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      جدا شده از مراكز پرورش و نگهداري پرندگان ايران سالمونلا انتريتيديسشناسايي وتفكيك دقيق 

   Multiplex PCR  با استفاده از روش
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  چكيده 
 .باشـد  مـي  سرووار انتريتيـديس  هاي سالمونلا كه از افراد آلوده جدا گرديده سالمونلا انتريكا گونهبيشترين  :هدف زمينه و

جدا شده از لاشه و مدفوع پرندگان مختلف بـا اسـتفاده از    تيديسسالمونلا انتريهدف از اين مطالعه جداسازي و شناسايي 
   .باشد مي PCRروش مولتي پلكس 

مرغداري هاي روزه موجود در  9لاشه يا مدفوع جوجه هاي نمونه هاي مورد مطالعه در اين پژوهش، از  :روش بررسي
موجود در چند مركز و گي،قو،غاز،فلامينگان مختلف مانند عقاب طلايدمدفوع يا لاشه پرن شمال و غرب كشور و همچنين

هاي ميكروبيولوژي صورت   ها از طريق روش  ايزوله ي تفكيك اوليه. نگهداري پرندگان در شهر تهران جمع آوري شدند
هاي   استاندارد سالمونلا توسط پرايمر ي ها و سويه  ژنومي ايزوله DNAجهت شناسايي دقيق جنس و گونه، . گرفت

  .مورد بررسي قرار گرفتند Multiplex-PCR اختصاصي به روش
از كل پرندگان مورد % 69/11ميكروبيولوژي نشان داد كه  متداولها به روش   نتايج حاصل از شناسايي كلني: يافته ها 

 ي در همه پليمراز اي  در مقايسه و بررسي نتايج حاصل از واكنش زنجيره. باشند بررسي، آلوده به باكتري سالمونلا مي
  . وجود داشت سالمونلا انتريتيديساز آنها با اطمينان % 21/34ها باند مربوط به جنس مشاهده شد در حالي كه فقط در  نهنمو

سالمونلا ي  هاي اختصاصي جنس و گونه علت استفاده از پرايمر به MPCRاساس نتايج اين تحقيق، روش  بر: گيرينتيجه
هاي   ازساير گونه سالمونلا انتريتيديستشخيص وتفكيك  ، برايPCRژيك و هاي باكتريولو ،در مقايسه با روشانتريتيديس

براي  MPCRلذا استفاده روش مولكولي. تر است تر و اختصاصي تر، سريع ها، دقيق   سالمونلا و نيز ساير انتروباكترياسه
  .ني خواهد نمودهاي سالمونلايي و جلوگيري از گسترش بيماري در بين تمام پرندگان كمك شايا كنترل عفونت

  PCRمولتي پلكس  ،انتريتيديسسالمونلا  ساالمونلوز، ،ژنومپرندگان،  :هاي كليديواژه
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 پژوهشی زیست فناوري میکروبی - مجله علمی

 سالمونلا انتریتیدیسشناسایی وتفکیک دقیق ٣٦
ه ازشد   مقدمه

هایی است که به طور   باسیل ي جنس سالمونلا در بر گیرنده
دار از جمله   هاي مهره  اي شمار زیادي از گونه  رودهانگل  عمده

اي، گاستروانتریت،   این باکتري سبب تب روده. باشند  انسان می
تواند  شود و نیز می  با یا بدون جراحت موضعی می سپتی سمی

سرووار  2500متجاوز از  ).1(در افراد به حالت حامل درآید
هاي   گونهبیشترین ). 2( مشخص شده است سالمونلا انتریکا

سالمونلا انتریکا سرووار سالمونلا که از افراد آلوده جدا گردیده 
در مطالعات  ها ارشباشد که داراي زیادترین گز  می انتریتیدیس

به طور خاموش  سالمونلا انتریتیدیس ).3-5(دنباش  می پیشین
گیري   هاي به ظاهر سالم را قبل از شکل  هاي مرغ  تخمدان

مرغ به   این تخم ،حال اگر. نماید  مرغ آلوده  می تخم ي پوسته
باکتري موجب بیماري  ،پز خورده شود  صورت خام یا نیم

