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Abstract 
Background: Salmonella spp. and Escherichia coli O157:H7 are the most common bacterial 

foodborne pathogens contaminating food products especially meat. It is essential to detect the pathogens 
rapidly, specifically, and simultaneously by selection and optimization of suitable reference genes. The 
present study was conducted to simultaneously detect E. coli O157:H7 and Salmonella spp. in meat 
products and contamination prevalence assay by using multiplex PCR based on rfbE and invA genes 
amplification in Zanjan province, northwest of Iran. 

Materials and Methods: A total of 74 meat samples were obtained from various regions of 
Zanjan province, randomly. 25 grams of each meat sample was completely homogenized in 225 ml of 
Mueller-Hinton broth growth medium and incubated. Bacterial strains were purified and DNA extraction 
was performed from purified bacterial isolates. Simultaneous amplification of rfbE and invA gene 
fragments was done with specific primers by optimization of a multiplex PCR. Finally, the sensitivity of 
the method was evaluated by inoculation of the bacteria to the meat. 

Results: Out of 74 meat samples, 6(8%), 4(5.4%), and 2(2.7%) samples were positive for E. coli 
O157:H7, Salmonella, and both E. coli O157:H7-Salmonella, respectively. Multiplex PCR indicated high 
sensitivity for simultaneous detection of the pathogens in lowest dilution of the bacteria that had been 
inoculated to the meat. 

Conclusion: In this study, a multiplex PCR was optimized based on Salmonella spp. and E. coli 
O157:H7 virulence genes for rapid and simultaneous detection of the pathogens with high sensitivity and 
specificity. Multiplex PCR as a reliable tool for rapid and simultaneous detection of foodborne pathogens 
to prevent contamination of food products.  
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هاي فرآوردهدر  O157:H7 اشرشیاکلیو  سالمونلا تشخیص همزمانسازي بهینه

  Multiplex PCRروش  و بررسی میزان آلودگی با گوشتی
  

 1پوررضا نجف ، *4، سجاد یزدان ستاد3، حانیه اسعدي2گلناز اسعدي تهرانی،1حسین مرسلی

 
  ، قم، ایران.، دانشگاه آزاد اسلامیواحد قمشناسی، دانشکده علوم پایه، گروه میکروبدانشجوي دکتري تخصصی میکروب شناسی، .1
 دانشگاه آزاد اسلامی، زنجان، ایران.  واحد زنجان،  گروه ژنتیک، دانشکده علوم پایه،دکتري تخصصی ژنتیک مولکولی،استادیار،  .2

 پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی بوشهر، بوشهر، ایران. دانشکدهشناسی، شناسی و انگلگروه میکروبکارشناس ارشد میکروب شناسی، . 3

  دانشگاه علوم پزشکی گلستان، گرگان، ایران.پزشکی، شناسی، دانشکده گروه میکروبتخصصی میکروب شناسی،دانشجوي دکتري  . 4
  

 4/5/96تاریخ پذیرش:  ،15/1/96تاریخ دریافت: 
  

  چکیده
. هستندهاي گوشتی فرآورده ویژه بهمواد غذایی  هکنندهاي آلودهپاتوژن ترین مهماز  کلیا اشرشیو  سالمونلا زمینه و هدف:

هاي اختصاصی از اهمیت بالایی برخوردار سازي ژنها با انتخاب و بهینهتشخیص سریع، اختصاصی و همزمان این پاتوژن
و بررسی میزان  هاي گوشتیفرآوردهدر  O157:H7 کلی اشریشیا و سالمونلااست. این مطالعه با هدف تشخیص توأم 

 واقع در شمال غربی ایران در استان زنجان Multiplex PCRبا روش  invAو  rfbEآلودگی بر مبناي تکثیر دو ژن 
  انجام گرفت.

گرم از هر  25آوري شد. زنجان جمعصورت تصادفی از نواحی مختلف استان ه گوشت بنمونه  74تعداد  :هامواد و روش
هاي باکتري سازي و گرماگذاري گردید. جدایهطور کامل یکنواخته لیتر محیط مولر هینتون براث بمیلی 225گوشت در  نمونه

با استفاده از پرایمرهاي  invAو  rfbEانجام گردید. تکثیر همزمان قطعات ژنی  DNAسازي شد و استخراج خالص
هاي مختلف از چندگانه انجام گرفت. در نهایت، حساسیت این روش با تلقیح رقت PCRسازي واکنش هینهاختصاصی و با ب

  هاي گوشتی بررسی گردید.ها به نمونهباکتري
) به درصد 4/5نمونه ( 4، تعداد O157:H7 کلی اشریشیا) به درصد 1/8نمونه ( 6گوشتی، تعداد  نمونه 74از بین : ها یافته

