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 آذر نود و هفتپ: پذیرش برای چامهر نود و هفت                                                دریافت مقاله: 
 

 چکیده 
و ختصاصی ا ،هستند . تشخیص سریعت مرغ گوش هیژویی به اغذاد موی هاژنمهم ترین پاتواز   E.coliو سالمونلاف: هدسابقه و 

و سالمونلا همزمان  ین مطالعه تشخیصهدف است. ردار اهمیت بالایی برخواز اختصاصی ی اهاشناسایی ژنها با ژنین پاتون اهمزما

E.coli   دو ژن بر مبنای تکثیر ت مرغگوشدرinv A  وlamB   روشبا Multiplex PCR .بود 

بیوشیمیایی کشت  نمونه ها با نرمال سالین شسته شدند و بر روی محیط هایشد. آوری جمعنمونه گوشت مرغ  100تعداد روش کار: 

 invAن ژن های تکثیر همزما م گرفت. سپسانجا DNA و استخراج شدند خالص سازی E.coliی سالمونلا و یههااجد. داده شدند
 انجام شد. Multiplex PCRبا واکنش  lamBو

، با تست های بیوشیمیایی جداسازی   E.coliنمونه به ترتیب باکتری سالمونلا  و  26نمونه و  9نمونه گوشت مرغ،  100از  :یافته ها
% ، همچنین فراوانی هم زمان هر دو ژن را 26را  در   lamBن% و ژ9را در  invAفراوانی ژن  Multiplex PCRشدند. نتایج واکنش 

 % ، نمونه ها نشان داد.1در 

انجام  E.coliو سالمونلا ریزای اختصاصی بیمای هاس ژنساابر که  Multiplex PCRکنش در این مطالعه نتایج وای: نتیجه گیر
جهت    Multiplex PCRکنشقایسه نتایج نشان داد وانتایج حاصل از روش تست های بیوشیمیایی را تایید کرد. بنابراین مشد 

ل کنترد در عتمااقابل ایی از حساسیت بالایی برخوردار است و می تواند به عنوان روشی غذی مواد هاژنپاتون همزماو سریع شناسایی 
 مطرح باشد.یی اغذاد موی گیهادلوآ

 Multiplex PCR، ژن اختصاصی، E.coliلیدی: گوشت مرغ، سالمونلا، گان کواژ
 

 

 مقدمه

یکی از مشکلات مهم در جوامع بشری، آلودگی موادغذایی 

(. لزوم سالم بودن غذاهایی با منشأ دامی از نظر 1)است

میکروبیولوژی موضوعی است که اخیرا تبلیغات زیادی در مورد 

آلودگی مواد غذایی را می توان به  (.2آن صورت گرفته است)

دگی اولیه که از همان ابتدا با دو گروه بزرگ تقسیم کرد: آلو

مواد غذایی همراه است و آلودگی ثانویه که ماده غذایی در 

اصل فاقد آلودگی است اما به تدریج در اثر ورود میکروب ها، 

تخم یا لارو، انگل ها ، مواد شیمیایی و در حین تولید، حمل و 

(. یکی از علل آلودگی 3نقل و تهیه غذا آلوده می شود)

ی وجود باکتری و یا سم حاصل از آنها در مواد اولیه موادغذای

 که باعث آلودگی واست تولیدات غذایی و یا تولیدات غذایی 

(.  بسیاری از 1غیر قابل مصرف شدن غذا می گردد)

در گذشته به عنوان عامل مسمومیت غذایی که ها میکروب

 زاهای بیماریعنوان میکروب بهاخیراً  شدندمحسوب نمی

(. از مهمترین عوامل تولیدکننده مسمومیت 3اند)دهش مطرح

استافیلوکوک ها، کلستریدیوم های غذایی می توان به 
و خانواده انتروباکتریاسه که شامل چندین جنس  بوتولینوم

اشریشیا، سالمونلا، شیگلا، انتروباکتر، کلبسیلا، سراشیا، )
 (. 4اشاره نمود)است ( پروتئوس
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از عوامل ایجاد کننده  E.coliسالمونلا و دو باکتری 

