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چکیده 

یا  و  شیر  و  گوشت  مصرف  طریق  از  یا  و  مستقیم  به  صورت  انسان  به  حیوان  از  بیماری  زا  باکتری  های  انتقال  هدف:  و  زمینه 
فراورده  های آنها امکان پذیر است. هدف از انجام این مطالعه، شناسایی و تشخیص اشریشیاکلی انتروهموراژیک در شیر گاوهای 

شهرستان بروجرد با روش مولکولی بوده است.

روش بررسی: در یک مطالعه  ی توصیفی و مقطعی، تعداد 150 نمونه شیر در مدت 4 ماه از ابتدای آبان ماه 1395 تا پایان بهمن ماه 
همان سال از گاوداری  های موجود در شهرستان بروجرد و حومه نمونه  برداری شد. نمونه  های شیر پس از انجام مراحل غنی سازی، 
کشت و آزمون  های بیوشیمیایی بر روی EMB آگار و تست  های افتراقی IMVIC، و کشت خطی بر روی محیط سوربیتول مک 
کانکی آگار، جهت شناسایی جدایه  های سوربیتول منفی، و تاییدشان توسط تست سرولوژی و شناسایی ژن eaeA به  وسیله تست 

PCR بررسی گردیدند.

یافته ها: از مجموع 31 ایزوله اشریشیاکلی جداشده، تعداد 6 ایزوله به  عنوان سوربیتول منفی جداسازی شد)19/4%(. از مجموع 
6 ایزوله، تعداد 5 ایزوله)16/1%( بر روی محیط کروم آگار از نظر فعالیت بتاگالاکتوزیدازی منفی )-MUG( شناخته شدند. هر 5 

ایزوله در تست سرولوژیک با آنتی سرم O157:H7 تایید گردید و در بررسی مولکولی صورت گرفته دارای ژن eaeA بودند.

انتروهموراژیک در شیرخام به  عنوان یکی از عوامل ایجاد اسهال در جامعه می  تواند از  نتیجه گیری: شیوع 16/1% اشریشیاکلی 
اهمیت زیادی برخوردار باشد. لذا طغیان  های ناشی از مصرف این ماده غذایی در مناطقی از کشور که به لحاظ سنتی هنوز مصرف 

شیرخام را در سبدغذایی قرار می  دهند، می  تواند نتایج باارزشی در جهت پیشگیری از موارد بیماری  های اسهالی به  دست آورد.

eaeA واژه های کلیدی : اشریشیاکلی انتروهموراژیک، شیر، دامداری، ژن
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موجب  ترتیب  این  به  و  می  شود  پروتئین  سنتز  مهار  موجب  آنجا  در  و 

یا هردوی  بیان یک  برنامه  ریزی شده ای در سلول می  گردد.  فرایند مرگ 

ژنهای وروتوکسین جزو ویژگی  های عمده  ی سویه  های EHEC محسوب 

و  چندمرحله  ای  فرایند  یک  سویه  ها  این  پاتوژنز  این،  وجود  با  می  شود. 

شامل تعامل بین چندین فاکتور میزبان و باکتری می  باشد. دوز بیماری  زایی 

EHEC بسیار پایین است و در حدود CFU و 100-1 موجب بیماری  زایی 

می  شود که این تعداد باکتری در مقایسه با دیگر پاتوژن  های روده ای پایین  تر 

است)12(. توانایی اتصال باکتری به سلولهای اپیتلیال روده و کلونیزاسیون 

به  شمار  باکتری  این  بیماری  زایی  شاخصه  های  مهم  ترین  از  ناحیه  این  در 

می  رود.

