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  چکیده

ترین و های مختلف، یکی از مهمو میزبان هاسویهبا داشتن کولی کمپیلوباکترو ژژونی کمپیلوباکتربه ویژه دو گونه ها کمپیلوباکتر

 هاییزولهامطالعه حاضر با هدف دسته بندی ژنتیکی شوند. زای مشترک بین انسان و دام محسوب میبیماری هایترین باکتریشایع

  .جدا شده از گوشت خام مرغ انجام شد لیوکمپیلوباکترک و ژژونیکمپیلوباکتر های

جداشده از گوشت خام مرغ انجام گرفت. به منظور  لیوکمپیلوباکترکو  ژژونیکمپیلوباکتر ایزوله 36روی  این مطالعه مقطعی بر

جدا شده  کمپیلوباکترایزوله   36استفاده گردید.   ERIC-PCR, RAPD-PCR, Rep-PCRروش   سه از  هایزولهاژنوتایپینگ 

 3در   REP-PCRدر روش وپروفایل  3در   RAPD-PCRدر روش  پروفایل، 7در  ERIC-PCR  در روشاز گوشت خام مرغ 

  ند.پروفایل قرار گرفت

و  ژژونیکمپیلوباکترتمام جدایه های مورد بررسی دارای الگوی باندی پلی مورفیک بودندکه سرعت بالایی  از پلی مورفیسم در  ژنوم 

 کمپیلوباکترژژونیمورد استفاده در این مطالعه هر کدام ابزارهای قدرتمند در دسته بندی  یهاروش. دهدیمنشان  را کولیکمپیلوباکتر

دیگر  برای  یهاروشنسبت به  یترمناسبروش   ERIC-PCRروش  حاصله، هاییافتهولی طبق  باشدیم کولیکمپیلوباکترو 

 . باشدمی کمپیلوباکترکولیو  کمپیلوباکترژژونیتایپینگ ودسته بندی جدایه های 

 ERIC-PCR, RAPD-PCR, Rep-PCR ،کمپیلوباکترکلی، یژژونپیلوباکترمک کلمات کلیدی:
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 مقدمه 

