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 با تیلاپیا ماهي از شده جدا S.aureus توکسیکهای  ژن شناسايي ثبت و
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 c، بهاره نوروزی* b، حامد اهریaنازنین نیاخلیلی

 
a ایران تهران، اسلامی، آزاد دانشگاه تحقیقات، و علوم واحد غذایی، صنایع و علوم ارشد کارشناسی آموخته دانش.  

b  صنایع غذایی، واحد علوم و تحقیقات، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران.  -ندسی کشاورزیاستاد گروه مه 
c  گروه زیست شناسی، واحد علوم و تحقیقات، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران. استادیار 

 
 

 

 

 
 28/36/1031  مقاله:  پذیرش  تاریخ   03/30/1031  مقاله:  دریافت  تاریخ

DOI:10.30495/JFTN.2022.66835.11210  https://dorl.net/dor/20.1001.1.20080123.1402.20.2.5.5 
 

 چکیده

 در برخوردارند. غذایی سبد در بسزایی اهمیت از 0 امگا غیراشباع چربی وجود همچنین و بالا پروتئین و کالری دلیل به آبزیانمقدمه: 

به برخی از  همواره ممکن است بسیاری از آبزیان از جمله ماهی ،کننده مصرف به دست رسیدن تا صید زمان از مختلف مراحل
 و ثبت در پژوهش حاضر به بررسی .شوند و در نهایت مسمومیت شدید را برای افراد ایجاد نمایند زا آلوده های بیماری میکروارگانیسم

 پرداخته شده است.  Multi plex PCR تکنیک با تیلاپیا ماهی از شده جدا استافیلوکوکوس اورئوس توکسیک های ژن شناسایی
ابتدا پس از . عدد نمونه ماهی منجمد( مدنظر قرار گرفته شد 21عدد نمونه ماهی تازه و  21عدد ) 02 ها نمونه کل تعداد ها: مواد و روش

پارکر مورد بررسی جدا شد و به صورت کشت سطحی در محیط برد  استافیلوکوکوس اورئوسهای مورد بررسی به ترتیب  سازی نمونه آماده
یابی ژن به  ژن انتروتوکسیک شناسایی شد. در نهایت توالی DNAقرار گرفت، سپس تست کوآگولاز انجام شد و در مرحله بعد با استخراج 

  صورت اتوماتیک و دستگاهی انجام گرفت.

عدد ماهی منجمد(  18عدد ماهی تیلاپیا تازه و  21های مورد بررسی ) درصد از کل نمونه 9/92های به دست آمده نشان داد،  یافته ها: يافته

نتایج بررسی تست  شدند. استافیلوکوکوس اورئوسها آلوده به باکتری  درصد از کل نمونه 1/7بودند و  استافیلوکوکوس اورئوسفاقد باکتری 
کننده انتروتوکسیک  های تولید سی ژنپس از برر کوآگولاز نیز نشان داد، هر سه نمونه ماهی منجمد مورد بررسی، کوآگولاز مثبت بودند.

(SEA ،SEB ،SEC ،SED ،SEE  وSEGدر بین سه نمونه منجمد آلوده به باکتری استافیلوکوکوس مشاهده شد که تنها در یک نمونه )  
 وجود داشت.  SEAمنجمد، ژن انتروتوکسیک 

با  اورئوس لوکوکوسیاستافهای  ژن ییشناسا یبرا ازیمورد نتر  کوتاه اریکم و زمان بس نهیبا توجه به هزنتایج نشان داد  نتیجه گیری:

بنابراین با استفاده از این . باشد می لوکوکیاستاف یها هیجدا یها پیمطالعه ژنوت یبرا یابزار قدرتمند روش نی، اMultiplex PCRروش 
 توان به ارتقا سطح سلامت غذایی در جامعه به خوبی پرداخت. روش می

 
 Multiplex PCRاستافیلوکوکوس اورئوس، ژن، ماهی تیلاپیا،   :کلیدی  های واژه

 
   :Dr.h.ahari@Gmail.com email                                                                                                                                                                                                                 مکاتبات  مسئول  نویسنده  *
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 مقدمه
های مهم توسعه اقتصادی در هر کشور،  یکی از پایه

تامین غذای بهداشتی برای افراد جامعه است. در کشورهای 
ق غذا به انسان، های منتقله از طری پیشرفته، بیشتر بیماری

تحت کنترل متخصصان بهداشتی در آمده است. اما در 
کشورهای در حال توسعه، مشکلات اقتصادی و بهداشتی 
ایجاد شده توسط غذا به خصوص غذاهایی که به روش 

 Holah et)گردد  شوند، هنوز مشاهده می سنتی تولید می

al., 1990) .برای  این نوع بیماری یک معضل اساسی
گردد که سالانه با  و بهداشت عمومی محسوب میسلامت 

ها نفر  های چند بیلیون دلاری، باز هم میلیون صرف هزینه
از جمعیت جهان به آن مبتلا و بخشی دچار مرگ یا بستری 

شوند. امروزه غذاهای دریایی به  ها می شدن در بیمارستان
دلیل بالا بودن ارزش غذایی مورد توجه عموم مردم جهان 

رفته و میزان محبوبیت غذاهای دریایی بین مصرف قرار گ
کنندگان در حال افزایش است. محصولات دریایی سرشار از 
پروتئین هایی است که با تجزیه و شکستن آنها، اسیدآمینه 

شود. در  و پپتیدهایی با وزن مولکولی پایین تشکیل می
استافیلوکوکوس چنین وضعیتی، شرایط مناسب برای رشد 

 ;Nakano et al., 2004گردد ) هم میفرا اورئوس

Sanjeev et al., 1986) .یکی از  استافیلوکوکوس ارئوس
در اثر مصرف غذاهای   شایع ترین عوامل ایجاد بیماری

های پیش ساخته شده، در  دریایی به وسیله انتروتوکسین
. (Arfatahery et al., 2016)باشد  سراسر جهان می

های  علت حضور سویهمسمومیت غذایی این باکتری به 
شود و  انتروتوکسیژنیک آن در غذاها و هضم آن ایجاد می

های فراوانی را به دنبال  برخلاف مسیر آرام خود، خسارت
یک  1استافیلوکوکوس(. Eshraghi et al., 2009دارد )

