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  چكيده

محسـوب  در جهـان  هـاي غـذايي   از مهم ترين عوامـل مسـموميت   استافيلوكوكوس ارئوسانترو توكسين هاي 
هاي استافيلوكوكال نقـش دارنـد. ايـن مطالعـه بـا هـدف       هاي آن غالباً در مسموميتشوند و شير و فرآورده مي

هاي كلاسيك استافيلوكوكوس ارئوس در شير خام گاو، شتر، گوسـفند و بـز در   بررسي حضور انتروتوكسين
)، شـير گوسـفند   n=8)، شـير شـتر (  n= 35نمونه شير شامل شير گاو ( 84استان فارس انجام شد.  به اين منظور 

)20 =n) 21) و شير بز=nمزرعه پرورش دام شيري در طـول سـه فصـل پـاييز،      35آوري شير ) از مخازن جمع
 اسـتافيلوكوكوس ارئـوس  هاي آوري و  به منظور تعيين حضور  انتروتوكسينجمع 1390و بهار  1389زمستان 

%) حداقل از نظر يـك  2/14( ي هنمون 12مورد مطالعه  ي هنمون 84ز به روش الايزا مورد آزمون قرار گرفتند . ا
 SEDنمونـه بـراي    2درصـد)،  SEA )25نمونـه بـراي    3آنتروتوكسين  مثبت  گزارش شدند.  ازايـن تعـداد،   

نمونه بـراي   1درصد)،  3/8( SEA+SEDنمونه براي  2درصد)،  6/16( SECنمونه براي  2درصد)،  6/16(
SEA+SEC )3/8 (نمونه براي  2و درصدSED+SEC )6/16    درصد) مثبت بوده وهيچ يك از نمونـه هـا

هـاي شـير بـه    مثبت گزارش نشد. هيچ اختلاف آماري در ميـزان آلـودگي نمونـه    SEEو SEBاز نظر وجود 
در فصـول مختلـف سـال در  نمونـه هـاي مـورد بررسـي مشـاهده          استافيلوكوكوس ارئوسهاي آنتروتوكسين

در مــواد غــذايي  اســتافيلوكوكوس ارئــوسدر خصــوص حضــور انتروتوكســين هــاي   نشــد.مطالعات بيشــتري
  .مختلف و نقش آن ها در ايجاد مسموميت هاي غذايي پيشنهاد مي شود

  
  .شير خاماستافيلوكوكوس ارئوس،  انتروتوكسين، هاي كليدي: واژه

                                                 
  ebrahimrahimi55@yahoo.com مسوول مكاتبه: *
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  مقدمه -1
هـاي  به عنوان سومين عامـل مهـم بيمـاري    استافيلوكوكوس ارئوس

ايـن بـاكتري،    ).26،15شـود( ه از غـذا درجهـان محسـوب مـي    منتقل
 ي ههــاي مختلــف رادر محــدودانتروكســين توانــايي رشــد و توليــد

وسيعي از شرايط مختلف در انواع مواد غذايي دارد لذا اين باكتري 
زايي مواد غذايي قـرار  را جزء يكي از مهم ترين عوامل  مسموميت 

غـذايي مناسـب بـراي     ي همـاد  ). در اين بين، شـير يـك  14داده اند(
هـاي آن  باشد. لذا شير و فـرآورده مي استافيلوكوكوس ارئوسرشد 

شـناخته   اسـتافيلوكوكوس ارئـوس  هاي به عنوان منابع مهم توكسين
هــاي آن بــه ). آلــودگي شــير و    فــرآورده17و   10،  7انــد ( شــده

ممكن اسـت بـه طـور اوليـه و يـا در طـول        استافيلوكوكوس ارئوس
). اگـر چـه در فرآينـد    4يند توليد و نگه داري  صـورت پـذيرد(  فرآ

رونـد  از بين مـي  استافيلوكوكوس ارئوسهاي پاستوريزاسيون سلول
داراي مقاومـت بـالايي    اسـتافيلوكوكوس ارئـوس  هـاي  اما توكسين

ــاً در طــول ايــن فرآينــد و حتــي    ــوده و عموم ــه حــرارت ب نســبت ب
).  8و  3كننـد  (  حفظ مي استريليزاسيون فعاليت بيولوژيكي خود را

ــه   ي هنتيجــ  اســتافيلوكوكيمســموميت  ــوده ب مصــرف غــذاهاي آل
-مـي  اسـتافيلوكوكوس ارئـوس  هاي توليد شده توسط انتروتوكسين

