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Abstract 

Due to the pathogenicity of Staphylococcus aureus and its presence in dairy products and the importance 

of its transmission through dairy products, this study aimed to analyze the aroA gene 

in S. aureus isolated from cow milk and traditional cheese. For this purpose, 40 S. aureus isolates 

including 14 traditional cheese isolates, 19 cow milk isolates, and 7 domestic water buffalo milk isolates 

were assayed by the PCR-RFLP technique. After amplification of the coagulase gene with specific 

primers, enzyme restriction was performed using the TaqI enzyme. The amplification of aroA produced 

an 1153 bp band. Digestion of this band with TaqI enzyme showed 3 different cutting patterns. The first 

pattern consisted of three bands, the second pattern had two bands, and the third pattern consisted of four 

bands. 29 S. aureus isolates (out of 40) held the highest number containing the aroA gene with the three-

band pattern, 9 samples with the two-band pattern, and 2 samples with the 4-band pattern. Since the 

method is unable to distinguish between strains with different food origins, it should be replaced by 

complementary methods. The results indicated the need to pay more attention to health points in the 

preparation of dairy foods and also more attention of local veterinarians in dealing with this pathogen 

and choosing the appropriate treatment approach for it.   
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 چکيده

از این مطالعه  دفه ،یبه واسطه مواد لبن یباکتر نیانتقال ا تیو اهم یحضور آن در مواد لبن و اورئوس استافیلوکوکوس ییزایماریبا توجه به ب

 استافیلوکوکوس اورئوسجدایه  01تعداد  منظور نی. بداست سنتیشده از شیر گاو و پنیر  جداهای استافیلوکوکوس اورئوس در aroAآنالیز ژن 

مورد آزمایش قرار گرفتند. برش آنزیمی  PCR-RFLPروش  به شیگاومجدایه از شیر  2و  گاو ریشاز  هیجدا 19، جدایه از پنیر سنتی 10شامل 

اندازه ا تولید باندی ب aroAنتیجه تکثیر شده برای ژن  عمل آمد.به  TaqIمیآنز با پرایمرهای اختصاصی، با استفاده از کوآگولازپس از تکثیر ژن 

 د. الگوی اول شامل سه باند،ادیالگوی مختلف برش از ژن مورد نظر نمایش مسه  TaqIجفت باز بود.  هضم باند مذکور با آنزیم   1113

نمونه حاوی  29مورد مطالعه در این پژوهش تعداد  استافیلوکوکوس اورئوسنمونه  01الگوی دوم دو باند و الگوی سوم چهار باند بودند. از 

روش قادر به تشخیص این باندی بودند. با توجه به این که  0نمونه الگوی  2دو باندی و  نمونه با الگوی 9 باندی، سهبا الگوی  aroAژن 

به  ازدهنده نیچنین نتایج این بررسی نشانهم .های مکمل جایگزین شودبا روش یست، لازم استنمختلف غذایی  أهای با منشتفاوت بین سویه

و  کوکوس اورئوساستافیلودامپزشکان در برخورد با  شتریتوجه ب زیو ن یحاصل از مواد لبن ییمواد غذا هیدر تهی به نکات بهداشت شتریتوجه ب

 .باشدیآن م یمناسب برا یدرمان کردیانتخاب رو

 aroA ،PCR-RFLP، ستافیلوکوکوس اورئوسا،  TaqIمیآنز ،مواد لبنی های کليدی:واژه
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 مقدمه

کوکستتتی گرم مثبت و  استتتتتافیلوکوکوس اورئوس

حرکت و بدون اسپور و به شکل هوازی اختیاری و بیبی

ای با کلنی زرد طلایی استتت. این باکتری ممکن خوشتته

اشته وجود د ینیب ایاستت به شتکل فلور طبیعی پوست 

ای هباکتری ترینیکی از موفقعنوان چنین بهباشتتتد، هم

انواع مختلف عوامل  انیب بااستتت. این باکتری  زایماریب

ای هوسیعی از عفونت گستتره پیکری و ترشتيی حدت

فولیکولیت، کورک، کفگیرک،  ازستتتاده پوستتتتی مانند 

ی، تر مانند پنومونهای مهمگرفته تا بیماری ،مژه، آبسهگل

و  سندرم شوک سمی مننژیت، استئومیلیت، اندوکاردیت،

نماید های غذایی را ایجاد میستتمی و مستتمومیتستتپتی

(Stepan et al., 2004). 

