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شماره1
خليلىوهمكاران-مجلهدامپزشكيوآزمايشگاه،دوره3، پذيرش: 1389/8/8 1389/2/25 دريافت:

تعيين فراوانى باكتري هاى وروتوكسيژنيك  اشريشياكلى در مدفوع گاو در
شهر كرمان

م.1. محمدآبادى، ، م.3 افضلى، ، ش.2 منصورى، م.*1و2، خليلى،

خلاصه
(STEC) (وروتوكسيژنيك) در سال هاي اخير به عنوان مهمترين گروه از پاتوژن هاي  شيگا مشابه توكسين توليدكنندة اشريشياكلي
گاو است كه از اين طريق سبب آلوده شدن مواد  رودة طبيعت، در ها باكتري اين جايگاه ترين اصلي است. شده مطرح غذايي مواد
و اختصاصى كشت روش با STEC و تشخيص فراوانى سويه هاى جداسازى مطالعه اين انجام از هدف شود. مي گاو منشاء با غذايى

multiplex PCR در مدفوع گاوهاى شهر كرمان بود.
محيط در  سازي  غني  از  پس  و  شد آوري جمع كرمان كشتارگاه از گاو مدفوع نمونه 142 تعداد مطالعه  اين  در 

روش  با   stx1,2 بيماريزايي  هاي  ژن  نظر  از  اشريشياكلى  هاى  جدايه   mTSB (modified Tripticase Soy Broth)
M ارزيابي شدند. –PCR

O157 E. coli (0/7%) غير توكسيژنيك  جدايه يك و stx2 حامل ژن STEC O157 (0/7%) جدايه يك فوق هاي آزمايش انجام با
۵ ،m-TSB بر روي تمامي مدفوع غني شده در محيط d M –PCR از نمونه هاي مدفوع گاو جدا شد؛ همچنين با انجام روش

نمونه STEC non – O157 (3/5%)  تشخيص داده شد.
 O157 وروتوكسيژنيك نسبت به سروتيپ O157 غير هاي سروتيپ بررسي، مورد جغرافيايي ناحية در كه دهد مي نشان مطالعه اين نتايج
وروتوكسيژنيك غالب تر است. بنابراين جهت شناسايي سويه هاي وروتوكسيژنيك در اين منطقه، روش هاي باكتريولوژيك كه تنها
و براي شناسايي سويه  نبوده كافي O157 است، براي تشخيص سروتييپ O157 اساس آنها تكيه بر خصوصيات بيوشيميايي سروتيپ

هاي وروتوكسيژنيك به روش هاي مولكولي مانند M–PCR نياز است.
واژه هاي كليدي: اشريشيا كولى، M-PCR، مدفوع گاو، STEC، كرمان. 
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سويه هاي اشريشياكلي انتروهموراژيك شايعترين سويه هاي عامل
بيماري در كشورهاي توسعه يافته هستند. تخمين زده مي شود كه 
تقريباً 100 مورد  و عفونت صدهزار از بيش عامل ها باكتري اين
مرگ ومير در ايالات متحده هستند. شدت بيماري هاي ايجاد شده
توسط EHEC از فرم ملايم (اسهال ساده) تا كوليت هموراژيك 
و يا بدون  پايين تب و خوني اسهال شديد، شكمي درد همراه به
و علت بيشتر موارد بيماري در انسان در ايالات است، متغير تب
و همكاران، 1998). Murray) است O157:H7 متحده سروتيپ

اين سروتيپ از سال 1982 به عنوان عضو جديد گروه اشريشياكلى 
هاي مولد اسهال خوني اضافه گرديد (حقيقى، 1383). اشرشياكولي 
هاي وروتوكسيژنيك دو نوع وروتوكسينstx1&2 توليد مي كنند 
كه باعث توقف سنتز پروتئين در سلول ميزبان مي شوند. وژن هاي 
مربوط به اين وروتوكسين ها توسط باكتريوفاژهاي لامبدا كد مي 

