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 جدا شده از مواد غذایی اشرشیاکلی مولد آنتروباکتین یهاژنبررسی 

 Multiplex-PCR)گوشت طیور( با روش 
 4*کیومرث امینی ،3، زهرا طبرسی2، صدیقه مهرابیان1فاطمه غلامی

 

 چکیده
ر دنسان ا يیهاجنس اشريشيا داراي شش گونه است كه پنج گونه از آنها با بيماري

جراي م يهاعفونت %70ها و بيش از كل سپتی سمی %35آنها ارتباط است. از ميان 

ين ام برد. در انتوان اي، آبسه، پنومونی و مننژيت را میروده يهاادراري و اكثر عفونت

 %1حدود  هاونهاز نظر بالينی اهميت فراوان دارد در حالی كه ساير گ اشريشياكلیميان 

ی از باكتريشوند. اشريشيا كلا شامل میاز موارد جدا شده بالينی را در جنس اشريشي

 وم درمولد انتروباكتين است و خوشه ژن انتروباكتين ساكن بر روي كروموز يها

 10-15 یاشريشياكلاست و در شرايط كمبود و فقر آهن، باكتري  اشريشياكلیباكتري 

 تروباكتين بهتصال انكند و با توجه به ميل بالاي اگرم در ليتر انتروباكتين توليد میميلی
+3Fe سيدروفور  يهابررسی ژن آورد. هدف از پژوهشآهن محيط را به دست می

بوده  Multiplex-PCRجدا شده از گوشت طيور با روش  اشريشياكلی مولد آنتروباكتين

هاي هنمونه گوشت طيور جدا شده از كشتارگا 60است. در اين مطالعه از مجموع 

تفريقی  يهااز روشستفادهبا ا اشريشياكلیلوده به ، كه آ1395صنعتی تهران در سال 

حداقل  نمونه، 43مرفولوژي، كشت و بيوشيميايی تشخيص داده شدند، در مجموع در 

در  ميان يکی از دو ژن سيدروفوري مورد ارزيابی، مثبت تشخيص داده شدند و از ين

هر دو ژن  داراي(، دو نمونه 66/6%) FyuAنمونه تنها داراي ژن  60نمونه از  4مجموع 

FyuA, FeoB (33/3% و )نمونه تنها داراي ژن  37FeoB (66/61% و )نمونه  17

 مورد مطالعه تشخيص داده شدند.  يها( فاقد هريکاز ژن33/28%)

 FeoB، FyuAاشريشياكلی، انتروباكتين، سيدروفور، واژگان کلیدی: 

 1/5/1398تاريخ پذيرش:   7/10/1397تاريخ دريافت: 
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 يله اي شتکلی استتاي گرم منفی و مپاتوژن روده كلی مهمترين

