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 چکیده 
سالمونلوزیس به عنوان مشکل سلامت عمومی در جهان مطرح است. سالمونلا انتریکا سرووار انتریتیدیس رایج ترین  سابقه و هدف:

طالعه استفاده از ژن های خانه دار به منظور غربال گری و تشخیص سروتیپ سالمونلای عفونی کننده در جهان است. هدف از این م
 مولکولی سالمونلا انتریکا سروتایپ انتریتیدیس بود.

ایزوله سالمونلا انتریکا سروتایپ انتریتیدیس جدا شده از بیماران بررسی شد. شناسایی سویه های  68در این مطالعه روش کار: 
ستاندارد میکروبیولوژی و اسلاید آگلوتیناسیون با آنتی سرم های مونو و پلی والان انجام شد. سپس با سالمونلا با استفاده از روش های ا

جهت تشخیص سالمونلا انتریکا  thrA  ،sucAژن های و با استفاده از پرایمرهای اختصاصی طراحی شده از PCRانجام روش 
 رل شامل باکتری های  اشریشیا کلی و شیگلا بود.سویه های باکتریایی کنت سروتایپ انتریتیدیس استفاده گردید.

در تمام نمونه های  sucAجفت باز برای ژن  643و  thrAجفت باز برای ژن  894 ژن های خانه دار با اندازه محصول یافته ها:
کنترل، کارآمدی تشخیصی سالمونلا انتریکا سروتایپ انتریتیدیس وجود دارند. با توجه به نبود واکنش مثبت این ژن ها با باکتری های 

 این ژن ها اثبات گردید. 
ژن های خانه دار مورد استفاده در این مطالعه به منظور غربال گری و تشخیص سویه های سالمونلا انتریکا سروتایپ   نتیجه گیری:

 انتریتیدیس مناسب و سودمند هستند. 
 sucAو  thrA واژگان کلیدی: سالمونلا انتریتیدیس، ژن های خانه دار،

 

  

 مقدمه

از مهم ترین آلوده کننده ها ی مواد غذایی در انسان  سالمونلاگونه های 

 3/1میلیون مورد تب تیفوئید،  16سالانه شاهد  (.1-3محسوب می شوند)

میلیون مرگ در جهان به دلیل عفونت با  3بیلیون گاستروانتریت و 

بی هوازی اختیاری سالمونلا هستیم. سالمونلا باکتری میله ای گرم منفی 

(. نود و پنج 5و4میکرو متر اندازه دارد) 0 /6-4/0و  3-2است که تقریباً 

درصد سالمونلوزیس انسانی در ارتباط با مصرف محصولات آلوده ای مانند 

در جنس  (.6گوشت، ماکیان، تخم مرغ، شیر و غذاهای دریایی می باشد)

اری از این سروتایپ ها سروتیپ وجود دارد که بسی 2600سالمونلا بیش از 

(. 7پاتوژن های مهمی برای انسان ها و حیوانات محسوب می شوند)

سرووار انتریتیدیس رایج ترین سروتایپ سالمونلای آلوده  سالمونلا انتریکا

سالمونلا (. سالمونلوزیس ناشی از 8کننده انسان در جهان است)
می، تهوع و در انسان با اسهال، تب، سردرد، دردهای شک انتریتیدیس

برای نظارت اپیدمیولوژیک و کنترل شیوع  (.9مشخص می گردد) استفراغ

بیماری های منتقله از طریق غذا و تعیین منابع آلودگی نیازمند روش های 

  (.10سریع تشخیص و شناسایی هستیم)
 

در حال حاضر به منظور جستجو و تشخیص باکتری ها از دو روش سنتی و 

. روش های سنتی به تست های افتراقی و تکمیلی مدرن استفاده می کنند

نیازمندند و به همین دلیل زمان بر هستند و به رغم اینکه هزینه کمی را 

در بر می گیرند ولی در مقایسه با روش های مدرن دارای معایب و 

اساس روش های سنتی کشت باکتری در محیط  محدودیت هایی هستند.

