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 83 -81، صفحات 2042پائیز و زمستان ، 2، شماره 6دوره 

جداشده از  اشریشیاکلیهای  در باکتری irp2و  sitA ،iutAهای  بررسی فراوانی ژن

 1400باسیلوز طیور در شهر تبریز در سال  موارد کلی

 2*مهدویسامان ، 1فیاضفرانک 

 .، ایراناسلامی، مراغه آزاد دانشگاه مراغه، میکروبیولوژی، واحد کارشناس ارشد، گروه -1

 .، ایراناسلامی، مراغه آزاد دانشگاه مراغه، میکروبیولوژی، واحد استادیار، گروه -2

 

 1442 آذر 42پذیرش نهایی: ،  1442 آبان 34،  بازنگری: 1442 شهریور 31دریافت مقاله: 

 

 

 چکیده

زای  بیماری اشریشیاکلیهای  شود. جدایه زا در طیور محسوب می های بیماری ترین میکروب یکی از مهم اشریشیاکلی

های بسیار شایع در صنعت پرورش طیور  باسیلوز یکی از بیماری باشد. کلی زایی خارج از محیط روده می پرندگان قادر به بیماری

، sitAهای  گردد. هدف از انجام این تحقیق، بررسی فراوانی ژن باشد که سالیانه موجب بروز خسارات اقتصادی زیادی می می

iutA  وirp2 جدایه  144بود.  1444باسیلوز طیور در شهر تبریز در سال  جداشده از موارد کلی اشریشیاکلیهای  ریدر باکت

صورت فنوتیپی تعیین هویت  آمیزی به های بیوشیمیایی و رنگ باسیلوز طیور با روش جداشده از موارد کلی اشریشیاکلیباکتری 

ها به روش مولکولی مورد بررسی قرار گرفت. نتایج نشان داد که  یهدر این جدا irp2و  sitA ،iutAهای  شدند. سپس فراوانی ژن

درصد بود.  11درصد و  14درصد،  11ترتیب  مورد آزمایش به اشریشیاکلیهای  در باکتری sitAو  iutA ،irp2های  فراوانی ژن

های مورد  نظر حضور ژن های مورد آزمایش حاوی هر سه ژن مذکور بودند. هیچ نمونه منفی از درصد از جدایه 52همچنین 

مورد آزمایش در این تحقیق، ممکن است  اشریشیاکلیهای  های جذب آهن در باکتری مطالعه مشاهده نشد. فراوانی بالای ژن

ها باشد. بنابراین ضروری است تا مطالعات بیشتری انجام گیرد و اهمیت چنین  دهنده حدت بالقوه بالای این جدایه نشان

 یدمیولوژی بیماری در طیور ارزیابی نماید.احتمالاتی را در اپ

 باسیلوز طیور های جذب آهن، کلی اشریشیاکلی، ژن :کلیدیواژگان 
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 مقدمه
 ExPECای  زای خارج روده بیماری اشریشیاکلی

(Extraintestinal pathogenic Escherichia coli عامل )

های  باسیلوز در طیور و نیز عفونت کلی ی ایجادکننده

توان به  باشد که از این جمله می مختلف در انسان می

های دستگاه ادراری، مننژیت نوزادان و سپسیس  عفونت

های اقتصادی زیادی  ها خسارت (. این سویه1اشاره کرد )

وری از  های درمانی و افت بهره کنند که هزینه ایجاد می

زای پرندگان،  های بیماری جدایه(. 2باشد ) این جمله می

باسیلوز  کنند. کلی های مختلفی در طیور ایجاد می بیماری

باشد که  های طیور می ترین عفونت باکتریایی در گله رایج

کند.  های اقتصادی زیادی ایجاد می خسارت

عنوان  زای پرندگان نقش مهمی به های بیماری اشریشیاکلی

های  بر عهده دارند و فراوردهپاتوژن منتقله از راه خوراک 

های  از جمله جدایه ExPECطیور، منبع مناسبی از 

زای  های بیماری (. سویه3باشند ) زا در انسان می بیماری

این باکتری جزء میکروفلور طبیعی دستگاه گوارش بوده و 

در شرایط استرس محیطی و تضعیف سیستم ایمنی باعث 

درصد  14-15حدود  شوند. باسیلوز می ایجاد بیماری کلی

زا  های بیماری های روده مربوط به سروتیپ از کلیفرم

های مختلف اکتساب  (. تا به امروز، سیستم5، 4هستند )

