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شناسايي گونه هاي مختلف سالمونلا در مركز 
اصلاح و  پرورش مرغ بومي

چکید ه
امروزه صنعت طیور نقش بس�یار مهمی در تامین پروتئین مورد نیاز جمعیت دنیا ایفا می کند. یکی از عواملی که س�لامت فرآورده های 
غذایی طیور رابه مخاطره می اندازد، باکتری های خانواده انتروباکتریاسه به ویژه سالمونلا می باشد. سالمونلا منبع مهم آلودگی غذاهای 
انس�انی و عامل پاتوژن بس�یار قوی و بیماری زا در انس�ان ها  است. راه های ابتلا انسان به عفونت سالمونلائی استفاده از تخم مرغ نیم پز 
وخام وگوش�ت طیور نیمه پخته می باش�د. تخم مرغ ازطریق تخمدان مرغ مادر، آلودگی پوس�ته به مدفوع و از طریق محیط، به باکتری 
س�المونلا آلوده می گردد. بنابراین مزارع مرغ مادر از مهمترین منابع عفونت س�المونلا می باش�ند. روش های مختلفی برای جداس�ازی 
باکتری س�المونلا وجود دارد که ش�امل روش های کشت سنتی و بیوشیمیایی، س�رولوژیکی و مولکولی است. در این مطالعه که در مرکز 
اصلاح وپرورش مرغ بومی اس�تان مازندران انجام گرفت، نمونه های مختلفی از بخش های مختلف س�الن مرغ مادر، س�الن جوجه کشی، 
سالن جوجه های زیر یک هفته و نیز از تخم مرغ جمع آوری گردید. درصد آلودگی به سالمونلا در4 سالن مرغ مادر 1/64% ودر زرده تخم 
مرغ ها و نیز پوس�ته 1/92% بود. از نمونه های مربوط به س�الن جوجه کش�ی و سالن جوجه های زیر یک هفته، باکتری سالمونلا جدا نشد. 
در مجموع  تعداد 7 نمونه آلوده به س�المونلا بوده و تمام این نمونه ها متعلق به گروه D بودند. آزمایشPCR برای تایید تش�خیص جنس 

سالمونلا ونیز تعیین گونه صورت گرفت. تمام گونه ها به عنوان انتریتیدیس )Salmonella enteritidis( تشخیص داده شدند.

کلمات کلید ي: سالمونلا،  شناسائی، مرغ بومی، تشخیص مولکولی
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مقدمه
 باكت��ری س��المونلا متعل��ق ب��ه خان��واده آنتروباكتریاس��ه ب��وده و اكث��ر 
 س��روتیپ های آن پات��وژن های بالقوه برای انس��ان و بس��یاری از حیوانات 
 می باشند. بیش از 2450 سروتیپ سالمونلا شناسایی شده اند كه تنها 10%  از این 
 )S. typhimurium( سروتیپ ها از طیور جداسازی گردیدند كه در بین آنها
و ) S. entritidis( مهم ترین و متداول ترین آنها می باشند.  در سال 1980 
ش��یوع )S. hadar( در طیور به اوج رسید، ولی پس از چند سال فراوانی آن 
كاهش یافت، اما به نظر می رس��د كه اهمیت آن در سال های اخیر در طیور 
 رو به افزایش اس��ت )1، 11(. در طی سال های )1968-1974( میزان شیوع 
)S. typhimurium( و )S. stenfetenberg( در طی��ور افزای��ش یافت. در 
سال های اخیر شیوع فاژ تیپ چهار سالمونلا انتریتیدیس در طیور مشكلات 

زیادی را در كشورهای اروپای مركزی و غربی به وجود آورده است )1(. 
به نظر می رسد كه در طیور چرخش بین سروتیپ های مختلف وجود دارد و 

