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 چکیده 

ند که عمومـاً از طریـق های باکتریایی هست های عامل گاستروآنتریت پاتوژن نیترمهماز  کمپیلوباکتر یهاگونه مقدمه و هدف:

جدا شده از  مپیلوباکترک یهازولهیادسته بندی ژنتیکی با هدف حاضر . مطالعه شوندیممـواد غـذایی بـا منـشاء حیوانی منتقل 

 تیاری انجام شد. شیر خام گاو، گوسفند و بز در استان چهارمحال و بخ

ی جدا شده بودند، که از شیر خام گاو، گوسفند و بز درسطح استان چهارمحال وبختیار کمپیلوباکترایزوله  43تعداد  روش کار:

 .آزمایش شدند ERIC-PCRو به روش  انتخاب

اندینگ حاصله ب لگویاآنالیز جفت باز بودند که در 2000تا 100مورد مطالعه دارای الگوی باندی از محدوده  یهازولهیانتایج: 

درصدی  100ابت قر بجزطبقه بندی شدند.  پروفایل اصلی 5در قالب  درصد 80بالای با ضریب تشابه تطابق ساده در سطح تشابه 

 .بودند %98تا  %54دارای قرابت ژنتیکی بین  هازولهیامورد دیده شد، سایر  1که در 

 ERIC-PCR کنیکتطالعه در چند زیر گروه نشان گر قدرت تمایزدهی قابل قبول مورد م یهازولهیاقرار گرفتن  نتیجه گیری:

روشی  ERIC-PCRروش . باشدیملبنی با این پاتوژن  یهافراوردهو وجود منابع مختلف آلودگی  کمپیلوباکتردر ژنوتایپینگ 

و   یکمپیلوباکترژژون یهاهیسوازجمله  کمپیلوباکتر مختلف یهاهیسوهزینه جهت توصیف تنوع ژنتیکی  ساده، سریع و کم

 .باشدیم کمپیلوباکترکولی

  ERIC-PCR ، دسته بندی ژنتیکی شیر خام،،  کمپیلوباکتر :هاواژهکلید 
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 مقدمه

