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شده از های جدا بررسی مقاومت به کولیستین و آمینوگلیکوزیدها در اشریشیاکلی

 استان گیلانطیور گوشتی 

 

 طوبی شفیقی الهی، سیده ، هادی حبیب*زهره پورحسین، لیلا اسدپور

 

 .، ایرانگروه زیست شناسی، واحد رشت، دانشگاه آزاد اسلامی، رشت

 

 1042 خرداد 13: پذیرش نهایی  ،1042 اردیبهشت 49بازنگری: ،  1041 دی 23دریافت مقاله: 

 

 چکیده

 دهد، می نشان را اشریشیاکلی به میزان بالایی از آلودگی جهان، در پروتئینی منابع ترین مهم از عنوان یکی ، بهمرغ گوشت

بررسی مقاومت به کولیستین و  ،را انتشار دهد. هدف از این مطالعه بیوتیکی آنتی مقاومت ای گسترده طور به تواند که می

جدایه اشریشیاکلی از قلب و کبد  122 ،های جداشده از طیور گوشتی است. در این بررسی آمینوگلیکوزیدها در اشریشیاکلی

اوم به آمینوگلیکوزید های مق آوری گردید. سویه جمع 1044باسیلوس در سال  روزه با علائم بالینی کلی 05تا  24های  مرغ

 -mcr،2- mcr ،3-1 های شناسایی شدند. سپس حضور ژن MICترتیب توسط روش دیسک دیفیوژن و تعیین  وکولیستین به

mcr ،aph(3′)- IIa ،aac(3)-IIa  وant(3″)-Ia ها به روش  در جدایهPCR  جدایه  35جدایه مورد بررسی، 122بررسی گردید. از

ها به آمیکاسین،  درصد( به جنتامایسین مقاوم بود. همه جدایه 22/4جدایه ) 1 و ین سولفات،درصد( به نئومایس 62/22)

های  درصد( مقاوم به کولیستین بودند. در ردیابی ژن 14/0جدایه ) 5توبرامایسین و استرپتومایسین حساسیت نشان دادند و 

mcr  توسط روشPCRهای  های مورد بررسی شناسایی نشد اما ژن یک از ژن ، هیچaph(3′)- IIa ،aac(3)-IIa  وant(3″)-Ia 

ها شناسایی شدند. نتایج حاصل از این مطالعه بیانگر کاهش حساسیت  درصد جدایه 22/36و  22/23، 01/25ترتیب در  به

ها هشدار جدی  باشد. گسترش این مقاومت های گوشتی به آمینوگلیکوزید وکولیستین می های جداشده از جوجه اشریشیاکلی

 باشد. های مقاومت به فلور میکروبی انسان می باسیلوس و خطر انتقال ژن درمان کلی های زمینه کاهش گزینه در

 بیوتیک، گوشت مرغ، اشریشیاکلی، طیورگوشتی مقاومت آنتی کلیدی: گانواژ

 

 

 

 

                                                           
 l.asadpour@yahoo.com ست الکترونیک نویسنده مسئول مکاتبه:پ *
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 مقدمه

 خانواده از پپتیدی پلی بیوتیک آنتی یک کولیستین،

 از دالتون، متشکل 1254 مولکولی وزن با میکسین، پلی

 پپتیدی است تری جانبی زنجیره با حلقوی هپتاپپتید یک

 بودن دارای دم اسید چرب است. آبگریز N انتهای در که

ماهیت سمی  ترمینال قطعه اسید چرب مسئول N بخش

 کولیستین میکروبی ضد فعالیت زیادی بر تأثیر و آن است

 لیپوپلی A لیپید به بیوتیک کاتیونی، آنتی (. این1دارد )

