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  دانشگاه آزاد اسلامي پزشكيعلوم جله م
  278تا  273صفحات ، 91 زمستان، 4، شماره 22 ورهد

  

با  PCRتشخيص سالمونلا انتريكا سرو تيپ تايفي موريوم در گوجه فرنگي به روش 
  hilAاستفاده از پرايمرهاي اختصاصي ژن 

  3، مرتضي خدادوست2، مريم شفاعتي1محمد رضا شفاعتي

 
 واحد دامغان ،دانشگاه آزاد اسلامي ،ميكروبيولوژيشد كارشناس ار 1
  علوم و تحقيقات تهرانواحد  ،دانشگاه آزاد اسلامي ،كارشناس ارشد ميكروبيولوژي 2
   واحد دامغان ،زاد اسلاميآدانشگاه  ،و ملكولي علوم سلولي پزوهشگر 3

  چكيده
شود، ساليانه موارد غذايي و محصولات آلوده منتقل مي ي كه از طريق موادهاي گوارشعامل شايع بيماري سالمونلا به عنوان :سابقه و هدف

براي بسياري از محصولات حيواني مورد  PCRتشخيص مولكولي سالمونلا به روش . شودبسيار زيادي از بيماري و مرگ و مير را موجب مي
گوجه فرنگي به . بهره گيري شده است روشي ساده از اين ولي در موارد كمي براي رديابي آن در محصولات كشاورز ،استفاده قرار گرفته

 .عنوان يكي از محصولات كشاورزي كه به شكل خام هم مصرف مي شود يكي از منابع عفونت سالمونلايي شناخته شده است
ن در سطح و سالمونلا براي رديابي آ hil Aبر اساس پرايمرهاي اختصاصي براي ژن  PCRاز  ،يبدر اين مطالعه تجر :يسروش برر

ه پرايمرها براساس نتايج ب. هاي تلقيح شده به روش مصنوعي به صورت مستقيم و پس از غني سازي، استفاده شددرون گوجه فرنگي
  . باشندت آمده براي سالمونلا اختصاصي ميدس

باكتري  102و  101ب به مقدار هاي تلقيح شده به ترتينتايج حاصل حاكي از قدرت تشخيص سالمونلا در سطح و درون گوجه :هايافته
 . بود BHIساعت غني سازي در محيط مايع  6در هر گرم گوجه پس از 

روشي حساس و قابل قبول براي رديابي سالمونلا  hil Aبا پرايمرهاي اختصاصي براي  PCRكه  داداين مطالعه نشان  :گيرينتيجه
 . است

  .، گوجه فرنگيhilAژن سالمونلا،  :واژگان كليدي

  

  1مقدمه
زاي موجود در مـواد  ترين عوامل بيماريسالمونلا يكي از شايع

ز مرگ و مير را بـه خـود   و هر ساله موارد زيادي ا استغذايي 
هـاي سـالمونلايي بيشـتر در    بيمـاري . )1( دهـد اختصاص مـي 

ارتباط با مصرف مواد غذايي آلوده حيواني مثل مرغ، تخم مرغ، 
شـود تغييـر در   ر مـي تصـو . هسـتند گوشت و محصولات لبني 

هــاي كشــاورزي و عــادات غــذايي و نيــز افــزايش واردات روش
                                                 

واحـد دامغـان گـروه ميكـروب     ، دامغان، بلوار چشمه علي، دانشگاه آزاد اسلامي: نويسنده مسئولآدرس 
  )  email: Shafaati.mohammadreza@gmail.com( محمد رضا شفاعتي، شناسي

  19/7/90: تاريخ دريافت مقاله
  4/2/91 :تاريخ پذيرش مقاله

هـاي  گيريمحصولات كشاورزي تازه موجب افزايش تعداد همه
. )2( هاي اخير شده استها و سبزيجات در سالمرتبط با ميوه

