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Abstract 

The traditional methods of diagnosing Salmonella which are time-consuming and sometimes 

problematic, are still used to identify Salmonella serotypes in clinical and food samples, but 

with the invention of rapid molecular detection methods, these problems have been largely 

eliminated. The present study aimed to rapidly detect different Salmonella isolates based on 

invA chromosomal gene search and also to identify acute isolates containing spv operon 

virulence genes. To this end, 20 human isolates of Salmonella were obtained from hospitals in 

Tabriz and 20 isolates of this bacterium were isolated from traditional cheese available on 

Tabriz consumer market. The molecular confirmation of isolates was first evaluated using 

specific primers of invA gene by simplex PCR method. Then, in order to evaluate the acute 

strains of the bacterium based on the presence of operon spv, the presence of spvA, B, C and R 

genes was examined by multiplex PCR using the relevant specific primers. The results showed 

that firstly, all isolates had molecular confirmation. Secondly, all 40 tested isolates had 3 spvA, 

C and R genes, but none of them had spvB gene. It seems that due to the limitations and 

problems in the traditional laboratory examination of Salmonella, PCR can be used as a rapid 

method to detect Salmonella infection. Also, the presence of 3 out of 4 virulence genes of opron 

spv in different Salmonella isolates in Tabriz region should be considered an undesirable 

finding, which emphasizes the need to further observe principles of control and prevention in 

animal and human communities. 
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های سالمونلا با در جدایه spv پرونهای حدت اارزیابی تشخیص سریع و بررسی حضور ژن

 multiplexPCRو  simplexPCRهای مولکولی استفاده از روش
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  چکیده

های سنتی تشخیص این باکتری روش های بالینی و مواد غذائی ازدر نمونهسالمونلا  هایسروتیپ بـرای شناسـایی و تشخیص امروزه

این مشـکلات تـا حـد  ،های سریع تشخیص مولکولیبا کشف روش اما ،باشندساز میکلو گاهی مش گیروقت که گـردداستفاده مـی

های مختلف سالمونلا بر اسـا  ججـیوی ژن کرومـوزومی ، با هدف تشخیص سریع جدایه. مطالعه حاضراست زیادی مرتفع گردیده

invA های حدت اپرون های حاد حاوی ژنو نیز شناسائی جدایه spv .جدایـه انجـانی سـالمونلا از  20بدین منظور تعداد انیام گردید

تهیـه گردیـد.  ،شده در بازار مصرف تبریز جدا شده بـودجدایه این باکتری که از پنیرهای سنتی عرضه 20های شهر تبریز و بیمارستان

ارزیابی گردید. در ادامـه   simplex PCRها با استفاده از روشتائید مولکولی جدایه ، invAهای اختصاصی ژنابتدا با استفاده از پرایمر

بـه  ،بـا اسـتفاده از پرایمرهـای اختصاصـی مربو ـه ،spvهای اپـرون های حاد باکتری مذکور براسا  حضور ژنبرای بررسی سویه

. ثانیـاً همـه ها بوددهنده تائید مولکولی همه جدایهها اولاً نشانیافتهبررسی شد.  spvA و R ،C ،Bهای حضور ژن  multiplex PCRروش

که با توجـه بـه رسد به نظر می نبودند.  spvBها دارای ژنکدام از آنبوده ولی هیچ spvA و R ،Cژن  3جدایه مورد آزمایش دارای  40

به عنوان روشی سریع در تشـخیص   PCRتوان ازها و مشکلات موجود در روش بررسی آزمایشگاهی سنتی سالمونلاها، میمحدودیت

های مختلـف سـالمونلا در در جدایه spv ژن حدت اپرون 4ژن از  3اکتری سالمونلا استفاده کرد. همچنین بایجتی وجود آلودگی به ب

  کند.ای نامطلوب تلقی کرد که لزوم رعایت بیشتر اصول کنترل و پیشگیری در جوامع دامی و انجانی را تاکید میمنطقه تبریز را یافته
 

 .invA ،spv، PCR، یص سریعتشخ ،: سالمونلاهاکلیدواژه
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 مقدمه

، یهای کوتاه گررم من رشامل باسیل جنس سالمونلا

کپسرول  فاقد هوازی اختیاری، فاقد اسپور وهوازی و بی

ترریش هرای پریواسطه داشتن تاژک هب که غالباً باشدمی

(peritrichous)  سررالمونلادارای حرکررت برروده )بجررز 

غیرمتحررک هسرتند( و  که سالمونلا پلورومو  گالیناروم

ایررن  . برررباشررندمی نتروباکتریاسررهآعضرروی از خررانواده 

اعضرای  شرده بررایپذیرفته بندیآخرریرن طبقه ،اساس

 نرترریرکرایا سالمونلا هرا را بره دو گرونرهنجنس، آاین 

(Salmonella enterica ) بونگرررروریسررررالمونلا و 

(Salmonella bongori) ف دیگراز طر د.نکنتقسیم می، 

 های سروماتیکژنآنتی نوع اساس بر اعضای این جنس،

(O)یل، فلاژ (H )و ویرولانسی (Vi)، 2700حردود  به 

 بررای شرانبیشتر که شوندتقسیم می مختلف  سروتیپ

 Rastgar et)باشرند مریزا بیماری دام و پرندگان، انسان

al., 2008). دهد کره ایرن های مختلف نشان میگزارش

 و پرنردگان دام ،از طریق مردفوع انسران باکتری معمولاً

لذا شود. می غذا و محیط ،دفع شده و باعث آلودگی آب

انتقال بیماری مذکور از طریق آب و مواد غرذایی آلروده 

انتقال بره صرورت مسرتقیم انجرام  صورت گرفته و غالباً

زای . سالمونلا یک بیماری(D`Austj-y, 1991)شود نمی

 غالبراً ،ایبرا تکییرر روده درون سلولی وابسته است کره

-مری براکتری مرذکورالبته . کندمینتریت آگاسترو ادایج

هرای های سیستمیک مانند تبباعث ایجاد بیماری تواند

 Sabeghi) شروددر انسان نیز تی وئیدی و پاراتی وئیدی 

and Anzabi, 2019) . 