یت آن ها در محیط جامد انتخابی و پس های مختلف و تولید کلنی ها و رو

اخیراً با  از آن انجام تست های بیوشیمیایی در محیط های مایع است.

توسعه روش های مولکولی، شناسایی میکروارگانیسم ها با سرعت و دقت 

زیادی انجام می شود. میزان بسیار اندک باکتری ها، جستجوی باکتری را 

ایی که اخیراً برای تکثیر توالی های با مشکل مواجه می نماید. تکنیک ه

DNA  در آزمایشگاه توسعه یافته اند، از جملهPCR،  اجازه جستجوی

DNA  را می دهد.  هدف در مقادیر بسیار پایین در نمونه های مختلف

 روشی سریع و کارآمد  PCRتوسط روش   بنابراین شناسایی عوامل عفونی
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ژن های خانه دار ژن های ضروری برای حفظ و بقاء سلول   (.12و11است)

 dehydrogenase) thrAمی باشند و ژن های 

(aspartokinase+homoserine dehydrogenase)    

sucA(alpha ketoglutarate  مسئول سنتز پروتئین های اساسی در

 (.13سالمونلا می باشند)

هدف از این مطالعه استفاده از ژن های خانه دار به تشخیص مولکولی 

 می باشد. سالمونلا انتریتیدیسسروتایپ 

 روش کار

جدا شده از نمونه های  سالمونلا انتریتیدیسسویه  68در این مطالعه از 

بالینی شامل: خون، مدفوع و ادرار بیماران مشکوک به عفونت سالمونلا و با 

علائم گوارشی، از مرکز طبی کودکان، بیمارستان بقیه الله و برخی 

 مدفوع، بعدازنمونه های آزمایشگاه های سطح تهران، استفاده گردید. نمونه

ساعت درآن  6گردید و  منتقل  Fسلنیت کشت محیط به صلهبلافا گیری

و  XLDساعت در محیط های کشت انتخابی  8-12نگه داری شد و پس از 

SSagar  درجه سانتی  37ساعت در دمای  24کشت داده شد و به مدت

گراد نگه داری شد. نمونه های خون در محیط های دی فازیک کشت و 

ساعت بعد، کلنی های  24 منتقل گردید.پس از آن به محیط های انتخابی 

جدا و با استفاده از تست ها ی بیوشیمیایی و محیط  سالمونلامشکوک به 

، اوره، لیزین آیرون آگار و سیمون TSI ،MRVPهای افتراقی مانند 

 Vi ،H ،Oسبترات تأیید شد. آزمون سروتایپینگ به منظور تعیین آنتی ژن 

. در صورت مشاهده آگلوتیناسبون پس از با آنتی سرم مربوطه انجام گردید

 دقیقه واکنش مثبت گزارش می شد.  2تا  1

 

بعد از جداسازی و تعیین هویت ایزوله های باکتریایی، سویه های مربوط به 

براث کشت داده شدند و  BHI ،LBسروتایپ انتریتیدیس در محیط های 

استاندارد ژنومیک طبق  DNAکلروفرم استخراج -با استفاده از روش فنل

درصد و آنزیم  SDS 5و  EDTAانجام شد. سلول های باکتریایی در معرض 

کلروفرم و  -قرار داده شد و عمل استخراج با استفاده از فنل Kپروتئیناز 

توسط سدیم استات و اتانل رسوب داده  DNAایزو آمیل الکل انجام شد و 

شک شده و درصد شستشو و در دمای اتاق خ 70با اتانل  DNAشد. سپس 

(. بر روی این سویه ها واکنش 14حل گردید) TEدر بافر  DNAدر نهایت 

PCR با استفاده از پرایمرهای اختصاصی ژن های خانه دارA thr  وA suc 

، NCBIدر پایگاه ژنی  BLASTبر مبنای نتایج آنالیز آنها توسط نرم افزار 

رایمرها ذکر خصوصیات ترادف هر یک از پ 1استفاده گردید که در جدول 

توسط  PCRگردیده است. به منظور بهینه سازی مواد مورد نیاز واکنش

دستگاه ترموسایکلر و سیکل های حرارتی تعیین شده و شرایط مناسب 

 انجام شد. 

