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 راهنمای تهیه مقاله برای نشریه 

 شناسی دامپزشکی ها در میکروب تازه 

  

بااف ن اا  ی   تنف   پروساا، امتقاای می ااک ن اا  شنیسااک  اکشکشااوکناای  م کرواا    تیزهآنجاای ک  ااف ناایه ن اا  ف  از

scopus   ISI بیشاای، ممی ااا کااوام  ز اا   م نوشااتن کقیلااف باا  من  واناای بااو   ال ییااک کک   سااا اسااتینیام نین برن

 نین امسیلک  ف از مانن ین نگیمش پر  ن نو  ه بیشنی ت ترا اث   ا ه نخوانی شی شی ین ذ   اسا بف کقیلف

 نین:کقیلا  بف  وک از صوم  انواع

 Review(، کقیلااف کاا  من  Case report(، گااکامش کااوم ن  Original Research Articleکقیلااف په ن ک اصاار    

Article  کقیلف  وتیه ،)Short Communication)     نیکف بف س  برمLetter to Editor)    شنیسااااک  م مشااااتف کرو

 شو   اکشکشوک،  ما ن کجیف پذ  فتف کک

 شیوه نگارش مقاله:

 اای باایلات     Word 2003افااکام کت  از حیشاارف   باای ن  سااینتک 2/5باارن  طااو     1/15باای  A4کااتن کقیلااف  م صاا  ف 

امساایگ گاا     هرااا ن گونااف سااراگ   پرگراا ن باای ا  راا   nfvm.uoz.ac.irاز ط  ااث ث ااا ناای   م ساای ا کجیااف بااف آ م  

 توانری  م امت ی  بیشری کک nfvm@uoz.ac.ir کجیف:

کع ااولک با ان کطیلاا فیمسااک    B Nazanin 12باخر ، کاتن کقیلااف بای  یا   B Nazanin 16مناوان کقیلاف بای  یاا  

Times New Roman 10 باای فونااا  نااین اصاایک  هوراایه، کقیکااف، کااوا    م ش باا ان کطیلااا انگیرسااک، منوان )     B 

Nazanin 14  باخر    ا تیلراو   اسایکک نو سانیگین بای فوناا  12باخر ، منای  ن ف ماک بای فوناا نایزنرنB Nazanin 

 فیصیف است ی ه شو  بخر  تی پ شو   ن چنرن برن  ی ی      ی هنی بخ ک از نر  12

  اساایکک می ااک ناا   م کااتن فیمسااک   ناا   م کااتن  Times New Roman 10 ی اای  لاتاارن  م کااتن باای  یاا  

 ، ملاکاا انگیرسک باف صاوم  ا تیلراو تی اپ شاونی  هنینچاف  ی اف انگیرساک  م کاتن فیمساک  م  ا ا  پ انتاک  ا ام گرا 

شاو ، ملاکاا  یکای پ انتک بف صوم  فیمساک بیشای  اگا  از هنای ن  ی اف انگیرساک باف صاوم  پ اا سا  نا  اسات ی ه کک

 ،(  م برن  ی ی  باف صاوم  فیمساک بیشای  از  ی ای  ا تاایمن اساتینیام  باف هاین  ی ای   یکا  اسات ی ه شاو ، ت ای  

شاو  باف طاوم  یکا   م  ا ا  کاتن تع  اا شاو   از ت ی ه کک ی ی  ا تایمن غر کتعایمه، زکاینک  اف با ان بایم ا گ اسا

 بف  یمب  ن ا تایما   م منوان   هوریه اهتنی  شو ( 

امیا   م کاتن کقیلاف بای ف کاا فیمساک نوشاتف شاونی   با ان ملاکاا ام ایم از ک راک اسات ی ه شاو    از سای   ملا ا  

 نظر  نقطف  ی  یکی بف منوان ن ی  ام یم است ی ه ن و  

 justify  Medium اای   justifyاساات ی ه ن ااو    ت حرجاای از گک نااف  low justifyناای از ت ازبنااین پیماگ اه باا ان

 است ی ه شو  

نی  م ک اا  کنیسااا  م  ا اا  کااتن هی گااذامن شااونی   از امساایگ آنراای بااف صااوم  تاااو    ااو  امن هاایا گ   شااو 

   B Nazanin 9کاتن   امایا   ا ا  های گ بای فوناا شایه   فی ا  ا سا  آنرای نراک هیاگیناف  م سای ا بایمگکامن شاو   



بیشاانی  پ ااا زکرنااف هاای گ باای ن  Regular  بقرااف سااط نی  Boldهرن تی ااپ شااونی  سااط  ا گ  منااوان هاای گ(  ساا 

منااو   طاا ش  پ ااا زکرنااف ساا ری( بیشاای، تاای حاای اکوااین  طااو  م ااو ن هاای گ حااذه شااو     طااو  افقااک نرااک  م 

  گ  م بیلان آن   منوان ن و ام، شو    تاو    م ز   آنری آ م ه شو  حیا   تعیا  ک ون بیشنی منوان هی

شااونی  ن و امناای  pasteن و امناای ت هر اای   م فی اا  ا ساا  ط احااک شااونی   سااش   شااک شاایه    م فی اا  کقیلااف 

 او  امن شاو    wordطاومن پرای ه شاونی  اف  یبا  اصالاش     ا ا   بیشانی از  م  ن او ام باف صاوم  موا   م فی ا  

  چنرن فی   ا س  حی ن ن و ام نرک  م سی ا کجیف بیمگکامن گ    ن

ت  بااف آنراای   هرااا برتاا  ک ااخم شااین کطیلااا کااوم  اشااویگ از طاا ه  ا مان   ن چناارن پیساا   ا ن ماحااا

( Line Numberب ط ه ن او ن ا ا ا ا   ام ه، برتا  اساا ن اف  طاو  کقیلاف از ابتایا تای انتراین آن  امان شا یمه  ا   

 ش یمه  طو  بف صوم  پروستف بیشی بیشنی    

 ی اف، بای ن ذ ا  نای  نو سانیگین(    ی ای   یراین  25۰ تای 15۰ شیک  مناوان، هورایه فیمساک  بارن صفحه اول

 ی اف تجای ز نونای  هورایه بی ای باف صاوم   2۰ ی ف( اسا  مناوان کقیلاف بی ای  م مارن ا تاایم، گو ای بیشای   از   5تی    3 

 ی ااف( از  5نااین کختیااا آن از ناا  کجااکا شااونی   ی اای   یرااین شاایک  تعاایا ن  حاایا    بخ  وشیمهااف بیشاای   ن ی اای 

 ی ی    م یما   اف کوباوع اصایک ت قراث حاوگ آنرای باو ه    م مناوان  هاو  نیاشاتف بیشانی   با  اسای  حا  ه ال  ای 

 ک تا گ  نی 

 ی اف  25۰ فیمساک   حایا     مبی ای مناوان   هورایه باف زباین انگیرساک بای ن این سای تیم هورایه  صفحه آخر  م

ن چناارن  ی اای   اما ااف گاا     باا  من اسااا هوراایه انگیرسااک توساا  فاا  ن کساای  بااف زبااین انگیرسااک نگیشااتف شااو  

  ی ف( ذ   شو   5تی  3صوم  انگیرسک  یرین بی ی بف

 بف بعی کتن کقیلف په ن ک اصر  کطیبث بی سی تیم ز    وانی بو : صفحه دوم

 نای    لرا  کنطقاک انجای  پاه ن    نگایمش کقیلاف ما ت ا    ن او ه، کقیلاف ما براین کک  ا ن  سا ا نایه مقدمه:

ن  ایم   کاوام  ن ی ای  ن چنارن  م ا ان  سا ا بی ای باف سایبقف   ای ف بارف ما باف ت اار  توصارا کک سواگ کط ش شیه

 انجی  شیه    ستی م نین  نونک اشیمه شو  

نی بااف  ونااف، تعاایا  ن ونااف، م ش ا ااذ ن ونااف   م ش انتقاایگ ن ونااف م ا اان  ساا ا م ش انتخاای  ن هووا:مووواد و روش

شااو    م نین افاا ا   اای حرواناای  شاا ش  ا ه ککبنااینشااو   ن چناارن ط احااک، کطیلعااف   ن ااوه گ  هآزکی  ااگیه آ م ه کک

 ا اان  ساا ا بی اای آزکی  اای  بااف طااوم   رااث شاا ش  ا ه شااونی  اگاا  از  سااتگیه  اای  رااا  یصااک باا ان انجاای  آزکی  اای 

ان اساات ی ه شاایه، بی اای ناای  تولری نناایه  م  ا اا  پ انتااک  م هیااون ناای   سااتگیه  راای شااو   اگاا  از م ش شاانی تف شاایه

باا ان انجاای  آزکی  اای  اساات ی ه شاایه اسااا، بی اای باا ان آن م ش مفاا ن  نوشااتف شااو   اگاا  از م ش هی ااین اساات ی ه 

با  اسای  ا ان توبار ی  بتوانای آن آزکای   ما شیه اسا، بی ی آزکی  ی  باف ن اون شا ش  ا ه شاو   اف ک قاث   گا ن 

کجی ا  تو ام ن ی ای  اگا  از  ام  اک اسات ی ه شایه بی ای نای  م اوکک  ان  او(  ام ،  ز کاا فک   ماه تجاو ک آن ذ ا  شاو   

افاکام  یصاک با ان نای اسات ی ه شایه اساا  اگا  از ن  بی ی ذ   شاو   اف از هاف م ش آکایمن با ان تجک اف   ت یرا   ا ه

نسااخف  SPSS افااکامافااکام   شاا یمه آن ذ اا  شااو   کاا لا  ن    ت یراا  اطلاماای  آکاایمن اساات ی ه شاایه بی اای ناای  ن   تجک ااف

23 ) 



ناای   تااوان از هاایا گ، اشااویگ، ن و امنااین آکاایمن، گ اهکااتن  ساا ا نتاای   بی اای کختااا     اباا  بیشاای کک نتووای :

ناین آنرای  م کاتن کقیلاف باف ن و امنای ک  اف اطلامای     ا هتای    ب ان ت رارن نتای   اسات ی ه  ا    از آ م ن هایا گ    

اساا، اهتنای  گا      م هایا گ   ن و امنای ن ی ای اطلامای   وساینک اما اف شاو   اگا  تعایا    اک طوم  یک  آ م ه شیه  

  یفتف    ی  و نترجف سی ه  هو   ام ، برت  اسا بف هین هی گ   ن و ام، ا ن  یفتف  م کتن آ م ه شو  

نی برتااا  اساااا بااای اسااات ی ه از ا  هااایا گ   ن و امنااای بی ااای کتنیساااا بااای حجااا  کقیلاااف بیشااای  هااای گتعااای

گذامن کتااوالک ط احااک شااونی  هاایا گ بااف صااوم  مواا  اما ااف نگ  ناای   شاا یمه   Microsoft Word  م Table اکوااین

ن و   هاایا گ، ن اافن هاایا گ بااف صااوم  کتااوالک اشاایمه گاا      م ز  ناا اشااتف بیشاانی    م کااتن کقیلااف بااف شاا یمه

شااایه، توبااار   ا ه شاااونی  کاااتن هااایا گ فیمساااک بیشااای  ن و امنااای  م نین غر اساااتینیام  است ی ها تاااایمن

 بی منی  ن ک خم   کجکا ط احک شونی   بف صوم  تاو    م  نگ     Microsoft-Excel افکامن  

ناای بی اای   رااث   کنیسااا آ م ه شااو   مو   باای  ر رااا  JPEG ناای ک از نااوعناای   تااای    بااف صااوم  فی  مو 

نای   تاای    نای بای  ر راا کطیاو   م کجیاف کقای م بیشای  مو م شن   بف ن ون تررف شاونی  اف از نظا  فناک های  آن

نای  م کاتن بیشای  اگا  موا  کنت ا  شایه اساا، نای با  اسای  امهایع باف آنگذامن کتوالک  اشتف   ت ترا آنبی ی ش یمه

 ن  ت ک آن اما ف گ        اهیزهکن ع ا لرف ذ   شو

 ساا آکایه از ت قراث، باف سای   ت قرقایتک  اف نتای    م ا ان  سا ا با ن ت یرا  نتای   بف گیری:بحث و نتیجه

 ننای اشایمه شاو    م کاوم  ت قرقایتک  اف نتای   آنرای بای نترجاف ت قراث ا را  ن خاوانک ت قرث ا ر  ما تأ ری    ای م  کک

تواناای نیشااک شاایه ین خوانک ب ااش شااو    برااین گاا     ااف ت اای   کااذ وم از  جاای ککناایام  بی اای  م کااوم  میااا ناا

گر ن تواا ام ن ااونی  پاایماگ اه م اایماتک  ااف  م کقیکااف  اای نتاای   آ م ه شاایه باای هک راای   م  ساا ا ب ااش   نترجااف بیشاای 

 شو  نین کر    هی ی کطیلعف تأ ری  گر ن اسا   م ا ن پیماگ اه م ن هن فپی ینک بف کنکلف نترجف

نااین کاایلک    اای تونروااک نی ک  ااف  م فاا ان   اا  ن تسااررلا ،   ون افاا ا   اای ساایزکیناز  یرااف سپاسووگزاری:

آ ای   نراک  م صاومتک  اف کقیلاف ب گ فتاف از انی   نی  آنرای هاکن نو سانیگین کقیلاف نرساا، ت او  باف م ا   ن ویمن ن و ه

 نیکف  ی ط ش په ن ک ن  ذ   شو  نیکف    ی ط ش په ن ک کاو  اسا، ش یمه ث ا پی ینپی ین

نوشاتف شاونی   م انتراین کنایبع فیمساک باف زباین  ن کنایبع حتاک کنایبع فیمساک باف انگیرساک ت ه اف     یراف منابع: 

گذامن   ط ااث اصااوگ کناایبع بااف ت ترااا اساات ی ه  م کااتن شاا یمه [ آ م ه شااو  In Persianاصاایک آن اشاایمه شااو     

(  11ان امهایع باف کقایلا  از امایا  م یباک  ا ا  پ انتاک اسات ی ه شاو  باف طاوم ک ایگ  ک تاا شاونی، با  " نوو م" کنیبع

شاو  بی ای بارن ا لارن   آ ا  ن شا یمه از  ا  فیصایف اسات ی ه  ا  ،  م غرا   مپاک اشایمه کک م صومتک  ف بف ک اهع پک

افاکام کای   ا کنایبع از ن   شاو  هراا نوشاتنتوصارف کک(  5، ۷  ای ۷-۹بی ای ساو  هساا  ک ایگ:   "،"صوم  از  یکای  ا ن

 است ی ه  نری    Reference Manager ی EndNote کنیبع از ه یف

 رفرنس نویسی: نحوه

اساات ی ه شااو (   "،"ناای   ااینوا گک   حاا  ه ا گ ناای  نو ساانیه  اای نو ساانیگین  باارن ناای  نو ساانیگین از  یکاای  مقالووه:

 ف تعاایا    مه شاا یمه کجیااف(: شاا یمه صاا  ی    م صااومتک ;انت اایممنااوان  یکاا  کقیلااف  ناای   وتاایه شاایه کجیااف  ساایگ 

 است ی ه شو   "et al, " ن   بر ت  بیشی پ  از نی  ن   ش   از م یم  ۶ نو سنیگین از



 1.Afkhamnia M, Nouri M, Karimi GH, Banani M, Ghadiri Abyaneh M. The report of 

cryptosporidiosis (cryptisporidium infection) in commercial chicken farms of Tabriz area. Vet Res 

Biolo Prod. 2010; 89(1): 2-4 [In Persian]. 

2. Usein CR, Damian M, Tatu‐Chitoiu D, Capusa C, Fagaras R, Tudorache D, et 
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 نین ز   بیشی:بی ی شیک  بخ   (CaseReportگزارش موردی )

 بو ن کوم  گکامشک بی ذ   آکیمنین گکامش شیه   یک  شیک  زکرنف   ان را    لر  نی م * مقدمه:
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 *بحث

 ناای اساا ام نین انسااینک  اایم کک م تررااف ا اان کقاایلا  بی اای توهااف  اشااا  ااف  م صااومتک  ااف ک قااث باا  م ن ن ونااف

 نیکف از بر یم تررف گ      ب ر ف کقیلف شو  ینی   ن چنرن  و ف   مبی ابر یم ک  کینف ب 

   (Reviewمقاله مروری )

 کقیلف ک  من بی ستک بف  وک از    شو  ز   تررف گ   :



تواننای باف صاوم  کتای آنایلرک، کتای سانتک  ای بای ن ت یرا  ( ککSystematic Review*کقیلا  ک  من سای تیم  یفتاف  

 بیشنی ا ن کقیلا   امان اهکان کقیلا  په ن ک اصر  ککآکیمن بیشنی   

*کقیلا  کا  من غرا  سای تیم  یفتاف فقا  از په ن اگ ان کجا     کسای  باف کوباوع کقیلاف،  اف  امان تألر ایتک  م 

گر ن   حاایا   شااو   اهااکان ا اان گونااف کقاایلا  شاایک  هوراایه، کقیکااف   ب ااش   نترجاافآن زکرناف نسااتنی، پذ  فتااف کک

  ی ف تررف شونی  5۰۰۰ کن ع بیشنی   حیا     م 5۰  امان

 (ShortCommunicationمقاله کوتاه )

 اااو کقیلاااف ت قرقااایتک  وتااایه، از نظااا  سااای تیم کیننااای کقااایلا  په ن اااک اصااار  اساااا   بی ااای حااایا    

  ی ف بیشی  15۰ هی گ    و هوریه  وتیه تی شو   ی 2  ی ف، 15۰۰ شیک 

  (Letter to Editorنامه به سردبیر )

نیکف بف س  بر   امان کوبومیتک کیننی نقاین با  کقایلا    یاک، نقای  ای کا  م  تیبرای، ت یرا   او کوباوع کا ت   بای 

شنیسااک  اکشکشااوک، شاا ش   نااین آکااوزش کرو   شنیسااک  اکشکشااوک، گااکامش   نقاای گ  ن ی کآکااوزش کرو   

 ی ااف بیشاای  ا اان کقاایلا  نراایز بااف  1۰۰۰ بساا   ااو ا اایه    اای باایز ن ااو ن  ااو کوبااوع پرچراایه اسااا   حاایا    بی اای

 سی تیم نیامنی اکی  اشتن  لاصف انگیرسک ب  من اسا 

نو سانیگین بی ساتک ن گوناف   او  فوورم تعهدنامووه: فایل هووای فوورم تعووارع منووافعن اسووامی نویسووندگان و

و ، اکای گاکامش شاکیلک  م یفتک   تعایم  کنایفع احت ایلک ما گاکامش  ننای  گاکامش تعایم  کنایفع کوهاا م  کقیلاف ن ک

اساایکک  آن الکاکااک اسااا  فاا   تعاایم  کناایفع کااک بی سااا تو راا  شااو    بااف ن اا اه فی اا  نااین کقیلااف باایمگکامن گاا    

 انیااو  شاایه، منااوان کقیلااف، ناای    ناای   نااین ک بوطااف بی ااینو ساانیگین ن ی اای  م فی اا  اصاایک کقیلااف ذ اا  شااو ، فی اا  

 ااینوا گک، ساا ا نگیمناایه گین(   ک ت ااف می ااک، ا  راا ، ناای   ان ااگیه  اای کرسسااف په ن ااک  ااف نو ساانیگین  م آن بااف 

په ن  اشتغیگ  امنای باف ن ا اه آ م  نو سانیه کسانوگ  ن اینک پساتک، ا  را    تی ان(، م ن  او صا  ف هیاگیناف باف 

شایه   تااو   فا   تعایم  کنایفع بایمگکامن   یه   باف ن ا اه تااو   ب گاف تعرینیکاف اک اینفیمسک   انگیرساک ذ ا  گ   ا

 گ    
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 چکیده

سوپر . دارند نقش میزبان در بیماری ایجاد در که کند می تولید را هایی اگزوتوکسین از وسیعی طیف اورئوس استافیلوکوک

 شامل گروه این. شوند می تولید اورئوس استافیلوکوکوس توسط که هستند ها اگزوتوکسین از گروهی پیروژنیک های ژن آنتی

 روند شناخت در عوامل این شناسایی. باشد می باکتری این های انتروتوکسین همه و اکسفولیاتیو سمی، شوک سندروم سم

 اکسفولیاتیو ( ،TSST-1سمی ) شوک سندروم های ژن حضور بررسی پژوهش از این هدف. است ضروری باکتری زایی بیماری

A/B  های  انتروتوکسین و A، B، C، D، E لارو از جداشده سیلین متی به حساس و مقاوم های اورئوس استافیلوکوکوس در 

 های جدایه. گرفت انجام استافیلوکوکوس باکتری جدایه 75 روی بر تحقیق این. بود PCR روش به سیستان منطقه در ها پشه

 به ها باکتری . DNA شد مشخص اگزاسیلین حاوی های پلیت و دیفیوژن آگار روش از استفاده با سیلین متی به حساس و مقاوم

ی سم شوک سندروم کدکننده های ژن اختصاصی، پرایمرهای و PCR روش از استفاده با. گردید استخراج جوشاندن روش

(TSST،) ( اکسفولیاتیوETA, ETB) و ( انتروتوکسینSEA, SEB, SEC, SED, SEE) گرفت قرار بررسی مورد باکتری این در .

. شدند شناسایی سیلین متی به حساس جدایه 27 و مقاوم جدایه 12 تعداد ،اورئوس استافیلوکوکوس جدایه 75 مجموع از

 12/1 و 75/21 درصد، 74 ترتیب به مقاوم های جدایه در سمی شوک سندروم و اکسفولیاتیو انتروتوکسین، های ژن فراوانی

 به مقاوم های جدایه شیوع داد نشان نتایج. شد مشاهده درصد 4و  27، 04/01ترتیب  به حساس های جدایه در و درصد

 .است بوده بالا سیستان منطقه در دارند را اکسفولیاتیو و انتروتوکسین های ژن حمل توانایی که هایی جدایه و سیلین متی

 سیلین، انتروتوکسین ، متیبیوتیکی، استافیلوکوکوس اورئوس، لارو پشه نتیآمقاومت  :کلیدیواژگان 
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 مقدمه

 عوامل ترین مهم از یکی اورئوس استافیلوکوکوس

 از ها، بیماری از وسیعی طیف که است انسان در زا بیماری

 مانند تر جدی های عفونت تا نرم بافت و پوستی های عفونت

 (. این1کند ) می ایجاد را سپسیس و اندوکاردیت پنومونی،

 جمله از مختلف، های اگزوتوکسین تولید دلیل به باکتری

. دارد ها بیماری ایجاد در مهمی نقش ها، ژن سوپرآنتی

غیر  طور به ایمنی سیستم تحریک دلیل به ها ژن سوپرآنتی

 بالینی شرایط ایجاد به توانند می گسترده، و طبیعی

 (. در2شوند ) منجر سمی شوک سندروم مانند ای پیچیده

 این زایی بیماری های مکانیزم فهم و شناسایی نتیجه،

 آن از ناشی های عفونت از پیشگیری و کنترل برای باکتری

 از گروهی ها ژن سوپرآنتی .دارد بالایی اهمیت

 اورئوس استافیلوکوکوس توسط که هستند ها اگزوتوکسین

 با مستقیم طور به قادرند سموم این. شوند می تولید

 دهنده ارائه های سلول روی II کلاس MHC های مولکول

 T های سلول روی TCR های گیرنده و (APCs) ژن آنتی

 غیر طبیعی و گسترده سازی فعال موجب و شده باند

 ترشح به منجر سازی فعال (. این1شوند ) T های سلول

 و شدید ایمنی پاسخ ایجاد و ها سیتوکین از زیادی مقادیر

 مهم های ژن سوپرآنتی جمله از. شود می کنترل غیر قابل

 سم به توان می اورئوس استافیلوکوکوس توسط تولیدشده

، ETA) اکسفولیاتیو (،TSST-1سمی ) شوک سندروم

ETB) های ) انتروتوکسین وSEA، SEB، SEC، 

SED،SEE مختلف اثرات با ها توکسین این. کرد ( اشاره 

 شوند متنوعی بالینی شرایط بروز به منجر توانند می خود

بیندازند  خطر به را بیمار زندگی توانند می آنها از برخی که

 های عفونت کنترل در مهم های چالش از (. یکی0)

 های سویه گسترش و ظهور ،اورئوس استافیلوکوکوس

 دلیل به MRSA .است (MRSA) سیلین متی به مقاوم

 درمان رایج، های بیوتیک آنتی از بسیاری به مقاومت

 ها باکتری این. کند می دشوارتر را آن از ناشی های عفونت

 پروتئین یک کدکننده که mecA ژن طریق از معمولاً

 به را خود مقاومت است، (PBP2a) سیلین پنی بایندر

 به پروتئین این. دهند می نشان لاکتام-بتا های بیوتیک آنتی

 باکتری سلولی دیواره به که دهد نمی اجازه ها بیوتیک آنتی

 ادامه خود حیات به باکتری نتیجه، در و کنند حمله

 MRSA های سویه که اند داده نشان مطالعات. (7دهد ) می

 است ممکن ها، بیوتیک آنتی به مقاومت بر علاوه

 این که باشند داشته نیز بیشتری زایی بیماری های قابلیت

 و ها (. پشه1است ) تر دقیق بررسی نیازمند موضوع

 های میکروارگانیسم ناقلین عنوان به توانند می آنها لاروهای

. کنند عمل اورئوس استافیلوکوکوس جمله از مختلف

 مناسبی محیط آنها لاروهای و ها پشه ویژه زیستی شرایط

 های پژوهش. کند می فراهم ها باکتری تکثیر و رشد برای

 عنوان به توانند می ها پشه لارو که اند داده نشان اخیر

 و کنند عمل اورئوس استافیلوکوکوس برای طبیعی مخازن

 در (.5کنند ) کمک مختلف های محیط در آن انتقال به

 خاص، زیستی و اقلیمی شرایط دلیل به سیستان، منطقه

 های باکتری اپیدمیولوژی در مهمی نقش ها پشه لارو

 این هدف .دارند اورئوس استافیلوکوکوس جمله از مختلف

 سمی  شوک سندروم های ژن حضور بررسی پژوهش

(TSST-1)، اکسفولیاتیو A/B های  انتروتوکسین و A، B، 

C، D وE  و مقاوم های اورئوس استافیلوکوکوس در 

 منطقه در ها پشه لارو از جداشده سیلین متی به حساس

 اهمیت به توجه با. بود PCR روش به سیستان

 به مقاومت تأثیر و زایی بیماری در ها اگزوتوکسین

 فراوانی مقایسه و شناسایی ها، عفونت شدت بر سیلین متی

 درک به تواند می حساس و مقاوم های سویه در ها ژن این

 استافیلوکوکوس زایی بیماری روند و اپیدمیولوژی از بهتر

 .کند کمک منطقه این در اورئوس

 ها مواد و روش

 استافیلوکوکوس باکتری جدایه 75 روی بر مطالعه این

در  سیستان منطقه در ها پشه لارو از جداشده اورئوس

 به حساس و مقاوم های جدایه. مطالعه قبلی انجام شد

 های پلیت و دیفیوژن آگار روش از استفاده با سیلین متی

 به ها باکتری DNAو  (7شده ) شناسایی اگزاسیلین حاوی

 از استفاده با (. سپس1گردید ) استخراج جوشاندن روش
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 کدکننده های ژن اختصاصی، پرایمرهای و PCR روش

(، ETA, ETBاکسفولیاتیو ) (،TSSTسمی ) شوک سندروم

جدول ) (، SEA، SEB، SEC، SED،SEEانتروتوکسین ) و

 .گرفت قرار بررسی مورد باکتری این ( در1

 های ژن برای PCR واکنش انجام برای:  PCRواکنش 

 2 افزودن با میکرولیتر 24 کل حجم مطالعه، مورد

 2x (Amiqonمیکرولیتر ) DNA، 14الگوی میکرولیتر

Redmaster( میکرومولار 14) آغازگر هر از میکرولیتر 1 و

یک  شامل  PCR شرایط. مخلوط شدنوکلئاز  بدون آب و

 مدت گراد به درجه سانتی 17 اولیه در دناتوراسیون مرحله

 17 در شدن شامل دناتوره  چرخه 14 سپس و دقیقه 7

 به درجه 71 در اتصال پرایمرها ثانیه، 14 مدت درجه به

و  دقیقه 1 مدت درجه به 52 در گسترش ثانیه، 14 مدت

. دقیقه انجام شد 7 مدت درجه به 52 در گسترش نهایی

 الکتروفورز ژل توسط PCR محصولات از تحلیل و تجزیه

 اتیدیوم آمیزی رنگ درصد، 7/1 آگارز ژل شد. در انجام

 Gel Doc از استفاده با تصویر تحلیل و و تجزیه بروماید،

(Vilber Lourmat)  باندهای وجود تعیین برای فرانسه 

در این . مورد مطالعه است های ژن دهنده نشان خاص

و حداکثر  144 مولکولی حداقل وزن نشانگر مطالعه از

 .شد باز شرکت فرمنتاز استفاده جفت 1444

 

 شده طراحی پرایمرهای توالی -1جدول 

 

 نتایج
 اورئوس استافیلوکوکوس جدایه 75از  پژوهش این در

 جدایه 12 مولرهینتون آگار، محیط در شده داده کشت

 طبق که. بودند جدایه حساس 27 و سیلین متی به مقاوم

 جدایه 2 بررسی، مورد MRSA جدایه 12 در ،PCR نتایج

( درصد 74) جدایه tsst-1، 11 ژن دارای( درصد 27/1)

Length(bp) Sequence(5ˊ                  3ˊ)    Primer 

name 

180 TTCACTATTTGTAAAAGTGTCAGACCCACT Tsst-1-F 

TACTAATGAATTTTTTTATCGTAAGCCCTT Tsst-1-R 

560 

 

GAAAAAAGTCTGAATTGCAGGGAACA SEA-F 

CAAATAAATCGTAATTAACCGAAGGTTC SEA-R 

404 

 

ATTCTATTAAGGACACTAAGTTAGGGA SEB-F 

ATCCCGTTTCATAAGGCGAGT SEB-R 

297 

 

GTAAAGTTACAGGTGGCAAAACTTG SEC-F 

CATATCATACCAAAAAGTATTGCCGT SEC-R 

492 

 

GAATTAAGTAGTACCGCGCTAAATAATATG SED-F 

GCTGTATTTTTCCTCCGAGAGT SED-R 

482 

 

CAAAGAAATGCTTTAAGCAATCTTAGGC SEE-F 

CACCTTACCGCCAAAGCTG SEE-R 

190 

 

ACTGTAGGAGCTAGTGCATTTGT ETA-F 

TGGATACTTTTGTCTATCTTTTTCATCAAC ETA-R 

612 

 

CAGATAAAGAGCTTTATACACACATTAC ETB-F 

AGTGAACTTATCTTTCTATTGAAAAACACT

C 
ETB-R 

533 

 

AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC Mec-F 

AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC Mec-R 
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جدایه  5 میان این از که انتروتوکسین های ژن دارای

 ، sebدرصد( ژن 7/12جدایه ) sea  ،0ژن درصد( 75/21)

 درصد( 27/1جدایه ) 2 و sed ژن درصد( 27/1) جدایه 2

 ها جدایه از یک هیچ در sec ژن. شد گزارش see ژن

 نشد. مشاهده

 

 
 سیلین متی به مقاوم جدایه در سمی شوک سندروم و اکسفولیاتیو انتروتوکسین، های ژن فراوانی نتایج -1نمودار 

 

 های ژن دارای( درصد 75/21) جدایه 5 همچنین

 فراوانی ترتیب به که بودند Bو  Aاکسفولیاتیو  توکسین

 ETB 1 ژن فراوانی و درصد( 12/7جدایه ) ETA 0ژن

( MSSA) حساس جدایه در و. درصد( بود 1/15جدایه )

 سندروم و اکسفولیاتیو انتروتوکسین، های ژن فراوانی

 گزارش درصد 4و  57/21، 47/00ترتیب  به سمی شوک

 (.2شد )نمودار 

 

 
 سیلین متی به حساس های جدایه در سمی شوک سندروم و اکسفولیاتیو انتروتوکسین، های ژن فراوانی -2نمودار 

 

 های ژن فراوانی دهد که نشان می 1نمودار 

، 1، 11ترتیب  به see و sea، seb، sec، sed انتروتوکسین

 درصد بود. 12/1و  11/12، 1/5
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 سیلین متی به مقاوم و حساس جدایه دو در مطالعه مورد های ژن فراوانی -3نمودار 

 

 انتروتوکسین های ن ژ مجموع در حاضر مطالعه در

 را فراوانی کمترین سمی شوک سندروم و فراوانی بیشترین

 به مقاوم های جدایه شیوع که داد نشان نتایج این. داشت

 های ژن حمل توانایی که هایی جدایه و سیلین متی

 سیستان منطقه در دارند را اکسفولیاتیو و انتروتوکسین

 از پیشگیری و کنترل اهمیت بر ها یافته این. است بوده بالا

 منطقه این در سیلین متی به مقاوم های سویه گسترش

 کنند. می تأکید

 گیری و نتیجه بحث
 ترین مهم از یکی عنوان به اورئوس استافیلوکوکوس

 و دقیق های بررسی نیازمند انسان، در زا بیماری عوامل

 ارائه و زایی بیماری های مکانیزم بهتر فهم برای جامع

. است آن از ناشی های عفونت کنترل برای مؤثر راهکارهای

 در ها اگزوتوکسین کدکننده های ژن حضور بررسی

 لارو از جداشده سیلین متی به حساس و مقاوم های سویه

 و اپیدمیولوژی از بهتر درک به سیستان، منطقه در ها پشه

 این نتایج. کند می کمک باکتری این زایی بیماری روند

 سیلین متی به مقاوم های سویه شیوع که داد نشان پژوهش

 بوده بالا منطقه این در ها اگزوتوکسین کدکننده های ژن و

 مدیریتی اقدامات و ویژه توجه نیازمند امر این که است

 از ناشی های عفونت از پیشگیری و کنترل برای مناسب

 جهان سراسر در متعددی مطالعات .باشد می باکتری این

 ایجاد در اورئوس استافیلوکوکوس نقش بررسی به

 این. اند پرداخته ها بیوتیک آنتی به آن مقاومت و ها بیماری

 کدکننده های ژن اهمیت بر ویژه به مطالعات

 .اند داشته تمرکز سیلین متی به مقاومت و ها اگزوتوکسین

 زا بیماری عوامل ترین مهم از یکی اورئوس استافیلوکوکوس

 و ها اگزوتوکسین انواع تولید واسطه به که است انسان در

 حوزه در بسیاری های چالش ها، بیوتیک آنتی به مقاومت

 از تواند می باکتری این. است کرده ایجاد درمان و بهداشت

 و شود منتقل ها، پشه لارو جمله از مختلف، ناقلین طریق

 جغرافیایی مناطق در مختلف های عفونت شیوع به منجر

 های ژن حضور بررسی مطالعه این هدف. گردد متنوع

 های اورئوس استافیلوکوکوس در ها اگزوتوکسین کدکننده

 در ها پشه لارو از جداشده سیلین متی به حساس و مقاوم

 .است بوده سیستان منطقه

 استافیلوکوکوس توسط شده تولید های اگزوتوکسین

دارند  باکتری این زایی بیماری در کلیدی نقش اورئوس

غیر  تحریک با TSST-1 مانند ها ژن (. سوپر آنتی14)

 مقادیر ترشح به منجر ،Tهای  سلول گسترده و طبیعی

 بالینی شرایط به تواند می که شوند می ها سیتوکین زیاد

(. 11گردد ) منجر سمی شوک سندروم مانند ای پیچیده

 اثرات با نیز ها انتروتوکسین و ها توکسین اکسفولیاتیو

 وارد میزبان به شدیدی های آسیب توانند می خود مختلف

 های چالش از یکی (MRSA) سیلین متی به مقاومت .کنند

 استافیلوکوکوس از ناشی های عفونت درمان در اصلی
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 از بسیاری به مقاومت دلیل به .MRSA است اورئوس

 را آن از ناشی های عفونت درمان رایج، های بیوتیک آنتی

 کدکننده که mecA ژن. کند می تر پرهزینه و تر پیچیده

 به مقاومت عامل ترین اصلی است،  PBP2a پروتئین

 با پروتئین (. این12است ) باکتری این در سیلین متی

 تأثیر از باکتری، سلولی دیواره ساختار تغییر

 به باکتری نتیجه در کند، می جلوگیری ها بیوتیک آنتی

 توانند می آنها لاروهای و ها پشه. دهد می ادامه خود حیات

 جمله از مختلف های میکروارگانیسم ناقلین عنوان به

 ویژه زیستی شرایط. کنند عمل اورئوس استافیلوکوکوس

 تکثیر و رشد برای مناسبی محیط آنها لاروهای و ها پشه

 دلیل به سیستان، منطقه در. کند می فراهم ها باکتری

 در مهمی نقش ها پشه لارو خاص، زیستی و اقلیمی شرایط

 استافیلوکوکوس جمله از مختلف های باکتری اپیدمیولوژی

 (.11دارند ) اورئوس

 سندروم های ژن حضور بررسی هدف با پژوهش این

 و A/B اکسفولیاتیو ،(TSST-1) سمی شوک

 استافیلوکوکوس در A، B، C، D، E های انتروتوکسین

 از جداشده سیلین متی به حساس و مقاوم های اورئوس

. شد انجام PCR روش به سیستان منطقه در ها پشه لارو

 انتروتوکسین، های ژن فراوانی که داد نشان نتایج

 مقاوم های جدایه در سمی شوک سندروم و اکسفولیاتیو

 های جدایه در و درصد 12/1 ،75/21 ،74 ترتیب به

 .شد مشاهده درصد 4 و 10/5 ،51/14 ترتیب به حساس

 نقش ها ژن سوپر آنتی که اند داده نشان قبلی مطالعات

. دارند اورئوس استافیلوکوکوس زایی بیماری در مهمی

و همکاران  Gasemi توسط که ای مطالعه مثال، عنوان به

 از یکی ،TSST-1که  داد نشان شد، ( انجام2417)

 ،اورئوس استافیلوکوکوس های ژن سوپر آنتی ترین مهم

 با ها یافته این. شود سمی شوک سندروم به منجر تواند می

 TSST-1 ژن حضور دهنده نشان که حاضر پژوهش نتایج

 (،10بود ) سیلین متی به مقاوم های جدایه از درصد 1 در

 .دارد همخوانی

 MRSA های سویه که اند داده نشان متعددی مطالعات

 ها اگزوتوکسین تولید در بیشتری توانایی MSSA به نسبت

و Lina توسط  که ای مطالعه مثال، عنوان به. دارند

 های سویه که داد نشان شد، ( انجام2440همکاران )

MRSA و ها ژن سوپر آنتی تولید مستعد بیشتر 

 تأیید نیز حاضر پژوهش نتایج. هستند ها اگزوتوکسین

 با مقایسه در سیلین متی به مقاوم های جدایه که کند می

 از بیشتری فراوانی سیلین، متی به حساس های جدایه

 ای منطقه (. مطالعات17هستند ) دارا اگزوتوکسین های ژن

 های ژن نوع و شیوع در هایی تفاوت دهنده نشان نیز

 مثال، عنوان به. هستند مختلف مناطق در اگزوتوکسین

و Al-Talib توسط  خاور میانه منطقه در که ای مطالعه

 های ژن فراوانی که داد نشان شد، همکاران انجام

 اورئوس استافیلوکوکوس های سویه در انتروتوکسین

 های ژن فراوانی حاضر، پژوهش (. در11بالاست )

 درصد 74 سیلین متی به مقاوم های جدایه در انتروتوکسین

 نتایج با که شد گزارش 51/14 حساس های جدایه در و

 سایر در که مطالعاتیدارد.  همخوانی  Al-Talib مطالعه

 بالای شیوع دهنده نشان نیز اند شده انجام جهان نقاط

. هستند MRSA های سویه در اگزوتوکسین های ژن

 Chambers and توسط که ای مطالعه مثال، عنوان به

DeLeo (2441در ) که داد نشان شد، انجام متحده ایالات 

 های ژن حمل مستعد بیشتر MRSA های سویه

 اهمیت بر همچنین مطالعه این. هستند اگزوتوکسین

 تأکید  MRSAهای سویه گسترش از پیشگیری و کنترل

 (.15دارد ) همخوانی حاضر پژوهش نتایج با که دارد

 بر محیطی  زیست تأثیرات بررسی به که مطالعاتی

 نشان اند، پرداخته سیلین متی به مقاوم های سویه شیوع

 توانند می محیطی زیست  و اقلیمی شرایط که دهند می

. باشند داشته ها سویه این گسترش در مهمی نقش

 Frenchو  Otter توسط که ای مطالعه مثال، عنوان به

زیست  شرایط با مناطق که داد نشان شد، ( انجام2414)

 توانند می مرطوب، و گرم مناطق مانند خاص محیطی 

 افزایش را سیلین متی به مقاوم های سویه شیوع میزان

 منطقه در که حاضر پژوهش نتایج با ها یافته این. دهند
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دارد  همخوانی شد، انجام خاص اقلیمی شرایط با سیستان

 پیشین مطالعات از بسیاری با حاضر پژوهش (. نتایج17)

 به مقاومت و اگزوتوکسین های ژن شیوع زمینه در

 مربوط های یافته خاص، طور به. دارد همخوانی سیلین متی

 در اکسفولیاتیو و انتروتوکسین های ژن بالای فراوانی به

 در مشابه مطالعات نتایج با سیلین، متی به مقاوم های سویه

 یک دهنده نشان امر این. دارد تطابق جهان دیگر مناطق

 تولید توانایی و سیلین متی به مقاومت در جهانی الگوی

 اورئوس استافیلوکوکوس های سویه توسط ها اگزوتوکسین

 .است

 ترین مهم از یکی عنوان به اورئوس استافیلوکوکوس

 و دقیق های بررسی نیازمند انسان، در زا بیماری عوامل

 ارائه و زایی بیماری های مکانیزم بهتر فهم برای جامع

. است آن از ناشی های عفونت کنترل برای مؤثر راهکارهای

 به مقاوم های سویه شیوع که داد نشان پژوهش این

 منطقه در ها اگزوتوکسین کدکننده های ژن و سیلین متی

 و ویژه توجه نیازمند امر این که است بوده بالا سیستان

 از پیشگیری و کنترل برای مناسب مدیریتی اقدامات

 به توجه با. باشد می باکتری این از ناشی های عفونت

 این در تحقیقات ادامه پژوهش، این های یافته اهمیت

 تا است ضروری تر دقیق و تر گسترده های بررسی و زمینه

 های چالش با مقابله برای مؤثرتری راهکارهای به بتوان

 .یافت دست MRSA و اورئوس استافیلوکوکوس با مرتبط
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Summary 

 

Staphylococcus aureus produces a wide range of exotoxins that makes diseases in the host. Pyrogenic su-

perantigens are a group of exotoxins produced by Staphylococcus aureus. This group includes toxic shock syn-

drome toxin, exfoliative and all enterotoxins of this bacterium. Identifying these factors is essential in under-

standing the pathogenic process of bacteria. The aim of this study was to investigate the presence of toxic shock 

syndrome (TSST-1), exfoliative A/B and enterotoxins A, B, C, D, E genes in methicillin-resistant and sensitive 

Staphylococcus aureus isolated from mosquito larvae in Sistan region by PCR method. This research was con-

ducted on 57 isolates of Staphylococcus bacteria. Methicillin-resistant and sensitive isolates were identified us-

ing agar diffusion method and oxacillin-containing DNA plates. Bacteria were extracted by boiling method. 

Using PCR method and specific primers, genes encoding toxic shock syndrome (tst), exfoliative (eta, etb) and 

enterotoxin (sea, seb, sec, sed, see) were investigated in this bacterium. Out of a total of 57 Staphylococcus au-

reus isolates, 32 resistant isolates and 25 methicillin sensitive isolates were identified. The frequency of entero-

toxin, exfoliative and toxic shock syndrome genes in resistant isolates was 50%, 21.87%, 3.12% respectively 

and in sensitive isolates 44,08%, 23,75% and 0% respectively. The results showed that the prevalence of methi-

cillin-resistant isolates and isolates capable of carrying enterotoxin and exfoliative genes was high in Sistan re-

gion. 

 

Keywords: antibiotic resistance, Staphylococcus aureus, mosquito larvae, methicillin, entrotoxin 
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 خرداد 1041 21نهایی: ،  پذیرش 1041 خرداد 25،  بازنگری: 1041 فروردین 47دریافت مقاله: 

 

 

 چکیده

که از  طلب بسیار کشنده در انسان است عنوان یک باکتری گرم مثبت عامل ایجاد عفونت فرصت بهنز ژلیستریا مونوسیتو

پنیر چتد هر  .انتقال به انسان استهای لبنی، گوشتی و سبزیجات قابل  دهرطریق طیف وسیعی از مواد خوراکی از جمله فراو

های  بررسی جامعی در باره شیوع سروتیپاما تا کنون  ،گیرد صورت نمیمحلی در کشور ایران تحت شرایط خوب تولید سفید 

شهر، آمل، ارومیه،  شهرهای بابل، قائمبه این منظور انجام نشده است.  در کشور در این فراوردهنز ژلیستریا مونوسیتومختلف 

نمونه پنیر  101تعداد و در مجموع  ندعنوان شهرهایی با مصرف بالای پنیر سفید محلی انتخاب شد دان، تهران و گرمسار بههم

 جداسازی ود. گردیمواد غذایی منتقل  و به آزمایشگاه بهداشت و کنترل آوری روش این شهرها جمعمراکز ف محلی ایرانی از

های جداسازی  گونه، سازی اولیه و کشت در محیط انتخابی انجام شده به کمک غنی ها در نمونه نزژلیستریا مونوسیتو شناسایی

های  در نهایت شمارش نمونه. تعیین گردیدسروتیپ هر گونه  سپس و ندیید قرار گرفتأمورد تهای بیوشیمیایی  شده با روش

لیستریا نمونه تحت بررسی از نظر وجود  101مورد از  1ای انجام شد. در مجموع  لوله 7 بیشترین تعداد احتمالیمثبت با روش 

با توجه به احتمال بقای  مورد( جداسازی شد. 1مثبت تشخیص داده شد. بیشترین موارد آلودگی از شهر ارومیه )نز ژمونوسیتو

وه تولید، نگهداری و عرضه این فراورده باید افزایش رسد نظارت بر نح وری پنیر سفید محلی، به نظر میآدر طی فر باکتریاین 

 کنند. هایی انجام شود که تحت نظر نهادهای قانونی فعالیت می یابد و تا حد امکان تولید این محصول در کارگاه

 سروتیپنز، بیشترین تعداد احتمالی، ژ، لیستریا مونوسیتوایرانی پنیر سفید محلی :کلیدیواژگان 
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 مقدمه

در  ،از جمله پنیر سفید محلیسنتی فرآوری لبنیات 

و  کننده ر ایران از نظر بهبود رژیم غذایی مصرفکشو

افراد  ها اهمیت زیادی دارد.نمعیشت تولیدکنندگان آ

و  خاص سنتی به دلیل طعم لبنی برای محصولات زیادی

-1) قائل هستند بیشتری ارزش ای مفیدشان تغذیهخواص 

توسط  گانکنند مصرفاز  نظرسنجی، طوری که هب. (1

( در کنیا و اتیوپی نشان داد که 2447) و همکاران استال

تری  کیفیت میکروبی ضعیفهر چند محصولات سنتی 

شوند،  ترجیح داده می ای کارخانهدارند اما بر محصولات 

را ترجیح آنها ترتیب طعم و قیمت  کنندگان به زیرا مصرف

 .(0) دهند می

ای گرم  عنوان یک باکتری میله به نزژمونوسیتولیستریا 

عامل ایجاد عفونت  ، متحرک، بدون اسپور ومثبت

کشنده در انسان است که از طریق و حتی طلب  فرصت

های لبنی،  دهرواطیف وسیعی از مواد خوراکی از جمله فر

گوشتی و سبزیجات قابل انتقال به انسان است. لیستریوز 

شود، عموماً یک  ایجاد می مونوسیتوژنزلیستریا که توسط 

است.  خیم برای افراد دارای سیستم ایمنی بیماری خوش

درصد افراد بدون بروز علایم بالینی این  14الی  2بین 

باکتری را در روده کوچک خود داشته و حامل این 

لیستریا  وجود با اینشوند.  میکروارگانیسم محسوب می

، از جمله نوزادان، افراد مسن و تواند برای برخی از افراد می

بیماران نقص ایمنی، و همچنین افرادی که از دیابت یا 

(. 1، 7برند مضر باشد ) های کبدی و کلیوی رنج می بیماری

درصد موارد  14تا  24مرگ مرتبط با لیستریوز در حدود 

علایم  (.5دهد ) پذیر رخ می های آسیب برای بیماران گروه

اسهال، تهوع، تب و تشنج است که لیستریوز شامل بروز 

شود.  سمی و مننژیت می تهاجمی منجر به سپتی فرمدر

تواند منجر به بروز سقط و  های باردار می همچنین در خانم

 2241، 2417در سال . (7، 1، 7) تولد نوزاد مرده شود

 منتج بهکه  گزارش گردیدمورد لیستریوز در اتحادیه اروپا 

 .(7نفر شد. ) 254مرگ 

میزان که  شده است  در چندین مطالعه نشان داده

ت لبنی به کنترل آلودگی در محصولا  پاتوژنهای  باکتری

محمد و در طی مراحل تولید و عرضه بستگی دارد. 

میکروبیولوژیکی پنیر سفید  های ویژگی( 2417همکاران )

در پنیر تولید  را بررسی کردند و نشان دادند که سودانی

فته بهبود یا آنکیفیت میکروبی ، شده به روش مدرن

های  . پنیر سفید محلی کشور سودان که در کارخانهاست

پنیرهایی  ازتر  شود برای مصرف ایمن لبنی تولید می

برای بهبود و  شوند طور سنتی تولید می که بهباشد می

. (1) بیشتری دارند اعمال اقدامات اصلاحینیاز به کیفیت 

لبنیات ( 2411یک و همکاران )پاستوبنیکا کو مطالعهدر 

آلودگی باکتریایی و  مقایسه با لبنیات تجاریدر سنتی 

انتقال دستی  که علت آن را ،ندنشان دادرا قارچی بالاتری 

 در مقایسه با روش تجاری سنتی روش درشیر خام 

طور خلاصه، اگرچه محتوای میکروبی  به. (14) دانستند

و سنتی ممکن است در طول فرآوری  صنعتیمحصولات 

استفاده از  ،بهداشتی های غیر انجام رویه اماکنترل شود، 

بندی نامناسب،  ، بستهغیر بهداشتی ظروف شیر خام آلوده،

وری آعدم نگهداری مناسب محصول و در مجموع فر

ممکن است آنها شرایط خوب تولید،  محصول بدون رعایت

یرپاستوریزه  اغلب از شیر غپنیرهای محلی . را ناامن کند

های  این وجود میکرواورگانیسمشود، بنابر تهیه می

زا در شیر مورد استفاده برای تولید پنیر از اهمیت  بیماری

 .(1، 5، 1، 2خاصی برخوردار است )

احتمال  نزژلیستریا مونوسیتوخاص باکتری  های ویژگی

ویژه  های لبنی به شیوع این میکروارگانیسم را در فراورده

پنیر سفید بیشتر کرده است. جنس لیستریا توانایی تحمل 

درجه  07الی  -1/4شرایط محیطی مختلف از جمله دمای 

درصد را دارد  14و نمک  7/1الی  7/0 بین pHسلسیوس، 

میکروارگانیسم در لیتر  141تواند با تعداد بیش از  و می

بقای خود را در حین پاستوریزاسیون ناقص حفظ نماید 

ترین شیوع لیستریوز توسط پنیر مکزیکی  بزرگ .(11-11)

توسط مصرف پنیر سنتی مکزیکی رخ داده  1177در سال 

نفر جان خود را از دست دادند  107است که در پی آن 

(10.) 
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( نشان دادند که پراکندگی 2417عبیدات و همکاران )

در مناطق  نزژلیستریا مونوسیتوهای مختلف  سروتیپ

ت ممختلف جغرافیایی با یکدیگر متفاوت است و مقاو

آن   بیوتیکی این میکروارگانیسم با نوع سروتیپ آنتی

ای در  مطالعات پراکنده . هر چند(17) همبستگی دارد

های  و فراورده ایران در مورد میزان شیوع لیستریا در شیر

اما تا کنون بررسی جامعی درباره  آن انجام شده است،

در این  نزژلیستریا مونوسیتوهای مختلف  شیوع سروتیپ

 انجام نشده است. در شهرهای مختلف کشور فراورده

های پنیر محلی  این باکتری از نمونه که با توجه به این

های جداسازی شده  و سروتیپ استقابل جداسازی 

با هم متفاوت توانند  میدر نقاط مختلف باکتری فوق 

هدف از انجام مطالعه حاضر بررسی کمی لذا  ،دنباش

های پنیر محلی نقاط مختلف ایران از نظر آلودگی به  نمونه

 .است نزژلیستریا مونوسیتو

 ها مواد و روش
شهر، آمل، ارومیه،  شهرهای بابل، قائم برداری: نمونه

عنوان شهرهایی با مصرف بالای  همدان، تهران و گرمسار به

الی  1044های  طی سال پنیر سفید محلی انتخاب شده و

نمونه، در  74و  14، 14، 14، 71، 14، 14ترتیب  به 1042

نمونه پنیر محلی ایرانی از مراکز  101مجموع تعداد 

هر یک به  ها نمونه های لبنی خریداری شد. فروش فراورده

آوری و  در ظروف استریل جمع گرم، 174الی  144مقدار 

به آزمایشگاه بهداشت و ساعت  7الی  2و طی در کنار یخ 

 دانشگاه تهران کنترل مواد غذایی دانشکده دامپزشکی

 .منتقل شد

جداسازی و  نز:ژلیستریا مونوسیتو شناسایی

کشور صلاحی به روش ا نزژلیستریا مونوسیتوشناسایی 

برای دستورالعمل سازمان غذا و داروی ایالات کانادا 

به کمک قاشقک استریل میزان  (.11گرفت )انجام متحده 

لیتر  میلی 227گرم از هر نمونه برداشته شده و در  27

 Listeria Enrichmentکننده لیستریا ) محیط کشت غنی

Broth گرم بر لیتر  15//7( )مرک/ آلمان( حاوی

گرم بر لیتر  47/4تیوسیانات پتاسیم )مرک/ آلمان( و 

اسید نالیدیکسیک )سیگما/ ایالات متحده( منتقل شد. 

 های محیط کشتدقیقه،  17±1پس از همزدن به مدت 

 27±1ساعت در دمای  07الی  00کننده به مدت  غنی

های مذکور  حیطدرجه سلسیوس نگهداری شد. سپس از م

 کشتمحیط پلیت  رویلیتر برداشته و  میلی 1/4میزان 

( PALCAM Listeria Selective Agar) پالکامانتخابی 

گرم بر لیتر اسید  47/4محتوی )مرک/ آلمان( 

 20صورت خطی کشت داده شد و به مدت  بهنالیدیکسیک 

رجه سلسیوس قرار د 17±1ساعت در دمای  07الی 

عنوان  هاله مشکی به اخاکستری بهای  گرفت. کلنی

در  نزژلیستریا مونوسیتوهای مشکوک به  میکروارگانیسم

 نظر گرفته شد.

 های جداسازی شده: انیسمگیید میکروارأت

های جداسازی شده طی مرحله قبل در  میکروارگانیسم

( Brain Heart Infusion agarپلیت برین هارت اینفیوژن )

کشت داده شد و به مدت صورت خطی  )مرک/ آلمان( به

 گراد سانتیدرجه  17±1ساعت در دمای  20الی  17

 های جداسازی شده میکروارگانیسمبرای نگهداری شد. 

نمایی  با بزرگ (Wet Mount) های لام مرطوب آزمون

 گرم  صورت میکروسکوپ فاز کنتراست، رنگ برابر به 1444

(Gram Staining) درجه  17و  27، تحرک در دمای

وس، کاتالاز، همولیز و تخمیر قندهای رامنوز، زایلوز سلسی

های دارای حرکت  میکروارگانیسمو مانیتول انجام شد. 

