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شناسایی گونه های کمپیلوباکتر از پوست مرغ  با استفاده از روش های مبتنی بر 
کشت باکتریایی و واکنش های زنجیره ای پلیمراز
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 چکیده  
زمینه مطالعه: عفونت های غذایی ناشی از کمپیلوباکتر یکی از عوامل گسترده التهابات معدی- روده ای در انسان می باشد که از نظر مسایل 
بهداشتی و زیان های اقتصادی در جامعه حائز اهمیت می باشد. هدف: بررسی شیوع آلودگی کمپیلوباکتر در نمونه های پوست مرغ های ارومیه، با 
استفاده از روش های کشت باکتریایی و واکنش های زنجیره ای پلیمراز می باشد. روش کار: 80 نمونه پوست مرغ از کشتارگاه پروتئین گستر سینا 
واقع در ارومیه به تعداد مساوی در طول فصل های زمستان و بهار جمع آوری شدند. قدرت زنده مانی کمپیلوباکتر بعد از 24 ساعت نگهداری نمونه ها 
در شرایط یخچالی بررسی شد. نمونه های مثبت جهت استخراج DNA و انجام PCR مورد استفاده قرار گرفتند. به منظور بررسی فیلوژنتیکی 
جدایه ها، نمونه های مثبت PCR، توالی یابی شــدند. نتایج: 58/75 % از نمونه های پوســت مرغ با اســتفاده از روش های کشت های باکتریایی، 
کمپیلوباکتر مثبت تشخیص داده شدند. نتایج مطالعه قدرت زنده مانی کمپیلوباکتر در شرایط سرد بعد از 24 ساعت، نشان داد که کاهش قدرت زنده 
مانی کمپیلوباکتر معنی دار نبوده و همچنین میزان آلودگی نمونه ها در فصل بهار بطور معنی داری بالاتر از فصل زمستان بود که ممکن است به 
دلیل بالا بودن درجه حرارت محیط و ایجاد شرایط مناسب برای کمپیلوباکتر باشد. نتیجه گیری نهایی: پوست مرغ از مخازن مهم کمپیلوباکتر بوده 
و این موضوع از لحاظ کنترل رعایت بهداشت عمومی در کلیه مراحل تولید تا عرضه محصولات طیور و همچنین انتقال آن به سایر قسمت های 

لاشه مرغ باید مورد توجه قرار گیرد.

واژه های کلیدی: پوست مرغ، کمپیلوباکتر، کشت های باکتریایی، واکنش های زنجیره ای پلیمراز

