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جمع آوری شده از خام  در شیرژژونی  باکتر کمپیلو و گونه کمپیلوباکترجنس  فراوانی تعیین میزان 

 ای پلی مراز چندگانهواکنش زنجیره بوسیلهشهرستان آمل 
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 25/09/1394 :تاریخ پذیرش مقاله                                   19/05/1394 اریخ دریافت مقاله:ت

 دهیچک

های نمونهدر ژژونی  کمپیلوباکترو گونه  کمپیلوباکتر فراوانی جنستعیین هدف از این مطالعه تواند از طریق شیر خام منتقل شود. می کمپیلوباکتر :هدف و زمینه

 .بودخام  شیر

 

و  کمپیلوباکتر جنس فنوتیپی شناسایی .نددر شهرستان آمل جمع آوری شدخام نمونه شیر خام در تابستان از سکوهای شیر  72در این مطالعه  ها:مواد و روش

 -Multiplex])[ای پلی مراز چندگانه وسیله واکنش زنجیرهه شناسایی مولکولی این باکتری بو  های آزمایشگاهی میکروبیوسیله روشه بژژونی  کمپیلوباکترگونه 

Polymerase Chain Reaction (M-PCR .با استفاده ها دادههای مثبت بود، که تنها متغیرهای در دسترس ماه انجام مطالعه و تعداد نمونه با توجه به این انجام شد

   .)p > 05/0ند )مورد محاسبه قرار گرفت  test exact Fisher's و آزمون فیشر  16.0SPSSافزار  نرماز 

 

. بیشترین و کمترین میزان آلودگی کمپیلوباکتر بودندها آلوده به جنس درصد آن 77/2و  نیوآلوده به کمپیلوباکتر ژژ هانمونه درصد 88/13، نمونه 72 از :نتایج

 کمپیلوباکتر معناداری بین میزان فراوانی گونههمچنین تفاوت . درصد( بود 50/12)شهریور و  درصد( 83/20)مرداد  هایدر ماه به ترتیب این باکتریشیر خام به 

 .(p = 07/0) های مختلف تابستان مشاهده نشدهای شیر خام در ماهدر نمونه کمپیلوباکترو جنس  نیوژژ

 

و به کاربردن روش  لبنیاتیهای تولید مواد غذایی لذا رعایت اصول بهداشتی در مکان ؛کمپیلوباکتر نشان دادوسیله ه خام را بشیر  مطالعه ما آلودگی: گیرینتیجه

 است.حائز اهمیت سریع و دقیق جهت شناسایی این باکتری 

 

   ای پلی مراز چندگانهنی، شیر خام، واکنش زنجیرهوژژ کمپیلوباکتر، گونه کمپیلوباکترجنس  کلمات کلیدی:
 

 
 

 

 مقدمه
وسیله ه که بو محصولات آن  خام شیر لبنی مانندمواد 

مصرف های ناشی از در ایجاد بیماری شوندها آلوده میمیکروب

کنند. از جمله عوامل میکروبی مهمی را ایفا میهای آلوده نقش غذا

 کوکسیلا بورنتیهای مختلف مانند آلوده کننده شیر، باکتری

(Coxiella burnetii ،)اشریشیاکلی (Escherichia 

coli O157:H7 ،)مونوسیتوژنز لیستریا (Listeria 

monocytogenes ،) بویس مایکوباکتریوم (Mycobacterium 

bovis)، یسزتوبرکلوراپام مایکوباکتریو  (Mycobacterium 

paratuberculosis یرسینیا انتروکولیتیکا( و (Yersinia 

enterocoliticaدر این میان جنس  (.1توان نام برد )( را می

مقاله پژوهشی

  

گروه میکروب شناسی، واحد آیت الله آملی، دانشگاه آزاد  فاطمه زابلی، :نویسنده مسئول* 

 Email: microbiol_sci@yahoo.com                                  ، آمل، ایران. آمل اسلامی
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از مهم ترین  ( نیز یکیCampylobacter genus)  کمپیلوباکتر

  .(2رود )شمار میه عوامل باکتریایی آلوده کننده شیر ب

و کاتالاز اکسیداز خمیده، متحرک، گرم منفی، ها کمپیلوباکتر

گونه هیدرولیز هیپورات نیز  آزمایشدر  .باشندمیمثبت 

اختلالات گوارشی و  (.4و  3) باشدمیمثبت  نیوژژکمپیلوباکتر 

 Campylobacter)  نیوکمپیلوباکتر ژژ گونه اسهال ناشی از

jejuni)  های عمده در کشورهای در حال توسعه بیماریجمله از

بوده و حتی در کشورهای توسعه یافته نیز یکی از علل مرگ و 

ای سهم عمده(. این باکتری 5است )خصوص در کودکان ه میر ب

و علاوه بر ایجاد  انسان دارد دردر ایجاد التهاب معده و روده را 

التهاب ای مثل های ثانویهاسهال آبکی و خونی، باعث بیماری

ی مغز تهای محافظپرده ، عفونت دستگاه ادراری، التهابهاغضروف

 گرددمی التهاب درون قلبو لتهاب ناگهانی کیسه صفرا او نخاع، 

 .(7و  6)

