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 ها:کلیدواژه
 به مقاومت ،سیدیتیسالمونلا انتر

 .Multiplex PCR ها،نولونیک
 

 چکیده
 

 ةسااتدادا ها،دام ییغذا ةریزنج در کیوتیبیآنت افزودن لیدلبه سااالمونلاها در یکیوتیبیآنت مقاومت هدفزمینه و 
 به نساابت مقاومت ایجاداساات.  افتهی شیافزا گذشااته ةده دو دردارو،  ةخودسااران زیها و تجودر انسااان هیرویب

 بررسی تحقیق این از لذا، هدف .است فزونی حال در ایپدیده غیرتیدوییدی ساالمونلای  منابع بین در بیوتیکآنتی
   .است غذایی هاینمونه از جداشده اینتریتیدیس سالمونلا کینولونی مقاومت هایژن

ایزوله ساااالمونلا  61تعداد ، 0970آبان  یانتها تا خرداد یابتداماهه از  6 یزماان  ةبااز  طول در هاا مواد و روش
پاسارگاد  میکروبیولوژیکی -انتریتیدیس جداشاده از محواو غ غذایی از کلکسایون میکروبی آزمایشگاه تحقیقاتی   

، یلینسااآموکساای) بیوتیکآنتی دیسااک به نساابت جداشااده سااالمونلاهای بیوتیکیآنتی مقاومت شااد. الگوی اخذ
 زمایشآ اساید، سایوروفلوکسااساین، سدالوتین، نورفلوکساسین و اوفلوکساسین( با     نالیدیکسایک نیتروفورانتوئین، 

مقاومت به  یهاژن حضااور سااوسگرفت.  انجام CLSI اصااول اساااس بر بائر –کربی روش به دیسااک از انتشااار
  . شد یبررس Multiplex PCR روشاستداده از  با qnrA و qnrB ، qnrSها شاملنولونیک

 بیشترین ،نیهمچندرصد( دارای حساسیت کامل به سدالوتین بودند.  011) یبررس موردایزولة  61تمامی  هایافته
درصااد(  9/99ایزوله،  00درصااد( و پس از آن نالیدیکساایک اسااید ) 9/49جدایه،  51مقاومت به نیتروفورانتوئین )

ن ژ یدارا زولهیا پنج نولون،یک به مقاومت یهاژنحامل  سیدیتیانتر سالمونلا زولهیا 4 از مجموع در .شاد  مشااهده 
qnr B (5/64 و درصد )ژن  یدارا زولهیا سهqnr S (5/99 درصد) .بودند 

های بیوتیکی دارد. غربالگری ژننقش مهمی در ایجاد و انتقال مقاومت آنتی qnrB و qnrS هاای ژن گیرینتیجاه 
بیوتیکی و راهبرد مهمی برای های آنتیاز کسااو و گسااترش مقاومت  ایها شاااخو و نشااانه مقاومت به کینولون
 هاست.بیوتیکی در باکتریهای آنتیمقابله با مقاومت
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 مقدمه
 یو داموزشااک یمهم در پزشااک اریبساا یهایسااالمونلا از باکتر

ها و ها، داممختلف در انسااان یهایماریاساات که باعب بروز ب
به صنعت  یادیز یخسااراغ اقتوااد   انهیو ساال  شاود می وریط

لحاظ به یادیز یهاا ناه یکناد و هز یوارد م وریپرورش دام و ط
 .  [4، 0] آوردپدید می یانسان یهاتیدر جمع یبهداشت عموم

 انساااان در ساااالمونلا یهاااپیااساااروت یتماام  معمو ً
 ابتلا در عامل نیترمهم سیدیتیانتر سالمونلا اما ،ستزایماریب
 هاکینولون. [9ساات ]غذا قیطر از منتقله سیسااالمونلوز به

 ماانند  هاا فلوروکینولون و اسااایاد  ناالیادیکسااایاک    ماانناد  
 در که اساات ییهابیوتیکآنتی جمله از ساایوروفلوکساااسااین،