از طریق  سالمونلا انتریتیدیسحاصل از  بیماري ).6( گردد  می
حیات در سراسر  ي و مشکل تهدید کننده منتقل می گردد غذا 

ه براي هاي ماکیان یک مخزن قابل توج  وردهآفر. جهان است
سازمان  .باشند  ترین منبع در عفونت انسانی میسالمونلا و مهم

 3/1تخمین زده است که سالانه  (WHO)بهداشت جهانی 
اي حاد یا اسهال به علت   روده مورد از التهاب معدي ردمیلیا

ارزیابی  .دهد  میلیون مرگ رخ می 3لوز غیر تیفوئیدي با نسالمو
موقعیت سالمونلوز در کشورهاي در حال توسعه به علت هدف 

هاي نظارت اپیدمیولوژیکی   محدود مطالعات و نبود سیستم
هاي سالمونلا در عفونت ).8، 7( باشد  منطبق، معمولاً سخت می

جهانی مطرح شده است و  به عنوان یک مشکل بزرگ جوجه ها
 .شود می پیگیري دنیادر سراسر  روش هاي مختلف کنترل آن

رشد ضعیف  و مرگ ومیر خاطره هاي اقتصادي اساسی ب  زیان
ها   هاي آلوده و نیز خطر ایجاد مسمومیت غذایی در انسان  جوجه

در شرایط بهداشتی ضعیف و فقر  عفونت اغلب. اند  بروز کرده
از آنجایی که شناسایی سالمونلاي  ).10، 9( شود  غذایی بدتر می

روز نیاز  5تا  4هاي کشت مرسوم به   موجود در غذا با روش
تر و با دقت بالاتر   هاي سریع  لذا لزوم استفاده از تکنیک ،دارد

هاي   تکنیک .گردد احساس میبراي شناسایی این باکتري 
هاي   گونهدر تشخیص  Multiplex- PCRتیکی مانند ژن

از ژن در حال  بیشتراز بخشیاطلاعات  ي خاص و نیز تهیه
هاي PCRدر  این در حالی است که).11-13(باشند  توسعه می

تهیه  M PCRو  PCRروش  دوهایی که به   پیشین، نمونه
هدف از این  ،بنابراین .)14( شدند  شده بودند، با هم مقایسه می

به عنوان  مراز چندتایی  پلی ي واکنش زنجیرهاستفاده از طالعه، م

 سالمونلا انتریتیدیسروش اصلی براي تشخیص و شناسایی 
موجود در مراکز  جدا شده از لاشه و مدفوع پرندگان مختلف

  .باشد می پرورش و نگهداري طیور
  

  روش بررسی
شه لانمونه هاي مورد مطالعه در این پژوهش، از  :نمونه برداري

مرغداریهاي شمال و روزه  موجود در  9یا مدفوع جوجه هاي 
گان مختلف مانند دمدفوع یا لاشه پرن غرب کشور و همچنین

 کبوتر، غاز، کبک، بلدرچین، قو، شاه بوف،طاووس، عقاب طلایی،
موجود در مراکز علمی و تفریحی  فلامینکو، مرغ مینا شترمرغ،

هر تهران جمع آوري ش مانند موزه دارآباد و جهاد دانشگاهی
گیري به   هاي مدفوع بلافاصله بعد از نمونه  نمونه. شدند
انتقال یافته و به مدت  Fهاي غنی کننده مانند سلنیت   محیط

 .سلسیوس قرار داده شدند ي درجه 37ساعت در دماي  12-8
 Mac-Conkeyمک کانکی آگاراولیه از محیط  براي جداسازي

agar)(هاي   کر شده بر روي محیطاز محیط ذ. استفاده شد
 Xylose lysine deoxycholate)اختصاصی و افتراقی مثل 

agar) XLD agarوSS agar (Salmonella and Shigella 
agar) ساعت  24بعد از گرماگذاري به مدت . کشت داده شدند

هاي  مشکوك به سالمونلا   پرگنه  ،سلسیوس ي درجه 37در 
هاي افتراقی   وي محیطانتخاب و در شرایط استریل بر ر

