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خام به انسان منتقل شده و باعث  می توانند از طریق شیر کمپیلوباکترو سالمونلا باکتري هاي 

 و کمپیلوباکتراین مطالعه با هدف بررسی میزان شیوع گونه هاي  .بیماري هاي غذازاد شوند

در شیر خام گاو  با استفاده از روش هاي مولکولی در استان سالمونلا گونه هاي بیماریزاي 

مراکز جمع آوري و  نمونه شیر خام به صورت تصادفی از 100تعداد  .مازندران انجام شد

.  جمع آوري گردید1398خرده فروشی هاي شیر و لبنیات سنتی در استان مازندران در سال 

تمامی نمونه ها در ظروف استریل و در شرایط مناسب زنجیره  سرد، در اسرع وقت به 

آزمایشگاه میکروبیولوژي دانشکده دامپزشکی دانشگاه تخصصی فناوري هاي نوین آمل منتقل 

 تام از نمونه هاي شیر با استفاده از کیت تجاري انجام شد و سپس DNA استخراج .شدند

کمپیلوباکتر واکنش زنجیره اي پلی مراز با استفاده از آغازگرهاي مناسب جهت شناسایی 

 7( نمونه 7 نمونه مورد مطالعه، 100از.  و سالمونلا  صورت گرفتکمپیلوباکتر کولی، ژژونی

 مشاهده کمپیلوباکترکلی بودند، نمونه مثبتی از باکتري پیلوباکتر ژژونیکمآلوده به باکتري %) 

 با توجه به نتایج میزان شیوع گونه . بودندسالمونلاآلوده به باکتري  %) 2( نمونه 2نشد و 

باتوجه به نتایج .  بودکمپیلوباکترکلیدر شیر خام گاو بالاتر از گونه کمپیلوباکتر ژژونی 

اکتري هاي نامبرده در شیر، رعایت اصول بهداشتی در صنایع لبنی ، مطالعه حاضر و حضور ب

فرآوري و استفاده از حرارت کافی جهت از بین بردن باکتري هاي نامبرده در شیر خام و 

همچنین استفاده از روش هاي سریع و دقیق جهت شناسایی این باکتري ها امري ضروري می 

  .باشد

 

  

  

 

رانیا ییغذا عیصنا و علوم مجله                              
 

www.fsct.modares.ac.ir  مجله تیسا:   
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  مقدمه-1

 بیماري هاي منتقله از مواد غذایی، یکی از بزرگترین مشکلات

یکی از مهمترین عوامل موثر در انتقال و . ]1 [ استجوامع بشري

ایجاد بیماري هاي منتقله از غذا، روش تهیه، توزیع و نگهداري 

مواد غذایی می باشد که باید به صورت کاملاً بهداشتی تولید 

  . ]2 [گردند و با بالاترین کیفیت به دست مصرف کننده برسند

طرفدار می پرشیر و فرآورده هاي لبنی یکی از محصولات غذایی 

شیر داراي مواد مغذي بالایی بوده و شامل ترکیباتی از . باشند

جمله پروتئین، چربی، کلسیم، قند، فسفر و دیگر مواد مغذي 

به واسطه ترکیبات مغذي بالا و همچنین میزان . ضروري می باشد

مصرف بالاي روزانه در سبد غذایی، تولید شیر با کیفیت،  

  . ]3 [استوري بهداشتی و ایمن امري ضر

از جمله .  شودوسط عوامل باکتریایی زیادي آلودهشیر می تواند ت

، کوکسیلا بورنتی، مونوسیتوژنز لیستریااین باکتري ها می توان به 

 و سالمونلا تایفی موریوم، بویس مایکوباکتریوم، اشریشیاکلی

  . ]4[ اشاره کرد کمپیلوباکتر ژژونی

این . هم منتقله از غذا استسالمونلوزیس یکی از بیماري هاي م

طبق مطالعات . ]5[گردد   ایجاد میسالمونلابیماري توسط باکتري 

انجام شده، یکی از مهمترین عوامل بروز سالمونلوزیس، عدم 

 محصولات لبنی  است  از حرارت کافی در فرآوري شیر واستفاده

، گرفتگی و سالمونلوزیس شامل تب، اسهال، استفراغ علائم . ]6[

 گرم منفی، میله سالمونلاباکتري ]. 7 [ می باشد1 هاي شکمیدرد

سالمونلا  و سالمونلا انتریتیدیسسروتیپ . اي و هوازي می باشد

 عامل بیشترین عفونت هاي سالمونلایی در انسان  تایفی موریوم

 از مواد غذایی مختلفی از جمله شیر و سالمونلاباکتري . هستند

ورده هاي گوشتی منتقل می شود فرآورده هاي لبنی، گوشت و فرآ

]6[ .  