کوکسی گرم مثبت بوده که به صورت یک باکتری کلونیزه 
تانداران یافت شده بر روی پوست و مخاط انسان و سایر پس

تواند درصد زیادی از  این باکتری به راحتی می شود. می
ای از دما و اسیدیته را تحمل کند.  نمک و طیف گسترده

، سپتی 2همچنین این باکتری باعث بروز مسمومیت غذایی
0سمی

یا ذات الریه، عفونت پوستی و سندرم  0، پنومونی1
5شوک توکسیک

 ,Redmond & Griffithشود ) می 2

2003; Normanno et al., 2007 .)استافیلوکوکوئوس 

                                                      
3
 Septicemia                   

4
 Pneumonia 

 

با ایجاد آلودگی در مواد غذایی باعث بروز  اورئوس
(، چراکه Dinges et al., 2000شود ) مسمومیت غذایی می

به طور کند.  طیف وسیعی از ترشحات سمی را تولید می
 0باشند ها انتروتوکسیژنیک می % از این باکتری25کلی 

(Giannatale et al., 2011). ها دارای  انتروتوکسین
اهمیت بسزایی هستند که تقریبا به طور انحصاری توسط 

تولید  استافیلوکوکوس اورئوسهای کوآگولاز مثبت  سویه
شوند و به عنوان عامل استفراغ در مسمومیت غذایی و  می

 (.Malekzadeh, 2002ها مطرح است ) گاستروآنتریت
ها  اع انتروتوکسینژنی از انو آنتی هفت کلاس اصلی

 ,SEC1  SEB, SEAاند از: شناسایی شده است که عبارت

SEE, SED, SEC3, SEC2 (Rahimi et al., 2012). 
% درصد از افراد جمعیت به 63در  استافیلوکوکوس اورئوس

% از افراد به صورت ثابت 03تا  23صورت متناوب و در 
ری و شود. لذا فردی که در مراکز تهیه، عمل آو یافت می

کند در صورت عدم رعایت  پخش مواد غذایی فعالیت می
تواند باکتری را به غذا منتقل کند  نکات بهداشتی، می

(Kluytmans et al., 2005). های  بر اساس گزارش
% از 08% از محصولات دریایی منجمد، 68اعلام شده در 

% 7ها،  ها و صدف % از ماهی8غذاهای آماده حاوی ماهی، 
های  ها انتروتوکسین % از سفره ماهی0و از میگوها 

که  یافت شده است بنحوی استافیلوکوکوس اورئوس
ترین عوامل ایجاد  یکی از شایع استافیلوکوکوس ارئوس

در اثر مصرف غذاهای دریایی به وسیله   بیماری
 های پیش ساخته شده، در سراسر جهان است انتروتوکسین

(Sokari, 1991; Ayulo et al., 1994).  محصولات
های است که با تجزیه و شکستن  دریایی سرشار از پروتئین

آنها، اسیدآمینه و پپتیدهایی با وزن مولکولی پایین تشکیل 
استافیلوکوکوس شود. که شرایط مناسب برای رشد  می

 ماهی(. Dinges et al., 2000سازد ) را فراهم می اورئوس
 اتتغییر تحمل لیلد به که ستا بزیانیآ جمله ازتیلاپیا 
 نکسیژا ری،شو ،ماد نظیر طیمحی یستز سیعو محدوده

 تولید هکوتا نماز ری،بیما و سسترا به متومقا ل،محلو
 سهولتای،  تغذیه پایین حسطو از ردنخو اغذ ،جدید نسل

 از ریبسیا در آن بمطلو یپسند زاربا و ورشپر و تکثیر در
. (El- Sayed, 2006)دارد  شماری اران بیطرفد نیاد طنقا

                                                      
1
 Staphylococcus              

2
 Food poisoning 

5
 TSS (Toxic shock syndrome) 
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این ماهی دومین ماهی پرورشی بعد از کپور ماهیان است و 
های موجود، تولید و مصرف این ماهی در  بر اساس گزارش

جهان در حال افزایش است. به طوری که تولید آن از 
میلیون در  27917، به 2332میلیون تن در سال  17075
(. Tamaski et al., 2011افزایش یافته است ) 2338سال 
استافیلوکوکوس های  این آلودگی آنها به انتروتوکسینبنابر

تواند تعداد قابل زیادی از افراد را با مسمومیت و  می اورئوس
های مولد  حتی خطر مرگ همراه سازد. لذا باید ژن

که باعث ایجاد  استافیلوکوکوس اورئوسهای  انتروتوکسین
مسمومیت در ماهی تیلاپیا به عنوان دومین ماهی مورد 

اده در سبد غذایی مردم جهان، شناسایی شود. از جمله استف
های مولد  مطمئن ترین روشها برای شناسایی ژن

های استافیلوکوکوس در ماهی تیلاپیا، روش  انتروتوکسین
است. در این روش  PCRواکنش زنجیره ای پلیمراز یا 

ژن نبوده و حتی در صورت فقدان یا درصد  نیازی به آنتی
های مولد آنها ممکن  قابلیت ردیابی ژن کمی انتروتوکسین،

است. این روش بسیار حساس و اختصاصی، جهت سنجش 
باشند. از  های کدکننده انتروتوکسین می و نیز تکثیر ژن

ای برای ردیابی  در سطح گسترده پلیمراز ای زنجیره واکنش
گیرند.  های زیستی بهره می های مسئول در انتروتوکسین ژن

لیمراز به منظور تکثیر یک نسخه منفرد ای پ واکنش زنجیره
با توالی خاص به  DNAهای کمی از یک قطعه  یا نسخه
( به بررسی 2317)Ozdemir  و Arsalanرود.  کار می

های مولد انتروتوکسین  خصوصیات و شناسایی مولکولی ژن
های جدا شده از  و مقاوم به متی سیلین در استافیلوکوکوس

)ماهی آب شیرین و آب دریا(  نمونه گوشت گاو و ماهی123
پرداختند. آنها پس از جداسازی استافیلوکوکوس اورئوس به 

دریافتند  PCRها با  های بیوشیمیایی و شناسایی ژن روش
استافیلوکوکوس های گوشت آلوده به  % از نمونه03که 

ها حامل ژن مولد  % از جدایه870بوده که  اورئوس
های تولید کننده  % از جدایه579انتروتوکسین بودند. 

