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Abstract 

Background & Objectives: Salmonellosis is an infectious and common disease between humans 

and animals that is caused by different strains of Salmonella. Progress in molecular diagnostic 

methods, has led to accurate and easy detection and characterization of food microbial agent. The 

purpose of this research was to use HRM technique to access more accurate and rapid diagnosis of 

Salmonella bacteria by means of invA gene. 

Material & Methods: In this study, diagnosis of Salmonella was done by polymerase chain  

reaction and high resolution melting curve ( PCR-HRM) using the sequence on invasion A gene 

(invA) as a marker. In total 9 Salmonella reference strains using a specific primer pair of genes 

invA were used to detect Salmonella.   

Results: The expected size of PCR amplified fragments of invA gene was determined as 284bp. 

All tested strains were able to show a Salmonella specific melting curve with high resolution at 

thermal interval of 87.8-87.9°C. 

Conclusion: The results showed that HRM using specific primers of invA gene can be used as an 

accurate and reliable technique for diagnosis Genus of Salmonella.  
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 ها مجله دنیای میکروب
 9411( تابستان 34سال سیزهم شماره دوم )پیاپی 

 941-941صفحات 

 به منظور شناسایی سریع و دقیق ( HRM)آنالیز منحنی ذوب با شفافیت بالا 

 invAبا استفاده از ژن  سالمونلاباکتری 

 3، حبیب ا..ه دادرس4، سید علی قریشی2*، حسن نیلی9محمد صادق سعید آبادی

 استادیار، سازمان تحقیقات و آموزش و ترویج کشاورزی، موسسه تحقیقات واکسن و سرم سازی رازی، بخش تحقیقات بیماری های طیور، 1
 ، استاد، دانشگاه چارلز استارت، دانشکده علوم دام و دامپزشکی، گروه میکروبیولوژی3استاد، دانشگاه شیراز، دانشکده دامپزشکی، گروه علوم درمانگاهی، 2

 استاد، دانشگاه شیراز، دانشکده دامپزشکی، گروه علوم درمانگاهی.4

 چکیده

های مختلف  های عفونی و مشترک بین انسان و حیوانات است که به وسیله سویه سالمونلوز یکی از بیماری سابقه و هدف:

. های غذایی را دقیق تر و راحت کرده است های تشخیص مولکولی، شناسایی پاتوژن پیشرفت در روش .ایجاد می گردد سالمونلا

 باشد. می inv Aبا استفاده از ژن  سالمونلابه منظور شناسایی سریع و دقیق باکتری  HRMهدف از این پژوهش استفاده از روش 

 مراز با روش منحنی ذوب با شفافیت بالا با واکنش زنجیره ای پلی سالمونلادر این تحقیق شناسایی باکتری مواد و روش ها: 

(PCR-HRM)  به وسیله توالی ژنinvA با استفاده از یک  سالمونلاسویه رفرانس  9، به عنوان یک نشانگرانجام شد.در مجموع تعداد

 استفاده شدند. سالمونلابرای تشخیص باکتری  invAجفت آغازگراختصاصی ژن 

به دست آمد. تمام نمونه های مورد آزمون قادر به  PCRتوسط   invAجفت بازی پس از تکثیر ژن 284قطعات موردانتظار یافته ها: 

 بودند. C 8/79-8/78°با شفافیت بالا در بازه دمایی  سالمونلاتولید پیک منحنی ذوب اختصاصی 

می تواند به عنوان یک  invAنتایج نشان داد که روش شفافیت منحنی ذوب با استفاده از آغازگر های اختصاصی ژن نتیجه گیری: 

 مورد استفاده قرار گیرد.  سالمونلاهای  روش دقیق و مطمئن به منظور تعیین جنس

 ، بیماری عفونی، روش جدید تشخیص.invAژن واژگان کلیدی: 

  99اردیبهشت ماه پذیرش برای چاپ:      98بهمن ماه  دریافت مقاله: 

 *) آدرس برای مکاتبه: استان البرز، کرج، حصارک، موسسه تحقیقات واکسن و سرم سازی رازی.

 nili@shirazu.ac.irپست الکترونیک:         /9913121139تلفن:  

