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Abstract 
1Introduction: Poultry and meat products are the largest sources of non-typhoid salmonella infections in most 

countries. Studies have shown that raw foods of animal origin, especially poultry and its products, are the main source of 
contamination of kitchens and restaurants. In terms of growth conditions, these microorganisms are resilient bacteria and 
easily adapt to their environmental conditions. Salmonella has been known to cause intestinal disease for many years and 
has been reported as the most important cause of food poisoning. According to Iranian and international standards, there 

should be no S. enteritidis or S. typhimurium in 25 grams of food. DNA-based methods for the identification and 

differentiation of Salmonella serovars have been designed and applied using specific primers at the genus and serovar 
levels. Therefore, they can be used as useful and rapid screening tests, as well as to supplement or replace conventional 
biochemical and serological tests. Real-time PCR, with the most accurate and reliable results using a fluorescence probe, 
which of course has a high cost. In this method, sequence specific fluorescence probes are used, and as a result, in the 
target molecule, screening and determination the presence or even the concentration of specific sequences is possible. 
Therefore, even in the presence of other types of nucleic acid molecules, the results are obtained quickly and have a high 
level of specificity. Under these conditions, if specific probes with different florescence dyes are used, even multiple 
targets can be detected in a single PCR reaction. The aim of this study was to identify S. enteritidis or S. typhimurium by 
PCR and Salmonella spp. by real time PCR method in poultry products. 

 
Material and Method: In total, 45 samples of poultry products, including chicken breast, liver and gizzard (15 

samples each) were purchased from different regions of Mashhad and from various companies and transferred to the 
laboratory in accordance with hygienic standards. For each sample, 25 g of tissue was isolated and homogenized under 
sterile conditions and DNA extraction was then performed using a DNA extraction kit. The extracted DNA was evaluated 
by agarose gel electrophoresis. The purity and quantity of DNA extracted from each sample was examined by 
spectrophotometry method. In the next step, in order to identify the genus Salmonella, the samples were examined by real 
time PCR. In this method we used an internal control to ensure that negative results are not false negative due to inhibitors. 
The results of real time PCR showed that out of 45 samples, nine samples were infected with Salmonella. Then, these 
nine samples were evaluated for Salmonella typhimurium and Salmonella enteritidis infection by conventional PCR 
method. 
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Result and Discussion: The results showed that out of nine samples that were positive in real time PCR test, seven 
samples were contaminated with Salmonella typhimurium, of which five samples were related to chicken breast and two 
to liver. Regarding Salmonella enteritidis infection, out of nine samples, only one sample was contaminated, which was 
related to chicken breast. Conventional methods have been traditionally used to enumerate target bacteria in food. 
However, these methods have some limitations and require considerable time and labor. Previous studies have already 
shown that real time PCR is more effective than conventional bacteriological methods for the detection of Salmonella 
spp. In a study by Whyte et al. (2002) The presence of Salmonella was assessed by traditional culture methods and by a 
Salmonella-specific polymerase chain reaction (PCR) test. Salmonella was recovered from 16% of samples using 
traditional culture methods. In contrast, the PCR assay proved to be more sensitive and detected Salmonella DNA in 19% 
of the examined samples (Whyte et al. 2002). Results of PCR with specific primers showed that reactions in real time 
PCR with general primers of Salmonella spp. were done correctly. Despite of accuracy and speed of real time PCR to 
detect DNA of microorganisms, further studies are developed to have more advantages. Loop-mediated isothermal 
amplification (LAMP) showed a higher sensitivity of Salmonella detection in compare to qPCR (Vichaibun & 
Kanchanaphum, 2020). Although LAMP could detect trace amount of Salmonella DNA but primer design for this reaction 
is very difficult. However, it is important to highlight that non-viable cells can be detected by real time PCR or other 
DNA-based methods, which does not occur in traditional methods of culture and isolation that require viable cells for 
quantification (Zeng et al., 2016).  
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 پژوهشی-مقاله علمی

 کمک به یاختصاص کاوشگر از استفاده با مرغ خام هایفرآورده در سالمونلا هایگونه ییشناسا

 Real Time PCR روش
 

 4جوادمنش یعل -3یمرتضو یعل دیس -*2دوم انیعدالت محمدرضا -1کبری تاجیک طوغان

 

 09/10/1400تاریخ دریافت: 
 08/11/1400تاریخ بازنگری: 

 17/11/1400تاریخ پذیرش: 

  چكيده
فرآورده از نمونه 45 تعداد ،منظور نیبد. است Real time PCR روش بر هیتک با مرغ یهافرآورده در سالمونلا هایگونه ییشناسا ،پژوهش نیا انجام از هدف

 شگاهیآزما به یبهداشت نیمواز تیرعا با و خریداری گوناگون یهاشرکت از و مشهد شهر مختلف نقاط از بودند مرغ سنگدان و کبد ،سینه شامل که انیماک یها
نمونه از کی هر از گرم 25 منظور، نیبد. باشد داشته وجود ییسالمونلا چیه دینبا ،ییغذا ماده از گرم 25 در ،المللیو بین ایران هایاستاندارد طبق. ندشد داده انتقال

 مورد آگارز ژل الکتروفورزتوسط  شده استخراج DNA د،ییتا نظورمبه. گرفت صورت DNA استخراج و شدند هموژن یخوبهب لیاستر طیشرا تحت و شده جدا ها
 ییشناسا منظوربه بعد مرحله در. گرفت قرارمورد بررسی  سنجی نوریطیف توسط اهنمونه از کی هر شده استخراج DNA تیکم و خلوص. گرفتقرار  ارزیابی
 نمونه 9 نمونه، 45 مجموع از که داد نشان Real time PCR از حاصل جینتا. گرفتند قرارمورد بررسی   Real time PCRتوسط روش هانمونه ،سالمونلا جنس
 یراب که گرفتند قرار یابیارز مورد سیدیتیانتر سالمونلا و ومیمور یفیت سالمونلا هایبه گونه یآلودگ نظر از نمونه، 9 نیا سپس. باشدیم سالمونلا جنس به آلوده

