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 ورهای طیی در نمونهدیفوئتیری و غیدیفوئشناسایی سریع سالمونلاهای تی

مراز چندگانه ای پلیصنعتی با استفاده از روش واكنش زنجیره

(multiplex-PCR ) 

 
 *3و2یانزاب ونسی، 1قهیخداداده ج یعل

 

 چکیده
-های طیور صنعتی، با استفاده از روشهای سالمونلا در نمونهسروتیپشناسایی 

شود که سبب مشكلاتی در تشخیص دقیق های سنتی میكروبیولوژیكی انجام می

های تشخیص مولكولی این مشكلات را تا شود، اما روشها میموقع آنو به

حاضر، ارزیابی امكان شناسائی است. هدف از انجام مطالعهکردهحدودی رفع 

طیور، با استفاده از های های تیفوئیدی و غیرتیفوئیدی در نمونهسریع سالمونلا

های طیورصنعتی از سالمونلای مربوط به نمونه 40بود.  multiplex-PCRروش

شد. بعد از انجام آزمایشات افتراقی و شهر تبریز تهیههای دامپزشكی آزمایشگاه

جدایهء سالمونلاگالیناروم، 15جدایه مذکور، تعداد 40سرولوژیكی لازم، از بین

جدایهء 3موریوم و جدایهء سالمونلاتایفی2دیس، جدایهء سالمونلاانتریتی7

جدایه متعلق به سالمونلاانتریكا نبودند. 13شد. سالمونلاپولوروم تشخیص داده

، invA ،rfbJهای در ادامه با استفاده از پرایمرهای اختصاصی، جهت تكثیر ژن

lygD ،I137_08605  و speCکمک روشو بهmultiplex-PCR های ، جدایه

جدایه به 27ها نشان داد که همه لحاظ ژنوتیپی بررسی شدند. یافته فوق از

 invAسروتیپ مذکور، ژن اختصاصی مشترك 4استاندارد هر های همراه سوش

ها و در همه جدایه I137_08605را دارا هستند. همچنین مشخص شد که ژن

-، ژنومپولورهای سالمونلاگالیناروم و سالمونلااستاندارد سروتیپهای سوش

استاندارد های ها و نیز سوشدر همه جدایه lygDو  rfbJهای 

های در همه جدایه speCموریوم و ژن تایفیسالمونلاانتریتیدیس و سالمونلا

استاندارد های ها و سوشگالیناروم و برخی ازجدایهسالمونلا

رسد نظر میموریوم حضور دارند. بهسالمونلاانتریتیدیس و سالمونلاتایفی

پولوروم را از همدیگر و ، سالمونلاگالیناروم و سالمونلا multiplex-PCRروش

تیفوئیدی طیور تشخیص داد که با جلوگیری از سالمونلاهای غیرترین از متداول

 شود. وریاز خسارت به صنعت ط یریسبب جلوگ ها،اشاعه بیشترآن
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 مقدمه

های جنس سالمونلا از اعضای خانواده باکتری

 .(1)باشندشكل و گرم منفی میانتروباکتریاسه، باسیلی

 سروتیپ برای سالمونلا شناسایی 2700تاکنون بیشتر از 

فونت عها و پرندگان سبب ها در انسان، دامشده که اکثر آن

دهد که سالمونلاها از طریق شوند. شواهد نشان میمی

ث مدفوع انسان، دام و پرندگان دفع شده و در نهایت باع

 (. 4-2)گردندآلودگی محیط، غذا و آب می

های مهمی از گونه وایت، سروتیپ –مطابق جدول کافمن

که در انسان، پرندگان و دام سبب بیماری  سالمونلا اینتریكا

گیرند که های سرمی مشخصی جای میشوند، در گروهمی

متعلق به گروه  موریومتایفیسالمونلا بر طبق آن، سروتیپ

-سالمونلا ،گالیناروملمونلاساهای و سروتیپ Bسرمی

 Dمتعلق به گروه سرمی  سالمونلااینتریتیدیسو  پولوروم

بندی اپیدمیولوژیكی . اما در نوعی از تقسیم(5)باشندمی

های ونلاگروه سالم 2ها را به ها، این باکتریبرای سالمونلا

-بندی میتیفوئیدی تقسیمهای غیرتیفوئیدی و سالمونلا

تیفوئیدی در انسان دارای اهمیت های غیر. سالمونلا(5)کنند

باشند چرا که در افراد خردسال یا افراد مسنی که فراوانی می

یستم ایمنی بدن دچار هستند، ممكن است که به ضعف س

-شوند که میمنجر به شكل شدید بیماری سالمونلوزیس 

ترین منابع آلودگی به تواند سبب مرگ هم شود. از مهم
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مرغ، توان به سبزیجات، تخمهای غیرتیفوئیدی میسالمونلا

