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 چکیده

ردد. هدف گبروز خسارات اقتصادی زیادی میباشد که سالیانه موجب های بسیار شایع در صنعت پرورش طیور میباسیلوز یکی از بیماریکلی

باسیلوز طیور در شهر جدا شده از موارد کلی اشریشیاکلیهای در باکتری pap GIIو  iss ،omp Tهای از انجام این تحقیق، بررسی فراوانی ژن

آمیزی بصورت های بیوشیمیایی و رنگروش ( با1400باسیلوز طیور )در سال جدا شده از موارد کلی اشریشیاکلینمونه باکتری  100بود.  تبریز

مورد بررسی قرار  Multiplex PCRها به روش در این جدایه pap GIIو  iss ،omp Tهای فنوتیپی تعیین هویت شدند. سپس فراوانی ژن

درصد  14درصد،  33تیب مورد آزمایش بتر اشریشیاکلیهای در باکتری pap GIIو  iss ،omp Tهای گرفت. نتایج نشان داد که فراوانی ژن

های مورد نمونه منفی از نظر حضور ژن 23های مورد آزمایش حاوی هر سه ژن مذکور بودند. درصد بود. همچنین یک درصد از جدایه 22و 

رد گیری کهتوان نتیججدا شده از طیور می اشریشیاکلیهای در باکتری pap GIIو  iss ،omp Tهای مطالعه مشاهده شد. با توجه به حضور ژن

به دلیل دارا بودن بیشترین میزان  issای باکتری مطرح باشند. همچنین ژن های خارج رودهتوانند به عنوان عوامل موثر در عفونتها میکه این ژن

جدا شده از  هایاشریشیاکلیتواند بطور بالقوه به عنوان مهمترین عامل بیماریزایی در  های مورد مطالعه، با احتمال بیشتری میفراوانی در بین ژن

 معرفی شود. طیور
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 مقدمه

 APEC (Avian بیماریزای پرندگان اشریشیاکلی

Pathogenic Eschrichia coliای از ( زیر مجموعه

 اشریشیاکلی هایی است که گروه بزرگ باکتری

 ExPEC  (Extraintestinalایبیماریزای خارج روده

pathogenic Escherichia coliشود( نامیده می 

(Ghanbarpour et al., 2010). بیماریزای اشریشیاکلی 

ز باسیلو( عامل ایجاد کننده کلیExPECای )خارج روده

که  باشندهای مختلف در انسان میطیور و نیز عفونتدر 

های دستگاه ادراری، توان به عفونتاز این جمله می

(. Mellata, 2013مننژیت نوزادان و سپسیس اشاره کرد )

 های مختلفی درهای بیماریزای پرندگان، بیماریجدایه

نت ترین عفوباسیلوز رایجکنند. کلیطیور ایجاد می

ای هباشد که خسارتهای طیور میگله باکتریایی در

 Azizpour andکند )اقتصادی زیادی ایجاد می

Ghazaei, 2020; Russo and Johnson., 2003  .)

های بیماریزای پرندگان نقش مهمی به عنوان اشریشیاکلی

-پاتوژن منتقله از راه خوراک بر عهده دارند و فراورده

های از جمله جدایه ExPECهای طیور، منبع مناسبی از 

(. Johnson et al., 2008باشند )بیماریزا در انسان می

های بیماریزای این باکتری جزء میکروفلور طبیعی سویه

دستگاه گوارش بوده و در شرایط استرس محیطی و 

اسیلوز بتضعیف سیستم ایمنی باعث ایجاد بیماری کلی

های روده درصد از کلیفرم 10-15شوند. حدود می

 ,.Akond et alهای بیماریزا هستند )ربوط به سروتیپم

2015; Dissanayake et al., 2008 تحقیقات نشان .)

مخزن ژنی  ExPECو  APECهای داده است که سویه

های حدت دارند. بنابراین مشابهی در خصوص ژن

 و  APECهای فرضیاتی مانند زئونوز بودن سویه

ExPEC  و نیز معرفی سویهAPEC وان مخزنی برای یه عن

تواند قابل در انسان می ExPECهای وابسته به حدت ژن

 ,.Bauchart et al., 2010; Jeffrey et alتوجه باشد )