ایجادشده  عدونی هایبیماری درمان برای داموزشکی و پزشکی
 ظهور .شاااودمی اساااتداده ساااالمونلا نظیر یهایباکتری باا 

 علیه جدی یتهدید ضدمیکروبی، عوامل به مقاوم هایمیکروب

 داروسازان و شناسانمیکروب پزشکان، و است یسلامت ستمیس

 یا مکان به منحور مشاکل  این .اسات  کرده مواجه مشاکل  با را
 جهان بزرگ معضلاغ از یکی به تبدیل و نیسات  خاصای  زمان

 .  [5، 0] است شده
 و بروز با بار، نخسااتینبیوتیکیآنتی هایمقاومت موضااوع
 در سااایلینپنی به مقاوم هایساااویاه  وسااایع گساااترش

 . یافت اهمیت ارئوس استافیلوکوکوس
 چند مندی گرم هایباسیل 0741 لیاوا و 0791 ساال  در

 .شاادمی محسااوب عدونت کنترل مشااکل ترینبزرگ مقاومتی،
 سااالمونلاها در هاکیوتیبیآنت به مقاومت از زیادی موارد اخیراً

 مقاومت شیافزا ریاخ یهاسال . در[9، 6] است شده مشااهده 

 امر نیا . اسااات شیافزا حال در هاکیوتیبیآنت به هایباکتر

 است. کرده جادیا درمان در یاساس مشکل
 از یناش یادرار یمجار یهادرمان عدونت در ،مشابه طورهب

و  بتا کتام گروه یداروهاا  از معمو ً کاه  زین هاا یبااکتر  نیا
 موارد شکست بروز لیدلهب ،شودیم استداده هانیسادالوساوور  

 اسااتداده نولونیفلوروک گروه فیالطعیوساا یداروها از یدرمان

 . [4است ]ثرؤم درمان در موارد اکثر در که شودیم
اثر  سازوکار ست.هاکیوتیبیاز آنت یعیوس فیها طنولونیک

از  .اسااات یباکترژیراز DNA  این داروها از طریق مهار آنزیم
 در د. اماکراشاااره  دیاساا کیکساایدیتوان به نالیها منولونیک

 جادیا یشاایافزابهرو مقاومت زین داروها نیا به ریاخ یهاسااال

 شیافزا موجو ،درمان روند در یمشکلات جادیضمن ا که شاده 
 اساات. شااده یدرمان یهانهیبا رفتن هز و یبسااتر مدغ طول

 هایباکتر نیمقاومت ا زانیم ةوساااتیپ و مداوم یبررسااا ،لذا

 . [7، 5] است یضرور یامر درمان در جیرا یداروها به نسبت

 در تنها که اساات 4 زومرازیتوپوا ینوع راز،یژ DNA میآنز

 یهالیسااوپرکو حذف در میآنز نیشااود. ایم افتیها یباکتر
 رازیژ. کندیم عمل یمند یهالیساااوپرکو جادیا ایا  مثبات 

 رواحاادیو دو ز (gyrA) چرخااان رواحاادیدو ز بااا هتروتترامر

ATPase (gyrB) یرواحدهای. زاستgyrA  شکست  یهاواکنش
. [01] دهندیم را انجام یاسااتر یو بساات اسااکلت فساادود 

 یساااختار راغییتغ صاارف راز،یهمراه با عمل ژ ATP زیدرولیه
 موجود شکست انید که از مده اجازه رشاته  دو بهشاود تا  یم
 به نسبت مقاومت ایجاد در غالو سازوکار .بگذرد رشاته  دو در

 زیرواحد ةتولیدکنند هایژن (ونی)موتاساا تغییر از ها،نولونیک

ناشاای   Topo IV (parC , parE)و   DNA gyrase هایآنزیم
 مقاومت نوع نیا. سااتهاکیوتیبیآنت این اهداف که شااودمی

 [.00است ] کروموزوم به وابسته
کند. می جادیها انولونیهم مقااومات به ک   دهاا یا پلاسااام

که مقاومت  pMG252با عنوان  یعیانتقال طبقابل دیا پلاسااام
 لایلبسک ینیبال یةسااوکیکرد از یها را کد منولونیبه ک نییپا

