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چکیده

دنیا  ترین عوامل گاستروآنتریت باکتریایی در سراسراز شایع کمپیلوباکتر ژژونیبه خصوص  کمپیلوباکترهای گونه

ا هدف شوند. این مطالعه بهای طیور از جمله سنگدان مرغ منتقل میهستند که اغلب از طریق مصرف گوشت و فرآورده

سنگدان مرغ  نمونه 80، 1393تا خرداد ماه  1392 از دی ماه. مرغ انجام شددر سنگدان  کمپیلوباکتر هایتعیین شیوع گونه

اتالاز کهای گرم منفی و آوری و پس از کشت، ایزولهواقع در شهرستان ارومیه جمع از کشتارگاه پروتئین گستر سینا

 .ده شدتکثیر دا  PCRیکها به کمک پرایمرهای عمومی با تکنایزوله 16S rRNAها انتخاب شدند، و ژن ناحیه مثبت آن

تنوع . ندبودمثبت  کمپیلوباکترهای فنوتیپی های سنگدان با استفاده از تستدرصد از نمونه 5/62 نتایج نشان داد که

 40 و کلی کمپیلوباکتردرصد  20 ،کمپیلوباکتر ژژونیدرصد  40 در نتیجه تعیین توالی به صورت ی کمپیلوباکترهاباکتری

ر از فصل داری بالاتها در فصل بهار بطور معنیهمچنین میزان آلودگی نمونه. تشخیص داده شد ریکمپیلوباکتر لادرصد 

 لذا .باشد کمپیلوباکتر زمستان بود که ممکن است به دلیل بالا بودن درجه حرارت محیط و ایجاد شرایط مناسب برای

 اندنرس حداقل به و یبحران نقاط کنترل یابر یبند بسته پروسه و کشتار خط در قیدق نظارت و یبهداشت اصول تیرعا

 .است دیمف مرغ و گوشت هایفرآورده به لوباکتریکمپ جمله از غذا از منتقله پاتوژن هاییباکتر انتقال

 

  PCR،رباکتکمپیلو سنگدان مرغ، :کلیدی گانواژ

 
 مقدمه

، کمپیلوباکتریاسه متعلق به خانواده کمپیلوباکتر جنس

از  پروتئوباکتریا اپسیلون، طبقه کمپیلوباکتریاسراسته 

، شناسایی 1963 است که در سال پروتئوباکتریا شاخه

گونه  20 بیش از (.2004)فاستر و همکاران  شد

ها از ترین آنکه مهم( 2011)من  وجود دارد کمپیلوباکتر

 باشدمی ژژونیزیرگونه  ژژونی کمپیلوباکترنظر غذایی 

 ایهای رودهدرصد از عفونت 85 که عامل بیش از

 هایگونه(. 2002)دشپاند  باشدمی کمپیلوباکتریایی

گرم منفی، میکروآئروفیلیک، بدون اسپور،  کمپیلوباکتر

ای شکل بوده که با دو سلول تشکیل خمیده، با ظاهر میله

 )هانت دهدیک زنجیره کوتاه شبیه بال مرغ دریایی می
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 اعضای جنس اکثر .(2011 ، عامری و رحیمی1992

