
      
  Journal of Shaheed Sadoughi University of Medical Sciences                   مجله علمي پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي شهيد صدوقي يزد

 Vol. 18, No. 6, Jan-Feb 2011                                             1389اسفند و بهمن ، 6، شماره 18  دوره 

  Pages: 512-520                                                         512-520:   صفحه

  
  

  اشريشياكلييهاهيدر سو نيزيهمولو  ، اينتيمينني توكسگاي شيها ژنوعيش
O157:H7رازي شهرستان شي گوشت چرخ كرده كارخانجات صنعتيها از نمونه  
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 چكيده 
هـايي ماننـد كوليـت     يكي از عوامل اصـلي ايجادكننـده مـسموميت غـذايي و بيمـاري      O157:H7 اشريشياكلي سروتيپ:چكيده

اي انساني ناشي از اين باكتري در اثر مـصرف آب و غـذاي آلـوده ايجـاد                  هعفونت. خونريزي دهنده و سندرم اورمي هموليتيك است      
 هـاي در نمونـه O157:H7  اشريـشياكلي  بـاكتري hly و stx1، stx2، A eaeزاي هـاي بيمـاري  هدف اين پژوهش، ارزيابي ژن. شوندمي

  .باشدگوشت چرخ كرده شهرستان شيراز مي
كـشت   آوري و در محـيط    رده از سـه كارخانـه، بـه مـدت يكـسال جمـع              نمونه گوشت چرخ ك    504 در اين پژوهش     :بررسيروش  

 بـه منظـور     VRBA و   CT-SMACهاي   كشت   سپس از محيط  .  غني سازي شد   Cº37 واجد نووبيوسين در دماي      اشريشياكلي براث 
ازي شـده اسـتفاده     بررسي تخمير سوربيتول و لاكتوز و از محيط كروموآگار براي بررسي فعاليت بتاگلوكورونيدازي باكتريهاي جداس              

 ، stx1هـاي  وجـود ژن Multiplex PCRييـد و بـا روش   ا تO157:H7  اشريشياكليسرم اختصاصي، باكتريآنتي ا استفاده ازب. گرديد
stx2، eaeA و hlyمورد ارزيابي قرار گرفت .  
وربيتول منفـي   هـاي س ـ   داراي كلنـي   CT-SMAC  نمونـه در محـيط     466مـورد ارزيـابي،     هـاي گوشـت     از مجموع نمونـه    :يجانت
 جداسـازي گرديـد كـه در    O157:H7  اشريـشياكلي  بـاكتري ،نمونـه %) 39/0(2ييـدي از  هاي تأپس از انجام تست%). 46/92(بودند

  . بودندstx2داراي ژن % 19/0 و eaeAو stx1 هايداراي ژن% 39/0ها مجموع از كل نمونه
گـردد،  هاي اساسي بهداشت و سلامت گوشـت محـسوب مـي          ني يكي از نگرا   O157:H7  اشريشياكلي  از آن جايي كه    :گيرينتيجه

تواند موجب كاهش گاوهاي آلوده واجد اين باكتري و آلودگي گوشـت در    هاي پيشگيري مي  راه. بايستي مورد توجه دائمي قرار گيرد     
  . هنگام كشتار دام و خرد كردن گوشت شود

  
   گوشت چرخ كرده-هاي شيگاتوكسين ژن- O157:H7 اشريشياكلي:هاي كليديواژه

  

                                                 
   mkargar@jia.ac.ir :يكي، پست الكترون0711-6476106: ، نمابر09173149203تلفن، ؛ ) مسئولسندهينو (*
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  مقدمه 

 Shiga(هاي اشريشياكلي توليدكننـده شـيگا توكـسين   سويه

toxin-producing E.coli= STEC(هاي اشريشياكلي ، كه سويه
 verocytotoxin-producing E.coli(توليدكننـده وروتوكـسين  

=VTEC (ــاكترينيــز ناميــده مــي هــاي شــوند، از مهمتــرين ب
ايـن  . يله مـواد غـذايي هـستند      زاي منتقل شونده به وس    بيماري
تواننـد عـلاوه بـر ايجـاد مـسموميت غـذايي، عامـل              ها مي سويه