های مختلف، یکی و میزبان هابا داشتن گونه کمپیلوباکترها 

زای مشترک بین بیماری هایترین باکتریترین و شایعاز مهم

دو گونه  کمپیلوباکتر جنسشوند. در انسان و دام محسوب می

مسئول کمپیلوباکترکولی و کمپیلوباکترژژونی  مهم به نام

محسوب  در انسانها کمپیلوباکترهای ناشی از عفونتاصلی 

ترین علل اسهال ها از شایعکمپیلوباکترشوند. امروزه می

بر طبق آمارهای  محسوب شده وباکتریایی در سراسر جهان 

ناشی از این  های میکروبیدرصد از اسهال 35تا   2 جهانی 

 (.1) باشدها میباکتری

ی برا طلایی استاندارد ،سال 30 از بیش برای

 روش کمپیلوباکتر ژژونی یهازولهیا یبنددسته

حرارت  برابر در پایدار ژنیآنت بر مبتنی نگیپیاسروت

 ژنومی تنوع دلیل به .است بوده کپسولی پلیساکارید

 پلی یهابخش از بسیاری ،یکمپیلوباکتر ژژون در بالا

 و دارند وجود ها سروتیپ کپسولیدر ساکارید

 شدهییشناسا سروتیپ 47در گونه ژژونی  درمجموع

 35سروتیپ ها به ، واکنشمتقاطع دلیل به اما ست،ا

 یبندطبقهسروتیپ پلی ساکارید کپسولی 

 .(2)شوندیم

 آگلوتیناسیون نظیر، ایمونولوژیک یهاروش سایردر 

 پلی و مونوکلونال یهایبادیآنت از الایزا، و لاتکس

 فلاژلین ،ساکاریدها لیپوپلی  شناسایی برای کلونال

 کنندیم استفاده بیرونی غشای یهاژن آنتی سایر یا

 هایکمپیلوباکتراختصاصی و سریع شناسایی امکان که

 فراهم مایع یا جامد محیط کشت روی بر را گرمادوست

 مانند بیوشیمیایی آزمایش چندین (.2)کندیم

 نوار و نیترات احیای ،اکسیداز و کاتالاز یهاشیآزما

 مواد نظارتی یهاسازمان توسط معمولاً سرب استات

 انجام جداشده یهازولهیا تیپ بندی برای غذایی

اندازه نظیر  بیوشیمیایی یهاشیآزما .(3)شودیم

 تمایزجهت  ،آمینوپپتیداز آلانیلL- فعالیت گیری

 شناسایی و مرتبط یهاجنس از ها کمپیلوباکتر بین

  (.3-5)شودیمانجام گونه  طحس در ها جدایه برخی

چندین روش مولکولی برای تشخیص ارتباط  ًراًیاخ

 تکثیر .است معرفی شدهجدایه ها و منبع آلودگی 

 (PCR) پلیمراز یارهیزنج واکنش با هدف ژنهای

 یهاشگاهیآزما توسط استفاده برای ترجیحی روش

 PCR از استفاده مزیت .است و کنترل کیفی نظارت

 و است آن سادگی و بودن صرفه به مقرون

 تمایز برای مؤثر یدیتائ PCR بر مبتنی یهاسنجش

 یهاسنجش با که است ییهازولهیا از دسته آن

در مطالعات قبلی  .نیستند تشخیص قابل بیوشیمیایی

یک منطقه  کمپیلوباکتر یهاگونهشناسایی  برای

 هاگونهمتمایز کننده که ،  rRNA 16Sمتغیر از ژن 

 ییهاسنجش ،ًراً یاخ .گرفتیم، مورد ارزیابی قرار بود

 افزایش به منظور هاژن سایر  دادن قرار هدف برای

 همچنین ومولکولی  یهاتست حساسیت و ویژگی

 (.2)اندافتهی توسعهی زا بیمار یهازولهیا بندی طبقه

نگاری های انگشتروشهای مولکولی یا درواقع امروزه روش

بندی ها برای طبقهترین روشعنوان دقیقژنومی به

ها در جهت اهداف اپیدمیولوژیک تلقی میکروارگانیسم

های مولکولی قدرت تشخیص و (. روش6،7گردند)می

های سنجش فنوتیپی تکرارپذیری بسیار بالایی نسبت به روش

های ژنومی وتدارند. همچنین از توانایی بالایی در تعیین تفا

های کوچک و ثبات مولکولی بالا در مقایسه با سنجش

های (. روش8باشند)گونه باکتری برخوردار میفنوتیپی همان

RAPD-PCR  وERIC-PCR  برای مطالعه

-RAPDباشند. روش مناسب می کمپیلوباکتراپیدمیولوژی 

PCR های تایپینگ مولکولی است. ترین روشیکی از سریع

اخیر به دلیل سادگی این روش، سرعت و دقت  هایدر سال

بالا، قابلیت تکرارپذیری، هزینه نسبتاً پایین و قدرت بالا در 

(. 9ای قرارگرفته است)ای مورد استفاده ویژهافتراق بین سویه

 ERIC-PCRتکنیک  RAPD-PCRعلاوه بر تکنیک 

گیرد. منظور مطالعات اپیدمیولوژیک مورد استفاده قرار میبه

استفاده از  Rep-PCRهای مبتنی بریابی و سنجشارز
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شده ها توالی تکراری حفاظتباشد که هدف آنپرایمرهایی می

هایی از عناصر تکراری، باشد. ازجمله گروهدر ژنوم باکتری می

 ERICهای تکراری توافقی درون ژنی انتروباکتریال یا توالی

گذاری روشی برای نشانه Rep-PCR(. 10باشد )می

آمده از دستهای باکتریایی است که الگوهای خاص بهنومژ

PCR  عناصرDNA های تکراری موجود درون ژنوم

دهد. سه مجموعه اصلی باکتریایی را مورد بررسی قرار می

شوند: توالی عناصر تکراری برای اهداف تایپینگ استفاده می

(، توالی اجماع درون  Repپالیندرومیک برون ژنی تکراری)

. ثابت BOX( و عناصرERIC) تکراری انتروباکتریاییژنی 

 ERIC-PCR و Rep-PCRهای شده است که روش

مفید  کمپیلوباکترهای برای جداسازی و تعیین انواع گونه

 (.10باشند)می

از آنجایی که گوشت و فراورد های گوشتی طیور به ویژه 

غذازاد نظیر  هایباکتریگوشت مرغ از منابع مهم انتقال 

از آنتی بیوتیک  هاآنهستند و در مزارع پرورش  کمپیلوباکتر

، مطالعه حاضر با هدف شودمیها به شکل بی رویه استفاده 

 هایروشیعنی   PCRارزیابی و مقایسه سه روش وابسته به 

RAPD-PCR  ،Rep-PCR و ERIC-PCR  جهت دسته بندی

جدا  کمپیلوباکترکولیو  کمپیلوباکترژژونی هایایزولهنتیکی 

 نجام شد. ا مرغشده از گوشت خام 

 

 روش کار:

ایزوله  18شامل  کمپیلوباکترایزوله  36تعداد  :هاایزوله

ایزوله  18( و 1-18شماره  هایایزوله) کمپیلوباکتر ژژونی

( که در مطالعات قبلی 19-36 هایایزوله) کمپیلوباکتر کولی

 هایایزولهاز گوشت خام مرغ جدا شده بودند، انتخاب گردید. 

