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چسبندگی، نکروز کننده و همولیزین در سویه های  حدت مولکولی ژنهای شناسایی

UPEC و APEC و طیور های بالینینمونه جدا شده از 

 3، کیومرث امینی2، غلامعلی مرادلی1گلیسپیده شمس

 رشد، گروه میکروبیولوژی، دانشکده علوم پایه، واحد ساوه، دانشگاه آزاد اسلامی، ساوه، ایراناآموخته کارشناسیدانش. 1

 استادیار، گروه میکروبیولوژی، دانشکده علوم پایه، واحد ساوه، دانشگاه آزاد اسلامی، ساوه، ایران. 2

 اسلامی، ساوه، ایران استادیار، گروه میکروبیولوژی، دانشکده علوم پایه، واحد ساوه، دانشگاه آزاد. 3

 (01/09/8936 :؛ تاریخ پذیرش81/08/8931: تاریخ دریافت) 
 

  چكیده

 Avian)پرندگان  یهای بیماریزااشریشیاکلیو  ( Uropathogenic Escherichia coli) اوروپاتوژنیک اشریشیاکلی :و هدف زمینه

Pathogenic Escherichia coli   ) این فاکتورها در ایجاد کلونیزاسیون،  .باشندمی طیورانسان و  درحدت  محدوده وسیعی از فاکتورهایواجد

هدف این مطالعه . باشندمی cnf و pap،sfa،afa،hlyهای شامل ژن که تهاجم و متعاقب آن کاهش پاسخ دستگاه ایمنی میزبان نقش دارند

 .است از انسان و طیور جدا شده اشریشیاکلی UPEC, APECپاتو وارهای  نکروز کننده و همولیزین ،مولکولی ژنهای چسبندگی ردیابی
 ی کرمانبیماران دارای عفونت ادراری پذیرش شده در بیمارستانها بالینیاز نمونه های  اشریشیاکلیجدایه  96در مجموع  :بررسیروش 

های بیوشیمیایی و باکتریولوژی  جدایه ها بر اساس تست. طیور از دانشکده دامپزشکی استان کرمان اخذ گردید اشریشیاکلیجدایه  96و 

در شرایط  -PCR Multiplexواکنش  cnf و pap،sfa،afa،hly حدت به منظور شناسایی ژن های. استاندارد تشخیص داده شدند

 .آزمایشگاهی انجام شد

 دردرصد  68/(8)جدایه  77درصد حاوی ژنهای حدت و ( 7/77)جدایه  80تعداد  های طیورنمونهدر  ها نشان داد کهبررسی ژن :هایافته

بیشترین فراوانی . های انسانی و طیور ردیابی نگردیدیک از نمونه هیچدر  cnf و cfaژنهای . بودند مثبت ی از نظر حضور ژنانسان هاینمونه
 .های انسانی گزارش شددرصد در نمونه( 1/89)های طیور و درصد در نمونه( 99/99)با  papمربوط به ژن 

بوده که جدا شده از نمونه های دامی و انسان  اشریشیاکلیراهی در جهت تشخیص سریع فاکتور های حدت در  PCRروش  :گیرینتیجه

 . استفاده نمود بیماریهای اپیدمیولوژیکی و مبارزه سریع با جهت بررسی ،توان از نحوه انتشار و منشاء آلودگیمی

 واژگانکلید

 .-PCR Multiplexحدت، ی ، ژنها(UPEC)اوروپاتوژنیک  اشریشیاکلی 
 

                                                        

 نویسنده مسئول، رایانامه: Moradli.mic@gmail.com 
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 مقدمه 

 بعنوان مهم ترین عضو خانواده اشریشیاکلیباکتری 

ها، پرندگان و پستانداران انتروباکتریاسه روده انسان
این باکتری بیماریزای فرصت . شناخته شده است

طلب، به صورت ثانویه پس از سرکوب سیستم ایمنی 
وپلاسمایی میزبان و وقوع بیماری اولیه ویروسی و مایک