هررای کرومرروزومی و پلاسررمیدی سررالمونلاها، ژن

 نماینررد کرره غالبرراً در حرردتمتعررددی را حمررل مرری

(virulence) هررا نقررش عمررده و و تهرراجم ایررن برراکتری

-های سالمونلا، پلاسمید اساسی دارند. در اکیر سروتیپ

های مختلف و وابسته بره نروع سرروتیپ حدت با اندازه

، سالمونلا انتریکرا هایغالب سروتیپدر  وجود دارد که

نقرش  کرهباشرد می spvحامرل اپررون پلاسمید مذکور، 

-عهردهکتری برای میزبان را این با ییزابیماریدر  اصلی

واجد پنج ژن مذکوراپرون  گزارش شده که باشد.دار می

spvA ،spvB ،spvC ، spvD و spvR باشررردمی 

(Nogradyn et al., 2008; Ngan Gjy et al., 2010 .)

هرای تحرت ها در غالب سروتیپتاکنون حضور این ژن

، یروممورتی ری سرالمونلامیرل سالمونلا اینتریکا  I  گونه

سررالمونلا ، سررالمونلا انتریتیرردیس، سررالمونلا دابلررین

بره  سرالمونلا پلرورومو  سالمونلا گالیناروم، کلراسوئیس

است. همچنین نشان داده شده کره جایگراه اثبات رسیده

ها از مشرابهت در تمامی این سروتیپspv ژنتیکی اپرون 

 ;Hochmannh et al., 2006) باشدبسیاری برخوردار می

Lihxh et al., 2007; Mzurkiewiczp et al., 2008 .)

-مریکننده رونویسری یک فعال spvRدر این اپرون ژن 

هررای سرراختاری رونویسرری، برره جرردا از ژن کرره باشررد

هرا مرورد نیراز پروموترها متصل شرده و بررای بیران ژن

کیلو باز است  8ود در حد اشاندازه این اپرون که. است

-نقش مهمی در حدت باکتری در برابرر میزبران ای ا مری

در تقویرت و گسرترش سیستمیک پراتوژن نقرش  و کند

 سررالمونلاهای در گونررره spv اپرررون هرررایژن. دارد

 ،I، II هررایگونرره زیر حضور ندارند ولی در یبونگور

IIIa، IV  وVII وجودشررران  سرررررالمونلا انتریکرررررا

، spvدر واقررع پلاسررمید حرردت سررت. ارخص شدهمشررر

بسرررته بررروده کررره فقرررط در ابرررزر  و یپلاسرررمیدها

شروند. ایرن پلاسرمیدها سالمونلاهای خاصری دیرده می

باشررند کرره باعررث افررزایش حرردت، هررایی میحامررل ژن



 237-250: صفحات، 1399پاییز ، 55، پیاپی 3، شماره 14دوره                                                        شناسی درمانگاهی دامپزشکی                                                       آسیب

239 

سلولی و چسربندگی شرده و داخل مقاومت سرمی، رشد

همچنین موجب افزایش ظرفیت ماندگاری ایرن براکتری 

هررای ع ررونی ای در میزبانهررای خررارد رودهبافت در

حردت، خیلری پلاسمید این های فاقدسویه لذا شوند،می

 .(Rastgar et al., 2008) شوندسریع از طحال پاک می

هرای داخرل سرلولی پراتوژن های مذکوردر واقع باکتری

-هرای سیسرتمیک و غیررتواننرد بیمراریهستند که مری

دام و پرنرردگان ایجرراد کننررد.  ،سیسررتمیک در انسرران

سراسر  در حیوانات اهلی هم سالمونلاهای غیرتی وئیدی

-ع ونرتایجاد دنیا وجود دارند و یک منبع بزر  برای 

تجزیه و تحلیل ژنتیکری آیند. های انسانی به حساب می

هرای دهد که هر سندروم بالینی نیاز به مجموعهنشان می

 ختلررفهررای مسررویهدارد و  حرردتهررای مختلررف ژن

مت راوت هسرتند.  ،های حدتی خودویژگیدر  ،سالمونلا

های های جداشده از ع ونته سویهکاست گزارش شده 

کننرد را حمل می spv حدت هایژنسیستمیک، معمولاً 

کره  انردهای انجرام شرده نشران دادهو باتوجه به بررسی

هایی که ( برای کنترل بیماری4CD+) کمکی T هایسلول

الزامری مری ،باشردمریمیبرت  spv یسالمونلا آن عامل

-ت راوت المونلائیی ساین اساس تب تی وئید باشند. بر

های اساسی از نظرر پراتوژنژ و ایمونولروژی برا سرندرم 

سالمونلا قادر بره تکییرر در  .دارد یتی وئیدباکتریمی غیر

سراعت  18-24تلیال روده بوده و پرس از های اپیسلول

کند. همچنین نشان ایجاد می آپوپتوزهای روده در سلول

 نظیرنی مشخص های بالیکه توانایی تولید سندرم اندداده

هرای غیرتی وئیردی، ناشری از ع ونرت ی وتب تی وئیرد

های خاصی است که مکرراً برر روی فراژ یرا حضور ژن

 Tabatabaei and Firuzi)گیرندپلاسمید حدت  قرار می

2009; Mayahi et al., 2017.)  