چندگانه در تشخیص توام هر دو پاتوژن در  PCR) به هر دو باکتري آلوده بودند. واکنش درصد 7/2نمونه ( 2و تعداد  سالمونلا
  هاي گوشتی نیز از حساسیت بالایی برخوردار بود.کمترین رقت تلقیح شده به نمونه

 O157:H7 کلی اشریشیا و سالمونلازایی هاي بیماريچندگانه بر اساس ژن PCRدر این مطالعه، واکنش  :گیري نتیجه
چندگانه به منظور  PCRها با حساسیت و اختصاصیت بالا بهینه شد. واکنش جهت تشخیص سریع و همزمان این پاتوژن

 هاي مواد غذایی روش قابل اعتمادي است.ز راه غذا در کنترل آلودگیهاي منتقله اشناسایی همزمان پاتوژن
  O157:H7 ،Multiplex PCR کلی اشریشیا،  سالمونلاهاي گوشتی، فرآورده واژگان کلیدي:

 
  شناسیایران، گرگان، دانشگاه علوم پزشکی گلستان، دانشکده پزشکی، گروه میکروب :نویسنده مسئول *  

Email: sajjad.yazdansetad@gmail.com  
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  مقدمه 
-از آلودگی مواد غذایی با پاتوژن ناشیهاي بیماري

هاي میکروبـی، یـک خطـر جـدي سـلامت در سراسـر جهـان        
هـا،  هـا از جملـه بـاکتري   است. انواع مختلفی از میکروارگانیسم

تواننـد باعـث آلـودگی مـواد     هـا مـی  ها و انگلها، قارچویروس
. در میـان  )2 ،1(غذایی و در نتیجه باعث انتقال بـه انسـان شـوند   

 سـالمونلا و  اشرشیا کلـی  هاي، باکتريهاي منتقله از غذاپاتوژن
هـاي  بـالقوه از فـرآورده  توانند به طور شیوع بیشتري داشته و می

یکـــی از  O157:H7 اشرشـــیا کلـــیغـــذایی جـــدا شـــوند. 
هاي پاتوژن مواد غـذایی اسـت. اگرچـه    ترین باکتريخطرناك

هـاي ناشـی از ایـن بـاکتري خـود محـدود شـونده        اکثر عفونت
هاي تهدید کننـده حیـات مثـل    تواند باعث بیمارياست، اما می
اورمیک در -همولایتیکریزي دهنده و سندروم  کولیت خون

کودکان و بیماران دچار نقص ایمنی شـود. بنـابراین بـه تنهـایی     
مسئول بسیاري از موارد عفونت و مرگ و میر در سراسر جهان 

هــاي مهــم یکــی از علــت ســالمونلا. از طرفــی )4 ،3(باشــدمــی
باکتریایی است که هر سـاله در ایـالات متحـده    گاستروانتریت 

درصد  30میلیون مورد بیماري را در انسان ایجاد کرده که  4/1
. در میان )5،6(هاي غذایی گزارش شده استها از آلودگی آن

تـرین علـت   مهـم  سـالمونلا تـایفی موریـوم   ، سالمونلاهاي گونه
کنترل نمـودن  . )3(هاي منتقل شونده از طریق غذا استعفونت

ن ها، براي اطمینان از تـأمی مواد غذایی از نظر وجود این پاتوژن
هاي ناشـی از آن  مواد غذایی سالم و به حداقل رساندن بیماري

هــاي مرســوم بــراي تشــخیص    . روش)5 ،2(ضــروري اســت 
هاي پاتوژن در مواد غذایی معمولا بـر اسـاس شناسـایی    باکتري

هـاي کشـت انتخـابی، مشخصـات     حـیط باکتري با اسـتفاده از م 
-هاي بیوشـیمیایی و ایمونولـوژي انجـام مـی    مورفولوژي، تست

روز زمـان   7تـا   4ها زمان بر بوده و معمـولا بـه   شود. این روش
ها پـایین بـوده و   . از طرفی حساسیت این روش)7-9(نیاز دارند

هـایی کـه تعدادشـان در    ادر به شناسـایی بـاکتري  ممکن است ق
ــند   ــم اســت، نباش ــه ک ــا   )7،10(نمون ــی ســریع ب ــابراین روش . بن

حساسیت و اختصاصـیت بـالا جهـت شناسـایی بـاکتري منتقـل       

بـا گسـترش    اًشونده از طریق مـواد غـذایی الزامـی اسـت. اخیـر     
هاي مولکولی، واکنش زنجیـره اي پلیمـراز  بـه عنـوان     تکنیک

