
 

 

٧٨٠ 
  .رانيكازرون، ا ،يواحد كازرون، دانشگاه آزاد اسلام ،يدانشكده دامپزشك ،يدامپزشك ،گروهيولوژيكروبيگروه م ارياستاد نويسنده مسئول:  *

Iranian_vet@yahoo.com Email:  ،5835 -7581-0001-0000 https://orcid.org/ :Orcid  

  

 

 

مبتلا به  يخانگ يجدا شده از گربه ها سالمونلا انتريكاحدت  يژنها يبررس
    Multiplex PCR يمولكول كي) به كمك تكنتي(آنتر يعفونت گوارش

  ٣وفافر ري، ام*٢يفتاح ني، حس١يآرمان الحان

  رانيكازرون، ا ،ين، دانشگاه آزاد اسلامواحد كازرو ،يدانشكده دامپزشك ،يگروه درمانگاه ،يدامپزشك يحرفه ا يدكترا ليفارغ التحص١
  رانيكازرون، ا ،يواحد كازرون، دانشگاه آزاد اسلام ،يدانشكده دامپزشك ،يدامپزشك ،گروهيولوژيكروبيگروه م ارياستاد٢

  رانيكازرون، ا ،يواحد كازرون، دانشگاه آزاد اسلام ،يدانشكده دامپزشك ،يگروه جراح ارياستاد٣

 ١١/٠٥/١٤٠١تاريخ پذيرش:      ٠٦/٠٥/١٤٠١اصلاح نهايي:     ٠٨/٠٤/١٤٠١يخ دريافت: تار

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 

  

  

    

 چكيده

آلوده و  ياز راه غذاسالمونلا دارد.  ياديز ارياست و سروتيپ بس اسهي) از خانواده انتروباكترليشكل (باس يا لهيم يگرم منف يهايسالمونلا از باكتر و هدف: نهيزم
مبتلا به عفونت  يخانگ هاي هاز گرب هجدا شدسالمونلا انتريكا حدت  يژنها ي. هدف از پژوهش حاضر بررسشود يمنتقل م ماريب وانيخام، مدفوع و بزاق ح اي

  .بود Multiplex PCR (M-PCR) كي) با تكنتي(آنتر يگوارش
 نكات كامل آوري گرديد و با رعايت جمع رازيشهر ش يدامپزشك هاي كينيمبتلا به اسهال از سطح كل هاي نمونه مدفوع گربه ٥٠در اين مطالعه  ها: و روش مواد

آگاراستفاده  SS و  XLDث،برا F تيهاي بافرپپتون واتر، سلن منتقل شدند. براي جداسازي اوليه از محيط كشت رازيشهر ش طارانيب شگاهآزماي به استاندارد
 يشده با تست ها ديتائ هاي كلني. شد استفاده حركت و سيترات ، اندول، سيمون VPآز،  ، اورهTSI هاي بيوشيميايي نظير گرديد. جهت تاييد تشخيص، از تست

  .استفاده شد rfs - ompC - spvR  -spvC - invA حدت هاي ژن يابيجهت رد M-PCR روشاز  ييايميوشيب
از  يمورد قطع ٩ ،M-PCR  باكتري سالمونلا با استفاده از روش كشت ميكروبي بدست آمد اما در مقابل، با استفاده از روش هيجدا ٦در مطالعه حاضر  :ها افتهي

  .شد يابيرد rfs - ompC - spvR  -spvC - invA حدت يژنها يسالمونلا برا يباكتر
كننده و پرهزينه  بر، خسته هاي سنتي كشت ميكروبي اغلب زمان نسبت به كشت ميكروبي ازدقت بالاتري برخوردار بوده و همچنين روش M-PCR :يريگ جهينت

 يسنت يروشها ينيگزيرا جا M-PCRروش  جيبه تدر كنند يم سالمونلاها كار يبر رو يبه طور اختصاص كه ييها شگاهيگردد آزما يم شنهاديپ نياست. بنابرا
  .ندينما

  رازيگربه، ش ،ي، مدفوع اسهالMultiplex PCRسالمونلا،  هاي كليدي: واژه

 يمولكول كيبه كمك تكن) تي(آنتريمبتلا به عفونت گوارش يخانگ يجدا شده از گربه ها سالمونلا انتريكاحدت  يژنها يبررس. وفافر ري، اميفتاح ني، حسيآرمان الحان
Multiplex PCR  .٧٩٦-٧٨٠): ١٣(٥؛ ١٤٠١. مجله طب دامپزشكي جايگزين.  

مقاله پژوهشي           

  ١٣ شماره | ٥دوره  | ١٤٠١ تابستان  |جايگزين دامپزشكي طب مجله
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  مقدمه

