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 6*، رضا ندائی نیا5، محمدرضا مراثی2، مصطفی مانیان9، غلامرضا قلمکاری4، محمد گلی4مریم رنجبر
 استادیار، گروه علوم و صنایع غذایی،  2کارشناس ارشد، گروه علوم و صنایع غذایی، دانشگاه آزاد اسلامی اصفهان )خوراسگان(، اصفهان،  1

کارشناس ارشد،  4استادیار، گروه علوم دامی، دانشگاه آزاد اسلامی اصفهان )خوراسگان(، اصفهان،  3دانشگاه آزاد اسلامی اصفهان )خوراسگان(، اصفهان، 
 دانشيار، گروه آمار زیستی و اپيدميولوژی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی اصفهان، 5دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی اصفهان، 

 کارشناس ارشد، بخش ميکروبی آزمایشگاه کنترل معاونت  غذا و دارو، دانشگاه علوم پزشکی اصفهان 6

 چکیده

 که مهمترین اشریشيا کلی شير و فرآورده های آن در بعضی شرایط، موجب رشد عوامل بيماری زا از جمله  سابقه و هدف:

 16S rDNAدر بستنی بر مبنی اشریشيا کلی آلوده کننده مواد غذایی است می گردند. این مطالعه با هدف بهينه سازی روش شناسایی 

 انجام شد.

جدایه  22نمونه بستنی جمع آوری شده از مناطق محتلف اصفهان، تعداد  222از توصيفی –در این مطالعه مقطعی  مواد و روش ها:

و  2446جدایه اندول مثبت بودند. جداسازی بر اساس استاندارد ملی ایران شماره  42از این تعداد  باکتریایی جداسازی گردید.

 PCRاستفاده از محيط های کروموژنيک به صورت مقایسه ای  انجام  شد. پس از انجام آناليز عددی و سایر آزمون ها، به کمک 

 تکثير و سپس توالی یابی گردید.  16S rDNAقطعه 

درصد خطا می باشد. در این  12درصد صحت و  22با توجه به روش ارائه شده در استاندارد ملی روش یاد شده دارای  یافته ها:

توانستند در مورگانلا مورگانی و اشریشيا هرمانی، پروویدنشيا رتگری، کلبسيلا اکسی توکا  بررسی جدایه های اندول مثبت مانند

 نتيجه نهایی ارائه شده در استاندارد ملی ایران خطا ایجاد نمایند.

آناليزهای انجام شده با استفاده از محيط های کشت حاوی مواد کروموژنيک نشان داد که با صحت بالاتر، سرعت بيشتر   گيری:  نتيجه

 را شناسایی نمود. اشریشيا کلی تيپيک  و قيمت ارزان تر می توان 

 ، بهينه سازی. 16S rDNAکروموژنيک، بستنی، اشریشيا کلی، واژگان کليدی:  

 44اردیبهشت ماه پذیرش برای چاپ:    43بهمن ماه دریافت مقاله: 

*( آدرس برای مکاتبه: اصفهان، بخش ميکروبی آزمایشگاه کنترل معاونت  غذا و دارو، دانشگاه علووم 

 Nedaeinr901@mums.ac.irپست الکترونيک:        24122125662پزشکی اصفهان.      تلفن: 

 

 م دمه     

مواد غذایی یکی از منابع مه  ایجاد آلودگی توسط عوامل                                                             

(. به طوری که تخمين زده                         1شيميایی و بيولوژیکی می باشند )                              

درصد بيماری های عفونی از طریق مواد غذایی                                            22می شود        

(. شاخ  های ميکروبی                     2ناسال  به انسان سرایت می کند )                              

 اغلب به من ور ارزیابی ایمنی و بهداشت مواد غذایی به کار                                                        

 اشریشيا کلی (. اولين شاخ  آلودگی مدفوعی                             3می روند )         
(. اگر چه تعداد این باکتری تحت تا ير تعداد                                            4( است )             ) 

 باکتروئيدها             بيشتری از باکتری های بی هوازی مانند                                     
 (     r                                                  قرار دارد ولی با این وجود ميزان آن همواره )

(. این باکتری از عوامل اصلی ایجاد کننده                                         5غالب می باشد )              

اسهال در کشورهای توسعه نيافته است. تخمين زده می شود                                                     

کود         6222ميليون کود  و روزانه بيش از                               2هر ساله بيش از                

به علت اسهال در آسيا، آفریقا و آمریکای لاتين جان خود را از                                                           

دست می دهند. تعریفی متداول اسهال، آبکی شدن مدفو  و                                                    

 بار در روز می باشد.                     3دفع بيش از            

سال در کشورهای در حال                         5به طور متوسط هر کود  زیر                           
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بار در سال به                 4بار درسال و در برخی نقا  حتی                                3 3توسعه،        

اسهال مبتلا می شوند. عوامل متعدد اپيدميولوژیک مانند عوامل                                                          

ميزبانی، محيطی و تسهيلات بهداشتی در شيو  عوامل                                                   

باکتری        اشریشيا کلی (.      6بيماری زای روده ای مو ر می باشند )                                  

فرصت طلبی است که در روده بزر  انسان و سایر حيوانات                                                    

وجود دارد. وجود این باکتری در آب و مواد غذایی دليل بر                                                       

آلودگی آنها از طریق مدفو  می باشد. بر اساس تخمين                                                  

سازمان جهانی بهداشت موارد واقعی بيماری های ناشی از                                                    

برابر موارد دیگر   بت گردیده                                32-35آلودگی غذایی بيش از                     

 (.    2است )     

( در آمریکا             C Cبر اساس گزارشات مرکز کنترل بيماری ها )                                      

ميليون آمریکایی به این بيماری ها مبتلا و در ا ر                                                  26هر ساله         

مورد مر  ر  می دهد. به                          5222مورد بستری و                325222آن    

(.    2ميليارد دلار است )                   5 6-4 34طوری که هزینه پزشکی آن                        

روش مرسوم برای از بين بردن ميکروارگانيس  ها در صنایع                                                      

غذایی پاستوریزه کردن در دمای مناسب می باشد. بنابراین                                                      

عدم رعایت موارد بهداشتی در تهيه، نگهداری و عر ه                                                           

می تواند سلامت م رف کننده را به خطر بيندازد. به دليل                                                     

کلون انسان و حيوانات                      اشریشيا کلی آنکه جایگاه اصلی                  

دهانی       -خونگرم است، درصورت ورود باکتری از راه  مدفوعی                                             

 اسهال ایجاد می شود.                   

