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آنتي بيوتيكي اشريشيا كلي ارزيابي روش هاي مختلف غني سازي ، ميزان شيوع و مقاومت 
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 چكيده 

 
 يكي از عوامل اصلي ايجاد كننده بيماري هاي منتقـل شـونده بـه وسـيله مـواد غـذايي در                       H7:0157  اشريشيا كلي  : سابقه و هدف  

هدف از اين پژوهش ،     . ني به ويژه شير گاو يكي از كانون هاي اصلي انتقال عفونت به انسان محسوب مي گردد                  منابع حيوا . انسان است   
بيوتيكي سويه هاي جدا شده اين باكتري از شير خام در  ارزيابي شيوع و مقايسه روش هاي مختلف غني سازي و بررسي حساسيت آنتي     

 .گاوهاي شهرستان جهرم است 
 

 جمع آوري و پس از غني سـازي در سـه   1384 نمونه شير گاو از سه منطقه شهرستان جهرم در سال       500 پژوهش   در اين  :روش كار   
سپس .  درجه سانتي گراد مورد ارزيابي قرار گرفت 45و37و 22: واجد نووبيوسين در سه دماي    TSB  و  ECB،  BHIمحيط كشت

 بـراي   MSTوربيتول و لاكتوز و از محيط كرومـوژن اختصاصـي           تخمير س به منظور بررسي     CT-SMAC و   ECC   ، VRBAاز محيط   
در نهايت با استفاده از آنتي سرم اختصاصي جداسازي باكتري          . شده استفاده گرديد      بررسي فعاليت بتا گلوكورونيدازي باكتري هاي جدا      

o157:H7  E.coli بررسي شد ،  آنتي بيوتيك مختلف 17 تاييد و توسط روش هاي استاندارد حساسيت نسبت به 
 
از . مناسـب تـرين روش غنـي سـازي تشـخيص داده شـد       % ) 60/53با فراواني ( oc 22 در دماي   TSBاستفاده از محيط  :يافته ها  

 اشريشيا كلي سوربيتول منفي جداسازي گرديد، همچنين ميزان شناسـائي اشريشـيا             %)9(  نمونه   45مجموع نمونه هاي مورد بررسي ،       
تشخيص داده شد كه تمامي آنهـا نسـبت     % 40/3 پس از انجام تست هاي تاييدي        O157:H7و اشريشيا كلي    % MUG  60/3−كلي  

 . به پني سيلين ،  آمپي سيلين و نووبيوسين مقاومت داشتند 
 
انجام مطالعـات   ) نيسم  ارگا200 تا E.coliO157H7 )100 به دليل شدت بيماري زايي و دوز عفوني اندك باكتري   :نتيجه گيري  

 . گسترده تر بر روي ساير مواد لبني در سطح كشور پيشنهاد مي گردد 
 
 ، روش هاي غني سازي ، مقاومت آنتي بيوتيكي O157:H7شير گاو ، اشريشيا كلي  : واژگان كليدي 
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 8______________________________________________________________ومت اشريشيا كلي در شيرخام غني سازي، شيوع و مقا

 
 

 مقدمه 
يكـي از عوامـل اصـلي ايجـاد كننـده      O157:H7 اشريشيا كلـي سـروتيپ  

اسهال خفيف ، كوليـت خـونريزي       : مسموميت غذايي و بيماري هايي مانند     
، ســندرم )TTP( پورپــورا ، ترومبوتيــك ترومبوســيتوپني ) HC( دهنــده 

بيمـاري  . )7 - 1(و مرگ در انسـان اسـت       ) HUS( اورمي هموليتيك 
هاي ياد شده  مي تواند با بروز ناگهاني ،تمامي گروه هـاي سـني را درگيـر                  

 1982 و همكاران در سال Rileyاين باكتري براي اولين بار توسط  .سازد  
يالت هاي ارگان و ميشيگان بـه       در آمريكا به دنبال شيوع اسهال خوني در ا        

دليل استفاده از گوشت هاي آلوده در رستوران هـاي زنجيره اي شناسـايي             
سپس مواردي از شيوع سندرم اورمي هموليتيك ناشـي از آن            ). 8(گرديد  