پاتوتایپ  های آن  از محققان نشان دادند که اشریشیاکلی و  برخی 

یکی از عوامل مهم آلودگی در شیر و فراورده های آن می باشد. با در نظر 

انتروهموراژیک  اشریشیاکلی  پاتوتایپ  هردو  در   eaeA ژن  اینکه  گرفتن 

و  شناسایی  جهت  می  تواند  است،  مشترک  انتروپاتوژن  اشریشیاکلی  و 

با  فنوتیپی  روش  های  از  پس  انتروهموراژیک  اشریشیاکلی  تشخیص 

 eaeA به شناسایی ژن   ،O157:H7 آنتی سرم  با  تایید تست سرولوژیک 

به  وسیله  ی تست PCR بررسی گردد. در این حالت جدایه ژن eaeA مثبت 

به پاتوتایپ انتروهموراژیک تعلق خواهد داشت)14و13(. 

با توجه به مطالب فوق، هدف از این تحقیق شناسایی و تشخیص 

با روش  انتروهموراژیک در شیر گاوهای شهرستان بروجرد  اشریشیاکلی 

مولکولی بوده است.

روش بررسی

تهیه نمونه: در این مطالعه  ی توصیفی و مقطعی، تعداد 150 نمونه 

از مناطق شهری و روستایی  لیتر(  شیر نمونه گاو خام)حداقل 250 میلی 

بروجرد، ایران، در آبان و آذر سال 1394 جمع آوری شد. پرسش  نامه برای 

هر نمونه از جمله اطلاعات حیوان و تغذیه تهیه شد. نمونه  ها به سرعت به 

آزمایشگاه میکروب شناسی مواد غذایی دانشکده بهداشت دانشگاه علوم 

پزشکی تهران در شرایط سرد منتقل شدند.

از  استفاده  با  باکتری  ها  جداسازی  شناسایی:  و  جداسازی 

دستورالعمل WHO,FAO انجام شد)15(. به  طور خلاصه، 25 میلی لیتر از 

 Brain Heart Infusion )BHI( هر نمونه شیر به 225 میلی لیتر از محیط

مقدمه
شیر خام تولید شده در دامداری  ها در معرض آلودگی  های مختلفی 

آنتی  مانند  شیمیایی  آلاینده  های  به  می  توان  جمله  آن  از  که  دارد  قرار 

بیوتیک  ها، ضدعفونی کننده  ها، نیتراتها و نیتریت  ها، حشره کش  ها و فلزات 

سمی اشاره نمود)1(.

 منابع و یا عوامل بیماري  زاي   شیر ممکن است از دام شیرده یا از 

کارگران و ابزار و یا ظروف شیر در مراحل مختلف دوشش، جمع آوري، 

حمل و محیط آلوده تا فرآوري باشد. بنابراین میکروارگانیسم  ها یا عواملي 

که موجب انتقال بیماري از شیر مي  شوند از دو جنبه مطالعه مي  شوند.

مي  شوند  وارد  شیر  به  دام  طریق  از  که  بیماري  زایي  عوامل  الف- 

آلوده  به  و  باشند  دام شده  در  بیماري  اغلب سبب  است  ممکن  که خود 

کننده  هاي ناشی از شیر معروف هستند)3و2(.

ابزار از  ب- عوامل بیماري  زایي که از طریق محیط و کارگران و 

تولید تا فرآوري وارد شیر مي  شوند و عوامل آلوده کننده  ی   غیر شیرزاد گفته 

مي  شوند)5و4(.

اشریشیاکلی  مانند   )EHEC( انتروهموراژیک  اشریشیاکلی 

و  می  گردند  محسوب  ای  روده  پاتوژ  ن  های  ترین  مهم  از   O157H7

به  ویژه  و  همولیتیک  اورمی  سندرم  هموراژیک،  کولیت  مانند  عوارضی 

نارسایی حاد کلیوی را ایجاد می  کنند. این سویه می  تواند از طریق مصرف 

آب و مواد غذایی آلوده، و از فردی به فرد دیگر از طریق مدفوعی دهانی 

منتقل شود)6(.