 Boltonمورد مطالعه به شکل گلیسیرینه در محیط مایع 

Broth  درجه  -80درصد گلیسیرین در دمای  30واجد

 (.11-13سانتیگراد نگهداری شده بودند)

و  کمپیلوباکترجهت تائید قطعی وجود گونه  :هاایزوله تأیید

در  کولیکمپیلوباکترو کمپیلوباکترژژونی  هایگونهشناسایی 

از ردیابی  Bolton Brothذخیره شده در محیط  هایباکتری

)جدول  PCRبه روش  16srRNA, ceuE, mapA هایژن

ژنومی از  DNA( استفاده شد. برای این منظور ابتدا 1

های رشد کرده در این محیط با استفاده از کیت باکتری

 Thermo Fisherساخت شرکت  DNAاستخراج 

Scientific رالعمل کیت، استخراج گردید.آلمان طبق دستو 

 

 (14) کمپیلوباکترهای توالی پرایمرهای مورد استفاده جهت تشخیص گونه -1جدول 
(5ـ 3توالی پرایمر) نام ژن هدف  اندازه محصول )جفت باز( 

کمپیلوباکترجنس   16srRNA ATC TAA TGG CTT AAC CAT TAA AC 
GGA CGG TAA CTA GTT TAG TAT T 

857 

 mapA CTA TTT TAT TTT TGA GTG CTT GTG کمپیلوباکترژژونی
GCT TTA TTT GCC ATT TGT TTT ATT A 

589 

 ceuE AAT TGA AAA TTG CTC CAA CTA TG کمپیلوباکترکولی
TGA TTT TAT TAT TTG TAG CAG CG 

462 

 
میکرولیتر  50در دستگاه ترموسایکلر در حجم  PCRواکنش 

میلی مول  PCR buffer 10x ،5/1میکرولیتر  5واجد 

Mgcl2 ،200  میکرومولdNTP Mix نیم میکرومول از ،

واحد آنزیم  6/0)مربوط به سه ژن(،  R وF زوج پرایمرهای 

Taq DNA Polymerase  میکرولیتر از  4وDNA  مربوط

هر ایزوله تنظیم شد. برنامه حرارتی مورد استفاده عبارت بود 

 35دقیقه،  10گراد به مدت درجه سانتی 95از: یک سیکل 

 59ثانیه،  30گراد به مدت درجه سانتی 95سیکل تکراری 

گراد به درجه سانتی 72ثانیه،  90گراد به مدت درجه سانتی

گراد به جه سانتیدر 72ثانیه و یک سیکل انتهایی  60مدت

 (.11،15دقیقه ) 10مدت 

 Campylobacterهای استاندارد از سویه PCRدر آزمایش 

jejuni ATCC29428  وCampylobacter coli 

ATCC43478 های جداشده در مطالعات قبلی و ایزوله



یی                                                                                      مجله میکروب شناسی مواد غذا

 
 

 1403بهار  1شماره  11ه دور                                                                                                34 
 

عنوان نمونه کنترل عنوان کنترل مثبت و از آب مقطر بهبه

 (.11،15منفی استفاده شد)

بندی ژنتیکی و جهت دسته :هاایزولهبندی ژنتیکی دسته 

 کمپیلوباکترکولیو  ژژونیکمپیلوباکتر هایتیپ بندی ایزوله

 ,ERIC-PCRجداشده از گوشت خام مرغ از سه روش 

RAPD-PCR, Rep-PCR .توالی پرایمرهای  استفاده شد

در مورد هر کدام  PCRمورد استفاده و شرایط انجام واکنش 

 نشان داده شده است: 2در جدول  هاتکنیکاز این 

 

 کمپیلوباکترهای جهت دسته بندی ژنتیکی گونه PCRتوالی پرایمرها و شرایط انجام واکنش   -2جدول 
 نام روش توالی پرایمرها PCRشرایط انجام  PCRبرنامه حرارتی واکنش  منبع

11 1 cycle: 
94 0C ---------- 2 min. 

45 cycle: 

94 0C ------------ 45 s 
38 0C ------------ 40 s 

72 0C ------------ 60 s 

1 cycle: 
72 0C ---------- 5 min 

5 µL PCR buffer 10X 
3 mM Mgcl2 

250 µM dNTP (Fermentas) 

0.3 µM of each primers F & R 
2 U Taq DNA polymerase 

(Fermentas) 

3 µL DNA template 

R1: ATGAAGCTCCTGGGGATTCAC 
R2: AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG 

ERIC-PCR 

16 1 cycle: 

94 0C ---------- 3min. 

45 cycle: 
94 0C ------------ 60 s 

36 0C ------------ 60 s 

72 0C ----------- 120 s 
1 cycle: 

72 0C ---------- 5 min 

5 µL PCR buffer 10X 

2.5 mM Mgcl2 

200 µM dNTP (Fermentas) 
0.3 µM of each primers F & R 

2.5 U Taq DNA polymerase 

(Fermentas) 
3 µL DNA template 

OPA 11:CAA TCGCCG T RAPD-PCR 

17 1 cycle: 
94 0C ---------- 2 min. 

