
3445-3454، 1400، 1، شماره بهار، هجدهمای، علمی ـ پژوهشی، سال پاتوبیولوژی مقایسه  

 3445 

 انیر بب دومیفبی ومیدوباکتریفو بی سلاکتوکوکوس لاکتی مارتی ربررسی تاثی

ه از جدا شد لوکوکوسی استافیهاهدر سوی وژنی بیهانژنهای مولد آمی

  رشی

  3ی، محمد رضا خان2*ینیام ومرثی، ک1انوار یعل ریام دی، س1مقدم انیمس یمحمد عل

 

 چکیده
 دومیفیب مویتردوباکیفیو ب سیلاکتوکوکوس لاکت کیوتیپروب یهایباکتر ریمطالعه تاث نیا

از  ستفادهبا ا ریشجدا شده از  یهالوکوکیدر استاف وژنیب یها نیژن مولد آم انیرا بر ب

ه نمون 100از  هالوکوکوسیاستاف ینموده است. جداساز یاستاندارد بررس یهاروش

 یسم و بررگر یزیمرنگ آ ،ییایمیوشیاستاندارد ب یهابا استفاده از روش مشیر خا

 یهانیمآ دیها از نظر تول هیسو نیا یحاو یهاشد. نمونه انجام 16S rRNA  یتوال

هدف توسط  یهاقرار گرفتند و وجود ژن یمورد بررس HPLCتوسط  وژنیب

MultiplexPCR با  ماریهدف تحت ت یواجد ژن ها یها یشد. باکتر نییتع

ا با هژن  انیو ب قرار گرفتند دومیفیب ومیکتردوبایفیو ب سیلاکتوکوکوس لاکت رناتانتسوپ

Real time PCR یاسازجد لوکوکوسیاستاف هیسو 60شد. داده ها نشان داد که  دهیسنج 

و  نیآورکاد زانینمونه م 3هدف حضور داشتند و در  یژنها هیسو 54شد که در ژنوم 

وم سوم و د یدر روزها وژنیب یها نیآم ری. مقادبودحالت خود  نیشتریدر ب نیپوترس

به  MIC جی(. نتا>p 0.001) بود شتریب یدار ینسبت به روز اول به صورت معن ماریت

 در کیوتیپروب یها یدر معرض باکتر لوکوکوسیاستاف یها یباکتر یدست آمده برا

 جیبود. نتا تریلیلیبر م کروگرمیم 5/62و  تریلیلیبر م کروگرمیم 125 نینمونه ها ب

هر  نایب راتییکاهش سطح تغ نیانگینشان داد که م Real Time PCRحاصل از  واکنش 

 یرز باکتافاده مطالعه نشان داد که است نیدار بوده است.  ا یمعن یدو ژن از نظر آمار

ولد مژن  انیها و کاهش ب یباکتر نیا تیکاهش جمع قیاز طر تواندیم کیوتیپروب یها

 .ددگر ریش تیفیک شیو افزا نیآم نیا دی، منجر به کاهش تول نیوترسو پ نیکادآور

 .کیوتیپروب ن،ی، پوترس نیکادآور لوکوکوس،یاستاف ر،یش واژگان کلیدی:

 13/7/1400تاریخ پذیرش:      1/4/1400 :تاریخ دریافت

 

 مقدمه
 امروزه شیر و محصولات لبنی از مهمترین مواد غذایی در

جهان میباشند و تولید کافی و رعایت نکات بهداشتی در 

ر تولید و نگهداری آنها از اهمیت بالایی برخوردامراحل 

  است. این ماده غذایی از مهمترین نیازهای بشری به آلی

 تهران، تهران قاتیواحد علوم و تحق یدانشگاه آزاد اسلام ،ییغذا عیگروه علوم و صنا 1

سرررراوه،  ،یواحررررد سرررراوه، دانشررررگاه آزاد اسررررلام ه،یرررردانشررررکده علرررروم پا ،یولرررروژیکروبیگررررروه م 2

 dr_kumarss_amini@yahoo.com))رانیا

 رانیتهران، ا ،یواحد شهر قدس، دانشگاه آزاد اسلام ،ییغذا عیگروه علوم و صنا 3

های است محیط مناسبی برای رشد انواع میکروارگانیسم

ایجاد کننده مسمومیت غذایی به شمار میرود. از این رو 

بهداشت شیر و حذف میکروارگانیسم های پاتوژن و 

ولات آنها اعم از سموم و آمین های بیوژن بسیار محص

های آلوده مهمترین میکروارگانیسم (.1،2)ضروری است

ها، ، کلی فرماستافیلوکوکوس اورئوسکننده شیر شامل 

ها و ، بروسلا، سالمونلا، مایکوباکتریوملیستریامونوسایتوژنز

های شیمیایی مثل آسپرژیلوس است. همچنین آلوده کننده

، فلزات سنگین و بقایای آنتی بیوتیک های استفاده ملامین

مورد توجه بسیاری قرار در این زمینه شده در دامپروری نیز 

های آلوده کننده از بین محصولات مضر باکتری (.3) اندگرفته

 های آمین شیر، آمین های بیوژن اهمیت فراوانی دارند.

