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 گوشت خام دام و طیور زجدا شده اO157:H7 اشریشیاکلیهای بندی ژنتیکی ایزولهدسته
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 چکیده
ای است که معمولا از طریق آب و غذای آلوده به انسان زای رودههای بیماریترین سویهیکی از مهم O157:H7 کلیاشییاشر باکتری

مواردی مرگ است. ، ترومبوتیک سیتوپنیک پورپورا و در HUSدهنده، سندرم عامل ایجاد کولیت خونریزی این سویهشود. منتقل می

جدا شده از  این سویه هایایزوله (ژنوتایپینگ) بندی ژنتیکیدستههدف از این پژوهش مخزن اصلی این باکتری نشخوارکنندگان هستند. 

مراکز عرضه گوشت تازه در  ازو طیور  نشخوارکنندگاننمونه گوشت خام  344 است. RAPD-PCRبا روش  گوشت خام دام و طیور

 با استفاده از روش O157:H7از آن ها، حضور سروتیپ  اشریشیاکلی پس از کشت و جداسازیآوری و جمعو شهرکرد  ناصفها هایشهر

PCR ایزوله های دسته بندی ژنتیکی  جهت. تایید شدO157:H7  از روشجدا شده  RAPD-PCR نمونه  344از مجموع  .استفاده شد

 8/17 در آن ها، O157:H7جداسازی شد که میزان آلودگی به سویه درصد( 7/58) اشریشیاکلیجدایه  202 ،گوشت خام مورد مطالعه

جدایه نشان داد و  36ا در میان این پروفایل مختلف ر O157:H7 ،9 اشریشیاکلی هایدسته بندی ژنتیکی جدایه نمونه( بود. 36درصد )

شیاکلی یاشر هایسویه زیادی بین تشابه مولکولیدر این پژوهش  درصد در بین ایزوله ها یافت شد. 100تا  7/43قرابتی معادل 
O157:H7 همچنین مشخص شد که روششد دیده در شهرهای اصفهان و شهرکرد حیوانات مختلفگوشت  جدا شده از . RAPD-PCR 

 .باشدمی O157:H7ازجمله سویه  اشریشیاکلیهای مختلف روشی ساده، سریع و ارزان جهت توصیف تنوع ژنتیکی سویه

 گوشت خام.، دسته بندی ژنتیکی، O157:H7، RAPD-PCR اشریشیاکلی: اژه هاکلید و

 مقدمه
از خانواده  گرم منفی باسیل، نوعی اشرشیا کلی

است، که بطور شایع در روده جانوران انتروباکتریاسه 

درصد فلور روده  1/0خونگرم وجود دارد. این باکتری، 

است و از طریق مسیر را به خود اختصاص داده 

( از یک فرد به فرد دیگر oral- fecalدهانی )-مدفوعی

بیشتر  .(Johnson et al., 2001)شود منتقل می

، غیر بیماری زا هستند اما اشرشیا کلی های سویه

موجب بروز   O157:H7ها مانندبرخی از سروتیپ

 ,.Kaper) شوندهای مختلف و حتی مرگ میبیماری

ترکیبات اشرشیا کلی زای های بیماریسروتیپ. (2004

 زاییسلولی منحصر به فردی که در ارتباط با بیماری

کنند. این باشند را به تدریج تولید میباکتری می

ها، سیدروفورها، ترکیبات شامل انتروتوکسین

باشند. که در مورد ها میها و همولیزینوروتوکسین

-ترین عامل بیماریمهم O157:H7اشرشیا کلی سویه 

باشد، این توکسین با جلوگیری از زا، وروتوکسین می

سـروتیپ شود. ها میسنتز پروتئین موجب مرگ سلول

7:H157O 1دهندهعامل اصلی ایجاد کولیت خونریزی 

است. البته در برخی منابع به وجود  HUS2و سندرم 

بیماری دیگری به نام ترومبوتیک سیتوپنیک پورپورا 

                                                           
1- Hemorrhagic colitis 

2- Hemamolytic Uraemic Syndrom 

mailto:hamomtaz@iaushk.ac.ir
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A8%D8%A7%D8%B3%DB%8C%D9%84
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A8%D8%A7%D8%B3%DB%8C%D9%84
https://fa.wikipedia.org/wiki/%DA%AF%D8%B1%D9%85_%D9%85%D9%86%D9%81%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%DA%AF%D8%B1%D9%85_%D9%85%D9%86%D9%81%DB%8C
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(TTP و مرگ نیز اشاره شده است )(Nasonova et 

al., 2008) .های یاد شده می تواند با بروز بیمـاری

ی، تمامی گروه هـای سـنی را درگیـر سازد. این ناگهان

باکتری برای اولین بار در آمریکا به دنبال استفاده از 

گوشت های آلوده در رستوران هـای زنجیره ای 

شناسـایی گردید. بزرگ تـرین شـیوع ایـن باکتری در 

کشور ژاپن به دنبال مصرف تربچه گزارش شده است 

مورد  7رد بیماری و مو 9000که باعث بروز بیش از 

حیواناتی مثل . (Murphy et al., 2005)مرگ شد 

ها گاو، گوساله و گوسفند مخزن اصلی این سویه

هستند. گوشت گوساله مهمترین منبع غذایی است که 

ها و در طی مراحل مختلف کشتار معمولا در کشتارگاه

بر این . علاوه(Reinders et al., 2002)شود آلوده می

ی مبنی بر آلودگی گوشت گوسفند و بز نیز گزارشات

 Lan and Reeves., 2002 Manning et)وجود دارد 

al., 2008 and .) 