 APEC نیب عیشا ییزایماریمرتبط با ب یهاژن(.   2002

 یها(، ژنiss) یسرم یبقا شیافزا ژن شامل UPECو 

 یغشا نی( و پروتئpap GII) تیلونفریمرتبط با پ یلیپ

مشترک خود  یهایژگیهستند که و T (omp T)ی رونیب

-ژن نیترعیشا .(Zhao et al., 2009) دهندیرا نشان م

در  وریط لوزیباسیکلموارد جدا شده از  اشریشیاکلی یها

 pap GIIو  hly F ،omp T ،iss ،iut A :از ندعبارت رانیا

(Kafshdouzan et al., 2013 .)در پاتوژنز  یعامل اصل

 دنیچسب یراب یباکتراین  ییتوانا ،اشریشیاکلیباکتری 

 Monroy et) آن استشدن در زهیو کلون زبانیبه بافت م

al., 2005). فیمبرین فیمبریه، در pap G رشته نوک در 

به  تریباک اتصال امکان و گرفته قرار فیمبریه انتهای

 هب و سازدمی فراهم را میزبان اختصاصی هایپذیرنده

 (Adhesin)را تحت واحد چسبندگی  آن دلیل همین

ترین شایع pap GII(. ژن Cortés et al., 2010نامند )می

باشد که عامل اتیولوژیک عفونت مجاری ادراری می

 اشریشیاکلیاست.   pترین عامل حدت آن، فیمبریهمهم

های نآدزیمانند  Adhesinیوروپاتوژن، انواع مختلفی از 

کند که واسطه اتصال به سطح میرا بیان pap  پیلی

 Jantunen et) تلیال مجاری ادراری هستندهای اپیسلول

al., 2000; Sunwoo et al., 2006 ژن .)iss  به عنوان

ترین عامل ، شایعAPECترین ژن کدکننده معمول

 Najafi et) باشدمی اشریشیاکلیهای حدت در جدایه

al., 2019.) ز طیور باسیلویبه علت این که شکل بروز کل

سمی است و این عامل حدت، نقش مهمی در اکثراً سپتی

( مقاومت Zhao et al., 2009پاتوژنز این بیماری دارد )

ن های پاتوژسرمی در بسیاری از انواع میکروارگانسیم

ترین فاکتورهای حدت مهم است و یکی از با ارزش

اسیلوز بباکتریایی جهت مطالعه به ویژه در بیماری کلی

  iss ژن(. Johnson et al., 2008شود )طیور محسوب می
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است که کدکننده پروتئین  ISSبیان کننده پروتئین 

و  یاکلیاشریشآئروباکتین بوده و باعث افزایش پایداری 

ت سرمی این باکتری در برابر سیستم کمپلمان ممقاو

شود که می omp Tسبب بیان  omp Tشود. ژن میمیزبان 

هده سین را بر عسازی کلیازی است که غیرفعالپروتئ

اگرچه عملکرد . (Sunwoo et al., 2006دارد )

در پاتوژنز ولی نامشخص است،  omp T یکیولوژیزیف

 یکروبیمضد هایدیتواند پپتینقش دارد و م اشریشیاکلی

با توجه به  .(Okuno et al., 2004) کند رفعالیرا غ

های ذکر شده و نقش آنها در حدت باکتری اهمیت ژن

-، مطالعه اخیر با هدف بررسی فراوانی ژناشریشیاکلی

های جدا اشریشیاکلیدر  pap GIIو omp T ،issهای 

 طیور در شهر تبریز انجام شد.  باسیلوزشده از موارد کلی

 هامواد و روش
 هاآوری و جداسازی نمونهجمع

جدا شده از موارد  اشریشیاکلینمونه  100در این تحقیق، 

مزرعه پرورش طیور گوشتی(  15باسیلوز طیور )از کلی

در شهر تبریز برای  1400های فروردین تا آبان بین ماه

کار تحقیقی اخیر در نظر گرفته شد. بعد از کالبدگشائی 

یط سمی، در شراسپتیطیور مبتلا و مشاهده علایم کلی

 بافت و با ایجاد استریل، با سوآپ از ترشحات سطح

شکاف با لوپ، قسمتی از بافت کبد و قلب در محیط 

ساعت  24-72مکانکی آگار کشت داده شد. پس از 

-گراد، پرگنهدرجه سانتی 37گذاری در دمای گرمخانه

های صاف لاکتوز مثبت انتخاب شده و پس از رنگ 

ها به روش گرم، آزمایشات تکمیلی آمیزی باکتری

های ییید تشخیص فنوتیپی باکتربیوشیمیایی جهت تا

صورت گرفت که شامل موارد زیر بود:  اشریشیاکلی

SIMسیمون سیترات آگار، متیل رد ،MR (Methyl 

red وژ پروسکائر ،)VP (Voges Proskauer ،)TSI 

(Triple Sugar Iron agar (  و اوره آگار )شرکت

-Azizpour, 2022; Rodriguezمرک، کشور آلمان( )

Siek et al., 2005    .) 

