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ارزيابي همبستگي بين حضور ژن هاي توليد كننده شيگا توكسين                      
)stx1 و stx2 (  اشرشيا كليدرO157 H7 با پارامترهاي ميكروبي و شيميايي

 در شير خام
 

 2، مسعود ياورمنش1سيما انصاري

  

 سلامي، واحد قوچان دانشجوي كارشناسي ارشد، گروه علوم و صنايع غذايي، دانشگاه آزاد ا-1

  استاديار، گروه علوم و صنايع غذايي، دانشكده كشاورزي، دانشگاه فردوسي مشهد-2

)11/12/95: رشيپذ خيتار  29/07/94: افتيدر خيتار(  

  

  چكيده
پاستورزاسيون شير به منظور . دشو توليد كننده شيگا توكسين يكي از مهمترين عوامل بيماري زا در صنعت فرآورده هاي لبني محسوب مياشرشياكليباكتري 

لذا شناسايي دقيق و سريع عامل توليد كننده، مي تواند از مسموميت هاي غذايي . جلوگيري از رشد ميكروبي تاثيري بر سميت توكسين هاي توليد شده ندارد
  O157: H7 اشرشياكليدر ) stx2 و stx1(هدف از اين تحقيق ارزيابي همبستگي بين حضور ژن هاي توليدكننده شيگاتوكسين . جلوگيري كند

 نمونه شير خام از مراكز توزيع مواد لبني و گاوداري هاي سطح شهرستان مشهد به شكل 30از اينرو،.  بودباپارامترهاي ميكروبي وشيميايي درشيرخام
 از سويه هاي DNA پس از استخراج . كشت اختصاصي داده شدO157: H7اشرشياكليتصادفي جمع آوري و به منظور غربالگري و جداسازي باكتري 

نتايج كشت ميكروبي و واكنش   زنجيره اي پلي .  انجام شدstx2 و 16srRNA ،stx1 شناسايي ژن هاي جدا شده، واكنش زنجيره اي پلي مراز جهت
 هاي توكسين زاي اشرشياكليرصد  د88همچنين . بودندO157: H7اشرشياكلي درصد از نمونه هاي شيرخام حاوي 89 و 62مراز به ترتيب نشان داد كه 

بين حضور  ژن توليدكننده شيگاتوكسين ضريب همبستگي .  در هيچ باكتري مورد مشاهده نشدstx2 بودند در حاليكه ژنstx1ژنشناسايي شده حاوي 
)stx1 (دراشرشياكليO157: H7 امنه ته، ديبا  دامنه شمارش باكتري هاي مزوفيل، دامنه شمارش اشرشياكلي، دامنه اسيدpH دامنه ماده خشك بدون ،

نتيجه اين تحقيق نشان .  برآورد شد897/0 و 622/0، 724/0، 177/0، 992/0، 474/0، 174/0چربي، دامنه چربي و دامنه ضريب هدايت الكتريكي به ترتيب 
  . برخوردارندO157: H7اشرشياكلير د)stx1(شيگاتوكسين داد كه پارامترهاي شيميايي شير خام از همبستگي بالايي با حضور ژن 

  
  ، شيگا توكسين، پارامترهاي ميكروبي، پارامترهاي شيميايي O157: H7   شير خام، اشرشياكلي :كليد واژگان
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  مقدمه -1
هاي غالب در دستگاه گوارش انسان مـي         يكي از گونه   اشرشياكلي

مـي تواننـد شـكل هـاي         اشرشـياكلي    اشـكال بيمـاري زاي    . باشد
اين تنـوع بـه فاكتورهـاي       . سهال را ايجاد كند   مختلفي از بيماري ا   

خاص مهاجرت، فاكتورهاي بيماريزايي و ژن هاي بيماريزايي كـه          
در . ]1 [ ها موجود نمـي باشـد، بـستگي دارد   اشرشياكليدر ديگر 