و  خام  شیر  گوشت،  جمله  از  مختلف  موادغذایی  آلودگی 

با  غذایی  مواد  دیگر  و  سیدر  اسفناج،  جمله  از  سبزی  ها  غیرپاستوریزه، 

بار  به  را  قابل  ملاحظه  ای  بهداشتی  پاتوژن سالانه خسارات  این سویه  های 

از  این بین شیر خام به  عنوان یک ماده  ی حیاتی و پرمصرف  می  آورد. در 

اهمیت ویژه ای برخوردار است. شیر به  عنوان اولین ماده غذایی که توسط 

پستانداران و از جمله انسان مصرف می  شود، در انتقال این عوامل میکروبی 

نقش بسزایی را می  تواند ایفا کند)10-7(. مهمترین خصوصیت ویرولانس 

این ارگانیسم مربوط به حضور یک یا چند فاژ کدکننده  ی وروتوکسین  های 

VT1 و VT2 می  باشد)11(. تولید توکسین توسط ارگانیسم موجب اثرات 

موضعی و سیستماتیک می  گردد. اثرات موضعی روده ای موجب توسعه  ی 

اسهال خونی می  شود به  گونه ای که توکسین وارد سلولهای روده ای شده 
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اضافه و به  خوبی مخلوط شد. پس از 3 ساعت انکوباسیون در دماي اتاق، 1 

میلي لیتر از مخلوط قبل از غني سازي به 225 میلي لیتر محیط تریپتیکیس 

سویا براث )TSB( حاوي 20 میلي لیتر نوبایوسین اضافه شد و در دماي 

روی  بر  سپس،  گردید.  انکوبه  ساعت   24 مدت  به  سانتیگراد  درجه   42

متیلن آبی )EMB( آگار کشت داده و در دماي 37-35 درجه  ی  ائوزین 

فلزی  جلای  با  کلنی  هایی  گردید.  انکوبه  ساعت   24 مدت  به  سانتیگراد 

داده  کشت   Sorbitol-MacConkey )SMAC( agar محیط  روی  بر 

شدند و سپس با استفاده از آزمون  های بیوشیمیایی، از جمله اکسیداز، تست 

 ،Voges-Proskauer اندول، متیل رد،   ،SIM ،)TSI( تریپل شوگرآیرون

سیمون سیترات، اوره و لیزین دکربوکسیلاز )Merck,Germany( آزمایش 

کشت  محیط  در  منفی  سوربیتول  جدایه  های  این،  بر  علاوه  شدند)13(. 

آزمایش  های  و  بیشتر  تایید  برای    )bioMérieux,France( کروموژنیک 

سرولوژی استفاده گردیدند )Mast.UK(. ایزوله  های E.coli پس از تایید، 

در TSB حاوی گلیسرول تا زمان استفاده در دمای 20- درجه سانتیگراد 

نگهداری شدند.

)PCR( واکنش زنجیره  ای پلیمریزاسیون  •
و   Mercado توسط  قبلا  که  پروتکل  یک  اساس  بر   PCR

های   DNA شد.  انجام  بود،  شده  معرفی   2011 سال  در  همکاران)16( 

تکثیر   1 اساس جدول  بر  پرایمرهای خاص  از  استفاده  با   E.coli ژنومی 

شدند.

جدول 1: دما و زمان مراحل مختلف PCR برای شناسایی اشریشیاکلی انتروهموراژیک

طول  در  شده  کشت  کلونی  یک  باکتری   DNA جداسازی  برای 

شب از هر جدایه در حجم μl 200 آب مقطر استریل )DW( و در دماي 

90 درجه سانتي  گراد به مدت 30 دقیقه حرارت داده شد. سپس، مخلوط به 

 PCR 10000 سانتریفوژ شد و مایع رویی در تست در×g مدت 5 دقیقه با

مورد استفاده قرارگرفت. برای آماده سازی PCR Master )20 میکرولیتر( 

 10 مقدار  )کل   )Pishgam( پرایمر  هر  از  میکرولیتر   1 نمونه،  هر  برای 

PCR جدول 2: پرایمر جهت انجام آزمایش

دما )درجه سانتیگراد(زمان )ثانیه(مرحله

18095واسرشت

35 چرخه

3095 واسرشت

4056 اتصال پرایمر

6072 طویل سازی

30072طویل سازی نهایی

پرمول( با 12/5 میکرولیتر Master Mix در میکرو تیوب استریل مخلوط 

شد. سپس، 5 میلی لیتر از آب مقطر و 2 میکرولیتر DNA استخراج شده به 

مخلوط اضافه شد و با استفاده از ترموسایکلر )VWR، آلمان( انجام شد. 

