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Bacillus cereus در وسـيعي  طـور  بـه  كـه  است ياسپورزاي وهوازي و بي هوازي اختياري  مثبت، گرم باكتري 
  .شوندمي و استفراغ اسهال علايم با غذايي مسموميت باعث باكتري، اين هاي سويه از بسياري. دارد انتشار طبيعت
PCR شناسـايي  برايو ارزان و اختصاصي  سريع و دقيق روش يك Bacillus cereus  مـواد  در انتروتوكسـيژنيك 

نمونـه   35 در مطالعـه حاضـر تعـداد    .باشـند مـي  مصـرف  قابل و سالم ذاييغ مواد كه شويم مطمئن تا غذايي است،
 محـيط  از استفاده با ماهي هاينمونه از هر كدام از .نيمه تهيه شد چاه از درياچه  Schizothorax zarudnyiماهي
 ـ 13توانايي توليد انتروتوكسين در . شد سرئوس جداسازي ، باسيلوسPEMPAانتخابي  كشت ده ايزوله بدست آم

با  hblAبررسي قرار گرفت و حضور ژن  موردRPLA با آزمون   Bacillus cereusنظر از شده ييدات هاينمونه از
 8/25و  2/37و باسيلوس سرئوس انتروتوكسـيژنيك بـه ترتيـب در     Bacillus cereus د كه شارزيابي  PCRروش 

هاي انتروتوكسيژنيك داراي العه همه ايزولهدر اين مط. هاي ماهي شيزوتوراكس زارودني يافت شددرصد از نمونه
هـا نشـان داد كـه    يافتـه  .يافت نشـد  hblAهاي غير انترو توكسيژنيك ژن ايزولهاز بودند و در هيچكدام  hblAژن 

تواند براي متمايز كردن ايزوله هاي باسيلوس سـرئوس  مي hblAاختصاصي ژن  )(PCRاي پليمراز واكنش زنجيره
هاي باسيلوس سرئوس غير انتروتوكسيژنيك به كار رود و روش جـايگزين مناسـبي بـراي    ايزولهانتروتوكسيژنيك از 

RPLA سـرئوس   باسـيلوس  هـاي تـري و بـا هزينـه كمتـري ايزولـه     باشد و قادر است در مـدت زمـان كوتـاه   مي
 .انتروتوكسيژنيك متمايز كند غير سرئوس باسيلوس هايايزوله را از انتروتوكسيژنيك
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Bacillus cereus باكتري گرم مثبت، هوازي اختياري و از خانواده 
Bacillaceae واكنش هموليتيك  نظر از متحرك، باكتري اين .است

 شكل به رشد فاقد و سيلين پني به مقاوم مثبت، كاتالاز مثبت،

 درجه 35 تا 30 باكتري اين رشد مناسب دماي .است ريزوئيد

 دماي در و گرادسانتي درجه 48 دماي ات ولي است گرادسانتي

 Valero et) است رشد به قادر نيز گرادسانتي درجه 7 از ترپايين

al. 2007; Tallent et al. 2012)  Bacillus cereus قادر به ايجاد ،
اين هاي ناشي از يكي از سندرم دو سندرم مسموميت غذايي است

ساعته  6تا  يكگي ، شامل تهوع و استفراغ با دوره نهفتباكتري
كه  است و به سندرم استفراغي با دوره كمون كوتاه موسوم است

) درصدصد(، كرامپ شكمي )درصدصد(استفراغ  با علائمي نظير
سندرم ديگر ناشي از اين  .نمايدتظاهر مي )درصد 30( اسهال و

 8هاي شكمي همراه با اسهال و دوره كمون ، شامل كرامپباكتري
كه به سندرم اسهالي با دوره كمون طولاني ساعته است  16تا 

كرامپ  ،)درصد 96(اسهال  كه با علائمي نظيرباشد، موسوم مي
تظاهر ) به ندرت(و تب ) درصد 30( استفراغ ،)درصد 75(شكمي 

) (Phelps and McKillip 2002; Banerjee et al. 2011 نمايدمي

 BL (hemolysin BL (HBL))به واسطه هموليزين  سندرم اسهالي
(Beecher et al. 1995)،  انتروتوكسين غيرهموليتيك(non-

hemolytic enterotoxin (NHE)) (Lund et al. 1996)  و
 .شودايجاد ميK (cytotoxin K)  (Lund et al. 2000)سيتوتوكسين
 binding protein B )35تشكيل شده است از  BLهموليزين 
 .Heinrichs et al) شودكد مي  hblAژنكه به وسيله ) كيلودالتون