تاژك پري تريش  واجد سالمونلا باسيل گرم منفي،

)Peritrichous (ي انتروباكترياسه مي وجزء خانواده 

باشدكه گروه سالمونلاها شامل يك جنس منفرد به نام 

است. اين  )Salmonella enterica( سالمونلا انتريكا

جنس شامل ارگانيسم هايي است كه قبلا تحت عنوان سالمونلا 

و آريزونا شناخته مي شدند. اين باكتري از طريق حيوان و 

فروارده هاي حيواني به انسان سرايت مي كنند و موجب تب 

روده اي، مسموميت هاي غذايي و گاستروانتريت در انسان مي 

  . )Riedel et al., 2019( شوند

سروتيپ سالمونلا از گربه و سگ جداشده كه  ٥٣بيش از 

موريوم، سالمونلا آناتوم،  سالمونلا تيفيبيشترين آنها مربوط به 

 Taşkale et( بوده است سالمونلا كرفلدو  سالمونلا پاناما

al., 2018.(  خانواده انتروباكترياسه از تعداد زيادي باكتري

ور تشكيل شده كه در باسيلي شكل گرم منفي و بدون اسپ

كنند، فلور  حالت طبيعي در روده انسان و حيوانات زندگي مي

طبيعي روده به حساب مي آيند و در برخي موارد عامل 

بيماريزاي مهمي محسوب مي شوند. اعضاي اين خانواده توزيع 

جغرافيايي وسيعي داشته و به وفور در محيط، خاك، آب و 

 ,.Afzal et al( ندگياهان در حال فساد يافت مي شو

آلودگي آب به مدفوع از طريق اثبات حضور  ).2021

اشرشياكلاي كه زيستگاه طبيعي آن روده است مشخص مي 

و  كلبسيلا پنومونيه، انتروباكتر كلبسيلا شامل گردد.گونه هاي

از سبزيجات، خاك اره و بستر اسب ها جدا شده  سيتروباكتر

 وفق به جداسازي سويهم ١٨٨٥اند. سالمون  و اسميت در سال 

 سالمونلا انتريكاشدند كه امروزه به نام  باسيلوس كلرا اي

در سال  Wieghtسرووار كلراسوئيس است. اولين بار توسط 

طرح پادگني  ١٩٩١در سال   Kauffmanبعدا توسط و  ١٩٢٩

براي رده بندي سالمونلا ارائه شد كه امروزه تحت عنوان طرح 

 ,.Sánchez-López et al( دوايت شناخته مي شو -كافمن

2020; Usha Rani & Vijayalakshmi, 2016 .(  

برخي از باكتريهاي انتروباكترياسه بيماريزا مانند سالمونلا، 

شگيلا و اشرشياكلاي در محيط روده سمومي ترشح مي كنند 

كه مي توانند در سطح سلولهاي مخاط روده كوچك تاثير 

داخل  روده و در نتيجه  نموده و باعث جريان مايعات به سمت

اسهال شوند. جنس آنتروتوكسين هاي مترشحه از انواع 

آنتروباكترياسه ها يكسان نمي باشد و با هم تفاوت دارد. بعضي 

از اجزاي خانواده انتروباكترياسه جزء فلور معمولي روده نمي 

باشند مثل سالمونلا و شيگلا، يعني چنان چه از كشت مدفوع به 

بر بيماري و يا ناقل بودن شخص يا حيوان  دست آيند دليل

سويه هاي سالمونلا سه  ).Besharati et al., 2017( است

نوع بيماري اصلي را در جانداران ايجاد مي كنند شامل 

گاستروانتريت، تب روده (تيفوئيد) و بيماري خارج روده اي 

غير حصبه همراه با باكتريمي مي باشد. تجزيه و تحليل ژنتيكي 

هاي مشخصي از  دهد كه هر سندرم باليني به مجموعه مينشان 

هاي حدت نياز دارد و در مجموع جدايه هاي سالمونلا  ژن

 spv داراي تنوعي از صفات و حدت متفاوت هستند. جايگاه

به شدت با سويه هايي مرتبط است كه باعث باكتريمي غير 

تيفوئيدي مي شوند، اما در سويه هاي سالمونلاي تيفوئيدي 

شامل سه ژن مورد نياز براي فنوتيپ  spv جود ندارد. ناحيهو

 spvR حدت است كه شامل ژن تنظيم كننده رونويسي مثبت

 ,.Priya et al( است spvB - spvC و دو ژن ساختاري

2020.(  

باكتريهاي روده اي مسئول اغلب عفونت هاي بيمارستاني بوده 

ارشي از كه دراين خانواده مهمترين عوامل بيماري هاي گو

قبيل عامل تب تيفوئيد و ديسانتري باسيلي وجود دارد
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)Moghadam & Nazarian, 2017.(  تفريق و تمايز

باكتريها در خانواده انتروباكترياسه در درجه اول بستگي به 

حضور يا عدم حضور ژنوم آنزيمهاي متفاوت در كروموزوم 

ظر به باكتري مربوطه دارد، الگوي بيوشيميايي باكتري مورد ن

 & Hamad( همراه تعيين هويت گونه آن حاصل خواهد شد

Saleh, 2019.( شناسي  هاي ميكروب امروزه در آزمايشگاه

از سه روش رايج جهت شناسايي و تشخيص باكتري استفاده 

 مراز اي پلي هاي مولكولي واكنش زنجيره شود. در روش مي

)PCR( هاي مولكولي است كه بر  ترين روش يكي از رايج

 اي از اساس حضور ژن خاص و يا به عبارت ديگر قطعه

DNA اي از ژن هدف تشكيل شده و  است در اين روش قطعه

 ,InvA( گردد. چندين ژن هدف وجود عامل پاتوژن اثبات مي

spvC, InvB, OmpC( هاي سالمونلا وجود دارد.  در سويه

در ايجاد سوراخهاي OmpF وOmpC  وجود ژنهاي

جاد تعديل فشار اسمزي در سطح كوچك و بزرگ جهت اي

 ).Callegari et al., 2014( غشاي سلولي موثر هستند

 و spvR بررسي هاي پژوهشي برسون نشان دادكه ژنهاي

spvC  ،مسئول حدت باكتريOmpC و rfs  مسئول افزايش

تحمل به اسيد و تغييرات اسمزي در سالمونلا هستند. 

. بنابراين مي باشد ٩٣جهت رشد سالمونلا  %  awحداقل

باكتري به خوبي در مواد غذايي خشك زنده مي ماند و با 

 ٩بقاي باكتري افزايش مي يابد. غلظت بيش از % aw كاهش

تا % ٣آب نمك اثر كشندگي بر روي سالمونلا دارد و غلظت 

نمك طعام باعث ممانعت رشد سالمونلا مي شود، اگر چه  % ٤

مت باكتري نسبت درجه مقاو ٣٠تا ١٠افزايش درجه حرارت از 

به نمك را افزايش مي دهد. مقاومت به نمك سالمونلا در 

غذاهايي كه با تغيير شرايط اتمسفريك و يا وكيوم شده نگه 

كه براي تهاجم  InvA داري مي شوند افزايش مي يابد. ژن

 III باكتري سالمونلا و نحوه تيپ ترشحي توكسين كه نوع

تر  هاي عمقي به قسمتبوده، لازم است و بوسيله آن باكتري 

 كند براي جنس سالمونلا اختصاصي است روده نفوذ مي

)Murray et al., 2021.(  در شهر شيراز انجام  مطالعهاين

هاي كلينيكي (مدفوع) گربه هاي مبتلا به  بررسي نمونه و شد

هاي اختصاصي سالمونلا  اسهال سالمونلايي با استفاده از محيط

  Multiplex PCR لكوليروش مواز و سپس انجام شد 

)M-PCR (استفاده شناسايي ژنهاي پاتوژني سالمونلا  براي

تر ژنهاي حدت  . هدف از اين مطالعه شناسايي دقيقشد

در نمونه هاي كلينيكي (مدفوع) با استفاده از  سالمونلا انتريكا

به  rfs - ompC - spvR  -spvC - invA يافتن ژنهاي

هاي  با روش  PCR كه مقايسه روش M-PCR  وسيله

  .كشت سنتي براي تشخيص سالمونلا است

   ها مواد و روش

  گردآوري نمونه هاي پژوهش

هاي خانگي داراي  نمونه اسهالي از گربه ٥٠در اين تحقيق 

آنتريت مراجعه كننده به كلينيك هاي دامپزشكي شهر شيراز 

آوري گرديد. نمونه هاي مدفوع در ظرف پلاستيكي تميز  جمع

آوري  گشاد و با درپوش محكم و فاقد نشتي جمع هاناستريل، د

ها در كنار يخ به آزمايشگاه بيطاران شهر شيراز  شدند. نمونه

ساعت بعد از  ٢منتقل گرديدند و حداكثر ظرف مدت 

سازي در  گيري كشت شدند. پس از مراحل پيش غني نمونه

و سپس  آلمان) ،(مرك )BPW( محيط بافر پپتون واتر

ها بر روي  براث نمونه F حيط سلنيتسازي در م غني

آگار  SS و )XLD( هاي دزوكسي كولات آگار محيط

پژوهش از شيگلا آگار) كشت داده شدند. در اين  –(سالمونلا

گزيلوز ليزين : اوره آز،كشت اختصاصي مانند هاي محيط

بافر پيتون -براث F سلنيت -)XLD( دزوكسي كولات آگار
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محيط  -لا شيگلا آگاركشت سالمونمحيط  -)BPW( واتر

