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  : ده یچک

 یلبن يفرآورده هاسالمونلا در  مختلف يع گونه هایص سریو تشخ ییشناسا به منظور قیتحقن یا :نه و اهدافیزم
  مورد 

 Ab-EIA=Antibody-Enzyme(زایو الا ییایباکترکشت  مرسوم يروشها کهیاز آنجائ. گرفتاستفاده قرار 

Immuno Assay( را به خود  ییبالا ينه هایر سالمونلا زمان بر بوده و هزیپاتوژن نظ يهایص باکتریدر تشخ
،  Polymixin – Coated Polyester Cloth in EIA (P-CEIA(ق از روش ین تحقیدهند، لذا در ا یاختصاص م

 .دیفوق استفاده گرد يسه با روش هایجهت مقا

در  Ra-30وم یمور یفیسالمونلا تمختلف  يرقت ها،  P-CEIAو  Ab-EIAسۀ   دو روش یمقا يبرا: یروش بررس
ر و خامۀ مشکوك به سالمونلا با دو روش ین ده نمونۀ شیهمچن .دیه گردیته ) BPW=pH,7.4( شده پپتون واتر بافر

  .قرار گرفت یررسفوق مورد ب
-Raوم یمور یفیۀ استاندارد سالمونلا تیبا استفاده از سو که دادق نشان ین تحقیحاصل از اج ینتا یبررس :افته های 

  Ab-EIA،105cfu/mlدر روش زان ین میاکه یدر حال ،است cfu/mL 106معادل  ،P-CEIA ت روشیحساس، 30
ضمناً . دیهم برابر گرد ات دو روش بیحساسکولات  یدزوکسم یسددر حضور دترجنت  یمار حرارتیپس از ت .بود

ب یز بترتین، P-CEIAنمونۀ مثبت و در روش  3و  5ب یبترت Ab-EIAر و خامه در روش یاز ده نمونه مشکوك ش
-Abرا نسبت به يکمترزمان  ،ساعت 14 در حدود P-CEIAانجام روش  نیهمچن. دینمونۀ مثبت مشاهده گرد 3و6

EIA داداص به خود اختص .  
دار یع، مقرون به صرفه و پایسر یروش ،P-CEIAکه روش  داد نشان ق ین تحقیدر اافته ها ی یبررس :يریجه گینت
  .باشد یم یلبن يسالمونلاها در فرآورده هاص یتشخ يبرا
  Bنیکسیم یپل ،P-CEIA ،سالمونلا :د واژه هایکل
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  : مقدمه 
در  یشتاز معضلات بهدا یکیمختلف سالمونلا  يگونه ها

و  یلبن يفرآورده هادر ژه یآلوده به و ییمصرف مواد غذا
که  يبه طور. روند یدر سراسر جهان به شمار م یگوشت

از  یناش ،س در انسانیر موارد سالمونلوزیاخ يدر سالها
 رون یاز ا ).2،3(ش استیرو به افزا ییمصرف مواد غذا

 یفیمهم کنترل ک يفاکتورهااز  یکیص سالمونلاها یتشخ
 .باشد ید کننده میدر کارخانجات تول ییغذا يفرآورده ها

ن یع و مقرون به صرفه در ایسر صین روش تشخیهمچن
  .برخوردار است يت فوق العاده ایاز اهم مراکز

تشخیص سالمونلا مانند روش کشت بر  رسومروش هاي م
داراي  اغلبروي محیط هاي مغذي ویا روش الایزا 

عنوان مثال در روش ب.مشکلات خاص خود می باشند 
 باشد یزمانبر م نه ویپرهزکشت ، محیط هاي مغذي اغلب 

 يفرآورده هاو این قضیه در موارد حاد از قبیل آلودگی 
که زمان عامل مهمی می باشد ، ایجاد مشکل می  ییغذا