 يزيخـونر ، كوليـت    خـوني هاي شـديدي ماننـد اسـهال        بيماري
ترومبوسـيتوپني و     پورپـوراي  ،كيتي همول يدهنده، سندرم اورم  

هـاي كوليـت    بيـشترين مـوارد همـه گيـري       . باشـند نيـز   مرگ  
ي هموليتيك مربوط به سروتيپ     خونريزي دهنده و سندرم اورم    

O157:H7 باشد كه به عنوان مهمترين سروتيپ ايـن سـويه           مي
  . )1(شودنظر گرفته مي در

هــاي  در ايجــاد بيمــاريE.coli O157:H7توانـايي بــاكتري  
 و  Stx1(هـا ، به دليل ترشح شـيگا توكـسين       هاشديد براي انسان  

Stx2(ــسين ــا وروتوك ــا ي ــه)VT2و  VT1(ه ــاي ا و واريت ــن ه ي
 ني ـ ا ي زا يمـار يعوامـل ب  از   گـر يديكي  . )1،2(ها است توكسين

اســت كــه يــك ) Intimin(نيمــينتي بــه نــام اينــي، پروتئهيســو
 eaeباشد و بـه وسـيله ژن         غشاي خارجي مي   kDa-94پروتئين  

 بـه  يبـاكتر نزديـك   مـسئول اتـصال      اين پـروتئين  . شودكد مي 
 ـ ي خاص ـ يهـا بي آس ـ جاديروده و ا  هاي اپي تليال    سلول ه نـام    ب

 همچنــين . اســت)Attaching/effacing(اتــصال و محــو شــدن
شود، نيـز از عوامـل       كد مي  hlyانتروهموليزين كه به وسيله ژن      

  . )2(گردداري زايي اين سويه محسوب ميمؤثر بيم
 اغلب به دليـل مـصرف   E.coli O157:H7آلودگي با باكتري 

 مواد غذايي آلوده ماننـد انـواع گوشـت و گوشـت چـرخ كـرده،               
هاي گوشتي، شير خام و پاستوريزه آلوده، ماست، پنير،         ساندويچ

  . )3،1(شودها ايجاد ميهمبرگر، سوسيس، سبزيجات و آب ميوه
ــر اســاس دو E.coli O157:H7جداســازي   در آزمايــشگاه ب

ويژگي عـدم تخميـر سـريع سـوربيتول و عـدم توانـايي توليـد                
 E.coliنوتيپي شود كه به جداسازي فبتاگلوكورونيداز انجام مي

O157:H7  بـر همـين اسـاس      . كندهاي ديگر كمك مي    از سويه
  ار و كروموآگارسوربيتول مك كانكي آگ  هاي محيط توان ازمي

  . )3( به منظور شناسايي باكتري استفاده نمودO157اختصاصي 
زاي به منظور ژنوتايپينگ و بررسي همزمان ژن هاي بيماري        

 1997در سـال    و همكاران    Patonاين باكتري، محققيني مانند     
 در 1998 و 1997 و همكـاران در سـال   Pradel، )4(در استراليا 

، )6( در اسـپانيا 2003 و همكـاران در سـال    Blanco،  )5(فرانسه
Mohsin      7( در پاكـستان   2005 و همكاران در سال(  ،Garcia  و 

ــال   ــاران در سـ ــك2005همكـ  و Santaniello و )8( در مكزيـ
ــال   ــاران در س ــا2007همك ــتفاده از روش   )9( در ايتالي ــا اس ب

Multiplex PCR      پرايمرهـاي مختلفـي را بـراي تـشخيص ايـن   
 .ها پيشنهاد نمودندژن

با توجه به اين كه گاوسانان يكي از مخازن اصلي آلودگي بـا             
شـوند، بـه همـين    محسوب مـي  E.coli O157:H7سروتيپ هاي 

