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چکیده
زمينه و هدف: تایپینگ ملکولی ابزاری قوی در کنترل و شناسایی سویه‌های سالمونلا می‌باشد. در این مطالعه، به منظور بررسی تنوع ژنتیکی سویه‌های سالمونلا 

پاراتیفی B و سالمونلا پاراتیفی C جدا شده از بیماران ایرانی، ساب‌تایپینگ این سویه‌ها با روش RAPD-PCR انجام پذیرفت. 

 RAPD مورد آنالیز قرار گرفتند. دو پرایمر مربوط به RAPD-PCR با روش C و 8 سویه پاراتیفی B مواد و روش‌ها: 14 ایزوله سالمونلا شامل 6 سویه سالمونلا پاراتیفی
به نام‌هایOPP-16  و  P1254 استفاده شده و دندروگرام مربوطه با نرم‌افزار NTsys 2.0 ترسیم گردید.

نتایج: هر دو پرایمر قدرت بالایی را در تمایزدهی بین سویه‌های مرتبط و نزدیک سالمونلا نشان دادند. دندروگرام‌های به دست آمده بر اساس پروفایل حاصل از هر دو 
پرایمر RAPD، 4 گروه مجزا را در بین 14 سویه مورد مطالعه نشان می‌دهد که به نوعی بیان‌گر ناهمگونی ژنتیکی این سویه‌ها است. هم‌چنین ارتباطی بین سروتایپ 

و پروفایل حاصل از RAPD-PCR در بین سویه‌های سالمونلا مشاهده نشد.

نتیجه‌گیری: در مجموع نتایج حاصل از این مطالعه توانایی RAPD-PCR را در بررسی ملکولی و مقایسه سویه‌های سالمونلا پاراتیفی B و C نشان می‌دهد.
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مقدمه
باکتری سالمونلا به عنوان یک عامل بیماری‌زای قابل انتقال از طریق 
تاکنون  و  بوده  انسان  و  بیماری در حیوان  ایجاد  مواد غذایی، مسئول 
اپیدمی‌های متعددی در دنیا ناشی از این باکتری گزارش شده است. 
پرندگان و دام‌ها منابع اصلی این باکتری هستند و آلودگی مواد غذایی 
انسان  با این باکتری، باعث ایجاد بیماری گوارشی در  از آن‌ها  حاصل 
می‌شود )1(. از مهم‌ترین عوارض گوارشی ناشی از این باکتری تب روده‌ای 
است که به عنوان یک عامل تهدیدکننده حیات مطرح بوده و سالیانه بالغ 
بر 20 میلیون نفر را در دنیا مبتلا می‌سازد که از بین آن‌ها حدود 200000 
نفر می‌میرند. بر اساس گزارشات سازمان بهداشت جهانی بیش از %90
تب‌های روده‌ای در کشورهای آفریقایی و آسیایی به ویژه آسیای جنوب 
شرقی رخ می‌دهد، که علت عمده آن عفونت با سویه‌های سالمونلا انتریکا 

سروار تیفی و سالمونلا انتریکا سروار پاراتیفی A، B و C  می‌باشد )2(.
برای کنترل و نظارت اپیدمیولوژیک مؤثر، نیاز به تشخیص و تمایز 
سویه‌ها و ساب‌تایپینگ دقیق آن‌ها به منظور شناسایی منابع بـالقوه عفونت 

است. بسیاری از روش‌های کلاسیک تایپینگ مانند پلاسمید تایپینگ، 
سروتایپینگ، آنتی‌بیوگرام و فاژتایپینگ نه تنها پر هزینه و زمان‌بر هستند 
بلکه قدرت تمایزدهی بین سویه‌های نزدیک و مرتبط را ندارند و بنابراین 
امروزه ما شاهد افزایش توجه نسبت به توسعه و به‌کارگیری روش‌های 
 REP-PCR ملکولی در این زمینه هستیم. به طوری که روش‌هایی مانند
)1 و 4-6( PFGE ،)3-4(، Ribotyping )7 و 8( و RAPD-PCR )9 و 10( 
برای بررسی و تفرق سویه‌های سالمونلا به کار رفته است. از بین روش‌های 
در  ژنوم  کلی  مقایسه  مناسب جهت  روشی   RAPD-PCR ذکر شده، 
کم‌ترین زمان و با قدرت تمایز مناسب می‌باشد. در این روش از پرایمرهای 
اولیگونوکلئوتیدی کوتاه و تصادفی استفاده شده و پس از PCR، پروفایلی 
از قطعات DNA حاصل می‌شود که مقایسه پروفایل نمونه‌های مختلف 
تفاوت ژنتیکی بین آن‌ها را نشان می‌دهد )11 و 12(. تاکنون از این روش 
برای بررسی تنوع ژنتیکی گیاهان )13( حیوانات )14( انگل‌ها )15( و 