است   دیگر از عوامل آلوده کننده شیر نیز یکیکمپیلوباکترباکتري 

، کمپیلوباکتریوزیس گفته می کمپیلوباکتربه بیماري ناشی از . ]8[

ز جمله مننژیت و تواند بیماري هاي دیگري ا میکمپیلوباکتر. شود

، گرم منفی بوده و باکترکمپیلو. ]9[ را ایجاد کند 2سندرم گیلن باره

باکتري . در شرایط میکروآئروفیلیک به خوبی رشد می کند

                                                           
1 Cramp 
2 Guillain barre 

 علل عمده گاستروانتریت در کشورهاي رو به توسعه کمپیلوباکتر

از آنجا که افراد با سنین پایین تر از . و توسعه نیافته می باشد

جمله کودکان و افراد با ایمنی ضعیف گروه هاي حساس تري به 

 نیز موجب کمپیلوباکترري هاي غذایی می باشند، باکتري اکثر بیما

مرگ کودکان حتی در کشورهاي توسعه یافته اي نظیر آمریکا می 

، گونه هاي کمپیلوباکترمهمترین گونه هاي بیماریزاي . ]10[شود 

امروزه .  استکمپیلوباکتر کلی و کمپیلوباکتر ژژونیگرمادوست 

 بسیار بالا بوده و این ترکمپیلوباکشیوع بیماري هاي ناشی از 

باکتري از اهمیت زیادي در حیطه بیماري هاي منتقله از غذا 

  . ]11[برخوردار می باشد 

امروزه استفاده از روش هاي تشخیصی از جمله روش هاي 

روش ) PCR(مولوکولی بر پایه واکنش زنجیره اي پلیمراز 

تشخیصی بسیار خوبی جهت شناسایی و ردیابی باکتري ها و 

 داراي دقت و PCRروش . وامل بیماریزا در مواد غذایی  استع

 چندگانه نیز PCRیا  M-PCR3روش . حساسیت بالایی است

یکی از روش هاي مولکولی است که می تواند بطور همزمان 

 جهت شناسایی چندین عامل باکتریایی مورد استفاده قرار گیرد

]12.[   

 و ایمنی شیرخام  مطالب عنوان شده، کیفیت بهداشتیاینبنابر

داراي اهمیت زیادي بوده و تایید سلامت و ایمنی این محصول و 

همچنین عاري بودن شیر خام از هرگونه باکتري هاي پاتوژن 

از طرفی به دلیل وجود باکتري هاي پاتوژن . امري ضروري است

خام، شناسایی عوامل  در شیرکمپیلوباکتر و سالمونلااز جمله 

. طمینان از ایمن بودن آن، ضروري می باشدبیماریزا در شیر و ا

لذا این تحقیق با هدف بررسی میزان شیوع و ردیابی گونه هاي 

خام گاو در شیرسالمونلا  و کمپیلوباکتر ژژونی، کمپیلوباکتر کلی

  .به روش مولکولی در استان مازندران انجام گردید

  

  مواد و روش ها- 2

  نمونه گیري-2-1

ین مرکز جمع آوري شیر و مغازه از چند، 1398در طول سال 

خرده فروشی لبنیات محلی در استان مازندران به صورت تصادفی 

جهت نمونه برداري، در .  نمونه شیر خام جمع آوري شد100

                                                           
3 Multiplex-Polymerase chain reaction 
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اسرع وقت و به محض ورود شیرخام به سکوي جمع آوري یا 