PCR  میکرولیتر  1میکرولیتر حاوی  50در حجمDNA  ،واحد  25/1الگو

رایمرهای میکرولیتر از پ 1/0و PCR(X)1پلیمراز، بافر  Taqآنزیم 

Forward  وReverse  میکرولیتر  200وdNTPs انجام شد. برنامهPCR 

 30درجه سانتی گراد به مدت  94سیکل شامل مراحل واسرشت در  30در 

ثانیه،  30درجه سانتی گراد به مدت  55ثانیه، مرحله اتصال در دمای 

ثانیه و تکثیر  30درجه سانتی گراد به مدت  70مرحله تکثیر در دمای 

میکرولیتر از  5درجه انجام شد. در نهایت  75دقیفه در  2نهایی به مدت 

میکرولیتر لودینگ بافر مخلوط شد و در ولتاژ  1، با PCRمحصول واکنش 

الکتروفورز انجام شد و رنگ  %5/1دقیقه در ژل آگارز  45ولت به مدت  80

 آمیزی با محلول اتیدیوم بروماید صورت گرفت.

 

 مطالعه نیمورد استفاده در ا یژنها یمرهایپرا ی: توال1جدول

 نام پرایمر توالی پرایمرها PCRمحصول 

 ’ATC CCG GCC GAT CAC ATG AT-3-’5 جفت باز 825
5’-CTC CAG CAG CCC CTC TTT CAG-3’ 

Thr: sF 
Thr: sR 

 ’AGCACCGAAGAGAAACGCTG-3-’5 جفت باز 643
5’-GGTTGTTGATAACGATACGTAC-3’ 

Suc:sF 
Suc: sR 

      

            

      

 یافته ها 

نمونه مدفوع از بیماران اسهالی مراجعه  650در مجموع پس از کشت اولیه 

سویه سالمونلا  68کننده به چند بیمارستان در تهران، موفق به جداسازی 

 44مورد) 30انتریتیدیس تایید شده،  نمونه سالمونلا 68شدیم. از مجموع 

درصد( مربوط به زنان بود. بیش تر  35مورد ) 24درصد( مربوط به مردان 

درصد( نمونه های مدفوعی و مابقی آن ها نمونه های خون و  87نمونه ها )

نتایج حاصل از  مورد آن مربوط به سروتایپ انتریتیدیس بود. 68ادرار بود. 

جفت باز  894تکثیر ژنوم ،نشان داد که ژن های خانه دار با اندازه محصول 

 در تمام نمونه های  sucAجفت باز برای ژن  643و  thrAبرای ژن 

 

 

سروتایپ انتریتیدیس وجود دارند که موجب شناسایی  سالمونلا انتریکا

 می گردند.  سالمونلا انتریتیدیساختصاصی 

به منظور نشان دادن میزان اختصاصی بودن پرایمرهای مورد استفاده در 

خانواده  س از اعضای این مطالعه، تمام پرایمرها با ژنوم دو جن

آزمایش شد و هیچ گونه باندی  شیگلاو  اشریشیا کلیانتروباکتریاسه، شامل 

 1مشاهده نشد و مشخص گردید که این پرایمرها اختصاصی هستند. شکل 

ژن هدف در برخی نمونه های  2را با استفاده از  PCRنتایج تکثیر 

 انتریتیدیس و کنترل نشان می دهد. سالمونلا 
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باکتری شیگلا می  4باکتری اشریشیاکلی، ردیف  3سالمونلا انتریتیدیس، ردیف باکتری  sucAو  thrAژن  PCRبه ترتیب نتایج  4تا  1: ردیف های 1شکل

 جفت بازی 100: سایز مارکر Mباشد. ردیف 

 

 
 بحث

از  یکیبه عنوان  سیدیتیسرووار انتر کایگونه انتر ریز کایسالمونلا انتر

شود در جهان مطرح  یم تیکه منجر به انتروکول جیرا یها پیسروتا

ظهور  ریسه دهه اخ یط سیدیتیانتر پیسروتا کاینلا انتر(. سالمو15است)

. تاس کایمتحده آمر الاتیدر ا جیرا پیسروتا نی. به طور متداول دومافتی

نقاط  گریدر اروپا و د پیسروت نیتر جیرا سیدیتیسالمونلا انتر نیهم چن

 جهان است.