 راه از انسان، به حیوانات از انتقال باکتری امکان

 نشخوارکنندگان و فضولات خاك آب، با تماس مستقیم،

 آلوده، و پاستوریزه خام مانند شیر غذایی مواد مصرف و

 های گوشت، ساندویچ سوسیس، همبرگر، پنیر، ماست،

سیب وجود  آب ویژه به  ها میوه آب سبزیجات، گوشتی،

این باکتری از منابع . (Gould et al., 2009)دارد 

خام، گوشت خام، پنیر سنتی و مختلف دامی نظیر شیر

های کلینیکی دامپزشکی جدا شده است و انواع نمونه

انجام شده در در اکثر گزارشات مربوط به تحقیقات 

دامپزشکی به نقش بالقوه این باکتری در انتقال 

های دارویی از دام به انسان اشاره شده است. از مقاومت

طرفی تاکنون مطالعات زیادی در خصوص ردیابی 

باکتریولوژی و مولکولی این ارگانیسم از منابع دامی در 

رسد که ایران انجام نشده است، لذا ضروری به نظر می

بر جداسازی این باکتری از منابع غذایی دامی  علاوه

های )گوشت و شیر( به تعیین ارتباط ژنتیکی ایزوله

داخته شود پر O157:H7  اشرشیا کلیدامی و انسانی 

(B´ elanger et al., 2011). 

از روش های تشخیصی گوناگونی جهت شناسایی این 

باکتری استفاده می گردد که از آن جمله می توان به 

ش های سرولوژیکی، کشت سلولی و روش های رو

با پیشرفت  اخیرمولکولی اشاره کرد. در سال های 

 PCRتکنولوژی، استفاده از روش های مولکولی بر پایه 

به علت حساسیت بسیار بیشتر نسبت به روش های 

دیگر مورد توجه بیشتری قرار گرفته است. از مهمترین 

ش چند شکلی می توان به رو  PCRروش های بر پایه 

 DNA (PCR-RAPD)حاصل از تکثیر تصادفی 

(Polymorphic  Random Amplification of

Polymerase Chain Reaction -DNA .اشاره کرد )

 هایبندی ژنتیکی ایزولهدستهدر این پژوهش به منظور 

از روش دامی هایجدا شده از نمونه اشریشیاکلی

RAPD-PCR،  پرایمر غیر استفاده شد. در این روش از

نوکلئوتیدی استفاده  15-5یا  12-8اختصاصی به طول 

در نمونه  PCRمی شود. پس از الکتروفورز محصول 

های مختلف، برای هر نمونه یک پروفایل نسبتا منحصر 

به فرد به دست می آید که می توان از آن برای 

تریایی شناسایی سریع بسیاری از پاتوژن های باک

 (. Nasonova et al., 2008) استفاده کرد

 O157:H7مطالعه حاضر با هدف ردیابی سروتیپ 

اشریشیاکلی در گوشت خام دام و طیور عرضه شده در 

سطح بازارهای شهرهای اصفهان و شهرکرد و دسته 

-RAPDبندی ژنتیکی ایزوله های جدا شده با روش 

PCR .انجام شده است 

  کار روش

 اهایزولهجمع آوری، جداسازی و شناسایی 

نمونه از  344 تعدادتوصیفی -مقطعیدر این مطالعه 

نمونه گوشت  94) و طیور نشخوارکنندگانگوشت خام 

نمونه گوشت مرغ،  80نمونه گوشت گوسفند، 56گاو، 

از  (نمونه گوشت شتر 70نمونه گوشت بوقلمون و  44

مراکز عرضه گوشت تازه دام و طیور در نقاط مختلف 
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تا  1396مرداد له زمانی فاصو شهرکرد در  شهر اصفهان

 جمع آوری گردید.  1397مرداد 

گرم از هر نمونه گوشت دام و طیور بعد از هموژن  10

 ,Stomaker (AES Chemunexکردن در دستگاه 

Combourg, France ) لیتر محیط مایع میلی 90در

TSB کشت داده شد (Rahimi et al., 2008) به .