-زا در نمونـه هاي بیمـاري یک ابزار مهم در شناسایی ارگانیسم

گانـه امکـان آنـالیز    چند PCRروش  رود.هاي غذایی بکار می
چند ژن به طـور همزمـان در یـک واکـنش را فـراهم سـاخته و       

این مطالعـه  . )11(گرددجویی در زمان و مواد میموجب صرفه
 O157:H7 کلـی  اشریشـیا  و سـالمونلا تشخیص توام با هدف 

و بررسـی میـزان آلـودگی بـر مبنـاي       هاي گوشـتی فرآوردهدر 
در  Multiplex PCRبـا روش   invAو  rfbEتکثیـر دو ژن  

 استان زنجان انجام گرفت.

  
  هامواد و روش

  هاي باکتریایی و شرایط رشدسویه
هــاي کنتــرل اســتفاده شــده در ایــن مطالعــه از  ســویه

 و کـرج  سـازي  موسسـه واکسـن و سـرم    میکروبی کلکسیون
 اشرشـیا کلـی  هـا شـامل   پاستور ایـران تهیـه شـد. سـویه     انیستیتو

O157:H7 (ATCC 43889- ATCC 43890) ،
، (ATCC 13076)موریـوم  سروتیپ تایفی سالمونلا انتریکا
 ATCC) اشرشـیا کلـی  ، (PTCC 1609) سالمونلا تـایفی 

 لیســتریا ،(ATCC 49063) باســیلوس ســرئوس، (25922
 استافیلوکوکوس اورئـوس ، (ATCC 15313) مونوسایتوژنز

(ATCC 25923)  هـا  ایـن سـویه   بودند. جهت آماده سـازي
به مـدت   (LB)، ابتدا در محیط لوریا برتانی PCRبراي انجام 

گــراد گرماگــذاري و ســپس  درجــه ســانتی 37ســاعت در  24
DNA ها با اسـتفاده از کیـت (سـیناژن) اسـتخراج گردیـد       آن

  چندگانه در فریزر نگهداري شد. PCRم و تا قبل از انجا )12(
  

  طراحی پرایمر
 Geneجهـت طراحـی پرایمرهـا از نـرم افزارهـاي      

Runner  و Oligo اســتفاده شــد. پرایمرهــاي طراحــی شــده
از نظـر سـاختار و شـباهت بـا سـایر       BLASTافـزار  توسط نرم

هاي مشابه بررسی و انتخاب شدند. پرایمرها بـر  میکروارگانیسم
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 ,Macrogenذکرشده توسط شرکت سازنده (اساس غلظت 

Korea پیکومـول تهیـه    100)، در آب مقطر تزریقی با غلظت
پیکومـول از آن غلظـت جهـت اسـتفاده      10شده و سپس رقت 

 1گراد نگهداري شدند. در جـدول  درجه سانتی -20تهیه و در 
توالی و مشخصات پرایمرهاي استفاده شده در این مطالعه ذکر 

  شده است.
 
  

  هاي پرایمرهاي استفاده شده براي تکثیر قطعات مورد نظرتوالی .1جدول
دماي اتصال   )´3_´5توالی پرایمر ( (bp)اندازه محصول   ژن هدف  نام باکتري

)°C(  
  invA  291  F: TAC TTA ACA GTG CTC GTT TAC 8/61 سالمونلا

R: ATA AAC TTC ATC GCA CCG TCA 5/59  
  O157:H7  rfbE  717  F: CGA GTA CAT TGG CAT CGT 1/65 یکل ایاشرش

R: ATT GCG CTG AAG CCT TTG 7/67  
 
  

  هانمونهجمع آوري و آماده سازي 
هـاي گوشـتی در   جهت بررسی میزان آلودگی نمونه

نمونه (همبرگر دست ساز) بـه صـورت    74استان زنجان، تعداد 
تصادفی از نواحی مختلف استان زنجـان جمـع آوري گردیـد.    

گرم از هـر نمونـه بـه همـراه      25ها، به منظور آماده سازي نمونه
لیتر محیط مولرهینتون براث به طور کامل یکنواخـت  میلی 225

گــراد  ســانتی درجــه   37ســاعت در   24ســازي و بــه مــدت    
ها، جهت بررسـی  گرماگذاري گردید. بعد از غنی سازي نمونه

چندگانـه مـورد    PCRاز نظر آلودگی با هردو روش کشـت و  
لیتـر از هـر سوسپانسـیون غنـی     آزمایش قرار گرفت. یک میلـی 

درجـه   37محیط مک کانکی آگـار کشـت و در   شده باکتري 
هـا از نظـر   ساعت کلنی 24گراد گرماگذاري شد. بعد از سانتی

