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 : شهریور نود و چهار پذیرش براي چاپ   خرداد نود و چهار                                            دریافت مقاله:

 چکیده 
های سال  های غذایی در دنیای امروز است. در طی باکتری سالمونلا، یک پاتوژن روده ای و عامل شایع مسمومیت سابقه و هدف:

ر شونده پُشتِ سرِ همَ ،  اخیر، عفونت های ناشی از سالمونلا انتریکا سروار اینفانتیس به سرعت رو به افزایش است. توالی های تکرا
ها وجود دارند. این توالی ها ممکن است از نظر تعداد واحدهای تکراری، در بین هستند که در تمامی پروکاریوت DNAالگوهایی از 

هدف از این هستند. های مختلف یک گونه های مختلف یک گونه، متفاوت باشند. بنابراین، اهداف مناسبی جهت تمایز ایزولهسویه
در ایزوله های سالمونلا انتریکا سروار اینفانتیس جدا شده از نمونه های بالینی در شهر  تنوع دو توالی های تکرار شوندهتعیین مطالعه، 

 تهران بود.

 که با استفاده از تست های، ایزوله سالمونلا انتریکا سروار اینفانتیس جدا شده از  بیماران 27در این مطالعه، تعداد : کارروش 
(، PCRبا استفاده از روش واکنش زنجیره ای پلیمراز )بررسی شدند.  توالی های تکرار شوندهاز نظر ، شدندبیوشیمیایی معمول تأیید 

 تعیین شد. توالی های تکرار شونده تکثیر داده شد و پس از الکتروفورز بر روی ژل آگارز، تعداد تکرارهای هر لوکوس ، 
اده از پرایمرهای اختصاصی در مورد توالی های تکرار شونده در باکتری سالمونلا اینفانتیس نشان داد که با استف PCRنتایج  یافته ها:
 ترین تنوع اللی بود. دارای کم SE4ترین تنوع اللی و لوکوس  دارای بیش SENTR3لوکوس 

ها جهت ژنوتایپینگ و بررسی قرابت ژنتیکی کوستوان از این لوهای مورد مطالعه، میبا توجه به تنوع نسبتاً بالای لوکوس نتیجه گیري:
 های مختلف سالمونلا اینفانتیس در مطالعات اپیدمیولوژیکی استفاده کرد. ایزوله

 کلیدي: سالمونلا اینفانتیس، توالی هاي تکرار شونده، الل، واکنش زنجیره اي پلیمرازگان واژ
 

 مقدمه 

گرم منفی و یکی گروه بزرگی از باسیل های  سالمونلا،باکتری 

این باکتری، یک هستند. ی انتروباکتریاسه از اعضای خانواده

پاتوژن روده ای با توزیع گسترده در سراسر جهان است که در 

زا است. سالمونلا، یکی از مهم ترین  انسان و دام، بیماری

(. به 2و1)های غذایی در انسان استعوامل ایجاد مسمومیت

طبقه بندی  بیوشیمیایی سرولوژی ولحاظ تنوع زیاد 

ترین سروتایپ  بیش(. 9و6است)سالمونلاها بسیار پیچیده 

زای روده ای در انسان مربوط به سروتایپ های  های بیماری

 سالمونلاو  سالمونلا اینفانتیس، سالمونلا تیفی موریوم

ترین سروتایپ های ر واقع، یکی از شایعاست. د اینتریتیدیس

دی، زیر گونه ی انتریکا سروار سالمونلا های غیر تیفوئی

نامیده می  سالمونلا اینفانتیساینفانتیس است که معمولاً 

شود. این باکتری عمدتاً از طریق تماس مستقیم و غیر 

بیماری  (.5مستقیم با منابع آلودگی به انسان منتقل می شود)

شامل تب روده ای، سپتی سمی و  سالمونلاهای ناشی از 

هر یک می تواند باعث بروز نشانه های  کهاست گاستروانتریت 

متعددی از مانند تب، سردرد، تورم طحال و کبد و اسهال و 

های ناشی  استفراغ در انسان گردد. با توجه به افزایش عفونت

، تشخیص به موقع و سالمونلا اینفانتیسبویژه  سالمونلااز 

درست این باکتری در مواد غذایی به ویژه فرآورده های 

 (. 3-8)و نیز افراد مشکوک به آلودگی ضروری می باشدحیوانی 
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هایی از (، الگویtandem repeatsی های تکرار شونده )توال

