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 چکیده

ن لبنیات، علاوه تواند با آلوده ساختطلب در انسان و حیوان است که میزای فرصتیک بیماری استافیلوکوکوس اورئوسباکتری 

نتی شیامل ی لبنیی سیفراورده 250وجود آورد. در این تحقیق تعداد های اقتصادی، صدمات جسمی قابل توجهی بهخسارت بر

یشیگاه کره، ماست، پنیر، کشک و خامه از نقاط مختلف شهرسیتان شیهرکرد تهییه و در فیروت اسیتریل در کنیار ییخ بیه آزما

 اسیتاندارد و هیایمطابق با پروتکیلاستافیلوکوکوس اورئوس زی باکتری میکروبیولوژی دانشگاه آزاد شهرکرد منتقل شد. جداسا

، icaA) های کد کننده بییوفیلمترین ژنجهت ردیابی شایع PCRروش مولکولی صورت گرفت. ارزیابی ژنتیکی بیوفیلم با روش 
icaB ،icaC ،icaD ،bap ،fnbA ،fnbB،clfB, clfA رصید( د 20نمونه ) 50رسی، ی مورد برنمونه 250( انجام شد. از مجموع

 12ماسیت  و در 16، در خامیه 22، در پنییر 24،  در کیره 26مثبت بودند. آلیودگی در کشیک استافیلوکوکوس اورئوس از نظر 

در شید.  درصید گیزارش 28و  32، 90، 96، 30، 76، 64، 68درصید،  74ترتییب: های مذکور بهدرصد گزارش شد. فراوانی ژن

فیلم قیوی و ( بییودرصید 66/66 ایزوله ) 20در د که( واکنش بیوفیلم مشاهده شدرصد 60ایزوله ) 30 درروش میکروتیتر پلیت 

براساس  .گردید( واکنش بیوفیلم مشاهده ندرصد 66/16ایزوله ) 5مشاهده شد. در  درصد( 33/33) ایزوله بیوفیلم ضعیف 10در 

 دار گزارش شد.و متوسط رابطه آماری معنی و واکنش بیوفیلم قوی های مورد بررسیآزمون دقیق فیشر بین ژن

 .های لبنیهای اتصال، فراورده، بیوفیلم، ژناستافیلوکوکوس اورئوس ها:کلید واژه

 مقدمه

 متعلق به خیانواده میکروکوکاسیه اورئوس استافیلوکوکوس

زای باکتریال در ترین عوامل بیمارییکی از مهمباشد و می

ود. ایین بیاکتری، گیرم شیانسان و حیوانات محسیو  میی

هوازی اختیاری مثبت، بی حرکت، فاقد اسپور، هوازی و بی

(. اکثیییر 2009Chambers,  DeLeo andاسیییت )

زا طلائی رنگند، همولیز بتا تولید های بیماریاستافیلوکوک

، لیپاز، فسفاتاز مثبت هستند. DNAseکنند، کوآگولاز، می

تیرین ند ولی مهمکنذو  می مانیتول را تخمیر و ژلاتین را

زا بیودن توانید دلییل قطعیی بیر بیمیاریخاصیتی که میی

et al.,  ,Gotzباشد آزمایش کوآگولاز است ) استافیلوکوک

چنییین تولییید کوآگییولاز، تخمیییر مییانیتول و (. هییم2006

ترهالوز و تولید ترمونوکلئاز مقاوم به حرارت از خصوصیات 

های ونیهمنحصر به فرد این بیاکتری اسیت کیه در سیایر گ

 DeLeo andشیییود )اسیییتافیلوکوکوس دییییده نمیییی

 ;Chambers, 2012; Jorgensen, et al., 2005

1982Smith, et al.,  یکیی از عوامیل مهیم در افیزایش .)

زایی و مقاومت در برابر عوامل ضدمیکروبی، قدرت بیماریی

درصیید  80توانییایی تشکییییل بیییییوفیلم اسییت. بیییش از 
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یی ناشی از تشکیل بیوفیلم است. های مزمن باکتریاعفونت

ای اسیت چسیبیدههمبیوفیلم جمعیت میکروبی پیچیده به

ای پلیمیری خیارس سیلولی کیه که توسط یک ماده زمینیه

شود، احاطیه شیده اسیت. توسط خود میکرو  تیولیید می

هیای های کلینیکیی اسیت و بیاکتریبیوفیلم دارای ویژگی

هییا، بیوتیییکیموجییود درآن دارای مقاومییت ذاتییی بییه آنتیی

ها و سیستم ایمنی میزبان هستند که ایین کنندهضدعفونی

 ,.Eyoh, et alموضوع زمینه ساز مقاومت به درمان است )

2014.) 

