
 

   

شناسایی مولکولی ژن های حدت پلاسمیدی 
spv در سالمونلا انتریتیدیس جداسازی شده از 
نمونه های طیور در ساوه 

bb

چکید ه 
ســالمونلاها از باکتری های مهم خانواده انتروباکتریاسه بوده که از نظر بیوشیمیایی و سرولوژیک بسیار متنوع بوده و اکثراً 
برای انسان و سایر حیوانات بیماری زا می باشند. سالمونلا انتریتیدیس جزء سه سرووار با اهمیت و غالب در اکثر کشورهای 
جهان اســت. پلاسمیدهای حدت spv، پلاسمیدهایی بزرگ و بســته بوده که فقط در سالمونلاهای خاصی دیده می شوند. 
این پلاسمیدها حامل ژن هایی می باشــند که باعث افزایش حدت، مقاومت سرمی، رشد داخل سلولی و چسبندگی شده و 
همچنین موجب افزایش ظرفیت ماندگاری این باکتری در بافت های خارج روده ای در میزبان های عفونی می شوند. هدف این 
مطالعه شناسایی ژن های جایگاه spv از جمله spvB, spvC و spvR سالمونلا انتریتیدیس جدا شده از نمونه های طیور می باشد. 
در این مطالعه مقطعی- توصیفی، تعداد 55 نمونه ســالمونلا انتریتیدیس از نمونه های طیور منطقه ساوه جمع آوری و بعد از 
 PCR باکتری با کیت استخراج و آزمون DNA .کشت بر روی محیط های اختصاصی با تست های بیوشیمیایی تایید گردیدند
جهت شناسایی ژن های پلاسمیدی spv در نمونه ها انجام شد. نتایج نشان داد که از مجموع 55 نمونه سالمونلا انتریتیدیس، 
18 نمونه )7/32 درصد( واجد ژن spvR و 16 نمونه )1/29 درصد( حاوی ژن spvB بوده اند، و ژنspvC  در هیچ یک از نمونه ها 
ردیابی نگردید. شیوع بالای ژن های spvR و spvB با میزان حدت باکتری کاملًا مرتبط بوده و به نقش این ژن ها در بیماری زایی 
دلالت می کند. همچنین تغییرات ژنتیکی در سالمونلا  می تواند در انتقال این عوامل پلاسمیدی بین گونه های مختلف موثر 

باشد.

spvR ،کلمات کلیدی:  سالمونلا انتریتیدیس، ژنهای حدت پلاسمیدی
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Salmonella bacteria belonging to Enterobacteriaceae family, is important in terms of biochemical and serological as-
pects which imposes very diverse and important losses to humans and other animals. Salmonella enteritidis is one of 
the three serovars which is important and dominant in most countries of the world. Spv virulence plasmids are large 
and closed plasmids seen only in certain Salmonella. This virulence plasmid contain genes which give rise to virulence, 
serum resistance, cell growth and adhesion, as well as increasing the survival capacity of the bacteria in the intestinal 
tissues of infected hosts. The aim of this study is to identify genes spv position of spvB, spvC and spvR of Salmonella 
enteritidis isolated from poultry samples. In this cross-sectional study, 55 cases of Salmonella enteritidis from chicken 
samples were collected from the Saveh area and cultured on the specific medium which were confirmed by biochemical 
tests. DNA extraction and PCR test kits was performed to detect spv plasmid genes in the samples. The results showed 
that out of 55 cases of Salmonella enteritidis, 18 samples (32.7%) were spvR gene and 16 samples (29.1%) were spvB 
gene, and the spvC gene was not detected in any of the samples. The high prevalence of bacterial virulence genes of 
spvR and spvB was fully associated with the role of these genes in the pathogenesis. Salmonella can cause genetic 
changes in plasmid transfer between different species.

 Key words: : Salmonella enteritidis, plasmid virulence genes, spv.

