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مقدمه

     سالمونلاها دسته بزرگی از باسیل هـــای گرم منفی اند که انــدازه آن ها به طول 1 تا 3 و عرض 5/0 تا 8/0 میـــکــرون می باشد.(4-1)
     بیماری ناشی از سالمونلا دارای سه حالت اصلی شامل تب روده ای(تیفوئید)، باکتریمی و آنتروکولیت می باشد و هر یک می تواند بـاعث بروز عوارض متعددی از قبیل به تب، سردرد، کندی ضربان قلب، استفراق، اسهال، ازدیاد حجم کبد و طحال، تورم کیسه صفرا، زخم و ضایعات مفصلی گردد.(7-5)  
      از این رو تشخیص به موقع و درست این باکتری در مواد غذایی و افراد مشکوک به آلودگی ضروری به نظر می رسد. روش های تشخیصی فعلی شناسای این باکتری شامل روش کشت و تایید بیوشیمیایی نیاز به سه تا چهار روز زمان دارند،(8). روش های ایمنولوژیک و مولکولی نیز استفاده می شود اما هنوز مشکلات بسیاری در رابطه با حساسیت و اختصــاصی بودن این روش ها وجود دارد.(9) 
      روشPCR  روشی سریع و حساس است که دارای مزایای بسیاری است اما دارای محدودیت هایی نیـز می باشد مانند چرخه​های حرارتی زیاد، استفاده از دستگاه ترموسایکلر گران قیمت و روش های آشکار سازی و تشخیص محصول و به همین دلیل امکان استفاده در آزمایشگاه های صحرایی و سیار را ندارد.(12-10) 

     روش جدید تکثیر هم دمای DNA وابسته به حلـــقه LAMP روشی ساده  با کارایی بالا است که فاقد این محدودیت​هاست. این روش توسط نوتومی و همکاران در سال 2000 معرفی گردید، در این روش DNA به طور اختصاصی و با کارایی و سرعت بالا در شرایط تک دمایی(Isothermal) تکثیر می یابد. 
      در این روش از 4 پرایمر(دو پرایمر داخلی و دو پرایمر خارجی) استفاده می گردد، که در مجموع 6 ناحیه ژنی از DNA هدف را مورد شنـاسایی قـــرار می دهد و ناحیه هدف طی فرایندی دنباله دار و با تشکیل نواحی سنجاق سری در دمای 65-60 درجه سانتی گراد و با استفاده از یک آنزیم DNA پلی مراز مقاوم به حرارت تکثیر می یابد،(13). این روش دارای مزایای بسیاری است که به آن ها اشاره می نماییم: 
     1) LAMP قادر است DNA را با کارایی بالا تحت شرایط تک دمایی (Isothermal) تکثیر نماید و می توان تشخیص را با تعداد اندک DNA شروع نمود. LAMP حتی قادر است DNA را در کمتر از 6 کپی در مخلوط واکنش شناسایی نماید. 

      2) محصولات واکنش مخلوطی از DNA های ساختار سنجاق سری با اندازه های متفاوت و ساختار گل کلم مانند با حلقه های متعدد می باشد که از انــیلینگ بین توالی های معکوس تکراری از توالی هدف ایجـــاد می​گردند، که حتی در زیر میکروسکوپ نوری به راحتی قابل مشاهده​اند، و امکان تشخیص انتخابی را فراهم می نمایند. 