 SIMمحيط كشت  - TSI محيط كشت -كشت اوره آگار

محيط  -كشت اندول محيط -(جهت بررسي حركت باكتري)

جهت يافتن و  )آلمان، مرك(  VP-كشت سيمون سيترات

 ,Andrews & Ryan(تاييد باكتري مورد نظر استفاده شد

2015.(  

  هاي بيوشيميايي جهت تشخيص گونه باكتري آزمون

از ويژگي هاي بيوشيميايي آن استفاده  ي شناسايي باكتريبرا

شد. واكنش هاي بيوشيميايي ميكروارگانيسم ها تحت كنترل 

 نمونه گرم ٥براي اين منظور  فعاليت هاي آنزيمي آنها است.

 Fسي سي از محيط مايع سلنيت  ١٠در يك سوآب با را مدفوع

يگراد به درجه سانت ٣٧ تا ٣٥و سپس در دماي  شد قرار داده

 فوق محيط از يك لوپسپس  .ساعت نگهداري شد ١٨مدت 

 آگار سالمونلا شيگلاو XLD  هاي محيط از نوع ٢ داخل را

 ساعت٢٤مدت به سانتيگراد درجه ٣٧ دماي در و نموده تلقيح

 هر از سالمونلا مشكوك به كلني ٣ حداقل .شد نگهداري

 از دهاستفا با و نموده برداشت را فوق محيطهاي از كدام

اندول، ، VP  ،MRآز،  ، اورهTSIتستهاي بيوشيميايي 

تمامي محيط  شد. انجام نآ يشناساي حركت و سيترات سيمون

بررسي و ارزيابي  .گرديد تهيه آلمان شركت مرك از ها

محصولات نهايي واكنش هاي بيوشيميايي به شناسايي سيستم 

 هاي آنزيمي خاص باكتري ها، شناسايي، جداسازي و طبقه

آنزيم ها و مواد ي ميكروارگانيسم ها كمك مي كند. بند

حاصل از فعاليت هاي آنزيمي باكتري ها به عنوان  آزمون هاي 

 & Tang( گيرند بيوشيميايي مورد استفاده قرار مي

Stratton, 2013; Mahon et al., 2023.(  

  از نمونه هاي تاييد شده DNA استخراج

 كمكبه  كشت داده شده از بين موارد كلني هاي تائيد شده

به صورت جداگانه در محيط  تستهاي بيوشيميايي ذكر شده،

 ٣٧ساعت در  ٢٤كشت نوترينت براث تلقيح كرده، و به مدت 

درجه سانتي گراد گرمخانه گذاري شد و طبق روش كيت 

از شركت سيناژن كه شامل مراحل مختلف  DNA استخراج

 DNA استخراجهست استخراج  شدند. در اين مطالعه براي 

ايران) با  ،سيناژن( Cinna Pure DNA باكتري از كيت

بر روي  DNA استخراج استفاده شد. PR881613  شماره

درجه  -٧٠ويال هاي حاوي باكتري، پس از خروج از فريزر 

ذوب شود  محيط بيرون قرار داده شد تاكاملاسانتيگراد، در 

جهت شناسايي  M-PCR از روش تست .صورت گرفت

انتخاب  rfs - ompC - spvR  -spvC - invA  يژنها

ميكروليتر  ٢٥مصرفي مواد در آزمايش به حجم  شد. مقادير

 ، dNTP از  ٢٥٠ μmol لريد منيزيم، ك٥/١ mM كه شامل

 μmol واحد از ١از هر يك از پرايمرهاي اختصاصي و  ٤/٠ 

Taq   ميكروليتر ٥پلي مراز وDNA  ) نانوگرم)  ١٠با غلظت

 )Master Mix( ام شد. براي تهيه مخلوط اصليالگو انج

مورد نمونه  ٥نمونه ( ٥٠واكنش بر اساس حجم مورد نياز براي 

 نمونه كنترل منفي) ١بهمراه  –تخليص شده  DNA آزمايش

تخليص شده با حجم مورد نياز  DNA تركيب انجام شد.

دستگاه ها به  انتقال ميكروتيوپو واكنش در يك ميكروتيوپ 

حرارتي  : شرايط سيكلانجام شد ر براساس برنامه زيرترموسايك

درجه سانتي  ٩٥كه واسرشت اوليه در  بوداينگونه  PCR براي

سيكل هركدام شامل: واسرشت در  ٣٥دقيقه،  ١گراد به مدت 

درجه  ٦٥ثانيه، اتصال در  ٣٠درجه سانتي گراد به مدت  ٩٥

سانتي درجه  ٧٢ثانيه، مرحله بسط در  ٤٥سانتي گراد به مدت 

درجه سانتي  ٧٢دقيقه و نيز بسط نهايي در  ١گراد به مدت 

). محصولات١ (جدول دقيقه انجام شد ١٠گراد به مدت 
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٧٨۴ 

PCR  با  و درصد الكتروفورز شدند ٥/١آگارز  در ژل

مشاهده و  UV اتيديوم برومايد رنگ آميزي و تحت نور

  .مستند سازي شدند

  

  نام مرحله  (C°) درجه حرارت  زمان(ثانيه)  عملكرد

  واسرشت اوليه  ٩٥  ٦٠  تك رشته اي شدن اوليه

  واسرشت  ٩٥  ٣٠  تك رشته اي شدن كل

 اتصال  ٦٥  ٤٥  اتصال آغازگر  چرخه ٣٥

 (گسترش) بازآرايي ٧٢  ٦٠  DNAسنتز 

  بازآرايي نهايي ٧٢ ٦٠٠  DNAتكميل سنتز 

  )Salmonella entericaدر جهت شناسايي باكتري سالمونلا ( PCRبرنامه دمايي   .١جدول 

  هاآماده سازي پرايمر

پس از مطالعه و جستجو در مقالات مختلف پرايمرهاي مناسب 

-  rfs - ompC - spvR بـاكتري سـالمونلا بـراي ژن هـاي 

spvC - invA ـــايت ـــا در س ـــدند.  پرايمره ـــاب ش  انتخ

)http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi(  مقايســه

سـفارش  ، كـره جنـوبيروژنو بلاست شدند و به شركت مـاك

تـوالي پرايمـري و مشخصـات طـول قطعـه  ٢داده شد. جـدول 

 Multiplexدر حال حاضـر روش  .را نشان مي دهدتكثيري 

PCR  وجود دارد كه در آن چندين ژن به عنوان هدف در نظر

شوند و روشـي بسـيار مناسـب بـراي شناسـايي سـريع گرفته مي

  ).Panicker et al., 2004هاست (باكتري

  