بــا اســتفاده از    ســالمونلا و  O157:H7 اشرشــیاکلی  وجــود 
هاي بیوشـیمیایی مـورد ارزیـابی قـرار گرفـت. همچنـین       آزمون

ــام  ــت انجــ ــوق   PCRجهــ ــیون فــ ــه، از سوسپانســ چندگانــ
. )12(ز کیـت سـیناژن انجـام شـد    با اسـتفاده ا   DNAاستخراج

اســــتخراج شــــده بــــه دو روش  DNAکمیــــت وکیفیــــت 
نـانومتر و الکتروفـورز روي    260اسپکتوفوتومتري با طول موج 

  درصد مورد ارزیابی قرار گرفت. 1ژل آگارز 
  PCR Multiplexبهینه سازي شرایط 

هـاي  بـراي تـوالی ژن   پرایمرهاي اختصاصیطراحی 
rfbE و  اشریشیاکلیinvA اي انجام شد کـه به گونه سالمونلا 

هاي متفاوت و قابل تفکیک از یکـدیگر و  هزمحصولات با اندا
د. نرا داشـته باش ـ  Multiplex PCRهمچنـین شـرایط انجـام    

سازي واکنش پارامترهایی کـه مـورد ارزیـابی قـرار     جهت بهینه
گرفتند، دماي اتصال پرایمرها، غلظت نهایی پرایمرهـا، غلظـت   

MgCl2 ــت  DNA Taqو غلظـــت آنـــزیم   dNTP، غلظـ
نـانوگرم   10میکرولیتر، شامل  50بودند. واکنش با حجم نهایی 

میکرومولار از هـر پرایمـر    1/0-5/0الگو،  DNAبرمیکرولیتر 
ــوروارد،   ــورس و ف ــولار   02/0-2/0ری ــی م  dNTP ،1-4میل

 -PCR buffer 10X ،2میکرولیتـر   MgCl2 ،5مولار میلی
بــا  PCRپلیمــراز انجـام شــد.   DNA Taqواحـد آنــزیم   5/0
ــتاندارد و بــا اســتفاده از پرایمرهــاي اختصاصــی در     ر وش اس

ســایکلر گرادیانــت (اپنــدورف، آلمــان) تحــت دســتگاه ترمــال
درجـه   95دقیقه واسرشت شدن اولیه در دماي  5شرایط دمایی 

درجـه بـه    95چرخه واسرشت شـدن در دمـاي    30گراد، سانتی
 64و  61، 58، 55دمـاي مختلـف    4ثانیـه، اتصـال در    45مدت 

درجـه   72گـراد یـک دقیقـه، گسـترش در دمـاي      رجه سـانتی د
گراد به مدت یک دقیقه و در نهایت گسـترش نهـایی در   سانتی
دقیقه انجام شد. محصول  5گراد به مدت درجه سانتی 72دماي 
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DNA  در بافرTBE  گارز آبا غلظت استاندارد و بر روي ژل
رنـگ    DNA safe stainدرصد الکتروفورز گردیـد و بـا   1

  ).11آمیزي و در دستگاه ژل داك مورد بررسی قرار گرفت(
  ها به صورت مصنوعیتلقیح باکتري به نمونه

آوري با اسـتفاده  ساز پس از جمعهمبرگرهاي دست
از پرتودهی رادیواکیتو استریل شدند. به منظور اطمینان از عدم 

هـاي بیوشـیمیایی   ها با استفاده از کشت و تسـت آلودگی، نمونه
گرم  25ها، بررسی قرار گرفت. جهت آماده سازي نمونهمورد 

لیتـر مولرهینتـون   میلی 225از همبرگرهاي دست ساز استریل با 
و  سـالمونلا  هـاي بـاکتري  براث هموژنیزه شـد. سـپس از سـویه   

 و 106، 104، 102هاي مختلـف  رقتO157:H7  اشرشیاکلی
تهیــه گردیــد. در هــر واحــد تشــکیل کلنــی بــر میلــی لیتــر  108

همبرگر، مقـدار یـک میلـی    سوسپانسیون تهیه شده از هر نمونه 
و  18، 12هـاي  هاي تهیه شده اضافه شد و در زمـان لیتر از رقت

گــراد گرماگــذاري گردیــد. ســانتیدرجــه 37ســاعت و در  24
هاي گرماگذاري، یک میلی لیتـر از  سپس در هر کدام از زمان

چندگانـه،   PCRسوسپانسون باکتري برداشـته و جهـت انجـام    
DNA 1ها استخراج گردید( آن.(  

