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شناسایی کامپیلوباکترهای بیماریزای روده ای در مدفوع مرغ ها با روش 
PCR و مقایسه آن با روش کشت 
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مقدمه:  
کامپیلوباکترهـا ارگـانیزم هـــایی هســتند میلــه ای 
ــده کـه بـه  شکل، غیر اسپورزا، متحرک، گرم منفی و خمی
ــد. در ایـن خـانواده 18  خانواده کامپیلوباکتریاسه تعلق دارن
گونه و تحت گونه شناخته شده وجود دارد که در این بیـن 

گونه های jejuni و coli مسئول غالب موارد عفونت هــای 
کامپیلوباکتری در انسان محسوب می شوند (9).  

امـــروزه کامپیلوباکترهـــا از شـــــایع تریــــن علــــل  
اسهال های باکتریایی در سرتاسر جهـان محسوب شـــده و   

چکیده: 
امروزه کامپیلوباکترها از شایع ترین علل اسهال های باکتریایی در سرتاسر جهان محســوب مـی شـوند. در 
 Campylobacter coli و Campylobacter jejuni  جنس کامپیلوباکتر 18 گونه و تحت گونه وجود دارد که گونه های
ــاری  مسبب اکثر عفونت های انسانی ناشی از کامپیلوباکترها می باشند و مهم ترین بیماری آنها نیز اسهال می باشد. بیم
در انسان متعاقب مصرف آب و مواد غذایی بویژه گوشت ماکیان رخ می دهد. تشخیص باکتریولوژیک این بــاکتری 
ــیون و محدودیـت تسـت هـای افـتراقی همـراه اسـت. بنـابراین  با دشواری زیادی از قبیل طولانی بودن مدت انکوباس
استفاده از روش های دیگر تشخیصی امــروزه مـورد توجـه قـرار گرفتـه اسـت. تعـداد 116 نمونـه رکتـال سـواپ از 
مرغ هــای موجـود در مرغـداری هـای شـهر اصفـهان گرفتـه شـده و پـس از 18-12 سـاعت غنـی سـازی در محیـط 
ــا از  Campy-Thio، در محیط اختصاصی  Campylobacter selective agar کشت شدند. برای شناسایی و تعیین گونه ه

ــیداز، کاتـالاز، هیدرولـیز هیپـورات و سـنجش حساسـیت بـه نالیدیسـیک اسـید و  رنگ آمیزی گرم و تست های اکس
سفالوتین استفاده شد. جهت استخراج DNA از کیت های اختصاصی اســتفاده شـد و بـا اسـتفاده از پرایمرهـای ویـژه 
ــت  گونه های ژژونی و کلی اقدام به انجام PCR (Palymeras Chain Reaction) گردید. نتیجه کشت در 11 مورد مثب
 PCR ــوط بـه گونـه ژژونـی و 3 مـورد مربـوط بـه گونـه کلـی بـود. نتیجـه بود (9/5%) که از این تعداد 8 مورد مرب
ــورد مربـوط بـه  نمـونه هـا در 27 مـورد مثـبت بود (23/2%) که از این تعداد 18 مورد مربوط به گونه ژژونی و 9 م
ــا روش کشـت بـترتیب 100 و 84/7 درصـد بـود. روش  گونه کلی بود. حساسیت و ویژگی روش PCR در مقایسه ب
PCR مورد استفاده در این تحقیق قادر به شناسایی تمام نمونه های کشت مثبت بود و نتایج تعیین گونــه بـا ایـن روش 

 PCR ــالا و سـرعت زیـاد بـه نظـر مـی رسـد روش تطابق کاملی با روش بیوشیمیایی داشت. بنابراین با توجه به دقت ب
جایگزین مناسبی جهت کشت در تشخیص کامپیلوباکترها در نمونه های مرغ ها باشد.  

 

واژه های کلیدی: کامپیلوباکتر ژژونی، کامپیلوباکترکلی، واکنش زنجیره پلیمراز (PCR)، کشت، ماکیان.  
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ــا  بر طیق آمارهای جهانی 2 تا 35 درصد این گونه اسهال ه
ناشی از این باکتری ها می باشد (9).  

