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  چکيده

هاي زيادي بر انسان، ميزبان علاوه موريوم سالمونلا تيفيکننده گاستروانتريت در انسان هستند. ترين عوامل ايجادهاي سالمونلا از مهمباکتري اهداف:

 موريوم تيفي سرووار ،سالمونلا انتريکاهاي باليني ايزوله ريبوتايپيارزيابي گوناگوني با هدف داشته و امكان شيوع آن در جامعه بالاست. اين مطالعه 

  . انجام شدهاي تهران جداشده از برخي بيمارستان

هاي باليني بيماران مشکوک به عفونت با سالمونلا انجام شد. نمونه ۱۳۸۹ تا ۱۳۸۶ساله از سال در يک دوره زماني سه توصيفی پژوهشاين  ها: روش

هاي استاندارد سرولوژيک هاي کشت انتخابي و استفاده از روش. پس از تشخيص در محيطشدندهاي تهران بررسي بيمارستان تعدادی ازکننده به مراجعه

کمک ه ب موريوم تيفي سرووارسالمونلا انتريکا هاي باليني گوناگوني ژنتيکي ايزولهشد و كلروفرم استخراج  -فنلروش ها بهسويه DNA و باکتريولوژيک،

  روش ريبوتايپينگ ارزيابي شد. 

هاي سروتايپ ايزولهکيلوباز بود. بر پايه گوناگوني نواحي ژنومي ريبوزومي،  ۸/۱۶و  ۴/۱اي بين ها داراي اندازهالگوي باندي در تمامي ايزوله ها: يافته

، و مابقي هرکدام به 6bقرار داشت. سه ايزوله اين سروتايپ در دسته  2bمورد) در دسته  ۵ها ( دسته تقسيم شدند. بيشترين تعداد سويه ۷در  موريوم تيفي

  ها قرار گرفتند. ايزوله در ساير دسته ۱تعداد 

، صرفاً متعلق به يک ريبوتايپ خاص هاي مورد مطالعه در تهرانبيمارستاندر  موريوم تيفي سروتايپ سالمونلا انتريکاهاي در گردش سويه گيري: نتيجه

هاي اين سروتايپ  هاي محدود يا گسترده و ارتباط ميان سويه مورد وجود کلون تر در قضاوت دقيق ند، ولی برایو از گوناگوني ريبوتايپي برخوردار نيستند

   .مورد استفاده قرارگيرند وليهاي تايپينگ مولک ساير روشلازم است 

  ، گاستروانتريت، تايپينگ مولکوليموريوم سالمونلا تيفي :هاکليدواژه
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Abstract 

Aims: Salmonella spp. is one of the most common pathogenic bacteria responsible for gastroenteritis in human. 

Among Salmonella spp., S. typhimurium has many hosts other than humans and its prevalence rate is high in 
society. The aim of this study was to determine the ribotype diversity of S. typhimurium stains isolated in some 

hospitals of Tehran, Iran. 
Methods: In this descriptive study, clinical samples were collected from different hospitals in Tehran were 

investigated. Bacterial isolation was carried out by standard procedures in selective culture media and 

identification was achieved through biochemical and serological methods. DNA extraction was performed by 

phenol-cholorophorm methods. Ribotyping was used for molecular typing of S. typhimurium clinical isolates.  

Results: The sizes of the ribotyping bands ranged from 1.4 to 16.8 kb in all ribotypes. The S. typhimurium 

isolates were divided into 7 clusters based on the diversity of ribosomal genome areas. Most isolates (5 strains) 

belonged to the cluster 2b. Three isolates belonged to the 6b cluster and for the rest of isolates, each belhonged 

to one of other clusters.  

