
 

 

بررسی گروه های فیلوژنیک باکتری اشریشیا کلی 
 جدا شده ازمدفوع طیور بر اساس ژن های
chu, yio, tspe جدا شده از استان کرمان

bb

چکید ه 

زئونوتیک  اهمیت  دارای  و  انسان  در  و همچنین  در طیور  بیماری های مهمی  عامل  و  روده ای  منفی  گرم  باکتری  کلی یک  اشریشیا 
می باشد. این باکتری از لحاظ فیلوژنی به چهار گروه A، B1، B2 و D و زیرگروه های بیشتر تقسیم بندی می شود که این تقسیم بندی دارای 
اهمیت اپیدمیولوژیک می باشد. هدف از مطالعه حاضر بررسی شیوع گروه های فیلوژنیک اشریشیا کلی در سویه های جداسازی شده از 
مدفوع طیورگوشتی بود. در این مطالعه 60 نمونه اشریشیا کلی جداسازی شده از طیور جمع آوری و با آزمون های کشت و بیوشیمیایی تایید 
شدند. آزمون triplex-PCR بر روی جدایه ها و با استفاده از ژن های chuA، yjaA و قطعه TspE4.C2 جهت تعیین گروه های فیلوژنی انجام 
 A0، A1، B1، B22، B23، دارای بیشترین فراوانی در بین سویه ها بود و فراوانی زیرگروه های B2 شد. نتایج مطالعه نشان داد گروه فیلوژنی
D1 و D2 به ترتیب 18/3 درصد، 8/3 درصد، 1/6 درصد، 5 درصد، 41/6 درصد، 3/3 درصد و 16/6 درصد بود. نتایج مطالعه حاضر نشان 
داد بیشترین سویه های اشریشیا کلی جداسازی شده از مدفوع طیور گوشتی متعلق به گروه فیلوژنی B2 بودند که این گروه در انسان نیز 

از پاتوژن های مهم خارج روده ای می باشد و نشان دهنده اهمیت زئونوتیک جدایه های مورد بررسی می باشد.

 yjaA ،triplex-PCR ژن ،chuA كلمات كلیدی: اشریشیا کلی، گروه فیلوژنی طیور، ژن
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Escherichia coli is a gram negative enteric bacteria and the causative agent of important diseases in poultry and humans 
and has zoonotic importance. This bacteria is divided into four phylogenetic groups including A1, B1, B2 and D and 
more subgroups which has epidemiologic importance. The aim of study is to evaluate the prevalence of phylogenetic 
groups of E. coli strains isolated from poultry feces. In this study 60 samples of E. coli isolated from poultry were col-
lected and confirmed by culture and biochemical tests. Triplex-PCR was done on the isolates and by chuA, yjaA genes 
and TspE4.C2 to determine the phylogenetic groups. The results of the study showed the phylogroup B2 was the most 
group identified and the subgroups A0, A1, B1, B22, B23, D1 and D2 were observed in 18.3%, 8.3%, 1.6%, 5%, 41.6%, 
3.3% and 16.6% of the isolates. This study showed the most strains of E. coli isolated from feces of poultry belonged 
to B2 phylogenetic group which is an exteraintestinal pathogen group in humans and shows the zoonotic importance 
of these isolates. 
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مقدمه
اشریشیا کلی یک باسیل گرم منفی روده ای است که انتشار وسیعی داشته 
و در سراسر دنیا در بین حیوانات خونگرم وجود دارد و به عنوان فلور 
نرمال روده شناخته می شود. این باکتری غیرمهاجم که در روده حیوانات و 
انسان یافت می شود از رشد و گسترش سایر باکتری های بیماری زا در روده 
جلوگیری می کند. این باکتری در طیور عامل بیماری بسیار مهمی به نام 
کلی باسیلوز می باشد که از علائم آن می توان به التهاب کیسه های هوایی، 
سلولیت، پریکاردیت، پری هپاتیت و دیسترس تنفسی اشاره کرد )2۳(. به 
علاوه این باکتری عامل بیماری های مهمی در انسان نیز می باشد. این باکتری 
اولین بار در سال ۱۹۹0  با روش Multilocus enzyme electrophoresis  به 
چهار گروه فیلوژنیک A، B1، B2 و D تقسیم شد )۱۳(. این یافته در سال 
۱۹۹5 با مقایسه مارکرهای ژنتیکی متعددی مورد تایید قرار گرفت )8(. 
اما با این حال این تقسیم بندی فیلوژنیکی با این روش ها بسیار پیچیده 
انتقال آهن در سویه انتروهموراژیک  chuA در  و زمان بر بود )۳(. ژن 
yjaA ،H7:O۱57 در پاسخ سلولی به هیدروژن پروکسید و استرس اسیدی 

