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  چكيده

شناسايي سالمونلا در مواد غذايي به طـور معمـول از   . ترين عوامل ايجاد كننده مسموميت غذايي هستند        سالمونلاها يكي از مهم    :ه و هدف  سابق
 بجاي  PCRبه همين دليل در اين مطالعه، استفاده ازروش         . بر است و دقت كافي ندارد       اما اين روش، زمان   . طريق كشت ميكروبي انجام مي شود     

  . در شير مورد بررسي قرار گرفتموريوم سالمونلا تيفي كشت ميكروبي به عنوان يك روش سريع و دقيق براي جستجوي روش معمول

  موريـوم   سـالمونلا تيفـي   ابتدا قسمتي از اين شير با تعـداد مختلفـي بـاكتري             .  نمونه شير پاستوريزه از بازار مصرف تهيه شد        6 :ها مواد و روش  
در محـيط  ) بدون آلـودگي بـا بـاكتري سـالمونلا    (قسمت ديگري از شير به عنوان نمونه مورد آزمون   . تي آلوده شد  به صورت دس   )10 -1 تا   103(

BPWهاي  ها تحت آزمون سپس اين نمونه. سازي شد  غنيPCRو روش معمول كشت ميكروبي قرار گرفتند .  

سازي شده بودند، توانست در        غني BPWدر محيط   . ، آلوده شد  يوممور  سالمونلا تيفي هايي كه به صورت دستي با          در نمونه  PCRروش   : يافته ها 
وجود سالمونلا با روش كشت ميكروبي با مدت زمان بيـشتر           .  عدد باكتري را شناسايي كند     1 و   5،  10سازي به ترتيب       ساعت غني  16 و   12 ،   8

  موريـوم   سـالمونلا تيفـي   زمايش با هـر دو روش، بـه         شيرهاي پاستوريزه تهيه شده از بازار مصرف طي آ         .و دقت و حساسيت كمتر شناسايي شد      
  .آلوده نبودند

 در شـير    موريوم  سالمونلا تيفي  ساعت، نسبت به جداسازي و شناسايي        24توان در كمتر از        مي PCRاين مطالعه نشان داد با روش        :گيري نتيجه
 روز بود و بـا  6 الي 4ياز در روش معمول كشت ميكروبي حدود كه مدت زمان مورد ن  در حالي .  باكتري در نمونه اقدام كرد     1با شناسايي حداقل    

  .  بالاتر استPCR با روش كشت ميكروبي، دقت و حساسيت روش PCRوجود تطابق بالا بين نتايج حاصل از روش 
  ، كشت ميكروبي، شيرPCR، موريوم سالمونلا تيفي :واژگان كليدي

  
   مقدمه •

ميايي و هاي بيوشي جنس سالمونلا بر اساس ويژگي
 با هفت سالمونلاانتريكا داراي گونه DNAهمولوژي 

هاي  ژن جنس سالمونلا بر اساس آنتي). 1(زيرْگونه است 
 سرووار تقسيم 2600فلازژلر و سوماتيك به بيش از 

زا  شود كه بيشتر آنها براي انسان و حيوان بيماري مي
عموماً انتقال بيماري از طريق آب و غذا صورت . هستند

، 3(رد و امكان انتقال از طريق مستقيم پايين است گي مي
با وجود استفاده وسيع از كشت معمول ميكروبي براي ). 2

هاي سريع و  كنترل بيماري ناشي از سالمونلا روش
هاي  به همين دليل، روش.  مورد نياز استيتر دقيق

عليه ) 4-7(بادي  كلونال و مونوكلونال آنتي سريعي با پلي
لاژلر وسوماتيك، سنجش با هيبريداسيون هاي ف آنتي ژن
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٤٦

DNA8-14(نوكلئوتيد و اوليگونوكلئوتيد   با پروب پلي (
  .توسعه يافته است

هـاي تشخيـصي بـر اي         در حال حاضر، در آزمايـشگاه     
سالمونلا، بروسلا،  (ها    جستجوي بسياري از ميكروارگانيسم   

هــاي كــشت ميكروبــي  روشاز ) ليــستريا، اشريــشيا كلــي
ايـن روش در تـشخيص آلـودگي مـواد          . شـود  استفاده مي 

غذايي به سالمونلا علاوه بر مشكلات انجام آزمايش و عدم          
هاي حاصـله، نيازمنـد مـدت زمـان زيـادي             دقت در پاسخ  

در روش كــشت . جهــت حــصول بــه نتيجــه نهــايي اســت
ميكروبي براي تشخيص آلودگي ميكروبي مواد غـذايي بـه       

-17(ت لازم اسـت      روز وق ـ  6 الي   4 موريوم  سالمونلا تيفي 
هـاي حاصـله نيـز        به علاوه حساسيت و دقت پاسـخ      ). 15