بیماری در انسان در پی مصرف شیر، آب و غذای 
ـــات 50 تــا 70  آلـوده رخ مـی دهـد و در پـاره ای گزارش
درصد عفونت های اسپورادیک کامپیلوباکتری را ناشـی از 

مصــرف گوشــت ماکیــان دانســته انــد (1). در برخــــی  
ــوع  بررسی های مربوط به جداسازی کامپیلوباکترها از مدف
ــه  مـرغ هـا، 30 تـا 100 درصـد آنـها حـامل کامپیلوبـاکتر ب
صورت فلور نرمال دســتگاه گـوارش گـزارش شـده اسـت 
(4). این در حالی اسـت کـه در برخـی بررسـی هـا درصـد 
ناچیزی از مرغ ها حامل این باکتری ها گزارش شده اسـت 

 .(4)
امروزه تشخیص این باکتری هــا توسـط کشـت در 
محیط های کشت حاوی آنتی بیوتیک صورت میگــیرد و 
شناسایی تأییدی گونه ها توسط تعداد معدودی تست هــای 
ــی گـیرد  بیوشیمیایی از جمله هیدرولیز هیپورات صورت م
(13). آمار مربرط به درصد جداسازی گونه های ژژونی و 
کلی از مدفوع ماکیان به روش بیوشیمیایی اختلاف زیـادی 
را نشان می دهد (17،14،6،5). بــه عنـوان مثـال در بررسـی 
Ng و همکاران 99 درصــد کامپیلوباکترهـای جـدا شـده از 

ماکیان متعلق به گونۀ ژژونی و 1 درصد بقیه متعلق به گونه 
ـــالی کــه در بررســی  کلـی گـزارش گردیـده (14) در ح

 Van Looveren و همکاران این نسبت به ترتیب 79 و 21 
درصد (17) و در بررسی Eyigor و همکاران این نسبت به 
ترتیب 67 و 33 درصد (5) گزارش گردیده اســت. وجـود 
اشکالات مختلف در این زمینه از قبیــل مـدت انکوباسـیون 
طولانی (72-48 ساعت)، عدم قطعیــت نتـایج تسـت هـای 
ــیر قـابل  بیوشیمیایی و وجود سویه های تیپیک زنده ولی غ
رشد در محیط کشــت موجـب شـده تـا روش هـای دیگـر 
تشخیصی مورد توجه قرار گیرند. یکی از مــهم تریـن ایـن 

ـــار  روش هـا روش مولکولـی PCR مـی باشـد (11،4). آم
ــه جداسـازی کامپیلوباکترهـا از مـرغ هـا بـه روش  مربوط ب
ــال در  PCR متفـاوت مـی باشـد (19،8،5،2). بـه عنـوان مث

بررسی Eyigor و همکاران و Grennan و همکــاران، 100 
درصـد نمونـه هـای ماکیـان از نظـر PCR مثبـت گـــزارش 
گردیـده انـد (8،5). در حـالی کـه در بررســی Winters و 
ـــه  همکـاران (19) و Denis و همکـاران (2) ایـن درصـد ب
ترتیب 80 و 66/3 درصد گزارش گردیده است با توجه به 
نقش ماکیان در انتقال عفونت های کامپیلوباکتری به انسان 
و عدم انجام مطالعه تحقیــق در مـورد فراوانـی گونـه هـای 
ــن حیوانـات در ایـران و نـیز وجـود  مهم کامپیلوباکتر در ای
ــیمیایی  اشکالاتی در تشخیص این باکتری ها به روش بیوش

ـــا بــا اســتفاده از روش PCR فراوانــی   مـا بـر آن شـدیم ت
ــایج حـاصل  باکتری ها را در مرغ ها بررسی و نتایج را با نت

از روش کشت مقایسه نمائیم.  
 

