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ارزيابي سه محيط غني کننده و شش محيط انتخابي جامد براي جداسازي و 

  تشخيص سالمونلا از مواد غذايي
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  چکيده 

 يهايماريت سالمونلا در بيباشد و با توجه به اهم ي مهم در آب و غذا ميا ک پاتوژن رودهي سالمونلا :هدف و زمينه

 ي روشهاينه سازيق با هدف بهين تحقيا.  برخوردار استيت خاصي اهمع آن ازيق و سريص دقيمنتقله از غذا، تشخ

  . انجام شد يي سالمونلا از مواد غذايمتداول در جداساز

 Peptoneه، دري اولي سازيه و جهت غني تهي مختلف به صورت تصادفيي نمونه ماده غذا۱۰۰ تعداد :روش بررسي

Water س براث ياديليواس -ط راپاپورتي مح۳سپس از . ديبه گردگراد انکو ي درجه سانت۳۷ ساعت در ۲۴ به مدت(RV) 

 يگراد جهت غن ي درجه سانت۳۷ در (SC)ن براث يستئيت سيگراد و سلن ي درجه سانت۴۲ در (TT)ونات براث يو تترات

اخ ، رامب(Chrom Agar)ط کروم آگار ي مح۶ ي ساعت از هر روش بر رو۲۴ه سالمونلا استفاده شد و پس از ي ثانويساز

، (SS)گلا آگار يش -، سالمونلا(HE)ک آگار يهکتون انتر ،(XLD) کولات آگاريدزوکس -نيزيل -لوزي، گز(RA)آگار

 ۳-۵.  شدند ي ساعت نگهدار۱۸ -۲۴گراد به مدت  ي درجه سانت۳۷ يح نموده و در دماي تلق(BG)ن آگار يانت گريليبر

  . انتخاب شدندي افتراقيها طي در محييايميو شي بيها فوق جهت انجام تستيها طيک از محيپرگنه مشکوک از هر 

% ۴/۵۷ها آلوده به سالمونلا بود که از اين نسبت به دست آمده  نمونه% ۸پس از انجام آزمايشات فوق در مجموع  :ها يافته

ي مثبت با استفاده ها نمونه% ۹/۱۴براث و SC هاي مثبت با استفاده از  نمونه% ۷/۲۷ براث،RVهاي مثبت با استفاده از  نمونه

بدست آمد % ۷/۲۷ آگار با RA بالاترين ميزان جداسازي توسط محيط کشت .کننده جدا شدند  براث به عنوان غنيTTاز 

  .بدست آمد% ۴/۶ با BGترين ميزان جداسازي توسط محيط کشت  ينئو پا

ط با قدرت يک محيگر ي دط کشتيسه با پنج محي در مقاRAط کشت يدهد که مح يج ما نشان مي نتا:گيري نتيجه

 يي رشد سالمونلا در مواد غذاياي احي برايکننده مناسب ي براث غنRVکننده  ين غني همچن.باشد ي بالا مي و افتراقيانتخاب

  .باشد يم

  ي منتقله از غذا، جداسازيهايماري سالمونلا، ب:ها كليد واژه

  ۱۴/۵/۸۷:  مقاله      پذيرش۲۹/۴/۸۷:       اصلاح نهايي۲۷/۳/۸۷: وصول مقاله
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 ٢٩دكتر محمد مهدي سلطان دلال      

