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چکیده

استفاده از روش هاي     .  است  هاي غذایی در انسان        کننده مسمومیت    یکی از مهم ترین عوامل ایجاد          سالمونلا  :سابقه و هدف  

هاي بیوشیمیایی و       و نیز ارزیابی خصوصیات باکتري از طریق آزمون            سالمونلااستاندارد کشت براي تشخیص و جداسازي          

این مطالعه با هدف ارزیابی     .  هاي کشت نیازمند است      روز زمان، دقت و مهارت کاربر و کیفیت محیط          7 تا   4سرولوژي به صرف    

کباب و مقایسه کیفیت آن با دو روش الایزا و              هاي گوشت جوجه       در نمونه  سالمونلابراي ردیابی سریع       PCRروش مولکولی   

 .کشت استاندارد انجام شد

هاي    نمونه جوجه کباب  جمع آوري شده از فروشگاه           60 توصیفی بر روي   –این پژوهش به صورت مقطعی         :مواد و روش ها    

کشت و آزمون هاي     ( در این نمونه ها با استفاده از سه روش میکروبیولوژي                 سالمونلافراوانی  .  سطح شهر تهران انجام شد     

همچنین دقت، حساسیت   .  مورد بررسی قرار گرفت   )  invAتکثیر ژن   (  PCRو  )  SAL-VIA96, TECRAکیت  (، الایزا   )بیوشیمیایی

 .و ویژگی سه روش با یکدیگر مقایسه گردید

% 65و  %  47،  %55به ترتیب    PCR بر اساس سه روش کشت، الایزا و         سالمونلااز مجموع نمونه هاي مورد بررسی فراوانی          :یافته ها 

 BPWساعته در محیط    20سازي اولیه       غنی  تنها با یک مرحله      invAو پرایمرهاي    PCRنتایج نشان داد که با استفاده از روش          .  بود

.  را در نمونه غذایی مشخص نمودسالمونلاوجود % 100 ساعت با حساسیت و ویژگی 30 تا 24می توان در مدت 

از این  .   را دارد  سالمونلاکفایت و حساسیت لازم به منظور پایش سریع           PCRنتایج این پژوهش نشان داد که تکنیک          :نتیجه گیري 

.  در مواد غذایی پیشنهاد می گردد سالمونلارو استفاده از این روش براي ارزیابی وجود

invAپلی مراز،  اي  زنجیره ، الایزا، واکنشسالمونلا :واژگان کلیدي

91 بهمن ماه:  پذیرش براي چاپ 91 آبان ماه :دریافت مقاله

مقدمه     

هـاي غـذایـی را جـنـس            درصد از کل مسمومیـت    40حدود  

تـریـن مـواد       عـمـده  .   ایجاد می نماید )   Salmonella  (سالمونلا

مـرغ و      در کشور ایران تخـم    سالمونلاغذایی مسئول در انتقال     

گزارش سازمان بهداشت جهـانـی نشـان     .   باشد مرغ می  گوشت  

 1000دهد که در کشورهاي در حال توسعه هر ساله از هـر               می

 16همچنین از میان .    دیده می شودسالمونلا مورد ابتلا به    5نفر،  

 هزار نـفـر در اثـر ایـن           600میلیون بیمار مبتلا به تب تیفوئید،       

 .)1(بیماري جان خود را از دست می دهند 

تعلـق  )   Enterobacteriacea(    به خانواده انتروباکتریاسه  سالمونلا

دارد، اما جزو فلور طبیعی روده انسان یـا حـیـوان مـحـسـوب               
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هاي مختـلـف و گـاهـاً        این باکتري در انسان بیماري   .   شود  نمی

