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چکیده  
زمینه مطالعه: مکانیسم پاتوژنز و نقش فاکتورهای حدت اشریشیاکلی بیماریزای طیور هنوز مبهم است. همان طور که صنعت تکثیر و پرورش 
شتر مرغ رو به رشد است، ارتباط بین شترمرغ و طیور اهلی نیز احتمالاًً رو به افزایش می باشد. گزارشاتی وجود دارد مفید بودن مطالعه همزمان دو 

ژن حدت iss و bor به علت شباهت ساختمانی و عملکردی آن ها را در اشریشیاکلی نشان داده است.
هدف: بررسی حضور و مقایسه فراوانی دو ژن مؤثر در مقاومت سرمی در اشریشیا کلی جدا شده از شترمرغ های به ظاهر سالم  با اشریشیا کلی 

جدا شده از مدفوع طیور مبتلا به کلی باسیلوز.
روش کار: مطالعه مقطعی-توصیفی اســت. حضور ژن های iss و bor توســط PCR در اشریشیا کلی جدا شده از نمونه مدفوع شتر مرغ های 

به ظاهر سالم و مدفوع طیور مبتلا به کلی باسیلوز بررسی و مقایسه شد.
نتـایـج: فراوانی ژن iss در اشریشیا کلی جدا شده از مدفوع شتر مرغ های به ظاهر سالم )50درصد(، بدون تفاوت معنی دار، کمتر از طیور مبتلا 
به کلی باسیلوز )64/4درصد( بود )P>0.05(. فراوانی ژن bor، بدون تفاوت معنی دار، در اشریشیاکلی جدا شده از مدفوع شتر مرغ های به ظاهر سالم 
)31/8درصد( بیشتر از طیور مبتلا به کلی باسیلوز )15/6درصد( مشاهده گردید )P>0.05(. فراوانی جدایه های اشریشیاکلی حاوی هر دو ژن در مدفوع 

 .)P>0.05( شتر مرغ و طیور مبتلا به کلی باسیلوز، بدون تفاوت معنی دار،  به ترتیب 18/2درصد و 11/1درصد حاصل شد
نتیجـه گیـری نهایی: توزیع آماری دو ژن iss و bor در مدفوع شترمرغ های به ظاهر سالم و طیور مبتلا به کلی-باسیلوز یکسان بوده و با توجه 
به سالم بودن شترمرغ های مورد مطالعه، احتمالاًً مکانیزم های بیماریزایی باکتری در شترمرغ با طیور متفاوت و این جدایه ها، عواملی، غیر از ژن های 
مورد مطالعه در تحقیق حاضر را برای ایجاد بیماری در شترمرغ به کار می گیرند که این مطلب نیاز به بررسی ژن های حدت بیشتری در این جدایه ها 

دارد. به علاوه، می توان مدفوع شتر مرغ را به عنوان منبعی برای جابجایی ژن iss و bor بین طیور در نظر گرفت.
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کلی باســیلوز )Colibacillosis( یکــی از مهم تریــن بیماری های عفونی 

گله های طیور صنعتی در ایران و جهان می باشد )25( و در بین بیماری های 

متعــدد طیور که احتمالًا قابل انتقال به انســان هســتند یکی از نخســتین 

نگرانی ها می باشــد )28(. از نتایج مهم این بیمــاری، واگیری و تلفات بالا 

و صدمات اقتصادی قابل توجهی اســت که ســالیانه به صنعت طیور ایران 

تحمیل می کند )9،11،16،24،29،30،38،40(. 

 Avian( علت اصلی کلی باسیلوز طیور،  اشریشیا کلی بیماریزای طیور

Pathogenic Escherichia coli, APEC( اســت )25(. در ســال های 

اخیر، اطلاعات مفیدی در مورد عوامل حدت APEC و نیز مکانیســم های 

توســعه عفونت بکار گرفته شده توســط این باکتری و نیز ایجاد بیماری، با 

استفاده از روش های دقیق مولکولی حاصل شده است، اما علی رغم تلاش 

محققین، هنوز مکانیسم APEC و مکانیسم پاتوژنز و نقش فاکتور های حدت 

آن مبهم است )8،30،31،32(. در نتیجه کنترل کلی باسیلوز در اثر کمبود این 

اطلاعات مختل شده اســت )32(. ارزیابی دقیق خسارات اقتصادی مرتبط 

با اشکال مختلف عفونت های اشریشیا کلی مشکل است چرا که تفاوت در 

حدت جدایه های مختلف اشریشــیا کلی و تعامل آن با پاتوژن های دیگر و 

عوامل استرس زای محیطی در این میان تأثیر گذار است )25(. 

تکثیــر و پــرورش شــتر مرغ )Struthio camelus( در مصــر، در 

اواخرقرن نهم، به دلیل شــرایط آب و هوایی ایده آل آن گســترده شد )15(. 