 اسـتافيلوكوكوس ارئـوس  هـاي كلاسـيك   ). انتروتوكسين13باشد(
 Aاند و انتروتوكسـين  معرفي شده E, D, B, Aهاي انتروتوكسين

وتوكســين بازيافــت شــده از غــذاهاي عامــل     تــرين انترمعمــولي
  ).  5هاي غذايي بوده است(مسموميت

هـا در سـلامت عمـومي    بنابراين به دليل اهميت اين توكسين    
هــاي مطالعــات فراوانــي در خصــوص بررســي تعيــين شــيوع ســوش

هاي استافيلوكوكوس در مـواد  زا و بررسي حضور توكسينتوكسين
حاضـر   ي ها انجام شده است. مطالعغذايي در تمام نقاط مختلف دني

 استافيلوكوكوس ارئوسهاي كلاسيك با هدف تعيين انتروتوكسين
در شـير خـام گـاو،     E, D, C, B, Aهـاي  شـامل آنتروتوكسـين  

  .گوسفند، بز و شتر به روش الايزا طراحي و انجام شد
  

  ها مواد و روش -2
  هاآوري نمونهجمع -2-1

، گاونمونه شير  84در مجموع  1388 الي دي ماه 1387از مرداد ماه 
آوري و ، بز و شتر از مراكز پرورش دام استان فارس  جمعگوسفند

در اسرع وقت در كنار يخ به آزمايشگاه كنترل كيفي مـواد غـذايي   
سـاعت   12دانشگاه آزاد اسلامي واحد شـهركرد منتقـل و حـداكثر    

 گيـري از نظـر حضـور انتروتوكسـين هـاي كلاسـيك      پس از نمونه
با اسـتفاده از روش الايـزا مـورد آزمـايش      استافيلوكوكوس ارئوس

قرار گرفتند. در اين مطالعه تجربي، نمونه ها به طور تصـادفي سـاده   
هـاي  هاي استان فارس انتخاب شدند.  تعـداد نمونـه   دامدارياز بين 

 38و  30، 16ه ترتيـب  اخذ شده در فصول پـاييز، زمسـتان و بهـار ب ـ   
  نمونه بود.  

  
  آماده سازي نمونه ها -2-2

كيت، نمونه  ي همطابق دستور العمل ارائه شده توسط شركت سازند
سانتيگراد و بـا   ي هدرج 10دقيقه و حداكثر در دماي  10ها به مدت 

چربـي سـطح    ي هدور در دقيقه سانتريفوژ شد. سپس، لاي 3500دور 
 بـا آب مقطرسـترون   20به  1نمونه ها برداشته شد. فاز آبي به نسبت 

ميكـرون   22/0ميلـي پـور    سـرنگي رقيق و با بـا كمـك فيلتـر هـاي     
)Merck, Germany .فيلتر شدند (  

  
  روش آزمايش  -2-3

 R-Biopharmمورد استفاده در اين مطالعه از شـركت   الايزاكيت 
 :RIDASCREEN SET A, B, C, D, E Art. No)آلمـان 

R4101, R-Biopharm AG, Germany)   .100تهيـه گرديـد 
سـازي شـده بـه    هـاي آمـاده  ليتر از محلول اسـتاندارد و نمونـه  ميكرو

ميكروپليـت اضـافه و    هـاي حفـره ميكروليتري بـه   10كمك سمپلر 
 20-25ساعت به دور از نور و در درجـه حـرارت    1سپس به مدت 

ســانتيگراد نگــه داري شــد. ســپس، مــايع موجــود در       ي هدرجــ
روپليـت و قـرار   ميكروپليت خارج شده و با ضربه زدن ملايم به ميك

دادن آن شــكل وارونــه بــر روي كاغــذهاي جــاذب الرطوبــه، مــايع 
هـا  حفره  ي هها به طور كامل تخليه شد. سپس، همموجود در حفره

ميكروليتر بـافر مخصـوص شسـت وشـو، شسـته شـد (عمـل         250با 
مـايع   ي هشست وشو دوبـار تكـرار گرديـد) و هـر بـار بعـد از تخلي ـ      

وارونه بـر روي چنـد لايـه دسـتمال      شست وشو ميكروپليت به طور
گرفت تا كاملاً باقيمانـده آب شسـت وشـو خـارج     كاغذي قرار مي

شود. بدين ترتيب، موادي كه بعد از  اين مدت در واكنش شـركت  
ــد خــارج شــدند. ســپس، مقــدار  نكــرده ــر محلــول  100ان ميكروليت