در دوزان خاصی سروتیپی جایگزین سروتیپ دیگر می شود)1و9(. 
به طور كلی طیور و فرآورده های آن به عنوان منبع اصلی عفونتهای سالمونلا 
در انسان می باش��د. )S. enterica( سروتیپ تیفی موریوم و انتریتیدیس 
متداول ترین س��روتیپ های مرتبط با مقاومت نسبت به سفالوسپورین ها 
می باش��ند. جداس��ازی آنها از دام و طیور به عنوان منب��ع اولیه غذا، نشان می 
دهد كه عفونت انس��ان بیشتر از این طریق است)2(. بنابراین كنترل عفونت 
های س��المونلا برای س��لامت طی��ور و صنای��ع تبدیلی غذا اهمی��ت دارد و 
معیاره��ای موثر كنترل و پیشگیری برای كاهش آلودگی س��المونلا در طیور 
بای��د در مزارع طیور آغاز گردد)20(. این كنترل نیاز به روش های تشخیصی 
 س��ریع و مطمئن دارد. روش های مختلفی برای شناس��ایی سالمونلا در كنار 

روش های كشت قراردادی وجود دارد كه بطور مستقیم روی نمونه اخذ شده 
اجرا می گردد. روش های كشت قراردادی برای جس��تجوی سالمونلا معمولا 
چهار مرحله دارد: پیش غنی س��ازی، غنی سازی انتخابی، استفاده از محیط 
های انتخابی و تایید باروش��های س��رولوژیكی وبیوشیمیایی)21(. در مطالعه 
Rappaport- و همكاران دو محیط كشت McGibbon انجام شده توسط

Vassiliadis )RV ح��اوی تریپت��ون و RV حاوی Soya peptone برای 
جداسازی سالمونلا از كبد مرغان آلوده مورد مقایسه قرارگرفت، و نشان داده 
شد كه محیط دوم اندكی بهتر می باشد، ولی این اختلاف از نظر آماری معنی 
دار نبود)12(. درمطالعه ای دیگر چهار محیط غنی س��ازی برای جداس��ازی 
س��المونلا از محصولات آلوده طیور مورد اس��تفاده قرارگرفت كه دربین این 
محیط ها، RV و Kiman بسیار موثرتر ازدومحیط Selenite-cystine و 

Muller-Kauffmann tetrathionate گزارش شد)4(.
 PCR از سوی دیگر برای شناسایی و تایید سالمونلا روش های مولكولی مثل
نیز بسیار مورد استفاده قرار گرفته است. Gooding و Choudary در سال 
1999 پنج جفت پرایمر مختلف را بر اساس جستجوی 5 ژن برای تشخیص 
 Repeat جنس سالمونلا مورد ارزیابی قرار دادند، كه جفت پرایمر مربوط به
sequence  ب��ا محص��ول 199 جفت ب��از برای تشخیص اكثر س��ویه های 
سالمونلا مناسب تر از بقیه تشخیص داده شد)8(. از روش های مولكولی برای 
شناسایی گونه سالمونلا نیز استفاده می شود. Soumet و همكاران از روش 
Multiplex PCR برای شناس��ایی گونه ه��ای انتریتیدیس و تیفی موریوم 
از س��واپ های نمونه برداری شده از مزارع طیور استفاده كردند. این روش از 
حساسیت بیشتری نسبت به روش باكتریولوژیك برخوردار می باشد)16(. در 
مطالعه تركاو و آوگوستین روش PCR بر اساس 16S RNA ریبوزومی برای 
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Identification of Salmonella spp. in a Native Poultry Breeding and Improvement Center
By: M. Rad, Member of Scientific Board of Veterinary Facuty University of Ferdowsi Mashhad. Gh. Kelidari, Member 
of Scientific Board of Veterinary Facuty University of Ferdowsi Mashhad and Sh. Kordjaz, Graduated of Veterinary 
Facuty University of Ferdowsi Mashhad.
 Nowadays, poultry industries play an important role in providing essential protein for world population. Among factors 
which are harmful for poultry products, there are entrobacteria especially salmonella spp. Salmonella is the major source 
of infection for human food and it is a very potent pathogen in human. One of the most routes of infection in human 
by salmonella occurred via using uncooked poultry eggs and meat. Eggs can be contaminated by salmonella through 
hen’s ovary, contamination of egg shell with feces and also through environment. Thus, laying hens are the important 
source of salmonella. There are different methods for isolation of salmonella: conventional culture methods, serological 
examinations and molecular methods. This study was performed in a Native Poultry Breeding and Improvement Center. 
Different samples were used from different divisions of the center including hen houses, breeding house, chicken house 
and also eggs. Contamination rate in four hen houses was 1.64% and in eggs shell and eggs yolk was 1.92%. Breeding 
house and chicken house were free from salmonella. In general, seven samples were contaminated with salmonella. All 
of these isolated salmonella belong to serogroup D. Identification was confirmed for salmonella genus by PCR method. 
Salmonella species were identified as Salmonella enteritidis by PCR method.
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جستجوی اختصاصی S. enterica مورد استفاده قرار گرفت، که نتیجه آن 
موفقیت آمیز بود)18(.

