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 چكيده

 PCRهاي مختلف دستگاه گوارش طيور با استفاده از روش  در بخش سالمونلاهاي جنس  اين تحقيق با هدف تعيين جمعيت نسبي باكتري
براي بررسي  PCRو شيوه ليمراز اي پ از واكنش زنجيره. مربوطه استخراج شد DNAخارج و ها  محتويات گوارشي جوجه .گرديدانجام 

با استفاده از يك آغازگر اختصاصي، باند اختصاصي مربوط به اين باكتري و با استفاده از يك . اين باكتري استفاده گرديد جمعيت نسبي
هاي  ، جمعيت نسبي باكتريPCRسپس به كمك تكنيك . دست آمد هبهاي دستگاه گوارش  آغازگر عمومي باند اختصاصي كل باكتري

 هاي تجزيه و تحليل نتايج حاصل نشان داد كه از كل باكتري. دگرديدستگاه گوارش تعيين هاي  نسبت به كل باكتري سالمونلاجنس 
موجود در ايلئوم و روده  هاي همچنين از كل باكتري. بودند سالمونلاجنس متعلق به درصد  11/0و  12/0دوازدهه و ژئوژنوم به ترتيب 

 علاوه بر اين در چهار، چهارده و سي روزگي، به ترتيب. ها بودندسالمونلاها از گروه  درصد كل باكتري 39/0و  16/0كور هم به ترتيب 
علاوه بر اين معلوم شد در چهار . دبودن سالمونلاهاي جنس  ، باكتريها دستگاه گوارش جوجه هاي درصد كل باكتري 06/0و  18/0، 38/0

. بودند سالمونلاجنس  از ها درصد كل باكتري 91/0و  16/0، 11/0، 28/0 به ترتيبم و روده كور دوازدهه، ژوژنوم، ايلئوروزگي در 
فوقاني روده  هاي نسبت به بخش) ايلئوم و روده كور(هاي تحتاني روده  در بخش ها جمعيت نسبي اين باكتريكرد بيان توان  بنابراين مي

هاي مختلف دستگاه گوارش طيور  در بخش سالمونلاجنس هاي  ن جمعيت باكترينتايج حاصل نشاندهنده متغير بود. باريك بيشتر است
  .استها مرتبط  بخشاين و محيط فيزيكوشيميايي  ، وظايفكه با عملكرد بود

  ، رودهPCR، سالمونلاجوجه،  :كلمات كليدي
  

  مقدمه
از مهمترين عوامل  سالمونلاجنس متعلق به هاي  باكتري
غذايي از جمله گوشت طيور  زاي موجود در مواد بيماري
هوازي اختياري،  ها معمولاً متحرك، بي اين باكتري. هستند
زا و مضر  اي شكل، و از عوامل بسيار مهم بيماري ميله

هاي  بحث. ]22و  13[ هستندبراي بهداشت عمومي 
 سالمونلاهاي جنس  بندي باكتري زيادي در مورد طبقه

ي با بيش از ا جنس پيچيده سالمونلا. ]25[مطرح است 
سروتيپ است كه به هفت زيرگونه تفكيك  2668
دو گونه كه   هاي جديد نشان داده آزمايش. شود مي

 سالمونلامشخص و متفاوت از نظر ژنتيكي، در جنس 
 و Salmonella entericaوجود دارد كه شامل 

Salmonella bongori  حيوانات ميزبان  .]9[است
در بسياري  ،طرفي ديگر از. بسيار متنوع هستند سالمونلا

وجود  سالمونلااي جامع براي كنترل  از كشورها برنامه

 ]20و  17[لذا اين باكتري داراي شيوع زيادي است . ندارد
هاي مهم اين  و در اين ميان، طيور بعنوان يكي از ميزبان

امروزه عامل اصلي  سالمونلادر واقع . باكتري مطرح است
د غذايي آلوده در اكثر هاي ناشي از مصرف موا بيماري

طبق گزارش سازمان . كشورهاي توسعه يافته است
، 1993-1998هاي  بهداشت جهاني، در حدفاصل سال

را ) درصد 6/54(بيشترين موارد گزارش بيماري  سالمونلا
، در بين 2000در سال . ]26[به خود اختصاص داده است 

در فقط  سالمونلامورد بيماري ناشي از  150165 ها انسان
به اين موارد بايد . ]11[ گرديدكشور اروپايي ثبت  17

خسارات سنگين ناشي از كاهش توليد در صنعت پرورش 
تحقيقات نشان داده است . دنموطيور را هم اضافه 

هاي خاص متابوليسمي و  بخاطر ويژگي سالمونلا
اما منبع اصلي . فيزيولوژيكي خود در همه جا حضور دارد
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و تكثير اين باكتري، دستگاه گوارش استقرار، رشد و نمو 
با توجه به قدرت تطابق . ]22[پرندگان و پستانداران است 

ها با شرايط مختلف محيطي، براحتي از  بالاي اين باكتري
هاي ديگر از جمله مواد دستگاه گوارش طيور به محيط
با توجه به . ]15[شوند  غذايي با منشا طيور منتقل مي

از طريق گوشت و  سالمونلانتقال امكان زنده ماندن و ا
هاي طيور هنگام پخت، بايد عنوان شود كه  ساير فرآورده

هاي حيواني زنجيره اصلي انتقال اين باكتري به  فرآورده
 35عنوان مثال ثابت شده است  به. انسان را بر عهده دارند

هاي جنبي  مرغ و فرآورده درصد موارد سالمونلوز از تخم
جمعيت نسبي اين  نموداذعان بايد . ]26[آن است 

هاي  ها در بررسي روند تغييرات، فعاليت باكتري
ها  كلونيزاسيون و استقرار، و نيز روابط متقابل اين باكتري
بر با فلور ميكروبي مفيد دستگاه گوارش طيور نقش مهمي 