زمانی که ایران واردات شتر مرغ را آغاز کرد، صنعت پرورش شتر مرغ، به طور 

قابل  ملاحظه ای در ایران گسترش یافت )37(. از طرفی، نگرانی هایی درباره 

وضعیت سلامت پرندگان وارداتی وجود دارد. خصوصاً در رابطه با امکان این 

که این پرندگان بتوانند به عنوان مخازن ویروس ها و باکتری های نوظهور 

نقش بازی کنند )43(. همان طور که جمعیت شتر مرغ رو به رشد است، ارتباط 

بین شــتر مرغ ها و طیور اهلی احتمالاًً رو به افزایش است. اثر این وضعیت 

روی صنعت مرغ داری، پنهان باقی مانده اســت )14،26(. علی رغم اهمیّت 

اشریشیا کلی به عنوان بیماریزای طیور، مکانیسم های حدت پایه بکار گرفته 

شده توســط اشریشــیا کلی برای ایجاد بیماری در پرندگان بویژه شتر مرغ  

پنهان باقی مانده و ویژگی باکتریایی منحصر به فردی که به عنوان نشانی 

برای ایزوله های دارای حدت باشــد، شناخته نشده  است )Tobias .)26  و 

همکاران در سال 2012 بررسی هایی روی شتر مرغ انجام دادند و بیان کردند 

که بیماری هایی که بوسیله اشریشیا کلی ایجاد می شوند به عنوان خسارات 

مهمی برای انسان و حیوانات مطرح هستند )42(. با توجه به گسترش مزارع 

پرورش شتر مرغ در کشــور و توجّه فراوان مسئولین و نیز دامپروران با این 

جنبه نوین صنعت دامپروری، آگاهی از شیوه صحیح نگه داری این حیوان، 

پیش گیری از بیماری های آن و نیز در صورت امکان روش های مؤثر درمان 

این بیماری ها از اهمیت ویژه ای برخوردار است. لازم به ذکر است به علت 

جــوان بودن این صنعت اطلاعــات زیادی درخصوص نحــوه نگهداری و 

پرورش آن نیز در دســترس نمی باشــد در حالی که بایستی این صنعت را از 

جهات بســیاری مانند پرورش و تولید و جنبه های ژنتیکی و اصلاح نژادی، 

رفتار شناســی، تجهیزات مورد نیاز و موارد دیگری مورد بررســی قرار داد و 

کمبود های آن را توسط تحقیقات علمی انجام گرفته، برطرف نمود تا بدین 

ترتیب شــاهد برطرف شدن مشکلات موجود و ارائه تکنیک های پرورشی 

کارآمد بوده تا بتوان به دنبال آن به بیش ترین میزان برگشــت ســرمایه و 

کم ترین ریســک سرمایه گذاری دســت یافت )26،35،36،41(. از آن جا که 

عوامل بیماریزای طیور صنعتی و شتر مرغ ســانان با هم مشابهند، احتمالًا 

همان قوانین بهداشتی و کنترلی مورد استفاده در مزارع پرورش طیور صنعتی 

و بوقلمون ها برای این پرنده ها نیز می تواند تا حدودی صادق باشد )32،36(.

مقاومت سرمی در بســیاری از انواع میکروارگانیسم های پاتوژن مهم 

است و یکی از با ارزش ترین فاکتورهای حدت باکتریایی جهت مطالعه بویژه 

در بیماری کلی باسیلوز طیور محسوب می شود )22( به علت این که شکل 

بروز کلی-باســیلوز طیور اکثراً سپتی سمی است و این فاکتور حدت، نقش 

مهمی در پاتوژنز این بیماری دارد )39(.

ژن  بــا   )blue open reading frame gene(اbor ژن 

 increased serum survival(اiss افزایش دهنــده بقــای ســرمی یــا

gene( که در شــرایط آزمایشگاهی، مقاومت باکتریایی به کمپلمان سرم 

را افزایش می دهد، شــباهت زیادی دارد )4(. محصولات این دو ژن حدت، 

دارای شباهت ساختاری و عملکردی می باشند. )22(. ژن bor تنها ژن فاژی 

اســت که روی حساسیت سرمی میزبان لیزوژنی مؤثر است و توالی آن در 

تعداد زیادی از ســویه های اشریشیا کلی یافت شود )3(. فعالیت ژن bor به 

عنوان اولین مثالی شناخته می شود که عملکرد یک فاژ را به طور مستقیم در 

 Binns برای اولین بار توسط iss مقاومت به ایمنی به عهده دارد )27(. ژن

و همــکاران در ســال 1979 توصیــف گردید )6( و در پلاســمید ColV در 

اشریشیا کلی به صورت محافظت شده قرار دارد )19(. به نظر میرسد مطالعه 

همزمان این دو ژن به علت شباهت بالای ساختمانی و عملکردی مفید باشد 

)39(. از طرفی، کنترل بیماری های باکتریایی، بدون آگاهی در زمینه عوامل 

حدت و روش های بیماریزایی باکتری به سادگی قابل  دسترس نخواهد بود و 

در این تحقیق سعی شده است که با تعیین فراوانی و مقایسه فراوانی دو ژن 

حدت، به نزدیک شدن به این موضوع، در منطقه مورد مطالعه، کمک شود.