کشف شده است که نقش آنها  اشریشیاکلیآهن در 

و کمتر  ExPECعنوان فاکتورهای حدت بیشتر در گروه  به

( مورد Diarrheagenic E. coli) DECهای  در سویه

عنوان  سیدروفورها به(. 3، 1لعه قرار گرفته است )مطا

عوامل جذب کننده آهن خارج سلولی از مواد معدنی یا 

یکی از  .کنند ترکیبات آلی در شرایط فقدان آهن عمل می

رین سیدروفورهای شناسایی شده در اشریشیاکلی، ت مهم

 -. جذب کمپلکس فریکباشد سیستم آئروباکتین می

غشاء خارجی انجام  iutAنده آئروباکتین توسط گیر

های  در غشای خارجی باکتری iutAژن (. 1شود ) می

قرار دارند و با انتقال  اشریشیاکلیمنفی از جمله  گرم

سیدروفور هیدروکسامات از پیرامون باکتری به فضای 

های  ، سبب انباشت و اتصال آنها به گیرندهپلاسم پری

ت حاصل از لامحصو. (1) شوند می میلاسپ پروتئینی پری

آهن و  های دو ظرفیتی خصوصاً در انتقال کاتیون sitA ژن

ثری دارند و به بقای باکتری کمک شایانی ؤمنگنز نقش م

ثیر أت( سیستم جذب آهن)irp2 ژن(. 14ند )نمای می

زایی و حدت این باکتری دارد و  سزایی در ایجاد بیماری هب

این باکتری زایی  ترین عوامل بیماری عنوان یکی از مهم به

ترین ژن کدکننده  شایع irp2 . گردد محسوب می

ای  های اشریشیاکلی خارج روده فاکتورهای حدت در ایزوله

از (. 14) باشد جداشده از عفونت دستگاه تناسلی می

زایی مرتبط است،  که توانایی جذب آهن با بیماری آنجایی

تواند برای  های جذب آهن می بررسی ژنتیکی سیستم

زا از اهمیت  بیماری اشریشیاکلی های ی سویهغربالگر

بررسی هدف از انجام این تحقیق،  .زیادی برخوردار باشد

های  در باکتری irp2و  sitA ،iutAهای  فراوانی ژن

باسیلوز طیور در شهر  جداشده از موارد کلی اشریشیاکلی

 بود. 1444تبریز در سال 

 ها روش و مواد
در این تحقیق،  ها: آوری و جداسازی نمونه جمع

آوری شده از موارد  جمع اشریشیاکلیجدایه  144

در  1444های فروردین تا آبان  باسیلوز طیور بین ماه کلی

شهر تبریز برای کار تحقیقی اخیر در نظر گرفته شد. بعد 

  از کالبدگشائی طیور مبتلا و مشاهده علایم کلی

سمی، در شرایط استریل، با سوآپ از ترشحات سطح  سپتی

بافت و با ایجاد شکاف با لوپ، قسمتی از بافت کبد و قلب 

 24-32کانکی آگار کشت داده شد. پس از  در محیط مک

گراد،  درجه سانتی 33گذاری در دمای  ساعت گرمخانه

های صاف لاکتوز مثبت انتخاب شده و پس از  پرگنه

ها به روش گرم، آزمایشات تکمیلی  آمیزی باکتری رنگ

های  أیید تشخیص فنوتیپی باکتریبیوشیمیایی جهت ت

، SIMصورت گرفت که شامل موارد زیر بود:  اشریشیاکلی

(، وژ Methyl red) MRسیمون سیترات آگار، متیل رد 

 VP (Voges Proskauer ،)TSI (Triple Sugarپروسکائر 

Iron agar( )11( و اوره آگار )شرکت مرک، کشور آلمان.) 

