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شناسایی باسیلوس سرئوس ها ي انتروتوکسی ژنیک در غذا هاي گوشتی آماده در 
  شهر زنجان

  2، غزاله شمس المعالی1زهرا دیلمی خیابانی
  Zdeilami@yahoo.comدانشگاه آزاد اسلامی واحد زنجان، استادیار دانشکده علوم پایه و پزشکی، زنجان.ایران.  -1
  ان، دانشکده علوم پایه و پزشکی کارشناس ارشد گروه میکروبیولوژي، زنجان.ایراندانشگاه آزاد اسلامی واحد زنج - 2

 15/5/92تاریخ پذیرش:      29/3/92تاریخ دریافت: 
  چکیده

هاي نوع شوند. بیماريباعث مسمومیت غذایی از نوع اسهالی و استفراغی میباسیلوس سرئوس  هايبسیاري از سویهزمینه وهدف: 
هاي مصرف غذااز آنجا که  د.گردمی ایجاد Kو سیتوتوکسین  NHE، غیرهمولیتیک HBLهاي همولیزین روتوکسیناسهالی توسط انت

و نیز گزارش دقیقی در رابطه با میزان آلودگی این  چون ایران رو به افزایش می باشدگوشتی آماده در کشورهاي درحال توسعه هم
هاي انترو توکسی ژنیک و بررسی شیوع ناسایی و جداسازي باسیلوس سرئوس شهدف از این پژوهش باکتري در دسترس نمی باشد، 

  آن است.
مواد گوشتی مختلف (سوسیس، کالباس، همبرگر و کباب هاي ي نمونه 80در وجود باسیلوس سرئوس  مطالعهدر این  روش کار:

باسیلوس سرئوس با استفاده از محیط کشت  جداسازيمورد آزمایش قرار گرفت.  شهر زنجانها در خریداري شده از فروشگاهآماده) 
 هاي تاییدي. آزمونانجام گردیدرد آگار) مرغ، مانیتول، فنلي تخممیکسین، زرده(پلی خابیاستفاده از محیط کشت انتاختصاصی 

هاي مثبت باسیلوس انجام شد. نمونه مولکولی باسیلوس سرئوس با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی بیوشیمیایی و به دنبال آن تایید
  مورد آزمایش قرار گرفتند. NH کمپلکس هاي ژنبررسی  سرئوس جهت

نمونه آلوده به باسیلوس سرئوس بودند و در بین این تعداد، باسیلوس سرئوس هاي جدا شده  32نمونه مورد بررسی  80از  یافته ها:
  بودند. NHEنمونه حاوي ژن هاي کمپلکس  14از 

تکنیک و روش سریع براي تشخیص حضور باسیلوس سرئوس انتروتوکسی ژنیک در غذا از اهمیت زیادي  نتیجه گیري: استفاده از
  برخودار است تا از سلامتی غذاي مصرفی اطمینان حاصل شود. 

  . NHE،PCRژن هاي کمپلکس ، مواد گوشتی باسیلوس سرئوس،  :يکلید هاي هژوا
    مقدمه

هاي عامل ترین باکتري با سیلوس سرئوس یکی از مهم
تخریب بسیاري از مواد غذایی می  و مسمومیت غذایی

باشد و باشد. باسیلوس سرئوس یک باکتري اسپورزا می
خطر انتقال آن در غذاهاي تیمار شده با حرارت و و 

باسیلوس  ي شده وجود دارد. برخی از ایزوله هايفرآور
سرئوس در دماي یخچال نیز قابل رشد هستند و اسپور 

. این )8،7،6، 2(آوردهاي بالاتر نیز دوام میماها در دآن
هاي مواد غذایی مختلف زاترین بیماريباکتري از مهم

 برنج و نیز مواد گوشتی می باشد. چون لبنیات، غلات،هم
و  نوع اسهالیدو نوع مختلف مسمومیت غذایی یعنی 