    3) LAMPبسیار اختصاصی عمل می کند زیرا با 4 پرایمر قادر است که 6 ناحیه ژنی از توالی هدف را در آغاز واکنش و 4 ناحیه را در طی واکنش LAMP مورد شناسایی قرار دهد.      
     4) روش LAMP ساده و انجام آن آسان است، و تنها نیاز به پرایمر، DNA پلی مراز و مخلوط واکنش دارد و نیازی به ترمو سایکلر ندارد و واکنش در حمام آب گرم یا بلوک​های حرارتی قابل انجام است.(13) 

     5) به وسیله ترکیب با نسخه برداری معکوس LAMP قادر است توالی های RNA را با کارایی بالا تکثیر نماید.(13)
     6) امکان آشکارسازی نتیجه نهایی واکنش بر اساس کدر شدن محیط عمل واکنش است که با چشم یا دستگاه قابل مشاهده است.(14) 
      7) نیاز به واسرشت نمودن DNA اولیه و حتی نیاز به استخـــراج DNA اولیه از بــرخی نمونه​های بیـــولـــوژیک (مانند محیــــط کشـــت مــایع) نمی باشد.(17- 15)
     پر واضــح است که LAMP نیز همانند سایر روش ها دارای محـــــدودیت هـــایی در طراحی پیچیده پرایمر است که البـــته آشنایان با بیوانفــــورماتیک قــــادر به انجام آن هستند،(18). در ایـــن تحقیــــق دو روش PCR و LAMP برای 
تشخیـــــص ســــالمونلا بررسی گردید و نشــــــان داده شـــد که روش LAMP نسبـــــت به PCR   آسان تر، سریع تر و دقیق تر است. 

مواد و روش​ها
      در این تحقیق از 7 سویه مختلف سالمونلا که اسامی آن ها ذیلاً بیان شده استفــــــاده گردیده است که از آزمـــــایشگاه رفــــــرانس وزارت بهــــداشت تهیه شده​اند. 
 1)Salmonella typhi   
2) Salmonella paratyphi A 
3) Salmonella paratyphi B       

4) Salmonella paratyphi C 
5) Salmonella enteritidis 
6)Salmonella infantis
7) Salmonella havani  

سایر مواد مورد نیــــاز از شــــرکت سیناژن تهیه گردید. بلوک حــــرارتی بسیــــار ساده استفـاده شده 
در این تحقیق ساخت داخل کشور می باشد.
      روش آماده​سازي نمــونه​ها: از هر یـــک از نمونه​های فوق به میزان 50 مایکرولیتر برداشته و در 5/1 سی سی محیط کشت مایع LB کشت داده شدند و به مدت 24 ساعت در گرم خانه37 درجه سانتی گراد قرار گرفتند، و بعد از گذشت این زمان تمام آن ها رشد کردند و آماده استخراج ژنوم شدند.
      DNA سالمونلاهای کشت داده شده به روش استاندارد فنل کلروفرم (19،20) استخراج شده و سپس وجود ژنوم آن ها بر روی ژل آگاروز 1 درصد تأیید گردید.  
      قبل از اقــــــدام به انجام تست LAMP  جهت تأیید ژنوم ســـــالمونلا از روش PCR متداول از پرایمـــــرهای زیر و روش بهیـــنه ســــازی شده PCR جهت تشخیـــــص مولکولی سالمونلا که توســـط کرمی و همکاران انجام شده بود استفاده گردید.(23-21)
جدول 1. توالی پرایمرهای استفاده شده برای واکنش PCR
	Size of PCR product(bp)
	Size(bp)
	sequence
	primer
	serial

	258
	25
	5'-CTTGCTATGGAAGACATAACGAACC -3'             
	ST3
	1

	
	24
	5'-CGTCTCCCATCAAAAGCTCCATAGA -3'             
	ST4
	2

	373
	23
	5'- GTATTGTTGATTAATGAGATCCG-3'             
	ST12
	3

	
	22
	5'- ATATTACGCACGGAAACACGTT-3'             
	ST13
	4


در آزمــــــايش PCR بـــــــرای تکثــــــیر قطعــــــات مورد نظر، مشخـــــصات آزمـــــایش و مقـــــادیر مــــواد استفاده شده به شرح زیر است(جداول 2 و3 ):
جدول 2. پروفایل حرارتی مورداستفاده برای تست
	Cycle
	Time
	Tempture