ژنومی به روش  DNAاستخراج  :DNAاستخراج 
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 جدایه 144 یرو DNAاستخراج جوشاندن انجام شد. 

( BHIکشت قلب مغز ) طیدر مح اشریشیاکلیکشت شده 

 درجه 35 ی( در دماشرکت مرک، کشور آلمانآگار )

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

 244 یاپندورف حاو یتریل یلیم 5/1نمونه در لوله 

شد و با استفاده از  ختهیر لیاستر TEبافر  تریکرولیم

 قهیدق 14به مدت  ها الیسپس و کاملاً مخلوط شد. کریش

 یطور به ،ده شدجوشان گراد سانتیدرجه  144 یدر دما

در  را پوشش داد. ها الیدو سوم و ،که سطح آب جوش

دقیقه  5-14به مدت  g  1444دور ها با الیو ت،ینها

 یبرا DNA یحاو یها الیو ییرو عیما شدند. وژیفیسانتر

 .(12) منتقل شد لیبه اپندورف استر PCR شیآزما

استخراج شده توسط  DNA تیفیو ک تیکمبررسی 

 5/1بر روی آگارز و الکتروفورز  دراپنانو های دستگاه

 شد.درصد انجام 

 های مورد مطالعه: شناسایی مولکولی ژن

 1 مشخصات و توالی پرایمرهای مورد استفاده در جدول

( PCRای پلیمراز ) نشان داده شده است. واکنش زنجیره

میکرولیتر آب دیونیزه  1/11میکرولیتر شامل  24در حجم 

 میکرولیتر  PCR  (10X ،)1/4میکرولیتر بافر 2استریل، 

MgCl2(54 میلی  ،)میکرولیتر  5/4مولارdNTPs ،5/4 

میکرولیتر پرایمر برگشت،  5/4میکرولیتر پرایمر رفت، 

 4و   Taqپلیمراز  DNA( 5U/µlیکرولیتر )م 3/4

 زمانی و دمایی الگو انجام شد. برنامه DNAمیکرولیتر 

 irp2و iutA ، sitA  های ژن تکثیر برای ترموسایکلر دستگاه

 1به مدت  PCRآورده شده است. محصول  2در جدول 

آمیزی شده با  درصد رنگ 5/1ساعت بر روی ژل آگارز 

 اشریشیاکلیهای  اتیدیوم بروماید الکتروفورز شد. سویه

های  عنوان سویه ترتیب به به 25122و  43111، 531

استفاده شدند  irp2و  iutA ،sitAهای  کنترل مثبت ژن

ی عنوان کنترل منف (. از آب دوبار تقطیر استریل نیز به13)

 استفاده شد.

 

 اشریشیاکلیهای  های مورد مطالعه در نمونه ژنمورد استفاده جهت شناسایی پرایمرهای اختصاصی توالی و ویژگی  -1 جدول

 منبع (bpاندازه محصول ) (′5′→3توالی ) ژن

iutA F: GGCTGGACATCATGGGAACTG 

R: CGTCGGGAACGGGTAGAATCG 
342 41 

sitA F: AGGGGGCACAACTGATTCTCG 

R: TACCGGGCCGTTTTCTGTGC 
141 41 

irp2 F: AAGGATTCGCTGTTACCGGAC 

R: AACTCCTGATACAGGTGGC 
413 41 

 