هي بـا ايـن    هاي گوشتي پتانـسيل آلـودگي قابـل تـوج         وردهآدليل فر 
 ني ـ بـه ا   يشتري ـ توجـه ب   افتـه ي توسـعه    يدر كشورها . باكتري دارند 

در .  آن وجـود دارد    وعي از ش ـ  ي واضـح   نـسبتاً  ري شده و تـصو    يباكتر
كمتـر   E.coli O157:H7 وعي ش ـزاني ـ در حال توسعه، ميكشورها

 ناقص و محدود    يهاي مسأله انجام بررس   ني ا لي دل ،شوديگزارش م 
در ايـران   .  اسـت  ي بـاكتر  ني ـ ا يولوژيدمي ـ و اپ  وعي ش ـ زانيمروي  

تمامي مطالعات مولكولي انجام شده بر روي اين باكتري، مربوط          
كـشت  . هاي مـدفوع حيوانـات بـوده اسـت        به مواد لبني و نمونه    
هـاي مـورد اسـتفاده در مطالعـات محققـان           سلولي كـه از روش    

ايراني بوده، علاوه بر طولاني بودن، فاقد دقت لازم براي بررسـي       
به همين دليل در ايـن پـژوهش مـا          . هاي باكتري است  سينتوك

 hly و stx1 ،stx2 ،eaeAزاي هــاي بيمــاريبــراي شناســايي ژن
 جدا شده از نمونـه هـاي گوشـت    E.coli O157:H7هايباكتري

  .  استفاده نموديمMultiplex PCRچرخ كرده گوساله از روش 
 و فراوانـي    ارزيابي ميـزان شـيوع    بنابراين هدف ما از اين پژوهش،       

- جدا شده از نمونـه E.coli O157:H7هايزاي سويهبيماري هايژن

  . باشدمي هاي گوشت چرخ كرده گوساله در شهرستان شيراز
  روش بررسي

 نمونه گوشت چرخ كـرده گوسـاله از آذر مـاه سـال              504تعداد  
  اساس بر  توصيفي-مقطعي  به صورت1386 تا آذر ماه سال 1385
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فرمول آماري   
pqZNd

pqNZn 22

2

)1( +−
  در استان  از سه كارخانه =

  نـام كارخانجـات    ي و اخلاق  ي مسائل قانون  تي رعا ليبه دل (فارس
بندي گوشت  كه بيشترين ميزان توليد و بسته     ،  )ذكر نشده است  

اطلاعـات مربـوط بـه مكـان،         و چرخ كرده را دارند، تهيه گرديد     
به . رديدزمان و فرايند تهيه نمونه در پرسشنامه تنظيمي ثبت گ         

اين صـورت كـه از تمـامي كارخانجـات صـنعتي توليـد كننـده                
 Grab sampling گوشت چـرخ كـرده شـيراز بـه صـورت روش     

در اين روش، به مـدت يكـسال        . گيري به عمل آمده است    نمونه
هاي ياد شـده    در فواصل زماني خاص در يك ماه از تمامي محل         

  . شودگيري مينمونه
 دي ـ چرخه تول   مختلف در  مرحله شامل شش    يريگمراحل نمونه 

 كـه در نهايـت نمونـه هـا بـه تعـداد مـساوي از                  بود يو بسته بند  
 .آوري شـد جمـع دو بار چرخ شده و   بار چرخ شده     كهاي ي گوشت

، دستگاه خرد كننده گوشت   اين مراحل شامل پس از خرد شدن با         
در زمان چرخ اول از داخل دستگاه چرخ گوشت، قبل از چرخ دوم،             

هاي بسته بندي شده    بندي و از نمونه    دوم، حين بسته   پس از چرخ  
 گرم از هر نمونه گوشت به منظـور غنـي سـازي در              10مقدار  . بود

 Oxoid شـركت  (E.coli broth= ECB)محيط اشريشياكلي براث
 20 به مدت    Cº37 در دماي    (sigma) نووبيوسين mg/l20واجد  

ــا  ــاعت در 24ت ــه س ــم زن گرمخان  rpm200 و در دور داراي ه
  . )10(گذاري شداگرم