 م دمه     

، یکی از متداو  ترین عوام                              (Salmonella)سالمونلا       

های عفونی با منشا مواد غذایی در جهان می باشد.                                                بیماری      

آلودگی سالمونلایی یک مشک  و نگرانی عمومی برای سلامت                                                   

و بهداشت جوامع در سراسر دنیا به حساب می آید که همواره                                                       

مشکلات جدی را از نظر اقتصادی برای کشورهای صنعتی و                                                  

یک باکتری             سالمونلا       ).      1در حا  توسعه به وجود آورده است                                  

میله ای شک  گرم منفی و هوازی اختیاری متعلق به خانواده                                                       

سویه        99 2در حدود         باشد که تاکنون                 می    انتروباکتریاسه              

های      . از ویژگی          ) 2اند         شناسایی و  بت شده                   سالمونلا       باکتری        

این باکتری، دامنه ی وسیع میزبانی آن از حیوانات خونسرد تا                                                          

). بیماری           3پرندگان و پستانداران و از جمله انسان است                                            

های مختلف باکتری                   سالمونلوز ایجاد شده به وسیله گونه                                 

یکی از عوام  عمده مر  و میر در بین طیور                                           سالمونلا       

 باشد که در هر دوره خسارات جبران ناپذیری را به                                                می  

 ) /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقوق نویسندگان محفوظ است. این مقاله با دسترسی آزاد و تحت مجوز مالکیت خلالاقلاانلاه  
 ها منتشر شده است. هرگونه استفاده غیرتجاری فقط با استناد و ارجاع به ا ر اصلی مجاز است. در فصلنامه دنیای میکروب
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کند. برای کنتر  و مبارزه با عوام                                     تولید کنندگان طیور وارد می                          

بیماریزای عفونی اولین قدم تشخیص و تعیین هویت عام                                                    

های سنتی و قدیمی که مبتنی بر                               باشد. روش          بیمارگر می          

باشند زمان بر و                  های بیوشیمیایی می                  تشخیص فنوتیپی و روش                   

طاقت فرسا بوده و در بع ی موارد تشخیص دقیقی حاص                                                  

های کشت انتخابی و                    ). استفاده از محیط                  4شود        نمی   

ها، مانند            های مبتنی بر آنزیم                   اختصاصی و هم نین تکنیک                      

 های سنتی، مورد استفاده قرار                              الایزا نیز در تکمی  روش                      

گرفته اند. اما با توجه به زمان بر بودن و هزینه های بالا، استفاده                                                                 

). برای مقابله با این باکتری و بیماری                                       1ها محدود است                 از آن     

های مختلف آن، نشانگرهای                          ایجاد شده به وسیله گونه                       

ها معرفی           مولکولی متعددی برای شناسایی و تعیین هویت آن                                           

شده است. پیشرفت در روش های تشخیص مولکولی، شناسایی                                                   

 پاتوژن های غذایی را دقیق تر و راحت کرده است. روش                                                

Real time PCR                                             روشی بسیار دقیق و قاب  اطمینان برای تمایز

 باشد که          های باکتریایی بسیار نزدیک بهم و مشابه می                                         سویه    

می تواند مدیریت آزمایشگاهی، شناخت، پیشگیری و کنتر                                                     

). این تکنیک هم نین در ترکی  با                                 2بیماری را تسهی  نماید                         

های      یابی قطعه کام  ژن                  های ایمونوژنتیکی و توالی                         روش   

های      تواند در تشخیص، تمایز و طبقه بندی باکتری                                         انتخابی، می           

ژن      39). تاکنون بیش از                  3بیماریزا در طیور مفید واقع شود                                  

استفاده می شود، گزارش                         PCRاختصاصی سالمونلا که برای                         

شده است. نشانگرهایی مانند چند شکلی قطعات ه م شده با                                                     

سالمونلا         های      در باکتری           s eCو     liC های      استفاده از ژن             
 پولوروم         سالمونلا         و     (S   allinarum)گالیناروم           

 (S   ullorum     )                               مورد استفاده قرار گرفته است     .) 

