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 چکیده:

ر برای حقیق حاضتاست  استافیلوکوکوس اورئوسآلوده سازد، باکتری  تواند گوشت راهایی که به راحتی مییکی از پاتوژن

از  از گوشت خام و  جدا شده اورئوس استافیلوکوکوسهای جدایه های انتروتوکسینو توزیع ژنآنتی بیوتیکی ارزیابی مقاومت 

نمونه انواع گوشت  440 دادتع 1398پاییز و زمستان های در این مطالعه در طی فصل گوشتی انجام شده است. یهافرآورده

های آزمون آوری گردید و با استفاده از های عرضه کننده در شهرستان شهرکرد جمعهای گوشتی از فروشگاهخام و فرآورده

های کد وکسین و ژنهای انتروتترین ژنشایعمورد بررسی قرار گرفت.  اورئوس استافیلوکوکوسبیوشیمیایی و مولکولی حضور 

 61ونه مورد بررسی نم 440از مجموع آنتی بیوتیکی در حضور پرایمرهای اختصاصی مورد بررسی قرار گرفتند.  کننده مقاومت

بیوفیلم مشاهده  واکنشدرصد(  8/91) ایزوله 56که در  مثبت بودند. استافیلوکوکوس اورئوسدرصد( از نظر  86/13نمونه )

فراوانی زارش شد. درصد( گ 0مقاومت به ونکومایسین ) کمترین  درصد( و 60/83سیلین )بیشترین مقاومت نسبت به پنیشد. 

 ودرصد  22/26درصد،  86/27درصد،  34/39های مورد بررسی به ترتیب معادل در ایزوله sedو  sea ،seb ،secهای حضور ژن

 درصد گزارش شد. 70/37

دید، مشخص اهده گرتباط آماری معناداری مشهای مقاومت به آنتی بیوتیک و تولید بیوفیلم اربا توجه به این که بین ژن

د ادر به تولیقهایی که هنسبت به سوی باشندیمهایی که قادر به تولید بیوفیلم که مقاومت به آنتی بیوتیک در سویه گرددیم

 بیشتر است. باشندینمبیوفیلم 

 بیوفیلم، گوشتانتروتوکسین، ، : استافیلوکوکوس اورئوسکلمات کلیدی

mailto:momeniman@yahoo.com
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 قدمهم

از مشکلات اساسی سلامت و بهداشــت عمومی، یکی 

ا که سالانه ب باشدیمهای منتقل شونده از راه غذا بیماری

دان بها نفر از جمعیت جهان های زیاد، میلیونصرف هزینه

مبتلا و بخشی نیز دچار مرگ و یا بستری شدن در 

شود. مسمومیت غذایی با ها میبیمارستان

های لت حضور سویهعبه اسـتافیلوکوکوس اورئوس

شود و انتروتوکسیژنیک آن در غذا و هضم آن ایجاد می

 (.1گردد )ای میموجـب خسـارات اقتصادی قابل ملاحظه

ز اعلـت سهولت رشد در شرایط مختلف، ایـن بـاکتری بـه

 شت وهای لبنی، گوغذاهای متنوعی اعم از شـیر و فراورده

که نیازمند خصوص غذاهایی های گوشتی و بهفراورده

باشند، قابل جدا شدن است. هـای طولانی میدستکاری

گوشت با داشتن املاح معدنی مانند آهن، پروتئین، 

 ترین منابعها به عنوان یکی از غنیکلسیم و ویتامین

 نفر مورد مصرف هاونیلیمپروتئین در جهان، روزانه توسط 

 علت توجه به بهداشت گوشت ازگیرد و به اینقرار می

ی بر متاسفانه کنترل دقیق اهمیت فراوانی، برخوردار است.

روی بازررسی گوشت طیور و گوشت نشخوارکنندگان در 

ها ه. علاوه بر این اکثر کشتارگاردیپذینمایران انجام 

ر به شکل سنتی و با استفاده از نیروی کار غی معمولاً

 یهاتشوند. از این رو امکان انتقال عفونمجرب، اداره می

و  ثانویه از محیط کشتارگاه، کارکنان و وسایل به لاشه

 (.  2گوشت دام و طیور وجود دارد )

تواند گوشت را آلوده هایی که به راحتی مییکی از پاتوژن

است کـه یکی از  استافیلوکوکوس اورئوسسازد، باکتری 

زا در خانواده میکروکوکاسه های بیماریترین باکتریمهم

های مکرر در عامل اصلی بیشتر عفونت است. این پاتوژن

ها و القا مشکلات شدید در انسان و حیوانات بیمارستان

علاوه براین باکتری قادر است از طریق غذاهای (. 3است )

آلوده به دستگاه گوارش انسان وارد شود و سبب بروز 

عواقب شدید مانند استفراغ، دل درد، دل پیچه و تهوع 

 محلول استافیلوکوکوس اورئوسهای انتروتوکسینشود. 

 ترشح استافیلوکوکوس هایازسویه برخی توسط بوده و

 در سم و این پروتئینی است ایماده شود. انتروتوکسینمی

درجه  100حرارت  است قادر مقاوم است و حرارت برابر

 کند. در ضمن تحمل دقیقه 30 مدتبه را گرادسانتی

-به ندارد. این سم تاثیری آن بر روده گوارشی هایآنزیم

 وجود  Hو  A ،B ،C1 ،C2 ،C3 ،D ،Eسروتیپ  8 صورت

 حساببه غذائی هایمهم مسمومیت علل از یکی و دارد

و  کربوهیدرات دارای که غذاهایی در سم این تولید دیآیم

 جمله انتروتوکسین از گیرد.می صورت است پروتئین

سوپر  دسته از و باکتری این مهم ویرولانس فاکتورهای

 تأثیرات باشند کهمی (PTSAgs) پیروژنیک هایژنآنتی

-دارند. وجود انتروتوکسین به خود میزبان بر مهمی بسیار

میکروگرم، بسته  1نانوگرم تا  20میزان خیلی کم، در حد 

تواند موجب بروز علائم مسمومیت به نوع انتروتوکسین می

ر هر باکتری د 510 که اگر تعدادطوریی شود بهـذایـغ
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تواند گرم ماده غذایی وجود داشته باشد باکتری می

انتروتوکسین تولید کند و حتی اگر در صورت حرارت 

باکتری از بین رفته باشد، توکسین فعال باقی مانده و 

-گردد. از میان انتروتوکسینباعث مسمومیت غذایی می

که  SEEتا  SEAانواع  استافیلوکوکوس اورئوسهای 

های پروتئولیتیکی دستگاه آنزیم نسبت به حرارت و

از گوارش مقاومت بیشتری دارند، در مسمومیت غذایی 

 (. 4،5برخوردار هستند ) اهمیت بالاتری

ها در ها و مصرف بی رویه آنبیوتیکتجویز نامناسب آنتی

مقاوم به آنتی بیوتیک  استافیلوکوکوس اورئوسایجاد 

 هایبعضی از سوش 1941در سال  نقش دارد.

