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نام نويسند گان مجله علمي پژوهشي د انشگاه علوم پزشكي ارتش جمهوري اسلامي ايران

سال هشتم    شماره 3    صفحات  159  تا  165    پاييز 1389

مقاله
تحقيقاتي

طراحي واكنش زنجيره اي پلي مراز براي تشخيص مولكولي سالمونلا تيفي
نرگس اميني1، دكتر محمد سليماني2، دكتر آرش قليان چي لنگرودي3، *دكتر كيوان مجيدزاده4

چكيد ه
سابقه و هدف: سالمونلا انتريكا سروتايپ تيفي، باكتري مولد بيماري تب تيفوئيد مي باشد كه سالانه بيش از 16 ميليون نفر در 
جهان به آن مبتلا مي شوند و حدود 600 هزار نفر نيز در اثر آن مي ميرند. روش هاي كلاسيك تشخيص اين بيماري اغلب وقت گير 
مي باشند و از حساسيت كافي برخوردار نيستند. هدف اين مطالعه، ارائه ي نوعي روش مولكولي واكنش زنجيره اي پلي مراز 

(PCR: Polymerase Chain Reaction) براي تشخيص سريع و انجام اقدام هاي درماني- بهداشتي مناسب و به موقع است.

 ،Generunner مربوط به باكتري سالمونلا تيفي، هدف گذاري و از نرم افزار viaB مواد و روش ها: در اين مقاله تحقيقاتي ژن اختصاصي
براي طراحي پرايمرهاي اختصاصي استفاده شد. واكنش PCR ژن فوق با استفاده از ژنوم باكتري استاندارد (PTCC 1609) انجام و 
ويژگي روش نيز با استفاده از ژنوم انواعي از نمونه هاي كنترل منفي تعيين گرديد. به منظور ساخت كنترل مثبت، تعيين حساسيت 

و حد تشخيص، كلونينگ محصولات PCR در وكتور پلاسميدي pTZ57R/T انجام گرفت.
يافته ها: الكتروفورز محصولات PCR، باندي به طول 441 جفت باز را براي ژن viaB نشان داد. نمونه هاي كنترل منفي مورد استفاده هيچ 
باندي ايجاد نكردند. كلونينگ محصولات PCR در وكتور pTZ57R/T با استفاده از PCR، هضم آنزيمي و تعيين ترادف تأييد گرديد.

بحث و نتيجه گيري: پرايمرهاي طراحي شده براي ژن viaB در اين روش مي تواند با حساسيتي حدود 19 كپي از ژنوم براي شناسايي 
اين ارگانيسم به كار رود و با رديابي سريع و دقيق باكتري، از ايجاد عوارض پايدار و ناخواسته جلوگيري نمايد.

viaB كلمات كليدي: تب تيفوئيد، سالمونلا تيفي، واكنش زنجيره اي پلي مراز، ژن
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مقدمه
تب تيفوئيد (بيماري حصبه) يكي از مهم ترين مشكلات بهداشتي در 
كشورهاي در حال توسعه مي باشد. سالانه بالغ بر 16 ميليون نفر به 
اين بيماري مبتلا مي شوند و بيش از 600 هزار نفر در اثر اين بيماري 
مي ميرند (1). عامل ايجادكننده بيماري، سالمونلا انتريكا سروتايپ 
تيفي، يك باكتري گرم منفي، بي هوازي اختياري و تاژك دار است كه 
در جنس سالمونلا و در خانواده انتروباكترياسه قرار دارد. بر اساس 
جديدترين سيستم طبقه بندي اين جنس به 2 گونه سالمونلا انتريكا و 
سالمونلا بونگوري تقسيم مي شود. سالمونلا انتريكا به شش زيرگونه 