باکتری مقاومی است که                                  اشریشيا کلی با توجه به اینکه                  

می تواند هفته ها و ماه ها در شرایط معمولی در آب و مواد                                                        

غذایی به وی ه در حرارت صفر درجه زنده بماند و از آنجایی                                                        

که بستنی به عنوان یک ماده غذایی توسط سنين مختلف مورد                                                      

استفاده قرار می گيرد، از ن ر بافری و شرایط دمایی بسيار                                                        

 (.      4مستعد آلودگی با  این باکتری ها است )                                    

در بررسی انجام شده از نواحی تحت پوشش شهرداری منطقه                                                    

درصد بستنی های سنتی تهيه                            25تهران مشخ  گردید که                       11

درصد از بستنی های سنتی                          2 44شده در واحدهای قنادی و                        

(. در       12تهيه شده در آب ميوه فروشی ها آلوده می باشند )                                             

واحد توليد و عر ه بستنی                           22بررسی دیگری در شيراز نيز از                             

(.    11آلوده بودند )             اشریشيا کلی درصد نمونه ها به                    22سنتی      

  24هم نين بررسی های انجام شده در شهر ساری نشان داد که                                                    

درصد بستنی های سنتی آلوده هستند. به طوری که ميزان                                                   

 (.      12درصد گزارش گردید )                    52  اشریشيا کلی آلودگی به           

سویه های باکتریایی که در مواد غذایی حضور دارند تحت تا ير                                                          

فرایندهای های مختلف دمایی مانند پاستوریزاسيون،                                                

 استرليزاسيون، پخت و غيره قرار می گيرند. این فرایندها                                                      

می تواند  باکتری ها را وادار به توليد آنزی  هایی نماید که                                                           

موجب ت يير در وی گی های بيوشيميایی آنها گردد. از طرفی                                                       

 تشخي  مبتنی بر وی گی های بيوشيميایی متداول نيز                                                

مشکل  ساز است، چون در بسياری از موارد باع  ایجاد مثبت                                                       

یا منفی کا ب می گردد. بنابراین ارائه یک روش مو ر در                                                     

 شناسایی و تایيد آن با روش های مولکولی در مقایسه با                                                    

روش های قبلی می تواند در تشخي  به موقع و دقيق تر این                                                      

ميکروارگانيس  در صنایع غذایی کمک کننده باشد. هدف از این                                                         

در بستنی بر             اشریشيا کلی مطالعه بهينه سازی روش شناسایی                               

 بود.       16S rDNAمبنی      

 مواد و روش ها             

به من ور تعيين آلودگی بستنی در سه ماهوه                                              الف( نمونه برداری                 

بوه صوورت تو ادفی از                     1342تا      1322تابستان بين سال های                     

کواملا  تو ادفی نمونوه                      به صوورت       نقا  مختلف شهر اصفهان                       

گيری انجام  شد، تا تمام نمونه ها دارای شانس مساوی باشوند.                                                          

نمونه برداری  از سط  عر ه )با توجه به برناموه آمواری ارائوه                                                          

شده( به صورت  ماهانه سه تکرار با رعایت زنجيره سرد انجوام                                                         

  22نمونه بوستنی موورد بررسوی تعوداد                                222از بيش از               گردید.      

نمونوه انودول               42جدایه باکتریایی به دست آمد. از ایون ميوان                                         

جداسازی و بررسی دقيق تر بور                            اشریشيا کلی مثبت مشکو  به               

 روی آن انجام گرفت.                  

استاندارد ملی ایران                         بر اساس       اشریشيا کلی ب( جداسازی            
ميلی ليتر محلول                   45گرم از آزمونه به                    5مقدار           : 2446شماره       

دقيقه تکان داده شد تا کاملا  حل                                  5-12رینگر ا افه و به مدت                      

 از سوسپانسيون اوليه به                        1 2ميلی ليتر از رقت                    12گردد. مقدار             

 ميلی ليتر لوله حاوی لوریل سولفات تریپتوز برا                                                12
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 ( aur    u  a e  r    se        r                      با )مر ، آلمان( )

ساعت        24غل ت دوبرابر حاوی لوله درهام ا افه و به مدت                                             

درجه سليسيوس نگهداری گردید. در صورت عدم                                           35در    

ساعت دیگر ادامه و                     42مشاهده گاز زمان گرمخانه گذاری تا                                  

چنان ه پس از گرمخانه گذاری در هر کدام  از لوله ها گاز                                                       

اشریشيا کلی مشاهده گردید چند قطره از آن به محيط کشت                                         

( )مر ، آلمان( تلقي                                 C  r         r برات )      

درجه        44گردید. نمونه ها در حمام آب گرم در دمای                                        

 ساعت گرمخانه گذاری شدند.                          24سليسيوس به مدت                

مشاهده          C در صورتی که در این مرحله هي  گازی در لوله                                           

نشود، آزمون منفی است. در غير این صورت چند قطره از                                                   

 برا  به محيط تریپتون واتر برات                                  اشرشيا کلی          محيط      