یک دهه بعد  به پنی سیلین مقاوم شدند. ستافیلوکوکوسا

های مقاوم چندگانه به تتراسایکلین، کلرامفنیکل و سوش

 1961برای اولین بار در سال  .اریترومایسین گزارش شد

عنوان یک سیلین بهمقاوم به متی استافیلوکوکوس اورئوس

 رئوسواستافیلوکوکوس اپاتوژن بیمارستانی معرفی شد. 

-سیلین، نسبت به آنتی بیوتیکبر آنتی بیوتیک متی علاوه

ها، ماکرولیدها، لینکوزامیدها، های دیگری مثل بتالاکتام

ها ها و آمینوگلیکوزیدها، استرپتوگرامینفلوروکینولین

های (. تا کنون بیشترین میزان مقاومت6،7مقاوم است )

 استافیلوکوکوس اورئوسآنتی بیوتیکی برای باکتری 

به درمان آنتی  معمولاًهمین علت شده است بهگزارش 

نتایج مطالعات مختلف نشان داده  .دهدبیوتیکی پاسخ نمی

زاد دارای  غذا استافیلوکوکوس اورئوسهای است که سوش

نسبت به اکثر انواع آنتی ( %71تا  %61)مقاومت بالا 

 (.2ها هستند که بسیار قابل توجه است )بیوتیک

استافیلوکوکوس زاد بودن باکتری باتوجه به اهمیت غذا

، مصرف گوشت توسط ایرانیان و در نهایت با توجه اورئوس

به فقدان مطالعات میکروبیولوژی، اپیدمیولوژیکی و 

بهداشتی در زمینه بار آلودگی، خصوصیات میکروبی و 

در  استافیلوکوکوس ارئوسمقاومت آنتی بیوتیکی باکتری 

عیین میزان شیوع و انواع گوشت، بررسی حاضر با هدف ت

استافیلوکوکوس الگوی مقاومت آنتی بیوتیکی در باکتری 

های گوشتی و جدا شده از گوشت و فراورده رئوساو

های بررسی مقاومت آنتی بیوتیکی و فراوانی ژن

 .انتروتوکسین در شهرستان شهرکرد انجام شد

 مواد و روش کار

 هاجمع آوری و شناسایی نمونه

  1398های پاییز و زمستان طی فصلدر حاضر  یمطالعه

های نمونه انواع گوشت خام و فرآورده  440بر روی 

گوشت گاو، گوشت مرغ، سوسیس،  از قبیل:گوشتی 

کالباس، همبرگر مرغ، ژامبون مرغ، کباب لقمه، جوجه 

کباب همبرگر گوشت، کباب کوبیده و ناگت مرغ از 

رت صوننده در شهرستان شهرکرد کهای عرضه فروشگاه

ترین زمان ممکن با رعایت شرایط در کوتاه هاگرفت. نمونه

اسپتیک به آزمایشگاه کنترل کیفی مواد دانشگاه آزاد 

ها از . تمامی نمونهنداسلامی واحد شهرکرد انتقال داده شد
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مورد ازمایش قرار  استافیلوکوکوس اورئوسنظر حضور 

 ند.گرفت

ه از فادها با استابتـدا در زیر هود در شرایط استریل نمونه

ر گـرم از هـ 10اسکالپل استریل قطعه قطعه شدند. سپس 

مکی گـرم از محلـول استریل بافر فسفات ن 90نمونـه بـه 

مـدت دو دقیقه با استفاده از اضافه شد و سپس بـه

صـورت همگـن درآیـد و استومکر مخلوط گردید تا به

درجه سانتی گراد گرم  37ساعت در دمای  24سپس 

سپس توسط سواپ استریل به محیط خانه گذاری شدند.

ل تقابردپاکر حاوی تلوریت پتاسیم و امولسیون تخم مرغ ان

های کشت داده شده ساعت پلیت 24مدت داده شدند و به

ز گراد انکوبه گذاری شد. پس ادرجه سانتی 37در دمای 

های های مشکوک به کلنیگذراندن زمان فوق پلیت

هایی با پلیت مشاهده شدند ورئوساستافیلوکوکوس ا

ر های محدب، براق، سیاه، با هاله رسوبی از نظحضور کلنی

 ریخت شناسی مورد مطالعه قرار گرفتند و جهت تأیید و

 های گرم، کاتالاز،تست استافیلوکوکوس اورئوستشخیص 

های مشکوک انجام شد بر روی پرگنه DNaseکواگولاز، 

(8.) 

 تیکیبررسی مقاومت آنتی بیو

ها ها نسبت به آنتی بیوتیکبرای تعیین حساسیت باکتری

 CLSI (Clinicalمطابق دستورالعمل  1بایر -از روش کربی

                                      

1. Kirby Bauer 

Laboratory Standard Institue  )2019  .استفاده شد

های آنتی بیوتیکی مورد استفاده در این آزمایش از دیسک

 P)  سیلینپنی شرکت پادتن طب تهیه گردید و شامل: 

10µg)( متی سیلین ،P 2µg( آمپی سیلین ،) AM 

25µg( اگزاسیلین ،)OX 5µgونکومایسین  ،)(V 30µg) ،

، (G 10µg)، جنتامایسین (TE 10µg)تتراسایکلین

(، K 30µg، کانامایسین ) (S 20µg)استرپتومایسین

، (E 15µg)، اریترومایسین  (C 30µg)کلرامفنیکل

، (CC 2µg)(، کلیندامایسین L 2µgلینکومایسین )

   (.9) ( بودندR 2µgریفامپیین )