ها اضافه شد و ميكروپليت به مـدت  كونژوگه شده با آنزيم به حفره
سـانتيگراد قـرار    ي هدرج ـ 20-25ك ساعت ديگـر در گـرم خانـه    ي

هـا بـه طـول كامـل     گرفت. بعد از اين زمان، مايع موجـود در حفـره  
ميكروليتـر بـافر مخصـوص     250ها با حفره ي هتخليه شد. سپس، هم
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شست وشو، شسته شد. عمل شست وشو دوبار تكرار گرديـد و هـر   
بـر   وارونـه پليت بـه طـور   مايع شست وشو ميكرو ي هبار بعد از تخلي

گرفـت تـا كـاملاً باقيمانـده     روي چند لايه دستمال كاغذي قرار مي
 50ميكروليتـر سوبسـترا و    50آن شست وشو خـارج شـود. سـپس،    

ميكروليتر كروموژن به هر حفره اضافه شد و ميكروپليـت بـه مـدت    
-سانتيگراد در تـاريكي گـرم   ي هدرج 20-25دقيقه در حرارت  30

شــد. در نهايــت بــراي توقــف واكــنش محلــول قطــع گــذاري خانــه
هـا اضـافه شـد و ميـزان     ميكروليتـر بـه حفـره    100واكنش به مقـدار  

 ,Stat Fax 2100(جــذب هــر نمونــه بــا قرائــت كننــده الايــزا  

England نانومتر قرائت و اطلاعات مربوط بـه   450) در طول موج
  هر حفره به تفكيك ثبت شد. (OD)ميزان جذب 

  
  كيفيت آزمونكنترل  -2-4

كيـــت، ميـــزان  ي هبـــر اســـاس  دســـتور العمـــل شـــركت ســـازند
واحــد و  5/0)كنتــرل مثبــت بايــد برابــر يــا بــيش تــر از ODجــذب(

)براي كنترل منفي بايد مساوي يا كم تر ODميانگين ميزان جذب (
  باشد. 3/0از 
  
  تجزيه و تحليل آماري -2-5 

وري شـده  هاي به دست آمده از آزمايش و اطلاعـات جمـع آ  يافته
درصد، مـورد   95و دانكن در سطح اطمينان  SPSS/16با نرم افزار 

  تجزيه و تحليل آماري قرار گرفت. 
  
  نتايج و بحث -3

نمونه شير خام گاو، شتر، گوسفند و بـز   84در اين مطالعه، مجموعاً 
 ,A, B, C)هـاي كلاسـيك   با هدف بررسي حضور انتروتوكسـين 

D, E) روش الايزا مورد آزمايش قـرار  به  استافيلوكوكوس ارئوس
هـا حامـل   درصـد نمونـه  2/14گرفت. نتـايج ايـن مطالعـه نشـان داد     
بـوده   استافيلوكوكوس ارئوسحداقل يك انتروتوكسين كلاسيك 

 21نمونـه شـير گوسـفند و     20نمونه شير گاو،  35است به ترتيب از 
درصــد) 5/3( 3درصــد)، و 5/3( 3درصــد)، 1/7( 6نمونــه شــير بــز، 

 اسـتافيلوكوكوس ارئـوس  هاي كلاسـيك  امل انتروتوكسيننمونه ح
تشخيص داده شد. هيچ يـك از نمونـه هـاي شـير شـتر از نظـر ايـن        

ــين ــود.   انتروتوكس ــت نب ــا مثب ــوع     7ه ــك ن ــا ي ــل تنه ــه حام نمون
 .)1نمونه حامل دو آنتروتوكسين بودند (جـدول   5انتروتوكسين و  

هاي شـير خـام   دهد ميزان آلودگي نمونهمطالعات مختلف نشان مي

درصد  70درصد تا بيش از  5متغير و از  استافيلوكوكوس ارئوسبه 
جـدا   هـاي استافيلوكوكوس ارئـوس درصد از  50باشد و بيش از مي

هـاي  هـاي آن قـادر بـه توليـد انتروتوكسـين     شده از شير و فـرآورده 
و ميزان آلودگي شير و  استافيلوكوكوس ارئوس بوده اندكلاسيك 

درصـد گـزارش شـده     30تـا   2به اين توكسين ها  فرآورده هاي آن
ــه  24و   23،  19، 18، 16، 13،  5اســت (  ــايج ب ــا نت ــراً ب ).   كــه اكث

حاضـر همخـواني دارد. تفـاوت نتـايج بـه       ي هدست آمـده از مطالع ـ 
-مختلف را مي توان بـه اخـتلاف در روش   مطالعاتدست آمده از 

هــاي وشگيــري فصــل ســال، موقعيــت جغرافيــايي و رهــاي نمونــه
  آزمايش نسبت داد.

