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  چکیده
ائز ح آلودگیهاي باکتریایی مواد غذایی یکی از مهمترین مسائل در زمینه ایمنی مواد غذایی میباشد.لذا استفاده از روشهاي تشخیصی سریع و دقیق

است که امکان تشخیص دقیق و با حساسیت بالا در مدت زمان کم، از مزایاي آن  PCRاهمیت است. یکی از مهم ترین این روشها، تکنیک مولکولی 
بهترین گزینه خواهد بود. در این تحقیق از سه multiplex PCR (mPCR)اسـت. اما در صـورتیکه تشـخیص چندین باکتري بیماریزا مد نظر باشد،   

) که از باکتریهاي بیماریزاي مهم منتقل المونلا انتریکا سرووار تیفی موریومس( سالمونلاو جنس O157:H7لیسـتریا منوسایتوژنز، اشرشیا کلی  باکتري
 با روششـده از طریق آب و مواد غذایی هسـتند استفاده شد و به کاهو، که نمونه اي از سبزیجات پر مصرف در تهیه سالاد هاي آماده است، تلقیح  و   

mPCR  پرایمر هاي اختصاصی مربوط به باکتریها یعنی، بطور همزمان شناسایی شدند. بدین منظور مخلوطی ازinvA )پروتئین تهاجمیA براي جنس(
(ژن   rfbجفت باز و 217با لیستریا منوسایتوژنز(پروتئین افزایش دهنده نسخه برداري از ژنهاي عامل ویرولانس) براي prfA، جفت باز 284با سالمونلا 

استخراج شده از مخلوط سه باکتري تلقیح شده به کاهو و DNAجفت باز،به همراه  420با O157:H7اشرشیا کلی براي) O157مسئول تولید آنتی ژن
شدند. با این  روش، امکان تشخیص همزمان سه باکتري بیماریزاي فوق با PCRبه یک لوله واکنش، منتقل و همزمان PCRسایر معرف هاي واکنش

  امکان پذیر شد. cfu/g1حساسیت  
 

  ; PCR ;Multiplex PCRسبزیجات آماده مصرف ;هاي بیماریزاي غذازادواژه هاي کلیدي: باکتری
 

   2 1مقدمه

ــایل ترینمهم از یکی موادغذایی، باکتریایی هايآلودگی   رد مس
ــلامــت حوزه  حوزه در ایمنی افزایش علیرغم. اســــت عمومی سـ

 پیوســته آلوده، غذایی مواد مصــرف از ناشــی مســمومیت موادغذایی،
ــتر  ).Beuchat,1996, Kim et al., 2006( یابدمی افزایش در بیش

سازي این دسته از دهنده و مستندکشـورها که داراي سـیستم گزارش  
ــتنـد، در طی چند دهه اخیر افزایش قابل توجهی از   بیمـاري  هـا هسـ
ــت. بطوريبیماري ــده اسـ که در ایالات متحده هاي مذکور دیده شـ

هاي تنفسی و ریوي، مسمومیت ناشی از مصرف آمریکا، پس از بیماري
). در WHO, 2007درجــه دوم اهمیــت قرار دارد (مواد غــذایی در 

مطالعات صـورت گرفته در ایالات متحده آمریکا، مشخص شده است  

                                                        
ده علوم دانشکگروه زیست شناسی،  ،دانشجوي کارشناسی ارشد میکروبیولوژي - 1

  .دانشگاه فردوسی ،پایه
  هدمش ردوسیفدانشگاه  ،دانشکده علوم پایهزیست شناسی، گروه  استادیار، -2

 ):mbahreini@um.ac.ir Email                 نویسنده مسئول:  -(* 2 ٢ 
DOI: 10.22067/ifstrj.v1395i0.47729 

ــی از غذا بوده که در اثر میلیون مورد بیماري 12تا  3/3که   7ها، ناش
 35تا  6/5زاي مهم حادث شـده و هزینه سالیانه بین  باکتري بیماري
میلادي،  2010وان مثال در سال عنبرداشـته است. به  میلیون دلار در

(  المونلوزیس انســانی در اروپا گزارش شــده اســتســ 3مورد 99020
kagkli et al., 2011.( ــال ــده  4000، 2012در س عفونت گزارش ش

 بوده است O157:H7، مربوط به سـروتایپ  4 اشـرشـیا کلی   ناشـی از 
)EFSA, 2012ا 5يلیستر ) و در همین سال، عفونت شایعی نیز توسط

مورد  29مورد بیماري و  146گزارش شده است که سبب وسایتوژنزمن
  .CDC 2011, 2012a, b(6( مرگ شده است
ــالمونلا زاي مواد غذایی هاي بیماريیکی از مهم ترین باکتري س

در ســطح جهان اســت که باعث بیماري ســالمونلوزیس در انســان و 

 

3 Salmonellosis 
4 E.coli O157:H7 
5 Listeria monocytogenes 
6 Centers for Disease Control 
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انتریکا سالمونلا ١حیوان می شـود مهم ترین ســرووارهاي این جنس،  
اســت  2سســالمونلا انتریکا ســرووار انتریتیدی وســرووار تیفی موریوم

)Herikstad et al., 2002( ــالمونلاهـاي  . گونـه ــبب  سـ عموما سـ
ــهال  اي میهاي رودهعفونت ــکمی و اس ــوند که با تب، دردهاي ش ش

همراه اسـت. تب تیفوئید، بدون عارضـه اسهال، تنها از طریق تماس   
  ود. شرف غذاهاي آلوده با منشا دامی ایجاد میمستقیم انسانی یا مص

حیوانی  زاي انسانی وعنوان یک بیمارينیز بهلیستریا منوسایتوژنز
ــت و تحت عنوان    ــت که عامل چندین عفونت اس ــده اس ــناخته ش ش

تم کلی این باکتري قادر است به سیسشود. بطورلیستریوز شناخته می
 و آبسه مغزي شود 3انسفالیتنگو نم اعصاب مرکزي حمله کند و سبب

)Join-Lambert et al., 2005( .  ــرف مواد غـذایی آلوده مانند مصـ
سـبزیجات، شـیر و محصـولات گوشــتی و توجه به این نکته که این    

تواند باکتري حتی در دماهاي پایین زنده است و توان تکثیر دارد، می
  گیر باشد.گیر و یا همههاي تکدر بروز عفونت منبع مهمی

