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  چکیده

هاي اسهالی به عنوان فلور طبیعی در روده بزرگ و پاتوژن عمده مشترك میان انسان و دام قابل انتقال از طریق غذا بوده که عامل مهم عفونت ي لاوک اشرشیا

-هکه با مراجعه به کشتارگاه تبریز ب باشدوروتوکسیکوژنیک میي لاوک اشرشیا ن پژوهش هدف شناسائی و جداسازيدر ای .باشدویژه گوساله میهدر گاو ب

 دانشکده دامپزشکی دانشگاه آزاد اسلامی یولوژي نمونه مدفوعی از گاوها اخذ و به آزمایشگاه میکروب151ها و  نمونه مدفوعی از گوساله43طور تصادفی 

 جدا شدي لاوک اشرشیا  مورد113 نمونه اخذ شده 194 از :دست آمدههاي کشت نتایج ذیل بها و کشت در محیطسازي نمونه پس از غنی.تبریز منتقل گردید

  نمونه سوربیتول28 نمونه گاو و از 66 نمونه گوساله و 19 نمونه سوربیتول مثبت، 85 نمونه سوربیتول منفی بودند از 28 نمونه سوربیتول مثبت و 85که 

هاي روي نمونهO157 غیر ي لاوک  اشرشیا هايهمچنین تست سرولوژي براي مشخص کردن سروتیپ.  نمونه گاو بودند15 نمونه گوساله و 13منفی، 

تول نمونه سوربی 85و منفی  نمونه سوربیتول 28 سپس روي . نشان دادندمثبت واکنش  گاوي نمونه33و گوساله  نمونه 9سوربیتول مثبت انجام گرفت که 

وربیتول  سنمونه 85 از نمونه 7و منفی  نمونه سوربیتول 28 از نمونه 19 انجام گرفت که STx2 و STx1هاي  با استفاده از سکانس ژنPCR تست مثبت

هاي اوها و گوسالهوروتوکسیکوژنیک در مدفوع گي لاوک اشرشیا بالاي دهنده وجود مقادیر نسبتاً نتایج نشان. وروتوکسیکوژنیک بودنديلاوک اشرشیا مثبت

  .باشدکشتاري در کشتارگاه تبریز می

  .1379-1386 :، صفحات20، پیاپی 4، شماره 5، دوره 1390مجله دامپزشکی دانشگاه آزاد اسلامی واحد تبریز، 

  PCR ، کشتارگاه تبریز، گوساله،وروتوکسکوژنیک، گاوي لاوک  اشرشیا :ها واژهکلید

  مقدمه

از اعضاي خانواده انتروباکتریاسه است جنس اشرشیا، یکی     

که به عنوان جزئی از فلور طبیعی در روده بزرگ انسان و 

ي یک باسیل گرم منفی لاواشرشیاک. حیوانات وجود دارد

هاي آن هاي اطرافی متحرك و بسیاري از سوشمعمولاً با تاژك

حاوي پیلی هستند و برخی از آنها لایه لعابی شبه کپسولی دارند 

10رم از مدفوع انسان حاوي حدود بیش از هر گ
8

   باکتري
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 مانند بقیه اعضاي خانواده يلاوک اشرشیا باشدمیي لاوک اشرشیا