 ( r    ne  a er  r                                  منتقل و به طور )مر ، آلمان( )

همزمان توسط حلقه کشت روی محيط ائوزین متيلن بلو آگار                                                     

  24تا      42( )مر ، آلمان( کشت داده شد و به مدت                                        ) 

 درجه  سليسيوس نگهداری گردید.                              44ساعت در         

ميلی ليتر از معرف کواکس )مر ، آلمان( به لوله های                                                    5 2

تریپتون واتر برات ا افه و به خوبی مخلو  گردید. پس از                                                      

یک دقيقه بررسی، مشاهده رن  قرمز در فاز الکلی نشان                                                   

(.    13دهنده اندول مثبت در غير این صورت اندول منفی است )                                                 

به من ور نگهداری جدایه ها، پرگنه های با جلای سبز فلزی از                                                         

   انتخاب و بر روی محيط آگار م ذی                                   روی محيط          

 (Nu rien  a ar )                              ساعت        24کشت خطی داده شدند و به مدت

 درجه سليسيوس گرمخانه گذاری شدند.                                  35در دمای         

با استفاده از محيط                        اشریشيا کلی  ( جداسازی            

    r             r          :                       به کمک پيپت سترون

ميلی ليتر لوله                  12به      1 2ميلی ليتر از آزمونه با رقت                              12مقدار       

با غل ت دوبرابر محتوی لوله دورهام                                         حاوی محيط         

درجه        35ساعت در           24تا      2ا افه گردید و به مدت                      

 سليسيوس گرمخانه گذاری شد.                           

ت يير رن  محيط مایع به سبز آبی و ایجاد گاز می تواند نشان                                                          

در محيط کشت باشد. در ادامه به                               اشریشيا کلی دهنده وجود              

ميلی ليتر محلول سدی                         5 2هر یک از لوله ها مقدار                        

هيدروکسيد ا افه گردید. در صورت ایجاد نور فلورسانس در                                                      

نانومتر فرابنفش و ایجاد حلقه قرمز بعد از                                            366طول مو          

تایيد می گردد. در                   اشریشيا کلی افزودن معرف کواکس، حضور                         

ساعت        24صورت عدم ت يير رن  و گاز، گرمخانه گذاری تا                                            

 دیگر ادامه می یابد.                   

قبل از ا افه نمودن معرف اندول به من ور جداسازی جدایه ها                                                         

 با استفاده از یک لوپ سترون روی محيط کروموکالت آگار                                                  

 (C r m Cu    C  i  rm   ar                        کشت خطی )مر ، آلمان( )

درجه سليسيوس گرمخانه                        35ساعت در           24داده شد و به مدت                  

به صورت کلنی آبی تيره و بنفش،                               اشریشيا کلی گذاری گردید.              

سایر کلی فرم ها به صورت کلنی های قرمز رن  و                                                           

ميکروفلورها به صورت بی رن  مشاهده می شوند. کلنی های                                                     

بنفش و آبی پس از خال  سازی انتخاب و بر روی محيط آگار                                                      

 ساعت در           24م ذی کشت داده شد. در نهایت به مدت                                   

 (.      14درجه سليسيوس نگهداری گردید )                              35

در ایون مطالعوه                 د( وی گی های کشت و واکنش بيو شويميایی:                                     

   CC1 99  اشریشيا کلوی تمامی جدایه ها  با سویه استاندارد                                   

در آزمون بيوشيميایی مقایسه شدند. در نهایت ميزان دقت روش                                                         

 واکنووش گوورم             معمووول بووا روش پيووشنهادی مقایووسه گردیوود.                                   

باکتری ها به دو روش رن  آميزی بر اساس روش اصلا  شده                                                    

بر      سه درصد هيدروکسيد پتاسي                         ( و حلاليت در              uc er هاکر )      

(. بوه       15( و همکاران انجام گردید )                         ar n )       اساس روش بارون              

من ور بررسی مورفولوژی ميکروارگانيس  از رن  آميزی سواده                                                       

(. آزموون هوای کاتوالاز،                      16کریستال ویولت اسوتفاده گردیود )                             

اکسيداز،  وب ژلاتين، توليد گاز از گلوکز به روش شواد انجوام                                                         

(. برای تمایز بين متابوليس  تخميری از اکوسيدی از                                                 12گرفت )      

اسوتفاده گردیود. توليود متيول رد و                                )مر ، آلمان(                   محيط      

  R  P مواده      آ ( در محيط           C ar  and  u s mediumاستوئين )         

مواده نيوترات بورا                   آ در محيوط           (. احيای نيترات               12انجام شد )          

استفاده گردید. به من ور آزمون توليد اوره آز از                                                )مر ، آلمان(                

  42حواوی      )مر ، آلموان(              (     C ris ensenمحيط پایه اوره آگار )                     

(. بقيوه         14ميکرون( استفاده گردید )                         22 2درصد اوره فيلترشده )                    

(، مو رف            آزمون ها مانند توليد سولفور، ایندول، حرکت )                                           
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. بوه      ( 15انجوام گردیود )             روی محيوط آمواده                بر         سيترات،         

من ور دسته بندی جدایه ها بر اسواس مت يرهوای بيوشويميایی                                                      

 مهووو  و ترسوووي  دنووودروگرام از روش آنووواليز عوووددی                                          

 (ana  sis    Numerica                  ( استفاده گردید )22    .) 