نقش دارند و برای TspE4.C2 نیز نقشی شناخته نشده است )۱8(. هر 
کدام از چهار گروه، مشخصات فنوتیپی متفاوتی شامل مصرف قندهای 
متفاوت، مقاومت آنتی بیوتیکی و دمای رشد متفاوتی دارند )۱،۱۳(. این 
 enzyme electrophoresis روش 85-۹0 درصد با روش های ریبوتایپینگ و
Multilocus همخوانی داشت )Clermont .)۱2 و همکاران در سال 20۱۳ 
به  ژنوم  توالی  تعیین  از  بعد  اشریشیا کلی  بر روی نمونه های  بررسی  با 

 A ، هفت فیلوگروه تقسیم بندی نمودند که شامل گروه های زیرگروه های
B1 ،B2 ،E ،D ،C و F می باشند )4(. به علاوه نشان داده شد سویه های 
مقاوم در محیط به گروه B1 تعلق دارند و گروه های B2 و D فاکتورهای 
حدت بیشتری از سایر گروه ها دارند )۱۶، 24(. گروه های فیلوژنی A و 
B1 بیشتر در بین سویه های کمنسال یافت می شوند در حالی که سویه های 
 B2 و پاتوتیپ های خارج روده ای در گروه D انتروپاتوژن بیشتر در گروه
قرار می گیرند )22(. کاظم نیا و همکاران در سال 20۱4، با بررسی بر روی 
اشریشیا کلی جدا شده از عفونت های ادراری انسانی و طیور به این نتیجه 
 .)20( است  بوده   A به گروه  متعلق  بیشتر سویه های طیور  که  رسیدند 
درخشنده و همکاران در سال 20۱4، سویه های اشریشیا کلی جداسازی 
شده از انسان و حیوانات مختلف را از لحاظ گروه فیلوژنی مورد بررسی 
قرار دادند که در نتایج مشخص گردید که  از ۳۶ سویه طیور مورد بررسی، 
شناسایی   .)۶( بودند   D1 زیرگروه  و   D گروه  به  متعلق  سویه ها  بیشتر 
گروه های فیلوژنی E. coli  دارای اهمیت اپیدمیولوژیک می باشد و تاکنون 
سویه های در  فیلوژنیک  گروه های  این  شیوع  مورد  در  کمی   مطالعات 
از  هدف  است.  شده  انجام  ایران  در  طیور  از  شده  جداسازی   E. coli
مطالعه حاضر بررسی حضور گروه های فیلوژنی سویه های اشریشیا کلی 

جداسازی شده از مدفوع طیور می باشد.

مواد و روش  ها
انجام شد، ۶0  قالب یک طرح توصیفی- مقطعی  این تحقیق که در  در 
نمونه اشریشیا کلی جداسازی شده از مدفوع طیور گوشتی در سطح 40 

بررسی گروه های فیلوژنیک باکتری اشریشیا کلی...
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واقع  جغرافیایی  نظر  از  تصادف  حسب  بر  که  کرمان  استان  مرغداری 
شده بودند، جمع آوری شد. نمونه های جمع آوری شده از مرغداری ها از 
نمونه هایی که دارای علائم اسهال بوده و از گله جدا شده بودند اخذ شده 
و سپس بر روی محیط های بلاد آگارو مک کانکی آگارو EMB آگار کشت 
میکروب شناسی  روش های  با  کلی  اشریشیا  باکتری  تشخیص  شده  داده 
شامل رنگ آمیزی گرم، تست کاتالاز و اکسیداز و استفاده از محیط های 
افتراقی مانند TSI ،SIM ،MRVP سیمون سیترات، فنیل آلانین آگار، اوره 
از  استفاده  و  قندها  تخمیر  مانند  بیوشیمیایی  تکمیلی  تست های  نیز  و 

