
JCP
  1101-1106، 1392، 4اي، علمی ـ پژوهشی، سال دهم، زمستان، شماره  پاتوبیولوژي مقایسه

 1101

سالم   به ظاهر هاي و گربه ها سگمدفوع در کمپیلوباکتر ي ها گونه شناسایی
  )M-PCR(مراز چندگانه اي پلی واکنش زنجیرهبا استفاده از 

 3یصالح تقی زهرایی، 2مهوش قربانی  ،*1محمدرضا محزونیه
  

  چکیده
شود و در بعضی بیماري مشترك بین انسان و دام محسوب می یوزیسکمپیلوباکتر

هاي  سگ و گربه. باشندمنشأ عفونت براي انسان، میحیوانات حامل باکتري، رد موا
نمایند و گاهی  آلوده ممکن است  بدون علائم بالینی بوده ولی باکتري را از خود دفع 

 و سریع تشخیص دلیل همین به .شودها دیده میدر آن) اسهال نظیر(هم علائم بالینی 
کمپیلوباکتر هدف این تحقیق تعیین میزان آلودگی به . اهمیت داردحیوانات آلوده  دقیق

 هاي ارجاعی به در نمونه مدفوع سگ و گربه PCR بوسیله آزمایش مولتیپلکس
مدفوع  نمونه 100 ،در این مطالعه .است بوده تهران شهر کوچک دامهاي  بیمارستان

ي جستجوي پرایمرهاي مورد استفاده، برا .سگ و گربه اهلی در شهر تهران بررسی شد
کمپیلوباکتر  lpxAو  16S rRNA  ،gly A ،mapAهاي  هاي اختصاصی در ژن توالی

که حاوي توالی  يابتدا با استفاده از یک جفت پرایمر یونیورسال موارد. انتخاب شدند
ی و سپس با روش مولتی پلکس یبود، شناسا کمپیلو باکترنوکلئوتیدي خاص جنس 

PCR آلوده بهنمونه به عنوان  39در مجموع تعداد  .دها انجام ش تعیین هویت گونه 
کمپیلوباکتر نمونه متعلق به گونه  2نمونه،  39شناخته شدند که از این  کمپیلوباکتر

نشان داد که ابتلاء به  تحلیل آماري. بود کمپیلوباکتر آپسالانسیسنمونه  11و  ژژونی
نتایج بررسی ). p≤0.05(در گربه نسبت به سگ بیشتر است  کمپیلو باکتر آپسالانسیس

به عنوان روش تشخیصی سریع براي شناسایی  PCRتوان از روش نشان داد که می
هاي متعلق به آن در نمونه مدفوع حیوانات بیمار  و گونه کمپیلوباکترهاي جنس باکتري

  . یا حامل استفاده کرد
  PCRکس کمپیلوباکتر ژژونی، کمپیلوباکتر آپسالانسیس ، مولتیپل :واژگان کلیدي

  
  6/3/92: تاریخ پذیرش    19/1/92: تاریخ دریافت

  

  مقدمه
غیر بدون اسپور، گرم منفی، متحرك،  هاي باسیلها کمپیلوباکتر

گونه  18داراي  این جنس .تخمیر کننده اکسیداز مثبت هستند
 2( باشدبراي حیوانات و انسان پایین می آندوز عفونی بوده و 

در منابع دامی و غذایی پیلوباکتر کمهاي  ترین گونه رایج ).1و 
، کمپیلوباکتر (Campylobacter jejuni)ر ژژونیـوباکتـکمپیل

کمپیلوباکتر   و (C. lari) لاري رـکمپیلوباکت ،(C. coli) کولی
  .است (C. upsaliensis)آپسلانسیس
ها در  ترین گونه شایع کولی وباکترکمپیل ژژونی و کمپیلوباکتر

از  گاستروآنتریت ).3(باشند  ایجاد گاستروآنتریت در انسان می
هایی است که در تمام دنیا شایع بوده و یکی از  جمله بیماري

همه ساله موجب  و باشد معضلات بهداشتی اکثر جوامع می
 در هر .گردد ناپذیر اقتصادي و تلفات انسانی می هاي جبران زیان

منتهی به مرگ به علت ابتلا به میلیون موارد  2سال حدود 
سه عامل  کمپیلوباکتر وسالمونلا، شیگلا افتد که  اسهال اتفاق می