انتروباکتریاسه ی در بین اعضای خانواده مسمومیت گوارش

در انسان عامل بیماری هایی همچون  سالمونلا(. 5)هستند

گاستروانتریت ، تب روده ای تیفوئید، پارا تیفوئید و باکتریمی 

توانایی وارد شدن و با  سالمونلازایی گونه های  . بیماریاست

یکی از  . سالمونلوزارتباط داردزنده ماندن در سلولهای میزبان 

بیماری های مشترک انسان و حیوان )زئونوز ( است که شایع 

ترین مسمومیت های غذایی در جهان را ایجاد می کند و طیور 

به شمار می  سالمونلابه ویژه مرغ از گسترده ترین مخازن 

زای روده ای عامل مهم اسهال در  بیماری E.coli(. 4رود)

 فقر بهداشتی میکشورهای در حال توسعه و مکان هایی با 

های مهمی در انسان و دام ایجاد می نماید از  باشد که بیماری

 Avianpathogenic)آن جمله می توان به سویه های

E.coli)  APEC زایی طیور ، عامل بیماری E.coli)  

EPEC (Enteropathogenic  عامل مسمومیت غذایی در

عامل   E.coli) (Uropathogenic UPEC کودکان و 

  (.6ت دستگاه ادراری در انسان اشاره نمود)عفون

به از روش های مولکولی به عنوان جایگزین مناسب امروزه 

، مبتنی بر کشت و تست های بیوشیمیاییروش های  جای

شناسایی باکتری ها در مواد غذایی آلوده می توان  جهت

در باکتری سالمونلا و  invAاستفاده کرد. بررسی حضور ژن 

روشی مناسب جهت تشخیص  E.coliکتری در با lamBژن 

ژن    .سریع این باکتری ها در نمونه های غذایی آلوده است

inv A   کد کننده یک پروتئین درون غشایی  سالمونلا،در

است که مسئول تهاجم و چسبندگی به سلول های اپیتلیال 

میزبان می باشد و سبب می گردد باکتری به قسمت های 

(. حضور این ژن برای جنس 7و  6د)عمقی تر روده نفوذ کن

اختصاصی است و شامل توالی منحصر به فردی  سالمونلا

به  PCRبا است و تکثیر این ژن  سالمونلامخصوص جنس 

سالمونلا عنوان یک استاندار جهانی به منظور تشخیص جنس 
  E.coliدر باکتری   lam B(. ژن 9و  8شناخته شده است)

را کد  lam Bی به نام پروتئین پروتئین اینتگرال غشای خارج

می کند. این پروتئین از زیر واحد های مشابه که به طور 

 ،دنانتخابی به مالتوز و مالتودکسترین ها نفوذ پذیر می باش

گیرنده برخی از  lam Bهمچنین پروتئین  .ستتشکیل شده ا

این ژن خاص باکتری  .می باشد TP1و K10فاژها مانند 

E.coli به طور این باکتری مولکولی ناسایی بوده و برای ش

 .(10)استفاده می شود اختصاصی

 

 
 

با توجه به اهمیت شیوع بیماری های منتقل از مواد غذایی با 

هدف از  ،به باکتری هاآنها منشأ دامی و لزوم تشخیص آلودگی 

از طریق   E.coliسالمونلا و این مطالعه شناسایی همزمان 

 ، Multiplex PCRروش با  lamBو  invA حضور ژن های

در نمونه های گوشت مرغ بود که روشی سریع و اقتصادی 

 برای تشخیص آلودگی این منبع غذایی می باشد.

 

 روش کار 

این مطالعه با مراجعه به فروشگاه ها و مراکز تهیه مرغ برای 

نمونه به طور  100تعداد و  مصارف خانگی صورت گرفت

ب شد و نمونه ها در کنار یخ تصادفی در ساعات اولیه روز انتخا

نمونه ها در آزمایشگاه  به آزمایشگاه منتقل شدند.

 میکروبیولوژی به پلیت ها انتقال داده شدند و نرمال سالین

دقیقه با  30روی آنها ریخته شد، بعد از گذشته  08/0%

استفاده از سمپلر مقداری از نرمال سالینی که نمونه در آن 

به   F ت مک کانکی و سلنیتغوطه ور بود در محیط کش

ساعت در انکوباتور  24صورت چمنی کشت داده و به مدت 

همچنین بعد از گذشته  درجه سانتیگراد نگهداری  شدند. 37

نمونه  ، سالمونلاساعت، برای شناسایی اختصاصی باکتری  24

در آنها مثبت بود )ایجاد کدورت  Fهایی که کشت سلنیت 

یا  SSشت انتخابی شده بود( را بر روی محیط ک

شیگلا آگار ابتدا به صورت چمنی، و بعد از گذشته _سالمونلا

مرحله ای  4درجه سانتی گراد به صورت  37ساعت در  24

سپس از محیط های افتراقی و تست های  کشت داده شدند. 

