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چکيد‌ه 
اشریشــیا کلی یکی از باکتری‌های روده پستاندران و پرندگان است و بیشتر ســویه‌های این باکتری بیماری‌زا نیستند ولی برخی از 
سرو‌تیپ‌های آن ممکن اســت در پرندگان بیماری‌هایی نظیر کلی سپتی‌سمی، عفونت کیسه زرده، تورم صفاق، تورم مجرای تخم، 
التهاب غشــای مفاصل،آبسه کف پا و تورم کیسه‌های هوایی ایجاد نمایند. هدف از این تحقیق شناسایی ژن‌های کد کننده کپسول 
و فیمبریه F1 در جدایه‌های اشریشــیا کلی جدا شده از مدفوع طیورگوشتی در استان کرمان است.تعداد 60 نمونه از مدفوع طیور 
گوشــتی جمع‌آوری و جدایه‌ها توسط آزمایش‌های بیوشیمیایی و فنوتایپی مورد بررســی قرار گرفتند ‌و ‌سپس‌با استفاده از روش 
Multiplex PCR ژن‌های fimH، kpsMT III، PAP EF، ibeA و PAI ردیابی شــدند. از 60 جدایه مورد بررسی، در50 جدایه )83/33 
درصد( ژن fimH، 12 جدایه )20درصد( kpsMT III، سه جدایه )پنج درصد(PAP A، دوجدایه )3/3 درصد(ibeA و 11 جدایه )18/33 
درصد(PAPEF شناســایی گردید. روش PCRMultiplex یک روش ژنوتیپی خیلی اختصاصی قدرتمند و موثر برای شناســایی 

اپرون‌های کدکننده چسبندگی و دیگر عوامل حدت مسبب عفونت می‌باشد. 

كلمات كليدي: اشریشیا کلی، PCR  Multiplex، ژن کپسول، فیمبریه
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Escherichia coli bacteria are as a normal flora in intestine of mammals and birds, and most strains are not pathogenic 
while some strains can cause  different disease such assepticemia, peritonitis, salpingitis, synovitis, omphalitis, coli-
granuloma and yolk sac infection. The purpose of this research was to identify genes coding for capsule and fimbriae F1 
in E. coli strains isolated from feces of broiler chickens in Kermanprovince. A total of 60 samples were collected from 
the feces of broilers from the veterinary faculty of Kerman. These isolates were confirmed by phenotypic methods like 
culture and biochemical tests. Then multiplex PCR was performed to identify fimH, kpsMT III, PAP A,ibeA and PAPEF 
genes. Out of 60 isolates, 50 isolates (83.33%) amplified ‎fimH, 12 (20%) amplified ‎kpsMT III, 3 (5%) amplified ‎PAP A, 
2 (3.3%) amplified ‎ibeA and 11 isolates (18.33%) amplified PAP EF.Multiplex PCR method is a powerful and effective 
method to detect very specific adhesion-encoding operon and other virulence factors of E. coli strains causing infection.
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مقدمه
ســرو تایپ‌های متعددی از اشریشــیاکلی در محیط حیوانات اهلی و 
پرنده‌ها وجود دارد )1(. به طور کلی، اشریشیاکلی یک ارگانیزم فرصت طلب 
است و تنها چند سروتیپ آن در انسان‌ها، پرندگان و حیوانات اهلی بیماری‌زا 
است )2(. اشریشیا کلی جزء فلور طبیعی دستگاه گوارش پرندگان محسوب 
می‌شود. عوامل حدت که غالباً به سویه‌های بیماری‌زای اشریشیاکلی طیور 
نســبت داده می‌شوند شــامل فیمبریه، دارا بودن تاژک، تولید آئروباکتین، 
تولید باکتریوسین‌ها، تولید همولیزین، وجود پلاسمیدهای بزرگ، مقاومت 
دارویی و بعضی عوامل دیگر می‌باشــند )3(. اتصــال اولین مرحله ضروری 
برای بیماری‌زایی اشریشــیاکلی ‏ توســط فیمبریه FilmH می‌باشــد )4(. 
فيمبريه‌ها از واحدهاي پروتئيني تحت نام فيمبرين تشــيكل شده است كه 
وزن مولكولي آن‌ها 30-14 كيلودالتون اســت در پيلي مرتبط با پيلونفريت 
)pap(، فيمبرين papA بخش عمده‌اي از قسمت ميله‌اي فيمبريه را تشيكل 
داده و رشــته‌هاي نوك آن از فيمبرين‌هاي papE و papF تشــيكل شده 
اســت )5 و 6(. فيمبرين‌هــاي papF ،papE را تحت واحدهاي فيمبريه‌اي 
 papG فرعــي مي‌نامند لازم به ذكر اســت كه در اين فیمبریــه، فيمبرين
در نوك رشــته انتهــاي فيمبريه قــرار گرفته و امكان اتصــال باكتري به 
پذيرنده‌هــاي اختصاصي ميزبان را فراهم مي‌ســازد و به همين دليل آن‌را 
تحت واحد چســبندگی )Adhesin( مي‌نامند )7(. اشریشــیاکلی می‌تواند 
بیش‌ از 80 نوع کپســول پلی ساکاریدی )آنتی ژن k( متفاوت تولید نماید. 

