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 دهيچک اطلاعات مقاله                        

 مقاله :   یخ هایتار
 15/12/1402افت: یخ دریتار

 27/1/1403رش: یخ پذیتار

مطالعه   این  از  ایزوله بررسیهدف  مولد   اورئوس استافيلوکوکوس هایفراوانی 

بود. بدین منظور     SEژن فراوانی و مشهد در لقمه گوشت  و همبرگر در انتروتوکسين

ای، از برندهای تجاری مختلف  برداری خوشهی گوشتی با روش نمونهنمونه  175تعداد  

از آوری شد. پساز مراکز عرضه در سطح مشهد جمع  1402طی فروردین تا خرداد  

نمونه کشت کشت  محيط  در  ایزولهها  جداسازی  و  اختصاصی  به  های  مشکوک  های 

اورئوس باکتریاستافيلوکوکوس  ویژگی،  از  استفاده  با  و  ها  مورفولوژیکی  های 

بيوشيميایی شناسایی شدند و سپس، با استفاده از پرایمرهای اختصاصی و واکنش زنجيره  

های مولد انتروتوکسين نيز ردیابی گردید ( تأیيد هویت شدند. فراوانی ژنPCRپليمراز )

با روش دیسک دیفيوژن استافيلوکوکوس اورئوس  های  بيوتيکی ایزولهو مقاومت آنتی

از   که  داد  نشان  نتایج    16)  همبرگری  نمونه  28  ی گوشتی،فراورده  175بررسی شد. 

  به   رصد(د  9ی )همبرگر دستی  نمونه  15و    درصد(  7)   کباب لقمهی  نمونه  12،  درصد(

نمونه  .ندبود  آلوده  اورئوس   يلوکوکوساستافی  باکتر  با  مقایسه  لقمه، در  کباب  های 

مثبت    اورئوس  يلوکوکوساستافعنوان  های همبرگر آلودگی بيشتری داشتند و بهنمونه

باکتری  nucگزارش شدند. ژن   تمامی  شناساییدر  با روشهای  بيوشيميایی  شده  های 

  2/ 28)  4درصد(،    25/ 71)  45به ترتيب در    seeو     sea  ،secردیابی گردید. حضور ژن  

های غذایی،  یک از نمونهدرصد( نمونه تشخيص داده شد. در هيچ  4/ 08)  6درصد( و  

ها مقاومت بالایی  علاوه، بسياری از ایزولهبه یافت نشد.  sed  و   sebیهای کدکنندهژن

نشان دادند. همچنين    نيلياگزاس های تتراسایکلين، کليندامایسين و  بيوتيکدر برابر آنتی

 کهشد  مشخص    SEA-Rو    SEA-Fآمده از آناليزهای بلاست  نتایج به دست براساس  

 پوشانی بودند. درصد تطابق با نتایج هم 98از ها دارای بيشتوالی
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 مقدمه -1

مهم  یکی  یی،موادغذا  یمنیا بهداشت    یهانهيزم  نیتراز 

سر  یعموم جهان  تادر  میبهسر    لوکوکوس ياستاف.  آیدشمار 
ی  اورئوس عنوان  مهم  یکبه  در  غذا  یهاپاتوژن  نیتراز  یی 

می گرفته  درنظر  جهان  مختلف  این  نقاط    ی باکترشود. 

غ  ،یارياخت  یهوازیب مثبت،  غريگرم  و اسپورريمتحرک،    زا 

شکل فاکتورهای   [.2،1]   است   کوکسی  باکتری  این 

انتروتوکسينبيماری مانند  متنوعی  استافيلوکوکی  زایی  های 

(SEs،)  اکسفولياتيو  هایتوکسين  A  (ETB  ،)های توکسين  

هموليزین،  B  (ETB  اکسفولياتيو  سم(،  شوک  ی  سندرم 

(TSS)،    والنتين لوکوسيدین-پنتون توکسين  (PVL  و غيره )

 از ي ن  مورد  یبحران  ی، چگالSEs  سنتز   منظور هبکند.  سنتز می

باآکو   اورئوس  لوکوکوسي استافی  یهسو  مثبت    یستی گولاز 

در هر گرم  (CFU)  یکلن  یهدهندليواحد تشک  510بالاتر از  

 ی، لوکوک ي استاف  یهانيانتروتوکس  باشد.  تريلیليم  ای

مولکول  ی شکل کرو  یهانيپروتئ وزن  و    kDa  22-29ی  با 

(  PTSAgsزا ) های سمی تب ژنی سوپرآنتیمتعلق به خانواده

  یی غذا  سموم مواد  نیتریاز قو  یکی   هااین توکسين.  هستند

 ngپایين )  اريبس   هایغلظت طوری که، شوند؛ بهمحسوب می

ها باعث شروع علایم بيماری از جمله تب،  ( آنμg  1تا    20

تهوع،  استفراغ،   اسهال    یشکم  هایدردحالت  شود  میو 

انتروتوکس  SEs  ، یکلطوربه [.3،2]  گروه  دو    ی هانيبه 

انتروتوکس  کيکلاس (  دیجد  ای )  کيکلاس ريغ  ی ها  نيو 

  سموم   اورئوس  لوکوکوسي استاف  ،شوند. معمولاًیم  یبندطبقه

SEA-SEE    به  کندیم  سنتز را   ک يکلاس  SEsعنوان  که 

 .دهندنشان می را    یفراوان  ن یشتريب  غالباًاند و  شده  یگذارنام

نمونه  اورئوس  لوکوکوسياستاف  از  محيطغالباً  زیستی،  های 

  و انسان   واناتيح  یدستگاه تنفس  ی و ني ب  یها پوست، سوراخ

حال، موادغذایی مختلف از قبيل  است. بااینشده  سازی  جدا

  ، ی گوشت  یهاوردهافرو    گوشت خامهای لبنی،  و فراورده  ريش

ی شده از آن، موادغذایی آمادههای تهيهوردهافرو    تخم مرغ

های غذایی دریایی بستر مناسبی  مصرف و همچنين فراورده

دنبال آن و به  اورئوس  لوکوکوسياستافجهت رشد و تکثير  

توکسين بهتوليد  استافيلوکوکی  میهای    [. 4،1]  آیندشمار 

با  ی واسطهبه  کي کلاسانتروتوکسين  چند    ای  ک ی  مواجهه 

آلوده سبب ایجاد مسموميت غذایی    مصرف آب و مواد غذایی

( م(  SFPاستافيلوکوکی  انسان  آلوده شودیدر  موادغذایی   .

بالقوهبه حامل  یک  سویهعنوان    لوکوکوس ي استافهای  ی 
آیند. ممکن است این  شمار میانتروتوکسين به  مولد  اورئوس

روش به  در  آلودگی  سطوح  بدهد:  رخ  ذیل  مختلف  های 

با   توزیعتماس  و  توليدکنندگان  کنندگان موادغذایی، 

اوّليه مواد  تجهيزات  موادغذایی،  و  ابزارها  خام،  ی 

  ترین مهم  ان،ي منیا  در  مورداستفاده، هوا و گرد و غبار و غيره.

تنفس  ا ی  هادست   ی،آلودگ   عوامل افراد ی  ترشحات 

است که     ییغذامواد  عیو توز  ديتول  ی هکار در چرخاندردست 

انتروتوکسين    هایاورئوس  لوکوکوسياستاف مل  اح در مولد 

می  ینيب  یا  هادست  در باشندخود  موادغذایی    انيم.  انواع 

عنوان  گوشتی به  هایفراوردهو    خام  گوشت   مطالعه شده، از

است   رئوساو  لوکوکوسي استاف  یاصل  نابعم شده  برده  نام 

 [4،2.]   

مواد   فراوری  مناسب طی  فرایند حرارتی  انجام یک  اغلب، 

سویه تمامی  رفتن  بين  از  سبب  رویشی  غذایی  های 

نمنیا  باشود.  می  اورئوس  لوکوکوسياستاف  توان یحال، 

استافيلوکوکیانتروتوکسين با    های  از  را    ی مارها يتاستفاده 

  هستند  داریها در برابر حرارت پاآن را یز ؛برد ن ياز ب یحرارت

مقاومت  نيز  دستگاه گوارش  ی  پروتئاز  هایآنزیم  و در برابر

های مولد وسلوکوک ياستاف   یی شناسابنابراین،    دهند.ینشان م

در  ی آورو جمعانتروتوکسين   سا  اطلاعات  عوامل    ر یمورد 

خام   یگوشت  یها وردهابا فر  مرتبط  و خطرات  یکروبيخطر م

  علاوه، ای برخوردارست. بهاز اهميت ویژه  شده یورافرشيو پ

پاخطر    یابیارز تضم  بسزایینقش    یکروبيم  شیو   نيدر 

در این راستا  [.  4،2] کند  می  فا یا  یگوشت  هایفراورده  ت يفيک 

و   کومودروموس  است.  شده  انجام  متعددی  مطالعات 

و    يکی ع ژنتتنوّ  ی،فراوان  ی خود،مطالعهدر  (  2022همکاران )

و    اورئوس  يلوکوکوساستاف  یعفون  هاییژگیو

مت  اورئوس   يلوکوکوساستاف  به  )سیمقاوم   (MRSAيلين 

در ورود  موجود  فراورده  یگوشت  يط  مح  ی،گوشت  یهاو 

  ی ور افر  ینهکارگران در دو کارخا  ينیب  یهاو حفره  کارخانه
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شمال   در  نمودندگوشت  بررسی  را    های سویه.  یونان 

به   شده ازسازیجدا  اورئوس  يلوکوکوساستاف  نظر مقاومت 

بودن  يکروبی،ضدمترکيبات   ، mecCو   mecA یهاژن   دارا 

کدکنندههاژن  ين،انتروتوکس  یهکدکنند  یهاژن ی  ی 

  ی و سندرم شوک سم( PVL) والنتين لوکوسيدین-پنتون سم

تشکيلو   شدند.ب   توانایی  آزمایش    يلوکوکوس استاف  يوفيلم 

جدایبررس  یهنمون  160از    درصد  13/ 8از    اورئوس  شده 

)  یکتنها    ،کهیدرحال  گردید؛ توسطدرصد  0/ 6نمونه   ) 

MRSA حامل ژن mecA يتحساس  یابی ارزبود.    آلوده شده  

را  آن  یينپا   يکروبیمقاومت ضدم  ،هایهجدا  يکروبیضدم ها 

داد آنتی  بيشتر مقاومت    ميزان.  نشان  برابر    های بيوتيکدر 

)سیپن   يک کلاولان  يداس  / يلينسآموکسی  درصد(،  68/ 2يلين 

در   شد؛  مشاهده  درصد(  18/ 2)  تتراسایکلين  و  درصد(  36/ 4)

از  31/ 8که  حالی تمامجدایه  درصد  به  ترکيبات ها    ی 

بودندآزمایش    مورد  يکروبیضدم و  5]   حساس  محمد   .]

