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  کیدهچ

ایند. نمن بروز میدر انسا لودهدنیاي امروزي بوده و به دلیل مصرف آب یا غذاهاي آ لاتضمع ترینجدياز مواد غذایی یکی از  منتقلههاي بیماري

 واکنشوش رغذایی با  هايجدا شده از نمونه سالمونلا انتریتیدیسهاي ن در سویهدت و انتروتوکسح هايردیابی ژن ،هدف از مطالعه حاضر

یر تکراري نمونه غ 1250بر روي  1393 سال انتهايتا  ابتداقطعی و از م - این مطالعه به صورت توصیفی می باشد. چندگانه پلیمراز زنجیره

 Stn ،sopB ،slyA ،spvcهاي  چند گانه به منظور شناسایی ژن پلیمراز زنجیره واکنشوش انجام گردید. رغذایی شامل گوشت مرغ و تخم مرغ 

 6/41سویه،  25رغ(م مخ)، و تدرصد 3/58سویه،  35به ترتیب از گوشت مرغ( سالمونلا انتریتیدیسسویه  60از تعداد  انجام شد. Phop/Qو 

راي حضور ب) درصد 100نشان داد که تمامی ایزوله ها ( حدتهاي  ناسایی ژنهاي حاصل از مطالعه مولکولی براي ش) بدست آمد. یافتهدرصد

 بررسی ژن باشد. می درصد 6/1و  درصد 3/33و برابر  SopBو  Phop/Q هاي متعلق به ژنفراوانی بیشترین و کمترین . منفی بودند spvCژن 

 چندگانه رازپلیم نجیرهز واکنشها و کارایی روش ی از حضور ژنجدا شده در نمونه هاي غذای سالمونلا انتریتیدیسهاي حدت و انتروتوکسین 

  اشد. تواند مفید بهاي غذایی میها در بین نمونه اي این ژندر بررسی هاي اپیدمیولوژي و ارزیابی انتقال بین گونه

 ..Multiplex PCR مواد غذایی،، سالمونلا انتریتیدیسژن حدت، انتروتوکسین، ژن واژگان کلیدي: 

 

  قدمهم

از تمامی مسمومیت هاي غذایی  درصد 40عامل حدود 

-باکتريسالمونلاها را به سالمونلاها نسبت می دهند. 

متحرك با فاقد کپسول، گرم منفی، اي کوتاه، میلههاي 

و  سالمونلا گالیناروم(به جزء  داشتن تار لرزان پیرامونی

و رشد بهینه آن هوازي اختیاري بی)، سالمونلا پولوروم

 Soltani( باشدمی pH=6-8درجه سلسیوس با  37ر د

et al., 2005(. هابندي این میکروارگانیسمطبقه 

پیچیده است زیرا بجاي یک گونه مشخص، مجموعه اي 

دهند. اعضاي جنس مختلف را تشکیل می هاياز گونه

اپیدمیولوژي، نوع میزبان،  توان بر اساسرا می سالمونلا

  ژن هاي  آنتی     ساختار هاي بیوشیمیایی وواکنش

O ،H  وVi   هاي این باکتريشوند. طبقه بندي می

شوند شوند که عبارت میسه گونه تقسیم می بهاي روده

سالمونلا تیفی، سالمونلا کلراسوییس و سالمونلا از؛ 

معمولا تمامی  .)Kumar et al., 2002( انتریکا

ستند، اما زا ه هاي سالمونلا براي انسان بیماريسروتیپ

سروتیپ انتریتیدیس زیر گونه انتریکا  سالمونلا انتریکا

نیز معرف است، سالمونلا انتریتیدیس که به اختصار به 

منتقله از ترین عامل در ابتلا به سالمونلوزیس  مهم

 این بیماري. )Fluit et al., 2005( می باشدطریق غذا 

و بیشتر در ارتباط با مصرف گوشت، ماکیان، تخم مرغ 

یک پاتوژن منتقله از  ارگانیسم بنابراین این و شیر است

در . ) ,.2007Kay et al( محسوب می شود 1طریق غذا

                                                           
1. Food-borne pathogens  
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ایران بیشترین مواد غذایی مسئول در انتقال سالمونلا 