DNA  هستند که به صورت تکرارهای پشت سرهم در ژنوم

ها ممکن است از نظر اندازه تکرار یا ها قرار دارند. آنباکتری

ها اصطلاحاً طول تکرار، متفاوت باشند. بنابراین، به آن
VNTR (variable number of tandem repeats) 

هر گونه یا جنس باکتریایی، توالی های (. 17و4)گویندینیز م

VNTR  تکرار شده( مخصوص به خود را دارند که متفاوت از(

سایر گونه ها یا جنس ها است. با توجه به این ویژگی و با 

خاص در  VNTRتعیین تعداد تکرارهای موجود در نواحی 

در باکتری  DNAژنوم، می توان از آن جهت انگشت نگاری 

 (. 12و11)ای پاتوژن استفاده کرده

در ایران مطالعات بسیاری در زمینه بررسی عوامل آلوده کننده 

های با روش سالمونلاموادغذایی به خصوص گونه های 

اما تاکنون در مورد (. 16-15)مولکولی انجام گرفته است

سالمونلا انتریکا سروار بررسی تنوع توالی های تکرار شونده در 
گزارشی در این راستا مشاهده نشده است. لذا در ، اینفانتیس

این پژوهش سویه های سالمونلا اینفانتیس را از نظر  تنوع 

تا اولاً شد  های غالب آن، بررسیتوالی های تکرار شونده و الل

های سالمونلا درک صحیحی از میزان تنوع جمعیتی ایزوله

، از این اینفانتیس  داشته باشیم و ثانیاً بتوانیم در آینده

ها  در ها جهت تمایز و بررسی قرابت ژنتیکی این ایزولهلوکوس

 منابع و مواد غذایی آلوده استفاده نماییم.

 

 کار روش 

افراد مبتلا به عفونت روده  مقطعی –توصیفی طی یک مطالعه 

سروار اینفانتیس  انتریکا ای که مشکوک به عفونت با سالمونلا 
انتخاب الله مراجعه کرده بودند و به آزمایشگاه بقیه  بودند

از این سالمونلا اینفانتیس  ایزوله 27بطوریکه تعداد شدند 

گردید. هر یک از این ایزوله ها با استفاده از تست جدا  بیماران

 های بیوشیمیایی استاندارد تایید شدند.
طبق روش استاندارد، نمونه های مدفوع بیماران پس از نمونه 

 منتقل گردید و در نهایت به  Fینت گیری به محیط کشت سل

 

 

 

 

 Salmonella-Shigella(SS)محیط های انتخابی مانند 

agar  وXLD agar  انتقال یافته و در مرحله بعد به مدت

درجه سانتی گراد قرار داده شدند.  60ساعت در دمای  29

جداسازی و از نظر سالمونلا سپس، کلنی های مشکوک به 

، محیط TSIاستاندارد مانند محیط واکنش های بیوشیمیایی 

MRVP 18شدند)، اوره و غیره کشت داده شده و بررسی-

13 .) 

پس از جداسازی ایزوله های باکتریایی با استفاده از روش 

باکتریایی استخراج گردید. به این صورت  DNAجوشاندن، 

که مقداری کلونی از باکتری در آب دیونیزه بن ماری وارد شد 

درجه سانتی گراد در  177قیقه در دمای د 15و به مدت 

دستگاه بن ماری جوشانده شد. و در نهایت پس از سانتیریفوژ، 

محلول رویی با استفاده از سمپلر جمع آوری شد و در یک 

میکروتیوب جدید جمع آوری گردید. در ضمن با استفاده از 

 نانومتر، به ترتیب میزان 287و  237سمپلر در طول موج های 
 DNA، پروتئین ها، و تعیین میزان خلوص DNAجذب 