ه��دف از این مطالعه، جداس��ازی وشناس��ایی گونه های س��المونلا در مرکز 
اصلاح و پرورش مرغ بومی اس��تان مازندران بود که از روش های کشت غنی 
س��ازی و انتخابی برای جداسازی و شناسایی جنس سالمونلا و از روش های 
بیوشیمیایی و سرولوژیکی برای شناسایی گونه مربوطه استفاده شد، در عین 
حال موارد جداس��ازی ش��ده با اس��تفاده از روش PCR از نظر جنس و گونه 

مورد تایید قرار گرفتند.

مواد  و روش  کار
پژوهش حاضر در مرکز اصلاح و تکثیر مرغ بومی استان مازندران انجام 
گرفت. در این مرکز از چهار س��الن مرغ مادر، یک سالن جوجه کشی و یک 
سالن جوجه های زیر یک هفته نمونه برداری شد. در کل، تعداد 6۴6  نمونه 
در 7 مرحله از قس��مت های مختلف مزرعه م��رغ مادر اخذ گردید )جداول 
٣،۲و۴(.  نمونه برداری از دس��تگاه های تهویه، پنج��ره، دیوارها و درزها با 
استفاده از سوآپ اس��تریل که با آب پپتونه مرطوب شده بود، انجام گرفت. 
نمونه برداری از مدفوع تازه کف بس��تر و هم چنین لانه تخم گذاری نیز به 
همین روش انجام ش��د. همه نمونه های اخذ شده به لوله های حاوی ۵-1٠ 
میلی لیتر براث غنی کننده )س��لنیت F( منتق��ل گردید و پس از ۴8-۲۴ 
س��اعت در انکوباتور ٣7 درجه سانتیگراد، در محیط های افتراقی و انتخابی 

XLD، TSI ، حرکت ، اوره، سیترات و اندول  کشت مجدد داده شد. 
از س��الن جوجه کشی نیز از محل ه��ای مختلف از قبیل راهروها، کنار 
پنجره ها، ستر، هچر و اتاق درجه بندی، نمونه برداری صورت گرفت. علاوه 
بر این پلیت های با درب باز حاوی محیط های کشت انتخابی در محل های 

مختلف سالن قرار داده شد.
نمونه گیری ازسالن جوجه های زیر یک هفته نیز مانند سالن مرغ مادر 

انجام گرفت. 
برای جداس��ازی سالمونلا از پوسته تخم مرغ ، ابتدا تخم مرغ با محیط 
برآث غنی کننده شتشو داده شد و سپس این محیط ۲۴ ساعت در حرارت 
٣7 درجه س��انتیگراد قرار گرفت. پ��س از آن در محیط های کشت تفریقی 
کشت مجدد داده ش��د. برای جداسازی سالمونلا از زرده، پس از ضدعفونی 
پوس��ته تخم مرغ با الکل 7٠ درجه، زرده جدا و در محیط سلنیت به مدت 

۲۴ ساعت در ٣7 درجه سانتیگراد کشت داده شد.
گروه س��رمی سالمونلاهای جداشده، با اس��تفاده از کیت رنگی لاتکس 

)ساخت شرکت remel، کشور انگلیس( تعیین گردید. 
جه��ت تایی��د جن��س س��المونلا و نی��ز تعیین گون��ه آن وج��ود ژن 
 ه��ای invA )اختصاص��ی برای جن��س س��المونلا(، flic )اختصاصی برای

S. typhimu rium و prot6e )اختصاص��ی ب��رای S. entritidis( ب��ا 
اس��تفاده از روش PCR جستجو گردید. واکنش ها در حجم ۲۵ میکرولیتر 
با هرکدام از جفت پرایمرها به صورت جداگانه انجام شد. هر واکنش شامل 
۲/۵ میکرولیت��ر باف��ر PCR ، ٠/7۵ میکرولیت��ر MgCl۲، ٠/۵ میکرولیتر 
dNTPs، ی��ک میکرولیت��ر از ه��ر پرایم��ر، ۲ میکرولیت��ر DNA و ۵/٠ 
میکرولیتر آنزیم Taq بود. سکانس پرایمرهای مربوط به ژن های invA و

prot6e وflic در جدول شماره 1 آمده است.