 ,.Shaigan et al( تخم مرغ و گوشت مرغ می باشند

 ؛ترین فرم بالینی سالمونلوزیس شایع .)2014

و اسهال  شکمی با تب، کرامپ گاستروانتریت بوده که

از عوامل . )Jamshidi et al., 2009( است همراه

 بیماریزایی سالمونلا می توان به زنده ماندن و تکثیر آن

ها در درون ماکروفاژها اشاره کرد. همچنین وجود 

که در غشاي خارجی  IIIسیستم ترشحی تیپ 

ه در انتقال پروتئین هاي افکتور ب، ارگانیسم قرار دارد

چنین این  هم نقش دارد.میزبان درون سیتوزول سلول 

باکتري در روده انتروتوکسین و سیتوتوکسین هایی را 

تولید می کند که براي سلول هاي میزبان آسیب زا 

پس از بلع و  سالمونلا. )Ngan et al., 2010( هستند

 واقع در پلاك Mتواند به سلولهاي  عبور از معده می

 .هایی رودة کوچک حمله نمایدهاي پیر در بخش انت

هاي خارجی را جهت پاکسازي به  این سلولها آنتی ژن

دهند. دو نوع مجزا  ماکروفاژهاي لایۀ زیرینی انتقال می

زائی  جزیرة بیماريهستند.  IIIاز سیستم ترشحی نوع 

واسطۀ تهاجم اولیه به مخاط  SPI-11نوع  سالمونلا

 نقش دارند کیمستدر ایجاد بیماري سی SPI-2روده و 

)Jones et al., 2007(. داراي یک پلاسمید  سالمونلا

زایی می باشد که ژنهاي بیماري spvویرولانس به نام 

pef ،traT ،rck  وrsk  .سه ژن روي آن کد می شوند

traT ،rck  وrsk  در مقاومت سرمی و مقاومت به

در ارتباط با  pefکمپلمان در باکتري نقش دارند. ژن 

 Sopو  Sipپروتئین هاي لمونلا می باشد. فیمبریه سا

باکتري  )TSS III( 32سیستم ترشحی تیپ  توسط نیز

و  Sip)A ،B ،C ترشح می شود. چهار پروتئین اصلی 

D کد می  منفرد) توسط یک اپران پلی سیسترونیک

قرار گرفته  inv/ spaکه در مجاورت لوکوس  شوند

                                                           
2. Salmonella Pathogen Island 

ي در انتقال یکسر SipB/C/Dپروتئین هاي است. 

 SopEژن افکتور پروتئین به درون میزبان نقش دارند. 

قرار دارد و روي یک فاژ معتدل  SPI-Iدر خارج از 

وجود  سالمونلادر همه سویه هاي  که جاي گرفته است

از طریق مبادله نوکلئوتید گوانین  SopEندارد. پروتئین 

در تحریک  Racو  Rho GTPase CDC42روي 

و در نتیجه تهاجم  برهم زدن غشا سلول میزبان

سبب ممانعت از  SipA نقش دارد. سالمونلا

. )Espi et al., 2005(شود دپلیمریزاسیون اکتین می 

با کد کردن پروتئینی به نام  SIP-Iهمچنین 

phoP/phoQ  سبب حفاظت باکتري از دفنسین هاي

فاگوسیتی دخیل در واکنش هاي کشتار غیر وابسته به 

به بقاي باکتري در ماکروفاژ ، بنابراین اکسیژن می شود

در حداقل دو انتروتوکسین  کمک می کند.

سالمونلاهاي مولد عفونت گوارشی تولید می شود. 

