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  چکیده
مشترک انسان و حیوانات یکی از مهمترین بیماری های عفونی سالمونلوز  زمینه و هدف:

که باعث گاستروانتریت  یکی از رایجترین سروتایپ هایی استسالمونلا انتریتیدیس است. 
-مطالعات اپیدمیولوژیک و تایپینگ مولکولی سویه های سالمونلا می در انسان می شود.

را بهبود بخشد. هدف  یتواند استراتژی های پیشگیری بیماری های عفونی و اقدامات کنترل
یس جدا مطالعه حاضر، ارزیابی تنوع ژنتیکی سویه های سالمونلا انتریکا سرووار انتریتیداز 

 بود. ERIC-PCRشده از نمونه های انسانی به روش 
در این مطالعه مقطعی سویه های سالمونلا از بیماران مراجعه کننده به مراکز  روش بررسی:

درمانی شهر کرمان جداسازی شد. شناسایی سویه های انتریتیدیس با استفاده از روش های 
یپینگ انجام شد.تایپینگ مولکولی سویه ها استاندارد میکروبیولوژی و بیوشیمیایی و سروتا

 مورد ارزیابی قرار گرفت. ERIC-PCRبا روش 
آنالیزهای  .تائید شدسویه به عنوان سالمونلا انتریکا سرووار انتریتیدیس  84 ها:یافته

ERIC-PCR 31ها را در سویه (خوشه دسته بندی کردE1-E13 .)34 ( 5. 13سویه 
 قرار گرفتند. E13و  E9ه در کلاسترهای درصد،( با داشتن الگوی مشاب

نتایج نشان داد که سویه های سالمونلا انتریتیدیس از نظر ژنتیکی ناهمگون  گیری:نتیجه
نتایج مشخص کرد که نسبت داد.  ERICهای مختلف بوده و می توان آنها را به خوشه

ERIC-PCR   روشی مناسب برای تماییز ژنوتیپی سویه های جدا سازی شده
S.enteritidis .است 
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  مقدمه

 جزء و یمنف گرم یها یباکتر سالمونلا، یها گونه

 از منتقله و تیگاستروانتر کننده جادیا یزا یماریب عوامل

 یماریب نیمهمتر از یکی سالمونلوز. هستند ییغذا مواد راه

 سالمونلا یاست که توسط گونه ها یروده ا یاییباکتر یها

را  وانیها انسان و ح ونیلیشده و در سرتاسر جهان م جادیا

به دو دسته  سالمونلا یها پی. سروت(1-3)کند یم ریدرگ

ی م میتقس یدیفوئیت ریغ سالمونلاو  یدیفوئیت سالمونلا

 جادیباعث ا یدیفوئیت ریکه معمولا نوع غ شوند

سالم  یها زبانیخود محدود شونده در م یها تیگاستروانتر

 ای دیفوئیت یحاد، تب روده ا تیشوند. گاسترانتر یم

 جادیاز جمله موارد ا ک،یستمیس یو عفونت ها دیفوئیپارات

 و ومیموریفیت سالمونلا یها پیشده توسط سروتا

 یدر کشورها کیولوژیدمیهستند. مطالعات اپ سیدیتیانتر

در  سیدیتیانتر سالمونلاعفونت  شیمختلف نشان دهنده افزا

از  WHOاست. بر طبق گزارش سازمان  ریاخ یسال ها

عامل  نیعتریشا سیدیتیانتر سالمونلا 3990سال 

 شیکه پ یدر حال ،(8)شود یدر نظر گرفته م تیگاستروانتر

 یبه عنوان عامل اصل ومیموریفیت سالمونلااز آن 

 . (5)شد یشناخته م تیگاستروانتر

موثر و کنترل  کیولوژیدمیمنظور نظارت اپ به

و  یکیژنت یدر مورد گوناگون یقی، اطلاعات دقسالمونلا

 از قبل. است ازین مورد سالمونلامختلف  یها هیسو نگیپیتا

 قیتحق یبرا دانشمندان ،یمولکول یولوژیب یها روش ابداع

 نحوه زین و عفونت منابع افتنی ،یماریب گسترش مورد در

 مطالعات و بودند مواجه یادیز مشکلات با عفونت، انتشار

 ریغ یسالمونلاها یها عفونت مورد در کیولوژیدمیاپ هیاول

 نگ،یپیسروتا جمله از کیپیفنوت یها روش توسط یدیفوئیت

 یآنت مقاومت یالگوها یبررس نگ،یپیتا نیسیکول نگ،یپیوتایب

 علت به. شد یم انجام یدیپلاسم لیپروفا نییتع و یکیوتیب

 کننده خسته و نهیهز پر بر، زمان کیپیفنوت یها روش نکهیا

 و بوده محدود ارزش یدارا کیولوژیدمیاپ نظر از است،

 یکینزد اریبس ارتباط که ییها هیسو نیب یده افتراق قدرت

بر  یمبتن یمولکول ی. روش ها(4-6)ندارد را دارند باهم

DNA یها، وابستگ کروبیم یو طبقه بند ییشناسا یبرا 

داشته و در  یو موثر در رشد باکتر رییبه عوامل متغ یکمتر

 هیجدا نیب یلوژنیمدت زمان کوتاه تر و با انعکاس روابط ف

خاص قرار  یتواند آنها را در گروه هایمختلف، م یها

 Repetitive نندما ییدهد. در حال حاضر از روش ها

Element Palindromin (REP-PCR) (9,10)، 

pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) 

(9,11)، Ribotyping(12,13)، Random 

Amplified Polymorphic DNA (RAPD)   و

RFLP (14,15) به کار  سالمونلا یها هیسو قیتفر یبرا

 DNAدر بین روش های مختلفی که بر پایه . شودگرفته می

جهت ژنوتایپینگ سویه ها وجود دارد بسیاری از آنها زمان 

بر بوده، از نظر اقتصادی مقرون به صرفه نبوده و دارای 

 PFGE. به عنوان مثال قدرت افتراق دهی مناسبی نیستند

دارای قدرت تفکیک و تمایز بالایی بوده و همچنین اگرچه 

روز زمان  8تا 1بسیار تکرار پذیر می باشد، با این حال به 

درحالی که از ویژگی  یناز داشته و نسبتا هزینه بر می باشد.