 بیوشیمیایی برای تعیین سویه های جدا شده، استفاده شد

 المان بودند( )محیط های کشت تهیه شده از شرکت مرک

از محیط های کشت زیر برای انجام تست های بیوشیمیایی و 

)محیط های کشت تهیه شده  شناسایی سویه ها استفاده شد

،  Fسلنیت  ،.: مک کانکی آگاراز شرکت مرک المان بودند( 

وگس -شیگلا آگار، تریپل شوگر ایرون آگار، متیل رد_سالمونلا

وره آز و تست های ، سیمون سیترات ، ا SIMپرسکوئر، 

به این ترتیب که نمونه ها بر روی این   کاتالاز و اکسیداز

ساعت در انکوباتور  24کشت داده شدند و به مدت  محیط ها،

 درجه سانتیگراد نگهداری  شدند. سپس نتایج بررسی شد. 37

یا جوشاندن و ایجاد شوک  Boilingاستخراج ژنوم به روش 

تیب که از تک کلنی های حرارتی صورت گرفت. به این تر

مرحله ای بر روی محیط کشت  4حاصل از کشت 

 شیگلا آگار و محیط کشت مک کانکی به ترتیب _سالمونلا
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، در محیط لاکتوز E.coliو باکتری  سالمونلابرای باکتری 

 24براث کشت داده شد. سپس محیط کشت را به مدت 

درجه سانتی گراد انکوبه کرده و بعد از مخلوط  37ساعت در 

کردن و همزدن) به دلیل یکنواخت شدن محیط کشت( مقدار 

 5لوله ریخته و به مدت  میلی لیتر از محیط کشت را در 4

سانتریفوژ گردید. برای دست یابی به  g 15000دقیقه در دور 

بعد از  بار تکرار شد. 3یا  2، این مرحله DNAمیزان بیشتر 

مرحله سوم روی رسوب کف لوله، مقداری آب مقطر ریخته و 

ورتکس انجام شد تا رسوب حل شود. لوله را درون بن ماری 

دقیقه قرار داده بلا فاصله  10ه مدت درجه سانتیگراد ب 100

دقیقه گذاشته تا به وسیله ی  3لوله ها را در ظرف یخ به مدت 

 3شوک حرارتی دیواره باکتری متلاشی شود. لوله به مدت 

سانتریفوژ شد، پروتئین ها، دیواره  10000gدقیقه با دور 

بدون  DNAسلولی و مواد اضافی در کف لوله رسوب کردند و 

 مایه رویی لوله باقی ماند.پوشش در 

را در طول موج  DNAبا استفاده از دستگاه نانودراپ محلول 

نانومتر  280نانومتر )طول موج جذب اسید نوکلئیک( و  260

)طول موج جذب پروتئین( اندازه گیری و در نهایت نسبت 

نانومتر به  260در طول موج  DNAجذب نوری محلول های 

می  DNAشاخص خلوص  ( که280/260نانومتر ) 280

 DNAهمچنین برای بررسی کیفیت  باشد، بدست آمد.

استخراج شده، نمونه ژنوم های استخراج شده بر روی ژل آگارز 

 الکتروفورز شدند. 1%

در باکتری  lam Bو  inv A  به منظور ارزیابی حضور ژن

توالی با استفاده از  تکثیر ژن ها، E.coli و سالمونلاهای 

 که تهیه شده توسط شرکت پیشگام بودند و ییجفت پرایمرها

حجم نهایی . (11انجام گردید )آورده شده است،  1در جدول 

تهیه شد و برنامه  2بوده که طبق جدول  µl25واکنش 

آورده  3برای انجام واکنش در جدول شماره  PCRدستگاه 

 شده است.

برای مشاهده باندهای حاصل از تکثیر ژن های مورد مطالعه 

% 2بر روی ژل اگاروز  Multiplex PCRت واکنش محصولا

برده و الکتروفورز شدند. سپس تصویر باندها بوسیله ژل داک 

 مشاهده شد.