در      s vRو     s vB   ،s vCهم نین فراونی ژن های پلاسمیدی                              

به       (S. Enteritidis)انتریتیدیس          سالمونلا         نمونه های آلوده به                    

).    4در صد گزارش شده است                         9714 و      7 /،   /7 4ترتی        

نیز برای تشخیص و                    duplex PCRهای تکمیلی مانند                   روش   

 های      تمایز گونه های این باکتری علاوه بر روش                                     

ه م آنزیمی و واکنش زنجیره ای پلی مراز بر اساس اختلاف                                                     

   98 و     /23در موقعیت             r bSهای اختصاصی ژن                 آل    

 و تعیین چند شکلی های تک نوکلئوتیدی                                  

(Single Nucleotide Polymorphism SNPs)              برای تعیین

با این حا                 ).   اند        هویت این گونه ها مورد استفاده قرار گرفته                                        

 هایی اغل  نیاز به ترکیبی                           استفاده از چنین روش                   

های مختلف دارد و معمولا  از نظر اقتصادی نیز مقرون                                                   از روش      

به صرفه نمی باشند. با استفاده از اطلاعات بدست آمده از                                                      

)   (High resolution melting  HRMشفافیت منحنی ذوب                  

 مربو  به نواحی مشخص ژنی در مرحله                                  

 qRT-PCRواکنش زنجیره ای پلی مراز با استفاده از روش                                            

  Real-time polymerase chain reaction  uantitative (  

های نقطه ای در توالی های                           توان علاوه بر تعیین جهش                       می  

مورد بررسی جدایه های بسیار نزدیک یک گونه را نیز                                                 

های قارچی و باکتریایی که                           تشخیص داد. این روش برای گونه                            

باشند و تشخیص آنها با                        های بسیار مشابه می                   دارای سویه          

های فنوتیپی و حتی  متداو  مولکولی، مشک                                           استفاده از روش              

). آنالیز منحنی                 /و      تواند بسیار مفید واقع شود                              است می      

ذوب با شفافیت بالا، یک روش توسعه یافته سریع و از طریق                                                      

های      ها و جهش         ها، ویروس          جهت شناسایی باکتری                    PCRادامه       

باشد. این روش                ژنتیکی یا ت ییرات در توالی اسید نوکلئیک می                                          

محققین را به منظور شناسایی سریع و طبقه بندی ت ییرات                                                     

دهد. با این تکنیک واریانت ژنتیکی جدید را                                           ژنتیکی یاری می              

می توان بدون تعیین توالی شناسایی نمود. هم نین ت ییرات                                                       

ها، گوناگونی و تنوع جدایه ها و شناسایی                                         ژنتیکی در جمعیت               

سویه واکسن از سویه محیطی قب  از تعیین توالی قاب  تشخیص                                                        

یک ابزار اقتصادی، سریع و ساده، قوی                                      HRM). آنالیز           8است       

و نیرومند را برای تشخیص سریع، اختصاصی و حساس                                              

نماید. هدف از این پژوهش،                           قراهم می          سالمونلا       های      گونه    

به منظور شناسایی سریع و دقیق باکتری                                       HRMاستفاده از روش                

 . باشد     می    inv Aبا استفاده از ژن                    سالمونلا       

 مواد و رو  کار              

سویه        9در این مطالعه تعداد                     :     الف) جدایه های مورد آزمون                         

 رفرانس سالمونلا از آزمایشگاه دانشگاه چالز استوارت                                                  
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  Sturt Charls                                           و هم نین از آزمایشگاه بهداشت عمومی واحد (

تشخیص میکروبی بخش میکروبیولوژی و ایمونولوژی دانشگاه                                                     

های رفرانس             ). سویه       1) تهیه گردید  جدو                     Melbornملبورن          

سلسیوس به                 درجه      /3روی محیط کشت نوترینت آگار در دمای                                   

با      DNAساعت کشت مجدد شدند. سپس استخراج                                   24مدت     

 استفاده از تک کلنی  جداشده از کشت تازه باکتری انجام گردید.                                                          

یک کلنی           سالمونلا       از هر سویه رفرانس                   :     A  ب) استخراج            