  .نماید
و  باشد یز مینناپایدار بودن، نه بر یهز علاوه بر روش الایزا

 يهابچ  درآنتی بادي ت یفیک ییکنواختن عدم یهمچن
    .سازد یج حاصله را با مشکل مواجه مینتا یابیارز ختلفم
ص یتشخ يبراسریع ، ساده و ارزان روش ۀ یاران یبنابرا 

 یم یفیاز الزامات کنترل ک ییغذاسالمونلاهادر مواد 
  روشن جهت یاز ا.باشد

 P-CEIA )Polymyxin – Cloth Enzyme 

Immunoassay(  این . توسعه یافتر ن منظویابراي
روش بر پایۀ استفاده از پلی استر پوشش داده شده با پلی 
میکسین که براي جذب آنتی ژن هاي لیپوپلی ساکارید 

 ین روش از پلیدر ا .مناسب است ، استوار می باشد
سالمونلا استفاده  ییدر شناسا يباد یآنت يبجا Bن یکسیم

که اثر ک است یوتیب یک آنتی B نیکسیم یپل.  دیگرد
ن ماده یا. دارد  یگرم منف يهایباکتر يبر رو یکشندگ

ها که یباد یبوده و برخلاف آنت يباد یارزانتر از آنت یلیخ
تا  2ن یب يها pHن ها در یکسیم یدار هستند پلیار ناپایبس
در دسترس  یز براحتیدار بوده و شکل خالص آن نیپا 7
 یدگقدرت چسبن ين دارایکسیم ین پلیهمچن. باشد  یم

با در نظر لذا ). 13(سالمونلا است LPS به یاختصاص

ن یگزیک جایبعنوان  Bن یکسیم یاز پلموارد،ن یگرفتن ا
  . شد ران ، استفادهگدار و یناپا يهایباد یآنت يبرا
  

 :ها  مواد و روش
از بخش  Ra-30وم یمور یفیق،  سالمونلا تین تحقیدر ا

. دیاع گردیابتران یتوپاستور ایانست ییایباکتر يواکسن ها
 Bioت از شرکت یک ،)Ab-EIA(زاین در روش الایهمچن

A.R.T ه شدیته.   
 : نمونه  يآماده ساز

در پپتون  Ra-30سوش وم یمور یفیتابتدا گونه سالمونلا 
 يدر دما ه شد وکشت داد )pH=7.4(واتر بافر شده

370C تهیدن به دانسیتا رس /ml 109 12به مدت  ،يباکتر 
 یمختلف يسپس رقتها .شد يذارگرمخانه گ ساعت

از هر . دیگرد هیته )108و 107، 106، 102،104،105(
خته و به هر یش ریدر هر لوله آزما 1mLن رقتها یکدام از ا

سپس و  دیگرداضافه  EDTAاز محلول  mL 0.1لوله 
پس از . ه شددادحرارت  1000C يقه در دمایدق 10بمدت 

-Abدو روش ش به یآزمااتاق جهت  يسرد شدن در دما
EIA و P-CEIA  ن یهمچن .گرفتندمورد استفاده قرار

 ي، نمونه هاP-CEIAروش  تیش حساسیجهت افزا

در وم یمور یفیۀ استاندارد سالمونلا تیمشکوك و سو
قه در یبه مدت ده دق %0.1کولات یم دزوکسیحضور سد

حرارت داده شدو سپس با هر دو روش  1000C يدما
  .قرار گرفتند یمورد بررس

   : Ab-EIAروش 
و کنترل مثبت  ی، کنترل منفشاهدتر از یکرولیم 100مقدار 
 100و ) C1تا  A1 از( ییابتدا يب در چاهکهایرا بترت

د یاضافه گرد يبعد يچاهک ها به نمونههر تر از یکرولیم
پس از . شد يگرمخانه گذارقه یدق 30به مدت  370Cو در 