حاد بروز کرده و موجب ایجاد بیماریهای عفونی 

وسیعی از عفونت های خارج روده ای طیف . گردد می
حیوانات به وسیله سویه چه در در انسان و چه 
EXPEC خارج روده ای اشریشیاکلی های

از جمله   
از آن جمله می توان به سویه . ایجاد می شوند

 APECهای
UPECو (عامل بیماریزای طیور)  

عامل )  

 .( و ) اشاره نمود( عفونت دستگاه ادراری در انسان
اوروروپاتوژن عامل اولیه عفونت مجاری  اشریشیاکلی

باشد و  ادراری که شامل سیستیت و پیلونفریت می
گروهی از فاکتورهای ویرولانس را فعال می کند که 
رشد باکتری را آسان می کند و سبب مقاومت باکتری 

عفونتهای . ( و4)ری ادرار می گردددر داخل مجا
یکی از شایع ترین  شیاکلییاشردستگاه ادراری ناشی از 

و sfa کودکان می باشد که ژنهاینوزادان و در  عفونتها
pap کلونیزاسیون مهم پاتوژنیسیته و به ویژه  از عوامل
ژن  چندین. باشندمیاتصال به سلولهای اپیتلیال  و

از  اشریشیاکلیرولانس مسئول کد کردن فاکتورهای وی
، فاکتور نکروز کننده (hlyژن )قبیل همولیزین 

، پیلی مرتبط با (cnf-1ژن )  سیتوتوکسیک تیپ 
( sfaژن ) S، آدهزین های خانواده (papژن ) پیلونفریت

هستند، که نقش مهمی ( afaژن )و آدهزین افیمبریه 

در بیماریزایی سویه های ایجاد کننده عفونت مجاری 
بدنبال عفونت کلی باسیلوز در . (5)ایفا می کنند ادراری

 8تا  4های  هفته و بوقلمون   تا  4گله و در مرغانه 
از علایم ابتلا به کلی باسیلوز . شود هفته دیده می

                                                        
1. Extra- intestinal Pathogenic E.coli 

2. Avian Pathogenic E.coli 

3. Uropathogenic E.coli 

و مصرف دان خیلی کم در طیور، بعضاً عطسه و سرفه 

غالباً سویه های بیماریزای . طیور وزن خوبی ندارند
APEC  ژن شناخته شده  8دت از ژن ح 5بواسطه
atsA  ،iss،irp2،papC،iucD ،tsh ،vat  وcva/cvi 

این ژنها به ترتیب نقش . (6و7)مشخص می گردند
هایی مانند استقرار باکتری در دیواره روده و تهاجم، 

افزایش پایداری کلی باسیل و جلوگیری از فعالیت 
کمپلمان، سیستم جذب آهن، عامل چسبندگی 

کننده پروتئین آئروباکتین، رشد و ، کد Pفیمبریه 
گسترش ضایعات رسوب فیبرین در کیسه های هوایی، 
واکوئله کردن و انتقال سایتوتوکسین و تولید کلی سین 

هدف از این مطالعه . (7و8)باکتریایی را بر عهده دارند
نکروز کننده و  ،جدا سازی مولکولی ژنهای چسبندگی