بزرگ تـرين شـيوع ايـن    ) . 9 ، 8( در آمريكا ، انگليس و كانادا گزارش شد   
 به  1996و همكارانش در سال      Armstongباكتري در كشور ژاپن توسط      

 مـورد   9000دنبال مصرف تربچه گزارش شده است كه  باعث بروز بيش از             
 بـه   )Bovine animal( گاوسانان   ) . 3( مورد مرگ گرديد 7بيماري و 

همچنـين  ) . 4 ،   2(ويژه گوساله يكي از مخازن اصـلي ايـن بـاكتري اسـت              
، گربه ، سگ ، جوجه و غاز بـه          گوسفند ، بز ، آهو ، خوك        : حيواناتي مانند   

تا كنون هيچ گونه بيماري زايي ناشي        .  )4(عنوان مخزن شناخته شده اند      
امـا امكـان انتقـال      . از اين باكتري در حيوانات ياد شده گزارش نشده است           

باكتري از حيوانـات بـه انسـان ، از راه مسـتقيم ، تمـاس بـا آب ، خـاك و                       
شــير خــام و : واد غــذايي ماننــد فضــولات نشــخوار كننــدگان و مصــرف مــ
سوسيس ، گوشـت خـرد شـده ،         , پاستوريزه آلوده ، ماست ، پنير ، همبرگر       

وجود ) به ويژه آب سيب     ( ساندويچ هاي گوشتي ، سبزيجات ، آب ميوه ها          
 40 تـا  30اين باكتري به دليل تحمل شرايط اسيدي در دمـاي        ) . 4(دارد  

 8 تـا  1 درجه سـانتي گـراد ،   4 درجه سانتي گراد چند ساعت و در حرارت  
هـم چنـين    .  روز در پنير زنده مي مانـد         60روز در سس مايونز و ماست و        

 9 درجه سانتي گـراد در همبرگـر   - 20ميزان بقاي اين ارگانيسم در دماي      
مكانيسم چگونگي آلودگي شير بـا ايـن        ) . 11 ،   10(ماه گزارش شده است     

، اما انتقال عفونت به انسـان از        ) 1(باكتري هنوز كاملاً شناسايي نشده است     
راه هاي ، آلودگي پستاني ، تجهيزات شير دوشي و آلودگي مـدفوعي شـير،        

مدفوع ، محتويات شكمبه ، بزاق ، محيط مزرعـه ،           : به وسيله عواملي مانند     
چگـونگي فـرآوري     ) . 2 ،   1 ( مگس و پرسنل انساني گـزارش شـده اسـت         

يل آلودگي با اين باكتري اهميت دارد       محصولات مختلف لبني از نظر پتانس     
 100كمتـر از    ( به دليـل دوز بسـيار انـدك عفـوني ايـن بـاكتري                ) . 13(

در مقايسه با ساير پاتوژن هاي مواد غـذاي بـه ويـژه سـالمونلا و                ) ارگانيسم
 انسـان    شيگلا ، ضرورت شناسايي منابع عفوني و چگـونگي انتقـال آن بـه             

 اين پژوهش ارزيابي شيوع و مقاومت آنتـي         هدف از  ) . 13 ،   1(وجود دارد   
همچنين . بيوتيكي اين باكتري در شير خام گاوهاي شهرستان جهرم است           

به دليل تعداد اندك اين باكتري در شير سه روش مختلف غني سازي براي            
 . تكثير باكتري هاي آسيب ديده مورد ارزيابي قرار گرفت

 
 روش كار  
، بـا   1384 از ارديبهشت تـا شـهريور مـاه           ،  نمونه شير  500 :نمونه گيري   

هاي سنتي ،نيمه صنعتي و صنعتي ، سه ناحيـه            داري  روش خوشه اي از گاو    
نمونه ها بـه    .  مركزي ،خفر و سيمكان شهرستان جهرم تهيه گرديد       : اصلي  

 صورت مستقيم از پستان گاو در ظروف استريل جمع آوري و با رعايت 
 

 
 

كـرب شناسـي شـبكه دامپزشـكي شهرسـتان          زنجيره سرد به آزمايشگاه مي    
 سن ، نژاد ، : در مورد تمامي نمونه ها اطلاعاتي مانند . جهرم منتقل گرديد 

