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 چکیده
کم  یدوز عفونگاستروانتریت با  هایعامل عفونت های منتقله از مواد غذایی است. این باکتریپاتوژن نیترمهم، یکی از H157O:7 اشریشیا کلی

تواند باکتری بوده و می یکی از منابع آلودگی به این خام ریششود. اسهال خونی می یک سویه انتروهموراژیک سبب ایجاد عنوانبهو است 

عنوان شاخصی در ی حاضر بررسی پتانسیل شیر خام گوسفند بههدف از مطالعه های شدیدی قرار دهد.انسان را در معرض ابتلا به عفونت

 114 تعداد 1401 ریت و خرداد بهشت،یارد ،فروردین یهاماهطی انتقال این پاتوژن و در معرض خطر قرار دادن سلامت عمومی جامعه بود. 

تشخیص های تشخیصی بیوشیمیایی، نپس از انجام آزمو در خوزستان تهیه و به آزمایشگاه منتقل شد. شدهعرضهنمونه شیر خام گوسفند 

 در این تحقیق جداسازیگرفت. انجام  2stx ،PCRو  flic(7H، 1stx(، rfb 157O)(های به ژن با استفاده از پرایمرهای اختصاصی مربوطقطعی 
 آزمونبیوتیکی، ارزیابی حساسیت آنتی منظوربه دشدهییتأهای جدایهبر روی شد.  دییتأدرصد(  ٦٣/2نمونه ) ٣از  H157O:7ریشیا کلی اش

یدیم کلاوونیک اسید پنم، سفتازیدیم و سفتازهای ایمیبیوتیکها به آنتینتایج نشان داد که صد در صد جدایهگرفت. بیوگرام انجام آنتی

نیتروفورانتین و درصد(،  ٦٦/٦٦متوپریم سولفامتوکسازول و جنتامایسین )سپس به ترتیب نسبت به سیپروفلوکساسین، تری ند.هست حساس

سیلین و کلیندامایسین مشاهده نشد که ها حساسیت به آمپیاز جدایه کدامچیهدر  .( حساسیت مشاهده شددرصد ٣٣/٣٣نالیدیکسیک اسید )

اشریشیا آلودگی شیر خام گوسفند به باکتری  .استها بیوتیکبه این آنتی H157O:7اشریشیا کلی  هایومت جدایهبیشترین مقا یدهندهنشان

های ناشی از با ریسک ابتلا به بیماری احتمالاًتواند خوزستان نشان داد که مصرف شیر خام گوسفند می در منطقه H157O:7 کلی

 .این باکتری ارتباط داشته باشد

 شیر خام گوسفند بیوتیکی،مقاومت آنتی ،مراز یپل رهیزنج واکنش، H157O:7 یکل ایشیاشر لیدی:ک هایواژه

 
 
 



 

 مقدمه

های های منتقله از مواد غذایی و عامل عفونتپاتوژن نیتراز معروف، یکی H157O:7 سروتیپاشریشیا کلی باکتری 

زایی و این باکتری به علت شدت بالای بیماری (.  Zhong and Zhao, 2018) کم است یدوز عفونگاستروانتریت با 

 Kiranmayi) در مواد غذایی است شدهشناختهزای ترین عوامل بیماریجدی سلول( یکی از 10دوز عفونی کم )کمتر از 

)2010., et al 7سروتیپ  اشریشیا کلیگاو و سایر نشخوارکنندگان مخزن باکتری  ژهیوبهی حیوانات، روده:H157O 

مانند سگ، گربه، خوک، اسب  ینشخوارکنندگان ریغگوسفند، بز،  توان بهاین باکتری میدیگر حیوانات مخزن  . ازاست

مطالعات اپیدمیولوژیک در مورد حیوانات  (.Van den Brom et al., 2020؛  Smith et al., 2015) و پرندگان اشاره کرد

. در اندشده ییشناساسایر حیوانات میزبان نیز  حالنیبااروی گاو متمرکز است،  H157O:7اشریشیا کلی مخزن باکتری 

دهد درصد بود که نشان می ٣1در گوسفندان بالاتر از  H157O:7اشریشیا کلی ایالت متحده، هلند و استرالیا شیوع 

(. et alh Bac ,.2002داشته باشند ) H157O:7اشریشیا کلی عنوان مخزن باکتری گوسفندان نیز ممکن است نقش مهمی به

 یدکنندهیتول اشریشیا کلیی گوسفند شیری در هلند صورت گرفت، باکتری مزرعه 24ای که بین در مطالعه

، 26O ،45O ،103O ،111O، سروتیپهفت (. et alh Opsteeg ,.2018ی این مزارع گزارش شد )شیگاتوکسین در همه

121O ،145O 157 وO های مسئول اکثر عفونتSTEC  انسانی هستند(2021., et alCapps  2011 ؛., et alKhandaghi  .)

