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 چکیده
قت زمان بر است و د شیاز طریق کشت میکروبی روشناسایی سالمونلا در مواد غذایی  سالمونلا ها یکی از مهمترین عوامل ایجاد کننده مسمومیت غذایی هستند.

 ارایه یک روش سریع و دقیق برای شناسایی و تفکیک این دو باکتری در تخم مرغ می باشد. ،اضرحمطالعه ی  کافی ندارد .

 Real-timeسرانجام روش و  تلقیح شد ،سالمونلا انتریتیدیس و مخلوط دو باکتریتیفی موریومسالمونلا توسط باکتری های  ی تخم مرغ عاری از سالمونلا،نمونه ها

Pcr  و آنالیز گشت با استفاده از یک جفت پرایمر اختصاصی به منظور شناسایی باکتری های فوق الذکر طراحیHRM .نیز به منظور تفکیک سویه ها بکار رفت 
ل ت تخم مرغ  با حداقی را در محتویاتوانست باکتریهای سالمونلا تیفی موریوم و سالمونلا انتریتیدیس و مخلوط دو باکتر HRMو آنالیز  Real-time Pcrروش 

 .کند پرایمر طراحی شده مشترک شناسایی و تفکیک توسط باکتری سالمونلا 222

 

 تخم مرغ سالمونلا تیفی موریوم، سالمونلا انتریتیدیس،، Real-time Pcr ،HRMواژه های کلیدی: 

 

مقدمه   -1

های بسیار دقیقی که برای محدود کردن آلودگی مواد غذایی شود. با وجود کنترلایمنی مواد غذایی همواره یک موضوع بسیار مهم محسوب می      

وند. شمسمومیت غذایی در سرتاسر دنیا محسوب میهای ناشی از ترین عامل بیماریها هنوز هم مهمآید، این باکتریهای سالمونلا به عمل میبه گونه

 شود گزارشات حاکی از این است کههای عفونی بین انسان و حیوانات است که توسط باکتری سالمونلا ایجاد میترین بیماریسالمونلوزیس از مهم

 .[22-22]افتدایی در سرتاسر جهان اتفاق میهای سالمونلن بیماری مبتلا شده و هزاران مرگ ناشی از عفونتیها نفر به اسالانه میلیون

ذایی است های غای است که دارای توانایی باقی ماندن به شکل قابل تکثیر و زنده به مدت طولانی در محیط و نمونهالمونلا تیفی موریوم گونهس     

نیز از پاتوژن های غذایی است  لا انتریکا زیرشاخه انتریتیدیسسالمون.[8، 22]علاوه بر انسان، میزبان های زیادی داشته و امکان شیوع آن بالا استکه 

 .[28]باشدهای سالمونلوزیس میاز مسمومیت %22ای شناسایی و ایزوله شده است و عامل بیش از های اخیر به طور فزایندهکه در سال

وسته شود. پ لاند دچار آلودگی با سروتیپ های سالمونتخم مرغ از سه قسمت پوسته، سفیده و زرده تشکیل شده است که هر سه قسمت می توا     

کستگی، شستن با آب آلوده، وه براین، به دلیل عواملی چون شلا.ع.[33]تخم مرغ ممکن است در اثر برخورد با مدفوع مرغ به این باکتری آلوده شود

 آلودگی پوسته تخم مرغ می تواند رخ دهدآلودگی به وسیله جعبه یا ظروفی که تخم مرغ را در آن ها جمع می کنند و دست کاری توسط کارگران، 

[12]. 