با بیوژنیک ترکیبات اساسا نیتروژنی هستند که عمدتاً 

دکربوکسیلاسیون اسیدهای آمینه یا با آمیناسیون و انتقال 

شوند. آمین های بیوژنیک ها تشکیل می آلدهیدها و کتون

های آلی با وزن مولکولی کم هستند و در اثر  مولکولهای

 .  (4. 1)شوند متابولیسم میکروبی، گیاهی و حیوانی سنتز می

 استافیلوکوکوس اورئوسبیوژنیک تولید شده از  هایآمین

به عنوان عامل  نکادآورین، هیستامین، تیرامین و پوترسیمثل 

بالقوه برای انسان محسوب شده و اثرات سمی  مسمومیت

و فیزیولوژیکی فرد  شرایط با توجه بهگزارش شده از آنها 

در حضور سایر فاکتورهای دیگر، شبیه به داروهایی است که 

 (.5)میتوانند فعالیت سینرژیستی یا آنتاگونیستی داشته باشند 

 هستندین آمین های بیوژن از مهم تر و پوترسین کاداورین



  ی، محمد رضا خانینیام ومرثیانوار، ک یعل ریام دیمقدم، س انیمس یمحمد عل

 3446 

کشف شدند و خواص سمی را از خود  1885در سال که 

اسید آمینه لیزین  نبروز میدهند. کاداورین با دکربوکسیلاسیو

( تولید میگردد CADتوسط آنزیم لایزین دکربوکسیلاز )ژن 

میلی گرم در کیلوگرم آن برای موش کشنده  2000و میزان 

 نیآمیپل مهمترینو  نتریاوانفراز  یکی نیپوترسبوده است. 

 میتواند در اثراست که  یموجود در محصولات لبن یها

اورنیتین و  (.6)در شیر افزایش یابد یکروبیم یها یآلودگ

از  نیپوترسترین عناصر مورد نیاز برای تولید آگماتین اصلی

طریق مسیرهای مختلف بیوشیمیایی هستند. تولید پوترسین 

ین بستگی به باکتری تولید کننده، ژن ها از اورنیتین و آگمات

و آنزیم های موجود در آن و عوامل محیطی دارد. ژن 

( مهمترین ژن دخیل در  ODCاورنیتین دکربوکسیلاز )ژن

تولید پوترسین است. مطالعات نشان داده است که ژنهای 

دیگری نیز در مسیر تبدیل آگاماتین به پوترسین نقش ایفا 

آن بسیار نادر است و نیز مسیر تولید مینمایند اما میزان 

پوترسین از آگاماتین بیشتر در باکتری های گونه سالمونلا و 

شناسایی و کاهش میزان این  (.6) سودوموناس رخ میدهد

بیوژن در نمونه های غذایی به دلیل سمیت آن و  هایآمین

استفاده از آن به عنوان شاخص کیفی غذا حائز اهمیت بالایی 

 . (7)است 

ها به عنوان نگهدارنده های طبیعی مواد امروزه پروبیوتیک

ها، کنترل غذایی و عواملی مهم در پیشگیری از بیماری

آلودگی باکتریایی و قارچی و بهبود وضعیت سلامتی انسان و 

های به طور کلی تاثیر باکتری (.8) شونددام شناخته می

یر در پروبیوتیک بر سایر میکروارگانیسم ها از طریق تغی

اسیدیته و گلوکز محیط روده، ترشح آنزیم ها و سموم 

زا و رقابت در های بیماریضدمیکروبی، تغییر در بیان ژن

لاکتوکوکوس  (. 9)شودمصرف مواد غذایی اعمال می
از مهمترین پروبیوتیک  بیفیدوباکتریوم بیفیدومو  لاکتیس

های مورد استفاده در صنعت مواد غذایی هستند که 

لور طبیعی روده بوده و امروزه استفاده از آنها در میکروف

نگهداری مواد لبنی فراگیر است. این مطالعه در نظر داشته 

و  لاکتوکوکوس لاکتیستاثیر پروبیوتیک های  است تا

پوترسین و مولد  هایرا بر بیان ژن بیفیدوباکتریوم بیفیدوم

استافیلوکوکوس های جدا شده از شیر را مورد  کاداورین

 ررسی قرار دهد.ب

 

 کارمواد و روش
 هانمونه برداری و جداسازی باکتری

لیتری شیر میلی 200نمونه  100به منظور انجام این مطالعه، 

مربوط به نمونه برداری  رانیا یاستاندارد مل با توجه به خام

تهیه گردید. نمونه ها بدین شکل  (10) 326به شماره  از شیر

نمونه از مراکز جمع آوری شیر  5جمع آوری شدند که 

های صنعتی دارای بیشترین تولید مواد لبنی در استان شرکت

 5نمونه دیگر، به صورت تصادفی  95تهران تهیه شد. برای 

های استان تهران انتخاب شدند. تایی از گاوداری 19گروه 

وشش یکی از مراکز جمع آوری تایی تحت پ19هر گروه 

های صنعتی بودند و از تانکرهای ذخیره شیر آنها شرکت

نمونه  326به شماره  استاندارد ملی ایران دستور العمل مطابق

به منظور شناسایی باکتری های  برداری صورت گرفت.