 آلوده نمونه 7 تعداد بود، شده داده صیتشخ مثبت Real time PCR تست در که نمونه 9 تعداد از داد نشان جینتا. شد استفاده یمعمول PCR روش از منظور نیا
 نمونه، 9 تعداد از سیدیتیانتر سالمونلا به یآلودگ نظر از و بود کبد به مربوط مورد 2 و مرغسینه  به مربوط مورد 5 نمونه، 7 نیا از که بوده ومیمور یفیت سالمونلا به

 .باشدیم مرغسینه  به مربوط که بود آلوده مونهیک ن تنها

 
 . Real Time PCR،گوشت مرغ ،سیدیتیانتر سالمونلا ،ومیمور یفیت سالمونلا سالمونلا،: یديکلی هاواژه

 

 1234مقدمه
 سالمونلایی هایعفونت منابع بزرگترین گوشتی هایفراورده و مرغ

 که هداد نشان مطالعات. باشندمی دنیا کشورهای اکثر در غیرتیفوئیدی
 اصلی منبع آن هایفراورده و طیور ویژههب دامی منشأ با خام غذایی مواد

 ؛Mortazavi et al., 1993) ستا هاآشپزخانه ها و رستوران آلودگی
Le Minor, 1981). و هوازی منفی، گرم سالمونلا جنس هایباکتری 

 میکرون 7/0 -5/1 ×2 -5 اندازه به شکل باسیلی اختیاری، هوازیبی
. باشندمی دارا را انتروباکتریاسه خانواده عمومی خصوصیات که هستند

 ذیریپانعطاف هایباکتری هامیکروارگانیسم این رشد شرایط لحاظ از
 .کنندمی هماهنگ را خود محیطی شرایط با آسانی به و بوده

                                                           
 صنایع و علوم گروه ارشد، دانشیار و استاد، کارشناسی آموختهترتیبدانشبه -3و  2، 1

 .ایران مشهد، مشهد، فردوسی دانشگاه کشاورزی، دانشکده غذایی،

 د،مشه مشهد، فردوسی دانشگاه کشاورزی، دانشکده دامی علوم استادیار، گروه -4
 .ایران

 غذایی در مواد منشا با عفونی بیماری ترین شایع از یکی سالمونلوز

 در کشورهای خصوصهب دنیا مختلف نقاط اکثر در که باشد می جهان

 Azizpour and) برخوردار است ویژهای اهمیت از توسعه حال در

Ghazaei, 2019). ایروده بیماری عامل که سالهاست سالمونلاها 
 قابل غذایی مسمومیت عامل مهمترین عنوانبه و اندشده شناخته
 ها،سروتیپ این میان در(. Alcamo, 1997) هستند مطرح گزارش

 انسان در سالمونلوز عامل متداولترین 5موریومتیفی سالمونلا سروتیپ
 هب نسبت این نزدیک آینده در که دارد وجود احتمال این اما باشدمی
 این از ناشی هایعفونت که چرا. کند تغییر 6انتریتیدیس سالمونلا نفع

 موجود شواهد. است افزایش به رو جهان کشورهای اکثر در باکتری
 سالمونلا با آلوده مرغ گوشت و مرغتخم مصرف که دهدمی نشان

 Email: edalatian@um.ac.irنویسنده مسئول:  -* 

DOI: 10.22067/ifstrj.2022.74447.1129 

5 S.typhimurium 

6 S.enteritidis 
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 ,.Liljebjelke et al) باشدمی افزایش این اصلی عامل انتریتیدیس

مورد سالمونلوسیس در اروپا بر اساس  82694، 2013در سال . (2005
 (1ECDCآمار و اطلاعات مرکز کنترل و پیشگیری بیماری اروپا )

یکا زیرگونه انتر انتریکا سالمونلاگزارش شد. بر اساس گزارش اخیر، 
رووار تیفی س انتریکازیرگونه  سالمونلا انتریکاو  انتریتیدیسسرووار 
و  %5/39ترتیب گونه های گزارش شده بودند که به بیشترینموریوم 

در (. EFSA & ECDC, 2015) خود اختصاص داده بودندرا به 2/20%
( اصلاح EC, 2005)،  2005/2073، قوانین اتحادیه اروپا،  2011سال 

گرم  25شد. بدین صورت که معیار عدم وجود گونه های سالمونلا در 
 و S. Enteritidisعدم وجود  وسیله معیارهب گوشت تازه ماکیاناز 

S. Typhimurium  جایگزین شد. “گرم از گوشت تازه ماکیان  25در
سرووارهای سالمونلا،  افتراق برای شناسایی و DNA روش های تکثیر

سرووار طراحی  با استفاده از پرایمرهای اختصاصی در سطح جنس و
مورد مطالعه گرفته اند. از جمله سرووارهای مهم سالمونلا،  شده و

سالمونلا انتریتیدیس، سالمونلا پلوروم، سالمونلا گالیناروم و سالمونلا 
 ژنومیک نواحی روی بر DNAتکثیر های تکنیک .می باشد دابلین

 ووارهایسر تفریق و شناسایی به قادر سالمونلا، سرووارهای اختصاصی
 عنوانبه هاآن از توانمی بنابراین باشند، می مهم سالمونلا بالینی

 یا و تکمیل جهت در نیز و غربالگری سریع و مفید هایآزمایش
 Bejai) نمود استفاده وسرولوژیکی یبیوشیمیای هایآزمایش جایگزین