 زايهاي بیماريباکتري دیگر از یکیO157:H7 اشــرشــیا کلی
 اورمی ســندرم٥ ،4کولیتهموراژیک بروز ســبب که اســت انســانی مهم

et al Armstrong ,.(د شومی ترومبوسـیتوپاتیکپورپورا ٦همولیتیک و

 مهه از آلوده، غذاي ایجادمسـمومیتتوسطاینباکتري،با مصرف . )1996
میزان کم باکتري  و بیماري این شدت .اسـت شـده  گزارش دنیا جاي

 ینا که است شده سبب باکتري) عدد ده از کمتر(  براي ایجاد عفونت
 .باشــد غذایی مطرح مهم زايعوامل بیماري از یکی عنوانبه باکتري

 هايدام شیر و گوشـت  و هسـتند  باکتري این مخزن بزرگترین هادام
  . (Karmali, 1989)هستند انسانی آلودگی منبع مهمترین لودهآ

مت منظور حفظ سلازا بههاي بیماريتشخیص و شناسایی باکتري
ــت. روشو ایمنی غذا از اهمیت ویژه  بر مبتنی هاياي برخوردار اسـ

وده ها بترین روشها، یکی از متداولمیکروارگانیسم شمارش و کشت
ها، هاي کلاسـیک مرسوم است. اساس این روش و تحت عنوان روش

هاي یابی به کلنیهاي مختلف و دستباکتري در محیط کشتکشت 
ــات  قابل رویت، در یک محیط جامد انتخابی و در ادامه انجام آزمایش

 ,.Jasson et al(بیوشــیمیایی جهت تشــخیص نهایی باکتري اســت 
روز و جهت  3تا  2که جهت رســـیدن به جواب منفی . بطوري)2010

روز کاري، زمان لازم  10تا  7بدسـت آوردن جواب مثبت تایید شده،  
اســت. علاوه بر این، حجم زیادي محیط کشــت و معرف اســتفاده   

                                                        
1 Salmonella enterica serovar typhimurium 
2Salmonella enterica serovar enteritidis 

3Meningoencephalitis 
4Hemorrhagic colitis 
5Hemolytic-uremic syndrome  
6Thrombocyto patrick purpura 
7 Polymerase chain reaction 

  ).Jaykus, 2003باشد (صرفه نمیبهشود، که مقرون می
هاي مبتنی بر اســید نوکلئیک در زمینه هاي اخیر روشطی ســال

میکروبیولوژي مواد غذایی گسـترش زیادي یافته است چرا که نسبت  
به  یابیاز جمله دست نی بر کشـت مزایاي بیشـتري  به روشـهاي مبت 

 Jasson et( تر، حساسیت و اختصاصیت بالاداردنتیجه در زمان کوتاه
. 2010; AOAC International2012al(.  ه امروزPCR7 عنوان به

زا هاي بیماريیک روش مناســب و موفق، جهت تشــخیص باکتري 
 ,Fagerlund et al., 2004; Bertrand and Roige(ت مطرح اســ

2007; Rawool et al., 2007; Rahn et al.,1992( ن همی و در
 PCRالمللی در جهت استفاده از تکنیک راستا، اخیرا استانداردهاي بین

ــخیص باکتري ــتهاي بیماريبراي تش ــده اس  .زاي غذا زاد تدوین ش
)ISO/TS 20836:2005 ،ISO/TS 20837:2006،ISO 

20838:2006.(  
هاي که براي نمونهلازم به ذکر است که همین روش، در صورتی
ذا از گیر خواهد بود. لمتعدد بصورت جداگانه بکار برده شود، بسیار وقت

ــتفاده می multiplex PCR(mPCR)تکنیک  ــوداس  .Liu et al( ش
2012, Wang et al., 2011, Ryu et al. 2013.( mPCR است  ادرق

که براي مخلوطی از ژنوم بـاکتریایی مختلف را در همان مدت زمانی 
PCRر مصرف مواد و شود، تکثیر نماید. که این امر از نظ، صرف می

صـرفه اسـت. از این روش، جهت تشخیص و   صـرف زمان مقرون به 
زاي مواد غذایی استفاده شده است هاي بیماريشناسایی انواع باکتري

 اند با کمک این تکنیک چندین نمونه باکتريتوانستهو محققین زیادي 
وان عنزاي مختلف را هم زمان در ماده غذایی شناسایی کنند. بهبیماري

 انهمزمبطور این تکنیک توانستند با ) 2014 (همکارانش و Leeل مثا
یبریو پارا ، و9باسیلوس سرئوس٨، O157:H7اشرشیا کلیي هاباکتري

ــتریــا منوســـایتوژنز ، گونــه هــاي همولیتیکوس ــالمونلا، لیسـ  وسـ
. آلوده شـده، تشخیص دهند  را در کاهوي 10اسـتافیلوکوکوس اورئوس 

Guan   ـ )،2013(و همکـارانش  جهت تشـــخیص  را mPCRکتکنی
اســتافیلوکوکوس زاي مواد غذایی شــامل باکتري بیماري 5همزمان 

هاي گونه،O157:H7کلی ئوس، لیســتریا منوســایتوژنز، اشــرشــیااور
در گوشــت خوك که بطور  11ایرســنیا انتروکولیتیک و ونلاســالمجنس 

ــال   ــده بود، بکار بردند. در س ــنوعی آلوده ش  و همکارانش Kimمص
را جهت تشخیص مولکولی  RAPD12و  mPCR، متد ترکیبی )2005(

هاي مدفوع و ، در نمونهO157:H7اشرشیا کلی ف سرووارهاي مختل

8 Bacillus cereus 
9 Vibrio parahaemolyticus.  
10 Staphylococcus aureus 
11 Yersinia enterocolitica 
10 Random Amplified Polymorphic DNA 
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  گوشت خوك، گاو و جوجه بکار بردند.
سازي روش، حاضـر با توجه به اهمیت موضوع و بهینه  در تحقیق

عنوان یک سـبزي آماده مصرف انتخاب و با مخلوطی از سه  کاهو به
ی رشیا کلاشو  سـالمونلا تیفی موریوم، لیسـتریا منوسـایتوژنز   ي باکتر

O157:H7 ــنوعی، هاي مختلف ر غلظتد آلوده گردید و بطور مصـ
ــریع و همزمان آن   ــخیص س ــپس جهت تش  mPCRتکنیک  ها ازس

 استفاده شد.
  

