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با استفاده از  و گوشت چرخ كرده كالباس ،سوسيسدر  بتشخيص تقل
  Multiplex PCR روش
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  كيدهچ

. دني مورد مصرف انسان به لحاظ اقتصادي، عقايد مذهبي و بهداشتي بسيار حائز اهميت مي باشهاي پروتئينهاي حيواني استفاده شده در فرآوردهشناسايي گونه
 و گوشت چرخ كرده لباساك ،سوسيسدر  )، طيور و خوك ساناننشخواركنندگان(هاي استفاده شده تقلب و شناسايي گونه وجود هدف از اين تحقيق تشخيص

  نمونه متعلق به 10 تعداد به ترتيب و گوشت چرخ كرده كالباس ،بدين منظور از سوسيس. بوده اي پليمراز هاي مبتني بر واكنش زنجيربا استفاده ازروش
جفت  290 و 183، 104قطعات . صورت گرفت سيليكاژل - گوانيدين تيوسياناتاز نمونه ها به روش  DNAاستخراج  .شركت هاي مختلف جمع آوري شد

  و 12s rRNAاز نواحي ژني ) اهلي و وحشي(و خوك سانان ) مرغ و بوقلمون(، طيور )و، گوسفند و بزگا(بازي به ترتيب براي نشخوار كنندگان 
16s rRNA،DNA   به صورت ميتوكندري با استفاده از واكنش زنجيره اي پليمرازMultiplex  و آغازگرهاي اختصاصي نشخوار كنندگان، طيور و خوك سانان

اما . هيچگونه آلودگي به بقاياي بافتي خوك سانان نداشتند جمع آوري شده و گوشت چرخ كرده كالباس ،هاي سوسيسنهنمونتايج نشان دادند كه . ندتكثير شد
عاري از  همچنين نمونه هاي گوشت چرخ كرده نيز .به بقاياي بافتي طيور را نشان دادندآلودگي نمونه هاي كالباس  درصد 90و نمونه هاي سوسيس درصد 80

   .يور بودندآلودگي به بافت ط
  .Multiplex PCR كالباس و، سوسيسميتوكندري، فرآورده هاي پروتئيني،  DNAتشخيص تقلب،  :كلمات كليدي

  
  مقدمه

سلامت  و مذهب ،بر اساس شيوه و سبك زندگي كه. خريداران نياز به اطلاعات شفاف و دقيق جهت خريد مواد غذايي دارند
تشخيص گونه هاي استفاده شده در مواد غذايي از نظر كنترل ). 11(نمايند  اري ميعمومي مواد غذايي مورد نياز خود را خريد

در طي چند سال  TSEs(1(برخي از بيماري ها اهميت ويژه اي دارد كه در اين بين بيماري هاي مغزي عصبي كشنده و قابل انتقال 
تشخيص ناخالصي ها  روش براي پنج )9 و 10(مكاران بر مبناي دسته بندي ون هولست و ه ).8(اخير اهميت زيادي پيدا نموده اند 

: در مواد غذايي صنعتي فرآوري شده و خوراك دام و طيور در آزمايشگاه ها و مراكز تحقيقاتي مورد استفاده قرار مي گيرند كه شامل
 HPLC(3( عكروماتوگرافي ماي روش -ELISA، 4روش  - 3 ،2فروسرخ طيف سنجيروش  -2 ،)ميكروسكوپي(روش ريزبيني  -1
نسبت به  PCRاز مزيتهاي روش  .هدف است DNAبر اساس تعيين تواليهاي  كه (PCR)واكنش زنجيره اي پلي مراز روش  - 5و 

 .)7( اشاره كرد اين روش نسبت به ساير روشهاانعطاف پذيري  و بالاحساسيت  زياد،سرعت ، فراوان دقت ساير روش ها مي توان
جهت شناسايي تقلب در گوشت و فرآورده هاي گوشتي جانوران اهلي استفاده  PCRاز روش ) 1994( 4براي نخستين بار چيكوني

با استفاده ) 2003(و همكاران  1بوترو .)4و 6(نيز اين روش را مورد ارزيابي قرار دادند 1996و همكاران در سال  5و سپس في نمود
                                                 