زا در  هاي بيماري همچنين غالبيت باكتري. داردعهده 
ش طيور سبب بروز محيط فيزيكوشيميايي دستگاه گوار

علائم باليني و خسارات ناشي از اُفت توليد در گله 
شود كه در نتيجه لازم است جمعيت نسبي اين  مي

هرچند ميزان اهميت اين . دنموبررسي را ها  باكتري
زا در مناطق مختلف جهان، با يكديگر  هاي بيماري باكتري

متفاوت است؛ اما كم و بيش همه توليدكنندگان صنعت 
زا  هاي بيماري ر با نتايج مخرب شيوع اين باكتريطيو

بنابراين لازم است اطلاعات مورد نياز . هستند روبرو
هاي مختلف  ها در بخش درباره جمعيت اين باكتري

دستگاه گوارش طيور كه مكان اصلي استقرار و تكثير اين 
هاي لازم  ريزي ها هستند بدست آيد تا بتوان برنامه باكتري

اكثر . كاهش جمعيت آنها را انجام داد جهت كنترل و
ها در حال حاضر مبتني  هاي تعيين جمعيت باكتري روش

نظير  هاي باكتريولوژيك بر شمارش تعداد باكتري به روش
ها در يك  و سپس رشد دادن نمونه هاي متوالي تهيه رقت

محيط كشت مناسب است تا پس از تشكيل و رؤيت 
و در عكس رقت ضرب  نها شمرده شدهها، تعداد آ پرگنه
اين روش ضمن اينكه . د تا جمعيت باكتري بدست آيدشو

و گاه مستلزم چند روز انتظار براي بوده گير  بسيار وقت

موارد هم از دقت بسياري از حصول نتيجه است، در 
عنوان مثال احتياجات بسياري  زيادي برخوردار نيست؛ به

خوبي  است بهلذا ممكن  ها دقيقا شناخته نشده و از باكتري
در محيط كشت رشد نكنند و در شمارش خطا ايجاد 

هاي قديمي و اوليه براي بررسي و  بنابراين روش. گردد
و لذا  شتهها معايب متعددي دا تعيين جمعيت اين باكتري

براي اين  ،شود تكنيكهاي ژنتيك مولكولي امروزه سعي مي
كه در رأس آنها  گيردموضوع مورد استفاده قرار 

  .بيش از همه مورد توجه قرار دارد qPCRاي ه روش
هاي  اين تحقيق با هدف تعيين جمعيت نسبي باكتري

هاي مختلف دستگاه گوارش  در بخش سالمونلاجنس 
 )نيمه كمي PCR(طيور با استفاده از روش دنسيتومتري 
هاي مولكولي نظير  طراحي شد تا با توجه به فوايد روش

مشكلات ،بالا و اعتبار آن سرعت زياد، هزينه پايين، دقت 
  . بيان شده كاهش يابد

  
  مواد و روش كار

تعداد يكصد و : حيوانات مورد استفاده و شرايط پرورش
بيست قطعه جوجه گوشتي تجاري حت شرايط يكسان از 

دما، نور، تراكم، تهويه، بستر، (نظر جيره، مديريت پرورش 
 )ها خوري ها، و دان واكسيناسيون، رطوبت، آبخوري

ها روي بستر پوشال  به اين منظور جوجه. داده شدپرورش 
ابتدا سالن جاروب و سپس با . و خرده چوب قرار گرفتند

كننده  سپس سالن با مواد ضدعفوني. فشار آب شسته شد
ها ابتدا  خوري ها و دان كليه آبخوري. گرديدگندزدايي 

در . وسيله مواد مناسب گندزدايي شد شسته و سپس به
ها متناسب  خوري ها و دان پرورش نيز آبخوري طول دوره

پس از . برداري قرار گرفت ها مورد بهره با سن جوجه
. خشك شدن كف سالن، روي كف آن پوشال ريخته شد

ها، با بستن كليه  سه روز قبل از شروع پرورش جوجه
ها و ساير منافذ، با استفاده از گاز فرمالدئيد  درب و پنجره

لن و كليه وسائل و تجهيزات آن شد اقدام به ضدعفوني سا
ها هم با باز كردن  و دو روز قبل از شروع پرورش جوجه
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. گرديدها، گاز فرمالدئيد خارج  ها و هواكش در و پنجره
برنامه . دشحرارت مورد نياز سالن نيز توسط هيتر تامين 

صورت  واكسيناسيون نيز مطابق دستورالعمل موجود و به
  .]19[ پذيرفتمرسوم در منطقه انجام 

چون در اين تحقيق بررسي : جيره غذايي مورد استفاده
هاي جنس  اثر جيره بر نوع و جمعيت نسبي باكتري

مورد نظر نبود، لذا از جيره استاندارد و منطبق با  سالمونلا
ها به  تغذيه جوجه. نيازهاي سويه تجاري استفاده شد
ساس جيره طيور بر ا. صورت اختياري و در حد اشتها بود

افزار  دستورالعمل راهنماي پرورش آن سويه و با نرم
  ].1[ دشتهيه  UFFDAنويسي  جيره

 30روزگي و  14روزگي،  4در سنين : كشتار پرندگان
جوجه گوشتي با ميانگين وزن در حد  24روزگي، تعداد 

متوسط وزني گله بطور تصادفي انتخاب و پس از بيهوش 
ها در  ساير جوجه .كردن، به روش قطع گردني ذبح شدند
مير و اجتناب از  و اين آزمايش بخاطر جلوگيري از مرگ

ها تا پايان آزمايش مورد استفاده قرار  كاهش تعداد جوجه
همچنين علت بيهوشي قبل از كشتار اين بود كه . گرفتند 

خاطر  ها هنگام كشتار دچار استرس نشده و به جوجه
بين  تكانهاي شديد، محتويات دستگاه گوارش آنها