  های یی سویهو شناسا   یجداساز  منظور( به2021همکاران )

  ی هانيگولاز مثبت و انتروتوکس آکو   اورئوس  لوکوکوس ياستاف 

همچنينآن  و  جدایهآنتیمقاومت    ها  این  به  ها  بيوتيکی 

گوشت  برگر   50گوشت ) چ یساندوی نمونه 100، نيليسیمت

و   باکتررا    داگ(هات  50گاو  مولکول  یشناسیازنظر    ی و 

از   86در    اورئوس  لوکوکوسياستاف   .ارزیابی نمودند   درصد 

در همبرگر گوشت گاو و    درصد  90،  شدهشیآزما  یهانمونه

  - 5/ 3 × 10 داگ، در تعدادهات یهاچیدر ساندو درصد 82
  1 ×  10  -  3/ 8  ×  410و    9/1  ×  410  -  9/ 5  ×  10،  2/ 9  ×  410

  14گولاز مثبت،  آکو   یهشددأیيت  ییهسو   106شد. از    افتی

تولدرصد13/ 2)  هیسو    47بودند و    نيانتروتوکس  ی هکننددي( 

به  مقاومت آن،   mecA  حامل ژن   درصد(  44/ 3)  ییهسو  ها 

ت  نيليسیمت از  دأیيرا  ک   کرد.    ی ک یولوژي کروبيم   ت يفينظر 

و    79،  10  ب يترتبه  ميکروبی  یهاها براساس شمارشنمونه

قبول، نامطلوب و  قابل  ،گوشت آماده  یهاچیساندو  درصد  11

خ ]   طرناک بالقوه  )6بودند  همکاران  و  سواریراج   .]2021  ،)

ژن پروفایل  و  کدکنندهفراوانی  در  های  را  انتروتوکسين  ی 

گوشت مرغ    120شده از  جداسازی  استافيلوکوکوس اورئوس

چنای شهر  کشور  در  از      در  نمودند.  مطالعه  را   120هند 

نمونه از  80درصد ) 66/ 67شده، آوریی گوشت جمعنمونه

از نمونه  120 بيوشيميایی وها براساس ویژگینمونه(   های 

PCR   اختصاصی گونه براساس ژن نوکلئاز مقاوم به حرارت

(nuc)   مثبت بودند.  استافيلوکوکوس اورئوساز نظر حضور 

  9ها، حضور  ی انتروتوکسين جدایههای کدکنندهپروفایل ژن

 80نمونه از    42درصد )  52/50نشان داد که   ( راsea-sejژن )

ا جدایهنمونه(  کدکننده هاز  ژن  چند  یا  یک  این  حاوی  ی 

ها تشخيص داده  در بسياری از جدایه  sebسموم بودند. ژن  

به و  آن  شد  یا   sej و  seg  ،sei  ،sec  ،sedدنبال  تنهایی  به 

داشتند.به قرار  ترکيبی  جدایه صورت  فاقد  تمامی   ،  seaها 

seeو seh .ی شيوع  دهندهوضوح نشاننتایج مطالعه به بودند

اورئوسبالای   در انتروتوکسين  استافيلوکوکوس  زا 

عرضهگوشت  میهای  که  است  مسموميت  شده  عامل  تواند 

 [ باشد  عمومی  سلامت  برای  بزرگی  تهدید  و  [.  7غذایی 

گوشت    یهاچینشان داد که ساندو  این پژوهش  جینتا  همچنين

مقاوم   اورئوس  لوکوکوسي استافشده آلوده به  شیآزمای  هآماد

مت انتروتوکس   نيليسیبه  برا   یخطر  وبوده    زاينو    ی بالقوه 

  ی اقدامات بهداشت  ،رونی. ازاآیندشمار میبهکنندگان  مصرف 

رستوران  رانهيسختگ ویژه  فودفست   یهادر  اهميت  ای  از 

 برخوردار است.  

مواد  در    SEsو    اورئوس  لوکوکوس ياستاف  صيتشخدر کل  

دشوار روشاست.    غذایی  از  بسيار  یکی  و  سریع  های 

زا نظير های بيماریاختصاصی برای شناسایی ميکروارگانيسم

های سنتزی، روش  انتروتوکسين  و  اورئوس  لوکوکوسياستاف 

( است. بنابراین با توجه به  PCR)  مرازيپل   یارهيواکنش زنج

هدف   با  مطالعه  این  شده،  ذکر  فراوانی  بررسیمطالب 

 در انتروتوکسينمولد   اورئوس استافيلوکوکوس هایایزوله

انجام   SEژن   پروفایل و مشهد در لقمه گوشت  و همبرگر

 شد.

 هامواد و روش -2

 مواد -2-1

پارکر آگار، مانتيول سالت آگار  -محيط کشت آب پپتونه، برد

(MSA( نوترینت آگار ،)NA  و زرده تخم مرغ از شرکت )

ibresco    ایران(، محيط کشت تست(DNase    آگار و آگاروز
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شرکت   مولر  Condalabاز  کشت  محيط  هينتون  -)اسپانيا(، 

( )MHAآگار  هيدروکلریک  اسيد  و  گليسرول   ،)HCL از  )

مارکر    Merkشرکت   ،  Ladder DNA  ،Primers)آلمان(، 

Master Mix  ،Green viewer    شرکت   Sinaclonاز 

 Loading)ایران(، آب مقطر تزریقی از شرکت آبان )ایران(، 

dye    وTBE (Tris/Borate/EDTA) buffer    از شرکت پارس

لابترون   شرکت  از  گرم  آميزی  رنگ  کيت  )ایران(،  توس 

روغن   و  خرگوش  پلاسمای  کاتالاز،  معرف  )ایران(، 

ایمرسيون از شرکت بهار افشان )ایران( و پتاسيم تلوریت از  

 )کانادا( خریداری شدند.   QUELABشرکت  

 ها روش - 2-2

 های ميکروبیکشتی محيطتهيه -1- 2-2

  ون ي سوسپانس  یيهته  برای  ی بافری  هپپتون  آب  کشت   طياز مح

به  استفاده  هياول شمارش   یجداسازمنظور  شد.    و 

اورئوس   ازاستافيلوکوکوس  غذایی  مواد  در    ط يمح  موجود 

آگار-برد  ی انتخاب  کشت پایان    پارکر  از  پس  شد.  استفاده 

  45کشت حدود  عمليات اتوکلاو کردن و کاهش دمای محيط

ليتر  ميلی  10گراد با استفاده از پيپت استریل ميزان  درجه سانتی

مرغ به  ی تخمليتر زردهميلی  50از محلول پتاسيم تلوریت و  

  افتراقی -انتخابی  کشت علاوه، محيطکشت اضافه شد. بهمحيط

آگار ) باکتری  (MSAمانيتول سالت  تأئيد حضور  های  برای 

اورئوس تشخيص    استافيلوکوکوس  برای  شد.  استفاده 

توليدکنندهباکتری آنزیم  های  مانند    DNaseی 

آگار   DNase ست کشت تِ  محيط از    استافيلوکوکوس اورئوس

شد. حساسيت   استفاده  اورئوس ميزان  در   استافيلوکوکوس 

هينتون  -مولرکشت  محيطبا استفاده از    نيز  هابيوتيکبرابر آنتی

( ازMHAآگار  شد.  آزمایش  و    غيرانتخابیکشت  طيمح  ( 

و تکثير این باکتری  رشد    برای   ( NA)   آگار  نت ینوتر  یمغذ

     [. 8] استفاده گردید 

  5/0سازی سوسپانسيون ميکروبی معادل آماده -2-2-2

 فارلند مک

کشت نوترینت آگار، با  پس از کشت باکتری بر سطح محيط

استفاده از یک لوپ استریل تک کلنی از باکتری برداشته شد 

در   بهلولهو  گردید.  حل  فيزیولوژی  سرم  حاوی    منظور ی 

تلقيح   جهت  ميکروبی  سوسپانسيون  غلظت  استانداردسازی 

ی استاندارد بيوتيکی از لولهدر آزمون سنجش حساسيت آنتی

فارلند استفاده  مک  0/ 5حاوی باریم سولفات برابر با استاندارد  

ميزان   ،صحيح کدورت استاندارد  یچگالمنظور تعيين  شد. به

به دستگاه طيفوسيلهجذب  اندازهی  در سنج  گردید.  گيری 

محلول   محلول    1ابتدا،  و  سولفوریک  اسيد    1/ 175درصد 

به را  باریم  کرده و  کلرید  تهيه  لوله  دو  در  صورت جداگانه 

با  ميلی  9/ 95سپس،   سولفوریک  اسيد  محلول  از    0/ 05ليتر 

باریم مخلوط شدند.ميلی ایجاد کدورت    ليتر محلول کلرید 

سفيد با    یهدر کنار یک صفحفارلند  مک   0/ 5شده با محلول  

سياه تهيهرنگ    خطوط  مخلوط  از  سپس،  شد.  شده  مقایسه 

لولهبه در  مساوی  باکتریایی  ميزان  سوسپانسيون  های 

ورقهپوشيده با  هنگام  شده  تا  و  شد  ریخته  آلومينيم  های 

 [.  9] مصرف در دمای آزمایشگاه نگهداری گردید 

 ملاحظات اخلاقی-3- 2-2

ا از  دریافت اطلاعات    مطالعه،  نیدر    ی هاشرکت شده 

از    اینهیکباب لقمه و همبرگر محرمانه بود. هز  یهتوليدکنند

  ی نکات اخلاق  ی نشد و تمام  افتی ه درتوليدکنند  یهاشرکت 

شناسهگردید  ت یرعا با  اخلاق  کد    ی . 