چرخشی در لام مرطوب، با مورفولوژی کوکوباسیل گرم 

و  27میزی گرم، دارای تحرک در دو دمای آ مثبت در رنگ

، کاتالاز و همولیز مثبت و دارای گراد سانتیدرجه  17

عنوان  میر قندهای رامنوز، زایلوز و مانیتول بهتوانایی تخ

 شناسایی شدند. لیستریا مونوسیتوژنز

نز ژلیستریا مونوسیتوهای  باکتری سروتایپینگ:

سرم اختصاصی )دیفکو/ ایالات  جداسازی شده با آنتی

متحده( تیمار شد و با توجه به واکنش مشاهده شده، 

 .(15) سروتیپ هر میکروارگانیسم شناسایی شد

های پنیر که  نمونه نز:ژشمارش لیستریا مونوسیتو

مثبت تشخیص داده  لیستریا مونوسیتوژنزاز نظر حضور 
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شده بودند جهت شمارش به روش بیشترین تعداد 

انتخاب  MPNیا  (Most Probable Numberاحتمالی )

، 1/4های  رقتهای مذکور  از نمونهشدند. به این منظور 

در محیط کشت  لوله 7، از هر رقت 441/4و  41/4

 00ها به مدت  تهیه شد. محیط کشت کننده لیستریا غنی

درجه سلسیوس نگهداری  27±1ساعت در دمای  07الی 

لیتر برداشته شد و در  میلی 1/4شدند. سپس از هر لوله 

محیط کشت اختصاصی لیستریا پالکام آگار کشت داده 

مثبت های  ها تعداد لوله پلیتشد. به کمک بررسی رشد در 

مشخص شده و با توجه به مقادیر ارائه شده در جدول 

MPN های  در نمونه لیستریا مونوسیتوژنز، تعداد باکتری

 .گزارش شد MPN/gمثبت بر حسب 

افزار  برای انجام محاسبات آماری نرم تحلیل آماری:

SPSS Statistics  تحت سیستم عامل ویندوز  ،25نسخه

از  نتایج به دست آمدهمورد استفاده قرار گرفت. مقایسه 

شمارش میکروبی بین شهرهای مختلف و همچنین بین 

طرفه  واریانس یک به کمک آزمونهای مختلف  سروتیپ

و آزمون تعقیبی دان با  (والیس -کروسکال) پارامتری غیر

نمودار مربوطه به کمک  انجام شد. 47/4حد احتمال 

 ترسیم شد. Microsoft Office Excel 2017افزار  نرم

 نتایج
نمونه پنیر سفید محلی مورد بررسی  101از مجموع 

 نزژلیستریا مونوسیتودارای باکتری درصد(  1/2)نمونه  1

لیستریا  های دارای تشخیص داده شد. تعداد نمونه

نشان داده  1به تفکیک شهرها در نمودار  نزژمونوسیتو

 شده است.

 

 
 همطالعبه تفکیک شهرهای مورد نز ژلیستریا مونوسیتوهای پنیر سفید محلی دارای باکتری  فراوانی نمونه -1نمودار 

 

 1بیشترین موارد آلودگی مربوط به شهر ارومیه )

درصد موارد مثبت( و پس از آن شهر همدان  1/11مورد/ 

  درصد موارد مثبت( بود. 2/22مورد/  2)

به  1/2aبیشترین سروتیپ شناسایی شده سروتیپ 

درصد از موارد مثبت( و پس از آن  0/00مورد ) 0تعداد 

درصد از موارد  2/22مورد ) 1به تعداد  4bسروتیپ 

های شناسایی شده و  جزئیات سروتیپمثبت( بود. 

 1های مربوطه در جدول  شمارش تعداد باکتری در نمونه

مورد جداسازی  2ست که در لازم به ذکر ا ذکر شده است.

های  شهر میکروارگانیسم شده از شهرهای آمل و قائم

های تجاری ضدلیستریا  یک از سرم  جداسازی شده با هیچ

 یپ ناشناس باقی ماند.واکنش نداده و به صورت سروت
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 لیستریا مونوسیتوژنزهای پنیر سفید محلی آلوده به  های مربوطه در نمونه و شناسایی سروتیپ لیستریا مونوسیتوژنزشمارش تعداد باکتری  -1جدول 

 برداری شهر نمونه ردیف
سروتیپ 

 باکتریشناسایی شده

شمارش تعداد باکتری 

 (MPN/g) در نمونه لیستریامونوسیتوجنز

4b 7/1 قائم شهر 1  

 11 - آمل 2

 4b 77 ارومیه 1

 4b 10 ارومیه 0

1/2a 7/1 ارومیه 7  

 1/2a 17 همدان 1

1/2a 7/1 همدان 5  

 1/2a 11 تهران 7

 2 - گرمسار 1

 

در نز ژلیستریا مونوسیتوهای  میانگین تعداد باکتری

با توجه به بود.  MPN/g 02/12±51/21های مثبت  نمونه

لیستریا نتایج تحلیل آماری تعداد شمارش باکتری 

طور  های مثبت، در شهر ارومیه به در نمونه مونوسیتوژنز

شهر، آمل و گرمسار بود  معناداری بیشتر از شهرهای قائم

(47/4>p .) ارتباط معناداری بین میزان آلودگی میکروبی

 (.p>47/4های جداسازی شده مشاهده نشد ) و سروتیپ

 گیری و نتیجه بحث

عنوان یک بیماری غذازاد نادر، هر ساله  لیستریوز به

کند. اما  درصد افراد جهان را درگیر می 1/1 الی 0/1 بین

میزان بالای سقط جنین و همچنین مرگ و میر ناشی از 

این عفونت در افراد در معرض خطر، انتقال این بیماری را 

عنوان یک نگرانی قابل  از طریق اغذیه آماده مصرف به

توجه برای سلامت عمومی تبدیل کرده است. به همین 

ها و نهادهای  های ابتدایی قرن حاضر سازمان سال دلیل در

قانونگذار از جمله سازمان جهانی کشاورزی و غذا، سازمان 

بهداشت جهانی، سازمان غذا و داروی ایالات متحده و 

ها و استانداردهای  کمیته تدوین راهنمای کدکس در بیانیه

جداگانه خطر انتقال این میکروارگانیسم را ارزیابی کرده و 

 -17اند ) اهکارهایی را برای جلوگیری از آن ارائه نمودهر

24.) 

ترین  طبق اظهار سازمان بهداشت جهانی یکی از مهم

پنیرهای نرم نز ژلیستریا مونوسیتومواد غذایی در شیوع 

هستند که برخی از پنیرهای سفید محلی ایران نیز از این 

که آیند. مطالعات متعدد نشان داده است  شمار می نوع به

زا در طی تولید این  های بیماری بسیاری از میکروارگانیسم

قادر  نزژلیستریا مونوسیتوروند و حتی  فراورده از بین نمی

در مراحلی از فراوری پنیر، تکثیر یافته و خطر ابتلا  ستا

طبق ( 2412) لانگر و همکاران .(11) را افزایش دهد

های  طی سالها  مرکز کنترل و پیشگیری بیماریات گزارش

در نقاط ها  عنوان کردند که در این سال 2441الی  1111

مورد شیوع بیماری غذازاد از  25مختلف جهان بالغ بر 

. همچنین (21) طریق مصرف پنیر سنتی روی داده است

( 2411طبق گزارش سازمان غذا و داروی ایالات متحده )

م نرم و سخت تهیه شده از شیر خا پنیر نیمه 1141از بین 

از سطح اروپا و ایالات  2411الی  2410های  که بین سال

درصد(  12/4مورد ) 14برداری شده بودند،  متحده نمونه

 (.22) بودند نزژلیستریا مونوسیتوآلوده به 

در مطالعات پیشین وجود این میکروارگانیسم در 

های پنیر سفید محلی کشور ایران مورد بررسی قرار  نمونه

های  ( بین سال2417و همکاران )گرفته است. بهادر 

آوری شده  های لبنی و گوشتی جمع نمونه 2411و  2414

از شهر تهران را به روش جداسازی در محیط انتخابی و 

 7یید ژنوتیپی مورد بررسی قرار دادند که در این بین أت

درصد( مثبت تشخیص داده  10/5مورد پنیر ) 54نمونه از 

های پنیر به این  نمونه. میزان آلودگی (21) شد

زاده حیدرلو و همکاران  میکروارگانیسم در مطالعه نقی
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درصد( بود. به این ترتیب  41/1مورد ) 00از  0( 2421)

های بالینی، غذایی و دامی مورد  که طیف وسیعی از نمونه

بررسی قرار گرفت و از بین مواد غذایی مختلف شامل 

سوسیس، پنیر، عصاره مرغ، عصاره گوشت، شیر و 

. (20) های پنیر بود بیشترین آلودگی مربوط به نمونه

نمونه پنیر سنتی را از  14( 2421دهنوی و همکاران )

 1مراکز فروش سطح تهران تهیه نمودند که در این بین 

بود. با  نزژلیستریا مونوسیتودرصد( آلوده به  15/1مورد )

ات انجام مطالع، نامبردگان توجه به تنوع اقلیمی ایران 

توصیه نمودند. در  مشابه را در سایر نقاط کشور قویاً

نمونه  101در نز ژلیستریا مونوسیتومطالعه حاضر شیوع 

آوری شده از شهرهای مختلف کشور بررسی شد و در  جمع

 12/2نمونه ) 1در نز ژلیستریا مونوسیتونهایت وجود 

 .(27) یید قرار گرفتأدرصد( مورد ت

های  ی، تعداد نمونه و روشبردار تفاوت در نوع نمونه

مختلف آزمایش، مقایسه مطالعات مختلف در این زمینه را 

. ضمناً تفاوت جغرافیایی در ساخته استبا چالش مواجه 

نقاط مختلف کشور و همچنین تفاوت بین نحوه تهیه پنیر 

تواند یکی از دلایل تفاوت  محلی در شهرهای مختلف می

در مطالعات نز ژمونوسیتولیستریا نتایج میزان شیوع 

آلودگی پنیر بار،مختلف باشد. در مطالعه حاضر برای اولین 

شهر  5در  نزژلیستریا مونوسیتوسفید محلی به باکتری 

مختلف کشور مورد بررسی قرار گرفته است. محمودی 

های شیر  را در نمونه نزژلیستریا مونوسیتو( وجود 2414)

ی را در نورآباد ده سنتتولیدکنن 2های لبنی  خام و فراورده

نمونه پنیر سفید  14که از بین  ممسنی بررسی کرد

درصد( آلوده تشخیص داده شد. در  4/7نمونه ) 1سنتی، 

های ماست و دوغ آلوده به  یک از نمونه این مطالعه هیچ

پایین  pHتواند به دلیل  نبود که می نزژلیستریا مونوسیتو

. در مطالعه رحیمی و همکاران (21) ها باشد این فراورده

های لبنی سنتی و  سال پیاپی انواع فراورده 2( طی 2414)

های  شهر استان اصفهان از نظر وجود گونه 11تجاری، در 

نمونه پنیر  14مختلف لیستریا بررسی شد که از بین 

لیستریا درصد( به  4/17مورد ) 1سنتی، آلودگی 

. در این مطالعه (25) یید قرار گرفتأمورد ت نزژمونوسیتو

های تجاری تهیه شده با شیر  هیچ یک از فراورده

های مختلف لیستریا را نشان  پاستوریزه آلودگی به گونه

های  ( فراورده2410ندادند. حاج حسینی و همکاران )

المللی و  مختلف گوشتی و لبنی را با روش استاندارد بین

نمونه  24یید ژنتیکی بررسی کرده و نشان دادند که از أت

لیستریا درصد( آلوده به  07مورد ) 1پنیر نرم شهر قزوین 

. اکرمی مهاجری و همکاران (27) بوده است نزژمونوسیتو

های سنتی  شیر خام و فراورده،( با روشی مشابه 2415)

شهر یزد را جهت مطالعه خود انتخاب کردند که از بین 

درصد( از نظر  7/5مورد ) 1نمونه پنیر سنتی  124

. مشاک و روشنی (1) مثبت بود نزژستریا مونوسیتولی

ای را در شهرهای سقز، بانه و  ( پنیر سنتی کوزه2411)

های میکروبی و  سنندج از استان کردستان از نظر ویژگی

یک از  شیمیایی مورد مطالعه قرار دادند. در نهایت هیچ

لیستریا های مورد بررسی )صفر درصد( از نظر   نمونه

تواند  مثبت تشخیص داده نشد که این امر می نزژمونوسیتو

به دلیل ماهیت سخت این نوع پنیر و نحوه فراوری آن 

ماه(  1)رسیدن در کوزه سفالی مدفون به مدت حداقل 

لیستریا برای اولین بار شیوع . در مطالعه حاضر (2) باشد

های پنیر سفید محلی چند شهر  در نمونه نزژمونوسیتو

مترین تعداد موارد مثبت ه که کمختلف کشور بررسی شد

مربوط به شهر بابل )صفر( و بیشترین موارد مربوط به 

که از نظر آماری اختلاف ه است مورد( بود 1شهر ارومیه )

 .(p<47/4) اند داشتهمعناداری 

در نتایج شهرهای مختلف آلودگی  وجود اختلاف

تواند به علت میزان رعایت نکات بهداشتی، شیوه  می

وجود استارترهای لاکتیکی  ،نحوه انتقال فراوردهفراوری، 

 باشد و همچنین نوع سروتیپ باکتری آلوده کننده متفاوت

 نشان داده شده که حدت پیشیندر مطالعات  .(21، 1، 2)

با هم  نزژلیستریا مونوسیتوهای مختلف  سروتیپو مقاومت 

بنابراین در مطالعه حاضر پس از  .(15) استمتفاوت 

های سروتیپی آن نیز  جداسازی میکروارگانیسم، ویژگی

کمتر مورد  در کشور ما بررسی شد که در مطالعات پیشین
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توجه قرار گرفته است. در مطالعه گیلوت و همکاران 

در کشور بلژیک،  1112الی  1114 یها طی سال( 1111)

پس از جداسازی  زنژلیستریا مونوسیتوهای مختلف  سویه

، با روش سروتایپینگ های غذایی افراد مبتلا و فراوردهاز 

لیستریا سویه  157در این میان  افتراق داده شد.

های پنیر جداسازی شد که بیشترین  از نمونه نزژمونوسیتو

درصد( و سپس  7/51) 1/2aسروتیپ متعلق به گروه 

 درصد( بود 4/7) 1/2bدرصد( و  7/11) 4bهای  سروتیپ

های  ( با روش2441دا سیلوا و همکاران ). (14)

های سروتایپینگ  بیوشیمیایی، مولکولی و تکنیک

جداسازی شده از  نزژلیستریا مونوسیتوهای  سویه

 های پنیر برزیلی را بررسی نموده و بیان داشتند که نمونه

های مورد  درصد از میکروارگانیسم 1/12و  7/25، 1/71

 4bو  1/2a ،1/2bهای  ترتیب متعلق به سروتیپ بررسی به

های  بودند. لازم به ذکر است که هر چند برخی از سویه

بودند، اما  زا شاخص بیماریجداسازی شده فاقد یک یا دو 

زا را داشتند و این  همگی حداقل یک شاخص بیماری

. (11) تیپ مذکور استوده اهمیت بالینی سه سردهن نشان

و  1117های  در خلال سال (2447پینتادو و همکاران )

لیستریا  های مشخصات سروتیپ به بررسی 1111

نرم کشور پنیر   نمونه 11 جداسازی شده از نزژمونوسیتو

های سنتی و با  روش این پنیرها با هتد کال پرداختغپرت

نمونه  11از  شوند. استفاده از شیر خام گوسفند تهیه می

لیستریا درصد( آلوده به  01مورد ) 21مورد بررسی 

مورد  1و  1، 24بودند که از این بین  نزژمونوسیتو

بودند و  1/2aو  4b ،1/2bهای  ترتیب دارای سروتیپ به

 مورد شناسایی قرار نگرفت یسروتیپهیچ مورد،  7برای 

عوامل بروز ( 2411در مطالعه فاکس و همکاران ). (12)

مورد توجه قرار در پنیر  نزژلیستریا مونوسیتوآلودگی 

های شیر  های جداسازی شده از نمونه گرفت و در گونه

های  ها، در کنار روش خام، پنیر، محیط تولید و فروشگاه

در این مولکولی از نظر سروتایپینگ هم بررسی شدند. 

مرکز تولیدی پنیر  11مطالعه گسترده که شامل بررسی 

 دربود، در کشور ایرلند  2447و  2445های  در سال

جداسازی  نزژلیستریا مونوسیتوسویه مختلف  7مجموع 

 ،شد. هر چند این مطالعه در ردیابی منشاء آلودگی

های  های زیادی نداشت، اما یک مورد از سویه یافته

رسیدن پنیر و اتاق  ، اتاقکاری جداسازی شده در سطوح

های دیگری  دهنده راه فرآوری نیز جداسازی شد که نشان

میکروارگانیسم، غیر از انتقال از طریق برای انتقال این 

( 2415اللهی و همکاران ) . لطف(11) شیر خام است

 نزژلیستریا مونوسیتوهای  باکتری شناسایی سروتیپ

 در ایران انجام دادند.را جداسازی شده از انسان، غذا و دام 

 درصد( 1/1مورد ) 0نمونه پنیر مورد بررسی  114از 

ه نتایج این مطالعه شیوع مثبت اعلام شد. با توجه ب

 Gسیلین  بیوتیک پنی های بالینی که به آنتی سروتیپ

مقاوم بودند، به غیر از یک مورد جداسازی شده از پنیر، در 

 های جداسازی شده از مواد غذایی یافت نشد سایر سویه

طور  ( به2424. در مطالعه عبدلاویی و همکاران )(10)

و موارد های پنیر  نهای بر روی نمو مشابه چنین مطالعه

در این در کشور الجزایر انجام شد. مرتبط با تولید آن 

مطالعه پنیرها بر اساس نوع به سه دسته تقسیم شد. در 

 1 فشرده مجموعاً هایپنیرتولید نمونه مربوط به  174

یر اصلاح شده، گونه از شیر خام و یک مورد مربوطه به پن

نمونه از شیر  1پنیرهای نرم نمونه مربوط به تولید  117از 

نمونه از  11نمونه مربوط به پنیرهای سخت  144خام و از 

نمونه از سطوح  1بندی و  پنیرهای رنده شده بسته

نمونه( که از این  177مورد از  24جداسازی شد )مجموعاً 

های  ترتیب متعلق به سروتیپ نمونه به 1و  2، 5، 14بین 

4b ،1/2b ،1/2a  4وc 0 ی نیزدر مطالعه کنون .(17) بودند 

های  ترتیب متعلق به سروتیپ سویه جداسازی شده به 1و 

1/2a  4وb  .نمونه جداسازی شده از  2همچنین بودند

شهرهای گرمسار و آمل تعیین سروتیپ نشدند. هر چند 

های جداسازی شده در این مطالعه محدود  تعداد نمونه

های  از نمونه 4bها سروتیپ  عنوان یکی از یافته اما به ،است

  شهر و ارومیه واقع در شمال و شمال پنیر شهرهای قائم

 1/2a  اند. در حالی که سروتیپ غرب کشور جداسازی شده

های پنیر شهرهای همدان، تهران و ارومیه  از نمونه
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جداسازی شده است. این دو سروتیپ از نظر بالینی 

شوند و فراوانی شیوع این  سوب میهای مهمی مح سروتیپ

 .داردنسبی با سایر مطالعات انجام شده مطابقت  موارد

وجود  EN ISO 11290-1: 2017طبق استاندارد 

گرم  27در نز ژلیستریا مونوسیتو یه یک کلنی آلودگی

 شود ماده غذایی تواند موجب مردود شدن آن می نمونه

به سیستم ایمنی  لیستریوزبروز عفونت  وابستگی. (11)

زا را برای آن با چالش روبرو  دوز عفونت تعیین ،میزبان

اند که  کید کردهأکرده است. با این حال مطالعات مختلف ت

تا حد زیادی به  نزژلیستریا مونوسیتوایجاد بیماری توسط 

 (.15تعداد این باکتری در محصول آلوده بستگی دارد )

در ایالت کاتالون کشور  ( که2445کابدو و همکاران )

لیستریا و به  های آماده مصرف فراورده  آلودگی اسپانیا،

نوعی روش نیمه کمی )تهیه  کردند، سالمونلا را بررسی می

برابر از هر نمونه و جستجوی میکروبی برای  14های  رقت

ها انتخاب  هر رقت( را برای ارزیابی تعداد میکروارگانیسم

نمونه پنیر تازه مورد بررسی  57کردند. در مجموع تعداد 

درصد( آلوده به  1/1مورد ) 1قرار گرفت که از این بین 

 بود CFU/g144الی  14با تعداد بین  نزژلیستریا مونوسیتو

( در یک مطالعه کوتاه به 2410. موسوی و همکاران )(17)

 ه برای تهیه پنیر سنتیدبررسی شیرهای مورد استفا

ند. وی از روش شمارش در لیقوان در شهر تبریز پرداخت

محیط کشت اختصاصی پالکام آگار برای ارزیابی کمی 

نمونه شیر  17ها استفاده کردند و دریافتند که از  نمونه

لیستریا درصد( آلوده به  74نمونه ) 1مورد بررسی، 

در نز ژلیستریا مونوسیتواست و تعداد باکتری  نزژمونوسیتو

طور میانگین  )به CFU/ml74الی  14های آلوده بین  نمونه

CFU/ml04.در مطالعه حاضر از روش  ( گزارش شد

MPN-7 نزژلیستریا مونوسیتوبرای شمارش ای  لوله 

رسد نسبت به روش  استفاده شده است که به نظر می

لیستریا  شمارش مستقیم برای شمارش مقادیر کم باکتری

آوولات و بسه . (11) تری باشد روش مناسب نزژمونوسیتو

( در یک مطالعه مروری عنوان کردندکه مقادیر کم 2411)

در مواد غذایی دارای اهمیت  نزژلیستریا مونوسیتوباکتری 

است و روش شمارش سطحی قادر به بررسی دقیق مقادیر 

نیست. بنابراین روش بررسی  CFU144باکتریایی کمتر از 

ی از عنوان یک را به MPNبیشترین تعداد احتمالی یا 

های مناسب برای شمارش این میکروارگانیسم در  روش

 .(04) های غذایی از جمله پنیر معرفی کردند فراورده

بندی مطالعات مهم در  به جمع( 2417جرارد و همکاران )

های پنیر  از نمونه نزژمونوسیتو لیستریاجداسازی  زمینه

ها در زمینه شمارش این باکتری  کم بودن داده و ندپرداخت

مربوطه عنوان مطالعات عنوان یک کمبود مهم در  را به

لیستریا شمارش  . با توجه به این که(01) کردند

ی زای و بیماری بقا ز شیوع،اطلاعات مفیدی ا نزژمونوسیتو

عنوان  ، در مطالعه حاضر بهندک رائه میااین میکروارگانیسم 

تعداد باکتری  در زمینه شمارش یکی از معدود مطالعات

با روش بیشترین تعداد احتمالی  نزژلیستریا مونوسیتو

MPN  که روشی مناسب جهت ارزیابی تعداد کم

نمونه از موارد  0 ها است، انجام شد که میکروارگانیسم

 7و  MPN/g14جداسازی شده دارای شمارش کمتر از 

بودند.  MPN/g144الی  14نمونه دارای شمارش بین 

مربوط به  نزژمونوسیو لیستریابیشترین شمارش باکتری 

شهر ارومیه و پس از آن شهرهای همدان و تهران بود، 

های  طوری که شمارش میکروبی محاسبه شده در نمونه به

طور معناداری بیشتر از شهرهای  مثبت شهر ارومیه به

در این مطالعه . (p<47/4) شهر، آمل و گرمسار بود قائم

ارتباط معناداری بین میزان آلودگی میکروبی و 

های جداسازی شده مشاهده نشد. جهت بررسی  سروتیپ

های  دلایل بروز آلودگی بیشتر در شهر ارومیه بررسی

لیستریا، شرایط تولید  باکتری شیوع الگویبیشتری درباره 

 رسد. پنیر سنتی و نحوه عرضه آن ضروری به نظر می

در انواع  نزژلیستریا مونوسیتومنشاء شیوع  در مورد

های لبنی و مخصوصاً پنیر و همچنین راهکارهای  فراورده

کاهش و حذف آن مطالعات بسیاری انجام شده است. 

های  اقدام به بررسی آلودگی( 2447بریتو و همکاران )

های پنیر محلی در کشور برزیل  لیستریایی در نمونه

مورد مثبت  2نمونه مورد بررسی  77از مجموع نمودند. 



 در پنیرهای سفید محلی ایرانی ستریا مونوسیتوژنزلیآلودگی به بررسی 

18 

شر
ن

 هی
 تازه

ر م
ا د

ه
ی

ب
کرو

 
اس

شن
 ی

شک
مپز

دا
 ی

 
لد 

ج
7

اره 
شم

/
2/

ئیز
پا

و  
ان

ست
زم

 
30

41
 

بودند که هر دو مربوط به یک واحد تولیدکننده بود. جهت 

های شیر خام، شیر  نمونهبررسی منشاء بروز این آلودگی 

طور کامل مورد بررسی  و محیط تولید به پاستوریزه، پنیر

نمونه مثبت از این تولیدی  100قرار گرفت و در مجموع 

بودند. در  1/2aکه همگی دارای سروتیپ  جداسازی شد

نهایت ظروف مرحله خنک کردن و تجهیزات ناحیه 

عنوان منابع آلودگی معرفی و انجام مطالعات  نگهداری به

جامع در نقاط مختلف کشور برزیل توصیه شد. هر چند در 

عنوان یک  بهشیر مطالعات مختلف عدم پاستوریزاسیون 

رهای محلی ذکر شده است، عامل مهم بروز آلودگی در پنی

های شیر خام آلوده  یک از نمونه اما در مطالعه مذکور هیچ

. در مطالعه مرادی و (02) نبودند نزژلیستریا مونوسیتوبه 

در  نزژلیستریا مونوسیتورفتار باکتری ( 1175همکاران )

به  .گرفتروند تولید پنیر سفید ایرانی مورد بررسی قرار 

دهی ملایم شیر، سوسپانسیون  حرارتازپس این منظور 

طوری  اضافه شد، به به آن نزژلیستریا مونوسیتومیکروبی 

لیتر شیر حاصل شد.  باکتری در هر میلی 141که تعداد 

سری دوم به ها استاتر لاکتیکی و  از نمونه نیمیسپس به 

و در نهایت مشاهده شد که شد ناضافه استارتر لاکتیکی 

های  دوره فرآوری در نمونهافزایش تعداد باکتری در طی 

های فاقد  طور معناداری کمتر از نمونه دارای استارتر به

 رسد که در صورت . بنابراین به نظر می(01) استارتر است

استفاده از شیرهای استریلیزه برای تهیه پنیرهای  عدم

نز ژلیستریا مونوسیتومحلی، خطر بروز آلودگی با باکتری 

از سوی دیگر یکی از دلایل کم  افزایش یابد. بیش از پیش

تواند نوع  بودن آلودگی به لیستریا در برخی از شهرها می

استارتر بکار رفته در تهیه پنیر در آن منطقه باشد. در هر 

صورت بسط این فرضیه نیازمند انجام مطالعات 

( به بررسی 2410تری است. شاملو و همکاران ) گسترده

های لبنی شهر  فراوردههای مختلف لیستریا در  شیوع گونه

 0نمونه شیر خام مورد بررسی  11اصفهان پرداختند که از 

بودند،  نزژلیستریا مونوسیتودرصد( آلوده به  11/0مورد )

های لبنی شامل پنیرهای  اوردهدر حالی که در سایر فر

سنتی، این میکروارگانیسم مشاهده نشد. بنابراین هر چند 

ترین عوامل شیوع  عنوان یکی از مهم شیر خام آلوده به

عواملی مانند عدم در کنار آن لیستریوز عنوان شد، اما 

از سوی مراجع   نظارترعایت نکات بهداشتی و نبود 

هشدار داده شد. با توجه به این که در مطالعه معتبر، 

حاضر بیشترین موارد آلودگی در شهرهای ارومیه و همدان 

ولید پنیر محلی در این مناطق بوده است، نظارت بر نحوه ت

پور و  . در مطالعه کلانتری(00) اهمیت بالاتری دارد

های  ای و ویژگی ( فراوانی، تنوع گونه1111حنیفیان )

های  های لیستریای جداسازی شده از نمونه فنوتیپی سویه

نمونه  144پنیر سنتی شهر تبریز بررسی شد که از بین 

لیستریا لوده به نمونه آ 7پنیر سنتی مورد بررسی 

 7با تعداد های جداسازی شده  سویه بودند. نزژمونوسیتو

تحت آزمون مقاومت حرارتی قرار گرفتند واحد لگاریتمی 

و در نهایت مشخص شد که همگی در دمای ترمیزاسیون 

دقیقه( دارای مقاومت  17درجه سلسیوس به مدت  11)

فعال  غیرنسبی هستند، اما در برابر فرایند پاستوریزاسیون 

های  شوند. در نهایت با توجه به مشاهده مقاومت می

بیوتیکی به همراه قابلیت تولید بیوفیلم در برخی از  آنتی

از های بهداشتی بیشتر پیشنهاد شد.  ها، اعمال کنترل سویه

تواند در شیوع  نوع پنیر و نحوه فرآوری آن میسوی دیگر 

ع و خدمتی مرص. (07) ثر باشدؤو بقای میکروبی م

الی تابستان  1111در بازه زمانی پاییز  (1117همکاران )

نمونه  127را در  نزژلیستریا مونوسیتوآلودگی به  ،1115

ده در شهر قزوین بررسی کردند که پنیر سنتی عرضه ش

مثبت بودند. از موارد درصد(  1/14نمونه ) 10در این بین 

ای  هترتیب از نوع پنیر کوز نمونه به 1و  1، 1، 1آلوده 

 ای گاوی، پنیر سفید و لیقوان بودند گوسفندی، کوزه

های پنیر مورد بررسی همگی  . در مطالعه حاضر نمونه(01)

از نوع پنیر سفید محلی بودند که از نظر قوام در دسته 

 .شوند بندی می نرم طبقه پنیرهای نرم و نیمه

ییدکننده أدست آمده در این مطالعه ت نتایج به

 مطالعات انجام شده در سطح کشور است.های سایر  داده

بهداشتی موجب های  خارج از نظارتپنیرهای سنتی تولید 

های  ارائه آموزشبروز خطرات بالقوه فراوانی است که 
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برای تولیدکنندگان در زمینه بهداشت دام و مناسب 

های پاستوریزه کردن شیر خام، روش  شیردوشی، شیوه

صحیح نگهداری  بهینه نظافت ظروف و محیط و نحوه

همچنین ثر باشد. ؤآنها م تواند در کاهش میمحصول 

نظارت بر نحوه تولید، نگهداری و عرضه این فراورده باید 

افزایش یابد و تا حد امکان تولید این محصول در 

هایی انجام شود که تحت نظر نهادهای قانونی  کارگاه

 فراهم کردن شرایطکنند. با توجه به این که  فعالیت می

تی و محدود کردن تولید به افراد دارای مناسب بهداش

، های متعددی روبرو است تی با چالشمجوز بهداش

نهایی پیش از عرضه به مشتری   برداری از محصول نمونه

باشد. بررسی  میها  برای رصد این گونه آلودگی مناسبیراه 

لیستریا ارتباط فلور میکروبی پنیرهای محلی و آلودگی به 

تواند به عرضه استارترهای لاکتیکی بهینه،  می نزژمونوسیتو

، 21، 2) جهت تولید ایمن این فراورده کمک شایانی نماید

10 ،15 ،11 ،00). 

 سپاسگزاری

وسیله گروه نویسندگان مراتب سپاس و قدردانی  بدین

خود را از واحد بهداشت و کنترل مواد غذایی دانشکده 

 دارد. ابراز میدامپزشکی دانشگاه تهران 
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Summary 

 

Listeria monocytogenes, as Gram-positive bacteria, is the cause of a opportunistic fatal infection in humans, 

which can be transmitted via a wide range of food products, including dairy, meat, and vegetables. Local white 

cheese in Iran is not produced under good manufacturing practices, however a comprehensive study about the 

prevalence of different serotypes of Listeria monocytogenes in this product has not been done yet. Babol, Qaem-

shahr, Amol, Urmia, Hamedan, Tehran and Garmsar cities were selected as areas with high consumption of lo-

cal white cheese, and 343 samples were collected from the dairy shops and delivered to the Food Safety and 

Hygiene Laboratory. Isolation and identification of Listeria monocytogenes, from cheese samples were carried 

out by pre-enrichment and cultivation in the selective media, the isolates were confirmed by biochemical meth-

ods, and then the serotype of each species was determined. Finally, the positive samples was enumerated using 

the five-tubes most probable number method. 9 cases of 343 samples were contaminated for Listeria monocyto-

genes. Most positive cases were isolated from Urmia city (3 cases). Considering the possibility of the survival of 

this organism during the processing of local white cheese, it seems that the monitoring of the manufacturing, 

storage and supply should be increased for this product and as much as possible, the production should be done 

in plants under the supervision of regulatory organizations. 

 

Keywords: Iranian local white cheese, Listeria monocytogenes, Most Probable Number, Serotype 
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در  فرم کلیو  سودوموناس، سالمونلابیوتیکی  بررسی شیوع و الگوی مقاومت آنتی

 آباد، اصفهان گوشت بوقلمون کشتار شده و ابزارها در کشتارگاه نجف

 
 *2ابراهیم رحیمی، 1مهدی حیدری

 

 .، ایرانآموخته بهداشت مواد غذایی، گروه بهداشت مواد غذایی، واحد شهرکرد، دانشگاه آزاد اسلامی، شهرکرد دانش -1

 .یرانا، استاد، گروه بهداشت مواد غذایی، واحد شهرکرد، دانشگاه آزاد اسلامی، شهرکرد -2

 

 1042 بهمن 15: نهاییپذیرش ،  1042 بهمن 11،  بازنگری: 1042 آذر 27دریافت مقاله: 

 

 

 چکیده

هستند که سبب ایجاد مخاطراتی در از غذا در سراسر جهان  شونده منتقل یها پاتوژن نیتر از مهم سودوموناسو  سالمونلا

شوند، بنابراین پایش آنها در مواد غذایی ضروری است. در همین راستا هدف از مطالعه حاضر بررسی شیوع  کنندگان می مصرف

 آباد، در گوشت بوقلمون کشتار شده و ابزارها در کشتارگاه نجف فرم کلیو  سودوموناس، سالمونلابیوتیکی  و الگوی مقاومت آنتی

گیری شده و در شرایط استریل به  صورت تصادفی از کشتارگاه نمونه نمونه گوشت سینه بوقلمون به 144باشد.  اصفهان می

شیوع آلودگی به  گیری به روش سواپ از ابزار موجود در کشتارگاه انجام شد. آزمایشگاه انتقال داده شد. همچنین نمونه

نمونه  20نمونه،  144از مجموع . نتایج نشان داد که انجام شد ANOVAبا استفاده از آزمون آماری  پسودوموناسو  سالمونلا

در سودوموناس و  سالمونلاآلودگی داشتند. آنالیزهای آماری نشان داد بین شیوع  سالمونلانمونه به  14و  پسودوموناسبه 

(. بیشترین مقاومت p<00/05داری وجود ندارد ) نیآباد، ارتباط مع های بوقلمون عرضه شده در شهرستان نجف گوشت

مربوط به آمیکاسین بود. با توجه به آلودگی  سودوموناسبرای سیپروفلوکساسین و کانامایسین و در  سالمونلابیوتیکی در  آنتی

ها  نندهک شود در مراحل مختلف کشتار طیور، و همچنین ابزارهای موجود در کشتارگاه توسط ضد عفونی بالا، توصیه می

های بیوفیلمی جلوگیری شود و به این طریق  های پاتوژن و آلودگی سازی شوند تا از تجمع آلودگی به میکروارگانیسم پاک

 سلامت انسان مورد مخاطره قرار نگیرد.

 بیوتیکی سالمونلا، سودوموناس، ایمنی غذایی، مقاومت آنتی :کلیدیواژگان 
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 مقدمه
در علت فساد  نیتر عیشا یادیتا حد ز یکروبیفساد م

صورت تغییر در خواص  که به مواد غذایی بوده

 27زده شده است که  نیتخم .شود ارگانولپتیکی ظاهر می

شده در سطح جهان پس از  دیتول یدرصد از تمام غذاها

 نیاز ب یکروبیفساد م لیدل پس از کشتار به ایبرداشت 

هایی که مواد  ترین میکروارگانیسم عمده .(1) روند یم

دهند شامل  غذایی را تحت تأثیرات نامطلوب خود قرار می

استافیلوکوکوس ها،  فرم کلی، اشریشیاکلای، سالمونلا

 و.. هستند. پسودوموناس، کمپیلوباکتر، اورئوس

 یا لهیم ی،اریاخت یهواز یبهای  از باکتری سالمونلا

در جنس  است. اسهیاز خانواده انتروباکتر یمنف شکل و گرم

با استفاده از طرح  پیسروت 2144، حدود سالمونلا

 نیا شتریشده است و ب ییشناسا تیوا -استاندارد کافمن

مختلف از جمله  یها زبانیبا م یسازگار ییتوانا ها پیسروت

در  ییغذا یها پاتوژن نیتر از مهم سالمونلا. انسان را دارند

 تیگاستروانتر یسراسر جهان است و همچنان عامل اصل

اغلب مربوط به مصرف مواد  سالمونلاباشد. درگیری با  می

در  است. وریعمدتاً محصولات ط ،یوانیبا منشاء ح ییغذا

 11باعث حدود  یدیفوئیت ریغ سالمونلاسطح جهان، 

مرگ در هر سال  177444و  تیمورد گاستروانتر ونیلیم

 .(1 ،2) شود یم

 سالمونلاجنس  ،وایت( -)کافمن ستمیس نیبر اساس ا

به  16SrRNA یتوال لیو تحل هیبر اساس تفاوت در تجز

 Salmonella bongoriو  enterica Salmonellaدو گونه 

بر  توان یرا م S. enterica یها گونه د.نشو یم یبند طبقه

به شش  ییایمیوشیو خواص ب یاساس ارتباط ژنوم

 از ریبه غ سالمونلا یها هیسو کرد. یبند طبقه رگونهیز

NTS (-nonعنوان  به سالمونلا پاراتایفیو  سالمونلا تایفی

Salmonella typhoidal )شوند و عمدتاً در  یشناخته م

 تیبا گاستروانتر NTS یها شوند. عفونت یم افتی واناتیح

 یماریب ککه ی شود، یمعده مشخص م یآنفولانزا ای

مانند اسهال  یبا علائم است کهدستگاه گوارش  یالتهاب

عضلات  یتهوع، سردرد، گرفتگ اغ،استفر ،یخون ریغ

و  یمانند هپاتومگال یهمراه است. علائم یالژیو م یشکم

مشاهده  NTSمبتلا به  مارانیکمتر در ب یاسپلنومگال

 .(0) شود یم

منفی  های گرم ای از میکروارگانیسم ها به دسته فرم کلی

شود که دارای محدوده رشد مزوفیل بوده و  گفته می

درجه سلسیوس  15توانایی تخمیر گلوکز را در دمای 

گونه مختلف هستند که  17ها دارای  فرم دارند. کلی

باشد.  می اشریشیاکلایها و  ترین آنها شامل انتروکوک مهم

مواد غذایی، آب شرب و مواد غذایی  ها در فرم کلیحضور 

باشد  های مدفوعی می خام گویای وجود آلوگی به باکتری

(7). 

ای پروتئین گوشت بوقلمون از نظر ارزش غذایی دار

های ضروری  بالا، کلسترول کم، املاح و اسید آمینه

باشد، بنابراین غذای مطلوبی برای افراد مسن، کودکان  می

باشد.  در حال رشد، مبتلایان به امراض قلبی و عروقی می

عنوان  توانند از گوشت بوقلمون به سایر آحاد جامعه نیز می

بار  تیوضعمنبع پروتئین مناسب استفاده نمایند. 

 نزدیکیارتباط گوشتی و طیور گوشتی،  یغذاها یکروبیم

محل پرورش،  یکیولوژیکروبیم تیفیو ک یطیمح طیبا شرا

کیفیت باکتریولوژیکی آب مورد استفاده، وضعیت بهداشت 

که در همین راستا،  (1)کشتارگاه و محل عرضه دارد 

هدف از مطالعه حاضر، بررسی شیوع و الگوی مقاومت 

در گوشت  فرم کلیو  سودوموناس، سالمونلابیوتیکی  آنتی

آباد،  بوقلمون کشتار شده و ابزارها در کشتارگاه نجف

 باشد. اصفهان می

 ها روشمواد و 

نمونه گوشت  144در این مطالعه تعداد  گیری: نمونه

ماه  1سینه بوقلمون چند ساعت پس از کشتار در مدت 

گیری و جهت انجام آزمایشات میکروبی به آزمایشگاه  نمونه

بهداشت مواد غذایی دانشگاه آزاد اسلامی واحد شهرکرد 

 7گیری از طریق سوآپ از  انتقال داده شد. همچنین نمونه

چاقو، یخچال،  رد در کشتارگاه شاملنمونه ابزار پرکارب

تخته گوشت، ترازو و قلاب آویز گوشت برای ارزیابی 
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 آلودگی باکتریایی انجام شد.

منظور جداسازی  به جداسازی سودوموناس:

گرم از  27 بوقلمون، های گوشت از نمونه سودوموناس

لیتر از محیط کشت مایع پپتون واتر  میلی 227ها با  نمونه

این مرحله باکتری غنی شده در محیط  هموژن شد. در

 صورت متراکم در محیط کشت انتخابی پپتون واتر به

PCA (Pseudomonas citrimade Agar( ،)Mirmedia, 

Iran درجه  15ساعت انکوباسیون در  20( کشت و پس از

های مشکوک به سودوموناس انتخاب  سلسیوس کلنی

، آمده ی به دستها روی جدایهسپس  .(5)شدند 

های  آمیزی گرم، آزمون های غربالگری نظیر رنگ آزمون

و رشد در محیط کشت   OF ،TSIکاتالاز، اکسیداز، 

گرفت. انجام ( Germany, Merck) کانکی آگار مک

منفی، باسیلی شکل، کاتالاز مثبت،  های گرم جدایه

 ،اکسیداز مثبت، اکسیداتیو، لاکتوز منفی و گلوکز منفی

نکی آگار سودوموناس کا محیط کشت مکقادر به رشد در 

 21برای ارزیابی قابلیت تولید رنگدانه، مقدار . بودند

صورت  به سودوموناسمیکرولیتر از کشت تازه هر جدایه 

 داده شد.ی در محیط مولر هینتون آگارکشت ا نقطه

ساعت در در دمای محیط  01تا  20مدت  انکوباسیون به

 .(7)گرفت انجام 

ها از روش  کلیفرمبرای شمارش  فرم: جداسازی کلی

MPN (Most Probable Number) برای  .استفاده شد

10ت انجام آزمایش از پنج رق
-5

-10
شد. بدین  استفاده 1-

به  مواد غذاییلیتر از  میلی 1ترتیب در کنار شعله مقدار 

لیتر سرم فیزیولوژی استریل  میلی 1لوله آزمایش حاوی 

سپس از محیط ویولت رد بایل آگار  ،اضافه و مخلوط کرده

تا  مخلوط گردید 8صورت  بهه و لیتر به آن اضاف میلی 17

یقه که محیط بسته دق 7 حدود بعد از هگمن شده وخوب 

ساعت  20گراد به مدت  درجه سانتی 15شد در دمای 

 .(1)گردید انکوبه و رشـــد کلنــی بررســی 

های  نمونهگرم از  27بتدا ا جداسازی سالمونلا:

لاکتوز براث مخلوط و به  سی سی 227با گوشت بوقلمون 

درجه سلسیوس  15ساعت در دمای  01تا  20مدت 

از نمونه  سی سیمقدار یک . گذاری گردید گرمخانه

 ,liofilchem) سلنیت سیستی سی سی 14شده به  غنی

Italy ) سی سی 14شده به  از نمونه غنی سی سیو یک 

منتقل شد. پس از ( liofilchem, Italy) تتراتیونات براث

گذاری، از محیط سلنیت سیستین  ساعت گرمخانه 20

ت سولفیت آگار و شیگلا آگار، بیسمو -روی سالمونلا

صورت خطی  به (Italy, liofilchem)بریلیانت گرین آگار

همین ترتیب از تتراتیونات، روی  کشت داده شد. به

ساعت  20بعد از . های مذکور کشت انجام گرفت محیط

 و TSI های تیپیک به محیط تعداد دو یا بیشتر از پرگنه

LIA استاندارد منتقل شد و نتایج بر اساس دستورالعمل

 .(14)گرفت  مورد تفسیر قرار

بیوگرام  آنتیتست : یکیبیوت سنجش مقاومت آنتی

بعد از تهیه  انجام گرفت.  diffusion_Diskبه روش

 7/1سوسپانسیون میکروبی مطابق با محلول استاندارد 

فارلند، در محیط کشت مولر هینتون آگار کشت داده  مک

بیوگرام، شامل  های آنتی شد و پس از آن دیسک

، (CNسیپروفلوکساسین )، (AMسیلین ) آمپی

(، TMP) متوپریم (، تریGM)جنتامایسین 

(، TE) نیکلیتتراس(، OTE) تتراسایکلین اکسی

 میسفوتاکس ،(KM) نیسیکاناما (،ER) نیسیترومایار

(CX ،)آموکسی ( کلاوAC ،)( آمیکاسینAC ،)کارباپنم 

(CP) موکسازولیکوتر و (CMZ)  روی محیط کشت قرار

ساعت انکوباسیون، با تعیین قطر  20داده شد. پس از 

ها به  های عدم رشد، میزان مقاومت جدایه هاله

 .(14) ها مشخص گردید بیوتیک آنتی

و  سالمونلاشیوع آلودگی به  آنالیزهای آماری:

انجام  ANOVAبا استفاده از آزمون آماری  پسودوموناس

درصد برای شیوع  17. همچنین حدود اطمینان شد

در بین انواع  فرم کلیشیوع آلودگی به  محاسبه گردید.

مقایسه شد. از  Qها با استفاده از آزمون کوکران  نمونه

های آماری  برای تجزیه و تحلیل 21نسخه  SPSSافزار  نرم

ها، از  بیوتیک بهره گرفته شد و برای مقایسه مقاومت آنتی

 آزمون نانپارامتریک فریدمن استفاده شد.
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 نتایج
و  سودوموناسنتایج حاصل از ارزیابی آلودگی به 

ان های کشتار شده در شهرست در گوشت بوقلمون سالمونلا

نمونه  20نمونه  144آباد نشان داد که از مجموع  نجف

درصد( به  11نمونه ) 11و  سودوموناسدرصد( به  20)

آنالیزهای  (.1آلودگی مثبت داشتند )جدول  سالمونلا

در  سودوموناسو سالمونلا آماری نشان داد بین شیوع 

آباد،  شده در شهرستان نجف های بوقلمون عرضه گوشت

 (.p<00/05داری وجود ندارد ) ارتباط معنی

 

 آباد در گوشت بوقلمون کشتار شده در شهرستان نجف فرم کلیو  سودوموناس، سالمونلانتایج شیوع به  -1جدول 

 باکتری هدف ها مجموع نمونه آلودگی عدم آلودگی داری سطح معنی

ns440/4 71 ( 71نمونه )درصد( 11نمونه ) 11 درصد 
 

 

 نمونه 144

 سالمونلا

ns127/4 51 ( 51نمونه )پسودوموناس درصد( 20نمونه ) 20 درصد 

- a47/4 ± 140×1/1 فرم کلی* 

 باشد. نمونه می 144دهنده  * هر تیمار نشان

nsدار نیست. های مختلف معنی : تفاوت آلودگی نمونه 

 

مشخص شد که  2دست آمده از جدول  طبق نتایج به

مربوط به سالمونلا بیشترین میزان مقاومت 

 7/11درصد(، کانامایسین ) 7/15سیپروفلوکساسین )

تتراسایکلین  درصد( و کمترین مقاومت مربوط به اکسی

باشد.  درصد( می 0/74درصد( و کارباپنم ) 14/00)

بیشترین مقاومت مربوط به  سودوموناسهمچنین برای 

 درصد( بود. 7/77آمیکاسین )

 
 های مختلف بیوتیک به آنتی پسودوموناسو  سالمونلامقاومت  میزان -2جدول

 )درصد( سودوموناسهای مقاوم به  تعداد سویه )درصد(سالمونلا های مقاوم به  تعداد سویه بیوتیک نام آنتی شماره

 درصد 1/10 درصد 12/51 (AMسیلین ) آمپی 1

 درصد 54 درصد 7/15 (CN) سیپروفلوکساسین 2

 درصد 1/51 درصد 5/70 (GMجنتامایسین ) 1

 درصد 7/71 درصد 2/51 (TMP) متوپریم تری 0

 درصد 7/51 درصد 14/00 (OTEتتراسایکلین ) اکسی 7

 درصد 7/72 درصد 14/71 (TE) نیکلیتتراس 1

 درصد 11 درصد 11/75 (ER) نیسیترومایار 5

 درصد 74 درصد 74/11 (KM) نیسیکاناما 7

 درصد 7/71 درصد 24/54 (CX) میسفوتاکس 1

 درصد 74/71 درصد 14/17 (ACکلاو ) آموکسی 14

 درصد 7/77 درصد 1/51 (ANآمیکاسین ) 11

 درصد 7/10 درصد 0/74 (CP) کارباپنم 12

 درصد 5/50 درصد 1/77 (CMZ) موکسازولیکوتر 11

 

در آزمایشی دیگر که بر روی میزان آلودگی ابزار 

انجام گرفت، نشان داده  سالمونلاها به  موجود در کشتارگاه

شد که بیشترین میزان آلودگی مربوط به تخته گوشت و 

کمترین میزان آلودگی مربوط به یخچال محل نگهداری 

درصد و  1/71ها بود. به این ترتیب تخته گوشت  گوشت

آزمون آلودگی داشتند. سالمونلا درصد به  1/7یخچال 
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در  سالمونلانشان داد که شیوع آلودگی  Qآماری کوکران 

های مختلف اخذ شده از کشتارگاه )چاقو، یخچال،  نمونه

رازو، قلاب آویز گوشت( تفاوت آماری تخته گوشت، ت

( شیوع آلودگی را بر حسب نوع 1داری دارد. جدول ) معنی

 دهد. نمونه نشان می

 

 آباد های اخذشده از کشتارگاه طیور نجف در نمونهسالمونلا شیوع آلودگی به  -3جدول 

 تعداد نمونه اخذشده ها نمونه

 سالمونلاآلودگی به 

 شیوع * تعداد موارد مثبت
 % برای شیوع95حدود 

 حد بالا حد پایین

%1/77  5 12 چاقو bc 1/17%  2/71%  

%1/7 1 12 یخچال   a 5/4%  2/25%  

%1/71 14 12 تخته گوشت  c 5/11%  1/15%  

%1/01 7 12 ترازو  abc 0/21%  1/51%  

%74 1 12 قلاب آویز گوشت  ab 1/2%  1/11%  

 دهد دار در شیوع آلودگی نشان می متفاوت، اختلاف آماری معنی* حروف انگلیسی 

 

 
 آباد های اخذ شده از کشتارگاه طیور نجف در نمونه سالمونلاشیوع  -1نمودار 

 

 گیری بحث و نتیجه
گوشت در  نیتر در حال حاضر پرمصرف گوشت طیور

 شیسراسر جهان است و مصرف آن همچنان رو به افزا

را  یهر گونه عفونت (WHO) یسازمان بهداشت جهان .است

 وانیاز انسان به ح ایبه انسان  وانیاز ح یعیطور طب که به

انسان و دام  نیمشترک ب یماریعنوان ب شود بهیمنتقل م

 یماریمورد ب اردیلیم 0/2 باًیکرده است. سالانه تقر فیتعر

بر  یمنف ریمرگ در انسان همراه با تأث ونیلیم 5/2و 

 نیمشترک ب یها عفونت نیمربوط به ا ،یدات دامیتول

تخمین زده کم درآمد  یدر کشورها ژهیو انسان و دام به

که انسان  یا و کشنده یعفون یها یماریب شتریب شود. می

 دارد یوانیح یها فرآورده ای یوانیح أکند منش یرا مبتلا م

گوشت  . لذا ارزیابی و پایش آلودگی باکتریایی(11)

و  Goksoyبوقلمون حائز اهمیت است. در همین راستا 

ای مشابه در ترکیه گزارش  ( در مطالعه2440همکاران )

درصد  1/11، سالمونلادرصد آلودگی به  25دادند که 
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بود. در  01/1±11/4فرمی  و آلودگی کلی سودوموناس

را بالا گزارش  فرم کلیو  سالمونلا نتیجه فراوانی آلودگی به

، که با نتایج حاضر از لحاظ میزان آلودگی (12)دادند 

 20 سودوموناسارتباطی ندارد. در این مطالعه آلودگی به 

 فرم کلیدرصد بود، اما آلودگی به  11 سالمونلادرصد و 

 ا مطالعه حاضر تا حدودی مطابقت دارد.بود که ب 1/1×140

( در مراکش بر 2415ای جابر و همکارن ) در مطالعه

روی آلودگی گوشت کشتارگاهی بوقلمون کشتار شده، 

ها  نمونه مختلف گوشت بوقلمون را در کشتارگاه 117

ها به  درصد نمونه 17که آوری کرده و گزارش دادند  جمع

غلظت  نیانگیم کههای مزوفیل آلودگی داشته  باکتری

نیز در شده  ییچهار گونه شناسا .بود بار لگاریتمی 21/5

 یکلاایشیاشر های گوشت وجود داشتند که شامل: نمونه

(، درصد 15/1) یپنومون لایکلبس(، درصد 1/15)

، (11)منفی بودند  سالمونلا( و درصد 1/11) سودوموناس

که با نتایج حاصل از مطالعه حاضر در خصوص 

بسیار سالمونلا مطابقت داشته اما آلودگی به  سودوموناس

 فراتر از مطالعه نامبرده است.

( در 2417و همکاران ) Firildakای که  در مطالعه

در  طیورلاشه  یاییباکترآلودگی  نییمنظور تع بهترکیه 

انجام دادند، گزارش دادند که در این  وریمراکز کشتار ط

نمونه آلودگی  7 سالمونلاو  سودوموناس یها گونهمطالعه 

مطالعه حاضر مطابقت ، که با نتایج حاصل از (10)داشتند 

و  سالمونلاندارد. در این تحقیق میزان آلودگی به 

درصد بود. در پژوهش  17و  11ترتیب  بهسودوموناس 

( بر روی 2410در نیجریه ) Isholaو  Adeyanjuدیگری 

 یآلودگآلودگی در کشتارگاه طیور، نشان دادند که 

بوقلمون(  01مرغ و  71) وریطنمونه  11از سالمونلا 

 ی، آلودگی در گوشتفروش خرده یدست آمده از بازارها به

 یکلایشیاشر ودرصد  01/11درصد و بوقلمون  1/12مرغ 

، که در خصوص آلودگی گوشت (17) درصد بود 0/01

 باشد. بوقلمون با مطالعه حاضر مطابق و همسو می

( 2415) و همکاران  Althausتوسط  ای که در مطالعه

 کیولوژیکروبیم ندیفرآ لیو تحل هیتجزدر سوئیس بر روی 

گله  14لاشه از  14 شد،انجام  یگوشت یها لاشه جوجه

قرار  یمورد بررس آلودگی باکتریولوژیکی یبردار نمونه

 1/11سالمونلا نتایج نشان داد آلودگی لاشه به  گرفت.

درصد،  0/10 اشریشیاکلایدرصد، آلودگی به 

، که با (11)درصد آلودگی داشتند  14ها  انتروباکتریاسه

 نتایج حاصل از این تحقیق همسو است.

( در مالزی 2415و همکاران ) Nidaullahدر تحقیقی 

در محیط کشتارگاهی  سالمونلابر روی شیوع آلودگی به 

نمونه از  111از  لمونلاسا یها پیسروتگزارش دادند که 

در کل  یدرصد 144 وعیدرصد( با ش 01/77نمونه ) 172

جعبه حمل و نقل،  نیمرغ و همچن یها لاشه مرغ و برش

جدا  سالن کف و زیقفس، درام، چاقو، تخته خردکردن، م

و  درصد 11/71، درصد 15/11از  بیترت به سالمونلا شد.