بیان یک کپســول پلی ساکاریدی از خصوصیات مرسوم برخی از سویه‌های 
اشریشــیاکلی می‌باشــد. این ساختار با احاطه سطوح ســلولی در تعاملات 
مختلف بین باکتری و محیط خارجی مشارکت می‌کند )10-8(. کپسول‌ها 
در اشریشــیاکلی بر اساس خصوصیات ژنتیکی و بیوشیمیایی در چهار گروه 
تقســیم‌بندی می‌گردد. آنتی‌ژن‌های گروه 2 در اشریشیا کلی‌های جدا شده 
از تعدادی از عفونت‌های مختلف انســان و حیوانات بیان می‌شوند )8-10(. 
این آنتی‌ژن‌ها توسط، لوکوس kps در نزدیکی serA کدگذاری‌شده، از لحاظ 
ســاختمانی شباهت به کپسول‌های پلی‌ساکاریدی بیان شده در جنس‌های 
نایســریا و هموفیلوس دارند. یکی از ژن‌های کد‌کننده کپسول در اشریشیا 
کلی kpsMT III می‌باشــد. یکی دیگر از ژن‌های حدت در اشریشــیا کلی 
ibeA است، که کد‌کننده یک پروتئین 50 کیلو دالتونی )456 آمینو اسید( 
می‌باشــد و عملکرد دقیق آن هنوز ناشــناخته مانده اســت )13-11(. ژن 
کدک‌ننــده آن در یک مجموعه جزایز بیمــاری‌زا به طول 203 کیلو باز بین 
نواحی yjiD و yjiE واقع شــده و در واقع شــامل چهار اپرون تنظیم کننده 
می‌باشد. گیرنده برای IbeA بر روی سطح سلول‌های عروق اندوتلیال مغزی 
انسان و گاو شناسایی شده است اما در پرندگان هنوز به خوبی شناخته شده 
نیست )13-11(. ژن PAI  بصورت مجموعه جزایر بیماری‌زا به طول 200-

10 کیلو باز در مجــاورت ژن‌هایtRNA حاوی توالی‌های تکراری، اینتگراز 
و ترانســپواز، و دارای محتوای G + C متفاوت نســبت به سایر قسمت‌های 
ژنوم باکتری است. این ژن در حدت باکتری اشریشیاکلی نقش اساسی دارد 

شناسایی ژنوتیپی های کدکننده ...
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)15-14(.  روش‌هاي بســياري براي تايپينگ اشريشــياكلي جهت مطالعه 
اپيدميولوژي آن مورد اســتفاده قرار گرفته انــد. ارزش اپيدميولوژكيي اين 
روش‌ها به قدرت تفكيك، قابليت اطمينان و ســهولت انجام آن‌ها بســتگي 
دارد. یکی از این روش‌ها اســتفاده از Multiplex PCR می‌باشــد. هدف از 
 fimH ،kpsMT III ،PAP EF ، انجام این مطالعه بررســی فراوانی ژن‌هــای
ibeA و PAI در اشریشیاکلی جدا شده از مدفوع طیورگوشتی استان کرمان 

