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 چكيده
 آورد.يم ديپد گوارش دستگاه بر رای جدی هابيآس که باشديمی ارودهی هاپاتوژن جزء O157:H7 هيسو يکل ايشياشری باکتر :زمينه

 کشت قيطر زا عموماً ،شوديم محسوبي مارستانيبی هاعفونتي اصل عامل و داراست را نيتوکس ديتول تيقابل کهی باکتر نيايي شناسا

 و عيسري روش ساختن فراهم پژوهش نيا انجام از هدف است. زمانبري آزمون که شوديم انجام آگاري مكانك توليسورب طيمحی رو بر

 بود. PCR کيتكن بري مبتني مولكول روشاز  استفاده بای باکتر نيايي شناسا منظور به قيدق

ي طراح از پس و شدند انتخاب O157:H7 هيسو يکل ايشياشري اختصاصيي شناسای برا stx2b و rfbEی هاژن :هاروش و مواد

 تيابلقي بررسی برا آگاري مكانك توليسوربي اختصاص کشت طيمح از رفت.يپذ صورت PCR توسط هاژن ريتكث ،ياختصاصی مرهايپرا

 د.يگرد استفاده PCR نديفرآي ط شده انتخابی هايکلن رشد

 يخوب به اندتوانسته شدهي طراحی مرهايپرا که ديگرد دييأت آگارز ژلی رو بر stx2b و rfbEی هاژن به مربوطی باندهاظهور  با ها:يافته

ي ط شده انتخابی هايکلن ند.ينمايي شناسا O157:H7 هيسو يکل ايشياشری باکتر به متعلق نمونه در را گايش نيتوکس و rfbE ژن وجود

PCR داشتند. را آگاري مكانك توليسورب طيمحی رو بر رشد تيقابل 

با  O157:H7 هيوس يکل ايشياشر پاتوژنيي شناسای برا را راحت نسبتاً و قيدق ع،يسري روش يمتوانيم ما که ديگرد مشخص :گيرینتيجه

  .کنيم فراهم موجودی هاروش ريسا به سبتن و وجود پرايمرهای اختصاصي PCRاستفاده از تكنيک 

 stx2b ژن ،rfbE ژن مراز،يپلی ارهيزنج واکنش ،O157:H7 هيسوي کل ايشياشريي شناسا کليدی: واژگان
 

Iran South Med J 2017;20(3): 267-277 
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 مقدمه
ی سمیکروارگانیم O157:H7 هیسو یکل ایشیاشری باکتر

 انسان به آلوده آب ویی غذای هافرآورده قیطر از که است

 به منجر ،روده دری نیگز لانه از پس و شودیم منتقل

 دهندهی زیخونر تیکول همچونی دیشدی اهبیآس

(Hemorrhagic Colitis) ی زیخونری ادرار سندرم و

  (.1) شودیم (Hemolytic Uremic Syndrome) دهنده

 از شیب و هبود پاتوژن نیا به ابتلای اصل انیقربان ،کودکان

 5 ریز کودکان در خصوصاً سال در ریوم مرگ ونیلیم 5

 هیسو یکل ایشیاشری باکتر در شود.یم گزارش سال

O157:H7 ژنی آنت کننده کد ژن O157 کلاستر توسط 

 ژن 6 ژن، تعداد نیا مجموع از شود.یم کدی ژن 11

 شده کد نیپروتئ باشند.یم باز – قند وسنتزیب مسئول

 رارق استفاده مورد قند انتقال جهت زین گرید ژن 4 توسط

 زین O ژن یآنت دهنده انتقال و پازیفلی هانیپروتئ رد.یگیم

 وسطت شده کد نیپروتئ شوند.یم کد گرید ژن دو توسط

 – ندق وسنتزیب در لیدخی هانیپروتئ گروه در rfbE ژن

 نقشی فایای باکتر LPS سنتز ریمس در و دارد قرار باز

 موکوس بهی باکتر اتصال محض به (.3 و 1) کندیم

ی امجموعه ترشح و رشد به شروع سمیکروارگانیم روده،

 شامل که کندیمی سلول خارج محصولات از

 عنوان تحت که استی ابالقوهی هانیتوتوکسیس

 فاکتور اگیش نیتوکس شوند.یم شناخته نیگاتوکسیش

ی هایباکتر ازی ناشی هایماریب دری اتیحی زایماریب

STEC نیعناو تحت هانیتوکس نیا از نوع دو باشد.یم 

Stx1 و Stx2، (.5 و 4) اند.شدهیی شناسا قیدق شکل به  

 هستند A1B5 ساختاری دارای همگ Stxی هامولکول

 از کمتر وزنبا  A واحد ریز کی که هتروهگزامر کی)

