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  *شهرام حنيفيان
  

  .نايرا تبريز،، غذايي صنايع و علوم گروه، كشاورزي دانشكده تبريز، واحد ،اسلامي آزاد دانشگاه

 hanifian@iaut.ac.ir: نويسنده مسئول مكاتبات*
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   چكيده
نمونـه شـير    242تعـداد   1390 در شـير پاسـتوريزه، طـي سـال     يرسينيا انتروكوليتيكـا زاي هاي بيماريبه منظور بررسي وجود سويه   

 هـاي تواليعنوان  بهvirF  و ail هايو از ژنشد  سازيغني PSBBمحيط ها در نمونه. آوري گرديدپاستوريزه عرضه شده در تبريز جمع
در آزمـايش   ثبـت هـاي م از نمونه. استفاده گرديدشده  هاي غنيدر نمونه يرسينيا انتروكوليتيكازاي هاي بيماريرديابي سويه برايهدف 
PCR  در محيطCIN آگار وMacConkey   هاي مشكوك بـا  داده شد و پرگنه كشتآگارduplex-PCR  ـ  جهـت تعيـين   . دتأييـد گردي

  تعـداد  همچنـين شـمارش   . قـرار گرفـت  ارزيـابي   مـورد  شيمياييبيوهاي آزمونبه وسيله  باكتري جدايه ،نيا انتروكوليتيكايرسيبيوتيپ 
يرسـينيا  . هـاي شـير پاسـتوريزه انجـام يافـت     بـر روي نمونـه   )ALP(فسـفاتاز قليـايي   آزمون كيفي هاي شاخص بهداشتي و باكتري

 10% (13/4در حالي كـه  . رديابي گرديد ail-PCRبا روش  شير پاستوريزه هاينمونه از )ونهنم 16% (61/6 زا دربيماري انتروكوليتيكاي
بـه  ) نمونـه  1% (41/0، فقـط  PCRهاي مثبت در آزمـايش  از بين نمونه. مثبت تشخيص داده شد virF-PCRها با روش از نمونه) نمونه

نـوع بيوتيـپ    ازيرسينيا انتروكوليتيكا هاي بيوشيميايي، جدايه يشبر اساس آزما. گرديد تأييد duplex-PCRبا وسيله كشت جداسازي و 
هـاي شـاخص   مثبت بودند و تعـداد بـاكتري   ALPهاي شير پاستوريزه از نمونه) نمونه 28% (57/11طبق نتايج مطالعه، . تعيين گرديد 4

يرسـينيا  حساسـيت زيـاد   ا توجـه بـه   ب. نشان داد) p>01/0(دار منفي تفاوت معني ALPهاي ها در قياس با نمونهبهداشتي در اين نمونه
زنـده در شـير   يرسـينيا انتروكوليتيكـاي   تواند دليل اصلي حضور نسبت به حرارت پاستوريزاسيون، لذا آلودگي ثانويه مي انتروكوليتيكا

  .  پاستوريزه باشد
  

  PCR ،Ail ،VirF، يرسينيا انتروكوليتيكاشير پاستوريزه،  :دييهاي كلواژه
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  مقدمه
 خـانواده  عضـوي از  عنـوان  بـه  انتروكوليتيكـا  يرسينيا   

  ، كوتـاه  ايميلـه  منفـي،  گرم باكتري يك ،آنتروباكتربايسه
 ابعـاد  لحـاظ  از. اسـت  اسپور اقدف و اختياري هوازيبي

 نتروباكترياسهآ خانواده اعضاي ساير از ترسلولي كوچك
ــت و ــن از اس ــاظ اي ــتر لح ــه بيش ــاي ب ــانواده اعض  خ

ــهپاستو ــباهت دارد رلاس ــه  .ش ــورتي ك ــينيا در ص  يرس
 درجــه سلســيوس رشــد 37 حــرارت در انتروكوليتيكــا

 هـاي سـلول  متنوع و متشكل از صورت اشكال به نمايد،
 ,Weagant and Feng(شود  شكل ديده ايميله و كروي

2001.(  
 دارد طبيعت در زيادي پراكندگي انتروكوليتيكا يرسينيا   

 و هـا رودخانه آب( سطحي هايآب از و به طور معمول
 شـده  جداسـازي  دامـي  فضـولات  و خـاك  ،)هادرياچه
 نظيـر  وحشـي  و اهلـي  حيوانـات  گوارشـي  لولـه  .است
 مخـزن  به عنوان پرندگان و جوندگان، سگ ،گاو، خوك

 Robins-Browne and(گردنـد  مـي  محسـوب  بـاكتري 

Hartland, 2003; Hanifian and Khani, 2012a( .
 يرسـينيا  مخـزن  ترينمهم دهند،مي شانن متعدد مطالعات

اسـت   خـوك  گوارشـي  لولـه  زابيمـاري  انتروكوليتيكاي
)Hudson et al., 2008 .(مـواد  از انتروكوليتيكـا  يرسينيا 

 بـين  اسـت و ارتبـاط   شـده  جداسـازي  غذايي مختلـف 
 كاملاً به اثبـات  آلوده آب و غذا مصرف و انسان بيماري
 گوشـت . )Weagant and Feng, 2001(اسـت   رسـيده 
ــاو ــت، گ ــان گوش ــرآورده ، ماكي ــام و ف ــير خ ــاي ش ه

توفـو  ، )Hanifian and Karim, 2006(غيرپاستوريزه آن 
 بـه عنـوان   تواننـد مي غيركلرينه آب و )لخته شير سويا(

 Weagant and(باشند  انسان آلودگي براي ايبالقوه منبع

Feng, 2001; Thisted Lambertz and Danielsson-
Tham, 2005(.   