  .هاي مختلف جابجا نشود بخش
حفره : خارج كردن دستگاه گوارش و محتويات آن

بطني عمود بر خط مياني و در ناحيه شكمي باز شد و 
ها خارج گرديد و همراه با  دستگاه گوارش جوجه

ها به آزمايشگاه منتقل  محتويات دستگاه گوارش جوجه
يط ها تحت شرا به اين منظور دستگاه گوارش جوجه. شد

استريل بدقت خارج شده و روي يخ به آزمايشگاه منتقل 
هاي مختلف روده كوچك و روده  شد تا محتويات بخش

در . هاي فالكون ريخته شود كور خارج و جداگانه در لوله
هاي ثانويه  انجام مراحل فوق دقت گرديد از ورود آلودگي

هاي تهيه شده تا زمان  نمونه. ها جلوگيري شود به نمونه
. گراد نگهداري شدند درجه سانتي - 20خراج در دماي است

 براي جلوگيري .ها در همه موارد يكسان بود مقدار نمونه

ايجاد عفونت ثانويه، وسايل مورد اتفاده از تكثير آلودگي و 
 شدو از وسايل استريل استفاده طور مرتب تعويض  به
]19[.   

 DNAدر ادامه : و انتخاب پرايمر DNAاستخراج 
هاي مختلف روده كوچك و روده كور  يات بخشمحتو
 ]1[هاي موجود  ها جداگانه با استفاده از پروتكل جوجه

با استفاده از تكنيك . سازي شد استخراج و خالص
اسپكتروفتومتري، كميت و با استفاده از الكتروفورز كيفيت 

در تكنيك اسپكتروفتومتري يا . تأييد شد DNAاين 
شدت نور را تفاده شد كه سنجي از دستگاهي اس طيف

اين كار . كند گيري مي طول موج اندازهصورت تابعي از  به
آشكارسازي ها و  با انكسار پرتو نور به طيف طول موج

صورت گراف  ها با دستگاه باردار و نمايش نتايج بهشدت
در واقع در اين روش غلظت با استفاده از ميزان . انجام شد

گيري  قابليت اندازهاين روش . جذب نور تعيين شد
و معمولاً براي اشته دالعاده كوچك را  هاي فوق نمونه

در اين . رود كار مي به DNAتجزيه و تحليل اوليه 
آزمايش نور با طول موج و انرژي مشخص به نمونه 

DNA  شده  دگيري مقدار انرژي ر با اندازهتابانده شد و
توسط بخش فتودتكتور دستگاه  DNAاز نمونه 

 DNAفتومتر، ميزان جذب نور توسط نمونه اسپكترو
خروجي اسپكتروفتومتر مقدار كمي  .گيري شد اندازه

DNA  سپس با استفاده از گزارش آميت .دركرا تأييد- 
، پرايمري براي شناسايي همه ]4[روماچ و همكاران 

هاي مختلف روده كوچك و  هاي موجود در بخش باكتري
 Unibac-fمر رفت پراي. شدها انتخاب  روده كور جوجه

 CGTGCCAGCCGCGGTAATصورت بود و ب

ACG پرايمر برگشت هم . طراحي شدUnibac-r  نام
 GGGTTGCGCTCGTTGداشت و داراي توالي 

CGGGACTTAACCCAACAT همچنين  .بود
با استفاده از همين منبع، يك جفت پرايمر مجزا براي 

هاي  در بخش سالمونلاهاي جنس  شناسايي كليه باكتري
ها انتخاب شد كه پرايمر  لف دستگاه گوارش جوجهمخت

 CGGGCCTCTTGCCبا توالي  Sal201-fرفت 
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ATCAGGTG  و پرايمر برگشتSal597-r  با توالي
CACATCCGACTT GACAGACC G بود.  

 ،در مرحله بعد): PCR(اي پليمراز  هاي زنجيره واكنش
، آغازگر و MgCl2پس از آزمون غلظتهاي مختلفي از 

، نهايتاً بر اساس گزارش صيداوي PCRهاي  تعداد چرخه
با استفاده از پرايمر تهيه شده براي  PCRيك واكنش  ]1[

هاي موجود در دستگاه گوارش  شناسايي همه باكتري
به همين . سازي و انجام شد هاي گوشتي بهينه جوجه

مجزا با استفاده از جفت پرايمر  PCRترتيب يك واكنش 
 سالمونلاهاي جنس  يه سرووارتهيه شده، براي شناسايي كل

سازي  هاي گوشتي بهينه موجود در دستگاه گوارش جوجه
مورد  PCRمحصولات اين دو واكنش . ]1[ و انجام شد

الكتروفورز قرار گرفتند، مرئي شده و از باندهاي مربوطه 
براي اول  PCRجزئيات واكنش  .عكسبرداري شد

رش هاي موجود در دستگاه گوا شناسايي همه باكتري
درجه  95(شروع داغ صورت  هاي گوشتي به جوجه
درجه  94(سازي  ، واسرشته)ثانيه 120گراد و  سانتي
درجه  63(سازي  سرشته هم ،)ثانيه 45گراد و  سانتي
 80گراد و  درجه سانتي 72(بسط  ،)ثانيه 45گراد و  سانتي
بود ) ثانيه 120گراد و  درجه سانتي 72(بسط نهايي  ،)ثانيه

 30سازي و بسط در  سرشته هم سازي، سرشتهواو مراحل 
دوم براي  PCRجزئيات واكنش  .چرخه تكرار گرديد

صورت  هم به سالمونلاهاي جنس  شناسايي كليه سرووار
، )ثانيه 180گراد و  درجه سانتي 95(شروع داغ 

 ،)ثانيه 45گراد و  درجه سانتي 94(سازي  واسرشته
بسط  ،)ثانيه 45گراد و  درجه سانتي 58(سازي  سرشته هم