به طور عمده همراه  دهد که کمپیلوباکترمیمطالعات نشان  

که مصرف  علاوه بر اینیابد. با مواد غذایی با منشا دامی انتقال می

شیر خام در کشور ما بسیار پایین است و شیر به صورت سنتی و 

یکی  کمپیلوباکتر آلوده به شیر خامگردد، یا مدرن پاستوریزه می

 در اثر مصرف مواد غذاییای های رودهترین علت بیماریشایعاز 

بالا باشد بار میکروبی در شیر خام  (. در صورتی که8) است آلوده

حتی بعد از ها در باکتری های مقاوم به گرمابه دلیل فعالیت آنزیم

مواد لبنی حاصل از آن کیفیت ، خام عمل پاستوریزاسیون شیر

  (.9باشند )ها میمورد انتظار را ندارند و حامل باکتری

بنابر مطالب گفته شده آلودگی باکتریایی شیر خام با اهمیت  

جهت تایید سلامت غذایی  کمپیلوباکتربوده و وجود یا عدم وجود 

طور ه مواد لبنی از نقطه نظر وجود این باکتری ضروری است. ب

بر اساس  تشخیص هایتست های کشت، جداسازی ومعمول روش

به کار  پیلوباکترکمهای فنوتیپی جهت شناسایی گونه خواص

های سخت (، اما از آنجا که این باکتری جز باکتری10رود )می

 باشدمیهای کشت دشوار وسیله روشه ب آن رشد است، جداسازی

ای پلیمراز پایه واکنش زنجیره بر مولکولی هایروش لذا؛ (11)

[Polymerase Chain Reaction (PCR)]  شناسایی در که 

 مورد اطمینان و از نظر تجاری نیز قابلبیشتر  کمپیلوباکتر

 (.12گیرند )میاست مورد استفاده قرار  دسترسی

جهت تشخیص جنس  در این بررسی از روش مولکولی 

های استفاده شد، زیرا روش نیوژژکمپیلوباکتر و گونه  کمپیلوباکتر

داشته و عوامل مختلف مولکولی حساسیت و اختصاصیت بالا 

 (. 13باشند )شناسایی میمیکروبی قابل 

 -Multiplex])[ ای پلی مراز چندگانهواکنش زنجیرهآزمایش 

Polymerase Chain Reaction (M-PCR های یکی از انواع روش

 تعیین و برای باشدمی ای پلی مرازواکنش زنجیرهمولکولی بر پایه 

زمان عوامل عفونی  هم افتراقی و وجود احتمالی تشخیص و

این روش از چند جفت  زیرا در رد استفاده قرار گیردتواند مومی

جهت شناسایی عامل میکروبی مورد نظر پرایمر اختصاصی 

ی عمل ابزار و ساده ع،یسر این روش. همچنین شوداستفاده می

است که توانایی تقویت  کمپیلوباکتر ییشناسا یبرا دقیق

همزمان طور ه های بزرگ و چند ژن را ب، تشخیص ژن DNAتکثیر

 (.15و  14دارد )

وسیله ه مطالعات مختلف آلودگی محصولات لبنی را ب 

 نشان داده است:مولکولی  های کشت وتوسط روش کمپیلوباکتر

 Khanzadi ای پلی واکنش زنجیرهبه روش  (16) همکاران و

 درصد 8 ،نمونه شیر خام 200مراز چندگانه گزارش دادند که از 

درصد آلوده به جنس  5/15و نی وآلوده به کمپیلوباکتر ژژ

 کمپیلوباکتر بودند.

 Bianchini ای پلی واکنش زنجیرهبه روش  (17) همکارن و

نمونه شیر خام آلوده به این  282از  درصد 12نشان دادند که  مراز

واکنش وسیله ه ( در مصر ب18و همکاران ) Barakat .باکتری بودند

 44/4نمونه شیر خام  450گزارش دادند که از  ای پلی مراززنجیره

 بودند. نیوکمپیلوباکتر ژژها آلوده به درصد نمونه

 های کشت غنی کنندهکه با استفاده از محیط در مطالعه دیگر 

 (19) و همکاران Kazemeini و خواص فنوتیپی انجام گرفت،

 درصد به 5/2نمونه شیر خام،  120گزارش دادند که از میان 

 .بودند هنی آلودولوباکتر ژژکمپی

ایی ضرروی ذشیر یکی از پرمصرف ترین لبنیات و از مواد غ 

عدم و  است شیر خام به صلاح بهداشت همگانی، سلامت باشدمی

و همچنین  سطح سلامت و بهداشت جامعه موضوع اینرعایت 

اهمیت این با توجه به  لذا ؛کاهش خواهد داد بهداشت اقتصادی را

 شناسایی سریع و دقیق آلودگی شیر خام اهمیت دارد. درموضوع 
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سکوهای  در موجود خامشیر  از برداری نمونه به تحقیق اقدام این

)تیر، مرداد و  سال در فصل تابستان های گرمدر ماه شیر خام،

 ( گردید و در نهایتاستان مازندران)شهرستان آمل  در شهریور(

 با هدف تشخیص جنسای پلی مراز چندگانه واکنش زنجیره
و نهایتا تعیین فراوانی این  ژژونی کمپیلوباکترو گونه  کمپیلوباکتر

 باکتری در شیر خام طراحی گردید.