دیگر میکروارگانیسم‌ها )16 و 17( نیز استفاده شده است.
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مجلـه دانشگـاه علـوم پـزشکـی فسـا l سـال دوم l شمـاره l 1 بهار 1391  

تنوع ژنتیکى سالمونلا

با توجه به این‌ که آگاهی از میزان تنوع ژنتیکی سویه‌های باکتریایی 
مربوط به یک ناحیه در ردیابی منبع آلودگی در اپیدمی‌های ناشی از 
باکتری مهم می‌باشد و در حال حاضر اطلاعاتی در مورد هتروژنیسیتی 
ایزوله‌های بالینی سالمونلا پاراتیفی B و C جدا شده از بیماران ایرانی 
وجود نداشته و مطالعه‌ای جهت تایپینگ این سویه‌ها انجام نشده است؛ 
بنابراین مطالعه حاضر جهت بررسی پلی‌مورفیسم ژنتیکی این سویه‌ها در 
ایران با استفاده از روش RAPD-PCR صورت پذیرفت. هم‌چنین در این 
مطالعه تلاش می‌گردد که کارایی این روش ملکولی در تایپینگ سویه‌های 

مربوطه ارزیابی گردید.

مواد و روش‌ها
در  است  پذیرفته  انجام  توصیفی  به صورت  که  مطالعه حاضر  در 
مدت زمان 17 ماه نمونه‌های مدفوع بیماران اسهالی مراجعه کننده به 
چند بیمارستان در تهران از نظر وجود سالمونلا پاراتیفی B و سالمونلا 
نمونه  استاندارد  قرار گرفت. طبق روش‌های  بررسی  پاراتیفی C مورد 
2 های به دست آمده از بیمار به محیط کشت کری بلر منتقل شد. 
سپس در آزمایشگاه بر روی محیط‌های XLD و هکتون انتریک آگار 
کشت داده شده و به مدت 24 ساعت در دمای 37 درجه سانتی‌گراد 
انکوبه گردید. پس از آن کلونی‌های مشکوک به سالمونلا جداسازی شده 
و با کشت روی محیط‌های TSI، لیزین، سیترات، MRVP و اوره از نظر 
تست‌های بیوشیمیایی استاندارد بررسی گردید. در نهایت با استفاده از 
 slide-agglutination آنتی‌سرم‌های اختصاصی، سروتایپ سویه‌ها به روش

تعیین گردید.
 LB ژنومی، ابتدا باکتری‌ها روی محیط DNA به منظور استخراج
 LB-broth آگار کشت داده شدند. سپس یک کلونی از باکتری به محیط
منتقل شد و پس از 24 ساعت انکوباسیون در 37 درجه سانتی‌گراد، 
محیط کشت حاوی باکتری سانتریفوژ شده و رسوب باکتری جدا گردید. 
رسوب حاصله با سرم فیزیولوژی شستشو و پس از آن در بافر لیز کننده 
حاوی SDS و پروتئیناز k حل گردید. پس از لیز باکتری‌ها، DNA آن‌ها 

با روش فنل- کلروفرم استخراج گردید )18(. 
OPP-16 (10-mer  بـا تــوالــی در این مطالعه از دو پرایمر )
لــی  ا تـو بـا   P1254  (10-mer CCAAGCTGCC 3′        و )
 PCR .استفاده شد RAPD-PCR برای انجام     CCGCAGCCAA 3′
 dNTP، 10 ازx PCR buffer ،250mM 2.5 ازµl  25 حاویµl در حجم
1U از آنزیم Taq DNA polymerase ،25 pmol پرایمر، 2mM کلرید 

