
  1386، بهار 1، شماره 10دوره     مجله علوم پزشكي مدرس 
 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

٥١  

 با استفاده از روش واكنش موريوم تيفيتشخيص سريع و اختصاصي سالمونلا 
   (PCR-ELISA) الايزا- اي پليمراز زنجيره

  3، جعفر اماني3، شهرام نظريان∗2گرگري، سيدلطيف موسوي1حسن اردستاني

  ، تهران، ايران)ع( سلولي و مولكولي، دانشگاه امام حسين، گروه دانشجوي كارشناسي ارشد-1
  ، تهران، ايران، دانشگاه شاهدبيولوژيگروه  ،دانشيار -2

  تهران، ايران...ا  مركز تحقيقات بيولوژي مولكولي، دانشگاه علوم پزشكي بقيه، سلولي و مولكولي، گروه كارشناس ارشد-3           

  10/5/86: پذيرش مقاله      4/4/86: دريافت مقاله

  چكيده
در ايـن تحقيـق   . شود   مي گاستروانتريت مهم غذايي است كه باعث ايجاد        زاهاي  يماريبيكي از   موريوم    تيفي سالمونلا   :هدف
  . كار گرفته شده است  موريوم به  براي شناسايي سالمونلا تيفيPCR-ELISAروش 

 بـه عنـوان تـوالي هـدف انتخـاب      ،باكتري اسـت ساكاريد  پلياز ليپو  Oژن    كه مسئول بيوسنتز آنتي   ،  rfbژن   :ها  روشمواد و   
هاي غـذايي   نمونه.  شدموريوم تيفي جفت بازي براي گونه سالمونلا 882 تعيين شده منجر به تكثير قطعه     آغازگرهاي. يدگرد

.  استاندارد مورد بررسي و آزمايش قرار گرفتهاي گونههاي باليني و  و همچنين نمونه موريوم تيفيآلوده به باكتري سالمونلا 
 الايـزا هاي داراي استرپتواويدين منتقل و به روش   ظرفدار و به كف  ژنين نشان  به طور تصادفي با ديگوكسي  PCRمحصول  

بـراي تأييـد    نيز  دار با بيوتين       داخلي نشان  كاوشگراز  . ژنين مورد بررسي قرار گرفت      ديگوكسيبادي ضد     و با استفاده از آنتي    
  .  استفاده گرديدPCRمحصول 

 گونـه  نمونـه غيـر سـالمونلا ارزيـابي شـد كـه فقـط نتـايج         6سـالمونلا و   نمونه 20 بررسي روش با   بودن اختصاصي :نتايج
  .  برابر افزايش داد1000  حدود را تاPCR دقت و حساسيت روش الايزا.  منفي بودها گونه مثبت و بقيه موريومتيفي

د وجـود بـاكتري در   هاي مرسوم كشت، براي تأيي ارائه شده در اين تحقيق با توجه به طولاني بودن روش روش :گيري جهينت
بـراي شناسـايي و غربـالگري سـالمونلا         توانـد يـك شـيوه تشخيـصي حـساس و كارآمـدي                 و غذايي مـي    بالينيهاي    نمونه
تـر،  تواند ضمن تـشخيص اختـصاصي       هاي وسيع با توجه به حساسيت بالا مي         روش حاضر در غربالگري   .  باشد موريوم  تيفي

  .  باشدPCRجايگزين خوبي براي 
  

  .PCR-ELISA، تشخيص سريع، موريوم تيفي سالمونلا :نواژگاكليد 
  

   مقدمه- 1
 مهــم زاهــاي بيمــاري، يكــي از (Salmonella) ســالمونلا

 و در   ]1،2[گـردد     غذايي براي انسان و حيوانات محسوب مـي       
ايجـاد فـساد غـذايي و عفونـت           بسياري از كشورها منجـر بـه      

ــي ــود م ــان . ]3،4 [ش ــن مي ــي ،در اي ــالمونلا تيف ــو   س  مموري

(Salmonella typhimurium)اي است كه باعث بروز   گونه
از . شـود   اي يا همان مسموميت غذايي مي       سالمونلوز غيرحصبه 

هاي مهم اين گونه توانايي آن در باقي ماندن بـه شـكل               ويژگي
  هاي  ونهــولاني در محيط و نمـثير و زنده به مدت طـابل تكـق
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هاي انساني از خوردن غذاهاي خـام         آلودگي. ]5[غذايي است   
مـرغ و غـذاهاي روزانـه بوجـود           جمله گوشت، مرغ، تخـم     زا

هايي اسـت    از جمله گونهموريوم  تيفيباكتري سالمونلا   . آيد مي
هاي زيادي داشته و امكان شـيوع آن      كه علاوه بر انسان، ميزبان    

راين بــراي ســلامت غــذايي، دسترســي بنــاب]. 6،7[بــالا اســت 
 كــه از لحــاظ ،ابــل اعتمــادقهــاي ســريع، حــساس و  سيــستم

المللي قابل قبول باشد، بـراي تـشخيص حـضور يـا عـدم               بين
هـاي    در صنعت غذايي و نيز براي نظـارت        زاها  بيماريحضور  

همچنـين تـشخيص سـريع     . ]10-8 [قانوني بسيار مهـم اسـت     
هــاي  در آزمايــشگاهو  لينيبـا هــاي  زا در نمونـه  عامـل بيمــاري 

ديگر مواردي است كه اهميت موضوع را       از  تشخيص طبي نيز    
هاي استاندارد مبتنـي بـر كـشت     روش. ]10[سازد  مشخص مي 