درجه  72(بسط نهايي  ،)ثانيه 60گراد و  درجه سانتي 72(
 سازي، واسرشتهبود و مراحل ) ثانيه 180گراد و  سانتي
. ]1[چرخه تكرار گرديد  30سازي و بسط در  سرشته هم

 Salmonella typhimuriumشاهد مثبت آزمايش هم 
بخش ميكروبيولوژي مؤسسه تحقيقات واكسن بود كه از 

تا صحت و اختصاصي بودن سازي رازي تهيه شد  سرمو 
 فوقتوسط مؤسسه   اين باكتري. شودآزمايش تأييد 

از هاي كشت ميكروبيولوژيكي و تشخيص افتراقي  روش به

دوبار از آب . نظر جنس و گونه مورد تأييد قرار گرفته بود
  .عنوان شاهد منفي استفاده شد تقطير هم به

جهت رؤيت محصولات : PCRالكتروفورز محصولات 
PCRبا روشن كردن و تنظيم . ، از ژل آگارز استفاده شد

. شدت جريان و ولتاژ دستگاه، الكتروفورز انجام شد
ولت  75دقيقه با ولتاژ  90ها به مدت  محصولات واكنش

الكتروفورز شدند و سپس زير نور ماوراي بنفش 
  .برداري انجام گرديد عكس

مقايسه و تجزيه و تحليل با : تجزيه و تحليل اطلاعات
 سالمونلاهاي  باندهاي مرئي شده، جمعيت نسبي باكتري

هاي دستگاه گوارش  صورت درصدي از كل باكتري به
به اين منظور با استفاده از تكنيك . ددست آم به

 Gel Procافزار  و نرم) سنجي تراكم(دنسيتومتري 

Analyzer هاي  تراكم باندهاي اختصاصي باكتري
 يابي بر اساس مدل رگرسيون خطي با برون سالمونلا

استفاده شد و تراكم  PCRدر واقع از . دست آمد به
به اين منظور پرايمر . گيري شد اندازه PCRمحصولات 

تراكم عمومي به عنوان شاهد مورد استفاده قرار گرفت و 
در هر بخش، نسبت به تراكم  سالمونلا PCRمحصولات 
جيده و مقايسه شد پرايمر عمومي سن PCRمحصولات 

براي  )سنجي دنسيتومتري يا تراكم( PCRروش . ]4[
اي پليمراز  بررسي تراكم نسبي محصولات واكنش زنجيره

و تجزيه و تحليل  SDS-PAGEدر مورد ويژه  هب
و  ]12[ميتوكندريايي  DNAو ] 28و  10[پروتئين 

DNA همچنين تراكم  .رود كار مي به ]4[ها  باكتري
هاي موجود در  ي براي همه باكتريباندهاي اختصاص

در اين مرحله تراكم . دستگاه گوارش هم برآورد شد
باندهاي اختصاصي، نسبتي از تراكم باند مربوط به كليه 

با . ها بود هاي موجود در دستگاه گوارش جوجه باكتري
تعيين نسبت تراكم باند اختصاصي مربوط به باكتري 

وط به كل نسبت به باند اختصاصي مرب سالمونلا
هاي  هاي دستگاه گوارش، جمعيت نسبي باكتري باكتري
هاي دستگاه  در مقايسه با كل باكتري سالمونلاجنس 

. دست آمد هاي گوشتي به تفكيك سن به گوارش جوجه
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مختلف دستگاه گوارش  يها محاسبات فوق در بخش
  .دگرديانجام به تفكيك طيور نيز 

  
  نتايج

جمعيت نسبي توانست  PCRاستفاده از تكنيك 
هاي  نسبت به كل باكتري سالمونلاهاي جنس  باكتري

نتايج . كندبرآورد را موجود در دستگاه گوارش طيور 
 هاي حاصل توانست نشان دهد چه درصدي از كل باكتري

هاي ي گوشتي متعلق به سرووارها دستگاه گوارش جوجه
اي  تكثير قطعه .هستند سالمونلاهاي جنس  باكتريمختلف 
سبب  16S rDNAژن جفت باز از  396 به طول

و بيان آن به  سالمونلاهاي جنس  شناسايي كليه باكتري
صورت باندي اختصاصي شد كه پس از الكتروفورز، 

همچنين تكثير . تحت اشعه ماوراي بنفش مرئي شدند
 16S rDNAژن جفت باز از  611اي به طول  قطعه

ر و دستگاه گوارش طيوهاي  سبب شناسايي كليه باكتري
بيان آن به صورت باندي اختصاصي شد كه پس از 

شكل (الكتروفورز، تحت اشعه ماوراي بنفش مرئي شدند 
مجزا و  پليمرازاي  واكنش زنجيرههمچنين نتيجه دو ). 1

مناسب، تكثير  Size Markerمقايسه نتايج حاصل با 
  .قطعات هدف را تأييد كرد
سايي كليه اي پليمراز براي شنا ابتدا يك واكنش زنجيره

اي پليمراز  و يك واكنش زنجيره سالمونلاهاي  باكتري
هاي موجود در  ديگر براي شناسايي عمومي كليه باكتري

و  1[؛ 1شكل (ها درنظر گرفته شد  دستگاه گوارش جوجه
نشان داده شده  1در شكل  PCRتصوير اين ژل  ).]19

مربوط به كنترل مثبت هم يك باند  DNAدر نمونة . است
دست آمد كه نتايج حاصل را تأييد  به bp396 اصي اختص
ت مورد استفاده در آزمايش با استفاده از كنترل مثب. نمود

از نظر كشت ميكروبيولوژيكي و تشخيص افتراقي روش 
جنس و گونه مورد تأييد قرار گرفته بود و حصول باند 

با استفاده از نشانگر استاندارد نيز  bp396اختصاصي 
تأييد را آزمايش نتايج اختصاصي بودن صحت و  مجدداً
. كرد

