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مقدمه

بیان مسئله و مقدمه 

ژن ها بیماری های غذا زادی که توسط پاتو. امنیت غذایی عامل نگران کننده ای در سراسر جهان است
.ایجاد میشوند  توجه زیادی را در تحقیقات علمی و صنعت غذا به خود جلب کرده اند

ها بیشتر در این باکتری. مسمومیت غذایی استافیلوکوکی یکی از شایع ترین بیماری های غذازاد است
افت دستگاه تنفسی فوقانی موجودات خون گرم ساکن هستند اما معمولا در غذا و آب و محیط نیز ی

.  میشوند 

پیشنهاداتنتیجه گیرینتایج و بحثمواد و روش هامروری برمنابع

 ک درصد و میانگین حضور گونه های انتروتوکسیژنی15/5میانگین حضور این باکتری در منابع غذایی
.برآورد شده است2017درصد تا سال 53/7آن 

SYBR green melting curve real time PCR2طراحی و بهینه سازی روش ردیابی و تشخیص مستقیم  استافیلوکوکوس اورئوس در مواد غذایی با استفاده از روش 



مقدمه

بیان مسئله و مقدمه 

س اورئوس بسیاری از روش های مرسوم از جمله روش های کشت میکروبی برای شناسایی استافیلوکوکو
.از معایبی برخوردار هستند

 در سال های اخیر روش های مولکولی مانند واکنش زنجیره ای پلیمراز(PCR ) جهت شناسایی آنها
.پیشرفت چشمگیری پیدا کرده است

پیشنهاداتنتیجه گیرینتایج و بحثمواد و روش هامروری برمنابع

 روشPCRReal timeرسوم دلیل حساس و اختصاصی بودن آن نسبت به روش کشت میکروبی مبه
.  جهت تشخیص سریع پاتوژن های آلوده کننده انواع غذاها مناسب تر است
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مقدمه

جمع بندی و نتیجه گیری بیان مسئله         

بر  بسیاری از روش های مرسوم  جهت شناسایی استافیلوکوکوس اورئوس در مواد غذایی معمولا زمان
.ه استبنابر این یک روش غربالگری سریع برای تشخیص این باکتری بسیار کمک کنند. هستند 

 امروزه روشPCR ه به عنوان روشی حساس و اختصاصی جهت تشخیص سریع پاتوژن های آلوده کنند
.انواع غذاها شناخته شده است

Real time PCRرار و به دلیل داشتن ویژگی هایی چون حساسیت و اختصاصیت بالا ، داده های قابل تک
.معمولی تبدیل شده است PCRجایگزین مناسبی نسبت به ,خطر آلودگی کم 

 روشReal time PCR برابر ارزانتر است4برابر سریعتر و 12نسبت به روش کشت میکروبی.

پیشنهاداتنتیجه گیرینتایج و بحثمواد و روش هامروری بر منابع
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مقدمه

اهداف پژوهش         

پیشنهاداتنتیجه گیرینتایج و بحثمواد و روش هامروری برمنابع
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هدف کلی

اورئوس طراحی و بهینه سازی روش ردیابی و تشخیص مستقیم استافیلوکوکوس

SYBR green melting curve real time PCRدر مواد غذایی با استفاده از روش 



مقدمه

اهداف پژوهش         

پیشنهاداتنتیجه گیرینتایج و بحثمواد و روش هامروری برمنابع
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اهداف فرعی

 تعیین مقدار حساسیت در روشReal-time PCR  در تشخیص استافیلوکوکوس اورئوس در نمونه
های غذایی 

  تعیین مقدار ویژگی در روشReal-time PCRدر تشخیص استافیلوکوکوس اورئوس در نمونه های
غذایی 

 تعیین مقدار تکرارپذیری در روشReal-time PCR  در استافیلوکوکوس اورئوس در نمونه های
غذایی 



مقدمه

اهداف پژوهش         

پیشنهاداتنتیجه گیرینتایج و بحثمواد و روش هامروری برمنابع
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اهداف کاربردی

ارائه روشی با ویژگی ،تکرارپذیری و حساسیت بالاترو به نسبت ارزانتر جهت

تشخیص و ردیابی استافیلوکوکوس اورئوس در نمونه های مواد غذایی که

میتواند جایگزین سایر روش های مولکولی و کلاسیک موجود در تشخیص

.پاتوژن  مذکور باشد



مقدمه

فرضیات پژوهش         

 مقدار حساسیت در روشReal-time PCRدر تشخیص استافیلوکوکوس اورئوس بین نمونه های غذایی
.متفاوت است

مقدار ویژگی در روشReal-time PCR   در تشخیص استافیلوکوکوس اورئوس بین نمونه های غذایی
.متفاوت است

 مقدار تکرارپذیری در روشReal-time PCR ایی در تشخیص استافیلوکوکوس اورئوس بین نمونه های غذ
.متفاوت است

پیشنهاداتنتیجه گیرینتایج و بحثمواد و روش هامروری برمنابع
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سابقه تحقیق پیشنهاداتنتیجه گیرینتایج و بحثمواد و روش هامقدمه
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مروری بر مطالعات و متون گذشته 

یافته ها                                         عنوان سالمحققین

Moezi parichehr و
همکاران 

2019
همراه پیش غنی سازی M RT-PCRتوسعه روش 

جدید برای تشخیص همزمان چهار باکتری 
غذازاد در شیر

ک این روش تکنیکی سریع و قابل اعتماد برای تشخیص ی
.یا چند پاتوژن در محصولات غذایی است

