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ا ب باسیلوزیس طیورهای جدا شده از عفونت کلیاشریشیا کلیهای فیلوژنتیک  تعیین گروه

 Multiplex-PCRاستفاده از روش 

 
داود تربیت نازلو1، ابوالفضل جعفری ثالث*1، یاشار باقریزاده1، محبوبه عبدلی سنجانی1، فرهاد فرهادی9، مهدی 

 ازدیادی9

 

 ، ایرانکازرون، کازرون واحد ،یآزاد اسلام دانشگاه ،یولوژیکروبیگروه م -1

 ، ایرانکر ، (AREEO)یکشاورز جی، آموزش و تروت قیقاتسازمان  ،یراز یسازواکسن و سرد قاتیسسه ت ق و توساه، م  یبخز ت ق -2

 

 1331بهمن  23پذیرش نهایی:   ،1331دی  4،  بازنگری: 1331آذر  11دریافت مقاله: 

 

 چکیده

 سددمیسپتی، نددوعی بیمدداری سیسددتمی  حدداد بدده ندداد ک یاشریشددیا ک ددیهددای ایجدداد شددده توسددت در میددان بیمدداری

 شددود.ط دو، کبدد و   ددا  مشدخد میهدا شددامل در خددون، ک دونیزه شدددن در ارگدان اشریشدیاا وجدود دارد کده بددا حضدور

 ایهددهگددرو بددر اسدداسباسددی وزی   یددور و جدددا شددده از عفونددت ک ی اشریشددیا ک ددیبندددی مهالادده  بقددهایددن هدددا از 

بدر روی م دیت  م و ده بهندی  یدورسدوا  اخدذ شدده از کبدد و  11 در ایدن مهالاده باشدد.می Dو A ̨B1̨ B2فی وژنتی  

ی بیوشددیمیایی بدده هددای صددورتی رندد  جداسددازی شددده و بددا انجدداد آزمونهددامدد  کددانکی آگددار کشددت داده شدددند. ک ونی

 ی مخت ددب فی ددوژنتیکی شناسددایی گردیدنددد.هدداگروه Multiplex-PCRسددپ  بددا انجدداد  .یددد شدددندامئت اشریشددیاک یعنددوان 

 2، درصددد( A  31 جدایدده متا دد  بدده گددروه 1ناسددایی شدددند. شاشریشددیا ک ددی جدایدده بدده عنددوان  21نموندده  11از بددین 

 D2جدایده متا د  بده گدروه  5و ( درصدد B2   21/1جدایده متا د  بده گدروه  1، درصدد( B1   53جدایه متا د  بده گدروه 

های مددرگ مددادر مشدداهده ی مخت ددب فی وژنتیدد  در گ ددههددابددر اسدداس نتددایج مهالادده حاضددر گروه بودنددد.درصددد(  23/1 

دهددد کدده باشددند. مهالاددات نشددان میطددرار گرفتنددد کدده بدده عنددوان همزیسددت مهددرح می A ددو آنهددا در گددروه گردیددد. اغ

باشددد کدده ممکددن اسددت بدده  ددرو ای مددیبیددوتیکی طابددل ملاحدددهاتوژنیدد  دارای میددزان مقاومددت آنتددیپ اشریشددیا ک ددی

هدای د. بندابراین گداددگدریدور میدل خسدارت اطتصدادی بده صدنات  های گوشتی انتقا  یابد و منجدر بده ت مخت ب به گ ه

 پاتوژنی  برداشته شود. اشریشیا ک یکنی جهت ریشهباید  مهمی

 گروه فی وژنتی  ، باسی وزک ی یور، ،اشریشیا ک ی ی کلیدی:هاواژه

 

 

 

 

 

 

 

                                                           
 a.jafari_1392@yahoo.comپست الکترونی  نویسنده مسئو  مکاتبه:  *
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 مقدمه