(Triple sugar iron agar) TSI،Urea،Simon’s 
Citrate،MR VP )Methyl red vogesproskauer( ،SIM 

agar ،Lysin iron agar 18-24، کشت داده شده  و پس از 
هاي   واکنش سلسیوس، درجه 37ساعت انکوبه شدن در دماي 

ایسه حاصل بررسی و با جدول تشخیصی انتروباکتریاسه مق
  .)15(ند گردید

  
PCR:  براي انجام عملPCR، باکتري از محیطTSI در محیط

ساعت در  24کشت داده و به مدت ) لوریا برتانی( LBآبگوشت 
  .قرار داده شد سلسیوس ي درجه 37خانه با دماي   گرم

  
 DNAدر این پژوهش  براي جداسازي  :DNA استخراج

    .ه گردیداستفاد Metabionباکتري از کیت ساخت شرکت 
یید عدم آلودگی مواد مورد أبراي کنترل وت ،PCRدر هر بار 

براي . استفاده گردید PCRاستفاده، از شاهدي با عنوان کنترل 
 ي اطمینان از صحیح بودن مراحل استخراج نیز از سویه
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دوازدهمم، شماره ، دوره چهار91بهار   

  و همکاران میترا صالحی

به   Salmonella typhimuriumATCC14028 استاندارد 
  .عنوان باکتري شاهد استفاده شد

  
 ي هاي مربوط به جنس و گونه  اي تشخیص ژنبر :پرایمرها

  ،ST 11، ST 15،S1انتریتیدیس در سالمونلاها از پرایمرهاي 
S4 که این پرایمرها از شرکت  ،) 16(استفاده گردید

Metabion  تهیه شدند و ردیف بازهاي آنها به شرح زیر
  .)1جدول( باشد   می
  

جنس و  توالی پرایمرهاي مورد استفاده براي تعیین. 1جدول 
  آلودهپرندگان ي جدا شده از انتریتیدیس در سالمونلاها ي گونه

Target 
gene 

Sequences 5’→3’  

Random 
sequence* 

GCC AAC CAT TGC 
TAA ATT GGC GCA 

Salm
onella 

G
enus 

ST 11 

GGT AGA AAT TCC 
CAG CGG GTA CTG G 

ST 15 

 

Spv** 

GCC GTA CAC GAG 
CTT ATA GA 

S. enteritidis 

 

S1 

ACC TAC AGG GGC 
ACA ATA AC 

S4 

* = Randomely cloned sequencespecific for the 
genus Salmonella** = Salmonella plasmid virulent 
gene 

براي جلوگیري از تلف شدن   :آماده کردن مخلوط اصلی
ها و در   ها، افزایش دقت عمل، کاهش موارد انتقال معرف  معرف

با  PCR(Mix PCR)نتیجه امکان آلودگی کمتر مخلوط
میکرولیتري براي هر نمونه، براي  25ه به حجم واکنش توج

براي  ،براینبنا. شد  ر هر روز تهیه میهاي مورد آزمایش د  نمونه
ها را با احتساب شاهد مثبت،   تعیین حجم واکنش، تعداد نمونه

 ها، با در نظر   در نظر گرفته و حجم نهایی آن PCRمنفی و 
محاسبه  PCRمخلوط  ي گرفتن یک نمونه بیشتر براي تهیه

 2مقادیر، مواد را به ترتیب جدول  ي پس از محاسبه. گردید  می
ریخته و ) الگو DNAبه استثناي (سی   سی 5/0در داخل تیوب 

ها به مدت چند   تیوب. شد  تهیه می PCRبدین صورت مخلوط 
 ثانیه در دور پایین ورتکس شده تا به خوبی با هم مخلوط

به میزان  PCRMixسپس از تیوب حاوي محلول . گردیدند
 ي رهسی که قبلاً شما  سی 2/0هاي   میکرولیتر در تیوب 24

 DNAها نوشته شده بود، ریخته و از   ها روي درپوش آن  نمونه
. میکرولیتر به هر تیوپ اضافه شد 1مربوط به نمونه به میزان 