  .پايين است
به منظور افـزايش حـساسيت و كـاهش زمـان انجـام             

هــاي  هــاي ديگــري ماننــد جــستجوي ژن آزمــون از روش
 بـه   PCRها از طريـق روش        مربوط به اين ميكروارگانيسم   

ــي  ــتفاده م ــايگزين اس ــوان روش ج ــود عن ــروزه، در . ش ام
هاي ميكروبيولوژي مرجع و مراكز تحقيقـاتي از          گاهآزمايش
و بــه زودي بــه ) 18-36(شــود   اســتفاده مــيPCRروش 

المللي ايـزو در كنـار    عنوان روش مرجع از سوي مركز بين 
 و  1810هاي معمول مانند استاندارد ايران به شماره          روش
. استفاده خواهد شـد   ) 15-17( در مواد غذايي     6579ايزو  

هاي تشخيص ملكـولي      زايش روز افزون روش   با توجه به اف   
كننـده مـواد غـذايي بـا          هاي ميكروبي آلوده    و تعيين گونه  

 در اين مطالعه تلاش شد كه ضمن        PCRاستفاده از روش    
بررسي آلودگي شير پاستوريزه تهيه شده از بـازار مـصرف           

 نـسبت بـه     PCR، مزيـت روش     موريـوم   سالمونلا تيفـي  به  
   . مقايسه قرار گيردروش ميكروبي مورد مطالعه و

  ها  مواد و روش •
 قسمتي از شيرهاي پاستوريزه     PCRبراي انجام آزمون    

كه به شكل دستي با سالمونلا آلوده شده بودنـد يـا هـيچ              
گونه آلـودگي تجربـي نداشـتند، پـس از مراحـل كـشت،              

ــي ــتخراج   غن ــازي و اس ــون  DNAس ــت آزم  و PCR تح
قـسمت  ) 18،  19،  22،  23،  27. (الكتروفورز قرار گرفتنـد   

ديگر شيرهاي مـورد آزمـايش، نيـز تحـت آزمـون كـشت          
  ).15-17(معمول ميكروبي قرار گرفتند 

ابتـدا   :سـازي   مرحله كشت ميكروبي، رقيق سازي و غنـي       
 بـه صـورت پـودر ليـوفيليزه       موريـوم   سـالمونلا تيفـي   سوش  

.  تهيـه شـد    "مركز تحقيقات آزمايشگاه رفرانس   "استريل از   
 ml10ر بـسيار كمـي از آن در         سپس با لوپ استريل، مقـدا     

 شـب در   1 كشت داده شـد و بـه مـدت           TSBمحيط كشت   
 rpm روي دستگاه شيكر انكوباتور بـا چـرخش    C 37○دماي  
 UVدر مرحله بعد بـا اسـتفاده از دسـتگاه           . قرار گرفت 150

 TSB محيط كـشت و ) nm 680طول موج (اسپكتروفتومتر 
  تر كـه معـادل    لي   باكتري در ميلي   108رقتي از شير با تعداد      

 2/0OD=     محيط كشت سپس با   ). 20(بود، تهيه شد TSB 
تهيـه  ) 10-1 تـا    107از رقـت    (هاي ديگري از سالمونلا         رقت
 ml4 لولـه آزمـايش، هركـدام        5در ادامه كـار در      ). 19(شد  

) BPW) Buffer Peptone Waterمحيط كشت غني شـده  
افه  از شير مورد مصرف در بازار اض ـ       lµ 900ريخته و به آن     

 103 از رقـت     lµ 100هاي اول     در مرحله بعدي به لوله    . شد
 از  lµ 100، بـه لولـه دوم       ) بـاكتري سـالمونلا      102معادل  (

و بـه لولـه سـوم       )  باكتري سـالمونلا   101معادل   (102رقت  
lµ100    و )  باكتري سـالمونلا   1 يا   100معادل   ( 101 از رقت

كتري بـا 10-1معـادل    ( 100 از رقـت     lµ100به لوله چهارم    
 باكتري  5براي به دست آوردن غلظت      . اضافه شد ) سالمونلا

 از  lµ50 بـه لولـه پـنجم مقـدار          BPWدر شير غني شده با      
همچنـين دو لولـه     .  اضافه شد  BPW از   lµ50و   102غلظت  

 شير مورد   lµ1000 و   BPW ميلي ليتر    4ديگر، يكي حاوي    
مصرف در بازار به عنوان نمونه مورد آزمون و ديگـري فقـط             

 به عنوان نمونه كنترل منفي تهيه       BPWليتر     ميلي 5اوي  ح
 8هاي تهيه شده در مرحله قبلي به مـدت            سپس نمونه . شد