جدا  یشیاکلیاشر UPEC, APECهمولیزین پاتووارهای
 .شده از انسان و طیور است

 روش بررسی

 جمع آوری نمونه

 34  در سال که توصیفی مقطعی  هدر این مطالع

از بیماران دارای  نمونه بالینی 07 مجموعاً  ،انجام شد

 و ی کرمانعفونت ادراری پذیرش شده در بیمارستانها

از بانک سویه ) طیور جداشده از باسیلوز کلیهای نمونه

آوری و جمع( دانشکده دامپزشکی استان کرمانای ه

جداسازی شده وبعد از انجام آزمونهای تاییدی در 

از نمونه انسانی و طیور  اشریشیاکلیایزوله   7نهایت 

ها بر روی محیطهای مک این نمونه. شد شناسایی

انتقال داده  E.coliآگار و کروم آگار  EMBکانکی آگار، 

ساعت  4 به مدت  وسسلسی درجه 7 شده و در 

های آزمون ، E.coliبعد از شناسایی . انکوباسیون شدند

بیوشیمیایی تست کاتالاز، اکسیداز، سیترات، اوره آز، 

TSIو  SIM، IMViC  ،MR-VPتخمیر قند، 
جهت  4

 . تایید نهایی استفاده شد

                                                        
4. Triple Sugar Iron Agar 
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 و واکنش زنجیره ای پلیمراز  DNAاستخراج 

 Crude Nucleicبا استفاده از روش  DNAاستخراج 

Acid Extraction لوپ یک روش این در. (3)انجام شد 

 در سوسپانسیون صورت به TEمحلول  در را باکتری

 دقیقه 0  به مدت را سوسپانسیون این و آورده

 عمل سلولی توسط بقایای بعد مرحله در و جوشانده

 به DNAحاوی  رویی مایع .شد داده رسوب سانتریفوژ

خلوص  میزان و غلظت .یدگرد منتقل دیگری ویال

DNA واکنش  .شد اندازه گیری اسپکتروفتومتر توسط

PCR  هر واکنش  .میکرولیتر انجام گرفت 5 در حجم

 Mgcl2میکرولیتر  X 0  ،5/0میکرولیتر بافر  /5شامل 

 mmبا غلظت  dNTPمیکرولیتر mm 00 ،5/0با غلظت 

از هر یک از  pmol  0 میکرولیتر از غلظت  ، 0 

 Taq polymerase، یک واحد آنزیم ( -جدول)ا آغازگره

که با آب مقطر دو بار ژنومی  DNAو یک میکرولیتر از 

واکنش . میکرولیتر رسید 5 تقطیر به حجم نهایی 

به  سلسیوسدرجه  35 در دمای زنجیره ای پلیمراز

درجه  35دقیقه، باز شدن دو رشته در  5 مدت

ر دمای دقیقه، اتصال پرایمرها د  به مدت سلسیوس

ثانیه و  0 به مدت  سلسیوسدرجه   6اتصال 

 30 به مدت سلسیوسدرجه   7پلیمریزاسیون در 

  7ثانیه و در نهایت مرحله طویل شدن نهایی در 

برای . دقیقه تکثیر یافت 5به مدت  سلسیوسدرجه 

هر یک از ژنهای مورد مطالعه،  مشاهده نتیجه تکثیر

ولت  50 شرایط  در%  / الکتروفورز بر روی ژل آگارز 

انجام شد ( Fermentase, USA)تجاری  TBE×10در بافر 

دار فیمبریه pap اشریشیاکلیاز باکتری  .(0 -  )

 .به عنوان کنترل مثبت استفاده شد O1سویه 

 

 

 

 

 

 

 مورد مطالعه در این تحقیق یپرایمرهاتوالی  -1جدول 

 اندازه قطعه توالی نوکلئوتیدی ژن
bp 

 منبع

pap 
 

F-GAC GGC TGT ACT GCA GGG TGT GGC G 
R-ATA TCC TTT CTG CAG GGA TGC AATA 

  8 

 
( 0-  ) 

 

  ( 0-   ) 

( 0-   ) 

 

( 0-   ) 

 

  ( 0-   ) 

sfa 
F-CTC CGAGAACTGGGTGCATCTTAC 

R-CGG AGGAGT AA TTA CA AACCTGGCA 4 0 

afa 
F-GCTGGGCAGCAAACTGATAACTCTC 
R-CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG 

750 

hly 
F-AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT 
R-ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA 

  77 

cnf 
F-AAGATGGAGTTTCCTATGCAGGAG 

R-TGGAGTTTCCTATGCAGGAG 
438 

 