 .  (6و3)گوشت مرغ و گوشت گاو و گوسفند اشاره کرد

شود های سالمونلایی که در پرندگان مشاهده میعفونت

 ینارومگالسالمونلاهای تیفوئیدی یعنی غالبا در اثر سروتیپ

ك های متحرز سالمونلاو نیز برخی ا سالمونلا پولوروم و

 د.شوها( ایجاد میهای پاراتیفوئیدی و آریزونا)سروتیپ

 سبب بیماری تیفوئید در پرندگان، گالینارومسالمونلا

ری شود. بیمامخصوصا پرندگان بالغ با مرگ و میر بالا می

تیفوئید در پرندگان علایمی نظیر کم خونی، افسردگی، 

چنین هم ،(7)ارداسهال و تنفس سخت را به همراه د

 باشد که یکعامل بیماری پولوروم می پولورومسالمونلا

، مخصوصا در بیماری سیستمیک جدی با مرگ و میر بالا

 ی از، در برخپرندگان جوان است. با این که این دو بیماری

-های توسعه یافته، غالبا از صنعت طیور حذف شدهکشور

های در حال توسعه، شیوع زیادی است، ولی در کشور

 .(8) آورندهای اقتصادی فراوانی به بار میدارند و خسارت

یجاد اهای پاراتیفوئیدی که در طیور ترین سالمونلااز مهم

های توان به سروتیپکنند، میبیماری می

رد. کاشاره  تایفی موریومسالمونلااینتریتیدیس و سالمونلا

غلب های غیرتیفوئیدی )پاراتیفوئیدی( در پرندگان اعفونت

های جوان بدون نشانه است اما گاها و مخصوصا در جوجه

های شانه، ن، لاغری، اسهالها، ژولیدگی پراشتهاییبیسبب 

 هکگزارش شده  .(5)شودها می، کوری و افتادگی بالعصبی

همیت های غیرتیفوئیدی پرندگان نیز برای انسان اسالمونلا

ب تتوانند سبب که در افراد بالغ میفراوانی دارند، چرا 

 ای و گاستروآنتریت و در افراد دارای ضعف سیستمروده

در این . (9)سمی شوند ایمنی و خردسالان، موجب سپتی

ه هایی که بمرغارتباط عقیده بر این است که مرغ و تخم

ابع ترین منباکتری سالمونلا آلوده هستند، از حائز اهمیت

 .(11و10)باشندها به انسان میانتقال سالمونلا

-ای پلیمولكولی واکنش زنجیره های اخیر، روشدر سال

در قیاس با ( PCR=Polymerase Chain Reaction)مراز

شناسی، برای تشخیص سریع های سنتی میكروبروش

گیرد چرا ها مورد استفاده قرار میسالمونلاها در انواع نمونه

باشد و زمان که روش فوق، حساس و مقرون به صرفه می

دهد. همچنین گزارش زم برای تشخیص را کاهش میلا

، یک روش قابل اعتماد برای شناسایی و PCRشده که 

-های باکتری سالمونلا از یكدیگر میتمایز انواع سروتیپ

اساس کارهای مولكولی و برمبنای تجزیه بر .(12و10)باشد 

برای  invAژن  و تحلیل بیوانفورماتیكی، مشخص شده که

. (13)اربرد داردک سالمونلا اینتریكاشناسایی سریع گونه 

فقط در ژنوم  I137_08605چنین گزارش شده که ژن هم

حضور گالیناروم و سالمونلا پولوروم سالمونلاهای وتیپسر

اختصاصی  ،speCدارد. از طرف دیگر اعلام شده که ژن

 lygD(SENو ژن (8)باشدمیگالیناروم سالمونلاسروتیپ 

فقط  rfbJو ژن  (12)سالمونلااینتریتیدیسفقط در   (1383

 .(14)وجود دارد موریومتایفیسالمونلادر ژنوم سروتیپ 

-ونهبا توجه به مطالب ذکر شده و نظر به اهمیت آلودگی نم

 با و های سالمونلاهای مربوط به طیور با برخی از سروتیپ
 سالمونلا) های تیفوئیدی طیورکه سالمونلاتوجه به این

های در حال در کشور ( گالیناروم و سالمونلا پولوروم

ی توسعه موجب خسارات جبران ناپذیر به صنعت طیور م

 اب های مذکور سالمونلاسروتیپلذا شناسایی سریع  ،دنشو

حذف تواند در می ، PCRروش نظیرهایی روش استفاده از

 ارومسالمونلا گالین های ناشی ازو ممانعت از شیوع عفونت

ی در ط . بنابراین کمک کننده باشد، سالمونلا پولورومو 

-پژوهش حاضر به بررسی امكان شناسائی سریع سالمونلا

 وگالیناروم سالمونلاهای های تیفوئیدی )سروتیپ

 هایتیفوئیدی )سروتیپ( و غیرپولورومسالمونلا
 نعتی؛ص( طیور موریومتایفیسالمونلااینتریتیدیس و سالمونلا

