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هاي گوشتی جدا شده از جوجه اشریشیاکلیبررسی مقاومت فنوتیپی و ژنوتیپی 
شهرستان ارومیه به سولفونامید
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چکیده
ترین روش درمانی و کنترلی این بیماري مهم ها،بیوتیکآنتیاستفاده از . صنعت طیور استمهم هاي از بیماري یکلی باسیلوز یک

 ،در این مطالعه.باشدمیبیوتیک مصرفینسبت به آنتیباکتري جدا شده حساسیت بررسی یکی از نکات اساسی در انتخاب دارو، . است
بیوتیک نسبت به آنتیهاي کلی سپتی سمی با نشانهشهرستان ارومیه گوشتیهاي جوجهجدایه باکتري از  44تعداد مقاومت فنوتیپی 

نتایج . مورد بررسی قرار گرفتمراز پلی يواکنش زنجیرهها با استفاده از به روش انتشار در دیسک و مقاومت ژنوتیپی آنسولفادیازین 
جدایه پنج همچنین . بودند Sul1داراي ژن  )درصد 8/56(جدایه 25و  سولفادیازین مقاوم بودندبه ) درصد 5/45(جدایه20نشان داد که 

هاي مقاومت جدایهحاضر نشان داد که  يمطالعهنتایج .از خود نشان ندادند یمقاومتبررسی فنوتیپی در بودندSul1ژن که حامل 
نامیدها ونقش مهمی در بروز مقاومت نسبت به سولف Sul1ژن و  استنامیدها بالا وبه سولفنسبت شهرستان ارومیه در  شیاکلییاشر
. دارد

، ارومیهSul1آنتی بیوگرام، ، دیازینسولفا، شیاکلییاشر:کلمات کلیدي

مقدمه
هاي صنعت طیور ترین بیماريباسیلوز یکی از مهمکلی.

-ایجاد می اشریشیاکلیهاي مختلف است که توسط سویه

Nolan(شود et al. به  باکتریاییداروهاي ضد .)2013
طور گسترده براي کاهش خسارات ناشی از کلی باسیلوز 

داروهاي همگام با مصرف .اندشدهدر ماکیان استفاده 
.اي ایجاد شده استمقاومت پیش رونده،ضدمیکروبی

 باشدمشخص میبیوتیکی مقاومت آنتیمبناي ژنتیکی بروز 
ها با بین یک گونه یا بین انواع مختلف باکتري و معمولاً

ها ترانسپوزونها واینتگرون، مثل پلاسمیداجزاي ژنتیکی 
.Lanz et al(قابل انتقال است نگرانی از مقاومت ). 2003

ها به خصوص مقاومت چند دارویی بیوتیکآنتی به
)Multidrug resistance(پتانسیل دریافت فاکتورهاي و

ي دامپزشکی، دانشگاه ارومیه، دانشکدهايحرفهي اي دکترآموختهدانش 1
ي دامپزشکی، دانشگاه ارومیههاي طیور، دانشکدهاستادیار گروه بیماري *2
ي دامپزشکی، کلینیکال پاتولوژي، دانشکدهو  داخلیهاي بیمارياستادیار گروه  3

 يهاهاي انسانی از باکتريمقاومت توسط باکتري
داروي باعث تغییر در روش استفاده از ، حیوانات

باسیلوز در ماکیان شده استبراي درمان کلی ضدمیکروبی
)Singer and Hofacre 2006(.

ترکیب ا قبل به عنوان یک هنامیدها از سالوسولف
ثر و ارزان قیمت سنتتیک در طب انسانی ؤم ضدمیکروبی

نامیدها واولین بار از سولف. دنشومیمصرف و دامی 
).Rogers 2011(استفاده شد 1935در سال ) پرونتوسیل(

ها فولیک در باکترياسید نامیدها با تداخل در سنتز وسولف
).Skold 2001(کنند عمل می
بودند که براي نامیدها جزو نخستین داروهایی وسولف

هاي باکتریایی استفاده شدند، اما به سرکوب عفونت

E-mail: A.ghaniei@urmia.ac.ir)ي مسئولنویسنده(
دانشگاه ارومیه
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ها را سیلین جاي آنسرعت داروهاي دیگري مانند پنی
به  هاي مقاومظهور باکتري لگرفتند که بخشی از آن به دلی

هاي دلیل اصلی بروز مقاومت در باکتري .نامید بودوسولف
.باشدمی Rگرم منفی، حضور عواملی در پلاسمیدهاي 
پلاسمید  يدر خانواده انتروباکتریاسه، مقاومت با واسطه

کد  Sulهاي خانواده نامیدها توسط ژنونسبت به سولف
.Radstrom et al(شود می و  sul1 ،sul2سه ژن . )1991

sul3 نامیدها ومقاومت نسبت به سولف يهاي کدکنندهژن
.Soufi et al(هستند قسمتی از  Sul1ژن ).2011

ترین اینتگرون جدا شده است که شایع 1اینتگرون کلاس 
بارزترین  Sul1ها است به همین علت ژن از آنتروباکتریاسه

نامیدها دارد ونقش را در ایجاد مقاومت نسبت به سولف
)Carattoli 2001(.