 پنتامر بای رکوالانسیغ شکل به دالتون لویک 31

 7/7ی مولکول وزن به کی هر، Bی رواحدهایز

 مسیمکانی دارا آنها اگرچه است(. مرتبط، لودالتونیک

ی توال در شباهتدرصد  55 تنها هستند،ی مشابه عمل

 و 1ی هانیتوکس گایش Aی واحدها ریز نیبی دینواسیآم

 که استی میآنز تیفعالی دارا A رواحدیز دارد. وجود 1

 نیآدن باز کی که کندیم اعطا را تیقابل نیا نیتوکس به

 رواحدیز در موجود s12ی بوزومیر RNA در را ژهیو

 نیپروتئ سنتز از جهینت در و دهد برش را (S66) بزرگ

 نیوتئپر سنتز مهار ادامه در تواندیم آپوپتوز کند. ممانعت

 هب گایش نیتوکس از Bی رواحدهایز دسته (.5) دیآ دیپد

 متصل هاسلول سطح بری اژهیوی دیپیکولیگلی هارندهیگ

 ند.کیم فراهم را نیتوکس مولکول دخول امکان و شودیم

 (Gb3) دیسرام لیآسی گلوبوتر به گایشی هانیتوکس

 1666 حدود Stx2 نیتوکس (.6 و 5) شوند.یم متصل

 الیاندوتلی هاسلولی برای شتریب تیسم برابر

  (.5) دارد Stx1 به نسبتی ویکل کروعروقیم

 ینا باکتری این شناسایی هایچالش ترینعمده از یکی

 در شناسیمیکروب متداول هایروش با که است

 قابلی سخت به پزشکی تشخیص هایآزمایشگاه

 طیمح از معمول طور به باشد.یم شناسایی و جداسازی

ی هاشرو ای و آگاری مکانک تولیسوربی اختصاص کشت

 وی سرولوژی هاتست همچونی بادیآنت بری مبتن

 نیایی شناسای برا (IMS) یسیمنومغناطیای جداساز

 اما ود.شیم استفادهی صیتشخی هاشگاهیآزما دری باکتر

 در است ممکن دارند کهی نواقص لیبدل هاروش نیا

 مونهن عنوان به کنند. جادیا خطا پاتوژنیی نهایی شناسا

 به قادر زین O157 یکل ایشیاشری هاهیسو از گریدی برخ

 است ممکن نیهمچن و (7) باشندیم تولیسورب ریتخم

 دهدب دست از جهشی ط را خودی سطح ژنی آنتی باکتر

یی شناسا ،هایباکتر ریسا با کراس واکنش بروز لیبدل ای و

 لازم (.2) نگردد ممکنی سرولوژ روش از استفاده با آن

یی شناسا به قادر مذکور روش دو هر که است ذکر به

 توسعه نیبنابرا (.9) باشندینم نیتوکس مولدی هاهیسو
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 وژنپاتیی شناسای برا استفاده جهتی مولکولی هاروش

 باشد.یمی ضرور O157:H7 هیسو یکل ایشیاشر

 نیایی شناسای برا شده استفادهی مولکولی هاروش

 بارتندع که رندیگیمی جای کل دسته سه در عمدتاً پاتوژن

 ،RFLP )همچون ژنوم بری مبتنی هاکیتکن از:

RAPD،) مرازیلپی ارهیزنج واکنش بری مبتنی هاکیتکن 

ی هاکیتکن و (M-PCR، R-PCR )همچون

  (.16) وسنسور(یب ،Microarray )همچونی آشَکارساز

 زا استفاده مذکور،ی هاکیتکن نیب در رسدیم نظر به

 زمانی هالفهؤم گرفتن نظر در با مرازیپلی ارهیزنج واکنش

 ریسا به نسبت پاتوژن کیی یشناسای برا نهیهز و

 دارد. تیارجح هاکیتکن

( Niveditha Puttalingamma &) نیودیتا و پوتالینگاما

 ییشناسای برا کهیی هاژن ازی فهرست مطالعه کی در

ی هاپژوهش در O157:H7 هیسو یکل ایشیاشری مولکول

 ندبارتع که نمودند هیته را اندشده نهیبه و استفاده مختلف

 stx1، stx2، eaeA، hly A، espP، wzyO157، chu از:

 قیطر از پاتوژن نیای مولکول مطالعه هرچند ehx (11.) و

 زین uidA و rfbE، fliC همچونی گریدی هاژن

  (.11) دارد تیعموم

 به جهان کشورهای تمامی به بهداشت جهانی سازمان

 یکل ایشیاشریباکتر پایش توسعه حال در کشورهای ویژه

 تحقیقاتی اولویت یک عنوان به را O157:H7 هیسو

 زدُ به توجه با و اساس نیهم بر .است نموده پیشنهاد

 اعانو همزمان و مستمر شیپا باکتری، این اندک عفونی

 تیاهم حائز کشور در یکینیکل و ییغذا مواد یهانمونه

 قیدقی روشی طراح پژوهش نیا انجام از هدف باشد.یم

 با O157:H7 هیسو یکل ایشیاشر پاتوژنیی شناسای برا

 بود.ی مولکولی هاروش ازی ریگبهره
 

 هاروش و مواد
 

 stx2b و rfbE ژن مريپراي طراح وي توال استخراج

 O157:H7 هيسو يکل ايشياشری باکتر به متعلق

 دفهی هاژن قیدقی توال استخراج به ازین کاری ابتدا در

ی هاداده وی کیوانفورماتیبی ابزارها از استفاده با لذا بود.

ی توال استخراج NCBIی کیوانفورماتیب گاهیپا در موجود

 از نانیاطمی برا شد. انجام stx2b و rfbEی هاژن قیدق

 از ادهاستف با آنهای ابیارز شده استخراجی هایتوال صحت

 NCBI کیوانفورماتیب گاهیپا در BlastN ابزار جعبه

 با نژ نیای برای اختصاصی مرهایپرا رفت.یپذ صورت

 (13) شدندی طراح 7 نسخه Oligo افزارنرم از استفاده

 نبودی اختصاص از نانیاطم منظور به ادامه در (.1 )جدول

 ابزار جعبه از مذکوری هاژنی برا شدهی طراحی مرهایپرا

Blast د.یگرد استفاده 

 
 stx2bو  rfbEهای ( توالي پرايمرهای طراحي شده برای ژن6جدول 

 توالي آغازگر ژن
 دمای ذوب

 گراد()درجه سانتي

rfbE 
 پیشرو

 پیرو
5′ GTGCTTTTGATATTTTTCCGAGTAC 3′ 

5′ TTTATATCACGAAAACGTGAAATTG 3′ 
2/51 

5/49 

stx2b 
 پیشرو

 پیرو
5′ GAATTCAAAAAAATGTTCATGGCT 3′ 
5′ TATAAAGCTTTTAGTCGTTGTTGAACTGAAC 3′ 

1/69 

1/62 
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ی هاهيسو ازي مجهول مخلوط کشت وی سازآماده

