
 

   

شناسایی مولکولی فاکتورهای حدت اشریشیا کلی در سه 
سویه ETEC ،EHEC و EPEC در گوساله ها و بره های 
مبتلا به اسهال در شیراز

bb

چكيد ه 
 )ETEC،EHEC و EPEC( در گوســاله ها و بره ها به ویژه در نخستين روزهای پس از تولد، به 

 

     اســهال ناشی از سویه های پاتوژن
علت تلفات و خســارات اقتصادی حاصله از اهميت زیادی برخوردار است. در طی این تحقيق 200 سوآب رکتوم از گوساله ها  و 
بره های یک تا 30 روزه مبتلا به اســهال در مدت یک سال )1392تا 1393( در شهرستان شيراز جمع آوری شد. نمونه ها بر روی 
محيط های مک کانكی آگار و ائوزین-متيلن بلو و مينكا کشــت داد شــد. در این مطالعه شيوع ژن های بيماری زای اشریشيا کلی 
 )bfpb و eae( و اشریشيا کلی انتروپاتوژنيک )eae و Stx2 ،Stx1( اشریشيا کلی انتروهموراژیک  )STa ،F41 ،K99( انتروتوکسيژنيک
با اســتفاده از تكنيک Multiplex PCR بررسی شد. نتایج نشان داد از 133 اشریشيا کلی جداشده 12/03 درصد دارای هرسه ژن 
بيماری زای ETEC و ســه درصد دارای هر سه ژن بيماری زای EHEC می باشند. همچنين تعيين توالی ژن  حدت K99 نشان داد که 
توالی نوکلئوتيدی آن ها، 97 تا 100 درصد با توالی های نوکلئوتيدی رفرنس های موجود در بانک ژنی شــباهت دارد. پراکندگی 
شيوع عفونت با سه سویه مذکور در مناطق مختلف جهان متفاوت می باشد. این تفاوت ها می  تواند ناشی از عوامل مدیریتی، سن 

گوساله ها، زمان دریافت آغوز، حجم و کيفيت آن و واکسيناسيون مادران باردار باشد. 

کلمات کليدی: فاکتورهای حدت، اشریشيا کلی های پاتوژن، PCR، فارس
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Pathogenic E.coli )ETEC, EHEC and EPEC( cause diarrhea in new born calves and lambs are important especially due to 
mortality rate and high economic losses. In this study 200 rectal swab samples were collected from 1-30 day-old calves and 
lambs with diarrhea during 2013-2014 in Shiraz. The samples were inoculated on Mac Conkey, EMB and Minca agar media. 
The presence of various virulence genes of ETEC (k99, F41 fimbria and Sta), EHEC (Stx1, Stx2 and eae) and EPEC (bfpb 
and eae) was investigated using multiplex PCR. The PCR test results showed that out of 133 E. coli isolates, 12.03% and 3% 
possessed all three virulence genes of ETEC and EHEC, respectively. The sequencing of K99 gene showed 97-100% homol-
ogy between the isolates. The variety of ETEC, EPEC and EHEC prevalence has been reported in the world. These variations 
could be due to managing factors, calves age, colostrum intake and dam vaccination. 
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مقدمه
اشریشــیاکلي، ارگانیســم متحرکي اســت کــه به ســادگي بر روي 
محیط هاي کشــت معمولي به خوبي رشــد مي کند. این باکتری هوازی و 
بی هوازی اختیاری اســت و بر روی محیط مک کانکی آگار کلنی های گرد، 
برجســته، صاف و صورتی ایجاد می کنــد. کلني هاي آن با یک جلاي فلزي 
بر روي آگار ائوزین  متیلن بلو )EMB( و مثبت شــدن تســت اندول )تبدیل 
تریپیتوفان به اندول( به ســرعت تشــخیص داده مي شــود، این باکتری ها 
لاکتوز  مثبت می باشــند و همچنین دارای پیلی هســتند. اشریشیاکلی از 
ســاکنین طبیعی مجاری روده حیوانات اســت، اما برخی از این باکتری ها 
بــا دارا بودن فاکتورهای بیماری زا ایجاد بیماری کرده که مهم ترین بیماری 
اسهال است. این باکتری به عنوان مهم ترین عامل ایجاد اسهال در گوساله ها 
و بره ها در روز های اول زندگی شــناخته شده اســت )6(. ویژگی هایی که 
اســاس سیستمویروتیپ را تشکیل می دهند، شــامل نوع اتصال باکتری به 
ســلول میزبان، تأثیر اتصال روی سلول های میزبان، تولید توکسین وعوامل 
تهاجمی می باشــند. یــک ویروتیپ معمولا بیش از یک گروه ســرولوژی 
وسروتیپ دارد. بر این اســاس پاتوتیپ های اشریشیا کلی که ایجاد اسهال 
می کنند شامل اشریشیا کلی انتروتوکســی ژنیک )ETEC(، اشریشیا کلی 
انتروپاتوژنیک )EPEC(، اشریشــیا کلی انتروهموراژیک )EHEC(، اشریشیا 
کلی انترواگری گیتیو)EAggEC(، اشریشــیا کلی انترواینویسیو )EIEC( و 