 

 هامواد و روش

 سکوی جمع آوری شیر 12این مطالعه در : جمع آوری نمونه  

قابل ذکر  ،استان مازندران صورت گرفت در در شهرستان آمل خام

فعالیت هستند که به سکو در شهرستان آمل مشغول  14است که 

، این محصول را به خام سکو به دلیل کم بودن ظرفیت شیر 2

ماه در فصل  3دهند. نمونه گیری در طی دیگر سکوها تحویل می

انجام ها با اجازه گرفتن از صاحبان کارخانه 1392سال  تابستان

در سه میلی لیتر  200به اندازه  نمونه شیر خام، هر نمونه 72شد. 

جمع  کلیه سکوهااز نمونه  24، در هر ماه ماه تیر، مرداد و شهریور

 در اوجبه سکوها و  محض ورود شیربه نمونه برداری . شدآوری 

و قبل از ارسال مقادیری از آن به کارخانجات یا خام  شیر تازگی

استفاده از یخ و ها با نمونه های مصرفی صورت گرفت وجایگاه

قابل ذکر است  .انتقال داده شدند به آزمایشگاه رعایت زنجیره سرد

های وسط هم زنکه قبل از نمونه برداری، شیر خام داخل سکو ت

 های شیر خامنمونه نواخت شدن دانسیته و چربیدستی برای یک

 مخلوط شده بود.

از  میلی لیتر از هر کدام 10: های شیر خامغنی سازی نمونه 

 5دقیقه و دمای  20به مدت  دور 14000 خام در شیرهای نمونه

بعد از  دست آمدهه توده ب ند.شدگراد سانتریفوژ  درجه سانتی

رستون پمحیط ) رستون براثپمحیط  میلی لیتر 90سانتریفوژ به 

کمپیلوباکتر  جهت غنی سازی آلمان( Merk ساخت شرکت براث

ساعت  24درجه سانتی گراد به مدت  37در دمای و انتقال یافت 

ها به روش کشت خطی در سپس نمونهخانه گذاری شد. گرم

 Campylobacter Selective Agar) اختصاصیمحیط کشت 

Base) (Campylobacter Selective Agar Base  ساخت

داده شد. بود کشت  گار خون دارآبر پایه آلمان( و  Merk شرکت

درصد  7حاوی  Campylobacter Selective Agar Baseمحیط 

میلی لیتر از آن  500هر . همچنین خون تجزیه شده اسب بود

جهت جلوگیری از نکومایسین او آنتی بیوتیک میلی گرم 2شامل 

 میلی گرم 50، های گرم مثبت مقاوم به متیسیلینرشد باکتری

 ودوموناسسپاز رشد جهت جلوگیری B  پلی میکسین
(Pseudomonas) ،پاستورلا (Pastorella)، سالمونلا 

(Salmonella) ،شیگلا (Shigella)  کلبسیلاو (Klebsiella) و 
از رشد  به منظور جلوگیریتری متوپریم میلی گرم  1

، کلبسیلا ،(Enterobacter) رانتروباکت، اشریشیاکلی

 کلستریدیوم، استورلاپ(، Streptococcus) استرپتوکوکوس

(Clostridium،) باکتریوم کورینه، شیگلا، سالمونلا 

(Corynebacterium)  پرتئوسو (Proteus )آنتی بود ،

 .(20انگلستان بودند ) Mastساخت شرکت  های مذکوربیوتیک
در شرایط اتمسفر میکروآئروفیلیک به  ی فوقهاپلیتسپس  