 المللی قابل قبول باشد، برای تشخیصبه سیستم های سریع ,حساس و قابل اعتماد، که از لحاظ بین بنابراین برای سلامت غذایی، دسترسی      

روشهای استاندارد مبتنی بر کشت باکتری .[22-18]بسیار مهم استقانونیهاینظارتحضور و یا عدم حضور بیماری زا ها در صنعت غذایی و نیز برای

روز در محیط غنی همچون بافر آب  3تا  4 برای تشخیص گونه های سالمونلا در مواد غذایی برخلاف حساس بودن، زمان بر است و نمونه ها بایستی

 .[12،32، 2]و محیط آگار انتخابی کشت داده شوند(Buffered pepton waterپپتونه )
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روشهای بالقوه ای برای بهبود سرعت و حساسیت تشخیص گونه های مختلف سالمونلا فراهم کرده است که  ،PCRدر سالهای اخیر روشهای مختلف 

 .[3،2،11،23،34]ی شده استیناقلین موجب ارتقای مدیریت محصولات غذابا تشخیص سریع تر 

Real-time pcr       تکنیکی برای مشاهده مداوم پیشرفت واکنشPCR تولیدات  توان مقادیرباشد. با این روش میدر طول زمان میPCR  را نیز

شگر های گزارباشد که در طول واکنش افزایش می یابد. مولکولاندازه گیری نمود. این روش بر مبنای فلوروسنت تولیدی از مولکول گزارشگر می

ی های و یا به صورت شناساگر های توال SYBER GREENمانند  شونداي باند میدو رشته  DNAباشند که به فلوروسنت یا به صورت رنگ هایی می 

باشد ولی های کشت میکروبی میروشی است که دارای حساسیت مشابه روش Real-time pcr. روش می باشند Taqman probesخاص مانند 

 .[22]رسد ساعت به پایان می 48حداکثر ظرف  تر از آن بوده وبسیار سریع

شود. این روش آنالیز است که در یک لوله دربسته انجام می PCRجدید و همگن بعد از تکثیر  روشی نسبتا( HRM آنالیز منحنی ذوب با دقت بالا)     

های ذوب غالبا برای تعیین دمای ذوب منحنی .[3]سازدمیرا مقدور  PCRها( در محصولات ها و متیلاسیون، موتاسیونSNPsتغییرات ژنتیکی )

(Tm)، DNA  رود. تقویت شده به کار میدو رشته ایTm  دمائی است که در آن نیمی از پرایمرها به توالی هدف متصل شده اند. آنالیزHRM  برای

عیین های ذوب تها دارای نقطه ذوب یکسانی باشند. نرمال سازی و مقایسه منحنیرود حتی اگر امپلیکونمتمایز کردن شکل منحنی ذوب به کار می

منحنی ذوب ترسیم شده و برای تائید  PCRیا متفاوتی هستند. در واقع در این روش پس از پایان  کند که آیا دو امپلیکون دارای توالی مشابه ومی

ها با هکند. با مقایسه منحنی نمونگیرد و در صورت وجود اختلاف در ترادف نوکلئوتیدی دو نمونه شکل منحنی تفاوت مینتایج مورد استفاده قرار می

 PCRها نمایانگر نقطه ذوب یک محصول در این منحنی هر یک از قله ،شوند شده( موارد متفاوت مشخص مییابی های نرمال )توالیهم یا نمونه

 .[2]گیردگیری تغییرات فلورسانس در دماهای مختلف صورت میاست که این کار بوسیله اندازه

در  HRMو  Real-time pcrکارایی روش  ،این مطالعه رد ،میکروبی های تشخیص سریعو لزوم استفاده از روش با توجه به موارد ذکر شده     

مورد بررسی  ند اکه به صورت دستی آلوده شده نمونه های تخم مرغیدر سالمونلا انتریتیدیس و سالمونلا تیفی موریوم  تشخیص دو باکتریتفکیک و 

 قرار گرفت.

 مواد و روشها   -2
 سپس از نظر عدم حضور سالمونلا به روش کشت استاندارد، های پروتینی شهر تهران خریداری شدتخم مرغ به طور تصادفی از فروشگاه نمونه  32     

تلقیح  ر شدهذک و مخلوط دو باکتری تیفی موریومبه نمونه های فاقد سالمونلا، باکتری سالمونلا انتریتیدیس، سالمونلا . [13]ندمورد بررسی قرار گرفت

( جهت شناسایی و تفکیک HRMو آنالیز منحنی ذوب با دقت بالا ) Real-time PCRعملیات  ،نمونه های آلوده DNAشد و نهایتا پس از استخراج 

 بکار رفت.نمونه های فوق 

 آماده سازی نمونه تخم مرغ -1-2 
کارد استریل پوسته گشت و خشک شد، سپس به کمک استریل  %22خریداری شد و پوسته تخم مرغ ها با اتانول  سالمتخم مرغ های نمونه       

 جدا گردید و محتویات تخم مرغ)زرده و سفیده( به شیشه های استریل انتقال داده شد و همگن گشت.

