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 چکیده 
شایع ترین نوع مسمومیت غذایی در جهان سالمونلوز است که باعث ایجاد طیف گسترده ای از بیماری های انسانی می : سابقه و هدف

ی هستند که به طور معمول برای حفظ و بقای عمل کرد سلول های پایه ای شود. ژن های خانه دار اغلب به عنوان ژن های سازنده ا
ارگانیسم در شرایط نرمال وجود دارند. ژن های خانه دار می توانند به عنوان  مورد استفاده قرار می گیرند و در تمام سلول های یک

ز این مطالعه به کارگیری ژن های خانه دار در جهت  ژنهای تشخیصی در غربالگری عوامل باکتریایی مورد استفاده قرار گیرند. هدف ا
 غربال گری و تشخیص باکتری سالمونلا تیفی موریوم جدا شده از بیمارستان های سطح تهران می باشد.

ایزوله از سالمونلا انتریکا سروتایپ تیفی  22نمونه های جمع آوری شده از بیمارستان های مختلف سطح تهران که شامل  روش کار:
با کمک  PCRتست های بیوشیمیایی تایید شده، سپس به روش مولکولی  از استفاده با ها ایزوله ریوم بودند بررسی شدند. اینمو

وغربال گری سالمونلا انتریکا سویه تیفی موریوم  ، به منظور تشخیصhem D ،N  dna،  hisDپرایمرهای طراحی شده برای ژنهای 
 استفاده شدند. 

جفت باز برای  635، با طول hemDجفت باز  برای ژن 633، ژن های خانه دار باندهایی با طول PCRی محصولات با بررس: یافته ها
در تمام نمونه های ایزوله شده سالمونلا تیفی موریوم ایجاد نمودند. در این   hisD برای ژن جفت باز 561و با طول  dnaNژن 

 ی باکتریایی کنترل استفاده شد که هیچ گونه واکنش مثبتی نشان ندادند.آزمایش از اشرشیا کلی و شیگلا به عنوان سویه ها

مناسب می  ژن های خانه دار در غربال گری مولکولی و جداسازی سویه های سالمونلا انتریکا سروتایپ تیفی موریوم: نتیجه گیری
 باشند.

  hemD ، dnaN ،  hisD سالمونلا تیفی موریوم، ژن های خانه دار ،واژگان کلیدی: 
 

 

 مقدمه
 سالمونلاها باکتری های گرم منفی و از خانواده آنتروباکتریاسه می باشند

سالمونلوزیس از مهم ترین بیماری های عفونی بین انسان و حیوانات است که .

(. اولین گزارش مربوط به 1-5توسط باکتری سالمونلا ایجاد می شود)

رچه در ابتدا علت آن را از اعلام گردید، اگ 1888مسمومیت غذایی در سال 

مشکلات گوارشی تصور میکردند اما کم کم درک بهتری نسبت به عامل این 

مشکلات که آلودگی باکتریایی در گوشت خوک، گوشت گاو، شیر و سایر مواد 

سالمونلا تیفی قادر به زنده ماندن در شرایط سخت  .(6غذایی بود، پیدا کردند)

وارشی انسان است. این عفونت در حالت و مکانیسم های دفاعی دستگاه گ

کمون خود درون کیسه صفرا ) ناقل حصبه ( تشکیل بیوفیلم می دهد و با ورود 

به حالت کمون باعث پنهان ماندن از سیستم دفاعی می شود. حاملین حصبه 

هیچ علامتی نشان نمی دهند و مدت بقا این ارگانیسم در محیط های سرد 

گرما و  کشت طولانی است اما در مقابل خشکی ومانند یخچال و روی محیط 

(. در میان سروتیپ های غیر 7-9مواد ضد عفونی کننده پایدار نیستند)

تیفوئیدی، سالمونلا تیفی موریوم و سالمونلا انتریتیدیس در مخازن حیوانی 

طیف گسترده ای پیدا کرده اند. در حال حاضر تب تیفوئید که ناشی از باکتری 

میلیون نفر  در  16ریکا سروتیپ تیفی می باشد سالیانه بیش از سالمونلا انت

نفر می شود. سالمونلا به  688جهان را عفونی می کند و باعث مرگ حدود 

عنوان یک خطر بزرگ بهداشتی در سازمان بهداشت جهانی مطرح شده 

برای شناسایی سالمونلا به طور مستقیم دو روش سنتی و مولکولی  (.9است)

