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  چكيده  
هاي  هاي غذايي، بررسي روش عمده مسموميت عواملعنوان يكي از ه ب آرئوساستافيلوكوكوس هاي  با توجه به اهميت انتروتوكسين   

اسـتافيلوكوكوس  بـاكتري  سـويه   22ها ضروري است. در ايـن تحقيـق    ندي اين انتروتوكسينب جداسازي، شناسايي و دستهنظير متعدد 
انتروتوكسين بـا اسـتفاده از   ژن  ششاي بررسي وجود سنتي روستاهاي شهرستان مراغه بر مثبت جدا شده از پنيرهاي كوآگولاز آرئوس
هـاي   نژبـراي حضـور    Multiplex PCR تخراج شده و سپساس ها نمونه DNAمورد ارزيابي قرار گرفتند. ابتدا  Multiplex PCRروش 

 8بـا بيشـترين فراوانـي (    Segهاي انتروتوكسين مورد آزمايش ژن  ها انجام شد. در بين ژن بر روي نمونه  j و  a، b، g،h ،iانتروتوكسين 
مشـاهده  انتروتوكسين مورد آزمايش  هاي ژن ،ها جدايهاز ) % 9/40مورد ( 9 در با كمترين فراواني (منفي) گزارش شد. Sebسويه) و ژن 

هـاي  اسـتافيلوكوكوس آرئـوس  اكثر نشان داد مطالعه نتايج  از يك نوع ژن انتروتوكسين بودند.داراي بيش  %)18/18( . چهار موردشد
  باشند.   نتروتوكسين ميا پتانسيل توليدداراي  محلي جدا شده از پنيرهاي

  
 

  Multiplex PCR ،نيرپ ژن انتروتوكسين،، آرئوساستافيلوكوكوس : كليدي هاي واژه
  
  

  

  
  مقدمه  

يك گونـه باكتريـايي بسـيار     آرئوساستافيلوكوكوس    
يي در بسـياري از كشـورهاي   مهم مولد مسموميت غـذا 

مسموميت حاصل از اين باكتري، يكي از باشد.  جهان مي
هـاي غـذايي اسـت و در اغلـب      تـرين مسـموميت   شايع

سـه مسـموميت درجـه     كشورها از نظر وقوع در ليست
ــاكتري طيــف . )1381(رضــويلر،  اول قــرار دارد ايــن ب

نمايـد. در ميـان    وسيعي از ترشحات سمي را توليـد مـي  
ها داراي اهميت بسـزايي   انتروتوكسين ،سموم توليد شده

هـاي نسـبتاً مقـاوم بـه      هـا پـروتئين   انتروتوكسينهستند. 
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اي ه طور انحصاري توسط سويه هحرارت بوده و تقريباً ب
 شـوند  توليد مي آرئوس استافيلوكوكوسمثبت  كوآگولاز

هـاي غـذايي و    اغ در مسـموميت و به عنوان عامل استفر
. )1381زاده،  ملـك ( باشـند  ها مطـرح مـي   نتريتگاستروآ

ــتافيلوكوك ــين اســـ ــرخلاف  )SE( يانتروتوكســـ بـــ
هاي  مثل كلراتوكسين روي سلول ديگر هاي انتروتوكسين

زايي آنها به علت اثر  اثر استفراغليال عمل نكرده بلكه اپتي
تـوان   روي عصب واگ و سمپاتيك است و بنابراين مـي 

 تــر نوروتوكســين ناميــد طــور صــحيح هرا بــ SEســموم 
ــويلر،  ــويه. )1381(رضـ ــين  سـ ــاي انتروتوكسـ زاي  هـ

توانند يك يا چندين نـوع از   مي آرئوساستافيلوكوكوس 
ند ز نظر سرولوژيكي متفـاوت هسـت  هايي را كه ا توكسين

 ,SE )U هـاي بيشـتري از   ژن اخيراًزمان توليد كنند.  هم

K-R( هايي كه قبلا گزارش شده بود علاوه بر ژن َ)A-J (
ولـــي نقـــش آنهـــا در  تتشـــخيص داده شـــده اســـ