 آزمایش تشکیل بیوفیلم با روش میکروتیتر پلیت 

استافیلوکوکوس اورئوس برای بررسی قدرت اتصال باکتری 

ای استفاده گردید. از خانه 96از روش میکروتیتر پلیت 

 ATCC25923 استافیلوکوکوس اورئوس سویه استاندارد 

استافیلوکوکوس سویه استاندارد  عنوان کنترل مثبت و ازبه

عنوان کنترل منفی استفاده به ATCC12228 اپیدرمیدیس

های شد. در این مطالعه جهت ارزیابی تولید بیوفیلم، کلنی

رشد کرده بر روی محیط جامد استافیلوکوکوس اورئوس 

( حاوی یک درصد Tripticase soy broth) TSBبه محیط 

تلقیح شده کدورتی معادل  هایگلوکز تلقیح شد. از نمونه

میکرولیتر از هر  200نیم مک فارند تهیه و سپس 

پلی استیرن  یاخانه 96پلیت  یهاچاهکسوسپانسیون به 

درجه  37ساعت در دمای 20منتقل شده و پس از گذشت 

ها با استفاده از فسفات سانتی گراد گرماگذاری شد. چاهک
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س از خشک بافر سالین چهار مرتبه شستشو داده شد و پ

های پلی استرین رنگ آمیزی انجام شدن کامل چاهک

 15مدت شد. در این روش از رنگ کریستال ویوله به

دقیقه در هر چاهک استفاده شد. سپس رنگ موجود در 

هر چاهک با استفاده از آب معمولی شستشو داده شد و 

 جهت آزاد سازی رنگ موجود در دیواره 

میکرولیتر از  100باشند، می هایی که مولد بیوفیلمباکتری

درصد به  70اتانول  یاضافهدرصد به  10ایزوپروپیل الکل 

اضافه شد. در نهایت رنگ آزاد شده در هر  هاچاهک

نانومتر با استفاده از  570چاهک در طوح موج نوری 

دستگاه قرائت کننده الایزا بررسی شد. نمونه کنترل منفی 

رصدگلوکز بود. حاوی یک دTSBدر این روش، محیط 

های مورد مطالعه جهت اطمینان از روش کار برای جدایه

ها مورد ارزیابی قرار مرتبه جذب نوری هر یک از نمونه 3

-از نظر تولید بیوفیلم نمونه هانمونهگرفت. جهت ارزیابی 

های منفی عنوان ایزولهبه 1/0هایی با جذب نوری کمتر از 

تا  1/0با جذب نوری بین  هایاز نظر تولید بیوفیلم، جدایه

های با جذب نوری عنوان بیوفیلم ضعیف و ایزولهبه 2/0

های های بیوفیلم متوسط و نمونهعنوان ایزولهبه 3/0تا 2/0

بیوفیلم قوی  یهازولهیاعنوان به 3/0با جذب نوری بالای 

 مطرح شدند.

هایی که از نظر تشکیل بیوفیلم مثبت و منفی نمونه 

های مولکولی با شوند، جهت بررسییتشخیص داده م

ها استخراج آن DNA  ،DNAاستفاده از کیت استخراج 

 گردید.

 آزمایشات مولکولی

های منظور تشخیص مولکولی و تائید تشخیص باکتریبه

با  DNAرشد کرده بر روی محیط کشت، استخراج  

( شرکت سیناژن DNPTM) DNAاستفاده کیت استخراج 

ستخراج شد. جهت ارزیابی کیفیت و طبق راهنمای آن ا

DNA ه از روش های مورد مطالعاستخراج شده از نمونه

 5ز استفاده شد. به این منظور الکتروفورز روی ژل آگار

استخراج شده روی ژل یک درصد  DNAمیکرولیتر از 

 DNAمنظور کمیت سنجی آگاروز الکتروفورز گردید. به

تفاده شد و با استخراج شده از دستگاه بایوفوتومتر اس

 280نمونه در طول موج نوری DNAگیری میزان اندازه

-موجود در نمونه تعیین گردید. نمونه DNAنانومتر میزان 

 50که دارای کیفیت مناسب و کمیتی معادل  DNAهای 

 PCRنانوگرم بودند جهت مراحل بعدی و انجام آزمایش 

 انتخاب گردیدند.

وتوکسین و های انترتشخیص قطعی و ردیابی ژن-5

های بیوتیکی در ایزولههای مقاومت آنتیژن

 استافیلوکوکوس  اورئوس

با  استافیلوکوکوس  اورئوس یهازولهیاتشخیص قطعی 

از طریق بررسی صورت گرفت.  16sRNA استفاده از پرایمر

 زمینه، بهترین پرایمر مربوط به مطالعات مشابه در این

 seaو  sed ،sed ،sec ،sebهای انتروتوکسین شامل: ژن
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 aac A-Dهای های مقاومت آنتی  بیوتیکی شامل: ژنژن