  
  ها یافته
  PCR Multiplexسازي شرایط بهینه

-با اعمال شرایط مختلف دمایی و بکارگیري غلظت

، غلظت نهـایی هـر یـک از    PCRگرهاي هاي مخلف واکنش
ــورس   ــوروارد و ری ــاي ف ــی 4/0پرایمره ــت  میل ــولار، غلظ   2م

ــی  ــولار میلــی 2/0، غلظــت MgCl2  مــولارمیل و  dNTPم
سازي گردید. واحد بهینه 1پلیمراز  DNA Taqغلظت آنزیم 

جهت یافتن بهترین دماي اتصال، ابتدا تکثیر هـر ژن بـه تنهـایی    
دست آوردن بهتـرین  ه در دماهاي مختلف انجام شد و پس از ب

شـرایط و دمــاي مشــترك ایــن بـار هــر دو پرایمــر بــه صــورت   

 58چندگانــه انجــام شـد کــه در نهایــت دمــاي   PCRهمزمـان  
گراد به عنوان بهترین دما از جهت کیفیت باندها و درجه سانتی

عــدم مشــاهده بانــدهاي غیــر اختصاصــی انتخــاب شــد. انــدازه  
و  rfbE،bp  717 بینـی شـده بـراي ژن   پـیش   PCRمحصول 
). جهـت کنتـرل منفـی    1بود (شکل  invA،bp  291براي ژن 

الگـو در واکـنش تکثیـر     DNAواکنش از آب مقطر به جـاي  
  استفاده شد. 

  
 یکل ایاشرش rfbEو  سالمونلا invA ي هاژن ریتکث .1شکل 

O157:H7 ژن :1. ستون invA  در اندازه سالمونلادر bp  291، 
: 3ستون ،  bp  717 در اندازه یکل ایشرشادر  rfbE:ژن 2ستون 
مارکر  :Markerستون  ، rfbEو  invA يهاهمزمان ژن تکثیر
bp  50  

 
  PCR Multiplexبررسی اختصاصیت 

هـاي کنتـرل   اختصاصیت واکنش با استفاده از سـویه 
هاي کنترل مثبـت  مثبت و منفی مورد بررسی قرار گرفت. سویه

بودنــد کــه نتــایج  ســالمونلاو  O157:H7 اشرشــیاکلی شــامل
چنین از چهـار سـویه کنتـرل     ها مثبت بود. هم واکنش براي آن

اسـتافیلوکوکوس  ، اشرشیا کلـی ، باسیلوس سرئوسمنفی شامل 
استفاده شد کـه از نظـر وجـود     لیستریا مونوسایتوژنزو  اورئوس

ــاي ژن ــنش غیــر      invAو  rfbEه ــیچ واک ــی بودنــد و ه منف
اختصاصی مشاهده نشد. نتایج حاصل از سویه هـاي کنتـرل در   

  نشان داده شده است. 2جدول 
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 PCRهاي باکتریایی استفاده شده در اختصاصیت سویه. 2جدول
  چندگانه

  چندگانه PCRنتایج  منبع  باکتري
rfbE invA 

  -   + O157:H7  ATCC 43889اشرشیاکلی 
  -   + O157:H7  ATCC 43890 اشرشیاکلی

  +  -  ATCC 13076  سالمونلا
  +  -  PTCC 1609  سالمونلا

  -   -  ATCC 25922  اشرشیاکلی
  -   -  ATCC 15313  لیستریا مونوسایتوژنز

  -   -  ATCC 49063  باسیلوس سرئوس
  -   -  ATCC 25923  استافیلوکوکوس اورئوس

  
  PCR Multiplexبررسی حساسیت 

هــاي تســت در نمونــهبــه منظــور ارزیــابی حساســیت 
واحد تشـکیل   108و  106، 104، 102 هاي مختلفغذایی، رقت

و  O157:H7 اشرشـیا کلـی  هـاي  از باکتريکلنی بر میلی لیتر 
درجه  37ساز تلقیح و در تهیه و به همبرگرهاي دست سالمونلا

، 12هاي مختلـف  سانتی گراد گرماگذاري شد. سپس در زمان
ساعت مورد بررسی قرار گرفت. از نمونه هاي استریل  24، 18

 24به عنوان کنترل منفی تسـت اسـتفاده شـد. نتـایج حاصـل از      
 3نشان داده شده اسـت. جـدول    2ساعت انکوباسیون در شکل 

  هـاي اسـتاندارد بـه    حاصـل از تلقـیح سـویه    PCRنتایج آزمون 
مختلـف انکوباسـیون نشـان    هـاي  هاي گوشتی را در زماننمونه