و  هی، سواب تخلستشوش یها دستگاه درصد 15/11

سالمونلا با  پیسروت 15مطالعه  نیدر ا بند جدا شد. شیپ

( و 111/02) سیسالمونلا کوروال(، 111/75) یآلبان

غالب  یها تیپعنوان سرو ( به111/15) سالمونلا برانکاستر

 سالمونلا. در مطالعه حاضر شیوع آلودگی به (15) جدا شد

درصد بود که بسیار کمتر از  11در گوشت بوقلمون 

 باشد. مطالعه نامبرده می

( بر روی 2421و همکاران ) Manurungی  مطالعه

آلودگی باکتریایی در خطوط کشتارگاهی و تفاوت آن در 

 یبر رو قیتحق جینتابازارهای محلی مالزی نشان داد که 

نمونه آلوده  15نمونه گوشت مرغ در کشتارگاه مرغ،  14

 11نمونه ) 14نمونه از  24را نشان داد. سالمونلا به 

 یحاو یسنت ی( گوشت مرغ موجود در بازارهادرصد

های بوقلمون  ، در این مطالعه نمونه(17)بودند  سالمونلا

 آلودگی داشتند.سالمونلا درصد به  11کشتار شده 

 یبررس ( با هدف2412) Schwaigerای توسط  مطالعه

شده در  یبردار گوشت مرغ و گوشت خوک نمونه

 1/11نمونه ) 720نمونه از  71نشان داد که کشتارگاه 

، در مطالعه حاضر (11)بوده  سالمونلا درصد( آلوده به

درصد بود که تا حدودی با  11 سالمونلاشیوع آلودگی به 

مطالعه نامبرده مطابقت دارد. مطالعه الموتی و همکاران 
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بررسی آلودگی میکروبی لاشه طیور ( بر روی 2410)

 گوشتی در طی خط کشتار کشتارگاه صنعتی همدان

 ،1 های هوازی میزان شمارش کلی باکترینشان داد که 

استافیلوکوکوس و  05/4 یاشریشیاکلا 25/4 ها فرم کلی

آلودگی وجود  های طیور در لاشه لگاریتمی 74/4 اورئوس

بود که  log1/1که در مطالعه حاضر شیوع  (24)داشت 

 مطابقتی وجود ندارد.

( در ارومیه بر روی 2411صادقی زالی و همکاران )

های مختلف طیور  در اندام سالمونلامیزان آلودگی به 

 27) 114،نمونه 1004از مجموع کشتارگاهی دریافتند که 

، که با نتایج (21)آلوده بود سالمونلا ها به نمونهدرصد( 

درصد( مطابقت ندارد. در  11حاصل از مطالعه حاضر )

(، بر روی 2417و همکاران ) Sirikenتحقیق دیگری 

های صنعتی در ترکیه  آلودگی لاشه طیور در کشتارگاه

 174 مجموع از ،سالمونلانشان دادند که شیوع آلودگی به 

، که (22)د ش ییشناسا درصد( 11/02)نمونه  10 نمونه

 بسیار فراتر از مطالعه حاضر بود.

(، در ترکیه 2424و همکاران ) Tawyabiurدر مطالعه 

و  سالمونلات بوقلمون به بر روی آلودگی گوش

ها نشان دادند  بیوتیکی جدایه و مقاومت آنتی اشرشیاکلای

در گوشت بوقلمون از  سالمونلا که شیوع آلودگی به

درصد( و بیشترین  11/20نمونه ) 11نمونه  17مجموع 

، (21)مقاومت مربوط به اریترومایسین و تتراسایکلین بود 

درصد آلودگی داشت؛  11سالمونلا که در مطالعه حاضر 

ای  بنابراین با مطالعه نامبرده مطابقتی ندارد. در مطالعه

 ( بر روی شیوع2424) Çetinkayaو  Arkaliتوسط 

در گوشت طیور کشتارشده کشتارگاهی در  سالمونلا

را گزارش دادند  ونلاسالمدرصدی به  20ترکیه، آلودگی 

که بسیار فراتر از مطالعه حاضر است. پژوهشی  (20)

(، با هدف بررسی میزان 2424و همکاران ) Heirتوسط 

ر چین در گوشت طیور کشتارگاهی د سودوموناسشیوع 

درصد  71/71انجام شد که گزارش دادند میزان آلودگی 

درصد(  20ر از مطالعه حاضر )که بسیار فرات (27)بود 

 Hassanو  Jawherای که در عراق توسط  است. در مطالعه

( بر روی گوشت طیور کشتارشده انجام شد از 2421)

درصد آلودگی به  22نمونه گوشت طیور،  74مجموع 

که مطابق و همسو با  (21)را گزارش دادند  سودوموناس

( در ترکیه 2421و همکاران ) Yilmazمطالعه حاضر است. 

نمونه گوشت طیور  141گزارش دادند که از مجموع 

درصد(  24/51نمونه ) 74گیری شده در کشتارگاه،  نمونه

، که ارتباطی با (25)آلودگی داشتند  سودوموناسبه 

ای همسو با مطالعه حاضر در  مطالعه مطالعه حاضر ندارد.

 ( انجام شد که2417و همکاران ) Ayoguنیجریه توسط 

بازار از نمونه  25 ی کهباکتر هیجدا 74گزارش دادند از 

( درصد 14) 14 ،از کشتارگاه جدا شدنمونه  21و  خرید

بودند.  سودوموناس( گونه درصد 04) 24و سالمونلا گونه 

از  وموناسسودگونه  12و سالمونلا گونه  17در مجموع 

گونه  7گونه سالمونلا و  17و در مجموع  خریدبازار 

، که با مطالعه (27) از کشتارگاه جدا شدند ناسسودومو

 حاضر مطابقتی ندارد.

متداول شامل  اتیعمل ور،یط یها در کشتارگاه

 یبند (، سردکردن و بستهییجوشاندن، کندن )پرزدا

 نیمتقاطع ب یو پس از کشتار، آلودگ نیباشد. در ح یم

 زاتی، تجهاستفاده شده برای کشتارکشتارگاه، آب  طیمح

 یسطح آلودگ ممکن است وریمورد استفاده و لاشه ط

 عیدر صنا سودوموناسجنس  تیاهم دهد. شیلاشه را افزا

فساد آنها،  تیقابل لیدل نه تنها به ییغذا و بهداشت مواد

بر  لمیوفیب لیو تشک دنیآنها در چسب ییتوانا لیدل بلکه به

یی مرتبط با مواد غذا یها طیسطوح مختلف در مح یرو

آنها قادر به مقاومت در  نیبنابرا است. مهم و حائز اهمیت

هستند و آنها  یمانند ضدعفون رشد، نامطلوبِ طیبرابر شرا

 یی نیز زندهمواد غذا یسازد تا در کارخانه فرآور یرا قادر م

منبع  نکهیعلاوه بر ا سودوموناس لمیوفیب بمانند. یباق

است که  ییمواد غذا یبعد یها دسته یبرا یآلودگ یجد

ذرات معلق در  قیاز طر ای کنند یعبور م لمیوفیب هیاز ناح

 یها یممکن است باکتر رند،یگ یهوا از سطح آلوده منشأ م

و  عیصنا یبرا دیشد ینگران کیکه  کندرا جذب  زا یماریب

 یها که گونه ییاز آنجا است. ییاغذ بهداشت مواد

https://vj.areeo.ac.ir/article_100976_322db281236b49710d4b74dff4e8cb77.pdf
https://vj.areeo.ac.ir/article_100976_322db281236b49710d4b74dff4e8cb77.pdf
https://vj.areeo.ac.ir/article_100976_322db281236b49710d4b74dff4e8cb77.pdf
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 فیبا ط توانند یدر همه جا وجود دارند و م سودوموناس

، لذا این سازگار شوند یطیمح یو دماها طیاز شرا یعیوس

 .(21)دهد  مورد خطر آنها را بیش از پیش افزایش می

از  یمنبع قابل توجه وریکشتارگاه ط زاتیسطوح تجه

است که  سالمونلاو  سودوموناس یها هیبا سو یآلودگ

در  یبعد ینگهدار یدر ط وریمنجر به فساد گوشت ط

نتایج حاصل از مطالعه حاضر و شود. با توجه به  یم خچالی

گرفت که  جهیتوان نت یممقایسه با مطالعات پیشین 

 از سالمونلاو  سودوموناس های باکتریبا  یآلودگ

 و سلامت انسان است. وریط دیتول یمهم برا های یماریب

انسان و دام است که  نیمشترک ب تیزا ماه یماریعامل ب

بط در و محصولات مرت وریلاشه ط اب تماسپس از 

ها به انسان منتقل  و کشتارگاه یفرآور یها کارخانه

و سالمونلا درصدی به  11لذا با توجه به آلودگی  شود. یم

شود در مراحل  توصیه می سودوموناسدرصدی به  20

مختلف کشتار طیور، و همچنین ابزارهای موجود در 

کشتارگاه اعم از قلاب آویز، یخچال، چاقو، تخته و در 

ها،  کننده کشتارگاه توسط ضد عفونی مجموع محیط

های  سازی شود تا از تجمع آلودگی به میکروارگانیسم پاک

های بیوفیلمی جلوگیری شود و به این  پاتوژن و آلودگی

طریق سلامت انسان مورد مخاطره قرار نگیرد. همچنین با 

های نامبرده از عوامل گاستروانتریت  توجه به اینکه باکتری

باشند لازم است جهت درمان  انات میدر انسان و حیو

زا استفاده از  های ناشی از این عوامل بیماری بیماری

 بیوتیک محدود گردد. آنتی

 سپاسگزاری

 گروه وســـیله از کلیـــه همکـــاران بـــدین

بهداشت مواد غذایی دانشکده دامپزشکی دانشگاه آزاد 

ایـن ه نهایت همکاری را در انجام ک اسلامی واحد شهرکرد

 آید. پـروژه داشتند تشکر به عمل می
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Summary 

 

Salmonella and Pseudomonas are among the most important food-borne pathogens around the world that 

cause risks for consumers; Therefore, it is necessary to monitor them in food. In this regard, the purpose of this 

study is to investigate the prevalence and pattern of antibiotic resistance of Salmonella, Pseudomonas and coli-

form in slaughtered turkey meat and tools in Najaf Abad slaughterhouse, Isfahan. 100 samples of turkey breast 

meat were randomly sampled from the slaughterhouse and transferred to the laboratory under sterile conditions. 

Sampling was also done using the swap method from the tools in the slaughterhouse. The prevalence of Salmo-

nella and Pseudomonas infection was determined using ANOVA statistical test. The results showed that out of a 

total of 100 samples, 24 samples were contaminated with Pseudomonas and 11 samples were contaminated with 

Salmonella. Statistical analyzes showed that there is no significant relationship between the prevalence of Sal-

monella and Pseudomonas in turkey meat sold in Najaf Abad city (p<05/00). The highest antibiotic resistance 

was related to ciprofloxacin and kanamycin in salmonella and Amicasin in pseudomonas. Due to the high pollu-

tion, it is recommended to clean the tools in the slaughterhouse with disinfectants in different stages of poultry 

slaughtering to prevent the accumulation of pathogenic microorganisms and biofilm pollution. In this way, hu-

man health is not endangered. 

 

Keywords: Salmonella, Pseudomonas, Food safety, Antibiotic resistance 
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در  یرسینیاو  لیستریا، اشریشیاکلای، استافیلوکوکوس اورئوسبررسی آلودگی به 

 های عرضه شده در شهرستان کرج سوسیس و کالباس
 

 2*سیدمجید هاشمی، 1یمحمدامین امان

 .دانشگاه آزاد اسلامی، شهرکرد، ایرانآموخته کارشناسی ارشد بهداشت مواد غذایی، گروه بهداشت مواد غذایی، واحد شهرکرد،  دانش -1

 .می، شهرکرد، ایرانلا، واحد شهرکرد، دانشگاه آزاد اسمرکز تحقیقات تغذیه و محصولات ارگانیک -2

 

 1041 تیر 42،  پذیرش نهایی: 1041 اردیبهشت 11،  بازنگری: 1041 خرداد 47دریافت مقاله: 

 

 

 چکیده

 یها یماریتواند باعث ب یاست که م یسلامت عموم یبرا یجد ینگران کها، ی میکروارگانیسمتوسط  ییمواد غذا یآلودگ

در  یرسینیا و لیستریا، اشریشیاکلای ،استافیلوکوکوس اورئوس. هدف از مطالعه حاضر بررسی آلودگی به منتقله از غذا شود

نمونه کالباس از  112نمونه سوسیس و  111های عرضه شده در شهرستان کرج بود. در این مطالعه تعداد  سوسیس و کالباس

گیری و در شرایط سترون به آزمایشگاه انتقال داده شدند.  صورت تصادفی نمونه مراکز عرضه این محصول در شهرستان کرج به

ها  جهت آنالیز آماری دادهو  SPSSافزار  ها مورد آزمایش قرار گرفتند. از نرم زیابی آلودگیها مطابق روش استاندارد برای ار نمونه

در نظر گرفته شد. نتایج نشان داد که بیشترین آلودگی در ( p<47/4دار بودن ) و حد معنیاستفاده از روش کای اسکوئر 

درصد(،  12/5نمونه ) 10 اشریشیاکلایها به  آلودگی سوسیسبود.  استافیلوکوکوس اورئوسسوسیس و کالباس مربوط به 

 75/1نمونه ) 1 یرسینیا انتروکولیتیکادرصد( و  40/71نمونه ) 142 استافیلوکوکوس اورئوسدرصد(،  15/7نمونه ) 11 سالمونلا

وکوکوس استافیلدرصد(،  27/1نمونه ) 12 سالمونلادرصد(،  27/1نمونه ) 12 اشریشیاکلایها به  درصد( بود. آلودگی کالباس

ها،  منفی بود. نتایج نشان داد بین آلودگی سوسیس و کالباس یرسینیا انتروکولیتیکادرصد( و آلودگی به  27نمونه ) 07 اورئوس

ها، نظارت بیشتر مسئولان بر کیفیت  (. با توجه به میزان بالای آلودگی در بین نمونهp<47/4داری وجود ندارد ) ارتباط معنی

اندازد،  های غذایی که سلامت انسان را به مخاطره می ها و مسمومیت باشد تا از رخداد عفونت وری میمواد غذایی لازم و ضر

 جلوگیری شود.

 ایمنی غذایی، گاستروانتریت، سوسیس و کالباس، کرج :کلیدیواژگان 

 

                                                           
 majidhashemi54@gmail.com الکترونیک نویسنده مسئول مکاتبه:ست پ *

 شناسی دامپزشکینشریه تازه ها در میکروب
 nfvm.uoz.ac.ir: وبگاه

 5004-2676: یکیشاپا الکترون  4491-2645: یشاپا چاپ  - فصلنامه دو
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 مقدمه
 ریمانند گوشت مرغ، گوشت گاو و ش یوانیح یغذاها

 یرشد و نمو بدن ضرور یکه برا بوده نیسرشار از پروتئ

توانند  یم ی،وانیبا منشاء ح یغذاها گر،ید یهستند. از سو

ی پاتوژنی ها سمیکروارگانیانتقال م یبرا عاملیعنوان  به

کنندگان  در مصرفمرگ حتی و  یماریب سببکه  باشند

شدن به  لیاز غذا در حال تبد یناش یها یماریشوند. ب

 نیاست. ا یجهان یبهداشت عموم ینگران کی

و  یماریب ونیلیم 07ها سالانه مسئول  سمیکروارگانیم

در . (1) متحده هستند الاتیدر ا ریمرگ و م 1444

گونه  چیبه ه( Ready to eat)( RTEآماده ) یمقابل، غذاها

گرم کردن، و  یستثناندارند، به ا ازین یاضاف یساز آماده

سرد بدون  ایصورت خام  اغلب به RTE یغذاها نیا

. (2) شوند یمصرف م یاضاف یحرارت اتیگونه عمل چیه

از  یسبک زندگ تغییر  و تیجمع عیگسترش سر لیدل به

 شی، افزایطولان یمدرن، ساعات کارحالت سنتی به 

، عادات غذایی رییو تغ خارج از منزلمشارکت زنان در 

 افتهی شیافزا ریاخ یها در سال RTE ییمصرف مواد غذا

 -یمهم اجتماع یها نقش یابانیخ یغذاها .(1) است

کنند و در سراسر جهان  یم فایا ی راو فرهنگ یاقتصاد

 یها علاوه بر ارائه وعده یابانیخ یمحبوب هستند. غذاها

منبع  ،یشهر تیجمع یبرا نهیهز مناسب و کم ییغذا

 تواند یو م بودهزنان  ژهیو فروشان به دست یبرا یدرآمد

گردشگران  یمهم برا یا که جاذبه ی،محل یفرهنگ سنت

 .(0) منعکس کند را است

های گوناگون  استفاده از مواد غذایی آماده به شیوه

کننده را با وجود  تواند سلامت مصرف می

های عامل مسمومیت و عفونت تهدید کند  میکروارگانیسم

، اشریشیاکلایتوان به  ترین آنها می ، که از مهم(7)

، کترکمپیلوبا، استافیلوکوکوس اورئوس، لیستریا، سالمونلا

 اشاره کرد. یرسینیا

ها  اسهیاز خانواده انتروباکتر یکه عضو یشیاکلایاشر

عنوان  اغلب به باشد که ای می روده های از باکتری بوده

این  شود. یاد می ییغذا عیمدفوع در صنا یشاخص آلودگ

ای بوده که توانایی تشکیل اسپور  و میله یمنف گرمباکتری 

حرکت  یشتر یپر یها معمولاً توسط تاژک و را نداشته

از جمله اسهال،  یانسان یها عفونت. این باکتری با کند یم

مرتبط است.  تیو مننژ یدستگاه ادرار یها عفونت

حاد در انسان و  تیانتر جادیممکن است باعث ا نیهمچن

 کیاست که  یعلت اسهال مسافرت کیشود و  واناتیح

انسان را تحت  سلامت که بوده یاسهال خون هیشب یماریب

عنوان  که اغلب به کیهموراژ تیولدهد و ک یقرار م ریثأت

شود. بیماری  را سبب می شود یم دهینام یاسهال خون

در عفونت  اشریشیاکلاینوع  نیتر یدهنده اصل اسهال نشان

-1) آلوده است RTE یاز مصرف غذاها یناش یگوارش

14). 

 کی اسه،یخانواده انتروباکتر یاز اعضا یکی، سالمونلا

 گریکدیمرتبط با  یها یاست. از باکتر ییپاتوژن مهم غذا

شده  لیتشک یپیو هم از نظر ژنوت یپیهم از نظر فنوت

دو گونه در جنس سالمونلا وجود  ،یبند است. از نظر طبقه

 کی) S. bongori( و رگونهی)شش ز S. entericaدارد: 

 یسرووار مختلف بر اساس آنت 2744از  شیب و ،رگونه(یز

 .بندی کرد تقسیم( Hدار ) ( و تاژکO) کیسومات یها ژن

 یها عفونت یعامل اصل یدیفوئیت ریغ یسالمونلا

است و همچنان از نظر  ییاز مواد غذا یناش ییایباکتر

در مشکل عمده  کی ،یاقتصاد یها نهیعوارض و هز

سالمونلا  یاست. اگرچه سرووارهاسراسر جهان 

علت سالمونلوز  نیتر عیشا سیدیتیانترو  ومیمور یفیت

 لمونلاسا یسرووارها ریدر سراسر جهان هستند، سا یانسان

 تیاهم ریاخ یها در سال ییغذا تیمرتبط با موارد مسموم

 .(11) اند کرده دایپ

وجود دارند.  عتیطبهمه جای ها در وسلوکوکیاستاف

 ؛است استافیلوکوکوس اورئوس گروه نیگونه در ا نیتر مهم

در  ییغذا تیمسموم جادیها قادر به ا هیاز سو یبرخ رایز

پوست و  یرواین باکتری  هیانسان هستند. مخزن اول

پستانداران و پرندگان است.  یمخاط یغشاها

کرده جدا  اغلب از گوشت چرخ اورئوس لوکوکوسیاستاف

 اتیاست و با عمل داریحرارت پابا  نی. انتروتوکسودش یم
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 یحرارت یداریپا لیدل رود. به ینم نیاز بمعمولی  یحرارت

 ندیدر طول فرآ دیگوشت با یسطح آلودگ ن،یانتروتوکس

 هیاول ینگه داشته شود. آلودگ نییتا حد امکان پا دیتول

 یافتد. کمبودها یگوشت در هنگام کشتار اتفاق م

 یاقدامات بهداشت نیتر سخت اب یتوان حت یرا نم یبهداشت

 یاقدامات بهداشت جبران کرد. یبعد دیتول ندیدر طول فرآ

گوشت با هدف محافظت از  دیدر تول یکیولوژیکروبیم

 .(12) شود یزا انجام م یماریکننده در برابر عوامل ب مصرف

 قیاز طر عیشا اریپاتوژن بس کی کایتیانتروکول اینیرسی

( در وزینیرسی) یگوارش یها غذا است که باعث عفونت

 یها عفونت شود. یم واناتیاز ح یعیوس فیانسان و ط

و  یو بار اجتماع یسلامت عموم کایتیانتروکول اینیرسی

از  یاریدر بس یانسان تیرا بر جمع یقابل توجه یاقتصاد

 کی کایتیانتروکول اینیرسی .کرده است لیکشورها تحم

معمولاً و  است عتیگسترده در طب عیبا توز ییپاتوژن غذا

جدا  یطیو منابع مح ییمختلف، محصولات غذا واناتیاز ح

های گوشتی )سوسیس، کالباس،  . فرآورده(11) شود یم

 سوسپانسیونی از عبارتند کباب لقمه، همبرگر، مارتادلا و..(

گوشت  حلال حیوان چند یک یا گوشت از حاصل پایدار

 یا و طبیعی هایی داخل پوشش در با سایر مواد که

 فرآیند از طی و پس شده پر مناسب شرایط در مصنوعی،

 ترین عمده. شود می آماده برای مصرف مناسب حرارتی

 گوشت های گوشتی، فرآورده رفته در بکار بخش پروتئین

 نوع از عمدتاً ایران در تولیدی های باشد. این فرآورده می

در صورت رعایت مسائل فنی و  که دیده هستند حرارت

باشند. در  ا میز بیماری های میکروارگانیسم فاقد بهداشتی،

 های ایران، فرآورده در موجود گوشتی محصولات بین

 دیده های حرارت و کالباس سوسیس همچون انواع گوشتی

 مصرف و گوشتی هستند های فرآورده ترین پرمصرف جزو

 رشدی به روند رو از امروزی جامعه در ها فرآورده این

 .(10)بوده است  برخوردار

 دام گوشت، های موجود در آلودگی ترین منبع مهم

دلیل  به تواند می لاشه ها در فراوانی آلودگی. باشد می زنده

موجود در بدن دام، که در  میکروبی های بیماری وجود

 وجود شود، به به بیرون هم انتقال داده می کشتار حین

 رعایت مسائل عدم اثر در ممکن است و باشد آمده

 مرطوب های بخش. باشد کشتار زنجیره طول در بهداشتی

 سوراخ چشم، پلک و پوزه، دهان، قبیل از بدن دام، مجاری

 تناسلی دستگاه خارجی بخش پوست، و گوش، مقعد، پشم

 همگی پستان، از شیر خروج ماده محل های دام در و

انواع مختلفی از  حاوی و باشند دارای آلودگی می

 های و مسمومیت ها عفونت عامل های میکروارگانیسم

نواع ا ها روده دام در برآن علاوه. باشند می غذائی

 های آنها میکروارگانیسم بین و ای روده های میکروب

 با ،(17)را داشته و سبب انتشار بیماری شوند  خطرناکی

 های حضور باکتری از ناشی بهداشتی مخاطرات به توجه

 حال و وضع گذشته از اطلاع غذایی، مواد در زا بیماری

 به منشاء دامی با غذایی مواد باکتریایی آلودگی

 ارائه و ها این آلودگی روند ارزیابی و غذازاد های باکتری

 ضروری آنها یا کاهش حذف جهت در مناسب راهکارهای

بررسی باشد. در همین راستا، هدف از مقاله حاضر  می

، اشریشیاکلای، استافیلوکوکوس اورئوسآلودگی به 

های عرضه شده  در سوسیس و کالباس یریسینیاو  لیستریا

 در شهرستان کرج است.

 ها مواد و روش

مطالعه حاضر از نوع مطالعه توصیفی و  گیری: نمونه

 14ها با توجه به میانگین شیوع حدود  مقطعی بود. نمونه

ها در سوسیس و کالباس با استفاده از  درصدی باکتری

 1042فرمول زیر محاسبه شد. این مطالعه در زمستان 

 111نمونه، شامل  170انجام شد. در این پژوهش تعداد 

نمونه کالباس از مراکز عرضه این  111یس و نمونه سوس

صورت تصادفی جداسازی و  محصول در شهرستان کرج به

در شرایط سترون به آزمایشگاه بهداشت مواد غذایی 

 دانشگاه آزاد اسلامی واحد شهرکرد انتقال داده شد.

    
  

  
 

گرم از نمونه  27مقدار  جداسازی اشرشیاکلای:

سی لاکتوز براث  سی 227مورد آزمایش وزن شد و داخل 
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(Merk, Germany به مدت )15ساعت در دمای  20 

از محیط نمونه  سی سی 1مقدار  درجه قرار گرفت.

کشت و بعد از  EMB Agarکشت شده روی محیط غنی

فلزی های دارای جلای سبز  ، کلنیت انکوباسیونساع 20

 شامل افتراقی کشت های برای تأیید در محیطانتخاب و 

کشت داده و   SIMو   MR_VP،TSIسیمون سیترات، 

 .(11) مشخص شد های مثبت آنها نمونه

با های  گرم از نمونه 27مقدار  جداسازی سالمونلا:

لاکتوز براث مخلوط و به مدت  سی محیط کشت سی 227

شدند.  گذاری خانه درجه گرم 15ساعت در دمای  20

 سی سی 14شده به  از نمونه غنی سی سیمقدار یک سپس 

به  سی سیو یک ( Italy, liofilchem) سیستین  سلنیت

منتقل ( Italy, liofilchem) تتراتیونات براث سی سی 14

گذاری، از محیط سلنیت  ساعت گرمخانه 20. پس از شدند

شیگلا آگار، بیسموت سولفیت -سیستین روی سالمونلا

صورت  به (Italy, liofilchem) آگار و بریلیانت گرین آگار

همین ترتیب از تتراتیونات، روی  شد. بهخطی کشت داده 

 20از  داده شد. سپس بعدهای مذکور کشت انجام  محیط

 های تیپیک به محیط ساعت تعداد دو یا بیشتر از پرگنه

TSI و LIA( Italy, liofilchem ) منتقل و نتایج بر اساس

 .(11)گرفت دستورالعمل استاندارد مورد تفسیر قرار 

برای  جداسازی استافیلوکوکوس اورئوس:

های  مونهنگرم از  7 اسـتافیلوکوکوس اورئـوسجداسـازی 

بـه درون ظرف توزین استریل منتقل و  مورد آزمایش

عنوان حلال به  بهسی محلول رینگر  سی 07سپس میزان 

دست آید. پس از حل  به 14-1آن افزوده شد تا رقت 

و ایجـاد یک  دست شدن مخلوط کردن و یک ،کـردن

وسـیله سمپلر  سی از آن به یس 7/4محلول همگن، میزان 

به  (Agar Parker -Bairdر )ارکر آگـاروی محیط برد پ

های کشت  پلیت داده شد.روش کشت سـطحی کشت 

درجه  15ساعت در دمای  20داده شده بـه مـدت 

. بعـد از پایـــان انکوباســـیون در شدند گذاری خانه گرم

ی گرد و سیاه ها کلنی های با باکتری ،صـــورت رشـــد

های مشـکوک  نیرنگ، جهت انجـام کشت تأییدی، از کلو

وسـیله لـوپ استریل روی محیط مـانیتول سـالت  بـه

مجدداً  ها و محیطکشت داده  (Salt Manitol Agar)آگـار

درجه  15در دمای ساعت در انکوباتور  20به مدت 

اعت برروی س 2گراد قرار گرفته و بعـد از گذشـت  سانتی

هـای زردرنگ دارای  های مانیتول مثبـت )کلـونی کلنی

اسـتافیلوکوکوس جهت تأیید  Dnase هاله زردرنگ( تست

های مورد  . هــمچنــین باکتریگرفتانجــام  اورئـوس

این تست در مورد  نتیجه و نظر با تست کواگولاز ارزیـابی

 .(15) مشخص شدند اسـتافیلوکوکوس اورئـوس

 به میزان وزنی جداسازی یرسینیا انتروکولیتیکا:

 ,PSB (Mirmediaاولیه که گرم از محیط کشت  11/14

Iran شدآب مقطر اضافه  سی سی 1444 داخل به( بود .

 17مدت  اتوکلاو انتقال و سپس برای استرلیزاسیون به

گراد  درجه سانتی 121پوند و حرارت  17دقیقه در فشار 

گرم از محیط  04مقدار محیط کشت گذاشته شد. سپس 

 ,CIN (Mirmedia نتروکولیتیکایرسینیا ااصلی کشت 

Iran ) سپس برای شدآب مقطر اضافه  سی سی 1444به .

 17دقیقه در فشار  17و به مدت لازاسیون در اتوکلیاستری

. بعد از شد قرار دادهسلسیوس  درجه 121پوند و حرارت 

این مرحله، یک ویال مکمل به آرامی به محیط کشت پایه 

یط شد. محرف پخش بار مص های یک اضافه و در پلیت

CIN هایی از جمله: سفسولودین،  بیوتیک آگار شامل آنتی

گاوی  های چشم ایرگاسان، نووبیسین است. ظهور کلنی

 .(15)بود  یرسینیا انتروکولیتیکادهنده آلودگی به  نشان

های حاصل از  داده روش تجریه و تحلیل آماری:

تجزیه و تحلیل  21ورژن  SPSSافزار  مطالعه توسط نرم

شیوع آلودگی بین شدند. برای بررسی تفاوت بین 

ها و نیز همبستگی بین  سوسیس و کالباسهای  نمونه

 و برای 2χها از آزمون  های مختلف در نمونه شیوع باکتری

های  مقایسه بین فراوانی آلودگی باکتری خاص بین نمونه

شد.  استفاده Wilcoxonسوسیس و کالباس از آزمون 

 درصد در نظر گرفته شد. 17 حدود اطمینان

 نتایج
نمونه سوسیس،  111، از مجموع 1مطابق جدول 



 ... در سوسیس و یرسینیاو  لیستریا، اشریشیاکلای، استافیلوکوکوس اورئوسآلودگی به  بررسی

37 

شر
ن

 هی
 تازه

ر م
ا د

ه
ی

ب
کرو

 
اس

شن
 ی

شک
مپز

دا
 ی

 
لد 

ج
7

اره 
شم

/
2/

ان
ست

 زم
یز و

پائ
 

30
41

 

درصد(،  12/5نمونه ) 10در  اشریشیاکلایآلودگی به 

استافیلوکوکوس درصد(،  15/7نمونه ) 11 سالمونلا

 یرسینیا انتروکولیتیکادرصد( و  0/71نمونه ) 142 اورئوس

درصد( دیده شد. بیشترین میزان شیوع  75/1نمونه ) 1

ترتیب  بود و به استافیلوکوکوس اورئوسآلودگی برای 

بیشترین و  یرسنیا انتروکولیتیکاو  سالمونلا، اشریشیاکلای

در ها داشتند.  کمترین میزان آلودگی را در سوسیس

، Wilcoxonمقایسه بین فراوانی آلودگی توسط آزمون 

فراتر و  استافیلوکوکوس اورئوسدار شیوع  طور معنی به

تر از سایر  پائین یرسینیا انتروکولیتیکاشیوع 

با  سالمونلاو  اشریشیاکلایها بود. شیوع  میکروارگانیسم

مطابق استاندارد  داری نداشت. هم تفاوت آماری معنی

سازمان استاندارد و تحقیقات صنعتی ایران  2142

های  های فرآورده نمونههای پاتوژن جداشده از  باکتری

گوشتی باید در وضعیت منفی باشند تا کالا از نظر سلامت 

ها با  تائید شود که بین نتایج حاصل از آلودگی سوسیس

 .(p˂41/4داری وجود دارد ) استاندارد ایران تفاوت معنی

ها ارزیابی آماری نشان داد که از  در بررسی کالباس

بیشترین میزان نمونه کالباس عرضه شده  112مجموع 

در  استافیلوکوکوس اورئوسشیوع آلودگی برای 

ترتیب  های عرضه شده در شهرستان کرج بود و به کالباس

یرسینیا با آلودگی مشابه و سپس  سالمونلا، اشریشیاکلای

ها  کمترین میزان آلودگی را در کالباس انتروکولیتیکا

در مقایسه بین فراوانی آلودگی توسط آزمون داشتند. 

Wilcoxon های  های سوسیس، در نمونه مشابه نمونه

استافیلوکوکوس دار شیوع  طور معنی کالباس هم، به

از سایر  یرسینیا انتروکولیتیکافراتر و شیوع  اورئوس

و  اشریشیاکلایها کمتر بود و باز هم شیوع  میکروارگانیسم

داری وجود نداشت. در  با هم تفاوت آماری معنی سالمونلا

های سوسیس  وانی آلودگی میکروبی بین نمونهمقایسه فرا

دار در شیوع  ، تنها تفاوت معنی2χو کالباس توسط آزمون 

دار در  طور معنی بود که به استافیلوکوکوس اورئوس

 های سوسیس بیشتر بود. نمونه

 

 های مورد مطالعه شهرستان کرج به باکتریهای عرضه شده در  توزیع فراوانی آلودگی سوسیس و کالباس -1جدول 

 نمونه غذایی
 یرسینیا انتروکولیتیکا استافیلوکوکوس اورئوس سالمونلا اشریشیاکلای

n درصد n درصد n درصد n درصد 

 10 12/5a 11 15/7 a 142 0/71 b 1 75/1 c (n = 191سوسیس )

 12 27/1 a 12 27/1 a 07 27 d 4 4 c (n = 192کالباس )

 21 57/1 27 11/5 174 11/11 1 57/4 (n = 383جمع )

 وجود داشت. (p˂41/4)دار با  در اعداد با حروف انگلیسی متفاوت، تفاوت معنی

 

توزیع فراوانی مطلق و نسبی آلودگی  ،2جدول 

های  دهد که نمونه ها را نشان می همزمان به انواع باکتری

ها آلوده بودند.  مختلف همزمان به کدام باکتری

های سوسیس،  شود، در نمونه طورکه مشاهده می همان

و  اشریشیاکلایبیشترین همزمانی بین وجود 

بین نمونه و سپس  10در  استافیلوکوکوس اورئوس

نمونه و  12در استافیلوکوکوس اورئوس و  سالمونلا

نمونه دیده شد. در  14در  سالمونلاو  اشریشیاکلای

های کالباس این همزمانی بسیار کمتر بود و فقط  نمونه

نمونه و  0در استافیلوکوکوس اورئوس و  سالمونلابین 

در یک نمونه دیده  سالمونلاو  اشریشیاکلایسپس بین 

 شد.

 

 



 محمدامین امانی و سیدمجید هاشمی
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 های عرضه شده در شهرستان کرج توزیع فراوانی آلودگی همزمان به انواع باکتری مورد مطالعه در سوسیس و کالباس -2جدول 

 نوع باکتری نوع نمونه
 یرسینیا انتروکولیتیکا استافیلوکوکوس اورئوس سالمونلا

 درصد تعداد درصد تعداد درصد تعداد

 (n= 191سوسیس )

 4 4 1/5 10 2/7 14 اشریشیاکلای

 4 4 1/1 12  سالمونلا

 1 2  استافیلوکوکوس اورئوس

 (n= 192کالباس )

 4 4 4 4 7/4 1 اشریشیاکلای

 4 4 1/2 0  سالمونلا

 4 4  استافیلوکوکوس اورئوس

 (n= 383جمع )

 4 4 1/1 10 1/2 11 اشریشیاکلای

 4 4 2/0 11  سالمونلا

 7/4 2  استافیلوکوکوس اورئوس

 

های مختلف،  در آزمون همبستگی بین فراوانی باکتری

دار بین شیوع  های سوسیس همبستگی معنی در نمونه

و  اشریشیاکلایو نیز بین  سالمونلاو  اشریشیاکلای

وجود داشت. در  (p˂41/4)با  استافیلوکوکوس اورئوس

دار بین شیوع  های کالباس نیز همبستگی معنی نمونه

و نیز بین  (p˂41/4)با  سالمونلاو  اشریشیاکلای

 (p˂47/4)با  استافیلوکوکوس اورئوسو  اشریشیاکلای

 وجود داشت.

، توزیع فراوانی مطلق و نسبی آلودگی 1جدول 

دهد که  ها را بر حسب تعداد آلودگی نشان می نمونه

های مختلف همزمان به چند باکتری آلوده بودند.  نهنمو

های سوسیس،  شود، در نمونه طورکه مشاهده می همان

مورد  14و سه آلودگی  7تعداد موارد دارای دو آلودگی 

آلودگی همزمان وجود نداشت. در  0بود و موارد دارای 

های کالباس موارد دارای دو آلودگی فقط  که در نمونه حالی

آلودگی همزمان وجود  0یا  1و موارد دارای  مورد بود 7

 نداشت.

 

 های عرضه شده در شهرستان کرج بر حسب تعداد آلودگی های سوسیس و کالباس توزیع فراوانی نمونه -3جدول 

 ماده غذایی
 دارای چهار آلودگی دارای سه آلودگی دارای دو آلودگی دارای یک آلودگی

 درصد تعداد درصد تعداد درصد تعداد درصد تعداد

 71 71/01 7 17/0 14 12/7 4 4 (n = 191سوسیس )

 12 21/12 7 1/2 4 4 4 4 (n = 192کالباس )

 171 0/11 11 0/1 14 1/2 4 4 (n = 383جمع )

 

 گیری بحث و نتیجه
 عنوان را به یابانیخ یغذاها ،خوار و بار جهانیسازمان 

 هیفروشان ته که توسط دست RTE یها یدنیغذاها و نوش

 ریها و سا ابانیدر خ ژهیو رسد، به یبه فروش م ای و

 RTE یغذاها کند. یم فیمشابه تعر یعموم یها مکان

توانند  یسرد باشند و م ایپخته، گرم  ایتوانند خام  یم

از  یبرخ. مصرف شوند شتریب یحرارت اتیبدون عمل

 ی، ماهها سوسیس، کالباس، ساندویچمانند  RTE یغذاها

آلودگی به  خطرناکمنابع عنوان  به رهیو غ سرخ شده

 رایشوند ز یدر نظر گرفته م های پاتوژن میکروارگانیسم

 تیها حما توانند از رشد پاتوژن یم ییمواد غذا نیچن

طور بالقوه خطر ابتلا به  به یابانیخ یمصرف غذاها کنند.

 یغذاها رایدهد ز یم شیز غذا را افزاا یناش یها یماریب

 وشوند  یاز منابع مختلف آلوده م یبه راحت یابانیخ



 ... در سوسیس و یرسینیاو  لیستریا، اشریشیاکلای، استافیلوکوکوس اورئوسآلودگی به  بررسی

39 

شر
ن

 هی
 تازه

ر م
ا د

ه
ی

ب
کرو

 
اس

شن
 ی

شک
مپز

دا
 ی

 
لد 

ج
7

اره 
شم

/
2/

ان
ست

 زم
یز و

پائ
 

30
41

 

، هیته زماندر  یو بهداشت مناسب تیفیک ،یمنیاقدامات ا

در همین راستا، در پژوهش  وجود ندارد. توزیع و عرضه

های عرضه شده  حاضر میانگین آلودگی سوسیس و کالباس

نمونه  111ترتیب از مجموع  در شهرستان کرج به

درصد( و از مجموع  71/01نمونه ) 117سوسیس 

درصد( به  51/17نمونه ) 52نمونه کالباس 112

های پاتوژن آلوده بودند. این در حالی است که  باکتری

دهنده عدم  دگی بالا در مطالعه حاضر نشانمیزان آلو

سازی، انبار، هندلینگ و  رعایت بهداشت در طبخ، ذخیره

کنندگان است. مجموع آلودگی به  عرضه به مصرف

نمونه  245نمونه،  171های پاتوژن از  میکروارگانیسم

 درصد( بود. 40/74)

(، در پژوهشی روی آلودگی 2421حیدرزادی و همکاران )

شده در شهرستان کرمانشاه گزارش  ی عرضه ها ساندویچ

های گوشتی به  دادند میزان آلودگی در فرآورده

 1/1 اشریشیاکلایدرصد،  51/02 استافیلوکوکوس اورئوس

منفی  یرسینیا انتروکولیتیکادرصد و  1/7 سالمونلادرصد، 

، که همسو با مطالعه حاضر است. آزاد و شاکریان (15)بود 

روی آلودگی سوسیس و  (، در پژوهشی2421)

های عرضه شده در شهرستان تهران نشان دادند  کالباس

گیری  های نمونه که میزان آلودگی در سوسیس و کالباس

های  شده از استاندارد ملی ایران بالاتر بود. در سوسیس

درصد( و در  27نمونه ) 10نمونه  74مورد مطالعه از 

گی به درصد( آلود 04) 24نمونه  74ها از  کالباس

و  سالمونلا، اشریشیاکلایهای  میکروارگانیسم

، که با (17) وجود داشته است استافیلوکوکوس اورئوس

ریه روی در تحقیقی در نیجپژوهش حاضر مطابقتی ندارد. 

( RTEدر مواد غذایی آماده ) اشریشیاکلایآلودگی به 

 74( نشان داده شد که 2422و همکاران ) Beshiruتوسط 

درصد( آلوده به  5/21نمونه غذایی ) 144نمونه از 

، که درصد آلودگی به (11)بوده است  اشریشیاکلای

نمونه  144نمونه از  21در مطالعه حاضر  اشریشیاکلای

و  Parvezدرصد( بود که مطابقتی ندارد. مطالعه  55/1)

( بر روی آلودگی غذاهای خیابانی عرضه 2414همکاران )

درصد(  50نمونه ) 74نه از نمو 15شده نشان دادند که 

دارای آلودگی به  RTEمورد بررسی از غذاهای 

 ، که بسیار فراتر از آلودگی به(24)بودند  اشریشیاکلای

درصد( است. در  55/1در مطالعه حاضر ) اشریشیاکلای

( روی آلودگی 2422و همکاران ) Emaپژوهشی که توسط 

 اشریشیاکلایمواد غذایی عرضه شده در بنگلادش به 

انجام شد، گزارش دادند که میزان آلودگی به 

های گوشتی  درصد، فرآورده 04در سالادها،  اشریشیاکلای

، که با نتایج حاصل (21)صد بود در 5/11ها  و ساندویچ 11

در  اشریشیاکلایاز مطالعه حاضر در خصوص آلودگی به 

 ای گوشتی مطابقت ندارد.ه فرآورده

Jackson ( روی آلودگی غذاهای آماده 2411و همکاران )

 سالمونلانشان دادند که شیوع  سالمونلاو  اشریشیاکلایبه 

، که (22)درصد بود  5/1 اشریشیاکلایدرصد و شیوع  7/1

و  Nikiemaتر بود. تحقیقی توسط  از مطالعه حاضر پائین

( روی آلودگی غذاهای خیابانی به 2421همکاران )

 1/15 سالمونلادر بورکینافاسو دریافتند که شیوع  سالمونلا

در مطالعه  سالمونلا، میانگین (21)( بود 11/241درصد )

تر از مطالعه نامبرده  درصد بود که پائین 21/5حاضر 

(، روی 2421و همکاران ) Razaای  باشد. در مطالعه می

دریافتند که  سالمونلا آلودگی مواد غذایی در پاکستان به

 RTEهای غذایی  ( از نمونه121/124درصد ) 17تقریباً 

ترین نوع غذای  برای مصرف انسانی مناسب نبودند. آلوده

RTE ( )درصد( بود. آلودگی  01شاورما )کباب ترکی/گص

های غذایی در تابستان نسبت به فصول  میکروبی نمونه

های  نه( از نمو01/121درصد ) 04دیگر بیشتر بود. تقریباً 

های  غذایی که برای مصرف انسانی مناسب نبودند به گونه

درصد( و  11)سالمونلا انتریتیدیس آلوده بودند.  سالمونلا

درصد( تنها سرووارها در بین  11)موریوم  سالمونلا تیفی

مثبت بودند  سالمونلاهای  هایی بودند که برای گونه نمونه

در سوسیس و  سالمونلا، در مطالعه حاضر آلودگی به (20)

بود که در نتیجه شیوع آلودگی در  درصد 21/5کالباس 

 تر از مطالعه نامبرده است. مطالعه حاضر پائین

Rivera ( در آمریکا روی آلودگی به 2440و همکاران )



 محمدامین امانی و سیدمجید هاشمی
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های گوشتی دریافتند  در فرآورده اشریشیاکلایو  سالمونلا

و  2 اشریشیاکلایها به  که میزان آلودگی در این فرآورده

تر از مطالعه حاضر  ، که پائین(27)درصد بود  2 سالمونلا

( 2414نتایج مطالعه سادات کریمی و همکاران )است. 

 17های میکروبی خمیر مرغ دریافتند که  روی آلودگی

درصد  20های کواگولاز مثبت،  استافیلوکوکوسدرصد 

درصد در فاکتور شمارش کلی  17، اشریشیاکلای

، میانگین (21)نمونه مثبت بودند  144میکروارگانیسم، از 

در مطالعه  استافیلوکوکوس اورئوسوع آلودگی به شی

صادقی و درصد بود.  55/1 اشریشیاکلایو  11/04حاضر 

های  ای بر روی آلودگی ( در مطالعه2411همکاران )

های عرضه شده در  میکروبی در سوسیس و کالباس

میزان آلودگی شهرستان کرمانشاه گزارش دادند که 

 77مخمـر،  درصد کپک و 144ها  میکروبی نمونه

درصد  15، اسـتافیلوکوکوسدرصد  71درصدکلیفـرم، 

درصد از  1بود. در  سالمونلا درصد 1و  اشریشـیاکلای

ها حضور  آوری شده تمامی میکروارگانیسم های جمع نمونه

. در مطالعه حاضر میانگین آلودگی به (25)داشتند 

 اشریشیاکلایدرصد،  11/04 استافیلوکوکوس اورئوس

درصد بود که میزان آلودگی  21/5 سالمونلاو  55/1

 تر از پژوهش حاضر است. پائین در مطالعه نامبرده سالمونلا

آلوده شود و  دیتواند در طول تول یغذا م ،یطور کل به

 نیبا قوان دیبا یفرآور رهیهر مرحله از زنج نیبنابرا

 نیا یها افتهیمطابقت داشته باشد.  حیصح یبهداشت

شهرستان که در  یا آماده یمطالعه نشان داد که غذاها

 ،پاتوژن آلوده هستندهای  شوند به باکتری کرج عرضه می

 عدم رعایت بهداشت، لیدل به ها ندهیآلا نیا یمنشأ احتمال

بالابودن رفت و آمد و و  نامناسب مواد غذایی جابجایی

 است. پیامد نهایی آن افزایش گرد و غبار در محیط عرضه

منبع زنده  ،آماده یغذاها نیبدان معناست که ا نیا

ها  یماریب نیاز ا یبرخ مختلف هستند. یها یماریب

کنند که  دایپ ریگ همه تیو وضع افتهیتوانند گسترش  یم

 نیوجود ا د.نکن یم جادیا یسلامت یبرا یخطرات جد

 تیها در غذا باعث فساد غذا و مسموم سمیکروارگانیم

متعادل  یا هیاز نظر تغذ دیشود. غذا نه تنها با یم ییغذا

 باشد. منیا زین یکیولوژیکروبیاز نظر م دیباشد، بلکه با

 یابانیخ ییبه آموزش فروشندگان مواد غذا ازینهمچنین 

 یمنظور ارتقا به ییمواد غذا تیفیو ک یمنیدر خصوص ا

 د.رس ضروری به نظر می یابانیخ یغذا یمنیا
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Summary 

 

Contamination of food by microorganisms is a serious public health concern that can cause foodborne dis-

eases. The purpose of this study was to investigate the contamination with Staphylococcus aureus, Escherichia 

coli, Listeria and Yersinia in sausages and sausages offered in Karaj city. In this study, 191 sausage samples and 

192 sausage samples were randomly sampled from the supply centers of this product in Karaj city and trans-

ferred to the laboratory under sterile conditions. The samples were tested according to the standard method for 

contamination evaluation. SPSS software and chi-square method for statistical analysis of data and (p<0.05) was 

considered as the significance level. The results showed that the most contamination in sausages was related to 

Staphylococcus aureus. Out of a total of 384 samples, the average contamination in sausages and sausages sold 

in Karaj county was Escherichia coli 77.6%, Salmonella 7.29%, Staphylococcus aureus 40.36% and Yersinia 

enterocolitica 0.78%. The results showed that there is no significant relationship between the contamination of 

sausages and sausages (p>0.05). Considering the high level of contamination among the samples, it is necessary 

and necessary for the authorities to monitor the quality of food as much as possible in order to prevent the oc-

currence of infections and food poisoning that endanger human health. 
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 22 -01، صفحات 3041ستان پائیز و زم، 2، شماره 7دوره 

های چشمی در شترهای منطقه زابل و  عفونتهای قارچی عامل  بررسی تنوع گونه

 های چشمی ارتباط آن با سن و جنس: نقش شرایط جوی در فراوانی عفونت
 

 3مهدی راسخ، 2*علی سارانی، 1سهراب سربزی رودی
 

 .ایران ،آموخته، دانشکده دامپزشکی دانشگاه زابل دانش -1

 .، ایراندانشگاه زابل، زابلاستادیار، گروه علوم درمانگاهی، دانشکده دامپزشکی،  -2

 .، ایرانیار، گروه علوم درمانگاهی، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه زابل، زابلدانش -1

 

 1041 مرداد 11: نهایی،  پذیرش 1041 مرداد 17،  بازنگری: 1041 مرداد 14دریافت مقاله: 

 

 

 چکیده

خشک، از اهمیت بالایی برخوردارند. با توجه  عنوان منبع ارزشمند پروتئین، و نیروی کار در مناطق خشک و نیمه شترها به

در ای برخوردار است.  به نقش کلیدی آنها در اقتصاد و معیشت جوامع محلی، بررسی سلامت این حیوانات از اهمیت ویژه

 74از تعداد  های چشمی در شترهای منطقه زابل قارچی عامل عفونت های بررسی تنوع و فراوانی گونهمطالعه حاضر، با هدف 

های کشت اختصاصی کشت داده شده و  آوری شده بر روی محیط های جمع برداری شد. نمونه صورت تصادفی نمونه به نفر شتر

( حداقل =00nشترها )درصد از  77دهد؛ در  . نتایج حاصل از این مطالعه نشان میهای قارچی موجود شناسایی گردید گونه

 17مورد ) 1با پنیسیلیوم ترین گونه و  فراوان  درصد(، 22مورد ) 11با  فومیگاتوس آسپرژیلوسیک گونه قارچی وجود دارد که 

 سه هر کدام با رایزوپوسو  نایجر آسپرژیلوس درصد(، 12مورد ) 1 باموکور درصد(،  11مورد ) 7 بافلاووس  آسپرژیلوس درصد(،

درصد( بودند. بر اساس نتایج  2مورد ) یک با تریکوفایتون و آبسیدیادرصد( و  0دو مورد ) با کلادوسپوریومد(، درص 1مورد )

داری  ها ارتباط معنی درصد(. آنالیز آماری داده 17/17سال بیشتر بود ) 2حاصل از این مطالعه میزان آلودگی در شترهای بالای 

(. همچنین در بررسی حاضر میزان p>0.5های جداسازی شده نشان نداد ) چبین سن و جنس با میزان درصد فراوانی قار

نتایج (P=0.11). داری بین آنها مشاهد نگردید  های قارچی در شترهای نر بیشتر از جنس ماده بود ولی تفاوت معنی جدایه

خصوص در  ای چشمی بهه تواند بر میزان فراوانی قارچ دهد شرایط خاص جوی منطقه می مینشان  مطالعه یناحاصل از 

 حیوانات بیابان زیست دارای نقش باشد.