  

  
براي تشخيص  ها دستگاه گوارش جوجه DNAاي پليمراز با استفاده از  نتايج الكتروفورز محصولات واكنش زنجيره ـ1شكل   
. رپرايم اب سالمونلاهاي جنس  باكتري DNAمحصولات تكثير : 12ـ1هاي  ستون ]19[بر روي ژل آگارز  سالمونلاهاي جنس  باكتري

: Duo. شاهد منفي) -C: (15تكثير شدة شاهد مثبت؛ ستون  DNA) +C: (14نشانگر استاندارد وزن مولكولي؛ ستون ) M: (13ستون 
  روده كور: Cecايلئوم : Ileژوژنوم   : Jejدوازدهه 
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نسـبت بـه كـل     سـالمونلا هاي جـنس   جمعيت باكتري
: ارشها در چهار بخش مورد بررسي دستگاه گو باكتري

ــد     ــت درص ــق توانس ــن تحقي ــده از اي ــت آم ــايج بدس نت
هـا را در   نسبت به كل بـاكتري  سالمونلاهاي جنس  باكتري
هـاي گوشـتي    هاي مختلف دستگاه گـوارش جوجـه   بخش

دوازدهه هاي  درصد باكتري 12/0بر اين اساس . نشان دهد

 11/0در ژئوژنـوم هـم   . بودنـد  سـالمونلا متعلق به جـنس  
 16/0متعلـق بـه ايـن جـنس بـوده و      ها  درصد كل باكتري

هـاي موجـود در ايلئـوم هـم از گـروه       درصد كل بـاكتري 
روده كـور  هـاي   سرانجام از كل باكتري. ها بودندسالمونلا

  .بودند سالمونلادرصد آنها متعلق به جنس  39/0هم 
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  ژئوژنوم، ايلئوم و روده كور ها در چهار بخش دوازدهه، هاي جنس سالمونلا نسبت به كل باكتري جمعيت باكتري -2شكل

  
نسبت به كل  سالمونلاهاي جنس  جمعيت باكتري

هاي اين  بر اساس يافته: ها در سنين مختلف باكتري
درصد كل  38/0 در چهار روزگي، آزمايش مشخص شد

هاي جنس  ، باكتريها دستگاه گوارش جوجه هاي باكتري
كل  درصد 18/0ها  اين باكتري. هستند سالمونلا

ده روزگي در چهار ها دستگاه گوارش جوجههاي  تريباك
هاي جنس  در سي روزگي نيز باكتري. دهند را تشكيل مي

دستگاه گوارش  هاي درصد كل باكتري 06/0، سالمونلا
  .دهند را تشكيل مي ها جوجه

۶۴  
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  ها در سنين مختلف نسبت به كل باكتري سالمونلاهاي جنس  جمعيت باكتري ـ3شكل 

  
كـل  نسـبت بـه    سـالمونلا هاي جـنس   ريجمعيت باكت

ها در چهار روزگي در چهار بخش مورد بررسي  باكتري
آمـده از ايـن    بدسـت با توجه به نتـايج  : دستگاه گوارش

نسبت بـه كـل    سالمونلاهاي جنس  تحقيق، درصد باكتري
هـاي مختلـف    ها در سن چهـار روزگـي در بخـش    باكتري

 ـ. آمـد  بدستهاي گوشتي  دستگاه گوارش جوجه ر ايـن  ب
دوازدهـه در سـن چهـار    هـاي   درصد باكتري 28/0اساس 

همچنـين در سـن   . بودند سالمونلاروزگي متعلق به جنس 
هـا   درصد كل باكتري 11/0چهار روزگي، در ژئوژنوم هم 

هـاي   درصد كـل بـاكتري   16/0متعلق به اين جنس بوده و 
ها سالمونلاموجود در ايلئوم در سن چهار روزگي از گروه 

روده كور در سن چهار هاي  رانجام از كل باكتريس. بودند
.بودنـد  سالمونلادرصد آنها متعلق به جنس  91/0روزگي، 
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  ها در چهار روزگي در دوازدهه، ژئوژنوم، ايلئوم و روده كور نسبت به كل باكتري سالمونلاهاي جنس  جمعيت باكتري ـ4شكل 
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 ...در دستگاه گوارش سالمونلاتعيين جمعيت نسبي            

 

نسبت به كل  سالمونلاهاي جنس  جمعيت باكتري
ها در چهارده روزگي در چهار بخش مورد  تريباك

هاي اين آزمايش  بر اساس يافته: بررسي دستگاه گوارش
درصد كل  14/0در چهارده روزگي،  مشخص شد

در اين . هستند سالمونلاهاي دوازدهه از جنس  باكتري
هاي  درصد باكتري 18/0 هاي جنس سالمونلا سن، باكتري

 15/0مقدار در ايلئوم به  دادند و اين ژئوژنوم را تشكيل مي
.ها رسيد درصد كل باكتري 36/0درصد و در روده كور به 
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  ها در چهارده روزگي در دوازدهه، ژئوژنوم، ايلئوم و روده كور نسبت به كل باكتري سالمونلاهاي جنس  جمعيت باكتري -5شكل 

  
نسبت به كل  سالمونلاهاي جنس  جمعيت باكتري

در چهار بخش مورد بررسي  ها در سي روزگي باكتري
آمده از اين  بدستبا توجه به نتايج : دستگاه گوارش

نسبت به كل  سالمونلاهاي جنس  تحقيق، درصد باكتري
هاي مختلف  روزگي در بخش ها در سن سي باكتري

بر اين  .آمد بدستهاي گوشتي  دستگاه گوارش جوجه

اساس در سن سي روزگي در دوازدهه و ژئوژنوم، 
 17/0 ليكن. وجود نداشت سالمونلاجنس  ايه باكتري