 ییهالیباس )Campylobacter( کمپیلوباکتر یهاگونه 

گرم منفی, خمیده, متحرک, گرمادوست و میکروآئروفیل از 

 )Campylobacteriacea (کمپیلوباکتریاسهخانواده 

بوده و یکی از عاملین مهم انتریت به 

با دارا  این جنس  .(1) باشندیم یسکمپیلوباکتریوز نام

 نیترمهممختلف یکی از  یهازبانیمو  هاگونه بودن

مشترک بین انسان و حیوان محسوب  یهایباکتر

درصد موارد  95که  دهدیممطالعات نشان (. 3،2)شودیم

 4و  ژژونی کمپیلوباکترکمپیلوباکتریوزیس در انسان توسط 

سایر  درصد به وسیله 1و  لیوکمپیلوباکترکدرصد توسط 

 گونه کمپیلوباکتر که نیترمهم  (.4) شودیمایجاد  هاگونه

را باعث  یاروده یهاعفونتدرصد از  85بیش از 

بیماری که  نیترمعمولاست.  ژژونی کمپیلوباکتر،شودیم

در نتیجه مسمومیت غذایی ناشی از این باکتری در انسان 

تا  20آمار جهانی (. 5) ایجاد می شودگاستروانتریت است

(. 6) داندیم هایباکترناشی از این  را هااسهالدرصد  35

نادری هستند که  یهاعفونت، آرتریت سپتیک و باکتریمی

منبع  (.7) شوندیمایجاد  کمپیلوباکتر یهاگونهتوسط 

اصلی این باکتری مجرای گوارش حیوانات, به ویژه مرغ و 

. مصرف گوشت و مرغ نیم پز, شیر خام و باشدیمبوقلمون 

مده انتقال این باکتری به انسان و آب غیر کلرینه علل ع

همچنین این (. 8) باشندیم یسکمپیلوباکتریوز بروز

یا افراد خیلی جوان یا پیر به  بیماری در افراد با نقص ایمنی

بیشتر این باکتری برای  علت ضعف سیستم ایمنی و توانایی

 (.9) شودیمبیماری زایی، بیشتر دیده 

 به طور عمده همراه کمپیلوباکترکه  دهدیممطالعات نشان 

. علاوه بر این که ابدییمدامی انتقال  منشأبا مواد غذایی با 

شیر خام در کشور ما بسیار پایین است و شیر به  مصرف

، شیر خام آلوده گرددیمیا مدرن پاستوریزه  صورت سنتی و

 یاروده یهایماریبعلت  نیترعیشااز  به کمپیلوباکتر یکی

در صورتی که (. 10) آلوده است در اثر مصرف مواد غذایی

 یهامیآنزبه دلیل فعالیت  باشد بار میکروبی در شیر خام بالا

عمل پاستوریزاسیون  حتی بعد از هایباکترمقاوم به گرما در 

مورد انتظار را  شیر خام، مواد لبنی حاصل از آن کیفیت

 (.11) باشندیم هایباکترندارند و حامل 

روز پس از مصرف غذای آلوده,  5تا  2  

شامل تب, دل درد و اسهال ظاهر  یسکمپیلوباکتریوز علایم

ت به اسهال خونی ختم گردد. که اسهال ممکن اس شودیم

استفراغ وجود ندارد. برای  عفونت غذایی در این معمولاً

ین عفونت باید مواد غذایی گوشتی به طور کامل کنترل ا

پخته شده و از مصرف شیر خام و آب غیر کلرینه نیز 

 (.12) جلوگیری شود

 دارای بنابر مطالب گفته شده آلودگی باکتریایی شیر خام

 دییتأجهت  کمپیلوباکتراهمیت بوده و وجود یا عدم وجود 

از نقطه نظر وجود این باکتری مواد لبنی  سلامت غذایی

کشت، جداسازی و  یهاروشضروری است. به طور معمول 

تشخیص بر اساس خواص فنوتیپی جهت  یهاتست

( اما از 31) رودیمکمپیلوباکتر به کار  یهاگونهشناسایی 

سخت رشد است،  یهایباکترآن جا که این باکتری جز 

، لذا باشدیمکشت دشوار  یهاروشجداسازی آن به وسیله 

پلیمراز  یارهیزنجمولکولی بر پایه واکنش  یهاروش

[Polymerase Chain Reaction (PCR)]   در

 به طور و اطمینان بوده مورد ترشیب کمپیلوباکترشناسایی 

  (.41) رندیگیم قرار استفاده مورد نیز تجاری

سروتاپینگ،  نظیر ژنوتیپی و فنوتیپی مختلف یهاروش از

مقاومت  و حدت الگوی تعیین پلاسمیدی، الگوی بررسی

 آنزیمی متکی بربرش یهاروش آنتی بیوتیکی،

ERIC-نظیر  PCRبر  متکی یهاروش، RFLPنظیر

PCR، PCR-RAPD، PCR-REP  وPCR-BOX 

 باکتری این دسته بندی سریع جهت یهاروش عنوان به

 از یکی RAPD- PCRروش. است شده استفاده

 باشدیمپیشرفته  مولکولی تایپینگ یهاروش نیترعیسر

دلیل  به اخیر یهاسال در. است انجام قابل آسانی به که

قابلیت  باال، دقت آن، باالی سرعت روش، این سادگی

 افتراق در بالا قدرت و پایین  ًنسبتاً ینهیهز تکرارپذیری،

 (.14است ) گرفته قرار یاژهیو استفاده مورد یاهیسوبین 

 PCR-ERICتکنیک  ،PCR-RAPD تکنیک بر علاوه

 .ردیگیم قرار استفاده مورد اپیدمیولوژیک مطالعات جهت

 استفاده PCR-ERICبر  مبتنی یهاسنجش و ارزیابی

 تکراری یهایتوال هاآن هدف که باشدیم ازپرایمرهایی

 این جمله از. باشدیم باکتری ژنوم در محفوظ شده

ژنی  درون توافقی تکراری یهایتوال عناصرتکراری،

 یاروده یهایباکتر در که باشدیم ERICانتروباکتریال یا 

https://www.sid.ir/search/paper/%DA%A9%D9%85%D9%BE%DB%8C%D9%84%D9%88%D8%A8%D8%A7%DA%A9%D8%AA%D8%B1%DB%8C%D9%88%D8%B2/fa?page=1&sort=1&ftyp=all&fgrp=all&fyrs=all
https://www.sid.ir/search/paper/%DA%A9%D9%85%D9%BE%DB%8C%D9%84%D9%88%D8%A8%D8%A7%DA%A9%D8%AA%D8%B1%DB%8C%D9%88%D8%B2/fa?page=1&sort=1&ftyp=all&fgrp=all&fyrs=all
https://www.sid.ir/search/paper/%DA%A9%D9%85%D9%BE%DB%8C%D9%84%D9%88%D8%A8%D8%A7%DA%A9%D8%AA%D8%B1%DB%8C%D9%88%D8%B2/fa?page=1&sort=1&ftyp=all&fgrp=all&fyrs=all
https://www.sid.ir/search/paper/%DA%A9%D9%85%D9%BE%DB%8C%D9%84%D9%88%D8%A8%D8%A7%DA%A9%D8%AA%D8%B1%DB%8C%D9%88%D8%B2/fa?page=1&sort=1&ftyp=all&fgrp=all&fyrs=all
https://www.sid.ir/search/paper/%DA%A9%D9%85%D9%BE%DB%8C%D9%84%D9%88%D8%A8%D8%A7%DA%A9%D8%AA%D8%B1%DB%8C%D9%88%D8%B2/fa?page=1&sort=1&ftyp=all&fgrp=all&fyrs=all
https://www.sid.ir/search/paper/%DA%A9%D9%85%D9%BE%DB%8C%D9%84%D9%88%D8%A8%D8%A7%DA%A9%D8%AA%D8%B1%DB%8C%D9%88%D8%B2/fa?page=1&sort=1&ftyp=all&fgrp=all&fyrs=all
https://www.sid.ir/search/paper/%20%D8%B9%D9%81%D9%88%D9%86%D8%AA%20%D8%BA%D8%B0%D8%A7%DB%8C%DB%8C/fa?page=1&sort=1&ftyp=all&fgrp=all&fyrs=all
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عناصر   و اجزاء کلی طور به .شایع است منفی گرم

 معکوس تکراری یک نمونه شامل ERICجفت بازی، 126

 که باشدیم مناطق فراژنی در حفاظت شده بسیار مرکزی

 پرایمر در تکنیک طراحی جهت توالی تکراری این از

PCR-ERIC  جهت انگشت نگاریDNA استفاده 

 (.15) شودیم

و  با توجه به افزایش مصرف مواد لبنی در دهه گذشته  

 روش از حاضر در مطالعه ،هایباکترآلودگی  ترشیبامکان 

 PCR-ERICیهازولهیادسته بندی  جهت 

جدا شده از شیر خام  کولیکمپیلوباکتر و کمپیلوباکترژژونی

  گاو، گوسفند و بز استفاده شده است.