 ،bor و iss هدف از مطالعه حاضر بررســی حضور و مقایســه فراوانی

به عنــوان دو ژن مؤثر در مقاومت ســرمی، در اشریشــیاکلی جدا شــده از 

شــتر مرغ های به ظاهر ســالم با اشریشــیا کلی جدا شــده از طیور مبتلا به 

کلی باسیلوز در منطقه بیرجند است.

مواد و روش کار
جامعه آماری و روش نمونه گیری: نمونه گیری به روش تصادفی ساده از 

مقدمه



145

مزارع مختلف شتر مرغ و مرغ داری های منطقه بیرجند از اردیبهشت 1394 تا 

شهریور 1394 انجام شد. تعداد 59 نمونه ی مدفوع از شتر مرغ های به ظاهر 

سالم و 54 نمونه  مدفوع از طیور تلف شده از بیماری کلی باسیلوز از منطقه 

بیرجند به روش نمونه برداری مستقیم از رکتوم جمع آوری شد و سپس در 

کمترین زمان در کنار یخ به آزمایشگاه میکروبیولوژی دانشکده دامپزشکی 

دانشگاه زابل انتقال و در فریزر ° 80- تا شروع کار آزمایشگاهی ذخیره شد.

جداسازی اشریشیا کلی از مدفوع: پس از کد گذاری، نمونه ها در دمای 

اتاق یخ زدایی شدند و سپس هر نمونه با سوآب هموژنیزه و به صورت خطی 

در محیط مک کانکی کشت داده شد. سپس پرگنه های قرمز رنگ به محیط 

ائوزین متیلین بلو آگار منتقل شدند و جهت تکثیر به مدت 24-48 ساعت در 

دمای C° 37 گرمخانه گذاری گردید )45(.

تایید هویت باکتری براســاس آزمون های بیوشیمیایی: جهت تفریق 

باکتری اشرشــیا کلی از ســایر باکتری هایی که در محیط ائوزین متیلن بلو 

و مک کانکی آگار رشــد کرده بودند، پرگنه هــای تک این دو محیط مورد 

آزمون های بیوشــیمیایی قرار گرفتند. به این ترتیب که در محیط آگار سه 

قندی آهن دار، محیط آگار ســیترات، محیط اوره براث کشت داده شدند و 

آزمون های حرکت، ایندول و متیل رد و وگس پروســکائر انجام شد. برای 

بدست آمدن پرگنه خالص، یک پرگنه دوباره بر روی محیط ائوزین متیلین 

بلو آگار کشت داده شد )45(.

بررســی حضور ژن iss و bor توســط واکنش زنجیــره ای پلیمراز در 

اشریشیا کلی جدا شده از مدفوع شتر مرغ های به ظاهر سالم و طیور مبتلا 

 :)bor و iss به کلی باســیلوز )مــواد واکنش زنجیره ای پلیمــراز بــرای ژن

مشــخصات آغازگر های مورد استفاده در این تحقیق در جدول 1 به تفسیر 

ذکر شده است. استخراج DNA به روش جوشاندن انجام شد )12(. مخلوط 

واکنــش زنجیــره ای پلیمــراز به میــزان µl 25، شــامل µl 12/5 مخلوط 

 iss Forward 1 از هر کدام از آغازگرهای µl ،)مادر)شرکت پیشگام، ایران

و iss Reverse )شــرکت ســینا کلون، ایران(، µl 7/5 آب مقطر دیونیزه و 

µl 3 از DNA استخراج شده، برای جستجوی ژن iss تهیه شد. به منظور 

 bor و bor Forward در جدایه ها، از آغازگرهای bor ردیابی حضور ژن

Reverse )شرکت سینا کلون، ایران( استفاده شد. در ابتدا مخلوط واکنش 

زنجیــره ای پلیمــراز برای ژن bor به میزان µl 25 تهیه شــد که شــامل 

 bor 1 از آغازگر µl ،)12/5 از مخلوط مادر )شــرکت پیشــگام، ایــران µl

Forward و µl 1 از آغازگر bor Reverse، اµl 8/5 آب مقطر دیونیزه و 

µl 2 از DNA استخراج شده بود.

برنامــه مــورد اســتفاده در دســتگاه ترموســایکلر بــرای واکنــش 

زنجیره ای پلیمراز برای ژن iss و bor: از دســتگاه ترموســایکلر اپندروف 

 Programmable gradient Eppendorf’s Master cycler®(

pro, Eppendorf, Hamburg, Germany( بــرای افــزوده ســازی 

DNA استفاده شد. مراحل برنامه مورد استفاده برای ژن iss عبارت بود  از 

سه مرحله: مرحله اول شامل چهار دقیقه واسرشتگی اولیه در C° 94، مرحله 

دوم شــامل 35 چرخه و هر چرخه شامل سه گام: گام اول، دناتوراسیون 45 

 ،54 °C 94، گام دوم شامل اتصال آغازگر ها به مدت 30 ثانیه در °C ثانیه در

گام سوم شامل طویل شدن قطعات سه دقیقه در C° 68 و مرحله سوم بسط 

و گسترش نهایی که به مدت 10 دقیقه در C° 72 انجام شد.