اشریشیا با چسبندگی پراکنده)DAEC( می باشند )12(. 
گزارشــات فراوانی در ارتباط با نقش عفونت روده ای به شــکل اسهال 
توســط سویه های پاتوژن اشریشیا کلی به خصوص سویه انتروتوکسیژنیک، 
انتروپاتوژنیک و انتروهموراژیک در گوســاله  و بره تازه  متولد شــده چه در 

داخل کشور و چه در سایر مناطق جهان منتشر شده است. سویه های خاصی 
از اشریشــیا کلی مانند اشریشیا کلی انتروتوکســیژن )ETEC( و اشریشیا 
کلی تولید کننده وروتوکســین با ایجاد اسهال مرتبط هستند )1(. اما اثبات 
شــده است که ETEC ،EPEC و EHEC مهم ترین باکتری های ایجاد کننده 
اسهال هســتند )13(. باکتری های این سه گروه واجد خصوصیاتی هستند 
از قبیل قدرت بقا، تکثیر و فاکتورهای منحصر به فرد که مهم ترین نقش را 
 ETEC در ایجاد بیماری ایفا می کنند. مهم ترین ویژگی باکتری های ســویه
وجود فیمبریه در ســطح باکتری است که سبب اتصال آن به مخاط شده و 
ســم تولید می کنند. به طور کلی دو نوع ســم توسط این باکتری بیماری زا 
تولید می گردد، 1- ســم حســاس به حرارت و 2- ســم مقاوم به حرارت، 
 ) STa(تاکنون تمام باکتری های جدا شــده از گوساله سم مقاوم به حرارت

راتولید نموده اند )1۹(.
ســویه EPEC عامل عمده اســهال در نوزادان اســت کــه عمدتا در 
کشــورهای در حال توسعه بیماری زا می باشد )13(. این سویه دارای فاکتور 
پیوستگی ))EPEC adherence factor )EAF( می باشد که توسط پلاسمید 
60 مگا دالتونی کد می شــود. سویه هایی از EPEC که فاقد EAF می باشند 
bfp )bundle- دارای فیمبریــه ای بــه قطر هفت نانومتر به نــام ،)ATEC(