سوربيتول هاي غني شده در مرحله قبل بر روي محيط      نمونه
ــار  ــانكي آگ ــك ك  (Sorbitol-MacConkey agar =SMAC)م

ر ليتــــر د ميلــــي گــــرم 05/0حــــاوي ، Lab.M شــــركت
ــسيم ــرم  5/2 و (Oxoid)سفكـ ــي گـ ــت  د ميلـ ــر تلوريـ ر ليتـ

بـه منظـور ارزيـابي تخميـر        . كشت داده شدند   (Oxoid)پتاسيم
هـاي جداسـازي شـده از محـيط         توز و تعيين هويت باكتري    لاك

  شـركت (Violet red bile agar =VRBA)ويولت رد بايـل آگـار  
Merck همچنــين بــه منظــور بررســي فعاليــت  . اســتفاده شــد

ــوان       ــه عن ــده ب ــد ش ــاي تأيي ــاكتري ه ــدازي، ب بتاگلوكوروني
 كشت  O157 آگار اختصاصي    و كروم اشريشياكلي بر روي محيط   

 گرمخانه گـذاري   ºC37 ساعت در دماي     24 به مدت   و  شد داده
هــاي داراي واكــنش ييــد نهــايي بــاكتريا بــه منظــور ت.گرديــد

بيوشيميايي سوربيتول و بتا گلوكورونيداز منفي، از آنتـي سـرم           
  .)11(استفاده شد) بهارافشان (O157اختصاصي 

) شركت سيناژن (™DNP با استفاده از كيت      DNAاستخراج  
زا، از روش   هـاي بيمـاري    رديابي همزمـان ژن    براي. انجام گرديد 

Multiplex PCR    با استفاده از پرايمرهاي معرفـي شـده توسـط 
Santaniello    تـوالي   1در جـدول    . ، استفاده شـد   2007 در سال 

هـاي  اليگونوكلئوتيدي چهار جفت پرايمر مورد استفاده براي ژن       
   ).9( نشان داده شده است،هدف و اندازه محصولات تقويت شده

  Multiplex PCRتوالي اسيد نوكلئيك پرايمرهاي مورد استفاده در : 1جدول 

 اندازه محصول )5→´3´(توالي اليگو نوكلئوتيدي  ام پرايمرن 
stx1-F ACACTGGATGATCTCAGTGG     614bp 
stx1-R CTGAATCCCCCTCCATTATG  
stx2-F CCATGACAACGGACAGCAGTT    779bp 
stx2-R CCTGTCAACTGAGCAGCACTTTG  
eaeA-F GTGGCGAATACTGGCGAGACT    890bp 
eaeA-R CCCCATTCTTTTTCACCGTCG   
hlyA-F ACGATGTGGTTTATTCTGGA    165bp 
hlyA-R CTTCACGTGACCATACATAT   

  
 (mM 10)ميكروليتر و حاوي PCR  ،50حجم نهايي واكنش

Tris-HCL ،(3 mM) MgCl2 ،(0.2 mM) dNTPs،(10mM) 

KCl ،1د آنزيم  واحDNA پليمراز Taq،20 Pmol  از هر يك از 

 با اسـتفاده از دسـتگاه   PCR.  انجام شد µl DNA 4پرايمرها و 
 3 درجه سـانتيگراد     95حرارت  :  با شرايط  (Techne)ترموسايكلر

گـراد   درجـه سـانتي    95، حرارت   ) ابتدايي (Denaturationدقيقه
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ــه20 ــانتيگرا58، حــرارت (Denaturation) ثاني  40د  درجــه س

 90 درجــــه ســــانتيگراد 72، حــــرارت (Annealing)ثانيــــه
ــه ــرارت (Extension)ثانيــ ــانتيگراد 72 و حــ ــه ســ  5 درجــ
 ميكروليتر از   10در نهايت   .  انجام شد  ) نهايي (Extensionدقيقه

واجد اتيديوم برومايد   % 5/1 را بر روي ژل آگاروز       PCRمحصول  
 Transilluminatorمنتقل و پس از الكتروفورز توسـط دسـتگاه          