منیزیم و DNA 40ng صورت پذیرفت. برنامه PCR بر اساس 95 درجه 
دناتوراسیون اولیه به مدت 5 دقیقه و 40 سیکل با دناتوراسیون در 94 
درجه به مدت 1 دقیقه، دمای اتصال 35 درجه به مدت 1 دقیقه و طویل 
سازی 72 درجه به مدت 2 دقیقه و 10 ثانیه طویل‌سازی نهایی در درجه 

72 بهینه گردید.
تکرارپذیری RAPD-PCR برای هر پرایمر با انجام حداقل دو آزمایش 
برای هر نمونه، مورد تأیید قرار گرفت. در کنترل منفی  PCR در یک لوله 
بدون حضور DNA انجام شد. محصولات PCR بر روی ژل آگارز 2% به 
مدت 2 ساعت الکتروفورز شدند. در نهایت رنگ‌آمیزی با اتیدیوم بروماید 
انجام و عکس‌برداری از ژل تحت اشعه UV صورت پذیرفت. در هر ژل 
1kb( برای تعیین اندازه قطعات به دست آمده از استاندارد جرم ملکولی

DNA ladder( استفاده گردید.
برای آنالیز نتایج، باندهای حاصله که در محدوده 3500-250 جفت 
باز بوده و دارای تکرارپذیری بالایی بودند انتخاب و وارد محاسبات گردید به 
طوری که حضور یک باند با عدد 1 و عدم حضور باند با عدد 0 رمزگذاری 
 Simple شد. سپس ماتریکس تشابه بین سویه‌ها با استفاده از ضرایب تشابه
matching و Dice با استفاده از نرم‌افزار )2.0( NTsys )19( محاسبه شد و 
دندروگرام مربوطه با روش‌های UPGMA و WPGMA رسم گردید. 
در نهایت ضریب کوفنتیک بین دندروگرام و ماتریکس‌های مربوطه 
محاسبه و با استفاده از آزمون مانتل ضریب همبستگی تعیین گردید 
به طوری ‌که همبستگی بالا نشان‌دهنده روش بهینه خواهد بود. پس 

از انتخاب روش بهینه آنالیز کلاسترها انجام پذیرفت.

نتایج
نتایج حاصل از RAPD-PCR نشان می‌دهد که تمامی سویه‌های 
تحت مطالعه با هر دو پرایمر مورد استفاده قابل تایپ بودند به طوری که 
 300-3500  bp در مجموع 20 باند مجزا در محدوده P1254 پرایمر
ایجاد کرده که از بین آن‌ها 4 باند در همه سویه‌ها مشترک و 16 باند 
-3000  bp 18 باند مجزا در محدوده OPP-16 پلی‌مورف بودند. پرایمر

200 تولید می‌کند که در بین باندهای حاصل از این پرایمر نیز 4 باند در 
همه سویه‌ها مشترک و 14 باند پلی‌مورف مشاهده می‌گردد )شکل 1(.

از آن‌ها )شکل  و دندروگرام حاصل  آنالیز شکل‌ها  به طور کلی 
تمامی  استفاده،  مورد  پرایمر  دو  هر  در  که  می‌دهد  نشان   )2 و   1
نمونه‌ها در 4 کلاستر مجزا قرار می‌گیرند )جدول 1(. به طوری که در 
پرایمر P1254 کلاستر II تنها یک نمونه )PAC3( را در بر می‌گیرد 
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و بقیه گروه‌ها هر کدام حاوی چندین نمونه سالمونلا می‌باشند. در 
کلاسترهای I و IV تمامی نمونه‌ها متعلق به یک سروتیپ هستند 
و تنها کلاستر III اعضای هر دو سروتیپ را در خود جای می‌دهد. 
بیشترین   III کلاستر   OPP-16 پرایمر  از  حاصل  کلاسترهای  در 
تعداد نمونه )8 نمونه( را شامل شده در حالی که کلاستر IV تک 
بر  B را در  پاراتیفی  نیز تنها چند سویه   II سویه می‌باشد. کلاستر 

می‌گیرد.