عامـل يرسـينيوزيس در انسـان     يرسينيا انتروكوليتيكـا    
است و علايم آن از اسهال ملايم و محـدود شـونده تـا    
لنفادنيت مزانتريك كه ممكن است به آپانديسيت منتهـي  

شـدت علايـم   ). Grant et al., 1998(شود، متغير است 
باليني اين عفونت تا حـدود زيـادي بـه سـن، وضـعيت      

هـاي  ، وجود يا عـدم وجـود بيمـاري   جسماني فرد مبتلا
و همچنـين سـروتيپ   ) underlying diseases(اي زمينه

ترين علامت گاستروآنتريت معمول. باكتري بستگي دارد
باليني يرسينيوزيس است كه اغلب در اطفال و كودكـان  

 Robins-Browne and(گـردد  سال مشاهده مـي  5زير 

Hartland, 2003 .( ل و در افـراد  سـا  5در كودكان بالاي
آپانديسـيت  بالغ يرسينيوزيس حاد به شكل سـندرم شـبه  

 داده تشخيصيابد و اغلب به اشتباه آپانديسيت بروز مي
گـاهي اوقـات    يرسينيا انتروكوليتيكـا عفونت با . شودمي

ــارج روده  ــزمن خـ ــوارض مـ ــت،عـ ــر آرتريـ  اي نظيـ
، التهـاب عنبيـه،   )erythema nodosum(اريتمـانودوزوم  

 Weagant et(كند ت و ميوكارديت ايجاد ميگلومرونفري

al., 1998.(  
 در تكثير و رشد قابليت بدليل انتروكوليتيكا يرسينيا   

 ,Hanifian(درجه سلسيوس  4 از ترپايين دماهاي

 متمايز ايروده زايبيماري هايباكتري ساير از) 2009
-29( مطلوب دماي در آن تقسيم سلولي زمان. گرددمي
 مقدار اين و است دقيقه 34 حدود) سيوسدرجه سل 26
 .كندافزايش پيدا مي ساعت 5 سلسيوس به درجه 7 در
 در خوك و گاو پخته گوشت در تواندمي باكتري اين

  7 در  يا و ساعت 24 طي درجه سلسيوس در 25 دماي
 ميليون يك از بيش به روز 10 مدت درجه سلسيوس و

 Robins-Browne and( برسد خود اوليه تعداد برابر

Hartland, 2003 .(به نسبت انتروكوليتيكا يرسينيا 
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 رفع و انجماد متعاقب تواندمي و است مقاوم انجماد
 زمان مدت براي را خود بقاي غذايي، مواد مكرر انجماد
 ,Robins-Browne and Hartland(نمايد  حفظ طولاني

 يرسينيا بقاي ارزيابي جهت كه مطالعاتي در. )2003
گرفته  انجام شده تلقيح غذايي مواد در يتيكاانتروكول
 اين باكتري ترطولاني و بهتر بقاي از نتايج حاكي، است
 بينابيني دماي با مقايسه در اتاق دماي و يخچال دماي در
همچنين . )Hanifian and Khani, 2012b(باشد مي

اي كه در حرارت ديده غذاهاي در انتروكوليتيكا يرسينيا
 باقي تريطولاني مدت شوند بهمي داريسرد نگه شرايط

 اين حالت دسترسي بيشتر رسد، دليلمي به نظر .ماندمي
 بين از نيز و پخته غذاهاي در مغذي باكتري به مواد

 هايسويه و رقيب سرماگراي هايميكروارگانيسم رفتن
-Robins(باشد  انتروكوليتيكا يرسينيا زايغيربيماري

Browne and Hartland, 2003( .   

ــود       ــا وج ــاط ب ــاتي در ارتب ــران مطالع ــينيا در اي يرس
ــه اســت  انتروكوليتيكــا  در شــير پاســتوريزه انجــام يافت

)Soltan-Dallal et al., 2004; Sharifzadeh et al., 

مطالعات حـاكي از عـدم    هاي اينهر چند يافته. )2005
هاي شير پاستوريزه در نمونهيرسينيا انتروكوليتيكا وجود 

 درصـدي  62/7باشد؛ اما با توجه به ميـانگين شـيوع   مي
هاي خام منطقـه  زا در شيربيماري يرسينيا انتروكوليتيكاي

، در )Hanifian and Khani, 2012a(شـرقي  آذربايجـان 
صورت عدم پاستوريزاسيون موثر و يـا آلـودگي ثانويـه،    
احتمال وجود اين باكتري در شيرهاي پاستوريزه وجـود  

هـاي  ذا در اين مطالعه، تلفيقـي از روش ل. خواهد داشت
كه در مقايسه با بكـارگيري انفـرادي هـر     PCRكشت و 

ها، حساسيت بسيار بيشـتري در يـافتن   يك از اين روش
 زايهـاي بيمـاري  ها دارند، براي رديابي سـويه ارگانيسم

. اسـتفاده گرديـد   در شير پاستوريزه يرسينيا انتروكوليتيكا
استوريزه از نظر غيرفعال شدن هاي شير پهمچنين نمونه

ــايي   ــفاتاز قليـ ــزيم فسـ ــب فر) ALP(آنـ ــد آمتعاقـ ينـ
ــاكتري  ــداد ب ــز تع ــيون و ني ــاخص پاستوريزاس ــاي ش ه

  .بهداشتي مورد ارزيابي قرار گرفت
  

  هامواد و روش
  گيريروش نمونه -

هاي مختلف شير پاستوريزه از بخش نمونه 242تعداد    
از ارديبهشت تا (ماهه  10شهر تبريز طي يك دوره 

كارخانه  15از محصولات  )1390 بهمن ماه سال
و در آوري جمعتوليد كننده شير پاستوريزه  مختلف