منبع  عنوانبهو آب آشامیدنی آلوده  هایسبزپخته، میوه، گوشت یا شیر خام یا نیم ازجملهمحصولات غذایی مختلف 

ک یک سویه انتروهموراژی عنوانبه  H157O:7اشریشیا کلی   (.et al Alegbeleye ,.2018( کنندعفونت در انسان عمل می

( Hemorrhagic Colitisدهنده )ییا کولیت خونریزتوکسین بوده و سبب ایجاد اسهال خونی شیگاقادر به تولید 

( و Hemolytic Uremic Syndromeتوانند منجر به بیماری سندروم اورمی همولیتیک )میاین باکتری شود. همچنین می

( در کودکان، سالمندان و بیماران Thrombotic Thrombocytopenic Purpuraپورپورای ترومبوتیک ترومبوسیتوپنیک )

مرکز کنترل و پیشگیری (. Kakagianni and Koutsoumanis, 2019؛ Khandaghi et al., 2010 ) در معرض خطر شود

 هرساله، H157O:7سروتیپ  اشریشیا کلیها تخمین زده است که بیمارهای ناشی از غذا توسط شیگاتوکسین از بیماری

 Kakagianni and) شودمورد مرگ در آمریکا می ٣0مورد بستری و  ٣٦ 00مورد بیماری،  2٦٥000موجب 

2019Koutsoumanis, .) 1ها )شیگاتوکسین ازجملهمستقیم با فاکتورهای حدت مرتبط هستند.  طوربهها این بیماریStx 

ز عفونی کم، اثرات سمی و بیماری عمومی ( که با دوAhly( و انتروهمولیزین )eae(، اینتیمین )کد شده توسط 2Stxو 

و  hlyAهای قرمز توسط ، اختلال در گلبولeae( ناشی از بیان A/Eکند. ضایعات اتصال و محو شدن )شدید ایجاد می

توسط  (Globotriaosylceramide) سرامیدآسیلبوتریوسرکوب سنتز پروتئین از طریق اتصال به رسپتور گل

 (.Thierry et al., 2020هستند ) شیگاتوکسین دکنندهیتول اشریشیا کلیلی مرتبط با حدت های اصشیگاتوکسین ویژگی

 کعنوان یهب 1980 دهه لیاوا از ،نیگاتوکسیش دکنندهیتول یکل ایشیاشر پیسروت نیترمهم H157O:7 یکل ایشیاشر یباکتر

 شدهگزارش خام ریدر ش نیهمچن یاکترب نیا. است شدهمطرح ییغذامواد  آب و قیطر از انتقالقابل یاتیح پاتوژن

آلودگی شیر خام به این باکتری از طریق آلودگی شیر با  (.Van den Brom et al., 2020; Rani et al., 2021) است



 Sancak etاست ) شدهگزارشدهد. اگرچه ترشح مستقیم ارگانیسم از پستان آلوده نیز مدفوع در حین شیردوشی رخ می

al., 2015 .)برد کار به یباکتر نیا از یناش هایبیماری گسترش کنترل یبرا وانتیم را یمختلف یتیریمد یهایاتژاستر .

 مانند نوظهور یهایفناور .است مهم اریبس ریوممرگ و عوارض کاهش منظوربه پاتوژن نیا کارآمد و عیسر صیتشخ

 دیجد یکردهایرو عنوانبه هوشمند یشگو بر یمبتن تالیجید یهاروش و یسنجفیط ،یستیز یحسگرها یهاروش

بر  یمبتن یرنگ سنج حسگر (.et al Rani ,.2021) است شدهشناخته H157O:7 یکل ایشیاشر باکتری صیتشخ نهیزم در

Yang ) است شدهگزارش ریدر ش H157O:7 اشریشیا کلیباکتری  صیتشخ جهتکارآمد  یابزار عنوانههوشمند ب یگوش

et al., 2021 .) 
 اشریشیا کلی یک مورددر شیر در ایران وجود دارد برای نمونه  7H:157O اشریشیا کلی از وجود آلودگی به ییهاگزارش

7H:157O است  شدهدادهتشخیص  در ایرانشرکت شیر پاستوریزه شیر مخازن  در(2011., et alBrenjchi ) .همچنین 

 است دشدهییتأخصوص در فصول گرم به ستان،خوز استان شیر خام گاو در 7H:157O یکل ایشیاشر حضور باکتری

(Morseli and Shakerian, 2023.) 

، وتیکبییمقاوم در برابر آنت 7H:157Oسروتیپ  اشریشیا کلیهای زایی و ظهور سویهتوجه به دوز پایین عفونت با

ها ضرورت دارد. کی جدایهبیوتیشناسایی منابع عفونی و چگونگی انتقال آن به انسان و همچنین ارزیابی مقاومت آنتی

ی مطالعات بر روی گوشت، گاو است و عمده 7H:157O اشریشیا کلیهمچنین با توجه به اینکه مخزن اصلی باکتری 

ی حاضر بررسی این است که شیر خام گوسفند تا است. هدف از مطالعه شدهانجامگاو  منشأها با شیر و سایر فرآورده

ن شاخصی در انتقال این پاتوژن مطرح باشد و موجب در معرض خطر قرار دادن سلامت عنواتواند بهاندازه می چه

با  7H:157Oسروتیپ  اشریشیا کلیعمومی جامعه شود. لذا در این مطالعه امکان آلودگی شیر خام گوسفند به باکتری 

واکنش  ستفاده از آزمونبا ا 7H:157Oزای تشخیص باکتری، وجود عامل بیماری منظوربههای کشت استفاده از روش

 یموردبررسها بیوتیکی جدایهو همچنین ارزیابی مقاومت آنتی( Polymerase Chain Reaction) مرازپلی اییزنجیره

 قرار گرفت.