، عـفـونـت     ) حصبه و شبه حصبه( روده  خطرناکی از جمله تب 

) . 2-5( هاي غذایی را ایجـاد مـی نـمـایـد               خون و مسمومیت  

پـاراتـیـفـی       سالمـونـلا   و)   Salmonella typhi (سالمونلا تیفی 

 )Salmonella paratyphi (   روده مـحـسـوب       عامل ایجـاد تـب

 Salmonella  ( سالمونلا کلـراسـوئـیـس     شوند در حالی که       می

choleraesuis   (            توانایی زیادي در انتشار بـه درون سـیـسـتـم

کـنـد   گردش خون دارد و عفونت خونی خطرناکی را ایجاد می        

توان به زنـده مـانـدن و         میسالمونلااز عوامل بیماریزایی ).  6( 

از طرفی سیـسـتـم     .   تکثیر آنها در درون ماکروفاژها اشاره نمود   

 که در غشاي باکتري قرار دارد، مـواد سـمـی           IIIترشحی نوع 

) . 7(  باکتري را به درون سیتوزول سلول میزبان منتقل می نماید   

هایی   همچنین این باکتري در روده انتروتوکسین و سیتوتوکسین 

. زا هسـتـنـد      هاي میزبان آسیـب   کند که براي سلول    را تولید می  

 2500هـاي سـرولـوژي، امـروزه نـزدیـک بـه                از نظر واکنش  

امـا آخـریـن     .    شنـاسـایـی شـده اسـت        سالمونلاسروتایپ از   

انـتـریـکـا    ، آنـهـا را بـه دو گـونـه             سالمونلابندي جنس     طبقه

 )Enterica ( بونگوريو) Bungori   (از این میان  .   کند تقسیم می

 تنها از یک زیرگونه بونگوري تشـکـیـل شـده           بونگوريگونه  

، ) Enterica( انتریـکـا   زیرگونه شامل 6 به انتریکااست اما گونه  

ــه ــلام ــا،  ) Salamae  ( س ــزون ــا  دي،  ) Arizonae  ( آری ــزون  آری

 )Diarizonae( ،هوتنا) Houtenae ( ایندیکاو) Indica (  تقسیـم

 جـداسـازي شـده از      هاي سالمونلااز %   99/5تقریباً . شده است 

).8( هستند سالمونلا انتریکاها جزو سروتایپ  انسان

ــواص             ــکوپی و خ ــکوپی، ماکروس ــاي میکروس ــی ه ویژگ

هاي سـرولوژي، بـراي شناسـایی و           بیوشیمیایی در کنار آزمون   

امـا  .  گـردد   ها استفاده مـی    از دیگر باکتري   سالمونلاهاتشخیص  

ترین طریق    امروزه روش میکروبیولوژي مبتنی بر کشت مطمئن    

 در مـواد غذایـی      سـالمونلا دادن حـضور      براي ردیابی و نشان   

هـاي    زیرا از این طریق اول این کـه بـاکتري   .   شود  محسوب می 

شوند و دوم این که امکـان      زنده داراي توانایی رشد ردیابی می     

هاي بیوشیمیایی و سـرولوژي بـراي     هاي بیشتر با روش    ارزیابی

با این وجود ایـن   .  گردد رسیدن به نتیجه مثبت قطعی فراهم می     

 تـا  4روش وقت گیرمی باشد و براي رسیدن به جواب نهایی به     

. روز زمان نیاز است7

 در مواد غذایی     سالمونلااستفاده از روش الایزا براي ردیابی          

است و حساسیت و ویژگی مناسبی را          اي یافته     کارایی گسترده 

هاي معتبر الایزاي مورد      بر این اساس انواع کیت    .  ارائه می نماید  

هاي استاندارد جهانی به منظور کاربردهاي قانونی          تأیید سازمان 

تجاري معتبر    هاي  اما خریداري کیت   .  اند  تولید و عرضه شده    

 .هاي بالایی است نیازمند صرف هزینه

تـري را بـراي       هاي سریع   هاي مولکولی راه  کشف و ابداع روش  

روش واکـنـش   .    است هاي بیماري زا ایجاد نموده ردیابی باکتري 

، که براساس پدیده طبیعـی تـکـثـیـر           ) PCR(اي پلیمراز   زنجیره

DNA  است، از نـظـر تـئـوري امـکـان           ها استوار شده در سلول 

. ردیابی حتی یک سلول باکتري را در نمونه فراهم می نـمـایـد              

زیرا با استفاده از این روش یک نسخه از ژن در عـرض چـنـد              

شـود کـه ردیـابـی         ساعت به بیش از یک میلیارد کپی تبدیل می 

براي ردیابی    PCRهاي   انواع روش.   کند تر می بعدي آنها را آسان 

DNA  است و نتایج خوبی نـیـز     کار برده شده ها به ژنومی باکتري

). 9-12(همراه داشته است  به 

   بـه سالمونلاهابراي ردیابی   PCRهاي  اگرچه تاکنون انواع روش 

است، اما در بیشتر آنها نمونه هاي مورد بررسی از       کار برده شده    

از آنـجـایـی کـه       .   سازي انتخابی گرفته شده اند      هاي غنی   محیط

سازي غیرانتخابی و انتخابی، نیازمـنـد صـرف         انجام مراحل غنی  

چندین روز وقت است، در مطالعه حاضـر بـراي رسـیـدن بـه               

ترین زمان ممکن در دستیابی به نتایج قطعـی از مـحـیـط                 کوتاه

اسـتـفـاده    )   BPW  )Buffered Peptone Waterسازي    غنی  پیش

 PCRهدف از این پژوهش، ارزیابی روش مـولـکـولـی        .   گردید

هاي گـوشـت     در نمونهسالمونلا)    ساعته24(براي ردیابی سریع  

آوري شده از سطح شهر تهران و نیز مقایسـه         کباب جمع   جوجه  

 .کیفیت آن با دو روش الایزا و کشت استاندارد بود

ها    مواد و روش          

 نـمـونـه     60توصیفی بر روي      -این پژوهش به صورت مقطعی  

هـاي سـطـح شـهـر         جوجه کباب  جمع آوري شده از فروشگاه       
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 در ایـن    سالمـونـلا  فراوانی  .   تهران درشرایط استاندارد انجام شد    

