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  چکيده
هـاي بهتـري     تكنيـك ، هـستند DNA ژنوم و ي هايي كه بر پايه اما روش . سالمونلا وجود دارد   صيتشخي جهت    مختلف يها روش :زمينه و هدف  

ها به کار گرفتـه   سريع پاتوژن اي در تشخيص اس است و به علت کارايي بالا به طور گسترده روشي سريع و حسPCR. باشند جهت تشخيص مي
 ـ دلنيبه هم ـ، )طلبد  زمان و هزينه زيادي را ميهاي مربوطه استفاده از دستگاه(باشد   هايي نيز مي   اما داراي محدوديت  . شود مي ايـن   جهـت رفـع   لي

  . را به حداقل برساندPCRمبتني بر  يها  روشبي که معاه شدبه کار گرفتي  روشمشکلات
 ي سهي مقاي برا.قرار گرفت سهي مقامورد PCR و با شد استفاده (LAMP) ي وابسته به حلقه دماهم ري از روش تکثي بررسني در ا:روش بررسي

PCR   و LAMP   انجام   براي   .شد مختلف سالمونلا استفاده     ي  هي سو ۷ ازPCR روش در مـا  اترموسايکلر استفاده شد  دستگاه  ازLAMP  بـدون 
  . انجام شد صي تشخ کشورو ارزان، ساخت داخليي ساده بلوک دمااز يک  با استفاده  تنهاوگران قيمت ترموسايکلر  به دستگاه زيان

 PCR بر خلاف LAMPروش . باشند ور اختصاصي قادر به شناسائي سالمونلا مي به طPCR و LAMP نتايج نشان داد که هر دو روش :ها يافته
. شـود  نمايد و در کنتـرل منفـي هـيچ بانـدي مـشاهد نمـي        ايجاد مينردبانينمايد يک الگوي  که بر روي ژل الکتروفورز الگوي تک باند ايجاد مي      

 دقيقـه  ۹۰عرض کمتـر از   در LAMP روش  درقي تحقني اجيبر اساس نتا.  استي معمولPCRتر از  برابر حساس LAMP ۱۰۰روش  همچنين  
 يي دمـا يها  به چرخهي روش عدم وابستگني اگري دتيمز.  ساعت به طول انجاميد۳بيش از  صي تشخ معمولي PCRدر   ليتشخيص انجام شد و   

   . بودکلريو دستگاه ترموسا
 در اي  کاربرد گستردهتواند  است که ميتر  ارزان برابر۱۰ ،تر دقيق برابر ۱۰۰تر،  سريع برابر ۳ تقريباً PCRدر مقايسه با LAMP روش  :گيري نتيجه

هاي کوچک و سـيار داشـته باشـد و جهـت مطالعـات همـه               و آزمايشگاه   تحقيقاتي ،هاي تشخيص پزشکي، پزشکي قانوني، کشاورزي      آزمايشگاه
  . مورد استفاده قرار گيردگيرشناسي، تشخيص و شناسايي

  PCR ،DNA، LAMP ،ايزوترمال سالمونلا،: واژگان کليدي

  ، عضو گروه بيوتكنولوژي جهاد دانشگاهي زنجان دانشگاه زنجان،يوتکنولوژي ارشد بيکارشناس -۱
 )عج...( الوم پزشكي بقيه دانشگاه عاري دانش بيولوژي مولكولي،ي تخصصيدکترا -۲

   دانشگاه زنجانيار دانشکده کشاورزي، دانشيتکنولوژ بيوي تخصصيدکترا -۳
  )عج...( امركز تحقيقات بيولوژي مولكولي، دانشگاه علوم پزشكي بقيه ي، ومولکوليکارشناس ارشد سلول -۴
   زنجاني دانشگاه علوم پزشک و)عج...( ا دانشگاه علوم پزشكي بقيهدانشيار ،يکروب شناسي مي تخصصيدکترا -۵
  عضو گروه بيوتكنولوژي جهاد دانشگاهي زنجان ، دانشگاه زنجان،يوتکنولوژي ارشد بيکارشناس -۶
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  مقدمه 
 ي گــرم منفــيهــا لي از باســي بزرگــي ســالمونلاها دســته     

 خانواده  يها ير باکتر يه سا ي شب ينظر مورفولوژ   از كه دنباش يم
 تـاژک   يو دارا  هـا متحـرک    اکثر گونـه   .اسه هستند يانتروباکتر

 و باشـند  يم ياري اختيهواز ي بها اين باكتري. ش هستند يتريپر
   pHو  )گـراد  ي سـانت ي  درجه۴۲ تا  ۷( از دما    يعيسف و يدر ط 

  ،ن دمـا جهـت رشـد     يامـا بهتـر    .باشند ي قادر به رشد م    ۸  تا ۴
 مقاوم  ها  اين باكتري  .باشد يم pH ۷گراد و    ي سانت ي   درجه ۳۷

   کمتـر از  ي قـادر بـه رشـد در دمـا         ، بـوده  يبه سرما و خـشک    
 .باشـند  يز مي ن۴تر از  نيي پا pHگراد و تحمل ي سانتي  درجه۴

 ي  رجـه  د ۷۰ ي در دمـا   ،سالمونلاها به حرارت حـساس بـوده      
  ).۱-۳(روند  ين ميگراد و بالاتر از ب يسانت

 يي در روده جـا ، از راه دهان وارد بدن شـده  سالمونلاها عمدتاً 
 .شـوند  ين م ـ يگزي جـا  ،کنند ي خود را شروع م    ييزا يماريکه ب 

 اسـت کـه     ي سه حالت اصل   ي حاصل از سالمونلا دارا    يماريب
 و   اسـت  تي و آنتروکول  يمي، باکتر )ديفوئيت (يا شامل تب روده  

 ـ ي ميک باعث بروز عوارض متعدد    يهر    تـوان بـه   يشود که م
اد حجم  يازد ، اسهال، غ ضربان قلب، استفرا   يتب، سردرد، کند  

 اشاره يعات مفصليزخم و ضا سه صفرا،يکبد و طحال، تورم ک
 ـلي م ۳۳ تـا    ۱۶ بهداشـت    يبه گزارش سازمان جهان   . نمود ون ي