(I، II، IIIa، IIIb، IV، V) تقسيم مي شود. از بين اين شش زيرگونه، تنها 
زير گونه ي I مسوول تقريباً همه عفونت هاي سالمونلا در حيوانات 
خون گرم مي باشد. در اين گونه بالغ بر 2300 سرووار شناخته شده 
است كه در ميزان شيوع و بيماري هايي كه در ميزبان هاي مختلف 
ايجاد مي كنند متفاوت هستند (2). زيرگونه ي I مسوول بيشترين 
بيماري هاي انساني مي باشد و شامل سالمونلا تيفي نيز مي باشد كه 
تنها سبب بيماري زايي در انسان و نخستي هاي عالي مي شود (3). 
ساير زيرگونه ها، شامل سالمونلا آريزونا (زيرگونه ي IIIa) و سالمونلا 
بونگوري، مسوول بيماري زايي در حيوانات خونسرد مي باشند و به 
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ندرت در انسان ايجاد بيماري مي كنند. اكثر سالمونلاها به غير از 
سالمونلا تيفي كه تب روده اي ايجاد مي كند يكي از سه عارضه ي 
تب پاراتيفوئيد، سپتي سمي و مسموميت غذايي را ايجاد مي نمايند 
(4). تب تيفوئيد در صورت عدم درمان و يا درمان ديرهنگام، باعث 
ايجاد عوارض ناگواري مي گردد كه مهم ترين آن ها خونريزي روده 

و پارگي روده مي باشد (5).
 CT18 و Ty2 سالمونلا انتريكا سرووار تيفي داراي دو سويه ي مهم
مي باشد. ژنوم كامل باكتري سالمونلا تيفي سروتايپ CT18 در سال 
2001 به طور كامل تعيين رديف گرديد. اين باكتري داراي يك ژنوم 
حلقوي به اندازه 4809037 جفت باز است. همچنين پلاسميدهاي 
 (pHCM1: Multiple مهم آن شامل پلاسميد مقاومت دارويي چندگانه
(drug-resistance incH1 plasmid با اندازه ي 218150 جفت باز و 

پلاسميد (pHCM2) با اندازه ي 10516 جفت باز (كه شباهت زيادي 
به پلاسميد بيماري زايي باكتري عامل طاعون دارد) نيز به طور كامل 
تعيين رديف شده اند. اين پلاسميدها تعداد 204 ژن را در خود 
جاي داده اند (6). ژنوم سروتايپ Ty2 نيز در سال 2003 به طور 
كامل تعيين رديف گرديد و مشخص شد كه اندازه آن 4791961 
جفت باز مي باشد. با مقايسه ي ژنوم كامل دو سويه مختلف سالمونلا 
تيفي Ty2 و CT18 مشخص شد كه اندازه ي ژنوم آن ها تفاوت بسيار 
اندكي دارد. اين بررسي همچنين نشان داد كه فقط 29 ژن به طور 
اختصاصي متعلق به سويه ي Ty2 است درحالي كه 84 ژن به طور 
اختصاصي متعلق به سويه ي CT18 است و در عين حال نكته جالب 
اين است كه سويه ي TY2 فاقد دو پلاسميد مقاومت دارويي شناخته 

شده در CT18 است (7، 8).
اين باكتري به دليل سهولت تهيه و توليد و همچنين آساني به كارگيري 
جهت آلوده نمودن افراد، سابقه استفاده بسياري در عمليات بيولوژيك 
و بيوترويستي دارد (1). بررسي كارآيي عوامل مختلف بيولوژيك از 
نظر آلوده كردن افراد نشان داده است كه 1 گرم كشت باكتري سالمونلا 
تيفي معادل 100 گرم عامل شيميايي اعصاب "V" و معادل0/02 گرم 
سم سيانيد پتاسيم اثر دارد (1). در بررسي ديگري ذكر شده است 
كه مصرف 100 ميلي ليتر آب (نصف ليوان) از يك منبع 5 ميليون 
ليتري كه با 1200 گرم باكتري سالمونلا تيفي و يا 5 كيلوگرم سم 
بوتولينوم و يا 7 كيلوگرم سم استافيلوكوك آلوده شده باشد سبب 
بيماري شديد مي شود. درحالي كه براي مسموم نمودن اين حجم 

از منبع آب با سموم شيمايي به 1 تن سيانيدپتاسيم نياز است (4). 
با توجه به اينكه تشخيص سريع و درمان به موقع مانع از گسترش 
بيماري و ايجاد عوارض دائمي و يا مرگ بيماران مي شود و روش هاي 
كلاسيك اغلب وقت گير بوده و حساسيت بالايي ندارند، توجه به 
روش هاي مولكولي جهت شناسايي عوامل بيماري زاي ميكروبي 
گسترش يافته است. تشخيص سريع براي شناسايي سالمونلا تيفي 
علاوه بر جلوگيري از مرگ ومير، به سبب قرار گرفتن اين باكتري 

در فهرست عوامل بيولوژيك گروه 2 نيز مورد توجه است (9).