استفراغی توسط باسیلوس سرئوس ایجاد می شود که در 
نقش  HBLو  NHEکمپلکس  آن به ترتیب ژن هاي

از سه  NHEکمپلکس  ).4، 10، 11، 12، 14، 16(دارند
تشکیل شده است و هر سه جزء براي  Cو  A ،Bجزء 

مورد نیاز می باشند. توکسین  NHEحداکثر فعالیت 
NHE  براي اولین بار در یک مسمومیت غذایی در نروژ

و  Das 2007سال  در). 15(ه استجداسازي گردید
روابط بین تولید انتروتوکسین اسهالی  در هند همکارانش

هاي ویرولانت متفاوت در باسیلوس و حضور ژن
. هاي جدا شده از غذاهاي دریایی بررسی کردندسرئوس
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ي انتروتوکسین اسهالی هاي تولید کنندهي ایزولههمه
دهند در را نشان می NHEحضور ژن هاي کمپلکس 

- ژنیک فاقد این ژن هاي غیر انتروتوکسیحالی که ایزوله

بر روي  2006. مطالعات ویجنادز در سال )4ها بودند(
% 66در HBLهاي چندین ماده غذایی نشان داد که ژن

 در مطالعه اي که توسط شارما ).19(نمونه ها وجو دارد
بر روي محصولات گوشتی انجام گرفت  2003در سال 

ورده هاي آنشان داد که شیوع باسیلوس سرئوس در فر
شناسایی  ).17(ی بیشتر از گوشت خام می باشدگوشت

سلامتی نوع غذاي مصرفی و تعیین نوع مسمومیت غذایی 
حائز اهمیت می  ا استفاده از این مجموعه ي ژن هاب

در طول دهه گذشته وقوع بیماري هاي  ).5، 9(باشد
میکروبی ناشی از مواد غذایی در کشورهاي در حال 

این در حالی است که توسعه رو به افزایش بوده است و 
یت هاي غذایی اغلب گزارش موقوع عفونت ها و مسمو

نشده باقی مانده و لذا تعیین آمار دقیق از میزان ابتلا 
 چون ایرانهم خصوصاً در کشورهاي در حال توسعه

 با در نظر گیري این مطلب که امکان پذیر نمی باشد.
فزایش استفاده از مواد گوشتی آماده روز به روز در حال ا

شناسایی و جداسازي  هدف از این پژوهش می باشد
هاي انترو توکسی ژنیک و بررسی باسیلوس سرئوس 

  شیوع آن است.
  مواد و روش ها

جمع آوري نمونه هاي گوشتی و جداسازي 
  باسیلوس سرئوس 

نمونه غذاي گوشتی آماده شامل انواع سوسیس،  80
ختلف کالباس ، همبرگر و کباب آماده از مغازه هاي م

 225گرم از هر نمونه در  25زنجان خریداري گردید. 
میلی لیتر نر مال سالین قرارداده سپس در مخلوط کن حل 

-3و  10-2، 10-1هاي رقتو پس از چند بار شیک کردن 

 1هاي تهیه شده از رقت). 4،3گردید( تهیهاز نمونه ها  10

(محیط غنی  مایع BHIهاي حاوي محیط لیتر در لولهمیلی
ي درجه 32ساعت در دماي  24و به مدت  منتقلکننده) 

ساعت  24عد از ب گردید. گراد گرماگذاري سانتی
یک لوپ از محیط حاوي ، BHI گرماگذاري در محیط

 PEMPA Pyruvate-Egg باکتري برداشته و روي محیط

Yolk ManitolBromocresol Purple Agar) 
(Polymixin-درجه 37و در انکوباتور داده  ، کشت -

. )2، 5شدند( دهیگرما ساعت 48مدت  گراد بهسانتی
ي هاي صورتی داراي هالهبعد از این مدت کلنی

و  به محیط نوترینت آگار منتقل (Lecithinase)لسیتیناز
شامل  بیوشیمیایی آزمایشاترنگ آمیزي گرم و اسپور و 

