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 خلاصه
 مقدمه

نتشار تیفوئید ناقلین بدون علامت مخزن اصلی ا. استتیفوئید يکی از وسیع ترين بیماريهای باکتريايی در جهان 

هدف از مطالعه حاضر غربالگری و شناسايی سالمونلا تیفی های جداشده  در ناقلین بدون . محسوب می شوند

 .علامت می باشد

 کار روش

نمونه مدفوع از افراد دخیل در تهیه و توزيع  111 .در تهران انجام شد 2373-2371اين مطالعه توصیفی از سال  

-nestedوری و ازنظر میکروبشناسی و آزمايشهای بیوشیمیايی و روش مولکولی کنندگان مواد غذايی جمع آ

PCR     قرار گرفتند.  

  نتايج
نشان  نتايج کشت مدفوع . زن بودند%( 28) نفر  17مردو %( 78)292نفر افراد شرکت کننده در مطالعه  111از 

واکنش زنجیره روش   درو يک نمونه  اهده نشدو رشد از نظر سالمونلا تیفی مشدهنده رشد فلور نرمال روده بودند 

 .مثبت بودVi ) )سالمونلا تیفی  از نظر وجود ژن کپسولی  (  nested-PCR)ای پلی مراز 

  

  نتیجه گیری
شرايط بهداشتی جامعه و شیوع بسیار پايین ناقلین تیفوئید پیشنهاد میشود ساير مسايل بهداشتی مورد  بهبودبا توجه به 

 .دتوجه قرارگیر
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 و همکارانفاطمه فلاح                                                                                       جستجوی ناقلین بدون علامت سالمونلا تیفی -284

 مقدمه
سالمونلاانتريکا سرووار تیفی علت عمده تب روده ای است که  

(. 1، 2) است عنوان مشکل بهداشتی ه همچنان در سراسر جهان ب

مرگ سالیانه بدلیل  12811یون بیماری و میل 11تا  28تقريبا 

تیفوئید اتفاق می افتد که اکثر اين موارد از آسیا گزارش شده 

مدفوعی از فردی که  –بیماری تیفوئید از راه دهانی ( .3)است 

 .باشد انتقال می يابد( حاد يا مزمن) مبتلا به تیفوئید 

می ناقلین مخزن اصلی عفونت و عامل پايداری تیفوئید شمار 

ناقلین مزمن سالمونلا تیفی را از طريق ادراردفع میکنند که .آيند

سیستم  سرطاناين افراد همچنین بعنوان عامل خطر ايجاد 

 (.1-8) صفراوی و سنگ کیسه صفرا دارای اهمیت می باشد 

افرادشاغل در واحدهای تهیه و توزيع مواد غذايی هستند می 

ارگانیزم های بیماريزا مانند  توانند بعنوان مخزن بالقوه عفونت ها و

سالمونلا تیفی باشد و به اين دلیل شناسايی ناقلین به منظور 

(. 7-8)پیشگیری از بیماری و شیوع آن در جامعه مهم می باشد

از بیماران مبتلا به تیفوئید، سالمونلا تیفی را در %  4-2تقريبا 

می دستگاه روده ای و کیسه صفرا به مدت ماهها يا سالها حمل 

 کند که اين افراد به عنوان ناقلین بدون علامت خوانده می شوند

استاندارد طلايی جهت شناسايی ناقلین سالمونلا تیفی (. 7)