ک معضل بزرگ يانه ي هزار مرگ سال۶۰۰ تا ۵۰۰مار و يمورد ب
حال توسعه از  در ياخصوص در کشوره  ه در جهان ب   يبهداشت

ص بـه موقـع و   ين رو تـشخ ياز ا). ۴(باشد  ي م جمله کشور ما  
 ي و افراد مشکوک به آلودگ     يي در مواد غذا   ين باکتر يدرست ا 

 جهـت   ي متعدد يصي تشخ يها روش. رسد ي به نظر م   يضرور
. شـود  يک اشاره مي وجود دارد که به هر    ين باکتر ي ا يئشناسا

 يهــا طي کــه شـامل کـشت در مح ـ  ، کـشت تـشخيص توسـط  
 ي انتخـاب  يهـا  طيشده و در ادامه کشت در مح       ي غن يرانتخابيغ

 مـورد  ييايميوش ـي مشکوک از نظـر ب   يها ي کلون و سپس است  
از به سه تا چهـار روز  ين تست نيل ايرند، تکميگ يد قرار م  ييتأ

 ي هفت روز بـرا ش ازيبه ب  وي منفي جهي حصول نت  يزمان برا 

توان بـه   يها م گر روشياز د). ۵(دارد از ي مثبت ن  ي  جهيد نت ييتأ
ــا روش ــرولوژيه ــ، تکنکي س ــا کي ــي الکتريه ــاليک ز ي و آن

ک اشاره نمود، اما هنوز مشکلات      ي نوکلئ يدهاي اس ينشانگرها
هـا   ن روش ي ـت ا يت و اختـصاص   ي در رابطه با حـساس     ياريبس

 يصي ـستم تشخ يت س ياسز بسته به حس   يوجود دارد و زمان آنال    
ن روز متفـاوت اسـت و بـه علـت           ياز چند سـاعت تـا چنـد       

 ـ کار و زمان ز    ي، سخت يکيمشکلات تکن  ص ياد جهـت تـشخ  ي
روش واکـنش    ).۶(انـد    افتـه ين يت چنـدان  يها عموم  ن روش يا

ار مـورد  ير بـس ي اخيها  که در دهه PCRاي مرازي پليا رهيزنج
ع ي سـر  ي روش ، قرار گرفته است   يستيتوجه دانشمندان علوم ز   

  ازي انـدک ي  که قـادر اسـت تعـداد نـسخه         باشد   مي و حساس 
DNA    کـه توسـط ژل الکتروفـورز قابـل          ي هدف را تا سطح 

 بـالا و قـدرت    يي بـه علـت کـارا      د،ير نما يص باشد تکث  يتشخ
 در يا ر به طور گستردهي اخيها ن روش در سالي ا PCRاديز

وش ن ر ي ـص سالمونلا به کار گرفته شده است، گرچه ا        يتشخ
 ـ نييهـا  تي محـدود ي اسـت امـا دارا     ياري بس ياي مزا يدارا ز ي

 يهـا  اسـتفاده از چرخـه     :توان به مـوارد نمـود      يباشد که م   يم
 اسـتفاده از دسـتگاه   ،) چرخـه ۴۰ تا   ۳۰(ر  ي جهت تکث  يحرارت

ص ي و تشخيسازر آشکايها کلر که گران است روش يترموسا
 ـ نظ ي که عمدتاً با مشکلات    PCRمحصول   مـواد  ر اسـتفاده از    ي

 .، اشاره نمود  همراه است بروميداتيديدم   و خطرناک مثل     يسم
ن روش تنهــا در يــده تــا ايــهــا موجــب گرد تين محــدوديــا

 بـه کـار    اسـت  افراد متخصص    ي مجهز که دارا   يها شگاهيآزما
ل ي وسـا يري کـه امکـان بـه کـارگ      ييها مکان و در    گرفته شود 

ــز آزما ــمجه  ــيشگاهي ــدارد و همچن ــود ن ــاطق ي وج   ن در من
 ـيص عوامـل م ياز به تـشخ  ي افتاده و محروم که ن     دور  از يکروب

 نتوان استد ياز خسارات شد يريجمله سالمونلا جهت جلوگ
 ـ ن نيبنـابرا ). ۶-۸(ن روش استفاده نمـود      ياز ا   ي روش ـ از بـه  ي

 عـلاوه بـر انجـام آن در      کـه تر اسـت     بـالا  ييکـارا تر بـا     ساده
 ـ در آزماآن را بتوان مجهز  يها شگاهيآزما  و ياد ع ـيهـا  شگاهي

 ـر متخصص نيتوسط افراد غ يحتکوچک    روش .دادز انجـام  ي
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 ـ به نـام تکث    يديجد    وابـسته بـه حلقـه      DNA ير هـم دمـا    ي
  [Loop- Mediated Isothermal Amplification of DNA (LAMP)]و

 ـ گرد ي معرف ـ ۲۰۰۰ و همکاران در سال      يتوسط نوتوم    کـه  دي
ــد ا ــواج ــت ي ــصات اس ــ در ا.ن مشخ ــا DNAن روش ي  ب
. شـود  ير م ي دما تکث  کي سرعت بالا در    و يي کارا ت،ياختصاص

مــر يو پرا و ديمــر داخلــيدو پرا(مــر ي پرا۴ن روش از يــدر ا
 ـ ناح ۶، که در مجمـوع      شود ياستفاده م ) يخارج  ـ ي  هي  از  ي ژن

DNA    ينـد يآ فريط ـدهد و  ي قرار م  يياسا هدف را مورد شن 
 ۶۵تـا ۶۰ ي در دمـا   ياق سر  سنج يل نواح يدار و با تشک    دنباله
 ـگراد و اسـتفاده از       ي سانت ي  درجه مـراز  ي پل DNAم  يک آنـز  ي

کـل   LAMPروش در ). ۹(ابـد  ي ير م ـيمقاوم به حرارت تکث  
وسـته انجـام   ي به شکل پييط تک دماير تحت شرا يواکنش تکث 

 يسـاز   واسرشـت  ي  از به مرحلـه   ي ن LAMP روش .رديپذ يم
)Denaturation(  يا  به تک رشتهيا ک دو رشتهيد نوکلئياس 