دسدددتگاه  بددده  دددور  بیادددی سددداکن شریشیاک یا

و انسان است کده اکادرام بده عندوان ید   گوارش حیوانات

(. در 1شدددود    و م سدددو  میزای فرصدددتبیمددداری

اشریشددیا درصددد از جمایددت   11 -15پرندددگان حدددود 

 Avian pathogenic Escherichia coli  ک ددددی

APEC) زایی بدددوده کددده اغ دددو دارای طددددرت بیمددداری

دیدگی سیسددت  ایمنددی و یددا تضددایب دنبا  آسددیوبدده

هددای گان اه ددی، باعددل ایجدداد عفونتسددد دفدداعی پرنددد

باسددی وز ک ی(.  2-4شددود  سیسددتمی  یددا مددزمن می

هددای عفددونی پرندددگان اسددت کدده  یددور یکددی از بیماری

زای اولیده یدا  دانوی عامدل بیمداری اشریشیا ک یباکتری 

هددای ناشددی از ایددن عامددل شدددامل: آن اسددت. بیماری

بیمدداری هجددرز ، ک ددی گرانولومددا، تددورد صددفاو، تددورد 

 مجددرای تخدد  ، التهددا  غشددای مفاصددل ، ورد ندداا و

 .  (2  باشندهای هوایی میتورد کیسه

باسددی وز در تمدداد انددوا  و سددنین مخت ددب  یددور ک ی

همچنددین در سددایر پرندددگان و بسددیاری از پسددتانداران  و

هدای گدزارش شدده در  یدور غالبدام کندد. واگیریبروز می

سدددت. در ماکیدددان ، بوط مدددون و ارد  بدددروز کدددرده ا

هدا اسدت. ایدن تدر از بال عفونت در پرنددگان جدوان رایدج

باشددد. بدده هرحددا  یددا شددایر میبیمدداری در سرتاسددر دن

برخددوردار  ایژهیددو تیدداز اهم ک یاشریشددیا بددا عفونددت

سدددالانه ضدددررهای اطتصدددادی طابدددل  ایددداسدددت و در دن

 زیافدزا لیددله کشدورها بد وریدرا بده صدنات   یتدوجه

ی بازرسددد نددددیفرآ حدددذا لاشددده در زیو افدددزا ت فدددات

 (.  5  کندمی لیت م یکشتارگاه

دهددد کدده مهالاددات فی وژنتیدد  اخیددر نشددان مددی

ای اکاددرام متا دد  هددای پدداتوژن خددار  رودهاشریشددیا ک ددی

متا دد   Dو بدده میددزان کمتددر بدده گددروه  B2بدده گددروه 

هدای حاصدل د، نتدایج حاصدل از تایپیند  نموندهباشنمی

 کندددییددد مددی هددای ادراری ایددن موضددو  را تاز عفونددت

ت قیقددات چندددانی در کشددور در ایددن خصددوا  (. 1-7 

تکددام ی ارزیددابی فی ددوژنتیکی و  اسددت. صددورت نپذیرفتدده

توانددد در شددناخت میهددا عوامددل ایجدداد کننددده بیمدداری

هددا و راهکارهددای مقاب دده بددا ایددن عوامددل هددر چدده بهتددر آن

بنددی کننده باشدد. هددا از مهالاده حاضدر  بقدهکم 

باسدددی وزی  شدددده از عفوندددت ک یجددددا  اشریشدددیاک ی

 یددور و بررسددی غالبیددت گددروه فی وژنتیدد  موجددود در 

 باشد.هایی میچنین عفونت

 هامواد و روش

 هیددعدددد نموندده شددامل سددوا  چددر  ناح 11تاددداد 

 بدده مشددکو  مددادر مددرگ وریدد  از یصددفاط و یصدددر

 تیشدددرا در مربو ددده ینیبدددال علائددد  بدددا باسدددی وزک ی

 و وریددد  یهدددامارسدددتانیهدددا، بیاز مرغددددار لیاسدددتر

. دیددگرد اخددذ  هیددسددهح شددهر اروم یهدداشددگاهیآزما

 جهددت شددگاهیخددذ بلافاصدد ه بدده آزماگهددا پدد  از نموندده

 . افدددتی انتقدددا  یجداسددداز و کشدددت مراحدددل انجددداد

 Merk  آگددداریکدددانگمددد  تیم دددهدددا در سدددوا 

1.05465.0500, Germany 24( کشدددت داده شددددند و 

 گدددددرادیدرجددددده سدددددانت 37 یسددددداعت در دمدددددا

بده روش  یصدورت یهدایک دون. دنددیگرد یگدذارگرمخانه

