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  چکیده 
 شیر اینکه به توجه شود، با می منتقل انانس به آن هاي فرآورده و آب، گوشت، شیر طریق از کلی اشریشیا :هدف زمینه و

 مراکز سطح در پاستوریزه و خام شیر باکتریولوژیکی کیفیت کنترل است ها خانواده غذایی سبد در ارزش با غذایی مواد از
 اشریشیاکلی جهت شناسایی هاي متواتر کشت روش از استفاده .است اهمیت حائز بسیار شیر فرآوري و آوري تولید،جمع

 واکنـــــش. گردند کاذب مثبت نتایج آمدن بدست باعث است ممکن و دارند پایینی دقت هم و بوده گیر وقت اربسی هم
 که باشد رایج آزمایشات براي مناسبی جایگزین تواند می که است هایی روش جمله از )PCR( پلیمرآز اي زنجیـــــره

 جهت شناسایی PCRن مطالعه بهینه نمودن تست هدف از ای. باشد می ســــریع و حســاس، دقیق، ارزان روشی
 شناسایی در PCRبا   کشت در شیر، معرفی حالت زنده اما غیر قابل کشت در صنایع غذایی و مقایسه اشریشیاکلی

   .پاستوریزاسیون می باشد از بعد و قبل شیر دراشریشیاکلی 
به روش جوشاندن  DNA. وریزه جمع آوري گردیدنمونه شیر پاست 50نمونه شیر خام و  50در این مطالعه : روش بررسی

. بر روي ژل آگارز ارزیابی شد PCRنتایج واکنش .  بهینه شده مورد بررسی قرار گرفت PCRاستخراج شد و به وسیله 
لوله اي استفاده گردید سپس از لوله هاي حاوي گاز بر روي محیط کشت ائوزین  MPN 9جهت کشت نیز ابتدا از روش 

  .به صورت خطی کشت داده شد  (EMB)گار متیلن بلو آ
 کشت نتیجه نمونه 20 در اما گردید ارزیابی مثبت PCR تست نمونه 24 در پاستوریزه غیر شیر نمونه 50 در بین: یافته ها
 اي نمونه هیچ در اما گردید ارزیابی مثبت PCR تست نمونه 29 در پاستوریزه شیر نمونه 50 بین در و بود مثبت میکروبی

   .نبود مثبت میکروبی کشت جهنتی
در مقایسه با روش هاي متواتر کشت داراي حساسیت بیشتري بوده و  PCRاین بررسی نشان داد که روش : گیرينتیجه

  .قادر به شناسایی اشریشیاکلی در داخل شیر با ویژگی بالا و صرف زمان کم تر می باشد
    PCR، کشت میکروبی،اشریشیا کلیشیر،  :هاي کلیديواژه

  

  اسلامی آزاد دانشگاه میکروبی فناوري زیستی پژوهش -علمی مجله
  35-40 صفحه ،یازدهم شماره ،سوم دوره ،1390 زمستان
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 پژوهشی زیست فناوري میکروبی - مجله علمی

در  PCRمقایسه دو روش کشت میکروبی و ٣٦
  در کلیاشریشیا شناسایی

  مقدمه
 کلــی  یــا ) E.coli( کــلاي  اي بــه  کــه  اشریشــیاکلی

 از منفــی گــرم بــاکتري یــک  اســت معــروف نیــز باســیل
       برخـــی کـــه باشـــد مـــی باکتریاســـه انتـــرو خـــانواده

ــویه ــاي س ــل آن ه ــتروآنتریت،عفونت عام ــونی، گاس  خ
 آن از .باشــد  مــی مننژیــت و دراريا دســتگاه عفونــت
 روده محتویــات  در اشریشــیاکلی  بــاکتري کــه  جهــت

 از خـارج  در وجـودش  شـود،  مـی  یافـت  حیـوان  و انسان
 یـا  انسـان  مـدفوع  بـا  آلـودگی  بـر  دلیلـی  تواند می روده 

ــوان ــد حی ــابی. باش ــیا بازی ــی اشریش ــواد از کل ــذایی م   غ
ــی ــد م ــال توان ــود احتم ــم وج ــایی میکروارگانیس ــه ه  ک