با هدف بررسي . شرايط سرد به آزمايشگاه منتقل شد
كفايت فرايند پاستوريزاسيون در شير پاستوريزه، 

بر روي ) Lactognost, Germany( كيفي ALPآزمايش 
 ,Anzabi and Hanifian(رفت ها صورت پذينمونه

يرسينيا هاي مربوط به جستجوي آزمايش سپس .)2012
هاي شاخص و همچنين شمارش باكتري انتروكوليتيكا

  .  هاي شير پاستوريزه انجام گرفتبهداشتي بر روي نمونه
  هاسازي نمونهنحوه غني -

 كامل مخلوط و طور هاي شير پاستوريزه بهابتدا نمونه   
 با نمونه از ليترميلي 25 مقدار سپس. گرديد يكنواخت

 PSBB )Peptone كنندهغني محيط ليترميلي 225

Sorbitol Bile Broth( شد مخلوط دقيقه 5 مدت به .
 درجه 10 دماي در روز 10 مدت به مخلوط حاصل

  ).Weagant et al., 1998( گرديد سازيغني سلسيوس
و  PCRمايش شده براي آزهاي غنيسازي نمونهآماده -

  كشت
 از ليتريميلي 1 مقدار دو، سازيدوره غني انتهاي در   

. يافت انتقال ليتريميلي 2 تيوب دو به شدهغني نمونه
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  g×شتاب با سانتريفيوژ در دقيقه 5 مدت به هاتيوب
 ,Hanifian and Khani(داده شد  رسوب 16099

2012a( .استخراج براي اول تيوب رسوبDNA  
 ميكروليتر 200 در دوم تيوب ديد و رسوبگر استفاده
 10( گليسرول افزودن از پس و شد حل بافر فسفات
 دارينگه سلسيوس درجه -70 در، استريل )درصد
 PCRآزمايش  نتايج شدن مثبت صورت در تا گرديد

گيرد  قرار استفاده مورد آزمايش كشت براي مرحله اول،
)Hanifian and Khani, 2012a.(   
  رايمرانتخاب پ -

در  virFو ژن پلاسميدي  ail كروموزومي ژن   
 حاد هايسويه شناسايي و رديابي مطالعات متعدد براي

 اندگرفته قرار استفاده مورد انتروكوليتيكا يرسينيا
)Thisted Lambertz and Danielsson-Tham, 2005; 

Fredriksson-Ahomaa, et al., 2007; Hudson et al., 
2008; Hanifian and Khani, 2012b( . در اين مطالعه

 زايبيماري و حاد هايسويه براي رديابي و شناسايي نيز
و  ail هايژن، PCR آزمايش در انتروكوليتيكا يرسينيا

virF اين براي. شدند انتخاب هدف توالي عنوان به 
) 1(با مشخصات مندرج در جدول  پرايمرهاي از منظور
  .گرديد استفاده

  
زاي هاي بيماريجهت رديابي و شناسايي سويه PCRژن، نام و مشخصات پرايمرهاي مورد استفاده و اندازه توالي هدف در آزمايش  نام: 1جدول 

  انتروكوليتيكا يرسينيا
 منبع  )bp( توالياندازه   توالي پرايمر  نام پرايمر  نام ژن

ail 
9 A 5′-GTT TAT CAA TTG CGT CTG TTA ATG TGT 

ACG-3′ 454  Thisted Lambertz and 
Danielsson-Tham   10 A  5′-CTA TCG AGT TTG GAG TAT TCA TAT GAA 

GCG-3′ 

virF  
11 A  5′-AAG GTT GTT GAG CAT TCA CAA GAT GG-3′  

700  Thisted Lambertz and 
Danielsson-Tham  12 A  5′-TTT GAG TGA AAT AAG ACT GAC TCG AGA 

ACC-3′ 
  
شده با هاي غنيدر نمونه نتروكوليتيكايرسينيا ارديابي  -

 PCRروش 
 ,.Vishnubhatla et alاز روش  DNAبراي استخراج    

ــد و  2000 ــتفاده ش ــده در   DNA اس ــتخراج ش  50اس
عـاري از  ) deionized(زدايـي شـده   ميكروليتر آب يـون 

DNA/RNA مخلـوط واكـنش در آزمـايش     .حل گرديد
PCR  ــامل ــترميكس   5/12شــ ــر مســ  2×ميكروليتــ

)Fermentas, Germany( ،60  پيكومــول از هــر جفــت
ــر  ــانوگرم  25و ) Eurofins, Germany(پرايم  DNAن

زدايـي شـده عـاري از    الگو بود كه با افـزودن آب يـون  
DNA/RNA )CinnaGen, Iran ( 25بــه حجــم نهــايي 

 يرسينيا انتروكوليتيكااز سويه استاندارد . ميكروليتر رسيد
)DSM 11502) (DSM, Germany (    بـه عنـوان كنتـرل

زدايـي  و از نمونـه حـاوي آب يـون    PCRمثبت واكنش 
الگـو بـه    DNAبـه جـاي    DNA/RNAشده عـاري از  

بـا   PCRواكـنش  . عنوان كنتـرل منفـي اسـتفاده گرديـد    
و ) Eppendorf AG, Germany(سـايكلر  دستگاه ترمال

يك مرحله : طي مراحل دمايي و زماني زير انجام گرفت
دقيقــه بــراي  4يوس بــه مــدت درجــه سلســ 94دمــايي 

ــدماتي   ــيون مق ــا) initial denaturation(دناتوراس ز آغ
ــد ــپس . گردي ــامل   35س ــوالي ش ــيكل مت ــه  94س درج
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 60ثانيـه جهـت دناتوراسـيون،     30سلسيوس بـه مـدت   
دقيقــه بــراي چســبيدن  1درجــه سلســيوس بــه مــدت 