  .شدند  ها در دستگاه ترموسیکلر قرار داده می  لوله ،در انتها
 
براي تعیین همزمان  مواد مورد نیاز ي  محاسبه ي  نحوه .2جدول  

 PCRبا استفاده از  .یدیس در سالمونلاهاجنس و گونه انتریت

 

هاي مربوط به تعیین   سیکل حرارتی جهت تکثیر ژن ي برنامه
  :سالمونلا انتریتیدیس در دستگاه ترموسایکلر ي  جنس و گونه

هاي یاد شده به منظور شناسایی   براي تکثیر ژن PCRواکنش 
 1 استفاده از پرایمرهاي اختصاصی جدول میزان شیوع آن، با

 ءآورده شده به اجرا 3 اي که جزئیات آن در جدول  طبق برنامه
  . گذاشته شد
دستگاه ترموسایکلر مربوط به تعیین  ي برنامه .  3 جدول شماره

  جنس و گونه سالمونلا انتریتیدیس در این تحقیق

  
  

نگهداري   مرحله
  پایانی

ساخت 
  پایانی

تعداد 
  سیکل

واسرش  واسرشت  اتصال  ساخت
  ت اولیه

دما 
(0C)  

4  72  30  72  55  94  94  

 10  -  زمان
min  

  30s  1 
min  

30s  5  
min  

  
  PCRمخلوط مواد 

 
مقدار 

مواد براي 
یک 

  (µl)نمونه

  5/15  یونیزهدآب دوبار تقطیر و 
PCR  ComplletBufferX10  5/2  

  1  میلی مولار10  (dNTP)مخلوط 
  ST 11 (forward)  1پرایمر 
  ST 15 (reverse)  1پرایمر
  S1 (forward)  1پرایمر
  4S  1(reverse) پرایمر

10X Taq DNA polymerase  1  
DNA 1  نمونه  

  µl  25حجم کلی بر حسب 
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 پژوهشی زیست فناوري میکروبی - مجله علمی

 سالمونلا انتریتیدیسشناسایی وتفکیک دقیق ٣٨
ه ازشد ام الکتروفورز قبل از انج :PCRهاي   وردهآالکتروفورز فر ي نحوه

، ژل آگارز و )TAE 50xو1xبافر (هاي مورد نیاز   محلول
. محلول اتیدیوم بروماید جهت رنگ آمیزي، آماده گردیدند

پس از . درصد بود 1درصد ژل مورد استفاده در این تحقیق 
آماده شدن ژل، سینی ژل را در جاي مخصوص آن در تانک 

شد به طوري   پر می TAE1xبافر  ي تانک به وسیله قرار داده و
هاي   دهروآفر. پوشاند  متر از بافر روي ژل را هم می  میلی 2- 3که 

PCR  با  1به  5را به نسبتLoading buffer  ساخت
ها انتقال   مخلوط کرده به داخل چاهک Fermentasشرکت 
به . مقدار متفاوت بود ،شدند که البته بسته به نوع شانه  داده می
جفت بازي ساخت  1000گر  نشانز از میکرولیتر نی 5میزان 
در این . شد  در چاهک اول ریخته میFermentas شرکت

آمپر براي   میلی 80ولت و جریان  100تحقیق از ولتاژ 
دقیقه و زمانی  30-40بعد از حدود . الکتروفورز استفاده گردید

دو سوم از طول ژل را  Loading bufferکه رنگ مربوط به 
آمیزي در   قطع کرده و ژل براي  رنگ برق سیستم را ،پیمود

به ) لیتر  میکروگرم در میلی 1تا  5/0(داخل اتیدیوم بروماید 
بسته به درصد ژل و کهنه و تازه بودن (دقیقه  10-20مدت 
گرفت و پس از شستشو در آب، بر روي دستگاه   قرار می) رنگ

قرار داده و توسط دوربین مخصوص ) UVidoc(ماوراء بنفش 
  .)16(گردید  ر، عکس ژل را تهیه و نتایج بررسی میو چاپگ