خوبی روي هب و. هوازي اختیاري استانتروباکتریاسه، بی

کند فعالیت همولیتیک در محیط هاي خیلی ساده رشد میمحیط

 يلاوک یااشرشهاي دار از خصوصیات برخی از سویهآگار خون

دار رشد کرده و در سطح محیط کشت آگار خون است و

 با سطح متر میلی2 تا 1هاي کروي و محدود به اندازه کلونی

دستگاه . کندصاف، قوام آبدار و به رنگ خاکستري را تولید می

گوارش پستانداران در مدت کوتاهی پس از تولد، از محیط 

 به عنوان اعضاي مهم این اجرام. کند را اخذ میيلاوک اشرشیا

- بسیاري از سویه. فلور طبیعی روده در طول عمر حضور دارند

صورت توانند به حدت پایینی دارند اما میيلاوک اشرشیاهاي 

هایی فرصت طلب در خارج از دستگاه گوارش موجب بیماري

هاي دستگاه ادراري و غدد پستانی گردند و به مانند بیماري

هاي زخم، پنومونی، طلب در عفونت فرصت باکتريعنوان یک 

از نظر  اپیدمولوژي و . کنندمننژیت و سپتی سمی شرکت می

هاي مهمی در انسان و  عامل بیماريکولاي اشرشیازائی بیماري

اي، کلی باسیلوز روده(اي هاي رودهبیماري: دام است از جمله

، )سمیکولی سپتی(، سپتی سمی نوزادان )ياسهال نوزاد

 ادراري مثل مثانه و رحم، ورم پستان -ا دستگاه تناسلیهبیماري

  ).3 و 1( ی توکسمی کلی باسیلوگاو،  کلی باسیلوز طیور 

 به يلاوک اشرشیازاي هاي بیماريسویه فاکتورهاي متعددي در

 در سطوح مخاطی استقرار یافته و متعاقباً  کهدهدآنها اجازه می

اي که اجازة استقرار ه عوامل مستعد کنند.ایجاد بیماري نمایند

هاي بالینی باکتري و حساس شدن حیوانات جهت بروز بیماري

است شامل سن، وضعیت ایمنی، ماهیت جیرة غذایی و نیز 

از . باشدزا میهاي بیماريمواجهه با بارمیکروبی بالا از سویه

، کپسول، فیمبریه، يلاوک اشرشیاهاي پاتوژن عوامل حدت سویه

ارهاي مسئول کلونیزه شدن باکتري، آندوتوکسین، ساخت

در . باشد وروتوکسین و دیگر مواد ترشحی میآنتروتوکسین،

 H7 :O157 آنتروهموراژیک سویۀ يلاوک اشرشیاهاي اخیر، سال

به عنوان پاتوژن عمدة مشترك میان انسان و دام که قابل انتقال 

 –باشد مسئول سندرم اورمیک همولیتیکاز طریق غذا می

نریزي دهندهکولیت خو
1

 عامل   EHEC شناخته شده است و 

کلی . باشدکولیت هموراژیک در اطفال کمتر از پنج سال می

هاي تازه متولد شده که ها و برهاي در گوسالهباسیلوز روده

کنند در هفته اول زندگی هاي خاصی بروز میتوسط سروتیپ

 2هاي تواند در گوسالهمسأله بسیار مهمی است، البته اسهال می

بیماري در تمامی نژادهاي گوشتی و .  هفته نیز مهم باشد3تا 

هاي هاي سرولوژي و روشامروزه تست .افتدشیري اتفاق می

ها وجود دارد مولکولی براي تشخیص آزمایشگاهی باکتري

اي پلیمراز جدید با استفاده از واکنش زنجیرههاي روش

(PCR)وبی و با موفقیت باشند به خ که بر پایه سکانس ژن می

به همین منظور در . رود بکار میاشرشیا کولايبراي تشخیص 

 هايکولاي اشرشیااین تحقیق جداسازي و شناسائی 

ها به روش کشت و وروتوکسیکوژنیک از مدفوع گاو و گوساله

PCR3 و 2، 1 ( انجام شده است.(  

  هامواد و روش

  :نمونه برداري و کشتمراحل 

صورت ه ب1386در زمستان  گاه تبریزطی مراجعه به کشتار

 151ها و تعداد  نمونه مدفوعی از گوساله43تصادفی تعداد 

 نمونه اخذ و پس از قرار 194 نمونه مدفوعی از گاوها مجموعاً

دادن در ظروف استریل در اسرع وقت به آزمایشگاه میکروب 

  .ناسی دانشکده دامپزشکی ارجاع شدش

 استریل در کنار شعله از هر نمونه در آزمایشگاه در شرایط کاملاً

 لیتر میلی225دقت وزن شده و به داخل ه گرم ب25مدفوعی 

 37 ساعت در دماي 24پپتون براث استریل  اضافه گردید سپس 

  .سازي انجام شود انکوبه شد تا غنیگراددرجه سانتی

 9کدام حاوي  لوله آزمایش براي هر نمونه تهیه شد که هر 5

 سرم فیزیولوژي استریل شده بودند از محیط کشت لیترمیلی

 برداشت کرده و لیتر میلی1مقدار هپپتون براث حاوي مدفوع ب

رقت  لوله آزمایش اول منتقل شده و به
1-

 گردید بعد از  تهیه10 

                                                
1 - Hemorrhagic  colitis – hemolytic  uremic syndrome  
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 از لوله اول برداشت و به لیتریلی م1بهم زدن ، مجددا به مقدار 

دست آمد و این عمل را تا ه بلوله دوم اضافه شد و رقت 

از لوله حاوي .  حاصل گردیدلوله پنجم ادامه داده تا رقت 

 برداشت کرده و روي محیط لیترمیلی 1/0 مقداره  برقت 

ر، ریخته و به شکل یکنواخت کشت داده کشت مکانکی آگا

 37  ساعت در دماي24مدت ههاي کشت را بشد، سپس محیط

 انکوبه کرده و در ادامه پس از انکوباسیون گراددرجه سانتی

از  اي کولاي،شناسایی هاي کشت جهت خالص سازي ومحیط

 کلونی به شکل 5) صورتی تا قرمز( هاي لاکتوز مثبتپرگنه

 آگار انتقال داده BHIتصادفی برداشت کرده و به محیط کشت 

  ساعت در دماي 24مدت هشد و سپس این محیط ها ب

 تست BHI Aها در محیط بعد از رشد کلونی. انکوبه گردید

صورت جداگانه انجام هاکسیداز و کاتالاز بر روي هر کلونی ب

داز منفی و تست هایی که تست اکسیگرفت و از بین کلونی

 و IMViCهاي تکمیلی کاتالاز مثبت داشتند با انجام آزمایش

، هاي افتراقی همچون اوره، لیزینید در آن به محیطأیبعد از ت

 تخمیر سوربیتول و گلوکز، ، تولید گاز ازONPGاورنیتین، 

  از جهت وجود حرکت انتقال داده و مورد بررسی SIMمحیط 

 بودن آنها اطمینان حاصل شد ي لاوک ااشرشی قرار داده شد و از

  . قرار گرفتندPCRدر ادامه تحت آزمایش  ).4(

   ):PCR و DNAاستخراج ( روش کار مولکولی 

 تهیه و BHI Aهاي تایید شده یک پلیت از هر یک از نمونه

  . آماده شدند PCRکدگذاري شده و جهت

   :DNAاستخراج 

به داخل ابتدا یک کلونی از پلیت باکتري برداشت و 

 مایکرولیتر 500انتقال دادیم سپس مقدار ml5/1 میکروتیوب  

 دقیقه در بن 10بافر لیزکننده به آن اضافه نموده و به مدت 

 به مدت rpm 12000 در ادامه در .  قرار دادیمc  ْ65-60ماري 

 دقیقه سانتریفوژ کردیم مایع رویی را برداشته و به یک 10

قال داده و هم حجم مایع رویی  دیگر انتml5/1 میکروتیوب 

 ایزوآمیلیک الکل اضافه -انتقال داده شده مخلوط کلروفرم

 10مدت ه بrpm 12000نمودیم سپس محلول حاصل را در 

دقیقه سانتریفوژ کرده دوباره مایع رویی را برداشت و به میکرو 

، هم حجم مایع رویی منتقل شد جدید ml5/1 تیوب 

ردید، نیم ساعت در یخچال گذاشته ایزوپروپانول سرد اضافه گ

 دقیقه سانتریفوژ کرده مایع 10مدت ه بrpm  12000سپس در  

مانده در میکروتیوب رویی را دور ریخته و بر روي رسوب باقی

ریخته و سپس دوباره با % 70 ماکرولیت اتانول 250مقدار هب

 دقیقه 5مدت ه بrpm 12000در  ،شو دادیماتانول شست

 ماکرولیتر 50مقدار هرده، اتانول را بیرون ریخته و بسانتریفوژ ک

 DNAعنوان استوك هآب مقطر یا بافر تریس اضافه کرده و ب

  ).7(استفاده نمودیم 

  :PCRانجام 

 و نیز PCR در این بخش اجزاء و مواد تشکیل دهنده واکنش 

وار آورده برنامه دمایی و زمانی انجام آن به صورت فهرست

رهاي مورد استفاده در این پژوهش بر مبناي پرایم. شده است

 و ساخته شرکت سیناژن مورد  stx2 و stx1 سکانس ژن 

  .)7(استفاده قرار گرفت 

Primer 1 : stx1 :
Forward:     CAT TGT CTG GTG ACA GTA GCT
Reverse :    CCC TGT AAT TTG CGC ACG GAG
Primer 2 : stx2 :
Forward:    CCA TGA CAA CGG ACA GCA GTT
Reverse :    CCT GTC AAC TGA GCA CTG TTG

:PCR materials   

Tamplate DNA                                                  1  µl 
 (from BHI medium)
dNTPs                                                                                                  1 µl 
 (10 mM)   

Enzyme (Taq DNA polymerase )                     0.5  
µl
Buffer (10X)                                                     2.5 
µl
MgCl2                                                               1.2 µl
Primer                                                               1  µl 
D.W                                                                  17.8 
µl 
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PCR program : 
94 ْc                                                    4 min 

(initial denaturation)          
94 ْc                                                   40 s

(denaturation)  
62 ْc                                                   30s  

(annealing)            
72 ْc                                                   75 s

(extension)
Go to 2                                              35 cycles
72 ْc                                          10 min 

(final extension)
  

  

  

  