 یهادستهکه همیشه  انددادهنشتتان  متعددیمطالعات 

در ایجاد بیماری  هایباکترمتنوع  یهاهیاز ستتوميدودی 

کی ی تواندیمو این امر  کنندیمدر انسان و دام نقش ایفا 

تلف مخ یهاهیسواز دلایل نیاز به مطالعه ژنتیکی در میان 

برای مشتتخص کردن چنین  ،اورئوساستتتافیلوکوکوس 

 ,.Smith et al., 2004; Sung et al) باشد ییهاتیجمع

 یهتتاروشبتتا  توانیمرا  هتتاتیتتجتمعن یتا .(2008

 ییشناساDNA (DNA finger printing ) ینگارانگشت

 یهامیآنزتوستت   DNAشتتامل آنالیز  هاروشاین  نمود.

 (Multilocus sequence typing) متختتتلف برشتتتی،

MLST، (Pulse Field Gel Electrophoresis) PFGE، 

(Multilocus Enzyme Electrophoresis) MLEE  و

چون ژن کوآگولاز، ژن  ییهاژنمبتنی به آنالیز  یهاروش

aroA و spa  برشتتتی ميدود الا ر یهامیآنزبر استتتاس 

(Restriction enzyme) ( هستتتتShayegh et al.,  

2013; Galal et al., 2021). 

علاوه  تواندیمکه آنالیز آن  ییهاژن جمله از aroA ژن

 عنوانبهمختلف  یهتاهیتستتتوبر ارزش تشتتتخیصتتتی 

ینتتد مطتتالعتتات آدر فر استتتتتتافتیتلوکوکوس اورئوس

 نیاگشتتا باشتتد. بر پایه تنوع ژنتیکی راه اپیدمیولوژیکی

 یهتتامیآنزاز  EPSP synthaseبنتتام  مولتتد آنزیمی ژن

 دخیل در مسیری است که به ساخت اسیدهای آروماتیک

 با توجه به این. (de Oliveira et al., 2020) انجامدیم

ر حضو هااستافیلوکوکوس اورئوسدر تمام  aroAژن  که

تنوع ژنتیکی در  مطتالعه دراز ژن متذکور توانیم ،ددار

 ,.Marcos et al) نمود استتتتفاده هااستتتتافیلوکوکوس

ن ژ لوکوکوس اورئوسیاستتتتافقبل از  (، کته البتته1999

و نیز  هتتاو اکتینوبتتاستتتیلوس هتتامتتذکور در هموفیلوس

 مورددیگر، بتتدین منظور  یهتتاگونتتهو  هتتاآئرومونتتاس

 قتتاتیتيق یبرخ از پس بود. گرفتتته قرار استتتتفتتاده

(Marcos et al., 1999; El-Huneidi et al., 2006; Saei 

et al., 2010)  ژنaroA یتتک ابزار تعیین  عنوان بتته را

ه کار ب استافیلوکوکوس اورئوسی هاژنوتیپ در جمعیت

 ، برای بررستتتیژناز این  زین قاتیتيق یبرخ دربردند. 

ه از جدا شد استتافیلوکوکوس اورئوستنوع مولکولی در 

 با .(Shayegh et al.,  2013) شتتیر گاومیش بهره بردند

و حضور آن در  یباکتر نیا ییزایماریب تیاهم به توجه

هتدف از این مطتالعه بررستتتی تنوع ژنتیکی  ،یمواد لبن

 اپیدمیولوژیکی ی جدا شده از مواد لبنی و مطالعههاسویه

 باشد.یم aroAژن  زیدر درون آن با آنال

 

 روش کارمواد و 
 هانمونه -

 دهش جدا اورئوس استتافیلوکوکوسباکتری  01 تعداد

 شتتیر و( نمونه 19گاو ) یر(، شتتنمونه 10) یاز پنیر ستتنت
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 یهانمونه عنوانبه ،تبریز شهرستان از( نمونه 2ش )گاومی

 هاییشآزما هانمونهکلیه  رویاستفاده شد.  مطالعه مورد

و جهت حصتتول اطمینان  شتتد انجامکامل بیوشتتیمیایی 

 تعلق( nucژن نوکلئاز ) یهبر پا PCRبیشتتر با استفاده از 

 Saei) شد ا بات اورئوس استافیلوکوکوسبه گونه  هاآن

et al., 2010; Grossmann et al., 2021). 

