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 چکیده 

 یزانم یبررس با هدف مطالعه ینزاد شود. اذاغ یهایماریب و باعث شده منتقل انسان به خام یرش یقتواند از طریم کمپیلوباکتر باکتری

در شهرستان فارسان از توابع استان  یمولکول یهااز روش با استفاده یگوسفند یمحل یرو پن خام یردر ش زاییماریب یهاگونه یوعش

از مراکز  یتصادف صورت به یگوسفند یمحل یرنمونه پن 20و  خام یرش نمونه 20شد. تعداد  انجام 1390در سال  یاریچهارمحال و بخت

 یرهزنج مناسب یطو در شرا یلاستر ها در ظروفنمونه ی. تمامیدگرد یآور جمع یسنت یاتلبن و یرش یهایفروش و خرده یآورجمع

 واکنش شد و سپس انجام یتجار یتاز ک با استفاده هااز نمونه  DNA شدند. استخراج منتقل یشگاهآزما به وقت سرد، در اسرع

درصد(  10نمونه ) دوخام  یرش نمونه 20. ازگرفت صورت لوباکتریکمپ ییشناسا جهت مناسب یآغازگرهااز  مراز با استفادهیپل یایرهزنج

ذکر شده  یحاضر و حضور باکتر مطالعه یجنتا به نشد. باتوجه یافت ایآلوده مورد هیچ محلی پنیر نمونه 20بودند و در  یباکتر به آلوده

 خام شیر در بردهنام یهایباکتر بردن یناز ب جهت یکاف از حرارت و استفاده ی، فرآوریلبن یعدر صنا یبهداشت اصول یترعا یر،در ش

 .باشدمی ضروری امری باکتری این شناسایی جهت دقیق و سریع های روش از استفاده همچنین و

 گوسفندی پنیر ،PCR محلی، پنیر خام، شیر ،کمپیلوباکتر :یدیکلمـات کل
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 مقدمه

 موثر عوامل ترینهمم از یکی (.2و1) است بشری جوامع در موجود مشکلات ترینازاساسی یکی غذایی، مواد از منتقلههای بیماری

 تولید بهداشتی ورتص به باید که باشدمی غذایی مواد نگهداری و توزیع تهیه، روش غذا، از منتقله هایبیماری ایجاد و انتقال در

 رطرفدارپ غذایی محصولات از یکی لبنی هایفرآورده و شیر (.3) بگیرند قرار کننده مصرف دراختیار خوب کیفیت با و شده

 وادم دیگر و فسفر قند، کلسیم، چربی، پروتئین، جمله از ترکیباتی شامل و بوده زیادی مغذی مواد دارای لبنیات و شیر. باشندمی

 بهداشتی یفیت،ک با تولید محصولات، این زیاد روزانه مصرف میزان همچنین و بالا مغذی ترکیبات بدلیل باشند.می ضروری مغذی

  (.4) است ضروری امری آن هایفرآورده و شیر ایمن و

 کوکسیلا ، 1لیستریا  به توانمی هاباکتری این جمله از .شوند آلوده زیادی باکتریایی عوامل توسط توانندمی آن هایفرآورده و شیر

  (.5و 1) کرد اشاره  6کمپیلوباکتر و5 تیفی موریوم سالمونلا ،4مایکوباکتریوم بویس ،3 اشرشیاکلی 2بورنتی

 گفته وباکتریوزیسکمپیل ، لوباکتریکمپ ناشی بیماری به (.6) است لبنیات و شیر کنندهآلوده عوامل از یکی لوباکتریکمپ باکتری

 (.7) کند ایجاد را باره گیلن سندرم و مننژیت جمله از دیگری هایبیماری تواندمی لوباکتریکمپ. شودمی

 عمده للع لوباکتریکمپ باکتری .کندمی رشد خوبی به میکروآئروفیلیک شرایط در و بوده منفی گرم باکتری ،لوباکتریکمپ

 ایمنی با افراد و کودکان ازجمله ترپایین سنین با افراد که آنجا از .باشدمی نیافته توسعه و توسعه به رو کشورهای در گاستروانتریت

 در یحت کودکان مرگ موجب نیز لوباکتریکمپ باکتری باشند،می غذایی هایبیماری اکثر به تریحساس هایگروه ضعیف

  (.8) شودمی آمریکا نظیر اییافته توسعه کشورهای

 شیوع امروزه. است 8 کمپیلوباکتر کلای و7 کمپیلوباکتر ژژونی گرمادوست هایگونه ، کمپیلوباکتر زایبیماری هایگونه ترینمهم

 برخوردار غذا از منتقله هایبیماری حیطه در زیادی اهمیت از باکتری این و بوده بالا بسیار کمپیلوباکتر از ناشی هایبیماری