 ه( آزمووووووون کروموووووواتوگرافی لایووووووه نوووووواز                                 
   (    r   r      r    -           :)                       برای ایون من وور از

و همکواران اسوتفاده گردیود.                            ( a su ama )       روش ماتسویاما             

ابتدا جدایه های مورد ن ر به مودت دو روز بور روی محيوط                                                    

 in      ar                         مر ، آلموان( کوشت و در(C
  
نگهوداری           22    

شدند. یک لوپ کامل از باکتری از محيط کشت برداشته و  بور                                                       

روی صفحه سيليکاژل خشک گردید. سپس به طور یکنواخت                                                 

بوه        C(در  رف کروماتوگرافی حاوی کلروفورم و متوانول                                           

متووانول ( قوورار                 m     112 5کلروفوورم،              m     225)     1:2نووسبت      

Cدقيقه در دمای                 32گرفت و به مدت               
  
نگهداری شد. پس                  22    

سانتی متری از محل نمونوه،                            6تا فاصله             Cاز صعود محلول               

صفحه از  رف کروماتوگرافی خار  و در جریان هوا خوشک                                                  

گردید. محلول اول باع  استخرا  ليپيدها از باکتری می گردد.                                                          

سپس صفحه در محلول تفکيک کننوده دوم شوامل کلروفورم،                                                 

، آب      122، متوانول          242)کلروفرم            4:25:62متانول، آب نسبت                 

Cساعت در           2( به مدت          16
  
قرار گرفت. در ادامه صوفحه                            22    

درصد اسوپری و در                   2خشک گردید و با محلول نين هيدرین                                 

Cآون )     
    
دقيقه قرار گرفت. لکه هوای ایجواد                                  12( به مدت          122    

 آنهووا         Rشووده بووا جدایووه هووای اسووتاندارد مقایووسه و                                     

 (.  21محاسبه گردید )              

از کشت های سوسپانسيونی                        :     DNAو( استخرا  و تخلي                     

استفاده گردید. به من ور                            N باکتری برای استخرا                      

  ia en   i den (از کيت         N استخرا  و تخلي                  

 erman       am   N   ini  i                 .استفاده شد 

 (:       ز(  واکنش زنجيره ای پلی مراز )                              
 از پرایمرهای               r N   1به من ور تکثير ناحيه                      

 -          C    C C  -      :1 s        و 

 -  C     CC      C  C  -      :1 s1 9 R  

 ميکروليتر حاوی                52در حج           PCRاستفاده گردید. واکنش                      

ميکروليتر از هر کدام از                           PCR     (1     ،)1 5ميکروليتر بافر                  5

 ميکرومولار به ازای هر کدام(،                               3 2آغازگرها )غل ت                

ميکروليتر             5ميلی مولار(،               6 2)غل ت         dN Psميکروليتر             3

   C          غل ت(m     2 5    ،)2 4                       ميکروليتر از آنزی N      

P   merase     (     2    ،)1                ميکروليتر از N               الگو )غل ت 

 ميکروليتر آب مقطر استریل انجام شد.                                    6 32نانوگرم( و              22

 در دستگاه ترموسایکلر                        PCRدر ادامه واکنش                

 ( i -Rad C1000   i e  cience  r u     ،)                 با شرایط واسرشت

 دقيقه،          5درجه سليسيوس به مدت                       45شدن ابتدایی در دمای                     

درجه سليسيوس                45سيکل شامل واسرشت اصلی در دمای                                 32

درجه سليسيوس به مدت                       62 انيه، ات ال در دمای                        32به مدت        

 درجه سليسيوس به مدت                       22 انيه، طویل شدن در دمای                           32

درجه سليسيوس به                   22 انيه و طویل شدن نهایی دردمای                                 62

مح ول این فرآیند بر روی ژل                            دقيقه انجام گرفت.                     5مدت     

، الکتروفورز              22دقيقه و با ولتاژ                    35درصد به مدت               2آگاروز        

 شد و سپس مورد ارزیابی قرار گرفت.                                  

 با استفاده              PCRمح ول           ابتدا     ،   به من ور توالی یابی                   

  uic  PCR Puri ica i n  i    ia en   i den    از کيت        

 erman       مطابق با دستورالعمل شرکت سازنده خال                                           و

سازی گردید. سپس مح ول یاد شده، مطابق با روش سانگر                                                   

 (.    22ماکروژن کره جنوبی تعيين توالی شد )                                  -توسط شرکت         

تهيه شده از روش                 اشریشيا کلی      N در این مطالعه از                  

استاندارد به عنوان کنترل مثبت و از آب مقطر به عنوان کنترل                                                           

 منفی استفاده گردید.                   

 یا ته ها        

از نمونه          الف( وی گی های بيوشيميایی کلی فرم های جدا شده:                                                

های مختلف بستنی جمع آوری شده از قوسمت هوای مختلوف                                                

توا      2شهر اصفهان باکتری های گرم منفی، ميله ای شکل با طول                                                    

ميکورون، متحور ، واجود تواژ                             5 1تا      1ميکرون و عر                 6

 سانتی مترفاصله طی شده توسط ماده مورد آزمایش بر حسب      
  R:وووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووو   
    سانتی مترفاصله طی شده توسط محلول تفکيک کننده بر حسب            
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محيطی، فاقد اسپور، کاتالاز مثبت و اکسيداز منفوی، قوادر بوه                                                        

احيای نيترات و تخميری، از ن ر کپسول بعوضی کلونی هوای                                                   

موکوئيدی واجد کپسول ولی اکثرا   فاقود کپوسول و قوادر بوه                                                      

  توليد اندول بودند. این وی گی ها به طوور قابول توجهوی بوه                                                      

شباهت دارند. پس از خال  سازی جدایه ها بوه                                          اشریشيا کلی 

من ور تشخي  قطعی تور و مقایوسه روش مرسووم و روش                                              

 پيشنهادی از سایر آزمون های بيوشيميایی استفاده شد.                                                   