IR.IAU.MSHD.REC.1402.072  کم در    ی تهياز  اخلاق 

 . شد افت یپژوهش در

 ها نمونهسازی آوری و آمادهجمع -4- 2-2

ی گوشتی  نمونه   175در این پژوهش توصيفی عملی، تعداد  

همبرگر،  نمونه  70شامل   و  نمونه  70ی  لقمه  کباب   35ی 

بهنمونه دستی  همبرگر  برندهای ی  از  غيرتکراری  صورت 

درصد( طی    90و    70،  60،  30تجاری و درصدهای مختلف )

با روش  مشهد  های فروردین تا خرداد از مراکز عرضه در  ماه

آوری گردید و در مجاورت جمعاز مناطق مختلف    یاخوشه

آزاد کيسه دانشگاه  ميکروبيولوژی  آزمایشگاه  به  یخ  های 

گرم از   10اسلامی )علوم پایه( مشهد انتقال داده شد. ابتدا،  

به   استریل  پنس  توسط  استریل  شرایط  تحت  نمونه  هر 

دربشيشه حاوی  های  محيط  90دار  ليتر  آب  ميلی  کشت 

داده شد و به مدت  پپتونه انتقال  بافری  به   5ی  خوبی  دقيقه 

مخلوط گردید تا سوسپانسيون همگنی تشکيل شود. سپس،  
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کشت  شده بر سطح محيطميکروليتر از مخلوط همگن  100

ها در دمای  پارکر آگار کشت داده شد. در پایان، پليت -برد

گذاری  خانهساعت گرم  24- 48مدتبه    درجه سانتی گراد  37

  [.1] شدند 

 ی استاندارد ميکروبیاحيای سویه -5- 2-2

بهبه نتایج  کنترل  سویهدست منظور  پژوهش،  این  از  ی  آمده 

  Staphylococcus aureus ATCC 33591استاندارد  

پژوهشبه سازمان  از  ليوفيليزه  آمپول  و صورت  علمی  های 

سازی باکتری، ابتدا  خریداری گردید. جهت فعال  صنعتی ایران

طبق دستورالعمل و در شرایط استریل سر آمپول شکسته شد.  

درحدود  وسيلههب استریل  پيپت  یک  از  ميلی  0/ 4ی  ليتر 

درون آمپول اضافه و مخلوط کشت نوترینت براث بهمحيط

لوله  درون  به  شده  آماده  سوسپانسيون  از  سپس،  های شد. 

محيط پپتونهحاوی  آب  پليت کشت  و  بافری  های حاوی  ی 

بردمحيط نمونه-کشت  و  شد  داده  کشت  آگار  در  پارکر  ها 

بهد  37دمای   گراد  سانتی  ساعت    24-48 مدترجه 

     [.10] گذاری شدند خانهگرم

ایزولهروش-2-2-6 شناسایی  استافيلوکوکوس  های  های 

ویژگی  اورئوس از  استفاده  و  با  مورفولوژیکی  های 

 بيوشيميایی

اورئوس    لوکوکوسياستاف های  ایزوله  أیيدو ت صيتشخجهت  

و   یی ا يميوشيبهای  آزمونو    یکیمورفولوژ  یهایژگ یاز 

. طبق دستورالعمل وزارت بهداشت سازمان غذا  استفاده شد

و استاندارد انجام   2304و دارو، استاندارد کلی برای همبرگر  

اورئوس آزمون   مثبت    استافيلوکوکوس    6806-1کوآگالاز 

 [.     11باشد ] می

 مورفولوژیکی  هایآزمون -6-1- 2-2

ویژگیبه بررسی  ماکروسکوپی،  منظور  مورفولوژیکی  های 

ليتر    90  باشده  همگن  ینمونه  ازگرم    10ابتدا   ميلی 

پپتونمحيط آب  مخلوط  بهبافری    یهکشت  کامل  تا  طور 

ایجاد   همگنی  از    100  ،سپس  شد.سوسپانسيون  ميکروليتر 

  صورت چمنی شده توسط لوپ استریل بهتهيه  سوسپانسيون

سطح بردمحيط  بر  شدپارکر  -کشت  داده  کشت   و  آگار 

  24-48 مدت زمانبهدرجه سانتی گراد  37دمای در  هاپليت 

زمان  از    پس  شدند.گذاری  خانهگرمساعت   مدت  گذشت 

در دو    ویافته بررسی شدند  های رشدکلنی  گذاری،خانهگرم

گرفتند:   جای  اصلی  آنکلنی.  1گروه  مشخص:  ها  های 

یا خاکستری رنگ براق و محدّب های سياه  صورت کلنیبه

ساعت    2متر پس از گذشت مدت زمان  ميلی  1-1/ 5)با قطر  

  48متر پس از گذشت  ميلی  1/ 5-2/ 5گذاری و قطر  خانهگرم

گرم از آن خانهساعت  که برخی  با هالهگذاری(  ی شفاف ها 

قابل به شده،  کدر  جزئی  بودند.صورت    ی ها یکلن  مشاهده 

اندازه مشابهنامشخص:  مشخص    یهایکلن  یاندازه  با  ای 

  شفاف   یبدون هاله  ی رنگخاکستر   ی هایشامل کلن  داشتند و 

 [. 12بودند ] شفاف   یبراق فاقد هاله اهي س یهایکلن و

 

 بيوشيميایی هایآزمون -6-2- 2-2

های مشخص های بيوشيميایی از کلنیمنظور انجام آزمونبه

های بيوشيميایی  آزمون  استفاده شد.  استافيلوکوکوس اورئوس

های کاتالاز، کوآگولاز، شده در این مطالعه شامل آزمونانجام

DNase  [. 12]  تخمير مانيتول بودو توانایی 

 آزمون کاتالاز -1- 6-2- 2-2

این    از  استفاده  موارد  از  جداسازی   آزمون،یکی 

مثبت )  هاکوساستافيلوکو استرپتوکو  (کاتالاز  ها  کوساز 

منفی) است کاتالاز  هيدروژن  .(  اکسيژنه،   پراکسيد  )آب 

2O2H  )  اکسيداتيو متابوليسم  نهایی  محصولات  از  یکی 

 هوازی اختياری است که تجمع آنهای هوازی و بیباکتری

  با این حال،  .شودسلول باکتری، سبب از بين رفتن آن می  در

آب و اکسيژن    را به  باکتریایی، پراکسيد هيدروژنآنزیم کاتالاز  

یک لام تميز   بر سطح  کند. جهت انجام این آزمون،تجزیه می

یک قطره آب اکسيژنه ریخته و با استفاده از سوآب استریل،  

  یک کلنی از کشت خالص باکتری به آن اضافه شد و ایجاد 

ها با  حباب بر سطح لام بررسی گردید. تشکيل سریع جباب

   [. 12] ی مثبت بودن این آزمون است  حالت جوش زدن نشانه

 (DNase) ست دئوکسی ریبونوکلئازت- 2- 6-2- 2-2

سویه  از   آزموندر    اورئوس  لوکوکوسي استاف  هایبرخی 

باشند؛ از این رو،  می  یمنف  ا ی  فيضع  ی واکنش  دارای  کوآگولاز

  ( DNase)  ست دئوکسی ریبونوکلئازتِ  ها ازآن  ییشناسا  جهت 
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م ا  جهت .  شودیاستفاده  خالص  ،آزمون  نیانجام   کلنی 

