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 جداسازی شده از  یرسینیا انتروکولیتیکاو آنالیز ژن های بیماری زای  شناسایی
 شیر گوسفند و بز در شهرکرد

 2، الهه تاجبخش3*، ابراهیم رحیمی6سید محمد علوی
 استاد، گروه بهداشت و مواد غذایی،  2 دکتری، دانشکده دامپزشکی، واحد شهرکرد، دانشگاه آزاد اسلامی واحد شهرکرد، شهرکرد،1

 دانشیار، گروه میکروب شناسی، دانشکده علوم پایه، واحد شهرکرد،  3 دانشکده دامپزشکی، واحد شهرکرد، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد شهرکرد،
 دانشگاه آزاد اسلامی واحد شهرکرد، شهرکرد.

 چکیده

یک باکتری گرم منفی و پاتوژن روده ای است که از طریق آب و مواد غذایی به انسان منتقل می شود. شیر از  یرسینیا انتروکولیتیکا

می تواند برای انسان عوارض زیان باری  یرسینیا انتروکولیتیکامنابع عمده انتقال عفونت به انسان بوده و آلودگی آن با باکتری مانند 

و ارزیابی ژن های بیماری زایی آن از شیر نشخوارکنندگان کوچک یرسینیا انتروکولیتیکا داشته باشد. این مطالعه با هدف جداسازی 

نمونه شیر گوسفند و  111توصیفی تعداد -انجام شد. در این مطالعه مقطعی PCRدر شهرستان شهرکرد به روش کشت میکروبی و 

مورد بررسی قرار   CINبز به تفکیک و به شکل تصادفی در سطح شهرستان شهرکرد جمع آوری گردید و به روش کشت در محیط

های بیماری زا، نمونه های مثبت به روش  و نیز بررسی حضور ژن یرسینیا انتروکولیتیکا O:3گرفت. به منظور شناسایی سروتیپ 

PCR  مجموع نمونه های شیر گوسفند و بز مورد ارزیابی با روش   در حضور پرایمرهای اختصاصی مورد بررسی قرار گرفتند. از

مورد از  5بود. تمامی نمونه های آلوده از شیر گوسفند بودند. از این میان،  یرسینیا انتروکولیتیکادرصد( حامل  9نمونه ) 9کشت در 

 و دو نمونه حامل  yadAمورد حامل ژن  ail ،3مورد حامل ژن  4مثبت گزارش گردید. همچنین  PCRبا روش  O:3نظر سروتیپ 

یرسینیا تواند به عنوان منبع بالقوه ای برای آلودگی انسان به  بودند. با توجه به نتایج حاصله شیر گوسفند می ystAو  virFژن های 

 مطرح باشد. انتروکولیتیکا

 ، واکنش زنجیره ای پلی مراز، شیر گوسفند، شیر بز.یرسینیا انتروکولیتیکاواژگان کلیدی: 

 95دی ماه پذیرش برای چاپ:   95آبان ماه دریافت مقاله: 

 *( آدرس برای مکاتبه: شهرکرد، دانشگاه آزاد اسلامی، گرروه برهرداشرت و مرواد غرذایری.

 rahimi@iaushk.ac.irپست الکترونیک:   13013331131تلفن:    

 م دمه     

( یک باکتری             rsi ia   t r   liti a  ) یرسینیا انتروکولیتیکا                               

(. این        1گرم منفی، فاقد اسپور، سرماگرا و متحر  می باشد )                                               

درجه سلیسیوس رشد می کند.                            45تا      2باکتری در دامنه حرارتی                        

در سال های اخیر رو به                         یرسینیا       میزان عفونت های ناشی از                         

افزایش است و این باکتری از نیمه دوم دهه هفتاد، به دفعا  از                                                            

 (.  2اختلا   گوارشی انسان جدا شده است )                                 

عفونت یرسینیوزی  اغل  به صور  گاستروآنتریت بروز کرده                                                      

و شد  عفونت وابسته به سویه، مقدار میکروب، عوامل                                                 

از شیر          یرسینیا       ژنتیکی، سن و سلامت میزبان می باشد.                                   