می توان در دسترس بودن،  ERIC-PCRهای مهم روش 

سرعت بالا، راحتی استفاده و قابل انجام بودن در هر 

 یروشنیز  REP-PCRبر اساس  نگیپیتا .آزمایشگاه است

 یکنندگ کیتفک قدرت و بوده عیسر و ریپذ تکرار معتبر،

 و 36)است برخوردار ها یباکتر یها هیجدا انیم در ییبالا

33) . 

تکرار شونده پراکنده در ژنوم  یها یسه گروه از توال

 ییتنوع و شناسا یدر بررس یعیها، که به شکل وس یباکتر

ها کاربرد داشته و استفاده از آنها رو به  گونه ریگونه ها و ز

 ERICو  ها REP، BOX یها یاست شامل توال یفزون

 یبه دست آمده توسط روش ها یژنوم یباشد. الگو یم

BOX-PCR، REP-PCR  وERIC-PCR هیجدا یبرا 
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حاصل از  نگیپیعمل کرده و تا یارها، اختصاصوها و پاتو

rep-PCR یبند گروهبه منظور  یمناسب یصیابزار تشخ، 

. (34)است بوده پاتوارها یتکامل ریس یبررس و ییشناسا

 یها یتوال شامل اسهیانتروباکتر خانواده یها یباکتر ژنوم

ها و تفاوت  یتوال نی( است. اERIC) یژن داخل یتکرار

 یبرا یمولکول کیولوژیابزار ب کیدر تکرار آنها به عنوان 

از جمله سالمونلا  اسهیخانواده انتروباکتر یکیژنت یبررس

و سپس در  E.coliها در ابتدا در  یتوال نیکاربرد داد. ا

در  ERIC یها ی. توال(39)گزارش شدند کایانتر سالمونلا

 هیناح کیهستند که واجد  127bp-124 یها یواقع توال

حفاظت شده بوده که به شکل  یمعکوس تکرار شوند مرکز

موجود بوده و  یروده ا یها یدر ژنوم باکتر یخارج ژن

 نیمکمل ا ERIC-PCRمورد استفاده در  یها مریپرا

 یگرم منف یها یباکتر نگیپیژنوتا یها هستند و برا یتوال

روش  نیرود. ا یبکار م سالمونلا یمانند گونه ها یروده ا

 هیسو یمولکول نگیپیروش ارزشمند و کارا جهت تا کی

 شده است یابیارز سالمونلامربوط به جنس  یها

(9،20،23). 

 یبرا یعموم دیدهت کیسالمونلوز  که ییآنجا از

 یکیژنت راتییرفتارها و تغ یباشد بررس یسلامت جامعه م

رو با  نی. از ارسدیبه نظر م یدر جامعه ضرور یباکتر نیا

مطالعه  نیا ،سیدیتیسالمونلا انتر پیسروتا وعیتوجه به ش

شده  یجداساز یها هیسو یپیتنوع ژنوتا یبه منظور بررس

شهر  یمراجعه کننده به مراکز درمان مارانیاز ب پیسروتا نیا

 صورت گرفت. ERIC-PCRکرمان با استفاده از روش 

 

 یبررس روش
بر اساس طرح تحقیقاتی به : ییایباکتر یها زولهیا

 3191از بهمن ماه سال  مقطعیمطالعه  کی در، 1318شماره 

مبتلا به اسهال  مارانینمونه از ب 563، 3198تا مردادماه سال 

 مارستانیو ب یو استفراغ حاد مراجعه کننده به مراکز درمان

 ییشناسا یمختلف کرمان گرفته شد. نمونه ها برا یها

و  یاستاندارد سرولوژ یبا روش ها سالمونلاجنس 

)مرک آلمان(  سیادیلیراپاپورت واس طیدر مح یولوژیباکتر

 منتقل شدند. یولوژیکروبیم شگاهیبه آزما خیدر مجاورت 

 افتراقی هایمحیط روی ها نمونه یافتراق و هیاول کشت

انجام آگار  تیسولف سموتیب و ( آگارSS) گلایش-سالمونلا

درجه  13 یساعت در دما 28به مدت  هاشد و سپس پلیت

 طیو مح ییایمیوشیب یگراد انکوبه شدند. با تست ها یسانت

آگار،  رونیآ نیزیل ،TSI، MR-VPمانند  یافتراق یها

به  مشکوک یها یو اوره )مرک آلمان(، کلن تراتیس مونیس

 یهاآزمون سپس استفاده از، بررسی شدند. سالمونلا

تعیین هویت سویه  Hو  O یسرم ها یبا آنت نگیپیسروتا

به عنوان واکنش  ونیناسی. واکنش آگلوت(22)تکمیل گردید

 .مثبت ثبت شد

روش  ازDNA منظور استخراج  به: DNA استخراج
Cetyltrimethyl ammonium bromide (CTAB) 

به رسوب TE بافر ، DNAبرای تخلیص . (21)شداستفاده 

میکرولیتر آنزیم  1 مقدارباکتری اضافه و همگن شد. 