مقدمه
بیماری های منتقله از مواد غذایی از علل اصلی گاستروآنتریت انسان بوده 

و در میان عوامل باکتریایی، گونه های کمپیلوباکتر به خصوص کمپیلوباکتر 

ژژونــی و کلی، اغلــب عامل عمده التهابــات معدی- روده ای در سراســر 

جهــان در نظر گرفته می شــود )9،10(. بطوری کــه در میان گونه هایی که 

باعث اســهال می شوند، اغلب گونه کمپیلوباکتر ژژونی )93%( و پس از آن 

کمپیلوباکتر کلی )7%(، کمپیلوباکتر لاری و کمپیلوباکتر هیواینتستینالیس 

جدا شــده اســت )7(. کمپیلوباکترها غالباً در دســتگاه گــوارش حیوانات، 

به ویژه پرندگان یافت می شــوند و معمولًا محیط زیســت، از جمله آب را 

آلوده می کنند. کمپیلوباکتریوزیس در انسان بوسیله گونه های گرما دوست 

ایجاد می شــود بطوریکه اخیرا کمپیلوباکتر ژژونی از گونه های ســالمونلا 

پیشی گرفته و عامل عمده بیماری های باکتریایی منتقله از غذا در اتحادیه 

اروپا گزارش شــده است )11(. شیوع گونه های کمپیلوباکتر در محصولات 

مرغ خام در دامنه 0 تا 100 % و بطور متوســط 62 % اســت )3( بطوری که 

گزارش های اپیدمیولوژیکی نشــان می دهند که گوشت و محصولات مرغ 

هنوز عامل اصلی بیماری های ناشــی از مواد غذایی در انســان است )18( 

از طرفــی تولید و مصرف محصولات مرغ، روند رو به رشــدی در سراســر 

جهان نشان می دهد )18( که این افزایش عمدتاً به دلایلی از قبیل کم بودن 

هزینه های تولید گوشت مرغ در مقایسه با گوشت گاو، افزایش استفاده در 

تهیه ی غذا، تقاضــای زیاد مصرف کنندگان و غنی بودن از پروتئین )23-

20%( با هزینه معقول می باشــد )1،25،28(. دوز عفونی این باکتری، بسیار 

پایین اســت )500cfu/g(، که بستگی به سن و شرایط فیزیکی فرد دارد، 

در کــودکان این دوز ممکن اســت به طور قابل توجهی کمتر باشــد )17(. 

مهم ترین منابع آلودگی عبارتند از شــیر خام، گوشــت و محصولات مرغ، 

گوشــت چرخ شــده که حرارت کافی ندیده و همچنین آب های ســطحی 

تصفیه نشده که به مصرف آشامیدن می رسد نیز از عوامل ابتلا به عفونت 

هســتند. از جمله راه های جلوگیری از شــیوع بیماری کنترل بهداشتی آب 

آشــامیدنی، جلوگیری از تماس افراد بــا دام های آلوده و اجتناب از مصرف 

مواد غذایی با منشأ دامی خام می باشد )6(. هدف از این مطالعه، جداسازی 

و شناسایی باکتری های کمپیلوباکتر از نمونه های پوست مرغ بعد از مرحله 

شستشو، بر اساس تکنیک های فنوتیپی مبتنی بر کشت و شناسایی دقیق 

 16Sجنــس و گونه های کمپیلوباکتــر با کمک روش های مولکولــی و ژن

rRNA می باشد.

مواد و روش کار
جمع آوری نمونه ها: تعداد 80 نمونه پوست مرغ بعد از مرحله شستشو 

بطور تصادفی از کشــتارگاه پروتئین گستر سینا واقع در ارومیه، تهیه شدند 

)به تعداد مساوی در دو فصل زمستان و بهار(. نمونه ها با استفاده از ظروف 

Email: fateme.lagha@yahoo.com   026-44223981 :نویسنده مسئول:  تلفن: 44223981-026  نمابر )*
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اســتریل جمع آوری و به منظور جلوگیری از آلودگی ثانویه در داخل کیسه 

حاوی یخ قرار داده شده و بلافاصله به آزمایشگاه انتقال داده شدند.