 هامواد و روش

 هانمونهآوری جمع-

و در معرض خطر  H157O:7اشریشیا کلی عنوان شاخصی در انتقال باکتری بررسی پتانسیل شیر خام گوسفند به منظوربه

خام  رینمونه ش 114 تعداد 1401 ریت و خرداد بهشت،یارد ن،یفرورد یهاماه یط قرار دادن سلامت عمومی جامعه،

شادگان،  ،یباو خرمشهر، ایذه، ه،یدیاماهواز،  هایشهر درگوسفند  ریش عرضه شدهثبتتوجه به تعداد مراکز  باگوسفند 

باغملک، شوش، مسجد  جان،یهند زه،یهو ه،یدیحم آزادگان،دشت گتوند، شوشتر، کارون، ر،یرامشبهبهان، هفتکل، 

، ٦به ترتیب تعداد  ساده یتصادف یبرداربه روش نمونه خوزستان استانو رامهرمز از  یلال مشک،یدزفول، اند مان،یسل

 شگاهیسرما به آزما طیدر شرا عاًیسرو  هیتهنمونه  ٦، ٣، ٦، 7، ٦، 7، ٥، 2، ٣، ٥، ٥، ٥، 7، 4، 4، ٣، 7، ٣، ٥، ٦، ٥، 4

و در همان روز مورد آزمایش قرار منتقل  اهواز چمران دیشه دانشگاه یدامپزشک دانشکده ییبهداشت مواد غذا

 گرفتند.می



  H157O:7اشریشیا کلی بیوشیمیایی  جداسازی و شناسایی-

 لیترمیلی 9های حاوی به لوله لیترمیلیدار یک ی شیر سانتریفیوژ و از رسوب حاصل، مقلیتر از هر نمونهمیلی 40مقدار 

( منتقل و گرم بر لیترمیلی 20غنی شده با نووبیوسین ) Merck, Germany)) (Tryptic Soy Broth) سوی براث ریپتیکت

 مجدداًگردید. پس از سپری شدن این زمان، گذاری ساعت گرمخانه 24به مدت  سلسیوسدرجه  ٣7در دمای 

مانده مخلوط و در محیط کشت لیتر از محیط باقی. مایع رویی خارج و رسوب آن در یک میلیجام شدانسانتریفیوژ 

بیوتیک ، حاوی آنتیMerck, Germany))  (Sorbitol MacConkey Agar)اختصاصی سوربیتول مک کانکی آگار

درجه  ٣7در دمای  کشت داده شد و (،گرم بر لیترمیلی ٥/2( و محلول تلوریت پتاسیم )گرم بر لیترمیلی 0٥/0سفکسیم )

)سوربیتول منفی( یا  رنگهای بیعدد از کلنی ٥تا  ٣سپس تعداد  گذاری شد.ساعت گرمخانه 24به مدت  سلسیوس

بیوتیک سوربیتول مک کانکی آگار حاوی آنتی کشت رنگ با هسته مرکزی دودی خاکستری از محیطهای بیکلنی

(، Conda, Spain)( Eosin Methylene Blue Agar)زین متیلن بلو آگار کشت ائو انتخاب و در محیطسفکسیم 

، بر روی ائوزین متیلن بلو آگار در محیط های با جلای سبز فلزیشد. سپس از کلنیصورت خطی کشت داده میبه

، نسبت به تهیه کشت خالص اقدام Merck, Germany))( Tryptic Soy Agar)محیط کشت تریپتیک سوی آگار 

های تشخیصی گرم، آزمون آمیزیشد. سپس ضمن نگهداری پلیت مذکور در یخچال، نسبت به انجام رنگمی

  گردید.اقدام می PCRو  LIAو  TSIو همچنین تست  IMVICبیوشیمیایی شامل تست اکسیداز، تست 

  H157O:7اشریشیا کلی شناسایی مولکولی -

بدین نحو که مقداری کلنی را با لوپ استریل، در اده شد. از روش جوشانیدن استف DNAجهت جداسازی  ابتدادر 

ها هموژن شد. میکروتیوب کاملاًسی آب مقطر استریل، حل و حاوی یک سیلیتری میلی ٥/1های میکروتیوب

ی دقیقه قرار داده شد. پس از سانتریفیوژ، مایع رویپنج و به مدت  دور در دقیقه 12000 گذاری و در سانتریفیوژ باشماره

مخلوط شدند. سپس  باهم یخوببهمیکرولیتر آب مقطر استریل افزوده گردید و  100مانده خارج و به رسوب باقی

ها میکروتیوب مجدداً ازآنپسدقیقه حرارت داده شدند.  ٥-٦ها با قرار دادن بر روی آب جوش، به مدت میکروتیوب

در  یگذاربرچسبشد و ضمن کروتیوب دیگر ریخته میمیکرولیتر از مایع رویی در یک می 70سانتریفیوژ گشته و 

  H157O:7 اشریشیا کلیدر این مطالعه از پرایمرهای اختصاصی باکتری گردید. نگهداری میدرجه سلسیوس  -20فریزر

 استفاده شد.( 1مطابق جدول ) پیشگام سنتز شده است یفناورستیزکه توسط شرکت 
 

 H157O:7 اشریشیا کلیدر باکتری   157O ،7H ،1stx ،2stxهای ربوط به ژنو معکوس م شرویپپرایمرهای  _(1)جدول 

پرایمر اندازه منبع  پرایمر توالی پرایمر  
 

Paton et al., 1998 
 

259 bp 
 

CGGACATCCATGTGATATGG 

TTGCCTATGTACAGCTAATCC 
O157F 

O157R 

625 bp GCGCTGTCGAGTTCTATCGAGC 

CAACGGTGACTTTATCGCCATTCC 

H7 F 

H7 R 

 
 

Kudva et al., 1996؛ 
Olowe et al., 2014 

 

 
614 bp 

 

 
ACACTGGATGATCTCAGTGG 

CTGAATCCCCCTCCATTATG 

 

 
stx1 F 

stx1 R 
 

779 bp CCATGACAACGGACAGCAGTT 

CCTGTCAACTGAGCAGCACTTTG 

stx2 F 

 stx2R 



 

میکرولیتر از  پنجکه شامل  ازیدنمور، مواد اقدام گردید. در مرحله نخست PCRطی دو مرحله نسبت به انجام  سپس

DNA میکرولیتر مستر میکس 20، شدهاستخراج (Ampliqon, Denmark)  از  هرکداممیکرولیتر از یک حاوی

 ٥/٣میکرولیتر از مسترمیکس پایه و ٥/12میکرولیتر(،  چهار درمجموع) (Cinnagen, Iran) و معکوس شرویپپرایمرهای 

میکرولیتر  2٥ه مخلوط شده و حجم نهایی ب باهملیتری میلی 2/0ک میکروتیوب ی میکرولیتر آب مقطر استریل، در

 تنظیم سلسیوس درجه 94 دمای در دستگاه و قرارگرفته (Bioer, China) ترمال سایکلر دستگاه در هانمونه رسید.

