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 چکیده
 باعث باكتری این ایهسویه از بسیاری دارد. انتشار طبیعت در وسیعی طور به كه است اسپورزایی و مثبت گرم باكتری سرئوس باسیلوس

، غیرهمولیتیک HBL همولیزین هایانتروتوكسین توسط اسهالی نوع هایبیماری شوند.یم استفراغ و اسهال علایم با غذایی مسمومیت

NHE  و سیتوتوكسینK از  ناشیرم پستان وهای مبتلا به طریق دام شیر یکی از محصولات غذایی است كه ممکن است ازشود. ایجاد می

جدا  س سرئوسباسیلوهای در باكتری NHEهای كمپلکس بررسی فراوانی ژن هدف از انجام این تحقیقآلوده شود.  باسیلوس سرئوس

جهت  ایید مولکولی،ز تس اپجدا شده از شیر گاوان  سباسیلوس سرئونمونه  42تعداد  بود. 1397در بهار سال شهر تبریز  در شده از شیر

مورد با  41ش، نمونه مورد آزمای 42از بررسی شدند.  PCRروش با آغازگرهای اختصاصی به  NHEهای كمپلکس فراوانی ژن مطالعه

دارای ژن  (درصد 2/90نمونه ) 37، مورد آزمایش باسیلوس سرئوسنمونه  41تشخیص داده شد. از  باسیلوس سرئوس ،PCRآزمایش 

nheA ،35  ( حاوی ژن درصد 3/85)نمونهnheB  ( حاوی ژن درصد 6/75نمونه ) 31وnheC .( به طور درصد 1/73نمونه ) 30 بودند

های كمپلکس ژن ،عهمورد مطال باسیلوس سرئوسهای ( از باكتریدرصد 3/7همزمان حاوی هر سه ژن مورد مطالعه بودند. در سه نمونه )
NHE .های كمپلکس حضور همزمان ژن مشاهده نشدNHE ده حدت نشان دهن ،مورد مطالعه باسیلوس سرئوسهای در بیشتر جدایه

 باشد. میآنها بالای  و پتانسیل بیماریزاییهای مورد آزمایش بالای جدایه

   .، شیرNHEهای كمپلکس ، ژنباسیلوس سرئوس: کلید واژه ها

 مقدمه

یکی از مهمترین مشکلات در جوامع و  مسمومیت غذایی

 Mahdavi) است ه یافته و در حال توسعهكشورهای توسع

et al. 2018) .مهمترین از یکی سرئوس باسیلوس 

 مواد لبنیات، همچون مختلف مواد غذایی بیماریزاهای

 نوع دو باكتری این است. جمله برنج از و غلات گوشتی،

 در را تهوع و اسهالی یعنی نوع غذایی مسمومیت مختلف

 از پس حتی این باكتری اسپورهای كند.می ایجاد انسان

 غذایی مواد صورتی كه در و مانندمی باقی غذا در پختن

 زده اسپور جوانه د،شو نگهداری مرطوب و گرم شرایط در

كنند كه )انتروتوكسین( تولید می ایروده سم نوعی و

 , .Vilas-Boas et al) شودمنجر به مسمومیت غذایی می

,2007, Ngamwongsatit et al. 2008, Das et al. 

به بروز این  هایی كه منجریکی از توكسین .(2009

-Nonغیرهمولیتیکی )شود انتروتوكسین ها میبیماری

Hemolytic Enterotoxin: NHEپروتئین باشد.( می-

( و Cytotoxin K: Cyt K) Kتوتوكسین های سی

 باسیلوسوان اولین فاكتور حدت در به عن NHEكمپلکس 

كمپلکس سه جزیی بوده و  NHEاسهالی است.  سرئوس

با عملکرد  Cو پروتئین  A ،Bشامل دو جزء لیتیکی 

و  nheA ،nheBهای كه بترتیب با ژن ناشناخته است

nheC یعنی شوند. هر سه پروتئین تركیبی كد میA ،B 

 Chang) مورد نیاز است NHEبرای حداكثر فعالیت  Cو 

et al. 2003, Zhou et al. 2008). ایدر مطالعه 

Das ( 2009و همکاران) در كشور هند رابطه بین تولید
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های بیماریزای متفاوت و حضور ژنانتروتوكسین اسهالی 