1 . Transmissible spongiform encephalopathies 
2 . Near Infrared Microscopy 
3 . High-performance liquid chromatography 
4 . Chikuni 
5 . Fei 
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جهت  Multiplexهايي به صورت آغازگره طراحي ژنومي ميتوكندري نسبت ب DNAاز  16s rRNAو  12s rRNAاز نواحي 
را روشي حساس و قابل اعتماد  Multiplex PCRاين افراد تكنيك . بررسي و شناسايي تقلب در فرآورده هاي لبني اقدام نمودند

 PCR واكنشاثبات وجود تقلب در مواد غذايي و خوراك دام و طيور فقط با استفاده از يك و  PCRنسبت به ساير تكنيكهاي رايج 
هدف اصلي از اين ). 3(همچنين آنها بر صحت نتايج حاصله و حساسيت و دقت بالاي اين روش بسيار تأكيد نمودند . عنوان نمودند

براي تشخيص نشخوار كنندگان، طيور و  16s rRNAو  12s rRNAاز نواحي ژني  Multiplex PCRتحقيق توسعه و بهينه نمودن 
را از  ساير مواد غذاييبه كمك اين روش مي توان گونه هاي حيواني استفاده شده در . اس بودخوك سانان در سوسيس و كالب

  .يكديگر متمايز نمود
  

  مواد و روشها

 با استفاده از و گوشت چرخ كرده كالباس ،پس از هموژن نمودن نمونه ها با ازت مايع، خارج نمودن روغن و چربي از سوسيس
سليكاژل  –از نمونه ها به روش گوانيدين تيوسيانات  DNAاستخراج . انجام شد) 2: 1:  8/0(ت كلروفورم و آب با نسب - متانول

 واكنش. تعين شد 3روش نورسنجي استخراج شده با استفاده از DNAكميت و كيفيت  .صورت گرفت )1990و همكاران  2بوم(
PCR  براي بررسي آلودگي احتمالي  1-ر شده در جدولذك )5(هاي اختصاصي نشخوار، طيور و خوك سانان آغازگربا استفاده از

 ,T personal, Biometra(به گونه هاي فوق توسط دستگاه ترموسايكلر و گوشت چرخ كرده كالباس  ،نمونه هاي سوسيس

Germany (واكنش اجزاي. بر اساس روش استاندارد انجام شد PCR  به صورت  غلظت نهايي مواد ميكروليتر و 50در حجم نهايي
، dNTPاز هر  BSA ،mM 4/0ميلي گرم بر ميلي ليتر  1/0پليمراز،  Taqآنزيم  mM Tris-HCl (pH 8.8) 100  ،U 5/1:بود زير

mM 5/2  ازMgCl2 ،20 ،20  نانوگرم از  200هاي نشخواركنندگان، طيور و خوك سانان و آغازگرپيكامول به ترتيب از  5و
DNA درجه  94دقيقه،  10درجه سانتي گراد براي  94: سيكل تكثير شدند 35و در  هدف كه با استفاده از برنامه حرارتي زير

درجه سانتي گراد براي  72دقيقه و  1درجه سانتي گراد براي  72ثانيه،  50درجه سانتي گراد براي  60ثانيه،  30سانتي گراد براي 
ولت الكتروفورز شده و ژل مربوطه پس از رنگ  90دقيقه و با ولتاژ  60به مدت % 2بر روي ژل آگارز  PCRمحصولات  .دقيقه 10

  .آميزي توسط اتيديوم برومايد براي بررسي محصولات توسط اشعه ماوراي بنفش بررسي شد
  

  بحث نتايج و

الگوي باندي مربوط . برخوردار هستند PCRهاي استخراج شده از كيفيت مناسبي براي انجام  DNAنشان داد كه  نورسنجينتايج 
هاي اختصاصي نشخوار كنندگان، آغازگرت استفاده شده در اين آزمايش تأييد كننده اختصاصي بودن باندهاي حاصل از به كنترل مثب

الكتروفورز  در. دركنترل منفي نشان دهنده دقت و صحت نتايج آزمايش استعدم مشاهده باند از طرفي . طيور و خوك سانان است
  هيچگونه باندي مشاهده نشد مورد آزمايشدر نمونه هاي سانان  خوك اختصاصي هايآغازگربا  PCRز محصولات رژل آگا

مورد استفاده در اين آزمايش، قطعه اي  و گوشت چرخ كرده كالباس ،سوسيسهيچ يك از نمونه هاي  در مي توان نتيجه گرفت كه
اما در  .سانان آلوده نبودند خوك تتوليد نگرديده است و لذا نتيجه گيري مي شود كه هيچ يك از نمونه هاي مورد آزمايش، به باف