های یو میکروارگانیسمکه از آرش مثبت کنترل مثبت کنترل نمونه یک است لازم PCR واکنش  انجام هر باربرای  گردید.

های مشکوک نمونه همراه منفی به کنترل نمونه یک و شدههیتهگروه بهداشت مواد غذایی دانشگاه شهید چمران اهواز 

 عنوانبه ( 43895ATCCی)سویه H157O:7 اشریشیا کلیمربوط به باکتری  DNA، از PCRدر آزمون  .شود گذاشته

 7Hو  157Oمرحله نخست، با مشاهده هر دو باند  PCRنترل منفی استفاده شد. در ک عنوانبهکنترل مثبت و از آب مقطر 

 PCRنسبت به انجام  سپسو  شدهگزارشمثبت  H157O:7اشریشیا کلی  ازنظر، سویه مربوطه PCRدر یک واکنش 

در  دشدهییتأتریایی باک یهاهیسوزا بودن نسبت به ارزیابی و تشخیص توکسین لهیوسنیبدگردید تا مرحله دوم اقدام می

شامل سه بخش بود: بخش اول  PCR برنامه حرارتی اقدام گردد.  2stx و 1stxهای دارا بودن ژن ازنظرمرحله نخست، 

بخش  ( انجام شد.DNAی دو رشته برای باز شدندقیقه ) ٣و به مدت  سلسیوسدرجه  94دناتوره کردن اولیه در دمای 

 4٥به مدت  سلسیوسدرجه  94شد: ابتدا دناتوره شدن در امل سه مرحله میسیکل و هر سیکل ش ٣٥دوم خود شامل 

و به  سلسیوسدرجه  72ثانیه و در ادامه، سنتز در دمای  4٥درجه به مدت  ٦2ثانیه، سپس اتصال پرایمرها در دمای 

دها به انتهای در این مرحله با اضافه کردن نوکلئوتی Taq (Cinnagen, Iran)مدت یک دقیقه انجام شد که آنزیم 

 72بخش سوم، سنتز نهایی در  شد. موردنظرالگو، باعث تکثیر قطعه  DNAآغازگرها، با توجه به ردیف نوکلئوتیدی 

 اند، کامل گردند.طور کامل سنتز نشدهدقیقه انجام شد تا در طی آن قطعاتی که به ٥و به مدت  سلسیوسدرجه 

 ٥/1 از ژل آگارز PCRجهت بررسی و مشاهده محصول  .سی شدبا الکتروفورز در ژل آگارز برر PCRمحصولات  

 مخزن و داده قرار( Paya Pajouhesh, Iran) تانک الکتروفورز درون را ژلاستفاده گردید.  (Cinnagen, Iran) درصد

. شد تزریق ژل چاهک درون نمونه از هر PCR محصول از میکرولیتر 10گردید.  پر TAE 1X با محلول بافر تانک

 درون ژل الکتروفورز .شد هداد اختصاص (،Cinnagen, Iran) (میکرولیتر ٣) bp٥0 ژنی نردبان تزریق به وسط کچاه

پس از پایان الکتروفورز، باندهای  .گردید انجام دقیقه 40 مدت به ولت 100 برق جریان از استفاده با TAE 1X بافر

صحت  ازنظر ژل ، باندهایUVو با تابش نور شدهدادهقرار  ((Kiagen, Iranژل در دستگاه ترانس لومیناتور  شدهکیتفک

 قرار گرفتند. طول قطعه، با مارکر مولکولی و کنترل مثبت مورد مقایسه
 آنتی بیوگرام-

ها از روش دیسک دیفیوژن آگار منطبق با استانداردهای موسسه استاندارد بیوتیکی جدایهجهت سنجش حساسیت آنتی

(. در ابتدا نسبت به تهیه CLSI, 2019اقدام شد ) (Clinical Laboratory Standards Institute)ی آزمایشگاهی و کلینیک

اشریشیا کلی های ساعته هر یک از جدایه 24شد. سپس از کشت خالص  (Padtan Teb, Iran) فارلند اقداممک 0/٥



7:H157Oفارلند، مک ٥/0ل با کدورت لوله ، در سرم فیزیولوژی تلقیح شده و با مقایسه سوسپانسیون باکتریایی حاص

طور کامل سپس سواب استریل به سوسپانسیون حاصل آغشته شده و به شد.تشخیص داده می ازیموردنمقدار کدورت 

، در داخل پلیت کشت داده شد. پس Merck, Germany))( Mueller-Hinton agar)تمام سطح محیط مولر هینتون آگار

ی متر از دیوارهسانتی ٥/1(، با فاصله Padtan Teb, Iran) بیوتیکیهای آنتییسکاز جذب رطوبت سطح محیط کشت، د

از ده نوع  مجموعاًدر این تحقیق برای هر جدایه متر از یکدیگر در سطح محیط کشت گذاشته شد. سانتی ٥/2پلیت و 