مواد و روشها:  
در این بررسی تعــداد 116 نمونـه بصـورت رکتـال 
سواپ از مرغ های موجود در مرغداری های شهر اصفهان 
به صورت تصادفی گرفته شد و پس از 12 الــی 18 سـاعت 
غنـی سـازی در محیـط Campy Thio، در سـطح محیـــط 

اختصــاصی Campylobacter selective agar حـــاوی  
5 درصـد خـون دفیبرینـه گوسـفند و آنتـی بیوتیـک هــای 
وانکومایسین، پلــی میکسـین و تـری متـوپریـم بـه صـورت 
خطی کشت گـــردید. پــس از 48 سـاعت انکوباسـیون در 
شرایط میکروآئروفیلیک و دمــــــای 42 درجـه سـانتیگراد 

ــــکوک بـــــــررسی شـــده و پـــس از  کلنــی هــای مش
رنـگ آمـیزی گـرم، بـا اسـتفاده از تسـت هـــای کاتــالاز، 

ـــه   اکســیداز، هیدرولــیز هیپــورات و تعییــن حساســیت ب
دیسک هــای 30 میکـروگرمـی سـفالوتین و نالیدیکسـیک 
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اسید گونه کامپیلوباکتری هــا تعییـن گردیـد. بــــه منظـور 
ــــــت هـــــای   اســــتخراج DNA از نمونــــه هــــا از کی

High Pure PCR Template Preparation Kit (شــرکت 

Roche آلمان) استفاده گردید. بــرای ایـن منظـور، 1 میلـی 

لیـتر از سوسپانسـیون غنـی شـده باکتــــری هـا در محیـــط 
ــــائین  Campy-Thio بـــه مـــدت 10 دقیقــــــه در دور پ

(rpm 2000) سانتـــریفوژ گردیـد و سـپس محلـول رویــی 
جـدا شـده و در دور بـــالا (8000rpm) مــدت 10 دقیقــه 
ـــه  سـانتریفوژ گردیـد. بـا افـزودن لـیزوزیم و بافرفسـفات ب
ــه در بـن مـاری 37  رسوب حاصله، نمونه ها مدت 30 دقیق
درجــه ســانتیگراد انکوبــــه شـــدند و پـــس از افـــزودن 
ایزوپروپــانول، نمونـه هـا وارد فیلـتر تیـوپ شـده و پـس از 
سانتـــریفوژ بــه آنها Inhibitor removal buffer اضــافه  

گردیـد. پـس از ســـانتریفوژ مجــدد، Wash buffer بــه  

نمونــه هــا اضافــه شــد و مجــدداً پــس از ســــانتریفوژ،  
ــــه آنــها اضافــه گردیــد و بــا انجــام  Elution buffer ب

سانتریفوژ، DNA نمونه ها به صورت خــالص جمـع آوری 
ــا اسـتفاده از اسـپکتروفتومتر U.V دانسـیته نـوری  گردید. ب
نمونه ها تعیین و مقدار DNA  هر نمونه معین گردید. برای 
انجام PCR از دو سری پرایمر اختصاصی گــــونه اسـتفاده 
گـــردید که یک سری از آنــها (JEJ1-JEJ2) ویـژه گونـه 
ژژونی و ســری دیگـر (COL1-COL2) ویـژه گونـه کلـی 

بودند (6).  
غلظت های مورد استفاده جهت PCR در حجــم 
کلی 25 میکرولیتر با انجام تغییراتی در غلظت های معرفــی 

شده (6) به شرح زیر بود:  

 
 

تصویر شماره 1:  الکتروفورز محصول استخراج و تخلیص DNA از سویه های کنترل و نمونه های ماکیان. 
M: مارکر وزن مولکولی، 3-1: سویه های کنترل به ترتیب C. coli Lior8, C. jejuni Lior2, C. jejuni Lior1  می باشد.  
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KCL                                                      50 mM

Tris-HCL(PH 8.3)                                10mM

Gelatin                                                   0.001%

MgCl2                                                    3mM

dNTP                                                     0.2 mM

Primers                                            200 pM
Taq DNA polymerase                     0.5 U

 
پس از تهیه و توزیــع Reaction mix در لولـه هـا  

 DNA مقدار 100 نانوگرم از (Thin walled PCR tubes)
استخراج شده از نمونه ها به هر یک از این لوله هــا افـزوده 
شده و پس از افزودن 30 میکرولیتر روغن معدنی اســتریل، 
 (HIBAID Omni Gene) لوله ها وارد دستگاه ترمال سایکلر
شده و در 30 دور PCR بــا stringency بـالا شـرکت داده 

شدند (6).  
 