 (.9) باشدمی

 بسیار خیصیتش روش (PCR) پلیمراز ای زنجیره واکنش پایه بر مولکولی هایروش جمله از تشخیصی هایروش از استفاده امروزه

 است لاییبا حساسیت و دقت دارایPCR  روش .است غذایی مواد در زابیماری عوامل و هاباکتری ردیابی و شناسایی جهت خوبی

 در شده لیدتو گوسفندی محلی پنیر و شیرخام هاینمونه در لوباکتریکمپ باکتری وجود بررسی منظور به تحقیق این (.10)

 .است شده انجام پنیر نمونه 20 و شیر نمونه 20 روی بر PCR روش به فارسان شهرستان

 هامواد و روش

 گیرینمونه

های استان چهارمحال و بختیاری از مهر ماه تا اسفند ماه نمونه شیر خام و پنیر گوسفند از دامداری 20مجموعاً  در این مطالعه

و در شرایط استریل به آزمایشگاه میکربیولوژی  س دام بوده است( و در مجاورت یخأآوری )هر نمونه مربوط به یک رجمع 1390

 کمپیلوباکترهای گیری از نظر حضور گونهنمونه ساعت پس از ششدانشگاه آزاد اسلامی واحد شهرکرد منتقل گردید و حداکثر 

 مورد آزمایش قرار گرفتند.

                                                           
1 Listeria 
2 Coxiella bruneti 
3Escherichia coli  
4 Mycobacterium bovis 

5 Salmonella typhimurium 
6 Campylobacter 
7 Campylobacter jejuni   
8 Campylobacter coli  
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 DNA استخراج

 ml 5/1(. ،ایرانسیناکلون گردید )شرکت استفاده 6001EX کاتالوگ با شماره سیناکلون از کیت DNA استخراج جهت

 ورتکس ثانیه 20 مدته گردید و ب نیز اضافه μl 400 Lysis buffer شد. سپس اضافه شیر خام از نمونه μl 100 به پروپیلنپلی

 ستون به محلول شد. سپس انجام ورتکس ثانیه پنج مدت گردید و به نیز اضافه μl 300 Percipiation solution.  گرفت انجام

عبوری دور  محلول از آن شد. پس ( انجامدقیقه یک مدتهب rpm 12000سانتریفیوژ )دور  شد. سپس داده انتقال استخراج

 انجام rpm 13000سانترفیوژ با دور  دقیقه یک مدت و به و دادهشستش دو مرتبه μl 400 Wash bufferرا با  شد. ستون ریخته

-سه مدت گردید و به اضافه آن به μl 30 Ellution bufferو  لیتری منتقلدو میلی میکروتیوب یک را به ستون . سپسگرفت

سانتریفیوژ  دقیقه یک مدت به DNA آوردن بدست جهت گذاری شد. سپس گراد گرمخانهسانتی درجه 65در دمای  دقیقه نجپ

نگهداری  های مولکولیآزمون گراد جهتسانتی درجه -20در دمای  شده استخراج DNA . سپسگرفت انجام rpm 13000با دور 

 شد.

 مولکولی تشخیص

 ng شامل PCR واکنش (. مخلوط1 شد )جدول انجام از پرایمرهای اختصاصی با استفاده PCR ، واکنش DNA از استخراج پس

کلرید  mM 2هیدروکلراید،  تریس mM) 75برابر  10 با غلظت PCR buffer از محلول μl 5/2، شده استخراج DNAاز  100

 ,U 5/1Bioneer(،  جنوبی بایونیر، کره شرکت mM 2/0 ) dNTPs(، سولفات آمونیوم mM 20، کلرید پتاسیم mM 50، منیزیم

South ) AmpliTaq polymerase (Korea  وpmol 10  از هر پرایمر(Takapouzist, Iran) با  واکنش مخلوط حجم و در نهایت

یط مطلوب تنظیم گردید. در شرا (USA MJ mini,BioRad)ترموسایکلر  شد. دستگاه رسانیده μl25 به دیونیزه مقطر استریل آب

 واسرشت سیکل 35 ، سپسدقیقه چهار مدت گراد بهسانتی درجه 94در دمای  اولیه سازی : واسرشتنیز شامل حرارتیبرنامه 

 ولدر جد با دمای ذکر شده مطابق دقیقه یک مدت رایمر بهپ ، اتصالیک دقیقه مدت راد بهگسانتی رجهد 94سازی در دمای 

 محصول . در نهایتدقیقه هفت مدت گراد بهسانتی درجه 72و در آخر  دقیقه یک گراد سانتی درجه 72در دمای  بسط ، مرحله1

  گردید. ( ردیابی، ایرانسیناکلون )شرکت درصد 5/1آگارز  مورد نظر بر روی ژل

 