 های فلور قارچی، ملتحمه، شتر، شهرستان زابل جدایه :کلیدیواژگان 
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 مقدمه
سخت  طیبا شرا یکه به خوب یواناتیعنوان ح شترها به

 یاساس یسازگار هستند، نقش خشک مهیمناطق خشک و ن

. آنها منابع کنند یم فایمناطق ا نیا شتیدر اقتصاد و مع

گوشت، پشم و  ر،یچون ش ییمواد غذا دیتول یبرا یمهم

 هستند یحمل و نقل و بارکش یکار برا یروین نیهمچن

به  یانرژ ریو ذخا ییمنابع غذا نیکه تأم یطی. در شرا(1)

عنوان  شترها به تیبدل شده است، اهم یجهان یچالش

آشکار  شیاز پ شیکار ب یرویو ن نیپروتئ نیمنبع تأم

وجود  لیدل حال، سلامت شترها به نی. با اشود یم

 دیو مشکلات مرتبط با آنها تهد یعفون یها یماریب

 یقارچ یها نتعفو دات،یتهد نیکه از جمله ا شود یم

از فلور  یعنوان بخش ها به چشم است. قارچ هیدر ناح ژهیو به

 توانند یم یخاص طیتحت شرا وانات،یچشم ح یعیطب

دام و صنعت  یبرا یشوند و مشکلات متعدد زا یماریب

چشم  یقارچ یها . عفونت(2) به وجود آورند یدیتول

 یها و ورود قارچ یسطح یها واسطه خراش به توانند یم

خصوص اگر  شوند، به جادیا هیبه داخل قرن طلب فرصت

 نیشده باشد. ا دهیخراش یاهیتوسط مواد گ هیقرن

را  هیقرن یالیتل یسد محافظ اپ تواند یم ها یدگید بیآس

 (.1) ها فراهم آورد قارچ یبرا یکند و فرصت مناسب فیضع

 یکی تواند یسطح چشم، خود م یعیطب یکروبیم فلور

 واناتیدر ح کوزیعامل کراتوما یها قارچ نیاز منابع تام

وفور گزارش  به هیقرن یقارچ یها ها، عفونت باشد. در اسب

 دهید یموارد نیندرت چن که در گاوها به یاند، در حال شده

آلوده و  یها و تماس با خاک هیقرن یها بی. آسشود یم

مطرح  یا عنوان عوامل مستعدکننده به زین یاهیگ دموا

. (0) منجر شوند یقارچ یبه آلودگ توانند یهستند که م

 عیامکان آغاز سر هیقرن یقارچ یها عفونت عیسر صیتشخ

را  هیبه قرن ریناپذ جبران یها بیاز آس یریشگیدرمان و پ

از  یاریبس ،ی. از طرفکند یدامپزشکان فراهم م یبرا

جدا شده از  یقارچ یها که گونه اند ادهمطالعات نشان د

 یها به قارچ یادیشباهت ز کوزیدچار کراتوما یها چشم

 ییرو، شناسا نیسالم دارند. از ا یها موجود در چشم

 صیدر تشخ تواند یسالم م یها موجود در چشم یها قارچ

 ضد یها توسعه درمان نیو همچن زا یماریب یها گونه

 (.7) مؤثر، راهگشا باشد یقارچ

 ستمیس یدارا ه،یملتحمه و قرن ژهیو چشم، به سطح

 ستمیس نیاست. ا یقارچ یها در برابر عفونت یقو یدفاع

عوامل ضد  ک،یمتابول ،یمنیا یها سمیشامل مکان یدفاع

 م،یزوزیها، ل است. پلک یبافت یکیزیف یو سدها یکروبیم

و  یترشح یها نیمونوگلوبولیا ن،یلاکتوفر ن،یزیل بتا

از جمله عوامل  یاشک شیپ هیدر لا وجودم یها تیلکوس

هستند که سطح چشم را در برابر عوامل  یمحافظت

 یها سمیکروارگانیاز م ی. برخکنند یمحافظت م زا یماریب

و مصرف  یسطح یموجود بر سطح چشم، با اشغال فضا

 یها ستیمواد مهارکننده مانند پادز دیو تول یمواد مغذ

طلب ممانعت  فرصت یها از استقرار قارچ یدیپپت یپل

عنوان  به هیقرن ومیتلیاپ ن،یهمچن(. 5، 1) کنند یم

 زا یماریب یها سد در برابر قارچ نیو موثرتر نیتر مهم

از بروز  یریدر جلوگ یاتیو نقش ح شود یشناخته م

با توجه به نقش (. 7، 0) کند یم فایا یچشم یها عفونت

و مراقبت از سلامت آنها  یشترها، بررس یاتیو ح یاقتصاد

از جمله  ،یعفون یها یماریدارد. ب یا ژهیو تیاهم

سلامت  دکنندهیاز جمله عوامل تهد ،یقارچ یها یماریب

عملکرد و  یریطور چشمگ به توانند یشترها هستند که م

 (.1) قرار دهند ریآنها را تحت تأث یسلامت عموم

در شترها  جیاز مشکلات را یکی یچشم یها تعفون

 زا یماریکه اغلب به علت تماس با عوامل ب رود یشمار م به

ها  عفونت نی. اشود یم جادیا یطینامناسب مح طیو شرا

کنند و در صورت  دایبروز پ یمختلف یها به شکل توانند یم

 یو حت یینایمانند کاهش ب یعدم درمان مناسب، عوارض

 تواند یموضوع م نیکنند که ا جادیا ترهادر ش یینایناب

جوامع وابسته به شترها  یبرا ینامطلوب یاقتصاد یامدهایپ

 (.11، 14) به همراه داشته باشد

در  یچشم یقارچ یها گونه یبر رو یکم مطالعات

و  دوینوفریعنوان مثال، گ شترها انجام شده است. به

سه نژاد لاما،  یفلور قارچ یبر رو یقیهمکاران در تحق



 ... های چشمی در شترهای منطقه زابل و های قارچی عامل عفونت تنوع گونه بررسی

45 

شر
ن

 هی
 تازه

ر م
ا د

ه
ی

ب
کرو

 
اس

شن
 ی

شک
مپز

دا
 ی

 
لد 

ج
7

اره 
شم

/
2/

ان
ست

 زم
یز و

پائ
 

30
41

 

در چشم  یگونه غالب قارچ لوس،ینشان دادند که آسپرژ

 یکه توسط خسرو گرید یا شترسانان است. در مطالعه نیا

 ینیچشم و ب یانجام شد، فلور قارچ رانیو همکاران در ا

 یها شد و گونه یبررس کوهانه کی یشترها

 یها عنوان گونه به یا کورسه دایو کاند ومیدیکلادوسپور

انجام شده بر  یها یبررس (.11، 12) غالب گزارش شدند

اسب و گاو نشان داده  ژهیو به ،یاهل واناتیح ریسا یرو

 عیشا تاًنسب واناتیح نیچشم در ا یقارچ یاست که آلودگ

 یها اسب یبر رو یا عنوان نمونه، مطالعه به (.10) است

درصد  15/77در  یقارچ ینشان داد که آلودگ یرانیعرب ا

 یقیتحق ن،یوجود دارد. همچن یمورد بررس یها از نمونه

مانند  ییها نشان داد که قارچ یرانیا یگاوها یبر رو گرید

 21 وددر حد دایرودوتورلا و کاند وم،یلیسیپن لوس،یآسپرژ

 تیبر اهم ها افتهی نیها وجود دارند. ا درصد از نمونه

 دیتأک یاهل واناتیچشم ح یفلور قارچ شیو پا یبررس

و کنترل  ییدر شناسا تواند یفلور م نیشناخت ا رایدارد، ز

 یکه ممکن است مشکلات جد زا یماریب یقارچ یها گونه

 (.17 -15) کنند، مؤثر باشد جادیا واناتیسلامت ح یبرا

خشک و گرد و غبار فراوان در  طیتوجه به شرا با

 زا یماریب یها منطقه زابل، احتمال تماس شترها با قارچ

و گرد و غبار  دیشد ی. رطوبت کم، بادهاابدی یم شیافزا

رشد و انتشار  طیهستند که شرا یطیفراوان از عوامل مح

 یمطالعه، بررس نیا ی. هدف اصلکنند یم لیها را تسه قارچ

در  یچشم یها عامل عفونت یقارچ یها ونهتنوع گ

چون  یارتباط آن با عوامل یابیمنطقه و ارز نیا یشترها

درباره  یدیاطلاعات مف قیتحق نیسن و جنس است. ا

ها در برابر مختلف شتر یها گروه یریپذ بیآس زانیم

فراهم خواهد کرد و به شناخت بهتر از  یقارچ یها عفونت

ها  عفونت نیا وعیبر ش یکیولوژیزیو ف یطیعوامل مح ریتأث

 یعنوان منبع به تواند یم قیتحق نیا جی. نتاکند یکمک م

کاهش  یبرا رانهیشگیو پ یبهداشت یها برنامه نیجهت تدو

سلامت شترها  یو ارتقا یقارچ یچشم یها عفونت وعیش

ارزشمند،  واناتیح نیوابسته به ا یجوامع محل تیو در نها

 .ردیمورد استفاده قرار گ

 ها مواد و روش

مطالعه با  نیا: ها نمونه یآور هدف مطالعه و جمع

 یموجود در چشم شترها یفلور قارچ ییهدف شناسا

منظور،  نیا یمناطق مختلف شهرستان زابل انجام شد. برا

 یصورت تصادف سال به 14تا  2 یشتر با محدوده سن 74

 انتخاب شدند.

از  یریگ مطالعه، نمونه نیدر ا ها: نمونه یآور جمع

ملتحمه و پلک سوم چشم شترها با هدف  یسطح داخل

صورت گرفت. انتخاب  ینواح نیا یفلور قارچ یبررس

با  ینواح نیتماس مداوم ا لیدل ملتحمه و پلک سوم به

به  یو احتمال بالاتر آلودگ یخارج طیمح

عنوان موانع  ها به بخش نیانجام شد. ا ها سمیکروارگانیم

و  کنند یعمل م یدر برابر عوامل عفون یعیطب یدفاع

 نیا یقارچ تیدرباره وضع یدیآنها اطلاعات مف یبررس

از دقت و  نانیاطم یبرا .کند یدر شترها فراهم م ینواح

استفاده شد.  لیاستر یها از سواب ،یبردار صحت نمونه

را دنبال  یدو هدف اصل لیاستر یها استفاده از سواب

است؛  یخارج یها یاز آلودگ یری. نخست، جلوگکند یم

 یطیمح یهرگونه آلودگ رایاست ز یامر ضرور نیا

به  منجرقرار داده و  ریرا تحت تأث شیآزما جینتا تواند یم

در چشم  قتیشود که در حق یقارچ یها گونه ییشناسا

 جیدقت و اعتبار نتا نیشتر وجود ندارند. دوم، تضم

 تواند یم لیاستر ریاست. استفاده از ابزار غ یریگ نمونه

 یقارچ یها کاذب گونه شینادرست و افزا جیمنجر به نتا

 .ستندیچشم شتر ن یعیاز فلور طب یشود که در واقع بخش

ها با  با دقت انجام شد؛ سواب یبردار نمونه ندیفرآ

ملتحمه و  یسطح داخل یبر رو یو چرخش میحرکت ملا

ها و  قارچ یپلک سوم حرکت داده شدند تا به آرام

 نکهیشوند، بدون ا یآور موجود جمع یها سمیکروارگانیم

وارد شود. پس از  یبیبه بافت حساس چشم آس

ار قر لیحمل استر طیها بلافاصله در مح سواب ،یآور جمع

 شگاهیزمان ممکن به آزما نیتر داده شدند و در کوتاه

حفظ شود و  ها سمیکروارگانیرشد م طیمنتقل شدند تا شرا
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گردد.  یرینمونه جلوگ تیفیکاهش ک ای رییاز هرگونه تغ

 یینها جیاز نتا نانیحفظ دقت و اطم یاقدامات برا نیا

 داشت. یاریبس تیمطالعه اهم

ها از سطح  نمونه یآور پس از جمع: ها کشت نمونه

منتقل  شگاهیها بلافاصله به آزما نمونه نیچشم شترها، ا

کشت  یها طیمح یبر رو یقارچشدند تا مراحل کشت 

رشد  یها برا نمونه شگاه،یمناسب انجام شود. در آزما

قرار داده شدند که  یکشت خاص یها طیها در مح قارچ

را فراهم  ها قارچ ییو شناسا ریتکث یمناسب برا طیشرا

 .کند یم

سابرود دکستروز آگار  طیها، از مح کشت قارچ یبرا

(SDAاستفاده شد. ا )بیترک لیدل کشت به طیمح نی 

کربن  یعنوان منبع اصل دکستروز به یخاص خود که حاو

. کند یم جادیها ا رشد قارچ یبرا یمطلوب طیاست، شرا

که ممکن است در  ها یمهار رشد باکتر یبرا ن،یهمچن

ها  و مانع از رشد قارچ اشندکشت حضور داشته ب طیمح

( استفاده شد. HiMedia, India) کلیشوند، از کلرامفن

 ضد تیاست که خاص کیوتیب یآنت کی کلیکلرامفن

 جادیو ا ها یمانع از رشد باکتر بیترت نیدارد و به ا یباکتر

فراهم کردن  یبرا ن،ی. علاوه بر اشود یدر کشت م یآلودگ

از عصاره مالت  ها، ارچق یو متنوع برا یغن ییمنابع غذا

(Quelab, Canadaن )کشت استفاده شد که  طیدر مح زی

 .کند یها کمک م بهتر قارچ هیبه تغذ

قرار  ها طیمح نیا یشده بر رو یآور جمع یها نمونه

به  گراد یدرجه سانت 27در دمای  ها تیگرفتند و سپس پل

دما  نیشدند. ا یروز در انکوباتور نگهدار 10مدت 

. آورد یها فراهم م رشد قارچ یبرا آل دهیا یطیشرا

با  یها به قارچ ونیروز انکوباس 10مدت زمان  ن،یهمچن

 زانیکه به م دهد یفرصت را م نیاسرعت رشد کندتر 

 نیشوند. ا ییطور واضح قابل شناسا رشد کنند و به یکاف

به  تر نییپا یکه در دماها ییها قارچ یبرا ژهیو زمان به

مختلف در  یقارچ یها مانند گونه کنند، یرشد م یآهستگ

دوره،  نیا در است. یضرور وانات،یچشم ح یعیفلور طب

قابل  یقارچ یها یطور فعال رشد کرده و کلن ها به قارچ

 یبرا ها تیمدت، پل نی. پس از ادهند یم لیمشاهده تشک

 یقارچ یها و نمونه شوند یم یها بررس انواع قارچ ییشناسا

تا  شوند یم ییشناسا یاز نظر رنگ، اندازه، و شکل ظاهر

 تر آماده شوند. قیدق شاتیانجام آزما یبرا یدر مراحل بعد

 انیاز پا پسی: قارچ یها یکلن یو جداساز یبررس

 یبر رو شده لیتشک یقارچ یها یکلن ون،یدوره انکوباس

 شدند. یکشت بررس طیمح

 یظاهر یابیدر مرحله ارز :ها یکلن یظاهر یابیارز

مختلف  یها یژگیاز نظر و یقارچ یها یکلن ها، یکلن

شامل رنگ، شکل، اندازه و  ها یژگیو نیشدند. ا یبررس

به  توانند یهستند که م ها یکلن یسطح یها یژگیو

 تواند یم ها یکلن رنگ ها کمک کنند. قارچ هیاول ییشناسا

 ییها یها کلن قارچ یبسته به نوع قارچ متفاوت باشد؛ برخ

ها  قارچ گریکه د یروشن دارند، در حال یها با رنگ

 ها یو اندازه کلن شکل .کنند یم دیتول یتر رهیت یها رنگ

 یکند. برخ رییتغ گریبه گونه د یا از گونه تواند یم زین

 یدر حال دهند، یم لیگرد و منظم تشک یها یها کلن قارچ

ناهموار و نامنظم  یها ممکن است نواح قارچ گریکه د

دهنده سرعت  نشان تواند یم ها یداشته باشند. اندازه کلن

 زین ها یکلن یسطح یها یژگیو رشد و نوع قارچ باشد.

ها  قارچ یها دارند. برخ قارچ ییدر شناسا ینقش مهم

 گرید یکه برخ یدارند، در حال یپودر ای یمخمل یسطح

 کیدر تفک ها یژگیو نیدارند. ا سکوزیو ایسطح صاف 

 مؤثر هستند. اریبس یقارچ یها گونه قیدق

و  یجداساز یبرا ییپاساژها دادن: پاساژ

 نانیاطم یمرحله برا نیانجام شد. ا ها یکلن یساز خالص

مختلف  یها از تداخل گونه یریها و جلوگ از خلوص قارچ

 دارد. تیاهم

 یها گونه قیدق ییشناسا یبرا: ها قارچ ییشناسا

 استفاده شد. یروش تخصص نیاز چند ،یقارچ

 یزیآم رنگ نیا لاکتوفنل کاتن بلو: یزیآم رنگ

 کروسکوپیتحت م یقارچ یجهت مشاهده ساختارها

کمک کرده  یاستفاده شد. لاکتوفنل به حفظ ساختار قارچ
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 .دهد یمشاهده بهتر اجزا به قارچ رنگ م یو کاتن بلو برا

 یها یژگیو یبررس یبرا لام: یرو کشت

لام  یها، از روش کشت رو از قارچ یبرخ یکروسکوپیم

بر  یاز نمونه قارچ یروش، مقدار کم نیاستفاده شد. در ا

 طیقرار گرفت و همراه با مح یکروسکوپیلام م کی یرو

آن قرار داده  ی( بر روSDAکشت سابرود دکستروز آگار )

در  ها لامکشت گذاشته شد و  طیمح یشد. سپس لامل رو

 یساعت در دما 20به مدت  یا شهیش شید یداخل پتر

 یبرا یمناسب طیقرار گرفتند تا شرا گراد یدرجه سانت 15

ها با استفاده  دوره، لام نیها فراهم شود. پس از ا رشد قارچ

لاکتوفنل و کاتن بلو،  ریمناسب، نظ یها یزیآم از رنگ

وضوح  ها به قارچ یکروسکوپیم یها یژگیآماده شدند تا و

 یساختارها ییبه شناسا کیتکن نیمشاهده شود. ا

 گریو د دوسپورهایها، کلام مانند هاگ یکروسکوپیم

. پس از کند یها کمک م قارچ یتکامل یها یژگیو

قرار گرفته و  ینور کروسکوپیها تحت م لام ،یزیآم رنگ

ها مشاهده و ثبت  قارچ یها یژگیاز و یتر قیدق اتیجزئ

 یها گونه قیدق ییدر شناسا ژهیو بهروش  نی. ادیگرد

 یکروسکوپیم یها یژگیآنها بر اساس و کیو تفک یقارچ

 است. دیمف

مخمرها، از  ییشناسا یبرا :ییایمیوشیب یها تست

قندها استفاده  ریمانند تست تخم ییایمیوشیب یها تست

 یمخمر یها گونه قیدق صیبه تشخ ها شیآزما نیشد. ا

 .کنند یکمک م

آمده با  دست به یها داده :ها داده یآمار لیتحل

 قرار گرفتند. لیمورد تحل یآمار یافزارها استفاده از نرم

 نتایج

 یفراوان نییو تع ییمطالعه حاضر با هدف شناسا

منطقه زابل  یموجود در چشم شترها یقارچ یها گونه

 یها نمونه شتر از جنس 74از  ق،یتحق نیانجام شد. در ا

سطح چشم استفاده شد.  یفلور قارچ یبررس یمختلف برا

 یگونه قارچ 1جنس و  5ها،  پس از کشت و رشد پرگنه

 ییشهرستان زابل شناسا یهاچشم شتر یدر فلور قارچ

 شدند.

آلوده به قارچ،  یها نمونه نینشان داد که از ب جینتا

 نیشتربی درصد 22 یبا فراوان گاتوسیفوم لوسیآسپرژ

 17) ومیلیسیپن بیترت را داشته است. پس از آن به وعیش

 12) موکور و( درصد 11فلاووس ) لوسآسپرژی ،(درصد

قرار گرفتند. در مقابل،  یبعد های رتبه در( درصد

 وم،یکلادوسپور زوپوس،یرا جر،ینا لوسیآسپرژ یها گونه

 نکمتری درصد 1کمتر از  یبا فراوان تونیکوفایو تر ایدیآبس

ها ارتباط  (.آنالیز داده1را نشان دادند )جدول  وعیش

داری بین جنسیت شترها و نوع عفونت قارچی نشان  معنی

مچنین، اگرچه شترهای بالای دو ه  .(p > 0.05)  نداد

درصد بیشترین میزان آلودگی را داشتند،  17/17سال با 

 .(p > 0.05) دار نبود اما این تفاوت از نظر آماری معنی

جنس نر،  در بر اساس جنس شتر: جینتا

 نیشتربی( نمونه 5) درصد 10با  گاتوسیفوم لوسیآسپرژ

 لوسیو آسپرژ ومیلیسیرا داشت. بعد از آن، پن یفراوان

 7) درصد 14 و( نمونه 7) درصد 14با  بیترت فلاووس به

موکور با  ن،یقرار گرفتند. همچن یبعد های رتبه در( نمونه

 وعیبا ش یقارچ یها گونه گردی از( نمونه 0) درصد 7

و  جرینا لوسیها مانند آسپرژ گونه ری. سابودبالا  ینسب

 داشتند. یکمتر یفراوان زوپوسیرا

 0) درصد 7با  گاتوسیفوم لوسیجنس ماده، آسپرژ در

نسبت به جنس نر داشت. پس از آن،  یکمتر وعشی( نمونه

 0) درصد 7با  بیترت هفلاووس ب لوسیو آسپرژ ومیلیسیپن

قرار  یبعد های رتبه در( نمونه 1) درصد 1 و( نمونه

 زیها ن گونه رسای و( نمونه 2) درصد 0گرفتند. موکور با 

با سن  یشترها در در جنس ماده داشتند. یکمتر یفراوان

 0با  گاتوسیفوم لوسآسپرژی ،(سال 2 ≥کمتر از دو سال )

را داشت. پس از آن،  یفراوان نیشتربی( نمونه 2) درصد

 1) درصد 1با  بیترت فلاووس به لوسیو آسپرژ ومیلیسیپن

قرار  یبعد های رتبه در( نمونه 2) درصد 0 و( نمونه

سال(،  2 <دو سال ) یبالا یشترها در گرفتند.

 نای در( نمونه 1) درصد 17با  گاتوسیفوم لوسیآسپرژ

 لوسیو آسپرژ ومیلیسیرا داشت. پن وعیش نیشتریگروه ب
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 قرار گرفتند. یبعد های رتبه در( نمونه 1) درصد 12 و( نمونه 1) درصد 10با  بیترت فلاووس به

 

 به تفکیک سن و جنس مطالعهه چشم شترهای مورد مشده از ملتح های جدا قارچ -1جدول 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 گیری و نتیجه بحث
 یقارچ یها هیو گزارش جدا ییمطالعه حاضر به شناسا

شهرستان زابل پرداخته است.  یاز ملتحمه چشم شترها

در منطقه زابل  نهیزم نیمطالعه در ا نیاول قیتحق نیا

 یدر شترها یقارچ یآلودگ تیوضع یاست که به بررس

با  یواناتیعنوان ح . شترها بهپردازد یمنطقه م نیا

خاص، از جمله مقاومت در برابر  یکیولوژیزیف یها یژگیو

و گرد و  یبالا، خشک یمانند دما یطیسخت مح طیشرا

حضور دارند.  یابانیب مهیو ن یریغبار، در مناطق گرمس

در  عیشا یها انواع قارچ یبه بررس قیتحق نیدر ا ن،یبنابرا

 ها یآلودگ نیملتحمه چشم شترها و عوامل مؤثر بر ا

 پرداخته شده است.

درصد  نیشتریکه ب دهد یحاضر نشان م قیتحق جینتا

است. در  Aspergillusجنس  یها مربوط به قارچ یآلودگ

 ،یفراوان درصد 22با  Aspergillus fumigatus ن،یب نیا

 یمورد بررس یشترها انیرا در م یدرصد آلودگ نیبالاتر

 یها به خود اختصاص داده است. پس از آن، قارچ

Penicillium  درصد 17با ،Aspergillus flavus  11با 

ها در  قارچ نیتر از فراوان رصدد 12با  Mucorو  درصد

 جینتا سهیبحث، به مقا نیملتحمه شترها بودند. در ادامه ا

و  رانیشده در ا  مشابه انجام یکارها ریمطالعه حاضر با سا

پرداخت تا عوامل مؤثر بر  میجهان خواه یکشورها گرید

 .دقرار دا یها را مورد بررس تفاوت نیا

فلور  یبر رو رانیشده در ا  انجام نیشیپ مطالعات

 یها در انواع قارچ یدهنده تنوع ها نشان چشم دام یقارچ

 یسوره و سود یعراق قیمثال، تحق  عنوان است. به عیشا

سالم در منطقه  نیهلشتا یگاوها یبر رو 2411در سال 

ها آلوده  ها به قارچ از نمونه درصد 14نشان داد که  هیاروم

با  Aspergillus fumigatusها،  قارچ نیا بینهستند و از 

 انیرا در م یدرصد آلودگ نیشتریب ،یفراوان درصد 21

 یطور قابل توجه مطالعه به نیا جی(. نتا11گاوها داشت )

دهنده غالب  مطالعه حاضر است که نشان جیمشابه با نتا

 سال 2 < سال 2 ≥ جنس ماده جنس نر کل فراوانی جدایه

 آسپرژیلوس فومیگاتوس
%22 

11 

%10 

5 

%7 

0 

%0 

2 

%17 

1 

 پنیسیلیوم
%17 

1 

%14 

7 

%7 

0 

%1 

1 

%10 

1 

 آسپرژیلوس فلاووس
%11 

7 

%14 

7 

%1 

1 

%0 

2 

%12 

1 

 موکور
%12 

1 

%7 

0 

%0 

2 

%0 

2 

%7 

0 

 آسپرژیلوس نایجر
%1 

1 

%0 

2 

%2 

1 

%2 

1 

%0 

2 

 رایزوپوس
%1 

1 

%0 

2 

%2 

1 

%0 

2 

%2 

1 

 کلادوسپوریوم
%0 

2 
- 

%0 

2 

%2 

1 

%2 

1 

 آبسیدیا
%2 

1 
- 

%2 

1 

%2 

1 
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 تریکوفایتون
%2 

1 
- 

%2 

1 
- 

%2 
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ها در  در ملتحمه چشم دام Aspergillus fumigatusبودن 

تفاوت قابل  کیحال،  نیاست. با ا رانیمناطق مختلف ا

به  یوجود دارد که درصد آلودگ قیدو تحق نیتوجه در ا

مختلف از جمله جنس و سن  یها تیها در جمع قارچ

 زانیم ،یسوره و سود یها است. در مطالعه عراق دام

 یدار یطور معن نر به یتر و گاوها مسن یدر گاوها یآلودگ

ق حاضر مشاهده نشد و یمورد در تحق نیبود که ا شتریب

بر اساس  یآلودگ زانیدر م یدار یتفاوت معن گونه چیه

 .(15) دیسن و جنس شترها مشاهده نگرد

و همکاران در  یکه توسط خسرو گرید یقیتحق در

انجام  رانیدر ا کوهانه کی یشترها یبر رو 2441سال 

و  Cladosporiumهمچون  ییها قارچ ییشد، به شناسا

Candida یها عنوان قارچ دو قارچ به نیپرداخته شد که ا 

(. اما در مطالعه حاضر، 7اند ) شده ییغالب شناسا

Cladosporium  اریماده با درصد بس یشترهاتنها در 

از جنس  یکشت قارچ گونه چیشد و ه ییشناسا نییپا

Candida و نوع  زانیها در م تفاوت نی. اامدیبه دست ن

و  ییایجغراف ،یمیاقل یها از تفاوت یناش تواند یها م قارچ

گرم و خشک  طیمثال، شرا  عنوان باشد. به یطیمح طیشرا

و گرد و  یموسم یها انبا وجود طوف ژهیو منطقه زابل، به

 نیدر ا یقارچ یآلودگ شیموجب افزا تواند یم اد،یغبار ز

 یها رشد قارچ یممکن است برا طیشرا نیمنطقه شود. ا

تر باشد و  مناسب Aspergillus fumigatusمانند  یخاص

 نیدر ا Cladosporiumو  Candidaمانند  گرید یها قارچ

 رشد کنند. یعیطور طب کمتر به طیشرا

 نهیدر زم یاریمطالعات بس ،یالملل نیسطح ب در

موجود در ملتحمه چشم  یها قارچ یو بررس ییشناسا

 نیاز مطالعات مهم در ا یکیها انجام شده است.  دام

 یدر هند بر رو 2417است که در سال  یقیتحق نه،یزم

محققان  ق،یتحق نیچشم گاوها انجام شد. در ا یفلور قارچ

 Penicilliumو  Aspergillus یاه گزارش کردند که قارچ

شدند  ییغالب در چشم گاوها شناسا یها عنوان قارچ به

در  رایحاضر است، ز قیتحق جیمشابه با نتا افتهی نی(. ا17)

از  Penicilliumو  Aspergillus fumigatus زیمطالعه ما ن

 قیتحق نیحال، در ا نیشدند. با ا ییغالب شناسا یها قارچ

عنوان  به زین Candidaو  Rhizopus یها قارچ ،یهند

 نیشدند، که ا ییگاوها شناسا تیدر جمع عیشا یها قارچ

 نی. ادیمورد در مطالعه حاضر در شترها مشاهده نگرد

نوع  یحت ای ،یبهداشت طیبه نوع دام، شرا تواند یها م تفاوت

. مختلف مربوط باشد یها طیموجود در مح یها قارچ

در مصر  2417که در سال  گرید یقیدر تحق نیهمچن

موجود در چشم  یها انواع قارچ ییانجام شد به شناسا

و  Aspergillusنشان داد که  جیها پرداخته شد و نتا اسب

Penicillium نی(. در ا0غالب بودند ) یها از قارچ زین 

 یها در نمونه زین Rhizopusو  Mucor یها قارچ ق،یتحق

 جیمطالعه مشابه با نتا نیا یها افتهیشدند.  ییساآلوده شنا

 زین Rhizopusو  Mucor یها حاضر است که قارچ قیتحق

آلوده شترها مشاهده شدند، اگرچه  یها از نمونه یدر برخ

ها در مطالعه حاضر کمتر بود. در  قارچ نیا یدرصد آلودگ

 ،ییاروپا یو کشورها کایهمچون آمر گرید یکشورها

ها انجام  چشم دام یفلور قارچ یبر رو یا دهمطالعات گستر

در  2410که در سال  یقیمثال، تحق  عنوان شده است. به

ها انجام شد، نشان داد  چشم سگ یمتحده بر رو الاتیا

 یها عنوان قارچ به Candidaو  Aspergillus یها که قارچ

دهنده نقش  مطالعه نشان نی(. ا11شدند ) ییغالب شناسا

 واناتیح یچشم یها در عفونت Candida یها بالقوه قارچ

 گونه چیبا مطالعه حاضر که ه جینتا نیاست، که ا یخانگ

 نکرد، تفاوت دارد. ییشناسا Candidaقارچ 

 در شترها یقارچ یمؤثر بر آلودگ عوامل

و  ییایجغراف طیشرا :یمیو اقل ییایجغراف طیشرا

از  یکی کنند، یم یها در آن زندگ که دام یا منطقه یمیاقل

است.  یقارچ یآلودگ زانیعوامل مؤثر بر نوع و م نیتر مهم

گرم، خشک و گرد و  یآب و هوا یمنطقه زابل که دارا

رشد  یبرا یمناسب طیشرا تواند یاست، م ادیغبار ز

فراهم کند.  Aspergillus fumigatus نندما ییها قارچ

 دهند، یمنطقه رخ م نیکه در ا یموسم یها طوفان ژهیو به

به چشم شترها  گرید یها طیها را از مح قارچ توانند یم

 .(24) شوند یچشم یها عفونت جادیمنتقل کنند و باعث ا
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نوع دام و  :یکیولوژیزیف یها یژگیدام و و نوع

و نوع  زانیبر م تواند یم زیآن ن یکیولوژیزیف یها یژگیو

در  یزندگ لیدل بگذارد. شترها به ریتأث یقارچ یآلودگ

ممکن است  اد،یو مواجهه با گرد و غبار ز یابانیمناطق ب

 یها در معرض آلودگ دام گریاز د شتریب یعیطور طب به

ها مانند  دام ریاست که سا یدر حال نی. ارندیگ رقرا یقارچ

متفاوت، ممکن  طیدر شرا یزندگ لیدل ها به گاوها و اسب

 .(21) ها آلوده شوند به قارچ یطور متفاوت است به

و  یبهداشت طیشرا :یا هیو تغذ یبهداشت طیشرا

 یقارچ یآلودگ زانیدر م ینقش مهم تواند یم زین یا هیتغذ

خشک و خاردار در مناطق  اهانیبا گ هیداشته باشد. تغذ

به ملتحمه چشم شترها شود  بیباعث آس تواند یم یابانیب

فراهم کند.  زا یماریب یها رشد قارچ یرا برا طیو شرا

وجود  ایها  آلوده به قارچ یاز منابع آب استفادهعلاوه،  به

 شیبه افزا تواند یها م دام ینگهدار یها طیها در مح قارچ

 کمک کند. یآلودگ زانیم

تفاوت در  و کشت: یبردار نمونه یها روش

بر  تواند یم زیها ن و کشت قارچ یبردار نمونه یها روش

حاضر، از  قیباشد. در تحق رگذاریتأث قیتحق جینتا

ها استفاده شده است، اما  استاندارد کشت قارچ یها روش

 ییدر شناسا ییها باعث تفاوت توانند یمختلف م یها روش

ها ممکن  از قارچ یبرخ مثال، عنوان بهها شوند.  انواع قارچ

خاطر  به ایها رشد نکنند  در نمونه یعیطور طب است به

 قادر به رشد نباشند. ،یطیخاص مح طیشرا

 یقارچ یها هیو گزارش جدا ییحاضر به شناسا مطالعه

شهرستان زابل پرداخته است.  یدر ملتحمه چشم شترها

 Aspergillus یها دهنده غالب بودن قارچ نشان جینتا

fumigatus ،Penicillium  وAspergillus flavus نیدر ا 

و  رانیدر ا نیشیبا مطالعات پ ها افتهی نیمنطقه است. ا

 ییها حال تفاوت نیکشورها مشابه هستند، اما در ع ریسا

به  ژهیو وجود دارد که به ها یآلودگ زانیدر نوع و م زین

 نیدارد. ا یو نوع دام بستگ ییایجغراف ،یمیاقل طیشرا

و  یطیمح طیکه توجه به شرا دهد ینشان م قیتحق

 یقارچ یچشم یها و درمان عفونت یریشگیدر پ یبهداشت

به  ازیبرخوردار است و ن ییبالا تیدر شترها از اهم

 .شود یاحساس م نهیزم نیدر ا شتریمطالعات ب
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Summary 

 

Camels, as a valuable source of protein and labor in arid and semi-arid regions, hold significant importance. 

Considering their key role in the economy and livelihood of local communities, examining the health of these 

animals is crucial. In this study, aimed at investigating the diversity and prevalence of fungal species causing 

ocular infections in camels in the Zabol region, samples were randomly collected from 50 camels. The collected 

samples were cultured on specialized media, and the fungal species present were identified. The results showed 

that 88% of camels (n=44) harbored at least one fungal species, with Aspergillus fumigatus as the most preva-

lent, found in 11 cases (22%), followed by Penicillium in 9 cases (18%), Aspergillus flavus in 8 cases (16%), 

Mucor in 6 cases (12%), Aspergillus niger and Rhizopus in 3 cases each (6%), Cladosporium in 2 cases (4%), 

and Absidia and Trichophyton in 1 case each (2%). According to the study results, infection rates were higher in 

camels over 2 years of age (68.18%). Statistical analysis showed no significant relationship between age or gen-

der and the prevalence rate of isolated fungi (p>0.5). Additionally, while male camels exhibited a higher rate of 

fungal isolates than females, this difference was not statistically significant (P=0.11). The findings suggest that 

the unique climatic conditions of the region may contribute to the prevalence of ocular fungal infections, espe-

cially in desert-dwelling animals. 
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 22 -21، صفحات 3041ستان پائیز و زم، 2، شماره 7دوره 

سازی آلفا بررسی دو روش کروماتوگرافی تلفیقی و کروماتوگرافی افینیتی برای خالص

 Aتیپ  کلستریدیوم پرفرژنس باکتریتوکسین 
 

 1، محمود ابراهیمی1، غلامحسین رونقی2*محسن فتحی نجفی، 1زهرا حشمتی

 .، ایرانمشهد ی،د، دانشگاه آزاد اسلامواحد مشه یمی،گروه ش -1

 .، ایرانسازی رازی، شعبه شمال شرق، مشهد . و مؤسسه تحقیقات واکسن وسرمرانیمشهد، ا ،یواحد مشهد، دانشگاه آزاد اسلام ،یمیگروه ش -2

 

 1041 فروردین 11نهایی: پذیرش ،  1041 فروردین 14،  بازنگری: 1042 اسفند 7دریافت مقاله: 

 

 

 چکیده

گردد و خواص کشنده درمونوکرتیک را  تولید می کلستردیوم پرفژنستوسط باکتری  C  (PLC )لفا توکسین یا فسفولیپاز آ

نقش بسزایی  کلستریدیباشند که در توسعه میونکروز  قادر به تولید این توکسین می کلستردیومهای  باشد. تمامی سویه دارا می

دهد. در  ای را نشان می گردد و تأثیرات کشنده بر سیستم روده ز علائم در انسان و دام میکنند. آلفا توکسین باعث برو را ایفا می

 Aتیپ  کلستردیوم پرفژنسسازی و استخراج آلفا توکسین  های متفاوت خالص این تحقیق سعی بر آن خواهیم داشت که روش

های ترکیبی کروماتوگرافی شامل  ه از تکنیکبا استفاد نیآلفا توکس سازی خالصروش اول شامل را با هم مقایسه نماییم. 

 یو کروماتوگراف  pH 1و  5 ریدر مقاد DEAE- Sephadexبا استفاده از  ونیتبادل  ی، کروماتوگرافومیسولفات آموندهی  رسوب

. درجه دیدگراجرا  افینیتی یاستفاده از کروماتوگرافمبتنی بر  بود، روش دوم Sephadex G-100با استفاده از  اسیونلتریژل ف

با بررسی نتایج حاصل از . گردید یابیارز SDS-PAGEبا استفاده از  سازی خالص ندیآلفا در هر مرحله از فرآ توکسین خلوص

درصد بود. مقادیر فعالیت ویژه برای 5/11رصد و بازده روش دوم د 77روش اول بازدهی  دو روش فوق نتایج زیر حاصل گردید.

کروماتوگرافی داد که از روش  . نتایج  نشانگردیدمحاسبه  U/mg 51/147 و U/mg 11154  ب ترتی بهدوم روش اول و 

 با خلوص بالا و نسبت فعالیت به A تیپ کلستریدیوم پرفرنژنس از تولیدشده توکسین آلفاسازی  توان برای خالص افینیتی می

 استفاده گردد. 147544 (HU/mg) پروتئین مقدار

 ، فعالیت آنزیمی،کروماتوگرافی افینیتی، کروماتوگرافی ستونی Aن، کلستریدیوم پرفرژنس تیپآلفا توکسی :کلیدیواژگان 

 

                                                           
 najafiii99@gmail.com ست الکترونیک نویسنده مسئول مکاتبه:پ *

 

 شناسی دامپزشکینشریه تازه ها در میکروب
 nfvm.uoz.ac.ir: وبگاه

 5004-2676: یکیشاپا الکترون  4491-2645: یشاپا چاپ  - فصلنامه دو
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 مقدمه

یک باکتری گرم مثبت  کلستریدیوم پرفرنژنس

باشد. این  هوازی است که قادر به تشکیل اسپور می بی

ای مثل خاک، آب، فاضلاب  های گسترده باکتری در محیط

ها حضور دارد که در  و انسان ی حیوانات و معمولاً در روده

. این باکتری در (1)زا باشد  تواند بیماری شرایط خاصی می

هایی مثل  انسان منجر به بیماری قانقاریا و بیماری

 که شود در حالی مسمومیت غذایی و آنتریت نکروتیک می

ای و انتروتاکسمیک را  های روده در سایر جانوران بیماری

های  به سلول کلستریدیوم پرفرنژنسکند.  بیشتر ایجاد می

های متعددی  ها و آنزیم سالم هجوم نبرده بلکه توکسین

باشند.  ها و علائم بیماری می کند که مسئول زخم تولید می

م کلستریدیوی  های تولید شده بستگی به سویه توکسین

دارد و هر نوع توکسین سندروم خاصی را ایجاد  پرفرنژنس

 نوع سویه حیصح صیتشخ. بنابراین، (2)کند  می

در مطالعات اپیدمیولوژیک و  پرفرنژنس ومیدیکلستر

ی مؤثر مثل  همچنین در اجرای اقدامات پیشگیرنده

های این باکتری بر  واکسیناسیون بسیار حیاتی است. سویه

کسین اصلی )آلفا، بتا، اپسیلون و یوتا( به تو 0اساس تولید 

نوع مورد . (1)شوند  ( تقسیم میA,B,C,D,Eایزوتایپ ) 7

مطالعه در این تحقیق آلفا توکسین بوده است که توکسین 

شود، یک  تولید می Aتیپ  کلستریدیوم پرفرژنسآلفا از 

شود و  متالوفسفولیپاز است که سبب مسمومیت غذایی می

مشخصه آن اسهال، ناراحتی شکمی یا حتی مرگ است. با 

توجه به کاربرد آلفا توکسین در طراحی و تولید کیت 

سازی این  شخیص بیماری آنتیت نکروتیک خالصت

 باشد. محصول دارای اهمیت تشخیصی بالایی می

، ی، استخراج حلال آلزیالینمک، د دهی با رسوب

و  کیکلاس یها از روش یبرخ یالکتروفورز و کروماتوگراف

هستند.  نیپروتئ سازی ی خالصمتعارف مورد استفاده برا

آنها در اتصال  یربخشاث لیدل به یکروماتوگراف یها روش

طور  با خلوص بالا، به یها نیو حذف پروتئ یانتخاب

 یصنعت یو کاربردها یعلم قاتیدر تحق یا گسترده

کروماتوگرافی گازی، کروماتوگرافی .(0) شود یاستفاده م

کروماتوگرافی کاغذی، کروماتوگرافی  (،TLCلایه نازک )

ستونی، کروماتوگرافی تبادل یونی، کروماتوگرافی افینیتی 

( تنها برخی از HPLCو کروماتوگرافی مایع با فشار بالا )

در  .(7)دهند  های کروماتوگرافی را نشان می تکنیک

های کروماتوگرافی، از  صنعت، برای استفاده از روش

دلیل توانایی آنها در حفظ  هایی با سرعت بالا به ستون

اصول . (1)شود  ها استفاده می تعادل و شستشوی نمونه

اصلی کروماتوگرافی افینیتی )جذب سطحی( میل ترکیبی 

 .(7)فاز ساکن کروماتوگرافی است 

دهی با  در این مطالعه، کروماتوگرافی تلفیقی )رسوب

 pHنمک آمونیوم سولفات، کروماتوگرافی تعویض یونی )

( و کروماتوگرافی ستونی( را با کروماتوگرافی افینیتی 5-1,

 سازی آلفاتوکسین مقایسه شد. برای خالص

 ها روش و مواد
تیپ  کلستریدیوم پرفرژنسمیکروارگانیسم و رشد: 

A سازی رازی واحد  تحقیقات واکسن و سرم از مؤسسه

ساعت در  20مشهد تهیه گردید. این باکتری به مدت

 20محیط کشت غنی جگر رشد داده شد. سپس به مدت 

ساعت در محیط پپتون گوشت برای تولید توکسین درون 

هوازی قرار داده شد، و در مرحله بعد  انکوباسیون بی

یی برای مراحل محلول کشت سانترفیوژ شد، از محلول رو

سازی استفاده شد. فعالیت همولیزی و غلظت  خالص

گیری شد. سپس محلول  در تمامی مراحل اندازه پروتئین

رویی کشت به دو قسمت تقسیم گردید تا در دو روش 

 سازی استفاده گردد. خالص

 )لیتر خون در دور  یک میلی آزمون همولیز کمی:

rpm 1144 ) ده رسوب دقیقه سانتریفوژ ش 7به مدت

  PBSمحلول بافر )گلبول قرمز( با دو برابر حجم اولیه

 اضافه گردید.  PBSبرابر 14و به آن شد شستشو داده 

به مدت  RBCلیتر  میلی 1لیتر نمونه را با  میلی 2/4

گراد انکوباتور قرار  درجه سانتی 15دقیقه در دمای  24

 دقیقه سانتریفوژ 14 تبه مد( g *2444)و در دور دادیم 

نانومتر  754و جذب محلول رویی در طول موج  انجام شد

 گیری گردید. اندازه
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 1 را با PBSلیتر  میلی 2/4 :واکنش مثبتکنترل 

 rpm 2444دقیقه در دور  14به مدت  RBCتر یل میلی

لیتر آب مخلوط و  میلی 2/1و رسوب را با کردیمسانتریفوژ 

 گیری گردید. نانومتر اندازه 754جذب در 

 1 را با PBSلیتر  میلی 2/4 منفی واکنش:کنترل 

درجه  15در دمای  قهیدق 24به مدت  RBC تریل میلی

دقیقه  14به مدت  rpm 2444گراد انکوبه و در دور  سانتی

نانومتر  754جذب محلول رویی را در  کردیم.سانتریفوژ 

دست آمده بایستی  های به . طول موجنمودهگیری  اندازه

سپس فعالیت آنزیمی  نفی باشند.م مابین کنترل مثبت و

 کردیم.را برای نمونه محاسبه و نمودار آن را رسم 

 فعالیت آنزیمی به معنای آن مقدار آنزیمی که قادر

 ست در واحد زمان یک درصد خون را لیز کند.ا

همولیز    
جذب نمونه

جذب کنترل مثبت
 محاسبه درصد همولیز      

 

منظور  به ورد(:)روش برادف پروتئینسنجش مقدار 

 .استفاده شدپروتئین از روش برادفورد بررسی مقدار کمی 

 باشد، میاینکه روش دقیق و سریع  این روش علاوه بر

ن تداخل آبه میزان کمتری در  نیز ترکیبات غیر پروتئینی

 . این روش بر پایه اتصال رنگ کوماسی بلوکنند ایجاد می

G250 از بلانک حاوی  استفاده نماید. به پروتئین عمل می

را  نقطه صفربه علت اینکه بافر مورد استفاده در این روش 

دارای اهمیت  کند روی منحنی استاندارد مشخص می

 .(5)زیادی خواهد بود 

های پروتئینی با غلظت مشخص  کدام از نمونه برای هر

یک آزمون برادفورد  )تهیه شده از آلبومین سرم گاوی(

 :صورت زیر عمل شد انجام گردید که به

میکرولیتر  144لیتر محلول برادفورد + یلیم 7 :شاهد

 آب دیونیزه

میکرولیتر  144لیتر محلول برادفورد+  یلیم 7 نمونه:

عنوان کنترل منفی مورد  آب به و (BSA) ینینه پروتئنمو

 استفاده قرار گرفت.

نانومتر  717ابتدا اسپکتروفتومتر را در طول موج 

گردید  تنظیم کرده و سپس دستگاه با محلول بلانک صفر

نهایت با استفاده از  گیری گردید. در ها اندازه جذب نمونه

عنوان  مودار بهو از این ن گردید ل نمودار رسمسبرنامه اک

یک نمودار استاندارد برای تعیین غلظت پروتئین در 

 .شدتمامی مراحل استفاده 

روش اول خالص سازی آلفا توکسین روش اول: 

سازی آلفا توکسین در چهار مرحله، شامل  برای خالص

دهی آمونیوم سولفات، کروماتوگرافی تعویض یونی  رسوب

اتوگرافی ستونی و کروم  pH (5  ،1 pH=) ی در دو بازه

انجام شد )مراحل در زیر توضیح داده شده است(. بعد از 

و فعالیت آن با توجه به  پروتئینهر مرحله، مقدار 

های قبلی توضیح داده شد،  هایی که در قسمت روش

تعیین گردید. علاوه بر این، حضور آلفا توکسین در هر 

( بررسی SDS-PAGEمرحله با استفاده از الکتروفورز )

 د.ش

 تبه محتوای سوپرناتاندهی آمونیوم سولفات:  رسوب

کم اضافه  درصد کم 54کشت باکتری آمونیوم سولفات 

. ارلن حاوی سوپرناتانت محیط کشت را در محیط شد

کم آمونیوم سولفات به آن  قرار داده و کم همزنسرد روی 

 0روز در دمای سپس به مدت یک شبانه اضافه گردید.

روز بعد محتوای ارلن در  ار داده شد.گراد قر درجه سانتی

به مدت  rpm 7444گراد و در دور  درجه سانتی 0دمای 

دقیقه سانترفیوژ گردید. رسوب پروتئینی در مقداری  14

 گردید، با کمکحل ( pH،5 مولار ، میلی 24بافر تریس )

یزین کیفی با آزمون همولا، روش برادفورد غلظت پروتئین

 قرار گرفت.سنجش رد ، موکمی میزان فعالیت و

در این روش ستونی کروماتوگرافی تعویض یونی: 

پر شد و با کمک سیستم  DEAE-celluloseبا رزین 

شد. سپس نمونه را به ستون اضافه و  pHبافری تنظیم 
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اجازه داده شد تا رزین و نمونه به خوبی با هم واکنش 

دهند. پس از آن با دو بافر طی چند مرحله شستشو داده 

با بافر اولیه بیشترین چسبندگی پروتئین را ایجاد و با  شد.

اند،  های مختلف نمکی ساخته شده بافر دومی که در غلظت

های چسبیده به ستون جدا شدند، جذب  تمامی پروتئین

نانومتر بررسی شد.  274های خروجی در طول موج  نمونه

ها آزمون همولیز صورت گرفت. در این  روی تمامی نمونه

-DEAEازی انجام شده دو بار ستون با رزین س خالص

cellulose 5بار در پر شد یک pH=  و خروجی انتخابی از

رسانده و به ستونی که با رزین  =pH 1این مرحله را به 

DEAE-cellulose 1 با pH= است تزریق نموده،  شده پر

های میزان فعالیت و  ها آزمون بر روی تمامی خروجی

نجام شد و بهترین خروجی را تعیین مقدار پروتئین ا

دهی و تغلیظ  انتخاب و آن را با آمونیوم سولفات رسوب

گردید. در مرحله بعد محلول غلیظ شده را وارد ستون ژل 

 .فیلتراسیون کردیم

در این روش در ستونی به کروماتوگرافی ستونی: 

رزین  متر که با سانتی 7/1و قطر داخلی  cm 117ع ارتفا

عمل  انجام گردید.ادل رسید به تع G100سفادکس 

 =pH 1مولار در  یلیم 24سازی رزین با بافر تریس  متعادل

 274خروجی را در طول موج  های نمونهب ذج .شدانجام 

آزمون  ،های دارای جذب بر روی خروجیو  نانومتر بررسی

 .شدبرادفورد انجام 

سازی  در روش دوم خالص روش دوم خالص سازی:

ژ شده پس از سنجش تعیین میزان محلول رویی سانتریفیو

، با استفاده از روش کروماتوگرافی روتئینفعالیت و مقدار پ

سازی گردید و در پایان  افینیتی )جذب سطحی( خالص

تعیین شد. همچنین  روتئینکار نیز میزان فعایت و مقدار پ

درصد  7/12آلفا توکسین با استفاده از ژل الکتروفورز 

 ردیابی شد.

در این افینیتی)جذب سطحی(:  کروماتوگرافی

عنوان فاز ساکن استفاده شد و آن را  بررسی از لسیتین به

 27به تعادل رساندیم سپس  =pH 5با بافر تریس 

لیتر از محلول رویی را که قبلاً سانتریفیوژ کرده و  میلی

اضافه نموده،   Aتیپ کلستریدیوم پرفرژنس روتئینحاوی پ

 روتئینرد برای اتصال پدقیقه در حمام آب س 17به مدت 

 مورد نظر به لیگاند )لسیتین( قرار دادیم.

 rpm  12444 دقیقه با دور  14سپس به مدت زمان 

گراد سانتریفیوژ شد. برای  درجه سانتی 0و در دمای 

ها این عمل دو بار انجام شد.  سازی کامل ناخالصی خالص

هدف از فاز ساکن  روتئیندر مرحله آخر جهت جداسازی پ

درجه  21لیتر بافر در دمای  میلی 7سیتین( به آن )ل

 21دقیقه در دمای 17گراد اضافه گردید و به مدت  سانتی

دقیقه و  14گراد انکوبه شد. سپس به مدت  درجه سانتی

گراد  درجه سانتی 27و در دمای  rpm 12444با دور 

 سانتریفیوژ گردید این عمل نیز دو بار تکرار شد.

منظور تعیین خلوص   به: SDS-PAGEالکتروفورز

میزان توکسین و همچنین کنترل روند صحیح 

سازی از الکتروفورز استفاده گردید. بدین صورت که  خالص

دست آمده از هر مرحله توسط الکتروفورز  ی به نمونه

سدیم دی  -اکریل آمید بررسی گردید. ابتدا از ژل پلی

درصد و سپس  7/12( SDS-PAGEدوسیل سولفات )

 زی نیترات نقره استفاده شد.آمی رنگ

 جنتای
با توجه به نتایج حاصل از میکروارگانیسم و رشد: 

و سنجش سمیت سلولی، آلفا  SDS-PAGEالکتروفورز 

توکسین در مرحله اولیه رشد باکتری تشخیص داده شد. 

نتایج حاصل بیانگر این مطلب بود که آلفا توکسین 

دت نقش ماندگاری پایینی دارد و نگهداری طولانی م

 مهمی در غیر فعال کردن آلفا توکسین دارد.

نتایج حاصل از مقایسه  خالص سازی آلفا توکسین:

سازی آلفا  خواص فیزیکی و شیمیایی بکار برده شده خالص

توکسین با دور روش مختلف انجام شد و شرایط 

 ( مقایسه و خلاصه شد.1سازی در جدول ) خالص
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 کسینسازی آلفا تو شرایط خالص -1ل جدو

 (C0) دما (hزمان) pH مراحل

 DEAE، pH7 5 1 27-سفادکس

 DEAE، pH9 1 1 27-سفادکس

 G100 1 1 27-سفادکس

 0 1 5 کروماتوگرافی افینیتی)جذب سطحی(

 

سازی )کروماتوگرافی ترکیبی(:  روش اول خالص

سازی محیط کشت، باکتری در حجم انبوه  پس از بهینه

ی توکسین آلفا از ساز کشت داده شد. برای خالص

دهی آمونیوم سولفات، کروماتوگرافی  های: رسوب روش

( و کروماتوگرافی =pH= ، 1 pH 5تعویض یونی در دو )

طور پیوسته استفاده شد. نتایج حاصل  به G100ستونی 

نسبت ( گردآوری شد. 2سازی در جدول ) خالص

دهی با نمک آمونیوم  سازی در مرحله رسوب خالص

سازی با  ر گرفته شد، پس از خالصدر نظ 1سولفات 

استفاده از روش کروماتوگرافی تعویض یونی نسبت 

 .% رسید5/71و بازده آنزیمی  1/227سازی به  خالص

سرانجام پروتئین خالص شده از مرحله کروماتوگرافی 

 (با نسبت فعالیت به پروتئین  G100 ستونی 

(U/mg11154 77و بازدهی  170سازی  و سرعت خالص %

 2سازی در هر مرحله در جدول  دست آمد. نتایج خالص به

 گردآوری شده است.

 
 )روش اول( Aتیپ  پرفرژنتس کلستریدیومسازی  مراحل خالص -2جدول 

سازی ضریب خالص بازده%  
نسبت فعالیت به 

 (U/mg) پروتئین
 پروتئین کل U(HU/mg)فعالیت کل 

(mg/ml) 
 مرحله

144 1 51/147  کشت 714 71244 

17.15 41/1  1/145  آمونیوم سولفات 701 77711 

12.0 214 20111 70544 27/2  (pH5 ) کروماتوگرافی تعویض یونی 

51/71  227.1 70117 71141 2/2  (pH1)کروماتوگرافی تعویض یونی 

77 170 11154 71154 52/4  کروماتوگرافی ستونی 

 
 

 
 G100سازی آلفا توکسین با کروماتوگرافی ستونی سفادکس  خالص -1 شکل
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دست آمده از کروماتوگرافی تعویض یونی  خروجی به

( G100به ستون کروماتوگرافی )سفادکس در مرحله بعد 

( نشان داده شد. 1تزریق شد و نتایج حاصل در شکل )

یک پیک  ml14شود در حجم  طور که مشاهده می همان

قابل مشاهده است. همچنین  754و nm 274جذب در 

باند از این خروجی با وزن  شده تک توکسین آلفا خالص

 ست.( قابل مشاهده ا2در شکل ) KD01مولکولی 

 

 
 - Bدهی با آمونیوم سولفات، رسوب A(،لودالتونیک116-1444مارکر ) -  M،ها از چپ به راست باشد که ترتیب نمونه می %5/12ژل اکریل آمید  -2شکل 

 کروماتوگرافی ستونی

 

ی افینیتی(: سازی )کروماتوگراف روش دوم خالص

آلفا توکسین با استفاده ازکروماتوگرافی افینیتی )جذب 

گراد با اتصال آلفا  درجه سانتی 0سطحی( در دمای 

توکسین به لسیتین )سوبسترا( خالص گردید. در این روش 

درجه  15ها حذف و آلفا توکسین در دما  ناخالصی

گراد از بستر جدا شد. و در نهایت، آلفا توکسین  سانتی

سازی و فعالیت  برابر خالص 1427% ، 5/11گن با بازده هم

صورت  خالص شد. آلفا توکسین به U/mg 147544ویژه 

طور  (. همان1رؤیت شد، شکل) SDS-PAGEیک نوار در 

نشان داده شده است آلفا توکسین   SDS-PAGEکه در

افینیتی)   Aاستخراج شده از کلستریدیوم پرفرژنس تیپ

 ه به خلوص بالا رسیده است.جذب سطحی( در یک مرحل

 

 Aسازی کلستریدیوم پرفرژنس تیپ  خالص -3جدول 

 سازی ضریب خالص بازده%
 پروتئیننسبت فعالیت به

(U/mg) 

 فعالیت کل

U(HU/mg) 

 پروتئین کل

(mg/ml) 
 مرحله

144 1 51/147  کشت 714 71244 

5/11  1427 147544 70174 7/4  کروماتوگرافی افینیتی 
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ی  : نمونهC: نمونه خروجی کروماتوگرافی ستونی.B: سوپرناتانت آلفا توکسین.A .سازی؛ از سمت راست به چپ یه و تحلیل دو روش خالصتجز -3شکل 

 مارکر:M.خروجی کروماتوگرافی افینیتی

 

 گیری و نتیجه بحث
بیماری  باعث Aتیپ  کلستریدیوم پرفرژنس

. در ایجاد این (7) شود ها می گازی در انسان گانگرن

بیماری ابتدا توکسین آلفا ترشح و سپس با مشارکت 

های هیدرولیتیک باکتری باعث  توکسین بتا و آنزیم

 یه. این سو(9) شوند پیشرفت و وخیم شدن بیماری می

(Type A )شده است   های غذایی هم دیده در مسمومیت

های  ی سویه ( توسط همهCPA) نیتوکس. آلفا (2)

 Aتیپ   شود، البته سویه تولید می کلستریدیوم پرفرنژنس

های  مقادیر بیشتری از توکسین آلفا را نسبت به سایر تیپ

( یک PLases C) Cکنند. فسفولیپاز  تولید میکلستریدیوم 

سر گروه فسفر و سر  مولکول دوقطبی است و دارای یک 

باشد،  می glycerophyll glycosylpyridineدیگر آن 

بخش دوم آن مسئول کنترل فعالیت کاتالیکی آنزیم 

باشد و خواص بخصوصی دارد از جمله  )توکسین آلفا( می

( =0/7PI)توان به نقطه ایزوالکتریک  آن خصوصیات می

خاصیت باعث شده که باکتری، آنزیمی  اشاره کرد. این

)توکسین آلفا( را تولید کند که خاصیت کاتالیزی داشته 

هایی که ساختمان پروتئینی آنها،  باشد. از جمله باکتری

های گرم  توان به باکتری این خاصیت را داشته باشند می

باسیل، های   سویه لیستریا،های  مثبتی نظیر سویه

 زرد استافیلوکوکوس و  دریایی  ها، ردکوکوس کلستریدیوم

 .(14)اشاره کرد 

شود  از آنجایی که توکسین آلفا باعث نکروز و مرگ می

سازی آلفا  های خالص روش به بررسی در این تحقیق،

نظیر واکسن( برای ) هایی توکسین آن برای یافتن تکنیک

شده است. انتخاب روش   مقابله با آلفا توکسین پرداخته

سازی مناسب بسیار اهمیت بالایی دارد، هرچند  خالص

سازی به خلوص بالا نرسیده  ها برای خالص برخی از تلاش

 است.