(. 5)گترددمسموميت غذايی مهلک در انسان می كه موجب بروز

علتت  ويتژه طيتور را بتهاين باكتري قابليت انتقال از حيوانات به

توانتد تماس نزديک با انسان و مصرف گوشت آن داشتته و متی

مقتاوم و عوامتل حتدت داشتته  يهاخطر بالقوه در انتقال سويه

اي در اهميتت ويتژه ز اشريشتياكلی ازهاي ناشتی اعفونت .باشد

صنعت طيوربرخوردار است. اين عامل مهمترين باكتري بيمتاري

زاي طيور بوده كه سبب تعداد زيادي سندرم بيمتاري شتده كته 

در گتردد. منجر به ضررهاي اقتصادي جدي در صنعت طيور می

اي وبتاكتين از اهميتت ويتژهنتربين عوامل حدت ستيدروفور و ا

 يهتتاستتويهفاكتورهتتاي ويتترولانس متترتبط بتتا  .برخوردارنتتد

زاي دستتتگاه ادراري در انستتان شتتامل: بيمتتاري اشريشتتياكلی

قتاوم بته ها، فتاكتور مانتروباكتين، هموليزين، آئروباكتين، آدهزين

كشندگی سرم، فاكتور نکروز كننده سيتوتوكسيک و كپسول پلتی 

ن از بتاكتيانتروباكتين و آئرو .(1( هستند )Kساكاريدي )آنتی ژن 

باشتند. در هاي جذب آهن و ستيدروفورها متیمهمترين سيستم

مهمتتترين ت، انتروبتتاكتين ستتيدروفور هيتتدروگزامایاكليشتتياشر

سيستم شلاته كننده براي كسب آهن به شمار متی رود. بتيش از 

یسمی مكه در انسان ايجاد سپتی اشريشياكلیهاي از سويه 75%

ايتی را دارنتتد. سيستتتم كننتتد توانتتايی توليتتد ايتتن سيستتتم حمتت

ي هتامعمتولا هتر دو بتا هتم از ايزولته Pآنتروباكتين و فيمبريه 

شتوند. ضتمنا بيماران مبتلا به عفونت مجاري ادراري جتدا متی

سيستم آنتروباكتين اغلب توسط پلاسميدهايی كه چنتدين عامتل 

 شود.می كنند حمتلمیمقاومت آنتی بيوتيکی را كد 
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باشتند در شترايط تم آنتروبتاكتين متیهايی كه داراي سيستسويه

 كمبود آهن مانند سرم و ادرار رقيق نيتز قتادر بته رشتد هستتند.

دروفورها يد و ترشت  ستيتاقدام بته تول يجذب آهن باكتر يبرا

كوچک احاطه كننتده  یترشح يهادروفورها مولکوليكند. سمی

متصتل  يیبتالا يونديل پيبا م یتيآهن هستند كه به آهن سه ظرف

در ستط   يیهتارنتدهيدروفورها خود توستط گين سيند. اشویم

باكتري شناسايی شده و به سمت داخل سلول هدايت می سلول

 ,FeoB يهتاژن Iron-relatedگتروه  يهااز بين ژن .(12شوند)