 ٣0) نالیدیکسیک اسید، میکروگرم( 10) ، ایمیپنممیکروگرم( 10) سیلینمختلف شامل آمپی بیوتیکدیسک آنتی

، میکروگرم( 10) ، جنتامایسینمیکروگرم( ٥) ، تریمتوپریم سولفامتاکسازولمیکروگرم( ٣0) ، سفتازیدیممیکروگرم(

و  میکروگرم( ٣00) ، نیتروفورانتینمیکروگرم( 2) ، کلیندامایسینمیکروگرم( 10) سفتازیدیم کالوونیک اسید

بعد از قرار  (1)شکل  متری استفاده شددر دو پلیت ده سانتی (Padtan Teb, Iran) میکروگرم( ٥)سیپروفلوکساسین 

ساعت نتایج  24گذاری شده و پس از گرمخانه سلسیوسدرجه  ٣7ها در دمای پلیت بیوتیکیهای آنتیدادن دیسک

گیری و دازهها انی عدم رشد در اطراف هر یک از دیسککش قطر هالهبا استفاده از خط سپسقرار گرفت.  یموردبررس

بیوتیکی و جدول های آنتیدیسک یکنندهفراهماز شرکت  شدههیتهو با جدول استاندارد  شدهثبتمتر بر اساس میلی

CLSI (CLSI, 2021مقایسه می ) .ها تعیین بیوتیکاز آنتی هرکدامها به میزان حساسیت یا مقاومت ایزوله جهیدرنتشد

 گردید.می

 
 H157O:7 اشریشاکلی هاییوتیکی جدایهبسنجش آنتی_(1شکل )

 هایافته

 تعدادی کانکی آگار حاوی سفکسیم و تلوریت پتاسیم،نمونه کشت داده شده در محیط سوربیتول مک 114از تعداد 

ها در ( مشاهده و جهت تشخیص تفریقی کلنیGarbaj et al., 2016) های مشکوکعنوان کلنیسوربیتول منفی بهکلنی 

سپس بر  جلای سبز فلزی داشتند. EMBبر روی محیط کشت  اشریشیا کلیهای ت داده شدند. کلنیکش EMBمحیط 

-کلنی انجام شد. در مجموع LIAو  TSIو همچنین تست  IMVICرنگ آمیزی گرم، تست اکسیداز، تست ها روی آن

منفی و  VPمثبت،  MR، صورت اکسیداز منفی، اندول مثبتبه ،درصد( 42/18نمونه شیر ) 21تعداد  بههای مربوط 



صورت اسید/اسید بوده و همچنین در به TSIهای مشکوک همچنین در لوله هایسیترات منفی مشاهده گردید. کلنی

LIA مشاهده شدند.صورت قلیایی/قلیایی به 

 روشعنوان بهای پلیمراز زنجیره واکنش ایی،در مواد غذ H157O:7 کلی سروتیپ برای شناسایی باکتری اشریشیا 

-به 2stxو  157O ،7H ،1stxهای های مشکوک برای تشخیص قطعی و حضور ژنکلنی .شودمیاستاندارد در نظر گرفته 

باندهای تشکیل شده بر  7Hو  157Oهای ها در مورد حضور ژنمورد بررسی قرار گرفتند. طی بررسی PCRی وسیله

  7Hو  157Oهای درصد( دارای ژن٦٣/2نمونه ) ٣، ی قبلهنمونه مثبت مرحل 21روی ژل آگارز نشان داد که از تعداد 

مورد بررسی قرار گرفتند که صرفاً یک نمونه   2stxو   1stxهای ها از نظر وجود ژنبودند. طی مرحله بعد جدایه

شک را تشکیل داد. این نمونه مربوط به شهر اندیم 2stxو   1stxدرصد( بر روی آگارز باندهای حاوی هر دو ژن 87/0)

حضور داشت و  7Hو  157Oهای درصد( دیگر )مربوط به شهرهای شوشتر و گتوند( فقط ژن7٥/1) بود. در دو نمونه

 (.2)شکل  مشاهده نشد  2stxو   1stxزای های بیماریآثاری از حضور ژن

 
 PCR در  2stxو  157O ،7H ،1stx هایبه همراه کنترل مثبت و منفی مربوط به ژن 7H:157O اشریشیا کلیباکتری موارد مثبت  _(2) شکل

: کنترل 4، ستون شماره  bp٥0نردبان ژنی   :٣، ستون شماره  7H:157O اشریشیا کلی: 2ستون شماره  ، 7H:157O اشریشیا کلی:  1ستون شماره 

: کنترل مثبت باکتری دارای ٦ ، ستون شمارهbp٥0: نردبان ژنی ٥، ستون شماره )2stx (bp779( و bp٦14) 1stxهای مثبت باکتری دارای ژن

اشریشیا در نمونه مثبت  2stxو   1stxهای : ژن8ستون شماره  ، 7H:157O اشریشیا کلی:  7ستون شماره  ،(bp٦2٥) 7H( و bp2٥9) 157Oهای ژن
 کنترل منفی. :9ستون شماره  ،7H:157O کلی

 

پنم، های ایمیبیوتیکها به آنتیدر صد جدایهنشان داد که صد بیوتیکی آنتینتایج آزمون سنجش حساسیت  در نهایت

متوپریم ترتیب نسبت به سیپروفلوکساسین، تریهستند. سپس به وونیک اسید حساسسفتازیدیم و سفتازیدیم کلا

حساسیت مشاهده ( درصد ٣٣/٣٣نیتروفورانتین و نالیدیکسیک اسید )درصد(،  ٦٦/٦٦سولفامتوکسازول و جنتامایسین )