31 cycle: 

94 0C ------------ 30 s 

40 0C ------------ 60 s 

72 0C ----------- 110 s 

1 cycle: 
72 0C --------- 16 min 

5 µL PCR buffer 10X 
2 mM Mgcl2 

200 µM dNTP (Fermentas) 

0.2 µM of each primers F & R 

2 U Taq DNA polymerase 

(Fermentas) 

3 µL DNA template 

Rep1: IIINCGNCGNCATCNGGC 
Rep2: NCGNCTTATCNGGCCTAC 

Rep-PCR 

 

، از PCRدر تمام مراحل فوق جهت ارزیابی محصول 

درصد استفاده شد.  2الکتروفورز محصول روی ژل آگارز 

ولت به مدت حدوداً یک  90ها در ولتاژ ثابت الکتروفورز نمونه

از ژل حاصله  UVساعت انجام و بعد از مشاهده ژل در زیر نور 

 تصویربرداری و ثبت گردید.

در هر کدام از سه تکنیک ژنوتایپینگ، آزمایش  آنالیز نتایج:

PCR های موردمطالعه سه نوبت انجام و پس از روی ایزوله

اطمینان از تعداد و اندازه باندهای ایجادشده در هر ایزوله، 

و  Herasشده توسط الگوی باندی حاصله طبق روش توصیه 

ظر آنالیز و با در ن Gel Jافزار ( به کمک نرم2015همکاران )

های( های )پروفایلدرصد، ژنوتیپ 80گرفتن قرابت بالای 

شناسایی و دندروگرام مربوط به هر  UPGMAمربوط با روش 

 (.18گر ترسیم گردید)نشان

 

 :هایافته

 ژژونیکمپیلوباکتر ایزوله 36مجموع  ERIC-PCR در روش 

با   A-Gپروفایل   7مورد مطالعه در   کمپیلوباکترکولیو 

این  .(1)شکل قرار گرفتنددرصد  3/55-100قرابتی معادل 

در صدی وتکرار  55الگوی کلاسترینگ براساس شباهت 

 18. در آنالیز باشدیمدرصدی دارای تعدادی عضو  95پذیری 

باندهای    ERIC-PCRروش  با کمپیلوباکترژژونی ایزوله

ژل جفت باز مشاهده شد که  120-2600 در محدودهمختلف 

 هایزولهامربوط به این   PCRحاصل از الکتروفورز محصول 

ایزوله  18نشان داده شده است. در ژنوتایپینگ این  2در شکل 

پروفایل   3در  مورد نظر  هاییزولها،  ERIC-PCRبا نشانگر 

A-C   قرار گرفتنددرصد  4/58-100با قرابتی معادل 
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 در مورد ERIC-PCR. الکتروفورز محصول (3)شکل

باندهای مختلف   نشان گر حضور کمپیلوباکترکولی هاییزولها

بود که با بررسی این الگوی جفت باز  110-2800در محدوده 

 4  قالب مورد مطالعه در کمپیلوباکترکولی ایزوله 18 باندی

تقسیم درصد  3/62-100با قرابتی معادل   A-Dپروفایل 

 (. 5و  4اشکال ) شدند

 
 

 ERIC-PCRجدا شده از گوشت خام مرغ با نشانگر  کمپیلو باکترهای دندروگرام حاصل از ژنوتایپینگ ایزوله -1شکل 
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جدا شده از گوشت خام مرغ  کمپیلوباکترژژونی هاییزولهادر مورد  ERIC-PCRژل حاصل از الکتروفورز محصول  -2شکل 

 (DNAکیلو بازی  1= مارکر M2، ستون DNAجفت بازی  100= مارکر M1)ستون 
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 ERIC-PCRجدا شده از گوشت خام مرغ با نشانگر  کمپیلو باکتر ژژونیهای دندروگرام حاصل از ژنوتایپینگ ایزوله -3شکل 
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جدا شده از گوشت خام مرغ  کمپیلوباکترکولی هاییزولهادر مورد  ERIC-PCRژل حاصل از الکتروفورز محصول  -4شکل 

 (DNAکیلو بازی  1= مارکر M2، ستون DNAجفت بازی  100= مارکر M1)ستون 

 

 

 

 ERIC-PCRجدا شده از گوشت خام مرغ با نشانگر  کمپیلو باکتر کولیهای دندروگرام حاصل از ژنوتایپینگ ایزوله -5شکل 
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 10با کمک تک پرایمر  RAPD –PCRدر تکنیک 

 کمپیلوباکترکولیو  کمپیلوباکترژژونیایزوله  36نوکلئوتیدی، 

-100با قرابتی معادل   A-Cپروفایل   3مورد مطالعه در  

ایزوله  18( طوری که 6درصد قرار گرفتند )شکل  3/55

 220-4900با داشتن باندهای مختلف  ژژونیکمپیلوباکتر

 4/75-100با قرابتی معادل   A-Bپروفایل   2جفت باز، در  

-4700باندی با محدوده  کمپیلوباکترکولی هاییزولهادرصد و 

-100با قرابتی معادل   A-Bپروفایل  2در  جفت باز  310

 (.10تا  7درصد قرار گرفتند )اشکال  70

 
 