 ,.Letertre et al( هاي غذايي مشخص نيست مسموميت

هاي اين باكتري كه  انتروتوكسين% از 95 بيش از .)2003
 A-E كننـد جـزء گـروه    مي ذاييهاي غ مسموميتايجاد 

  ).Cremonesi et al., 2005( ندتهس
ــيله      ــرين وس ــين بهت ــراي تشــخيص توكس روش  = ب

سازي توكسين جدا شـده   سرولوژيكي است ولي خالص
 باشـد  ز مشكل عمده اين نوع آزمايشـات مـي  از غذا هنو
هـاي مولكـولي    . بـا ايـن وجـود روش   )1381(رضويلر، 

نيــز بطــور  SEموم هــاي مولــد ســ بــراي تشــخيص ژن
 هاي مولكولي از جملـه  روش اند. اي توسعه يافته گسترده

ــس  ــولتي پلكـ ــات   PCR مـ ــا آزمايشـ ــه بـ در مقايسـ
 تـر،  اختصاصـي  تـر،  ايمونولوژيكي توليد توكسين، سريع

  . )Pinto et al., 2005( تر است تر و قابل اطمينان حساس

با توجه به عدم رعايت شـرايط بهداشـتي مناسـب در       
نيز عدم حرارت دادن مناسب شير قبل  و يردوشيطي ش

رف بـالاي پنيرهـاي   از تهيه پنير سنتي در روستاها و مص
هـاي   مولد انتروتوكسـين  هاي ، بررسي ژنايران محلي در

جدا شده از پنيرهاي محلـي بسـيار حـائز     ياستافيلوكوك
 تعيـين باشـد. هـدف از انجـام ايـن تحقيـق،       اهميت مي

وس استافيلوكوكدر  روتوكسينمولد انتژن  شش فراواني
ــوسآ ــه هــايرئ ــر محلــي  جــدا شــده از نمون هــاي پني

 Multiplex PCRمراغـه بـه روش    روستاهاي شهرستان
 بود.

  
    ها مواد و روش

  ها   نمونه
ــاكتري  22تعــداد      آرئــوساســتافيلوكوكوس ســويه ب

مثبت جدا شده به عنوان نمونه مورد استناد در  كوآگولاز
  شد. اين مطالعه استفاده 

  DNA استخراج
نمونه كشت داده شده بـاكتري   22از  DNAاستخراج    

مثبــت در محــيط  كوآگــولاز آرئــوساســتافيلوكوكوس 
 )، كشـور آلمـان  Merck(شـركت  مغـز  -آبگوشت قلب
 هاي باكتريايي با شدت يتر از كشتل ميلي انجام شد. يك

×g5000 ي يدقيقه سانتريفيوژ شده و مايع رو 5مدت ه ب
كننـده  ليتر بـافر ليز  ميلي 1شد. بعد از افزودن دور ريخته 

 ،مـولار  5سـديم  يد)، كلرpH=5/7مولار ( 1شامل تريس 
EDTA 5/0  ،مولارC-TAB 2    درصد بـر روي رسـوب
دقيقه در بن مـاري   30به مدت  C 85در دماي ،مخلوط

اي ه ـ هـاي حـاوي سـلول    قرار داده شـد و سـپس ويـال   
سـانتريفيوژ   g×12000 با شدت دقيقه 5ليزشده به مدت 

ن هاي ديگر منتقـل و هـم حجـم آ    به ويالي يو مايع رو
به آن اضافه و  1: 24ايزوآميل الكل با نسبت  –كلروفرم 
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به آرامي تكان داده شد. پس از تشكيل دو فـاز مـايع در   
 5/1ي و انتقـال آن بـه تيـوپ    ي ـويال و برداشت لايه رو

به آن اضـافه   RNAaseر توليميكر 5/0ليتري ديگر،  ميلي
در بـن مـاري    C37دقيقـه در دمـاي   30مدت ه شد و ب

ها را برداشـته و هـم    دقيقه، ويال 30بعد از  قرار گرفت.
دقيقـه   15مدت ه حجم آنها ايزوپروپانول اضافه شد و ب