به دليل وجود تنو  بيوشيميایی ميان جدایه ها و عدم تشخي                                                         

قطعی از دسته بندی جدایه ها استفاده گردید. خوشوه هوا بور                                                      

اساس مت يرهای مه  دسته بندی شدند. آناليز عوددی )برناموه                                                       

)N  S S                                                2بيان گر قرار گرفتن جدایه ها در  

گروه بر اساس اختلاف در آزموون هوای بيوشويميایی بودنود                                                  

(. در این آزمون جدایه های کاملا  یکسان، نزدیک بوه                                                 1) شکل       

 ( .     1ه  و در مواردی متمایز گروه بندی گردید )جدول                                             

ب( مقایسه روش استاندارد و روش پيشنهادی با  آزمون   هوای                                                        
بر اساس روش ارائه شده در اسوتوانودارد                                      تکميلی و با یکدیگر:                   

نمونه دارای عدم انطبا  با نتای  تکميلی                                          12تعداد         2446شماره       

 نوموونوه بوا            22حاصل از آزمون های بيوشيميایی بوودنود و                                      

آزمون های بيوشيميایی منطبق بودند. نتای  با استفاده از آزموون                                                             

بررسی شدند. یافته های به دسوت آموده                                      CNemar  مکنمار        

 بووده        2446حاکی از ه  خوانی نتای  نهایی بوا اسوتوانودارد                                           

   (2 221 P                   2می باشد. مطابق با جودول                          26 2و اندازه تطابق  

در      2446یک نمونه بر اساس استاندارد ملی ایران به شومواره                                               

مقایسه با آزمون های تکميلی سال  تشخي  داده شد. به بويوان                                                        

دیگر با توجه به حساسيت روش استاندارد، نتيجه منفی کوا ب                                                       

داشت. اما روش پيشنهادی بر مبنی حساسيت بيشتر در مقوایسوه                                                       

آزمون های تکميلی، به من ور تایيد فر يه آلوده بودن نمونه بوه                                                            

توانست آن را تشخي  و آلوده بوودن آن را بوه                                          اشریشيا کلی 

 (، 42توا  34(، گوروه سووم )24توا  22(، گوروه دوم )16توا  1گروه بندی و مقایسه جدایه ها بر اساس آزمون بيوشيميایی. گوروه اول )   4شکل 

 (.46( و گروه هشت  ) 35تا  21(، گروه هفت  )32(، گروه شش  )6(، گروه پنج  )2گروه چهارم )شماره 
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 شماره گروه            

 آزمون

 درصد سویه های مثبت هر گروه
E.coli 

ATCC1399 4 
(92) 

4 
(2) 

9 
(4) 

2 
(4) 

5 
(4) 

6 
(4) 

7 
(2) 

8 
(4) 

 – – – – – – – – – گرم

 کاتالاز
+ + + + + + + + + 

 – – – – – – – – – اکسیداز

 + + + + + + + + + احیاء نیترات

 + + + + + + + + + متابولیسم تخمیری

 + – – – – – – – - LMXایجاد رنگ  لورسانت روی 

 + – – – – – – – + EMBایجاد رنگ سبز متالیك روی 

 + – – – – + + + + LMXایجاد رنگ سبز آبی روی  

 ایجاد کلنی قرمز روی مك کانکی آگار
+ + + 

– – + – – + 

 ایجاد کلنی بنفش روی کروموکالت آگار
+ + 

52 + – – – – + 

 – – – – – – + – – تولید پیگمان

 – – + + + – – – – هیدرولیز اوره

 – – – + + – – – – مصرف سیترات

 + + + – + – + (+) + (MRمتیل رد )

 – – – + – – – – – (VPتولید استوئین )

 – – 25 – – – – 11 4 هیدرولیز ژلاتین

 + – 50 + – + – 50 60 هیدرولیز لیزین

 + + + + + + + (+) (+) تولید اندول

 + + – – + – + + + حرکت

 + – – + – – + + + تولید گاز از گلوکز

 – – – – – – – – – از سیستئن H2Sتولید 

 واکنش اسیدی

(ACID /acid +G) 

+ + + – – + – – + 

 – + – – + + – – – (ALK/acidتولید قلیا )

 – – – + + – – – – سیترات

 + ND – – + – ND (+) (+) سوکروز

 (+) ND (+) (+) مالتوز
– + – 

ND (+) 

 (+) ND (+) (+) ملیبیوز
– 

+ – ND (+) 

 – ND – – + – ND – – سلوبیوز

 + ND + – + – ND (+) (+) ترهالوز

 (+) ND (+) (+) سوربیتول
– + – 

ND (+) 

 – ND – – + – ND – – ملونات

 ساعت مثبت بودند. 42تا  24درصد جدایه ها در مدت  22: بيش از +

 روز منفی بودند. 5درصد جدایه ها در مدت  22: بيش از -

 ساعت مثبت تاخيری بودند. 22درصد جدایه ها  بعد از  22)+(: بيش از 

N   :n   de ermine 

 مشخ ات گروه های انتروباکتریاسه جداشده از بستنی.  4جدول 
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نمونه آلوده یا به عبارتی مثبوت                                 4ا بات برساند. هم نين تعداد                            

کا ب بودند که در مقایسه با آزمون های تکميلوی مشوخو                                                   

اشریشيا کولوی گردید که سایر جدایه های اندول مثبت غير از                                           
  می باشند. در این مطالعه جدایه های اندول موثوبوت موانونود                                                  

    و اشریشيا هرمانی، پروویدنشيا رتگری، کلبسيلا اکسی تووکوا                                                    
توانستند در نتيجه نهایوی ارائوه شوده در                                      مورگانلا مورگانی                 

