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شمارش میکروارگانیسم های هوازی مزوفیل 
و جداسازی باکتری سالمونلا از تخم مرغ های 

مصرفی شهر اصفهان در سال 1389 

چيكد‌ه 
 133 عدد تخم مرغ از سطح مغازه های شهر اصفهان جمع آوری و به روش استاندارد مورد آزمایش شمارش 
میکروارگانیسم های هوازی مزوفیل )Total count( قرار گرفتند. همچنین بر روی 186 عدد تخم مرغ اقدام 
به جداس�ازی باکتری سالمونلا گردید. نتایج نشان داد میزان آلودگی تخم مرغ ها از  3000 کلنی در گرم تا 10  
میلیون متغیر بود. متوسط آلودگی تخم مرغ ها 1693000 کلنی در گرم بر آورد شد. محاسبه آماری با دقت 95 
درصد و انحراف معیار 2/232 نش�ان داد که 7 درصد از تخم مرغ ها بار میکروبی نزدیک میانگین، 68 درصد 
 S.entritidis کمت�ر از میانگین و 25  درصد بالات�ر از میانگین جامعه دارند. از 3 نمونه )1/61 درصد( باکتری

جدا گردید. که در آزمایش PCR دو نمو نه )1/07 درصد( S.entritidis مورد تائید قرار گرفت. 

PCR شمارش میکروبی، آزمایش ،S.entritidis ،كلمات كليد‌ي: تخم مرغ  
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مقد‌مه
تخم مرغ با داش��تن 7 گرم پروتئین و 76 کیلوکالری انرژی و ارزش 
بیولوژی��ک 96/5 درصد بالاترین جذب پروتئین��ی در بین مواد غذایی را 
.)2006 mehrvar ،2002 FAO ،2008 sharrifzadeh( دارا است
س��اختار تخم مرغ به گونه ای است که 800 تا 8000 منفذ داشته وروی 
آن را ماده ای محافظ بنام کوتیکول می پوش��اند. در یک تخم مرغ س��الم 
10 ت��ا 20 درص��د از منافذ فاق��د کوتیکول بوده و محل مناس��بي براي 
 نف��وذ باكت��ري ها به داخل محتويات تخم مرغ مي باش��ند. مرغ هاي پير 
تخم هاي با منافذ بيشتر توليد مي كنند. همچنين منافذ باز در قسمت پهن 
تخم مرغ بيشتراس��ت. محتويات تخم مرغ تازه و گرم در محيط باحرارت 
پائين منقبض ش��ده و ايجاد فشار منفي می کند. در محلی که دو غشای 
پوس��ته از هم جدا می گردد و اتاقك هوايي را تش��يكل مي دهند. غشای 
داخلي همانن��د يك ديافراگم عمل نموده و به هم��راه محتويات انقباض 
يافته حركت مي نمايد اين عمل باعث نفوذ س��ريع هوا و پارگي كوتكيول 
می شود هرچه منافذ بزرگتر باشد خطر پارگي بيشتر است و شانس نفوذ 
،Lake،Hudson،Cressey،Gilbert( باكتري ها بيش��تر خواهد بود 
2004( بطور متوسط مدفوع مرغ دارای 106 باکتری در هر گرم میباشد.
ط��ی 30 دقیق��ه پ��س از تخم گ��ذاری 25 درصد از باکتری ه��ا قادر به 
نف��وذ در تخم مرغ هس��تند. این در حالی اس��ت که 6 درص��د از مرغان 
 Campylobacter jejuni جدا ش��ده E.coli س��الم از مدفوعش��ان
"Vircinia entrocolidicaب��ه فراوان��ی از مدف��وع و تخ��م مرغ جدا 
ش��ده ان��د. Listeria monocitogenes از مدفوع و س��طح تخم مرغ 
جدا ش��ده. )Sharrifzadeh، 2008؛ Telo، 1999( در س��ال 2010 
اعلام ش��د تخم مرغ كيي از 10 غذاي ريس��ك دار ب��راي انتقال بيماري 
در   )2004  ،Lake ،Hudson ،Cressey ،Gilbert( باش��د.  م��ي 
 این بین س��المونلا ه��ا مهم ترین آلوده کننده تخم مرغ می باش��ند. این 
باکتری ها عامل food born disease بوده و ایجاد مسمومیت غذای، 
 عفونت روده وس��پتی س��می می کنند )Liebana، 2002(. در گذشته 
عفونت هاي س��المونلاي بسيار زياد بوده ولي از سال 1930 تا1950 اين 
ميزان تا 90 درصد كاهش يافته اس��ت. در س��ال 1986در اروپای شرقی 
84/9 درصد از مس��مومیت ها ناش��ی از غذا بوده )Telo، 1999(. وقوع 