انجام پذیرفت و ژنوم های استخراج شده تا فرارسیدن زمان 

 درجه سانتی گراد قرار داده شدند. -27مصرف، در فریزر 

طبق بررسی به عمل آمده و مرور مطالعات انجام شده قبلی 

توسط محققین هاپکینز و همکاران، جفت پرایمر مناسب طبق 

 Pishgamتخاب و جهت تهیه به شرکت پیشگام)، ان1جدول 

co.,Iranواکنش زنجیره پلیمراز (. 27و14)( سفارش داده شد

میکرولیتر  27، در حجم نهایی VNTRبرای هر جایگاه 

توسط دستگاه ترموسایکلر صورت گرفت. ترکیبات و مقادیر 

، و برنامه ریزی دستگاه 2مورد نیاز برای هر واکنش در جدول 

 VNTRجهت تکثیر جایگاه های ) لوکوس های(  ترموسایکلر

 ( .21ارائه شده است ) 6در جدول 
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 .VNTR: نام لوکوس، و پرایمرهاي اختصاصی  براي  تکثیر هر لوکوس 1جدول

لوکوس 

VNTR 
 توالی پرایمر پرایمر

دمای 

 اتصال

SENTR

3 

Forwa

rd 
5’-CTA AAC AAG CCG CTC ATC 

CG 
85 

Revers

e 5’-ACA ACC TGC TGC TGT GCT G 

SE-4 

Forwa

rd 

5’-ACT TTA GAA AAT GCG TTG 

AC 
85 

Revers

e 

5’-AAG TCA ACT GCT CTA CCA 

AC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 .VNTRبرای تکثیر لوکوس های  PCRهای : مقادیر مورد نیاز جهت انجام واکنش2جدول

 غلظت اجزای واکنش
حجم)میکرو

 لیتر(

DNA Templete - 3 

به همراه  Taq DNA polymeraseواجد  Ampliqonمستر میکس 

 یموکلرید منیز dNTP بافر، 
1X 01 

Primer (msF) 
21 

pmol 
0 

Primer (msR)  0 

 8 - آب مقطر دوبار تقطیر

 21 - مجموع
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 VNTRهای : برنامه ریزی دستگاه ترموسایکلر جهت تکثیر لوکوس3جدول
 

 

 

 

، PCRباندهای حاصل از محصولات  برای بررسی و مشاهده

به  DNAهای الکتروفورز بر روی ژل آگارز انجام شد. مولکول

دلیل داشتن بار منفی هنگامی که در میدان الکتریکی قرار 

همچنین   نمایند.یرند، به سمت قطب مثبت حرکت میگمی

، در PCRبرای تشخیص سریع و آسان تر اندازه محصولات 

را اضافه  bp Ladder 100چاهک اول، مارکر اختصاصی 

ولت در  87کنیم. سپس الکتروفورز با اختلاف پتانسیل می

 Bio Radمدت یک ساعت با دستگاه الکتروفورز شرکت 

 انجام گرفت.

ز اتمام الکتروفورز، ژل را از تانک خارج کرده و برای رنگ پس ا

دقیقه قرار 15آمیزی، ژل را در محلول اتیدیوم برماید به مدت 

دقیقه در آب مقطر قرار دادیم  15داده و سپس ژل را به مدت 

، Gel documentationو در نهایت، با استفاده از دستگاه 

عات در فایل و عمل عکس برداری از ژل و سپس ذخیره اطلا

 نظر انجام گرفت.  مورد دیسکت

توان به راحتی پس را می VNTRتعداد تکرار در هر لوکوس 

با استفاده از  PCRو تفکیک محصول  PCRاز انجام 

الکتروفورز بر روی ژل آگارز، به دست آورد. اگر اندازه محصول 

PCR کم نماییم  را از مجموع مناطق دربرگیرنده چپ و راست

)که از قبل، توسط مقاله یا  حاصل را بر اندازه تکرارو عدد 

پروتوکل استاندارد در اختیار ما قرار داده شده است( تقسیم 

گردد. به علاوه، کنیم، تعداد تکرار در هر لوکوس تعیین می

بهتر است حداقل   PCRبرای محاسبه دقیق اندازه محصولات 

 . (22از دو یا سه ستون سایز مارکر استفاده شود)

 

 یافته ها 

و  SENTR3لوکوس  2نتایج حاصل از انجام الکتروفورز در 

SE4 در لوکوس  نشان داد کهSENTR3 ،6  نوع الل، آن هم

های سالمونلا در ایزوله 3و  5، 9 تکرارهایی به ارقامبه صورت 

نوع الل به  2نیز دارای  SE4لوکوس اینفانتیس وجود دارد. 