 DNAاستخراج  -

در  شتتده دادهکشتتت  یهانمونهاز  DNAاستتتخرا  

از  تریلیلیم یک. شتتدمغز انجام -قلب آبگوشتتتميی  

دقیقه  1به مدت  g 11111 باکتریایی در دور یهاکشتتت

ن . بعد از ریختشتتدستانتریفیوژ و مای  رویی دور ریخته 

(، کلرید =pH 1/2مولار ) 1بافر لیز کننده شتتتامل تریس 

درصتتد  C-TAB 2  مولار، EDTA 1/1مولار،  1ستتدیم 

به  وسیستلس درجه 51مخلوط در دمای  ،رستوب روی

 ستتپسو  شتتد دادهستتاعت در بن ماری قرار  دومدت 

 1لیز شتتده به مدت  یهاحاوی ستتلول یهاوبیکروتیم

ستتتانتریفیوژ و متای  رویی به  g 12111دقیقته در دور 

-آن کلروفرم حجمهمدیگر منتقتتل و  وبیکتروتیتمت

یمآرابه وبه آن اضافه  1:20 یهاایزوآمیل الکل با نسبت

 وبیکروتیمدر  ی تشکیل دو فاز ما از. پس شد داده تکان

 1/1 یهاوبیکروتیمرویی و انتقال به  یهو برداشتتتتن لا

به آن اضتتتافه  RNAaseمیکرولیتر  1/1دیگر،  یتریلیلیم

 وسیسلس هدرج 32دقیقه در دمای  31گردید و به مدت 

 حجمهم مقداردقیقه،  31قرار گرفت. بعد از  ریدر بن ما

 11ایزوپروپانول اضتتافه شتتد و به مدت  وب،یت یميتوا

 g. با سانتریفیوژ در دور گرفتقرار  -21دقیقه در دمای 

12111 ،DNA  ر د هاوبیکروتیمترستتیب و با قرار دادن

 DNAخشتتتک گردیتد. در پتایان،  DNAدمتای اتتا ، 

 میکرولیتر آب دیونیزه حل گردید. 11در  شتتدهخشتتک

شده در ژل  استخرا  DNA میکرولیتر از 1سپس حدود 

شتتتدنتتد. پس از انجتتام  الکترفورزدرصتتتد،  1آگتتارز 

ولت،  111الکتروفورز بته متدت یتک ستتتاعت با ولتاژ 

قرار گرفت و  یمورد بررس UVاشتعه  زیر هاکیفیت باند

ها خوب بودند، هایی که کیفیت باندهای آن DNAنمونه 

 .(Shayegh et al.,  2013) انتخاب شدند

 aroA  برای ژناز  مريپل یارهيزنجنجام واکنش ا -

شتتامل کیت لیتر، میکرو 21در حجم  از PCRواکنش 

ی هامیکرولیتر، پرایمر 1/12بته مقدار  PCR ×2مستتتتر 

 DNAو ( 1میکرومولتتار )جتتدول  0/1اختصتتتاصتتتی 

نانوگرم( انجام  11ر )میکرولیت 1شتتامل  شتتده استتتخرا 

اولیه سازی واسترشته یهاچرخهبا  PCRواکنش  گرفت.

چرخه با  31دقیقه،  1 به مدت ستتلستتیوسدرجه  90در 

 1مدت ه ب سلسیوسدرجه  90سازی در واسرشتهمرحله 

درجتته  11دقیقتته، مرحلتته اتصتتتال آغتتازگر در دمتتای 

 سلسیوسدرجه  22دقیقه، بس  در  1به مدت  سلسیوس

 22یک چرخه بستتت  نهایی در  تاًیدقیقه و نها 1مدت  هب

. از دقیقه انجام شتتتد 11مدت  هب ستتتلستتتیوسدرجه 

و با  الکتروفورز درصد 1/1آگارز ميصولات حاصله در 

انجام گرفت. یبردارعکساستفاده از ژل داکیومنت 
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 PCRدر واکنش  مورداستفادهپرایمرهای  -( 1)دول 

 منبع توالي نام ژن

aroA F: 5′-AAG GGC GAA ATA GAA GTG CCG GGC-3′ Seiberling et al. 

2013 
R: 5′-CAC AAG CAA CTG CAA GCA T-3′ 

 
 aroAژن  شده ريتکثقطعات  برش آنزیمي - 

بتتا پرایمرهتتای  aroAبرش آنزیمی پس از تکثیر ژن  

 عهای برشی، اجرا شد. نواختصاصی، با استفاده از آنزیم

آنزیم برشتی بر استاس جایگاه برشی موجود در مقالات 

، دو واکنش هضم PCRبرای هر ميصتول انتخاب شتد. 