ترموسایکلر طبق جدول 1 برنامه ریزی شد.

در این تحقیق از  E.coli ATCC 7852 حاوی ژن eaeA به  عنوان 

کنترل مثبت استفاده شد.

منبعاندازهتوالی نوکلئوتیدی 3’- 5’نام پرایمر
eaeAF:ATGCTTAGTGCTGGTTTAGG 248)2011(و همکاران Mercado 

R:GCCTTCATCATTTCGCTTTC   

• تحلیل آماری

افزار  نرم  و  کااسکوئر  آنالیز  از  استفاده  با  آماری  تحلیل  و  تجزیه 

آماری مقادیر  شد.  انجام    SPSS )USA ،v.14 )IBM Analytics( 

 P≥0/05 به  عنوان معنی  دار گزارش شده است.

یافته ها

مجموعا 150 نمونه به  روش استاندارد فنوتیپی بررسی گردید. تعداد 

ایزوله سیتروباکتر)20درصد(،  تعداد 30  انتروباکتر)28 درصد(،  ایزوله   42

اشریشیاکلی  ایزوله   31 تعداد  و  درصد(  کلبسیلا)31/33  ایزوله   47 تعداد 

از  استفاده  با  انتروهموراژیک  اشریشیاکلی  جدایه  های  تأیید  روش PCR از ژن eaeA طبق جدول 2 استفاده گردید.برای 
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بحث

یک  به  عنوان  اشریشیاکلی  پاتوتایپ  های  از  متعدد  مطالعات  در 

پاتوژن انسانی یاد شده است و این عوامل همواره از نظر بهداشت عمومی 

نرمال و غیربیماری  زای  از فلور  بیماری  زا  مطرح می  باشند. شناسایی فلور 

این گروه از میکروارگانیسم  ها، آسان نیست و همواره محدودیت  هایی در 

روش تشخیص بالینی وجود دارد. در اغلب آزمایشگاه  ها جهت شناسایی 

فنوتیپی  آزمایش  های  از  اشریشیاکلی  اسهال  مولد  و  بیماری  زا  سویه  های 

استفاده می  شود، حال آنکه این  گونه روش  ها به تنهایی جوابگوی تشخیص 

هویت این پاتوتایپ  ها نمی  باشد)18و17(. اسهال  های عفونی به  عنوان یکی 

تعداد  مسئول  جهان  مختلف  مناطق  در  بهداشتی  معضلات  مهم  ترین  از 

قابل ملاحظه  ای از موارد مرگ و میر به  ویژه در کشورهای در حال توسعه 

محسوب می  گردد. سویه  های ایجادکننده  ی اسهال اشریشیاکلی در دسته  های 

مختلفی قابل تقسیم بندی هستند که در این میان پاتوتیپ انتروهموراژیک 

از اهمیت ویژه  ای برخوردار است)20و19(.

اساسی  نقش  این  گونه عفونت  ها  انتقال  در  که  موادغذایی  از  یکی 

دارد، شیر و محصولات لبنی است. ازآنجایی  که گاو به  عنوان یک مخزن برای 

اشریشیاکلی انتروهموراژیک مطرح است و باتوجه به اینکه این باکتری در 

جداسازی شد)20/6 درصد(. از مجموع 31 ایزوله اشریشیاکلی جداشده، 

 19/4( شد.  جداسازی  منفی  سوربیتول  به  عنوان  آن  ها  از  ایزوله   6 تعداد 

درصد( از مجموع 6 ایزوله سوربیتول منفی جداشده تعداد 5 ایزوله بر روی 

محیط کروم آگار از نظر فعالیت بتاگالاکتوزیدازی منفی )-MUG( شناخته 

تایید  این مسئله   O157:H7 آنتی سرم  با  شدند که در تست سرولوژیک 

شد. در بررسی مولکولی صورت گرفته هر 5 ایزوله)16/1 درصد( دارای 

ژن eaeA بودند)شکل 1(.