 

نتایج:  
ـــده، جمعــاً  از مجمـوع 116 نمونـه کشـت داده ش
تعداد 11 نمونه از نــظر کشت مـثبت گردید که این تعـداد 

ـــه هــا را تشــکیل مــی داد. نتیجــه   9/4 درصـد کـل نمون
تست های کاتالاز و اکسیداز تمــام سـویه هـا مثبـت بـود و 
یـک  همه آنها نسبت به سفالوتین مقاوم و نسبت به نالیدیکس

اسید حساس بودند.  
             نتیجه تست هیدرولیز هیپورات در 8 مورد مثبت و 
در 3 مورد منفی گردید. بدین ترتیب بر اساس آزمایشــات 
ــی و 28  بیوشیمیایی 72 درصد سویه ها متعلق به گونه ژژون

درصد بقیه متعلق به گونه کلی بودند.  
نتیجه استخراج و تخلیص DNA در همــه مـوارد 

ـــه کــه از نظــر مــیزان استــــــخراج   مثبـت بـود و گـر چ
تفــاوت هایی بیــن نمونه های مختلف بـه چشم می خورد   

 
 

تصویر شماره 2: الکتروفورز محصول PCR اسیدهای نوکلئیک جدا شده از سویه های کنترل و نمونه های ماکیان. 
ــای ماکیـان  M:مارکر وزن مولکولی، 3-1: سویه های کنترل که به ترتیب C. coli Lior8, C. jejuni Lior2, C. jejuni Lior1 می باشند، 7و4: نمونه ه

حاوی کامپیلوباکترژژونی، 5: نمونه حاوی کامپیلوباکتر کلی، 6: نمونه اسهالی فاقد کامپیلوباکترژژونی یا کامپیلوباکترکلی.  
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  PCR جدول شــمارۀ 1: توزیـع فراوانـی نتـایج کشـت و
                     نمونه های رکتال سواپ مرغ ها  

 
جمع  منفی  مثبت 

درصد تعداد درصد تعداد درصد تعداد
       نتیجه کشت

 PCR نتیجه
23/2  27 13/7    16   

 FP
 9/4     11  
        TP مثبت 

7/76  89 76/7    89
       TN

 0 0
 FN

منفی 

100 116 90/4 105 جمع  11  9/4 

 
یـز        در تمامی مواردی که کشت مثبت داشته است PCR ن
مثبت بوده است در مقابل تمامی مواردی که کشت منفی شده 
PCR نیز منفی گردیده است کــه نشـان دهنـده حساسـیت و 

ویژگی بالای تست PCR در مقایسه با کشت می باشد. 
 TP:مثبت حقیقی      FP:مثبت کاذب       TN:منفی حقیقی

 FN:منفی کاذب

 
ولــی ایـــن تفـاوت ها اخـــلالی در عمــل PCR ایجـــاد 

نمی کرد (تصویر شماره 1).  
ــه مـورد اسـتخراج  از مجموع 116 نمونه مرغ ها ک
ــداد 27 نمونـه از نظـر  DNA و انجام PCR قرار گرفتند. تع

ــا  PCR مثبت شدند که این تعداد 23/2 درصد کل نمونه ه

را تشکیل می داد. از این تعداد 18 مورد با پرایمرهای ویژه 
ـــژه  کامپیلوبـاکترژژونـی و 9 مـورد نـیز بـا پرایمـر هـای وی
ــر شـماره  کامپیلوباکترکلی تکثیر (Amplify) شدند (تصوی

  .(2
ــر اسـاس نتـایج PCR، 66/7 درصـد  بدین ترتیب ب

ــی و 33/3 درصـد   سویه های جدا شده متعلق به گونه ژژون
بقیه متعلق به گونه کلی بودنــد. تمـام مـوارد مثبـت از نظـر 
ــه  کشت (11مورد) از نظر PCR نیز مثبت شدند مضافاً اینک
در 16 مورد نیز نتیجه PCR مثبت ولی نتیجـه کشـت منفـی 
بود. در بقیه موارد (89 مورد) نتیجه کشت و PCR توأمـــا 

منفی گردید (جدول شمارۀ 1). 
 