 نتایج 
تع��داد 6۴6 نمونه در 7 مرحله از بخش های گوناگون مزرعه مرغ مادر اخذ 
شد.  جدول شماره ۲1 نشان دهنده تعداد نمونه های مربوط به بخش های 
مختلف می باش��د. از نمونه های اخذ شده از سالن مرغ مادر ۵ نمونه آلوده 
به باکتری سالمونلا بودند) 1/6۴%( )جدول ۵(. از ۵۲ نمونه تخم مرغ) زرده 
و پوس��ته( مربوط به چهار س��الن مرغ مادر، یک نمونه پوس��ته و یک نمونه 
مربوط به زرده آلوده به سالمونلا بودند )جدول6(. بقیه نمونه ها شامل 1۲٠ 
نمونه مربوط به س��الن جوجه کشی وس��تر، ۴٠ نمونه تخم مرغ قابل انتقال 
ازس��تر به هچر، ۴۲ نمونه پوسته های شکسته تخم مرغ، 8٠ نمونه از سالن 
جوج��ه های زیر یک هفت��ه و 1۲ عدد تلفات جوجه های زیر یک هفته ، از 

نظر سالمونلا منفی بودند. 
7 نمونه سالمونلای جداشده تعیین گروه سرمی شدند و هر 7 مورد مربوط 

به گروه D لانسفیلد بودند. 
در آزمایش PCR وجود ژن invA در هر 7 نمونه تایید گردید. در هر 7 نمونه 
س��المونلا وجود ژنprote 6 تایید شد، بنابراین تمام نمونه های سالمونلای 

جداشده به عنوان S. entritidis شناسایی شدند )تصاویر1و۲(. 

ژن هدفسکانس پرایمر

F : AAATTATCGCCACGTTCGGG

R : TCATCGCACCGTCAAAGGAA

invA

F : CTCTTGCTGGCGGTGCGACT

R : CGGTGTTGCCCAGGTTGGTA

Flic

F : ATATCGTCGTTGCTGCTTCC

R : CATTGTTCCACCGTCACTTT

Prot6e
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جدول 3- تعداد و محل های مختلف نمونه گیری از سالن جوجه های زیر 1 هفته