 10لیتر و گرم در میلیمیلی 20غلظت با  Kپروتئیناز 

ه و ب اضافه  به میکروتیوب درصدSDS 30 میکرولیتر از

گراد قرار داده درجه سانتی 13دمای مدت یک ساعت در 

میکرولیتر محلول کلرید  300 گذاری،گرمخانهشد. پس از  

اضافه و  CTAB/NaClمیکرولیتر از  60مولار و  5سدیم 

گراد قرار داده درجه سانتی 65دقیقه در دمای  35به مدت 

ایزوآمیل -شد. در ادامه با استفاده از مخلوط کلروفرم

پروتئین ها حذف و با استفاده از  (3:28)به نسبت الکل

 رسوب داده شد. DNAایزوپروپانول سرد، رسوب دادن 

درصد انجام گرفت و پس از حذف  30اتانول شستشو با 

 2و  TEمیکرولیتر بافر  10شده در  الکل، رسوب خشک

-گرم در میلیمیلی 30با غلظت RNaseAمیکرولیتر آنزیم 

لیص شده از روش تخ DNAلیتر حل گردید. برای ارزیابی 

پس از اطمینان از  الکتروفورز روی ژل آگارز استفاده شد.
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-درجه سانتی 8ها در دمای ، نمونهDNAخلوص مناسب 

 گراد نگهداری شدند.

 از شده، استخراج یها نمونه غلطت یریگ اندازه یبرا

 نانومتراستفاده 240و 260 موج طول و نانودراپ دستگاه

 .دیگرد

 مرور و آمده عمل به یها یبررس طبق: PCR واکنش

 مریپرا جفت ن،یمحقق ریسا توسط یقبل شده انجام مطالعات

 انتخاب سیدیتیانتر سالمونلا ییشناسا یبرا یاختصاص یها

 یمرهایاز عملکرد پرا نانیاطم جهت (.3)جدول  دیگرد

 یبرخ Oligo 5مورد استفاده، با استفاده از نرم افزار 

 ،احتمالTm یدما ،GC زانیمانند م مرهایپرا یهایژگیو

 توسط مرهایپرا. شد یبررس یشدگ جفت و لوپ لیتشک

 .دیگرد سنتز کلون نایس شرکت

از  PCRاز صحت عملکرد  نانیمنظور اطم به

بعنوان کنترل مثبت  ATCC 13076 سیدیتیسالمونلا انتر

 Acinetobacter baumanii ATCC 19606و از 

روش  یساز نهیمنظور به بهاستفاده شد. یبعنوان کنترل منف

PCR، مختلف  یو غلظت ها ریمقادMgCl2، dNTPs 

مرحله  یمختلف برا یدماها نیو همچن یژنوم DNAو 

واکنش  تیقرار گرفتند. در نها یمورد بررس مرهایاتصال پرا

PCR شامل بافر تریکرولیم 25 ییدر حجم نهاPCR 

(10X )2 تر،یکرولیم dNTPs0.2 ها  مریمول، پرا یلیم

 مراز،یپلTaq میواحد آنز 3و  رکرومولایم 0.5هرکدام 

MgCl2 2 مول ،  یلیمDNA  نانوگرم و آب  350الگو

 .دیگرد یراه انداز تریکرولیم30.5 لیمقطر استر

شامل مرحله واسرشت در  کلیس 15با  PCR واکنش

مرحله اتصال  ه،یثان80و  گرادیدرجه سانت 95درجه حرارت 

و مدت زمان  گرادیدرجه سانت 56ر درجه حرارت د مریپرا

 گرادیدرجه سانت 32در درجه حرارت  ریمرحله تکث ه،یثان 85

 ریمرحله تکث زیانجام شد. در انتها ن قهیدق 3و مدت زمان 

انجام  گرادیدرجه سانت 32 یدر دما قهیدق 30به مدت  یینها

در بافر  بر روی ژل آگارز لود و PCR تمحصولا .شد

TBE،  الکتروفورز دقیقه  85و به مدت  300تحت ولتاز

 0.5اتیدیوم بروماتید با غلظت با محلول از  گردید.

تر برای رنگ آمیزی ژل استفاده شد. میکروگرم در میلی لی

 انجام گرفت. مشاهده و تصویر برداری با دستگاه ژل داک

 :ERIC-PCR واکنش

با  سیدیتیسالمونلا انترشده  ییشناسا یها هیسو

 یشدند. توال نگیپیتا ERIC-PCR شیاستفاده از آزما

 3طبق جدول  شیآزما نیا یاستفاده شده برا یمرهایپرا

 هیته تریکرولیم 25در حجم  ERIC-PCR شیبودند. آزما

از هرکدام از  پیکومول(30) تریکرولیم 3شدند که شامل 

 Amplicon 2X، 8 کسیمسترم تریکرولیم 30،ها مریپرا

 یالگو DNA تریکرولیم 8و  زهیونیآب د تریکرولیم

 نانوگرم( بود.  350استخراج شده )

سیکل انجام شد. در ابتدای  15طی   PCRواکنش

 DNAشروع واکنش به منظور واسرشت کردن رشته های 

دقیقه اعمال  1درجه سانتی گراد به مدت  95الگو، دمای 

چرخه شامل  15هدف طی  DNAشد و سپس توالی های 

 80درجه سانتی گراد و به مدت  95واسرشته سازی در 

 85درجه سانتی گراد به مدت  56ثانیه،اتصال پرایمرها در 

دقیقه  3درجه سانتی گراد به مدت  32ثانیه و گسترش در 

 30به مدت  یینها ریمرحله تکث زیدر انتها ن تکثیر شدند.