(Murray و همكاران، 1998). شوند
 E. coli O157:H7 هيچ گونه طبيعت مورفولوژيك اختصاصي كه
يا ديگر سروتيپ هاي EHEC را از فلور نرمال روده اي كشت 
داده شده در محيط جامد متمايز كند، وجود ندارد، ليكن سروتيپ 
و توليدكنندة  سوربيتول كنندة تخمير E. coli O157:H7 هاي
،Law). جداسازي  2000) است شده ديده نيز گلوكورونيداز بتا
و تشخيص VTEC O157 در آزمايشگاه براساس عدم توانايي
اثبات و  ويژه آنتيسرم با واكنش سوربيتول، تخمير در باكتري
يك يا هر دو ژن توليدكنندة توكسين stx امكان پذير است، ولى

تشخيص  و  جداسازي سوربيتول، تخميركنندة هاي سروتيپ در
اسيدنوكلئيك تكثير  يا  توكسين  توليد  بررسي  با  و  است مشكلتر
،Lanser). به 2004) گيرد مي صورت حدت فاكتورهاي براي
VTEC طور كلي تشخيص آزمايشگاهي عفونت هاي ناشي از
2- آزمايش نشان  1- كشت مدفوع. با سه روش انجام مي گيرد:
3- تعيين عيار آنتي بادي هاي  دادن وروتوكسين در صافي مدفوع.

خنثي كنندة وروتوكسين (حقيقى، 1383).
و  STEC O157 هاي  باكترى  اصلي  منبع 
و  سالم گاوهاي گوارش دستگاه ،STEC non O157

مثل  حيواناتي  است.  بز  و  گوسفند مثل نشخواركنندگان ديگر
توانند مي  نيز گربه و سگ پرنده، خرگوش، اسب، گوزن،

به  EHEC O157:H7 اين سروتيپ شوند. شيوع انتقال  باعث 
و يا آلودة تهيه شده از گاو  نشده پخته غذايي محصولات مصرف
بستگي دارد. منابع ديگر آلودگى شامل آب سيب پاستوريزه نشده
و يا آب شنا)، سبزيجات، ميوه  آشاميدني (آب آلوده آب آلوده، يا و
ها، سس مايونز، ماست، شير آلوده، گوشت گوزن، گوشت خوك،
و سوسيس است. علاوه  كالباس آلوده، حساس و اسيدي غذاهاي
و يا انسان نيز در اين آلودگي بي حيوان با شخص تماس اين بر

(Indira و همكاران، 1998). تأثير نمي باشد
به  نظر  و  وروتوكسينوژنيك هاي اشرشياكلي اهميت  به  توجه  با 
ما  اين مطالعه هدف  باكتري است، در  اين كه گاو مخزن اصلي 
و شناسايي ژن  تشخيص سويه هاي وروتوكسيژنيك اشريشياكلي
سروتيپ  شناسايى  و  جداشده هاى سويه در اصلي حدت هاي
O157 در نمونه هاى مدفوعى گاو در شهر كرمان است كه هم به

روش كشت و هم به روش PCR صورت مي گيرد.

روش كار:
و  زمستان اوائل در كرمان كشتارگاه از گاو مدفوع نمونه جمعاً 142

اواسط بهار1386-1385 جمع آوري شد.
نمونه  از  گرم  يك  گاو:  مدفوع  از   O157 كلي  اشريشيا  جداسازي 
مدفوع قرار داده شده در دماي اتاق را وزن كرده، در cc9 محيط 
24 ساعت، در  مدت و سفكسيم به وانكومايسين حاوي mTSB
 mTSB 37 كشت داديم. سپس اين نمونه ها را از محيط Co

برداشته، به صورت خطي در محيط كروم آگار O157 كشت داده
بررسي  تا  گذاشتيم،   37 Co در ساعت 24 مدت به  و  شده
باكتري و خالص  تك كلوني روي نظر مورد هاى آزمايش و ها
اشرشياكلي سروتيپ به  و مشكوك  رنگ ارغواني تا صورتي كه
صورتي رنگ براي بررسي هاي كلوني شود. انجام است، O157

حاوي  آگار  رد  فنل  پاية  محيط  در  سوربيتول  قند  تخمير  توانايي 
 ،Dodd ،1998 Bettelheim) شدند داده كشت سوربيتول قند
به مشكوك  كه  مضرّس  و درشت بيرنگ، هاي كلوني .(2003