forming pilus( می باشــند که در سال 1۹۹1 توســط جیرون و همکاران 
گزارش شده اســت)13(. فاکتور دیگری که در بیماری زایی این سویه موثر 
 EPEC برای شناسایی سویه bfp و eae است. از این دو ژن eaeاست فاکتور
و دو رده آن typical و atypical اســتفاده می شــود )13(. ســویه هایی از 
 typical هســتند، جز دسته bfp و eae که دارای هر دو ژن E. coli باکتری
 typical EPEC هســتند، جز دسته bfp و ســویه هایی که فاقد ژن EPEC
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طبقه بندی شده اند )13(.
در ســال 1۹83 رایلی و همکاران بر طبق دو مشاهده اپیدمیولوژیکی 
سویه EHEC را به عنوان یک سویه بیماری زا از باکتری E.coli معرفی کردند 
)18(. این ســویه باعث بیماری های گوارشی شدید و اسهال آبکی به همراه 
درد شکمی می شــود که نه تنها قادر به تولید سیتوتوکسین )وروتوکسین( 

می باشند، بلکه توانایی اتصال به مخاط روده را نیز دارند)4( )17(.
تمام سویه های EHEC دارای همولیزین )توسط ژن hlyA در پلاسمید 
 stx2 و stx1 کدگذاری می شــود(، یک ســم شیگلا مانند )توســط ژن های
 intimin کدگذاری می شــود( و پروتئینی به وزن ۹7 کیلو دالتــون به نام

)توسط ژن eaeA کدگذاری می شود( می باشند )10(.
امــروزه روش هــای نویــن مولکولی که به بررســی ژن هــای عوامل 
بیماری زایی می پردازند، جایگزین روش های معمول می شــوند که نسبت به 
روش هــای مولکولی نقاط ضعفی همچون وقت گیر بودن، عدم حساســیت 
و اختصاصیــت بالا و همچنین نیاز به پیش تیمــار نمونه دارند. روش های 
مولکولی از جمله روش Multiplex PCR برای جستجوی ژن های اختصاصی 
عوامــل بیماری زایی در نمونه های کلینیکی از جدیدترین، حســاس ترین و 
اختصاصی ترین روش هایی اســت که امروزه برای تعیین فراوانی عفونت ها 

کاربرد دارد )11(.
از آنجــا که درک صحیح از میزان شــیوع یک بیمــاری از یک طرف 
اهمیت آن بیماری را نشان می دهد و از طرف دیگر می تواند به مسئولین و 
دست اندرکاران مبارزه با بیماری در اتخاذ روش های مناسب برای پیشگیری 
و کنتــرل بیماری در ســطوح مختلف کمک نماید، لــذا در مطالعه حاضر 
شناســایی عوامل ایجاد کننده بیماری اسهال ناشی از E. coli در دام مورد 

بررسی قرار گرفت.

 مواد و روش  کار
در سال های 13۹3-13۹2، 200 نمونه سواب از مخاط رکتوم گوساله 
و بره هــای یک تا 30 روزه اســهالی از نواحی مختلف شهرســتان شــیراز 
جمع آوری گردید. ســواب حاوی نمونه مدفوع در لوله های در پیچ دار حاوی 
محیط TSB( trypticase soy broth( به آزمایشگاه باکتری شناسایی مؤسسه 
رازی شیراز انتقال داده شــد. نمونه ها بر روی محیط های مک کانکی آگار و    
EMB )ائوزین متیلن بلو ( کشت خطی داده شد. از تست های مورفولوژیکی، 
رنگ آمیزی گرم، آزمون های بیوشــیمیایی سیترات، اوره، TSI،MR و VPبه 
منظور شناســایی و جداســازی باکتری E.coli از سایر باکتری های موجود 
در نمونه اســتفاده گردید. از پرایمرهای اختصاصی K99،F41 و Sta برای 
شناســایی باکتری ETEC، پرایمرهای Stx1، Stx2 و eae برای شناســایی 
 EPEC برای شناســایی باکتری eae و Bfp و پرایمرهای EHEC باکتــری
بــه منظور ازدیــاد قطعه های بــه ترتیــب 314، 380، 1۹0، ۵۵۵، 118، 
 eae و eae،Bfp،Stx2،Sta،Stx1،F41،K۹۹ 840، ۹10، جفــت بازی ژن هــای
با اســتفاده از تکنیک PCR و با استفاده از دستگاه اپندورف ساخت کشور 
آلمان استفاده گردید )  1(. برای استخراج DNA کشت 24 ساعت ازسواب 
رکتوم در محیط TSB برداشته شد و سانترفیوژ گردید و DNA با استفاده از 
کیت تجاری استخراج )DNP TM( ساخت شرکت سیناژن مطابق پروتکل 
کیت استخراج گردید. برنامه دمایی PCR در دستگاه ترموسیکلر شامل 2۵ 
ســیکل و دمای ۹4 درجه به مدت 30 ثانیه، دمای ۵0 درجه به مدت 4۵ 