% 23بودند. علاوه بر این  seaانتروتوکسین، دارای ژن 
های دریایی، آلوده به  % ماهی2775های آب شیرین و  ماهی

ها آب  % از ماهی1275بودند.  استافیلوکوکوس اورئوس
 sedو  sea% ماهی آب دریا دارای هر دو ژن 971شیرین و 

های  ( شیوع ژن2316و همکاران ) Arfatahery. بودند
مولد انتروتوکسین استافیلوکوک و ژن مولد سندرم شوک 
توکسیک را در محصولات دریایی )ماهی و میگو( در ایران 

ای  را با روش واکنش زنجیره 2310و  2310های  طی سال
گونه  236ارزیابی کردند. در این مطالعه  PCRپلیمراز یا 

نمونه ماهی و میگو  بدست  633از  وساستافیلوکوکوس ارئ
آمد که به دلیل حساسیت ضد میکروبی و مقاومت 

سیلین، مورد بررسی قرار گرفتند.  استافیلوکوکوس به متی
% از نمونه غذاهای آبزی، به باکتری 00نتایج نشان داد که 

های جدا  % از گونه60آلوده بودند. استافیلوکوکوس ارئوس
ترین ژنوتیپ  است. شایعشده، انتروتوکسیک بوده 

% 1875با    seb % و سپس ژن0572با  seaانتروتوکسیک 
( وقوع و 2310و همکاران )Ertas Onmaz  .باشد می

 سالمونلاو  استافیلوکوکوس اورئوسمیکروبیال  مقاومت آنتی
های ماهی در کشور ترکیه را مورد بررسی قرار  را در نمونه

نمونه ماهی  03نمونه ماهی شامل:  133در مجموع  دادند.
نمونه ماهی دریایی  05نمونه ماهی قزل آلا و  05کولی، 

مورد آنالیز قرار گرفتند. آنها برای تشخیص حضور 
از روش الایزا و استافیلوکوکوس اورئوس انتروتوکسین 

 PCRها کدکننده انتروتوکسین از روش  برای تشخیص ژن
استافیلوکوکوس ها به  % از نمونه9مودند. چندگانه استفاده ن

ها به سالمونلا آلوده بودند. نتایج نشان داد  % آن5و  اورئوس
جدا شده،  های استافیلوکوکوس اورئوسکه هیچکدام از 

با توجه آنچه . اند و ژن کد کننده آن را نداشتهانتروتوکسین 
هی تیلاپیلا و خطرات ناشی بیان شد، بدلیل مصرف زیاد ما

های  های ناشی از انتروتوکسین از مسمومیت
شناسایی مطالعه حاضر با اهداف  استافیلوکوکوس اورئوس،

های مولد انتروتوکسین و بررسی میزان تکرار هر یک از  ژن
جدا شده از  استافیلوکوکوس اورئوسآنها در باکتری 

میزان  های ماهی تیلاپیا تازه و منجمد، بررسی نمونه
های ماهی تیلاپیا، بررسی تفاوت درصد  آلودگی نمونه

آلودگی استافیلوکوکی و شناسایی ژنی که بیشترین تاثیر را 
های استافیلوکوکی داراست، انجام  در تولید انتروتوکسین

 شده است. 

 

 ها مواد و روش
های خریداری شده از بازار ماهی در سطح شهر  ماهی

دهند، که بصورت  ا تشکیل میجامعه آماری این مطالعه ر
عدد ماهی تیلاپیلا از بازار ماهی  02 کاملا تصادفی تعداد

از  برای نمونه آماری خریداری شدند.شهر تهران بعثت در 
 ماهی مابقی نمونه و تازه ماهی عدد نمونه 21 این تعداد
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 و سلسیوس درجه 0 دمای در تازه های نمونه .بودند منجمد
 زمان تا سلسیوس درجه 18 ماید در منجمدهای  نمونه
شدند. برای  نگهداری استریل های ناقل در آزمایش انجام

جداسازی استافیلوکوکوس از ماهی ها، روشهای کشت 
 تست کوآگولاز استفاده شد. و  1سطحی در محیط برد پارکر

 
 استافیلوکوکس اورئوس DNAاستخراج  -

م نجاایر زحل انومیک مرژ DNAاج ستخرر ابهمنظو
اد جه سانتیگردر -23ه در شدهخیرذبالینی ی لههاویزاشد. 
 07ی ماو در دشدند داده کشت  Blood Agarمحیط روی 

نکوبه شدند. سپس اساعت  20ت به مداد جه سانتیگردر
میلیلیتر  5به ه شددادهله کشت ویزاهر از یک کلنی 

که قبلاً ن( لماآ Merck)ساخت  LB Brothکشت  محیط
و لهها تقسیم ویزاد ابه تعدای شهشیی درب دار لولههادرون 

در ساعت  23ت به مدو تلقیح ، نددبوه شداری گذری شما
ن شدی سپراز نکوبه شد. بعد اد اجه سانتیگردر 07ی ماد
شد. رج خار نکوباتواز الولهها ، ساعت( 23نظر )ردمون ماز
ب تیوومیکر، درون محیط کشت حاصلاز سی سی  5/1
اج ستخراحل امرو یخته رپلاستیکی  5/1ی درب دار ها

DNA آزما شرکت اج ستخراکیت ده از ستفاانومی با ژ
شد. م نجاه اندزتکل شرکت ساوپرس ساابر  اکسیر پژوه

ه، شداجستخری اها DNAکیفیتسنجی ر و تأیید کاای بر
ها آن ODه، شداجستخری اها DNAزی قت ساربا ا بتدا

به  DNAت گرفت. همچنین محصولاار نش قراخورد مو

روی ژل  Loading dyeترکیب با از بعد ا دلان 5ان میز
ن مازحاصل تا ی ها DNAشد. اری گذرصد بادریک رز گاآ
 شدند.زی ساهخیرذ -23ی مادر د PCRمایش م آزنجاا

استخراج شده با الکتروفورز و  DNAبررسی کمی و کیفی 
 روش نانودراپ انجام شد.