هاي باکتریایی در سراسر جهان هستند و طبق شایع اسهال
ها ناشی از  گونه اسهال این % 35تا   2آمارهاي جهانی
رض خطر، کودکان، از جمله افراد در مع. باشد کمپیلوباکتر می

افراد سالخورده و افرادي هستند که سیستم ایمنی ضعیفی دارند 
علاوه برگاستروانتریت، کمپیلوباکتریوزیس در افرادي که ). 4(

هستند، احتمالاً منجر به بروز سندرم گیلن HLA B-27  داراي
 کمپیلوباکترشود که از عوارض مهم و دیررس عفونت  باره می

ماکیان،  محصولات توان غالباً از اکتري را میاین ب). 5(می باشد
گاو، شیر خام، دستگاه تناسلی و دستگاه گوارشی خوك، مدفوع 

نتریت، خون، دستگاه گوارش و تناسلی، آمدفوع مبتلایان به 
هاي لثه، جفت و  ها و عفونت ، انواع آبسهینخاعمغزي مایع 
باکتري انتقال این ). 18( اسپرم جدا کرد و هاي سقط شده جنین
آلوده شدن دست در اثر تماس  مانند مختلف به انسانهاي  از راه

حیوانات خانگی، خوردن گوشت و محصولات لبنی  مدفوع با
 . گیرد صورت میهاي شغلی  آلوده و تماس مصرف آب آلوده و

هاي مشترك انسان و دام،  دانشیارگروه پاتوبیولوژي، دانشکده دامپزشکی دانشگاه شهرکرد و پژوهشکده بیماري - *1 
  (mahzounieh@vet.sku.ac.ir) .شهرکرد، ایران

  دانش آموخته کارشناسی ارشد میکروبیولوژي، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه شهرکرد، شهرکرد، ایران - 2
  استاد گروه میکروبیولوژي، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه تهران، تهران، ایران -3
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اهلـی یکی از  ايـه ه سگـانگی از جملـتماس با حیوانات خ
اهمیت این نوع انتقال . است میکروارگانیسم هـاي انتقال ایـن راه

هاي بدون علائم بالینی، حامل این  شود که سگ زمانی زیاد می
با توجه به اهمیت موضوع از نظر اقتصادي ). 11(باکتري باشند 

و بهداشتی و سلامت جوامع انسانی، تشخیص سریع و دقیق 
از جمله سگ و (این میکروارگانیسم از حاملان این باکتري 

در این تحقیق براي رسیدن به این . باشد یضروري م) گربه
براي شناسائی حیوانات   PCRهدف از روش مولتی پلکس 

  .استفاده شد کمپیلوباکترهاي مختلف  سالم و حامل گونه
  

 مواد و روش کار

قلاده  50قلاده سگ و  50(نمونه  مدفوع   100در این بررسی  
ري، گی در  ظرف مخصوص نمونه) گربه بدون علائم بالینی

بلافاصله به آزمایشگاه   DNAآوري و براي استخراج  جمع
هاي مدفوع وزن  میلی گرم از نمونه 200مقدار . انتقال داده شد

تهیه شده (  DNAشده و با استفاده از کیت استخراج و تخلیص 
. ژنوم باکتري تخلیص و جدا گردید) Bioneer از شرکت

درجه  -20 بود در دماي DNAکه حاوي  لوله محلول داخل 
براي حصول . نگهداري شد   PCRگراد براي انجام سانتی

هاي حاصل با  اطمینان از صحت انجام تخلیص ژنوم، نمونه
براي . مورد بررسی قرار گرفتند% 1الکتروفورز روي ژل آگاروز 

جدول (اختصاصی پرایمر از چهار زوج  PCRانجام مولتیپلکس 
نشان داده شده   1ل که توالی آنها در جدو شد ، استفاده)1

  .است
  

  ).19،6(توالی پرایمرهاي مورد استفاده در این مطالعه  ـ1 جدول
 

Size(bp) Reverse (5´→3´) Forward  (5´→3´) Species and gene 

816  GTAACTAGTTTAGTATTCCGG AATCTAATGGCTTAACCATTA Campylobacter(16S rRNA) 

251  TACACATAATAATCCCACCC TAGAGAGATAGCAAAAGAGA C.clari (glyA) 

86  TTCTAGCCCCTTGCTTGATG CGATGATGTGCAAATTGAAGC C. upsaliensis (lpxA) 

589  GCTTTATTTGCCATTTGTTTTATTA CTATTTTATTTTTGAGTGCTTGTG C. jejuni (mapA) 
  

براي تشخیص اختصاصی جنس ) 16S rRNA(پرایمر 
ي ها کمپیلوباکتر و سه جفت پرایمر دیگر براي توالی