د که روش های سنتی که بر پایه تست های بیوشیمیایی و سرولوژی وجود دارن

می باشند وقت گیر هستند. روش های مولکولی با توجه به سرعت بالا و هزینه 

به منظور شناسایی این PCR کم مناسب تر می باشند به طوری که از تکنیک 

که   دار(. با استفاده از ژن های خانه 11گونه عوامل عفونی استفاده می شود)

ژن های ضروری در متابولیسم و فعالیت سلول می باشد و به دلیل تولید 

می توان از آنها با استفاده از  پروتئین که برای بقا و عمل کرد ضروری است

به تشخیص و جداسازی سویه های سالمونلا انتریکا سروتیپ  PCR تکنیک 

های خانه دار به  (. هدف از این مطالعه بررسی ژن12تیفی موریوم  پرداخت)

منظور غربال گری و تشخیص مولکولی سالمونلا سروتایپ تیفی موریوم می 

 باشد.
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 روش کار 

نمونه های بالینی متفاوتی از جمله خون و مدفوع و ادرار از بیماران 

مشکوک به سالمونلا از چند بیمارستان و تعدادی از آزمایشگاه ها در شهر 

منتقل شدند. نمونه ها به  fتهران جمع آوری و به محیط کشت سلنیت 

ای ساعت در محیط نگه داری شدند. سپس به محیط کشت ه 6مدت 

بیسموت سولفیت آگار انتقال و به  (آگار،SSشیگلا)-انتخابی مانند سالمونلا

درجه سانتی گراد قرار داده شدند. با کمک  37ساعت در دمای  22مدت 

، لیزین TSI،MRVPتست های بیوشیمیایی و محیط های افتراقی مانند 

جدا  آیرون آگار، سیمون سیترات واوره، کلنی مشکوک به سالمونلا تیفی را

کرده و پس از انجام آزمون های افتراقی مذکور، آزمون های سروتایپینگ با 

انجام پذیرفت. واکنش آگلوتیناسیون به   Hو Oانتی سرم های اختصاصی 

عنوان واکنش مثبت ثبت شد، سپس با استفاده از روش های استاندارد 

 BHI ،LBباکتری ها در محیط هایی مانند باکتریولوژیک و سرولوژیک، 

کلروفرم انجام _با روش فنل DNAاستخراج  .براث کشت داده شدند

ساعت از  22کشت داده شد و بعد از  LBگرفت. سالمونلا در محیط کشت 

اضافه شد.  Kو پروتئاز EDTAو SDS سوسپانسیون باکتریای به رسوب 

را با   DNAدرجه انکوبه گردید و در مرحله بعد 68سوسپانسیون در دمای 

ایزوآمیل استخراج شد و توسط اتانل ته نشین گردید. -کلروفرم-محلول فنل

درجه سانتی گراد نگه داری شد تا استفاده  2در دمای  TEدر نهایت در 

 گردد. 