 و 933Jبه عنوان كنترل مثبت از سويه     . مورد بررسي قرار گرفت   
  ).6،3( استفاده شد K12 E.coliبه عنوان كنترل منفي از سويه 

، و SPSS 13آناليز نتايج به دست آمده با استفاده از نرم افزار 
دار نيـز   مرز معني . هاي مربع كاي و دقيق فيشر انجام شد       آزمون

05/0<pته شد در نظر گرف .  
  نتايج 
ه گوساله از سـه كارخانـه       كرد نمونه گوشت چرخ     504تعداد  
 144: 2شــماره ، %)23/45 يفراوانــ( نمونــه 228 :1شــماره 
ــه ــ(نمون ــماره و %) 57/28 يفراوان ــه 132: 3ش ــ( نمون  يفراوان

 مداوم و عرضـه     يبندبا توجه به بسته   . ي شد آورجمع%) 19/26
اغلـب   ،1شـماره   نـه   كارخاشـده در     يبنـد  گوشت بـسته   شتريب

 نمونه غنـي    504از مجموع   . تهيه گرديد مجتمع   اين   ازها  نمونه
هاي سوربيتول منفي در    داراي كلني %) 46/92( نمونه 466شده،  

  .  بودندCT-SMACمحيط 
 ـ   بار چرخ شده بودند تعداد     كي كه   ييهادر گوشت   يو فراوان

 هـايي و در گوشـت   %) 89/12( مـورد  65  لاكتوز مثبت  يهانمونه
 لاكتـوز   ي نمونـه هـا    يو فراوان  كه دو بار چرخ شده بودند تعداد      

كـاي دو   بـا اسـتفاده از آزمـون        . د بـو  %)09/13( مورد 99 مثبت
   يانــن گوشــت و فراوكــرد دفعــات چــرخ نيعنــادار بــمرابطــه 
  ).p=004/0( لاكتوز مثبت مشاهده شديهانمونه

 E.coliبـه عنـوان    IMViC  تـست  بـا نمونـه  19 در مجمـوع 
ــين هو ــه  تعيـ ــدند كـ ــت شـ ــه 2يـ ــ( نمونـ %) 39/0 يفراوانـ

آگلوتينـــه  O157 ســـرم يآنتـــ، بـــا منفـــيبتاگلوكورونيـــداز 
  . )2جدول (شدند

 در يــك ســويه  eaeA و stx1هــاي در ايــن پــژوهش ژن 
 نيـــز در يـــك eaeA و stx1 ،stx2هـــاي و ژن%) 2/0فراوانـــي(

در نمونـه كنتـرل مثبـت       . شناسايي شـدند  %) 2/0فراواني(سويه
 مشاهده شد كه به ترتيـب  bp 890 و bp ،779 bp 614باندهاي 

 در هيچ  hlyژناما .  بودندeaeA و stx1 ،stx2هاي مربوط به ژن
مـشاهده   كدام از سويه هاي تأييد شده با آنتي سرم اختـصاصي          

  ). 1شكل (نگرديد
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
       1        2          3        4           5  

 بـا   O157:H7 E.coliزاي بـاكتري    يارزيابي ژن هاي بيمار   ): 1(شكل
ــت،  )Multiplex PCR . )1روش  ــرل مثب ــاركر )2(كنت ) bp100 ،)3م

بـاكتري  ) 5( و   eae و   stx1  ،stx2باكتري داراي ژنهـاي     ) 4 (،يكنترل منف 
   . eae و stx1هاي  داراي ژن

  
  هاي بيوشيميايي و سرولوژيتست  بر اساسE.coli O157:H7هاي مشكوك به توزيع فراواني و نسبت باكتري: 2جدول 

 O157:H7آنتي سرم   SMAC  VRBA  IMViC  MUG  تست شناسايي
  )درصد(تعداد    )درصد(تعداد    )درصد(تعداد    )درصد(تعداد    )درصد(تعداد    مكان