 جابجایی با گردد و می متصل باکتریایی ساکاریدهای

 خارجی، غشای در +Ca2 و +Mg2 مانند هایی کاتیون

 سلولی لیز به منجر و کند می مختل را غشاء یکپارچگی

مکانیسم مولکولی در مقاومت چندین  (. اگرچه2شود ) می

 غشای های تغییراتی در پورین به کولیستین مؤثر است،

 حد از بیش ، بیانLPS منفی بار کاهش خارجی و

 ساکارید پلی حد از بیش پمپ افلاکس، تولید های سیستم

 کولیستین با واسطه ی آنهاست. مقاومت کپسولی از جمله

 ترانسفرازهای توسط که است شده شناخته نیز پلاسمید

و mcr ،2- mcr ،3- mcr -1های  نام به اتانول آمین فسفو

0- mcr(.0، 3شود ) می ایجاد 

 یک که پلاسمیدی mcr -1 ژن ،2415 سال اواخر در

 باعث و کند می تحریک را ترانسفراز اتانول آمین فسفو

 اولین برای شود، می میکسین پلی برابر در مقاومت ایجاد

شد  شناسایی حیوانی، منشأ با باکتریایی های سویه در بار

 برای دامپروری کولیستین در کشورها از بسیاری در .(5)

 به دلیل انسان در شود، اما می استفاده عفونت کنترل

مورد  طور محدود به قابل توجهی که دارد کلیوی سمیت

بیوتیک  این آنتی (.از آنجا که6گیرد ) مصرف قرار می

 از ناشی های عفونت رمانید آخرین گزینه عنوان به

شود،  می دارو استفاده مقاوم به چند منفی گرم های باکتری

 ترین مهم بیوتیک این آنتی برابر در مقاوم های جدایه ظهور

(. 2است ) اخیر های سال در عمومی بهداشت نگرانی

( با APEC بین اشریشیاکلی پاتوژن طیور) ارتباط

های یوروپاتوژن انسان سبب بروز نگرانی در  اشریشیاکلی

 در مقاوم APEC های جدایه mcrهای  خصوص انتقال ژن

های بالینی انسان گردید. بنابراین  کولیستین به سویه برابر

 برای APEC در mcr با حضور ژن مرتبط مقاومت ارزیابی

 ریضرو انسان غذایی زنجیره مهم در بالقوه منابع تعیین

(. آمینوگلیکوزیدها از نظر ساختاری، قند 9، 2است )

های آمین در  کاتیونیک هستند که گروه آمینی پلی

شوند. مکانیسم  دار می های بیولوژیکی پروتون محیط

 در A فعالیت آمینوگلیکوزیدها شامل باند شدن به جایگاه 

16SrRNA (. مقاومت در 14هاست ) و مهار سنتز پروتئین

های مختلفی  گلیکوزیدها از طریق مکانیسمبرابر آمینو

های  چون اصلاح آنزیمی، نفوذناپذیری، فعالیت پمپ

 16SrRNAافلاکس، تشکیل بیوفیلم و فعالیت متیلازهای 

ها ،غیر فعال کردن  دهد. در میان این مکانیسم رخ می

کننده آمینوگلیکوزید  های اصلاح داروها توسط آنزیم

(AMEsرایج ) .ترین استAME   ها مجموعه متنوعی از

( ، aacسه خانواده: آمینوگلیکوزید استیل ترانسفراز )

( و antآمینوگلیکوزید نوکلئوتیدیل ترانسفراز )

(. 12، 11( است )aphآمینوگلیکوزید فسفوریل ترانسفراز )

مقاومت در برابر کانامایسین و  aph(3′) – IIaژن 

 مقاومت به جنتامایسین، aac(3) -IIaنئومایسین، 

 ant(3′′) کند، توبرامایسین و نتلمایسین را ایجاد می

-aac(6′) مقاومت در برابرکانامایسین، استرپتومایسین و 

Ib مقاومت در برابر کانامایسین، آمیکاسین، توبرامایسین و

 (.13کند ) نتیلمیسین را رمزدهی می

 ها مواد و روش
، بر 1044این مطالعه در سال  ها: آوری نمونه جمع

روزه با علائم بالینی  05تا  24های گوشتی جهروی جو

ها از  باسیلوز در استان گیلان انجام پذیرفت. نمونه کلی

 آوری شد. های گوشتی بیمار جمع قلب و کبد جوجه

جداسازی و شناسایی باکتری اشریشیاکلی: 