، )glyAژن (هاي کمپیلوباکتر لاري  اختصاصی گونه
و کمپیلوباکتر آپسالینسیس ) mapAژن (کمپیلوباکتر ژژونی 

ها جهت  نمونه. مورد استفاده قرار گرفت) lpxAژن (
با استفاده از پرایمرهاي  PCRجستجوي کمپیلوباکتر به وسیله 

در  Yamazakiو   Denisکه قبلاً توسط  1ثبت شده در جدول 
مورد آزمون قرار  ،به ثبت رسیده است 2007و 2002سال 
از   ATCC 29428کمپیلوباکتر ژژونی ي استاندارد سویه. گرفت

مؤسسه رازي تهیه و با استفاده از جار بی هوازي به آزمایشگاه 
  DNA.دانشکده دامپزشکی دانشگاه شهرکرد انتقال یافت

 .دژنومی سویه استاندارد به روش جوشاندن استخراج ش

و در یک   16S rRNAبا استفاده از پرایمر  PCRواکنش 
 واکنش مولتی پلکس. میکرولیتري انجام گردید 25واکنش 

PCR   میکرولیتر بافر  5/2(میکرولیتر  25در حجم PCR ،5/1 
 dNTP 10میلی مولار، یک میکرولیتر  MgCl250میکرولیتر 

یکرولیتر با م 1مراز،  پلی Taqمیکرولیتر آنزیم  3/0میلی مولار،
 glyA ،mapA(میلی مولار از هر کدام از پرایمرها  10غلظت 

اجراي برنامه . انجام شد) الگو DNAمیکرولیتر  3و ) lpxAو
 Corbettتوسط دستگاه ترموسایکلر  PCRدمایی واکنش

پس از الکتروفورز محصول . ساخت استرالیا صورت پذیرفت
PCR  ژل  ، با استفاده از دستگاه%1در ژل آگارز

مشاهده  UVitec, UK ((Gel Documentation)(داکیومنتیشن
براي تعیین ) سیناژن، ایران(جفت باز  DNA 50از مارکر . شد
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بررسی آماري ارتباط بین . استفاده شد PCRوزن محصولات 
با سن، جنس و نژاد سگ و گربه با نرم کمپیلوباکتر شیوع  

به عنوان  p≤ 0.05انجام شد  و نتایج  16نسخه  SPSSافزار 
  .معنی دار در نظر گرفته شد

  نتایج
از نظر  ،)1نگاره(نمونه مثبت  39 ،آزمایش شده نمونه 100از

ي آن  نمونه 16شناسایی شد که  کمپیلوباکترجنس  آلودگی به
نمونه،  39از این  .نمونه مربوط به گربه بود 23متعلق به سگ و 

و ) ک گربهیک سگ و ی( نمونه از نظر کمپیلوباکتر ژژونی  2
یک مورد در (نمونه از نظر گونه کمپیلوباکتر آپسالینسیس  11

همچنین هیچ باند ). 2نگاره(مثبت بود) سگ و ده  مورد تا گربه
هاي بررسی  در نمونه کمپیلوباکتر لارياختصاصی مربوط به 

  .شده مشاهده نگردید
  

   
 s rRNA16ژن  PCRمحصولات تصویرالکتروفورز تعدادي از  ـ1 نگاره

 bp816 اندازه قطعه تکثیر شده مورد نظر . اختصاصی جنس کمپیلوباکتر
با استفاده از سویه (به عنوان کنترل مثبت  72باشد، چاهک شماره  می

. کنترل منفی است 71و چاهک شماره )   ATCC 29428استاندارد 
  .اشدها می ب ها مربوط به شماره نمونه هاي روي چاهک شماره

   
 ژن PCR پلکس یمولت تمحصولا تعدادي از تصویر الکتروفورز ـ2 نگاره

mapA و ژن  یژژون لوباکتریکمپ ازlpxA  که کمپیلوباکتر آپسالانسیس از
کنترل  1چاهک شماره . بود bp86 و   bp589آنها به ترتیب  PCRمحصول 
  .باشد منفی می