های جدا شده از غذاهای دریایی را باسیلوس سرئوسدر 

های تولید دادند كه همه جدایه كردند ونشان بررسی

های كمپلکس كننده انتروتوكسین اسهالی حاوی ژن

NHE های غیرانتروتوكسیک فاقد بودند، درحالیکه جدایه

 كه برنج (. زمانی1390، دیلمی خیابانیبودند ) هااین ژن

پخته می دارآب تركیبات سایر یا مرغ تخم شیر، آب، در

 رشد اسپور، زنیجوانه برای مناسب محیط یک شود

 كردن گرم شود.می ایجاد توكسین تولید ارگانیسم و

 ،دهدمی كاهش را رویشی هایتعداد باكتری ،برنج مجدد

را  به حرارت مولد استفراغ و اسهال مقاوم توكسین اما

 Finlay et al. 2002, Haque and) كندغیرفعال نمی

Russell, 2005).  این باكتری در مدفوع افراد سالم به

درصد حضور دارد و غالبا از محصولات  14-15میزان 

 .Callegan et al) شودلبنی از جمله شیر و پنیر جدا می

 باسیلوس. دوز موثر برای مسمومیت غذایی (1999

سلول یا اسپور در هر گرم از غذا  510، بیش از سرئوس

همیشه تولید  باسیلوس سرئوسباشد ولی بلع زیاد می

های اخیر . در سال(1383)رضویلر،  كندبیماری نمی

ای مربوط به این های رودهای از عفونتكنندهافزایش نگران

ها در عفونت ه شده است. اغلب اینباكتری در افراد دید

های بیماران با نقص سیستم ایمنی وجود دارند. عفونت

 ای این باكتری شامل اندوفتالمیت، باكتریمی،خارج روده

سپتیسمی، اندوكاردیت، پنومونی، مننژیت، گاستریت و 

 ,Floriștean et al. 2007) باشندهای پوستی میعفونت

Kumar et al. 2010). ،بررسی  هدف از انجام این تحقیق

باسیلوس های در باكتری NHEهای كمپلکس فراوانی ژن

در بهار سال تبریز شهر در  جدا شده از شیر سرئوس

 بود.   1397

 کار روش

 هانمونه

باسیلوس جدایه باكتری  42تعداد ، در این مطالعه توصیفی

خام گاوهای مبتلا به ورم پستان  جدا شده از شیر سرئوس

-با آزمایشات بیوشیمیایی و تست شهر تبریز كه قبلاً در

ه مورد های تفریقی تعیین هویت شده بودند به عنوان نمون

 اده شد.ناد در این مطالعه استفاست

 DNAاستخراج 

 های مورد آزمایش، با استفاده ازنمونه DNAاستخراج  

ژن یاخته، شماره کشركت پا) DNAكیت استخراج 

، با DNAاستخراج  پس از ( انجام شد.30535كاتالوگ 

استخراج  DNAكیفیت  Nano Dropاستفاده از دستگاه 

های با كیفیت نمونهشده مورد ارزیابی قرار گرفت و 

 مناسب جهت مراحل بعدی مورد استفاده قرار گرفتند.  

باسیلوس  تشخیص مولکولیتایید برای  PCRآزمایش 

 سرئوس

 سرئوس باسیلوسپرایمرهای استفاده شده برای گروه 

د اختصاصی بوده از شركت نانو زیست فناوران تهیه گردی

 (. 1 )جدول

 NHEمپلکس های كبرای تشخیص ژن PCRآزمایش 

میکرولیتر با استفاده از  20این واكنش در حجم 

كه  nheCو  nheA ،nheBهای آغازگرهای اختصاصی ژن

( آورده شده است، انجام شد. 1) ها در جدولمشخصات آن

میکرولیتر، آغازگرهای اختصاصی  PCR  6/13كیت مستر

 4/6استخراج شده شامل  DNAپیکومولار و  2/0

( مخلوط واكنش را تشکیل دادند. گرمنانو 10میکرولیتر )