یک یا دو انتها  بواسطه تاژک قطبی در یلوباکترکمپ

این  (.2000)پارکهیل و همکاران متحرک هستند 

 و ها تولید اسید نکردهها از کربوهیدراتمیکروارگانیسم

کنند می استفاده انرژی منبع عنوان به آمینه اسیدهای از

 اپیدمیولوژیکی هایگزارش (.2000)هولت و همکاران 

-بیماری اصلی عامل هنوز مرغ وشتگ که دهندمی نشان

)کوزاسینسیکی  است انسان در غذایی مواد از ناشی های

 ترکیبات وجود علت تواند بهکه می( 2006و همکاران 

 آلایده محیطی آبی، فعالیت و pH مطلوب مقادیر مغذی،

 جمله از غذایی مواد از منتقله هایپاتوژن از تعدادی برای

جیمز  ،2010و الطبری  الدوقیم) باشد ژژونی کمپیلوباکتر

های جانبی طیور از جمله فرآورده (.2006و همکاران 

ها و از نظر اسیدهای چرب ضروری، ویتامین سنگدان

به علت اجتماع و بطور وسیعی درمواد معدنی غنی بوده 

بالا و طعم متفاوت و مطلوب ای تغذیهقیمت پایین، ارزش 

به  (2009اموتو )سوزوکی و یام طرفداران زیادی دارد

از عرضه تا  تهمین دلیل کنترل ایمنی این محصولا

های معمول روش باشد.مصرف دارای اهمیت می

به علت سرعت رشد آهسته و  کمپیلوباکتر شناسایی

)انگبرگ و همکاران  بر استسازی، زمانهای غنیروش

واکنشهای مولکولی بر پایه که روشدر حالی (2009

(، جایگزین قابل اعتمادی PCR) مرازای پلیهای زنجیره

-های فنوتیپی در شناسایی میکروارگانسیمبرای روش

)دنیس و همکاران  است غذایی هاینمونه از های هدف

 تشخیص برای گسترده طور به 16S rRNA ژن (.2001

 شده استفاده کمپیلوباکتر هایگونه سریع شناسایی و

 ،1997اران لینتون و همک ،2003)ماهر و همکاران  است

 دلیل به PCR همچنین (.2002نی و همکاران رکولکا

ای در بالا بطور گسترده تکثیر قدرت و حساسیت سرعت،

)بنگ و همکاران  رودبکار می کمپیلوباکترتشخیص 

علاوه  که (1996 راسموسن و همکاران ،2002و  2001

 قابل غیر هایقادر به تشخیص سلول زنده، هایسلول بر

)پانیکر و بژ  باشدمی مختلف مواد از باکتری کشت

 شناسایی و هدف از این مطالعه، جداسازی (.2003

 از بعد مرغ سنگدان هاینمونه از کمپیلوباکتر هایباکتری

 بر مبتنی فنوتیپی هایتکنیک اساس بر مرحله شستشو،

 با کمپیلوباکتر هایگونه و جنس دقیق کشت و شناسایی

 .باشدمی  16S rRNAژن و مولکولی هایروش کمک

 

 هامواد و روش

 مواد

آب پپتونه  ،سلکتیو آگار کمپیلوباکترکشت  هایمحیط

مکمل  نوترینت براث، سلکتیو براث، کمپیلوباکتربافری، 

ساخت  Quelab از شرکت کمپیلوباکترآنتی بیوتیکی 

 مرکاز شرکت  گلیسرول، Cگازپک نوع  ،کاناداکشور 

آب فاقد  ،PCR مستر میکس ،آلمان ساخت کشور

از  نشانگر یک کیلو جفت باز رنگ بارگذاری و نوکلئاز،

 هایپرایمر شرکت فرمنتاس ساخت کشور آلمان،

 ساخت کشور سیناژن و ریورس از شرکت فوروارد

 آمریکاساخت کشور  اینوتروژناز شرکت ایران، آگارز 

 بود.

 تجهیزات

 از شرکت اتوکلاو ،آلمان مرکاز شرکت جار بیهوازی 

، سانتریفوژ، آلمان ممرت از شرکت گرمخانه، آلمان ولکو

 اپندروف از شرکت همگیترموسایکلر  ،ترمومیکسر

ساخت  Gel Logic از شرکت ژل داکیومنت ،آلمانساخت 

 .بود آمریکا

 نمونه برداری

 سنگدان نمونه 80 ،1393 ماه خرداد تا 1392 ماه دی از

 هکشتارگا از تصادفی بطور مرحله شستشو از بعد مرغ

 شدند بردارینمونه ارومیه، در واقع پروتئین گستر سینا

. (نمونه در فصل بهار 40نمونه در فصل زمستان و  40)