	1
	min 1
	  94 cº

	30
	30 Sec
	  94 cº


	30
	min 1
	  57 cº

	30
	min 1
	  72 cº

	1
	5min 
	  72 cº


جدول 3. مقادیر مورد استفاده برای انجام تست PCR
	Amount(µl)
	material

	0.5
	primer Forward

	0.5
	primer Reverse

	2.5
	Buffer 10X PCR

	0.5
	dNTPs

	0.5
	Mgcl2

	0.5
	Taq DNApolymerase

	1
	DNA

	14
	D2W

	20
	Total Volume


      ژنــــــوم​های استخـــــراج شده فـــــوق الذکر به روش اپتی مایز شده فوق به وسیـــــله PCR تکثیر شدند.
      تست LAMP:  پرایمرهای مناسب ژن inv A که در تمام سالمونلاها حفاظت شده است، انتخاب و تهیه شد که توالی آن ها مطابق جدول 4 می باشد.
جدول 4. لیست توالی پرایمرهای استفاده شده در تست LAMP
	Sequence
	Lenght
	Type
	primer

	5'-GACGGCTGGTACTGATCGATAGTTTTTCAACGTTTCCTGCGG -3'
	46nt(F1C, 22nt; F2, 20nt)
	Forward-inner (50-F1C-TTTT-F2–30)
	FIP

	5'-CCGGTGAAATTATCGCCACACAAAACCCACCGCCAGG -3'
	45nt(B1C, 21nt; B2, 20nt)
	Backward-inner (50-B1C-AAAA-B2–30)
	BIP

	5'-GGCGATATTGGTGTTTATGGGG -3'
	22nt
	Forward outer
	F3

	5'-AACGATAAACTGGACCACGG -3'
	20nt
	Backward outer
	B3
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      تمام فاکتورهای مؤثر در واکنــــش LAMP بهینه​سازی شد تــــا تکثیـــــر قطعه مورد نظر به خوبي انجام شود. بعد از اعمـــــال تمام فـــــاکتورهای مــــؤثر میــــــزان مـــــواد وسیکل حرارتی در واکنش LAMP به شــــرح زیر می باشند(جداول 5 و6):
جدول 5. میزان مواد استفاده شده در تست LAMP
	concenteration
	Amount(µl)
	material

	_
	11.5
	D2W

	0.2 mM
	2.5
	Buffer 10X

	0.4 mM
	2
	Betain

	0.2 mM
	0.5
	dNTPs

	8 Unit
	0.5
	Bst DNApolymerase

	0.9 pm
	2
	Primer FIP

	0.9 pm
	2
	Primer BIP

	0.2 pm
	0.5
	Primer F3

	0.2 pm
	0.5
	Primer B3

	_
	3
	DNA

	
	25
	Volume


جدول 6. سیکل حرارتی جهت انجام تست LAMP
	cycle
	Time
	Tempreture

	1
	45 min
	65ċ

	2
	10 min
	82ċ


     نمونه ژنوم استخراج شده سالمونلا را بر طبق روش بهينه سازي شده LAMP تکثیر شدند. سپس محصول روی ژل آگارز 2 درصد الكتروفورز بررسي شد. برای کسب بهترین نتیجه عوامل مختلف موثر در فرایند تکثیر مانند میزان  مواد مختلف و شرایط حرارتی بهینه سازی های مختلفی صورت گرفت.
یافته​های پژوهش 

     بعــــــد از انجـــــام تســـــت PCR و تــــــأیید قطــــعات مــــــورد انتطــــــار از ژنوم سالمونلاهای مختلف بررسی شده آزمایش LAMP صورت گرفت.
                                        9       8        7       6        5       4       3        2       1      
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شکل 1.  الکتروفورز نمونه های  تست PCR جهت تایید ژنوم سالمونلا
1- سالمونلاتیــــــفی 2- سالمونلااینتریتدیس 3- سالمـــــونلا پاراتیفیA 4- ســــالمونلا تیـــفی B 5- سالمونلا تیفی C 6- سالمونلا havani 7- سالـــــمونلا Infantic  8-کنترل منفی  9-وزن مـــولکــولی ( bp100-bp200- bp300bp-00bp - 4  500(پررنگ ترند)   