نتیجه حاصل  .انجام شد گرادیدرجه سانت 32 یدر دما قهیدق

 روی ژل آگارز الکتروفورز گردید. PCRاز واکنش 

توسط  ERIC-PCR شیآزما جینتا لیو تحل هیتجز

 :NTSYSنرم افزار 

توسط نرم افزار  ERIC-PCR یالگوها سهیمقا

NTSYS صورت که وجود باند با عدد  نیانجام گرفت بد

 یکد گذار کسیماتر کیدر  0و عدم وجود باند با عدد  3

و  هیتجز NTSYSشده با نرم افزار  جادیا کسیشدند. ماتر

با استفاده  یکیشد و دندوگرام نشان دهنده تنوع ژنت لیتحل

 UPGMA تمیتشابه جاکارد و استفاده از الگور بیاز ضر

 .دیرسم گرد
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توسط معادله  زین  ERIC-PCRروش یزیتما قدرت

Simpon's Index Diversity انجام  ریبر طبق فرمول ز

    گرفت:
 

      
∑   (    )

 

   
 

مورد مطالعه جهت روش  یها هیتعداد کل سو N که

ERIC-PCR، S محاسبه شده،  یکیژنت یها پیتعداد تnj 

 است. j پیمتعلق به ت یها هیتعداد سو

 

 هاافتهی

 :ها هیسو ییشناسا جینتا

 مدفوع نمونه 563 پژوهش نیا در: ها هیسو ییشناسا

جداسازی گردید. از  تیگاستروانتر به مبتلا مارانیب خون و

 هیسو نظر خصوصیات مورفولوژی و تست های بیوشیمایی

به عنوان سالمونلا تعیین هویت شدند. نتایج سروتایپینگ بر 

سویه  جدا شده از  84روی نمونه های مثبت نشان داد که 

 سیدیتیانتر سالمونلا  نمونه مدفوع 14نمونه خون و  30
در  Sdf Iجفت بازی مربوط به ژن  108تکثیر قطعه بود. 

بود.  سالمونلا انترتیدیسسویه، نیز تائید کننده جداسازی  84

 قرار یبررس  مورد یمولکول نگیپیتا یبرا نمونه های مثبت

 .گرفتند

 : ERIC-PCR جینتا

 23سال که  55-35میانگین سنی افراد تحت مطالعه 

مرد و مابقی زن بودند. به طور کلی با آنالیز  (56)% مورد

شکل ها و دندوگرام حاصل از آنها، تمامی سویه ها در 

کلاستر مجزا قابل تمایز بودند.  31درصدبه  30سطح تشابه 

 E12و  E3 ،E5 ،E6تاE1به طوری که در گروه های 

، دو ایزوله در E4هرکدام یک ایزوله، دو ایزوله در گروه 

، E10، دو ایزوله در گروه E9زوله در گروه ، نه ایE7گروه

قرار  E13، نه ایزوله در گروه E11شش ایزوله در گروه 

تعداد باندهای موجود در هر نمونه بین  (.2گرفتند )جدول 

عدد بود که اندازه این باندها در گروه های  35تا  6

E4,E8,E9,E11  وE13  بینbp200 تاbp1500  در ،

، در گروه bp1000تا  bp200بین  E3و  E1گروه های 

E2  بینbp150   تاbp3500 در گروه ،E6  بینbp500  تا

bp1500 در گروه ،E7  بینbp200  تاbp2000 در گروه ،

E10  بینbp800  تاbp2000  و در گروهE12  بین

bp200  تاbp3500.سالمونلا دندوگرام سروتایپ های  بود
 3 در شکل ERIC-PCRو نتایج حاصل از  انتریتیدیس

 آمده است.

و تعداد تیپ  2با توجه به اطلاعات مندرج در جدول 

-ERICهای ژنتیکی بدست آمده، قدرت تمایزی روش 

PCR ،41/0 .محاسبه شد 
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که نمونه ها  درصد Cut off 50و  UPGMAبا ضريب تشابه جاکارد و روش  ERIC-PCRدندوگرام حاصل از آزمايش  :1شکل 

 درصد انجام شده است. 2بر روی ژل آگارز  PCRالکتروفروز نمونه های  .تقسیم شده اند گروه 13به 

 

 
 مشخصات پرايمر های استفاده شده :1جدول 

 

 

 

 

 

 

 اتصال یدما منبع

 (گرادیسانت)

 طول

 (bp)قطعه

 مریپرا یتوال

F،فرادست=Rفرودست= 

 یتوال

 هدف

 هدف

(53،53) 33 503 F:TGTGTTTTATCTGATGCAAGA

GG 

R:TGAACTACGTTCGTTCTTCTG

G 

Sdf I سالمونلا ییشناسا 

 سیدیتیانتر

F:ATGTAAGCTCCTGGGGATTCA رییمتغ 30 (53)

C 

R:AAGTAAGTGACTGGGGTGAG

CG 

ERIC 

region 

ERIC-PCR 
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: 3ارجمند، ب : بیمارستان 2: بیمارستان افضلي پور، ب1)ب مشخصات ايزوله های سالمونلا انتريکا سرووار انترتیديس  :2جدول 