ثانیه و دمای 70 درجه به مدت ۹0 ثانیه و دمای نهایی 70 درجه به مدت 
10 دقیقه بود. ســپس محصول PCR به ژل آگارز انتقال داده شد و بعد از 
رنگ آمیزی و رنگ بری ژل با اســتفاده از اتیدیــوم بروماید و آب مقطر، با 

استفاده از اشعه فرابنفش و دستگاه ژل داک مشاهده گردید.

نتایج
از 200 نمونه سوآب رکتوم با استفاده از روش های کشت، رنگ آمیزی 
گرم و تست های بیوشیمیایی 133 باکتری E.coli جداسازی شد. به منظور 
شناســایی ســویه های ETEC،EPEC و EHEC با اســتفاده از پرایمرهای 

اختصاصی ذکر شده برای تمامی نمونه ها تست PCR انجام گرفت.
نتایج PCR نشان داد که از E.coli 133 جداشده، 16 )12/03 درصد( 
 F41 24 جدایه )18/04 درصد( دارای فاکتور ،K۹۹ جدایــه دارای فاکتور
و 21 جدایــه )1۵/78 درصد( دارای فاکتور STa و تنها 16 جدایه )12/03 

درصد( دارای این سه ژن با هم بودند )شکل 1(.
نتایج PCR برای ســویه EHEC نشان داد که از E.coli 133 جدا شده 
13 جدایــه )۹/77 درصد( دارای فاکتور Stx1، 16 جدایه )12/03 درصد( 
دارای فاکتور Stx2، 18 جدایه )13/۵3 درصد( دارای فاکتور eae، هشــت 
جدایــه )6/01 درصد( دارای هر دو فاکتور Stx1 و Stx2 به طور همزمان، 
چهار جدایه )ســه درصد( هر ســه فاکتور را به طور همزمان با هم داشتند 
)شکل 2(. نتایج تســت PCR برای سویه EPEC نشان داد که این سویه از 

هیچ کدام از نمونه ها جدا نشد.
در نهایت از 133 نمونه بدســت آمده 37 نمونه )27 درصد( مربوط به 
گــروه ETEC و 3۵ نمونه )26/31 درصد( مربوط بــه گروه EHEC بودند 
و ســویه EPEC در هیچ نمونه ای یافت نشــد. ضمنا در 61 نمونه )4۵/86 

درصد( باکتری مربوط به هیچکدام از سه گروه فوق یافت نشد.
به طور کلی نتایج بدســت آمده نشــان داد میزان آلودگی بره ها به دو 
ســویه ETEC و سویه EPEC صفر بوده و همچنین میزان آلودگی آن ها به 
سویه EHEC 4/۵1 درصد بدست آمد. ارتباط آماری معنی داری بین میزان 
آلودگی به این ســه گروه باکتری در بره ها بدســت نیامد )p > 0/0۵(. در 
  ETEC مورد گوســاله ها نتایج نشــان داد میزان آلودگی گوساله ها به سویه
30.8 درصــد ،EHEC  21.66 درصد و EPEC صفر می باشــد. بین میزان 
آلودگی این سه گروه باکتری در گوساله ها ارتباط آماری معنی داری بدست 
آمد )p > 0/0۵(. در مورد بزها نتایج نشــان داد میزان آلودگی بزها به دو 
سویه ETEC و EPEC صفر بوده اما به سویه EHEC )120 /3( 0/2۵ درصد 
بدست آمد. در این مورد نیز ارتباط آماری معنی داری بین میزان آلودگی به 