هـاي  نمونـه گيـــري در          نوع تغذيه ، منبع آب آشـاميدني ، محـل و مــاه            
 .پرسش نامه تنظيمي ثبت گرديد 

 به  rpm 5000از هر نمونه شير در دور       ميلي ليتر  40 مقدار: غني سازي    
 دقيقه سانتريفيوژ و سپس رسـوب حاصـل از آن در سـه محـيط                10مدت  
TSB﴿Difco﴾،  E.coli broth   ﴿ (OxoidوBHI (Oxoid)  
ــه )  (Sigma,Germany ميلــي گــرم در ليتــر نووبيوســين 20واجــد ب
 درجـه سـانتي گـراد       45 و   37 ،   22با سه دمـاي     :ساعت به ترتيب    24مدت

 ) . 12(غني سازي گرديد 
كشت هاي غني شده در مرحله قبل بـه  E.coliO157:H7:  جداسازي

  (CT-SMAC)صورت جداگانه بـرروي محـيط سـوربيتول مـك كـانكي             
ميلـي گـرم در   5/2  و )Dynal( ميلي گـرم درليتـر سفيكسـيم       05/0واجد

 ساعت گرمخانه   24و پس از     كشت داده شد  ) Dynal(ليترپتاسيم تلوريت   
وربيتول منفي   خالص سـازي و         درجه، كلني هاي س    37گذاري در حرارت    

سپس به منظور ارزيابي تخمير لاكتـوز،    كلنـي هـاي يـاد شـده بـر روي                     
در مرحله بعد مجـدداً     ). 14 ،   1(كشت داده شد    VRBA (Merk)محيط  

تخمير سوربيتول در محيط تك قندي بررسـي و بـه منظـور تاييـد نهـايي                 
 Chrom.Agar و    EMB(Oxoid)جداسازي اشريشيا كلـي، در محـيط      

(Rambach) و (Merk)ECC  هــم  ) . 15 ، 14 ، 1(كشــت داده شــد
  فعاليـت    O157:H7 E.coliچنين به منظور تاييـد جداسـازي سـروتيپ        

ــوژن  ــيط كرومــــ ــا در محــــ ــاكتري هــــ ــدازي بــــ  بتاگلوكورونيــــ
O157:H7 Chrom Agar E.coli 1( ارزيابي گرديد . ( 

 خـالص   MUG−به منظور تاييد نهايي كلنـي هـاي         : تعيين سروتيپ   
 شده در مرحله قبل، از  تست آگلوتيناســيون با  آنتـــي سرم

 ) .2(استفاده گرديد ) (O157:H7 E.coli Difco,USA اختصا صــي 
ــا اســتفاده از روش اســتاندارد : تســت حساســيت آنتــي بيــوتيكي  ب

Diffusion  Disck    بر روي محيط كشـت مـولر هينتـون Merk)  (  بـا
  ،  5  نووبيوسين شامل هاي آنتي بيوتيك ز ديسكاستفاده ا

،  100، كـاربني سـيلين    30 كانامايسـين   ، 10سـيلين   ، پنـي  10آمپي سـيلين  
 ، 15، اريترومايسين10، توبرامايسين10جنتامايسين

ــايكلين ــي ســ ــوئين ،30دوكســ ــين300نيتروفورانتــ  ، 5، انروفلوكساســ
 ،  30، سفتكسيم15، تتراسايكلين100فورازوليدون

تــري / ، سولفامتوكســازول 30، كلرامفنيكــل30اســيد كســيكناليــد ي
 ).2( انجام شد (Oxoid)، 25متوپريم

و SPSS  12نتايج به دست آمده با اسـتفاده از نـرم افـزار    : آناليز آماري 
مرز معنـي  .  و دقيق فيشر انجام شد  ANOVA آزمون هاي مربع كاي و

 . قرار داده شدp >05/0داري روي  
 

 يافته ها 
 22 بـا دمـاي      TSBن پژوهش مناسب ترين روش غني سازي محيط         در اي 

نتايج پژوهش نشان دادكه با افـزايش       . درجه سانتي گراد تشخيص داده شد     
).1نمودار  (يابد  دما ميزان جداسازي نمونه هاي سوربيتول منفي كاهش مي        
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توزيع فراواني نمونه هاي سوربيتول منفي غني شده با استفاده از : 1نمودار 