 

 

 
 lamB  ،invA  (11) یژن ها ریتکث یمرهایپرا یتوال -1جدول 
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 PCRمواد و حجم مورد نیاز برای واکنش  -2جدول 

 

 
 invA،  lamB یژن ها یبرا  Multiplex PCRواکنش  برنامه دستگاه برای -3جدول 

 مراحل دما زمان

 واسرشتی اولیه c95 دقیقه 2

 چرخه واسرشت c95 ثانیه 30

 اتصال پرایمر c60 ثانیه 30

 گسترش c72 دقیقه 2

 گسترش نهایی c72 دقیقه 7

 سیکل تکرار شد. 30چرخه به تعداد  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 حجم غلظت مواد

 میکرو لیتر PCR x10 5بافر 

 میلی لیتر 3 میلی مول 50 کلرید منیزیم

dNTPs 5/0 میلی لیتر 1 میکرومول 

 میلی لیتر 5/0 یکرومولم Taq  2/0آنزیم

 میلی لیتر 1 پیکو مول 10 مورد( 4)  هر یک از پرایمرهای چپ و راست

DNA ( 2الگو )میلی لیتر 1 میکرومول 4/0 مورد 

 میکرولیتر 5/9 - آب

 میکرولیتر 25 - حجم نهایی
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 یافته ها

نمونه گوشت مرغ تازه مورد بررسی  100در این مطالعه از 

نمونه آلوده به باکتری  35براساس واکنش های بیوشیمیایی 

نمونه باکتری  9از این تعداد . بودند  E.coliوسالمونلا های 

فقط در  شناسایی شد.   E.coliنمونه باکتری  26و  سالمونلا 

 یک نمونه همزمان دو باکتری شناسایی شد.  

 ایجاد کدورتباعث  Fبر روی محیط سلنیت  سالمونلارشد 

ث باع آگار شیگلا -سالمونلابر روی محیط  سالمونلارشد شد. 

کلنی های زرد متمایل به شفاف که دارای مراکز سیاه ایجاد 

 بود شد. 

با تولید  روی محیط مک کانکی آگار E.coli رشد باکتری 

 اسید، این محیط کشت را به رنگ قرمز و صورتی تبدیل نمود.

نتایج واکنش های بیوشیمیایی برای تشخیص باکتری های 

 ه است. اورده شد 4در جدول   E.coli و سالمونلا

              

 

 

 E.coli ونلا ونتایج تست های افتراقی برای تشخیص باکتری های سالم -4جدول 

 

های  DNAدر دستگاه نانو دراپ میزان جذب نور تمامی 

بود و باند حاصل از نمونه های   8/1-2استخراج شده بین 

 % مشاهده شد. 1استخراج شده با بردن روی ژل اگاروز 

برای ژنوم نمونه هایی که آلوده به  PCRپس از انجام واکنش 

بر روی  PCRمحصول بودند،   E.coliباکتری های سالمونلا و

با  invA% الکتروفورز شد و باندهای مربوط به ژن2ژل اگاروز 

نمونه و ژن  9در  سالمونلامربوط به باکتری  bp 598طول 

lamB   با طولbp 309  مربوط به باکتریE.coli  26در 

نمونه مشاهده شد. همچنین در یک نمونه حضور هر دو ژن 

 lamB  و   invAهای گزارش شد. نتایج تکثیر همزمان ژن 
  PCR، با واکنش  E.coliو  سالمونلادر باکتری های 

Multipelx   آورده شده است 1در شکل. 
 

 

 سالمونلاباکتری  E.coliباکتری  آزمایش

TSI A/A S2Alk/A H 

 + - سیترات

MR + + 

VP - - 

 - - اوره

 - + کاتالاز

 - - اکسیداز

SIM )اندول( + - 

SIM  تولید(H2S) - + 

SIM )حرکت( + - 
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 E.coliدر باکتری   bp 309  با طول lam B و ژن سالمونلادر باکتری  bp  598با طول invA نتایج تکثیر ژن -1شکل 

در  bp  598با طول invAژن : نمونه 4منفی، چاهک  : کنترل N.C: کنترل مثبت، چاهک  P.C، چاهک  bp 100: مارکر مولکولی   M)چاهک 

 bp  598با طول invA ژن: نمونه دارای هر دو ژن ) 6چاهک ، E.coliدر باکتری  bp 309  با طول lam Bژن نمونه :  5چاهک  ، سالمونلاباکتری 

 (.E.coliدر باکتری   bp 309  با طول lam B و ژن سالمونلادر باکتری 

 

 