 بيمـاري زا، وروسايتوتوكـسژنيك     اشرشـياكلي    حال حاضر، شـش   
، )ETEC (2 اشرشـياكلي ، انتروتوكسژنيك )VTEC (1اشرشياكلي

 4اشرشـياكلي ، انتروپاتوژنيـك  )EIEC (3اشرشـياكلي انترواينوسيو  
)EPEC( ــو ــياكلي، انترواگروگرتيـــ و ) EAggEC (5اشرشـــ

  .]2 [شناخته شده اند ) DAEC (6 اشرشياكليديفيوژلي ادهرنت
 يكـي از بـاكتري    O157: H7اشرشـياكلي در اين ميان، بـاكتري  

، 7ژيـك هاي بيماري زا انساني است كه سبب كوليـت هـاي همور           
 9 و لخته شدن خون در رگ هاي بدن        8سندرم كم خوني همولتيك   

 توسط مركـز كنتـرل   1982اين باكتري در سال  .]4و 3 [مي شود 
به جهت شيوع اسهال خوني شديد در       ) CDC(بيماري ها آمريكا    

پس از اين . بين مصرف كنندگان غذا در دو فست فود شناخته شد        
هـان بـراي ايـن بيمـاري        مشاهده، گزارشات زيـادي از سراسـر ج       

از آنجا كه شدت اين بيمـاري بـسيار بـالا و دوز     .]5 [ارسال شد 
                              اســــت)  ســــلول10كمتــــر از (عفــــوني آن بــــسيار كــــم 

 يكي از مهمترين عوامل بيمـاري زا   O157 H7اشرشياكلي .]6[
اين باكتري قـادر اسـت تـا دو توكـسين      .]7 [محسوب مي شود 

)stx1 (  و)stx2 (         كه در دسته ويروتوكسين ها قراردارنـد، توليـد
 را به همراه ژن هاي انتروهمـولايزين        stxاين سويه ژن هاي     . كند

)hly (   و انتيمين)eae (          در خود جاي داده است كه بـسيار بـراي
گاوهـا بزرگتـرين مخـزن     .]8 [سـلامت انـسان خطرنـاك اسـت     

                                                            
1. VerocytotoxigenicE. coli 
2. EnterotoxigenicE. coli 
3. EnteroinvasiveE. coli 
4. EnteroinvasiveE. coli 
5. EnteroaggregativeE. coli 
6. Diffusely adherent E. coli 
7. Haemmorhagic Colitis 
8. HaemolyticUraemic Syndrome 
9. Thrombotic Thrombocytopenic Purpura 

ند و گوشـت و  شو محسوب مي O157: H7 اشرشياكليباكتري
 .]9 [شير آن ها منبع مناسبي جهت آلودسـازي انـسان مـي باشـند    

  درصد از شـيوع    52 گزارش كردند كه     1997پژوهشگران در سال    
                مربوط بـه محـصولات گـاو مـي باشـد      O157: H7اشرشياكلي

اگرچه پاستوريزه كردن شير سبب از بين رفتن اين بـاكتري            .]10[
اده از شـير غيرپاسـتوريزه توسـط بعــضي از    مـي گـردد امـا اســتف   

هرچند كه زمـان مانـدگاري      . مشتريان سبب بيماري آنها مي گردد     
 305شير بسيار كوتاه است اما طول دوره شير دهي براي يك گاو             

 305توانـد   روز مي باشد، در نتيجه يك گاو به عنوان مخـزن مـي            
 كرمانـشاه  در بررسي شير خام در .]11 [روز شير آلوده توليد كند 

ــه  ــد ك ــزارش كردن ــاي 25/8گ ــه ه ــياكلي درصــد از نمون  اشرش
تـا بـه امـروز      .  منفـي بودنـد    stx مثبت و    eaeAجداسازي شده،   

، كـشت   )الايـزا (روش هاي مختلفي از قبيل آزمايش هاي ايمنـي          
سلولي و واكنش زنجيره اي پلمراز جهت شناسـايي ايـن بـاكتري             

