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 چكيده
گوشت به . تواند عوارض مختلفي را در دستگاه گوارش ايجاد كند سالمونلا يكي از مهمترين عوامل عفونت غذايي است كه مي   

آلودگي در اين مطالعه براي بررسي ميزان  .عنوان يكي از مهمترين عوامل انتقال عفونت سالمونلايي در انسان شناخته شده است
هاي عرضه گوشت سنندج در شرايط استريل  ها و فروشگاه نمونه گوشت گاو تازه توزيع شده در سطح قصابي 60سالمونلايي، 

به منظور تشخيص . مورد ارزيابي قرار گرفت PCRو براي جداسازي سالمونلا كشت داده شده و نتايج با استفاده از برداري شده  نمونه
با استفاده از روش  انتريتيديسو  تايفي موريومهاي  شده به عنوان جنس سالمونلا و تفريق گونه هاي جداسازي تائيدي كلني

Multiplex-PCR   ١٣٨از سه جفت پرايمر شاملS،S141  اختصاصي ژنInvA پرايمرهاي ،Flil5 ،Tym  اختصاصي ژنfliC  و پرايمرهاي
Prot6e-5  ،Prot6e-6  اختصاصي ژنProt6E  مورد استفاده  انتريتيديس و موريوم تايفيهاي  جنس سالمونلا، گونهبه ترتيب اختصاصي
 PCRآلوده به سالمونلا بودند، در حالي كه بر اساس آزمايش %) 20(نمونه  12در مجموع نتايج حاصل از كشت ميكروبي  .قرار گرفت
ها آلوده  از نمونه%) 6/6(مورد  4. ص داده شدندها آلوده به سالمونلا تشخي از نمونه%) 6/11(مورد  7هاي حاصله در نهايت  روي جدايه

اين مطالعه نشان داد كه %). 0(جدا نشد سالمونلا انتريتيديس ها  تشخيص داده شدند و از هيچكدام از نمونه سالمونلا تايفي موريومبه 
 .باشد ميزان شيوع آلودگي سالمونلايي در گوشت تازه گاو توزيع شده در سطح سنندج بالا مي

  

  Multiplex PCR، سالمونلا تايفي موريوم، سالمونلا انتريتيديس، گوشت گاو :هاي كليدي واژه
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 مقدمه
يكي از عوامل مهم عفوني در ايجاد عفونت  سالمونلا   

مواد غذايي با منشاء دامـي منبـع   . باشد غذايي در دنيا مي
هاي مختلف سالمونلا بـوده   مناسبى براي رشد سروتيپ

هايي از قبيـل گوشـت گـاو، ماكيـان و     كه از اين رو غذا
سـالمونلاهاي   هاي گوشتي منشاء ايجـاد كننـده   فرآورده

ــي ــدي در انســان م  ,.Ziemer et al).باشــند  غيرتيفوئي

سـالمونلا   و سـالمونلاتايفي هايي ماننـد   سروتيپ (2003
هـاي   بيشتر با انسان سازگار بـوده و در ميزبـان  پاراتايفي 

 ,.Nosrat et al).كننـد   غير انساني بيمـاري ايجـاد نمـي   

هاي  به عنوان سويه سالمونلاهاي  بعضي از سويه (2012
توانند بهداشت عمـومي   شوند كه مي مشترك نام برده مي

هـاي مقـاوم و   سالمونلارا تهديد نمايند و احتمال انتقال 
هاي باكتريايي مشترك بـين انسـان و دام را    ديگر پاتوژن

). (Saroj et al., 2008; Abubakar., 2007باعث شـوند  
و  سالمونلا انتريتيـديس در آمريكا و كشورهاي اروپايي 

هــاي مختلــف  در مقايســه بــا ســروتيپ تــايفي موريــوم
 .نقش بيشتري را در ايجاد عفونت غذايي دارند سالمونلا
در انسان به صورت گاستروآنتريت،  سالمونلاييآلودگي 

كنـد   تب تيفوئيد و گاهي اوقات سپتي سـمي بـروز مـي   
)Ahmadi et al., 2009.(  هـاي آلـوده بـه     شناسـايي دام

ها،  هاي سالمونلايي و جدا كردن آنها از ساير دام عفونت
نظارت كامل بر بازرسي قبل از كشتار، مراحـل مختلـف   