-اهمیت و جایگراه روش افزون روز افزایش به توجه با

 هویرت تعیرین وجداسرازی  ملکرولی در تشخیص های

 مطالعه در ،زا در انسان و دامبیماری هایمیکروارگانیسم

 نسبت بره روش PCRروش  مزیت که شد تلاش حاضر

 مطالعره مرورد ،در این خصوص شناسیمیکروب سنتی

ژن کرومروزومی  کرهبا توجه به اینگیرد.  قرار ایمقایسه

invA هرای اختصاصری بررای ترین توالیمناسب یکی از

های بالینی و مرواد غرذایی ها در نمونهی سالمونلاشناسای

و  (Guiney, 2011; Nosrat et al., 2012) باشدآلوده می

از جمله مواد غرذائی پرمصررف  پنیر سنتیکه این بر نظر

شرهر در بیشتر نقاط کشور از جمله در منراطق مختلرف 

 هراباشد و نیز به دلیل وجود احتمال آلودگی آنمی تبریز

های حاد براکتری سرالمونلا کره از عوامرل ع سویهبه انوا

بسیار مهم تهدیدکننده بهداشت عمرومی محسروب مری

 برر) سرریع شناسرائیبا هردف  حاضر لذا مطالعه ،شوند

آلودگی احتمالی ( invA اساس جستجوی ژن اختصاصی

هرای شهر تبریز و جدایهمورد است اده در  پنیرهای سنتی

 پلاسرمیدیهرای حاوی ژن که باکتری مذکوربه انسانی 

هرای روش با اسرت اده از باشندمیهم   spv حدت اپرون

  PCR یعنری مولکرولیجدیرد و  شناسیسنتی میکروب

(polymerase chain reaction) انجام گردید . 

 

 هامواد و روش

مقطعی در یک بازه زمرانی -در این مطالعه توصی ی

هرای نرهجدایه سرالمونلا از نمو 20 ماهه تعداد 2حدود 

بیمارسرتان اصرلی  دوشناسری انسانی از بخش میکرروب

جدایره سرالمونلا نیرز از  20 دولتی شهر تبریرز و تعرداد

شده بره برازار مصررف شرهر های پنیر سنتی عرضهنمونه

تبریز از بخش بهداشت مواد غذائی دانشگاه آزاد اسلامی 
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و برا اسرت اده از  تهیه واحد تبریز تحت شرایط استاندارد

 شناسریف و وسایل استریل به آزمایشگاه میکرروبظرو

گروه پاتوبیولوژی دانشگاه آزاد اسلامی واحرد تبریرز در 

ترین زمان و در کنار یخ خشک و در درون ظروف کوتاه

، انتقال (cool box) های میکروبیمخصوص حمل نمونه

های مذکور، یافت. سپس جهت اطمینان از هویت جدایه

 برداشرتبره میرزان کرافی جداگانره طور بهها از همه آن

 و تحت شرایط استریل بره درون محریط کشرت گردید

BHI (Brain Heart Infusion broth)  (Merck-

Germany )سررازی و افررزایش تعررداد جهررت غنی ،مررایع

 سراعت در دمرای 8-12و به مدت  شدهها منتقل باکتری

. در ادامره گردیردگرذاری درجه سلسریوس گرمخانه 43

شرده هرای غنریپر از رسوب هریک از نمونرهیک لوپ 

در  (3000 دقیقره در دور 5)پس از سانتری یوژ به مردت 

های کشت جامد انتخرابی مکرانکی آگرار و سطح محیط

آگرار جهرت جداسرازی سرالمونلاها  شریگلا-سرالمونلا

ای بصرورت چنرد خطری منطقره ،بشکل پرگنره خرالص

جه در 37ساعت در دمای  24و به مدت شد کشت داده 

برای شناسایی هویرت  .گردیدگذاری سلسیوس گرمخانه

های افتراقری های رشد یافته هم، از محیطفنوتیپی کلنی

TSI agar (Triple Sugar Iron agar ،)SIM (Sulfide-

Indole-Motility)، آگررار، سرریتراتآگررار، سرریموناوره

 پرسرکوئروژس-ردآبگوشرت متیرل آگرار،آیررونلیرزین

(Methylred-Vogesproskaure brothو نیز آزمایش )  

ONPG(Ortho-Nitrophenyl-β-Galactoside test و )

شرکت بهرار )های اختصاصی مربوطه سرمهمچنین آنتی

در نهایت با مراجعه به  است اده شد. افشان، تهران، ایران(

اسراس پروتکرل  و برر اختصاصی شناسیجداول باکتری

هررای ، برراکتریارانکرروئین و همکرر توسررط شرردهارائه

 هرای بیوشریمیایی لاکترروز من رری،جداشرده برا ویژگی

S2H من ری  آزرد میبت، اورهمیبرت، سیترات میبت، متیل

ت که به آزمایشات سرولوژیکی دکربوکسیلاز میبو لیزین

بره عنوان یک جدایه  ،اختصاصی هم جواب میبت دادند

 رفتره شردگ در نظرر سررالمونلا انتریکررا گونهمتعلق به 

(Quinn et al., 2002; Jafari et al., 2017 .) لازم بره

در  شردههرای کشرت اسرت ادهذکر است که همه محریط

-Merck) سراخت شررکت مررک آلمران ،تحقیق حاضر

Germany .بود ) 

سالمونلا که بره  هایدر مورد تمامی جدایه در ادامه

ای زنجیره ، از واکنشندتائید هویت شد صورت فنوتیپی

با است اده از پرایمرهرای ( simplex PCR) مراز سادهیپل

برای شناسایی مولکولی  (1 )جدول  invAمربوط به ژن 

 ,.Guiney, 2011; Nosrat et al) شرداسرت اده  هراآن

های حردت جهت تشخیص حضور ژن همچنین .(2012

هرای تائیدشرده برا ژن در جدایره  spvپلاسمیدی اپررون

 )جردول مربوطه ی اختصاصیهااز ج ت پرایمر ،مذکور

 multiplex) مرراز چندگانرهای پلیزنجیره واکنش و (2

PCR ) یمرهای اسرت اده شرده در پرا همه .گردیداست اده

 SGB (Shanghai Generary از شررکت رحاض مطالعه

Biotech co., Ltd ) گردید.تهیه  
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 invA کروموزومی ژن ول تکییریافته مربوط بهو محص شدهی است ادههاردیف پرایمر مشخصات و -1 جدول