 از سویه های مربوطه، جهت شناسایی با واکنش  DNAپس از استخراج 

PCR از پرایمرهای اختصاصی سه ژنhisD ،hemD ، dna براساس

،  NCBIدر پایگاه ژنی BLASTها با کمک نرم افزار نتایج آنالیز آن

پایگاه مرکزی   استفاده گردید. به منظور اطمینان از اختصاصی بودن آنها از

 1استفاده شد که در جدول NCBI) ) ملی اطلاعات بیوتکنولوژی

خصوصیات  ترادف هر یک از پرایمر ها ذکر شده است. در ادامه نیز برای 

، طی چند مرحله با تغییر بر  PCRنیاز واکنش  بهینه سازی مواد مورد

پلیمراز مقدار   Taqو   dNTPروی غلظت مواد اولیه از جمله پرایمر ها،

انتخاب شد. شرایط برقراری  PCRمناسب برای هر یک جهت انجام 

 25برای ارزیابی ژن های مذکور در حجم استاندارد  PCRواکنش 

ماکرولیتر 1میلی مول، Mgcl2 1میکرولیتر صورت پذیرفت. در این حجم 

dNTP، 1 ماکرولیتر DNA  ،18 ماکرولیتر بافر 5/2باکتری X،5/2  واحد

پیکومول و آب مقطر  1هر یک F و R ، پرایمر  Taq polymeraseآنزیم

ماکرولیتر استفاده شد و یک واکنش با همین شرایط و استفاده  17تزریقی 

ن کنترل منفی قرار داده شد. به از آب دیونیزه به جای ژنوم باکتری به عنوا

منظور بهینه سازی دمای اتصال پرایمرها، بر روی سیکل های حرارتی و 

،  62زمان انجام واکنش تغییراتی صورت پذیرفت و به ترتیب درجه حرارت 

 درجه سانتی گراد منظور شد.  62و  58

شده تکثیر با استفاده از دستگاه ترموسایکلر  و سیکل های حرارتی تعیین 

انجام پذیرفت و در انتها به منظور ارزیابی  PCRو شرایط مناسب واکنش 

 1میکرولیتر از محصول واکنش را  با  5مقدار  PCRنتایج حاصل از 

میکرولیتر لودینگ بافر مخلوط نموده و ژل الکتروفورز ایزوله ها در ولتاژ 

 صورت گرفت و سپس با %5/1دقیقه در ژل آگارز  25ولت به مدت  88

 محلول اتیدیوم بروماید رنگ آمیزی انجام شد.

 

 

 

 : توالی پرایمرهای ژن های مورد استفاده  1جدول 

طول 

 قطعه

 نام ژن توالی پرایمر     دما

567-
633 bp 

61°C 

 
F: 5’-ATG AGT ATT CTG 
ATC ACC CG-3’ 

R: 5’-GAA GCG TTA 

GTG AGC CGT CTG CG-
3’ 

HemD 

635bp  

55°C 
F: 5’-ATG AAA TTT ACC 

GTT GAA CGT GA-3’ 

R:5’-AAT TTC TCA TTC 
GAG AGG ATT GC-3’ 

DnaN 

651 bp 62°C F: 5’-GAA ACG TTC CAT 

TCC GCG CAG AC-3’ 
R: 5’-CTG AAC GGT CAT 

CCG TTT CTG-3’ 

HisD 

 

 یافته ها

با طول hemD باند های مورد انتظار حاصل از ژن های خانه دار شامل 

 561با طول   hisD جفت باز  و ژن 635طول با  dnaNجفت باز 633

جفت باز  در تمام سویه های سالمونلا سروتیپ تیفی موریوم  مشاهده 

گردید. وقتی آزمایش بر روی باکتری های اشریشیا کولی و شیگلا به عنوان 

کنترل انجام شد، هیچ گونه واکنش مثبتی مشاهده نگردید. با توجه به 

لمونلا تیفی موریوم در مقایسه با باکتری های باندهای حاصل از باکتری سا

کنترل، که هیچ گونه باندی مشاهده نشد، به اختصاصی بودن ژن های خانه 

 (.1دار می توان پی برد) تصویر 
 

 
 1بر روی نمونه های باکتریایی. ردیف های شماره  PCR: نتایج 1تصویر 

در  dnaN و hemDو  hisD به ترتیب مربوط به تکثیر ژن های 3الی 

به  5و  2سویه های سالمونلا تیفی موریوم می باشند و ردیف های شماره 

ترتیب مربوط به سویه های کنترل شیگلا و اشریشیا کولی با نتیجه منفی 

 جفت بازی می باشد. 188ماکر مولکولی  Mمی باشند. ردیف 

 

 بحث

ی در بیماری های منتقله از راه مواد غذایی از جدی ترین مشکلات بهداشت

(.  آمارهای سازمان بهداشت جهانی از 13سراسر جهان به شمار می روند)

اپیدمی شدن این بیماری ها در مناطق مختلف جهان گزارش داده است. در 

میلیون نفر به بیماری های منتقله از مواد  2/1ایالات متحده هر سال 

در  (. سالمونلا تیفی یک پاتوژن نگران کننده12غذایی مبتلا میشوند)

 (.15کشورهای در حال توسعه به ویژه آسیا بوده است)

 



  

  66فصلنامه بیماری های عفونی و گرمسیری ، سال نوزدهم ، شماره 

 7________________________________________________________________________________پریسا الحاقی و همکاران 

 