 در مجدددد کشددت ت ددت و شدددند یزیددگددرد رندد  آم

 24 ی دد از پدد . گرفتنددد طددرار مددذکور تیم دد همددان

 یهددایباکتر گددرادیسددانت درجدده 37 یدمددا در سدداعت

، TSI تیمابدددت از نددددر اسدددتفاده از طنددددها در م ددد

 لیددآز، حرکددت مابددت، اندددو  مابددت، متاوره ، دازیاکسدد

بدده  یمنفدد تراتیو سدد ،یرد مابددت، وژس پروسددکوئر منفدد

 تیشدددند و در م دد ییشناسددا اشریشددیا ک ددیعنددوان 

( Scharlau Microbiology, Spainبدددرا    ندددتینوتر

بددا  .دندددیگرد یدارنگهدد یمولکددول یجهددت انجدداد کارهددا

 ,Fermentas ژنددومی DNAاسددتخرا   تیدداسددتفاده از ک

Germany ت،یددسددازنده ک( و براسدداس پروتکددل شددرکت 

DNA مشخصددات دیددهددا اسددتخرا  گردهیددجداتمامی .

در  Multiplex -PCRجهدددت انجددداد  مرهدددایکامدددل پرا

 اند. آورده شده 1جدو 
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  Multiplex-PCRخصوصیاض پرایمرهای مورد استفاده برای  -1جدول 

پرایمر توالی (bpاندازه طهاه    ناد پرایمر ژن هدا (bpاندازه پرایمر   

152 
5'- gagtaatgtcggggcattca 24 

TSPE4.C2 
T1 

5'- cgcgccaacaaagtattacg 25 T2 

211 
5'- tgaagtgtcaggagacgctg 21 

yjaA 
Y1 

5'- atggagaatgcgttcctcaac 21 Y2 

273 
5'- gacgaaccaacggtcaggat 21 

chuA 
C1 

5'- tgccgccagtaccaaagaca 21 C2 

Mutiplex –PCR تددریکرولیم 25 ییدر حجدد  نهددا 

 PCR ، µl 8/0بددافر  µl 5/2: بدداتیترک از اسددتفاده بددا و

dNTP، µl 25/1 مددددر،یاز هددددر پرا µl 6/0 Tag 

polymerase، 2µl 1 MgCl، µl 2 DNA  آ   و الگددو

واکددنز آ   نیدددر ا .شددد انجدداد ریددمقهددر دوبددار تقه

افددزوده  یکنتددر  منفدد یبددرا DNA یمقهددر بدده جددا

 ک ریدر دسددددتگاه ترموسددددا PCR. واکددددنز دیددددگرد

 Eppendorf, Germanyشدددانجدداد  ریددز ویدد( بدده ترت :

 5 مدددت بدده گددرادیسددانت درجدده 35 در هیددواسرشددت اول

: لشددام کلیکدده هددر سدد کلیسدد 35سددپ    و قددهیدط

 31بده مددت گدرادیدرجده سدانت 34در    انویده واسرشت

 11 گددرادیسددانت درجدده 53 در مرهددایپرا ه، اتصددا یدد ان

بده مددت  گرادیدرجده سدانت 72در  ویدل شددن   ه،ی ان

بدده  گددرادیدرجدده سددانت 72در  ییسددنتز نهددا ه،یدد ان 31

 بددر شددده ریددالکتروفددورز م صددولات تکا ،قددهیدط 7مدددت

 دیددبروما ودیدیددات یحدداودرصددد  1/1 آگدداروز ژ  یرو

 mg/ml10 سددداعت انجددداد  1ولدددت بددده مددددت  11( در

 Gel Document. بادددد از مشددداهده ژ  در دیدددگرد

(USA, Bio Rad) ا لاعددات  بددت و یبددردار ریتصددو 

 .گرفت انجاد

 نتایج 

 25/21  21نموندده سددوا  اخددذ شددده  11از تاددداد 

آمیدزی، کشدت نمونه پد  از انجداد مراحدل رند درصد( 

 ی بیوشددیمیایی بدده عنددوان بدداکتریهدداآزمون توسددتو 

شناسددایی شدددند. بددا اسددتفاده از روش  اشریشددیا ک ددی

Multiplex -PCR 21 جهددت تایددین گددروه  هاجدایدده

 طرار گرفتند. فی وژنتی  مورد بررسی 

-بدده خددوبی توانسددتند ژنای مددورد اسددتفاده پرایمرهدد

و  yjaA ،chuAهددددای مددددورد ندددددر را کدددده شددددامل 

TSPE4.C2 و  273، 211هدددای بددده ترتیدددو بدددا انددددازه

bp152 در 1شدددماره بودندددد، تکایدددر کنندددد  شدددکل .)