كلاســيك تشــخيص داده شــده    هــايانتروتوكســيندر بــين 
ــه،  2در  Dنمونــــه، انتروتوكســــين  3در  Aانتروتوكســــين  نمونــ
ــين  ــه     2در  Dو  Cانتروتوكس ــالي ك ــد. درح ــايي ش ــه  شناس نمون
هــاي بررســي شــده  در هــيچ يــك از نمونــه  Bو E انتروتوكســين 

و در  Dو A هاي اً انتروتوكسيندر شير گاو عمدت مشاهده نگرديد.
). 1مشـاهده شـد (جـدول     Cشير گوسفند و بز عمدتاً انتروتوكسين 

-تـرين و شـايع  سـمي  Dو پس ازآن انتروتوكسـين   Aانتروتوكسين 

هــاي تــرين عامــل مســموميت غــذايي در بــين انــواع انتروتوكســين 
). 20،  12شناخته شـده اسـت (    استافيلوكوكوس ارئوسكلاسيك 
هــاي ه روش الايــزا تنهــا قــادر بــه رديــابي انتروتوكســيناگــر چــه بــ
در مواد غـذايي هسـتيم و ايـن تكنيـك قـادر بـه        (A-E)كلاسيك 

باشـد امـا   نمـي  استافيلوكوس ارئوسهاي رديابي ساير انتروتوكسين
هاي غذايي اسـتافيلوكوكوس  درصد از مسموميت 95گزارش شده 

درصـد از   5) و تنهـا  5باشد (مي Eتا  Aهاي مربوط به انتروتوكسين
هـاي  هاي استافيلوكوكوس مربوط به سـاير انتروتوكسـين  مسموميت

ــوده اســت. مطــابق نظريــه   ) اگــر چــه مقــدار Tranter )1996آن ب
 1انتروتوكسين لازم جهت بيماري مشخص نشده است امـا حـداقل   

گرم غذا جهت بروز علائم مسموميت كـافي   100گرم توكسين در 
  ). 27است (

ترين انتروتوكسين رديابي اين مطالعه، نشان داد فراوانهاي داده
و در شير گوسفند  Dو  Aهاي شير گاو انتروتوكسين شده در نمونه

بوده است. اين نتايج با گزارش هاي ارائه شده  Cو بز انتروتوكسين 
و همكـاران از   Rall)، 2007و همكاران از ايتاليا ( Normannoاز 

و همكـــاران از جمهـــوري چـــك  Zouharova)، 2007برزيـــل (
)2008 ،(Jorgensen  ) 2005و همكاران از نـروژ ،(Akineden  و

 .  )28و   23،  18،  10،  1) مشابه است( 2008همكاران از آلمان (
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ر ر شير گاو، گوسفند، بز و شتاستافيلوكوكوس ارئوس د (A, B, C, D, E)هاي كلاسيك فراواني و درصد حضور انتروتوكسين - 1جدول 

  وري شده از استان فارسآ جمع

تعداد   شير نمونه
  ها نمونه

هاي تعداد نمونه
  مثبت

  هاي كلاسيك استافيلوكوس ارئوسآنتروتوكسين
A C  D A+D A+C  C+D  

  -  -  2  1  - 3 6 35  گاو
  -  -  -  1  2 - 3 20  گوسفند
  2  1  -  -  - - 3 21  بز
  -  -  -  -  - - 0 8  شتر

  2  1  2  2  2 3 12 84  مجموع
  
  

  استافيلوكوكوس ارئوسهاي هاي شير گاو، گوسفند و بز به انتروتوكسينشيوع فصلي آلودگي نمونه - 2جدول 

تعداد   فصل
   استافيلوكوس ارئوسهاي كلاسيكانتروتوكسين  هاي مثبتتعداد نمونه  ها نمونه

AC D  A+D  A+C  C+D  
  -  1 1  - 2 3 7  30 پاييز

  -  - 1  1 - - 2  16 زمستان
  2  - -  1 - - 3  38 بهار

  2  2 2  2 2 3 12  84 مجموع
  
  