 مـورد    PCRنمونه ها با استفـاده از سـه روش کشـت، الایـزا و            

همچنین دقت، صحت و اعتبار سه روش بـا     .   بررسی قرار گرفت  

.یکدیگر مقایسه گردیدند

 در مواد غذایی بـا    سالمونلاهاردیابی :   روش میکروبیولوژي)   الف

روش میکروبیولوژي براساس روش پیشنهادي استـانـدارد مـلـی          

):13( مرحله به شرح زیرانجام گرفت 5ایران  در 

سازي غیرانتخابی با استفاده از محیط پـپـتـون واتـر          غنی  پیش  -1

).BPW(بافري شده 

سازي انتخابی با اسـتـفـاده از دو مـحـیـط آبـگـوشـت                  غنی  -2

و آبـگـوشـت راپـاپـورت        )   T.T.n( تتراتیونات نـووبـیـوسـیـن        

).RVS(سبز مالاشیت سویاپپتون / واسیلیادیس  منیزیوم کلراید

 -جداسازي با استفاده از محیط آگار انتخابی شامل سالمـونـلا   -3

). PR/BGA(قرمز فنل / و آگار سبز درخشان) SSA(شیگلا آگار 

هـاي، مـحـیـط        تعیین هویت بیوشیمیایی با استفاده از آزمـون   -4

دار  ، محیط لیزین دکـربـوکسـیـلاز آهـن          ) TSI(دار  قندي آهن  سه

 )LIA (اندول و   -، محیط اوره آگار، محیط تعیین سولفیدهیدروژن

). MR-VP(وژپروسکوئر  -رد ، محیط متیل)SIM(حرکت 

 D  تا  A هاي معتبر  سرم ارزیابی سرولوژیک با استفاده از آنتی   -5

  .بر علیه سالمونلا 

 با روش الایـزا از   سالمونلاها به منظور شناسایی : روش الایزا )   ب

ایـن کـیـت از روش       .   استفاده گردید  SAL-VIA96, Tecraکیت  

اختصاصی ( بادي اول   کند که در آن آنتی ساندویچ الایزا تبعیت می 

شده اسـت و از آن         به سطح چاهک پلیت الایزا تثبیت  )   سالمونلا

. شود   استفاده می  سالمونلاییهاي    ژن  براي جذب و نگهداري آنتی    

سپس جـذب  .   مراحل تست مطابق با دستورالعمل کیت انجام شد     

نوري محلول رنگی ایجاد شده با دستگاه الایـزا خـوان در طـول        

 نانومتر قرائت 490 نانومتر در مقابل طول موج رفرانس 410موج  

کننده کیـت، جـذب     براساس توصیه شرکت عرضه.   و ثبت گردید  

 مـثـبـت و      سالمونلا از نظر حضور  0/3نوري مساوي یا بالاتر از  

. به عنوان منفی تلقی شدند0/3تر از  مقادیر پایین

، سوسپانسیون  DNA در ابتدا به منظور استخراج  : PCRروش )   ج

 دقـیـقـه در      20 تـا   15باکتریایی تهیه شده در آب مقطر به مدت       

پـس از یـک مـرحلـه        .   قرار گرفـت ) C 95°(داخل آب جوش  

، محلول رویـی بـه      12000 دقیقه در دور  3سانتریفیوژ به مدت    

در .   مورد استـفـاده قـرار گـرفـت          PCRبراي  DNAعنوان منبع  

مواقعی که نمونه باکتري از محیط کشت حاوي مواد پروتئیـنـی        

شد یک مرحله سـانـتـریـفـیـوژ        برداشته می)   BPWمثلاً محیط  ( 

 دقیقه براي حذف مواد محیط اسـتـفـاده     10 دور به مدت 3000

:از پرایمرهاي اختصاصی invAبه منظور تکثیر توالی ژن . گردید

 GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA-3 :5- Fو 

 R:5-TCATCGCACCGTCAAAGGAACC-3    ــاده ــف ــت اس

 میکرولـیـتـر    25با حجم نهایی  PCR واکنش). 15 و 14(گردید  

 میکرولیتر از هر پرایمـر،     0/5ي الگو،   DNA میکرولیتر 5شامل  

 مـیـکـرولـیـتـر       100mM (dNTP Mix   ،0/8(  میکرولیـتـر     0/5

 )50mM(MgCl2  ،2/5 میکرولیتر بافر PCR   ،0/2     میکرولـیـتـر 

انجـام    D.D.W میکرولیتر   15 و  Taq DNA Polymeraseآنزیم  

 ,Vereti( در دستگاه ترموسایکلر     PCRدر ادامه واکنش .   گردید

applied biosystems ، دقـیـقـه     3با شرایط دمایی   ) آمریکاکشور 

 درجه سانـتـی گـراد و در          95واسرشت شدن ابتدایی در دماي   

 درجه سانتی   95 چرخه شامل واسرشت شدن در دماي 35ادامه  

 درجه سانتی گراد بـه  59در دماي   دقیقه، اتصال1گراد به مدت   

 درجه سانتـی گـراد بـه      72 دقیقه، طویل شدن در دماي  1مدت  

درجه  72  دقیقه و در نهایت طویل شدن نهایی در دماي    2مدت  

به ژل   PCRمحصولات  .    دقیقه انجام شد 5سانتی گراد به مدت   

منتقل و الـکـتـروفـورز        درصد واجد اتیدیوم برماید1/5آگاروز  

مـوریـوم    سـالـمـونـلا تـیـفـی        از باکتري هاي    .   گرفت گردیدند

 )ATCC:14028   (         اشـریشـیـا کـلـی      به عنوان کنترل مـثـبـت و

)ATCC:25922 (به عنوان کنترل منفی استفاده گردید .