سطح    اورئوس  لوکوکوسياستاف  تِمحيطبر   ست کشت 

DNase   دادهآگار ساعت    24گذشت    ازپس  و    شد  کشت 

  ی هالهتشکيل    گراددرجه سانتی  37گذاری در دمای  خانهگرم

کلن ی  دهندهنشانهاله    تشکيل.  شد  ی بررس  ی شفاف اطراف 

توسط    DNA  هیتجز  ليدلکه بهباشد  مثبت بودن این آزمون می

 [. 12]  است  اورئوس وسوکوک يلاستاف  DNase میآنز

 آزمون کوآگولاز -3- 6-2- 2-2

  اورئوس مانند  ه  يلوکوکوساستافگولاز مثبت  آکو های  گونه 

تول به  برخآکو   میآنز  ديقادر  و  از گولاز  دیگر  با    نيپروتئ  ی 

  ی از پلاسما  برای انجام این آزمون  .باشندیم  یانعقاد  ت ي خاص

استفاده   درصدEDTA  (1  )همراه  بهانسان    ایخرگوش  

در  .  شودیم منظور  از  ميلی  0/ 5بدین  به   ییپلاسماليتر  که 

ی از  ، چند کلنبودشده    قيرق  ی ولوژیزي با سرم ف  5به    1نسبت  

نمونه  حل و    باکتری گراد  درجه سانتی  37دمای    درسپس، 

شدخانهگرم زمان  مدت  از  ساعت   1-4  طی.  گذاری 

شد. در   یبررسلخته    تشکيلنظر  گذاری، نمونه از  خانهگرم

مشاهده لخته،صورت  کو   ی  مثبت  آباکتری  در  و    بودگولاز 

به نمونه مجددا  این صورت  دمای  در  ساعت    24مدت  غير 

 [. 12]  شدلخته بررسی  وجودسپس   و اتاق قرار گرفت 

 توانایی تخمير مانيتول- 4- 6-2- 2-2

استافيلوکوکوس  اورئوس  لوکوکوس ياستاف   های  برخلاف 

منظور باشد. بهکوآگولاز منفی قادر به تخمير قند مانيتول می

آزمون،   این  سطح    اورئوس  لوکوکوسياستافانجام  بر 

آگار ) محيط مانيتول سالت  ( کشت داده شد و  MSAکشت 

پليت  بهسپس  در    24مدت  ها  درجه    37دمای  ساعت 

های زردرنگ  تشکيل کلنی  گذاری شدند.خانهگرم  گرادسانتی

تأیيد  دهندهنشان و  مانيتول  تخمير    لوکوکوس ياستافی 
 [. 12] بود  اورئوس

 روش جوشاندن  به DNAاستخراج -2-7

با استفاده از  PCRها با روش شناسایی قطعی ایزوله منظوربه

  و پس  ها استخراج شدباکتری DNAپرایمر اختصاصی، ابتدا  

های زمانی و دمایی  ، چرخهDNAاز سنجش کمی و کيفی  

PCR  استخراج    منظوره. بگردیدسازی  بهينهDNA،    ابتدا یک

در   باکتری  از  خالص  ليتر    1کلنی  کشت  محيطاز  ميلی 

دقيقه با سرعت    2مدت  نوترینت براث حل شد و مخلوط به

از دور ریختن    سانتریفيوژ گردید. پسدور در دقيقه    3000

شده  آب مقطر به رسوب تشکيلميکروليتر    500سوپرناتانت،  

سانتریفيوژ   در انتهای ميکروتيوب اضافه شد و مخلوط مجددا

( گردید. این دور در دقيقه  3000دقيقه با سرعت    2مدت  به)

طور کامل از  های باکتری بهمرحله سه بار تکرار شد تا سلول 

ميکروليتر    200ی بعد،  کشت جداسازی شود. در مرحلهمحيط

و   شد  اضافه  باکتری  حاوی  ميکروتيوب  به  مقطر  آب 

  گراد درجه سانتی  95ميکروتيوب در حمام آب گرم با دمای  

سلول تا  گرفت  رقرار  بين  از  باکتری  پروتئينهای  ها فت، 

آزاد گرد نيز  آن  ژنتيکی  مواد  آن،    از  د. پسیدناتوره شد و 

بهميکروتيوب با سرعت    10مدت  ها  در    10000دقيقه  دور 

  DNAپایان، سوپرناتانت حاوی    سانتریفيوژ شدند. دردقيقه  

دمای    هشداستخراج با  فریزر  سانتی  -20در  گراد  درجه 

    [.13]  داری شدنگه

با استفاده از دستگاه   DNAتعيين کميت و کيفيت - 2-8

 سنج نانودراپطيف

کيفيت به  و  کميت  تعيين  از  استخراج   DNAمنظور  شده 

( در  ODچگالی نوری ) دستگاه نانودراپ استفاده شد. ميزان

موج خلوص  نانومتر  280و    260های  طول  و  غلظت   ،

مشخص   را  نوکلئيک  درنموداسيدهای  که،  صورتی   . 

موج     ODميزان طول  نسبت  در  نانومتر    280به    260در 

نشانداشتقرار    1/ 8-2ی  محدوده خلوص  دهنده،  ی 

    [.14بود ] شده استخراج  DNAقبولقابل

با   استافيلوکوکوس اورئوسهای یيد هویت ایزولهأت- 2-9

   nucاستفاده از پرایمر اختصاصی ژن  

روشایزوله  در  که  بههایی  بيوشيميایی  عنوان  های 

اورئوس با روش    استافيلوکوکوس  با    PCRتعيين شدند،  و 

نوکلئاز  (، ژن  1)جدول    nucکمک آغازگرهای اختصاصی ژن  

حرارت   به  شدند.  أیتمقاوم  مناسب  انتخاب  يد  آغازگرهای 

صورت گرفت  های رفرنس  از مقالهبا استفاده    nucبرای ژن  

توالی مورد  اختصاصی بودن[.  15]  نظر، در    آغازگرها برای 

سنتز توالی آغازگرها    شدند.بررسی    بلاست و   ،NCBIسایت  
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با استفاده  نظر    . ژن موردشدتوسط شرکت سيناکلون انجام  

ی زمانی و دمایی مشخص برنامه ترموسایکلر و مطابق با  از  

مورد مواد  در    تکثير شد. غلظت  در   nucژن    PCRاستفاده 

در    2جدول   نمایش  است به  ژن،  آمده  تکثير  توسط  . 

دمایی،  کره  کشور    Kyratecترموسایکر   برنامه  با  مطابق  و 

مرجع،    ی . از سویهشدانجام  چرخه    35در    1  زمانی جدول

Staphylococcus aureus ATCC 33591   کنترل  به عنوان 

 مثبت استفاده شد. 
Table 1. PCR reaction conditions used for nuc gene amplification to identify Staphylococcus aureus isolates. 

Cycle No. (min)Time  (Co)Temperature     Step 

 

 

35 

5 94 Initial denaturation 

45 94 Denaturation 

45 58 Annealing 

48 72 Extension 

5 72 Final extension 

 

Table 2. Different volumes of ingredients used in nuc gene PCR to identify Staphylococcus aureus isolates 

(μl)Volume  Initial concentration Ingredients  

2 - DNA template 

1 10  Pmol/μl Upstream primer  

1 10  Pmol/μl Downstream primer  

12.5 2 X PCR master mix  

8.5 - Double distilled water 

25 - - 

 

 PCRالکتروفورز محصولات -2-10

  برای ها، از روش الکتروفورز  و تکثير ژن  PCRاز انجام    پس

  DNAهای باردار  تعيين وزن مولکولی و جداسازی مولکول

  60از پودر آگارز با  گرم    8/0استفاده گردید. در ابتدا، ميزان  

مخلوط و حرارت داده شد تا   1x  TBEاز محلول  ليتر  ميلی

دست  به  یو محلول شفاف  گردیدطور کامل حل  پودر آگارز به

 50حدوداز خنک شدن محلول و رسيدن دمای آن به . پس مدآ

رنگ گرین ویور به  ميکروليتر    3 ميزان، بهگراددرجه سانتی

به مخلوط   سپس،  گردید.  اضافه  سينی  مخلوط  درون 

های چاهک بر  مخصوص ژل الکتروفورز ریخته شد و شانه

شته  ها برداشانه  ،شدن ژلاز سفت روی ژل قرار گرفتند. پس

بافری   با محلول  پيش  از  که  الکتروفورز  تانک  و ژل درون 

TBE  ميکروليتر    3ی بعد،  پر شده بود، قرار گرفت. در مرحله

از لودینگ بافر ترکيب  ميکروليتر    1همراه  به  PCRاز محصول  

های ژل ریخته شد و به چاهک  و توسط سمپلر در چاهک

  DNA Ladder Size markerاز ميکروليتر   3وسط ستون نيز 

های رابط  اضافه گردید. سپس، درب تانک را گذاشته و سيم

و ولت  75وصل شد. ولتاژ بر روی  Power supplyتانک به 

بهدقيقه    60زمانمدت شد.  محصولات تنظيم  ردیابی  منظور 

PCR   زمان الکتروفورز، ژل در  از اتمام مدتبر روی ژل، پس

و    Gel documentation systemدستگاه   شد  داده  قرار 

    [.16،1]  تصویربرداری از ژل انجام گرفت 

سریع  -2-11 اورئوسردیابی  در    استافيلوکوکوس 

پرایمر  نمونه با  لقمه  گوشت  و  همبرگر  غذایی  های 

 nucاختصاصی 

مطالعه شناسایی   این  اورئوس  در  براساس  استافيلوکوکوس 

انجام گرفت.    PCRو با استفاده از روش    nucژن شناسایی  

شده با استفاده از  ی همبرگر همگناز نمونه  10منظور،  بدین

براث    BHIاز محيط کشت   ليترميلی  90  یک پنس استریل به  

ی شيکر، نمونه در  وسيلهسازی بهاز همگناضافه گردید. پس

سانتی  30انکوباتور     ساعت  18مدت  به  گراددرجه 

مرحلهخانهگرم در  در  گذاری شد.  نمونه  بعد،    با سرعتی 

دقيقه    12000 در  و  دقيقه    20مدت  بهدور  شد  سانتریفيوژ 

با  پس رسوب  سوپرناتانت،  ریختن  دور  آب  ليتر  ميلی  1از 

در حمام آب دقيقه    10مدت  مقطر استریل مخلوط شد و به

دمای   با  سانتی  100گرم  سپس  گراددرجه  گرفت.   ،قرار 

سرعتمخلوط   دقيقه    3300  با  در  دقيقه    5مدت  بهدور 

سانتریفيوژ گردید و سوپرناتانت توسط سمپلر به ميکروتيوب  

از  پسداری شد.  نگهگراد  درجه سانتی  -20منتقل و در دمای  

مطابق    دن،جوشانروش  های غذایی بهاستخراج مستقيم نمونه
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مورد  2جدول   برای    مواد    25واکنش    حجمدر    PCRنياز 