 
  یافته ها

نگهداري  مرکز چند در این پژوهش، از نمونه مورد مطالعه 325
آوري شدند و توسط   پرندگان در شهرهاي مختلف ایران جمع

 هاي تشخیصی مانند خصوصیات مورفولوژیکی، رنگ  آزمون
ایی مورد هاي بیوشیمی  آمیزي گرم، تولید پیگمان و تست

هاي   هاي جدا شده شامل جنس  سویه. ارزیابی قرار گرفتند
  .)4جدول(پروتئوس، سیتروباکتر، سالمونلا بودند

  
  هاي میکروبیولوژي  هاي جدا شده در روش  میزان سویه. 4جدول 

  درصد  تعداد  سویه هاي ایزوله شده
  %69/11  38  سالمونلا
  %53/49  161  پروتئوس

  %38/27  89  سیتروباکتر
  %38/11  37  سایر انتروباکتریاسه ها

  
  

سالمونلا براي بررسی همزمان جنس و  ي سویه 38در گام دوم 
محصول . شدند PCRMultiplex  سالمونلا انتریتیدیسگونه 

 ي جفت باز مربوط به تعیین جنس در کلیه 429افزایش یافته 
یی که در روش میکروبی سالمونلا تشخیص داده شده ها  نمونه
در  ). ها  ، تمام ستون1شکل (،مشاهده گردید)درصد 100( بودند

مربوط به تعیین جنس  bp429ها باندهاي   درصد نمونه 21/34
سالمونلا  ي مربوط به تعیین گونه bp250سالمونلا و باند 

ي همزمان دو باند  بنابراین،مشاهده. دیده شد انتریتیدیس
 سالمونلا،وجود )bp250(و گونه) bp429(مربوط به جنس

اثبات  PCRها را بدون تکرار مجدد در این نمونه انتریتیدیس
 PCRدرصد از نمونه هاي  79/65در  .)2و 1شکل(نماید می

مربوط به تعیین جنس مشاهده شد و به  bp429شده تنها باند 
نظر می رسد این نمونه ها گونه هاي دیگري از سالمونلا بوده 

  .)4ستون  2شکل(باشند

  
استاندارد  ي سویه -1، ستون kb15ر نشانگ : Mستون . 1 شکل

، )کنترل منفی(انتروباکتر  - 2   تیفی موریوم، ستون 14028
  هاي سالمونلا انتریتیدیس  گونه -9الی  3هاي   ستون
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 Salmonella-1، ستون kb15نشانگر   M1ستون. 2 شکل

typhimuriumATCC140282   ، ستون -Salmonella 

typhimuriumPTCC1709کنترل (انتروباکتر - 3   ، ستون
سالمونلا  - 9الی  5هاي  ، ستونسالمونلا تیفی– 4، ستون )منفی

  سالمونلا انتریتیدیس– 12الی  10هاي  ، ستونتیفی موریوم
  

  بحث
 توانند  باشند که می  ترین مخازن سالمونلا می  طیور یکی ازمهم

طبق . به انسان منتقل کنند  غذایی ي باکتري را از طریق زنجیره
هایی که سبب بیماري   ترین سروتیپ  شایع ،منتشره هاي شرازگ

سالمونلا تیفی  وسالمونلا انتریتیدیس  ،شوند  در انسان می
هاي سالمونلا توسط   شناسایی گونه .)17(هستند  موریوم
هنوز به طور عمده بر  گیرد و  هاي نظارتی صورت می  آژانس

 5ممکن است  هاي استاندارد میکروبیولوژي که   تکنیک ي پایه
 ).14،18(یید نتایج به طول انجامند، استوار استأروزبراي ت 7تا 

اي به  از آنجایی که کنترل عفونت در بین طیور به طور فزاینده
هاي تشخیصی دقیق براي مانیتورینگ  دسترسی سریع و آزمون

سالمونلا به علت نزدیکی مورفولوژیک  و)2(بستگی دارد
اي سالمونلا و منحصر به فرد نبودن ه  با سایرگونه انتریتیدیس