 Campylobacter jejuni  ،Campylobacter coliپرایمر های استفاده شده برای تشخیص  .1جدول 

 Product size منبع
(bp) 

 دمای

 آنیلینگ

(℃) 

 (5'-3')پرایمر قطعات هدف ژن

13 462 59 
16SrRNA 

Campylobacter 

coli 

F: AAT-TGA-AAA-TTG-CTC-CAA-CTA-CG 
R:TGA-TTT-TAT-TAT-TTG-TAG-CAG-CG 

13 589 59 
16SrRNA 

Campylobacter 

jejuni 

F: CTA-TTT-TAT-TTT-TGA-GTG-CTT-GTG 
R: GCT-TTA-TTT-GCC-ATT-TGT-TTT-ATT-A 

 نتـایج
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نمونه پنیر محلی  20و در  بوده Campylobacterوده به لدرصد( آ 10نمونه ) نمونه شیر خام دو 20تحقیق از مجموع  در این

 (.2 )جدول مشاهده نشده است Campylobacterبا آلودگی 

 

 پنیر گوسفندی شهرستان فارسانهای شیر خام و در نمونه Campylobacter هایتعداد و درصد موارد آلودگی به گونه .2جدول 

 آلوده نمونه درصد آلوده نمونه تعداد نمونه کل تعداد  نمونه نوع

 درصد 10 2 20  خام شیر

 درصد 0 0 20  محلی پنیر

 بحث

 کمپیلوباکتردهنده میزان زیاد آلودگی به در شیر و لبنیات صورت گرفته که نشانکمپیلوباکتر تحقیقات وسیعی در مورد وجود  

درصد است که با تحقیقات دیگر محققان  10میزان  کمپیلوباکترباشد. در این مطالعه نیز آلودگی شیر خام به در شیر خام می

 مطابقت دارد.

 در شیر آوریجمع سکوهای از آوری شدهجمع گاو خام شیر نمونه 100مجموع (، از2022در مطالعه خوشبخت و همکاران )

مشاهده کلای  کمپیلوباکتر بودند و نمونه مثبتی از ژژونی  کمپیلوباکتر باکتری به ( آلودهدرصد هفتنمونه ) هفت مازندران، استان

 (.1) نشد

شد.  آوریجمع آمل شهرستان در خام شیر سکوهای از تابستان در خام شیر نمونه 72،  (1394همکاران ) و دبیری مطالعه در

 مولکولی شناسایی و میکروبی های آزمایشگاهیروش وسیله بهژژونی  کمپیلوباکتر گونه و کمپیلوباکترجنس  فنوتیپی شناسایی

درصد  88/13نمونه،   72از که داد نشان نتایج شد.  انجام (M-PCR)چندگانه  مراز پلی ایزنجیره وسیله واکنش به باکتری این

 (.6) بودند کمپیلوباکترها آلوده به جنس درصد نمونه 77/2و ژژونی  کمپیلوباکترها آلوده به گونه نمونه

 سال های مختلففصل در آمل شهرستان شیر آوریمراکز جمع از شیر نمونه 138 تعداد (،1391) همکاران و توکلی واسکس

قرار دادند.  را مورد بررسی M-PCRروش  با راکلای رکمپیلوباکت وژژونی  کمپیلوباکتر فصلی شیوع میزان و کردند جمع آوری 1389

 ژژونی کمپیلوباکتر، در فصل تابستان درصد 5/1 کلای کمپیلوباکترو  درصد 6/6 ژژونی کمپیلوباکتر بهار، فصل داد که در نشان نتایج

تشخیص  درصد8/0 یکلا کمپیلوباکتر و درصد9/2 ژژونی کمپیلوباکتر، در فصل زمستان درصد 2/2 کلای کمپیلوباکترو  درصد6/11

 (.11) داده شدند

 با را ماست و پنیر مانند لبنیات و در شیرخام یکلا کمپیلوباکتر و ژژونی کمپیلوباکتر شیوع میزان ، (2016) همکاران و زمکانال

 نمونه(، 50 محصول هر )از ماست و پنیر شیرخام، نمونه 150 ازمجموع داد نشان کردند. نتایج بررسی مولکولی از روش استفاده

 در و  درصد14پنیر در ، درصد 20شیر در ژژونی کمپیلوباکترآلودگی  میزان که بودندکمپیلوباکتر  به ( آلودهدرصد 6/24نمونه ) 37

 (.12) نشد گزارشی کلا کمپیلوباکتر  از مثبتی نمونه و گردید ، گزارش ماست هشت درصد

مولکولی بررسی  روش از استفاده با لبنی را محصولات و خام شیر در کمپیلوباکتر باکتری شیوع میزان ، (2015) همکاران و مودی