سازی های واسرشتهای پلیمراز با چرخهواكنش زنجیره

چرخه  35دقیقه،  3درجه سلسیوس به مدت  94اولیه در 

وس به مدت یدرجه سلس 94سازی در واسرشته هحلبا مر

درجه  54، مرحله اتصال آغازگر در دمای ثانیه 30

درجه سلسیوس  72ثانیه، بسط در  45وس به مدت یسلس

 72یک چرخه بسط نهایی در  ثانیه و نهایتاً 60به مدت 

محصولات دقیقه انجام شد.  5درجه سلسیوس به مدت 

ولت  80در ولتاژ ثابت  درصد 5/1حاصله در آگارز 

)فرمنتاز،  DNAجفت بازی  100و  50حضور ماركر در

الکتروفورز شد و با استفاده از دستگاه ژل آلمان( 

 Mahdavi et)برداری قرار گرفتندد عکسداكیومنت مور

al. 2018). 
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 .NHEهای كمپلکس ژنو  باسیلوس سرئوستشخیص جهت  PCRمشخصات پرایمرهای مورد استفاده در واكنش  -1جدول 

 ژن (                 5َ → 3َتوالی آغازگر )        (           bpاندازه محصول ) منبع        

(Chang, Shangkuan et al. 

2003) 

533 F- TGCAACTGTATTAGCACAAGCT 

R- TACCACGAAGTTTGTTCACTACT 
Bal 

(Granum, O'sullivan et 

al. 1999) 

499 F-TACGCTAAGGAGGGGCA 
R--GTTTTTATTGCTTCATCGGCT 

nheA 

(Granum, O'sullivan et 

al. 1999) 

769 F-CTATCAGCACTTATGGCAG                       
R-ACTCCTAGCGGTGTTCC 

nheB 

(Granum, O'sullivan et 

al. 1999) 

581 F-CGGTAGTGATTGCTGGG                                                                        
RCAGCATTCGTACTTGCCAA 

nheC 

 نتایج

د آزمایش كه قبلا از نظر فنوتیپی، مور نمونه 42از 

مورد از  41تشخیص داده شده بودند،  باسیلوس سرئوس

تایید شدند  باسیلوس سرئوسلحاظ مولکولی به عنوان 

 (. 1 )شکل

 

 

 شهای مورد آزماینمونه Balژن  PCRالکتروفورز محصول  -1 شکل

: كنترل 2 ، شمارهbp100و  bp50: ماركر Lad. درصد 2در آگارز 

 كنترل منفی :3شماره، (ATCC 11778 باسیلوس سرئوسمثبت )

های : نمونه9-21و  4-7های ، شماره )آب دوبار تقطیر غیریونیزه(

 : نمونه منفی.8، شماره bp533با باند  باسیلوس سرئوسمثبت 

نمونه  37، باسیلوس سرئوسمورد باكتری  41از میان 

 (. 2 بودند )شکل nheA ( دارای ژندرصد 2/90)

 

 

 

 

 

های مورد هنمون nheA ژن PCR الکتروفورز محصول -2 شکل

: 2شماره، bp100و  bp50ماركر : Ladدرصد. 2آزمایش در آگارز 

: كنترل 3شماره،  (ATCC 11778باسیلوس سرئوسكنترل مثبت )

: 19-21و  5-17های ، شماره )آب دوبار تقطیر غیریونیزه( منفی

 منفی. های: نمونه18و  4های ، شمارهbp499 مثبت با باندهای نمونه

 مورد مطالعه در این باسیلوس سرئوسجدایه  41در بین 

بودند  nheB( حاوی ژن درصد 3/85نمونه ) 35تحقیق، 

 (.3 )شکل
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های مورد نمونه nheB ژن PCRحصول مالکتروفورز  -3 شکل

: 2 شماره ،bp100و  bp50 ماركر: Lad. درصد 2آزمایش در آگارز 

كنترل  :3 ، شماره (ATCC 11778 باسیلوس سرئوسكنترل مثبت )

و  13-16و  4-11های ، شماره )آب دوبار تقطیر غیریونیزه( منفی

-: نمونه17و  12 های، شمارهbp769با باند  های مثبت: نمونه21-18

 منفی. های

در  باسیلوس سرئوس جدایه 41در بین  nheCفراوانی ژن 

 گزارش شد )شکل (درصد 6/75نمونه ) 31 خیر،تحقیق ا

4) .