ثر در صنعت طیور در ؤسولفونامیدها از داروهاي م
باشند که بروز هاي باکتریایی و انگلی میدرمان عفونت

ها را با محدودیت مواجه هاي دارویی مصرف آنمقاومت
بررسی فراوانی ژن هدف از انجام این مطالعه . کرده است
هاي از جوجه شیاکلییاشرهاي در جدایه Sul1مقاومت 

باسیلوز در شهرستان ارومیه و گوشتی مبتلا به کلی
بیوتیکی نسبت به میزان مقاومت آنتی يمقایسه

هاي نامیدها در سطح فنوتیپی و ژنوتیپی جدایهوسولف
.باشدباکتریایی می

مواد و روش کار
 1394و بهار  1393جدایه باکتري در زمستان  44تعداد 

 هاينشانهگله گوشتی واقع در شهرستان ارومیه با 30از 
قلب و  ،ها از خوننمونه. جدا گردید کلی سپتی سمی 

. کبد گرفته شد
هاي برداشته نمونه، بررسی میکروب شناسیجهت     

 .کشت داده شد) مرك آلمان(شده روي محیط مک کانکی
صورتی (هاي رشد یافته لاکتوز مثبت سپس تک پرگنه

تر دوباره در این محیط کشت جهت خلوص بیش) رنگ
هاي افتراقی هاي مورد نظر به محیطنیوکل. داده شد

ها به عنوان باکتري ید هویت آنیبیوشمیایی جهت تا

هاي تشخیص تفریقی آزمایش. برده شدند ،شیاکلییاشر
IMViC)وس پرسکوور و سیترات، متیل رد، وژندولیا (

براي  IMViCتست  ينتیجه. انجام گرفت و تست اوره
از چپ + + (--به صورت شیاکلییاشرشناسایی باکتري 

همچنین هیدروژن  و تست اوره منفی بود) به راست
Quinn(سولفید نیز تولید نکرد  et al. 2011(.

ابتدا از حساسیت ضدمیکروبی آزمایشبراي انجام     
سوسپانسیون  شیاکلییاشرهاي باکتري تمام جدایه

108×1.5(واحد مک فارلند  5/0میکروبی معادل 

CFU/ml (محیط  ،بیوگرامبراي انجام آنتی. تهیه گردید
مطابق دستورالعمل سازنده تهیه  )مرك آلمان(مولر هینتون

 ،سپس با سوآپ استریل از باکتري کشت داده شده. شد
. داده شدبر روي محیط کشت مولر هینتون آگار کشت 

-با استفاده از دیسک آنتیگذاري دیسکبعد  يدر مرحله

شرکت پادتن طب ) میکروگرم 300(بیوتیک سولفادیازین 
انکوبه شده  يدرجه 37ساعت در  24ها پلت. انجام شد

 يقطر منطقه .گیري شدمهاري اندازه يو سپس قطر منطقه
 يمتر به عنوان مقاوم، قطر منطقهمیلی 12تر از مهاري کم

 يو قطر منطقه توسطمتر به عنوان ممیلی 16تا  13مهاري 
متر به عنوان حساس قلمداد میلی 17تر از مهاري بیش

.)CLSI 2007(گردید 
هایی که روي محیط مک بعد از تایید تشخیص نمونه

کلونی از هر نمونه به ، یک کانکی آگار رشد کرده بودند
 37منتقل شد و در دماي )مرك آلمان(محیط لوریا برتانی

سپس . ساعت انکوبه شد 18گراد به مدت سانتی يدرجه
از روش جوشاندن براي استخراج کل ژنوم باکتري استفاده 

میکروتیوب منتقل  دولیتر به میلی 5/1از هر نمونه . شد
 به دور در دقیقه 10000ها با سرعت میکروتیوب. شد

بعد از دور ریختن . مدت پنج دقیقه سانتریفیوژ شدند
مانده در هر میکروتیوب مقدار هاي باقیمایع رویی به پلت