                                                                                                                                                                
1 . Bottero 
2 . Boom 
3 . Spectrophotometric method 
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كه  كالباس آلودگي به بقايي بافتي طيور مشاهده گرديدنمونه  9نمونه سوسيس و  8 در  مجموع
سه ناحيه  .آلودگي به بافت طيور بودند عاري ازهمچنين نمونه هاي گوشت چرخ كرده نيز  .مشخص گرديده است 1-شكلدر 

DNA  ،ژنوميDNA  ميتوكندريايي وRNA ه عنوان نشانگرهايي بالقوه براي توالي هاي بDNA امكان شناسايي و تمايز بين گونه ،
نسخه هاي زيادي به ازاي هر سلول دارند، مولكول هاي  RNAو  ميتوكندريايي DNAاز آنجاييكه ). 1(ها را ممكن كرده اند 

ن دهنده ضرورت گنجاندن آزمون هاي مبتني بر نتايج حاصله نشا). 1(مي باشند  PCRمناسبي براي آزمونهاي تشخيصي با روش 
PCR كه براي اين منظور روش . در استاندارد ملي ايران براي افزايش كيفيت فرآورده هاي پروتئيني استMultiplex  كه در اين

  .تحقيق استفاده و بهينه شد مي تواند جهت كنترل مواد غذايي به لحاظ بررسي تقلب مورد استفاده قرار گيرد
  
  كر و قدردانيتش 

و همچنين آزمايشگاه بيوتكنولوژي پژوهشكده  ،دانشگاه فردوسي مشهدو آزمايشگاه بيوتكنولوژي حيواني از قطب علمي علوم دامي 
 .صميمانه تشكر مي شود) رشت(بيوتكنولوژي منطقه شمال كشور 

  هاي اختصاصي گونهآغازگرتوالي  1-جدول

 

  
 ،    MU  Multiplex PC، )خــوك DNA( 3، شــماره )مــرغ DNA( 2، شــماره )گــاو DNA( 1شــماره . Multiplex PCRالكتروفــورز محصــولات  -1-شــكل

-C         ،نمونه هاي كالباس( 10 -12، شماره )نمونه هاي سوسيس( 7 -9شماره  ،)گوشت چرخ كردهنمونه هاي ( 4 -6شماره كنترل منفي( ،M100     نشـانگر وزنـي مـورد

-500-600-700-800-900-1000(بـه قـرار زيـر مـي باشـد       bpاندازه باندهاي نشانگر وزني از بالا به پايين برحسب  .PCRاستفاده براي تعيين اندازه محصولات 

400-300-200-100.(  
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  هاآغازگر  گونه هاي تشخيصي  ها آغازگرتوالي   )جفت باز(قطعات توليدي 

104  5´ GAA AGG ACA AGA GAA ATA AGG 3´ 
5´ TAG GCC CTT TTC TAG GGC A 3´ 

 Ruminant  گوسفند و بز،گاو

183  5´ TGA GAA CTA CGA GCA CAA AC 3´ 
5´ GGG CTA TTG AGC TCA CTG TT 3´ 

  Poultry  لمونقمرغ و بو

290  5´ CTA CAT AAG AAT ATC CAC CAC A 3´ 
5´ ACA TTG TGG GAT CTT CTA GGT 3´ 

  Pork  خوك و گراز

300 bp 

100 bp 
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Abstract 
 
The identification of animal species used in meat products is very important in respect to 
economic, religion and sanitarily. The object of this study was the identification of cheating and 
the animal species (Ruminant, Poultry and Pork) used in food by PCR method. Samples were 
collected from ground meat (10 samples), sausages (10 samples) and cold cut (10 samples) from 
different companies. DNA extraction was done based on the guanidinium thiocianate-silicagel 
method. In a multiplex PCR reaction three fragments of 104, 183 and 290 bp from ruminants 
(cattle, sheep and goat), poultry (chicken and turkey) and porcine (wild and domestic) were 
amplified with specific primers. These fragments belonged to mitochondrial 12s rRNA and 16s 
rRNA. The results demonstrated that none of the samples (ground meat, sausage and cold cut) 
were contaminated with porcine residuals but 80% of sausage samples and 90% of cold cut 
samples were contaminated with poultry residuals. Also the ground meat samples were not 
contaminated with poultry residuals. 
 
Key words: Cheating identification, Mitochondrial DNA, Meat products, Sausage, Cold cut and 

Multiplex PCR. 
 