در این مطالعه، تلفیق دو روش کروماتوگرافی یونی و 

سازی آلفا توکسین  کروماتوگرافی ستونی برای خالص

استفاده گردید و نتایج حاصل با روش کروماتوگرافی 

افینیتی نسبت به فاکتورهایی نظیر هزینه کمتر، سرعت 

به مطالعات دیگر مقایسه  بالاتر و سادگی روش نسبت

ترین  گردید. در کنار تمامی این فاکتورهای بیان شده مهم

باشد که مورد توجه قرار  فاکتور فعالیت توکسین می

و همکاران با استفاده  Zayerzadeh، 2410در سال  گرفت.

از ترکیب چهار تکنیک کروماتوگرافی تبادل کاتیونی، 

کروماتوگرافی رسوب دهی با نمک، ژل فیلتراسیون و 

کلستریدیوم سازی توکسین  تبادل آنیون به خالص

، فتحی نجفی و  2412. در سال (11)پرداختند  پرفرژنس
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سازی اپسیلون توکسین  همکارنش برای خالص

ای از  از تلفیق مجموعه Aتیپ  کلستریدیوم پرفرژنس

 دهی با نمک آمونیوم ها از جمله دیالیز، رسوب تکنیک

سولفات و با استفاده از کروماتوگرافی آنیونی استفاده 

جانسون اریک و همکاران با  ،2411.در سال (12)کردند 

سازی  استفاده از کروماتوگرافی تبادل یونی موفق به خالص

شدند کلستریدیوم بوتولینوم از  BoNT/A3نوروتوکسین 

برای و همکارانش  Sayadmanesh 2411. در سال (11)

کلستریدیوم سازی نوروتوکسین بوتولین از  خالص

از روش کروماتوگرافی افینیتی )با استفاده از  یوتولینوم

، فتحی 2411. در سال (10)ستون نیکل( استفاده کردند 

اتیلن  دهی با پلی نجفی و همکاران با استفاده از رسوب

( و سپس با استفاده کروماتوگرافی ستونی PEGگلیکول )

را خالص کردند  کلستریدیوم نوویآلفا توکسین باکتری 

ادندال با استفاده از اولترافیلتراسیون  1175. در سال (17)

باکتری سازی آلفا توکسین از  و کروماتوگرافی ژل به خالص

. در سال (11)پرداخت  Aتیپ  ستردیوم پرفرژنسکل

مولبی و همکارانش از ترکیب چند تکنیک شامل  1151

DEAE-Sephadex کروماتوگرافی ، Sephadex G-75  و

سازی آلفا توکسین  متمرکزسازی ایزوالکتریک برای خالص

 .(15)استفاده کردند  Aتیپ  کلستریدیوم پرفرژنساز 

سازی آلفا  حقیقات کمی راجع به خالصمتأسفانه ت

صورت  Aتیپ  کلستریدیوم پرفرنژنستوکسین از باکتری 

گرفته است. برای مثال: برای فعالیت آنزیمی در سال 

% نمونه 71،  1150% و اسمایس در سال 70وان  1101

دست آوردند. در سال  شده آلفا توکسین را به خالص

با آمونیوم سولفات ، مک فارلن با انجام روش تغلیظ 1177

)رسوب دهی با نمک( و سپس تزریق به ستون 

در  .(17)کروماتوگرافی فعالیت آنزیمی را بهبود بخشید

مولبی و همکارانش از ترکیب چند تکنیک  1151سال 

-Sephadex G ، کروماتوگرافی DEAE-Sephadexشامل 

سازی آلفا  و متمرکزسازی ایزوالکتریک برای خالص75

استفاده کردند  Aتیپ  کلستریدیوم پرفرژنستوکسین از 

% آلفا توکسین 0/14و خلوص  244به ضریب بازدهی  که

تفاده از ادندال با اس 1175. در سال (15)رسیدند 

سازی آلفا  اولترافیلتراسیون و کروماتوگرافی ژل به خالص

پرداخت  Aتیپ  باکتری کلستردیوم پرفرژنستوکسین از 

سازی الفا توکسین در ابتدای سال  تولید و خالص .(11)

در مؤسسه رازی کلید خورده است. این تحقیقات با  1111

بررسی بر روی خصوصیات فیزیکی و شیمیایی آلفا 

سازی به روش ترکیبی  منظور خالص توکسین به

دهی با نمک آمونیوم سولفات و همچنین استفاده از  رسوب

تونی صورت گرفته است. کروماتوگرافی تعویض یونی و س

درصد محصول نهایی  77دهنده خلوص  نتایج حاصل نشان

سازی با نمک  بوده است. روش اول بر مبنای خالص

گذاری شده بود ولی روش دوم بر  آمونیوم سولفات پایه

صورت  ی کروماتوگرافی تعویض یونی و ستونی به پایه

 تلفیقی انجام گرفته است. اصول کلی این روش بر پایه

باشد که شامل دو مرحله کروماتوگرافی  تعویض یونی می

باشد و در  می 1 و 5ترتیب  ی مختلف بهها pHآنیونی در 

ی خروجی از کروماتوگرافی  مرحله بعدی با تزریق نمونه

آلفا توکسین  درصد 77سازی  آنیونی منجر به خالص

 U/mg پروتئین است. نسبت فعالیت به مقدار  گردیده

-SDSآمده از  دست و بر طبق شواهد به باشد می 11154

PAGE  قرار گرفته  کیلو دالتون 01باند مورد نظر در

سازی  است. در حالی که در روش دوم خالص

سازی  )کروماتوگرافی افینیتی(، تنها با یک مرحله خالص

رسیده است.  U/mg 147544 ن پروتئینسبت فعالیت به 

درصد افنیتی  در مقایسه بین روش کروماتوگرافی افنیتی،

باشد. روش کروماتوگرافی  % می 5/11در این تحقیق 

افینیتی نسب به روش اول دو مزیت عمده دارد: یکی 

هزینه کمتر و دیگری مراحل کمتر روش مورد استفاده و 

قابلیت تولید بیشتر توکسین در مقیاس صنعتی است. 

( روش کروماتوگرافی افینیتی از نظر 1مطابق جدول )

صرفه است  مواد و هزینه انجام شده مقرون به دسترسی به

سازی در روش کروماتوگرافی افینیتی  و مدت زمان خالص

)جذب سطحی( یک دوم روش کروماتوگرافی تعویض یونی 

همچنین نسبت باشد.  و یک سوم کروماتوگرافی ستونی می
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پروتئین در روش کروماتوگرافی میزان فعالیت به مقدار 

 برابر افزایش داشته است. 7/1اول افینیتی نسبت به روش 

کروماتوگرافی افینیتی )جذب سطحی( یک روش 

سازی آلفا توکسین  صرفه برای خالص کارآمد و مقرون به

از نظر  Aتیپ  کلستریدیوم پرفرژنستولید شده از باکتری 

سازی و در  خلوص بالا، زمان کمتر مورد نیاز برای خالص

 ها است. ایر روشنهایت تولید حجم بالاتر نسبت به س

 سپاسگزاری

سازی رازی مشهد  از مؤسسه تحقیقات واکسن و سرم

های  بابت تأمین منابع بیولوژیکی برای این مطالعه و کمک

 آزمایشگاهی و فنی آنها کمال تشکر را داریم.
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Summary 

 

Alpha toxin, sometimes referred to as phospholipase C (PLC), is a significant toxin generated by C. 

perfringens that possesses both deadly and dermonecrotic properties. All strains (A, B, C, D, E) of C. 

perfringens generate varying quantities of this toxin, which is recognized as a key various  factor in the devel-

opment of clostridial myonecrosis.Alpha-toxin is known to significantly influence several human and animal 

disorders, exhibiting deleterious impacts, specifically on the intestinal system. The primary objective of this 

research was to conduct a comparative analysis of two distinct purification techniques in order to extract alpha-

toxin from C. perfringens type A. The first approach involved the alpha-toxin purification through a series of 

techniques, including ammonium sulfate precipitation, ion-exchange chromatography using DEAE Sephadex at 

pH values of 7 and 9, and gel filtration chromatography using Sephadex G-100, while the second approach was 

implemented using the affinity chromatography. The degree of purity of alpha-toxin was assessed at each stage 

of the purification process by the utilization of SDS-PAGE.The protein content and hemolysis activity were also 

quantified at each purification step. Based on the obtained findings, examining these two approaches revealed 

that the first method yielded a percentage of 88, while the second method yielded percentage of 91.7. The spe-

cific activity values obtained from the calculations for the first and second methods were 69170 U/mg and 

105.71 U/mg, respectively. Our research shows that affinity chromatography can produce a highly pure alpha 

toxin with a specific activity of 108700 (HU/mg), produced by Clostridium perfringens type A. 

 

Keywords: Alpha-toxin, Clostridium perfringens type A, Enzymatic activity, Affinity chromatography, column chromatogr 
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 73 -21، صفحات 3041ستان پائیز و زم، 2، شماره 7دوره 

 جمعیت بر ومیسلن نانوذرات و مخمر ومیسطوح مختلف مکمل سلن افزودن تاثیر

 (ستانیس ی)بوم یبلوچ یپروار نر یها بره شکمبه اکیآمون غلظت و ییزوآتووپر

 5، آرش امیدی4احمد راشکی، 3، امیر موسائی 2الهی ، مصطفی یوسف*2، محمدرضا دهقانی1نیک حسین انصاری

 .، ایران، گروه علوم دامی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه زابل، زابلتغذیه دام دانشجوی دکتری -1

 .دامی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه زابل، زابل، ایراندانشیار، گروه علوم  -2

 .، ایرانجیرفت، جیرفتاستادیار، گروه علوم دامی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه  -1

 .، گروه پاتوبیولوژی، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه زابل، زابل، ایراندانشیار -0

 .، ایرانشیراز، شیراز، گروه مدیریت بهداشت دام، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه استاد -7

 

 1041 مرداد 21نهایی: پذیرش ،  1041 تیر 14،  بازنگری: 1041 خرداد 17دریافت مقاله: 

 

 

 چکیده

و غلظت  آمختلف پروتوز یها جنس تیبر جمع مخمر- ومیسلنو  ومیمکمل نانوسلن ریتأث یمنظور بررس به پژوهش نیا

  کی  در قالب لوگرمیک 71/21±11/4  هیوزن اول  نیانگیم با  یس بره نر بلوچأر 14 زبا استفاده ا شکمبه عیما یاکیآمون تروژنین

های  گروه. شد انجام(  شیروز آزما 71و  رییپذ روز عادت 10روز ) 54مدت   تکرار به 1و  ماریت 7با   یطرح کاملاً تصادف

سلنیوم از منبع  گرم یلیم 2/1و  7/4، 0/4 با هیتغذ ترتیب ( به0و  1، 2(، ومیسلن مکملفاقد جیره ) شاهد( 1 آزمایشی شامل

 یها در گروه آتعداد پروتوز که داد نشان جینتا. بودند ومینانوسلن مکمل از ومیسلن گرم یلیم 0/4 با هیتغذ( 7 مخمر و -سلنیوم

از گروه شاهد  شتریب وم،ینانوسلن به شکل گرم یلیم 0/4 و مخمر -ومیسلن از منبع ومیسلن گرم یلیم 2/1 و 7/4 کننده افتیدر

 ماریت تنها که یحال در ،ندشد واسکولکسیگونه افر شیباعث افزا ومینانوسلن و مخمر ومیسلن منبع هر دو(. P<47/4بود )

 گرم یلیم 7/4افزودن  ن،یهمچن(. P<47/4) داشتبا شاهد  سهیمقا در یشتریب یشایتریداس آیتعداد پروتوزو ومینانوسلن

 ن،ی(. با وجود اP<47/4شد ) ومینیپلودیگونه د تعداد شیافزا سبب ومینانوسلن از گرم یلیم 0/4و  مخمر -ومیسلناز  ومیسلن

 درشکمبه  عیما یاکیآمون تروژنین زانیقرار نگرفتند. م یشیآزما یمارهایت ریتحت تأث شایزوتریو ا ومینیانتود یها گونه

. کمتر از گروه شاهد بود ومینانو سلن صورت به ومیسلن گرم یلیم 0/4 و( مخمر-ومیسلن) ومیسلن گرم یلیم 2/1 و 7/4 یمارهایت

 تیجمع شیافزا سبب تواند یم مخمر -ومیسلن و ومیسلن نانو شکل به ومیسلن مکمل افزودنپژوهش نشان داد که  نیا جینتا

 .شود یبلوچ یپروار یها برهشکمبه  عیما یاکیآمون تروژنین غلظتپروتوزوآ و کاهش 

 مخمر سلنیوم، پروتوزوآ، پرواری، بره :کلیدیواژگان 

 

                                                           
 mr.dehghani@uoz.ac.ir ست الکترونیک نویسنده مسئول مکاتبه:پ *
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 مقدمه
 حفظ ها، آنزیم سازی فعال در مهمی نقش معدنی مواد

 و سلولی درون شیمیایی های واکنش تنظیم یونی، تعادل

 هرگونه بنابراین دارند، اسکلتی ساختار حفظ به کمک

 و مثل تولید رشد، در اختلال باعث معدنی مواد کمبود

 ب،کمیا عناصر نمیا در(. 17) شود می حیوانات سلامت

 که ستا رداربرخو خاصی  تـهمیا از ملنیوـس رـعنص

 تنااحیو بهینه یدـتولی درـعملک و یـیمنا ،لامتیـس ایبر

 جوامع نشخوارکنندگان، در(. 21، 2) ستا وریضر

 ویژه به گوارش دستگاه در متنوعی و پیچیده میکروبی

 جمعیت برای مناسب محیطی شکمبه. دارد وجود شکمبه

 ها، باکتری جمله از ها میکروارگانیسم از متنوعی و متراکم

 میکروبی اکوسیستم. است باکتریوفاژها و ها قارچ پروتوزوا،

 میزبان حیوانات تغذیه و سلامت در اساسی نقش شکمبه

 و غیر زیستی عوامل توسط میکروبی جمعیت .(12) دارد

 شبکه و محیطی شرایط توسط که شود می تعیین زیستی

 بین میکروبی انفعالات و فعل از ای پیچیده

. شوند می هدایت مختلف های میکروارگانیسم

 های گونه از پروتوزوا مانند یوکاریوت های میکروارگانیسم

 عملکرد و جمعیت تنظیم در محوری نقشی مختلف،

 فیزیکوشیمیایی خصوصیات و شکمبه میکروبی اکوسیستم

 توده زیست از درصد 74 حدود پروتوزوا(. 24) دارند آن

 این و( 27 ،7) دهند می تشکیل را شکمبه میکروبی

 شکمبه میکروبیولوژی تاریخ ابتدای در متحرک موجودات

 پروتوزوا که واقعیت این وجود با(. 11) شدند شناسایی

 دهند، می تشکیل را شکمبه توده زیست از بزرگی بخش

 و متابولیسم در آنها سهم و شکمبه تخمیر در آنها نقش

(. 20) است توجهی قابل بحث موضوع هنوز میزبان تغذیه

 خواص دلیل به مختلف، های زمینه در نانوذرات کاربردهای

 دهه چندین حجیم، مواد با مقایسه در فردشان به منحصر

 بررسی و تحقیق برای اصلی موضوعات از یکی که است

 نانوذرات فیزیکوشیمیایی خواص. است پژوهشگران توسط

 عنوان به و شده شناخته خوبی به سلنیوم مانند عناصری

غیر  ها حامل یا میکروبی ضد و سرطان ضد عوامل

 گرم و مثبت گرم های باکتری کردن کن ریشه و سازی فعال

 در اکسیداتیو های آسیب از ناشی عمدتاً است ممکن منفی

 .(21) باشد باکتریایی محیط

 ل،اـفع لاـنتقا طریق از منانوسلنیو و لیآ مسلنیو

 سطهوا به تسلنا و لغیرفعا قالنتا طریق از سلنیت

 بذــج فعال انتقال صورت به سدیم یناقلها

 رــب اظتیــحف رــثا دارای ملنیوــس. وندــیشــم

 تـفعالی و اـبق یشازـفا بـموج و ستا شکمبه زوآیتووپر

 1170 سال در همکاران و Wilsdorf(. 1) شود می اـنهآ

 پروتوزوای فعالیت و مقاومت سلنیوم که کردند گزارش

 توانند می پروتوزوآ این، بر علاوه. دهد می افزایش را شکمبه

 در(. 7، 0، 12) بگذارند اثر حیوانات سلنیوم وضعیت بر

 باعث جیره به سلنیوم افزودن که شد مشاهده پژوهشی

 هشکمب در دموجو ارد کمژ یازوتووپر جمعیت افزایش

 2441 سال در همکاران و Wang (.15 ،11) شود می

 در مسلنیو مخمر از دهستفاا با را مونیاکیآ وژننیتر کاهش

 بهینه ناـیشا ،همچنین. دـندکر ارشگز یشیر یهاوگا

 1/4 مقدار افزودن با را شیری گاوهای در بیومیکر شدر

 کردند. مشاهده جیره کیلوگرم هر به سلنیوم گرم میلی

 آلی سلنیوم مکمل افزودن که شد گزارش پژوهشی در

 داد افزایش دام شکمبه در را میکروبی پروتئین تولید

 مثبتی اثرات تواند می سلنیوم چون رسد می نظر به(. 25)

 ،22) بگذارد آنها فعالیت و شکمبه میکروبی جمعیت بر

 آمونیاکی نیتروژن بازدهی افزایش به منجر تواند می ،(5

 .(22) شود

 گونه خاک، سلنیوم مقدار و نوع مانند عواملی به بسته

 گیاهی خوراکی منابع در سلنیوم غلظت غیره، و گیاهی

 متغیر شدت به نشخوارکنندگان، جیره در استفاده مورد

 ناکافی است ممکن جیره سلنیوم غلظت بنابراین،. است

 منابع از ویژه به سلنیوم جذب که جایی آن از و باشد

 حیوانات از کمتر( درصد 10) نشخوارکنندگان در معدنی

 سلنیوم کمبود ،(25) است( درصد 77) ای معده تک

 خطر به را دام سلامت و داده کاهش را تولید تواند می

 دستگاه در سلنیوم پایین جذب به توجه با(. 21) بیندازد
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 را مذکور عنصر مقدار دامی تحقیقات در گوسفند، گوارش

 آن احتمالی مثبت آثار تا گیرند می نظر در نیاز حد از بیش

 در تنوع مانند عواملی این، دوجو با. کنند شناسایی را

 و آن تولید مرحله و دام نژاد مصرفی، های مکمل منابع

 در تفاوت سبب ای تغذیه و هوایی و آب مختلف شرایط

 به گوسفند نیاز با رابطه در مختلف های پژوهش نتایج

 مختلف های مکمل شده گزارش اثرات گوناگونی و سلنیوم

 همچنین. است شده ها بره عملکرد و سلامت بر سلنیوم

 آلی مکمل مختلف سطوح تأثیر مورد در کافی اطلاعات

 شکمبه زوآیتووپر جمعیت بر نانوسلنیوم و مخمر سلنیوم

 با رو، این از. ندارد وجود سیستان بومی بلوچی نر های بره

 با رابطه در دامپزشکی اداره گزارشات و مشاهدات به توجه

 نظر در با و سیستان منطقه گوسفندان در سلنیوم کمبود

 گوسفند، در سلنیوم ای تغذیه های حساسیت گرفتن

 سطوح افزودن اثرات بررسی منظور به حاضر پژوهش

 بر سلنیوم نانوذرات و مخمر سلنیوم مکمل مختلف

 شکمبه آمونیاکی نیتروژن غلظت و زوآییتووپر جمعیت

 .شد انجام بلوچی پرواری نر های بره

 ها روش و مواد
 در  پژوهش  این آزمایش: انجام شرایط و ها دام

 بره رأس 14 از استفاده با و  زابل دانشگاه  تحقیقاتی مزرعه

  اولیه وزن  میانگین و ماه 7-1  سنی  دامنه با  بلوچی نر

  تصادفی کاملاً طرح  یک  قالب در کیلوگرم 71/21 ± 11/4

 پذیری عادت روز 10) روز 54 مدت  به تکرار 1 و تیمار 7 با

 انفرادی های قفس در ها بره. شد انجام(  آزمایش روز 71 و

 و  محیطی  شرایط با ها بره سازگاری  عمل و قرارگرفتند

 سازگاری، دوره اتمام از  پس. شد انجام  آزمایشی جیره

  ذیل  آزمایشی گروه 7 از  یکی  به  تصادفی  شکل  به ها بره

 فاقد جیره با تغذیه ) شاهد گروه( 1: شدند ادهد اختصاص

 گرم میلی0/4 حاوی جیره با تغذیه( 2 ،(سلنیوم مکمل

( 1 مخمر، -سلنیوم آلی مکمل از کیلوگرم در سلنیوم

 از کیلوگرم در سلنیوم گرم میلی 7/4 حاوی جیره با تغذیه

 2/1 حاوی جیره با تغذیه( 0 مخمر، -سلنیوم آلی مکمل

 -سلنیوم آلی مکمل از کیلوگرم در سلنیوم گرم میلی

 در سلنیوم گرم میلی 0/4 حاوی جیره با تغذیه( 7 و مخمر

در  با  افزودنی سلنیوم  غلظت. نانوسلنیوم مکمل از کیلوگرم

 های جیره. شد  محاسبه  مکمل خلوص درصد  نظرگرفتن

 ای تغذیه  سیستم افزار نرم از استفاده با( 1جدول )  آزمایشی

SRNS)  کوچک نشخوارکنندگان
( 7147/1/1  نسخه *

 27 و کنسانتره درصد 57 حاوی  پایه جیره. شدند  تنظیم

TMR) ) مخلوط کاملا جیره صورت به و بود  علوفه درصد
† 

 . گرفت قرار ها بره اختیار در

 وسیله به شکمبه مایع های نمونه :پروتوزوآ شمارش

 صبحگاهی خوراک از پس ساعت 0 تا 1 تقریباً مری لوله

 پارچه وسیله به شکمبه مایع. شد گرفته دام شکمبه از

 مایع از لیتر میلی 14 میزان شد، صاف لایه دو متقال

†نیگرلیمت محلول با شده صاف شکمبه
شد  مخلوط (11) 

. شد نگهداری تاریک فضای در پروتوزوآ شمارش برایو 

 محلول لیتر میلی 144 ابتدا ن،یگر لیمت محلول تهیه برای

 نمک گرم 7 مقدار سپس شد، فراهم درصد 17 یدئفرمالد

 144 با و گردید اضافه آن به سبز متیل گرم 1/4 و

 شده تهیه محلول. شد رسانده حجم به مقطر آب لیتر میلی

 شدن ثابت از بعدشد.  داری نگه تاریک مکان یک در

 کی لوله هر از پاستور پتیپ از استفاده با ها اختهی تک

 وسط قسمت که( DQ) نئوبار لام روی شکمبه مایع قطره

 متر میلی 1/4 عمق به و متر میلی 14×14 ابعاد به آن

 آن روی بر لامل گذاشتن با و داده قرار بود، گردیده مدرج

 درشت با و (Olympus CH-2) نوری میکروسکوپ زیر در

 کل تعداد. گردید شمارش ها یاخته تک× 14 نمایی

 و هولوتریش های یاخته تک مجموع یعنی ها یاخته تک

 مدرج قسمت گوشه چهار در سلول چهار در انتودینومورف

 هر. گردید شمارش آن وسط قسمت در سلول چهار و

 و پروتوزوآ کل جمعیت. شد شمارش بار سه نمونه

 زیر صورت به نئوبار لام با شمارش از پس مختلف های گونه

 :شد زده تخمین

                                                           
*
 Small ruminant nutrition system 

† Total mixed ration 

‡ Methylgreen-formalin-Salin 
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 (1 رابطه)

A 
B 10000 C

7
 

 (2 رابطه)

  
      

  
 

 

 هر در پروتوزوآ جمعیت =A: معادلات این در

 پروتوزوآی کل مجموع =B شکمبه، مایع لیتر میلی

 =RF رقت، نرخ =C نئوبار، لام مربعات در شده مشاهده

 محلول میزان =MFS ،(لیتر میلی) شکمبه مایع میزان

 .است( لیتر میلی) نگهدارنده

 های جیره اثر بررسی منظور به :آمونیاکی نیتروژن

 هر از شکمبه، مایع آمونیاکی نیتروژن غلظت بر آزمایشی

 برداشتهشکمبه  عیما لیتری میلی 14 نمونه یک حیوان

لیتر اسید سولفوریک  میلی 2/4 آنها از یک هر به و شده

 آمونیاکی نیتروژن تعیین برای Merckدرصد شرکت  74

 دمای در آزمایش انجام زمان تا ها نمونه(. 1) گردید اضافه

غلظت  گیری انداز. شدند منجمد گراد سانتی درجه -24

 -نیتروژن آمونیاکی شکمبه با استفاده از روش فنول

 روش این های ( انجام شد. مواد و محلول1هیپوکلریت )

 گرم 17/4 شدن حل)از  فنول محلول شامل

 سپس و مقطر آب لیتر 7/1 در سدیم سیانید نیتروفری

درصد و رساندن  14فنول  لیتر میلی 11 نمودن اضافه

لیتر با آب مقطر(، محلول هیپوکلریت  1حجم محلول به 

لیتر آب  2گرم هیدروکسید سدیم در  17/4)از حل شدن 

 هفتسدیم فسفات  گرم دی 1/111مقطر و اضافه نمودن 

 174ام آب گرم و افزودن آبه با گرم کردن ملایم در حم

درصد به آن پس از  27/7لیتر هیپوکلریت سدیم  میلی

خنک شدن و رساندن به حجم سه لیتر با آب مقطر( و 

 کردن حل)با  آمونیاک مولاری میلی 144محلول استوک 

 1/4 کلریدریک اسید در آمونیوم سولفات گرم 1145/4

 محلول. بود( لیتر میلی 144 حجم به آن رساندن و نرمال

 به استوک محلول شدن رقیق با آمونیاک استاندارد

 مولاری میلی هشت و شش چهار، دو، ک،ی های غلظت

 74) لیتر میلی 447/4. ابتدا گردید حاصل آمونیاک

 لوله به شده تهیهمیکرولیتر( نمونه و استانداردهای 

 بلانک عنوان به مقطر آب میکرولیتر 74 و منتقل آزمایش

 آنها به فنول محلول لیتر میلی 7/2 سپس. شد برداشته

 از لیتر میلی 2 آن از پس. شدند مخلوط مواد و اضافه

. شد مخلوط مجدداً و اضافه ها لوله به هیپوکلریت محلول

 گراد سانتی درجه 17 دمای در گرم آب حمام در محلول

 شدن، خنک از پس و شد داده قرار دقیقه پنج مدت به

اسپکتروفتومتر  وسیله به نانومتر 114 موج طول در جذب

(HALO, model XB10)  خوانده شد و در نهایت با

استاندارد، مقدار آمونیاک برحسب  یمنحناستفاده از 

 .شد محاسبه مول میلی

 غلظت گیری اندازه از حاصل های داده آماری: آنالیز

 پروتوزوآ های خانواده زیر جمعیت و و آمونیاکی نیتروژن

 SAS آماری افزار نرم از استفاده با شکمبه مایع در

 تجزیه مورد تصادفی کاملاً طرح قالب در( 2/1ویرایش)

 آزمون با تیمارها میانگین مقایسه. گرفتند قرار آماری

 .شد انجام درصد 7 احتمال سطح در توکی

  Yij= µ+Ti+ eij     

 متغیر) مطالعه مورد صفت = Yij: معادله این در

 اثر =Ti مطالعه، مورد صفت برای میانگین =µ ،(وابسته

 بود. آزمایشی اشتباه =eij و تیمار
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 هیپا رهیج یمغذ مواد بیترک و یخوراک مواد -1 جدول

 (درصدمقدار ) پایه جیره

 27 گندم کاه

 74 جو

 12 سویا  کنجاله

 5 گندم سبوس

 0 آفتابگردان  روغن

 7/4  کلسیم کربنات

 7/4 سدیم کربنات بی

 1 1 یتامینیو - معدنی مواد  مکمل

 (درصدمقدار ) پایه جیره شیمیایی ترکیب

 07/2 (یلوگرمو ساز )مگاکالری در ک  سوخت  انرژی قابل

 2/17 خام  ینپروتئ

 17 (NDF) خنثی شوینده در نامحلول سلولی دیواره

 7 خاکستر

 5/4  یمکلس

 0/4 فسفر

 41/4 (کیلوگرم در گرم میلی) سلنیوم

، 144  ، کبالت144  گرم؛ مس 2و منگنز  1  ، آهن1، روی17  یزیم، من74  یم، سد14، فسفر 111  یم: کلس مکمل یلوگرمدر هرک ها یتامینو و  یمواد معدن  غلظت

و ساز   سوخت  . انرژی قابل 2. گرم یلیم E144  یتامینواحد و و D144444  یتامینواحد، و A 744444  یتامینو گرم؛ یلیم 044 اکسیدان یو آنت 144 ید

 . شده است محاسبه  (SRNS)  نشخوارکنندگان کوچک  یسینو یرهافزار ج نرم  توسط( یرهج یلوگرم)مگاکالری در ک

 

 جنتای
 بر سلنیوم مختلف مقادیر تأثیر به مربوط نتایج

 در شکمبه آمونیاکی نیتروژن غلظت و پروتوزوآ جمعیت

 شود می مشاهده که طور همان. است شده ئهاار 2 جدول

 آزمایشی تیمارهای تأثیر تحت کل پروتوزوآی جمعیت

 سلنیوم گرم میلی 2/1 و 7/4 تیمارهای و است گرفته قرار

 0/4 و سلنیوم مخمر شکل به خوراک کیلوگرم در

 را داری معنی افزایش نانو، شکل به سلنیوم گرم میلی

 افزودن(. P<47/4) دادند نشان تیمارها دیگر به نسبت

 مخمر سلنیوم منبع دو از جیره به سلنیوم مختلف مقادیر

 گونه افزایش باعث داری معنی طور به نانوسلنیوم، و

 حالی که در شد شاهد تیمار به نسبت افریواسکولکس

 با شده تغذیه های بره شکمبه مایع در داسیتریشا تعداد

 نانوسلنیوم منبع از سلنیوم گرم میلی 0/4 حاوی جیره

 در نیز دیپلودینیوم پروتوزوا شمار .بود شاهد گروه از بالاتر

 گروه و سلنیوم مخمر شکل به سلنیوم گرم میلی 7/4 گروه

 مخمر گرم میلی 0/4 و شاهد گروه از بیشتر نانوسلنیوم

 و انتودینیوم های گونه تعداد (.P<47/4) بود سلنیوم

. نگرفتند قرار آزمایشی تیمارهای تأثیر تحت ایزوتریشا

 افزودن تأثیر تحت نیز شکمبه مایع آمونیاکی نیتروژن

 مقدار (.P<47/4) گرفت قرار جیره به سلنیوم مکمل

 7/4 با شده تغذیه های بره شکمبه مایع آمونیاکی نیتروژن

 0/4 و مخمر سلنیوم منبع از سلنیوم گرم میلی 2/1 و

 جیره کیلوگرم هر در نانوسلنیوم شکل به سلنیوم گرم میلی

 0/4 با شده تغذیه گروه و شاهد گروه در آن مقدار از کمتر

 .(P<47/4) بود سلنیوم گرم میلی
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  شکمبه مایع آمونیاکی نیتروژن و×(  105/لیتر میلی) پروتوزوآ جمعیت بر سلنیوم مختلف اشکال تأثیر -2 جدول

   آزمایشی های جیره   

 SEM P-value نانو 0/4 2/1 7/4 0/4 شاهد پروتوزوآ نوع

17/7 انتودینیوم  71/0  47/7  1/7  17/0  101/4  20/4 

707/4 افریواسکولکس b 71/2 a 27/2 a 10/2 a 11/2 a 712/4  420/4 

11/2 داسیتریشا b 05/2 b 17/1 ab 07/1 ab 12/0 a 417/4  412/4 

75/1 ایزوتریشا  57/1  47/2  11/1  1/2  021/4  157/4 

111/4 دیپلودینیوم b 154/4 b 70/1 a 00/1 ab 52/1 a 750/4  407/4 

11/14 کل پروتوزوآی b 10/11 b 14/10 a 77/10 a 41/17 a 112/4  401/4 

51/11 (لیتر دسی در گرم یلی)م آمونیاکی نیتروژن a 27/10 a 25/12 b 41/12 b 11/12 b 171/4  47/4 

: a-b-c هاست یانگینم ینب دار معنی اختلاف دهنده نشان ردیف هر در مشابه غیر حروف (47/4P<.) 

SEM: ها میانگین استاندارد خطای 

 

 گیری و نتیجه بحث
 که است این از حاکی ها پژوهش از برخی های یافته

 شکمبه زوآتووپر بر حفاظتی اثر دارای سلنیوم معدنی ماده

 سوی از. شود آنها فعالیت بهبود سبب است ممکن و ستا

 ملنیوـس توازن دـنناتو یـم نیز شکمبه زوآیتووپر دیگر،

 پژوهش نتایج(. 12، 7) دهند قرار تأثیر تحت را حیوان

 سلنیوم گرم میلی 2/1 و 7/4 سطوح که داد نشان حاضر

 0/4 و سلنیوم مخمر شکل به خوراک کیلوگرم در

 در پروتوزوآ افزایش باعث نانوسلنیوم منبع از گرم میلی

 را امر این علت. شود می پرواری های بره شکمبه مایع

 با شکمبه محیط نیاکسیدانتیآ انتو یتقاار به توان می

 یشافزا آن عـتب هـب و ،انوـن و لیآ مسلنیو ودنفزا

 جمله از شکمبه محیط در دموجو بیومیکر یگونهها

 است شده داده نشان همچنین(. 15) داد نسبت زوآتووپر

 طریق از را خود فیزیولوژیک تأثیرات سلنیوم که

 بیان تواند می آن کمبود و نموده اعمال ها سلنوپروتئین

mRNA دریافت های گروه نتیجه در(. 10) دهد کاهش را 

 بیشتری آنزیم سلنو فعالیت است ممکن سلنیوم کننده

 چنین رسد می نظر به و( 17) باشند داشته پروتوزوآ برای

 با همسو. باشد شده پروتوزوآ تعداد افزایش سبب شرایطی

 افزودن تأثیر تحت افریواسکولکس جنس که حاضر نتایج

 آماری تفاوت و گرفته قرار پایه جیره به سلنیوم مکمل

( سلنیوم مکمل بدون) شاهد گروه به نسبت داری معنی

 نشان 2447 سال در همکاران و Mihalikova داشت،

 شکمبه محتویات در فقط افریواسکولکس جنس که دادند

 مشاهده سلنیوم مکمل با شده تغذیه گروه گوسفندهای

 که نداشت، وجود جنس این مکمل فاقد تیمار در اما شد

 برای سلنیوم اکسیدانی آنتی اثرات به توان  می را آن دلیل

 معنی بدان این و داد نسبت افریواسکولکس فعالیت حفظ

 محیط اکسیدانی آنتی توان ارتقای با سلنیوم که است

 از آن، در موجود میکروبی های گونه آن تبع به و شکمبه

 شکمبه محیط در آن بقای باعث افریواسکولکس، جمله

 است. شده

 0/4 کردن مکمل که شد مشاهده حاضر، پژوهش در

 موجب سلنیوم نانو شکل به سلنیوم کیلوگرم در گرم میلی

 مخمر منبع از سلنیوم گرم میلی 7/4 و داسیتریشیا افزایش

 موجب سلنیوم نانو صورت به گرم میلی 0/4 و سلنیوم

 پژوهشی در نتایج، این با همسو. شد دیپلودینیوم افزایش

 دار معنی افزایش موجب آلی سلنیوم تیمار که شد گزارش

. شد سلنیوم معدنی تیمارهای به نسبت پروتوزوآ کل تعداد

 توجهی قابل طور به آلی سلنیوم و نانو تیمار همچنین،

 و دیپلودینیوم داسیتریشا، های گونه افزایش موجب

 در(. 1) شدند معدنی تیمار به نسبت افریواسکولکس

 تنهایی به معدنی سلنیوم که شد مشاهده پژوهشی دیگر

 همراه به و( خشک ماده کیلوگرم در میکروگرم 114)

 دیپلودینیوم، های زیرگونه جمعیت نیز E ویتامین



 ... سلنیوم بر جمعیت پروتوزوآتأثیر افزودن سطوح مختلف مکمل سلنیوم مخمر و نانوذرات 
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(. 15) داد افزایش را کل پروتوزوآی و افریواسکولکس

 که پژوهشی در ،1117 سال در همکاران و قربانی

 و متیونین -روی مکمل تأثیر بررسی منظور به

 انجام گوسفند روی بر پروتوزوآ جمعیت بر سلنومتیونین

 حضور در پروتوزوآ کل جمعیت که کردند گزارش شد،

 به نسبت سلنیوم -روی و سلنومتیونین متیونین، -روی

 جمعیت را افزایش بیشترین و داشت افزایش شاهد گروه

 جمعیت همچنین،. دادند نشان ها انتودینینه زیرخانواده

 دیپلودینینه و افریواسکولسینه ایزوتریشیدا، زیرخانواده

 آمده دست به نتایج با که نگرفتند قرار سلنیوم تأثیر تحت

 .دارد مغایرت مطالعه این در

 های پژوهش برخی در پژوهش، این نتایج با همسو

 ،(27، 20، 14) نشخوارکننده های دام روی بر شده انجام

 مازاد سطوح از استفاده با آمونیاکی نیتروژن غلظت

 فعالیت افزایش پژوهشگران این که یافت کاهش سلنیوم

 نیتروژن و خوراک نیتروژن از استفاده بهبود و میکروبی

 جمله از را میکروبی پروتئین ساخت جهت آمونیاکی

 مونیاکیآ وژننیتر کاهش. کردند بیان کاهش این دلایل

 دـشر رـب مسلنیو مثبت ثرا لیلد به تواند می

 هـک سلولایتیک یها یباکتر هیژو به ها گانیسموارمیکر

 باشد ،میکنند دهستفاا مونیاکیآ وژننیتر از ارـمنحص

 1115 در سال همکاران و سعدی آل همچنین،(. 15، 11)

 تحت شکمبه مایع آمونیاکی نیتروژن و pH که دادند نشان

 در سلنیوم گرم میلی 1 و 7/4 سطوح کردن مکمل تأثیر

 جیره به متیونین -سلنیوم منبع از خشک ماده کیلوگرم

 ننشا حاضر پژوهش نتایج. نگرفت قرار کرمانی نر های بره

 حتمالاًا هجیر در مسلنیو مختلف منابع از دهستفاا که داد

 ادتعد یشافزا موجب شکمبه دعملکر دبهبو با ندامیتو

 دشو شکمبه آمونیاکی نیتروژن غلظت کاهش و زوآتووپر

 در سلنیوم گرم میلی 0/4 میزان هـمینز نـیا در هـک

 در گرم میلی 2/1 و سلنیوم نانو شکل به جیره کیلوگرم

 به نسبت یبهتر دعملکر سلنیوم مخمر منبع از کیلوگرم

 مخمر کیلوگرم در گرم میلی 7/4 و0/4 سطوح و شاهد

 پژوهش های یافته به توجه با کلی رطو به. تشدا سلنیوم

 توان می هشد منجاا تتحقیقا اـب آنها سهـمقای و رـحاض

 م،سلنیو منبع و ارمقد مانند عواملی هـک تـگرف هـنتیج

 عوامل و دام فیزیولوژیک شرایط پایه، جیره دام، نژاد

 بگذارد اثر سلنیوم مکمل به دام پاسخ بر تواند می محیطی

 های پژوهش انجام. شود نتایج در تفاوت سبب گاها و

 بلوچی گوسفند ویژه به بومی نژادهای روی بر بیشتر

 جمعیت بر سلنیوم اثرات از بهتر درک به تواند می

 نماید. شایانی کمک پروتوزوا خصوص به شکمبه میکروبی
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Summary 

 

This study was conducted to investigate the effect of dietary supplementation of selenium nanoparticles 

(SeNP) and selenium yeast (SY) on ruminal protozoan population and ammonia nitrogen of Baluchi male 

lambs. Thirty Baluchi lambs with an average initial body weight of 21.56±0.33 kg were used in a completely 

randomized design with 5 treatments and 6 repetitions for 70 days (14 days of adaptation and 56 days of data 

collection). The experimental groups were 1) control (without selenium supplement), 2), 3) and 4) were feeding 

with 0.4, 0.8 and 1.2 mg Se/kg of diet as SY respectively, and 5) feeding with 0.4 mg Se/kg of diet as SeNP. 

The results showed that the number of protozoa in the ruminal fluid of lambs receiving 0.8 and 1.2 mg of Se/kg 

of diet as SY and 0.4 mg of Se/kg of diet as SeNP was higher than that of the control group (P<0.05). In addi-

tion, both SY and SeNP sources significantly increased the number of Ophryoscolex species, while 0.4 mg of Se 

as SeNP resulted in a significant increase in Dasytricha species (P<0.05). Furthermore, dietary supplementation 

of 0.8 mg of Se as SY and 0.4 mg of Se as SeNP increased the number of Diplodinium species (P<0.05). How-

ever, the populations of Entodinium and Isotricha species were not affected by the experimental treatments. 

Feeding with 0.8 and 1.2 mg of Se as SY/kg of diet and 0.4 mg of Se as SeNP/kg of diet led to decreased rumi-

nal ammonia nitrogen quantity (P<0.05). The results of this research indicated that dietary selenium supplemen-

tation as Nano selenium and selenium yeast, can increase the protozoa population and decrease the concentra-

tion of ammonia nitrogen in the ruminal fluid of Baluchi fattening lambs. 
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 13 -72، صفحات 3041ستان پائیز و زم، 2، شماره 7دوره 

  (Macrorhabdus ornithogaster)اورنیتوگاستر ماکرورابدوس لکولیوم هویت تعیین

 زینتی پرندگان در

2، سعید چرخکار3، غلامرضا نیکبخت بروجنی2*نریمان شیخی، 1فاطمه حامیان
 

دانشگاه آزاد ، قاتیتحقو علوم واحد دانشکده دامپزشکی، گروه علوم درمانگاهی،  ی،نتیو پرندگان ز وریط یها یماریبهداشت و ب یتخصص یدکتر یدانشجو -1

 ، ایران.اسلامی، تهران

 ، ایران.تهرانی، دانشگاه آزاد اسلام، قاتیتحقو واحد علوم دانشکده دامپزشکی، ، ی،گروه علوم درمانگاه -2

 دانشکده دامپزشکی، دانشگاه تهران، تهران، ایران.شناسی،  میکروبیولوژی و ایمنی گروه -1

 

 1041 آذر 17: پذیرش نهایی،  1041 آذر 11،  بازنگری: 1042 آذر 40دریافت مقاله: 

 

 

 چکیده

آن را   ornithogaster Macrorhabdusپرندگان است که قارچ  ۀسندرم تحلیل برند، مگاباکتریوزیس یاماکرورابدوزیس 

پرندگان با مدفوع از  ،PCRبا روش  ماکرورابدوس اورنیتوگاسترقارچ ، تشخیص مولکولی پژوهشد. هدف از این کن ایجاد می

مشکوک  ۀپرند 144نینمونه مثبت از ب 70 پژوهش نی. در اشده بود آوری جمعهای  علائم بالینی و آنالیز فیلوژنی بین جدایه

 یینها صیتشخ ی( براPCR) مرازیپل یا رهیشد. سپس از روش واکنش زنج ییمرطوب شناسا ریوش اسمر کننده به مراجعه

 آنالیز فیلوژنی بررسی شدند. برای PCRبا روش  (Panfungal) عمومی استفاده از آغازگرهای باهای مثبت  نمونه استفاده شد.

ژن مقایسه و درصد شباهت و جهانی شده در بانک  های ثبت آمده با توالی دست های به توالی ،نمونه تعیین توالی شدند 17

از بودند. مثبت  نمونه 70شده  مدفوع با تکنیک اسمیر مرطوب بررسی  نمونه 144 از تعداد .شدها بررسی  پوشانی بین توالی هم

کوتوله برزیلی  ۀدو نمون درتنها  ماکرورابدوس اورنیتوگاستریابی،  توالیاساس  . برشدندمثبت  PCR روش نمونه با 11 این تعداد

(lovebirdتشخیص داده شد. آنالیز فیلوژنی نمونه ) ها و  های مثبت در این مطالعه نشان داد که موارد مثبت جداشده از باجی

نتایج نشان داد که تکنیک همچنین، . بودند( NCBIشده در )  های ثبت ( با توالیرصدد 144- 51/71ها، دارای تشابه ) فنچ

PCR باشد.ثر ؤتواند م علت دقت، حساسیت و سرعت در روند تشخیص می به 

 پرندگان زینتی، فیلوژنیک، Macrorhabdus ornithogaster :کلیدیواژگان 

 

                                                           
 n_sheikhi@srbiau.ac.ir ست الکترونیک نویسنده مسئول مکاتبه:پ *

 شناسی دامپزشکینشریه تازه ها در میکروب
 nfvm.uoz.ac.ir: وبگاه

 5004-2676: یکیشاپا الکترون  4491-2645: یشاپا چاپ  - فصلنامه دو

 

  10.22034/nfvm.2025.426402.1215 

https://nfvm.uoz.ac.ir/


 فاطمه حامیان و همکاران

73 

شر
ن

 هی
 تازه

ر م
ا د

ه
ی

ب
کرو

 
اس

شن
 ی

شک
مپز

دا
 ی

 
لد 

ج
7

اره 
شم

/
2/

ان
ست

 زم
یز و

پائ
 

30
41

 

 مقدمه
گسترش ای با  مگاباکتریوز بیماری گوارشی کشنده

های مختلف پرندگان از  جهانی است. این پاتوژن گونه

(، قناری، شترمرغ، فنچ، Budgerigarsمرغ عشق ) جمله

. این بیماری را (2 ،1)کند  بوقلمون را درگیر می

که یک  Macrorhabdus ornithogasterمیکروارگانیسم 

مخمر آسکومیست است در پروونتریکولوس 

(proventriculus در نزیکی )بطنی  -تقاطع پروونتیکولار

(proventicular–ventricular junction پرندگان کلونیزه )

. علائم بیماری شامل کاهش وزن (1-7)کند  ایجاد می

مزمن، دیسفاژی، استفراغ، اسهال و مرگ است. 

ها شامل  طور وسیع در بسیاری از گونه ماکرورابدوزیس به

ها شناخته  هسانان، کبوترسانان، طیور و سایرگون طوطی

 .(5 ،1)شده است 

علامت  این بیماری در بسیاری از موارد بدون 

پاتوگونومیک خاصی بوده و در بیشتر موارد تنها علامت 

. (1 ،7)ها لاغری و کاهش اشتها است  مشترک در گونه

معده  دان و پیش علائم کالبدشکافی معمولاً در بین چینه

. (1 ،0)ست صورت التهاب لنفوسیتی مشاهده شده ا به

ترین روش مورد استفاده برای تشخیص این  امروزه رایج

آمیزی با  قارچ، استفاده از لام خیس بدون رنگ

 یبوزمیر DNA لیتحل و  هیتجز بااست.  04نمایی بزرگ

(rDNAبه ،) 18  ژهیو S rDNA26 ۀدامن یۀناح و S 

rDNA، ستیآسکوم مخمر کی عنوان به سمیارگان نیا 

 یسیرونو یکیلوژنتیف لیتحل و  هی. تجزاست شده ییشناسا

ITS گزارشو آلمان  رانیشده در ا  در مطالعات انجام زین 

 .(11 ،14) است شده

PCR با تکنیک مگاباکتریوز حاضر، تشخیص   حال در

( برروی ضایعات بافتی و نمونه مدفوع PCRمولکولی )

ترین روش  با این حال، قطعی .(12)شود  انجام می

پرایمر  ۀاساس قطع بر  PCRاساس آزمایش تشخیص بر

 ماکرورابدوس اورنیتوگاسترکه  آنجایی نظر است. از مد

این  ،(11) فقط در پرندگان محدودی بررسی شده است

مطالعه با هدف، ردیابی مولکولی و آنالیز فیلوژنی 

جداشده در پرندگان  هایماکرورابدوس اورنیتوگاستر

 های شباهتدر ایران(، و بررسی  بار  زینتی )برای اولین

شده در بانک جهانی ژن انجام   ژنتیکی بین توالی ثبت

 .است شده

 ها روش و مواد

پرندۀ  144در این پژوهش از تعداد  گیری: نمونه

مشکوک )علائم بالینی شامل: لاغری، تهوع، اسهال و 

دامپزشکی های  شده به کلینیک کاهش تحرک( ارجاع داده

پرندگان لویزان، کلینیک دامپزشکی پاستور، تهران، باغ 

 کلینیک دامپزشکی آوین و کلینیک دامپزشکی سیمرغ

آلوده به  نمونه 70 بعد از انجام اسمیر مرطوب،

بودند که در مرحلۀ بعد  هایماکرورابدوس اورنیتوگاستر

 استفاده شد. PCRبرای تأیید نهایی از تست 

خیس اول مدفوع  ۀدر مرحل بررسی میکروسکوپی:

آمیزی و با استفاده از میکروسکوپ نوری با  بدون رنگ

است که هرچقدر  گفتنی. شدبررسی  04-14نمایی بزرگ

توان میکروارگانیسم را  تر باشد، بهتر می قطر اسمیر نازک

تشخیص داد. سپس مدفوع پرندگان با علائم بالینی این 

گرم در میکروتیوب ذخیره و  میلی 744مقدار   بیماری به

 .ز شدندفری

 تشخیص مولکولی:

یید مولکولی قارچ أمنظور ت به: DNAاستخراج 

 تیکابتدا با استفاده از  ماکرورابدوس اورنیتوگاستر

 DynaBio ست،یتکاپوز ران،ی)ا DNAاستخراج 

Blood/Tissue DNA Extraction mini kit) ها  از نمونه

روش استخراج ستونی بر اساس انجام شد.  DNAاستخراج 

 دستورکار شرکت سازنده انجام شد.

PCR: منظور انجام  به در این پژوهشPCR  از

( با آغازگرهای رفت: 2411پرایمرهای عبدی و همکاران )

TCCGTAGGTGAACCTGCGG  :و برگشت

TCCTCCGCTTATTGATATGC ( 14استفاده شد .)

میکرولیتر شامل  27سازی در حجم  مخلوط واکنش افزوده

از هرکدام از  کومولیپ 14 ،یژنوم DNAنانوگرم  24
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 میواحد آنز کیو  MgCl2مولار  یلیم 7/1، مرهایپرا

 های ، آلمان( انجام شد. چرخهFermentas) مرازیپل تک

درجه  10 یۀاول یواسرشتگ ۀمرحل کیشامل  یحرارت

 ،ای مرحله سه ۀچرخ 17 قه،یدق دومدت  به گراد سانتی

 ه،یثان 07مدت  بهدرجه  12 یازس واسرشته ۀشامل مرحل

 گسترش ۀمرحل ه،یثان 07مدت  به درجه 77اتصال  ۀمرحل

 گسترش ۀمرحل کیو در انتها  هیثان 14مدت  بهدرحه  52

 بود. قهیدق 14مدت  بهگراد  درجه سانتی 52یی انتها

 PCRهایی که در واکنش  نمونهسنگر:  یتوال نییتع

باند مناسب و واضح تشکیل داده بودند و فاقد باند غیر 

از  µl14انتخاب شدند. مقدار   اختصاصی یا اسمیر بودند،

های تأیید شده همراه با آغازگر رفت  نمونه PCRمحصول 

روش سنگر، به   و آغازگر برگشت، برای تعیین توالی ژن به

 شرکت پیشگام )تهران، ایران( ارسال شدند.