ــروع ــراي ش ــدار ب ــيون ن ــنش پليمريزاس ــدون . د واك ــي ب حت
 ييکارا .رديپذ ي انجام م  يه واکنش به راحت   ي اول يساز واسرشت

 ـز. لعاده بالاسـت  ا فوقدر اين روش،    ر  يتکث چ ينجـا ه ـ يرا در ا  ي
 يرود و واکـنش در دمـا     ير دما از دست نم ـ    يي جهت تغ  يزمان

 ۲۰تا ۱۰ رد ويگ يوسته انجام ميم به شکل پيت آنزي فعالي نهيبه
از مخلوط واکـنش   تريکروليم ۲۵  هدف درDNAگرم از  يليم

 قـادر   LAMPروش  . ابدي ير م يقه تکث ي دق ۶۰ تا   ۳۰در عرض   
 ۴ ي طراحي لهيوس هار بالا بي بس يي کارا است که ژن هدف را با     

ر ي تکث ،ندينما ي م يي را شناسا   هدف ي توال ي  هي ناح ۶ که   مريپرا
 ـابـد، ز  ي ياهش م ار ک يبسبا اين روش،     ي کل ي  نهيهز. دينما را ي

 گران  يها ا دستگاه يژه  ي و ييايمياز به مواد ش   ي ن LAMPروش  
 ير شــده دارايــمحــصولات تکث.  نــدارديشگاهيــمــت آزمايق

ــ ــواليســاختار مرکب ــا ي از ت ــاويه  )Alternately(ب  متن

ــرار )Inverted (معکـــوس ــوال )Repeats (يتکـ  ياز تـ
)Sequence( هدف) Target( باشـند   ي همان رشته م ـيرو
 ـ ن LAMPپر واضـح اسـت کـه         .)۱۳-۱۰( ر يز هماننـد سـا    ي

. شود ي است که به آنها اشاره م      ييها تي محدود يها دارا  روش

 ـر هر ناحي تکثي چندگانه برا  يمرهاي پرا ي طراح يدگيچيپ  ي هي
 مـورد نظـر   ي ژني مناسب در تواليد و انتخاب نواح  ي جد يژن

جـاد محـصول   ي ا،مرهـا يمـد پرا آ مناسـب و کار    يجهت طراح 
 مثل گـل کلـم   يي که ساختارها DNAر  يده حاصل از تکث   يچيپ

 ـنما يجـاد م ـ ي مختلـف را ا يهـا  در اندازه   يد، کـه راه را بـرا  ي
ک ي نوکلئ يدهايون اس يداسيبري بر ه  ي مبتن يها استفاده از روش  

ــد   ــMicroarrayمانن ــا مــشکل مواجــه م ــنما ي ب ، از )۱۴(د ي
کر الذ  فوق يها تيبا توجه به محدود    .هاي آن است    محدوديت

ن موارد توجـه نمـود تـا       ين روش به ا   يد هنگام استفاده از ا    يبا
 ـ باعث گردLAMP يايمزا.  مطلوب حاصل گردد  ي  جهينت ده ي

 از هـا  پـاتوژن ص يق در تـشخ ي ـع و دقي سريکه به عنوان روش 
 ـ تشخ يهـا  جـاد روش  ي و به ا   جمله سالمونلا به کار رود      يصي

 ـ که امکان استفاده از آزما    يع در مناطق  يار و سر  يس  يهـا  شگاهي
 ـدر ا . منجر گردد  ن وجود ندارد  يروت ن مطالعـه هـر دو روش   ي

PCR   و LAMP و  گرفته شد  ص سالمونلا به کار   ي تشخ ي برا 
، تـر  آسـان  PCR نـسبت بـه    LAMP که روش     شد نشان داده 

  . تر است قيتر و دق عيسر
  

  يروش بررس
ــق از       ــن تحقيـ ــويه۷در ايـ ــالمونلا   ي  سـ ــف سـ   مختلـ

، B يفي، سـالمونلا پـارات    A يفيلمونلا پارات ، سا يفيسالمونلا ت (
ــارات  ــالمونلا پ ــالمونلا اC يفيس ــتينتري، س ــالمونلا يدي س، س

جهت استاندارد نمودن   .شداستفاده   )س، سالمونلا هاوانا  ينفنتيا
 هـا  ير انتروبـاکتر ي استاندارد سالمونلا و سايها هيش، سو يآزما

ها بـه    نهنمو. ه شدند ي ته شگاه رفرانس وزارت بهداشت   يز آزما ا
مـواد   .دنديافت گرد ي مخصوص در  يها زه در لوله  يليوفيشکل ل 

 ـ، نوکلئوت cl2Mg بافر از شرکت مرک،     ييايميش م يدها و آنـز   ي
Taq  م  يو آنز ) نا ژن يس( ي داخل يها  از شرکتBst ز ي نمرازي پل

 ـ ته[BioLab(New England)]  بيولباز شرکت  ـه گردي  .دي
 Mastercycler gradient(ر لمـسترسايك دستگاه   ازPCRدر 

 ي حرارت ـيهـا  ، جهت چرخـه )ساخت شرکت اپندروف آلمان 
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 ـ سـاخت شـرکت ک     ي بلوک حرارت  کي  از  و استفاد شد   ،ا ژن ي
ــنش   ــام واک ــت انج ــد LAMPجه ــتفاده ش ــتگاه .  اس از دس

) مشهد ا پژوهش يساخت شرکت پا  ( کوچک   يالکتروفورز افق 
ز اسـتفاده   جهت الکتروفـور  TBE%۱ه آن با بافر يو منبع تغذ

ــد ــت بر. ش ــرجه ــتگاه يس ــووي ژل از دس  UVIdoc (داك ي
 ـ UVIecساخت شـرکت      مـارکر    و از   اسـتفاده شـد    )سي انگل

، ۸۰ بانـد    ۱۱ جفت باز شرکت فرمنتـاز شـامل         ۱۰۰ يمولکول
، ۸۰۰، ۷۰۰، ۶۰۰) تر ميباند ضخ (۵۰۰، ۴۰۰، ۳۰۰، ۲۰۰، ۱۰۰
  . جفت باز استفاده شد۱۰۳۰ و ۹۰۰

 ـ بـه م   ه شـده  يته يها  نمونه از: DNAاستخراج   کشت و    زاني
 کـشت   LBع  يط کشت مـا   ي مح يس ي س ۵/۱تر در   يکرولي م ۵۰