 روش کار

 شیر خام یهانمونهغنی سازی 

شیر خام در  یهانمونه میلی لیتر از هر کدام از 10

دقیقه سانتریفوژ شدند. توده به  20دور به مدت 14000

میلی لیتر محیط  90سانتریفوژ به  دست آمده بعد از

براث ساخت شرکت  پرستونپرستون براث )محیط 

Merck انتقال یافت  آلمان( جهت غنی سازی کمپیلوباکتر

 ساعت 24درجه سانتی گراد به مدت  37و در دمای 

به روش کشت خطی  هانمونهگرمخانه گذاری شد. سپس 

) Campylobacter ختصاصیمحیط کشت  ادر 

) Selective Agar Base  و  آلمانمرک شرکت ساخت

  .ون دار کشت داده شدبر پایه آگار خ

  Campylobacter Selective Agar Baseمحیط 

خون تجزیه شده اسب بود. همچنین هر درصد  7حاوی 

میلی گرم آنتی بیوتیک  2شامل  میلی لیتر از آن 500

گرم  یهایباکتررشد  وانکومایسین جهت جلوگیری از

 Bپلی میکسین  میلی گرم 50سیلین،  مثبت مقاوم به متی

، پسودوموناس یهایباکترجهت جلوگیری از رشد 

 یترگرممیلی  1پاستورلا، سالمونلا، شیگلا و کلبسیلا و 

، اشریشیاکلیمتوپریم به منظور جلوگیری از رشد 

انتروباکتر، کلبسیلا، استرپتوکوکوس، پاستورلا، 

کلستریدیوم، سامونلا، شیگلا، کورینه باکتریوم و پرتئوس 

های فوق در شرایط  سپس پلیت  (.16بود )

درصد اکسیژن،  5همراه گازپک شامل  میکروآئروفیلیک به

درصد نیتروژن )گازپک  85و  درصد دی اکسیدکربن 10

درجه سانتی  42دمای  کانادا( در Oxoidساخت شرکت 

 .(17گذاری شدند ) خانه ساعت گرم 48گراد و مدت زمان 

 کمپیلوباکترشناسایی و جداسازی 

های مسطح، غیر همولیتیک،  که حاوی پرگنه ییها  پلیت

 میلی متر بودند مورد 1آبکی و خاکستری به قطر  کروی،

 های پس از شناسایی پرگنه د.بعدی قرار گرفتن یهایبررس

پرگنه ها،  مشکوک با مشخصات ذکر شده در بالا در پلیت

واجد  هایی کهپرگنه رنگ آمیزی شدند.  روش گرم، ها به

 کمپیلوباکتر بودند برای انجام آزمایشات تکمیلیمشخصات 

، خالص سازی و نگهداری کولیو  ژژونی کمپیلوباکتر دییتأو 

آزمایشات تکمیلی شامل آزمایش اکسیداز و کاتالاز  .شدند

آزمایش اکسیداز با استفاده از دیسک اکسیداز  . ازباشندیم

کمپیلوباکتر بودن پرگنه مشکوک استفاده  دییتأبرای 

آزمایش هیدرولیز هیپورات جهت  دید. در ادامه نیز ازگر

 (.17)استفاده شد کولیو  ژژونی کمپیلوباکترتشخیص 

ع جدا شده جهت مطالعات بعدی  در محیط مای یهازولهیا

TSB  استخراج کشت داده شدند. جهتDNA  از

ده ( استفاBoilingجدا شده از روش جوشاندن ) یهازولهیا

میکرولیتر از کشت مایع یک شبه  50شد برای این منظور 

میکرولیتر آب مقطر  500در TSBباکتری در محیط  

دقیقه در آب جوش حرارت داده شد.  10استریل به مدت 

 10دور به مدت 10000در  هانمونهپس از سانتریفیوژ 

 جدا گردید. DNAدقیقه، مایع رویی به عنوان منبع 

 ولکولیآزمایشات م

جدا شده از  یهازولهیادر  کمپیلوباکترقطعی  دییتأبرای 

استفاده شد که این  PCRبه روش  SrRNA16ردیابی ژن 

(. 18وجود دارد) کمپیلوباکتر یهاگونهناحیه ژنی در تمام 

 کمپیلوباکترژژونی یهاگونهجهت افتراق 

با  ceuE و mapA یهاژن  PCRاز وکمپیلوباکترکولی

استفاده شد. 1زوج پرایمرهای نشان داده شده در جدول 
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 کمپیلوباکترهای توالی پرایمرهای مورداستفاده جهت تشخیص گونه -1جدول
 اندازه محصول )جفت باز( (5ـ 3توالی پرایمر) نام ژن هدف

 16SrRNA ATC TAA TGG CTT AAC CAT TAA AC کمپیلوباکترجنس 

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 

 

 (Germany)در دستگاه ترموسایکلر مدل  PCRواکنش 

FlexCycler2  میکرولیتر  5میکرولیتر واجد  50در حجم

PCR buffer 10x ،5/1  میلی مولMgcl2 ،200 

. میکرومول از زوج پرایمرهای /NTP Mix ،5میکرومول 

FوR  ،)واحد آنزیم  6/0)مربوط به سه ژنTaq DNA 

Polymerase  میکرولیتر از  4وDNA ر ایزوله مربوط ه

ک یتنظیم شد. برنامه حرارتی مورداستفاده عبارت بود از: 