 ژن هدف  ردیف بازهای آلی نوکلوتیدهای پرایمرها PCR(bp) (5´- 3´) اندازه محصول  منبع

Chaudhary et al., 
2015 

284 F: GTG AAA TTA TCG CCA CGT TCG GGC AA 
R: TCA TCG CAC CGT CAA AGG AAC C 

invA 

 

 spvاپرون  پلاسمیدی هایژن تکییر یافته مربوط به تمحصولا و ی است اده شدههامرردیف پرایمشخصات و  -(2)جدول

 ژن هدف  ردیف بازهای آلی نوکلوتیدهای پرایمرها   PCR(bp) (5´- 3´) اندازه محصول  منبع
Amini et al., 2010 

 
Amini et al., 2010 

 

Amini et al., 2010 

 
Amini et al., 2010 

310 

 

604 

1063 

571 

F: CAG GTT CCT TCA GTA TCG CA 

R: TTT GGC CGG AAA TGG TCA GT 

F: GTCAGACCCGTAAACAGT 

R: GCACGCAGAGTACCCGCA 

F: ACGCCTCAGCGATCCGCA 
R: GTACAACATCTCCGAGTA 

F:ACTCCTTGCACAACCAAATGCGGA 

R:TGTCTTCTGCATTTCGCCACCATCA 

spvR 

 

spvA 

 

spvB 

 
spvC 

 

بردین : هـاجدایـه زومیوکرومـ  DNAمراحل استخراج -

 هرایبراکتری DNA کیت اسرتخرادبا است اده از منظور 

 400 (CINNAPURE- Cat No:PR881613) گرم من ی

هررای در تیروب اسرتریلی ژمیکرولیترر از سررم فیزیولرو

سپس در زیر هود و با . شد هختری ،شدهگذاریبزر  نام

هرا حدود یک سوم از نمونه فیلدوپلاتین حلقهاست اده از 

 .گردیردده و ورتکرس شی حل ژدر داخل سرم فیزیولو

 4000دقیقررره در دور  5در ادامررره محتویرررات مرررذکور 

مرایع رویری برا  .تا دو فراز ایجراد شرود شد ژسانتری یو

-میکررو 100مقدار . در ادامه شداست اده از سمپلر خالی 

بره  آنرزیم ریبوتینراز میکرولیتر از 20و  کنندهلیز لیتر بافر

و بره مردت  شدهورتکس  و گردیدها اضافه تیوبمیکرو

. ه شرددادقررار  لسریوسدرجه س 30دقیقه در دمای  30

 هرامیکروتیروببه  کنندهلیز بافر از میکرولیتر 400 سپس

ثانیره در دور تنرد ورتکرس  20و به مدت  گردیداضافه 

  دهنردهرسروب میکرولیتر از محلول 300 ادامه در .شد

 و گردیدثانیه ورتکس  5 و با دور تند حدودشده اضافه 

فیلترردار  یهرامیکروتیوبمده به داخل آدست محلول به

برا سررعت دقیقره  1بره مردت و منتقل  شکل ایاستوانه

 400 سررپس. گردیررد ژسررانتری یودور در دقیقرره  13000

 داخرررل بررره شستشرررو 1 شرررماره برررافر از میکرولیترررر

برا سررعت دقیقه  1و به مدت شد  ریختهها تیوبمیکرو

 400 . سررپسشررد ژسررانتری یودور در دقیقرره  13000

ه  و بره گردیداضافه  شستشو 2شماره بافر  از میکرولیتر

 مجردداًدر دقیقره  دور 13000 با سررعتدقیقه  1مدت 

در پررایین  همررایع حاصررلدر ادامرره  .شررد ژسررانتری یو

 ژو دوباره سانتری یوشد  ریختهدور  تیوب فیلتردارمیکرو

 های جدید منتقلتیوبمیکرو ها بهستوندر ادامه . گردید

به  لسیوسدرجه س 65 دمای با لیتر بافرمیکرو 50 ده وش

 65دقیقره در دمرای  3-5و به مدت  دهشها اضافه تیوب

دقیقره  1 و به مدتشد  گذاریگرمخانه سلسیوسدرجه 

مرایع  .گردید ژسانتری یو دور در دقیقه 13000با سرعت 

 باشرد.مری شردهاسرتخراد   DNAدر این مرحله حاصله

که برای انجرام واکرنش با توجه به اینلازم به ذکر است 

PCR نانوگرم در میکرولیتر از  50به  حداقلDNA هرای

لرذا بررای تعیرین  ،وجود داردنیاز شده خالص استخراد

مرکررز  پآدرهررا از دسررتگاه نررانوکی یررت و کمیررت آن

 تحقیقات بیوتکنولوژی دانشگاه آزاد اسلامی واحد تبریز
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 ,Nano Drop Technologies) ده گردیرررداسرررت ا

Wilmington, DE, USA).  

با توجه بره : هاپلاسمیدی جدایه  DNAمراحل استخراج -

برر  مطالعهدر این  بررسیمورد  spvهای اپرون که ژناین

 از ،بنرابراین در ایرن مرحلره ،روی پلاسمید قرار دارنرد

 اهرآن ی که در مرحلره قبلری سرالمونلا برودنیهاجدایه

اسرراس بررسرری حضررور ژن  صررورت مولکررولی و برررهب

برا اسرت اده از  مجردداً ،برود هتائید شد invAاختصاصی 

 QIAprep Spin)شرررکت کیرراژن کیررت اسررتخراد 

Kit Miniprep)  عمرل ،مربوطره کیرتو طبق پروتکرل 

 .دگردیانجام  پلاسمیدی  DNAاستخراد

ی بـرا (simplex PCR) ساده مرازای پلیزنییره آزمایش-

شرده با است اده از ترکیبات ارائه: invAبررسی حضور ژن 

است اده به این مورد simplex PCR  ، برنامه3در جدول 

صورت انجام شد که در سریکل اول بررای انجرام عمرل 

درجره  94دقیقه دمرای  4واسرشت سازی اولیه به مدت 

ها اعمرال گردیرد. همچنرین در سلسیوس بر روی نمونه

بار تکرار شدند جهت انجام  35م که های اصلی هسیکل

ثانیره و بررای  30عمل مذکور از همان دما ولی به مدت 

سلسریوس طری همران مردت درجه  70اتصال از دمای 

درجرره  72زمرران و برررای عمررل توسررعه هررم از دمررای 

ثانیه اسرت اده شرد. برالاخره در سریکل  40سلسیوس به 

از  PCRآخر هم برای توسرعه نهرایی محصرول آزمرایش

دقیقررره اسرررت اده گردیرررد. 7مررران دمرررا در مررردت ه

 
 