بود. 
مواد و روش‌ها

جمع‌آوری نمونه‌ها و شناسایی فنوتیپی
در این تحقیق از 60 نمونه مدفوع طیورگوشــتی اســتفاده شده است. 
نمونه‌ها از بانک باکتریایی دانشکده دامپزشکی دانشگاه شهید باهنر کرمان 
جمع آوری شــد. از محیط  آگار خوندار يــا م‌ككانكي و EMB آگار جهت 
تایید و شناســایی باکتری اشريشيا كلي استفاده گردید. سپس پلیت‌ها در 
دماي 37 درجه سانتي گراد به مدت 18 تا 24 ساعت نگهداري شدند. این 
باکتری بر روي محيط کشــت م‌ككانكي پرگنه‌هائــي به قطر یک الي دو 
ميلي متر به رنگ صورتي توليد مي كند. از تســت های بیوشیمیایی احیاي 
نیترات، اکسیداز، TSI، سیمون سیترات،SIM، اوره آز، فنیل آلانین دآمیناز، 
لیزین دکربوکسیلاز وMRVP برای تشخیص دقیق ایزوله‌های اشریشیا کلی 

استفاده شد )7(.

Multiplex PCR

استخراج DNA با اســتفاده از کیت خریداری شده از شرکت سیناژن 
 PCR (Multiplex باکتریایی آزمایش -DNA ایران انجام شد. پس از استخراج
PCR( ژن‌هــای fimH ،kpsMT III ،PAP EF ،ibeA  و PAI با اســتفاده از 
آغازگر‌هــای اختصاصی )19-16( انجام گرفت.  واکنش PCR در حجم 50 
 0/5 ، X10 میکرولیتر انجام شــد که هر واکنش شامل 2/5 میکرولیتر بافر
میکرولیتر MgCl2 با غلظــت Mm 100 -0/5 میکرولیتر dNTP با غلظت 
 Taqpolymerase 10 از هر یک از آغازگرها، یک واحد آنزیم pmol ،20 Mm
و یک میکرولیتر از DNA ژنومی بود که با آب مقطر دو بار تقطیر به حجم 
نهایی 50 میکرولیتر رســید. واکنش زنجیره‌ای پلیمراز  در دمای 95 درجه 
ســانتی‌گراد به مدت  پنج دقیقه، 95 درجه ســانتی‌گراد به مدت30 ثانیه، 
63 درجه ســانتی‌گراد به مدت 30 ثانیه و 72 درجه سانتی‌گراد به مدت  2 
دقیقه و در نهایت مرحله طویل شــدن نهایی در 72 درجه ســانتی‌گراد به 
مدت 10 دقیقه انجام شــد )19-16(. برای مشاهده نتیجه تکثیر هر یک از 
ژن‌هــای مورد مطالعه، الکتروفورز بر روی ژل آگارز 1/2 درصد در شــرایط 

150 ولت در بافر 10X TBE تجاری )Fermentase, USA( انجام شد.