 1درجه سلسيوس به مدت  72و ) annealing(پرايمرها 
تــوالي هــدف و در ) extension(دقيقــه جهــت توســعه 

 5درجه سلسيوس به مدت  72نهايت يك مرحله دمايي 
اعمــال ) final extension(دقيقـه بــراي توســعه نهـايي   

 ,Thisted Lambertz and Danielsson- Tham(گرديد 

ــول ). 2005 ــد ( PCRمحصـ  bpو   ailژن  bp 454بانـ
) درصد 1(الكتروفورز ژل آگارز متعاقب ) virFژن  700

)Invitrogen, USA (آميزي بـا اتيـديوم برومايـد    و رنگ
ــي 5/0( ــيميل ــرم در ميل ــرگ ) Merck, Germany) (ليت

  .ارزيابي گرديد
با روش  يرسينيا انتروكوليتيكاجداسازي و شناسايي  -

  كشت
 مرحلهPCR آزمايش  در كه ايهاي غني شدهنمونه   
يص تشخ  virFيا  ailهاي حداقل يكي از ژن واجد اول

 -70 كه در در(شده مربوطه  ذخيره نمونه از، داده شدند
متعاقب تيمار  )شده بود داريسلسيوس نگه درجه

محيط  در) ثانيه 5درصد به مدت  5/0پتاس (قليايي 
)cefsulodin irgasan novobiocin( CIN حاوي آگار 

 و) CIN )Merck, Germany بيوتيكيآنتي مكمل
 كشت )Merck, Germany(آگار  كانكيمك همچنين

 در هامحيط. )Hanifian and Khani, 2012b(شد  داده
 گذاريگرمخانه ساعت 24 مدت به سلسيوس درجه 30

 1-2 قطر با هايپرگنه آگار CIN محيط در. گرديد

 داراي و پرگنه مركز در تيره قرمز با رنگ متر،ميلي
 قطر با هايپرگنه و) red bull’s eye(مشخص  حاشيه

 انتخاب آگار كانكيمك در رنگبي متر ويميل 2-1
 هايپرگنه). Weagant and Feng, 2001(گرديد 
) Merck, Germany( آگار BHI محيط در شده انتخاب

 خالص ارزيابي ضمن تا شد داده كشت خطي صورت به
 نتايج و شده احيا عمومي محيط در باكتري، كشت بودن
 عيين بيوتيپبيوشيميايي با هدف ت هايآزمون در دقيقي

 ,Weagant and Feng( ايجاد نمايد يرسينيا انتروكوليتيكا

هاي به به منظور تأييد بيماريزا بودن جدايه ).2001
آگار براي  BHIپرگنه از محيط  2دست آمده، تعداد 

هاي عامل و بررسي وجود ژن DNAاستخراج 
هاي تأييد پرگنه. استفاده گرديد virFو  ailويرولانت 
براي تعيين بيوتيپ باكتري تحت  PCRوش شده با ر
  .  قرار گرفت) 2جدول (هاي بيوشيميايي معيني آزمايش

  يرسينيا انتروكوليتيكاهاي تعيين بيوتيپ جدايه -
زا به بيماري يرسينيا انتروكوليتيكاهاياز آن جايي كه    

هاي خاصي تعلق دارند، بنابراين براي تعيين بيوتيپ
هاي ، آزمونينيا انتروكوليتيكايرس هايجدايه بيوتيپ

كه بر گرفته از روش ) 2(بيوشيميايي مندرج در جدول 
Wauters يرسينيا  هايباشد، بر روي جدايهمي

انجام گرفت و نتايج بدست آمده با جدول انتروكوليتيكا 
  ).Weagant and Feng, 2001( مربوطه مقايسه گرديد

  
  
  
  
  
  
  

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

www.SID.ir

  شهرام حنيفيان    زا از شيرهاي پاستوريزهبيماري يرسينيا انتروكوليتيكايجداسازي، شناسايي و تعيين بيوتيپ 

28 
 

  

 )1( يرسينيا انتروكوليتيكاهت تعيين بيوتيپ هاي بيوشيميايي جآزمون: 2جدول 

  A 1  B 1  2  3  4  5  6  آزمون بيوشيميايي

  -  -  - - - + +  ليپاز
  -  -  - - - - -+/ ساليسين/اسكولين
  -  -  - - )2((+) + +  ايندول
  + )V)3  - + + + +  زايلوز
  +  -  + + + + +  ترهالوز
  +  -  - - - - +  آميدازپيرازين
  -  -  - - - - + گلوكوزيدازبتادي
  -  )2((+)  + -+/ + + +  پروسكوئر- وژ

  واكنش متغير )3( ؛واكنش تأخيري )2( ؛Wautersبر اساس روش ) 1(

  

  هاي شير پاستوريزههاي ميكروبي نمونهآزمايش -
هاي شير با هدف بررسي وضيعت ميكروبي نمونه   

هاي شاخص بهداشتي شامل پاستوريزه، شمارش باكتري
ها ها و انتروكوكفرمهوازي، كلي مزوفيل هايباكتري

) 10-6تا  10-1(هاي سريال رقت ابتدا لوله. انجام گرفت
 Merck, Germany (01/0(با استفاده از آب پپتونه 

هاي مزوفيل جهت شمارش باكتري. درصد تهيه گرديد
) Merck, Germany(هوازي از محيط پليت كانت آگار 

 32در دماي ) pour-plate(به صورت كشت مخلوط 
ساعت و براي شمارش  24درجه سلسيوس به مدت 

 ,Merck(ها از محيط ويولت رد بايل آگار فرمكلي

Germany ( 48تا  24درجه سلسيوس به مدت  35در 
. استفاده گرديد) Hanifian and Khani, 2012b( ساعت