در ابتدا کل مخزن با . ظروف حمل شیر، نمونه گیري انجام گرفت

 شد و سپس به صورت استریل به میزان کافی همزن یکنواخت

تمامی نمونه ها در ظروف حاوي یخ . نمونه شیر برداشته شد

نگهداري و به آزمایشگاه دانشکده دامپزشکی دانشگاه تخصص 

  . فناوري هاي نوین آمل منتقل گردید

  DNAاستخراج -2-2

 از کیت سیناکلون با شماره کاتالوگ DNAجهت استخراج 

EX6001شرکت سیناکلون، ایران(ده گردید  استفا.( ml 5/1 

 lµسپس . از نمونه شیر خام اضافه شد lµ 100پلی پروپیلن به 

400 Lysis buffer ثانیه ورتکس 20 نیز اضافه گردید و بمدت 

  نیز اضافه lµ 300 Percipiation solution. انجام گرفت

سپس محلول به .  ثانیه ورتکس انجام شد5گردید و به مدت 

 rpmدور (سپس سانتریفیوژ . تون استخراج انتقال داده شدس

پس از آن محلول عبوري .  انجام شد)   دقیقه1، بمدت 12000

 دو مرتبه lµ 400 Wash bufferستون را با . دور ریخته  شد

 rpm 13000 دقیقه سانترفیوژ با دور 1شستشو داده و به مدت 

 میلی لیتري 2سپس ستون را به یک میکروتیوب . انجام گرفت

 به آن اضافه گردید و به lµ 30 Ellution bufferمنتقل و 

 درجه سانتی گراد گرمخانه گذاري 65 دقیقه در دماي 3- 5مدت 

 دقیقه 1 به مدت DNAسپس جهت بدست آوردن . شد

 DNAسپس .  انجام گرفتrpm 13000سانتریفیوژ با دور 

زمون  درجه سانتی گراد جهت آ- 20استخراج شده در دماي  

  .هاي مولکولی نگهداري شد

  تشخیص مولکولی-2-3

 با استفاده از پرایمرهاي PCR ، واکنش DNAپس از استخراج 

 شامل PCRمخلوط واکنش ). 1جدول (اختصاصی انجام  شد 

ng 100 از DNA ،استخراج شده lµ 5/2 از محلولPCR 

buffer  برابر 10 با غلظت )mM 75 ،تریس هیدروکلراید 

mM 2 منیزیم، کلرید mM 50 ،کلرید پتاسیم mM 20  آمونیوم 

، )شرکت بایونیر، کره جنوبی  ( mM 2/0 dNTPs، )سولفات

U 5/1 AmpliTaq polymerase)Bioneer, South 

Korea(  وpmol 10 از هر پرایمر )Takapouzist, Iran ( و

در نهایت حجم مخلوط واکنش با آب مقطر استریل دیونیزه به  

lµ25 دستگاه ترموسایکلر . شد رسانیده)MJ mini, BioRad, 

USA (برنامه حرارتی نیز شامل. در شرایط مطلوب تنظیم گردید :

 4  درجه سانتی گراد به مدت 94واسرشت سازي اولیه در دماي 

 درجه سانتی 94 سیکل واسرشت سازي در دماي 35دقیقه، سپس 

بق با دماي  دقیقه مطا1 دقیقه،  اتصالرایمر به مدت 1گراد به مدت 

 درجه سانتی 72، مرحله بسط در دماي 1ذکر شده در جدول 

در .  دقیقه7 درجه سانتی گراد به مدت 72 دقیقه و در آخر 1گراد 

شرکت  % (5/1نهایت محصول مورد نظر بر روي ژل آگارز 

 . ردیابی گردید )سیناکلون، ایران

Table 1 The primer pairs used in this study for detection of Campylobacter coli, Campylobacter  jejuni 
and Salmonella spp.  