 يکل ايشياشری باکتر مختلف

 ،Merck) عیماLuria Bertani (LB) کشت طیمح چند

 ایشیاشر از متفاوتی اهیسوی محتو کی هر که آلمان(

 وبیکروتیم کی به لیاستر طیشرا تحت بودند یکل

 ،BL21 از بودند عبارت هاهیسو نیا شدند. منتقل

DH5α، STEC، EHEC و K12 ونیکلکس از و 

 نیسح امام دانشگاه علم و فناوری زیستی مرکزی باکتر

 16 دارمق شده هیتهیی ایباکتر مخلوط از شدند. هیته )ع(

 آگار LB طیمحی حاو تیپلی رو بر تریکرولیم

(Merck، )شد داده کشت لیاستر طیشرا تحت آلمان 

 گرادیسانت درجه 37ی دما در ساعت 16 مدت به و

 د.یگرد انکوبه

 

 مرازيپلی ارهيزنج واکنش

 چند آگار LB طیمحی رو بر افتهی رشدی هایکلن از

 پس شد. داده انتقال عیما LB طیمح به و انتخابی کلن

ه ب نانومتر 666 موج طول در هایباکتر رشد نکهیا از

 اتیمحتو از تریلیلیم 1 زانیم ،دیرس 7/6ی نور جذب

 شد ادهد انتقال لیاستری هاوبیکروتیم به کشت طیمح

 با و قهیدق 5ی ط فوژیسانتر انجام بای باکتر بیترس و

 دور کشت طیمح شد. انجام قهیدق در دور 5666 سرعت

 آب تریکرولیم 56 دری سلول رسوب و شد ختهیر

 در قهیدق 16 مدت به هاوبیکروتیم د.یگرد حل لیاستر

 دش وژیفیسانتر هانمونه شدند. جوشانده درجه 166 آب

 ندیآفر در الگو عنوان بهی روئ محلول از تریکرولیم 1 و

PCR ره رویپ و شرویپی مرهایپرا (.14) دیگرد استفاده 

 1 غلظت با 2MgCl نمک کومول،یپ 4/6 زانیم به کدام

 5/1 و مولاریلیم 4/6 غلظت با dNTP مولار،یلیم

 حجمی برا X16 غلظت با مرازیپل میآنز بافر تریکرولیم

 ند.شد واقع استفاده موردی تریکرولیم 15 واکنشیی نها

 کلریاترموس PCR دستگاهی رو رب PCRی هاچرخه

(BioRad، الاتیا )ی واسرشتگ بود: ریز شرح به متحده

 هیثانوی واسرشتگ قه،یدق 5ی ط درجه 95ی دما در هیاول

 به مرهایپرا اتصال ه،یثان 36 ظرف درجه 94ی دما در

ی دما و rfbE ژنی برا درجه 57ی دما در الگو رشته

 رشته گسترش ه،یثان 35ی ط stx2b ژنی برا درجه 66

 درجه 71ی دما در مرازیپل میآنز تیفعال بواسطه دیجد

 در هرشت گسترش مرحله کی تاًینها و هیثان 45 مدت به

 (.15) قهیدق 5 مدت به درجه 71ی دما

 رحلهم از ریتکثی برا هاچرخه تعداد که است ذکر به لازم

 سنتز لدرحا رشته گسترش مرحله تا هیثانوی واسرشتگ

 (متحده الاتیا ،Invitrogen) آگارز ژل بود. تکرار 36

 مجزای هاچاهک در هانمونه و شد هیته درصد 1

 (.16) شدند الکتروفورز

 

  طيمحی رو بر مثبت PCRی هايکلن کشت

 يانتخاب کشت

 کی O157:H7 هیسو یکل ایشیاشر پاتوژن نکهیا به نظر

ی حاو طیمحی رو بری ریرتخمیغ رشد تیقابل با هیسو

ی اصاختص کشت طیمح از لذا باشد،یم تولیسورب قند

 به متحده( الاتیا ،Sigma) آگاری مکانک تولیسورب

 PCR هجینت کهیی هایکلن رشد تیقابلی ابیارز منظور

 دهاستفا ،بود شده مثبت stx2b و rfbEی هاژنی برا آنها

 یهاتیپل نظر، موردی هایکلن کشت از پس د.یگرد

 گرادیسانت درجه 37ی دما در ساعت 16 مدت به کشت

 د.یگرد انکوبه

 

 یآمار زيآنال

 کشت از حاصلی آماری هاداده نیب نیانگیم سهیمقا

 t-test آزمون از استفاده با هاهیسو PCR و هانمونه

 شد. انجام 16ویرایش  SPSS افزارنرم

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 is

m
j.b

pu
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-0

7-
12

 ]
 

                             4 / 11

http://bpums.ac.ir/
http://ismj.bpums.ac.ir/article-1-878-en.html


  PCR / 726با  E. coli O157:H7شناسايي مولكولي پاتوژن                                   بخشي و همكاران                                  