درصد دی اکسیدکربن  10درصد اکسیژن،  5همراه گازپک شامل 

در کانادا( Oxoid ساخت شرکت  گازپک) درصد نیتروژن 85و 

خانه ساعت گرم 48درجه سانتی گراد و مدت زمان  42دمای 

  .(16) گذاری شدند

ها از انکوباتور خارج پلیت  :شناسایی و جداسازی کمپیلوباکتر 

، کروی، مسطح، غیر همولیتیک هایپرگنه هایی که حاویو آن

بودند مورد میلی متر  1آبکی و خاکستری به اندازه قطر 

های پرگنهپس از شناسایی  .های بعدی قرار گرفتندبررسی

ای از ، نمونههابا مشخصات ذکر شده در بالا در پلیت مشکوک

ها توسط آنس به روی یک لام منتقل و بر اساس روش گرم، آن

و  های مختلف لام در زیر میکروسکوپ نوریرنگ آمیزی و بخش

این نکته قابل ذکر است که جهت . بررسی شد 100با عدسی 

 کمپیلوباکترها که فاقد مشخصات پرگنهاطمینان در کار، سایر 

هایی که نمونهوسیله رنگ آمیزی گرم رنگ شدند. اما ه بودند نیز ب

بودند برای انجام آزمایشات تکمیلی  واجد مشخصات کمپیلوباکتر

، خالص سازی و نگهداری شدند. نیوژژتایید کمپیلوباکتر  و

 باشند. ازآزمایشات تکمیلی شامل آزمایش اکسیداز و کاتالاز می

دیسک اکسیداز برای تایید  با استفاده ازآزمایش اکسیداز 

. در ادامه نیز از کمپیلوباکتر بودن پرگنه مشکوک استفاده گردید

 نیوژژکمپیلوباکتر آزمایش هیدرولیز هیپورات جهت تشخیص 

 . (16) اده شداستف
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میکروسکوپی به که در آزمایشات  هاییپرگنه :DNAاستخراج 

تایید شدند و در آزمایش تکمیلی اکسیداز و کمپیلوباکتر  عنوان

ها و کنترل مثبت بودند، جهت اطمینان از خالص بودن آن کاتالاز

دوباره خالص سازی  داده و کشت مجددهای کشت، کیفیت محیط

 خوبی به هاباکتری کهنه، های کشتمحیطد. همچنین در شدن

 24از کشت تازه و  کنند، بنابراین جهت اطمینان بیشتررشد نمی

 .استفاده شد  DNAجهت استخراج ساعته، زنده و تازه باکتری 

استخراج شد. به این  دنها به روش جوشاناین نمونه DNAسپس 

های محیط کشت یکسان موجود در پلیت هایپرگنهترتیب که 

آب مقطر غیریونی میکرولیتر  500بعد از جمع آوری به  اختصاصی

سپس در داخل بن ماری  استریل انتقال یافته و مخلوط شد و

دقیقه قرار  10به مدت  گراد درجه سانتی 100 حاوی آب جوش

دقیقه  5-10ها به مدت داده شد تا جوشانیده شود. سپس نمونه

ا سریعا سرد شوند. بعد تحت شرایط داخل یخ قرار داده شدند ت

دقیقه سانتریفوژ شدند. جهت انجام  5و به مدت دور  13000

ای پلی مراز چندگانه، مایع رویی حاصل آزمایش واکنش زنجیره

 مورد استفاده قرار گرفتند DNAعنوان الگوهای ه از سانتریفوژ ب

(21). 

