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 به مبتلا گوشتی طیور از شده جدا اشریشیا کلی یهاباکتری فیلوژنیک یهاگروه تعیین

 زابل شهرستان در باسیلوزکلی

 
  2*، رضا اسمعیل زاده دیزجی1یونس تیموری 

 
 های طیور، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه شهرکرددستیار تکصصی، بیماری -1

 های طیور، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه تهراندستیار تکصصی، بیماری -2
 

 1316بهمن  21پذیرش نهایی:   ،1316  ر  21 ،  بازنگری:1316  ر  3دریافت مقاله: 

 

 چکیده

باساایلوز های کلیتوانااد در طیااور منجاار بااه سااندر میطلب اساات کااه یاا  ارگانیساام فرصاات اشریشاایا کلاای باااکتری

شااامل  گااروه فیلااوژنیکی 4دارای  اشریشاایا کلاایساامی، پریکاردیاات، پااری هپاتیاات و سااالپنژیت و...( گااردد.  سپتی)کلی

A، B1، B2  و D روشاای مناسااب جهاات بررساای نااوع پراکناادگی  اشریشاایا کلاایهای اساات.  فیلوتایپینااگ ایزولااه

 هااایگروه نیاایتع بااه منظااور حا اار یبررساا باشااد.میدر مناااطق مکتلااف  اشریشاایا کلاایهای هااای فیلوژنیاا  ایزولااهگروه

هااای گروهفراواناای  بااه منظااور تعیااین ، در ایاان مطالعااهگرفاات در شهرسااتان زاباال صااورت اشریشاایا کلاای  فیلوژنیاا 

بااه کلاای  مشااکو جوجااه گوشااتی قطعااه  144زاباال،  جاادا شااده از طیااور گوشااتی اشریشاایا کلاایری باااکت یفیلااوژنیک

هاای های میکروبای و  زمایشباا انجاا  کشات. باه  زمایشاگاه منتقال گردیاد TSBدر محای    و شاد گیارینموناه باسیلوز

بااه روش  ایزولااه شاادههااای باکتری DNAتعیااین هویاات گردیااد،  اشریشاایا کلاایایزولااه  111بیوشاایمایی رایاا   تعااداد 

هااای فیلوژنیاا   نهااا تعیااین شااد. در ایاان مطالعااه از مجمااوع گروه triplex PCRبااه روش  گردیااد واسااتکرا  جوشاااندن 

قاارار گرفتنااد. بااا انجااا    B2و  B1 ،D، Aهااای  فیلوژنیاا  درصااد بااه ترتیااب در گروه 14و   23، 27، 36ایزولااه،  111

باسایلوز در جادا شاده از طیاور گوشاتی مباتلا باه کلی اشریشایا کلایهای همطالعه حا ر مشکه گردید کاه اغلاب  ایزولا

 بودند. B1های  فیلوژنی  شهرستان زابل متعلق به گروه

 PCRباسیلوز، گروه فیلوژنی ، اشریشیا کلی، طیور، کلی  واژگان کلیدی:

                                                           
 rezaesmailzade@rocketail.com: مکاتبه مسئول نویسنده الکترونی  پست *
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 مقدمه

هااایی عاماال اصاالی بیماری اشریشاایا کلاایهای سااویه

سااامی در طیاااور گوشاااتی و باااومی سپتی،اااون کلی

در  اشریشاایا کلاای(. ایاان فاار  بااا حضااور 1) باشااندمی

هااای احشااایی مکتلااف خااون و کلااونیزه شاادن در ارگان

شااود. عفوناات میشااامل قلااب، کبااد و طحااال مشااکه 

دهااد و در میاولیااه ایاان باااکتری در مجاارای تنفساای رش 

 .(2)کنااد میهااای گوناااگونی را ایجاااد نهایاات بیماری

های هااوایی عموماااع ایاان و ااعیت بااا عفوناات کیسااه

شاااود کاااه ممکااان اسااات هماااراه باااا میمشاااکه 

هپاتیاات و سااالپنژیت پریکاردیاات، پااری ساامی،سااپتی

 شناساایای از علاام زیسااتفیلوژنیاا  شاااخه .(3باشااد )