آمینواسیدها انجام شد.
استخراج DNA نمونه ها توسط کیت شرکت سیناژن و مطابق دستورالعمل 
کیت انجام گرفت. پس از استخراج نسبت به تکثیر DNA الگو به روش 
کلی  اشریشیا  جدایه   ۶0 روی  بر   PCR آزمون  اقدام  شد.   PCRtriplex
 .)۱ )جدول  گرفت  انجام   TspE4.C2 قطعه  و   Chu ،yjaA ژن های  برای 
واکنش زنجیره ای پلیمراز PCR استاندارد در حجم 25 میکرولیتر شامل 2 
 ،dNTP یک میکرولیتر ،MgCl2 10،  0/8 میکرولیترXPCRBuffer میکرولیتر
0/8 میکرولیتر از هر پرایمر )با غلظت ۱0 پیکومول(، ۱4/۳ میکرولیتر آب 
Taq DNA polymeraseو پنج میکرولیتر از  مقطر، 0/۳ میکرولیتر آنزیم 
PCR واکنش های  انجام  برنامه حرارتی جهت  گردید.  انجام  الگو   DNA

عبارت بود از واسرشت اولیه در ۹4 درجه سانتی گراد به مدت پنج دقیقه، 
مدت  به  سانتی گراد  درجه   ۹4 در  واسرشت  شامل:  هرکدام  سیکل   ۳5
در  امتداد  ثانیه،   40 مدت  به  سانتی گراد  درجه   5۶ در  اتصال  ثانیه،   ۳0
72 درجه سانتی گراد به مدت 40 ثانیه و نیز امتداد نهایی در 72 درجه 
سانتی گراد به مدت ۱0 دقیقه )4 و ۳(. محصولات PCR در ژل آگارز یک 
درصد الکتروفورز شدند، با اتیدیوم بروماید رنگ آمیزی شدند و تحت نور 
UV مشاهده و مستند سازی شدند. به عنوان استاندارد کنترل مثبت، نمونه 
اشریشیا کلی J96B2 از آزمایشگاه میکروب شناسی پاسارگاد تهیه گردید.  

 نتایج
تمامی نمونه های مورد بررسی با استفاده از آزمایشات کشت و بیوشیمیایی 

بررسی و مطابق با استانداردهای تشخیصی به عنوان اشریشیا کلی تایید 
  A0 به گروه های   2 اساس جدول  بر  فیلوژنی جدایه ها  گردیدند. گروه 
ژنهای  بودن  دارا  اساس  بر  شد.  تعیین   D2 و   A1 ،B1 ،B22 ،B23 ،D1
جدایه ها  فیلوژنیکی  گروههای   triplex-PCR آزمون  در  بررسی  مورد 
فراوانترین  گردید.  مشخص  درصد  و  تعداد  اساس  بر   ۳ جدول  مطابق 
گروه فیلوژنی جدایه ها مربوط به گروه B23 با 4۱/۶ درصد بوده است. 
گروههای فیلوژنی شناسایی شده در روش ملکولی مطابق تصویر ۱ کاملًا 
گویای این مطلب است که گروه B2 دارای بیشترین فراوانی )4۶/۶%( و 

گروه فیلوژنی B1 دارای کمترین فراوانی )۱/۶%( بوده اند.