  
رتباط سن جنس و نژاد سگ و گربه با جنس بررسی آماري ا ـ2 جدول

  ها در سگ با گربه هاي آن و همچنین مقایسه این گونه و گونهکمپیلوباکتر 
  

  
ارتباط آلودگی با جنس کمپیلوباکتر و دو گونـه آن،   2در جدول 

با سن، نژاد و جنس سگ و گربه، به تفکیک با نرم افزار نسـخه  
شـده، همچنـین در سـگ و     و به روش مربع کاي نشان داده 16

گربه نیز این آلودگی در مقایسه با هـم بررسـی شـد کـه شـیوع      
در دو گونه سگ و گربه  نسبت به هم،  لوباکتر آپسالانسیسکمپی

 ).P< 0.05(اختلاف معنی داري، دارد 
  

  ي باکتري گونه
  کمپیلوباکتر  گونه حیوان

کمپیلوباکتر 
  ژژونی

کمپیلوباکتر 
  آپسالانسیس

  

  گربه
238/0  
623/0  
398/0  

098/0  
296/0  
997/0  

981/0  
468/0  
729/0  

  سن
  جنس
  نژاد

  سگ
  سن  624/0  624/0  094/0
  جنس  274/0  351/0  697/0
  نژاد  975/0  057/0  240/0

    004/0  1  151/0  سگ و گربه
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 بحث
کمپیلوباکتر یکی از عوامل اصلی ایجاد کمپیلوباکتریوزیس در 

ا کمپیلوباکتریوزیس به عنوان در اتحادیۀ اروپ. باشد انسان می
. معرفی شده است ترین بیماري مشترك بین انسان و دام شایع

 :در انسان شامل کمپیلو باکترهاي بیماریزاي  مهمترین گونه
شیوع  .باشند می کولی کمپیلوباکترو  ژژونی کمپیلوباکتر

حیوانی در بسیاري از کشورها أ منش با کمپیلوباکترهاي  گونه
اما اطلاعات اندکی از کشورهاي در حال  ،ثبت شده است

هاي مولکولی براي تشخیص  روش). 16(توسعه موجود است
هاي اخیر توسعه یافته و هم  طی سال کمپیلوباکترهاي  گونه

اکنون از نظر تجاري قابل دسترسی بوده و مورد استفاده قرار 
به طور معمول در حال حاضر شناسایی . گیرند می

طبی انسانی بر پایه  هاي تشخیص  مایشگاهدر آز کمپیلوباکتر
هاي تشخیص خواص فنوتیپی  کشت، جداسازي و تست

هاي  از آنجایی که کمپیلوباکتر جزو باکتري). 12و  17(است 
هاي شدیداً آلوده  سخت رشد بوده و جداسازي آن از نمونه

الرشد هاي سریع مثل مدفوع که داراي تعداد بیشمار باکتري
  PCRهاي مولکولی بر پایه  لذا روش ،شدبا، مشکل میاست

هاي کشت  جانشین روش کمپیلوباکترتوانند در شناسایی می
و همکاران، در کشور   Denis).13(هاي بالینی شوند  از نمونه

و  کمپیلوباکتر ژژونی، براي شناسایی 1999فرانسه در سال 
هاي مرسوم  و روش PCRاز دو روش  کمپیلوباکتر کولی

آنها نشان دادند که میزان حساسیت روش . نداستفاده کرد
PCR  در ). 7(به مراتب بیشتر از روش معمولی می باشد

و همکاران، موارد آلودگی به کمپیلوباکتر در  Chabanمطالعه 
و %  85هاي سالم و اسهالی به ترتیب  هاي مدفوع سگ نمونه

که این میزان در مقایسه با نتایج ) 6(گزارش شد %  97
در مطالعه دیگري که در . حاصله از بررسی ما بیشتر می باشد

سگ با علائم گاستروآنتریت،  291آمریکا انجام گرفت از 
به کمپیلوباکتر آلوده بودند که با نتایج این %) 75(سگ  218

و همکاران در کشور آمریکا   Linton.مطالعه همخوانی دارد

 PCRنمونه اسهالی سگ را به روش  25، 1997در سال 
ها حاوي توالی  مورد از نمونه 20مورد بررسی قرار دادند که 

