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 چکیده 
ارتباط بین حضور اشریشیا کلی در مواد غذایی و بروز عفونت و مسمومیت های غذایی در مطالعات فراوانی به اثبات  سابقه و هدف:

است. در این بین شیر و محصولات لبنی جایگاه ویژه ای دارند. مطالعه حاضر با هدف تعیین حضور اشریشیا کلی، اشریشا کلی رسیده 
O157: H7 های پنیر محلی انجام پذیرفته است.ها در نمونههای مولد شیگاتوکسینو اشریشیا کلی  

استان اصفهان جمع آوری شد. نمونه های پنیر از شیر خام گوسفند نمونه پنیر محلی از خرده فروشی های  117در مجموع  روش کار:
تهیه شده بودند. تمام نمونه ها به آزمایشگاه انتقال داده شدندو با استفاده از روش های کشت میکروبی و واکنش زنجیره ای پلیمراز 

   بررررسی شدند.

 :O157کلی مثبت بودند در حالی هیچ کدام از آن ها اشرشیا کلی نمونه از نظر حضور اشرشیا  53نمونه پنیر،  117از کل  یافته ها:

H7  نمونه ژن  5نمونه مثبت،  53نبودند. از اینstx1 (3662% ،)1  نمونه ژنstx2 (4634% ،)3  نمونه ژنeaeA (13674% و در )
  ( را داشتند.4634%) ehxAنمونه ژن  1نهایت 

را به عنوان یک  PCRپاستوریزه می تواند برای سلامت انسان خطرناک باشد. ما روش استفاده از پنیر های محلی و غیر  نتیجه گیری:
 تست دقیق، ایمن و سریع به منظور کنترل کیفیت میکروبی فراورده های خام لبنی پیشنهاد می کنیم.

 ، اصفهانPCR، ژن های حدت، پنیر محلی، O157: H7اشرشیا کلی، سروتیپ   واژگان کلیدی:
 

 

 مقدمه

-تری اشرشیا کلی جز فلور طبیعی روده تمام حیوانات خون گرم میباک

باشد. تعداد این باکتری در روده گوشت خواران و انسان بیش از روده علف 

خواران است. به عنوان مسمومیت غذایی انواع غذاها از جمله شیر و 

باشد. حضور این باکتری در آب و غذا به عنوان های آن مطرح میفرآورده

های غالب پذیرفته شده آلودگی مدفوعی و حضور احتمالی پاتوژن شاخص

 (.1است)

های بالقوه در غذا چندین سویه از باکتری اشرشیا کلی به عنوان پاتوژن

 O157:H7های مهم آن، سویه اشرشیا کلی اند. یکی از سویهمعرفی شده

رفی های بیماری زای انسان معترین سویهاست که به عنوان یکی از عمده

سالانه باعث بروز چندین مورد  O157:H7سویه اشرشیا کلی شده است. 

مرگ شده و از طریق مواد غذایی مختلف خصوصاً مواد غذایی با منشاء 

شود. این باکتری توانایی تولید سمی شبیه به سم دامی به انسان منتقل می

روه باکتری شیگلا را دارد. اشرشیا کلی تولید کننده شیگا توکسین در گ

-باکتری های مولد کولیت هموراژیک و سندرم اورمی همولیتک قرار می

دهد گوسفند و بز منابع مهم (. برخی مطالعات نشان می5و1گیرد)

(. آلودگی شیر به 4و3اشرشیاکلی تولید کننده شیگا توکسین هستند)

-های لبنی میمدفوع این حیوانات و استفاده از این منابع در تهیه فرآورده

(. مطالعات نشان می دهند 6و2د منبع بالقوه باکتری برای انسان باشد)توان

که در اکثر موارد، بیماری زایی باکتری اشرشیا کلی با حضور ژن های 

حدت این باکتری همراه می باشد. از مهم ترین ژن های حدت باکتری 

 1اشرشیا کلی تولید کننده شیگا توکسین می توان به شیگا توکسین 

(stx1ش ،) 5یگا توکسین (stx2( پروتیین اینتیمین ،)eae و پلاسمید )

 (.  3و0( اشاره نمود)ehlyکد کننده انتروهمولیزین )