کشت شیر خام  10-4رقت ، از ریش یموجود در نمونه ها

ستاندارد بیوشیمیایی و از روشهای ا ی تهیه شد وکروبیم

های ژنومی رنگ آمیزی گرم استفاده گردید. همچنین بررسی

16SrRNA  برای تایید تشخیص افتراقی انواع

استافیلوکوکوس استفاده شد. سویه های شناسایی شده در 

 -70گلیسرول و در دمای  %18دارای  BHI Brothمحیط 

 فریزر نگهداری شدند.

 بررسی مولکولی

های سی ژنومی و شناسایی دقیق باکتریبه منظور برر

استافیلوکوکوس، با استفاده از پرایمر های عمومی توالی 

16srRNA  سویه های جداسازی شده مورد (1)جدول
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 به منظور چندگانه PCRبررسی قرار گرفت. سپس از روش 

افتراق و تشخیص گونه های استافیلوکوکوس استفاده شد. 

های دارای ژن تافیلوکوکوساسشناسایی  در مرحله بعد برای

 PCRاز روش  و اورنیتین دکربوکسیلاز دکربوکسیلاز لایزین

باکتری های شیر که در محیط DNA استفاده شد. استخراج 

 QIAamp)توسط کیت اختصاصی  کشت رشد یافته بودند

DNA Mini Kit, Germany)  و با توجه به دستورالعمل

ت توسط دستگاه سازنده انجام گردید. پس از تایید کیفی

پرایمر های اختصاصی  (Eppendorf, Germany)نانودراپ 

طراحی گردید و در  Gene runnerژن هدف توسط نرم افزار 

آن تایید  بودن بلاست شد تا اختصاصی NCBIسایت 

 1پرایمرهای اختصاصی ژن های ذکر شده در جدول گردید. 

توالی  به کار رفتند. سبرای افتراق سویه های استافیلوکوکو

استافیلوکوکوس برای  Sapاختصاصی ژن های 
 sep، اورئوس استافیلوکوکوسبرای  nuc، ژن ساپروفیتیکوس

برای  CT103، استافیلوکوکوس اپیدرمیدیسبرای 

استافیلوکوس برای  bap، ژن استافیلوکوکوس کپتیس

و ژن  استافیلوکوکوس همولیتیکوسبرای  sraP، ژن هایکوس

agrD  به منظور فیلوکوکوس اینترمدیوس استابرای باکتری

 PCRمقادیر مواد  طراحی پرایمر مورد استفاده قرار گرفتند. 

 PCR Master Mix 2xمیکرولیتر  10برای هر واکنش شامل 

(Amplicon, USA)، 1  میکرولیتر از هر کدام یک از پرایمر

 DNAمیکرولیتر از  4پیکومول بر میکرولیتر،  10ها با غلظت 

میکرولیتر آب مقطر بود. مراحل  4نوگرم( و نا 150الگو )

بدین شکل انجام شد که ابتدا مرحله  PCRدمایی واکنش  

 5درجه سانتیگراد  به مدت  95دناتوراسیون اولیه در دمای 

درجه سانتیگراد  به  95چرخه شامل دناتوراسیون  35دقیقه، 

درجه  56ثانیه، مرحله اتصال پرایمر در دمای  30مدت 

 72ثانیه و مرحله تکثیر در دمای  30به مدت   سانتیگراد

چرخه  35دقیقه، و پس از  1درجه سانتیگراد  به مدت 

درجه سانتیگراد  به مدت  72مرحله تکثیر نهایی در دمای 

منفی  کنترلدر حضور  PCRدقیقه انجام شد. محصولات  10

درصد الکتروفورز گردیدند و پس از  5/1در ژل آگاروز 

ریتروژل توسط دستگاه ژل داک رنگ آمیزی با ا

(MahamAzma, Iran) د. از آنها عکسبرداری ش 

 HPLCبا استفاده از روش  آمین های بیوژناندازه گیری 

مولد پوترسین و  هایاستافیلوکوکوسهایی که از آنها نمونه

با دستگاه  جداسازی شده بود تحت بررسی کاداورین

 تا کمیت اینگرفتند قرار کروماتوگرافی مایع با کارکرد بالا 

شامل یک HPLC  سیستم شوند. تعیینبیوژن  هایآمین

 HPLC (Waters corporation, USA) سیستم کروماتوگرافی

و  600 یک مدل کنترلر مدل   ،UV 486یک دتکتور   دارای

 Silica for powerful LC   و ستون 600 یک پمپ مدل

separationبه یک ستون حفاظتیو مجهز  پک نوواC18  .بود

 48، 24در ساعت صفر،  پوترسین و کاداورینبررسی مقادیر 

ساعت بعد از نمونه گیری صورت میگرفت. آماده  72و 

 Moret)سازی نمونه ها با انجام اصلاحات جزئی در روش 

and conte,1969 ) از طریق استخراج اسیدی و مشتق سازی

با روش  آمین های بیوژنجهت اندازه گیری  صورت گرفت.

HPLC  از ستونSilica for powerful LC separation 

با  استفاده شد. فاز متحرک، ترکیبی از آب و استونیتریل

 254بود و پیک های تولیدی دستگاه در  v/v 18:88نسبت 

به منظور آماده سازی  نانومتر شناسایی و ارزیابی شد.