 بیمارستان باهنر(

 کلاستر نوع نمونه شماره سویه و بیمارستان کلاستر نوع نمونه شماره سویه و بیمارستان کلاستر نوع نمونه شماره سویه و بیمارستان

 E7 مدفوع (2)بE9 55 مدفوع (1)بE13 13 مدفوع (1)ب  1

 E7 مدفوع (2)بE9 53 مدفوع (1)بE11 11 مدفوع (1)ب  2

 E1 مدفوع (5)بE9 53 مدفوع (1)بE13 11 مدفوع (1)ب  5

 E5 مدفوع (5)بE9 53 مدفوع (1)بE13 20 مدفوع (1)ب  3

 E8 خون (5)بE9 53 مدفوع (1)بE13 21 مدفوع (1)ب  3

 E8 مدفوع (5)بE9 51 مدفوع (1)بE13 22 مدفوع (1)ب  3

 E8 مدفوع (5)بE9 51 مدفوع (2)بE11 25 خون (1)ب  3

 E8 مدفوع (5)بE9 30 خون (2)بE11 23 مدفوع (1)ب  1

 E8 خون (5)بE10 31 خون (2)بE11 23 مدفوع (1)ب  1

 E8 مدفوع (5)بE13 32 مدفوع (2)بE13 23 مدفوع (1)ب  10

 E8 مدفوع (5)بE10 35 مدفوع (2)بE13 23 خون (1)ب  11

 E12 مدفوع (5)بE13 33 مدفوع (2)بE4 21 مدفوع (1)ب  12

 E8 خون (5)بE4 33 مدفوع (2)بE9 21 مدفوع (1)ب  15

 E8 مدفوع (5)بE12 33 مدفوع (2)بE9 50 مدفوع (1)ب  13

 E6 مدفوع (5)بE12 33 مدفوع (2)بE9 51 مدفوع (1)ب  13

 E2 خون (5)بE3 31 خون (2)بE9 52 خون (1)ب  13

 

 

 بحث و نتیجه گیری

می  ERIC-PCRان داد که شهای این پژوهش نیافته

را به خوبی تمیز  سالمونلا انتریتیدیستواند ایزوله های 

دهد، چرا که تمامی ایزوله ها با این روش قابل تایپ بندی 

الگوی ژنتیکی  31بودند بطوریکه این روش سویه ها را به 

متفاوت تقسیم بندی نمود. در این مطالعه مشاهده شد که 

، در ERIC-PCRبرخی از سویه های با الگوی یکسان 

مراکز درمانی مختلف یافت شدند که نشان دهنده انتقال 

 گسترده باکتری در بین این بیمارستان ها است.

در پژوهش های قبلی در  ERIC-PCRروش 

سراسر دنیا از جمله ایران برای تایپنگ مولکولی ایزوله های 

که در کره  مورد استفاده قرار گرفته است، بطوری سالمونلا

سویه  53و همکاران تایپینگ مولکولی  Limجنوبی 

 50انجام دادند و  ERIC-PCRرا با روش سالمونلا 

بدست آوردند و نشان دادند که این  ERIC-PCRالگوی 

 روش برای مطالعات اپیدمیولوژیکی سویه ها مفید است

در  Limتعداد باندهای مشاهده شده توسط . (24)

بود که تا حدود زیادی با  33تا  5کلاسترهای مختلف بین  

به دست آمده در تحقیق حاضر  32تا  6تعداد باندهای 

در مطالعات دیگری در کشور هند که توسط همخوانی دارد. 

Sexana  ،ایزوله از  28و همکارانش صورت گرفت

مورد  ERIC-PCRرا با روش  سالمونلاسرووار های 

تیپ ژنتیکی بدست آمد و نتایج این  23ند و تمایز قرار داد
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پژوهشگران نشان داد که این روش قادر است واریانت های 

را از هم تمایز  ومیموریفیت سالمونلاژنتیکی مختلفی در 

، 2003و همکارانش در سال  Oliviera. همچنین (29)دهد

-ERICرا با روش  سیدیانترت سالمونلاسویه از  302تعداد 

PCR العه قرار دادند و نتایج این مطالعه نشان داد مورد مط

 1سویه ها دارای  ERIC-PCRکه با استفاده از روش 

. در ایران نیز مطالعاتی بر روی (10)الگوی ژنتیکی هستند

انجام شده است بطوریکه  سالمونلا انتریتیدیستایپینگ 

را  سیدیتیانتر سالمونلاسویه  53رنجبر و همکاران تعداد 

الگوی  9مورد مطالعه قرار دادند و  ERIC-PCRتوسط 

ERIC-PCR  بدست آورند. نتایج این محققین نشان داد

سالمونلا تواند ایزوله های می ERIC-PCRکه روش 
را به خوبی تمایز دهد زیرا تمامی ایزوله ها با این  انتریکا