کشت در محیط  ، اشریشیاکلیشناسایی اولیه  منظور

( )مرك، آلمان( و Mac Conkeyمک کانکی )

رشد در محیط  آزمایشات مختلف بیوشیمیایی مانند

( )مرك، آلمان(، واکنش تولید EMBائوزین متیلن بلو )

 IMViC)مرك، آلمان(، واکنش  TSIاسید در محیط 

و سیمون  SIM ،MR/VP)با کشت در محیط های 

 ,.Mahon et alانجام شد ) سیترات )مرك، آلمان((

2007).  

  PCRروش به ها ایزوله مولکولی شناسایی

تکثیر  اشریشیاکلیبه منظور تأیید جدایه های احتمالی 

انجام گردید. جهت انجام  PCRبا روش 16srRNA ژن

PCR  ابتدا ژنوم باکتری هایی که بر اساس تست های

تشخیص داده شدند  اشریشیاکلیبیوشیمیایی به عنوان 

ایران( -)سیناژن DNAاستخراج  به کمک کیت

استخراج شد. پرایمرهای مورد استفاده جهت تکثیر ژن 

16srRNA نشان داده شده است . واکنش  1در جدول

میکرولیتر  2 میکرولیتر شامل 25در حجم  PCRنهایی 

DNA  ،میکرولیتر  5/2هدفPCR buffer 10x ،1 

میکرو  200میکرومول از هر پرایمر رفت و برگشت، 

واحد آنزیم  1و  2MgClمیلی مول  SdNTP  ،2مول 

DNA  پلی مرازTaq )انجام شد.  (لیتوانی ـ فرمنتاس

تحت شرایط زیر انجام  PCR دستگاه دمایی برنامه

 5به مدت  C049گرفت: دناتوراسیون اولیه در دمای 

دناتوراسیون در دمای  شامل حرارتی سیکل 30دقیقه، 

C0 94  یمر در دمای ثانیه، اتصال پرا 60به مدتC0 

به مدت  C0 72ثانیه، تکثیر در دمای  45به مدت  58

 7به مدت  C0 72ثانیه و تکثیر نهایی در دمای  60

 درصد1در ژل آگارز  PCRدقیقه. درنهایت محصولات 

 UVالکتروفورز گردید و در پایان با دستگاه 

transilluminator مورد ارزیابی قرار گرفت. جهت 

 DNAاز  PCRمحصول  از لحاص باندهای بررسی

ladder  سویه کیلوباز و از 1جفت باز و  100به اندازه 

 کنترل عنوان به ATCC25922 اشریشیاکلی استاندارد

 استفاده منفی عنوان کنترل به مقطر آب از و مثبت

 .شد

 O157:H7 اشریشیاکلی سروتیپشناسایی 

 اشریشیاکلیهای به منظور شناسایی ملکولی جدایه

O157:H7  مربوط به ردیابی آنتی ژن از پرایمرهای

درج شده در جدول  7fliCHو فلاژل  157Oسوماتیک 

استفاده شد ای چندگانه PCRدر قالب یک واکنش  1

(Paton and Paton., 1998 and Gannon et al., 

میکرولیتر  25در حجم  PCRواکنش نهایی  .(1997

 PCRمیکرولیتر  5/2هدف،  DNAمیکرولیتر  2 شامل

buffer 10x ،1  میکرومول از هر پرایمر رفت و

میلی مول  SdNTP  ،5/1میکرو مول  150برگشت، 

2MgCl  واحد آنزیم  1وDNA  پلی مرازTaq 

 دستگاه دمایی انجام شد. برنامه (لیتوانی ـ فرمنتاس(

PCR  تحت شرایط زیر انجام گرفت: دناتوراسیون اولیه

 حرارتی سیکل 35دقیقه،  5به مدت  C049در دمای 

ثانیه،  60به مدت  C0 94دناتوراسیون در دمای  شامل

ثانیه، تکثیر  60به مدت  C0 58اتصال پرایمر در دمای 

ثانیه و تکثیر نهایی در  60به مدت  C0 72در دمای 

در  PCRمحصولات دقیقه.  5به مدت  C0 72دمای 

درصد الکتروفورز گردیدند و در پایان با  5/1ژل آگارز 

مورد ارزیابی قرار  UV transilluminatorدستگاه 

از  O157:H7 اشریشیاکلیکنترل مثبت  گرفتند.