بررسي  اشريشياكلي  شناسايي  نظر  از  بودند   O157 سروتيپ 
اوره  سيترات،  سيمون  هاي  محيط  از  منظور  اين  براي  شدند. 
استفاده آگار  كانكي  مك  و  TSI، MR-VP، SIM براث، 
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را سوربيتول  كه  هايي  باكتري  تمامي   .(Indira) ، 1998 شد
و به عنوان اشريشياكلي شناخته شده بودند، جهت نكرده تخمير
مونوكلونال  O157 ضد  سرم  آنتي  با   O157 سروتيپ  بررسي 
(O157 ضد  اسپسيفيك  مونو  مونوكلونال  بادى  (آنتى  اختصاصى 

(شركت مست انگليس) مخلوط شده، آگلوتيناسيون آنها را بررسي 
و آگلوتيناسيون  شده تهيه O157 شد. براي اين منظور از آنتي سرم
با روش ذكر شده در بروشور مربوط انجام شد. در مراحل بعد روي 
 mTSB محيط  در  شده  داده  كشت  مدفوع  هاي  نمونه  تمامي 
 O157 هاي  كلوني  همچنين  و  سفكسيم و وانكومايسين حاوي

،stx2, stx1 ژنهاي شناسايي  براي  آنتي سرم  با  شناسايي شده 

M-PCR انجام شد.
:PCR روش

استخراج  براى  جوشاندن  روش  از  نوكلئيك:  اسيد  استخراج 
سوسپانسيون  دقيقه   10 مدت به  شد.  استفاده  نوكلئيك  اسيد 
در  سانتريفيوژ  سپس  گرفت.  قرار  درجه   100 دماى  در  باكتريايى 
ميكروليتر   10 رويى مايع  از  و  انجام دقيقه 10 مدت به  دور   14000
شد. افزوده   master mix به  DNA templet عنوان به 

توالى پرايمرهاى استفاده شده در اين مطالعه در جدول زير آمده است 
(Holland و همكاران، 2000).

شماره1
خليلىوهمكاران-مجلهدامپزشكيوآزمايشگاه،دوره3،

PCR جدول 1. توالى پرايمرهاى به كار رفته در مطالعه و اندازه محصول

: PCR روش انجام
Taqبه ميزان 2 واحد، dNTPS(10ميلى  آنزيم نمونه هر براي
(غلظت ميكروليتر   1 ميزان  به  پرايمرها  ميكروليتر،   0/2 مولار) 
ميكروليتر،   2/5 ميزان  به   10 X بافر ميكرومولار)،   0/5 نهايى 
و سرانجام حجم  ميكروليتر (50 ميلى مولار) 1/5 منيزيوم كلرايد
15 ميكروليتر رسانده شد. سپس10 ميكروليتر نهايى با آب مقطر به
DNA به Master Mix اضافه گرديد. در نهايت نمونه هاي 
انتقال   MJ Thermal Cycler دستگاه  داخل به حاصل

يافتند تا فرايندPCR  انجام شود.
سلسيوس  درجه   95 در دناتوراسيون  پيش  شامل:   PCR برنامه 
درجه   94 در دناتوراسيون شامل،  سيكل   35 دقيقه،  3 مدت  به 
به  درجه  در72  وگستردگى دقيقه 1 درجه  62 اتصال دقيقه،   1
در  نهايى  گستردگى  مرحله  يك  سرانجام  و  بود ثانيه 90 مدت
محصولات نهايت  در  شد.  انجام  دقيقه   7 مدت  به  درجه   72
كنترل و  (۴۳۸۹۵  :ATCC) مثبت هاى كنترل با همراه
(NTC) روى ژل آگاروز حاوى اتيديوم برمايد برده شدند. منفى

نتايج:
و آگلوتيناسيون: از 142 نمونه مدفوع گاو غني شده در  كشت نتايج
،O157 نمونه با كشت در محيط كروم آگار mTSB، 94 محيط

تشكيل كلوني صورتي تا ارغواني دادند كه احتمال وجود سروتيپ 
80 نمونه با  از اين94 نمونه، و  داشت وجود موارد اين در O157

از  و  گرديد جدا باكتريولوژيك به عنوان اشريشياكلى روش هاى 
11 نمونه با انجام تست هاي بيوشيميايي به عنوان  80 نمونه اين
11 E.coli غيرتخميركننده سوربيتول شناخته شدند، كه از اين

سرم  آنتي  از  استفاده  با  آگلوتيناسيون  تست  انجام  از  پس  نمونه 
عنوان به  مورد   9 و  O157 E.coli عنوان  به  مورد   O157، 2

non- O157 E.coli شناسايي شد.