هـاي سـالمونلا در     براي تشخيص گونه6579ايزو مثل باكتري  
هـا    بر اسـت و نمونـه       حساس بودن، زمان   برخلافمواد غذايي   

 آب پپتونـه نـي همچـون بـافر     روز در محـيط غ   5 تـا    4يبايست
)Buffered peptone water( محيط آگار انتخـابي كـشت    و

 هـاي مختلـف    روشاخيـر هـاي    در سـال  . ]13-11 [داده شوند 
PCR سـرعت و حـساسيت     اي بـراي بهبـود         بـالقوه  هاي   روش

 در موريـوم    از جملـه تيفـي     ،سـالمونلا هاي مختلـف      گونهتشخيص  
تـر   بـا تـشخيص سـريع      كـه  فراهم كرده اسـت   هاي گوناگون     نمونه

 حـصولات غـذايي شـده اسـت     م  مـديريت  يناقلين موجـب ارتقـا    
ــي  . ]14،15،17-20[ ــايي و بررسـ ــراي شناسـ ــوم بـ  روش مرسـ

آميــزي بــا  ، اســتفاده از ژل الكتروفــورز و رنــگPCRمحــصولات 
ــازي دورگـــهو (Ethidium bromide) اتيـــديوم برومايـــد  سـ

)Hybridization(    بـودن، از مـواد سـمي       بر    علاوه بر زمان  است كه
  روش. شـود   نيـز در ايـن روش اسـتفاده مـي          مانند اتيـديوم برومايـد    

PCR-ELISA  (PCR-Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) 
 زيـرا سـرعت و   ؛ شده اسـت  جايگزيني مناسب براي موارد ياد    

هـاي   حساسيت قابل قبولي را در تشخيص مقادير اندك تـوالي         
استفاده از  . ]23-21[آورد    ميم   فراه زاها  بيمارياختصاصي ژن   

 روش تشخيصي مناسـب و      ،(Digoxigenin) ژنين ديگوكسي
 در قالب   PCRغير راديواكتيوي را براي تشخيص محصولات       

.  ايجاد كرده است(Microtiter plates)  ميكروتيترهاي ظرف
در ژنـين   ديگوكـسي  به همراه    (Primer)آغازگر  در اين روش    

منجـر بـه ورود ايـن تركيبـات بـه        بكار رفته كه     PCR واكنش
محصولات توليد شـده در     . مي شود  PCRساختار محصولات   

 ريخته  (Streptoavidin) هاي پوشيده از استرپتواويدين    ظرف
  و بيـوتين   (Avidin) شده كه بر اساس تمايل شـديد اويـدين        

(Biotin)   در نهايـت قطعـه تكثيـر    . چـسبند   ميظرف به سطح
ــه  ــسيحــاوي يافت ــينديگوك ــژن ــي ب ــادي ضــد  ا كمــك آنت ب

 كـسيداز ابا آنـزيم پر    (Conjugated)  كونژوگه ژنينديگوكسي
(Peroxidase) ــايي ــي شناس ــود م ــت   . ش ــه اهمي ــه ب ــا توج ب

موريوم و احتمال آلودگي مواد غذايي        زايي سالمونلا تيفي    بيماري
 در اين تحقيق با استفاده از       ،اين عامل ايجاد مسموميت غذايي       به

 PCR-ELISA و بــه كمـــك روش   اختــصاصي آغازگرهــاي 
 مورد بررسي قـرار     موريوم   تشخيص سريع باكتري سالمونلا تيفي    

نتايج نشان داد كه روش مذكور ابزار مهمي در تشخيص          . گرفت
،  مرسـوم  هـاي   شـيوه هاي سالمونلا است و نسبت به         سريع نمونه 

  . باشد تر مي حساس

  

  ها مواد و روش -2
   باكتريهاي گونهتهيه  -2-1

، از آزمايـشگاه    ي اسـتاندارد  هـا    مختلـف بـاكتري    ايه  گونه
 در ايـن    .تهيه شـد  در شهر تهران     بيمارستان بوعلي سينا     مرجع
 سه گونه باكتري اسـتاندارد از جـنس سـالمونلا شـامل             تحقيق
 )11511 ATCC (A، پاراتيفي   )ATCC 13311( موريوم   تيفي

 باكتري جـدا شـده      هاي  گونه،  )ATCC 13076(و انتريتيديس 
 رشــياكلي گونــه بــاكتري اششــششت مــدفوع بيمــاران، از كــ

)ATCC 25922(  شــيگلا ديــسانتري ،)13313 ATCC( ،
، پروتئـوس ولگـاريس   )ATCC 75288(كلبـسيلا پونومونيـا   

)27654 ATCC ( ــز ــاكتر آئروجن ) ATCC 49469(و انتروب
ها در محيط تريپتيكاز سـوي       باكتري. مورد استفاده قرار گرفت   

   ســـوي آگـــار يـــا )Tripticase Soy Broth: TSB (بـــراث
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)Tripticase Soy Agar(كشت داده شد ) Difco( . هـاي   گونـه
 SPS درصـد  02/0 حـاوي ) TSB) Difcoسالمونلا بـه محـيط    

)Sodium polyanethanol sulfonate(  ــرين ــيط ب  و مح
ــوژن هــارت  ــراثاينف  (Brain heart infusion broth) ب

)Difco (     24 مـدت    بـه  يگراد، درجه سانت  37تلقيح و در دماي 
هـاي    هـا از روش      تأييـد بـاكتري    بـراي . ساعت قـرار داده شـد     