سه ، فر شستشوتر از بایکرولیم 200با  چاهکها ن مدت،یا
تر از یکرولیم 100مقدار سپس . داده شدندمرتبه شستشو 

محلول کونوژوگه به هر کدام از چاهکها باستثناء چاهک 
A1 )370در و  هشد فزودها) بلانکC  قه یدق 30به مدت

سپس چاهکها مانند دفعۀ قبل سه  .دیگرد يگرمخانه گذار
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 مقدارمجدد،  يپس از شستشو. بار شستشو داده شدند
به  )نیدیل بنزیتترا مت(TMB يتر از سوبسترایکرولیم 100
قه در یدق 15چاهکها به مدت . دیگردچاهکها اضافه  یتمام
 .شد يک نگهداریتار يو در فضا (250C-18)اتاق  يدما

تر از محلول متوقف کننده یکرولیم 100مقدار  سپس
(Stop solution) دیگردهر کدام از چاهکها اضافه  به 

جاد شده در یشدت رنگ زرد ا. شودمتوقف  تا واکنش
   .شدقرائت  nm 450ت در طول موج یکروپلیم

 
:P.CEIA   روش 

انجام  يبرا. باشد  یاستر م ین روش پلیدر افاز جامد 
 یتر از محلول پلیل یلیم 60استر با  یپل يت دیش ، پلیآزما

به مدت دو ساعت گرمخانه  mg/mL 8ن با غلظت یکسیم
با  یاضاف ين هایکسیم ی، پلن مدتیا بعد از. شد يگذار

محلول از  تریکرولیم 200بار شستشو با  سه
PBS)pH=7.2( چاهک ک از یبه هر  سپس .دیگرد خارج

د یگرداضافه  نمونهمختلف  يرقت هاتر از یکرولیم 60 ها
سپس  .شد يقه گرمخانه گذاریدق 30به مدت  370Cدر  و

پس از . شدند چاهکها مانند دفعۀ قبل سه بار شستشو داده

 يتر از سوبسترایکرولیم 100مقدار مجدد،  يشستشو
TMB)دیگردچاهکها اضافه  یبه تمام )نیدیل بنزیتترا مت .

ک به یتار محلو در  (250C-18)اتاق  يچاهکها در دما
 100مقدار ن مدت، یبعد از ا .شد ينگهدارقه یدق 15مدت 

به  (Stop solution)تر از محلول متوقف کننده یکرولیم
. متوقف شود د تا واکنشیگردهر کدام از چاهکها اضافه 

ت در طول موج یکروپلیمجاد شده در یا یشدت رنگ آب
370 nm قرائت شد.   

      :ر یآلوده ش يسه دو روش در نمونه هایمقا

 يآماده ساز روش، طبق ر و خامهیشۀ مشکوك ده نمون
 نظر وجوداز هر دو روش و با استفاده از ه ینمونه، ته

ن نمونه ها تنها از یدر مورد ا .دندیگرد یسالمونلا بررس
  .دیاستفاده گرد105رقت 

  

  : افته های
در مورد سوش  Ab-EIAروش  جینتا 1شمارة  جدول

+  یمار حرارتیت -1 :که با استفاده از دو روش یکروبیم
EDTA   

  
  
  
  
  
  
  
  
 کولات یم دزوکسیسد+ EDTA+ یمار حرارتیت -2

ت یبر اساس ک .دهد یان منش را ،شده است يآماده ساز
، مثبت در 0.25بالاتر از  يبا جذب نور يزا، نمونه هایالا

که قادر به  ین حداقل رقتیبنابرا. شوند ینظر گرفته م
باشد  یم يبا هر دو روش آماده سازسالمونلا  يآشکارساز

105cfu/ml  ج روش ی، نتا 2در جدول شمارة  .استP-

CEIA ستفاده از دو روش که با ا یکروبیدر مورد سوش م
در . ش داده شده استیشده است نما يمار، آماده سازیت
که  ی، حداقل رقتEDTA+  یمار حرارتین روش در تیا