 
 DNAبا  PCRم نجاو ايمرها اپرزی سادهماآ -

 هشداج ستخرا

 1جدول  مورد نظر از پرایمرهای یهاژن شناسایی ایبر
متابیون آلمان شرکت از  که یمرهااپر همهاستفاده شد. 

 با) هلیوفیلیز مقطرآب  دنکر ضافهاز ا بعد ،نددبو هشد اریخرید
 قت(، ریمراپر هندزسا شرکت توسط هتعیینشد حجم به توجه

 رتبهصو یمرهااپراز  سپسو  تهیه رپیکومولا 133 لیهاو
 DNAاز  دهستفاا با PCR ایبر رپیکومولا 15 قتر گانهادج
 شد. تهیه ژل آگاروز یک درصد توسط هشداجستخرا

 

 PCRانجام  -

و با  با استفاده از دستگاه ترموسایکلر PCRواکنش 
 10X ، 5/2میکرولیتر بافر  5/2مخلوط واکنش حاوی 
 Taqواحد آنزیم یک ، MgCl2( 0میکرولیتر)مولار میلی 

پیکومول از هر  dNTPs، 03-23 میکرومول2/3لیمراز، پ
الگو در حجم نهایی  DNAمیکرولیتر  2پرایمر آغازگر و 

 . میکرولیتر انجام شد 25

 

 1استافیلوکوکوس اورئوسهای  پرايمرهای به کار رفته به منظور شناسايي ژن -1جدول 
Table 1- Primers used to identify Staphylococcus aureus genes 

Product 

length Temperature Primer sequence Gen Primer 

252 bp 57.77 AAGTCTGAATTGCAGGGAACA 
enterotoxin A gene SEA F 

58.11 ACCCGCACATTGATAACCATAA SEA R 

344 bp 57.43 TGGTGGTGTAACTGAGCATAAT 
enterotoxin B gene SEB F 

58.25 TCCTCACATCTTTCGACTCAATC SEB R 

368 bp 57.90 CAGACCCTATGCCAGATGATTT 
enterotoxin C gene SEC F 

58.03 CCCATTATCAAAGTGGTTTCCTTC SEC R 

318 bp 48.52 CTAGTTTGGTAATATCTCCT Staphylococcus 

aureus enterotoxin D 
SED F 

45.58 TAATGCTATATCTTATAGGG SED R 

301 bp 57.74 GCTGGAGGCACACCAAATA Staphylococcus 

aureus enterotoxin E 
SEE F 

58.47 CATAACTTACCGTGGACCCTTC SEE R 

410 bp 57.97 GCTGGAGGCACACCAAATA Staphylococcus 

aureus enterotoxin G 
SEG F 

58.06 CATAACTTACCGTGGACCCTTC SEG R 

580-590 bp 71.56 TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG  16S PCR F 
72.66 ACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGC 16S PCR R 

 

                                                      
1
 Baird Parker Agar  
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واجد مراحل زیر بود:  PCRهای  برنامه اجرای چرخه
چرخه تکثیر شامل  ،اولیه( denaturationواسرشتگی )

 و( annealingالگو ) DNAاتصال پرایمرها به  ،واسرشتگی
. طویل (extensionطویل شدن رشته الگو ) در نهایت

طویل شدن رشته  ( بعد ازextension finalشدن نهایی )
(. لازم به ذکر است که 2)جدول صورت پذیرفت  الگو

در دستگاه ترموسایکلر برای هر ژن متفاوت  PCRبرنامه 
تولیدکننده  استافیلوکوکوس اورئوسهای  سویهبود. 

انتروتوکسین که در این تحقیق به عنوان کنترل مثبت مورد 
 + ATCC14458: SEBاستفاده قرار گرفتند شامل

،D4508: SEA،+  NCTC 9393: SEDو + 
AB80002: SEC+. 

 در نهایت، نمونه ای که دارای کیفیت مناسبی بود برای 
 

توالی یابی شد سپس  سکوئنسینگ انتخاب و توالی
به توالی  BioEditنوکلئوتیدی حاصله با استفاده از برنامه 

 NCBIو در پپتیدی ترجمه شد

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) GenBank™ 
 ثبت شد.

 
  DNAشناسايي توالي يابي  -

به صورت  DNAدر پژوهش حاضر، توالی یابی 
 Applied اتوماتیک و با استفاده از دستگاه توالی یاب 

Biosystems 3500 (ABI) (HITACHI)  انجام 
، نوع ABIگرفت. سیستم توالی یاب بر مبنای فلورسانس 

پیشرفته و اصلاح شده ای از توالی یابی دی داکسی سنگر 
  است.

 برای ژنهای مورد بررسي PCRه برنامه چرخ -4جدول 
Table 2- PCR cycle program for the studied genes 

 

Gene MW (bp) PCR Steps Temperature Time Cycle 

SEA 252 

Primary Denaturation 95 5 min 1 
Denaturation 95 10 s 

35 Annealing 62 10 s 
Extension 72 10 s 

Final Extension 72 2 min 1 

SEB 344 

Primary Denaturation 95 5 min 1 
Denaturation 95 30 s 

35 Annealing 59 15 s 
Extension 75 15 s 

Final Extension 75 5 min 1 

SEC 368 

Primary Denaturation 95 5 min 1 
Denaturation 95 15 s 

35 Annealing 61 15 s 
Extension 74 15 s 

Final Extension 72 5 min 1 

SED 318 

Primary Denaturation 95 5 min 1 
Denaturation 95 15 s 

35 Annealing 52 15 s 
Extension 74 15 s 

Final Extension 72 5 min 1 

SEE 301 

Primary Denaturation 95 5 min 1 
Denaturation 95 10 s 

35 Annealing 59 10 s 
Extension 75 10 s 

Final Extension 75 2 min 1 

SEG 410 

Primary Denaturation 95 5 min 1 
Denaturation 95 30 s 

35 Annealing 58 15 s 
Extension 75 30 s 

Final Extension 75 5 min 1 

16S PCR 580 

Primary Denaturation 95 5 min 1 
Denaturation 95 30 s 

35 Annealing 68 30 s 
Extension 74 60 s 

Final Extension 72 5 min 1 
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 ها يافته
 بررسي باکتری استافیلوکوکوس اورئوس -