بحث:  
در بررسی حاضر، 9/4 درصــد نمونـه هـا از نظـر 
ــــوط بـــه جداســـازی  کشــت مثبــت شــدند. آمــار مرب
ــه روش کشـت  کامپیلوباکترها از دستگاه گوارش مرغ ها ب
اختلاف زیادی را نشان می دهد. به عنــوان مثـال در برخـی 
بررسی ها 30 تا 100 درصد مرغ ها را حامل کامپیوباکتر به 
صورت فلور نرمال دستگاه گوارش دانسته اند (4). ایــن در 
ــی Magistrado و همکـاران (11)  حالی است که در بررس
ــه، 5/9 درصـد  که بر روی 135 نمونه ماکیان صورت گرفت
ــا از نظـر کشـت کامپیلوبـاکتر مثبـت گـزارش  کل نمونه ه
گردیده است. در مورد علت این اختلاف آماری گزارشی 

ارائه نشده است.  
بــــر اساس آزمـــایشات بیوشیمیایی 72 درصـد 
سویه های جدا شده از مرغ ها متعلق به گونه ژژونــی و 28 
درصد متعلق به گونه کلی بودند. آمــار مربـوط بـه درصـد 
جداسازی گونه های ژژونی و کلی از نمونه های ماکیان به 
روش بیوشـیمیایی اختـلاف زیـادی را نشـان مـی دهــد. در 
ـــه ژژونــی را مســئول 99 درصــد  برخـی بررسـی هـا گون
ــد (14) در  آلودگی های کامپیلوباکتری در ماکیان می دانن
ــد جـدا سـازی  حالی که در بررسی Van Looveren درص
ـــه ترتیــب 79 و 21 درصــد  گونـه هـای ژژونـی و کلـی ب
گزارش شده (17) و در بررســی Eyigor و همکـاران ایـن 
آمار به ترتیب 67 و 33 درصد گزارش گردیده اســت (5). 
در بررسی Magistrando و همکــاران از مجمـوع 8 سـویه 
ــویه متعلـق بـه گونـه  کامپیلوباکتر جدا شده از ماکیان، 3 س
ژژونی و 5 سویه متعلق به گونه کلــی گـزارش شـده اسـت 

  .(11)
نتیجه PCR نمونـه ها در 27 مورد (23/2درصد)  
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ــداد، 18 نمونـه بـا پرایمرهـای ویـژه  مثبت بود که از این تع
کامپیلوبــاکترژژونــی و 9 نمونــه بــا پرایمرهــــای ویـــژه 
ــخیص  کامپیلوباکترکلی آمپلیفای شدند. آمار مربوط به تش
ـــه روش PCR نــیز  کامپیلوبـاکتر در نمونـه هـای ماکیـان ب
متفـاوت مـی باشـد. بـه عنـوان مثـال در بررســی Eyigor و 
همکــاران (5) و Grennan و همکــاران (8) 100 درصـــد 
نمونه ها از نظر PCR مثبت گزارش شده اند در حــالی کـه 
در بررسی Winters و همکاران (19) و Denis و همکاران 
 PCR (2)  بـه ترتیـب 80 و 66/3 درصـد نمونـه هـا از نظــر

مثبت گزارش گردیده است.  
در بررســـی Studer و همکـــاران 68 درصــــد  

نمونه های مورد بررســی از نظـر PCR مثبـت گردیـده انـد 
 Magistrando ــت کـه در بررسـی (16) و این در حالی اس
(11) تنها 5/9 درصد نمونه ها از نظر PCR مثبــت گـزارش 

شده است.  
 (specificity) و ویـــژگی (sensitivity) حساسیت          
روش PCR در مقایسه با روش کشت در بـــررسی حــاضر 
 Linton ـــررسی به ترتیب 100 و 84/7 درصـــد بود. در بــ
و همکـارانش (10) حساسـیت و ویـژگـــی روش PCR در 
مقایسه با کشــت 100 درصـد گـزارش گردیـده اسـت. در 
مطالعۀ Stonnet و همکــاران نـیز نتـــــایج مشـابهی گرفتـه 
شــــده اســــت (15). در حالـــــــی کــــه در بررســـــی 
 PCR ــی روش Vanniasinkam (18) حساسیت و ویـــژگ