  است   106cfu/mlباشد  یسالمونلا م يقادر به آشکارساز
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  .دیرس 105cfu/mlزان به ین میا کولات یم دزوکسیسد+ EDTA+ یمار حرارتیتکه در یحالدر 
ر و یده نمونۀ مشکوك ش يبر رو Ab-EIAج روش ینتا

و با    105cfu/mlده نمونۀ مشکوك خامه که در رقت 
 کولات یم دزوکسیسد+ EDTA+ یمار حرارتیتروش 

داده شده نشان  3در جدول شمارة شده اند  يآماده ساز

، 4، 3، 1 ينمونه ها(نمونۀ مثبت 5 ،ریکه در مورد ش است
و  4، 2 ينمونه ها(نمونۀ مثبت 3، و در مورد خامه) 9و  6
  .دیگزارش گرد) 6

  

  
  

 يدر مورد نمونه ها P-CEIAج ی، نتا4در جدول شمارة 
آماده  Ab-EIAر و خامه که مانند روش یمشکوك ش

ن روش، تعداد یبا ا. ش داده شده استیشده اند، نما يساز

نمونۀ  3و ) 9و  6، 4،5، 3، 1 ينمونه ها(ر ینمونۀ ش 6
  .دیثبت گرد، م)6و  4، 2 ينمونه ها(خامه 

  
  

  
  

  :بحث 
 ییص سالمونلا در مواد غذایجهت تشخ P-CEIAروش 

. برخوردار است يادیت زیدر سراسر جهان از اهم
استر  یاز پارچه پل ،1990در سال  و همکاران)Blais(زیبل

جهت  ،)P-CEIA(نیکسیم یپوشش داده شده با پل
 یفیسالمونلا ت يدیساکار یپوپلیل يژن ها یآنت ییشناسا

 گرید یقیدر تحق). 14(دندنمواستفاده  ومیمور
را ن روش یا،1991و همکاران در سال ) Burton(بورتن

 يفرآور يسالمونلا در غذاها یفیمه کین جهت سنجش
وهمکاران در )Wang(ونگ نیهمچن .)13(ندشده بکار برد

ع و یسر يجهت جداسازاز روش مذکور  ،1995سال 
تفاده کردند و با مقرون به صرفه سالمونلا در تخم مرغ اس

کم سالمونلا  یلیافتند که تعداد خین روش دریا
ح شده به درون تخم مرغ یتلق) 2cfu/ml-1(سیدیتیانتر

در و همکاران )Blais(زیبل .)10(است يریگیقابل پ
 يط هایمح( یقیق از روش تلفیک تحقیدر   ،1997سال

سالمونلا  يجداساز يبرا)P-CEIAکننده و روش  یغن
استفاده  یطیمح ينمونه هاخوراك دام و  ،ییمواد غذادر 

قادر است که  یقین روش تلفیافتند که ایکردند و در
 10cfu/ml -1را در حدود  ییغذا ينمونه ها یآلودگ

، 1996وهمکاران در سال )Wang(ونگ .)8(مشخص کند
-Pدر روش  يتجار يسرم ها یاز آنت یک بررسیدر 

CEIAآنها . ده نمودندشناساگر استفا يباد ی، به عنوان آنت
، P-CEIAبا استفاده از بردند که  یق پین تحقیبا ا
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 يکم در نمونه ها یلیمقدار خ در یسالمونلا حت ییشناسا
بر اساس منابع و مراجع ). 9(ر استیامکان پذ ییغذا

 ییجهت شناسا P-CEIAموجود تاکنون استفاده از روش 
ده یران گزارش نگردیدر ا ییسالمونلا در مورد مواد غذا

  .است
سالمونلا با دو  یکروبیمختلف م ين مقاله رقت هایدر ا

با توجه به  . شد یبررس P-CEIAو  Ab-EIAروش 
 ينمونه ها،   Ab-EIAت یکدستورالعمل نکه بر اساس یا