 سترون ظروف از استفاده با شده آوری جمع هاینمونه

 به و استریل پلاستیکی هایکیسه در جداگانه بطور

 دارای کیسه داخل در ثانویه آلودگی از جلوگیری منظور

 شگاهیآزما به بلافاصله و شده ادهد قرار یخ
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 ییغذا عیصنا یمهندس و علوم گروه یولوژیکروبیم

 .شدند منتقل هیاروم دانشگاه

  کمپیلوباکتر شناسایی، شمارش و جداسازی

 و توزین نمونه هر از گرم یک سازی، ابتداغنی منظور به

 9 حاوی آزمایش هایلوله داخل پس از قرار دادن در

 و ورتکس( 1/0 رقت) استریل بافری پپتونه آب سیسی

-گرمخانه ساعت 24 مدت به C° 42 دمای در مناسب،

 10-5 هایرقت پس از سپری شدن این مدت،. شد گذاری

 محیط روی بر لیتر آنمیلی 1/0 و شده تهیه 10-7 تا

 آنتی حاوی مکمل آگار سلکتیو کمپیلوباکتر کشت

زمان  زا داده شد. بعد سطحی کشت کمپیلوباکتر بیوتیکی

 24درجه سانتیگراد به مدت  42) گذاریمناسب گرمخانه

کردند،  رشد باکتری کلنی آن در که هاییپلیت ساعت(،

گرم و  آمیزیاز نظر رنگ و جداسازی ،پس از شمارش

 باکتری مشاهده صورت در بررسی شدند، حرکت تست

 هایآزمون متحرک، و منفی گرم خمیده، باسیل

)بولتون و  تالاز و اکسیدازکا قبیل از بیوشیمیائی

 هایآزمون بودن مثبت. شد نیز انجام( 1992همکاران 

محتمل  یمنزله به آزمایش مورد هایکلنی روی بر فوق

 خالص منظور به در ادامه. بود کمپیلوباکترحضور  بودن

 کشت محیط برروی چندین بار هاکلنی سازی،

 ادهد کشت ایزوله صورت به سلکتیو آگار کمپیلوباکتر

به C گازپک نوع  با بیهوازی جار داخل در هاپلیت. شدند

-درجه سانتیگراد گرمخانه 42ساعت در دمای  24مدت 

 شد گرم آمیزیرنگ خلوص تأیید منظور به و گذاری

 از قطعی، تأیید جهت . سپس(1980)اسکیرو و همکاران 

 باز جفت 370 اندازه به یقطعه تکثیر برای PCR تکنیک

حسین زاده و ) گردید استفاده 16S rRNA ژن از

-کشت از باکتریایی، ذخیره تهیه برای (.2014همکاران 

 سلکتیو کمپیلوباکتر کشت محیط در خالص خطی های

 کدورت به رسیدن از پس و گرفته صورت تلقیح براث

 C° 42 دمای در ایزوله هر ،(ساعت 24 حدود) مطلوب

آن در  زا لیترمیلی یک آن از پس. شد گذاریگرمخانه

 مدت به و شده ریخته لیتریمیلی 5/1 میکروتیوپ داخل

 سانتیگراد درجه 25 دمای در ،g12000× دور با دقیقه 1

 5/0 مایع فوقانی، ریختن دور از پس. شد سانتریفوژ

 لیترمیلی 5/0 و اولیه میکروبی سوسپانسیون از لیترمیلی

 به گلیسرول، %30 حاوی استریل مایع کشت محیط از

 میکروتیوپ، درون اختلاط از پس و افزوده روتیوپمیک

 (.1390)عدالتیان  شد نگهداری -C° 80 فریزر در

 هاجدایه  DNAاستخراج

شد.  استفاده جوشاندن روش ز، اDNA استخراج جهت

 لیترمیلی 4 در تک هایکلنی ها،جدایه فعالسازی از پس

 در ساعت 24 مدت به و تلقیح براث نوترینت کشت محیط

 به تلقیح مایع سپس. شدند گذاریگرمخانه C° 42 ایدم

 3 مدت به g 10000× در و تقسیم لیتریمیلی 2 تیوپ 2