 سه روش و دماي مختلف
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 بـا   (مركـزي   : از نظر جمعيت دامي شهرستان جهرم به سه منطقـه اصـلي             

تقسيم بنـدي   % ) 35هركدام با فراواني    ( ، سيمكان و خفر         % ) 30فراواني  
با وجود فراواني بيشتر جمعيت گـاوي منطقـه سـيمكان و خفـر              . گردد    مي

نسبت به منطقه مركزي به دليل توليدشير بيشتر در منطقه مركزي بيشـتر        
  ). 1جدول  ( نمونه ها از اين ناحيه تهيه گرديد 

 
ميزان شيرتوليدي وتعداد آزمايه هاي   جمعيت، وزيع فراواني ت- 1جدول 

 گاوهاي مورد مطالعه در شهرستان جهرم

 تعدادآزمايه )تن(ميزان شيرتوليدي جمعيت دام محل

 (%) دادـتع (%) دادـتع (%) دادـتع 

 )62(310 )51/80 (31 )30 (6000 مركزي
 )60/13(68 )09/9(5/3 )35(7000 سيمكان
 )40/24(122 )38/10(4 )35(7000 خفر

 )100(500 )100(50/38 )100(20000 جمع كل

 

       
     بر اساسويژگي هاي نمونه هاي مورد بررسي    توزيع فراواني-2لجدو   

 در نواحي مورد پژوهشE.coliO157:H7 جداسازي باكتري  ميزان       

 .)اعداد داخل پرانتز به درصد است(
 
، % ) 60/53فراوانـي   (  نمونـه      268 نمونه مورد بررسـي، از       500ز مجموع   ا

 جداسازي گرديد كه    SMAC- CTكلني هاي سوربيتول منفي در محيط     
ــاي اختصاصــي    ــر روي محــيط ه   وVRBA، EMBپــس از كشــت ب

ECCدر . آن اشريشــيا كلــي جداســازي شــد % ) 9فراوانــي (  نمونــه 45از
 و سـپس بـا   O157:H7كشت اختصاصـي  مرحله بعد با استفاده از محيط    

 O157:H7 نمونه  17استفاده از آنتي سرم اختصاصي، جداسازي 
 E.coli )   با اسـتفاده از آزمـون       ) .2جدول  (تاييد گرديد   % ) 40/3فراواني

 بـين  >p 05/0هاي مربع كاي و دقيق فيشر نشان داده شد كـه در سـطح   
آشـاميدني و وجـود بـاكتري     محل ، نژاد ، نوع تغذيه ، منبع آب    : متغيرهاي

O157:H7 E.coli          در تمـام مـوارد     (   ارتباط معني داري مشـاهده شـد
002/0 < P .(       همچنين با استفاده از آزمونANOA       مشـخص شـد كـه 

بين  تعداد كـل گاوهـاي موجـود در جايگـاه و سـن دام بـا بـاكتري هـاي                      
تيـب  به تر (   ارتباط معني داري وجود دارد        O157:H7 E.coliجداشده  

016/0 < P 0/.001 و < P .(  
ــين  ــي ،   17از بـ ــورد بررسـ ــك مـ ــي بيوتيـ ــاكتري% 100 آنتـ ــاي  بـ هـ
 نسبت به سه آنتي بيوتيـك ، پنـي سـيلين ،             O157:H7 E.coliجداشده

حداقل نسبت به يك تا دو آنتـي        % 2/72آمپي سيلين و نووبيوسين مقاوم و     
 .بيوتيك نيمه مقاوم بودند 

 

 بحث
 O157:H7انجـام شـده نشـان مـي دهـد كـه             نتايج اغلب پژوهش هـاي      

E.coli                  شيوع گسترده اي را در اغلب نقاط دنيا بـه ويـژه در مـواد غـذايي 
 Alleberger  در مصـر،    1996 وهمكـاران درسـال      Rauf).12(لبني دارد 

 1997 وهمكــاران درســال Klie دراســتراليا ، 1997وهمكــاران در ســال 
% 3، % 6:  خام گاو بـه ترتيـب   درآلمان ، ميزان شيوع اين باكتري را در شير        