  هامواد و روش
  هاي باکتریایی و شرایط کشتسویه

ودند از: ب هاي باکتریایی اسـتفاده شده در این تحقیق عبارت گونه
لیســتریا  و  1709PTCC1ســالمونلا انتریکا ســرووار تیفی موریوم  

ریداري شـــده از مرکز کلکســـیون خ PTCC 1298ز منوســـایتوژن
ــیــا کلیو میکروبی ایران  ــرشـ ، O157:H7NCTC 12900٢اشـ

از سه سویه باکتریایی ذکر .المللیخریداري شده از مرکز کلکسیون بین
) ,TSB, CM 129 B 3تریپتیکاز ســـوي براث شـــده در محیط
Oxoid, UK)  گراد کشـت شبانه تهیه  درجه سـانتی  37و در دماي

سـاعت و مشاهده رشد کافی، با خواندن   24-18شـد. بعد از گذشـت   
ــه با غلظت  600آنها در طول موج  جـذب  مک  5/0نانومتر و مقایسـ

ها محاســـبه گردید. فارلند و همچنین شـــمارش کلنی، تعداد باکتري
تا  cfu/ml610هاي سریال سپس توسط سرم فیزیولوژي استریل رقت

  ) et al.2004, Germini et alBhagwat 2009.,(د تهیه گردی 010
  

  DNAاستخراج 
مورد استفاده و بررسی  DNAدر این تحقیق سه روش استخراج 

ریایی هاي باکتقرار گرفت. ابتدا کشت شبانه حاصل از هر کدام از سویه
دقیقه سانتریفوژ شد. فاز مایع دور ریخته و  5به مدت  g10000در دور 

 استریل شستشو داده شد و درسـرم فیزیولوژي  توده سـلولی دو بار با  
  حل شد. سرم فیزیولوژي  lµ200نهایت در 

دقیقه در حمام  10در روش جوشاندن ابتدا سوسپانسیون میکربی 
نگه داشـته شد و به   -c ° 20دقیقه در دماي 10آب جوش و سـپس  

ــد، فاز مایع که حاوي   g14000 دقیقه در دور  3مدت  ــانتریفوژ ش س
DNA به ویال اسـتریل منتقل و در فریزر  ودبc ° 20- د نگهداري ش

(Kawasaki et al., 2005).  
(شرکت بیونیر،  بیونیر DNAروش دیگر استفاده از کیت استخراج 

                                                        
1Persian Type Culture Collection 
2National Collection of Type Cultures 
3Trypticase Soy Broth 
4DENAzist extraction DNA kit  
5 Proteinase K 

کره) بود که مطابق دسـتورالعمل کیت انجام شد. استفاده از پروتئیناز  
K  درجه  60دقیقه گرمادهی در حمام آب  10و ایزو پروپانل، به همراه

بافر  و ا کمک ســتونهاي فیلتردارب DNAگراد و اســتخراج ســانتی
  هاي این کیت است.ویژگی مخصوص، از

هاي مخصوص باکتري DNAدر روش سـوم، از کیت اسـتخراج   
(شرکت دنازیست، ایران) استفاده گردید 4گرم مثبت شرکت دنا زیست

و مطابق دستورالعمل کیت استخراج انجام شد. در این روش با استفاده 
و  ریبها تخباکتري اي، ابتدا دیواره سلولیهاي کوچک شیشهاز گلوله

ــتفاده از آنزیم و  6لیزوزیم ،K 5،RNAaseروتئینازپ هايدر ادامه با اس
گذاري در حمام آب گرم و ســرمادهی در یخ، مراحل متوالی گرم خانه

توسط هر یک  DNAشود. بعد از استخراج فرایند استخراج تکمیل می
ــور و خلو از روش ــتی روش  DNAص هـا، جهت تائید حضـ و درسـ
ــتگااســتخ vis analysis TMSPC–UV-8 –7نانودراپه راج از دس

USA) .این دستگاه قادر است غلظت ) استفاده شدDNA  را با قرائت
نانومتر و غلظت پروتئین (که ممکن  260جذب نوري آن در طول موج 

باشــند) را با قرائت جذب  DNAاســت بصــورت ناخالصــی همراه با 
گیري نســبت جذب با اندازهنانومتر بدســت آورده و  280اش در نوري
 .ا نشان دهدر DNA، خلوص280به  260

 
  PCRmultiplexو  PCRشرایط 

ــتفاده در این مطالعه و توالی آنها در   ــامی پرایمرهاي مورد اس اس
 invAهاي انتخابی عبارت بودند از: ژن ژنلیست شده است. 1جدول 

ژن (آنتیrfb٩ژن ، سالمونلادر جنس 8تولید پروتئین تهاجمی) (مسئول
O157 در ( اشرشیا کلیO157:H7ن و ژprfA فعال) کننده نسخه

علاوه بر این . لیسـتریا منوســایتوژنز در  10زا)هاي بیماريبرداري از ژن
عنوان کنترل داخلی، جهت تائید بـه  16S rRNAپرایمر عمومی ژن

  باکتریایی مورد استفاده قرار گرفت. DNAحضور 
  

  PCRsingleشرایط 
ــتفاده از کی و lµ 25حجم در  PCRهاي همـه واکنش  ت با اسـ

Genet Bio ) (انجام شـد. مقادیر استفاده شده   شـرکت جنت بیو، کره
آنزیم  ،x102/5µl((، 2MgCl )(25mM2/5µl( عبارت بودند از: بافر

Taq ز پلیمرا)U/µl5 (0/2µl،)10mM(dNTPs0/4µl پرایمرهــاي ،
استخراج شده از  1µl ،DNAز هر کدام ا pmol 10)رفت و برگشت (

ها در دستگاه . سـپس نمونه 15/4µl، آب مقطر دیونیزه lµ2ه هر نمون
ــیکلر بــا ) Bio-RadT100,thermal cycler, Germany( ترمو سـ

6Lysozyme 
7 NanoDrop 
8 Invasion protein A 
9Transcriptional activator of the virulence factor 
10Antigen O157 prudiucer 
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سازي اولیه واسرشت:قرار داده شدند شرایط دمایی و برنامه زمانی زیر
ثانیه؛  C◦94 ،30سازي در سـیکل واسـرشت   35دقیقه؛  C◦94 ،5در 