 باکتری وجود بررسی از آمده دست به نتایج طبق
نشان داد، در مجموع، سه نمونه از  اورئوس استافیلوکوکوس

آوری شده آلوده به  های منجمدِ جمع میان نمونه
های تازه به استاف  بودند و نمونه استافیلوکوکوس اورئوس

درصد از کل  9/92به طور کلی،  اورئوس آلوده نبودند.
استافیلوکوکوس های مورد بررسی فاقد باکتری  نمونه

ها آلوده به باکتری  درصد از کل نمونه 1/7بودند و  اورئوس
 شدند. استافیلوکوکوس اورئوس

 
 بررسي تست کوآگولاز -

 استافیلوکوکوس اورئوساز تست کوآگولاز برای تمایز 
های کوآگولاز منفی  )کوآگولاز مثبت( از استافیلوکوک

استفاده شد. کوآگولاز آنزیمی است که توسط 
شود و فیبرینوژن  تولید می استافیلوکوکوس اورئوس

)محلول( موجود در پلاسما را به فیبرین )نامحلول( تبدیل 
کند. نتایج بررسی تست کوآگولاز در پژوهش حاضر  می

نشان داد، هر سه نمونه ماهی منجمد مورد بررسی، 
 ز مثبت بودند.کوآگولا

 
  DNAبررسي کمي و کیفي  -

 شده استخراج DNA کیفی بررسی 1با توجه به شکل 
به  DNAشد، همچنین بررسی کمی  انجام الکتروفورز با

 DNAروش نانودراپ انجام شد. طبق نتایج به دست آمده 
 استخراج شده از کیفیت مطلوبی برخوردار بود.

 

 
Figure 1- The qualitative examination of DNA 

extracted using the electrophoresis 
استخراج شده با استفاده از  DNAبررسي کیفي  -1شکل 

 الکتروفورز 
 

های  های انتروتوکسیک در سويه شناسايي ژن -

   استافیلوکوکوس اورئوس

، کوکسی گرم مثبتی است که استافیلوکوکوس اورئوس
ختلف را دارد. های م در شرایط خاص توانایی ایجاد بیماری

این باکتری با ترشح سموم مختلف از جمله انتروتوکسین 
. همان طور که در آورد اجم به میزبان را فراهم میشرایط ته

در هر سه  16s St. aureusشود، ژن  ، مشاهده می0 جدول
های تولید کننده  پس از بررسی ژن نمونه آلوده یافت شد.

( SEGو  SEA ،SEB ،SEC ،SED ،SEEتوکسیک )انترو
در بین سه نمونه منجمد آلوده به باکتری استافیلوکوکوس 

(13c ،14c  16وc مشاهده شد، تنها در یک نمونه ی )
وجود  SEA، ژن انتروتوکسیک 13cمنجمد یعنی نمونه 

یابی و دریافت  شناسایی شده برای توالی SEC داشت. ژن
 سبی برخوردار نبود. سکانس ژنی از کیفیت منا

 

های  ها يافت شده در نمونه نتايج بررسي ژن -3جدول 

 آلوده ماهي تیلاپیا
Table 3- Results of genes detected in infected samples 

of tilapia 
 

13c 14c 16c Sample/Genes 

+ 
+++ 

- 
+ 
- 
- 
- 

+ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

+ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

16s St. aureus 
SEA 
SEB 
SEC 
SED 
SEE 
SEG 

 

شود، تصویر باند  مشاهده می 2همانطور که در شکل 
بر روی ژل الکتروفورز در  16s St. aureusژن مربوط به 

هر سه نمونه و نمونه کنترل مثبت باند مربوطه تشکیل شده 
 است. 

، بررسی تصویر باند مربوط به ژن 0با توجه به شکل 
SEA  13نشان داد، این ژن تنها در نمونهc تشکیل  باند

 برخوردار توالی یابی برای مناسبی کیفیت از و داده است
این ژن پس از بررسی کیفی، برای توالی یابی  .باشد می

منتقل شد، با این حال قبل از توالی یابی استخراج از روی 
 ژن نیز صورت گرفت. 

شود، بررسی  مشاهده می 0همانطور که در شکل 
 برای مربوطه اد، باندنشان د SEBتصویر باند مربوط به ژن 

 .است نشده ها ظاهر نمونه از کدام هیچ



 

 انو همكار نازنین نیاخلیلی

 

36 

 
ي و تغذيه

علوم غذاي
/ بهار
 

1204
 

سال 
 /

ستم
بی

 
شماره 

 /
4

                
    

   
            

                            
          

  
          
   

  
      

          
         

  
            

   
 

    
F

o
o

d
 T

ech
n

o
lo

g
y

 &
 N

u
tritio

n
 / S

p
rin

g
 2

0
2
3

 / V
o

l. 2
0

 / N
o

. 2
  

 
Figure 2- Band image of the 16s St. Aureus on gel electrophoresis 

 روی ژل الکتروفورز  16s St. aureusتصوير باند مربوط به ژن  -4شکل 

 

 
Figure 3- Band image of SEA gene on gel electrophoresis 

 روی ژل الکتروفورز  SEAتصوير باند مربوط به ژن  -3کل ش

 

 
Figure 4- Band image of SEB gene on gel electrophoresis 

 روی ژل الکتروفورز SEBتصوير باند مربوط به ژن  -2شکل 

 

 باند شود، می مشاهده که ، همانطور5با توجه به شکل 
و نمونه کنترل  13c نمونه برای تنها SECمربوط به ژن 

برخوردار  مناسبی کیفیت اما از است شده مثبت ظاهر
 نبود. مناسب توالی یابی برای و بنابراین باشد نمی

16s St. aureus 

SEA Positive 

Control 

SEB 
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شود، بررسی  مشاهده می 6همانطور که در شکل 
 برای مربوطه نشان داد، باند SEDتصویر باند مربوط به ژن 

 .است نشده ها ظاهر نمونه از کدام هیچ
، بررسی تصویر باند مربوط به ژن 7با توجه به شکل 