fyuA, ireA  وirp-2 توان نام برد. در شرايط هتوازي آهتن را می

كننتده  محيط به صورت نامحلول است و بتاكتري متواد چلاتته

 (Chelating)هتاي محتيط براي جدا كردن و جذب آهن یخاص

كند. جرم مولکتولی ايتن عوامتل چلاتته كننتده در  میرا توليد 

كيلو دالتون بوده و در مجموع از آنهتا بعنتوان  5/1تا  5/0حدود 

شود. كلمه سيدروفور مشتق شده از يک كلمته سيدروفور ياد می

شت وجهی هستند كته يتون است. ه "حامل آهن"يونانی به نام 

آهن در مركز وجود دارد. هنگامی كه غلظت آهن محلول كمتتر 

و 7انتروبتاكتين متی كنتد)ميکرومولار است. باكتري توليتد  1از 

(. خوشه ژن انتروباكتين ساكن بر روي كروموزوم در باكتري 8

-15 يط كمبود و فقر آهن، بتاكترياست.در شرا اشريشيا كولی

د می كنتد و بتا توجته بته ين تولير انتروباكتتيگرم در لیليم 10

ط را بته دستت يآهن محت 3Fe+ن به ياتصال انتروباكت يل بالايم

بر روي توزيع تکامل نژادي با توجته  اي كهدر مطالعه آورد.می

به شتيوع بتالاي سترطان كولوركتتال در جهتان و در ايتران و 

 همچنين عوامل متنوع و مختلف شروع اين بيماري كته از بتين

انتقال آن از طريق  توان به عامل باكتريايی به ويژهاين موارد می

مواد غذايی گوشتی اشاره كرد. شريشتياكلی در روده حيوانتات 

باشد و اخيراً انواعی از آن شناسائی شتده كته خونگرم مقيم می

باشد كه باعت  شکستتگی و داراي ژنوتوكسين انتروباكتين می

بتاكتري (. 3)شتوديوت متیاختلال در كروموزوم سلول يوكتار

اشريشيا كلی با توليد انتروتوكستين باعت  اختتلال در ستيکل 

مطالعته  گتردد.متی سلولی، شروع و توسعه سرطان كولوركتال

از اشريشتياكلیهتاي بتاكتري ستيدرفور ستويه يهابررسی ژن

جمله متواردي استت كته تتاكنون تحقيقتات زيتادي روي آن 

به بتاكتري روده  ودگیصورت نگرفته است. گوشت مرغ  با آل

گتردد. اگتر و يا در هنگام ذب  در حالت بتاكتريمی آلتوده متی

هتا در دستتگاه درجه حرارت پختن كافی نباشد، ايتن بتاكتري

شتوند و زمينته ستاز سترطان گوارش انسان نيتز كلتونيزه متی

 يهتاشود.  هتدف از پتژوهش لازم بررستی ژنكولوركتال می

ياكلی جتدا شتده از گوشتت سيدروفور مولد آنتروباكتين اشرش

 باشد.می Multiplex-PCRطيور با روش 
 

 کار مواد و روش
 برداری ـ نمونه

هاي گوشت مرغ از توزيع كنندگان در اين بررسی نمونه

دريافت شد. ميزان  1395گوشت مرغ در سط  تهران در سال 

گرم از لاشه تازه كشتار شده به  50گوشت مرغ به ميزان 

ش از در گوشت مورد آزماي يبردارشد. نمونه آزمايشگاه منتقل

رينگر  cc90گرم وزن شد و به آن  10هاي مختلف قسمت

 استوماكر يکنواخت شد. از هر نمونه يک اضافه گرديد، در

( )ويولت ردبايل آگار VRBAليتر در محيط كشت انتخابیميلی

(Merck, Germanyكشت داده شد. كلنی ) هاي مشکوک كه

 ير نموده و داراي جلاي فلزي بودند شمارشلاكتوز را تخم

د از لام تهيه شد و بعاشريشياكلیهاي مشکوک به شد. از كلنی

 آميزي مورفولوژي باكتري مورد بررسی قرار گرفت و دررنگ

م نهايت در روي محيط كشت افتراقی كشت داده شد و با انجا

( مورد IMVICهاي بيوشيميايی از جمله تست ايمويک )تست

د به صورت اسيد/اسي TSI باكتري در محيطد قرار گرفت. تأيي

. اندل و ميتل رد مثبت، منفی است H2S و با توليد گاز و

و سيمون سيترات منفی بدست آمد. جهت VP وگس پرسکوئر

 هاي مولکولی انجام گرفت.سيدرفور آزمايش يهابررسی ژن

  هاي جدا شده در مرحله قبل كشت جديد تهيه شد.از كلنی
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 DNAاستخراج -

ن( ژ)شركت پيشگامان انتقال  DNAبا استفاده از كيت استخراج 

و استخراج  PCRطبق دستورالعمل شركت سازنده، آزمون 

، ( با استفاده از برنامه طراحی شده1انجام گرفت. )جدول 

 واكنش به صورت زير انجام گرفت:

جهت دناتوراسيون و جداسازي كامل دو  C095دقيقه دماي  5

سيکل متشکل از  35(، سپس Denaturation step) DNAرشته 

 C056ثانيه دماي  C095 (Denaturation step ،)45ثانيه دماي  45

جهت اتصال پرايمرهاي اليگونوكلئوتيدي به تک رشته 

DNA(Annealing step ،)45  ثانيه دمايC072  جهت انجام

دقيقه در دماي  5سيکل،  35واكنش همانندسازي و در انتهاي 
C072  جهت همانندسازي كامل محصولPCR(Elongation 

step) (14). 

 
 Multiplex-PCR(14.)ورد استفاده جهت انجام توالی پرايمرهاي م -1جدول

 
 پرايمر (5’به3(’توالی پرايمر ژن هدف طول محصول 

bp390 Bfeo ´3´-AAGTCAAAGCAGGGGTTGCGGG-5 B Forwardfeo 

´3´-GACGCCGACATTAAGACGCGC -5 feoB  
Reverse 

bp190 Afyu ´3´-AGGGGGCACAACTGATTCCGC -5 fyuA Forward 

´3´-TACCGGGCCGTTTTCTGCCG -5 fyuA 
 Reverse 

 