 هایافته

    وری شده، آجمع نمونه 07  مجموع کل از

مراجعه کننده به آزمایشگاه ها بالینی بیماران نمونه 

 0 /  و ( نمونه 85)  زن دارای جنسیت درصد 68/63

میانگین سنی بیماران . بودند( نمونه 7  )درصد مرد 

 6 که در نهایت  سال بود 47 ±  / مراجعه کننده 

جداسازی  اشریشیاکلی نمونه از افراد مبتلا باکتری

طیور مبتلا به عفونت از نمونه  85 همچنین. گردید

برداری و پس از انجام نمونه باکتریاییکلی باسیلوز 

شناسایی قطعی  اشریشیاکلیایزوله  6 آزمونهای لازم 

نشان داده شده   همانگونه که در جدول شماره  .شد
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جهت  Multiplex-PCRبر اساس نتیجه آزمایش  ،است

 ،cnf و pap،sfa،afa،hly حدت شناسایی ژن های

انسانی ) جدایه مورد مطالعه  7ر مشخص گردید که د

مثبت از نظر وجود ژنهای حدت جدایه    ، (و طیور

درصد حاوی ژنهای  7 /7نمونه  0 تعداد  بودند که

در درصد   6/ جدایه    و  های طیورحدت در نمونه

یک از  هیچدر  cnf و cfaژنهای . بودند مثبت انسان

  و   تصاویر . ی و طیور ردیابی نگردیدهای انساننمونه

بر روی تعدادی از جدایه های  PCRنتیجه آزمایش 

و همچنین جدول های انسانی و طیور درر نمونهمثبت 

جهت شناسایی جدایه های  PCRنتیجه آزمایش   

را نشان  اشریشیاکلیباکتری  حدتمثبت از نظر عوامل 

 .می دهد
 

در  PCRبا روش شناسایی شده  ژنهای حدتتعداد و درصد  -2جدول

 انسان و طیور

 کل pap sfa Afa hly cnf ژن های فیمبریه

 0  0   4 0 5 تعداد در انسان

 00  0  /7   /   0   /8 درصد

    0 7   0    تعداد در طیور

 00  0 3 /44 8/  0   /   درصد
 

 

 
 

از چپ  های انسانی به ترتیببرخی از نمونه PCRنتایج آزمون  -1شکل 

 اشریشیاکلیشامل باکتری  کنترل مثبت+ ،  bp 111مارکر به راست 

، شامل باکتری کلبسیلا  کنترل منفی -، واجد ژنهای حدت مورد مطالعه

جدایه های مثبت از نظر ژن  53و  55، 23،23،22،22،51،52چاهک 

 .hlyو  pap  ،safهای 

 

 
ه ترتیب از چپ به ب های طیور،در برخی از نمونه PCRنتایج  -2شکل 

واجد  اشریشیاکلیشامل باکتری  کنترل مثبت+ ،  bp 111مارکر راست 

، شامل باکتری کلبسیلا  کنترل منفی -، ژنهای حدت مورد مطالعه

  .papجدایه های مثبت از نظر ژن 12و  15چاهک 

 بحث

به عنوان یکی از  Pدر مطالعه حاضر فیمبریه 

درصد در    /8 مهمترین ژن های حدت به میزان

میزان . درصد در طیور شناسایی گردید   /  انسان و

در انسان و    /  در مطالعه حاضر  afaژن  فراوانی

بر اساس نتایج این . درصد در طیور شناسایی شد 8/ 

حاوی ژنهای حدت در ها از نمونهدرصد  7 /7تحقیق 

واجد ژن های  در انساندرصد   6/ و  های طیورنمونه

  /7در مطالعه حاضر  hlyژن  یزان شیوعم .حدت بودند

درصد در طیور شناسایی  3 /44در انسان و درصد 

با توجه به اینکه حضور این فیمبریه به عنوان یکی  .شد

از مهمترین عوامل خطر در بروز عفونت بالارونده 

لذا گزارشات  ،گرددانسان محسوب می در ادراری

ن ژن در پیرامون وجود ایزیادی در کشورهای مختلف 

نمونه بیماران مبتلا به عفونت ادراری ناشی از 

گزارشات ، در صورتی که وجود دارد اشریشیاکلی

طیور از آمار بالاتری  هاینمونه عفونت با این ژن در

به عنوان یکی از  اشریشیاکلی .( و ). برخوردار است

مهمترین عوامل ایجاد عفونت های ادراری در انسان و 

ها از اکثر جدایه. گرددحسوب میعفونت های طیور م

 های طیورنمونه 
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های ادراری واجد ژن های حدت خاصی موارد عفونت