 شد.پرداخته  multiplex-PCRبا استفاده از روش مولكولی



 ( multiplex-PCR) چندگانه مرازپلی ایبا استفاده از روش واكنش زنجیره یصنعت ورطی هایدر نمونه یدیفوئیرتیو غ یدیفوئیت یسریع سالمونلاها ییشناسا
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 كارمواد و روش

ه زمانی مقطعی حاضر، در یک باز –در پژوهش توصیفی 

های مربوط جدایه حاصله از نمونه 40ماهه تعداد  4تقریبا 

به کبد، سكوم و مدفوع طیور صنعتی، از تعدادی از 

آوری و های دامپزشكی سطح شهر تبریز جمعآزمایشگاه

تحت شرایط استاندارد و با استفاده از ظروف و وسایل 

ترین زمان ممكن و در کنار یخ خشک و استریل در کوتاه

 cool)های میكروبیر درون ظروف مخصوص حمل نمونهد

box ،)شناسی بیمارستان دامپزشكی به آزمایشگاه میكروب

پزشكی تبریز انتقال یافت. در دانشگاه آزاد اسلامی علوم

های مذکور، ادامه جهت اطمینان یافتن از هویت دقیق جدایه

 5 تا3ها به اندازه کافی )بین به صورت جداگانه از همه آن

کلنی خالص( برداشت کرده و در شرایط استریل در سطح 

کولات آگار لیزین دزوکسی محیط کشت انتخابی گزیلوز

(XLD کشت داده و به مدت )37ساعت در دمای  24 

گذاری کردیم. در ادامه برای درجه سلسیوس گرمخانه

بودند، از کردههایی که رشد شناسایی فنوتیپی هویت کلنی

(، Merck-Germanyاقی لازم )همگیهای افترمحیط

 (15)براساس پروتكل ارائه شده توسط کوئین و همكاران 

 -والان مربوطه )بهارافشان، تهرانهای پلیسرمو نیز آنتی

 ایران( استفاده گردید. 

در ادامه برای تائید مولكولی و بررسی امكان شناسائی سریع 

ولوژیكی های سالمونلا که از لحاظ فنوتیپی و سرهمه جدایه

مراز ای پلیبودند، از واکنش زنجیرهتایید هویت شده

های با استفاده از پرایمر (Multiplex PCR)چندگانه 

 و invA ،rfbJ ،lygD ،I137_08605های اختصاصی ژن

speC هایی که استفاده شد. لازم به ذکر است که همه پرایمر

 در پژوهش حاضر استفاده شده، پس از انتخاب از منابع

-( و نیز بلاست کردن با استفاده از نرم1معتبر )جدول

، از طریق سفارش به NCBIافزارهای موجود در سایت 

،  SGB(Shanghai Generary Biotech co., Ltd)شرکت

 تهیه و استفاده گردید.

 

 های استفاده شده درتحقیق حاضرمشخصات پرایمر -1جدول 

 های استفاده شدهرتوالی پرایم ژن هدف نام باکتری مورد نظر

(5 ′ → 3 ′ ) 

  PCR اندازه محصول

 )جفت باز( 

 منبع

های انواع سروتیپ

 اینتریكاسالمونلا گونه

invA F: CGAGCAGCCGCTTAGTATTGAG 

R: CCATCAAATTAGCGGAGGCTTC 

881(13) 

سروتیپ سالمونلا 

 موریومتایفی

rfbJ F: CCAGCACCAGTTCCAACTTGATAC 

R: GGCTTCCGGCTTTATTGGTAAGCA 

663 (14) 

سروتیپ سالمونلا 

 انتریتیدیس

lygD F: CATTCTGACCTTTAAGCCGGTCAATGAG 

R:CCAAAAAGCGAGACCTCAAACTTACTCAG 

339 (12) 

های سالمونلا سروتیپ

گالیناروم و سالمونلا 

 پلوروم

I137_08605 F: CACTGGAGACTCTGAGGACA 

R: GGGCAGGGAGTCTTGAGATT 

290 (8) 

سروتیپ سالمونلا 

 گالیناروم

speC F: GATCTGCTGCCAGCTCAA 

R: GCGCCCTTTTCAAAACATA 

174 (12) 
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از  ،در مراحل مختلف پژوهش حاضرلازم به ذکر است که 

 گالینارومسالمونلا هایسروتیپ های استانداردسوش

(PTCC:1093،) موریومتایفیسالمونلا (PTCC:1709 ،)

 پولورومسالمونلاو  (PTCC:1787) انتریتیدیسسالمونلا

(ATCC:19945) سوش های مثبت وبه عنوان کنترل 

به ( PTCC:1793) پروتئوس میرابلیس باکتری استاندارد

 های علمیهمگی از سازمان پژوهشکه  عنوان کنترل منفی،

-میاستفاده  بودند،هیه شدهت ایران(-)تهران و صنعتی ایران

 گردید.