آسپیراسیون کیسه صفرا يا ترشحات عثنی عشر می باشد ، اما اين 

روشهای تهاجمی اند و از نظر عملی نیز انجام پذير 

م چندين نوبت کشت روشهای باکتری شناسی هم مستلز.نیستند

با توجه  (.1)مدفوع يا کشت از صفرا يا مايع عثنی عشر می باشد 

صورت متناوب ارگانیزم را ه به اينکه ناقلین کیسه صفرا اغلب ب

دفع میکنند و يا تعداد سالمونلای دفع شده کم می باشد ، جهت 

رسیدن به يک تشخیص معتبر ، چندين آزمايش ازجمله 

اسی که اکثرا هم وقت گیر و هزينه بردار آزمايشهای باکتری شن

 (.22-7)  استمی باشند، ضروری 

ن به منظور شناسايی ناقلین سالمونلا تیفی کشت از نمونه امحقق

های مختلف از قبیل ادرار ، مدفوع يا روشهای ترکیبی با روشهای 

کار برده اند، ه متفاوت را جهت غربالگری آنتی ژن يا آنتی بادی ب

و همکاران از سنجش تیتر آنتی بادی بر علیه آنتی  1تانااز جمله لان

                                                             
1 Lanata 

و  2ناث .(21)استفاده کردند( Vi) ژن کپسولی سالمونلا تیفی 

-nested) همکاران هم  با استفاده از روش زنجیر ه ای پلیمرازه 

PCR ) از ژن فلاژلین سالمونلا انتريکا زير گونه انتريکا سروتايپ

 (.23)تفاده کردند تیفی بمنظور جستجوی ناقلین اس

در ديگر مطالعات از آنتی ژن خالص شده کپسولی سالمونلا تیفی 

فلاژل با روشهای سرولوژيک و واکنش های  ، يا ژن مربوط به

با استفاد ه از نمونه های مختلف مانند ( PCR) زنجیره ای پلیمراز 

 (.24-21) ادرار، مدفوع و خون  سالمونلا تیفی را جستجو کردند

 Virulent))Viنام ه ب تیفی دارای کپسول کربوهیدراتی سالمونلا

دلیل مقاومت ه کد می شود و ب  ViaBمی باشد که توسط ناحیه  

های منتشره  در برابر کمپلمان و کشتار فاگوسیتی ، باعث بیماری

 (.28،28)  می شود

دارای  PCR  "از آنجا که روش های مولکولی خصوصا

ه روش های کشت و سرولوژی بالايی نسبت ب ويژگیحساسیت و 

دارد و از طرفی تمامی سروارهای بیماريزای سالمونلاتیفی دارای 

فنوتیپیک ما هم در اين مطالعه از روش  ،می باشند viژن کپسولی 

به منظور بررسی ناقلین سالمونلاتیفی استفاده   nested-PCR  و 

 .( 24،23،2)  کرديم

 

 روش کار 

نفر افراد دست اندر کار  111امل در اين مطالعه توصیفی که ش 

دارای کارت ) تهیه و توزيع کنندگان مواد غذايی در شهر تهران 

مراجعه کننده به درمانگاه شمیرانات واحد آزمايشگاه ، ( بهداشتی 

بود، همین تعداد نمونه مدفوع از  2373تا دی ماه  2371از آبان 

 .افراد فوق جمع آوری گرديد

مونلا تیفی يک لوپ از نمونه مدفوع در به منظورافزايش رشدسال

درجه  39ساعت در  14مدت ه میلی لیتر سلنیت اف تلقیح و ب 21

 .سانتیگراد انکوبه شد

بعداز مشاهده رشد از مايع فوق در محیطهای کشت مک کانگی 

درجه  39شیگلا آگار کشت داده شد و در –آگار و سالمونلا 

مامی کلنی های بیرنگ  ت. ساعت انکوبه شد 14سانتیگراد به مدت 

اندول، )  IMVICبا مرکز سیاه از نظر آزمايشهای تخمیر قندها و 

                                                             
2 Nath 



 

                                    55، سال  5، شماره  49مرداد                                                                 جله دانشکده پزشکی دانشگاه علوم پزشکی مشهدم -212

و اوره آز مورد بررسی ( متیل رد ، وگس پروسکوئه و سیترات 

 .قرار گرفتند

DNA  ی نمونه های مدفوع با استفاده از کیت (BIONEER . 

KOREA ) استخراج و تا زمان انجامnested-PCR  91در- 

 . نتیگراد نگهداری شددرجه سا

 PCRمورد نیاز در دور اول و دور دوم ( R1,R2) جفت پرايمر  1

طراحی و سپس بوسیله نرم  D14156از بانک ژنی با مشخصات 

از نظر دمای ذوب، وجود لوپ و  BLASTافزارهای مولکولی 

ساير خصوصیات پرايمر مورد بررسی قرارگرفت و جهت ساخت 

 .سفارش داده شد پرايمرها به شرکت سینا ژن

 R1 , R2   تا  948نوکلئوتید ) جفت باز 877به ترتیب قطعات

تا  799نوکلئوتید ) جفت باز در دور دوم  319و قطعه (  2343

جفت باز مربوط به  319را تکثیر می کرد که قطعه    )2273

دهنده وجود اين ژن در باکتری  نشان  Vi aBبخشی از ژن 

 :پرايمرها  به ترتیب زير می باشدمشخصات .سالمونلا تیفی بود
R1 (5´-GTTATTTCAGCATAAGGAG-3´) ,( 