.  قرار داده شدند   C37○ساعت در شيكر انكوباتوردار با دماي       
 30 سـاعت، آنهـا از انكوبـاتور، خـارج و بـه مـدت                8پس از   

 سانتريفوژ شـدند و محلـول رويـي       rpm 6000دقيقه با دور    
هاي رسوب داده شده در تـه لولـه           دور ريخته شد و از سلول     

 DNA جهت مرحله بعدي استخراج      پلتآزمايش به صورت    
كليه مراحل ذكـر شـده بـا شـرايط          ). 19،  25(استفاده شد   

 16 و   12سـازي     يكسان و تنها تفاوت در مـدت زمـان غنـي          
  . ساعت دوباره انجام گرفت

ــتخراج  ــتفادهDNAاســتخراج  : DNAاس ــا اس  از روش  ب
Boom- method) 23 (طبق مراحل زير انجام شد .  
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هـاي    بـه هـر يـك از لولـه    Lysis buffer 1ليتر  يك ميلي -1
 عــدد 103 و 101،102، 5 ،10،100-1هــاي   غلظــتحــاوي

و  باكتري و نمونه شيرپاستوريزه تهيـه شـده از بـازار مـصرف            
  .نمونه كنترل منفي افزوده شد

  . انكوبه شدC65○ دقيقه در 10 -2
  . سانتريفوژ شدrpm13000 دقيقه در 3لول به مدت مح -3
  .محلول رويي به يك تيوپ تميز انتقال داده شد -4
 ثانيـه ورتكـس   30 اضافه كـرده،  glass milk ميكروليتر 10 -5

 قبل ازافـزودن كـاملاً مخلـوط و يكنواخـت     glass milk. (شد
  ).شده بود

  . انكوبه شدC 37○ ساعت در 1 -6
  . انكوبه شدC 65○ دقيقه در 10 -7
  . سانتريفوژ شدrpm13000 دقيقه در 3به مدت  -8
 200بـه رسـوب باقيمانـده       . محلول رويي دور ريخته شـد      -9

رسـوب كـاملاً شـسته    .  افزوده شدLysis buffer 2ميكروليتر 
  .شد

  .  ســـانتريفوژ شـــدrpm13000 دقيقـــه در 1 بــه مـــدت  -10
  محلول رويي دور ريختـه شـد، رسـوب باقيمانـده، دوبـاره بـا              

Lysis buffer 2شسته و سانتريفوژ شد .  
  .سرد شسته شد% 70 باقيمانده دوباره با اتانول -11
نبايـد  ( دقيقه نمونه رها شده تا نسبتاً خشك شود  5 حدود   -12

  ).كاملاٌ خشك شود
 آب ديـونيزه افـزوده شـد تـا          µl100 به رسـوب باقيمانـده       -13

  .رسوب حل شود
 DNA  قرار داده شد تـا     C56○ دقيقه در    20 سوسپانسيون   -14

  .  جدا شده و در آب حل شودglass milkاز 
  . سانتريفوژ شدrpm13000 دقيقه در 2 به مدت -15
 به glass milk رسوب مخلوط شدن با محلول رويي، بدون -16

  .يك تيوپ تميز انتقال داده شد
  . نگهداري شدC4○ ژنوم به دست آمده در -17
ــصوص  7در : PCR روش ــه مخـ ــدار PCR لولـ  از lµ4، مقـ

هاي استخراجي فوق ريخته شد و بقيه اجزاي واكـنش            ونهنم
PCR   1/34آب ديـونيزة دو بـار تقطيـر         : شـامل .  افزوده شـد 

 dNTP 1 ميكروليتـــر،  PCR(10X) 5ميكروليتـــر، بـــافر  
 Taq polymerase ميكروليتر، آنزيم MgCl2 5/1  ميكروليتر،

 ميكروليتر  2 و   ST11 ميكروليتر از پرايمر     2 ميكروليتر و    4/0
هاي مختلف  سكانس عمومي مربوط به گونه  ST15 [ز پرايمر ا

 هاي سالمونلا با سكانس

ST 11: GCCAACCATTGCTAAATTGGCGCA 
ST 15: GGTAGAAATTCCCAGCGGGTACTGG 

در مجموع، حجم . ])bp429)27و اندازه قطعه تكثير شده   
براي افزايش دقت و صحت واكـنش       .  شد lµ50كل نمونه   

 اسـتخراجي و    DNA غيـر از     PCRتوان كليـه اجـزاي        مي
ــزيم  ــنش   (Taqآن ــام واك ــوگيري از انج ــراي جل ــاي  ب ه