سیکل  35دقیقه،  10گراد به مدت درجه سانتی 95سیکل 

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

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

گراد به درجه سانتی 72ثانیه و یک سیکل انتهایی  60مدت

 دقیقه. 10مدت 

های استاندارد از سویه PCRدر آزمایش 

Campylobacter jejuni ATCC29428  و

Campylobacter coli ATCC43478 های و ایزوله

عنوان کنترل مثبت و از آب  جدا شده در مطالعات قبلی به

 عنوان نمونه کنترل منفی استفاده شد.مقطر به 

 هایبندی ایزوله بندی ژنتیکی و تیپجهت دسته
از  لبنی یهافراوردهجداشده از  کولیو  ژژونیکمپیلوباکتر

 استفاده شد. ERIC-PCRروش 

 :R1کمک زوج پرایمرهای به  ERIC-PCRآزمایش 

ATGAAGCTCCTGGGGATTCAC و R2: 

AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG 
انجام  (2006و همکاران ) Zormanشده توسط معرفی

 43در این مرحله سه نوبت روی  PCR(. آزمایش 19شد)

 کولیو  ژژونیکمپیلوباکترهای ایزوله انتخابی از ایزوله

میکرولیتر  5/2میکرولیتر واجد  25در حجم جداشده، 

PCR buffer 10X ، 3  میلی مولMgcl2 ،250 

های پرایمر زوجمیکرومول از  dNTP Mix ،2میکرومول 

 3و  Taq DNA Polymeraseواحد آنزیم  2، فوق

مربوط به هر ایزوله با برنامه حرارتی  DNAمیکرولیتر از 

 شامل: 

 45دقیقه،  2گراد به مدت درجه سانتی 94یک سیکل 

درجه  38ثانیه،  45گراد سانتی 94سیکل تکراری 

ثانیه و یک  60گراد درجه سانتی 72ثانیه،  40گراد سانتی

م دقیقه انجا 5گراد به مدت درجه سانتی 72سیکل انتهایی 

 شد.

، از PCRدر تمام مراحل فوق جهت ارزیابی محصول 

درصد استفاده شد.  2الکتروفورز محصول روی ژل آگاروز 

ولت به مدت حدوداً  90ها در ولتاژ ثابت الکتروفورز نمونه

از  UVیک ساعت انجام و بعد از مشاهده ژل در زیر نور 

 ژل حاصله تصویربرداری و ثبت گردید.

های زولهروی ای PCRآزمایش  ERIC-PCRدر تکنیک 

 وموردمطالعه سه نوبت انجام و پس از اطمینان از تعداد 

اصله حاندازه باندهای ایجادشده در هر ایزوله، الگوی باندی 

فتن قرابت آنالیز و با در نظر گر NTSISافزار به کمک نرم

های( مربوط با روش های )پروفایلدرصد، ژنوتیپ 80بالای 

UPGMA  گر و دندروگرام مربوط به این نشانشناسایی

 (.20ترسیم گردید)

 نتایج:

میکروبی متداول به منظور تشخیص  یهاآزمونعلاوه بز 

جهت ردیابی ژن  PCRاز روش  کمپیلوباکتر یهازولهیا

16SrRNA  استفاده گردید نتیجه حاصل از ردیابی ژن

16SrRNA  است. شده داده نشان 1در شکل 
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های در ایزوله کمپیلوباکترهای مربوط به گونه 16srRNAمربوط به ردیابی ژن  PCRژل حاصل از الکتروفورز محصول  -1شکل 

= نمونه کنترل 1= نمونه کنترل منفی، ستون NC، ستون DNAجفت بازی  100= مارکر Mجداشده )ستون 

 مورد مطالعه( یهانمونه= 8-16 یهاستونمثبت، 

های کمپیلوباکتر وجود ژن های مشکوک به گونهدر کلنی

mapA  نشانگر وجود گونه کمپیلو باکتر ژژونی و ژنceuE 

های فاقد گر وجود گونه کمپیلوباکتر کولی بود. ایزولهنشان

 های کمپیلو باکتر قلمداد شدندعنوان سایر گونهدو ژن به
 

 
 589)قطعه  کمپیلوباکترژژونیمربوط به گونه  mapAمربوط به ردیابی ژن  PCRژل حاصل از الکتروفورز محصول  -2عکس 

شیر خام گاو، های جداشده از جفت بازی( در ایزوله 462)قطعه  کمپیلوباکترکولیمربوط به گونه  ceuBجفت بازی( و ژن 

 مورد مطالعه( یهانمونه= 1-8 یهاستون، DNAجفت بازی  100= مارکر M)ستون گوسفند و بز 

 

 وشیر خام گاو، گوسفند نمونه اخذ شده از  432از مجموع 

جهت دسته بندی  ایزوله کمپیلوباکتر جدا شد که 76، بز

 از روش ،هاآنانتخاب شده از بین  ایزوله 43ژنتیکی 

ERIC-PCR ایزوله مورد 43ا د که در این راستاستفاده ش 

 یش و پس ازآزما ERIC-PCRمطالعه سه نوبت با روش 

تصاویر PCR ) اطمینان از حضور قطعات تکثیر یافته در

 . آنالیز شدند( 4و  3 یهاعکسحاصل از الکتروفورز )

گونه  1-18شــماره  یهانمونهایزو له های انتخابی شــامل، 

شده از 1-3 یهازولهیاکمپیلوباکتر ژژونی  ) شیر بز،   جدا 

شیر گاو،  4-12 یهازولهیا شده از   13-18 یهازولهیاجدا 

 19-43شــماره  یهانمونهجدا شــده از شــیر گوســفند( و 

ـــده ا 19-26 یهازولهیاگونه کمپیلوباکتر کولی  ) ز  جدا ش

 یهازولهیاجدا شده از شیر گاو،  27-38 یهازولهیاشیر بز، 

 سفند( بودند.از شیر گوجدا شده  43-39
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)ستون کمپیلوباکترژژونی هایروی ایزوله ERIC-PCRگر مربوط به نشان PCRژل حاصل از الکتروفورز محصول  -3شکل 