 ).12(گزارش كردند% 30/0و
Brashear و Galyean      در آمريكا نشـان دادنـد كـه در           1995 در سال ، 

صورت تهيه نمونه به ميزان كافي   تقريبا تمامي جايگاه هـاي جمـع آوري                
). 16( آلـودگي  دارنـد     O157:H7 E.coliشير مـورد بررسـي بـا بـاكتري        

Murphy   فيلتر شـير در    536 با بررسي    2003 و 2002  و همكاران درسال 
 Brashears). 8(گزارش نمودند  % 12 گاوداري ميزان آلودگي آنها  را        97

 مركـز   91 در آمريكا نشـان دادنـد كـه از ميـان             2002و همكاران در سال     
 محل فرآوري محصولات لبني در 97و از % 20/24نگهداري گاوهاي شيري   

% O157:H7 E.coli  ،90/30 با باكتري   ايالت مختلف ، ميزان آلودگي     19
محققين ياد شده ، نشان دادند كـه بـا وجـود دفـع مقـادير كـم                  . مي باشد 

باكتري از گاوهاي شيري، ميزان شيوع در اغلب مناطق مـورد بررسـي، بـه               
ويژه در فصول گرم تر وگاوهاي جوان تازه از شير گرفته شـده قابـل توجـه                 

 ).16 (است

 باكتري جدا شده نمونه مورد بررسي ويژگي ويژگي
(%)       دادـ تع  (%)          دادـ تع    

 نژاد )65/17(3)         60/70 (353اصيل         
 )35/82(14)        40/29(147  بومي         
 )   65/17(3 )62(310مركزي        

 محل )47/76(13 )60/13(68 سيمكان
 )88/5(1 )40/24(122 خفر

5-3 290)58           (1)88/5( 
7-5 91)20/18( 3)65/17( 
9-7 66)20/13  ( 6)18/41( 

گروه هاي 
 سني

11-9   53)60/10         ( 7)18/41( 
 نحوه تغذيه )53/23(4)           58(290 دستي 
 )47/76( 13 )42(210 چرا

 )88/5(1)         20/21(106 آب شهر 
 منبع آب )65/17(3 )80/62(314 آب چاه
 )47/76(13)            16(80 رودخانه
 )100(17 )87(435 50كمتر از 

100-50 24)80/4( 0)0( 
150-100 10)2( 0)0( 
200-150 0)0( 0)0( 

 
تعداد  گاو در 
 هر جايگاه

 )0(0 )2/6(31 200بيشتر از 
 )88/5(1 )10(50 ارديبهشت 

 )53/23(4 )80/16(84 خرداد
 )41/29(5 )80/22(114 تير 
 )65/17(3 )80/24(24 مرداد
 )53/23(4 )80/16(84 شهريور

ماه نمونه 
 گيري

 )0(0 )80/8(44 مهر
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Khan      در شـهر كلكتـه در كشـور هندوسـتان،           2002 و همكاران در سال 

ودرگوشـت خـام    % 18 هاي مدفوع گـاو     ميزان شيوع اين باكتري را درنمونه     
گزارش هاي متفاوتي در مورد ميـزان      ). 17(گزارش نمودند % 50ها  كشتارگاه

. جداسازي بـاكتري يـاد شـده در كشـورهاي مختلـف منتشـر شـده اسـت                 
دربعضي از مناطق ميزان شيوع آن مشابه با شيگلا و در برخـي كمتـر و يـا             

تخمـين زده   در ايالـت متحـده      ).      18(بيشتر از آن نيزگزارش شده است     
 مورد مرگ به علـت عفونـت     61 مورد عفونت و   73000مي شود كه ساليانه     

ــا  همچنـــين بيمـــاري اورمـــي ). 19( روي دهـــدO157:H7 E.coliبـ
ناشي از اين باكتري عامل بيشـتر نارسـايي هـاي حـاد             ) HUS(هموليتيك

 ).3(كليوي در كودكان اين كشور مي باشد
 اين باكتري بيشتر محدود بـه       پژوهش هاي انجام شده در كشورما در مورد       