ــذایی مــواد داخــل در را دارنــد مــدفوعی شــامن  نشــان غ
ــد ــودگی .)1(دهـ ــیرهاي آلـ ــام شـ ــتوریزه و خـ  از پاسـ

 جوامــع در حتــی متعــدد دلایــل بــه کــه اســت مســائلی
ــرفته ــی پیشـ ــد مـ ــروز توانـ ــد بـ ــداد و نمایـ ــل تعـ       کـ

 بــودن مناسـب  ارزیـابی  بـا  رابطـه  در شـیر  هـاي  بـاکتري 
 اهمیـت  بلکـه  بـوده  مهـم  تنهـا  نـه  انسان مصرف براي آن

ــان در آن بیشــتر ــود امک ــاکتري وج ــایی ب ــت ه ــه اس  ک
ــد ــده مصــرف در قادرن ــاري کنن ــاد بیم ــد ایج . )2(کنن

 مـدفوع  بـه  شـیر  آلـودگی  بـر  دلالت کلی اشریشیا حضور
 بــاکتري ایـن  کــه آنجـایی  از و اسـت  حیــوانی یـا  انسـانی 
ــور ــی فلــ ــام روده طبیعــ ــات تمــ ــونگرم حیوانــ             خــ

 ناسـالم  نشـانه  پاسـتوریزه  شـیر  در آن حضـور  باشـد،  می
         طبــــق .)3(اســــت کننــــده مصــــرف بــــراي بــــودن

ــزارش ــاي گـ ــود هـ ــیا موجـ ــی اشریشـ ــق از کلـ  طریـ
 منتقـل  انسـان  بـه  آن هـاي  فـرآورده   و شیر آب،گوشت،

 بـا  غـذایی  مـواد  از شـیر  اینکـه  بـه  توجـه  شـود و بـا   مـی 
 کیفیـت  کنتـرل  اسـت  هـا  خـانواده  غـذایی  سبد در ارزش

 مراکــز ســطح در پاســتوریزه و خــام شــیر بـاکتریولوژیکی 
 اهمیـت  حـائز  بسـیار  شـیر  فـرآوري  و آوري جمـع  تولید،
 شناســـایی متــداول  هـــاي روش از اســتفاده  .)4(اســت 

E.coli ــا ــر روش: ماننـــد هـ  هـــاي لولـــه در تخمیـ
 فیلتراســیون پورپلیــت،روش روش ،)MPN( چنــدتایی

 بســیار هــم) P-A( وغیــاب حضــور روش و) mf(غشــایی
 اسـت  ممکـن  و دارنـد  پـایینی  دقـت  مه و بوده گیر وقت

ــت باعــث ــدن بدس ــایج آم ــت نت ــاذب مثب ــد ک . )5(گردن
ـــره واکنـــــــــش ــه از پلیمــــرآز اي زنجیــــــ     جملــ

ــایی روش ــت ه ــه اس ــی ک ــد م ــایگزین توان ــبی ج  مناس

ــراي ــات ب ــج آزمایش ــد رای ــه باش ــی ک ـــاس، روش  حسـ
 اســتفاده کــارآیی و باشــد مــی ســــــریع و دقیــق، ارزان

. )6(اســت رســیده اثبــات بــه مختلــف لعــاتمطا در آن از
ــا ــتفاده ب ــوق روش از اس ــی ف ــوان م ــا ت ــی ت ــک حت  ی

. نمــود شناســایی را آب لیتــر میلــی 100 در بــــــاکتري
ــت ــم مزی ــن مه ــک  ای ــاربرد تکنی ــا ها،ک ــه آنه ــور ب  ط
. اسـت  عفـونی  عوامـل  همـه  هویـت  تعیـین  بـراي  عمومی

 از میکروبـی  عوامـل  اتفـاق  بـه  قریـب  دیگر، اکثـر  بیان به
ــق ــهاي طری ــولی روش ــل مولک ــخیص، قاب ــه تش ــژه ب  وی