.)2 ( .)p > 0/0۵( این سه گروه باکتری در بزها بدست نیامد

بحث
در مطالعــه حاضر به طور کلی مشــخص شــد کــه 27/81 درصد از 
گوساله ها به ســویه ETEC آلوده شــده اند در حالی که هیچ کدام از بره ها 
و بزها توســط این سویه آلوده نشــده بودند. 4/۵1 درصد از بره ها، 1۹/۵4 
درصد از گوساله ها و 2/2۵ درصد از بزها به سویه EHEC آلوده شده بودند 
 EHEC و به طور کلی از 133 نمونه جداســازی شده، 26/31 درصد سویه
و 27/81 درصد ســویه ETEC جداسازی شــد. این فراوانی ها با مطالعاتی 
که توســط ســایر محققین در مناطق مختلف انجام گرفته است، متفاوت 

%

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


30
در

پژوهشوسازندگی

می باشد. در مورد سویه اشریشیاکلی انتروتوکسی ژنیک پژوهش های فراوانی 
انجام شــده اســت که نشان از حضور این ســویه در حیوانات بخصوص در 
گوســاله ها و بره ها و شــیوع عفونت این ســویه در هفتــه اول زندگی این 
حیوانات دارد. از جمله مطالعه وانی و همکاران در ســال 2013 در کشمیر 
که اعلام کردند هشــت درصد از گوساله های بیمار و پنج درصد از بره های 
مبتلا به اســهال، آلوده به ســویه ETEC بودند و اظهار داشتند که در هیچ 
کدام از گوساله ها و بره های ســالم سویه ETEC حضور ندارد)24(. شبانا و 
همکاران در ســال 2014 در مطالعه ای که بر روی گاو و گوسفندهای مبتلا 
 ETEC به اسهال انجام دادند، اعلام کردند که 2/2 درصد از نمونه ها به سویه
آلوده شده اند)20(. در این مطالعه طی بررسی هایی که بر روی گوساله، بره 
و بز مبتلا به اســهال در شــیراز انجام گرفت، میزان شیوع ژن های عوامل 

بیماری زایــی فیمبریه K۹۹ و F41 و انتروتوکســین STa در اشریشــیاکلی 
انتروتوکسی ژنیک در گوســاله ها به ترتیب 12/03 درصد، 18/04 درصد و 
1۵/78 درصــد تعیین گردید، و 12/03 درصد از نمونه ها هر ســه ژن را با 
هم داشــتند. اما این سه فاکتور در نمونه های حاصل از بره و بز یافت نشد. 
 K۹۹ مطالعه چن و همکاران در ســال 2004 در شرق چین میزان فراوانی
و F41 را در اشریشــیاکلی انتروتوکســی ژنیک پنج درصد اعلام کردند)۵(. 
نتایج تحقیق نســیری و همکاران در ســال 1۹82 در فرانســه این فراوانی 
را 6/1 درصــد نشــان داد)11(. در ایران هم بر روی این ســویه مطالعاتی 
انجام گرفته اســت از جمله مطالعه کیانی و همکاران در ســال 138۹ که 
بر روی گوســاله های یک تــا 30 روزه کار کردند و اعــلام کردند که 1/۵ 
درصد از نمونه ها فاکتور F41، دو درصد فاکتور F41 و Sta و هشــت درصد 