 هدف از تعیین حد ردیـابـی     :  PCRتعیین حد ردیابی روش )  د

 )Detection limit of assay   (         تعیین کمترین تعداد از بـاکـتـري

است که با روش ردیابی به نتیجه مـثـبـت مـنـجـر             )   سالمونلا( 

گردد و نتیجه آن به صورت تعداد باکتري در حجـم یـا وزن            می

  براي این ) .   cfu/ml sample( گردد  مشخص از نمونه گزارش می 

بـدیـن   .   هاي تدریجی استفاده گردیـد      منظور از روش تهیه رقت    

 با استفاده از آب اسـتـریـل     سالمونلاترتیب که از کشت خالص     
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10دیونیزه، سوسپانسیونی با غلظت  
7

لیتر تـهـیـه      سلول در میلی

10هـاي حـاوي       سپس با استفاده از آن رقت    .   گردید
1

10 تـا    
6

 

هـاي    در ادامه باکـتـري   .   لیتر آماده گردید    سلول باکتري در میلی   

 50هـا بـه       لیتر از هر کدام از سوسپانسـیـون        میلی 1موجود در   

بـه    DNAدست آوردن نمونه     شده و براي به    میکرولیتر رسانده   

 میکرولیتر از محلول نهـایـی    5. روش جوشاندن استفاده گردید 

 1:10نسبت .   اضافه گردید  PCRبه لوله واکنش ) DNAحاوي ( 

.در محاسبه نهایی در نظر گرفته شد

اي یـا     مقـایسـه  ( تعیین دقت، حساسیت و ویژگی سه روش     )   ه

براي تعیین پارامترهاي دقت، حساسیت و ویژگی با سه    ) : نسبی

بدین صورت که .    اقدام گردید1روش ردیابی، مطابق با جدول  

کباب که با هر سـه روش کشـت،       هایی از گوشت جوجه    نمونه

پـس از   .   نتایج منفی داشتند انتخـاب گـردیـدنـد       PCRالایزا و   

 گرم تـقـسـیـم      25 قسمت مساوي به وزن 10هموژن کردن به  

براي تعیین ویژگی در نظر گرفته شدنـد و بـا      قسمت 5.  شدند

اشــریشــیــا کــلــی  مــیــلــیــون بــاکــتــري از گــونــه هــاي         10

 )ATCC:25922 ( ،        پروتـئـوس ولـگـاریـس )ATCC:49990 ( ،

ــا جــنــس هــاي     ــدنشــی شــیــگــلا،  ) ATCC:33672  ( پــرووی

 )ATCC:12022 ( سیتروباکتر  و )ATCC:8090   ( 5.   آلوده شدند 

قسمت دوم براي ارزیابی حساسیت در نظر گرفته شدنـد و بـا         

سـالـمـونـلا     سـویـه اسـتـانـدارد         5 میلیون بـاکـتـري از         10

 )ATCCs:9068,14028,13314,23564,51741   (     تهیـه شـده از

 تا  1:10 رقت متوالی  5سپس . شرکت سیناژن مخلوط گردیدند 

 نمونه با استفاده از آب پپتونه بافردار تهیه   10 از هر 1:100000

 نمـونـه مـنـفـی        25 نمونه مثبت قطعی و 25بدین ترتیب .  شد

گـذاري در      ساعت گـرم خـانـه    1قطعی حاصل شد که پس از      

هاي مورد پژوهـش بـا      درجه سانتی گراد، مانند نمونه37دماي  

. آنها رفتار شد

براي محاسبه دقت، حساسیت و      در این مطالعه: آنالیز آماري)   و

هاي   از فرمولسالمونلاویژگی سه روش ردیابی و تعیین هویت       

توصیه شده توسط کمیسیون اروپایی براي تعـیـیـن کـیـفـیـت               

به منظـور مـقـایسـه       ) .   16( هاي تشخیصی استفاده گردید   روش

نتایج حاصل از سه روش ردیابی از نسـخـه شـانـزدهـم نـرم                  

. و آزمون آماري مربع کاي استفاده گردید  SPSSافزار

یافته ها        

کـبـاب، بـا روش         نـمـونـه جـوجـه       60در مجموع از مـیـان        

 گـزارش   سـالـمـونـلا    آلوده به   % )   55( نمونه 33میکروبیولوژي  

در مرحله بعدي بر اساس نتایج مثبت به دست آمـده از      .   گردید

 نمونه منفی مرحله اول مجدداً با شرایط زمانـی    PCR  ،6روش  

گـیـري     بدین معنی که با نمـونـه     .  و دمایی جدید ارزیابی شدند 

مجدد از آب پپتون ذخیره شده، مراحل کشت تکرار گردید کـه           

 مورد به نتیجه مثبت منـتـهـی       6 مورد نتیجه منفی اولیه هر 6از  

کباب بـا      نمونه جوجه  60از %) 46( مورد 28در مجموع .  شدند

یکی از نتایـج مـثـبـت      .   روش ردیابی الایزا مثبت شناخته شدند 

ایـن نـمـونـه بـه         PCRکاذب بود و در روش میکروبیولوژي و  

 مـورد از    11بر اساس نتایج نـهـایـی،      .   عنوان منفی شناخته بود   

، با روش الایزا نتیجه مـنـفـی    سالمونلاها، با وجود داشتن       نمونه

 ).منفی کاذب(داده بودند 

بـا  %)  65( مـورد    39از مجموع نمونه هاي مورد بررسی تعـداد    

تمـامی نتایـج    .   شـناخته شـدند    سالمونلاآلوده به     PCRروش  

بدین معنی کـه   .  با روش میکروبیولوژي تأیید شدند PCRمثبت  

نهایتاً سالمونلاي جدا شده با روش میکروبیولوژي با استفاده از         

. ویژگی هاي بیوشیمیایی و سرولوژي آنها تایید گردید

هاي مورد استفاده براي محاسبه دقت، حساسیت و ویژگی سه روش مورد ارزیابی فرمول: 1جدول 