  : با ژل آگاروز  DNA الکتروفورز -2-5-3

پس از انحلال کامل . بود% 1درصد ژل آگاروز استفاده شده،    

و کاهش دماي ژل، ژل تهیه شده در ظرف الکتروفورز مناسب 

. شدگذاري شده بود، ریخته میکه قبلا شانه )سینی الکتروفورز(

پس از آماده شدن ژل و جدا کردن شانه، ظرف به تانکر 

 با 1 به 5 به نسبت  DNAهاينمونه. الکتروفورز انتقال یافت

مخلوط شده و در ) x 6) Loading Bufferبافر بارگذاري 

 mv 85دولتاژ دستگاه در حدو. هاي ژل ریخته شدندچاهک

 ساعت روي ژل حرکت 1-5/1ها به مدت تنظیم شد و نمونه

پس از اتمام الکتروفورز، ژل از تانک خارج گردید و . کردندمی

 قرار داده mg/ml 5/0 در محلول اتیدیوم بروماید با غلظت

 دقیقه ژل از محل رنگ خارج شده و از 10پس از گذشت . شد

 و 7. (برداري شدکسژل مورد نظر  در دستگاه ژل داکیومنت ع

9(  
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كل نمونھ ھا E.coli نمونھ ھاي  اشرشیاكولاي ھاي
ھاي

وروتوكسیكوژنیك 

تعداد نمونھ ھا

  

  هاي وروتوکسیکوژنیکيلاوک اشرشیاتعداد نتایج  -1 نمودار

  

  هایافته

 مربوط به  نمونه 43،  نمونه اخذ شده194از مجموع      

  . )1نمودار  (ند گاو بودمربوط به نمونه 151گوساله و 

  

  

  : نتایج حاصل از کشت میکروبی-3-1-1

 نمونه 113تعداد  انجام آزمایشات تکمیلی پس از کشت و

 جدا شد که از  کولاياشرشیا ها،از کل نمونه% 24/58معادل 

 28سوربیتول مثبت و % 22/75 نمونه معادل 85ها این نمونه

وروتوکسیکوژنیک
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 نمونه 85از  .سوربیتول منفی بودند% 78/24نمونه معادل 

  نمونه مربوط66 نمونه مربوط به گوساله و 19سوربیتول مثبت، 

 نمونه مربوط به 13 نمونه سوربیتول منفی نیز 28به گاو و از 

  . )3 و 2نمودارهاي  ( نمونه گاوي بودند15گوساله و 

  :PCRنتایج 

  منفی نمونه سوربیتول 28 و  مثبت نمونه سوربیتول85در ادامه 

 نمونه سوربیتول 28 قرار گرفتند که از PCRمورد آزمایش 

  کولاياشرشیا% 16,8معادل  نمونه 19 تعداد منفی 

 مورد 9هاي فوق جدا شد که از نمونهوروتوکسیکوژنیک 

 85از .  مورد مربوط به گوساله ها بودند10مربوط به گاو و 

در گروه % 2/6 مورد معادل 7نمونه سوربیتول مثبت نیز 

هاي وروتوکسیکوژنیک قرار گرفتند که همگی مربوط به نمونه

جدا شده  يلاوک اشرشیاونه  نم113در مجموع از  .گاوي بودند

وروتوکسیکوژنیک  يلاوک اشرشیا% 23 نمونه معادل 26تعداد 

  .)1نگاره  (بودند
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  هاي سوربیتول منفی در گاو و گوساله وروتوکسیکوژنیک در نمونه E.coli مقایسه نتایج تعداد-2نمودار 

  

  

   
٧      ٨      ۶      ۵      ۴       ١      ٢     ٣                  

  STx1 که مربوط به قطعه bp 732اندازه باند معادل .PCR باندهاي حاصل از الکتروفورز محصول -1نگاره

   نمونۀ مثبت 8  و7، 6، 5، 4 ،3هاي شماره  خانه  کنترل مثبت و در2ردیف  و  Fermentas شرکت  DNA ladder plus  حاوي سایز مارکر 1ردیف 

  

  

  

ھای سوربیتول منفینمونھ

نیک ھای وروتوکسیکوژنمونھ
Ecoli O157مشکوک بھ 

ھای گاونمونھ ھای گوسالھمونھن
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  هاي سوربیتول مثبت در گاو و گوساله وروتوکسیکوژنیک در نمونهE.coliمقایسه نتایج تعداد  -3ر نمودا

  

گیرينتیجهو  بحث

 جدا کولاي اشرشیا 113در پژوهش حاضر با کار بر روي    

هاي مدفوعی گاوهاي کشتاري کشتارگاه تبریز بعد شده از نمونه

مونه معادل  ن26 تعداد  مشخص شدPCRاز انجام کشت و 

 وروتوکسیکوژنیک هاي کولاياشرشیااز موارد، جزء % 23

از یک . باشداین درصد بالا از دو جنبه حائز اهمیت می. بودند

 وروتوکسیکوژنیک عامل هاي کولاياشرشیادلیل اینکه هسو ب

هاي بسیار مهم اقتصادي در دامپزشکی از قبیل اسهال بیماري

  ... تان کلی باسیلی گاو وها، ورم پسکلی باسیلی گوساله

ها در مدفوع  بالاي این باکتريباشند، وجود درصد نسبتاًمی

باشد گاوهاي به ظاهر سالم منطقه نشان دهنده این موضوع می

ها ترین مخازن انتقال این بیماريکه مدفوع گاوها یکی از مهم

. باشددر اپیدمیولوژي کلی باسیلوز گاو و گوساله در منطقه می

ها در مدفوع گاوهاي رف دیگر درصد بالاي این باکترياز ط

کشتاري و احتمال نسبتا بالاي آلودگی گوشت به مدفوع در 

جریان کشتار و توجه به این موضوع که یکی از مهمترین 

O157 کولاي اشرشیازاي منتقله از غذا در انسان عوامل بیماري

H7 لزوم باشد وروتوکسیکوژنیک میهاي کولاياشرشیا، جزو ،

توجه ویژه به خطر بالقوه آلودگی انسان از طریق مصرف 

  .شودگوشت در منطقه تبریز احساس می

در ضمن خطر آلودگی مستقیم کارگران کشتارگاه و افرادي که 

هاي کشتارگاهی سرو کار دارند ویژه آلایشهبا گوشت خام و ب

  . عنوان یک عفونت منتقل شونده از حیوان قابل بررسی استهب

اي را با هاي مشابه در مناطق دیگر نتایج قابل مقایسهپژوهش

عنوان نمونه در هب. نتایج پژوهش حاصل گزارش کردند

ر  و همکاران دBlanco توسط 1988پژوهشی که در سال 

 جدا شده از  کولاياشرشیا  نمونه289شمال اسپانیا بر روي 

ها هنمون% 5/20 گزارش نموده که گرفتهمدفوع گاوها انجام 

باشند و در ادامه اثرات  وروتوکسیکوژنیک می کولاياشرشیا

 ها بر روي موش را مطالعه نموده استزاي این باکتريبیماري

)5.(  

Fukushima اي  در ژاپن در مطالعه2004 و همکاران در سال

س گاو و گوساله به روش کشت أ ر605بر روي نمونه مدفوعی 

هاي تولید کننده شیگا  کولاياشرشیا براي جستجوي PCRو 

  مثبتھای سوربیتولنمونھ

ھای وروتوکسیکوژنیک نمونھ
Ecoliمشکوک بھ 

O157غیر

ھای گاو     نمونھ ھای گوسالھمونھن     
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%) 1/5(س أ ر31اند که تعداد لایک توکسین گزارش نموده