هایی با   لزوم استفاده از تکنیک ،تظاهرات بالینی سالمونلوز
علاوه . شود  هاي سنتی کشت احساس می  یی بالاتر از روشآکار

ها ایفا  بر این تنوع ژنومی نقش مهمی را در شناسایی باکتري
به هاي مولکولی که قادر  بنابراین استفاده از تکنیک. کند می

هاي مختلف هستند، لازم و  تشخیص تنوع ژنومی در سویه
حاضر به بررسی  ي مطالعه .)19( رسد ضروري به نظر می

هاي   با تکنیک آن ي و مقایسه MPCRها توسط پروتکل  ایزوله
استاندارد میکروبیولوژي مورد استفاده بر روي لاشه و مدفوع 

آوري   ان جمعپرندگان گوناگون که از چندین شهر مختلف ایر
تعداد کل سالمونلاهاي جدا شده به . پرداخته است ،شده

در این مطالعه  هاي استاندارد میکروبیولوژي   تکنیک ي وسیله
کارگیري  با این روش و بدون به ماا .بود% 69/11عدد یعنی  38

 ي به خاطر هزینه هاي تایپینگ بر اساس روش سرولوژیک روش
و نیز به  ع در زمان انجام سروتایپنگبالا و ایجاد واکنش متقاط

هاي سالمونلا به  این علت که واکنش بیوشیمیایی اکثر سروتیپ
باشند، شناسایی با استفاده از  جز چند سویه شبیه یکدیگر می

 .)14( ها تنها به تشخیص جنس محدود گردید این تکنیک
نسبت به کشت باکتریولوژیک  PCRحساسیت بالاي روش 

 و همکاران Gallienعوامل مختلفی که توسط تواند به   می

یکی از مواردي که از  .)20( توضیح داده شده، نسبت داده شود
رود، توانایی آن در تکثیر و  به شمار می PCRحساسیت بالاي 

همچنین با . باشد الگو می DNAتشخیص مقادیر بسیار اندك 
با یک  استفاده از این روش زمان لازم براي تشخیص که البته

کشت خالص اولیه همراه است به یک یا دو روز کاهش 
هاي دیگري نیز نسبت به  مزیت PCR این بر  علاوه .)2(بابد می

والان دارد،  هاي پلی آزمایش اسلاید آگلوتیناسیون با آنتی سرم
زیرا سروگروه کردن زمانی که سالمونلاهاي جداسازي شده فاقد 

 H    و O ژن هر دو آنتی یا فاقد) هاي خشن سویه( Oآنتی ژن 
در این مطالعه ابتدا هر یک از دو  .)21(ممکن است باشند غیر

به صورت ) 11ST  ،15 ST ،1 S ،4 S(جفت پرایمر انتخابی 
  PCRهاي جداشده، توسط  سویه DNAجداگانه همراه با

 ي با اندازه PCR مورد آزمایش قرار گرفتند تا از تولید محصول 
لید محصولات اضافی یا غیر اختصاصی مورد انتظار و نیز عدم تو

توسط  ST 15و 11STپرایمرهاي   .دیگر اطمینان حاصل شود
Aabo هاي  هایی که در تمام سروتیپ از توالی و همکارانش

اند، براي تعیین جنس در این  سالمونلا حضور مکرر داشته
نکته قابل توجه، عدم وجود این قطعه . مطالعه به کار گرفته شد

. هاي دیگر بوده است جفت بازي در باکتري 429 ي یر شدهتکث
 Panو نیز   و همکاران Soumetهاي نتایج حاصل با گزارش

  .)16، 1(تطابق داشت Luiو
که داراي توزیع محدود در  سالمونلا انتریتیدیس spvاز ژن 

 S 4و S 1باشد، پرایمرهاي  هاي سالمونلا می میان سروتیپ
جفت بازي براي  250 ي قطعه تکثیر شده. انتخاب گردید

با نتایج بدست  مورد توجه قرار گرفت و سالمونلا انتریتیدیس
 و همکاران Soumet، وهمکاران Woodآمده توسط 