 PCR simplexترکیبات مورد است اده در  واکنش    -3 جدول

 مقدار مورد استفاده نام ترکیب

10X PCR میکرولیتر 5 بافر 

 میکرولیتر 6/34 آب مقطردوبارتقطیر استریل دیونیزه

 میکرولیتر 5/1 کلرید منیزیوم

 میکرولیتر 1 پرایمر جلورونده

 میکرولیتر 1 پرایمر معکوس

 میکرولیتر 5/0 فس اتهمخلوط بازهای آلی سه

 میکرولیتر 4/0 مرازپلی DNA آنزیم

DNA  میکرولیتر 6 الگو کروموزومی 

 

 (multiplex-PCR) چندگانهمراز ای پلیزنییره آزمایش-

برا اسرت اده از : spvهـای اپـرون برای بررسی حضـور ژن

، در طرررری 4جرررردول  ترکیبررررات ارائرررره شررررده در

 سرازی اولیره درواسرشته عمل،  multiplex PCRبرنامه

-واسرشرته و دقیقه 4مدت هب سلسیوسدرجه  95 دمای

 1 مردتهبر سلسریوسدرجره  94 دمای در اصلی سازی

، مرحله اتصال آغازگر در دمای چرخه 35 با انجام دقیقه

عمرل ، ثانیره 20و  دقیقره 1مدت هب سلسیوسدرجه  57

دقیقره و  1مردت هبر سلسیوسدرجه  72 دمای بسط در

درجرره  72 دمررای یررک چرخرره بسررط نهررایی در نهایترراً

 . دقیقه انجام شد 10مدت هب سلسیوس
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 PCR multiplexترکیبات مورد است اده در  واکنش   -4 جدول

 نام ترکیب مقدار مورد استفاده

 میکرولیتر 5/12 مستر میکس

 میکرولیتر 5/9 هآب مقطردوبارتقطیر استریل دیونیز

 میکرولیتر 8/0 کلرید منیزیوم

 میکرولیتر 4/0 مرازپلی DNA آنزیم

 پرایمر 4میکرولیتر بطور جداگانه از هر یک از  4/0 پرایمر جلورونده

 پرایمر 4میکرولیتر بطور جداگانه از هر یک از  4/0 پرایمر معکوس

DNA  میکرولیتر1 پلاسمیدی الگو 

 

هررای PCR در کییررر یافتررهقطعررات تدر نهایررت 

با اسرت اده  ودرصد  1 الکتروفورز روی ژل بر ،شدهانجام

 Box™ gelدسرررتگاه  UV (ultraviolet) از نرررور

documentation در انگلسرتان( ،)شرکت سینژن کمبریج 

مرکز تحقیقات بیوتکنولوژی دانشگاه آزاد اسلامی واحد 

 مررورد ت کیررک، پررس از و بررسرری ،مشرراهدهتبریررز 

 قرار گرفت.برداری عکس

مطالعره  مراحرل مختلرفلازم به ذکر است کره در 

( ATCC: 9270) برراکتری از سررویه اسررتاندارد حاضررر

Salmonella enterica  به عنوان کنتررل میبرت و نیرز از

 Escherichia (ATCC: 25922) سویه استاندارد باکتری

coli  عنوان کنترل من ی که هرردو از انسرتیتو پاسرتور به

 شد. است اده ،بود ایران( تهیه شده، رانته)

آمرار  شرکلبرههای حاصرله یافته: هاتحلیل آماری داده -

توصی ی ارائه گردیرد. بررای مقایسره نترایج مربروط بره 

 22نسخه  spssافزار از نرم سالمونلا های مختلفجدایه

  p˂05/0 داریسطح معنری در t-studentآزمون آماری  و

 است اده گردید.

 

 

 هاافتهی

در مطالعرره حاضررر، بررا اسررت اده از روش کشررت 

مربروط  یجدایه سالمونلا 40هر ،سنتی متداول میکروبی

- پنیرر هراینمونرهبیمارستانی و اخذ شده  هاینمونه به

با اسرت اده از  همچنین شدند. فنوتیپی تائید هویت ،سنتی

  مبنرای جسرتجوی حضرور ژن و برر ساده PCRروش 

invAهمچنین برا . (1 شکل) گردیدندز نی مولکولی تائید

چندگانه و بر مبنای جسرتجوی  PCR است اده از آزمایش

-همه جدایه  spvهای حدت مربوط به اپرون حضور ژن

بررسی  اپرون مذکورهای از نظر حضور ژن ی مذکورها

 پنیررهرای جدایرهنشان داد هرم در نتایج حاصله  .شدند

 وsvpA،  svpCژن  3 ،انسانی هایجدایهو هم در  سنتی

svpR  نمونره یک ازهیچکه در در حالی ،حضور داشتند-

از  همچنرین مشاهده نگردیرد. svpB ژن ،های ذکر شده

 داری مشاهده نشد.نظر آماری هم اختلاف معنی
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ژن حضرور کره مربروط بره  284bp دازهی به انرهای سالمونلا که همگی باندجدایه در مورد simplex PCR تمحصولا زشدهالکتروفورتصویر ژل  -1 شکل

 از نروع مرارکر مرورد اسرت اده سایز .استکنترل من ی  مربوط به ئیانتها کنترل میبت و چاهکمربوط به  2 . چاهکدندهنشان میرا  هست invAاختصاصی 

(1Kb) DNA ladder smobio  باشدمی.  