موجود می  5/6و  6م برابر با صورت تعداد تکرارهایی به ارقا

 VNTR، محصولات مختلف 2و  1های در شکل .باشد 

 SE4و  SENTR3های ،  مربوط به لوکوسPCRحاصل از 

 نشان داده است. 
 

 

 

 

 

گسترش 

 انتهایی
 واسرشت اولیه دور 38

درجه  22

سانتیگراد به 

 دقیقه 2مدت 

گستر

 ش

واسر اتصال

 شت

22 

درجه 

سانتیگراد 

به مدت 

 دقیقه 0

85 

درجه 

سانتیگراد 

به مدت 

 دقیقه 0

33 

درجه 

سانتیگراد 

به مدت 

 دقیقه 0
 

 8درجه سانتیگراد به مدت  39

 دقیقه
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، بیانگر VNTRمی باشد. اعداد بالاي محصولات لوکوس هاي  SENTR3مربوط به لوکوس VNTR: در این ژل، تنوع محصولات مختلف  1شکل 

 استفاده شده است. bp Ladder 111 ، از  مارکر M ونمی باشد. در ست سالمونلا اینفانتیسشماره ایزوله 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

، بیانگر VNTRلوکوس هاي   می باشد. اعداد بالاي محصولات   SE4مربوط به لوکوس VNTR: در این ژل، تنوع محصولات مختلف  2شکل 

 .استفاده شده است bp Ladder 111 ، از  مارکر M می باشد. در ستون سالمونلا اینفانتیسشماره ایزوله 
 

 

 

 

 

 

055bp 

055bp 

055bp 

044bp 

055bp 

055bp 
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 بحث 

ترین عوامل ای و یکی از مهمیک پاتوژن روده نلاسالمو باکتری

گردد که اخیراً باکتریایی منتقله از راه مواد غذایی محسوب می

 هایی در سطح بهداشت عمومی شده است.منجر به نگرانی
ی انتریکا سرووار سالمونلاهای غیر تیفوئیدی زیرگونه

اد اینفانتیس اخیراً به عنوان یکی از شایع ترین عوامل ایج

های غذایی در انسان مطرح شده عفونت بویژه مسمومیت

ها در مواد غذایی، در (. شناسایی و تمایز پاتوژن1،5است)

ای برخوردار است. استفاده از اپیدمیولوژی از اهمیت ویژه

های مختلف جهت تمایز و افتراق سویه VNTRهای توالی

ی در علم های نوین مولکولی باکتریایی، یکی از روشیک گونه

شناسی است. در همین رابطه، مطالعات گوناگونی در میکروب

در سویه های مختلف  VNTRارتباط با تنوع الل های 

انجام گرفته است که در ادامه به چند مطالعه اشاره  سالمونلا

 می شود.

 Karolina Dimovski   از 2719و همکاران در سال ،

های  زولهجهت تمایز و افتراق ای VNTRهای  لوکوس

 ( .26موریوم استفاده کردند)سرووار تیفی سالمونلا انتریکا

Van Cu،کامبوج ، در در 2717در سال  و همکاران 

 273 در بین ژنتیکی تنوع به منظور بررسی خود یمطالعه

 عنوان به  VNTR تکرارهای ، ازانتریکا سالمونلا   گونه

و  Katle Hopkins(. 29انتخابی استفاده نمودند) نشانگر

سالمونلا ی جدایه 248در انگلستان،  2711همکاران در سال 
، SE3 ،SENTR4های را از نظر لوکوسانتریتیدیس 

SENTR5 ،SENTR6  وSENTR7  مورد ارزیابی قرار

های مزبور مشاهده ها تنوع نسبتاً بالایی را در لوکوسدادند. آن

 (.27)نمودند

ر ژنتیک جمعیتی ، ساختا2716قادری و همکاران در سال 

را با استفاده از  سالمونلا انتریتیدیسهای ایرانی سویه

ها، افزایش ، تعیین کردند. هدف آنVNTRهای لوکوس

ی ساختار ژنتیکی جمعیت و توالی های اطلاعات در زمینه

 ( .15بود)سالمونلا انتریتیدیس تکراری 

 Eva Litrup  در دانمارک، از  2717و همکاران در سال

سالمونلا ی جدایه 172ی های تکراری برای تایپینگ توال
جدا شده از جوجه به کار بردند و  DT41فاژتایپ  موریومتیفی