  ۱۳۸۷پائيز / دوره سيزدهم/ ردستانمجله علمي دانشگاه علوم پزشكي ك

  مقدمه 

 در هاي منتقله از غذا يکي از مشکلات شايع بيماري

 سلامت و بهداشت عمومي و همچنين يکي از بخش

ت فرغم پيشر عوامل اصلي کاهش باروري اقتصادي علي

در سراسر . رود در تکنولوژي و علوم غذايي به شمار مي

 ه از آب صدها ميليون نفر از بيماريهاي مسري منتقلجهان

برند که اين مسئله در کشورهاي در حال   غذا رنج ميو

 تعداد زيادي از افراد آسيب پذير با توجه بهتوسعه 

 با سيستم ايمني تضعيف شده و يا سوء فرادهمچون ا

عفونتهاي سالمونلايي در . باشد تغذيه بسيار حادتر مي

  مرگاهي شيوع قابل توجه بيماري و گكه عاملانسان 

ل عمده و اصلي بيماريهاي منتقله از غذا ، دلياست

 که طبق گزارشات اعلام شده از مرکز .)۱(باشد  مي

، (CDC)کنترل و پيشگيري از بيماري ايالات متحده

 ميليون نفر در ايالات متحده به ۴/۱سالانه حدود 

شوند و در نتيجه آن، صدها نفر  سالمونلا آلوده مي

  ).۲(ميرند  مي

اي مراکز مختلف علمي ه طي تحقيقات و پژوهش

هاي انتخابي براي  اي از محيط و پژوهشي طيف گسترده

جداسازي اين ميکروارگانيسم تهيه شده که هر کدام 

ثر ؤاساس جداسازي خاصي دارند، اما هيچ کدام کاملاً م

  ).۳(اند  نبوده

کننده با ترکيبهاي خاصي که  هاي مايع غني محيط

داد سالمونلا شده و دارند، از يک سو منجر به افزايش تع

هاي غير  از سوي ديگر مانع رشد ميکروارگانيسم

 براي غني سازي سالمونلا، .)۲(شود  سالمونلا مي

اند که در آنها عوامل  هاي مختلفي پيشنهاد گرديده محيط

انتخابي نظير نمکهاي صفراوي بريليانت گرين، مالاشيت 

 يرندگ گرين، تتراتيونات و سلنيت مورد استفاده قرار مي

هاي مورد استفاده عبارتند از  ترين محيط گسترده). ۳(

سيستئين برات، که حاوي سيستئين جهت  -سلنيت 

، مولرکافمن )۳-۶(باشد  تسريع رشد سالمونلاها مي

تتراتيونات برات که حاوي تتراتيونات، بريليانت گرين و 

واسيلياديس  -، راپاپورت)۴(باشد  نمکهاي صفراوي مي

حاوي مالاشيت گرين، کلريد منيزيم و  که (RV) براث

 باشند  به عنوان فاکتورهاي انتخابي ميpHکاهش جزئي 

، HEهاي انتخابي جامد همچون  همچنين محيط). ۷,۴,۲(

BG ،SS ،XLD و غيره اغلب بر اساس تخمير لاکتوز و 

باشند، که بيشتر آنها غير  هيدروژن مي - توليد سولفيد

با صرف زمان آنها   و البته شناساييودهاختصاصي ب

  .باشد زيادي همراه مي

 چند محيط کروموژنيک همچون ۱۹۹۰از سال 

Rambach agar (RA)) ۸( ،SM ID) ۷( ،

CHROMagar Salmonella )۹( ،ABC Medium 

)۵(،Rainbow Salmonella agar  )۱۰ ( و غيره براي

اند که بر اساس يک  جداسازي سالمونلا به وجود آمده

اند و بسيار اختصاصي  يي بنا نهاده شدهخاصيت بيو شيميا

  . باشند مي

هاي کنترل مواد  در حال حاضر در آزمايشگاه

غذايي و بهداشتي کشور طبق استاندارد ملي ايران به 

از  .شود  اقدام به جداسازي سالمونلا مي۱۸۱۰شماره 

که در پروسه جداسازي سالمونلا از مواد غذايي،  آنجايي

 مزاحمتي براي ١هاي کمانسالفلور ميکروبي و ميکروب

توصيه شده از روشهاي  کنند، رشد سالمونلا ايجاد مي

لذا . تر استفاده شود هاي انتخابي غني سازي و محيط

هدف ما در اين تحقيق مقايسه و ارزيابي سه محيط 

 براي انتخابي جامد محيط شش و کننده انتخابي غني

 دنکر جدا روشهاي سازي بهينه و سالمونلا شناسايي

  .باشد غذايي مي مواد از سالمونلا
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 …      ارزيابي سه محيط ٣٠
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  روش بررسي