 

 
هرای مرورد همره ژن که در آن باندهای اختصاصی مربوط به های سالمونلاجدایه مورددر  multiplex PCR تمحصولا شدهالکتروفورزتصویر ژل  -2 شکل

 2 چاهک شماره باشد.( میbpج ت باز ) 310و  571 ،1063 ،604به ترتیب  svpRو svpA، svpB،  svpCهای اندازه ژن .شودمشاهده می spvB نظر بجز ژن

 باشد.می DNA ladder smobio (1Kb) از نوع 1 در چاهک دهمارکر مورد است ا سایزمربوط به کنترل میبت بوده و 

 

 گیریبحث و نتییه

ردیرابی اسراس  بر PCR مولکولی است اده از روش

و  العادهفوق حساسیت و ویژگی ،هاقطعات ژنوم باکتری

بره  ،ها فرراهم نمرودهآنرا برای تشخیص  سرعت بالائی

کپری  توان بیش از یک میلیراردبا این روش می کهطوری

 2نظرر را در عرر   باکتری مورد DNAاز از یک قطعه 

برا  1993 در سرالدر این ارتباط ساعت تولید کرد.  3 تا

های باکتری سالمونلا را در نمونه PCRاست اده از روش 

را بررای  یدرصد  100 غذایی ردیابی کرده و حساسیت

. در (Hoseinpour  et al., 2013) انردهآن گزارش نمود

را برررای ردیررابی  BAX-PCRبررایلی روش  1998 سررال

سالمونلا در مواد غذایی مورد است اده قرارداد و نتایج آن 

هرای را با روش اسرتاندارد کشرت مقایسره نمرود. یافتره

نامبرده نشان داد که صحت و حساسریت ایرن روش در 
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 ,Bailey)است مقایسه با روش متداول کشت بالاتر بوده

 2003 ای دیگر در سال. همچنین بایلی در مطالعه(1998

برای ردیرابی سرالمونلا در نمونره  BAX-PCRاز روش 

 از میران هرم گوشت ماکیان است اده نمود. در این مطالعه

 براکترینمونه گوشت مرغی که به طور تجربری برا  122

و  PCRمرورد برا روش  111 ،بودند سالمونلا آلوده شده

از نظر آلرودگی بره سرالمونلا مورد با روش کشت  113

شدند. اما در مورد ردیابی سالمونلا  میبت تشخیص داده

 مرورد از 19 تعداد PCRدا  با روش های هاتاز نمونه

مورد بره  30 مورد از 10 مورد و با روش کشت فقط 30

برترری  هرم عنوان نمونه میبت شناسائی شدند. این یافته

روش کشت  را نسبت به PCRو حساسیت بیشتر روش 

در امرا . (Bailey and cosby, 2003)معمولی نشران داد 

جدایه سرالمونلا برا اسرت اده از  40 پژوهش حاضر همه

ساده تائید مولکولی شدند یعنی برین روش  PCR روش

از این نظر اختلافی  PCR کشت سنتی و روش مولکولی

مشاهده نشد که این یافته با اکیر تحقیقرات اشراره شرده 

همخوانی نشان نداده و برتری و ترجیح روش مولکولی 

-بر روش کشت جهت جداسازی سالمونلاها در نمونره

را نشران  دامی أبا منش مواد غذائیهای مختلف انسانی و 

ن و اریکسرو 2007 در سرال در ایرن ارتبراط دهرد.نمری

را از نظرر قردرت  PCRسه روش کشت، الایزا و  آسپان

های مدفوع ماکیران، خروک و ردیابی سالمونلا در نمونه

هرای ایرن محققران دادند. یافته احشام مورد ارزیابی قرار

های به کار نشان داد که دقت، حساسیت و ویژگی روش

گرفته شده به شدت تحت تاثیر نوع سالمونلای موجرود 

ری اسرت کره سرالمونلا در آن قررار دارد و ترکیب بست

(Erikson and Aspan, 2007).  نترایج البته درعین حرال

-سرازینشان داد که روش مولکولی بهینهحاضر  مطالعه

، روشرری invAژن اسرراس جسررتجوی  بررر PCR شررده

زای مناسررب جهررت تشررخیص سررریع برراکتری بیمرراری

مواد غذایی آلوده اسرت  انسانی و هایسالمونلا در نمونه

 یهرای تشخیصرتوان آن را جایگزین روشمی احتمالاً و

اسرت اده از برا کره طروریهب ،ها نمودسنتی در آزمایشگاه

هرای ژن عمومی در همه سروتیپ)invA پرایمرهای ژن 

  PCR و بررا اسررت اده از روش( اینتریکررا سررالمونلا

simplexبانرردی برره انرردازه و مشرراهده bp 284  در ژل

 تشخیص به قادرمذکور،  PCR الکتروفورزشده محصول

-جدایرهدر  حضور باکتری سالمونلا بسیار سریع و دقیق

دامری  أمرواد غرذائی برا منشر هرایجدایهانسانی و های 

براکتری ط بره نمونره مربرو در مورد که. ضمن اینشدیم

 به عنوان نمونه کنترل من ی که کولای اشریشیابیماریزای 

در  .هیچ بانردی تولیرد نشرد ،در ژل مذکور شد، است اده

را  invA این یافته با گزارشات متعدد گذشته که ژن واقع

و  باشرردزایی سرالمونلاها در ارتبراط مریکه برا بیماری

رط در ایرن اختصاصری بروده و فقر کراملاً در عین حرال

برره عنرروان ژنرری مناسررب برررای  و وجرررود دارد برراکتری

 اینتریکرا سرالمونلا هرایتیپسررو جستجوی مولکرولی

 کاملاً ،(Zahraei-Salehi et al., 2006) اندگزارش کرده

روش  مطابقت داشته و در عین حال حساسیت و ویژگی

دوبراره هرا را جهت جستجوی سالمونلا PCRتشخیصی 

-اخیر زمانی بیشتر مشخص مری یت یافتهاهم .تائید کرد

-سالمونلا یکی از باکتری که داشته باشیمشود که توجه 

و سرررعت  باشرردمهررم در انسرران مرریزای هررای بیمرراری

ترر، عرامررل زمرران برررای تشخیص و به عبرارت دقیق

گیرری پیشگیری از فاجعه درحال وقروع ناشری از همره

توانرد مری سالمونرلروزیس فاکتور بسیار مهمی اسرت و
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 منجر بره قرطرع بره مروقرع چرخره ع ونرت در جامعره