میلی گرم از پوترسین دی  5استاندارد داخلی میزان 

 99د و کاداورین دی هیدروکلراید )هر دو با هیدروکلرای

به طور دقیق وزن شده ( Merck, Germany) درصد خلوص(

 4حل شده و در  HPLC)میلی لیتر از آب )با درجه  50و در 

برنامه شیب غلظت مورد استفاده با  درجه نگهداری شدند.

میلی لیتر در دقیقه بود.  8/0 (flow-rate) سرعت جریان 

استخراج  محلول میلی لیتر 5وله آزمایش سپس در یک ل

 2میلی لیتر بوتانول مخلوط کرده و به مدت  5اسیدی را با 

مرتبه تکرار و نهایتا  3و این عمل برای  شد دقیقه ورتکس
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مقادیر آمین  استخراج با حلال آلی )بوتانول( بدست آمد.

 شناساییبا  های تولید شده در نمونه ها بررسی گردید و

پوترسین و کاداورین ی تولید کننده بیشترین میزان هاباکتری

 سوپرناتانتها در معرض ، این سویهبه صورت همزمان

(CFS, cell free supernatant )های پروبیوتیک قرار باکتری

بر محصولات این باکتری های پروبیوتیک گرفتند تا تاثیر 

 مشخص شود. آمین های بیوژنبیان ژن مولد 

  MIC ها و تعیینت پروبیوتیکاستخراج سوپرناتان

لاکتوکوکوس به منظور استخراج سوپرناتانت ابتدا پروبیوتیک 
 PTCC) بیفیدوباکتریوم بیفیدومو  (ATCC 11454)  لاکتیس

انستیتو از ،  MRS Brothخالص شده در محیط (1076

ی ایران تهیه شده و در شرایط بی هوازی و در دما رپاستو

 سپسه گذاری شدند. گرمخاندرجه سانتیگراد  37

درجه  37دقیقه در دمای 25باکتری به مدت سوسپانسیون 

و سوپرناتانت با شد  ژسانتریفیو، 4000با دور  سانتیگراد

احتیاط از بخش رویی لوله جدا شده و با استفاده از یک 

به لوله  (Millipore, USA)میکرومتر  0.22فیلتر با سایز 

ستاندارد پیشنهادی توسط از روش اطبق . استریل انتقال یافت

 (CLSI)های بالینی کمیته ملی استانداردهای آزمایشگاه

مقدار  نیبه کمتر (MIC)حداقل غلظت ممانعت کننده رشد 

تواند به  یشود که م یلاق مطا هر عامل ضد میکروبیاز 

 کیرا پس از گذشت  سمیارگان کیرشد  یطور قابل توجه

برای هر  MICقادیر م .دینما مشخص مهار ونیدوره انکوباس

یک از باکتری های در تماس با سوپرناتانت بدون سلول 

بیفیدوباکتریوم  ولاکتوکوکوس لاکتیس پروبیوتیک های 

بدست با توجه به مطالعه امین نژاد و همکاران به  بیفیدوم

 12خانه ای با  96این روش از دو میکروپلیت  در (.11) آمد

ر محیط استریل میکرولیت 100کدام حاوی ردیف که هر

سپس   ، استفاده گردید.بودند (TSB)تریپتیک سوی براث 

 100به ردیف اول حاوی سوپرناتانت هر  میکرولیتر از 100

میکرولیتر محیط تریپتیک سوی براث اضافه و رقیق سازی تا 

میکرولیتر از چاهک اول برداشته و به  100چاهک دهم )

انجام  ه میافت(چاهک دوم ریخته میشد و تا چاهک دهم ادام

میکرولیتر از سوسپانسیون میکروبی با  100شد. سپس 

غلظت نیم مک فارلند به همه چاهک ها اضافه شد. همچین 

به عنوان کنترل مثبت  یازدهم و دوازدهم از دو ردیف چاهک

)محیط کشت و سوسپانسیون میکروبی( و کنترل منفی تست 

ت ها ( استفاده شد. سپس میکروپلیDMSO)محیط کشت و 

درجه و  37دور در دقیقه، دمای  150در انکوباتور شیکردار )

ساعت( گرمخانه گذاری گردید.  24حداکثر مدت زمان 

 37-35ساعت در دمای  24-18میکروپلیت ها در مدت 

شدند. سپس  گرمخانهدرجه سانتیگراد  قرار گرفته و 

کدورت هر خانه بررسی شد، اولین خانه از هر ستون که 

در نظر  MICآن رشد نکرده بود به عنوان غلظت  باکتری در

 .شدگرفته می

 های هدفبررسی بیان ژن

های هدف در به منظور بررسی تغییرات سطح بیان ژن

در اثر تیمار با  پوترسین و کاداورینهای تولید کننده باکتری

 Reverseپروبیوتیک ها از روش  سوپرناتانت بدون باکتری

Transcription-PCR با  همراهReal time PCR  استفاده

توسط کیت اختصاصی )سیناژن،  RNAگردید. استخراج 

ایران( با توجه به پروتوکل آن انجام شد. با تایید کیفیت 

RNA  استخراج شده توسط دستگاه نانودراپ، سنتزCDNA 

 µl/unit   25با غلظت Reverse AMVبا استفاده از آنزیم 

ران( انجام شد. واکنش توسط کیت اختصاصی آن )سیناژن، ای

میکرولیتر با استفاده از کیت  20زنجیره ای پلیمراز در حجم 

 10اختصاصی )سیناژن، ایران( به صورت زیر انجام شد: 