نتایج
60 ایزوله اشریشــیا کلی توسط تســت‌های بیوشــیمیایی مورد تایید و 

PAI و ibeA ،FE PAP ،III kpsMT ،fimH جدول 1- توالی آغازگرهای

 references   Size of product (bp))3–5( Primer sequencegens

16508
TGCAGAACGGATAAGCCGTGG
GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA

fimH

17392
TCCTCTTGCTACTATTCCCCCT
AGGCGTATCCATCCCTCCTAAC

kpsMT III

18170
AGGCAGGTGTGCGCCGCGTAC
TGGTGCTCCGGCAAACCATGC

ibeA

18930
GGACATCCTGTTACAGCGCGCA
TCGCCACCAATCACAGCCGAAC

PAI

19328
GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG
ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA

PAP EF
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شناســایی قرار گرفتند. پس از الکتروفورز و مشاهده باندها برای هریک از ژن 
 PAP A های مورد بررســی، اندازه باندها به شرح ذیل بود: به ترتیب برای ژن
باند 720 جفت بــاز، ژن fim H باند 508جفت باز، ژن kpsIII باند 392جفت 
باز، ژن papEF باند 336 جفت بازو ژن ibeA باند170 جفت بازمشــاهده شد 
)شــکل.1(. از تعــداد 60 جدایه، تعداد 50 جدایــه )83/33 درصد( واجد ژن 
fimH، 12 جدایه )20 درصد( دارای ژن kpsMT III، ســه جدایه )پنج درصد( 
دارای ژن PAP A، دوجدایــه )3/3 درصــد( دارای ibeA و 11 جدایه )18/33 
درصد( دارای ژن PAPEF بودند )جدول-2(. بیشــترین و کمترین فراوانی ژن 

به ترتیب در تحقیق حاضر fimH و ibeA بود. 

بحث
کلی باســیلوز یکــی از مهم‌ترین بیماری‌های عفونــی گله های طیور 
صنعتی می‌باشد. عامل این بیماری اشریشیا کلی است که جزء فلور طبیعی 
روده انسان، پستاندران و پرندگان است )1(. عموماً اشریشیاکلی یک پاتوژن 
فرصت‌طلب به شــمار می‌رود که در انسان و پستاندران مسئول عفونت‌های 
گوارشی اســت، درحالی‌که در گونه‌های اهلی پرندگان موجب عفونت‌های 
غیر گوارشــی عمومی یا موضعی می‌شود که متعاقب آسیب‌دیدگی یا درهم 
شکســتن ســد دفاعی پرنده وقوع می‌یابد )5-1(. کلی باســیلوز در تمام 
گونه‌هــای پرندگان اهلی و در ســنین مختلف بــروز می‌کند اما عفونت در 
پرندگان جوان شــایعتر اســت و بیشتر در ســنین چهار تا نه هفتگی رخ 
می‌دهد. عفونت‌های ناشــی از اشریشیا کلی صدمات اقتصادی قابل توجهی 
را ســالیانه به صنعت طیور تحمیل میک‌ند. این کاهش سودآوری می‌تواند 
تمام مراحل تولید صنعت گوشت طیور را تحت تاثیر قرار دهد. عوامل حدت 
که غالباً به ســویه‌های بیماری‌زای اشریشیاکلی طیور نسبت داده می‌شوند 
شــامل فیمبریه، دارا بودن تاژک، تولید آئروباکتین، تولید باکتریوســین‌ها، 
تولید همولیزین، وجود پلاسمیدهای بزرگ، مقاومت دارویی و بعضی عوامل 
دیگر می‌باشــند )5-1(. لذا این مطالعه با هدف شناســایی ژن‌های حدت 
fimH ،kpsMTIII ،PAPEF ، ibeA و PAI در اشریشــیا کلی جدا شــده از 
Multiplex-PCR مدفوع طیورگوشــتی استان کرمان با اســتفاده از روش

انجام شــد. انوری‌نژاد و همکاران )1387( در بررسی اپیدمیولوژیک ژن‌های 
حدت ســویه‌های اشریشیاکلی جداشــده از طیور مبتلا به عفونت ادراری  