می باشند و مطالعات اپیدمیولوژی مولکولی متعددی 

در زمینه کشف و شناسایی این عوامل حدت صورت 

می گیرد که غالب این مطالعات در زمینه شناسایی 

عوامل حدت در پاتوژنز عفونت های ادراری به عنوان 

 . ک عفونت بالا رونده نقش دارندی

که در شهر ساوپاولو برزیل توسط ای مطالعهدر 

Tiba  انجام شده فراوانی ژن های ( 008 )و همکاران

papE/F (7/   درصد) ،sfaD/E (8/ 7 درصد ) و

afaB/C ( /6 درصد )بررسی  .(  )برآورد شده است

و همکاران  Santoدیگری در کشور برزیل توسط 

 اشریشیاکلیایزوله  00 رت گرفت که از صو( 006 )

نیز  و یک جدایه sfaو  papجدایه واجد هر دو ژن    

در کشور اسلوونی  .(4 )بود afaو  sfaواجد هر دو ژن 

بر ( 008 )و همکاران  Rijavecنیز مطالعه ای توسط 

 55صورت گرفت که  اشریشیاکلیجدایه  05 روی 

رصد واجد ژن د papC ، 4درصد از جدایه ها واجد ژن 

papGIII ، 4  درصد واجد ژنsfa/foc  درصد نیز   و

در ترکیه مطالعه ای که  .(5 )بود  afaواجد ژن 

Arisoy  بر روی فاکتورهای حدت ( 008 )و همکاران

باکتری مورد آزمایش  6  انجام دادند از  اشریشیاکلی

  و  afaIجدایه واجد ژن  pap ،5جدایه واجد ژن  6

جدایه   همچنین . (4)بود sfaژن  جدایه نیز واجد

فراوانی ژن های . بود sfa+papدارای ترکیب ژنی 

بررسی شده در مطالعه حاضر هم خوانی بیشتری با 

را نشان می ( 008 )و همکاران  Arisoyیافته های 

و همکاران  Farshadدر ایران مطالعه ای که  .(4)دهد

بر روی ارزیابی اپیدمیولوژیک ژنهای ( 88  )

در سویه های  hiy ,cnf-1 ,sfa ,papولانسویر

جدا شده از کودکان مبتلا به عفونت  اشریشیاکلی

 pap ,sfa ,hlyادراری انجام دادند در صدد شیوع ژنهای 

,cnf-1  4 /6درصد،  7 / به ترتیب در میان سویه ها 

نمونه    . درصد، بود   /3درصد،    /5درصد، 

نمونه  6ها و  برای حداقل یکی از ژن( درصد    / )

شایع . برای تمامی چهار ژن مثبت بودند( درصد 6/ )

