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 PCR-Ribotyping  های مختلف با روشلمونلا انتریکا متعلق به سروتایپتایپینگ ایزوله های ساساب
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  چکیده
 و تایپینگ به علت اهمیت پاتوژنیک این باکتری .اصلي مسمومیت غذایي در دنیا مطرح است عامل یکعنوان به سالمونلا

 مطالعهدر  لذا. رودمي شمار به ضروری امری اپیدمیولوژیک، های بررسي پیشبرد جهت آن با روش های ملکولي، سریع شناسایي
 .بررسي گردید S-23SrRNA 16مورفیسم ناحیه بین ژني در حد سروتایپ با آنالیز پلي سالمونلا هایسویه دهيتمایز امکان حاضر

 عفونت بالیني علایم دارای بیماران از شدهجدا مختلف هایسروگروپ /سروتایپ با سالمونلا سویه یک و هفتادبدین منظور 
 ها سویه نهایتا و گرفت صورت ژنومیک DNA استخراج کلروفرم/فنل روش با ها سویه تایید از پس. ندشد مطالعه وارد سالمونلوز

 4سویه سالمونلا را در  71توانست   PCR-Ribotyping تکنیک در این مطالعه .گرفتند قرار آنالیز مورد PCR-Ribotyping با
های متعلق به سروتایپ انتریتیدیس از هموژنیسیته ژنتیکي داد که سویهنتایج نشان  همچنین  .کلاستر مختلف از هم تفکیک کند

 قبولي قابل تمایز قدرت دارای PCR-Ribotyping کنیکبیان مي کند که تهای پژوهش حاضر در مجموع یافته بالایي برخوردارند.
 .سازدجدا یکدیگر از را سالمونلا مختلف هایسروتیپ نیست قادر اما باشد ميبرای تایپینگ سویه های بالیني سالمونلا 

 
 تایپینگ، سروتایپ ساب , ,PCR-Ribotypingسالمونلا :کلیدی کلمات

 
  مقدمه

 هایبیماری عوامل از یکي عنوانبه سالمونلا باکتری
 ،همچنین. باشدمي مطرح انسان در اسهال و غذا از ناشي

 گردد مي نیز حیوانات در بیماری ایجاد باعث هاباکتری این
 داشته تعلق انتروباکتریاسه خانواده به سالمونلا جنس(. 1)
 باکتری، این تاکسونومي زمینه در اخیر مطالعات به توجهبا و

 استشده بندیتقسیم سروتیپ 2500 از بیش به جنس این
 رو این از و بوده دهان-مدفوع راه از آن انتقال روش. (2)

 به توجه با(. 1) باشد مي هااپیدمیولوژی از بسیاری عامل
-ساب و هاسویه تمایز و تشخیصبالای این باکتری ،  شیوع

 عفونت بالقوه منابع شناسایي جهت هاآن دقیق تایپینگ
 کلاسیک هایروش از بسیاری. باشد ميناپذیر اجتناب

-نه...(  و فاژتایپینگ ، بیوگرام آنتي سروتایپینگ،) تایپینگ
 بین دهيتمایز قدرت بلکه ،هستند برزمان و هزینهپر تنها

 شاهد امروزه بنابراین. ندارند را مرتبط و نزدیک هایسویه
 مولکولي هایروش بکارگیری به نسبت توجه افزایش
   ،REP-PCR( 3- 5) مانند هایيروش کهطوری به هستیم
PFGE (5-7 )( 9-8) وRAPD-PCR بیشتری توجه مورد 

-PCR روش, شدهذکر هایروش بین از. اندگرفته قرار

Ribotyping در ژنوم کلي مقایسه جهت مناسبي روش 
 روش این. باشدمي مناست تمایز قدرت با و زمان کمترین

 ریبوزومي RNA کنندهکد هایژن اساس بر بندیتیپ
 ستا دقیقي و نوین هایروش جمله از و باشدمي باکتری

 شده گرفته بکار اپیدمیولوژیک مطالعات از بسیاری در که
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 پس نهایتا روش این در پرایمرهابا توجه به طراحي . است
 که شود مي حاصل DNA قطعات از پروفایلي PCR از

 هاآن بین ژنتیکي تفاوت مختلف هاینمونه پروفایل مقایسه
 حاضر مطالعه در بنابراین .(10-11) نمایدمي مشخص را

 از شده جدا انتریکا سرووار سالمونلا هایسویه ژنتیکي تنوع
-PCR روش بامبتلا به عفونت سالمونلایي  بیماران

Ribotyping گرفت قرار مطالعه مورد . 
 