 :PCRنتايج انجام
 E. coli نمونه دو روي در Multiplex-PCR با انجام آزمون
 O157 تأييد شده با روش آگلوتيناسيون يك مورد به عنوان O157

 O157 E.coliعنوان به  مورد  يك   stx2 ژن  حامل   VTEC
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غير توكسينوژن شناخته شد. همچنين بر روي تمامي نمونه هاي
روش   mTSB محيط  در  شده  غني  نمونه)  گاو(142  مدفوع 
 (3/5%) نمونه 5 Multiplex-PCR انجام شد كه از اين تعداد

هاي  ژن  حامل  نمونه  (دو   VTEC non – O157 عنوان  به 
شد(شكل  شناسايي (stx1 هاي  ژن  حامل  نمونه  سه  و  stx1,2
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(ATCC:43895) مثبت كنترل C+، bp ماركر100  ; L. dM-PCRبر روي محصولات انجام شده  الكتروفورز  شكل1. 

.60 ،S: نمونه مثبت مدفوع گاو با كد شماره (NTC) منفي ;كنترل

بحث:
VTEC O157:H7 شامل  هاى معمول براي تشخيص روش
محيط روي  سوربيتول  تخمير  قدرت  فاقد  هاي  كلوني  رشد 
و  گلوكورونيداز فعاليت بررسي و آگار كانكي مك سوربيتول
هرحال به  است.   H7 و O157 هاي  سرم  آنتي  با  آگلوتيناسيون 

و  سوربيتول تخمير خصوصيات فاقد O157 غير  هاي  سروتيپ 
تشخيص  در  را  مشكلاتى  كه  هستند  نيز  گلوكورونيداز  فعاليت 
از سوش  تعداد كمي  تواند  تنها مي  يعني كشت  ايجاد مي كنند. 
نيست  قادر  و  دهد تشخيص را اشرشياكلي وروتوكسيژنيك هاي
دهد؛ تشخيص  را  وروتوكسيژنيك   O157 غير  هاي  سروتيپ 
تكنيك  از   O157 غير  هاي  سروتيپ  تشخيص  براي  بنابراين 
كنند  مي  استفاده  سيتوتوكسيسيتي  يا  و  PCR مثل  ديگر  هاي 
و  سريع روش ،PCR روش   .(1998 همكاران،  و  Murray)
عوامل از  طيفي  مولكولي  پايه  بر  تشخيص  براي  اطميناني  قابل 
در كشت  ها  ميكروارگانيزم  تشخيص  در  روش  اين  بيماريزاست. 
كلينيكي  نمونه هاي  از  به طور مستقيم  و  بافتى ميكروبي، هاي
را  PCR روش   .(2000 همكاران،  و  Holland) دارد كاربرد
و stx2 در كشت هاي مدفوع انسان stx1 براي تكثير ژن هاي

تشخيص  براي  را   multiplex-PCR توانايي  نيز  دادند  شرح 
و hlyA توضيح دادند. اين روش  eae ،stx1 ،stx2 ژنهاي
به هرحال نتوانست با نمونه هاي مدفوع تست شود، چون پرايمرها 
براي هر سكانس ژن هدف، حساسيت هاي مختلفي را نشان داد 
وسيله  به   stx2 از  را   stx1 نبود،  قادر   stx ژن  پرايمرهاي  و 
و همكاران، Fagon) دهد تشخيص آگارز، ژل روي الكتروفورز