Conclusion: S. typhimurium strains circulating in the studied hospitals of Tehran, do not belong to a specific 

ribotype and have ribotype diversity, but other molecular typing methods should be implemented in order to 
make a more precise judjement about the presence of whether limited or widespread clones and the relationship 

among the different strains of this serotype.  
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  مقدمه

هاي سالمونلا بسيار پيچيده است. براساس آخرين  بندي باکتري طبقه

و  سالمونلا انتريکابندي، اعضاي جنس سالمونلا به دو گونه  طبقه

براساس  ،سالمونلا انتريکاشوند.  بندي مي تقسيم سالمونلا بونگوري

زيرگونه  ۷، خود شامل DNAهاي بيوشيميايي و همولوژي  ويژگي

ند. اين جنس هستهاي مختلفي  يک شامل سروتايپ است که هر

سرووار  ۲۶۰۰هاي فلاژل و سوماتيك به بيش از  ژن براساس آنتي

زا هستند و  شود كه بيشتر آنها براي انسان و حيوان بيماري تقسيم مي

 در ].۳، ۲، ۱[ گيرد ي از طريق آب و غذا صورت ميعموماً انتقال بيمار

 یا ت ويژهميهاي منتقله از طريق غذا، سالمونلا از اه یميان باكتر

ترين عفونت  ترين و متداول گاستروانتريت، شايع ].۵، ۴[ برخوردار است

ويژه  هاي سالمونلا به كه توسط سروتايپ استسالمونلايي در انسان 

که هرساله  طوري شود. به ايجاد مي انتريتيديس و موريوم سالمونلا تيفي

ايالات ميليون نمونه از سالمونلوزيس غيرتيفوئيدي در  ۴/۱حدود 

 ].۷، ۶[ شود گزارش مي متحده

های  ای تيفوئيد يا پاراتيفوئيد و عفونت گاستروانتريت حاد، تب روده

سالمونلا هاي  جمله موارد ايجادشده توسط سروتايپ از ،سيستميك

های انسانی معمولاً از طريق  آلودگی هستند. انتريتيديس و موريوم تيفي

مصرف غذاهای خام مانند گوشت، تخم مرغ و غذاهای روزانه حاصل 

ناشي از  ،ها در انسان بنابراين منبع اصلي تمامي اين بيماري .شود می

ترين  مهم ،اين دو سروتايپ ].۹، ۸است [آلودگي مواد غذايي و حيواني 

 شوندمحسوب میها  ای در حيوانات و انسان زای روده عوامل بيماری

عنوان يکي از  يابند و به كه از طريق آب و غذاي آلوده انتقال مي

، ۱۱، ۱۰[ ندهستترين مشکلات بهداشتي در سراسر دنيا مطرح  مهم

۱۲ ،۱۳ ،۱۴.[  

بر انسان،  هايي است كه علاوه جمله گونه از موريوم سالمونلا تيفي

از  ].۱۶، ۱۵، ۱۳[ هاي زيادي داشته و امكان شيوع آن بالا است ميزبان

شكل قابل  ماندن به توانايي آن در باقي ،هاي مهم اين گونه ويژگي

هاي غذايي است. اين  مدت طولاني در محيط و نمونه تكثير و زنده به

هاي  ولوژيک است که در خرابکاريباکتري يکي از عوامل مهم بي

 از آن استفاده شده است ،سازي آب و غذا در تاريخ عمدي در آلوده

]۱۶.[   

اگرچه اعضاي جنس سالمونلا از لحاظ قرابت ژنتيکي بسيار مشابه 

اي در بروز بيماري، حدت و  يکديگر هستند، اما تغييرات گسترده

ها، نقش  خي از ژندادن بر زايي وجود دارد. کسب يا ازدست بيماري

کند.  هاي مختلف سالمونلا ايفا مي مهمي در تکامل سروتايپ

هاي  بسياري از محدوديت ،DNAهاي مبتني بر تجزيه و تحليل  روش

روابط  در موردنمايد و دانش ما را  هاي فنوتيپي را برطرف مي روش