 نتایج
سيدروفور مولد  يهاهدف از اين پژوهش بررسی ژن

جدا شده از گوشت طيور با  اشرشياكلیآنتروباكتين 

وشت نمونه گ 60 بود كه از مجموع Multiplex-PCRروش

ه بطيور جدا شده از كشتارگاه هاي صنعتی تهران، كه آلوده 

شت تفريقی مورفولوژي، ك يهابا استفاده از روش اشريشياكلی

نمونه،  43و بيوشيميايی تشخيص داده شدند،در مجموع در 

حداقل يکی از دو ژن سيدروفوري مورد ارزيابی، مثبت 

 60نه از نمو 4تشخيص داده شدند و از اين ميان در مجموع 

 ( بود همچنين دو نمونه66/6%) FyuAنمونه تنها داراي ژن 

% فراوانی را  33/33بودند كه  FyuA, FeoBداراي هر دو ژن 

ده ( مشاه66/61%) FeoBنمونه تنها داراي ژن  37شد. شاملمی

مورد  يها( فاقد هيچ كدام از ژن%33/28نمونه ) 17شد و 

 يج حاصله؛ در جمعيتمطالعه تشخيص داده شدند. بنابر نتا

مورد  بيشتر از ژن %61با ميزان  FeoBمورد مطالعه فراوانی ژن 

 (.1( مشاهده گرديد )نمودار 66/6%) FyuAمطالعه 

 

  
جدا  اشرشياكلیسيدروفور مولد آنتروباكتين  يهاژنفراوانی  -1نمودار 

 .Multiplex-PCRشده از گوشت طيور با روش 
 

  
)آب : كنترل منفی0،+: كنترل مثبت،شماره bp 100:ladder  -1نگاره 

 هاسويه :1-12هايمقطر(،  شماره
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 بحث 
اشريشياكلی به عنوان يکی از مهمترين عوامل ايجاد عفونت 

ها واجد گردد. اكثر جدايهدر حيوانات و انسان محسوب می

باشند و مطالعات اپيدميولوژي مولکولی حدت می يهاژن

سايی اين عوامل حدت صورت متعددي در زمينه كشف و شنا

گرفته كه غالب اين مطالعات در زمينه شناسايی عوامل حدت 

در پاتوژنز اين باكتري به عنوان يک عفونت پيشرونده نقش 

هاي مولکولی امکان درک و شفاف سازي ارتباط دارند. بررسی

حدت مختلف و جزاير پاتوژنيسيتی را مشخص  يهابين ژن

هاي انتقال افقی ط شناسايی مکانيسم(. در اين ارتبا4كند)می

هاي مختلف باكتري از حدت در بين گونه يا گونه يهاژن

(. مطالعات جديد نشان 20اي برخوردار است)اهميت ويژه

ادراري در  يهاهاي ميکروبی سبب عفونتدهند كه گونهمی

باشند و بررسی عوامل ميکروبی نقاط مختلف دنيا متفاوت می

نت در تمامی مناطق جغرافيايی ضروري به ايجاد كننده عفو

 اشريشياكلی(. در واقع در تمام دنيا هنوز 11، 18رسد )نظر می

ت كه تادراري اس ياتهب در عفونتتم غالتروارگانيستميک

كند ادراري را ايجاد می يهادرصد موارد عفونت 80 - 90

هاي گذشته انجام هايی كه طی سالبا توجه به پژوهش (.11)

رسد براي مطالعات اپيدميولوژيک ه است به نظر میگرفت

تر است سنتی كاربردي يهااز روش PCRمولکولی، روش 

تر بوده، تخصصی است و به سرعت نتايج زيرا اين روش ساده

(. در اين روش 18گذارد)را در اختيار پژوهشگران می

اي پرايمرهاي اليگو نوكلئوتيدي عمداً و بطور مشخص به گونه

تخصصی هدف قرينه و  يهاشوند كه با ژنمی طراحی

همولوگ باشند كه اين امر به اختصاصی بودن نتايج واكنش 

مورد  اشريشياكلیشود. در طول يک صد سال گذشته منجر می

مطالعه وسيعی قرار گرفته است به طوري كه در حال حاضر 

مشخص شده است كه اين ارگانيسم به طور طبيعی بر روي 

اش در فلورمدفوع باع  و حضور هميشگی باشدزمين می

طلب به عنوان يک پاتوژن فرصت اشريشياكلیشده است كه 

خطرناكی را در  يهامطرح شود كه توانايی ايجاد عفونت

را صورت جايگزين شدن به غير از محل خود در روده بزرگ 

اي پليمراز (. استفاده از واكنش زنجيره3)نمايدايجاد می

براي آشکارسازي و شناسايی  (Multiplex PCR)چندگانه 

همزمان چند ژن، اخيراً مورد استفاده قرار گرفته و توسعه يافته 

رسد ابزاري مفيد و سودمند براي مطالعات است و به نظر می

مختلف  يهااپيدميولوژيک مولکولی بويژه شناسايی ژن

ويژه ه(. همچنين اين باكتري قابليت انتقال از حيوانات ب7باشد)