 
 

http://bpums.ac.ir 

 هاافتهي
يي شناسای برا ديکاندی هاژن کننده کدي توال

 O157:H7 هيسو يکل ايشياشر

ی کیتوانفورمایب گاهیپا در جستجوی ابزارها از استفاده با

NCBI یدینوکلئوت قیدقی توال rfbE رواحدیز و B 

 و JQ907523.1 بیترت بهی دسترس عدد با گایش نیتوکس

DQ143183.1 شدهی طراحی مرهایپرا شد. استخراج 

 انتخاببه نحوی  ژن 3′ی انتها ازی بخش از rfbE ژنی برا

 مریپرای طراحی برا 723 تا 267 دینوکلئوت از که شدند

 وریپ مریپرای طراحی برا 591 تا 562 دینوکلئوت از و شرویپ

 شرویپی مرهایپرای توال بودن معکوس علت شد. استفاده

 داده گاهیپا در rfbE ژن به متعلقی توال ثبت نحوه رو،یپ و

NCBI ی مرهایپرا است(. شده ثبت 5′ به 3′ ازی )توال بود

 و 5′ی هاانهیپا با مطابق قاًیدق stx2b ژنی برا شدهی طراح

 وندهش ریتکث قطعه کهی نحو به شدندی طراح مذکور ژن ′3

 باشد. stx2b ژن قیدق طول بای مساو مرهایپرا نیا بواسطه

 یهایتوال و هاژن به مربوط قیدق مختصات 1 جدول در

 است. شده ذکر آنهای دینوکلئوت وی دینواسیآم

 

 Oتوکسين شيگا و آنتي ژن  B( مختصات مربوط به توالي آمينواسيدی و نوکلئوتيدی کدکننده زيرواحد 7جدول 
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MKKMFMAVLFALVSVNAMAADCAKGKIEFS
KYNENDTFTVKVAGKEYWTSRWNLQPLLQSA

QLTGMTVTIKSSTCESGSGFAEVQFNND 

5′AAGAAGATGTTTATGGCGGTTTTATTTGCA
TTAGTTTCTGTTAATGCAATGGCGGCGGATT

GCGCTAAAGGTAAAATTGAGTTTTCCAAGT

ATAATGAGAATGATACATTCACAGTAAAAG
TGGCCGGAAAAGAGTACTGGACCAGTCGCT

GGAATCTGCAACCGTTACTGCAAAGTGCTC

AGTTGACAGGAATGACTGTCACAATCAAAT
CCAGTACCTGTGAATCAGGCTCCGGATTTGC

TGAAGTGCAGTTTAATAATGAC3′ 

bp146 
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KKSLHLALLALGISEGDEVIVPTLTYIASVNAIK

YTGATPIFVDSDNETWQMSVSDIEQKITNKTK

AIMCVHLYGHPCDMEQIVELAKSRNLFVIEDC
AEAFGSKYKGKYVGTFGDISTFSFFGNKTITTG

EGGMVVTNDKTLYDRCLHFKGQGLAVHRQY

WHDVIGYNYRMTNICAAIGLAQLEQADDFISR
KREIADIYKKNINSLVQVHKESKDVFHTYWMV

SILTRTAEEREELRNHLADKLIETRPVFYPVHT

MPMYSEKYQKHPIAEDLVGGG 

5′AAAAAGTCTCTTCATTTAGCTTTGTTAGCG

TTAGGTATATCGGAAGGAGATGAAGTTATT
GTTCCAACACTGACATATATAGCATCAGTTA

ATGCTATAAAATACACAGGAGCCACCCCCA

TTTTCGTTGATTCAGATAATGAAACTTGGCA
AATGTCTGTTAGTGACATAGAACAAAAAAT

CACTAATAAAACTAAAGCTATTATGTGTGTC

CATTTATACGGACATCCATGTGATATGGAAC
AAATTGTAGAACTGGCCAAAAGTAGAAATT

TGTTTGTAATTGAAGATTGCGCTGAAGCCTT

TGGTTCTAAATATAAAGGTAAATATGTGGG
AACATTTGGAGATATTTCTACTTTTAGCTTT

TTTGGAAATAAAACTATTACTACAGGTGAA

GGTGGAATGGTTGTCACGAATGACAAAACA
CTTTATGACCGTTGTTTACATTTTAAAGGCC

AAGGATTAGCTGTACATAGGCAATATTGGC

ATGACGTTATAGGCTACAATTATAGGATGA
CAAATATCTGCGCTGCTATAGGATTAGCCCA

GTTAGAACAAGCTGATGATTTTATATCACGA

AAACGTGAAATTGCTGATATTTATAAAAAA
AATATCAACAGTCTTGTACAAGTCCACAAG

GAAAGTAAAGATGTTTTTCACACTTATTGGA

TGGTCTCAATTCTAACTAGGACCGCAGAGG
AAAGAGAGGAATTAAGGAATCACCTTGCAG

ATAAACTCATCGAAACAAGGCCAGTTTTTTA

CCCTGTCCACACGATGCCAATGTACTCGGA

AAAATATCAAAAGCACCCTATAGCTGAGGA

TCTTGTGGGGGGGGGA3′ 

bp237 
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 O157:H7 هيسو يکل ايشياشری هايکلنيي شناسا