هاي سالمونلايي بيشتر در رابطـه بـا گوجـه فرنگـي،     گيريهمه
 . )3-6(است ب هندوانه، آب پرتقال و آب سي

مورد عفونت سالمونلايي در ميشـيگان و   176 ،1990در سال 
، گوجه 1993در سال . در ارتباط با مصرف گوجه تازه روي داد

گيري سالمونلا اينتريكا در چنـدين  فرنگي به عنوان منبع همه
و همكارانش شـرايطي   Zhuang. )7( ايالت آمريكا شناخته شد

المونلا اينتريكا بـر روي سـطح   كه موجب زنده ماندن و رشد س
رشـد سـريع   . )8( شـود را توضـيح دادنـد   ها مـي گوجه فرنگي

 4/1±1/0(دار بـرش داده شـده   سالمونلا در گوجـه فرنگـي آب  
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:pH(   گـزارش شـده كـه    . گيـرد در دماي مناسب صـورت مـي

سالمونلا اينتريكا سـروتيپ اينتريتيـديس، سـالمونلا اينتريكـا     
نلا اينتريكا سروتيپ تايفي موريوم سروتيپ اينفانتيس و سالمو

در دمـاي  ) pH: 99/3±37/4( هاي برش خورده تـازه در گوجه
آلـوده شـدن   . )9( كننـد گراد رشد مـي درجه سانتي 30تا  22

اي از فراينـد  تواند در هر مرحلـه محصولات تازه با سالمونلا مي
سالمونلا احتمالا به . توليد دركشاورزي تا استفاده صورت گيرد

. ار كم و همراه با فلور طبيعي متنوع وجود خواهـد داشـت  مقد
هاي تشخيص سريع جهت سالمونلا و بنابراين استفاده از روش

به تبع آن اطمينان از سالم بودن توليدات امري لازم و ضروري 
ها براي تشخيص سـالمونلا در  ترين روشيكي از مهم. باشدمي

گي قابل قبـولي  باشد كه حساسيت و ويژمي PCRمواد غذايي، 
  .شودداشته و به سادگي انجام مي

-بر اساس هدف قـرار دادن ژن  PCRتا به حال چندين آزمون 

 inv A ،16S rRNA ،agf Aهاي مختلفي از سالمونلا مثـل ژن  
زايـي مـورد اسـتفاده    و پلاسميدهاي مرتبط با بيماري via Bو 

 بيشـتر بـراي   PCRهاي اين آزمون. )10-16( قرار گرفته است
هاي گوشـت، مـرغ و تخـم مـرغ و     تشخيص سالمونلا در نمونه

در موارد كمـي،  . )17-20( شير مورد استفاده قرار گرفته است
زا در بــراي تشــخيص ايــن عامــل بيمــاري PCRهــاي از روش

  .محصولات كشاورزي تازه استفاده شده است
هاي سالمونلا زايي سويهتهاجم عاملي اساسي در قدرت بيماري

هـا  هاي بزرگي از ژنتيپ تهاجمي تحت كنترل گروهفنو. است
ــره پاتوژنيســيته     قــرار دارنــد ) SPI1(ســالمونلا  1كــه در جزي

 هـاي مهـاجم سـالمونلا وجـود دارد    باشد كه در تمام سويهمي
ژن  1پاتوژنيسيته  ي در جزيرهيازبيماريهاي يكي از ژن. )21(

hil A دين ژن باشد كه تنظيم كننده مثبت رونويسي از چنمي
  . )22( تهاجمي است
هـاي  هـاي سـالمونلا در نمونـه   تشخيص سـويه  ،در اين مطالعه

گوجه فرنگي كه به صورت مصنوعي آلوده شده بودند بـه روش  
PCR پرايمرهاي مورد اسـتفاده يـك   . مورد ارزيابي قرار گرفت