 یفراوان یهازبانیم یلوبازیک 65 دی. پلاساامشاادجدا هیپنومون
و سااودوموناس  اسااهیانتروباکتر ةخانواد یشااامل اعضااا  دارد،
که  اسااات qnrبه نام  یحاامل ژن  دیا پلاسااام نی. انوزایآئروژ
با  qnr ننخسااتیکند. یرا کد م یانهیآم دیاساا 404 ینیپروتئ

شااد که موجو محافظت  افتی یکل ایدر اشاارشاا qnrAعنوان 
DNA نیوروفلوکسااساا یاز مهار توسااس سا  یاکلیاشارشا   رازیژ 

 ةکننددیتول ییایباکتر یهاهیا در ساااو  qnr،در واقعشاااد. یم
ESBL  .گزارش شده است 
 گلایکه از ش است qnrS1 هشدییشاناسا   qnrیهاژن گرید

جدا شده است  هیپنومون لایاز کلبس است و qnrB1و  یفلکسنر
. اساات qnrAبا  یهمولوژ درصااد 57و  درصااد 00 ویترتکه به

خود در   qnrیهااااز ژن کادام چینکتاه مهم اسااات کااه ه  نیا
 تیبلکه موجو کاهش حساس ،نقش ندارد نولونیمقاومت به ک

 .[04] شودیها م نولونیو فلوروک دیاس کیکسیبه نالد
 یهاکیوتیبیآنت به مقاومت یبررس قیتحق نیا از هدف ،لذا

 یمولکول ویتشاااخ اسااااس بر هانولونیفلوروک و هانولونیک
و  qnrA ،qnrBجمله  از ساات،هامقاومت نیدر ا لیدخ یهاژن

qnrS یهاجداشده از نمونه سیدیتیسالمونلا انتر یهاهیدر سو 
 .(MPCR)چند گانه  مرازیپل یارهیبر اساس واکنش زنج ییغذا

 هامواد و روش
 -یدیروش توصااااسااات که به یمقطع یامطاالعه  قیتحق نیا

 یانتها تا خرداد یابتدا از ماهه 6 یزمان ةباز طول در یلیتحل
ایزولة  61تعداد  تحقیق طول شد. درو اجرا  یطراح0970 آبان

سالمونلا انتریتیدیس جداشده از محوو غ غذایی از کلکسیون 
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میکروبیولوژیکی پاساااارگاد  -میکروبی آزماایشاااگاه تحقیقاتی 
  شد. آوری)تهران( جمع
ر و با آگا ینتونمولر ه یسمح یرو یوتیکیبیآنت یتحسااس 

 یهایوتیکبیآنت یبرا یساااکداساااتداده از روش انتشاااار از 
( µg91) ناالیادیکسااایک اساااید  (، µg911) نیتروفورانتوئین

، سدالوتین (µg5) ، سیوروفلوکساسین(µg41) یلینسوکسای آم
(µg91  ( نورفلوکسااساین ،)µg01  ( و افلوکسااساین ) µg5)  بر

 ,.CLSI)ین و بال یشااگاهدسااتورالعمل اسااتاندارد آزما اساساا

انتشااار از ژل پس از تهیة غلظت و با اسااتداده از روش ( 2013
 فارلند روی محیس مولر هینتون آگار انجام شد.  نیم مک

 ای رویشاده با ساوآا استریل پنبه  ساوساوانسایون تهیه   
صااورغ متراکم کشاات داده شااد.   محیس مولر هینتون آگار به

بیوتیکی با پنس اسااتریل در سااط  های آنتیسااوس، دیسااک
ساااعت در  40تا  04 مدغمحیس قرارگرفت و محیس کشاات به

 ،. سوسگراد در انکوباتور قرار داده شاد درجة ساانتی  99دمای 
 .شد یریگاندازه سیکول ارشد بعدم ةقطر هال

DNA تیبا اساااتداده از دساااتورالعمل ک یاییباکتر یژنوم 
( Cinna Pure DNA KIT-PR881613) ناژنیاساااتخرا  سااا