Al-Zhaibi et al., 2019.) 
Rad  در سالمونلا مختلف هایگونه شناسایی (2008)همکاران و 

 یهاینمونهبومی را مورد بررسی قرار دادند.  مرغ پرورش و اصلاح مرکز
کشی، سالن جوجههای مختلف سالن مرغ مادر، سالن جوجهاز بخش

آوری گردید. درصد آلودگی مرغ جمعهای زیر یک هفته و نیز از تخم
ها و مرغدر زرده تخم ودرصد  1/64سالن مرغ مادر  4به سالمونلا در 

کشی و های مربوط به سالن جوجهبود. از نمونه درصد 1/92نیز پوسته 
های زیر یک هفته، باکتری سالمونلا جدا نشد. در مجموع سالن جوجه

 ها متعلق به گروهنمونه آلوده به سالمونلا بوده و تمام این نمونه 7تعداد 

D بودند. آزمایشPCR   برای تایید تشخیص جنس سالمونلا و نیز
 عنوانها بهتعیین گونه صورت گرفت. تمام گونه

S. enteritidis تشخیص داده شدند (Rad et al., 2008). 
Moghadam ( به شناسایی2017و همکاران ) سروتیپ بررسی و

 هایونهدر نم انتریتیدیس واینفنتیس  ،تیفی موریوم سالمونلاهای 
ش رو از استفاده با. کرمان پرداختند استان سطح درمانی مراکز از بالینی
PCR ن با تکثیر ژ سالمونلا حضور جنسinvA 132ز ا نمونه 130در 
های بیوشیمیایی تست میکروبی و هایسالمونلا باروش شده تأیید نمونه

 درصدی 19 دهنده شیوعتأیید گردید. همچنین نتایج نشان( درصد 98)

                                                           
1 European Centre for Disease Prevention and Control 

 درصدی 32و سالمونلا تیفی موریوم درصدی 22 ،اینفنتیس سالمونلا
  .(Moghadam et al., 2017) بود سالمونلاانتریتیدیس

 اب نتایج اعتمادترین قابل و تریندقیق ،Real-time PCR تکنیک
 زنی زیادی هزینه البته که آیدمی دستهب فلورسانس کاوشگر از استفاده

 استفاده اختصاصی RNA یا DNA هایکاوشگر از روش این در. دارد
 برای غلظت تعیین و جستجو هدف، مولکول در نتیجه در و شودمی

 انواع رسای حضور در حتی بنابراین. گرددمی پذیر امکان خاص هایتوالی
 در ودن،ب اختصاصی نظر از حاصل نتایج ،مولکول های اسید نوکلییک

 اب اختصاصی کاوشگرهای از چنانچه شرایط، این در. است بالایی حد
 در را متعددی های ژن توانمی حتی شود، استفاده مختلف هایرنگ
 (.Navarro et al., 2015) داد قرار بررسی مورد ،PCR واکنش یک

Morsali تشخیص و سازیبهینه منظوربه( 2017) همکاران و 
 میزان بررسی و گوشتی هایفرآورده در اشرشیا و سالمونلا همزمان
 74 تعداد. دادند انجام تحقیقاتی 2چندگانه PCR روش با آنها آلودگی
 آوریجمع زنجان استان مختلف نواحی از تصادفی طوربه گوشت نمونه

 به نمونه 6 تعداد گوشتی، نمونه 74 بین از که داد نشان نتایج. شد
 باکتری دو هر به نمونه 2 تعداد و سالمونلا به نمونه 4 تعداد اشرشیا،

 پاتوژن دو هر همزمان تشخیص در چندگانه PCR آزمایش. بودند آلوده
 بالایی یتحساس از نیز گوشتی هاینمونه به شده تلقیح رقت کمترین در

 های ژن اساس بر چندگانه PCR آزمایش مطالعه این در. بود برخوردار
 ینا همزمان و سریع تشخیص جهت اشرشیا و سالمونلا زاییبیماری
 PCR شواکن. شد سازی بهینه بالا اختصاصیت و حساسیت با هاپاتوژن

 ذاغ راه از یافته انتقال های پاتوژن همزمان شناسایی منظوربه چندگانه
 Morsali) است اعتمادی قابل روش غذایی مواد هایآلودگی کنترل در

et al., 2017.) Cheng روش توسط( 2008) همکاران و PCR Real-

time جمله از غذایی مختلف هاینمونه در سالمونلا شناسایی به :
 نمونه 420 منظور این برای. پرداختند دریایی غذاهای و خشک غذاهای

 توسط سالمونلا شناسایی ها،نمونه از DNA استخراج از پس و شد تهیه
Real-time PCR نمونه 420 از نمونه 37 که داد نشان نتایج. شد انجام 

 همکاران و Siala .(Cheng et al., 2008)باشد می سالمونلا به آلوده
 در سالمونلا شناسایی به Real-time PCR روش توسط (2017)

 از تصادفی طوربه غذا نمونه 500.پرداختند غذایی مختلف هاینمونه
: شامل هانمونه این. شد آوریجمع ماه 4 طی مختلف های سوپرمارکت

 ،سبزیجات و تازه هایمیوه لبنی، محصولات شیر، شده، پخته غذاهای
 شانن نتایج. باشندمی ها کیک انواع مرغ، خام گوشت دریایی، غذاهای

 هایگونه. بودند سالمونلا به آلوده آنها از (رصدد 5) نمونه 25 که داد
 3/33) 93/31ر شی ،(درصد 60) 45/27غ مر خام گوشت در سالمونلا

 23/9) 46/11 ماهی و( رصدد 5/38) 13/5م خا قرمز گوشت ،(رصدد

2 Multiplex PCR 



 593     ... از استفاده با مرغ خام هایفرآورده در سالمونلا هایگونه شناسایی و همکاران / تاجیک طوغان

