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آلودگی گوشت گوسفندان شهرستان شهرکرد به 
باکتری E.coli و سروتيپ هایO26 ، O157 و 

PCR به روش E.coli  O128

چکيد ه
اطلاعاتی که وضعيت ميکروبی محصولات گوش�ت را نش�ان می دهند به عنوان خط پايه برای تنظيم اس�تانداردها و در حمايت 
 ،O103 ،O91 ،O45 ،O26 .از تش�خيص عوامل خطرس�از به منظور تاييد عملی در سيس�تم نظارتی می تواند ارزشمند باش�د
O145 ،O128 ،O121 ،O113 ،O111 و O157 شايع ترين سروتيپ های انتروهموراجيک E.coli مرتبط با بيماری های انسانی 
هس�تند. با توجه به اهميت آنچه ذکر گرديد و احتمال انتقال س�روتيپ های انتروهموراجيک E.coli به انس�ان توسط گوشت 
گوس�فند، مطالعه ی حاضر به منظور ارزيابی آلودگی گوش�ت گوسفندان شهرستان شهرکرد به باکتری E.coli و سروتيپ های
O26 ، O157 و E.coli O128 به روش PCR انجام پذيرفت. در مجموع تعداد 135 نمونه از لاش�ه های گوس�فندان ذبح ش�ده 
در کشتارگاه جونقان واقع در استان چهارمحال و بختياری جمع آوری گرديد. نمونه ها در آبگوشت تريپتون سوي غني شدند. 
سپس براث های انکوبه شده بر روی محيط های مکانکي آگار سوربيتول دار و مکانکي آگار به عنوان محيط های انتخابي کشت 
داده شدند. کلني هاي مشکوك به وسيله آزمون واکنش زنجيره اي پلي مراز مورد ارزيابي قرار گرفتند. ميزان آلودگی لاشه ها 
به E.coli 50/37 درصد )68 از 135( به دست آمد. 1/48 درصد )2 از 135( از نمونه ها آلوده به سروتيپ E.coli O128 بودند. 
هيچ نمونه ی آلوده به سروتيپ های O157 و E.coli O26 يافت نشد. نتايج حاضر می توانند بيانگر عدم حضور سروتيپ های 

O157 و E.coli O26 در اين منطقه باشد.
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مقد مه
E.coli به عنوان بخش��ی از فلور میکروبی روده انس��ان و بس��یاری از 
حیوان��ات، نقش مهمی در میکروب شناس��ی غذا و آب به عنوان ش��اخص 
آلودگ��ی مدفوعی بر عه��ده دارد )1(. ارتباط بی��ن E.coli و بیماری های 
 حیوان��ی در س��ال 1890 مش��خص گردی��د. در حال��ی كه ارتب��اط آن با 
 بیم��اری ه��ای انس��انی در س��ال 1940 ب��ه دنب��ال وق��وع بیم��اری در 

مهدكودك ها مشخص شد )1(.
ب��روز كلینیکی عفونت با E.coli های ش��یگا توكس��ین زا می تواند از 
اس��هال آبکی خفیف تا كمپلکس های جدی از قبیل كولیت هموراجیك و 

سندروم اورمی همولیتیك تا حتی مرگ باشد )3، 7(.
گرچه سروتیپ E.coli O157  معمول ترین سروتیپ تولید كننده ی 
شیگا توكسین می باشد اما نشان داده شده است كه بیش از 250 سروتیپ 
مختلف از پادگن O ش��یگا توكسین تولید می كنند و بیش از 100 عدد از 

آن ها با بیماری های انسانی مرتبط اند )5(. 
سایر سروتیپ های شیگا توكسین زای E.coli  )غیر از O157( عامل 
ایجاد 60 درصد از عفونت های E.coli  ش��یگا توكس��ین زا هس��تند و در 
بس��یاری از نقاط دنیا از قبیل آرژانتین، استرالیا، اسپانیا، دانمارك، شیلی و 

آلمان شایع می باشند )5(.
 ،O128  ،O121  ،O113  ،O111  ،O103  ،O91  ،O45  ،O26

O145 و O157 شایع ترین سروتیپ های انتروهموراجیك E.coli مرتبط 
با بیماری های انسانی هستند )8(.