داري گوشــت و  كشــتارگاهي، نحــوه توزيــع و نگــه   
ــرين روش  ــاطعي از مهمت ــودگي تق ــوگيري از آل ــا  جل ه

شـيوع عفونـت غـذايي را در     تواند ميزان باشد كه مي مي
 .(deFreitaset al., 2010)كننـده كـاهش يابـد     مصـرف 

شناسايي سالمونلا در گوشت و بسياري از مواد غـذايي  

گـردد،   به طور معمول از طريق كشت ميكروبي انجام مي
بـر و دقـت و حساسـيت كـافي را      ها زمان اما اين روش

ــد  ــا كشــف  . (Ziemer et al., 2003)ندارن ــروزه ب ام
هاي سريع تشخيصي مولكولي ايـن مشـكلات تـا     روش

بـه منظـور  افـزايش    . حد زيادي مرتفـع گرديـده اسـت   
هاي ديگري  ويژگي و كاهش زمان انجام آزمون از روش

هـا از   هاي مربوط بـه ايـن ارگانيسـم    مانند جستجوي ژن
ــق روش  ــتفاده   PCRطري ــدي اس ــوان روش تائي ــه عن ب

  . شود مي
ه ارزيـابي درصـد آلـودگي    هدف از انجام اين مطالع ـ   

ــابي    ــطح قص ــده در س ــع ش ــاو توزي ــت گ ــا و  گوش ه
هاي سنندج با استفاده از روش كشت استاندارد  فروشگاه

با اسـتفاده   Multiplex-PCRمرسوم و تأئيد آن با روش 
از پرايمرهاي اختصاصي جنس سـالمونلا و پرايمرهـاي   

ــه  ــي گون ــاي  اختصاص ــوم ه ــايفي موري ــالمونلا ت و  س
  .بود  انتريتيديس

  
  ها  مواد و روش

نمونـه گوشـت گـاو از نقـاط سـر       60در اين مطالعه    
هـا و   گاه به صورت تصادفي از قصابي دست، ران و قلوه

هاي عرضه گوشت سطح شهرستان سـنندج در   فروشگاه
بـرداري و در مجـاورت يـخ بـه      شرايط اسـتريل نمونـه  
هـاي   گـرم از نمونـه   25مقدار . آزمايشگاه ارسال گرديد

هاي حاوي  شده را بعد از يكنواخت كردن به بطري اخذ
ــر   225  )Lactose Broth )Merck, Germanyميلــي ليت

درجـه   37سـاعت در    48تـا   24انتقال داده و به مدت 
زدن  بعــد از بهــم. گــذاري شــدند خانــه سلســيوس گــرم

ليتـر از هـر بطـري بـا رعايـت       ميلي 1ها به ميزان  بطري
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محـيط   ليتـر  ميلي 10توي هاي مح شرايط استريل به لوله
) Selenite Cystine Broth )Merck, Germanyكشــت 

 Selenite Cystine Brothهاي حـاوي   منتقل، سپس لوله
ســـاعت  24درجـــه سلســـيوس بـــه مـــدت  37را در 

هـاي كـدر    لوله (Jamshidi, 2011).گذاري شدند  گرمخانه
در مرحله دوم به وسيله ورتكس تكـان داده شـده و بـا    

هاي حاوي محيط كشـت   ز لوپ تلقيح در پليتاستفاده ا
ــابي  ــد انتخ  ,salmonella shigella agar )Merckجام

Germany ( درجـه سلسـيوس    37كشت خطي داده و در
بـراي  . گذاري شـدند  ساعت گرمخانه 48تا  24به مدت 

هاي با مركز سياه حاصله را بـر روي محـيط    تأئيد كلوني
 TSI (triple Sugar Iron agar) ،LIA هاي افتراقي كشت

(Lysine Iron agar)  وUrea Agar كشــت داده شــد .
مثبت و لايزين  H2Sهاي اوره منفي، لاكتوز منفي، نمونه