بودند که در بین گروه های سنی  pap/sfaترین ژن ها 

در ایران . (6 )ماه بیشترین مقدار را داشتند 6 بالای 

Nateghi  ژن  8با بررسی حضور ( 83  )و همکاران

اوروپاتوزنیک انسان و با توجه به شناسایی  اشریشیاکلی

 UPECهر دو سویه papc ,irp2 ,iss ,astAن های ژ

,APEC  نتیجه گیری نمودند که این ژن ها می توانند

به عنوان عوامل موثر در عفونت های خارج روده ای 

به دلیل دارا بودن  issاز این میان ژن  ، کهمطرح باشند

با فراوانی  irp2بیشترین شیوع در هر دو سویه نیز ژن 

 با احتمال بیشتری UPECی درصد در سویه ها   

توانند به عنوان مهمترین عوامل بیماری زا در سویه یم

 M-PCRمعرفی شوند بعد از انجام  اشریشیاکلیهای 

در ایجاد عفونت ادراری  papcمشخص شد که ژن 

(   0 )و همکاران  Arabi. (7 )بسیار موثر می باشد

در پژوهشی بر روی ژنوتیپ فیمبریه مشترک در 

سویه   4 کار کردند و از  اشریشیاکلیدراری عفونت ا

باکتری اشرشیاکلی ایزوله شده توزیع ژن های فیمبریه 

sfa ,pap ,afa  بیشترین فراوانی را در تولید عفونت

داشتند که به ترتیب  PCRادراری بعد از آزمایش 

 6 /6و (    )درصد    /3و (  0 )درصد  7/87

بر (   0 )ن و همکارا Shetty. (8 )می باشد درصد

در  اشریشیاکلیروی ژن های حدت عفونت ادراری 

سویه های جدا شده از بیماران مبتلا به عفونت ادراری 

دریافتند  PCRدر مانگولور بررسی کردند و بعد از انجام 

بوده  sfa ,afa ,papبالاترین شیوع از آن ژن های 

بر روی (   0 )و همکاران  Bahaloمطالعه . (3 )است

اکتورهای حدت جداسازی شده از بررسی ف

در کودکان مبتلا به عفونت ادراری در  اشریشیاکلی

دریافتند که از  PCRشهرکرد به وسیله مولتی پلکس 

ایزوله شده بالاترین فراوانی  اشریشیاکلی 00 مجموع 

در تحقیقی . (0 )دارا هستند papو  sfaرا ژن های 

Tarchouna  دت توزیع ژن های ح(   0 )و همکاران

ایزوله شده  اشریشیاکلیتولید کننده عفونت ادراری در 
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از بیماران در طول دوره عفونت ادراری را بررسی 

کردند و اعلام داشتند که بالاترین شیوع ژن های کد 

کننده فیمبریه در عفونت های ادراری مربوط به ژن 

 . (  )می باشد  sfa ,afa ,papهای 

 و pap،sfa،afa،hly با توجه به شناسایی ژن های
cnf در هر دو سویه APEC و UPEC می توان نتیجه ،

گیری نمود که این ژن ها می توانند به عنوان عوامل 

از . موثر در حضور خارج روده ای باکتری مطرح باشند

به دلیل دارا بودن بیشترین شیوع در  pap این میان ژن

 در سویه های%   با فراوانی  hly هر دو سویه و نیز ژن

APEC و UPEC با احتمال بیشتری می توانند به عنوان

اشریشیا  مهم ترین عوامل بیماریزای در سویه های
 .معرفی شوند کلی

 نتیجه گیری 

بر طبق مطالعات انجام شده و مقایسه آن با 

در همه  papوردهای این پژوهش میزان ژن ادست

را به خود اختصاص فراوانی جدایه ها بیشترین درصد 

در رتبه  Afaو سپس  hlyهای فیمبریه و  و ژن هداد

این رود که ، لذا احتمال میاندهای بعدی قرار گرفته

 بوده که شیاکلییاشرحدت اصلی سه ژن از فاکتورهای 

می باشند و پیشرونده ادراری های قادر به ایجاد عفونت

دارای ترکیب  sfaو  papدر بیشتر مطالعات ژن های 

لعات پیشین با مطالعه مقایسه مطا که ژنی می باشند

بین  نشان داد که بیشترین عفونت ادراری در حاضر

موثرترین ژن در ایجاد ته و  داشزنان وجود  جمعیت

 .باشدمی pap ژن عفونت ادراری

 تقدیر و تشكر

عزیزان در حوزه کلیه زحمات بدین وسیله از 

وهش دانشگاه آزاد داسلامی واحد ساوه و گروه ژپ

 . گرددی پاسارگاد قدردانی میوهشی میکروبیولوژژپ
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