M1 جفت بازی  100= مارکرDNA ستون ،M2 کیلو بازی  1= مارکرDNA) 

 
جفت  100= مارکر M1)ستون کمپیلوباکترکولیهای روی ایزوله ERIC-PCRژل حاصل از الکتروفورز محصول  -4عکس 

 (DNAکیلو بازی  1= مارکر M2، ستون DNAبازی 

 مورد مطالعه دارای الگوی باندی از یهازولهیاطبق تصاویر 

بودند که قطعات DNAجفت بازی  3000تا 120محدود 

وجود باند( و ) 1) در قالب اعداد هازولهیایافته در  تکثیر

وسیله بازخوانی مقادیر  امتیازدهی و به(عدم وجود باند0

آنالیز شدند. پس از NTSYS هادر برنامه کامپیوتری ژل

با 1و0 یهادادهاساس  ،شباهت ژنتیکی برهاژلامتیازدهی 

ساده محاسبه  استفاده از ضرایب جاکارد،دایس و تطابق

و هر Aالگوریتمشده برای  شدکه ضریب کوفنتیک محاسبه

 .است آورده شده1کدام از سه ضریب فوق در جدول 
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 یهازولهیاو ضرایب تشابه جاکارد، دایس و تطابق ساده روی  ضریب کوفنتیک محاسبه شده برای الگوریتم-1جدول 
 ERIC-PCRبا نشانگر  کولیو  ژژونیکمپیلوباکتر

 ضریب تشابه الگوریتم

 

ضریب تشابه 

 (Jجاکارد)

 

 ( DICEضریب تشابه دایس )

 

 (SM) ضریب تطابق ساده

UPGMA 

 
0.77145 0.68810 0.77743 

 

  ./(777)طبق اطلاعات جدول فوق ضریب تطابق ساده

دو ضریب جاکارد و دایس بوده لذا جهت محاسبه  از تربزرگ

و ترسیم درخت فیلوژنی از  هازولهیاژنتیکی  درصد تشابه

 .این ضریب استفاده شد

داری قرابت  هازولهیایک مورد  ERIC-PCRدر نشانگر 

%  100( بودند. قرابت ژنتیکی 1% )ضریب شباهت  100

مشاهده شد. و کمترین قرابت  39با  35 یهازولهیابین 

%( وجود  54)ضزیب شباهت1با22ژنتیکی بین ایزوله  

 (2داشت )جدول 

ایزوله انتخابی  43درصد  80با در نظر گرفتن قرابت بالای 

(. 5پروفایل قرار گرفتند )شکل  5در قالب 
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 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 S13 S14 S15 S16 S17 S18 S19 S20 S21 S22 S23 S24 S25 S26 S27 S28 S29 S30 S31 S32 S33 S34 S35 S36 S37 S38 S39 S40 S41 S42 S43 

S1 1.00                                           

S2 0.76 1.00                                          

S3 0.61 0.76 1.00                                         

S4 0.71 0.80 0.80 1.00                                        

S5 0.66 0.71 0.80 0.85 1.00                                       

S6 0.68 0.73 0.68 0.83 0.78 1.00                                      

S7 0.71 0.80 0.80 0.95 0.85 0.83 1.00                                     

S8 0.71 0.76 0.71 0.80 0.80 0.83 0.80 1.00                                    

S9 0.59 0.63 0.73 0.73 0.78 0.71 0.73 0.68 1.00                                   

S10 0.66 0.71 0.71 0.85 0.80 0.73 0.90 0.71 0.83 1.00                                  

S11 0.68 0.73 0.78 0.88 0.83 0.80 0.88 0.73 0.66 0.78 1.00                                 

S12 0.63 0.68 0.78 0.83 0.93 0.80 0.83 0.78 0.76 0.78 0.80 1.00                                

S13 0.59 0.63 0.73 0.78 0.78 0.71 0.78 0.73 0.80 0.83 0.76 0.80 1.00                               

S14 0.66 0.76 0.76 0.90 0.85 0.78 0.90 0.80 0.68 0.80 0.88 0.83 0.78 1.00                              

S15 0.63 0.73 0.78 0.83 0.83 0.71 0.83 0.78 0.76 0.83 0.80 0.76 0.71 0.83 1.00                             

S16 0.73 0.73 0.73 0.83 0.83 0.76 0.83 0.88 0.66 0.73 0.80 0.80 0.71 0.83 0.80 1.00                            

S17 0.68 0.68 0.78 0.83 0.78 0.71 0.83 0.73 0.71 0.78 0.85 0.76 0.76 0.83 0.76 0.80 1.00                           

S18 0.76 0.71 0.66 0.80 0.80 0.73 0.80 0.80 0.73 0.80 0.78 0.78 0.83 0.80 0.78 0.88 0.78 1.00                          

S19 0.63 0.73 0.68 0.78 0.73 0.71 0.78 0.68 0.66 0.73 0.71 0.80 0.66 0.73 0.76 0.71 0.66 0.68 1.00                         

S20 0.76 0.80 0.76 0.85 0.76 0.78 0.85 0.76 0.68 0.80 0.78 0.78 0.73 0.80 0.78 0.78 0.78 0.80 0.83 1.00                        

S21 0.59 0.68 0.73 0.83 0.78 0.76 0.83 0.68 0.71 0.78 0.80 0.76 0.76 0.83 0.80 0.71 0.71 0.73 0.76 0.78 1.00                       

S22 0.54 0.63 0.68 0.78 0.73 0.76 0.78 0.68 0.71 0.73 0.71 0.80 0.76 0.78 0.66 0.71 0.71 0.68 0.76 0.73 0.80 1.00                      

S23 0.66 0.66 0.66 0.80 0.76 0.68 0.80 0.66 0.78 0.90 0.78 0.73 0.78 0.80 0.78 0.73 0.83 0.80 0.68 0.76 0.73 0.68 1.00                     

S24 0.63 0.78 0.88 0.88 0.88 0.76 0.88 0.73 0.76 0.78 0.85 0.85 0.76 0.83 0.80 0.76 0.80 0.73 0.76 0.78 0.76 0.71 0.73 1.00                    