بعد از . میکرولیتر آب مقطر استریل افزوده شد 100
با هم مخلوط میکروتیوب دو ، محتویات ورتکس کردن

 گرادي سانتیدرجه 100ها در دماي سپس میکروتیوب. شد
ها با بعد از آن نمونه. و به مدت پنج دقیقه انکوبه شدند
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دور در دقیقه و به مدت پنج دقیقه دوباره  10000سرعت 
مایع رویی که حاوي ژنوم استخراج . سانتریفیوژ شدند

شده است به میکروتیوب دیگري منتقل شده و در دماي 
.Cattoir et al(گراد نگهداري شدند سانتی يدرجه -20

2007.(
 Sul1آغازگرهاي از مورد نظر  يبراي تکثیر قطعه

 25در حجم  PCRواکنش  ).1جدول(استفاده شد 
غلظت (10XPCRبافر میکرولیتر  5/2میکرولیتري شامل

1X( ،25/1  میاز کلرید منیزمیکرولیتر) میلی 5/2غلظت-

غلظت (از پرایمرهاي رفت و برگشت میکرولیتر 1،)مول
 Taq DNAاز آنزیم میکرولیتر  5/0، )میکرومولار 4/0

polymerase)25/1 از لیتر ومیکر 5/0، )واحدdNTP

 2میکرولیتر آب دیونیزه و  5/16،)مولمیلی 2/0غلظت (

در واکنش . شدانجام استخراجی  DNAمیکرولیتر از 
. کنترل منفی از آب دیونیزه به عنوان الگو استفاده شد

 يکنترل مثبت نیز از گنجینه باکتریایی دانشکدهنمونه 
حرارتی  يبرنامه. دامپزشکی دانشگاه تهران تهیه شد

در دناتوراسیون اولیه يواکنش تکثیري شامل یک چرخه
گراد به مدت پنج دقیقه و تعداد سانتی يدرجه 95دماي 

-سانتی يدرجه 94چرخه شامل دناتوراسیون در دماي  35

، چسبیدن پرایمر به مولکول ک دقیقهگراد به مدت ی
DNA  ثانیه و در نهایت  90درجه به مدت  47در دماي
گراد به سانتی يدرجه 72گسترش در دماي  يمرحله

نهایی گسترش رشته  يمدت یک دقیقه و یک چرخه
DNA  گراد به مدت ده دقیقه سانتی يدرجه 72در دماي

.انجام گرفت )Eppendorf, Germany(در ترموسایکلر

يتکثیر يقطعه يحاضر و اندازه يتوالی پرایمر مورد استفاده در مطالعه :1جدول
نام پرایمر)جفت باز(محصول قطعهاندازه توالیمنبع

Van et al. 2008
TTCGGCATTCTGAATCTCAC

ATGATCTAACCCTCGGTCTC

822
Sul1- F  

  
Sul1-R  

روي ژل آگارز  PCRپس از اتمام واکنش، محصول 
یک درصد منتقل و الکتروفورز گردید و ) رانسیناکلون، ای(

آمیزي با اتیدیوم بروماید، با استفاده از دستگاه پس از رنگ
ژل بررسی ) کیاژن، ایران(مستندساز ژل ترانس ایلومیناتور 

در نهایت نتایج حاصل از . برداري انجام شدو عکس
با نتایج حاصل از تست  sul1واکنش تکثیري ژن 

.حساسیت ضدمیکروبی مقایسه گردید

نتایج
ها بر که هویت آن شیاکلییاشرجدایه  44از تعداد 

هاي اساس نتایج حاصل از کشت میکروبی و تست
در ) درصد5/45(جدایه  20ید شده بود، یبیوشیمیایی تا

نسبت به سولفادیازین مقاومت نشان بیوگرام تست آنتی

در ) درصد 8/6(جدایه  3ي مهاري قطر منطقه. دادند
نیز نسبت ) درصد 7/47(جدایه  21حالت متوسط بود و 

.بیوتیک سولفادیازین حساسیت نشان دادندبه آنتی
هاي مورد در جدایه sul1بررسی فراوانی ژن مقاومت 

) درصد 8/56(نمونه  25حدي متفاوت بود و بررسی تا 
هایی که در تست تمامی نمونه.)1شکل (مثبت بودند

آنتی بیوگرام نسبت به سولفادیازین مقاوم بودند، از نظر 
اي که از لحاظ نمونه 25از بین .مثبت بودند Sul1ژن 