  .)6( وروتوکسیکوژنیک بودند  کولاياشرشیاآلوده به 

 و همکاران در Muffling 2007در پژوهش دیگري در سال 

هاي جدا شده  کولاياشرشیاآلمان با مطالعه روي گاو و خوك 

 قرار داده و PCRرد از مدفوع جمعیت مورد مطالعه را مو

 نمونه 264 جدا شده از کولاي اشرشیا 22گزارش نموده اند 

ها از گروه کل نمونه% 3/8گاوي مورد آزمایش، معادل 

 نمونه خوکی 76که از  ، در صورتیباشندوروتوکسیکوژنیک می

ها کل نمونه% 26/30 نمونه معادل 23مورد آزمایش تعداد 

  . )9( وروتوکسیکوژنیک بودند

 و Sergent توسط 2004 پژوهش دیگري که در سال در

هاي متعدد باکتریایی جدا شده همکاران در آمریکا روي نمونه

داري و جایگاه هاي نگهاز مدفوع گاوها و گوساله ها، آغل

 اشرشیا% 2/10  در نهایت  PCR بعد انجامپرواربندي 

 اشرشیاهاي مدفوعی از نوع هاي جدا شده از نمونهکولاي

لودگی که درصد آ در حالی. اندوروتوکسیکوژنیک بوده يکولا

بندي بسیار بالاتر گزارش شده در سطح آغل و جایگاه پروار

  .)10( است

 28 نمونه مورد بررسی در پژوهش حاضر تعداد 113از میان 

که ) هاکل نمونه% 77/24معادل (نمونه سوربیتول منفی بوده اند 

 اشرشیا در گروه  PCR مورد با آزمایش19 از این تعداد،

 مورد فوق 19از . اندبندي شدهوروتوکسیکوژنیک طبقه کولاي

مورد از مدفوع گوساله جدسازي  10 مورد از مدفوع گاو و 9

 اشرشیا جزو O157 H7  کولاياشرشیااینکه ه با توجه ب. اندشده

باشند و نظر ژنیک سوربیتول منفی میهاي وروتوکسیکوکولاي

 بهداشت عمومی، نتایج درالاي این باکتري به اهمیت بسیار ب

 بالاي انتقال این باکتري از طریق مدفوع گاو موید ریسک نسبتاً

الاي این باکتري در مدفوع همچنین درصد ب. باشدمی به انسان

ها به عنوان مخزن دهنده اهمیت بیشتر گوسالهها نشانگوساله

  .تاین باکتري براي انسان اس

Sergent  با کار بر روي این باکتري 2004در سال و همکاران 

% 9/95هاي نمونه برداري شده و آغل% 52ز اند اگزارش نموده

 O157 H7  کولاياشرشیا ،هاي پرواربندي مورد بررسیجایگاه

یشتر این باکتري از سوي دیگر فراوانی ب. جداسازي شده است

یج هاي پرواري در مقایسه با گاوها موید نتادر مدفوع گوساله

  .)10( باشدپژوهشی حاضر می

 2007و همکاران در آلمان در سال  Mufflingدر پژوهش 

  کولاياشرشیاگزارش شده است که میزان فراوانی 

هاي مورد مطالعه بسیار وروتوکسیکوژنیک در مدفوع خوك

  هاي مرتبط با باشد اما فراوانی سویهبیشتر از گاوها می

گاوي بسیار بیشتر بوده و اغلب هاي هاي انسان در نمونهبیماري

 این نتایج نشان دهنده اهمیت )9( باشد میO157سروتیپ

  .باشدبالاي گاو از نظر بهداشت عمومی می

 نمونه مورد آزمایش 113 نمونه از 85در پژوهش حاضر تعداد 

 نمونه با آزمایش 7سوربیتول مثبت بودند که از این تعداد 

PCR رار گرفتند که همگی از یک ق در گروه وروتوکسیکوژن

  این  .اندمدهدست آههاي مدفوعی اخذ شده از گاو بنمونه

   O157هاي وروتوکسیکوژنیک غیرها از سروتیپنمونه

هاي دیگر هم از جدا شدن این نتایج پژوهش. باشندمی

  . کند از مدفوع گاو و گوساله حکایت میهاسروتیپ

   O121 و O26 ،O126 ،O111هاي جدا شده شامل سروتیپ

  ).9 و 6، 5( می باشند

 و همکاران در انگلستان با کار بر روي Laven 2003در سال 

هاي  کشتارگاه لندن در خلال سال3هاي کشتاري در گوساله

 کولاياشرشیا جهت جستجوي PCR به روش 2000 و 1999

O157هاي میزان این باکتري در قسمت. اند گزارش نموده

 هها متفاوت بوده باه گوارش گوسالهمختلف گوشت و دستگ

که میزان جداسازي و کلونیزه شدن باکتري در قولون  طوري

ها بیشتر از شکمبه بوده همچنین میزان اتصال آن به دیواره روده

  از سوي دیگر فراوانی این باکتري در خلال  .باشدبیشتر می

 داري کمترطور معنیههاي زمستان نسبت به سایر فصول بماه
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  .)8( باشدمی

هاي  افرادي که با آلایشاین نتایج نشان دهنده این است که اولاً

دامی سروکار دارند بیشتر در معرض آلوده شدن با این 

ها قرار داشته و از طرف دیگر در فصول گرم سال باکتري

  .ریسک آلودگی بالاتر است
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Abstract

E.coli is natural flour in large intestine and main common pathogen between human and animal , and 
its transportable by food , that its important cause of diarrhea infections in cows , particularly in 
calves. The aim of this survey is identify and separating E.coli and verotoxicogenic, that by referring 
to Tabriz slaughterhouse in chance 43 excrement samples from calves and 151 excrement samples 
from cows has been taken and transport to microbiology laboratory of veterinary faculty of Islamic 
azad Tabriz University. After in riching the samples and culturing in plates this results has been taken: 
From 194 taken samples, 113 E.coli samples were separated that were 85 positive sorbitol samples 
and 28 negative sorbitol samples .From 85 positive sorbitol samples were 19 samples of calves and 66 
samples of cows and from 28 negative sorbitol samples were 13 samples of calves and 15 samples of 
cows. Also serological test accomplished for determining E.coli non O157 serotypes on the positive 
sorbitol samples that 9 samples of cows and 42 samples of cows demonstrate positive reaction, then 
on 28 negative sorbitol samples and 85 positive sorbitol samples, the PCR test accomplished by using 
secans of stx1, stx2 gens, that 15 samples of 28 negative sorbitol samples and 19 samples of 42 
positive sorbitol samples were E.coli and verotoxicogenic. The result demonstrated that high amount 
of E.coli and verotoxicogenic exist in excrement of cows and calves slaughtered in Tabriz 
slaughterhouse.