هاي موجود در ايلئوم در سن سي  درصد كل باكتري
هاي  ها بودند و از كل باكتريسالمونلاروزگي از گروه 

درصد آنها متعلق به جنس  08/0روده كور در اين سن، 
  .بودند سالمونلا
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  ها در سي روزگي در دوازدهه، ژئوژنوم، ايلئوم و روده كور نسبت به كل باكتري سالمونلاهاي جنس  جمعيت باكتريـ 6شكل 
  

  بحث
هاي جنس  هايي درباره باكتري هرچند پيش از اين، گزارش

و جمعيت آن در دستگاه گوارش طيور منتشر  سالمونلا
؛ ليكن بسياري از اين محققان جمعيت ]3و  2[شده بود 
ه ويژ هاي ديگري به ها را با استفاده از روش باكتري
هاي مبتني بر كشت ميكروبي برآورد و گزارش كرده  روش

هايي پيش از اين بيان شده  بودند كه معايب چنين روش
دقت پايين، سرعت كم، توان به  است كه از آن جمله مي

هزينه بالا، نياز به نيروي كار زياد و ماهر، تكرارپذيري 
پايين، ناشناخته ماندن يا مشابه بودن احتياجات رشد 

روش . ]25و  16[و غيره اشاره كرد ها  سياري از باكتريب
توسعه يافته در اين آزمايش، از سرعت و دقت نسبتاً 

هاي مبتني بر كشت ميكروبي  بيشتري در مقايسه با روش
برخوردار بوده و نياز به استفاده از محيط كشت ميكروبي 

سازيِ اين نوع  كه در صورت تجاري طوري ندارد؛ به
روي كار و هزينه كمتري نيز بدنبال خواهد ها، ني روش
هاي جنس  امكان بررسي باكترياين نتايج با تأييد . داشت

برتري هاي گوشتي،  در دستگاه گوارش جوجه سالمونلا
هاي سنتي  هاي مولكولي نسبت به تكنيك روش

ها را  در بررسي ميكروارگانيسم آن رسرولوژيكي و نظاي
سيتومتري مبتني بر نتايج بنابراين شيوه دن .دده نشان مي

PCR توان روشي سودمند براي تعيين جمعيت  را مي
نسبت به كل  سالمونلاهاي جنس  نسبي باكتري

هاي دستگاه گوارش طيور دانست كه لازم است با  باكتري
نظير سنتي  يها توسعه آن، به تدريج جايگزين روش

اند كه در  عنوان كرده ]5[محققان  .شودكشت ميكروبي 
ها در دستگاه گوارش  مقدار برخي باكتريري موارد بسيا

هايي با  شطيور بسيار كم بوده و بنابراين لازم است از رو
. ها استفاده شود حساسيت بالا جهت تشخيص اين باكتري

ها با محيط كشت  نمونهاين نوع سازي  البته چندبار غني
تشخيص  تا حدودي منجر بهتواند  اختصاصي مناسب مي

نتايج منفي كاذب ناشي از عدم رشد  و حذفدرست 
. هاي كشت ميكروبي شود در روش هاي هدف باكتري

ليكن همواره بايد نتايج مثبت كاذب ناشي از تكثير 
هاي  هاي غير هدف با احتياجات رشد مشابه باكتري باكتري

اي پليمراز و  واكنش زنجيره. هدف مورد نظر قرار گيرد
قبلاً از طريق كشت  كهكار رفته در آن  كنترل مثبت به

تواند اين مشكلات را از بين  ميميكروبي تأييد شده بود، 
اي پليمراز نسبت به  واكنش زنجيرههاي ديگر  برتري. ببرد

بسيار توان در سرعت  هاي كشت ميكروبي را مي روش
ها و زمان كمتر مورد نياز براي حصول  اين روش زياد
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سيت بيشتر، نتيجه، دقت بيشتر، تكرارپذيري بالا، حسا
اختصاصي بودن، خطاي بسيار كمتر، و عدم نياز به 

  .بيان كرد سازي و رشد اوليه در بسياري موارد غني
بايد به اين مسأله توجه شود كه هدف از اين تحقيق، 

در تعيين جمعيت  PCRتوسعه كاربرد استفاده از تكنيك 
تنها به عنوان يك نمونه  سالمونلاجنس ها بود و  باكتري

توان پس از اين، براي  ايشي انتخاب شد و لذا ميآزم
تعيين جمعيت هر نوع باكتري مورد نظر در سطح جنس، 
گونه يا سويه، اقدام به انتخاب پرايمر مربوط به همان 

اي پليمراز  جنس، گونه يا سويه كرد و واكنش زنجيره
تشخيص همان جنس، گونه يا سويه اختصاصي براي 

م داد و سپس با استفاده از تكنيك باكتريايي مورد نظر انجا
PCRاقدام به  چه در اين آزمايش انجام شد، ، همانند آن

  .تعيين جمعيت آن باكتري جنس، گونه يا سويه نمود
، نقش اي پليمراز واكنش زنجيرههاي مبتني بر  امروزه روش

مهمي در شناسايي فلور ميكروبي مضر در پزشكي، 
ست، صنايع غذايي و دامپزشكي، ميكروبيولوژي، محيط زي

يگزين سرعت جا بسياري از علوم ديگر پيدا كرده و به
واكنش هاي  برتري .]28[ شود هاي قديمي مي روش
هاي كشت ميكروبي را  اي پليمراز نسبت به روش زنجيره

ها و زمان كمتر  اين روش بسيار زيادتوان در سرعت  مي
 مورد نياز براي حصول نتيجه، دقت بيشتر، تكرارپذيري

بالا، حساسيت بيشتر، اختصاصي بودن، خطاي بسيار كمتر، 
 سازي و رشد اوليه در بسياري موارد و عدم نياز به غني