 از نظرنمونه  17بود که از این تعداد  کمپیلوباکتراختصاصی 
 1و کمپیلوباکتر کولی نمونه از نظر 2، کمپیلوباکتر ژژونی

). 14(مثبت بودند هیو اینتستینالیس کمپیلوباکترنمونه از نظر 
مورد به  39نمونه مدفوع سگ سالم،  100در این تحقیق از 

هاي سالم  کمپیلوباکتر آلوده بودند که این میزان در بین سگ
اند  همکاران گزارش کردهو  Moser. باشد درصد بالایی می

هاي بالغ  هاي جوان نسبت به سگ که میزان آلودگی سگ
داري ولی در این تحقیق هیچ رابطه معنی) 15(بیشتر است 

بین شیوع کمپیلوباکتر با سن، نژاد و جنسیت سگ وجود 
در کشور پرو طی یک بررسی، میزان آلودگی به . نداشت

در ). 13(داده شدنشان %  8ها  کمپیلوباکتر در بین طوطی
بررسی پرندگان وحشی انگلستان شمالی، آمریکا و نیوزلند 

%  5/12و  2/7، 4/1میزان آلودگی به کمپیلوباکتر به ترتیب 
این در حالی است که میزان موارد ). 8و  9(گزارش شد 

ها در بیشتر موارد بالاي  آلودگی به کمپیلوباکتر در بین سگ
ه به عنوان مخازن سگ و گرب. گزارش شده است%  50

مخزن . هستند کمپیلوباکتر آپسالانسیس وکمپیلوباکتر ژژونی 
باشد اما از سگ و  معمولا پرندگان میکمپیلوباکتر لاري 

اند  شوند نیز جدا شده هایی که با پرندگان نگهداري می گربه
درارتباط با آلودگی مواد غذایی به کمپیلوباکتر کارهاي ). 18(

ام شده، از جمله جمشیدي و همکاران زیادي در ایران انج
هاي  و روش m-PCRیکصد لاشه طیور را به دو روش 

مرسوم مورد بررسی قرار دادند و میزان آلودگی را به 
گزارش % m-PCR ،28و به روش % 78هاي مرسوم،  روش
گوشت مرغ یکی از مواد غذایی مورد استفاده . )10(کردند

ها نسبت  فت سگدر کل می توان گ .سگ و گربه می باشد
به سایر حیوانات از جمله پرندگان، در انتقال کمپیلوباکتر به 

هاي  سگ. انسان از اهمیت بیشتري برخوردار می باشند
خانگی به طور معمول ارتباط نزدیکی با افراد خانه خصوصاً 
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هاي سالم به  از سگ%  32آلوده بودن . دارندها  بچه
توانند به سالم هم می هاي دهد که سگ کمپیلوباکتر، نشان می

از . عنوان یک حامل کمپیلوباکتر براي انسان تهدیدکننده باشند
هاي سالم انجام شده است،  آنجا که این مطالعه روي سگ

میزان موارد آلودگی به کمپیلوباکتر در این تحقیق، نسبت به 
هاي مبتلا به اسهال انجام شده بود کم  مطالعاتی که روي سگ

ونی و ژد این، جدا شدن کمپیلوباکتر ژبا وجو. باشد می
دهد که باید ها نشان می کمپیلوباکتر آپسالانسیس از این سگ

هاي سالم نیز در انتقال کمپیلوباکتر از طریق  به نقش سگ
در این مطالعه همچنین نشان داده شد که . مدفوع توجه گردد

تواند از  براي تشخیص سریع حیوانات ناقل می PCRآزمون 
جویی در وقت بهترین عملکرد را  تصادي و صرفهلحاظ اق

ي  ها بیشترین میزان آلودگی به گونهگربه. داشته باشد
افرادي که سگ و گربه نگهداري . آپسالینسیس را داشتند

کنند باید توجه داشته باشند، همانطوري که افراد یک  می
خانواده ملزم به رعایت یکسري اصول بهداشتی هستند، در 

سگ و گربه نیز رعایت اصول بهداشتی، از جمله ارتباط با 
کمپیلوباکتر اگرچه . عدم تماس با مدفوع حیوان، الزامی است

فلور نرمال روده سگ و گربه هست و رعایت  آپسالانسیس
کمپیلوباکتر کند ولی  اصول بهداشتی در این زمینه کفایت می

هاي زئونوز  عامل کمپیلوباکتریوز از جمله بیماري ژژونی
   .باشد می
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