 بررسی حضور سالمونلا به روش کشت استاندارد -2-2 
در دمای  ،ساعت 24مدت اضافه کرده و به ، مرک، آلمان (  (BPWپپتون واترسی سی محیط کشت 223به را تخم مرغ  محتویات گرم 23        

 Rappaport vassilidisکشت مایع راپاپورت)سی سی محیط  12سی سی از این محیط کشت را به  1 سپس، درجه سانتی گراد نگهداری شد 32

محیط مک یک لوپ از این محیط بر روی درجه سانتی گراد گرمخانه گذاری گردید. 32ساعت در دمای  18-24( اضافه نموده و به مدت مرک، آلمان

درجه قرار داده شد.بعد از انجام تست های تشخیصی و افتراقی نمونه  32ساعت در دمای  18-24کشت داده و به مدت ( )مرک، آلمانکانگی آگار

 مذکور تلقیح شدند.های عاری از سالمونلا جدا و توسط باکتریهای 

 تهیه باکتری و تلقیح به نمونه ها -3-2 
به صورت کشت زنده  (ATCC 13311)سالمونلا انتریتیدیس  سروتیپ و  (ATCC 14028)سالمونلا تیفی موریوما سروتیپ سویه سالمونلا انتریک     

وی بر ر علمی و صنعتی ایران به عنوان سویه استاندارد خریداری شد.رشد هر دو باکتری به طور مجزااز کلکسیون میکروبی سازمان پژوهش های 

 صورت گرفت.محیط مک کانگی آگار به روش خطی 

جهت رقیق سازی اضافه شد و  322/1لوله حاوی نوترینت براث باکتری کشت شده مرحله قبل به هر دو سواپ استریل مقداری کمی از  بوسیله     

( به  nm086اسپکتروفوتومتر )طول موج  uvستگاه نمونه ها، با استفاده از دکدورت باکتری با نیم مک فارلند بررسی گردید سپس  812کدورت 

در مرحله بعد در محیط کشت  آماده شد. 1به  1بررسی گردید و پس از آن یک لوله حاوی مخلوط دو باکتری به نسبت منظور اطمینان بیشتر 

 1( سپس 112تا  212تهیه شد)از رقت  رقت های دیگری به روش سریالی ،آماده شده هر سه تیمار 812از رقت  ( ، آلمان)مرک 322/1نوترینت براث 
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و سرانجام شمارش باکتریایی در محیط کشت سرم  سی سی نمونه تخم مرغ عاری از سالمونلا اضافه شد 2سی سی از هر کدورت به لوله های حاوی 

 برای نمونه ها صورت گرفت. (  )مرک، آلمانرینگر

  DNAاستخراج  -4-2 
خالص و نمونه های تخم مرغ آلوده شده از سروتیپ سالمونلا تیفی موریوم و سالمونلا انتریتیدیس  DNA و تخلیص در این مطالعه برای استخراج     

ه ایران( مطابق دستورالعمل استفاد -ژنومی )تکاپوزیست DNA( توسط کیت استخراج  812تا   312به طور مصنوعی )به وسیله هر سه تیمارازرقت 

 شد.

  Real-time PCR جفت پرایمر مورد استفاده و شرایط انجام -5-2 
 132-122حدود سنتز شد. این جفت پرایمر قطعه ای  (Bratchicow & Mauricas; 2011سکانس پرایمر مورد استفاده براساس پژوهش)     

را شناسایی و تکثیر می نمایدکه توالی نوع دوم  یترشح فسفات یتر '3-نیآدنوزاتصالی  نیپروتئی کدکننده مربوط به منطقه ژنومژن  جفت بازی از

 آنها به صورت ذیل می باشد:
5'-CCGGTTCGCCAGGATACAAGCCTG-3' 

5'-GCCCAGAGCGCGCAATGGCGTCAG-3' 

 2، رنگ سایتوناینحاوی  PCR bufferماکرولیتر از  3/2استخراج شده،  DNAماکرولیتر از  2 که شامل  µl 23در حجم نهایی مخلوط واکنش      

 3/12و آب مقطر Taq DNA polymeraseماکرولیتر آنزیم  R ،2/2و   Fماکرولیتر از پرایمر های  MgCl2 ،3/2ماکرو لیتر  dNTP ،1ماکرولیتر از 

 ماکرو لیترآماده شد.