 ۹تصادفي طي بطور  به روش توصيفي و نوع مطالعه

 نمونه ماده غذايي مختلف از قبيل مواد ۱۰۰ماه برروي 

سالاد با  پروتئيني خام و پخته، آب ميوه، شيريني تر و

همکاري مراکز بهداشتي دانشگاه علوم پزشکي تهران از 

پس از . آوري گرديد انشگاه جمعاماکن تحت نظارت د

 به  سريعاً،در ظرف حاوي يخ ها قرار دادن نمونه

آزمايشگاه کنترل مواد غذايي و بهداشتي دانشگاه منتقل 

 مورد بررسي ۱۸۱۰طبق استاندارد ملي ايران به شماره  و

  .و آزمايش قرار گرفتند

 گرم ماده غذايي مورد آزمايش در شرايط ۲۵

 Peptone Waterليتر آب پپتونه   ميلي۲۲۵استريل به 

(Merck) ۲۴ اضافه شد و پس از مخلوط نمودن به مدت 

غني سازي ( اينکوبه گرديد C º۳۷ ساعت در دماي

 ۹ليتر از مخلوط فوق را به  ميلي ۱در مرحله بعد ). اوليه

، (HIMEDIA) (TT)ليتر به محيط تتراتيونات براث  ميلي

واسيلياديس  - پاپورتليتر محيط را  ميلي۹ ميلي ليتر به۱

 اضافه شده و هر دو به مدت (HIMEDIA) (RV)براث 

ليتر   ميلي۹ اينکوبه گرديد، همچنين C º۴۲ ساعت در ۲۴

 نيز (HIMEDIA) (SC)از محيط سلنيت سيستئين براث 

 ميلي ليتر از مخلوط حاصل از غني سازي اوليه، ۱به 

 اينکوبه گرديد ºC۳۷ ساعت در ۲۴اضافه و به مدت 

سپس يک لوپ کامل از هر کدام از ). سازي ثانويه غني(

 به طور (RV, SC, TT)کننده مرحله دوم  هاي غني محيط

هاي انتخابي جامد  جداگانه بر روي هر يک از محيط

، کروم آگار (Merck) (RA)رامباخ آگار 

، هکتون انتريک (CHROMagar) (CAS)سالمونلا

 (BG)اربريليانت گرين آگ ،(HIMEDIA) (HE)آگار 

(HIMEDIA)شيگلا آگار  - ، سالمونلا(SS) (Biolife) 

 (XLD)آگار  - دزکسي کولات  -ليزين - و گزيلوز

(HIMEDIA)ساعت در ۲۴ه مدت ـ کشت داده و ب 

ºC۳۷بعد از اينکوبه کردن در دماي .  اينکوبه گرديد

را )  پرگنه از هر محيط۳- ۵(هاي مشکوک  فوق، پرگنه

 ديسکهاي اکسيداز بتدا ازانتخاب کرده و جهت تائيد ا

(HIMEDIA) و ONPG (HIMEDIA) استفاده نموده 

 TSI (Biolife) ،LDCهاي افتراقي  و سپس روي محيط

(Merck) ،Urea (Merck) ،Simon’s Citrate 

(HIMEDIA) ،MR VP (Biolife) ،SIM agar 

(Biolife) ،Malonate broth (HIMEDIA) کشت داده 

 ºC۳۷به شدن در دماي  ساعت اينکو۱۸- ۲۴و پس از 

 بررسي شده و با جدول تشخيصي ،واکنشها

  .انتروباکترياسه مقايسه گرديد

  

  ها يافته

 به سالمونلا %)۸( نمونه غذايي ۸در طي اين بررسي 

 ۳ سوش سالمونلا با استفاده از۴۷آلوده بود که در نتيجه 

% ۴/۵۷.  محيط کشت بدست آمد۶روش غني سازي و 

کننده   به عنوان غنيRVا استفاده از هاي مثبت ب از نمونه

هاي  از نمونه% ۹/۱۴و % ۷/۲۷بدست آمد، در حاليکه 

کننده   به عنوان غنيTT و SCکه از  مثبت به هنگامي

  ).              ۱جدول(استفاده شده بود، بدست آمد 

هاي کروموژنيک بازدهي  در مطالعه ما، محيط

هاي  حيطماز بالايي داشته و نتايج مثبت کاذب کمتري 

دهد   نشان مي۱جدول . نشان دادند کلاسيک سالمونلا

آگار بازدهي بالايي براي RA   براث و RVکه ترکيب

. دارد%) ۱۰۰( نمونه مثبت ۸جداسازي سالمونلا با 

 ميزان جداسازي سالمونلا را پس از غني )۱نمودار (

هاي مختلف کشت  تلقيح در محيط  براث و RV سازي با

  بالاترين جداسازي با محيط کروموژنيک. دهد نشان مي

RA هاي  و پس از آن محيط%) ۱۰۰( مورد ۸آگار با
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 ٣١دكتر محمد مهدي سلطان دلال      