5´-ACTTGTCCGTGTTTTACTC-3´) , R2 (5´-

GTGAACCTAAATCGCTACAG-3´),( 5´-

CTTCCATACCACTTTCCG-3´) 
درجه  74شامل يک مرحله واسرشت در  nested- PCRبرنامه 

درجه  DNA  ،74چرخه تکثیر  31دقیقه ،  8سانتیگراد به مدت 

درجه  91ثانیه ،  31درجه سانتیگراد    47ثانیه   ،  31سانتیگراد 

درجه سانتیگراد به  91ثانیه و يک مرحله نهايی در  31سانتیگراد 

 . دقیقه بود 8مدت 

درجه  88با همین شرايط انجام شد فقط دمای  PCRدور دوم 

پس از .درجه سانتیگراد تغییر يافت  47سانتیگراد به جای دمای 

میکرولیتر ا ز محصولات واکنش به همراه يک  8نجام واکنش ا

توسط ژل ( loading buffer)میکرولیتر محلول رنگ زا 

الکتروفورز  211دقیقه تحت تاثیر ولتاز  11مدت ه ب% 1آگارز 

بوسیله ژل داک مورد بررسی قرار  PCRسپس محصولات . شد

 .گرفت 

 

 نتايج 
 17و %( 78) نفر مرد  292ه نفر شرکت کننده در اين مطالع 111از 

 .بودند% ( 28) نفر زن 

In nested- PCR assay amplification of virulence gene with the 
primers of ViaB gene, among 200 isolates tested  only one 
isolate  generated  fragments of the predicted size at 307 bp ( 

 
   ViaB))سالمونلا تیفی   کپسولی ژن تشخیص -6شکل

 (NESTED-PCR )روش زنجیره ای پلیمراز با

 

درجه سانتیگراد رشد در  39ساعت در دمای  14بعداز زمان 

سلنیت اف قابل مشاهده بود و تمامی کلنی های بیرنگ با مرکز 

کشت  .د سالمونلا تیفی مورد بررسی قرار گرفتندووجسیاه از نظر 

مدفوع نشاندهنده رشد فلور نرمال میکروبی بود و نمونه ها از نظر 

در   DNAنمونه ی  111از .وجود سالمونلا تیفی منفی بودند

،يک  Viبه منظور تکثیر ژن کپسولی  nested-PCRروش 

 (2تصوير.) جفت باز را دارا بود 319نمونه اندازه مورد نظر 

: C+ کنترل مثبت((S. enterica serovar Typhi 

ATCC 19430 ). 
M :مارکر bp 211 

S1  : نمونه مثبت 

S2-s4  :نمونه ها 

C-  : کنترل منفی 

 . بدست آمد% 1.8و بنابراين شیوع ناقلین در مطالعه ما   

 

 بحث
زان یعنوان مخزن بیماری محسوب می شوند که مه ناقلین تیفوئید ب

مخصوصا در افرادی که دخیل در تهیه و توزيع مواد غذايی  ناقلین

هستند بیشتر مورد توجه می باشد و زنان در اين میان نسبت قابل 

در  (.29، 7)  (3:2نسبت ) توجه تری را به خود اختصاص داده اند

در تهران در افراد فوق نتايج کشت مدفوع از نظر  اين مطالعه

نتیجه گیری با توجه به دفع کم و  سالمونلا تیفی منفی بود که اين

از طرفی گزارشهايی (.7،7)دور از انتظار نبود متناوب بودن دفع 

دربعضی بیماران   Viکه حاکی از غیرفعال شدن ژنهای آنتی ژن 



 