شکلاتی، شیر پاستوریزه، شیر خام، گوشت مر  و همچنین                                                  

(. برای غنی سازی انتخابی،                           4و     3)     تخ  مر  جدا شده است                   

یرسینیا         محیط های فراوانی مانند محیط آبگوشت غنی کننده                                              

   rsi ia   richm     r  h                     یرسینیا         به منظور جداسازی
در دماهای با تر همراه با عوامل  د باکتریایی                                               انتروکولیتیکا             

 (.    5مختل  )به عنوان مواد افزودنی( ساخته شده اند )                                             

ژنی در دیواره سلولی                      بر اساس تنوع آنتی                   یرسینیا انتروکولیتیکا                     

سروتیپ مختل  تقسی                       51ساکاریدی خود به بیش از                         لیپوپلی       

   :Oو     O:    ،O:     ،O:3هایی با سروتیپ                 می شود. سویه            
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عوامل عمده بیماریزای انسان ها در اروپا، ژاپن، آفریقای                                                       

مس ول القای عملکرد                        rF(. ژن       3جنوبی و کانادا می باشند )                         

در مقاومت             ailبیگانه خواری در جریان عفونت می باشد. ژن                                         

باکتری نسبت به دفاع سلول های ایمنی در سرم میزبان نقش                                                      

به فیبرونکتین                 یرسینیا       های      در اتصال گونه               yadAدارد. ژن          

تولید انتروتوکسین را در                           ystAنقش ایفا می کند. همچنین ژن                            

به      virFکد می کند و ژن                  یرسینیا انتروکولیتیکا                     سویه های          

و نیز برای بیان برخی                        yadAعنوان کلیدی برای رونویسی ژن                             

  زم می باشد               یرسینیا انتروکولیتیکا                     از ژن های پلاسمیدی در                      

شیوع        2115( و همکاران در سال                    ama i (. جمالی )           و     3) 

را در نمونه های شیر خام                           یرسینیا انتروکولیتیکا                     گونه های          

  4 2گوسفند و بز بررسی کردند. آنها فراوانی این باکتری را                                                     

 (.     درصد اعلام کردند )                 

نمونه         411تعداد         2111( و همکاران در سال                     m a  ممتاز )       

شیر و فرآورده لبنی را در سه استان چهارمحال و بختیاری،                                                       

در      O:3خوزستان و فارس به منظور ارزیابی فراوانی سروتیپ                                                

مورد بررسی قرار داد. در این مطالعه در                                         یرسینیا انتروکولیتیکا                     

هی  یک از نمونه های شیر بز و گوسفند این سروتیپ                                                

در شیر          یرسینیا انتروکولیتیکا                     (. وجود         0جداسازی نگردید )                

امکان انتقال این میکروارگانیس  به محیط را نشان می دهد و                                                         

کند که نشخوارکنندگان یکی از منابع مه  این                                            مشخ  می       

باکتری و یک منبع بالقوه عفونت برای انسان هستند. با این                                                        

حال مطالعا  محدود شده ای با توجه به شیوع و خصوصیا                                                     

 (.    1وجود دارد )             یرسینیا انتروکولیتیکا                     

ها این فر یه را حمایت می کند که شیر یک منبع                                              این یافته         

  یرسینیا انتروکولیتیکا                     مه  عفونت های دستگاه گوارش ناشی از                                    

است و شاید یک مخزن عفونت در ایران باشد.هدف از این                                                   

ی   انتروکولیتیکا              یرسینیا       مطالعه بررسی شیوع و ژن های حد                                 

 جدا شده از شیر گوسفند و بز در شهرکرد بود.                                         

 

 مواد و رو  ها             

از آنجایی که در مطالعا  گذشته                               ال ( جمع آوری نمونه:                      

(    و     3نمونه شیر خام گوسفند و بز )                             51-151مجموعا  بین             

جمع آوری شده بود، به                      یرسینیا انتروکولیتیکا                       برای جداسازی              

  111منظور بررسی شیوع این باکتری در تحقیق حا ر تعداد                                                 

 تصادفی        -نمونه شیر خام گوسفند و بز با روش خوشه ای                                        

نمونه شیر بز( جمع                     13نمونه شیر گوسفند و                      04به تفکیک )          

در      94آوری گردید. مطالعه حا ر در فاصله زمانی مهر تا آبان                                                    

سطح گله های پرورش گوسفند و بز در شهرستان شهرکرد                                                 

 انجام گرفت.             