با وزن اولین انتروتوکسین یک پروتئین کوچک 

کیلودالتون بوده که با اتصال به  25-30مولکولی 

افزایش سطح مونوفسفات  سبب GM1گانگلیوزید 

ترشح فراوان مایعات و و درنتیجه ) cAMPحلقوي (

د. انتروتوکسین دوم بزرگتر بوده نالکترولیت ها می گرد

از نظر ساختمانی و مکانیسم عمل کیلودالتون) و  100(

 ,.Prager et al(وابسته به توکسین اول می باشند غیر

لذا، با توجه به شیوع بیماري گاستروانتریت در  .)1995

وانتریت از موارد گاستر درصد 40انسان و شیوع 

، Stnردیابی ژنهاي ، هدف از مطالعه حاضر سالمونلایی

sopB ،slyA ،spvc  وPhop/Q  در سویه هاي

نمونه هاي غذایی یه جدا شده از  سالمونلا انتریتیدیس

 .باشدمی  M-PCRروش 

  

  

 روش کارمواد و  
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   جداسازي باکتريآوري و جمع

یک بازه که در طی  1مقطعی–در این مطالعه توصیفی

لغایت انتهاي  1393 سالماهه از ابتداي  12 انیزم

مختلف اعم غذایی نمونه  1250انجام شد تعداد  1393

از عدد)  625تخم مرغ (از هر نوع  و از گوشت مرغ

جمع آوري شد. سپس  مناطق مختلف شهر تهران

و با استفاده از تمامی نمونه ها در شرایط استریل 

منتقل شناسی میکروب  به آزمایشگاهمحیط راپاپورت 

هاي تحت از نمونه سالمونلاجداسازي  به منظورشدند. 

لعمل استفاده شده در مطالعات ارطالعه از دستوم

به طور  .)1391(نصرتی و همکاران،  پیشین استفاده شد

و  مرغگوشت  گرم از 25کردن  همگنخلاصه؛ پس از 

عصاره  %6تریپتیک سوي براث حاوي   طیانتقال به مح

میلی لیتر  225حجم محیط را به  )BTSYE(2مخمر 

 37رسانیده و این محیط براي یک شبانه روز در دماي 

سپس یک میلی . شدخانه گذاري درجه سلسیوس گرم

تتراتیونات میلی لیتر  10لیتر از محیط مذکور را به 

 بدین. ندطبق شرایط بالا انکوبه شدبراث تلقیح کرده و 

تریپتیک  محیطمیکرولیتر از  10الی  5حدود  منظور

را بر روي  حاوي نمونه سوي براث حاوي عصاره مخمر

کلنی کشت داده و و کروم آگار سالمونلا  XLD محیط

تست هاي روزمره و  با استفاده ازهاي رشد یافته 

، TSIاستانداد بیوشیمیایی و میکروبیولوژیکی مانند: 