 ,Bratchikov and Mauricas))کیاژن، آلمان( با برنامه حرارتی مطابق با مقاله HRMبا ظرفیت  Q Rotor-Geneافزوده سازی در دستگاه      

  به شرح ذیل صورت گرفت:(  (2011

 3به مدت  درجه سانتی گراد 23سیکل با دمای   33حدود بعد از آن و  دقیقه آغاز 4 به مدت سانتی گراد درجه 23 دناتوره سازی اولیه در دمای

و ثانیه )طویل سازی(  22درجه سانتی گراد به مدت  22ثانیه)اتصال پرایمر( وحدود  32درجه سانتیگراد به مدت  32ثانیه )دناتوره سازی(، با دمای 

ازای هر انجام شدسپس تابش فلورسنت هر نمونه به دقیقه  2درجه سانتی گراد به مدت  22پس از آن یک مرحله طویل سازی نهایی در دمای 

 سیکل، توسط نرم افزار دستگاه ثبت شد.

 

 Real-time PCRبررسی ویژگی آزمون  -6-2

     Real-time PCR  گروه مربوط به  4گروه تیمار مربوط به نمونه های آلوده با سالمونلا انتریتیدیس،  4 جفت پرایمر مذکور بر رویبا استفاده از

مورد نیز  2وبودند 812تا 312که همگی از رقت گروه مربوط به نمونه های آلوده با مخلوط دو باکتری  4،  تیفی موریومنمونه های آلوده با سالمونلا 

آب مقطر به عنوان حاوی نمونه  1 همچنین به عنوان کنترل مثبت و و سالمونلا انتریتیدیس تیفی موریوممربوط به باکتری های خالص سالمونلا 

 کنترل منفی انجام شد
 

 (HRMمنحنی ذوب با دقت بالا) آنالیز -7-2 
دقیقه و  1درجه سانتی گراد به مدت  32با کاهش درجه حرارت به ،PCRتمایز و شناسایی محصولات به منظور  HRMدر ادامه با انجام آنالیز      

به  تفلورسانکاهش  نتیجه حاصل گردد.تکرار شد تا بهترین درجه در هر ثانیه  2/2با گام سانتی گراد درجه 22تا  84 افزایش دما از به دنبال آن

، منحنی ذوب توسط دستگاه (∆ F/∆Tاولیه ) تبر مبنای منحنی فلورسان بعد از انتهای این مرحله شد و توسط نرم افزار دستگاه ثبتصورت مداوم 

متعلق به شرکت  Quantitative PCR و HRMاز نرم افزار تحلیل با استفاده تحلیل نتایج ،  HRM منحنیرسم گردید، سپس بعد از نرمالایزکردن 

 گرفت.انجام کیاژن 

 یافته ها   -3

 اختصاصیت پرایمر تعریف شده و تکثیر قطعه هدف در ژنوم -1-3 
مرحله تکثیر قطعه ژنوم هدف در طی سیکل های دمایی پی سی آر در حضور رنگ اشباع  را نشان داد که رنگ گرفتگی تیمارها نشان 1شکل      

 د هدف این مرحله قرار گرفته اند.است که کلیه آنها موردهنده آن 
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 ( مرحله تکثیر قطعه ژنوم هدف1)شکل 

 

 ( .2تفاوت و منحنی های نرمال شده است)شکل م (Tm)ختلاف سکانس بین پرایمرهای رفت و برگشت موجب دماهای ذوب ا

 غلظت های متفاوت( مرحله ذوب شدگی قطعات هدف در دماهای مختلف در باکتری ها و 2)شکل 

 