لعـه جداسـازي و   هـدف از ايـن مطا    .]12 [پيشنهاد شـده اسـت  
  در نمونـه  O157: H7 بيمـاريزاي   اشرشـياكلي شناسايي باكتري

هاي شير بـا اسـتفاده از واكـنش زنجيـره اي پليمـراز و همچنـين             
به عنوان توكسين هاي اصلي     stx2 و   stx1ارزيابي حضور دو ژن     

همچنــين همبــستگي احتمــالي بــين حــضور ايــن ژن هــا و . بــود
در شير خام مـورد ارزيـابي قـرار         پارامترهاي ميكروبي و شيميايي     

  .گرفت
  

   مواد و روشها-2
  جمع آوري و آماده سازي نمونه

 نمونه شيرخام از گاوداري هاي سطح شهرستان مشهد 30تعداد 
تمامي نمونه ها با حفظ . به شكل تصادفي جمع آوري گرديد

زنجيره سرما به آزمايشگاه منتقل گرديد و به سرعت جهت 
 مولكولي اسايي اشرشياكلي و آزمون هايشمارش ميكروبي  و شن

  .استفاده شد
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  كشت ميكروبي
دماي نمونه هاي شير به دماي محيط رسانده شدو به خوبي 

 ميلي ليتر 225 ميلي ليتر از هر نمونه به 25. مخلوط شدند
TSB10) 11 ميلي گرم در ليتر نووبيوسين20حاوي )مرك، آلمان 

 ساعت 24مدت  درجه سانتيگراد به 37منتقل و در دماي 
سپس نمونه ها به محيط كشت جامد مك . گرمخانه گذاري  شد

و تلوريت )  ميلي گرم بر ليتر05/0(حاوي سفكسيم 12كانكي
 درجه 37انتقال و در دماي )  ميلي گرم بر ليتر5/2(پتاسيم 

پنج كلوني با .  ساعت گرمخانه گذاري شد24سانتيگراد به مدت 
اشته شده و به محيط كشت رنگ سبز جلا دار از هر پليت برد

EMB13 24 درجه سانتيگراد به مدت 37 منتقل شد و در دماي 
از باكتري هاي رشد كرده بر روي . ساعت گرمخانه گذاري  شد

اين محيط جهت شمارش ميكروبي و آزمون هاي ملكولي استفاده 
  .]11 [شد

  آزمون هاي شيميايي
چربي و  و اسيديته، درصد pHبه منظور برآورد پارامترهاي 

 ملي ايران به شماره يدرصد ماده خشك به ترتيب از استانداردها
 استفاده شد همچنين ضريب رسانايي با 637 و 366، 2852

براساس واحد ) Metrom( متر  pHاستفاده از دستگاه 
اين آزمون ها با سه تكرار براي . ميكروزيمنس اندازه گيري شد

  . هر نمونه انجام شد

 DNAاستخراج 

 ماكروليتر آب استريل حل و 100 مشكوك در يباكتري هاكلني 
سپس اين محلول به . دقيقه جوشانيده گرديد10سپس به مدت 

كروليتر از ي م2. فيوژ شدي سانترrpm6000 دقيقه در 5مدت 
                   استفاده شدPCRمحلول رويي براي استفاده در واكنش 

اده از دستگاه  با استفDNAغلظت محصول استخراج  .]12 [

                                                            
10. Tryticase soy broth 
11. Novobiocin 
12. MacConkey 
13. Eosinmethylen blue agar 

مورد ارزيابي قرار ) ND2000-Thermo, USA(نانودراپ 
  .گرفت

  واكنش زنجيره اي پلي مراز
از آغازگرهاي اشرشياكلي به منظور شناسايي مولكولي گونه 

براي [13]گزارش شده ) شركت ماكروژن كره جنوبي(اختصاصي
همچنين به منظور شناسايي ژن .  استفاده شد16srRNAژن 