های مورد باكتری از كرومـوزومی DNA استخراج-

 آزمایش

الگو DNA ، تهیه PCRنظر بر اینكه اولین قدم برای انجام

از ژنوم  DNAبرای استخراج ا در این مرحله، است، لذ

هائی که در مرحله قبل های استاندارد و نیز جدایهسالمونلا

بودند، از روش صورت فنوتیپی تایید هویت شدهبه

شد. بدین منظور ابتدا از استفادهتغییرات  جوشاندن با اندکی

هر یک از باکتری ذکر شده، با استفاده از محیط جامد 

آلمان(، جداگانه کشت تازه و -مغز و قلب )مركعصاره 

ساعت  24گذاری به مدت جوان با عمل کشت و گرمخانه

شد. در ادامه به یک درجه سلسیوس تهیه می 37در دمای 

 TEمیكرولیتر از بافر  300لیتری، مقدار میلی 2میكروتیوب 

آلمان( را ریخته و زیر هود و در کنار شعله، -پایه)مرك

های رشد کرده در های باکتریاز تک کلنیمقدار کافی 

سطح محیط کشت بوسیله آنس استریل به داخل 

گردید. در ادامه محتویات میكروتیوب مذکور منتقل می

دقیقه در داخل  20میكروتیوب ورتكس شده و به مدت 

شد. سپس محتویات میكروتیوب میآب جوش قرار داده

 10ت زمان دور در دقیقه، در مد 12000فوق، با سرعت 

دقیقه سانتریفیوژ شده و ماده رویی آن، به میكروتیوب دیگر 

. (14)بوداستخراج شده DNAگردید که حاوی منتقل می

که برای انجام واکنش لازم به ذکر است، با توجه به این

PCR  نانوگرم در میكرولیتر از  50حداقل بهDNA های

استخراج شده خالص نیاز است، لذا برای تعیین کمیت و 

 Nano)های استخراجی، از دستگاه نانودراپ DNAکیفیت 

drop Technologies, Wilmington, DE, USA ) مرکز

یوتكنولوژی دانشگاه آزاد اسلامی واحد تبریز تحقیقات ب

 استفاده شد.

 Multiplex)مراز چندگانه ای پلیبرنامه واكنش زنجیره-

PCR) 
، invA ،rfbJ ،lygD هایبرای بررسی حضور ژن

I137_08605 و speC های مورد تحقیق، ازدر باکتری 

باتی مواد و ترکی مراز چندگانه و نیزای پلیواکنش زنجیره

جام است، استفاده شد. برنامه انشدهارائه 2در جدول  که

گرفته در واکنش مذکور هم به این صورت بود که عمل 

درجه سلسیوس در مدت  94سازی اولیه در دمای واسرشته

درجه  94سازی اصلی در دمای دقیقه، واسرشته 5زمان 

دقیقه، مرحله اتصال آغازگر در دمای  1سلسیوس به مدت

دقیقه، عمل بسط در  1وس و در مدت زمان درجه سلسی 55

 35ثانیه، با انجام  45درجه سلسیوس به مدت 72دمای 

بسط نهایی در  ءچرخه تكراری و در آخر هم یک چرخه

-دقیقه، انجام  10درجه سلسیوس در مدت زمان  72دمای 

 شد.

 multiplex PCR برنامه در هم قطعات تكثیریافته نهایتدر 

 برروی ژل الكتروفورز ،(PCR)محصولات انجام شده

 فشاشعه ماورای بنده از و با استفا بارگذاری شده درصد1

) شرکت سینژن  Gel documentation TMBoxدستگاه 

 شگاهکمبریج، انگلستان( در مرکز تحقیقات بیوتكنولوژی دان

و  همشاهده و عكس برداری شد ،آزاد اسلامی واحد تبریز

 دید.گربعد از تفكیک بررسی 
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انجام  Multiplex PCRرکیبات مورد استفاده در واکنش ت -2ولجد

 گرفته در تحقیق حاضر

 