 RAPD-PCRجدا شده از گوشت خام مرغ با نشانگر  کمپیلو باکترهای دندروگرام حاصل از ژنوتایپینگ ایزوله -6شکل 
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جدا شده از گوشت خام مرغ  کمپیلوباکترژژونی هاییزولهادر مورد  RAPD-PCRژل حاصل از الکتروفورز محصول  -7شکل 

 (DNAکیلو بازی  1= مارکر M2، ستون DNAجفت بازی  100= مارکر M1)ستون 

 

 
 

 RAPD-PCRجدا شده از گوشت خام مرغ با نشانگر  کمپیلو باکتر ژژونیهای دندروگرام حاصل از ژنوتایپینگ ایزوله -8شکل 
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جدا شده از گوشت خام مرغ  کمپیلوباکترکولی هاییزولهادر مورد  RAPD-PCRژل حاصل از الکتروفورز محصول  -9شکل 

 (DNAکیلو بازی  1= مارکر M2، ستون DNAجفت بازی  100= مارکر M1)ستون 

 

 
 

 RAPD-PCRجدا شده از گوشت خام مرغ با نشانگر  کمپیلو باکتر کولیهای دندروگرام حاصل از ژنوتایپینگ ایزوله -10شکل 
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  36دندروگرام حاصل از آنالیز الگوی باندی ، 11در شکل 

مورد مطالعه با  کمپیلوباکترکولیو  کمپیلوباکترژژونی ایزوله

که همان گونه که  آورده شده است  REP -PCRنشان گر 

با قرابتی   A-Cپروفایل   3در   هاایزولهمشهود است این 

 .اندگرفتهدرصد قرار  60-100معادل 

 
 

 Rep-PCRجدا شده از گوشت خام مرغ با نشانگر کمپیلو باکتر های دندروگرام حاصل از ژنوتایپینگ ایزوله -11شکل 

 

باندهای   با این نشانگر، کمپیلوباکترژژونیایزوله  18در آنالیز 

( 12) شکل  جفت باز مشاهده شد 110-2100معادل مختلف 

قرار درصد  80-100پروفایل با قرابتی معادل  1در  که همگی

 در ،کمپیلوباکترکولی هایهیزولا(. در مورد 13گرفتند )شکل

در باندهای مختلف   REP -PCR الکتروفورز محصول

( که 14)شکل  جفت باز مشاهده شد 110-1900 محدوده،

درصد در  100در آنالیز الگوی باندی حاصله، قرابتب معادل 

 (. 15مشاهده شد )شکل  هاآنبین 
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جدا شده از گوشت خام مرغ  کمپیلوباکترژژونی هاییزولهادر مورد  Rep-PCRژل حاصل از الکتروفورز محصول  -12شکل 

 (DNAکیلو بازی  1= مارکر M2، ستون DNAجفت بازی  100= مارکر M1)ستون 

 

 
 

 Rep-PCRجدا شده از گوشت خام مرغ با نشانگر کمپیلو باکتر ژژونی های دندروگرام حاصل از ژنوتایپینگ ایزوله -13شکل 
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جدا شده از گوشت خام مرغ  کمپیلوباکترکولی هاییزولهادر مورد  Rep-PCRژل حاصل از الکتروفورز محصول  -14شکل 

 (DNAکیلو بازی  1= مارکر M2، ستون DNAجفت بازی  100= مارکر M1)ستون 

 

 

 
 

 Rep-PCRجدا شده از گوشت خام مرغ با نشانگر کمپیلو باکتر کولی های دندروگرام حاصل از ژنوتایپینگ ایزوله -15شکل 
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 :بحث

های زئونوز برای رسیدگی به سریع و دقیق پاتوژن تشخیص

 بیماری و حفاظت از سلامت عمومی وضعیت بیمار، کنترل

های مهم زئونوز، یکی از پاتوژن باشد.میضروری  امری

 عنوان عامل اصلی ایجاداست که به کمپیلوباکتر باکتری

 شده است. طیور دستگاه گوارش شناختهدر باکتریایی  عفونت

های مرغ و محصولات جانبی( فرآوردهگوشت خام، شامل )