 پرايمر توالي نوكلئوتيدي ژن هدف  اندازه محصول

٤٢٩ 
rfs AGCCAACCATTGCTAAATTGGCGCA  ST11  

rfs GGTAGAAATCCCAGCGGGTACTG  ST15  

١٥٩ 
ompC ACCGCTAACGCTCGCCTGTAT  S18  

ompC AGAGGTGGACGGGTTGCTGCCGTT  S19  

٢٧٥ 
invA TATCGCCACGTTCGGGCAA  Sal3  

invA TCGCACCGTCAAAGG  Sal4  

٢٥٤ 
spvR ACAGTGCTCGTTTACGACCTGAAT Sal5 

spvR AGACGACTGGTACTGATCGATAAT Sal5 

٥٧١  
spvC ACTCCTTGCACAACCAAATGCGGA Sal6 

spvC TGTCTTCTGCATTTCGCCACCATCA Sal6 

.)Salmonella enterica( )Lotfy et al., 2011( انتريكا سالمونلامشخصات پرايمر هاي مورد استفاده جهت يافتن ژنهاي  .٢جدول 
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٧٨۵ 

  آناليز آماري

. شد انجام ١٦خه نس SPSSرافزا نرم از استفاده با ها داده آناليز

 نتايج عنوان به معيار انحراف و ميانگين نظير هايي شاخص

ي تحقيق از هابراي بررسي فرضيه. شدند محاسبه توصيفي

تري آناليز واريانس ناپارام كروسكال واليس كه معادلزمون آ

 ٠٥/٠ از كمتر داري معني سطح. طرفه است، استفاده شديك 

نمودار با استفاده از نتايج بصورت   .شد گرفته نظر در دار معني

  .بررسي شد Excelنرم افزار 

  نتايج 

هاي مبتلا به اسهال نمونه مدفوع گربه ٥٠در اين پژوهش كه از 

شهر شيراز تهيه گرديد. هاي دامپزشكي مرجوعي به كلينيك

سازي موجب افزايش نسبي تعداد سالمونلا در كل  ه غنيمرحل

فلور ميكروبي شده و اين عمل با فراهم نمودن امكان تغذيه 

سالمونلا و محدود كردن رشد ساير ميكروارگانيسم هاي 

  گيرد. صورت ميموجود 

نتايج آزمايشات بيوشيميايي جهت جداسازي و 

 انتريكا سالمونلاتشخيص 

هاي مبتلا به اسهال مورد نمونه مدفوع گربه ٥٠در اين مطالعه از 

به دست آمد. پيش غني  سالمونلا انتريكاجدايه   ٦بررسي 

در  DNAها براي استخراج مستقيم  سازي نمونه سازي و غني

هاي غني كننده  امري ضروري است و محيط PCRروش 

تعداد باكتري را افزايش داده و از رشد فلور غيراختصاصي 

توليد باندهاي غير  PCR. يكي از مشكلات كند جلوگيري مي

اختصاصي و اضافي است كه استفاده از محيط هاي  غني 

به همين منظور  .اين باندها را كاهش مي دهند و انتخابي كننده

استفاده شد و كلني هاي بي  SS Agarاز محيط انتخابي 

(كلني چشم ماهي شكل) بعنوان سالمونلا  رنگ با مركز سياه

) و بعد از انجام تست هاي بيوشيميايي كه ١ كل(ش شناسايي

تاييد  سالمونلا انتريكاذكر شده است  ٣نتايج آن در جدول 

  ). ٣جدول (هويت شد. 

جهت  M-PCR نتايج آزمايشات ميكروبيولوژيكي

  سالمونلا انتريكاتشخيص 

هـاي روتـين ميكروبيولـوژي بـا اسـتفاده از بعد از انجـام تسـت

اصي و محيط هاي افتراقي تعـداد هاي كشت جامد اختصمحيط

نمونـه از نظـر  ٤٤مورد آلوده به سـالمونلا شناسـايي شـدند و  ٦

بـا  DNAوجود باكتري سالمونلا منفي بودند. بعد از استخراج 

 M-PCR استفاده از انجـام آزمـايش تاييـدي مـولتي پلكـس

مـورد از نظـر آلـودگي بـه سـالمونلا  ٤٠مشخص شد كه تعداد 

ــد و ــي بودن ــو ٩ منف ــه م ــوده ب ــدفوع، آل ــاي م ــه ه رد از نمون

بوده اند كه همگي آنها با استفاده  سالمونلا انتريكاسرووارهاي 

 ٩هـر ). ٢شـكل ( از روش مولكولي مـورد تاييـد قـرار گرفـت

بودند. همـه نمونـه هـايي كـه بـا روش  invAمورد  داراي ژن 

-M كشـت از نظـر وجـود سـالمونلا مثبـت بودنـد در آزمـون

PCR  ودند و همه نمونه هايي كـه در آزمـون نيز مثبت بM-

PCR منفي بودند در شناسايي با روش كشت نيز منفـي بودنـد 

نتـايج حاصـله از درصـد جداسـازي بـاكتري از  ).٤ و ٣شكل (

 هــاي كشــت جامــد اختصاصــي و محــيط هــاي افتراقــيمحــيط

) و نتايج حاصله از درصد جداسازي باكتري به روش ١(نمودار 

گـزارش  بصـورت درصـد آلـودگيM-PCR  مولتي پلكـس

  ).٢شده است (نمودار
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٧٨۶ 

  
  آگار SSها با مركز مشكي بر روي محيط  كلني  .١شكل 

  

  

 TSI MR VP حركت اندول سيمون سيترات اوره آز تست

 - + Alk/A+H2S + - + - سالمونلا انتريكا

  )Salmonella enterica( انتريكا سالمونلابيوشيميايي سويه هاي  نتايج  .٣جدول

  

  
PCR پس از انجام تست  DNA استخراج تاييد   .٢ شكل
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 ١٥٩به طول OmpC جفت باز جنس سالمونلا، ژن  ٢٧٥به طول  invA با استفاده از پرايمر هاي اختصاصي ژن  Multiplex PCRنتيجه آزمايش  .٣ شكل

:كنترل ٢ستون  .Kb١ : نشانگر١.  ستون سالمونلا انتريكابوط به سرووارهاي جفت باز مر ٤٢٩ به طول Rfsو ژن  سالمونلا انتريكاجفت باز مربوط به سرووارهاي 

 .سالمونلا تيفي موريوم: كنترل مثبت ٥ستون. C سالمونلا پاراتيفيكنترل مثبت  :٤ ستون. B سالمونلا پاراتيفيكنترل مثبت  :٣ ستون. انتريتيديس سالمونلامثبت 

  .: نمونه هاي آلوده به باكتري سالمونلا١٥ و ١١و ٨ هايستون .: كنترل منفي (آب مقطر)٦ستون

  