Reference  
Product 
size (bp)  

Annealing 
temperature 

(°C)  
Target gene  Primer sequence (5' to 3')  

]13[  462  59  
16S rRNA 

(Campylobacter coli)  
F:AAT-TGA-AAA-TTG-CTC-CAA-CTA-TG 
R: TGA-TTT-TAT-TAT-TTG-TAG-CAG-CG 

]13[  589  59  
16S rRNA 

(Campylobacter 
jejuni)  

F:CTA-TTT-TAT-TTT-TGA-GTG-CTT-GTG 
R:GCT-TTA-TTT-GCC-ATT-TGT-TTT-ATT-A 

]14[  284  58  
invA 

(Salmonella spp.)  
F:GTGAAATTATCGCCGCCACGTTCGAA 

R:TCATCGCACCGTCAAAGGAACC 
  

  و بحثنتایج -3

 نمونه شیر خام گاو جمع آوري 100در این مطالعه از مجموع 

 7( نمونه 7شده از سکوهاي جمع آوري شیر در استان مازندران، 

، نمونه )1شکل (  بودندکمپیلوباکتر ژژونیآلوده به باکتري %) 

 %) 2( نمونه 2 مشاهده نشد و کمپیلوباکترکلیمثبتی از باکتري 

براساس نتایج، میزان ). 2شکل (بودند المونلا سآلوده به باکتري 

 بالاتر از دیگر باکتري هاي مورد مطالعه کمپیلوباکتر ژژونیشیوع 

 ). 3شکل (بود 
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Fig 1 Ethidium bromide-stained agarose PCR gel. M 
= DNA ladder; lane 1-3 = negative amplification of 

Campylobacter jejuni, 4 and 5 = positive 
amplification of Campylobacter jejuni. 

 

 
Fig 2 Ethidium bromide-stained agarose PCR gel. M 

= DNA ladder; lane 1, 2, 4, 5 = negative 
amplification of Salmonella spp., 3 = positive 

amplification of Salmonella spp. 
 

 
Fig 3 prevalence of Campylobacter coli, 

Campylobacter  jejoni and Salmonella spp. in row 
milk.  