ها از  ، نمونهPCRميکروليتری آماده گردید. پس از اتمام کار  

  1و بر روی ژل الکتروفورز    هدستگاه ترموسایکلر خارج شد

 [. 15] سنجيده شد  درصد

بيوتيکی با استفاده از روش  سنجش مقاومت آنتی-2-12

 دیسک دیفيوژن

بيوگرام(  بيوتيکی )آزمون آنتی منظور ارزیابی مقاومت آنتیبه

  استافيلوکوکوس اورئوس ی باکتری  های تأیيد شدهکلنیتک

بيوتيک مختلف از روش دیسک دیفيوژن بر  آنتی  7در برابر  

محيط مولرسطح  شد-کشت  استفاده  آگار  در    [.2]   هينتون 

دیسک  3جدول   آنتیانواع  موردهای  و    بيوتيک  استفاده 

ها نشان داده شده است. مراحل انجام آزمون  های آنغلظت 

کهبيوگرام  آنتی است  صورت  تنظيم  پس  بدین    pHاز 

  برای ،  2/ 7-4/ 7ی  هينتون آگار در محدوده-کشت مولرمحيط

درجه    37دمای  در  ساعت   24مدت  ها بهکنترل آلودگی پليت 

ی بعد، ظروف گذاری شدند. در مرحلهخانهگرم  گراد سانتی

گراد  درجه سانتی  4یخچال  بيوتيکی از  های آنتیحاوی دیسک

و در محيط آزمایشگاه    ندمدت( برداشته شد)نگهداری کوتاه

  ی سوسپانسيونتهيه   برای .  رسيدندقرار گرفتند تا به دمای اتاق  

شبانه  کشت  از  استاندارد،  شد. ميکروبی  استفاده  باکتری  ی 

حاوی   لوله  به  کلنی  از  فيزیولوژی ليتر  ميلی   2ميزانی  سرم 

از مخلوط شدن، کدورت سوسپانسيون   استریل منتقل و پس 

فارلند مطابقت مک   0/ 5ی  شده با کدورت لوله  ميکروبی ایجاد 

شده داده شد. با استفاده از سوآب استریل از سوسپانسيون تهيه 

هينتون آگار کشت یکنواخت داده - کشت مولربر سطح محيط 

از مرکز متر  ميلی   24ی  بيوتيکی به فاصله نتی های آ شد و دیسک 

کشت از جدار پليت بر سطح محيط متر  ميلی   10هر دیسک و  

پس گرفتند.  گذشت    قرار  در خانه گرم ساعت    24از  گذاری 

ی عدم کش هاله ، با استفاده از خط گراددرجه سانتی   37  دمای  

اندازه  باکتری  استاندارد  رشد  جدول  با  و  شد  مقایسه گيری 

ها آزمون دیسک دیفيوژن انجام برای هریک از ایزوله   گردید.

 گرفت.

Table 3. The antibiotic discs used for antimicrobial susceptibility of Staphylococcus aureus isolates 

Antibiotic disc Abbreviation Antibiotic concentration 

μ) g) 

Gentamicin GM 10 

Oxacillin OX 1 

Tetracycline TE 30 

Clindamycin CC 2 

Chloramphenicol C 30 

Trimethoprim  TMP 5 

Erythromycin E 15 

با   هادر ایزولههای مولد انتروتوکسين ژن  ردیابی-2-13

 PCR روش استفاده از

ادامه تحقيق    یدر  ژنبهمراحل  شناسایی  های  منظور 

انتروتوکسينکدکننده ایزوله  ی  استافيلوکوکوس  های  در 

روش    اورئوس شد.    PCRاز  مولد ژناستفاده  های 

با استفاده    استافيلوکوکوس اورئوسهای  انتروتوکسين ایزوله

ی زمانی و دمایی مشخص ترموسایکلر و مطابق با برنامهاز  

،  seaمطالعه در این پژوهش شامل    موردهای  تکثير شدند. ژن

seb ،sec ،see   وsed  بودند.( 4)جدول 
Table 4. Characteristics of specific primers used in PCR reaction 

Oligonucleotide sequence  (5´-3´) PCR product length (bp) Target gene 

GCGATTGATGGTGATACGGTT 279 nuc 

AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC 127 sea 

CCTTTGGAAACGGTTAAAACG 477 seb 

TCTGAACCTTCCCATCAAAAAC 451 sec 

TCGCATCAAACTGACAAACG 278 sed 

AGGTACTCTATAAGTGCCTGCCT 209 see 
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 اختصاصی  سنتز پرایمرهای -2-14

ی  از پایگاه داده  sedو    sea  ،seb  ،sec  ،seeهای  ابتدا توالی ژن

بهNCBIفنّاوری )مرکز ملی اطلاعات زیست  آمد و (  دست 

های موردنظر اتصال و شناسایی ژن  برای پرایمرهای مناسب  

به  سپس،  شدند.  بررسی  انتخاب  بودنمنظور  و    اختصاصی 

توالی موردنظر،  همپوشانی  دادههای  پایگاه  در  ی  پرایمرها 

NCBI    .های مورد سنتز پرایمرها، توالی  برایبلاست شدند  

جدول   در  گردید.  ارسال  سيناکلون  شرکت  به    4نظر 

نشان داده شده   PCR های پرایمرهای مورداستفاده درویژگی

به سنتزی  پرایمرهای  دریافت  است.  ليوفيليزه  پودر  صورت 

شرکت   دستورالعمل  با  مطابق  استریل  شرایط  در  و  شدند 

به مقطر  آب  با  پس سازنده  درآمدند.  محلول  آن،    حالت  از 

 با آب مقطر رقيق شدند.  1:10شده به نسبت  های تهيهمحلول

ژن  PCR  روش  سازیبهينه  -2-15 ردیابی  های  برای 

ایزولهکدکننده در  اگزوتوکسين  استافيلوکوکوس  های  ی 

  اورئوس

استفاده  بدین سيناکلون  رنگی شرکت  مسترميکس  از  منظور 

های کنترل مثبت و  شد. آزمایشات چندین بار در کنار نمونه

دست ههر ژن ب  PCRمنفی تکرار شدند تا بهترین شرایط برای  

واکنشآید.   در   مواد  و  استریل  شرایط  در  ميکروتيوب  در 

اضافه شدند. شرایط دمایی    5ظرف آب و یخ مطابق با جدول  

،  sea  ،seb  هایتکثير ژن  برای شده  کار برده  هب  PCRزمانی  

sec،  sedو see ارائه شده است.  6 در جدول 
 

 

 
Table 5. Different volumes of ingredients used in the amplification of enterotoxin genes in Staphylococcus aureus 

isolates 

Volume (μl) Initial concentration Ingredients  

2 - DNA template 

1 10  Pmol/μl Upstream primer  

1 10  Pmol/μl Downstream primer  

12.5 2 X PCR master mix  

8.5 - Double distilled water 

25 - - 

Table 6. PCR reaction conditions  used for sea, seb, sec and sed and see genes amplification to identify 

Staphylococcus aureus isolates. 

Sea gene 

Step (Co)Temperature     (min)Time  Cycle No. 

Initial 

denaturation 

94 4 

35 

Denaturation 94 1 

Annealing 53 1 

Extension 72 1 

Final extension 72 10 

Sebgene 

Step (Co)Temperature     (min)Time  Cycle No. 

Initial 

denaturation 

94 4 

35 

Denaturation 94 1 

Annealing 55 1 

Extension 72 1 

Final extension 72 5 

Secgene 

Step (Co)Temperature     (min)Time  Cycle No. 

Initial 

denaturation 

94 4 

35 

Denaturation 94 1 

Annealing 51 1 
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Extension 72 1 

Final extension 72 5 

sed and see genes 

Step (Co)Temperature     (min)Time  Cycle No. 

Initial 

denaturation 

94 4 

35 

Denaturation 94 1 

Annealing 50 1 

Extension 72 2 

Final extension 72 10 

 

 seaیابی ژن توالی-2-16

ژن  به تأیيد  ایزوله  seaمنظور  استافيلوکوکوس  های  در 
دو ایزوله با استفاده از پرایمرهای    PCR  تمحصولا،  اورئوس

با   نظر  مورد مشهد  دانشگاهی  جهاد  آزمایشگاه    روش در 

 Snap Geneافزار  توسط نرمسپس،  یابی شدند و  سانگر توالی

V5.3.1  شدند توالیبررسی  نوکلئوتيدی  .  اطلاعات  با  ها 

 seaشده براساس ژن  یابیتوالیهای  استافيلوکوکوس اورئوس

سایت   در  دسترس    NCBIکه  بلاست  است در  و  مقایسه   ،

دو ایزوله که    PCR  تعلاوه، در این مطالعه محصولاشدند. به

ژن بلاست    ،بودند  Aانتروتوکسين    یکدکننده  دارای  نيز 

 .    شدند

 ها  تجزیه و تحليل داده -2-17

به این در تعيين پژوهش   بيوتيکی،آنتی حساسيت  منظور 

ی  قطر هاله ميانگين و شد تکرار بار سه دیفيوژن دیسک روش

افزار  رسم نمودارها از نرم   جهت   .محاسبه گردید رشد عدم

به استفاده شد.  توالیاکسل  از  منظور تحليل  نيز   NCBIیابی 

 استفاده شد.  