 E. coli ATCC 7852 3 100 لدر، لاین 2 کنترل منفی، لاین  bp،1 لاین eaeA ژن آمپلیکون PCR شکل1: الکتروفورز حاصل از
کنترل مثبت، لاین  های 4 ،5 ،6 ،7 و bp eaeA 8-248 نمونه  های مثبت

گاوهای بالغ مشکلی ایجاد نمی  کند و فقط ممکن است درگوساله  ها ایجاد 

اسهال خفیف نماید، همواره خطر آلودگی شیر و انتقال این عوامل عفونی 

از شیر به مصرف کنندگان وجود دارد)10و3(.

در این مطالعه با استفاده از روشهای پیش غنی  سازی و غنی  سازی 

و کشت بر روی محیط  های انتخابی ابتدا اقدام به جداسازی اشریشیاکلی از 

شیر خام شد. در این مرحله از کار از میان 150 نمونه شیر مورد بررسی، 

از 1 زوج  استفاده  با  ایزوله اشریشیاکلی شناسایی شد و سپس  تعداد 31 

پرایمر اختصاصی، اشریشیاکلی انتروهموراژیک مورد شناسایی قرارگرفت. 

 EHEC روی  بر  غربی  کشورهای  در  ای  گسترده  مطالعات  و  بررسی  ها 

کشورها  آن  در   EHEC شیوع  میزان  آن  ها  به  واسطه  ی  که  گرفته  صورت 

در میان دسته گاوها مشخص شده است)21(. در میان کشورهای آسیایی، 

و  گاوها  میان  در   EHEC شیوع  روی  بر  را  ای  گسترده  تحقیقات  ژاپن 

آنکه  حال  است)7(،  داده  انجام  آنها  از  آمده  به  دست  غذایی  محصولات 

و   Virpari کمتراست.  به  مراتب  مطالعات  این  میزان  منطقه خاورمیانه  در 

همکاران در دانشگاه آناند هند با بررسی 250 نمونه از شیر و محصولات 

شیر نظیر بستنی و پنیر میزان آلودگی اشریشیاکلی را 32% گزارش نمودند. 

گردید؛  گزارش   %52 مستقل  به  طور  شیر  آلودگی  میزان  مطالعه  این  در 

همچنین 6/25% از ایزوله  ها هر دو ژن stx1 و stx2  را داشتند، 8/75% از 
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نظر stx1، 15% از نظر stx2، 8/75% از نظر eaeA، مثبت و هیچ نمونه  ای 