،Nashwa  همخوانی داشتو اکبرمهر و همکاران  و همکاران 
ایش از براي بالا بردن سرعت و دقت آزم .)23، 22، 16، 2(

هر دو جفت  ،براي این منظور. استفاده گردید MPCRروش 
هاي جداشده   هر یک از سویه DNAپرایمر به طور همزمان با 

استفاده از روش . )25، 19، 13، 6( شد PCRمخلوط وسپس
PCR  معمولی نیز باعث تکرار، موجب اتلاف زمان و افزایش

ن افزایش و به موازات آ  PCRاستفاده از مواد لازم براي 
هاي به دست آمده و    ه به یافتهبا توج ،لذا. شود  هامی  هزینه

معمولی از  PCRتوان گفت که تکنیک   می ،مطالعات پیشینیان
جداسازي  تري جهت شناسایی و  کم ي سرعت بالا و هزینه

هاي سنتی کشت    هاي سالمونلا در مقایسه با روش  سویه
ولازم و نیز دقت و سرعت برخوردار است ولی قدرت تمایز کافی 

MPCR با  سالمونلا انتریتیدیسبراین، تشخیص  علاوه .را ندارد
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 سالمونلا انتریتیدیسشناسایی وتفکیک دقیق ٤٠
ه ازشد هاي  روز روش 6تا  5روز در مقابل  2این روش در مدت 

با استفاده از روش  .باکتریولوژیک و سرولوژیک انجام گرفت
MPCRتوانند در یک واکنش منفرد   هاي متعدد می  ، ژن

PCR یک روش پر سرعت در کمتر از  تقویت شوند و به عنوان
هاي   از سایر گونه سالمونلا انتریتیدیسساعت موجب تمایز  3

مطالعات انجام گرفته در کشورهاي دیگر، شیوع . سالمونلا شوند
تا  3 ي طیور را با درصد آلودگی در محدوده ي سالمونلا در لاشه

ي صورت  در یک مطالعه .)25، 10( اند  درصد گزارش داده 66
نمونه گرفته شده از روده و  25ه در ایالات متحده از گرفت

 ).26(اند  درصد آن ها سالمونلا بوده 24مدفوع پرندگان وحشی 
هاي  همچنین یافته .نتایج ما در این محدوده قرار داشتند

Ramyaسالمونلا انتریتیدیس و همکاران حاکی از شیوع بالاي 
هاي به  روشالبته این نتایج به  ).31(در مزارع مرغ بوده است

کار رفته شده نیز بستگی دارند، به عنوان مثال بسیاري از 
هاي دیگري به جز کیت براي استخراج  محققین که از روش

DNA ي استفاده نموده اند، از محیط غنی کنندهMS RV 
موجود در نمونه ها استفاده  ي  براي حذف عوامل مهارکننده

رسد شیوع  ر مینظ این، به رعلاوه ب .)16،27،28(اند نموده
هاي مختلف سالمونلا به موقعیت جغرافیایی و نوع مصرف  گونه

هاي غالب و عمده  سروتیپ ).29(مواد غذایی نیز بستگی دارد 
اما سالمونلا تیفی . باشند در کشورهاي مختلف نیز متفاوت می

 .)30(باشد شایع نمی سالمونلا انتریتیدیس ي  به اندازه موریوم
هاي   هاي حاصل از الکتروفورز سویههمچنین بررسی باند

هاي مورد نظر معلوم   هاي دامی با اندازه  استاندارد و ایزوله
اختصاصی  در این مطالعهساخت که پرایمرهاي به کار رفته

باشند و علاوه بر کاهش زمان در شناسایی سالمونلا   می
  .ندانتریتیدیس، از دقت بالایی نیز برخوردار

در این مطالعه فرکانس پایینی از  هاي صورت گرفته بررسی
جدا شده از پرندگان تحقیقات صورت  سالمونلا  انترتیدیس

% 6( میزان پایین) 2012(و همکارانMtshaliگرفته توسط
جداسازي شده از پرندگان مختلف  -گونه هاي سالمونلا ) مثبت

، نتایج یکسان توسط محققان دیگر )31(را نشان داده است -
عنوان مثال در مطالعه ي دیگري که روي   بهگزارش شده است، 