S25 0.59 0.73 0.78 0.83 0.78 0.76 0.83 0.68 0.80 0.83 0.76 0.85 0.76 0.83 0.80 0.71 0.76 0.73 0.80 0.78 0.76 0.76 0.83 0.85 1.00                   

S26 0.71 0.80 0.80 0.95 0.85 0.88 0.95 0.80 0.73 0.85 0.88 0.88 0.78 0.90 0.83 0.83 0.83 0.80 0.83 0.90 0.88 0.83 0.80 0.88 0.88 1.00                  

S27 0.73 0.78 0.78 0.93 0.83 0.85 0.93 0.78 0.71 0.83 0.90 0.85 0.76 0.88 0.80 0.85 0.85 0.83 0.80 0.88 0.85 0.80 0.83 0.85 0.85 0.98 1.00                 

S28 0.61 0.71 0.66 0.80 0.71 0.73 0.80 0.71 0.63 0.76 0.78 0.78 0.68 0.85 0.73 0.68 0.73 0.66 0.73 0.76 0.78 0.73 0.80 0.73 0.83 0.85 0.83 1.00                

S29 0.68 0.78 0.78 0.93 0.88 0.85 0.93 0.83 0.71 0.83 0.85 0.90 0.80 0.93 0.80 0.85 0.80 0.83 0.80 0.88 0.85 0.85 0.78 0.85 0.85 0.98 0.95 0.83 1.00               

S30 0.73 0.78 0.68 0.83 0.73 0.71 0.83 0.68 0.66 0.78 0.76 0.71 0.76 0.78 0.71 0.71 0.76 0.78 0.80 0.83 0.76 0.66 0.73 0.76 0.71 0.83 0.80 0.73 0.80 1.00              

S31 0.63 0.73 0.73 0.83 0.78 0.71 0.83 0.68 0.71 0.78 0.80 0.76 0.71 0.88 0.85 0.71 0.76 0.73 0.71 0.73 0.76 0.66 0.78 0.80 0.85 0.83 0.80 0.83 0.80 0.76 1.00             

S32 0.68 0.73 0.78 0.88 0.88 0.76 0.88 0.78 0.76 0.88 0.85 0.85 0.90 0.88 0.80 0.80 0.85 0.88 0.71 0.83 0.76 0.76 0.83 0.85 0.80 0.88 0.85 0.73 0.90 0.80 0.80 1.00            

S33 0.68 0.78 0.78 0.88 0.83 0.76 0.88 0.73 0.71 0.78 0.85 0.80 0.71 0.88 0.80 0.80 0.85 0.78 0.80 0.83 0.76 0.71 0.83 0.85 0.85 0.88 0.90 0.78 0.85 0.80 0.85 0.80 1.00           

S34 0.78 0.78 0.78 0.93 0.88 0.85 0.93 0.83 0.80 0.88 0.85 0.85 0.80 0.88 0.80 0.85 0.85 0.88 0.76 0.88 0.80 0.76 0.83 0.85 0.80 0.93 0.90 0.78 0.90 0.85 0.80 0.90 0.85 1.00          

S35 0.66 0.80 0.80 0.90 0.80 0.83 0.90 0.76 0.73 0.80 0.83 0.83 0.73 0.85 0.78 0.78 0.78 0.76 0.78 0.85 0.83 0.78 0.76 0.93 0.88 0.95 0.93 0.80 0.93 0.78 0.78 0.83 0.83 0.88 1.00         

S36 0.78 0.78 0.78 0.93 0.83 0.80 0.93 0.78 0.76 0.88 0.85 0.80 0.80 0.88 0.80 0.80 0.85 0.83 0.76 0.88 0.80 0.76 0.83 0.85 0.80 0.93 0.90 0.78 0.90 0.85 0.80 0.90 0.85 0.95 0.88 1.00        

S37 0.73 0.78 0.83 0.93 0.88 0.80 0.93 0.78 0.80 0.88 0.85 0.85 0.80 0.88 0.85 0.80 0.85 0.83 0.80 0.88 0.80 0.76 0.83 0.90 0.85 0.93 0.90 0.78 0.90 0.85 0.85 0.90 0.90 0.95 0.88 0.95 1.00       

S38 0.71 0.85 0.85 0.95 0.85 0.83 0.95 0.80 0.78 0.85 0.88 0.83 0.78 0.90 0.83 0.83 0.83 0.80 0.78 0.85 0.83 0.78 0.80 0.93 0.88 0.95 0.93 0.80 0.93 0.83 0.83 0.88 0.88 0.93 0.95 0.93 0.93 1.00      

S39 0.66 0.80 0.80 0.90 0.80 0.83 0.90 0.76 0.73 0.80 0.83 0.83 0.73 0.85 0.78 0.78 0.78 0.76 0.78 0.85 0.83 0.78 0.76 0.93 0.88 0.95 0.93 0.80 0.93 0.78 0.78 0.83 0.83 0.88 1.00 0.88 0.88 0.95 1.00     