پـاتوژن   چندگانـه توانسـت بـه درسـتی هـر دو      PCRدهـد.  می
ــر  102( غــذایی را در کمتــرین غلظــت   واحــد تشــکیل کلنــی ب

  ) شناسایی کند. میلی لیتر 
  
  
  
  
  

هاي چندگانه حاصل از تلقیح سویه PCRنتایج آزمون . 3جدول 
 18، 12 هاي انکوباسیونهاي گوشتی در زماناستاندارد به نمونه

  ساعت 24و 
زمان   باکتري

انکوباسیون 
  (ساعت)

واحد رقت(
تشکیل کلنی 
 )بر میلی لیتر

 نتایج
PCR 
 چندگانه

 O157:H7اشرشیاکلی 
(ATCC 43890) 

12 102 - 

 12 104 - 

 12 106 - 

 12 108 - 

 18 102 - 

 18 104 - 

 18 106 - 

 18 108 - 

 24 102 + 

 24 104 + 

 24 106 + 

 24 108 + 

 - 12 102  (ATCC 13076)سالمونلا 

 12 104 - 

 12 106 - 

 12 108 - 

 18 102 - 

 18 104 - 

 18 106 - 

 18 108 - 

 24 102 + 

 24 104 + 

 24 106 + 

 24 108 + 
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هاي تلقیح چندگانه در نمونه PCRحساسیت تشخیص . 2شکل

و  O157:H7 اشرشیا کلیهاي هاي مختلف باکتريشده با غلظت
 108 : غلظت1ساعت گرماگذاري. ستون  24بعد از  سالمونلا

واحد تشکیل  : غلظت2، ستون  واحد تشکیل کلنی بر میلی لیتر
واحد تشکیل کلنی  104 : غلظت3، ستون 106 کلنی بر میلی لیتر

واحد تشکیل کلنی بر میلی  102 : غلظت4و ستون  بر میلی لیتر
  .bp100: مارکر M، ستون  لیتر

  

 اشرشیا کلیهاي همبرگر از نظر آلودگی به بررسی نمونه
O157:H7  سالمونلاو   

چندگانـه   PCRسازي شـرایط واکـنش   پس از بهینه
هاي هـدف در  هاي استاندارد، وجود یا عدم وجود ژندر سویه
هـاي همبرگـر بررسـی    هاي مورد نظر موجـود در نمونـه  باکتري

نمونه مورد بررسی قـرار گرفـت کـه از     74گردید. در مجموع 
بودند کـه نشـان    rfbEدرصد) داراي ژن  8نمونه ( 6این تعداد 

چنـین   بود. هـم  O157:H7 اشرشیا کلیدهنده وجود باکتري 
بودند که معرف حضور  invAدرصد) داراي ژن  4/5نمونه ( 4

درصد) نیـز   7/2بود. در دو نمونه (ها در نمونه سالمونلاباکتري 
هــا یافــت شــد کــه نشــان دهنــده آلــودگی  هــردو ژن در نمونــه

بود  سالمونلاو  O157:H7 اشرشیاکلی همزمان به دو باکتري
چندگانه با اسـتفاده از کشـت    PCR). نتایج حاصل از 3(شکل

  هاي بیوشیمیایی نیز تأیید شد.و آزمون

B A 

D C 

F E 
هاي همبرگر که از : نمونهA, Eچندگانه. تصاویر  PCRهاي همبرگر به روش در نمونه سالمونلا و O157:H7 اشرشیا کلیشناسایی  .3شکل

هاي همبرگر که از نظر هر : نمونهB, Fمثبت بودند، تصاویر  invAهاي همبرگر که از نظر ژن : نمونهC, Dمثبت بودند، تصاویر  rfbEنظر ژن 
  مثبت بودند.   invAو  rfbEدو ژن 
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  بحث
ــه  ســــالمونلاو  O157:H7 اشرشــــیاکلی از جملــ

هاي باکتریایی منتقل شونده از طریق غذا ترین پاتوژنخطرناك
شوند، علاوه هستند که سالانه موجب بیماري و حتی مرگ می

ــه صــنایع غــذایی وارد     ــادي ب ــن ضــررهاي اقتصــادي زی ــر ای   ب
ــی ــدم ــایی    . روش)13 ،5(کنن ــت شناس ــه جه ــوم ک ــاي مرس   ه

از  شوند زمـان بـر بـوده و عمومـاً    هاي غذایی استفاده میپاتوژن
 کـارگیري روشـی  ه حساسیت پایینی برخوردار است. بنابراین ب

هـاي مـواد غـذایی    سریع و قابل اطمینان جهت شناسایی پاتوژن
. در این مطالعه به طور همزمـان از  )14(رسدضروري به نظر می