 تيـوپ را در يـك تيـوپ بـه           7مربوط بـه    ) غيراختصاصي
 لوله تقسيم و سپس دو 7 تهيه و در Master mixصورت 

 PCR لولـه مخـصوص      7در  . جزء بعدي را به آنهـا افـزود       
نهـا  ت.  مانند مراحل بالا تهيه شـد    PCRديگر، كليه اجزاي    

سكانس مربوط به [ Fli15 , Tymتفاوت، اضافه كردن پرايمر
 هاي  با سكانسflicژن 

Fli 15: CGGTGTTGCCCAGGTTGGTAAT 
Tym: ACTCTTGCTGGCGGTGCGACTT 

 به جاي ])bp559) 27و اندازه قطعه تكثير شده 
 سيكل با 35 با PCRواكنش . بود ST15,ST11پرايمرهاي 

 30 و C 94○ارت  در درجه حرDNAمراحل باز شده 
 ثانيه و 45 و C 56○ثانيه، اتصال پرايمر در درجه حرارت 

 ثانيه 30 وC72○مرحله پليمريزه شدن با درجه حرارت 
 در مرحله انتهايي با درجه PCRواكنش . انجام شد
كليه ). 27( دقيقه صورت گرفت10 و C72○حرارت 

مدت   درBPW هاي غني شده در مراحل فوق براي نمونه
 ساعت طي سه مرحله به 16 و 12، 8اي ه زمان

  . طورجداگانه تكرار شد
بـراي   :PCR هاي به دست آمـده مرحلـه        الكتروفورز نمونه 

 به كمـك حـرارت در   زوگرم آگار 5/1آگاروز  كردن ژل    آماده
ml100 بافر TAE 1xژل در در حين سـرد شـدن   .  حل شد

 اتيديوم برمايـد بـه آن       lµ25 مقدار C60 -50○ دماي حدود 
بـستن ژل در قالـب،      پـس از    .  و در قالب ريختـه شـد       هفزودا

 از lµ20بـه   شد و  قرار دادهTAE 1xداخل تانك حاوي بافر 
 lµ5مقدار    در مرحله قبل،     شده   PCR هاي  نمونه كدام از    هر

بـه ترتيـب در       از هـر نمونـه     lµ5 سـپس    .رنگ افـزوده شـد    
منبـع تغذيـه دسـتگاه      . وارد شد ايجاد شده در ژل     هاي    حفره

 1به مدت . تنظيم شدآمپر  ميلي 60 روشن و روي لكتروفورزا
سپس بانـدهاي   .  روي ژل صورت گرفت    DNAساعت حركت   

DNA   هاي     مربوط به نمونهPCR      زيـر نـور     شده مرحله قبـل
UV  37(مشاهده شد.(  
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ر با اسـتفاده از روش كـشت        جستجوي سالمونلا در شي   
پس (هاي آماده شده در مرحله اول         همه نمونه  :ميكروبي

 SSهاي حاوي دو محيط كشت  روي پليت) از غني سازي
 سـاعت در    24 كشت خطي داده شـد و بـه مـدت            BGو  

عدم مشاهده كلني يا    .  قرار داده شد   C1 ± 37○انكوباتور  
 نـشان دهنـده     BGو  َ  SSهـاي     پرگنه مشكوك در محيط   

عدم آلودگي نمونه به سالمونلا است، اما در صورت وجود          
 به  SSَشكوك به سالمونلا در محيط      هاي م   آلودگي، كلني 
رنگ، گاهي بـا مركـز سـياه          هاي شفاف و بي     صورت كلني 

 بـه رنـگ صـورتي قابـل مـشاهده           BGرنگ و در محيط     
هــاي مــشكوك بــه  بــراي شناســايي دقيــق كلنــي. اســت

سالمونلا، در مرحله بعد با انتقال آنهـا بـه لولـه آزمـايش              
ردن  و انكوبه ك   ONPG آب مقطر و ديسك      ml5/0حاوي  

عـدم  .  سـاعت اقـدام شـد      6 تا   2 به مدت    C1 ± 37○در  
 نــشانه عــدم آلــودگي بــه OPNGتغييــر رنــگ محلــول 

هـاي افتراقـي      همچنين، با انجـام آزمـايش     . سالمونلا بود 
، ســيترات، LIA و TSIســرولوژي و بيوشــيميايي، ماننــد 

ــست   ــدل و ت ــيVPاوره و ان ــود    م ــوان وج ــالمونلا ت س
 اوليـه يـا شـيرهاي مـورد         هـاي    را درنمونـه   موريـوم   تيفي

  ).15-17(آزمايش تشخيص داد 
  ها يافته •

هـاي    هـاي اسـتخراج شـده از نمونـه          DNAالكتروفورز  
ــي ــالمونلا تيف ــوم س ــس از موري ــير پ ــاعت 8 در ش  س

