـد   تیفی موریـوم گونه  12 ،سالمونلا 

کـه ژن مربـوط بـه اینتگـرون      intبراي ژن   هجدای 4، جدایه
کـه ژن   spvCژن   جدایـه  5د مثبت بودند و باش می Iکلاس 

 12تمـام  . د را دارا بودنـد باش ـ مـی مربوط به پلاسمید حدت 
د را نشـان  باش ـ می که ژن مربوط به تهاجم invAباند  جدایه 

که ژن مقاومـت بـه آنتـی     flostبراي ژن   نیز جدایه 4. دادند
  .)1نگاره (د مثبت بودندباش میک فلورفنیکل بیوتی

  .بیان شده است 2در جدول ي فوق ها ژندرصد فراوانی 

  ها ژندرصد فراوانی  -2جدول
 

 flostژن invAژن spvCژن intژن تعدادکل باکتري

  4) %3/33(   12) %100(   5)%7/41(   4)%3/33( 12 سالمونلا تیفی موریوم
  

    
هاي سالمونلا تیفی  سویه Multiplex PCRاز نتایج حاصل  - 1نگاره 

  موریوم
 کنترل مثبت - Ladder 100 bp  ،2 -1به ترتیب از سمت چپ 

)ATCC14028 ( S.Typhimurium ،3  بالینی هاي سویه -14تا  
S.Typhimurium  ،15- آب مقطر(کنترل منفی(.  

  بحث
ي منتقل شـونده از راه غـذا کـه بـه وسـیله سـالمونلاهاي       بیمار
شود یک مشکل عمده سـلامت عمـومی    یفوئیدي ایجاد میغیرت

هـاي واجـد مقاومـت     اخیـراً ظهـور سـویه   ). 7( در جهان است
سبب بروز مشکلاتی در درمـان عفونـت    یچندگانه آنتی بیوتیک

). 14(ها و حیوانات شـده اسـت    حاصل از این باکتري در انسان
ي مقاوم به آنتی بیوتیک در سالمونلا در عناصـر  ها ژنبسیاري از 

 Iهـاي کـلاس    یا اجزاء ژنتیکی متحرك به خصـوص اینتگـرون  
اند که غالبترین نوع اینتگرون در بین سالمونلاهاي  شناسایی شده

 SPVاپرون  ).5(ند باش میداراي مقاومت چندگانه آنتی بیوتیکی 
هاي سالمونلا  در پلاسمید ویرولانس چندین سرووار از زیرگونه

انتریکا وجود دارد که مسئول عفونت سیستمیک و مقاومت چند 

584 bp 
 392 bp 
 321 bp 
 265 bp 
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هـاي ایـن اپـرون     ژن. دباش ـ مـی ها و حیوانات  دارویی در انسان
همچنین مسئول القا تکثیر باکتریایی در داخل سلول و آپوپتوزیز 

هـایی از بـاکتري    سـویه ). 2(ماکروفاژهاي آلـوده شـده هسـتند    
موریـوم و انتریتیـدیس کـه حامـل     سالمونلا به خصوص تیفـی  

توانند بیمـاري سیسـتمیک ایجـاد     پلاسمید ویرولانس هستند می
تواننـد   هـاي فاقـد پلاسـمید حـدت مـی      کنند در حالی که گونه

عامل حدت  ).2(بیماري موضعی یا بدون علامت را ایجاد کنند 
 spvBي هـا  ژناند و  نسبت داده spvCو  spvBرا به  SPVاپرون 

 SPVي اپـرون  ها ژنوانند به تنهایی جایگزین همه ت می spvCو 
  ).6(پلاسمید حدت از سرووار تیفی موریوم گردند 

 spvCهاي ما نشان داد که تقریباً نیمی از جدایه ها براي ژن  یافته
و همکـاران در   Chiuدر مطالعه انجام شده توسـط  . مثبت بودند

موریـوم  تیفـی   سالمونلا 59در کشور تایوان بر روي  2006سال 
درصد آنها واجد پلاسـمید   5/91جدا شده از انسان نشان داد که 

و همکـاران   Wienserدر مطالعه اي که توسط  ).3(حدت بودند 
جدایـه سـالمونلا    76در کشور مکزیک بـر روي   2009در سال 

درصـد   9/32تیفی موریوم انسانی انجام گردید مشخص شد که 
شیوع اینتگـرون هـاي    ).19(از آنها داراي پلاسمید حدت بودند 

در مطالعه حاضر در مقایسه بـا مطالعـات دیگـران نیـز      Iکلاس 
و  Zhangاي کـه توسـط    در مطالعه. دهد هایی را نشان می تفاوت

سـالمونلا   23در کشور چـین بـر روي    2004همکاران در سال 
درصـد   3/17جدا شده از انسـان انجـام گردیـد مشـخص شـد      

در مطالعـه انجـام   . )20(بودند  Iس ها داراي اینتگرون کلا جدایه
در کشور هنگ کنـگ   2009و همکاران در سال  Jinشده توسط 

سالمونلاي جدا شده از انسان مشخص گردید کـه   834بر روي 
ــلاس   13 ــرون ک ــا داراي اینتگ ــد از آنه ــد  Iدرص در  ).9(بودن

در ایـران   2011و همکاران در سـال   رجاییاي که توسط  مطالعه
معلوم شـد   ونلا جدا شده از انسان انجام گردیدسالم 84بر روي 

برخـوردار   Iهـا از اینتگـرون کـلاس     درصد از جدایـه  5/59که 
و همچنـین   Iهاي کـلاس   تفاوت در شیوع اینتگرون).15(بودند 

پلاسمید حدت در مطالعه حاضر در مقایسه با مطالعات دیگـران  

بـین  به دلیل تفـاوت در رعایـت بهداشـت در    تواند  احتمالاً می
جمعیت هاي انسـانی و یـا حیـوانی در کشـورهاي مختلـف و      

همچنـین احتمـالاً   . همچنین مناطق مختلف یـک کشـور باشـد   
تواند به دلیل تفاوت در میزان استفاده از مواد ضـد میکروبـی    می

وجـود   .در کشـورهاي مختلـف باشـد    و حیواندر درمان انسان 
 ـ    Iهاي کلاس  اینتگرون هـاي   هو پلاسـمید حـدت در بـین جدای

آنها مـا بـین   و احتمال انتقال افقی  بدست آمده در مطالعه حاضر
تواند نشان دهنده یک زنگ خطر جـدي در جامعـه    می ها، سویه
ها از پلاسمید حدت و  برخورداري این جدایه. تی ما باشدبهداش

تواننـد   ها مـی  دهد که این جدایه نشان می Iهاي کلاس  اینتگرون
ی، بهداشت جامعـه و درمـان   مشکلات جدي در سلامت عموم

هاي تشخیصی سریع مانند  نتیجه نهایی اینکه روش. نمایندایجاد 
Multiplex PCR ــی ــان   م ــایی همزم ــد در شناس ــا ژنتوان ي ه

و  هـا  ژنبا شناسایی ایـن  . اینتگرون و پلاسمید حدت مفید باشد
اطلاع از حضور آنها و با درمان آنتی بیوتیکی به موقع و استفاده 

تـوان از   هاي مناسب و با رعایت دوز کامـل مـی   بیوتیکاز آنتی 
  .ها جلوگیري به عمل آورد مابین سویه ها ژنانتقال این 
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