SEE ها  نمونه از کدام هیچ برای مربوطه نیز نشان داد، باند 
 

 .است نشده ظاهر
 8همانطور که در شکل  SEGدر نهایت با بررسی ژن 

ها  نمونه از کدام هیچ برای مربوطه شود، باند مشاهده می
 .است نشده ظاهر

 
Figure 5- Band image of SEC gene on gel electrophoresis 

 روی ژل الکتروفورز  SECتصوير باند مربوط به ژن  -5شکل 

 

 
Figure 6- Band image of SED gene on gel electrophoresis 

 روی ژل الکتروفورز SEDتصوير باند مربوط به ژن  -6شکل 

 

 
Figure 7- Band image of SEE gene on gel electrophoresis 

 روی ژل الکتروفورز SEEتصوير باند مربوط به ژن  -7شکل 

SEC Positive 

Control 

SED 

SEE 
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تیک و با دستگاه به صورت اتوما DNAيابي  توالي -

   1ياب توالي

، نوع ABIسیستم توالی یاب بر مبنای فلورسانس 
پیشرفته و اصلاح شده ای از توالی یابی دی داکسی سنگر 

 SEAتوالی به دست آمده برای ژن  10و  9است. در شکل 
باشد. طبق نتایج به دست آمده در جدول  اهده میقابل مش

 ، توالی نوکلئوتیدی بلاست شده به دست آمد.4

از آنجایی که ژن به صورت پروتئینی به شکل فعال 
برای ایجاد مسمومیت و بیماری تبدیل خواهد شد، توالی 

 تبدیل شد. 5نوکلئوتید به توالی پپتیدی طبق جدول 
 

 بحث
های  در این تحقیق در نمونه بر اساس نتایج بدست امده

ماهی تیلاپیا خریداری شده از بازار ماهی در سطح شهر 
های مورد مطالعه آلوده  مشخص شد که سه نمونه از ماهی

 .16s Stزای به استاف اورئوس بوده که سه ژن توکسین

aureus های  در هر سه نمونه آلوده یافت شد. در بین ژن
 غذایی مسمومیتی شد. شناسای SEAزا تنها  دیگر توکسین

 انتروتوکسیژنیک یسویهها حضور علت به که یباکتر این
 یملاحظها قابل یاقتصاد خسارات ،میباشد غذاها در آن

 اورئوس استافیلوکوکوس یمینماید. انتروتوکسینها ایجاد
SE شامل و هستند غذایی مسمومیت ایجادکننده عوامل ها 

 وزن به هساد زنجیره با یکرو یپروتئینها از گروهی
 .(Adibfar, 2004)میباشند  05333 تا 28333 مولکولی

 که میباشند یقو یرودها -یمعد یاگزوتوکسینها آنها
 سکون فاز به گذر طول در یا رشد لگاریتمی فاز طول در

 که ،هستند آنتیژنهایی ابر انتروتوکسینها .میگردند سنتز
 سبب و یافته پیوند II کلاس MHC یمولکولها به

 از .(Jawetz et al., 2008) میشوند T یلولهاس تحریک
 پایین pH ،دمایی شرایط تحت انتروتوکسینها این که آنجا

 هضم فرایند طی ،میباشند مقاوم پروتئولیتیک یآنزیمها و
 (Argudín et .al., 2010) میمانند باقی فعال معده در

: شامل انتروتوکسینها انواع از آنتیژنی اصلی کلاس هفت
SEA ،SEB ،SEC1 ،SEE است شده شناسایی تاکنون 

(Rahimi et al., 2012). کدکننده یژنها SEها 
 seb(، پروفاژ) sea قبیل از متفاوتی ژنتیکی یپشتبانها

(، پلاسمید) sec1(، ترانسپوزون ،پلاسمید ،کروموزوم)
sec2,3 (زایییبیمار جزایر ،)sed (پلاسمید ،)see (فاژ 

 میباشند متحرک ژنتیکی عناصر غالبا که داشته( ناقص
(Loir et al., 2003.) 

 

 
Figure 8- Band image of SEG gene on gel electrophoresis 

 روی ژل الکتروفورز SEGتصوير باند مربوط به ژن  -8شکل 
 

 SEAتوالي نوکلئوتیدی ژن  -2 جدول
Table 4- Nucleotide sequence of SEA gene

1
 

Nucleotide sequence Gen 

AATCTATTATTACAATGAAAAAGCTAAAACTGAAAATAAAGAGAGTCACGATCAA

TTTTTACAGCATACTATATTGTTTAAAGGCTTTTTTACAAATCATTCATGGTATAAC

GATTTATTAGTAGATTTTGATTCAAAGGATATTGTTGATAAATATAAAGGG 
SEA 

                                                      
1
 Applied Biosystems (ABI) 

 

SEG 
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 SEAتوالي پروتئیني ژن  -5جدول 
Table 5- SEA Gene Protein Sequence 

 

(>EMBOSS_001_2) Protein Sequence Gen 

IYYYNEKAKTENKESHDQFLQHTILFKGFFTNHSWYNDLLVDFDSKDIVDKYKG SEA 

 

 
Figure 9- DNA sequencing of the SEA gene 

 SEA ژن DNAتوالي يابي  -9شکل 

 

  
Figure 10- DNA sequencing of the SEA gene 

 SEA ژن DNAتوالي يابي -10شکل
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SEA شیوع در که ،است توکسینی رایجترین 
 مقدار. دارد وجود استافیلوکوکی غذایی یمسمومیتها

SEA میباشد متغیر مسمومیت ایجاد یبرا لازم، 
 2/3 تا 23 استفراغ عمل ایجاد یبرا لازم مقدار کهیبهطور

 میزان شناخت با( Pepe et al., .2006) است میکروگرم
 عفونت منبع اولا میتوان غذایی مواد در یباکتر این شیوع

 یروشها از گرفتن کمک با سپس و دنمو شناسایی را
رساند.  حداقل به را غذایی مواد قبیل این آلودگی ،استاندارد

 .این دقیقاً هدفی بود که در این مطالعه مد نظر قرار گرفت
همچون  یهای جهان مروزه بر اساس آمارهای سازمانا

FAO،  صنعت آبزیپروری در سراسر جهان در حال گسترش
متعددی بر  راتیتأث ع،یسعه سرتو نیروزافزون است، ا