شناسایی، شمارش و جداسازی کمپیلوباکتر: به منظور غنی سازی، رقت 

0/1 از نمونه هــا در آب پپتونه بافری)Quelab کانادا( اســتریل تهیه و بعد 

از ورتکس مناســب، در دمای C° 42 به مدت 24 ســاعت گرمخانه گذاری 

شــد. پس از طی این مدت، رقت های بالاتر، 5-10 تا 7-10 تهیه شــده و 

 Quelab( کشت سطحی بر روی محیط کشت کمپیلوباکتر سلکتیو آگار

کانادا( حاوی مکمل آنتی بیوتیکی کمپیلوباکتر داده شد. بعد از زمان مناسب 

گرمخانه گــذاری )C° 42 به مدت 24 ســاعت(، پتری دیش هایی که در آن 

پرگنه باکتری رشــد کرده بود، پس از شــمارش، از نظر رنگ آمیزی گرم و 

تست حرکت مورد بررسی قرار گرفتند، در صورت مشاهده باکتری میله ای 

خمیده، گرم منفی و متحرک، آزمون های بیوشــیمیائی از قبیل اکسیداز و 

کاتالاز نیز انجام شد. مثبت بودن آزمون های فوق بر روی پرگنه های مورد 

آزمایش به منزله محتمل بودن حضور کمپیلوباکتر بود. در ادامه به منظور 

خالص سازی، پرگنه ها چندین بار بر روی محیط کشت کمپیلوباکتر سلکتیو 

آگار کشت خطی داده شدند. پتری دیش ها در داخل جار بیهوازی با گازپک 

نوع C )مرک آلمان( به مدت 24 ساعت در دمای C° 42 گرمخانه گذاری و 

به منظور تأیید خلوص رنگ آمیزی گرم شــد. سپس جهت تأیید قطعی، از 

 16S rRNA 1004 از ژن bp برای تکثیر قطعه ی به اندازه PCR تکنیک

اســتفاده گردید )12(. برای تهیــه ذخیره باکتریایی، از کشــت های خطی 

خالص در محیط کشــت کمپیلوباکتر سلکتیو براث تلقیح صورت گرفته و 

پس از رســیدن به کدورت مطلوب )حدود 24 ســاعت(، هر ایزوله در دمای 

   ml 1 از آن در داخل میکروتیوپ  ml 42 گرمخانه گذاری شــد. ســپس°C

 25 °C 12000، در دمایg× 1 بــا دور min 1/5 ریختــه شــده و به مــدت

سانتریفوژ )اپندروف آلمان( شد. پس از دور ریختن مایع فوقانی، ml 0/5 از 

سوسپانسیون میکروبی اولیه و ml  0/5 از محیط کشت مایع استریل حاوی 

30% گلیسرول )مرک آلمان(، به میکروتیوپ افزوده و پس از اختلاط درون 

میکروتیوپ، در فریزر C°80- نگهداری شد. 

تهیهDNA  جهت PCR :اDNA از پرگنه هایی که بعنوان کمپیلوباکتر 

شناســایی شدند به روش جوشاندن اســتخراج گردید. بدین منظور، پس از 

فعالســازی جدایه ها، پرگنه های تک در ml  4 محیط کشت نوترینت براث 

)Quelab کانادا( تلقیح و به مدت 24 ساعت در دمای C°42 گرمخانه گذاری 

شدند. سپس مایع تلقیح به 2 تیوپ ml   2  تقسیم و در ×g 10000 به مدت 

min 3 سانتریفوژ شد. پس از حذف مایع فوقانی تیوپ ها، به یکی از آن ها 

μl  100 آب مقطر استریل اضافه و پس از ورتکس، محتویات آن به تیوپ 

دوم انتقال داده شــد. محتویات تیوب دوم پس از ورتکس به ترمومیکســر 

)اپنــدروف آلمان(، در دمای C° 99 به مدت min 6 منتقل، و در نهایت به 

مدت min 5 در × g 10000 سانتریفوژ شد. مایع رویی که حاوی DNA بود 

در آزمایشات مولکولی مورد استفاده قرار گرفت )20(.                                   

واکنش هــای  گیــری  بــکار  بــا  کمپیلوباکتــر  مولکولــی  شناســایی 

16S rRNA جفــت پرایمــر عمومــی ژن :)PCR( زنجیــره ای پلیمــراز

 Reverse-E: AACTGGAGGAAGGTGGGGA ،Forward-E:(ا

AGGAGGTGATCCAACCGCA( مورد استفاده قرار گرفت. واکنش 

PCR در حجم μl 25 بصورت زیر تهیه شد: PCR Master mix )فرمنتاس 

 DNA ،1  μl سیناژن ایران( به میزان( 12/5، از هر پرایمر  μl به میزان )آلمان

الگو به میزان μl  3/5 و آب مقطر اســتریل به میزان لازم برای رســیدن به 

حجم نهایی استفاده شد. روش PCR مورد استفاده بصورت زیر بهینه سازی 

شد: واسرشت اولیه min 4 در دمای C° 95 و به دنبال آن 35 سیکل شامل 

واسرشت در دمای C° 95 به مدت s 40، امتزاج پرایمرها در C° 56 به مدت 

s 30 و توسعه رشته ها در C° 72 به مدت s 40، توسعه نهایی در C° 72 به 

مدتmin 5 صورت پذیرفت.

الکتروفــورز محصولات PCR: پس از انجــام واکنش PCR، برای هر 

واکنــش μl   3 از محصول واکنش به همراه μl   1 رنگ بارگذاری )فرمنتاس 

آلمــان( و μl   2 آب مقطــر دو بار تقطیر در هر چاهک الکتروفورز بارگذاری 

شــد. در یکی از چاهک ها μl   1/5 نشــانگر یک کیلو جفــت باز )فرمنتاس 

آلمان( و در چاهکی دیگر نیز نمونه ی کنترل منفی که فاقد DNA جدایه ها 

بود بارگذاری شــدند. الکتروفورز مخلوط های بارگذاری شــده در ژل آگارز 

 TBE اینوتروژن آمریکا( 1/5% حاوی اتیدیوم برماید )تیتران ایران( و در بافر(

1Xبا جریان v 75، به مدت 2 ساعت انجام پذیرفت. پس از اتمام الکتروفورز 

از ژل مورد نظر توســط دستگاه ژل داکیومنت )Gel Logic آمریکا( تحت 

اشعه ی ماورا بنفش عکس برداری صورت گرفت.