زاییی انید کیه مرحلیه اول در عفونیتمحققین نشیان داده

اتصال این باکتری به سیطوحی از  اورئوس استافیلوکوکوس

اسیت کیه بیه  هیای میزبیانقبیل ابزارهای پزشکی، بافیت

عوامیل خیارس سیلولی ماننید توانیایی اتصیال و  ترکیبی از

 ,.Solati, et alشیود )تشیکیل بییوفیلم نسیبت داده میی

(. این مرحله توسیط پلیی سیاکارید چسیبنده بیین2015

، IcaAهای عامل اتصیالی بیین سیلولی که پروتئین 1سلولی

IcaB ،IcaC و IcaD در تولید آن دخالت دارنید واسیطه

انید شود. این مجموعه روی یک اپران واقیع شیدهیگری م

(2016Pereyra, et al., ایین پلیی .) سیاکارید پلیمیری از

 80-85) 6و  1آمینوگلیکیان بیا اتصیال -واحدهای گلیکوز

هیای غییر اسیتیله تر گلیکوز آمینییلدرصد( بخش کوچک

 20-25اسییتر ) –آنیییونی حییاوی فسییفات و سوکسییینات 

استیل گلوکز آمینییل -آنزیم انباشد که توسط درصد( می

 icaشود. بیان این آنزیم توسط لوکوس ترانسفراز سنتز می

سیاکارید در پیی بییان آنیزیم شود. سنتز این پلیانجام می

بیا  icaD گیرد. مشیارکتصورت می icaAمربوطه توسط 

سیاکارید و ایجیاد این لوکوس موجب افیزایش سینتز پلیی

 اسیتیله-د ،icaBگیردد. نقیش ژن فنوتیپ کپسیولی میی

ساکارید قبل از اتصال به غشیای سیلولی بیوده و کردن پلی

کند که به طوییلغشایی را کد می یک پروتئین icaCژن 

کند. بییان و ساکارید از سلول کمک میسازی و ترشح پلی

هیای تنظیمیی از قبییل توسط سیسیتم icaADBCاپران 

                                                           
1 - Polysaccharide Intercellular Adhesion (PIA) 

SarA سیگما و B (SigB )دیگیر یابد. از سوی افزایش می

icaR کننده منفی قوی بیا اتصیال بیه عنوان یک کنترلبه

تواند باعی  کییاهش می icaانداز )پروموتر( اپران ناحیه راه

های موجود در این اپران گردد. علاوه بیر میوارد بیییان ژن

نییز در توانیایی بیاکتری در ایجیاد  agrذکر شده، سیستم 

و ترشیحی  هیای اتصیالیبیوفیلم و تنظیم تیولید پیروتئین

-ساکارید چسیبنده سیلولی بیهتوجهی دارد. پلینقش قابل

هیای دهنیده بییوفیلم در گونیهعنوان عوامل اصلی تشکیل

استافیلوکوکی مطرح هستند. اخیراً نقش بیوفیلم در ایجیاد 

هیای مختلیف دخییل در هیای بالینی و نیقییش ژنعفونت

اسیت.  اتصال و تشکیل بییوفیلم میورد توجیه قیرار گرفتیه

هییای مختلیف هیا و بخیشهای حاصل از نیمیونییهجدایه

تیوانند توانیایی متفاوتی در اتصال و تشیکیل بییوفیلم میی

هیدت از  (.Avila-Novoa, et al., 2018داشیته باشیند )

-های عامل اتصال در ایزولیهاین تحقیق بررسی فراوانی ژن

هیای جیدا شیده از فیراورده اورئوس استافیلوکوکوسهای 

 باشد. میتی در شهرستان شهرکرد لبنی سن

 مواد و روش کار

های لبنی شامل: نمونه فراورده 250در این تحقیق تعداد 

نمونه( به  50کره، ماست، پنیر، کشک و خامه )از هر کدام 

گیرم از نیقاط  100طریقه تصادفی و از هر کدام به مقدار 

شرستان شهرکرد تهیه و در داخل فروت استریل در کنار 

به آزمایشگاه میکروبیولوژی دانشگاه آزاد اسلامی واحد یخ 

شهرکرد انتقال داده شد. برای تهیه سوسپانسیون اولیه، 

گیرم از  5، 1194 مطابق با استاندارد ملی ایران به شماره

میلی 25های کره، ماست، پنیر، کشک و خامه در نمونه

در دقیقه  15مدت ور و به لیتر سرم رینگر استریل غوطه

لیتر از نمونه داده شد. سپس یک میلی یک جای ثابت قرار

لیتر محیط انتخابی میلی 9مخلوط شده به 

)ساخت شرکت مرک آلمان(  اورئوس استافیلوکوکوس

درجه  37ساعت در دمای  24مدت اضافه شد و به

های منظور انجام تستسلسیوس انکوبه گردید. به

تهیه شده بر روی  میکروبیولوژی، یک لوپ از سوسپانسیون

 37محیط برد پارکر آگار کشت خطی داده شد و در دمای 
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گذاری شدند. ساعت گرمخانه 24مدت درجه سلسیوس به

های سیاه رنگ با هاله شفات در پس از مشاهده کلونی

های مشکوک به عنوان کلونیمحیط برد پارکر آگار به

آمیزی گرم و در صورت ، رنگاستافیلوکوکوس آرئوس

، های گرم مثبت، تست کاتالاز، کوآگولازاهده کوکسیمش

به عمل  DNAseو  کشت در محیط مانیتول سالت آگار

طلایی  یلوکوکوساستاف عنوانبه هایی کهنمونه آمد.