با بررسی  از نظر ژن rfbO157 مثبت نبود)Asmahan .)13 و همکاران 

100 نمونه شیر خام در مناطق مختلف خارطوم میزان آلودگی اشریشیاکلی 

را 63%  گزارش نمودند. این آلودگی بیشتر به مناطق شمال خارطوم ربط 

بیوشیمیایی  از روش  های  استفاده  با  این پژوهش، اشریشیاکلی  داشت. در 

مطالعه  یک  در   2002 سال  در  همکاران  و   Soomro شد)22(.  شناسایی 

نمونه   60 و  خام  شیر  نمونه   100 بررسی  به  پاکستان  در  ماوا  منطقه  در 

شیر  نمونه  های   %57 که  می  دهد  نشان  نتایج  که  پرداخته  شیر  محصولات 

 E.Coli خام و 51/66% نمونه  های تولید شده از محصولات شیر آلوده به

بودند)14(. با بررسی مطالعات اشاره شده در بالا و مقایسه  ی نتایج به  دست 

آمده از این تحقیقات با مطالعه  ی حاضر مشاهده می  شود که در مطالعه  ی 

از شیرخام 20/6 درصد می  باشد که  حاضر میزان جداسازی اشریشیاکلی 

نسبت به مطالعات مورد اشاره، این میزان جداسازی پایین  تر است که دلایل 

در  نمونه  برداری  چراکه  باشد.  مربوط  نمونه  برداری  فصل  به  می  تواند  آن 

مطالعه  ی حاضر در فصل پاییز و شروع سرما در منطقه مورد نمونه  برداری 

صورت گرفت. این مساله به  خصوص باتوجه به این  که مطالعات اشاره شده 

به  صورت غالب در مناطقی گرم  تر از محل مورد بررسی در مطالعه اخیر، 

انجام شده  اند، رخ نمایی می  کند.

نمونه شیر خام  بر روي 200  بنیادیان و همکاران در یک مطالعه 

تولیدي در استان چهار محال و بختیاري به  منظور تعیین میزان آلودگي به 

محیط  و  غنی  کننده  محیط  از  استفاده  با   O157H:7 اشریشیاکلي  باکتري 

خام  شیر  نمونه   200 از  پرداختند.  سرولوژی  روش  و  اختصاصی  کشت 

شد،  شناسایي   O157H:7 سروتیپ  به  مشکوک  مورد   83 آزمایش  مورد 

 H7 هیچ  یک  که  گردید،  جدا   O157 اشریشیاکلي  مورد   9 نهایت  در  که 

با مطالعه ما از لحاظ  از این مطالعه در مقایسه  نتایج حاصل  نبودند)23(. 

در  ولی  می  دهد  نشان  را  بیشتری  تعداد   ،O157 اشریشیاکلی  جداسازی 

مطالعه  ی ما میزان شناسایی H7  با روش سرولوژی نسبت به این مطالعه 

افزایش دارد.

از 200  که  دادند  نشان  بنیادیان و همکاران  دیگری،  مطالعه  ی  در 

نمونه شیر غیرپاستوریزه و 80 نمونه پنیر غیرپاستوریزه، 38 جدایه باکتری 

نمونه  های  از  جدایه   14 و  غیرپاستوریزه  شیر  نمونه  های  از  اشریشیاکلی 

پنیر غیرپاستوریزه جدا گردید. جدایه  های E.coli جدا شده از نظر وجود 

سروتیپ O157H:7 و ژن eaeA بررسی گردیدند. نتایج نشان داد که از 

بین 38 جدایه باکتری E.coli از نمونه  های شیر غیرپاستوریزه، 2 سروتیپ 

O157H:7 جدا گردید که هر دو دارای ژن eaeA بودند. از بین 14 جدایه 

باکتری E.coli جدا شده از نمونه  های پنیر غیرپاستوریزه، هیچ  کدام دارای 

ژن مذکور نبودند و سروتیپ O157H:7 جدا نگردید)24(.

که  می  شود  مشاهده  عفونی  بیماری  های  در  که  انتظار  برخلاف 

میزان شیوع در مناطق شلوغ و پرجمعیت بیشتر است اما در دامداری  های 

غذای  و  علوفه  تهیه  و  ایمنی  و  بهداشتی  نکات  رعایت  علت  به  بزرگ، 

دام،  واکسیناسیون  پروبیوتیک،  علوفه  تهیه  مناسب،  تهویه  وجود  مناسب، 

نظافت محل نگهداری دام، نظارت افراد متخصص و دامپزشکان، استفاده از 

شیردوشهای مکانیکی و حذف دخالت دست و شستشوی مداوم پستانهای 

گاو نسبت به گاوداری  های سنتی و خانگی که حاوی طویله  های مرطوب، 

سرپوشیده و غیراستاندارد بوده و دام  ها به حال خود رها شده و چرای آزاد 

دارند، میزان آلودگی  ها کمتراست)4(. 