 محواااول خلوص درجااة و دساااات آماادبااه( رانی)البرز، ا
نانومتر با استداده از دستگاه  461در طول مو   شاده اساتخرا  

برای شااناسااایی  M-PCRتساات  شااد. أییداسااوکتروفوتومتر ت
های با اساااتداده از توالی  qnrA/B/S هاای بتاا کتااماازی    ژن

 (.0الیگونوکلئوتیدی پرایمرهای اختوااصای انجام شد )جدول   
کنش میکرولیتر انجااام شاااد. هر وا 45در حجم  PCRواکنش 

PCR  میکرومول 411شاااااماالdNTP  ،01  پیکومول از هر
و  Taqواحاد آنزیم   2MgCl ،5/1مول در لیتر میلی 5/0پرایمر، 

 الگوست.  DNAنانوگرم  51
شرح در دساتگاه ترموسایکلر به  PCRواکنش مالتی پلکس 
گراد درجة سااانتی 75ای در دقیقه 01زیر انجام شااد. ساایکل 

سااایکل شاااامل مرحلة  95 )دنااتوراسااایون اولیه(، ساااوس 
گراد، مرحلة اتوال درجة سانتی 70ثانیه در  61شدن واسرشت

دقیقه  0شدن گراد و مرحلة طویلدرجة سانتی 61ثانیه در  61
 94ای در دقیقه 01گراد و در نهایتا سیکل درجة سانتی 94در 

 گراد.  درجة سانتی
های مورد نظر با انجام از نظر حضااور ژن PCRمحوااو غ 

آمیزی بااا درصاااد و پس از رناا  0لکتروفورز روی ژل آگاارز  ا
اتیادیوم برومااید بررسااای شاااد. در مطالعة فعلی ساااالمونلا    

کنترل مثبت و اشاااریشااایا کلی  ATCC 13076انتریتیدیس 
ATCC 25922   .کنترل مندی در نظر گرفته شد 

  هایافته
 61رتیو تبیوتیکی نشان داد که بهآزمون حساسیت آنتی جینتا
درصد( جدایه  9/99) 00درصاد( و   9/49) 51، (درصاد  011)
 دیاساا کیسااکیدیو نال نیتروفورانتوئین، نیساادالوتترتیو به به

 0 کلشها در کیوتیبیآنت رینسبت به سا تیحساس مقاوم بود.
 4شده، های تستاز بین تمامی سویهنشاان داده شاده اسات.    

 بود که نولونیک به مقاومت یهاژن دارای زولهیادرصد(  9/09)
 qnr Sژن نیز  زولهیا سه( و درصد 5/64) qnr Bژن  زولهیا پنج
 (. 4)شکل  داشت( درصد 5/99)

 بحث
 Nontyphoidal)های اخیر سالمونلاهای غیرتیدوییدی در سال

Salmonella-NTS ) طور وسیعی شیوع پیدا در ساط  جهان به
بسااایاری از  رساااد علت آن پیدایشنظر میو به اسااات کرده

 چندان که در گذشته استهای جدید ساالمونلایی  ساروتایپ 

 451با بررسی  [05همکاران ] و زارع[. 00است ] نداشته شیوع
 4/4) جدایه هدت تعداد صاانعتی هایکشااتارگاه طیور  شااة
 بیوگرامآنتی دست آوردند. نتایجبه ایندنتیس سالمونلا( درصاد 

 دیسک روش از استداده با و CLSI جهانی اساتاندارد  اسااس  بر
 –جنتامایسین به هادرصاد جدایه  011 که داد نشاان  دیدیوژن

 و اساات حساااس ساادتریاکسااون پنمایمی انروفلوکساااسااین
 انتوئیناسید و نیتروفور نالیدیکسیک برابر در مقاومت بیشترین
 69 سااالمونلا درصااد جدایة 95 در همچنین، شااد. مشاااهده

 تعداد یا ساااه به چندگانه مقاومت دارای( درصاااد 40)مورد
 بودند.   هابیوتیکآنتی از بیشتری