  هاروش و مواد
 هشدجدا انتریکای سالمونلا سویه 71 از مطالعه این در

-زمغ ,آسیت ,مفصلي مایع ,خون ,ادرار , مدفوع هاینمونه از
 هایبیمارستان به کنندهمراجعه بیماران آبسه و استخوان

 سال 2 مدت طي در که تهرانمیلاد و مرکز طبي کودکان 
ز شده اهای اخذنمونه .گردید استفاده ،بودشده آوریجمع

 Xylose)های کشت اختصاصي مانند بیماران بر روی محیط

Lysine Deoxycholate Agar) XLD  و(Salmonella 

Shigella Agar) SS Agar کشت داده شدند. سپس کلوني-
منتقل  Fهای مشکوک به سالمونلا به محیط کشت سلنیت 

های کشت افتراقي و محیط بیوشیمیایي هایتستو توسط 
، اوره، لیزین آیرون آگار و سیمون TSI ،MRVP مانند

 از دهاستفا با نهایتدر. (2) گرفتند قرار تائید مورد سیترات
-slide روش به هاسویه سروتایپ اختصاصي، های سرمآنتي

agglutination استخراج هاسویه تایید از پس .گردید تعیین 
DNA هاباکتری ابتدا  منظور بدین. پذیرفتصورت ژنومي 

 ساعت 24 از پس و شده داده کشت LB-broth محیط در
 باکتری حاوی کشت محیط درجه، 37 در انکوباسیون
 حاصله رسوب. گردید جدا باکتری رسوب و شده سانتریفوژ

 و گردیده حل k پروتئیناز و SDS حاوی کننده لیز بافر در
 کلروفرم-فنل روش با ها آن DNA ها،باکتری لیز از پس

-PCR انجام برای مطالعه این در (.12) گردید استخراج

Ribotyping های پرایمر ازRib  (13 استفاده گردید به )
 Forwardطوری که توالي پرایمر  

((5'TTGTACACACCGCCCGTCA3'  وReverse 
(5'GGTACCTTAGATGTTTCAGTTC3'مي )باشند. 

 سپس و شده تکرار بار سه نمونه هر برای PCR واکنش
 .گردید وارد آنالیز در تکرارپذیر باندهای

 آماده میکرولیتر 25 حجم در PCR واکنش مخلوط
مولار  میلي 5/1حاوی   PCRطوری که  هر واکنش به گردید

نانوگرم  dNTPs،40مولار میلي 2/0(، MgCl2) یون منیزیم
و   Taq DNA Polymeraseواحد آنزیم  1از ژنوم باکتری، 

 95 اساس بر PCR برنامه. بود  گرم از هر پرایمرپیکو 15
 با سیکل 35 و دقیقه 4 مدت به اولیه دناتوراسیون درجه

 اتصال دمای ,دقیقه 1 مدت به درجه 94 در دناتوراسیون
 به درجه 72 در سازیطویل ,دقیقه 1 مدت به درجه 53

 درجه 72 در نهایي سازیطویل دقیقه 10 و ثانیه 90 مدت
 مدت به %1 آگارز ژل روی بر PCR محصولات. گردید بهینه

-رنگ نهایتدر. شد الکتروفورزولت  80در ولتاژ  ساعت 2
 با ژل از برداریعکس و شدهانجام برمایداتیدیوم با آمیزی
 قطعات اندازه تعیین برای ژل هر در. گرفت صورت UV اشعه

 DNA Ladder 100) مولکولي جرم استاندارد از آمده بدست

bp) نتایج آنالیز برای. گردید استفاده PCR-Ribotyping 
 وارد و انتخاب بودند بالایي تکرارپذیری دارای که باندهایي

 و 1 عدد با باند یک حضور کهطوری به شدند محاسبات
 آنالیز سپس. شد کدگذاری 0 عدد با باند حضورعدم

 روش اساسبر و جاکارد تشابه ضریب از استفاده با کلاسترها
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with 

Arithmetic Mean) دندروگرام نهایت در و گرفت انجام 
 .گردید رسم NTsys (2.0) افزارنرم از استفاده با حاصل

 
  نتایج

 هایسروتایپ به متعلق شده جدا سویه یک و هفتاد
 C (3 پاراتایفي ،(سویه 4) B پاراتایفي ،(سویه 21) تایفي
 A، B های سروگروپ نیز و (سویه 10) انتریتیدیس ،(سویه

، C و D 6 همچنین. بود سویه 5 و 10 ،9 ، 3 ترتیب به 
 .نبودند تایپ قابل شده ذکر هایسرمآنتي با سویه