به دلیل ساب کالچرهای متوالی و   Vi و از دست رفتن آنتی ژن

یل می تواند دلکه  موجود می باشد ذخیره سازی در آزمايشگاه 

تحت    Viبیان ژن همانطور که میدانیم منفی شدن نتايج باشد و 

می باشد که اسمولاريته و شرايط محیط  کنترل تنظیم کننده ها

موجود در ترکیبات محیط   Naclهای کشت از جمله غلظت 

 . (27)  در خور توجه می باشندبیان ژن تاثیر دارند که کشت روی 

و همکاران  1آندرجی  با نتايج % 1.8نتیجه تحقیق حاضر با شیوع 

و همکاران در لبنان که هردو کشور جزو   حمزهدر اتیوپی و  

، 9) مناطق اندمیک بشمار می آيند همخوانی بسیار نزديکی دارد 

27. ) 

توسط  در ايران گزارشهای  حاصل از ناقلین تیفوئید از همدان

 لاهورپور وهمکاران در و 2371در سال  مشعوف و همکاران

که  بوده است% 8/1و% 74/1به ترتیب   2373در سال  نندجس

ودرهر دو  بیانگر شیوع بسیار پايین ناقلین در اين افراد میباشد

تحقیق فوق ازنمونه مدفوع در جمعیت افراد شاغل در تهیه و 

توزيع مواد غذايی ازروشهای کشت و سرولوژی استفاده کرده 

 . (12، 11) بودند

یص سريع ناقلین تیفوئید ، استفاده از در سالهای اخیر در تشخ

نجا که تمامی آروشهای مولکولی مورد استفاده قرار گرفته  از 

اين ژن برای جستجوی از ژن سرووارهای سالمونلا تیفی آنتی

يک  نمونه  Vi را دارند در اين مطالعه   که تنها شدناقلین استفاده 

دهنده شیوع بسیار پايین ناقلین بود دارای اين ژن بود که  نشان

ودرکشورهايی که تیفوئید اندمیک می باشد اين میزان توسط 

گزارش شده است که نسبت به % 2/23در هند وهمکاران   1نات

 در گزارش (23) شیوع بالاتری را نشان میدهد اين مطالعهنتیجه 

نمونه کشت مدفوع  219از  در اتیوپی و همکاران 2بیرهانسلاسی

مطالعه  .نظر ارگانیزم مورد نظر مثبت بود ط يک نمونه ازفق

که باز  ( شانگهای )  در چین صفائیان  وهمکارانديگری توسط 

                                                             
1 Andargie 
1 Nath 
2
 Birhanesellasie 

گزارش % 11/1اين میزان از  مناطق اندمیک تیفوئید بشمار میايد، 

ناقلین در بعضی مناطق اندمیک مانند هند  شیوع (.8)شده است 

ت ناقلین را زنان تشکیل داده، تا ، که اکثري%4/29اين میزان و از 

در اتیوپی از ديگر مناطق . (13، 14)متغییر بوده است % 97

را به خود %(97) بوده است که زنان اکثريت % 8/2اندمیک شیوع 

 . (18) اختصاص داده بودند

مثبت ناقل مرد بود و از انجا که يک نمونه  هممطالعه  اين در

 حاضريده میشود ودر مطالعه ناقلین در زنان بیشتر  ازمردان د

اکثريت افراد شرکت کننده در مطالعه را مردان تشکیل داده  

 . باشد  بودهبودند میتواند در پايین بودن میزان ناقلین موثر

با توجه به دفع متناوب و  حاضرپايین بودن شیوع ناقلین در مطالعه 

 از طرفدر دستگاه روده ای و کیسه صفرا  تعداد کم باکتری

به تعداد %( 78) تعداد مردان گر باشد که غالب بودن چشمگیر دي

 دمزيهمچنین غیر فعال شدن ژن کپسولی   میتواند  و  %(28)زنان 

  .بر علت منفی شدن نتايج باشد

 

  نتیجه گیری
با توجه به به شرايط بهداشتی جامعه و شیوع بسیار پايین ناقلین  

 .تی مورد توجه قرارگیردتیفوئید پیشنهاد میشود ساير مسايل بهداش

 

 نيرداقد و تشکر

بدين وسیله از مراکز تحقیقات عفونی گرمسیری و  ژنتیک سلولی 

مولکولی دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی که حمايت مالی از 

اين تحقیق را به عهده داشتند، همچنین از کارکنان آزمايشگاه 

عفونی  درمانگاه شمیرانات و بیتا پورکاوه از مرکز تحقیقات

گرمسیری دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی  بدلیل همکاری در 

 . طول تحقیق فوق سپاسگزاريم
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