در مقایسه با کشت بــه ترتیـب 91 و 97 درصـــد گـزارش 
ــت. بـــــدین ترتیـب نتـایج حـاصل از بررسـی  گردیده اس
حاضر قــــابل مقــایسه با نتایج سایر محققان مــی باشـد. از 
آنجا که روش PCR در مقــــایسه با روش کشــت قــــادر 
به تشخیص موارد مثبت بیشتری بود (27 مورد در مقایسه با 
11 مـورد) بـه نظـر مـی رسـد کـــه روش PCR جــایگزین 
مناسبی جــهت روش PCR در تشـخیص کامپیلوباکترهـای 

ــا باشـد. علـت منــــفی  ترموفیلیک در نمــــونه های مرغه
شدن کشت (با وجود مثبت شدن PCR) احتمالاً عدم رشد 
برخی سویه های کامپیلوباکتر در محیط کشت اختصــاصی 
ــه  می باشد. برخی بررسی ها حــــاکی از آن است که گون
کلی نسبت به آنتــــی بیوتیک های موجود در محیط های 
ـــژه کلیســتین و آمفوتریســین)  کشـت انتخـابی (بـــــه وی
حساس تــر از گونـه ژژونــــــی مـی باشـد (7). در عیــــن 
حال، غنی سـازی در محیـط هـای غنـی کننـده نـیز گـاهی 
ــه تشـدید رشـــــد گونـه کلـی در مقـابل  اوقات منــــجر ب

گونه ژژونی می گردد (3).  
وجود فاصله طولانی بین نمونه گــیری و کشـت 
ــت مـی گـردد. بـه عنـوان  نیز موجب منفی شدن نتیجه کش
 PCR و همکــاران (12) نتیجـه Mahendru مثال در بررسی
نمونه های کشت مثبت ماکیان بعد از یک هفته نگــهداری 
ــوده اسـت. در حـالی  در دمای 4 درجه سانتی گراد مثبت ب
ــته  که نتیجه کشت این نمونه ها پس از این مدت منفی گش
است. نتایج حاصل از تعیین گونه وســط روش بیوشـیمیایی 
 PCR در بررسی حاضر کاملاً با نتایــــج مربــوط در روش
ــب  تطابق داشت. بدین ترتیب با توجــــه به حساسیت مناس

ـــدم رشـد برخـی   روش PCR و سرعت عمل آن و نیز عـــ
سویه ها در محیط های کشت انتخــابی (بـه ویـژه در مـورد 
نمونه های ماکیــان کـه تعـداد بـاکتری انـدک مـی باشـد) 
توصیه می گردد کــه ایـن روش بـه عنــــــوان یـک روش 
جایگزین روش کشــت مـورد اسـتفاده قـرار گیــــرد و یـا 
حداقل در مـــــواردی که نتیجه کشت نمونه ها منفی شده 
اسـت از ایـن روش جــــــهت اطمینـان از نتـــایج حاصلــه 

استفاده گردد.  
ـــــت هــــای  از آنجـــا کـــه بســـیاری از عفون
ــی و کامپیلوبـاکترکلی ناشـی از مصـرف  کامپیلوباکترژژون

گوشت ماکیان می باشد (1) و از طــرف دیگر در بسیاری  
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ـــه جداســازی کامپیلوباکترهــا از  از مطالعـات مــــربوط ب
ــاکتری هـا  ماکیان، درصد بالایی از این حیوانات ناقل این ب
گزارش گردیده است (4). لـــــذا بـه نظـر مـی رسـد بـرای 
ــا بــــایستی در  کنترل اسهال های ناشـــی از کامپیلوباکتره
تـــولید و مصرف گوشت و تخم ماکیــان دقـت کـافی بـه 

عمل آید. 
 

تشکر و قدردانی: 
بدینوسیله از زحمــات دکـتر Traute Vardund از 
ــلو (نـروژ) بـه جـهت  انیستیتو بهداشت عمومی Folkehelsa اس
تهیه و ارسال سویه های کنترل کامپیلوبــاکتر و همینطـور بخـش 
سـلولی و مولکولـی دانشـکدۀ پزشـکی دانشـگاه علـوم پزشــکی 
اصفهان به جهت همکاری درانجــام آزمایشـات PCR قدردانـی 

می گردد.  
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