      آزمایش LAMP صورت گرفت  همچنان که در شکل 2 دیده می شود در الکتروفورز باندهای متعدد نردبانی شکلی که انــــدازه آن ها از bp241 به بالا می باشد  مشاهده می شوند که از مشخصات بارز این روش است و انجام واکنــش اختصاصی از این طریق مشخــــص می شود. در کنترل منفی که فاقد DNA الگو است هیچ باندی قابل رؤیت نیست.  

     انجام بهینه سازی ها مشخص نمود که بهترین نتیجه در دمای 65 درجه سانتی گراد است زیرا در این دما میزان تکثیر DNA افزایش می یابد،  بهینه سازی زمان واکتش مشخص نمود که از زمان هــای مختلف 
واکنش LAMP  شامل30 ،45 و60 دقیقه که در زمان 30 دقیقه هیچ محصولی تولید نشد. در 45 دقیقه محصول اندکی تولید شد و در 60 دقیقه میزان محصولات به حداکثر رسید،  

     بنابراین مشخص گردید که واکنش LAMP را در 65 درجه سانتی گراد به مدت 60 دقیقه اپتی بهترین نتیجه را می دهد ولی  تجربه نشان داد که در صورت ادامه واکنـش به مدت 10 دقیــــقه در 82 درجه سانتی گراد. نتـــــایج بهتر خواهد بود و این نتایج با تحقیق  Maeda et al. (2005)  وLi et al. (2007) (24،25) مطابقت دارد. با به کارگیری هر یک از پرایمرهای (FIP,BIP,F3&B3) به طور مجزا یا جفت و حتی استفاده از 3 پرایمر هیچ محصولی تولید نشد، بنابراین برای انجام واکنش وجود هر دوجفت پرایمر الزامی است.
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شکل 3. الکتروفورز نمونه ها  تست   LAM جهت تایید ژنوم سالمونلا
1-ژنوم باکتری سالمونلاتیفی  2-ژنوم باکتری سالمونلااینتریتدیس  3-ژنوم باکتری سالمونلا پاراتیفیA  4-ژنوم باکتری سالمونلا تیفی B  5-ژنوم باکتری سالمونلا تیفی C  6-ژنوم باکتری سالمونلا havani  7- ژنوم باکتری سالمــونلا Infantic  8-وزن مولکولی (  bp100- bp200  - bp300 bp- 00 bp - 4 500(پررنگ ترند)  9-کنترل منفی  
      در مقـــایسه LAMP و PCR (شکل1و3) در LAMP تنها ژن invA در از اندازهای متفاوت از bp241 به بالا تکثیر می یابد ولی در PCR برای هر جفت پرایمر تنها یک باند مشاهده می گردد. برای پرایمرهای S3 و S4 باند bp258 و پرایمرهای S12 و S13 باند bp373 مشاهده می شود. در LAMP پرایمرهای طراحی شده تنها قادر به تکثیر ژن invA هستند و با این پرایمرها تنها قادر به تشخیص سالمونلا می باشیم. از نظر حساسیت در تشخیص  LAMP نسبت به PCR 10 برابرحساستر است. (25) 
بحث و نتیجه​گیری
    روش های متداول تشخیص سالمونلا نیازمند زمان طولانی است که فاقد کارایی لازم جهت تشخیص سریع این باکتری می باشد،(19). از روش PCR معمولی جهت تشخیص، شناسایی و تفکیک سالمونلا از سایر انتروباکتریاسه ها استفاده شده است. 
     روش  LAMPروش تشخیصی سریع تر و مقرون به صرفه تری است،(12). محققین جهت تشخیص مولکولی سالـــمونلا تیفی پرایمرهای مختلفی را بر اســــــاس ردیـــــف ژن هـــای شنــــاخته شده، invA، invB، fiC-a،fiC-dT ، tyv،prt ، int-
flom و spvC طراحی و بررسی نموده اند،(25). بررسی روش های PCR فوق سریع موسوم به روش Real-time در تشخیص سریع سالمونلا نشان داده است که این روش ها کارایی مناسبی داشته و لیکن دستگاه استفاده شده بسیار گران قیمت است. در روش LAMP برای تشخیص سریع سالمونلا از دو جفت پرایمر طراحی شده بر اساس ژن invA که قادر به شـــناسایی انواع سالمونلا می باشد استفاده شده است و تشخیــــص بســـیار سریع و دقیــــق انجـــام می گیرد،(22،24). این روش دارای مزایای بسیاری است و قادر است DNA را با کارایی بالا تحت شرایط تک دمایی(Isothermal) تکثیر نماید و تشخیص را می توان با تعداد اندک DNA شروع نمود. LAMP حتی قادر است DNA را در کمتر از 6 کپی در مخلوط واکنش شناسایی نماید، بسیار اختصاصی عمل می کند زیرا با 4 پرایمر قادر است که 6 ناحیه ژنی از توالی هدف را در آغاز واکنش و 4 ناحیه را در خلال واکنش اصلی LAMP مورد شنـــــاسایی قـــرار دهد. انجام آن آسان است، و تنها نیاز به پرایمر، DNA پلیمراز و مخلوط واکنش دارد و نیــــــازی به تــــرموسایکلر ندارد و واکنش در حمام آب گرم یا بلوک های حرارتی قابل انجام است امکان آشکارسازی نتیجه نهایی واکنش بر اساس کدر شدن محیط عمل واکنــش که به واسطه آزاد شدن پیرو فسفات از dNTP ها و ترکیب آن ها با یون های منیزیم در حین واکنــــش ایجاد می گردد، و امکان آنالیز نتایج را آسان می نماید که این مورد در بین تمام روش های مولکولی تکثیر DNA بی نظیر است. 