،  Prime Qmaster mix (2x) with syber greenمیکرولیتر از 

یک میکرولیتر از پرایمر ، Depc waterمیکرولیتر از  5

پرایمر ریورس، یک میکرولیتر از فوروارد، یک میکرولیتر از 

Rox dye  میکرولیتر از  2وcDNA  استفاده شد. تکثیر قطعه

 مدل Real Time PCR دستگاه های مورد نظر در 
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 هدف : پرایمرهای استفاده شده در این مطالعه به منظور جداسازی باکتری های استافیلوکوکوس حاوی ژن1جدول 

 

 

 

 

 

 

 

 

step one plus ( با برنامه دناتوراسیون )ولیه اترموفیشر،آلمان

ه درج 95دقیقه، تکثیر شامل  1درجه سانتیگراد  برای  95

دت مدرجه سانتیگراد  برای  59ثانیه،  30سانتیگراد  برای 

رخه چ 35ثانیه در  60درجه سانتیگراد  برای  72ثانیه و  40

تست خلی عنوان کنترل داه ب rpoBدار انجام شد. از ژن خانه

 استفاده شد.  

 

 نتایج

 هانتایج جداسازی باکتری

در محیط آوری شده، پس از کشت نمونه جمع 100از 

ها و تشخیص افتراقی استافیلوکوکوساختصاصی برد پارکر 

گونه باکتری مشاهده نمونه هیچ 34نشان داده شد که در 

نمونه شیر جمع آوری شده باکتریهایی  66نگردیده اما در 

 4) اشرشیا کلاینمونه(،  60شامل انواع استافیلوکوکوس )

نمونه( مشاهده شد. از آنجا که  2) هاکلی فرمسایر نمونه(، و 

 کاداورین و پوترسیناین مطالعه بر روی بررسی مقادیر 

نمونه  6تولیدی از استافیلوکوکوس ها متمرکز بوده است، 

 .اشته شدندفرم از مطالعه کنار گذو کلی اشرشیاکلایدارای 

 برای تشخیص افتراقی باکتری ها Multiplex PCRنتایج 

 نام ژن توالی پرایمر (bp)محصول اندازه 

380 5-̍AAC GGG CGT CTC GAT AGA AAA-3' 
5̍-AAC GGG CGT CCA CAA AATCA-3' 

SapF 
sapR 

659 5̍-TCG CTT GCT ATG ATT GTG G-3' 

5̍-GCC AAT GTT CTACCATAG C-3' 

NucF 

nucR 

219 5̍-CAG TTA TAC GGT ATG AGA GC-3' 

5̍-CTG TAG AGT GAC AGT TTG GT-3' 

SepF 

sepR 

103 

271 

5̍-TCAGATATTCAAACTGCAGTACG-3' 

5̍-CTACTTCACCTTTTTCTTCAGA-3' 

5'F-AGAAACAAGCTGGTCAAG-3' 

5'R- CTGCGTAGTTAAGAAAATC-3' 

CT103F 

CT103R 

srapF 

srapR 

793 

430 

5̍- TAC GGT CAG TTA ATG AGA GC-3' 

5̍- AGT GAC CTG TAG AGT TTG GT-3' 

5̍-GGGTAATTACCGATCTATGATCGC -3 
5-̍ATTCCACCTTTGTTAGCACAACAC-3' 

bapF 

bapR 

agrDF 
agrDR 

335 5̍-ACGGTCTTGCTGTCACTTATA-3' 

5̍-TACACATATGTTCTTCCCTAATAA-3' 

16srRNAF 

16srRNAR 

 : توالی پرایمر های استفاده شده در این مطالعه2جدول 

 نام ژن Primer sequence سایز محصول )جفت باز(
108 5-̍ACCGATCTATGATGCGAATT -3' Forward CAD 

108 5̍-ACCTTTGACTTAGCACAAAGGC-3' Reverse CAD 

152 5'-CGTTCACAATCAGTTCTT-3' Forward ODC 

152 5'-CCAACTTCTTCTTCCATTTG-3' Reverse ODC 

210 5'-CGTTCACAATCAGTTCTT-3' Forward rpoB 

210 5'-CCAACTTCTTCTTCCATTTG-3' Reverse rpoB 
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و تکثیرر ژن  16srRNAهای حاصرل از بررسری ژنرومی داده

نمونره حراوی  60ها نشران داد کره از باکتری های هدف در

اسرتافیلوکوکوس انواع باکتری هرای اسرتافیلوکوکوس شرامل 
 17) اسررتافیلوکوکوس همولیتیکرروس ،نمونرره( 23) اورئرروس

، نمونررره( 14) ، اسرررتافیلوکوکوس سررراپروفیتیکوسنمونررره(

، اسرتافیلوکوکوس نمونره( 14) استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس

و  نمونره( 5) ، اسرتافیلوکوکوس هرایکوسنمونه( 5کپتیس )

 داسازی شده استجنمونه(  1) استافیلوکوکوس اینترمدیوس

از برخرری از نمونرره هررا برریش از یررک گونرره  .(1)شررکل 

 جداسازی شد. استافیلوکوکوس

 
 