 Wizard (Promega, Australia)انتخاب و با استفاده از کیت                          

Genomic DNA Purification,           استخراجDNA             .انجام شد 

ا افه و           Nuclei Lysisمیکرولیتر محلو                    99 در این روش ابتدا                  

 دقیقه در دمای                  به آرامی مخلو  گردید. سپس به مدت                                  

درجه سلسیوس در حمام آب گرم نگاه داشته و پس از آن                                                    89

  Rnaseمیکرولیتر محلو                    3در دمای اتاق نگهداری شد. سپس                              

دقیقه قرار               2درجه سلسیوس به مدت                      /3ا افه و در دمای                 

میکرولیتر محلو  رسوب دهنده پروتین                                     299گرفت. در ادامه                

دقیقه قرار               ا افه و به آرامی بهم زده و در روی ی  به مدت                                             

دقیقه سانتریفیوژ شد. محلو                               3به مدت          14999داده و در دور               

میکرولیتر ایزوپروپانو  منتق                                 99 روماند را به لوله دیگر حاوی                             

 شد و در دمای اتاق نگهداری گردید. سپس محلو  را با دور                                                      

  g14999          دقیقه سانتریفیوژ کرده و نهایتا محلو                                         2به مدت

درصد به آن ا افه                    9/میکرولیتر اتانو                     99 روماند جدا شد و                 

 دقیقه با دور                2و مخلو  شد و سپس به مدت                         

g    14999                                          سانتریفیوژ گردید. الک  را از لوله خارج 

دقیقه در دمای اتاق خشک و در                                1را به مدت             DNAو رسوب        

   DNAنهایت با استفاده از بافر کیت استخراج رسوب                                           

 استخراج شده                DNAکمیت و کیفیت              .ح  شد     

 سنج نانودراپ             به ترتی  با استفاده از دستگاه طیف                                 

(NanoDrop2000Thermo scientific Australia)         و ژ

به      DNAالکتروفورز آگارز مورد بررسی قرار گرفت. غلظت                                             

 از استوک اولیه برای مراح  بعدی                                       ng/ lمقدار       

 در واکنش زنجیره ای پلی مراز تهیه گردید و تا موقع                                                  

 درجه سلسیوس نگهداری                       -29استفاده در دمای                 

  -invA139شام        invAشد. از آغازگرهای اختصاصی ژن                           

(GTGAAATTATCGGCACGTTCGGGCAA)     و

invA141-R      TCATCGCACCGTCAAAGGAACC   (

 ).      9استفاده گردید                 

ای پلی مراز در زمان                      واکنش زنجیره                : R - CR ج) روش        

میلی لیتر شفاف                  972در داخ  لوله                  ) qRT-PCRواقعی       

میکرولیتر انجام                    2مخصو  واکنش بیان ژن با حجم واکنش                                  

ژنوم استخراج                DNAاز      l 2گردید. محتویات واکنش شام                            

 میکرو لیتر از هر آغازگر                           1نانوگرم در میکرولیتر)،                          19شده       

  dNTPمیکرولیتر              میکرولیتر)،                2MgCl      17میکرومولار)،               19  

 S TO 9 greenمیکرولیتر رن                   میکرومولار)،               9   

(ThermofisherScintific, Australi)      بافر ،   Go Tag 

Green lexi Reaction                     و یک میکرولیتر از 

   Go Tag DNA polymerase (Promega, Australia)آنزیم       

 بود. واکنش تکثیر با استفاده از یک دستگاه کوربت                                              

(Corbett Rotor-Gene  TM,  iagen)                     شش کاناله مجهز به

HRM                   های واکنش شام  یک چرخه                         انجام گردید. چرخه

دقیقه و به               به مدت           C     9واسرشت سازی اولیه در دمای                           

  انیه،        29به مدت           C     9چرخه حرارتی شام ،                      3دنبا  آن          

C      4          انیه و           39به مدت C     /2          انیه انجام و در                    29به مدت 

های      دقیقه چرخه             برای مدت            C     /2پایان با یک بازه دمایی                        

 حرارتی خاتمه داده شد.                     