اکولوژی، سلامت بشر و اقتصاد جوامع داشته است.  تیوضع
مثبت از جمله  اتیخصوص لیبه دل یماه ان،یم نیدر ا

و رشد  عیمثل سر دیتول د،یجد طیامکان سازگاری با مح
 یکشور جهان به عنوان ماه 133از  شیمناسب در ب

شخص شده در حال حاضر م. شده است رفتهیپذ یپرورش
زا در رده های  مارییگستردهای از عوامل ب فیاست که ط
را مبتلا ساخته و سبب  ایلاپیت یماه توانندیم ،یمختلف سن

 یائیعوامل باکتر انیم نیبروز تلفات گسترده شوند. در ا
داشته و بعد از آن  مارییب جادیسهم را در ا نیشتریب

دارند.  قرار یروسیو یها بیماریو سپس  یانگل یها بیماری
زای  مارییعوامل ب انینکته قابل توجه رابطه همکاری م

به  باشدیگونه م نیدر ا یائیباکتر یها بیماریو بروز  یانگل
به عنوان  زبانیم یبا تهاجم به ماه ینحوی که عوامل انگل

که معمولا به صورت  یائیباکتر یها بیماریساز  نهیزم
نموده  دارند عمل ورو فرصت طلب در محل حض تیساپروف

. شوندیگسترده م کیسم یسپت یها بیماریو موجب بروز 
انگل و باکتری موجب بروز  1یدر واقع رابطه هم افزائ

 اییلاپیت انیدر ماه دترییو تلفات شد تر میعوارض وخ
 . گردد یمبتلا م
 ژن شیوع میزان یرو بر که یمطالعها در

 یاورئوسها استافیلوکوکوس در معمول یانتروتوکسینها
 روش به تبریز شهرستان یگاومیشها شیر از شده جدا

Multiplex PCR داده نشان حاصل نتایج ،گرفته انجام 
 واجد جدایه یک باکتریایی نمونه 75 از که

 واجد جدایه سه، SEC و SEB یانتروتوکسینها
                                                      
1
 Synergism 

 A انتروتوکسین به مربوط ژن و بودند SEC انتروتوکسین
 Esna) است هنگردید شناسایی جدایهها از کدام هیچ در

Ashari et al., 2012 )صورت تحقیق با مطالعات این که 
 .میباشند همسو گرفته
 و  Fiorinoتوسط که ایتالیا در مطالعه یک در

Colleagues که شد ثابت ،گرفت صورت 2330 سال در 
 گوشتی محصولات از شده جدا یگونهها از% 2/05

 رتیبت به آنها فراوانی که. میکنند تولید انتروتوکسین
 با و% A 0/03 انتروتوکسین%، C5/51 انتروتوکسین شامل

 Giannatale) داشتند قرار SED و SEB کمتر گستردگی

et al., 2011) . 

 یلوکوکیهای استاف نیگزارش شده است که انتروتوکس
های  تیدرصد مسموم 95( باعث SEA-SEE) کیکلاس

 عیشا SEAآنها،  انیشوند. در م می لوکوکیبا استاف ییغذا
 لوکوکیمرتبط با استاف ییغذا تیدر موارد مسموم نیتر

که توسط سانچز و همکاران انجام شد.  یاست. در مطالعه ا
ها  درصد نمونه 2075های جدا شده از  هیسو، 01 ایدر اسپان

 یها هیو سو SEsاز  یبودند. نسبت کمتر کیژنیانتروتوکس
tsst-1 از  شده یآور جمع یها هیجدا نیمثبت قبلاً در ب

 0،13،25 ییایمناطق جغراف ریدر سا لاتیمحصولات ش
با  بیدر ترک ایدر پیو ژنوت ایفقط در پیشد. ژنوت افتی

درصد(  93تا  83ها در ژاپن ) پیژنوت نیتر عیها شا ژن ریسا
هستند. در سال  03،01درصد(  53متحده ) الاتیو در ا
بارسلون  یدر باشگاه ورزش تیگاستروانتر وعی، ش2311

نفر  91نشان داد که  جیمورد مطالعه قرار گرفت و نتا ایناسپا
مبتلا شده بودند.  یماریب نیآلوده به ا یبلع ماه قیاز طر

 اورئوس لوکوکوسیاستاف ینهای عفو هیسو
 2 کردند. دیرا تول D28 و A های نوع نیانتروتوکس

 همکاران و  Normanoوسیله به که مطالعه یک در
 در بازار آماده و تازه گوشتی محصولات از% 1/20( 2335)

 یاورئوسها استافیلوکوکوس وسیله به ایتالیا
 عمده قسمت که. بودند آلوده انتروتوکسیژنیک
شده  جدا انتروتوکسیژنیک یهااورئوس استافیلوکوکوس

SEA و SEC توسط که دیگر تحقیقی در. میکردهاند تولید 
Pelisser شیوع یرو بر( 2339) همکاران و 
 انتروتوکسین یژنها شناسایی و اورئوس کوساستافیلوکو

 ثابت توانستند آنها ؛گرفته صورت گوشتی محصولات در
                                                      
1
 Synergism 

 



 

 Multi plex PCR تكنیک با تیلاپیا ماهی از شده جدا S.aureus توکسیکهای  ژن شناسایی ثبت و 

 

66 

 
ي و تغذيه / 

علوم غذاي
بهار 

1204
 

سال 
 /

ستم
بی

 
شماره 

 /
4

          
    

   
  

  
   

                     
    

          
                

      
                        

  
   

    
 

    
 

       
F

o
o

d
 T

ech
n

o
lo

g
y

 &
 N

u
tritio

n
 / S

p
rin

g
 2

0
2
3

 / V
o

l. 2
0

 / N
o

. 2
 

 به آلوده گوشت نمونه 132 مجموع از که کنند
 ژن مورد femA ،13 ژن مورد 91 ،اورئوس استافیلوکوکوس

sea ،12 ژن مورد sed ژن مورد 0 و see میباشند دارا را .
 انتروتوکسین ژن یلهاپروفای یرو بر که تحقیقی در

 شده جدا استافیلوکوکها دیگر و اورئوس استافیلوکوکوس
 نمونه 73 مجموع از ؛گرفت صورت گوناگون یغذاها از