 نتایج

جدایه منتقل شده به  40در پژوهش حاضر، از بین 

شناسی بیمارستان دامپزشكی دانشگاه آزمایشگاه میكروب

ت پس از انجام آزمایشا، آزاد اسلامی علوم پزشكی تبریز

، شناسی تشخیصی بالینی، از نظر فنوتیپیل میكروبمتداو

سائی و شنا نتریكایاسالمونلا ءگونه ق بهمتعلجدایه  27تعداد 

سروتیپ  ءجدایه 15 هاشدند که از بین آن تعیین هویت

، یدیسانتریتسالمونلا سروتیپ ءجدایه 7، سالمونلا گالیناروم

 هم، جدایه 3 و موریومتایفیسالمونلا سروتیپ ءجدایه 2

 . شدندتشخیص داده سالمونلا پولوروم متعلق به سروتیپ

گانه دمراز چنای پلیزنجیره واکنشبعد از انجام چنین هم

سروتیپ استاندارد  4هر  در invAمشخص شد که ژن 

صورت فنوتیپی به هائی که بهجدایههمه  مورد نظر و نیز

تعیین  نتریكایاسالمونلا ءگونهعنوان سروتیپی متعلق به 

که ژن دارد در حالیحضور  جدایه(، 27بودند )هویت شده

 ءگونهشان به ای که به تعلقجدایه 13مه مذکور در ه

باکتری  استاندارد سوش اثبات نشد و نیز نتریكایاسالمونلا

( به عنوان کنترل منفی، PTCC:1793) میرابلیسپروتئوس

های براساس یافته از طرف دیگر، چنینهم حضور نداشت.

-مشخص شد که ژنژنوتیپی تحقیق حاضر 

و  هار تمامی جدایهد  speC و   I137_08605های

 ،حضور دارند سالمونلا گالیناروم  سوش استاندارد سروتیپ

و سوش استاندارد  هااین درحالی است که در جدایه

   I137_08605ژن فقط سالمونلا پولوروم سروتیپ 

و  rfbJهای مشخص شد که ژن ،اینعلاوه بر وجود داشت.

lygD سروتیپهای استاندارد و سوش هادر تمامی جدایه-

 و موریومتایفیسالمونلا وانتریتیدیس سالمونلا های

 (.1نگاره) حضور داردها در برخی از آن  speCژن

 
واکنش  ژل الكتروفورز شده محصولات ای از نگارهنمونه -1نگاره

 حاوی (دهنده چاهک الفمراز چندگانه که نشانای پلیزنجیره

Ladder 50 مربوط به  (باز، چاهک بجفتDNA استخراج شده از

( 1(، چاهکمیرابلیسپروتئوس سوش استانداردی)کنترل منفباکتری 

بازی جفتinvA ،663بازی مربوط به ژنجفت 881های حاوی باند

 174و  lygDبازی مربوط به ژنجفت rfbJ، 339مربوط به ژن

سالمونلا  سوش استاندارددر speC بازی مربوط به ژنجفت

مقدار استفاده شده به ازای هر 

 نمونه

 نام ماده یا ترکیب استفاده شده

 Master mix میكرولیتر 5/12

 Primer F invA میكرولیتر 3/0

 Primer R invA تریكرولیم 3/0

 Primer F I137_08605 میكرولیتر 4/0

 Primer R I137_08605 تریكرولیم 4/0

 Primer F speC میكرولیتر 5/0

 Primer R speC تریكرولیم 5/0

 Primer F rfbJ میكرولیتر 3/0

 Primer R rfbJ تریكرولیم 3/0

 Primer F lygD میكرولیتر 35/0

 Primer R lygD تریكرولیم 35/0

 الگو DNA میكرولیتر 1

 میكرولیتر 8/7

 یكرولیترم 25

 آب مقطر دوبار تقطیر

 جمع
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بازی مربوط به ژنجفت 881حاوی باندهای ( 2، چاهکموریومتایفی

invA ،663بازی مربوط به ژنجفتrfbJ ،339 بازی مربوط به جفت

 سوش استاندارددر speC بازی مربوط به ژنجفت 174و باند lygDژن

بازی مربوط جفت 881باندهای  حاوی (3، چاهکانتریتیدیسسالمونلا

 174و  I137_08605بازی مربوط به ژنجفتinvA ،290به ژن

، سالمونلاگالیناروم سوش استاندارددر speC بازی مربوط به ژنجفت

و  invAبازی مربوط به ژنجفت 881باندهای  حاوی (4چاهک

 سوش استاندارددر  I137_08605بازی مربوط به ژنجفت290

بازی مربوط به جفت 881حاوی باندهای ( 5، چاهکسالمونلاپولوروم

و  I137_08605مربوط به ژن بازیجفتinvA ،290ژن

 ،سالمونلاگالینارومدر جدایه speC بازی مربوط به ژنجفت174

، invAبازی مربوط به ژنجفت 881حاوی باندهای ( 6چاهک

 lygDبازی مربوط به ژن جفت rfbJ ،339بازی مربوط به ژنجفت663

، موریومسالمونلا تایفیدر جدایه speC بازی مربوط به ژنجفت174و 

، invAبازی مربوط به ژنجفت 881حاوی باندهای ( 7چاهک

 lygDبازی مربوط به ژن جفتrfbJ ،339بازی مربوط به ژنجفت663

 ،سالمونلا انتریتیدیسدر جدایه speC بازی مربوط به ژنجفت 174و 
 invAبازی مربوط به ژنجفت 881باندهای  حاوی (8چاهک