، احیاء نیترات، vpتست کاتالاز، تحرك، 
   ).4،1(گردیدانجام  و همولیز بتا آمیلاز(هیدرولیز نشاسته)

    PCRبراي واکنش  DNAاستخراج 
وش راز باسیلوس سرئوس با استفاده از  DNAاستخراج 

- انجام گرفت. در این روش ابتدا باکتريجوش و  انجماد

گراد به درجه سانتی 37ها در محیط نوترینت آگار در 
لوپ از کلنی  1ي . به اندازهشدندساعت کشت  16مدت 

 میکرولیتر آب مقطر اتوکلاو شده معلق 150داشته و در بر
ي درجه -80دقیقه در  20به مدت  نمونه ها سپس  ،کرده
در داخل آب دقیقه در  10به مدت  سپس گرادسانتی
بعد از این . قرار گرفتند گرادي سانتیدرجه 100جوش
. مایع شد انتریفیوژسrpm 11000 دورثانیه در 10 مدت

جدید  هاي میکروتیوب وده و بهبDNAرویی حاوي 
  ).4،1(گردیدانتقال 

با استفاده از پرایمر اختصاصی  PCRواکنش هاي 
  باسیلوس سرئوس

هاي بیوشیمیایی و مشخص شدن از انجام تست پس 
هاي باسیلوس سرئوس، با استفاده از پرایمرهاي کلنی

- آنتایید کلنی  جهت اختصاصی گروه باسیلوس سرئوس

(جدول انجام گرفتمونه ن 80براي  PCRها 
1()20،18،13،5، 4 ،2،1(.  
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  PCRها آنتایید کلنی  جهت پرایمرهاي اختصاصی گروه باسیلوس سرئوس - 1جدول
BalF  5’- TGCAACTGTATTAGCACAAGC T -3’ B. cereus 

  group BalR 5’- TACCACGAAGTTTGTTCACTACT -3’ 
  

ر مخلوط واکنش شامل باف PCRبراي انجام واکنش 
PCR )5  میلی مولKCl ،Tris-HCl 1  ،(5/1میلی مول 

، پرایمر رفت dNTPمیلی مول  MgCL ،5/2 2میلی مول
 Taqپیکومول، آنزیم  10پیکومول، پرایمر برگشت  10

نانوگرم در  DNA )20واحد در میکرولیتر،  5پلیمراز 
میکرو لیتر تهیه شد. برنامه  25میکرولیتر) در حجم نهایی 

ترمال سایکلر شامل واسرشته سازي اولیه  دمایی دستگاه
دقیقه،  2گراد به مدت  درجه سانتی 94در دماي 

گراد به مدت  درجه سانتی 94واسرشته سازي در دماي 
 55ثانیه، اتصال پرایمر به رشته هاي الگو در دماي  45

توسط  DNAدقیقه، بسط رشته  1گراد براي  درجه سانتی
ثانیه که سه  45به مدت  گراد درجه سانتی 72پلیمراز در 

بار تکرار گردید و در نهایت با بسط  30مرحله اخیر 
گراد براي واکنش ها اتمام  درجه سانتی 72نهایی در 

درصد بررسی  1روي ژل آگارز PCRیافت و محصول 
 ).4شد(

با استفاده از پرایمرهاي ژن هاي   PCRواکنش هاي
  ) باسیلوس سرئوسNHE)nheA،nheB،nheCکمپلکس 

ت انجام این واکنش پس از استخراج از نمونه ها به جه
 جوش ازپرایمرهاي ژن هاي - روش فریز

nheA،nheB،nheC  استفاده کردیم که این پرایمرها
  عبارتند از:

nheA–S        nheA       F-
ATTAAGGTAAATGCGATGAG 
nheA-A                        R-
GCTTCAGTTTGTGATAACTT 
nheB–S       nheB        F-
CTATCAGCACTTATGGCAG  
nheB–A                      R-
ACTCCTAGCGGTGTTCC  
nheC–S       nheC      F-
CGGTAATGATTGCTGGG  
nheC–A                     R-
CAGCATTCGTACTTGCCAA  

