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چكيده

باکتری اشریشیا کولی انتروتوکسیژنیک )ETEC( معمول ترین نوع کلی باسیلوز در گوساله هاست که باعث بروز اسهال می شود. مهمترین عوامل مرتبط با 

بیماری زایی ETEC توانایی چسبیدن به انتروسیت ها به خصوص از طریق فیمبریه K99 و F41 و تولید انتروتوکیسن های مختلف به خصوص انتروتوکسین 

مقاوم به حرارت St است. در مطالعه حاضر حضور باکتری ETEC در بین E.coli های جدا شده از موارد اسهال در گوساله های زیر یک ماه در استان البرز 

بررسی شد. برای این منظور مطالعه مولکولی بر روی سه ژن حدت K99، F41 و Sta مربوط به عوامل بیماری زای ETEC طی دوره زمانی خرداد تا آذر 1389 

انجام گرفت. بر این اساس در بین E.coli 60 جداسازی شده، شش مورد )10%( باکتری ETEC شناسایی شد.  همه نمونه های مثبت از نظر سن، کمتر از یک 

هفته و پنج مورد )83/3%(  نیز سن کمتر از چهار روز داشتند. تمام ETEC های شناسایی شده واجد هر سه ژن حدت بودند.

 

mPCR ،اسهال گوساله ها ،)ETEC( واژه های کليدی: انتروتوکسیژنیک اشریشیا کولی

شناسایی مولكولی باکتری های E.coli انتروتوکسيژنيک جدا شده از 
گوساله هاي مبتلا به اسهال استان البرز درسال 1389
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Entrotoxigenic Escherichia coli (ETEC) infection is one of the most common type of calves colibacillosis. The main 

virulence attributes to ETEC are adhesions (especially K99 and F41 fimberia) and neurotoxins (specially heat stable 

toxin). In the present study we detected ETEC from E.coli that were isolated from diarrheic calves at 1-30 days old 

in Alborz province. Therefore, we conducted molecular study based detection of virulence genes K99, F41 and Sta 

during May to November 2010. Among 60 isolated E.coli from calves diarrhea six (10%) ETEC were detected. All 

the positive cases were calves with less than 7 days old, which 5 cases (83/3) were less than 4 days old. All detected 

ETEC possed three virulent genes.
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مقدمه
اسهال در گوساله ها مشکلی بسیار جدی و مهم بوده و یکی 
از علل مهم زیان اقتصادی در هر دامداری بواسطه ایجاد مرگ 
و میر، تحمیل هزینه های درمان و کاهش رشد گوساله ها 
 ،)ETEC( باکتری اشریشیا کولی انتروتوکسیژنیک .)است )1
روتاویروس، کروناویروس و کریپتوسپوریدیوم چهار عامل 
نوزاد هستند )9(.  اسهال در گوساله های  کننده  ایجاد  مهم 
باکتری های ETEC باعث بروز اسهال آبکی در گوساله های 
تازه متولد شده می شوند. باکتری های ETEC بدون اینکه 
آن  به  کـنند  ایجـاد  کوچک  روده  اپیتلیوم  در  شکلی  تغییر 
 )Entrotoxins( چـسـبیده و با تولید توکـسین های روده ای
در عملکرد انتروسیت ها تداخل کرده و باعث افزایش ترشح 
های  فاکتور  مهمترین  بنابراین  شوند.  می  جذب  کاهش  و 
عامل  عنوان  به  فیمبریه   ETEC در  زایی  بیماری  با  مرتبط 
به   .)5( باشد  می  ترشحی  های  انتروتوکسین  و  چسبنده 
دلیل اختصاصی بودن اتصال فیمبریه به گلیکوپروتین سطح 
انتروسیت ها، باکتری های ETEC هر گونه تقریباً اختصاصی 
همان گونه است. در اتصال ETEC به انتروسیت های روده 
 F41 ،K99 کوچک گوساله ها فیمبریه های مختلف از جمله
و 987P که در این بین دو فیمبریه اول پر اهمیت تر هستند. 

تولید  از طریق  انتروسیت  به  اتصال  از  E.coli پس  باکتری 
انتروتوکسین باعث بروز اسهال می شود. اگر انتروتوکسین 
بروز  نیز  اسهال  نشود،  تولید  یافته  اتصال  باکتری  توسط 
نمی کند. انتروتوکسین حساس به حرارت LT غالباً توسط 
ETEC های انسان و خوک تولید می شود در حالیـکه در 

گوساله ها باکتری های ETEC عمدتاً با تولید توکسین مقاوم 
به حرارت ST باعث بروز اسـهال می شوند )2(. 

با توجه به اینکه E.coli فلور میکروبی طبیعی روده می باشد، 
از  اسـتفاده  با  باکتری  این  کشت و جداسـازی و شناسایی 
 E.coli روش های بیوشیمایی نمی تواند بیانگر مسبب بودن
در ایجاد اسهال باشد. از طرف دیگر روش ELISA به واسطه 
اینکه تنها قدرت شناسایی فیمبریه K99 را دارد، روش کاملًا 

دقیقی در شناسایی باکتری های ETEC نیست.
 ETEC های  باکتری  شناسایی  تحقیق  این  انجام  از  هدف 
Sta در  F41 و   ،K99 مبنای حضور سه ژن مهم حدت  بر 
باکتری های جدا شده از موارد اسهال در استان البرز، همراه 

با ارزیابی ریسک فاکتورهای مرتبط می باشد. 