   را شناســايي و تكثيــر   hil Aجفــت بــازي از ژن  497قطعــه 
  . كردندمي
  

  امواد و روشه
 هاي باكتريايي و شرايط رشدسويه

ــوم   ــايفي موري موسســه (ســويه ســالونلا اينتريكــا ســروتيپ ت
به عنوان سويه استاندارد ) تحقيقات واكسن و سرم سازي رازي

رشـد  . سويه كلينيكي سالمونلا مورد استفاده قرار گرفـت  18و 

و دمـاي  )  BHI )QUELABسويه باكتريايي در محـيط مـايع   
  .ساعت انجام گرفت 18ت درجه براي مد 37

درجـه   4و در دمـاي   BHIنگهداري باكتري در محـيط جامـد   
  .سانتي گراد در طول مدت انجام پروژه صورت گرفت

هاي باكتريايي غير سالمونلا به شرح زير براي اطمينان از سويه
اختصاصيت روش مورد استفاده قرار گرفتند كه شرايط رشد و 

  . باشداندارد سالمونلا مينگهداري آنها همانند سويه است
  

1. Aeromonas sobria (1)  
2. Escherichia coli ATCC 10789 (1) 
3. Escherichia coli O157:H7 (2) 
4. Enterobacter aerogenes (1) 
5. Klebsiella pneumoniae (1) 
6. Serratia marcescens (1) 
7. Shigella dysenteriae non-type I (1) 
8. Shigella sonnei (3) 
9. Staphylococcus aureu s(2) 

10. Proteus vulgaris (1) 
11. Pseudomonas fluorescens (1) 
12. Yersinia enterocolitica (7) 

  
   هاي باكترياييها و سويهاز نمونه DNAاستخراج 

هـاي  از سـويه  DNAبراي استخراج و تخلـيص   ،در اين مطالعه
هاي آلوده شـده مصـنوعي گوجـه فرنگـي از     باكتريايي و نمونه
و  ).AccuPrep®; Bioneer Co(ژنـومي   DNAكيت اسـتخراج  

هـاي  نمونـه . گيـري شـد  طبق دستورالعمل اختصاصي آن بهره
DNA       استخراج شـده بـا روش الكتروفـورز بـر روي ژل آگـارز

و نيز اسـپكتروفوتومتري در طـول    µg ml-1 05/0حاوي % 8/0
 بررسـي شـده و ميـزان خلـوص آنهـا از نسـبت       nm 260موج 

A260/A280 قرار گرفت مورد ارزيابي .  
  

 PCRجفت پرايمر مورد استفاده و شرايط انجام 

از يك جفت پرايمـر كـه در آزمايشـگاه مـا طراحـي گرديـد و       
ايـن جفـت   . توسط شركت سيناژن سـنتز شـد، اسـتفاده شـد    

را شناسـايي و   hil Aجفـت بـازي از ژن    497اي قطعـه پرايمر 
  : باشدكه توالي آنها به اين صورت مي نمايدتكثير مي

  
FORWARD: 5'-CTG CCG CAG TGT TAA GGA TA-3'  

REVERSE: 5'-CTG TCG CCT TAA TCG CAT GT-3' 

انجام شده در اين مطالعه حاوي انواع  PCRواكنش  µl 25هر 
dNTP (Fermentase)  با غلظت نهاييmM 05/0 پرايمرها هر ،

و آنـزيم   mM 5/2با غلظت  µM 250 ،MgCl2كدام با غلظت 
Taq DNA Polymerase (Fermentase)    بـا غلظـتU 75/0 
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استخراج شـده   DNAاز  PCR ،µl 2براي هر واكنش . باشدمي
در جدول  PCRهاي حرارتي سيكل. به عنوان الگو استفاده شد

  . آمده است 1
  

 PCRهاي حرارتي سيكل -1جدول 

Primary denaturation: 94oC / 5min 
35
Cycles 

Denaturation: 90 oC / 45sec 
Annealing: 62 oC / 1min 
Extension: 72 oC / 1min
Final extension: 72 oC / 10min 