 های مورد آزمایش برای تکثیر ژن اشریشیاکلیهای  نمونه PCRشرایط انجام  -2جدول 

 تعداد چرخه مرحله
 ژن مورد آزمایش

 زمان )دقیقه/ ثانیه(
 دما)سلسیوس(

  iutA/sitA/irp2  

 14/14/14 ′4/′4/′4 1 واسرشت اولیه

 14/14/14 ′′34/′′34/′′34 34 واسرشت شدن

 51/5151 ′′34/′′34/′′34  اتصال پرایمرها

 32/32/32 ′′14/′′14/′′14  گسترش

 32/32/32 ′5/′5/′5 1 گسترش نهایی
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 جنتای
جدایه  144دست آمده نشان داد که در میان  نتایج به

 11باسیلوز طیور، تعداد  جداشده از موارد کلیاشریشیاکلی 

 11(، تعداد A-1)شکل  iutAدرصد( دارای ژن  11جدایه )

 14( و B-1)شکل  sitAدرصد( دارای ژن  11جدایه )

( بودند. C-1)شکل  irp2درصد( دارای ژن  14جدایه )

و  iutA، sitAدرصد( هر سه ژن  52جدایه ) 52همچنین 

irp2 طور همزمان داشتند. هیچ نمونه منفی از نظر  را به

های  های مورد مطالعه مشاهده نشد. فراوانی ژن حضور ژن

 3دول صورت ترکیبی در ج بهمورد مطالعه به تفکیک و 

 آورده شده است.

 

  A B C 

 درصد 5/1 آگارز ( بررویC) irp2 ( و B) iutA (A ،)sitA های ژن PCR محصول الکتروفورز -1 شکل

 

 ها در یک جدایه های مورد مطالعه و فراوانی با هم بودن این ژن فراوانی ژن -3جدول

 ها تعداد جدایه ها ترکیب ژن ها تعداد جدایه ژن

iutA 11 iutA+sitA 1 

sitA 11 iutA+irp2 4 

irp2 14 sitA+irp2 4 

 iutA+sitA+irp2 52 4 فاقد ژن حدت

   144 جمع

 

 گیری و نتیجه بحث
 4های جداشده از انسان و طیور را به  اشریشیاکلی

(. هر گروه 13کنند ) بندی می گروه فیلوژنتیک تقسیم

کند. از این رو،  خصوصیات اکولوژی و حدت آن را بیان می

آگاهی از هویت جمعیت باکتریایی در درک اپیدمیولوژی 

دهد که حدت یک  باشد. شواهد نشان می بیماری مهم می

ه به ساختار فیلوژنتیک آن بیش از آن ک ExPECجدایه 

(. 11مربوط باشد به ساختار اکولوژی آن ارتباط دارد )

 APEC (Avianهای  هایی که بین جدایه شباهت

Pathogenic Escherichia coli و )UPEC 

(Uropathogenic Escherichia coliاز نظر گروه )  های

سرمی و ژنوتیپ حدت وجود دارد این نظریه را تقویت 

های اشریشیاکلیعنوان حامل  طیور به کند که می

(. نتایج 11شوند ) ایجادکننده عفونت ادراری مطرح می

و  iutA ،sitAهای  تحقیق اخیر نشان داد که فراوانی ژن

irp2 جداشده از موارد  اشریشیاکلیهای  در باکتری

 11درصد،  11ترتیب  باسیلوز طیور در شهر تبریز به کلی

های  درصد از جدایه 52ن درصد بود. همچنی 14درصد و 

طور همزمان دارای هر سه ژن مورد  مورد آزمایش، به

مذکور بودند. در تحقیقی گزارش شده است که فراوانی 
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جداشده  اشریشیاکلیهای  در باکتری sitAو  iutAهای  ژن