ــخیص ــیت بـــا ســـریع تشـ ــی و حساسـ ــالا ویژگـ            بـ
هـدف از ایـن مطالعـه بهینـه نمـودن       .)10-7(می باشـند 

ــت  ــیر     PCRتس ــیاکلی در ش ــایی اشریش ــت شناس جه
ــت     ــل کش ــر قاب ــا غی ــده ام ــت زن ــی حال ــین معرف همچن

 روش بعنــوان( کشــت در شــیر و مقایســه اشریشــیا کلــی
شناســایی ایــن    در PCR مولکــولی  روش بــا ) اترمتــو

ــم درامیکروارگ ــیر،   نیس ــاي ش ــه ه ــل نمون ــد و قب  از بع
 زنــده هــاي فــرم پاستوریزاســیون و همچنــین شناســایی

ــا ــر ام ــل غی ــل ، کشــت قاب ــد و قب پاستوریزاســیون  از بع
  .می باشد

  
  روش بررسی

براي شناسایی  PCRجهت بررسی مولکولی ابتدا تست 
  در این تحقیق از ژن.گردیداین باکتري بهینه 

 16s rRNA  به عنوان مولکول هدف براي شناسایی
علت انتخاب این ژن ، بالا بودن تعداد ). 1(باکتري استفاد

با . کپی این مولکول و پایداري آن در سلول می باشد
 از باکتري 16s rRNAاستفاده از تراف استاندارد ژن 

. ت انجام شداشریشیا کلی طراحی پرایمرهاي رفت و برگش
  :ترادف پرایمرهاي مزبور به صورت زیر است 

Forward Primer: 5'- CGA GTG GCG GAC 
GGG TGAGT-3' 

Reverse Primer: 5'- TCG ACA TCG TTT 
ACG GCGTGGA-3' 

 
کرولیتر یم20به شرح زیر و در حجم  PCRغلظت عوامل 
میکرولیتر،  14آب دوبار تقطیر در حجم  . استفاده گردید

میکرولیتر  10X PCR Buffer ،0,75میکرولیتر  2,5
MgCl2  ،0,5  میکرولیترdNTPs پرایمرهاي جلویی و ،

میکرولیتر  0,3میکرولیتر و  1عقبی هر کدام به غلظت 
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یازدهموم، شماره س، دوره 90مستان ز  

٣٧   محمد حسن شاه حسینی و همکاران

برنامه حرارتی .    Taq DNA Polymeraseآنزیم 
دستگاه ترموسایکلر براي تکثیر سکانس مورد نظر در این 

به  C94°دناتوراسیون در . تحقیق به صورت زیر می باشد
 10به مدت  C68°ثانیه، چسبیدن پرایمرها در  20مدت 

این . ثانیه 20به مدت  C72°ثانیه و طویل شدن در 
  .سیکل در نظر گرفته شد 30برنامه ي حرارتی به تعداد 

، از الکتروفورز آن بر  PCRبراي بررسی نهایی محصولات 
سی نتیجه برر. درصد استفاده شد 5/1روي ژل آگار 

الکتروفورز با استفاده از رنگ آمیزي آن با محلول اتیدیوم 
 UVبروماید و مشاهده آن با دستگاه ترانس لومیناتور 

بهینه  PCRبراي تعیین حساسیت تست  .انجام گرفت
شده از سوش استاندارد اشریشیاکلی با تعداد واحد سازنده 

مشخص استفاده شد و رقت هاي سري را ) CFU(کلنی 
را بر مبناي روش جوشاندن   DNA.آن تهیه گردید از

استخراج شده هر کدام از رقت ها   DNA.استخراج شد
هاي DNA با استفاده از . به تیوب جدیدي منتقل گردید

استخراج شده و نمونه کنترل مثبت و منفی حساسیت 
 براي .براي تشخیص اشریشیاکلی تعیین شد PCRتست 
 چند  DNAشده، هبهین PCR تست اختصاصیت تعیین

 جنس از خانواده انتروباکتریاسه  مانند باکتري هاي 
 DNA نمونه همچنین و سالمونلا و پروتئوس ، شیگلا
 آنها براي شده بهینه PCR تست و گردید استخراج انسان