مواد و روش ها
با استفاده از لوله و سواب استریل از رکتوم گوساله های دچار 
اسهال نمونه گیری انجام شد. تعداد 29 نمونه از گاوداری های 
صنعتی، 16 نمونه از گاوداری های نیمه صنعتی و 15 نمونه 
از گاوداری های سنتی واقع در استان البرز و در مجموع 60 
نمونه تهیه شد. نمونه ها در کنار یخ و در کمتر از 24 ساعت 
کشـت  معـمول  های  روش  با  و  شده  منتقل  آزمایشگاه  به 
باکتری E.coli مورد ارزیابی قرار گـرفتند. بدیـن صـورت 
 EMB که ابتـدا کشت خطـی در مـحیط مـکانگی آگـار و
مـنفی  لاکتـوز  های  کلــونی  مـورد  در  و  تهـیه شـد  آگار 
کشـت  محـیط  در   IMViC واکـنش   E.coli به  مشـکوک 
های Simone Citrate،MRVP ،SIM و TSI انجام گرفت. 
داده  تشخیص   E.coli بیوشیمیایی  نظر  از  که  هایی  باکتری 
شدند در محیط نوترینت براث و در حضور 20% گلیسرول 
در دمای c ˚70-  تا زمان نیاز نگهداری شدند. به دلیل اینکه 
ژن های K99 و Sta بر روی پلاسمید و ژن F41 بر روی 
کروموزوم قرار دارد، استخراج کل DNA باکتری ها با انجام 
تغییراتی طبق روش سپهری سرشت انجام شد )7(. برای این 
ژنوم  استخراج  برای   )Boiling( از روش جوشاندن  منظور 
از کشت 24  استفاده شد. مقدار 100 میکرولیتر  باکتری ها 
ساعته در محیط نوترینت براث با 400 میکرولیتر آب مقطر 
استریل مخلوط شدند و به مدت 10 دقیقه جوشانده شدند 
 5000 rpm آزاد گردد، سپس سانتریفیوژ در DNA تا تمام
 DNA به مدت 5 دقیقه انجام گرفته و از مایع روی به عنوان
کل در واکنش mPCR استفاده شد. واکنش mPCR با انجام 
تغییراتی در حجم 50 میکرولیتر و با ترکیب زیر  طبق روش 
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شمس استفاده شد:  5 میکرولیتر بافر PCR ×5، 2 میکرولیتر 
منیزیم کلراید )MgCl2( 25 میلی مول، 1 میکرولیتر مخلوط  
d NTP 2 میلی مول، 3 میکرولیتر آنزیم DNA Taq پیلمراز،  

 DNA میکرولیتر   2 پرایمرها،  جفت  مخلوط  میکرولیتر   6
.)9( PCR grade الگو، 31 میکرولیتر آب استریل

در 94   (Denaturation Early) الگو اولیه زنجیر  واسرشت 
واکنش  گرفت.  انجام  دقیقه   10 مدت  به  سانتیگراد  درجه 
که  صورت  بدین  گرفت.  انجام  سیکل   35 در   PCR

انجام  به مدت 1 دقیقه  دناتوریشن در 94 درجه سانتیگراد 
گرفت. Annealing در دمای 57 درجه سانتیگراد به مدت 
1 دقیقه و Extension در دمای 72 درجه سانتیگراد به مدت 
1 دقیقه انجام گرفت. Extension نهایی در دمای 72 درجه 
سانتیگراد به مدت 6 دقیقه انجام گرفت. برای کنترل مثبت 
از نمونه باکتری ETEC که از دانشگاه تهران گرفته شده بود 
 mPCR استفاده شد، برای کنترل منفی در کنار تمام اجزای
به جای الگو از آب مقطر استفاده شد. برای دیدن محصول 
مقدار 10 میکرولیتر از محصول نهایی در  ژل آگاروز %1 
وزن  شناسایی  برای  شد.  استفاده   TBE بافر  از  شده  تهیه 
مولکولی محصولات از مارکر bp 1000-100 استفاده شد.  

نتایج
در این مطالعه بر روي 60 نمونه اسهال گوساله که 29 مورد 
 )%26/7( مورد   16 صنعتی،  های  گاوداری  از   )%48/3(
از   )%25( مـورد   15 و  صـنعتی  نـیمه  های  گاوداری  از 
گـاوداری های سنتی بودند بررسي انجام شد. از 60 نمونه 
 ETEC )%10( جدا شده از موارد اسهال شش مورد E.coli

 mPCR جدا شده در ETEC شناسایی شد. تمام باکتری های
محصول  بودند.  توام  صورت  به  حدت  ژن  سه  هر  واجد 
نهایی با پرایمرهای مورد استفاده پس از الکتروفورز بر روی 
به  ای  قطعه   F41 برای  اندازه  به  ای  قطعه   K99 برای  ژل 
اندازه  bp380 و برای Sta قطعه ای به اندازه bp 190 بود 

)تصویر 1(. 