دقتحساسیتویژگی

( )
TN

Specificity SP
TN FP




( )
TP

Sensitivity SE
TP FN




( )
TP TN

Accuracy AC
TP TN FP FN




  

 **AC : ،دقتSE : ،حساسیتSP : ،ویژگیTP : ،مثبت واقعیTN : ،منفی واقعیFP : ،مثبت کاذبFN :منفی کاذب
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 مـورد از    7 شماي الکتروفورز مربوط بـه ارزیـابی          1در شکل   

.کباب نشان داده شده است هاي جوجه نمونه

انجـام شـده بـر روي         PCR محـصولات حاصـل از        2شکل  

 DNA نـسخه از     1 میلیـون تـا      10هاي مختلف حـاوي       رقت

 PCR را به منظور ارزیابی آخرین حد ردیـابی روش            سالمونلا

تواند وجـود     می  PCRنتایج نشان داد که روش    .   نشان می دهد  

از .   باکتري را به وضوح ردیـابی کـرده و تـشخیص دهـد               10

 میکرولیتـر   50 میکرولیـتر از     5آنجایی که در این روش تنهـا         

استخراج شده مورد استفاده قرار گرفت، بنابرایـن       DNAنمونه  

 100تـوان     آخرین حد ردیابی را بر اساس شرایط یاد شده مـی     

 .لیتر از نمونه تعیین نمود سلول باکتري در میلی

امـا  .    شناسایی شـد   سالمونلاها   از نمونه%   65در  PCRبا روش  

میزان شناسایی باکتري با روش هاي کشت و الایزا  به ترتیـب         

مقایسه آماري نتایج حـاصـل از      ).   2جدول (بود  %  47و % 55

با آزمـون مـربـع کـاي نشـان             PCRسه روش کشت، الایزا و  

دار بین سه روش مورد بررسی در تعـیـیـن         دهنده اختلاف معنی  

در ) .   >0/001p( بـاشـد     کباب می   هاي جوجه   نتایج مثبت از نمونه   

 نتایج ارزیابی پارامترهاي صحت، حساسیت و ویژگـی      3جدول  

 25 در مـورد     سالمونلاسه روش مورد بررسی، به منظور ردیابی      

.  نمونه مثبت قطعی نشان داده شده است25نمونه منفی قطعی و 

بحث   

کننده مواد غذایی    هاي بیماري زاي آلوده   یکی از باکتري   سالمونلا

است و نتـایـج ایـن تـحـقـیـق نشـان دهـنـده شـیـوع بـالاي                       

آوري شـده از      کبـاب جـمـع       در گوشت جوجه سالمونلا% )   65( 

در جامعه ایران گوشت مـرغ    .  باشد هاي سطح تهران می  فروشگاه

هـاي    مصرف فراوانی دارد و آلودگی این ماده غذایی به باکـتـري   

هـاي     به معنی شیوع مسمومـیـت      سالمونلابیماري زایی همچون    

ــه                 ــع ــام ــراد ج ــان اف ــی ــان در م ــه ــن ــار و پ ــک ــی آش ــذای غ

که این امر منجر به یک خطر بهداشتـی و ضـررهـاي           .   می باشد 

). 13(جبران ناپذیر دیگري می گردد 

اولین قدم در راه حل مشکل، شناخت دقیق ابعاد و جزئیـات آن       

 در گـوشـت     سالـمـونـلا   بدون ارزیابی دقیق میزان شیوع      .   است

توان به ابـعـاد مسـالـه پـی بـرد و بـراي               مرغ نمی   ماکیان و تخم  

شناسایی منابع آلودگی روشی سریع، حساس و دقیق لازم اسـت        

 را در مواد غذایی    سالمونلاتا بتواند با دقت و سرعت بالا وجود      

عبـارتـی عـامـل زمـان بـراي            سرعت تشخیص یا به .  نشان دهد 

گیري سالمونـلـوز     پیشگیري از فاجعه درحال وقوع ناشی از همه    

تواند منجر بـه قـطـع بـه مـوقـع           فاکتور بسیار مهمی است و می   

روش سـنـتـی تشـخـیـص بـر           .   چرخه عفونت در جامعه گردد    

. کـبـاب     هاي جـوجـه     حاصل از نمونه   PCRالکتروفورز محصولات   :   1شکل

S   ( مارکرDNA   )100جفت باز  ( ،C+   ( کنترل مثبت )موریوم سالمونلا تیفی ( ،

  ) 7 ،  6،   5،   2نمونه هاي مـنـفـی، سـتـون هـاي                 )   4، 3، 1هاي   ستون

 ).اشریشیا کلی(کنترل منفی ) -C، سالمونلانمونه هاي مثبت 

 میلیون  1 تا    1هاي حاوي      نمونه.  PCRالکتروفورز محصولات    :  2شکل  

.موریوم سالمونلا تیفیباکتري 

کباب  در  نمونه هاي جوجهسالمونلامقایسه سه روش ردیابی : 2جدول 

نتایج 

آزمون

PCRکشتالایزا

تعداد) درصد(تعداد) درصد(تعداد) درصد(

33%) 55(28%) 47(39%) 65(مثبت

27%) 45(32%) 53(21%) 35(منفی

60%) 100(60%) 100(60%) 100(جمع

10%) 6/1(0مثبت کاذب

6%) 10(11%) 18(0منفی کاذب
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سازي اولیه نمونه و بر استفاده از مـحـیـط هـاي کشـت               غنی