 
 جفت 100: لدر  M. ستون PCR: تصویر الکتروفورز محصولات 1 نگاره

 24تا  1ون مثبت کنترل مثبت و ستونهای : بلانک ، ست-بازی، ستون 

 ها را نشان میدهند.نمونه

 

 

لایزین  ودکربوکسیلاز  اورنیتینبررسی وجود ژن 

 در باکتری های جداسازی شده از نمونه هایدکربوکسیلاز 

ند. بودهای هدف باکتری دارای ژن 12شیر نشان داد که تعداد 

نشان دهنده تعدادی از الکتروفورز محصولات  2تصویر 

PCR .این ژن ها است 

 
، ستون 7 تا 1نمونه های  PCR: الکتروفورز محصولات 2 نگاره

ون جفت بازی، ستون دوم کنترل مثبت و ست 100اول نشانگر لدر 

جفت بازی  152محصول  سوم کنترل منفی را نشان میدهند.

جفت  108نشانگر محصول ژن اورنیتین دکربوکسیلاز و محصول 

 بازی نشان دهنده تکثیر ژن لایزین دکربوکسیلاز است.

 

 HPLCنتایج 

از نمونره هرایی کره حراوی  عردد 54نتایج نشان داد کره در 

اورنیتررین دکربوکسرریلاز یررا های دارای ژن اسررتافیلوکوکوس

 پوترسین یا کاداورینبودند، مقادیری از لایزین دکربوکسیلاز 

 3 در پوترسرین و کراداورینجداسازی شد. همچنین مقرادیر 

پوترسررین و نمونرره برریش از سررایر نمونرره هررا بررود. مقررادیر 

وم نسرربت برره روز اول برره در روزهررای دوم و سرر کرراداورین

(. علاوه بر این در >p 0.001صورت معنی داری بیشتر بود )

پوترسرین و یرا گیری سراعت پرس از نمونره 24روز صفر تا 

هرا نشران داد کره در نمونه ها مشراهده نشرد. داده کاداورین

و  50، 44های سراعت در نمونره 48پس از  پوترسینمقادیر 

 ppb (part per 200و  200، 211برره ترتیررب برابررر بررا  54
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billion) پرس از  کراداورین مقرادیر بوده است. علاوه بر اینها

بره ترتیرب برابرر برا  54و  50، 44های ساعت در نمونره 72

 (.2و 1 نموداربوده است )  ppb 210و  210، 230

 
 پوترسیننمونه دارای بیشترین میزان  HPLCکروماتوگرام آنالیز  :1نمودار 

 گیری.ز نمونهساعت بعد ا 48

 

 
نمونرره دارای بیشررترین میررزان  HPLC کرومرراتوگرام آنررالیز :2نمررودار 

 گیری.ساعت بعد از نمونه 48 کاداورین

 CFSتیمار باکتری های تولید کننده آمین های بیووژن بوا 

 باکتری های پروبیوتیک

لوکوکوس به دست آمده برای باکتری های اسرتافی MICنتایج 

در  لاکتوکوکوس لاکتریسدر معرض باکتری های پروبیوتیک 

 125بره ترتیرب برابرر برا  44و  40، 54نمونه هرای شرماره 

 125لیترر و میکروگررم برر میلی 5/62لیتر، میکروگرم بر میلی

لیتر بود. همچنین نتایج نشان داد که نترایج میکروگرم بر میلی

MIC تافیلوکوکوس به دسرت آمرده بررای براکتری هرای اسر

پروبیوتیرک جداسازی شده از شیر در معرض براکتری هرای 

به ترتیرب  40و  44، 54در نمونه های شماره  بیفیدوباکتریوم

میکروگررم برر  125لیترر، میکروگررم برر میلی 5/62برابر برا 

 لیتر بود.میکروگرم بر میلی 125لیتر و میلی

 نتایج بررسی بیان ژن

 DNAرقت از  5برای  PCRم گرافهای بدست آمده از انجا

این  های استاندارد و قابل قبول برایاین ژن، نمایانگر منحنی

هدف  برای ژن PCRواکنش  Efficiencyژن بود. راندمان یا 

ادیر نتایج حاصل از آنالیز مق محاسبه گردید. rpoB،99/99 و 

CT  واکنشبدست آمده از Real Time PCR  با استفاده از

در زمینه  valuePنشان داد که مقدار   2018RESTافزار نرم

های نمونه از باکتری 3های هدف در مقایسه بیان ژن

م ریوبیفیدوباکتاستافیلوکوکوس تیمار شده و نشده با باکتری 

گر بوده است که بیان 0.002 کمتر از CAD، برای ژن بیفیدوم

وده بوم کاهش معنی دار بیان ژن در اثر تیمار با بیفیدوباکتری

 CADبرای ژن  Fold Changeمیزان مقایسه تغییرات  ست.ا

بر در دو گروه نشان داد که میزان کاهش بیان آن برا ODCو 

بر این  (. علاوه>p 0.01) بوده است - 1.46و  -2.04با 

پوترسین و مولد  نشان داد که تیمار باکتری های t-testنتیجه 

کاهش موجب  لاکتوکوکوس لاکتیسبا پروبیوتیک  کاداورین

 شده است به طوری  که میزان کاهش بیاننهای هدف بیان ژ

در هر دو  بوده است که -3.01و  -2.19آنها برابر با برابر با 

 (p=0.001)مورد اختلاف بسیار معنی داری را نشان میدهد 

 .(3)نمودار 

 
 ر ژن هاید Fold change: نمودار نشان دهنده تغییرات 3نمودار 

 و دومبیفیدوباکتریوم بیفیهدف در اثر تیمار با پروبیوتیک های 

 نسبت به کنترل است.  لاکتوکوکوس لاکتیس
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 بحث 