پنیر  نوعی از نمونه 30و پنیر نمونه 30 بستنی، نمونه 30 گاو، شیر نمونه 65 شیر بوفالو، نمونه 85) نمونه 280 مجموع کردند. از
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( مثبت اعلام شد که تمام درصد 91/2نمونه شیر خام ) هفت  در کمپیلوباکتر هایگونه هندی(، کاتیج

 (.13) ها شناسایی نشددر هیچکدام از نمونهی کلاکمپیلوباکتروده ب ژژونی کمپیلوباکترموارد جدا شده گونه 

 شنهادهایپو  کلـیی ریگجهینت

ها باشد و انواع این روشمراز میواکنش زنجیرهای پلیمبنی بر های شرین روش جهت تشخیص این باکتری رومروزه سریع تا

مراز ای پلیهای مولکولی از جمله واکنش زنجیرههای روشاز جمله مزیت .های مختلف دارندنیز به نوبه خود حساسیت و ویژگی

ناسایی های متداول آزمایشگاهی و کشت دارند. شنسبت به روشبالاتری این است که حساسیت و اختصاصیت بسیار 

کشت ممکن است از بین فرآیند ، زیرا باکتری طی استها بسیار دقیق تر و قابل اعتمادتر میکروارگانیسم به وسیله این روش

ای پلی مراز ، اما روش واکنش زنجیرهشودداده میاز دست  بسیاری داده نشود، در نتیجه موارد مثبت و به درستی تشخیص رفته

شناسایی این باکتری در مواد  .میدهدنوعی انگشت نگاری میکروبی بوده و حتی وجود حداقل باکتری را در نمونه تشخیص به 

های حاصل از این باکتری و بنابراین یکی از مراحل مهم پیشگیری از تراهی جهت شناسایی منبع شیوع عفونتواند غذایی می

بایست بیشتر مورد توجه باشد و رود. بنابراین این نوع مسائل در مطالعات بعدی میبه شمار  کمپیلوباکترهای حاصله از بیماری

بیشتری صورت گیرد. در انتها با توجه به این نکته که غذای سالم و مغذی مهمترین منبع انرژی انسان  کوششدر رفع آن 

مواد غذایی های آلوده شدن و راه زاریعوامل بیماها نیز برای رشد نیاز به مواد مغذی دارند، بنابراین تشخیص باشد و میکروبمی

هشداری جهت رعایت و پنیر تواند با تعیین میزان فراوانی این باکتری در شیر این مطالعه می ،با توجه به این موارد امی است.الز

جلوگیری از اصول مختلف بهداشتی، جستجوی راهکارهای مناسب برای کاهش آلودگی شیر در مراکز جمع آوری شیر خام، 

تر در خطوط تولید شیر خام و اجرای اقدامات نظارتی در راستای ورود انواع آلودگی و تشخیص آلودگی جهت پیشگیری سریع

های حفظ بهداشت عمومی باشد. در این راستا جهت پیشگیری از آلودگی شیر خام و کاهش بار میکروبی آن، مراقبت از دام

های دام، رعایت اصول بهداشتی در مراحل شیر دوشی و بعد ها، تجویز به موقع واکسنیماریت آن در برابر بلامشیری و حفظ س

ها های شیر دوشی پس از هر بار دوشیدن شیر و رعایت نظافت در محیط دامداریاز آن، شستشو و ضد عفونی کردن کلیه دستگاه

 .شود÷و کارگران توصیه می

  تقـدیر و تشـکر

 .ی نمونه همکاری کردند سپاسگزاریمآورجمعاز تمامی کسانی که در 

  تعارض منافع

 .ع و هماهنگی آنها ارسال شده استگونه تضاد منافعی بین نویسندگان وجود ندارد و این مقاله با اطلاهیچ
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Abstract 

Campylobacter is a Gram-negative, microaerophilic bacterium that can be transmitted to humans through the 

consumption of raw milk, causing foodborne diseases. This study investigated the prevalence of pathogenic 

species in raw milk and local sheep cheese using molecular methods in Farsan city of Chaharmahal and 

Bakhtiari provinces in 2013. Twenty samples of raw milk and 20 samples of local sheep cheese were randomly 

collected from collection centers and traditional milk and dairy stores. All the samples were transferred to the 

laboratory as soon as possible in sterile containers under suitable cold chain conditions. DNA extraction from 

the samples was done using a commercial kit, and then polymerase chain reaction (PCR) was performed using 

appropriate primers to identify Campylobacter. Of the 20 samples of raw milk, 2 (10%) were contaminated 

with the bacteria, and none of the 20 samples of local cheese were infected. According to the results of the 

present study and the presence of the mentioned bacteria in milk, it is necessary to observe hygiene principles 

in the dairy industry, to process and use sufficient heat to destroy the bacteria in raw milk, and to use fast and 

accurate methods to identify this bacterium.  
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