1993) lysing protein L1 )36 كيلودالتون ( وL2 )45 
كد مي  hblD و hblCهاي كه به ترتيب توسط ژن) كيلودالتون

نيازمند هر  HBLحداكثر بيان فعاليت (Ryan et al. 1997).  شوند
جز  3انتروتوكسين غيرهموليتيك، . باشدجز پروتئيني مي 3

را دارد كه همه آنها براي حداكثر فعاليت  L2و  B، L1پروتئيني 
پروتئين به ترتيب توسط  3اين . باشندسيتوتوكسيك مورد نياز مي

 Lund and Granum)شوندكد مي nheCو  nheA ،nheBژن 3

1997; Lindback et al. 2004)  سيتوتوكسينK (CytK)  باسيلوس
ك، سرئوس به دليل دارا بودن فعاليت هموليتيك و سيتوتوكسي

 .Lund et al) يك فاكتور مهم در شيوع مسموميت غذايي است

2000) .  

در زبان  ، كهSchizothorax zarudnyiماهي  35در مطالعه حاضر 
گونه در جهان اين  گويند ومحلي به آن ماهي خواجو مي

 يكشماره از درياچه چاه نيمه ، نطقه سيستان استمخصوص م
وجود و  تهيه شد زابل شهرستان كيلومتري 50 درفاصله واقع

ماهي بررسي و ژن توليد  نمونه 35اين باسيلوس سرئوس در 
هاي مختلف باسيلوس كننده انتروتوكسين هموليتيك در جدايه

براي اين مطالعه از . بي شدهاي جدا شده ارزياسرئوس
 gene specific PCRو روش  hblAهاي اختصاصي ژن آغازگر

 Bacillusاز  Bacillus cereusي هاعلاوه بر ايزوله. استفاده شد

subtilis  در  هاآزمايش .استفاده شدبه عنوان سويه استاندارد
آزمايشگاه بهداشت مواد غذايي دانشكده دامپزشكي دانشگاه زابل 

جداسازي باسيلوس سرئوس به وسيله محيط كشت . انجام شد
-polymixin- pyruvate- egg yolk- mannitolانتخابي 

bromocresol purple agar (PEMPA) گرم از  25. صورت گرفت
ليتر نرمال سالين در شرايط ميلي 225هر نمونه عضله ماهي در 

ليتر از هر ميلي 5/0 .شد  هموژنstomacher كاملا استريل در 
درجه  37كشت داده شد و در دماي  PEMPAروي محيط  نمونه
 تمد اين از بعد. دشساعت انكوبه  24گراد به مدت سانتي
 محيط به )Lecithinase(صورتي داراي هاله لسيتيناز هايكلوني

 همچنين و اسپور و گرم آميزيرنگ و شدند آگار منتقل نوترينت
احياي  تحرك، كاتالاز، هاي آزمون شامل هاي بيوشيمياييآزمايش

 حاوي آگار محيط( بتا هموليز و )نشاسته هيدروليز(نيترات، آميلاز 
 Valeroشد  تكرار بار سه اطمينان، براي و انجام) گوسفندي خون

et al. 2007)(.  توانايي توليد انتروتوكسين با روشReverse 

Passive Latex Agglutination (RPLA) يك لوپ . بررسي شد
تلقيح و   Brain Heart infusion (BHI)از محيط حاوي باكتري در

 rpm150 تكان دادن مداوم با دور باگراد سانتيدرجه  37در دماي 
گراد در دور درجه سانتي 4سپس اين محيط  در دماي . دشانكوبه 
است براي سلول  مايع رويي كه بدون. دشسانتريفوژ  4000

-BCETتوسط كيت  RPLAتشخيص انتروتوكسين با آزمايش 

RPLA فعاليت هموليتيك نيز با استفاده . مورد بررسي قرار گرفت
ر سطح د هم با كشت ددرصد خون گوسفن 5از محيط آگار حاوي 

   .et al. 2008) (Ngamwongsatitو هم كشت در عمق بررسي شد 
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 محيطهاي رشد كرده در باكتري ،از باكتري DNAاستخراج براي 
(Brain Heart Infusion) BHI broth  گراد درجه سانتي 4در دماي