برای ژن bor، ســه مرحله برنامه شــامل واسرشتگی اولیه به مدت 3 

دقیقه در C° 95، مرحله دوم شامل 30 چرخه و هر چرخه شامل دناتوراسیون 

45 ثانیــه در C° 95، اتصــال آغازگر هــا به مدت 30 ثانیــه در C° 62/2 و 

طویل شــدن قطعات 45 ثانیه در C° 72، و مرحله ســوم بســط و گسترش 

نهایی که به مدت هفت دقیقه در C° 73 انجام شد.

الکتروفورز محصول واکنش زنجیره ای پلیمراز ژن های iss و bor: ژل 

آگارز یک درصد در بافر 0.5x TBE تحت 80 ولت به مدت یک ســاعت و 

30 دقیقه برای تعیین کمیت و کیفیت تکثیر ژن های مورد مطالعه استفاده و 

 Gel( پس از رنگ آمیزی با اتیدیوم  بروماید در دستگاه عکس برداری از ژل

Documentation System, New Delhi, India( مشاهده گردید.

روش تجزیــه و تحلیل آماری: داده ها با نرم افزار SPSS و آزمون مربع 

کای، تجزیه و تحلیل شد. مقدار معنی داری کمتر از0.05 در نظر گرفته شد. 

 

نتایج
نتایج جداسازی فنوتیپی اشریشیا کلی: در این تحقیق تعداد 113 نمونه 

شــامل 59 نمونه مدفوع از شــتر مرغ های به ظاهر سالم و 54 نمونه مدفوع 

از طیور مبتلا به کلی باســیلوز جمع آوری گردیــد. از 59 نمونه مدفوع طیور 

مبتلا به کلی باســیلوز، تعداد 45 جدایه )83/3 درصد( و از 59 نمونه مدفوع 

از شتر مرغ های به ظاهر سالم، 44 جدایه )74/6 درصد( دارای اشریشیا کلی 

بودنــد. این نمونه ها از نظر حضور ژن های iss و bor از طریق PCR مورد 

مطالعه قرار گرفتند )تصاویر 1،2(.

فراوانی ژن های iss و bor در اشریشــیا کلی جدا شده از شتر مرغ های 

بــه ظاهر ســالم: طبق جــدول 2، 50 درصد از اشریشــیا کلی جدا شــده از 

شــتر مرغ های به ظاهر ســالم دارای ژن iss بودند. فراوانی ژن bor نیز در 

اشریشیا کلی جدا شده از شتر مرغ های به ظاهر سالم 31/8 درصد بود. 18/2 

درصــد این نمونه ها حاوی هر دو ژن بودند. آنالیز آماری تفاوت معنی داری 

بین فراوانی دو ژن حدت در جدایه های شــترمرغ های به ظاهر سالم نشان 

.)P<0.05( نداد

فراوانی ژن های iss و bor در اشریشــیا کلی جدا شــده از طیور مبتلا 

به کلی باســیلوز: فراوانی ژن iss در اشریشــیا کلی جدا شــده از طیور مبتلا 

به کلی باســیلوز 64/4 درصد بدســت آمد )جدول 2(. فراوانــی ژن bor در 

اشریشــیا کلی جدا شــده از طیور مبتلا به کلی باســیلوز 15/6 درصد بود. در 

این بررســی 11/1 درصد نمونه های اشریشیا کلی جدا شده از طیور مبتلا به 

کلی باســیلوز حاوی هر دو ژن بودند. آنالیز آماری نشان دهنده وجود تفاوت 

معنــی دار بین فراوانی دو ژن حدت در جدایه های طیور کلی باســیلوزی بود 

افسانه حسینی و همکاران،   iss و bor در اشریشیا کلی شتر مرغ و طیور
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 .)P>0.05(

مقایســه فراوانــی ژن هــای iss و bor در اشریشــیا کلی جدا شــده از 

شــتر مرغ های به ظاهر ســالم با اشریشــیا کلی جدا شــده از طیور مبتلا به 

کلی باسیلوز: با توجه به جدول 2، فراوانی ژن iss در جدایه های شتر مرغ های 

به ظاهر ســالم کم تر از جدایه های طیور مبتلا به کلی باسیلوز می باشد که 

این تفاوت از نظر آماری معنی دار نمی باشد )P<0.05(. از طرفی فراوانی ژن 

bor در جدایه های شتر مرغ های به ظاهر سالم بیش تر از جدایه های طیور 

کلی باسیلوزی است. اگر چه باز هم آنالیز آماری تفاوت معنی داری را نشان 

.)P<0.05( نداد

نتایج نشان داد که فراوانی حضور هم زمان هر دو ژن مؤثر در حدت در 

جدایه های شتر مرغ های به ظاهر سالم به طور میانگین به میزان 18/2 درصد 

و در جدایه های طیور مبتلا به کلی باسیلوز برابر با 11/1درصد می باشد که با 

انجام آزمون آماری مشاهده شد که جدایه های شتر مرغ های به ظاهر سالم 

بیشــتر از جدایه های طیور مبتلا به کلی باسیلوز حامل هر دو ژن می باشند. 