مواد و روش ها
اين مقاله از نوع تحقيقاتي است.

كشت و استخراج ژنوم باكتري ها: از آنجايي كه باكتري هاي كنترل 
منفي و مثبت، همگي به شكل ليوفيليزه تهيه شدند، تمامي آن ها 
ابتدا در محيط كشتBrain Heart Infusion broth (Merk)  و سپس در 
محيط كشت Brain Heart Infusion agar (Merk) كشت داده شدند و 
پس از 24 ساعت گرمخانه گذاري در دماي 37 درجه ي سانتيگراد، 
 DNP Tm شركت سيناژن DNA ژنوم آن ها با استفاده از كيت استخراج
Kit (DNA Purification kit) استخراج گرديد. ليست باكتري هاي كنترل 

منفي مورد استفاده در جدول شماره ي 1 آمده است.
طراحي پرايمرها: پس از اخذ ترادف ژن هدف گذاري شده در اين 
 Generunner نرم افزار  كمك  به  پرايمرها  طراحي   ،(viaB) مطالعه 
(ويرايش 2) انجام و ساخت آن ها توسط شركت سيناژن صورت 
گرفت (جدول 2). همچنين به منظور بررسي نهايي پرايمرهاي 
 BLAST طراحي شده و اطمينان از اختصاصي بودن آن ها از سرويس
 (NCBI: National Center سايت مركز ملي اطلاعات بيوتكنولوژي

(for Biotechnology Information استفاده شد.

انجام واكنش زنجيره اي پلي مراز: واكنش PCR جهت ارزيابي 
ژن هدف viaB با شرايط برقراري واكنش در حجم استاندارد 25 
ميكروليتر انجام شد. در اين حجم، 2 ميلي مول يون منيزيم، 0/2 
ميلي مول dNTPs، 100 نانوگرم ژنوم باكتري، 0/5 ميكرومول از 
 Taq DNA Polymerase پرايمرهاي عقبي و جلويي و 1 واحد آنزيم
مورد استفاده قرار گرفت. تكثير با استفاده از برنامه ي مشخص 
براي 35 سيكل در دماي دناتوراسيون اوليه C°94 به مدت 3 دقيقه، 
سپس C°94 به مدت 1 دقيقه و دماي اتصال C°52/5 به مدت 45 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

نرگس اميني و همكاران 161واكنش زنجيره    اي پلي مراز و سالمونلا تيفي

ثانيه و دماي تكثير C°72 به مدت 45 ثانيه انجام شد. بعد از اين 
35 چرخه، تكثير نهايي در دماي C°72 به مدت 15دقيقه انجام 
يافت. همچنين يك واكنش 25 ميكروليتري با شرايط مشابه و با 
استفاده از آب ديونيزه به جاي ژنوم باكتري به عنوان كنترل منفي 
انجام شد. سپس مقدار 5 ميكروليتر محصول PCR با 1 ميكروليتر 
از بافر نمونه گذاري(Fermentase) (6X Loading dye Buffer)   مخلوط 
و در ژل آگارز 1% حاوي اتيديوم برومايد در ولتاژ 100 ولت به 
از  ميكروليتر  يك  همچنين  گرديد.  الكتروفورز  دقيقه  مدت 45 
ژنوم استخراجي از سوش هاي كلينيكال سالمونلا تيفي در شرايط 

و برنامه ي مشابه PCR گرديد.
تعيين ويژگي: به منظور بررسي ويژگي پرايمرها و تعيين ويژگي 
آناليتيك روش، واكنش PCR با شرايط فوق بر روي ژنوم باكتري هاي 
كنترل منفي انجام شد (جدول1). همچنين به منظور اطمينان از 
قابليت DNA استخراج شده جهت به كارگيري در واكنش PCR و 

عدم وجود مهاركننده در آن، واكنش PCR بر روي ژن يونيورسال 
و كروموزومي 16S rRNA انجام شد.