Keywords: Verotoxicogenic E.coli , Cow, Calve,  Tabriz slaughterhouse, PCR 



مطالعه فراوانی باکتری اشرشیاکولی وروتوکسیکوژنیک در...                                                                                         مجله دامپزشكي دانشگاه آزاد اسلامي واحد تبريز، دوره 5، شماره 4، پیاپی 20، زمستان 1390

مطالعه فراوانی باکتری اشرشیاکولی وروتوکسیکوژنیک در...                                                                                         مجله دامپزشكي دانشگاه آزاد اسلامي واحد تبريز، دوره 5، شماره 4، پیاپی 20، زمستان 1390



مطالعه فراواني باكتري اشرشياكولی وروتوكسيكوژنيك در مدفوع گاوها و 

گوساله​های كشتاري در كشتارگاه تبريز

منصور خاکپور1*، فرهاد ناظری2، جلیل خندقی3، جلال شایق4


1. دانشگاه آزاد اسلامی، واحد تبریز، دانشکده دامپزشکی، گروه پاتوبیولوژی، تبریز، ایران

2. دانشگاه آزاد اسلامی، واحد تبریز، دانشکده دامپزشکی، دانش​آموخته دکترای عمومی، تبریز، ایران

3. دانشگاه آزاد اسلامی، واحد سراب، گروه صنایع غذایی، سراب، ایران

4. دانشگاه آزاد اسلامی، واحد شبستر، دانشکده دامپزشکی، گروه پاتوبیولوژی، شبستر، ایران

* نويسنده مسئول مكاتبات: khakpour@iaut.ac.ir 

(دريافت مقاله: 25/11/89، پذيرش نهايي: 18/3/90)

چكيده

اشرشیا کولای  به عنوان فلور طبيعي در روده بزرگ و پاتوژن عمده مشترك ميان انسان و دام قابل انتقال از طريق غذا بوده كه عامل مهم عفونت​هاي اسهالي در گاو به​ويژه گوساله مي​باشد. در اين پژوهش هدف شناسائي و جداسازي  اشرشیا کولای وروتوكسيكوژنيك مي​باشد كه با مراجعه به كشتارگاه تبريز به​طور تصادفي 43 نمونه مدفوعي از گوساله​ها و 151 نمونه مدفوعي از گاوها اخذ و به آزمايشگاه ميكروبيولوژي دانشكده دامپزشكي دانشگاه آزاد اسلامي تبريز منتقل گرديد. پس از غني​سازي نمونه​ها و كشت در محيط​هاي كشت نتايج ذيل به​دست آمد: از 194 نمونه اخذ شده 113 مورد اشرشیا کولای جدا شد كه 85 نمونه سوربيتول مثبت و 28 نمونه سوربيتول منفي بودند از 85 نمونه سوربيتول مثبت، 19 نمونه گوساله و 66 نمونه گاو و از 28 نمونه سوربيتول منفي، 13 نمونه گوساله و 15 نمونه گاو بودند. همچنين تست سرولوژي براي مشخص كردن سروتيپ​هاي  اشرشیا کولای غير  O157روي نمونه​هاي سوربيتول مثبت انجام گرفت كه 9 نمونه گوساله و 33 نمونه گاوي واكنش مثبت نشان دادند. سپس روي 28 نمونه سوربيتول منفي و 85 نمونه سوربيتول مثبت تست PCR با استفاده از سكانس ژن​هاي STx1 و STx2 انجام گرفت كه 19 نمونه از 28 نمونه سوربيتول منفي و 7 نمونه از 85 نمونه سوربيتول مثبت اشرشیا کولای وروتوكسيكوژنيك بودند. نتايج نشان​دهنده وجود مقادير نسبتاً بالاي اشرشیا کولای وروتوكسيكوژنيك در مدفوع گاوها و گوساله​هاي كشتاري در كشتارگاه تبريز مي​باشد.


مجله دامپزشكي دانشگاه آزاد اسلامي واحد تبريز، 1390، دوره 5، شماره 4، پیاپی 20، صفحات: 1386-1379.

کليد واژه​ها:  اشرشیا کولای وروتوكسكوژنيك، گاو، گوساله، كشتارگاه تبريز، PCR

مقدمه

    جنس اشرشیا، یکی از اعضای خانواده انتروباکتریاسه است که به عنوان جزئی از فلور طبیعی در روده بزرگ انسان و حیوانات وجود دارد. اشرشیاکولای يك باسيل گرم منفي معمولاً با تاژک​های اطرافی متحرک و بسیاری از سوش​های آن حاوی پیلی هستند و برخی از آنها لایه لعابی شبه کپسولی دارند هر گرم از مدفوع انسان حاوی حدود بیش از 108 باکتری
اشرشیا کولای می​باشد اشرشیا کولای مانند بقیه اعضای خانواده انتروباکتریاسه، بی​هوازی اختیاری است. و به​خوبی روی محیط​های خیلی ساده رشد می​کند فعالیت همولیتیک در محیط آگار خون​دار از خصوصیات برخی از سویه​های اشرشیا کولای است و در سطح محیط کشت آگار خون​دار رشد كرده و کلونی​های کروی و محدود به اندازه 1 تا 2 میلی​متر با سطح صاف، قوام آبدار و به رنگ خاکستری را تولید می​کند. دستگاه گوارش پستانداران در مدت کوتاهی پس از تولد، از محیط اشرشیا کولای را اخذ می​کند. این اجرام به عنوان اعضای مهم فلور طبیعی روده در طول عمر حضور دارند. بسیاری از سویه​های اشرشیا کولای حدت پایینی دارند اما می​توانند به​صورت فرصت طلب در خارج از دستگاه گوارش موجب بیماری​هایی مانند بیماری​های دستگاه ادراری و غدد پستانی گردند و به عنوان یک باکتری فرصت طلب در عفونت​های زخم، پنومونی، مننژیت و سپتی سمی شرکت می​کنند. از نظر  اپيدمولوژی و بيماري​زائی اشرشیا کولای عامل بیماری​های مهمی در انسان و دام است از جمله: بیماری​های روده​ای (کلی باسیلوز روده​ای، اسهال نوزادی)، سپتی سمی نوزادان (كولي سپتي​سمي)، بیماری​ها دستگاه تناسلی- ادراری مثل مثانه و رحم، ورم پستان گاو،  کلی باسیلوز طیور و توكسمي کلی باسیلی (1 و 3).