نشــان دادند درصد شیوع ژن‌های hly ,sfa ,pap, 1-Cnf به ترتیب در میان 
ســویه‌ها 27/1 درصد، 14/6 درصد، 13/5 درصد و 22/9 درصد بود. تعداد 
32 نمونــه )33/3 درصــد( برای حداقل یکی از ژن‌ها و شــش نمونه )6/3 
درصد( برای تمامی چهار ژن مثبت بودند. شــایع‌ترین ژن‌ها pap/sfa بودند 
)20(.  مولین اســکولر و همکارانشان در ســال 2006 اعلام کردند بیش از 
97 درصد از ســویه‌های هر دو گروه انســانی و پرندگان دارای ژن از اپرون 
 fimbriae P، fimbriae F1C( بودند، اما ژن چســبندگی SFA و اپرون FIM
یا Afa( در هیچ یک از ســویه‌ها شناســایی نشده است. فقط یک سویه جدا 
شــده از پرنده )ســویه BEN806( دارای بیان ژن papGII بود. فراوانی ژن 
fimH در مطالعه حاضر83/33 درصد میزان قابل ملاحظه‌ای می باشد )21(. 
وانگ و همکارانش در ســال 2011 میزان شــیوع ژن ibeA را در 20 ایزوله 
اشریشیا کلی جدا شده از پرندگان 4/3 درصد اعلام کردند که با نتیجه این 
مطالعه 3/3 درصد مطابقت دارد )22(. جانسون و همکارانش در سال 2008 
فراوانی ژن kpsMTIII از اشریشــیا کلی جدا شده از پرندگان را 1/1 درصد 
گزارش نموده است. فراوانی ژن kpsMTIII در مطالعه حاضر 20 درصد بود 
)23(. ژائو و همکاران در ســال 2009 به بررسی ژن‌های مختلف حدت در 
100 ایزوله اشریشــیا کلی جدا شده از پرندگان پرداختند. تعداد و فراوانی 
ژن‌های گزارش شــده 95 )95 درصد( بــرای ژن fimH،17 درصد برای ژن 
 kpsMTIII 2 درصد( برای ژن( 2 ،papEF برای ژن )41 )41 درصد ،papA
و 17 )17 درصد( بــرای ژن ibeA بود. دلیل اختلاف تعداد و درصد میزان 
گزارش شــده از ژن‌های حدت در مطالعات مختلــف احتمالاً به نوع نمونه 
مورد مطالعه، نوع ســویه، نوع پرنده، نحوه پرورش طیور درهر منطقه، نوع 
عادت غذایی، ســطح عمومی بهداشت منطقه، میزان جمعیت و حتی روش 
نمونه‌گیري مربوط باشــد که می‌توانند در میزان فراوانی ژن‌هاي کدکننده 
عوامل حدت در ایزوله‌هاي مولد عفونت نقش داشته باشند. براي شناسايي 
ژن‌های حدت از روش Multiplex PCR استفاده شد. ژن‌های مورد نظر در 
 Multiplex زمان مناســب و با دقت زیاد شناســایی گردید و توانایی روش

PCR برای شناسایی این ژن‌ها تایید شد.

نتيجه‌گيري
در نهايت پيشــنهاد مي‌گردد با توجه بــه تغييرات گوناگوني كه امروزه 

تعداد درصدژن اشریشیا کلی

fimH83/3350

kpsMT III2012

PAP A53

ibeA3/32

PAP EF18/3311

جدول2- فراوانی ژن های حدت مورد مطالعه جداسازی شده از نمونه های مدفوع طیور

شناسایی ژنوتیپی های کدکننده ...
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شکل 1- تصوير ژل الکتروفورز محصول Multiplex PCR با استفاده از آغازگر ژن‌های حدت اشریشیا کلی 
fimH ،kpsMT III ،ibeA، PAI و .PAP EF:MMarker 100bp-)+(:کنترل مثبت و)-(: کنترل منفی

در فنوتيــپ باكتري‌هاي پاتــوژن چه به صورت طبيعــي و چه به صورت 
دستكاري‌هاي ژنتكيي و عمدي صورت مي‌گيرد و باعث اختلال در تشخيص 
اين باكتري‌ها به روش هاي سنتي مي‌شود، از روش‌هاي مولكولي كه سريع 
تر و دقيق نيز مي‌باشند استفاده گردد. همچنين تشخيص همزمان چندين 
عامل باكتريايي توســط روش Multiplex PCR از آن جهت كه در زمان و 
هزينــه مواد مصرفي صرفه جويي مي شــود مي تواند بــه عنوان جايگزين 
روشــهاي متداول كه بســيار وقت‌گير و پرهزينه هستند مورد استفاده قرار 

گيرد.

تقدیر و تشکر
بدینوســیله تمامی نویسندگان مقاله از گروه میکروب شناسی دانشگاه 
آزاد اســامی واحد ســیرجان و مدیریت و پرسنل آزمایشــگاه تحقیقاتی 
پاسارگاد که ما را در انجام این طرح تحقیقاتی یاری رساندند تقدیر و تشکر 

می‌نمایند.
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