ی بیشترین سیلین و کلیندامایسین مشاهده نشد که نشان دهندهها حساسیت به آمپیکدام از جدایههیچ شد. همچنین در

 .(1)نمودار  استها بیوتیکبه این آنتی H157O:7اشریشیا کلی  هایمقاومت جدایه

 
 مختلف بیوتیکآنتی 01نسبت به  H157O:7 اشریشیا کلی هایجدایه بیوتیکینتایج آزمون سنجش حساسیت آنتی _(1نمودار )

 

 گیریو نتیجه بحث

های عنوان یک نگرانی بهداشت عمومی در بسیاری از کشورهای جهان مطرح است. عفونتبه H157O:7اشریشیا کلی 

هزینه در کانادا ، چهارمین بیماری پرH157O:7سروتیپ  تولید کننده شیگاتوکسین اشریشیا کلیباکتری  ایجاد شده توسط

سلول(  10زایی و دوز عفونی کم )کمتر از به علت شدت بالای بیماری  H157O:7اشریشیا کلی . استو ایالت متحده 

ست ا زازای شناخته شده در مواد غذایی است. این باکتری عمدتا برای انسان بیماریترین عوامل بیماریجدی یکی از

بنابراین این حیوانات به عنوان  کند.جز اسهال ایجاد نمیه علائم بالینی و بیماری بهگوناما در گاو و سایر حیوانات هیچ

 .(Kiranmayi et al., 2010) کنندناقل عمل می

 H157O:7اشریشیا کلی نمونه شیر خام گوسفند به منظور جداسازی و شناسایی باکتری  114در مطالعه حاضر تعداد 

ها با های مغذی و انتخابی برای جداسازی استفاده شد و سپس ایزولهدر محیط از روش کشت .مورد بررسی قرار گرفت

( مورد ارزیابی قرار 7H و 157Oو همچنین تایید سروتایپ ) 2stxو   1stx های شیگاتوکسیناز نظر حضور ژن PCRروش 

 اشریشیا کلیجدایه  2( و درصد 87/0)  2stxو   1stxهای دارای ژن H157O:7 اشریشیا کلیگرفت. در نهایت یک جدایه 

7:H157O 1های فاقد ژنstx  2وstx (7٥/1 تشخیص داده شد. سنجش آنتی )ترین حساسیت ها بیشبیوتیکی جدایهدرصد

ترین درصد( نشان داد. همچنین بیش100پنم، سفتازیدیم کلاوونیک اسید و سفتازیدیم )های ایمیبیوتیکرا به آنتی

 .درصد( مشاهده شد100سیلین و کلیندامایسین )های آمپیبیوتیکمقاومت نسبت به آنتی



 مدفوع در حدت فاکتور یهاژن و H157O:7 یکل ایشیاشر یباکتر میمستق ییکه تحت عنوان شناسادر ایران  ییامطالعه در

 گوسفندان درصد 1/2 و گاوها درصد 2/4 در H157O:7 یکل ایشیاشر یباکتردر زمان کشتار انجام شد،  یکشتار واناتیح

باکتری  یفراوان عنوان تحت در منطقه آذربایجان شرقی گرید یپژوهش نیهمچن(. Jalil et al., 2011) شد مشاهده

دهنده نشان جیدر کشتارگاه انجام شد که نتا یکشتار یهادر مدفوع گاوها و گوساله کیکوژنیوروتوکس یکل ایشیاشر

های کشتاری در کشتارگاه در مدفوع گاوها و گوساله کیکوژنیوروتوکس یکل ایشیاشرنسبتاً بالای باکتری  ریوجود مقاد

 (.Khakpour et al., 2012) بود زیتبر

ن غربی یونادر غذاهای مختلف با منشا دامی در شمال  H157O:7 سروتیپ اشریشیا کلیوجود باکتری ای دیگر در مطالعه

های استاندارد کشت و روشبا استفاده از  H157O:7جهت تشخیص سروگروپ  هانمونه. مورد بررسی قرار گرفت

درصد( 1نمونه ) 100. نتایج در مورد شیر گوسفند، پاتوژن را یک مورد از ندجداسازی ایمونومغناطیسی بررسی شد

کرد. را حمل می 2stxو   1stxوکسین بوده و هر دو ژن ی جدا شده سوربیتول منفی و تولید کننده وروتگزارش داد. سویه

سیلین، کلرامفنیکل، بیوتیک )نالیدیکسیک اسید، آمپیآنتی 8همچنین از نظر حساسیت ضد میکروبی، نسبت به 

 Dontorou et)  کسازول و تتراسایکلین( حساس بودسولفامتو-متوپریمکانامایسین، نورفلوکساسین، استرپتومایسین، تری

al., 2003 .)مطابقت دارد. از این جهت که با روش کشت و  این مطالعه نتایج تحقیق حاضر با نتایجPCR  بر روی

شیر خام گوسفند تشخیص داده شد. با  در 2stxو  1stxهای ژن حامل  H157O:7ها، در هر دو مطالعه تنها یک مورد ایزوله

خام گوسفند مورد بررسی قرار گرفته شد و فراوانی باکتری نمونه شیر  100این تفاوت که در مطالعه ایشان تعداد 

نمونه شیر گوسفند  114درصد بود اما در تحقیق حاضر از تعداد یک های شیگاتوکسین حامل ژن H157O:7اشریشیا کلی 

درصد گزارش شد. در هر دو مطالعه،  87/0های شیگاتوکسین، حامل ژن اشریشیا کلیمورد بررسی، فراوانی باکتری 