ها، تیوپ فوقانی پس از حذف مایع شد. سانتریفوژ دقیقه

 اضافه استریل مقطر آب میکرولیتر 100 هاآن از یکی به

 انتقال داده دوم تیوپ به آن محتویات پس از ورتکس، و

 ،به ترمومیکسر یات تیوب دوم پس از ورتکس،شد. محتو

و  منتقل، دقیقه 6 مدت به سانتیگراد درجه 99 دمای در

 شد. سانتریفوژ g 10000 × در دقیقه 5در انتها به مدت 

 سلول به DNA و شده متلاشی سلول بدین صورت

 .(2008لیو ) شد انتقال داده تمیز تیوپ

 PCR واکنش انجام

 که دارد حجم میکرولیتر PCR ،25 واکنش مخلوط هر

  آمده است. یکدر شکل  آن اجزای

 
 PCR واکنش مخلوط یاجزا مشخصات -1 شکل
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 استفاده مورد یمرهایپرا یدینوکلئوت یتوال -1 جدول

 توالی نوکلئوتیدی                               نام پرایمر              
AGGAGGTGATCCAACCGCA             Forward-E 

AACTGGAGGAAGGTGGGGA            -E Reverse 

 

در  را هامیکروتیوب واکنش، هایمخلوط تهیه از پس

بر  ذیل برنامه و داده قرار ترموسایکلر دستگاه داخل

اساس مطالعات انجام شده توسط قانع و همکاران 

 شد: داده دستگاه ( به1389)

 سیکل؛ یک دقیقه، 4 مدت به C° 95 دمای: اول مرحله

 C° 56 دمای ،ثانیه 40 مدت به C° 95 دمای :دوم مرحله

 35 ، ثانیه 40  مدت به C° 72 دمای ،ثانیه 30 مدت به

  سیکل؛

 سیکل؛ یک ،دقیقه 5  مدت به C° 72 دمای: سوم مرحله

 .نامحدود بصورت C° 4 دمای: چهارم مرحله

 PCR محصول الکتروفورز

 میکرولیتر 3 واکنش هر برای ،PCR واکنش انجام از پس

 رنگ میکرولیتر یک همراه به واکنش محصول از

 هر در تقطیر بار دو مقطر آب میکرولیتر 2 بارگذاری و

 هاچاهک از یکی در. شد بارگذاری الکتروفورز چاهک

 چاهکی در و باز جفت کیلو یک نشانگر میکرولیتر 5/1

 بود هاجدایه DNA قدفا که منفی کنترل ینمونه نیز دیگر

 شده بارگذاری هایمخلوط الکتروفورز. شدند بارگذاری

 بافر در و برماید اتیدیوم حاوی درصد 5/1 آگارز ژل در

 TBE 1Xانجام ساعت 2 مدت به ولت، 75 جریان با 

 توسط نظر مورد ژل از الکتروفورز اتمام از پس. پذیرفت

-عکس بنفش ماورا یاشعه تحت ژل داکیومنت دستگاه

 .(1389)قانع و همکاران  گرفت صورت برداری

 هاجدایه توالی تعیین

 توسط PCR واکنش انجام صحت ارزیابی از پس

جفت  370 موقعیت در باند یمشاهده و الکتروفورز

ایزوله سنگدان مرغ  PCR ،5 واکنش محصولات بازی،

 پرایمر از طرفه یک خوانش صورت به توالی تعیین جهت

Forward-E، شدند ارسال کره ماکروژن شرکت به .

 بانک در موجود هایتوالی با آمده دست به هایتوالی

 به سویه ترینمشابه و شده مقایسه ،(NCBI) اطلاعاتی

 درصد 97 بالای تشابه. گردید تعیین نظر مورد یایزوله

 .شد تلقی داریمعنی تشابه عنوان به

 تحلیل آماری

ی مقایسه با MSTATCها از نرم افزار برای تحلیل داده

داری میزان برای بررسی معنی %5ها در سطح میانگین

ها استفاده شد. تمامی آزمایشات در سه آلودگی نمونه

 تکرار انجام شد.