در جدایه I137_08605 بازی مربوط به ژنجفت290و

بازی مربوط به جفت 881حاوی باندهای ( 9و چاهک سالمونلاپولوروم

 174و باند I137_08605بازی مربوط به ژنجفتinvA ،290ژن

 باشد، میسالمونلاگالینارومدر جدایه speC بازی مربوط به ژنجفت

 

 بحث

های قسمت تشخیص ژنوتیپی تحقیق مطابق یافته

های درهمه جدایه invAکه ژن(، مشخص شد 1نگارهحاضر)

هایی حضور دارد. همچنین در همه جدایه اینتریكاسالمونلا

 سالمونلا گالینارومکه از لحاظ فنوتیپی به عنوان سروتیپ 

حضور داشت و در عین حال، invA شدند، ژنتشخیص داده

های مذکور کدام از جدایهدر هیچ lygDو  rfbJهای ژن

 I137_08605های ه مقابل هم، ژنمشاهده نشد البته در نقط

های فوق مشاهده گردید. همچنین در تمامی جدایه speC و

 انتریتیدیسسالمونلاهایی که به عنوان سروتیپ جدایه

بودند و invA تشخیص داده شده بودند، همگی واجد ژن

چنین در بودند. هم lygD و rfbJنیز همگی دارای دو ژن 

-حضور نداشت درحالی I137_08605های فوق، ژن جدایه

جدایه  2را دارا بودند. در مورد  speCها ژن که برخی از آن

تایید شدند هم نتایج  سالمونلا تایفی موریومکه به عنوان 

بود به این صورت که،  سالمونلا انتریتیدس کاملا مشابه

بودند  lygD و invA، rfbJهای های مذکور واجد ژنجدایه

هم فقط در   speCاشتند، البته ژنرا ند I137_08605اما ژن 

هائی که ها مشاهده گردید. از طرف دیگر، جدایهیكی از آن

براساس نتایج فنوتیپی تحقیق حاضر به عنوان سروتیپ  

بودند هم همگی واجد در نظر گرفته شده پولورومسالمونلا

 ، lygDهای بودند ولی ژنI137_08605 و invAهای ژن

rfbJ وspeC حضور نداشت. ها در آن 

ا دهای تحقیق حاضر، در طی پژوهشی که در قیاس با یافته

دادند، در برزیل انجام 2014کروز روکا و همكاران در سال 

های سالمونلا دیده در همه جدایه invAکردند که ژنمشاهده

های پژوهش که این نتیجه با یافته(13)شودمی

 invAدارد چرا که در مطالعه حاضر نیز ژنحاضرهمخوانی

(. در مطالعه یزدی و 1نگارهشد )ها مشاهدهدر همه جدایه

های سالمونلا اران هم مشخص شده که همه جدایههمك

فته نتیجه پژوهش حاضر با یا (4)اند کهبوده invAدارای ژن 

مطالعه مذکور در این مورد همخوانی دارد چرا که در 

سالمونلا های پژوهش حاضر نیز این ژن در همه جدایه

 (. 1نگارهشد )مشاهده اینتریكا

 2018در مطالعه الزغیبی و همكاران در سال از طرف دیگر 

در ژنوم تمامی سروتیپ  invAهم مشخص شده که ژن 

-سالمونلافقط در  rfbJهای سالمونلا حضور دارد ولی ژن

گالیناروم سالمونلاهای در سروتیپ  slgC، ژنتایفی موریوم

وجود  سالمونلا گالینارومدر  speCو ژن پولورومسالمونلا و

پژوهش حاضر در  هایشود که یافتهمشاهده می .(14)دارد

با نتایج مطالعه مذکور  speCو invAهای مورد وجود ژن

همخوانی ندارد چرا که  rfbJهمخوانی دارد ولی در مورد ژن

در  موریومسالمونلا تایفیژن مذکور در مطالعه ما، علاوه بر 
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(. همچنین 1نگارههم دیده شد ) سالمونلا انتریتیدیس

هم به این نتیجه رسیدند  2019و همكاران در سال  الزغیبی

سالمونلا انتریتیدیس، سروتیپ  4در هر  invAکه ژن 
گالیناروم، سالمونلا پولوروم و سالمونلا دابلین سالمونلا