ایجاد ترین عوامل خطر برای عنوان یکی از مهمبه

 همطالعدر  (.19)اندشده انسانی شناسایی کمپیلوباکتریوز

Kovalenko  که  مشخص شد 2013و همکاران در سال

های گونه محل برای کلونیزه شدن ترینشایعمرغ  پوست

و این  بوده کمپیلوباکترکولیو کمپیلوباکترژژونی گرمادوست 

 کمپیلوباکتریوزیس در انسانبروز  ترین مواردبا بیش محصول

درمطالعه حاضر از سه روش مبتنی بر (. 20) است مرتبط

PCR  یعنی ERIC-PCR, RAPD-PCR, Rep-

PCR   کمپیلوباکترژژونیبه منظور ژنوتایپینگ جدایه های 

استفاده شد و الگوی ژنتیکی جدایه های  وکمپیلوباکترکولی

مورد نظر با سه روش یاد شده ارزیابی شد. نتایج به دست 

 3آمده نشان دادکه جدایه های مورد مطالعه در هریک از 

 روش مورد استفاده دارای الگوی باندی  )قطعات تکثیر شده

DNA تواندیم( متفاوتی هستند .این تنوع در تعداد باندها 

 یهامکانمربوط به توالی پرایمر مورد استفاده، دسترسی به 

الگو باشد.  DNAمتعدد اتصال پرایمر در ژنوم و یا کیفیت 

تمام جدایه های مورد مطالعه دارای الگوی باندی پلی مورفیک 

 هایزولهاچ کدام از بودند و هیچ مونوفورمیسم باندی برای هی

مشاهده نشد. وجود الگوی باندی پلی مورفیک در استفاده از 

که سرعت بالایی  دهدیمبه کار برده شده نشان  هاییکتکن

 و کمپیلوباکترژژونیاز پلی مورفیسم در ژنوم 

وجود دارد و سازگاری واقعی در این  کمپیلوباکترکولی

انش راپیش بینی فریم خو 5570با ژنومی به طول  هایباکتر

کته مهم در تفسیر نتایج حاصل از ژنوتایپینگ ن. کندیم

این است  PCRهای وابسته به میکروبی با تکنیک هایایزوله

که دارای الگوی باندی کاملاً مشابه بوده و هیچ  هاییایزولهکه، 

 PCRهای قطعات تکثیر شده در تفاوتی در تعداد و اندازه

شوند. کلونی که عنوان یک کلون محسوب میندارند، به

شود و محسوب می Aبیشترین فراوانی را داشته باشد کلون 

، 1Aمتفاوت باشند کلون Aباند با کلون  2-3که در  هاییایزوله

و  2Aباند متفاوت باشند کلون  4-6که دارای  هاییایزوله

باند متفاوت، کلون نامرتبط قلمداد  7با حداقل  هاییایزوله

در سال  Igwaran  ،Okohدر مطالعه  (.21شوند )می

جداشده از منابع  کمپیلوباکترایزوله  402از مجموع  2020

ایزوله  85مختلف )گوشت، شیر گاو و آب( در مناطق مختلف، 

شناسایی شد کمپیلوباکترکولی  ایزوله 67و  کمپیلوباکترژژونی

 36و  کمپیلوباکترکولی ایزوله 35ایزوله ) 71از این تعداد که 

( جهت مطالعه ژنوتایپینگ انتخاب کمپیلوباکترژژونی ایزوله

با روش  هایزولهاشدند. آنالیز الگوی باندی حاصل از آزمایش 

ERIC-PCR افزار با نرمGelJ  ایزوله  36نشان دادند که 

کلاستر و  4فایل و پرو 29مورد مطالعه در کمپیلوباکترژژونی 

کلاستر قرار  6پروفایل و  29در  کمپیلوباکترکولی ایزوله 35

گر تنوع ژنتیکی بالا در گرفتند. نتایج این مطالعه نشان

جداشده از کمپیلوباکترکولی  و کمپیلوباکترژژونی هاییزولها

-ERIC در مطالعه حاضر در روش(. 22منابع مختلف بود)

PCR،  36  از گوشت خام مرغ جدا شده  کمپیلوباکترایزوله

 و کمپیلوباکترژژونی ایزوله انتخابی  18 پروفایل و7در 

 در . گرفتندپروفایل قرار  4و 3به ترتیب در کمپیلوباکترکولی 
به مقایسه دو (، 2018)و همکاران  Staji  ،ای در ایرانمطالعه

 هاییزولها ژنتیکی بندیدر دسته ERIC و RAPDروش 

های گوشتی و جداشده از مدفوع جوجه کمپیلوباکترژژونی

ایزوله  30) ایزوله 60بوقلمون پرداختند. در این مطالعه 

ایزوله جداشده از  30های گوشتی و جداشده از مدفوع جوجه

نظر  ایزوله مورد 60های پرورشی( ارزیابی شد.مدفوع بوقلمون

 21در  ERICپروفایل و در روش  6در  RAPDدر روش 

 هاییزولهاهای متعلق به تند. یکی از پروفایلپروفایل قرار گرف

درصد با  83های گوشتی قرابتی معادل جداشده از جوجه

جداشده از مدفوع بوقلمون داشت. وجود این تشابه  هاییزولها

در  (.16ها بود )گر آلودگی متقاطع بین نمونهژنتیکی نشان

  RAPD-PCR 36  ، با به کارگیری تکنیکمطالعه حاضر

پروفایل  3گوشت خام مرغ در از جدا شده  کمپیلوباکترایزوله 
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مورد  کمپیلوباکترکولی و ژژونیکمپیلوباکترایزوله  18 و