بیماری در امریکا 19 مورد در یک صد هزار بوده. در حال حاضر، جاكارتا، 
هند، پاكس��تان و نپال آل��وده ترين مناطق دني��ا و كهكلويه وبوير احمد، 
سيس��تان و بلوچستان، كرمان، هرمزگان، كرمانشاه، كردستان، لرستان و 

 .)2002 ،FAO( سمنان آلوده ترین مناطق ایران می باشند

مواد و روش ها
 در ای��ن مطالع��ه تع��داد 133 ع��دد تخ��م م��رغ جه��ت ش��مارش 
میکروارگانیس��م ه��ای هوازی مزوفی��ل و 186 عدد جه��ت ردیابی و جدا 
 س��ازی س��المونلا مورد آزمایش قرار گرف��ت. نمو نه های انتخاب ش��ده از 
تخ��م مرغ های بودند که عمدتاً در ش��انه های معمولی بدون بس��ته بندی 

 

نگه داری می ش��دند. تعداد نمونه بر اساس فرمول نمونه گیری با احتساب 
ح��دود اطمینان 99 درصد و متوس��ط 3 درصد آلودگ��ی )مطالعات قبلی( 
محاس��به شد. تعداد 661 س��وپر، مرغ و ماهی فروشی و مراکز عمده فروش 
شناس��ائی ش��دند. پس از مطابقت آدرس ها با نقشه شهر اصفهان بر اساس 
مناطق دوازده گانه ش��هری نمونه ها تقسیم و به روش تصادفی طبقه بندی 
ش��ده نمونه گیری گردید. نمو نه ها در کیسه های استریل تا زمان آزمایش 
در یخچ��ال نگهداری ش��دند. در زم��ان آزمایش هر نمونه داخل کیس��ه به 
آرامی ماس��اژ داده و تا حد امکان س��عی گردید مخلوط هموژن و یکنواخت 
تهیه گردد. س��پس 10 گرم از نمونه همگن شده توسط قاشقک استریل به 
ارلن حاوی 90 س��ی س��ی رقیق کننده اضافه و رقت هایی تا یک ده هزارم 
)4-( تهیه و کش��ت نمونه ها بر اساس شمارش صفحه ای استاندارد صورت 
پذیرفت. )Karim، 2008( درقس��مت دوم آزمایش بر روي 186 عدد تخم 
مرغ انجام گردید. 25 گرم از نمونه ماس��اژ داده ش��ده داخل محیط کش��ت 
لاکتوز براث به حجم 250 س��ی س��ی رس��ید. س��پس به مدت 24 ساعت 
در 35 درجه س��انتی گراد نگهداری ش��د. در ادامه با اس��تفاده از آبگوشت 
تتراتیونات )همراه با سبز درخشان و ید( و مرحله سوم با استفاده از محیط 
سبز درخش��ان و آگار سالمونلا- شیگلا کشت داده شد به طوری که پرگنه 
های مجزا بدس��ت آمد و در محیط TSI تایید ش��دند. ب��رای تعیین گروه 
و نهایتاً س��روتیپ س��المونلای جدا شده از س��رم های O,H استفاده شد. 
جهت تعیین گروه از کش��ت 24 س��اعته وخالص باکت��ری در روی محیط 
آگار س��ه قندی ش��یرابه غلیظ با س��رم فیزیولوژی تهیه و همراه با کنترل 