 سالمونلا انتریتیدیسفقط در  lygDحضور دارد ولی ژن 

سالمونلا سروتیپ  2هم در هر  slgCمیشود. ژندیده

 speCمشاهده گردید و نیز ژن پولوروم المونلاگالیناروم و س

در  .(12)گزارش شد گالینارومسالمونلااختصاصی سروتیپ 

در همه  invAپژوهش حاضر نیز مشاهده گردید که ژن 

ها حضور دارد که این امر نشان دهنده همخوانی با جدایه

باشد. همچنین ذکور در مورد ژن مذکور مینتیجه مطالعه م

های هم نتایج مطالعه مذکور با یافته هاسایر ژندر مورد 

دهد. البته در پژوهش حاضر همخوانی بالایی را نشان می

های تحقیق عدم همخوانی با یافته، lygDمورد حضور ژن

-سالمونلاشود چرا که این ژن علاوه بر حاضر مشاهده می

 هم حضور داشت.   سالمونلا تایفی موریوم در انتریتیدیس

 2017ای توسط زیونگ و همكاران در سال در طی مطالعه

سالمونلا انتریتیدیس فقط در  lygDهم مشخص شده که ژن 

و گالیناروم سالمونلاهای فقط در سروتیپ flhBو ژن 

شود که . ملاحظه می(16)حضور دارد پولورومسالمونلا

 lygDنتایج پژوهش مذکور در مورد اختصاصی بودن ژن

های مطالعه ما همخوانی با یافته سالمونلا انتریتیدیسبرای 

سالمونلا انتریتیدیس در ندارد چرا که ژن مذکور علاوه بر 

(. همچنین 1نگارههم دیده شد ) سالمونلا تایفی موریوم

ص مشخ 2018نتایج پژوهش زیونگ و همكاران در سال 

سروتیپ  2در ژنوم هر  I137_08605کرده که ژن 
این  .(8)حضور دارد گالیناروم و سالمونلا پولورومسالمونلا

ر همخوانی بالای نتیجه بدست آمده در مطالعه مذکور با ام

دهد چرا که ژن فوق در تحقیق پژوهش حاضر را نشان می

حضور پولوروم سالمونلا گالیناروم و سالمونلاما نیز فقط در 

سالمونلا داشت و در سایر سروتیپ های سالمونلا )

 (.1نگاره( دیده نشد )انتریتیدیس و سالمونلا تایفی موریوم

همچنین پژوهشی که توسط پال و همكاران به انجام رسیده 

-در تمامی جدایه  speCوglgC های مشخص کرده که ژن

ها هم ، این یافته (17)حضور دارند سالمونلا گالینارومهای 

نشان دهنده همخوانی بالا با نتایج پژوهش حاضر دارد زیرا 

سالمونلا در تمامی جدایه های  speCدر تحقیق ما نیز ژن 

 (.1نگارهمشاهده شد ) گالیناروم

، مشخص شد که (1نگارههای تحقیق حاضر)مطابق یافته

حضور دارد.  اینتریكاسالمونلاهای درهمه جدایه invAژن

هایی که از لحاظ فنوتیپی به عنوان همچنین در همه جدایه

 شدند، ژنتشخیص داده سالمونلا گالینارومسروتیپ 

invAهای حضور داشت و در عین حال، ژنrfbJ  وlygD 

این یافته  های مذکور مشاهده نشد کهکدام از جدایهدر هیچ

ژن در  2تواند نشانگر این امر باشد که اگر این مهم می

باشد، جدایه مذکور ای از سالمونلا حضور داشتهجدایه

نبوده و باید تمرکز روی سایر  گالینارومسالمونلاسروتیپ 

تواند در تحقیقات ها باشد، هرچند که این ادعا میسروتیپ

بته در نقطه مقابل بعدی مورد نقد و بررسی قرار گیرد، ال

-در تمامی جدایه speC و I137_08605های هم، چون ژن

رسد که این موضوع های فوق مشاهده گردید، به نظر می

 تواند به عنوان ملاك تشخیص ژنوتیپی سروتیپمی

سالمونلا های گونه از سایر سروتیپ سالمونلا گالیناروم
روتیپ هایی که به عنوان سباشد. همچنین جدایهاینتریكا

تشخیص داده شده بودند، همگی واجد  انتریتیدیسسالمونلا

 lygD و rfbJبودند و نیز همگی دارای دو ژن invA ژن

-سالمونلاتواند برای جداسازی بودند که این یافته می

 سالمونلا گالینارومو  )سالمونلای غیرتیفوئیدی( انتریتیدس

-شود. هم از لحاظ ژنوتیپی استفاده )سالمونلای تیفوئیدی(

حضور نداشت  I137_08605های فوق، ژن چنین در جدایه

 2را دارا بودند. در مورد  speCها ژن که برخی از آندرحالی

تایید شدند هم  سالمونلا تایفی موریومجدایه که به عنوان 
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بود به این صورت  سالمونلا انتریتیدس نتایج کاملا مشابه