گـراد   ي سانتي  درجه۳۷ ساعت در ۲۴تا۱۸داده شد و به مدت  
 هـا  نمونـه ن زمان تمام ي بعد از گذشت ا . شدند يگذار گرمخانه

 کشت داده شـده بـه روش   ي سالمونلاهاDNAرشد کردند و   
  .استخراج شد) ۱۵ و۱۶(استاندارد فنل کلروفرم 

هـايي    آغـازگر  از   PCRدر انجـام تـست       :PCR هاي  آغازگر
) ۱۷و۱۸(  و همکـاران  ي که توسـط کرم ـ    شد استفاده   )مريپرا(

 يتـوال .  شده بودند  ي سالمونلا طراح  يص مولکول يجهت تشخ 
 ـ دريمرهايپرا . است ذکر شده۱جدول  در   مرهايپرا  بـر  يافتي

مـر، در  ي پراي غلظت ذکر شده توسط شـرکت سـازنده        اساس
 و سپس نده شديکو مول تهي پ۱۰۰ با غلظت يقيآب مقطر تزر

 ي   درجـه  ۲۰ه و جهـت اسـتفاده در        ي ـکومول ته ي پ ۲۰با رقت   
 . شدندينگهدارزير صفر گراد  يسانت

 ييمرهـا ي از پراLAMPدر انجام تست  : LAMP يمرهايپرا
  هراکــودو  و نيــز دا و همکــارانيــم  کــه توســطشــداســتفاده 

 ســالمونلا يص مولکــوليجهــت تــشخ) ۱۸و۱۹( و همکــاران
ــ ــد يطراح ــده بودن ــکل ( ش ــوال).۲۰()۱ش ــامريپرا ي ت    در ه

ــر يافتيــ دريمرهــايپرا.  نــشان داده شــده اســت۲جــدول     ب
مـر، در  ي پراي اساس غلظت ذکر شده توسط شـرکت سـازنده       

   سـپس  ،ه شـده ي ـکومول تهي پ۱۰۰ با غلظت    يقيمقطر تزر  آب
ــت   ــا رقـ ــول تهي پ۲۰بـ ــکومـ ــتيـ ــتفاده دره و جهـ    اسـ

ــه۲۰ ــانتي  درج ــراد ي س ــفر گ ــر ص ــدار زي ــدندي نگه   . ش
 PCRواکـنش    : اسـتاندارد  يهـا   نمونه ي بر رو  PCRانجام  

تـر انجـام    يکرولي م ۲۵ر ژنـوم سـالمونلا در حجـم         يجهت تکث 
  ،يق ـيآب مقطـر تزر    تـر يکرولي م ۱۴هر واکنش شـامل     . گرفت

ــريکرولي م۵/۲ ــافر  ت ــريکروليم X ۱۰ ،۳ب ــر پرات ــر،ي از ه   م
ت ظ ـبـا غل cl2Mg (25 mM)مـراز،  يپل Taqم ي واحد آنز۵/۲

 dNTP mix (100 mM each)مولار  يلي م۲/۰مولار،  يلي م۲ يينها
 اسـتخراج شـده بـه       ي ژنوم يها تر از نمونه  يکرولي م ۱و سپس   

  و در دســتگاهشــد  اضــافهفــوقبــات ي ترکي حــاويهــا لولــه
 يژگ ـي ويا اپنـدروف کـه دار  )Master cycler(مسترسايكلر 

 ـ زي  است قرار گرفت و طبق برنامـه     ييان دما ي گراد يبررس ر ي
PCR  ي  درجـه ۹۴ يقه در دمـا ي دق۱  اولي مرحله. شد انجام 

 ي   درجـه  ۹۴ چرخه شامل سه مرحلـه       ۳۰گراد و سپس     يسانت
ــانت ــراد يس ــ ثان۳۰ گ ــه۵۷ه، ي ــانت ي  درج ــراد يس ــه، ي دق۱ گ   ق

ــه۷۲ ــانت ي  درج ــراد يس ــه يدق ۱ گ ــه و مرحل ــي ق    درييا نه
 ي بـرا  . قـرار گرفـت    قـه ي دق ۵ ي بـرا  گـراد  يسـانت  ي   درجه ۷۲

پـس  . ه شـد ي تهMaster mixشات يسهولت کار در تمام آزما
 تـا  ۱تر از محصول با    يکرولي م ۵ تا   ۳ مقدار   ، برنامه ي  از خاتمه 

 مخلوط شده و در     يگذار تر از بافر مخصوص نمونه    يلکروي م ۲
، يلکولو م مارکردادن  پس از قرار    . قرار داده شد  % ۱ژل آگارز   

پـس از  . قه انجام شـد ي دق۴۵ به مدت  ۸۰الکتروفورز در ولتاژ    
 ۵/۰(بروميداتيـديوم    يخاتمه الکتروفورز، ژل در محلول حاو     

شـو  و  تس و پس از ش    يزيآم رنگ) تريل يليکروگرم در م  ي م ۱تا  
 يبـردار   و عکسي بنفش بررسء دستگاه ماوراير رو بدر بافر،   

  . شد
 LAMPواکنش  : استاندارديها  نمونهيرو  برLAMPانجام 

تـر انجـام    يکرولي م ۲۵ر ژنـوم سـالمونلا در حجـم         يجهت تکث 
، يق ـيآب مقطـر تزر  تريکرولي م۵/۱۱هر واکنش شامل    . گرفت

 ي داخل ـ يمرهاي از پرا  تريکروليم X ۱۰  ،۲بافر   تريکرولي م ۵/۲
(FIP,BIP)  ،۵/۰ ي خارج يمرهاي از پرا  تريکروليم (F3,B3) ،

ــز۸ ــراز، يپل Bstم ي واحــد آن ــا Betaineم ــضت نه ــا غل   يي ب
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ــي م۴/۰ ــول،  يل ــي م۲/۰م ــول يل ــپس   dNTP mixم  ۳و س
 يهـا   اسـتخراج شـده بـه لولـه        ي ژنوم يها تر از نمونه  يکروليم