طيور را به علت تماس نزديک با انسان و مصرف گوشت آن 

هاي مقاوم و تواند خطر بالقوه در انتقال سويهداشته و می

(. در تحقيق حاضرباكتري 18عوامل حدت داشته باشد)

اشريشياكلی از گوشت مرغ جداشده است كه  اشريشياكلی
  باشد. اين نوع باكتري باعبا توليد انتروباكتين می سيدروفور

اختلال در سيکل سلولی و شروع و توسعه سرطان كولوركتال 

هاي رايج (. و در اين مطالعه علاوه بر راه3،10گردد )می

 يهاميکروبيولوژيکی از روش مولکولی براي شناسايی ژن

FeoB  وFyua  سيدروفور استفاده شده كه با تحقيقات ساير

ر روي طيمطالعه زمانی مقدم  ب(.17محققين همسويی دارد )

 50هاي مبتلا به عفونت كيسه زرده كه ازنمونه از جوجه 500

مزرعه مرغ گوشتی در طی شش ماه از نواحی مختلف اطراف 

آوري گرديد شهرستان شهركرد به صورت كاملًا تصادفی جمع

نمونه، باكتري  500به اين نتيجه رسيدند، از مجموع 

كنترل فراوانی، جداسازي گرديد.  %93/88اشريشياكلی با 

هاي با سط  آلوده مرغانتقال عفونت كيسه زرده از طريق تخم

بايست كنترل گردد. رد تحقيق حاضر هاي مرغ مادر میدر فارم

هاي صنعتی از قطعات گوشت طيور جدا شده از كشتارگاه

بودند با تحقيق انجام شده  اشريشياكلیشهر تهران كه آلوده به 

در سال  Andrewsق قيدر تح (.1در شهركرد همسويی دارد)

بر روي توزيع تکامل نژادي باكتري اشريشياكلی خارج  2003

ويرولانس اين باكتري را  يها، برخی از مهمترين ژنياروده

هاي مورد بررسی قرار داده شد. در اين تحقيق بر روي سويه
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E.Coli  گروهA, B1, B2 و D  مطالعاتی صورت گرفت كه در

از موارد ذكر شده است. از  آن صفات مربوط به هر كدام

دخيل در توليد  يهاجلمه اين موارد تعيين برخی ژن

 اشريشياكلیهاي باكتري سيدروفور و همچنين كپسول سويه

(. در تحقيق حاضر نيز از نمونه 9باشد)اي میخارج روده

فاقد ژن  %43/28جدا شده از گوشت طيور  اشريشياكلی

فور را نشان دادند كه ، ژن سيدرو%71/67سيدروفور بودند و 

اي كه بر همسويی دارد. در مطالعه 2000با تحقيقات سال 

ها انجام شد، از باكتري روي هموستازي آهن در باكتري

به عنوان نمونه استفاده شده بود با بررسی  12Kاشريشياكلی 

گرم مثبت و منفی  يهاجذب آهن در باكتري يهاروش

طالعه ترسيم كردند. ضمناً نماهاي شماتيکی از آنها را براي م

مرتبط با توليد سيدروفور در  يهادر اين بررسی آنها ژن

را مشخص كردند. در تحقيق حاضر  12Kاشريشياكلی باكتري 

جداشده از گوشت طيور،  اشريشياكلی يهانيز از باكتري

 FyuAدر هر دو ژن و  %33/3و FyuAژن سيدروفور 66/6%

دادند كه با تحقيقات  را نشان FeoBژن  %66/61و  FeoBو

همسويی دارد. همچنين مطالعه اي بر روي جذب  2003سال 

آهن در باكتري اشريشياكلی انجام گرفت كه در اين تحقيق ژن

دخيل در توليد سيدروفور در باكتري اشريشياكلی و  يها

دخيل در توليد سيدروفور  يهاهمچنين سازماندهی ژنومی ژن

 7حداقل  اشريشياكلیباكتري  در (.5مورد بررسی قرار گرفت)