نتایج بیماران دانمارکی را با سویه های متفاوت بررسی شده 

در آلمان و انگلستان مقایسه کردند. به کمک دقت بالای این 

ای دانمارکی هروش، توانستند ثابت کنند که انتقال از جوجه

 ( .25دهد)به انسان رخ نمی

K. H. Dyet  در نیوزلند، توالی  2717و همکاران در سال

سالمونلا های تکرار شده را برای تمایز قایل شدن بین انواع 
شوند، به که باعث شیوع بیماری می موریومسرووار تیفی انتریکا

نیوزلند،  ساز درکار بردند. در این مطالعه، چهار فاژتایپ دردسر

 ( .23تعیین خصوصیت شدند)

های محققین چه در ایران و چه در جهان که بر روی گزارش

انجام گرفته است، نشان  سالمونلاهای انسانی ناشی از عفونت

می دهد در دنیا بیشتر مطالعات بر روی سالمونلا انتریکا 

سرووار انتریتیدیس صورت گرفته است و گزارشات اندکی از 

 انتریکا سروار اینفانتیس در دسترس می باشد.سالمونلا 

جدا شده از  سالمونلا اینفانتیسایزوله  27در این پژوهش، 

ساله )از مهر ماه سال  1نمونه های بالینی در طی یک دوره 

 VNTR( از نظر تنوع جایگاه های  46تا مهر ماه سال  42

لوکوس  2مورد بررسی قرار گرفتند. در این مطالعه از 

VNTR ه نام بSENTR3  وSE4  که بر اساس مطالعات

 حاضر انتخاب شده بودند، استفاده گردید.

با  SENTR3با توجه به نتایج حاضر در این مطالعه، لوکوس  

با  SE4الل متفاوت، بیشترین تعداد الل و لوکوس  6داشتن 

الل متفاوت، کم ترین تعداد الل را به خود اختصاص  2داشتن 

ن مطالعه نشان داد که ایزوله های جدا داده است. نتیجه ای

شده از بیماران مراجعه کننده به بیمارستان بقیه الله دارای 

تنوع نسبتاً بالایی از توالی های تکرار شونده هستند. این 

های جدا شده از شهر تهران، از دهد که ایزولهمسأله نشان می

ن اند. با ایچند کلون )منشأ اجدادی( مختلف، نشأت گرفته

های تر و بهتر جمعیت ایزولهحال، برای ارزیابی صحیح

 VNTRهای نیاز به بررسی لوکوسسالمونلا اینفانتیس 

 باشد. بیشتری می

 

 نتیجه گیري

ای در ارتباط با تنوع با توجه به اینکه تاکنون مطالعه

در سالمونلا اینفانتیس های در ایزوله VNTRهای لوکوس

، در این پژوهش، سعی بر آن شد کشورمان انجام نگرفته است

های بومی، مورد های فوق در جمعیت ایزولهکه تنوع لوکوس

دهد که از نتایج این مطالعه نشان می بررسی قرار گیرد.

توان جهت استفاده شده، به خوبی می VNTRهای لوکوس

های در نمونهسالمونلا اینفانتیس های تمایز و افتراق ایزوله

 ای اپیدمیولوژیکی استفاده کرد. بالینی و بررسی ه
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 تقدیر و تشکر

 ارشد کارشناسی مقطع نامه پایان از بخشی حاصل مقاله این

آزاد اسلامی واحد دامغان می باشد. بدینوسیله از  دانشگاه در

همکاری و مساعدت همکاران شاغل در آزمایشگاه مرکز 

 تحقیقات بیولوژی و مولکولی بیمارستان بقیه الله )عج( و 

 

در تحقق این  همچنین جناب دکتر مجتبی معماریانی که

پاسگزاری د کمال تشکر را داشته و سپژوهش یاری نموده ان

 می نماییم.
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