 تمامي داد نشان PCR-Ribotyping از حاصل نتایج
 در کهطوری به ،هستند تایپ قابل مطالعه تحت هایسویه

 کرد ایجاد bp 1500-100 محدوده در مجزا باند 11 مجموع
 باند 9 و مشترک هاسویه همه در باند 2 آنها بین از که

.(1)شکل  بودند مورفپلي
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 هایکد شماره بیانگر هاشماره. بالیني هاینمونه از شده جدا سالمونلای هایسویه از تعدادی روی بر PCR-Ribotyping آنالیز - 1 شکل
 DNA ladder 100تایپ بودند. چاهک اول و آخر قابل bp 1500-100 محدوده در های متنوعها با ایجادتمامي سویه. باشد مي هاسویه
bp  باشد.مي 

 
 آنها از حاصل دندروگرام و هاشکل آنالیز طورکلي به

 کلاستر 4 در هانمونه تمامي دهدمي نشان( 2 و 1 لاشکا)
 38) نمونه تعداد بیشترین II کلاستر .گیرندمي قرار مجزا
 به متعلق سویه دو سویه 38 این زا. گیردمي بردر را( عدد

 و کلاسترساب یک در A پاراتایفي سروتایپ و C وگروپرس
 کلاستر. گیرند مي قرار بعدی کلاسترساب در سویه 36 بقیه
IV  گیردميبر در را سویه 7 تنها یعني سویه تعداد کمترین 

 در ،ندارند جایگاهي گروه این در تایفي مهم سروتایپ و
. دارد یکساني نسبتا توزیع دیگر گروه سه در کهصورتي
 متعلق آن از سویه 5 که است سویه 11 شامل III کلاستر

 بر در را سویه 15 نیز I کلاستر .است تایفي سروتایپ به
 کلاستر در سویه یک تنها انتریتیدیس سویه 10 از. گیردمي

III کلاستر در همگي دیگر سویه 9 کهحاليدر گرفتهقرار II 
 هایسویه انتریتیدیس هایسویه هموژني مقابلدر. هستند

 I ، II مختلف هایکلاستر در و بوده هتروژن تیفي سالمونلا
 انتریتیدیس هایسویه عبارتيبه. گیرندمي قرار III و

 . است تایفي هایسروتایپ از ترهموژن
 

  بحث
 از شونده منتقل هایمیکروارگانیسم جمله از سالمونلا

 سراسر در بهداشتي مشکلات مهمترین از یکي و غذا طریق
 هایعفونت بروز در باکتری این برجسته نقش. باشدمي دنیا

 طول در باکتری این و افزایش شیوع انسان در شدهایجاد
های موثر در جداسازی بررسي روش ( لزوم1) گذشته دهه

 کند. از طرفي، سالمونلاو تایپینگ این باکتری را گوشزد مي
 هایسروتایپ میان در زیاد هموژنیتي داشتن بدلیل انتریکا

 ،بیوتایپینگ همچون فنوتایپي های روش از استفاده با آن

 استفاده. گردد مي بندیتایپ سختي به غیره و فاژتایپینگ
 و کارآمد روشي عنوان به PCR-Ribotyping تکنیک از

 توسط سالمونلا هایسویه ارتباط ارزیابي در اطمینانقابل
 این تکنیک .(10-11) است شده گزارش مختلف محققان

در ژنوم باکتری جهت  rDNAهای ژن تنوع در دادننشان با
 بررسي و اپیدمیولوژی تحقیقات ،هاجنس بین ارتباط تعیین

 (.14ها کاربرد دارد )ژنتیکي سویه مورفیسمپلي
سویه سالمونلا متعلق به سرووار  71در مطالعه حاضر 

های بالیني توسط شده از نمونههای مختلف جداو سروگروپ
جهت تعیین تنوع نواحي داخلي  PCR-Ribotypingروش 

 بندی گردید.تایپ 16S-23S rRNAژني بین
Lagatolla 218 روی بر ای کههمکاران در مطالعه و 

 مختلف با استفاده از هایسروتیپ سالمونلا حاوی سویه
نشان دادند که از  ،دادند انجام PCR-Ribotyping تکنیک

سروتایپ الگوی مشابه داشتند  7سروتایپ مورد مطالعه  10
 سروتایپ با این تکنیک از یکدیگر تفکیک گردید. 3و تنها 

توانستند  سروتایپ 3که اگرچه  بود این توجه قابل نکته
های مربوط اما در همه سویه ،الگوی مجزایي را نشان دهند

گردید، لذا به آن سروتایپ لزوما همان پروفایل تکرار نمي
نتایج آنها نتوانست پروفایل اختصاصي سویه را معرفي کند 

سویه  115همچنین در مطالعه دیگری که بر روی  (.15)
است نشان داده جداشده از بیماران ایراني صورت پذیرفته 

نوع سروتایپ مختلف  5ها متعلق به شد که اگرچه نمونه
تواند الگوی مجزایي را در است اما هر سروتایپ نمي

(. در مطالعه حاضر نیز ارتباط 16ریبوتایپینگ ایجاد کند )
مشخصي بین سروتایپ و ریبوتایپ مشخص نگردید به 
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های های مختلف در کلاسترکه اعضای سروتایپطوری
  متنوعي توزیع شده اند. 