  . بيوشيميايي و سرولوژيكي استفاده گرديد
 

  سازي مواد غذايي  آلوده -2-2
ليتـر از     ميلـي  يـك ،  )شـير ( گرم از نمونه مواد غذايي     25به  

 ،موريـوم    تيفـي  باكتري سالمونلا    (Suspension) سوسپانسيون
 3CFU/ml  (Colony Forming Unit/ml)×108كـه حـاوي   

 دقيقـه در دمـاي اتـاق    15 اضافه و به مدت      ،سلول باكتري بود  
ليتر محيط مغـزي بـافر آب     ميلي 100  پس از آن   .نگهداري شد 

 يكنواخـت    دقيقـه در   2پپتونه به هر نمونه اضافه و بـه مـدت           
ــازنده  ــد(Homogenizer)س ــپس. يكنواخــت گردي  100  س

ليتر محـيط بـرين هـارت         ميلي 5اصله به   ميكروليتر از نمونه ح   
گراد انكوبه   درجه سانتي  37 ساعت در دماي     14و   تلقيح   ،براث
ليتر كشت مـايع       ميلي 5/1به رسوب حاصله از سانتريفيوژ      . شد
 يك درصـد  100x )(Triton X100 ترتيون  ميكروليتر100 و

نمونه حاصله پـس از     . جوشانده شد دقيقه   5اضافه و به مدت     
 مـورد اسـتفاده     PCRبه عنوان الگو براي واكـنش       خنك شدن   
هاي غذايي بدون تلقـيح جهـت         همچنين از نمونه  . قرار گرفت 

  . گرديدبررسي اختصاصيت واكنش استفاده 
  

  هاي مدفوعي سازي نمونه  آماده-2-3
 مـورد   بـاليني آوري شـده از مراكـز       هاي مدفوع جمع    نمونه

ليتر محـيط آب       ميلي 100بدين ترتيب كه    . استفاده قرار گرفت  
 سـاعت  12و بـه مـدت    به هر نمونه اضافه  (Peptone) پپتونه

پـس از آن بـا سـانتريفيوژ دور         .  درجه انكوبه شد   37در دماي   
سپس . هاي مدفوع جداسازي شد     پايين ذرات موجود در نمونه    

آوري و بـراي      هاي باكتري جمع    با سانتريفيوژ دور بالاتر سلول    

همچنين به روش مرسـوم     . تتشخيص مورد استفاده قرار گرف    
  . هاي مدفوع مورد ارزيابي قرار گرفتند و متداول كشت، نمونه

  

   ژنومي از باكتريDNAتخليص -2-4
 TSBيط  ـتري در مح ـ  ــ ـاي باك ـه  لولــيتر از س  ـل  يـ ميل 5

،  3000rpm وژ در دورـانتريفيــــته و پــس از ســــبرداشرا 
   (Lysozyme) يزوزيمـول لـــل بــا محلـ ــ حاصــوبـرســ

ــ1( ــزوزيم در   يـ ميل ــرم لي ــولار 15/0گ   EDTA و NaCl م
(Ethylene Dinitro Tetra acetic Acid)8  باpH=( حل و 

) SDS) Sodium dodecyl sulfateهـا بـا اسـتفاده از     سلول
) =8pH(  مـولار 1/0 و NaCl مولار 1/0يك درصد و محلول   

Tris/HCl    ليزگراد  درجه سانتي  60 در دماي (Lysis)  شـدند  .
 مولار اضـافه    3 حجم كل، استات سديم      10/1 به نسبت    سپس

درجـه   4در دمـاي     2500rpm دقيقـه بـا دور       20و به مـدت     
اسيد نوكلئيك موجود در نمونـه      . سانتريفيوژ گرديد گراد  سـانتي

 ــ ــا اس ـــب ــلـتفاده از م ــرم/حلول فن  ــ/كلروف ــل الك ل ـايزوآمي
ــ) 25/24/1( ــل ـاس ــا ايزوپروپان .  داده شــدرســوبتخراج و ب

 درصد شستـشو و پـس از        70 با اتانول    DNA حاوي   وبـرس
   TE ميكروليتــــــر بــــــافر  20 درنخــــــشك شــــــد 

)8Tris-EDTA: Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH= ( 
 (RNase A)  آرنـاز  ميكروليتـر 5پس از اضافه نمـودن  . حل گرديد

  .  قرار داده شدگراد درجه سانتي37 دقيقه در دماي 30نمونه به مدت 
  

   باكتريسازي از رقت -2-5
سـپس  . سـازي شـد   بـار رقـت  10از محيط كشت باكتري،  

 بـه   ودهي دقيقه جوشـان  10 ميكروليتر از هر رقت به مدت        100
 دقيقـه در دور     يـك سرعت روي يخ سرد شد و بـراي مـدت           

13000rpmــد ــانتريفيوژ گردي ــر از 4  پــس از آن. س  ميكروليت
.  اسـتفاده شـد    PCRمحلول رويي به عنوان الگـو در واكـنش          

هـا     ميكروليتـر از رقـت     100رش تعداد باكتري با گسترش      شما
 )Luria Bertani Agar(آگـار   LBهـاي حـاوي    ظرفروي 

  . انجام گرفت



  حسن اردستاني و همكاران    ... با  موريوم تيفيتشخيص سريع و اختصاصي سالمونلا 
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   مورد استفاده كاوشگر و آغازگرهاژن هدف،  -2-6
 بـاكتري سـالمونلا     Oژن    كه مسئول بيوسنتز آنتـي    ،  rfbژن  
 ـ     انتخاب   PCR به عنوان توالي هدف      ،است  رمو با استفاده از ن