  ۱۳۸۷پائيز / دوره سيزدهم/ ردستانمجله علمي دانشگاه علوم پزشكي ك

CAS ۷۵( نمونه مثبت ۸ مورد از ۶ با(% ،HE) ۵/۶۲(% ،

XLD) ۵۰(% ،SS) ۵/۳۷ (% وBG) ۵/۱۲ (% به ترتيب در

  .گيرند جايگاههاي بعدي قرار مي

    
  

  

  کننده هاي انتخابي جامد و غني طفراواني و درصد فراواني جداسازي محي: ۱جدول 

  

  

  

  
  

  RVکننده از  هاي انتخابي جامد با استفاده از محيط غني درصد جداسازي سالمونلا توسط محيط: ۱نمودار 

  

  بحث

هاي مواد غذايي  نمونه% ۸دهد که  نتايج ما نشان مي

براث و RV کننده نيمورد مطالعه با استفاده از روش غ

محققان . محيط رامباخ آگار به سالمونلا آلوده بودند

کننده  ثر بودن محيط کشت غنيؤم) ۱۱,۴- ۱۵(زيادي 

RV را براي بازيافت و بهبود رشد سالمونلا گزارش 

  RV  TT  SC  غني كننده

  RA  XLD  BG  SS  CAS  HE  RA  XLD  BG  SS  انتحابي جامد
CA

S  
HE  RA  XLD  BG  SS  CAS  HE  

نمونه هاي مثبت 

  )تعداد(جدا شده 
8  4  1  3  6  5  1  2  1  1  1  1  4  2  1  1  3  2  

  0/25  5/37  5/12  5/12  0/25  0/50  5/12  5/12  5/12  5/12  0/25  5/12  5/62  0/75  5/37  5/12  0/50  0/100  در صد جداسازي 
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 …      ارزيابي سه محيط ٣٢