بحث و نتیجه گیری
اشریشیا کلی یکی از باکتری های دخیل در بیماری های مختلفی در طیور  
و همچنین در انسان می باشد )2۳(. این باکتری به چهار گروه فیلوژنیک 
و  دارند  متفاوتی  اکولوژیکی  خصوصیات  کدام  هر  که  می شود  تقسیم 
بنابراین شناسایی   .)24 ،۱۳( متفاوتی هستند  بیماری های  ایجاد  به  قادر 
عفونی  بیماری های  اپیدمیولوژی  شناسایی  جهت  میکروبی  جمعیت 
ضروری می باشد. در مطالعه حاضر اکثر نمونه ها متعلق به گروه فیلوژنی 
گروه  گردید،  قبلی مشخص  مطالعات  در  که  است. همانگونه  بوده   B2
فیلوژنی B2 بسیار پاتوژن هستند و عامل بیماری های خارج روده ای در 
پاتوژن های خارج  نیز در گروه   D فیلوژنی  انسان می باشند )۱7(. گروه 
دارد   B2 گروه  به  نسبت  کمتری  بیماری زایی  اما  می گیرد  قرار  روده ای 
)۳(. در مطالعات مختلفی که در نقاط مختلف ایران و جهان انجام شده 
درصدهای متفاوتی از گروه های فیلوژنیک بدست آمده است. در مطالعه 
کاظم نیا و همکاران در سال 20۱4، 25 سویه E. coli جداسازی شده از 
طیور و 25 سویه جداسازی شده از عفونتهای ادراری انسانی مورد بررسی 
 ۳۶( A فیلوژنی قرار گرفتند و بیشترین سویه های طیور متعلق به گروه
و   28  ،۱۶ ترتیب  به   D و   B1، B2 گروه های  فراوانی  و  بودند  درصد( 
 ،20۱4 سال  در  همکاران  و  درخشنده  مطالعه  در   .)20( بود  درصد   20

ژنتوالی )'5 به '3(اندازه محصول

279
F-GACGAACCAACGGTCAGGAT

R-TGCCGCCAGTACCAAAGACA
chuA

211
F-GACGAACCAACGGTCAGGAT

R-TGCCGCCAGTACCAAAGACA
yjaA

152
F-GACGAACCAACGGTCAGGAT

R-TGCCGCCAGTACCAAAGACA
TspE4.C2

جدول 1- پرایمرهای مورد استفاده در این تحقیق )4 و 3(.
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سویه های اشریشیا کلی جداسازی شده از انسان و حیوانات مختلف مورد 
از لحاظ گروه فیلوژنی مورد بررسی قرار گرفتند. در این مطالعه از ۳۶ 
سویه طیور مورد بررسی بیشترین سویه ها متعلق به گروه D و زیرگروه 
ترتیب ۳۶/۱  به   D2 و   A0، B22 زیرگروه های  بودند و  D۱ )50 درصد( 

درصد، ۱۱/۱ درصد و 2/8 درصد جدایه ها را شامل می شدند )۶(. نخعی 
و همکاران در سال 20۱5، شیوع گروه های فیلوژنی مختلف در بین۱7۱ 
جدایه اشریشیا کلی طیور را مورد بررسی قرار دادند. نتایج مشخص نمود 
که گروه های B1، A ،B2 و D هرکدام به ترتیب ۳۱/7 درصد، 2۱/۶ درصد، 
می شدند.  شامل  جدایه ها  بین  در  را  فراوانی  درصد   2۱ و  درصد   25/2
همچنین در مطالعه آن درصد ها مشخص شد گروه B2 بیشترین فراوانی 
را در بین سویه های جداسازی شده از موارد بیمار داشته، در حالی که در 
سویه های جداسازی شده از طیور سالم بیشترین گروه یافت شده گروه های 
A و B۱ بودند )2۱( اما در مطالعه قنبرپور و صالحی در سال 20۱0 بر 
روی سویه های اشریشیا کلی جداسازی شده از سالپنژیت طیور، بیشترین 
گردید  گزارش  درصد(   75(  D و   A فیلوژنیک  گروه  به  مربوط  فراوانی 
)۱۱(. در مطالعه Hussein و همکاران در سال 20۱۳ در کشور مصر، ۱5۳ 
اشریشیا کلی مدفوعی  اشریشیا کلی بیماری زای طیور و ۳0 سویه  سویه 