های گروه بهداشت و کنترل کیفی کلکسیون باکتری

پزشکی دانشگاه شهرکرد تهیه مواد غذایی دانشکده دام

و از آب مقطر به عنوان کنترل منفی استفاده  گردید

حله ، جدا شده در این مرO157:H7های ایزوله شد.
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 ,21A, 22A, 24A, 25A, 26Aشامل ایزوله های 

27A, 28A, 29A, 30A, 32A, 34A, 4H, 11H, 

12H, 13H   ،)31)جدا شده از گوشت مرغA, 33A, 

1H, 6H, 7H, 8H, 9H, 16H  جدا شده از گوشت(

)جدا شده از 35A, 3H, 10H, 14H, 15Hگاو(، 

)جدا شده از گوشت 23A, 5H(، گوسفندگوشت 

)جدا شده از گوشت  19A, 20A, 36A, 2Hبوقلمون(، 

 برای مطالعات بعدی انتخاب شدند. شتر(، 

 O157:H7 اشرشیاکلیهـای بندی ژنتیکی جدایهدسته

 RAPD-PCRروش به 

 اشریشیاکلی O157:H7 هایایزوله ژنتیکی بندیدسته

 10و پرایمر  RAPD-PCR روش با استفاده از

 انجام شد AACGCGCAAC نوکلئوتیدی

( 2016., namSantha and Marialouis ).  واکنش

میکرولیتر  3 میکرولیتر شامل 50در حجم  PCRنهایی 

DNA  ،میکرولیتر  5هدفPCR buffer 10x ،2 

،  SdNTPمیکرو مول  RAPD ،300میکرومول پرایمر

پلی مراز  DNAواحد آنزیم  3و  2MgClمیلی مول  4

Taq )دمایی انجام شد. برنامه (لیتوانی ـ فرمنتاس 

ام گرفت: تحت شرایط زیر انج PCR دستگاه

دقیقه،  8به مدت  C0 59دناتوراسیون اولیه در دمای 

 C0 94دناتوراسیون در دمای  شامل حرارتی سیکل 03

به  C0 28ثانیه، اتصال پرایمر در دمای  60به مدت 

 2به مدت   C0 72ثانیه، تکثیر در دمای  60مدت 

 10به مدت  C0 72دقیقه و تکثیر نهایی در دمای 

مربوط به مرحله فوق  PCRولات دقیقه. درنهایت محص

الکتروفورز گردید و در پایان با  درصد2در ژل آگارز 

مورد ارزیابی قرار  UV transilluminatorدستگاه 

 افزار نرم با ایزوله 36 نتایج حاصل از الکتروفورزگرفت. 

(Bionumerics software Applied Maths, Sint-

Martems-Latem, Belgium) ایس و ضریب تشابه د

 درصد 80 بالای شباهتایزوله هایی با . ندشد آنالیز

 .ندگرفت قرار پروفایل دریک

 پرایمرهای مورد استفاده در این مطالعه توالی -1جدول 

 منبع
اندازه محصول 

 )جفت باز(
 هدف نام ژن ("3-"5توالی پرایمر )

(Momtaz et al., 2013a) 
919 

 
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 

CCGTCAATTCATTTGAGTTT 

16srRNA 

 
 اشریشیاکلیشناسایی 

(Momtaz et al., 2013b) 259 CGGACATCCATGTGATATGG 
TTGCCTATGTACAGCTAATCC3 

O157  شناساییO157 

(Momtaz et al., 2013b) 625 GCGCTGTCGAGTTCTATCGAGC 
CAACGGTGACTTTATCGCCATTCC 

fliCH7  شناساییH7 

 نتایج

 تعداد مورد مطالعه، گوشت خامنمونه  344 مجموع از

شیاکلی یاشرباکتری  آلوده به درصد( 7/58) نمونه 202

 PCRکه تمام ایزوله های جدا شده در آزمایش  بودند

در آن ها تایید شدند )تصویر  16srRNA با ردیابی ژن

1).  

ایزوله  36جدا شده، تعداد اشریشیاکلی ایزوله  202از 

گوشت صد در 22/22) هادرصد از نمونه 8/17معادل 

درصد  33/33گوسفند، گوشت درصد  11/11گاو، 

 66/16بوقلمون، گوشت درصد  66/16مرغ، گوشت 

 O157:H7شرشیاکلیا به سویه (شترگوشت درصد 

 سروتیپایزوله مربوط به  36 .(2)تصویر  بودندلوده آ

O157:H7  انتخاب و به روشRAPD-PCR  ژنوتایپ

شده است، نشان داده  3شدند. همان طور که در شکل 

ایزوله های مورد مطالعه دارای الگوی باندی از محدوده 

، RAPDآنالیز جفت باز بودند.  10000بالای تا  120

قرابتی  را نشان داد وایزوله  36پروفایل مختلف در  نه

و  ها مشاهده شددرصد بین ایزوله 100تا  7/43معادل 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Santhanam%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27134870
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marialouis%20XA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27134870
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marialouis%20XA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27134870


    میکروب شناسی مواد غذائیه مجل 

 58تا  47 صفحات – 99زمستان  /4شماره  /هفتمسال                                   51

با در نظر گرفتن ضریب تشابه  وفایل قرار گرفتند.پردرصد داشتند در یک  80هایی که قرابت بالای جدایه