ــایی   invAو  rfbEدو ژن  ــت شناســــ ــیاکلیجهــــ  اشرشــــ
O157:H7  در فراورده هاي گوشتی استان زنجان  سالمونلاو

چندگانه،  PCRچندگانه استفاده شد. در یک  PCRبا روش 
بیش از یک توالی هدف با استفاده از چندین جفت پرایمـر در  

تواند تکثیر پبدا کند. انتخاب جفـت پرایمرهـا   یک واکنش می
هاي گانه براي تشخیص همزمان پاتوژنچندPCR در واکنش 

چنـین جلـوگیري از    منتقله از مواد غذایی با حساسیت بالا و هم
اي برخــوردار اســت. جفــت واکــنش متقــاطع از اهمیــت ویــژه 

براي  rfbE-F/Rپرایمرهاي طراحی شده در این مطالعه شامل 
   O157:H7 اشرشیا کلـی  rfbEاز ژن  bp 717ردیابی توالی 

هـاي ویـرولانس ایـن    ترین ژنیکی از مهم rfbEباشد. ژن می
بـوده و مسـئول کـد     rfbباکتري اسـت کـه ژن پـنجم کلاسـتر     

 ،3(استO157:H7  اشرشیا کلیدر  O157کردن آنتی ژن 
ــد     . از آن)15،16 ــل رش ــامی مراح ــن ژن در تم ــه ای ــایی ک ج

اوایل فـاز لگـاریتمی تـا انتهـاي فـاز سـکون نسـخه        باکتري، از 
برداري می شود، به عنوان یک مارکر مناسـب بـراي شناسـایی    

چنین این ژن براي این باکتري  آید. هماین باکتري بحساب می
را از سایر سروتیپ ها جدا  O157اختصاصی بوده و سروتیپ 

به عنوان ژن مرجـع بـراي ردیـابی و     rfbE. ژن )15 ،3(کندمی
در فراورده هاي غـذایی در   O157:H7 اشرشیاکلیتشخیص 

مطالعات مختلف ذکر شده است. موسوي و همکاران دو سویه 
ــه   O157:H7 اشرشــیاکلی اســتاندارد ــه طــور مصــنوعی ب را ب

هاي لبنـی و آب آشـامیدنی تلقـیح    وردهآهاي گوشتی، فرنمونه
به تشـخیص   rfbEبر مبناي تکثیر ژن  PCRکردند و با روش 

باکتري پرداختند که از حساسیت و ویژگـی بـالایی برخـوردار    
هـا بـه   . این مورد با مطالعه ما مطابقت داشت که بـاکتري )3(بود
گوشــتی تلقــیح شــد و حساســیت و اختصاصــیت     نمونــه  74

 rfbEتشخیص بررسـی شـد. در مطالعـات دیگـري کـه از ژن      
استفاده شده است، اتصال  O157هاي براي شناسایی سروتیپ

دیده شده که باعث  O157متقاطع با بعضی سروتیپ هاي غیر 
. دومـین  )17 ،15(شناسایی غیر اختصاصی ارگانیسم شده است
بـراي   invA-F/Rجفت پرایمر طراحی شده در ایـن مطالعـه،   

 invAبـود. ژن   سـالمونلا  invAاز ژن  bp 291ردیابی تـوالی  
 و کدکننـده  سالمونلاویرولانس  کروموزومیهاي ژن یکی از 

کـه مسـئول تهـاجم بـه      اسـت پروتئینی در غشا داخلـی بـاکتري   
هاي . این ژن داراي توالی)18(هاي اپی تلیال میزبان استسلول

ان یـک هـدف   منحصر به فردي در ایـن جـنس بـوده و بـه عنـو     
ــراي  ــده    PCRمناســب ب ــات ش ــالا اثب ــا پتانســیل تشــخیص ب ب

ــه    )19(اســت ــن ژن ب ــا اســتفاده از ای ــز ب ــات دیگــري نی . مطالع
در نمونه هاي غذایی پرداختند، نتایج حاصل  سالمونلاشناسایی 

ــه ژن    از آن ــان داده ک ــا نش ــن جــنس     invAه ــراي ای ــا ب تنه
-22(باشـد اختصاصی بوده و از حساسیت بالایی برخوردار مـی 

، PCRهـاي بـر پایـه    یک فاکتور مهم در ارزیـابی تسـت   .)20
انتخـاب شـده بـراي جـنس و سـویه       DNAاختصاصیت توالی 

باشـد. نتـایج نشـان داد کـه ایـن دو جفـت پرایمـر در        هدف می
چندگانه به طور مستقل از هـم بـه خـوبی عمـل      PCRواکنش 