و  O157: H7مطالعه حاضر با هدف تعیین حضور باکتری اشرشیا کلی 

اشرشیا کلی تولید کننده شیگا توکسین در پنیرهای تولید با منشاء شیر 

 گوسفند انجام شد. 
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 روش کار

نمونه پنیر محلی تولید شده از شیر خام گوسفندی از خرده  117تعداد 

اری شد. نمونه ها با رعایت شرایط فروشی های استان اصفهان خرید

ساعت پس از نمونه گیری در کلمن های  6بهداشتی کامل و بلافاصله 

حاوی یخ به مرکز تحقیقات بیوتکنولوژی دانشگاه آزاد اسلامی واحد 

گرم از هر نمونه را با آب مقطر استریل  27شهرکرد انتقال داده شدند.  

در کنار شعله به  VRBAیط های حاصله را با محمخلوط کرده و عصاره

 30گذاری در خانهساعت گرم 54روش پورپلیت کشت دادیم. پس از مدت 

ی حاوی لوله BGBLBهای مشکوک در محیط درجه سانتی گراد پرگنه

درجه سانتی  2/44ساعت در دمای  43در هام کشت داده شده و به مدت 

رده بودند را بر روی هایی که گاز تولید کگذاری شدند. نمونهخانهگراد گرم

ساعت  54توسط آنس حلقوی کشت دادیم و به مدت  EMBمحیط 

-پرگنه EMBهایی که در محیط گذاری کردیم. نمونهخانهگرم c37در

کشت داده و تا  BHIهای با تلألو سبز درخشان تولید نموده بودند را در 

 نگهداری گردید.  c4در یخچال  PCRزمان انجام آزمایش 

از روش جوشاندن استفاده کردیم. از کشت یک شبه  DNAبرای استخراج 

میکرولیتر آب  277میکرولیتر در  52بود  BHIباکتری که در محیط 

 استفاده شد.  DNAدقیقه جوشانده و به عنوان منبع  2مقطر به مدت 

با  O157: H7 به منظور ردیابی باکتری اشرشیا کلی PCRواکنش 

( ابداع 0)  (1223و همکاران ) Fracnkاستفاده از روش پیشین که توسط 

از دستگاه  PCRگردید، صورت پذیرفت. برای انجام کلیه واکنش های 

Master cycler gradiant (Eppendorf)  در قالب یک برنامه

Multiplex PCR  استفاده شد. لیست پرایمر های مورد استفاده در

 1برای تشخیص ژن های حدت باکتری در جدول  PCRی واکنش ها

 ,stx1, stx2برای تشخیص ژن های حدت  PCRآمده اند. واکنش 

eaeA  و sta 17× میکرول وتر  2میکرولیتر شامل  27در حجم نهایی 

PCR buffer ،2/1  میلی مولMgcl2، 527  میکرو مول دیوکسی

یکرومول از زوج م dNTP ،1میکرو مول  577نوکلیوتید تری فسفات، 

واحد  1.25و  DNAمیکرولیتر از هر نمونه  2پرایمرهای جلویی و عقبی، 

برنامه ی حرارتی مورد  ، انجام پذیرفت.DNA Taq Polymeraseآنزیم 

 37درجه سانتی گراد به مدت  24چرخه دمایی در  52استفاده شامل: 

ثانیه  27اددرجه سانتی گر 07ثانیه،  42درجه سانتی گراد  27ثانیه، سپس 

درجه سانتی گراد  07ثانیه در هر چرخه به همراه یک مرحله نهایی  3و 

 دقیقه تنظیم گردید. 17

 

 لیست پرایمر های مورد استفاده جهت تشخیص ژن های حدت باکتری اشرشیا کلی در نمونه های پنیر محلی. .1جدول 
 اندازه محصول (’3-’5توالی پرایمر ) ژن حدت

(bp) 
 منابع

Stx1 (F) 

Stx1 (R) 

TTC GCT CTG CAA TAG GTA 

TTC CCC AGT TCA ATG TAA GAT 
555 (16) 

Stx2 (F) 

Stx2 (R) 
GTG CCT GTT ACT GGG TTT TTC TTC 

AGG GGT CGA TAT CTC TGT CC 
118 (16) 

Intimin (F) 

Intimin (R) 