مقدمه
نظر  از  که  بوده  انتروباکتریاسه  خانواده  مهم  باکتری های  از  سالمونلاها 
انسان  برای  آنها  اکثر  و  می باشند  متنوع  بسیار  و سرولوژیک  بیوشیمیایی 
بیماریزا هستند. تمام سروتیپ های سالمونلا می تواند در  و سایر حیوانات 
حیوانات بیماریزا بوده و در انسان نیز بیماری هایی نظیرگاستروانتریت، تب 
روده ای )تیفوئید و پاراتیفوئید( و باکتریمی را به وجود آورد. گاستروانتریت 
شایع ترین و متداول ترین عفونت سالمونلایی در انسان می باشد که توسط 
سروتیپ های سالمونلا به ویژه سالمونلا تیفی موریوم و سالمونلا انتریتیدیس 
ایجاد می گردد. سالمونلا انتریتیدیس جزء سه سرووار با اهمیت و غالب در 
اکثر کشورهای جهان است. مخزن اصلی این سرووار گله های طیور، گوشت 
عفونت های  جهت  مهمی  ناقل  و  منبع  که  است  آلوده  نپخته  تخم مرغ  و 
پلاسمیدهایی   ،SPV پلاسمیدهای حدت   .)1( می گردند  محسوب  انسانی 
این  می شوند.  دیده  سالمونلاهای خاصی  در  فقط  که  بوده  بسته  و  بزرگ 
مقاومت  حدت،  افزایش  باعث  که  می باشند  ژنهایی  حامل  پلاسمیدها 
افزایش  سرمی، رشد داخل سلولی و چسبندگی شده و همچنین موجب 

میزبانهای  در  روده ای  خارج  بافتهای  در  باکتری  این  ماندگاری  ظرفیت 
طحال  از  سریع  خیلی  حدت  پلاسمید  فاقد  سویه های  می شوند.  عفونی 
سالمونلا  دابلین،  سالمونلا  مانند  سرووار ها  از  بسیاری   .)2( می شوند  پاک 
تیفی موریوم وسالمونلا انتریتیدیس دارای پلاسمیدهای حدتی هستند که 
سرووار  اختصاصی  پلاسمیدهای  اگرچه  است.  مشترک  جدایه ها  اکثر  در 
یک  ولی  نیستند  یکسان  محتوایی  نظر  از  متعدد  سرووار های  در   (SSP)
منطقه فوق العاده حفاظت شده به نام spv )ژن حدت پلاسمیدی سالمونلا( 
که مسئول حدت می باشد وجود دارد. spvR که پلی پپتیدی با وزن 33 
 spvR .جزء پروتئین های تنظیم گر می باشد lysR کیلودالتون است همانند
یک پروتئین با اثر تنظیمی مثبت می باشد، برای بیان سایر قسمتهای دیگر 
ضروری است و بعنوان یک فعال کنندة رونوشت برداری ژنهای پائین دستی 
spvA,B,C,D در طی مرحلة رکود رشد عمل می کند. پروتئین spvR میزان 
رونوشت برداری اولیه از پروموتورهای spvR را افزایش می دهد )12(. هدف 
 spvR و   spvB, spvC جمله  از   spv جایگاه  ژنهای  شناسایی  مطالعه  این 

سالمونلا انتریتیدیس جدا شده از نمونه های طیور می باشد.
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شناسایی مولکولی ژن های حدت پلاسمیدی...

مواد و روش ها
جمع آوری و کشت نمونه ها: در این مطالعه مقطعی- توصیفی، بر اساس 
P(/-1(n=z2Pمطالعات قبلی و ســطح اطمینان 95% با استفاده از فرمول

d2 و خطــاي قابل قبول 0/05، تعداد 150 نمونه مدفوع از نمونه های طیور 
منطقه ساوه در اردیبهشــت  1393تا آبان ماه  1393جمع آوري شد. این 
نمونه ها جهت کشــت بــر روی محیط های مک کانکــی آگار و کروم آگار 
سالمونلا کشــت داده و در دمای 37 درجه  سانتی گراد به مدت 24 ساعت 