اگر چه نتایج نشان دهنده بیشتر بودن فراوانی هم زمان دو ژن در جدایه های 

شتر مرغ های به ظاهر سالم از موارد کلی باسیلوزی می باشد، اما بین این دو 

تفاوت معنی داری مشاهده نشد )جدول 2(.

بحث
در تحقیــق حاضر حضــور دو ژن حدت مقاومت به کمپلمان، ژن های 

iss و bor، در منطقه بیرجند در اشریشــیا کلی جدا شده از شتر مرغ های به 

ظاهر سالم و اشریشیا کلی جدا شده از طیور مبتلا به کلی باسیلوز مورد بررسی 

و فراوانــی این دو ژن در نمونه های شــتر مرغ های به ظاهر ســالم و طیور 

کلی باسیلوزی مورد مقایسه قرار گرفت. 

کنترل کلی باســیلوز در ابتدا نیازمنــد آگاهی کامل از چگونگی تهاجم 

باکتری و شناسایی ژن های حدت می باشد )21( که این موضوع در مطالعه 

حاضر مورد توجه قرار گرفته تا با شناسایی و تعیین فراوانی دو ژن حدت که 

در مقاومت سرمی عامل کلی باسیلوز نقش دارند، علاوه بر افزایش دانسته ها 

در مورد  اشریشیا کلی جدا شده از شتر مرغ، گامی در زمینه کمک به کنترل 

کلی باسیلوز طیور در منطقه مورد مطالعه برداشته شود.

مقاومت به سرم یکی از مهم ترین عوامل دخیل در حدت APEC است 

)34(. ژن افزایش دهنده بقای ســرمی که در مقاومت ســرمی اشریشیا کلی 

دخالت دارد )6( به میزان معنی داری در اشریشیا کلیبیماریزای طیور بیش تر 

از اشریشیاکلی جدا  شده از طیور سالم وجود دارد )38(. 

نتایج مطالعه حاضر نشــان داد که فراوانی ژن iss در شتر مرغ های به 

ظاهر سالم و طیور کلی باسیلوزی در منطقه بیرجند، به ترتیب، 50 و 64/4 

درصد می باشــد که تفاوت آماری معنی داری مشاهده نشد. نتیجه تحقیق 

حاضــر، به عنوان اولین گزارش فراوانــی ژن های حدت دخیل در مقاومت 

سرمی در جدایه های اشریشیاکلی شترمرغ های بالغ قابل احتساب است. در 

اولین گزارش از فراوانی ژن iss در ایران، فراوانی این ژن در طیور به ظاهر 

سالم 17 درصد و در طیور بیمار 87 درصدگزارش شد )9( که دارای اختلاف 

معنی داری بود. در تحقیق Delicato و همکاران در ســال 2002 گزارش 

کردنــد که ژن حدت iss، بیش تر در نمونه های کلی باســیلوزی نســبت به 

ایزوله های مدفوعی از پرندگان سالم وجود دارد )7(، در حالی که در تحقیق 

حاضر تفاوت معنی داری بین نمونه های شترمرغ های به ظاهر سالم و طیور 

کلی باسیلوزی مشاهده نشد. موارد فوق تایید کننده این موضوع می باشد که 

عوامل بیماریزا تأثیر کم تری روی شــتر مرغ دارد یــا این که عوامل حدت 

دیگــری در  بیماریزایی باکتری نقش دارند و یا احتمالًا فراوانی ژن iss در 

گونه های مختلف پرندگان متفاوت اســت. هرچند که گزارش بیماری ها در 

شتر مرغ رو به افزایش است، با این حال مقاومت شتر مرغ به بیماری بیش تر 

از سایرین می باشد. با گسترش صنعت شتر مرغ، اهمیت کنترل بیماری ها در 

این صنعت افزایش می یابد و احتمالاًً عوامل بیماریزا درگیری های بیش تری 

در این صنعت ایجاد کنند. میزان بیماریزایی باکتری در شــتر مرغ بسته به 

شرایط محیطی آن است. از طرفی در یک شتر مرغ سالم که تحت استرس 

نباشد، لنفوسیت ها و سایرگلبول های سفیدمانع از انتقال باکتری های موجود 

در روده از طریق جریان لنف به سیستم عمومی گردش خون بدن می شوند. 