مطالعات بعدی منظور تشخیص تشخیص داده شدند، به

 (. ,2008Singh and Prakshمورد استفاده قرار گرفتند )

 م با روش میکروتیتر پلیتآزمایش تشکیل بیوفیل

استافیلوکوکوس اورئوس  برای بررسی قدرت اتصال باکتری

ای استفاده گردید. از خانه 96از روش میکروتیتر پلیت 

 ATCC25923استافیلوکوکوس اورئوس سویه استاندارد 

استافیلوکوکوس عنوان کنترل مثبت و از سویه استاندارد به

نترل منفی عنوان کبه ATCC12228 اپیدرمیدیس

در این مطالعه جهت ارزیابی تولید بیوفیلم، استفاده شد. 

رشد کرده بر روی استافیلوکوکوس اورئوس های کلنی

حاوی  (TSBمحیط جامد به محیط تریپتیکاز سوی براث )

های تلقیح شده، یک درصد گلوکز تلقیح شد. از نمونه

 200فارلند تهیه و سپس کدورتی معادل نیم مک

 96های پلیت تر از هر سوسپانسیون به چاهکمیکرولی

 20استیرن منتقل شده و پس از گذشت ای پلیخانه

درجه سلسیوس گرماگذاری شد.  37ساعت در دمای 

( چهار PBSها با استفاده از فسفات بافر سالین )چاهک

مرتبه شستشو داده شد و سپس اجازه داده شد تا 

شوند؛ پس از استرین به طور کامل خشک های پلیچاهک

آمیزی با استفاده از رنگ کریستال ویوله به آن، فرایند رنگ

دقیقه در هر چاهک صورت گرفت. سپس رنگ  15مدت 

موجود در هر چاهک با استفاده از آ  معمولی شستشو 

داده شد و جهت آزاد سازی رنگ موجود در دیواره 

 میکرولیتر از 100باشند، هایی که مولد بیوفیلم میباکتری

درصد به  70ی اتانول درصد به اضافه 10ایزوپروپیل الکل 

ها اضافه شد. در نهایت رنگ آزاد شده در هر چاهک

نانومتر با استفاده از  570چاهک در طوح موس نوری 

دستگاه قرائت کننده الیزا بررسی گردید. نمونه کنترل 

گلوکز  درصدحاوی یک  TSBمنفی در این روش، محیط 

های مورد ان از روش کار، برای جدایهبود. جهت اطمین

ها مورد مرتبه جذ  نوری هر یک از نمونه 3مطالعه، 

ها از نظر تولید ارزیابی قرار گرفت. جهت ارزیابی نمونه

به عنوان  1/0هایی با جذ  نوری کمتر از بیوفیلم نمونه

های با جذ  های منفی از نظر تولید بیوفیلم، جدایهایزوله

های به عنوان بیوفیلم ضعیف و ایزوله 2/0تا  1/0نوری بین 

های بیوفیلم عنوان ایزولهبه 3/0تا  2/0با جذ  نوری 

به عنوان  3/0های با جذ  نوری بالای متوسط و نمونه

et al.,  ,Pereyraهای بیوفیلم قوی مطرح شدند )ایزوله

از نظر تشکیل بیوفیلم مثبت و هایی که نمونه. (2016

های مولکولی شوند، جهت بررسیخیص داده میمنفی تش

ها استخراس آن DNA ،DNAبا استفاده از کیت استخراس 

به منظور تشخیص مولکولی و تائید تشخیص گردید. 

های رشد کرده بر روی محیط کشت، استخراس باکتری

DNA  با استفاده کیت استخراسDNA (DNPTM )

جهت . دشرکت سیناژن و طبق راهنمای آن استخراس ش

های مورد استخراس شده از نمونه DNAارزیابی کیفیت 

مطالعه از روش الکتروفورز روی ژل آگاروز استفاده شد. به 

استخراس شده روی ژل  DNAمیکرولیتر از  5این منظور 

به منظور کمیت  الکتروفورز گردید. یک درصد آگاروز

از دستگاه بایوفوتومتر  ،شده استخراس DNAسنجی 

نمونه در طول  DNAگیری میزان هشد و با اندازاستفاده 

موجود در نمونه  DNAنانومتر میزان  280 موس نوری

که دارای کیفیت مناسب  DNA هایتعیین گردید. نمونه

نانوگرم بودند جهت مراحل بعدی و  50و کمیتی معادل 

 Sambrook and) انتخا  گردیدند PCRانجام آزمایش 

2012Russell,  .)تشخیص قطعی باکتری در  منظوربه

با  شدند هایی که از نظر کشت، مثبت تشخیص دادهنمونه

واکنش  16srRNAپرایمرهای اختصاصی زوس استفاده از 

PCR انجام شد. 
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وکوس استافیلوک هایهای مولد بیوفیلم در ایزولهردیابی ژن

 اورئوس

جهت ردیابی  PCRجهت ارزیابی ژنتیکی بیوفیلم از روش 

 ،icaAهای های کد کننده بیوفیلم شامل ژنترین ژنشایع

icaB ،icaC ،icaD ،bap ،fnbA، fnbB ،clfB ، 

clfA( استفاده شدet  ,Tang ;2016et al.,  ,Pereyra

al., 2013.) 