ورد ــ مگرـكاوشها و رــآغازگ DNAsis و Oligo 5زارهاي ـاف
  تـ فرادســرــــآغازگ. يز گرديــدـي و آنالـــر طراحـــنظــ

 )'3'-AGAATATGTAATTGTCAG-5 ( ــازگرو  آغــــ
در ) TAACCGTTTCAGTAGTTC-5-'3'( فرودســـــت

ر ــ ـه منج ـرفت ك ـ ــ ـرار گ ــتفاده ق ـورد اس ـ م PCRنش  ـواك
 رايــــب. دــــازي شــــب  تــــ جف882ه ـر قطعــــــه تكثيــــب

 دهـي ش ـ ـــ ـ طراح گرـــ ـكاوش از   PCRول  ـــد محـص  ــتأيي
)'3'-AGTTATCAATTGATTCTGC-5 (گرديد تفادهسا .

 5' بـوده و در انتهـاي        rfb مكمـل قـسمتي از ژن        كاوشگراين  
 بـه وسـيله   اين اليگونوكلئوتيـدها    . باشد  داراي نشان بيوتين مي   

  .  ساخته شدندLife Technologies شركت
  

   PCRواكنش  -2-7
 ميكروليتــر انجــام 50 بــراي حجــم نهــايي PCRواكــنش 

 200، آغــازگر ميكرومــول از 3/0هــر واكــنش شـامل  . گرفـت 
 ،dATP  ،dCTP  ،dGTP ميكرومول از يكي از نوكلئوتيدهاي    

 ژنـين  ديگوكـسي   از مول ميكرو dTTP  ،10 از   مول ميكرو 190
)Rosh Diagnostics( ،5/1 از آنــزيمواحــد Taq يمــراز پل 
)Cinnagen(  ،5    بـافر  ميكروليتر از X10 PCR    5/1، غلظـت 

 ژنـومي   DNAهاي متفاوت از      و غلظت  MgCl2مولار از   ميلي
در واكنـشي ديگـر بـه       ).  پيكـوگرم  2/0  نانوگرم تـا   20از  ( بود

 هـاي مختلفـي از بـاكتري       ژنومي، رقت  DNAجاي استفاده از    
.  قرار گرفت  مورد استفاده )  سلول در هر واكنش    1 تا   1500از  (

 واسرشـتگي :  عبـارت بـود از    PCR چرخـه نحوه اجـراي هـر      
(Denaturation)     گراد به مدت    درجه سانتي  94 اوليه در دماي

 درجـه  94در دماي  واسرشتگي   چرخه   30 تا   5 دقيقه، سپس    3
د و تكثيـر در  گرا درجـه سـانتي  60اتصال در دمـاي   گراد،سانتي

و نهايتـاً   )  ثانيه 30هر يك به مدت     (گراد   درجه سانتي  72دماي  
واكـنش  .  دقيقـه 5گراد به مدت  درجه سانتي72در دماي  تكثير

PCR ــت  چرخــه 30 و 8 در ــام گرف ــور مجــزا انج ــه ط  5.  ب
 2هـاي ژل      درون چاهـك   PCRميكروليتر از محصول واكنش     

به . اتيديوم برومايد الكتروفورز شدند  5/0ρg/ml درصد حاوي
ــصول     ــدازه مح ــين ان ــور تعي ــشاPCRمنظ  100bp نگر از ن

(ladder plus)   سـاخت شـركت Fermentas  اسـتفاده شـد  .
مـاوراي بـنفش     بعد از الكتروفـورز، زيـر نـور          PCR محصول

(Ultraviolet: UV)تــصوير ژل بــا  ســپس مــشاهده شــد و 
 (Gel Document) اســــتفاده از دســــتگاه ژل داكيومنــــت

(BioRad, Hercules)تهيه گرديد  .  
  

   PCR ار شدهد شناسايي محصولات نشان -2-8
 با و   ژنينديگوكسيدار شده با      شناسايي محصولات نشان  

 PCR-ELISA, DIG Detection  شناسـايي استفاده از كيـت 
)Boehringer Mannheim, German (اين   به. انجام گرفت

دار، بـا      نـشان  PCR ميكروليتـر از محـصولات       10 ،منظور
  X1SSC ســازي  ميكروليتــر از محلــول دورگــه  90

(Sodium chloride-Sodium citrate Buffer)  ــا  6/0ب
 15دار مخلـوط اضـافه و بـه مـدت             نشان كاوشگرپيكومول از   
ــه در  ــانتي95دقيق ــا ايجــاد  گراد  درجــه س ــرار داده شــد و ب ق

 بـه وسـيله   هاي ميكروتيتر كه قبلاً هاي مختلف در چاهك    رقت
ــود   ــده ب ــانده ش ــترپتواويدين پوش ــد ،اس ــل گردي  100 ( منتق

ليتـر بـافر       ميكروگرم در ميلـي    5/2 استرپتواويدينميكروليتر از   
PBS (Phosphate Buffered Saline) 01/0  4/7  مـولار بـا pH= 

 .)گراد انكوبه شـد   درجه سانتي  4فه گرديد و در دماي      به هر چاهك اضا   
گراد قـرار   درجـه سـانتي    65 ساعت در دماي     يكسپس به مدت    

 05/0 حـاوي    PBS به وسـيله  ها  چاهك.  تا خشك شوند   گرفت
مقدار .  شستشو داده شدند   20 (PBST) (Tween) درصد تويين 

 دار بـا    ژنـين نـشان   بـادي ضـد ديگوكـسي        ميكروليتر از آنتي   100
هـا    به هر كدام از چاهـك      PBST در   2500/1پراكسيداز با رقت    