 نهدر پروفایل   20Aو 2H هایدرصد، ایزوله 80بالای 

 25Aو  22Aهای درصد، ایزوله 9/90با ضریب تشابه 

درصد،  7/85با ضریب تشابه در پروفایل شماره یک 

با ضریب تشابه  چهاردر پروفایل  6Hو 1Hهای ایزوله

 30A,31A,32A,33A,34A هایدرصد، ایزوله 2/84

 هایدرصد، ایزوله 84با قرابت  در پروفایل هشت

27A,28A,7H,8H,16H با  در پروفایل شماره دو

در پروفایل  24A, 29Aهای درصد، ایزوله 6/82قرابت 

های درصد، ایزوله 4/82با ضریب تشابه  هفت

4H,11H,12H,13H  با ضریب تشابه  سهدر پروفایل

 ششدر پروفایل  21A, 15Hای هدرصد، ایزوله 2/81

در  35A,3H,9H,14Hهای درصد و ایزوله 80با قرابت 

درصد قرار گرفتند.  80با ضریب تشابه  پروفایل پنج

 19A لازم به ذکر است کمترین میزان تشابه در ایزوله

 7/43با قرابت جدا شده از گوشت شتر با سایر ایزوله ها 

 (.4)تصویر  درصد مشاهده شد

ه مربوط ب PCRاز الکتروفورز محصول  ژل حاصل -1 تصویر

 )ستون اشریشیاکلیهای در ایزوله 16srRNA ردیابی ژن

M کیلو بازی  یک=مارکرDNA ستون ،NCکنترل  = نمونه

= 5-1های ستون = نمونه کنترل مثبت،PC ستون منفی،

 DNA جفت بازی 919های مورد مطالعه واجد قطعه نمونه

 (.16srRNAمربوط به ژن 

مربوط به  PCRالکتروفورز محصول  از ژل حاصل -2تصویر 

های در ایزوله 157Oو  7fliCH های ژن ردیابی

، DNAجفت بازی  100=مارکر M)ستون  اشریشیاکلی

های ه= نمون4-1های ستون کنترل منفی، = نمونهNCستون 

 DNA جفت بازی 259و  625مورد مطالعه واجد قطعه 

 (.157Oو  7fliCH های ژنمربوط به 

 

 

مربوط به  RAPD-PCRباندهای حاصل از آنالیز  -3 تصویر

 های )ستون جدا شده از گوشت خام O157:H7اشرشیاکلی

M  کیلوبازی  1 و جفت بازی 100= مارکرDNA.) 
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های ایزوله بندی ژنتیکیدستهل از دندروگرام حاص -4تصویر

 جدا شده از گوشت خام با نشانگر O157:H7 اشریشیاکلی 

RAPD-PCR 

 بحث 

، سویه اشریشیاکلی های  سویه ترینمهم یکی از

است که به عنوان یکی از  O157:H7 اشریشیاکلی

شده است.  فیزا معرهای بیماری سویه خطرناك ترین

باعث بروز ال هر س O157:H7 اشریشیاکلیسویه 

طریق  شود این باکتری بیشتر ازمرگ می چندین مورد

دامی  مواد غذایی مختلف خصوصاً مواد غذایی با منشاء

به ویژه حیوانات  شود.به انسان منتقل می

با  .از مخازن اصلی این باکتری هستندنشخوارکنندگان 

 وقوع جهان مختلف نقاط درتوجه به اهمیت موضوع، 

 به از آلودگی ناشی غذایی هایومیتمسم و هاعفونت

 گرفته قرار مطالعه و توجه مورد بسیار اشریشیاکلی

 خان و گزارش به توان می مطالعات این است. از جمله

 ،(هندوستان کشور) کلکته شهر در (2002) همکاران

در  باکتری این شیوع میزاندر طی آن که  اشاره نمود،

خام  شتدرصد و درگو 18 گاو مدفوع هاینمونه

 های . گزارشدیدبآورد گردرصد  50 هاکشتارگاه

 در شده یاد باکتری میزان جداسازی مورد در متفاوتی

 مناطق از دربعضی. است شده منتشر مختلف کشورهای

 برخی در و شیگلا با مشابه این سویه را شیوع میزان

 Khan) کرده اند نیز گزارش آن از یا بیشتر و کمتر

and Yamasaki., 2002). تخمین متحده ایالت در 

 61 و عفونت مورد 73000 سالیانه که شود زده می

 O157:H7شیاکلییاشرعفونت با  علت به مرگ مورد

 بیماری . همچنین(Baffone et al., 2001)دهد  روی

 عامل باکتری این از ( ناشیHUSاورمی همولیتیک )