ای از باکتری های پر اهمیت مسئول در استافیلوکوک ها دسته

معضل مسمومیت هرای مرواد غرذایی هسرتند. ایرن براکتری 

ایی متعددی واسطه تولید متابولیت ه بهمعمولا مسمومیت را 

شریر از  (.12) نمایردها اعمال میها و آمیناز جمله توکسین

مهمترین منابع تغذیه انسانی به شرمار میررود و خطرر عمرده 

تواند با تولیرد ها آن است که میآلودگی شیر به استافیلوکوک

در بدن مصرف کننده ایجراد آلررژی نمایرد  آمین های بیوژن

ه فقدان معیارهرای مناسرب مطالعات نشان داده است ک (.13)

بهداشتی در طری آمراده سرازی غرذا، خطرر بزرگری جهرت 

آلودگی است و مسمومیت غذایی اسرتافیلوکوکی کره اغلرب 

مرتبط با فرآورده های غرذایی کره بره طرور مسرتقیم توسرط 

انسان دستکاری می شوند، علت مهمری از مسرمومیت هرای 

ایرن  (.14) شودغذایی در سرتاسر جهان به حساب آورده می

های شریر کارخانجرات و مطالعه بر آن بود تا با بررسی نمونه

و  لاکتوکوکروس لاکتریسها، تاثیر پروبیوتیک هرای دامداری

پوترسرین و مولرد  هرایرا بر بیران ژن بیفیدوباکتریوم بیفیدوم

ها با های جدا شده از این نمونهدر استافیلوکوکوسکاداورین 

ررسری نمایرد. داده هرای استفاده از روش هرای اسرتاندارد ب

میکروسکوپی، بیوشیمیایی و مولکولی این مطالعره نشران داد 

های گونه اسرتافیلوکوکوس از درصد موارد باکتری 60که در 

اسررتافیلوکوکوس ها جداسررازی گردیررد کرره شررامل نمونرره
اورئروس، اسررتافیلوکوکوس همولیتیکروس، اسررتافیلوکوکوس 

یس، سررررراپروفیتیکوس، اسرررررتافیلوکوکوس اپیدرمیرررررد
اسررتافیلوکوکوس هررومینیس، اسررتافیلوکوکوس هررایکوس و 

عدد از نمونره هرایی  54بود. دراستافیلوکوکوس اینترمدیوس 

بودنرد،  هدفهای دارای ژن های که حاوی استافیلوکوکوس

جداسرازی شرد. همچنرین  پوترسین یا کاداورینمقادیری از 

نره نمونه بیش از سایر نمو 3در  پوترسین یا کاداورینمقادیر 

در روزهای دوم و سوم نسبت به روز اول . این مقادیر ها بود

. داده ها نشران (>p 0.001)به صورت معنی داری بیشتر بود 

و  لاکتوکوکرروس لاکترریسداد کره برراکتری هررای پروبیوتیررک 

معنری دار از نظرر آمراری  در سرطح بیفیدوباکتریوم  بیفیدوم

 لایررزین و اورنیتررینهررای موجررب کرراهش سررطح بیرران ژن
شروند. در دخیل در تولید آمین های بیروژن می دکربوکسیلاز