به عمل  TaqI (Fermentas) میجتداگانه با آنز طوربته

 32ساعت در دمای  12های هضتم به مدت واکنش آمد.

گرمخانه گذاری شتتدند و در پایان،  ستتلستتیوس هدرج

درصد  2با استتفاده از آگارز  ميصتولات هضتم آنزیمی

 UVالکتروفورز و نوارهای حاصتتل از برش در زیر نور 

 .(2)جدول  انجام شد یبردارعکسمشاهده و 

 
 aroA  ژنمیترکیبات آنزیم هض - (2) جدول

 حجم ماده

Enzyme:TaqI 1/1 میکرولیتر 

Enzyme buffer 1/1 میکرولیتر 

PCR product 1 میکرولیتر 

dH2O 2 میکرولیتر 

 

 

 هایافته

تمامی  nucژن تکثیر  زنتایج به دست آمده ابر اساس 

نتمونتته مورد آزمتتایش از نظر حضتتتور بتتاکتری  01

 مورد تایید قرار گرفتند. اورئوس لوکوکوسیاستاف

 

 

 aroAبرای ژن  PCRنتایج انجام واکنش  -

 شتتده ذکربا استتتفاده از جفت آغازگرهای  aroAژن 

از تکثیر داده  PCRطی واکنش  هاروشدر بخش مواد و 

طوری همان. است شده دادهنشان ( 1)در شکل که  شتد

شود ميصولات تکثیری با مشاهده می( 1)که در شتکل 

 جفت نوکلئوتید حاصل شدند. 1113تقریبی  اندازه
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 جداسازی شده از شیر گاومیش aroA  ژن PCRنمونه الکتروفورز ميصول  -(1)شکل 

 
 برای ژن نتایج انجام برش آنزیمي -

 با استتتفاده از آنزیم aroA تایج حاصتتل از برش ژنن

است. برای  شده داده( نشان 2، در شتکل )TaqI برشتی

جداگانه با  طوربه، دو واکنش هضتتم PCR هر ميصتتول

الگوی مختلف  3حاصتتل  نتایج به عمل آمد. TaqI آنزیم

. الگوی اول شتتامل دهدیمنمایش  نظر موردبرش از ژن 

دو باند و الگوی ستتوم چهار باند  دوم الگوی ستته باند،

 .بودند

 

 

 

 

 

 

 

 

 برشی با استفاده از آنزیم aroAنمونه الکتروفورز ميصول حاصل از برش ژن  -(2شکل )

 

برای تمتتام  PCRهتتای بتا توجتته بتته این کته واکنش

ی مثبتت داشتتتتند، کنترل منفی در این هتا نتیجتهنمونته

منفی  بررستتتی مورد استتتتفاده قرار نگرفت )عدم وجود

 واسطهبهتعیین تیپ  روش مطابق (.در این بررسی کاذب

 مورد اورئوساستتتتافیلوکوکوس نمونه  01از  aroA ژن

نمونه یعنی بیشتتتترین  29در این پژوهش تعداد  مطالعه

 9، (Aتیپ باندی ) سهبا الگوی  aroA تعداد حاوی ژن

 نمونه با الگوی 2، (B)تیپ  یدو باند نمونته بتا الگوی

 (.3)جدول  مشاهده شد چهار
 

 

 

 

500bp 

 

 

200bp 
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 و الگوهای باندهای تولید شده استافیلوکوکوس اورئوسمنب  جداسازی  -(3جدول )

 باندهای توليدی تعداد منبع جداسازی 
 جمع (N)تيپ  باند 4الگوی اول  (A)تيپ  باند ۲الگوی اول   (B تيپ) باند 3الگوی اول 

 10 1 3 11 پنیر

 19 1 0 10 شیر گاو

 2 1 2 0 شیر گاومیش

 01 2 9 29 جم 

 

 گيریو نتيجه بحث

ی هابازتابی از موتاسیون احتمالاً هاژنتنوع ژنتیکی در 

حادث  هاژناستتت که در ستتاختار آنزیمی این  یانقطه

 این نیستتت. مستتتثنانیز از این قاعده  aroAژن  .شتتودیم

در مواردی با تغییراتی در باکتری  یانقطهی هاموتاستتیون

ث باع توانندیم احتمالاًکه این تغییرات  گردنتدیمهمراه 

شتتتونتتد.  هتتایبتتاکتردر  ییزایمتتاریبافزایش قتتدرت 

گزارش کردند که این تنوع برخی ميققین  کتهیطوربته

گاه باعث تغییر در میزان  توانتدیم aroAدر ژن ژنتیکی 

مختلف گردیده و  یهتازبتانیممتانتدگتاری بتاکتری در 

را در زنده ماندن باکتری در ریه، طيال و  هاآنتوانتایی 

 ,.Buzzola et al) کاهش دهد هاموشغتدد پستتتتانی 

 یهادستتتتهدادند که نشتتتان مطالعات  نیچنهم. (2006

عی تنو بر اساس این باکتری متنوع یهاهیستو از یخاصت

ه داشتتت با بیماری ارتباط توانندیمدارند  aroA که در ژن

 ,.Marcos et al., 1999; El-Huneidi et al) باشتتتند

2006). 