ها در محيط كانامايسين چنين شمارش انتروكوكهم
 42در دماي ) Merck, Germany( اسكولين آزايد آگار

روز در شرايط هوازي  3درجه سلسيوس به مدت 
  ).Domig et al., 2003(صورت پذيرفت 

  
  تجزيه و تحليل آماري -

هاي مختلف باكتريايي نتايج حاصل از شمارش گروه   
ابتدا به مقياس لگاريتمي تبديل گرديد و سپس آناليزهاي 

هاي بر روي داده) ميانگين و انحراف معيار(توصيفي 
تفاوت ). SPSS, Version 17(مزبور، انجام گرفت 

ها و فرمهاي هوازي، كليمزوفيل(ها تعداد باكتري
مثبت و منفي با  ALPهاي شير در نمونه) هاانتروكوك

 Duncan’s(و آزمون دانكن ) ANOVA(آناليز واريانس 

test ( درصد مقايسه گرديد 1در سطح احتمال.  
  هايافته

 يرسينيا انتروكوليتيكاينتايج جستجوي ) 3(در جدول 
 PCRزا در شير پاستوريزه با روش كشت و بيماري

همچنين در اين جدول به نتايج . نشان داده شده است
يرسينيا و نوع بيوتيپ  ALPهاي ميكروبي، آزمون

نمونه  242از مجموع . اشاره شده است انتروكوليتيكا
 16زا در بيماري تروكوليتيكاييرسينيا انشير پاستوريزه، 

نمونه  10و در  ailبا استفاده از ژن %) 61/6(نمونه 
به عنوان توالي هدف  virFبا بكارگيري ژن %) 13/4(

نمونه شير پاستوريزه داراي  5از اين تعداد، . رديابي شد
بر اساس نتايج . بودند ALPنتيجه مثبت در آزمايش 
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يرسينيا ر روي جدايه هاي بيوشيميايي انجام شده بآزمون
، باكتري )2(و تطبيق آن با نتايج جدول  انتروكوليتيكا

تعيين  4جداسازي شده از شير پاستوريزه از نوع بيوتيپ 
  ).3جدول (گرديد 

  
  .هاي شير پاستوريزهها در نمونهو نتايج ساير آزمون PCRدر آزمايش  يرسينيا انتروكوليتيكاموارد مثبت : 3جدول 
شماره 
  نمونه

  كشت
PCR   HIB (log cfu/ml) (*)    

ALP  بيوتيپ  
Ail  virF     AMB C  E    

17  - + +  32/3 90/0 59/1    -  -  
22  - + +  68/4 26/2 19/2    +  -  
39  - + -  39/5 69/0 36/1    -  -  
54  - + +  41/4 30/0 20/1    -  -  
86  - + +  64/4 (**)ND 95/0    -  -  
101  - + +  13/5 30/0 90/0    -  -  
103  - + -  88/3 47/0 85/0    -  -  
118  - + -  44/4 92/1 94/1    +  -  
132  - + +  52/4 47/0 04/1    -  -  
147  - + -  50/3 30/2 99/1    +  -  
149  + + -  62/4 50/2 34/2    +  4  
165  - + +  77/3 ND ND   -  -  
177  - + +  34/4 30/0 00/1    -  -  
191  - + +  41/5 75/2 92/2    +  -  
208  - + +  68/4 69/0 60/0    -  -  
211  - + -  19/3 ND 30/0    -  -  
              10 16 1  كل

(*) HIB :هاي شاخص بهداشتي؛ باكتريAMB :هوازي؛ هاي مزوفيلباكتري C: فرم؛ كليE :عدم رديابي(**) . انتروكوك  

     
سازي شده شير پاستوريزه كه نمونه غني 16از مجموع 

مثبت تشخيص داده شدند  PCRدر مرحله اول آزمايش 
 1زا فقط از بيماري يرسينيا انتروكوليتيكاي، )3جدول (

با ( duplex-PCRنمونه با روش كشت جداسازي و با 

). 1شكل (تأييد گرديد ) virFو  ailهاي استفاده از ژن
  يرسينيا انتروكوليتيكايمانده، نمونه مثبت باقي 15از 

  .زا جداسازي نشدبيماري 

   
  
  
  
  

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

www.SID.ir

  شهرام حنيفيان    زا از شيرهاي پاستوريزهبيماري يرسينيا انتروكوليتيكايجداسازي، شناسايي و تعيين بيوتيپ 

30 
 

  

   
يرسينيا ) bp 700( virFو ) ail )bp 454 هايژنباندهاي مربوط به  و مشاهدهبرومايد  با اتيديوم PCRآميزي محصول رنگو ژل الكتروفورز  :1شكل 

  .نتيجه مثبت: 3نتايج منفي و شماره  4و  2، 1هاي شاهد منفي؛ شماره: Nشاهد مثبت؛ : P؛ bp 100با اندازه  L :DNA ladder. انتروكوليتيكا
   

 ALPهاي شير پاستوريزه بر اساس نتيجه آزمايش نمونه
در جدول . مثبت و منفي تقسيم شدند ALPبه دو دسته 

چنـين بـه ميـانگين    ها و همبه تعداد و درصد نمونه) 4(
هاي شاخص بهداشتي در هر گـروه اشـاره   تعداد باكتري
 242بر اساس نتايج بدست آمده، از مجموع . شده است

نتيجـه مثبـت   %) 57/11(نمونه  28نمونه شير پاستوريزه 

تفـاوت تعـداد   بـه عـلاوه   . نشان دادنـد  ALPدر آزمون 
هـا  و انتروكـوك  هـا فرمهاي مزوفيل هوازي، كليباكتري

 ALPهـاي  در نمونـه ) هاي شـاخص بهداشـتي  باكتري(
و آزمون دانكن ) ANOVA(از نظر آماري مثبت و منفي 

)Duncan’s test( دار معنـــــــي)01/0<p (بـــــــود.