استاندارد ملی ایران خطا ایجاد نمایند. بر اساس نتای  حواصول                                                          

  22درصد صحت می بواشود )از                        22روش استاندارد دارای                     

درصد خطا )از                12نمونه صحي  شناسایی گردید( و                               22نمونه       

 (   2نمونه اشتباه شناسایی گردید( می باشد )جدول                                           12نمونه         22

 (.                26 2و            - 221 2) 

بر اساس روش پيشنهادی و مقایسه با نتای  تکميلی حاصل از                                                       

آزمون های بيوشيميایی هي گونه عدم انطباقی مشاهده نشد و                                                       

تمام جدایه ها با نتای  تکميلی سایر آزمون های بيوشيمويوایوی                                                         

مطابقت داشتند. با استفاده از آزمون مکنمار مشخ  گردید که                                                         

 (   3نتای  نهایی با روش پيشنهادی انطوبوا  دارنود )جودول                                                

              .  1و            - 221 2) 

درصود نمونوه هوا                 45نمونه حاصول،               22در نهایت از مجمو                    

درصد نمونه ها سال  ارزیابی گردید. از ایون مويزان                                                  55آلوده و         

درصد نمونوه هوای سونتی                       21درصد نمونه های صنعتی و                          22

 آلوده بودند.              

 ( تعيين موقعيت آمينو ليپيدها با استفاده از کروماتوگرافی لایوه                                                              
جدایه حاصل از بستنی و سویه                              12در این بررسی تعداد                      ناز  :      

استفاده گردید. بور اسواس                          CC1 99  اشریشيا کلی استاندارد           

روش یوواد شووده آمينوليپيوودها پووس از جداسووازی بووا معوورف                                                                

درصد مورد شناسایی قرار گرفتند. سپس لکه هوا                                             2نين هيدرین            

بوه دسوت          R   بر روی کاغذ کالک منتقل گردید. نتای  بر اساس                                           

آمده با سویه استاندارد مقایسه شد. جدایوه هوا از ن ور الگووی                                                         

آمينوليپيدی بسيار مشابه سویه استاندارد بودند و به طوور کلوی                                                           

شدند        R      26 2قادر به ایجاد یک لکه روی کاغذ سيليکاژل در                                           

روی شکل نشان داده شوده اسوت(.  ایون آزموون                                           )با حرف         

را    اشریوشيا کلوی     توانایی ایجاد افترا  بين جدایه های مختلف                                          

 ( .   2نداشت )شکل            

 PCR: به من ور تشخي  و بررسی مح ولات                                      د( روش        

 تعداد و درصد کل
 نتایج حاصل از آزمون تکمیلی بیوشیمیایی

 4326استاندارد 
 اشرشیا کلیغیر آلوده به  اشرشیا کلیآلوده به 

32 

45 1 

36 

43 4 

1 

1 2 

 تعداد

 در صد
 سالم

45 

54 4 

4 

11 

36 

43 4 

 تعداد

 در صد
 آلوده

22 

122 

45 

54 4 

32 

45 1 

 تعداد کل

 در صد

  

.2946مقایسه نتای  نهایی با استاندارد شماره    2جدول   

 تعداد و درصد کل
 نتایج حاصل از آزمون تکمیلی بیوشیمیایی

 نتایج نهایی
 اشریشيا کلی غیر آلوده به  اشریشیا کلیآلوده به 

32 

4 54 

45 

4 54 

2 

- 

 تعداد

 در صد
 سالم

45 

1 45 

2 

- 

32 

1 45 

 تعداد

 در صد
 آلوده

22 

122 

45 

4 54 

32 

1 45 

 تعداد کل

 در صد

  

 مقایسه نتای  نهایی به دست آمده از روش پيشنهادی.  9جدول 
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درصد  انوجوام و                 5 1عمل الکتروفورز با استفاده از ژل آگارز                                       

   پس از رن  آميزی با اتيدبوم بروماید با دستگاه آشکار ساز                                                      

 ec   Cam rid e   ni ed  in d m                 مشواهوده گوردیود

 (.  3)شکل    

نوکلوئيد از اول و آخر توالی ها به دليول عودم                                              22ابتدا حدود            

کيفيت حذف گردید و توالوی هوای هوزار نوکلوئيودی اوليوه                                                  

    NCنگهداشته شد. سوپس تموام توالوی هوای حاصول در                                         

بلاست گردیدند. نتای  نشان داد که تمامی جدایه ها بوا سوویه                                                        

منطبق هستند. سپس تمامی توالی های به دسوت                                         اشریشيا کلی             

اشریوشيا کلوی               16S rDNA    آمده به ا افه یک توالی مربو  به                               

 بت شده بود به صورت ردیف سوازی چندگانوه                                         NCکه در       

موورد ارزیوابی قورار                            )مالتيپل الاینمنت( با نورم افوزار                                

در        NCگرفتند. توالی های مربو  به جدایوه هوا در سوایت                                             

 بانک نوکل وتيد با شماره دستيابی ب ورت  یل  بت گردیدند:                                                      

    0   .1   ،    0   .1   ،    0   .1   ،    0   .1   ،

 .   9.1  0    و     1.   0    ،   1.   0    

 (          .nc i.n m.ni .    nucc re   erm nedaeinia  .) 

 

 بح    

آزمون فنوتيپی تنو  ميان زیر گونه استاندارد و                                                31در نتای           

جدایه های به دست آمده مشاهده گردید. با استفاده از آناليز                                                          

گروه قرار گرفتند.                     2عددی و ترسي  دندروگرام، جدایه ها در                                     

این گروه ها نتيجه تفاوت فنوتيپی بين سویه ها و اختلاف آنها                                                          

 در توليد اسيد با استفاده از منابع کربنی مختلف بودند.                                                      

بر اساس بررسی های صورت گرفته با توجه به روش استاندارد                                                       

  22روش یاد شده دارای                     2446ارائه شده در استاندارد شماره                              

درصد خطا بود. در این بررسی جدایه های                                        12درصد صحت و            

 ،               r  ،             (          اندول مثبت مانند                  
r     r         ،                  توانستند در نتيجه                                       و

 نهایی خطا ایجاد نمایند.                         