  . بيان كرد
هاي مبتني بر ژن  نيز افزايش حساسيت روشپژوهشگران 
16S rDNA هاي مبتني بر كشت ميكروبي  نسبت به روش

ييد أت سالمونلاهاي جنس  را براي تشخيص باكتري
 ،هاي خود در بررسي ]23[محققان . ]30[ اند كرده

 سالمونلاهاي جنس  هايي متفاوتي درباره باكتري فراواني
آنها هم معتقدند وجود اين . ندا گزارش كردهدر طيور 

هاي گوشتي از قبل  در دستگاه گوارش جوجه هاي باكتري
ها در  در واقع اگر به پراكنش باكتري. استهم قابل انتظار 
آب آشاميدني، هواي جيره، بستر، ها،  جوجه محيط پرورش

اطراف سالن پرورش، پرندگان عبوري، حشرات و 
جانوران موذي و غيره توجه كنيم، وجود چنين 

هايي در دستگاه گوارش طيور قابل انتظار خواهد  باكتري
بيان كردند جيره دام  ]14[عنوان نمونه پژوهشگران  به .بود

  .زا است هاي بيماري اكتريو طيور گاهي اوقات آلوده به ب
هاي  دست آمده در اين تحقيق، درصد باكتري نتايج به
هاي موجود در هر  نسبت به كل باكتري سالمونلاجنس 

يك از چهار بخش دوازدهه، ژئوژنوم، ايلئوم و روده كور 
. هاي گوشتي در سنين مختلف را مشخص كرد جوجه
هاي جنس  ريميزان باكتدهد  هاي اين تحقيق نشان مي يافته

هاي مختلف دستگاه گوارش طيور  در بخش سالمونلا
، سالمونلامتفاوت است كه با توجه به نقش منفي جنس 

زا و  تواند تجميع اين عوامل بيماري علت آن مي
هاي مختلف بدن طيور نسبت به  هاي دفاعي بخش واكنش

طبق نتايج اين تحقيق  .زا باشد تجمع اين عوامل بيماري
در  ها جمعيت نسبي اين باكتري ن داشتبياتوان  مي

نسبت به ) ايلئوم و روده كور(هاي تحتاني روده  بخش
بيشتر ) دوازدهه و ژئوژنوم(فوقاني روده باريك  هاي بخش
دهنده متغير بودن جمعيت نتايج حاصل نشان. است

هاي مختلف دستگاه  در بخش سالمونلاجنس هاي  باكتري
و محيط  وظايف، گوارش طيور است كه با عملكرد

البته بايد  .باشد ها مرتبط مي بخشاين فيزيكوشيميايي 
توجه نمود كه جمعيت مطلق و نسبي هر باكتري در 
دستگاه گوارش تابع عوامل بسيار متنوعي نظير نوع جيره، 

ها،  نظير پروبيوتيك(هاي جيره  فرآوري جيره، افزودني
، محيط ، سن پرنده)ها و نظاير آن ها، آنزيم بيوتيك آنتي

فيزيكوشيميايي دستگاه گوارش، محيط زندگي پرنده، و 
اثرات (هاي دستگاه گوارش  بويژه جمعيت ساير باكتري

. ]6و  4 ،1[است ) متقابل اجزاي فلور ميكروبي بر هم
بنابراين نتايج فوق بايد به عنوان يك مورد خاص بيان 
شده و در هنگام ارائه نتايج مربوط به جمعيت يك باكتري 

ص در دستگاه گوارش، شرايط عوامل موثر بر جمعيت خا
در واقع هدف اصلي اين . اين باكتري در نظر گرفته شود

در تعيين جمعيت  PCRشيوه آزمايش، بررسي كارآيي 
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هاي مختلف  در بخش سالمونلاهاي جنس  نسبي باكتري
هاي  تكثير ژن هدف در باكتري. دستگاه گوارش طيور بود

پيش از  پليمرازاي  كنش زنجيرهتوسط وا سالمونلاجنس 
. گزارش شده است ]19و  7[اين توسط پژوهشگران ديگر 
توان گفت  هاي انجام گرفته مي بنابراين با توجه به بررسي

 سالمونلاهاي جنس  امكان شناسايي دقيق و سريع باكتري
به طور 16S rDNA با استفاده از قطعه خاصي از ژن 

تنوع فلور  ]29[ران همچنين پژوهشگ. كامل وجود دارد
آنها . ميكروبي دستگاه گوارش طيور را تأييد كرده بودند

توالي نوكلئوتيدي با منشاء  1656توانستند مجموعاً 
موجود در محتويات هاي  از باكتري 16S rRNA هاي ژن

و يا فرو رفته در لايه مخاطي روده  هاي چسبيده و باكتري
كنون  تاهرچند  .دورنآ بدستهاي گوشتي  كور جوجه

 PCRها به روش  گزارشي از تعيين جمعيت باكتري
 PCRمنتشر نشده است، ليكن اخيراً استفاده از تكنيك 

در پزشكي و بويژه در سنجش تراكم ) دنسيتومتري(
استخوان و مسائل پيرامون بسيار مورد توجه قرار گرفته 

يكي از نكاتي كه بايد در انجام . ]24و  21، 18، 8[است 
به آن توجه نمود، اين است  )دنسيتومتري( PCRآزمون 

هاي هدف با كارآيي يكساني DNAي هكه همواره هم
هدف وقتي در يك  DNAدر واقع يك . شوند تكثير نمي

نمونه وجود داشته باشد، نسبت به وقتي كه در نمونه 
ديگري وجود دارد هميشه همان ميزان محصولات واكنش 

بر اين اساس بايد همه . ندك اي پليمراز را توليد نمي زنجيره
نكات فوق در انجام آزمايش به دقت مورد توجه قرار 

يكي از مهمترين  .گيرد تا نتايج دقيقي بدست آيد
در اين روش ، اين است كه چون اين شيوههاي  محدوديت