 بخشد هاي انساني بهبود مي اپيدميولوژيکي و ژنتيکي دخيل در عفونت

]۱۷، ۱۸ ،۱۹.[  

 بندي و طبقه شناسايي به تواند مناسبي است که مي روش ،ينگپريبوتاي

 با روش اين. بپردازد rRNAهاي  ژن در تفاوت براساس ها باکتري

تا حد  باکتري بندي به طبقه و دقت بالايي که دارد قادر تکرارپذيري

مختلف  هاي قادر است سروتايپ ريبوتايپينگ است.و سروتايپ  گونه

 محل ميزبان يا صرف نظر ازعفونت،  به منبع توجه با سالمونلا را

  ].۲۱، ۲۰، ۱۷[ افتراق دهد جغرافيايي

سالمونلا هاي  بررسي اپيدميولوژي مولکولي سويه ،هدف اين مطالعه

هاي تهران با  جداشده از برخي بيمارستان موريوم تيفي سروتايپانتريکا 

استفاده از روش ريبوتايپينگ و بررسي ارتباط ژنتيکي ميان اين 

  بود.سروتايپ 

  

  ها روش

 و هاي مدفوع، خون از نمونهسالمونلا انتريكا سويه  ۶۸ ،مجموع در

بيمارستان در تهران  دوادرار بيماران مشکوک به عفونت با سالمونلا از 

، ۱شماره سويه جداشده از بيمارستان  ۴۴که شامل  دشآوري  جمع

سويه جداشده از بيمارستان  ۲۴و  ۱۳۸۹الي  ۱۳۸۶ های مربوط به سال

(لازم به ذکر است  بود ۱۳۸۹الي  ۱۳۸۷هاي  مربوط به سال، ۲شماره 

. از اين های مورد نظر در دفتر مجله محفوظ است)که نام بيمارستان

  د. شسالمونلا وارد مطالعه  Bسروگروه ايزوله متعلق به  ۱۳ ،تعداد

گيري در شرايط استريل به  هاي بيماران بلافاصله بعد از نمونه نمونه

هاي تشخيصي اوليه طبق  و آزمونشد محيط آزمايشگاه منتقل 

 DNAاستاندارد سرولوژيكي و باكتريولوژيكي صورت پذيرفت. 

عمل هضم آنزيمي  ].۱۱[د شكلروفرم استخراج  - روش فنل ها به سويه

 ؛Pst1 )Rocheه با استفاده از آنزيم آمددست ههاي ب ژنوم ايزوله

د. الکتروفورز شساعت انجام  ۳مدت  هگراد ب درجه سانتي ۳۷آلمان) در 

% صورت پذيرفت و به محلول ۱ها در ژل آگارز  شده ايزوله ژنوم هضم

د. ريبوتايپينگ مطابق استانداردهاي لازم صورت شمنتقل  TEحاوي 

اي اليگونوکلئوتيدي ه مشخصات پروب ،۱ در جدول ].۲۲[ پذيرفت

انجام ريبوتايپينگ از شركت  براینشان داده شده است. مواد مورد نياز 

Rocheطور خلاصه به شرح زير آلمان تهيه شد. مراحل انجام کار به ؛ 

  :بود

ابتدا عمل انتقال ژل به غشاي نايلوني در دستگاه خلا صورت گرفت. 

درجه  ۱۲۰ي نايلوني در دما یشده روي غشا تثبيت ژنوم منتقل

هاي مورد استفاده که  د. از پروبشسلسيوس با استفاده از فور انجام 

هاي  ، غلظته بوددشژنين نشاندار  آنها با مولکول ديگوکسي 5′انتهاي 

 ۱۲مدت  تهيه و به محلول هيبريديزاسيون انتقال داده شد و به ،مختلف

در دستگاه هيبريديزاسيون انکوبه گراد سانتیدرجه  ۵۵دماي  ساعت در

ژنين و  بادي نشاندارشده با رنگ ديگوکسي آنتي ،. در مرحله بعدشد

فسفاتاز به محلول حاوي غشاهاي مورد نظر اضافه لکالينواجد آنزيم آ

 ،. در انتهاشددرجه انکوبه  ۳۷دقيقه در دماي  ۳۰مدت  ده و بهش

و  شدبه ظرف حاوي غشاها اضافه  NBT-BCIPزاي محلول رنگ

. پس از ه شددقيقه در محيطي تاريک قرار داد ۳۰مدت  به

نتايج هيبريداسيون  ،گرادسانتی درجه ۳۷نمودن غشاها در دماي  خشک

  د.شمشاهده 
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 هاي اليگونوکلئوتيدي مشخصات پروب )۱جدول 