یاابی مولکاولی و هاای تاوالیاست کاه باا اساتفاده از داده

شناساای، بااه بررساای ارتبااا  هااای ریکتماااتریک  داده

یااا  هاههااای مکتلااف جاناادران نظیاار گونااگروه تکاااملی

هاااای متماااایز وجاااود گروه .(4) پاااردازدهااا میجمعیت

ییااد گهاساات تمدت اشریشاایا کلاایفیلااوژن در باااکتری 

ر حااال حا اار ،هااار گااروه شااناخته د .(5) شااده اساات

 .(6) وجاااود دارد Dو    A ،B1 ،B2شاااده شاااامل

هااای فنااوتیپی خااود، ، در ویژگیهاااگروه ایاانهای سااویه

از جملااه توانااایی  نهااا در اسااتفاده از قناادهای مکتلااف، 

ات دمااا و ناارش بیاوتیکی و ارتباطااپروفایال مقاوماات  نتاای

در نیااز اناادازه ژنااو   .(7)باشااند می رشااد  نهااا، متفاااوت

 B1و  Aهای متفااوت اسات، ساویه ار گاروه،هااین بین 

 Dو  B2های هاااااای کاااااو،کتر از ساااااویهدارای ژنو 

 .  (8) باشندمی

های ایاان ،هااار گااروه در رسااد سااویهمیبااه نظاار 

 وصاافات زیساات محیطاای  ،تمایاال بااه ایجاااد بیماااری

هااایی داشااته باشااند تفاوت ،هااای پیشااینه زناادگیویژگی

ای همزیساااات روده  B1و Aهااااای اغلااااب گروه .(1)

 Dو باااه میااازان کمتاااری  B2هاااای باشاااند و گروهمی

ای هسااتند زای خااار  رودههای بیماااریشااامل سااویه

هاای فیلوژنیا  یا  از ایان گروهزایی هار بیماری .(11)

زای متفاااوتی همااراه هااای بیماااریبااا فعالیاات فاکتور

 هاایگروه نیایتع هاد  باا حا ار یمطالعاه .(11)است 

باساایلوز عاماال بیماااری کلی اشریشاایا کلاای فیلوژنیاا 

 .گرفاات انجااا   جوجااه گوشااتی در منطقااه سیسااتان

توانااد گااامی ماارثر جهاات میی ایاان تحقیااق نتیجااه

های هااای فیلوژنیاا  ایزولااهبررساای نااوع پراکناادگی گروه

هااای و متعاقبااااع درمااان دقیااق تاار بیماری اشریشاایا کلاای

 طیور باشد.

 کارمواد و روش

ی زمااانی   ر ماااه ایاان مطالعااه توصاایفی در فاصااله

انجاااا   1314تاااا شاااهریور مااااه ساااال  1313ساااال 

 اشریشاایا کلاایجداسااازی باااکتری  پااذیرفت. بااه منظااور

ی مشااکو  قطعااه جوجااه 144باساایلوز، از عاماال کلاای

ی گوشاتی در منااطق گلاه 8باسایلوز از به بیمااری کلای

ی سیسااتان، توساا  سااو   اسااتریل از مکتلااف منطقااه

ی بطناای ) ااایعات مکتلااف بیماااری از جملااه محوطااه

ی کاردیات، پریتونیات، عفونات کیساههپاتیات، پاریپری

های هااااوایی و ساااااالپینژیت( تااااور  کیسااااهزرده، 

بااه  TSB (HIMEDIA)گیری شااد و در محاای  نمونااه

 زمایشااااگاه میکروبیولااااوژی دانشااااکده دامپزشااااکی 

 TSBها در محاای  دانشااگاه زاباال منتقاال گردیااد. نمونااه

درجااااه  37 ساااااعت در دمااااای 24-18بااااه ماااادت 

گااذاری شااد. سااپ  باارای تعیااین گرمکانااه سااانتیگراد

 Mac Conkey Agarها در محاای  کشاات هویاات نمونااه

سااااعت  18-24)مااار   لماااان( کشااات و پااا  از 

، درجاااه ساااانتیگراد 37 گاااذاری در دماااایگرمکاناااه

انتکااب شاد. در  اشریشایا کلای های مشاکو  باه کلنی

های مااورد نظاار در محاای  کشاات ی بعااد، نمونااهمرحلااه

EMB سااعت  18-24مادت  )مر   لماان( کشات و باه

گااذاری شااد و در گرمکانهدرجااه ساااتنیگراد 37در دمااای

نهایات پا  از انجااا   زمایشاات بیوشایمیایی اسااتاندارد، 

 .(12)شناسایی گردید  اشریشیا کلیایزوله  111

 ابتاادا: Triplex-PCRو انجييام  DNAاسييتخرا  

 بااه TSB باارا  محاای  روی اشریشاایا کلاای یهاایزولااه
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 درجااه ساااتیگراد 37دمااای در ساااعت 18-24 ماادت