هاي باكتري ،دقيقه سانتريفوژ شده 10به مدت  g×7000 با 
ليتر ميكرو 150ال سالين شسته شد و در ار در نرميافته يكبرسوب

سوسپانسيون باكتريايي در . آب مقطر اتوكلاو شده، ورتكس شد
دقيقه قرار داده شد و سپس  10حمام آب جوش به مدت 

بعد رفع . دش گراد فريزدرجه سانتي - 70ر دماي بلافاصله د
ات دور در دقيقه سانتريفوژ شد تا اضاف 4000ده و در كرانجماد 

ميكروليتر از آن   5 كه استDNA مايع رويي حاوي . نشين شودته
 اي پليمراز استفاده شدبه عنوان الگو براي واكنش زنجيره

)Banerjee et al. 2011.( اي پليمرازواكنش زنجيره Polymerase 

Chain Reaction)(  ژنhblA  زيرواحدB  پروتئين هموليزينBL 
توالي . است باسيلوس سرئوسدر  كند يك انتروتوكسينرا كد مي

 را ازATCC 14579 در باكتري باسيلوس سرئوس  hblA ژن
GenBank   ژناين بدست آورده و سپس يك جفت آغازگر براي 
 hblAجفت بازي از ژن  372يك قطعه  هاآغازگراين . طراحي شد

، مخلوط PCRبراي انجام واكنش  .)1جدول(كنند را تكثير مي
-Trisمول ميلي dNTP ،10كرومول از هر مي 200واكنش شامل 

HCL ،50 مول ميليKCL ،2/0 يك مول از هر آغازگر،ميكرو 
 شركت سيناژن( DNA polymerase  Taqآنزيمواحد 

316202418 Cat. No.( ،5/1 مولميليMgCl2  ،DNA  5الگو 
 30ميكروليتر و سپس با آب مقطر استريل حجم نهايي را به 

برنامه دمايي دستگاه  .)(Gitahi et al. 2009 ميكروليتر رسانديم
اوليه  )Denaturation( سازيمرحله واسرشت ترموسايكلر شامل

سازي دقيقه و واسرشت 3گراد به مدت درجه سانتي 95در دماي 
ثانيه، مرحله اتصال  30گراد به مدت درجه سانتي 94در دماي 

)Annealing( ) 58ماي در د) هاي الگوبه رشته آغازگراتصال 
 )(Extentionثانيه، مرحله تكثير  45گراد به مدت درجه سانتي

گراد به مدت يك درجه سانتي 72پليمراز در دماي  DNAتوسط 
بار تكرار شد و در نهايت با بسط نهايي  30مرحله اخير 3دقيقه كه 

ها اتمام دقيقه واكنش 5گراد به مدت درجه سانتي 72در 
 5/1در ژل آگاروز PCR  حصولاتم .) (Das et al. 2009يافت

حاوي اتيديوم برومايد مورد  TAEدرصد تهيه شده در بافر 
دقيقه الكتروفورز  30ساعت و  يك بررسي قرار گرفتند و به مدت

سپس تكثير قطعه مورد نظر زير نور ماوراي بنفش مورد . شدند
 Bacillus subtilis ATCCاز در مطالعه حاضر .بررسي قرار گرفت

 نمونه ماهي 35از . عنوان كنترل منفي استفاده شد به 6633
 2/37( 13شيزوتوراكس زارودني تهيه شده از درياچه چاه نيمه، 

 8/25( 9نمونه از نظر باسيلوس سرئوس مثبت بودند و ) درصد
 تا از آنها باسيلوس سرئوس انتروتوكسيژنيك بودند يعني) درصد

هاي اختصاصي زگرآغاجفت بازي كه با  372تا از آنها محصول  9
براي انتروتوكسين باسيلوس سرئوس تكثير شده بود را نشان 

 ATCCسويه استاندارد باسيلوس سرئوس. )3جدول( دادند

 hblA ژن PCRو هم با  RPLAنيز هم با آزمايش  14579
هاي غير به عبارت ديگر تمامي ايزوله. انتروتوكسيژنيك بود

نمونه  13 .ندي ندادندهيچ با  hblAژن PCR در  انتروتوكسيژنيك
آلوده به باسيلوس سرئوس از نظر توليد انتروتوكسين اسهالي با 