با این وجود آناليز های انجام شده با استفاده از روش ارائه شده                                                              

مانند استفاده از محيط های حاوی مواد کروموژنيک شامل                                                      

     r                                               و کرموکالت آگار و ایجاد فلورسانت زیر نور

نانومتر نشان داد که بدون هي گونه                                    366فرابنفش با طول مو                     

 را شناسایی نمود.                  اشریشيا کلی   خطایی می توان             

 درصد(         12نمونه )         12نمونه بررسی شده،                    22از      2در جدول         

  22با نتای  حاصل از آزمون های تکميلی منطبق نبودند. اما                                                     

که در آن            3درصد( کاملا  انطبا  داشتند. در جدول                                      22نمونه )       

روش پيشنهادی مورد بررسی قرار گرفت عدم انطباقی مشاهده                                                      

 نگردید.         

 البته باید به این نکته توجه نمود که در روش پيشنهادی                                                     

بستنی های حاوی مواد رنگی به دليل ایجاد ت يير رن  محيط و                                                         

اختلال در فلورسانت حاصل می توانند موجب ابهام در نتيجه                                                      

نقوش آمينوليپيدی جدایه های حاصل در مقایسه با جدایه استاندارد.    4شکل

 ، بقيوه سوتون هوا(   CC  ستون اول از سومت راسوت( سوویه اسوتاندارد 

 جدایه های مورد بررسی.

پس از  اشریشيا کلیجدایه های  PCRالکتروفورز مح ولات    9شکل 

 R 9 1   1و         1خال  سازی با استفاده از جفت پرایمرهای 

 جفت بازی،  122  مارکر  adder (. 12تا  1)ستون های 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/?term=nedaeinia
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گردند. اما با انجام کشت بر روی محيط کروموکالت آگار و                                                      

مشاهده پرگنه های آبی بنفش می توان این ابهام را بر طرف                                                       

 و بسته به ميزان                      r     نمود. با استفاده از محيط                          

ساعت زمان برای جواب                       24تا      2در نمونه، به              اشریشيا کلی             

ساعت        22نياز می باشد. که در مقایسه با روش استاندارد که                                                

 زمان نياز دارد از ارزش و دقت بالاتری برخوردار است.                                                   

در بررسی های انجام شده، نتای  حاصل از ميزان آلودگی با                                                       

( و     P urma m  diنتای  به دست آمده توسط پور محمودی )                                   

مطابقت داشت. اما از ن ر نو  آلودگی                                      2222همکاران در سال                

( و همکاران در سال                    arim با نتای  کری  )                 اشرشيا کلی          به    

(. برخی از سویه های توليد کننده                                 2و     2مطابقت داشت )               1445

  اشریشيا کلی             پس از             اشریشيا کلیتوکسين مانند              

 مس ول ایجاد اسهال و ادرار خونی در انسان                                                1 

     (.  23هستند )       

شناخته شده است. با                         گاو به عنوان یک مخزن مه  سویه                               

تيپيک نسبت به این سویه ها                             اشریشيا کلی           توجه به بالا بودن                  

که به تعداد ک  بيماری زا هستند و آزمون های مثبت کا ب                                                      

کمتری نسبت به سویه های توليد کننده توکسين دارند،                                                  

 تشخي  زودهنگام آن مه  جلوه می کند.                                  

  2215( و همکاران در سال                    N rmanبررسی های نورمن )                 

نشان داد که سویه های به دست آمده از گاو و انسان از لحا                                                          

الگوی پلی مورفيس  و ژن های بيماری زا یکسان هستند.                                                   

(. شيو  با            23بنابراین انتقال بين دو گونه ممکن است ر  دهد )                                             

جدایه های توليد کننده توکسين باوجود ارتقای سط  بهداشتی                                                        

 هنوز در تمامی کشورهای دنيا گزارش می گردد.                                           

انتروهموراژیک               تاکنون درصد مختلفی از شيو  سویه های                                     
گزارش           n n- 1و سویه های                C   1   (اشریشيا کلی             

(. اهميت مو و  در این موارد به قدری است                                         24شده است )         

 که در موارد شيو  پایين بررسی های گسترده به من ور                                                  

پی بردن به منشا  آلودگی صورت می گيرد و گاهی یک چالش                                                     

بهداشتی محسوب شده تا آنجایی که در بسياری از موارد،                                                    

 روش های تشخي ی جدیدتر جایگزین روش های قبلی                                            

 می گردد.          

سيست  سلامت محور تنها به درمان فرد بسنده نکرده بلکه ریشه                                                         

کنی منشا  آلودگی را نيز در دستور کار قرار می دهد. به عنوان                                                            

توليد کننده                 1     اشریشيا       ، شيو         2222در سال        نمونه       

در ميان م رف کنندگان                                 اشریشيا کلی           و   وروتوکسين           

بستنی در یک مزرعه در استان آنتورپ )بل یک( ر  داد. بستنی                                                         

در دو جشن تولد در مزرعه م رف گردید. پن  کود ، بين                                                   

 aem    ic uraemic سال، دچار ادرار خونی                        11و     2سنين      

s ndr me                      اسهال شدید            نيز دچار          ، هفت نفر دیگر

موارد عفونت                  نفر مبتلا به               گردیدند. در سه نفر از پن                          

     توسط آزمایشگاه تایيد شد. یک نفر در ارتبا  با                                                    1 

 تشخي  داده شد.              