های کشت آگار  آوری شده بر روی محیط های جمع نمونه

 های کلونی سپس .کشت داده شدند  EMBمکانکی و آگار 

های  لاکتوز مثبت رشد کرده با استفاده از تست

، تولید اندول، واکنش متیل رد بیوشیمیایی شامل بررسی

، مصرف سیترات، تخمیر آز واکنش وژ پروسکوئر، تولید اوره
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تعیین هویت  گلوکز و دکربوکسیلایون ارنیتین و لیزین

 (.10گردیدند )

الگوی ها:  بیوتیکی جدایه تعیین مقاومت آنتی

به  ،های جداسازی شده حساسیت و مقاومت اشریشیاکلی

های آمینوگلیکوزیدی آمیکاسین،  بیوتیک آنتی

جنتامایسین، نئومایسین سولفات، توبرامایسین و 

استرپتومایسین با روش دیسک دیفیوژن بر روی محیط 

کشت مولر هینتون آگار تعیین و قطر هاله عدم رشد با 

مشخص  CLSI VET01-A4(2018)توجه به پروتکل 

این  MICگردید. مقاومت به کولیستین نیز با تعیین 

 بیوتیک به روش براث میکرودایلوشن تعیین شد. آنتی

بیوتیکی در  های مقاومت آنتی بررسی حضور ژن

های پلاسمیدی  برای بررسی حضور ژنها:  جدایه

های مقاومت  کدکننده مقاومت به کولیستین و ژن

های اشریشیاکلی توسط  جدایه DNA، آمینوگلیکوزیدی

از باکتری ) شرکت پیشگامان انتقال  DNAکیت استخراج 

 -1های  ژن(، استخراج شد. پرایمرهای اختصاصی ژن

mcr،2- mcr ،3-mcr ،aph(3′)- IIa ،aac(3)-IIa  و

ant(3′′)-Ia  توسط شرکت متابیون آلمان طبق توالی ذکر

در  PCR (. واکنش10-16سنتز گردید ) 1شده در جدول 

 مول( میلی 14) dNTPsمیکرولیتر شامل  25حجم نهایی 

های پرایمر، میکرولیتر 5 (10Xبافر آنزیم )، میکرولیتر 5/4

 2) الگو DNA، میکرولیتر 3پیکومول(  14)پیشرو و پیرو 

 میکرولیتر 5/4واحد(  5/2آنزیم )، ولیترمیکر 2میکروگرم( 

برنامه انجام گرفت.  میکرولیتر 10 به میزان آب مقطرو 

شامل مراحل واسرشته شدن اولیه در حرارتی ترموسایکلر 

سیکل  35دقیقه بود. پس از آن،  5درجه به مدت  95

گراد به  درجه سانتی 90حرارتی شامل واسرسته شدن در 

ایمر طبق دماهای ذکر شده در ثانیه، اتصال پر 34مدت 

ثانیه و طویل شدن رشته هدف در  34، به مدت 1جدول 

ثانیه انجام شد.  05گراد به مدت  درجه سانتی 22دمای 

نهایی اضافه  طویل شدنای  سپس یک مرحله ده دقیقه

درصد الکترو  1بر روی ژل آگارز  PCRگردید و محصول 

 .یدگرد با تعیین توالی صحت آن تاییدفورز و 

 