 کشور این کودکان در کلیوی حاد هاینارسایی بیشتر

 گزارشات . اکثر(Widiasih et al., 2003)د باش می

در  O157:H7 کلیاشریشیا ردیابی خصوص در موجود

 به گاو گوشت که دهد های مختلف نشان میکشور

 پاتوژن به این انتقال در دامی مخزن ترین مهم عنوان

آلودگی  نقش دارد. این در حالی است که میزان انسان

 کشورهای در O157:H7 اشریشیاکلی به گاو گوشت

 بوده متغییر درصد 45 تا 0 از و بسیار متفاوت مختلف

 بسیار پاتوژن این به مواد غذایی سایر آلودگی. است

اما در تحقیق حاضر از بین  .است شده گزارش ترپایین

میزان  نمونه های گوشت خام مورد مطالعه بیشترین

 33/33 معادل O157:H7اشرشیاکلیبه سویه  آلودگی

 مرغ مشاهده شد. درصد در گوشت 

 اشریشیاکلی به آلودگی شده تائید موارد میزان

O157:H7 در و مورد 9 اسکاتلند، در 2007 سال در 

 است. بوده مورد 25 آمریکا، در ویرجینیای 2008 سال

 و میشیگان در مورد 21اپیدمی ) 40 در 2008 سال در

  به سروتیپ غذایی مواد آلودگی (اوهایو در مورد 19

O157:H7  است  شده ئیدتا(Dontorou et al., 

 و همکاران مقدم سالک بار اولین در ایران برای(. 2003

 مختلف، غذایی ماده نمونه 2000 بررسی با( 1998)

نمونه سبزی، موفق به جداسازی  یک از تنها

 Salek Moghaddam)شدند O157:H7 کلیااشریشی

et al., 2003.) 2003 و 1998 درسال بوذری اصلانی و 

 و )ایلام(  غرب در انسان مدفوع نمونه 2008 بررسیبا 
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 شیوع و گلستان( میزان شمال ایران )مازندران

و  9/4ترتیب  به را روتوکسینو تولیدکننده شیاکلییاشر

 ها نمونه از کدام هیچ کردند. اما درصدگزارش 7/0

 ,.Aslani and Bourzari) نبودند O157:H7سروتیپ

دهد که وهش نشان مینتایج حاصل از این پژ .(2003

تا کنون در  1998میزان شیوع این باکتری از سال 

 انجام های متاسفانه پژوهش ایران بسیار بالا رفته است،

 کلینیکی های به نمونه محدود بیشتر کشور ما در شده

است و با توجه به مخازن این سویه خطرناك که  بوده

-گوشت خام دام و طیور و محصولات لبنی میعمدتا 

 های بیشتری به منظور بررسیاشد، لازم است پژوهشب

 . این نمونه ها انجام شود آلودگی در

 بیوتیپ، مانند فنوتیپی هاییویژگ از گذشته در

 پروفایل و تیپ باکتریوسین یا باکتریوفاژ سروتیپ،

 هابمیکرو تایپینگ جهت بیوتیکآنتی به حساسیت

 مولکولی گتایپین هایشرو امروزه ولی شد،یم استفاده

روش از کارآمدتر بسیار گیرند کهمورد استفاده قرار می

برای هر   RAPD-PCRدر روش   د.باشنمی قبلی های

نمونه یک پروفایل نسبتا منحصر به فرد به دست می 

آید که می توان از آن برای شناسایی سریع بسیاری از 

پاتوژن های باکتریایی استفاده کرد. از نقاط قوت این 

این است که برای به دست آوردن پروفایل روش 

RAPD  نیاز به داشتن اطلاعات قبلی از توالیDNA 

مورد نظر نیست و این مزیت باعث کاربرد گسترده این 

 های میکروبیولوژیک شده استتکنیک در تست

(Durmaz et al., 2009) . هایجدایه مطالعه حاضردر 

آزمایش RAPD-PC با نشانگر  O157:H7اشریشیاکلی

ها با ضریب دایس و و میزان شباهت ژنتیکی آن

گردید. بیشترین و کمترین  تعیین UPGMAالگوریتم 

های جدایه درصد بین 100تا  7/43درصد قرابت از 

 3در تصویر  مطالعه دیده شد و همانگونه که مورد

 مورد O157:H7 اشریشیاکلیهای مشهود است، جدایه

پروفایل  9درصد در  80تشابه بالای  بررسی در سطح

بین بالا قرار گرفتند که خود نشانگر تنوع ژنتیکی 

ل و همکاران دفا .باشدهای مورد مطالعه میجدایه

های مولد شیگا توکسین را در اشریشیاکلی(، 2018)

های وحشی بررسی کردند. های پرندهبرخی از گونه

-های وحشی سویهنتایج این تحقیق نشان داد که پرنده

مولد شیگا توکسین را حمل کرده و  اشریشیاکلیهای 

توانند باعث انتقال و افزایش آلودگی در محیط می

  (.Fadel et al., 2017زیست شوند )