هایی که با موفقیت تعیین  نتایج نمونه: یلوژنیف زیآنال

 Clatal Wو روش  Bioediteافزار  توالی شده بودند، با نرم

و تحلیل شدند. پس از ویرایش و اصلاح،   بررسی و تجزیه

هایی که قبلاً از نقاط  آمده با سایر توالی دست  های به توالی

( ثبت شده بودند GeneBankمختلف جهان در بانک ژن )

بانک ژن مطابقت داده شدند و میزان مشابهت و درصد  در

آمده بررسی شد.  دست های به  پوشانی بین توالی هم

افزار  از نرمفیلوژنی  ۀچترسم درخ ومنظور آنالیز فیلوژنی  به

Mega 5 و الگوریتم Neighbor joining  با Bootstrap  

 بار تکرار انجام شد. 1444 معادل

 جنتای
 70اولیه، تعداد نمونۀ  144 نیاز ب :اسمیر مرطوب

 17قناری،  21نمونه مدفوع با اسمیر مرطوب شامل: 

 1توکان،  1باجی،  2سهره،  0لاوبرد،  7عروس هلندی، 

بلبل  1طوطی خاکستری آفریقایی،  1مرغ عشق انگلیسی، 

 ماکرورابدوس اورنیتوگاسترعدد فنچ آلوده به  1خرما و 

 (.1تشخیص داده شدند )جدول 

PCR : با روشPCR  نمونه اسمیر مرطوب  70از تعداد

و  یعبد یمرهایپرانمونه در افزوده سازی با  11تعداد 

تا  715های مختلف بین  باندهایی با وزن( 2411همکاران )

(. نتایج مثبت بر 1در الکتروفورز نشان دادند )نگاره  124

 ( آورده شده است.1اساس )جدول 

 

 PCRبا روش اسمیر مرطوب و  ماکرورابدوس اورنیتوگاسترها به  میزان آلودگی نمونه -1جدول 

 
 

 روش تشخیص                            اسمیر مرطوب  PCRنتایج 

 گونۀ پرنده
  
 قناری 21 12

 عروس هلندی 17 14

 لاوبرد 7 0

 سهره 0 2

 ها باجی 2 2

 توکان 1 1

 مرغ عشق انگلیسی 1 1

 طوطی خاکستری 1 -

 بلبل خرما 1 -

 فنچ 1 1

 جمع کل 70 11



 فاطمه حامیان و همکاران

75 

شر
ن

 هی
 تازه

ر م
ا د

ه
ی

ب
کرو

 
اس

شن
 ی

شک
مپز

دا
 ی

 
لد 

ج
7

اره 
شم

/
2/

ان
ست

 زم
یز و

پائ
 

30
41

 

 

 ماکرورابدوس اورنیتوگاسترهای آلوده به  نمونه PCRژل الکتروفورز محصول  -1نگاره 

های  ؛ کنترل منفی، چاهک1کنترل مثبت، چاهک  2های؛  . چاهکیجفت باز DNA Ladder 144 ؛1شد، چاهک  یآگارز ظاهرساز یرصدد 7/1با استفاده از ژل  PCRمحصول 

  جفت بازی( 124های مثبت با طول  )نمونه 7و  5، 1، 7های؛  جفت بازی( چاهک 715های مثبت با طول قطعه  )نمونه 0و  1

 

هایی که با موفقیت تعیین توالی شده بودند، با  نمونه

و تحلیل شدند. پس از   بایوادیت بررسی و تجزیه افزار رمن

آمده در بانک ژن  دست های به  ویرایش و اصلاح، توالی

های دیگری که قبلاً از نقاط  مطابقت داده شدند و با توالی

شدند مختلف جهان در بانک ژن ثبت شده بودند، مقایسه 

های به  پوشانی بین توالی و میزان مشابهت و درصد هم

آمده بررسی شد )جدول(. منهای مواردی که در  دست 

 Cladosporium herbarum, Mucorتعیین توالی 

circinelloides, Penicillium polonicum, Naganishia 

albida  وAlternaria tenuissima داده شدند صیتشخ 

 ، گونۀ قارچجفت باز 124های  تنها در دو نمونه با افزوده

که هر دو  تشخیص داده شدر اورنیتوگاستماکرورابدوس 

؛ 2( است. نگاره lovebirdکد مربوط به کوتولۀ برزیلی )

جدول دهد.  های به دست آمده را نشان می همترازی توالی

های ثبت  های این مطالعه با توالی درصد تشابه توالی 2

 دهد. شده در بانک جهانی ژن را نشان می 

 

 شده در بانک جهانی ژن های این مطالعه با توالی ثبت درصد تشابه توالی -2 جدول

 درصد شباهت جداسازی شمارۀ نمونه

71 

241 
Macrorhabdus orinthogaster 11/11 – 71/11 

141 

141 
Cladosporium herbarum 21/11 - 144 

10 

15 

71 

147 

147 

140 

Mucor circinelloides 75/15 – 10/17 

142 Penicillium polonicum 12/77 -20/14 

245 Naganishia albida 51/71 – 12/71 

72 Alternaria tenuissima 00/11 – 11/11 

247 

114 
  تحلیل نبود نتایج توالی قابل
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 در بانک جهانی ژن AF350243ژن مرجع  با مطالعه نیا ماکررابدوسهای مثبت  ترازی توالی هم -2نگاره 

 

 

 های مرجع بانک ژن انجام شد. برای دو نمونه مثبت با توالی 1000و تعداد تکرار  Neighbor-joiningبررسی و آنالیز فیلوژنی با روش  -3نگاره 

 

حاصل با استفاده از روش  کیلوژنیدرخت ف

Neighbor-Joining  تکرار  1444و بر اساسBootstrap 

 نیشد. ا میها ترس به گره نانیاطم زانیم یابیارز یبرا

دو نمونه مثبت مورد مطالعه را با  یدرخت روابط تکامل

. کند یم یمرجع موجود در بانک ژن بررس یها یتوال

 KX426586.1. نمونه ستا یدرخت شامل دو خوشه اصل

 کیشده است، در  یمرغ عشق جداساز زبانیکه از م

مربوط به  AF350243.1مرجع  یخوشه با توال
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مقدار  یگره دارا نیقرار دارد. ا ماکرورابدوس اورنیتوگاستر

Bootstrap  را  یاست که سطح اعتماد متوسط 11برابر با

 .دهد یشاخه نشان م نیبه ا

و  KX426588.1خوشه دوم، دو نمونه  در

KX426591.1 یها زبانیاز م بیترت که به Carduelis 

carduelis  وTaeniopygia guttata اند،  شده یداسازج

 گریکدیبا  یکم یکیدو نمونه فاصله ژنت نیاند. ا قرار گرفته

مرجع مورد مطالعه قرابت دارند. با  یها یداشته و با توال

دهنده  ( نشان21گره ) نیا Bootstrapحال، مقدار  نیا

است که ممکن  یبند شاخه نیبه ا نییسطح اعتماد پا

ها  داده تیمحدود ای نییپا یکیاز تنوع ژنت یاست ناش

 زین442/4 اسیها در مق کوتاه شاخه یها باشد. فاصله

است.  ها یتوال نیا انیبالا م یکیدهنده شباهت ژنت نشان

مورد مطالعه با  یها نمونه هک دهد ینشان م ها افتهی نیا

مرتبط بوده، اما ممکن  ماکرورابدوس اورنیتوگاسترگونه 

 یتکامل راتییتغ ای زبانیدر سطح م ییها است تفاوت

 است. شتریب یها یبررس ازمندیداشته باشند که ن

 گیری و نتیجه بحث
زای  عامل بیماری ماکرورابدوس اورنیتوگاسترمخمر 

طلب گوارشی در پرندگان زینتی و دیگر پرندگان  فرصت

است که گسترش جهانی دارد. این مخمر معمولاً شکل 

را در  سورابدومزمنی از بیماری به نام مگاباکتریوز یا ماکر

کند. این بیماری در  پرندگان وحشی و خانگی ایجاد می

نومیک ژعلامت پاتو بسیاری از موارد بدون

(Pathogenomic خاصی بوده و در بیشتر موارد تنها )

 ،7)ست ا ها لاغری و کاهش اشتها علامت مشترک درگونه

. انتقال این بیماری از طریق مدفوع آلوده به این انگل (10

 (،2417) و همکاران Borrelli یا مطالعه در. دهد میرخ 

(، mini-Foltacفلتک ) مینی روشتوانستند با استفاده از 

 تیو درنهادهند  صیرا تشخ ماکرورابدوس اورنیتوگاستر

معتبر، حساس  یروش فلتک مینیکه  دندیرس جهینت نیبه ا

و   Ozmenه دیگری ک ۀمطالع در. (2)است  نهیهز و کم

ماکرورابدوس زمان  هم یها ، عفونتنددداهمکاران انجام 

نظر  ها از یرا در باجآیمریا دانسینگی و  اورنیتوگاستر

و  کردند یمختلف بررس یها در اندام یپاتولوژ یها بیآس

در  ماکرورابدوس اورنیتوگاسترکه  دندیرس جهینت نیبه ا

 .(1) شود یم زهیکلون همعده، معده و رود شیپ

 کی در(، 2415و همکاران ) Razmyar ای همطالع در

عفونت در اثر  ،در شهر مشهد ی،قنار یپرورش ۀگل

 اریتعداد بسدند. دارا گزارش  توگاستریاورن ماکرورابدوس

در گسترش مدفوع و  ماکرورابدوس اورنیتوگاستراز  یادیز

 یبررس درمعده  شیمخاط پ دنیاز خراش میمستق رشگست

ند که نتایج نهایی بر مشاهده شد ینور کروسکوپیم

نشان داد که  PCRروش  یشناس بیآس اتمشاهد اساس

 ۀمعد شیعنوان التهاب پ به ماکرورابدوس اورنیتوگاستر

 یگرید ۀمطالع در نیهمچن (17)است مزمن 

Kheirandish باجی  744از مجموع  ،(2411) همکاران و

 مزمن یماریب بهمبتلا  یکالبدشکافنمونه با  14تعداد 

 همچنین در این مطالعه ،گزارش دادند برنده لیتحل

 قسمت از یپاتولوژ های شیآزما برای یبافت های لام

 و معده شیپ نیب)محل  سموسیا و دان سنگ معده، شیپ

این مطالعه نشان داده . اند گرفته و بررسی شده( دان سنگ

 سموسیا قسمت در ابتدا ها بیآس نیشتریباست که 

 قسمت در مراتب به و( دان سنگ و معده شیپ نیب)محل 

 میضخ ،یا چهیماه یآتروف شاملکه  دان سنگ و معده شیپ

و  یزیر دان، خون معده و سنگ شیپ نیب ۀوارید شدن

 .(11) شد مشاهده نیلیکوئ یۀلا شدن نازک

و همکاران  Babazadehدر یک مطالعۀ موردی 

و  ماکرورابدوس اورنیتوگاستر (، عفونت همزمان2417)

تأیید و در قناری در ایران  اورئوس استافیلوکوکوس

 Mekkyو  Amir ۀدر مطالع .(5)گزارش شده است 

در  PCR(، به اهمیت و حساسیت تکنیک 2424)

. (1) تاکید شده است ماکرورابدوس اورنیتوگاسترتشخیص 

و همکاران   Fillipich توسط ای همچنین در مطالعه

منظور  مدت چند سال به ها به دو گروه از باجی (،1117)

ثر بر ؤو عوامل م ماکرورابدوس اورنیتوگاستربررسی شیوع 

فاکتور که نتایج این مطالعه نشان داد  ،بررسی شدندآن 

هیچ  ماکرورابدوس اورنیتوگاسترسن بر میزان شیوع 
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صورتی که میزان شیوع با فاکتور  ثیری نداشته، درأت

میزان شیوع طوری که  به ،داشته یمستقیم ۀجنسیت رابط

 .(15) ها بود در نرها بیشتر از ماده

ۀ در یک گل(، 2415و همکاران )  Sullivan ۀدر مطالع

 ماکرورابدوس اورنیتوگاسترتایی باجی که آلوده به  144

 PCRهای ناحیۀ کلوآک با روش  در بررسی سوآپبودند، 

تر و کارآمدتر  نشان داده شد که این روش بسیار دقیق

، بهترین و Phalen (2441) ۀطالع. در م(10)است 

 ماکرورابدوس اورنیتوگاسترتشخیص  برایترین روش  دقیق

لام بافتی و تشخیص پاتولوژی آن از قسمت  ۀتهی

دان( و قسمت  معده و سنگ ایسموس )محل بین پیش

 اعتقاد بر اینو  شده استدان معرفی  معده و سنگ پیش

دفوع لام از م ۀبه تهی  بوده که این آزمایش نسبت

 یتر و دقیق حساسیت بیشتر PCRبعد از آن تر و  حساس

و   Abdi-Hachesoo ۀ. همچنین در مطالع(0) دارد

یک در  ماکرورابدوس اورنیتوگاستر(، ژنوم 2411همکاران )

قناری که با میکروسکوپ نوری و  گزارش موردی

آمیزی گرم قارچ را تشخیص داده بودند، با استفاده از  رنگ

را ردیابی  ماکرورابدوس اورنیتوگاستر پنفنگال ژنومپرایمر 

 .(14)دند و تأیید کر

(، شیوع 2417و همکاران ) Paula در مطالعۀ دیگری

مرغ  در بین عروس هلندی، ماکرورابدوس اورنیتوگاستر

ترتیب  به (lovebird)کوتولۀ برزیلی  (Budgerigars) عشق

 74( و 22/1درصد ) 14/04(، 11/10درصد ) 17/51

شده است  Minas Gerais( در اوبرابا، ایالت 0/2درصد )

تواند به وضعیت عمومی  . دلایل تفاوت در نتایج می(17)

های مدیریتی، انتشار  پرنده، تفاوت در حجم نمونه، روش

های  یا روش ماکرورابدوس اورنیتوگاسترجغرافیایی 

. همچنین دفع باشدآزمایشگاهی در تشخیص این مخمر 

های  در برخی از نمونه ماکرورابدوس اورنیتوگاسترمتناوب 

 زیرا احتمال دارد منجر ،توان رد کرد پرندگان بیمار را نمی

مطالعه  به حداقل رساندن شیوع این مخمر در جامعۀ مورد

شود. بازرسی پس از مرگ از سیستم گوارش ممکن است 

را در  ماکرورابدوس اورنیتوگاسترموارد دیگری از عفونت 

کنند نشان دهد  های مخمر را دفع نمی انی که سلولپرندگ

ای تلف نشد و این مسئله  ، در مطالعۀ ما هیچ پرنده(17)

و  Powersبررسی نبود. در مطالعۀ   در مطالعۀ ما قابل

مورد در بازرسی  155طوطی،  1441(، از 2417همکاران )

ماکرورابدوس شناسی آلوده به  نظر بافت پس از مرگ و از

 .(11)بودند   استراورنیتوگ

، (2415) و همکاران Sullivanی  مطالعهاساس  بر

PCR مالاحت ،کلوآکشده از   آوری جمع یها سوآپ 

 نسبت ماکرورابدوس اورنیتوگاستر صیتشخ یبرا یشتریب

و  Poleschinski. ه استداشت ها یدر طوط FGSبه  

 را ماکرورابدوس اورنیتوگاستر. عفونت (2411) همکاران

درصد با  24/01و  یکروسکوپیم ۀنیدرصد با معا 74/71

با که  (24)کردند گزارش  PCR روش مدفوع به شیآزما

حاضر موارد  ۀ. در مطالعمطابقت داردحاضر  ۀمطالعنتایج 

که در  در حالینمونه مثبتPCR (11  )با روش  تمثب

 تشخیص داده شد.نمونه مثبت(  70) روش اسمیر مرطوب

(، در کشور 2422همکاران ) و  Kojimaۀمطالع در

 ماکرورابدوس نیب یکم یکیژاپن تنوع ژنت

گزارش شده  یخانگ پرندگان از شده جدا یهاتوگاستریاورن

داشت و  یمطالعه همخوان نیما با ا ۀمطالع .(21)است 

 یهاتوگاستریاورن ماکرورابدوس نیب یکم اریتفاوت بس

 ها تحقیق یبرخ درحال،  نی. با اداشت وجود شده جدا

 R rDNA21 یۀناحشده از  شنهادیپ یلوژنیف زیآنال برای

 را یژن  نیب ۀفاصل هیناح نیاخاص  طور . بهشود استفاده

 .کند یم تیتقو

هرچند در این پژوهش تعداد کمی پرنده بررسی 

شدند، اما نتایج مهمی را نشان داد. در کل نتایج این 

ماکرورابدوس تحقیق نشان داد که آلودگی به 

در لاوبرد وجود دارد و نتایج تعیین توالی و  اورنیتوگاستر

آنالیز فیلوژنی این مسئله را تأیید کرده است. بررسی 

ها نشان  ها و فنچ فیلوژنی موارد مثبت جدا شده از باجی

در این  ماکرورابدوس اورنیتوگاسترهای  داد که نمونه

درصد با  144درصد تا  51/71مطالعه دارای شباهت 

شده در بانک جهانی ژن هستند. در سایر   های ثبت نمونه
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ماکرورابدوس آمده با توالی  دست  ها، توالی به نمونه

شباهتی نداشت. تفاوت در نتایج گسترش  اورنیتوگاستر

دلیل حضور آلودگی بالا با سایر  ممکن است به PCRلام و 

شده دیدی   طور کلی آغازگرهای استفاده ها باشد. به قارچ

دهد و  دست می های قارچی به  حضور انواع آلودگیکلی از 

با نتایج گسترش لام باید از  PCRبرای بررسی تطابق 

استفاده   ماکرورابدوس اورنیتوگاسترآغازگرهای اختصاصی 

شود. در نهایت نتایج این مطالعه نشان داد که در پرندگان 

ها با علائمی نظیر افسردگی،  شده به کلینیک  ارجاع داده

نشده، ملنا، اسهال و  وزن، لاغری، دفع غذای هضم  کاهش

ماکرورابدوس تواند ناشی از آلودگی به  استفراغ می

 باشد. اورنیتوگاستر

 سپاسگزاری

 دانشگاه ازو تشکر خود را  یمراتب قدارن سندگانینو

آزاد اسلامی و همکاری تخصصی سرکار خانم دکتر شبنم 

 یدکتر رسالۀ از یبخش مقاله نیا. کنند ادا می هاشمی

 است. یتخصص
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Summary 

 

Macrorhabdosis, also known as Megabacteriosis, is a wasting disease in birds caused by the fungus 

Macrorhabdus ornithogaster. This study aimed to detect the fungus using PCR from the feces of birds showing 

clinical signs of infection, and to perform a phylogenetic analysis of the collected isolates. In this study, 54 posi-

tive samples were detected among the 300 suspicious birds referred to the wet smear method. Subsequently, the 

polymerase chain reaction (PCR) technique was employed for the final diagnosis. Positive samples were then 

subjected to PCR analysis using panfungal primers. For phylogenetic evaluation, 15 samples were sequenced, 

and the resulting sequences were compared with entries in the World GeneBank to assess their similarity and 

overlap. A total of 300 stool samples were subjected to analysis using the wet smear technique, of which 54 

were found to be positive. Furthermore, 33 samples were identified as positive using the PCR method. Sequenc-

ing revealed the presence of M. ornithogaster in only two samples from lovebirds. Phylogenetic analysis 

showed an 86.76%-100% similarity between the isolates from budgerigars and finches and sequences recorded 

in the NCBI database. These findings highlight that PCR is an effective diagnostic tool for M. ornithogaster due 

to its speed, accuracy, and sensitivity. 
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های عامل اسهال ویروسی  تریپسینه کردن، روشی مناسب برای جداسازی روتاویروس

 : مقاله مروریها گوساله
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 1041 مرداد 15پذیرش نهایی: ،  1041 مرداد 17،  بازنگری: 1041 خرداد 41دریافت مقاله: 

 

 

 چکیده

دلیل  های زیر یک ماه به هگوسالو میر های دام هستند و مرگ  عامل اصلی اسهال در اکثر گونه، Aهای گروه  روتاویروس

 تشخیص برای .آورد می باردر بسیاری از کشورها شایع است و هر ساله خسارات اقتصادی هنگفتی را به  یاسهال روتاویروس

 با توجه به ویروس شناسایی و جداسازی اما کرد، استفاده مولکولی و سرولوژیکی های روش از توان می بیماری سریع

کشت سلول و نیز  خاص های روش بوده و به دشوار بسیار معمول های با روش آن خاص ساختار و بیولوژیکی خصوصیات

 و مبارزه کنترل، به کشور هر در جداشده بومی های سویه از واکسن تهیه برای های سلولی مناسب احتیاج دارد. تلاش تیره

 طور به .کند می جلوگیری بیماری این از ناشی اقتصادی های زیان از زیادی حد تا و کند می کمک آن کردن کن ریشه احیاناً

 جداسازی برای لازم عفونت و شوند می تکثیر سلولی های تیره از محدودی تعداد در تنها کمی ها به مقدار روتاویروس کلی،

 سلولی کشت در ویروس تیتر و تکثیر افزایش باعث خاصی شرایط در تریپسین وجود اما .های سلولی ندارند در کشت را ویروس

 این .شود می سلولی مرگ باعث و بوده نیز برای سلول سمی سلولی کشت در حد از بیش تریپسین دیگر، طرف از. شود می

 برای آن غیر سمی غلظت در کاربردی و استاندارد روش و ها روتاویروس زایی عفونت در تریپسین عملکرد تشریح به مقاله

 .پردازد می ها روتاویروس جداسازی جهت مناسب سلولی های تیره

 ها کشت سلولی، جداسازی، روتاویرس، تریپسین، اسهال ویروسی گوساله :کلیدیواژگان 
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 مقدمه
 پرورشی حیوانات در اسهال اصلی عامل ها روتاویروس

 اپیدمیولوژی و تشخیص بالینی، علائم. هستند جهان در

(. 2، 1است ) یکسان ها گونه همه در بیماری این

 2 تا 1 های گوساله در اسهال باعث اغلب ها روتاویروس

 با مجدداً ها گوساله از برخی. شوند می ای هفته

 از را ویروس مداوم طور به و یا شوند می ها آلوده روتاویروس

 های گوساله در عفونت اما کنند، می دفع مدفوع طریق

 .(2است ) بالینی تحت اغلب( ماه یک از بیش) مسن

 اندازد می خطر به را ها گوساله سلامت روتاویروسی اسهال

 به منجر همچنین. دهد می کاهش گاوها در را تولید و

 شود. همچنین می میر و مرگ افزایش و وزن کاهش

نیز  را دام و انسان بین مشترک بیماری به ابتلا پتانسیل

. دارد وجود G تا A از روتاویروسی گروه (. هفت1دارد )

 شوند، می یافت حیوانات و انسان در C و A، B های گروه

 در فقط G و D، E، F گروه های ویروس که حالی در

 کپسید پروتئین با ها گروه این .(1-5دارند ) وجود حیوانات

 ترین مشخصه مهم. شوند می مشخص( VP6) میانی

 بر و آنهاست سروتیپی ویژگی ها روتاویروس ژنی آنتی

 سرولوژیکی های روش توسط شده تعیین نوع تعریف اساس

 از گروه هر در .است سازی خنثی های آزمایش با عمدتاً و

 پلاک کاهش های تست اساس بر ها سروتیپ ها، روتاویروس

 تقسیم سروتیپ چند به هیپرایمیون سرم با سازی خنثی و

 با که است نوعی ژنوتیپ تعریف، طبق همچنین .شوند می

 هیبریداسیون ،RT-PCR مانند غیر سرولوژیکی های روش

 این از استفاده با .گردد می تعیین ژنومی توالی تعیین یا

ژنوتیپ از پروتئین  71 و سروتیپ 10 حدود ها، آزمایش

VP7 نوع که شده شناسایی G 10 و شوند می نامیده 

 نامیده Pنوع  که VP4 ژنوتیپ از پروتئین 77 و سروتیپ

 سلولی کشت های (. تکنیک11، 14، 1، 7، 1، 0)شوند  می

 و تشخیصی اهداف برای ویروس جداسازی برای معمولاً

 شناسایی یا واکسن تولید برای ویروس تکثیر همچنین

 های ژن توالی تعیین یا ژنی آنتی تنوع نظر از ویروس بیشتر

 ها روتاویروس جداسازی کلی طور به .شوند می استفاده آن

 .است مشکل بسیار دلیل چند به آزمایشگاهی شرایط در

 های نمونه از معمول طور به توان نمی را ها ویروس این

 تعداد در تنها ها ویروس (. این12کرد ) جدا مدفوع

 تکثیر کمی میزان به و سلولی های تیره از محدودی

 .ندارند را ویروس جداسازی برای لازم عفونت و شوند می

 شرایط در تریپسین مانند پروتئولیتیک های آنزیم وجود اما

 های کشت در ویروس تیتر و تکثیر افزایش باعث خاصی

 این حد از بیش مقدار دیگر، طرف از. شود می سلولی

 سلولی مرگ باعث و بوده سمی سلولی کشت در ها آنزیم

 غلظت در عملی و استاندارد روش یک بنابراین، .شوند می

 برای مناسب سلولی تیره از استفاده با آن سمی غیر

 (.1است ) ها ضروری روتاویروس جداسازی

خانواده  از ها روتاویروسها:  روتاویروس های ویژگی

 ویروسی کامل ذرات. هستند (Reoviridae) رئوویریده

 نانومتر 57 -144 قطر دارای و بوده پوشش بدون

 یک از متشکل لایه سه پروتئینی کپسید یک از و باشند می

 تشکیل داخلی لایه یک و میانی لایه یک بیرونی، لایه

هستند  مقاوم بسیار pH و گرما به ها ویروس این. اند شده

 آنگستروم 124 طول به زائده 14(. 17، 10، 11، 14، 0)

 ویروس این به و آمده بیرون بیرونی لایه صاف سطح از

 ها روتاویروس شکل ظاهری. است داده مانند چرخ ظاهری

 ژنوم (.17، 11است )( میانی لایه) VP6 پروتئین دلیل به

 ای رشته دو RNA قطعه 11 دارای ها ویروس این

(dsRNA )( 11، 17، 11، 7، 5، 1، 1، 1است.) این 

 سایر و  RNAبه وابسته پلیمراز RNA دارای ها ویروس

 RNA های نسخه تولید به قادر که هستند هایی آنزیم

 های ژنوم وجود دلیل به (.11، 1، 1باشند ) می دار سرپوش

 ها ویروس این در اغلب ژنتیکی بازآرایی شده، قطعه قطعه

 سیتوپلاسم در ویروس تکثیر (.11، 1، 1شود ) می دیده

 در ویروس کشت (.11، 1، 1دهد ) می رخ آلوده های سلول

 پروتئولیتیک های آنزیم افزودن با آزمایشگاهی شرایط

 پپتید پلی جداکردن طریقاز  ها آنزیم این. شود می تسهیل

 افزایش باعث ،VP8 و VP5 به خارجی VP4 کپسید

 VP8. شوند می ها سلول به ویروس ورود تسهیل و عفونت
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 ویروس اتصال برای که میزبان سلول روی های گیرنده با

 عفونت افزایش باعث و دارد تعامل هستند، ضروری

 سلولی غشای نفوذ تواند می VP5 شود و ها می روتاویروس

 سیر ها این ویروس (.11، 11، 1، 1، 1دهد ) افزایش را

 ذرات مثال، عنوان به دارند فردی به منحصر مورفوژنیک

 تشکیل آندوپلاسمی شبکه به زدن جوانه با ویروس

. شوند می غشاء دارای یک موقت طور به و شوند می

شوند  می آزاد آلوده سلول لیز با غشاء بدون های ویروس

 ساختمانی پروتئین شش دارای ها روتاویروس (.1، 2)

 شش و VP7 و VP1، VP2، VP3، VP4، VP6 شامل

(. 17، 10، 14، 7، 5، 0هستند ) غیر ساختمانی پروتئین

VP4 های سویه از بسیاری است و در هماگلوتینین یک 

 ایفا را سلول به ویروس اتصال نقش و وجود دارد ویروس

 دو به VP4 پروتئولیتیکی تریپسین، به موجب اثر. کند می

 و( کیلودالتون 14 تقریبی مولکولی وزن با) VP5 پروتئین

VP8 (27 کیلودالتون )به را ویروس نفوذ که شده تبدیل 

 تیتر و عفونت افزایش باعث و کند می تسهیل سلول داخل

 های نمونه به تریپسین (. اگر15، 11شود ) می ویروس

 بسیار سلولی کشت در ویروس عفونت نشود، اضافه مدفوع

 این (. در17، 12، 1رود ) می بین از حتی و یابد می کاهش

 ها سلول سطح از اندوسیتوز با عمل ویروسی ذرات حالت

 (.11دهد ) نمی رخ عفونت بنابراین و شوند می حذف

 های نمونه از ها روتاویروس جداسازی مراحل

 اصول رعایت باتریپسینه کردن:  روش به مدفوع

 حیوان رکتوم تحریک پس از های مدفوع نمونه اخلاقی،

 مدفوع های نمونه. شود می تهیه( ماهه 4-1های  گوساله)

 دار درب استریل ظروف در و شده تهیه چوبی کاردک با

 وقت اسرع در آنها مشخصات ثبت از پس. شود می ریخته

 آزمایشگاه به یخ و بر روی( ساعت 12 از کمتر)

 در آزمایش زمان تا و شوند می منتقل شناسی ویروس

o دمای
C74- 17، 10، 11، 7، 0، 1شوند ) داده می قرار ،

 اوج و بیماری شروع زمان در برداری نمونه اگر (.21، 24

 بیشتر ویروس جداسازی احتمال شود، انجام بالینی علائم

 و سازی آماده و آزمایشگاه به ها نمونه سریع انتقال. است

 فریزر در نگهداری بدون سلولی های تیره به سریع تلقیح

، 14، 7کند ) می کمک ویروس جداسازی فرآیند به نیز

استفاده از  با % 14 مدفوعی سوسپانسیون تهیه (.17

 14مدفوع در  گرم 1)  (PBS)محلول فسفات بافر سالین

 از ویروس جداسازی جهت( =PBS، 2/5pH لیتر میلی

 در روتاویروس آلودگی نظر از که مدفوعی های نمونه

 برای. گیرد صورت می هستند مثبت تشخیصی های تست

 دستگاه از توان می سوسپانسیون، کردن همگن و مخلوط

 صورت به را آن توان می یا کرد استفاده (Vortex)ورتکس 

 سپس سانتریفیوژ  (.11، 14، 7، 1، 7، 1داد ) انجام دستی

 دمای  در دقیقه در دور 1444 در
o
C0 17 -24 مدت به 

میکرولیتر  744 مقدار به رویی مایع دقیقه و برداشت

 (. مرحله بعد عبور10، 11، 7، 5، 1، 7گیرد ) صورت می

 های باکتری حذف برای میکرون 07/4 فیلتر دادن از

استریل،  های میکروتیوب در آن ریختن و مدفوع در موجود

 میکروگرم 7 میزان به تریپسین با نمونه کردن تریپسینه

o دمای در لیتر و انکوباسیون میلی در
C15 14 مدت به 

شستشوی  (.21، 17 ،14 ،7، 5 ،1) باشد دقیقه می

 74-14 سطح پوششیرشد یافته )با  MA104های  سلول

های کشت  های کشت سلولی و فلاسک ( در لولهدرصد

یا محیط  PBS محلول ( با2و  1های  سلولی ثابت )شکل

حذف سرم از کشت منظور  به مرتبهسه  ، برایکشت

(. مرحله بعد، 17، 12، 14، 5، 1گیرد ) صورت می سلولی

 یافته رشد های سلول به شده تریپسینه نمونه تلقیح

MA104 کشت های فلاسک و سلولی کشت های لوله در 

 14 های لوله برای تلقیح باشد. مقدار ثابت می سلولی

 2/4-7/4 مربع، متر سانتی 1 کشت سطح با لیتری میلی

 کشت سطح با سلولی کشت های فلاسک برای و لیتر یمیل

(. 14، 1، 7است ) لیتر میلی 1 مربع، متر سانتی 27

 منفی A گروه روتاویروس از نظر که مدفوعی های نمونه

، 1شوند ) می تلقیح منفی کنترل عنوان به اند، شده اعلام

 لوله و فلاسک یک از کار، سری هر در (. همچنین14

 مدفوع نمونه تلقیح بدون سلول، همان حاوی سلولی کشت

 همراه به مشابه شرایط در PBS با محلول تلقیح و
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 گرفته نظر در منفی کنترل عنوان به شده تلقیح های نمونه

o دمای  در (. انکوباسیون14، 1شود ) می
C15 مدت به 

سلول انجام  داخل به ویروس جذب منظور به ساعت 7/1-1

 دستگاه در شده تلقیح سلولی کشت های گیرد. لوله می

 شوند است قرار داده می انکوباتور در که چرخان لوله کشت

بر  چرخان لوله کشت دستگاه چرخش سرعت( 1 شکل)

. باشد می کند که شود می تنظیم دقیقه در دور 0/4 روی

شوند  داده می قرار انکوباتور در نیز ثابت کشت های فلاسک

 ویروس جذب زمان پایان در شده تلقیح (. نمونه17، 5، 1)

(. 1گردد ) نمی تخلیه سلولی کشت های فلاسک و ها لوله از

 Dulbecco's Modified Eagle) محیط مرحله بعد افزودن

Medium) DMEM محیط و بالا، تریپسین گلوکز حاوی 

باشد  می سازی غنی جهت( TPB) براث فسفات تریپتوز

 محیط و لیتر میلی در میکروگرم 7/4 میزان به تریپسین)

TPB به درصد 14 میزان به DMEM شود می اضافه .)

 در تریپسین لیتر میلی در میکروگرم 7/4 از بیشتر مقادیر

، 14، 5، 1شود ) می سلولی سمیت باعث کشت، محیط

 تلقیح سلولی کشت های لوله دادن (. مرحله بعد قرار21

 کشت های و فلاسک چرخان لوله کشت دستگاه در شده

oانکوباتور  در شده تلقیح سلولی
C15 (. به1باشد ) می 

 سلولی کشت های فلاسک و ها لوله همه روز، 10 مدت

اثرات  تا شوند می مشاهده معکوس میکروسکوپ زیر روزانه

 10 عرض (. در1، 7شود ) مشاهده( CPE) ضایعات سلولی

 تغییر صورت در سلولی، های کشت بررسی از پس روز

یک  (HCl)از اسید کلریدریک  استفاده با ،pH شدید

 تنظیم pHیک نرمال  (NaOH)نرمال و یا سود سوزآور 

 روز 10 در CPE مشاهده عدم صورت در (.1گردد ) می

oفریزر به ها فلاسک و ها لوله بررسی، از پس
C54- منتقل 

برای این  (.17، 1شود ) تهیه کور پاساژ آنها از تا شوند می

 شود می انجام مرتبه سه برایو انجماد  کار عمل ذوب

o فریزر در انجماد و اتاق دمای در ذوب)
C54-)  سپس

 به سلولی کشت های فلاسک یا ها لوله از نمونه آوری جمع

 دقیقه در دور 1444-0444 در کافی و سانتریفیوژ مقدار

صورت  رویی محلول آوری دقیقه و جمع 17-24 مدت به

 7 مقدار به تریپسین (. سپس افزودن14، 1، 7)گیرد  می

oدر انکوباتور  دادن قرار لیتر و  میلی در میکروگرم
C15 

در  (. لازم به ذکر است که تلقیح1گردد ) انجام می

(. 1گیرد ) قبل صورت می روش همانند جدید های سلول

مرتبه  7 تا کور پاساژ ،CPE مشاهده عدم صورت در

 و( P0) اولیه پاساژ (. یک17، 14، 1یابد ) می متوالی ادامه

شود  داده می نمونه هر برای( P1-P5) کور پاساژ 7 حداقل

 در CPE مشاهده عدم صورت در مجموع (. در14، 1، 7)

 در منفی بالا اطمینان با را نمونه این توان می پاساژ، 1 این

 هر در CPE مشاهده صورت (. در14، 1، 7گرفت ) نظر

 حدود به سلولی تخریب میزان پاساژ ممکنه، هنگامی که

o فریزر به درصد رسید 74
C54- عمل . شود می منتقل

 سلول سپس به و انجام مرتبه سه انجماد برای ذوب و

 پاساژ 2-1 حداکثر و( ثابت کشت) شود می تلقیح جدید

 اگر. شود ادامه داده می ویروس تیتر افزایش منظور به دیگر

CPE گردید، مشاهده شده انجام پاساژهای در مکرر طور به 

 انجام RT-PCR روش با تشخیص جهت تأیید سازی آماده

 با ای مرحله دو RT-PCR روش (. ابتدا7 -5گردد ) می

 از نظر VP6 ژن اختصاصی پرایمرهای از استفاده

گیرد  انجام می ها دستورالعمل بر طبق A گروه روتاویروس

 ژنوتیپ شناسایی منظور (. به22، 17، 14، 7، 1، 7)

 از استفاده با PCR روتاویروس،مثبت  های نمونه

 G ژنوتیپ شناسایی برای VP7 ژن اختصاصی پرایمرهای

 انجام P ژنوتیپ برای VP4 ژن اختصاصی پرایمرهای و

 G ژنوتیپ شناسایی منظور (. به11، 7، 1، 7گیرد ) می

 ژن PCR اولیه محصول از روتاویروس مثبت های نمونه

VP7، واکنشSemi nested PCR پرایمرهای از استفاده با 

 غیره و G5، G6، G8، G10، G11 های ژنوتیپ اختصاصی

 RT-PCR(. 7 -5شود ) می انجام G تایپ تعیین برای

 روتاویروس مثبت های نمونه تایپ برای روش مؤثرترین

 مانند سروتایپینگ های روش به نسبت PCR. باشد می

 .(20، 21، 1است ) تر سریع و تر حساس الایزا
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 (6) (x 25 :بزرگنمایی) چرخان لوله کشت سیستم در یافته رشد MA104 های سلول -1شکل 

 

 
 (6) (x 40 :بزرگنمایی) ثابت سلولی کشت سیستم در یافته رشد MA104 های سلول -2شکل 

 

 
 oC37 (6)انکوباتور  در شده تلقیح سلولی کشت های لوله حاوی چرخان لوله کشت دستگاه -3شکل 
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 تلقیح از پس چهارم یا سوم روز از CPE ظهور معمولاً

 سلولی تخریب حداکثر به روز 2-1 از پس و شود می شروع

(. 7 و 0 های شکل) است درصد 74-14 حدود که رسد می

 حاوی های فلاسک و ها لوله سلولی، تخریب حداکثر در

CPE فریزر  به o
C54- مرتبه  1 از پس و شوند می منتقل

 تلقیح های جدید سلول بر روی مجدداً انجماد، -عمل ذوب

 افزایش با .یابد می ادامه مرتبه 1-0 تا کار این و شوند می

 کاهش تلقیح از پس CPE ظهور زمان پاساژها، تعداد

 روز CPE، 2-1پاساژها  آخرین در طوری که به. یابد می

 از پس) قبل از تر سریع و شود می مشاهده تلقیح از پس

 میزان تخریب حداکثر به( CPE شروع از روز 2-1

 طویل و تیره، گرد، صورت به توان می را CPE .رسد می

 ای رشته به شبیه تدریجی تخریب و ها سلول شدن مثلثی

 منفی، کنترل های نمونه در. کرد مشاهده مروارید از

 نباید کور و اولیه پاساژ از پس سلولی گونه آسیب هیچ

 شود. مشاهده

 

 
 (5 ،6) (x 25 :بزرگنمایی) چرخان لوله کشت سیستم در MA104 های سلول در CPE -4 شکل

 

 
 (5 ،6)(x 40 :بزرگنمایی()گرانوله و مثلثی تیره، گرد، بزرگ، دیده آسیب های سلول)سلولی ثابت کشت سیستم در MA104 های سلول در CPE -5 شکل
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 گیری و نتیجه بحث
 خسارات باعث ها گوساله در روتاویروس عفونت

 های هزینه میر، و مرگ و سرایت دلیل به سنگین اقتصادی

 تنوع ها روتاویروس. شود می رشد کاهش همچنین و بالا

 در مشکلاتی را مسئله این و دارند زیادی ژنی آنتی

، 1کند ) می ایجاد واکسیناسیون و اپیدمیولوژی تشخیص،

 با A گروه های (. روتاویروس27، 10، 11، 7، 5، 1، 7

 های پروتئین ژنومی توالی و ژنی آنتی های ویژگی به توجه

VP7 و VP4 های ژنوتیپ به G و P این. شوند می تقسیم 

 مولکولی یا سرولوژیکی های روش با توان می را ها ژنوتیپ

 یا ها سروتیپ اساس این (. بر11، 7، 1کرد ) شناسایی

 و G ژنوتیپ 71 تاکنون. شوند می بندی طبقه ها ژنوتیپ

 شناسایی A گروه های روتاویروس در P ژنوتیپ 77

 ،G1، G3شامل Gژنوتیپ  7 آنها، میان (. از7اند ) شده

G5، G6، G7، G8، G10 و G11 ژنوتیپ 1 و P  شامل

P[1]، P[5]، P[11]، P[14]، P[17] و P[21] اسهال در 

 های ژنوتیپ آنها بین از و دارند نقش گاوی روتاویروسی

G6، G8 و G10 همچنین و P[1]، P[5] و P[11] دلیل به 

، 7هستند ) توجه قابل جهان سراسر در آنها بالای شیوع

1 ،7 ،1 ،14 ،11.) Sunil-chandra  وMahalingam 

 از اسهالی غیر و اسهالی مدفوع نمونه 174( 1111)

 در مختلف گاوداری 5 از روزه 1-174های گاومیش گوساله

 از استفاده با غیر مستقیم الایزای روش با سریلانکا را

 27 تعداد، این کردند. از آزمایش مونوکلونال های بادی آنتی

 از پس. بودند مثبت A گروه روتاویروس از نظر نمونه

 7به میزان ) کرده تریپسینه را آنها ها، نمونه سازی آماده

 در MA104 های سلول به و( لیتر میلی بر میکروگرم

 محیط سپس. کردند تلقیح چرخان لوله کشت سیستم

 بر میکروگرم 7/4به میزان ) تریپسین حاوی نگهدارنده

 ها سلول به مایع را فسفات تریپتوز محیط و( لیتر میلی

 به موفق متوالی پاساژ 0-1 از پس و کردند اضافه

 دادن قرار و لوله در سلولی کشت .شدند ویروس جداسازی

 سطح کم، سرعت با چرخان لوله کشت دستگاه در آن

 و کرده فراهم آنها داخلی های دیواره تمام در را کشت

 از پس همچنین. شود می سلول کشت باعث افزایش سطح

 بیشتری شانس ملایم چرخش این ویروسی، نمونه افزودن

 فراهم سلولی کشت سطح در ها ویروس گرفتن قرار را برای

 تلقیح از پس روز 0 در معمولاً CPE ظهور .کند می

 2 به حتی CPE مشاهده زمان پاساژ، تکرار با. شد مشاهده

 پاساژ تعداد افزایش با. یافت کاهش تلقیح از پس روز

 ظهور و تکثیر به ویروس نهم، پاساژ در ،CPE با ها سلول

 در .کرد عادت نیز ثابت سیستم کشت در CPE علائم

 روش در ،CPE حاوی های سلول از شده تهیه های نمونه

 سرم آنتی از استفاده با غیر مستقیم، فلورسنت بادی آنتی

(. 11شد ) تأیید A گروه روتاویروس هیپرایمیون،

 کلیه سلولی های تیره حساسیت مورد در هایی گزارش

 های سلول همچنین و( LLC-MK2 و BSC-1) میمون

 سلولی تیره و( MRC-5) انسانی دیپلوئید فیبروبلاستی

 که دارد وجود ها روتاویروس به( IBRS-2) خوک کلیه

 محیط کشت به تریپسین لیتر در میلی میکروگرم 7 -14

 جداسازی از (. همچنین گزارشی12شود ) می اضافه

 وجود( BSC-1) میمون کلیه سلول از گاوی روتاویروس

 های سلول در نیز گاوی روتاویروس (. تکثیر12دارد )

Madin Darby Bovine Kidney (MDBK )شده گزارش 

 های آنزیم از استفاده تحقیقات، از بسیاری (. در14است )

 جداسازی برای تریپسین و پانکرآتین مانند پروتئولیتیک

 نپروتئی ها آنزیم این. است شده توصیه ها روتاویروس

 این با شکند و می VP5 و VP8 به را VP4 ساختمانی

شود  می تسهیل سلول به ویروس ورود و اتصال عمل،

 های روتاویروس تیتر افزایش محققان از (. بسیاری14)

 تریپسین اگر. اند کرده توصیف تریپسین حضور در را گاوی

 کشت در ویروس عفونت نشود، اضافه مدفوع های نمونه به

، 12، 1رود ) می بین از حتی و یابد می کاهش بسیار سلولی

 امکان ها روتاویروس جداسازی معمول، های روش (. با11

 روتاویروس ،1111 سال در بار اولین برای. نیست پذیر

شد  معرفی نوزاد های گوساله در اسهال عامل عنوان به

(12 .)Babiuk کلیه های سلول از( 1155) همکاران و 

 جداسازی برای EMEM محیط و( BSC-1) میمون
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 ها سلول تلقیح، از قبل. کردند استفاده گاوی روتاویروس

 از سرم تا شده شسته (Hanks)هنکس  محلول با بار دو

 در که ها گوساله اسهالی های نمونه از. شود خارج محیط

 روتاویروس به درصد آلوده 144 ایمونوفلورسانس روش

 مدفوع های نمونهدرصد  02 در ویروسی ذرات بودند، گاوی

 با آنها .شد مشاهده الکترونی میکروسکوپ زیر در

 سلولی، کشت در آنها تلقیح و ها نمونه تریپسینه کردن

. شدند ها نمونه از درصد 57 در ویروس جداسازی به موفق

ها ویروس  درصد از نمونه 17 فقط در تریپسین، حذف با

 دشوار ها روتاویروس جداسازی کلی، طور (. به12شد ) جدا

 سلول چندین از توان می ها ویروس سایر برای. است

 ترین مناسب ها، روتاویروس برای اما کرد، استفاده مختلف

 عنوان به OIE توسط سلول این) است MA104 سلول،

 شده معرفی ها روتاویروس جداسازی برای سلول بهترین

 برخی وجود که شد می تصور ابتدا (. در7 -5است( )

 کشت در ویروس جداسازی از مدفوع، در ها بادی آنتی

 را ها بادی آنتی تریپسین آن و کند می جلوگیری سلولی

 اما. کند می آلوده را ویروس نتیجه در و کند می غیر فعال

. نیست درست فرضیه این که شد مشخص بعداً

از  عبارتند گیرند می قرار بحث مورد اکنون که هایی فرضیه

 معیوب که ویروسی از ذرات زیادی تعداد اینکه تولید

 نشت و نیستند، همچنین تولید تکثیر به قادر و هستند

 محیط داخل در اینترفرون مانند ها مهارکننده از برخی

 ویروس پیکره از خارج در از مواد برخی و نیز وجود کشت

 ویروس تکثیر و برداری پوشش از میزبان سلول اجزای یا

 از ها روتاویروس جداسازی اولین (.12کنند ) جلوگیری می

 همکاران و Mebus توسط 1152 سال در سلولی کشت

 بیماری بار اولین برای آنها ،1111 سال در. شد انجام

 روش. کردند توصیف ها گوساله در را روتاویروسی اسهال

 به تریپسین افزودن و تلقیح از قبل نمونه کردن تریپسینه

 1171 سال در همکارانش و Sato توسط کشت محیط

 نه کشت محیط به تریپسین (. افزودن12، 1، 7شد ) ارائه

 تعداد بلکه دهد، می افزایش را ویروس زایی عفونت تنها

 معیوب ویروسی ذرات. دهد می افزایش نیز را عفونی ذرات

 در و ترند حساس تریپسین به کامل های ویروس به نسبت

 همچنین تریپسین. روند می بین از تریپسین حضور

 باعث تریپسین بنابراین،. کند می غیر فعال را رفروناینت

 توسط تریپسین اثر (. مکانیسم12شود ) می عفونت افزایش

Arias که است ارائه شد و این 1117 سال در همکاران و 

VP4 به VP5 و VP8 های  سلول از آنها. شود شکسته می

 .کردند استفاده ویروس تلقیحبرای   MA104ساعته 07

 سلولی کشت به نمونه تلقیح از که پس کردند توصیه آنها

 که صورتی در شده، تلقیح نمونه جذب برای لازم زمان و

 در میکروگرم 7 حاوی کشت محیط و نشود برداشته نمونه

 نتیجه بهترین گردد، اضافه آن به تریپسین لیتر میلی

  PBSمحلول از منفی کنترل عنوان به .شد خواهد حاصل

 سلولی کامل تخریب. شد استفاده =2/5pH و مولار 1/4

 همچنین مقادیر. داد رخ CPE ظهور از پس ساعت 11

 محیط در از تریپسین لیتر میلی در میکروگرم 7 از بیشتر

 و Rodriguez(. 12شود ) می سلولی سمیت باعث کشت

 از استفاده با را گاوی روتاویروس( 2440) همکاران

 و Villarreal(. 21کردند ) جدا MA104 های سلول

 از روتاویروس جداسازی به موفق( 2441) همکاران

(. 17شدند ) MA104 های سلول از استفاده با ها جوجه

Castrucci با را گاوی روتاویروس( 1171) همکاران و 

 کردن تریپسینه و MA104 های سلول از استفاده

 نگهداری، محیط به تریپسین افزودن و مدفوع های نمونه

 از استفاده بدون را ویروس نتوانستند آنها. کردند جدا

 .(25-11کنند ) جدا تریپسین
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Summary 

 

Group A rotaviruses are the main cause of diarrhea in most livestock species, and the death of calves under one 

month due to rotavirus diarrhea is common in many countries and causes huge economic losses every year. Se-

rological and molecular methods can be used for quick diagnosis of the disease, but isolation and identification 

of the virus causes the disease in terms of the specific biological and structural characteristics of this virus is 

very difficult in usual methods, and needs to special methods of cell culture and suitable cell line. The effort to 

prepare a vaccine from the native strains isolated in each country helps to control, combating and possibly erad-

icate it and prevents the economic losses caused by this disease to a great extent. In general, rotavirus small 

amount reproduces only in a limited number of cell lines and they do not have the infectivity necessary to isolate 

the virus. But the presence of trypsin, under certain conditions, increases the proliferation and titer of the virus 

in cell cultures. On the other hand, too much trypsin in cell culture is toxic and causes cell death. This article 

describes the function of trypsin in the infectivity of rotaviruses, and standard and practical method in its non-

toxic concentration for the appropriate cell line to isolate rotaviruses. 
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های  رازیانه و زیره سبز بر روی سویه های اسانس بررسی خاصیت ضد میکروبی

 در شرایط آزمایشگاهیاسینتوباکتر بومانی و  انتروباکتر فکالیس
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 چکیده

توانند یک راه حل بالقوه  بیوتیکی، گیاهان می کروبی جدید و افزایش مقاومت آنتیکمبود ترکیبات ضد می برای مقابله با

های  رازیانه و زیره سبز بر روی سویه های مایشگاهی خاصیت ضد میکروبی اسانسمطالعه حاضر بررسی آز هدف ازباشند. 

 های استریل اضافه در غلظت معین به دیسکدر این روش محلول اسانس  باشد. می اسینتوباکتر بومانیو  انتروکوکوس فکالیس

برای بررسی بازدارندگی رشد به روش دیسک انتشاری از سوسپانسیون باکتری داده شدند. و به محیط کشت میکروبی انتقال 

 141های  ظر رقتاسانس مورد ن MBCو  MICگردید و همچنین برای بررسی  پلیت حاوی مولر هینتون آگار اضافهبر روی 

گیری گردید. نتایج بازدارندگی از رشد به روش دیسک  اندازه 704سیته نوری در طول موج و در آخر دان تهیه شد 1414و

و  MICنتایج متر ایجاد کرده است.  میلی 2/1قطر  انتروباکتر فکالیسو  اسینتوباکتر بومانیانتشاری نشان داد که دو باکتری 

MBC  141در رقت  اسینتوباکتر بومانیاسانس زیره سبز بر روی (MIC به میزان )در غلظت 457/4 ppm 2444  اثر مهاری

 141در رقت  انتروباکتر فکالیسدر این باکتری اثر کشندگی نیز دارد. در  117/4به میزان  142در رقت  MBCایجاد کرد و در 

به گسترش مقاومت دارویی  با توجه د.نثر مهاری و کشندگی دارا ppm 2444 در غلظت 111/4به میزان  MBCو  MICهر دو 

 باشند. روبی گزینه مناسب با عارضه کم میزا گیاهان دارویی با اثرات ضد میک های بیماری در سویه

 یاسینتوباکتر بومانی، انتروباکتر فکالیس، اسانس زیره سبز، اسانس رازیانه، مقاومت داروی :کلیدیواژگان 
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 مقدمه
 74 که کرده اعلام( WHO) جهانی بهداشت سازمان

 مشتق سنتی داروهای از توسعه حال در کشورهای درصد

 یدر حال(. 2، 1) هستند مند بهره دارویی گیاهان از شده

گونه  150444 باًیتقر یاهیگ یها که تعداد کل گونه

 ها گونه توسط انسان 27175تنها  شود، یزده م نیتخم

 WHO(. 0، 1) .رندیگ یاستفاده قرار م عنوان دارو مورد به

 را دارویی گیاهان از گونه 24.444 از بیش نام همچنین

 بالقوه منابع از یکی را دارویی گیاهان است و کرده ثبت

 (.1، 7)کرده است  توصیف جدید داروهای

 دارویی گیاهان برای را مقرراتی ،کشور 144 از بیش

 ضد فعالیت با گیاه 1104 از و بیش. اند کرده تدوین

 ترکیب 14.444 از بیش و دارد وجود مشخص میکروبی

 این، بر (. علاوه5) است شده جدا گیاهان از میکروبی ضد

 های گونه از درصد 27 تا 10 که است شده زده تخمین

 ترکیبات از درصد 50 و هستند دارویی عالی، گیاهی

 کاربردهای اساس بر گیاهان از شده مشتق فعال زیست

 (.7) اند شده کشف پزشکی

 از رویه بی و نامنظم نامناسب، گسترده، استفاده

 شده میکروبی ضد مقاومت ظهور به منجر ها بیوتیک آنتی

 اثر بی را حاضر حال در موجود داروهای از بسیاری و است

 تولید برای ای یندهافز تقاضای (. بنابراین،1) کرده است

 کاهش به قادر که دارد وجود جدید میکروبی ضد عوامل

. باشند مقاومت توسعه با مقابله و ها بیوتیک آنتی از استفاده

 مواد شناسایی و جداسازی به را محققانله مسأ این

 با مقابله برای ،گیاهان از جدید فعال زیست شیمیایی

 (.14) است کرده هدایت میکروبی مقاومت

 است ممکن دارویی گیاهان میکروبی ضد ترکیبات

 با را ها یاخته تک و ها ویروس ها، قارچ ها، باکتری رشد

 کنونی های میکروبی ضد به نسبت متفاوتی های مکانیسم

 در توجهی قابل بالینی ارزش است ممکن و کنند مهار

 برخی (.11) باشند داشته مقاوم میکروبی های سویه درمان

 هم و ذاتی باکتریایی ضد فعالیت هم فعال ترکیبات این از

 نشان را بیوتیکی آنتی مقاومت کننده اصلاح های فعالیت

 عنوان به تنهایی به اگرچه آنها از برخی و دهند می

 ترکیب ها بیوتیک آنتی با وقتی نیستند، ثرمؤ بیوتیک آنتی

 در بیوتیکی آنتی مقاومت بر غلبه به توانند می شوند،

 (.12) کنند کمک ها باکتری

ای است که از  ترین گونه شایع سینتوباکتر بومانیا

شود. این باکتری از عوامل  های بالینی جدا می نمونه

های  زای فرصت طلب بوده که باعث عفونت بیماری

از خون، خلط،  سینتوباکتر بومانیاشود.  بیمارستانی می

زایی  بیماریشود.  می جداپوست، مایع پلور و ادرار 

در به توانایی این ارگانیسم  اسینتوباکتر بومانیهای  سویه

ت آن های انسان و مقاوم تولید بیوفیلم بر سطوح و سلول

شود. بسیاری از  تبط مینسبت به مواد ضد میکروبی مر

ن دارو مقاوم بوده و به چندی اسینتوباکتر بومانیهای  سویه

 (.11) ر باشدتواند دشوا می ی ناشی از آنها درمان عفونت

و  منفی کاتالاز، مثبت تری گرمباک انتروباکتر فکالیس

 فکالیس انتروکوکوس انتقال باشد. هوازی اختیاری می بی

 سایر به اندوژنوس های سویه که افتد می اتفاق زمانی اغلب

 انتروکوکوس مثال، طور به. کنند می پیدا راه بدن نقاط

 یا گوارش لوله فعالیت حین در است ممکن فکالیس

 دیگر های قسمت و شده خون جریان وارد تناسلی دستگاه

 مانند هایی عفونت بروز باعث و ندک آلوده را بدن

 فکالیس انتروکوکوس وجود این با. شود اندوکاردیت

 انتقال این. شود منتقل نیز دیگر فرد به فردی از تواند می

 از مشترک ی استفاده یا و افراد با مستقیم تماس طریق از

 ایجاد سبب اغلب و گرفته صورت آلوده پزشکی تجهیزات

 نقص دارای بیماران. شود می دارو چند به مقاوم های سویه

 (.10)ند هست عفونت به ابتلا بالای خطر معرض در ایمنی

 انتروکوکی های عفونت موارد در معمولاً وانکومایسین

 به مقاومت مواردی در اما است ثرمؤ دارو به مقاوم

 بروز صورت در. است شده گزارش نیز ونکومایسین

. شود تجویز لینزولید است ممکن ونکومایسین به مقاومت

 به بستری بیماران ابتلای از جلوگیری برای معمولاً

 به ،فکالیس انتروکوکوس ویژه به انتروکوکی، های عفونت

 از قبل هستند، قلب دریچه اختلالات به مبتلا که بیمارانی
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 جنتامایسین و سیلین پنی ادراری مجاری یا روده عمل

 از جلوگیری برای واکسنی حاضر حال در. شود می داده

 دسترس در فکالیس انتروکوکوس از ناشی عفونت به ابتلا

بیوتیکی در  با توجه به گسترش مقاومت آنتی (.17) نیست

ان بررسی خاصیت ای تحت عنو ها، مطالعه برخی باکتری

های زیره سبز و رازیانه بر روی  ضد میکروبی اسانس

در شرایط  انتروباکتر فکالیسو  بومانیاسینتوباکتر 

های این  طراحی کرده تا اثرات مفید اسانس آزمایشگاهی را

 های حاصله مفید واقع شود. گیاهان در درمان عفونت

 ها روش و مواد
پس از تهیه گیاهان مورد نظر :گیری روش اسانس

های گیاهی با استفاده از  صورت خشک شده، نمونه به

گیری آماده شدند.  برای اسانسدستگاه آسیاب پودر و 

برای تهیه اسانس، از کلونجر استفاده شد. به این صورت 

لیتر آب  7/1گرم از پودر خشک گیاه را در  14که مقدار 

مقطر درون بالن دستگاه ریخته و روی بخاری برقی به 

توسط شیر  ساعت گذاشته تا جوشانده شود و 0مدت 

 تخلیه عصاره از عرق گیاهی جداسازی شد.

های مورد  تجزیه ترکیبات شیمیایی اسانس

 با اسانس کروماتوگرافی آنالیز :GC/MSآزمایش به روش 

 انجام Perkin Elmer نوع گازی کروماتوگرافی از استفاده

 الکترونیکی ضربه از استفاده ستون، با از روش، این در شد.