ATA TCC GTT TTA ATG GCT ATC T 

AAT CTT CTG CGT ACT GTG TTC A 

425 (16) 

Sta (F) 

Sta (R) 

GCT AAT GTT GGC AAT TTT TAT TTC TGT A 

AGG ATT ACA ACA AAG TTC ACA GCA GTA A 

190 (16) 

EhxA (F) 

EhxA (R) 

GGTGCAGCAGAAAAAGTTGTAG 

TCTCGCCTGATAGTGTTTGGTA 

1551 (10) 

 

میکرولیتر در نظر  ehxA 37یرای تشخیص ژن حدت  PCRحجم کلی 

میلی  dNTP ،17میلی مول  765نانوگرم پرایمر،  27گرفته شد که شامل 

 1و  KClمیلی مول  MgCl2 ،27میلی مول  HCl ،162مول تریس 

برنامه ی حرارتی بوده است.  Taq DNA Polymeraseواحد آنزیم 

 1درجه سانتی گراد به مدت  24مایی در چرخه د 32مورد استفاده شامل: 

 1درجه سانتی گراد 05دقیقه،  1درجه سانتی گراد  67دقیقه، سپس 

 دقیقه تنظیم گردید.

از ژل آگارز یک درصد استفاده گردید برای این منظور  PCRدر آزمون 

ذوب و پس از  TBE 1×میلی لیتر با فرم  177یک گرم پودر آگارز در 

میکرولیتر  2گراد درجه سانتی 27لول به حدود رسیدن درجه حرارت مح

رنگ اتیدیوم بروماید به آن اضافه گردید و در سینی مخصوص الکتروفورز 

(Cast)  .قرار داده شد 

سینی حاوی ژل در تانک الکتروفورز قرار  PCRبرای الکتروفورز محصولات 

ا در تانک اضافه شد تا کاملا سطح ژل ر TBE 1× گرفت و مقداری بافر 

میکرولیتر محصول  57با  PCRمیکرولیتر محصول  12فرا گیرد. سپس 

مخلوط و در چاهک ژل منتقل گردید. نشان گر  (loading)رنگ نشانگر 

DNA  مارکر( هم به میزان(l3  به منظور تعیین وزن باندهای بدست

 27ولتاژ ثابت ها در آمده در چاهک مجاور استفاده شد. الکتروفورز نمونه

 ولت به مدت حدوداً یک ساعت انجام گرفت.

 

 یافته ها

نمونه آلوده به اشریشیا کلی بوده  53نمونه آزمایش شده،  117از مجموع

نمونه اشریشیا  53هیچ یک از  PCRاست و به دنبال آن بر اساس آزمون 

سوش اشریشیا کلی جدا شده از  53نبوده است.   O157کلی جدا شده 

با استفاده از پرایمرهای اختصاصی از  PCRای مورد مطالعه با روش هنمونه

بررسی  stx2, hly, eaeA, stx1, vt2vt,1های حدت نظر حضور ژن

آمده است. از مجموع  5و  1در اشکال  PCRشدند.  الکتروفورز محصولات 

سوش حامل  1stx ،1سوش حامل ژن  5اشریشیا کلی بررسی شده،  53

بوده  ehxAسوش حامل ژن  eaeA ،1امل ژن سوش ح 2stx  ،3ژن 

به  ehxAو  eaeA, stx2, stx1است. بنابراین فراوانی ژن های حدت 

 ، بود. %4634و  %13674، %4634، %3662ترتیب 
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. واکنش زنجیره ای پلیمراز جهت ردیابی ژن های حدت باکتری 1شکل 

-4جفت بازی،  177: مارکر Mاشریشیا کلی تولید کننده شیگا توکسین. 

 : نمونه های مثبت.1

 

 
ری باکت ehxa. واکنش زنجیره ای پلیمراز جهت ردیابی ژن حدت 5شکل 

: 1جفت بازی،  177: مارکر Mاشریشیا کلی تولید کننده شیگا توکسین. 

 نمونه مثبت.