S40 0.71 0.80 0.80 0.95 0.85 0.83 0.95 0.80 0.73 0.85 0.88 0.83 0.78 0.90 0.83 0.83 0.83 0.80 0.78 0.85 0.83 0.78 0.80 0.93 0.83 0.95 0.93 0.80 0.93 0.83 0.83 0.88 0.88 0.93 0.95 0.93 0.93 0.95 0.95 1.00    

S41 0.63 0.73 0.83 0.88 0.83 0.76 0.88 0.83 0.71 0.78 0.80 0.80 0.80 0.88 0.80 0.85 0.80 0.78 0.71 0.78 0.80 0.80 0.73 0.85 0.76 0.88 0.85 0.73 0.90 0.76 0.76 0.85 0.80 0.85 0.88 0.85 0.85 0.88 0.88 0.93 1.00   

S42 0.63 0.78 0.78 0.83 0.78 0.71 0.83 0.83 0.66 0.73 0.76 0.76 0.71 0.83 0.80 0.85 0.76 0.78 0.71 0.78 0.71 0.71 0.68 0.85 0.76 0.83 0.80 0.68 0.85 0.71 0.71 0.80 0.76 0.80 0.88 0.80 0.80 0.88 0.88 0.88 0.90 1.00  
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S43 0.66 0.76 0.80 0.85 0.80 0.73 0.85 0.85 0.68 0.76 0.78 0.78 0.78 0.85 0.83 0.88 0.78 0.80 0.73 0.80 0.78 0.78 0.71 0.83 0.73 0.85 0.83 0.71 0.88 0.73 0.73 0.83 0.78 0.83 0.85 0.83 0.83 0.85 0.85 0.90 0.98 0.93 1.00 

 

جدا شده از شیر خام بر پایه الگوریتم تطابق ساده کمپیلوباکتر یهازولهیاماتریکس شباهت ژنتیکی بین  -2جدول 
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 (Simple Match) ساده برمبنای الگوریتم تطابق کمپیلوباکتر یهازولهیادندروگرام حاصل از آنالیز  -5شکل 

 

 بحث

کمپیلوباکتریوز یک بیماری گوارشی ناشی از غذای مشترک 

حیوانی  یهافرآوردهانسان و دام است که بیشتر از طریق شیر و 

(. با توجه به 22) شودیمغیر پاستوریزه یا آلوده به انسان منتقل 

های کمپیلوباکتر، بالای محصولات طیور در انتقال گونه سهم

های حیوانی در چندین پژوهش ایرانی نقش شیر خام گونه

و  ها(. کمپیلوباکترها با داشتن گونه23شناسایی شده است )

 هایترین باکتریترین و شایعهای مختلف، یکی از مهممیزبان

شوند. در زای مشترک بین انسان و دام محسوب میبیماری

و  یلوباکترژژونیکمپ کمپیلوباکتر دو گونه مهم به نام جنس

های ناشی از عفونتاصلی مسئول  یلوباکترکولیکمپ

چنین هم شوند.محسوب می در انسانها کمپیلوباکتر

های عنوان یکی از عوامل مهم در عفونتامروزه به کمپیلوباکتر

ت. این باکتری موردتوجه قرارگرفته اس باکتریایی با منشأ غذایی

 کند. مطالعاتیلیون نفر را در دنیا مبتلا میم 500تا  400سالیانه 

توسعه یافته و درحالدهد که در کشورهای توسعهجدید نشان می

 افزایش است در انسان رو به هاکمپیلوباکترناشی های عفونت

(24.) 

 دسته فنوتیپی ازجمله سروتایپینگ جهت یهاروشدرگذشته از 

 یهاروش. امروزه شدیماین باکتری استفاده  یهاهیسوبندی 

مولکولی جایگزین روشهای مرسوم فنوتیپی شده است. چند 

طراحی و  کمپیلوباکتر مختلف یهاهیسوبندی  برای دسته روش

بندی  مختلف طبقه یهاستمیساست. ارزیابی  ارائه شده

اپیدمیولوژیکی بر پایه معیارهای مهمی  یهایبررس در هایباکتر

تمایزدهی تکنیک، قابلیت تعیین تیپ و تکرارپذیری  نظیر توان

مختلف فنوتیپی و ژنوتیپی  یهاروش. باشدیم روش مربوطه

 شناخته شده است کمپیلوباکتر یهاهیسو بندی برای تیپ

نظیر سروتایپینگ و فاژتایپینگ قدرت  فنوتیپی یهاروش

ژنوتیپی با قدرت  یهاروشرو  این یینی دارند ازتمایزدهی پا

 آسان و سریع در شناسایی و دسته تمایز بالا، هزینه پایین، کاربرد

 (.25)اندکردهکاربرد پیدا  کمپیلوباکتر یهاهیسوبندی 

 به هاکروبیمهای مختلفی برای تعیین منشأ و منبع  اخیراًروش

 ،ERIC-PCR مثل ریبوتایپینگ، ییهاروش. اندکاررفته

RAPD-PCR  وRFLPآمیزی برای متمایز به طرز موفقیت 

 ازکاربردی. اندشدهمختلف استفاده  یهایباکتر یهاهیسوکردن 

 یهاروش کمپیلوباکتر یهاهیسوبندی  در تیپ هاروشترین 

-RAPD ERIC–ویژه سه روش  بهPCRمبتنی بر 

PCR،PCR وRFLP-PCR نیز از  ، در این مطالعهباشدیم

 کمپیلوباکتر یهازولهیابندی  جهت دسته ERIC-PCRروش 

 استان چهارمحال و بختیاریلبنی در یهافراوردهجداشده از 

 استفاده شد

آزمایش و میزان  ERIC-PCRبا نشانگر، کمپیلوباکترایزوله  43

 به .گردید با ضریب تطابق ساده تعیین هاآنشباهت ژنتیکی 

 39با 35 یهازولهیا مورد بین کیکه در درصدی 100جزشباهت 
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بین  %98تا %54و کمترین درصد قرابت  نیترشیبمشاهده شد 