  
  هاي شير پاستوريزههاي شاخص بهداشتي در نمونهباكتري) انحراف معيار ±ميانگين (و تعداد  ALPنتيجه آزمون  :4جدول 

  فسقاتاز قليايي
  

  درصد    تعداد 
   (*)  HIB (log cfu/ml) 

   AMB  C  E  

  a24/0±11/3  a18/0 ± 60/0 a06/0 ± 77/0  43/88  214   منفي
  b81/0±55/5  b78/0 ± 21/3 b54/0 ± 37/2  57/11  28   مثبت

(*) HIB :هاي شاخص بهداشتي؛ باكتريAMB :هوازي؛ هاي مزوفيلباكتري C :ها؛ فرمكليE :هاانتروكوك.  
a  وb :01/0( دارمعني بيانگر تفاوت ستون هر در حروف غيرمشترك<p( هاي باكتريايي استتعداد گروه ميانگين بين.  

  
  گيريبحث و نتيجه

يرسـينيا  ع ميـزان شـيو  ) 3(با توجه به نتـايج جـدول      
 1(درصد  41/0زا با روش كشت بيماري انتروكوليتيكاي

در حالي كه با روش . برآورد گرديد) نمونه 242مورد از 
PCR  بر پايه ژنail،  زا بيمـاري  انتروكوليتيكـاي يرسينيا

و بــا روش ) نمونــه 242مــورد از  16(درصــد  61/6در 
PCR  بــر پايــه ژنvirF  مــورد از  10(درصــد  13/4در
در مطالعـات  . ها تشخيص داده شداز نمونه) نمونه 242

ــين   ــدف تعي ــا ه ــه ب ــدد ك ــيوع  متع ــزان ش ــينيا مي يرس
در مواد غذايي انجـام يافتـه اسـت، ميـزان      انتروكوليتيكا
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اي به طور قابل ملاحظه PCRشيوع اين باكتري با روش 
ــالاتر از روش ــده اســت   ب ــزارش گردي ــاي كشــت گ ه

)Fredriksson-Ahomaa et al., 2000; Skurnik et al., 

2010; Hanifian and Khani, 2012a .(  در اين مطالعـه
نيز نتايج به دست آمده نشـان داد، در مقايسـه بـا روش    

برابر حساسـيت   10با  virF-PCRكشت متداول، روش 
برابـر حساسـيت بـالاتر     16بـا   ail-PCRبيشتر و روش 

شـير  هـاي  در نمونـه  را زابيمارييرسينيا انتروكوليتيكاي 
ايـن موضـوع بيـانگر    . پاستوريزه رديـابي نمـوده اسـت   

در مقايسه با روش كشـت   PCRحساسيت بيشتر روش 
امـا بايـد   . باشـد مـي يرسينيا انتروكوليتيكـا  جهت رديابي 

-قادر به تفريـق ارگانيسـم   PCRتوجه داشت كه روش 

باشد و اين موضوع صحت نتـايج  هاي زنده و مرده نمي
  .دهدت تأثير قرار ميرا تح PCRمثبت در آزمون 

  با استفاده از  يرسينيا انتروكوليتيكاجداسازي    
بر هاي انتخابي، در كنار زمانهاي كشت در محيطروش

به علاوه، در . بودن از دقت عمل كمتري برخوردار است
حال حاضر روش كشت جامعي وجود ندارد تا بتوان با 

را  يتيكايرسينيا انتروكولهاي بكارگيري آن تمامي سويه
هاي به عمل آمده، بنابراين در بررسي. جداسازي نمود

  هاي غذايي در نمونه يرسينيا انتروكوليتيكاشيوع كم 
هاي كشت روش پايينحساسيت تواند در نتيجه مي

 ).Fredriksson-Ahomaa and Korkeala, 2003(باشد 
در ايران، نتايج مطالعاتي كه بر پايه كشت و با هدف 

در شير خام و  يرسينيا انتروكوليتيكان شيوع تعيين ميزا
پاستوريزه انجام يافته است نشانگر شيوع بسيار كم اين 
باكتري در شير خام و عدم آلودگي در شير پاستوريزه 

 Soltan-Dallal et al., 2004; Sharifzade et(باشد مي

al., 2005.(  

دهنده تفاوت نتايج به دست آمده اين مطالعه نشان   
يرسينيا در رديابي  virFو  ailهاي سيت ژنحسا

تصور بر اين ). 3جدول (زاست بيماري انتروكوليتيكاي
يرسينيا است، به دليل ماهيت ناپايدار پلاسميد 

كه طي تجديد كشت، تقسيم سلولي و  انتروكوليتيكا
 داري كشت در دماهاي سرد به طور خودهمچنين نگه

هاي ر پايه ژنب PCRگردد، لذا روش خود حذف ميه ب
هاي در مقايسه با روش yad A و virFپلاسميدي نظير 

PCR هاي كروموزومي از جمله بر پايه ژنail  وinv  از
 Hanifian and(حساسيت كمتري برخوردار باشد 

Khani, 2012b .( لذا براي افزايش حساسيت روش
يرسينيا انتروكوليتيكا زاي هاي بيماريجستجوي سويه

هاي بر پايه رديابي ژن PCRهاي روشلازم است از 
  .كروموزومي استفاده نمود

 از انتروكوليتيكــا يرســينيا جداســازي از بــيش چـه  آن   
 هايسويه تفريق، دارد هاي غذايي و باليني اهميتنمونه
 .غيربيماريزاسـت  انـواع  از اين بـاكتري  بيماريزاي و حاد