ترمــوبلاك  و در دسـتگاه شـد   اضـافه  فـوق بـات  ي ترکيحـاو 
)Thermo Block(ـ زي گرفت و طبق برنامه  قرار  واکـنش  ر ي

LAMP   ي   درجـه  ۶۵ قـه در  ي دق ۶۰ول   ا ي  ه، مرحل ـ شد انجام 
ــانت ــه يس ــراد و در مرحل ــه دري دق۱۰ دوم ي گ ــه۸۲ ق  ي  درج
 ۵ تـا  ۳ برنامـه مقـدار   ي پس از خاتمه. گرفتگراد قرار   يسانت

تر از بـافر مخـصوص      يلکروي م ۲ تا   ۱تر از محصول با     يکروليم
. قـرار داده شـد  % ۲ مخلوط شده و در ژل آگـارز      يگذار نمونه

 بـه  ۸۵، الکتروفورز در ولتـاژ  يلکولو مکرمارپس از قرار دادن  
پس از خاتمـه الکتروفـورز، ژل در        . قه انجام شد  ي دق ۴۵مدت  

ــول حــاو ــ بروميمحل ــديومدي ــا ۵/۰ ( اتي ــرم در ي م۱ ت کروگ
 ـشـو در بـافر،       و  تس و پس از ش    يزيآم رنگ) تريل يليم  ير روب

  . شديبردار  و عکسي بنفش بررسءدستگاه ماورا
  

  PCR شده براي واکنش استفادههاي رآغازگتوالي : ۱جدول 
  

 در (bp) توليده شدهي محصول اندازه   (bp)اندازه   توالي  نام آغازگر  رديف
PCR   

۱  ۳S  5'-CTTGCTATGGAAGACATAACGAACC -3'  ۲۵  
۲  ۴S 5'-CGTCTCCCATCAAAAGCTCCATAGA -3'  ۲۴  

۲۵۸  

۳  ۱۲S 5'- GTATTGTTGATTAATGAGATCCG-3'  ۲۳  
۴  ۱۳S 5'- ATATTACGCACGGAAACACGTT-3'  ۲۲  

۳۷۳  

  
  LAMPبراي واکنش هاي استفاده شده آغازگرتوالي : ۲جدول 

 

  توالي  طول  نوع  نام آغازگر  رديف
۱  

FIP Forward-inner (50-F1C-
TTTT-F2–30) 

46nt(F1C, 22nt; F2, 
20nt) 

5'-   
GACGGCTGGTACTGATCGATAGTTTTTCA

ACGTTTCCTGCGG -3' 
۲  

BIP Backward-inner (50-B1C-
AAAA-B2–30)  

45nt(B1C, 21nt; B2, 
20nt) 

5'-   
CCGGTGAAATTATCGCCACACAAAACCCA

CCGCCAGG -3' 
۳  F3 Forward outer 22nt 5'-GGCGATATTGGTGTTTATGGGG -3' 
۴  B3 Backward outer 20nt 5'-AACGATAAACTGGACCACGG -3' 

  

  
  LAMP ش انجام واکنيبرا invA ژن  شده ازي طراحيمرهايپرا: ۱شکل 
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  ها افتهي
ــ د۲چنانکــه در شــکل       ــي    ي بررســي جــهيشــود نت يده م

   دو،ي معمــولPCRمــر و انجــام يهــا بــا دو جفــت پرا نمونــه
   جفــت بــاز مــشاهده   ۲۵۸ و ۳۷۳ يهــا بانــد بــه انــدازه  

  يهـا مري پرا  بـا  و سـالمونلا هاوانـا    س  ينفنتياسالمونلا   د،يگرد
  

۱۳-S۱۲ S  ــاس ژن ــر اس ــه ب ــinvAک ــده ي طراح ــد ما ش   نن
  يهـا مري پرا  بـا   امـا  ،نـد جـاد کرد  ي را ا  ۳۷۳ باند   ها هيگر سو يد
۴-S۳ Sـ که اي در حال.د نکردندي توليچ بانديه    مرهـا  ين پراي

ــد  هيگــر ســويدر د ــاز را تول۲۵۸هــا بان ــديــ جفــت ب    د نمودن
   ).۲شکل (

  
  

  
  
  
  
  
  
  
  

  
bp                                                                             ۳۷۳     
bp                                                                             ۲۵۸     

  .S3 ،S4 و S12 ،S13 با استفاده از پرايمرهاي invAبراي ژن  PCR الکتروفورز محصول: ۲شکل 
  ،A سالمونلا پاراتيفي -۵المونلا هاوانا،  س-۴ سالمونلا اينتريتيديس، -۳ سالمونلا اينفنتيس، -۲ سالمونلا تيفي، -۱

   مولکوليمارکر -۹و ) DNAبدون ( کنترل منفي -C ،۸ سالمونلا پاراتيفي -B ،۷ سالمونلا پاراتيفي -۶
  

نـه  يجهـت به   . انجام شـد   LAMPواکنش   PCRبعد از انجام    
ــرا ــنش ط ينمــودن ش ــالمونلا تLAMPواک ــوم س ــي از ژن   يف

 انجـام    واکـنش   لازم يها ي ساز هنيبه  بعد از انجام   .شداستفاده  
   بـه  bp۲۴۱ انـدازه    بـا  ي شـکل  ي متعـدد نردبـان    ي باندها شد و 

 ـن bp۶۰۰ اما تـا     ،شدندبالا مشاهده      مـشاهده   قابـل  ا بانـده  زي
 ژل قابـل  يلظـت بـالا  تـر بـه علـت غ       بزرگ ي و باندها  دبودن

 انجـام واکـنش     ن بانـدها دلالـت بـر      ي ـجاد ا ي ا .ندبودمشاهده ن 
   الگــو DNA کــه فاقــد يتــرل منفــدر کن. شــتدا ياختــصاص

 ي نمـودن دمـا    نـه ي از به  بعـد . بودت ن ي قابل رؤ  يچ باند ي ه بود
ــ   گــراد  ي ســانتي  درجــه۶۵ يجــه در دمــاين نتيرواکــنش بهت

 ـبدست آمـد ز     ـرا در ا  ي  ـزان تکثي ـن دمـا م   ي ش ي افـزا DNAر ي
 يهـا   زمانLAMP مشخص کردن زمان واکنش     يابد، برا ي يم