 دو جفت این مطالعهدر : ای پلی مراز چندگانهواکنش زنجیره 

Forward Primer  وReverse Primer  گونه  و کمپیلوباکترجنس

)ساخت نی تهیه شده از شرکت زیست باران وکمپیلوباکتر ژژ

همچنین . مورد استفاده قرار گرفتند (ایران Qiagenشرکت 

 لحاظ از   Oligo, BLAST مولکولی افزار نرم پرایمرها به وسیله

 پرایمرها نیز آزمایش و خصوصیات سایر و ذوب لوپ، دمای وجود

یکی از جفت پرایمرهای اختصاصی شامل پرایمر شدند.  ارزیابی

کیلو دالتونی  37که ژن کد کننده پروتئین  باشدمی cad F ژن

 CadF [Campylobacter adhesin to))[غشای خارجی سلولی 

fibronectin است.  کمپیلوباکتر و اختصاصی جنسCadF  عمل

ای فیبرونکتین را به گلیکو پروتئین زمینه کمپیلوباکتر اتصال

(. جفت پرایمر بعدی، ژن کد کننده زیر 22کند )واسطه گری می

که  باشدمی زکتاردو وکسیدا نکینو بیاوواحد پروتئینی آنزیم 

آمید آدنین ن نیکوتیعمل اکسیداسیون و احیا کوآنزیم 

 Nicotinamide adenine  [(NADH)را  نوکلئوتیددی

dinucleotide [ [  بر عهده نی وژژ کمپیلوباکتررا در زنجیره تنفسی

 DNAژنوم . (23) (1 )جدول دارد و اختصاصی این گونه است

 cad Fکه حضور دو ژن نی وژژ استخراج شده از کمپیلوباکتر

ه در آن ب [Nicotinamide adenine dinucleotide (NADH)]و

عنوان کنترل ه بتایید شده است  یا توالی یاب سکونسینگوسیله 

( جهت دانشگاه تهراندر  دانشکده دامپزشکی)تهیه شده از  مثبت

از نی وکمپیلوباکتر ژژگونه  و کمپیلوباکترتایید و افتراق جنس 

های ایجاده شده و آب ها و آلودگیحضور احتمالی سایر باکتری

 ایدر همه مراحل واکنش زنجیرهمنفی عنوان کنترل ه ب مقطر

واکنش  اتترکیب .ندپلی مراز چندگانه مورد استفاده قرار گرفت

 1Xبا غلظت  (Master Mix) مستر میکس میکرولیتر 12شامل 

 -Tris] هیدروکلراید تریسشامل  بود. مستر میکس

Hydrochloride (HCL)]  پتاسیم  میلی مولار، 20با غلظت

، میلی مولار 50 با غلظت  [Potassium Chloride (KCl)] کلراید

 30با غلظت  ]Cl)4Ammonium Chloride (NH[ آمونیم کلراید

با  ]2MgCl( Magnesium Chloride[( کلرید منیزیممیلی مولار، 

 میلی مولار، دزوکسی نوکلئوتید تری فسفات 5/2 غلظت

[Deoxynucleotide Triphosphate (dNTPs)]  3/0با غلظت 

با  CA ®IGEPAL-630، حلال درصد 2/3 گلیسرول میلی مولار،

آنزیم درصد،  70/0با غلظت  Tween® 20، درصد 80/0غلظت 

 =9/8میلی لیتر بود که در در  واحد 100تک پلیمراز با غلظت 

pH  درجه سانتی گراد قرار داشت )مستر میکس 25و دمای 

 5/0سایر ترکیبات نیز شامل  ساخت شرکت سینا ژن ایران(.

 با دمای ذوب  Pmol 20 با غلظت میکرولیتر از هر پرایمر

[Melting Temperature (Tm)] از  میکرولیتر 1 ،اشاره شده

DNA  استخراج شدهمیکروگرم در میلی لیتر 5/2الگو با غلظت، 

 Dimethylمیکرولیتر  1و  آب غیریونیزهمیکرولیتر  9تقریبا 

Sulfoxide (DMSO) داشتن دمای ذوبکه به علت فاصله  بود 

شدن واکنش به افزایش کارآیی و اختصاصی  پرایمرها جهت کمک

 .رسید میکرولیتر 25 به حجم نهائینهایتا و به آن اضافه شد 

دستگاه ) Thermocyclerدر  ای پلی مراز چندگانهزنجیره واکنش

Thermocycler   ساخت شرکتTechne  در دمایانگلستان ) 

، دقیقه 4درجه سانتی گراد به مدت  94 شروع فعالیت آنزیمی

 94واسرشته سازی  دمای ای شاملرحلهم 3 چرخه 33 همراه با

 درجه سانتی گراد 54، دمای همسرشته سازی درجه سانتی گراد

و نیز یک مرحله گسترش  سانتی گراد درجه 72گسترش و دمای 

(. سپس 13( )2انجام شد )جدول  سانتی گراد درجه 72نهایی
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 -Tris Acetate] ورز روی بافر الکتروف

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)]   در گرفتانجام .

با  bp 100 یا مارکر DNA ودرصد  5/1این مطالعه از ژل اگارز 

)تهیه شده از  bp 1000 تا bp 100 وزن مولکولی استاندارد بین

تحت  DNAاستفاده گردید. حرکت آمریکا(  Fermentasشرکت 

از سمت قطب منفی به سمت  ولت 100جریان الکتریکی در ولتاژ 

مثبت انجام شد. پس از اتمام الکتروفورز ژل به آرامی داخل رنگ 

دقیقه ژل به ظرف  10پس از داده و اتیدیوم بروماید انتقال 

شسته شود. محتوی آب مقطر برده شد تا رنگ اضافی از سطح ژل 

قرار داده  Gel Doc Transilluminatorژل را روی دستگاه سپس 

با مقایسه اندازه و بعد از ظاهر شدن باندها در صفحه مانیتور 

و  bp 160 در ای پلی مراز چندگانهواکنش زنجیره تمحصولا

، به اندازه مولکول تکثیر یافته bp 100 با مارکر تعیین اندازه  400

  (.16) (1)شکل  شدپی برده 

های که شیوع این باکتری در ماه با توجه به این: آماری آنالیز 

های تابستان و ، ماهباشدمیها بیشتر گرم سال نسبت به سایر ماه

های مثبت به عنوان متغیرین در نظر گرفته همچنین تعداد نمونه

و  (Fisher's exact test) فیشر آزمون با استفاده از هادادهشدند. 

مورد  SPSS 16.0  (SPSS Inc. Chicago, IL, USA)افزار  نرم

  .> p) 05/0ند )محاسبه قرار گرفت
 

 نتایج
درصد(  88/13) 10نمونه تعداد  72 این بررسی، از مجموعر د

از نظر درصد( نمونه  77/2) 2و نی وژژ از نظر کمپیلوباکترنمونه 

 فراوانیمیزان  کمترینهمچنین  کمپیلوباکتر مثبت بودند.جنس 

و  درصد( 3/8شهریور )های تیر و ماهنیمه اول  در این باکتری

نیمه اول مرداد ماه و ماه تیر در نیمه دوم  فراوانیمیزان  بیشترین

های ترتیب میزان فراوانی در ماهدرصد(. به طور کلی  25بود )

در  کمپیلوباکتر و جنس کمپیلوباکتر ژژونی گونه تشخیص جهتای پلی مراز چندگانه واکنش زنجیرهدر پرایمرهای استفاده شده  .1 جدول

 های شیر خامنمونه
 

 PCR (bp)محصول اندازه  (C°)   دمای ذوب پرایمر ('3'5)توالی پرایمر ها  ژن هدف

cad F 
F 5’-TTG AAG GTA ATT TAG ATA TG-3’ 