، C◦72ثانیه؛ سنتز قطعه مورد نظر در  C◦55 ،30اتصال آغازگرها در 
 دقیقه. C◦72 ،7ثانیه و گسترش نهایی در  30

  

 mPCRو  PCRلیست پرایمرهاي استفاده شده در واکنش  -1 جدول
  باکترينام   ژن هدف  توالی پرایمر  طول قطعه تکثیر شده  منبع

Rahn  et 
al.,1992  284 bp  

F-GTG AAA TTA TCG CCA CGT TCG GGC AA 
R-TCA TCG CAC CGT CAA AGG AAC C 

  
invA  Salmonella thyfimurium 

Germini et al., 
2009  217 bp  

F- TCA TCG ACG GCA ACC TCG G 
R- TGA GCA ACG TAT CCT CCA GAG T  

  
prfA  Listeria monocytogenes 

Maurer et 
al.,1999  420 bp  

F:CGTGATGATGTTGAGTTG  
R:AGATTGGTTGGCATTACTG 

  
rfb  E.coli O157:H7  

Jiang,  et 
al.,2006  1460 bp  27F: AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG 

1492R: CGG TTA CCT TGT TAC GAC TT  
16s 

rRNA  General primer  
  
  PCR Multiplexط شرای

ــمت نیز حجم نهایی واکنش   DNAم و حج lµ 25در این قسـ
، جفت پرایمرهاي mPCRش ود. در واکنب lµ 3خلوط سـه باکتري،  م

ــی هر کدام از باکتري  ــاص ــده بهمها، با حجماختص راه هاي تعیین ش
مخلوط  DNAهاي دیگر به یک ویال، منتقل و بعد از افزودن معرف

رسانده و به  lµ 25مقطر دیونیزه به  سـه باکتري، حجم نهایی با آب 
منتقل شد. مقادیر و حجم هاي مورد نیاز جهت انجام  PCRدسـتگاه  

 x102/5µl ( ،MgCl2)(25mMعبارت بودند از: بافر(mPCR واکنش
2/5µl آنزیم ،Taq ز پلیمرا)U/µl5(0/5µl) ،10mM(dNTPs1µl ،

ا اشرشیو  لیستریا منوسایتوژنز pmo 10)پرایمرهاي رفت و برگشـت ( 
ــالمونلاو جنس  O157:H71µlکلی  ، آب مقطر دیونیزه  µl 0/8سـ

9/9µlش . واکنmPCR سازي اولیه ه شـرح زیر انجام شد: واسرشت ب
ثانیه؛  C◦94 ،30سازي در سـیکل واسـرشت   35دقیقه؛  C◦94 ،3در 

، C◦72ثانیه؛ سنتز قطعه مورد نظر در  C◦57 ،30اتصال آغازگرها در 
 دقیقه. C◦72 ،10ثانیه و گسترش نهایی در  90

 
  تلقیح به کاهو

گرمی  1هاي محلی خریداري و سپس به قطعات کاهو از فروشگاه
 برش و توزین شـد. جهت اسـتریل کردن کاهو، مطابق زیر عمل شد.  

به مدت  %3هیپوکلریت ســدیم  گرمی کاهو در محلول 1ابتدا قطعات 
چند قطره از محلول تیوسولفیت سدیم  دقیقه قرار داده شد. سپس 15
درصد به ظرف آب مقطر استریل حاوي قطعات کاهو اضافه و بعد از  1
ــدند این کار به   2 منظور دقیقـه قطعـات کاهو از این محلول خارج شـ

ــه بار با  هاي کلر از کاهو بود. در ادامهحذف باقیمانده قطعات کاهو س
آب اضافی به زیر آب مقطر استریل شسته شده و جهت خشک شدن 

تریل منظور اسهود لامینار با شرایط استریل منتقل شدند. در نهایت به
                                                        

1Buffer pepton water 

ــدند (هر طرف کاهو،  UVدقیقه زیر لامپ  30نهایی   15قرار داده ش
ــتریل منتقل و در  دقیقـه). در انتها قطعات کاهو  به ظروف کاملا اسـ

ــدند   Bahreini et al.,2014. Bidawid et (یخچال نگهداري ش
al., 2000.Butot et al., 2007.Dubois et al., 2006. Mutsumi 

et al.,2014.(  
ــرایط براي اطمینان از آلوده نبودن تکه هاي کاهو و صـــحت شـ

ــتریـل بکـار رفته،چند تکه از کاهوها طبق روش   هاي اســـتاندارد اسـ
نکوبه ا 1ســـاعت در محیط بافر پپتون واتر 24میکروبیولوژي به مدت 

ها هاي اختصــاصــی هر یک از باکتريمحیط وســپس بر رويشــدند 
)XLD  و  ژنزلیستریا منوسایتو، آکسفورد آگار براي سالمونلاآگار براي

) کشــت O157:H7اشــرشــیا کلی ســوربیتول مک کانکی آگار براي 
  .  )ISO/TS 20836:2005 ،ISO/TS 20837:2006،ISO(د گردیدن

ــوش باکتر   ــه س ــتریل، ابتدا از س ی یایجهت تلقیح به کاهوي اس
اشرشیا  و سـالمونلا انتریکا سرووار تیفی موریوم، لیستریا منوسایتوژنز 

ــبانه تهی TSBر محیط د O157:H7کلی ــت ش ه و پس از تعیین کش
ــریال، از هر کدام از غلظتهغلظـت و تهیه رقت   cfu/mlهاي اي سـ

تلقیح شد. سپس هر  گرم کاهوي اسـتریل  1به  lµ100،  010تا  610
ــت و به مدت  ml 20یک از قطعات کاهو در   6بافر پپتون واتر کشـ

 ml 1، گذاري شدند و بعد از مخلوط کردنگرمخانه C◦37ر ساعت د
از محلول برداشـته و جهت کارهاي مولکولی اسـتفاده شد. یک نمونه   

 ,.Thapa et al( عنوان کنترل منفی اســتفاده شــدبدون تلقیح نیز به
2013, Lee et al., 2014, Chung et al., 2010.(  

ــی و بهینـه   ــرایط جهـت بررسـ ، ابتـدا هر یک از  PCRکردن شـ
 PCRهاي باکتریایی بطور جداگانه به سطح کاهو تلقیح و شرایط سویه
و سپس جهت بررسی و امکان تشخیص مخلوطی از سـازي شد  بهینه