 استافیلوکوکوس اورئوس هایر ایزولههای مولد بیوفیلم دردیابی ژنتوالی پرایمرهای مورد استفاده جهت  -1جدول 

در  PCRاندازه قطعات ژنی مورد مطالعه، آزمایش  بسته به

ایط ذکر شده ای با شرچندگانه PCRسه مرحله در قالب 

 انجام شد: 2در جدول 

در  16srRNAبررسی حضور ژن جهت  PCRآزمایش 

-جدا شده از فراورده استافیلوکوکوس اورئوسهای باکتری

 میکرولیتر بافر 5میکرولیتر، واجد  50در حجم های لبنی 

10xPCR ،150  میکرومولdNTP mix ،2 مولمیلی 

Mgcl2، 1  میکرومولار زوس پرایمرهایR وF ،1  واحد

هر  DNAمیکرولیتر از  1پلیمراز و  Taq DNAآنزیم 

 30دقیقه،  5درجه به مدت  94نمونه با برنامه حرارتی 

ثانیه و  60 درجه 55ثانیه،  60درجه  95سیکل تکراری 

، PCRپس از انجام واکنش م شد. ثانیه انجا 90 درجه 72

درصد آگارز  5/1روی ژل  PCRمیکرومول از محصول  20

ولت الکتروفورز و ژل حاصله با دستگاه  80در ولتاژ ثابت 

در هر  .قرائت گردید (Uvitech.U.K)تصویربردار ژل.

درصد  2وی ژل ر PCRکدام از مراحل فوق محصول 

فراوانی باکتری  نتایج حاصل از بررسی آگاروز استفاده شد.

های لبنی مختلف با در فراورده اورئوس استافیلوکوکوس

و با  (Chi-Square test) دو یآزمون مربع کااستفاده از 

قرار  یابیمورد ارز 16شماره  SPSS آماری افزارنرم

عنوان سطح به p<0/05  گرفتند. در این مقایسات آماری 

 داری، تشخیص داده شد.معنی

 استافیلوکوکوس آرئوس هایهای مولد بیوفیلم در ایزولهردیابی ژنجهت مورد استفاده  PCRمه برنا -2جدول 

ت باز(اندازه )جف  ژن توالی شماره ی بررسی 

791 CP050691 
F: CCTATAAGACTGGGATAACTTCGGG 

R: CTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCG 
16srRNA 

814 AY138959 
F: GAC CTC GAA GTC AAT AGA GGT 

R: CCC AGT ATA ACG TTG GAT ACC 
Ica A 

526 AY382582 
F: ATC GCT TAA AGC ACA CGA CGC 

R:TAT CGG CAT CTG GTG TGA CAG 
Ica B 

989 AY138959 
F: ATA AAC TTG AAT TAG TGT ATT 

R: ATA TAT AAA ACT CTC TTA ACA 
Ica C 

371 U43366 
F: AGG CAA TAT CCA ACG GTA A 

R:GTC ACG ACC TTT CTT ATA TT 
Ica D 

971 MF278360 
F: CCCTATATCGAAGGTGTAGAATTG 

R:GCTGTTGAAGTTAATACTGTACCTGC 
Bap 

197 KY024702 
F: ACGCTCAAGGCGACGGCAAAG 

R: ACCTTCTGCATGACCTTCTGCACCT 
Fnb B 

191 KU145264 
F: GATACAAACCCAGGTGGTGG 

R:TGTGCTTGACCATGCTCTTC 
Fnb A 

1000 CP031839 
F: CCGGATCCGTAGCTGCAGATGCACC 

R:GCTCTAGATCACTCATCAGGTTGTTCAGG 
Clf A 

194 AP019306 
F: TGCAAGTGCAGATTCCGAAAAAAAC 

R:CCGTCGGTTGAGGTGTTTCATTTG 
clfB 

 ژن اجزای واکنش  برنامه ی دمایی

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP050691.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=39&RID=AJ3AU463016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AY138959.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=W5CXWD63015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AY138959.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=W5W0HRXT01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF278360.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=W5X7E08K015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY024702.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=99&RID=W5WR8G1S013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU145264.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=W5WKA9CD015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP031839.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=86&RID=W5WUASBM015
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 نتایج

 50ی مورد بررسی، نمونه 250از مجموع در این تحقیق 

مثبت  اورئوس استافیلوکوکوسدرصد( از نظر  20نه )نمو

در کشک در  اورئوس استافیلوکوکوسآلودگی به  بودند.