و  Ammarپروفایل قرار گرفتند.   2هر کدام در  مطالعه،

ای مشابه با مطالعه حاضر، در مطالعه 2021همکاران در سال 

بیوتیکی و توزیع خصوصیات مولکولی )الگوی مقاومت آنتی

 هاییزولهابندی ژنتیکی عوامل حدت( و دسته

جداشده از منابع انسانی و دامی را ارزیابی  کمپیلوباکترژژونی

جداشده از  هاییزولهادرصد از  8/32کردند. در این مطالعه 

شت خام مرغ مقاومت چندگانه مدفوع انسان و گو

کلاستر  5در  ERIC-PCRبیوتیکی داشته و در روش آنتی

انجام شده در خصوص ژنوتایپینگ مطالعات  (.23قرار گرفتند )

منبع  نیرا ب یشباهت قابل توجه میکروبی، هایایزوله

با این  ریو بروز عفونت همه گ کمپیلوباکترژژونی هایسویه

 کیدر  RAPD-PCR نشانگراستفاده از باکتری در زمان 

 کندمی یمعرفرا شده  فیتعر ایمنطقهخاص در  یدوره زمان

از  یکه برخ نشان داد 2020در سال  ایمطالعه  (.27-24)

هیچ گونه پلی موزفیسم باندی در  کمپیلوباکترکولی یهاهیسو

 یبالا یکیشباهت ژنت وداشتند ن  PCR الکتروفورز محصول 

 ایزوله 35. در این مطالعه،را نشان دادند درصد 100

 ی شدندگروه بند پیژنوت 29در آنالیز شده  کمپیلوباکترکولی

 تواندمی  REP-PCR که ندنشان دادمطالعات قبلی   .(28)

از را  کمپیلوباکتر هایگروهتحت  یبه طور قابل اعتماد

و به عنوان یک روش تایپینگ ارزان و  همدیگر متمایز کند

  (.29)اعتماد استفاده شودقابل 

Behringer  نمونه از طیور  100، 2011و همکاران در سال

های روش آوری کرده و بازنده و گوشت طیور گوشتی را جمع

REP-PCR ،PFGE ،MLST ،flaA-RFLP اند. آنالیز کرده

و کمپیلوباکترژژونی  برای تشخیصهمزمان ها تمام این روش

 ها با روشژنوتایپینگ ایزوله. انجام شد کمپیلوباکترکولی

REP-PCR بهتر از کمپیلوباکترژژونی های تمایز سویه برای

و  REP-PCRولی در هر دو روش  بود کمپیلوباکترکولی

flaA-RFLP وجود داشتند که بین های ایزوله

تمایز بودند و  غیرقابل کمپیلوباکترکولیو کمپیلوباکترژژونی 

بوده و هیچ ارتباطی به صورت تصادفی رسید بهبه نظر می

مرتبط  MLSTو  PFGEگونه، مکان و منبع ندارد. اما نتایج 

 MLSTو  PFGEروش،  ها بود. دوبا مکان جغرافیایی نمونه

. و همچنین قدرت شتندرا با هم دا و تشابه بیشترین هماهنگی

برای  flaA-RFLPو REP-PCRتمایز بالاتری نسبت به 

از خود نشان  کمپیلوباکترکولی وکمپیلوباکترژژونی تفکیک 

 (.30)دادند 

Ghorbanalizadgan  400 ،2016و همکاران در سال 

 flaAژن  را از نظرحضور سال 5نمونه از مدفوع کودکان زیر 

مورد بررسی قرار  RFLP روشبه  کمپیلوباکتر هایدر گونه

 12و  43آنالیز کردند که به ترتیب  MEGAافزار داده و با نرم

های بررسی در های موردمطالعه از نظر سایتنمونهنمونه از 

روشی، ارزان و  RFLPبودند. روش  متفاوت و جدید flaAژن 

های اعتماد برای مطالعات اپیدمیولوژیک جدایهسریع و قابل

در جوامع بزرگ و  آلودگی و تعیین منابع کمپیلوباکترژژونی

 (.31) کوچک است

ی مولکولی، باید قدرت تکنیک، در انتخاب نوع روش تیپ بند

تکرارپذیری نتایج، سادگی روش، وسعت کاربرد، سرعت انجام 

های نوین و سهولت تفسیر نتایج را در نظر گرفت. روش

های متداول فنوتیپی که بر مبنای مولکولی برخلاف روش

باشند، بر پایه ترادف خصوصیات ظاهری و تغییرپذیر می

ذیر ژنی در میکروارگانیسم مربوطه غیرقابل تغییر یا کم تغییرپ

گیرند. استوار بوده و کمتر تحت تأثیر شرایط محیطی قرار می

های سنتی، قدرت افتراق دهی ها در مقایسه با روشاین روش

های میکروبی دارند تری برای انواع گونهبالاتر و کاربرد گسترده

(32.) 