ن سروتیپ در آسیا بوده است. در سالمونلا تیفی شایع تری 2882در سال  

جنوب مرکزی و جنوب شرقی آسیا سالمونلا تیفی هنوز هم بسیار رایج 

نفر که به علت شیوع بیماری های ناشی از  5332از  2888است. در سال 

( مبتلا به ٪35نفر )1888مواد غذایی در اتحادیه اروپا گزارش شده 

نلا، شیوع دو سروار انتریتیدیس سالمونلا بوده اند. از میان سروارهای سالمو

بوده است. در حالی ٪22و ) ٪58به ترتیب 2888و تیفی موریوم در سال 

که میزان موارد سالمونلا انتریتیدیس در حال کاهش است ، موارد ناشی از 

مورد  26923، 2888سالمونلا تیفی موریوم در حال افزایش است. در سال 

 (.16است)از سالمونلاتیفی موریوم گزارش شده 

 Rahn  از توالی ژن 1992هم کاران در سال  و invA   جهت شناسایی

نشانه گذاری، شناسایی   invA تیفی موریوم استفاده کردند. ژن سالمونلا

 سویه سالمونلا  2شد. به غیر از  bp282و منجر به تولید قطعاتی با اندازه 

S. litchfield وS. senftenberg شناسایی تمام سویه های سالمونلا 

شدند. این دو سویه هیچ گونه پاسخ مثبتی نشان ندادند. نتایج نشان داده 

حاوی سکانس های اختصاصی برای سالمونلا است و ژن  invA که ژن

می باشد و توانایی  PCR مناسبی برای هدف قرار داده شدن برای

برای تشخیص سریع تب .(17تشخیص آن بسیار دقیق است)

را با nested PCR هم کاران روشی مبنی بر و   hashimotoتیفوئید

ابداع نمودند. تمام سویه  ViaB کننده آنتی ژن کداستفاده از توالی ژن 

مثبت بودند.  PCR های سالمونلا تیفی به هم راه سالمونلا پاراتیفی برای

تیفی شناسایی حتی در حد یک سلول است و و برای حساسیت این روش 

و هم کاران با هدف  pathama 2883 لسا در(.18مناسب می باشد)

 با به شناسایی گونه های سالمونلا پرداختند. hilAقراردادن ژن 

تولید کردند  bp 782تمام گونه های سالمونلا قطعاتی با طول  PCRروش

 که این قطعات در سویه های غیر سالمونلایی موجود نمی باشد. هم چنین

در نمونه  hilAت پرایمر برای سنجش حساسی  PCRروش با استفاده از

های مدفوعی با غلظت های مختلف به تشخیص سویه های سالمونلا 

و سروار تیفی موریوم پرداخته شد، در نهایت  لاکتیس کلراسوئیس،

pathama  به این نتیجه رسید که ژنhilA  برای تشخیص گونه های

برای تشخیص نمونه های  PCRسالمونلا اختصاصی میباشد و این روش 

به بررسی  2882و هم کاران در سال  Kumar(.19فوعی مناسب است)مد

مورد در کشت  28نمونه بالینی مشکوک به تب حصبه پرداختند. تنها  28

خون از نظر سالمونلا تیفی مثبت شدند. نتایج نشان داد که تشخیص 

به ویژه برای تمام موارد بالینی ازجمله تب تیفوئید مفید  PCRمبتنی بر 

سعادتی و هم کاران جهت شناسایی سالمونلا تیفی به طراحی (. 28است)

  PCR و بعد به انجام واکنش  viaBیک جفت پرایمر اختصاصی ژن 

حاصل گردید. نتایج  bp538تیفی با اندازه  PCRاقدام نمودند. محصول 

برای تشخیص سالمونلا  PCRبا روش  viaBاین تحقیق نشان داد که ژن 

(.در 21صاصی، کم هزینه با حساسیت بالا باشد)تیفی می تواند روشی اخت

گذشته طی مطالعات بسیاری که برای شناسایی و غربال گری باکتری ها 

با کمک متد مولکولی  DNAانجام می گرفت از توالی خاصی از ژن های 

PCR  استفاده می شد، اما آنچه که در این مطالعه مورد اهمیت است

نوان ژن های تشخیصی در شناسایی استفاده از ژن های خانه دار به ع

سالمونلا سروتیپ تیفی موریوم می باشد. ژن های خانه دار در تمام سلول 

موجود می باشد و در فعالیت سلول دارای ویژگی های خاصی می باشد. در 

مطالعه حاضر از این ژن های اختصاصی جهت َشناسایی و غربالگری 

مایش جهت تعیین اختصاصیت سالمونلا تیفی موریوم استفاده گردید. آز

روش بر روی باکتریهای اشریشیا کولی و شیگلا صورت پذیرفت و باند مد 

 نظر در باکتری های کنترل، تکثیر نشد.

 

 نتیجه گیری

ترادف انتخاب شده در این مطالعه اهداف مناسبی جهت شناسایی مولکولی 

نهاد می شود  سالمونلا انتریکا سروتایپ تیفی موریوم می باشند لذا پیش 

از این اهداف ژنی در غربال گری سروتایپ های سالمونلا در آزمایشگاه 

 استفاده شود. 
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