زاي فوق خلوطی از سه باکتري بیماريم mPCRش ها به روباکتري
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از  DNAبه کاهو تلقیح شـد و طبق روش ذکر شده در بالا استخراج  
 ها صورت گرفت.نمونه

  
 و بحث نتایج

در سـالهاي اخیر مصـرف سـبزیجات تازه و آماده مصرف در بین    
ــیوع    ــت و این امر باعث افزایش ش ــد زیادي یافته اس عامه مردم رش

هاي سطحی آلوده هاي عفونی غذازاد شده است. استفاده از آببیماري
ــبزیجات با باکتري زاي غذازاد هاي بیماريعامل اصـــلی آلودگی سـ

رو استفاده ). از اینToze, 2006، 1390باشد (بحرینی و همکارن، می
از سبزیجات تازه و آماده مصرف که اغلب بصورت خام و یا با حداقل 

شوند، بعنوان یک خطر بزرگ براي سلامت فرایند آماده و مصرف می
شوند و به همین خاطر تشخیص سریع، به موقع عمومی محسوب می

زا داراي اهمیت خاصـــی اســـت و یافتن هاي بیماريو دقیق باکتري
  هاي تشخیصی سریع و دقیق نیاز است.روش

ــیـد نوکلئیک   امروزه روش  (PCR, mPCR)هـاي مبتنی بر اسـ
هاي مبتنی بر کشت به خاطر مزایاي زیادي که دارد نسـبت به روش 

(صـرفه جویی در زمان، کاهش مصرف مواد، حساسیت و اختصاصیت  
بالا)، در زمینه میکروبیولوژي مواد غذایی گسـترش زیادي یافته است  

)Jasson et al. 2010; AOAC International, 2012( .  
ه ساس کیابی به یک روش دقیق و حدر این تحقیق براي دسـت 

زا را تشـــخیص و زمان و طور همزمـان بتواند چندین عامل بیماري ب
استفاده گردید. براي این  mPCRمصرف مواد را کاهش دهد از روش 

که یک مرحله اساسی و مهم در  DNAمنظور ابتدا سعی شد استخراج 
  سازي گردد.باشد بهینهاین روش می

روش جوشــاندن براي و همکاران از  Kawasakiابتدا طبق روش 
سـتفاده شد. این روش براي هر سه باکتري خالص  ا DNAاسـتخراج  

 و O157:H7اشــرشــیا کلی ، ســالمونلا انتریکا ســرووار تیفی موریوم
ــایتوژنز  ــتریا منوس هاي ز تلقیح به کاهو و در تمامی غلظتقبل ا لیس

گذاشـته شد و بعد از انجام   PCRو انجام 010تا  lcfu/m 610ها از آن
هاي هاي هدف هر کدام از باکتريکتروفورز، باند مربوط به تکثیر ژنال

 DNAفوق، روي ژل آگارز بررسـی شد. این روش توانایی استخراج  
ی یا کلاشرشو  سـالمونلا انتریکا سرووار تیفی موریوم براي دو باکتري 

O157:H7ه اما نتوانست بعد از تلقیح ب ،را قبل ازتلقیح به کاهو داشت
ــتخراج کندآن DNAکاهو،  . همچنین این روش کارایی لازم ها را اس

، قبل و بعد از تلقیح به یســتریا منوســایتوژنزل DNAجهت اســتخراج 
کاهو را نداشت. کیت بیونیر روش دومی بود که استفاده شد. این کیت 

ــتفاده از پروتئیناز  دقیقه  10پروپانل، به همراه و ایزو  Kبا توجه به اس
ــانتی 60 دهی در حمام آبگرما ــتخراج درجه سـ ا ب DNAگراد و اسـ

ــتون ــوص، توانایی حذف عوامل هاي فیلترکمک سـ دار وبافر مخصـ
ــتخراج را دارد.  PCRکننده ممـانعت  دو  DNAاین روش قادر به اسـ

ــرووار تیفی موریومبـاکتري   ــالمونلا انتریکــا سـ ــیــا و   سـ ــرشـ اشـ
بل و بعد از تلقیح به کاهو بود، ولی توانایی استخراج ق O157:H7کلی

DNA ــایتوژنزل ــتریا منوسـ ، که یک باکتري گرم مثبت با دیواره یسـ
اده ستفکیت دنازیست ا سـلولی محکم اسـت، را نداشـت. در نهایت از   

اي موجود در این کیت هاي کوچک شیشهشـد. آنزیم لیزوزیم و مهره 
شکسته و  را در هم تریا منوسایتوژنزلیستوانست دیواره سلولی  خوبیبه

ــایر ترکیبات ممانعت د ترکیبات پروتئینی و باقی مانن PCRکننده سـ
را کاملا  RNAaseو  Kز هاي پروتئیناتوسط آنزیم ،RNAهاي مانده

هر سه باکتري فوق را قبل و بعد از تلقیح  DNAحذف کند و توانست 
ش موجود در کیت دنا بر اساس این نتایج، رو به کاهو اسـتخراج کند. 

زاي بیماري هاياکتريب DNAعنوان بهترین روش استخراج زیست به
  بکار رفته در ادامه تحقیق، استفاده شد.

پرایمرهاي با استفاده از  mPCRسازي روش مرحله بعدي بهینه
از متون تخصصی و مقالات  مناسـب بود. براي این کار ابتدا پرایمرها 

 NCBI/BLASTبا  انتخاب و پس از بررسی نوشته شده در این رابطه
و اطمینان از داشتن حساسیت و اختصاصیت بالا و عدم داشتن واکنش 

ــایر باکتري ــتفاده قرار متقاطع با سـ هاي هم جنس و غیره، مورد اسـ
هاي انتخاب شــده جهت طراحی پرایمرها عبارت بودند از: گرفتند. ژن

ــالمونهاي براي گونه  invAژن ــئولاین ژن م ،لاس تولید پروتئین  س
 مل ویرولانسترین عابوده و مهم سالمونلاهايتهاجمی در تمامی گونه

این  O157:H7اشرشیا کلیراي ب Rfb. شوداین باکتري محسوب می
) بوده و اختصاصی سرووار LPS O157( ساکاریدپلیکد کننده لیپو ژن

عنوان یک مارکر خوب و مناسب است و به O157:H7اشـرشـیا کلی  
شود. تمامی مراحل رشد باکتري بیان می براي این باکتري بوده و در