در ادامه و تکمی  هر                     د) تجزیه منحنی ذوب با و و  بالا:                                 

در       HRMهای منحنی          ، آنالیز        PCRچرخه از واکنش               

   Rotor–Gene Tm  000 Thermal cyclerدستگاه      

 ( iagen, Australia)                                    انجام گردید. اساس این روش، توجه به

 منبع محل نگهداری نام سویه

S  ty himurium  2912سویه استاندارد7  دانشگاه چالز استوارت 

S  johannesborg 2912سویه استاندارد7  دانشگاه چالز استوارت 

S  montevideo 72912کشت دانشگاه چالز استوارت 

S  so ia 2912کشت7 دانشگاه چالز استوارت 

S  new ort 2913سویه استاندارد7  دانشگاه چالز استوارت 

S  choleraesuis 2913سویه استاندارد7  دانشگاه ملبورن 

S  subsp. I ser. 4, 12: i: 2913 7کشت دانشگاه ملبورن 

S  vircho 2913 7کشت دانشگاه ملبورن 

S  enteritidis 2914سویه استاندارد7  دانشگاه ملبورن 

 مورد استفاده در این مطالعه. سالمونلاهای باکتری  مشخصات سویه: 1جدو  
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دو رشته ای در دمای خا  با استفاده از                                        DNAالگوی ذوب           

). به منظور             19باشد         رن  فلو ورسنس با غلظت نسبتا بالا می                                  

در فواص             PCRتعیین و عیت ذوب مناس ، محصولات                               

 درجه سلسیوس و                  /درجه سلسیوس بین دمای                         97دمایی       

درجه سلسیوس مورد بررسی قرار گرفتند.  تمامی آزمون ها،                                                         9

 Rotor–Geneمرتبه تکرار شدند و با استفاده از نرم افزار                                              3

1,7,27 ( iagen)       ها آنالیز و الگوریتم                       های ذوب آن           نمایه

HRM                             درجه سلسیوس و                 84- 8فراهم گردید. نواحی نرما

 ها بکار گرفته شد.                  درجه سلسیوس برای آنالیز نمونه                               91-99

 یافته ها         

های      نتایج حاص  از تکثیر قطعات ژنی مربو  به سویه                                             

مورد آزمون نشان داد که آغازگرهای مورد استفاده                                                 سالمونلا       

  inv Aتوانایی سنتز اختصاصی قطعات مورد نظر مربو  به ژن                                                 

های سالمونلا رفرانس مورد                          باشند. همه سویه                را دارا می          

را تولید            PCRدر      bp284با اندازه             DNAآزمایش یک قطعه                

کرد. برای بررسی منحنی                        را تایید می             سالمونلا       کردند که جنس              

 ای     ذوب حاص  از روند تکثیر قطعات در واکنش زنجیره                                            

پلی مراز که با استفاده از تکنیک آنالیز و مشاهده ساخت هم                                                         

های ذوب کاملا اختصاصی                       انجام شد. پیک                (Real-time)زمان    

از همدیگر             DNAبا افزایش شی  دمایی و جدا شدن دو رشته                                       

های ذوب نرما                 ای منحنی         حاص  گردید. ارزیابی مشاهده                          

ها نشان داد. تمامی                     های مشابه را در تمامی نمونه                            شده، نمایه          

ها دارای یک منحنی ذوب با پیک واحد در بازه دمایی                                                  نمونه     

). هم نین همه               a-1درجه سلسیوس بودند  شک                           8/78–8/79

). در       b-1های نرما  مشابه تولید کردند  شک                                    ها منحنی         نمونه     

های رفرانس از                سویه      HRMهای      این ژن هی کدام از منحنی                       

همدیگر قاب  تشخیص نبودند و این عدم تشخیص و روافتادگی                                                      

و به دنبا               PCRها نشان از اختصاصی بودن محصولات                                 منحنی     

آن اختصاصی عم  کردن آغازگرها دارد که با توجه به این                                                     

 توان این آغازگرها                    ها و مشاهدات عینی، می                      داده    

  سالمونلا       های      را به عنوان نشانگر مو ری در تشخیص گونه                                      

 مشکوک برای آنالیز منحنی ذوب مورد استفاده قرار داد.                                                    

 بح    

های مولکولی به منظور تشخیص سریع و                                    استفاده از روش              