در مطالع��ه ی حاضر ب��ا توجه به اهمیت بیماری زایی س��روتیپ های
O26 ، O157 و O128  به جس��ت و جوی این سروتیپ ها در نمونه های 

گوشت گوسفند در شهرستان شهركرد به روش PCR پرداخته شد.
این مطالعه در پاییز و زمس��تان س��ال 1389 ص��ورت گرفت. نمونه ها 
از كش��تارگاه صنعت��ی جونقان واقع در اس��تان چهارمح��ال و بختیاری از 
عضلات س��طحي گ��ردن 135 )103 نمونه در فصل پایی��ز و 32 نمونه در 
فصل زمس��تان( لاشه گوسفند ذبح شده در شرایط اس��تریل گرفته شدند. 
جهت جس��تجوي E.coli 25 گرم از هر نمونه به صورت هموژن ش��ده به 
225 میلي لیتر آبگوش��ت تریپتون سوي )TSB( )Merck، ساخت آلمان( 
اضافه شد و به مدت 24-18 ساعت در 37 درجه سانتی گراد انکوبه شدند. 
سپس 100 میکرولیتر از نمونه غني شده بر روی محیط های مکانکي آگار و 
  E.coli ساخت آلمان( به منظور ردیابی ،Merck( سوربیتول مکانکي آگار
و E.coli  O157 كش��ت داده شد و به مدت 24-18 ساعت در 37 درجه 
س��انتی گراد گرم خانه گ��ذاری گردید. پرگنه های مش��کوك روی محیط 
TSB كش��ت داده ش��دند و آزمون هاي اندول، متیل رد، وگس پروس��کوئر 
و س��یترات )IMViC( بر روي نمونه هاي مش��کوك انجام شد. نمونه های 
مشکوك به سروتیپ هایO26 ، O157 وO128  تا زمان انجام PCR در 
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Evaluation of sheep meat contamination to Escherichia coli and Escherichia coli O157, O26 and O128 
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Data describing the microbiological status of a country’s meat products can be of great value: in acting as a de facto 
validation of the country’s regulatory systems, as a baseline for setting performance standards and in supporting risk 
assessment. O26, O45, O91, O103, O111, O113, O121, O128, O145, and O157 are the most common serotypes of 
enterohemorrhagic Escherichia coli associated with human disease. Considering the importance of what mentioned 
and the potential ability of sheep meat to transmit enterohemorrhagic E. coli to humans, the present study was 
conducted to evaluate sheep meat contamination to E. coli and E. coli O157, O26 and O128 serotypes in Shahrekord 
by PCR. Altogether 135 samples of sheep carcasses were collected from Jooneghan abattoir, Chaharmahalvabakhtiari, 
Iran. Samples enriched in Tryptone Soya Broth (TSB). Then, incubated broth culture was streaked onto Sorbitol 
MacConkey agar and MacConkey agar as selective plating media. Suspected colonies were tested by polymerase 
chain reaction. The contamination rate in sheep carcasses with E. coli was 50.37% (68 out of 135). 1.48% (2 out 
of 135) of the samples was contaminated with E. coli O128. E. coli O157 and O26 were not found in any samples. 
Present study suggests E. coli O157 and O26 are not prevalent in the region.
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محیط TSB به صورت گلیسیرینه در دمای 20- نگه داری گردیدند.
كنت��رل مثبت ها از كلکس��یون باكتري هاي گروه بهداش��ت و كنترل 
 كیفی مواد غذایی دانش��کده دامپزش��کی دانش��گاه تهران تهی��ه گردیدند. 
 O26 ، O157 نمونه های مش��کوك جهت جست و جوی س��روتیپ های
و E.coli  O128 ب��ه وس��یله ی PCR با اس��تفاده از پرایمرهای توصیف 
ش��ده توس��ط Lin و همکاران )8( مورد آزمون قرار گرفتند. مواد PCR از 
ش��ركت سیناژن ساخت ایران تهیه ش��د و واكنش در حجم 25 میکرولیتر 
)2/5 میکرولیتر بافر10X PCR ، 1/5 میکرولیتر MgCl2 50 میلی مولار، 
1 میکرولیت��رdNTP  10 میلی م��ولار، 1/5 واحد آنزیم Taq پلی مراز، 1 
میکرولیتر با غلظت 10 میکرومولار از هر پرایمر، 1 میکرولیتر DNA الگو( 
انج��ام گردید. برنامه های دمایی مطابق ب��ا برنامه حرارتی Lin و همکاران 
)8( در دس��تگاه ترموسایکلر )Biorad، ساخت آمریکا( صورت پذیرفت. در 
پایان محصولات PCR روی ژل آگارز )س��اخت سیناژن، ایران( 1/5 درصد 