 توالی پرایمرهای مورد استفاده در مطالعه حاضر -1جدول 

 نام ژن توالی پرایمر (bpطول محصول ) (Cدمای اتصال) منبع

51 ۵۵ ۷۹۴۱ 5′-GCTCGGTCAGTCCGTTTGTTCTTG-3' mcr-1-F 

   5′-GGATGAATGCGGTGCGGTCTT-3' mcr-1-R 

51 ۵۵ ۵۱۵ 5′-AGCCGAGTCTAAGGACTTGATGAATTTG-3' mcr-2-F 

   5′-GCGGTATCGACATCATAGTCATCTTG-3' mcr-2-R 

51 ۵۵ ۷۶۵۱ 5′-CGCTTATGTTCTTTTTGGCACTGTATT-3' mcr-3-F 

   5′-TGAGCAATTTCACTATCGAGGTCTTG-3' mcr-3-R 

5۱ ۵۱ ۶۷۵ 5′-ATGAGCCATATTCAACGGGAA-3' aph(3′ )- IIa-F 

   5′-TCAGAAAAACTCATCGAGCAT-3' aph(3′ )- IIa-R 

۶۱ ۴۵ ۴۸۵ 5′-ACCCTACGAGGAGACTCTGAATG-3'′ aac(3)-IIa-F 

   5′-CCAAGCATCGGCATCTCATA-3' aac(3)-IIa-R 

۶۱ ۴۵ ۴۸۸ 5′-ATCTGGCTATCTTGCTGACA-3' ant(3′′ )-Ia-F 

   5′-TTGGTGATCTCGCCTTTC-3' ant(3′′ )-Ia-R 

 

 تایجن
جدایه اشرشیاکلی از طیور  122در این مطالعه 

باسیلوز جداسازی شد.  گوشتی با علایم بالینی کلی

بیوتیک  ها مربوط به آنتی بیشترین مقاومت جدایه
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درصد( و پس از  62/22جدایه ) 35نئومایسین سولفات، 

درصد( بود. نتایج  14/0جدایه ) 5آن به کولیستین، 

ها  بیوتیکی جدایه حاصل از بررسی فنوتیپی مقاومت آنتی

 باشد. می 2مطابق با جدول 

 

 های مورد مطالعه بیوتیک تعداد و درصد مقاومت به آنتی -2جدول 

 

 

 

 

 

 

 

 

توسط  mcr -3و  mcr،2- mcr -1های در ردیابی ژن

های مورد بررسی شناسایی  یک از ژن هیچ PCRروش 

های مقاومت آمینوگلیکوزیدی  نشد. میزان فراوانی ژن

aph(3′)- IIa 31 (01/25  ،)درصدaac(3)-IIa 29 

درصد( بود )  ant(3″)-Ia 05 (22/36درصد( و  22/23)

 (.1-3های  شکل

 

 
 (bp 816)طول محصول aph (3/)-IIaژن  PCRالکتروفورز محصول  -1شکل 

 

 

 
 (bp384)طول محصول  aac (3)-IIaژن  PCRالکتروفورز محصول  -2شکل 

 

 بیوتیک نتیآ
 مقاوم

 تعداد )درصد(

 حد واسط

 تعداد )درصد(

 حساس

 تعداد )درصد(

 (%82) 100 (%18.03) 22 (%0)0 آمیکاسین

 (%96.72) 118 (%2.46) 3 (%0.82)1 جنتامایسین

 (%30.33) 37 (%40.98) 50 (%28.68) 35 نئومایسین سولفات

 (98.36) 120 (%1.64)2 (%0)0 توبرامایسین

 (%96.72) 118 (3.28)4 (%0)0 استرپتومایسین

 (95.1) 116 (%0.82)1 (4.10)5 کولیستین
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 (bp388)طول محصول ant (3//)-aژن  PCRالکتروفورز محصول  -3شکل 

 

 بحث
 دلیل به کولیستین، به پلاسمید مقاومت باواسطه

و  دیگر های سویه به های مقاومت ژن انتقال توانایی

 انسانی های جمعیت به حیوانات از آنها احتمال گسترش

ها در  است. این امر اهمیت پایش این مقاومت کننده نگران

های جداشده از منابع غذایی انسان را مشخص  باکتری

 پلاسمید به مقاومت باواسطه گزارشی از تاکنون .سازد می

 از استفاده علیرغم .است نشده گزارش ایران در کولیستین

های  ی و شناسایی جدایهدامپزشک حیطه در کولیستین

 مقاوم به کولیستین در بررسی فنوتیپی، نتایج این مطالعه

های اشریشیاکلی مورد  در جدایه mcr ژن دهد می نشان

در ایران، در مطالعات  مطالعه در گیلان وجود ندارد.