 ,Jamshidi(مثبت به عنـوان سـالمونلا فـرض گرديدنـد     

2011; Lukinmaa, 2004.( 
  

 DNA  استخراج
ميلـي   5/1هاي خالص شـده را بـه    هر كدام از كلوني   

ــر  ــال داده و  Lactose Brothليت ــاعت در 24انتق  37س
گذاري كـرده و سـپس بـا دور     خانه درجه سلسيوس گرم

دقيقه سانتريفيوژ كرده و در مرحله بعـد   10براي  7500
 5ميكروليتــر بــافر پروتئــاز و  100بــه رســوب حاصــله 

ميكروليتر پروتئاز اضافه و به طور كامل به همـزده و بـه   
ميكروليتـر   100. دقرار داده ش C˚55دقيقه در  30مدت 

ميكروليتـر از محلـول ليزكننـده     400از هر نمونـه را بـا   
در . ثانيـه ورتكـس شـد    20تـا   15مخلوط كرده و براي 

دهنده را بـه   ميكروليتر از محلول رسوب 300مرحله بعد 
مخلوط اضافه كرده و به وسيله حركت دوراني به مدت 

 درجه سلسيوس -20ثانيه مخلوط شد و در دماي 5تا  3
براي  12000سپس در دور . دقيقه قرار داده شد 20براي 

دقيقه سانتريفيوژ شده و مايع رويـي خـالي كـرده و     10
يك ميلي ليتر بافر شستشو به رسوب حاصـله اضـافه و   

دقيقـه در دور   5ثانيه مخلوط شد و به مـدت   3-5براي 
سانتريفيوژ شد، سپس بافر شستشـو را بـه طـور     12000

درجه سلسيوس  65دقيقه در  5براي كامل خالي كرده و 
 30مـاده تـه نشـين در    . قرار داده شد تـا خشـك شـود   

ميكروليتر از بافر حل كننده به وسيله تكـان دادن آرام و  
دقيقه به  5درجه سلسيوس براي مدت  65قرار دادن در 

مواد غيرمحلـول بـا سـانتريفيوژ بـه     . طور كامل حل شد
ماده شـناور  . شد ته نشين 12000ثانيه در دور  30مدت 

بعـد از   DNAغلظت . خالص است  DNAرويي حاوي 
درصد اندازه  1الكتروفورز در روي ژل الكتروفورز تازه 

  .گيري شد
  

   PCRآزمايش مولتي پلكس
 :ميكروليتـر شـامل   25در حجـم نهـايي    PCRتست    

PCR buffer )l5/2( ،TaqDNApolymerase )l5/0 (
)Fermentase(،MgCl2 )l5/1( ،dNTPs )l1( ــر ، هــ

) l1(به ميـزان  پيكو مول  10كدام از پرايمرها با غلظت 
، )l3(استخراج شده از هـر نمونـه بـه ميـزان      DNAو 

زدايي شده بـه حجـم    مخلوط واكنش با افزودن آب يون
را مـورد   invAپرايمرهايي كـه ژن   .ميكروليتر رسيد 25

دهــد اختصاصــي جــنس ســالمونلا و  هــدف قــرار مــي
را مـورد هـدف    Prot6Eو  fliC هـاي  ايمرهايي كه ژنپر

تـايفي  دهند به ترتيب اختصاصـي سـرووارهاي    قرار مي
 ,.DeFreitaset al)باشــند  مــي انتريتيــديسو  موريــوم

ــه     .(2010 ــا برنام ــايكلر ب ــدف در ترموس ــر ژن ه تكثي
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 95هاي حرارتي شـامل مرحلـه شـروع در دمـاي      سيكل
 94سيكل شـامل   35دقيقه،  5به مدت  درجه سلسيوس
 درجه سلسـيوس  56ثانيه،  60به مدت  درجه سلسيوس

ثانيـه   30به مـدت   درجه سلسيوس 72ثانيه،  30به مدت

بـه مـدت    درجه سلسـيوس  72و مرحله بسط نهايي در 
در ايـن بررسـي از نشـانگر    . دقيقه صـورت گرفـت   10
bp100       جهت مشـخص نمـودن انـدازه بانـدها اسـتفاده

  ).Jamshidi, 2011(گرديد 
  
  

  

  (Soumet, 1998) تايفي موريوم و انتريتيديس سالمونلا سالمونلا و سرووارهاي جنس مشخصات پرايميرهاي مورد استفاده جهت تشخيص : 1جدول
 اندازه محصول 