  )0(0  )0(0  )79/0(4  )09/13(66  )07/41(207  1كارخانه 
  )39/0(2  )39/0(2  )58/1(8  )51/10(53  )50/26(134  2كارخانه 
  )0(0  )0(0  )38/1(7  )92/8(45  )80/24(125  3كارخانه 

  )39/0(2  )39/0(2  )76/3(19  )53/32(164  )46/92(466  جمع

D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 js
su

.s
su

.a
c.

ir 
at

 8
:0

0 
IR

S
T

 o
n 

T
hu

rs
da

y 
F

eb
ru

ar
y 

21
st

 2
01

9

http://jssu.ssu.ac.ir/article-1-1329-fa.html


  
  ... ني توكسگاي شي ژن هاوعيش   

 1389 اسفندو بهمن ، ششمدوره هجدهم، شماره            درماني شهيد صدوقي يزد–مجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي 

516

   و نتيجه گيريبحث
نـسبت بـه اولـين     E.coli O157:H7 كي ـ و ژنتيولوژيدمياپ

در اثـر مـصرف      1980 ه ده ـ لي ـدر اوا موارد پيـدايش آلـودگي      
از . اســته ات بــسياري شــدرييــتغ، دچــار گوشــت چــرخ كــرده

 بـا  ميتمـاس مـستق   انتقال آلودگي مي توان به       دي جد يرهايمس
 يي غـذا   و توليـدات   در ابزارهـا  ايـن بـاكتري      يداري و پا  واناتيح

  . )13،12(اشاره كرد
Blanco  ــال ــاران در س ــه  1996 و همك ــد ك ــزارش كردن  گ

% 60 از صفر تا     ني وروتوكس ه كنند دي تول اشريشياكلي با   گيآلود
 در گاوهـا در زمـان كـشتار         O157:H7 وعيش در اين    راستيمتغ

ــ% 5 ــت  زدهنيتخم ــده اس ــارانElder. )6( ش ــزان  و همك ، مي
 به . گزارش كردند%2ي، ورا از فررا پس E.coli O157:H7وعيش

حـل  امردر   لاشـه هـا       آلـودگي  وعيكـه كـاهش ش ـ    رسد  نظر مي 
 هـاي  ابزار ي بـر رو   يبهداشـت ثير شـرايط    أمختلف ، بـه دليـل ت ـ      

  .)14(ي باشدفرآور
  نمونــه77 از E.coli O157:H7، 2006 در ســال هيــ تركرد

 تعـداد  نياز ا . سازي گرديد ها جدا  كشتارگاه ياز گاوها  %)6/13(
%) 9/1(11  و O157:H7 پيسـروت مربوط به    هيوس%) 7/11 (66

 )O157:NM(مورد ديگر مربوط به سـويه هـاي غيـر متحـرك              
  . )15(بودند

ــنگلادش 2008ســال بررســي در  ــااز % 4/14، در ب ، بوفالوه
 STEC O157 هـاي با سـويه از بزغاله ها % 1/9از گاوها و % 2/7

از پـس    بلافاصـله    واناتيحگيري در اين    نمونه .آلوده شده بودند  
از در بررسـي حاضـر       .)16(انجـام شـده بـود     ذبح در كـشتارگاه     

 يديي تا ي پس از انجام تست ها     ،يابي مورد ارز  يهامجموع نمونه 
. دي ـ گردي جداسازE.coli O157:H7ينمونه باكتر%) 39/0(2از 

نتايج مطالعات در تركيه و بنگلادش نشان دهنده شـيوع بـالاتر            
  .باشداين باكتري نسبت به مكان مورد پژوهش ما مي

از  مـورد    69 ،فرانـسه  در   2005سـال   گيري گسترده   همهدر  
 چـرخ كـرده   گوشـت  در E.coli O157:H7آلودگي بـا بـاكتري   

نشان دهنده وجـود     هاي مولكولي، سينتايج برر . مشاهده گرديد 
 ي متنـوع ژن هـا تـه ي و وار) stx2 وstx1 (نيتوكس شيگاهاي ژن

stx2  زير گروه هـاي     از   يبعض. بودهاي جداسازي شده    در سويه

 يهـا زبـان ي شـده از م    سـازي  جدا STEC يهـا هيبـا سـو   مرتبط  
 يـي زايمـار يب،)stx2e(و خوك ) stx2d( گوسفند ري نظ ياختصاص