  
  

و مطابق با   با پرایمر هاي فوق PCRمخلوط واکنش 
ی باسیلوس موارد گفته شده براي پرایمرهاي اختصاص

سرئوس، تهیه گردید. برنامه دمایی دستگاه ترمال سایکلر 
 درجه سانتی 94شامل واسرشته سازي اولیه در دماي 

درجه  94دقیقه، واسرشته سازي در دماي  2گراد به مدت 
دقیقه، اتصال پرایمر به رشته هاي  1گراد به مدت  سانتی

بسط دقیقه،  1گراد براي  درجه سانتی 56الگو در دماي 
گراد به  درجه سانتی 72توسط پلیمراز در  DNAرشته 
بار تکرار شد و در  30دقیقه که سه مرحله اخیر  1مدت 

گراد براي  درجه سانتی 72نهایت با بسط نهایی در 
 1روي ژل آگارز PCRواکنش ها اتمام یافت و محصول 

  ).5،2 ،20،18،13درصد بررسی شد (
 نتایج

  یلوس سرئوسنتایج مربوط به جداسازي باس
- ، کلنیPEMPAهاي روي محیط بعد از کشت نمونه

ي رسوبی لسیتیناز روي هایی به رنگ صورتی و با هاله
ي هاي صورتی با هالهاین محیط رشد نمودند. کلنی

لسیتیناز به محیط کشت نوترینت آگار منتقل شدند تا 
اشاره  هاي بیوشیمیاییتر مورد تستبراي جداسازي دقیق

   قرار گیرند. ش مواد و روش هاشده در بخ
با پرایمر هاي اختصاصی  PCRنتایج مربوط به واکنش 

  جهت تایید کلنی هاي باسیلوس سرئوس
هاي استخراج شده، با استفاده از پرایمر DNAروي بر 

انجام  PCRهاي واکنش باسیلوس سرئوس اختصاصی
 1بر روي ژل آگارز  PCRگرفت. سپس محصولات 

تمام ایزوله هاي تایید شده در روش  ند.درصد مطالعه شد
 1جفت بازي را نشان دادند. شکل  533بیوشیمیایی قطعه 

نمونه اي از الکتروفورز باسیلوس سرئوس هاي جدا شده 
از نمونه ها گوشتی را با استفاده از پرایمر هاي اختصاصی 
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نمونه آلوده  32نمونه مورد مطالعه  80نشان می دهد. از 
کنترل مثبت استفاده شده در  بودند.به باسیلوس سرئوس 

باسیلوس سرئوس انتروتوکسی  مربوط به این مطالعه،
ژنیک می باشد که در آزمایشگاه جداسازي شده و 

در آن تایید  HBL و NHEحضور ژن هاي کمپلکس 
  شده است. 

  
  

  
  

 که با پرایمرهاي گوشتی مورد مطالعههاي هنمون چند تا از) 1-6ها (هاي جدا شده از نمونهالکتروفورز باسیلوس سرئوس  -1شکل
  : کنترل مثبت.kb 1. C : مارکرM جفت باز را نشان دادند.533اختصاصی باسیلوس سرئوس باند 

  
PCR  با پرایمر هاي اختصاصی کمپلکس
NHE 

در این مرحله باسیلوس سرئوس هاي جدا شده، با پرایمر  
 PCRو روش   nheCو  nheA  ،nheBهاي ژن هاي 

   14نمونه آلوده به باسیلوس سرئوس  32رسی شدند. از بر
، جفت باز 671با  nheAشامل  NHEنمونه کمپلکس 

nheB  و جفت باز  769باnheC  جفت باز نشان  583با
   ).2 دادند (شکل

  بحث و نتیجه گیري
امروزه استفاده از غذا هاي گوشتی آماده رو به افزایش 

ایل مردم ایران تماست. در کشورهاي در حال توسعه مثل 
لعه ها بالاست ولی تاکنون مطابه استفاده این نوع غذا