 ذاهایغ لبنیات، کیک، در سالمونلا بیماری شیوع همچنین. بود( رصدد
 15/32 و (رصدد 7/22) 5/22 ،(رصدد 26/8) 14/11 ترتیببه پخته،

 (.Siala et al., 2017) بود کشت روش با مقایسه در( رصدد 3/21)
سالمونلا، )برای  DNAروش های مولکولی متعددی بر پایه کشف 

(. McGuinness et al., 2010)د ان( توسعه پیدا کرده inv Aمثال ژن 
 PCRتر از روش تر و حساسسریع time PCR-Realتکنیک و روش 

و بدون استفاده از ژل الکتروفورز  2های در زمان واقعیو داده 1قراردادی
ها و قطعات ژن(. Apfalter et al., 2003) نمایدبرای ما فراهم می

اده در مواد غذایی استفمختلفی برای شناسایی و کشف سالمونلا هدف 
 Chen) بوده است ترین ژن مورد استفادهمتداول inv Aشده است و ژن 

et al., 2011) . ژنinv A  کشف و شناسایی کاندیدای خوبی برای
یف شده تا های( توصباشد و در تمام سرووارهای )سروتیپسالمونلا می

علاوه بر آن، محصول . (Boyd et al., 1997حال وجود داشته است )هب
های برای توانایی این ارگانیسم جهت تهاجم به سلول این ژن

 ,Galán & Curtiss) پستانداران و ایجاد بیماری لازم و ضروری است

1991.) 
 گوشت، از اعم) انیماک خام یهافراورده روی بر پژوهش، نیا در

 یهایترباک کشف و ییشناسا جهت در یقاتیتحق( مرغ سنگدان و کبد
 یاهنمونه. گرفت انجام ،یمولکول یهاروش کمک به سالمونلا جنس

 یینها دییتا منظوربه  Real Time PCRلکولیوم روش به شده، هیته
 المونلاسباکتری  شناسایی مطالعه این از هدف. گرفتند قرار یابیارز مورد

 با آن تشخیص تایید و انیماک گوشت یهافراورده و محصولات از
  .باشدمی Real Time PCR ملکولی روش از استفاده

 

 هامواد و روش
 DNA استخراج و بردارینمونه

و سالمونلا  (PTCC 1735) اینتریتیدیس سالمونلا هایباکتری
از ها، عنوان کنترل مثبت تستبه (PTCC1709)تایفی موریوم 

 انشگاهد ییغذا یعگروه علوم و صنا یمولکول یوتکنولوژیب یشگاهآزما
 ومموری تیفی سالمونلا باکتری سازی،فعال منظوربه. شد تهیه فردوسی

 -Salmonella) آگار شیگلا -سالمونلا اختصاصی کشت محیط روی بر

Shigella Agar) (Saroj et al., 2008 )سالمونلا باکتری و 
 Brain Heart Infusion یاختصاص کشت محیط روی بر انتریتیدیس

Agar (BHI )ندشد داده آگارکشت Momtaz et al., 2014).) برای 
 به جداگانه طوربه باکتری دو هر DNA استخراج منظوربه سازیآماده

 (MUELLER-HINTON broth)ث برا ینتونه مولر کشت محیط

                                                           
1 Conventional PCR 

ساعت  72به مدت  گرادسانتیدرجه  37 یدما در و ندشد داده انتقال
 (.Monadi et al., 2013) انجام شد گذاریگرمخانه

 
 های حيوانیبافت از بردارینمونه

نمونه که شامل بافت سینه مرغ، کبد مرغ و سنگدان مرغ  45تعداد 
مراکز فروش مختلف، و از برندهای گوناگون اعم از )یادگار،  باشد ازمی

ز شهر ا کاکلی، آریا پروتئین، پاک، رضوان، سپید گوشت(مک توس، 
آوری شدند و با رعایت موازین بهداشتی به آزمایشگاه منتقل مشهد جمع

ها جدا شده و گرم از هر یک از نمونه 25در مرحله بعد مقدار  شدند.
 خوبی هموژن شد.هتوسط هاون و بوته چینی ب

 
مونلا سالو  موریومسالمونلا تيفی از باکتری  DNAاستخراج 

 انتریتيدیس
 DNA (High Pure PCRبدین منظور از کیت استخراج 

Template Preparationرکت ، شRoche)براساس ، آلمان 
 .استفاده شددستورالعمل شرکت سازنده، 

 
 از بافت DNA استخراج

از بافت، در این پژوهش از کیت استخراج  DNAبرای استخراج 
DNA  ( از بافتTissue DNA (Extraction kit  شرکت پارس توس

 استفاده شد.

 
 استخراج شده DNAارزیابی 

استخراج شده از نمونه  DNAدر شکستگی وجود منظور بررسیبه
استخراج  DNAو خلوص و کمیت  %1ها، توسط الکتروفورز ژل آگارز 

 شده با استفاده از اسپکتروفتومتر مورد بررسی قرار گرفت.
 

 Real time PCRواکنش 

کننده به میکرولیتر از بافر رقیق 200مثبت سازی کنترل برای فعال
منظور فعال سازی کنترل منفی ویال حاوی کنترل مثبت اضافه شد و به

کننده به ویال کنترل منفی نیز اضافه شد. میکرولیتر از بافر رقیق 5
ر مست میکرولیتر انجام شد. محتویات ویال حاوی 10واکنش در حجم 

 5مخلوط شده و  PCR Assayبا محتویات ویال حاوی  PCR میکس
ها اضافه شد. در مرحله بعد به جز میکروتیوبمیکرولیتر از آن به همه 

میکرولیتر آب به هر یک از  3حاوی کنترل مثبت میکروتیوب 
مونهن DNAمیکرولیتر از هر یک از  2ها اضافه شد. سپس میکروتیوب

سیکل  40این مراحل در  .(1جدول ) ها اضافه شدمیکروتیوب ها به 

2 Real- time  
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طبق راهنمای Real time PCR انجام شد. ارزیابی محصولات واکنش 
 کیت، بر اساس مشاهده سیگنال فلوئوروسانس انجام گرفت. 