Ayda Farhoudi

و همکاران
و کشت میکروبی برای RT-PCRمقایسه 2019

یزهتشخیص بار میکروبی در شیر پاستور

روش کشت مرسوم سخت و زمان بر بوده اما با روش 
ت به آسانی بار میکروبی شیر را تحمولکولی میتوان
.نظارت قرار داد

Babak Pakbin و
2021همکاران

RAPD وERIC-PCR جفت شده باHRM  برای
ه عنوان شناسایی گونه های غیر دیسانتری شیگلا ب

روشی جایگرین

RAPD-PCR-HRMروشی با حساسیت و ویژگی بالا
برای شناسایی گونه های( درصد85و 100حدودا )

. ست غیر دیسانتری شیگلا در نمونه های بالینی ا
.ستهمچنین این  روش سریعتر ارزانتر و حساس ترا



سابقه تحقیق پیشنهاداتنتیجه گیرینتایج و بحثمواد و روش هامقدمه

SYBR green melting curve real time PCR10اورئوس در مواد غذایی با استفاده از روش طراحی و بهینه سازی روش ردیابی و تشخیص مستقیم  استافیلوکوکوس

مروری بر مطالعات و متون گذشته 

یافته ها                                         عنوان سالمحققین

B.G.Botaro و
وس از تشخیص و شمارش استافیلوکوکوس اورئ2013همکاران

RT-PCRنمونه شیر های گاوی با واکنش 

RT-PCRبا در مقایسه با روش کشت مرسوم روشی سریع
اورئوس توان و دقت بالا برای تشخیص استافیلوکوکوس

.میتواند باشد

Peiyan He  
و همکاران 

2016
تک لوله ای با آنالیز  M RT-PCRکاربرد

ع منحنی ذوب جهت تشخیص همزمان پنج نو
پاتوژن در نمونه های غذایی

اس این روش روشی ساده موثر اختصاصی و حس
.استجهت تشخیص همزمان پنج باکتری مختلف

Omnia El-
Sayed و

همکاران
2019

تشخیص و افتراق همزمان چهار پاتوژن 
M SYBR green Rt-PCRعفونی با 

در نمونه هایی  چون شیر خون مایع جنین

بازده بالا صرفه جویی در زمان مقرون به صرفه 
بودن این روش میتواند ابزاری مناسب برای 

تشخیص همزمان سریع و قابل اطمینان عوامل 
.میکروبی در نمونه های مختلف باشد



مواد و روش ها

مواد و روش کار                                            

تجربی: نوع مطالعه

 قیقات آزمایشگاه بهداشت و ایمنی مواد غذایی دانشکده بهداشت و آزمایشگاه جامع تح: مکان پژوهش
دانشگاه علوم پزشکی قزوین

روش طراحی شده بر پایه  : جامعه پژوهشPCR
روش نمونه گیری:

نمونه غذایی شامل شیر خام سالاد سبزیجات و گوشت 36تعداد . در این پژوهش نمونه برداری وجود ندارد
سپس مطابق روش . جهت ارزیابی روش تهیه خواهند شد,چرخ کرده بدون حضور پاتوژن مورد آزمایش 

(  2018براساس مطالعه وی و همکاران در سال . ) استاندارد به صورت عمدی آلوده می شوند

پیشنهاداتنتیجه گیرینتایج و بحثمروری بر منابعمقدمه
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مواد و روش ها

مراحل پژوهش                                              

پیشنهاداتنتیجه گیرینتایج و بحثمروری بر منابعمقدمه
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طراحی پرایمر و روش تشخیص 

آلوده سازی عمدی نمونه های غذایی

ردیابی اورئوس در نمونه های غذایی 

باروش طراحی شده

روش طراحی شده 

DNAReal time PCRاستخراج 



مواد و روش ها

مراحل پژوهش                                              

پیشنهاداتنتیجه گیرینتایج و بحثمروری بر منابعمقدمه

SYBR green melting curve real time PCR13اورئوس در مواد غذایی با استفاده از روش طراحی و بهینه سازی روش ردیابی و تشخیص مستقیم  استافیلوکوکوس

روش استاندارد
(کشت میکروبی)

غنی سازی نمونه-1

جداسازی باکتری -2

تایید باکتری با روش های بیوشیمیایی و -3
سرولوژی

بررسی حساسیت، ویژگی
و تکرارپذیری روش 

طراحی شده



مواد و روش ها

مواد و روش کار                                            

:روش های اندازه گیری و سنجش متغیر های پژوهش 

داده ها در نرم افزار اکسل ثبت می شود.

 تحلیل نتایج با استفاده از نرم افزارSPSS انجام خواهد گرفت23ورژن.

 از آزمون آنالیز واریانس (ANOVA ) حساسیت ویژگی و)جهت بررسی اختلاف معنی دار بین متغیر ها
.استفاده خواهد شد( تکرارپذیری

پیشنهاداتنتیجه گیرینتایج و بحثمروری بر منابعمقدمه
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مواد و روش کار                                            

:ملاحظات اخلاقی 

عدم افشای مشخصات مربوط به فروشندگان مواد غذایی مورد استفاده در پژوهش 

:محدودیت ها 

برای روش طراحی شده در PCRکمبود منابع مالی مورد نیاز برای افزایش تعداد نمونه ها و نبود دستگاه 
دانشکده

پیشنهاداتنتیجه گیرینتایج و بحثمروری بر منابعمقدمه
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