 .(13)روش قابل تایپ بندی بودند

همچنین در مطالعات قبلی ارزیابی قدرت تمایزی 

نیز مورد محاسبه قرار گرفتند. در  ERIC-PCRروش 

 ERIC-PCR ،41/0ه حاضر قدرت تایپینگ روش العمط

و همکارانش در  Gopalمحاسبه شد، بطوریکه در مطالعه 

را مورد  سالمونلاسویه  331در هند، تعداد  2030سال 

و  49تعداد، به صورت تصادفی  مطالعه قرار دادند و از این

 RAPDو  ERIC-PCRسویه را به ترتیب با روش  11

مورد ژنوتایپینگ مولکولی قرار دادند و قدرت تمایزی این 

، (12)محاسبه کردند 49/0و  30/0روش ها را به ترتیب 

 سالمونلاایزوله  53همچنین در ایران رنجبر و همکاران 

رد ژنوتایپینگ قرار مو ERIC-PCRرا با روش  سیدیتیانتر

 33/0را  ERIC-PCRدادند و قدرت تمایزی روش 

که این اعداد نزدیک به عدد محاسبه شده (13)محاسبه کردند

 3در مطالعه ما می باشد و هر چقدر این عدد به عدد 

نزدیک تر باشد، نشان دهنده میزان بالای قدرت تمایزی 

و   Soriaروش تایپینگ می باشد. همچنین در مطالعه 

را با روش سالمونلا سویه از  81همکاران  در اسپانیا تعداد 

Ribotyping   مورد ژنوتایپینگ مولکولی قرار دادند و

گزارش نمودند.  55/0تا  88/0قدرت تمایزی این روش را 

در مقایسه با تحقیق حاضر که قدرت تمایزی بین جدایه ها 

 درصد تعیین شد، توانایی روش مورد استفاده توسط 41

Soria  و همکاران کمتر بوده و احتملا سبب می شود که

جدایه های متفاوت ژنتیکی در یک کلاستر قرار گیرند. 

بنابراین با توجه به هزینه، وقت و قابلیت در دسترس بودن 

روش، تکرارپذیری و مقایسه قدرت تمایزی، روش 

ERIC-PCR  روش مناسبی جهت ژنوتایپینگ مولکولی

 .(11)می باشد سالمونلاسویه های 

در مطالعه انجام شده توسط پور حسن سنگری و 

برای تمایز سویه های  ERIC-PCRهمکاران از روش 

اینترتیدیس در نمونه های انسانی و دامی استفاده گردید که 

باند در کلاسترهای مختلف دیده شد  32تا  2بر این اساس 

دها که در مقایسه با تحقیق حاضر تنوع کمتری در تکثیر بان

 (. 18دیده می شود)

 نیب یکیژنت یو همکاران گوناگون یصانعدر مطالعه 

جدا شده دیده نشد و این  سیدیتیانتر سالمونلا یها هیسو

با استفاده از روش در حالی است که در تحقیق حاضر 

ERIC-PCR دارای  سیدیتیانتر سالمونلاهای سویه

الگوهای متفاوتی بودند که نشان دهنده تنوع ژنتیکی سویه 

احتمالا  .در شهر کرمان می باشد سیدیتیانتر سالمونلاهای 

این سویه ها منشاء متفاوتی داشته که در حال چرخش بین 

حیوانات و انسان است. بنابراین پیدایش سویه های جدید و 

لکولار های کم شیوع در مطالعات موشناسایی کلون

های روش های کنترل اپیدمیولوژی به لحاظ پیش بینی

بهداشتی به منظور محدود کردن آن ها از دیگر رویکردهای 

روش مناسبی  ERIC-PCRمفید این مطالعه است. روش 

و تعیین کانون  سالمونلاجهت تایپینگ مولکولی سویه های 

توان از آن جهت باشد که میهای سیوع عفونت می

پیدمیولوژیک و تعیین راهبردهای کنترل عفونت مطالعات ا

استفاده نمود. لذا لازم است بررسی های مستمر، برنامه های 

نظارتی و غربالگری انجام شود و گونه سالمونلای غالب یا 
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ژنوتایپ غالب آن در جامعه مشخص گردد. با توجه به 

محدود بودن تعداد نمونه ها و یکسان بودن منبع جداسازی 

زم است بررسی روی سویه های بیشتری با منابع آنها لا

شود مطالعات غذایی و انسانی نیز صورت پذیرد. پیشنهاد می

بیشتری از این دست در استان های دیگر کشور انجام شود 

تا تصویر جامع تری از مولکولار اپیدمیولوژی و ارتباط 

 کلون های سالمونلا انتریتیدیس در کشور بدست آید. 

 قدردانی
حوزه معاونت پژوهشی حمایت های بدین وسیله از 

دانشگاه امام حسین )ع( و همچنین گروه پژوهشی میکروب 

 می گرددقدر دانی شناسی پاسارگاد 

 

 منابع
1-Kirk MD, Pires SM, Black RE, Caipo M, Crump JA, Devleesschauwer B, et al. World Health Organization 

estimates of the global and regional disease burden of 22 foodborne bacterial, protozoal, and viral diseases, 2010: 

a data synthesis. PLoS Med. 2015 Dec 3;12(12):e1001921. 

2-Yang X, Wu Q, Zhang J, Huang J, Guo W, Cai S. Prevalence and Characterization of Monophasic Salmonella 

Serovar 1,4,[5],12:i:- of Food Origin in China. Rishi P, editor. PLoS One. 2015 Sep 11;10(9):e0137967. 

3-Fardsanei F, Nikkhahi F, Bakhshi B, Salehi TZ, Tamai IA, Soltan Dallal MM. Molecular characterization 

of Salmonella enterica serotype Enteritidis isolates from food and human samples by serotyping, antimicrobial 

resistance, plasmid profiling, (GTG)5-PCR and ERIC-PCR. New Microbes New Infect. 2016;14:24-30.  

4-Chaitram JM, Jevitt LA, Lary S, Tenover FC. The World Health Organization’s External Quality Assurance 

System Proficiency Testing Program Has Improved the Accuracy of Antimicrobial Susceptibility Testing and 

Reporting among Participating Laboratories Using NCCLS Methods. J Clin Microbiol. 2003 Jun 1;41(6):2372–7.  