می کنند. براي ارزیابی اختصاصیت واکـنش در ایـن مطالعـه از    
ورده هـاي غـذایی   آسایر باکتري هایی که ممکـن اسـت از فـر   

ــه    ــوند از جمل ــدا ش ــرئوس ج ــیلوس س ــتافیلوکوکوس ، باس اس
(سـروتیپ غیـر    اشرشـیا کلـی  و  لیستریا مونوسایتوژنز، اورئوس
O157 عنوان کنترل منفی استفاده شد. نتایج حاصل از این ) به

هـاي  ها نشان داد که پرایمرهاي طراحی شده تنها با ژنآزمایش
هدف خود باند تشکیل داده و هیچ گونه باند غیر اختصاصی بـا  

هـا ایجـاد نکردنـد. بـراي تعیـین حساسـیت واکـنش        سایر سویه
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PCR سـاز  هاي غذایی، همبرگرهاي دسـت  چندگانه در نمونه
واحـد تشـکیل کلنـی     108-102هاي مختلـف ( استریل با غلظت

) از هر دو پاتوژن هدف به طور مصـنوعی آلـوده و   بر میلی لیتر
گــراد درجــه ســانتی 37ســاعت در  24، 18، 12هــاي در زمــان

استخراج شده از ایـن نمونـه هـا بـا      DNAگرماگذاري شدند. 
نتـایج  چندگانـه مـورد بررسـی قـرار گرفـت.       PCRاستفاده از 

 PCRســازي، واکــنش ســاعت غنــی 24نشــان داد کــه بعــد از 
-چندگانه قادر بود به درستی حضور هر دو پاتوژن را در نمونـه 

واحــد  102هــا (هـاي تلقــیح شـده در کمتــرین غلظــت بـاکتري   
) شناسایی کنـد. بـه طـور مشـابهی در     تشکیل کلنی بر میلی لیتر

مطالعه کیم و همکارانش که به تشخیص همزمـان پـنج پـاتوژن    
، باسـیلوس سـرئوس  ، اشرشـیاکلی ، لیستریا منوسـایتوژنز غذایی 

در شـــیرکم چـــرب  ســـالمونلاو  اســـتافیلوکوکوس اورئـــوس
واحـد   102ساعت انکوباسـیون در غلظـت    18پرداختند، بعد از 

تمامی پـاتوژن هـا قـادر بـه شناسـایی       ترتشکیل کلنی بر میلی لی
گ و همکـاران بـر روي   که یان ـ چنین در مطالعه. هم)23(بودند

غذایی انجـام داده بـود، هـر سـه پـاتوژن مـورد        چندین فراورده
 ســالمونلا تــایفی، O157:H7 اشرشــیاکلیمطالعــه از جملــه 

 102به طـور همزمـان در غلظـت    لیستریامونوسایتوژنز  وموریوم 
. )24(قابـل شناسـایی بودنـد    واحد تشـکیل کلنـی بـر میلـی لیتـر     

، O157:H7شرشـیا کلـی  هـاي ا گوین و همکاران نیز پـاتوژن 
واحــد   101را در غلظــت   لیســتریا مونوســایتوژنز و  ســالمونلا

هـاي  و بـا حساسـیت بـالا در نمونـه     تشکیل کلنی بـر میلـی لیتـر   
توانـد بـه   هاي بالاتر مـی حساسیت .)11(غذایی شناسایی کردند
هـاي غنـی   سازي باشـد. محـیط  هاي غنیعلت تفاوت در روش

هـا و در نهایـت افـزایش    شده به بالا رفتن جمعیت زندة باکتري
  ). 3کند(میحساسیت تست کمک 

  
  گیري نتیجه

چندگانه، بـراي شناسـایی هـر دو ژن     PCRواکنش 
rfbE  وinvA ــیاکلی ــالمونلاو  O157:H7 اشرشــــ   در ســــ

هاي غذایی از اختصاصیت و حساسیت بـالاي برخـوردار   نمونه 

گـري سـریع و قابـل    ، به عنوان یک ابزار غربالاز این رو است.
ــگاه  ــاد در آزمایش ــواد  اعتم ــی م ــاي تشخیص ــت  ه ــذایی جه غ

هـاي منتقلـه از راه غـذا و نیـز کنتـرل      شناسایی همزمـان پـاتوژن  
  گیرد.تواند مورد استفاده قرار هاي مواد غذایی میآلودگی

  
  تشکر و قدردانی

بدین وسیله نویسندگان از کلیه کسانی کـه در انجـام   
ــاع   ــاري و مسـ ــژوهش همکـ ــن پـ ــمیمانه ایـ ــد صـ   دت نمودنـ
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