  .)17(نسان دارند اي برايكمتر
ــويه 22از  ــك STEC س ــده در مكزي ــازي ش ــط   جداس توس

Garcia      ژن ايها  هي، اكثر سو  2005 و همكارانش در سال  stx2  و 
 9 كـه  ياند، به طور را داشته eaeA وstx1 يها از ژنيبي تركاي

 stx1 ژن هي سـو stx1- eaeA  ،3يها ژنهي سوstx2 ،9  ژنهيسو
در . )8( را نشان دادندstx1- eaeA- hlyA يها هم ژنهيو س1و 

ــاران در ســال  وByrneبررســي  ــاآ در 2003 همك  57، از مريك
 هـاي  سـويه ژن 38، جداسـازي شـده   E.coli O157:H7 سـويه 

stx1  ،stx2  ،eaeA   و hly  ،11  هاي   سويه ژنstx1  ،eaeA   و hly ،
، stx1هاي   سويه هم ژن   3 و   hly و   stx2  ،eaeAهاي   سويه ژن  5

stx2 و eaeA18(شتند دا(.  
 در Multiplex PCR ما در اين پژوهش، بـا اسـتفاده از روش  

، stx1هـاي   هاي مثبت شده با آنتي سـرم اختـصاصي، ژن         نمونه
stx2   وeaeA   هاي جداسازي شـده تـشخيص داديـم        را در سويه 

هاي جدا شده يك    در باكتري .  همخواني دارد  Byrneكه با نتايج    
ــويه داراي ژن ــاي س ــeaeA و stx1ه ــم داراي   و ي ــويه ه   ك س

اين در حالي است كه هيچ يك .  بودeaeA و stx1 ،stx2هاي ژن
 . را نشان ندادنـد    hly ژن   O157سرم  هاي مثبت با آنتي   از  نمونه  

 نـسبت بـه ژن      stx1اين نتايج نشان دهنده فراوانـي بيـشتر ژن          
stx2  هاي گوشت چـرخ    هاي جداسازي شده از نمونه    ، در باكتري

  . باشدميكرده در كشور ما 
 Kargar در جهرم توسـط      1384اما در پژوهشي كه در سال       

 نمونـه  17نمونه شير خام انجام شد، از        500و همكاران بر روي     
 مــشاهده stx2 در يــك ســويه ژن ،ســرم تنهــامثبــت بــا آنتــي

 همچنين در پژوهش ديگر بـر روي نمونـه مـدفوع             .)11(گرديد
 نمونه مورد   615 سال در شهرستان مرودشت، از       5كودكان زير   

 يجــدا ســاز E.coli O157:H7 يبــاكتر،  كــودك7از بررســي 
ــگرد ــ(دي ــداد %).14/1 يفراوان ــن تع ــا در  از اي ــتنه  هي ســوكي

ــاز ــده، يجداســ ــاژن  شــ ــ ( eaeA وstx1 يهــ  يفراوانــ
  .)19(دي گردييشناسا%)16/0
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فـاوت در  ت E.coli O157:H7هـاي بـاكتري   يكـي از ويژگـي  

بـا اينكـه    . باشـد مختلف آن مي  هاي  فاكتورهاي ويرولانس سويه  
هاي بيماري زاي مـورد بررسـي در يـك سـويه            وجود تمامي ژن  

باهت تواند دليلي بر بيمـاري زايـي محـسوب شـود، امـا ش ـ             مي
هاي جدا شـده منـاطق مختلـف        فاكتورهاي ويرولانس در سويه   

مورد پژوهش و   تواند نشان دهنده شيوع يك سويه در مكان         مي
هـاي در   زايـي بـاكتري   ي شدت بيمـاري   گيرمعياري براي اندازه  
اي هاي گـسترده  در همين راستا ما پژوهش    . حال چرخش باشد  