 PCR کيتكن با

 طیمحی رو بر افتهی رشدی کلن چند انتخاب از پس

ی هاهیسو ازی مخلوط آنی رو بر که آگار LB کشت

 بودند شده داده کشت یکل ایشیاشری هایباکتر مختلف

 انجامی برا لازم داتیتمه ع،یما LB طیمح به انتقال و

PCR انجام با شد. انجامی کلنی رو بر میمستق PCR و 

 بر مجزای هافیرد در هانمونه از کی هر الکتروفورز

 rfbEی هاژن به مربوط باند ،درصد 1 آگارز ژلی رو

 انتخاب باز جفت باتعداد متناسبی نواح در stx2b و

 پس DNAی مولکول نشانگر با اسیق در ژن هر از شده

 ،Sigma) دیبروما ومیدیات توسط ژلی زیآمرنگ از

 دستگاه توسط آن ازی بردارعکس و متحده( الاتیا

Gel Doc (Biometra، )یکلن چندی برا آلمان، 

 اندتوانسته شدهی طراحی مرهایپرا که دیگرد مشخص

 rfbEی هاژنی حاو که O157:H7 پیسروتای خوب به

 و الف 1 شکل) ندینمایی شناسا را باشدیم stx2b و

 stx2b ژن به مربوط باند 7 و 1 یهافیرد در ب(.

 ،7 و 1 یهایکلندهد نشان می که است شده انینما

 .باشندیم O157:H7 هیسو یکل ایشیاشری باکتر

 

 
 

بر روی ژل   PCR( الگوی الکتروفورز بررسی محصول واکنش1شکل 

 100BP DNA: نشانگر اندازه1درصد. الف( ردیف  1آگارز 

LADDER PLUS محصول تکثیر ژن 1. ردیف :rfbE  139به طول 

: 7تا 1های . ردیفDNA: نشانگر مولکولی 1جفت باز. ب( ردیف 

جامد محتوی مخلوط  LBهای انتخاب شده از روی محیط کلنی

 اشریشیا کلیهای مختلف باکتری سویه

  طيمحی رو بر شده انتخابی هايکلن رشد

 يانتخاب کشت

ی کانکم تولیسوربی اختصاص طیمحی رو بر کشت با

 شده انتخاب PCR ندیفرآ در کهیی هایکلنی برا آگار

 نگر رییتغ و رنگ دیسفی هایکلن لیتشک و بودند

 تیقابل دهنده نشان که زرد به قرمز از کشت طیمح

 زا استفادهی برا آنی رو بر کرده رشد سمیکروارگانیم

 مشخص استی ریرتخمیغ شکل به تولیسورب قند

 ندیآفر در شدهی غربالگر و انتخابی هایکلن که دیگرد

 O157:H7 هیسو یکل ایشیاشری باکتر PCRی مولکول

 (.1 شکل) باشندیم

 

 
 

بر  PCRهای انتخاب شده در فرآیند ( بررسی قابلیت رشد کلنی1شکل 

روی محیط کشت اختصاصی سوربیتول مکانکی آگار. الف( پتری دیش 

حاوی محیط سوربیتول مکانکی آگار که فاقد هر گونه کلنی و به رنگ 

قرمز. ب( پتری دیش حاوی محیط سوربیتول مکانکی آگار محتوی 

 های رشد یافته و به رنگ محیط زردکلنی

 

 هب شدهی بررس هانمونهی آمار زیآنال به مربوط جینتا

 تیاختصاص که داد نشانی انتخاب کشت و PCR روش

 هم بای داریمعن تفاوت و بوده کسانی روش دو هر

 تیاختصاص بودن کسانی رغمیعل .(P>65/6) ندارند

 شده نهیبه PCRی صیتشخ روش نحالیا با روش، دو هر

 باشد.یم ترعیسری انتخاب کشت روش از قیتحق نیا در
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 بحث
 درمان در رای مهم نقش حیصح صیتشخ وی جداساز