ـــ ميك100دد، ـپــس از شستــشوي مجــ. شــداضــافه  يتر از ـرول
 فنيل ديـامين    -Oگرم     ميلي 2 ((Substrate) ستراــول سوب ـمحل

(OPD)  5 ابليتر بافر سيترات فسفات   ميلي5 در pH=    بـه همـراه  
  



  1386، بهار 1، شماره 10دوره     مجله علوم پزشكي مدرس 
 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

٥٥  

و بـه   به هر چاهـك اضـافه       %) 30 ميكروليتر از آب اكسيژنه      5/2
 بـراي .  دقيقه در اتاقـك تاريـك نگهـداري شـد          15 تا   10مدت

 مـولار   5/1 ميكروليتر اسيد سـولفوريك      100توقف واكنش از    
 يــزا ســنجش الا اســتفاده ازجــذب نــوري بـا . اسـتفاده گرديــد 

(ELISA Reader)) DYNEX Technologies ( نــانومتر 490در 
 سپس با اسـتفاده از نتـايج نورسـنجي ميـزان سـطح           . خوانده شد 

  ]. 24[ تعيين گرديد (cut off) حداقل
  

  ELISA و PCR سازي روش  بهينه-2-9
هـاي     جفت بازي، غلظت882سازي تكثير قطعه      براي بهينه 

 و dNTPs، ميـزان    )مـولار    ميلـي  5/3 تا   MgCl2) 5/0مختلف  
 درجـه   62 تـا    58(هـا   آغازگرهمچنين دماهاي مختلف اتصال     

نيز مـدت    الايزادر روش   . مورد بررسي قرار گرفت   ) گرادسانتي
دار در     نـشان  PCR محصول   (Incubation) زمان انكوباسيون 

سازي، ميزان تـويين مـورد اسـتفاده و همچنـين             محلول دورگه 
، بـه   دار با پراكـسيداز     ژنين نشان ضد ديگوكسي بادي    تيرقت آن 

  .منظور دستيابي به بهترين نتايج آزمايش گرديد
  

   بررسي تكرارپذيري آزمايش-2-10
  طور جداگانه، در روزهاي متفاوت و با   بار به6ها  آزمايش

همچنين در يـك روز، آزمـايش     . شرايط يكسان انجام پذيرفت   
   شـرايط يكـسان انجـام و نتـايج           جداگانه و مـواد و     ظرف 6با  
  

  . مورد بررسي قرار گرفت

  نتايج -3
  كاوشگرها و آغازگربررسي  -3-1

 نـشان داد كـه      موريـوم    تيفـي  باكتري سالمونلا    rfbآناليز ژن   
 سـالمونلا همخـواني     هاي  گونهنواحي خاصي از اين ژن با ساير        

ب  نواحي انتخـا   روي اين  از   كاوشگرها و   آغازگر بنابراين ؛ندارد
 فرادست و فرودست به ترتيب از موقعيـت         آغازگرتوالي  . شدند

ــي897-880 و 15-32 ــده آنت ــتج شــدOژن   ژن كدكنن ــد ه  من . ان
 طراحـي شـده در ايـن تحقيـق نيـز برگرفتـه از تـوالي                 كاوشگر

هـاي  آغازگراستفاده از . باشد   ژن هدف مي   209-191نوكلئوتيدي  
 بـاكتري   جفـت بـازي از  882اختصاصي منجر بـه تكثيـر قطعـه       

  بـودن   بررسـي اختـصاصي    بـراي . شـد  موريـوم   تيفـي سالمونلا  
 غير سـالمونلا و همچنـين       هاي  گونههاي طراحي شده از     آغازگر
  در نتيجـه    استفاده شد كـه    موريوم   هاي سالمونلاي غير تيفي      گونه

  ).1شكل ( هيچ باندي بر روي ژل آگارز مشاهده نشد
ورد اسـتفاده   م موريوم   تيفي ژنومي سالمونلا    DNAحداقل  

 آميزي شده با    يتي روي ژل آگارز رنگ    وكه باند قابل ر   ،  PCRدر  
همچنـين نتـايج   .  بـود  200ρg ،نمـود  اتيديوم برومايد ايجـاد مـي  

PCR       چرخـه   30 سـلول بـاكتري بـا        250 با استفاده از حـداقل 
PCR       چرخـه   8بـا اعمـال     .  بـود  مشاهده بر روي ژل آگارز قابل 
PCR2شكل  ( آگارز مشخص نشد نيز هيچ باندي بر روي ژل( .  

  

  موريوم  تيفي جهت تشخيص سالمونلا PCRبررسي اختصاصيت واكنش  1شكل                          
  

  از جفت بازي PCR 882محصول : 2رديف ؛)DNA) DNA ladder 100bp نشانگر اندازه :1رديف                  
   جداسازي گونه جفت بازي از PCR 882 محصول :3رديف ؛موريوم   تيفياستاندارد سالمونلا گونه                   
   ،Aپاراتيفي هاي سالمونلا  استفاده از باكتري:11-4رديف ؛ باليني از نمونه موريوم  تيفيشده سالمونلا                   
   ولگاريس و انتروباكتر آئروجنز ؛ پروتئوسانتريتيديس، اشيرشياكلي، شيگلا ديسانتري، كلبسيلا پونومونيا،                    
  PCRبه عنوان الگوي                   
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   با استفاده از سلول باكتريموريوم   جهت تشخيص سالمونلا تيفيPCR بررسي حساسيت واكنش 2شكل