Veterinary Journal (Pajouhesh & Sazandegi) 94 pp: 31-36

The count of aerobic mesophill bacteria and isolate salmonella Spp on egg in Isfahan1389
By: H. Miranzadeh, Institute of Scientific Applied Higher Education of Jahad – e – Agriculture, Center of Isfahan 
(Corresponding Author; Tel: +989131358967) T. Zahrei Salehi, Microbiology Department, Faculty of Vet.
Med.,Tehran University, Vahid Karimi Poultry Disease Department, Faculty of Vet. Med. Tehran University.
This Survey was Conducted on 133 egge that they were collected from Isphahan markets, Eggs are tested for 
aerobic mesophill bacteria (Total count) and 186 eggs were tested for salmonella spp. contamination. The results 
showed 3000 to 10 million colony per gram bacteria counted in egg samples. The mean colony count was 1693000.7 
percentage samples rich to mean colony count. (95% accuracy,SD2.232)the total count rate were 68 percentage 
under average and 25 percentage upper average. Salmonella entritidis was isolated from 3eggs samples. among 3 
cases salmonella confirmed in 2 cases by PCR. 

Key words: Mesophill bacteria, Colony count, Egg, Salmonella entritidis, PCR test
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اتوآگلوتیناس��یون وس��رم پل��ی والان O نتیج��ه روی لام و محیط س��یاه 
 مطالعه گردید. آگلوتیناس��یون در کمت��ر از 2 دقیقه را واکنش مثبت تلقی 
می کنند. در ادامه با اس��تفاده از س��رم های من��و والان کار را ادامه یافت.
برای تعیین س��روتیپ داخل گ��روه از پادگن های تاژگی اس��تفاده گردید.
)Karimi ،Zahraei Salehi ،T، 1998، 2006( در ای��ن تحقی��ق س��ه 
جدایه سالمونلا برای تایید و تعیین سرووار مورد آزمایش PCR قرار گرفتند. 
)گروه میکروبیولوژی دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران(. برای این منظور 
پس از تجدید کش��ت در محیط لوریا DNA باکتری به روش جوش��اندن 
اس��تخراج گردید. برای تشخیص از پرایمرهای S141 و S39 و برای شاهد 
منفی از آب مقطر و شاهد مثبت سوش شماره S.tythimorium 110 و 
S.entritidis )گنجینه باکتریایی گروه میکروبیولوژی دانشکده دامپزشکی 
دانشگاه تهران( استفاده گردید. از برنامه S.tphimor برای سیکل حرارتی 

)2002 ،Ashrafi( .ترموسایکلراستفاده شد

نتایج
نتایج بدست آمده از ش��مارش میکرواورگانیسم های هوازی مزوفیل 
به ترتی��ب از کمترین میزان3000 کلنی تابیش��ترین میزان 10 میلیون 
کلنی درهر گرم ش��مارش گردید. میانگی��ن آلودگی جامعه 1/693/000 
کلن��ی بدس��ت آمد )جدول 2(. به منظور تعیی��ن اینکه چه تعداد از تخم 
مرغ ها بار میکروبی نزدیک میانگین را دارند، محاسبه آماری با دقت 95 
 درصد و انحراف معیار 2/232 انجام گردید و مشخص شد که 7 درصد از 
تخم مرغ ها بار میکروبی نزدیک میانگین و 68 درصد کمتر از میانگین و 

25 درصد بالاتر از میانگین جامعه را دارند.