  
جفت  ٥٧١به طول  spvC جفت باز جنس سالمونلا، ژن  ٢٥٤به طول spvR با استفاده از پرايمر هاي اختصاصي ژن  Multiplex PCRنتيجه آزمايش . ٤شكل 

.سالمونلا انتريكاباز مربوط به سرووارهاي 
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٧٨٨ 

12% 

نمونه های غير آلوده به 
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 ̥ͭ ʉͮȗ ǃ̞Ɍ ƢͮǀƠ ̞ ͲǍ ƾ̮Ǣͮ ǃƠ̞ͪǤƕ̮ Ͳǚ ǃ̣˟Ǎͪ͟ ˥ȭ̞Ǥ ǃ̞Ɍ ͖ǔͪ͟ ˥ǎͪ ̮ǴƠƟ  ̣˟Ǎͪ͟ ˥ȭ̞Ǥ ͖ Ͳǔ ƾƟ͟ ȵ
ٓ
Ɩ ̯ɵʹȆͪ ǃ̞Ɍ ͖ǔͪ͟ ˥ǎͪ  

  
  به روشهاي معمولي جداسازي انتريكا سالمونلادرصد آلودگي نمونه هاي مدفوع گربه ها به باكتري  .١ نمودار

  

 
  M-PCRبه روش انتريكا سالمونلاها به باكتري درصد آلودگي نمونه هاي مدفوع گربه .٢نمودار 

 

  بحث 

انتريتيديس با فرمـول زير گونه انتريكا سرووار  سالمونلا انتريكا

يكي از مهم تـرين عوامـل  H:gmو  O: ٩، ١و  ١٢ژنيك آنتي

گاســــتروانتريت اپيـــــدميك و آنـــــدميك درانســـــان و دام 

درسرتاسرجهان است. در ايران نيـز گـزارش هـاي متعـددي از 

اپيدمي هاي مربوط به سرووارهاي انتريتيديس و تيفي موريـوم 

د حـاملين چـه در انسـان انتشار يافته است.  از سوي ديگر وجـو

وچه در حيوانات جايگاه ويژه اي در اپيديميولوژي اين بيماري 

پيدا كرده است كه معمولا تشخيص و شناسـايي آنهـا بـا روش 

معمول آزمايشگاهي مشكل مي باشـد. در ايـران دومـين عامـل 

سـالمونلا در انسان پـس از شـيگلا بـاكتري  ايجاد كننده اسهال

يوع آن درمحل پرورش حيوانـات باعـث در مقابل، ش. مي باشد

از دست رفتن توليدات دامي، مرگ و مير، افزايش ضـرر هـاي 

اقتصـادي مــي باشــد. جهــت جلــوگيري از انتشــار بيمــاري مــي 

بايست خيلي سريع تشخيص داده شود. روش واكـنش زنجيـره 

از حساســيت و ويژگــي بــالايي بــراي  PCRاي پلــي مــراز يــا 

ـــوني برخـــور  PCRدار اســـت.  روش شناســـايي عوامـــل عف

روشي بسيار دقيق، موثر، مناسب و بـا  M-PCRاي يا  گانهچند

سـاعت ١٢استفاده از چند آغاز گر به طور همزمان در كمتر از 
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در مورد نمونه هاي مشكوك به سالمونلا مي تـوان اظهـار نظـر 

ــرد. جداســازي ســروتيپهاي مشــابه ســالمونلا از انســانها و  ك

مهـم حيوانـات وحشـي در انتقـال  حيوانات وحشي بيانگر نقش

از طــرف ديگــر مقاومــت آنتــي  باشــد.ســالمونلا بــه انســان مــي

بيوتيكي سـالمونلاهاي جـدا شـده از انسـانها و حيوانـات يـك 

مسأله رو بـه رشـد بـوده و مشـكلات گسـتردهاي را در درمـان 

   .)Markey et al., 2013ايجاد كرده است (سالمونلوز 

يران به عنوان يك پـل ارتبـاطي جمعيت گربه هاي خانگي در ا

بين حيات وحش و انسانها، مـي توانـد نقـش مهمـي در انتشـار 

  با وجود گزارشهاي متعدد از انتقال سالمونلا .سالمونلا ايفا كند

هـايي از سـگها هاي اهلي به انسان، نقش گونـهاز سگها و گربه

و انسـانها  بـا حيوانـاتكه در مناطق روستايي در تماس نزديك

. مانده استسالمونلا بسيار ناشناخته ار دارند، در اپيدميولوژيقر

درصدي گربه هاي اهلي به سالمونلا،  ٢٨تا  ٤متوسط آلودگي 

بيانگر ميزان بالاي تمـاس ايـن حيوانـات در محـيط بـا بـاكتري 

سالمونلا مي باشد و از طرف ديگـر بـا توجـه بـه دفـع متنـاوب 

مكـان تنهـا يكبـار نمونـه سالمونلا از مدفوع حيوانات آلوده و ا

رســد آلودگي گربه ها در ايـن  گيري در اين تحقيق، بنظر مي

جداسازي باكتري سالمونلا از گربـه  % باشد. ١٠ناحيه بالاتر از 

سال مـي توانـد  ٥سال تا بالاي  ٢هاي خانگي در بازه سني زير 

بيانگر تماس مداوم گربه ها با اين باكتري و آلودگي بالاي اين 

سـال بـه سـالمونلا  ٢هـاي زيـر باشد. آلودگي توله گربه منطقه

نسبت به گربه هايي كه سن بـالاتري داشـتند، فراوانتـر بـود. در 

اي ذكـر مطالعات صورت گرفته بر جمعيت اهلـي چنـين نتيجـه

شــده و علــت آن كــاهش اخــتلال در عملكــرد سيســتم ايمنــي 

 Markey( حيوانات جوانتر نسبت به مسن ترها ذكر شده است

et al., 2013(داري در . در مطالعه حاضـر نيـز تفـاوت معنـي

  نشد.آلودگي به سالمونلا در دو جنس نر و ماده مشاهده 

 Panizzonــخيص ــه تش ــاران ب ــايي  و همك ــالمونلاو شناس  س

هاي  ســرووار تيفــي موريــوم و اينترتيــديس در جوجــه انتريكــا

 و سـالمونلا انتريتيـديسپرداختند.  M-PCRگوشتي با روش 

از عوامل مهم سالمونلوز منتقله از راه مواد غذايي  تيفي هوريوم

% از مـوارد ٧٥ باشند. تخمـين زده شـده كـه تقريبـا به انسان مي

عفونت سالمونلوز در انسان از طريق محصولات غذايي آلـوده 

ــه ســالمونلا مشــتق شــده از گوشــت گــاو وخــوك و مــرغ و  ب

عفونت در همچنين تخم مرغ است. جهت كاهش اين سطح از 

ميان جوامع مختلف نياز به بررسي جدي و كنترل اين سـري از 

محصـولات غــذايي قبـل از اســتفادة مصـرف كننــدگان اســت. 