  هاي مختلف   رقتPCRنتايج  :7-2رديف؛ )DNA) DNA ladder 100bpنشانگر اندازه : 1رديف
  نتايج :12-8رديف؛ PCRرخه ـ چ30با اعمال )  سلول2000-1000-500-250-125-65(اكتري سلول ب

 PCRچرخه 8با اعمال )  سلول2000-1000-500-250-125(هاي مختلف سلول باكتري   رقت PCR  
  

   PCR-ELISAگيري حساسيت اندازه -3-2
 كـه   ، ژنومي و آلودگي را    DNAترين حد   ينياين آزمايش پا  

 شناسـايي   PCR-ELISAمحيط كـشت خـالص بـا        توان در    مي
 DNA رقـت مختلـف از   12در اين تحقيق   .  مشخص نمود  ،كرد

)  سـلول  500 تـا    1از  (  رقت از محيط كشت بـاكتري      7ژنومي و   
روش نتـايج حاصـله نـشان داد كـه حـد تـشخيص         . بررسي شد 

 DNAاز  fg 200مورد استفاده براي شناسـايي سـالمونلا تيفـي    
 سـطح   در اين آزمـايش ميـزان     . تري است  سلول باك  10ژنومي و   

محاسبه گرديد و در بررسي نتايج مورد استفاده قـرار          % 2حداقل  
 200 منـتج از  (Optical Density)  جذب نـوري ميزان. گرفت

 ســطح حــداقل ســلول بــاكتري، بــالاتر از نقطــه 10فيكــوگرم و 
با بررسي آماري آزمون درون سـنجش و بـين سـنجش        . باشد  مي

ري در نتايج حاصله از تكرار آزمـايش در شـرايط        دا  تفاوت معني 
  ).3تا 1نمودارهاي (مختلف ديده نشد 

  

   PCR-ELISA  بودن روشاختصاصي -3-3
  هـاي    روش تشخيصي با اسـتفاده از گونـه   اختصاصي بودن 

  

هـا مـورد بررسـي قـرار          باكتري مشخص شده در مواد و روش      
 ميـزان جـذب نـوري حاصـل از      نتيجـه نـشان داد كـه      .گرفت
 بـيش از حـد مقـادير        ،موريوم   تيفيهاي باكتري سالمونلا      نمونه
هـاي     در حالي كه جذب نوري بـاكتري       ؛هاي واكنش بود   كنترل

  . )4نمودار  ( تعيين شد52/0  و0تر از  ديگر پايين
  

  هاي غذايي  در نمونهموريوم  شناسايي سالمونلا تيفي -3-4
ايي  نمونه غذ20 آمده از بررسي   دست  به PCRمحصولات  

 بر روي ژل آگارز و      موريوم   تيفيآلوده شده به سالمونلا     ) شير(
 مورد بررسـي قـرار      (DIG-ELISA) الايزا ـ   ديگ همچنين با روش  

 و PCR-ELISAدسـت آمـده از روش    با مقايسه نتـايج بـه     . گرفت
هـاي     روش روش تشخيص مرسوم مبتنـي بـر كـشت ميكروبـي و           

 ـ      يبيوشيم  امـا آنچـه     ؛شدايي، هيچ تفاوتي تشخيصي مـشاهده ن
مسلم است مدت زمان دستيابي بـه نتيجـه روشـن و دقيـق در           

دوم  به مراتب كمتر از روش       ، بكار رفته  PCR-ELISAروش  
تلقـيح  ،  هاي غذايي كه     نمونه PCR-ELISAهمچنين نتايج   . بود

  ). 5نمودار (  منفي بود،باكتريايي در آنها صورت نگرفته بود
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  موريوم  تيفي با استفاده از نمونه سلول باكتري سالمونلا PCR-ELISA حساسيت روش تعيين  1نمودار             

  

    
  

  موريوم   ژنومي باكتري سالمونلا تيفيDNA با استفاده از نمونه PCR-ELISAتعيين حساسيت روش  2نمودار           

  

  
 
 
 
 
 
 
 
 

   SPSS 10 بر حسب تعداد سلول باكتري با استفاده از نرم افزارموريوم  تيفي جهت تشخيص سالمونلا PCR-ELISAكنش وا) 2(و برون سنجش) 1( درون سنجشآزمون بررسي نتايج  3نمودار
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  موريوم    جهت تشخيص سالمونلا تيفيPCR-ELISAبررسي ويژگي روش  4نمودار 

  
 

  

  
   PCR-ELISA  به روشموريوم جهت وجود سالمونلا تيفي  بالينيهاي مواد غذايي و نمونه  بررسي نمونه 5نمودار         
   بررسي- 3 ؛موريوم  ذايي آلوده شده با سالمونلا تيفيـهاي غ اصله از بررسي نمونهـ نتايج ح- 2 ؛كنترل منفي واكنش -1   
  ؛بالينيهاي   از نمونه جدا شدهموريوم   يـ نمونه سالمونلا تيف- 4؛ موريوم  يـمواد غذايي بدون تلقيح باكتري سالمونلا تيف   

  )موريوم  تيفي استاندارد سالمونلا گونه(  كنترل مثبت-6؛ موريوم  تيفي سالمونلا غير بالينيهاي   نمونه-5   
  

  هاي جدا شده از كشت مدفوع  بررسي نمونه -3-5
هـاي تـشخيص       نمونه كشت مـدفوع آزمايـشگاه      20تعداد  

  طبــي جمـــع آوري گرديـــد و بــه كمـــك روش كـــشت و  
 PCR-ELISA     از ايـن تعـداد بـه      .  مورد بررسي قرار گرفتنـد