کنتددر  منفددی کدده آ  مقهددر بدده جددای اسددید نوک ئیدد  

   م صولی مشاهده نشد. .اضافه گردید

جدایده متا دد   1تادداد  اشریشدیا ک ددیجدایده  21از 

 B1جدایدده متا دد  بدده گددروه 2، درصددد( A )31 بدده گددروه

 B2  21/1جدایدده متا دد  بدده گددروه  1، درصددد( 3/5 

درصددد(  D2  23/1جدایدده متا دد  بدده گددروه  5و درصددد( 

 باشند.می

 گیریبحث و نتیجه

باسددی وز نموندده عفونددت ک ی 11در ت قیدد  حاضددر از 

مددورد  اشریشددیا ک ددیجدایدده  21ر تاددداد  یددور مدداد

جدایدده  1شناسددایی طددرار گرفددت. از ایددن بددین تاددداد 

 B1 ،1جدایدده متا دد  بدده گددروه A ،2متا دد  بدده گددروه 

جدایده متا د  بده گدروه  5و  B2جدایه متا   بده گدروه 

D2  بدده روشMultiplex-PCR  مددورد شناسددایی واطددر

در مهالادده طنبرپددور و همکدداران بددر روی مددوارد  شدددند.

درصددد  1/52جدایدده بررسددی شددده  31اسددها  انسددانی از 

، B1متا دد  بدده گددروه درصددد  A ،2/1متا دد  بدده گددروه 

 درصدددد 4/35و  B2متا ددد  بددده گدددروه  درصدددد 11/4

   (.1  بودند Dمتا   به گروه 
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های فیلوژنتیک به ترتیب گروه 4و 3، 9، 1های ؛ چاهک 1Kbp(Fermentas, Germany) : مارکرMچاهک .  Multiplex-PCRنتایج  -1شکل 