نمونه در تست فنوتیپی نیز  20ژنوتیپی مثبت بودند، 
 يزین را نشان دادند، قطر منطقهمقاومت به سولفادیا

 4مهاري  يجدایه در حد متوسط و قطر منطقه 1مهاري 
.حساس قرار گرفت يجدایه در محدوده
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هاي باکتريدر جدایهSul1ژن PCRمحصول:1شکل
: M؛درصد 1بارگذاري شده بر روي ژل آگارز  اشریشیاکلی

 S1 ،S2 ،S3 ،S4؛)، ایرانسیناکلون(جفت بازي  100نشانگر 
.نترل منفیک: CN؛ کنترل مثبت :CPهاي مثبت؛ نمونه S5و 

بحث
گیري ها به طور وسیع براي درمان و پیشبیوتیکآنتی

هر چند در .شودها در حیوانات استفاده میاز بیماري
ها به عنوان محرك رشد محدود از آن هسالیان اخیر استفاد

، هااز آنتی بیوتیکدر اثر استفاده وسیع . شده است
امروزه  .شوندها ظاهر میکبیوتیهاي مقاوم به آنتیباکتري
کند مقاوم شدن زیادي وجود دارد که بیان میهاي گزارش

به مشکل جهانی تبدیل شده ها بیوتیکبه آنتی شیاکلییاشر
.Wang et al(است  نامیدها ومقاومت به سولف. )2012

بیوتیکی هاي آنتیترین مقاومتترین و گستردهیکی از مهم
تري هم بیش يهشناخته شده است که در طول زمان توسع

ها اولین بار بیوتیکمقاومت به این آنتی .پیدا کرده است
شناسایی شد و پس از آن در  1950در انسان در سال 

.Tadesse et al(دیده شد  1964حیوانات در سال  2012.(
از  شیاکلییاشرجدایه  44از بین  ،حاضر يدر مطالعه

 8/56(جدایه  25هاي پرورشی مرغ گوشتی تعداد گله
 20از این تعداد فقط ولی . بودند Sul1داراي ژن ) درصد
مقاومت نسبت به سولفادیازین را در ) درصد 5/45(جدایه 

را جدایه که این ژن  5محیط کشت از خود نشان دادند و 
شرایط  احتمالاً. از خود مقاومت نشان ندادند ولی داشتند

در ثیر ژن فوق براي مقاومت ألازم براي بیان شدن و ت
مقاومتی  مورد نظرمهیا نشده است که در فنوتیپ  باکتري

این اختلاف در . نشدجدایه مشاهده  5را نسبت به این 
 يمیزان مقاومت در سطح فنوتیپی و ژنوتیپی نشان دهنده

 استهاي شناسایی مختلف در آزمایش نتایجبودننیکسان 
تواند حاکی از تفاوت در میزان صحت و و این امر می

. با هم باشد PCRبیوگرام و حساسیت دو تست آنتی
مورد جدایه مقاوم از لحاظ فنوتیپی داراي ژن  20تمامی 

دیگر نیز این ژن  يجدایه 5مورد نظر بودند و همچنین در 
.نیز شناسایی شد

مطالعات زیادي در دیگر مناطق جهان روي میزان 
نامیدها انجام شده وهاي مقاومت نسبت به سولففراوانی ژن

گزارش  2012در سال و همکاران Zhangاست از جمله 
 (SulR)نامید وهاي مقاومت به سولفمجموع ژن نمودند که

در  کلیشریشیااهاي بررسی شده باکتري در بین جدایه
دیگري که روي  يدر مطالعه.بود درصد 90شمال چین 

طیور در کشور چین انجام گرفت،  شیاکلییاشرهاي جدایه
 Kashif(را داشتند  sul1ها ژن مقاومت جدایه درصد1/42

et al. 2013(. در ارزیابی فنوتیپی و ژنوتیپی مقاومت
در کشور  شیاکلییاشريجدایه 166بیوتیکی در آنتی

.Soufi et al(بودند  sul1جدایه حاوي ژن  68تونس، 

2011(.Mooljuntee  30روي  2010در سال و همکاران 
هاي گوشتی در در جوجه کلیشریشیاانمونه از باکتري 

ها با تا از این جدایه 8نمودند که  تحقیقکشور تایلند 
 نامیدهاواستفاده از روش انتشار از دیسک مقاوم به سولف

. را دارا بودند sul1ها ژن بودند و از این تعداد تمامی آن
Van هاي باکتري روي جدایه 2008در سال و همکاران