 ermC و emA)کد کننده مقاومت به آمینوگلیکوزیدها(، 

)کد کننده  mecA)کد کننده مقاومت به اریترومایسین(، 

)کد کننده مقاومت به  blaZمقاومت به متی سیلین(،  

ومت به )کد کننده مقا tetMو  tetKداروهای بتالاکتام(، 

)کد کننده مقاومت به ونکومایسین(،  vanAتتراسیکلین(، 

LinA  کد کننده مقاومت لینکوزآمیدها( که بیشترین(

رفرانس به آن داده شده بود، انتخاب و جهت تهیه به 

شرکت سیناژن سفارش داده شد و توالی آن در پایگاه 

توالی بلاست و مورد بررسی قرار گرفت.  NCBIهای داده

 (.8،11،12نشان داده شده است ) 1ها در جدول پرایمر

 توالی پرایمرهای مورد استفاده -1جدول 

Size (bp) Accession Number Sequence Gene 

791 CP050691 F: CCTATAAGACTGGGATAACTTCGGG 

R: CTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCG 

16srRNA 

482 M21319 F: CAAAGAAATGCTTTAAGCAATCTTAGGC 

R: CACCTTACCGCCAAAGCTG 

See 

275 X05815 F: CTTGTATGTATGGAGGAATAACAAAACATG 

R: CATATCATACCAAAAAGTATTGCCGT 

Sec 

560  

M18970 

F: GAAAAAAGTCTGAATTGCAGGGAACA 

R: CAAATAAATCGTAATTAACCGAAGGTTC 

Sea 

404 M11118 F: CAATCACATCATATGCGAAAGCAG 

R: CATCTACCCAAACATTAGCACC 

Seb 

492 M28521 F: GAATTAAGTAGTACCGCGCTAAATAATATG 

R: GCTGTATTTTTCCTCCGAGAGT 

Sed 

532 Y00688 F: AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC 

R: AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC 

mecA F 

861 NG-05599 F: TACAACTGTAATATCGGAGGG 

R: CATTACTCTTGGCGGTTTC 

blaZ 

227 M18086 F: TAATCCAAGAGCAATAAGGGC 

R: GCCACACTATCATAACCACTA 

Aac A-D 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP050691.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=39&RID=AJ3AU463016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NG_055997.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=77&RID=WTDUU2V801R
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 2کر شده در جدول چندگانه با شرایط ذ  PCRدر سه مرحله در قالب  PCRش بسته به اندازه قطعات ژنی مورد مطالعه، آزمای

 صورت گرفت.

 دمایی یبرنامهو   PCRتوالی پرایمرهای مورد استفاده، اجزای واکنش  -2جدول  

190 X03216 F: AAGCGGTAAACCCCTCTGA 

R: TTCGCAAATCCCTTCTCAAC 

Erm A 

299 V01278 F: AATCGTCAATTCCTGCATGT 

R: TAATCGTGGAATACGGGTTTG 

Erm C 

360 S67449 F: GTAGCGACAATAGGTAATAGT 

R: GTAGTGACAATAAACCTCCTA 

Tet K 

268 AF117258 F: AGTGGAGCGATTACAGAA 

R: CATATGTCCTGGCGTGTCTA 

Tet M 

323 X61307 F: GGTGGCTGGGGGGTAGATGTATTAACTGG 

R: GCTTCTTTTGAAATACATGGTATTTTTCGA 

Lin A 

PCR programme M-PCR Volume (50 μL) Gene 

for 5 min, followed by 31 cycles  C°Initial denaturation at 95

C, and final ° C and 60s at 72° , 60 s at 59C° 45s at 95of 

.C for 5 min° extention at 72 

5 μL PCR buffer 10X, 2 mM Mgcl2, 200 μM dNTP, 0.4 

μM of each primers, 1 U Taq polymerase, 3 μL DNA 

template 

16srRNA 

35 cycles for 5 min, followed by  C° Initial denaturation at 94

C, and final ° C and 120 s at 72° , 60 s at 58C° of 60 s at 94

.C for 10 min° extention at 72 

5 μL PCR buffer 10X, 2 mM Mgcl2 

200 μM dNTP, 0.4 μM of each primers, 1 U Taq 

polymerase, 3 μL DNA template 

See 

Sec 

5 min, followed by 30 cycles for  C° Initial denaturation at 95

C, and final ° C and 60 s at 73° , 30 s at 51C° of 30 s at 95

.C for 6 min° extention at 72 

5 μl PCR buffer 10X, 2.5 mM Mgcl2, 200 μM dNTP, 

0.5 μm of each primers, 2 U Taq polymerase, 3 μl DNA 

template 

Sea 

Seb 

Sed 

for 5 min, followed by 31 cycles  C° denaturation at 95 Initial

C, and final ° C and 60 s at 72° , 60 s at 55C° of 45 s at 95

.C for 5 min° extention at 72 

5 μL PCR buffer 10X, 2 mM Mgcl2, 200 μM dNTP, 0.4 

μM of each primers, 1 U Taq polymerase, 3 μL DNA 

template 

mecA F 

for 5 min, followed by 31 cycles  C° Initial denaturation at 955 μL PCR buffer 10X, 2 mM Mgcl2, 200 μM dNTP, 0.4 blaZ 
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 نتایج

 های میکروبینتایج مربوط به آزمون

 61نمونه مورد بررسی  440در این تحقیق از مجموع 

 استافیلوکوکوس اورئوسدرصد( از نظر  86/13نمونه )

های گوشتی مختلف از هر کدام . از فراوردهمثبت بودند

های میکروبی نمونه تهیه شد که پس از انجام آزمون 40

صورت زیر گزارش به استافیلوکوکوس اورئوسآلودگی به 

 شد:

 

C, and final ° C and 60 s at 72° , 60 s at 50C° of 45 s at 95

.C for 5 min° extention at 72 

μM of each primers, 1 U Taq polymerase, 3 μL DNA 

template 

for 5 min, followed by 31 cycles  C° Initial denaturation at 95

C, and final ° C and 60 s at 72° , 60 s at 55C° of 45 s at 95

.C for 5 min° extention at 72 

5 μL PCR buffer 10X, 2 mM Mgcl2, 200 μM dNTP, 0.4 

μM of each primers, 1 U Taq polymerase, 3 μL DNA 

template 

vanA 

for 6 min, followed by 30 cycles  C° Initial denaturation at 95

C, and final ° C and 45 s at 72° , 60 s at 55C° of 60 s at 94

.C for 7 min° extention at 72 

5 μL PCR buffer 10X, 2.5 mM Mgcl2, 300 μM dNTP, 

0.4 μM of each primers, 2 U Taq polymerase, 3 μL DNA 

template 

Aac A-D 

for 6 min, followed by 30 cycles  C° Initial denaturation at 95

C, and final ° C and 45 s at 72° , 60 s at 55C° of 60 s at 94

.C for 7 min° extention at 72 

5 μL PCR buffer 10X, 2.5 mM Mgcl2, 300 μM dNTP, 

0.4 μM of each primers, 2 U Taq polymerase, 3 μL DNA 

template 

Erm A 

Erm C 

for 6 min, followed by 35 cycles  C° Initial denaturation at 94

C, and final ° C and 45 s at 73° , 90 s at 55C° of 60 s at 95

.C for 7 min° extention at 72 

5 μL PCR buffer 10X, 2.5 mM Mgcl2, 300 μM dNTP, 

0.4 μM of each primers, 2 U Taq polymerase, 3 μL DNA 

template 

Tet K 

Tet M 

for 5 min, followed by 31 cycles  C° Initial denaturation at 95

C, and final ° C and 60 s at 72° , 60 s at 57C° of 45 s at 95

.C for 5 min° extention at 72 

5 μL PCR buffer 10X, 2 mM Mgcl2, 200 μM dNTP, 0.4 

μM of each primers, 1 U Taq DNA polymerase, 3 μL 

DNA template 

Lin A 
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 های گوشتیدر فراورده استافیلوکوکوس اورئوس: شیوع 1نمودار 

