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Background and Aims: Escherichia coli O157:H7 is one of the main causes of 

transmitted diseases by food, including meat and meat products. The purpose of this 

study was to investigate the prevalence of E. coli O157:H7 contamination in Mashhad 

with the detection of rfbE gene. 

Materials and Methods: For this study, 148 slaughtered beef samples from Mashhad 

(spring to winter, 2018) were randomly collected and transferred to the laboratory. The 

identification of E. coli O157:H7 was performed by biochemical methods and rfbE gene 

was detected by PCR colony method. 

Results & Discussion: Based on biochemical tests, E. coli O157:H7 was isolated in 

7 (4.73%) samples of slaughtered beef and after PCR colony; only 2 (1.35%) of these 7 
samples were approved.  

According to the results of this study, it can be concluded that beef can be 

considered as a major reservoir for E. coli O157:H7 and there is a potential for 

transmission of this pathogen to humans through the consumption of beef and its 

products. Also, the specific primers of rfbE gene were able to differentiate the E. coli 

O157:H7 colonies from other cultured colonies on the culture medium during the PCR 

process. The present research was performed for the first time in the city of Mashhad. 
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  با استفاده از ۀ شهر مشهدگوشت گاوهاى کشتار شددر O157:H7 شیاکلىیاشر شناسایی

 های بیوشیمیایی و مولکولیروش
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های منتقل شونده کننده بیماریبه عنوان يکي از عوامل اصلي ايجاد O157:H7 اشريشیا کلي سويه :زمینه و هدف

های گوشتي است. هدف از انجام اين تحقیق، بررسي شیوع آلودگي گوشت گاو وسیلۀ مواد غذايي از جمله گوشت و فرآوردهبه

 بود. rfbEبا رديابي ژن  O157:H7اشريشیا کلي سويه کشتار شده در مشهد به 

آوری و ( به طور تصادفي جمع1397نمونه گوشت گاو کشتار شده در مشهد )بهار تا زمستان  148تعداد  :کارروش و مواد

به روش کلني  rfbEهای بیوشیمیايي و رديابي ژن با روش O157:H7اشريشیا کلي سويه به آزمايشگاه منتقل شد. شناسايي 

PCR .صورت پذيرفت 

درصد( نمونه از  73/4) 7در تعداد  O157:H7اشريشیا کلي سويه های بیوشیمیايي، بر اساس آزمون :و بحث هایافته

نمونه تأيید شد. با توجه به  7درصد( عدد از اين  35/1) 2، در PCRگوشت گاوهای کشتار شده جداسازی و پس از انجام کلني 

 O157:H7اشريشیا کلي سويه تواند به عنوان يک مخزن اصلي و مهم برای توان استنباط کرد گوشت گاو مينتايج اين مطالعه، مي

 هک نشان داد پژوهش حاضر های آن وجود دارد. نتايجباشد و احتمال انتقال اين پاتوژن به انسان با مصرف گوشت گاو و فرآورده

های رشد يافته از ساير کلني O157:H7اشريشیا کلي سويه های خوبي قادر به افتراق کلنيبه rfbEژن  اختصاصي پرايمرهای

 شود. هستند. تحقیق حاضر برای اولین بار است که در شهرستان مشهد انجام مي PCRروی محیط کشت، طي فرآيند 

 ، گوشت گاوPCR، کلنی rfbE، ژن O157:H7 اشریشیا کلی سویه کلمات کلیدی:
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مهمقد
ترين مهم از توکسینورو هتولیدکنند کلي شريشیاا 

 O157:H7 اشريشیا کلي سويهاست.  نسانيا پاتوژن هایباکتری
و يکي از  است ننساا در پاتوتيپ ينا پاتوژنترين سروتیپ مهم

 وسیله موادشونده بههای منتقلکننده بیماریعوامل اصلي ايجاد

که در ( 1،2)های گوشتي است غذايي از جمله گوشت و فرآورده

 راپورپو ه،هندی دخونريز کولیتهايي همچون ايجاد بیماری

 مؤثر همولیتیک مياور رومسندو يديوپاتیک ا مبوسیتوپنيوتر

، کودکان و سالمندان را O157:H7 اشريشیا کلي سويه. (3)است 

 یدياز یهارکشو از های ناشي از آنو بیماری کندبیشتر درگیر مي

 لحا در و يافته توسعه یهارکشو يگرد و آمريکا، انگلستان جمله از

و همچنین عفونت ادراری ناشي از اين پاتوژن در ( 5، 4) توسعه

. اولويت تحقیقاتي (6)هرستان الشتر( گزارش شده است ايران )ش

 کشورهای تمامي بهداشت به جهاني شده از طرف سازمان پیشنهاد

اشريشیا  باکتری توسعه، پايش حال در کشورهای ويژه به جهان
ژن  اشريشیا کلي،است. در اين سويه از  O157:H7کلي سويه 