جدول 4- تعداد و محل های مختلف نمونه گیری از سالن جوجه کشی

جدول 2-  تعداد و محل های مختلف نمونه گیری از سالن های مرغ مادر

تعداد مرغ و مکان نمونه برداری 

خروس

تعداد نمونه از 

بستر

تعداد نمونه از 

فن و پنجره

تعداد نمونه از 

مدفوع تازه

تعداد نمونه 

از بستر 

متراکم و محل 

استراحت

تعداد نمونه از 

لانه ی

 تخم گذاری

تعداد نمونه 

از گوشه و 

دیواره

تعداد نمونه از تخم مرغ تازه

9 عدد داخل لانه30001812918121014سالن 1

5 عدد خارج لانه

9 عدد داخل لانه30001812918121014سالن 2

5 عدد خارج لانه

8 عدد داخل لانه25001512915121012سالن 3

4 عدد خارج لانه

8 عدد داخل لانه25001512915121012سالن 4

4 عدد خارج لانه

1100066483666484052جمع کل

تعداد نمونه

 از مدفوع

 تازه

تعداد نمونه

 از گوشه

 و دیواره

تعداد نمونه 

از لانه

 تخم گذاری

تعداد نمونه

 از بستر متراکم

 و محل استراحت

تعداد نمونه از 

مدفوع تازه

تعداد نمونه از

 فن و پنجره

تعداد نمونه  از 

بستر

تعداد تلفات 

جوجه

تعداد 

جوجه

مکان نمونه برداری

10 12 12 8 8 12 18 12 1600 سالن  جوجه ها

پوسته های شکسته 

شده تخم مرغ های هچ 

شده

تخم مرغ قابل 

انتقال

کارتن

خالی

سبدها

و سینی ها

اتاق درجه  بندی محیط سالن 

و راهروها

ستر هچر2 هچر1 مکان 

نمونه برداری

10

10

هچر 1
هچر2

40 10 15 10

25 سواب

10 محیط

XLD

5 سواب

6 محیط

XLD

5 سواب

6 محیط

XLD

5 سواب

6 محیط

XLD

سالن  

جوجه ها
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 بحث
سالمونلا و سروتیپ های آن منبع مهم آلودگی غذاهای انسانی و عامل 
پاتوژن بس��یار قوی و بیماری زا در انس��ان و دام و طیور اس��ت. بیش ترین 
س��روتیپ س��المونلا که در اروپا از مزارع مرغ تخم گذار و مادر جدا ش��ده 
اس��ت، S. typhimurium می باش��د. این باکتری تخم مرغ را از دو طریق 
آل��وده می کن��د: اول انتقال عمودی در طی تولی��د تخم مرغ در تخمدان و 
دوم انتقال افقی از طریق پوس��ته تخم م��رغ )1٣(. در مطالعه حاضر میزان 
آلودگی به باکتری س��المونلا در چهار س��الن مرغ مادر 1/6۴% بود. در این 
مورد به نظر می رس��د که  مدفوع و گ��رد وغبار به عنوان مهم ترین عوامل 
انتقال دهنده عفونت س��المونلائی عم��ل می کنند. یکی از راه های آلودگی 
گله مادر به س��المونلا و متعاقب آن دفع س��المونلا از مدفوع ، مواد غذایی 
آلوده اس��ت. پوشال آلوده سبب آلودگی بستر و انتقال جرم در محیط و در 
نتیج��ه به مرغ های مادر و تخم مرغ ها گ��ردد. Cowden و همکاران در 
س��ال 1۹8۹ نمونه های آلوده به باکتری سالمونلا را از بستر در مزارع مرغ 
اروپا جدا کردند.)Davis )۵ و رای نیز در س��ال 1۹۹6 آلودگی مزارع مرغ 
مادر را به باکتری سالمونلا 11/7% گزارش نمود، که بیشترین گونه جداشده 
S. entritidis بود)7(. در مطالعه ای دیگر توسط این دو محقق نشان داده 
شد که انتخاب بعضی از محل ها برای نمونه برداری تاثیر زیادی روی نتیجه 

کار دارد و احتمال جداس��ازی س��المونلا را افزایش می دهد)6(. در مطالعه 
Uyttendaele  و همکاران در سال در طی چهار سال متوالی جهت تعیین 
میزان آلودگی به س��المونلا در فرآورده ه��ای طیوردر کشوربل ژیک اختلاف 
چندانی مشاهده نشد وسه سروتیپ انتریتیدیس، هادار و ویرچو فراوان ترین 

سروتیپ ها بودند )1۹(.
یک��ی دیگر از مناب��ع ورود پاتوژن ها به محیط بس��ته هوای آلوده می 
باش��د. در مطالع��ه ما یک نمونه آلوده به س��المونلا از ف��ن و پنجره یکی از 
س��الن ها جدا گردید. Davis و همکاران نیز در س��ال 1۹۹6 درصد تقریبا 
مشابهی از آلودگی ورودی ها و خروجی های هوا را در مزارع مختلف گزارش 
کردند)7(. در این تحقیق آلودگی لانه های تخم گذاری چهار س��الن %1/۴ 
بود. تحقیقاتی توسط محققین مختلف صورت گزفته که نمایان گر آلودگی 

لانه های تخم گذاری بود)٣ ،7، 1٠ (.
در پژوهش حاضر یک نمونه سالمونلا از پوسته ویک نمونه از زرده جدا 
ش��دند. Otomo و همکاران در س��ال ۲٠٠7 عامل اصلی آلودگی پوسته و 
تخ��م م��رغ را پس از مدفوع، عدم رعایت بهداش��ت کارکنان در حین جمع 

آوری تخم مرغ ها دانستند)1۴(. 
Cowden و همکاران در س��ال 1۹8۹ مدفوع مرغ های آلوده را جزو 
عوامل دخیل در آلودگی تخم مرغ ها قلمداد کردند)Otomo .)۵ و همکاران 