های نالیدیکسیک اسید و بیوتیکهای شیگاتوکسین، نسبت به آنتیحاوی ژن H157O:7اشریشیا کلی های جدایه

به این سیلین در نتایج تفاوت وجود داشت بیوتیک آمپیسولفامتوکسازول حساس بودند. البته در مورد آنتی-متوپریمتری

اختلاف در نتایج مقاومت  سیلین مقاوم بودند.وتیک آمپیبیی حاضر، نسبت به آنتی ها در مطالعهجدایه صورت که

بیوتیکی دهد که الگوی مقاومت آنتیمطالعات مختلف نشان میدر   H157O:7اشریشیا کلی های بیوتیکی جدایهآنتی

ی شایع و ، نوع و نحوه فرآوری و مصرف مواد غذایی، بیماری های باکتریایتواند تحت تأثیر منطقه جغرافیاییمی

اشریشیا کلی های مختلف بر این، احتمالا مقاومت سویه ها قرار گیرد. علاوهبیوتیکویژه آنتیفرهنگ مصرف داروها و به

 7:H157O   های مختلف خاص بر روی سویه بیوتیکآنتیمتفاوت بوده و این امر منجر به تاثیر متفاوت یک با یکدیگر

 .(Dontorou et al., 2003) گرددمی

شیر غیرپاستوریزه میش  هاینمونه در را  H157O:7اشریشیا کلی وجود باکتری  ی حاضرمشابه مطالعه ،در اسپانیاتحقیقی 

 ٥/٣مورد ) ٣های شیر میش، ، از بین تمام نمونه flic( 7H(و 157O )rfb(های مورد بررسی قرار داد. در بررسی وجود ژن

های حدت برای حضور ژن PCRپلکس . سپس با استفاده از مولتیمثبت بودند H157O:7اشریشیا کلی درصد( از نظر 

Aehx ،Aeae ،1stx  2وstx 7 هایتجزیه و تحلیل شدند. تمام جدایه:H157O های شیگاتوکسین بوده و واجد ژن دارای سم

ولید پنیر، با . این نتایج نشان داد که شیر خام میش مورد استفاده در ت(Caro et al., 2006)  بودند eaeAو  ehxAتحد



در تحقیق ایشان نسبت به   H157O:7 اشریشیا کلیزا آلوده است. درصد آلودگی شیر میش به های بالقوه بیماریسویه

مطالعه حاضر بالاتر گزارش شده است. در توضیح این عدم تشابه در نتایج مطالعات مختلف، دلایل متعددی از جمله 

برداری و های نمونهدوشی، پراکندگی جغرافیایی، فصول متفاوت، روشعدم رعایت اقدامات بهداشتی در حین شیر

، عوامل یک مطالعه فراتحلیل درتواند مطرح باشد. می H157O:7 اشریشیا کلی های جداسازی مختلف باکتریروش

  زای موجود در شیر خام و پنیر گوسفند و بز مورد بررسی قرار گرفت.بیمای

ی گوسفند ریپن خام و ریشتولید کننده شیگاتوکسین جدا شده از  اشریشیا کلیسویه  1٣، مجموع ای دیگردر مطالعه

اشریشیا های ها تعیین شد. تمام سویهبیوتیکی آنمورد بررسی قرار گرفت و صفات بیوشیمیایی و همچنین مقاومت آنتی

یلوزین مقاومت نشان دادند. این سیلین و تاتولید کننده شیگاتوکسین نسبت به باسیتراسین، کلوکساسیلین، پنی کلی

تولید کننده شیگاتوکسین جدا  اشریشیا کلیهای مطالعه، انواع مختلف بیوتایپ و الگوی مقاومت آنتی بیوتیکی در سویه

 مطالعه انجام شده از ٣7از  که های تجزیه و تحلیلداده (.Caro et al., 2007شده از لبنیات گوسفند را نشان داد )

زا در شیر خام گوسفند و بز مشابه بیماریفرکانس تشخیص عوامل نشان داد که بود، استخراج شده  کشورهای مختلف

تولید  اشریشیا کلی. میزان آلودگی به است درصد( ٣/4-8/4تولید کننده شیگاتوکسین ) اشریشیا کلیو در مورد باکتری 

-Gonzales ) درصد( بالاتر بود 7/4توریزه )درصد( نسبت به شیر پاس 10در پنیرهای شیر خام )کننده شیگاتوکسین 

Barron et al., 2017) بنابراین آلودگی شیر و پنیر خام گوسفند و بز در این مطالعه، لزوم اقدامات پیشگیرانه مانند .

 اشریشیا کلیهای حدت ها و ژنشیوع سروتیپایی دیگر در مطالعه ها را نشان داد.نظارت دقیق بر بهداشت در دامداری

 ٥02. در مجموع بررسی شدت لبنی در اسپانیا تولید کننده شیگاتوکسین جدا شده از شیر گوسفند و بز و دیگر محصولا

درصد( مخزن 8/10) ٣9در تولید کننده شیگاتوکسین  اشریشیا کلیهای . سویهبررسی قرار گرفتمورد محصول لبنی 

سویه سروتیپ  8درصد( مخزن فله جدا شد. در کل  ٣/0)از یک  H157O:7که سروتیپ شناسایی شدند. درحالی شیر فله

لبنی مخزن مهم پاتوژن  هایفرآوردهشناسایی شد. این مطالعه نشان داد که  H157O:7و یک سویه سروتیپ  157Oغیر 

 (.Rey et al., 2006است )برای انسان  تولید کننده شیگاتوکسین اشریشیا کلی

های سروتیپ اشریشیا کلیسی خصوصیات باکتری انتروهموراژیک تحت عنوان جداسازی و بررکه پژوهشی در 