و حضور هاي زنده تولید شده فقط در سلول mRNA rfbعلاوه بر این 
  شود.دارد و بعد از مرگ سلول به سرعت تجزیه می

ا لیستریهاي ویرولانس برداري از ژنکننده نسخهفعال prfAن ژ
تشخیص این گونه می باشد.  اسـت و مارکر خوبی جهت منوسـایتوژنز 

عنوان کنترل داخلی، بــه 16S rRNAی علاوه بر این پرایمر عموم
 سپسباکتریایی مورد استفاده قرار گرفت.  DNAتایید حضـور   جهت

ــیت پرایمرها، هر جفت از پرایمرهاي طراحی   ــاص جهت ارزیابی اختص
 Park et( شـده براي هر باکتري بطور عملی بررسی و ارزیابی شدند 

al.2006ش ). بدین صورت که واکنPCR ها راي هر کدام از باکتريب
بطور جداگانه با پرایمر اختصـاصی باکتري دیگر، گذاشته شد و نتایج  
نشان داد که پرایمر هر باکتري اختصاصی همان باکتري است و با دو 

 دهد (نتایج نشان داده نشده است). باکتري دیگر واکنش نمی
سازي سریال از سوسپانسیون میکروبی قتنیز با ر PCRحساسیت 

ــت   10تـا   cfu/ml 610هـاي  و تهیـه غلظـت   ن و در ادامـه بـا گذاشـ
PCRsingle   هـا مورد ارزیـابی قرار گرفت   از هر کـدام از این غلظـت

)Lee et al. 2014هاي بدسـت آمده توسط  ).در نهایت از دادهPCR ،
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   کارا، استفاده گردید. mPCRجهت طراحی یک 
-lcfu/m 610-510-410هاي غلظت از PCRسـازي  جهت بهینه

متعلق به سه سویه باکتریایی، بطور جداگانه قبل  010و 310-210-110
ــان داد که   گ PCR، از تلقیح به کاهو ــله نش ــد.نتایج حاص ــته ش ذاش

ــیت این روش تا میزان   ــاس ها براي هر کدام از باکتري cfu/ml1حس
  ).3تا  1هاي باشد (شکلمی

ــیـار مهم و حائز طراحی و انتخـاب پرایمر   mPCRش در رو  بسـ
) و رعایت دو نکته اصلی ضروري Guan et al.,2013اهمیت اسـت ( 

 باشد.می
هم باشد و ) پرایمرها، شبیه یا نزدیک بmT(ب اول اینکه نقطه ذو

ها ژن زادیگر اینکه طول قطعات ژنی تکثیر شونده مربوط به هر یک 
) Chen et al.2012نزدیک بهم بوده و اختلاف زیادي نداشته باشند (

حال به اندازه کافی اختلاف وجود داشــته باشــد که بتوان   و در عین
براحتی قطعات ژنی را از هم تشخیص داد. در صورت عدم رعایت هر 

ــل نمی  ــل، نتیجــه مطلوب حــاصــ ــود کــدام از این دو اصــ شـ
)Mukhopadhyay,2008  .( 

مشترك براي هر سه باکتري  PCRسازي یک برنامه جهت بهینه
ها براي هر یک از آن PCRsingleابتدا همانطور که در بالا ذکر شد 

هاي بدست آمده و با اندك تغییرات شته شد و بعد با استفاده از دادهگذا
هاي اسـتخراج شده سه باکتري  DNAا مخلوطی از ب mPCRجزئی، 

مورد آزمایش به همراه وارد کردن جفت پرایمرهاي هر باکتري در یک 
 mPCRش پرایمر در واکنلوله انجام شد. نتایج نشان دادکه سه جفت 

طور جداگانه عمل کرده و تشـخیص با اختصاصیت بالایی انجام شد  ب
  (نتایج نشان داده نشده است).

 
 invAتوسط ژن .Salmonell sppواکنش زنجیرهاي پلیمراز -1شکل 

.= positive controlL=ladder 100bp+C, negative control=-C 
 bp 284طول قطعه تکثیر شونده:

                                                        
1Annealing 

  
 .rfbتوسط ژن E.coli o157:H7واکنش زنجیرهاي پلیمراز -2شکل 

C-= negative control, C+= positivecontrolL=ladder100 طول
  bp420تکثیر شونده:قطعه 

 
توسط ژن L.monocytogenesواکنش زنجیرهاي پلیمراز -3شکل 

prfA.C-= negative control,  C+= positive control  
.L=ladder 100bp :طول قطعه تکثیر شوندهbp217  
ــپ ــه باکتري خالص با توجه به داده mPCRس سـ هاي براي سـ

   ).4 ک، طراحی و انجام شد (شکلت PCRبدست آمده از 

  
 مربوط به سه سویه باکتریایی multiplex PCR -4شکل 

E.colio157:H7(420bp),L.monocytogenes(217) 
, Salmonella spp. (284 bp)از تلقیح به کاهو. قبلL=ladder 100 

bp,C-= negative control, C+= positive control 
  

، براي هر کدام از singlePCRدر واکنش  1اتصال پرایمرها دماي
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بود.  C°57این دما  mPCRو در واکنش  c°55زا هاي بیماريباکتري
نیز انجام پذیر بود ولی باندها  C°55ر دماي د mPCRالبتـه واکنش  

وضـوح کمتري داشـتند، لذا جهت بهتر کردن وضوح باندها، دماهاي   
ــد که در نهایت دماي آز C°55تر و بالاتر از پایین با  C°57مایش ش

 . داشتن بالاترین وضوح انتخاب شد
ــه باکتري نیز با غلظت -cfu/ml610-510هاي براي مخلوط سـ

نتایج نشان داد که  .ذاشـته شـد  گ 010mPCRو 410-310-210-110
ــه بـاکتري را به میزا   ــت مخلوط سـ  1cfu/mlن این روش قـادر اسـ

  )4ناسایی کند( شکل ش
و نمونه   DNAکنترل منفی و مثبت به ترتیب شـامل نمونه فاقد 

ها به همراه سـویه استاندارد مورد نظر، براي کلیه تست  DNAحاوي 
  ،گذاشته شد. PCRهاي لازم جهت واکنش سایر معرف

 
پس  O157:H7 اشرشیا کلیسویه  s rRNA 16ژن  5pcr-3شکل 

 L=ladder 100 bpل هاي سریااز تلقیح به کاهو با رقت
C-= negative control, C+= positive control 