ــروتيپ   ــين بيوس ــه در ب ــرا ك ــدد  چ ــاي متع ــينيا ه يرس
، فقط تعـداد محـدودي در انسـان بيمـاريزا     وكوليتيكاانتر

هـايي كـه در سرتاسـر    ترين بيوسـروتيپ متداول. هستند
، O/4:3اند شـامل  جهان از موارد بيماري جداسازي شده

9:O/2 ،5:O/2، 27:O/2  8و:O/B1 باشند مي)Hanifian 

and Khani, 2012a .( ــاد ــه پراكنــدگي زي ــا توجــه ب    ب
 سطح، آبي هايمحيط در روكوليتيكاانت يرسينياهاي سويه

 جداســازي پســتانداران، امكــان برخــي روده و گياهــان
 مـواد  از زايـي بيمـاري  قدرت فاقد و حاد غير هايسويه
 Robins-Browne and( است محتمل بسيار خام غذايي

Hartland, 2003; Weagant et al., 1998 .( بنـابراين 
عـدم  هـايي نظيـر   زا بودن باكتري با آزمونبيماريتعيين 
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در محيط كشت فاقد كلسـيم،   يرسينيا انتروكوليتيكارشد 
مقاومت بالا نسبت به سرم خون انسـان، قابليـت ايجـاد    
  التهاب ملتحمـه در خوكچـه هنـدي و يـا تأييـد وجـود       

 ,Browne and Hartland( عامـل ويـرولانس   هـاي ژن

از مـواد غـذايي و يـا     هـا متعاقب جداسـازي آن  )2003
در بر همين اساس،  .باليني حائز اهميت استهاي نمونه

و ژن پلاســميدي  ailمطالعــه اخيــر از ژن كرومــوزومي 
virF ده، بـه عنـوان   ش غني هاينمونهدر  هاو رديابي آن

جهـت پيشـگويي    )screening test( غربـالگري  آزمـون 
 بيمـاريزا ي يرسينيا انتروكوليتيكـا  يا عدم حضور حضور

  در 
  همچنــين  .اســتفاده گرديــد هــاي مــورد آزمــايشنمونــه
  هاي جدا شـده بـا روش كشـت از لحـاظ وجـود      پرگنه
مورد ارزيابي و شناسايي مجدد قرار  virFو  ailهاي ژن

   . )1شكل (گرفت 
شير %) 57/11(نمونه  28طبق نتايج مطالعه، تعداد    

مقايسه ميانگين تعداد . مثبت بودند ALPپاستوريزه 
مثبت  ALPهاي ن نمونههاي شاخص بهداشتي بيباكتري

واحد  60/1و  61/2، 44/2دهنده تفاوت و منفي نشان
 هاي مزوفيل هوازي،لگاريتمي به ترتيب بين باكتري

استاندارد ملي ايران . باشدها ميها و انتروكوكفرمكلي
)ISIRI No. 2406, 2008 ( حداكثر ميزان مجاز تعداد

ها را به فرمو كلي) شمارش كلي(هاي هوازي مزوفيل
با توجه . عدد تعيين نموده است 10و  5/7×104ترتيب 

، تعداد اين )4و جدول  3جدول (به نتايج به دست آمده 
مثبت بيش از حد مجاز  ALPهاي ها در نمونهباكتري
هاي شاخص همچنين بالا بودن تعداد باكتري. است

تواند در منفي مي ALPهاي بهداشتي در برخي از نمونه
داري شيرهاي پاستوريزه در دماهاي محيط در هنتيجه نگ

در دماي محيط، . طي مدت زمان عرضه شير باشد
هاي شاخص بهداشتي تر باكتريشرايط براي رشد سريع

ها ها و انتروكوكفرمهاي هوازي، كلينظير مزوفيل
 .گرددفراهم مي

ــدد    ــه ع ــن ك ــه اي ــه ب ــا توج ــينيا ) D )D-value ب يرس
 4/5(دقيقه  09/0درجه سلسيوس  3/68در انتروكوليتيكا 

هـاي  است، لذا اين باكتري حتي در درجه حرارت) ثانيه
درجــه  HTST )76كمتــر از دمــاي پاستوريزاســيون   

ــدت  ــيوس و م ــه 15سلس ــال  ) ثاني ــرعت غيرفع ــه س   ب
مطالعات تلقيحي انجام يافته نشان داد، فراينـد  . گرددمي

 15درجه سلسـيوس بـراي مـدت     5/62حرارتي برابر با 
ــي  ــه م ــداد  ثاني ــد تع ــاريتمي   7توان ــد لگ ــينيا واح يرس
واحد لگـاريتمي برسـاند    2/0را به كمتر از  انتروكوليتيكا

)Pearce et al., 2012( .    در شـيرهاي پاسـتوريزه توليـد
درجه سلسيوس به مـدت   76شده در ايران كه از دماي 

ــه  15 ــتفاده ) Anzabi and Hanifian, 2012(ثاني   اس
صورت عدم اعمال دقيق دمـا و زمـان   كنند، حتي در مي

. گـردد غيرفعال مي يرسينيا انتروكوليتيكاپاستوريزاسيون، 
يرسينيا بنابراين در مطالعه حاضر، مهمترين دليل حضور 

ــاي ــاري انتروكوليتيك ــتوريزه  بيم ــير پاس ــه ش زا در نمون
 يرسـينيا انتروكوليتيكـاي  اگر چه  .باشدآلودگي ثانويه مي

 ALPاعـم از  (نـه شـير پاسـتوريزه    نمو 16زا در بيماري
رديابي گرديد، امـا صـرفاً در يـك مـورد     ) مثبت و منفي