شده در قفس صورت  فرد نگهداري  پرندگان وحشی منحصر به
هاي سالمونلا نبودند  گرفت ، هیچ یک از پرندگان، ناقل گونه

بررسی هاي صورت گرفته در این مطالعه  در این راستا ). 32(
این در حالی است که میزان .قرار داشت)مثبت% 72/13(

جدا شده از پرندگان آبزي مانند فلامینگو،  لا انتریتیدیسسالمون
که در برخی از مراکز در کنار هم نگهداري  -... اردك، قو و 

. سایر پرندگان بوده است) مثبت% 83/20(بالاتر از  -شوند  می
) 1997(و همکاران Wobeserي صورت گرفته توسط  مطالعه

المونلا از هاي مختلف س نیز میزان بالاي جداسازي گونه
در نیز  مطالعات زیادي ).33(پرندگان آبزي را گزارش داده است 

این زمینه در ایران صورت گرفته است که بیشتر محدود به مرغ 
علت دسترسی کمتر به سایر هاي آن بوده و به   وردهآو فر

ها  ها، عدم حضور همه آن ، غیر بومی بودن برخی از آنپرندگان
ه توج،به استثناي گنجشک ها آن در اکثر مناطق ایران به

تواند  علت توجه به گنجشک می). 34-37( کمتري شده است
به خاطر حضور این پرنده در بیشتر مناطق ایران و نیز حضور 
آن در مناطق نگهداري مرغ و جوجه چه به صورت صنعتی و 

عدم  این .چه به صورت سنتی و یا باغچه هاي روستایی باشد
در حالی است که در ایران مراکز علمی و   انتوجه به سایر پرندگ

هاي زیادي از پرندگان   هاي پرندگان که گونه  تفریحی مانند باغ
ها   د که نباید ار آننکنند، وجود دار  مختلف در آن زندگی می

تواند سبب   ها می  زیرا بروز عفونت در یک گروه از آن. غافل شد
تماس با  ،وي دیگرشیوع بیماري در سایر پرندگان شود، از س

تري   پرندگان وحشی نیز موجب پخش آلودگی در سطح وسیع
دهند که  زیرا شواهد باکتریولوژیک و مولکولی نشان می.گردد

توانند موجب انتقال عفونت به انسان و  پرندگان وحشی می
هاي سالمونلا  ها حاکی از حضور سویه این گزارش. طیور شوند

سالمونلا در نتیجه تشخیص ). 38(باشند  ها می در این پرنده
در مزارع پرورش و نگهداري پرندگان و همچنین  انتریتیدیس

دهد که باید اقدامات لازم براي  پرندگان آزاد زي نشان می
در میان  سالمونلا انتریتیدیسپیشگیري و جلوگیري از انتشار 

لذا کنترل با کیفیت و پر سرعت آلودگی  .پرندگان صورت پذیرد
مانند  هاي قابل اطمینان مولکولی  ه از تکنیکبا استفاد
MPCR ،در این مراکز لازم و ضروري به نظر می رسد.  

  

  گیري  نتیجه

علت استفاده از   به MPCRاساس نتایج این تحقیق، روش  بر
،در سالمونلا انتریتیدیسي  هاي اختصاصی جنس و گونه پرایمر

 ص و، براي تشخیPCRهاي باکتریولوژیک و  مقایسه با روش
هاي سالمونلا و نیز   از سایرگونه سالمونلا انتریتیدیستفکیک 

لذا . تر بود تر و اختصاصی تر، سریع ها ، دقیق   سایر انتروباکتریاسه
هاي  براي کنترل عفونت MPCRاستفاده روش مولکولی

سالمونلایی و جلوگیري از گسترش بیماري در بین تمام 
گهداري پرندگان و خصوص در مراکز پرورش و ن پرندگان، به
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  .طیور کمک شایانی خواهد نمود
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انجام این تحقیق اینجانبان را یاري نمودند، به خصوص از حسن 
سرکار خانم مهندس رویا       هاي فراوان  همکاري و مساعدت
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