 PCR تعییــن توالی جدایه هــا: پس از ارزیابی صحت انجــام واکنش

توسط الکتروفورز و مشاهده ی باند در موقعیت bp 400، محصولات واکنش 

PCR، 6 ایزوله پوست مرغ جهت تعیین توالی به صورت خوانش یک طرفه 

از پرایمر Forward-E، به شــرکت ماکروژن کره ارسال شدند. توالی های 

به دست آمده با توالی های موجود در بانک اطلاعاتی )NCBI(، بلاست شده 

و مشابه ترین سویه به ایزوله ی مورد نظر تعیین گردید. تشابه بالای 97 % به 

عنوان تشابه معنی داری تلقی شد.

آنالیز آماری: کلیه آزمایشات سه بار تکرار گردیدند. برای انجام تجزیه و 

تحلیل داده ها از نرم افزار MSTATC با مقایسه ی میانگین ها در سطح %5 

برای بررسی معنی داری میزان آلودگی نمونه ها استفاده شد.

نتایج
نتایج نشــان داد که 58/75 % از نمونه های پوســت مرغ با اســتفاده از 

روش های کشــت های باکتریایی، کمپیلوباکتر مثبت تشخیص داده شدند. 

شــیوع کمپیلوباکتر در نمونه ها بالا بود. نتایج بدست آمده از بررسی قدرت 

زنده مانی کمپیلوباکتر در نمونه های پوســت مرغ با میانگین بار میکروبی

cfu/g  0/735± 4/68 و در شــرایط ســرد بعد از 24 ســاعت نگهداری در 
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دمای یخچالی با میانگین بار میکروبی cfu/g 0/619±3/4، نشان داد تعداد 

باکتری ها کاهش قابل توجهی نداشته و کاهش قدرت زنده مانی معنی دار 

نبــود. نتایج حاصــل از توالی یابــی، 66/6 % کمپیلوباکتر ژژونــی، 16/6 % 

کمپیلوباکتر کلی و 16/6 % کمپیلوباکتر لاری را در پوســت مرغ تشخیص 

داده اســت. همان طور که مشــاهده می شــود بالاترین آلودگــی مربوط به 

کمپیلوباکتر ژژونی اســت که همواره بعنوان شایع ترین گونه بازیافت شده 

از گوشت و محصولات مرغ گزارش شده است )27،29( .میزان آلودگی به 

کمپیلوباکتر ژژونی تا 100 % در مرغ و بوقلمون تازه ذبح شــده نیز گزارش 

شده است )3،26(.

بحث
تعداد80 نمونه پوســت مرغ که از کشــتارگاه نمونه بــرداری و جهت 

جداســازی از محیط کشــت کمپیلوباکتر ســلکتیو آگار بعد از یک مرحله 

غنی سازی اســتفاده گردید، کلنی هایی که به رنگ کرم، مرطوب، محدب 

و قطــر کمتــر از mm 2 و حاوی باکتری های گرم منفی و منحنی شــکل 

در محیط کشــت بودند، مورد آزمایش های کاتالاز، اکسیداز و حرکت قرار 

گرفتند. کلنی های مثبت در این آزمایش ها  نشان دهنده ی این بود که این 

کلنی ها کمپیلوباکتر بودند. از آنجایی که کمپیلوباکتر ژژونی، میکروارگانسیم 

سخت رشد و حساس به تغییرات دما، زمان و اتمسفر گرمخانه گذاری بوده 

)14( و همچنین در غذا و آب، خیلی کمتر از نمونه های مدفوعی وجود دارد 

و حضور آن  در غذا ممکن اســت توسط قرار گرفتن در معرض فرآیندهایی 

نظیر حرارت، تبرید، فریز کردن یا دیگر شرایط فرآوری و نگهداری آسیب 

ببیند )13،23(. لذا یک مرحله غنی ســازی برای تشــخیص تعداد کمی از 

باکتری ها و سلول های آسیب دیده نیاز است.   