 می کمپیلوباکتر و سالمونلابراساس مطالعات انجام شده، باکتري 

از آنجا که این . ]8 و 6 [توانند موجب آلودگی شیر خام گردند

دوباکتري پاتوژن هاي غذایی بوده و از طریق محصولات غذایی 

می توانند باعث به خطر افتادن سلامتی انسان شوند، کنترل و 

 امري ضروري در محصولات شناسایی این دسته از باکتري ها

شیرخام هنگام دوشش می تواند توسط وسایل و . غذایی می باشد

تجهزیات، خاك، فضولات چسبیده به پستان به باکتري هاي 

 ها سودوموناس ها، کلیفرم ها، استافیلوکوکوسمختلفی از جمله 

 . ]15[و انواع دیگري از پاتوژن ها آلوده گردد

 و سالمونلاشیوع باکتري هاي مطالعات زیادي در رابطه با 

 در شیر و محصولات لبنی انجام گرفته است که کمپیلوباکتر

اکثریت مطالعات نشان دهنده آلودگی بالاي شیر خام به باکتري 

در مطالعه حاضر میزان . هاي سالمونلا و کمپیلوباکتر می باشد

بود و نمونه مثبتی از باکتري  % 7 کمپیلوباکتر ژژونیشیوع 

نتایج دیگر محققین نیز با نتایج .  مشاهده نشداکتر کلیکمپیلوب

مطالعه حاضر مطابقت دارد و نشان دهنده حضور باکتري 

در مطالعه دبیري و . کمپیوباباکتر در شیر خام می باشد

 نمونه شیر خام در تابستان از سکوهاي شیر 72، )1394(همکاران

پی جنس شناسایی فنوتی. خام در شهرستان آمل جمع آوري شدند

 به وسیله روش هاي کمپیلوباکتر ژژونی وگونه کمپیلوباکتر

آزمایشگاهی میکروبی و شناسایی مولکولی این باکتري به وسیله 

نتایج . انجام شد M-PCRواکنش زنجیرهاي پلی مراز چندگانه 

کمپیلوباکتر نمونه ها آلوده به  %88/13 نمونه، 72نشان داد که از

توکلی . ]8 [ بودندکمپیلوباکتر به جنس آنها آلوده %77/2 و ژژونی

 نمونه شیر از مراکز 138، تعداد )1391(واسکس و همکاران 

 جمع 1389جمع آوري شیر شهرستان آمل در هر فصل سال 

 و کمپیلوباکتر ژژونیآوري کردند و میزان شیوع فصلی 

نتایج نشان .  بررسی کردندM-PCR را با روش کمپیلوباکتر کلی

کمپیلوباکتر نمونه در هر فصل در فصل بهـار،  138مجموع داد از 

، در فصل تابستان، %5/1 کمپیلوباکتر کلیو % 6/6 ژژونی

، در %7/3 کمپیلوباکتر کلیدرصد و % 6/11 کمپیلوباکتر ژژونی

،  %2/2 کمپیلوباکتر کلیو % 1/5 کمپیلوباکتر ژژونیفصـل پـاییز، 

 یلوباکتر کلیکمپو % 9/2 کمپیلوباکتر ژژونیدر فصل زمستان 

 و همکاران الزمکان. ]16 [درصـد تشخیص داده شدند 8/0%

 را در کلی کمپیلوباکتر و کمپیلوباکتر ژژونی، میزان شیوع )2016(
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شیرخام و محصولات لبنی از جمله پنیر و ماست را بااستفاده از 