 بـا   2003 و 1998اصلاني وهمكاران درسال  . نمونه هاي كلينيكي بوده است    
مازندران و (و شمال ايران) ايلام( نمونه مدفوع انسان در غرب 2008بررسي 
ميزان شيوع اشريشياكلي توليدكننده و روتوكسـين را بـه ترتيـب            ) گلستان

ــد% 70/0و% 90/4 ــا هــيچ . گــزارش كردن ــهام ــا ســروتيپ  كــدام از نمون ه
O157:H7 براي اولين بار سـالك مقـدم وهمكـاران درسـال           ). 20( نبودند

 نمونه ماده غذايي مختلف تنها از يك نمونه         2000 درايران با بررسي     1999
همچنين بري  ). 18(  شدند  O157:H7 E.coliسبزي موفق به جداسازي     

او در اسـتان      نمونـه شـيرخام گ ـ     97 بـا بررسـي      1379و همكاران درسـال     
  توليدكننـده    O157:H7اشريشياكلي  %) 06/3( نمونه   3مازندران  تنها از     

 ).21(وروتوكسين جداسازي نمودند
نتايج پژوهش ما  نشان دادكه ميزان آلودگي شير خام گاوهـاي شهرسـتان              

بــا آناليزآمــاري ارتبــاط معنــي داري درســطح . مــي باشــد% 40/3جهــرم، 
05/0<p      و استفاده ازآب رودخانه به عنوان منبع آب         بين نمونه هاي مثبت

 روز اين بـاكتري     50با توجه به بقاي بيش از       . آشاميدني تشخيص داده شد   
) گوسـاله (در مخازن آب شهري، رودخانه و نيز در بدن ناقلين بدون علامت     

خطرانتقال اين باكتري ازگوساله هاي ناقل به حيوانات سالم ، از گوساله بـه           
همچنين ضرورت كنترل و    ). 13( لبني و غذايي وجود دارد     شير و ساير مواد   

نظارت دقيق محصولات لبني درهنگام توليد با توجه به توانـايي رشـد ايـن               

هـاي حـاوي شـير        باكتري در طول تخميرلاكتيك و بقاي آن در نوشـيدني         
 ).13(روز در يخچال وجود دارد 10براي بيش از   

ه و همچنين بـه دليـل طـي نشـدن           به دليل تهيه پنير از شير غيرپاستوريز      
مدت لازم قبل ازعرضه ، امكان شيوع اين باكتري ازراه مصرف آن نيز وجود        

 .دارد
Meng      بـاكتري   125  نشان دادند كه از ميـان         1998  و همكاران درسال 

O157:H7 E.coli             از % 24 جداشده از حيوانات ، غذا و انسـان ، حـداقل
همچنـين سـاير محققـين،      .  هسـتند  بيوتيك مقـاوم    آنها نسبت به يك آنتي    

بيشــترين فراوانــي مقاومــت آنتــي بيــوتيكي را در مــورد استرپتومايســين ، 
 و Murphy) .12(سولفامتوكســازول و تتراســايكلين گــزارش نمودنــد    

   بـاكتري     16 در ايرلنـد مقاومـت آنتـي بيـوتيكي           2005همكاران درسـال  
O157:H7 E.coli      آنتـي   14  فيلترشـيرخام نسـبت بـه      97 جداشده از 

بيوتيك مورد بررسي قرار دادند و متوجه شدند كه تمامي باكتري ها نسبت             
 ).8(به استرپتومايسين مقاومت دارند 

، O157:H7 در اين پژوهش ، تمامي باكتري هاي تاييد شده اشريشياكلي
سيلين ،نووبيوسين و پني سيلين مقاومت داشتند         به سه آنتي بيوتيك آمپي    

آنها نيز حداقل نسبت به يك يا دو آنتي بيوتيك نيمه           از  % 2/72و همچنين   
به طوركلي با توجه به مخاطرات ناشي از اين باكتري به ويـژه          . مقاوم بودند   

درصنايع لبني ضرورت بررسي شيوع اتيولوژيكي اين باكتري در مواد غذايي  
و راه هاي انتقال آن به انسان وجـود دارد و بررسـي هـاي بيشـتر در سـاير            

 .كشور پيشنهاد مي گرددمناطق 
 

 تقدير و تشكر
نويسندگان اين مقاله از جناب آقاي دكتر تهمتن به دليل مشاوره علمـي و              
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