 مورد اشریشیاکلاي منفی و مثبت کنترل نمونه همراه به
 MPN 9جهت کشت ابتدا از روش  .گرفت قرار ارزیابی

پس از گرمخانه گذاري به مدت . لوله اي استفاده گردید
ساعت از لوله هاي حاوي گاز بر روي محیط کشت  24

EMB   24به صورت خطی کشت داده شد و پس از 

 MR,VPساعت گرمخانه گذاري تست هاي تاییدي 
  ).3(جهت تایید حضور اشریشیاکلی انجام گرفت

نرم افزار در این پروژه جهت تجزیه و تحلیل آماري از 
SPSS  استفاده شده است و با توجه به اینکه نمونه

شیرهاي مورد آزمون، به طور مستقل مورد آزمایش با 
قرار گرفتند، در کلیه  PCRروشهاي کشت میکروبی و 

آزمون نسبتهاي "آزمون هاي  فرض آماري، پیش فرض 
  .مورد تاکید قرار گرفته است ")غیر همبسته(مستقل

  
  یافته ها

یر ژن مورد نظر با استفاده از پرایمرهاي طراحی با تکث
شکل (جفت باز به دست آمد 723شده قطعه اي حدود 

باکتري  10بهینه شده قادر به شناسایی  PCRتست ).  1
 آمپلیکون و هیچ) 2شکل (در هر میلی لیتر بوده 

 کنترل نمونه بجز هاDNA  سایر براي اي ناخواسته
ه بین دو روش کشت مقایس .)3شکل (نداشت وجود مثبت

 غیر شیر نمونه 50 بین نشان داد که در PCRمیکروبی و 
 گردید ارزیابی مثبت PCR تست نمونه 24 در پاستوریزه

 بین در و بود مثبت میکروبی کشت نتیجه نمونه 20 در اما
 مثبت PCR تست نمونه 29 در پاستوریزه شیر نمونه 50

 میکروبی کشت نتیجه اي نمونه هیچ در اما گردید ارزیابی
و کشت  PCRنتایج حاصل از انجام تست  .نبود مثبت

میکروبی بر روي شیرهاي خام و پاستوریزه به تفکیک نوع 
  .آمده است 1نمونه در جدول 

  
 
 

 
 

  و کشت میکروبی به تفکیک نوع نمونه PCRنتایج حاصل از انجام تست . 1جدول
نتیجه مثبت  تعداد نمونه نام نمونه

PCR 
 نتیجه مثبت

 کشت
 11 11 11 شیر خام دریافتی از مراکز جمع آوري

 9 13 39 شیر خام دریافتی از دامداري هاي مستقل
 0 19 20 شیر پاستوریزه مربوط به شرکت الف
 0 3 12 شیر پاستوریزه مربوط به شرکت ب

 0 7 18 شیر پاستوریزه مربوط به سایر شرکت ها
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 پژوهشی زیست فناوري میکروبی - مجله علمی

در  PCRمقایسه دو روش کشت میکروبی و ٣٨
    در کلیاشریشیا شناسایی

  
 100bp DNA Ladder اسفرمنت شرکت مارکر زیسا . 1شکل 

plus  ،1 :کنترل منفی :2 نمونه کنترل مثبت.  
  

 

  
 100bp DNA Ladder فرمنتاس شرکت مارکر زیسا. 2شکل 

plus  ،1 : نمونه کنترل مثبت، نمونه هاي مشخص و به ترتیب
: CFU 107  ،3:CFU 106، 4 :CFU105 ،5:CFU  104 ،6:2شامل
CFU1000 ،7:CFU 100 ،8 :CFU10 ،9: ترل منفیکن.  