R 5’-CTA ATA CC (C or T) AAA GTT GAA AC-3’ 

F= 52 

R= 50 
400 

NADH F 5’-CAA ATA AA (G or A) TTA GAG GTA GAA TGT -3’ 

R 5’- GGA TAA GCA CTA GCT AGC TGA T-3’ 
F= 62 

R= 64 
160 

 
 

در  کمپیلوباکترو جنس  کمپیلوباکتر ژژونی گونه تشخیص جهتای پلی مراز چندگانه واکنش زنجیرهدر استفاده شده  شرایط .2جدول 

 های شیر خامنمونه
 

 چرخهتعداد  زمان دما ای پلی مراز چندگانهواکنش زنجیره مراحل 
 1 دقیقه 4 درجه سانتی گراد 94   مرحله شروع فعالیت آنزیم

  دقیقه 1 درجه سانتی گراد 94 سازی واسرشته

 33 ثانیه 45 درجه سانتی گراد  54 همسرشته سازی

  دقیقه 2 درجه سانتی گراد 72  گسترش

 1 دقیقه 10 درجه سانتی گراد 72 نهایی گسترش
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 50/12درصد( و  شهریور ) 66/16درصد(، تیر ) 83/20مرداد )

های رنگ شده قابل ذکر است که پرگنه (.3) جدول درصد( بود 

در قسمت روش کار که مشخصات زیر میکروسکوپی مربوط به 

 های بعدی قرار نگرفتند.را نداشتند، مورد بررسی کمپیلوباکتر

 گیریبحث و نتیجه
 در مهم عوامل از یکی کمپیلوباکتر به عنوان هایگونه

این باشند. می توجه مورد غذایی منشا با باکتریایی هایعفونت

 مختلف درکشورهای غذایی پاتوژن و اسهال مولد موارد ازباکتری 

انتقال آن از شیر به انسان در موارد متعدد گزارش  که باشدمی

 اغلب و انفرادی صورت بهحاصل از این باکتری  عفونتشده است. 

  .(24و  2) باشدمی شایع تابستان و بهار فصول در

درصد  88/13 شیر خام، نمونه 72 ، از مجموعر مطالعه حاضرد

ها از درصد از نمونه 77/2و نی وژژ از نظر کمپیلوباکتر هانمونهاز 

که نشان دهنده این مطلب  مثبت بودندکمپیلوباکتر ر جنس نظ

بیشتر از  نیوژژ کمپیلوباکتر تواند باشد که ممکن است گونهمی

اگر چه محاسبات آماری نشان داد  .ها شیر را آلوده کندسایر گونه

و جنس  نیوژژ کمپیلوباکتر که تفاوت معناداری بین فراوانی گونه

مختلف تابستان  هایهای شیر خام بین ماهدر نمونه کمپیلوباکتر

 کمترین دست آمده،ه اما طبق نتایج ب (p =07/0) وجود نداشت

و شهریور های تیر و ماهنیمه اول  در این باکتری فراوانیمیزان 

نیمه اول مرداد ماه و ماه تیر نیمه دوم  فراوانی درمیزان  بیشترین

های گرم مشاهده شد که بیانگر شیوع بیشتر این باکتری در نیمه

های فصل تابستان است. اما رعایت موازین بهداشتی هتر ما

تواند از عوامل کاهش میزان فراوانی این باکتری در همچنین می

هایی گیری کرد که در بخشتوان نتیجههای مختلف باشد و میماه

از فصل که میزان فراوانی این باکتری کمتر است نکات بهداشتی 

 بیشتر رعایت شده است. 

 

گارز آژل  روی ای پلی مراز چندگانهواکنش زنجیرهمحصول  .1شکل 

جدا  نیوکمپیلوباکتر ژژو گونه  کمپیلوباکترجنس های ایزوله جهت شناسایی

، Ladder: خط کش Mثبت، م(: کنترل +(: کنترل منفی، )-شده از شیر خام. )

: نمونه 6و  2، ستون کمپیلو باکترهای شیر خام فاقد : نمونه4و  3، 1ستون 

 NADH- ubiquinone  oxidoreductase شامل ژن نیوژژ کمپیلوباکتردارای 

subunit gene  در بخشbp 160  و ژنcad F در بخش bp 400 مشاهده  قابل

شامل ژن   کمپیلوباکتر:  نمونه شیر خام دارای جنس 5، ستون باشندمی

NADH- ubiquinone  oxidoreductase subunit gene  در بخشbp 400  

 

 های مختلف تابستاننی در ماهوکمپیلوباکتر ژژر و گونه کمپیلوباکتهای شیر خام جمع آوری شده به جنس نتایج حاصل از آلودگی نمونه .3جدول 

 شهریور نیمه دوم نیمه اول شهریور نیمه دوم مرداد نیمه اول مرداد نیمه دوم تیر نیمه اول تیر زمان نمونه گیری     