بـا بررسـي   .  مورد مثبت گزارش شـد 7 ،روش كشت ميكروبي  
ــه ــه روش  نمون ــا ب ــاً PCR-ELISAه ــز مجموع ــورد 7 ني  م

  ). 5نمودار(  شناسايي و تأييد گرديدموريوم  تيفيسالمونلا 
  

  بحث -4
ونلا هاي سالم   ترين گونه    يكي از مهم   موريوم   تيفيسالمونلا  

 از راه غـشاهاي     و  بـوده  درون سلولي اختيـاري   است كه انگل    
سـبب ايجـاد    اين بـاكتري    . ]5  [كند مخاطي به ميزبان حمله مي    

تـرين راه انتقـال     شود و اصلي    هاي دستگاه گوارشي مي     بيماري
 باشـد   آن به وسيله آب، گوشت، تخم مرغ و غذاهاي خام مـي           

 مشترك بين انـسان  هاي عفوني  سالمونلوز از بيماري  . ]25-27[
 ،باشــد و افــزايش شــيوع آن بــين انــسان و حيــوان  و دام مــي

چنـدان  هـاي اخيـر، اهميـت بيمـاري را دو      مخصوصاً در دهـه   
هاي نظارتي     برنامه ،براي جلوگيري از آلودگي سالمونلا    . نمايد مي

سـالمونلا  تـشخيص بـاكتري     . ]20-4 [و غربالي مورد نياز است    
  افـراد واجـد گاسـتروانتريت      بـاليني هاي     در نمونه  موريوم   تيفي

(Gastroenterit)       آنها  به وسيله  و نمونه غذاهاي مصرف شده 
. تواند كمك بزرگي در حفظ و كنترل شيوع اين عامل باشد            مي

بــه  موريــوم  ها، از جملــه ســالمونلا تيفــيشناســايي ســالمونلا
وقـت   روز   5 تـا    4  بـه  بر بوده و   زمان شناسي  هاي باكتري   روش
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٥٩  

هاي مورد بررسـي     هنگامي كه تعداد نمونه    مخصوصاً ؛نياز دارد 
  . ]15،28،29[شود   اين نقاط ضعف بيشتر آشكار مي،زياد باشد

 بـراي هـاي تـشخيص مولكـولي         هاي اخيـر روش     در سال 
 از جملـه سـالمونلا      ،هـا   هـاي بـاكتري     شناسايي و بررسي گونه   

 شــدبا  از آن دســته مــيPCRابــداع گرديــده اســت كــه روش 
، ههــا ســريع و حــساس بــود ايــن گونــه روش. ]9،14،30،31[

بنابراين كمك بسيار زيادي در زمينه كنترل آلـودگي محـسوب           
 معـايبي از  ، با وجـود متـداول بـودن آن   PCRروش  . ندوش  مي

 آشكارسازي محصولات   برايجمله استفاده از اتيديوم برومايد      
  . تكثير شده را داراست

PCR-ELISA  هاي موجود     از محدوديت   توانسته بسياري
 مرسوم و متـداول را  PCR از جمله ،هاي ديگر و معايب روش 

توانـد   اين روش اختصاصي و سـريع بـوده و مـي   . مرتفع سازد 
هـاي    مديريت كيفيت محصولات غذايي را در مقايسه با روش        

هـاي بـارز ايـن روش         از ويژگـي  . بخـشد   بهبود شناسي  باكتري
هـا    زمان تعداد زياد نمونه   ز هم توان به امكان آنالي     تشخيصي مي 

 خانـه اشـاره كـرد كـه بـه      96هـاي    ظـرف با اسـتفاده از ميكرو    
هـا بـسيار كـاربرد خواهـد        گيريخصوص در زمان شيوع همه    

ــه . ]22-20 [داشــت ــن مقال ــرايدر اي ــالمونلا ب ــايي س  شناس
هـاي     كه يكي از عوامل ايجـاد كننـده مـسموميت          ،موريوم   تيفي

ژن كـد   .  اسـتفاده شـد    PCR-ELISA از روش    ،غذايي اسـت  
 به عنوان تـوالي     موريوم   تيفي باكتري سالمونلا    Oژن    كننده آنتي 

هـاي     گونـه هدف انتخاب گرديد كه عدم واكنش متقاطع ساير         
  بـودن   اختصاصي ،هاي مورد استفاده  آغازگربكار گرفته شده با     

  . روش و توالي ژني هدف را تأييد نمود
ه بـر روي شناسـايي       همـين گـرو    به وسيله در تحقيقي كه    

 ، انجـام گرفـت  PCR-ELISA به روش   موريوم   تيفيسالمونلا  
 ژنـومي و تعـداد      DNA پيكـوگرم از     5/2حد تشخيص روش    

 سـازي  آلودههمچنين از روش    .  سلول باكتري تعيين گرديد    20
امـا نتـايج   . ]32-27 [نمونه مواد غذايي نيز استفاده نـشده بـود        

 حساسيت  ،با گزارش قبلي   در مقايسه    ،حاصله از تحقيق كنوني   
اي كـه كمتـرين مقـدار          بـه گونـه    ؛دهـد  بيشتري را نـشان مـي     

 سـلول بـاكتري     10 ژنومي و    DNA نانوگرم از    1تشخيص به   

همچنـين فراينـد تـشخيص بـا اسـتفاده از           . كاهش يافته است  
آميـز بـود     هاي مواد غذايي نيز موفقيت      سازي نمونه  روش آلوده 

ي نمـودن روش تـشخيص   ثر در فراينـد كـاربرد     ؤكه گـامي م ـ   
PCR-ELISA           در صنايع غذايي و مراكز كنترل كيفـي كـشور 