 27/4 داخلی قطر متر، 14 طول eV 54 انرژی تحت

 .شد استفاده میکرومتر 27/4 فیلم ضخامت و متر میلی

 مقدار به دما ابتدا در که بود شکل این به دما ریزی برنامه

 سپس شد، تنظیم دقیقه 2 مدت به گراد سانتی درجه 74

 دقیقه 17 مدت به دقیقه در گراد سانتی درجه 7 افزایش با

 هلیوم از گاز بردار. رسید گراد سانتی درجه 214 دمای به

 تحلیل گردید. استفاده دقیقه در لیتر میلی 1 جریان با

 اسانسی های روغن از( GC-MS) جرمی های اسپکتروم

 موجود جرمی های اسپکتروم با هاآن مقایسه وسیله به

 و Wiley NBS75K.L وایلی های درکتابخانه

NIST/EPA/NIH (استانداردهای سسهمؤ ،2442 نسخه 

 شناسایی برای ویژه به روش این .شد انجام( آمریکا ملی

. شود می استفاده اسانسی های روغن در مختلف ترکیبات

 با تحلیل و تجزیه این از حاصل جرمی های اسپکتروم

 و شده مقایسه ها کتابخانه در موجود های اسپکتروم

 .(11) شوند می شناسایی ترکیبات

در این مطالعه از  :استفادههای مورد  باکتری

و  ATCC 1137 ومانیب اسنیتوباکترهای  باکتری

استفاده گردید. این  ATCC 29212 فکالیس انتروکوکوس

 .ها از شرکت راساژن شیراز تهیه شدند سویه

این روش  آزمایش دیسک آگار دیفیوژن:

ترین شکل ارزیابی مواد ضد میکروبی است. در این  معمول

اسانس را در غلظت معین به  روش ابتدا محلول

ها به  های استریل اضافه کرده و سپس دیسک دیسک

شود. برای این  محیط کشت میکروبی انتقال داده می

 آلمان( -)مرک منظور ابتدا محیط کشت مولر هینتون آگار

ها تهیه گردید. سپس غلظت نیم مک فارلند  برای باکتری

های میکروبی مورد آزمون که در مرحله رشد  از نمونه

 ،های کشت در سطح محیط تهیه گردید ولگاریتمی بودند 

ها و  های آماده شده از عصاره کشت داده شد. دیسک

پس از خشک شدن کامل  ،های مورد بررسی فراکشن

های کشت داده شده منتقل  بر روی محیط ،حلال ترکیبات

ت ضد میکروبی حلال منظور مشخص نمودن اثرا گردید. به

یک دیسک  ،بود DMSOمورد استفاده برای ترکیبات که 

DMSO های مورد بررسی  حاوی غلظت مشابهی از نمونه

درجه  17 -15ها در دمای  تهیه و استفاده شد. کشت

ها  ساعت برای باکتری 17 -20گراد و مدت  سانتی

و بر  Kirby bauerگذاری شد. نتایج بر اساس روش گرما

 گیری شدند متر قطر هاله عدم رشد اندازه لیحسب می

(20). 

دیسک بررسی بازداری از رشد به روش 

با استفاده از  یباکتر ونیسوسپانس حیپس از تلق :انتشاری

 ،آگار نتونیکشت مولر ه طیمح یبر رو لیسواپ استر

 وسیدرجه سلس 15 یساعت در دما 20به مدت  ها تیپل
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میکرولیتر از  74مقدار  سپس شدند. یدر انکوباتور نگهدار

گرم، با استفاده از سمپلر روی  میلی 7معادل  اسانسهر 

اری زمتر بارگ های کاغذ صافی به قطر شش میلی دیسک

. سپس شدعنوان شاهد در نظر گرفته  هشده و متانول ب

های مشخص  های کاغذی حاوی اسانس در فاصله دیسک

رشد با ساعت قطر هاله عدم  20پس از و  شدقرار داده 

 گیری شد. کولیس اندازه

برای حل  :(MIC) بازدارنده غلظت حداقل تعیین

رصد د 14رازیانه و زیره سبز از محلول  های نمودن اسانس

متیل سولفوکساید استفاده شد، به این صورت که ابتدا  دی

های  های مورد مطالعه به لوله گرم از اسانس 1/4به میزان 

متیل  رصد دید 14محلول  لیتر از میلی 1ش محتوی آزمای

سولفوکساید افزوده شد و با استفاده از شیکر لوله آزمایش 

 .سپانسیون شیری رنگ تکان داده شدتا ایجاد یک سو

جهت  :(MBC) کشندگی غلظت حداقل تعیین

های گیاهی، ابتدا  تعیین کمترین غلظت کشندگی اسانس

منظور تعیین  هایی را که به با کمک پنس استریل، دیسک

MIC  در سطح آگار گذاشته شده بودند برداشته و سپس

ایجاد شده در زیر توسط لوب استریل از ناحیه عدم رشد 

طح محیط کشت برداری کرده و در س هر دیسک، نمونه

صورت خطی کشت داده شد.  مولر هینتون آگار به

درجه  15ساعت در دمای  20مدت  های کشت به پلیت

ها که  ی از اسانسرقت سلسیوس انکوباتور شدند.کمترین

د توانسته بود موجب مرگ باکتری شود، از عدم رش

آن  MBCعنوان  باکتری در پلیت مشخص گشته و به

 اسانس در نظر گرفته شد.

 جذب مشاهده برای :(OD) نوری دانسیته تست

 های غلظت مایع، کشت محیط لیتر میلی 24 روی ها، نمونه

 لیتر میلی بر گرم میلی 2444و  1444، 744 ، 144،244

 سی سی7/4 مقدار سپس. گردید اضافه گیاهی های اسانس

 های کشت محیط به فارلند مک نیم غلظت در باکتری

 حاوی) مثبت کنترل های نمونه. شد تلقیح باکتری حاوی

 برای( گیاه اسانس فاقد میکروارگانیسم و کشت محیط

 و میکروارگانیسم میکروبی رشد مشخصات دادن نشان

 فاقد عصاره گیاه و کشت محیط حاوی) منفی کنترل

 باکتریایی آلودگی هیچ که دهد نشان تا( میکروارگانیسم

 در ساعت 20 مدت به ها نمونه. ندارد وجود محیط در

 ساعت 20 از بعد. شدند انکوبه گراد سانتی درجه 15 دمای

 در اسپکتوفتومتر دستگاه از استفاده با ها نمونه نوری جذب

 .(15) شد خوانده نانومتر 704 موج طول

 جنتای
به  ها ایج حاصل از تجزیه و ترکیب اسانسنت

ترکیب فعال  24در اسانس زیره سبز  :GC/MSروش 

س را درصد از اسان 5/71شناسایی گردید که فراوانی 

دهنده این ترکیب شامل  تشکیل داد. اجزای مهم تشکیل

درصد(،  1/10سیمن ) -درصد(، پارا 2/14) کومین آلدئید

درصد(،  0/1) پینن -درصد(، بتا 7/12) ترپینن -گاما

درصد(  7/1) کاریوفیلن -درصد( و بتا 0/1) سافرانال

ترکیب فعال شناسایی  27 تعیین شد. در اسانس رازیانه

س را تشکیل داد. درصد از اسان 72/15گردید که فراوانی 

 دهنده این ترکیب شامل ترانس آنتول اجزای مهم تشکیل

 01/11) متیل -1-کلرو-2 بوتانون، - 1درصد(،  15/00)

 27/7) لیمونن -Dدرصد(،  52/11) فنل شون -Lدرصد(، 

درصد( شناسایی شد. تمامی  41/7) درصد( و استراگول

اسانس رازیانه و زیره را ترکیبات و شاخص کواتس هر دو 

قدار فراوانی ترکیبات م 2و 1های نموداردهد.  نشان می

 .دهد زیره سبز و رازیانه را نمایش می های فعال اسانس
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 دهنده اسانس زیره اجزای تشکیل -1نمودار 

 

 
 دهنده اسانس رازیانه اجزای تشکیل -2نمودار 

 

 :انتشاری دیسک روش به رشد از نتایج بازداری

نتایج این روش نشان داد که اسانس زیره سبز عملکرد 

 اسینتوباکترو  انتروباکتر فکالیسبهتری بر روی دو باکتری 

دو باکتری از جمله دارد نظر به اینکه هر  بومانی

های اخیر  های مقاوم شناخته شده دهه میکروارگانیسم

 ها یانه نتیجه منفی در برابر باکتریباشد. اما اسانس راز می

میزان عدم ایجاد هاله را نشان  1از خود نشان داد. جدول 

 .دهد می

 

 ها به روش دیسک انتشاری نتایج بازداری اسانس -1جدول 

 رازیانهاسانس  زیره سبزاسانس  

 قطرهاله عدم رشد نام باکتری

 R R R 2/1 1/1 1/1 انتروباکتر فکالیس

 R R R 1/1 2/1 1/1 اسینتوباکتر بومانی

R= Resistant 

30.2 

14.1 12.8 
6.4 9.4 3.5 
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 کاریوفیلن -بتا سافرانال پینن-بتا ترپینن -گاما سیمن -پارا کومین آلدئید
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 اجزای تشکیل دهنده اسانس رازیانه 



 مرادی و مهدی رشدی ملکییحیی 

98 

شر
ن

 هی
 تازه

ر م
ا د

ه
ی

ب
کرو

 
اس

شن
 ی

شک
مپز

دا
 ی

 
لد 

ج
7

اره 
شم

 /
2

ن 
ستا

 زم
یز و

پائ
 /

30
41

 

 

 
 اسینتوباکتر بومانیو  انتروباکتر فکالیسهای زیره سبز و رازیانه بر روی دو باکتری  انتشار دیسک اسانس -1شکل 

 

و  MICنتایج  :MBC و MIC های آزمایش نتایج

MBC ثرات ضد نشان داد که اسانس زیره سبز دارای ا

باشد.  های مورد مطالعه می باکتریایی بر روی باکتری

اسینتوباکتر اسانس زیره سبز بر روی  MICطوری که  هب

 ppm در غلظت 457/4به میزان  141در رقت  بومانی

به میزان  142در رقت  MBCو دارد اثر مهاری  2444

همچنین بر ین باکتری اثر کشندگی دارد. در ا 117/4

در  111/4به میزان  141در رقت  انتروباکتر فکالیسروی 

کشندگی را ایجاد  اثر مهاری و ppm 2444 غلظت

اسانس زیره سبز را  MBCو  MICنتایج  1کند. جدول  می

 دهد. نشان می ppm 2444 در غلظت

 

  ppm 2000 غلظت با اسانس زیره سبز MBC و MIC نتایج -3 جدول

 شاهد 10رقت  9رقت  8رقت  7رقت  6رقت  5رقت  4رقت  3رقت  2رقت  1رقت  اسانس باکتری

211/4 زیره اسنیتوباکتر بومانی  117/4  457/4  120/4  141/4  470/4  112/4  171/4  114/4  011/4  001/4  

111/4 زیره انتروکوکوس فکالیس  201/4  251/4  105/4  717/4  711/4  701/4  727/4  511/4  770/4  711/4  

 

 

 
 اسینتوباکتر بومانیو  انتروباکتر فکالیسزیره سبز در  MIC -2شکل 
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زیره   اسانس رشد از بازدارندگی درصد محاسبه

نتایج نشان داد که اسانس زیره سبز با غلظت  :سبز

ppm2444  بیشترین اثر بازدارندگی  457/4و رقت

و همچنین در  اسنیتوباکتر بومانیدرصد( را بر  52/71)

رصد( را بر د 47/15کمترین اثر بازدارندگی) 111/4رقت

 .داشت انتروباکتر فکالیس

 

 درصد بازدارندگی از رشد اسانس زیره سبز -4جدول 

 %dt dc GI اسانس باکتری

247/4 زیره سبز اسنیتوباکتر بومانی  001/4  52/71  

فکالیس انتروکوکوس 015/4 زیره سبز   711/4  47/15  

GI %=( dc-dt)/dc*100 

 

 گیری و نتیجه بحث
 دیسک روش به رشد از بازداری در این مطالعه نتایج

 انتروباکترانتشاری نشان داد که اسانس زیره سبز در 

 2/1با قطر هاله عدم رشد  اسینتوباکتر بومانیو فکالیس 

متر مشاهده گردید. در اسانس رازیانه هاله عدم رشد  میلی

 .مشاهده نشد

دانشمند و همکاران در مطالعه خود، نتایج آزمون ضد 

گونه گزارش  اساس تست انتشار دیسک را این میکروبی بر

کردند که، اثر ضد میکروبی اسانس زیره سبز با ایجاد 

 00با قطر  باسیلوس سرئوسترین هاله عدم رشد به  بزرگ

 ،باسیلوس سوبتلیسترتیب به  متر و بعد از آن به میلی

 کلیاشریشیاو  شیگلا فلکسنری، اورئوس استافیلوکوکوس

مشاهده گردید. در مطالعه حاضر اثر اسانس زیره سبز در 

به  اسینتوباکتر بومانیو  انتروباکتر فکالیسهر دو باکتری 

ان قطر هاله عدم رشد مشاهده شد. نتایج هر دو یک میز

نوع باکتری مقاوم در برابر  مطالعه نشان داد که با توجه به

 (.17) ها تضاد وجود دارد بیوتیک آنتی

در مطالعه جلالی و همکاران، نتایج انتشار دیسک در 

کالیپتوس، بابونه، چند عصاره گیاهی از جمله آویشن، ا

نشان داد که فقط عصاره اکالیپتوس گلی  رزماری و مریم

اثر گذاشته  4bو  4a لیستریا مونوسیتوژنزروی هر دو تیپ 

باشد.  متر می میلی 27/11له عدم رشد ایجاد شده و ها

نتایج مطالعه حاضر نشان داد که از دو اسانس مورد 

 استفاده فقط زیره سبز روی دو باکتری مورد مطالعه اثر

متری را ایجاد کرد.  میلی 2/1گذاشته و هاله عدم رشد 

ایج هر دو مطالعه در یک راستا توان گفت که نت می

 (.11) باشد می

نتایج انتشار دیسک در مطالعه عابدی و همکاران نشان 

ترتیب  ره سبز با ایجاد هاله عدم رشد بهداد که اسانس زی

متر،  میلی 75/11با  کاندیدا آلبیکنسبر روی 

باسیلوس متر،  میلی 71/11با  ساکارومایسس سروزیه

با  استافیلوکوکوس اورئوسمتر و  میلی 7/24با  سرئوس

ین و کمترین قطر هاله را ایجاد متر بیشتر میلی 1/11

کردند. نتایج انتشار دیسک در مطالعه حاضر نشان داد که 

و  انتروباکتر فکالیسزیره سبز در دو باکتری مورد مطالعه 

طور  متر به میلی 2/1له عدم رشد با ها اسینتوباکتر بومانی

یکسان ایجاد کرده است که با توجه به بیشترین مقدار 

هاله ایجاد شده در مطالعه عابدی و همکاران در هر دو 

 (.24) مطالعه تضاد وجود دارد

میکروبی گیاهان  قات دانشمندان اهمیت آنتیتحقی

ه خاطر بر همه آشکار و ب های اخیر را دارویی در سال

ها بر بدن انسان توصیه به  بیوتیک جانبی آنتی عوارض

حال بیش از  هب تا تولید و مصرف داروهای طبیعی کردند.

کروبی گونه از گیاهان دارویی با خاصیت ضد می 2444

حقیقات آزمایشگاهی از اند که در طی ت شناسایی شده

اسانس این گیاهان بیشترین کاربرد درمانی را گزارش 

بیوتیکی  امروزه مسئله مقاومت آنتی (.21) کردند

ها به یک معضل جهانی تبدیل شده است.  میکروارگانیسم

طور که در طی مطالعات انجام شده مشخص  همان

باشد که  ان مقاومت در هر منطقه متفاوت می، میزگردیده
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. راه داردبستگی به فرهنگ و آگاهی اجتماعی آن منطقه 

استفاده از  های مقاوم برای مبارزه با میکروبحل مناسب 

ا با کمترین عارضه برای انسان ترکیبات بدون عارضه ی

های گیاهی دارای عملکردی مناسب  باشد که اسانس می

ند شانس باش چون دارای ترکیبات آلی طبیعی می بوده و

بقاء برای درمان بلندمدت و حتی جایگزین برای 

 (.22) دند داشته باشنتوان ها را می بیوتیک آنتی

در مطالعه حاضر  MBC و MIC های آزمایش نتایج

اسینتوباکتر اسانس زیره سبز بر روی  MICکه نشان داد 

 2444در غلظت  457/4به میزان  141در رقت  بومانی

ppm  و اثر مهاری داردMBC  به میزان 142در رقت

همچنین بر  در این باکتری اثر کشندگی دارد. 117/4

 111/4به میزان  141در رقت  انتروکوکوس فکالیسروی 

 کند ایجاد میاثر مهاری وکشندگی  ppm 2444در غلظت 

(27). 

 MBCو  MICهمکاران با بررسی  و بهبهانی علیزاده

 ترتیب رازیانه به این نتایج دست پیدا کردند که به اسانس

 144 اشریشیاکلی برای مهارکنندگی غلظت حداقل در

 کاندیدا وگرم  میلی 27 اورئوس استافیلوکوکوس ،گرم میلی

 میزان همچنین .بود لیتر میلی بر گرم میلی 74 آلبیکنس

 ،گرم میلی 244 اشریشیاکلی برای کشندگی غلظت حداقل

 آلبیکنس کاندیدا وگرم  میلی 74 اورئوس استافیلوکوکوس

داد. در مطالعه  نشان خود از لیتر میلی بر گرم میلی 144

حاضر اسانس رازیانه در هر دو باکتری مورد مطالعه 

 144مقاومت  انتروباکتر فکالیسو  اسینتوباکتر بومانی

درصدی نشان داد و با مطالعه علیزاده بهبهانی تضاد نتایج 

 (.21) ملاحضه گردید

س زیره سبز در مطالعه شیری و همکاران بر روی اسان

 O157 کلیاشریشیاتریال بر روی باک و شوید با اثرات آنتی

نشان داد  MBCو  MIC، نتایج استافیلوکوکوس اورئوسو 

 7و  14ترتیب  ات مهاری روی دو باکتری مذکور بهکه اثر

لیتر بوده و اثرات کشندگی هر دو اسانس بر روی  میلی

بود.  O157 کلیاشریشیابیشتر از  استافیلوکوکوس اورئوس

باکتریال زیره سبز بر روی دو  در مطالعه حاضر اثرات آنتی

بیشتر  فکالیس انتروباکتر و اسینتوباکتر بومانیباکتری 

انه مقاومت از خود نشان داد و بوده و در اسانس رازی

خاطر خواص قوی  هطور نتیجه گرفت که ب توان این می

باکتریال اسانس زیره سبز هر دو مطالعه در یک  آنتی

 (.20) راستا بودند

راهی و همکاران در مراکش، با بررسی مطالعه مریم بر

های  وبی اسانس رازیانه بر روی باکتریاثرات ضد میکر

سودوموناس آئروژینوزا،  کلبسیلا پنومونیه،، کلیاشریشیا

اسینتوباکتر بومانی، استافیلوکوکوس اورئوس و 

نشان  MICنتایج  انجام شد. استافیلوکوکس اپیدرمایدیس

های  اسانس رازیانه در رقتضد میکروبی داد که اثرات 

خاصیت بازدارندگی  کلیاشریشیادر  7444/1تا  144/1

و  1444/1های  در رقت اسینتوباکتر بومانیدارد اما در 

خاصیت بازدارندگی مشاهده شد که نشان از  7444/1

توانایی ایجاد مقاومت حتی برای گیاه در این باکتری 

خاصیت کشندگی در هر دو  MBCوجود دارد. در نتایج 

در  استافیلوکوکوس اورئوسو  اسینتوباکتر بومانیباکتری 

 .مشاهده گردید 2444/1تا  744/1های  رقت

 ترکیبات بودن دارا دلیل به دارویی گیاهان

 جمله از زیادی درمانی خواص دارای مختلف فیتوشیمیایی

 گیاهی های گونه بر علاوه .هستند میکروبی ضد خواص

 مناطق در شده روئیده خاص گیاهی گونه یک مختلف،

 در و فیتوشیمیایی ترکیبات نظر از ،نیز مختلف جغرافیایی

 همچنین .است متفاوت میکروبی ضد اثرات نتیجه

 بر گیرد می صورت گیاهان روی که مختلفی های فرآوری

. باشد می موثر آنها میکروبی ضد توان روی

 به نسبت متفاوتی مقاومت مختلف، های میکروارگانیسم

 های باکتری کمااینکه دارند گیاهی های عصاره و ها اسانس

 منفی گرم های باکتری از تر حساس معمولاً مثبت گرم

 برای استاندارد های روش یا روش که نجاآ از اما هستند،

 نتایج ندارد، وجود گیاه میکروبی ضد فعالیت ارزیابی

 .باشد می متفاوت بسیار مختلف مطالعات از آمده دست هب

 سپاسگزاری

نامه کارشناسی   برگرفته از پایانمطالعه این نتایج 



 ... های های رازیانه و زیره سبز بر روی سویه خاصیت ضد میکروبی اسانس بررسی
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به کد آقای یحیی مرادی متعلق به ارشد 

بوده که  274421474541711714424112741021

صورت شخصی و بدون  هینه مطالعه حاضر بتمامی هز

ر پایان از زحمات آقای جاوید د حمایت انجام شده است.

 .گردد نژاد تشکر می تقی

 

References

1- Mishra A, Sharma AK, Kumar S, Saxena 

AK, Pandey AK. Bauhinia variegata leaf extracts 

exhibit considerable antibacterial, antioxidant, and 

anticancer activities. Biomed Res Int. 2013. 

2- Chin YW, Balunas MJ, Chai HB, King-

horn AD. Drug discovery from natural sources. 

AAPS. 2006; 8: E239-53. 

3- Christenhusz MJ, Byng JW. The number of 

known plants species in the world and its annual 

increase. Phytotaxa. 2016; 261(3): 201-17. 

4- MNPS Medicinal Plant Names Services 

(MNPS) [accessed on 14 August 2021]. Available 

online: https://www.kew.org/science/our-

science/science-services/medicinal-plant-names-

services. 

5- Srinivasan D, Nathan S, Suresh T, Perum-

alsamy PL. Antimicrobial activity of certain Indian 

medicinal plants used in folkloric medicine. J Eth-

nopharmacol. 2001; 74(3): 217-20. 

6- Yadav RN, Agarwala M. Phytochemical 

analysis of some medicinal plants. J. Phytol. 2011; 

3(12). 

7- Pandey AK, Kumar S. Perspective on plant 

products as antimicrobials agents: a review. 

PHARMA. 2013; 4(7): 469-80. 

8- Baym M, Stone LK, Kishony R. Multidrug 

evolutionary strategies to reverse antibiotic re-

sistance. Science. 2016; 351(6268):aad3292. 

9- Khameneh B, Diab R, Ghazvini K, Bazzaz 

BS. Breakthroughs in bacterial resistance mecha-

nisms and the potential ways to combat them. Mi-

crob Pathog. 2016; 95: 32-42. 

10- Davies J, Davies D. Origins and evolution 

of antibiotic resistance. Microbiol Mol Biol Rev. 

2010; 74(3): 417-33. 

11- Shankar SR, Rangarajan R, Sarada DV, 

Kumar CS. Evaluation of antibacterial activity and 

phytochemical screening of Wrightia tinctoria L. 

Phcog J. 2010; 2(14): 19-22. 

12- Ody P. The complete medicinal herbal: a 

practical guide to the healing properties of herbs. 

Simon and Schuster. 2017. 

13- Anton Y P, Harald S, David L P. Acineto-

bacter baumannii: emergence of a successful path-

ogen. Clin Microbiol Rev. 2008 Jul;21(3):538-82. 

14- Saito HE, Harp JR, Fozo EM. Incorpora-

tion of exogenous fatty acids protects Enterococcus 

faecalis from membrane-damaging agents. Appl. 

Environ. Microbiol. 2014; 80(20): 6527-38. 

15- Van Tyne D, Gilmore MS. Friend turned 

foe: evolution of enterococcal virulence and antibi-

otic resistance. Annu. Rev. Microbiol. 2014; 68: 

337-56. 

16- Barrahi M, Esmail A, Elhartiti H, 

Chahboun N, Benali A, Amiyare R, et al. Chemi-

cal composition and evaluation of antibacterial ac-

tivity of fennel (Foeniculum vulgare Mill) seed 

essential oil against some pathogenic bacterial 

strains. Casp. J. Environ. Sci. 2020; 18(4): 295-

307. 

17- Akbarpour A, Rahimnejad Najarkalani 

M, Sadeghi agbash M, Feyzi F. Investigating the 

antibacterial properties of the extracts of the thirst-

quenching plant and henna leaves against Staphylo-

coccus aureus and Escherichia coli bacteria.3 
th
 

International Conference on Researches in Nano-

technology& Nanoscience,Tehran-Iran. 2022; 1-12. 

[In Persian] 

18- Daneshmandi S, Soleimani N, Sattari M, 

Pourfathollah A. Evaluation of the drug synergis-

tic and antibacterial effects of cuminum cyminum 

essential oil. AMUJ. 2010; 13(2)  : 75-82. [In Per-

sian] 

19- Jalali M, Abedi D, Gasemi N, Chahar-

mahali A. Investigating the antimicrobial effects of 

hydroalcoholic extracts of a number of medicinal 

plants against Listeria monocytogenes bacteria. 

JSKUMS. 2006; 8(3): 25-33. [In Persian] 

20- Abedi T, Asefi N, Hanifian S, Dehghan S. 

Inhibitory effect of Carum copticum, Rosa dama-

scene mill, Anethum graveolens and Cuminum 

cyminum essential oils on some food-borne mi-

crobes. 2022; 11(44): 31-44. [In Persian] 

21- Singh R, Shushni MA, Belkheir A. Anti-

bacterial and antioxidant activities of Mentha 

piperita L. Arab. J. Chem. 2015; 8(3): 322-8. 

22- Kalemba D, Kunicka A. Antibacterial and 

antifungal properties of essential oils. Curr. Med. 

https://www.kew.org/science/our-science/science-services/medicinal-plant-names-services
https://www.kew.org/science/our-science/science-services/medicinal-plant-names-services
https://www.kew.org/science/our-science/science-services/medicinal-plant-names-services


 مرادی و مهدی رشدی ملکییحیی 

102 

شر
ن

 هی
 تازه

ر م
ا د

ه
ی

ب
کرو

 
اس

شن
 ی

شک
مپز

دا
 ی

 
لد 

ج
7

اره 
شم

 /
2

ن 
ستا

 زم
یز و

پائ
 /

30
41

 

Chem. 2003; 10(10): 813-29. 

23- Alizadeh behbahani B, Noshad M, Falah 

F. Investigation of antimicrobial activity of Fennel 

essential oil on some pathogenic microorganisms 

causing infection and food poisoning and its inter-

action with kanamycin antibiotic. FSCT. 2019; 

16(91): 233-241. [In Persian] 

24- Shiri Y, Neyriz NM. Co-effects of lactic 

acid and sodium chloride on the antibacterial ac-

tivity of cumin and dill essential oils under labora-

tory conditions. 2022; 27(98): 1-13. [In Persian] 

25- Barrahi M, Esmail A, Elhartiti H, 

Chahboun N, Benali A, Amiyare R, et al. Chemi-

cal composition and evaluation of antibacterial ac-

tivity of fennel (Foeniculum vulgare Mill) seed 

essential oil against some pathogenic bacterial 

strains. Casp. J. Environ. Sci. 2020; 18: 295-307. 

 



 

103 

 

 

 

Volume 7, Issue 2, Autumn & Winter 2024, pages: 93-103 

 

Investigation of the antimicrobial properties of fennel and green cumin es-

sential oils on strains of Enterobacter faecalis and Acinetobacter baumannii 

under laboratory conditions 

 

Yahya Moradi
1
, Mehdi Roshdi Maleki

2*
 

 
1- Graduated student, Department of Microbology, Malekan Branch, Islamic Azad University, Malekan, Iran. 

2- Assistant Professor, Department of Microbology, Malekan Branch, Islamic Azad University, Malekan, Iran. 

 

Receive: May 4, 2024;  Revise: June 13, 2024;  Accept: June 16, 2024 

 

 

 

Summary 

 

To combat the shortage of new antimicrobial compounds and the increase in antibiotic resistance, plants 

could be a potential solution. The aim of the present study is to investigate the antimicrobial properties of fennel 

and green cumin essential oils against strains of Enterococcus faecalis and Acinetobacter baumannii under la-

boratory conditions. In this method, the essential oil solution was added at a specific concentration to sterile 

discs and transferred to a microbial culture medium. To examine growth inhibition, the disc diffusion method 

was used with a bacterial suspension on a plate containing Mueller-Hinton agar, and the MIC and MBC of the 

essential oil were also examined at dilutions of 10
1
 and 10

10
, and finally, the optical density was measured at a 

wavelength of 540 nm. The results of the growth inhibition by the disc diffusion method showed that both bacte-

ria, Acinetobacter baumannii and Enterococcus faecalis, created a 1.2 mm diameter. The results of MIC and 

MBC of green cumin essential oil on Acinetobacter baumannii at a dilution of 10
3
 (MIC) showed an inhibitory 

effect at 0.078 in a concentration of 2000 ppm, and at MBC in a dilution of 10
2
, it had a lethal effect at 0.135 in 

this bacterium. In Enterococcus faecalis, at a dilution of 10
1
, both MIC and MBC had an inhibitory and lethal 

effect at 0.311 in a concentration of 2000 ppm. Given the spread of drug resistance in pathogenic strains, medic-

inal plants with antimicrobial effects are a suitable option with fewer side effects. 

 

Keywords: Acinetobacter baumannii, Enterococcus faecalis, green cumin essential oil, fennel essential oil, 

drug resistance 
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 332 -340، صفحات 3041ستان پائیز و زم، 2، شماره 7دوره 

های  بیوتیکی ایزوله های کدکننده انتروتوکسین و الگوی مقاومت آنتی فراوانی ژن بررسی

شده در  مواد غذایی عرضه های  سیلین جداشده از نمونه مقاوم به متی استافیلوکوکوس اورئوس

 شهرستان شهرکرد

 3، نوشا ضیا جهرمی*2رحیمیابراهیم ، 1نجمه واحد دهکردی

 .، ایراندانشجوی دکترای تخصصی بهداشت مواد غذایی، گروه بهداشت مواد غذایی، واحد شهرکرد، دانشگاه آزاد اسلامی، شهرکرد -1

 .، ایراناستاد، گروه بهداشت مواد غذایی، واحد شهرکرد، دانشگاه آزاد اسلامی، شهرکرد -2

 ، ایران.می، شهرکردشناسی، واحد شهرکرد، دانشگاه آزاد اسلا استادیار، گروه زیست -1

 1041 تیر 27: نهاییپذیرش ،  1041 خرداد 20،  بازنگری: 1042 اسفند 22دریافت مقاله: 

 

 

 چکیده

های غذایی، از  مسمومیتاز  یا گسترده فیط جادیدر ا ییتوانا لیدل به سیلین مقاوم به متی اورئوس لوکوکوسیاستاف

 هدف از مطالعه حاضر بررسی .های سلامتی بشر بوده که پایش آن در مواد غذایی حائز اهیمت است دکنندهیتهدترین  مهم

سیلین  مقاوم به متی اورئوس لوکوکوسیاستافهای  بیوتیکی ایزوله های کدکننده انتروتوکسین و الگوی مقاومت آنتی فراوانی ژن

نمونه مواد غذایی شامل لبنیات سنتی، سالاد و  074شده در شهرستان شهرکرد بود.  مواد غذایی عرضه های  هجداشده از نمون

آوری و به آزمایشگاه انتقال داده شد. از روش استاندارد برای  صورت تصادفی جمع ناگت از مراکز عرضه در شهرستان شهرکرد به

بیوتیکی استفاده شد. نتایج نشان داد که  برای ارزیابی مقاومت آنتی diffusion Diskو از روش  استافیلوکوکوسجداسازی 

درصد بودند. شیوع  2/2درصد و ناگت  11/14درصد، سالاد  10مربوط به لبنیات  اورئوس لوکوکوسیاستافبیشترین آلودگی به 

درصد بود.  14درصد و ناگت  77/10درصد، سالادها  51های لبنیات  سیلین در نمونه مقاوم به متی اورئوس لوکوکوسیاستاف

 SEDدرصدSEC (01/10  ،)  درصدSEB (17/15 ،)درصدSEA (20/11  ،)ترتیب مربوط به  و کمترین شیوع ژن بهبیشترین 

اد که بیشترین مقاومت مربوط به جنتامایسین، بیوتیکی نشان د درصد( بود. نتایج مقاومت آنتی 77/7) SEEدرصد( و  25/2)

مقاوم به  اورئوس لوکوکوسیاستافنظر به فراوانی سیلین و آمیکاسین بود.  سولفامتاکسازول و کمترین مقاومت مربوط به آمپی

ولید و های بهداشتی بر ت ها، ضرورت وجود نظارت سیلین و حضور همزمان چندین ژن کدکننده در لبنیات، سالاد و ناگت متی

های ناشی از  بیوتیک در خصوص رخداد مسمومیت کند، همچنین استفاده از آنتی عرضه نگهداری مواد غذایی را بیشتر می

 باید محدود گردد. اورئوس لوکوکوسیاستاف

 بیوتیکی، مسمومیت غذایی، ایمنی غذایی، شهرکرد ، مقاومت آنتیاورئوس لوکوکوسیاستاف :کلیدیواژگان 
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 مقدمه
بهداشت  یها ، دپارتمان2417تا  2441 یها سال یط

 از غذا را گزارش کردند. یناش یماریب وعیمورد ش 7514

رخ  ها نگیکتر ایها  در رستوران ها یریگ همه نیاکثر ا

 ،یبند بسته ،یساز آماده ،سازی رهیذخ وضعیتکه  دهد یم

کننده  به مصرف میطور مستق به ییفروش مواد غذا ایسرو 

مواد . (1)گیرد  بدون نظارت ناظران بهداشتی صورت می

ین تضمدر  ینقش مهم ابانیدر خشده  عرضه  ییغذا

کنندگان دارد. مطابق آمار منتشر شده،  مصرف سلامتی

مصرفی روزانه خود را  ینفر روزانه غذا اردیلیم 7/2حدود 

ارزش  رغمیعل .(2)کنند  از مواد غذایی خیابانی دزیافت می

 یها ، جنبهعرضه مواد غذایی خیابانی یاقتصاد -یاجتماع

بخشی از  رایز در نظر گرفته شود، دیبا یمنیمربوط به ا

نامناسب و بدون کنترل  طیاغلب در شرا سنتی یغذاها

شوند که  یو فروخته م هیته ینظارت بهداشت ای یقانون

 شیاز غذا را افزا یناش یها یماریتواند خطر ابتلا به ب یم

زایی که از این طریق سبب  ترین عوامل بیماری مهم دهد.

شوند شامل  ها می آلودگی مواد غذایی و به طبع آن انسان

ها و ... هستند که در  ها، انگل ها، باکتری ها، قارچ ویروس

ها برای  ترین نگرانی ها از عمده ها و قارچ بین آنها باکتری

 .(1)باشند  جامعه می

 یها قرار گرفتن در معرض پاتوژن ر،یاخ یها در دهه

 ییغذا رهیزنج قیاز طر یکروبیضد معوامل مقاوم به 

 یها یماریب وعیگزارش شده که باعث ش یا ندهیطور فزا به

نقطه در  نیمحصولات تازه در چند است. شدهاز غذا  یناش

و غیر  میبا تماس مستق ،عرضه تا دیتول رهیطول زنج

نشده،  کودهای حیوانی، آبیاری با آب تصفیهبا مستقیم 

، به عوامل عدم رعایت اصول بهداشتی در مراکز عرضه

ترین  شوند. از عمده میآلوده  ییایباکتر یزا یماریب

شوند،  هایی که سبب آلودگی مواد غذایی می پاتوژن

، استافیلوکوکوس اورئوس، سالمونلاتوان به  می

های مدفوعی و سایر  فرم ، کلیکمپیلوباکتر، اشرشیاکلای

 .(0)عوامل اشاره کرد 

 گرم مثبت یها یاز باکتر اورئوس لوکوکوسیاستاف

 بالا اسیدر مق ییغذا تیمسموم وعیتواند با ش یم بوده که

 یلوکوکیاستاف یها نیهمراه باشد، که در آن انتروتوکس

(SEs )(Entrotoxin Staphylococcus aureus )

عنوان پاتوژن  به اورئوس لوکوکوسیاستافکننده دیتول

 اورئوس لوکوکوسیاستاف .اند شناخته شدهکننده جادیا

از جمله پروتئازها،  یاریبس یزا یماریب یفاکتورها

ها و عوامل  نیدیها، لوکوس نیزیها، همول نیانتروتوکس

ژن  یکند. اصطلاح سوپرآنت یم دیتول یمنیکننده ا لیتعد

( و TSST-1) یسندرم شوک سم نیمعمولاً به توکس

( اشاره دارد که SEs) یلوکوکیاستاف یها نیانتروتوکس

 یها نیانتروتوکس. دنشو یم دیتول S.aureusتوسط 

عوامل  نیتر یاز قو یکیعنوان  (، بهSEs) یلوکوکیاستاف

 کیتحر ییکه توانا شوند یدر نظر گرفته م ییزا یماریب

را دارند  ها نیتوکیس یآزادساز یو القا T تیلنفوس ریتکث

 لوکوکوسیاستاف. شوند یم یباعث مرگ سلول تیو در نها

پوست  یو رو یو دستگاه تنفس ینیدر ب معمولاً اورئوس

 .(5-7) شود یم افتی

 یعفون یها یماریها به درمان ب کیوتیب یکشف آنت

، اما در عرض کمک کرد اورئوس لوکوکوسیاستافاز  یناش

مقاومت به  ن،یلیس یپن یپس از معرفچند سال 

 هیسو نیاول .ظاهر شد اورئوس لوکوکوسیاستاف

در سال  نیلیس یمقاوم به پن اورئوس لوکوکوسیاستاف

 نیلیس یمت یسنتز مهین کیوتیب یآنت .شد ییشناسا 1102

 اورئوس لوکوکوسیاستافشد و  یطراح 1174در دهه 

 Methycillin Resistance)( MRSA) نیلیس یمقاوم به مت

aureus Staphylococcus )1114در دهه  ینیاز نظر بال 

 افتی ایتانیدر بر MRSA یها گونه نیاول. شد ییشناسا

 یعمدتاً محدود به اروپا بود. اندک یریگ همه نیشد و ا

نیز  ایمتحده، ژاپن و استرال الاتیدر ا MRSAبعد، 

با توجه به مخاطرات ذکر شده در  .(1 ،7) شد ییشناسا

سیلین،  مقاوم به متی اورئوس لوکوکوسیاستافخصوص 

های کدکننده  مطالعه فراوانی ژنهدف از مطالعه حاضر 

های  بیوتیکی ایزوله انتروتوکسین و الگوی مقاومت آنتی

سیلین جداشده از  مقاوم به متی اورئوس لوکوکوسیاستاف
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شده در شهرستان شهرکرد مواد غذایی عرضه های  نمونه

 باشد. می

 ها روش و مواد
نمونه از مواد غذایی  074تعداد  ها: آوری نمونه جمع

نمونه(،  74نمونه و مرغ،  74شامل ناگت )ناگت گوشت 

نمونه، ماست  74های لبنی سنتی )شیر خام  فرآورده

 74نمونه و کره سنتی  74نمونه، پنیر سنتی  74سنتی 

نمونه،  74ه مصرف )سالاد سبزیجات نمونه( و غذاهای آماد

نمونه و سالاد  74نمونه، سالاد سزار  74سالاد فصل 

نمونه( از مراکز عرضه محصولات در  74ماکارونی 

صورت  شهرستان شهرکرد، استان چهارمحال و بختیاری به

برداری و در  ، نمونه1042تصادفی از اردیبهشت تا شهریور 

ترون به آزمایشگاه ترین زمان ممکن در شرایط س سریع

بهداشت و کنترل کیفی مواد غذایی دانشگاه آزاد اسلامی 

 ها انتقال داده شد. واحد شهرکرد، جهت انجام آزمایش

برای  :اورئوس لوکوکوسیاستاف روش جستجوی

های  گرم از نمونه 7 اورئوس لوکوکوسیاستافجداسـازی 

مورد آزمایش بـه درون ظرف توزین استریل منتقل و 

عنوان حلال به  سی محلول رینگر به سی 07سپس میزان 

دست آید. پس از حل  به 14-1آن افزوده شد تا رقت 

کـردن مخلوط کردن و یکدست شدن و ایجـاد یک 

وسـیله سمپلر  سی از آن به سی7/4محلول همگن، میزان 

به  (Agar Parker -Baird)  یط برد پارکر آگـارروی مح

های کشت  روش کشت سـطحی کشت داده شد. پلیت

درجه  15ساعت در دمای  20مـدت  داده شده بـه

گرماگذاری شدند. بعـد از پایـــان گرماگذاری در 

های گرد و  های با کلنی صـــورت رشـــد، باکتری

های  از کلونی های تأییدی، رنگ، جهت انجـام آزمایش سیاه

وسـیله لـوپ استریل روی محیط مـانیتول  مشـکوک بـه

ها  کشت داده و محیط (Salt Manitol Agarسـالت آگـار )

درجه  15ساعت در انکوباتور در دمای  20مدت  مجدداً به

های مانیتول مثبـت  گراد قرار گرفته و روی کلنی سانتی

جهت تأیید  Dnase هـای زردرنگ( تست )کلـونی

انجــام گرفت. هــمچنــین  اورئوس لوکوکوسیاستاف

های مورد نظر با تست کواگولاز ارزیـابی و نتیجه  باکتری

 مشخص شدند اورئوس لوکوکوسیاستافاین تست در مورد 

(14). 

های استافیلوکوکوس اورئوس  شناسایی سویه

های  ر تمامی ایزولهبرای این منظو :سیلین مقاوم به متی

از نظر  ها نمونهجداشده از  اورئوس لوکوکوسیاستاف

 بیوتیکی سفوکسیتین های آنتی مقاومت نسبت به دیسک

در محیط میکروگرم(  1) میکروگرم( و اگزاسیلین 14)

هایی که  لهوو ایزارزیابی شدند  هینتون آگار کشت مولر

مقاومت بیوتیک  صورت همزمان نسبت به هر دو آنتی به

مقاوم  اورئوس لوکوکوسیاستاف های ایزولهعنوان  داشتند، به

 .(11) سیلین در نظر گرفته شدند به متی

 باکتری از DNA استخراج :PCRانجام واکنش 

و با توجه  (ایران ،سیناژن) DNA ی کیت استخراج وسیله به

استخراج  DNA انجام شد.به دستورالعمل شرکت سازنده 

درجه  24منفی در فریزر PCR تا زمان انجام شده

از  PCR سپس برای انجام واکنششد. سلسیوس نگهداری 

اساس ردیف نوکلئوتیدی  شده بر جفت پرایمرهای طراحی

، استفاده استافیلوکوکوس اورئوس باکتری SrRNA16 ژن

 باشد: توالی پرایمرها به شرح زیر می شد.

 F:5′-AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC-3′ و 

R:5′-AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC-3′ .

ه از پرایمرهای رفت و برگشت مورد استفاده در این مطالع

تهیه  MN982872با کد دسترسی  NCBIپایگاه داده 

 شدند.

 Master دستگاه از rRNA ،S11 تشخیص ژنجهت 

cycler gradient (Mastersycler, Germany) ستفاده ا

 7/4میکرولیتر و شامل  PCR ،14حجم کلی واکنش شد.

مسترمیکس میکرولیتر  R، 17و  Fمیکرولیتر از هر پرایمر 

 12الگو و  DNAمیکرولیتر  2ن( )سیناکلون، ایرا

میکرولیتر آب فوق خالص عاری از نوکلئاز )یکتا تجهیز 

یک  :ی حرارتی مورد استفاده شامل . برنامهبود  آزما، ایران(

برای واسرشت شدن  دقیقه 1 درجه سلسیوس 17سیکل 

DNA درجه  10ترتیب  سیکل دمایی به 17، الگو



 و همکاران احد دهکردیونجمه 

107 

شر
ن

 هی
 تازه

ر م
ا د

ه
ی

ب
کرو

 
اس

شن
 ی

شک
مپز

دا
 ی

 
لد 

ج
7

اره 
شم

/
2/

ان
ست

 زم
یز و

پائ
 

30
41

 

 1درجه سلسیوس  71، )دناتوراسیون( دقیقه 1سلسیوس 

دقیقه  1درجه سلسیوس  52، )اتصال پرایمر( دقیقه

درجه سلسیوس  52و در نهایت یک سیکل سازی(  )طویل

سپس تمام بود.  سازی نهایی منظور طویل به دقیقه 7

، بودندمثبت   rRNA 16 S هایی که از نظر حضور ژن نمونه

 مراز چندتایی ای پلی با استفاده از روش واکنش زنجیره

(PCR Multiplex )های باکتری  برای ردیابی توکسین

 PCR واکنشارزیابی شدند.  اورئوس لوکوکوسیاستاف

کدکننده  یها ژنجهت ردیابی  پلکس( )مولتی چندتایی

  5میکرولیتر شامل 74در حجم نهایی  ها نیتوکس

با  MgCl2میکرولیتر  PCR 10X ، 7/4میکرولیتر بافر

با غلظت  dNTP  میکرولیتر 14، مولار میلی 7/1غلظت 

با غلظت  R وF  از هر پرایمر میکرولیتر 1، مولار میلی 14

واحد  27/1و الگو  DNAاز  میکرولیتر 7، نانومولار 144

انجام میکرولیتر  1معادل  Polymerase Taq DNA  آنزیم

 17ی حرارتی مورد استفاده شامل: یک سیکل  . برنامهشد

 14، سپس اسیون اولیه()دناتور دقیقه 7درجه سلسیوس 

)  دقیقه 1درجه سلسیوس  10ترتیب  سیکل دمایی به

)اتصال  دقیقه 1درجه سلسیوس  74، دناتوراسیون(

و یک  سازی( )طویل دقیقه 1درجه سلسیوس  52، پرایمر(

سازی  )طویل دقیقه 7درجه سلسیوس  52سیکل نهایی 

ژل  تکثیر یافته از اتتأیید وجود قطعمنظور  به بود. نهایی(

. در شداستفاده  Safe stainآمیزی  با رنگ درصد 1آگارز 

عنوان  به DNA ، از آب مقطر فاقدPCR های تمام واکنش

 10357 اورئوس لوکوکوسیاستافکنترل منفی و از باکتری 

ATCC های و همچنین نمونه DNA های  مثبت از نظر ژن

عنوان کنترل مثبت، استفاده  بهها  کدکننده انتروتوکسین

 (.1. جدول )شد

 

  PCR در واکنش استافیلوکوکوس اورئوسهای هدف  ژناده برای شناسایی فرهای مورد استمتوالی پرای -1جدول 

 ژن هدف (’3-’5توالی پرایمر ) (Pbاندازه محصول ) منبع

(11) 

(700) ACGATCAATTTTTACAGC 

TGCATGTTTTCAGAGTTAATC SEA 

(011) GAATGATATTAATTCGCATC 

TCTTTGTCGTAAGATAAACTTC SEB 

(275) GACATAAAAGCTAGGAATTT 

AAATCGGATTAACATTATCCA SEC 

(110) TTACTAGTTTGGTAATATCTCCTT 

CCACCATAACAATTAATGC SED 

(241) AGGTTTTTTCACAGGTCATCC 

CTTTTTTTTCTTCGGTCAATC SEE 

 

بیوگرام  آنتیتست  بیوتیکی: سنجش مقاومت آنتی

انجام گرفت. بعد از تهیه   diffusion_Diskبه روش

 7/4سوسپانسیون میکروبی مطابق با محلول استاندارد 

فارلند، در محیط کشت مولر هینتون آگار کشت داده  مک

بیوگرام، شامل  های آنتی شد و پس از آن دیسک

، جنتامایسین (PENسیلین ) پنی، (AMسیلین ) آمپی

(GMسولفامتاکسازول ،) (SXTآموک ،)سی ( کلاوAMC ،)

 نیسیکاناما (،ER) نیسیترومایار(، TE) نیکلیتتراس

(KM)، میسفوتاکس (CX( و آمیکاسین )AC ) روی محیط

ساعت انکوباسیون، با  20کشت قرار داده شد. پس از 

ها به  های عدم رشد، میزان مقاومت جدایه تعیین قطر هاله

 .(11)گیری شد  ها اندازه بیوتیک آنتی

ها، از  در مطالعه حاضر برای بررسی داده آنالیز آماری:

استفاده شد. آنالیزهای  21نسخه  SPSSافزار آماری  نرم

بود. در این مطالعه روابط آماری  ANOVAآماری از نوع 

دار بودن یا نبودن  بین نوع ماده غذایی و ارتباط معنی

( در نظر گرفته >47/4Pداری ) مقایسه شد. سطح معنی

ها از آزمون  بیوتیکی جدایه شد. جهت ارزیابی مقاومت آنتی

 فریدمن استفاده شد.آماری نانپارامتریک 

 جنتای
 244نتایج نشان داد که از مجموع  2مطابق جدول 

ترتیب بیشترین و کمترین میزان  نمونه لبنیات سنتی به



 بیوتیکی ... های کدکننده انتروتوکسین و الگوی مقاومت آنتی فراوانی ژنبررسی 

108 

شر
ن

 هی
 تازه

ر م
ا د

ه
ی

ب
کرو

 
اس

شن
 ی

شک
مپز

دا
 ی

 
لد 

ج
7

اره 
شم

/
2/

ان
ست

 زم
یز و

پائ
 

30
41

 

مربوط به شیر خام  اورئوس لوکوکوسیاستافآلودگی به 

 11درصد(، پنیر سنتی ) 04درصد(، کره سنتی ) 07)

ی ها درصد( بود. در نمونه 12درصد( و ماست سنتی )

ترتیب بیشترین  نمونه به 174سالاد عرضه شده از مجموع 

 11/24و کمترین میزان آلودگی مربوط به سالاد فصل )

 11/7درصد( و سالاد سزار ) 1درصد(، سالاد ماکارونی )

نمونه،  144های ناگت، از مجموع  درصد(، بود و برای نمونه

درصد(  2درصد( بیشترین و ناگت مرغ ) 7ناگت گوشت )

را  اورئوس لوکوکوسیاستافین میزان آلودگی به کمتر

 لوکوکوسیاستافهای  داشتند. همچنین نتایج نمونه

سیلین نشان داد که از مجموع  مثبت مقاوم به متی اورئوس

ترتیب بیشترین و کمترین  نمونه لبنیات سنتی به 244

درصد(،  17/21ترتیب برای شیر خام ) میزان آلودگی به

درصد( و  11/12د(، پنیر سنتی )درص 17/21کره سنتی )

های سالاد از  درصد( بود. در نمونه 51/0ماست سنتی )

درصد(، سالاد  77/10نمونه، سالاد فصل ) 174مجموع 

درصد( و آلودگی  11/2درصد( و سالاد سزار ) 0ماکاونی )

درصد( و  14نمونه ناگت گوشت ) 144ها از مجموع  ناگت

 در ناگت مرغ آلودگی وجود نداشت.

 

شده در  لبنیات سنتی، سالاد و ناگت عرضه های به تفکیک در نمونه سیلین متی به مقاوم های سویه و اورئوس لوکوکوسیاستاف شیوع -2جدول 

 شهرستان شهرکرد

مقاوم به  استافیلوکوکوس اورئوسشیوع 

 سیلین متی
 ها تعداد نمونه استافیلوکوکوس اورئوسشیوع 

های  نمونه

 شده تفکیک
 غذایینوع ماده 

 شیر خام 74 درصد( 07نمونه ) 20 درصد( 17/21نمونه ) 15

 لبنیات سنتی

 ماست سنتی 74 درصد( 12نمونه ) 1 درصد( 51/0نمونه ) 1

 پنیر سنتی 74 درصد( 21نمونه ) 11 درصد( 11/12نمونه ) 7

 کره سنتی 74 درصد( 04نمونه ) 24 درصد( 17/21نمونه ) 15

 مجموع نمونه 244 درصد( 7/11نمونه ) 11 درصد( 51نمونه ) 07

 سالاد فصل 74 درصد( 11/24نمونه ) 11 درصد( 77/10نمونه ) 21

 سالاد
 سالاد سزار 74 درصد( 11/7نمونه ) 7 درصد( 11/2نمونه ) 0

 سالاد ماکارونی 74 درصد( 1نمونه ) 1 درصد( 0نمونه ) 1

 مجموع 174 درصد( 12نمونه ) 07 درصد( 77/10نمونه ) 11

 گوشت 74 درصد( 7نمونه ) 7 درصد( 14نمونه ) 1

 مرغ 74 درصد( 2نمونه ) 2 - ناگت

 مجموع 144 درصد( 14) 14 درصد( 14نمونه ) 1

 

نمونه مواد غذایی  074نتایج نشان داد که از مجموع 

 لوکوکوسیاستافبیشترین و کمترین شیوع آلودگی به 

ترتیب مربوط به لبنیات  بهسیلین  مقاوم به متی اورئوس

نمونه بود. آنالیزهای  1نمونه و ناگت  11نمونه، سالاد  07

گیری شده  آماری نشان داد بین مواد غذایی مختلف نمونه

دار وجود  در شهرستان شهرکرد ارتباط آماری معنی

 10نمونه ) 11، لبنیات 2(. مطابق جدول >47/4pنداشت )

نمونه  14رصد( و ناگت د 11/14نمونه ) 07درصد(، سالاد 

آلوده بودند.  اورئوس لوکوکوسیاستافدرصد( به  2/2)

مقاوم به  اورئوس لوکوکوسیاستافهمچنین شیوع 

درصد(،  51نمونه ) 07های لبنیات  سیلین در نمونه متی

 14نمونه ) 1درصد( و ناگت  77/10نمونه ) 11سالادها 

 درصد( بود.
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 لبنیات سنتی، سالاد و ناگت عرضه شده در شهرستان شهرکرد در سیلین متی به مقاوم های سویه و اورئوس لوکوکوسیاستاف شیوع. 3جدول 

 داری سطح معنی
استافیلوکوکوس شیوع 

 سیلین مقاوم به متی اورئوس

استافیلوکوکوس شیوع 

 اورئوس

آوری  های جمع تعداد نمونه

 شده
 نوع ماده غذایی

ns3300/3 07 ( 51نمونه )لبنیات سنتی 244 درصد( 10نمونه ) 11 درصد 

ns3342/3 11 ( 77/10نمونه )سالاد 174 درصد( 11/14نمونه ) 07 درصد 

ns3304/3 1 ( 14نمونه )ناگت 144 درصد( 2/2نمونه ) 14 درصد 

 مجموع 074 درصد( 77/21نمونه ) 121 درصد( 27/17نمونه ) 51 -

ns دار نیست. مختلف معنی های در نمونه: تفاوت بین آلودگی 

 

 
لبنیات سنتی، سالاد و ناگت عرضه شده در شهرستان  سیلین در در های مقاوم به متی و سویه اورئوس لوکوکوسیاستافشیوع آلودگی به  -1نمودار 

 شهرکرد

 

استافیلوکوکوس های  نتایج جدایه -0مطابق جدول 

و سیلین مثبت نشان داد که بیشترین  متی اورئوس

 SEBدرصدSEA (20/11  ،)کمترین ژن حامل مربوط به 

 SED (25/2درصدSEC (01/10  ،)  درصد(، 17/15)

درصد( بود. به این ترتیب بیشترین  77/7) SEEو   درصد(

مربوط به ماست سنتی و ناگت گوشت،  SEAآلودگی به 

SEB  ،مربوط به ناگت گوشتSEC  ،مربوط به سالاد فصل

SED  وSEE .مربوط به کره سنتی بود 

 

های لبنیات سنتی، سالاد و ناگت  نمونه از شده جدا سیلین متی به مقاوم اورئوس لوکوکوسیاستاف های جدایه در انتروتوکسین های ژن فراوانی -4جدول 

 عرضه شده در شهرستان شهرکرد

سیلین مقاوم به متی استافیلوکوکوس اورئوسهای  شیوع ژن  
سیلین مثبت متیهای  نمونه  

SEE SED SEC SEB SEA 

درصد 77/7( 15/1) - درصد 77/7( 15/1)  درصد 10/15( 15/1)  درصد 72/21( 15/0)   شیر خام 

درصد 11/11( 1/2) - - -   ماست سنتی 

درصد 7/12( 7/1) - - درصد 7/12( 7/7) -   پنیر سنتی 

درصد 77/7( 15/1) درصد 51/11( 15/2)  درصد 10/15( 15/1)  درصد 77/7( 15/1)  درصد 15/01( 15/5)   کره سنتی 

درصد 51/0( 21/1)  درصد 40/11( 21/0)  درصد 74/21( 21/7)  درصد 77/02( 21/1)   سالاد فصل 

درصد 27( 0/1) - - - -  سالاد سزار 

درصد 11/11( 1/1)   درصد 11/11( 1/1)  درصد 11/11( 1/1)   سالاد ماکارونی 

درصد 11/11( 1/1) - - - درصد 11/11( 1/2)   ناگت گوشت 

 ناگت مرغ - - - - -

درصد 77/7( 15/1) درصد 25/5( 77/0)  درصد 01/10( 11/14)  درصد 17/15( 10/11)  درصد 20/11( 51/11)   مجموع 
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 استافیلوکوکوس اورئوس متی سیلین مثبت استافیلوکوکوس اورئوس
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بیوتیکی  الگوی مقاومت آنتی -7مطابق جدول 

سیلین،  مقاوم به متی استافیلوکوکوس اورئوسهای  سویه

های جنتامایسین،  بیشترین مقاومت مربوط به جدایه

 144کلاو ) درصد(، آموکسی 144سولفامتاکسازول )

 144درصد( و سفوتاکسیم ) 144سیلین ) درصد(، پنی

درصد( بود؛ همچنین نتایج نشان داد که کمترین میزان 

درصد(،  11های آمیکاسین ) مقاومت مربوط به جدایه

سیلین  درصد( و تتراسایکلین و آمپی 11ومایسین )اریتر

داری بین  درصد( بود. نتایج نشان داد ارتباط معنی 10)

های مقاوم و نوع ماده غذایی وجود نداشت  جدایه

(p>00/05.) 