هاي همراه استوار است و براي   اختصاصی براي حذف باکتري  

هاي خالص باکتریایی از خصـوصـیـات          تشخیص قطعی کلنی  

).13(شود  هاي سرولوژي استفاده می بیوشیمیایی و تست

هایی که در عرصـه ارتباطـات و تجـارت        با توجه به پیشرفت  

رخ نموده است زمین به یک دهکده جهانی تبدیل شده اسـت    

هـا و مـسمومیت هـاي         گیري از عفونت    و شیوع چندین همه   

هاي اخیر، دانشمندان را نسبت به احتمـال         سالمونلایی در دهه  

محققین به  .  است هاي جهانی آن بیمناك کرده       گیري  وقوع همه 

هـایی بـراي شناسـایی سـریع و بـه موقـع                دنبال ابداع روش  

هـاي جدیـد       در مواد غذایی هستند و معرفـی روش    سالمونلا

وجـود    مولکولی امیدهایی را در جهت نیل به ایـن هـدف بـه         

 سـالمونلا هاي جدید براي ردیابی   از جمله روش.   آورده است 

هـاي بـاکتري     ژن توان به روش الایزا، که بر جستجوي آنتی  می

 PCRاستوار است و روش ردیابی قطعات ژنومی باکتري بـا        

هاي خود بـه سـرعت و          محققین در طی ارزیابی .   اشاره نمود 

هــاي جدیــد نــسبت بــه روش قدیمــی         دقــت بــالاي روش  

اي از ایـن نـوع        اند کـه تاریخچـه      میکروبیولوژي اشاره کرده  

. شوند ها در ادامه بحث مطرح می ارزیابی

روش الایزا حساسیت و ویژگی قابل قبولی را بـراي ردیابـی           

هـاي تجارتـی      دهد و کیـت      در مواد غذایی ارائه می     سالمونلا

عرضه شده در این عرصه تشخیصی امروزه بـه عنـوان یـک              

هـاي      روش غربـالگري معتـبر در اقـدامات کنترلـی سـازمان            

هاي تولید محصولات غذایی   بهداشتی براي خط تولید کارخانه    

 محققان از روش الایزا براي  1989در سال .  است  گنجانده شده 

). 18( در نمونه مواد غذایی استفاده نمودند        سالمونلاشناسایی  

10کمترین حد ردیابی این روش      
5

-10
4

لیتـر    سلول در میلی5

 24است و مدت لازم براي غـنی سـازي در ایـن روش              بوده  

از )  Kumar( کومـار    2007در سال   .  ساعت در نظر گرفته شد   

 در غذاهاي دریایی اسـتفاده    سالمونلاروش الایزا براي ردیابی  

). 19(مقایسه نمـود      PCRکرد و نتایج آن را با روش کشت و     

 بـا سـه روش      سـالمونلا در این مطالعه درصد مـوارد مثبـت          

بـوده     %  31/6و % 23/7، % 21/3به ترتیب  PCRکشت، الایزا و  

بـه  .  هاي مطالعه حاضر هم خوانـی دارد   است که تقریباً با یافته  

 بـه کمـک روش      سالمونلاطوري که بیشترین موارد شناسایی      

PCR    از روش   2008در سـال    ).  2جـدول   (  مشخص گردید 

هاي غـذایی و آب       در نمونه  سالمونلا تیفی الایزا براي ردیابی    

cfu  10کمترین حد ردیابی این روش برابر      .   استفاده شد 
5

-10
4 

).      20(است   ساعت بوده 10و مدت زمان لازم براي اخذ نتایج 

هـا    براي ردیابی قطعات ژنـوم بـاکتري       PCRاستفاده از روش    

هـا   اي را براي تشخیص بـاکتري     العاده حساسیت و ویژگی فوق   

توان بیش از یـک میلیـارد         با این روش می   .   است فراهم نموده 

 3 تا   2 باکتري مورد نظر را در عرض  DNAکپی از یک قطعه     

 متنوعی براي ردیابی ژنـوم    PCRهاي  روش.  ساعت تولید کرد 

در .  است  هاي مواد غذایی ابداع شده      در نمونه  سالمونلاباکتري  

 بـاکتري   PCRبـا اسـتفاده از روش        )  Aabo( آبـو    1993سال  

هاي غـذایی ردیـابی کـرد و حساسـیت             را در نمونه   سالمونلا

بـوده  %  100ویژگی روش نیز   . را براي آن گزارش نمود% 100

 سویه انتروباکتریاسه غیرسالمونلایی   86که آزمایش با     طوري به  

).21(است   نتیجه مثبتی به همراه نداشته

 را بـراي    BAX-PCRروش  )  Bailey( بـایلی    1998در سـال    

 در مواد غذایی مورد استفاده قرار داد و نتایـج    سالمونلاردیابی  

یافتـه هـاي او     .  آن را با روش استاندارد کشت مقایـسه نمـود        

نشان داد که صحت و حساسـیت ایـن روش در مقایـسه بـا                 

ایـن محقـق در     ).  22( اسـت    روش روتین کشت بـالاتر بـوده      

 بـراي   BAX-PCR از روش    2003اي دیگـر در سـال        مطالعه

PCRدقت، حساسیت و ویژگی سه روش کشت، الایزا و : 3جدول 

کشتالایزاPCRنتایج آزمون

251824مثبت واقعی

252525منفی واقعی

000مثبت کاذب

071منفی کاذب

505050جمع

%98%86%100دقت

%96%72%100حساسیت

%100%100%100ویژگی



محسن حسین پور و همکاران...  ردیابی مقایسه اي سالمونلا در نمونه هاي جوجه کباب در تهران با سه روش مولکولی، الایزا و کشت . 1392ها، سال ششم، شماره اول، بهار  دنیاي میکروب