فاکتورهای متعددی در سویه​های بیماری​زای اشرشیا کولای به آنها اجازه می​دهد که در سطوح مخاطی استقرار یافته و متعاقباً ایجاد بیماری نمایند. عوامل مستعد کننده​ای که اجازۀ استقرار باکتری و حساس شدن حیوانات جهت بروز بیماری​های بالینی است شامل سن، وضعیت ایمنی، ماهیت جیرۀ غذایی و نیز مواجهه با بارمیکروبی بالا از سویه​های بیماری​زا می​باشد. از عوامل حدت سویه​های پاتوژن اشرشیا کولای، کپسول، فيمبريه، آندوتوکسین، ساختارهای مسئول کلونیزه شدن باکتری، آنتروتوکسین، وروتوكسين و دیگر مواد ترشحی مي​باشد. در سال​های اخیر، اشرشیا کولای آنتروهموراژیک سویۀ H7: O157 به عنوان پاتوژن عمدۀ مشترک میان انسان و دام که قابل انتقال از طریق غذا می​باشد مسئول سندرم اورمیک همولیتیک– کولیت خونریزی دهنده
 شناخته شده است و EHEC  عامل  کولیت هموراژیک در اطفال کمتر از پنج سال می​باشد. کلی باسیلوز روده​ای در گوساله​ها و بره​های تازه متولد شده كه توسط سروتیپ​های خاصی بروز مي​كنند در هفته اول زندگی مسأله بسیار مهمی است، البته اسهال می​تواند در گوساله​های 2 تا 3 هفته نیز مهم باشد. بیماری در تمامی نژادهای گوشتی و شیری اتفاق می​افتد. امروزه تست​هاي سرولوژي و روش​هاي مولكولي براي تشخيص آزمايشگاهي باكتري​ها وجود دارد روش​هاي جديد با استفاده از واكنش زنجيره​اي پليمراز (PCR) كه بر پايه سكانس ژن مي​باشند به خوبي و با موفقيت براي تشخيص اشرشيا كولاي بكار مي​رود. به همين منظور در اين تحقيق جداسازي و شناسائي اشرشيا كولاي​هاي وروتوكسيكوژنيك از مدفوع گاو و گوساله​ها به روش كشت و PCR انجام شده است (1، 2 و 3).


مواد و روش​ها

مراحل نمونه برداري و کشت:


طي مراجعه به كشتارگاه تبريز در زمستان 1386 به​صورت تصادفي تعداد 43 نمونه مدفوعي از گوساله​ها و تعداد 151 نمونه مدفوعي از گاوها مجموعاً 194 نمونه اخذ و پس از قرار دادن در ظروف استريل در اسرع وقت به آزمايشگاه ميكروب شناسي دانشكده دامپزشكي ارجاع شد.

در آزمايشگاه در شرايط كاملاً استريل در كنار شعله از هر نمونه مدفوعي 25 گرم به​دقت وزن شده و به داخل 225 میلی​لیتر پپتون براث استريل  اضافه گرديد سپس 24 ساعت در دماي 37 درجه سانتی​گراد انكوبه شد تا غني​سازي انجام شود.


5 لوله آزمايش براي هر نمونه تهيه شد كه هر كدام حاوي 9 میلی​لیتر سرم فيزيولوژي استريل شده بودند از محيط كشت پپتون براث حاوي مدفوع به​مقدار 1 میلی​لیتر برداشت كرده و به لوله آزمايش اول منتقل شده و رقت 1- 10 تهيه گرديد بعد از بهم زدن ، مجددا به مقدار 1 میلی​لیتر از لوله اول برداشت و به لوله دوم اضافه شد و رقت [image: image8.png]



 به​دست آمد و اين عمل را تا لوله پنجم ادامه داده تا رقت [image: image10.png]



 حاصل گرديد. از لوله حاوي رقت [image: image12.png]



 به مقدار 1/0 میلی​لیتر[image: image16.png]370¢




 انكوبه كرده و در ادامه پس از انكوباسيون محيط​هاي كشت جهت خالص سازی و شناسایی​ای کولای، از پرگنه​هاي لاکتوز مثبت (صورتی تا قرمز) 5 كلوني به شكل تصادفي برداشت كرده و به محيط كشت BHI آگار انتقال داده شد و سپس اين محيط ها به​مدت 24 ساعت در دماي  برداشت كرده و روي محيط كشت مكانكي آگار، ريخته و به شكل يكنواخت كشت داده شد، سپس محيط​هاي كشت را به​مدت 24 ساعت در دماي 37 درجه سانتی​گراد انكوبه گرديد. بعد از رشد كلوني​ها در محيط BHI A تست اكسيداز و كاتالاز بر روي هر كلوني به​صورت جداگانه انجام گرفت و از بين كلوني​هايي كه تست اكسيداز منفي و تست كاتالاز مثبت داشتند با انجام آزمايش​هاي تكميلي IMViC و بعد از تأیيد در آن به محيط​هاي افتراقي همچون اوره، ليزين، اورنيتين، ONPG، تولید گاز از گلوكز، تخمیر سوربیتول و محيط SIM  از جهت وجود حركت انتقال داده و مورد بررسي قرار داده شد و از اشرشیا کولای  بودن آنها اطمينان حاصل شد (4). در ادامه تحت آزمایش PCR قرار گرفتند.


 روش كار مولكولي (استخراج DNA و PCR ):


از هر يك از نمونه​هاي تاييد شده يك پليت BHI A تهيه و كدگذاري شده و جهتPCR  آماده شدند.


استخراج DNA :


ابتدا يك كلوني از پليت باكتري برداشت و به داخل ميكروتيوب   ml5/1 انتقال داديم سپس مقدار 500 مایكروليتر بافر ليزكننده به آن اضافه نموده و به مدت 10 دقيقه در بن ماري c ْ 65-60  قرار داديم. در ادامه در rpm 12000 به مدت 10 دقيقه سانتريفوژ كرديم مايع رويي را برداشته و به يك ميكروتيوب  ml5/1 ديگر انتقال داده و هم حجم مايع رويي انتقال داده شده مخلوط كلروفرم- ايزوآميليك الكل اضافه نموديم سپس محلول حاصل را در rpm 12000 به​مدت 10 دقيقه سانتريفوژ كرده دوباره مايع رويي را برداشت و به ميكرو تيوب  ml5/1 جديد منتقل شد، هم حجم مايع رويي ايزوپروپانول سرد اضافه گرديد، نيم ساعت در يخچال گذاشته سپس در  rpm  12000 به​مدت 10 دقيقه سانتريفوژ كرده مايع رويي را دور ريخته و بر روي رسوب باقي​مانده در ميكروتيوب به​مقدار 250 ماكروليت اتانول 70% ريخته و سپس دوباره با اتانول شستشو داديم، در rpm 12000 به​مدت 5 دقيقه سانتريفوژ كرده، اتانول را بيرون ريخته و به​مقدار 50 ماكروليتر آب مقطر يا بافر تريس اضافه كرده و به​عنوان استوك DNA استفاده نموديم (7).