  
ــازي روشبعد از بهینه هاي خالص با نمونه mPCRو  PCRهاي سـ

شد. در  ق به کاهو تلقیحهاي مختلفی از سه باکتري فوباکتریایی، رقت
اي از کاهوي اینجا علاوه بر کنترل مثبت (ســـویه اســـتاندارد)، نمونه

ــد. بعد از  بـدون تلقیح، بـه   عنوان کنترل منفی نیز در نظر گرفتـه شـ
ــتخراج  ــور باکتري DNAاس هاي ها در نمونه، جهت اطمینان از حض

داخلی منظور کنترل به16s rRNA تلقیح شده، از پرایمر عمومی ژن 
)Germini et al,. 2009 ها ) اسـتفاده و نمونهPCR   شـدند. در اینجا

ورده شده و آ O157:H7اشـرشـیا کلی   فقط عکس مربوط به سـویه  
هاي تلقیح نشـان داده شـده است تمام رقت   5همانطور که در شـکل  

  اشندبداراي باند می ،شده از باکتري
ــی میزان حســـاســـیت  در ماده غذایی، ابتدا  PCRجهت بررسـ

PCR ها از غلظت تـک براي هر کدام از باکتريcfu/g610  آنها 010تا
هاي الکتروفورز شده متعلق نمونه 8-3تا  6-3هاي گذاشته شد. شکل

هر یک ازسویه هاي باکتریایی بعد از تلقیح به کاهو را  PCRبه انجام 
ي جدا شده هاتک، براي نمونه PCRدهند. هدف از گذاشتن نشان می

ــطح ماده غذایی، اطمینان از کاربرد و عملکرد ــ از س با  PCRب مناس
هاي وي نمونههمان حساسیت و اختصاصیتی است که با آزمایش بر ر

به  PCRت کشت خالص، حاصل شده بود. نتایج نشان دادکه حساسی
 باشد.میها براي هر کدام از باکتري cfu/ml 1میزان تشخیص 

 Salmonellaهاي سریالزنجیرهاي پلیمراز رقتواکنش  -6شکل 

spp.   با ژنinvAپس از تلقیح به کاهو..L=ladder 100bp  طول
 bp284قطعه تکثیر شونده:

C-= negative control, C+= positive control  
 

 
 E.coliهاي سریال واکنش زنجیرهاي پلیمراز رقت -7شکل 

o157:H7  با ژنrfb  .پس از تلقیح به کاهو. C-= negative 
control, C+= positive control .L=ladder 100bp  طول قطعه

  bp420تکثیرشونده:
  

از مخلوط سه mPCR نتایج حاصل از الکتروفورز واکنش  9شکل 
 cfu/g 610باکتري تلقیح شده به سطح کاهو، با غلظت هاي سریالی 

دهد که در حقیقت هدف اصلی این تحقیق تشخیص را نشان می 010تا
 mPCRگانه فوق در نمونه غذایی، به روش هاي سههمزمان باکتري

هاي جدا شده هاي هدف و اختصاصی هر کدام از باکتريبا تکثیر ژن
 DNAنیز مخلوطی از  mPCRباشـــد. در واکنش غذایی میاز نمونه 

ــه باکتري بیماري ــد. نتایج   010تا 610هاي زا با غلطتس ــته ش گذاش
توان از نمونه ماده غذایی، مخلوط حاصله نشان داد که با این روش می

تشـخیص و شناسایی کرد، که در   cfu/ml 1سـه باکتري را تا میزان  
  جه بسیار مطلوبی است. مقایسه با تحقیقات سایرین نتی
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توسط ژن  L.monocytogenesواکنش زنجیرهاي پلیمراز  -8شکل 

prfA  ..پس از تلقیح به کاهوC-= negative control, C+= 

positive control.L=ladder 100bp  طول قطعه
  bp217تکثیرشونده:

 

m 
  ییایباکتر هیربوط به سه سوم  multiplex PCR-9شکل 

E.colio157:H7 (420bp), L.monocytogenes(217) 
, Salmonella spp. (284 bp)    به کاهو حیاز تلقبعد.L=ladder 100 

bp,  
C-= negative control, C+= positive control 

  
Germini ) متد  )2009و همکارانشmPCR  را جهت تشــخیص

ــایتوژنززاي یمـاري بـاکتري ب  3 ــتریا منوسـ ــالمونلا انتریکا ، لیسـ سـ
مرغ مایع کامل، از تخم O157:H7اشرشیا کلی و  تیفی موریومراسروو

باکتري در  mlcell/2510 )10بکار بردند. توانایی این روش، تشخیص 
ml 25  .بود (تـخم مرغ مــایعBhagwat  ) 2004و همکــارانش ،(

بندي) را با آب محصـولات تازه (سـبزیجات و سالادهاي آماده بسته  
آلوده شده، به طریقه مصنوعی، شستشو داده و سپس جهت تشخیص 

و ریوم سالمونلا تیفی مو، لیسـتریا منوسایتوژنز زاي باکتري بیماري 3
استفاده کردند. با  real time PCRاز روش  O157:H7اشرشیا کلی 

در  سالمونلاو جنس  O157:H7اشـرشیا کلی  بکارگیري روش فوق، 
ــایتوژنزبه ترتیب و  10و cfu/ml 1مقادیر  ــتریا منوسـ  تا مقدار لیسـ
cfu/ml 1000   قابل شـناسایی بود نه کمتر.در تحقیق مشابه دیگري

ــط   ) انجـام گرفـت تکنیک   2004وهمکـارانش (  Alarconکـه توسـ
mPCR  ــه باکتري بیماري ــخیص س زاي مواد غذایی یعنی جهت تش

با  استافیلوکوکوس اورئوسو  سـالمونلا جنس ، لیسـتریا منوسـایتوژنز  
(به ترتیب) بکار  260و  cfu/ml57 ،79حساسیت تشخیص به میزان 

برده شـد. با توجه بکارهاي انجام شـده توسط سایرین که بدان اشاره   
روش با داشـتن حساسیت و دقت   توان نتیجه گرفت که اینشـد، می 

هاي ســنتی تواند جایگزین روشمی cfu/ml 1بالا در حد تشــخیص 
  شود.