های نتایج مربوط به تولید بیوفیلم در ایزوله

های جدا شده از فراوردهوکوس اورئوس استافیلوک

 گوشتی

 61منظور تشکیل بیوفیلم، در روش میکروتیتر پلیت به

از مورد بررسی قرار گرفتند  استافیلوکوکوس اورئوسایزوله 

 56مورد بررسی در استافیلوکوکوس اورئوس ایزوله  61

 29واکنش بیوفیلم مشاهده شد. در درصد(  8/91) ایزوله

ایزوله  27درصد( بیوفیلم قوی و در  54/47) ایزوله

 درصد( 2/8ایزوله ) 5و در درصد(  26/44) بیوفیلم ضعیف

واکنش   3در جدول  واکنش بیوفیلم مشاهده نگردید.

جداشده از  اورئوساستافیلوکوکوس های بیوفیلم در ایزوله

برطبق  انواع گوشت مورد بررسی نشان داده شده است.

گوشت گاو بیشنرین قدرت  های جدا شده ازنتایج جدایه

براساس آزمون (. %03/31تولید بیوفیلم قوی را داشتند )

و واکنش بیوفیلم  هانمونهدقیق فیشر بین هیچ یک از 

-pارتباط آماری معنی داری مشاهده نگردید )

value>0.05.) 

 رسیمورد برجداشده از انواع گوشت  اورئوساستافیلوکوکوس  یهازولهیاواکنش بیوفیلم در   :3جدول 

 نوع نمونه

 

 واکنش بیوفیلم

 منفی ضعیف قوی

 درصد تعداد درصد تعداد درصد تعداد

 60 3 82/14 4 03/31 9 گوشت گاو

 0 0 41/7 2 45/3 1 گوشت مرغ

 0 0 52/18 5 24/17 5 سوسیس

 0 0 82/14 4 24/17 5 کالباس

 0 0 41/7 2 34/10 3 همبرگر مرغ

 0 0 11/11 3 9/6 2 ژامبون مرغ

 0 0 11/11 3 9/6 2 کباب لقمه

 20 1 7/3 1 45/3 1 جوجه کباب

 20 1 7/3 1 45/3 1 همبرگر گوشت
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 0 0 7/3 1 0 0 کباب کوبیده

 0 0 7/3 1 0 0 ناگت مرغ

 100 5 100 27 100 29 مجموع

 

 16srRNAنتایج مربوط به ردیابی ژن 

 استافیلوکوکوس اورئوس

های DNAکیفیت بررسی و  DNAپس از استخراج 

منظور تشخیص بهیک درصد  استخراج شده روی ژل آگارز

 حضور توالی ژناستافیلوکوکوس اورئوس در قطعی باکتری

16srRNA ،های جدا شده مورد بررسی قرار باکتری

ازی جفت ب 791با داشتن باند  هانمونهتمامی  گرفتند.

 مثبت تشخیص داده شدند.

های جدایهبیوتیکی در نتایج مربوط به مقاومت آنتی

های جدا شده از فراوردهاستافیلوکوکوس اورئوس 

 گوشتی

رین مقاومت نسبت به تانجام آنتی بیوگرام بیشپس از 

 درصد( 60/83ایزوله ) 51سیلین در پنیهای آنتی بیوتیک

گزارش شد.  درصد( 68/78ایزوله ) 48سیلین در آمپیو 

ها گزارش ایهمقاومت به ونکومایسین در هیچ یک از جد

بیوتیکی در نتایج مـربوط به مقاومت آنتی .نشده است

براساس آزمون دقیق  نشان داده شده است.  1نمودار 

های پنی سیلین، بیوتیکبا آنتی فیشر بین انواع گوشت

آمپی سیلین و اگزاسیلین ارتباط آماری معناداری مشاهده 

با سایر  ( اما بین بین انواع گوشتp-value<0.05گردید )

-pها ارتباط آماری معناداری مشاهده نگردید )بیوتیکآنتی

value>0.05.) 

 

 جدا شده از منابع گوشتی استافیلوکوکوس اورئوسهای (: مقاومت آنتی بیوتیکی جدایه1نمودار )
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گونه که ذکر گردید بیشترین مقاومت به همان

های پنی سیلین، آمپی سیلین و بیوتیکآنتی

دست گزارش گردید. برحسب نتایج به اگزاسیلین

های تولید کننده بیوفیلم قوی نسبت آمده، جدایه

های مذکور مقاومت بیشتری به آنتی بیوتیک

بیوفیلم ضعیف و  یکنندههای تولید نسبت جدایه

منفی داشتند. در تجزیه و تحلیل آماری با 

بیوتیکی براساس آزمون کای دو بین مقاومت آنتی

فیلم قوی ارتباط آماری معناداری با واکنش بیو

چنین (. همp-value<0.05مشاهده گردید )

-براساس آزمون دقیق فیشر بین مقاومت آنتی

بیوتیکی با واکنش بیوفیلم ضعیف نیز ارتباط 

(. p-value<0.05آماری معناداری مشاهده گردید )

-براساس آزمون دقیق فیشر بین مقاومت آنتی اما

فی ارتباط آماری مشاهده بیوتیکی با بیوفیلم من

 ( . p-value>0.05نگردید )

های جدایههای مقاومت آنتی بیوتیکی در فراوانی ژن

 استافیلوکوکوس اورئوس

، Aca-D ،ermB ،ermA هایدر این تحقیق فراوانی ژن

tetM ،linA ،tetK ،mecA  وblaZ های در ایزوله

تی های گوشجدا شده از فراورده استافیلوکوکوس اورئوس

 blaZ (100مورد بررسی قرار گرفت. در این  بررسی ژن 

درصد( بیشترین فراوانی را به خود اختصاص داد. فراوانی 

 mecA (14/24باشد. های دیگر به شرح زیر میسایر ژن

درصدlinA (93/37  ،)درصدtetK (38/41   ،)درصد(، 

tetM (38/41  ،)درصدermA (03/31  ،)درصدermB 

 درصدAca-D (14/24 .)درصد( و  14/24)