پوســت مرغ از منابع اصلــی کمپیلوباکتر ژژونی در نظر گرفته شــده 

اســت )23( بطوری که با سواب گرفته شــده از پوست مرغ در کشتارگاه ها، 

گونه هــای کمپیلوباکتــر در 79 % از نمونه هــای مرغ در بلژیــک و ایالات 

متحــده آمریکا جدا گردیــد )4،15( همچنین در آلمــان 58/1 %، 72/1 % 

و n=43( % 25/6( از نمونه های پوســت بوقلمون جمع آوری شــده پس از 

defeathering،evisceration  و خنــک کردن به ترتیب برای حضور 

کمپیلوباکتر ژژونی مثبت بودند )2(.

 MSTATC داده های حاصل از شــمارش باکتری توســط نرم افــزار

و آزمون t- student نشــان داد که میانگیــن بار میکروبی در نمونه های 

 cfu/g  0/187±3/68 و cfu/g پوست در فصول زمستان و بهار به ترتیب

0/283±5/52 بود، بدین ترتیب میزان آلودگی در فصل بهار بطور معنی داری 

بیشــتر از فصل زمستان بود. بالا بودن میزان آلودگی در فصل بهار ممکن 

اســت به دلیل بالا بودن درجه حرارت محیط و ایجاد شرایط مناسب برای 

رشد کمپیلوباکتر باشد.

بررســی قــدرت زنده مانی کمپیلوباکتــر بعد از 24 ســاعت نگهداری 

نمونه هــا در دمــای یخچالی: تعدادی زیادی از مطالعات نشــان داده اند که 

کمپیلوباکتر تحت شــرایط تنش می تواند به حالت زنده اما غیرقابل کشت 

در بیایــد که با روش های معمول قابل تشــخیص نمی باشــد )5،14(. زنده 

مانــدن از طریق تنش هایی که در طول نگهداری که نمونه با آن ها مواجه 

می شــوند، کاهش می یابد )16(. همینطور زمان نگهداری ممکن است در 

تعداد قابل تشــخیص کمپیلوباکتــر در یک نمونه تأثیر بگــذارد )16،23(. 

همچنین وجود فاصله طولانی بین نمونه گیری و کشــت نیز موجب منفی 

شــدن نتیجه کشــت می گردد. به عنوان مثال در بررسی Mahendru و 

همکاران در سال 1997، نتیجه PCR نمونه های کشت ماکیان بعد از یک 

هفته نگهداری در دمای C° 4 مثبت بوده است. درحالی که نتیجه کشت این 

نمونه ها پس از این مدت منفی گشته است. نتایج مطالعات Kovalenko و 

همکاران در سال 2014 نشان داد که پوست مرغ شامل شایع ترین گونه های 

گرما دوســت کمپیلوباکتر ژژونی و کلی بوده که مرتبط با بیشــترین موارد 

کمپیلوباکتریوزیس در انسان است )8( که مشابه با نتایج این مطالعه بود.

PCR: ابتدا DNA جدایه های مورد نظر با روش جوشــاندن استخراج 

شناسایی گونه های کمپیلوباکتر در پوست مرغ

 : L ،کنترل منفی :NC ،16اSrRNA 400 حاصل از تکثیر ژن bp تصویر 1. باندهای
نشانگر 50bpا، 6 -1جدایه های پوست.

جدول 1. نتایج توالی یابی 16S rRNA جدایه های پوست مرغ.