 پس از قرار دادن ژل الكتروفورز شده زيـر نـور            :سازي  غني
UV   اي     مربوط به نمونهDNA     هـاي     اسـتخراجي از غلظـت
 عــدد ســالمونلا در شــير و 1-10، 100 ،5، 101، 102، 103

نمونه شير پاستوريزه تهيه شـده از بـازار مـصرف و نمونـه              
BPW) ســاعت 8مــشاهده شــد پــس از ) كنتــرل منفــي 
  را موريـوم   سالمونلاتيفي باكتري   101توان تا     سازي مي   غني

 PCRكه به صورت دستي به شير اضافه شده بود بـا روش             
هاي   در آلودگي با غلظت   تشخيص داد، اما هيچ گونه باندي     

 باكتري سالمونلا و نمونه شير پاسـتوريزه و         10-1 و   5،100
) كنتـرل منفـي    (BPWتهيه شده از بازار مصرف و نمونـه         

  ).1شكل ( مشاهده نشد 

  
هاي   استخراج شده از غلظتDNAالگوي الكتروفورز  -1شكل

 ساعت 8 در مواد غذايي پس از موريوم سالمونلاتيفيمتفاوت 
   روي ژل آگاروزBPWسازي در محيط  غني

 و ST11در شكل، به ترتيب از چپ به راست باندهاي مربوط به جفت پرايمر            
ST15)  اندازه قطعه تكثير شدهbp429 (  و جفت پرايمـرTym, Fli)   انـدازه

، در نواحي 103 مربوط به غلظت 6 و 5در نواحي ) bp559قطعه تكثير شده 
 ـ102 مربوط به غلظـت    8 و   7 و  101 مربـوط بـه غلظـت    10 و 9واحي ، در ن

 بانـدهاي  2 و 1در نـواحي  . شـود  مشاهده مـي  5 و   4سايز ماركر بين نواحي     
 4 و 3مربوط به نمونه شير پاستوريزه تهيه شده از بازار مصرف و در نـواحي              

 مربـوط   12 و   11و همچنين نواحي    ) كنترل منفي  ( BPWمربوط به نمونه    
 ـ 14 و   13، نـواحي    5به غلظـت      16 و 15 و نـواحي  100وط بـه غلظـت      مرب

 كه هيچ باندي مربوط به جفت پرايمر فـوق مـشاهده            10-1مربوط به غلظت    
  .شود نمي

  
هـاي    هـاي اسـتخراج شـده از نمونـه          DNAالكتروفورز  

ــوم ســالمونلا تيفــي  ســاعت 12 در شــير پــس از موري
 پس از قرار دادن ژل الكتروفورز شده زيـر نـور            :سازي  غني
UV ــه نم ــوط ب ــه مرب ــاي  ون ــده از  DNAه ــتخراج ش  اس

ــت ــاي  غلظ ــالمونلا در 10-1، 100، 5، 101، 103،102ه  س
شير و نمونه شير پاستوريزة تهيه شـده از بـازار مـصرف و              

 12پــس از . مــشاهده شــد) كنتــرل منفــي (BPWنمونــه 
 بـــاكتري 5تـــوان تـــا   ســـازي مـــي  ســـاعت غنـــي 

 را كه به صورت دستي به شير اضـافه          موريوم  سالمونلاتيفي
 تشخيص داد، اما هيچ گونه بانـدي        PCRده بود با روش     ش

 بـاكتري سـالمونلا و      10-1 و   100هاي    در آلودگي با غلظت   
نمونه شير پاستوريزة تهيه شـده از بـازار مـصرف و نمونـه              

BPW) 2شكل ( مشاهده نشد ) كنترل منفي.(  
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هاي   استخراج شده از غلظتDNA الگوي الكتروفورز -2شكل 

 ساعت 12 در مواد غذايي پس از موريوم  تيفيسالمونلامتفاوت 
   روي ژل آگاروزBPWسازي در محيط  غني

 ST11در شكل به ترتيب، از چپ به راست، باندهاي مربوط به جفت پرايمـر               
اندازه  (Tym, Fliو جفت پرايمر ) bp429اندازه قطعه تكثير شده  (ST15و 

در ناحيـه  103لظـت   مربوط به غ6 و 5در نواحي   ) bp559قطعه تكثير شده    
و در  10-1 مربوط به غلظـت      10 و   9، در نواحي    102 مربوط به غلظت     8 و   7

مشاهده  5 و   4 و سايز ماركر بين نواحي       5 مربوط به غلظت     12 و   11نواحي  
 باندهاي مربوط به نمونه شير پاستوريزة تهيه شده         2 و   1در نواحي   . شود  مي