( 2013)در مطالعه ای که توسط سواردانا و همکاران 

با روش O157:H7 اشریشیاکلیانجام شد، تنوع ژنتیکی 

RAPD اد که بررسی شد، که نتایج این مطالعه نشان د

ایزوله های مختلف انسانی که از بیماران و افراد سالم 

جداسازی شده بودند، کلاستر های ژنتیکی مشابهی با 

ایزوله های حیوانی که از گوشت گاو، گوساله و مرغ 

جداسازی شده بودند، دارند و ضریب همبستگی ژنتیکی 

بود. این نتایج نشان داد که  درصد 70آنها بیش از 

می تواند از حیوانات اهلی به O157:H7 اشریشیاکلی

هاپکینز  .(Suardana et al., 2013) انسان منتقل شود

 اشریشیاکلیتنوع ژنتیکی ( 2001)و هیلتون 

O157:H7 شیگا توکسین را با استفاده از روش  مولد

RAPD-PCR  بررسی کردند. آنها در این تحقیق بیان

 ، روشی بسیار سریع وRAPD-PCRتکنیک کردند که 

-تمایز بین سویههمچنین به منظور آنها کاربردی است 

محدود الاثر را اندونوکلئاز های مشابه، اثر یک آنزیم 

بررسی نمودند  RAPD-PCRروی قطعات حاصل از 

(Hopkin and Hilton., 2001) . چنسیریپورن چای و

تایپینگ  RAPD، با استفاده از روش (2001)همکاران 

زا در مرغ ها را بیماری لیاشریشیاکهای ژنتیکی سویه

 اشریشیاکلیسویه  55بررسی کردند. در این مطالعه 

 RAPDبررسی شد. آنالیز  RAPDمرغی با روش 

جداسازی شده از  اشریشیاکلینشان داد که سویه های 

 الگوی 50مرغ ها در تایلند و سوئد می توانند به 

RAPD-Type  تنها با استفاده از دو سری پرایمر
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، محدود به منطقه پروفایل هاد. بیشتر این تقسیم شون

نبودند و همانطور که انتظار می رفت خاصی جغرافیایی 

ارتباط ژنتیکی زیادی بین سویه های جداسازی شده از 

 RAPDیک مزرعه وجود داشت. در این مطالعه روش 

به عنوان یک روش سریع، ارزان، ساده و به عنوان یک 

لوژیکی سویه های ابزار قوی برای بررسی اپیدمیو

 بیماری زا در مرغ ها پیشنهاد شد اشریشیاکلی

(Chansiripornchai et al., 2001).  نیلسن و

با منشا مدفوعی را در  اشریشیاکلی، (2014)همکاران 

بیماران مبتلا به عفونت دستگاه ادراری با باکتری 

،  بررسی کردند. در این مطالعه افراد سالم اشریشیاکلی

نت ادراری نداشتند به عنوان کنترل که هرگز عفو

از هر  اشریشیاکلیکلنی  20بررسی شدند. بیش از 

نتایج این بررسی شد.  RAPDسواپ رکتال با روش 

سویه جداسازی  48ایزوله از  42مطالعه نشان داد که 

شده از مجاری ادراری بیماران مبتلا به عفونت ادراری، 

ست.این اولین مشابه ایزوله های موجود در فلور روده ا

با منشا  اشریشیاکلیمطالعه ای بود که نشان داد  

 Nielsen et)مدفوعی با عفونت ادراری در ارتباط است 

al., 2014).  ( 2001)یک مطالعه، رادو و همکاران در

   اشریشیاکلیهای موفق به دسته بندی ژنتیکی ایزوله

O157:H7  جدا شده از مواد غذایی گوشتی مثل

ها از روش و غیره شدند. به این منظور آن همبرگر، مرغ

RAPD-PCR 2ها در استفاده کردند که ایزوله 

دارکازانیل و  .(Radu et al., 2001)کلاستر قرار گرفتند

 اشریشیاکلی تنوع ژنتیکی سویه (2018)همکاران 

O157:H7  جدا شده از گیاهان آبیاری شده با آب

 RAPD-PCRرودخانه آلپو را با استفاده از روش 

نتایج حاصل از این بررسی نشان داد که  بررسی نمودند

جداسازی شده تنوع  O157:H7 اشریشیاکلیهای سویه

ها همچنین نآدهند. ژنتیکی بسیار بالایی را نشان می

روشی بسیار  RAPD-PCRاذعان داشتند که تکنیک 

 .(Darkazanli et al., 2018) سریع و کاربردی است

(، تنوع ژنتیکی در 2015افشاری و همکاران )

های جدا شده از انسان و گوساله را با روش اشریشیاکلی

RAPD-PCR  بررسی کردند. نتایج حاصل از بررسی

اشریشیاکلی مورفیسم در پلیها نشان داد که درصد آن

درصد،  7/54جدا شده از افراد مبتلا به عفونت ادراری 

در درصد و  22/62های مبتلا به اسهال در گوساله

درصد  5/62سمی نوزادان های مبتلا به سپتیگوساله

کومار و همکاران (. Afshari et al., 2015بود )

جدا شده از دو  هایاشریشیاکلی(، آنالیز ژنتیکی 2018)