یرسینیا         به منظور جداسازی                  ب( غنی سازی و جداسازی باکتری:                               

از نمونه های مورد مطالعه، هر نمونه شیر در محیط                                                  انتروکولیتیکا             

  rsi ia   richm     r  h   یرسینیا       آبگوشت غنی کننده                  

 ساعت        40)مر ، آلمان( کشت داده شد و به مد                                    

 درجه سلیسیوس گرم خانه گذاری شد.                                   29در دمای         

 در ادامه، نمونه های شیر به صور  خطی بر روی محیط                                                 

)مر ،          rsi ia     c i     ar   یرسینیا         جامد انتخابی              

درجه         3ساعت در           24آلمان( کشت داده شدند و به مد                                

خانه گذاری شدند. پرگنه های مشکو  به                                      سلیسیوس گرم           

انتخاب و پ  از رن  آمیزی گرم و مشاهده باسیل های                                                   یرسینیا       

 از      یرسینیا انتروکولیتیکا                     کوچک گرم منفی، به منظور تایید                               

، اوره، سیترا ،                 R- P آزمون های حرکت، کربوکسیلاز،                            

 (.  1تخمیر قندها استفاده گردید )                           

باکتری های جدا شده در مرحله قبل در                                    :     A   ( استخرا             

( به مد  یک             uria   r ha i  r  h محیط مایع لوریا برتانی )                        

  N درجه مجددا  کشت داده شدند.                               3ش  در دمای            

    N ژنومی باکتری با استفاده از کیت استخرا                                         

 ( N      mic  uri ica i   ki                               و مطابق با )سیناژن، ایران( )

 دستورالعمل شرکت سازنده استخرا  گردید.                                     

به منظور ردیابی                 (:         د( آزمون واکنش زنجیره ای پلی مراز )                                   

یرسینیا         در        ( و نیز ژن های حد                     rF)ژن       O:3سروتیپ        
استفاده گردید.                  1از پرایمرهای  کر شده در جدول                                انتروکولیتیکا             

میکرولیتر             25در حج           PCRواکنش         یرسینیا،        جهت تشخی            

 N Ps میکرولیتر             PCR  u   r       ،1 5میکرولیتر             5 2شامل      

mi                 یک میکرولیتر ،   C                                  یک میکرولیتر از هر پرایمر، یک ،

و      N پلی مراز، یک میکرولیتر از                              a   N میکرولیتر آنزی                  
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 میکرولیتر آب مقطر انجام شد. برنامه حرارتی به صور                                                       1

 سیکل تکراری               31دقیقه،          3درجه سلیسیوس به مد                        95

درجه سلیسیوس به                   59 انیه،          31درجه سلیسیوس به مد                        94

 انیه و یک              01درجه سلیسیوس به مد                        2  انیه،          1 مد      

 (.    9دقیقه تنظی  شد )                   درجه سلیسیوس                2 سیکل انتهایی              

 به منظور ردیابی حضور ژن های بیماری زا واکنش                                           

mu  i    -PCR           میکرولیتر             5 2میکرولیتر شامل                  25در حج

PCR  u   r                    یک میکرولیتر ،   C    ،1 5             میکرولیتر

 N Ps              یک میکرولیتر ، a   N                            پلی مراز، یک میکرولیتر

 N                                      میکرولیتر آب                 1الگو، یک میکرولیتر از هر پرایمر و

درجه        95مقطر انجام گرفت. برنامه حرارتی به صور                                         

درجه        94سیکل تکراری               33دقیقه،          4سلیسیوس به مد                 

درجه سلیسیوس به مد                        53 انیه،          51سلیسیوس به مد                 

 انیه تنظی  شد.                   1 درجه سلیسیوس به مد                        2 یک دقیقه و            