 

 Real time PCRمواد و حجم استفاده شده در واکنش  -1 جدول
Table 1- Reagents and volume used in Real time PCR reaction 

Negative PCR 

Control 
Positive PCR 

Control 
Sample Component 

5 µl 5 µl 5 µl 
Reconstituted 

mericon Assay (including 

primers and probe) 

_ _ 5 µl Sample DNA & Water 

_ 5 µl _ 
Dissolved Positive 

Control DNA 

5 µl _ _ 
QuantiTect Nucleic 
Acid Dilution Buffer 

10 µl 10 µl 10 µl Total volume 
 

 Real time PCR (Borges et al., 2019)واکنش  حرارتی برنامه -2جدول 

Table 2- Thermal program of Real time PCR reaction 

 زماندرجه حرارت و مدت 

Temperature and Time 
 مرحله

Stage 
95°C, 5 min Initial PCR activation step 
95°C, 15 Sec Denaturation 

 دناتوراسيون
60°C, 15 Sec Annealing 

 اتصال پرایمرها
72°C, 10 Sec Extension 

 سازیطویل
 

 PCRمواد و حجم استفاده شده در واکنش  -3 جدول

Table 3- Materials and volume used in PCR reaction 
 PCR productطول قطعه 

S.enteritidis 

 PCR productطول قطعه 
S. typhimurium 

Volume Materials 

316 bp 107 bp 25 µl Master mix 
_ _ 3 µl DNA template 
_ _ 2 µl Primers 
_ _ 20 µl Nuclease free water 

 
 

سالمونلا تيفی جهت تشخيص باکتری  PCRواکنش 
 سالمونلا انتریتيدیسو  موریوم

 میکرولیتر انجام گرفت و هر واکنش شامل  50ها در حجمواکنش

 میکرولیتر 2 الگو، DNAمیکرولیتر  Master mix  ،3 میکرولیتر 25

در  (.3جدول ) میکرولیتر آب عاری از نوکلئاز بود 20و  مخلوط آغازگرها
استفاده شد. تشکیل باند  bp 100نشانگر وزن مولکولی این واکنش از 

 و همچنین سالمونلا تیفی موریومبرای باکتری  bp 107در محدوده 
 سالمونلا انتریتیدیسبرای باکتری  bp 316تشکیل باند در محدوده 

 %1تروفورز ژل آگارز توسط الک PCRباشد. محصولات مورد انتظار می
پرایمرها نیز به مشخصات و نیز  PCRبررسی شد. برنامه مورد استفاده 

 .استدرج شده  5و  4ی هاجدولترتیب در 

 نتایج و بحث
  DNA استخراج نتایج

ترین تکنیک مورد استفاده برای شناسایی و تشخیص متداول
نکه، این رغم ایسالمونلا، تکنیک میکروبیولوژیکی سنتی است. علی

 ها معمولا پرزحمتباشند، این روشتکنیک دارای استاندارد طلایی می
روز زمان هستند که باعث افزایش  6تا  4بر بوده و حداقل نیازمند و زمان

 Andrews and شود ) ها مینتقال پاتوژنریسک جذب یا ا

Hammack, 2003 تشخیص سریع، با هزینه موثر و اتوماتیک پاتوژن .)
عنوان نگرانی و زاد در طول زنجیره مواد غذایی، همچنان به-های غذا

دغدغه اصلی صنایع و سلامت عمومی ادامه دارد. به دلیل این 
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های به یک ابزار قدرتمند در تشخیص PCRها، نیازمندی
(. Sachse, 2003میکروبیولوژیکی در طول دهه اخیر تبدیل شده است )

، توانایی برآورده PCR ،real-time PCRنسل دوم متدولوژی های 

وسیله تکثیر و کشف هم زمان، در یک کردن تمام این نیازها را، به
 (. Malorny et al., 2004ای در لوله بسته، دارد )واکنش یک مرحله

 

 PCRبرنامه  -4 جدول

Table 4- PCR program 

Cycle Time 
Temperature 

(°C) 
Steps 

1 4 min 94 
 دناتوراسيون اوليه

Initial 

Denaturation 

35 1 min 94 
 دناتوراسيون

Denaturation 

35 30 sec 62 
 اتصال پرایمرها

Annealing 

35 30 sec 72 
 سازیطویل

Extension 

1 5 min 72 
 سازی نهاییطویل

Final extension 
 
 

استفاده  (Paião et al., 2013) انتریتيدیسسالمونلا و  (Ben Hassena et al., 2015) سالمونلا تيفی موریومتوالی پرایمرهای باکتری  -5 جدول

 PCRشده در 
Table 5- Primers sequences of Salmonella typhimurium (Ben Hassena et al., 2015) and Salmonella enteritidis (Paião et al., 

2013) used in PCR 

Length TM 
Sequence 

(5′→3′) Primer pair  

23 64.7 ACGACTGGGATATGAACGGGGAA siiA Fw Salmonella 

typhimurium 
23 64.7 TCGTTGTACTTGATGCTGCGGAG siiA Rv  

20 64 AGTGCCATACTTTTAATGAC IE1 Fw Salmonella 

enteritidis 
19 64 ACTATGTCGATACGGTGGG IE1 Rv  

 

 

 real-time( و روش جدیدتر PCRای پلیمراز )های زنجیرهواکنش

PCR های ویژه در برخی از مواد برای کشف سالمونلا یا سروتیپ
 ،PCR. چندین روش (Ferretti et al., 2001)د انغذایی، توسعه یافته

 16S rRNAهای مختلف سالمونلا، از قبیل ژنبوسیله هدف قرار دادن 
(Iida et al., 1993) ،agfA (Doran et al., 1993) ،via B 
(Hashimoto et al., 1995) ها توسعهدو ویرولانس مربوط به پلاسمی 

رسد که برای کشف نظر می. به(Mahon, and Lax, 1993)د انیافته
های سنتی کشت، ، نسبت به روشPCRروش  ،های سالمونلاگونه

، کشف سریع، حساس و ویژه پاتوژنPCRدرحالیکه روش  برتری دارد.