تشخيص عفونت محصولات از طريق روش هاي سنتي صورت 

گيرد نياز به زماني طولاني دارد و همچنين خطاي اين سـري از 

اي مولكولي ه ها بسيار بالا است. پس استفاده از روش تشخيص

روز به روز در جامعه در حال افزايش است. در ايـن تحقيـق از 

سه جفت پرايمر جهت شناسايي استفاده شد. پرايمرهـا عبـارت 

جهت  flicها،  جهت شناسايي عمومي سالمونلا invAبودند از 

ــايي  ــومشناس ــي موري ــالمونلا تيف ــايي  IE-1و  س ــت شناس جه

مطالعــه بــه ايــن نتيجــه . محققــان در ايــن ســالمونلا انتريتيــديس

داراي حساسـيت و اختصاصـيت  M-PCRرسيدند كـه روش 

بالايي در مقايسه با روش هاي كشـت معمـولي و سـنتي دارد و 

ــه شناســايي ســالمونلاها در حــد جــنس نيــز مي باشــد و  قــادر ب

همچنـين امكـان شناســايي چنـد جـنس را در آن واحــد دارد و 

 آورد پــايين مــي هاي آلــوده را همچنــين زمــان شناســايي نمونــه

)Panizzon et al., 2015(  

Ramin  و همكاران ژنهـاي هـدف متعـددي جهـت شناسـايي

  invA،RfbE،fliCهاي سالمونلا معرفي گرديده است:  سويه

، M-PCRهاي  توان با روش تمامي اين ژنها را مي  ompC و

Nested PCR ،semi nested PCR و ســــاير
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  ).Ramin et al., 1390تكثيـر كـرد. ( PCRهـاي  روش

Saeki  و همكاران از سه ژن هدفprt، invA   وTgv  براي

اسـتفاده  M-PCRتشخيص سـالمونلا بـا اسـتفاده از تكنيـك 

براي تهاجم سالمونلا لازم است چرا كـه بـه  invAكردند. ژن 

كنـد و  تر روده نفـوذ مي هاي عمقي وسيله آن باكتري به قسمت

 Saeki et( صي استدر عين حال براي جنس سالمونلا اختصا

al., 2013.( Scholz در مطالعـه تجربـي كـه  و همكـاران

 invAهولگر و همكاران بـر روي خـوك انجـام دادنـد از ژن 

% بـراي ايـن ٩٦% و ويژگـي ١٠٠استفاده كردند و به حساسيت 

و  سـالمونلا ليچفيلـدژن رسيدند. اما بعضي از سـالمونلاها مثـل 

ر تشـخيص داده نشـدند. توسط ايـن پرايمـ سالمونلا سنتر برگ

سويه غير سالمونلايي متعلق بـه خـانواده انتروباكترياسـه شـامل 

كلبسـيلا، شـيگلا، اشرشـياكلي و پروتئــوس اگـر چـه از لحــاظ 

خصوصيات بيوشيميايي به سالمونلا شبيه اند ولـي از لحـاظ ژن 

invA منفـي هسـتند )Scholz et al., 2001(. Akiba   و

بـا   Tyv ،prt ،viaB ،flicژنهـاي به تكثير انتخـابي  همكاران

سالمونلا انتريكا سرووار تيفي جهت شناسايي M-PCRروش 

پرداختند. در اين تحقيـق محققـين از پرايمرهـاي  Aو پاراتيفي

viaB  ژنهاي آنتي ژني)vi ،(flic ژنهاي آنتي) ژنيH و (prt 

و دقيق  ) جهت تشخيص همزمانOژن (ژنهاي سنتز كننده آنتي

تب شـبه حصـبه اسـتفاده كردنـد. در ايـن تحقيـق  تب حصبه و

جهـت شناسـايي   flicو  prtمشخص گرديـد كـه پرايمرهـاي 

بـه  tyvو  flic ،viaBپرايمرهـايسرووار پاراتيفي و همچنـين 

 ,.Akiba et al( درستي سرووارتيفي را شناسـايي مـي كنـد

2011(. Choudhury ژن  اعــلام نمودنــد كــه و همكــاران

invA غشاي داخلي بـاكتري سـالمونلا كـه بـراي هاي  پروتئين

كنـد را در  هاي اپيتليال ميزبـان لازم اسـت كـد  تهاجم به سلول

و همكـاران يـك جـزء داخلـي از  Choudhuryاختيار دارد. 

را كه در تهاجم سالمونلا در كشـت سـلولي اساسـي  invAژن 

بـوده و اقتصـادي روش آنان كـاملا بود تعيين و معرفي نمودند.

ــي ــوثر در حساس ــالمونلاها م ــين س ــودن تعي ــي ب ت و اختصاص

و همكاران  Choudhury et al., 2016(. Malornyبود(

ـــاي  ٢٠٠٣در  21از پرايمره PP   ـــه ژن ـــوط ب 1918مرب SS , 

ompC ،1511مربــوط بــه ژن  STST و  Rfsمربــوط بــه ژن  ,

141139 SS   ژن مربـــوط بـــهinvA  در تشـــخيص ســـريع

 ,.Malorny et alهاي سالمونلا اسـتفاده نمودنـد ( سروتيپ

 و همكـــاران  Zahraei-Salehiدر تحقيقـــي كـــه . )2003

جهـت شناســايي جدايـه هــاي  ompCانجـام دادنـد از پرايمــر 

سالمونلا در نمونه هاي مدفوع گـاو پرداختنـد و بـه ايـن نتيجـه 

بـه دنبـال غنـي  PCRبـا روش ompCرسيدند كـه تعيـين ژن 

ــراي جســتجوي  ــد يــك روش مناســب ب ســازي مــدفوع ميتوان

 Zahraei-Salehi et(سالمونلا ها در نمونه هاي مدفوع باشد

al., 2006.( Shabnam  وKwai Lin بـه ٢٠١٠سـال در 

جستجوي سرووارهاي سـالمونلا انتريكـا در غـذاهاي خيابـاني 

 هاسـتفادرد مـو پرداختند و در ايـن مطالعـه يكـي از پرايمرهـاي

ompC پرايمـر  بـود كـه در پايـان بـه ايـن نتيجـه رسـيدند كـه

ompC ســرووارهاي ســالمونلا انتريكــا يــك جهــت شناســايي

 ,Shabnam & Kwai Lin(اسـت پرايمـر اختصاصـي 

 ,ST11, ST15 در ايـن تحقيـق از سـه جفـت پرايمـر .)2010

ST18, ST19 – Sal3, Sal4   اسـتفاده شـد كـهS18  وS19 

 invAجهت شناسايي  Sal4و  ompC ،Sal3ص جهت تشخي

بودند. قسـمتي از ژن كـه بـه  rfsجهت شناسايي  S15و  S11و 

و  159bp ،275bp اين پرايمرها متصل مـي شـود بـه ترتيـب

429bp  و پرايمرهــاي  بـود Rfsو ompC  جهــت شناســايي

ـــــف  ـــــرووارهاي مختل ـــــاس بودنـــــد. ســـــالمونلا انتريك
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و همكـاران  Soltan Dallalنتايج ايـن تحقيـق نيـز بـا نتـايج 