  
از هـر محصـول واكـنش بـر      µl 10مقدار  ،PCRپس از انجام 

مـورد ارزيـابي قـرار     µg ml-1 05/0حـاوي  % 1روي ژل آگـارز  
 BioDoc Analyze (Biometra)گرفت و نتايج توسط دسـتگاه  

  . ثبت شدبه صورت فايل ديجيتالي 
  

  PCRبررسي ويژگي آزمون 
PCR     با استفاده از پرايمرهاي مذكور بـر روي سـويه سـالمونلا

-اينتريكا سروتيپ تايفي موريوم به عنوان كنترل مثبت، سويه

 هاي غير سـالمونلايي انجـام شـد   سالمونلا و سويه بالينيهاي 
)12-10 ،16-14 ،23.(  
  

  PCRبررسي حد نهايي تشخيص آزمون 
سـريالي از سوسپانسـيون بـاكتري سـالمونلا انتريكـا       هايرقت

 بـاكتري در هـر   100الـي   109سروتيپ تايفي موريـوم حـاوي   
 PCRژنومي و بـه دنبـال آن    DNAتهيه و استخراج  ليترميلي

 . )24( انجام شد

-، از رقـت PCRها بر نتيجه سازي نمونهبراي بررسي تأثير غني

محيط مايع  ml 900  برداشته و به μl 100، 108تا  100هاي 
BHI سـاعت انكوباسـيون در    9و  6، 3پس از . انتقال داده شد

آوري شـده و  هاي هر محيط جمعگراد، سلولدرجه سانتي 37
  .بر روي آنها انجام گرفت PCRو  DNAاستخراج 

  
آلوده كـردن سـطح و داخـل گوجـه فرنگـي بـه روش       

  مصنوعي  
گـرم   75حـدود  هاي خام و رسـيده تـازه بـا وزن    گوجه فرنگي

يك گروه به صورت  .خريداري شده و به دو گروه تقسيم شدند
 .سطحي و يك گروه به صورت داخلي با باكتري تلقـيح شـدند  

 BHIسويه سالمونلا اينتريكا سروتيپ تايفي موريوم در محيط 
سـاعت كشـت داده    18گراد به مدت درجه سانتي 37و دماي 

رسيد،  1نومتر به نا 600شد و زماني كه كدورت محيط كشت 

ازمحـيط كشـت حـاوي    % 1/0 هاي سريالي در آب پپتونهرقت
  .باكتري تهيه شد

ميكروليتـر از   50 ،براي آلـوده كـردن سـطحي گوجـه فرنگـي     
باكتري و آب پپتونه اسـتريل   100تا  105سوسپانسيون حاوي 

ــد   ــتفاده ش ــي اس ــرل منف ــوان كنت ــه عن ــر از  50. ب ميكروليت
يك قطره بر روي گوجه فرنگـي   سوسپانسيون باكتري به شكل

هـر  . گراد خشـك شـد   درجه سانتي 22قرار گرفته و در دماي 
آب  يترلميلي 20گوجه فرنگي در يك كيسه پلاستيكي حاوي 

. دقيقه با دست ماساژ داده شد 2قرار داده و براي % 1/0پپتونه 
 50هـاي سـانتريفيوژ   هاي آب شستشو دهنـده بـه لولـه   نمونه
دقيقـه   10بـه مـدت    g 12000 ل شده و درليتري منتقميلي

پپتونـه   بليتـر آ ميلـي  5رسوب هر لوله در . سانتريفيوژ شدند
 BHIليتر محيط ميلي 5سوسپانسيون شده و با % 1/0استريل 

ــوط و  ــه شــد  6مخل  200. ســاعت جهــت غنــي ســازي انكوب
. استفاده گرديد DNAميكروليتر از اين محيط جهت استخراج 