منبع محیطی )فاضلاب شهری و فضولات حیوانات 

انجام دادند.   RAPD-PCRآزمایشگاهی( را با روش 

های جدا شده در دو لیاشریشیاککه در این مطالعه 

درصد )فضولات حیوانات  85 کلاستر اصلی با شباهت

های فاضلاب( قرار درصد )نمونه 71آزمایشگاهی( و 

ها اذعان داشتند که روش گرفتند. همچنین آن

RAPD-PCR  روشی کاربردی و ساده برای بررسی

  .(Kumar et al., 2018) هاستتنوع ژنتیکی بین سویه

ک ژنوتایپینگ به سطح مهارت کاربران انتخاب یک تکنی

و امکانات آزمایشگاه و نیز به هدف بررسی وابسته است. 

جهت دسته RAPD-PCRدر بررسی حاضر از تکنیک 

به  O157:H7اشریشیاکلی  هایبندی ژنتیکی سویه

 زایهای بیماریترین سویهعنوان یکی از خطرناك

ای مورد هاستفاده شد و قرار گرفتن جدایه اشریشیاکلی

مطالعه در چندین زیرگروه نشانگر قدرت تمایزدهی 

-می اشریشیاکلیقابل قبول این تکنیک در ژنوتایپینگ 

 .باشد

 هایسویه زیادی بین تشابه مولکولی در این پژوهش

حیوانات مختلف  جدا شده از O157:H7اشرشیاکلی 

 یکممکن است به علت تماس نزد شد که این امر دیده

 های، گاو و بوقلمون و انتقال سویهگاو و مرغ بین

با همان تیپ مولکولی باشد.  O157:H7اشرشیاکلی 

های مختلف پروران ایرانی اغلب گونهمتأسفانه، دام

نگهداری و پرورش  یگرحیوانات در مجاورت همد

های دهند. این ممکن است باعث انتقال آسان سویهمی

مانطور ه شود. یهای مختلف داماین باکتری بین گونه
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های رفت تشابه ژنتیکی زیادی بین نمونهکه انتظار می

جدا شده از شهر اصفهان و شهرکرد وجود داشت که 

این امر به دلیل فاصله نزدیک دو شهر، استفاده از 

های مشترك در فصول گرم سال و انتقال دام از چراگاه

 باشد.میبالعکس شهرکرد به اصفهان و 

 کلی گیرینتیجه

 اشرشیاکلیهای تحقیق نشان داد که سویه نتایج این

O157:H7 های گوشت توجهی در نمونهاز فراوانی قابل

توجه خام دام و طیور برخوردار بودند که بسیار قابل

 تهای گوشاست. بالا بودن فراوانی باکتری در نمونه

ها و از دهنده امکان انتقال باکتری از این نمونهنشان

و بروز عفونت  پزیمو ن نپخته تطریق خوردن گوش

یق درمجموع نتایج تحق باشد.گوارشی در انسان می

ساده،  روشی RAPD-PCRحاضر نشان داد که روش 

های سریع و ارزان جهت توصیف تنوع ژنتیکی سویه

باشد می O157:H7 ازجمله سویه اشریشیاکلیمختلف 

-گردد که مطالعات بیشتری روی نمونهاما توصیه می

م دام و طیور در سطح کشور انجام شده های گوشت خا

دیدتر جهای مولکولی با روش RAPD-PCRو روش 

مقایسه گردد امید است که نتایج مطالعه  PFGEمثل 

 اشریشیاکلی ما در بررسی اپیدمیولوژی مولکولی سویه

O157:H7  و ارتقای سلامت عمومی جامعه استان

 اصفهان و چهارمحال و بختیاری مفید باشد.
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Abstract 

Escherichia coli O157:H7 is one of the most important enteric pathogenic strains that is 

usually transmitted to humans through contaminated water and food. These strains cause 

hemorrhagic colitis, HUS syndrome, cytopenic purpura thrombosis, and, in some cases, 

death. The main repository of these bacteria is ruminants. The aim of this study was 

genetic classification (genotyping) of isolates of this strain isolated from raw meat and 

poultry by RAPD-PCR method. 344 samples of ruminants and poultry were collected 

from fresh meat supply centers in Isfahan and Shahrekord. Genetic classification of 

O157:H7 isolates was performed by the RAPD-PCR method. Of 344 raw meat samples 

studied, 202 Escherichia coli isolates (58.7%) were isolated. The rate of O157: H7 strain 

was 17.8% (36 samples). Genetic classification of Escherichia coli O157:H7 isolates 

showed 9 different profiles among these 36 isolates and found an affinity of 43.7 to 100% 

among the isolates. This study showed high molecular similarity between E. coli O157: 

H7 strains isolated from different animals in Isfahan and Shahrekord. It was also found 

that RAPD-PCR is a simple, fast, and inexpensive method for describing the genetic 

diversity of different E. coli strains including strain O157:H7. 
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