بحث
امروزه روش‌های مولکولی برای شناسایی و تمایز بین میکروارگانسیم‌ها، 

قدیمی  کلاسیک  و  فنوتیپی  روش‌های  از  مؤثرتر  و  کارآمدتر  بسیار 
می‌باشند. در این بین روش ملکولی RAPD-PCR به دلیل ویژگی‌هایی 
مانند سریع و کم هزینه بودن، برخورداری از حساسیت زیاد و عدم نیاز 
به مهارت تکنیکی بالا، مورد توجه می‌باشد. به طوری که در چندین 
مورد از اپیدمی‌های باکتریایی توانستند با این روش منبع آلودگی را پیدا 
کنند )20 و 21(. از طرفی مطالعات متعدد نشان داده است که با بررسی 
پرایمرهای مختلف RAPD-PCR و انتخاب پرایمرهای مناسب، این روش 
به خوبی می‌تواند جهت تمایزگذاری و بررسی تنوع ژنتیکی سویه‌های 
RAPD-PCR سالمونلا به کـار رود. بنـابراین در این مطالعه از دو پرایمر

)OPP-16 و P1254( که در مطالعات پیشین بر روی سالمونلا و سایر 
انتروباکتریاسه‌ها نتایج قابل قبولی را نشان داده است، استفاده شد )26-
22(، با این روش ملکولی وضعیت تنوع و پلی‌مورفیسم ژنتیکی سویه‌های 
متعلق به دو سروتایپ متفاوت از سالمونلا )سالمونلا پارا‌تیفی C و سالمونلا 
پاراتیفی B( که از بیماران ایرانی جدا شده بود، مورد بررسی قرار گرفت. 
نتایج این مطالعه ناهمگونی زیادی را در بین سویه‌های مورد مطالعه نشان 
داد به طوری که با مقایسه الگوی باندی سویه‌ها در مورد هر دو پرایمر 
به کار گرفته شد، 14 سویه مورد مطالعه در 4 گروه کلاستری مختلف 
قرار می‌گیرند. این در حالی است که با پرایمر P1254 تمامی سویه‌ها از 
هم مجزا شده و الگوی متفاوتی نشان دادند، که هم نشان‌دهنده قدرت 

مورد  پلی‌مورفیسم سویه‌های  در عین حال  و  پرایمر  این  بالای  تمایز 
مطالعه است. در مطالعه دیگری که در آن از پرایمر P1254 برای تایپینگ 
سالمونلاهای ایران استفاده شده بود، 30 سویه سالمونلا انتریتیدیس و 30 
سویه سالمونلا تیفی موریوم به ترتیب در 7 و 4 گروه مجزا قرار گرفتند. 
این سویه‌ها هم از منابع بالینی و هم حیوانی به دست آمده بودند )22(. به 
طور کلی این شواهد نشان می‌دهد که سروتایپ‌های مختلف سالمونلاهای 
شایع در ایران نسبتاً ناهمگون بوده و تنوع ژنتیکی بالایی دارند. هرچند به 
نظر می‌رسد این تنوع در سروتایپ‌های پارا‌تیفی C و پاراتیفی B بیشتر 

باشد.
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سویه‌های  بودن  پلی‌مورف  که  این  بر  علاوه  مطالعه  این  نتایج 
مورد مطالعه را نشان می‌دهند، به این نکته نیز اشاره دارد که روش
RAPD-PCR به خوبی می‌تواند سویه‌های سالمونلا به ویژه سویه‌های 
متعلق به یک گروه سروتایپی را از هم تشخیص داده و متمایز کند. به 
طوری که هر دو پرایمر OPP-16 و P1254 در این مطالعه توانستند 
الگوی  اکثر سویه‌ها  برای  و  قرار داده  آنالیز  را مورد  تمامی سویه‌ها 
انگشت‌نگاری مجزایی ایجاد کنند. این نتایج در تأیید مطالعات قبلی 
را نشان  تایپینگ سالمونلا  RAPD-PCR در  بالای  است که قدرت 
می‌دهد )22 و 26-9(. نتایج ما نشان می‌دهد که از بین دو پرایمر به 
کار رفته در این مطالعه پرایمر P1254 قوی‌تر عمل می‌کند، زیرا در 
مورد این پرایمر هیچ دو سویه‌ای الگوی باندی صد در صد مشابهی 
نداشتند. مطالعات دیگری نیز این پرایمر را به عنوان پرایمری قوی 
و همکاران،   Fernanda 2007 در سال  که  به طوری  کردند  معرفی 
عدد   79 که  سالمونلا  سویه   85 تایپینگ  برای  را   RAPD کاربرد 
در  و  بودند  دیگر  از سروتایپ‌های  بقیه  و  انتریتیدیس  سالمونلا  آن 
اپیدمی‌ها جمع‌آوری شده بودند، بررسی کردند که نتایج آن‌ها نشان 

بین  تمایز‌دهی  و  تایپینگ  در  پرایمر  بهترین   P1254 پرایمر  داد 
سویه‌ها است )25(.