 بحث

 ی با منشاء غذایی بـه عنوان عوامل اصلیها بیماری

 گاستروانتریت در انسان شناخته شده است و چهره

 ها به سرعت در حال تغییر بوده و اپیدمیولوژیک این بیماری

طریق  های منتقل از زا و ارتباط آن با بیماری عوامل بیماری

های حیوانی،  در بین پروتئین .غذا در حال گسترش می باشد

در بین مصرف کنندگان از جایگاه خاصی گوشت طیور 

های عمده بهداشتی  یکی از چالش .(12برخوردار است )

محصولات طیور، آلودگی گوشت و فرآورده های آن با انواع 

زا و ایجاد کننده مسمومیت است.  های بیماری میکروارگانیسم

اگر شرایط کشتار، فرآوری، حمل و نگهداری گوشت مناسب 

زا به سرعت رشد  مولد فساد و بیماری های نباشد باکتری

شوند و سلامت و  کرده و باعث افت کیفیت گوشت می

 گیرد. بنابراین ره بهداشت عمومی نیز در معرض خطر قرار می

های  یافت هایی که بتواند بار میکروبی گوشت و فرآورده

را در فرآیند کشتار، بسته بندی و عرضه کاهش  جانبی آن

فزایش کیفیت بهداشتی گوشت و در تواند باعث ا دهد می

و ســالمونلا نتیجه باعث افزایش مدت نگهداری گوشت گردد. 

E.coli  های باکتری یایی  ترین پاتوژن از جملــــه خطرناک

منتقل شونده از طریق غذا هستند که سالانه موجب بیماری و 

 حتی مرگ می شوند، علاوه بــر ایــن ضــررهای اقتصــادی 

ــه صــنایع غــذایی وارد مــی کننــد. روش های زیــادی ب

مرسوم که جهت شناسایی پاتوژن های غذایی استفاده می 

شوند زمـان بـر بـوده و عمومـاً از حساسیت پایینی برخوردار 

است. بنابراین به کـارگیری روشـی سریع و قابل اطمینان 

 جهت شناسایی پاتوژن هـای مـواد غـذایی ضروری به نظر می

 (.13رسد )

 invAبنابراین در این پژوهش به طور همزمـان از دو ژن 

در نمونه های  E.coliو   سالمونلاجهت شناسایی  lamBو

استفاده شد. در  PCR Multiplexگوشت مرغ تازه با روش 

، بیش از یک توالی هدف با استفاده  PCR Multiplexیک 

ثیر پیدا از چندین جفت پرایمـر در یک واکنش می تواند تک

 PCR Multiplexکند. انتخاب جفـت پرایمرهـا در واکنش 

برای تشخیص هم زمان پاتوژن های منتقله از مواد غذایی با 

حساسیت بالا و هم چنـین جلـوگیری از واکـنش متقـاطع، از 

اهمیـت ویـژه ای برخـوردار اسـت. جفـت پرایمرهای طراحی 

ـرای ردیابی تـوالی ب invAشده در این مطالعه شامل پرایمر 

bp   309  از ژنinvA بـود. ژن  سـالمونلاinvA  یکی از ژن

و کدکننـده پروتئینی در  سالمونلاهای کروموزومی ویرولانس 

غشا داخلـی بـاکتری اسـت کـه مسـئول تهـاجم بـه سلولهای 

 اپی تلیال میزبان است.  این ژن دارای توالی های منحصر به 

500 
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 E.coliدر باکتری  bp 309  با طول lam Bژن 

 سالمونلادر باکتری  bp  598با طول invAژن 
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فردی در ایـن جـنس بـوده و بـه عنـوان یـک هـدف 