بحث
حد مجاز ب��ار میکروبی تخم مرغ خوراک��ی 104×22 کلنی در هرگرم 
می باش��د. )Iranian standard 6203,5272( در این بررسی میانگین 
آلودگی بیش��تر از حد مجازبدست آمد. )1693000کلنی در گرم( و24/06 
درص��د از نم��و نه هابار میکروبی کمتر از حد مج��از و 75/94 درصد بالاتر 
از حد مجاز نش��ان دادند. میانگین بار میکروبی بس��یار بیشتر از استاندارد 
اعلام ش��ده بدست آمد که البته اس��تاندارد اعلام شده مربوط به محتویات 
 تخ��م مرغ می باش��د. در حال��ی که نتایج ای��ن مطالعه مربوط به کش��ت 
پوس��ته ها و محتویات اس��ت. ولی به هر حال عم��ده آلودگی تخم مرغ از 
 طریق پوسته می باشد. مطالعات مشابه نیز نشان داده اند که باکتری های 
بیماری زا نظیر E.coli، پروتئوس، یرسینیا، کمپیلو باکتر از تخم مرغ جدا 
 ،Jamshidi Lake ،Hudson ،Cressey) ،Gilbert، 2004؛  ش��ده 
 S.entritidis 1995(. در ای��ن مطالعه از 3 نمون��ه )1/07درصد( باکتری
جدا گردید که در آزمایش PCR دو نمونه مورد تایید قرار گرفت. مطالعات 
دیگر نیز نتایج مشابه را نشان داده اند. S.entritidis شایع ترین سروتیپ 
 ،Haemi( جدا ش��ده از تخم مرغ در یک مطالعه توصیف��ی در تهران بود
1997(. در ش��یراز از کش��ت پوس��ته ها س��المونلا نیو پورت و از زرده ها 
 سالمونلا تیفی موریوم جدا گردید )Jamshidi، 1995(. میزان آلودگی در 
تخ��م مرغ های بومی اهواز 5 درصد، ش��امل س��المو نلا تیف��ی موریوم 4 
 Jafari ،Fazlara( .1 درص��د تعیی��ن گردی��د S.entritidis درص��د و
Deliran، 2006( در اصفه��ان از کش��ت 250 پوس��ته تخ��م مرغ هیچ 

س��المونلای جدا نگردی��د. )Sadre Arhami، 2000(گزارش سیس��تم 
نظارتی امریکا حاکی از آن اس��ت که س��المونلا تیفی موریم، 19/3 درصد 
 آلودگی و S.entritidis با 18/6 درصد مقام اول و دوم را دارا می باش��د.