(، درصد 24ایزوله ) 12(، در کره در درصد 26ایزوله ) 13

 8ر (، در خامه ددرصد 22ایزوله ) 11در پنیر آلودگی در 

( درصد 12ایزوله ) 6( و در ماست در درصد 16ایزوله )

و بررسی کیفیت  DNAپس از استخراس  گزارش شد.

DNA منظور به درصد 1های استخراس شده روی ژل آگارز

حضور در اورئوس استافیلوکوکوس تشخیص قطعی باکتری

های جیدا شده مورد بررسی ، باکتری16srRNAتوالی ژن 

فت ج 791ها با داشتن باند قرار گرفتند. تیمامی نمونه

 ( نشان1. نتایج در شکل )بازی مثبت تشخیص داده شدند

 داده شده است.

-، ایزولهمنظور تشکیل بیوفیلمبهدر روش میکروتیتر پلیت 

که مورد بررسی قرار گرفتند استافیلوکوکوس اورئوس های 

-در سه گروه قوی، متوسط و ضعیف طبقه ODبر اساس 

هایی با جذ  نوری کمتر از نمونهکه طوریبندی شدند. به

های منفی از نظر تولید بیوفیلم، ولهبه عنوان ایز 1/0

عنوان بیوفیلم به 2/0تا  1/0های با جذ  نوری بین جدایه

عنوان به 3/0تا  2/0های با جذ  نوری ضعیف و ایزوله

های با جذ  نوری های بیوفیلم متوسط و نمونهایزوله

از های بیوفیلم قوی مطرح شدند. عنوان ایزولهبه 3/0بالای 

 30در مورد بررسی در روش میکروتیتر پلیت ی ایزوله 50

 20در د که ( واکنش بیوفیلم مشاهده شدرصد 60ایزوله )

ایزوله بیوفیلم  10( بیوفیلم قوی و در درصد 66/66ایزوله )

جهت ارزیابی ژنوتیپی  مشاهده شد درصد( 33/33) ضعیف

های مورد مطالعه از ردیابی توان تولید بیوفیلم در ایزوله

ای چند گانه PCRبه روش  ica , bap , clf , fnbهای ژن

 تفاده شد.اس

، icaA ،icaBهای نتایج نشان داد که فراوانی حضور ژن

icaC  وicaD های مورد بررسی به ترتیب معادل در ایزوله

 باشد.درصد می 76درصد و  64 درصد، 68درصد،  74

 31دقیقه، به دنبال آن  5درجه برای  95واسرشتگی اولیه در 

 60 درجه و 59ثانیه در  60درجه،  95ای در ثانیه 45ی چرخه

  یقهدق 5درجه برای  72ایی در درجه، و گسترش نه 72ثانیه در 

، Mgcl2مولار میلی PCR 10X ،2میکرولیتر بافر  5

 1 میکرومولار از هر پرایمر، dNTP ،4/0میکرومولار  200

 الگو DNAمیکرولیتر  3پلیمراز، تگ 

16srRNA 

 35دقیقه، به دنبال آن  6درجه برای  94واسرشتگی اولیه در 

 45 درجه و 55ثانیه در  90درجه،  95ای در ثانیه 60ی چرخه

  یقهدق 7درجه برای  72درجه، و گسترش نهایی در  73ثانیه در 

، Mgcl2مولار میلی PCR 10X ،5/2میکرولیتر بافر  5

 2 میکرومولار از هر پرایمر، dNTP ،4/0میکرومولار  300

 الگو DNAمیکرولیتر  3پلیمراز، تگ 

 

ica A 

ica B 

ica C 

ica D 

 35دقیقه، به دنبال آن  5درجه برای  94تگی اولیه در واسرش

 درجه و 58ثانیه در  60درجه،  94ای در ثانیه 60ی چرخه

درجه برای  72درجه، و گسترش نهایی در  72ثانیه در  120

  دقیقه 10

، Mgcl2مولار میلی PCR 10X ،2میکرولیتر بافر  5

 1یمر، میکرومولار از هر پرا dNTP ،4/0میکرومولار  200

 الگو DNAمیکرولیتر  3پلیمراز، تگ 

Bap 

fnb B 

 30دقیقه، به دنبال آن  5درجه برای  95واسرشتگی اولیه در 

 60 درجه و 51ثانیه در  30درجه،  95ای در ثانیه 30ی چرخه

  یقهدق 6درجه برای  72درجه، و گسترش نهایی در  73ثانیه در 

، Mgcl2مولار یمیل PCR 10X ،5/2میکرولیتر بافر  5

 2 میکرومولار از هر پرایمر، dNTP ،5/0میکرومولار  200

 الگو DNAمیکرولیتر  3پلیمراز، تگ 

fnb A 

clf A 

 31دقیقه، به دنبال آن  5درجه برای  95واسرشتگی اولیه در 

 60 درجه و 55ثانیه در  60درجه،  95ای در ثانیه 45ی چرخه

  یقهدق 5درجه برای  72ایی در درجه، و گسترش نه 72ثانیه در 

، Mgcl2مولار میلی PCR 10X ،2میکرولیتر بافر  5

 1میکرومولار از هر پرایمر،  dNTP ،4/0میکرومولار  200

 polymerase, 3 الگو DNAمیکرولیتر  3پلیمراز، تگ 

μL DNA template 

clfB 
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: 1جفت بازی فرمنتاز، ستون  1000: مارکر Mستون وکوس آرئوس. استافیلوک 16srRNAژن  PCRژل الکتروفورز محصول  -1شکل 