       مقــــایسه نتـــایج این تحقیق با تحقیقیات مشابه نشان داد که استفــــــاده از پرایمرهایی که بر اساس ژن invA (invA invasion protein) هستنــــد کارایی بالایی در تشخیص سالمونلا به روش LAMP دارند، زیرا این ژن از ژن هــــــای مهم مسؤل تهاجم باکتری به سلـــــول هـــــای اپیتلیال است. در این تحقیـــــق با بهینه سازی های انجام شده در طی واکنش LAMP زمـــــان نهایی تشخیـــــص نسبت به PCR بســـــیار کوتاه گردید، جهت انجام این کــــار فــــاکتورهــــای مؤثر در واکنش از قبیل آنزیم، dNTP، پـــــرایمرها، بتائین، DNA الگو و زمان انجام واکنش بهینه سازی شــــدند که نسبت به تــــلاش هایی که جهت کوتاه نمودن زمـــــان تشخیص باکتـــــــری های بیمـــــاری زا از جمله ســــــالـــــمونلا که با دستگـــــاه های متداول PCR صورت گـــــرفته است قابل توجه می باشد.
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Abstract
Introduction: Salmonella Bacterium is not only a causative factor of typhoid fever, enterocolitis, and salmonellosis, but it is also a zoonotic infection. This bacterium is a major health problem throughout the world, and is especially prevalent in developing countries. Therefore, rapid diagnosis of salmonella can prevent its outbreak. Different techniques are used for the diagnosis of  Salmonella bacteria, such as; culture, biochemical, serological, ELISA, Widal, immunofluorescence and molecular methods like PCR and Real time PCR,all of which are difficult, time-consuming, and expensive. Thus, our study was designed to evaluate the LAMP (Loop-mediated isothermal DNA amplification method) for detection of salmonella bacteria.
Materials & Methods: In this study, we examined 7 different strains of salmonella.  The DNA was extracted by standard methods and amplified with specific primers by PCR and set of primers for LAMP in single temperature in very simple thermal block made in Iran. The amplified products were detected by gel electrophoresis and LAMP products were visualized by their turbidity with naked eye.