  
 گیرينتیجه

عنوان یک روش سـریع با امکان تشخیص هم  هب mPCRش رو
صــنایع هاي پزشــکی و هم ینهزا هم در زمزمان چندین عامل بیماري

 در این تحقیقذایی بســیار مورد توجه و اســتفاده قرار گرفته اســت. غ
اي زالعاده بیماريامکان تشـخیص سریع و هم زمان سه باکتري فوق 

جنس  ،لیســتریا منوســایتوژنزمنتقل شــده از طریق مواد غذایی یعنی 
با اختصاصیت و حساسیت بالا در O157:H7 اشرشیا کلی و سالمونلا

. سـازي شد از کاهو بهینهmPCR ش به رو cfu/ml 1حد تشـخیص  
باشد، و با توجه به ت پرمصـرف در تهیه سالادها می کاهو از سـبزیجا 

ــالادها بهاینک ـ ترین ماده غذایی عنوان آلودهه در بین مواد غذایی، سـ
ــده ــناخته شـ ، بحرینی و همکاران 1391(فرامرزي و همکاران  اندشـ

ــریع و زود  تاین روش می ,)1390 ــخیص س واند به امکانی جهت تش
ادامه، جلوگیري از عواقب خطرناك زا و در هاي بیماريهنگام باکتري

 بعدي، تبدیل شود.
  

  تشکر و قدردانی
ــی مشــهد به خاطر تامین کلیه   ــیله از دانشــگاه فردوس بدین وس

) تشــکر و قدردانی به 31036/3امکانات این تحقیق (گرنت شــماره 
  آیدعمل می
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2Introduction: Foodborne pathogens are a major public health problem. Despite the increase in management 

and consumer interest in food safety, the number of food poisoning cases has been continuously increased in recent 
years.  For example in 2010, human salmonellosis cases were reported in Europe and in 2011, a multistate 
foodborne E.coli O157:H7 outbreak affected 8 people and also a larger multistate Listeria monocytogenes outbreak 
caused 146 infections and 29 deaths. Traditional culture methods for detection of microorganisms in food are 
laborious and time consuming. Due to Economic impact of foodborne contamination and diseases, there are great 
efforts to develop more sensitive methods for rapid and accurate pathogen detection and identification in 
foodstuffs. Recently, molecular techniques such as PCR based DNA amplification have been employed that offer 
several advantages over the classical microbiological methods, such as shortening time of analysis, lowering 
detection limits, increasing specificity and having potential for automation. In this study we used multiplex PCR 
system, for the simultaneous detection of the three pathogens (salmonella spp., L. monocytogenes and E. coli 
O157:H7) in artificially inoculated lettuce. 

 
Materials and methods: Bacterial strains used in this study, Salmonella entrica serovar Typhimurium 

PTCC1709, Listeria monocytogenes PTCC1298 and E. coli O157:H7 NCTC12900, were grown in Trypticase Soy 
Broth at 37°C and then serial dilutions of strains from 100 to 106 cfu/ml (1 to 1000000 cfu/ml) were prepared 
using normal saline (0.85 g/l). Lettuce samples were cut into pieces of 5 ± 0.2 grams. To sterilize, the pieces 
overwhelm in 3% sodium hypochlorite solution for 15 min and in order to eliminate extra chlorine ions, the 
samples moved to sterile distilled water containing some drops of 1% sodium thiosulfate for 2 min. Bacterial 
strains were inoculated on lettuce as pure and mixed cultures separately. For the mixed cultures 100 µl of each 
bacterial strain inoculated on lettuce (in total 300 µl). The eluted bacteria were re-suspended in 100 µl of sterile 
normal saline and used for DNA extraction. DNA extraction was performed on each bacterial strain before and 
after inoculation to lettuce. The target genes were the rfb gene (antigen O157 producer) for E. coli O157:H7, the 
invA gene (invasion protein A) for salmonella spp., and the prfA gene (transcriptional activator of the virulence 
factor) for L. monocytogenes. The genes described here have been used as the most specific and reliable genetic 
targets for the above microorganisms. As an internal control gene, the 16S rRNA gene was targeted in the presence 
of bacterial DNA. 

Monoplex PCR reactions were performed in a final volume of 25 µl. Master mix composition was as follows: 
PCR buffer 10X, 2.5 µl; MgCl2 25mM, 2.5 µl; Taq DNA Polymerase 5 U/µl, 0.2 µl; dNTPs 10 mM, 0.4 µl; F/R 
primers 10 pmol, 1µl; extracted DNA as template, 2 µl and distilled water, 15.4 µl.     Thermal cycler conditions 
were as follows: predenaturation at 94°C for 5min; 35 cycles consisting of denaturation at 94°C for 30s, annealing 
at 55°C for 30s and extension at 72°C for 60s; and final elongation at 72°C for 7 min. Multiplex PCR reactions 
were performed in a final volume of 25µl using 4 µl of total extracted DNA from three pathogens as template 
(mixture of three bacteria). Master mix composition was as follows: PCR buffer 10X, 2.5 µl; MgCl2 25 mM, 2.5 
µl; Taq DNA Polymerase 5U/µl, 0.5 µl; dNTPs 10mM, 1 µl; EC-F/R, 1 µl; SAL-F/R, 0.8 µl and LIS-F/R, 1 µl 
(concentration of each primer was 10 pmol) and distilled water 8.9 µl. Thermal cycler conditions were as follows: 
pre-denaturation at 94°C for 3 min; 35 cycles consisting of denaturation at 94°C for 30s, annealing at 57°C for 30s 
and extension at 72°C for 90s; and final elongation at 72°C for 10 min. PCR products were visualized via gel 
electrophoresis, with 1% agarose gels. 
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Results and Discussion: The main focus of this work was on the use of rapid method instead of culturing 

stages for detection of foodborne pathogens from ready-to-eat vegetables. Lettuce was used as a model for ready-
to-eat vegetables and inoculated with E. coli O157:H7, salmonella spp. and L. monocytogenes. 

Multiplex PCR was performed after elution of bacteria from lettuce and the test provided a detection limit of 
1 cfu/1g for three foodborne pathogenic bacteria 

The primer selection and multiplex PCR optimization allowed the setting of a robust method with performances 
comparable to a duplex PCR system, when tested on a complex food system. The sensitivity and robustness of the 
method proposed, together with its ability to perform well on a complex food matrix, make it a suitable method to 
be implemented in control laboratories for the detection of the target pathogens in food samples. 
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