 

 نتایج و بحث

-نمونه از درصد 5/62 طبق نتایج حاصل از آزمایشات

 های فنوتیپیروش از استفاده با سنگدان های

 هانمونه در کمپیلوباکتر شیوع .بودند مثبت کمپیلوباکتر

 توسط شده گزارش نتایج با مشابه که این نتیجه بود بالا

 70) مشابهی تعداد باشد کهمی (2001) همکاران و دنیس

فرانسه را  هایمارکت سوپر از مرغ هاینمونه از( نمونه

آن است  بالا شیوع این دلیل احتمالا کرده بودند. بررسی

 کشتارطول  در آویز حلقه قعیتمو در مرغ لاشهچون  که

 از تواندمی کمپیلوباکتر ،دارد قرار بعدی فرآیندهای و

 لاشه سطح روی بر مدفوعی آلودگی طریق از روده

 یندآفر طول در شستشو آب براین، علاوه. شود منتقل

 -اوگارت) شودمی لاشه طول در آلودگی باعث زهکشی

ز رحیمی مطالعه مشابهی ا در (.2012 همکاران رویز و

-در خصوص شیوع گونه 1390 تا 1389های سالطی در 

دو تهیه شده از  هایدر سنگدان مرغ کمپیلوباکتر های

 91میزان آلودگی کشتارگاه صنعتی شهرستان شهرکرد 

گزارش درصد  8/75نمونه مورد بررسی  120نمونه از 

( در 2007) و همکاران سلام(. 1392رحیمی شده است )

 45را کمپیلوباکتر به ی سنگدان مرغ آلودگمیزان  ژاپن

( از 2009) سوزوکی و وتمویاما. اندکردهدرصد گزارش 

درصد گزارش  2/62ژاپن میزان آلودگی سنگدان مرغ را 

 .باشدحاضر مشابه میاند که با نتایج مطالعه نموده

اختلافات موجود بین نتایج گزارش شده از مناطق 

طیور در مناطق مختلف، توان به میزان ابتلا مختلف را می
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فاصله زمانی بین مطالعات، اختلاف در نحوه کشتار و 

رعایت اصول بهداشت در طول مراحل مختلف کشتار، 

های آزمایش فصول نمونه گیری و حساسیت روش

 شمارش از حاصل هایداده .(1392رحیمی ) نسبت داد

 آزمون و  MSTATCافزار نرم توسط باکتری

Student’s-t فصل در میکروبی بار میانگین که داد نشان 

-نمونه در بهار فصل در و ،cfu/g 217/0±42/4 زمستان

پس مشخص  بود، cfu/g 34/0±05/6 مرغ سنگدان های

 داریمعنی بطور بهار فصل در آلودگی میزان که است

 میزان بودن بالا. باشدمی زمستان فصل از بیشتر

 بودن بالا دلیل به است ممکن بهار فصل در آلودگی

 رشد برای مناسب شرایط ایجاد و محیط حرارت درجه

 .باشد کمپیلوباکتر

 

 
، 16S rRNA تکثیر ژن حاصل از bp370 باندهای -2شکل 

NC ،کنترل منفی :L نشانگر :bp 50 ،11-1 ای سنگدان مرغهجدایه 

 