B2 ،B1 ،A  وD

در ت قیقددی دیگددر توسددت اسددادی و همکدداران از 

بدداکتری جدددا شددده از عفونددت ادراری در جندددو   11

، Dی فی وژنتیدد  بدده ترتیددو هدداتددرین گروهایددران شددایر

A  وB1  دندددد و درصدددد بو 7/1و  3/23، 71بدددا فراواندددی

ت انجدداد ای جهدددر مهالادده(. 3جدددا نگردیددد   B2گددروه 

شدد  هدای ادراری نشدان دادهفی وژنتید  تایپیند  نمونده

در درصددد  B2 ،13هددا در گددروه جدایدده درصددد 15کدده 

طددرار دارنددد و هددیچ  Aدر گددروه درصددد  11و  Dگددروه 

ای ر مهالادددهد(.  11طدددرار ندارندددد   B1یدد  در گدددروه 

در شهرسددتان  اشریشدیا ک دیجدایدده  155دیگدر بدر روی 

، Aدر گددروه  درصددد 1/71 بدد  نشددان داده شددد کدده در

 B2در گددروه درصددد  B1 ،3/17در گددروه درصددد  3/22

طدددرار دارندددد. همچندددین  Dدر گدددروه درصدددد  41/15و 

 3در  STجدایددده ژن  23نشدددان داده شدددد کددده مدددورد 

 ، Aدرصدددد(  41/31  گدددروه فی وژنتیددد  بدددا فراواندددی

توزیددددر  B2 درصددددد( 11/34و   D )درصددددد 41/21 

 1333و همکدددارش در سدددا   یعبدددد (.11اندددد  یافتددده

 نیدر بددد Dو  A ،B1 ،B2 ی دددوژنیف یهددداگروه ریدددتوز

 22 و 55، 1، 17: ویترتبدددده راجداشددددده  یهازولددددهیا

 و یسدددهراب نیهمچنددد (.12  گدددزارش دادندددد درصدددد

  یددد وژنتیف یهددداگروه  PCR یابیدددارز بدددا همکدددارش

د کده نددنشدان دا  یداوروپاتوژن اشریشدیا ک دی یهاهیسو

 B2  15/17مربددو  بدده گددروه  یفراواندد زانیددم نیشددتریب

 A   11/11درصددددد( و D  17/21  سددددپ (،درصددددد

 یهازولدددهیدر ا  B1  یددد وژنتیدرصدددد( بدددود و گدددروه ف

اشریشددیا  یهازولددهیمشدداهده نشددد. در ا  یدداوروپاتوژن

 D مربدو  بده  ویدهدا بده ترتگروه یکامنسا  فراوان ک ی

 B1درصدددد و  A 14درصدددد،  B2  24درصدددد،  52 

 یدیگدر (. در مهالاده13 شدده اسدت  گدزارشدرصد 11

باسدددی وز در بدددر روی  یدددور گوشدددتی مبدددتلا بددده ک ی

جدایدده بیشددترین میددزان گددروه  71شهرسددتان تبریددز از 

 گدزارش شددد Aفی وژنتید  جددا شدده متا دد  بده گدروه 

هدای جددا شدده ضر نیدز اکادر نمونده(. در ت قی  حا14 

بودنددد  Aمتا دد  بدده گددروه  باسددی وزی از مددوارد ک ی

ت قیدد  بددا  هددای همزیسددت( نتددایج ایددن گددروه بدداکتری

(. 17-15و7  خددوانی داردنتددایج ت قیقددات طب ددی هدد 

ز راه دهددانی هددای پدداتوژن سدداکن روده ااشریشددیا ک ددی

و همکددداران  Xia. (15  شدددوندمددددفوعی وارد روده مدددی

ماتقدنددد کدده گوشددت  یددور بانددوان یکددی از عوامددل 

از  یددور بدده انسددان اسددت  اشریشددیا ک ددیاصدد ی انتقددا  

کدده  دهدددینشددان مدد ریدداخ  یدد وژنتیمهالاددات ف. (7 

متا دد   اماکاددر یاپدداتوژن خددار  روده یهددااشریشددیا ک ددی
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متا دد   Dکمتددر بدده گددروه  زانیددو بدده م B2بدده گددروه 

 افتدهی نیدا د یدم ند یپیتا از حاصدل جیباشدند، و نتدایم

   (.7-1  باشدیم

 دسددتگاه یهدداعفونت از شددده جدددا اشریشددیا ک ددی

گدددروه  بددده متا ددد  شدددتریب منهقددده، نیدددا در یادرار

 ریسددا بددا سددهیبودنددد کدده در مقا B2 و  Aفی وژنتیدد  

 متفددداوت یکی دددوژنتیف گدددروه ندددو  نددددر از مندددا  

دطددت در  تیدددارد کدده نها ازیددن نیهمچندد. باشددندمی

و از درمدان بددون  دیدانتخا  درمدان مناسدو بده عمدل آ

 انتخددا  ت،یددشددود. در نها زیددپره وگرادیددب یانجدداد آنتدد

مسددتمر  یهدداندددارت هیددبددر پا یدرمددان یهددایاسددتراتژ

 انتقدددا  از یریج دددوگ یبدددرا ،یبهداشدددت یارگانهدددا

 یریج دوگ زیدن و انسدان بده وریدمقداود از   یهدایباکتر

 انسددان بدده وریدد  لاشدده در یددیدارو ماندددهطیبددا انتقددا  از

 .باشدیم یضرور و لازد
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Summary 

 

Among diseases caused by Escherichia coli, there is a severe systemic form termed colisepticaemia, 

which is characterized by the presence of E. coli in the blood, and colonization of organs including the 

heart, liver and spleen. The aim of the present study was to investigate different phylogenetic groups of 

E. coli isolated from broiler breeder with colibacillosis in Urmia. In this study, eighty swabs collected 

from liver and lung were cultured on MacConkey agar plates. Pink color colonies were isolated and 

confirmed as E.coli by biochemical tests and followed by multiplex-PCR to identify different phyloge-

netic groups. Out of 80 samples 21 isolates were identified as E.coli. Eight of isolates (38%) were 

belong to group A, 2 of them (9.5%) were belong to group B1, 6 of them (28.6%) were belong to group 

B2 and 5 of them (23.8%) were belong to group D2. According to the results of present study different 

phylogenetic group were observed in breeder herds. Most of them were classified as group A which is 

commensal. Studies showed that pathogenic E.coli has a considerable antibiotic resistance rate which 

might be transmitted to broilers in different ways and poses economic constraint to poultry industry. 

Thus, important strides must be made on eradication of different pathogenic E.coli. 
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