از محدودیتهای مطالعه، کافی نبودن منابع مالی جهت بررسی سایر 

پاتوژن  های میکروبی در نمونه  های مورد مطالعه بود.

نتیجه گیری

در   O157:H7 سروتایپ  انتروهموراژیک  اشریشیاکلی   شیوع 

شیرخام می  تواند به  عنوان یکی از عوامل ایجاد اسهال در جامعه مطرح باشد. 

مناطقی  در  ماده  غذایی  این  مصرف  از  ناشی  طغیان  های  بررسی  ازاین  رو 

قرار  سبدغذایی  در  را  خام  شیر  مصرف  فرهنگی  لحاظ  به  که  کشور  از 

می  دهند، می  تواند نتایج باارزشی در جهت پیشگیری از موارد بیماری  های 

پاتوتایپ  های  برروی  گسترده  تر  مطالعه  همچنین  آورد.  به  دست  اسهالی 

اشریشیاکلی)به تفکیک( در نمونه  های غذایی و انجام مطالعات اپیدمیولوژیک 

در مورد این پاتوتایپ  ها در جامعه، ارتباط میان این پاتوتایپ  ها را با طغیان  ها 

و عفونت  های غذایی بهتر مشخص می  کند.بنابراین پیشنهاد می گردد که در 

اشریشیاکلی  سروتایپ  به  طغیان  های غذایی  از  پیشگیری  برنامه  ریزی  های 

O157:H7 و سایر پاتوتایپ  های آن توجه خاصی معطوف گردد.

تشکر و قدردانی 

 این مقاله حاصل بخشی از طرح تحقیقاتی 39124 مرکز تحقیقات 

اخلاق  کد  با  تهران  پزشکی  علوم  دانشگاه  غذایی  مواد  میکروبیولوژی 

IR.TUMS.REC.1394.1623 بوده است. نویسندگان این مقاله مراتب 

سپاس و قدردانی خود را از معاونت پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی تهران 

به دلیل حمایت  های مالی و اجرایی اعلام می  دارند.
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Identification and Diagnosis of Enterohemorrhagic E. Coli by  
Molecular Method in Boroujerd City Cows' Milk 

Mohammad Mehdi Soltan Dallal1 (Ph.D.) - Reza Zandieh Moradi2 

(M.S.) - Ramin Mazaheri Nezhad Fard3 (Ph.D.) - Zahra Rajabi4 

(M.S.)

Background and Aim: Transmission of pathogenic bacteria from animals to 
humans is possible directly or through the consumption of meat and milk or their 
products. The aim of this study was to identify and diagnose Enterohemorrhagic 
Escherichia coli(E. coli) by molecular method in cows' milk in Boroujerd city.
Materials and Methods: In a descriptive cross-sectional study, 150 milk samples 
were sampled from dairy farms in Boroujerd and its suburbs in four months from 
the beginning of November 2016 until the end of February 2017. After enrichment, 
culturing and biochemical tests on EMB agar and IMVIC differential tests, and 
doing linear culture on Sorbitol McConkey Agar medium to identify negative 
sorbitol isolates and confirm them by serological testing and eaeA gene  
identification, milk samples were analyzed by PCR test. 
Results: Out of 31 isolates of Escherichia coli species, 6 were isolated as negative 
sorbitol(19.4%). Of these six isolates, five(16.1%) were identified as negative 
beta-galactosidase(MUG-) on chrome agar medium. In serological test, all 5 isolates 
were confirmed by O157: H7 antiserum antibody; besides, in molecular analysis, 
they had eaeA gene.
Conclusion: The outbreak of 16.1% of enterohemorrhagic E. coli in milk can be of 
great importance as one of the factors causing diarrhea in the community. Therefore, 
the outbreaks of consumption of this foodstuff in areas of the country that 
traditionally still put raw milk in food basket can provide valuable results for the 
prevention of diarrheal diseases. 
Keywords: Enterohemorrhagic Escherichia Coli, Milk, Animal Husbandry, eaeA 
Gene
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