در نتیجه احتمالًا درحضور درصد قابل توجهی از ژن iss، بیماری تظاهرات 

بالینی نشان نمی دهد، درحالی که همین درصد، در طیور، باعث بروز بالینی 

.iss و bor جدول 1. آغازگرهای مورد استفاده برای واکنش زنجیره ای پلیمراز ژن های

نام آغازگر)'3-'5( توالیاندازه )bp( منبع

)40(658 CTCGATGCAAAATTACACGAAGGAGTTAGCTborForward

 TAATTTTCTACACATACHATTCTGCGAACTborReverse

)10(309ATCACATAGGATTCTGCCGissForward

CAGCGGAGTATAGATGCCAiss Reverse

جدول 2. فراوانی ژن های حدت در جدایه های اشریشیا کلی طیور مبتلا به کلی باسیلوز و شتر مرغ های به ظاهر سالم. ×: دارای تفاوت آماری. 

تعداد جدایه دارای ژن های  iss و  bor )درصد(تعداد جدایه دارای ژن bor )درصد(تعداد جدایه دارای ژن iss )درصد(

5 )11/1(7 )15/6( ×29 )64/4(×طیور مبتلا به کلی باسیلوز

8 )18/2(14 )31/8(22 )50(شترمرغ به ظاهر سالم
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بیماری کلی باســیلوز شده است که این فرضیه نیازمند تحقیق بیشتری در 

شــترمرغ های بیمار و مبتلا به کلی باسیلوز می باشــد. تأثیر شتر مرغ روی 

صنعت طیور تاکنون پنهان باقی مانده است ولی این نکته باید مدنظر باشد 

که با توجه به نتایج مطالعه حاضر انتقال آلودگی از شترمرغ به طیور می تواند 

تلفات سنگینی را ایجاد کند )5(. 

ژن iss یکی از ژن های حدتی اســت که به طور مشــخص در پاتوژنز 

بیماری حاصل از اشرشیا کلی دارای نقش است )Abd El Tawab .)46 و 

همکاران در ســال 2014 تحقیقی در مورد ویژگی های مولکولی و فنوتیپی 

تعداد 153 اشریشیا کلی بیماریزای طیور، 30 اشریشیا کلی مدفوعی طیور و 

36 اشریشیا کلی محیطی انجام دادند و به این نتیجه رسیدند که 90 درصد 

همه اشریشیا کلی های بیماریزای طیور، ژن iss را به عنوان یکی از ژن های 

حدت داشتند )1(. 

ژن iss در سروتیپ هایی از نواحی جغرافیایی مختلف یافت شده است 

)9(. در اکثر مطالعات انجام شــده در نقاط مختلف دنیا فراوانی iss در طیور 

کلی باســیلوزی در حدود 82-72 درصد در موارد APEC گزارش شده است 

  Kafshdouzan44( که با نتایج مطالعه حاضر همخوانی دارد. در بررسی(

و همکاران در ســال 2012 بر روی اشریشــیا کلی جدا شده از کلی باسیلوز 

طیور، فراوانی ژن iss، 68/2 درصد بدست آمد )Wen-jie .)24 و همکاران 

در سال 2008 در بررسی 216 جدایه اشریشیا کلی بیماریزای طیور در طیور 

مبتلا به کلی باسیلوز را در نقاط مختلف چین فراوانی ژن iss را 58/8 درصد 

بدســت آوردند )44(. در بررســی Jeong و همکاران در ســال 2011 روی 

ژن های حدت 101 ســویه اشریشــیا کلی بیماریزای طیور جدا شده از طیور 

عفونی، فراوانی ژن iss 78/2 درصد بود )17(. 

با توجه به فراوانی نسبتاًً بالای ژن iss در طیور کلی باسیلوزی، می توان 

این ژن را به عنوان عاملی جهت شناســایی بیماری کلی باسیلوز در منطقه 

مــورد مطالعه در تحقیــق حاضر در نظر گرفت )33(. بــا توجه به مطالعات 

مختلف در نقاط مختلف دنیا، فراوانی iss دارای حداقل میزان 41/5 در سال 

2009 و حداکثر میزان 96/4 در سال 2013 می باشد )2(. 

ژنbor اولین بار توســط Barondess و Beckwith در سال 1990 

کشــف شد که مشخصاً بقای سلول میزبان اشریشیا کلی در سرم حیوان را 

افزایش می دهد )3،4(. این ویژگی به خوبی به عنوان مشخصه بیماریزایی 

باکتری شناخته شده اســت )3،4،23(. تاکنون هیچ مطالعه ای در ارتباط با 

بررســی حضور و فراوانی ژن های bor و iss در شــتر مرغ و مقایســه آن با  

اشریشیا کلی جدا شده از طیور مبتلا به کلی باسیلوز در ایران صورت نگرفته 

است. لذا براساس بررسی منابع موجود، این تحقیق به عنوان اولین گزارش 

ژن bor در شــتر مرغ بالغ در ایران محسوب می شود. نتایج تحقیق حاضر، 

فراوانی نســبتاًً بالایی از ژن bor در شــتر مرغ های به ظاهر ســالم و طیور 

کلی باســیلوزی را نشان داد. تحقیقات نشــان داده اند که ژن افزایش دهنده 

بقای سرمی یا iss )6( نقش مهم تری در ایجاد مقاومت به کمپلمان نسبت 

به ژن bor دارد )46(.