و ) كنتـرل منفـي    (BPWمونه   مربوط به ن   4 و   3از بازار مصرف و در نواحي       
 مربـوط   16 و   15 و نـواحي     100 مربوط به غلظت     14 و   13همچنين نواحي   

 كـه هـيچ بانـدي مربـوط بـه جفـت پرايمـر فـوق مـشاهده                   10-1به غلظت   
  .شود نمي

  
هـاي    هـاي اسـتخراج شـده از نمونـه        DNAالكتروفورز  

ــوم ســالمونلا تيفــي  ســاعت 16 در شــير پــس از موري
ر دادن ژل الكتروفورز شده زيـر نـور          پس از قرا   :سازي  غني
UV ــه ــه نمون ــوط ب ــاي   مرب ــده از  DNAه ــتخراج ش  اس

 عدد سـالمونلا    10-1،  100،  5،  101،  102،  103هاي    غلظت
در شير و نمونه شير پاستوريزة تهيه شده از بازار مصرف و            

 16پــس از . مــشاهده شــد) كنتــرل منفــي (BPWنمونــه 
ــاكتري   ســـازي مـــي ســـاعت غنـــي ــا يـــك بـ تـــوان تـ

 را كه به صورت دستي به شير اضـافه          موريوم  سالمونلاتيفي
 تشخيص داد، اما هيچ گونه بانـدي        PCRشده بود با روش     

 باكتري سالمونلا و نمونـه شـير        10-1در آلودگي با غلظت     
كنترل  (BPWپاستوريزة تهيه شده از بازار مصرف و نمونه         

  ).3شكل (مشاهده نشد ) منفي

  
هاي   استخراج شده از غلظتDNA الگوي الكتروفورز -3شكل 

 ساعت 16 در مواد غذايي پس از موريوم سالمونلا تيفيمتفاوت 
   روي ژل آگاروزBPWسازي در محيط  غني

 ST11در شكل به ترتيب، از چپ به راست، باندهاي مربوط به جفت پرايمر              
اندازه  (Tym, Fliيمر وجفت پرا) bp429اندازه قطعه تكثير شده  (ST15و 

، در 103 مربـوط بـه غلظـت    6 و 5در نـواحي   ) bp559قطعه تكثيـر شـده      
 مربـوط بـه غلظـت       10 و   9، در نواحي    102 مربوط به غلظت     8 و   7نواحي  

 مربـوط   14 و   13 و در نواحي     5 مربوط به غلظت     12 و   11، در نواحي    101
در نـواحي   . ودش  مشاهده مي  5 و   4 و سايز ماركر بين نواحي       100به غلظت   

 مربوط به نمونه شير پاستوريزه تهيه شده از بازار مصرف و در نواحي              2 و   1
 16 و 15و همچنـين نـواحي   ) كنترل منفي (BPW مربوط به نمونه    4 و   3

 كه هيچ باندي مربوط به جفت پرايمر فوق مـشاهده           10-1مربوط به غلظت    
  . شود نمي

  
اعت  س 16 از   BPWسازي در     افزايش مدت زمان غني   

 سـاعت، تـأثيري در افـزايش حـد شناسـايي            24 و   20به  
تـر نداشـت و       هاي پايين   تعداد باكتري سالمونلا در غلظت    

 سـاعت   16نتايج به دست آمده، مـشابه نتـايج حاصـل از            
  .سازي بود غني

هاي تـشخيص افتراقـي       كشت معمول ميكروبي و روش    
با استفاده از روش كشت معمول      : و سرولوژي  بيوشيمايي

ــپس روش ميكر ــي و س ــيميايي و   وب ــي بيوش ــاي افتراق ه
سرولوژي انجام گرفته روي نمونـه شـير پاسـتوريزه تهيـه            

هاي شير  شده از بازار مصرف و نمونه كنترل منفي و نمونه         
 كـه   موريوم  سالمونلاتيفيهاي مختلف     آلوده شده با غلظت   

 غني سازي   BPW ساعت در محيط     16 و   12 ،   8به مدت   
خص شد كه هيچ گونه آلـودگي در        شده قرار داشتند، مش   

ــه   هــــــــــــــــــــــــاي  نمونــــــــــــــــــــــ
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شـير مـورد مـصرف در بـازار مـصرف مـشاهده             هاي    نمونه
 در  موريـوم   سـالمونلاتيفي كـه وجـود       در حـالي  . شـود   نمي
هاي مختلف سـالمونلا      هاي شير آلوده شده با غلظت       نمونه

 روز غيــر از يــك مــورد، قابــل 5 الــي4طــي مــدت زمــان 
  .تشخيص بودند

 بحث •
هاي   هاي شيوع بيماري    ترين علت   ي از مهم  سالمونلا يك 

ترين سروتيپ جدا شـده       مهم. ناشي از غذا در جهان است     
). 27( و انتريتيـريس اسـت     موريـوم   سالمونلاتيفياز انسان   