68

  PCRو بـا روش                   %     3/3و     %     33،   %     52/2ترتیب         به     ISOروش       

.   اسـت       بـوده       %     67/4و     %     50/1سازي مختلـف                    با دو روش غنی                   

هاي این تحقیق، در مطالعـه مـا نـیز درصـد                                                                   هماهنگ با یافته                   

 در گوشـت ماکیـان بـا روش کـشت و                                                          سالمونلا       موارد مثبت                

PCR           این یافته ها                  ).      25( محاسبه گردید              %     66و   %     55 به ترتیب

 را  نــسبت بــه روش کــشت                                          PCRحساســیت بــالاتر روش                              

لازم به ذکر است کـه اگرچـه روش                                               .       دهند     استاندارد نشان می                     

PCR                                                                      حساسیت بیشتري را نشان می دهد، اما به دلیـل اینکـه 

براي انجام این روش نیاز بـه شـرایط ویـژه آزمایـشگاهی و                                                                                      

خاص می باشد ولی روش کـشت بـه طـور همگـانی مـورد                                                                               

 روش        gold (standard(   استفاده قرار می گـیرد، روش اصـلی                                                  

. کشت می باشد           

 طراحی          PCRدهد که روش                 هاي  مطالعه حاضر نشان می                                   یافته     

 را در            سـالمونلا           عدد باکتري                 10شده توانایی تشخیص حدود                            

این امر را مـی تـوان بـه                                            .       نمونه مواد غذایی تشخیص را دارد                                        

.   سازي روش استخراج وعوامل موثر دیگر دانست                                                دلیل مناسب            

یکی از دلایل رسیدن به حساسیت و دقت فوق العاده اسـتفاده                                                               

ایـن جفـت پرایمـر ویژگـی                                        .      مـی باشـد                 invAاز پرایمرهاي                  

درحقیقت         .      دارد       سالمونلا       هاي مختلف              اي براي سویه                 العاده       فوق   

ــا                                               ســالمونلاها           ایــن ژن فقــط در                               وجــود دارد و از طرفــی ب

در بیـشتر               .     باشـد        زایی این باکتري نـیز در ارتبـاط مـی                                                        بیماري      

 تـا          1مقالات منتشر شده حساسیت پرایمرهاي یاد شـده بیـن                                                                    

نتـایج مـا نـیز در ایـن                                           ).      10( است         باکتري گزارش شده                       100

 و ویژگـی                 سـالمونلا           سـلول              10پژوهش حساسیتی در حدود                               

بنـابراین مـی                     .     دهـد       را براي این جفت پرایمر نشان مـی                                 %     100

 بــا اســتفاده از                           PCRتــوان چنیــن نتیجــه گرفــت کــه روش                                                     

هـاي         اي در تشخیص نمونه                    العاده        کارایی فوق            invAپرایمرهاي             

اگر بدانیـم                 .     تواند داشته باشد                  می   سالمونلا       مواد غذایی آلوده به                             

 ساعت پس از دریافت نمونه                          24 حداکثر           PCRکه نتیجه روش                    

قابل استحصال است مزیت این روش از نظر سرعت و دقـت                                                                    

. گردد     بر دو روش دیگر بیشتر آشکار می                             

 زمانـی در                  سالمونلا       مشکل آلودگی گوشت مرغ و تخم مرغ با                                       

امـا آنـان بـا                          .       اسـت          دیگر کشورهاي توسعه یافته نیز رخ داده                                            

در .   در نمونه گوشت ماکیان نیز استفاده نمـود    سالمونلاردیابی  

 نمونه گوشـت مرغـی کـه بـه طـور             122این مطالعه از میان     

 مـورد بـا     111بودنـد     آلوده شده    سالمونلاهاي   عمدي با گونه  

امـا در   .   مورد با روش کشت مثبت شـدند   113 و PCRروش  

 PCRهاي هات داگ بـا روش        از نمونه  سالمونلامورد ردیابی   

 10 مــورد و بــا روش کــشت فقــط          30 مــورد از    19تعــداد  

این یافته برتـري و حساسـیت        .   مورد مثبت شدند   30مورد از   

نسبت بـه روش کـشت معمولـی نـشان                                                   را   PCRبیشتر روش   

).  9( دهد      می  

-PCRاز روش ترکیبی                     )     Hong(  توسط هونگ            2003در سال             

ELISA                هاي گوشـت ماکیـان                             در نمونه             سالمونلا        براي ردیابی

 سـلول            200آخرین حد ردیـابی گـزارش شـده                                                .       استفاده شد            

ــی                               ــاکتري و فراوان ــان                              ســالمونلا         ب ــوده      %     17 در لاشــه ماکی    ب

).  10( است     

و همکـاران سـه روش                              )     Eriksson(  اریکسون              2007در سال            

 در       سـالمونلا           را از نظر قـدرت ردیـابی                                            PCRکشت، الایزا و                    

هاي مدفوعی از ماکیان، خوك و احـشام مـورد ارزیابـی                                                                      نمونه     

دهـد کـه دقـت،                           هاي این محققان نـشان مـی                                     یافته     .       قرار دادند            