RCP جدول 1- توالی اليگونوکلئوتيدی پرایمرهای اختصاصی مورد استفاده در    

)bp(عامل بیماری زاتوالی پرایمر --اندازه پرایمر

314
TATTATCTTAGGTGGTATGG

GGTATCCTTTAGCAGCAGTATTTC
K۹۹

GCATCAGCGGCAGTATCT
GTCCCTAGCTCAGTATTATCACCT

F41

380
GCTAATGTTGGCAATTTTTATTTCTGTA

AGGATTACAACAAAGTTCACAGCAGTAA
STa

)TTCGCTCTGCAATAGGT)A
)TTCCCCAGTTCAATGTAAGA)T

Stx1

1۹0
)GTGCCTGTTACTGGGTTTTTCTT)C

)AGGGGTCGATATCTCTGTC)C
Stx2

۵۵۵
CCGGAATTCGGGATCGATTACCGTCAT

CCCAAGCTTTTATTTATCAGCCTTAATCTC
Eae

118
GACACCTCATTGCTGAAGTCG
CCAGAACACCTCCGTTATGC

Bfp

شناسایی مولكولی فاکتورهای حدت اشریشياکلی...
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از نمونه ها هر ســه فاکتور را با هم داشــتند)2(. بررسی شمس و همکاران 
در ســال 2012 در استان فارس با استفاده از روش مولکولی و سرولوژی به 
شناسائی دو فاکتور K۹۹ و F41 از گوساله های یک تا 30 روزه  پرداختند و 
اعلام کردند که ۵/3 درصد از نمونه ها برای فاکتور K۹۹ مثبت بودند و همه 
باکتری های اشرشیاکلی جدا شده ژن F41 را داشتند)21(، در صورتیکه در 
مطالعه لطف اله زاده و همکاران در ســال 1383 که با روشآگلوتیناسیون در 
شهرستان های بابل و قائم شهر انجام گرفت، این میزان 1/07 درصد گزارش 
شد)3(. به نظر می رسد که بخشی ازتفاوت ها مربوط به متفاوت بودن میزان 
شیوع اسهال ناشی از ETEC در این مناطق باشد، ضمن اینکه حساسیت و 
ویژگی روش های به کار رفته نیز متفاوت می باشد. مطالعات دیگر که توسط 
ســایر محققین در این زمینه انجام شده اســت درصد فراوانی بیشتری را 
نسبت به این مطالعه و مطالعات ذکر شده در بالا نشان می دهند. برای مثال 
در مطالعه ای که در 7 هفت منطقه اروپا جهت بررســی عوامل ایجاد کننده 
اســهال عفونی در گوساله ها توسط ســاندرلند و همکاران در سال 2003 
انجام گرفت، میزان شیوع اشریشیاکلی K۹۹ از هشت تا 46 درصد گزارش 
گردید)22(. در مطالعه ای که در بخش هایی از ترکیه انجام شد، نشان داده 
 K۹۹ شد که 16 درصد از گوســاله های مبتلا به اسهال دارای اشریشیاکلی

بوده اند)8(. 
در رابطه با دو ســویه EHEC  و EPEC در حیوانات مطالعات متعددی 
در مناطق مختلف انجام و میزان حضور ژن های بیماری زا مورد بررسی قرار 
گرفته اســت. در مطالعه حاضر حضور ســویه EHEC و EPEC در گوساله، 
بــره و بز نیز مورد بررســی قــرار گرفت و نتایج حاصله نشــان داد که 7۵ 
درصد از بره ها و ســه درصد از گوســاله ها دارای توکسین Stx1، 2۵ درصد 
از بره هــا و 10 درصد از گوســاله ها حاوی توکســین Stx2 بوده اند. 13/۵3 
درصد از گوســاله ها دارای فاکتور eae و ســه درصد از گوســاله ها هر سه 
 ،Stx1 فاکتور را با هم داشتند، و به طور کلی ۹/73 درصد از نمونه ها دارای
12/03 درصــد دارای Stx2 و 13/۵3 درصد دارای فاکتور eae بوده اند. ورما 
و همکاران در مطالعه ای در هند بر روی گوســاله و بره ها تعیین کردند که 
۹/73 درصد از گوســاله ها و شش درصد از بره ها دارای سویه EHEC بودند 
که از این تعداد ۹/73 درصد از گوســاله ها و شش درصد از بره ها دارای هر 