ژني قرار دارد. از 12در کلاستر  O157ژن کننده آنتيرمزدهي

 باز است-ژني مسئول بیوسنتز قند6ژن، يک گروه  12مجموع اين 

نیز در همین گروه قرار  rfbEو پروتئین رمزدهي شده توسط ژن 

يک ژن اختصاصي است که منحصراً در ژنوم  rfbE. (7)دارد 

را رمزدهي  Oژن سطحي وجود دارد و آنتي O157:H7سروتیپ 

به فرآيند شناسايي صحیح پاتوژن مذکور از طريق  کند کهمي

 بسیار پايین عفوني دوز به توجه . با(8)کند کمک مي PCRتکنیک 

 پزشکی ایران یشناسکروبیممجله 
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 عفوني منابع شناسايي، O157:H7 (9)اشريشیا کلي سويه باکتری 

 های گوشتيغذايي به ويژه گوشت و فرآورده مواد مستمر و پايش

بین حیوانات، گاو به است. از آنجا که در  اهمیت حائز کشور در

، بر آن (10)است  اشريشیا کليترين مخزن اين سويه از عنوان مهم

شديم تا پژوهشي در جهت پیشبرد اهداف سازمان جهاني بهداشت 

انجام دهیم. مطالعه حاضر اولین گزارش از وضعیت آلودگي گوشت 

لي اشريشیا کگاوهای کشتار شده در کشتارگاه شهرستان مشهد به 
تواند به عنوان نوآوری اين است که خود مي H7O1:57سويه 

پژوهش باشد. هدف از انجام اين تحقیق، بررسي شیوع آلودگي 

 O157:H7اشريشیا کلي سويه گوشت گاو کشتار شده در مشهد به 
 ( بود.rfbEهای بیوشیمیايي و مولکولي )رديابي ژن با روش

 هاروشمواد و  
و  اشریشیا کلیشناسایی بیوشیمیایی  و جداسازی

 از گوشت گاو کشتار شده O157:H7اشریشیا کلی سویه 
تحلیلي، از ناحیه عضلات سطحي گردن -در اين مطالعه توصیفي

، (11،12)لاشه گاو کشتار شده در مشهد و بر اساس مطالعات مشابه 

متر( سانتي 3/0 × 10 × 10های نمونه )با اندازه برش 31و  42، 45، 30

به طور  1397پايیز و زمستان سال  تابستان، بهار، فصولبه ترتیب در 

نمونه( و در شرايط استريل و در  148آوری )در مجموع تصادفي جمع

های مربوط به کنار کیسه يخ به آزمايشگاه منتقل شد. آزمايش

، O157:H7 اشريشیا کلي سويهو  اشريشیا کليجداسازی و شناسايي 

یری انجام شد. به منظور جدا کردن گساعت پس از نمونه 10حداکثر تا 

گرم از هر نمونه به  O157:H7 ،25 اشريشیا کلي سويهو  اشريشیا کلي

لیتر محیط کشت تريپتون سوی براث میلي 225صورت هموژن شده به 

(TSB( )Merck, Germany( غني شده با نووبیوسین )گرم در میلي 20

سلسیوس انکوبه   درجه 37ساعت در دمای  24لیتر( اضافه و به مدت 

پس از گرماگذاری، يک لوپ از نمونه  ،کلي اشريشیا جداسازی شد. برای

غني شده، به روش کشت خطي روی پلیت حاوی محیط کشت ائوزين 

خانه با ساعت در گرم 24( کشت شد و به مدت EMBمتیلن بلو آگار )

محیط  روی کشت درجه  سلسیوس قرار داده شد. سپس، از 37دمای 

 IMViC( و آزمون TSI( )Merck, Germanyشوگر آيرون آگار )تريپل 

به صورت از نظر تخمیر قندها   TSIمحیطهايي که در استفاده شد. کلني

را  ازتولید گ توانايي ( منفي ولید سولفید هیدروژن)تو S2H، اسید/اسید

-متیلبه صورت اندول مثبت،  IMViCآزمون از نظر داشتند و همچنین 

ان بودند، به عنومنفي  ازمنفي و سیتراتپروسکوئر وگس  مثبت،رد 

 اشريشیا کلي سويهمحسوب شدند. برای جداسازی  اشريشیا کلي

O157:H7 يک لوپ از نمونه غني شده، به روش کشت خطي روی ،

 ,SMA( )Merckپلیت حاوی محیط کشت سوربیتول مک کانگي آگار )