 
 مطالعه نیمورداستفاده در ا مرهاییپرا .2جدول 

Reference or 
Source 

Size of PCR-amplified 
product (bp) Position Gene Sequence (5ʹ→3ʹ) Primer 

29 541 91–07 qnrA1 to qnrA6 AGAGGATTTCTCACGCCAGG QnrAm-F 

 547–614  TGCCAGGCACAGATCTTGAC QnrAm-R 

 460 449–914 qnrB1 to qnrB6 GGMATHGAAATTCGCCACTGc QnrBm-F 

 546–505  TTTGCYGYYCGCCAGTCGAAc QnrBm-R 
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 044 099–056 qnrS1 to qnrS2 GCAAGTTCATTGAACAGGGT QnrSm-F 

505-599 TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG QnrSm-R 

 
 

 های تحت مطالعهبیوتیکی در سویهالگوی مقاومت آنتی .2شکل 

 

 
: مثبت کنترل .1( ایران سیناژن، شرکت از شدهتهیه) Ladder 100 bp. 2 چپ سمت از ترتیببه ،multiplex-PCR محصول . نتایج1شکل 

Salmonella enterica ATCC  13076- سویة. مطالعه تحت هاینمونه از آمدهدستبه هایسویه. 29-10 هایچاهک استریل، مقطر آب: منفی کنترل 
 .بود منفی هاایزوله تمامی در qnrA ژن. است مثبت qnrB ژن برای( bp 190 قطعة حضور علتبه) 26

 

در مطالعة  ها با مطالعة حاضااار همخوانی دارد.این یاافتاه  
بود. تمااامی  qnrBرو بیشاااترین فراوانی مربوه بااه ژن پیش
 مندی بود.   qnrAها از نظر وجود ژن سویه

 qnrA ژن در جهش 0947 سال [ در06همکاران ] و زالی

 بالینی ساااالمونلای هاینمونه را در  qnrB و qnrA فراوانی و
 اومتمق زیاد شیوع نتایج ها را بررسی کردند.کینولون به مقاوم
 ردمو بالینی هاینمونه در هاکینولون به سالمونلا را هایساویه 

ر د ایکنندهنگران طوربه در ایران مقاومت مطالعه نشان داد که

  است. حال افزایش
صاادر بود. علت گزارش  qnrAدر مطالعة حاضاار وجود ژن 
ها در مطالعة زالی و همکاران در باا ی مقااومات باه کینولون    

مقایسااه با مطالعة حاضاار مممکن اساات تداوغ در نوع نمونه   
های ونهگ باشد )نمونة بالینی انسانی در مقایسه با نمونة دامی(.

مختلف مقاومت  هایساااالمونلا این تواناایی را دارد کاه از راه  
بیوتیکی کساو کند و این مسئله مشکلی برای کشورهای  آنتی

توساااعاه اسااات. بنابراین، بررسااای مولکولی این نوع   درحاال 



 ...هایکینولون در سویهبه  مقاومت هایوجود ژن بررسی 
 

5 

 1، شمارة 15، دورة 2961دانشگاه علوم پزشکی سبزوار، خرداد و تیر    

 ها اهمیت بسیاری دارد.مقاومت
در هلند  4116[ در ساااال 09در مطاالعاة وو و همکاران ]  

روی سااالمونلاهای غیرتیدوییدی جداشااده از انسااان و حیوان، 
ن، سااایلیهااای آمویبیوتیااکبیوتیکی بااه آنتیمقاااوماات آنتی

ا و متوپریم سااولدونامیدهتتراساایکلین، اسااترپتومایسااین، تری
 نالیدیکسیک اسید شایع بود.  