ــ ــر )۶۰ و۴۵ ،۳۰( يمختلف ــار ب ــه ک ــدد ب ــهي دق۳۰در  .ه ش  ،ق
   ي محــصول انــدک ،قــهي دق۴۵ در. د نــشديــ توليمحــصول

ــ م،قــهي دق۶۰در  د شــد ويــتول ــه حــداکثر ي   زان محــصولات ب
ن واکـنش   ي بنـابرا  .)ات نـشان داده نـشده اسـت       ي ـجزئ (ديرس
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LAMP ــانتي  درجــه۶۵ در ــدت   ي س ــه م ــراد ب ــه ي دق۶۰گ ق
ــهيبه ــد يســاز ن ــرا وش ــنش ني  خاتمــهي ب ــ واک ــوط زي    مخل

  گـراد قـرار   يسـانت ي    درجـه ۸۲قـه در  ي دق۱۰ به مدت    نشواک
  . داده شد

  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

bp                                                                                                           ۲۴۱   
  . شرايط واکنشهاي مختلف سالمونلا بعد از بهينه سازي  با سويهLAMPانجام واکنش : ۳شکل 

  ،A سالمونلا پاراتيفي -۵ سالمونلا هاوانا، -۴ سالمونلا اينتريتيديس، -۳ سالمونلا اينفنتيس، -۲ سالمونلا تيفي، -۱
   مولکوليمارکر -۹و ) DNAبدون ( کنترل منفي -C ،۸ سالمونلا پاراتيفي -B ،۷ سالمونلا پاراتيفي -۶

  
ــمقا ــا ژن LAMPدر  :PCR و LAMP ي سهي  در invA تنه

 PCR در يابد ولي ير مي به بالا تکثbp۲۴۱ از ختلف مياندازها
 يبـرا . گـردد  يک باند مـشاهده م ـ يمر تنها ي هر جفت پرا   يبرا
 ۱۳S و ۱۲S يمرهـا يو پرا bp۲۵۸ بانـد    ۴Sو   ۳S يمرهايپرا

 ي طراح ـ يمرهاي پرا LAMPدر  . شود يمشاهده م  bp۳۷۳باند  
مرها تنهـا  ين پرايبا ا هستند و invAر ژن يشده تنها قادر به تکث  

   .شود يص داده مي تشخيياي باکتريها گر جنسياز دسالمونلا 
ــمقا ــساسي سهي ــا Sensitivity( PCR(ت ي ح   :LAMP ب
ه شد و با    ي از ژنوم ته   ي مختلف يها  رقت ،تين حساس يي تع يبرا

 ۲*۱۰۶  ژنـوم ي  هي ـغلظـت اول  .  انجام شد  LAMP و   PCRآن  
 ـز ان اي بنـابرا . بود)ليتر كپي در ميلي (   ه اقـدام بـه   ي ـن ژنـوم اول ي

با .  شد۱۰-۷ تا ۱۰-۱از رقت ) Serial Dilution( يساز قيرق

. ن نمـود يي را تعLAMP و PCRت يتوان حساس ين روش م يا
 ۲*۱۰۲ تا رقت PCRشود،  ي مشاهده م۴همانطور که در شکل 

  جـاد بانـد   ي قادر بـه ا    يفياز ژنوم سالمونلا ت   ) ليتر  كپي در ميلي  (
 مـشاهده   يچ بانـد  ي کمتر ژنوم ه   يها  در رقت  نآ و پس از     بود

از ) ليتـر  كپـي در ميلـي  ( ۲-۱۰رقـت    تا   LAMP در   يول. نشد
ن گـزارش  يبنـابرا . شـود  ي باند مـشاهده م ـ يفيژنوم سالمونلا ت  

ــ ــه روش  يم ــود ک ــه LAMPش ــسبت ب ــولPCR ن  در ي معم
  ).۲۲( تر است  برابر حساس۱۰۰ص سالمونلا تا يتشخ

  
  
  
  



  در تشخيص سالمونلا ي دو روش مولكولي مقايسه
 

 ۸۸ تابستان ،۶۷ي  ، شماره۱۷ي  ي علمي، پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي، درماني زنجان، دوره مجله

72 

    
  

  
  
  
  
  
  
  
  

  bp ۳۷۳        )ب                                      (      )الف                                             (      
                       

 در :شکل ب (LAMPبا ) شود ي مشاهده مbp ۳۷۳ ي باند اختصاصPCR در :شکل الف Sensitivity( PCR)(ت ي حساسي سهي مقا:۴شکل 
LAMP شود ي مشاهده منردباني ي سالمونلا الگوياختصاص با ژنوم.(  

 از ژنوم ۱۰-۳ رقت -۴، يفي از ژنوم سالمونلا ت۱۰- ۲ رقت -۳، يفي از ژنوم سالمونلا ت۱۰-۱ رقت -۲، )يفيژنوم سالمونلا ت( کنترل مثبت -۱
-۷ رقت -۸، يفي از ژنوم سالمونلا ت۱۰-۶ رقت -۷، يفي از ژنوم سالمونلا ت۱۰- ۵ رقت -۶، يفي از ژنوم سالمونلا ت۱۰-۴   رقت-۵، يفيسالمونلا ت

  .ي مولکولمارکر -۱۰و ) ي ژنومDNAفاقد  (ي کنترل منف-۹، يفي از ژنوم سالمونلا ت۱۰
  

  بحث
 يازمند زمان طولانيص سالمونلا ني متداول تشخ  يها روش     

 ين بـاکتر  يع ا يص سر ي لازم جهت تشخ   يياست که فاقد کارا   
ــ ــشخي معمــولPCR از روش). ۱۵( باشــد يم ، صي جهــت ت

ها اسـتفاده   اسهيوباکترر انتري از سا سالمونلاککي و تف  ييشناسا
ــ کــه اشــده اســت ــد دســتگاه گــران قين روش ني مــت يازمن

 پـر زحمـت   يهـا   و روشي حرارت ـيها کلر و چرخه يترموسا
ع ي فوق سـر PCR يها  روشي بررس).۱۱(  است يساز آشکار

ــه روش  ــوم ب ــشخPCR  Real-timeموس ــرصي در ت ع ي س
 داشـته   ي مناسـب  ييکـارا  تواند يماست که   سالمونلا نشان داده    