(، چهار روش 2023و همکاران ) Strakovaدر مطالعه 

  Coreهایروششامل  هاباکتریمختلف ژنوتایپینگ 

Genome Multilocus Sequence Typing 

 (cgMLST), Multilocus Sequence Typing

(MLST), Pulsed Field Gel Electrophoresis 

)PFGE(  وMultiplex PCR binary Typing  جهت

جدا شده  کمپیلوباکتر ژژونی هایایزولهدسته بندی ژنتیکی 

از منابع مختلف غذایی مقایسه گردید. نتایج نشان داد که هر 

دارای  multiplex PCR binary typingچند روش 

برای  تواندمیش دیگر است اما حساسیت کمتری از سه رو

https://link.springer.com/article/10.1007/s12223-023-01093-5#auth-Nicol-Strakova-Aff1
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حدت مورد  هایژنبر پایه حضور انواع  هاباکتریژنوتایپینگ 

 (.33استفاده قرار گیرید )

ز یی الابر اساس مطالعاتی که در گذشته انجام شده میزان با

(. 16،17)پلی مورفیسم در ژنوم این باکتری گزارش شده است

که  دهدمیبه کار برده شده نشان  هایروش جبین نتای طارتبا

دی جدا شده پلی مورفیسم زیا کمپیلوباکتر هایایزولهدر 

کی ژنتی غییراتدر ت لابه دلیل سرعت با اکثراًکه  وجود دارد

ای ممکن است یکی از مزایای انتخابی بر بالااست. این تنوع 

برای  تواندمیدهد و  عادت حیطود را به مخیک سویه باشد تا 

نتیکی وحشی مفید باشد. تنوع ژ هایسویهر و اهلی شدن انتشا

بع یکسان یا ناشی از استقرار متقاطع یا آلودگی با من تواندمی

 دام باشد. انتقال یطیحم هایسویهمستقل از  هایژنکسب 

فر صنیز هر چند احتمال پائینی دارد، اما احتمال آن  دامبه 

یح حو ص قدقی نیست. تائید انتقال آلودگی متقاطع به طور

الت خد این امرزیرا عوامل مختلفی در  ،باشدنمیامکان پذیر 

دارند و وجود هر یک از الگوهای باندینگ در باکتری 

را  یطی غالب در یک مکانحسویه م تواندمی کمپیلوباکتر

 .نشان دهد

 :یریگنتیجه 

مختلف ژنوتایپینگ عوامل عفونی،  هایروشدر مقایسه 

سهولت در انجام کار و به کارگیری روش مورد نظر حائز 

اهمیت است. از طرف دیگر هرچه تعداد باندهای ایجاد شده 

بین  قبرای یک جدایه در یک تکنیک بیشتر باشد امکان افترا

. بنابراین با توجه به دو مورد یاد شده یابدمیافزایش  هاسویه

-ERICبه دست آمده در این مطالعه روش  جنتای و بر اساس

PCR  برای تایپینگ و دسته بندی جدایه  تریمناسبروش

مورد  هایتکنیکاز طرفی  .باشدمی کمپیلوباکترهای مختلف 

-Rep وERIC-PCR  هایروشاستفاده در این مطالعه یعنی 

PCR وRAPD-PCR  ابزارهایی قدرتمند در دسته کدام  هر

 ترپیشرفته هایروشهستند. اما  کمپیلوباکتر یهاگونهبندی 

به منظور ژنوتایپینگ این باکتری  PFGEمولکولی مانند 

. با توجه به این که منبع جداسازی جدایه ها گرددمیتوصیه 

آماری بین  طاست، بنابراین برقراری ارتبا تبا یکدیگر متفاو

 .باشدنمیالگوهای باندی ایجاد شده در هر تکنیک مقدور 
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Abstract 

Campylobacter, especially the two species Campylobacter jejuni and Campylobacter coli, having 

different strains and hosts, are considered one of the most important and common pathogenic 

bacteria between humans and animals. The present study was conducted with the aim of genetic 

classification of Campylobacter jejuni and Campylobacter coli strains isolated from raw chicken 

meat. 

This cross-sectional study was conducted on 36 strains of Campylobacter jejuni and 

Campylobacter coli strains isolated from raw chicken meat. In order to genotyping the isolates, 

three methods ERIC-PCR, RAPD-PCR, and Rep-PCR were used. 36 Campylobacter strains 

isolated from raw chicken meat were placed in 7 profiles in ERIC-PCR method, in 3 profiles in 

RAPD-PCR method and in 3 profiles in REP-PCR method. 

 All investigated strains had a polymorphic band pattern, which shows a high rate of polymorphism 

in Campylobacter jejuni and Campylobacter coli genomes. The methods used in this study are 

powerful tools for genotyping of Campylobacter jejuni and Campylobacter coli, but according to 

the findings, the ERIC-PCR method is a more suitable method than other methods for typing and 

classifying Campylobacter jejuni and Campylobacter coli strains. 
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