انجام PCR:


 در اين بخش اجزاء و مواد تشكيل دهنده واكنش PCR و نيز برنامه دمايي و زماني انجام آن به صورت فهرست​وار آورده شده است. پرايمرهاي مورد استفاده در اين پژوهش بر مبناي سكانس ژن  stx1  و stx2  و ساخته شرکت سیناژن مورد استفاده قرار گرفت (7).


Primer 1 : stx1 :


Forward:     CAT TGT CTG GTG ACA GTA GCT


Reverse :    CCC TGT AAT TTG CGC ACG GAG


Primer 2 : stx2 :


Forward:    CCA TGA CAA CGG ACA GCA GTT


Reverse :    CCT GTC AAC TGA GCA CTG TTG


PCR materials :

Tamplate DNA                                                  1  µl  (from BHI medium)


dNTPs                                                                                                  1 µl  (10 mM)   


Enzyme (Taq DNA polymerase )                     0.5  µl


Buffer (10X)                                                     2.5 µl


MgCl2                                                               1.2 µl


Primer                                                               1  µl 


D.W                                                                  17.8 µl 


 PCR program : 


94 ْc                                                    4 min 

(initial denaturation)          


94 ْc                                                   40 s (denaturation)  


62 ْc                                                   30s  

(annealing)            


72 ْc                                                   75 s 

(extension)


Go to 2                                              35 cycles


72 ْc                                          10 min 

(final extension)


2-5-3- الكتروفورز DNA  با ژل آگاروز :


   درصد ژل آگاروز استفاده شده، 1% بود. پس از انحلال كامل و كاهش دماي ژل، ژل تهيه شده در ظرف الكتروفورز مناسب (سيني الكتروفورز) كه قبلا شانه​گذاري شده بود، ريخته مي​شد. پس از آماده شدن ژل و جدا كردن شانه، ظرف به تانكر الكتروفورز انتقال يافت. نمونه​هايDNA  به نسبت 5 به 1 با بافر بارگذاري x 6 (Loading Buffer) مخلوط شده و در چاهك​هاي ژل ريخته شدند. ولتاژ دستگاه در حدودmv 85 تنظيم شد و نمونه​ها به مدت 5/1-1 ساعت روي ژل حركت مي​كردند. پس از اتمام الكتروفورز، ژل از تانك خارج گرديد و در محلول اتيديوم برومايد با غلظت mg/ml 5/0 قرار داده شد. پس از گذشت 10 دقيقه ژل از محل رنگ خارج شده و از ژل مورد نظر  در دستگاه ژل داكيومنت عكس​برداري شد. (7 و 9)
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نمودار 1- نتايج تعداد اشرشیا کولای​هاي وروتوكسيكوژنيك

یافته​ها

     از مجموع 194 نمونه اخذ شده، 43 نمونه مربوط به  گوساله و 151 نمونه مربوط به گاو بودند (نمودار 1). 


3-1-1- نتايج حاصل از كشت ميكروبي:

پس از كشت و انجام آزمايشات تكميلي تعداد 113 نمونه معادل 24/58% از كل نمونه​ها، اشرشیا كولاي جدا شد كه از اين نمونه​ها 85 نمونه معادل 22/75% سوربيتول مثبت و 28 نمونه معادل 78/24% سوربيتول منفي بودند. از 85 نمونه سوربيتول مثبت، 19 نمونه مربوط به گوساله و 66 نمونه مربوط به گاو و از 28 نمونه سوربيتول منفي نيز 13 نمونه مربوط به گوساله و 15 نمونه گاوي بودند (نمودارهای 2 و 3). 

نتايج PCR:

در ادامه 85 نمونه سوربيتول مثبت و 28 نمونه سوربيتول منفي  مورد آزمايش PCR قرار گرفتند كه از 28 نمونه سوربيتول منفي  تعداد 19 نمونه معادل 16.8% اشرشیا كولاي وروتوكسيكوژنيك جدا شد كه از نمونه​هاي فوق 9 مورد مربوط به گاو و 10 مورد مربوط به گوساله ها بودند. از 85 نمونه سوربيتول مثبت نيز 7 مورد معادل 2/6% در گروه وروتوكسيكوژنيك قرار گرفتند كه همگي مربوط به نمونه​هاي گاوي بودند. در مجموع از 113 نمونه اشرشیا کولای جدا شده تعداد 26 نمونه معادل 23% اشرشیا کولای وروتوكسيكوژنيك بودند (نگاره 1).
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نمودار 2- مقايسه نتايج تعدادE.coli  وروتوكسيكوژنيك در نمونه​هاي سوربيتول منفي در گاو و گوساله
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نگاره 1- باندهاي حاصل از الکتروفورز محصول PCR .اندازه باند معادلbp 732 که مربوط به قطعه STx1 


رديف 1  حاوي سايز ماركر DNA ladder plus  شركت Fermentas  و رديف 2 كنترل مثبت و در خانه‌هاي شماره 3، 4، 5، 6، 7 و 8 نمونة مثبت 
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نمودار 3- مقايسه نتايج تعداد E.coli  وروتوكسيكوژنيك در نمونه​هاي سوربيتول مثبت در گاو و گوساله

بحث و نتیجه​گیری


   در پژوهش حاضر با كار بر روي 113 اشرشيا كولاي جدا شده از نمونه​هاي مدفوعي گاوهاي كشتاري كشتارگاه تبريز بعد از انجام كشت و PCR مشخص شد تعداد 26 نمونه معادل 23% از موارد، جزء اشرشیا كولاي​هاي وروتوكسيكوژنيك بودند. اين درصد بالا از دو جنبه حائز اهميت مي​باشد. از يك سو به​دليل اينكه اشرشیا كولاي​هاي وروتوكسيكوژنيك عامل بيماري​هاي بسيار مهم اقتصادي در دامپزشكي از قبيل اسهال كلي باسيلي گوساله​ها، ورم پستان كلي باسيلي گاو و... 
مي​باشند، وجود درصد نسبتاً بالاي اين باكتري​ها در مدفوع گاوهاي به ظاهر سالم منطقه نشان دهنده اين موضوع مي​باشد كه مدفوع گاوها يكي از مهم​ترين مخازن انتقال اين بيماري​ها در اپيدميولوژي كلي باسيلوز گاو و گوساله در منطقه مي​باشد. از طرف ديگر درصد بالاي اين باكتري​ها در مدفوع گاوهاي كشتاري و احتمال نسبتا بالاي آلودگي گوشت به مدفوع در جريان كشتار و توجه به اين موضوع كه يكي از مهمترين عوامل بيماري​زاي منتقله از غذا در انسان اشرشیا كولاي O157 H7، جزو اشرشیا كولاي​هاي وروتوكسيكوژنيك مي​باشد، لزوم توجه ويژه به خطر بالقوه آلودگي انسان از طريق مصرف گوشت در منطقه تبريز احساس مي​شود.