مـت اسـت   يار گـران ق ي شـده بـس  کن دستگاه استفادهيباشد ول 
 از PCR روشن جهت مرتفع نمـودن مـشکلات   ي بنابرا ).۲۱(

 يصي ـروش تشخ  LAMP . استفاده شد  LAMPد  يروش جد 

ن جهـت   ي محقق ـ . اسـت  يتـر و مقـرون بـه صـرفه تـر           عيسر
 بـر اسـاس    راي مختلف ـيمرهاي سالمونلا پرايلص ملکو يتشخ

 ، invA، invB، fiC-a،fiC-dT شـناخته شـده،   يها ف ژنيرد
tyv،prt ، int-flom  وspvCانـد    نمـوده ي و بررس ـي طراح ـ

ع سالمونلا از دو    يص سر ي تشخ ي برا LAMPدر روش    ).۲۶(
 کـه قـادر بـه    invA شده بـر اسـاس ژن   يمر طراح يجفت پرا 

ار يص بسي تشخو باشد استفاده شد يونلا مالم انواع س ييشناسا
  ).۱۸-۲۰ (گرفتق انجام يع و دقيسر

 ـ مزا ي دارا ي مولکـول  يها گر روش ي نسبت به د   ن روش يا  ياي
  . شود ي است که به آنها اشاره مياريبس

LAMP    قادر است DNA     ط ي بـالا تحـت شـرا   يي را بـا کـارا
ص را يد و تشخير نمايتکث )Isothermal (ييط تک دمايشرا

 قادر ي حتLAMP شروع نمود،   DNAتوان با تعداد اندک      يم
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 يي در مخلوط واکنش شناساي کپ۶ را در کمتر از DNAاست 
 سـاختار   يهـا  DNA از   يمحصولات واکنش مخلـوط   . دينما

 گل کلم ماننـد  ي متفاوت و ساختارهايها سنجاق سر با اندازه  
 ـاتـصال  متعـدد کـه از     يها با حلقه   معکـوس  يهـا  ين تـوال ي ب

 ـ   ماينن يجاد م ي ا  را  هدف ي از توال  يتکرار  ـ در ز  يد، کـه حت ر ي
 ـ   يکروسکوپ نور يم انـد، و امکـان       قابـل مـشاهده    ي بـه راحت

ــشخ ــابيت ــيص انتخ ــراهم م ــدينما ي را ف ــسLAMP . ن ار يب
 ۶مـر قـادر اسـت کـه         ي پرا ۴را بـا    يکند ز  ي عمل م  ياختصاص

ه را در ي ناح۴ هدف را در آغاز واکنش و ي از توالي ژني  هيناح
روش .  قـرار دهـد    يي مورد شناسا  LAMP ي اصل کنش وا يط

LAMP         مـر،  ياز بـه پرا   ي ساده و انجام آن آسان است، و تنها ن
DNA کلري به ترمو سايازي و ندمراز و مخلوط واکنش دار  ي پل 

 قابـل  ي حرارت ـيها ا بلوکي و واکنش در حمام آب گرم  دندار
 ، معکـوس  ينسخه بردار م  يآنزب با   يله ترک يوس ه ب .انجام است 

LAMP   يها ي قادر است توال RNA   ـ بـالا تکث   يي را با کارا  ر ي
 واکنش بر اساس يي نهاي جهي نتيامکان آشکار ساز). ۹(د ينما

 ـ آزاد شدن پ   ي  ط عمل واکنش که به واسطه     يکدر شدن مح   رو ي
ن يم در حيزي منيها ونيها با  ب آنيها و ترکdNTPفسفات از 

 ـنما يا آسان م ـ  ج ر يز نتا يگردد و امکان آنال    يجاد م يواکنش ا  د ي
 ـDNAر ي تکثي ملکول يها ن تمام روش  ين مورد در ب   يکه ا   ي ب

 ـ اول DNAاز به واسرشت نمودن     يعدم ن ). ۱۰(ر است   ينظ ه و ي
 يهـا   نمونـه يه از برخ ـ  ي اول DNAاز به استخراج    ي عدم ن  يحت

امکان ). ۲۳ ،۲۴(باشد   يم) عيط کشت ما  يمانند مح (ک  يولوژيب
ون يداسيبريک ه ياده از تکن   با استف  يي محصول نها  يآشکارساز
ج ي نتـا ي سهيمقا ).۲۵(ز وجود دارد ي فلورسانس نيها با پروب 

ــا تحقيــن تحقيــا داد کــه اســتفاده از  قــات مــشابه نــشانيق ب
 ييکـارا  ،انـد   شـده  يطراح invA  که بر اساس ژن    ييمرهايپرا
ن يرا ايد، زن دارLAMPص سالمونلا به روش ي در تشخييبالا

ال يتلي اپ يها  به سلول  يل تهاجم باکتر  وئ مهم مس  يها ژن از ژن  
 ي شـده در ط ـ م انجـا  يهـا  ينه ساز يهبق با   ين تحق يدر ا . است

ار ي بـس  PCRص نسبت به    ي تشخ يي زمان نها  LAMPواکنش  

ر واکنش  د مؤثر   ين کار فاکتورها  ي، جهت انجام ا   ديگردکوتاه  
 الگـو و زمـان   DNAن، يمرها، بتائ ي، پرا dNTPم،  يل آنز ياز قب 

 کـه   ييهـا   که نسبت به تـلاش     شدند يساز نهي به انجام واکنش 
زا از   يمـار ي ب يهـا  يص بـاکتر  يجهت کوتاه نمودن زمان تشخ    
 صورت گرفته   PCR متداول   يها جمله سالمونلا که با دستگاه    

 ـ يبرا). ۲۶(باشد   ي قابل توجه م   ،است ن بـار هراکـودو و      ي اول
ــه تــشخ همکــاران ــه روش ياقــدام ب  LAMPص ســالمونلا ب

 ،الکتروفـورز بعد از انجام ص را  ي تشخ يلازم برا زمان  . نمودند
 ن محققــانيــا يهــا افتــهيطبــق . قــه گــزارش نمودنــدي دق۹۰

ن يــا. بــود PCRار بــالاتر از ي بــسLAMPت تــست يحـساس 
ص ي تـشخ يبـرا توانـد     مي LAMPمطالعه نشان داد که تست      