 جايگاه ژني اندازه توالي نام پروب سکانس هدف

rrs Ad ۲۰ ۲۸-۰۸ 

rrs rB ۱۹ ۱۳۹۰-۱۴۰۸ 

rrl O4c ۲۳ ۴۶۶-۴۴۲ 

rrl O16 ۲۳ ۱۶۲۳-۱۶۰۱ 

rrl O24c ۲۱ ۲۵۱۲-۲۴۹۰ 

  

 جداشده از بيمارانموريوم  سالمونلا تيفي هاي مشخصات ريبوتايپ) ۲جدول 

 جنسيت محل جداسازي کد ايزوله
الگوي 

 ريبوتايپ
 نوع نمونه

 مدفوع 1b مرد ۲بيمارستان شماره  ۱

 مدفوع 2b مرد ۲بيمارستان شماره  ۲

 ادرار 2b مرد ۱بيمارستان شماره  ۳

 ادرار 3b مرد ۱بيمارستان شماره  ۴

 مدفوع 6b مرد ۱بيمارستان شماره  ۵

 خون 2b زن ۲بيمارستان شماره  ۶

 مدفوع 5b مرد ۲بيمارستان شماره  ۷

 مدفوع 6b زن ۱بيمارستان شماره  ۸

 مدفوع 6b مرد ۲بيمارستان شماره  ۹

 مدفوع 7b مرد ۲بيمارستان شماره  ۱۰

 خون 4b مرد ۲بيمارستان شماره  ۱۱

 مدفوع 2b زن ۱بيمارستان شماره  ۱۲

 خون 2b مرد ۲بيمارستان شماره  ۱۳

  

  نتايج

اطلاعات مربوط به نوع نمونه، محل جداسازي و  ،۲ در جدول

جداشده از بيماران  موريوم سالمونلا تيفيهاي  مشخصات ريبوتايپ

ها نشان داد  نشان داده شده است. نتايج حاصل از سروتايپينگ سويه

ايزوله متعلق به  ۱۰سالمونلا،  Bايزوله مربوط به سروگروه  ۱۳که از 

، Bپاراتيفی  هاي و مابقي متعلق به سروتايپ موريوم تيفيسروتايپ 

ه بيشتر، مورد مطالع برای موريوم تيفيبودند. سروتايپ  ريدينگو  هيفا

در  PstI بررسي قرار گرفت. الگوي باندي حاصل از برش توسط آنزيم

کيلوباز بود.  ۸/۱۶و  ۴/۱اي مابين  ها داراي اندازه تمامي ايزوله

 موريوم تيفيايزوله متعلق به سروتايپ  ۱۳ريبوتايپينگ توانست مجموع 

در دسته  مورد) ۵ها ( تقسيم نمايد. بيشترين تعداد سويه دسته ۷را به 

2b  .6ايزوله ديگر اين سروتايپ در دسته  ۳قرار داشتb يک  و در هر

  نيز يک ايزوله قرار گرفت.  7bو  1b ،3b ،4b ،5b هاي از دسته

سالمونلا هاي  نتايج حاصل از دندروگرام و الگوي ريبوتايپينگ سويه

نشان داده شده است. در  ۱جداشده از بيماران در شکل  موريوم تيفي

ا ب مورد بررسی،هاي  هاي اخذشده از بيماران بيمارستان ميان نمونه

هاي  دهنده ريبوتايپآمده، نتايج نشاندست هتوجه به الگوي ريبوتايپي ب

  مختلف ميان بيماران اين دو بيمارستان بود.