بــا پتانســیل تشــخیص بــالا  PCRمناســب بــرای 

(.  همچنین اســتفاده از ایــن ژن 14ــده اســت )اثبــات ش

در نمونه های غذایی در ایــن  سالمونلابــرای شناسایی 

جــنس اختصاصی بوده و از حساسیت بالایی برخوردار مـی 

باشـد. دومـین جفت پرایمر طراحی شده در ایـن مطالعـه، 

در  lambاز ژن  bp   538برای ردیابی توالی   lamBپرایمر 

یکی از مهم ترین ژن هـای  lamBبود. ژن  E.coliباکتری 

ویـرولانس ایـن باکتری اسـت. از آنجــایی کــه ایــن ژن در 

تمــامی مراحــل رشــد باکتری، از اوایل فـاز لگـاریتمی تـا 

انتهـای فـاز سـکون نسـخه برداری می شود، به عنوان یک 

به حساب می آید.   مارکر مناسـب بـرای شناسـایی این باکتری

چندگانه و روش  PCRبه منظور مقایسه حساسـیت واکـنش 

های سنتی،  برای شناسایی دو پاتوژن در نمونه های گوشت 

مرغ تازه، روش های بیو شیمیایی نیز انجام گرفت. این مطالعه 

نمونه باکتری  9نمونه گوشت مرغ تعداد  100نشان داد که از 

، با واکنش های  E.coliری نمونه باکت 26سالمونلا  و 

بیوشیمیایی رایج جداسازی شد. همچنین انجام روش مولکولی 

و  invA، فراوانی ژن های Multiplex PCRبا واکنش 

lamB    و فراوانی هم زمان هر دو 26% و  9را به ترتیب در %

 % ، نمونه ها نشان داد. 1ژن را در 

ن آلودگی لاشه در مطالعه ای که در مشهد انجام شده بود میزا

مورد ارزیابی قرار گرفته سالمونلا های طیور گوشتی به باکتری 

نمونه سواب از  60گله گوشتی تعداد  12بود. در ان مطالعه از 

ناحیه گردن طیور در یکی از کشتارگاه های صنعتی اطراف 

از سالمونلا مشهد اخذ گردید. در این بررسی، باکتری 

(. در مطالعه دیگری 15نمونه ها جداسازی گردید ) 66/11%

نمونه گوشتی که شامل  520در آذربایجان شرقی، از مجموع 

%  25/7  سالمونلانمونه گوشت مرغ بود، میزان شیوع  400

در کشورهای مختلف میزان آلودگی  (. 16تعیین گردید )

است و  % 25تا  5به ترتیب برابر با سالمونلا گوشت مرغ به 

این میزان شیوع در کشورهای در حال توسعه حتی بیشتر 

مطالعات مختلف که در ده سال گذشته انجام شده اند  است. 

 در مزارع پرورش جوجه گوشتی در سالمونلا شیوع آلودگی به 

( و شیوع 17درصد گزارش شده است ) 2/64تا  5/22ایران از 

 های کشور در آلودگی به سالمونلا در گوشت مرغ کشتارگاه 

درصد بوده است  47درصد تا  6/11مطالعات انجام شده 

که با  1393نتایج مطالعه ای در شهرکرد در سال   (.18)

 کشت میکروبی، آزمون های بیوشیمیایی و تأیید تشخیص به 

روش واکنش زنجیره ای پلیمراز همراه بود نشان داد که از 

% ( آلوده به  15نمونه )  54نمونه گوشت های مختلف  360

% ( گوشت  46/31نمونه )  89بودند و از این تعداد  سالمونلا

توسط  1396(. در مطالعه ای که در سال 19مرغ بوده اند )

دکتر محمد مهدی سلطان دلال در استان تهران انجام شد 

نمونه گوشت مرغ بسته بندی شده و غیر بسته بندی  630

تهران جمع آوری قصابی ها و مرغ فروشی های جنوب استان 

% نمونه  2/49شد و نتایج حاصل از این تحقیق نشان داد که 

% نمونه گوشت قرمز آلوده به باکتری  9/8گوشت مرغ و 

(. محققان دیگر نظیر بلی و همکاران، در 20بودند ) سالمونلا

را به عنوان یک میکروارگانیسم شاخص  سالمونلا  2001سال 

این باکتری را در صورت  در طیور زنده شناسایی نموده، و

پخت نامناسب و یا از طریق آلودگی متقاطع، از اغذیه آماده 

 2010(. سو و همکاران در سال 21مصرف جدا نموده اند )

ضمن آنکه پتانسیل سطوح آلوده به گونه های مختلف 

را در انتقال آلودگی متقاطع، قابل توجه تفسیر نموده  سالمونلا

درجه حرارت یخچالی امکان پذیر  را در سالمونلااند، رشد 

 36مورد ) 9در  سالمونلادانسته اند. در مطالعه آنان گونه های 

درصد( از  52مورد ) 13%( از نمونه های مرغ منجمد شده و 

(. همچنین در مطالعه 22نمونه های فیله منجمد جدا گردید )

 7نمونه بافت مرغ  121از  2011مولکولی منگیستو در سال 

(.  سوریا و همکاران در سال 23جدا شد ) مونلاسالمورد 

به منظور  PCRبا مقایسه روش تشخیص کشت و   2012

دقیق تر  PCRنشان دادند که دقت روش سالمونلا شناسایی 

در  2014(. در سـال 24از روش های کشت می باشد )

گونـه سـالمونلای  237برزیـل روولند و همکـاران، تعـداد 

بط با سـالمونلوزیس منتقلـه از طریـق مـرتبط و یا غیرمرت

در مطالعه انان  مـواد غـذایی را مورد مطالعه قـرار دادنـد.