 DNAاستخراج 

ژنومی به روش جوشاندن انجام شد.  DNAاستخراج 

کشت شده  زولهیا 100 یرو DNAاستخراج 

( آگار BHIکشت قلب مغز ) طیدر مح اشریشیاکلی

 درجه 35 ی( در دماشرکت مرک، کشور آلمان)

از هر  یکلن 3-5 ساعت انجام شد. 24به مدت  سلسیوس

 200 یاپندورف حاو یتریل یلیم 5/1نمونه در لوله 

 کریشد و با استفاده از ش ختهیر لیاستر TEبافر  تریکرولیم

در  قهیدق 10به مدت  هاالیسپس و کاملاً مخلوط شد.

که  یبه طور ،ده شدجوشان لسیوسدرجه س 100 یدما

در  را پوشش داد. هاالیدو سوم و ،سطح آب جوش

دقیقه  5-10به مدت  g  9000دور ها باالیو ت،ینها

 یبرا DNA یحاو یهاالیو ییرو عیما شدند. وژیفیسانتر

 Ahmadi) منتقل شد لیبه اپندورف استر PCR شیآزما

et al., 2019).  تیفیو ک تیکمبررسی DNA  استخراج

ر روی بو الکتروفورز  دراپنانو هایشده توسط دستگاه

 شد.درصد انجام  5/1آگارز 

 مطالعهشناسایی مولکولی ژنهای مورد 

های مورد مطالعه از روش به منظور بررسی فراوانی ژن

Multiplex PCR  استفاده شد. مشخصات و توالی

نشان داده شده  1پرایمرهای مورد استفاده در جدول 

 25( در حجم PCRای پلیمراز )است. واکنش زنجیره

 5/2میکرولیتر آب دیونیزه استریل،  8میکرولیتر شامل 

  میکرولیتر  PCR  (10X ،)4میکرولیتر بافر

MgCl2(mM50 ،)3  میکرولیتر dNTPs(mM25 ،)5/1 

میکرولیتر پرایمر برگشت،  5/1میکرولیتر پرایمر رفت، 

 DNAمیکرولیتر  1و   Taqپلیمراز  DNAمیکرولیتر   5/3

 الگو انجام شد.
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 اشریشیاکلیهای های مورد مطالعه در نمونهمورد استفاده جهت شناسایی ژنپرایمرهای اختصاصی توالی و ویژگی  -1 جدول

 توالی ژن

(3→′5′) 

 منبع (bpمحصول ) اندازه
Omp T F: ATCTAGCCGAAGAAGGAGGC 

R: CCCGGGTCATAGTGTTCATC 

559 Zhao et al., 2009 

iss F: CAGCAACCCGAACCACTTGATG 

R: AGCATTGCCAGAGCGGCAGAA 

323 Zhao et al., 2009 

Pap GII F: GGGATGAGCGGGCCTTTGAT 

R: CGGGCCCCCAAGTAACTCG 

190 Zhao et al., 2009 

 

دقیقه واسرشت شدن  4با شرایط دمایی  PCRواکنش  

 30گراد و در ادامه درجه سانتی 94ابتدایی در دمای 

-درجه سانتی 94چرخه شامل واسرشت شدن در دمای 

-درجه سانتی 58ثانیه، اتصال در دمای  30گراد به مدت 

درجه  72ثانیه و طویل شدن در دمای  30گراد به مدت 

نهایت طویل شدن  ثانیه و در 90گراد به مدت سانتی

دقیقه  5گراد به مدت درجه سانتی 72انتهایی در دمای 

ساعت بر روی ژل  1به مدت  PCRانجام شد. محصول 

درصد رنگ آمیزی شده با اتیدیوم بروماید  5/1آگارز 

 ATCC 10536 اشریشیاکلیالکتروفورز شد. از باکتری 

کنترل مثبت و از آب دوبار تقطیر استریل، به  به عنوان

 عنوان کنترل منفی استفاده شد.