 در ارزیابیکند، ایراد اصلی این روش، عدم توانایی آن ها را پیشنهاد می
باشد، های مرده میدر سلول DNAها، به دلیل حضور مانی سولزنده

های زنده را کشف های مبتنی بر کشت، فقط سلولکه روش در صورتی
 شده استخراج DNA .(Josephson et al., 1993) کندو شمارش می

 استفاده اب انتریتیدیس سالمونلا و موریوم تیفی سالمونلا باکتری دو از
 1 شکلنتایج مربوطه در  .گرفت قرار بررسی مورد الکتروفورز ژل از
(A).قابل مشاهده است ، DNA سینه عضله بافت از شده استخراج 

 یبررسدرصد  1با استفاده از الکتروفورز ژل آگارز  سنگدان و کبد مرغ،
 .(B ،1شکل ) شد استفاده DNAمشاهده  برای safe stain از رنگ و
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 .یتيدیسسالمونلا انترو  یوممور يفیسالمونلا ت یهااستخراج شده از باکتری  DNAالكتروفورز ژل آگارز( A) -1 شكل

استخراج شده از  DNA باند 2 یفو رد یوممور يفیسالمونلا ت یاستخراج شده از باکتر DNA باند 1 یف، ردDNA ینشانگر وزن M یفرد

و  4 هاییفرد مرغ، فتاستخراج شده از با DNA باند 3، 2، 1های یف، ردDNA ینشانگر وزن M یفرد(: B) باشد.یم یتيدیسسالمونلا انتر یباکتر

 باشد.یاستخراج شده از بافت سنگدان م DNA باند 7و  6 هاییفکبد و رد فتاستخراج شده از با DNA باند 5
Fig. 1. (A) Agarose gel electrophoresis of DNA extracted from Salmonella typhimurium and Salmonella enteritidis 

bacteria. Row M indicates DNA Marker, row 1 is the DNA band extracted from Salmonella typhimurium bacteria, and row 2 

is the DNA band extracted from Salmonella Enteritidis bacteria. (B): row M is the DNA weight marker, rows 1, 2, 3 are DNA 

bands extracted from chicken tissue, rows 4 and 5 are DNA bands extracted from liver tissue, and rows 6 and 7 are DNA 

bands extracted from bone tissue. 

 

 Real time PCR واکنش نتایج
تشخیصی، برای کشف و شناسایی  real-time PCRروش 

ار سریع و موثق عنوان یک ابزاختصاصی سالمونلا در مواد غذایی، به
طور هتولید غذا، ب های آلوده شده در طول زنجیرهبرای کنترل نمونه

 real-timeهای بر پایه ای در حال استفاده است. برخی از روشفزاینده

PCR اندبرای شناسایی سالمونلا، قبلاً مورد توصیف قرار گرفته (Chen 

et al., 1997; Hoorfar et al., 2000; Knutsson et al., 2002) .
باشند عنوان یک ابزار تشخیصی قابل کاربرد نمیها بهاکثر این آزمون

باشد. می 1(IACکه این امر به دلیل فقدان یک کنترل داخلی تکثیر )
برای تشخیص سالمونلا، در مطالعات همکاری بین PCRیک روش 

این  .(Malorny et al., 2003)د اعتبار شالمللی، ارزیابی و تعیین 
کند و به را تکثیر می inv Aجفت بازی از ژن  284آزمون یک قطعه 

  گیرد.دنبال آن الکتروفورز ژل آگاروز صورت می
 شامل نمونه 15 مرغ، بافت شامل نمونه 15 که نمونه 45 تعداد از
 از حاصل نتایج باشد،می سنگدان بافت به مربوط نمونه 15 و کبد بافت

Real time PCR جنس به آلوده نمونه 9 مجموعا که داد نشان 
 مرغ، بافت به مربوط نمونه 6 نمونه، 9 این از(. 2شکل ) بودند سالمونلا

می سنگدان بافت به مربوط نمونه 1 و کبد بافت به مربوط نمونه 2
 و موریوم تیفی سالمونلا گونه دو تشخیص جهت نمونه 9 این. باشد

 .گرفتند قرار PCR مورد انتریتیدیس سالمونلا

                                                           
1 Internal amplification control  

 
اکنش وبه کمک  سالمونلا تيفی موریومشناسایی باکتری 

PCR 
 سالمونلا تیفی موریومباکتری  siiAمربوط به ژن  PCRصول مح

با استفاده از ژل الکتروفورز مورد بررسی قرار گرفت. با استفاده از دستگاه 
Gel Documentation باند مورد نظر در محدوده bp  107  رویت

مثبت تشخیص  Real time PCRنمونه که در تست  9گردید. از تعداد 
وده ب سالمونلا تیفی موریومنمونه آلوده به باکتری  7داده شده بود، تعداد 

مورد مربوط به بافت  5نمونه،  7باشد که از این می siiAو واجد ژن 
اختصاصی  siiAباشد. از آنجایی که ژن مورد مربوط به کبد می 2مرغ و 
 (.Ben Hassena et al., 2015باشد )می سالمونلا تیفی موریومگونه 