ســه فاکتور Stx2،Stx1 و eae بودند )23(. قابل ذکر اســت که در مطالعات 
دیگر محققان، این فراوانی ها نســبت به مطالعه حاضر درصد بیشتری نشان 
می دهد، از جمله بررســی های نوتنا و همکاران در اردن که گزارش کردند 
ســویه EHEC در 2۵ درصد از بره ها و 6۵/۵ درصد از بزها حضور داشــته 
اســت)1۵(. مطالعات شبانا و همکاران که بر روی گاو و گوسفندهای مبتلا 
به اسهال انجام گرفت، نشان داد 48/۹ درصد با سویه EHEC و 6/7 درصد 
با ســویه EPEC آلوده شــده اند)20(. کیم و همکاران در ســال 2010 در 
کره جنوبی حضور این ســویه ها را در خوک اعــلام و تعیین کردند که 38 
از نمونه ها دارای ژن های فیمبریه، 42 درصد دارای توکســین و 34 درصد 
دارای هــر دو فاکتور فیمبریه و توکســین بوده و از ایــن تعداد 23 درصد 
دارای توکســین LT، چهار درصد دارای توکسین STX1، 2۵ درصد دارای 
توکســین Stx2، 21 درصــد دارای Intimin، 66 درصد از نمونه ها آلوده به 
سویه ETEC و ۵3 درصد نمونه ها آلوده به سویه EPEC بودند)10(. مطالعه 
وانی و همکاران بر روی گوساله و بره های مبتلا به اسهال نشان داد که 4/16 
درصد از نمونه ها دارای ژن eaeA، 2/۵ درصد دارای ژن Stx1 و 3/2 درصد 
دارای ژن Stx2 بوده اند)24(. مطالعات دیگری در این زمینه نیز انجام شــده 
اســت که درصد فراوانی بیشتری را نســبت به این مطالعه و مطالعات ذکر 
شــده در بالا نشان می دهد، از جمله مطالعه دستمالچی و همکاران در سال 
2012 در ارومیه بر روی گوســاله های مبتلا به اسهال و سالم با استفاده از 
روش Multiplex PCR که شــیوع ژن های eae ،Stx2 ،Stx1 و hlyA را مورد 
بررسی قرار دادند و نتایج PCR  نشان داد که 23/1 درصد از نمونه ها دارای 
ژن Stx1 ، 26/۹2 درصد از نمونه ها حاوی ژن Stx2 ،۵0 درصد دارای هر دو 
ژن Stx1 و pt ۹، 26/۹2 درصد دارای ژن eaeA و ۵7/6۹ درصد از نمونه ها 
دارای ژن hlyA بودند)7(. نجین و همکاران با آزمایش بر روی گوساله ها با 
اســتفاده از روش PCR اعلام کردند که 3/31 درصد از نمونه ها دارای یک 
فیمبریــه )F17،F۵ و F41( بودند، 44/2 درصــد دارای Stx1 و 36/6 درصد 

دارای ۹ درصد بودند )14(.
همان طورکه ذکر شد، بیماری های عفونی از مهم ترین عوامل تأثیرگذار 
در صنعت دامپروری هســتند که باعث خسارات اقتصادی زیادی می گردند. 
از جمله این بیماری ها، اســهال گوســاله ها و بره ها اســت که از دو طریق 

جدول2-  فراوانی سویه های ETEC-EHEC-EPEC بر اساس نوع حيوانات

*Others: منظور سایر باکتری ها به غير از سه گروه ذکر شده در جدول می باشد.