های بالینی  مختلفی مقاومت به کولیستین در جدایه

فته است. در اشریشیاکلی در انسان مورد بررسی قرار گر

توسط آقاپور و همکاران  ای که در شمال غرب ایران مطالعه

های اشریشیاکلی در  ( بر روی جدایه2419)

 ، جدایه بالینی 944 های تبریز انجام شد، از بیمارستان

 به های با مقاومت حد وسط جدایه عنوان به جدایه، 333

 .بودند مقاوم بسیار آنها از درصد 6/26 و کولیستین

کدام از  در هیچ mcr -3 و mcr،2- mcr -1های  ژن

 در (. در مطالعه دیگری2های مقاوم شناسایی نشد ) جدایه

 در از مقاومت( درصد 10) بالایی سطح ایران غربی شمال

 میزان (. همچنین15است ) شده گزارش کولیستین برابر

 حدود ایران مرکز از ای مطالعه در کولیستین به مقاومت

(. در سایر کشورها، در 12است ) شده گزارش درصد 6/11

مطالعات مختلف حضور ژن پلاسمیدی کدکننده مقاومت 

های جداشده از طیور  به کولیستین در اشریشیاکلی

 طور به کولیستین که مناطقی در ویژه گزارش شده است. به

 است ممکن طیور شود، دامپزشکی استفاده می در معمول

 حمل را mcr -1 که باشند هایی اشریشیاکلی از مخزنی

 mcr -1ای در برزیل، فراوانی ژن  (. در مطالعه12کند ) می

 9/52زای طیور  های مدفوعی و بیماری در اشریشیاکلی

 خریداری مرغ درصد گزارش شد و بین مصرف گوشت

زنده و جداسازی اشریشیاکلی حامل  حیوانات بازار از شده

1- mcr ( در مطال19ارتباط وجود داشت .)ای در  عه

جدایه  924 مجموعه جدایه از 12 در mcr -1آمریکا، 

 (.24شد ) مرغی شناسایی زای اشریشیاکلی بیماری

 -1(، حضور ژن 2416ای در آلمان ) همچنین در مطالعه

mcr زای طیور گزارش گردید  در اشریشیاکلی بیماری

بیوتیکی در  های آنتی (. در پایش مقاومت21)

های جداشده از دام و طیور در کشور چین نیز  اشریشیاکلی

باواسطه  افزایش چشمگیر در مقاومت به کولیستین

(. همچنین 22های اخیر گزارش گردید ) ، در سالدیپلاسم

های  بیوتیک نتیدر مطالعه حاضر مقاومت به آ

های جداشده از  آمینوگلکوزیدی در اشریشیاکلی

های  های گوشتی مورد بررسی قرار گرفت. جدایه جوجه

بیوتیک  مورد مطالعه، بیشترین میزان مقاومت را به آنتی

در درصد( نشان دادند.  62/22نئومایسین سولفات )

و  نیکاسیآم به مقاومتمیزان  یپیفنوت بررسی

 ییاز درصد بالا شیمورد آزما یها یباکتردر  جنتامایسین
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 نیکاسیبه آم تیرسد حساس یبرخوردار نبود، اما به نظر م

رو به کاهش  های اشریشیاکلی مورد مطالعه جدایهدر 

 درمعمولاً  نیسینئوما دها،یکوزینوگلیآم انیاست. در م

 رانیدر شمال ا یگوشت یها جوجه یها یماریدرمان ب

بالاتر مقاومت به  وعیامر ش نیشود. ا یاستفاده م

. دهد یم حیتوض شیمورد آزما یها هیرا در جدا نیسینئوما

های مقاومت در برابر  ترین مکانیسم یکی از مهم

بیوتیک  سازی آنزیمی آنتی آمینوگلیکوزیدها، غیر فعال

کننده ساختار  های اصلاح است که عمدتاً از طریق آنزیم

دی یا کروموزومی (که منشأ پلاسمیAMEs) بیوتیک آنتی

اصلاح  میدر مطالعه حاضر، آنز(. 23) دهد یخ مدارند، ر

 (22/36)نیتر فراوان  ant (3′′)- Ia دیکوزینوگلیکننده آم

 aph(3′)- IIaو پس از آن  ودشناسایی شده ب  AMEsن ژ

درصد  22/23و  01/25ترتیب در  بهaac(3)-Iia و 

ژانگ و  در نتایج مشابهیها شناسایی شدند.  جدایه

 نیتر عنوان متداول را به ant(3')-Ia ،(2410همکاران )