 ،افتااهیرشااد  یهااای. از باکتردیااگرد یگااذارخانااهگرما

DNA دیاابااه روش جوشاااندن اسااتکرا  گرد  ژنومیاا، 

برداشاته شاد  یبااکتر یکلنا ،ناد کاهبدین صورت کاه 

 5و باااه مااادت  وارد زهیونیااا ب د میکرولیتااار 211 و در

شااد و  دهجوشااان درجااه سااانتیگراد 15ی در دمااا قااهیدق

الگاو   DNAباه عناوان  یایمحلاول رو فوژ،یساانترپ  از 

منظااور انجااا  واکاانش  بااه درجااه سااانتیگراد -21در 

PCR های اسااتکرا  . کیفیاات ایزولااه(13) شااد رهیاا خ

هااا بااا روش اسااپکتروفتومتری مااورد شااده و غلظاات  ن

بررساای قاارار گرفاات. جهاات طراحاای پرایماار اختصاصاای 

 Oligo و CLC Main Workbenchاز نااار  افااازار 

analyzer  اسااتفاده شااد، همچنااین بااه منظااور بررساای

هااای طراحاای شااده از منحصاار بااه فاارد بااودن پرایمر

Blast  پایگااااه اینترنتااایNCBI  اساااتفاده گردیاااد و در

 (.1نهایت از شرکت پیشگا  تهیه گردید )جدول 

 

های طراحی شدهتوالی پرایمر -1جدول   

References 
Band size 

(bp) 
Length(N) Sequence Primer name 

(14)  271 
21 

21 
GACGAACCAACGGTCAGGAT 
TGCCGCCAGTACCAAAGACA 

ChuA –F 

ChuA _R 

(14)  
211 

21 

21 
TGAAGTGTCAGGAGACGCTG 

ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC 
YjaA_F 

YjaA _R 

(14)  
152 

21 

21 

GAGTAATGTCGGGGCATTCA 
CGCGCCAACAAAGTATTACG 

TspE4C2 _F 

TspE4C2 _R 

 

مااواد مااورد نیاااز تهیااه  PCRباارای انجااا  واکاانش 

 یژنااوم DNAاسااتکرا   طااور خلاصااه پاا  از بااه شااد.