شااود نتایج مطالعة حاضاار نشان طور که ملاحظه میهمان
بیوتیکی در ایران و سااایر کشااورها با  دهد که مقاومت آنتیمی

علت اساااتدادة بیش از حد و بههم مطابقت دارد و این احتما ً 
 ها در ایران و سایر نقاه دنیاست.  بیوتیکگستردة آنتی

علت مغایرغ نتیجة مطالعاغ قبلی با مطالعة کنونی ممکن 
است در فاصلة جغرافیایی، اختلاف سط  بهداشت و تأثیر اقلیم 

منطقه و حتی اختلاف بهداشت پرسنل  بومهوایی بر زیستوآب
   ا دام باشد، از جمله مستخدمان و کارکنان.مشغول در تماس ب

 جداسازی بودنمشاکل  مطالعه، این هایمحدودیت جمله از
 آنتی آسان تهیة عدم غذایی، هاینمونه از سالمونلا تشاخیو  و

خودمحدودشاوندگی گاستروانتریت   ساروتایپ،  تعیین در سارم 
 .بود سالمونلایی

 گیرینتیجه
 از ناشاای هایافزایش عدونت دهندةن نشااا بررساای این نتیجة

سااالمونلای غیرتیدوییدی  ویژهبه غیرتیدوییدی، سااالمونلاهای
(NTS) هایانتریت درمان در در اصل، .است جهان ساراسر  در 

 دارد، وجود عدونت تهاجمی خطر که مواردی در سااالمونلایی

 خار  شااده، عدونتتضااعیف ایمنی ساایسااتم با بیماران مانند

 هابیوتیکاز آنتی اساااتداده شااایرخواران، و کودکان ای،روده

گروه  هااایبیوتیااکآنتی مواردی چنین اساااات. در الازامی 
 ترینرایج و ترینمناسو هاسادالوساوورین   و هافلوئوروکینولون

 بااه توجااه همچنین، .اساااات بیماااری این در درمااان دارو

بهداشااتی،   هایمراقبت سااالمونلا، با غذایی مواد آلودگیعدم
قانون  اعمال و فردی بهداشااات رعاایت  در همگاانی  آموزش
غذایی  مواد توزیع و تهیه مراکز بهداشااات رعایت بر نظاارغ 

 .اهمیت دارد

 تشکر و قدردانی
 -آزمایشاااگاه تحقیقاتی صااامیمانة همکاری از وسااایلهبدین

 یاری این مطالعه هدایت میکروبیولوژیکی پاسارگاد که ما را در

 .کنیممی قدردانی و تشکر کرد،

 ملاحظات اخلاقی
رعایت اخلاق در تهیه و استداده از اطلاعاغ  دراقداماغ  تمامی

 شده اتخاذنویساندگان    از پروژهمقا غ دیگر در این و اساناد  
 این مقاله کد اخلاقی ندارد. .است
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Abstract 

Background and Objectives Antibiotic resistance in Salmonella is 

increased because of consumption of drugs as additives in animal 

food chain, indiscriminate use of arbitrary known the people and the 

administration. Resistance to antibiotics among non-typhoid 

salmonella resources is increasing phenomenon. The aim of this 

study was to investigate the quinolone resistance genes in Salmonella 

enteritidis isolated from food. 

Materials & Methods In a period of 6 months from June to 

November 2015, the 60 isolates of S. Enteritidis isolates from food-

microbiological research laboratory of microbial collection 

Pasargadae was taken. Antibiotic resistance patterns of Salmonella 

isolates to disk antibiotics (amoxicillin, nitrofurantoin, nalidixic acid, 

ciprofloxacin, cephalothin, norfloxacin and ofloxacin) with disk 

diffusion testing by Kirby– Bauer was based on CLSI. Then the 

presence of quinolone resistance genes such as qnrB, qnrS and qnrA 

investigated with Multiplex PCR method. 

Results All 60 tested isolates (100%) were sensitive to cephalothin. 

So, highest resistance rate was related to nitrofurantoin (50 isolates, 

83.3%) and then nalidixic acid (44 isolates, 73.3%). A total of 8 

isolates of Salmonella enteritidis carrier of quinolone resistance 

genes, 5 isolates of qnrB (62.5%) and 3 isolates of qnrS genes 

(37.5%), respectively. 

Conclusion the qnrS and qnrB resistance genes are play an important 

role in the creation and transmission of antibiotic resistance. 

Screening quinolone resistance gene as a marker and mark the 

acquisition and development of antibiotic resistance can be used as 

an important strategy in the fight against antibiotic resistance in 

bacteria. 
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