درصد آگاروز               5 1بر روی ژل             PCRدر نهایت محصو                   

حاوی اتیدیوم بروماید الکتروفورز گردیدند توسط دستگاه ژل                                                        

 ، انگلستران( تصرویربرداری شردند.                                i  ch  دا  )     

 

 یا ته ها        

نمونه شیر گوسفند و بز مورد                              111در مطالعه حا ر از مجموع                         

درصرد( برا روش کشرت آلروده بره                             9نمونه )         9بررسی،          

تشخی  داده شد. تمامی مروارد آلروده                                    انتروکولیتیکا              یرسینیا       

  O:3مربو  به شیر گوسفند بودند. به منظور تعیین سروتریرپ                                                  

در نمونه هایی که با روش کشت مثبت گرزارش شردنرد، از                                                 

   PCRو روش            rپررایررمرر هرای اخرتررصراصرری ژن                       

 استفاده گردید.                

درصد( از نظر آلودگی                       5مورد )        5نتایج نشان داد که در مجموع                            

مثبت گزارش شدند. از این میران حضرور ژن                                        O3به سروتیپ           

   4به تررتریر  در                 ystAو     ail   ،yadA   ،virFهای بیماری زای                

 ( نمررررونره گررزارش شرررد                       2)       2 ( و      2)       2 (،     3)   3 (،     4)   

 . ( 2و     1)شکررل          
 

 بح    

عاد  های غذایی در ایران نسبت به کشورهای توسعه یافته                                                     

جفت برازی،  111( مارکر  .     rالکتروفورز حاصل از تکثیر ژن  : 1شکل 

 جفت بازr    (415 .): نمونه های مثبت حاوی ژن 2و  1ستون های 

الکتروفورز حراصرل از ترکرثریرر بره ژن هرای حرد  در  :  2شکل 

کنتررل مرنرفری،  1جفت بازی، ستون  111( مارکر    انتروکولیتیکا. یرسینیا

( نمونه های مورد مطالعره دارای ژن هرای مرخرترلر  5تا  2ستون های 

جرفرت  1 1، قطعره ystAجفت بازی مربو  به ژن  145بیماریزایی )قطعه 

 049، قطعه virFجفت بازی مربو  به ژن  591قطعه  ،ailبازی مربو  به ژن 

 (.yadAجفت بازی مربو  به 

 (bp)اندازه محصول  توالی پرایمر ژن

rFbc 
CGC  C GGG C C     CG 
 CG    CC  C    CC CC 

415 

yadA 
C  C G   C GG G CGC G  
  GCC G C  G GCG    CC 

049 

ail 
G  C GC  G   CCC G    CCG 

 C CG  G    C GGGG G 
1 1 

ystA 
CCCCC G    CC     GG 

   GC G C  C    GG GC  
145 

virF 
 C  GGC G  C GC G C G 
 C C  C   CC     G  G 

591 

 (.9توالی پرایمرهای مورد استفاده در مطالعه ): 1جدول 
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متفاو  است. در واقع عموما  ایرانیان تمایل دارند غذاهای                                                        

سنتی و خانگی را بیشتر از محصو   تولید شده به روش                                                  

صنعتی مصرف نمایند. این مساله به وی ه در رابطه با مصرف                                                       

شیر خام، پنیر، کره و خامه محلی مصدا  دارد. بنابراین                                                     

بیماری زا در                یرسینیا انتروکولیتیکا                     تحقیقا  مرتبط با پایش                       

 فرآورده های لبنی از نظر اهمیت، ارزنده به نظر می رسند                                                      

(. روزانه میلیون ها نفر از مردم از شیر و محصو   لبنی                                                      11) 

گردند. بنابراین کیفیت بهداشتی شیر و فرآورده                                              مند می       بهره    

های آن بسیار مه  است، چرا که در صور  کاهش سطح                                               

بهداشت شیر و محصو   لبنی، عفونت ها و بیماری های                                                 

 (.    11آیند )       متنوعی پدید می              

از شیر خام گوسفند و بز جدا شده است                                      یرسینیا انتروکولیتیکا                     