 با شدتبا سانتريفيوژ  ر داده شده وقرا -C20در دماي 
×g12000 ،DNA    هـا در   ترسيب و بـا قـرار دادن ويـال

ــاق،  ــاي ات ــان،   DNAدم ــد. در پاي  DNAخشــك گردي
 ليتر آب ديونيزه حـل گرديـد   ميكرو 50خشك شده در 

)Atashpaz et al., 2010( .  
هـــاي  بـــراي ژن PCR انجـــام مـــولتي پلكـــس

   انتروتوكسين   

ه از اسـتفاد  ليتـر بـا  ميكـرو  25واكـنش در حجـم   اين    
ها انجام گرفت كـه   انتخاب شده براي باكتريپرايمرهاي 

) آورده 1( پرايمرها و توالي اختصاصي آنهـا در جـدول  

ــتر    ــت مس ــت. كي ــده اس ــر،  PCR  5/12ش ميكروليت
ــي   ــاي اختصاصـ ــولار و  5/0پرايمرهـ  DNAميكرومـ

نانوگرم) مخلـوط   50ميكروليتر ( 1استخراج شده شامل 
نش زنجيرة پليمرازي بـا  واكدادند.  واكنش را تشكيل مي

 لسيوسدرجه س 94واسرشته سازي اوليه در  هاي چرخه
اسرشـته سـازي   چرخه با مرحله و 32دقيقه،  4مدت ه ب

، مرحله اتصـال  ثانيه 50مدت ه ب لسيوسدرجه س 94در 
، ثانيـه  30مدت ه ب لسيوسدرجه س 56آغازگر در دماي 

 ادقيقـه و نهايت ـ  2مدت ه ب لسيوسس درجه 72بسط در 
مـدت  ه ب لسيوسدرجه س 72ه بسط نهايي در چرخ يك
% 5/1محصولات حاصله در آگـارز   .دقيقه انجام شد 10

الكتروفورز شد و بـا اسـتفاده از دسـتگاه ژل داكيومنـت     
براي نشان دادن انـدازه  قرار گرفتند.  برداري مورد عكس

  استفاده شد. Ladder  bp 100 قطعات تكثيري از

 
  ژن آنتروتوكسين 6جهت تشخيص  PCRاستفاده در واكنش پرايمرهاي مورد  -1جدول 

  توالي  نام پرايمر                    نام ژن               
   اندبدازه ان
  جفت باز)(

  منبع           

Sea 
SEA-F 
SEA-R  

GCA GGG AAC 
AGC TTT AGG C 

GTT CTG TAG 
AAG TAT GAA ACA CG 

521  Monday and Bohach, 1999 

Seb 
SEB-F 
SEB-R 

ACA TGT AAT TTT 
GAT ATT CGC ACT G 

TGC AGG CAT 
CAT GTC ATA CCA

667  Lovseth et al., 2004 

Seg 
SEG-1 
SEG-2 

AAG TAG ACA 
TTT TTG GCG TTC C 

AGA ACC ATC 
AAA CTC GTA TAG C

287  Rall et al., 2008 

Seh 
SHE-F  
SHE-R 

CAA CTG CTG ATT 
TAG CTC AG 

GTC GAA TGA 
GTA ATC TCT AGG

360  Monday and Bohach, 1999 

Sei 
SEI-1 
SEI-2 

GGT GAT ATT 
GGT GTA GGT AAC 

ATC CAT ATT CTT 
TGC CTT TAC CAG

454  Rall et al., 2008 

Sej 
SEJ-1 
SEJ-2 

CAT CAG AAC 
TGT TGT TCC GCT AG 

CTG AAT TTT ACC 
ATC AAA GGT AC

142  Monday and Bohach, 1999 
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  ها يافته
نشـان   1ل در شك PCRنتايج مربوط به مولتي پلكس    

و  هـاي مولـد انتروتوكسـين    فراواني ژنداده شده است. 
 2ها در يك سويه در جـدول   فراواني باهم بودن اين ژن

هاي انتروتوكسين مورد  در بين ژننشان داده شده است. 
 Sebسـويه) و ژن   8بيشترين فراواني ( Segآزمايش، ژن 