های مختلف های باندی مربوط به سویه، پروفایل2شکل 

 ی مورد نظرطول قطعه. دهدورد آزمون را نشان میم

گونه که در شکل مشخص همان. باشدجفت بازی می 370

گیری باندها، باتوجه به نردبان مورد باشد، مکان قرارمی

بود و طول قطعات  Generler 50 bp استفاده، که از نوع 

داد، دقیقا همان طول قطعه جفت باز نشان می 1000 را تا

دهد، که بیانگر صحیح بودن مراحل انجام ن میرا نشا

                                          باشد.آزمون می

 کشتار طی در کمپیلوباکتر هایگونه آلودگی بالای میزان

 قبلا یندآفر آلات در ماشین همچنین و کشتارگاه در طیور

استرن و  ،2005)آلتر و همکاران  است شده مشاهده

 هاگزارش(. 1998والاس و همکاران  ،2001همکاران 

 مراحل تمام در کمپیلوباکتر هایگونه که دهدمی نشان

 یاماموتو و اونو) دارند حضور طیور کشتار یندآفر

 ،(2007 همکاران و سان، 2005 همکاران و آلتر، 1999

 برداری، نمونه فصل جمله از عوامل از برخی اگرچه

 روش نوع و کارخانه مختلف شرایط جغرافیایی، موقعیت

 در کمپیلوباکتر توسط آلودگی در است ممکن فرآوری

 (. 2003و همکاران  لوگوه) بگذارد تأثیر طیور یندآفر طول

 

 نتیجه گیری

 سنگدان هاینمونه از درصد 5/62 که داد نشان نتایج

 مثبت کمپیلوباکتر فنوتیپی هایروش از استفاده با مرغ

 40 صورت به یلوباکترکمپ هایباکتری تنوع. بودند

 و کلی کمپیلوباکتر درصد 20 ،ژژونی کمپیلوباکتر درصد

 تشخیص مرغ سنگدان در لاری کمپیلوباکتر درصد 40

 بهار فصل در هانمونه آلودگی میزان همچنین. شد داده

 ممکن که بود زمستان فصل از بالاتر داریمعنی بطور

 ادایج و محیط حرارت درجه بودن بالا دلیل به است

همانطور که  باشد. کمپیلوباکتر رشد برای مناسب شرایط

های های مولد بیماریمشاهده شد حضور باکتری

ای در گوشت به خصوص گوشت طیور روده -معدی

تواند سلامت مصرف کننده را به شدت شایع است که می

لذا رعایت اصول بهداشتی و نظارت  .تحت تأثیر قرار دهد

سه بسته بندی برای کنترل دقیق در خط کشتار و پرو

های باکتری نقاط بحرانی و به حداقل رساندن انتقال

ای هبه فرآورده کمپیلوباکترپاتوژن منتقله از غذا از جمله 

 مصرف از است بهتر همچنین. است مفید گوشت و مرغ

 .کرد پرهیز پخته نیم و خام طیور هایفرآورده
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 تشکر و قدردانی

ه زیست و فناوری و از مسئولین محترم پژوهشکد

آزمایشگاه میکروبیولوژی گروه صنایع غذایی دانشگاه 

ارومیه که این پژوهش در آنجا اجرا گردیده کمال تشکر 

 آید.و قدردانی به عمل می
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Abstract  

Campylobacter species, especially Campylobacter jejuni is the most common cause of bacterial 

gastroenteritis around the world, often through the consumption of meat and poultry products, 

including chicken gizzard, are transmitted. In winter 1392 to spring 1393, This study has been 

aimed to determine the prevalence of Campylobacter species in poultry gizzard in Urmia, 80 

samples of gizzard from the Protein Gostar Sina slaughterhouse located in the city of Urmia 

collected after culture, gram- negative and catalase- positive isolates selected, of the 16S rRNA 

gene was random and their General primers were amplified by PCR technique. The results showed 

that 62/5% of gizzards using selective culture of Campylobacter positive were detected. Diversity 

of Campylobacter isolates to the case: 40 percent Campylobacter jejuni, 20 percent Campylobacter 

coli and 40 percent Campylobacter lari detection in chicken gizzard was given. Contamination 

levels were also significantly higher in spring than in winter, which may be due to the high 

temperature of environment that was created the right conditions for Campylobacter. Therefore, 

sanitation and accurate monitoring of the destruction and packaging process for control of critical 

points and minimize the transmission of pathogenic bacteria such as Campylobacter Foodborne to 
meatand poultry products useful.                                                                                                  
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