 نتایج
 اشریشیاکلینمونه باکتری  100نتایج نشان داد که از 

 iss ،22درصد( دارای ژن  33نمونه ) 33مورد مطالعه، 

 14نمونه ) 14و  pap GIIدرصد( حاوی ژن  22نمونه )

(. تنها یک 1بودند )شکل  omp Tدرصد( دارای ژن 

مورد  اشریشیاکلیهای درصد( از جدایه 1نمونه )

جدایه  23آزمایش حاوی هر سه ژن مورد مطالعه بودند. 

های حدت مورد فاقد هر یک از ژن اشریشیاکلی

 (.2آزمایش بودند )جدول 

 بحث

( یکی از APECبیماریزای پرندگان ) اشرررریشررریاکلی

مهمترین عوامل عفونی در پرورش طیور گوشرررتی و نیز 

مل اصرررلی کلی گان عا ند باشررررد میباسررریلوز در پر

(Azizpour and Ghazaei, 2020.) 

 
 PCRنتایج حاصل از الکتروفورز محصول  -1شکل 

Multiplex 1مورد مطالعه. شماره  اشریشیاکلیهای جدایه :

: کنترل 8: کنترل منفی، شماره 2(، شماره bp100مارکر )

های دهنده حضور ژن: نشان14و  11، 10، 3های مثبت، شماره

 مورد آزمایش.

های مورد مطالعه و فراوانی با هم فراوانی ژن -2جدول

 ها در یک جدایهبودن این ژن

تعداد  ژن

 هاجدایه

الگوی حضور 

 ژن حدت

تعداد 

 iss 33 iss + omp T 1 هاجدایه
Omp T 14 iss + papG 

II 
2 

Pap 

GII 
22 Omp T + 

pap GII 
4 

فاقد ژن 

 حدت

23 iss +omp T 

+ pap GII 
1 

   100 جمع

این پاتوتیپ باکتریایی به دنبال عفونتهای اولیه ویروسی 

و مایکوپلاسمایی، به صورت ثانویه بروز کرده و موجب 
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تواند خسارات اقتصادی سمی شده و میسپتیکلی

 ,.Kwon et alفراوانی را به صنعت طیور وارد سازد )

2008; Nakazato et al., 2009.)  شواهدی وجود

را  ینقش مهم APEC یهاهیسودهد دارد که نشان می

و محصولات  کنندیم یباز ازادپاتوژن غذ کیعنوان به

از جمله  EXPEC از یامنبع مجموعه توانندیم وریط

 کنترل ن،یبنابرا .باشند یانسان یهایماریعامل ب یهاهیسو

 یراب خواهد بود که ندهیدر آجدی مشکل  لوزیباسیکل

 Johnson et) است دیمف واناتیسلامت انسان و ح

al., 2008).  برخی از مطالعات، مشاهداتی مبنی بر

در میزبان انسانی و  APECهای پذیری سویهانطباق

همچنین انتقال پلاسمیدهای آنها ارائه نموده است. از 

طرفی، مطالعات دیگری نیز تشابهات فیلوژنتیکی، 

و  APECهای ژنوتیپی و سروتیپی را در بین سویه

ExPEC  های دستگاه مشتق شده از عفونتانسانی

 Mokadyادراری و مننژیت نوزادان نشان داده است )

et al., 2005; Moulin-Schouleur et al., 

ای ه(.  نتایج تحقیق اخیر نشان داد که فراوانی ژن  2006

iss ،omp T  وpap GII اشریشیاکلیهای در باکتری 

ترتیب تبریز بباسیلوز طیور در شهر جدا شده از موارد کلی

درصد بود. همچنین تنها یک  22درصد و  14درصد،  33

مورد آزمایش، بطور همزمان دارای هر سه ژن  جدایه

مذکور بود. این مطالعه برای اولین بار بر روی فراوانی 

ز جدا شده ا شریشیاکلیهای اهای مذکور در باکتریژن

. تباسیلوز طیور در شهر تبریز انجام شده اسموارد کلی

( گزارش کردند که فراوانی ژن 2010ناطقی و همکاران )

iss تلا جدا شده از بیماران مب اشریشیاکلیهای در باکتری

های گوشتی مبتلا های ادراری انسان و جوجهبه عفونت

درصد بود  43/96درصد و  11باسیلوز بترتیب به کلی

(Nateghi et al., 2010( قربانی و همکاران .)2021 )

های در باکتری issکردند که فراوانی ژن گزارش 

های مجرای جدا شده از موارد عفونت اشریشیاکلی

باسیلوز طیور ادراری در انسان و موارد جدا شده از کلی

 Ghorbani etدرصد بود ) 4/11درصد و  7/5بترتیب 

al., 2021( کفشدوزان و همکاران  .)گزارش 2013 )

 pap GIIو  iss ،omp Tهای کردند که فراوانی ژن

یلوز باسجدا شده از کلی اشریشیاکلیهای در باکتری

درصد بود  6/17درصد و  73درصد،  2/68طیور بترتیب 

(Kafshdouzan et al., 2013 قنبرپور و همکاران .)