. ندگردید تایید MRVPاوره، سیمون سیترات آگار و 

یپینگ براي مشخص نمودن آنتی ژن هاي آزمون سروتا

با استفاده از  )Vi(و کپسولی )H(، فلاژله)O(سوماتیک

 آنتی سرم هاي پلی والان و مونو والان به روش

 تهیه شده از شرکت بهار افشانآگلوتیناسیون اسلایدي 

 سالمونلا انتریتیدیس رفرانسانجام گردید. از سویه 

                                                           
1. Cross-sectional 
2. Tryptone soy yeast extract broth 
 

ATCC 13076  تفاده اسبه عنوان کنترل مثبت

  .)Soto et al., 2005( گردید

  واکنش زنجیر هاي پلیمراز چندگانه

ها به مدت  جدایه، تمامی  DNAبه منظور استخراج 

 ) تریپتیکاز سويTSB(یک شبانه روز بر روي محیط 

لمان) کشت داده شد. سپس، استخراج آ(مرك، براث 

DNA  ژنوم طبق دستورالعمل شرکت سازنده و با

 AccuPrep Genomic DNAاستفاده از 

Extraction Kit Bioneer)،  کره) انجام گردید. جهت

استخراج شده از دستگاه  DNAتایید درجه خلوص 

استفاده گردید. به ) Bio-Rad, USA( بیوفتومتر

ردیابی ژنهاي حدت و انتروتوکسین در سویه منظور 

جدا شده از نمونه هاي سالمونلا انتریتیدیس هاي 

از توالی هاي  M-PCRروش ز استفاده اغذایی با 

اختصاصی الیگونوکلئوتیدي پرایمرهاي موجود در 

. )Sara et al., 2006( )1(جدول استفاده شد 1جدول 

به حجم نهایی  Multiplex-PCRدر نهایت، واکنش 

 PCR masterمیکرولیتر  5/5میکرولیتر شامل  25

mix 5X  (سیناکلون، ایران) حاويTaq DNA 

U/µl) 0.05polymerase ( ،mM) 3( 2MgCl  و

dNTPs (0.4mM)، 6/0  میکرولیتر از هر یک از

میکرولیتر از  7/0میکرومولار،  8/0پرایمرها به غلظت 

DNA ) میکرولیتر آب  8/12نانو گرم) و  10الگو

دیونیزه استریل با استفاده از گرادیانت 

سیکل به صورت  30ترموسایکلر(اپندورف، آلمان) براي 

درجه  94؛ مرحله واسرشتگی در دماي زیر انجام گرفت

ثانیه، مرحله اتصال پرایمرها در  45سلسیوس به مدت 

ثانیه و مرحله طویل  45درجه سلسیوس به مدت  60

ثانیه. در  90درجه سلسیوس به مدت  72سازي در 

 %5/1در ژل آگارز  M-PCRپایان، محصولات واکنش 

ا سویه در مقایسه ب )µg/ml 0.5(حاوي اتیدیوم بروماید 
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سرووار زیر گروه انتریکا  سالمونلا انتریکا داستاندار

مثبت  به عنوان کنترل ATCC 13076 انتریتیدیس

به عنوان کنترل  COL-1و پسودوموناس آئروژینوزا 

  .)Soto et al., 2006( الکتروفورز گردید منفی

  .)Sara et al., 2006( ایمرهاي مورد استفادهترادف نوکلئوتیدي پر -1جدول

طول محصول 

(bp)  

ژنی و  موقعیت

  عملکرد

 ژن هدف  (’to 3 ’5) توالی پرایمر

700  Transcriptional 

regulator  

F=GCCAAAACTGAAGCTACAGGTG 

R=CGGCAGGTCAGCGTGTCGTGC  

slyA  

ت
حد

ل 
ن عام

ژ
  424  Virulence 

plasmid  

F=ACTCCTTGCACAACCAAATGCGGA 

R=TGTCTTCTGCATTTCGCCACCATCA 

Spvc  

299 Regulatory 

System 

F=ATGCAAAGCCCGACCATGACG 

R=GTATCGACCACCACGATGGTT 

Phop/Q 

1170  SPI5  F=GATGTGATTAATGAAGAAATGCC 

R=GCAAACCATAAAAACTACACTCA 

sopB  

617  Enterotoxin  F=TTAGGTTGATGCTTATGATGGACACCC

R=CGTGATGAATAAAGATACTCATAGG  

Stn   ن کد کننده
ژ

ن
سی

انتروتوک
 

  

  نتایج

تحت مطالعه هاي نمونه  مجموعیج نشان داد که از نتا

به ترتیب از  سالمونلا انتریتیدیسسویه  60تعداد 

 25( ، و تحم مرغ)درصد 3/58سویه،  35( مرغگوشت 

بدست آمد. همچنین مطالعه گروه  )درصد 6/41سویه، 

ي تهیه هاي سرمی با استفاده از آنتی سرم سالمونلا

 60داد که تمامی  شده از شرکت بهار افشان نشان

گروه سرمی دست آمده متعلق به ه جدایه سالمونلاي ب

هاي یافتهند. بود سالمونلا انتریتیدیسیا  1Dگروه 

هاي  حاصل از مطالعه مولکولی براي شناسایی ژن

براي  )درصد 100( تمامی ایزوله هانشان داد که  حدت

 ايمنفی بودند و بنابراین هیچ سویه spvCژن حضور 

هاي تحت  نتایج توزیع ژن .را حمل نمی کرد spvCژن 

متعلق و کمترین مطالعه نشان داد که بیشترین فراوانی 

 6/1و  درصد 3/33و برابر  SopBو  Phop/Qبه ژن 

هاي تحت  نتایج مربوط به فراوانی ژن می باشد. درصد

نتایج حاصل از آورده شده است.  1مطالعه در نمودار 

نشان داده  1 نمودار در PCRالکتروفورز محصولات 

  شده است.
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  هاي تحت مطالعه تعداد و درصد شیوع ژن -1نمودار