 

 
سالاد و ناگت عرضه شده در لبنیات سنتی،  سیلین در مقاوم به متی اورئوس لوکوکوسیاستاف SEDو  SEA ،SEB، SEC ،SEDهای حدت  . ژن2تصویر 

 شهرستان شهرکرد

 

 

 

 
سیلین در لبنیات سنتی، سالاد و ناگت عرضه شده در شهرستان  مقاوم به متیاستافیلوکوکوس اورئوس  بیوتیکی آنتیوضعیت مقاومت  -2نمودار

 شهرکرد
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 نوع آنتی بیوتیک

 آموکسی کلاو پنی سیلین سولفامتاکسازول آمپی سیلین جنتامایسین
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های عرضه  لبنیات، سالاد و ناگت های نمونه از شده جدا سیلین متی به مقاوم اورئوس لوکوکوسیاستاف های سویه بیوتیکی آنتی مقاومت الگوی -5جدول 

 شده در شهرستان شهرکرد

 

 گیری و نتیجه بحث
مواد  یاز آلودگ یمرتبط با غذا، ناش یمشکلات بهداشت

بر سلامت و اقتصاد  یجهان یریتأث ه،یسوء تغذ ای ییغذا

مسئله  کیمنتقله از غذا  یها یماریب ژه،یو به؛ دارد یعموم

از  یا ندهیاست و تعداد فزا یسلامت عموم یبرا یاصل

مرتبط با انواع مختلف  یماریو موارد پراکنده ب وعیش

مسئول  های ناشی از غذا، که بیماری غذاها وجود دارد

مرگ در هر سال  024444و  یماریب ونیلیم 144 حدود

ها بدون  کیوتیب یز آنتاستفاده اهمچنین  .(10) هستند

روش معمول در  کیاستاندارد  یها از دستورالعمل یرویپ

و  یکیژنت ییدر حال توسعه است که باعث واگرا یکشورها

شده  استافیلوکوکوس اورئوسدر  ییمقاومت دارو شیافزا

 وعیموارد ش نیشتریب، محققان نشان دادند که (17)است 

مصرف  لیدل ها به مارستانیاز غذا در ب یناش یها یماریب

( S. aureus) استافیلوکوکوس اورئوسآلوده به  ییمواد غذا

که با  یگوارش یها یماریبروز انواع مختلف ب است.

ضعف و اسهال  ،یعضلات شکم یاستفراغ، تهوع، گرفتگ

به  یسندرم شوک سم نیشوند و همچن یشناخته م

در  شود. ینسبت داده م استافیلوکوکوس اورئوس یها هیسو

های  فراوانی ژنهمین راستا هدف از مطالعه حاضر بررسی 

بیوتیکی  کدکننده انتروتوکسین و الگوی مقاومت آنتی

سیلین  متی مقاوم به استافیلوکوکوس اورئوسهای  ایزوله

مواد غذایی عرضه شده در شهرستان های  جداشده از نمونه

شهرکرد بود، که نتایج این مطالعه گویای فراوانی 

نتایج سیلین بود.  مقاوم به متی استافیلوکوکوس اورئوس

 اورئوس لوکوکوسیاستافنشان داد که بیشترین آلودگی به 

درصد و ناگت  11/14درصد، سالاد  10مربوط به لبنیات 

مقاوم به  اورئوس لوکوکوسیاستافدرصد بودند. شیوع  2/2

درصد، سالادها  51های لبنیات  سیلین در نمونه متی

و کمترین بیشترین درصد بود.  14درصد و ناگت  77/10

 SEBدرصدSEA (20/11  ،)ترتیب مربوط به  شیوع ژن به

 SED (25/2درصدSEC (01/10  ،)  درصد(، 17/15)

درصد( بود. نتایج مقاومت  77/7) SEEدرصد( و 

بیوتیکی نشان داد که بیشترین مقاومت مربوط به  آنتی

جنتامایسین، سولفامتاکسازول و کمترین مقاومت مربوط 

از دلایل عمده آلودگی سیلین و آمیکاسین بود.  به آمپی

ن به تماس مستقیم توا می استافیلوکوکوس اورئوسبالا به 

های آلوده، کود  های سالاد و لبنیات با خاک، آب نمونه

حیوانی و فضولات انسانی و حیوانی و عدم رعایت بهداشت 

سازی و عرضه مواد  سازی، آماده در طول طبخ، ذخیره

غذایی اشاره کرد. در پژوهش انجام شده توسط گودرزی و 

رضه شده (، بر روی آلودگی سالادهای ع2411همکاران )

درصد از  04در شهرستان بندرعباس گزارش دادند که 

، که (11)آلوده بودند  استافیلوکوکوس اورئوسها به  نمونه

و  Esemuبا نتایج حاصل از مطالعه حاضر مطابقتی ندارد. 

ای بر روی شیوع آلودگی  ( در مطالعه2421همکاران )

در مواد غذایی عرضه شده در  استافیلوکوکوس اورئوس

 57/72نمونه،  024کامرون، گزارش دادند که از مجموع 

آلوده بودند؛  لوکوکوس اورئوساستافیدرصد سالادها به 

بیوتیکی مربوط به  همچنین بیشترین مقاومت آنتی

، که با نتایج حاصل از پژوهش (15)سیپروفلوکساسین بود 

درصد  11/14این پژوهش سالاد حاضر مطابقتی ندارد. در 

آمیکاسین 

)%( 

سفوتاکسیم 

)%( 

کانامایسین 

)%( 

اریترومایسین 

)%( 

تتراسایکلین 

)%( 

کلاو  آموکسی

)%( 

سیلین  پنی

)%( 

سولفاکتاکسازول 

)%( 

سیلین  آمپی

)%( 

جنتامایسین 

)%( 
 مواد غذایی

 لبنیات 144 10 10 144 144 10 71 51 144 11

 سالاد 51 51 144 75 10 55 15 71 77 51

 ناگت 55 77 70 51 75 71 11 70 11 57
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بیوتیکی برای سولفامتاکسازول  و بیشترین مقاومت آنتی

های  ( بر روی نمونه2411و همکاران ) Bilginبود. تحقیق 

سالاد عرضه شده در استانبول ترکیه گزارش دادند که از 

 استافیلوکوکوس اورئوسدرصد به  11نمونه  74مجموع 

، که میزان آلودگی گزارش شده فراتر از (71)آلوده بودند 

راستا با پژوهش حاضر،  نتایج مطالعه حاضر است. هم

(، شیوع آلودگی به 2424مومنی شهرکی و همکاران )

سیلین در  مقاوم به متی استافیلوکوکوس اورئوس

درصد و مقاومت  71/7های سالاد در شهرکرد را  نمونه

های  یکبیوت ها به آنتی درصدی جدایه 144

شیوع ژن سیلین و  سیلین و آمپی سولفامتاکسازول، پنی

SEA  که مطابق با (11)گزارش دادند درصد  77/02را ،

 نتایج حاصل از پژوهش حاضر است.

(، بر وری 2422ای افشاری و همکاران ) در مطالعه

گیری شده در مشهد به  آلودگی مواد غذایی نمونه

که  سیلین دریافتند مقاوم به متی استافیلوکوکوس اورئوس

سیلین و  های سالاد بیشترین مقاومت را به پنی نمونه

درصد بود  75/12سیلین داشته و شیوع آلودگی  آمپی

دست آمده از تحقیق  ، که مطابق با نتایج به(24)است 

 حاضر است.

Doudaran ( بر روی آلودگی به 2422و همکاران )

شده در   در لبنیات سنتی تهیه استافیلوکوکوس اورئوس

درصد آلوده و  11/24استان البرز، گزارش دادند که 

 11/11درصد و پنیر سنتی  11/11آلودگی شیر خام 

تر از نتایج تحقیق  ، که متفاوت(21)درصد بوده است 

 11/14باشد. در این مطالعه آلودگی لبنیات  حاضر می

 21و  07درصد بود که آلودگی به شیر خام و پنیر سنتی 

و همکاران  Goncalvesای توسط  در مطالعه درصد بود.

استافیلوکوکوس سنتی به ( بر روی آلودگی لبنیات 2421)

سیلین در هندوستان گزارش دادند  مقاوم به متی اورئوس

آلوده بودند  استافیلوکوکوس اورئوسدرصد به  1/11که 

که با مطالعه حاضر مطابقت دارد. در تحقیقی توسط  (22)

Phiri  و همکاران بر روی آلودگی لبنیات سنتی به

سیلین در چین،  مقاوم به متی استافیلوکوکوس اورئوس

و  12/0ترتیب  گزارش دادند که پنیر سنتی و شیر خام به

، که با نتایج حاصل از (21)درصد آلودگی داشتند  01/7

مطالعه حاضر مطابقتی ندارد. در این تحقیق آلودگی به 

 درصد بود. 21و  07ترتیب  شیر خام بهپنیر و 

Grispoldi ( در پژوهشی بر روی 2411و همکاران ،)

استافیلوکوکوس های  آلودگی شیرخام به انتروتوکسین

سیلین در ایتالیا، گزارش دادند که  مقاوم به متی اورئوس

SEA 21/17  ،درصدSEB 77/7  ،درصدSEC 77/7 

، که با مطالعه حاضر (20)درصد بود  SED 01/27درصد، 

دقیقاً مطابقت دارد، اما در خصوص سایر  SECدر خصوص 

و همکاران  Oliveriaها مطابقتی وجود ندارد.  انتروتوکسین

(، بر روی آلودگی شیر خام در پرتغال، دریافتند که 2422)

درصد وجود  7/1و  11ترتیب  به SEBو  SEAهای  ژن

 ، که با نتایج مطالعه حاضر مطابق است.(27)داشتند 

در ( 2424و همکاران ) Keyvanای توسط  در مطالعه

های  بر روی آلودگی شیر خام به انتروتوکسینترکیه، 

نمونه آلودگی  11سیلین مثبت گزارش دادند که  متی

درصد به  1/11های آلوده  وجود داشته است که از نمونه

بیشترین  SEEو   SEBها آلوده بودند که  انتروتوکسین

که در  ؛(21)ها داشتند  نتروتوکسینآلودگی را در بین ا

باشد  خصوص آلودگی شیر خام کمتر از مطالعه حاضر می

ها همسو با مطالعه حاضر است.  اما در خصوص آلودگی ژن

Sadek   وporiem ای مشابه، بر روی شیر خام  در مطالعه

در مصر، گزارش دادند که آلودگی در شیر خام، پنیر و 

درصد بودند،  4و  25درصد،  7/12ترتیب  ماست سنتی به

( 25درصد بود ) SEC 5/2 همچنین شیوع آلودگی به ژن 

 که با مطالعه حاضر همسو است.

ر از ( در مص2417و همکاران ) Ibrahimدر مطالعه 

 14صورت تصادفی،  نمونه ناگت تهیه شده به 14مجموع 

، (27)بودند  اورئوس لوکوکوسیاستافدرصد آنها آلوده به 

 استافیلوکوکوس اورئوسکه در مطالعه حاضر آلودگی به 

و همکاران  Shylajaدر مطالعه  درصد بود. 2/2ها،  در ناگت

( در هندوستان برروی آلودگی مواد غذایی به 2417)

ناگت تهیه شده  14، از مجموع استافیلوکوکوس اورئوس
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درصد  1/11مورد معادل میزان  11صورت تصادفی،  به

ترتیب  داشتند و به ستافیلوکوکوس اورئوساآلودگی به 

( و درصد 51/17) 1(، درصد 12/21) 7(، درصد 17/75)

 (21) مثبت بودند SEB و SEA ی( برادرصد 71/14) 2

باشد. فراوانی آلودگی به  ر از تحقیق حاضر میت که متفاوت

 2/2های این مطالعه  در ناگت اورئوس لوکوکوسیاستاف

 SEBو  SEAزای  های انتروتوکسین درصد و آلودگی به ژن

 درصد بود. 11/11و  11/11ترتیب  به

 استافیلوکوکوس اورئوسها به  میزان آلودگی در ناگت

که با مطالعه  (11 ،14)درصد بود  2/2در مطالعه حاضر 

مطابقتی ندارد و میزان آلودگی در مطالعه حاضر  حاضر

باشد. درحالی که با  تر از مطالعات نامبرده می پائین

های  ژندرخصوص شیوع  (10-12)مطالعات 

 SEAو   SEBسیلین مثبت  متی استافیلوکوکوس اورئوس

 در ناگت گوشت مطابقت دارد.

ترین دلایل عدم مطابقت مطالعه حاضر با سایر  از مهم

توان به خطای آزمایشگر، تفاوت در شیوه  مطالعات می

بندی اشاره کرد. بنابراین؛  طبخ غذا، نوع نگهداری و بسته

 یها نمونه نیدر ب اورئوس لوکوکوسیاستاف یبالا وعیش

آماده، ضرورت  یدر غذاها MRSAو وجود  شیمورد آزما

و  یفست فود یها در آشپزخانه یاقدامات بهداشت یاجرا

 فیتوص نده،ی. در آکند یرا برجسته م یابانیخ یغذاها

 دیجداشده با MRSA یها هیسو یکیو اکولوژ یمولکول

بهتر از  یانجام شود. آگاه یمنشاء آلودگ نییتع یبرا

 ه،یمواد اول یآور در هنگام جمع قیدق یاقدامات بهداشت

به دست  دیو سرو با ینگهدار ،یغذا، نگهدار هیته

و در نهایت جهت  آموزش داده شود ییاندرکاران مواد غذا

 استافیلوکوکوس اورئوسهای ناشی از  درمان مسمومیت

 بیوتیک محدود شود. استفاده از آنتی

 سپاسگزاری

 گروه ســـیله از کلیـــه همکـــارانبـــدین و

بهداشت مواد غذایی دانشکده دامپزشکی دانشگاه آزاد 

ه نهایت همکاری را در انجام ایـن ک اسلامی واحد شهرکرد

 .آید پـروژه داشتند تشکر به عمل می
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Summary 

 

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus is the most important threats to human health due to its ability to 

cause a wide range of food poisoning, and its monitoring in food is important. The purpose of this study was to 

investigate the frequency of enterotoxin coding genes and the antibiotic resistance pattern of methicillin-

resistant Staphylococcus aureus isolates isolated from food samples supplied in Shahrekord city. 450 food sam-

plesincluding traditional dairy products, salad and nuggets were randomly collected from supply centers in 

Shahrekord city and transferred to the laboratory. The standard method was used to isolate staphylococcus and 

the diffusion disk method was used to evaluate antibiotic resistance  . The results showed that the highest contam-

ination with Staphylococcus aureus was related to dairy products (14%), salad (10.66%) and nuggets (2.2%). 

The prevalence of methicillin-resistant Staphylococcus aureus in dairy samples was 71%, salads 64.58% and 

nuggets 30%. The highest and lowest prevalence of genes were respectively related to SEA (39.24%), SEB 

(17.18%), SEC (14.49%), SED (2.27%) and SEE (5.88%). The results of antibiotic resistance showed that the 

highest resistance was related to gentamicin, sulfamethoxazole, and the lowest resistance was related to ampicil-

lin and amikacin. Due to the abundance of methicillin-resistant Staphylococcus aureus and the simultaneous 

presence of several coding genes in dairy products, salad and nuggets, the need for health supervision on the 

production and supply of food storage increases, as well as the use of Antibiotics should be limited in cases of 

poisoning caused by Staphylococcus aureus. 
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 اشریشیاکلیهای  بررسی اثر ارسولیک اسید بر مهار رشد و تشکیل بیوفیلم در جدایه

 الطیف جدا شده از گوشت مرغ مولد بتالاکتاماز وسیع

 

 2*پورلیلا اسد ،1المیرا شمشادی

 
 .، ایرانرشت، دانشگاه آزاد اسلامی رشت، رشتشناسی، واحد  زیستگروه آموخته کارشناسی ارشد،  دانش -1

 .، ایرانشناسی، واحد رشت، دانشگاه آزاد اسلامی رشت، رشت زیستگروه ، دانشیار -2
 

 1041 آذر 14: ،  پذیرش نهایی1041 آبان 21،  بازنگری: 1041 اردیبهشت 14دریافت مقاله: 

 

 

 چکیده

مقاوم  یها یاست. باکتر یدر حوزه پزشک یجد یها از چالش یکی ها کیوتیب یبه آنت ییایمقاومت باکتر ر،یاخ یها سال در

 هدف از اند. را دشوار کرده ها یباکتر نیاز ا یناش یها به سرعت در حال گسترش هستند و درمان عفونت کیوتیب یبه آنت

مولد بتالاکتاماز  اشریشیاکلی یها هیدر برابر سو دیاسرسولیک ا ی و ضد بیوفیلمیکروبیضد م ی خواصحاضر بررس مطالعه

های مورد مطالعه به روش انتشار دیسک و  اثر مهاری ارسولیک اسید بر جدایه .باشد الطیف جدا شده از گوشت مرغ می وسیع

به روش براث میکرودایلوشن و اثر ضد بیوفیلمی آن به روش میکروپلیت ارزیابی شد.  MICتعیین حداقل غلظت مهاری یا 

و  fimHهای بیوفیلم  و اثر آن بر بیان ژن Time Killبه روش سنجش  اشریشیاکلیمانی  د بر زندههمچنین تأثیر ارسولیک اسی

csgA  به روشReal time-PCR .ها نشان داد و  در این مطالعه، ارسولیک اسید اثر مهاری بر رشد همه جدایه بررسی شدMIC 

های زیر مهاری ارسولیک  لم در شرایط تیمار شده با غلظتدرصد مهار بیوفیلیتر بود.  گرم بر میلی میلی 1/1تا  0/4آن بین 

تیمار با غلظت تحت مهاری همچنین در مطالعه حاضر درصد متغیر بود  1/15تا  2/71جدایه مورد مطالعه بین  1اسید در 

د بر رشد نتایج این مطالعه بیانگر اثر مهاری ارسولیک اسی گردید. csgAو  fimHهای  ارسولیک اسید سبب کاهش بیان ژن

تواند امکان  مولد بتالاکتاماز و کاهش قدرت تشکیل بیوفیلم آن است. انجام مطالعات درون تنی می اشریشیاکلیهای  جدایه

 های مقاوم به دارو را روشن سازد. کاربرد بالینی آن در کنترل عفونت ناشی از جدایه

 بتالاکتامازاشریشیاکلی، ارسولیک اسید، ضد بیوفیلمی،  :کلیدیواژگان 
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 مقدمه

 عیگسترده در علوم و صنا یها شرفتیوجود پ با

از  یکیمنتقله از غذا همچنان  یها یماریب ،ییغذا

در سراسر جهان  یبهداشت عموم داتیتهد نیتر یجد

نفر را تحت  ونیلیکه هر ساله صدها م رود، یشمار م به

. این مشکل در کشورهای در حال دهد یقرار م ریتأث

توسعه و در میان افرادی که به ضعف سیستم ایمنی و یا 

 ظهور. سوء تغذیه مبتلا هستند، در حال افزایش است

 یها یماریدر ب ژهیو به ک،یوتیب یمقاوم به آنت یها پاتوژن

 جادیا یسلامت عموم یبرا یجد یمنتقله از غذا، چالش

هوازی  باسیل گرم منفی، بی اشریشیاکلی (.1) کرده است

اختیاری و فاقد اسپور است که در خانواده انتروباکتریاسه 

ها مثل  طیف مختلفی از عفونت اشریشیاکلیقرار دارد. 

مسمومیت غذایی، اسهال در بالغین، اسهال کشنده در 

های  یلونفریت، ابسهکودکان، عفونت ادراری، سیستیت، پ

شکمی، پنومونی، استئومیلیت، عفونت بافت نرم و 

های  یکی از پاتوژن اشریشیاکلی .کند باکتریومی ایجاد می

باشد و توانایی بالای  های منتقله از غذا می رایج در بیماری

ترین منابع پروتئینی  آن در فساد گوشت مرغ که از مهم

مورد مصرف در ایران است، در مطالعات مختلف گزارش 

بیوتیکی در  امروزه مسئله مقاومت آنتی .(1، 2شده است )

ل بزرگ در امر درمان های پاتوژن به یک معض بین باکتری

دهه گذشته افزایش مقاومت  7تبدیل شده است. در طول 

ترین روش  عمده .نیز دیده شده است اشریشیاکلیدر 

های کلاس  بیوتیک ها در برابر آنتی مقابله این باکتری

ها  های بتالاکتاماز توسط باکتری بتالاکتام، تولید آنزیم

ری از بسیا)باشد که به دو صورت کروموزومی  می

 استافیلوکوکوس)و پلاسمیدی ( های گرم منفی باکتری

های  با توجه به اهمیت باکتری .شوند تولید می (اورئوس

تولیدکننده بتالاکتاماز لازم است تدابیر درستی برای 

های  های ایجاد شده توسط این ارگانیسم درمان عفونت

های مورد توجه در  مقاوم اتخاذ شود. یکی از گزینه

اخیر دستیابی به ترکیبات مهارکننده آنزیم  های سال

 (.0بتالاکتاماز است )

کشف  یبرا یا گسترده قاتیراستا، تحق نیدر ا

انجام شده  ییایباکتر ضد تیبا خاص یعیطب باتیترک

محصولات طبیعی مشتق شده از ضایعات فراوری است. 

های ضد باکتریایی جدید  عنوان منبع متابولیت میوه به

 کی ک،یارسول دیاس بات،یترک نیاز ا یکی .ندا شناخته شده

 ضد یی،ایباکتر اثرات ضد لیدل است که به هیثانو تیمتابول

مورد توجه  یا ندهیطور فزا خود، به ی و ضد سرطانیالتهاب

رسانی  ارسولیک اسید بر مسیرهای پیام .قرار گرفته است

سلولی، القای آپوپتوز و کاهش رشد تومور مؤثر بوده 

عنوان یک ترکیب امیدوارکننده برای پیشگیری و درمان  به

اخیراً فعالیت ضد  (.7شود ) سرطان در نظر گرفته می

های مختلف از  در برابر باکتریارسولیک اسید میکروبی 

 باسیلوس، اشریشیاکلی، وزاآئروژین سودوموناسجمله 

، فلکسنری شیگلا، اورئوس استافیلوکوکوس، سرئوس

، مونوسیتوز لیستریاو  فیکالیس انتروکوکوس، کلرا ویبریو

طور  تواند به ارسولیک اسید می. (1نشان داده شده است )

ها برای افزایش فعالیت آنها  بیوتیک افزایی با آنتی هم

استفاده شود و کارآمدی آن در پراکندگی بیوفیلم تولید 

اثبات گردیده است  اورئوس استافیلوکوکوسشده توسط 

 نیا هدف(. با توجه به خواص بیولوژیک ارسولیک اسید 7)

 یها ژن انیبر رشد و ب آن یاثرات مهار یابیمطالعه، ارز

 یکلایشیاشر یها هیدر سو لمیوفیب لیدر تشک لیدخ

 .است فیالط عیبتالاکتاماز وس دکنندهیتول

 ها روش و مواد
جداسازی و شناسایی باکتری آوری نمونه،  جمع

نمونه گوشت  14تعداد  1042در سال اشریشیاکلی: 

آوری شد.  مرغ از مراکز فروش در استان گیلان جمع

های کشت آگار  آوری شده بر روی محیط های جمع نمونه

 سپس کشت داده شدند.  EMBکانکی و آگار  مک

های  لاکتوز مثبت رشد کرده با استفاده از تست های کلونی

، کنش متیل ردتولید اندول، وا بیوشیمیایی شامل بررسی

، مصرف سیترات، آز واکنش وژ پروسکوئر، تولید اوره

تعیین  تخمیر گلوکز و دکربوکسیلایون ارنیتین و لیزین

 (.2هویت گردیدند )
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 های اشرشیاکلی شناسایی مولکولی جدایه

ها با استفاده  جدایه DNAاستخراج : DNAاستخراج 

کلنی ک از روش جوشاندن انجام شد. به این ترتیب که ی

راث درون ب  BHI از محیط برداشته و در محیط

ساعت  24 مدت تری حل و بهلی میلی 7/1 میکروتیوپ

دقیقه  7 ها به مدت ببعد میکروتیو گذاری شد. گرمخانه

گردیدند. سپس مایع  دقیقه سانتریفیوژ در دور 12444در 

میکرولیتر آب   744در  رسوب رویی دور ریخته شد و

ها  نسیون درآمد. برای لیز سلولمقطر به حالت سوسپا

شد، پس  جوشاندهدقیقه  14 مدت سوسپانسیون حاصل به

دقیقه  7دقیقه به مدت در دور  12444از آن محلول در 

استخراج شده  DNA سانتریفیوژ گردید. مایع رویی حاوی

 (.5در نظر گرفته شد )

جهت : PCRدر واکنش  uspAبررسی حضور ژن 

از  اشریشیاکلیشناسایی مولکولی و تأیید تشخیص 

 با استفاده از پرایمر اختصاصی ژن پروتئین PCRواکنش 

USP  .توالی نوکلئوتیدی پرایمرهای مورد استفاده شد

در  PCR(. واکنش 7) آمده است 1استفاده در جدول 

میکرولیتر از  7/12میکرولیتر شامل  27حجم 

های پیشرو و پرایمران(، )سیناژن، ایر PCRمسترمیکس 

، میکرولیتر uspA، 1اختصاصی ژن  پیکومول( 24)پیرو 

DNA  انجام  میکرولیتر 7/5آب مقطر ، میکرولیتر 1الگو

ترتیب شامل مراحل  بهبرنامه حرارتی ترموسایکلر  گرفت.

 14دقیقه،  0مدت  درجه به 10واسرشته شدن اولیه در 

ثانیه و  04 درجه 71دقیقه،  1درجه  10سیکل حرارتی 

ای  سپس یک مرحله ده دقیقهثانیه بود.  07درجه  52

 اشریشیاکلیاز باکتری  .نهایی اضافه گردید طویل شدن

ATCC 25922 عنوان کنترل استفاده گردید. به 

صحت انجام  ییدأبرای ت: PCRالکتروفورز محصول 

PCR  ،و اطمینان از طول درست قطعه تکثیر شده

 DNA safeدرصد حاوی  1روی ژل آگارز  PCRمحصول 

stain  ،سیناژن، ایران( الکتروفورز گردید. برای این کار(

 میکرولیتر از 2همراه با  PCRمحصول میکرولیتر از  14

اری زژل بارگهای  مخلوط و درون چاهک بافر بارگزاری

در و   DNAجفت بازی 144مارکر در چاهک اول  .شدند

الکتروفورز با ولتاژ ریخته شد.  ها نمونههای بعدی  چاهک

پس از اتمام  دقیقه انجام شد. 07مدت  ولت به 124

 توراایلومین ژل بر روی صفحه دستگاه ترانس الکتروفورز،

شد و قرار داده  UVمجهز به دوربین تحت اشعه

 تصویربرداری گردید.

 های جدایهبیوتیکی  تعیین مقاومت آنتی

بیوتیکی  تعیین الگوی مقاومت آنتی اشریشیاکلی:

بیوگرام )دیسک  توسط تست آنتی اشریشیاکلیهای  ایزوله

برای . (1) انجام شد CLSIدیفیوژن( و مطابق استاندارد 

این منظور ابتدا محیط کشت مولر هینتون آگار آماده شد. 

میکرولیتر از سوسپانسیون میکروبی با کدروت  144سپس 

چمنی و پر روی محیط مولر  صورت  مک فارلند به 7/4

های  دیسکشد. بعد از کشت  داده هینتون آگار کشت

بیوتیک مورد استفاده شامل جنتامایسین،  آنتی

اریترومایسین، سفتازیدیم، سفوتاکسیم، تتراسیکلین، 

تحت شرایط استریل کوتریموکسازول و سیپروفلوکساسین 

قرار  با استفاده از پنس استریل به کشت منتقل شد. بعد از

ساعت در  20مدت  ها در پلیت بسته و به دادن دیسک

شد. بعد از  گذاری گراد گرماخانه درجه سانتی 15انکوباتور 

کش قطر هاله  ساعت پلیت بررسی و با استفاده از خط 20

بررسی فنوتیپی تولید آنزیم گیری گردید.  عدم رشد اندازه

ه به های مورد مطالع الطیف در جدایه بتالاکتاماز وسیع

انجام  CLSIروش دیسک ترکیبی و طبق دستور عمل 

های  بیوگرام از دیسک شد. بدین منظور در تست آنتی

استفاده شد. سفتازیدیم و سفتازیدیم + کلاولانیک اسید 

در صورتی که تفاوت قطر هاله عدم رشد در دیسک تنها و 

تر /  بزرگکلاولانیک اسید دیسک حاوی مهارکننده 

ر بود، سویه مورد مطالعه مولد آنزیم در مت میلی 7مساوی 

 .(1)نظر گرفته شد 

ها  ارزیابی فنوتیپی قابلیت تولید بیوفیلم جدایه

برای بررسی قدرت تشکیل بیوفیلم  :به روش میکروپلیت
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در محیط تریپتیکاز سوی  ی مورد مطالعهها ابتدا از جدایه

درصد گلوکز سوسپانسیونی  1براث )مرک، آلمان( حاوی 

سپس به هر چاهک الیزا  .فارلند تهیه شد نیم مک معادل

میکرولیتر از این کشت اضافه شد و میکروپلیت در  244

پس  ساعت قرار داده شد. 20درجه به مدت  15انکوباتور 

شستشو شدند تا  PBSها سه بار با  از انکوبه شدن، چاهک

در مرحله بعد،  اند جدا شوند. هایی که نچسبیده باکتری

اند با استفاده از  هایی که به چاهک چسبیده باکتریسایر 

دقیقه فیکس  17مدت  درصد به 11میکرولیتر اتانول  274

میکرولیتر کریستال  244بعد از آن هر چاهک با  .شدند

دقیقه رنگ با  7آمیزی شد و بعد از  درصد رنگ2/4ویوله 

 .آب مقطر شستشو داده شد

بیوفیلم با  ها، آنالیز کمّی بعد از خشک شدن پلیت

 11میکرولیتر از گلاسیال استیک اسید  244اضافه کردن 

آنها در طول  جذب نوریدرصد به هر چاهک و خواندن 

نانومتر توسط دستگاه الیزا ریدر محاسبه شد.  754موج 

اساس میزان جذب  در ارزیابی بیوفیلم تشکیل شده بر

 < ODعنوان تولیدکننده قوی بیوفیلم ) هها ب نوری، سویه

و (  OD >1.500 0.500 <بیوفیلم )تولیدکننده (، 1.500

 (.14در نظر گرفته شدند ) (OD˂0.500) منفیبیوفیلم 

های  بر جدایه ارسولیک اسیدبررسی اثر مهاری 

 :به روش انتشار از دیسک اشریشیاکلیبالینی 

بر  ارسولیک اسیدمنظور بررسی اثر ضد میکروبی  به

، از الطیف بتالاکتاماز وسیع مولد اشریشیاکلیهای  جدایه

روش انتشار از دیسک استفاده شد. برای این منظور ابتدا 

 144محیط کشت مولر هینتون آگار آماده شد. سپس 

 7/4میکرولیتر از سوسپانسیون میکروبی با کدروت 

صورت چمنی و پر روی محیط مولر هینتون   فارلند به مک

آغشته به  های شد. بعد از کشت دیسک داده آگار کشت

تحت شرایط  ارسولیک اسیدگرم  لیمی گرم میلی 1/4

استریل با استفاده از پنس استریل به کشت منتقل شد. 

 20مدت  ها در پلیت بسته و به بعد از قرار دادن دیسک

 گذاری گراد گرماخانه درجه سانتی 15ساعت در انکوباتور 

ساعت پلیت بررسی و با استفاده از  20شد. بعد از 

گیری گردید. این  ش قطر هاله عدم رشد اندازهک خط

 تکرار انجام شد. 1آزمایش در 

به روش براث  ارسولیک اسید MICتعیین 

کمترین غلظت مهارکننده جهت بررسی  :میکرودایلوشن

، در اشریشیاکلیهای  ارسولیک اسید بر جدایهرشد 

از ارسولیک  های متوالی سری رقت خانه 11میکروپلیت 

در محیط کشت مولر هینتون براث تهیه شد. سپس  اسید

 الطیف بتالاکتاماز وسیعمولد  اشریشیاکلی های جدایهاز 

فارلند  کشت تازه با کدورتی معادل با استاندارد نیم مک

 144تهیه شد. سپس از سوسپانسیون میکروبی حاصل، 

 20ها به مدت  پلیت و میکرولیتر به هر چاهک اضافه شد

تکرار  2تور قرار داده شد. این آزمایش در ساعت در انکوبا

 .(11) انجام شد

 هیدر برابر جدا دیاس کیارسول یاثربخش یبررس

با استفاده از روش محاسبه زمان  یکلایشیاشر

در  ارسولیک اسید یاثربخش(: Time kill assay) کشتار

محاسبه زمان با استفاده از روش  اشریشیاکلیجدایه برابر 

ساعته  20دوره  کیمختلف در  یفواصل زمان در کشتار

 ییایباکتر ونیسنجش، سوسپانس نیشد. در ا نییتع

7×147 CFU/mL  مولر لیتر  میلی 2 یحاو های لولهدر

 2MIC ،MIC ،1/2MICهای  همراه با غلظتبراث  نتونیه

 گراد درجه سانتی 15ارسولیک اسید کشت و در دمای از 

ساعت(  20و  7، 0، 2، 4) یانکوبه شد. در فواصل زمان

 چاهکهر  کشت ازمیکرولیتر  144مقدار  ون،یانکوباس

 وشد  قیرق PBS( با 1:14) یصورت متوال برداشته شد و به

 مولر یها تیدر پل ها باکتریزنده ماندن  نییتع یبرا

زمان کشتار  شیآزما .(12کشت داده شد )آگار  نتونیه

آمده از   دست به جیدر دو تکرار مستقل انجام شد تا نتا

 .برخوردار باشد یشتریاعتبار ب

بر مهار بیوفیلم  ارسولیک اسیدبررسی اثر 

بیوفیلمی به روش  اثرات کمی ضد اشریشیاکلی:

ارزیابی روش کار همانند خانه بررسی شد.  11ت میکروپلی

بود با این تفاوت که محیط  فنوتیپی قابلیت تولید بیوفیلم
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ارسولیک  MICحاوی غلظت تحت  تریپتیکاز سوی براث

ارسولیک های حاوی محیط به تنهایی و  چاهک بود. اسید

عنوان کنترل در نظر گرفته شدند.  به تنهایی  اسید

صورت درصد  سنجش کمی بیوفیلم پس از انکوباسیون به

های فاقد ارسولیک  میزان جذب نوری چاهکشد.  تعیین

این  (.11)درصد در نظر گرفته شد  144عنوان  اسید به

 .تکرار انجام شد 2آزمایش در 

و  fimH های ژنبر بیان  ارسولیک اسیدبررسی اثر 

csgA 

های  از جدایه:  cDNAو سنتز  RNAاستخراج 

ارسولیک  MICغلظت تحت تیمار شده با  اشریشیاکلی

در آنها با واکنش  csgAو  fimHهای  ژنکه حضور  اسید

PCR استخراج ، تأیید شده بودRNA   با استفاده از کیت

انجام گردید. همچنین از  )سیناژن، ایران( شرکت سیناژن

عنوان  میکروبی به کشت باکتری بدون حضور مواد ضد

استخراج شده برای  RNAکنترل استفاده شد. بلافاصله از 

شرکت سیناژن  RTبا استفاده از کیت  cDNAساخت 

 RNAمیکروگرم از  1استفاده شد. بدین ترتیب که 

میکرولیتر پرایمر رندوم هگزامر  1تخراج شده همراه با اس

عاری از  بدر میکروتیو DEPC treatedبا اضافه کردن آب 

 7مدت  میکرولیتر رسانده شد و به 14نوکلئاز به حجم 

دقیقه  2گراد و پس از آن  درجه سانتی 17دقیقه در دمای 

شد  spinبر روی یخ قرار داده شد. سپس مخلوط به آرامی 

به آن اضافه شد.  cDNA synthesis mixمیکرولیتر  14و 

مدت  هب بپس از مخلوط کردن اجزای واکنش، میکروتیو

 02دقیقه در دمای  14و سپس  27دقیقه در دمای  14

گراد قرار داده شد. در نهایت با قرار دادن  درجه سانتی

 7مدت  هگراد ب درجه سانتی 77در دمای  بمیکروتیو

ف گردید. صحت انجام واکنش سنتز دقیقه، واکنش متوق

cDNA یید أاز طریق انجام الکتروفورز روی ژل آگارز ت

 .گردید

در این مرحله :  Real time-PCRانجام واکنش 

cDNA ش عنوان الگو در واکن سنتز شده بهReal time-

PCR  از  واکنشمورد استفاده قرار گرفت. در این

شد. پرایمر عنوان ژن استاندارد استفاده  به  gapAژن

صورت لیوفیلیزه از  های مورد بررسی به اختصاصی ژن

شرکت متابیون )آلمان( تهیه گردید. توالی نوکلئوتیدی 

آمده است واکنش  1 پرایمرهای مورد استفاده در جدول

میکرولیتر با استفاده از  24ای پلیمراز در حجم  زنجیره

کره جنوبی  Genet bio CAT.NO:Q1214کیت شرکت 

 :ت زیر انجام شدصور به

 mix (2x) with syber  greenمیکرولیتر از  14 

qmaster  1میکرومول(  14)، پرایمرهای پیشرو و پیرو 

میکرولیتر، آب  1میکروگرم(  1الگو ) cDNAمیکرولیتر، 

میکرولیتر انجام گرفت. برنامه حرارتی ترموسایکلر  5مقطر 

درجه  17ترتیب شامل مراحل واسرشته شدن اولیه در  به

درجه  17سیکل حرارتی 17دقیقه،  1مدت  گراد به سانتی

 52ثانیه و  14گراد  درجه سانتی 14ثانیه،  14گراد  سانتی

 ثانیه بود. تغییر بیان ژن از طریق 14گراد  درجه سانتی
2

-
 

ΔΔCT  تکرار انجام شد. 1محاسبه شد. این آزمایش در 

 

 Real time PCRو  PCRنام و توالی نوکلئوتیدی پرایمرهای مورد استفاده در واکنش  -1جدول 

 نام ژن (3´به  5´توالی نوکلئوتیدی ) منبع کاربرد

PCR ۷ CCGATACGCTGCCAATCAGT 

ACGCAGACCGTAGGCCAGAT 

uspA-F 

uspA-R 

Real time-PCR 

۴۱ 

GCAGAGGTGTCATTATATCCC 

CGTTCAGTTAGGACAGGTTC 

fimH-F 

fimH-R 

Real time-PCR 
CCCGTATACGAGTTGTCAGA 

GCTCAATCGATCTGACCCAA 

csgA-F 

csgA-R 

Real time-PCR ۴۱ 
ACTTACGAGCAGATCAAAGC 

AGTTTCACGAAGTTGTCGTT 

gapA-F 

gapA-R 
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 جنتای
نمونه مورد  14از تعداد  باکتری مورد مطالعه:

جدایه باسیل گرم منفی ،کاتالاز منفی،  72بررسی، 

اسید  -صورت اسید به TSIاکسیداز منفی که در محیط 

،H2S  منفی و گاز مثبت بود، تست حرکت آن مثبت

منفی و همچنین سیمون   VPمثبت، MR،ایندول مثبت ،

در نظر گرفته  اشریشیاکلیعنوان  سیترات آن منفی بود به

تشخیص باکتری تأیید شد.  PCRشدند و در واکنش 

آمده  1در شکل  uspAژن  PCRالکتروفورز محصول 

 است.

 

 
 uspAجفت بازی ژن  884: محصول1جفت بازی، ستون  100: مارکر Mهای اشریشیاکلی. ستون  در جدایه uspAژن  PCRالکتروفورز محصول  -1شکل 

 های مورد مطالعه در جدایه uspAجفت بازی ژن  884: محصول 2-10های  ، ستون ATCC 25922باکتری اشریشیاکلی  در

 

در بررسی ها:  جدایهبیوتیکی  تعیین مقاومت آنتی

 اشریشیاکلیهای  بیوتیکی جدایه فنوتیپی مقاومت آنتی

ها نسبت به تتراسیکلین  بیشترین میزان مقاومت جدایه

درصد( بود.  12/51درصد( و کوترموکسازول ) 70/57)

های مورد مطالعه شامل  بیوتیک مقاومت به سایر آنتی

 21/00درصد، سیپروفلوکساسین  01/11اریترومایسین 

درصد، و سفوتاکسیم  01/11ازیدیم درصد، سفت

درصد  17/11درصد بود و جنتامایسین مؤثرترین )70/11

در (. 2بیوتیک مورد مطالعه بود )جدول  حساسیت( آنتی

درصد( دارای مقاومت 11/02جدایه ) 22این بررسی 

درصد( مولد  70/11جدایه ) 1چندگانه دارویی و 

 الطیف بودند. بتالاکتاماز وسیع

 
 . تست آنتی بیوگرام جدایه های اشرشیا کلی مورد مطالعه2جدول 

 تعداد )درصد( مقاومت بیوتیک آنتی

(77/1)2 جنتامایسین  

(70/11)1 سفوتاکسیم  

(01/11)5 سفتازیدیم  

(21/00)21 سیپروفلوکساسین  

(01/11)11 اریترومایسین  

(12/51)04 کوتریموکسازول  

(70/57) 01 تتراسیکلین  

(11/02) 22 مقاومت چندگانه  

 

در  ها: بررسی قابلیت تولید بیوفیلم در جدایه

 17ها،  بررسی فنوتیپی قابلیت تولید بیوفیلم در جدایه

درصد( قادر به تولید بیوفیلم بودند که از  1/51جدایه )

درصد( تولیدکننده بیوفیلم  21/00)جدایه  21این تعداد 

جدایه با قابلیت تولید بیوفیلم قوی و مولد  1قوی بودند. 

ESBL، .برای ادامه مطالعه انتخاب شد 

های  اثر مهاری ارسولیک اسید بر جدایه

های  اثر ارسولیک اسید بر مهار رشد جدایه اشریشیاکلی:
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 MICبه روش انتشار از دیسک و تعیین  اشریشیاکلی

قطر هاله ممانعت از رشد ایجاد شده توسط بررسی شد. 

های مورد بررسی  گرم ارسولیک اسید در جدایه میلی 1/4

کمترین غلظت  متر متغیر بود. میلی 17تا  5بین 

های  ( ارسولیک اسید در جدایهMICمهارکننده رشد )

مولد بتالاکتاماز به روش براث میکرودایلوشن بررسی شد. 

 1/1تا  0/4د بررسی بین های مور این مقدار در جدایه

 لیتر متغیر بود. گرم بر میلی میلی

اثر ارسولیک اسید بر زمان کشتار اشریشیاکلی: 

جدایه منتخب در برابر  الاژیک اسید یکش یباکتر تیفعال

  log10 CFU/ml در راتییبر حسب تغ اشریشیاکلی

در  نشان داده شده است. 1نمودار زنده در  یها لولس

 20س از پ  log10CFU/mLنمودار سنجش زمان کشتار، 

در نمونه  گراد یدرجه سانت 15 یدر دما ونیساعت انکوباس

 1/2MICدر تیمار باکتری با غلظت . رسید 11شاهد به 

 یها ها در زمان یتعداد باکتر یجیکاهش تدرالاژیک اسید 

 الاژیک اسید باعثساعت مشاهده شد و  20تا  4 نیب

ساعت  20پس از  log10 CFU/ml واحدی در  1/2کاهش 

الاژیک  2MICو  MICدر تیمار با غلظت  .مواجهه شد

زنده به  آئروژینوزا سودوموناس یها تعداد سلول اسید

ساعت در  7سلول زنده پس از  چیو ه افتیشدت کاهش 

مشاهده  نیشده مشاهده نشد. همچن شیآزما یها هیجدا

شده توسط  جادیا ییایباکترجمعیت شد که کاهش 

و زمان قرار گرفتن در  الاژیک اسیدبه غلظت الاژیک اسید 

 .دارد یمعرض آن بستگ

 

 
 

 مولد بتالاکتاماز اشریشیاکلیمانی  های مختلف ارسولیک اسید بر زنده تأثیر غلظت -1نمودار 

 

اثر مهاری ارسولیک اسید بر تشکیل بیوفیلم 

ارسولیک اسید در های بالینی اشریشیاکلی:  جدایه

قادر به کاهش قدرت  1/4MICو  1/2MICهای  غلظت

های مورد مطالعه گردید. درصد مهار  کلی اشریشیااتصال 

 MICبیوفیلم در شرایط تیمار شده با غلظت تحت 

تا  2/71جدایه مورد مطالعه بین  1ارسولیک اسید در 

 (.2درصد متغیر بود )نمودار  1/15
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 در مقایسه با شاهد 1/4MICو  1/2MICهای تحت تیمار با غلظت اشریشیاکلیهای  جذب نوری جدایه-2نمودار 

 

 csgAو  fimHهای  اثر ارسولیک اسید بر بیان ژن

در باکتری  ، csgAو  fimHهای  ژنبررسی بیان : 

ارسولیک  SubMICتحت تیمار با غلظت  اشریشیاکلی

اسید نشان داد که تفاوت بین تیمار و کنترل در سطح 

طور  دار است و ارسولیک اسید به احتمال یک درصد معنی

داری نسبت به شاهد موجب کاهش بیان ژن فوق  معنی

افزار  و نرم  t-test(. آنالیز آماری با 1ارشده است )نمود

SPSS .انجام شده است 

 

 
 در نمونه شاهد و تحت تیمار با ارسولیک اسید csgAو  fimHهای  تغییرات بیان ژن -3نمودار 

 

 گیری و نتیجه بحث
ها یک مشکل  بیوتیکی بین باکتری های آنتی مقاومت

جهانی است و علاوه بر شکست درمان، موجب گسترش 

های  ها و پدید آمدن سویه مقاومت بین سایر باکتری

شود. اعضای خانواده انتروباکتریاسه شامل  تر می مقاوم

باشند. اعضای  زای انسانی می های بیماری ترین باکتری مهم

ها مقاوم  بیوتیک طور معمول نسبت آنتی این خانواده به

های متعدد ذاتی  هستند و این مقاومت ناشی از مکانیسم

اکتسابی است در حال حاضر، کاهش حساسیت به بسیاری 

مشاهده  اشریشیاکلیهای  ها در جدایه بیوتیک از آنتی
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 یها روش یامروز جستجو یپزشک چالششود.  می

مقاوم  یها یز باکترا یناشی ها درمان عفونت در نیگزیجا

ها با  انواع زیادی از مولکول (.2) است کیوتیب یبه آنت

پتانسیل فعالیت ضد میکروبی از متابولیسم ثانویه گیاهان 

ها دارای فعالیت ضد  شوند. اکثر این مولکول تولید می

های  بیوتیک تری در مقایسه با آنتی میکروبی ضعیف

. با این حال، این ها هستند ها یا قارچ تولیدی از باکتری

افزایی با داروهای ضد  صورت هم توانند به ترکیبات می

میکروبی برای تقویت اثر آنها عمل کنند و به میزبان 

از  یاهیگ باتیترککمک کنند تا بر عفونت غلبه کند. 

 یها تیفعال لیدل ها به ترپن یتر کیکلیجمله، پنتا س

 یها سلول یکم برا تیسممتعدد همراه با  ییدارو

 (.11،15) هستند مورد توجهبه شدت ی وتیوکاری

 مورد 72در گوشت مرغ، نمونه  14در این مطالعه از 

این  درصد 1/51شناسایی شد که  اشریشیاکلایباکتری 

درصد دارای مقاومت 11/02ها مولد بیوفیلم،  جدایه

درصد مولد بتالاکتاماز  70/11چندگانه دارویی و 

 1های جداسازی شده تعداد  از باکتری الطیف بودند. وسیع

جدایه با قدرت تولید بیوفیلم قوی و مولد بتالاکتاماز 

الطیف انتخاب گردید و اثر ارسولیک اسید بر مهار  وسیع

در این مطالعه رشد و تشکیل بیوفیلم آنها بررسی شد. 

نشان داد  ها ارسولیک اسید اثر مهاری بر رشد همه جدایه

 1/1تا  0/4لعه بین جدایه مورد مطا 1آن در  MICو 

دست آمده توسط  هب جینتالیتر بود. در  گرم بر میلی میلی

Wojnicz ریو همکاران، مقاد MIC  یبرا ارسولیک اسید 

 712تا  12 نیب فیکالیس انتروکوکوسمختلف  یها هیسو

و   Fontanay در مطالعه. (17) بود تریل یلیبر م کروگرمیم

 یها هیر برابر سوارسولیک اسید د  MIC ریمقاد همکاران

 استافیلوکوکوس اورئوسو  انتروکوکوس فیکالیسی نیبال

 .(11) بود تریل یلیدر م کروگرمیم 271بزرگتر/ مساوی 

ارسولیک  MICداد که  نشان و همکاران Horiuchi جینتا

آن در  MICبالاتر از  یگرم منف یها یباکتر در برابر اسید

 مقادیر تفاوت در (. این 24) است گرم مثبت یها هیسو

MIC مورد استفاده  یها تفاوت در روشتواند ناشی از  می

 یها یمختلف باکتر یها گونه ،MICمقدار  نییتع یبرا

ها  سمیکروارگانیم نیا أمنش تفاوت در شده و شیآزما

با  یخارج یغشا یدارای گرم منف یها یباکترباشد. 

در  دهایپیو فسفول یرونیدر برگچه ب دیساکار یپوپلیل

در ثر ؤمانع م کیخاص  ساختار نیا ی هستند.برگچه داخل

از . است یگرم منف برابر نفوذ ترکیبات ضد میکروبی در

های گیاهی و اجزای آنها ماهیتی آبگریز  آنجایی که اسانس

دارند، غشای پلاسمایی حاوی لیپید باکتری را هدف قرار 

ای  (. در مطالعه21د )کنن دهند و غشا را نفوذپذیرتر می می

Broniatowski   پنج  های ترپن یکه تر ندافتدریو همکاران

 یدهایپیبا فسفولی از جمله ارسولیک اسید ا حلقه

غشا، از  بیموجب تخر کرده وتعامل  ییایباکتر یغشاها

(. 22) شوند یم یسلول و مرگ باکتر یداریرفتن پا نیب

 یها هیبر جدا دیاس کیارسول یاثر مهار تواند یم افتهی نیا

د در بررسی اثر ارسولیک اسید کن هیمورد مطالعه را توج

های مورد مطالعه، اثر مهاری آن بر رشد  بر کشتار جدایه

ساعت مشاهده شد.  20و  7، 0، 2ها، پس از  جدایه

ساعت مشاهده  7پس از  ها یکاهش تعداد باکتر نیشتریب

 یوجهت  طور قابل کاهش به نیساعت ا 20شده و پس از 

 نیزهمکاران  و Kimدر مطالعه مشابهی  شده است. شتریب

رشد فرم پلانکتونی  ارسولیک اسیدکه  ندنشان داد

 غلظتدر  را مهار کرده و سابرینوس استرپتوکوکوس

1/2MIC دهد  میکاهش باکتری را بقا طور مؤثری  به

(21.) 

 1/2MICدر مطالعه حاضر ارسولیک اسید در غلظت 

 نیرا ب یکلایشیاشر یها هیجدا لمیوفیب لیتوانست تشک

و  Poteraدر مطالعه  درصد مهار کند. 1/15تا  2/71

 14همکاران هم مشخص شد ارسولیک اسید در غلظت 

 .Eلیتر قادر است تشکیل بیوفیلم در  گرم بر میلی میلی

coli K-12  وP. aeruginosa PAO1 75و  51ترتیب  را به 

مهار ممکن  ریدر مقادتفاوت  نیا(. 20درصد مهار کند )

 طیو شرا دیاس کیعلت تفاوت در غلظت ارسول است به

. همچنین مشخص شده دو مطالعه باشد نیب یشیآزما

 لمیوفیب لیمهار تشک قادر به ارسولیک اسید است که
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شده  دیتول لمیوفیب یو پراکندگ اورئوس لوکوکوسیاستاف

های  رشد باکتری (.21، 27) استاین باکتری توسط 

ها تهدید جدی برای سلامت انسان  پاتوژن در بیوفیلم

است. چون در بیوفیلم، باکتری از دسترس سیستم ایمنی 

با توجه به اینکه ماند.  ها مصون می بیوتیک و آنتی

 هستند ها در باکتری مهم ییزا یماریها عوامل ب لمیوفیب

دارد. مهار بیوفیلم توسط ارسولیک اسید اهمیت بسزایی 

کاهش بیان  موجبدر مطالعه حاضر ارسولیک اسید 

در  یکه هر دو نقش مهمشد  csgAو  fimHهای  ژن

دار  . در مطالعه دیگری تأثیر معنیدارند لمیوفیب لیتشک

های مؤثر در بیوفیلم  ارسولیک اسید بر کاهش بیان ژن

نشان  ها افتهی نیا (.1گزارش گردید )کلبسیلا پنومونیه 

های مؤثر در تشکیل بیوفیلم  که کاهش بیان ژن دهند یم

های مؤثر در خاصیت ضد  تواند یکی از مکانیسم می

 بیوفیلمی ارسولیک اسید باشد.

نتایج این مطالعه بیانگر اثر مهاری ارسولیک اسید بر 

مولد بتالاکتاماز و کاهش  اشریشیاکلیهای  رشد جدایه

تن  درونقدرت تشکیل بیوفیلم آنهاست. انجام مطالعات 

تواند امکان کاربرد آن در کنترل رشد و عفونت ناشی از  می

 های مقاوم به داروی این باکتری را روشن سازد. جدایه

 سپاسگزاری

نامه کارشناسی ارشد نویسنده  این مقاله حاصل پایان

اول در دانشگاه آزاد اسلامی واحد رشت است. نویسندگان 

دانشگاه آزاد مقاله از حمایت حوزه معاونت پژوهشی 

 اسلامی واحد رشت کمال تشکر را دارند.
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Summary 

 

The challenge of today's medicine is to find alternatives in treatment of infections caused by antibiotic-

resistant bacteria. Many types of molecules with antimicrobial potential are produced through the secondary 

metabolism of plants. This study was aimed to investigate the antimicrobial and anti-biofilm properties of ur-

solic acid against broad-spectrum beta-lactamase producing E. coli isolated from poultry meat. The inhibitory 

effect of ursolic acid against the test isolates was investigated using disk diffusion methods. MIC determination 

and its anti-biofilm effect were investigated using broth microdilution and microtiter plate methods respectively. 

Additionally, the effect of ursolic acid on the survival of E. coli has been checked by Time Kill assay and its 

effect on the expression level of fimH and csgA biofilm genes was analyzed by Real time-PCR. In this study, 

ursolic acid showed an inhibitory effect on the growth of all isolates, with MIC values ranging between 0.4 and 

1.6 mg/ml.  The percentage of biofilm inhibition in the conditions treated with the concentration of 1/2 MIC of 

ursulic acid in the 6 studied isolates varied between 51.2 and 67.3%. Furthermore, in the present study, treat-

ment with sub-MIC concentrations of ursolic acid significantly decreased the expression of the fimH and csgA 

genes. The results of this study indicate the inhibitory effect of ersolic acid on the growth of beta-lactamase-

producing E. coli isolates and the reduction of its biofilm formation ability. In vivo studies are required to fur-

ther clarify its potential clinical application in controlling infections caused by drug-resistant isolates. 
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