Germany( حاوی سفیکسیم )تلوريت پتاسیمگرم در لیتر( و میلي 5/0 

درجه   37ساعت در دمای  24گرم در لیتر( کشت و به مدت میلي 5/2)

ريشیا کلي اشهای سوربیتول منفي به عنوان سلسیوس انکوبه شد. کلني
 .(12)در نظر گرفته شدند  O157:H7سويه 

 O157:H7 اشریشیا کلی سویهشناسایی مولکولی 

 PCRي از روش کلن اشريشیا کليبرای تأيید اين سويه از باکتری 

(Polymerase Chain Reaction)  و آغازگرهای ژنrfbE (Sinaclone, 

Iran 1( استفاده شد )جدول.) 

 

 گوشت گاو کشتار شده O157:H7اشريشیا کلي سويه های در ايزوله rfbEژن  برای رديابي مورد استفاده آغازگرهای . مشخصات1جدول 

 )جفت باز( PCRطول محصول  (5'→3'توالی آغازگر پیرو ) (5'→3'آغازگر پیشرو ) توالی

GTGCTTTTGATATTTTTCCGAGTAC TTTATATCACGAAAACGTGAAATTG 239 

 

میکرولیتر  25نهايي با حجم  PCRمخلوط واکنش کلني 

از هر میکرولیتر  O157:H7 ،1 اشريشیا کلي سويهکلني  1حاوی 

میکرولیتر بافر  5/2(، Pmol/μL 5يک از آغازگرهای پیشرو و پیرو )

(X10 ،)1  میکرولیترdNTP (mM 2/0 ،)75/0  2میکرولیترMgCl 

(mM 8/0 ،)75/0  میکرولیترTaq DNA ( پلیمرازunit/μL 1 و )17 

با استفاده از ترموسايکلر  PCRکلني  آماده شد.میکرولیتر آب مقطر 

(Kyratec, Koreaو مطابق با چرخه ) سیکل  30های دمايي زير، در

 انجام شد.

درجه  سلسیوس به مدت دقیقه،  94واسرشتي اولیه در دمای 

دقیقه،  75/0درجه  سلسیوس به مدت  94واسرشت ثانويه در دمای 

دقیقه، بسپارش  75/0درجه  سلسیوس به مدت  57اتصال در دمای 

دقیقه و بسپارش نهايي  75/0درجه  سلسیوس به مدت  72در دمای 

دقیقه انجام شد.  10درجه  سلسیوس به مدت  72در دمای 

درصد حاوی  5/1روی ژل آگارز  PCRکلني محصولات واکنش 

 70دقیقه با ولتاژ  30( به مدت CinnaGen, Iranاتیديوم برومايد )

های رانده شده سپس نمونه شدند.( Interlab, Italyولت الکتروفورز )

ا استفاده از دستگاه فرابنفش لامیناتور مشاهده شدند. در در ژل ب
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( Kimiagene, Iranژل داک )نهايت از باندها با استفاده از دستگاه 

با شماره  O157:H7اشريشیا کلي سويه از  .(13) عکس گرفته شد

و آب مقطر به ترتیب به عنوان کنترل مثبت و  933Jاستاندارد 

 کنترل منفي استفاده شد.

 و بحث هاافتهی
 هایآسیب درمان در مهمي نقش صحیح، و شناسايي جداسازی

 در را ما توانندمي های بیوشیمیاييروش. دارد هاپاتوژن از ناشي

 جودو و هستند زمانبر هااما اين روش کنند؛ ياری مهم اين به دستیابي

-وشر پیشرفت با غیر قابل انکار است. امروزه افتراقي هایکشت در خطا

 سطح ، قابلیت شناسايي يک پاتوژن درPCRهای مولکولي همچون 

 ينا شده که فراهم پايین بسیار دزهای در همچنین و سروتیپ و سويه

نده کنامیدوار بسیار عمومي بهداشت کیفیت بهبود زمینه در پديده

اشريشیا کلي سويه پاتوژن  که ایويژه جايگاه به توجه با. است
O157:H7 پژوهش، اين در ها دارد، ما را بر آن داشت تادر ايجاد عفونت 