كلونينگ محصول PCR و تهيه ي كنترل مثبت: وجود كنترل مثبت 
براي استفاده در يك كيت تشخيصي به عنوان يك روش مولكولي 
دقيق و سريع بسيار حائز اهميت مي باشد. براي انجام اين كار، 
 ACCU Prep با استفاده از كيت PCR پس از خالص سازي محصول
BIONEER (PCR Purification kit) در پلاسميد pTZ57R/T و مطابق 

 InsTAcloneTM PCR Cloning Kit (Fermentase) دستورالعمل كيت
كلونينگ صورت گرفت. كلون هاي دريافت كننده ي محصول تكثير 
ژن viaB با استفاده از غربالگري سفيد و آبي انتخاب شدند. استخراج 
 ACCU Prep پلاسميد در مورد كلني هاي سفيد با استفاده از كيت
BIONEER (Plasmid Mini extraction kit) انجام گرفت. براي تأييد 

كلون ها از واكنش PCR و واكنش هضم آنزيمي با استفاده از آنزيم 
XbaI (Fermentase) استفاده شد. پيش بيني ما ايجاد يك قطعه ي خطي 

جدول 1- ليست باكتري هاي كنترل منفي جهت بررسي تشخيص مولكولي سالمونلا انتريكا سروتايپ تيفي

       

Staphylococcus aureus  
Bacillus subtilis  
Shigella sonnei  
Escherichia coli  

Enterococcus faecalis  
Pseudomonas aeruginosa 

Klebsiella pneumoniae 

ATCC 25923  
ATCC 6051  
ATCC 9290  

ATCC 25922  
ATCC 29212  
ATCC 27853  
ATCC 7881 

    

Yersinia  enterocolitica 
Yersinia intermedia 

Yersinia pseudotuberculosis  
Proteus vulgaris    

Citrobacter freundii 
Serratia marcesens   

PTCC 1480  
PTCC 1482  
PTCC 1244 
PTCC 1079  
PTCC 1600 
PTCC 1111 

    
    

جدول 2- سكانس پرايمرهاي viaB مورد استفاده در مطالعه

            

bp 400  
7/59  5 -CATAAGGAGACTTCATGAGG-3 viaF 

2/62 5 -CTATCCTGAAGCTCTTCC-3 viaR 
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با طول حدود 3000 جفت باز در روي ژل آگارز بود. تأييد نهايي 
  (Cycleكلون ها با استفاده از تعيين توالي به روش ترادف چرخشي
 pTZ57R/T-viaB ،انجام گرفت و پلاسميد تأييد شده sequencing)

نام گذاري شد.
 ،viaB پس از كلونينگ قطعه :(LOD) تعيين حساسيت و حد تشخيص
ابتدا غلظت پلاسميد pTZ57R/T-viaB با قرائت جذب نوري OD در 
طول موج هاي 260 و 280 نانومتر مشخص شد و سپس جهت تعيين 
حساسيت آناليتيك روش، حداقل تعداد كپي از قطعه ي مورد نظر 
كه بتواند در واكنش PCR باند واضحي ايجاد كند محاسبه گرديد. 
بدين منظور رقت هاي متوالي ده برابر (1-10 الي 10-10) از پلاسميد 
pTZ57R/T-viaB با غلظت مشخص تهيه شد. پس از انجام واكنش 

PCR روي رقت هاي متوالي پلاسميد، كم ترين رقتي از آن كه باند 

مشخص و واضحي را نشان داد تعيين و پس از انجام محاسبات 
مربوطه مطابق روش Chiang، به عنوان حد نهايي تشخيص تعيين 

شد (10).