 گردد.  انسانی

در پرژوهش کره نکتره مهرم ایرن از طرف دیگر اما

 PCR multiplexحاضر برا اسرت اده از روش مولکرولی 

بره  سالمونلاشده هویتتعیین جدایه 40مشخص شد که 

بره  شردههویرتتائید و نیز روش سنتی میکروبیولوژیکی

 3 حاوی حداقلهمگی ، PCR simplexمولکولی روش 

 .هسررتند  spvاپرررونمجموعرره هررای حرردت ژن از ژن

حضور ژن اصلی این اپرون حردت یعنری ژن  مخصوصاً

spvR گهری آای با پیشهای سالمونلا یافتهجدایه در همه

ایرن ژن برر شردت و حردت که چرا  ،گرددبد تلقی می

حضررور  و ی داردیبیمرراری سررالمونلوزیس ترراثیر بررالا

تواند موجب گسترش های دارای ژن مذکور میسالمونلا

 و ایرن امرر شردهدر جامعه انسانی  ،های مربوطهع ونت

-خطری از نظر بهداشت مواد غذائی محسروب تواند می

دهرد های متعددی نشان میدر این ارتباط گزارش .گردد

هررای کرومرروزومی و هررا، انررواعی از ژنکرره سررالمونلا

د که در حدت و تهراجم ایرن کننحمل میپلاسمیدی را 

 این ارتباط امینی در .باکتری نقش عمده و اساسی دارند

 جهرت سرالمونلا براکتری که نمودند همکاران عنوان و

- تجربری مروش هرایمردل در عمرومی ع ونرت ایجاد

-طوریهب ،دارد spv حدت پلاسمید به نیاز آزمایشگاهی

 شردت بره نیرز حردت ، spvهای اپرونژن حذف که با

 حدت یابد. همچنین گزارش شده که پلاسمیدکاهش می

-سلول در موفاگوز به لیزوزوم اتصال باعث عدم مذکور

 شدهیریزبرنامه باعث مر  طرفی از و شده دفاعی های

 ,.Amini et al)گرردد نیرز می بردن دفراعی هرایسلول

 گونره هرر کره انردردهگزارش ک در تحقیقی هم .(2010

حردت  باعرث کراهش  spv هرای اپررونژن در جهرش

 حیروانی مردل آزمایشرات مربروط بره در هراسرالمونلا

 spvBهرای که ژنبا اینگردد. همچنین مشخص شده می

برازی  اپررون ایرن در اینقرش تعیرین کننرده  spvA و

 و spvCهای به ژن بیشتر را حدت عامل ولی ،نمایندمی

spvR  انردادهد نسربت (Nikbakht and Tadjbakhsh, 

دو ژن  هردر تحقیق حاضر حضور  کهنظر براین. (2004

 مررورد مطالعرره سررالمونلاهررای در همرره جدایرره مررذکور

ای مهم و البته با پیش آگهی یافته بازهم لذا ،مشاهده شد

 spvکره تجزیره و تحلیرل اپررون  شود چررابد تلقی می

ژن حدت ضرروری  یک ،spvR مخصوصاً نشان داده که

-هرا مریسرالمونلا spvRهای بردون است و فقط جدایه

کره در مرورد  توانند غیربیماری زا و یرا غیرحراد باشرند

های مورد بررسری در تحقیرق حاضرر یک از جدایههیچ

در این ارتبراط امینری و همچنین  کند.این امر صدق نمی

در کشررتارگاهی در کرمرران بررا  2010 همکرراران در سررال

هرای نمونره از طیرور و انجرام آزمرون 1001 آوریجمع

را آلوده به  هااز آن مورد 68و سرولوژی،  میکروبیولوژی

با است اده از روش  ادامه همسالمونلا گزارش کردند. در 

multiplex PCR51) هررااز آلررودگی مررورد 35 ، عامررل 

شرناخته  لا انتریتیردیسسرالمون( به عنروان موارد درصد

 هم برابر با spvCو  spvA ،spvBهای شده و حضور ژن

از نظر بهداشرت  هادرصد گزارش شد که این یافته 6/88

 ,.Amini et al) گزارش گردیدمواد غذایی حائز اهمیت 

های بخش مولکولی تحقیق مذکور با نترایج یافته .(2010

چرا که در تحقیق  ،ندارد کامل ضر همخوانیپژوهش حا

 حضور مشاهده نشد و ثانیاً spvBحضور ژن  حاضر اولاً

درصرد  100هم برا فراوانری spvR و spvA ،spvC ژن 3

کره اولیرویرا و همکراران در  ایدر مطالعرهملاحظه شد. 

، invAهرای در برزیل در مرورد حضرور ژن 2003 سال
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spvR  وspvC شرررده از منرررابع در سرررالمونلاهای جدا

سرالمونلا در  invAمختلف انجام دادند، دریافتند که ژن 
جداشده از همه منابع مرورد بررسری شرامل  انتریتیدیس