(bp) 
 پرايمر توالي نوكلئوتيدي ژن هدف

284 InvA GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA S139-F 

  TCATCGCACCGTCAAAGGAACC S141-R 

559 fliC CGGTGTTGCCCAGGTTGGTAAT Fli 15-F 

  ACTCTTGCTGGCGGTGCGACTT Tym-R 

185 Prot6E ATATCGTCGTTGCTGCTTCC Prot6e-5-F 

  CATTGTTCCACCGTCACTTTG Prot6e-6-R 

  
  

  
  ها يافته

 60در اين تحقيق، بر اساس روش كشت از مجموع    
لمونلا آلوده به سا%) 20(نمونه  12نمونه مورد آزمايش
  Multiplex-PCRبر اساس آزمايش. تشخيص داده شد

از %) 7/11(مورد  7هاي حاصله در نهايت  روي جدايه
ها به عنوان آلوده به سالمونلا مورد تأييد قرار  نمونه

گونه %) 66/6(جدايه  4كه از اين تعداد، . گرفتند
ها  و از هيچكدام از نمونهبوده سالمونلا تايفي موريوم 

%)  5(مورد  3در ضمن. جدا نشد انتريتيديس سالمونلا
هاي سالمونلا  ها آلوده به ساير سروتيپ از نمونه

  ).1شكل ( تشخيص داده شدند
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به طول  FliCجفت باز اختصاصي جنس سالمونلا، ژن  284به طول  InvAبا استفاده از پرايمرهاي اختصاصي ژن  Multiplex PCRنتيجه آزمايش : 1شكل
نشانگر : 1ستون  .سالمونلا انتريتيديسجفت باز اختصاصي گونه  185به طول  Prot6Eو ژن  سالمونلا تايفي موريوماز اختصاصي گونه جفت ب 559

DNA  كنترل منفي: 4ستون  ؛سالمونلا تايفي موريومنمونه هاي مثبت :  6و  5، 3، 2ستون .جفت باز 100با اندازه.  

  
  گيري بحث و نتيجه

مورد  PCR  ،7ر، با استفاده از روشدر مطالعه حاض   
تشخيص داده  گوشتهاي  در نمونه%) 66/11(سالمونلا

آلودگي به باكتري سالمونلا در گوشت  1970ازسال .شد
گاو، مورد توجه همگان قرار گرفته و فراواني آلودگي با 

گزارش گرديد % 6/2حدود سالمونلا در گوشت گاو 
(Sorensen, 2002).  

Sorensen     گزارش كردند كه )2002(و همكاران ،
را به عنوان يكي از  سالمونلا تايفي موريومباكتري 

عوامل مهم عفونت مواد غذايي ناشي از مصرف گوشت 
  .باشد گاو مي

 Cason    در بررسي خود بر روى ) 2004(و همكاران
را آلوده به %) 6/8(نمونه  12نمونه گوشت،  140

و همكاران  Baumgartner .سالمونلا گزارش كردند
بيان نمودند كه در بيشتر كشورها ميزان درصد ) 1992(

تا  7/13آلودگي به سالمونلا در گوشت طيور در حدود 

دهنده گسترش وسيع  اين نتايج نشان. باشد درصد مي 66
تواند به طور جدي  باشد كه مي زا مي اين عامل بيماري
و  Ahmadi. كننده را تهديد نمايد سلامت مصرف

، در يك مطالعه براي تشخيص حاملين )2009(همكاران 
هاي كشت  سالمونلا در گاو و گاوميش از روش

استفاده كردند و بيان كردند كه ميزان  PCRميكروبي و 
بوده در صورتي % 3و در گاوميش %  1آلودگي در گاو 

 . كه در كشت ميكروبي هيچ مورد مثبتي يافت نشد

كه در شناسايي اجرام  هاي معمول باكتريولوژي روش   
گير و  روند، وقت زا مانند سالمونلا به كار مي بيماري

پرهزينه هستند، اگرچه به عنوان روش مناسبي براي 
زا در مواد غذايي و  شناسايي اجرام مهم بيماري

و  Chen طي مطالعاتي كه. اند دامپزشكي مطرح شده
 هاي مواد غذايي براي بر روي نمونه) 1996(همكاران 