يافته ها
PCR: واكنش PCR مربوط به ژن viaB تنظيم و قطعه اي به طول 

441bp براي اين ژن در روي ژل مشخص گرديد (شكل 1). همچنين 

واكنش PCR بر روي كلون هاي دريافت كننده ي اين ژن (كنترل 
مثبت) كه pTZ57R/T-viaB  نام گذاري شد. مطابق انتظار، باندي به 

اندازه 441bp در ژل آگاروز ايجاد شد.
تعيين ويژگي: واكنش PCR مربوط به ژن viaB، در تمام باكتري هاي 
كنترل منفي، باندي را ايجاد نكرد كه نشان دهنده ي ويژگي بالاي 
واكنش PCR در اين مطالعه مي باشد (شكل 2). همچنين مثبت شدن 
 ،475bp 16 با طولS rRNA مربوط به ژن يونيورسال PCR واكنش
حضور ژنوم استخراج شده قابل PCR در نمونه هاي كنترل منفي را 

تأييد نمود (شكل 3).
pTZ57R/T- تعيين حد نهايي تشخيص: آخرين رقت از پلاسميد

viaB با غلظت اوليه 700ng/μl كه باند قابل مشخصي را در روي 

شكل 1- محصول PCR ژن viaB جهت تشخيص مولكولي سالمونلا انتريكا 
سروتايپ تيفي

 Staphylococcus شكل 2- باكتري هاي كنترل منفي به ترتيب از چپ به راست
 ،Escherichia coli ،Shigella sonnei ،Bacillus subtilis ،aureus

 Klebsiella ،Pseudomonas aeruginosa ،Enterococcus faecalis

 Yersinia ،Yersinia intermedia ،Yersinia enterocolitica ،pneumoniae

و  Citrobacter freundii ،Proteus vulgaris ،pseudotuberculosis

.Serratia marcesens

شكل 3- باند 475bp مربوط به ژن يونيورسال 16S rRNA در باكتري هاي 
 Bacillus ،Staphylococcus aureus كنترل منفي به ترتيب از چپ به راست
،Enterococcus faecalis ،Escherichia coli ،Shigella sonnei ،subtilis

 Yersinia ،Klebsiella pneumoniae ،Pseudomonas aeruginosa

،Yersinia pseudotuberculosis ،Yersinia intermedia ،enterocolitica

.Serratia marcesensو Citrobacter freundii ،Proteus vulgaris
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 viaB ژل ايجاد نمود، 7-10 و كمترين تعداد كپي قابل تشخيص ژن
در يك واكنش 25 ميكروليتري PCR برابر 19 كپي محاسبه گرديد 

(شكل 4).

بحث و نتيجه گيري
علي رغم كاهش شيوع بيماري تب تيفوئيد در كشورهاي توسعه يافته، 
هنوز اين بيماري يكي از معضلات اساسي بهداشتي در كشورهاي 
در حال توسعه و از جمله كشور ما مي باشد. همچنين با توجه به 
هم جواري با كشورهايي كه از لحاظ بهداشتي در وضعيت مطلوبي 
نيستند مانند افغانستان و عراق، توجه به تشخيص سريع و درمان 
به موقع اين بيماري به خصوص در استان هاي مرزي بسيار حائز 

اهميت مي باشد.
جهت تشخيص آزمايشگاهي باكتري عامل حصبه در نمونه هاي 
كلينيكي از كشت خون و مغز استخوان، كشت مدفوع، سواپ ركتال، 
كشت ادرار و همچنين آزمايش هاي ديگري چون تست ويدال، الايزا 
و ايمونوفلورسنت استفاده مي شود كه تمام اين روش ها وقت گير و 
غيرقابل استفاده جهت تشخيص سريع و دقيق عامل بيماري است 
(11، 12). از جمله معايب اين روش ها مي توان به اين موارد اشاره 
كرد: جداسازي باكتري حداقل به 2 تا 5 روز زمان نياز دارد، ضمن 
اين كه كشت خون در 65-30 درصد از موارد تب تيفوئيد منفي 
است و در صورت استفاده ي قبلي از آنتي بيوتيك، رشد باكتري در 
محيط كشت مهار مي شود. تفسير تست ويدال در مناطق اندميك، 
غيراختصاصي و دشوار است و براي استفاده ي مؤثر از تست ويدال 
در هر منطقه بايد تيتر مناسب آن منطقه تعيين شود؛ لازمه ي اين كار 