 کنند.یم فایا زایماریب عوامل ازی ناشی هابیآس

 بهی بایدست در را ما توانندیم مدرن وی سنتی هاکیتکن

 طاخ وجود و بودن زمانبر دیبا اما برسانندی اری مهم نیا

 به روز چند تای گاه کهی سنتی افتراقی هاکشت در را

  داد. قرار نظر مد انجامدیم طول

 درنمی هاکیتکن در کهی شگرفی هاشرفتیپ با امروزه

 کیی یشناسا تیقابل ،است شده حاصل PCR همچون

 یدزُها در نیهمچن و پیسروتا و هیسو سطح در پاتوژن

 هبودب نهیزم در دهیپد نیا که شده فراهم هم نییپا اریبس

 با اشد.بیم کننده دواریام اریبسی عموم بهداشت تیفیک

 هیوس یکل ایشیاشر پاتوژن کهی اژهیو گاهیجا به توجه

O157:H7 خود بهی مارستانیبی هاعفونت جادیا در 

 پژوهش نیا در تا داشت آن بر را ما ،است داده اختصاص

 توژنپا نیایی شناسا دری منطق و عیسری راهکار ارائه به

 نیای یشناسای برا گرفته انجام قاتیتحق در م.یبپرداز

 مدی مختلفی هاژن ،یمولکولی هاکیتکن قیطر از پاتوژن

 مونهن عنوان به است. گرفته قرار پژوهشگران ریسا نظر

 دیکاند را STX2 نیهولوتوکس ژن همکاران و تهمتن

 رد رای باکتر وجود توانستند و دادند قراریی شناسا

 رازیش دری اهلی هادام کشتار از حاصلی هانمونه

 داد قرار نظر مد را نکته نیا دیبا (.17) ندینمایی شناسا

 هیسو یکل ایشیاشری هاپیسروتا ازی برخ که

O157:H7 نیتوکس دیتول تیقابل STX1 تنها و دارند را 

ی هانیتوکس Aی رواحدهایز نیب شباهت درصد 55

 دیکاند با است ممکن نیبنابرا دارد. وجود 1 و 1ی گایش

 ژنپاتو صیتشخ در هانیتوکس ازی کی کامل ژن کردن

 فتهریپذ صورت قیتحقی برا امر نیا شود. جادیای خلل

 دیکاند را stx2a ژن که همکاران وی توکل توسط

 اگرچه (.12) کندیم صدق زین دادند قرار خودیی شناسا

 اب مذکور پاتوژنی مولکولیی شناسا در همکاران وی عادل

 رفع را اشکال نیا stx2 و stx1 ژن دو هر نمودن دیکاند

ی تومح فقط کدام هر که رای یهاهیسو توانستند و نمودند

 ندینمایی شناسا را بودند stx2 و stx1ی هاژن ازی کی

 کدکننده ژن نمودن دیکاند که رسدیم نظر به اما (.19)

 ایشیاشر نپاتوژیی شناسای برایی تنها به گایش نیتوکس

ی التو کهیی بالای همولوژ سبب به O157:H7 هیسو یکل

 نومژ توسط گایش نیتوکس کننده کد ژنی توال با آن

 میعلا هب توجه با نیهمچن و دارد یسانترید گلایشی باکتر

 بروز وژنپات دو نیا بهی آلودگی پ در کهی مشترکی نیبال

 ژن کی انتخاب نیبنابرا باشد.ینمی قیدق کار کندیم

 ژنوم در منحصراً که rfbE همچون گریدی اختصاص

 Oی سطح ژنی آنت و بوده موجود O157:H7 پیسروتا

 از ذکورم پاتوژن حیصحیی شناسا ندیفرآ به کندیم کد را

 در نکته نیا د.ینمایمی انیشا کمک PCR کیتکن قیطر

و کارگر  همکاران وی عادل توسط شده انجامهای پژوهش

 وهعلا آنها اگرچه ؛است گرفته قرار نظر مد زینو همکاران 

 )کد eaeA ژن گا،یشی هانیتوکس کدکنندهی هاژن بر

ی برا گرید دیکاند عنوان به را ن(یمینتیا نیپروتئ کننده

 یکل ایشیاشری باکتر O157:H7 هیسو ترقیدقیی شناسا
 مانند هاپژوهش از یبرخ در (.16و 19) اندکرده انتخاب

 و (Fode) فودا ،(11) همکاران و( Hu) هو مطالعه

 (13) همکاران و( Campbell) کمپبل و (11) همکاران

 یکل ایشیاشری باکتری مولکولیی شناسای برا rfbE ژن
ی ابیارز مورد PCR کیتکن قیطر از O157:H7 هیسو

ی هانژ متعدد قاتیتحق در که نماند ناگفته گرفت. قرار

 عنوان به باشدیم O157 پیسروتا به مختص کهی گرید

 ابانتخ به توانیم جمله آن از که اندشده انتخاب دیکاند

 و( Fratamico) فراتامیکو توسط eaeAی هاژن

ماتیس  توسط uidA ژن (،14)(Strobaugh) استروباق

(Matise )ژن (،15) همکاران و fliCh7 آیاز  توسط
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(Ayaz) ی هاکیتکن نمود. اشاره (16) همکاران و

 ،Real Time PCR همچونی گریدی مولکول

 رسنسفلو ونیداسیبریه و فلورسنسی مولکولی هاپروب

 صرف مستلزم که (PNA-FISH) دیاس کینوکلئ دیپپت و

 هستند میمستق PCR با اسیق دری شتریب زمان و نهیهز

 نپاتوژیی شناسای برا نیمحقق ازی برخ توسط زین

 اندشده واقع استفاده مورد O157:H7 هیسو یکل ایشیاشر

 شد واقع نظر مد حاضر درپژوهش که آنچه (.36-17)

 اتوژنپ وجود هم ژن چند کردن دیکاند با بتوان که بود نیا

 دیتول تیقابل هم و O157:H7 هیسو یکل ایشیاشر

 لذا ردد.گ اثبات شدهیی شناسا پاتوژن توسط نیتوکس

ی اختصاص به توجه با بیترت به stx2b و rfbEی هاژن

 و 1 نیتوکس دو هر در کهی اشده حفاظتی توال و بودن

 قیطر از مذکور پاتوژنیی شناسا و انتخاب داشتند 1

 شدهی طراحی مرهایپرا از استفاده با PCR کیتکن

 PCR محصولات الکتروفورز قیطر از رفت.یپذ صورت

 بای زیآمرنگ از پس DNAی باندها شدن مشخص و

 در انتظار موردی هااندازه بای قطعات دیبروما ومیدیات

 یمرهایپرا ،دادیم نشان که شد حاصل هایکلن ازی برخ

 در را دیکاندی هاژن وجودی خوب به شدهی طراح

 کنند.یم ریتکث ویی شناسا O157:H7ی هایکلن

 یريگجهينت

 که بود تیواقع نیا ازی حاک پژوهش نیا از حاصل جینتا

ی بخو به هستند قادر شدهی طراحی اختصاصی مرهایپرا

 ریسا از را O157:H7 هیسو یکل ایشیاشری هایکلن

 ندیفرآی ط ،کشت طیمحی رو بر افتهی رشدی هایکلن

PCR هک داشت اذعان نکته نیا به توانیم دهند. افتراق 

ی هانژی برا مرهایپرا نیا تیحساس زانیمی ابیارز از پس

ی براتوان می را مریپرا جفت دو نیا از استفاده هدف

 نمود.ی کاربردی کینیکل ویی غذای هانمونه زیآنال
 

 سپاس و قدرداني

 محترم همکاران از را خودی قدردان مراتب لهیوسنیبد

 سبب به )ع( نیحس امام جامع دانشگاه پژوهش

  را پژوهش نیا ازی معنو وی مادی هاتیحما

 م.یداریم اعلام
 

 منافع تضاد

  انیب سندگانینو توسط منافع تعارض گونهچیه

 .است نشده

References: ___________________________________________________________ 

 
1.Lim JY, Yoon J, Hovde CJ. A brief overview of 

Escherichia coli O157:H7 and Its plasmid O157. 