 



 JNACMS                                      های نوین در علوم سلولی و مولکولیرهیافت

 1403بهار  1شماره  2دوره                                                                                                                         30

  

 بر اساس واکنش بیوفیلم استافیلوکوکوس اورئوسهای های مقاومت آنتی بیوتیکی در ایزولهفراوانی ژن ( 2نمودار )

-های مقاومت آنتیژنبراساس آزمون دقیق فیشر بین 

جود ارتباط آماری معنی داری وبیوتیکی و تولید بیوفیلم 

 (. p-value= <0.05دارد )

های های انتروتوکسین در ایزولهفراوانی ژن

 استافیلوکوکوس اورئوس

-جهت ارزیابی ژنوتیپی توان تولید انتروتوکسین در ایزوله

 sedو  sea ،seb ،secهای های مورد مطالعه از ردیابی ژن

ای استفاده شد. نتایج نشان داد چند گانه PCRبه روش و 

در  sedو  sea ،seb ،secهای که فراوانی حضور ژن

درصد،  34/39ترتیب معادل های مورد بررسی بهایزوله

باشد. در درصد می 70/37درصد و  22/26درصد،  86/27

 ترین ژندرصد شایع 34/39با فراوانی  seaاین میان ژن 

مورد  استافیلوکوکوس  اورئوسهای انتروتوکسین در ایزوله

 باشد.مطالعه می

 

 بر اساس واکنش بیوفیلماستافیلوکوکوس اورئوس های جدایههای انتروتوکسین در وانی ژنفرا ( 3نمودار )

ی کنندههای کددو بین ژنبراساس آزمون کای

بیوفیلم قوی و ضعیف ارتباط ا واکنش زوتوکسین بنتا

 اما( p-value<0.05آماری معناداری مشاهده گردید )

ی دهکننهای کدبراساس آزمون قیق فیشر بین ژن

زوتوکسین با بیوفیلم منفی ارتباط آماری وجود نداشت نتا

(p-value>0.05 . ) 

 بحث

 پر از که گوشتی از نظر سازمان جهانی بهداشت غذاهای

 در ،شوندیم محسوب مختلف جوامع در ترین غذاهامصرف

و سالانه گزارشات  اندشده پرخطر شناخته غذاهای گروه

شود. ذایی ارائه میهای غمتعددی در زمینه مسمومیت

 مهم یکی از عوامل عنوانبه استافیلوکوکوس اورئوس
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شود و از طریق تولید می محسوب غذایی مسمومیت

-های غذایی سبب ایجاد بیماریبیوفیلم در سطح فرآورده

های ویژگی شناخت بنابراین .گرددهای مزمن می

و مطالعه ایجاد بیوفیلم توسط  استافیلوکوکوس اورئوس

 اهمیت از بیوفیلم تشکیل مختلف هایجنبه و اکتریاین ب

های است لذا در این تحقیق ویژگی برخوردار سزایی به

در ارتباط با آلوده سازی مواد استافیلوکوکوس اورئوس 

گوشتی توسط این باکتری و توانایی تشکیل بیوفیلم در 

در  (.13گیرد )های گوشتی مورد بررسی  قرار میفراورده

 استافیلوکوکوسآلودگی مواد غذایی به  مورد میزان

در مناطق مختلف اطلاعات پراکنده ایی وجود  رئوساو

در مطالعه حاضر  استافیلوکوکوس اورئوسشیوع دارد. 

باشد که بیشترین آلودگی در گوشت گاو و می 86/13

 کمترین آلودگی در ناگت مرغ گزارش گردید که در تجزیه

و  شر بین نوع نمونهق فییو تحلیل آماری با آزمون دق

ارتباط آماری معنا دار  استافیلوکوکوس اورئوسگی به دآلو

همکاران که بر روی و در تحقیق معشوف  ردید.گگزارش 

نمونه ماده غذایی صورت گرفت، آلودگی به  1050

درصد(  3/9) ایزوله 98در  استافیلوکوکوس اورئوس

و همکاران در   Aydinدر مطالعه  (.14) گزارش گردید

 8/13در مواد غذایی  استافیلوکوکوس اورئوسترکیه شیوع 

درصد گزارش شد که با نتایج حاصل از مطالعه حاضر، 

انجام شده توسط  یمطالعهدر (. 7باشد )مشابه می

در  استافیلوکوکوس اورئوسشیوع  حسینی و همکاران

د که با مطالعه اشراقی و گزارش ش درصد 6/9مواد غذایی 

، که شیوعی برابر با هران مشابه استهمکاران در شهر ت

-تواند به، این تشابه میاندکردهدرصـد را گـزارش  5/9

چنـین نحـوه تولیـد علـت تشـابه سـطح بهداشـتی و هـم

(. 15ـواد غـذایی در داخـل کشور باشد )توزیـع م و

 مهم یکی از عوامل عنوانبه استافیلوکوکوس اورئوس 

از طریق تولید  کهودشمی محسوب غذایی مسمومیت

-ای غذایی سبب ایجاد بیماریبیوفیلم در سطح فرآورده

های ویژگی شناخت بنابراین .گرددهای مزمن می

و مطالعه ایجاد بیوفیلم توسط  استافیلوکوکوس اورئوس 

 اهمیت از بیوفیلم تشکیل مختلف هایجنبه و این باکتری

مرتبط با  اطلاعات متعددی راًیاخاست.  برخوردار سزایی به

ها و در تولید بیوفیلم در برخی از باکتری مؤثرفاکتورهای 

زایی باکتری و تنظیم بیان این ها در بیمارینقش آن

شده است؛ از جمله در خصوص  ارائهفاکتورها 

که عنوان شده است در این  استافیلوکوکوس اورئوس

ها و تحت بر بیان برخی ژن ریتأثباکتری تولید بیوفیلم با 

 پذیردقراردادن شرایط متابولیکی باکتری صورت می ریثتأ

(16). 