ــه هــر حــال، برخــي مطالعــات نشــان مــي   ــراوانب ــرين دهــد ف ت
جدا  استافيلوكوكوس ارئوسهاي انتروتوكسين توليد شده از سوش
بـوده   Aو سـپس انتروتوكسـين    Cشده از شـير گـاو انتروتوكسـين    

  ). 25و   17،  9،  6، 2،  1است (  
يـك از   هـيچ ي مـورد آزمـايش در ايـن مطالعـه     هااز بين نمونه

 Zouharovaاي از نبود. مطالعه Eو  Bها حامل انتروتوكسين نمونه
ــاران ( ــي 2008و همك ــان م ــز نش ــد از ) ني ــتافيلوكوكوس  70ده اس

جدا شده از مخازن شير در مـزارع پـرورش گـاو شـيري در      ارئوس
 ي ههـاي كـد كننـد   ها حامـل ژن جمهوري چك هيچ يك از سوش

هـا حامـل ژن   درصد از سـوش  10نبوده است و تنها  eانتروتوكسين 
). همچنـــين، نتــايج مطالعـــه  28انــد( بـــوده bمــواد انتروتوكســين   

Morandi ) ــاران ــين   2007و همكـ ــوص تعيـ ــا در خصـ ) از ايتاليـ
از شــير و  اســتافيلوكوكوس ارئــوسهــاي كلاســيك انتروتوكســين

نمونـه حامـل    12هاي آن حاكي از آن است كه هيچ يـك  فرآورده
بوده  Bنمونه حامل انتروتوكسين  1نبوده است تنها  Eانتروتوكسين 

) نيز هيچ يـك  2009و همكاران ( Pereira ي ه). در مطالع15است(
هاي جدا شده از مواد غذايي در پرتغال  استافيلوكوكوس ارئوساز 

). بـا وجـود   21نبوده اسـت(  bو  eهاي مولد انتروتوكسين حامل ژن
را  Eو  Bهاي مولد انتروتوكسين از مطالعات حضور ژناين، برخي 
  7دهد  (هاي جدا شده از شير و ساير مواد غذايي نشان ميدر سوش

  ). 24و 
هـاي شـير گـاو،    نمونـه  آلـودگي ميزان شـيوع فصـلي    2جدول 
اسـتافيلوكوكوس  هـاي كلاسـيك   و بز را به انتروتوكسـين  گوسفند
  دهد.نشان مي ارئوس

طالعــه، نشــان داد بــالاترين ميــزان آلــودگي نتــايج ايــن بخــش م
درصـد) و بـه دنبـال     3/23پاييز ( فصلها در ها به اين توكسيننمونه

درصـد) بـوده اسـت.     9/7درصد) و بهـار (  5/12آن فصل زمستان (
داري بين ميـزان آلـودگي   دهد اختلاف معنيآناليز آماري نشان مي

در  كوس ارئـوس اسـتافيلوكو هـاي  هاي شير بـه انتروتوكسـين  نمونه
ــه    ــدارد. مطالع ــود ن ــف وج ــول مختل ــي و   فص ــابهي از رحيم ي مش
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) حـاكي از آن اسـت كـه اخـتلاف آمـاري معنـي       2011همكاران (
داري در شيوع آلودگي شير گاو به انتروتوكسـين هـاي كلاسـيك    
استافيلوكوكوس ارئوس در فصول مختلف سال وجود نداشته است 

)22 .(  
ــي   ــان م ــه، نش ــن مطالع ــايج اي ــال آن   دنت ــه دنب ــير و ب ــد در ش ه

تواننــد بــه عنــوان عوامــل مهــم مســموميت شــير مــي هــاي فــرآورده
ــات     ــن وجــود مطالع ــا اي ــران مطــرح باشــند ب ــتافيلوكوكي در اي اس

هـاي  اپيدميولوژيك بيش تري جهت بررسي حضـور انتروتوكسـين  
زايي اين پاتوژن در مـواد  استافيلوكوكوس ارئوس، قدرت توكسين

ــي ژن  ــذايي و بررس ــدت    غ ــل ح ــين و عام ــد انتروتوكس ــاي مول ه
-استافيلوكوكوس ارئوس جدا شده از مواد غذايي لازم به نظـر مـي  

  رسد.
  
  گزاري سپاس -4

نويسندگان، مراتب سپاس و قدرداني خود را از آقايان دكتر حسـن  
ممتاز و مهندس مجيد رياحي دهكردي در خصـوص همكـاري در   

  مي دارند. هاي عملي اين مطالعه، اعلام انجام آزمايش
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