 نتایج و بحث -3

  اورئوس  لوکوکوسي استاف فراوانی باکتری- 3-1

 ییغذا   هایاز نمونه شدهیجداساز

های  کشت های ميکروبی )کشت بر سطح محيطنتایج آزمون

برد  آگار،  بيوشيميایی  -نوترینت  و  غيره(  و  آگار  پارکر 

رنگ)آزمون گرم،  های  دئوکسی  ت  کاتالاز،آميزی  ست 

مانيتول(    کوآگولاز(،  DNase)  ریبونوکلئاز تخمير  توانایی  و 

ی  نمونه  28 نمونه، 175ها نشان داد که از شده بر نمونه انجام

و    درصد(   7)  کباب لقمهی  نمونه  12  درصد(،  16)  همبرگر

دستی  نمونه  15 )حدود  همبرگر  ی  باکتر  به  درصد(  9ی 

در    بودند  آلوده  اورئوس  يلوکوکوساستاف   زایبيماری که 

)  55مجموع    آلوده    32نمونه  فراورده  از  درصد( 

بودند.    اورئوس  يلوکوکوس استاف  به  مثبت  آلودگی 

نظير  های غذایی  در برخی فراورده  استافيلوکوکوس اورئوس

شيرینیفراورده و  گوشتی  لبنی،  خامههای  سنّتی  های  ای 

است. شده  نمونه  گزارش  در  آلودگی  درصد  های بالاترین 

  33/ 8نی )درصد( و بست  3/47درصد(، همبرگر )  61/ 5)  کباب

ی نمونه   387ی دیگری،  در مطالعه  [.17]   مشاهده شد  درصد(

به جمعغذایی  بغداد  مختلف  مناطق  از  تصادفی  آوری طور 

بررسی آزمونگردید.  و  مورفولوژیکی  ميکروبی  های  های 

نمونهانجام بر  شناسایی  شده  سبب  ی  ایزوله  112ها 

  يص و تشخ  يوشيمياییبهای  استافيلوکوکی شد. نتایج آزمون

تنها   شده،های جداسازیی نشان داد که در ميان سویهمولکول

ميزان    اورئوس  يلوکوکوساستافایزوله    49 بالاترین  بودند. 

ی مصرف های موادغذایی آمادهها در نمونهفراوانی این ایزوله

(RTE( شده  پخته  موادغذایی  یا  و    42/ 8(  سالاد  درصد(، 

)پيش فراورده  24/ 5غذاها  )درصد(،  گوشتی    14/ 3های 

فراورده )درصد(،  لبنی  کيک  10/ 2های  و  )درصد(    8/ 2ها 

درحالی شد.  یافت  هيچدرصد(  فراوردهکه،  از  های  یک 

 [.  1نبودند ]  اورئوس يلوکوکوساستافگوشت مرغ آلوده به 

آزمون-3-2 و  نتایج  مورفولوژیکی  تشخيصی  های 

استافيلوکوکوس  بيوشيميایی مورداستفاده جهت شناسایی  

 اورئوس

هایی ی مورد بررسی، آزمونمنظور تأیيد گونهبه

 مورفولوژیکی و بيوشيميایی ذیل انجام گرفت: 
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بر    استافيلوکوکوس اورئوس نتایج کشت باکتری  -3-2-1

پارکر آگار و  -های نوترینت آگار و بردکشتسطح محيط 

 آميزی گرمرنگ

کوکسی گرم مثبت، بر    استافيلوکوکوس اورئوسهای  ایزوله

-ای شکل بههای دایرهکشت نوترینت آگار کلنیسطح محيط

بر سطح محيطa-1رنگ زرد طلایی )شکل   برد ( و  کشت 

های سياه یا خاکستری رنگ براق  صورت کلنیپارکر آگار به

( مشاهده شد. همچنين  b-2ی شفاف )شکل  و محدّب با هاله

رنگ  آزمون  گرم  در  استافيلوکوکوس  های  کلنیآميزی 

ای گرم مثبت شناسایی  های خوشهصورت کوکسیبه  اورئوس

 (.  c-1)شکل  شدند

 
Figure 1. Staphylococcus aureus colonies on nutrient (a) and Baird-Parker (b) agar culture medium and gram 

staining of one of the isolates of Staphylococcus aureus (gram-positive, magnification × 100) (c). 
 

 های بيوشيميایی  تست -2- 3-2

کاتالاز،   آزمون  قسمت  این  ریبونوکلئاز در  دئوکسی    تست 

(DNase) ،بررسی   توانایی تخمير مانيتولو  آزمون کوآگولاز

آزمون  شد. از  استفاده  موارد  از  جداسازی  کاتالاز  یکی   ،

مثبت )  هااستافيلوکوکوس استرپتوکوکوس  (کاتالاز  ها  از 

منفی(   اکسيژنه، است )کاتالاز  )آب  هيدروژن  پراکسيد   .

2O2H  اکسيداتيو متابوليسم  نهایی  محصولات  از  یکی   )

که تجمع آن   هستندهوازی اختياری  های هوازی و بیباکتری

حال، این  شود. بارفتن آن می   بين  در سلول باکتری، سبب از

آنزیم کاتالاز باکتریایی، پراکسيد هيدروژن را به آب و اکسيژن  

می حبابتجزیه  تشکيل  با  آزمون  این  انجام  گاز  کند.  های 

ی مثبت بودن آزمون کاتالاز  دهندهاکسيژن همراه بود که نشان

های استافيلوکوکی در این تحقيق کاتالاز تمام ایزوله.  باشدمی

بودند ریبونوکلئاز 1,2a- 2)شکل    مثبت  دئوکسی  تسِت   .)  

(DNase  )در  به ميکروارگانيسم  توانایی  تعيين  منظور 

عنوان منبع کربن و انرژی  و استفاده از آن به   DNAهيدروليز

  تمایز   برای  اغلب .  است رشد و تکثير خود،    براینياز    مورد

تافيلوکوکی،  اس   های از سایر گونه  استافيلوکوکوس اورئوس

  ی شفاف در اطرافهالهشود. تشکيل  انجام می   DNaseتست  

باکتری   اورئوسخط  سطح    استافيلوکوکوس  بر  رشدیافته 

تسِتمحيط آنزیم   DNase کشت  حضور  را    DNaseآگار، 

 ها مثبت بودندلازم به ذکر است تمامی ایزوله.  کندتأیيد می 

کوآگولاز.  (1,2b-2)شکل   تمایز  به  نيز  آزمون  ایجاد  منظور 

اورئوس ميان   از    استافيلوکوکوس  کوآگولاز مثبت(  )باکتری 

میاستافيلوکوکوس استفاده  منفی  کوآگولاز  گردد. های 

توسط توليدشده  پروتئينی  آنزیم  استافيلوکوکوس    کوآگولاز 

دراورئوس   که  فيبرینوژن  نتيجه  است  خود،  فعاليت  ی 

تبدیل  )نامحلول(  به فيبرین  )محلول( موجود در پلاسما را 

بهمی نتایج  آزموندست کند.  این  از  مثبت    ،آمده  کوآگولاز 

اورئوس )شکل  استافيلوکوکوس  کرد  تأیيد   (.1,2c-2  را 

قادر به تخمير    استافيلوکوکوس اورئوسهمچنين باید گفت  

مانيتول   محيط  است قند  سطح  بر  رشد  هنگام  در  کشت  و 

( آگار  سالت  کلنیMSAمانيتول  تشکيل  (،  زردرنگ  های 

های استافيلوکوکوس کوآگولاز منفی دهد. بسياری از گونهمی

، بر سطح  نيستندها که قادر به تخمير مانيتول  و ميکروکوکوس

کلنیبه  MSAکشت  محيط قرمزرنگ  صورت  کوچک  های 

 (.1,2d-2شوند )شکل مشاهده می
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Figure 2. In the catalase test, the bubbles resulting from production of oxygen gas clearly indicate a catalase 

positive result (a1,2), In the deoxyribonuclease (DNase) test, if Staphylococcus aureus produce DNase enzymes, 

in sufficient quantity to hydrolyse the DNA, then clear zones are seen around the colonies (b1,2),  The coagulase 

test distinguishes Staphylococcus aureus from other staphylococci, c1: The slide test, c2: The tube test and On 

mannitol salt agar (MSA), only pathogenic Staphylococcus aureus produces small colonies surrounded by yellow 

zones, while other coagulase-negative staphylococci produce small pink or red colonies with no colour change to 

the medium (d1,2). 
 

استافيلوکوکوس   هاینتایج شمارش کلنی -3-2-3

 اورئوس

استاندارد   کلنی1-6806مطابق  تعداد  پليت  ،  در  که  هایی 

  1000تا    1ی  ی غذایی، در محدودهگرم ماده  10حاوی کشت  

تا    310. انواعی که از  [ 18] درنظر گرفته شد    1قرار داشت، +
 410و انواعی که دارای مقادیری بيش از    2متغير بودند +  410

+ ميان    3بودند  در  شدند.  تأیيد  ایزوله   55گزارش  ی 

و   2ایزوله + 6، 3ایزوله + 44ی حاضر شده در مطالعههویت 

 (.7گزارش شد )جدول  1ایزوله + 5
Table 7. The results of counting Staphylococcus aureus colonies  

Isolate No. Colony No. 