های باکتریایی یک ابزار بسیار مفید و کارآمد در                                                مطمئن جدایه           

جهت تشخیص زودهنگام و جلوگیری از همه گیری این                                              

باشد. با توجه به اهمیت بیماری سالمونلوز ایجاد                                                ها می      بیماری      

و هم نین سختی کار با                        سالمونلا       شده به وسیله باکتری                     

های رایج سنتی برای تشخیص سریع این باکتری، در این                                                   روش   

تحقیق با استفاده از تکنیک واکنش زنجیره ای پلی مراز و آنالیز                                                             

منحنی ذوب ناشی از سنتز یک ناحیه ژنی مشخص با                                             

آغازگرهای اختصاصی آن ژن، توانمندی و دقت این تکنیک                                                   

های بدست آمده                مورد ارزیابی قرار گرفت. با توجه به داده                                       

از ناحیه            PCRتکثیرشده            DNAمشخص گردید که قطعات                     

باشد که این نتایج قاب  انتظار                                می    invA    ژن    سالمونلا        ابت ژن         

های مشکوک به               توان به آسانی نمونه                    بود. با این روش می                  

در      سالمونلا       های      را شناسایی کرد. زیرا تمامی باکتری                                   سالمونلا       

های متداو  و هم نین نرما  مشابه تولید                                        این روش نمایه             

کنند . این روش به وسیله چندین محقق برای شناسایی همه                                                      می  

).    12و     11های سالمونلا استفاده شده است                                جدایه ها و سویه               

 ژن  های ) آمپلیکونbو نرما  شده    )aنالیز منحنی ذوب متداو   آ:  1شک  

inv A  ،9  سالمونلاسویه رفرانس. 
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های      ، فراوانی سویه              PCRبا استفاده از سه روش کشت، الایزا و                                   

  و     /4 ،      های کشت داده شده به ترتی                             در نمونه          سالمونلا       

  گزارش گردید. هم نین نتایج نشان داد که استفاده از                                                      

با یک مرحله غنی سازی اولیه                              invAو پرایمرهای               PCRروش     

ساعت        39تا      24می توان در مدت                  PW ساعته در محیط                 29

را در نمونه های                   سالمونلا         وجود        199با حساسیت و ویژگی                   

های غذایی از               افزایش مسمومیت               ).  13غذایی مشخص نمود                   

طریق عفونت سالمونلایی،  رورت وجود یک روش قاب                                               

 را نشان           سالمونلا       های      اعتماد به منظور تفکیک سریع جدایه                                

). مطالعات نشان داده است که شایع ترین ژن                                          14می دهد          

های مبتنی بر               از طریق روش             سالمونلا       هدف برای تشخیص                

PCR      ژنinvA    مطالعات مختلفی، استفاده از ژن                                   1باشد         می .(

invA                                     های سالمونلا با                 به عنوان یک ژن فعا  در اکثر سروتی

را گزارش نموده اند                      PCRحساست بالا در طی مرحله تکثیر با                                

). در مطالعه حا ر مشخص گردید که استفاده از                                            18- 1،   1  

های رفرانس               تواند تشخیص و تمایز سویه                         این ژن می         

را در حد جنس مورد تایید قرار دهد که با مطالعات                                                  سالمونلا       

در      HRMباشد. استفاده ازتکنیک                        مشابه بسیار نزدیک می                    

). هم نین           19های آزمایشگاهی گزارش شده است                                 تشخیص     

های چندگانه و ناحیه                      مقایسه توانایی ژن                   HRMبر اساس روش             

به منظور تشخیص و تمایز                          S-23S 1ف ای بین ژنی مربو  به                       

 مایکوپلاسما گالی سپتیکوم                         متعلق به گونه                 TS11سویه های          
  Myco lasma galise ticom                          جدا شده از مزرعه گزارش (

). مطالعات اخیر نشان داده است که با ت ییر در                                              29شده است           

  Real time PCRمورد استفاده در واکنش                         DNAمیزان غلظت            

در مواد غذایی می توان                         سالمونلا       سویه از باکتری                   متعلق به          