Findings: Conventional PCR method for detection of Salmonella needs standard thermocylcer and takes 3 hours, but using  LAMP method, we were able to amplify and detect salmonella in simple thermoblock, taking much less time. After optimization of the process, it was, soon, possible to detect and identify Salmonella typhi bacteria within 90 minutes. This method is also 10 times more sensitive than that of the PCR.

Discussion & Conclusion: According to the results, comparing LAMP method for detection and identification of Salmonella with conventional PCR, we have been able to determine the simplicity, speed and the superior sensitivity of the LAMP method. This Method is more simple, faster and cheaper. Non-dependence of cycle's temperature and thermo-cycling and replacement with one thermo block which is very simple, inexpensive and made inside the country, can be considered another advantage of the LAMP method.
Key Words: Salmonella, molecular detection, PCR, DN, LAMP
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چكيده


مقدمه:سالمونلاها از مهمترین باکتری های بيماري و عامل تیفوئید، باکتریمی، آنتروکولیت و سالمونلوز است که از عفونت های مشترک انسان و حیوانات می باشد. بیماریهای ناشی از این عامل یک معضل بزرگ بهداشتی در جهان به خصوص در کشورهای در حال توسعه از جمله کشور ما می باشد. بنابراین تشخیص سریع، دقیق و به موقع آن برای جلوگیری از اپیدمی و عوارض مخرب این باکتری ضروری به نظر می رسد. برای تشخیص سالمونلا روش های مختلفی وجود دارد که می توان به روش کشت، Immunoassay، و روش های مولکولی PCR ، Real-time PCR  اشاره نمود. تمام این روش ها به زمان طولانی، تعداد زیاد باکتری درنمونه اولیه، تجهیزات گران قیمت آزمایشگاهی و به افراد متخصص در این زمینه نیاز دارند. هدف از این مطالعه بررسی کارایی روش نوین تشخیص مولکولی LAMP با روش  PCRدر تشخیص عامل عفونی ســالمونلا تیفی می باشد.


مواد و روش ها: در این تحقیق روش PCR  با روشLAMP   جهت تشخیص 7 سویه سالمونلای مختلف مورد بررسی و مقایسه قرار گرفتند. ژنوم باکتري ها طبق روش استاندارد استخراج و با پرایمرهای اختصاصی در دستگاه PCR بر اساس برنامه چرخه حرارتی تشخیص داده شدند. و در مقایسه با آن مجموعه پرایمرهای اختصاصی به روش LAMPدر یک دمای واحد در بلوک حرارتی ساخته شده در داخل کشور تکثیر و محصولات ایجاد شده در ژل الکتروفورز از طریق بررسی ایجاد کدورت به روش چشمی مورد تشخیص قرار گرفتند.


يافته های پژوهش: بررسی نتایج دو روش در تشخیص مولکولی سالمونلاها نشان داد که روشLAMP  سریعتر، ارزان تر و اختصاصی تر است و به جای دستگاه گران قیمت  PCR و برنامه چرخه حرارتی چند دمایی آن با استفاده از یک بلوک حرارتی بسیار ساده و ارزان ساخت داخل کشور و در یک دمای واحد 62 درجه سانتی گراد و همچنین با مشاهده کدورت حاصل از فرایند تکثیر  ژن ها در روش جدید در مقایسه با روش الکتروفورز در بررسی محصولات PCR در زمان کوتاه تری به تشخیص اختصاصی این سالمونلا ها پرداخت.


بحث و نتیجه گیری:  این روش می تواند جهت  تشخیص مولکولی سریع، دقیق و ارزان با کاربرد گسترده در آزمایشگاه های تشخیصی و بخصوص تشخیص عوامل عفونی در آزمایشگاه های مناطق محروم و  همچنین آزمایشگاه های سیار مورد استفاده قرار گیرد.
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