هـاي مـدفوع      در تحقيق ديگري نيز كه بر روي نمونه       . باشد  مي
 در تشخيص مـستقيم  روش امكان استفاده از اين     گرفت،انجام  

 در ايران بالينيهاي   در نمونه(Vibrio cholerae) ويبريوكلرا
  . ]33 [به اثبات رسيد

هاي گوشتي     و همكاران نيز از نمونه     (Malorny)ورني  مال
 بررسي  براي ،كه به روش مصنوعي با سالمونلا آلوده شده بود        

ــه روش   ــشخيص ب ــد PCRت ــتفاده كردن ــين . ]10 [ اس همچن
 و همكــاران نيــز چنــين روشــي را بــراي (Gilbert)گيلبــرت 

سبزي و محـصولات لبنـي بكـار     هاي غذايي شامل ميوه،  نمونه
ر تحقيق آنها نيز نتايج حاصله از روش كشت بـاكتري           د. بردند

 همخواني كاملي با هـم  PCRهاي آلوده شده و روش       از نمونه 
 در مقايسه بـا     PCRآنها نيز سرعت بيشتر روش      ضمناً  . داشت

  . ]34[كردند تأييد فرايندي كشت ميكروبي را در چنين 
هـاي     شناسـايي نمونـه    بـراي  و همكـاران     (Perelle)پيرل  

 Real time PCR و PCR-ELISA نلا در شير و گوشت ازسالمو
كـه در جـنس سـالمونلا مـشترك         ،  invAژن  . استفاده نمودند 

ــود  ،اســت ــوالي هــدف انتخــاب شــده ب ــوان ت ــه عن وي و .  ب
 بــاكتري از كــشت خــالص 10همكــارانش توانــستند حــداقل 

 نيرمالو. ]20[ شناسايي كنند    PCRسالمونلا را در هر واكنش      
هـاي    نمونه و استفاده ازReal time PCR روش و همكارانش با

 سـلول   5حـداقل   ،  PCRغذايي آلـوده شـده در هـر واكـنش           
اما بايد توجه داشت    . ]35[كردند  باكتري سالمونلا را شناسايي     

 به علت استفاده از مواد فلورسنت Real time PCRكه روش 
؛ ضمن  تر است  تر و پرهزينه    گران PCR-ELISAدر مقايسه با    

 و حــساسيت نيــز تفــاوت  بــودناز لحــاظ اختــصاصيآنكــه 
  .  نداردPCR-ELISAآشكاري با روش 
 rfbS و همكــــاران از ژن (Luck)لــــوك در تحقيــــق 

بـراي غربـالگري     (Lipopolysaccharide)سـاكاريد    پليليپو
  سالمونلا اسـتفاده Dتشخيص سريع گروه    و  هاي مدفوع     نمونه
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 ـ 10حد تشخيص ايـن تحقيـق نيـز شناسـايي           . شد اكتري در   ب
. ]36[همخـواني دارد    ايـن بررسـي     هرنمونه بود كه بـا نتـايج        

ــين  ــازو همچن ــساسيت روش (Manazo)مان ــست ح -PCR توان

ELISA  5/4را براي شناسايي سالمونلا در نمونه غذايي بهfg  
كاهش دهد كه بـالاترين حـساسيت تـشخيص گـزارش شـده             

  . ]37 [ استPCR-ELISA و PCRسالمونلا به روش 
طـور كـه در نتـايج         همـان  ،اهش زمـان تـشخيص    ك ـبراي  
 مـدت زمـان اجـراي برنامـه         ،قبلي نيز اشاره شده   هاي    گزارش
همچنـين  . ]38 [يافـت كـاهش    به كمترين ميـزان      PCRزماني  
 نيـز بـا     PCR چرخـه  30 و   8از  دست آمـده      به محصولنتايج  
 8هرچنــد محــصول مــذكور از .  بررســي شــدELISAروش 
باشـد، ولـي ايـن     يـت نمـي  ؤ رگارز قابل در ژل آ PCR چرخه

بنابراين .  كاملاً قابل شناسايي است    ELISAمحصول از طريق    
را مورد  دست آمده      محصول به  چرخه 8توان فقط با اعمال       مي

توان به مـدت      مي زمان تشخيص را     رو   از اين  ؛ارزيابي قرار داد  
يك سـاعت كـاهش داد، ضـمناً اينكـه اسـتفاده مـوادي ماننـد              

dNTPs ،و آنزيم ها آغازگرTaqرسد مراز به حداقل مي  پلي .  
 نـسبت بـه ژل آگـارز        PCR-ELISAارزيابي بيشتر نتايج    

، PCR-ELISAمشخص نمود كـه حـساسيت انـدازه گيـري           
 اين در حالي    ؛ برابر بيشتر از الكتروفورز ژل آگارز است       1000

 برابــري 100اســت كــه در تحقيــق قبلــي افــزايش حــساسيت 
 PCR-ELISA صــه، روشبــه طــور خلا. شــده بــودتجربــه 

 و حساسيت بالايي داشته و اسـتفاده از آن بـه           بودن اختصاصي
 به ميزان زيادي حـساسيت انـدازه گيـري را           ،جاي الكتروفورز 

هـاي    قابليـت ماشـيني كـردن روش      همچنـين   . دهد افزايش مي 
PCR   و ELISA  ،   استفاده از اين روش     ،اتوماتيكبا تجهيزات 

  بـودن د با سرعت و اختـصاصي هاي زيا  را براي آزمايش نمونه   
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