J Microbiol Biotechnol 2010; 20(1): 5-14. 

2.Tarr PI, Schoening LM, Yea YL, et al. 

Acquisition of the rfb-gnd Cluster in Evolution 

of Escherichia coli O55 and O157. J Bacteriol 

2000; 182(21): 6183-91. 

3.Maurer JJ, Schmidt D, Petrosko P, et al. 

Development of Primers to O-antigen 

biosynthesis genes for specific detection of 

Escherichia coli O157 by PCR. Appl Environ 

Microbiol 1999; 65(7): 2954-60. 

4.Gyles CL. Shiga toxin-producing Escherichia 

coli: an overview. J Anim Sci 2007; 85(13 

Suppl): E45-62. 

5.Law D. Virulence factors of Escherichia coli 

O157 and other Shiga toxin-producing E. coli. 

J Appl Microbiol 2000; 88(5): 729-45. 

6.Guth B, Prado V, Rivas M. Shiga Toxin 

Producing Escherichia coli. In: Torres AG, ed. 

Pathogenic Escherichia coli in Latin America. 

Sharjah: Bentham, Science Publishers, 2010, 

65-83. 

7.Ojeda A, Prado V, Martinez J, et al. Sorbitol- 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 is

m
j.b

pu
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-0

7-
12

 ]
 

                             8 / 11

http://bpums.ac.ir/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gyles%20CL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17085726
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=C.+L.+Gyles.+Shiga+toxin-producing+Escherichia+coli%3A+An+overview.+J.+Anim.+Sci.+2007.+85%D9%8845%E2%80%9362.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Law%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10792533
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=D.+Law.Virulence+factors+of+Escherichia+coli+O157+and+other+Shiga+toxin-producing+E.+coli.+Journal+of+Applied+Microbiology+2000%2C+88%2C+729-745.
http://ismj.bpums.ac.ir/article-1-878-en.html


  PCR / 729با  E. coli O157:H7شناسايي مولكولي پاتوژن                              بخشي و همكاران                                  

 
 

http://bpums.ac.ir 

negative phenotype Enterohemorrhagic 

Escherichia coli strains of different serotypes 

and from different sources. J Clin Microbiol 

1995; 33(8): 2199-201. 

8.Noveir MR, Dogan HB, Kadir Halkman A. A 

note on Escherichia coli O157:H7 serotype in 

Turkish meat products. Meat Sci 2000; 56(4): 

331-5. 

9.Saeed AY, Ibrahim KS. Identification of 

Escherichia coli O157 in sheep and goats using 

PCR technique. IOSR-JAVS 2013; 6(2): 30-2. 

10.Tamerat N, Muktar Y, Shiferaw D. 

Application of molecular diagnostic techniques 

for the detection of E. coli O157:H7: a review. 

J Vet Sci Technol 2016; 7(362): 1-9. 

11.Puttalingamma V, Niveditha S. A review: 

detection of Escherichia coli O157:H7. Int J 

Pharm Pharm Sci Res 2014; 4(3): 49-52. 

12.Farajzadeh Sheikh A, Rostami S, Amin M, et 

al. Isolation and identification of Escherichia 

coli O157:H7 from ground beef hamburgers in 

Khuzestan Province, Iran. Afr J Microbiol Res 

2013; 7(5): 413-7. 

13.Rychlik W. OLIGO 7 Primer Analysis 

Software. In: Yuryev A, editors. PCR Primer 

Design, Totowa: Humana Press, 2007, 35-59. 

14.Nazarian S, Mousavi Gargari SL, Rasooli I, et 

al. Prevalent phenotypic and genotypic profile 

of enterotoxigenic Escherichia coli among 

Iranian children. Jpn J Infect Dis 2014; 67(2): 

78-85. 

15.Mousavi SL, Rasooli I, Nazarian S, et al. 

Simultaneous detection of Escherichia coli 

O157:H7, toxigenic Vibrio cholerae, and 

Salmonella typhimurium by multiplex PCR. 

Arch Clin Infect Dis 2009; 4(2): 97-103. 

16.Mesapogu S, Jillepalli CM, Arora DK. 

Agarose Gel Electrophoresis and 

Polyacrylamide Gel Electrophoresis: Methods 

and Principles. In: Arora DK, Das S, Sukumar 

M, editors. Analyzing microbes: Manual of 

molecular biology techniques. Berlin, 

Heidelberg: Springer Berlin Heidelberg, 2013, 

73-91. 

17.Tahamtan YE, Puorbakhsh SA, 

Shekarforoush SS. PCR detection of Escherichi 

coli O157:H7 directed from slaughtered cattle 

in Shiraz, Iran. Arch Razi Ins 2006; 61(1):1-6. 

18.Tavakoli HR, Ghorban Alizadegan M, Najafi 

A, et al. Detection of toxicogenic E.coli 

0157:H7 by PCR. Iran J Infect Dis Trop Med 

2010; 15(49): 49-53. (Persian) 

19.Adeli Z, Firoozeh F, Zibaei M, et al. 