انکوبه گردیدند )15, 4(.
اســتخراج DNA و آزمون PCR: برای اســتخراج DNA از کیت 
 )Cinna Pure DNA KIT-PR881613( باکتریهــای گرم منفی ســیناژن
اســتفاده گردید. مخلوط های استفاده شــده جهت انجام واکنش PCR به 
 2 ,9,0 mM Tris–HCl, pH 75( 10X PCR buffer :این شــرح می باشــد
 ,)CinaGen, Iran( ,2SO4(mM) )NH4 20,mM KCl  50 ,mM MgCl2
به میــزان 2/5 میکرولیتر، )µM (dNTP mix50 بــه میزان 1 میکرولیتر، 
پرایمرهای )pmol 25( تهیه شده از شرکت سیناژن از هرکدام 1 میکرولیتر، 
 DNA 1  به میزان 1 میکرولیتر، نمونهU Ampli Taq polymerase(( آنزیــم
2 میکرولیتــر کــه در نهایت با آب مقطر دیونیزه بــه حجم 25 میکرولیتر 
می رسد. مطابق منابع مورد استفاده برنامه آزمون PCR بدین شرح می باشد: 
مرحله دناتوراســیون اولیه 94 درجه ســانتیگراد به مدت 5 دقیقه، مرحله 
دناتوراسیون 94 درجه ســانتیگراد به مدت 1 دقیقه، مرحله اتصال مطابق 
جدول 1در دماهای ذکر شــده به مدت 1 دقیقه، مرحله بســط 72 درجه 
ســانتیگراد به مدت 1 دقیقه )تعداد 35 ســیکل(، مرحله بسط نهایی 72 
درجه ســانتیگراد به مدت 10 دقیقه می باشد. پرایمرهای مورد استفاده در 
این آزمون در جدول 1 ذکر شــده است )14, 6(. سویه استاندارد سالمونلا 
انتریتیدیس با RTCC 1621  به عنوان کنترل مثبت استفاده گردید. آزمون 
PCR در دســتگاه TECHNE انجام شد و محصول نهایی در دمای 4 درجه 
ســانتیگراد ذخیره شد. ســپس نمونه ها بر روی ژل آگارز 1/5% انتقال داده 
شــده و بعد از رنگ آمیزی در دستگاه ژل داک BIORAD مورد بررسی قرار 
گرفت. داده های آماری با نرم افزار SPSS نســخه )version 19( و با استفاده 

از آزمون های آماری توصیفی مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت.

نتایج
نتایج تشخیص باکتری

بعد از کشــت و تایید حضور باکتری سالمونلا، آزمون های بیوشیمیایی 
IMViC، TSI (Triple Sugar Iron Agar) انجام و  بــا محیط های افتراقــی
باکتری ســالمونلا تایید گردید. جهت تعیین سرووار، سروتایپینگ نمونه ها 
با آنتی ســرم بهارافشان( انجام و گروه سرمی نیز تعیین گردید و نمونه های 
ســالمونلا انتریتیدیس شناسایی شــد و در نهایت تعداد 55 نمونه باکتری 

جداسازی گردید.

PCR نتایج آزمون
نتایــج آزمون ملکولی نشــان داد کــه از مجموع 55 نمونه ســالمونلا 
انتریتیدیس جداســازی شده از نمونه های طیور بیشترین فراوانی مربوط به 
ژن spvR  بوده و ژن spvC در هیچ یک از نمونه ها شناسایی نگردید. توزیع 
فراوانــی هر یک از ژن ها به تفکیک بر حســب تعداد و درصد در نمودار  1 
ذکر شــده اســت. نتایج محصول PCR بر روی ژل آگارز و باندهای تشکیل 

شده به همراه مارکر در شکل 1 مشخص شده است.

بحث و نتیجه گیری
ســالمونلوز از مهم ترین بیماری های عفونی اســت که گسترش جهانی 
دارد و به صورت مشــترک در انســان و حیوان دیده می شــود. دو سرووار 
شــایع این باکتری در حیوانات و انسان شامل سالمونلا انتریتیدیس و تیفی 
موریوم می باشــد )1(. همت زاده و سالمی )1373( فراوان ترین سرووار جدا 
شــده در انسان، طیور و ســایر دامها در اســتان چهارمحال و بختیاری را 
در ایران ســالمونلا انتریتیدیس معرفی نمودند )5(. روش های تشــخیص، 
ســالمونلاها بر اساس مدت زمان صرف شــده برای تشخیص این اجرام به 
دو گروه روشهای متداول و روشهای سریع طبقه بندی می نماید )16(. یکی 
از کاربردهای مفید تحقیق حاضر اســتفاده از محیــط رامباخ و کروم آگار 
بــه جای محیط های کاربــردی دیگر بود که پس از غنی ســازی کردن در 
محیط راپاپورت واســیلیادیس مستقیماً بر روی این دو محیط برده می شد. 
در محیط کروم آگار باکتری 6-5 ســاعت بعد از کشــت شــروع به ایجاد 