ــي Wangو   Lingو ــواني دارد و م ــه همخ ــت ك ــوان گف ت

ompC  يك پرايمر اختصاصـي جهـت شناسـايي سـرووارهاي

شـامل  spvحدت حامل اپرون  است. پلاسميد سالمونلا انتريكا

باشد. اين اپـرون در ايجـاد  مي A, R, D, C, B Spvپنج ژن 

ن بـاكتري در حدت و مقاومت دارويي، انتشـار و عمـومي شـد

بدن ميزبان و سـلامت جامعـه بـه اثبـات رسـيده اسـت. در ايـن 

هاي طيـور كردنـد. از  مطالعه ابتدا اقـدام بـه جمـع آوري نمونـه

نمونه سالمونلا  ٦٨نمونه با روش بيوشيميايي تعداد  ١٠٠١تعداد 

جدا و سپس عمل سروتايپينگ انجام شد. در اين تحقيق بر آن 

با سه جفت آغازگر، جـنس و سـرووار M-PC  شد كه روش

مشخص گردند كـه آن پرايمرهـا عبـارت  انتريتيديس سالمونلا

و  ST11-ST14 ، -S1 -S4  SEFA2 – SEFA4بودنـد از 

از چهـار جفـت  سالمونلا تيفي موريومهمچنين جهت شناسايي 

 اســتفاده كردنــد  flijbو  invA ،Rfbj ،flic پرايمــر شــامل

)Soltan Dallal et al., 2007; Ling and Wang, 

2001(.  

Lee و  سـالمونلا انتريكـاتشـخيص و شناسـايي  هبـ و همكاران

پرداختنـد.  M-PCRدر گوشـت مـرغ بـا روش  تيفي موريوم

طي تحقيقات زيادي كه توسط محققين ديگـر صـورت گرفتـه 

جهــت تشــخيص و شناســايي   flicبــود اســتفاده از پرايمــر 

فتـه بـود ولـي در ايـن صـورت گر تيفي موريوم مكرراسالمونلا

سالمونلا تيفـي جهت شناسايي  STM4492تحقيقي از پرايمر 

ــوم ــت شناســايي  موري ــين جه ــد و همچن ــتفاده ش ــالمونلا اس س

ــين از پرايمــر  sdfاز پرايمــر  انتريتــديس اســتفاده شــد و همچن

invA  به عنوان آخرين پرايمر اسـتفاده شـد. حـد تشـخيص در

رسـيد. ايـن مطالعـه بـر  ml/CFu510مطالعه حاضر به حدود 

 ٩٢نمونه گوشـت مـرغ صـورت گرفتـه كـه حـدود  ١٠٢روي 

هاي كشت معمولي منفي بودنـد.  طـي نمونه با استفاده از روش

داراي  M-PCRاين مطالعه به ايـن نتيجـه رسـيدند كـه روش 

% براي شناسـايي سـالمونلا ٨/٩٤% و اختصاصيت ١٠٠حساسيت

هـــاي متعـــارف يـــكتكن ).Lee et al, 2009( اســـت

گير هستند و معمـولاً در  ميكروبيولوژيكي جهت شناسايي وقت

گيرنــد بنــابراين اســتفاده از  هاي مرجــع صــورت مي آزمايشــگاه

جهت شناسايي سالمونلا و تشخيص و افتـراق  M-PCRروش

ســاعت حــائز  ٢٤ســرووارهاي مختلــف آن در زمــاني كمتــر از 

  Tyv ،prt ،viaB ،flicاهميت است. به تكثير انتخابي ژنهـاي 

سـرووار  سـالمونلا انتريكـا جهت شناسـايي M-PCRبا روش 

 viaBانجـام شـد. محققـين از پرايمرهـاي  A تيفي و پـاراتيفي

ــي  ــي ژن ــاي آنت ــي vi ،(flic(ژنه ــاي آنت ــي (ژنه  prt) و Hژن

و دقيق  ) جهت تشخيص همزمانOژن (ژنهاي سنتز كننده آنتي

ردنـد. مشـخص گرديـد تب حصبه و تب شبه حصبه استفاده ك

جهت شناسايي سـرووار پـاراتيفي و  flicو  prtكه پرايمرهاي 

تيفي  به درستي سرووار tyvو  flic ،viaBهمچنين پرايمرهاي

و  Saeki et al., 2013(. Shagufta( را شناسايي مي كند

 سرووار تيفي سالمونلا انتريكا همكاران به تشخيص و شناسايي

ــي ژن ــر گزينش ــط تكثي ــا  prtو ژن  invA ،viaB ،flic وس ب

پرداختنــد. حصــبه بــه صــورت يــك  M-PCRكمــك روش 

ــويژه  ــان ب ــاط جه ــياري از نق ــتي در بس ــده بهداش ــكل عم مش

 prtو  viaB ،flic باشد. ژنهـاي كشورهاي در حال توسعه مي

(تـاژك) هسـتند. ژن  H,(LPS)o(كپسـول)،  viمسئول سنتز 

invA له به اپيتليـال همراه با ديگر ژن هاي تهاجمي مسئول حم

سلول هاست و در همه انواع سالمونلا وجود دارد. در طي ايـن 

داراي حساسـيت و  M-PCRمطالعه مشـخص شـد كـه روش 

سـالمونلا هاي آلوده به  اختصاصيت بالايي براي شناسايي نمونه

سـاعت در اختيـار محققـين ٢٤است و نتـايج را كمتـر از تيفي 
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و همكاران به   Shagufta et al., 2017(. Lee( گذارد مي