  

  
 : شده بهینه PCR  آزمون اختصاصیت نتیجه ي تعیین. 3شکل 

M:  100سایز مارکر شرکت فرمنتاسbp DNA Ladder plus  ،
: 3انسان،  يDNA: 2، )اشریشیا کلاي نمونه کنترل مثبت: 1

DNA4، ي شیگلا :DNA5، پروتئوس ي :DNA6، سالمونلا ي :
  .کنترل منفی

  

  بحث
رگانیسم هایی است که از طرق مختلف اشریشیاکلی یکی از ا

می تواند وارد شیر شود و آلودگی ایجاد نماید از جمله از طریق 
آب آلوده ، پستان گاو ، شخص شیر دوش و تجهیزات 

 آلودگی بر دلالت کلی اشریشیا حضور. شیردوشی و حمل شیر

 این که آنجایی از و است حیوانی یا انسانی مدفوع به شیر
 ، باشد می خونگرم حیوانات تمام روده یعیطب فلور باکتري
 مصرف براي بودن ناسالم نشانه پاستوریزه شیر در آن حضور
در مطالعات متعددي به ورود اشریشیا  .)11-13(است کننده

کلی به حالت زنده اما غیرقابل کشت به دلایل متعدد اشاره 
شده است ، دلایلی مانند گرسنگی ، انکوباسیون خارج از دماي 

در مورد اشریشیاکلی به ویژه انکوباسیون در دماي ( ینه رشد به
، افزایش فشار اسمزي ، تابش هاي ) درجه سانتی گراد 5

و غیره همچنین اشاره شده است که ) نور سفید(اکسیداتیو 
برخی فرآیندها مانند پاستوریزاسیون شیر که براي باکتري ها 

باعث باقی به صورت باکتریسیدال عمل می کنند می توانند 
سیستم هاي ). 14(شوند  VBNCماندن آن ها در حالت 

، می تواند محرك خوبی براي ورود  CIPپاستوریزاتور به روش 
برخی ارگانیسم ها مانند اشریشیاکلی به این حالت باشد به 

نمونه مورد  20طوري که در مورد شرکت الف که از بین 
ود، تحقیقات ما مثبت ارزیابی شده ب PCRنمونه  19ارزیابی در 

نشان داد که از نانوسیل جهت ضدعفونی کردن سیستم 
یافته ها حاکی از آن .   پاستوریزاتور خود استفاده می نمایند

است که بیشترین آلودگی شیر خام به اشریشیاکلی مربوط به 
در بهمن و اسفند  Ecoliشهریور ماه و کم ترین آلودگی آن به 

ظر بهترین زمان براي بررسی بنابراین به ن).  15(می باشد 
آلودگی شیر به گونه هاي زنده اما غیر قابل کشت ماه هاي 
بهمن و اسفند می باشد چرا که اولاً دماي هوا در این ماه ها 

مناسب تر بوده و  VBNCبراي ورود اشریشیاکلی به حالت 
ثانیاً آلودگی بالا در ماه هاي گرم سال در جستجوي این گونه 

 1387ابطحی و همکارانش در سال . نمی نماید ها مشکل ایجاد
را براي تشخیص آلودگی آب به اشریشیاکلی بهینه  PCRروش 
 16sدر مطالعه ي آنها همانند این مطالعه از ژن . نمودند

rRNA  به عنوان ملکول هدف براي شناسایی اشریشیاکلی
در مطالعه آنها براي جداسازي سلول . استفاده شده است

باکتري ها از آب از فیلترهاي نیترو استفاده شده است اما در 
این مطالعه روش ساده و کم هزینه جوشاندن مورد استفاده قرار 

می  در تست آنها بسیار بالا PCRغلظت عوامل . گرفته است
که هزینه ي ) میکرولیتر PCR 100حجم نهایی مخلوط (باشد 

بالایی را در بر دارد اما در این مطالعه حجم نهایی مخلوط 
PCR  میکرولیتر کاهش داده شده است که در  20تا حجم
. برابر در هزینه هاي تست کاهش ایجاد می نماید 5حدود 

کارانش سیکل حرارتی به کار رفته در تست دکتر ابطحی و هم
 5دقیقه دناتوراسیون اولیه و  10سیکل به همراه  35شامل 

bp  ١٠٠٠  

bp  ٥٠٠  
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 ٣٩  

یازدهموم، شماره س، دوره 90مستان ز  

  و همکاران محمد حسن شاه حسینی

     دقیقه به طول 120دقیقه تکثیرنهایی می باشد که جمعاً 
می انجامد که بسیار وقت گیر است، اما در این مطالعه با کاهش 