  

 موريوم سالمونلا تيفيهاي  دندروگرام و الگوي ريبوتايپينگ سويه )١شکل 

 جداشده از بيماران تحت بررسي

  

  بحث

هاي بيمارستاني، شناسايي ارتباط  ژندليل افزايش تعداد و طيف پاتو به

اي دارد. شناسايي شيوع بيماري،  هاي ميكروبي اهميت ويژه ايزوله

ها و اخذ تدابير درماني و  زا در پاتوژن هاي بيماري نحوه اكتساب ژن

هاي فنوتيپي براي  ثر، امري حياتي است. استفاده از روشوپيشگيري م

دارد، چون بيان ماركرهاي  ميزان زيادي محدوديتها به تمايز سويه

كند. لذا مطالعه پراكنش  فنوتيپي تحت شرايط محيطي تغيير مي

هاي  ها و ارتباط آن براي بررسي اپيدميولوژي عفونت پاتوژن

ها بسيار ضروري  هاي صحيح كنترل پاتوژن بيمارستاني و طراحي روش

  ].۲۴، ۲۳[ است

هاي سنتي فنوتيپي از قبيل بيوتايپينگ، سروتايپينگ،  روش

تايپينگ و پروفايل حساسيت باكتريوفاژتايپينگ، باكتريوسين

بودن،  بر و پرهزينه دليل داشتن مشکلاتي چون زمان ميكروبي به آنتي

هاي مناسبي نبوده و همچنين از نظر اپيدميولوژيک داراي ارزش  روش

دهي  قدرت افتراق ،ها ياري از اين روشاز طرفي بس هستند.محدودي 

در اين ]. ۲۵[ارتباط ژنتيکي نزديک را ندارند دارای هاي  بين سويه

دليل  ، بهاستبلاتينگ  ميان، ريبوتايپينگ که روشي مبتني بر ساترن

هاي تحت بررسي و قدرت  توانايي بررسي ارتباط ژنتيکي ميان ايزوله

قدرت تمايز اين  است.ولکولي مد مآهاي کار تکرارپذيري بالا از روش

روش وابسته به تعداد کپي عناصر ژنتيکي هدف در ژنوم باکتري و 

ميان قطعات محدودکننده است. انتخاب دقيق و  پراکندگي آنها در

هاي محدودکننده، شرايط  سازي پروب، نوع و تعداد آنزيم بهينه

 استالکتروفورز و هيبريداسيون نيز در قدرت تمايز اين روش موثر 

]۱۷ ،۱۸ ،۱۹ ،۲۰.[  

 سالمونلا انتريکاهاي غيرتيفوئيدي  هاي ناشي از انواع سروتايپ عفونت

ويژه در كشورهاي  ه، در اكثر نقاط جهان بموريوم تيفي مانند سروتايپ

كه سالانه  طوري به ؛اي برخوردار هستند ژه حال توسعه از اهميت وير د



 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ ميثم سرشارو  رضا رنجبر  ۱۴۶

  ۱۳۹۱ تابستان، ۲، شماره ۱۴دوره    مجله طب نظامي

هزار مورد بيماري ناشي از سالمونلا در ايالات متحده ۵۰بيش از 
هاي  شود كه در اثر مصرف آب و غذاي آلوده به سروتايپ گزارش مي

کنگ  و همکاران در هنگ لينگ ينتايج بررس ].۵، ۴، ۳است [ سالمونلا
 ،دربيو  موريوم تيفي، انتريتيديسهاي  نشان داد که سروتايپ

هاي جداشده از  هاي سالمونلا در ميان ايزوله ترين سروتايپ شايع
در  ].۲۶هستند [در اين کشور  ۲۰۰۴الي  ۱۹۹۰هاي  بيماران طي سال

مدبودن آارآمده حاکي از کدست هگرفته، نتايج باکثر مطالعات صورت
هاي  دهي اين روش ميان ايزوله ريبوتايپينگ و قدرت بالاي افتراق

و همکاران با  گووارا، طور مثال . بهاست موريوم تيفيسالمونلا سروتايپ 
 HincII ،SalI هاي محدودالاثر کمک آنزيم هاستفاده از ريبوتايپينگ ب

را به  موريوم تيفيايزوله متعلق به سروتايپ  ۸۴ توانستند PvuIIو 
ريبوتايپ مختلف تفکيک نمايند و نتيجه گرفتند اين تکنيک، قدرت ۱۹