جدول شماره 5- فراوانی و درصد آلودگی به سالمونلا در  4 سالن مرغ مادر

جدول شماره 6-فراوانی و درصد آلودگی به سالمونلا در زرده و پوسته تخم مرغ های 4 سالن مرغ مادر

گونه سالمونلادرصدموارد آلوذهتعداد نمونهنوع نمونه

---68نمونه از بستر

انتریتیدیس4812/08تعداد نمونه از فن و پنجره

---36نمونه از مدفوع تازه

انتریتیدیس6822/94نمونه از بستر متراکم

انتریتیدیس4824/16نمونه از لانه تخم گذاری

---40نمونه از گوشه و دیواره

انتریتیدیس30451/64مجموع نمونه ها

گونه سالمونلادرصدآلودگی پوستهدرصدآلودگی زردهتعداد نمونهمکان نمونه برداری 

انتریتیدیس--1417/14سالن 1

انتریتیدیس17/14--14سالن 2

-----12سالن 3

-----12سالن 4

انتریتیدیس5211/9211/92جمع کل
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در س��ال ۲٠٠7 ش��یوع آلودگی در 
زرده تخ��م مرغ ه��ا را 6/8% گزارش 
 کردند که بیشترین باکتری جدا شده
ش��د)1۴(.   عن��وان   S.entritidis
کوئی��ن و همک��اران )1۹۹8( تخ��م 
 S.  مرغ های مصرف��ی را عامل مهم
entritidis عن��وان کردن��د. Roy و 
همک��اران )۲٠٠۲( از ح��دود ۴7۴۵ 
نمون��ه، ۵6۹ نمون��ه س��المونلا جدا 
کردند و ش��یوع س��المونلوز ناشی از 
مصرف تخ��م مرغ های آل��وده را در 
ش��مال غرب��ی اقیانوس��یه %11/1۹ 
اع��لام کردن��د ک��ه در ۵/1۵% موارد 
عام��ل ایجاد س��المونلوز، س��المونلا 

انتریتیدیس بیان شد)1۵(.
در این تحقیق، از س��الن جوجه 
کشی وستر و نیز س��الن جوجه های 

یک هفته و تلف��ات این گروه از جوجه 
ها باکتری س��المونلا ج��دا نشد. مطالعه حاضر نشان م��ی دهد که با وجود 
اثبات آلودگی به سالمونلا در این مزرعه مرغ مادر میزان شیوع آن در قیاس 
با س��ایر گزارش ها کمتر اس��ت. اما همین میزان آلودگ��ی نیز باید هشدار 
دهن��ده تلقی گردد و راه های پیشگیری از ای��ن عفونت مد نظر قرار گیرد. 
در مطالعه Namata و همکاران )۲٠٠8( در مطالعه ای عوامل خطر س��از 
س��المونلوز در مرغان تخم گذار مورد بررس��ی قرار گرف��ت. در این مطالعه 
نشان داده شد که سیستم  پرورش مرغ در قفس، در قیاس با سیستم های 

پرورش��ی باز عامل مهمی در افزایش بروز سالمونلوز می باشد. علاوه بر این 
افزایش س��ن و افزایش ان��دازه گله ها، نیز از عوامل خط��ر در افزایش بروز 

سالمونلوز شناسائی شد)1٣(.
در مطالع��ه حاض��ر برای تایید جنس و گونه س��المونلاهای جداش��ده 
 از روش ه��ای س��رولوژیکی و روش های تشخیص مولکولی اس��تفاده ش��د. 
ژن های هدف متعددی جهت شناس��ایی س��ویه های سالمونلا معرفی شده 
اند. ژن InvA برای تهاجم سالمونلا لازم است چرا که به وسیله آن باکتری 
ب��ه قس��مت های عمقی تر روده نف��وذ میکند و در عین ح��ال برای جنس 
س��المونلا اختصاصی است. گرچه تعدادی از باکتری های متعلق به خانواده 
آنتروباکتریاس��ه از لحاظ برخی خصوصیات بیوش��یمیایی به سالمونلا شبیه 
می باشند ولی فاقد ژن InvA هستند. نتایج آزمایش این ژن توسط سومت 
و همکاران از لحاظ حساس��یت برای جنس سالمونلا 1٠٠% ارزیابی گردید 
)17(.  در بررسی حاضر، جنس سالمونلا و گونه انتریتیدیس توسط آزمایش 

PCR تایید شد.  
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