 مرغ گوشت نمونه 2 در شده جدا اورئوس استافیلوکوکوس
( Gencay et al., 2010.) شد شناسایی sea ژن%( 9/2)

 بدین. نمیباشند همسو حاضر تحقیق با مطالعات این که
 یمسمومیتها و غذا راه از منتقله یعفونتها جهت
 صنایع صاحبان و دولتها یبرا مهمی بسیار نگرانی ،غذایی
 میزان حال هر در. است بوده اخیر دهه چند در غذایی

 ما کشور در اورئوس استافیلوکوکوس به غذایی مواد آلودگی
. (Eshraghi et al., 2009) میباشد ملاحظه قابل  نسبتا

 و مسن افراد ،کودکان مانند خطر معرض در افراد طرفی از
 خود به را یزیاد جمعیتنسبتا ایران در ایمنی نقص موارد

 میزان گرفتن نظر در با موضوع این. میدهند اختصاص
 تا گاه که سالم افراد در یباکتر این کلونیزاسیون یبالا
 مو و پوست در% 5-03 و نازوفارنکس ناحیه در% 63-53

 رنگتر پر غذاها تهیه مسئولین ناحیه از خصوص به ،میرسد
 جامعه آگاهی همچنین( Eshraghi et al., 2009) میشود

 توسط شده تولید یانتروتوکسینها و یباکتر شیوع میزان از
 .میکاهد گوارشی یبیمارها به افراد ابتلا از آن

در هند انجام  یکه با محصولات آب یدر مطالعه مشابه
درصد بود  17 اورئوس لوکوکوسیاستاف یآلودگ زانیشد، م
از  یکمتر زانیم نیمحقق ریما است. سا یها افتهی مشابه
ما گزارش  جیرا نسبت به نتا اورئوس لوکوکوسیاستاف
 ار ییایکه محصولات در یا . مطالعه(8،16،28،29اند ) کرده

به  یاز آلودگ ییبالا زانیم کرد، یم یبررس لیدر برز
از  یکیرا گزارش کرد.  (13،10) اورئوس لوکوکوسیاستاف
 یآلودگ ریممکن است تاث جینتا نیدر ا راتییتغ یاصل لیدلا
 لاتیمحصولات ش یتفاوت در فرآور نیو همچن یطیمح

 باشد. ینگهدار لیبه دل
 

 گیری نتیجه
مشخص کردن  یبرا Multiplex PCRاستفاده از 

 نیلیس یو مقاومت آنها در برابر مت لوکوکیهای استاف هیسو
 صیتشخ یها بر رو گزارش نیمستند شده است. ا یه خوبب

( به همراه ژن mecA) نیلیس یژن مسئول مقاومت به مت
femA ،16S rRNA ،nuc ای IS431  کیبه عنوان 

استفاده از  ریمطالعه اخ کی. رند( مثبت تمرکز دایکنترل)ها
 یها ژن صیتشخ یرا برا Multiplex PCRدو روش 
 یکی: کند یم فیتوص اورئوس وسلوکوکیاستاف نیاگزوتوکس

 یبرا یگریو د نیانتروتوکس یها ژن ییشناسا یبرا
شده است. بکر و  یطراح etbو  tst ،eta یها ژن ییشناسا

که از  یدیگونوکلئوتیهای ال همکاران با استفاده از پروب
مشتق شده اند،  اورئوس لوکوکوسیاستافهای سم  ژن یتوال

 یژگیو دییتا یراب DNA میآنز یمونواسیاز روش ا
 استفاده کرده اند. PCRمحصولات 

 ازیتر مورد ن کوتاه اریکم و زمان بس نهیبا توجه به هز
با روش  اورئوس لوکوکوسیاستافهای  ژن ییشناسا یبرا

Multiplex PCRیابزار قدرتمند نیکه ا می، ما معتقد 
است.  لوکوکیاستاف یها هیجدا یها پیمطالعه ژنوت یبرا

کار روزانه  یتناسب با الگو یبرا ژهیور وروش به ط نیا
 رایاست، ز افتهیمعمول توسعه  ینیشگاه بالیآزما کی

سم در  یها و حضور ژن ییمقاومت دارو یپیژنوت صیتشخ
 یصیتشخ یجزء مهم از موجود کیشدن به  لیحال تبد

بنابراین با استفاده از این روش  است. ییها شگاهیآزما نیچن
 در جامعه بپردازیم. به ارتقا سلامت غذایی
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Abstract 
 

Introduction: Aquatic animal products are considered very important food items in the food 

basket regarding their high calorie, protein, and omega-3 unsaturated fat. Many aquatic 

animals, including fish, may always be infected with pathogenic microorganisms at various 

stages, from hunting to purchasing. Eventually, these factors would cause severe poisoning in 

humans. The present study investigates the registration and identification of Staphylococcus 

aureus’s toxic genes isolated from tilapia using the Multiplex PCR technique. 

Materials and Methods: The sample size included 42 subjects (21 fresh fish samples and 21 

frozen fish samples). First, after preparing the samples, Staphylococcus aureus was isolated 

and examined as surface culture in Baird-Parker medium. Next, a Coagulase test was 

performed, and the enterotoxin gene was identified by DNA extraction. Finally, gene 

sequencing was carried out automatically and systematically.  

Results: The results suggested that 92.9% of the total samples (21 fresh tilapia and 18 frozen 

fish) had no Staphylococcus aureus, and 7.1% of the samples were infected with 

Staphylococcus aureus. The coagulase test results also suggested that all three frozen fish 

samples were coagulase positive. Examining enterotoxin-producing genes (SEA, SEB, SEC, 

SED, SEE, and SEG) among three frozen samples infected with Staphylococcus bacteria 

revealed SEA enterotoxin gene only in one frozen sample. 

Conclusion: The results showed that due to the low cost and much shorter time required to 

identify toxic Staphylococcus aureus genes using Multiplex PCR, this method is highly 

effective in studying the genotypes of Staphylococcus isolates. Therefore, by using this 

method, one can improve the food health level in the society. 
 

Keywords: Gene, Multiplex PCR, Staphylococcus aureus, Tilapia. 
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