 Accession
Number

 ID in%
NCBI

Name of Bacteria Isolate
Code

AF550629.198Campylobacter jejuni subsp.
jejuni

a1

AF550629.1100Campylobacter jejuni subsp.
jejuni

a2

NR074555.1100 Campylobacter lari RM2100
1060D-ATCC BAA strain RM2100

a3

AF550629.199Campylobacter jejuni subsp.
jejuni

a4

GQ167672198Campylobacter coli strain X3a5

NR074550.199Campylobacter jejuni subsp.
 ATCC700819 11168 jejuni NCTC

11168 strain NCTC

a6
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شــد. در مرحلــه بعــد بــا کمــک پرایمرهــای عمومــی Forward-E و  

Reverse-Eتکثیر ژن 16SrRNA، با اســتفاده از دستگاه مستر سایکلیر 

گرادیانــت )اپندروف آلمان( انجام پذیرفت. تصویــر1، پروفایل های باندی 

مربوط به سویه های مختلف مورد آزمون را نشان می دهد. طول قطعه مورد 

نظر bp 400 می باشــد. همان گونه که در شــکل مشخص می باشد، مکان 

 Generler قرار گیری باندها، با توجه به نردبان مورد اســتفاده، که از نوع

bp 50 بود و طول قطعات را تا bp 1000 نشــان می داد، دقیقا همان طول 

قطعه را نشان می دهد، که نشان دهنده صحیح بودن مراحل انجام آزمون 

می باشد.

در تمامی مراحل مربوط به PCR ژن 16SrRNA، از شاهد که در علم 

مولکولی کنترل منفی نامیده می شود، استفاده شد. نمونه کنترل منفی دارای 

تمامی مخلوط های شــرکت کننده در واکنش PCR بجز DNA مربوط به 

رشته الگو می باشد، آمپلیکون مربوط به نمونه کنترل منفی باید در هنگام 

الکتروفــورز و مشــاهده در زیر نور UV، فاقد الگوی باندی باشــد. هرچند 

سیکل های دمایی برای میکروتیوب مربوط به نمونه کنترل منفی طی شده 

است، اما به دلیل نبودن رشته الگو، رشته ای جدید ایجاد نشده است.

سکانســینگ: پس از اتمام عملیات PCR، محصولات واکنش جهت 

توالی یابی به شرکت ماکروژن کره ارسال شدند. نتایج حاصل از توالی یابی 

در جدول1 ارائه شــده اســت. نمونه های a1 تا a6 جدایه های پوســت مرغ 

می باشد.

 نتیجه گیری نهایی: نتایج نشــان داد که پوســت مرغ از مخازن مهم 

کمپیلوباکتر بوده و این موضوع از لحاظ کنترل رعایت بهداشت عمومی در 

کلیه مراحل تولید تا عرضه محصولات طیور و همچنین انتقال آن به سایر 

قسمت های لاشه مرغ باید مورد توجه قرار گیرد. 

تشکر و قدردانی
     از مســئولین محترم پژوهشــکده زیســت و فناوری و آزمایشــگاه 

میکروبیولوژی گروه صنایع غذایی دانشگاه ارومیه که این پژوهش در آنجا 

اجرا گردیده کمال تشکر و قدردانی به عمل می آید.
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Abstract:
BACKGROUND: Food infections caused by Campylobacter are one of the gastrointes-

tinal inflammations in humans is health and economic losses in the community is im-
portant. OBJECTIVES: To determine the prevalence of Campylobacter contamination in 
chicken skin samples of Urmia, using bacterial culture and polymerase chain reactions.                 
METHODS: 80 samples of chicken skin from the Protein Gostare Sina slaughter house 
located in the city of Urmia in equal numbers in the winter and spring seasons were col-
lected. The survival of Campylobacter after 24 hours in refrigerated conditions  was stud-
ied in samples. Positive samples were used for DNA extraction and PCR. To investigate 
the phylogenetic isolates, positive samples PCR were sequenced. RESULTS: 58/75% of 
chicken skin using bacterial cultures, Campylobacter were positive. The Results study 
the survival Campylobacter in cold conditions after 24 hours, showed that no significant 
decrease in the survival Campylobacter as well as contamination levels were significantly 
higher in spring than in winter, which may be due to the high temperature of environment 
that created the favorable conditions for Campylobacter. CONCLUSIONS: Chicken skin is 
the reservoir  of Campylobacter. This issue of public health care and control at all stages of 
production and supply of poultry products, also the transfer of it to other parts of poultry 
carcasses should be considered.
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Figure Legends and Table Captions
Figure 1. 400 BP bands of gene amplification 16SRRNA, NC: negative control, L: BP50,1-6 isolates the skin mark.

Table. The results of 16S RRNA sequencing isolates of chicken skin.