شود كه مقادير باكتري در هر  اي استفاده مي پايه DNAاز 
، PCRروع نانوگرم آنها متفاوت است، بنابراين در ش

متفاوتي در تيمارهاي مختلف وجود دارد  DNAمقادير 
در تيمارهاي مختلف با  DNAشود تكثير  كه سبب مي

توان با  در نتيجه نمي. سرعت و كارآيي متفاوتي انجام شود
، دربارة مقدار اوليه PCRمقدار كمي محصولات مقايسه 

اظهار نظر طور قطع  نمونه در تيمارهاي مورد بررسي به

در ابتداي آزمايش، با  توان براي رفع اين مشكل مي. ردك
 DNAمقدار هايي نظير اسپكتروفتوتري،  استفاده از روش

تيمارهاي مختلف را سنجيد و پس از رساندن به يك 
عنوان مقدار پايه، با استفاده از مقادير يكساني از جمعيت ب

DNA  پايه، واكنشPCR  را انجام داد و نتايج را
در اين صورت . اوليه تفسير نمود رقت نمونهمتناسب با 

جهت  PCRمقدار كمي محصولات  امكان مقايسه
. هاي پايه وجود دارد قضاوت درباره مقدار جمعيت

اي پليمراز  بنابراين در صورت طراحي يك واكنش زنجيره
بهينه شده، امكان مقايسه نتايج اين واكنش از طريق تجزيه 

) دنسيتومتري( PCR  از روشها با استفاده  و تحليل داده
  . وجود دارد

اين است كه ) دنسيتومتري( PCRيكي ديگر از معايب 
اي پليمراز در اين روش براي تعيين تعداد  واكنش زنجيره

اما براي معتبر بودن . رود هدف بكار مي DNAهاي  نسخه
هاي داخلي وجود داشته  هاي آن لازم است كنترل داده

ها مشكل است و همچنين  كنترل باشد كه دستيابي به اين
بايد براي هر ريزسازواره خاص، يك كنترل مجزا طراحي 

توان به تنهايي از تراكم باند براي تعيين  بنابراين نمي. شود
. اي پليمراز استفاده كرد كمي محصولات واكنش زنجيره
اي هدف متناسب با .ان.همچنين معمولاً مقدار دي

بعنوان نمونه معمولاً هزار . اي تكثير شده نيست.ان.دي
هدف تا صدهزار نسخه محصولات  DNAنسخه از يك 
محدوديت ديگر . كند اي پليمراز ايجاد مي واكنش زنجيره

اهاي هدف با كارآيي .ان.اين روش اين است كه همه دي
اي هدف .ان.در واقع يك دي. شوند يكساني تكثير نمي

ه وقتي كه وقتي در يك نمونه وجود داشته باشد، نسبت ب
در نمونه ديگري وجود دارد هميشه همان ميزان 

. كند اي پليمراز را توليد نمي محصولات واكنش زنجيره
هاي كوتاهتر  عيب ديگر اين روش اين است كه توالي

اين امر . شوند هاي بلندتر تكثير مي معمولاً بهتر از توالي
اي پليمراز حاصل  وقتي مقدار محصولات واكنش زنجيره

شوند از  هاي با طول متفاوت، با هم مقايسه مي والياز ت
مشكل ديگر اين است . شود اهميت بيشتري برخوردار مي
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هاي  در باكتري 16S rRNAهاي  كه تعداد نسخه ژن
ها دو و برخي بيش از  كند و برخي باكتري مختلف فرق مي

 DNAهمچنين تفاوت كيفيت . دوازده نسخه دارند
شود كه مقادير متفاوتي  بب ميها با يكديگر هم س نمونه

اي پليمراز توليد شود كه سبب  محصولات واكنش زنجيره
به دلايل . شوند بروز خطا در تعيين جمعيت ميكروبي مي
مختلف با هاي  فوق امكان بررسي و مقايسه باكتري

اي پليمراز هم  يكديگر حتي در قالب يك واكنش زنجيره
   .است قابل تأمل

  
  گيرينتيجه
دهنده متغير بودن جمعيت  نشاندست آمده ن نتايج ببنابراي

هاي مختلف  در بخش سالمونلاجنس هاي  نسبي باكتري
و نيز امكان استفاده از روش دستگاه گوارش طيور 

هاي  سنجي براي تعيين جمعيت نسبي باكتري تراكم
شود استفاده از اين روش براي  توصيه مي. است سالمونلا
هاي آزمايشگاه ها و هاي روتين در كلنيك بررسي

 يهسرعت در سطح گل  بد تا بتوان بهدامپزشكي توسعه يا
و ميزان  معيت نسبيو سطح جموارد بر در حال پرورش، 

كه ميزان  صورتي نظارت كرده و در سالمونلابه لودگي آ
آغاز د، اقدامات درماني را بوآلودگي از حد معيني بيشتر 

هاي  ساير بخش در موردسنجي  استفاده از تراكم. كرد
به ها و لاشه طيور نيز  دستگاه گوارش و نيز ساير اندام

هاي سنتي مبتني بر كشت ميكروبي  عنوان جايگزين روش
  .شود مي توصيه

  
  تشكر و قدرداني

تعيين جمعيت «اين مقاله بر اساس نتايج طرح پژوهشي 
، كلستريديوم و باكتري سالمونلاهاي جنس  نسبي باكتري

» رهاي مختلف دستگاه گوارش طيو بخش اشريشيا كلي در
استخراج شده است كه اعتبار آن از طريق معاونت 
پژوهشي دانشگاه آزاد اسلامي واحد رشت تأمين گرديده 

وسيله از مسئولين محترم دانشگاه براي  بدين. است

هاي طرح سپاسگزاري و قدرداني  حمايت و تأمين هزينه
  .گردد مي
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