تولید پلی ساکارید اتصالی بین سلولی تحت کنترل 

 ,icaA, icaBهای باشد که ژنمی icaکوس ژنی ول

icaC,icaD و icaR کوس وتشکیل شده است. بیان این ل

های نئیتژنی تحت کنترل فاکتورهای محیطی و پرو

رسد تولید بیوفیلم در ارتباط ظر مینباشد. بهتنظیمی می
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-باشد. مشخص گردیده سویهبا بیان این لوکوس ژنی می

زا نیستند. از باشند، بیماریمی icaهایی که فاقد ژن 

طرفی استقرار و تکثیر باکتری در سطوح مواد غذایی 

زمینه ساز تولید انتروتوکسین و تشدید بیماری و 

تحقیق حاضر در در  .(17)شود. مسمومیت غذایی می

 54/47 واکنش بیوفیلم قویپلیت  روش میکروتیتر 

 2/8گردید.  گزارش درصد 26/44 بیوفیلم ضعیف، درصد

در تحقیق  نبودند.بیوفیلم جدایه ها قادر به تولید  درصد

که بر روی انجام شده توسط خرمیان طوسی و همکاران 

جدا شده از شیر  استافیلوکوکوس آرئوسجدایه ی  90

 36، اطراف تهران صورت گرفت یهایگاودارر خام د

جدایه  4درصد( واکنش بیوفیلم متوسط و  40جدایه )

 3/43جدایه ) 50درصد( واکنش بیوفیلم قوی و  44/4)

 یهاژندرصد( واکنش بیوفیلم ضعیف داشتند. شیوع 

icaA  وicaD   درصد گزارش گردید 7/88در این تحقیق 

های از آنتی بیوتیک استفاده بی رویه و نادرست .(18)

عنوان محرک رشد یا به قلمرو پزشکی در کشاورزی به

عنوان عامل پیشگیری کننده با دوز کمتر از دوز درمان 

های باکتریایی باعث ایجاد فشار انتخابی روی جمعیت

شود. این گونه ساکن روده حیوانات و بروز مقاومت می

ا غیر مستقیم طور مستقیم یتوانند بههای مقاوم میباکتری

دامی به انسان انتقال یافته و در  یهافرآوردهاز طریق 

های که مخزن انتقال ژنانسان ایجاد بیماری کنند یا این

زای انسان های بیماریها به باکتریمقاومت آنتی بیوتیک

یک  استافیلوکوکوس آرئوسبیوتیکی مقاومت آنتیباشند. 

 شودمحسوب میمساله ی مهم بهداشتی در اکثر کشورها 

که شاهد افزایش روز افزون مقاومت این باکتری  یاگونهبه

باشیم. به این نسبت به گروه بتالاکتام و ونکومایسین می

در محیط و به  های مقاوم باکتری ردش سویهترتیب گ

دنبال آن آلودگی آب و مواد غذایی از اهمیت فوق العاده 

و همکاران   Geدر تحقیق .  )19-21)  ایی برخوردار است

در سال استافیلوکوکوس اورئوس در آمریکا میزان آلودگی 

درصد  9/27  گوشت مورد مطالعه یهانمونهدر  2017

گزارش  شد که نسبت به نتایج حاصل از تحقیق ما بالاتر 

چنین نتایج حاصل از تحقیق ما  هم .(22) باشدمی

 و Tang از مقادیر گزارش شده توسط ی را آلودگی کمتر

دهد که میزان نشان می را  2017 سال  همکاران در

  68  های گوشتدر نمونهاستافیلوکوکوس اورئوس آلودگی 

 در مطالعه حاضر  .(23)کردندگزارش در دانمارک  صد در

بیوتیک به بیش از یک آنتیدرصد(  81/50جدایه )  31

ونکومایسین،  ریفامپین،   هایبیوتیکمقاوم بودند. آنتی

یکل، اریترومایسین، لینکومایسین و کلیندامایسین کلرامفن

استافیلوکوکوس  هایجدایه ها علیهموثرترین آنتی بیوتیک

که طوریبههای گوشت بوده جدا شده از نمونه اورئوس

هیچ مقاومتی مشاهده نشد. حتی نسبت به ونکومایسین 

و  آمپی سیلین به پنی سیلین، در مقابل مقاومت بسیار بالا

و همکاران که  Wu مشاهده گردید. در مطالعه یناگزاسیل

ت گوشتی از لانمونه گوشت خام و محصو 1850چین در 
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ها نمونه درصد 35شهر چین جمع آوری کرده بودند  39

درصد   26/1آلوده بودند. تنها  استافیلوکوکوس اورئوسبا 

دست آمده از به استافیلوکوکوس اورئوسهای از جدایه

بیوتیک مورد بررسی آنتی 26تمامی  های گوشت بهنمونه

آنتی  3ها به بیش از از جدایهدرصد  94/ 6 و حساس بوده

 12بیوتیک مقاومت یا حساسیت حدواسط داشتند و 

آنتی بیوتیک مقاومت نشان  10ها به بیش از %جدایه

از درصد  4/98و همکاران  Xing یمطالعهدر  .(24)دادند

مورد مطالعه به بیش  استافیلوکوکوس اورئوسهای جدایه

به بیش از سه آنتی درصد   58/ 6از یک آنتی بیوتیک و 

 .(25) بیوتیک مقاوم بودند

درصد(،  52/88جدایه ) 54در  blaZژن  در تحقیق حاضر

mecA  ،)جدایه  30در )کد کننده مقاومت به متی سیلین

)کد کننده مقاومت به  tetKدرصد(،  18/49)

 15در  linAدرصد(،  22/26جدایه )16در تتراسیکلین(، 

 95/22جدایه ) 14در  tetMدرصد(،  05/36جدایه )

)کد  ermBدرصد(،  03/18جدایه ) 11در  ermAدرصد( 

 75/4جدایه ) 9در کننده مقاومت به اریترومایسین( 

)کد کننده مقاومت به آمینوگلیکوزیدها(،  aac-Dدرصد( و 

و در تجزیه درصد( گزارش شد.  11/13جدایه ) 8در 

های مقاومت براساس آزمون کای دو بین ژنتحلیل آماری 

آنتی بیوتیکی با بیوفیلم قوی و بیوفیلم ضعیف ارتباط 

(. اما p-value<0.05آماری معنی دار مشاهده گردید. )

های مقاومت آنتی براساس آزمون دقیق فیشر بین ژن

بیوتیکی با بیوفیلم منفی رابطه معناداری آماری یافت 

همکاران که بر و در تحقیق معشوف  .(p-value>0.05نشد)