 

  بحث

اشریشیا کلی جزء مهم ترین باکتری ها به عنوان شاخص آلودگی مدفوعی 

ای برخور است. علاوه بر آن اشریشیا کلی با مواد غذایی از اهمیت ویژه

ی در انسان و حیوان های حدت نقش مهمی را در ایجاد بیمارداشتن ژن

ها به طور کلی مسئول سه نوع عفونت بالینی در کند. این پاتوژنبازی می

های مجاری ادراری و سپتی ای، عفونتهای رودهانسان، اسهال و بیماری

شوند. بر پایه علائم بالینی و خصوصیات سمی و منژیت، محسوب می

ای، زای رودهریشان به چندین گروه از جمله اشریشیا کلی بیماحدت

ای، اشریشیا زایی رودهای، اشریشیا کلی توکسیناشریشیا کلی مهاجم روده

ای و اشریشیا کلی تولید کننده وروتوکسین یا کلی متصل روده

شوند و دراین بین گروه اشریشیا کلی تولید بندی میشیگاتوکسین تقسیم

د دارد که وجو O26, O111O ,157کننده شیگاتوکسین سروتیپهایی چون 

های خونریزی دهنده در بروز کولیت خونریزی تحت عنوان اشریشیاکلی

ای بازی می کنند. این دهنده و سندرم اورمی همولیتیک نقش ویژه

های گوشتی نپخته و ها عمدتاً از مواد غذایی مانند گوشت فرآوردهپاتوژن

 (.17و  2شوند)های غیر پاستوریزه آن منتقل میشیر و فرآورده

ها، مطالعات فراوانی در خصوص با توجه به اهمیت این گروه از پاتوژن

ردیابی آنها در مواد غذایی و بررسی خصوصیات حدت آنها انجام شده است. 

مطالعه حاضر نیز در راستای همین اهداف طراحی و انجام شد. نتایج این 

ی آورنمونه پنیر محلی جمع 117نمونه از مجموع  53مطالعه نشان داد 

شده از مراکز فروش اصفهان آلوده به اشریشیا کلی بوده است. بر اساس 

فرم قابل قبول است کلی 17استاندارد ایران در هر گرم از مواد غذایی تا 

مشروط به اینکه هیچ یک از آنها اشریشیا کلی نباشد لذا نتایج این مطالعه 

 باشد. دهد تقریباً یک سوم از غذاها غیر قابل مصرف مینشان می

های جدا شده از نمونه به منظور در ادامه این مطالعه اشریشیا کلی

به کمک دو پرایمر جهت اختصاص  O157:H7تشخیص و تأثیر سروتیپ 

مورد آزمایش قرار گرفتند. نتایج این بخش از مطالعه   PCRبه روش 

نبوده  O157جدایه بررسی شده  53حاکی از آن بود که هیچ کدام از 

( از 5776و هم کاران ) Holkoبخش از مطالعه با مطالعات است. این 

( مشابه است. 15( از اسپانیا )5770و هم کاران ) Caro(، و 11اسلواکی )

اشریشیا کلی جدا شده از  22دهد از و هم کاران نشان می Holkoمطالعه 

پنیرهای محلی تهیه شده از شیر غیر پاستوریزه گوسفند هیچ کدام 

ای توسط (. هر چند مطالعه11نبوده است) O157:H7اشریشیا کلی 

Honish ( نشان می5772و هم کاران  ) دهد اشریشیا کلیO157:H7 

و هم  Oksuz(. 13از نوعی پنیر تهیه شده از شیر گوسفند جدا شده است)

( از ترکیه طی مطالعه در خصوص بررسی حضور اشریشیا 5774کاران )

 1ن وقوع این پاتوژن را به ترتیب در شیر خام و پنیر، میزا O157کلی 

نمونه پـنیر(  27درصد از  5درصد ) 4نمونه شیر و  177نمونه از  1درصد )