نمونه  7این  در تیفی موریومسالمونلا نتایج، تاییدی بر تشخیص گونه 
 باشد.می bp  107دارای اندازه  siiAژن  PCRباشد. محصول می

 
سالمونلا جهت تشخيص باکتری  PCRنتایج واکنش 

 انتریتيدیس
دستگاه  با بررسی از بعد IE1ژن  تکثیر از ناشی PCR محصول

Gel Documentation، در محدوده باندی bp 316 از داد تشکیل .
داده  یصمثبت تشخ Real time PCR آزموننمونه که در  9تعداد 
وده که ب انتریتیدیس سالمونلا ینمونه آلوده به باکتر 1تعداد  بود،شده 
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. باشدیم IE1نمونه واجد ژن  1 ینباشد و تنها ا یمربوط به بافت مرغ م
 Paião et)باشد می سالمونلااختصاصی جنس  IE1از آنجایی که ژن 

al., 2013 ( . در  یدیسانتریت سالمونلانتایج، تاییدی بر تشخیص جنس
 bp 316  دارای اندازه IE1 ژن PCR. محصول باشدمینمونه 1 ینا

( روشی را برای 2004و همکاران )  Riyaz-Ul- Hassan .باشدمی
های های زنجیرهوسیله واکنشکشف و شناسایی سریع سالمونلا به

 stnمراز پیشنهاد دادند. در این مطالعه، پرایمرها بر اساس ژن پلی

سالمونلا،  برای کشف و شناسایی PCRمنظور توسعه یک روش ویژه به
ی جنس سالمونلا توزیع هاطور وسیعی در گونهبه stnاستفاده شدند. ژن 

رفته قرار گ سالمونلا تایفی موریومشده است. این ژن بر روی کروموزوم 
طورقابل توجهی به سالم و دست نخورده، به stnاست و حضور یک ژن 

این مطالب  کند.خاصیت تهاجمی و ویرولانس سالمونلا، کمک می
( inv Aما ) علاوه بر ژن مورد استفاده در کارمبین و موید این است که 

 های دیگری هم استفاده شده است. ژن
 

 
 به لودهآ هاینمونه ،(آبیسالمونلا ) به آلودگی عدم دارای هاینمونه ،(قرمزکنترل مثبت ) .(سبز) منفی کنترلمنحنی تكثير مربوط به  -2 شكل

 .)نارنجی(ها و کنترل داخلی همه نمونه (سياه) سالمونلا

Fig. 2. Proliferation curve of the negative control (green). Positive control (red), Salmonella-free samples (blue), Salmonella-

contaminated samples (black) and internal control of all samples (orange). 

 

 
 (باشد.می 1000تا  100باند از  10بوده و شامل  bp 100لدر )، DNA نشانگر وزنی Mردیف  .موریومسالمونلا تيفی شناسایی باکتری  -3 شكل

باشد. می موریومسالمونلا تيفیهای آلوده به باکتری نمونه 9و  8، 7، 6، 5، 4، 2 های(، ردیفموریومسالمونلا تيفی، کنترل مثبت )سویه 1ردیف 

 .،کنترل منفی11باشند و ردیف آلودگی میهای عاری از نمونه 10و  3ردیف 

Fig. 3. Identification of Salmonella typhimurium bacteria. Lane M is the DNA weight Marker (the ladder is 100 bp and 

includes 10 bands from 100 to 1000). Lane 1, positive control (Salmonella typhimurium strain), Lanes 9, 8, 7, 6, 5, 4, 2 

Samples are contaminated with Salmonella typhimurium bacteria. Lanes 3 and 10 are contamination-free samples, and Lane 

11 is the negative control. 
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،کنترل 1یف، ردباشد(می 1000تا  100بوده و از  100bp)لدر  DNA ینشانگر وزن M یفرد. انتریتيدیس سالمونلا باکتری شناسایی -4 شكل

 هاینمونه 10و  9، 8، 7، 6، 4، 3، 2 هایردیف. باشدیم انتریتيدیس سالمونلا ینمونه آلوده به باکتر 5 ردیف(، انتریتيدیس سالمونلا یه)سو مثبت

 .منفیکنترل  ،11 ردیف و باشندمی آلودگی از عاری

Fig. 4. Identification of Salmonella enteritidis bacteria. Lane M is the weight Marker of DNA (the ladder is 100 bp and ranges 

from 100 to 1000), Lane 1 is the positive control (Salmonella enteritidis strain), Lane 5 is the sample contaminated with 

Salmonella enteritidis bacteria. Lanes 10, 9, 8, 7, 6, 4, 3, 2 are contamination-free samples and Lane 11 is the negative control. 

 

و عامل  غذاییپاتوژن  یکعنوان بهسالمونلا  جنس اینکه به توجه با
حصبه، منجر به کاهش  یا یفوئیدهمچون تب ت یگوارش هاییماریب
. شوداز طریق ایجاد الودگی مواد غذایی می ییمحصولات غذا یفیتک

 جنس این ییو کارآمد در شناسا یعسر یهاروش ییرو، شناسا یناز ا
 یدیو تا یبا هدف معرف یقتحق ینا بنابراین،است.  یضرور بسیار
 یزایماریدو گونه ب ییدر شناسا real time PCR و PCR یهاروش

در بافت  سیتیدیسالمونلا انترو  یوممور یفیسالمونلا تسالمونلا شامل 
 یکر ه ینکه. با توجه به اباشدمیمرغ، کبد مرغ و سنگدان مرغ  یوانیح

سالمونلا  در IE1ژن  شامل مارکر ژن یک یمذکور دارا یهااز باکتری
 سالمونلا باکتری در siiAژن  و( Paião et al., 2013) یتیدیسانتر