پروفایل  2 مشخص برای هر یک از باکتری ها با غلظت مشخص بدست آمد. بر اساس این نتیجه Tmپروفایل های منحنی ذوب ، با اوج 2در شکل 

  ترسیم شده است بطوریکه محصول تکثیر در پروسه پی سی آر برای سالمونلاهای 2برای تیمارهای باکتریائی در شکل  متفاوت

  .را نشان داد 42/22±22/1و برای دو تیمار خالص سالمونلائی دمای ذوب 82/82±28/2دمای ذوب متوسط ناخالص 

شناسایی باکتری های خالص سالمونلاگشت و دستگاه موفق به  منحنی های ذوب برای کلیه تیمارها نرمالایز 3طبق شکل  سپس

 .تفکیک شدتریتیدیس و سالمونلا تیفی موریوم ومخلوط دو باکتری خالص به ان

 نرمال شده -برای پانزده منحنی ذوب HRM( نتیجه 3)شکل 

تفکیک  دو سوش سالمونلا تیفی موریوم و سالمونلا انتریتیدیس و مخلوط دو باکتری را به خوبی توسط  آنالیز های  4نمودار نرمالایز شده شکل 

HRM  .نشان می دهد 
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 نرمال شده خالص و یک منحنی مخلوط -برای دو منحنی ذوب HRM( نتیجه 4)شکل 

 

 برای سالمونلا انتریتیدیس وسالمونلا تیفی موریوم  HRMتحلیل آنالیز-2-3

آمد: که در بطوری بدست  (Rotor-Gene 2.0.2.4)ساعت گذشت از سیکل دمائی،  نتایجی به شکل ذیل توسط نرم افزار دستگاه   4پس از      

-13/21 نرمالیزاسیون بین دماهای   2، منطقه  18/82-34/82نرمالیزاسیون بین دماهای  1، منطقه  %22، دامنه معنی داری نتیجه   HRMتحلیل 

 را نشان دادند. 22/22

 

 آلوده در بررسی نمونه های HRMو Real time-PCRآنالیز کمی  -3-3
در  الصخ برای باکتریهای خالص سالمونلا تیفی موریوم و سالمونلا انتریتیدیس  و مخلوط دو باکترینیز یکبار  HRMو  Realtime-PCRتست      

(. بر همین اساس چنین بنظر می رسد رابطه بین 3شکل رقت های مختلف انجام گرفت و بر اساس نتایج حاصله معادله خط رگرسیون رسم شد )

CT  لا انتریتیدیس و تیفی موریوم در نمونه های تشخیصی معکوس بوده است. بدین ترتیب با کاهش هر نیم واحد از و غلظت باکتری های سالمون

 واحد به سیکل آستانه افزوده می گردد.  13غلظت باکتری تقریبا به میزان 

 
( آزمون معادله خط رگرسیون برای محاسبه همبستگی غلظت 5)شکل   

 باکتری های سالمونلای هدف این تحقیق و سیکل آستانه

بوده و نشان دهنده توان بالای این  9900ن آزمون ایضریب همستگی 

 همبستگی بوده است.

 
 HRMو Real time-PCRحساسیت آزمون  -4-3
 

 HRMو  Realtime-PCRپس از انجام تست توسط باکتریهای خالص، با توجه به جفت پرایمر بکار رفته و برنامه دمایی لحاظ شده، تست      

برای تخم مرغ های آلوده نیز استفاده نشد. در این    312باکتری خالص را شناسایی کند لذا از رقت های کمتر از   312نتوانست رقت های کمتراز 

ماکرولیتر برای هر  2در  میلی لیتر بوده است و از آنجاییکه این آزمایش بر اساس باکتری   312حداقل تعداد باکتری قابل شناسایی  نچوخصوص 

با پرایمر طراحی شده مشترک برای  Q-PCRتیمار طراحی شده بود، چنین بنظر می رسد حداقل تعداد باکتری های قابل شناسائی در سیستم 