مثبـت بودنـد  invAتمامی سویه هـا از نظـر حضـور ژن 

(. نتایج تحقیقات فوق همگی بیانگر آلودگی گوشت مرغ 25)

می  invA% و همراه با حضور ژن 7با بیش از  سالمونلابه 

 invAر تحقیق حاضر نیز حضور این باکتری و ژن باشد که د

% مشاهده شد و با نتایج تحقیقات گذشته در این 9با فراوانی 

 زمینه همخوانی داشت.
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در گوشت مرغ وجود ندارد  E. coliبه طور معمول آلودگی با  

 در فرایند کشتار به   E.coliبه عبارتی آلودگی گوشت مرغ با 

دلیل آلودگی های متقاطع و گاهی در اثر تماس با محتویات 

، امری اجتناب ناپذیر است و به مصرف یا عدم مصرف گوارشی

آنتی بیوتیک در طول پرورش ارتباط ندارد. به عبارتی آلودگی 

حتی در سیستم های پرورش بدون آنتی بیوتیک  E. coliبا 

نیز به عنوان یک دغدغه و نگرانی بهداشتی گوشت طیور 

مطرح است. علاوه بر آن بررسی ارتباط رخداد بیماری کلی 

اسیلوز و آلودگی گوشت مرغ نیز نشان می دهد در بین این ب

دو پارامتر ارتباطی وجود ندارد. به عبارتی صرف نظر از اینکه 

در طول دوره پرورش آلودگی کلی باسیلوز رخ داده یا نداده 

وجود دارد. اما با توجه به  E.coliباشد امکان آلودگی لاشه با 

ی با سابقه بیماری کلی درصد بالاتر آلودگی لاشه در گله ها

باسیلوز، می توان بیان کرد که احتمال آلودگی لاشه در گله 

 .(26هایی که سابقه بیماری کلی باسیلوز دارند بیشتر است )

E.coli  می تواند تولیدات دامی از جمله تخم مرغ و گوشت را

آلوده کرده و باعث ایجاد یک مسیر انتقال بیماری از دام به 

دین وسیله دارای پتانسیل ایجادکننده بیماری انسان شود و ب

(.  در مطالعه ای که در سال 26مشترک انسان و دام باشد )

 96توسط مرسلی و همکاران انجام شد، از مجموع  1396

 E.coli% به  4/10نمونه  10نمونه غذای مورد آزمایش، 

 E.coliمورد آن مربوط به  6نمونه  10آلوده بوده که از این 

شاخص  E. coliبود. با توجه به اینکه  O157 سروتایپ

کنترل بهداشتی آب و مواد غذایی است و طبق استاندارد نباید 

% از 4/10مواد غذایی فوق به این باکتری آلوده باشند، آلودگی 

نمونه های غذایی مورد آزمایش به این باکتری برای مسئولین 

بروز  بهداشتی سازمان هشدار دهنده است و می تواند موجب

 (.9عفونت و مسمومیت غذایی در بین مصرف کنندگان گردد )

 1390نتایج پژوهشی که توسط خانم دکتر نوروزی در سال 

یک روش مناسب  lambانجام شد نشان داد که پایش ژن 

و شیگلا از سایر اعضا انتروباکتریاسه  E.coliبرای جداسازی 

داری در در یک دوره نمونه بر 1390(. در سال 10می باشد )

نمونه گوشت طیور که از نقاط مختلف بدن  134ارومیه، تعداد 

 .Eدرصد نمونه ها  37ماکیان تهیه شده بود مطالعه شد و از 

coli در اصفهان مطالعه ای  1393(. در سال 2) جدا گردید

به سرپرستی دکتر فرهاد صفرپور دهکردی انجام شد که 

 ل  نمونه هایگزارش مربوط به این پژوهش نشان داد از ک

 .E% از نمونه ها آلوده به باکتری  45/20جمع آوری شده 

coli ( همچنین در بررسی ممتاز و جمشیدی در 27بودند .)