 ین. در اباشندمی( Ben Hassena et al., 2015) موریوم تیفی
 و دیاستفاده گرد یعنوان نشانگر مولکولمذکور به یهاژن از هایکتکن
 برای (IE1Fw ،IE1Rv  ؛siiA Fw،  siiA Rv ) پرایمر جفت دو از
 ,.siiA(Ben Hassena et al  وIE1  (Paião et al., 2013  )ژن، دو

می رتکثی پرایمرها این توسط که ژن از قسمتی. شد استفاده( 2015
 جنس تشخیص جهت IE1 ژن. داردطول  107و bp  316ترتیببه شود،

 تشخیص جهت siiA ژن و( Paião et al., 2013) انتریتیدیس سالمونلا
 مورد( Ben Hassena et al., 2015) موریوم تیفی سالمونلا گونه

 ناسبم پرایمر و ژن قطعه انتخاب که جایی آن از. گیردمی قرار استفاده
 در موثر پارامترهای از annealing  مرحله در مطلوب حرارت درجه و

اساس  بر. ندگردید انتخاب ژن دو این لذا ،است PCR تکثیری سیکل
 یصمثبت تشخ Real time PCRنمونه که در تست  9تعداد  از یجنتا

بوده  ومموری تیفی سالمونلا ینمونه آلوده به باکتر 7داده شده بود، تعداد 
 بافت به مربوط مورد 5 نمونه، 7 این از که ،باشدمی siiAو واجد ژن 

آلوده مربوط به  یهامورد از نمونه یکو  کبد، به مربوط مورد 2 و مرغ
 دستهب نتایج به توجه با. باشدیم یتیدیسسالمونلا انتر در IE1ژن 
دان کبد و سنگ ،سینه هایبافت در مذکور هایژن بیان شناسایی آمده،

یم real time PCR و PCR روشکه  استمطلب  یننشاندهنده ا
 وردم هایبافت در پاتوژن این شناسایی درمناسب  یعنوان ابزاربهتواند 
مطلب  یندهنده انشان یزن یر. مطالعات اخگیرد قرار استفاده مورد نظر

 سفلورسنبر  یمبتن هاییکتکن و PCR هاییکتکن ترکیبهستند که 
 ییغذا یهاپاتوژن ییجهت شناسا real time PCR (qPCR)همچون 

 . (Rodríguez-Lázaro et al., 2013هستند ) یمناسب یاربس یابزارها
های ترین تکنیکترین و سریعترین، حساساز دقیق یکی تردیدیب

 ,.Bennet et alهای مولکولی است )تشخیصی عوامل پاتوژن روش

های های تشخیصی مولکولی واکنشیکی از رایج ترین روش (.1998
 روش این. (Davis et al., 1998) ( استPCRای پلی مراز )زنجیره
 باشدمی سرعت نیز و بودن اختصاصی و حساسیت دقت، بیشترین دارای
 D’Aoust) است( ژن از قسمتی) DNA تشخیصآن  اساس چراکه

and Purvis, 1998 .)مورد ژن چند توانمی روش این از استفاده با 
می آن بر علاوه داد، تشخیص باکتری سویه یا و جنس یک در را نظر

 Soradeghi) داد تشخیص را باکتری چندگونه زمانهم توان،

Topkanlou et al., 2021) .از قسمتی تکثیر تکنیک این اساس 
DNA این  ردیگ مزیت. استاختصاصی  پرایمر جفت یک از استفاده با
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های در روش زیراست، ابه بیان ژن  PCR وابستگی عدم تکنیک
های متابولیسمی عامل بیوشیمیایی تغییرات فیزیکی ناشی از فعالیت

و  ردبزا پی یاعامل بیماری ژن وبه وجود آنتی شودمیپاتوژن موجب 
زا عدم وجود عامل بیماری بر لالتژن در این روش دعدم تولید آنتی

 تولیدژن زا هنوز آنتی، درصورتی که ممکن است عامل بیمارکندمی
 متعددی هدف هایژن(. D’Aoust and Purvis, 1998) باشد نکرده
 ,RfbE: است گردیده معرفی سالمونلا هایسویه برای شناسایی جهت

FliC, InvA, SpvC, Int, Flo (Cowden et al., 1989 )این تمامی 
 و Nested PCR ، Semi nested PCR با توانمی را هاژن

Multiplex PCR هایروش سایر و PCR کرد تکثیر (Cowden et 

al., 1989.) 

 

 گيرینتيجه
 امکان با سریع روش یک عنوانبه real-time PCRروش 

 و پزشکی هایزمینه در هم زابیماری عامل چندین زمان هم تشخیص
 این رد. است گرفته قرار استفاده و توجه مورد بسیار غذایی صنایع هم

 زایبیماری العادهفوق باکتری زمان هم و سریع تشخیص امکان تحقیق
 و اختصاصیت با ،سالمونلا یعنی غذایی مواد طریق از شده منتقل

 از حاصل جینتا .شد سازیبهینه مرغ از و سالمونلا در بالا حساسیت
Real time PCR سالمونلا جنس به آلوده نمونه 9 نمونه، 45 مجموع از 

 مثبت نمونه 9 تعداد از داد نشان یمعمول PCR روش . نتایجداد نشان
 یفیت سالمونلا گونه به گیآلود بیشترین ،Real time PCR تست در

بیشترین آلودگی  نمونه، 7 نیا از که مورد( 9مورد از  7) بوده ومیمور
 هب یآلودگ .بودند کبد به مربوط مورد 2 ومورد(  5) مرغسینه  به مربوط
 بود آلوده مونهیک ن تنها نمونه، 9 تعداد از سیدیتیانتر سالمونلا یباکتر

 .باشدیم مرغسینه  به مربوط که
 

 تشكر و قدردانی
این پژوهش با حمایت مالی دانشگاه فردوسی مشهد و با گرنت 

 انجام پذیرفت. 46587/3شماره 
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