  
سالمونلا ( کنترل مثبت C+(سیناژن، ایران)،  bp 100چند گانه بر روي تعدادي از جدایه ها به ترتیب: مارکر  PCRنتیجه آزمایش  - 1تصویر 

.)LCO-1(پسودوموناس آئروژینوزا C- )، ATCC 13076انتریتیدیس

  بحث

 مشتركو سالمونلوز یکی از مهمترین بیماریهاي عفونی 

است که گسترش جهانی دارد که در انسان به صورت 

بیماریهاي متفاوتی ظاهر دو سرووار شایع این باکتري 

تیفی و  سالمونلا انتریتیدیسدر حیوانات و انسان شامل 

و  Ahmed et al., 2000(. Pan( باشد میموریوم 

 )Pan et al., 2002(در تایوان  2002در سال همکاران 

جدایه  28سویه) از  26( درصد 92که  نشان دادند

بودند که این   spvژن حامل سالمونلا انتریتیدیس

و این  میزان شیوع با مطالعه پیش رو همخوانی ندارد

نوع نمونه و اختلاف مکانی مطالعات می تواند در نتیجه 

 spvت داراي اوپران پلاسمید حدصورت گرفته باشد. 

باشد. امکان بوده و عمل آن ایجاد حدت در باکتري می

 .از دست رفتن پلاسمید حدّت در طول زمان وجود دارد

Ling  و همکاران جهت)Ling et al., 2009( 

به  spvCداسازي سریع سالمونلا و حضور ژن حدت ج

ها با  در نمونه spvCو  InvAصورت توأم با دو آغازگر 

چندگانه  PCRذایی و محیطی از روش منشاء غ

 58جدایه مربوط به  410استفاده نمودند. از مجموع 

هاي  از نمونه 2003تا  2000هاي  سرووار که طی سال

آب در چین جدا گردیده بود در  و با منشاء مدفوع، غذا

اما فقط  ،کردندمشاهده را  invAها ژن  تمامی جدایه

دند. از مجموع بو spvCا واجد ژن هنمونه درصد 15
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سالمونلا مربوط به سرووارهاي  درصد 10هاجدایه

دربی سالمونلا و  تیفی موریوم ، سالمونلاانتریتیدیس

به صورت توأم در  spvCو  invAبودند که حضور ژن 

سالمونلا تیفی و در  درصد 90 سالمونلا انتریتیدیس

منفی گزارش  سالمونلا دربیو در  درصد 22 موریوم

 Amini et( 2010در سال همکاران و  Amini. شد

al., 2010(  از روش مولتی پلکسPCR  براي تعیین و

و از روش  spvCو  invAهاي  شناسایی همزمان ژن

PCR هاي  ساده براي تعیین ژنspvA  وspvB  در

استفاده کردند. آنالیز نمونه ها  سالمونلا انتریتیدیس

 90در  spvCو  spvA  ،spvBنشان داد که ژنهاي 

جدا شده از  سالمونلا انتریتیدسسوش هاي رصد از د

جدا شده از درصد در گونه هاي  100منابع انسانی و 

. در صورتی که در مطالعه ما این منابع گاوي وجود دارد

چ یک از نمونه ها شناسایی نگردید و این ژن در هی

در نوع نمونه مورد  تفاوتدر نتیجه تواند  یاختلاف م

نی انسان و نمونه دام در مقایسه با مطالعه (نمونه بالی

  slyA, phoP/Q ،stnهاي ژن نمونه غذایی باشد).