آن  از  حاصل  دندروگرام  آنالیز  و  سویه‌ها  باندی  الگوی  مقایسه 
)شکل 1و 2( نشان می‌دهد که هر چند بیشتر سویه‌های مربوط به 
یک سروتایپ در کلادهای نزدیک به هم قرار دارند اما در سطح تشابه 
تفکیک  یکدیگر  از  سروتایپ  یک  به  متعلق  سویه‌های  اکثر   ،٪100
از  باندی حاصل  الگوی  بین  ارتباطی  نمی‌توان  عبارتی  به  می‌شوند. 
RAPD-PCR و سروتایپ‌های پارا‌تیفی B و پاراتیفی C برقرار کرد، 

که این موضوع را مطالعات دیگری نیز تأیید می‌کنند )9(. 
استاندارد کردن روش RAPD-PCR و تهیه بانک‌های اطلاعاتی 
از الگوهای ژنومی، مقایسه سریع و دقیق سویه‌های سالمونلا را در 
بین آزمایشگاه‌های مختلف امکان‌پذیر می‌کند و در تشخیص سریع 
آغاز یک اپیدمی و ردیابی منشأ آلودگی و در پی آن مدیریت کنترل 
عفونت اهمیت دارد. از این رو مطالعه حاضر از یک طرف با فراهم 
کردن اطلاعاتی در مورد تنوع ژنتیکی سویه‌های سالمونلا، و از طرف 
دو  توانایی  دادن  نشان  و   RAPD-PCR روش  بهینه‌سازی  با  دیگر 
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پرایمر OPP-16 و P1254 در تایپینگ سالمونلا، در توسعه این دیدگاه 
و به‌کار‌گیری آن در مدیریت بهداشتی کشور حائز اهمیت می‌باشد.

نتیجه‌گیری
این بررسی که برای اولین بار روی سویه‌های سالمونلا پاراتیفی 
B و سالمونلا پاراتیفی C جدا شده از بیماران ایرانی انجام شده نشان 
داد که این سویه‌ها از نظر ژنتیکی بسیار هتروژن می‌باشند. همچنین 
نتایج بیان‌گر توانایی RAPD-PCR در تمایز‌دهی این سویه‌ها به ویژه 
در مورد پرایمر P1254 می‌باشد. البته با توجه به محدود بودن تعداد 

نمونه‌ها و یکسان بودن منبع جداسازی آن‌ها لازم است بررسی روی 
سویه‌های بیشتری با منابع غیر بالینی )منبع غذایی و حیوانی( نیز 

صورت پذیرد.

تشکر و قدردانی
این پژوهش تحت حمایت مالی دانشگاه آزاد اسلامی واحد ورامین- 
پیشوا در قالب طرح پژوهشی صورت پذیرفته که بدین وسیله نویسندگان 
مقاله مراتب تقدیر و تشکر خود را از مسئولان آن واحد دانشگاهی ابراز 

می‌دارند.
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Abstract
Background & Objective:  Molecular typing is an important tool in surveillance and outbreak investigations of human 
Salmonella infections. In this study, Subtyping of Salmonella Paratyphi B and C isolates derived from Iranian patients was 
carried out by RAPD-PCR to assess the extent of genetic diversity of these isolates.

Materials & Methods: Fourteen Salmonella isolates including 6 strains of Salmonella paratyphi B and 8 strains of Sal-
monella paratyphi C were characterized using RAPD-PCR. Two arbitrary primers, namely OPP-16 and P1254 were used 
for RAPD analysis and the dendrograms were constructed with NTsys 2.0 computer software.

Results: Both primers showed high discriminatory power in differentiating of the related strains of Salmonella. The dendro-
grams constructed based on RAPD-PCR profiles (with both primers) involving 14 salmonella strains revealed 4 distinct 
patterns, indicating that these isolates are genetically heterogeneous. Furthermore, a good correlation was not observed 
between the serotype and the molecular profiles obtained from RAPD data of the Salmonella isolates. 

Conclusion: The findings of the present study verify the usefulness of RAPD-PCR in characterizing and comparing strains 
of Salmonella Paratyphi B and C.
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