درصد  27در کشور ویتنام مطالعه نمودند که  کلیشریشیاا
بیوتیک را داشتند و نسبت به این آنتی Sul1ها ژن از جدایه

دیگري در پرتغال روي  يمطالعه. مقاومت نشان دادند
انجام شد که میزان فراوانی  اشریشیاکلی هاي باکتريجدایه
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.Costa et al(درصد تعیین شده است  23ژن مذکور 

2009(.
Momtaz هاي شیوع ژن2012در سال و همکاران

از اشریشیاکلیهاي بیوتکی را در جدایهمقاومت آنتی
. هاي گوشتی کشتار شده در شهرکرد مطالعه نمودندجوجه

نامیدها در وهاي مقاومت به سولفشیوع ژن بررسیدر این 
ي در مطالعه.درصد بود 47هاي بررسی شده بین جدایه

 دیگري که در کشور ما انجام شده است میزان شیوع ژن
هاي در بین جدایه )Sul1(نامیدها ومقاومت به سولف

در طیور مبتلا به کلی باسیلوز در استان اشریشیاکلی
 Safarpoor Dehkordi(درصد گزارش شد  66/86اصفهان 

et al. -دیگري در ایران در دو منطقه يدر مطالعه.)2014

) آذربایجان غربی(و شمال غرب ) مازندران(شمال  ي
-هاي مختلف در تست آنتیبیوتیکمیزان حساسیت آنتی

میزان  .مشخص شداشریشیاکلیبیوگرام در باکتري 
درصد و  4/69نامیدها در مازندران ومقاومت فنوتیپی سولف

درصد گزارش شده است 9/53در آذربایجان غربی 
)Ghaniei et al. اخیر هر چند شیوع  يدر مطالعه.)2014

گر آن است که هاي مقاومت ارزیابی نشده است اما بیانژن
نسبت به اشریشیاکلیهاي میزان مقاومت جدایه

.باشدطق مذکور بالا میانامیدها در منوسولف

 و Sul3(نامیدي دیگر وهاي مقاومت سولفثیر ژنأالبته ت
Sul2(ها نیازمند مطالعات ثیر ترکیبی این ژنأو همچنین ت
ها تر است که سهم هر کدام و اثرات ترکیبی آنبیش

حاضر مقاومت  يدر مطالعه.سنجیده و گزارش گردد
در برابر سولفادیازین به عنوان یک اشریشیاکلیهاي جدایه

بالا ،نامیدي مورد استفاده در دامپزشکیوداروي سولف
مقاومت در میزان وجود این . بوده است) درصد 5/45(

به علت مصرف زیاد  ، احتمالاًاشریشیاکلیهاي بین باکتري
ها براي درمان بیوتیکاین خانواده از آنتی يو گسترده

در این  هاي بالینی و تحت بالینی در پرورش طیورعفونت
. باشدمی جغرافیایی يمنطقه

گر این است که در مجموع نتایج این مطالعه بیان
هاي یکی از مکانیسمSul1حضور ژن مقاومت وابسته به 

-هاي پاتوژن طیور به آنتیاشریشیاکلیمهم مقاومت 

در استان آذربایجان نامیدها وسولف يهاي خانوادهبیوتیک
استفاده  يبازنگري در نحوه ،باشد و این مطلبمیغربی 

هایی در صنعت طیور و سایر دامرا ها بیوتیکاز این آنتی
امري  ،شوندکه منبع غذایی براي انسان محسوب می

.دهدضروري جلوه می

تشکر و قدردانی
.دامپزشکی دانشگاه ارومیه انجام گرفته است يمطالعه با حمایت مالی دانشکدهاین 
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Abstract
Colibacillosis is one of the most important infectious diseases in the poultry industry. 

Antibiotics are the most important tool in dealing with the treatment and control of the 
disease. Checking the sensitivity of bacterial isolates to antimicrobial compounds, before 
choosing an antibiotic drug in the region is essential. In this study, phenotypic resistance 
profile of 44 isolates of Escherichia coli recovered from broiler chickens of Urmia city 
suspected to colisepticemia to sulfadiazine evaluated by disk diffusion method. Genotypic 
resistance profile was also assessed by polymerase chain reaction (PCR) of Sul1 gene. Results 
showed that 20 (45.5%) Escherichia coli isolates were resistant to sulfadiazine and Sul1 gene 
was detected in 25 (56.8%) isolates. Five isolates that had the Sul1 gene showed no antibiotic 
resistance in antibiogram test. The results showed that the resistance rate of isolates to 
sulfonamides was high and sul1 gene had a major role in sulfadiazine resistance of these 
isolates.
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