سیکل و حذف دناتوراسیون اولیه و  30تعداد سیکل ها به 
ه کل زمان سیکل حرارتی کاهش زمان تکثیر نهایی به یک دقیق

حساسیت تست مطالعه دکتر ابطحی . دقیقه کاهش یافت 55به 
میلی لیتر  1600باکتري در حجم  1و همکارانش در حدود 

). 16(اعلام شده است که حساسیت نسبتاً خوبی می باشد
توسط ابطحی و  1389همچنین در مطالعه دیگري که در سال 
شیاکلی موجود در آب همکارانش صورت گرفت در تعیین اشری

آشامیدنی از روش زنجیره اي پلی مرآز با نسخه برداري 
این  PCRمزیت این روش نسبت به . معکوس استفاده شد

است که این روش در شناسایی سلول هاي زنده کاراتر از روش 
PCR  1387عرب عامري و همکارانش در سال ). 17(می باشد 

ام و پاستوریزه در در بررسی آلودگی باکتریولوژیکی شیر خ
% 5شیرهاي خام و % 61شهرستان شاهرود اعلام کردند که 

همچنین نشان . پاستوریزه به اشریشیاکلی آلوده بودند شیرهاي
دادند که آلودگی میکروبی شیرخام و پاستوریزه در هر فصل 

در این مطالعه نیز از محیط . بطور معناداري با هم متفاوت است
استفاده  اشریشیاکلیجهت شناسایی  بلو آگارائوزین متیلن 

شده است اما تعداد  نمونه ها تقریباً دو برابر مطالعه مذبور 
جهت  2011جمشیدي و همکارانش در سال  ). 18(است

در شیر از ترکیب دو روش   O157:H7شمارش اشریشیاکلی 
MPN  وPCR را به صورت  اشریشیاکلیآنها  . استفاده نمودند

یر استریلیزه تلقیح کردند و سپس شمارش شده در داخل ش
آن ها براي . اقدام به بررسی آن با دو روش فوق نمودند

از روش فنل کلروفرم استفاده کردند که  DNAاستخراج 
روشی زمان بر است ولی احتمالاً موجب افزایش حساسیت 

 MPN-PCRآنها اعلام نمودند که روش . تست می شود
باکتري را  CFU/ml101روشی حساس است که قادر است تا 

به تنهایی حداکثر قادر به  MPNشناسایی نماید اما روش 
در آن تحقیق . میلی لیتر می باشد 100در  105×2,4شناسایی 

به عنوان مولکول هدف  flicH7و  rfbO157از ژن هاي 
تجزیه و ). 19(استفاده شد که با این مطالعه متفاوت است

و با کمک آزمون  SPSSتحلیل هاي آماري توسط نرم افزار 
هاي فرض آماري نسبت هاي مستقل نشان داد که در مجموع 

درصد می  95نمونه شیر خام و پاستوریزه با اطمینان  100
در شناسایی اشریشیاکلی در شیر  PCRتوان گفت که روش 

 همچنین تحلیل هاي آماري نشان. حساس تر عمل نموده است
راکز جمع آوري به داد که آلودگی در نمونه هاي تحویلی از م

شکل معناداري بیشتر از سایر نمونه ها می باشد که دلیل عمده 
آن عدم رعایت بهداشت در دامداري هاي کوچک و با ظرفیت 

در مورد شیرهاي پاستوریزه تحلیل هاي آماري . پایین است
نشان داد که آلودگی بین شیرهاي پاستوریزه شرکت هاي 

فاوت می باشد که این مختلف به شکل معناداري با هم مت
مسئله مبین کارآمدي متفاوت سیستم هاي پاستوریزاتور در 

  .کارخانجات مختلف است
  

  نتیجه گیري
در مقایسه  PCRبا توجه به نتایج می توان بیان نمود که روش 

با روش هاي کشت متواتر داراي حساسیت بیشتري بوده و قادر 
اما غیر قابل  به شناسایی اشریشیاکلی حاي در شکلهاي زنده

  .کشت در شیر با ویژگی بالا و صرف زمان کم تر می باشد
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