 Multiplex-PCR جدول 1- توالی پرایمرهای حدت باکتری سالمونلا انتریتیدیس مورد استفاده در آزمون

نام پرایمرهای حدتتوالی نوکلوتیدی پرایمرها  )5'–3'(ژن هدفدمای اتصالاندازه محصول )bp(منبع

1466942 ˚CspvCCGGAAATACCATCTACAAATAspvC1

spvCCGGAAATACCATCTACAAATAspvC2

6177655 ˚CspvBCGGAAATACCATCTACAAATAspvB.F

spvBCGGAAATACCATCTACAAATASpvB.R

689455 ˚CspvRCGGAAATACCATCTACAAATASpvR.F

spvRCGGAAATACCATCTACAAATASpvR.R
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کلنــی رنگی و بعد از 48 ســاعت نیز از بین می رفت، امــا بر روی محیط 
رامباخ پس از 24 ســاعت کلونی های رنگی ایجاد و به صورت ثابت تا زمان 
نگهداری باکتری باقی می ماند. جالب توجه اینکه دقیقاً نتایج رشــد کلنی 
قرمز رنگ واضــح در محیط رامباخ با نتایج بیوشــیمیایی هم خوانی کامل 
داشته و اســتفاده از این محیط به دلیل ویژگی بالا، سرعت بالا واقتصادی 
بودن را در اپیدیمی های بزرگ با منشــاء غذایی و ســایر موارد روده ای در 

انسان و حیوانات توصیه می نمائیم. 
لوکوس)جایگاه ژنی( spv پلاســمید حدت مشــتمل بر 5 ژن شــامل 

spv (R, A, B, C, D) می باشــد که یک مجموعه ژنومی را ســازمان دهی 
می نمایــد )10(. در مطالعه درخشــنده و همکاران که در ســال 2013 بر 
روی نمونه های سروتیپ های مختلف ســالمونلا جمع آوری شده از مناطق 
مختلف شــیراز انجام شد، مشــخص گردید که در بین 15 نمونه سالمونلا 
انتریتیدیس، میــزان فراوانی ژنهای spvR 60 درصد، spvC 93/3 درصد و 
spvB 46/6 درصد می باشــد )3(. همچنین در تحقیقات خود به این نکته 
نیز اشاره نمودند که تغییرات ژنتیکی در سالمونلا  می تواند در انتقال عوامل 
حدت پلاســمیدی بین گونه های مختلف موثر باشــد. همچنین در نتیجه 

نمودار 1- توزیع فراوانی ژن های حدت باکتری سالمونلا انتریتیدیس مورد مطالعه بر حسب تعداد و درصد 

شکل 1- نتایج M-PCR بر روی ژل آگارز از چپ به راست: مارکر (bp 100)، جدایه کنترل مثبت، کنترل منفی،       
نمونه های 32، 52، 82 و 03 حاوی ژن spvB با طول باند (bp 1776) و نمونه های 42، 52، 82و 13  واجد ژن 