؛ دلیل بپردازيم پاتوژن اين شناسايي در منطقي و سريع راهکاری ارائه به

اشريشیا کلي سويه اختصاصي بودن آن برای ، rfbEانتخاب و رديابي ژن 
O157:H7 08/31نمونه ) 46های بیوشیمیايي بود. براساس آزمون 

ن و از اي اشريشیا کليمورد مطالعه آلوده به های درصد( از مجموع نمونه

 به لبیتورسو تخمیر معد يژگيو سسادرصد( بر ا 73/4نمونه ) 7تعداد 

بودند. نتايج  O157:H7اشريشیا کلي سويه سروتیپ مشکوک به  انعنو

 اشريشیا کليجدايه مشکوک به  7مربوط به  rfbEژن  PCRکلني 

O157:H7 ،2  اشريشیا کلي سويه جدايه را به عنوانO157:H7  تأيید

درصد گوشت گاوهای کشتار شده در  35/1کرد که حاکي از آلودگي 

بود. اين مقدار، از آلودگي  O157:H7اشريشیا کلي سويه مشهد به 

درصد،  4/6گوشت گاوهای کشتار شده در اصفهان به اين باکتری با 

(. 12د )کمتر بو 2008و همکاران در سال  ahimiRگزارش شده توسط 

در تحقیقات جداگانه، میزان آلودگي گوشت گاوهای کشتار شده به 

( و 2000در کشورهای انگلیس )سال  O157:H7اشريشیا کلي سويه 

درصد بود که از میزان  18و  4/13( به ترتیب 2001آمريکا )سال 

(. تفاوت در 5، 4گیری شده در تحقیق حاضر بسیار بیشتر است )اندازه

اشريشیا کلي سويه شت گاوهای کشتار شده به میزان شیوع گو
O157:H7 در  تواند به دلیل تفاوتدر اين تحقیق با ساير تحقیقات، مي

ها باشد. در پژوهشي که برداری، اندازه قطعات و تعداد نمونهروش نمونه

Vaughan -Fode  ( و 14) 2003و همکاران در سالampbellC  و

اشريشیا کلي لي ( برای شناسايي مولکو15) 2001همکاران در سال 
 rfbEانجام دادند، همانند مطالعه حاضر از رديابي ژن  O157:H7سويه 

درصد( بر اساس  73/4نمونه ) 7استفاده کردند. در مطالعه حاضر، 

یا کلي اشريشويژگي عدم تخمیر سوربیتول به عنوان سروتیپ مشکوک 
 نمونه 7جداسازی شدند؛ اين در حالي است که از اين  O157:H7سويه 

تأيید شدند.  PCRدرصد( با روش کلني  35/1نمونه ) 2(، تنها 73/4)

های مولکولي در تشخیص صحیح اين دهنده اهمیت روشاين امر نشان

 100های تأيید شده در کنار نشانگر ، جدايه1پاتوژن است. در شکل 

 بازی نشان داده شده است.جفت 

 
-جدايه rfbEبعد از تکثیر ژن  PCR. ژل الکتروفورز محصول کلني 1شکل 

 ها(: جدايه2و  1) O157:H7اشريشیا کلي سويه های 

در اين تحقیق ارجحیت روش مولکولي به بیوشیمیايي در 

ثابت شد. با توجه به اينکه  O157:H7اشريشیا کلي سويه تشخیص 

اشريشیا درصد گوشت گاوهای کشتار شده در مشهد آلوده به  35/1
-توان استنباط کرد که گوشت گاو ميبود، مي O157:H7کلي سويه 

اشريشیا کلي سويه تواند به عنوان يک مخزن اصلي و مهم برای 
O157:H7  مطرح باشد و احتمال انتقال اين پاتوژن به انسان با مصرف

های آن وجود دارد. بر همین اساس و به دلیل گوشت گاو و فرآورده

های مینه مقاومتاهمیت موضوع، ضروری است که مطالعات در ز

های انتقال اين پاتوژن به انسان و کنترل شیوع آن بیوتیکي، راهآنتي

ن نشا پژوهش اين از حاصل در شهرستان مشهد افزايش يابد. نتايج

های خوبي قادر به افتراق کلنيبه rfbEژن  اختصاصي پرايمرهای داد

 های رشد يافته رویاز ساير کلني O157:H7اشريشیا کلي سويه 

 هستند. PCRمحیط کشت طي فرآيند 

 سپاسگزاری
هايي که در انجام اين تحقیق به ما از تمامي افراد و ارگان

 ياری رساندند، کمال تشکر و قدرداني را داريم.

 تعارض منافع
 .ن تعارض در منافع گزارش نشده استبین نويسندگا
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