)Hilary ،Shall thesmar، 2007( در سال 1986 مشخص گردید که 
S.entritidis از طیور به انسان منتقل و بیماری زا می باشد. طی سال های 
1973 الی 1987 51 درصد از بیماری های عفونی را س��المونلوز تش��کیل 
می داده. ضریب جداس��ازی S.entritidis بین سال های 1981 تا1988 
14 براب��ر افزایش داش��ته در حالی که در مورد تیف��ی موریوم این افزایش 
کمتر از 2 برابر می باشد و اکنون S.entritidis متداول ترین سروتیپ به 
ثبت رسیده است.اين ارگانيسم موجب عفونت تخمدان و مجراي عبور تخم 
Oviduct در پرندگان مي ش��ود و بدين وسيله موجب آلودگي محتويات 
تخ��م مرغ مي گردد. حرارت هايي ك��ه زرده تخم مرغ در طي فرآيند هاي 
پخت ملايم نظير جوش��انيدن ملايم يا س��رخ نم��ودن مختصر دريافت مي 
نمايد احتمالاً جهت كش��تن ارگانيسم ناكافي مي باشد و چربي موجود در 
زرده تخم مرغ ممكن اس��ت ارگانيسم را در مقابل اسيديته معده محافظت 
نمايد.) Zahraei Salehi،Shekhi،1999( طي پژوهش��ي نش��ان داده 
 S.entritidis ش��ده است كه ارتباط نزدكيي بين س��ن تخم مرغ و تعداد
در محتوي��ات آن وج��ود دارد. در اين پژوهش، تمام��ي تخم مرغ هايي كه 
ط��ي 3 هفته پس از توليد مورد آزمايش ق��رار گرفته بودند حاوي كمتر از 
20 س��لول باكتري بودند، در صورت��ي كه بيش از50 درصد تخم مرغ هاي 
 S.entritidis داراي سن س��ه هفته و يا بيشترحاوي بيش از 100 سلول
بودن��د. )Ching ،Lee ،Saski ،DM.Minette، 1992( علت تاخير در 
رش��د S.entritidis در محتويات تخم مرغ ممكن اس��ت به دليل عوامل 
متعددي باش��د. آزمايشات انجام ش��ده با استفاده از روش هايي كه موجب 
تس��هيل عبور س��المونلا از طريق پوسته تخم مرغ مي ش��دند، نشان داده 
 اس��ت كه محتويات تخم مرغ تا دو هفته پس از تلقيح دچار آلودگي شديد 
نمي ش��ود. اين پژوهش��گران نتيجه گرفته اند اين امر به دليل زمان مورد 
ني��از جهت عبور س��المونلاها از غش��اهاي پوس��ته تخم مرغ بوده اس��ت. 
ويسكوزيته س��فيده تخم مرغ نيز ممكن اس��ت موجب محدوديت حركت 
 S.entritidis س��المونلا گردد. پژوهش��گران چنين نتيجه گرفته اند ك��ه
كه در غش��ا داخلي اطاقك هوایی تلقيح ش��ده بود تا زمان تماس زرده يا 
اطاقك هوايي، رش��د نكرد. همچنين نش��ان داده شده اس��ت كه تغييرات 
مربوط به نگهداري، كه احتمالاً مربوط به غش��ا زرده و يا سفيده مي باشد، 
 Chingدر سفيده، بسيار حائز اهميت است S.entritidis در اجازه رش��د
Lee).Saski،DM.Minette، 1992(. اس��تفاده از تکنیک PCR برای 
تعیین س��المونلا توسط دیگر محققین نیز استفاده شده، مهرور و همکاران 
درتعیین سالمونلا جدا شده از موارد اسهال در اطفال اعلام نمو دندکه این 

.)1996 ،mehrvar( روش در مشخص نمودن گونه کاربرد دارد

سپاسگزاری
ای��ن مقاله منت��ج از طرح تحقیقات��ی با ک��د 87004-01-01-2 و 
پش��تیبانی موسس��ه آموزش علمی- کاربردی جهاد کش��اورزی در مرکز 
آموزش جهاد کشاورزی اصفهان صورت پذیرفت، نویسندگان برخود لازم 
میدانن��د از زحمات تمام��ی عزیزان از جمله آقای مهن��دس حامد ترابی 
وس��رکار خانم مهندس پروی��ن قربانی که عملیات ط��رح را انجام دادند 
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34   )پژوهش‌وسازند‌گی(

.S.entritidis چندگانه ای تأییدی PCR جدول 1- ترادف نوکلئوتیدی پرایمرهای مورد استفاده در

جدول 2- تعداد کلنی شمارش شده درگرم تخم مرغ های مورد آزمایش

)bp( پرایمر  ژن هدف   ترادفطول

429GCCAACCATTGCTAAATTGGCGCA-’5
GGTAGAAATTCCCAGCGGGTACTGG’5

Randoma
Sequence

ST11
ST14

250GCCGTACACGAGCTTATAGA-’5
5-ACCTACAGGGGCAATAAC

Spvb
S1
S4

310
GCAGCGGTTACTATTGCAGC-’5
TGTGACAGGGACATTTAGCG-’5

SefASEFA4 SEFA2

دامنهتعداد

510-500

24500-1000

161000-1500

111500-2000

42000-2500

62500-3000

43000-3500

23500-4000

14000-4500

14500-5000

05000-5500

25500-6000

16000-6500

16500-7000

17000-7500

17500-8000

28000-8500

18500-9000

29000-9500

29500-10000

شمارش میکروارگانیسم های هوازی ...
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