کارگرفته شده شـدیداا تحـت                      ً           هاي به       حساسیت و ویژگی روش                        

 موجـود و ترکیـب بـستري اسـت کـه                                                          سـالمونلاي           تاثیر نوع               

هاي      در این مطالعه هماهنگ با یافته                                   .      در آن قرار دارد                    سالمونلا       

 برابـر             PCRتحقیق حاضر میزان حساسـیت و ویژگـی روش                                                           

).  23( گزارش گردید             %   100

و همکاران دو روش کشت و                                  )     Farzan(  فرزان        2007در سال            

 در گله هاي خوك مورد اریابی                                     سالمونلا       الایزا را براي ردیابی                              

نتایج آنها نشان داد که حساسیت و ویژگـی تـست                                                         .       قرار دادند            

این یافتـه بـا نتـایج بـه                                         .     می باشد       %     84و   %     65الایزا به ترتیب                      

).                      24( دست آمده در مطالعه حاضر هم خوانی دارد                                       

و همکـاران دو روش کـشت                                      )     Eyigor(  ایگور        2010در سال            

و   )     FDA( توصیه شده توسط  سازمان غـذا و داروي آمریکـا                                                                     

ISO-6579            و یک روشPCR                            در       سـالمونلا           را بـراي ردیـابی 

مـوارد          .     گوشت مرغ و بوقلمون و گوشت قرمز مقایسه نمودند                                                            

و با        %     0و     %     33،   %   50ترتیب         به     FDA با روش         سالمونلا       مثبت        
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سریع،  PCRروش مولکولی   .  سازي استفاده نمود   مرحله غنی 

حساس و اختصاصی است و به عنوان یک تست غربالگري            

گیري اطلاعات تقریباً آنی از        می تواند در مواقع وقوع همه       

اما شرایط آزمایش در روش      .  آلودگی مواد غذایی ارائه دهد     

PCR  هاي خاص خود را دارد و بهینه سازي  آن               پیچیدگی

رسد براي کاهش بار میکربی         به نظر می   .  ضروري است 

اي در   گوشت ماکیان و تخم مرغ لازم است تحقیقات گسترده         

ایران براي شناسایی منابع آلودگی و چرخه عفونت انجام گیرد          

تواند در این راستا        می  PCRو روش حساس و دقیق           

کننده باشد کمک

تشکر و قدردانی              

نویسنـدگـان ایــن مقـالـه از تمـامـی همکاران آزمایشگاه                                                                          

گروه میکروب شناسی دانشگاه آزاد اسلامی واحد کرج                                                                         

به دلیل همکاري صمیمانه در اجراي این پژوهش کمال امتنان                                                                       

. را دارند        

کارگیري تمهیدات لازم این آلـودگـی را بـه حـد نـاچـیـز                                                                                          به  

یکی از این اقدامات پیشگیرانه نظارت بـر آلـودگـی                                                           .       رساندند       

روش دوم اسـتـفـاده از                                 .       باشد      خوراك عرضه شده در بازار می                            

اي اسـت کـه بـر                                 ضرر روده              هاي بی          هاي حاوي باکتري                   افشانه      

ایـن امـر مـوجـب                              .       شـود          ها پاشـیـده مـی                             روي غذاي جوجه                 

هـا و               هـا در روده جـوجـه                                  جایگزینی به موقع این بـاکـتـري                                            

گـردد              در روده آنـهـا مـی                                   سالـمـونـلا                مهار قرارگیري باکتري                            

.  ) 27 و    26( 

نتیجه گیري            

در مجموع، اگرچه روش کشت به عنوان روش استاندارد              

 در مواد غذایی مطرح است، اما این           سالمونلابراي ردیابی    

 روز زمان نیاز داشته و عوامل انسانی و مواد و            4-7روش به   

تجهیزات سبب خطاي قابل توجهی در نتایج حاصل از آن              

روش الایزا دستیابی سریع تر به جواب را میسر می           .  گردد می

کند اما اغلب براي بالابردن حساسیت روش باید از یک                
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Abstract

Background and Objectives: Salmonella is one of the most important causative agents of food 

poisoning and gastroenteritis in humans. Using the standard culture methods for detection and 

isolation of Salmonella and also, the evaluation of bacterial characteristics by biochemical and 

serological tests, need to take 4 to 7 days, accuracy and skill of the lab staffs and quality of 

cultured media. Current study was carried out to assess PCR method for rapid detection of 

Salmonella in poultry meat samples and to compare its quality with two currently available 

standard culture and ELISA methods.

Materials and Methods: This cross-sectional study was carried out on 60 samples of poultry meat 

collected from food stores of Tehran. The frequency of Salmonella was evaluated by using three 

microbiological methods culturing, ELISA (Kit SAL-VIA96; TECRA) and PCR (amplification of 

invA gene). Also accuracy, sensitivity and specificity of the methods were compared with each other.

Results: In total of samples, the incidence of salmonella were 55%, 47% and 65%, by using culture, 

ELISA and PCR methods, respectively. Our findings showed that PCR based detection of salmonella

using invA primers and only with a twenty hour pre-enrichment of samples in BPW is capable 

identifying Salmonella with high sensitivity and specificity (both 100%) in food samples in 24 to 30

hours. 

Conclusion: This study showed that PCR method has appropriate efficiency and sensitivity for rapid 

screening of Salmonella. Therefore, this technique is recommended to evaluate of Salmonella in food 

samples. 
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