مطالعه ای که توسط مهتدی نیا و همکراران صرورت گرفرت 

نمونه کنسرو تن مراهی عرضره  60 آمین های بیوژنمحتوای 

یرزا ارزیرابی های شهر تبریز به روش الاشده در سوپرمارکت

 شد تا به این آمین بیوژن به عنوان یک شاخص بهداشتی مهم

در  آمین هرای بیروژننگریسته شود. نتایج نشان داد که میزان 

کنسروهای تن ماهی تولیرد شرده منراطق جنروبی و شرمالی 

نسروهای تن مراهی ک. داری داشتکشور تفاوت آماری معنی

تولید شده در تابستان و پاییز به ترتیرب بیشرترین و کمتررین 

گیرری آنهرا  نهایتا نتیجه .را دارا بودند آمین های بیوژنمیزان 

نشان داد که با توجره بره اینکره درصرد برالایی از کنسرروها 

بریش از حرد مجراز بودنرد، خطرر  آمین هرای بیروژنحاوی 

بررای مصررف کننردگان ایرن  آمین هرای بیروژنیمسمومیت 

در مطالعه حاضر نیز نشران داده  (.15) ها وجود داردفرآورده

هرای  ها حراوی براکتریشد که درصد قابل توجهی از نمونه

تولید کننده آمرین هرای بیروژن بودنرد کره موجبرات تولیرد 

را در نمونره  پوترسرین یرا کراداورینهای مختلفری از درصد

فررراهم مینمررود. از سرروی دیگررر در مطالعرره دیگررری توسررط 

روش الکتروفررورز  2018شررکرفروش و همکرراران در سررال 

با روش کروماتوگرافی  (CZE)موئینه ای با آشکارساز جذبی 

بررای انردازه گیرری مقردار  (HPLC)ا عملکررد برالا مایع بر

هیسررتامین در محرریط کشررت میکروبرری مقایسرره گردیررده 

برای این منظور محیط کشت با سوش اسرتاندارد  (.16)است

  TYH1استافیلوکوکوس اپیدرمیردیس  آمین های بیوژنمولد 

اسررتافیلوکوکوس و  اسررتافیلوکوکوس کپیترریسو دو سرروش 

یدین دکربوکسریلاز تلقریح شرد. دارای ژن هیسرت کارنوسوس

تولید شده توسط سه سروش براکتری  آمین های بیوژنمقدار 

اندازه گیری شده با دو روش مرذکور تفراوت آمراری معنری 
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داری نداشت. با توجه به یافته هرای مشرابه دو روش، روش 

CZE  ،به دلیل عردم نیراز بره آمراده سرازی نمونره، سرادگی

ان روشری مناسرب بررای حساسیت و کم هزینه بودن، به عنو

در محریط هرای کشرت  آمین های بیروژناندازه گیری مقدار 

میکروبی پیشنهاد شد. در مطالعه دیگری توسط سرید مهردی 

 آمین های بیروژن(، مقدار 1392رضوی روحانی و همکاران )

 HPLCپنیرهای کوپه در اسرتان آذربایجران غربری برا روش 

 آمین هرای بیروژن، در این مطالعه مقدار  (17)بررسی کردند

پنیرهای کوپه به عنوان یکی از انواع پنیرهای سنتی پرطرفدار 

در استان آذربایجان غربی تهیه شده از شیر خام گوسفندی و 

، اندازه HPLCبرخی اوقات شیر خام گاو با استفاده از روش 

در  آمین های بیروژنگیری شد و نشان داد که کمترین مقدار 

لاترین مقدار مشاهده شرده در ایرن و با  43/2ppmپنیر کوپه 

برود و در نهایرت نشران دادنرد کره  ppm 24/1102نوع پنیر 

در پنیرر و سرایر فرآوردهرای  آمین های بیروژناساس تولید 

غذایی وجود و رشد میکروارگانیسم های دکربوکسیلاز مثبت 

در آنهاست. مطالعه حاضر در تایید مطالعات برالا نشران داده 

هرای کارآمد در انردازه گیرری آمینروشی  HPLCکه روش 

بیوژن است و با توجه به در دسترس بودن و هزینه نه چندان 

بالا، دقت و صحت بالا میتواند به عنوان روش مرجرع بررای 

های بیوژن و مواد دیگر سمی های شیر به آمینتعیین آلودگی

مطلبی و همکاران در مطالعه دیگری  .مورد استفاده قرار گیرد

استفاده از عصاره علف مار همرراه برا بسرته ودند که اثبات نم

بندی با اتمسفر اصلاح شده موجب کاهش تولید آمین هرای 

در فیله مراهی قرزل  بیوژن به خصوص کاداورین و پوترسین

 ماندگاری آن را بیشتر مری کنرد.میشود و آلای رنگین کمان 

آنها اعلام کردند اثرات این عصاره از طریرق خاصریت هرای 

کروبی آن اعمال میگرردد کره منطبرق برر یافتره هرای ضد می

و  Septiana 2017در سررال  .(18)مطالعرره حاضررر اسررت 

میکروارگانیسرم در طی مطالعه ای اثبات نمودند که  همکاران

مری  (Curcuma longa L)اندوفیتیک همراه با زردچوبه  های

در مراهی را  آمین هرای بیروژنهای تولیدکننده توانند باکتری

 ایررن بررسرری نشرران داد گونرره هررای(. 19) مهررار کننررد

پروبیوتیرک بیفیردوباکتریوم بیفیردوم و لاکتوباسیلوس کازئی 

در . هستند که در مهار باکتری استافیلوکوکوس موثرنرد هایی

هرای باکتری CFSهرا نشران داد کره مطالعه حاضرر نیرز داده

 بیفیردوباکتریوم بیفیردومو  لاکتوکوکوس لاکتیسپروبیوتیک 

دارای توانایی مهار رشرد و جلروگیری از تولیرد آمرین هرای 

 بیوژن از طریق مهار بیان ژنهرای دخیرل آن در براکتری هرای

در نهایت داده  استافیلوکوکوس جداسازی شده از شیر است.

نجررا کرره ترکیررب آهررای ایررن مطالعرره نشرران میدهررد کرره از 

، هر نوع استباکتریولوژیک شیر از اهمیت خاصی برخوردار 

 برالای مقادیردر ترکیب مزبور و بر همین اساس وجود  تغییر

شریر دلالت بر نبود کیفیت بهداشتی  میتواند آمین های بیوژن

مورد استفاده باشرد. بنرابراین ارائره راهکارهرایی بره منظرور 

ها در کاهش مقدار آمرین کاهش جمعیت این دسته از باکتری

های بیوژن نیز موثر خواهد بود. ایرن مطالعره نشران داد کره 

استفاده از باکتری های پروبیوتیک میتوانرد از طریرق کراهش 

کاهش تولید این  ، منجر بهپوترسین و کاداورینبیان ژن مولد 

 .آمین های مضر گردد
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