 

 .PCR-Ribotyping روش با شدهتایپ سالمونلا سویه 71 باندی الگوهای از حاصل دندروگرام - 2 شکل
 

مطالعه ذکر شده که در ایتالیا صورت  ،همچنین
-سویهي اشاره به عدم تنوع در بین پذیرفته، به طور مشخص

های انتریتیدیس دارد. دو مطالعه دیگر نیز به هموژنتیسیتي 
ر د S-23SrRNA 16ژني بین داخلي در توالي نواحي

یران نیز در ا(. 17-18اند )سروتایپ انتریتیدیس اشاره کرده
انتریتیدیس انجام سالمونلا ای روی رنجبر و همکاران مطالعه

سویه مورد مطالعه  27دهد است که نتایج آن نشان ميداده
شوند که  با روش ریبوتایپینگ در سه کلاستر تقسیم مي

(. 19) باشدهای انتریتیدیس ميبیانگر تنوع پایین سویه
دهد که این عدم ( نشان مي2نتایج مطالعه حاضر نیز )شکل 

که از وجود دارد به طوری ،های انتریتیدیستنوع در سویه
به یک کلاستر واحد سویه متعلق  9سویه انتریتیدیس  10
ژني شواهد تاکید مي کند که ناحیه بینبنابراین  .باشدمي

16 S-23SrRNA دا در تکامل حفظ شده و پس از جداشدی-
 شدن از جد اولیه در کل دنیا تنوع زیادی پیدا نکرده است.

به دو صورت قابل انجام است. یکي به  Ribotypingروش 
که با پرایمرهای اختصاصي  PCR-Ribotypingصورت 

رسي تکثیر و تنوع پروفایل حاصل بر rDNAهای ناحیه ژن
-ژن های اختصاصي  ناحیهمي گردد. در روش دوم از پروب

بلات و پس از هضم یک پروسه ساترن در rDNA های
بسیار گردد. روش اول کل ژنوم استفاده مي DNAآنزیمي 

رت تمایز کمتری باشد اما قدساده و سریع و کم هزینه مي
عاتي که از این که مطالنسبت به روش دوم دارد به طوری

-ها به بیوتایپاند نشان دادند که سویهروش استفاده کرده
که ( کما این14-21،20های کمتری تقسیم مي شوند )

ود وج نمونه )با 71کلاستر را در بین  4نتایج ما نیز تنها 
دهد. اما در روش دوم ها( نشان ميتنوع سروتایپي نمونه

 Ernestoقدرت تمایز تکنیک بسیار بالاتر است به طوری که 

Liebana  سویه  250و همکاران نشان دادند با این روش
( و در مطالعه 22گردد )بیوتایپ تقسیم مي 52سالمونلا به 
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سویه در  119ي توانست دیگری نیز همین گروه تحقیقات
اما مشکل روش دوم طولاني  (.23بندی کند )تایپ گروه 34

بودن زمان بدست آمدن نتایج، پر هزینه بودن و نیاز به 
تجهیزات آزمایشگاهي خاص است که استفاده از آن را بویژه 

راین همچنان بکند. بنادر ظغیان های باکتریایي محدود مي
PCR-Ribotyping های اپیدمیولوژیکي در در بررسي

 باشد.اولویت مي
یه سالمونلا بالیني سو 71بر روی   که بررسي ایندر مجموع 

های مختلف صورت پذیرفت ها و سروگروپحاوی سروتایپ
به خوبي توانست  PCR-Ribotypingتکنیک   که نشان داد

 هرچند بندی کند.گروه کلاستری تایپ 4ها را در همه سویه
 و نماید ایجاد سروتایپ هر برای انحصاری الگو تواند نمي
های تمایز در بررسي قدرت بردن بالا برای است بهتر

ملکولي  روش دو حداقل از های ایراناپیدمیولوژیکي سویه
 گردد.  متفاوت به طور همزمان استفاده

 
 تقدیر و تشکر

پیشوا قدرداني مي  –از معاونت پژوهشي واحد ورامین 
 شود.
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