-علیرغم اینکه در جزایر بیماریزاي سالمونلا قرار نگرفته

اند، نقش مهمی در بیماریزایی این باکتري داشته و 

ها  ترشح سالمولیزین از طریق تنظیم نسخه برداري ژن

سالمولایزین که در شود. در داخل ماکروفاژها کد می

د ک slyAواقع همولیزین یالمونلا می باشد توسط ژن 

 Nosrati et al., 2012 and Soto et( می شود

al., 2006( . به دلیل اینکه سالمونلا باکتري درون

سلولی اختیاري است این امر کمک شایانی به بقاي 

کند و هاي اپی تلیوم روده می جرم در داخل سلول

در ایجاد بیماریهاي سیستمیک به  عوامل حدت نیز

 ,.Rotger et al( همین دلیل نقش بسزایی دارند

 ,.Soto et al( 2006و همکاران در سال  سوتو .)1999

جدا  سالمونلا انتریتیدیسسویه  80تمامیدر  )2006

 را slyA, phoP/Q ،stnژنهايشده از نمونه بالینی 

ز سالمونلا . که این با شیوع بیماري ناشی اردیابی کردند

باشد. این نتایج با نتایج مطالعه پیش  کاملاً مرتبط می

) درصد 100تمامی ایزوله ها (رو کاملا مغایر است زیرا 

منفی بوده و این امر می تواند بیانگر  spvاز نظر وجود 

در مطالعه پیش رو  .گردد غیرمهاجم شدن این باکتریها

 phoP/Qهاي حدت مربوط به ژن بیشترین شیوع ژن

 Ling(و همکاران  Lingه عبود که در مقایسه با مطال

et al., 2009 (در تحقیق حاضر نیز میزان شیوع ژن 

بوده که کاملاً با منشا  بیشتر  slyA, phoP/Q،stnهاي

ایجاد آن و تولید توکسین باکتري در داخل روده 

 60در تحقیق حاضر از مجموع تمامی  .مرتبط می باشد

) %6/21جدایه ( 13تعداد  تیدیسسالمونلا انتریسویه 

بودند که با مطالعه موروکار و همکاران از  stn داراي ژن

 2003هند همخوانی ندارد. این محققین در سال 

سویه سالمونلا انتریتیدیس جدا شده  8دریافتند که از 

) %100از نمونه هاي انسانی و دامی تمامی جدایه ها (

می تواند در نتیجه بودند که این اختلاف  stnداراي ژن 

 Murugkar(اختلاف جغرافیایی و منشا نمونه ها باشد

et al., 2003( . 

  نتیجه گیري

سالمونلا هاي حدت و انتروتوکسین بررسی ژن

ه کهاي غذایی نشان داد جدا شده از نمونه انتریتیدیس

 PCRیی روش آها و کاراولاً از حیث میزان حضور ژن

ی ارزیاب ولوژي و ثانیاً هاي اپیدمیدر بررسیچندگانه 

- می هاي غذاییبین نمونهها اي این ژنانتقال بین گونه

 مانیبا توجه به مشکلات بهداشتی و درتواند مفید باشد. 

در سطح کشور که این بیماري زیاد و خسارات اقتصادي 

ایجاد می کند کی هم در پزشکی و هم در حیطه دامپزش

ند توارسد مطالعه و تحقیق در این رابطه میبه نظر می

 پیشگیري از بیماري مفید باشد. در جهت 
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Abstract  

Today, food borne diseases are one of the most serious problems and occur as a result of 

consumption to contaminated food and water. The aim of the study was evaluation of virulence 

and enterotoxin genes in Salmonella enteritidis strains isolated from food samples by multiplex-

PCR. This descriptive, cross-sectional study was performed at 2014 on the 1250 no duplicative 

and non-repetitive food samples. M-PCR assay was done in order to detection of 

Stn،sopB،slyA،spvc and Phop/Q genes. Sixty Salmonella enteritidis strains were obtained from 

poultry meat (35 strains, 58.3%) and eggs (25 strains, 41.6%), respectively. molecular analysis 

distribution showed all isolates (100%) were absence for spvC gene. The highest and lowest 

prevalence of the genes were related to Phop/Q and SopB, 33.3% and 1.6%, respectively. 

Evaluation of virulence genes and enterotoxin in the Salmonella enteritidis isolated from the food 

samples are useful because of presence of the genes and efficacy of M-PCR method in 

epidemiological investigation and assessment of intraspecies genes transfer in food samples. 

Keywords: Enterotoxin gene, Multiplex Polymerase Chain Reaction, Salmonella enteritidis, 

Virulence gene. 

  