 : کنترل منفی.4جفت باز، ستون  791واجد باند  های مثبت مورد بررسینمونه 3و  2های ، ستونمثبتکنترل 

 ژن ها -3جدول

 icaA icaB icaC icaD bap fnbA fnbB clfA clfB ژن

تعداد موارد 

 مثبت

37 34 32 38 15 48 45 16 14 

 28 32 90 96 30 76 64 68 74 درصد

 

 
: کنترل 1جفت بازی فرمنتاز، ستون  100: مارکر Mستون استافیلوکوکوس آرئوس.  icaهای ژن PCRژل الکتروفورز محصول  -2 شکل

 .icaهای واجد ژنهای مثبت نمونه 2-4های ، ستونمنفی

ین تحقیق مورد های عامل اتصال که در اترین ژناز مهم

ایزوله  48باشد که در می fnbAررسی قرار گرفت ژن ب

های دیگر که به ( گزارش شد. از جمله ژندرصد 96)

 هایعنوان  فاکتور اتصال مورد بررسی قرار گرفتند ژن

fnbB ،bap ،clfA  وclfB ها بهباشند که فراوانی آنمی-

درصد  28درصد و  32درصد،  30درصد،  90ترتیب 

های براساس آزمون دقیق فیشر بین ژنگزارش گردید. 

و واکنش بیوفیلم قوی و متوسط رابطه آماری  مورد بررسی

ها و ( اما بین سایر ژنp<0/05)دار گزارش گردید معنی

 (. p>0/05) واکنش بیوفیلم رابطه آماری یافت نشد
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 .بر اساس واکنش بیوفیلم اورئوس استافیلوکوکوسهای های عامل اتصال در ایزولهدرصد فراوانی ژن -3شکل

 

 
جفت بازی فرمنتاز، ستون  100: مارکر Mستون استافیلوکوکوس آرئوس.  fnb Aو  clf Aهای ژن PCRژل الکتروفورز محصول  -4شکل

 .fnbA: نمونه مثبت واجد ژن 3، ستون clfAواجد ژن نمونه مثبت  2، ستون منفی: کنترل 1
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 بحث

 یسلامت برای انبودنش دیمف لیدلهای آن بهو فراورده ریش

 که است شده ببها سنای آهتغذی بمناس اتیو خصوص

-هب شرفتیو در تجارت، پ یهای علمپژوهش در امروزه

 نیغذای کامل اما در ع کی ،ریشداشته باشند.  ییسزا

های یباکتر تفعالی برای مناسب درش طیمح کیحال 

روی طعم و خواص  ریهای شکرو می. تمختلف اس

در  ماریبی موجب و تهنامطلو  داش ریتاث ریش یکیزیف

 ولی بوده باکتری فاقد دهش دهیدوش ریشوند. شمی انانس

و  ریدر مجاری ش هایی که معمولاًکرو می انواع ااغلب ب

شود. تعداد می ودهآل برندمی سر به تانابتدای پس

لییتازه از چند صد تا چند هزار در هر م ریها در شباکتری

برای  زهتوریرپاسیغ طیاست که در شرا ریمتغ ریش تریل

 هتهی به توجه ابهداشت و سلامت انسان خطرناک است. ب

و  ازیو آماده س رخامیمختلف از ش یمحصولات لبن

 الو انتق یبهداشت تخطرا وجود احتمال آن اندنرس

-ها و انتروکوکلوکوکتافیاس زا از گروهاریمیی بهاباکتری

 دارد اگرچه وجودها وردهفرا این مصرت اثر در اه

زا را در یماریب هایبیاکتری امتواند تممی ونیزاسپاستوری

 رسای دببرد و انجماد از رش نیاز ب ریش یهافراورده

پس از  یکند، ول یریجلوگ ماندهیباق یهاباکتری

افزودن  قطری از اهکرو می ورود رخط ونیزاسیپاستور

 وجود چنانهم تسه و نقل و انتقال نادرآلود اتبیترک

از  یهای مختلفباکتری یمختلف جداساز نمحققی. دارد

 المونلاسکا، یتیانترول اینیرسیتوژنز، یمونوس ایستریلجمله 

های ، گونهآرئوس لوکوکوسیاستافس، یدیتینترای

را از  یکل ایشیاشرو  کروکوسیم، استرپتوکوکوس

 ;Tang, et al., 2013) اندگزارش نموده یهای لبنفراورده

Najafi, et al., 2011; Chandan, 1999; Farajvand 

and Alimohammadi, 2014 .) 