باسیلوز طیور در استان آذربایجان غربی  از موارد کلی

(. در 24درصد بود ) 5/11درصد و  1/14ترتیب  به

 اشریشیاکلیهای  در باکتری iutAای فراوانی ژن  مطالعه

درصد گزارش شد  4/13باسیلوز طیور  جداشده از کلی

های  (. در تحقیق دیگری گزارش شد که فراوانی ژن21)

iutA ،sitA  وirp2 جداشده از  اشریشیاکلیهای  در باکتری

 1/14درصد،  2/12ترتیب  باسیلوز طیور به موارد کلی

( 1311(. فراز و میرزایی )22درصد بود ) 1/51د و درص

 اشریشیاکلیهای  درصد از باکتری 51گزارش کردند که 

های ادراری انسان در شهر  جداشده از موارد عفونت

ای، فراوانی  (. در مطالعه23بودند ) irp2بروجرد حاوی ژن 

 اشریشیاکلیهای  در باکتری irp2و  iutA ،sitAهای  ژن

های اسهالی انسان در شهر مشهد  جداشده از نمونه

درصد  33/13درصد و  11/15درصد،  45/15ترتیب  به

،  sitA و iutAهای  (. تفاوت فراوانی ژن24گزارش شد )

irp2 باسیلوز طیور  دست آمده از موارد کلی های به درجدایه

دهنده  در این مطالعه نسبت به سایر مطالعات نشان

های حدت مذکور در بین  ندگی ژناختلاف در پراک

باشد که این امر احتمالاً  می اشریشیاکلیهای مختلف  سویه

های جغرافیایی و نیز اختلاف در منشاء  از تفاوت

های جداشده )مواد غذایی، انسان و دام(  اکولوژیکی سویه

های جذب  شود. در این تحقیق، فراوانی بالای ژن ناشی می

جداشده از موارد  کلیاشریشیاهای  آهن در جدایه

برای  ها جدایهکه در این دهد  نشان میباسیلوز طیور  کلی

کننده  لاتهترکیبات ک ،جذب آهن در شرایط کمبود آهن

از  .شود ایجاد می آهن نظیر سیدروفورها توسط باکتری

های جذب آهن  طرف دیگر لازم به ذکر است که حضور ژن

باسیلوز  د کلیجداشده از موار اشریشیاکلیهای  در جدایه

های مذکور و  طیور در این تحقیق به معنی بیان ژن

زایی بیشتر آنها نیست. ضروری است مطالعات  بیماری

بیشتری در این زمینه انجام گیرد تا اهمیت بالینی این 

ها ارزیابی نماید و مشخص  های حدت را در میزبان شاخصه

 های حدت در جوامع عنوان منبع ژن نماید که طیور به

های  باشند. فراوانی بالای ژن انسانی و بالعکس مطرح می

sitA ،iutA  وirp2 مورد  اشریشیاکلیهای  در باکتری

آزمایش در این تحقیق همانند اکثر مطالعات قبلی، 

ها باشد.  دهنده حدت بالقوه بالای این جدایه تواند نشان می

بنابراین مطالعات بیشتری باید صورت گیرد تا اهمیت 

 اشریشیاکلیزایی  حدت مورد مطالعه در بیماری عوامل

 جداشده از طیور مشخص شود.

 سپاسگزاری

از کلیه عزیزانی که در انجام این کار تحقیقی ما را 

 یاری کردند کمال تشکر و قدردانی را داریم.
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Summary 

 

Escherichia coli is one of the most important pathogenic microbes in poultry. Avian pathogenic Escherichia 

coli isolates are capable of pathogenicity outside the intestinal environment. 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 re-

search was to study of the frequency of iutA, sitA and irp2 genes in Escherichia coli isolated from poultry coli-

bacillosis in Tabriz city in 2021. 100 samples of Escherichia coli isolated from poultry colibacillosis were phe-

notypically identified by biochemical and staining methods. Then, the frequency of sitA, iutA and irp2 genes in 

these isolates was investigated by molecular method. The results showed that the frequency of iutA, irp2 and 

sitA genes in the tested Escherichia coli samples were 88%, 84% and 66%, respectively. Also, 52% of the tested 

isolates contained all three mentioned genes. No negative samples were observed in terms of the presence of 

studied genes. In this research, the high frequency of iron absorption genes in Escherichia coli samples tested 

may indicate the high potential virulence of these isolates. Therefore, it is necessary to conduct more studies and 

evaluate the importance of such possibilities in the epidemiology of the disease in poultry. 
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