 قطعاااه و chuA ، yjaA،ماااارکر یهااااژن یهاااایتوال

TspE4.C2  باااا اساااتفاده از روشTriple-PCR ریاااتکا 

در  کلیساا  یاابااه صااورت  Triple-PCR برنامااه. دیااگرد

شاامل:  کلیسا 11 ،قاهیدق 5 باه مادت درجاه 34 دمای

 ،هیااثان 11بااه ماادت  درجااه 34 واسرشااتگی در دمااای

بااه  درجاه 55 الگاو در دماای DNAهاا باه اتصاال پرایمر

 72 الگاو در دمااایطویال شاادن رشاته  ،هیاثان 11 مادت

بااه  درجااه 72 کلیساا  یااو  هیااثان 11 بااه ماادت درجااه

 (.  15ت )رفیانجا  پذ قهیدق 7 مدت

 محصااو ت از تااریکرولیم 5 واکاانش، انجااا  از پاا 

 قااهیدق 41 ماادت بااه  درصااد 2  گااارز ژل در ،واکاانش

 ریاتکا قطعاات و شاد الکتروفاورز 75  ولتااژ ریتاگث تحت

شااد.  ارزیااابی Ladder 100 نشااانگر از اسااتفاده بااا شااده

عااد  وجااود  ایااباار اسااا  وجااود  یلااوژنیف یبناادگااروه

 B2: گااروه صااورت هباافااو   یهاااژن یریااتکا یباناادها

)+chuA( ،+yjaA ،±C2.TspE4گااااروه ، )+chuA( D

، -yjaA،±TspE4.C2 گاااااروه ،)-chuA( B1 ،±yjaA ،

C2.TspE4+  و گااااروه)-chuA( A ،±yjaA ،C2.TspE4- 

و همکااااران در ساااال  Clermontباااا اساااتفاده از روش 

 .(1( )شکل 15انجا  شد ) 2111

 نتایج

قطعاااه  144گیاااری از در ایااان مطالعاااه نموناااه

ی گلاه 8باسایلوز از ی مشاکو  باه بیمااری کلایجوجه

گوشااتی در مناااطق مکتلااف شهرسااتان زاباال انجااا  

  111های بیوشااایمایی گرفااات و پااا  از انجاااا  تسااات

  44/61) دایزولاااه اشریشااایا کلااای جداساااازی گردیااا

بااااه روش  PCR(. پاااا  از انجااااا  واکاااانش درصااااد

Multiplex-PCR  باار رویDNA  هااای اسااتکرا  شااده

 B1 ،D ،Aهااای فیلااوژنی ها، فراواناای گروهاز ایاان ایزولااه

مشاااکه  درصاااد 14و  23، 27، 36باااه ترتیاااب  B2و 

 B2و  B1بنااابراین گااروه فیلااوژنی (. 1گردیااد )نمااودار 

 .اوانی را داشتندبه ترتیب، بیشترین و کمترین فر
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، B1متعلق به گروه فیلوژنیک  2مارکر، ستون  1های فیلوژنی: ستون برای تعیین گروه PCRنتایج حاصل از الکتروفورز محصولاد واکنش  -1شکل 

 است. Dمتعلق به گروه  5و ستون  Aمتعلق به گروه  4، ستون B2متعلق به گروه  6و  3های ستون

 

 
 اشریشیا کلیهای های فیلوژنتیکی در ایزولهفراوانی گروه -1نمودار 

 

 گیریبحث و نتیجه

پاااتوژن پرناادگان عاماال بیماااری  اشریشاایا کلاای

هااای خااار  باساایلوز بااوده و موجااب  ساایب بافتکلاای

. ایان مطالعاه بارای اولاین باار بار (16) شاودای میروده

جادا شاده از  بیمااری کلای باسایلوز  اشریشیا کلایروی 

 یمنطقااهدر گااروه فیلوژنیاا  ایاان باااکتری  تعیااینو 

انجاا  گرفات. نتاای  مطالعاات گذشاته، حااکی  سیستان

اشریشاایا  همزیسااتهای از ایاان اساات کااه اغلااب سااویه

 Aپاااتوژن پرناادگان متعلااق بااه گااروه فیلوژنیاا   کلاای

 اشریشاایا کلاایهااای درحالیکااه باکتری ،(17) باشااندمی

 Extra- intestinalای پاااتوژن پرناادگان )خااار  روده

pathogenic E.coli or ExPEC اکااااراع متعلاااق باااه )

و بااه طااور نااا،یز متعلااق بااه گااروه  B2گااروه فیلوژنیاا  

D ساات کااه در مطالعااه  اایاان در حالی(. 18) باشااندمی

Wu همساااو باااا نتاااای  2115در ساااال  شو همکااااران ،

در بیشااترین فراواناای را  B1ی حا اار، گااروه مطالعااه

های جاادا شااده از  شااه اشریشاایا کلاایهای بااین ایزولااه

. همچنااین در مطالعااات (11)(درصااد 34طیااور داشاات )

Hiki  در ژاپاان کااه باار روی  2114و همکاااران در سااال

جادا شاده از طیاور صاورت گرفات، گاروه  اشریشیا کلای
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تارین گاروه بعاد از گاروه فیلوژنیا  شاای  B1ژنی  فیلو