ها آلوده به باسيلوس تا از نمونه 9بررسي شدند كه  RPLAتكنيك 
سرئوس انتروتوكسيژنيك بودند و در اين مطالعه هيدروليز نشاسته 

 Das )2009( .مشاهده شد hblA هاي حاوي ژنتوسط تمام جدايه

et al. هاي رابطه بين توليد انتروتوكسين اسهالي و حضور ژن
هاي جدا شده از زاي متفاوت در باسيلوس سرئوسبيماري

 ههاي توليدكنندجدايه ههم. غذاهاي دريايي را بررسي كردند
را نشان دادند انتروتوكسين هاي انتروتوكسين اسهالي حضور ژن

   .ين ژن بودندهاي غير انتروتوكسيك فاقد اكه جدايهدرحالي

  
هاي جدا شده از از باسيلوس سرئوس PCRالكتروفورز محصول  -2شكل
 .hblAهاي ژن آغازگرهاي ماهي شيزوتوراكس زارودني با استفاده از نمونه

M( DNA ladder bp  100 باسيلوس سوبتيليس به عنوان كنترل  )1 ؛است
 RPLAهاي باسيلوس سرئوس كه با آزمايش ايزوله )2-9 ؛منفي

 372نيز باند   hblAآغازگرانتروتوكسيژنيك بودن آنها نشان داده شد  و با 
  . جفت بازي را نشان دادند
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 PCRهاي مورد استفاده در واكنش آغازگرتوالي  -1جدول

  )(bpتعداد جفت بازها  )5′       3′(توالي اوليگونوكلئوتيدي باسيلوس سرئوس در hblAژن

  Forward GCTAATGTAGTTTCACCTGTAGCAAC   26آغازگر 

 Reverse AATCATGCCACTGCGTGGACATATAA  26آغازگر 

 
 PCRنحوه اجراي واكنش  -2جدول

  هاتعداد چرخه زمان  )گرادسانتي(درجه حرارت مرحله رديف

  1 دقيقه 3 95 دناتوره كردن اوليه 1
 

2 
 

 دناتوره كردن
  اتصال
 تكثير

94 
58   
72  

  ثانيه 30
  ثانيه 45
 يقهدق 1

  
30  

  1 دقيقه 5  72 تكثير نهايي 3

  
 هاو درصد نمونه تعداد -3جدول

هاي باسيلوس سرئوستعداد نمونه هانمونهتعداد نمونه
 )%(مثبت

هاي باسيلوس سرئوس تعداد نمونه
 )%(انتروتوكسيژنيك مثبت 

 )درصد 8/25( 9 )درصد Schizothorax zarudnyi 35  13 )2/37 ماهي

 
Ngamwongsatit et al. (2008)  در تايلند با روشPCR  وسعت

را در  ent FM ،cyt K ، nhe ABC انتروتوكسينگستردگي پنج ژن 
Bacillus cereus  وBacillus thuringiensis  بررسي كردند و

ها هر دو گروه باسيلوسها در نتيجه گرفتند پراكندگي اين ژن
ط بين هيدروليز وجود ارتبا Agarwal et al. (1997). يكسان است

هاي جدا شده نشاسته و توليد انتروتوكسين در باسيلوس سرئوس
همچنين  .از گوشت و ماهي و شير و برنج پخته را گزارش كردند

Gitahi et al. (2009) حضور كمپلكس  در كنياNHE ا در ر
 هنمون 51مطالعه كردند و از  توليدات شير و پنير و برنج پخته

 8از شير و ) درصد 3/33(نمونه  12ه باسيلوس سرئوس جدا شد

از برنج ) درصد 7/60(نمونه  31از پنير و ) درصد 2/22( نمونه
روش سريع براي تشخيص حضور باسيلوس سرئوس  .بودند

 زيادي برخوردار است تا از   اهميت از   غذا  در  انتروتوكسيژنيك

روش مرسوم در . سلامتي غذاي مصرفي اطمينان حاصل شود
هاي باسيلوس سرئوس انتروتوكسيژنيك و يهتفكيك سو

 RPLA (Reversed Passive Latexغيرانتروتوكسيژنيك آزمون 

Agglutination)  از آن از لحاظ زماني طولاني است كه استفاده
تر تر و ارزانسريع hblAبر اساس ژن  PCR استفاده از امااست، 

  .دهدبراي تشخيص انتروتوكسين باسيلوس سرئوس نتيجه مي
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