 

های مورد نمونه nheCژن  PCRحصول مالکتروفورز  -4 شکل

 :2 ، شمارهbp100و  bp50: ماركر Ladدرصد.  2آزمایش در آگارز 

: كنترل 3 ، شماره (ATCC 11778 باسیلوس سرئوسكنترل مثبت )

: 14-20و  7-11و  5های ، شماره )آب دوبار تقطیر غیریونیزه( منفی

: 21و  13و 12 و 6و  4 های، شمارهbp581با باند  های مثبتنمونه

 .منفی هاینمونه

 ( به طور همزمان حاوی هر سه ژندرصد 1/73نمونه ) 30

-ری( از باكتدرصد 3/7مورد مطالعه بودند. در سه نمونه )

های كمپلکس مورد مطالعه، ژن باسیلوس سرئوسهای 

NHE (2 دول)ج مشاهده نشد. 

به تفکیک و با هم بودن  NHE ی كمپلکسهافراوانی ژن -2جدول 

 های مورد آزمایش.ها در جدایهاین ژن

 بحث

مورد  باسیلوس سرئوسنمونه  41ر این تحقیق از د

 nheA ،35( دارای ژن درصد 2/90نمونه ) 37آزمایش، 

 6/75نمونه ) 31و  nheBژن  ( حاویدرصد 3/85نمونه )

( درصد 1/73نمونه ) 30بودند.  nheC( حاوی ژن درصد

بودند. در  به طور همزمان حاوی هر سه ژن مورد مطالعه

 باسیلوس سرئوسهای ز باكتری( ادرصد 3/7سه نمونه )

مشاهده نشد.  NHEهای كمپلکس مورد مطالعه، ژن

Zhou ای كه در كشور ( در طی مطالعه2008همکاران ) و

جدا شده از  باسیلوس سرئوسهای چین بر روی باكتری

انجام دادند، گزارش كردند كه فراوانی  شیرهای پاستوریزه

 62،درصد 1/71به ترتیب  nheCو  nheA ،nheB هایژن

كه  (Zhou et al. 2008) بود درصد 7/71و  درصد

های مذكور نسبت به دهنده میزان فراوانی كمتر ژن نشان

( 1390دیلمی خیابانی و همکاران ) تحقیق حاضر دارد.

باسیلوس های از باكتری درصد 80گزارش كردند كه 

های برنج پخته شده در شهر جدا شده از نمونه سرئوس

 20بودند و  nheCو  nheA ،nheBهای زنجان، حاوی ژن

)دیلمی و  های مذكور بودندها فاقد ژنمونهاز ن درصد

كه با نتایج تحقیق اخیر همخوانی دارد.  (1390همکاران، 

( در كشور كنیا 2009همکاران ) و Gitahiای در مطالعه

 ژن هاتعداد سویه هاتركیب ژن هاسویه تعداد

34 nheA + nheB 37 nheA 

31 nheA + nheC 35 nheA 

30 nheB + nheC 31 nheC 

30 nheA + nheB 

+ nheC 
  

 جمع 41  
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باسیلوس های از نمونه درصد 3/33گزارش كردند كه 

جدا  هاینمونه درصد 2/22جدا شده از شیر،  سرئوس

های جدا شده از برنج، نمونه صددر 7/60شده از پنیر و 

 .Gitahi et al) بودند NHEهای كمپلکس حاوی ژن

های بسیار كمتر ژن دهنده فراوانیكه نشان (2009

در مطالعه  نسبت به مطالعه حاضر است. NHEكمپلکس 

كردند  ( گزارش2009و همکاران ) Ankolekar دیگری

جدا شده  باسیلوس سرئوسهای از باكتریدرصد  1/89كه 

و  nheAای هاز برنج در كشور ایالات متحده دارای ژن

nheB بودند (Ankolekar et al. 2009)  كه با نتایج

-Owusu تحقیق اخیر تا حد زیادی مطابقت دارد.