امرا  ،گررددطیور، خوک، انسان و مواد غذائی یافرت مری

 2/90و  2/91ترتیرب بره spvC و spvR هایفراوانی ژن

نترایج ایرن  . (Oliveira et al., 2003) است بودهدرصد 

هرای برا یافتره invAرد حضرور ژن پژوهش هرم در مرو

هرای حاضر همخوانی و اما در مورد فراوانری ژن مطالعه

تا حدودی عردم همخروانی نشران  spvCو spvR حدت

نشان داد که  بررسی حاضردهد. از طرف دیگر نتایج می

 همرهدر  spvRو پلاسرمیدی  invAکروموزومی  هایژن

ر حضرو حاضرر مطالعرهدر  بررسریمورد های سالمونلا

 همشرابهی در مطالعر تقریبراً د. در این ارتبراط نترایجندار

کره طروریهاسرت، بر گزارش شده امینی و همکاران نیز

نمونره گوشرت  1001در بررسی که برر روی  نامبردگان

گرزارش مرغ کشتارگاهی در استان کرمان انجرام دادنرد، 

ها از نظر حضور براکتری از نمونه درصد 79/6که  کردند

هرا نشران دادنرد کره بت بودند. همچنرین آنسالمونلا می

 06/88و  100 ترتیرببره spvRو invA  هایفراوانی ژن

ها یافتهاین که . (Amini et al., 2010)است  هبود درصد

مشرابهت دارد چررا کره نترایج  با نتایج بررسی ما بسریار

مرذکور در دو ژن هرر پژوهش ما هم در مورد فراوانری 

. از اسرت ثبرت شرده درصرد 100 های سرالمونلاجدایه

جدایه مربوط به  40از مجموع ای در مطالعهطرف دیگر 

ترا  2000هرای نوع سرووار سالمونلا کره طری سرال 58

 ،های مدفوع، غذا و آب جدا گردیده بروداز نمونه 2003

از طررف  .دگردیرمشراهده  invA ها ژندر تمامی جدایه

-نشران داد کره ژن ی مرذکور هرمهرانمونره دیگر آنالیز

هرای درصد از سرویه 90در  spvC و  spvA ،spvBهای

های جدا سویهاز درصد  100جداشده از منابع انسانی و 

 ,.de Oliveira et al) شده از منرابع گراوی وجرود دارد

 invA،spvAهای صورتی که در مطالعه ما ژن در. (2003

،spvC   وspvR  نلا هرای سرالموجدایهاز  درصد 100در

یرک از در هریچ  spvBکره ژنمشراهده گردیرد درحرالی

-همرانرسد به نظر می وجود نداشت. ی مذکورهاجدایه

بررای اولرین برار  تراجبخشتحقیق نیکبخت و گونه که 

 هایسررروتیپ برخرری از دررا  spvR عرردم حضررور ژن

بررای  نیزنتایج پژوهش حاضر  است،نشان داده سالمونلا

هرای را در همره جدایره spvBاولین بار عدم حضور ژن 

برا  مرواد غرذائیانسرانی و  أشده سالمونلا با منشبررسی

 ;Guerra et al., 2002) دهردنشران مری دامری أمنشر

Nikbakht and Tadjbakhsh, 2004; Foley, 2008; 

Amini et al., 2010.) 

رسد که به نظر می با توجه به نتایج تحقیقات مشابه

شرده برین نترایج ات مشاهدهاختلاف یکی از دلایل اصلی

 بردلیلتواند می پژوهش حاضر با نتایج تحقیقات مذکور

بالینی  هایهای مورد مطالعه )نمونهت اوت در نوع نمونه

هرای در مقایسه با نمونره های مواد غذائیانسان و نمونه

توانرد ختلاف مریاین ا از طرف دیگر( باشد. بالینی دامی

ها نمونره أدر نتیجه ت اوت در مناطق جغرافیرایی و منشر

اند که امکان از دست رفرتن همچنین نشان داده. نیز باشد

پلاسمید حدّت در طول زمان هم وجرود دارد. برالاخره 

 الگو و شیوع پلاسمید حدت در مطالعه که ت اوت دراین

تمرالاً مریاح ،مطالعات دیگررنتایج حاضر در مقایسه با 

تواند به دلیل ت رراوت در رعایررت بهداشررت در بررین 

هرای انسررانی و یررا حیرروانی در کشررورهای جمعیت

مختلرف و همچنین مناطق مختلف یرک کشرور باشررد 

تواند به دلیل ت اوت در میزان اسرت اده این اختلاف می و

میکروبرری در درمران انسران و حیروان در از مواد ضررد
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 Nikbakht and) تلرررف نیررز باشررردکشرررورهای مخ

Tadjbakhsh, 2004; Zahraei-Salehi and 

Saeedzadeh, 2005 .) 

تروان چنرین مری پژوهش حاضر نتایج به تکیه بربا 

 برا اسرت اده از پرایمرهرای PCRنتیجه گرفت کره روش 

ای در کارایی فوق العاده  invAمربوط به ژن  اختصاصی

ده بره سرالمونلا هرای مرواد غرذایی آلروتشخیص نمونه

اثبرات  از طررف دیگرر همچنرین تواند داشرته باشرد.می

انسانی و  یهادر جدایههم  ژن حدت  3حضور حداقل 

حاضر در عرین  تحقیق سالمونلا در های دامیهم جدایه

آگهی نامناسربی در مرورد سرلامت دهنده پیشحال نشان

و  پنیرهای سنتی عرضه شده به بازار مصرف شهر تبریرز

های سالمونلائی ها در گسترش ع ونتتمالی آننقش اح

گررردد کرره مرری توصیهلرذا باشد. می در جوامع انسانی

برراکتری سررالمونلا از مررواد غررذایی، حررذف جهرررت 

هرای تولیدکننده اصول ابتدایی را رعایت کررده سرازمان

و از مراکرز کنتررل کی رری مررواد غررذایی درخواسررت 

را جهررت ح ررو و  هراوتیکبیآنتیگردد که است اده از 

 چرررا کرره داری مرررواد غررذایی برره حرداقل برسررانندنگره

تررین عوامرل منتقلره از غرذا در سالمونلاها یکی از مهم

هرای باشند که به دلیل افرزایش مقاومتسراسر جهان می

، این مسأله بره عنروان هاباکتریجنس از دارویی در این 

مطالعات  بتهال باشد.مطرح می دنیایک مشکل اساسی در 

برای قضراوت نهرائی در  یبیشتر و با حجم نمونه بالاتر

 .این خصوص ضرروری اسرت
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