7:H157O و )Motile-Non( :NM157O  مورد  17طور کلی به. شداز شیر گاو، شتر، گاومیش، بز و گوسفند در ایران انجام

های شیر مشخص شد. بالاترین میزان شیوع در نمونه 157O اشریشیا کلیدرصد( آلوده به  ٣/2نمونه شیر خام ) 7٣4از 

 درصد( مشاهده شد 1درصد( و بز ) 4/1درصد(، گوسفند ) 9/٣درصد( و به دنبال آن شیر گاو ) ٥/٥گاومیش )

(2012., et alRahimi .) 7انتروهموراژیک سروتیپ  اشریشیا کلیبسیاری شیوع  مطالعات:H157O  را مخصوصا در گاو و

درصد  7/1درصد گاوها و  7/4انگلستان، این باکتری در  در اند.گیری کردهگاهاً در گوسفند کشتارگاهی اندازه

درصد  7/4( و Chapman et al., 1994درصد گوسفندان ) 2/2درصد گاوها و  7/1٥(، Paiba et al., 2002گوسفندان )

الغ یتالیا، بیشتر گوسفندان با ای در(. در مطالعهMilnes et al., 2008درصد گوسفندان گزارش شده است ) 7/0گاوها و 

 (.et alo Franc ,.2009) مثبت بودند H157O:7انتروهموراژیک سروتیپ  اشریشیا کلیمورد آزمایش در کشتارگاه، از نظر 



در منطقه خوزستان نشان داد که مصرف شیر خام گوسفند  H157O:7 اشریشیا کلیآلودگی شیر خام گوسفند به باکتری 

ناشی از این باکتری ارتباط داشته باشد. با توجه جداسازی و شناسایی  هایتواند احتمالا با ریسک ابتلا به بیماریمی

زایی آن، مصرف شیر خام گوسفند یک خطر بالقوه به اثبات رسیدن توکسین در شیر و H157O:7 اشریشیا کلیباکتری 

های یپسروتو سایر  H157O:7 اشریشیا کلی حضور آید.حساب میبرای سلامت عمومی جامعه و مصرف کنندگان به

ی تولید و انتقال ی آلودگی ثانویه در طی زنجیرهنشان دهندهتواند می، در شیر ی شیگاتوکسینتولید کننده اشریشیا کلی

های معمول ظارتخام باید تحت ن شیر Farrokh et al., 2013; Gomes et al., 2016;.(Smith et al., 2015 ) باشد شیر

فرم قرارگیرد. چنین رویکردهایی های کلیو باکتری اشریشیا کلیز جمله لودگی مدفوعی، اهای آدرمورد شاخص

ایی را در عرضه شیر خام به دست آورد. اما از آنجایی که سطح کم یا فرکانس توانند کیفیت بهداشتی بهبود یافتهمی

ر تهیه شیر خام تضمین زا را دتواند عدم وجود عوامل بیماریپایین آلودگی گاهی اجتناب ناپذیر است، این کار نمی

های موثر در حذف این باکتری از زنجیره غذایی حرارت دادن است. با کنترل دقیق پاستوریزاسیون شیر یکی از راه. کند

بیوتیک های مقاوم به آنتیحضور سویه اید این اطمینان حاصل شود که مصرف آن برای فرد ضرری نداشته باشد.بمی

های ناشی از این باکتری با شکست و درمان عفونت افزایش دهدتمال بروز بیماری را تواند احمیاین باکتری نیز 

به منظور اطلاع از وضعیت اپیدمیولوژیکی  H157O:7 به اشریشیا کلی رو بررسی میزان شیوع آلودگیاز این شود.رو روبه

ها برای جلوگیری از بیوتیکی آنیهای مناسب کنترلی و همچنین تعیین الگوی حساسیت آنتاین باکتری و ایجاد روش

 ها به زنجیره غذایی انسان ضروری است.بیوتیک و انتقال آنهای مقاوم به آنتیگسترش سویه
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Abstract 

Escherichia coli O157:H7 is one of the most important foodborne pathogens. This bacteria is the cause of 

gastroenteritis infections with low infectious doses and as an enterohemorrhagic strain, it causes 

hemorrhagic dysentery. Raw milk is one of the sources of contamination with this bacteria and can 

expose humans to severe infections. This study aimed to investigate the potential of raw sheep milk as an 

indicator of transmitting this pathogen and endangering community health. To accomplish this study, 
during April, May, June, and July 2022, 114 samples of raw sheep milk were collected in Khuzestan 

province within 4 months. The collected samples were transferred to the food hygiene laboratory in cold 

conditions. After biochemical diagnostic tests, PCR was performed in the next step for diagnosis using 

specific primers related to O157 (rfb), H7 (flic), stx1, and stx2 genes. The present study confirmed the 

isolation of Escherichia coli O157:H7 from 3 samples (2.63%). Finally, Antibiogram tests were 

performed on the confirmed isolates to assess antibiotic susceptibility. The results showed that the 

sensitivity of isolates was 100% to imipenem, ceftazidime, and ceftazidime clavulanic acid, 66.66% were 

susceptible to ciprofloxacin, gentamicin, trimethoprim-sulfamethoxazole, and 33.33% were susceptible 

to nalidixic acid and nitrofurantoin respectively. None of the isolates were susceptible to ampicillin and 

clindamycin indicating that the isolates of Escherichia coli O157:H7 have the most resistance against these 

antibiotics. Contamination of raw sheep milk with Escherichia coli O157:H7 in Khuzestan region showed 

that consuming raw sheep milk may be associated with the risk of diseases caused by this bacterium. 
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