 9/40مورد ( 9در  تنها .را داشت ين فراواني (منفي)كمتر
هــاي انتروتوكســين مــورد آزمــايش  هــا، ژن %) از نمونــه

%) داراي بـيش از يـك   18/18( مشاهده شد. چهار مورد
در تمـام آنهـا    Segكـه ژن   نوع ژن انتروتوكسين بودنـد 

  بود. مشترك

       

  
  ترتيب از سمت چپ به راست شامل:ه ب. درصد 5/1در آگارز  PCRمولتي پلكس الكتروفورز محصول  -1شكل
Lad: Ladder  ،Sha:S.aureus PTCC 1112  ،:محل هاي تشكيل باند  bp287 :  Sha،  1شماره :bp  287  ، 4شماره  :bp 454 ،  

  ، bp 142و  bp 454و  bp  287:  86، شماره  bp 287:  53، شماره  bp 521:  13، شماره  bp 454و  bp  287:  10شماره 
  bp 287:  57، شماره  bp 360 و  bp 287:  6، شماره  bp 521و  bp 287:  36شماره 

  
  ها در يك سويه و فراواني باهم بودن اين ژن هاي مولد انتروتوكسين فراواني ژن - 2جدول

      ژن  ها تعداد سويه  ها تركيب ژن  ها تعداد سويه

1  Sea+Seg 2  Sea    

1  Seg+Seh -  Seb    

1  Seg+Sei 8  Seg    

1 Seg+Sei+Sej 1 Seh    
   3 Sei    
   1 Sej    

      جمع  22    
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  گيري و نتيجه بحث
ــه     ــر روي مســموميتمطال ــا منشــاء  ب  هــاي غــذايي ب

ــه قــرن  آرئــوساســتافيلوكوكوس  ــاز مــي 19ب  گــردد ب
)Abbar, 2010(،     رسـيد شـير و    زماني كـه بـه نظـر مـي

ين هــاي آن اهميــت زيــادي در خصــوص چنــ فــرآورده
دارند. اعتقاد بـر ايـن اسـت كـه ميـزان       ييها مسموميت

هايي اسـت كـه    بدليل آلودگيهاي شير  آلودگي فرآورده
تحقيقـات دقيـق    .افتد فرآيند توليد آنها اتفاق ميدر طي 

نشان داده كه منابع آلودگي پنير شامل شيرخام، شـير بـا   
پاستوريزاسيون ناقص و يا آلودگي مجدد شير پاستوريزه 

هاي ناشي از شيرخام يا از محيطي كـه در آن   كروببا مي
 ).Little et al., 2008( باشـد  شود مي پنيرسازي انجام مي

ــين   ــياري از توكس ــين بس ــلولي    در ب ــارج س ــاي خ ه
ها بيشترين خطـر   ، انتروتوكسينآرئوساستافيلوكوكوس 
طبــق . (Akineden et al., 2008) كننــد را ايجــاد مــي

بيشـترين فراوانـي ژن انتروتوكسـين     ،گزارشات محققين
 ,Gilmour and Harvey( باشـد  مـي  Seaمربوط بـه ژن  

هـاي انتروتوكسـين    اي كه بر روي ژن در مطالعه .)1990
ــتافيلوكوكوس  ــوساس ــي ســنتي   آرئ از محصــولات لبن

شـده از مـواد    هاي جدا % كل سويه1/31صورت گرفت 
بود كه دارا  يا هر دو را Sebو  Sea لبني، يكي از دو ژن

هاي  داراي ژن آرئوساستافيلوكوكوس هاي  درصد سويه
Sea،Seb   وSea+Seb ــ ــب ه ب  2/6و  3/9،  6/15ترتي

نتـايج   (Imani Fooladi et al., 2010).درصـد بودنـد   
ــودن ژن   ــب ب ــا غال ــاط ب ــين  Seaمشــابهي در ارتب در ب

 هــاي بــا منشــاء انســاني گــزارش گرديــده اســت ســويه
(Haveri et al., 2007) .ر اين تحقيق بيشترين فراواني د