در مطالعه حاضر، میزان فراوانی ژنbor در اشریشــیا کلی جدا شده از 

شتر مرغ های به ظاهر سالم 31/8 درصد و در اشریشیا کلی جدا شده از طیور 

مبتلا به کلی باسیلوز 15/6 درصد بود. با توجه به فراوانی آماری یکسان ژن 

bor در شــترمرغ و اشریشــیا کلی جدا شده از طیور مبتلا به کلی باسیلوز به 

نظر می رســد می توان شــترمرغ را به عنوان منبعی برای جابجایی این ژن 

بین طیور در نظر گرفت. به نظر می رسد برای تشخیص بیماری کلی باسیلوز 

در شتر مرغ نسبت به طیور کلی باسیلوزی، ژن bor در کنار ژن iss کارایی 

زیادی در منطقه مورد مطالعه نخواهد داشت، زیرا بین طیور بیمار و شترمرغ 

سالم تفاوت معنی داری از نظر فراوانی دو ژن مشاهده نگردید. با تشخیص 

سریع تر بیماری در طیور و به خصوص در شتر مرغ، هزینه های درمان کاهش 

یافتــه، از طرفی بیماری به ســرعت تحت کنترل قــرار می گیرد. در نتیجه 

تولید افزایش می یابد و ضرر های اقتصادی بیماری حاصل از اشریشیا کلی 

افسانه حسینی و همکاران،   iss و bor در اشریشیا کلی شتر مرغ و طیور

تصویــر 1. الکتروفــورز محصــول PCR ژن iss با اندازه باند bp 309 بــر روی ژل آگارز یک 
درصــد. L : مارکر 250 جفت بازی. چاهــک 1: کنترل مثبت )1378χ(. چاهک 2: کنترل منفی. 
چاهک هــای 3 و 4: نمونه های مدفوع شــترمرغ  و چاهک هــای 5 و 6: نمونه های مدفوع طیور 

کلی باسیلوزی.

تصویــر 2. الکتروفــورز محصول PCR ژن bor با اندازه بانــد bp658 بر روی ژل آگارز یک 
درصــد. L : مارکــر 250 جفت بــازی. چاهک 1: کنتــرل مثبــت )1378χ(. چاهک های 2 و 3: 

نمونه های مدفوع شترمرغ  و چاهک های 4 و 5: نمونه های مدفوع طیور کلی باسیلوزی.
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وارد سیر نزولی خواهد شد. باتوجه به تأثیر روی سلامت عمومی و به دلیل 

احتمال انتقال ژن های حدت از شترمرغ به طیور اهمیت بررسی فاکتور های 

حدت در شترمرغ دوچندان می شود )13،14(.

فراوانی ژن های حدت در اشریشیا کلی بیماریزای طیور براساس مکان 

جغرافیایی و میزبان متفاوت است )10(. همچنین، مطالعات بسیاری پیشنهاد 

کرده انــد که تعیین و تخمین توزیع پاتوتیــپ انواع باکتری های بیماریزا در 

مناطق جغرافیایی و میزبان های مختلف، از جمله اشریشیا کلی بیماریزای 

طیور در سطح مولکولی می تواند به عنوان رهیافتی برای کنترل کلی باسیلوز 

در نظر گرفته شود. این هدف با تعیین فراوانی همزمان ژن های حدت قابل 

انجام است )20، 18(. به علت شباهت ساختمانی و عملکردی دو ژن حدت 

bor و iss و این نکته که هر دو حفاظت شــده اند، مطالعه همزمان این دو 

در مطالعه APEC و کنترل کلی باسیلوز طیور بسیار حائز اهمیت است )31(. 

نتایج تحقیق حاضر نشان داد که فراوانی حضور هم زمان هر دو ژن مؤثر در 

حدت در جدایه های شــتر مرغ های به ظاهر سالم به طور میانگین به میزان 

18/2 درصد و در جدایه های طیور مبتلا به کلی باسیلوز برابر با 11/1درصد 

می باشد که اگر چه نتایج، نشان دهنده بیشتر بودن فراوانی هم زمان دو ژن 

در جدایه های شتر مرغ های به ظاهر سالم از موارد کلی باسیلوزی می باشد، 

اما بین این دو تفاوت معنی داری مشاهده نشد. مطالعاتی در این زمینه، بویژه 

در مورد شترمرغ، براساس بررسی منابع موجود، یافت نشد تا نتایج مطالعه 

 Kafshdouzan .حاضر در منطقه با ســایر مناطق ایران مقایســه شــود

و همکاران  در ســال 2012 در بررســی توزیع ژن هــای مرتبط با حدت در 

اشریشیا کلی جدا شده از طیور مبتلا به کلی باسیلوز به این نتیجه رسیدند که 

85 درصد سویه های اشریشــیا کلی حداقل یکی از ژن های حدت را دارند، 

در حالی که 66 درصد از سویه های اشریشیا کلی جدا شده از پرندگان به ظاهر 

ســالم برای حداقل یک ژن حدت مثبت در نظر گرفته شــدند )24(. نتایج 

تحقیق حاضر، باز هم نشان دهنده بکارگیری عواملی، غیر از ژن های مورد 

مطالعه در تحقیق حاضر، در جدایه های اشریشیا کلی شترمرغ برای ایجاد 

بیماری اســت که نیاز به بررســی ژن های حدت بیشــتری در این جدایه ها 

ضروری به نظر می رسد.