تعيين تيتر پايه در گروه سالم مي باشد. از طرفي برخي از بيماري هاي 
ديگر به ويژه عفونت ناشي از ساير ميكروارگانيسم هاي گرم منفي 
به خاطر دارابودن آنتي ژن هاي متقاطع باعث افزايش غيراختصاصي 
در عيار آنتي بادي هاي موجود در فرد مي شوند، آنتي بادي به وسيله ي 
آنتي ژن هاي ناشي از ارگانيسم هاي همراه نيز افزايش مي يابد  و مثلاً در 
اثر تزريق واكسن نيز آنتي بادي هاي ضدسالمونلايي توليد مي شوند. 
از اين گذشته آنتي بادي هاي مورد بحث براي مدت بسيار طولاني در 
سرم باقي مي مانند و لذا واكنش آگلوتيناسيون مثبت صرفاً به مفهوم 
تماس با ميكروارگانيسم در روزهاي اخير يا گذشته اي دور مي باشد. 
اين موارد به طور كلي تفسير نتايج را پيچيده مي نمايد (15-13). 
كشت ادرار نيز روش مناسبي براي تشخيص نيست زيرا سالمونلا 
به طور مداوم و مرتب از ادرار دفع نمي شود. در مورد كشت مدفوع 
نيز بايد ذكر شود كه در مناطق اندميك، يافتن ارگانيسم ها در مدفوع 
بيماران تشخيص بيماري را تأييد نمي كند. در ضمن كشت مدفوع 
و ادرار اغلب بعد از هفته ي اول بيماري مثبت مي شوند (16، 17).

با توجه به دلايل ذكرشده در مورد ناكارايي روش هاي تشخيص 
 PCR تكنيك  به خصوص  مولكولي  نوين  روش هاي  معمول، 
مناسب ترين، سريع ترين و دقيق ترين روش  مي باشد كه معايب 
بيان شده در سطور پيشين در مورد ساير روش ها را ندارد و از 
اختصاصيت و حساسيت بسيار بالايي نيز برخوردار است؛ ضمن 
اينكه زمان لازم براي انجام آن يك ساعت تا يك روز مي باشد (18).

در تحقيق حاضر ژن اختصاصي viaB باكتري سالمونلا تيفي انتخاب 
گرديد. اين ژن بر روي پلاسميد قرار دارد و كدكننده ي آنتي ژن vi كه 
يك پلي ساكاريد كپسولي است مي باشد و اولين بار توسط Felix و 
Pitt كشف گرديد. اين پلي ساكاريد كه يك هموپلي مر خطي مركب 

ازα1,4 2-deoxy-2-n-acetylgalactosamine uronic acid  مي باشد، در 
فعاليت باكتريسيدال سرم و فاگوسيتوز مداخله مي نمايد و لذا در 
ويرولانس ميكروب نقش دارد. آنتي ژن vi در باكتري هاي سالمونلا 
پاراتيفي A، سالمونلا دوبلين و سيتروباكتر فروندي نيز وجود دارد 
ولي در تحقيق حاضر طراحي پرايمرها به گونه اي بود كه به طور 
اختصاصي فقط ژن مورد نظر در باكتري سالمونلا تيفي را تكثير 
مي نمايد و قادر به شناسايي و تكثير اين ژن در باكتري هاي نامبرده 
نمي باشد. براي اطمينان از اين امر از سرويس BLAST سايت مركز 

ملي اطلاعات بيوتكنولوژي (NCBI) استفاده شد.