 (.14اند)در شیـر خام و پنـیر گزارش نموده

نشان  O157:H7اکثر گزارشات موجود در خصوص ردیابی اشریشیا کلی 

ین پاتوژن دهد گوشت گاو به عنوان مهم ترین فرآیند دامی در انتقال امی

دهد میزان آلودگی کند. این مطالعات نشان میبه انسان نقش بازی می

در کشورهای مختلف بسیار  O157:H7گوشت گاو به اشریشیا کلی 

آلودگی سایر مواد .ها متغییر بوده است درصد نمونه 45متفاوت و از صفر تا 

 تر گزارش شده است. غذایی به این پاتوژن بسیار پایین

ها به منظور های جدا شده از نمونهدیگری از مطالعه اشریشیا کلیدر بخش 

و پرایمرهای اختصاص  PCRبررسی خصوصیات حدت با استفاده از روش 

 53های حدت بررسی شدند. نتایج این بخش از مطالعه نشان داده از ژن

جدایه به  5و  3نمونه پنیر آلوده به اشریشیا کلی  53جدایه بررسی شده از 

جدایه هر دو ژن حدت  5اند که در بوده stx2stx ,1ب حامل ژن ترتی

1, stx2sxt اند. این الذکر بودههای فوقو در مابقی ژنها حامل یکی از ژن

ای حمل شوند لذا زای رودههای اشریشیا توکسینعوامل حدت توسط سویه

ه های مورد مطالعمورد از اشریشیا کلی جدا شده از نمونه 3توان گفت می

اند. این بخش از مطالعه ای بودهزای رودهاز نوع سروتیپ اشریشیا توکسین

( هم خوانی دارد. در این 11( )5776و هم کاران ) Holkoبا نتایج مطالعه 

های پنیر تهیه دار اشریشیا کلی جدا شده از نمونهسویه حدت 2مطالعه از 

وجود دارد و  1tlو  stx1sxt ,2سویه حامل سه ژن  1شده از شیر گوسفند 

 Caroای از گزارش شده است. مطالعه 1sxtسویه تنها حامل ژن حدت  1

 3مورد اشریشیا کلی بررسی شده  33دهد از ( نشان می5770و هم کاران )

-اند در حالی که هیچ یک از آنها ژنبوده 1stxهای حدت سویه حامل ژن

 (.15اند)کردهرا حمل نمی 2stxهای 
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سویه حامل ژن  3اشریشیا کلی بررسی شده  53در مطالعه ما از بین 

eaeA های اشریشا کلی یههای است که توسط سوبوده است که جزء ژن

دهد که (. لذا این نتیجه نشان می12شوند)ای حمل میزای رودهبیماری

ای بیش ترین فراوانی را نسبت به زای رودههای اشریشیا کلی بیماریسویه

اند. های مطالعه حاضر داشتههای اشریشیا کلی جدا شده از نمونهسایر سویه

شود که این ژن یز مشاهده می( ن5776و هم کاران ) Holkoدر مطالعه 

های های جدا شده از نمونهترین ژن ردیابی شده از اشریشیا کلیغالب

 (. 11پنیربوده است)

( حاکی از آن 5770و هم کاران )  Caroگزارشات ثبت شده از مطالعه 

های پنیر هیچ کدام سویه اشریشیا کلی جدا شده از نمونه 133است که از  

 (. 15است) نبوده eaeAحامل ژن 

های پنیر اشریشیا کلی جدا شده از نمونه 53سوش از  1در مطالعه ما تنها 

( 5777و هم کاران ) Gonzalezای از بوده است. مطالعه hlyحامل ژن 

سوش اشریشیا کلی جدا  332در برزیل، نتایج بررسی خصوصیات حدت 

سوش  درصد( 6/03) 534نمونه پنیر نشان دهنده آن است که  44شده از 

 332سوش فاقد قدرت همولیز بوده است. از تعداد  171قدرت همولیز و 

 ehly2, stx1stx ,های حدت سوش بررسی شد هیچ کدام حامل ژن

 (.16اند)نبوده

 

 نتیجه گیری

این بررسی نشان داد که استفاده از پنیر های محلی و غیر پاستوریزه می 

را به عنوان یک  PCRش تواند برای سلامت انسان خطرناک باشد. ما رو

تست دقیق، ایمن و سریع به منظور کنترل کیفیت میکروبی فراورده های 

 خام لبنی پیشنهاد می کنیم.

 

 تشکر و قدردانی

نویسندگان بررسی حاضر از الطاف بی کران آقایان دکتر حسن ممتاز، دکتر 

م امیر شاکریان و دکتر فرهاد صفرپور دهکردی که ما در جمع آوری و انجا

 این بررسی یاری رساندند، تشکر می کنند.
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