 35سيستم تنظيم متابوليسم آهن شناخته شده است كه توسط 

گردند. ژن وابسته به غلظت آهن كنترل و تنظيم می

هاي آهن هاي متصل شونده به يونسيدروفورها پروتئين

هستند كه توسط رسپتورهاي باكتري در فضاي خارج سلول 

ي متابوليسم آهن رخهشوند تا در چجذب و وارد باكتري می

رسپتور سيدروفوري  6مورد استفاده قرار گيرند. در اين ميان 

براي اشريشيا  (Cir, FecA, FepA, FhuA,FhuE, Fiuشامل )

كلی شناخته شده است كه براي انتقال چندين تركيب آهن ت 

گيرند و سيدروفور و نيز آهن ت دسيترات مورد استفاده قرار می

تروباكتين داخل باكتري مورد استفاده قرار نهايتا در توليد ان

سازد در شرايط باكتري را قادر می FeoBگيرند. به علاوه می

هوازي انتقال آهن را انجام دهد. بنابراين نقش مهمی در بی

هوازي براي باكتري بازي ايجاد فاكتور حدت در شرايط بی

 كند. به طور كلی بايد اضافه كرد كه سيستم جذب آهن درمی

كه  FeoBشرايط بيهوازي در اشريشيا كلی وابسته به پروتئين 

هاي مختلف اين باكتري و نيز ساختار حفاظت شده در سويه

زا مانند هليکوباكتر بيماري يهاهاي ديگر باكتريبرخی جنس

باشد. و بالا بودن ميزان فراوانی اين پيلوري است را دارا می

ل نقش پررنگ اين هاي مورد مطالعه به دليژن در نمونه

ط يدر شرا اشريشيا كلیپروتئين در سيستم جذب آهن براي 

هوازي دارد. بايد توجه داشت كه عدم شناسايی اين ژن در بی

تواند ناشی از هاي مورد مطالعه میباقيمانده ساير سويه 34%

گيري شده باشد و به هاي مورد نمونهتفاوت در منشا سويه

توان به برداري، میجمعيت نمونهنظر ميرسد با بزرگتر شدن 

تري از فراوانی اين ژن در باكتري تر و مطمئننتايج قطعی

نقش مهمی در توليد  FyuAدست پيدا كرد. اشريشيا كلی 

نقش  اشريشياكلیاي يرسينيا باكتين دارد و در جمعيت گونه

كند. تري در توليد فاكتورهاي حدت باكتري ايفا میرنگ كم

تواند ناشی هاي مورد مطالعه میاين ژن در نمونهفراوانی اندک 

از اهميت اندک پروتئين حاصله از اين ژن در توليد 

و همچنين منشا متفاوت  اشريشياكلیانتروباكتين در باكتري 

با افزايش  FeoBهاي مورد مطالعه باشد. همانند ژن سويه

توان به نتيجه دقيق تري در می يبردارجمعيت مورد نمونه

هاي اشريشيا كلی جداسازي ن فراوانی اين ژن در سويهميزا

مطالعات زيادي  شده از جمعيت طيور صنعتی دست پيدا كرد.

جدا شده از تومورهاي  يهادر زمينه جداسازي باكتري

رسد تحقيقات در ارتباط سرطانی انجام شده است. به نظر می

غذايی آنتروباكتر جداشده از منابع  يهابا اشريشياكلی عامل ژن

ها از منابع هيو بح  اپيدميولوژي بعد انتقال اينگونه سو

هاي گوشت طيور به انسان و نقش آنها در ايجاد سرطان
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رسد كه بررسینظر میدستگاه گوارش دور از انتظار نيست. به

هاي بيشتري جهت ارزيابی عوامل حدت مداخله كننده در 

رد نياز هاي گوارشی منتقل شده از گوشت طيور موسرطان

هاي شکل گرفته طبق مطالعات آنترو باكتين است در بررسی

زا به مراتب بيشتر از موارد غير بيمار بوده طيور بيمار سرطان
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