 12 12 12 12 12 12 تعداد نمونه

گونه  تعداد موارد مثبت

    نیوکمپیلوباکتر ژژ
1 3 2 2 1 1 

جنس  تعداد موارد مثبت

  کمپیلوباکتر
0 0 1 0 0 1 

 66/16 3/8 66/16 25 25 3/8 درصد آلودگی

درصد آلودگی در 

 های مختلفماه
66/16 83/20 50/12 
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های ترین روش جهت تشخیص این باکتری روشامروزه سریع 

ها و انواع این روش باشدمی ای پلی مرازواکنش زنجیرهمبنی بر 

(. 25مختلف دارند ) هاییژگیو و تیحساسنیز به نوبه خود 

Singh ای پلی واکنش زنجیرهوسیله ه هند بدر ( 26) همکاران و

دامی که شامل محصولات  نمونه 95 مجموع نشان دادند که از مراز

 وجود لحاظ از های شیر خام و پنیرنمونه ،لبنبات نیز بود

در مطالعه دیگر  .ندتشخیص داده شد منفی نیوژژ کمپیلوباکتر

Rahimi واکنش وسیله آزمایش ه ب ( در ایران27) همکاران و

محصولات  نمونه 552 مجموع نشان دادند از ای پلی مراززنجیره

به کمپیلوباکتر آلوده  هادرصد از نمونه 3/9 لبنی شامل شیر خام،

 Rahimiنتایج مطالعات ما در مقایسه با نتایج مطالعه  نی بودند.وژژ

 آلودگیمیزان کمتری از آلودگی را نشان داده است.  Singhو 

مراحل مختلف آماده سازی مواد غذایی مانند  در میکربی

 ماننددهد. عوامل مختلف می روی کردن فریز پاستوریزاسیون و

 رعایت ها،ظروف حاوی نمونه ها، آلودگینامناسب نمونه دمای

 بهداشتی در بین کارکنان و کارگران کارخانه و اصول نکردن

کمپیلوباکتر توسط در میزان آلودگی  عوامل بهداشت محیطی

هند به روش  ( در28) و همکاران Modi .(20تاثیر دارد ) نیوژژ

( 29و همکاران در آمریکا ) Murindaو  ای پلی مرازواکنش زنجیره

چند گانه میزان این باکتری ای پلی مراز واکنش زنجیرهبه روش 

و صفر گزارش  درصد 91/2های شیر خام به ترتیب را در نمونه

 سه ماه تابستان صورت گرفتطی در تحقیق ما که در کردند. 

ی هادر نمونه نیوژژ کمپیلوباکتر اختلاف معناداری بین فراوانی

های مختلف تابستان مشاهده جمع آوری شده شیر خام در ماه

 66/16 طی سه ماه این باکتری و بیشترین میزان فراوانینشد 

و این  بیشتر بود Murindaو  Huangبود که از مطالعه  درصد

 مناطق مختلفدر نمونه گیری اختلاف ممکن است به علت 

باشد.   هواییجغرافیایی، فصل نمونه گیری و شرایط آب و 

های ناشی از همچنین مطالعات نشان داده است که انتقال بیماری

 (.24است )های بهار و تابستان شایع تر این باکتری در فصل

  Hussain ( در پاکستان 30و همکاران )وسیله کشت ه ب

نمونه  45در  نیوکمپیلوباکتر ژژمیکروبی نشان دادند که میزان 

درصد بود که تقریبا شبیه به نتایج حاصل از مطالعه  8/8شیر خام 

ما در نیمه اول تیر و شهریور بود اما در مطالعه دیگر که توسط 

El-Sharoud (31 )ای پلی مرازواکنش زنجیرهوسیله ه در مصر ب 

آلوده به درصد  2نمونه شیر خام انجام شد  50روی  چند گانه

از جمله بودند که نسبت به مطالعه ما کمتر بود.  نیوژژکمپیلوباکتر 

 ای پلی مرازواکنش زنجیرههای مولکولی از جمله های روشمزیت

این است که حساسیت و اختصاصیت بسیار زیادتری  چند گانه

ی و کشت دارند. شناسایی های متداول آزمایشگاهروشنسبت به 

دقیق تر و قابل ها بسیار وسیله این روشه میکروارگانیسم ب

گیرد، زیرا باکتری طی کشت ممکن است از اعتمادتر صورت می

بین برود و به درستی تشخیص داده نشود، در نتیجه موارد مثبتی 

چند  ای پلی مرازواکنش زنجیرهدهیم، اما روش را از دست می

حداقل میزان نوعی انگشت نگاری میکروبی بوده و حتی وجود  گانه

از طرف دیگر  (.32دهد )در نمونه تشخیص می باکتری رانمونه 

ها ها و همپنین نمونهوجود آلودگی در موادی مانند پرایمر، آنزیم

های مولکولی شود که دقت و تواند علت عملکرد ناصحیح روشمی

بنابراین یکی از علل سازد، احتیاط لازم را در هنگام کار ملزوم می

های تواند کاربرد روشاختلاف در نتایج مطالعات گوناگون می

 (.33) مختلف شناسایی جهت تشخیص آلودگی باکتریایی باشد

توان به این موارد اشاره تحقیق می های اینهمچنین از محدودیت

 های شیر خامنمونه در رکمپیلوباکت توزیع مطالعه در این کرد:

صورت مایع ه همه شیر خام که ب ولی گرفت قرار بررسی مورد

سکوهایی که ممکن است دارای این عامل میکروبی بوده است در 

باشند در نمونه گیری ما نگنجیده باشند، ممکن است باکتری در 

سری از خطاها  نمونه در هنگام انتقال از بین رفته باشد و یا یک

ها شده باشد. همچنین به در حین آزمایش علت عدم شناسایی آن

تعداد بیشتر نمونه در  علت کمبود منابع مالی امکان جمع آوری

ها این فصل و یا در فصول مختلف و مقایسه فصول مختلف و نمونه

هم وجود نداشت. اما اهمیت  از نظر میزان فراوانی این باکتری با

که شناسایی این باکتری در مواد  باشدمیتحقیق ما در این مطلب 

های تواند راهی جهت شناسایی منبع شیوع عفونتایی میذغ

مراحل مهم پیشگیری از از از این باکتری و بنابراین یکی حاصل 

بنابراین این نوع  شمار رود.ه ب کمپیلوباکترهای حاصله از بیماری

باشد و در  توجه مورد بیشتر بایستمی بعدی مطالعات درمسائل 

در انتها با توجه به این نکته  رفع آن تلاش بیشتری صورت گیرد.

و  باشدمیرین منبع انرژی انسان تمهمغذای سالم و مغذی که 

 بنابراین ،ها نیز برای رشد نیاز به مواد مغذی دارندمیکروب

لازم  های آلوده شدن غذاهاراه و عوامل بیماریتشخیص آلودگی، 
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ذاهای آلوده غاثر مصرف  هایی که دراز بیماری که تا این ،است

که  اینطور کلی با توجه به ه ب .شوند پیشگیری کنیمایجاد می

شهرستان آمل در استان مازندران که یکی از مناطق مرطوب 

واقع شده است، در فصل تابستان دمای هوا بیشتر  باشدمیکشور 

، همچنین شهرستان مذکور دارای کارخانجات صنایع باشدمی

شمار ه های صنایع غذایی بترین قطبلبنی بوده و از جمله مهم

تواند با تعیین این مطالعه میرد امو با توجه به اینرود، بنابراین می

رعایت اصول میزان فراوانی این باکتری در شیر هشداری جهت 

کارهای مناسب برای کاهش جستجوی راه ،مختلف بهداشتی

د وجلوگیری از ور آلودگی شیر در مراکز جمع آوری شیر خام،

در  و تشخیص آلودگی جهت پیشگیری سریعتر انواع آلودگی

 حفظخام و اجرای اقدامات نظارتی در راستای ر خطوط تولید شی

در این راستا جهت پیشگیری از آلودگی ی باشد. عموم بهداشت

های شیری و بار میکروبی آن، مراقبت از دام شیر خام و کاهش

های واکسنبه موقع  ها، تجویزسلامت آن در برابر بیماری حفظ

دوشی و بعد از آن،  دام، رعایت اصول بهداشتی در مراحل شیر

شیر دوشی پس از   هایدستگاه کلیهکردن عفونی  شستشو و ضد

و  هاداریداممحیط  دریدن شیر و رعایت نظافت دوشبار  هر

 شود.توصیه می کارگران
 

 قدردانی و تشکر

آیت  اسلامی آزاد دانشگاه پژوهشی بخش حوزه از وسیله بدین

 .گرددمی گزاریسپاس آمل واحدالله آملی 
 

 منافع تعارض

 .اندنکرده اعلام را منافعی تعارض گونه هیچ نویسندگان
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Abstract 
Background & Objective: Campylobacter can be transmitted through the raw milk. The purpose of this study was to 

determine the prevalence of Campylobacter genus and Campylobacter jejuni (C. jejuni) species in raw milk samples. 

 
Materials & Methods: In this study, 72 samples of raw milk were collected of the platforms milk in the Amol city in 

summer. Phenotypic identification of Campylobacter genus and C. jejuni species using microbiology laboratory methods 

and molecular identification of this bacterium using Multiplex- Polymerase Chain Reaction (M-PCR) were performed. 

The data was calculated using the SPSS 16.0 software and the Fisher's exact test (p < 0.05). 

 

Results: Among the 72 samples, 13.88% of samples were contaminated with C. jejuni and 2.77% were contaminated 

with Campylobacter genus. The highest prevalence rate for this bacterium was in July (20.83%) and the lowest prevalence 

rate was in September (12.5%). The significant difference between the prevalence of the Campylobacter genus and C. 

jejuni species in raw milk samples in various months of summer was not observed (p = 0.07). 
 

Conclusion: This study showed the raw milk contamination with Campylobacter, and thereby the sanitation in the dairy 

food production places and the use of fast and accurate method to identify this bacterium is important. 

 

Keywords: Campylobacter genus, Campylobacter jejuni species, Raw Milk, Multiplex-PCR Method 
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