A در مطالعاااات (21) باااود .Jakobsen  و همکاااارانش در

 درصااد 37 بااا شاایوع A، گااروه فیلوژنیاا  2111سااال 

جادا  اشریشایا کلایهای ین ایزولاهترین گاروه در باشای 

ی حا اار گااروه . در مطالعااه(21) شااده از طیااور بااود

 ( داشاات ودرصااد 23فراواناای کمتااری ) Aفیلوژنیاا  

هااای توانااد تفاوتمییاال ایاان اختلافااات د  یکاای از

ها باشااد. باارخلا  توزیاا  جغرافیااایی در میکروارگانیساام

 71ی ایاان مطالعااه، حساانی و همکاااران از بااین نتیجااه

باساایلوز طیااور جاادا شااده از کلی اشریشاایا کلاایایزولااه 

ایزولااه را متعلااق بااه گااروه فیلوژنیاا   2در تبریااز فقاا  

B1  ،گزارش کردناد، ولای همساو باا نتاای   ایان مطالعاه

دوماااین گاااروه شاااای  در باااین  D گاااروه فیلوژنیااا 

. در بررسااای گاااروه فیلوژنیااا  (22) ها باااودایزولاااه

انسااانی، اغلااب گااروه  گهااای بااا منشاااشریشاایا کلاای

باااه ترتیاااب بیشاااترین فراوانااای را  Dو  B2فیلاااوژنی 

سااات کاااه عبااادی و ا. ایااان درحالی(23،24) داشاااتند

 اشریشاایا کلاای مطالعااه بااردر  ،1311در سااال  همکاااران

ی زاباال، هااای ادراری انسااان منطقااهجاادا شااده از عفونت

زارش گاا B1بااا ترین فراواناای را باارای گااروه فیلوژنیاا  

. (25) کردنااد کااه مشااابه نتااای  مطالعااه ی حا اار بااود

تشاابه باین نتاای  ایان تحقیاق و یکی از د یال بنابراین 

 یتاااوان باااه شاااباهت منطقاااهمی را تحقیاااق حا ااار،

 همچنااین و اشاااره کااردجغرافیااایی بااین دو مطالعااه نااا  

امکااان گسااترش ایاان گااروه در بااین انسااان و طیااور 

دهاانی بیشاتر باوده -گوشتی از طریاق  لاودگی مادفوعی

 است.

رساد کاه باه نظار مایایان مطالعاه  نتای  هبا توجه ب

های تواناااد در منطقاااهمی رایاااش گاااروه فیلوژنیااا  

ی ، کااه در منطقااهجغرافیااایی مکتلااف، متفاااوت باشااد

 B1هااای در طیااور و گروه Dو  B1هااای سیسااتان گروه

در حااالی کااه سااایر  تر هسااتند.در انسااان غالااب Aو 

بیشااتر در را   Aو  B1هااای فیلوژنیاا  گروه تحقیقااات،

بیشااتر در را  Dو  B2هااای فیلوژنیاا  گروه وحیوانااات 

ی همچنااین در منطقااه  .اناادغالااب گاازارش کردهانسااان 

هاار  و انسااان موجااود در طیااوراشریشاایا کلاای سیسااتان، 

لاای باار اسااا  سااایر و بااوده از نااوع کمنسااال دو اغلااب

بیشااتر از  حیااوانمربااو  بااه  اشریشاایا کلاای مطالعااات 

 باشد.میای خار  رودهکمنسال و انسانی بیشتر نوع 
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Summary 

 

Escherichia coli is an opportunistic organism which can cause Colibacillosis syndromes (colisepti-

cemia, pericarditis, perihepathitis, salpingitis and …). E.coli has four phylogenetic groups including A, 

B1, B2 and D. Phylotyping is an adequate method for surveying the dissipation type of the phylogenetic 

groups of E.coli isolates in different regions. The present study was conducted to determine the phylo-

genetic groups of E.coli in Zabol city. In order to determine the frequency of the phylogenetic groups 

of E.coli in Zabol, 144 broilers suspected of Colibacillosis were sampled and samples were transferred 

to laboratory in TSB. After culturing and applying some common biochemistry tests, a total number of 

100 E.coli were isolated. DNA of all isolates was extracted by boiling method and phylogenetic groups 

were determined by triplex PCR procedure. In this study; 36 %, 27 %, 23 % and 14 % of 100 E.coli 

isolates belonged to B1, D, A and B2 phylogenetic groups; respectively. The present study concluded 

that almost all of E.coli samples which were collected from broilers suspected of Colibacillosis in Zabol 

belonged to B1 phylogenetic group.  
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