 lygD و invA، rfbJهای های مذکور واجد ژنکه، جدایه

هم   speCرا نداشتند، البته ژن I137_08605بودند اما ژن 

ها مشاهده گردید. از طرف دیگر، فقط در یكی از آن

هائی که براساس نتایج فنوتیپی تحقیق حاضر به جدایه

بودند در نظر گرفته شده پولورومسالمونلاعنوان سروتیپ  

ودند ولی بI137_08605 و invAهای هم همگی واجد ژن

ها حضور نداشت. لذا در آن speCو lygD ، rfbJهای ژن

توان عنوان کرد که به طور مستقیم و با استفاده از پرایمر می

مورد استفاده در این I137_08605 های اختصاصی ژن

و  گالینارومسالمونلاهای تیفوئیدی )پژوهش،  سالمونلا

-سالمونلایدی )های غیرتیفوئ( و سالمونلاپولورومسالمونلا

توان (  طیور را میموریومتایفیسالمونلا وانتریتیدس 

چنین های ژنوتیپی از همدیگر تفكیک کرد، همبراساس یافته

در ژنوم،  speCتوان با تكیه بر وجود ژن تا حدودی هم می

را از  پولوروم و سالمونلا گالینارومسالمونلاهای سروتیپ

تواند با تحقیق ادعا می همدیگر تشخیص داد، البته این

قطعیت  پولورومسالمونلابیشتر در مطالعات آینده در مورد 

های رسد که سروتیپبیشتری پیدا کند ولی به نظر می

را فقط با  سالمونلا انتریتیدیس و سالمونلا تایفی موریوم

های بررسی شده در تحقیق تكیه بر بررسی حضور ژن

قطعیت از همدیگر  توان به طور کامل و باحاضر، نمی

 تشخیص داد.

رسد که از با بررسی نتایج تحقیقات مشابه، به نظر می

های مشاهده شده بین نتایج مطالعات دلایل اصلی اختلاف

دارد به علت های پژوهش حاضر، امكان مذکور با یافته

ها و مناطق جغرافیایی باشد . مثلا تفاوت در منشا نمونه

پژوهش حاضر، از کبد، سكوم  سالمونلاهای بررسی شده در

بود که ممكن است در و مدفوع طیورصنعتی جدا شده

ها فرق داشته باشد از های مشابه منبع جداشدن آنپژوهش

تواند به تغییر در ژنوم ها احتمالا میسویی دیگر این تفاوت

باشد . به عنوان مثال های سالمونلا ربط داشتهسروتیپ

زمانی بین پژوهش حاضر با  ءممكن است با توجه به فاصله

های تحقیقات مشابه دیگر، تغییراتی در ژنوم سروتیپ

باشد زمانی بوجودآمده سالمونلای مورد مطالعه در این بازه

 ها گردد.که باعث این تفاوت

توان میرسد که به نظر میبا توجه به نتایج پژوهش حاضر 

توان می multiplex PCRگرفت که با استفاده از روش نتیجه

های غیرتیفوئیدی طیور سالمونلاهای تیفوئیدی و سالمونلا

چند هر ،ی تشخیص دادوتاهرا از همدیگر در مدت زمان ک

-نمی حاضر تحقیق بررسی شده در هایکه با استفاده از ژن

سالمونلا انتریتیدیس و  هایسروتیپ به طریق ژنوتیپی شود

ولی در  ،کرد تفكیکرا از همدیگر  موریومتایفیسالمونلا

و  وهله اول جداسازی ژنوتیپی سالمونلاهای تیفوئیدی

 2توان و در گام بعد می بودهغیرتیفوئیدی طیور امكان پذیر 

را از  پولورومسالمونلاو سالمونلا گالیناروم سروتیپ 

توجه به این که در صورت  با .تفكیک کرد اهمدیگر سریع

پذیرد انجام نمیتشخیص سالمونلای تیفوئیدی، غالبا درمان 

شود، لذا تشخیص سریع و مبادرت به حذف گله طیور می

های تیفوئیدی در سروتیپ سالمونلا که عامل عفونت 2این 

ها در کن کردن آنریشهتواند به پرندگان هستند، می

کشورهای در حال توسعه بسیار کمک کند. در واقع به نظر 

-ونلاسالمهای اختصاصی رسد که بررسی وجود ژنمی

 وانتریتیدیس ، سالمونلاپولوروم، سالمونلاگالیناروم

هایی که از کبد، سكوم و در جدایه موریومتایفیسالمونلا

اند، این امكان را فراهم خواهد مدفوع طیور بدست آمده

، در PCRهای مولكولی نظیر کرد که با استفاده از روش

نلا سالموهای تیفوئیدی )مدت زمان کمتری سالمونلا
های پاراتیفوئیدی ( از سالمونلاپولورومگالیناروم و سالمونلا

سالمونلا  وسالمونلا انتریتیدیس یا همان غیرتیفوئیدی )
شوند، هرچند احتمالا ( طیور تشخیص دادهموریومتایفی
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طراحی کیت مولكولی اختصاصی لازم به این منظور، نیاز به 

 مطالعات بیشتری دارد.

 سپاسگزاری

ه نامه کارشناسی ارشد رشتله برگرفته از پایاناین مقا

زا، مصوب های بیماریرایش میكروبگ-میكروبیولوژی

له از باشد که بدینوسیاسلامی واحد تبریز میدانشگاه آزاد

های مادی و معنوی مسئولین دانشگاه کمال تشكر حمایت

 را داریم.
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