 ها از بندي و حساسيت بالاتري نسبت به ساير روش دهي و تايپ افتراق
و همکاران در فرانسه با استفاده  مان ميله]. ۲۷[ جمله فاژتايپينگ دارد

پلاسميدي و جمله آناليز الگوي  هاي مختلف تايپينگ، از از روش
 موريوم سالمونلا تيفيايزوله  ۵۶ريبوتايپينگ، طي بررسي که روي 

الگوي ريبوتايپ مختلف را  ۹توانستند  ،جداشده از بيماران انجام دادند
و  BglII ،PvuIIدهنده  هاي برش از آنزيم ،شناسايي کنند. اين گروه

SmaI با آمده در بررسي اين گروه دست هاستفاده نمودند. نتايج ب
 ۷تا  ۱هاي  نشان داد که ريبوتايپ SmaIدهنده  استفاده از آنزيم برش

آمده ارتباط نزديکي با يکديگر دارند و همگي متعلق دست ههاي ب ايزوله
نيز با  ۹و  ۸هاي با الگوي  علاوه ريبوتايپ به هستند.به يک ريبوتايپ 

 متفاوت هستد. ۷تا  ۱هاي  يکديگر ارتباط داشته و از ريبوتايپ
، از دو منشا ۸هاي جداشده داراي ريبوتايپ  موريوم تيفي سالمونلا

هايي که  حيواني و مواد غذايي جداسازي شده بودند. همچنين ايزوله
دو از يک  اما هر ،بودند، از دو منشا حيواني مختلف ۹داراي ريبوتايپ 

  ].۲۸[منطقه جغرافيايي جدا شدند 
ايزوله متعلق به  ۱۳در مطالعه حاضر، ريبوتايپينگ توانست مجموع 

دسته تقسيم نمايد. اين الگوها در  ۷را به  موريوم تيفيسروتايپ 
، الگوي غالب در هر 2bبندي شدند. دسته  طبقه 7bتا  1bهاي  دسته

هم  د. لذا اين الگوهاي بسيار شبيه بهبوتحت بررسي  ِدو بيمارستان
هاي موجود در اين گروه از  احتمال زياد سويهارد که بهحکايت از آن د

اي  مطالعه ،و همکاران سار کی يک کلون مشترک منشا گرفته باشند.
 موريوم سالمونلا تيفيايزوله  ۴۱و  سالمونلا انتريتيديسايزوله  ۷۱روي 

آمده در اين بررسي دست هنتايج ب با استفاده از ريبوتايپينگ انجام دادند.
و  سالمونلا انتريتيديسهاي  حاکي از شيوع بالاي سروتايپ

هاي سالمونلا بود. اين گروه نشان دادند  از ساير سروتايپ موريوم تيفي
هاي  دهنده، ايزوله هاي برش و آنزيم rRNAهاي  با استفاده از ژن

اما الگوي  .ندهستداراي الگوي ريبوتايپ واحدي  لا انتريتيديسسالمون
از  موريوم سالمونلا تيفيهاي  آمده ميان ايزولهدست هريبوتايپي ب

آمده نشان دست هگوناگوني ژنتيکي بسياري برخوردار بودند و نتايج ب

متعلق به يک ريبوتايپ نبوده و  موريوم تيفيهاي  داد که منشا ايزوله
  ].۲۵[ نديستآمده مربوط به يک کلون واحد ندست هي بها ايزوله

  

  گيري نتيجه

در  موريوم تيفيسروتايپ  سالمونلا انتريکاهاي در گردش  سويه
، صرفاً متعلق به يک ريبوتايپ هاي مورد بررسي در تهران بيمارستان

تر از گوناگوني  عبارت کلي هخاص نبوده و از گوناگوني ريبوتايپي يا ب
مورد وجود  تر در قضاوت دقيق برایاما  .ندهستژنتيکي برخوردار 

هاي اين سروتايپ،  هاي محدود يا گسترده و ارتباط ميان سويه کلون
  د.شو هاي تايپينگ مولکولي پيشنهاد مي ده از ساير روشاستفا
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