.(1999
شيوع  از  جلوگيري  براي   STEC هاي  عفونت  سريع  تشخيص 
هاي  آزمايشگاه  در  ولي  است؛  مهم  بيماري  كنترل  و  فراوان
تشخيص طبي روش هاي كشت به كار مي رود. به طور كلي وسعت
مخصوصاً براي  جديدي هاي تكنيك به STEC غربالگري براي
 non-O157 و O157 تشخيص اپيدميولوژي بهتر سروتيپ هاي

(Cagneya و همكاران، 2004). نياز خواهد داشت
سوربيتول،  قند  تخمير  عدم  خصوصيت  از  مطالعه  اين  در 
و  O157  – آگار كلوني صورتي رنگ روي محيط كروم  تشكيل 
باكتري-هاي  ژنوتايپينگ  و  جداسازي براي M-PCR روش 
و روتوكسيژنيك از مدفوع گاو در شهر كرمان O157 اشرشياكلي
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استفاده كرديم.
نمونه گيري از ركتوم گاو انجام شد. چون نمونه هاي ركتوم كمتر 
براساس  شوند  مي  آلوده  محيط  در  موجود  هاي  باكتري  توسط 
در   STEC O157:H7 استقرار محل  شده،  انجام  مطالعات 
و  Rice) است مقعدى – گاو، دوراهي ركتوم، مجراي روده اي
همكاران، 2003). همچنين در اين مطالعه براي بالا بردن موفقيت 
ها  باكتري  كنندة  غيرفعال  و  مهاري مواد برداشتن و تشخيص
از و  سازي غني روش يعني ،pre-enrichment فاز  يك  از 
 Dodd) شد استفاده سازي غني اين براي نيز m-TSB محيط
ادامه از محيط كروم آگار O157 براي  همكاران، 2003). در  و
و جداسازي EHEC بخصوص O157 با تشكيل تشخيصسريع
كلوني هاي صورتي، استفاده شد. در روي اين محيط سوش هاي
EHEC سروتيپ O157 كلوني هاي صورتي تا ارغواني تشكيل 
آبي  كلوني  همسفره  هاي   E. coli كه  صورتي  در  دهند،  مي 
موارد  نداشتن  دليل  به  محيط  اين  دهند،  مي  تشكيل  بيرنگ  يا 

 O157 منفى كاذب از حساسيت بالايى در تشخيص سويه هاى
 .(1998 ، Bettelheim) بود اشريشياكلى برخوردار
در اين مطالعه كه 142 نمونه مدفوع گاو مورد بررسي قرار گرفت 
86 يعني  اواسط بهار و  85 اوايل زمستان و نمونه گيري هم در 
و شده جدا STEC O157 مورد  يك  شد،  انجام  زمان  دو  در 
مورد  سه  و  زمستان فصل در STEC non-O157 مورد   2
STEC non-O157 در فصل بهار جداسازي شد. اگرچه تعداد 