5-van Pelt W, de Wit MAS, Wannet WJB, Ligtvoet EJJ, Widdowson MA, van Duynhoven YTHP. Laboratory 

surveillance of bacterial gastroenteric pathogens in The Netherlands, 1991-2001. Epidemiol Infect. 2003 

Jun;130(3):431–41.  

6-Muńoz P, Díaz MD, Rodríguez-Créixems M, Cercenado E, Peláez T, Bouza E. Antimicrobial resistance of 

Salmonella isolates in a Spanish hospital. Antimicrob Agents Chemother. 1993 May;37(5):1200–2. 

7-Llanes C, Kirchgesner V, Plesiat P. Propagation of TEM- and PSE-type beta-lactamases among amoxicillin-

resistant Salmonella spp. isolated in France. Antimicrob Agents Chemother. 1999 Oct;43(10):2430–6.  

8-Wray C, McLaren I, Parkinson NM, Beedell Y. Differentiation of Salmonella typhimurium DT204c by plasmid 

profile and biotyping. Vet Rec. 1987 Nov 28;121(22):514–6.  

9-Weigel RM, Qiao B, Teferedegne B, Suh DK, Barber DA, Isaacson RE, et al. Comparison of pulsed field gel 

electrophoresis and repetitive sequence polymerase chain reaction as genotyping methods for detection of genetic 

diversity and inferring transmission of Salmonella. Vet Microbiol. 2004 Jun 3;100(3–4):205–17.  

10-Rasschaert G, Houf K, Imberechts H, Grijspeerdt K, De Zutter L, Heyndrickx M. Comparison of five repetitive-

sequence-based PCR typing methods for molecular discrimination of Salmonella enterica isolates. J Clin 

Microbiol. 2005 Aug;43(8):3615–23.  

11-Thong KL, Puthucheary S, Yassin RM, Sudarmono P, Padmidewi M, Soewandojo E, et al. Analysis of 

Salmonella typhi isolates from Southeast Asia by pulsed-field gel electrophoresis. J Clin Microbiol. 1995 

Jul;33(7):1938–41.  

12-Pang T, Altwegg M, Martinetti G, Koh CL, Puthucheary S. Genetic variation among Malaysian isolates of 

Salmonella typhi as detected by ribosomal RNA gene restriction patterns. Microbiol Immunol. 1992;36(5):539–

43.  

13-Altwegg M, Hickman-Brenner FW, Farmer JJ. Ribosomal RNA gene restriction patterns provide increased 

sensitivity for typing Salmonella typhi strains. J Infect Dis. 1989 Jul;160(1):145–9.  

14-Soler-García ÁA, De Jesús AJ, Taylor K, Brown EW. Differentiation of Salmonella strains from the SARA, 

SARB and SARC reference collections by using three genes PCR-RFLP and the 2100 Agilent Bioanalyzer. 

Front in microbiol. 2014 Aug 11;5:417. 

15-Khoodoo MHR, Issack MI, Jaufeerally-Fakim Y. Serotyping and RAPD profiles of Salmonella enterica isolates 

from Mauritius. Lett Appl Microbiol. 2002 Aug;35(2):146–52.  

16-Adzitey F, Huda N, Ali GR. Molecular techniques for detecting and typing of bacteria, advantages and 

application to foodborne pathogens isolated from ducks. 3 Biotech. 2013 Apr 1;3(2):97-107.  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fardsanei%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27656286
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nikkhahi%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27656286
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bakhshi%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27656286
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Salehi%20TZ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27656286
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tamai%20IA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27656286
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Soltan%20Dallal%20MM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27656286
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27656286


 ...                                                       سالمونلا انتريکا گوناگوني ژنتیکي ايزوله های     62

 

 6931 ،6ۀ ، شمار61ۀ شاپور، دورعلمي پزشكي جندی ۀمجل

 

17-Eriksson J, Lofstrom C, Aspan A, Gunnarsson A, Karlsson I, Borch E, et al. Comparison of genotyping methods 

by application to Salmonella livingstone strains associated with an outbreak of human salmonellosis. Int J Food 

Microbiol. 2005 Sep;104(1):93-103. 

18-Louws FJ, Fulbright DW, Stephens CT, de Bruijn FJ. Specific genomic fingerprints of phytopathogenic 

Xanthomonas and Pseudomonas pathovars and strains generated with repetitive sequences and PCR. Appl 

Environ Microbiol. 1994 Jul;60(7):2286–95.  

19-Hulton CS, Higgins CF, Sharp PM. ERIC sequences: a novel family of repetitive elements in the genomes of 

Escherichia coli, Salmonella typhimurium and other enterobacteria. Mol Microbiol. 1991 Apr;5(4):825–34. 

20-Chmielewski R, Wieliczko A, Kuczkowski M, Mazurkiewicz M, Ugorski M. Comparison of ITS profiling, REP- 

and ERIC-PCR of Salmonella Enteritidis isolates from Poland. J Vet Med B Infect Dis Vet Public Health. 2002 

May;49(4):163–8.  

21-Burr MD, Josephson KL, Pepper IL. An evaluation of ERIC PCR and AP PCR fingerprinting for discriminating 

Salmonella serotypes. Lett Appl Microbiol. 1998 Jul;27(1):24–30.  

22-Eshraghi S, Soltan Dalall M, Fardsanei F, Zahraii Salehi T, Ranjbar R, Nikmanesh B. Salmonella enteritidis and 

antibiotic resistance patterns: A study on 1950 children with diarrhea. Tehran Univ Med J. 2010;67(12):876–82.  