 درجه سلسیوس به حدود                       89دمای ذوب آغازگرها را از                         

درجه سلسیوس پایین آورد. این امر می تواند موج  تمایز                                                       81

ها     ها و تعیین چند شکلی بین آن                           سریع تر و دقیق تر سویه                      

جفت       8ای دیگر با استفاده از                        ). در مطالعه            21شده است           

های      آغازگر اختصاصی تشخیص و تعیین ژنوتی  جدایه                                         

مورد بررسی قرار گرفته است و نشان                                    HRMبا روش          سالمونلا       

های      داده شد که این روش کارایی لازم به منظور آنالیز سروتی                                                     

). هم نین با استفاده از تکثیر نواحی                                     22این جنس رت  دارد                    

سالمونلا         تشخیص باکتریایی ناشی از                           S rRNA 1ریبوزومی          

 در خون یک بیمار در مدت                          (S.  nteritidis)انتریتیدیس            

).      23گزارش شده است                   PCR-HRMساعت به روش                

که عام  مقاومت به ترکیبات کینولون                                     gyrAموتاسیون ژن             

و     S. Typhi)تایفی         سالمونلا         های       فلوروکینولون) در باکتری                        

باشد با استفاده از روش                         ) می    S. Paratyphi      پاراتایفی         سالمونلا         

HRM             مورد ارزیابی                سالمونلا       های مختلف جنس                ، در سروتای

در این          gyrAقرار گرفت و مشخص گردید که موتاسیون در ژن                                          

و در نتیجه کاهش دمای ذوب                            GCها موج  کاهش               سروتی       

تواند        شود که از این رو می                    های موتاسیون یافته می                      در جدایه        

). استفاده از               8های دیگر شناسایی گردد                          به سرعت از تای                

روش منحنی ذوب با شفافیت بالا همراه با با توالی یابی نواحی                                                          

قادر به تشخیص و تعیین جمعیت                                S rRNA 1ریبوزومی        

 دیسن تراکوس  لابراکس                     میکروبی  در ماهی های صید شده                              
   icentrarchus labra                                  در حا  نگهداری در سردخانه شده (

است. این تکنیک قادر بوده است در بازه های زمانی کوتاه                                                      

). با استفاده از                  24افزایش جمعیت میکروبی را تعیین نماید                                       

  SNPsتکنیک منحنی ذوب با شفافیت بالا و استفاده از نشانگر                                                   

 سالمونلا         های      تشخیص و تمایز سویه های باکتری                             
گالیناروم امکان پذیر شده است و توانسته                                        سالمونلا         و       پولوروم       

است از اشتباهات قبلی ناشی از تشخیص فنوتیپی و                                              

 سرولوژیکی جلوگیری نماید.                        

 نتیجه  یری            

 با توجه به نتایج بدست آمده در این تحقیق مشخص                                              

، یک روش تک مرحله ای ساده،                            HRMگردید که تکنیک                  

های      ارزان، دقیق و سریع است که قادر به تمایزقاب  توجه سویه                                                     

 متعلق به یک گونه را دارد. از این رو با استفاده از                                                   

 توان در مطالعات اپیدمیولوژی برای                                   این روش می          

 های مربو             تشخیص سریع و کارامد سویه                        

 های      های مختلف باکتریایی در آزمایشگاه                                 به گونه       

 تشخیصی استفاده نمود.                    
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 ملاحظات ا لاقی            

نویسندگان تمامی نکات اخلاقی شام  عدم سرقت ادبی، انتشار                                                       

دوگانه، تحریف داده ها و داده سازی را در این مقاله رعایت                                                         

 کرده اند.         

 تشکر و قدردانی              

نویسندگان این مقاله از مدیریت و پرسن  مرکز تحقیقات و                                                      

آموزش کشاورزی استان یزد به دلی  مساعدت و فراهم کردن                                                     

 شرایط جمع آوری نمونه های آزمایشگاهی و                                       

 آقای دکتر سیدکا م دانشیار گروه زیست شناسی                                           

 دانشگاه یزد به دلی  همکاری در نگارش مقاله کما                                                 

   امتنان را دارند.                

 تعار  در منافع              

 وجود ندارد.           
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