دو اشرشياكلي در باكتري ) stx1,stx2( كننده توكسين هاي توليد
 ويژگي هاي توالي نوكلوتيدي 1جدول . جفت پرايمر انتخاب شد

بررسي .آغازگرهاي استفاده شده در اين تحقيق را نشان مي دهد
 Primerهمولوژي و نحوه اتصال پرايمرها با استفاده از نرم افزار 

Primer 5 و همچنين بانك جهاني ژن )NCBI (هر . انجام شد
 مجهول، به همراه DNAكروليتراز ي م1از تركيب PCRواكنش 

كروليتر آب مقطر ي م5/10كروليتر پرايمر اختصاصي و ي م1
آمپليكون،  (PCRكروليتر مخلوط كيت ي م5/12استريل به همراه 

برنامه حرارتي جهت تكثير قطعات هدف در . انجام شد) دانمارك
و stx1براي ژن ) ، آلمانT-Personal( دستگاه ترموسايكر

stx2 با روشTouch downواسرشت سازي  :به شكل زير بود
 دقيقه در 1 و بسط  C˚53  ثانيه در 40، اتصال C˚95 ثانيه در 30
C˚72 ك درجه كاهش در دماي اتصال تا يسيكل   ، در هر سه

 دقيقه در 5ك مرحله بسط نهايي به مدت ي انجام و C˚ 43 دماي 
C˚72 16به منظور تكثير ژن . داده شد قرارsrRNA از برنامه 

 ثانيه در 40، اتصال C˚95 ثانيه در 30واسرشت سازي دمايي 
C˚54  دقيقه  در 5 و بسط نهاييC˚72 سيكل 30در تعداد 

 درصد برده شد 2 بر روي ژل آگارز PCRمحصول . استفاده شد
ر مارك. رين صورت گرفتگو رنگ آميزي آن با استفاده از سايبر
) ترمو، آمريكا ((+)M100مورد استفاده در الكتروفورز ماركر 

ا دو طرفه و يك طرفه ي به منظور خوانش PCRمحصولات . بود
  .ارسال گرديد) كره جنوبي(تاييد نهايي به شركت ماكروژن 
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Table 1 Characterization of primers sequence 

source primer sequence of nucleotides 
target fragment 

length (bp) 
the name of the 

target 
gene primer 

CTGGAAGAGGCTAGCCTGGACGAG 16srRNA-F 
[13] 

AAAATCGGCACCGGTGGAGCGATC 
366 

16srRNA-R 
16srRNA 

CAGTTAATGTGGTGGCGAAG stx1F 
[14] 

CTGTCACAGTAACAAACCGT 
516 

stx1R 
stx1 

TTCTTCGGTATCCTATTCCC stx2F 
[14] 

ATGCATCTCTGGTCATTGTA 
482 

stx2R 
stx2 

  
  ارزيابي همبستگي

به منظور برآوردضريب رگرسيون بين حضور ژن هاي مولد 
شيگاتوكسين با پارامترهاي ميكروبي و شيميايي از نرم افزار 

MiniTab هدف از بررسي همبستگي .  استفاده شد14 نسخه
كه در . است Yو وابستهX مطالعه رابطه بين متغيرهاي مستقل 

 ي هاي مزوفيل، دامنه شمارشدامنه شمارش باكتر (Xاين مطالعه 
، دامنه ماده خشك بدون pHته، دامنه ي، دامنه اسيداشرشياكلي

 Yو ) ضريب هدايت الكتريكي چربي، دامنه چربي و دامنه
  .بودند) STX2 و STX1توكسين هاي (
  

  و بحث  نتايج-3
بررسي نتايج ميكروبي نشان داد كه تمامي نمونه هاي 

.  آلوده بودندO157 H7لي اشرشياكبه باكتري% 100شيرخام
 25 نشان داد كه 16srRNA براي ژن PCRنتايج محصول 