(. رعایت نکردن بهداشت در مراکز پرورشی مخصو                                              12) 

تولید شیر به وی ه هنگام دوشش، می تواند از د یل آلودگی                                                       

(. با توجه به اهمیت                     13باشد )        یرسینیا       شیر خام به گونه های                     

مو وع در ایران و کشورهای مختل  تحقیقا  گسترده ای بر                                                     

(. بر اساس            14روی فرآورده های لبنی صور  گرفته است )                                     

نمونه شیر خام گوسفند                        111نتایج  مطالعه حا ر، از مجموع                              

از      mu  i    -PCRنمونه شیر گوسفند پ  از انجام                                9و بز،       

مطالعه ای در                  2114در سال            ، مثبت بودند.             O3نظر سروتیپ            

در فرآورده های لبنی                       یرسینیا انتروکولیتیکا                     چین بر روی شیوع                 

انجام شد. در این پ وهش از                             u     PCR منجمد با روش              

مورد مثبت گزارش                   12نمونه فرآورده لبنی صنعتی منجمد،                                   00

(. این میزان از نظر فراوانی بیشتر از مطالعه حا ر                                                  15گردید )       

 می باشد.        

یرسینیا         در ورامین فراوانی ژن های حد                                 2114در سال        
نمونه شیر از دام های مختل  از جمله                                      443در    انتروکولیتیکا               

گوسفند و بز مورد ارزیابی قرار گرفت. در این تحقیق ژن                                                     

ystA                                        در تمام نمونه های مثبت از نظر سروتیپO:3     وO:   

تنها در جدایه های                       ystو   ailمشاهده گردید. اما ژن های                          

(. بر اساس نتایج تحقیق حا ر،                               گزارش شد )            O:3سروتیپ        

و دو نمونه              yadAمورد حامل ژن                ail   ،3نمونه حامل ژن                 4

تحقیقی در فرانسه به منظور جداسازی                                    بودند.        ystAحامل ژن         

نمونه شیر خام عر ه شده در                             5 از      یرسینیا انتروکولیتیکا                     

سازی در محیط راپاپور  اصلاح                             فروشگاه ها به سه روش غنی                        

شده و غنی سازی در محیط سنتتیک حاوی ساکاروز، آمینومتان،                                                        

  31سدی  آزاید و آمپی سیلین انجام گرفت. در این مطالعه                                                   

  یرسینیا انتروکولیتیکا                     نمونه از نمونه های آزمایش شده آلوده به                                        

در      O:3سروتیپ          21و      :Oسروتیپ          PCR    41بودند. در روش               

 (.    13های جدا شده شناسایی شد )                         باکتری      

نمونه با روش کشت،                     9همچنین یافته های ما نشان داد که،                                  

بود. پ  از انجام روش                        یرسینیا انتروکولیتیکا                     آلوده به باکتری                 

PCR                     نمونه سروتیپ                5همگی تایید شدند وO3           مثبت را

داشتند که با نتیجه تحقیق یاد شده شده از نظر نوع سروتیپ                                                        

اگرچه میزان شیوع آلودگی در مطالعه                                     جدا شده مطابقت دارد.                    

  حا ر پایین تر بوده است.                       

در ورامین شیوع                  2115( و همکاران در سال                    ama i جمالی )       

در نمونه های شیر خام گوسفند و بز را                                       یرسینیا       گونه های          

نمونه شیر خام                 135بررسی نمودند. در این تحقیق از میان                                    

بودند         یرسینیا       درصد( آلوده به گونه های                           3مورد  )         5گوسفند،         

یرسینیا         درصد( آلوده به                  4 2نمونه )         4که از این تعداد،                  
  41گزارش شد. همچنین در این مطالعه، تعداد                                         انتروکولیتیکا             

درصد(         4 2مورد )        1نمونه شیر بز بررسی شد و در نهایت                                  

 (.       گزارش گردید )               یرسینیا انتروکولیتیکا                     آلودگی به           