  ۱۳۸۷پائيز / دوره سيزدهم/ ردستانمجله علمي دانشگاه علوم پزشكي ك

 نمونه محصولات ۲۰۰۰، تعداد )۱۵(واسيلياديس . اند داده

گوشتي، مدفوع خوک و فاضلاب را مورد آزمايش قرار 

هاي  داد که درصد جداسازي سالمونلا را براي محيط

. گزارش کرد% ۱۷و % ۲۵ به ترتيب TT و RVکننده  غني

Beckers نمونه ماده ۵۹۰تعداد ) ۱۱( و همکارانش 

 تخم ،غذايي همچون سبزيجات خشک شده، جوجه

مرغ، فلفل و انواع گوشت را مورد بررسي قرار داد و 

 به عنوان RVي که از جداسازي براي سالمونلا زمان% ۶۳

 TTزماني که از % ۴۷ و ندکننده استفاده کرده بود غني

  و همکارانش June .ند مشاهده کردندده بودنمواستفاده 

همچنين يافتند ) ۱۲( و همکارانش Hammackو ) ۱۴(

 C در TT و SC نتايج بهتري از C º۴۲ در TT و RVکه 

º۳۵ در جداسازي سالمونلا از گوشت تازه و محصولات 

  .دنده با آلودگي بالا مي

June در ارزيابي و مقايسه ) ۱۴( و همکارانش

 روش ۳کننده براي جداسازي سالمونلا،  هاي غني محيط

 SC و C º۴۲ و C º۳۵ در C º۴۲ ، TT در RVکننده  غني

 نمونه ماده غذايي از قبيل صدف۱۱۲۵ را روي C º۳۵در 

خوراکي، دست و پاي قورباغه، قارچ و ميگو که 

ميکروارگانيسم فوق به طور مصنوعي تلقيح شده بود و 

شده بود مورد  گوشت مرغ که به صورت غير تلقيح

و % ۵/۲۷ و RVها با  از نمونه% ۳۸آزمايش قرار دادند که 

 آنها با ۷/۲۹ و C º۴۲ و C º۳۵ به ترتيب در TTبا % ۷/۳۲

SCهمچنين  .کننده مثبت شد  به عنوان غنيBlivet و 

مشاهده کردند که براي بازيافت و بهبود ) ۴(همکارانش 

 بسيار کارآمدتر از RVکننده  رشد سالمونلا، محيط غني

SCبراي انجام آزمايشات خود از آنانباشد،   مي 

 که پس نداستفاده کرد... هاي تخم مرغ، جوجه و  نمونه

از % ۶/۹۷ که ندرسيداز انجام آزمايشات به اين نتيجه 

از آنها با % ۲/۴۲ و فقط RVهاي مثبت با استفاده از  نمونه

اگر چه . کننده جدا شدند  به عنوان غنيSCاستفاده از 

 توانايي شناسايي تعداد کمي SCآنها اشاره کردند که 

)CFU/ml۵۰-۱۰ ( از سروتيپهاي سالمونلا، همچون

پاراتيفي .ستيفي، .پولوروم، س .سالمونلا گاليناروم، س

  .را دارد

در اين مطالعه کمترين بازيافت سالمونلا متعلق به 

TTهاي بدست آمده به اين نتيجه   بود و با توجه به داده

 در TT بازدهي بهتري نسبت به SCرسيم که  مي

  .جداسازي سالمونلا دارد

 پس از انجام Avens و Fagerberg ۱۹۷۶در سال 

 براي SCد که آزمايشات خود به اين نتيجه رسيدن

باشد  جداسازي سروتيپهاي خاصي از سالمونلا خوب مي

). ۱۶(باشد   براي سروتيپهاي ديگر آن کارآمد ميTTو 

 زماني TT مشاهده کردند که Mercuri و Coxهمچنين 

که غلظت ميکروارگانيسم کم باشد بسيار توکسيک 

ثري براي انواع ؤکننده م  محيط غنيSCباشد و  مي

  ).۱۷(ست که تعداد سالمونلا کم باشد خاصي از غذاها

 محيط (RA)دهد که رامباخ آگار  نتايج ما نشان مي

جامد مورد اطميناني براي جداسازي سالمونلا مطابق با 

باشد، که طبق يک  مي) ۱۸,۱۳(پژوهشهاي گذشته 

 در يک کارخانه شير خشک در ۱۹۹۴تحقيق در سال 

ابي جامد و محيط انتخ  به عنوانRAهلند با استفاده از 

MSRVکننده براي جداسازي  محيط غني  به عنوان

گزارش % ۸۲سالمونلا استفاده شد که بازدهي اين روش 

 براي ۲۰۰۵اي ديگر در سال  در مطالعه). ۱۳ (گرديد

مقايسه و ارزيابي محيط کشت انتخابي جامد کلاسيک  

SS و HEهاي کروموژنيک   با محيطRAو SM ID به 

هاي کروموژنيک از  ه محيطاين نتيجه رسيدند ک

هاي کلاسيک  حساسيت و ويژگي بالايي نسبت به محيط

 SMID که مشخص شدهدر ضمن . دنباش برخوردار مي
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اش  توانايي شناسايي همه سالمونلاها را دارد ولي ويژگي

  ).۱۸(باشد   نميRAبه اندازه 

هاي کلاسيک، سالمونلا، سيتروباکتر و  در محيط

 ۳د و هر نکن بيه به هم ايجاد ميهاي ش  پرگنه،پروتئوس

 بوده و لاکتوز را تخمير H2Sاين باکتريها توليدکننده 

 همچنين سيتروباکتر و پروتئوس در مواد .کنند نمي

با توجه به موارد . شوند غذايي به طور معمول يافت مي

هاي  فوق احتمال وجود نتايج مثبت کاذب در محيط

  .باشد کلاسيک بسيار بالا مي

  

  گيري نتيجه

هاي کروموژنيک  دهد که محيط نتايج ما نشان مي

هاي  داراي قدرت انتخابي و افتراقي بالا نسبت به محيط

د، که اين برتري نياز به تستهاي افتراقي نباش کلاسيک مي

دهد و در صرفه جويي معرفها  و بيوشيميايي را کاهش مي

 .کند و زمان لازم براي انجام آزمايش کمک شاياني مي

اين براي تشخيص و شناسايي سالمونلا، استفاده از بنابر

و يک  C°۴۲ براث در دماي RVکننده  محيط غني

  .شود محيط کروموژنيک جامد پيشنهاد مي

  

  تشکرتقدير و 

 بدينوسيله از زحمات پرسنل مراکز بهداشت جنوب، -

 اسلامشهر جهت همکاري در نمونه برداري تقدير  وري شهر

  .شود مي و تشکر

سيله از معاونت محترم غذا و دارو  و معاونت  بدينو-

هاي طرح را  پژوهشي دانشگاه علوم پزشکي تهران که هزينه

 تقبل نمودند کمال تشکر و قدرداني را HSRدر قالب طرح 

  .داريم
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