)%(*Others)%(EPEC)%(EHEC)%(ETECنواع حیواناتتعداد باکتری جدا شده

بره8)0(0)7۵(6)0(20)2۵(

گوساله120)30.83(37)21.66(26)0(630)۵2.۵(

بز۵)0(0)60(3)0(20)40(

کل133)27.81(37)26.31(3۵)0(610)4۵.86(
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مســتقیم )به علت مرگ گوســاله ها و بره ها و هزینه درمان( و غیرمستقیم 
)کاهش رشــد دام پس از بیماری( صورت می  پذیــرد )16(. در بین عوامل 
عفونی، ســویه های اشریشیاکلی پاتوژن از اهمیت بسیار ویژه ای برخوردارند 
و مهم ترین عامل ایجاد اسهال در گوساله ها و بره ها خصوصاً در روزهای اول 
زندگی می  باشند )6(. مطالعات زیادی در ارتباط با این عفونت انجام گرفته 
است که اهمیت موضوع را نشان می دهد، اما تاکنون در زمینه میزان شیوع 
و تعیین هویت مولکولی فاکتورهای حدت ســویه های پاتوژن اشریشیاکلی 
 Multiplex PCR با بکارگیری تکنیک )EPEC و EHEC ،ETEC( پاتــوژن
از نمونه مســتقیم سواب رکتوم )بدون از دست دادن باکتری در کشت های 
متعدد( در ایران مطالعه ای صورت نگرفته اســت، لذا در این مطالعه در کنار 
روش های معمول با بکارگیری روش Multiplex PCR و همچنین با استفاده 
 Sta ، ، F41 ،K۹۹( از پرایمرهای اختصاصی، عوامل بیماری زای اشریشیاکلی

Eae ، Aggr ، Stx2 ،Stx1و Bfpb( بررسی گردید.
بــرای کامل کردن این پژوهش پیشــنهاد می شــود نمونه ها از مناطق 
جغرافیایی گسترده تر انتخاب گردد، تعداد بیشتری از نمونه ها جهت مطالعه 
بررسی شــود، کارایی روش مولکولی در شناسایی عوامل بیماری زایی برای 
تشخیص ســویه های ETEC ، EHEC و EPEC به طور مستقیم در مدفوع 
بررســی شود، حساســیت آنتی بیوتیکی جدایه های اشریشــیاکلی پاتوژن 
به دست آمده از گوساله ها و بره های مبتلا به اسهال مقایسه و بررسی گردد، 
باکتری های جدا شده به روش مولکولی مورد بررسی قرار گیرد تا در مرحله 
بعد بتوان با اســتفاده از ســویه هایی که در آن ها فیمبریه به خوبی تظاهر 
می نماید واکسن مناسبی تهیه نمود. همچنین بیماری  زایی باکتری های جدا 
شده با الگوهای مولکولی متفاوت در حیوان آزمایشگاهی مورد بررسی قرار 

گیرد.

نتيجه گيری کلی
با توجه به مطالعه حاضر و مطالعات ذکر شده از دیگر مناطق جغرافیایی 
ETEC ،EHEC می توان نتیجه گرفت که میزان شــیوع عفونت با سه سویه

و EPEC در مناطــق مختلف جهان متفاوت می باشــد، که بخشــی از این 
تفاوت ها می تواند مرتبط با عواملی نظیر عوامل مدیریتی، ســن گوساله های 
مــورد مطالعه، زمان دریافــت آغوز، حجم و کیفیت آن، و واکسیناســیون 
مادران باردار و همچنین استفاده از تکنیک های متفاوت در مطالعات باشد. 
اما با توجه به بالا بودن نسبی فراوانی آلودگی های ETEC و EHEC در این 

منطقه، مراقبت های بهداشتی ضرورت بیشتری ایجاد می نماید.

تشكر و قدردانی
نویسندگان مقاله از کارکنان بخش بیولوژی مولکولی موسسه تحقیقات 
واکسن و سرم سازی رازی شــعبه شیراز کمال تشکر و امتنان را دارند. این 
مقاله با حمایت پروژه موسســه رازی با شــماره مصوب 2-84-18-۹113 

انجام شده است. 
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