باکتري هاي عامل  دقیقی در زمینه شناسایی شیوع
مسمومیت غذایی از طریق این نوع فرآورده هاي گوشتی 

صورت نگرفته است و در نتیجه آمار دقیقی از میزان 

 شیوع باکتري هاي مسمومیت زا در دسترس نمی باشد.
رئوس از این تحقیق شناسایی حضور باسیلوس سهدف 

هاي گوشتی آماده عرضه هاي انتروتوکسی ژنیک در غذا
شده در فروشگاه هاي شهر زنجان بود که با استفاده از 

باسیلوس سرئوس هاي انتروتوکسی ژنیک از  PCRروش 
غیر انتروتوکسی ژنیک تفکیک شدند. نتایج ما نشان داد 

ه به باسیلوس سرئوس بودند و درصد نمونه ها آلود 40که 
را نشان  NHEدرصد نمونه ها ژن هاي کمپلکس  35

  2009و همکاران در سال   Dasدادند. در مطالعه اي که 
بر روي غذا هاي گوشتی دریایی در هند انجام دادند، 

). در مطالعه 4درصدي را گزارش نمودند( 4/29آلودگی 
س قطعه حاضر با پرایمر هاي اختصاصی باسیلوس سرئو

جفت بازي را در تمام باسیلوس سرئوس هاي تایید  533
و   Dasشده با روش هاي بیو شیمیایی مشاهده کردیم که 
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همکاران نیز این قطعه را درتمام باسیلوس سرئوس ایزوله 
در  .)4شده از غذاهاي گوشتی دریایی گزارش کردند(

در کشور چین انجام شد  2007مطالعه دیگر که در سال 
نمونه شیر پاستوریزه وجود  54وس سرئوس در باسیل

 ،nheAدرصد نسبت به ژن  1/71داشت که در این میان 
درصد نسبت به ژن  7/71و  nheBدرصد نسبت به ژن  62

nheC )مطالعه اي که در  2009). در سال 2مثبت بودند
 94باسیلوس سرئوس را از  83آمریکا انجام گرفت و 

 89ه مشخص شد حدود نمونه نمونه برنج جدا کردند ک

درصد از باسیلوس سرئوس هاي جدا شده داراي 
). در مطالعه ما تمام جدایه هاي 1بودند( NHEکمپلکس 

دراي خاصیت هیدرولیز نشاسته  NHEحاوي کمپلکس 
همکاران در و  (Das)بودند. این خاصیت در مطالعه داس

چنین گاروال نیز مشاهده شده است. هم 2009 سال
(Garwal)رابطه بین هیدرولیز نشاسته و   ارانو همک

خاصیت انتروتوکسی ژنیک را در باسیلوس سرئوس هاي 
جدا شده از شیر، برنج، ماهی و فراورده هاي گوشتی 

 ).4گزارش نموده است(
 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  kb : مارکرM جفت باز. 583با  nheC  (C)جفت باز و  769با   nheB  (B)،671با جفت باز   nheA (A)شامل NHEکمپلکس  - 2شکل 
1 . C.کنترل مثبت :  

   
 روش سریع براي تشخیص حضور باسیلوس سرئوس

ژنیک در غذا از اهمیت زیادي برخوردار انتروتوکسی
است تا از سلامتی غذاي مصرفی اطمینان حاصل 

هاي باسیلوس . روش مرسوم در تفکیک سویه)5(شود
ژنیک تست یژنیک و غیرانتروتوکسسرئوس انتروتوکسی

 RPLA است که مدت زمان طولانی در نشان دادن نتایج

روش سریع و قابل اطمینان براي  PCR. اما )4(لازم دارد
روش   باشدهاي مخصوص میتشخیص حضور ارگانیسم

PCR هاي کمپلکس بر اساس ژنNHEتر از کیتسریع -

هاي آزمایشی براي تشخیص انتروتوکسین عامل اسهال 
  .دهدنتیجه می
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