نتیجه گیری: با توجه به تحقیق حاضر به نظر می رسد با توجه به فراوانی 

آماری یکســان دو ژن iss و bor بین شــترمرغ های به ظاهر سالم و طیور 

مبتلا به کی باسیلوز احتمالاًً مکانیزم های بیماریزایی باکتری در گونه های 

متفاوت با یکدیگر اختلاف دارند و برای تشــخیص بیماری کلی باسیلوز در 

شــتر مرغ نســبت به طیور کلی باسیلوزی، ژن bor مشــابه ژن iss کارایی 

زیادی در منطقه مورد مطالعه نخواهد داشت. عوامل بیماریزا تأثیر کم تری 

روی شتر مرغ دارد یا این که عوامل حدت دیگری در  بیماریزایی باکتری در 

این موجود نقش دارند. به علاوه، می توان شتر مرغ را به عنوان منبعی برای 

جابجایی ژن bor بین طیور در منطقه مورد مطالعه در نظر گرفت و احتمالًا 

جدایه های اشریشیا کلی شترمرغ، عواملی، غیر از ژن های مورد مطالعه در 

تحقیــق حاضر را برای ایجاد بیماری در شــترمرغ به کار می گیرند که این 

مطلب نیاز به بررسی ژن های حدت بیشتری در این جدایه ها دارد.

تشکر و قدردانی
این تحقیق به عنوان بخشــی از پایان نامه جهــت اخذ درجه دکتری 

عمومی دامپزشکی )خانم افسانه حسینی( به انجام رسیده است )شماره ثبت 

10432(. بدین وســیله از مسئولین محترم معاونت پژوهشی دانشگاه زابل 

و کارشناسان محترم آزمایشگاه میکروبیولوژی دانشکده دامپزشکی بویژه 

سرکار خانم سرگلزایی و جناب آقای سعید شهریاری قدردانی و سپاسگذاری 

می شود.
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بین نویسندگان  هیچ گونه تعارض در منافع  گزارش نشده است.
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Figure Legends and Table Captions
Table 1. Primers used for PCR reaction of iss and bor genes.

Table 2. Frequency of virulence genes in E. coli isolated from apparently healthy ostriches and poultry infected with colibacillosis.

Figure 1. Gel electrophoresis of PCR product of iss; L: 250 bp Ladder; Lane 1: Positive control (χ1378); Lane 2: Negative control; Lane 3, 
4: Sampled from apparently healthy ostriches; Lane 5, 6: Sampled from poultry colibacillosis.
Figure 2. Gel electrophoresis of PCR product of bor; L: 250 bp Ladder; Lane 1: Positive control (χ1378); Lane 2, 3: Sampled from appar-
ently healthy ostriches; Lane 4, 5: Sampled from poultry colibacillosis.
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Abstract:

BACKGROUND: The mechanism of pathogenesis and the role of virulence factors of avian 
pathogenic E. coli is still ill-defined. The ostrich industry is expanding, resulting in the interac-
tion between poultry and ostrich. It is reported that the investigation of iss and bor virulence 
genes together, due to their structural and functional similarities, is valuable.

OBJECTIVES: The investigation and comparison of presence of two genes involved in se-
rum resistance, iss and bor, in E. coli isolated from apparently healthy ostriches and poultry 
with colibacillosis. 

METHODS: As a cross-sectional study, E. coli was recovered from fecal samples of appar-
ently healthy ostriches and poultry with colibacillosis, and iss and bor genes were screened and 
compared via PCR in E. coli isolates.

RESULTS: iss frequencies, with no statistical difference, were 50% and 64.4% in E. coli iso-
lated from apparently healthy ostriches and poultry with colibacillosis, respectively (P>0.05). 
31.8% and 15.6% of E. coli isolated from apparently healthy ostriches and poultry with coli-
bacillosis were positive for bor, respectively, with no statistical difference (P>0.05). 11.1% of 
isolates from colibacillosis and 18.2% of isolates from apparently healthy ostriches feces, with 
no statistical difference, were positive for both genes (P>0.05).

CONCLUSIONS: Equal statistical distribution of both genes, bor and iss, between appar-
ently healthy ostriches and poultry with colibacillosis and the health level of studied ostriches 
indicated that E. coli isolated from ostrich, probably employs other virulence factors instead 
of bor and iss to establish a disease. This hypothesis needs to examine more virulence genes in 
ostrich-origin E. coli. In addition, the ostrich feces could be introduced as a source of iss and 
bor genes.
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