نمونه ماده غذایی صورت گرفت، آلودگی به  1050روی 

و درصد(  3/9) ایزوله 98در  استافیلوکوکوس اورئوس

گزارش گردید؛ درصد  6/77، انتروتوکسینهای فراوانی ژن

درصدsee  (4/18  ،)درصدsea (5/25  ،) که ژنطوریبه

sed (2/11  ،)درصدsec (1/5  و )درصدseb (1/4 درصد )

فراوانی حضور در تحقیق حاضر  .( 14) گزارش گردید

های مورد بررسی در ایزوله sedو  sea ،seb ،secهای ژن

 22/26درصد،  86/27درصد،  34/39ترتیب معادل به

در تحقیق انجام شده  باشد.درصد می 70/37درصد و 

مونه گوشت ن 150توسط عزیز خانی و نوریان که بر روی 

نمونه طبخ شده(  55نمونه خام و  95چرخ شده گوساله )

ها آلوده به درصد از نمونه 68صورت گرفت، 

 23جدایه،  92بودند. در میان  استافیلوکوکوس اورئوس

درصد( حامل ژن کد کننده انتروتوکسین  25جدایه  )

در تحقیق انجام شده توسط حسینی و  (.26بودند )

غذایی از نظر آلودگی نوع ماده 510همکاران، در همدان 

 49مورد بررسی قرار گرفتند و  استافیلوکوکوس اورئوسبه 

ایزوله  استافیلوکوکوس اورئوسدرصد(  60/9سویه )

-ترتیـب بـیشتـرین مقاومت آنتیـهها بگردید. سویه

 61/30) بیوتیکی را به اریترومایسین و تتراسایکلین

 کلیندامایسـین، درصد( 57/28) جنتامایسیندرصد(، 

 48/24) سیپروفلوکساسین و ریفامپیندرصد(،  53/26)
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و درصد(  28/14) وپریم/ سولفامتاکسـازولتریمت درصد(،

در تحقیق  (.15) داشتند درصد( 10/6) سفوکسیتین

مشعوف و همکاران، مقاومت به اریترومایسین، 

تتراسایکلین، جنتامایسین، کلیندامایسین، 

درصد،  6/30فامپین به ترتیب سیپروفلوکساسین و ری

درصد و  5/24درصد،  5/26درصد،  6/27درصد،  6/29

  (.14درصد گزارش گردید ) 5/24

دهد که میزان آلودگی به نتایج این مطالعه نشان می

در گوشت خام بیشتر از استافیلوکوکوس اورئوس 

است  علت این امرآن باشد، محصولات گوشتی پخته می

و آب در دسترس در گوشت خام  pH که شرایطی مانند

شده یا فرآوری شده  نسبت به محصولات گوشتی طبخ

تر مناسب استافیلوکوکوس اورئوسبرای رشد و فعالیت 

است. علت اصلی آلودگی گوشت به این باکتری وقوع 

 ار،آلودگی ثانویه در اثر دستکاری گوشت توسط افراد بیم

ی و ها پیش از تماس با ماده غذایعدم شستن دست

نگهداری طولانی مدت ماده غذایی در دمای محیط 

  باشد.می

 نتیجه گیری

با فراوانی بالا در  استافیلوکوکوس اورئوسکه باتوجه به این

غذایی وجود دارد، نباید نقش این میکروارگـانیسم  مواد

عنوان یکی از عوامل مسمویت نادیـده گرفته شود. از به

ن باکتری مقاوم به حرارت های ایجایی که انتروتوکسینآن

و پروتئاز هستند و در پروسه گرم کردن و پختن از بین 

های انتروتوکسین در این روند، میزان بالای شیوع ژننمی

مطالعه، نقش بالقوه این باکتری برای ایجاد مسمومیت 

-غذایی را مشخص کرد. افزایش شیوع مقاومت آنتی

تواند ذایی میهای جدا شده از مواد غبیوتیکی در سویه

یک مشکل جدی برای سلامت جامعه باشد. بنابراین باید 

تصمیمات جدی برای جلوگیری از آلودگی مواد غذایی و 

 افـزایش سطح بهداشتی اتخاذ گردد.

میزان آلودگی گوشت و  در مجموع نتایج این تحقیق

 86/13را  استافیلوکوکوس اورئوسهای گوشتی با فراورده

یلم جدایه ها قادر به تولید بیوفالب نشان داد و غدرصد 

های مهم پزشکی در بیوتیککاهش مصرف آنتیبودند. 

تواند در کاهش مقاومت به این صنعت پرورش دام می

ر باسبی ها دخیل باشد. بنابراین باید کنترل منبیوتیکآنتی

ذایی و ها در حیوانات با کاربرد غبیوتیکمیزان مصرف آنتی

ها از در مراحل مختلف تهیه آنبهداشت مواد غذایی 

ا از د تپرورش دام، کشتارگاه، بسته بندی و....... صورت گیر

ا هبیوتیکهای مقاوم به آنتیپیدایش و انتقال باکتری

 ممانعت شود
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Abstract: 

Staphylococcus aureus is one of the pathogens that can easily infect meat. The present study was performed to 

evaluate the antimicrobial resistance and distribution of enterotoxin genes in Staphylococcus aureus isolates 

isolated from raw meat and meat products. 440 samples of raw meat and meat products were collected from 

suppliers in Shahrekord city and the presence of Staphylococcus aureus was examined using biochemical and 

molecular tests. The most common enterotoxin genes and genes encoding antibiotic resistance were examined in 

the presence of specific primers. In this study, out of 440 samples, 61 samples (13.86%) were positive for 

Staphylococcus aureus. Biofilm reaction was observed in 56 isolates (91.8%). The highest resistance to 

penicillin (83.60%) and the lowest resistance to vancomycin (0%). The frequency of the presence of sea, seb, 

sec and sed genes in the studied isolates were reported 39.34%, 27.86%, 26.22% and 37.70%, respectively. 

Considering that there was a statistically significant relationship between antibiotic resistance genes and biofilm 

production, it is clear that antibiotic resistance in strains that are able to produce biofilm compared to strains that 

are not able to produce biofilms are more  
Key Words: Staphylococcus aureus, Biofilm, Enterotoxin, Meat 

 

 