 اينترتيـديسو  تيفي موريـومسرووار  انتريكا سالمونلاشناسايي 

پرداختند در طي اين  M-PCRدر گوشت با استفاده از روش 

ــاي ــه از پرايمره ــن  sefAو  flic مطالع ــد. در اي ــتفاده كردن اس

رفت استفاده از  تحقيق مشخص گرديد همان طور كه انتظار مي

% ٧/٩١-١٠٠ت بالا در حدود %داراي حساسي M-PCRروش 

% جهـت ١/٩٩ــ١٠٠و همين طور اختصاصيت بـالا در حـدود %

  .)Lee et al., 2009( شناسايي سالمونلا است

تشخيص سالمونلاها توسط كشت ميكروبـي مسـتلزم برداشـت 

هـاي اختصاصـي اسـت.  مكرر نمونه، طول مدت كشت  محيط

يي در سلولهاي غيرقابل كشت و مرده وقتي كه در غلظـت بـالا

قابل شناسايي هستند در صورتي كه ايـن  PCRنمونه باشند در 

ــيش  ســلول ها در كشــت شناســايي نمــي شــوند. محققــين  از پ

و غنـي كننـده تتراتيونـات بـراي جداسـازي  BPWكننده  غني

سالمونلا از غذا استفاده كردند و به اين نتيجه رسيدند كه جنس 

خـود را بـا  BPWسـاعت بعـد از انكوباسـيون در  ٢ سالمونلا 

كند و زماني كه تعـداد بـاكتري  شرايط محيط كشت آداپته مي

 invAژن  284bpباشد باند  ١٠٤ CFuدر طي اين دو ساعت 

 ١٠٣ CFuساعت بعد از انكوباسيون به تعـداد  ٤شود.  ظاهر مي

 ١٠٢ CFUسـاعت بعـد از انكوباسـيون بـه تعـداد  ٦باكتري و 

ن نتيجه رسيدند كـه بـاكتري براي مشاهده باند نياز است و به اي

و  DNAساعت انكوبـه باشـد تـا اسـتخراج  ٦تا  ٥بايد حداقل 

 ٢٤نتيجه بخش باشد. اين زمان پيشنهادي حداكثر  PCRانجام 

مطالعـات  .)Zahraei-Salehi et al., 2006( ساعت است

نشان مي دهند كه در مقايسه بـا روشـهاي كشـت سـنتي، روش 

M-PCR مچنين بازه زماني كمتري دقت تشخيصي بالاتر و ه

در اين بررسي كاملا روشن اسـت كـه روش را شامل مي شود. 

M-PCR  در شناســايي نســبت بــه روش كشــت حساســيت

-Mكـه روش  و همچنين بيانگر اين مساله استبيشتري داشته 

PCR ــد روش موفــق ــاكتري  مــي توان تري در شناســايي ايــن ب

از  .)Malorny et al., 2004(نسبت به روش كشـت باشـد 

يكبـاره نمونه گيري جمله محدوديتهاي اين مطالعه مي توان به 

 عــدم تكـرار پـذيري نمونــه گيـري بواسـطه نبــود گربـه هـا واز

  اشاره نمود. گربه هارضايتمندي صاحب 

  نتيجه گيري

چنانچه هدف غربالگري، تعداد زيادي از نمونه به عبارت ديگر 

ولكولي هستيم كـه هاي مدرن م ها باشد ناگزير استفاده از شيوه

ســريعترو دقيقتــر بــوده و احتمــال هــاي ســنتي،  بــرخلاف روش

و همچنين يكي ديگـر  خطاي آزمايشگاهي نيز كاهش مي يابد

هاي  هاي سنتي اين اسـت كـه سـلول استفاده از روش از معايب

هـاي  هايي كه نمي توانند رشد كنند توسـط روش مرده يا سلول

ـــل شناســـايي نيســـتند ـــال خطـــاي و  كشـــت ســـنتي قاب احتم

ولــي در روش  آزمايشــگاهي در ايــن مــوارد افــزايش مــي يابــد

توجـه بـه  به راحتي قابـل شناسـايي هسـتند. بـا PCRمولكولي 

ها صورت  هاي اساسي و قابل توجهي كه در اين روش پيشرفت

ــه تــدريج مشــكلات مربــوط بــه جداســازي و  پذيرفتــه اســت ب

ر بـين هاي مختلـف مرتفـع خواهـد گرديـد. د تشخيص باكتري

ــــــد تكنيك روش ــــــاي جدي ــــــاي  ه و  PCR ،ELISAه

داراي كاربرد بيشتري مـي باشـند. جهـت  DNAهيبريداسيون 

ـــتفاده از روش  ـــالمونلا اس ـــخيص س ـــال  M-PCRتش در ح

 نشان مي دهد كه و عمومي شدن است. اين نتايج قوياپيشرفت 

SpvB  و SpvC ثيرگذاري بر يك ادر مراحل مختلف براي ت

 بـوده تـاترك در سـلول ميزبـان مـورد نيـاز مسير يا فرآيند مشـ

ــت  ــر عفون ــت در براب ــودمقاوم ــاد ش ــي .ايج ــر م ــه نظ ــد ب رس

سـالمونلاها كـار  كه بـه طـور اختصاصـي رويآزمايشگاههايي

بايستي جايگزيني روشهاي M-PCRكنند به تدريج روش مي
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تر باشد و تر و سريعهزينه تا هم كم نمايندسنتي و سروتايپينگ 

هاي ري با شرايط ايران كه گاهي در معرض تحريمهم در كشو

ناخواســته قــرار دارد كارهــا و امــور مــرتبط بــا ايــن بــاكتري بــا 

  اهميت، به تعويق نيفتد.

  تشكر و قدرداني

در نهايت محققين اين مقاله بر خـود مـي داننـد تـا از زحمـات 

(بيطاران)  كارشناسان و متخصصين آزمايشگاه ميكروب شناسي

هاي ارزنـده  با راهنمايي كهدكتر نوروزي ه آقاي شيراز و بويژ

 مـا را يـاري نمودنـد و گرانقدر خـود در پيشـبرد ايـن پـژوهش

اخـلاق . اين مطالعه بـا كـد ال تشكر و امتنان را داشته باشندكم

IR.IAU.KAU.REC.1400.136  در دانشــــــــگاه آزاد

  ثبت گرديد. اسلامي واحد كازرون

  تضاد منافع

دانند بيان كننـد كـه تعارضـي بـين  م مينويسندگان بر خود لاز

  آنها وجود ندارد.
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Abstract 
  
Background and aim: Salmonella is a rod-shaped Gram-negative bacterium (bacillus) of the Enterobacteriaceae 
family and has many serotypes. Salmonella is transmitted through contaminated or raw food, feces, and saliva of sick 
animals. This study aimed to investigate the virulence genes of Salmonella enterica isolated from domestic cats 
suffering from gastrointestinal infection (enteritis) by Multiplex PCR (M-PCR) technique. 
Materials and Methods: In this study, 50 stool samples of cats suffering from diarrhea were collected from 
veterinary clinics in Shiraz city and were transported to Bitaran laboratory in Shiraz city with full compliance with 
standard instructions. For the primary separation, buffered peptone water, selenite F broth, XLD, and SS agar were 
used. To confirm the diagnosis, biochemical tests such as TSI, urease, VP, indole, Simon citrate, and movement were 
used. Colonies were confirmed by biochemical tests and the M-PCR method was used to detect virulence genes rfs-
ompC-spvR-spvC-invA. 
Results: In the present study, 6 isolates of Salmonella bacteria were obtained using the microbial culture method but 
in contrast, using the M-PCR method, 10 definite cases of Salmonella bacteria were detected for virulence genes rfs-
ompC-spvR-spvC-invA. 
Conclusion: M-PCR is more accurate than microbial culture, and traditional microbial culture methods are often 
time-consuming, tiring, and expensive. Therefore, it is suggested that the laboratories that work exclusively on 
salmonella gradually replace the traditional methods with the M-PCR method. 
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