الکتروفورز )ساخت پایاپژوهش پارس، ایران( گردید.
میزان آلودگي لاش��ه هاي گوس��فندان مورد مطالعه به E.coli در كل 
50/37 درصد )68 از 135( بود. آلودگی لاشه ها در فصل پاییز 47/6 درصد 
)49 از 103( و در فصل زمس��تان 59/4 درصد )19 از 32( به دس��ت آمد. 
1/48 درصد )2 از 135( از نمونه ها آلوده به سروتیپ E.coli O128 بودند 
كه این دو نمونه در فصل پاییز اخذ ش��ده بودند. اما هیچ نمونه ی آلوده به 

سروتیپ های O157 و E.coli O26 یافت نشد )شکل 1(.
Jafareyan-Sedigh و هم��کاران ط��ی مطالعه ای در اصفهان میزان 

آلودگی گوشت گوسفندان را به E.coli 29/1 اعلام نمودند )4(.
در مطالعات صورت گرفته توس��ط Jordan و همکاران )Sierra ،)6 و 

همکاران )11( و Phillips و همکاران )9( میزان آلودگی گوشت گوسفندان 
به E.coli به ترتیب 43، 56/6 و 43 درصد اعلام گردید كه نتایج آن ها با 

نتایج به دست آمده در این مطالعه تشابه دارد.
 Jafareyan-Sedigh و همکاران در شیراز )10( و Shekarfroush
 E.coli  H7:O157 و همکاران )4( در اصفهان میزان آلودگی به سروتیپ

را در گوشت گوسفند به ترتیب 3/92 و 6/8 درصد گزارش نمودند. 
در مطالعات��ی كه جهت تعیین س��روتیپ های ایزوله ه��ای E.coli از 
گوش��ت گوسفند توسط Urdahl و همکاران در نروژ )12( و Bennett و 
 O128 در نیوزیلند )2( صورت گرفت، آلودگی به س��روتیپ Bettelheim
ب��ه ترتیب در 10 ایزوله از 102 ایزوله و 2 ایزوله از 40 ایزوله یافت گردید. 
در مطالعات ذكر ش��ده هیچ یك از س��روتیپ ه��ای O157 و O26 یافت 
نش��د كه از این نظ��ر نتایج آن ها با نتایج به دس��ت آم��ده در این مطالعه 
 تش��ابه دارد.از علل میزان پایین آلودگي به سروتیپ O128 و یافت نشدن 
س��روتیپ های ذكر شده شاید بتوان این مس��ئله را ذكر كرد كه از آنجایی 
كه یکی از منابع مهم این باكتری مدفوع این حیوانات كه خصوصا پوس��ت 
و پش��م آن ه��ا بدان آلوده اس��ت م��ی تواند باش��د اما صنعتی ب��ودن این 
كشتارگاه، استفاده از دستگاه های اتوماتیك، تماس كمتر دست با لاشه ها 
و رعایت س��طح بالاتر شرایط بهداشتی احتمال آلودگی به این باكتری ها را 
 كاهش داده اس��ت. همچنین س��رد و خشك بودن آب و هوا بر كاهش بقای 
میکروب ها بسیار موثر است و این مطالعه در فصل پاییز و زمستان كه بقای 
میک��روب ها در آن كاهش می یابد و همچنین در ش��هركرد كه منطقه ای 
اس��ت با آب و هوای سرد و خشك انجام شده است. مسائلی كه ذكر گردید 

می توانند بر نتیجه بدست آمده در این مطالعه بسیار موثر باشند.

شکل 1- تصوير الکتروفورز ژل آگارز برای سروتيپ های O26 ، O157 و M . O128: مارکر100 جفت بازی، NC: کنترل منفی، 
 :PC3 ،)248 جفت باز( E.coli O26 کنترل مثبت سروتيپ :PC2 ،)136 جفت باز( E.coli O157 کنترل مثبت سروتيپ :PC1

.E.coli O128 196 جفت باز(، 1و2: ايزوله های مثبت برای سروتيپ( E.coli O128 کنترل مثبت سروتيپ
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