. بنابراين، كنترل ميكروبي مواد غذايي اهميت خاصي دارد       
تواننـد موجـب فـساد مـواد          عوامل ميكروبي مختلفي مـي    

هاي خانواده سـالمونلا      باكتري. شوندغذايي و بروز بيماري     
هاي مضري هستند كه نبايد در مـواد غـذايي            جزء باكتري 

روش معمــول بــراي كنتــرل ). 35(وجــود داشــته باشــند
. آلودگي ميكروبي مواد غذايي روش كشت ميكروبي اسـت        

جهت كنترل ميكروبي و شناسـايي افتراقـي سـالمونلا در           
 روز  6 تـا    4ل  مواد غذايي با روش كشت ميكروبـي، حـداق        

  ). 17، 18(وقت لازم است 
 مسير جديـدي بـراي شناسـايي        PCRبا معرفي روش    

در مطالعه حاضر، روش    .ها ايجاد شده است     ميكروارگانيسم
PCR              به عنـوان يـك روش جديـد در تـشخيص آلـودگي 

در مقايـسه بـا روش معمـول كـشت          ) 18-36( ميكروبي  
در تـــشخيص يـــك ســـرووار از   ) 15-17(ميكروبـــي 

سـالمونلا  سالمونلاهاي آلوده كننده مـواد غـذايي بـه نـام            
دهــي، دقــت و   از نظــر مــدت زمــان پاســخموريــوم تيفــي

اي ه ـ   نمونـه  ،همچنـين . حساسيت دو روش بررسي شدند    
شير پاستوريزة تهيه شده از بازار مصرف از نظر آلودگي به           

ــاكتري  ــا دو روش فــوق، مــورد موريــوم ســالمونلاتيفيب  ب
  . آزمايش قرار گرفتند

هـاي اسـتخراج شـده از         DNA، الكتروفـورز  1در شكل   
 شـده مربـوط بـه شـيرهاي آلـوده شـده             PCRهاي    نمونه

ــت   ــا غلظـ ــتي بـ ــاي  دسـ ــا 103هـ ــاكتري 10-1 تـ  بـ
 BPW ساعت در محيط كـشت  8 كه موريوم  تيفيسالمونلا

 ST11پرايمرهـاي   . سازي شدند، نشان داده شده است       غني
پرايمرهاي عمومي كليه سالمونلاها با ايجاد باند        ( ST15و  

پرايمرهـاي   (Tym  Fli15و پرايمرهـاي  ) bp 429با اندازه 

 bp با ايجاد باند با انـدازه        موريوم  سالمونلا تيفي اختصاصي  
ادر به ايجاد باند در شيرهاي آلوده شده دستي بـه      ق) 559

 باكتري با مدت    10 با حد شناسايي     موريوم  سالمونلا تيفي 
هـيچ گونـه    .  بودنـد  BPWسـازي در       ساعت غنـي   8زمان  

بانــدي مربــوط بــه هــردو جفــت پرايمــر در نمونــه شــير  
پاستوريزة تهيه شده از بازار مصرف به عنوان نمونه مـورد           

) به عنـوان نمونـه كنتـرل منفـي         (BPWآزمايش و نمونه    
هاي   اين موضوع به معني آلوده نبودن نمونه      . مشاهده نشد 

شير پاستوريزة تهيه شده از بازار مصرف و نمونـه كنتـرل            
  . منفي به عنوان نمونه شاهد است

 در شــرايط مــشابه فــوق، نتــايج 3 و 2هــاي  در شــكل
هـاي    هاي استخراج شـده از نمونـه        DNAالكتروفورز روي   

PCR       103هـاي      شده شيرهاي آلوده شده دستي با غلظت 
هـاي شـير       و نمونـه   موريـوم   تيفي  سالمونلا باكتري   10-1تا  

پاستوريزة تهيه شده از بازار مصرف و نمونه كنترل منفـي           
 BPW ساعت در محيط 16 و 12سازي    با مدت زمان غني   

سـازي بـه      افزايش مدت زمان غنـي    . نشان داده شده است   
نجـر بـه مـشاهده بانـد بـه ترتيـب در              ساعت م  16 و   12

ــت ــايي    غلظـ ــد شناسـ ــا حـ ــاي بـ ــاكتري 1 و 5هـ  بـ
هاي شير آلوده شده دسـتي         در نمونه  موريوم  سالمونلاتيفي

هـاي شـير     اما هيچ گونه بانـدي در نمونـه       . با سالمونلا شد  
پاستوريزه تهيه شده از بازار مصرف و نمونه كنترل منفـي           