 بوده اشرشياكلي درصد از شيرهاي خام حاوي 3/83نمونه يا 
 جفت بازي بر روي ژل آگارز 366حضور قطعه ). 1شكل (است 

 درصد و همچنين بررسي نتيجه توالي يابي براي قطعه 2
16srRNAدر بخشي عظيمي . نمود، تكثير قطعه هدف را تاييد

 اشرشياكلي از پژوهش هاي انجام شده، به منظور شناسايي 

O157 H:7 16 مولد اسهال و استفراغ،از ژنsrRNA استفاده
 .]16 [شده است 

 
 
 

  شناسايي ژن هاي شيگاتوكسين
 516حضور باند  stx1 براي ژن PCR بررسي محصولات 

 80). 2شكل ( درصد نشان داد2جفت بازي را بر روي ژل آگارز 
 stx1نمونه هاي شيرخام به شيگاتوكسين )  نمونه24(درصد 
نتايج توالي يابي ژن هدف تكثير اختصاصي قطعه  . بودند آلوده

 به منظور PCRبررسي محصولات . هدف را تاييد نمود
. ، هيچ باند اختصاصي را بر روي ژل نشان ندادstx2تكثيرژن

اده شده در اين مطالعه محققان با استفاده از پرايمرهاي استف
 را كه اصلي ترين عامل توكسين زايي در stx2توانسته بودند ژن 

 .]14 [ شناخته مي شود، تكثير كنند O157 H:7اشرشياكلي 
Stx2  توكسين چند متغييره محسوب مي شود )Stx2, Stx2c, 

Stx2d, Stx2e و Stx2f .( انواعStx2 داراي توالي نوكلوتيدي 
ديكي است اما داراي ويژگي هاي آنتي ژني و بسيار مشابه و نز

 هاي مختلف، Stx2در ميان  .]17 [بيولوژي متفاوتي هستند
Stx2 و Stx2c داراي فراواني بيشتري در سويه هاي استفراغ زا 
 از بيماراني كه معمولا Stx2dسويه هاي توليد كننده . هستند

 Stx2f و Stx2e .]18 [اسهال جزيي دارند جدا شده است
 حيوانات توليد شده و در يمولا توسط سويه هاي آلوده كنندهمع

) اسهال خوني (STEC در Stx2e. انسان بسيار كمياب هستند
 Stx2fمشاهده شده و هامل بيماري اودما در خوك مي باشد و 

لذا به  .]15 [ پرندگان مرتبط دانسته شده است STECبا بيماري 
 جدا شده در O157: H7اشرشياكلينظر مي  رسد سويه هاي 

نبوده است و به منظور ) stx2(اين مطالعه از گونه استفراغ زا 
شناخت بهتر اين جدايه ها، مي توان با طراحي آغازگرهاي 

 .  به شناسايي آنها پرداختstx2اختصاصي براي ديگر متغييرهاي 
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Fig 1 PCR products electrophoresis of 16srRNA on 
agarose gel (2%). S1-S10 unknown samples, S11 

DNA marker +100 
 

  
Fig 2 PCR products electrophoresis of stx1 gen on 

agarose gel (2%). S1-S6 & S8-S10 PCR product for 
stx1 gen, S7 DNA marker +100 

  
همبستگي پارامترهاي ميكروبي و شيميايي با ژن 

  هاي عامل توليد شيگا توكسين ها
گي بين باكتري هاي مزوفيل و حضور اشرشياكلي ضريب همبست
O157: H7 و توليد شيگاتوكسين stx1 ،174/0 برآورد شد كه 

نشان دهنده اثر همبستگي مثبت حضور باكتري هاي مزوفيل با 
هرچند كه در غلظت هاي بالاي باكتري . آلودگي شير مي باشد

 O157: H7اشرشياكلي  )Cfu/ml log8 -5/7(هاي مزوفيل 
به ). 2جدول (بود ) log Cfu/ml03/0(داقل مقدار خود در ح