 بوده است.  باکتری 222باکتری سالمونلا شناسایی 

 
 نتیجه گیری  و بحث  -4

گی کلی، آلودبه طور  ایجاد می شود،اکثر بیماری های ناشی از مصرف مواد غذایی به علت استفاده از غذاهای حاوی میکروارگانیسم های بیماریزا      

یره زنجبا میکروارگانیسم های بیماریزا به علت عدم رعایت بهداشت در تولید مواد غذایی اتفاق می افتد. آلودگی ممکن است در هر کدام از مراحل 

یزا یکروارگانیسم های بیمارغذایی از تولید تا فرآوری و توزیع تا آماده سازی اتفاق بیافتد. در مورد شیوع  بیماری های ناشی از مصرف مواد غذایی، م

روش های سنتی بر پایه کشت میکروبی .[32]تعیین و راهکار مناسبی ارائه شودباید در سطح گونه و ریزگونه شناسایی شوند تا ریشه و منشاء آلودگی 
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و  ن سلول های باکتریایی استرس دیدهبرای شناسایی گونه ها و زیرگونه ها بهینه نیستند زیرا کار زیادی می برند و  وقت گیر هستند. علاوه بر آ

ی باکتری ادرسال های اخیر روشهای تشخیص مولکولی برای شناسایی و بررسی گونه ه.[23]ضعیف شده معمولا نیاز به شرایط کشت خاصی دارند

بی از جمله استفاده از اتیدیوم با وجود متداول بودن معای pcrاز آن دسته می باشد روش  pcrاز جمله سالمونلا ابداع گردیده است که روش  ها،

 .[21، 12،22، 3]بروماید برای آشکار سازی محصولات را داراست
مورد نظر در حضور یک رنگ اشباع،   DNAتوالیکردن ای بعد از آمپلیف که یک روش پیشرفته برای آنالیز منحنی های ذوب است HRMآنالیز      

می توان دمای ذوب را تعیین کرد بلکه  انه تنه HRMذوب سنتی، در آنالیز  های دما بسیار آهسته بالا برده می شود. برخلاف آنالیزهای منحنی

آن، طول و توالی و مکمل   GC به میزان محتوی PCRپروفایل ذوب یک آمپلیکون نیز قابل شناسایی است. از آنجا که پروفایل ذوب یک محصول 

ها و جهش زایی است و بنابراین نقش مهمی را  SNPیک روش بسیار مناسب برای شناسایی  HRMرشته آن )هتروزیگوسیتی( بستگی دارد، آنالیز 

 .[2]در تحقیقات و تشخیص های کلینیکی ایفا می کند. 

آمپلیفیکاسیون در آن صورت گرفته است انجام میگیرد و لازم نیست که خالص  در همان لوله ای که HRMبر خلاف روش های سنتی، آنالیز      

، کار کمتر برای انجام آن و مناسب تر بودن آن برای نمونه های با مقدار HRMسازی و جداسازی آمپلیکون ها صورت گیرد. این باعث افزایش سرعت 

 .[32]می شود  ،الکتروفورزبالا نسبت به روش های جایگزین مانند روش های بر پایه ژل 

 Real-time PCRسالمونلا تیفی موریوم و سالمونلا انتریتیدیس به عنوان مهمترین پاتوژنهای تخم مرغ از روش در این مقاله برای شناسایی      

 یترشح فسفات یتر '3-نیآدنوزاتصالی  نیپروتئی کدکننده مربوط به منطقه ژنوم ژناختصاصی تنها یک جفت پرایمربا استفاده از  HRM آنالیزو

 استفاده شد. bp 122-132جهت تکثیر قطعه  نوع دوم

دارای  DNAارائه شد. آن ها یک قطعه  ( 2212و همکاران ) Jin  توسط برای شناسایی شش گونه لیستریا HRMیک روش آنالیز 2212در سال      

نژاد   34گونه لیستریا) شامل  33انتخاب کردند. به طور کلی  است راRNA (tmRNA )را که یک انتقال دهنده پیام  ssrAجفت بازی از ژن 122

گونه های لیستریا را نسبت  %122قادر بود  HRM. آنالیز لیستریایی مورد بررسی قرار گرفتگونه غیر  43لیستریامونوسیتوژنز و لیستریا اینوکوا( و 