Kwarteng ( در كشور غنا گزارش 2017و همکاران )

جدا  باسیلوس سرئوسهای درصد از باكتری 1/4كردند كه 

 nheBو  nheAشده از شیر خام گاو، به تفکیک دارای ژن 

های مورد آزمایش، ژن بودند و در هیچ یک از نمونه

nheC   مشاهده نشد(Owusu-Kwarteng et al. 

 با مقایسه در تحقیق نتایج به دست آمده در این .(2017

 هایژن پراكندگی در دهنده اختلاف نشان مطالعات، سایر

مختلف  هایسویه بین در انواع انتروتوكسین تولید در موثر

-تفاوت از احتمالا امر این كه باشدمی سرئوس باسیلوس

-سویه اكولوژیکی منشاء در اختلاف نیز و های جغرافیایی

برنج، غذاهای گوشتی، انواع سالاد و  شده )شیر، های جدا

باسیلوس جدایه  42در این تحقیق، از  .شودمی ناشی ...(

كشت و آزمایشات  هایكه قبلا با روش سرئوس

بیوشیمیایی از لحاظ فنوتیپی تعیین هویت شده بودند، 

اختصاصی  تفاده از آغازگربا اس PCRپس از انجام آزمایش 

 باسیلوس سرئوسجدایه از نظر ژنوتیپی،  41گونه، 

 PCRتشخیص داده شد كه نشان دهنده دقت بالاتر روش 

 تشخیص برای سریع باشد. روشنسبت به روش كشت می

 از غذا در سرئوس انتروتوكسیژنیک باسیلوس حضور

 مصرفی غذای سلامتی از تا است برخوردار زیادی اهمیت

 شود.  حاصل میناناط

روش كشت و آزمایشات بیوشیمیایی از دقت بطور كلی 

. ستندبر و طولانی هكمتری برخوردار بوده و از طرفی زمان

 علاوه بر سریعتر بودن، دارای PCRاستفاده از آزمایش 

لذا برای تشخیص سریعتر  دقت و اطمینان بیشتری است.

 PCR، آزمایش باسیلوس سرئوسو دقیقتر باكتری 

كثر در این تحقیق، با توجه به اینکه اشود. پیشنهاد می

 مورد آزمایش، دارای هر سه باسیلوس سرئوسهای جدایه

هستند، انتروتوكسین غیرهمولیتیکی  NHE ژن كمپلکس

NHE  دارای حداكثر فعالیت خود خواهد بود و این

 ودها به طور بالقوه دارای حدت بالایی خواهند بجدایه
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Abstract 

Bacillus cereus (B. cereus) is a gram positive and spore producing bacterium that is widely 

spread in nature. Many of this bacterium strains cause food poisoning with signs of diarrhea 

and vomiting. Diarrhea-type diseases cause by hemolytic enterotoxins HBL, non-hemolytic 

NHE and cytotoxin K. Milk is one of the food products that may be contaminated by 

livestock with mastitis caused by B. cereus. The aim of this research was the study of 

frequency of NHE complex genes in B. cereus isolated from milk in Tabriz city in spring, 

2017. 42 samples of B. cereus isolated from cow milk after molecular confirmation were 

investigated for studying of frequency of NHE complex genes by use of specific primers by 

PCR method. Of 42 tested samples, 41 positive cases were detected. Of 41 B. cereus tested, 

37 cases (90.2%), 35 cases (85.3%) and 31 cases (75.6%) harbored nheA, nheB and nheC 

genes, respectively. 30 B. cereus isolates (73.1%) contained all three desired genes 

simultaneously. In 3 B. cereus isolates (7.3%), no NHE complex genes were observed. The 

simultaneous presence of NHE complex genes in most of tested B. cereus isolates indicates 

the high virulence of tested bacteria and their high pathogenic potential.  

Keywords: Bacillus cereus, NHE complex genes, Milk. 

 

 

 

 

 

  