5 1+ 

6 2+ 

44 3+ 
 

با استفاده از   DNAيت و کيفيت ارزیابی کمّنتایج -3-3

 سنج نانودراپدستگاه طيف

به8در جدول   نتایج کمی  از  دست ،  سنج  دستگاه طيفآمده 

ایزوله  نانودراپ از  اورئوس های  برخی    استافيلوکوکوس 

 نمایش درآمده است. به

 

 

 

Table 8. Quantitative estimation of DNA concentration by Nanodrop Spectrophotometer   

Lμ/μg 260/280 280 (nm) 260 (nm) 320 (nm, raw) 280 (nm, raw) 260 (nm, 

raw) 

Position 

0.002 0.594 0.003 0.002 0.047 0.055 0.58 A3 

0.013 2.339 0.006 0.013 0.045 0.055 0.067 B2 

0.010 1.827 0.005 0.010 0.055 0.065 0.073 B3 

0.020 1.789 0.011 0.020 0.062 0.078 0.091 C2 

0.014 1.469 0.010 0.014 0.055 0.070 0.079 C3 

0.036 1.900 0.019 0.036 0.087 0.111 0.132 D2 
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0.00 0.571 0.001 0.00 0.073 0.079 0.083 D3 

استافيلوکوکوس  های یيدی ایزولهأنتایج شناسایی ت -3-4

   nucبا استفاه از پرایمر اختصاصی  اورئوس

( استفاده bpجفت بازی )  100برای انجام این آزمون از مارکر  

ی نوکلئاز مقاوم به حرارت  ژن کدکننده  PCRشد. محصول  

(nuc قطعه ،)طول  ای بهbp  279    .دمای بهينه برای  بودPCR  

- 58-59-60این پرایمر پس از چندین بار تکرار با دماهای  

سانتی  57-56 بهدرجه  دمای  گراد  در  گرادیانت    58روش 

سانتی آمد.  درجه  بدست  مورد  نمونه  175گراد  غذایی  ی 

ژن   گوشتی  فراورده  55در    nucآزمایش،    ی نمونه  28)ی 

ی، نمونه همبرگر دست  15کباب لقمه و    ینمونه  12همبرگر،  

 (. 3، شناسایی گردید )شکل (ها درصد از کل نمونه 31/ 5

 
Figure 3. Agarose gel electrophoresis of PCR product using primers for detection of the 

nuc gene of Staphylococcus aureus. L: Ladder, C⁺: Positive control, C⁻: Negative control 

 

 

استافيلوکوکوس  بيوتيکی ارزیابی مقاومت آنتی-3-5

 اورئوس

آنتی9در جدول   آزمون مقاومت  نتایج  ایزوله،  های  بيوتيکی 

اورئوس جداسازی  55)  استافيلوکوکوس  از  سویه(  شده 

لقمه   یهانمونه کباب  و  آنتی  همبرگر  برابر  های  بيوتيکدر 

مختلف ارائه شده است. همچنين براساس نتایج مشخص شد 

ایزوله حساسيت  ميزان  آنتیبيشترین  برابر  در  بيوتيک  ها 

آنتی دو  هر  برابر  در  آن  کمترین  و  بيوتيک  جنتامایسين 

یافته مطابق  بود.  کليندامایسين  و  این  تتراسایکلين  های 

اورئوس ی  ایزوله  52پژوهش،     94/ 5)  استافيلوکوکوس 

آنتیدرصد برابر  در  پایينی  مقاومت  جنتامایسين  (  بيوتيک 

ایزوله    2حساس و  درصد( نيمه  1/ 8)داشتند و تنها یک ایزوله  

ی مورد بررسی،  ایزوله  55در ميان  مقاوم بودند.  (  درصد  3/ 6)

مهارکنندگی    (درصد  57)ایزوله    37 فعاليت  برابر  در 

بودند.اگزاس مقاوم  ی  ایزوله  40علاوه،  به  يلين 

اورئوس در   (درصد  72)  استافيلوکوکوس  بالایی  مقاومت 

آنتی داشتند.  بيوتيکبرابر  کليندامایسين  و  تتراسایکين  های 

  37توان گفت که  کلرامفنيکل میبيوتيکی  دررابطه با اثر آنتی

و    (درصد  67/ 2)ایزوله   دیگر  ایزوله  18حساس    32/ 8)ی 

در برابر    (درصد  23/ 7)ایزوله    13مقاوم بودند. تنها    (درصد

متوپریم مقاومت نشان  بيوتيک تریفعاليت مهارکنندگی آنتی

آنتی اثر  ایزولهدادند. بررسی  بر  اریترومایسين  نيز  بيوتيک  ها 

که   ساخت   2حساس،    (درصد  25/ 4) ایزوله    14مشخص 

 (درصد  70/ 9)ایزوله    39حساس و  نيمه  (درصد  3/ 6)ایزوله  

شده در برابر سه نوع  مقاومت مشاهده  (.4مقاوم بودند )شکل  

آنتی از  بيشتر  بهبيوتيکیا  چندداروعنوان  ها    یی مقاومت 

(MDRتعریف می )  .گونه نتيجه گرفت که  توان اینمیشود

در برابر هر    (درصد  72)ایزوله    40ها،  در ميان تمامی ایزوله

آنتی نشان دو  مقاومت  کليندامایسين  و  تتراسایکين  بيوتيک 

به  )  39علاوه،  دادند.  برابر   70/ 9ایزوله  در  درصد( 
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به و  بودند  مقاوم  )  37ترتيب  هميناریترومایسين    57ایزوله 

  اگزاسيلين مقاومت نشان دادند.بيوتيک درصد( در برابر آنتی

توانایی  و    يوتيکیبیمقاومت آنت  ی مشابهی، فراوانی،در مطالعه 

سویهانتروتوکس  يدتول   اورئوس   استافيلوکوکوس های  ين 

گوشت گاو، گوسفند و    هاییفروششده از خردهسازیجدا

ترک  در  یافتهبره  براساس  شد.  بررسی  پژوهش يه  این  های 

از شد  کلی    ،شدهغربال  یهانمونه  مشخص  فراوانی 

به  21/ 23  اورئوس  يلوکوکوساستاف  بود.  در درصد  علاوه، 

مناطق    اورئوس  يلوکوکوساستاف  یهایهاز سو درصد    65/ 62

های مورد جدایهدر    SEs  ترینفراوان  .شناسایی شد  SE  یژن

  و درصدsed  (39 /25    )درصدsea   (79 /50    ، )آزمایش شامل

seb   (80 /23    .بود )یهاژنیک از  هيچحال،  ینا  بادرصد  sec ،

see  ،seg  ،seh  ،sei    وsej  جدایه   يلوکوکوس استافهای  در 

جدایه  نشدند.  ییشناسا   اورئوس از  های  بسياری 

( آنتی  40-100استافيلوکوکی  برابر  در    های بيوتيکدرصد( 

  یسين، استرپتوما  ،G  يلينس یپن  يترومایسين،تل  یسين،کاناما 

یستينامایسين،  پر  يلين،سیآمپ  يلين،کلوکساس  یترومایسين،ار

س  یترومایسينآز  يدیکسيک،نال  اسيد   يپروفلوکساسين و 

و مقاوم دادند  نشان  چنددارو  ت  در  MDR)  یی مقاومت   )

 [.  2ها مشاهده شد ] درصد از جدایه 96/ 87

 

 
   

       Table 9. Results of the antibiotic resistance in Staphylococcus aureus isolates by the disk diffusion method 

Isolate No. (%) Antibiotic 
Resistance (R) Moderate susceptibility (MS) Susceptibility (S) 

2 (3.6) 1 (1.8) 52 (94.5) Gentamicin 
37 (57) 0 18 (33) Oxacillin 
40 (72) 0 15 (27.2) Tetracycline 
40 (72) 1 (1.8) 14 (25.4) Clindamycin 

18 (32.8) 0 37 (67.2) Chloramphenicol 
13 (23.7) 6 (10.9) 36 (65.4) Trimethoprim 
39 (70.9) 2 (3.6) 14 (25.4) Erythromycin 

 

 
Figure 4. Antibiogram test results of some Staphylococcus aureus isolates

 

سریع  -3-6 ردیابی  اورئوسنتایج  در    استافيلوکوکوس 

از  نمونه استفاده  با  لقمه  گوشت  و  همبرگر  غذایی  های 

 nucپرایمر اختصاصی 

+ و  3ها  ی غذایی که در کشت، شمارش کلنی آنپنج نمونه

استخراج و  + بود، به4 ،  4شد. شکل    PCRصورت مستقيم 

محصولات  نتيجه الکتروفورز  های  ایزوله  PCRی 

اورئوس شناسایی    استافيلوکوکوس  ژن  صورت به  nucبا 

 2ی همبرگر،  نمونه  2ی غذایی )نمونه  5استخراج مستقيم در  

 ی همبرگر دستی( است. نمونه 1ی کباب لقمه و نمونه
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Figure 4. Agarose gel electrophoresis of PCR product using primers for detection of the 

nuc gene of Staphylococcus aureus by direct extraction. L: Ladder, C⁺: Positive control, C⁻: Negative control 

 

  seaژن  و      sedو     sebهایژنهای  ژننتایج ردیابی    -3-7

 ،sec  و  see  روش  استفاده از باPCR    

هيچ نمونهدر  از  ژن یک  مطالعه،  مورد  غذایی  های های 

  شده جداسازیایزوله    55یافت نشد. از    sed  و   sebیکدکننده

نمونه در  از  غذایی  فراورده  45های  از  گوشتی  نمونه  های 

)آزمایش نمونهدرصد    25/ 71شده  کل  جمعاز  آوری  های 

  PCRتشخيص داده شد.محصولات    seaشده(، حضور ژن  

اورئوسهای  ایزوله ژن    استافيلوکوکوس  ردیابی  جهت 

بهقطعه  seaی  کدکننده .  (a-5شکل  )  بود  bp  127طول  ای 

 DNA  از  هابرای مقایسه وزن مولکولی و تشخيص دقيق ژن

Ladder  .های این پژوهش  همچنين براساس یافته  استفاده شد

های غذایی  از نمونه  شدهجداسازیایزوله    55  مشخص شد از

  درصد   2/ 28)  استافيلوکوکوس اورئوس  یایزوله   4در    secژن  

نمونه کل  جمعاز  طول  های  گردید.  شناسایی  شده(  آوری 

مشاهده شد )شکل    bp  451برابر با      secژن    PCRمحصولات  

5-b.)  محصولاتPCR  ژنsee ی ناحيه درbp 209   تشکيل

های غذایی، در شده از نمونه ایزوله جداسازی 55باند داد. از 

اورئوسی  ایزوله  6 کل    4/ 08)  استافيلوکوکوس  از  درصد 

تشخيص داده شد   seeشده( حضور ژن  آوریهای جمعنمونه

 (.  c-5شکل )