 نیخانه دار بوده که ا یژن ها یمان بر رو یمطالعه تمرکز اصل نیا در

از ژن ها را  یژن ها کلاس نیکه، ا نیبود از جمله ا یادیز لیانتخاب به دلا

محافظت شده و کد کننده  اریبالا، بس انیب یکه دارا رندیگ یدر بر م

 یآهسته تر از ژن ها اریژن ها بس نیهستند. ا یاساس یها نیپروتئ

 یاما نسبت به ژن ها ابندی یها تکامل م نیمخصوص کد کننده پروتئ

rRNA ساخت  یاغلب برا نیشوند، بنابرا یم رییتر دست خوش تغ عیسر

 یژن ها استفاده م نیاز ا ک،ینزد اریبس یبا تاکسون ها یژن یدرخت ها

 (.16کنند)

نمونه 154از مجموع  2007و هم کاران در سال  نیتورپ امیلیمثال و بعنوان

به  PCR کیمورد مطالعه و با استفاده از تکن لیاز خانواده لاکتوباس

 یپرداختند ونشان دادند که ژن ها Housekeepingژن  14 ییشناسا

Housekeeping (ef-Tu, eno, gap, groEI, srtA)یدر تمام باکتر 

(در apf, cnb, fpbA, mapA, mub) یژن ها ک،یکتلا دیاس یها

 ,cbsA, gtf, msa) یو ژن ها کیلاکت دیاس یها یباکتر %100تا  86%

slpA یها وجود داشتند. پس نتیجه گرفتند ژن ها آن %8تا  0(در 

housekeeping خانواده  ییو شناسا یغربال گر یتوانند برا یم

 (.17استفاده شوند) لیلاکتوباس

از ژنوم  DNA یها یبا استفاده از توال 2003و هم کاران در سال  ورتز

 پیوتیب Vibrio choleraو E.coli MGI1655شامل  هیسو 38 یها

( و ژن gapA, groEL, gyrA, ompA, pgiن خانه دار)ژ 5التور،از 

16s rRNA بردن  یپ یبرا وستهیجداگانه و پ یدرختان ژن افتنیدر یبرا

 (.18گونه ها استفاده نمودند) یمرکب برا یلکولمو یلوژنیف کیبه 

انجام شده  یجهت سالمونلا مطالعات زیاد یخصوص اهداف تشخیص در

در  PCRاز روش  یریبا بهره گ2012ل است. رودولفو و هم کاران در سا

سالمونلا  یمولکول صینفر از افراد مبتلا به اسهال حاد به تشخ 330

 یبرا بیبه ترت fliCو  invA ،sefA یمطالعه، از ژن ها نیپرداختند. در ا

استفاده  سینفنتیو ا سیدیتیانتر یها پیسالمونلا، سروتا نسج صیتشخ

در  PCR کیبود که استفاده از تکن نیگر ا انیبه دست آمده ب جیشد. نتا

 (.19برخوردار است) ییبالا تیسالمونلا از اختصاص یگونه ها صیتشخ

Chaudhry صیژن فلاژلین به تشخ ریاز تکث یریو هم کاران با بهره گ 

در  یسالمونلا و استاندارد ساز عیشا یها پیاز سروتا یکی یمولکول

ژن  ریاز تکث یریبا بهره گو هم کاران  Chiu(. 20آن پرداخنتد) صیتشخ

 یها پیسروتا عیسر یمولکول صیبه تشخ invAو  SpvCحدت  یها

ژن   Pathmanathan زین 2003( و در سال 21)نمودندسالمونلا اقدام 

hilA (.22سالمونلا هدف قراردادند) یمولکول صیرا جهت تشخ 

Hong  ژن  یسازنده آنت یژن ها زیبه آنال 2008و هم کاران در سالO  و

 Multiplexسالمونلا با روش  H2و  H1 نیفلاژل ریمتغ ینواح یژن ها