زا  هاي عامل بيماري و ساير ميكروب سالمونلاداسازي ج
به اين نتيجه رسيدند كه بسياري از  انجام دادند،
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هاي  مواد غذايي وجود  نمونه PCR مشكلاتي كه در
و   DNA هاي استخراج دارد، به وسيله اصلاح در روش

و  تغيير در برنامه حرارتي ترموسايكلر برطرف شده
ها  سازي انواع ميكروارگانيسممطرح نمودند كه براي جدا

هاي  هاي شير خام، گوشت گاو و طيور روش از نمونه
تر و كارآمدتر از  مولكولي قابل اعتمادتر، سريع

  .باشد هاي كشت مرسوم و بيوشيميايي مي روش
Nosrati     هاي  شيوع سروتيپ )2012(و همكاران

را در مواد غذايي  سالمونلا تايفي موريوم و انتريتيديس
مورد ارزيابي قرار داده و  Multiplex-PCR ا روشب

درصد را  8/8ميزان آلودگي گوشت گاو به سالمونلا 
گزارش داد اين در حالي است كه در ميزان آلودگي در 

هاي  ها و قصابي گوشت گاو توزيع شده در فروشگاه
بوده كه اين حاكي از % 66/11 سطح شهرستان سنندج

 .باشد اين شهرستان ميوضعيت پايين سطح بهداشتي در 
ناقص غذا، پخت ناقص غذا، مصرف ماده  نسرد كرد

كه در آن مواد غذايي خام آلوده و آلودگي تقاطعي 

ماده مصرف در اثر تماس با مواد غذائي خام غذايي آ
كند،  آلوده به طور مستقيم و غير مستقيم آلودگي پيدا مي

سالمونلايي هستند  عفونتاز مهمترين عوامل 
)Razavilar, 2002.( 

بـا توجـه بـه تغييــرات متنـوعي كـه در خصوصــيات         
هاي ژنتيكـي صـورت    هاي پاتوژن به دليل جهش باكتري

گيرد، اين مسئله باعث ايجاد اختلال در تشخيص اين  مي
شـوند، از ايـن    هاي سنتي مرسوم  مـي  ها با روش باكتري

هـاي تشخيصـي مولكـولي بـه      گيري از روش رو با بهره
تـوان   هاي مرسوم فعلي مي جايگزين روشروش عنوان 

زا را سريعتر و با دقت و حساسـيت   انواع عوامل بيماري
ــواد غــذايي تشــخيص داد  ــواع م ــالا در ان  ,Ahmadi ب

اين مطالعه نشان داد كه به علت عـدم رعايـت    .)(2012
موازين بهداشتي ميزان شـيوع آلـودگي سـالمونلايي در    

 ـ الا بـوده كـه   گوشت گاو توزيع شده در سطح سنندج ب
هــاي  وانــد باعــث بــالا رفــتن ميــزان عفونــتت ايــن مــي

  .كنندگان شود در مصرف سالمونلايي
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Abstract
Salmonella infection is among the main food-borne gastrointestinal disease. Meat has been recognized

as a major source of human illness caused by Salmonella serovars. The presence of Salmonella was
detected in 60 samples of fresh beef from retailsof Sanandaj. The presence of Salmonella was assessed
by conventional culture method and confirmed by PCR assay. To confirm the identification of isolated
colonies as Salmonella spp. and determining serovars as typhimuriumand enteritidisserovars, a multiplex
PCR  assay, using three pairs of primers were employed. S141 and S139 for InvAgene, specific for the
genus of Salmonella, Fli15 and Tym for FliCgene, specific for typhimurium serovar and Prot6e-5 and
Prot6e-6 for Prot6E gene, specific for Enteritidisserovar.12 samples 20% were determined as
contaminated with Salmonella sppwith microbial culture method but with PCR method only seven
samples 11.66% were confirmed. 4 samples (6.6%) of isolated colonies were confirmed as
SalmonellaTyphimuriumand  any number of isolated colonies were confirmed as Salmonella Enteritidis ,
the other isolated colonis were belong to other salmonella serovars. This study showed a relatively
highprevalence of salmonella in fresh beef from Sanandaj.
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