در ضمن خطر آلودگي مستقيم كارگران كشتارگاه و افرادي كه با گوشت خام و به​ويژه آلايش​هاي كشتارگاهي سرو كار دارند به​عنوان يك عفونت منتقل شونده از حيوان قابل بررسي است. 


پژوهش​هاي مشابه در مناطق ديگر نتايج قابل مقايسه​اي را با نتايج پژوهش حاصل گزارش كردند. به​عنوان نمونه در پژوهشي كه در سال 1988 توسط Blanco و همكاران در شمال اسپانيا بر روي 289 نمونه اشرشیا كولاي جدا شده از مدفوع گاوها انجام گرفته گزارش نموده كه 5/20% نمونه​ها اشرشیا كولاي وروتوكسيكوژنيك مي​باشند و در ادامه اثرات بيماري​زاي اين باكتري​ها بر روي موش را مطالعه نموده است (5).

Fukushima و همكاران در سال 2004 در ژاپن در مطالعه​اي بر روي نمونه مدفوعي 605 رأس گاو و گوساله به روش كشت و PCR براي جستجوي اشرشیا كولاي​هاي توليد كننده شيگا لايك توكسين گزارش نموده​اند كه تعداد 31 رأس (1/5%) آلوده به اشرشیا كولاي وروتوكسيكوژنيك بودند (6).


در پژوهش ديگري در سال 2007 Muffling و همكاران در آلمان با مطالعه روي گاو و خوك اشرشیا كولاي​هاي جدا شده از مدفوع جمعيت مورد مطالعه را مورد PCR قرار داده و گزارش نموده اند 22 اشرشیا كولاي جدا شده از 264 نمونه گاوي مورد آزمايش، معادل 3/8% كل نمونه​ها از گروه وروتوكسيكوژنيك مي​باشند، در صورتي كه از 76 نمونه خوكي مورد آزمايش تعداد 23 نمونه معادل 26/30% كل نمونه​ها وروتوكسيكوژنيك بودند (9). 


در پژوهش ديگري كه در سال 2004 توسط Sergent و همكاران در آمريكا روي نمونه​هاي متعدد باكتريايي جدا شده از مدفوع گاوها و گوساله ها، آغل​هاي نگه​داري و جايگاه پرواربندي بعد انجام PCR   در نهايت 2/10% اشرشیا كولايهاي جدا شده از نمونه​هاي مدفوعي از نوع اشرشیا كولاي وروتوكسيكوژنيك بوده​اند​. در حالي كه درصد آلودگي در سطح آغل و جايگاه پرواربندي بسيار بالاتر گزارش شده است (10).


از ميان 113 نمونه مورد بررسي در پژوهش حاضر تعداد 28 نمونه سوربيتول منفي بوده اند (معادل 77/24% كل نمونه​ها) كه از اين تعداد، 19 مورد با آزمايشPCR  در گروه اشرشیا كولاي وروتوكسيكوژنيك طبقه​بندي شده​اند. از 19 مورد فوق 9 مورد از مدفوع گاو و 10 مورد از مدفوع گوساله جدسازي شده​اند. با توجه به اينكه اشرشیا كولاي O157 H7 جزو اشرشیا كولاي​هاي وروتوكسيكوژنيك سوربيتول منفي مي​باشند و نظر به اهميت بسيار بالاي اين باكتري در بهداشت عمومي، نتايج مويد ريسك نسبتاً بالاي انتقال اين باكتري از طريق مدفوع گاو به انسان مي​باشد. همچنين درصد بالاي اين باكتري در مدفوع گوساله​ها نشان​دهنده اهميت بيشتر گوساله​ها به عنوان مخزن اين باكتري براي انسان است.


Sergent و همكاران در سال 2004 با كار بر روي اين باكتري گزارش نموده​اند از 52% آغل​هاي نمونه برداري شده و 9/95% جايگاه​هاي پرواربندي مورد بررسي، اشرشیا كولاي  O157 H7 جداسازي شده است. از سوي ديگر فراواني بيشتر اين باكتري در مدفوع گوساله​هاي پرواري در مقايسه با گاوها مويد نتايج پژوهشي حاضر مي​باشد (10).


در پژوهش Muffling و همكاران در آلمان در سال 2007 گزارش شده است كه ميزان فراواني اشرشیا كولاي وروتوكسيكوژنيك در مدفوع خوك​هاي مورد مطالعه بسيار بيشتر از گاوها مي​باشد اما فراواني سويه​هاي مرتبط با 
بيماري​هاي انسان در نمونه​هاي گاوي بسيار بيشتر بوده و اغلب سروتيپO157  مي​باشد (9) اين نتايج نشان دهنده اهميت بالاي گاو از نظر بهداشت عمومي مي​باشد.


در پژوهش حاضر تعداد 85 نمونه از 113 نمونه مورد آزمايش سوربيتول مثبت بودند كه از اين تعداد 7 نمونه با آزمايش PCR  در گروه وروتوكسيكوژنيك قرار گرفتند كه همگي از نمونه​هاي مدفوعي اخذ شده از گاو به​دست آمده​اند. اين 
نمونه​ها از سروتيپ​هاي وروتوكسيكوژنيك غيرO157  
مي​باشند. نتايج پژوهش​هاي ديگر هم از جدا شدن اين سروتيپ​ها از مدفوع گاو و گوساله حكايت مي​كند. 
سروتيپ​هاي جدا شده شامل O26، O126، O111 و O121 
مي باشند (5، 6 و 9).

در سال 2003 Laven و همكاران در انگلستان با كار بر روي گوساله​هاي كشتاري در 3 كشتارگاه لندن در خلال سال​هاي 1999 و 2000 به روش PCR جهت جستجوي اشرشیا كولاي O157  گزارش نموده​اند. ميزان اين باكتري در قسمت​هاي مختلف گوشت و دستگاه گوارش گوساله​ها متفاوت بوده به​ طوري كه ميزان جداسازي و كلونيزه شدن باكتري در قولون بيشتر از شكمبه بوده همچنين ميزان اتصال آن به ديواره روده​ها بيشتر مي​باشد. از سوي ديگر فراواني اين باكتري در خلال 
ماه​هاي زمستان نسبت به ساير فصول به​طور معني​داري كمتر مي​باشد (8).


اين نتايج نشان دهنده اين است كه اولاً افرادي كه با آلايش​هاي دامي سروكار دارند بيشتر در معرض آلوده شدن با اين 
باكتري​ها قرار داشته و از طرف ديگر در فصول گرم سال ريسك آلودگي بالاتر است.
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