 150نتایج نشان داد از . روش مولکولی مورد بررسی قراردادند

 37، ) نمونه50از هر محصول (ر و ماست نمونه شیرخام، پنی

میزان آلودگی   بودند کهکمپیلوباکترآلوده به  %) 6/24(نمونه 

% 8 و در ماست %14، در پنیر %20 در شیر کمپیلوباکتر ژژونی

  کلی گزارش نشدکمپیلوباکترگزارش گردید و نمونه مثبتی از 

 وباکترکمپیل، میزان شیوع باکتري )2015( و همکاران مودي. ]17[

را در شیر خام و محصولات لبنی با استفاده از روش مولکولی 

 نمونه شیر 85( نمونه 280از مجموع . مورد بررسی قراردادند

 30 نمونه پنیر و 30 نمونه بستنی، 30 نمونه شیر گاو، 65بوفالو، 

 7 در کمپیلوباکتر، گونه هاي )نمونه از نوعی  پنیر کاتیج هندي

م مثبت اعلام شد که تمام جدایه هاي خا%)91/2(نمونه شیر 

 بودند و نمونه مثبتی از کمپیلوباکتر ژژونیشناسایی شده 

  .]18[  مشاهده نگردیدکمپیلوباکتر کلی

در مطالعه حاضر، میزان شیوع گونه هاي بیماریزاي سالمونلا در 

 100از . شیر خام با استفاده از روش مولکولی، بررسی گردید

که بصورت تصادفی از مراکز جمع آوري و خرده نمونه شیر خام 

آلوده به باکتري سالمونلا %) 2( نمونه 2فروشی ها تهیه شده بود، 

 در شیر خام سالمونلابودند و  نتایج نشان دهنده حضور باکتري 

 در شیر سالمونلا نتایج دیگر محققین نیز بر حضور باکتري . بود

 راه هاي مختلفی نظیر این باکتري می تواند از.خام دلالت دارد

وسایل آلوده، شیردوشی با دستگاه یا دست هاي آلوده، آلودگی 

حرارت دهی و . ظروف جمع آوري شیر و غیره به شیر وارد شود

 پاستوریزاسیون شیر موجب از بین رفتن این باکتري می گردد

 سالمونلا، میزان شیوع باکتري )1393(بنیادیان و همکاران . ]19[

از . ز آزمایش واکنش زنجیره اي پلیمراز بررسی شدبااستفاده ا

، آلوده به باکتري )%2( نمونه 3 مخزن حمل شیر خام، 150

میزان شیوع ، )1393(تاج بخش و همکاران . ]20[ بودندسالمونلا

در شیر خام دام هاي مختلف در استان سالمونلا تایفی موریوم 

براي این منظور . چهارمحال و بختیاري را مورد بررسی قرار دادند

 نمونه شیر 175 نمونه شیر گاو، 200(  نمونه شیر خام 555تعداد 

 از دامداري ها جمع 1395در سال )  نمونه شیر گوسفند175بز و 

%) 63/3( نمونه 20 نمونه مورد بررسی، 555از . آوري گردید

 به سالمونلا جدایه 20از .  تشخیص داده شدندسالمونلاآلوده به 

سالمونلا  به عنوان PCRدر %) 63/1(دایه  ج9روش کشت، 

در مطالعه انجام شده . ]21 [ مورد تایید قرار گرفتتایفی موریوم

 نمونه شیر و فراورده 360،)1393(توسط شایگان نیا و همکاران 

 گردید که لبنی به صورت تصادفی از استان اصفهان جمع آوري

 مثبت نلاسالمواز نمونه ها از نظر %) 66/1( نمونه 6مجموعا 

 سالمونلا تایفی موریوم و سالمونلا انتریتیدیسمیزان شیوع . بودند

و  کاوشیکدر مطالعه . ]22[بود % 83/0و % 27/0به ترتیب 

 را در شیر مورد سالمونلا، میزان شیوع باکتري )2013(همکاران 

آلوده به %) 7/7(  نمونه 11 نمونه شیر، 142از . بررسی قرار دادند

 سالمونلا تایفی موریومد که میزان شیوع سروتیپ  بودنسالمونلا

 نمونه 75، در بررسی )2014(و همکاران  لوبوت. ]23 [بود% 6/2

آلوده به %) 33/37( نمونه 28شیر خام، بیان کردند که تعداد 

، میزان شیوع )2015( و همکاران سینگ. ]24 [ بودندسالمونلا

بررسی قرار  را در شیر خام و محصولات لبنی مورد سالمونلا

بود که بیشترین % 61/7 سالمونلا نمونه، شیوع 210از تعداد . داند

  . ]25 [میزان آلودگی مربوط به شیر خام بود

  

  نتیجه گیري-4

آلودگی هاي میکروبی از راه هاي مختلفی به مواد غذایی انتقال 

پیدا میکند از جمله این موارد می توان به آلودگی ظروف، دماي 

ري، عدم رعایت اصول بهداشتی توسط کارکنان نامناسب نگهدا

 کمپیلوباکتر. بخش هاي غذایی و آلودگی هاي محیطی اشاره کرد

 نیز میتواند از این راه ها باعث آلودگی مواد غذایی از ژژونی

 نیز یک پاتوژن غذایی بوده و کمپیلوباکترباکتري . جمله شیر شود

 نیز یک المونلاسباکتري . میتواند باعث عفونت هاي غذایی شود

پاتوژن مشترك بین انسان و دام می باشد که میتواند باعث عفونت 

جهت جلوگیري از عفونت هاي غذایی سالمونلایی . غذایی شود

حرارت دهی کافی شیر و همچنین تهیه و تولید بهداشتی شیر 

لذا شناسایی و بررسی میزان . امري مهم در صنایع غذایی است

در رابطه با راه هاي جلوگیري و کاهش شیوع و همچنین مطالعه 

پاتوژن هاي غذایی امري بسیار مهم تلقی شده و مطالعه حاضر نیز 

با هدف بررسی شناسایی و شیوع پاتوژن هاي غذایی از جمله 

  .کمپیلوباکتر و سالمونلا در شیر خام انجام گردیده است
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Salmonella spp. and Campylobacter can be transmitted through raw milk 
and cause foodborne illness. The aim of this study was to investigate the 
prevalence of Campylobacter and pathogenic species of Salmonella spp. 
species in raw cow's milk using molecular method in Mazandaran 
province. 100 samples of raw milk were randomly collected from 
traditional milk collection and retail centers in Mazandaran province in 
2019. All samples were transferred as soon as possible to the microbiology 
laboratory of the Faculty of Veterinary Medicine, Amol University of 
Special Modern Technologies, in sterile containers and in suitable cold 
chain conditions. DNA was extracted from milk samples using a 
commercial kit and then the polymerase chain reaction was performed 
using appropriate primers to identify Campylobacter jejuni, Campylobacter 
coli and Salmonella. Out of 100 samples, 7 samples (7%) were infected 
with Campylobacter jejuni, no positive sample of Campylobacter coli was 
observed and 2 samples (2%) were infected with Salmonella. According to 
the results of the present study and the presence of the mentioned bacteria 
in milk, it is necessary to observe the hygienic principles in the dairy 
industry, processing and use of sufficient heat to eliminate the mentioned 
bacteria in raw milk and also use fast and accurate methods to identify 
These bacteria. 
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