بـود كـه بـا نتـايج      Segژن انتروتوكسين مربوط بـه ژن  
 ,.Sauer et al( و همكاران مطابقت دارد سائر تحقيقات

هاي مولـد   بر روي ميزان فراواني ژن در تحقيقي. )2008
هاي شير، بيشـترين   انتروتوكسين استافيلوكوكي از نمونه

 Ahmadi and( شـد گزارش  Segفراواني مربوط به ژن 

Dastmalchi Saei, 2013 .(اي مشخص شـده   در مطالعه
ر انـواع  بيش از سـاي  Jو G،  Iهاي  است كه انتروتوكسين

 آرئـوس استافيلوكوكوس هاي  انتروتوكسين در بين سويه
 باشـند  جدا شده از موارد التهاب پستان گـاو شـايع مـي   

)Akineden et al., 2001(. در تحقيقي ديگر كه بر روي 
ــزان شــيوع ژن هــاي معمــول در  هــاي انتروتوكســين مي
هاي جدا شده از شير گـاوميش  آرئوساستافيلوكوكوس 

صورت گرفته بود، بيشترين ميزان شيوع، مربوط بـه ژن  
Sec   گزارش شـد و ژنSea  هـا   از سـويه  كـدام  در هـيچ

ــد  ــايي نش ــاران،    شناس ــري و همك ــي عش  .)1391(اثن
 و باشـد  امـي مـي  بـا منشـاء د  بيشـتر    Segانتروتوكسين 

هاي پنير با شير خام آلـوده بـا    دهنده آلودگي نمونه نشان
منشاء دامـي اسـت كـه ايـن امـر بـه كـم بـودن ميـزان          

 گذارد. ي انساني در خصوص شير خام صحه ميدستكار
هــاي  مطالعــات پيشــين، مــوارد مثبــت آلــودگياكثـر  در 

حـاوي ژن   آرئـوس استافيلوكوكوس محصولات لبني به 
با منشاء انساني گزارش شده بـود ولـي در    انتروتوكسين

آلــودگي بــا منشــاء دامــي بــوده و  اكثــر ،تحقيــق اخيــر
كه اين امر با نتايج  دستكاري انساني در آن دخيل نيست

و احمـدي و   )1391( مطالعات اثني عشري و همكـاران 
انتشـار وسـيع    .طابقـت دارد ) م2013( دستمالچي ساعي

، خطر حضور چنين هاي مولد انتروتوكسين در شير سويه
دهد هر  هاي غذايي افزايش مي هايي را در فرآورده سويه

 چند كه ميزان آن در مقايسه با خـود شـير پـايين اسـت    
)Haveri et al., 2007.(   در نتايج مطالعات بدست آمـده

دهنـده   ، نشـان اين تحقيق در مقايسه بـا سـاير مطالعـات   
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ع هــاي مــوثر در توليــد انــوا اخــتلاف در پراكنــدگي ژن
استافيلوكوكوس هاي مختلف  انتروتوكسين در بين سويه

هـاي   باشـد كـه ايـن امـر احتمـالا از تفـاوت       مي آرئوس

هاي  اختلاف در منشاء اكولوژيكي سويه جغرافيايي و نيز
  شود. ناشي مي هاي مختلف) جدا شده (شير، انسان و دام
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Abstract 
   Isolation, identification and grouping of Staphylococcal enterotoxins in milk is of great importance 
since these toxins are considered as a major potential source of human illness. In this study, 22 coagulase 
positive strains of Staphylococcus aureus isolated from white brine cheese produced in rural areas of 
Maragheh, were assessed for the existence of six genes encoding enterotoxin synthesis using multiplex 
PCR. For this, extracted DNA was subjected to multiplex PCR for the presence of enterotoxin a, b, g, h, i 
and j genes. Amongst seg was the most frequent (8 strains) gene; meanwhile seb gene was not detected 
in any of the isolates. According to the results, 9 strains (40.9%) harbored the genes encoding enterotoxin 
production. Four strains (18.18%) contained more than one enterotoxin gene. The results of this study 
indicated that most of Staphylococcus aureus isolates in traditional cheeses have the potency to produce 
enterotoxin.    
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