غذایی که به صورت دستی آلوده شده بودند )آبمیوه، شیر، پنیر و گوشت( مورد استفاده این روش برای نمونه های  .به روش های سنتی شناسایی کند

 .[14]شناسایی نمونه ها در دو نمونه آبمیوه موفقیت آمیز نبود ولی  ستریا به صورت صحیح شناسایی شدنلی ،نمونه گونه ای 28در  که قرار گرفت

VanBlerk      ( نیز از آزمون 2211و همکاران )Real-time PCR  به همراه یک مرحله پیش غنی سازی برای شناسایی سریع سالمونلا در نمونه

رادر نمونه های سطح آب اثبات کرد،این آزمون همچنین زمان تشخیص  cfu/g 1 تاهای آب استفاده کردند، این آزمون با حساسیت بالا،شناسایی 

 .[3]ساعت کاهش می داد 24روش رایج کشت به کمتر از مورد نیاز برای شناسایی سالمونلا را از چندین روز برای 

Chen      ( از روش 2212و همکاران )real-time PCR  برای شناسایی سالمونلا انتریکا در مواد غذایی که به صورت مصنوعی آلوده شده بودند

بود در حالی که روش  ml/cfu 132تعداد بالاتر از  معمولی فقط قادر به شناسایی PCRاستفاده کردند که نتایج آن ها حاکی از این بود که روش 

real-time PCR  می توانست تاg/cfu 1 [2]مرغ مایع و کره بادام زمینی شناسایی کند های گوشت مرغ، تخمرا در نمونه. 

میلی لیتر بوده است و حداقل تعداد باکتری قابل شناسائی باکتری در  312حساسیت روش استفاده شده در این مقاله برای شناسایی سالمونلا       

بوده است در حالیکه  باکتری 222با پرایمر طراحی شده مشترک برای هر دو باکتری سالمونلا انتریتیدیس و تیفی موریوم  Q-PCRدر سیستم 

 cfu/g ( تعداد باکتری قابل شناسائی با این روش را تا2211ران )و همکا VanBlerk( وهمین طور 2212و همکاران )  Chen همانطور که اشاره شد

یدیس ، این روش علاوه برتشخیص هر دو باکتری سالمونلا انتریتنظر میرسد با بهینه سازی بیشتر تایید کرده اندکه بر اساس یافته های این پژوهش به1

 از حساسیت کافی نیز برخوردار باشد. و تیفی موریوم بتواند

 Maksimبود. در این پژوهش  2211در سال  Mykolas Mauricas و  Maksim Bratchikovنتایج ما در راستای نتایج حاصل از بررسی      

Bratchikov  و Mykolas Mauricas  با پرایمرهای طراحی شده برای ژن هدفA  گونه های سالمونلا و حتی ژنوتیپ و سروتیپ آن ها را شناسایی

 .[3]کردند

یک جایگزین نسبتا پر هزینه است که قادر به شناسایی میکروارگانیسم های بیماریزای مربوط به  HRMالات اخیر نشان می دهد که آنالیز مق     

 .[33، 12، 23،13، 14، 1،4]غذایی در سطح گونه و نژاد می باشدمواد 
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Abstract.Salmonella is one of the most important causes of food poisoning. recognition of Salmonella food typically through culture, 

is method that time consuming and not accurate enough. 

recently study presents a fast and accurate method for the detection and Separation of this  bacteria in eggs. 

Sampel eggs of  without salmonella incoulated  with Salmonella typhimurium, Salmonella Enteritidis and a mixture of both bacteria 

and finally Real-time  pcr method designed with using  a Pair of spacial primer  for recognition of mention bacteria and HRM analysis 

was used for sepration of geneallogy. 

Real-time pcr method and HRM could identify and Separat bacteria Salmonella typhimurium, Salmonella Enteritidis and a mixture 

of both in the eggs content with minimum identifiable 200 Salmonella bacteria with common designed primer.  

keywords: Real-time Pcr, HRM, Salmonella typhimurium, Salmonella enteritidis, eggs 
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