زای فرصتیک بیماری اورئوس استافیلوکوکوسباکتری 

تواند با آلوده ساختن طلب در انسان و حیوان است که می

های اقتصادی، صدمات جسمی لبنیات، علاوه بر خسارت

پیرامون این باکتری از وجود آورد. مطالعات قابل توجهی به

های اواخر قرن نوزده آغاز شده و از آن زمان روش

تشخیصی و درمانی متعددی معرفی شده است اما، 

های تر، در سالهای مولکولی با نتایج دقیقاستفاده از تست

-اخیر رو به افزایش است. در این مطالعه نیز علاوه بر روش

منظور تأیید  به PCRهای میکروبیولوژی، تست مولکولی 

های لبنی تهیه شده از شهرستان وجود آلودگی در فراورده

شهرکرد مورد استفاده قرار گرفت. علاوه بر این تولید 

بیوفیلم توسط باکتری به روش فنوتیپی و ژنوتیپی مورد 

های عامل اتصال و ارزیابی قرار گرفت و ارتباط بین ژن

 که توسط ایدر مطالعهتولید بیوفیلم نیز بررسی شد. 

در  2003-2005 هایسال طی و همکاران در نورمانو

 نظر از مختلف لبنی فرآورده 1634 کشور ایتالیا بر روی

انجام شد، میزان اورئوس  استافیلوکوکوس به آلودگی

 ,.Normanno, et alگردید )گزارش  رصدد 45 آلودگی

 9/3-6 و همکاران گزارش نمودند که گیلمور(. 2007

 به آلودگی نظر گاو، از شیر از شده جدا هایسویه درصد از

 ,Gilmour) باشندمثبت می اورئوس استافیلوکوکوس

 در همکاران و جورجنسن ای که توسطدر مطالعه(. 1990

 نروژ انجام گرفت میزان در کشور 2004 هایسال طی

 50شیر گاو،  دراورئوس  استافیلوکوکوسبه  آلودگی

 8/37 ولات لبنی خامو محص درصد 2/92 بز درصد، شیر

 مرحمتی(. Jorgensen, et al., 2005) اعلام شددرصد 

هرستان کازرون شدر  1384و همکاران در سال  زاده

 استافیلوکوکوس آلوده به سنتی ای بر روی پنیرهایمطالعه

میزان آلودگی در  انجام دادند و اعلام نمودند کهاورئوس 

 ,Marhamatizadeh) باشددرصد می 46این شهرستان 

et al., 2006.) 
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توانایی تشکیل بیوفیلم نقش مهمی در ویرولانس 

های تولید کننده بیوفیلم ها دارد. باکتریباکتری

کنند که باع  تشکیل ساکارید خارس سلولی تولید میپلی

های شود. بیوفیلم نه تنها میکروارگانیسمبیوفیلم می

کند یتشکیل دهنده آن را از تیمار بهداشتی محافظت م

 اصولاًبلکه محلی برای مبادله مواد ژنتیکی است. 
ها مقاومت آن، دهندها وقتی تشکیل بیوفیلم میباکتری

نسبت به شرایط نامساعد محیطی و بیوسایدها زیاد 

در بیوفیلم مواد را نگهداری و  شود و از طرت دیگرمی

از مواد متابولیکی یکدیگر مصرت  نمایند وتغلیظ می

آلی و  ر یک بیوفیلم ممکن است جذ  موادد. کنندیم

ها آزاد هستند ولی تغذیه کمتر از زمانی باشد که باکتری

ها بیشتر است و پلاسمیدها در پایداری ژنتیکی در آن

. بیوفیلم باکتری را در برابر باشندمی بیوفیلم پایدارتر

های فاگوسیتوز مقاوم ها و سلولبادیها، آنتیبیوتیکآنتی

ساکارید اتصالی بین سلولی در باکتری تولید پلی کند.می

 icaتحت کنترل لکوس ژنی  اورئوس  استافیلوکوکوس

تشکیل  icaDو  icaA, icaB, icaCهای باشد که ژنمی

شده است. بیان این لکوس ژنی تحت کنترل فاکتورهای 

رسد نظر میباشد. بههای تنظیمی میمحیطی و پروتیئن

باشد، باط با بیان این لکوس ژنی میتولید بیوفیلم در ارت

ها وجود دارند که تولید استافیلوکوکهایی از اما سویه

ها مستقل از بیان این لکوس ژنی صورت بیوفیلم در آن

-می icaهایی فاقد ژنی گیرد. مشخص گردیده سویهمی

 (. ,.2015Solati, et alزا نیستند )باشند، بیماری

و همکاران در سال  سیباسنیای که توسط در مطالعه

نمونه شیر و  3760انجام شد، در مجموع  2017

توسط آزمایشگاه  2014تا  2008محصولات لبنی از سال 

مورد تجزیه و تحلیل ایتالیا میکروبیولوژی مواد غذایی در 

درصد به  9/12ها میزان قرار گرفتند و از مجموع نمونه

ها میزان آلوده بود و از بین آناستافیلوکوکوس اورئوس 

 ,Basanisiبود ) MRSAهای درصد آلوده به سویه 3/8

et al., 2017 .) 