در مطالعه حا ر نیز از مجموع نمونه های شیر خام گوسفند و                                                        

بودند، که از                یرسینیا انتروکولیتیکا                     درصد( واجد              9نمونه )         9بز،     

جدا شد. بنابراین شیر گوسفند می تواند                                        O3مورد سروتیپ               5

یرسینیا         به عنوان یک منبع بالقوه برای آلودگی انسان به                                              

ها این فر یه را                  مطرح باشد. در مجموع این یافته                             انتروکولیتیکا               

حمایت می کند که شیر یک منبع مه  عفونت های دستگاه                                                  

است و شاید گوسفند یک                      یرسینیا انتروکولیتیکا                       گوارش ناشی از               

 مخزن عامل عفونت در ایران باشد.                                

در شیر        یرسینیا انتروکولیتیکا                       رسد که کنترل               بنابراین به نظر می                  

برای مدیریت عفونت های دستگاه گوارش مه  باشد. با توجه                                                      

  یرسینیا انتروکولیتیکا                     به نتایج به دست آمده که حاکی از حضور                                      

در شیر به وی ه شیر گوسفند می باشد و نیز از آنجایی که این                                                          
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باکتری به راحتی از طریق غذا قابل انتقال بوده و به راحتی در                                                            

 درجه سلیسیوس یخچال رشد می کند، توصیه                                        4دمای      

می شود که مس ولین بهداشتی کشور توجه خاصی به این                                                 

مساله داشته باشند  تا از خطرررا  بهداشتری و اقتصرادی آن                                                         

 جلوگیرری به عمرل آیرد.                      

 

 نتیجه گیری          

نتایج مطالعه حا ر نشان داد که شیر گوسفند می تواند آلوده                                                         

ی بیماریزا باشد. در مطالعه حا ر از                                    یرسینیا انتروکولیتیکا                     به    

 و عوامل حد                O:3به منظور شناسایی سروتیپ                           PCRروش     

استفاده شد که دارای حساسیت و دقت                                    یرسینیا انتروکولیتیکا                     

زیادی در تشخی  اجرام عفونی می باشد. پیشنهاد می گردد                                                     

ها، فاکتورهای حد  و                      تحقیقا  بیشتری درباره سایر سروتیپ                                 

 انجام گیرد.             یرسینیا انتروکولیتیکا                     بیوتیکی          همچنین مقاومت آنتی                  

 

 ت کر و  دردانی              

نویسندگان این مقاله از پرسنل دانشگاه آزاد اسلامی واحد                                                      

شهرکرد به دلیل همکاری صمیمانه در اجرای این پ وهش کمال                                                       

امتنان را دارند. مقاله حا ر مستخر  از پایان نامه به شماره                                                           

 می باشد.           13311511942110 
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Abstract 

Yersinia enterocolitica is a Gram-negative intestinal pathogen that is transmitted to humans 

through water and food. Milk is one of the main sources of the infection transmission to humans 

and its contamination with bacteria such as Y. enterocolitica can cause serious damages. The  

present study aimed to isolate Y. enterocolitica and its virulence genes from small ruminant milk 

in Shahrekord, Iran using microbial culture and PCR method. In this cross-sectional descriptive 

study, 100 raw milk samples were collected randomly from different parts of Shahrekord, and  

cultured on a CIN agar medium. In order to detect Y. enterocolitica O:3 serotype and to 

investigate the presence of virulence genes, positive- culture samples were further assessed by 

PCR method using specific primers. According to the results, 9% of total sheep and goat milk 

samples were positive after microbial culture. Notably, all positive samples were sheep milk  

samples. Five percent of the positive samples were confirmed as O:3-positive serotypes using 

PCR method. The ail gene was found in four isolates, the yadA gene was reported in three  

isolates, and the virF and ystA genes were identified in two isolates. Isolation of Y. enterocolitica 

from raw milk was indicated high risks of yersiniosis associated with raw sheep milk. Based on 

our results, sheep's milk can be considered as a potential cause of human infection to  

Y. enterocolitica.  
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