 A، گروه های  این مطالعه  در  گرفتند.  قرار  فیلوژنی  بررسی  مورد  طیور 
به خود اختصاص دادند )۱4(. در مطالعه  را  بیشترین فراوانی   D B1 و 
Avain Pathogenic، سویه های مدفوعی  و همکاران سویه های   Eweres
که  عنوان شد  نتیجه  در  گرفتند.  قرار  فیلوژنی  بررسی  مورد  محیطی  و 
 A و D و گروه های APEC بیشترین فراوانی را در سویه های B2 گروه
 Jeong .)۱0( بیشترین فراوانی را در سویه های مدفوعی و محیطی داشتند
و همکاران در سال 20۱2، به بررسی گروه های فیلوژنیک در اشریشیا کلی 
جداسازی شده از جوجه های مبتلا به کلی باسیلوز در کشور کره پرداختند 
متعلق  فراوانی  بیشترین  با  جدایه ها  درصد   ۳۹/5 که  نمودند  گزارش  و 
به گروه A بوده که مهم ترین گروه بیماری زای خارج روده ای در انسان 
می باشد و از این جهت طیور عامل مهمی در انتقال این سویه ها به انسان 
شناخته شدند )5(. در بررسی فیلوژنیک Carvalho و همکاران در سال 
20۱۶ بر روی سویه های اشریشیا کلی جداسازی شده از سگ ها و صاحبان 
آن ها نشان داده شده گروه A بیشترین فراوانی را در هر دو گروه داشته 
و سویه های جداسازی شده از هر دو گروه مشابهت زیادی را نشان داده 
است )2(. در مطالعه Derakhshandeh و همکاران در سال 20۱۳ بر روی 
 A گروه  به  درصد   ۶7/۶4 انسانی،  یوروپاتوژن  کلی  اشریشیا  سویه های 

D2D1B23B22B1A1A0ژن

++++---chuA

--++-+-yjaA

+-+-+--TspE4.C2

جدول 2- گروه ها و زیرگروه های فیلوژنی جدایه های مورد بررسی

درصدتعدادگروه فیلوژنی

A01118/3

A158/3

B111/6

B2235

B232541/6

D123/3

D21016/6

جدول 1- پرایمرهای مورد استفاده در این تحقیق )4 و 3(.
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 B2 تعلق داشتند و ۱7/۶4 و ۱4/7 درصد جدایه ها به ترتیب به گروه های
و D متعلق بودند )۹(. مطالعه مشابهی توسط باپونی و همکاران در سال 
 B2 ۱۳۹5 در شهر ارومیه انجام شد. نتایج این مطالعه نیز نشان داد گروه
دارای بیشترین فراوانی )40 درصد( و گروه های A ،B1 و D هرکدام به 
ترتیب ۳0، ۱2 و ۱8 درصد جدایه ها را شامل می شوند )2(.  در مطالعه 
Liu و همکاران در سال 20۱4 بر روی نمونه های اشریشیا کلی جداسازی 
شده از نمونه های ورم پستان در گاو، گروه A بیشترین فراوانی را به خود 
سویه های   ۱۳۹2 سال  در  همکاران  و  کریمی   .)۱5( بود  داده  اختصاص 
اشریشیا کلی جداسازی شده از غذاهای منجمد با منشا دامی و سویه های 
جداسازی شده از اسهال کودکان را مورد بررسی فیلوژنیک قرار دادند. 
گروه،  دو  هر  در  شده  یافت  فیلوژنیک  گروه  بیشترین  مطالعه  این  در 
گروه فیلوژنیک A بود که می تواند نشان دهنده انتقال این سویه از غذای 
در  مختلف  فیلوژنیک  گروه های  توزیع   .)۱۹( باشد  کودکان  به  مصرفی 
مطالعات مختلف می تواند ناشی از چند عامل باشد: شرایط جغرافیایی و 
آب و هوایی، شرایط تغذیه ای یا مصرف آنتی بیوتیک ها و ژنتیک میزبان از 
این جهت که سویه های E. coli ممکن است به شرایط روده جمعیت های 
مختلف عادت پیدا کنند )7(. نتایج مطالعه حاضر نشان دهنده بیشترین 
فراوانی گروه B2 فیلوژنیک در سویه های اشریشیا کلی جداسازی شده از 
مدفوع طیور بوده است که این گروه فیلوژنی از عوامل بسیار مهم پاتوژن 

در انسان نیزمی باشد و اهمیت زئونوتیک فراوانی دارد.
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