به دست  نتايج  به  توجه  با  اما  است،  مطالعه كم  اين  نمونه هاي 
جداسازي  ميزان  گفت  توان  مي  قبلي  مطالعات  برخي  و  آمده
.(2003 همكاران،  و  Dodd) است يكي متفاوت زمان دو در
و منصوري در يك تحقيق در سال 78-79 در شهر آقايي نائب
كرمان، گزارش كردند كه در بين 100 سويه جدا شده (مشكوك
روش  با   stx ژن  نظر  از   (3%) مورد سه تنها (VTEC به 
هاي  سويه  به  مربوط  مورد  سه  هر  كه  بودند  مثبت   M-PCR
مربوط  مورد  و يك  مدفوع نمونه به مربوط آن مورد دو ،stx2
و  Aslani ، و منصوري، 1385 آقايي (نائب بود ادرار نمونه به
) در يك مطالعه در ايران نشان دادند كه همه 2003 ،Bouzari
و Aslani) بودند O157 هاي جدا شده از كودكان غير STEC
Bouzari، 2003). در كشورهاي ديگر نيز شيوع اين سروتيپ 
با 2000 در سال ژاپن  در  مثال  براي  است.  بررسي شده  گاو  در 
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50/55% از نمونه هاي مدفوع كه شد و PCR اثبات كشت روش
O157 آلوده بودند كه فقط يكي از آنها به سروتيپ STEC گاو به
%72 از  در hlyA و ژن 24% در eae و نيز ژن داشت تعلق
.(2001 و همكاران، Kobayashi) شد داده تشخيص ها نمونه
گاوها در  سروتيپ  اين  سازي  ذخيره  ميزان  كه  است  ذكر  قابل 
 Fagon ) باشد مي شرايط ديگر و فصل سن، تغذيه، تأثير تحت
و يا در بعضي موارد سروتيپ اين كم بازيافت و همكاران، 1999).
و يا تعداد كم سروتيپ كم شيوع دليلِ به شايد سروتيپ، نشدن پيدا
پخش نشدن همگن سروتيپ در نمونه مورد بررسي، برجسته بودن
باشد  نظر  مورد  به سروتيپ  نسبت  اي  زمينه  ميكروبى  فلور  رشد 
داراي  هميشه  گاوها  كه  داد  قرار  مدنظر  را  موضوع  اين  بايد  و 
STEC هستند، ولي زماني كه مقدار STEC از مقادير متفاوتي
كم هست، STEC نمي تواند به وسيله stx-PCR تشخيص 
نتايج  و همكاران، 2001). همچنين  Kobayashi) شوند داده
اين مطالعه نشان مي دهد كه در ناحية جغرافيايي مورد بررسي،
 6) %4/2 گاو  در   E. coli انتروهموراژيك  انواع  فراواني  ميزان 
سروتيپ  به  مربوط  آن  از   3/4% كه است نمونه) 142 از  مورد 
 O157 0/7 باقيمانده مربوط به سروتيپ% و non – O157 هاي
به  نسبت  وروتوكسيژنيك   O157 غير  هاي  سروتيپ  پس  است. 
بنابراين جهت  بوده است.  O157 وروتوكسيژنيك غالبتر  سروتيپ 
هاي  روش  منطقه  اين  در  وروتوكسيژنيك  هاي  سويه  شناسايي 
باكتريولوژيك كه تنها اساس آن تكيه بر خصوصيات بيوشيميايي 
و  نبوده كافي O157 سروتييپ  تشخيص  براي   O157 سروتيپ 
براي شناسايي سويه هاي وروتوكسيژنيك، به روش هاي مولكولي 
 .(2000 و همكاران، Holland) است نياز M –PCR مانند

سپاسگزارى:
تحقيقات  مركز  و  كرمان باهنر شهيد دانشگاه پژوهشى معاونت از
بيماريهاى عفونى گرمسيرى دانشگاه علوم پزشكى كه انجام اين مطالعه
و تأمين هزينه ميسر ساختند، سپاسگزاريم. تحقيقاتى طرح قالب در را
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Determination of frequency of verotoxigenic Escherichia 
coli isolated from bovine feces in Kerman

Abstract
Nowadays, Shiga- like toxin – producing Escherichia coli (STEC), verotoxin – producing E. coli 
(VTEC), are the most important emerged group of food borne pathogens. Cattle, especially young 

animals, have been implicated as a principal reservoir of STEC. Foods of bovine origin are the major

of the infection. The aim of this study was to genotype the O157 VTEC from bovine feces in Kerman

city.

 A total of 142 cattle’s fecal samples were collected from Kerman’s abattoir. All samples were Grew

in m TSB and were plated on chrom agar O157, phenol red agar base with sorbitol, and cultured

on differential medium for diagnostic of E. coli. The isolates suspicions to O157 were typed with

monoclonal antibody again serotype O157. These isolates and feces samples grown in m TSB, were

also tested with M-PCR for detection of stx1, 2 genes. One VTEC O157 (0.7%) carrying stx2 and one

non- verotoxigenic E. coli O157 (0.7%) were isolated from feces, also five VTEC strains belong to

serotypes other than O157 (3.5%) (two isolates carrying stx1, 2 and three samples carrying stx1 ) were

separated from feces which grown in m TSB using d M-PCR. The results of this study showed that

the frequency of total of STEC is 3.5% and serotypes other than O157 have higher prevalence. There-

fore for the identification of enterohemorrhagic serotypes, bacteriological tests are not satisfactory 

and molecular tests such as M-PCR are needed for the identification of all serotypes. 

Key words: E. coli, M-PCR, Bovine feces, STEC, Kerman.
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