رسد با افزايش جمعيت باكتري هاي مزوفيل، باكتري نظر مي
 توان رقابت خود را براي حضور در شير O157 H7اشرشياكلي

در بررسي نتايج همبستگي پارامترهاي . از دست مي دهد
ته، يامنه اسيد با دstx1شيميايي، ضريب همبستگي حضور ژن 

، دامنه ماده خشك بدون چربي، دامنه چربي و دامنه pHدامنه 
، 992/0ضريب هدايت الكتريكي يا قابليت رسانايي به ترتيب 

 و 14- 5/14دامنه .  برآورد شد897/0 و 622/0، 724/0، 177/0
 :O157اشرشياكلي بهترين دامنه اسيدي به منظوررشد 16-5/15

H7 ضريب همبستگي . )3جدول ( و توليد شيگا توكسين ها بود
 و دامنه اسيدي نشان دهنده حساسيت stx1بالاي بين حضور ژن 

 به رشد در محيط اسيدي O157: H7اشرشياكليبالاي باكتري 
هرچند كه گزارش ها نشان مي دهد كه اين ). 3جدول (است 

 اسيدي براي چندين هفته زنده باقي pHباكتري قادر است در 
ند اثر تنش اسيدي سبب افزايش گزارشات نشان داد .]19 [بماند 

 نسبت به اسيدهاي O157: H7حساسيت تحمل اشرشياكلي 
نتايج بدست آمده از برآورد ضريب . [20]چرب مي شود 

 نيز نشان داد كه stx1 با توليد شيگا توكسين pHهمبستگي 
 قادر به رشد در محيط اسيدي O157 H7اشرشياكليباكتري 

 و O157 H7اشرشياكليري  جهت رشد باكتpHنبوده و بهترين 
جدول ( بود 75/6-8/6 و stx1 ،75/6-7/6توليد شيگاتوكسين 

بطوريكه ساير تحقيقات مبني بر .   )177/0ضريب همبستگي ) (4
 بر روي رشد باكتري نشان داده است pHاثر اسيدهاي چرب و 

كاپريك، لوريك، (ك از اسيدهاي چرب يكه هيچ 
 اثر ممانعت pH=7در ) نولينكپالماتيك،اولئيك، لينولئيك و لي

ضريب همبستگي ]. 20[كنندگي رشد بر روي باكتري نداشته اند 
 نشان داد كه stx1، ماده خشك با توليد شيگا توكسين 724/0

 و O157: H7اشرشياكليافزايش ماده خشك سبب رشد بهتر 
بهترين دامنه چربي ). 5جدول (توليد بيشتر شيگاتوكسين مي شود 

 و توليد شيگا O157: H7اشرشياكليي جهت رشد باكتر
) 6جدول ( برآورد شد 4/3-6/3 و stx1،4/3-2/3توكسين 

ضريب همبستگي دامنه قابليت ). 622/0ضريب همبستگي (
 و توليد شيگا توكسين O157: H7 اشرشياكليبا رشد14رسانايي

stx1 ،897/0 برآورد شد و بهترين دامنه جهت رشد باكتري 
 و stx1 ،2/4 -4وليد شيگا توكسين  و تO157: H7اشرشياكلي

لذا همبستگي بالا بين حضور اسيدهاي ). 7جدول ( بود 5-8/4
چرب با رشد باكتري و توليد شيگاتوكسين را  قابل توجيه مي 

 . باشد

                                                            
14. conductivity 
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Table 2 Correlation among mesophilic bacteria counts with E.coli and shiga toxin presence   

STX2 Gene STX1 Gene E. coli 
range of mesophilic 

bacteria counts 
)cfu/ml(log 

٠ 0.03 0.03 4-4.5 
٠ 0.06 0.06 4.5-5 
٠ 0.03 0.06 5-5.5 
0 0.13 0.13 5.5-6 
٠ 0.16 0.23 6-6.5 
٠ 0.1 0.2 6.5-7 
٠ 0.23 0.23 7-7.5 
٠ 0.03 0.03 7.5-8 