 

تصویر 1: ژل الکتروفورز محصول M.mPCR مارکر، 1 کنترل 
منفی، 2 کنترل مثبت، 3 و 4 دو نمونه مثبت 

 ETEC با  مختلف  فاکتورهای  ریسک  ارتباط  بررسی  در 
مشخص شد که همه گوساله های مثبت از نظر ETEC سن 
اند و به طور مشخص تمام موارد  کمتر از یک هفته داشته 
مثبت به غیر از یک مورد در گوساله های با سن زیر چهار 
روز دیده شد )83/33%(. در بررسی پرسشنامه ها مشخص 
شد که از شش مورد باکتری ETEC شناخته شده چهار مورد 
از گوساله هایی جدا شد که برای کنترل اسهال در آنها آنتی 
های  گاوداری  از  مثبت  مورد  پنج  بود.  تجویز شده  بیوتیک 
سنتی و یک مورد از گاوداری های نیمه صنعتی جداسازی 
شد. هیچ نمونه مثبتی از گاوداری های صنعتی جداسازی نشد. 

تمام موارد ETEC شناخته شده مربوط به جنس نر بودند. 

بحث و نتيجه گيری
اول زندگی در  ماه  بیماری های  از مهمترین  اسهال  سندرم 
گوساله ها می باشد و اسهال ناشی از اشریشیاکلی از مهمترین 
اسهال های رایج در هفته اول زندگی می باشد. در این میان 
سویه های ETEC بیشترین فراوانی را در چهار روز نخست 
زندگی گوساله دارد )3 و 6(. در مطـالعه حاضـر نیـز میزان 
83/3% نمـونه های مثبـت از نظر ETEC از گوساله های 

زیر چهار روز جدا شد.  
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کشور  در   ETEC از  ناشی  اسهال  موارد  از  مختلفی  مقادیر 
روش  با  که  همکاران  و  شمس  مطالعه  در  شده،  گزارش 
mPCR در استان فارس انجام گرفته این میزان 5/3% بود )9( 

در صورتیکه در مطالعه لطف اله زاده و همکاران که با روش 
آگلوتیناسیون در شهرستان ها بابل و قائم شهر انجام گرفت، 
با  این میزان 1/07% گزارش شد )4(. در مطالعه حاضر که 
روش mPCR در استان البرز انجام گرفته میزان ETEC جدا 
شده از موارد اسهال 10% است. به نظر می رسد که بخشی از 
تفاوت ها مربوط به متفاوت بودن میزان شیوع اسهال ناشی از 
ETEC در این مناطق می باشد. ضمن اینکه حاسیت و ویژگی 

روش های به کار رفته نیز متفاوت می باشد. 
 F41 و K99 درمطالعه شمس 25% از موارد مثبت از نظر ژن
 ETEC بودند و لذا نمی توان این جدایه ها را Sta فاقد ژن
تلقی نمود )9(. لذا شناسایی باکتری های ETEC ایجاد کننده 
باشد   K99 فیمبریه  مبنای  بر  فقط  اگر  اسهال در گوساله ها 
احتمال بروز اشتباه وجود خواهد داشت. تمامی موارد مثبت 
گزارش شده در مطالعه حاضر دارای هر سه ژن حدت بودند.
نظر  از   ETEC با  آلوده  اسهالی  های  گوساله  همه  چه  اگر 
جنس نر بودند ولی رابطه معنی داری بین جنسیت و بروز 
اسهال توسط ETEC برقرار نیست. در مطالعه به علت اینکه 
نر  از جنس  شده،  آوری  اسهال جمع  های  نمونه  از   %65
قابل  جنس  این  در   ETEC بیشتر  فراوانی  حدی  تا  بودند، 
انتظار است. دلیل اینکه اکثر نمونه های اسهالی اخذ شده از 
جنس نر هستند را می توان تا حدودی عدم توجه لازم به 
جنس نر دانست چون که دراغلب گاوداری های صنعتی و 
نیمه صنعتی شیری گوساله های نر را پس از شیرگیری به 
فروش می رسانند و حتی در برخی واحدها مقدار و روزهای 
شیردهی آنها را کمتر از گوساله های ماده، در نظر می گیرند.
 جداسازی ETEC از گوساله هایی که 24 ساعت از درمان 
با آنتی بیوتیک در آنها می گذرد نشانگر عدم موثر بودن آنتی 
بیوتیک تجویز شده بر روی باکتری ETEC و یا آسیب دیدن 
هر چه بیشتر فلور میکروبی نرمال روده و فراهم شدن شرایط 

برای کلونیزه شدن باکتری ETEC می باشد. لذا انجام آنتی 
 ETEC بیوگرام برای درمان صحیح و موثر اسهال ناشی از

ضروری می باشد )7 و 8(. 
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