. استخراج شده انجام گرفـت  DNAروي بر  PCRسپس آزمون 
براي تخمين تعداد بـاكتري در هـر    BHIكشت بر روي محيط 

  .نمونه انجام گرفت
سالمونلا اينتريكا سروتيپ  ،ت تلقيح در داخل گوجه فرنگيجه

 20مقـدار   . ميكروليتر  تزريق شـد  20تايفي موريوم به مقدار 
محـل رعشـه   ميكروليتر با استفاده از سر سپر به ناحيه شـياف  

-باكتري در هـر ميلـي   105تا  100مقادير تلقيح از  .تزريق شد

هر گوجه فرنگي پس از تلقيح در يـك هـاون چينـي    . ليتر بود
اسـتريل كـاملا همـوژن    % 1/0ليتر آب پپتونـه  ميلي 50حاوي 

ليتـري منتقـل شـده و در    ميلي 50بخش مايع به فالكون . شد
g3000  يع رويـي بـه يـك    مـا  .دقيقه سـانتريفيوژ شـد   5براي

سانتريفيوژ  g10000دقيقه در  10فالكون ديگر منتقل شده و 
 اسـتفاده شـد   PCRرسوب حاصله همانند روش بالا براي . شد

)25 ،26 .(  
  

  هايافته
 PCRاختصاصيت 

با استفاده از پرايمرهاي مـذكور   PCRنتيجه تست اختصاصيت 
 نمـايش داده شـده، بـراي سـالمونلا اينتريكـا      1كه در شـكل  

در حالي كه هـيچ كـدام از    ،سروتيپ تايفي موريوم مثبت  بود
تشـخيص   PCRهاي غير سـالمونلايي توسـط ايـن روش    سويه

  ). 1شكل (داده نشد 
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A: 1 & 22, DNA ladders (Invitrogen); 2, S.enterica serotype 
Typhimurium; 3-20, S.enterica clinical isolates; 21 negative 
control.  
B: 1 & 22, DNA ladders (Invitrogen); 2, S.enterica serotype 
Typhimurium; 3, Aeromonas sobria; 4, Escherichia coli 
ATCC 10789; 5 & 6, Escherichia coli O157:H7; 7, 
Enterobacter aerogenes; 8, Klebsiella pneumoniae; 9, 
Serratia marcescens ; 10, Shigella dysenteriae non-type I; 
11-13, Shigella sonnei; 14 & 15, Staphylococcus aureus; 16, 
Proteus vulgaris; 17, Pseudomonas fluorescens; 18-20, 
Yersinia enterocolitica; 21, negative control 

  
  PCRنتيجه آزمون بررسي ويژگي  -1شكل 

  
  PCRحد نهايي تشخيص 

نسبت بـه تعـداد بـاكتري قابـل      PCRايج حساسيت سنجي تن
ــي  ــدون غن ــازي تشــخيص در روش ب ــر  104س ــاكتري در ه   ب

 9و  6سازي به مدت در صورتي كه با غنيبود، ليتر نمونه ميلي
 سـيد رليتر باكتري در هر ميلي 100و  101ساعت به ترتيب به 

   ).3و  2هاي شكل(
  

  
1, DNA ladder (Invitrogen); 2-10, 108 – 100 CFU ml-1 

  
نسبت به تعـداد بـاكتري موجـود در هـر      PCRحساسيت  -2شكل 
  سازيليتر نمونه بدون غنيميلي

  
هـايي  در گوجه PCRبه روش تشخيص سالمونلا انتريكا 

   ندآلوده شد يمصنوعبه طور كه 
هايي كه به شكل سـطحي و درونـي آلـوده    سالمونلاها از گوجه

هـا روي محـيط   شمارش بـاكتري . شده بودند جداسازي شدند

BHI ــ  ــدون . دســت داده عــددي معــادل مقــدار تلقــيح را ب     ب
هايي كه به شكل سطحي سازي، حد تشخيص براي گوجهغني