ای را در مورد شیوع و همکاران مطالعه اومارو

ی سیلین در شیرهامقاوم به متی اورئوس استافیلوکوکوس

ر ددند تازه و شیرهای تخمیری در کانادا و نیجریه انجام دا

د و یری به عمل آمگنمونه شیر نمونه 372این مطالعه از 

بعد از انجام آزمایشات مختلف مشخص شد که از این 

 وساورئ استافیلوکوکوسنمونه آلوده به  195تعداد نمونه 

ارزیابی ژنوتیپی توان  (.Umaru, et al., 2013) بودند

-نکه ژ های مورد مطالعه نشان دادتولید بیوفیلم در ایزوله

ترین د شایعدرص 55/77با فراوانی  icaDو  icaAهای 

های های کد کننده تولید بیوفیلم در ایزولهژن

ترین از مهم باشد.مورد مطالعه میاستافیلوکوکوس اورئوس 

ر های عامل اتصال که در این تحقیق مورد بررسی قراژن

درصد گزارش 96باشد که فراوانی آن می fnbAگرفت ژن 

مورد  عنوان فاکتور اتصالهای دیگر که بهشد. از جمله ژن

 clfBو  fnbB bab ،clfA هایبررسی قرار گرفتند ژن

رصد، د 30درصد،  90ها به ترتیب باشند که فراوانی آنمی

در تجزیه و تحلیل درصد گزارش گردید.  28درصد و  32

، icaA، icaB ،icaCهای بین تولید بیوفیلم و ژن آماری

icaD ،fnbA ،fnbB و clfB دار ارتباط آماری معنی

اری رابطه آم clfA و Bapهای اما با ژن. ه گردیدمشاهد

 .دار مشاهده نگردیدمعنی

گزارش کردند که  1394نوربخش و همکاران در سال 

باکتری  ییزامارییاز عوامل بتشکیل بیوفیلم 

شود که به باکتری یمحسو  م اورئوس لوکوکوسیاستاف

الگوی  شیافزا نیچنامکان اتصال به سطوح مختلف و هم

ها با هدت دهد. مطالعه آنیم را یکیوتیبیمت آنتمقاو

 یپیو فنوت یبه روش مولکول لمیوفیب لیتوان تشک یبررس

داد  نشان جیدر شهرکرد انجام شد. نتا یهای عفوندر نمونه

 33/5اتصال قوی،  ییتوانا هااز ایزولهدرصد  5/73 که

درصد توانایی اتصال  4/15متوسط و اتصال  ییدرصد توانا

(. Nourbakhsh and Momtaz, 2015دارند ) ضعیف

های بیمارستانی نسبت به توانایی تشکیل بیوفیلم در نمونه
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های لبنی بیشتر های جدا شده از شیر و فراوردهنمونه

 است.

 نتیجه گیری

 هبهای لبنیات نتایج نشان داد که درصد زیادی از نمونه

د ولیت واکنش بینو ند بودآلوده  استافیلوکوکوس اورئوس

 اشتدداری وجود های رابطه معنیژنبسیاری از بیوفیلم با 

های ژن هایی که قادر به تولید بیوفیلم نبودندو در ایزوله

 فراوانی کمتری برخوردار بودند. عامل اتصال از
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Abstract: 

Staphylococcus aureus  is an opportunistic pathogen in humans and animals, which can cause 

significant physical injuries by contaminating dairy products, in addition to economic losses.. In this 

research, 250 traditional dairy products, including butter, yogurt, cheese, curd, and cream, were 

prepared from different parts of Shahrekord city and transported to the microbiology laboratory of 

Shahrekord Azad University in sterile containers with ice. The isolation of Staphylococcus aureus 

bacteria was done according to standard protocols and molecular methods. Genetic evaluation of 

biofilm was done by PCR method to detect the most common biofilm coding genes (icaA, icaB, icaC, 

icaD, bap, fnbA, fnbB, clfB, clfA). From the total of 250 examined samples, 50 samples (20%) were 

positive for Staphylococcus aureus. Contamination in kashk, butter, cheese, cream and yoghurt was 

reported: 26%, 24%, 22%, 16% and 12% respectively. The frequency of the mentioned genes was 

reported 74%, 68%, 64%, 76%, 30%, 96%, 90%, 32% and 28% respectively. In the microtiter plate 

method, biofilm reaction was observed in 30 isolates (60%), strong biofilm was observed in 20 

isolates (66.66%), and weak biofilm was observed in 10 isolates (33.33%). No biofilm reaction was 

observed in 5 isolates (16.66%). Based on Fisher's exact test, a statistically significant relationship was 

reported between the studied genes and strong and moderate biofilm reaction. 

Keywords: Adhesion genes, Biofilm, Dairy products Staphylococcus aureus. 
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