Correlation coefficient   0.174 

Covariance   0.00299857 

Table 3 Correlation among Acidity range with E. coli and shiga toxin presence  
   

            
      
  
  
  
  
  
  
  
  
  

Table 4 Correlation among pH range with E.coli and shiga toxin presence 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

acidity range E. coli STX1 Gene           STX2 Gene           

13.5-14 0.03 ٠ ٠ 
14-14.5 0.3 0.26 ٠ 
14.5-15 0.16 0.13 ٠ 

15-15.5 0.13 0.1 ٠ 
15.5-16 0.26 0.2 ٠ 
16-16.5 0.03 0.03 ٠ 
16.5-17 0.03 0.03 ٠ 
17-17.5 ٠ ٠ ٠ 
17.5-18 0.03 0.03 ٠ 

0.922   Correlation coefficient 
0.01030417   Covariance 

pH  range E.coli Gene STX1 STX2Gene 

6.4-6.45 0.03 0.03 0 

6.45-6.5 0 0 0 

6.5-6.55 0 0 0 

6.55-6.6 0 0 0 

6.6-6.65 0.06 0.03 0 

6.65-6.7 0.16 0.13 0 

6.7-6.75 0.2 0.33 0 

6.75-6.8 0.5 0.23 0 

6.8-6.85 0.03 0.03 0 

0.177   Correlation coefficient 
0.0150583   Covariance   
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Table 5 Correlation among solid–not-fat range with E.coli and shiga toxin presence  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Table 6 Correlation among fat range with E.coli and shiga toxin presence  
 

 
  
  
  
  
  
  
  
 
 
  

  نتيجه گيري -4
بررسي ها نشان داده است كه هر نمونه شير با توجه به تركيبات 
موجود، مي تواند شرايط مختلفي را براي رشد 

از اينرو، با بررسي  .]21 [ فراهم كند O157: H7اشرشياكلي
پارامترهاي فيزيكوشيميايي نمونه ها مي توان تا حدي به يك 

ها توسط باكتري تخمين مناسب براي رشد و توليد توكسين 
نتايج اين تحقيق نشان داد .  دست يافتO157 H:7اشرشياكلي

كه بعضي از پارامترهاي فيزيكو شيميايي مورد آزمون، از 
  .  برخوردار مي باشندstx1همبستگي بالايي با توليد شيگاتوكسين 
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One of the most important Shiga toxin-producer in dairy product is Escherichia coli O157. Milk 
pasteurization has not any effect on toxicity of the shigatoxin; it’s just preventing of microbial growth. 
Therefore, rapid and accurate detection of E.coli O157 can help to prevent food poisoning. The aim of 
this study was to evaluate the correlation between the presence of Shiga toxin-producing genes (stx1 and 
stx2) with microbial and chemical parameters in raw milk. 30 samples of raw milk randomly were 
collected from dairy product distributors of Mashhad. Isolation of E. coli O157 H7 was done by specific 
culture. After DNA extraction, of 16s rRNA, stx1 and stx2 gene was screened by Polymerase Chain 
Reaction (PCR). The specific culture and PCR results showed that 62% and 89% of samples were 
contaminated by E. coli O157 H7, respectively. Also, Stx1 gene was detected in 88% of shiga toxin E.coli 
and Stx2 gene was not present in any of the isolates tested in this study. The correlation between the 
presences of Shiga toxin-producing gene (Stx1) with mesophilic bacteria enumeration, enumeration of E. 
coli, acidity, pH, Non-fat dry matter, fat content and domain of electro condactivity was estimated 0/174, 
0/474, 0/992, 0.177, 0/724, 0/622 and 0/897, respectively. Our findings indicated that there is high 
correlation between chemical parameters of raw milk with the presence of shigatoxin genes in E. coli 
O157 H7. 
 
Keywords: Raw milk, E. coli O157 H7, Shiga toxin, Microbial Parameters, Chemical Parameters  
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