ج ين نتـا  يبنـابرا . بكـار رود  ت بـالا    يع سالمونلا با حـساس    يسر
ج ي با نتـا   LAMPت تست   ي حساس ي برا قين تحق يحاصل از ا  

اقـدام بـه     وانـگ و همکـاران     ).۱۹(ن محققان انطبـاق دارد      يا
 ـ در بقا  LAMPتشخص سالمونلا با روش       يي مـواد غـذا    ياي

ت يحـساس . قـه را گـزارش نمودنـد   ي دق۶۰ آنها زمـان    ،نمودند
LAMP      شتر از   ي برابر ب  ۱۰بر اساس اين تحقيقPCR   اعـلام

 ي جهـت طراح ـ invAاسـتفاده از ژن      آنها نشان دادند که      .شد
 است و ييت بالاي اختصاصيص سالمونلا دارايمر در تشخيپرا
 ـ با اسـتفاده از ا     يياي گر باکتر ي د يها هيسو ن آغازگرهـا قابـل     ي

ص ين آغازگرهــا قــادر بــه تــشخيــالبتــه ا. ستنديــص نيتــشخ
ج مـا بـا     ينتـا . ستندي ـگر ن يکدي مختلف سالمونلا از     يها هيسو
 اٌکـامورا و همکـاران   ).۲۰(زانطبـاق دارد  ي نن محققـان  يج ا ينتا
 از سالمونلا بـا روش  ي مختلفيها پيص سروتا يقدام به تشخ  ا

LAMP   آنها در   .  در جوجه نمودندLAMP را  يي نها ي  جهي نت 
گـراد بدسـت     ي سانت ي   درجه ۶۵ يقه در دما  ي دق ۶۰در عرض   

جـه  يقـه بـه نت  ي دق۱۲۰ بعـد از  PCR کـه در   ي در حال  ،آوردند
و  CFU/ml ۱۰۳  را LAMPت ي حـساس مچنـين ه. دنديرس ـ

ــد CFU/ml ۱۰۶ را PCRت يحــساس ــزارش نمودن ــ ا.گ ن ي
 ي از آغازگرهاLAMP کوتاه کردن زمان واکنش يمحققان برا

اند و در کمتـر از نـصف زمـان معمـول        استفاده نموده  يحلقو
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  نکــه دريبــا توجــه بــه ا. ص شــدنديواکــنش قــادر بــه تــشخ
 ي اسـتفاده نـشده، در زمـان       ي حلقـو  يآغازگرهاق از   ين تحق يا

ص ين محققان گزارش نمودند تشخي که ايمعادل دو برابر زمان
ج ين نتـا ي مشابه اPCR و   LAMPت  يج حساس ينتا. انجام شد 

  ).۲۷(بود 
  
  يريگ جهينت

  در  LAMP هـم دمـايي  ق روش ين تحقيج ايبر اساس نتا     
گـر  ي و انـواع د يفيص سالمونلا تي تشخيبراPCR سه با يمقا
 ـمز. بـود تـر   يتر و اختـصاص    تر، ارزان  عي سر يمل عفون عوا ت ي

  و دسـتگاه يي دمايها  به چرخهين روش عدم وابستگ  يگر ا يد
ک ي آن از    ي به جا  كهبوده  ) کلريترموسا (ي حرارت متيگران ق 

ساخت داخل کشور استفاده ار ساده و ارزان، ي بسيبستر حرارت

 را LAMP زوترمـال يش ا گردد رو  پيشنهاد مي ن  يابرا بن .گرديد
تـر   تـر و ارزان  قيتر، دق عي سريص مولکوليعنوان روش تشخ  هب

 ـبا کـاربرد گـسترده در آزما       PCRي با     در مقايسه   يهـا  شگاهي
 و يقـات ي و تحقي، کـشاورز ي قانوني، پزشک ي پزشک يصيتشخ

  .بكار بردار ي کوچک و سيها شگاهيزماآ يحت
  

  يقدر دان تشکر و
ت بيولـوژي مولكـولي،     مركـز تحقيقـا     محترم نيمسئولاز       

 ـ کـه در طـول انجـام ا        )عج(…ا دانشگاه علوم پزشكي بقيه    ن ي
ــتحق ــق حماي ــشتي ــيبانيت و پ ــذول ي فراوان ــتند و  را مب داش

 دانشگاه زنجان   ي کشاورز ي  ن محترم دانشکده  يلئون مس يهمچن
 لازم کمال تشکر بـه      يها  و مساعدت  يها يز بخاطر همکار  ين

  .ديآ يعمل م
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Background and Objective: There are several techniques for the diagnosing of salmonella infectious. 

Several molecular methods such as PCR and hybridization assay have recently been used for the detection of 

this bacterium. However, these methods require precision instruments for amplification and complex 

procedures, which are the major obstacles to the widespread use of these methods in relatively small scale 

clinical laboratories, clinics and the filed laboratories. Recently, a new, rapid and sensitive technique called 

loop-mediated isothermal amplification (LAMP) was developed.  

Materials and Methods: In this study we used 7 different strains of salmonella to compare the PCR with 

LAMP method. For PCR test we used thermocycler, but The LAMP reaction can be conducted under 

isothermal conditions by using only one type of enzyme and four primers recognizing six distinct regions. 

The most important merit of this method is that no denaturation of the DNA template is required, so, 

technique is simple and no need to thermocycler machine and several temperatures cycles. 

Results: Conventional PCR method for the detection of Salmonella with standard thermocylcer takes 3 hrs 

but, with LAMP method we were able to amplify and detect the salmonella in very simple thermal block 

made in IRAN. After Optimization of the process it was possible to rapidly detect and identify Salmonella 

typhi bacteria within 90 minutes. This method was also 100 times more sensitive comparing to the PCR 

method. 

Conclusion: According to the results, comparing LAMP isothermal amplification method for detection and 

identification of Salmonella with conventional PCR we have been able to determine the simplicity, speed (3 

times) and the superior sensitivity(100 times) of the LAMP to PCR method. This Method is more simple, 

faster and cheaper (10 times). Another advantage is independence to cycle's temperature and thermo-cycling 

and replacement with one thermo block which is very simple, inexpensive and made in inside the country. 
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