 از  BPWازي در   س ـ  افزايش مدت زمان غني   . مشاهده نشد 
 سـاعت تـأثيري در افـزايش حـد          24 و   20 ساعت بـه     16

هاي مورد آزمايش نداشت كه       شناسايي سالمونلا در نمونه   
هـا،    سازي در ايـن آزمـايش        ساعت غني  16دهد    نشان مي 

حداكثر مدت زمان مورد نيـاز بـراي انجـام          . مناسب است 
 PCR ساعته تا انجام   16اين آزمايش از شروع غني سازي       

  . ساعت است24لكتروفورز و مشاهده نتيجه حدود و ا
نتايج اين مطالعه با بيشتر نتـايج حاصـل از مطالعـات            

 1993 و همكــاران در ســال Aado. ديگــران تطــابق دارد
 قادر بـه تكثيـر   ST15 و ST11هاي  نشان دادند كه پرايمر  

 146 گونه سالمونلا از تعداد كل       144 در   bp 429قطعات  
ــه  ــا اختــصاصيت و )  ســرووار118ز  ســرووار ا116(گون ب

ويژگي بالا براي تشخيص بيمـاري ناشـي از سـالمونلا در            
  ).22. (غذا بودند
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 با تكثير قطعـات     Tym و   Fli15پس از آن پرايمرهاي     
bp 559    ــايي ــب شناسـ ــصاصي موجـ ــور اختـ ــه طـ  بـ

). 27. ( از ســاير ســالمونلاها شــدندموريــوم ســالمونلاتيفي
 بـا   PCRقايـسه روش    بيشتر مطالعات انجـام در زمينـة م       

روش كشت روتين ميكروبي نشان داده كه تطـابق بـالايي           
) 18-25،19-27. (بين نتايج دو روش وجود داشته اسـت       

 بـا روش كـشت      PCRاما در برخي مطالعات، تطابق روش       
  ).21(ميكروبي در تشخيص سالمونلا پايين بوده است 

 بـا   PCRدر مطالعه حاضـر تطـابق بـالايي بـين روش            
هـاي    ميكروبـي وجـود داشـت و تمـام نمونـه          روش كشت   

غير (شيرهاي مورد آزمايش با آلودگي تجربي به سالمونلا         
قابل تـشخيص بـا هـر دو        ) از يك مورد با كشت ميكروبي     

هايي كه به صورت تجربي آلـوده         روش بودند، اما در نمونه    
گونـه آلـودگي بـا هـر دو روش مـذكور              نشده بودند، هـيچ   

  .مشاهده نشد
دهـد كـه دقـت و حـساسيت روش            ن مي مطالعات نشا 

PCR           بيشتر از روش كشت ميكروبي اسـت و روش PCR 
 6 الـي    4در مقابل   )  ساعت 24حدود  (مدت زمان كمتري    

ايـن نتـايج در     . روز براي روش كشت ميكروبـي لازم دارد       
-27،21،19(راستاي بيشتر مطالعات قبلي ديگران اسـت        

ــه شــير  ). 18 ــشان داد ك ــا ن ــه م ــن مطالع هاي ضــمناً ااي
ــه   ــازار مــــصرف بــ ــده از بــ ــه شــ ــتوريزة تهيــ پاســ

  .  آلوده نبودندموريوم سالمونلاتيفي
دهد كـه بـا روش        بنابراين، نتايج اين مطالعه نشان مي     

PCR ساعت نسبت به    24توان طي مدت زمان حدود         مي 
شناســـايي آلـــودگي مـــواد غـــذايي ماننـــد شـــير بـــه  

دت ضـمناً بـا افـزايش م ـ      .  اقدام كرد  موريوم  سالمونلاتيفي
 سـاعت   8 از   BPWسازي شير در محيط كشت        زمان غني 

 بـاكتري   1توان تا تعداد       ساعت حد شناسايي را مي     16به  
در مقابل، انجام آزمايش بـا  . سالمونلا در نمونه افزايش داد  

روش كـشت معمــول ميكروبـي بــراي شناسـايي افتراقــي    
 روز  6 الـي    4 به مدت زماني حـدود       موريوم  سالمونلا تيفي 

 دارد و به علاوه، دقت و حساسيت روش مـذكور           وقت نياز 
  . استPCRكمتر از روش 

  سپاسگزاري 
ملـي تحقيقـات علـوم      اين طرح با حمايت مالي مركز       

 انجام شـد كـه بـه ايـن وسـيله از رياسـت               پزشكي كشور 
كــش،  هــا چينــه محتــرم مركــز و همكــاران گرامــي خــانم

 .شود درخشاني و افلاكي تقدير و تشكر مي
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