 اشریشیاکلی در دیکوزینوگلیکننده آم اصلاح یها ژن

در  یسم یمبتلا به سپت یگوشت یها جوجهجداشده از 

که  یا در مطالعه نی. همچن(16ند )گزارش کرد نیچ

 یکی ant(3)- Ia ،انجام شد (2415) و همکاران یتوسط ل

 یها جدایهمقاومت مشاهده شده در  یها ژن نیتر عیاز شا

 ییاز آنجا(.20) بود دهایکوزینوگلیبه آم اوممق اشریشیاکلی

منابع  نیتر ارزان و نیتر از مهم یکی وریطگوشت که 

 های و گسترش ژن ظهور است، جهان ی درنیپروتئ

های جداشده از طیور  پلاسمیدی در اشریشیاکلیمقاومت 

های ناشی از این باکتری در انسان  بیماریکنترل تواند  یم

(. در این راستا چوی و همکاران 24را دشوار نماید )

 ( در تحقیقی در کره دریافتند که در نتیجه مصرف2411)

عفونت  خطر معرض در حیوانات، انسان در آپرامایسین

گیرد. این  قرار می به جنتامایسین های مقاوم ناشی از سویه

اشریشیاکلی جداشده از دام و  1921محققین با بررسی 

را در  aac (3) -IV ژن مقاومت آمینوگلیکوزیدی  طیور،

آپرامایسین شناسایی کردند  به های مقاوم تمام جدایه

(25.) 

 گیری نتیجه

های  نتایج حاصل از این مطالعه بیانگر ظهور سویه

های جداشده از  مقاوم به کولیستین در اشریشیاکلی

 و رویه بی باشد. مصرف گیلان می های گوشتی در جوجه

 کشور طیور صنعت برای جدی کولیستین خطری نادرست

کاهش حساسیت .شود می محسوب عمومی بهداشت و

های  بیوتیک های مطالعه حاضر به آنتی جدایه

ها  های کدکننده این مقاومت آمینوگلیکوزیدی و حضور ژن

 های درمانی، در نیز هشدار جدی در زمینه کاهش گزینه

باسیلوس در صنعت پرورش طیور و خطر  درمان کلی

 باشد. های مقاومت به فلور میکروبی انسان می انتقال ژن
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Summary 

 

Chicken meat, as one of the most important sources of protein in the world, shows a high rate of contamina-

tion with Escherichia coli, which can widely spread antibiotic resistance. The aim of this study was to investi-

gate the resistance to colistin and aminoglycosides in E. coli isolated from broilers. In this study, during 2021, a 

total of 122 E. coli isolates were collected from the heart and liver of 20- to 45-day-old chickens with clinical 

signs of colibacillosis. Aminoglycosides and colistin resistant strains were identified by disk diffusion and MIC 

determination, respectively. Subsequently, the presence of mcr-1, mcr-2, mcr-3, aph (3′)-IIa, aac (3) -IIa and 

ant (3″)-Ia genes in the isolates was analyzed by PCR. Out of 122 isolates, 35 isolates (28.68%) were resistant 

to neomycin sulfate and 1 isolate (0.82%) was resistant to gentamicin. All isolates were sensitive to amikacin, 

tobramycin and streptomycin and 5 isolates (4.10%) were resistant to the colistin. In the detection of mcr genes 

by PCR method, none of the studied genes were identified, but aph (3′) -IIa, aac (3) -IIa and ant (3″)-Ia genes 

were detected in 25.41%, 23.77% and 36.88% of isolates respectively. The results of this study indicate a de-

crease in the sensitivity of poultry isolated E. coli to aminoglycosides and colistin. The spread of such resistant 

isolates is a serious warning about the reduction in treatment choices of colibacillosis and indicates the risk of 

transmission of resistance genes to the human microbial flora. 
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