در           Pو       PCRروش های         با         و       1       اشریشيا کلی             

نمونه های مدفو  بيماران، در باقی مانده بستنی، نمونه های                                                         

خا  مزرعه و در نمونه های مدفو  گرفته شده از گوساله به                                                       

دست آمد. بررسی ها نشان داد که با وجود توليد بستنی از شير                                                          

 پاستوریزه، اما باکتری به احتمال زیاد توسط یکی از                                                  

 عوامل توليد به صورت غير مستقي  به ماده غذایی منتقل                                                    

 (.    25شده بود )         

تعيين موقعيت آمينو ليپيدها با استفاده از روش                                              در مطالعه حا ر                

  C                                                نتوانست هي  گونه تفکيک قابل ملاح ه ای را نشان

دهد. بنابراین روش مناسبی محسوب نمی شود. با توجه به                                                    

برای         as  ( و      i edi     mu  i  e a i nmen نتيجه برنامه )              

می توان ا هار                   s r N 1طول هزار جفت باز اول قطعه                         

داشت که با وجود تفاوت در آزمون های بيوشيميایی، تمامی                                                      

 بودند.        اشریشيا کلی             سویه ها مربو  به                  

 شاخ  بهداشتی محسوب                      اشریشيا کلی           از آنجایی که              

می گردد، بنابراین تشخي  آن در ماده غذایی همان قدر                                                   

اهميت دارد که تشخي  اشتباه آن و معدوم شدن مقادیر زیادی                                                        

از مواد غذایی در صنعت. جدایه های باکتریایی که در مواد                                                       

غذایی حضور دارند تحت تا ير فرآیندهای مختلف دمایی مانند                                                        

سرما و گرما قرار می گيرند. این موارد می تواند باع  ایجاد                                                          

شو  در باکتری و در مواردی ت ييراتی در توليد آنزی  ها و در                                                           

 نتيجه ایجاد وی گی جدید در باکتری گردد.                                        

file:///E:/Journal%20of%20Microbial%20World/1394/Autumn/Davari%20Nedaei.docx#_ENREF_2#_ENREF_2
file:///E:/Journal%20of%20Microbial%20World/1394/Autumn/Davari%20Nedaei.docx#_ENREF_7#_ENREF_7
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file:///E:/Journal%20of%20Microbial%20World/1394/Autumn/Davari%20Nedaei.docx#_ENREF_23#_ENREF_23
file:///E:/Journal%20of%20Microbial%20World/1394/Autumn/Davari%20Nedaei.docx#_ENREF_24#_ENREF_24
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بنابراین اطلا  از این وی گی ها می تواند از اهميت وی ه ای در                                                            

 تشخي  به موقع و دقيق تر برخوردار باشد.                                        

به ن ر می رسد جدایه های باکتریایی به دليل قرار گرفتن در                                                         

شرایط مختلف دمایی مانند پاستوریزاسيون و انجماد، دچار                                                      

ت ييراتی در وی گی های آنزیمی و پروت ين های ساختمانی                                                     

 خود می گردند. بنابراین پيشنهاد می گردد که برای                                                

ارگانيس  های شاخ  در مواد غذایی که تحت تا ير                                              

فرایندهای مختلف حرارتی قرار می گيرند کليدهای تشخي ی                                                     

 مشخ ی تعریف گردد.                 

هم نين لازم است در مراحل تشخي  این جدایه ها این                                                

نکات مد ن ر قرار گيرد. زیرا ت يير در شرایط رشد می تواند                                                         

 موجب ت يير در وی گی های بيوشيميایی و در نهایت ابهام                                                     

 در تشخي  شود.               

 نتیجه گیری          

 با توجه به نتای  بوه دسوت آموده در ایون مطالعوه و صوحت                                                 

درصدی در تشخي  باکتری می توان نتيجه گرفوت کوه بوا                                                  22

استفاده از محيط های کشت حاوی مواد کروموژنيک می توان با                                                        

اشریوشيا کلوی             صحت بالاتر، سرعت بيشتر و قيموت ارزان تور                                       
 را شناسایی نمود.                  تيپيک       

 

 تشکر و قدردانی              

نویسندگان این مقاله از معاون پ وهشی دانشگاه علوم پزشکی                                                          

اصفهان، معاون غذا و دارو دانشگاه علوم پزشکی اصفهان،                                                     

دانشگاه آزاد اسلامی اصفهان )خوراسگان( گروه علوم و صنایع                                                        

غذایی و تمامی افرادی که در این پ وهش ما را یاری نمودند،                                                         

 کمال امتنان را دارند.                     
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Abstract 

Background & Objectives: Milk and its products support the growth of infectious germs such as 

Escherichia coli, the most important agent of food contamination, in special conditions. This 

study was aimed to optimize the methods of identification of E. coli strains from ice cream based 

on 16S rDNA.  

Materials & Methods: In this cross-sectional study, 82 bacterial strain were isolated from 200 ice 

cream samples collected from different regions of Isfahan. Of these, 48 positive indole strains 

 ere is  a ed.   e is  a i n  as carried  u   ased  n  ran’s na i na  s andards  N .  9    and  

using chromogenic media on a comparative basis. After numerical analysis, the 16SrRNA was  

amplified by PCR and the amplified genes were sequenced.  
Results: We observed that the method used in the national standard is 88 % reliable with 12 %  

error. Moreover, the positive indole strain such as Escherichia hermannii, Providencia rettgeri, 

Klebsiella oxytoca, Morganella morganii showed errors in the final result. 

Conclusion: We demonstrated that culture media containing chromogenic materials could identify 

Escherichia coli with a more accurate, simple, quick and inexpensive procedure.  
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