PCR آن ها نشان داد که روش  جیپرداختند. نتاMultiplex PCR  به

کارآمد و  یروش Hو  O یژن ها یآنت یژن یالل ها ییمنظور شناسا

جهت  نگیپیسروتا یروش ها نیگز یتواند جا یاست که م یعیسر

 سیدیتیاز جمله سالمونلا انتر کایونلا انترسالم یسرووارها ییشناسا

 (.23گردد)
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Tall روش  بینشا ن داده شد که ترک 2013هم کاران در سال  وq-

PCR و سکانس دو ژنhousekeeping  شاملpyrH  وtoxR  موجب

 یکی ییایدر یها سمیارگان یزا یماریب ویبریغالب و تیدو جمع ییشناسا

 (.  24)دیگراد گرد یدرجه سانت 22در  یگریگراد و د یدرجه سانت 37در 

جهت  زین Real time-PCRاز جمله پیشرفته تر  یتکنیک ها از

سالمونلا بکرات استفاده شده است. بعنوان مثال، در  یمولکول صیتشخ

نمونه جدا شده از گوشت و تخم مرغ با استفاده از  100 یکه بر رو یبررس

 یها پیاز سروتا یانجام گرفت انواع مختلف یسنت یو روش ها کیاین تکن

سالمونلا  س،ینفنتیسالمونلا ا س،یدیتیاز جمله سالمونلا انتر اسالمونلا ه

 جیشدند که نتا ییشناسا یفیو سالمونلا ت نگستونیویهادار، سالمونلا ل

 صیدر تشخ PCR کیبودکه استفاده از تکن نیگر ا انیبدست آمده ب

کننده  دواریام اریسالمونلا با سرعت و دقت لازم بس یها پیسروتا

 (.25است)

 یبا استفاده از ژن ها یمطالعات مختلف طور که در بالا اشاره شد، همان

 نیصورت گرفته است اما در ا یصیبا هدف تشخ رولانسیو یا و یساختار

 یبرا سیدیتیخانه دار سالمونلا انتر یبار از ژن ها نیاول یمطالعه برا

 آن استفاده شده است. ییو شناسا صیتشخ
 

 

 

سالمونلا  یاه زولهیا یخانه دار در تمام یاز حضور ژن ها یحاک جینتا

مطالعه  نیآن هستند. در ا یاختصاص ییبود که قادر به شناسا سیدیتیانتر

و  گلایشامل ش یروده ا یها یژن ها از باکتر تیاختصاص نییبه منظور تع

 یگونه واکنش مثبت و متقاطع چیو ه دیاستفاده گرد یکل ایشیاشر

 ریتکث یفها و نمونه کنترل من یباکتر نینشد و باند هدف در ا هدهمشا

 نیمورد استفاده در ا یگرفت که ژن ها جهیتوان نت یم نینشد. بنابرا

سالمونلا  یها هیسو زیو تما ییبه منظور شناسا یمناسب یتوال یمطالعه دارا

 یبا هدف غربال گر ندهیباشند و در آ یم سیدیتیانتر پیسروتا کایانتر

بهره  یمولکول شگاهیژن ها در آزما نیتوان از ا یسالمونلا  م یها پیسروتا

 جست.

 

 یو قدر دان تشکر

 یدانشگاه علوم پزشک ،یمولکول یولوژیب قاتیهم کاران محترم مرکز تحق از

 قیتحق نیکه در طول انجام ا یا... )عج( به خصوص سرکار خانم پورعل هیبق

 .میرا مبذول داشتند کمال تشکر را دار یفراوان یبانیو پشت تیحما
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