Prevalence of Shiga toxin and Intimine genes in 

Shiga toxin-producing Escherichia coli isolated 

from urine samples in Lorestan, Iran. Feyz 

2013; 17(2): 188-94. (Persian) 

20.Kargar M, Daneshvar M, Homayoun M. 

Surveillance of Virulence Markers and 

Antibiotic Resistance of Shiga toxin Producing 

E.coli O157:H7 Strains from Meats Purchase in 

Shiraz. Iran South Med J 2011; 14 (2) :76-83 

(Persian) 

21.Hu Y, Zhang Q, Meitzler JC. Rapid and 

sensitive detection of Escherichia coli 

O157:H7 in bovine faeces by a multiplex PCR. 

J Appl Microbiol 1999; 87(6): 867-76. 

22.Fode-Vaughan KA, Maki JS, Benson JA, et al. 

Direct PCR detection of Escherichia coli O157: 

H7. Lett Appl Microbiol 2003; 37(3): 239-43. 

23.Campbell GR, Prosser J, Glover A, et al. 

Detection of Escherichia coli O157:H7 in soil 

and water using multiplex PCR. J Appl 

Microbiol 2001; 91(6): 1004-10. 

24.Fratamico PM, Strobaugh TP. Simultaneous 

detection of Salmonella spp and Escherichia 

coli O157:H7 by multiplex PCR. J Ind 

Microbiol Biot 1998; 21(3): 92-8. 

25.Matise I, Shelton M, Phillips G, et al. 

Sensitive PCR Method for Detection of 

Escherichia coli 0157:H7 and Other Shiga 

toxin-producing Bacteria in Ground Meat. 

Swine Res Rep 1997; 33: 1-6. 

26.Ayaz ND, Copuroglu G, Ormeci E, et al. 

Presence of Staphylococcus aureus and Shiga 

Toxigenic Escherichia coli O157:H7 in Raw 

Meat in Agri, Turkey Int J Enteric Pathog 2016; 

29: 1-7. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 is

m
j.b

pu
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-0

7-
12

 ]
 

                             9 / 11

http://bpums.ac.ir/
http://ismj.bpums.ac.ir/article-1-878-en.html


 6336اد و شهريور دمر/ 3/ شماره بيستمسال                                              / طب جنوب                                          726
 

http://bpums.ac.ir 

27.Fortin NY, Mulchandani A, Chen W. Use of 

Real-Time Polymerase Chain Reaction and 

Molecular Beacons for the Detection of 

Escherichia coli O157:H7. Anal Biochem 

2001; 289: 281-288. 

28.Khatami F, Heidari M, Khatami M. Rapid 

Detection of Escherichia coli O157: H7 by 

Fluorescent Amplification–Based Specific 

Hybridization (FLASH) PCR. Iran Red 

Crescent Med J 2012; 14(9): 594-8. 

29.Atabakhsh P, Amin MM, Mortazavi H, et al. 

Identification of Total and Fecal Coliforms and 

Heterotrophic to Microbiological Method and 

E. coli O157:H7 to Immunological, and Real 

Time PCR Methods in Isfahan Water Treatment 

Plant. Iran J Health & Environ 2010; 3(3): 335-

46. (Persian) 

30.Almeida C. Sousa JM, Rocha R, et al. 

Detection of Escherichia coli O157 by Peptide 

Nucleic Acid Fluorescence In Situ 

Hybridization (PNA-FISH) and Comparison to 

a Standard Culture Method. Appl Environ 

Microb 2013; 79(20): 6293-6300. 

  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 is

m
j.b

pu
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-0

7-
12

 ]
 

                            10 / 11

http://bpums.ac.ir/
http://ismj.bpums.ac.ir/article-1-878-en.html


Iran South Med J 2017; 20(3): 267-277 

 

Website: http://bpums.ac.ir 

Journal Address: http://ismj.bpums.ac.ir 

Original Article 

 

 

Identification of E. coli O157:H7 by Using 

Specific Primers for rfbE and stx2b Genes 
 

M. Bakhshi1, F. Ebrahimi 1, SH. Nazarian 1*, Y.Tarverdizade 1,  

D. Sadeghi 1 

 

1 Department of Biology, School of Basic Science, Imam Hossein University, Tehran, Iran 

 
 

(Received 7 Nov 2016 Accepted 9 Jan 2017) 

 
Abstract 

Background: E. coli O157:H7 is one of the intestinal pathogens which can cause severe lesions in the 

gastrointestinal system. These bacteria can produce toxins and are the main cause of hospital infections. 

Their detection is usually done by culture on sorbitol-MacConkey agar which is a time-consuming test. The 

aim of this study was to develop a rapid, yet accurate method to identify this bacterium using a PCR based 

technique.  

Material and Methods: rfbE and stx2b genes were selected for identification of specific E. coli O157:H7 

strain. Then amplification was performed by PCR following designing specific primers.  

Sorbitol-MacConkey agar was used to verification of growth ability of selected colonies during PCR. 

Results: By the appearance of the bonds belong to rfbE and stx2B genes on an agarose gel, the ability of 

designed primers for gene detection in samples of E .coli O157:H7 was verified. A sorbitol-MacConkey 

agar medium was used to evaluate the growing potency of colonies selected during PCR.  

Conclusion: In this study we demonstrated that we could develop a fast, accurate, and relatively comfortable 

method for detection of E. coli O157:H7 strain by using PCR technique and specific primers instead of using 

current methods. 
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