کار برده شده طی این تيقیق با توجه بهروش بررسی 

در ، (PCR) به دقت و صتتيت نتایج در این نوع تستتت

ميققین حوزه توستتت  هتتای اخیر مطتتالعتتات ستتتتال

صتتتنای  لبنی  در مواد غذایی بخصتتتو میکروبیولوژی 

ر د توجه قرارباکتری مواین تشخیص و جداسازی  یبرا

ر دمشتتابهی که بررستتی در  عنوان مثالگرفته استتت. به 

ه استتتت نیز از همین تکنیک کشتتتور مصتتتر انجام گرفت

در  .(Zeinhom et al., 2021)استتتتفاده شتتتده استتتت 

به  aroAن ژاستتتاس تنوع ژنتیکی  بر ،ات پیشتتتینمطالع

، چهار الگوی برش TagIروش برش با آنزیم ميدودگر 

 و A،B ،Cبود که به ترتیب الگوهای ژنتیکی  شدهحاصل

D  شدندیمنامیده (Marcos et al., 1999; El-Huneidi 

et al., 2006).  یک گروه جدید دیگر ات بعدی مطالعدر

(، Saei et al., 2010) نیز بدین جم  اضافه گردید Hبنام 

خود یتتک  یمطتتالعتتهنیز در  همچنین ميققین دیگری

به این لیست  Nالگوی ژنوتیپی جدید دیگر تيت عنوان 

 ميققین پیشتتتین .(Shayegh et al., 2013) افزودنتتد

که در میان  Bو  A هیستتتوکه در  ندینمتایمپیشتتتنهتاد 

در و دیگر از فراوانی بالاتری برخوردارند  یهتاهیتستتتو

دیگر از اهمیت واگیری بیشتتتری  یهاهیستتومقایستته با 

 برخی ميققین نیز. (Saei et al., 2010) برخوردار باشند

 یهاهیسوکه با توجه به مطالعات گذشته،  انددادهاحتمال 

D  وC یهاهیسوی انسانی و هابا جدایه A  وB  با بیشتر

 ,.Shayegh et al) ی دامی در ارتباط باشتتتندهاجدایه

2013). 

در مقایسه با  Bتیپ  میزان فراوانی در مطالعه حاضتر

 نشتانگر فراوانی این ستتویه دربالاتر استت  الگوهاستایر 
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 میدا یهاتیجمع احتمتالتاًو  میدا یهتافرآوردهمیتان 

 ایهسویه مذکور در میان جدایه منطقه دارد. شیوع بالاتر

با  هاهجدای بیشترمربوط به مقاومت شاید  حاصتل از پنیر

در ميصتولات لبنی باشتد. این الگو یکی از دو  این الگو

اط ارتب با حیوانات احتمالاً شودیمدعا االگویی استت که 

 زا میدا منشتتأ بااحتمال دارد این جدایه بیشتتتری دارند. 

 جشتده باشند. نتای زایماریبدر انستان  مواد لبنی منتقل و

دارند را در  میدا منشأکه  هایر نقش جدایهضمطالعه حا

در  اورئوساستافیلوکوکوس ی هامقایسته با سایر جدایه

 با بررستتی همزمان این .داندیمبیشتتتر آلودگی مواد لبنی 

یکی از  توان نتیجتته گرفتتت کتته احتمتتالتتاًدو مورد می

 شتیر خام و پنیرهای سنتیدر بهداشتتی موجود خطرات 

 اشدب استتتافیلوکوکوس اورئوسمنطقه تبریز در حضتتور 

که نشان دهنده نیاز به توجه بیشتر به نکات بهداشتی در 

تهیه مواد غذایی حاصتتل از مواد لبنی و نیز توجه بیشتتتر 

دامپزشتتتکتان نتاحیته در برخورد با این عامل پاتوژن و 

 باشد.انتخاب رویکرد درمانی مناسب برای آن می
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