بـا توجـه بـه ايـن كـه در      . شـد باكتري زنده جداسازي 
بـودن   غيرزنـده زنـده يـا    فريـق امكـان ت  PCRآزمـايش  

 آزمـايش  لذا نتايج مثبت ؛باشدميسر نمي ارگانيسم هدف
PCR  ر نظيــر شــي در غــذاهاي فــرآوري شــدهبــه ويــژه

 ارگانيسم زنده جداسازي و شناساييمستلزم  پاستوريزه،
 ,Anzabi and Hanifian( باشــدمـي  كشـت روش بـا  
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 اينتايج مطالعه نشان داد، نمونه شير پاسـتوريزه . )2012
از آن جداسـازي و   يرسـينيا انتروكوليتيكـا   4كه بيوتيپ 

بـود   ALPتأييد گرديد، داراي نتيجـه مثبـت در آزمـون    
  ).4جدول (
هاي شاخص ها دسته ديگر از باكتريانتروكوك   

ها گسترش اين باكتري. بهداشتي در مواد غذايي هستند
جزو فلور طبيعي روده  زيادي در طبيعت دارند و

. باشندحيوانات خونگرم و خونسرد و حتي حشرات مي
ها، آب و تجهيزات ها از طريق مدفوع دامانتروكوك

. كنندراه پيدا مي هاي آنآلوده به شير و فرآورده
گزارشاتي در خصوص توانايي تحمل فرايند 

ها ارائه شده است پاستوريزاسيون توسط انتروكوك
)Hartman et al., 2001 .(ها در اين مطالعه، انتروكوك

منفي رديابي گرديد  ALPحتي در شيرهاي پاستوريزه با 
كه حاكي از توانايي تحمل فرايند پاستوريزاسيون توسط 

ها با اين تفاوت كه ميانگين تعداد آن. هاستاكترياين ب
واحد لگاريتمي و در  77/0منفي  ALPهاي در نمونه

ALP  جدول (واحد لگاريتمي برآورد گرديد  37/2مثبت
مثبت و منفي،  ALPهاي تفاوت تعداد در نمونه). 4

يند پاستوريزاسيون در كاهش تعداد آنتيجه اثر فر
ها ن نكته كه انتروكوكبا ذكر اي. هاستانتروكوك

به اين معني . درجات متفاوتي از تحمل حرارتي را دارند
) Enterococcus faecalis( فكاليس انتروكوكوسكه 

 انتروكوكوس دورانسترين گونه و حساس
)Enterococcus durans (ترين گونه نسبت به مقاوم

با توجه به ). Hartman et al., 2001(باشد حرارت مي
ها را در كنار توان شمارش انتروكوكق، ميويژگي فو

شمارش كلي و شمارش (هاي بهداشتي ساير شاخص

هاي آن به طور متداول در شير و فرآورده) هافرمكلي
  .  انجام داد

 61/6 در يرسـينيا انتروكوليتيكـا  رديـابي  با توجـه بـه      
و  PCRهـاي شـير پاسـتوريزه بـا روش     نمونهاز  درصد

 درصـد  41/0زنـده از  ي انتروكوليتيكايرسينيا جداسازي 
به عنـوان خطـر بـالقوه در    تواند مياين باكتري  ها،نمونه

اي باشد كـه دچـار   شيرهاي پاستوريزهارتباط با مصرف 
ينـــد آفر انـــد و يـــا احتمـــالاًآلـــودگي ثانويـــه شـــده

ها اعمـال نشـده   پاستوريزاسيون به طور موثر بر روي آن
توانايي رشد و  تروكوليتيكايرسينيا انبه ويژه آن كه . است

داري مــواد غــذايي در تزايــد در طــي مــدت زمــان نگــه
موضوع و ميـزان  اهميت مسأله بر يخچال را دارد و اين 

 حـداقل  كـه  جـايي  آن از .افزايـد مـي  مخاطره بهداشـتي 
 يرسـينيا  رديـابي  بـراي  كشت هايروش بهترين توانايي

مي از لگـاريت  واحـد  4 تـا  3 وجود تعـداد  ،انتروكوليتيكا
 ,Fredriksson-Ahomaa(باشد باكتري زنده و فعال مي

et al., 2007(ي يرسينيا انتروكوليتيكـا امكان حضور  ، لذا
هاي شير ممكن است بيش از ميزاني باشد نمونه زنده در

به عـلاوه مثبـت   . كه اين مطالعه به آن دست يافته است
هـا و بـالا بـودن    درصد از نمونـه  57/11در  ALPبودن 
هاي شاخص بهداشتي حاكي از عدم كنترل اد باكتريتعد

داري شـير  بنـدي و نگـه  شرايط بهداشـتي در طـي بسـته   
عدم پايش دقيق دمـا و يـا زمـان     پاستوريزه و يا احتمالاً

ــير و  ــيون در برخـــي از كارخانجـــات شـ  پاستوريزاسـ
ايـن موضـوع منجـر بـه بقـاي      . باشدهاي آن ميفرآورده

بـه ويـژه متحملـين گرمـا     زا هاي بيماريبرخي ميكروب
 Anzabi and(هـا خواهـد گرديـد    نظير مايكوبـاكتريوم 

Hanifian, 2012 .(     بنـابراين اتخـاذ تـدابير بهداشـتي در
ارتباط با جلوگيري از بروز آلودگي ثانويـه بـه مـوازات    
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پايش دقيق دما و زمان پاستوريزاسيون در شيرهاي 
   .پاستوريزه توليدي، ضروري است

  

  سپاسگزاري
و  معاونت پژوهش توسطبودجه اين مطالعه شي از بخ

  .دانشگاه آزاد اسلامي تبريز تأمين شده است فناوري
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