 هـاي كلينيكـي و مـواد غـذايي        را در سطح كشور بر روي نمونه      
هاي مختلـف كـشور انجـام       مانند گوشت، شير و پنير در محيط      

اين پژوهش نيز مانند سـاير تحقيقـات قبلـي در اصـل             . ايمداده
ي ارزيابي اپيـدميولوژي مولكـولي ايـن بـاكتري در           اي برا مقدمه

  هــاي قبلــي مــا در مــورد پــژوهش. گــرددمــيايــران محــسوب 
هاي كلينيكي و مواد غـذايي نـشان داده كـه فراوانـي ژن              نمونه
stx1    بيشتر از stx2 دهـد كـه در منـاطق        و اين نشان مـي      است

  امــا بــراي. توانــد متفــاوت باشــدهــا مــيمختلــف شــيوع ســويه
تـري  تر در اين مورد نياز به مطالعات گسترده       گيري دقيق  نتيجه

   كشور  مناطق  ساير  در  و همچنين تر طولاني  زمان در مدت

  ).19،11(باشديم
 مرحله از چرخه توليـد، در ايـن         6گيري در   با توجه به نمونه   

 پژوهش مشخص شد كه با افزايش دفعات چرخ كـردن گوشـت           
 سطح مقطـع    شي بتوان افزا  ديشا .يابدمي شيافزاآلودگي   ميزان

 از چـرخ شـدن مجـدد، چـرخش و مخلـوط شـدن               پسگوشت  
 كـردن و    زي ـ عـدم امكـان تم      و  از چرخ شدن مجدد     پس گوشت
 ـ      ي ابزار فرآور  يريگجرم  چـرخ   مرحلـه  دو   ني و چـرخ گوشـت ب

  . ها دانستي آلودگشي افزاليكردن را از دلا
 نقـش   انجـام شـده در مـورد       قـات يتحقمحـدوديت     دليل به

 و عدم تدوين يـك  E.coli O157:H7باكتري ييزايماريبعوامل 
 و  يكنترل محصولات گوشت  پروتكل مدون و استاندارد در زمينه       

 در  تـر قيدقهاي  يابي ارز از س نهيتواند زم ي پژوهش م  نيايي،  غذا
  .اين مورد باشد

هـاي دامـي   همچنين با توجه به امكان آلودگي انواع فـراورده  
، هـا  و تنـوع ژنتيكـي ايـن بـاكتري    E.coli O157:H7 با باكتري

 جـدا   يهـا هي سو نگيپي ژنوتا سهيزا و مقا  يماري ب يها ژن يابيارز
مناطق كشور   ري در سا  يكيني كل يها با نمونه  ييشده از مواد غذا   

  .شودي مهيتوص
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Abstract 
Introduction: Escherichia coli O157:H7 is one of the major foodborne illness and sporadic case of human 

disease, hemorrhagic colitis and hemolytic-uremic syndrome. The purpose of this study is to survey the 

prevalence of Escherichia coli O157:H7 virulence genes from ground meat in Shiraz. 

Methods: In this research 504 samples of ground meat were collected from three main factories of meat 

products and enriched in Escherichia coli broth with novobiocin medium in 37ºC. Fermentation of sorbitol 

and lactose and β-glucoronidase activity of isolated strains were examined by CT-SMAC, VRBA and 

chromogenic media respectively. Then isolation of E.coli O157:H7 have been confirmed with the use of 

specific antisera and with multiplex PCR method presence of E.coli O157:H7 virulence genes including: 

stx1, stx2, eaeA, hly has been analysed. 

Results: Out of specimens that have been supplied, 466 sorbitol negative bacteria were isolated in CT-

SMAC medium(92.46%). The stx1 and eaeA genes were diagnosed in two case of these samples(0.39 %) and 

stx2 gene was detected in one case(0.19%) of isolated E.coli O157:H7 strains. 

Conclusion: E.coli O157:H7 will continue to be an important public health concern as long as it 

contaminates meat. Preventive measures may reduce the number of cattle that carry it and the contamination 

of meat during slaughter and grinding.  
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