23-Wang TY, Wang L, Zhang JH, Dong WH. A simplified universal genomic DNA extraction protocol suitable for 

PCR. Genet Mol Res  2011;10(1):519–25. 

24-Hendriksen SWM, Orsel K, Wagenaar JA, Miko A, van Duijkeren E. Animal-to-human transmission of 

Salmonella Typhimurium DT104A variant. Emerg Infect Dis [Internet]. 2004 Dec;10(12):2225–7.  

25-Boyd EF, Hartl DL. Salmonella virulence plasmid. Modular acquisition of the spv virulence region by an F-

plasmid in Salmonella enterica subspecies I and insertion into the chromosome of subspecies II, IIIa, IV and VII 

isolates. Genetics. 1998 Jul;149(3):1183–90.  

26-Ross IL, Heuzenroeder MW. A comparison of three molecular typing methods for the discrimination of 

Salmonella enterica serovar Infantis. FEMS Immunol Med Microbiol. 2008 July;53(3):375-84. 

27-Stevens A, Kerouanton A, Marault M, Millemann Y, Brisabois A, Cavin J-F, et al. Epidemiological analysis of 

Salmonella enterica from beef sampled in the slaughterhouse and retailers in Dakar (Senegal) using pulsed-field 

gel electrophoresis and antibiotic susceptibility testing. Int J Food Microbiol. 2008 Apr 30;123(3):191–7.  

28-Lim H, Kyung HL, Chong-Hae H, Bahk GJ, Choi WS. Comparison of four molecular typing methods for the 

differentiation of Salmonella spp. Int J Food Microbiol 2005 Sep;105:411–418. 

29-Saxena MK, Singh VP, Lakhcharua BD, Taj G, Sharma B. Strain differentiation of Indian isolates of Salmonella 

by ERIC-PCR. Res Vet Sci. 2002 Dec;73(3):313–4. 

30-Madalena V, Mario G, Rogerio T, Concelicao M. Evaluation of PCR-based fingerprinting comparatively to the 

RFLP-PFGE for discrimination of Salmonella sp. isolated from slaughtered pork polymerase chain reaction 

identification of Salmonella serotypes. J Food Drug Anal. 2008;16:88–95.  

31-Ranjbar R, Torabi R, Mirzaie A. Molecular typing of Salmonella enteritidis strains isolated in several laboratory 

centers in Tehran by ERIC-PCR. SJKU. 2013;18(2):77–85.  

32-Nath G, Maurya P, Gulati AK. ERIC PCR and RAPD based fingerprinting of Salmonella Typhi strains isolated 

over a period of two decades. Infect Genet Evol. 2010 May;10(4):530–6. 

 33-Soria G, Barbé J, Gibert I. Molecular fingerprinting of Salmonella typhimurium by IS200-typing as a tool for 

epidemiological and evolutionary studies. Microbiol (Madrid, Spain). 10(1–2):57–68. 

 34-Amini K, Moradli G. Evaluation of genetic diversity of salmonella  enterica serovar enteritidis isolated from 

human and animals samples by eric-pcr. Urmia Med Journal. 2016 Aug 15;27(5):411-8. 

35-Agron PG, Walker RL, Kinde H, Sawyer SJ, Hayes DC, Wollard J, et al. Identification by subtractive 

hybridization of sequences specific for Salmonella enterica serovar enteritidis. Appl Environ Microbiol. 2001 

Nov;67(11):4984–91.  

36-de Freitas CG, Santana AP, da Silva PHC, Gonçalves VSP, Barros M de AF, Torres FAG, et al. PCR multiplex 

for detection of Salmonella Enteritidis, Typhi and Typhimurium and occurrence in poultry meat. Int J Food 

Microbiol. 2010 Apr 30;139(1–2):15–22.  

37-Versalovic J, Koeuth T, Lupski JR. Distribution of repetitive DNA sequences in eubacteria and application to 

fingerprinting of bacterial genomes. Nucleic Acids Res. 1991 Dec;19(24):6823–31.  

 



    63   و همکار  ابوالفضل مقدم

 

 6931 ،6 ۀ، شمار61ۀ شاپور، دورعلمي پزشكي جندی ۀمجل

 

Genetic Variation of Salmonella enteritidis Isolated from Kerman Health 

Centers by ERIC-PCR 

 
Abolfazl Moghadam

1
, Shahram Nazarian

2*
 

 

 
Abstract 

Background and Objective: Salmonellosis is one the most 

important zoonotic infectious disease. Salmonella enteritidis is one 

of the most prevalent serotypes that cause gastroenteritis in human. 

Epidemiological studies and molecular typing of Salmonella strains 

could improve infectious disease prevention strategies and control 

measures. The purpose of the present study was evaluation of 

genetic diversity of Salmonella enterica serovar enteritidis isolated 

from human samples by ERIC-PCR method.  
Subjects and Methods: In this cross sectional study, Salmonella 

strains were isolated from patients referred to health centers in 

Kerman. Enteritidis strains was identified by standard 

microbiological, biochemistry and serotyping methods. Molecular 

typing of strains was evaluated by ERIC-PCR method. 

Results: Forty eight of isolated samples were identified as S. 

enteritidis. ERIC-PCR analysis differentiated strains into 13 

clusters (E1-E13).  Eighteen strains (37.5%) with the same pattern 

were clustered in E9 and E13. 

Conclusion: The results showed that Salmonella enteritidis strains 

are genetically heterogeneous and could be attributed to diverse 

ERIC clusters. The results demonstrated that ERIC-PCR is a proper 

approach for genotypic discrimination of  S. enteritidis isolates. 
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