مورد مطالعه دیده شد و همان گونه در درخت فیلوژنی  یهازولهیا

 ترسیم شده بر اساس ضریب تطابق ساده مشهود است،

Ahmed ( در مصر، از روش2015و همکاران )ERIC-PCR 

ز منابع جداشده ا کمپیلوباکترژژونیهای جهت ژنوتایپینگ ایزوله

نمونه  287های جداشده از انسانی و مرغ استفاده کردند. ایزوله

نمونه گوشت  87نمونه پوست مرغ،  39سواپ رکتوم، 131مرغ )

 نمونه مدفوع از 246نمونه بافت سکوم روده ( و 39خام مرغ و

وش ربعد از تائید مولکولی به بیماران مشکوک به گاستروآنتریت 

Real-Time PCR  و روشERIC-PCR ند. در آنالیز شد

فایل پرو 18جداشده در  کمپیلوباکترژژونیایزوله  31این مطالعه 

های انسانی و دامی پروفایل مربوط به ایزوله 2قرار گرفتند که 

 (.26مشترک بود )

ه ایزول 402( از مجموع 2020) Lgwaran ،Okohدر مطالعه 

جداشده از منابع مختلف )گوشت، شیر گاو و آب(  کمپیلوباکتر

ایزوله  67و  کمپیلوباکترژژونیایزوله  85در مناطق مختلف، 

 35ایزوله ) 71شناسایی شد که از این تعداد  کمیلوباکترکولی

( جهت کمپیلوباکترژژونیایزوله  36و کمپیلوباکترکولیایزوله 

الیز الگوی باندی حاصل از مطالعه ژنوتایپینگ انتخاب شدند.آن

نشان  GelJافزار با نرم ERIC-PCRها با روش آزمایش ایزوله

 29موردمطالعه در  کمپیلوباکترژژونیایزوله  36دادند که 

پروفایل  29در  کمپیلوباکترکولیایزوله  35کلاستر و  4پروفایل و

گر تنوع ژنتیکی کلاستر قرار گرفتند. نتایج این مطالعه نشان 6و 

جداشده  کمپیلوباکترکولیو  یلوباکترژژونیکمپ هایالا در ایزولهب

 (.27از منابع مختلف بود)

Ammar ( در مطالعه2021و همکاران ) ای مشابه با مطالعه

بیوتیکی و توزیع حاضر خصوصیات مولکولی )الگوی مقاومت آنتی

 کمپیلوباکترژژونیهای بندی ژنتیکی ایزولهعوامل حدت( و دسته

از منابع انسانی و دامی را ارزیابی کردند. در این مطالعه  جداشده

های جداشده از مدفوع انسان و گوشت خام درصد از ایزوله 8/32

-ERICبیوتیکی داشته و در روش مرغ مقاومت چندگانه آنتی

PCR  (.28کلاستر قرار گرفتند ) 5در 

 نتیجه گیری

کاربران و انتخاب یک تکنیک ژنوتایپینگ به سطح مهارت 

آزمایشگاه و نیز به هدف بررسی وابسته است. در بررسی  امکانات

ژنتیکی  بندی جهت دستهERIC-PCRتکنیک  حاضر از

 نیترعیشاو  نیترمهمبه عنوان یکی از  کمپیلوباکتر یهاهیسو

پاتوژن دار استفاده شد. .استفاده از روش  یهاسمیکروارگانیم

ERIC-PCR گر وجود های جداشده نشاندر ژنوتایپینگ ایزوله

های ها بود و نشان داد که ایزولهتنوع ژنتیکی بالا در بین ایزوله

توانند نحوه انتقال مشابهی قرارگرفته در یک پروفایل احتمالاً می

 .داشته باشند
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Abstract 

Introduction and purpose: Campylobacter species are one of the most important pathogens causing 

bacterial gastroenteritis, which are generally transmitted through food of animal origin. The present 

study was conducted with the aim of genetic classification of Campylobacter isolated from raw milk 

of cows, sheep and goats in Chaharmahal and Bakhtiari province. 

Methods: 43 isolates of Campylobacter isolated from raw milk of cows, sheep and goats in 

Chaharmahal and Bakhtiari provinces were selected and confirmed by ERIC-PCR method. 

Results: The studied isolates revealed banding patterns ranging from 100 to 2000 open pairs, which 

were further classified into 5 main profiles with a similarity coefficient of simple matching at a 

similarity level above 80%. Except for 100% affinity which was observed in 1 case, other isolates had 

genetic affinity between 54% and 98%. 

Conclusion: The placement of the studied isolates in several subgroups showed the acceptable 

discrimination power of the ERIC-PCR technique in Campylobacter genotyping and the presence of 

different sources of contamination of dairy products with this pathogen. ERIC-PCR method is a 

simple, fast and low-cost method to describe the genetic diversity of different Campylobacter strains, 

including Campylobacter jejuni and coli strains. 

Keywords: Campylobacter, Raw milk, Genetic classification, ERIC-PCR 
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