 0.25ن تر از ییمثبت و پا 0.25بالاتر از  يبا جذب نور
نشان داد که  حاصلهج ینتا .شود یدر نظر گرفته م یمنف

قادر به  Ab-EIA که روش یغلظت سلولحداقل 
در . باشد یم cfu/ml 105آن است معادل  صیتشخ
. استcfu/ml 106ن رقت یا P-CEIAکه در روش یحال

 ،1996و همکاران در سال )Wang(ر توسط ونگین مقادیا
-Pو در مورد  Ab-EIA،106 cfu/mlدر مورد 

CEIA،107 cfu/ml بعبارت ). 9(گزارش شده است
نسبت به داده  هر دو روش تیحساسق ین تحقیدر اگر ید

. برابر بالاتر بود 10زان یبه مو همکاران )Wang(ونگ يها
است  ع و ارزانیساده، سر یروش P-CEIA روش اگرچه

 ).9(کمتر است Ab-EIAت آن نسبت به یاما حساس
) Blais( زین آزمون، بلیت ایش حساسین  جهت افزایبنابرا

 یم دزوکسیسالمونلا در سد یمار حرارتیو همکاران، از ت
ق ما هم ین تحقیدر ا). 15(استفاده کردند %0.1کولات

را بکار  ين روش آماده سازیت، همیش حساسیافزا يبرا
ج گزارش شده توسط  یآن، مطابق با نتا يافته هایم و یبرد

  . و همکاران بود) Blais( زیبل
مورد  و خامه براساس رقت ریش يدر مورد نمونه ها

در حضور  یمار حرارتیبا ت در هر دو روش و 105(استفاده 
و  5 بیبترت Ab-EIAدر روش ) کولات یم دزوکسیسد

 3و  6ب یز بترتین P-CEIAو در روش   نمونه مثبت 3
  . نمونه مثبت بدست آمد 

در که  دهد یمن مطالعه نشان یاج حاصله از ینتا یبررس
است  یروش P-CEIAروش ،  EIA يروش هار ین سایب

 ییشناسا يتوان برا یمو  .ر ، ساده تر و ارزانترتعیسر
 یم ییکه پاتوژن غذا یگرم منف يهایاز باکترگر ید یبعض

ن روش ینه ایهز. ، بکار برد  )لوباکتریمانند کمپ(باشند 
 EIAگر ید ياز روش ها )کمتر برابر 100(تر کم یلیخ

) ساعت کمتر 14حدود(ار کوتاهتر یز بسیبوده و زمان آن ن
ن یکسیم یاستر آغشته به پل یستفاده از صفحات پلا. است 

 يب و مشکلات خاص روشهایآن ، معا يداری، بخاطر پا
 یبا توجه به استفاده از بعض. را بهمراه ندارد   EIAگر ید

ن یت ایکولات، حساس یم دزوکسیدترجنت ها مانند سد
در  یکند حت یم يزا برابریالا يروش نه تنها با روش ها

که تعداد  يدر مواردضمناً .شتر استیز بیموارد ن یبعض
 يو اقتصاد یش شوند ، از نظر زمانید آزماینمونه با يادیز

گر روشها ینسبت به د P-CEIAاستفاده از روش 
  . ت دارد یارجح

  
  : يریجه گینت

نه و یدر هز ییصرفه جول یبه دل P-CEIAروش 
 ين ساده تر بودن نسبت به روشهایوقت و همچن

. ت دارد یو کشت ارجح Ab-EIAل یگر از قبید
ر ین روش، در مورد سایگردد که ا یشنهاد مین پیبنابرا

ص یو تشخ ییشناسا یو حت ییغذا يفرآورده ها
قرار  یز مور بررسیگر نید یگرم منف يها يباکتر

  .ردیگ
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