شكل 4- نتايج حد تشخيص جهت تشخيص مولكولي سالمونلا انتريكا 
سروتايپ تيفي
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حد تشخيص پرايمرهاي طراحي شده در اين تحقيق 19 كپي در 
يك واكنش 25 ميكروليتري PCR مي باشد. تعيين حد تشخيص 
تشخيص  كيت هاي  اعتباربخشي  شاخص هاي  مهم ترين  از  يكي 
مولكولي مي باشد و محققين از روش هاي مختلف براي محاسبه ي 
آن استفاده نموده اند. يكي از اين روش ها، تهيه ي رقت هاي سريال 
از باكتري زنده و سپس شمارش آن ها و تعيين CFU مي باشد (19). 
در اين روش استخراج ژنوم از رقت هاي مختلف باكتري انجام 
مي شود و با انجام PCR حد تشخيص محاسبه مي گردد. علي رغم 
اينكه اين روش دقت بالايي دارد، اما مهم ترين نقطه ي ضعف آن 
نياز به باكتري زنده است. به دليل خطرناك بودن كار با باكتري، 
 ،LOD در اين تحقيق از باكتري ها استفاده نشد. روش ديگر تعيين
اندازه گيري غلظت ژنوم، تهيه رقت هاي سريال از آن، تخمين تعداد 
كپي ژنوم در هر رقت، انجام PCR در مورد هر رقت و درنهايت 
تخمين حد تشخيص مي باشد. دقت پايين تخمين ميزان غلظت 
قطعات بزرگ DNA (ژنوم باكتري) مهم ترين نقطه ي ضعف اين 
روش مي باشد. براساس مطالعات محققين مختلف، كلونينگ ژن 
هدف در پلاسميد و سپس تهيه ي رقت هاي سريال از آن و انجام 
PCR يكي از بهترين روش هاي تعيين LOD مي باشد، بنابراين در 

مطالعه ي حاضر نيز از اين روش استفاده گرديد.
در سال Song 1994 و همكاران به شناسايي سالمونلاتيفي با استفاده 
از روش Nested PCR مبتني بر ژن Flagellin پرداختند (8). همچنين 
در سال 1995 شارما به شناسايي سالمونلا تيفي به وسيله روش 
Nested PCR مبتني بر توالي ژن viaB پرداخت و اعلام كرد كه با 

استفاده از اين روش اين امكان وجود دارد كه سالمونلا تيفي در 
حد يك سلول شناسايي شود (20). ياشيموتو و همكارانش در 
 viaB و استفاده از ترادف ژن PCR سال 1995با استفاده از روش
نسبت به شناسايي باكتري سالمونلا تيفي اقدام نمودند. در سال 
1997 چاودري و همكاران تحقيقي تحت عنوان استانداردسازي 
PCR براي شناسايي سالمونلا تيفي در تب تيفوئيد، با استفاده از 

ژن Flagellin انجام دادند (12). در سال 2001 هيروس و همكاران 
 fliC و  viaB، prt، tyv  آزمايشي تحت عنوان تكثير انتخابي ژنهاي
توسط Multiplex PCR براي شناسايي سالمونلا انتريكا سرووار تيفي 
انجام دادند. در اين تحقيق براي هر يك از ژن ها پرايمري طراحي 
و PCR انجام شد. در نهايت نتايج نشان داد كه همه ي نمونه هاي 

استخراجي آزمايش شده ي سالمونلا انتريكا سرووار تيفي، به دقت 
توسط اين آزمايش شناسايي مي شوند (21).

سالمونلا  سريع  شناسايي  به  همكاران  و  سلطاني   2004 درسال 
 invA و prt، tyv در ژن هاي Multiplex PCR تيفي با استفاده از روش
پرداختند. در نهايت مشخص شد كه حساسيت اين روش حدود