 
Figure 5. Agarose gel electrophoresis of PCR product using primers for detection of the sea (a), sec (b) and see 

(c) genes of Staphylococcus aureus. L: Ladder, C⁺: Positive control, C⁻: Negative control 

 

  استافيلوکوکوس اورئوسهای شناسایی ایزوله -3-11

 16S rRNAیابی ژن ی توالیوسيله به

به بلاست  دست نتایج  آناليز  از    SEA-A4و    SEA-D4آمده 

داد از  توالی  نشان  بيش  با  نتایج    98ها  با  تطابق  درصد 

وارد شد و در     GeneBankپوشانی داشتند. سپس نتایج به هم 

ها مشخص این پایگاه داده، نام ژن، نام پروتئين و توالی آن

منظور  بود. به  Aی انتروتوکسين  شدهنمود که توالی سکانس

وارد شد و   NCBI protein blastاطمينان، توالی پروتئينی در  
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درصد تطابق نشان داد که توالی   100ی بلاست با  مجدد نتيجه 

بود. در تمامی آناليزهای بلاست،   Aمربوط به انتروتوکسين  

انتروتوکسين   نمایش داده شد و   Aتنها نتایج مربوط به ژن 

ها  ی دیگری مبنی بر مشابهت با سایر پروتئينگونه نتيجههيچ

مشابهی پژوهش  در  نگردید.  با    DNA،  مشاهده  ژنومی 

جدایه از  مختلف  موفقيت  اورئوس های    استافيلوکوکوس 

های این  یا ناخالصی خالص شدند. یافته  DNAبدون برش  

های مختلف  جدایه  16S rDNA  هایبررسی نشان داد که ژن

های  . دادهشدندبا موفقيت تکثير   bp 1525ی حدود با اندازه

 GeneBankی  آمده از پایگاه دادهدست به  16S rDNAتوالی  

( درصد  100شده )های جداسازیتأیيد کرد که تمامی سویه

 ند شناسایی شد  استافيلوکوکوس اورئوسهای  عنوان سویهبه

محدوده در  بلاست  آناليز  شباهت  بود   96-99ی  و  درصد 

حاضر    [.19]  پژوهش  در  توالی  همچنين  اطمينان  برای 

به   مجددا    NCBI protein blastپروتئينی  و  یافت  انتقال 

با  نتيجه بلاست  توالی    100ی  که  داد  نشان  تطابق  درصد 

به   نتایج   Aانتروتوکسين  مربوط  تمامی  درنتيجه،  بود. 

بود    Aانتروتوکسين  آمده از بلاست تنها مربوط به ژن  دست به

هيچ نتيجهو  سایر  گونه  با  مشابهت  بر  مبنی  دیگری  ی 

 ها مشاهده نشد. پروتئين

پيک  شده  مشاهده  نتایج  براساس  رنگ  همچنين  با  هایی 

، با  C، با رنگ آبی برای نوکلئوتيد  Gمشکی برای نوکلئوتيد  

و با رنگ سبز برای نوکلئوتيد    Tرنگ قرمز برای نوکلئوتيد  

A  .های  ایزولهدر بلاست    بودSEA-A4    وSEA-D4   تنها در

سه نوکلئوتيد عدم تطابق مشاهده شد که با رنگ آبی، زرد و  

  Aقرمز مشخص شده است. همچنين در دو ناحيه نوکلئوتيد 

قرار گرفته بود )جدول   Cو    Tو در توالی دیگر نوکلئوتيد    Gو  

10.) 
   

Table 10. Sequence of SEA-A4 and SEA-D4 isolates 

CCATAATAAGCACCATACAAGTCTACTTTTTTCCCTTTATATTTATCAACAA

TATCCTTTGAATCAAAATCTACTAATAAATCGTTATACCACGGATGACCTG

TGAAAAA 

Sequence 

SEA-A4 

CCATAATAAGCACCATACAAGTCTACTTTTTTCCCTTTATATTTATCAACAA

TATCCTTTGAATCAAAATCTACTAATAAATCGTTATACCACGAATGATCTG

TAAAAAA 

Gen Bank: 

CP053353.1 

staphylococcal 

enterotoxin type A 

TGATAACCATAATAAGCACCATACAAGTCTACTTTTTTCCCTTTATATTTAT

CAACAATATCCTTTGAATCAAAATCTACTAATAAATCGTTATACCACGGAT

GACCTGTGAAAA 

Sequence 

SEA-D4 

TGATAACCATAATAAGCACCATACAAGTCTACTTTTTTCCCTTTATATTTAT

CAACAATATCCTTTGAATCAAAATCTACTAATAAATCGTTATACCACGAAT

GATCTGTAAAAA 

Gen Bank: 

CP053639.1 

staphylococcal 

enterotoxin type A 

 

 گيری نتيجه-4

ی گوشتی  فراورده  175ی حاضر نشان داد که از  نتایج مطالعه

ی نمونه  12،  درصد(  16)  همبرگر ی  نمونه  28شده،  آزمایش

لقمه دستی  نمونه  15و    درصد(  7)  کباب  ) همبرگر    9ی 

در   nucبودند. ژن  اورئوس لوکوکوسياستافدرصد( آلوده به 

گوشتی  فراورده  55  ی نمونه  12همبرگر،    ینمونه  28)ی 

درصد   31/ 5ی و در کل  همبرگر دست  ی نمونه  15کباب لقمه و  

های گوشتی  نمونه از فراورده 45، شناسایی شد. در (هانمونه

)آزمایش ژن    8/ 81شده  حضور  نيز  تشخيص  seaدرصد(   ،

  6درصد( و  2/ 7) 4ترتيب در به seeو   secهایداده شد. ژن

یک  علاوه، در هيچبه ی غذایی یافت شدند.  درصد( نمونه  11)

  و    sebی های کدکنندههای غذایی موردآزمایش، ژن از نمونه

sed    آمده از آناليزهای  دست نتایج بهوجود نداشت. همچنين

ها دارای  توالی  مشخص نمود که  SEA-Rو    SEA-Fبلاست  

علاوه،  پوشانی بودند. بهدرصد تطابق با نتایج هم   98بيش از  

، NCBI protein blastآمده از توالی پروتئينی در  دست نتایج به

با  نتيجه بلاست  توالی    100ی  که  داد  نشان  تطابق  درصد 

انتروتوکسين   به  آزمون   Aمربوط  نتایج  این،  بر  بود. علاوه 

ایزولهآنتی از  بسياری  که  ساخت  مشخص    های بيوگرام 
آنتی  اورئوس  لوکوکوس ياستاف  برابر  مورد بيوتيکدر  های 
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استفاده مقاومت داشتند. بنابراین با توجه به نتایج به دست  

می  حضورآمده،  گفت  با    اورئوس  لوکوکوسياستاف  توان 

ژنت و   ديتول  یک يعوامل  حرارت  به  مقاوم    نوکلئاز 

  ی عامل خطر بالقوه برا   کی عنوان  به  یستی با  ها،نيانتروتوکس

 نظر گرفته شود. در ییموادغذا یمنیا
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Investigation of the prevalence of enterotoxigenic Staphylococcus aureus 

isolates in hamburgers and kebabs in Mashhad and the SE gene profile of 

the isolates 
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ABSTRACT ARTICLE INFO  

The study aimed to investigate the frequency of enterotoxin-

producing Staphylococcus aureus isolates in hamburgers and meat 

bites in Mashhad and the frequency of the gene. In this practical 

descriptive research, the number of 175 meat samples including 70 

hamburger samples, 70 kebab bite samples, and 35 handmade 

hamburger samples in a non-repetitive and cluster sampling method, 

from the brand various commercial products were collected from the 

supply centers in Mashhad from April to June 2023. After culturing 

the samples in a specific medium and isolating the isolates suspected 

of Staphylococcus aureus, the bacteria were identified using 

morphological and biochemical characteristics. Then they were 

confirmed by using a specific primer and polymerase chain reaction 

(PCR). Using PCR, the frequency of enterotoxin-producing genes 

was detected and the antibiotic resistance of Staphylococcus aureus 

isolates was checked by disc diffusion method in food samples. 

Among the 175 meat products tested, 28 hamburger samples (16%), 

12 kebab samples (7%), and 15 handmade hamburger samples (about 

9%) were pathogenic bacteria. were infected with Staphylococcus 

aureus. Compared to kebab samples, hamburger samples showed 

higher contamination, and more of them were reported as 

Staphylococcus aureus positive. nuc gene was detected in all bacteria 

identified by biochemical method. The presence of the sea gene was 

detected in 45 samples of tested meat products (25.71% of all 

samples). sec and see genes were found in 4 (2.28%) and 6 (4.08%) 

food samples, respectively. Genes encoding used and sed were not 

found in any of the studied samples. In addition, many isolates 

showed high resistance to tetracycline, clindamycin, and oxacillin; 

some were resistant to more than one antibiotic. In this study, the 

results obtained from the SEA-F and SEA-R blast analyses revealed 

that the sequences had more than 98% agreement with the overlapping 

results. 
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