نمونه گوشت جوجه بررسی شده،  422از کل  2012سال 

  (.26بودند ) E. coli%( آلوده به باکتری  59/34نمونه ) 146

ای سالمونلا و باکتری ه 1981آسنسی  و همکاران در سال 

E.coli   را از نمونه های مرغ جداسازی کردند، آن ها برای 

 Multiplexشناسایی سریع تر این باکتری های از روش 

PCR  استفاده نمودند. همچنین آنها برای تشخیصE.coli 

 (.28استفاده کردند ) lambاز حضور ژن 
تحقیقات فوق بیانگر این است که آلودگی گوشت مرغ با 

 سالمونلابا درصد بالاتری نسبت به باکتری   E.coliری باکت

 E.coliمی باشد و با نتایج تحقیق حاضر نیز که الودگی با 

مشاهده شده است، سالمونلا % الودگی با 9در مقایسه با  26%

همخوانی داشت. همچنین در ان تحقیقات مشابه با تحقیق 

ص به عنوان ژن اختصاصی برای تشخی lambحاضر، از ژن 

استفاده شده بود.  به علاوه با توجه به اینکه   E.coliباکتری 

در مدفوع بوده و از این طریق می  E.coliبیش ترین حضور 

تواند باعث آلودگی سطح لاشه طی مراحل کشتار شود، به 

همین دلیل رعایت اصول بهداشت به همراه پایش دوره ای و 

و کشتار، خطر منظم باکتری در کلیه مراحل نگهداری، پرورش 

را در سطح جامعه کاهش  E.coliابتلا به عفونت های ناشی از 

 می دهد. 

بطور کلی از بررسی نتایج مطالعه های ذکر شده و نتایج 

های مولکولی به  مطالعه حاضر می توان نتیجه گرفت که روش

تر،  های بیوشیمیایی دقیق مراتب از روش های کشت و تست

و می توان در زمان کوتاهی تر هستند  تر و حساس سریع

های مهاجم را به وسیله این روش ها شناسایی کرد.   پاتوژن

می تواند جهت تشخیص  Multiplex PCRهمچنین روش 

از سایر  E.coliو  سالمونلاسریع و هم زمان دو باکتری 

باکتری های هم خانواده آنها مورد استفاده قرار گیرد. 

به طوری که قادر است اختصاصیت این روش بسیار بالاست، 

یک نوع باکتری را در بین هزاران نوع باکتری متفاوت 

تشخیص دهد. همچنین انجام این روش بسیار ساده است و با 

گیرد نیاز به انجام  توجه به اینکه به طور همزمان صورت می

PCR  های متعدد جهت تشخیص هر عامل به طور جداگانه 
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نمی باشد. از این روش می توان در آزمایشگاه های تشخیص 

مولکولی عوامل عفونی و یا آزمایشگاه های سیار تهیه شده 

 ها و شرایط خاص استفاده نمود. جهت بحران 

 نتیجه گیری

  PCRنتایج این مطالعه نشان داد که روش مولکولی

Multiplex  برای تکثیر ژن هایinv A  وlam B  روشی

مناسب جهت تشخیص سریع و همزمان باکتری های بیماری 

 در نمونه های غذایی آلوده است و می E.coli سالمونلا وزای 

های تشخیص سنتی در آزمایشگاه  روشتوان آن را جایگزین 

های مواد غذایی نمود و با توجه به اهمیت گوشت در رژیم 

غذایی و احتمال بروز عفونت از طریق گوشت های آلوده به 

این دو باکتری تشخیص سریع آلودگی آنها اهمیت بیشتری 

دارای  PCR  Multiplexپیدا می کند که روش واکنش 

 نه می باشد. همچنین با توجه به حساسیت بالایی در این زمی

 

تغییرات گوناگونی که امروزه در فنوتیپ باکتری های پاتوژن به 

کاری های ژنتیکی و عمدی صورت  صورت طبیعی و یا دست

می گیرد و باعث اختلال در تشخیص این باکتری ها به روش 

که سریع  PCRشود، از روش های مولکولی  های سنتی می

باشد به عنوان جایگزین مناسب برای  یتر و دقیق تر نیز م

روش های رایج و مرسوم فعلی برای شناسایی باکتری ها در 

 .توان استفاده نمود مواد غذایی آلوده می
 

 تشکر و قدردانی

از گروه میکروبیولوژی دانشگاه آزاد اسلامی واحد تهران شمال 

که ما را در انجام پیام نور و مدیریت و پرسنل آزمایشگاه 

تشکر و قدردانی می حل این پروژه یاری رساندند کمال مرا

 گردد.
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