CFU/ml 102× 2/5 مي باشد كه مي تواند به عنوان روش مناسب براي 

شناسايي سريع سالمونلا تيفي مورد استفاده قرار گيرد (22). در 
سال 2005 كرمي و همكاران به بررسي و تشخيص سريع باكتري 
عامل حصبه به روش Multiplex PCR بر اساس ژن هاي prt، tyv و 
invA و تعيين رديف و مقايسه سكانس سويه ي جدا شده از ايران با 
بانك ژن پرداختند.پاركاش و همكاران در سال 2005 طي تحقيقي 
به ارزيابيNested PCR  در تشخيص تب تيفوئيد پرداختند. در اين 
تحقيق Nested PCR  با استفاده از پرايمرهاي h1-d كه مخصوص 
سالمونلا انتريكا سرووار تيفي است با كشت خون و تست ويدال 
مقايسه شد. نتايج نشان داد كه Nested PCR مي تواند به عنوان يك 
روش استاندارد سريع در شناسايي تب تيفوئيد مورد استفاده قرار 
گيرد (23). اسميت و همكاران در سال 2007 به شناسايي سالمونلا 
تيفي به وسيله ي Nested PCR در نمونه هاي خون، ادرار و مدفوع 
پرداختند. در اين بررسي 131 بيمار كه داراي علائم كلينيكي تب 
 PCR تيفوئيد بودند مورد بررسي قرار گرفتند. نتايج نشان داد كه
روي خون روش حساسي براي تشخيص تب تيفوئيد است و 
PCR روي ادرار و مدفوع مي تواند تست مكمل مفيدي باشد (24).

با توجه به اهميت و ضرورت تشخيص به موقع سالمونلا تيفي در 
كاهش مرگ و مير ناشي از بيماري و به خصوص اهميت اين امر 
در بحران ها و جنگ هاي بيوتروريستي و ناكارآمد بودن روش هاي 
عامل  مي تواند  مولكولي  تشخيص  روش  آن،  شناسايي  معمول 
بيماري زا را در حداقل زمان و با دقت و حساسيت بالا تشخيص 
دهد و امكان مقابله با عمليات بيوتروريستي را در زمان مناسب 
فراهم آورد. همچنين در صورت شيوع بيماري، با تشخيص سريع 
مي توان از بروز عوارض پايدار و مرگ آور جلوگيري كرد. پيشنهاد 
مي شود در كيت هاي تشخيص بيماري به منظور جلوگيري از آلودگي 
نمونه هاي بيمار، كنترل مثبت مورد استفاده به  گونه اي طراحي و 
كلون گردد كه طول باند ايجاد شده در نتيجه ي انجام PCR و سپس 
الكتروفورز، متفاوت از طول باند بيماري باشد تا علاوه بر جلوگيري 
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از آلودگي، امكان انجام PCR در يك تيوب فراهم شود. براي اين 
منظور بايد بدون تغيير محل اتصال پرايمرهاي جلويي و عقبي، 
طول باند افزايش و يا كاهش يابد، كه اين تحقيق توسط نويسندگان 

مقاله در حال انجام است.

تشكر و قدرداني
بدين وسيله نويسندگان مقاله بر خود لازم مي دانند تا از همكاري هاي 
مركز  پرسنل  و  مربوطه  فرمانده هان  دانشگاه،  مسوولين  بي دريغ 
تحقيقات زيست فن آوري دانشگاه علوم پزشكي آجا در اجراي 

اين طرح پژوهشي، قدرداني و سپاسگزاري نمايند.
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Abstract 

Background: Salmonella enterica serotype Typhi is the causative pathogen of typhoid fever. Morbidity 

and mortality rates of the disease are 16×106 and 6×105 cases per year, respectively. Proper diagnosis of 

the disease and its suitable treatment have critical roles in morbidity and mortality reduction, especially in 

the developing countries. The traditional methods for detection of the organism are time consuming with low 

sensitivity. The aim of the present study is to design a new polymerase chain reaction (PCR) method for rapid 

detection of the organism. 

Materials and methods: Target specific viaB genes were used for primer designing using Generunner 

software. PCR tests were sat up using the standard Salmonella typhi genome. Besides, specificity of the 

method was determined using negative control bacterial genomes. For construction of positive control, 

determination of sensitivity of the method and limit of the detection, PCR products were cloned in a pTZ57RT 

plasmid vector. 

Results: The agarose gel electrophoresis of PCR products showed 441 bands for the viaB genes. PCR 

tests for control negative genomes did not create any band on the agarose gel. Results of PCR, enzymatic 

digestion and sequencing confirmed the cloning process and the positive control construct. 

Conclusion: Considering the disadvantages of the classic methods for detection of the organism and the 

advantages of the molecular methods, the diagnostic kit proposes a suitable tool for rapid detection of the 

Salmonella typhi. 
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