 )bp 894( با طول باند spvR
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تحقیقی در ایران میزان شــیوع ژنهای spv بالای 40% گزارش شــده است 
)3(. در مقایســه با نتایج تحقیق حاضر میزان شــیوع ایــن ژن در منطقه 
ســاوه کمتر از مطالعات ذکر شده می باشد. نیکبخت و همکاران )1382( به 
بررسی حضور ژن spvR در جدایه های سرووارهای مختلف سالمونلا انتریکا 
با حضور آغازگر PG48-PG44 مربوط به spvR در 138 جدایه ســالمونلا از 
9 سرووار مختلف پرداختند. جدایه های سرووارهای سالمونلا بویس، تیفی، 
ســفتنبرگ و نیوپورت فاقد ژن spvR یا ژن تنظیم کنندة حدّت پلاسمیدی 
بودند. در مقابل ســرووارهای انتریتیدیس، تیفی موریوم، دابلین، براندبورگ 
این ژن شناسایی شد )11(. در تحقیق حاضر نیز با توجه به شیوع بالای ژن 
spvR می توان گفت که نمونه های ســالمونلا انتریتیدیس جمع آوری  شده 
در منطقه ســاوه دارای قدرت تهاجمی بالایی بوده که با توجه به شیوع این 
ژن و میزان جداســازی در نمونه ها کاملًا منطقی به نظر می رســد. ژن های 
spvA و spvC دارای تغییرات ژنومی بالاتری به واسطة انتقال جانبی نسبت 
به  ژن spvB می باشــند )2(. در نتیجه تحقیق ما نیز عدم جداســازی ژن 
spvC می تواند موید همین مطلب باشــد که تغییر ژنومی این ژن در میزان 
جداسازی و شناسایی آن تاثیر مســتقیم دارد. کوریتا و همکاران )2003( 
عنوان نمودند که باکتری سالمونلا جهت ایجاد عفونت عمومی در مدل های 
موشــی و آزمایشگاهی نیاز به پلاســمید حدت spv دارد. با حذف ژن های 
اوپــرون spv، حدت نیز به شــدت کاهش می یابد. پلاســمید حدت باعث 
عدم اتصال لیزوزوم به  فاگوزرم در ســلولهای دفاعی، شده و از طرفی باعث 
مرگ برنامه ریزی شــده ســلولهای دفاعی، نیز می گردد. با ایجاد جهش در 
این ناحیه، تأثیرات حدت به شــدت کاهش یافت )8(. ماتسوئی و همکاران 
)2001( عنــوان نمودند که هر گونه جهــش در ژن های  اوپران spv باعث 
کاهش حدت در آزمایش مــدل حیوانی آن می گردد. spvB و spvA نقش 
تعیین کننــده ای در این اوپرون بازی می نمایند و عامل حدت را بیشــتر به 
spvB و spvR نسبت داده اند )9(. جنیکوا و همکاران )2000( با جداسازی 
ســالمونلا در نمونه های غذایی با روش ترکیبــی ایمنومگنتینگ و آزمایش 
PCR با دو جفت پرایمر invA و spvC به منظور افزوده ســازی قطعه ژنوم 
کروموزومی invA و پلاســمیدی spvC اســتفاده نمودند. مشخص شد که 
ترکیــب این دو روش جهت جداســازی ســالمونلا از نمونه های غذایی که 
فاقد چربی و یا بار زیاد میکروبی هســتند کارآیی بالاتری دارد )7(. ساروج 
 invA و همکاران )2007( در هندوستان به بررسی وجود ژنهای کروموزوم
و پلاســمیدی spvC با روش M-PCR پرداختند. از 28 جدایة ســالمونلا 
تیفــی موریوم همگی واجد ژن invA بوده و فقط تعداد محدودی واجد ژن 
 invA بودند. در مدل موشــی حضور ژن invAبــه صورت توأم با ژن spvC
جهــت تهاجم باکتری به ســلول ها و ژن spvC جهت عمومی شــدن روند 
بیماری ضروری می باشــد )13(. در تحقیق حاضر نیز در مقایســه با نتایج 
ســایر محققین بیشــترین میزان فراوانی از ژن های spvR و spvB گزارش 
شده که شیوع بالاتر این دو ژن با میزان حدت باکتری کاملًا مرتبط بوده و 
به نقش این ژن ها در بیماری زایی دلالت می کند. همچنین تغییرات ژنتیکی 
در سالمونلا می تواند در انتقال این عوامل پلاسمیدی بین گونه های مختلف 

موثر باشد. 

تشکر و قدردانی
از پرسنل آزمایشگاه پژوهشی میکروبیولوژی پاسارگاد مهندس ابوالفضل 

مقــدم، مهندس رامین خاکی جوان و آقای دکتــر علیرضا مختاری که در 
انجام مراحل عملی این تحقیق همکاری نمودند تشکر و قدردانی می گردد.
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