پس از . باكتري در هر گوجه فرنگي بود 105 ،آلوده شده بودند
هـايي كـه بـه    شخيص بـراي گوجـه  سازي، حد تساعت غني 6

 103و  102شكل سطحي و داخلي تلقيح شده بودند به ترتيب 
از آنجـايي كـه   ). 4شـكل  ( باكتري در هر گوجـه فرنگـي بـود   

براي  PCRگرم بود، حد تشخيص با  75ها ميانگين وزن گوجه
ند به ترتيب هايي كه به شكل سطحي و داخلي تلقيح شدگوجه
   .بود گرم از گوجه فرنگي باكتري در هر 102و  101

  

  
  ساعت غني سازي 9و  6، 3پس از  PCRحساسيت  - 3شكل 

1 & 21; 2-7, 105-100 CFU/ml-1 (3h enrichment); 8-13, 105-
100 CFU/ml-1 (6h enrichment); 14-19, 105-100 CFU/ml-1 
(9h enrichment); 20, negative control 

  
هايي براي گوجهسازي غنيساعت  6پس از  PCRنتيجه  - 4شكل 

   .كه به شكل مصنوعي تلقيح شدند
A: Internal inoculation 
B: surface inoculation 
1, DNA ladder (Invitrogen); 2-7, 105 – 100 CFU/tomato; 8, 
negative control 

  
  بحث

مـورد اسـتفاده    PCRبراي تشخيص سالمونلا انواع مختلفي از 
كــه  ايدر مطالعــه. )23، 14-16 ،10-12( قــرار گرفتــه اســت
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سـالمونلايي  هـاي غير سالمونلاها و سويهتعدادي از پرايمرهاي 
 ،اي قـرار گرفتنـد  براي تشخيص سالمونلا مورد ارزيابي مقايسه

پرايمــر هــاي مــورد اســتفاده اختصاصــيت و حساســيت قابــل 
 . )24( دشتناي داملاحظه

دارنـد كـه    گوجه فرنگي هاي مورد استفاده ميكرو فلور طبيعي
ايـن  . منعكس كننده محيط و فرايند كشاورزي و توليـد اسـت  

هاي لاكتيـك اسـيد، سـيتروباكتر،    تواند شامل باكتريفلور مي
انتروباكتر، سدوموناس و فلاووباكتريوم باشند كه اكثر مواقع بـا  

بـر اسـاس گـزارش    . )25( محصولات كشاورزي همراه هسـتند 
Ogunjimi ي كه در بيشتر محصولات هايفنلو همكارانش، پلي

اخـتلال   O157:H7كشاورزي وجود دارد با تشخيص سـروتيپ  
 pHهـاي بريـده شـده    گوجه ،علاوه بر اين. )26( كندايجاد مي

تواننـد در تشـخيص   ايـن عوامـل مـي   . دارند 4/4تا  0/4حدود 
هـاي آلـوده اخـتلال    ، در گوجه فرنگـي PCRسالمونلا به روش 

ق نشـان داد كـه پـس از تلقـيح     نتيجه اين تحقي ـ. ايجاد كنند
 102و  101قابل بازيابي و تشخيص تا حـد   ،به گوجهسالمونلا 

. باشدساعت غني سازي مي 6باكتري در هر گرم گوجه پس از 
بيش  ،هايي كه در درون گوجه فرنگي تلقيح شده بودندباكتري

 ـباكتري قابل رديـابي ن  102از  لالات د كـه بـه دليـل اخـت    بودن
باشد و بالا بردن حـد تشـخيص   جسم گوجه ميفيزيكي در اثر 

  .تري استهاي جديدوابسته به ابداع روش
براي سـالمونلا بسـيار    PCRبر اساس نتايج اين مطالعه، روش 
تواند در تشخيص اين بـاكتري  اختصاصي و حساس است و مي

  . كار گرفته شوده در ساير محصولات تازه نيز ب
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