درصد از باکتریهای  06/14( نشان دادند که 2010)

جدا شده از موارد سلولیت طیور در ایران  اشریشیاکلی

 Ghanbarpour etبودند )  pap GIIحاوی ژن 

al., 2010( نجفی و همکاران .)گزارش کردند 2019 )

در  pap GIIو  iss ،omp Tهای که فراوانی ژن

وز طیور باسیلجدا شده از کلی اشریشیاکلیهای باکتری

 Najafiدرصد بود ) 67درصد و  63درصد،  89بترتیب 

et al., 2019های (. تفاوت فراوانی ژنiss ،omp T 

باسیلوز های جدا شده از موارد کلیدر نمونه pap GII و

طیور در این مطالعه نسبت به سایر مطالعات نشان دهنده 

های حدت مذکور در بین اختلاف در پراکندگی ژن

باشد که این امر می اشریشیاکلیهای مختلف سویه

های جغرافیایی و نیز اختلاف در منشاء از تفاوت "احتمالا

های جدا شده )مواد غذایی، انسان و ژیکی سویهاکولو

شود. از طرف دیگر لازم به ذکر است که دام( ناشی می

های حدت مورد مطالعه در این تحقیق به معنی حضور ژن

ا ههای مذکور و بیماریزایی بیشتر این جدایهبیان ژن

نیست. ضروری است مطالعات بیشتری در این زمینه انجام 

های حدت را در الینی این شاخصهگیرد تا اهمیت ب

ها ارزیابی نماید و مشخص نمایند که طیور به میزبان

های حدت در جوامع انسانی و بالعکس عنوان منبع ژن

 باشند.مطرح می

 گیرینتیجه



 47 پیاپی ،1402 زمستان و پاییز دوم، شماره نوزدهم، دوره دامپزشکی میکروبیولوژی نشریه/ نشریه میکروبیولوژی دامپزشکی 104

 

 omp Tهای نسبت به ژن issدر این تحقیق، فراوانی ژن 

جدا شده از موارد  اشریشیاکلیهای در نمونه pap GIIو 

 باسیلوز طیور بیشتر بود که با نتایج اکثر مطالعاتکلی

تواند به عنوان همخوانی دارد و با احتمال بیشتری می

 لیاشریشیاکهای مهمترین عامل بیماریزایی در باکتری

باسیلوز طیور معرفی شود. جدا شده از موارد کلی

-های حدت مورد مطالعه در باکتریهمچنین حضور ژن

-، میissجدا شده از طیور به ویژه ژن  اشریشیاکلیهای 

ای این تواند به عنوان عامل موثر در حضور خارج روده

 ها مطرح باشد. جدایه

 سپاسگزاری

از کلیه کسانی که در انجام این تحقیق، همکاری و 

 مساعدت داشتند کمال تشکر و قدردانی را داریم.
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Abstract 

Colibacillosis is one of the most common diseases in the poultry industry, which causes a lot of 

economic losses every year. The aim of this research was to study of the frequency of omp T, 

iss and pap GII genes in Escherichia coli isolated from poultry colibacillosis in Tabriz city. 100 

samples of Escherichia coli isolated from poultry colibacillosis (in 2021) were phenotypically 

identified by biochemical and staining methods. Then, the frequency of omp T, iss and pap GII 

genes in these isolates was investigated by Multiplex PCR method. The results showed that the 

frequency of iss, omp T and pap GII genes in the tested Escherichia coli samples were 33%, 

14% and 22%, respectively. Also, 1% of the tested isolates contained all three mentioned genes 

simultaneously. 23 negative samples were observed in terms of the presence of studied genes. 

Considering the presence of iss, omp T and pap GII genes in Escherichia coli isolated from 

poultry, it can be concluded that these genes can be effective factors in the extraintestinal 

infections. Also, iss gene, due to having the highest frequency among the studied genes, can 

potentially be introduced as the most important pathogenic factor in Escherichia coli isolated 

from poultry. 
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